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Alo-TPH: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
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NH: Neoplasia hematoldgica

NHCD: Neoplasia hematoldgicas en células del donante.

NK: Natural killer.
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PH: Progenitores hematopoyéticos.



QC: Quimerismo completo.

QM: Quimerismo mixto.

RA: Reconstitucion autdloga.

SCU: Sangre de corddn umbilical.

SMD: Sindrome mielodisplasico.

SP: Sangre periférica.

STR: Short Tandem Repeat.

TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos.
TPH-DNE: Trasplante de donante no emparentado.
TPH-Haplo: Trasplante haploidéntico.

TPH-HLA-id: Trasplante HLA idéntico.

TPH-SCU: Trasplante de sangre de cordén umbilical.
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RESUMEN

Evolucion gendmica en el proceso de leucemogénesis en leucemia en células del

donante post-trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

Las neoplasias hematolégicas (NH) engloban diversos tipos de proliferacién tumoral de
las células sanguineas o de sus precursores localizados en la médula ésea (MO) y en los
organos linfoides. Las NHs comprenden un conjunto de enfermedades clasicamente
definidas por criterios clinicos, morfoldgicos, citogenéticos y moleculares, que se
comportan de manera heterogénea en su evolucidon, patogénesis, prondstico y
respuesta al tratamiento. El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-
TPH) es actualmente la Unica opcidn potencialmente curativa para muchos de estos

pacientes.

A pesar de que se han producido numerosos avances en la biologia del alo-TPH, en el
conocimiento de los antigenos HLA, en los regimenes de acondicionamiento y en la
profilaxis de la enfermedad injerto contra receptor (EICR) y de las infecciones; una
proporcidn significativa de los pacientes desarrollan serias complicaciones post-alo-TPH,
como EICR y/o recaida de la enfermedad primaria. Una complicacién menos frecuente
del alo-TPH es el desarrollo de una NH derivada de las células del donante (NHCD), que
consiste en la transformacién leucémica de las células sanas procedentes del donante

en un paciente sometido a un alo-TPH.

Se han propuesto varios mecanismos por los que se produce la transformacién
leucémica de los progenitores hematopoyéticos, no obstante, los datos disponibles son
limitados y la heterogeneidad de los casos excluye la identificacion de un mecanismo
simple. Nuestro grupo realizd una revision sistematica de todos los casos reportados en
la literatura como punto de partida del estudio y se objetivd que los pacientes que
desarrollan una NHCD tienen caracteristicas muy heterogéneas en cuanto a la edad y
sexo del receptor y del donante y el régimen de acondicionamiento del TPH. Sin
embargo, se observan algunas caracteristicas comunes como la enfermedad primaria
por la cual los pacientes se someten a un alo-TPH, el tipo de enfermedad hematoldgica
desarrollada en las células del donante, la fuente de PHs empleada en el trasplante y las
alteraciones citogenéticas detectadas en las NHCDs. La mayor parte de los casos de
NHCD han sido reportados en las ultimas dos décadas, este aumento esta directamente

relacionado con la elevacion en el nUmero de alo-TPHs realizados en el mundo, asi como
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con la mejora en supervivencia global a largo plazo de estos pacientes y al empleo

rutinario de técnicas moleculares para la deteccidn del quimerismo.

Posteriormente, se recogid la casuistica nacional de esta enfermedad (n=8) y se
secuencié el exoma completo de las muestras secuenciales de MO post alo-TPH, asi
como en muestras del donante con el fin de dilucidar los mecanismos implicados en la
patogénesis de esta enfermedad y de analizar la dinamica de adquisicidn y pérdida de

alteraciones gendmicas y su implicacién en el proceso de leucemogénesis.

Se detectd en uno de los donantes la presencia de monosomia del cromosoma 7 en los
progenitores hematopoyéticos en el momento de la donacién y en los otros 7 casos se
detectaron variantes de probable origen germinal en genes relacionados previamente
con sindromes de predisposicion al cancer. Sin embargo, todos los donantes estaban

sanos en el momento del diagndstico de NHCD en el receptor.

A través del estudio seriado de las muestras de MO post-trasplante se objetiva que las
neoplasias mieloides se estructuran en un Unico clon fundador con alteraciones
genomicas que se detectan en todas las células leucémicas y varios subclones; los clones
malignos evolucionan y aceleran la progresion de la enfermedad mediante la adquisicién
de nuevas mutaciones. El nicho en el que se producen todos estos cambios tienen una
toxicidad residual, por la enfermedad y el tratamiento previo, que puede favorecer a la
inestabilidad gendmica y acelerar el proceso, ademas la vigilancia inmune suele estar
disminuida como consecuencia del tratamiento inmunosupresor o por la inmadurez del

nuevo sistema inmune.

Las NHCDs presentan modelo in vivo Unico para estudiar la dindmica de aparicién de
mutaciones tempranas que conducen al desarrollo de una NH. La implicacion de cada
uno de los factores relacionados con el trasplante o de los factores genéticos que
contribuyen a la aparicion de una NHCD es desconocida. Posiblemente, no existe un
mecanismo Unico que sea el responsable del desarrollo de las NHCDs, sera la

combinacion de varias condiciones las que promuevan su aparicion.









SUMMARY

Genomic evolution in the process of leukemogenesis in donor cells derived leukemia

after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

Hematological neoplasms (HN) encompass various types of tumor proliferation of blood
cells or their precursors located in the bone marrow (BM) and lymphoid organs. The NHs
comprise a group of diseases classically defined by clinical, morphological, cytogenetic
and molecular criteria, which behave very heterogeneously in their evolution,
pathogenesis, prognosis and response to treatment. Allogeneic hematopoietic stem
cells transplantation (allo-HSCT) is currently the only potentially curative option for

many of these patients.

Although there have been numerous advances in the biology of allo-HSCT, in the
knowledge of HLA-antigens, in conditioning regimens and in the prophylaxis of graft-
versus-host disease (GVHD) and infections; a significant proportion of patients develop
serious complications post-allo-HSCT, such as GVHD and/or relapse of the primary
disease. A less frequent complication of allo-HSCT is the development of a HN derived
from donor cells (DCHN), which consists in the leukemic transformation of healthy cells

from the donor in a patient undergoing allo-TPH.

Several mechanisms have been proposed by which the leukemic transformation of
hematopoietic progenitors occurs, however, the available data are limited and the
heterogeneity of the cases excludes the identification of a simple mechanism. Our group
performed a systematic review of all cases reported in the literature as a starting point
of the study and found that patients who develop a NHCD have very heterogeneous
characteristics in terms of age and sex of the recipient and the donor and the regimen
of conditioning. However, some common characteristics are observed such as the
primary disease by which patients undergo allo-TPH, the type of hematological disease
developed in the donor cells, the source of stem cells infused and the cytogenetic
alterations detected in NHCDs patients. The majority of cases of NHCD have been
reported in recent decades, this increase is directly related to the increase in the number
of allo-TPHs performed in the world, as well as the improvement in long-term overall
survival of these patients and the routine use of molecular techniques for the detection

of chimerism.



SUMMARY

Subsequently, the national casuistic of this disease (n = 8) was collected and the
complete exome of the sequential samples of MO post-allo-TPH and of the donor was
sequenced, in order to elucidate the mechanisms involved in the pathogenesis of this
disease and to analyze the dynamics of acquisition and loss of genomic alterations and

their involvement in the process of leukemogenesis.

The presence of chromosome 7 monosomy in hematopoietic progenitors at the time of
donation was detected in one donor and in the other 7 cases, variants of probable
germinal origin were detected in genes previously associated with predisposition to
cancer syndromes. However, all donors were healthy at the time of diagnosis of NHCD

in the recipient.

Through the serial study of post-transplant BM samples, it was found that myeloid
neoplasms are structured in a single founder clone with genomic alterations that are
detected in all leukemic cells and several subclones; malignant clones evolve and
accelerate the progression of the disease by acquiring new mutations. The niche in
which all these changes take place has a residual toxicity, due to the disease and
previous treatment, which may favor genomic instability and accelerate the process. In
addition, immune surveillance is usually diminished as a consequence of

immunosuppressive treatment or immaturity of the new immune system.

The DCHNs present a unique in vivo model to study the dynamics of appearance of early
mutations that lead to the development of an HN. The implication of each one of the
factors related to the transplant or the genetic factors that contribute to the appearance
of a DCHN is unknown. Possibly, there is no single mechanism that is responsible, it will

be the combination of several conditions that promote the onset of DCHN.









INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Hematopoyesis

La hematopoyesis es un proceso biolégico, altamente dindmico, que requiere tanto de
la capacidad de autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas como de la
capacidad de diferenciacidon y maduracién hacia los diferentes linajes para mantener los
niveles de las células tejido hematopoyético durante toda la vida del individuo.! La
hematopoyesis en el ser humano tiene diferentes localizaciones anatémicas a lo largo
del desarrollo embrionario. La produccién de las células sanguineas comienza en el saco
vitelino durante las primeras semanas de gestacion, entre el segundo y el séptimo mes.
El higado y en menor grado el bazo, los ganglios linfaticos y el timo, son los lugares mas
importantes de produccion; a partir del séptimo mes la médula ésea (MQ), se convierte
en el rgano hematopoyético principal. En el recién nacido, el tejido hematopoyético
rellena las cavidades de todos los huesos. Entre los 5 y los 20 afos, los huesos largos van
perdiendo lentamente su capacidad de producir células hemadticas y, a partir de los 20
afos el tejido hematopoyético se reduce a las vértebras, al esterndn, a las costillas y a
la pelvis. El higado y el bazo mantienen una capacidad residual para la produccion de
células sanguineas vy, sélo en circunstancias patoldgicas, reasumiran sus funciones

hematopoyéticas.?

La MO proporciona un microambiente 6ptimo para la proliferacién, diferenciacion, la
adhesion y la quiescencia de las células madre hematopoyéticas.? El microambiente
hematopoyético esta constituido por un conjunto de células (endoteliales, fibroblastos,
macréfagos, linfocitos, adipocitos, osteoblastos, osteoclastos, condrocitos), factores
solubles (factores de crecimiento, citocinas, interleucinas, quimiocinas) y proteinas de
la matriz extracelular (fibronectina, coldgeno, laminima, etc.), esenciales para el
desarrollo normal de las células madre y la regulacion de sus funciones. La comunicacion
intercelular y con la matriz extracelular se realiza mediante moléculas de adhesion y sus
ligandos, asi como por factores solubles (CXCL12, VLA-4, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-3,
PCAM-1, etc.).> La combinaciéon de factores extrinsecos e intrinsecos, como el
microambiente medular, las rutas de senalizacién intracelular, los factores de

transcripcion y los modificadores de la cromatina contribuyen al equilibrio dinamico

11
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entre la autorrenovacion de las células madre y la diferenciaciéon en los diferentes
linajes. La alteracion o desregulacion de la hematopoyesis normal en algin punto de la
cascada hematopoyética (Figura 1) puede resultar en el desarrollo de una neoplasia

hematoldgica (NH).4

o

Célula madre hematopoyética
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Figura 1. Esquema de la hematopoyesis (Imagen modificada de Sistema hematopoyético
de la médula ésea por OpenStax College, Anatomy & Physiology).

1.2. Neoplasias hematoldgicas

Actualmente, el término NH engloba los diversos tipos de proliferaciones tumorales de
las células sanguineas o de sus precursores localizados en la MO y en los diferentes
tejidos linfoides (ganglios linfaticos, tejido linfoide asociado a mucosas, bazo). Las NHs
reunen a un conjunto de enfermedades clasicamente definidos por criterios clinicos,
morfoldgicos, inmunohistoquimicos, inmunocitométricos, citogenéticos y moleculares,
gue se comportan de manera muy heterogénea en su patogénesis, prondstico,

evolucion y respuesta al tratamiento.®
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Al igual que ocurre en los tumores sdlidos, las NHs son la expresion fenotipica de la
trasformacién neoplasica de los precursores hematopoyéticos (PHs), mediante un
proceso de acumulacién de alteraciones gendmicas sucesivas en los genes que dirigen 'y
regulan funciones celulares basicas como la proliferacién, la diferenciacién, la
supervivencia y la muerte celular. Estas mutaciones ocasionan una proliferaciéon
excesiva y/o una inhibicion de la apoptosis, dando lugar a un ciumulo de células
indiferenciadas e hiperlongevas en la MO y en la sangre periférica (SP), con obliteracién

de la hemopoyesis normal.

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud clasifica las NHs segun su origen sea
mieloide o linfoide. Dentro de las neoplasias mieloides se encuentran la leucemia
mieloide aguda (LMA), el sindrome mielodisplasico (SMD), neoplasia mieloproliferativa
créonica y neoplasia mielodispldsica/mieloproliferativa. Dentro de las neoplasias
linfoides se encuentran las neoplasias linfoides de células precursoras (Leucemia
linfobldstica aguda (LLA) de células B o T), el linfoma de Hodgkin y los linfomas no
Hodking que engloba a las neoplasias de células B maduras y a las neoplasias de células

Ty células NK maduras.

Segun los datos de GLOBOCANS® la incidencia estimada de nuevos casos de NHs en el
mundo para el afio 2020 es superior a 1,2 millones de casos, lo que representa el 6,7%
de la incidencia global estimada de cancer en el mundo. Asi mismo, la mortalidad
estimada para las NHs es de 720.000 casos, que se corresponde con el 7,1% de la

mortalidad global estimada de cancer en el mundo en el afio 2020 (Figura 2).°

Atendiendo a la misma fuente®, las leucemias son el tipo de NHs con mayor tasa de

mortalidad, el 71% de los pacientes fallecen durante el curso de la enfermedad.®

13
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Incidencia y mortalidad estimada de las neoplasias
hematoldgicas en el mundo en el aifo 2020

w e

82324

MM

168748
S U
454299
e s
533624
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

W Mortalidad Incidencia

Figura 2. Incidencia y mortalidad estimada de las neoplasias hematoldgicas en el mundo
en el afio 2020. (Figura obtenida con los datos de GLOBOCAN.® Abreviaturas: LH:
Linfoma de Hodgkin; MM: Mieloma multiple, LNH: Linfoma no Hodgkin).

Los primeros casos reportados de leucemia datan de la primera mitad del siglo XIX. El
primer comunicado que con seguridad se refiere a esta enfermedad es del médico
francés Velpeau, quien en 1823 describe a un paciente de 63 afios que presentaba un
abdomen aumentado de tamanio, fiebre, debilidad, manifestaciones propias de quien
tiene calculos renales y que al practicarle la autopsia observé que tenia el higado vy el
bazo de tamafio aumentado, mientras que la sangre y el pus parecian del color de la
levadura y el vino tinto. Posteriormente, en el afio 1945 Virchow’ describid un caso en
el que el paciente presentaba un material blanquecino en los vasos sanguineos y acufid
el término de leucemia, palabra que viene del latin cientifico y que se integra de dos
raices griegas, leukos, que quiere decir blanco y haima que significa sangre. Otros casos
similares fueron descritos por Bennett (1945) y Vogel (1951).2 En 1878, Neumann
distingue por primera vez las dos formas de leucemia, linfoide y mieloide,® sentado asi,

las bases de estas enfermedades.
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Las leucemias conforman un grupo heterogéneo de neoplasias clonales que surgen de
la transformacion maligna de las células hematopoyéticas. Su caracteristica comun es el
acumulo de las células malignas anormales en la MO y en la SP, lo que provoca fallo
medular (anemia, neutropenia y trombopenia) e infiltracién de érganos (higado, bazo,
ganglios linfaticos, meninges, cerebro, testiculos o piel). Como ya se ha comentado, las
leucemias pueden clasificarse segun la linea celular proliferante en linfoides o mieloides.
Adicionalmente, segun el grado de diferenciacion celular se clasifican en agudas o
cronicas. Las leucemias agudas son enfermedades invasivas en las que la transformacién
maligna ocurre en estadios precoces de diferenciacion de los PHs, por lo que las células
neoplasicas son indiferenciadas (blastos) y se produce fallo medular e infiltracién
organica por acumulacidn. Las leucemias crénicas son enfermedades en las que las
células malignas transformadas conservan cierta capacidad de diferenciacién y los

pacientes sufren un curso natural de la enfermedad mas lento y crénico.

Las leucemias han estado histéricamente a la vanguardia en el empleo de las pruebas
genéticas para el diagnodstico, clasificacidn, prondstico y seleccion de tratamiento. La
caracterizacion genética es vital para la evaluacién clinica y ha evolucionado de manera
continua con el incremento de los estudios gendmicos del cancer y las mejoras en las
técnicas de diagndstico molecular.®> A pesar de estos avances en el campo de la genética
de las NHs, el tratamiento de las leucemias no ha cambiado sustancialmente en los
ultimos afios. Este comprende dos fases fundamentales, una primera fase o induccidn,
en la que se administra al paciente un tratamiento intensivo de quimioterapia con el fin
de obtener una remisién completa de la enfermedad, seguida de una segunda fase en
la que se administra un tratamiento de consolidacidn y otro de intensificacion, que
puede ir seguido de un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-
TPH), que es actualmente la Unica opcidn potencialmente curativa que tienen estos

pacientes.
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1.3. Leucemogénesis

La primera teoria sobre la leucemogénesis se inicié en la década de 1920 por Bauery
Strong.1® Estos autores plantearon que el origen de la célula tumoral no era mas que
una célula normal afectada por algun tipo de alteracién genética. La mayor objecion a
esta teoria era que no explicaba la variaciéon de la frecuencia del cancer con la edad.
Estos autores proponian la existencia de un periodo de latencia relativamente largo a
partir del cual las nuevas cualidades adquiridas por la célula se hacian evidentes y el
fenomeno se diagnosticaba como cancer. Sin embargo, la incidencia de leucemia y
sarcoma a edades tempranas no encajaba esta teoria del periodo de latencia.
Paralelamente, en el afio 1943, Dahlberg propuso una explicacion totalmente diferente
para explicar la relacién entre la edad y el cancer, propuso que la incidencia de cancer
aumentaba con la edad, debido a que la célula tumoral necesitaba realizar un cierto
numero de divisiones celulares, que tomaban su tiempo, para dar lugar a la aparicién
del cancer.! La cuestion estaba entonces en el proceso que tenia lugar en las células en
los intervalos entre las diferentes divisiones. Segun Timoféeff-Ressofsky et al. y
Schroedinger, las mutaciones constituian este proceso que ocurria de manera incesante
en un gran nuimero de células.?? Si estas células portadoras de la mutacion se
propagaban, es decir, simantenian la capacidad de autorrenovacion, las células mutadas
se multiplicaban y en este caso era probable que alguna de las células ya mutadas
adquiriera una nueva mutacién. En base a estas teorias, Nordling!>!3 sugirié6 que
probablemente fuese necesaria la adquisicion de mutaciones sucesivas en una misma
célula para desarrollar cancer, asumiendo que solamente aquellas mutaciones que
incrementan la tasa de proliferacion celular y las que producen que la célula no se

desarrolle de manera normal, ocasionan este efecto.?13

En el afio 1976, Nowell'* propone la hipdtesis de la evolucidn clonal de los tumores,
expone que el inicio de un proceso tumoral es inducido por la adquisiciéon de una
alteracion en una célula normal, que la convierte en una célula neoplasica, y le
proporciona una ventaja proliferativa frente a las células normales adyacentes. La
proliferacion neoplasica puede ocurrir inmediatamente o tras un periodo de latencia. A
partir de este momento, y como resultado de la inestabilidad genética en la poblaciéon

tumoral que se estd expandiendo, se producen células con diferentes mutaciones en el
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organismo, muchas de las cuales seran eliminadas por el sistema inmunoldgico. Sin
embargo, alguna de estas células adquirira una nueva mutacion que le proporciona una
ventaja selectiva adicional con respecto a las células originarias del tumor y a las células
normales, y se convertiran en los precursores de una nueva subpoblacién
predominante.’* En este proceso denominado evolucién clonal, las células tumorales
adquieren mas mutaciones que les permite tornarse cada vez mas agresivas en sus
propiedades y mas proliferativas. Estas caracteristicas son propias de un proceso
darwiniano de evolucidn; la evolucion demanda diversidad genética en una poblacion
determinada, a partir de la cual seleccionar individuos aptos para adaptarse a una
presion ambiental concreta. En los tumores, esta heterogeneidad la proporciona la
inestabilidad gendmica propia de las células neopldsicas. Por este motivo, esta teoria
evolutiva de los tumores se conoce como la teoria de la evolucidén darwiniana. La teoria
de la evolucion clonal en cancer ha sido apoyada por numerosos autores y ha
sobrevivido a 43 afios de pruebas y observaciones empiricas, responde a cuestiones
fundamentales sobre la biologia del cancer, como la progresién de los tumores, la
diferencia entre alteraciones neutrales para las células y las alteraciones que le

proporcionan una ventaja selectiva y el desarrollo de resistencia al tratamiento (Figura

3).15.16

Actualmente sabemos que el cancer se desarrolla como resultado de la acumulacion de
alteraciones somaticas en genes que modifican los puntos de control de la divisidon
celular, lo que resulta en una proliferacién celular anormal y finalmente en la
tumorogénesis.l” Dependiendo del tipo de tumor, las células adquieren mds o menos
mutaciones, siendo los tumores pedidtricos y las leucemias las neoplasias con un menor

numero de alteraciones, en torno a 9-10 alteraciones.'®
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Figura 3. Modelo de evolucion clonal en cancer. (Los agentes carcinogénicos inducen la
transformacién de una célula normal (N) en una célula tumoral (T1) con ventajas
proliferativas que permiten el inicio de la expansion clonal. La inestabilidad gendmica
de T1 conlleva a la produccién de variantes (T2-T6), la mayoria de ellas mueren por una
desventaja metabdlica o inmunoldgica (circulos rayados), durante un tiempo una
poblacion celular se mantiene como predominante (T2) hasta que otra subpoblacién
adquiere caracteristicas mas favorables que la convierten en la predominante (T4). Este
proceso secuencial difiere en cada tumor. Modificada de Nowell, 1976%4).

La transformacion leucémica de las células hematopoyéticas tiene lugar a través de un
proceso evolutivo, que requiere de la adquisicidn de alteraciones gendmicas que dotan
a la célula de una diversidad genética conocida como heterogeneidad intratumoral.!®
Las primeras alteraciones genéticas daran lugar a células en estadios pre-malignos,
denominadas células pre-leucémicas, y la adquisicion de mutaciones adicionales
convertira a algunas de estas células en clones abiertamente malignos. La progresion de
un clon u otro dependerd del tipo de mutaciones adquiridas; progresaran aquellos
clones con mutaciones que le confieren a la célula una ventaja proliferativa y/o
caracteristicas anti-apoptdticas, siempre y cuando mantengan la capacidad de
autorrenovacion.'® Debido a que estos clones se dividirdn mas rapidamente de lo
normal, superaran el desarrollo de otras células hematopoyéticas y se transformaran en

el clon dominante (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de evolucién clonal de las células hematopoyéticas en un clon
leucémico.

En los ultimos afios, el empleo de nuevas técnicas citogenéticas y de biologia molecular
han permitido la caracterizacion de diversas alteraciones genéticas recurrentes
identificadas en las NHs, permitiendo un mayor conocimiento de su fisiopatologia. Asi,
hablamos de la existencia de biomarcadores genéticos con potencial diagndstico, ya que
un numero elevado de alteraciones genéticas se asocian especificamente con
determinadas neoplasias. Estos biomarcadores se han convertido, ademas, en
herramientas clinicas con un potencial prondstico, en muchas ocasiones constituyendo
factores prondstico independientes de otras variables clinicas, que permiten una mejor
estratificacién de los pacientes en determinados grupos en funcion del riesgo.?%2122.23
Ademas, estas alteraciones genéticas se emplean como marcadores moleculares para el

seguimiento de la enfermedad.

Por otro lado, la caracterizacion genética de las NHs favorece también a la identificacion
de dianas moleculares que permiten la seleccion de nuevos tratamientos dirigidos a

mutaciones especificas, obteniendo asi una mejor respuesta terapeutica.?*
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En la actualidad, el catadlogo de alteraciones genéticas asociadas a las NHs, con valor
diagndstico, prondstico y terapéutico es tan elevado que es necesario abordar el analisis
de las mismas por técnicas de secuenciacion masiva que nos permitan estudiar un gran
numero de genes al mismo tiempo. Por esta razén, en los Ultimos afios se ha producido
la implementacién progresiva de la de secuenciacidn masiva en la rutina asistencial, lo
gue supone un cambio de paradigma en el diagndstico y tratamiento de estos

pacientes.?

Asi mismo, la secuenciacion masiva permite detectar de manera indirecta la adquisicién
de mutaciones a lo largo del tiempo que conducen al desarrollo de una leucemia,
mediante la deteccién de diferencias en la proporcién relativa de mutaciones co-
ocurrentes en la muestra tumoral. Gracias a la profundidad de lectura alcanzada por
esta tecnologia podemos detectar diferencias de frecuencia entre el alelo normal y el
alelo mutado, que se expresan como frecuencia alélica de la variante (FAV). La FAV es la
proporcidn de lecturas que contienen el alelo mutado respecto a las lecturas totales en
una posicién determinada, a partir de estas proporciones relativas es posible inferir la
arquitectura tumoral.?? Estos estudios han demostrado la aparicién de nuevos clones
portadores de mutaciones a lo largo de la evolucién de la leucemia.?® %’ En el momento
del diagndstico, aquellas mutaciones que tienen una FAV alta probablemente habran
tenido lugar en estadios tempranos de la enfermedad, mientras que aquellas
mutaciones que estan presentes en una fraccion minoritaria de células se habran
adquirido en estadios tardios del desarrollo. Esta heterogeneidad clonal también se ha
demostrado en estudios longitudinales en los que se han estudiado muestras del
diagnéstico de la enfermedad y muestras de la recaida del mismo paciente,
identificdndose asi diferentes patrones de recaida.?® Las recaidas pueden provenir de la
expansion de los clones mayoritarios o minoritarios presentes en el diagndstico o bien
pueden deberse a la aparicion de nuevos clones que comparten una relacion ancestral

con el clon del diagnéstico (Figura 5).2?

Estos estudios han documentado la presencia de mutaciones tempranas o iniciadoras
gue estan presenten en todas las células del tumor y también han detectado mutaciones
gue se mantienen tras un fallo de respuesta al tratamiento. El estudio de estos modelos

biolégicos permite identificar mecanismos de transformacidn neoplasica. Otro modelo
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util para identificar estos mecanismos, lo proporcionan las células en las que se produce
una transformacién maligna en los pacientes diagnosticados de SMD que progresan a

LMA secundaria.?®

Patrones de RECAIDA

¥ Clon mayoritario en el
diagndstico

DIAGNOSTICO
Clon minoritario en el

diagndstico

Evolucién de un clon
ancestral

Aparicion de un nuevo
clon relacionado con
el tratamiento

oooo00

Figura 5. Patrones de recaida observados en la leucemia mieloide aguda. (Imagen
modificada de Grimwade. et al. 2016%2).

Sin embargo, en estos modelos bioldgicos no es posible estudiar la dinamica real de
adquisicion de las alteraciones moleculares pre-leucémicas, ya que las muestras
disponibles corresponden al momento del diagndstico de la neoplasia en el paciente y
de su evolucién posterior, pero habitualmente, no se dispone de muestras previas al

diagnédstico.

Existe una patologia denominada neoplasia hematoldgica en las células del donante
(NHCD) que es una complicacién extremadamente infrecuente de pacientes que han
recibido un alo-TPH. En estos casos, al ocurrir la neoplasia en un paciente que esta
siendo sometido a controles periddicos tras el trasplante, es factible que existan
muestras anteriores al diagndstico de la NHCD susceptibles de ser estudiadas. Asi, la
NHCD proporciona un modelo in vivo de leucemogénesis a través del cual se podria
estudiar la dindmica de adquisicion de mutaciones que tienen lugar en el desarrollo de

una NH.
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1.4. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

El desarrollo del trasplante hematopoyético se inicié en los afios 50, como consecuencia
de las deficiencias de MO ocurridas en pacientes por causa de la radiacion o de
tratamientos de quimioterapia. Los primeros TPHs se llevaron a cabo en el afio 1957 por
el Thomas y colaboradores®® (en 1990 fue galardonado con el Premio Nobel de
Medicina, compartiendo este honor con Joseph E. Murray, pionero en el area del
trasplante de rifidn), desde entonces hasta la actualidad se ha consolidado el papel del
TPH como terapia celular en un gran nimero de enfermedades malignas y no malignas.
Su aplicacion en neoplasias hematoldgicas comenzd en los afios 70,3! después de més
de 50 anos de desarrollo. La enorme variedad de procedimientos disponibles
actualmente, que incluye diferentes tipos de donantes, fuentes de PHs e intensidad de
tratamiento lo han convertido en la Unica opcidn curativa disponible para muchos

pacientes con este tipo de enfermedades hematoldgicas.3?

El alo-TPH consiste en la administracion de un tratamiento quimioterapico, denominado
acondicionamiento, de intensidad variable y con efecto inmunosupresor, a veces
administrado junto con radioterapia (irradiacion corporal total (ICT)) y seguido de la
infusidn intravenosa de los PHs extraidos de un donante sano, los cuales reconstituiran,
de forma estable, la hematopoyesis en el receptor. La gran ventaja del alo-TPH, es que
ademas de permitir la administraciéon de una terapia antineoplasica intensiva que
destruye las células tumorales, las células del donante desarrollan una reaccién
inmunoldgica frente a las células tumorales residuales del receptor, denominada, efecto
injerto contra tumor (EICT) de base aloinmune y de larga duracidn, que contribuye
decisivamente a la erradicacion de la neoplasia.3? El alo-TPH es posible gracias a la
identificacion del sistema HLA o complejo mayor de histocompatibilidad. El sistema HLA
estd compuesto por glicoproteinas presentes en la membrana de todas las células
nucleadas, cuyos genes se hallan en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31), se
heredan como haplotipos y son determinantes para el reconocimiento de lo propio y lo

extrano por parte de los linfocitos T.

Las modalidades de trasplante se han diversificado segun el tipo de donante, la fuente

de PHs y la intensidad del acondicionamiento. Segun el tipo de donante, el alo-TPH
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puede ser familiar: HLA idéntico (TPH-HLA-id) o haploidéntico (TPH-Haplo), o no familiar
de donante no emparentado voluntario (TPH-DNE) HLA-id o Haplo. La fuente de PHs
puede ser la MO del donante, de la que se extraen los progenitores mediante punciones
sucesivas de la sangre medular a nivel de la cresta iliaca posterosuperior; la SP, de la que
los PHs se recogen mediante leucoaféresis tras movilizarlas con factores de crecimiento
hematopoyético para que se liberen de la MO a la SP o la sangre cordon umbilical (TPH-
SCU), cuyos PHs se obtienen tras un parto. Las tres fuentes de células progenitoras
tienen distintas caracteristicas bioldgicas que condicionan el desarrollo del
procedimiento. El TPH de SP proporciona un implante mads precoz que el de MO y el de
SCU, ya que contiene un mayor nimero de PH, lo que se traduce en un acortamiento
del periodo de aplasia y un menor nimero de dias de exposicion a las infecciones. Del
mismo modo, al tener el indculo un mayor nimero de linfocitos, se incrementa el riesgo
de enfermedad injerto contra receptor (EICR), ocasionada por el ataque de los linfocitos
T del donante a otros tejidos del receptor que reconoce como extranos. La SCU tiene
una alta proporcion de PH, pero permite obtener un menor volumen de sangre total con
lo que el numero final de progenitores es limitado. Adicionalmente, las poblaciones
linfocitarias presentes en la SCU son inmunolégicamente mas inmaduras, lo que
conlleva una menor EICR, pero se asocia a un riesgo aumentado de fallo del injerto y una
recuperacién inmunolégica mas lenta que las otras dos fuentes de progenitores. Por
ultimo, la intensidad del tratamiento de acondicionamiento se define segin sea
mieloablativo (AMA), en el cual el régimen de preparacién utilizado produce una lesiéon
irreversible de las células hematopoyéticas de la MO seguida de una pancitopenia muy
intensa de la que sélo se recupera con la infusién de los PH del donante o de intensidad
reducida (AIR), el tratamiento de acondicionamiento utilizado es menos intenso, menos

mielosupresor pero mas inmunosupresor.3?

Pese al avance en el conocimiento de la biologia de la leucemia, en las ultimas décadas
una proporcion elevada de los pacientes presentan recaida de su enfermedad tras el
alo-TPH.—Ocasionalmente, la enfermedad en la recaida puede presentar un
inmunofenotipo y unas caracteristicas citogenéticas diferentes a las que tenia la
enfermedad primaria, como consecuencia de una evolucién clonal o de la supervivencia

de clones minoritarios que no se detectaron en el momento del diagndstico, estos
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clones de la recaida suelen tener su origen en las células del receptor. Sin embargo,
puede ocurrir que el paciente trasplantado desarrolle una neoplasia de novo en las
células del donante, ésta es una complicacidn poco frecuente, pero severa del alo-TPH,
gue recibe el nombre de NHCD. Para diferenciar estos dos eventos es necesario la
determinacion del quimerismo hematopoyético, o proporcion relativa de celularidad del

donante y el receptor post-alo-TPH.

La valoracién del quimerismo se basa en la capacidad de distinguir células del donante
y el receptor, de diferente origen genético, durante el periodo post alo-TPH. Para ello se
estudian secuencias polimdrficas del genoma como los microsatélites (SRTs, del inglés
Short Tandem Repeats) que tienen un alto indice de heterozigosidad y un numero
elevado de alelos en la poblaciéon. El quimerismo es un indicador de la efectividad del
trasplante y sirve como guia en el manejo del paciente, para, por ejemplo anticipar o
diagnosticar precozmente un fallo del injerto o una recaida. El quimerismo puede
clasificarse como quimerismo completo (QC) todas las células que se detectan proceden
del donante; reconstitucion autéloga (RA), cuando todas las células proceden del
receptor o quimerismo mixto (QM), cuando coexisten células del donante y células del
receptor. La situacion ideal tras el alo-TPH conlleva la deteccion de QC. Cuando el
paciente sufre una recaida de la enfermedad se detecta QM o, finalmente, RA con
presencia de enfermedad. En los casos en los que el paciente desarrolla una NHCD el

diagndstico de la neoplasia se realiza en una situacién de QC (Figura 6).
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Figura 6. Origen celular del sistema hematopoyético del receptor y alguna de las posibles
complicaciones tras trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

1.5. Neoplasia hematolégica en células del donante (NHCD)

El primer caso de NHCD fue descrito por Fialkow en el afo 1971, se trataba de una
paciente diagnosticada con 16 afios de leucemia linfoblastica aguda (LLA) refractaria y
que recibié un alo-TPH de su hermano HLA-idéntico. A los 62 dias del trasplante se
objetivo una reaparicién de la leucemia, pero los blastos tenian un cariotipo masculino
(XY), lo que llevd a concluir a los autores que las células leucémicas tenian que provenir
del donante.3? Posteriormente, se publicaron un mayor nimero de casos, la mayoria de
forma aislada o en pequefias series. La incidencia de esta enfermedad es dificil de
estimar y las cifras varian entre distintos estudios. Se diagnosticaron 3 pacientes de 243
trasplantes alogénicos (1,2%) con NHCD en el estudio realizado por Boyd et al.,**
14/10.498 (0,13%) por el Grupo Europeo de Trasplante,® 4/478 (0,84%) por el banco de
sangre de corddn de Tokyo3¢ y 40/36.870 (0,1%) por Kato et al.3” Esta incidencia podria

estar infra-estimada por la dificultad para diferenciar entre recaida de la enfermedad
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original del paciente y la aparicion de NHCD, con las técnicas moleculares clasicas que

se empleaban para el estudio del quimerismo.

La etiologia de la NHCD no esta clara, se han propuesto varios mecanismos, pero los
datos disponibles sobre los mecanismos de transformacién de los PHs del donante son
limitados y la heterogeneidad de los casos excluye la identificaciéon de un mecanismo

simple (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos que pueden influir en el desarrollo de una NHCD ocurridos antes
(A) o después (B) del trasplante.

1.- Leucemia oculta en el donante.

La explicacion mas sencilla de la NHCD seria la existencia de un clon maligno presente
en el donante en el momento de la extraccion de los progenitores hematopoyéticos que
posteriormente se van a infundir en el receptor. Niederwieser et al.38 reportaron un caso
de transmision inadvertida de leucemia mieloide aguda (LMA) en un paciente con
leucemia mieloide crdénica, desde el donante que no tenia leucemia en el momento de
la donacion, pero desarrollé una LMA franca poco tiempo después. Seis meses después
de la infusidn del injerto contaminado, el receptor desarrollé una LMA con idénticas
caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y citogenéticas a la LMA diagnosticada en el
donante.3® Existen otros casos de NHCD en los cuales el donante también desarrolla una

NH, de caracteristicas similares a la diagnosticada en el receptor, después de la donacién
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de progenitores hematopoyéticos.3**° No obstante, en aquellos casos de NHCD, en los
gue se ha podido realizar un seguimiento de los donantes, la mayor parte de los mismos

esta sana en el momento del diagndstico de la NHCD en el receptor.

2.- Potencial pre-leucémico en las células del donante.

El cancer es una enfermedad que tiende a ocurrir en individuos genéticamente
predispuestos. Numerosos estudios epidemiolégicos indican de forma consistente que
los familiares de primer grado de pacientes afectos de cancer tienen un riesgo de
desarrollar la enfermedad 2 o 3 veces superior a la poblacién general, lo que parece
implicar un importante componente de susceptibilidad genética al cancer. Por lo que,
un donante de precursores hematopoyéticos supuestamente sano, puede tener una
dotacidn genética heredada con un potencial premaligno.

Histdricamente, las NHs han sido consideradas como eventos esporadicos, que ocurrian
de manera aleatoria en la poblacién general. Unicamente los sindromes relacionados
con fallo de MO, enfermedades teloméricas y el sindrome de Down se asociaban con
predisposicién al desarrollo de sindrome mielodisplasico (SMD) y/o LMA. Sin embargo,
en los ultimos afos se ha descrito un subgrupo de mutaciones constitucionales en genes
como RUNX1, CEBPca, ETV6, ANKRD26, DDX41, GATA2, TP53, etc., que le otorgan al
individuo una susceptibilidad al desarrollo de neoplasias mieloides. Este grupo de
sindromes de predisposicion al desarrollo de neoplasias mieloides forman parte de una
nueva entidad en la ultima revisidn de la clasificacion de las neoplasias hematologicas
realizada por la Organizacion Mundial de la Salud.*! Estos casos se asocian con la
existencia de alteraciones gendmicas en linea germinal, heredadas o de novo, que se
comportan como rasgos mendelianos y que predisponen al individuo al desarrollo de
una neoplasia hematoldgica a lo largo de su vida.*? En lineas generales estos sindromes
tienen una penetrancia incompleta y expresividad variable, por lo que es posible que el
donante sea portador de una mutacién en uno de los genes de predisposicidn al cancer
aungue no se detecten alteraciones hematoldgicas en él, ni en otros miembros de la
familia. De la misma manera, las estas mutaciones pueden originarse de novo en los
primeros estadios del desarrollo embrionario, por lo que no se detectara agregacién

familiar de neoplasia hematoldgicas en estos casos.
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Por otro lado, los donantes también pueden tener una dotacion genética con potencial
pre-maligno adquirida. En los ultimos anos se ha detectado la presencia de
hematopoyesis clonal (HC), en personas sanas que no tienen otros signos de
enfermedad, especialmente en personas mayores. La existencia de HC se describid por
primera vez en estudios que demostraron que aproximadamente el 25% de las mujeres
sanas, mayores de 65 afios tenian un patron no aleatorio de inactivacion del cromosoma
X en las células sanguineas,* el cual en muchos casos se asociaba con mutaciones en el
gen TET2.** Hoy, sabemos que el 10% de las personas sanas mayores de 70 afios son
portadoras de mutaciones somaticas que producen un crecimiento clonal de las células
hematopoyéticas. Estas mutaciones se denominan mutaciones iniciadoras y el nimero
de sujetos portadores de las mismas aumenta con la edad.*> Los genes relacionados con
neoplasias mieloides mas comunmente mutados en sujetos sanos son DNMT3A, ASXL1,
TET2, TP53, JAK2 y SF3B1. Sin embargo, en estos sujetos sanos solo se detecta una
mutacion somatica, al contrario de lo que ocurre en los pacientes con LMA o SMD, en lo
gue se detectan 2 o mas genes causales mutados, hallazgos que son consistentes con la
hipdtesis de que estas personas tienen clones solamente portadores de la lesidn
iniciadora y es por ello que sus células hematopoyéticas mantienen la capacidad de
diferenciarse normalmente. Aquellos sujetos que tienen una HC tienen un riesgo
aumentado de desarrollar una NH y el empleo de donantes con mutaciones pre-
leucémicas, potencialmente malignas, podria favorecer el desarrollo de una segunda NH

en el receptor derivada de las células del donante.

3.- Toxicidad residual de la quimioterapia y/o radioterapia

La mejoria en las indicaciones y en el procedimiento del TPH ha permitido aumentar el
numero de supervivientes a largo plazo. No obstante, estos pacientes tienen mayor
riesgo de presentar complicaciones tardias, entre ellas se encuentra el desarrollo de
segundas neoplasias. Los estudios realizados han documentado que los supervivientes
al TPH, tanto autdlogo como alogénico, tienen un mayor riesgo de presentar una
neoplasia secundaria con respecto a la poblacidén general, con una incidencia acumulada
que oscila entre el 5y el 21% a los 10 afios,*®*7*8 y que aumenta en los estudios a mas

largo plazo. Se han descrito varios factores que contribuyen al aumento de la incidencia
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de neoplasias secundarias, entre ellos, la edad avanzada en el momento del TPH, la
irradiaciéon corporal total como parte del régimen de acondicionamiento, los
tratamientos citostaticos empleados antes y durante el TPH y la EICR y su tratamiento

inmunosupresor mantenido, entre otros.*64°

En el caso de las NHCD, las células del donante no han tenido un contacto directo con
los agentes terapéuticos administrados previos al alo-TPH (quimioterapia y
radioterapia). Sin embargo, es posible que exista, como consecuencia de la toxicidad
residual del tratamiento de acondicionamiento, un efecto citotdxico directo sobre los
nuevos PHs del donante o a través de los elementos del estroma en el nicho en el que

se van a albergar.

4.- Defectos en el microambiente medular

El estroma de la MO es un microambiente en el que se encuentran fibroblastos,
adipocitos, osteoblastos, macréfagos y células endoteliales embebidas en una matriz
insoluble de proteinas, la relaciéon entre dichos componentes del estroma y los
progenitores hematopoyéticos estd mediada por numerosas citocinas o quimiocinas.
Para el desarrollo de una correcta hematopoyesis es necesario un adecuado equilibrio
de interacciones complejas entre los componentes del estroma y la alteracién de este
equilibrio puede tener un papel importante en la transformacion leucémica.”® El
estroma de la MO se encarga de la recuperaciéon de la hematopoyesis después del alo-
TPH, por lo que, alteraciones en el microambiente medular del receptor, ya sea por
caracteristicas inherentes al receptor o como resultado de un efecto de la quimioterapia
o de la radioterapia administrada, pueden facilitar el desarrollo de malignidad tras el

alo-TPH.

5.- Supresion de la inmunovigilancia

Diariamente se generan en el organismo células con transformaciones potencialmente
malignas que, debido a un proceso de inmunovigilancia, son eliminadas sin llegar a

evolucionar como tumores establecidos. Una evidencia clinica de este fendmeno es la
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alta frecuencia de tumores que se desarrollan en personas que presentan algun tipo de
inmunodeficiencia.®® El paciente sometido a un alo-TPH padece una profunda
inmunodepresion a la que contribuyen diversos factores tales como, el tratamiento de
acondicionamiento, la enfermedad de base y la EICR y su tratamiento. A las 24-48 horas
de finalizar el régimen de acondicionamiento se infunden en el receptor los progenitores
hematopoyéticos del donante. De forma muy precoz post-alo-TPH se observan algunas
células hematopoyéticas en la MO del receptor, si el injerto es eficaz en dos semanas
ocurre el prendimiento. Entre los dias +30 y +100 post alo-TPH, la funcion medular suele
estar recuperada, alcanzando cifras normales de granulocitos y plaquetas; sin embargo,
persiste una profunda depresion de la inmunidad adquirida, tanto humoral como
celular, debido a que la recuperacion de cifras y sobre todo de la funcionalidad normal
de los linfocitos es mads lenta. Los linfocitos T son los principales efectores de la respuesta
inmune adaptativa y permanecen cuantitativa y cualitativamente suprimidos durante
largos periodos de tiempo tras el alo-TPH. La reconstitucidn de células T es altamente
variable y esta influenciada por diversos factores. Asi mismo, el nimero de linfocitos T
del donante presente en las diferentes fuentes de PHs es variable, siendo
significativamente menor en la SCU y en la MO con respecto a la SP, es por ello que la
reconstitucion inmune es mas lenta en los pacientes que son trasplantados con SCU.
Ademas, en los casos en los que suele aparecer la EICR aguda, que precisa de un
tratamiento inmunosupresor, aumenta el tiempo y la profundidad de la situacién de
inmunosupresién. Asi mismo, la EICR croénica se ha relacionado directamente con una

peor reconstitucidon inmune y una mayor tasa de infecciones en el paciente.

Durante el periodo post alo-TPH, la inmunovigilancia del receptor esta disminuida, por
lo que es posible que, durante este tiempo, en el que existe una alta tasa de replicacién
celular, se adquieran mutaciones oncogénicas en algunas células del donante, que no

son detectadas por el sistema inmune y que por lo tanto no son eliminadas.

6.- Integracion de oncogenes

Algunos autores han especulado sobre la existencia de material leucemogénico en el

nicho medular, oncogenes que provendrian de células leucémicas residuales en la MOy
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gue después del alo-TPH se integran directamente en el genoma de las células del
donante. Esta hipdtesis ha sido refutada ya que varios estudios han demostrado que las
mutaciones detectadas en las células del donante son diferentes a las mutaciones
detectadas en la enfermedad hematoldgica primaria por la cual el paciente habia sido

sometido al alo-TPH.

7.- Acortamiento de teldmeros y estrés replicativo

Los extremos de los cromosomas se conocen como teldmeros y son estructuras de
cromatina especializadas que tienen una funcién protectora. La secuencia de ADN
telomérico es especifica y estd compuesta de multiples repeticiones en tandem
bicatenario (TTAGGG). Esta secuencia tiene tipicamente unos 10-15 kb de longitud en
las células humanas y esta unida por proteinas especificas. Es también el sustrato para
la telomerasa, una enzima que alarga los teldmeros en las células en las que se expresa.
Cada division celular puede dar como resultado la pérdida de las repeticiones TTAGGG
porque la polimerasa de ADN convencional no puede replicar un cromosoma lineal en
su totalidad, lo que se conoce como problema de replicacién del extremo. Cuando los
teldmeros alcanzan una longitud minima critica por su acortamiento, hay una pérdida

de proteccidon y, como consecuencia, una inestabilidad gendmica.

En el periodo post-trasplante, los PH estan sometidos a una tasa de replicacion mayor
de la habitual, ya que tienen que reponer por completo el sistema linfohemopoyético
del receptor. Varios estudios documentan que existe un acortamiento significativo y
acelerado de los teldmeros tras el trasplante de PHs, especialmente durante el primer
afio.>>>® La combinacion del estrés replicativo, junto con la alteracion del
mantenimiento de los telémeros y la inestabilidad gendmica que esto genera, podria

favorecer la aparicion de una hematopoyesis clonal temprana en las células del donante.

Debido a la rareza de las NHCDs se conoce poco acerca de los factores de riesgo que

inducen a su aparicion, el prondstico y el tratamiento dptimo de estos pacientes.
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Por otro lado, como hemos comentado previamente, la NHCD presenta una oportunidad
Unica para estudiar la dindmica de aparicion de mutaciones tempranas que conducen al
desarrollo de una neoplasia hematolégica ya que, a diferencia de lo ocurrido en las
leucemias de novo, en las que sélo se dispone de muestras susceptibles de analisis
gendmico a partir del momento del diagndstico, en el caso de las NHCD, las muestras
obtenidas para en el seguimiento genético del paciente trasplantado y previas al
desarrollo de la neoplasia hematoldgica permiten analizar, de forma retrospectiva los

sucesos que conducen a su desarrollo
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2. HIPOTESIS

La NHCD es una complicacién poco frecuente del alo-TPH de etiologia e incidencia
desconocida. Los casos descritos muestran elevada heterogeneidad, lo que ha
provocado que se propongan diversos mecanismos para su gestacion. Por otro lado, esta
entidad presenta una oportunidad Unica para estudiar prospectivamente los cambios
gendmicos experimentados por los progenitores hematopoyéticos que conducen a la
transformaciéon maligna, ya que, en la poblacion general la leucemia aparece
normalmente de manera esporadica e impredecible, mientras que de aquellos pacientes
gue han sido sometidos a un alo-TPH se dispone de muestras seriadas post alo-TPH

susceptibles de ser analizadas.
En este escenario, se plantearon las siguientes hipotesis:

1. La revisidn sistemadtica de los casos de NHCDs descritos en la literatura permite
identificar variables clinicas y bioldgicas (especialmente genéticas) de los pacientes y

caracteristicas del alo-TPH asociadas con la aparicion de NHCD.

2. El estudio de las muestras secuenciales post alo-TPH de pacientes con NHCD, permite
la deteccidon de cambios experimentados en el genoma de los PHs del donante que

conducen a la transformacién maligna.
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3. OBJETIVOS

En el presente trabajo se plantean dos objetivos globales:

1. Identificar las caracteristicas clinicas de los pacientes, las caracteristicas del alo-TPH y
las caracteristicas bioldgicas (especialmente genéticas) implicadas en la patogénesis de

la NHCD mediante una revision sistematica de los casos reportados en la literatura.

2. Estudiar la dindamica de adquisicion y pérdida de alteraciones gendmicas en el

proceso de leucemogénesis, que conduce a la NHCD.

Para abordar este segundo objetivo global, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

I. Analizar muestras secuenciales desde el momento del alo-TPH hasta el desarrollo de

la NHCD en la cohorte nacional de NHCD mediante secuenciacion del exoma completo.
II. Estudiar el genotipo de los donantes mediante secuenciacion del exoma completo.

[ll. Estudiar la heterogeneidad intratumoral y definir un modelo de evolucién clonal a lo

largo del proceso de leucemogénesis.
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MATERIAL Y METODOS

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Revision sistematica de la literatura

Se realiz6 una busqueda bibliografica en Pubmed y Embase empleando los términos:
“donor cell leukemia”, “donor cell origin leukemia”y “donor cell-derived leukemia” para
identificar todas las citas desde enero de 1971 hasta marzo de 2017 que describen los
casos de NHCD. También se examinaron manualmente las referencias bibliograficas de
los articulos recuperados para complementar manualmente la blsqueda inicial.

Se incluyeron en el estudio todos los casos de NHCD publicados en inglés siempre y
cuando el origen de la célula del donante estuviese bien documentado mediante
citogenética convencional, hibridacidn in situ fluorescente (FISH) en pacientes de sexo
opuesto y/o técnicas moleculares (microsatélites, repeticiones cortas en tandem (STR)
o minisatélites, nUmero variable de repeticiones en tandem (VNTR)).

En las busquedas iniciales en Pubmed y Embase se obtuvieron 574 publicaciones no
duplicadas y tras la busqueda manual se afiadieron 31 articulos adicionales (Figura 8).
Finalmente, se seleccionaron para la revisidon sistemdtica 101 publicaciones con un
total de 137 casos de NHCD (Anexo llI).

Publicaciones en Pubmed | | Publicaciones en Embase
n=338 n=448

Publicaciones
seleccionas tras
eliminar las duplicadas
n= 574

Busqueda manual

n=31 Citas excluidas

| Casos no escritos en inglés n=6
Otros temas n=497

Casos no bien documentados n=1

v

101publicaciones
137 casos de
NHCD

Figura 8. Proceso de busqueda de casos y publicaciones de NHCD en la revisién
sistematica realizada.
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Se recogieron los datos mas relevantes que incluyen caracteristicas del receptor y del
donante (edad, sexo), enfermedad hematoldgica primaria, estado previo al trasplante,
fuente de PH, tipo de donante, régimen de acondicionamiento (mieloablativo, no
mieloablativo), complicaciones postrasplante (EICR, infecciones), tipo de neoplasia
hematoldgica derivada de las células del donante, citogenética de la enfermedad

primaria y de NHCD y método empleado en el estudio del quimerismo.

Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como mediana o media y rango, mientras que
las variables cualitativas se expresaron como frecuencia y porcentaje. Se utilizaron las
pruebas U de Mann Whitney e incidencia acumulada para identificar diferencias en el
tiempo desde el momento del alo-TPH hasta el diagndstico de NHCD segun la fuente de
PH empleada (SCU, SP, MO), el tipo de NHCD (LLA, LMA y SMD) y la edad del donante.
El anadlisis estadistico se realizd con el programa estadistico R Studio v3.2.4 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) y se considerd significativo un
valor de p <0,05.

4.2. Estudio gendmico de una amplia cohorte de pacientes con NHCD
4.2.1. Pacientes y muestras analizadas

Se planted un estudio multicéntrico retrospectivo en el que se incluyeron 9 pacientes
provenientes de 4 hospitales espafioles pertenecientes al Grupo Espafiol de Trasplante
Hematopoyético (GETH).

Las principales caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la Tabla 1.
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Enfermedad Donante Estado Tipo de ) . L. Meses de
UPN E/S ) . PH Tipo de NHCD Citogenética de NHCD Tto. Donante
primaria E/S pre-TPH donante TPH a NHCD

1 56/V LM 72/V 22RC E-id SP SMD 45,XY,-7,del(12)(p12) 57 AZA + TPH Displasia MO

2 26/M LLA 64/V 22RC E no-id* MO SMD 46,XY,del(5q),del(7q) 34 - Sano

3 39/V LMC-FC 49/V NRC E-id MO SMD 45,XY,-7 249 AZA + TPH Sano
45,XX,t(3;16)(q21;922),-7[16]
90-130,XXXX,t(3;16)

4 60/V LMA 55/M 12RC E-id SP LMA 19 AZA + TPH S

/ / ! (021;022),4(3:16)(q21;922),-7,-7,+2-5 marc(2], ano

46,XX[2]
46,XY,del(7)(931936

5 55V LM 59/V 12RC E-id sp LMA el(7)(a31a36)// 67 AZA + TPH Sano
47,XY,+1,der(1;7)(q10;p10)

6 46/M LLA 0/M 12RC DNE SCuU LMA 46,XX 24 AZA + TPH -
46,XX,1(10;11)(q24;p15)[13]

7 46/V LLA 63/M 12RC E no id* MO SMD 45,sl,-13,16,+mar(2] 5 HDX Sano
46,sl,del(7)(g22)[5]

8 43/M LLA o/V 12RC DNE SCuU LMA 46,XY 16 Etoposido -

9 56/V LMA 59/V 32RC HAPLO SP LMA 46,XY 42 - Sano

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con NHCD. (Abreviaturas: NHCD: Neoplasia hematolégica en células del donante, E/S: Edad y Sexo V:
Vardn, M: Mujer, LM: Linfoma del manto, LLA: Leucemia linfoblastica aguda, LMA: Leucemia mieloides aguda. LMC-FC: Leucemia mieloide crénica BCR-ABL1
positivo —fase crénica, RC: Remisidon complete, complete remission, NRC: No respuesta citogenética, SMD: Sindrome mielodisplasico, E-id: Emparentado HLA-
idéntico, E no-id: Emparentado no HLA-idéntico, DNE: Donante no emparentado, HAPLO: Haploidéntico, PH: Progenitores hematopoyético, SP: Sangre
periférica, MO: Médula dsea, SCU: Sangre de cordon umbilical, Tto: Tratamiento, AZA: Azacitidina, TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos, HDX:
Hidroxiurea. (*) HLA no idéntico una diferencia. Los pacientes se trasplantaron entre el afio 1994 y 2015. Los donantes estaban sanos en el momento del
diagndstico de NHCD). Todos los pacientes fallecieron excepto el paciente #3 que esta vivo tras recibir un 22 trasplante de otro donante.
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El estudio incluyé un total de 40 muestras de MO correspondientes a diferentes tiempos
post alo-TPH (Figura 9), asi como una muestra de SP de cada donante (mas una muestra
de SCU del segundo donante en un caso que recibio un trasplante alogénico dual (Haplo-
cord), que proporciond un total de 50 muestras. La mediana del nimero de muestras

fue de 4 por paciente (rango 3-9).

Alo-TPH SMD-CD 29 alo-TPH
AZA
1 [ Linfoma del manto v v v v v wvww v |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Alo-TPH Anemia SMD-CD
2 [ua , v v v 4 |
0 5 10 15 20 25 30 35 40
SMD-CD
Alo-TPH Neutropenia | LMA-CD
3 [ mc v ) . ) v YV |
; {
0 40 80 120 160 200 240 280 320
Alo-TPH LMA-CD
4 [ ima | v v v |
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Alo-TPH LMA-CD
5 | Linfoma del manto v v v
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Alo-TPH LMA-CD
6 [A [ v v v , . Y . |
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Alo-TPH SMD-CD
7 | LLA . v v yYy v v |
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Alo-TPH LMA-CD
8 [ l ~ vy | - ¥ v |
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Alo-TPH LMA-CD
9 [va . v v A4 |
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Meses post alo-TPH

Figura 9. Muestras de MO del periodo de seguimiento post-TPH analizadas en los
pacientes con NHCD. (Los tridangulos negros simbolizan el momento en el que se toma
cada una de las muestras (n=40)).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital General Universitario
Gregorio Marafién y todos los sujetos a estudio dieron su consentimiento informado de
acuerdo con la declaracién de Helsinki. La informacion de pacientes y donantes se
recogioé de sus registros médicos.
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4.2.2. Secuenciacion del exoma completo

Se obtuvo el ADN gendmico de las muestras de SP y MO. Se confirmd en nuestro
laboratorio el origen de las células del donante (QC) en todos los casos de NHCDs
mediante andlisis de quimerismo mediante PCR-STR (AmpFISTR SGM plus; Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). La preparacion de las librerias de exoma completo
e indexado de las mismas se realizd empleando el kit de enriquecimiento por captura
SureSelect-XT Human exon 50Mb (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Las
librerias se secuenciaron en la plataforma HiSeq (2x101 - paired-end; lllumina, San
Diego, CA, EE. UU.).

4.2.3. Andlisis de las variantes gendmicas en las muestras del receptor
post-TPH

Los datos de secuenciacién se alinearon frente al genoma humano de referencia
(GRCh38/hg38) usando la herramienta de alineacion de Burrows Wheeler (BWA)
v0.7.15-r1140°* y las secuencias marcadas como duplicados de PCR se eliminaron
utilizando los métodos Samtools v1.2%° y Picard Tools v2.12.1. Posteriormente, se
realizé la identificacién o llamada de las variantes usando una combinacion de dos
algoritmos diferentes (VarScan,®® GATK®’).

Para la anotacion de las variantes se emplearon bases de datos poblacionales como The
Exome Aggregation Consortium (EXAC) y 1000 Genomes.®® Para la obtencion de
informacion detallada de las mutaciones encontradas se utilizaron Ensembl,>® PubMed
y Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM). Para reportar las variantes patoldgicas
se consultaron las bases de datos Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC),%°
ClinVar y Human Gene Mutation Data (HGMD)®! y para la prediccién de patogenicidad
se emplearon los programas SIFT,%? Polyphen 2.0%% y Condel que evaltan los efectos que
producen las mutaciones sobre la conformacion proteica y el grado de conservacion del
aminodcido afectado. El analisis de los cambios en el nimero de copia (CNV) se realizé
utilizando algoritmos de CNVkit, v0.7.7.dev0.5*

Para identificar la adquisicion de mutaciones a lo largo del periodo post-alo-TPH, los
datos de secuenciaciéon del exoma de las muestras de MO post-trasplante del receptor
se compararon con la muestra de SP de su donante y frente a las muestras de MO
anteriores. Del total de variantes detectadas, se seleccionaron las variantes no
sindnimas localizadas en regiones codificantes o regiones de splicing (posicién £ 1, 2
pares de bases) en la isoforma candnica y variantes con una frecuencia poblacional
(Minor Allele Frequency, MAF) <1%. Se eliminaron todas las variantes identificadas en
zonas de homopolimeros con una longitud de secuencia > 10 con el fin de eliminar falsos
positivos. Las variantes restantes se filtraron alun mdas para retener las variantes

informadas en la literatura asociadas con el desarrollo del cancer, las variantes
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informadas en COSMIC o las variantes identificadas como perjudiciales por tres
plataformas de analisis in silico (SIFT, Polyphen y condel). Finalmente, las variantes
seleccionadas se examinaron visualmente en el programa Integrative Genomics Viewer

(IGV), descartando asi los posibles artefactos de secuenciacion.

4.2.4. Analisis de las variantes genomicas en las muestras del donante.

Se analizaron las muestras de SP de donantes con el objetivo de detectar condiciones
subyacentes de predisposiciin al cancer. El analisis bioinformatico se realizé de la forma
descrita para las muestras post alo-TPH.

Debido al amplio niumero de alteraciones detectadas en las muestras de SP de donantes,
se compilé una lista de genes asociados con el cancer (2197 genes; Anexo V), dicha lista
incluye genes asociados a diferentes vias funcionales relacionadas con el cancer, como
la via de fosfatidilinositol 3-quinasa-Akt (PI3K-Akt), via de la rapamicina (mTOR),
sefalizacion de Janus tyrosine quinasa - Sefializacién del transductor de sefial y
activador de la transcripcidn (JAK-STAT), interaccion del receptor de citocina-citoquina,
cascada de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), sefializacién de los
receptores activados por el proliferador de peroxisoma (PPAR), senalizacion del ciclo
celular, senalizacion de p53, via de sefializacion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), apoptosis, uniones adherentes, senalizacion Wnt, sefializacion AMP
ciclica (AMPc), adhesion focal, interaccion receptor de matriz extracelular (receptor
ECM) y senalizacion del factor de crecimiento transformante beta (TGFB), componentes
del spliceosoma; genes implicados en el desarrollo del linaje de células
hematopoyéticas, fallos de regulacion de la transcripcion en el cancer, vias de
senalizacion que regulan las pluripotencialidad de las células madre, genes asociados
con el desarrollo de neoplasias mieloides, genes conocidos de predisposicion al cancer,
genes asociados con inmunodeficiencia primaria y genes asociados a evasion de la
respuesta inmune. De las variantes detectadas en estos genes se retuvieron sélo
aquellas que tenian una MAF <1% y que estuviesen recogidas en la base de datos HGMD
o reportadas en la literatura como responsables o predisponentes al desarrollo de
cancer.

El andlisis de los cambios en el nUmero de copia (CNV, del inglés copy number variation)

se realizo utilizando algoritmos de CNVkit, v0.7.7.devO0.

4.2.5. Validacion de las variantes gendmicas mediante secuenciacion
dirigida

Con el objetivo de validar las variantes identificadas como causales mediante la
secuenciacion del exoma completo, se disefié un panel de genes de enriquecimiento por

captura (IDT, Coralville, lowa, EE. UU.) para posterior secuenciacién masiva (ciclos de
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lectura 2x150 pares de bases) en la plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.)
con los reactivos V2-300. En el panel se incluyeron, ademas de las regiones en las que
se encontraban las variantes detectadas, 17 genes frecuentemente mutados en
neoplasias mieloides y descritos en pacientes con hematopoyesis clonal (NRAS, WTI,
KRAS, FLT3, IDH2, SRSF2, TP53, CEBPA, SF3B1, IDH1, DNMT3A, ASXL1, RUNX1, U2AF1,
TET2, NPM1, JAK2).

Se volvieron a secuenciar todas las muestras de MO post-TPH y las muestras de SP de
los donantes con este panel. Se obtuvo una profundidad de lectura >1000x en todas las
muestras con el fin de alcanzar una sensibilidad del 1%.

4.2.6. Analisis de la evolucidn clonal

Para reconstruir y visualizar la arquitectura clonal y su evolucion en el tiempo, asi
como con el fin de comprender la heterogeneidad tumoral, se aplicé el paquete
Fishplot®® R v.3.2.2 (The R Foundation). Dicho paquete estadistico estima la
prevalencia subclonal en diferentes puntos de tiempo, que representan con precision
las relaciones subclonales y sus proporciones relativas, en base a la FAV de las

variantes detectas en las muestras.
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5. RESULTADOS

5.1. Revisidn sistematica de la literatura.

Se seleccionaron 101 publicaciones que comprendian un total de 137 casos de NHCD
publicadas entre los afios 1971 y 2017.

Se estima que la incidencia de esta complicacién esta en torno al 0,12-0,13%3>37 de los
pacientes que reciben un alo-TPH. Sin embargo, la incidencia real es dificil de estimar a
partir de una revision sistematica, ya que no se tienen en cuenta el total de trasplantes
alogénicos realizados en los distintos centros durante el periodo en el que se reportaron
los casos recogidos en el estudio. Ademas, la falta de censura de los pacientes recaidos
o fallecidos por causas asociadas con el trasplante en el periodo temprano post-

trasplante, conduciria a una subestimacion de la incidencia de esta entidad.

5.1.1. Principales caracteristicas de los pacientes con NHCD.

La mediana de edad de los pacientes en el momento en el que se diagnostica la
enfermedad primaria fue de 32 afios (rango: 6 meses-70 anos), la mayoria de los
pacientes (25%, 33/131) habian sido diagnosticados de LMA o de LLA (23% (30/131);
Tabla 2). La fuente de progenitores hematopoyéticos empleada en la mayoria de los
casos fue la MO (55%, 65/118), seguida de la SCU (25%, 29/118). El tipo de donante mas
frecuente fue el donante emparentado HLA-id (59%, 80/136; Tabla 2).

Los pacientes pediatricos (< 16 afios) representan el 23% (31/133) de los pacientes
incluidos en el estudio, con una edad media de 6 afios (0,5-16) en el momento del
diagndstico de la enfermedad primaria. La LLA se diagnostico como enfermedad
primaria en el 43% (13/30) de los nifios y la MO se empled como fuente de PH en la
mayoria de estos casos (73%, 19/26; Tabla 2).
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Caracteristicas Pacientes totales <16 afios
n* n (%) n* n (%)
Edad del receptor (afios) 133 31
mediana (rango) 32 (0,5-70) 6 (0,5-16)
>16 102 (77) -
Sexo del receptor 136 31
Varén/Mujer 73/63 13/18
Edad del donante (afios) 35 14
mediana (rango) 33 (1-68) 11,5 (1-45)
Sexo del donante 133 31
Varén/Mujer 68/65 68 (51) 15/16 15 (48)
Enfermedad primaria 131 30
LMA 33(25,1) 6 (20)
LLA 30 (23) 13 (43,4)
LMC-FC 21 (16) 1(3,3)
EH-no maligna 12 (9) 6 (20)
SMD 10 (8) 0(0)
LNH 7(5) 0(0)
MM 6 (4,5) 0(0)
LMC-CB 5(4) 1(3,3)
LMMC 2(1,5) 2(6,7)
HCL 2(1,5) 1(3,3)
LLC 1(0,8) 0(0)
LH 1(0,8) 0(0)
Sarcoma granulocitico 1(0,8) 0(0)
Régimen de acondicionamiento 88 24
-MA 57 (65) 18 (75)
Tipo de donante 136 31
-Emparentado HLA-id 80 (59) 22 (71)
-SCuU 29 (21) 5(17)
-No emparentado HLA-id 12 (9) 1(3)
-Emparentado no HLA-id 9(6,5) 2 (6)
-No emparentado no HLA-id 4 (3) 1(3)
-Haploidentico 2(1.5) 0(0)
Fuente de progenitores 118 26
-MO 65 (55) 19 (73)
-SCuU 29 (25) 5(19)
-SP 24 (20) 2(8)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y del alo-TPH en pacientes con NHCD. ((*) La descripcion
de los casos fue muy heterogénea, el nimero de casos (n)para los que se disponia
informacién de los datos recogidos en la tabla es diferente para cada caracteristica.
Abreviaturas: LMA: Leucemia mieloide aguda, LLA: Leucemia linfoblastica aguda, LMC-
FC: Leucemia mieloide crdnica en fase croénica, EH: enfermedad hematoldgica, SMD:
Sindrome mielodisplasico, LNH: Linfoma no-Hodgkin, LMC-CB: LMC en crisis blastica,
MM: Mieloma multiple, LMMIJ: Leucemia mielomonocitica juvenil, HCL: Histiocitosis de
células de Langerhans, LH: Linfoma de Hodgkin, LLC: Leucemia linfocitica cronica, MA:
Mieloablatico, HLA-id: HLA idéntico, MO: Médula ésea, SP: sangre periférica, SCU:

Sangre de corddn umbilical).
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Ademas de los 29 casos en los que se utilizd SCU como fuente de PH, en otros 35 casos
se recogio la edad de los donantes. La mediana de edad de los mismos fue de 33 afios

(rango 1-68 afios; Figura 10).

Edad del donante
35
30 29

25

20

N2 de casos

15

10 8

0 7/
cB 0-10 1120 2130 3140  41-50 5160  61-70

Edad

Figura 10. Distribucion de los donantes por rangos de edad.

El 65% (57/85) de los pacientes recibieron ICT en el acondicionamiento.

El metotrexato y/o la ciclosporina se usaron como profilaxis estdndar de la EICR en 87/93
casos. Como complicaciones post-TPH, el 63% (59/94) desarrollé EICR y el 71% (27/38)
de los pacientes presentaron eventos infecciosos.

El tiempo medio desde el alo-TPH hasta el diagndstico de NHCD fue de 26 meses (rango
1-312 meses). Interesantemente, si clasificamos a los pacientes en tres grupos, segun la
fuente de PH empleada el tiempo medio en el cual se desarrolla la NHCD difiere entre
los grupos. En aquellos pacientes que utilizaron PH provenientes de SCU, el tiempo
medio de diagndstico de NHCD fue de 15 meses (rango 2-47 meses); en los que
emplearon PH movilizados de SP el tiempo medio fue de 24 meses (rango: 1-193 meses)
y en los que emplearon la MO como fuente de PH el tiempo medio fue de 36 meses (1-
312 meses). Estas diferencias en el tiempo en el cual se desarrolla la NHCD son
estadisticamente significativa (SCU vs MO vs SP p = 0,008, MO vs SP p = 0,5, SP vs SCU p
=0,04 y MO vs SCU p =0,002; Figura 11).
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Figura 11. Tiempo de aparicion de las NHCD tras el alo-TPH segun la fuente de
progenitores hematopoyéticos empleada.

La mayoria de los casos de NHCD fueron LMA (50%, 69/137), LLA (23%, 32/137) o SMD;
20%, 27/137, estas tres neoplasias abarcan el 93% (128/137) de todos los casos
reportados (Figura 12). La mediana del tiempo desde el alo-TPH hasta el inicio de la
NHCD en estas tres entidades fue similar, siendo 20,5 meses (rango: 1-300 meses) para
la LLA, 28,9 meses (rango: 1-204 meses) para la LMA y 29 meses (rango: 1-312 meses)
en los pacientes que desarrollan un SMD (p = 0,9). El tiempo medio para el desarrollo de
la LLC derivada de células donadoras (155 meses (n = 2)) o LNH (90 meses (n = 1)) fue
mucho mas prolongado. La edad del donante no tuvo ningln impacto en el tiempo hasta
el desarrollo de la NHCD (p = 0,2).

En el 67% de los casos (88/131) la enfermedad desarrolla en las células del donante fue
diferente a la enfermedad primaria para la cual se indicd el alo-TPH (Figura 12).
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Enfermedad primaria NHCD
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Figura 12. Enfermedad primaria diagnosticada en el receptor (n = 131) y tipo de
neoplasia hematoldgica derivada en las células donantes (n = 137). (Abreviaturas: LLC:
leucemia linfocitica crénica, HCL: histiocitosis de células de Langerhans, LNH: linfoma no
Hodgkin, LMC: leucemia mieloide crénica, LMA: leucemia mieloide aguda, LLA: leucemia
linfoblastica aguda, EHNM: Enfermedad hematoldgica no maligna, MM: mieloma
multiple, SMD: sindrome mielodisplasico, LMMJ: leucemia mielomonocitica juvenil, LH:
linfoma de Hodgkin, LMMC: leucemia mielomonocitica crdénica, NMP: neoplasia
mieloproliferativa).

La serie actual incluye 114 casos para los cuales se disponia de informacidn del cariotipo,
el 28% (32/114) de los pacientes con NHCD tenian un cariotipo normal en el momento
del diagnéstico y el 72% (82/114) mostrd un cariotipo alterado, con translocaciones
cromosdémicas equilibradas, translocaciones cromosdmicas desequilibrados, ganancias
y pérdidas cromosdmicas y como cariotipos complejos. Las anomalias citogenéticas mas
recurrentes fueron el cromosoma 7 (27%; 31/114), el cariotipo complejo (9%; 10/114) y
los reordenamientos de MLL en el cromosoma 11923 (7%; 8/114).

Entre los casos de SMD derivados de las células del donante, la informacidn del cariotipo
estaba disponible en 26 de los 27 casos de SMD. En estos casos, se observé una alta
proporcion de los pacientes con alteraciones en el cromosoma 7 (61%, 16/26), mientras
gue dichas anomalias sdlo se detectaron en una minoria de los casos de LMA derivados
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de las células del donante (22%; 13 de los 60 casos; en 9 casos de LMA no se disponia

de informacidn del cariotipo; Figura 13).

Estudios citogenéticos en los casos de neoplasias hematoldgicas en
células del donante
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Figura 13. Estudios citogenéticos en los pacientes con NHCD. (Abreviaturas: LMA:
leucemia mieloide aguda, LLA: leucemia linfoblastica aguda, SMD: sindrome

mielodisplasico).

5.1.2. Estado de salud de los donantes en el momento del diagndstico de
la NHCD.

El estado del donante en el momento del diagndstico de la NHCD en el receptor se
incluyo en 73 de los casos de la presente cohorte. El 85% de los donantes (n=62) estaban
sanos, 9 donantes (12%) habian desarrollado neoplasias hematolégicas y 2 donantes
(3%) otros canceres no hematoldgicos (carcinoma de mama y pulmaén).

Sélo un pequefio nimero de casos de NHCD (11 de 137) 3940,66,67,68,69,70.71,72,73 jnc|ufan
estudios moleculares detallados en donantes y receptores (Tabla 3). Curiosamente, en
estos casos, al menos una de las mutaciones detectadas en células leucémicas en el
momento del diagndstico de NHCD también se encontrd en el donante. Sin embargo,
solo 2 de estos donantes desarrollaron una neoplasia hematoldgica. Ademas, en otros
7 casos en los que el donante desarrollé una neoplasia hematoldgica, pero no se habian
realizado estudios moleculares, el tipo de neoplasia hematoldgica (3 LMA, 1 LLA, 1 LLC,

1 linfomay 1 MM) fue idéntico en ambos, donante y receptor.

58



Estado del donante Mutaciones en el

NHCD Mutaciones en NHCD Donante pre-TPH e Técnica molecular
(seguimiento) donante
Secuenciacion Sanger (FLT3-TKD, NRAS,
CEBP (c.147dupC, c.584_589dup(*
Xiao et al. 2011 LMA fc (;91u4p 5;166’:’“ 7 up(*), CEBPa (c.584_589dup(*)) Sano (13 meses) - CEBPR, NPM1) y electroforesis en gel de
U= P agarosa (FLT3-ITD, MLL-PTD)
Diamond et al. 2011 LMA XPD, XRCC3 XPD, XRCC3 Sano (10 meses) - RFLP (XPA, XPD, XRCC1, XRCC3, RAD51)

SALL1, UGT1AS5, SPEG,
SALL1, UGT1A5, SPEG, TMC6, SCN3A, TMC6, SCN3A, MYHI0,

Ho et al. 2012 LMA MYH10, RAVER1, WNT7A, APLF, Desconocido - SGC

PRPF8, ZNF518B, MKRN3 RAVERL, WNT7A, APLF,
PRPF8, ZNF518B, MKRN3

IDH2, DNMT3A, CCDC168, GAL3STI,
Yasuda et al. 2013 LMA MYO7B, NFATC1, PSMBS, TCAIM,  IDH2 (2,3%), DNMT3A (1,1%)  Sano (120 meses) - SEC
TMEM132A, UBA2, NRAS

(CEBPE, DNMT3A, ETV6, FLT3-ITD, FLT3-

Liu et al. 2015 LMA ASXL1 ASXL1 LMA (84 meses) ASXL1, FLT3-ITD TKD, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, NPM1, NRAS,
PHF6, PTPN11, RUNX1, TET2, TP53)
Hirsch et al. 2016 LMA JAK2, EZH2, CHEK2, DSCAM, IKZF1 JAK2 Desconocido - Panel de genes 122

DNMT3Ax2, ATM, IKZF1, SETBP],
CSF3R, CIITA, G6PD, CBFB, SIPR2,
Gondek et al. 2016 LMA LIFR, MA2IC4, PROMA, AKAP, DNMT3A x2, ATM Sano (60 meses) - Panel de genes 637

HSP90AAI, TNFAIP3, MAP3K6,ACVRIB

U2AF1, EP300, MYH9, GUCY1A2,
Gondek et al. 2016 SMD CSMD3, MPL, SETBP1 U2AF1, EP300, MYH9 Sano (24 meses) - Panel de genes 637

SH2B3, NRAS, PTPN11, MAP2K1, .
Suarez-Gonzalez et al. 2016  LMA NPM1, CA9, POU4FL, NOTCHI SH2B3 Desconocido - SEC

DDX41, CENPN, BRF2, SNAPC4, GAS6,

Kobayashi et al. 2017 LMA 1L32, NOTCH1, NOTCH3, LFNG

DDX41 Sano (56 meses) - SEC

DNMT3A, TET2 x2, IDH1,

PHF6, CBL, SMCIA +10 SEC

Herold et al. 2017 LMA  DNMT3A, TET2 x2, NPM1, FLT3, +10 DNMT3A, TET2 x2 LMA (90 meses)

Tabla 3. Estudios moleculares realizados en los casos de DCHN (Abreviaturas: NHCD: Neoplasias hematoldgicas en células del donante, LMA: leucemia
mieloide aguda, SMD: Sindrome mielodisplasico, RFLP: Restriction fragment length polymorphism, SGC: Secuenciacién del genoma completo, SEC:

Secuenciacion del exoma complete).
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5.1.3. Prondstico de los pacientes con NHCD.

En el momento en que se publicaron los casos, el 44% (46/104) de los pacientes estaban
vivos y el 56% (58/104) habia muerto por diferentes causas, principalmente por
progresion de la NHCD (43%, 25/58), por citopenias severas tras la administracion de
guimioterapia, por sepsis o por las complicaciones derivadas de un segundo alo-TPH. La
mediana de tiempo de seguimiento en los pacientes vivos fue de 8 meses (rango: 1-98
meses), pero sblo se incluyé este dato en 14 de los 46 casos. El tiempo desde el
diagndstico de la NHCD vy el fallecimiento fue de 10,6 meses (rango: 1-263 meses), este
dato se incluyd en 30 de los 58 casos de exitus.

En el momento del diagndstico de la NHCD la mayoria de los pacientes se trataron
inicialmente con quimioterapia de induccidén y en 22 casos se realizdé un segundo alo-
TPH, cuatro de los cuales se realizaron con el mismo donante. Once pacientes fallecieron
como consecuencia de la toxicidad asociada al trasplante o debido a la progresiéon de la
enfermedad. Sin embargo, 11 de estos pacientes estaban vivos en el momento en el que
se publico el caso, incluidos los cuatro pacientes que recibieron un segundo trasplante

del mismo donante.

5.2. Estudio de la cohorte de pacientes con NHCD.

5.2.1. Primer estudio de secuenciacion de exoma completo en una
cohorte de NHCD.

En el estudio se incluyeron 9 casos de NHCD, en los que se realizd secuenciacion del
exoma completo en 50 muestras, 40 muestras de MO de seguimiento post alo-TPHy 10
muestras de la fuente de progenitores hematopoyéticos de los donantes. Se obtuvo una
profundidad de secuenciacién de 60x (rango 30x-186x), se identificé una mediana de
155.949 variantes (rango: 150.477-194.363 variantes) en cada una de las muestras.

El desarrollo de una NHCD es una complicacion post alo-TPH extremadamente inusual.
Este estudio recopila la primera cohorte en la que se realizan estudios de secuenciacién
del exoma completo en diferentes muestras de MO del periodo post-TPH (Figura 9). La
mediana de edad de la enfermedad primaria en el momento del diagndstico fue de 46
afos (rango 26-60). Cuatro pacientes habian sido diagnosticados con LLA, 2 con LMA, 2
con linfoma del manto y 1 con leucemia mieloide crénica como la enfermedad primaria
para la cual estaba indicado el alo-TPH. El tipo de donante mas frecuente fue el donante
familiar (7/9; Tabla 1). El tiempo medio desde el alo-TPH al diagndstico de NHCD fue de
34 meses (rango 5-249 meses). Aquellos pacientes en los que se empled SCU como
fuente de PH desarrollaron la NHCD antes (mediana de tiempo desde el trasplante hasta

la NHCD: 1,6 afios) que los pacientes que emplearon MO (mediana de tiempo desde el
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trasplante hasta la NHCD: 2,8 afios) o SP (mediana de tiempo desde el trasplante hasta
la NHCD: 4,7 anos). Las NHCD diagnosticadas en el receptor fueron LMA (5/9) y SMD
(4/9) vy las alteraciones cromosdmicas mas comunes fueron alteraciones en el

cromosoma 7 (6/9).

5.2.2. Alteraciones somaticas adquiridas en el periodo post alo-TPH

Los perfiles mutacionales obtenidos a partir de muestras secuenciales post alo-TPH
demostraron una alta heterogeneidad genética intratumoral y dinamica clonal en los 9
casos de NHCD (Figura 9). El nimero de variantes detectadas es creciente a lo largo del
periodo post alo-TPH en todos los casos.

En el momento del diagndstico de la NHCD, la mediana del nimero de variantes por
muestra fue de 28 variantes (rango 18-92 variantes). Ademas, en 4 casos (1, 3, 7y 8) se
obtuvieron muestras posteriores al diagndstico de NHCD. En los casos 7 y 8, en los que
se produjo una progresion de la enfermedad sin tratamiento, el niumero de variantes
adquiridas se vié aun aumentado en las muestras de MO de la progresién. Por otro lado,
en los casos 1y 3, en los que los pacientes con NHCD fueron tratados, se observd
estabilidad (caso 1) o una modesta disminucion (caso 3) en el numero de variantes
adquiridas. Ambos pacientes obtuvieron una respuesta parcial inicial seguida de una
nueva progresion posterior.

Entre los genes alterados, se encontraron 50 variantes en 44 genes candidatos con
potencial oncogénico (Tabla 4). En el andlisis del exoma completo se detectaron 30
variantes en genes asociados con el procesamiento y el metabolismo del ARN (LUC7L2,
NOP14), la diferenciacion celular (LAMA5, SKOR2, EML1), la transduccidon de sefiales
(SNX13, IRS1, TENM?2), incluida la via de sefializacién notch (NOTCH1, NOTCH4, DTX1),
ERBB2 via de sefializacién (GRB7), sefializacién RET (TLR9) y la via de sefializacién Ras-
MAP-Kinasa (NRAS, PTPN11, MAP2K1, CAD), reguladores de inmunidad (MEFV, IKZF1,
CD40), anhidrasa carbdnica asociada a tumor (CA9), organizacidén del citoesqueleto
(FMN2), histona desacetilasa (GSE1, HDAC10), respuesta al dafio del ADN (PNKP),
modificaciones post-traduccionales (SENP7), factores de transcripcion (TAF1L, ZKSCAN2,
ZNF461,POU2F2, ELF5 ) y apoptosis (MEGF10, HIP1). Adicionalmente, se observaron 14
mutaciones en 10 genes que aparecen comunmente alterados en LMA o SMD de adultos
(SETBP1, DNMT3A, TET2 (2 variantes), RUNX1 (3 variantes), CSF3R, EP300, IDH2, NRAS,
PTPN11 y IKZF1). Todas estas mutaciones fueron confirmadas con el panel de genes
dirigido, el cual permitié a su vez identificar 7 mutaciones en los genes CSF3R, NPM1,
TP53, ASXL1 y CEBPca. A pesar del aumento en la profundidad de lectura con la
resecuenciacion dirigida del panel de genes disenado ad-hoc, ninguna de las variantes
detectadas por secuenciacidon del exoma completo se encontrd en las muestras previas

post alo-TPH a aquellas en las que ya la secuenciacion del exoma completo habia hecho.
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Gen Cr Descripcién del gen Nombre_HGVSc Nombre_HGVSp Efecto Meses post alo-TPH (FAV)

Paciente 1 15 30 37 50 58.5 59 60
LucrL2 7 LUC7 like 2, pre-mRNA splicing factor ¢.568TG>CT p.Cys190Leu missense - - - - 0,22 0,38
SETBP1 18 SET binding protein €.2612T>C p.l1e871Thr missense - - - - - -
Paciente 2 12 20 29 34
DNMT3A 2 DNA methyltransferase 3 alpha 5 c.893G>A p.Gly298Glu missense - 0,32 0,51 0.44

TP53* 17 Tumor protein p53 p.Gly302AlafsTer42 frameshift - 0,49 0,53 0,64

LAMAS5 20 Laminin subunit alpha 5 c.3407delA p.GIn1136ArgfsTer38  frameshift - 0,32 0,40 0,54
Paciente 3 53 203 248 256

CSF3R* 1 Colony stimulating factor 3 receptor €.2296C>T p.GIn766Ter stop gained - - 0,15 0,08

TET2 4 Tet methylcytosine dioxygenase c.4594C>T p.GIn1532Ter stop gained - - 0,27 0,13

TET2 4 Tet methylcytosine dioxygenase ¢.5230_5246del p.Leul744GlyfsTer3 frameshift - - 0,21 0,14

SNX13 7 Sorting nexin 13 €.2366G>C p.Arg789Thr missense - - 0,28 0,15

MEFV 16 MEFV, pyrin innate immunity regulator c.1937C>T p.Pro646Leu missense - - 0,11 0,18

SKOR2 18 SKI family transcriptional corepressor 2 c.194C>T p.Ala65Val missense - - 0,18 0,20

ASXL1* 20 Additional Sex Combs-like 1 ¢.1888_1910del p.Glu635ArgfsTerl5 frameshift - - 0,08 0,10

RUNX1 21 Runt related transcription factor 1 ¢.876dupC p.Ser293LeufsTer307 frameshift - - 0,18 0,05
Paciente 4 13 19

GSE1 16 Gsel coiled-coil protein ¢.366dupC p.Val123ArgfsTerl?7 frameshift - 0,16
Paciente 5 12 67

CSF3R 1 Colony stimulating factor 3 receptor ¢.2433dupC p.Lys812GInfsTer4 frameshift - 0,2

EML1 14 echinoderm microtubule associated protein like 1 €.632G>A p.Arg211His missense - 0,12
Paciente 6 3 8 12 24

IRS1 2 Insulin receptor substrate 1 c.32C>A p.SerliTer stop gained - - - 0,20

SENP7 3 SUMO1sentrin specific peptidase 7 c.478G>T p.Glul60Ter stop gained - - - 0,19

NPM1* 5 Nucleophosmin ¢.860_863dupTCTG - frameshift - - - 0,1

NOTCH4 6 notch 4 c.1040G>T p.Trp347Leu missense - - - 0,24

TAFIL 9 TATA-box binding protein associated factor 1 like c.3313G>T p.Asp1105Tyr missense - - - 0,17

DTX1 12 deltex E3 ubiquitin ligase 1 c.1245G>T p.Met415lle missense - - - 0,16

TP53* 17 Tumor protein p53 C.824G>T P.Cys275Phe missense - - - 0,13

GRB7 17 growth factor receptor bound protein 7 c.748G>T p.Gly250Cys missense - - - 0,15

EP300 22 E1A binding protein p300 c.3728+1G>T - splicing - - - 0,19
Paciente 7 2 3 5 14 24
ZKSCAN2 16 Zinc finger with KRAB and SCAN domains 2 c.2461C>A p.His821Asn missense - - - 0,09 0,3
PNKP 19 Polynucleotide kinase 3-phosphatase c.298C>A p.His100Asn missense - - - 0,13 0,38
NOP14 4 NOP14 nucleolar protein c.2382C>A p.His794GIn missense - - - - 0,2
MEGF10 5 Multiple EGF like domains 10 c.1418G>T p.Cys473Phe missense - - - - 0,26
TENM2 5 Teneurin transmembrane protein 2 c.1381G>T p.Gly461Cys missense - - - - 0,35
IDH2 15 Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2 c.418C>T p.Argl40Trp missense - - - - 0,14
ZNF461 19 Zinc finger protein 461 c.1021G>T p.Gly341Cys missense - - - - 0,3
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Paciente 8 3 6 11 16 18
POU2F2 19 POU 2 Homeobox class 2 c.1329G>T Leu443Phe missense 0,48 0,44 0,52 0,5 0,49
CA9 9 Carbonic anhydrase 9 c.248T>C Leu83Pro missense 0,32 0,19 - 0,2 0,24
NOTCH1 9 notch 1 c.1045A>C Thr349Pro missense 0,24 0,24 0,25 0,19 0,13
NRAS 1 Proto-oncogen NRAS c.181C>A GIn61Lys missense - - 0,09 0,12 -
FMN2 1 Formin 2 €.660_661insTAG GIn220* frameshift - - - 0,16 0,41
MAP2K1 15 Mitogen activated protein kinase kinase 1 ¢.670G>C Val224Leu missense - - - 0,34 -
PTPN11 11  Protein tyrosin phosphatase, non-receptor type 11 c.214G>A Ala72Thr missense - - - 0,3 0,41
NPM1* 5 Nucleophosmin ¢.863_864insTCTG - Stop-lost - - - 0,33 -
TLR9 3 Toll like receptor 9 c.2518G>T Gly840Cys missense - - - 0,4 0,38
ELF5 11 E74 like ETS transcription factor 5 ¢.259_260insCA 11e87Thrfs*17 frameshift - - - - 0,34
Paciente 9 12 24 42

HIP1 7 Proteina de interaccién con Huntintina 1 c.1375+2T>G - splicing - - 0,14

RUNX1 21 Runt related transcription factor 1 c.421T>C p.Serl41Pro missense - - 0,3

RUNX1 21 Runt related transcription factor 1 c.837G>A p.Trp279Ter stop-gained - - 0,26

CD40 20 CD40 molecule c.216C>A p.Asn72Lys missense - - 0,2

HDAC10 22 Histona Deactilasa c.529C>A p.GIn177Lys missense - - 0,3

CAD 2 Carbamoil-fosfatasa sintetasa 2 c.941A>G p.Asn314Ser missense - - 0,29

IKZF1 7 Familia de dedos de zinc IKAROS 1 c.476A>G p.Asn159Ser missense - - 0,1

CEBPo.* 19 CCAAT enhancer binding protein c.869G>T p.Glu290Ter missense - - 0,07

Tabla 4. Variantes somaticas deletéreas adquiridas en el periodo post alo-TPH en pacientes con NHCD. Las frecuencias alélicas de las variantes

detectadas en el momento del diagndstico de NHCD estan marcados en gris. La frecuencia poblacional de las variantes detectadas es 0, excepto

por la variante detectada en el gen SKOR2 que es igual a 0,0002. (*) Variantes detectadas con el panel de genes. (Abreviaturas: NHCD: Neoplasia

hematoldgica en células del donante, FAV: Frecuencia alélica de la variante, Cr: cromosoma, alo-TPH: trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos).
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5.2.3. Estudio de adquisicion de variaciones en el niumero de copia (CNVs)
El analisis de los CNVs reveld alteraciones numéricas en las muestras post alo-TPH en los
pacientes 1, 2, 3, 4, 5y 7. Las alteraciones detectadas mediante secuenciacidn masiva
del exoma completo habian sido previamente detectadas mediante estudios
citogenéticos, FISH o CGH array.

Las alteraciones cromosdmicas mds comunes en los casos de NHCD fueron la
monosomia del cromosoma 7 (-7) y otras anomalias del cromosoma 7, las cuales se
detectaron en 6 de los 9 pacientes (Figura 14).

Los CNVs se detectaron en las muestras correspondientes al momento del diagndstico
de NHCD en los casos 3, 4 y 5. En el caso 1, ademas, se detecté la monosomia del
cromosoma 7 en la muestra del donante pre-trasplante; en el caso 2, se detectaron las
anomalias citogenéticas una muestra previa al diagndstico del SMD en las células del
donante (dia +609) y en el caso 7, se observaron en la muestra correspondiente a la

progresién del SMD en células del donante (dia +728).

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

Ratio (log2)

Paciente 7

> o &

F8EdE557 FFT]

Cariotipo complejo 46,XY,déI}§q) Cariotipo complejo
(Monosomia cr 7) 47,XY,+1,der(1;7)(q10;910) (del(7q))

IR
g8 Ly
§EEEFE

Figura 14. Analisis de las CNVs en las muestras del momento del diagndstico de NHCD
en los pacientes con cariotipo alterado. (Los pacientes 6, 7 y 8 presentaban cariotipo

normal).
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5.2.4. Analisis de las muestras de los donantes

La mediana de edad de los donantes en el momento de la recoleccion de los PHs fue de
59 afios (rango 49-72 afos; Tabla 1).

El andlisis retrospectivo de la aféresis de PHs del donante 1, como ya se ha comentado,
reveld la existencia de la monosomia del cromosoma 7. El receptor desarrolld, tras
cuatro anos, un SMD en las células del donante, que mostré una monosomia del
cromosoma 7 junto con otras alteraciones moleculares y citogenéticas post alo-TPH. El
donante estaba sano en el momento del diagndstico del SMD en el receptor, pero se le
realizé un aspirado de MO que mostrd un 5% de blastos con caracteristicas displdsicas
(Figura 15, Tabla 5).

Los otros 8 donantes presentaron variantes patdgenas o probablemente patégenas en
genes implicados en el desarrollo de tumores hematoldgicos o sélidos (caso 2: KLLN,
caso 3: HOXD4, caso 4: MISR1, caso 5: HOXD12 y MOS caso 6: SETBP1, caso 7: MADI1L1,
caso 8: SH2B3 y caso 9: ATM; Tabla 5) 74.75:76.77.78,79

D Cr/Gen Cambio de nt Cambio proteico Asociacion con cancer FAV Frec. poblac

1 -7 - - Neoplasia hematoldgica - -

2 KLLN c.445T>A p.Trpl149Arg Mama 0,48 0,009

3 HOXD4 C.242A>T p.Glu81Val LLA 0,48 0,0008

4 MSR1 c.877C>T p.Arg293X Prostata 0,44 0,007

s HOXD12 €.213T>C p.Leu77Pro LLA 0,48 0,001
MOS c.426_432dup p.Vall45TrpfsTerl?7 - 0,4 -

6 SETBP1 c.3962G>A p.Argl321His Neoplasia hematoldgica 0,42 0,0004

7 MADIL1 c.851A>G p.Glu284Gly Linfoma y prostata 0,44 0,000008

8 SH2B3 €.238C>T p.R80C NMP 0,45 0,001

9 ATM ¢.1229T>C p.V410A Linfoma y melanoma 0,48 0,002

Tabla 5. Variantes identificadas en los donantes. (Abreviaturas: D: Donante, Cr:
cromosoma, nt: nucledtido, FAV: Frecuencia alélica de la variante, LLA: Leucemia
linfoblastica aguda, NMP: neoplasis mieloproliferativa, Frec. Poblac: Frecuencia
poblacional).

Cabe destacar que las variantes mencionadas anteriormente, presentes en las muestras
de PHs, también se detectaron en todas las muestras de seguimiento post alo-TPH en
los 9 casos.

En base a la frecuencia alélica de la variante, tanto en los resultados de secuenciacion
del exoma completo como en los datos de resecuenciacidn con el panel de genes, todas
las variantes parecen tener un origen germinal, excepto la variante detectada en el gen
MOS en el donante 5y la observada en el gen SETBP1 en el donante 6 que de probable
origen somatico. Desafortunadamente, no disponiamos de una muestra de origen

germinal de estos pacientes.
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Curiosamente, aunque en todos los donantes se observaron alteraciones genéticas
adquiridas o heredadas, que parecen estar relacionadas con una predisposicion al
desarrollo de cancer, ninguno de ellos habia desarrollado una neoplasia manifiesta en

el momento del diagndstico de la NHCD en los receptores.

5.2.5. Evolucidn clonal en los pacientes con NHCD

El analisis seriado de las muestras provenientes de los donantes y de las muestras de
MO de los pacientes correspondientes al periodo post alo-TPH mostré diferentes
modelos de evolucion clonal (Figura 15). Para cada uno de los casos estudiados
elaboramos un modelo plausible de leucemogénesis, en los cuales se observa una
adquisicion progresiva de alteraciones gendmicas en las células del donante,
relacionadas con el desarrollo de LMA o SMD tras el alo-TPH. En el caso 1, la frecuencia
del clon portador de la monosomia del cromosoma 7, transferido del donante al
receptor, se mantuvo constante durante dos afios, hasta que se adquirieron otras
alteraciones en el mismo clon (del (12p) y mutacion en el gen LUC7L2) que conllevé a la
aparicion del SMD en el receptor en dos meses.

En los casos 2, 4, 6, 7 y 8 el tiempo medio del diagndstico de la NHCD fue de 19 meses
(rango 5-34 meses), y en todos ellos la adquisicion de mutaciones y la evolucién del clon
leucémico se producen desde el comienzo del post alo-TPH (Figura 15). Estos cinco
pacientes habian recibido regimenes de acondicionamiento basados en quimioterapia
combinada con irradiacion corporal total (ICT) ya que la enfermedad primaria era una
LLA o timoglobulina en el caso de la LMA (paciente 4). Finalmente, en los casos 3,5y 9,
el diagnéstico de la NHCD fue 20, 5 y 3,5 afios respectivamente, después del alo-TPH
(tiempo medio al diagnodstico 9,5 anos) y en estos casos no se detectaron mutaciones

somaticas en las primeras muestras de MO disponibles post alo-TPH (Figura 15).
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Figura 15. Modelos de evolucién clonal para cada uno de los casos de NHCD elaborados con el paquete estadistico Fisplot.
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DISCUSION

6. DISCUSION

El alo-TPH es un procedimiento ampliamente establecido para varias enfermedades
congénitas o adquiridas del sistema hematopoyético, entre las que se incluyen las NHs.
Gracias a los avances en el conocimiento de la fisiopatologia del alo-TPH, el nimero de
pacientes que se someten a dicho procedimiento como tratamiento con potencial
curativo de una enfermedad onco-hematoldgica, es creciente. El alo-TPH ofrece la
posibilidad de obtener una mayor supervivencia a largo plazo en aquellos pacientes que
tienen una enfermedad de riesgo intermedio o alto y como tratamiento de rescate en
pacientes con enfermedad recidivante. Sin embargo, es un procedimiento complejo y
gran parte de los pacientes presentan complicaciones derivadas del mismo, siendo las
mas frecuentes la EICR y la recaida de la enfermedad, esta ultima representa la causa
principal del fracaso del tratamiento y hasta el 50% de los pacientes con LMA finalmente
recaen después del alo-TPH.% En este contexto, lo mas habitual es que el paciente sufra
una recaida de su enfermedad original como consecuencia de la expansion clonal de
algun subclon que no habia sido erradicado por el tratamiento quimioterapico.
Adicionalmente, en raras ocasiones también puede ocurrir que se desarrolle una nueva
NH en las células derivadas del donante. Esta es una complicacién poco frecuente del,
pero muy severa, del alo-TPH. Se han descrito varios casos de NHCD desde 1971, afio en
el que Fialkow et al.?3 describieron el primer caso. A pesar de ser una patologia conocida
desde hace varias décadas, ha habido un aumento en el nimero de casos reportados en
los ultimos afios.®! Este aumento del nUmero de casos, estd directamente relacionado
con la elevacién en el nimero de alo-TPHs realizados en el mundo. En el afio 2000 se
han llevado a cabo cuatro veces mds alo-TPHs que en los afios previos.8%83848586,87 Dg|
mismo modo, se han producido mejoras en los esquemas de tratamiento de induccidn
e intensificacidon con quimioterapia, en la profilaxis y tratamiento de las infecciones y en
el manejo de la EICR; que han mejorado la seguridad del trasplante, lo que supone un
descenso de la tasa de mortalidad de estos pacientes. Todos estos avances, hacen que
actualmente, la probabilidad de desarrollar un NHCD esté aumentada, ya que la
supervivencia global a largo plazo estd aumentada en los pacientes sometidos a un
trasplante. Por otro lado, las técnicas moleculares empleadas para el estudio del

quimerismo post trasplante también han mejorado sustancialmente en los ultimos afios
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y actualmente, gran parte de los laboratorios de genética hematoldgica realizan esta
determinacion de manera rutinaria, dando lugar a una mejor deteccion del origen
celular de los PH tras el alo-TPH.28 A pesar de los avances en los métodos de deteccién,
laincidencia real de las NHCDs es dificil de calcular ya que el nUmero de casos reportados
por centro es muy bajo. En el dltimo estudio realizado por el grupo europeo de
trasplante de médula ésea (European Society for Blood and Marrow Transplantation,
EBMT) en el aifio 2018 sobre las NHCDs, participaron 80 centros y se detectaron un total
de 38 casos de NHCDs en 46.051 alo-TPHs, por lo que se estima una prevalencia de 80
casos por 100.000 alo-TPHs y una incidencia acumulada de 0,067%, 0,132% y 0,363% a

los 5, 10 y 25 afios post-trasplante respectivamente.®

Revision sistemdtica de los casos de NHCD descritos en la literatura

Con el fin de conocer e identificar algunas caracteristicas comunes de los pacientes
diagnosticados de esta patologia tan infrecuente o factores de riesgo que predispongan
al desarrollo de la misma, decidimos realizar una revision sistematica de todos los casos
reportados en la literatura desde 1971 como punto de partida del estudio. En dicha
revision sistematica se objetiva que los pacientes que desarrollan una NHCD tienen
caracteristicas muy heterogéneas en cuanto a la edad y sexo del receptor y del donante
y el régimen de acondicionamiento del TPH, heterogeneidad que, es similar a lo
reportado en la poblacion general de pacientes sometidos a un alo-TPH. Sin embargo,
se observa en el conjunto de casos algunas caracteristicas comunes como la enfermedad
primaria por la cual los pacientes se someten a un alo-TPH, el tipo de enfermedad
hematoldgica desarrollada en las células del donante, la fuente de PHs empleada en el
trasplantey las alteraciones citogenéticas detectadas en las NHCDs. Estas caracteristicas
difieren de las esperadas si las comparamos con las de los alo-TPHs realizados en Europa

y descritos por el EBMT entre 1990 y 2014, 82:83,84,85,86,87

Con respecto al tipo de enfermedad primaria por la cual los pacientes son sometidos a
un alo-TPH en la cohorte analizada, los casos de leucemia mieloide crénica en fase
cronica (LMC-FC) y los pacientes diagnosticados de LLA estan aumentados con respecto

a lo que cabria esperar para estas patologias. La LMC se origina por la formacién del gen
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guimérico BCR-ABL1 en las células hematopoyéticas como resultado de la translocacion
reciproca entre los cromosomas 9 y 22. El tratamiento actual de estos pacientes se
realiza mediante farmacos orales denominados inhibidores de tirosin-cinasa (ITCs), que
son inhibidores enzimaticos que bloquean de manera especifica la proteina de fusidon
BCR-ABL con muy buenas respuestas y muy buen perfil de toxicidad. El desarrollo de
estos farmacos ha supuesto un cambio radical en el prondstico y tratamiento de esta
enfermedad, ya que el Unico tratamiento potencialmente curativo hasta ese momento
era el alo-TPH. Los casos de LMC-FC reportados, que han desarrollado una NHCD tras
alo-TPH, son previos a la aparicion de los ITCs, por lo que el porcentaje de pacientes
trasplantados como consecuencia de esta patologia es acorde con el porcentaje de
pacientes con LMC que se trasplantaban anterior a la existencia del tratamiento con
ITCs. Por otro lado, la elevacidn observada de casos de LLA no se explican por una
sobrerrepresentacion de pacientes pediatricos, pues en la cohorte descrita hay un 23%
de pacientes menores de 16 afios, ligeramente superior a lo reportado por el EBMT.%
Este leve aumento de pacientes pediatricos en la cohorte analizada no es suficiente para
explicar la mayor incidencia de casos de LLA como enfermedad primaria. Sin embargo,
la elevacion en la incidencia de NHCD en los casos de LLA, podria ser consecuencia del
tratamiento de acondicionamiento pre-trasplante realizado habitualmente en estos
pacientes; ya que, a diferencia de otras leucemias, las LLAs suelen recibir radioterapia

ademas de quimioterapia.

En cuanto al tipo de enfermedad que se desarrolla en las células del donante, en la
mayoria de los casos analizados la revision sistematica (73%), los pacientes son
diagnosticados de leucemias agudas (LMA y LLA) y las neoplasias mieloides son mas
frecuentes que las linfoides. Actualmente, es conocido que la transformacion leucémica
de las células hematopoyéticas tiene lugar a través de un proceso evolutivo, que
requiere de la adquisicién de alteraciones gendmicas a lo largo del tiempo.?® Las
leucemias agudas necesitan un menor nimero de mutaciones para desarrollarse (8 en
LMA y 11 en LLA) comparado con otras NHs que necesitan un mayor numero de ellas,
como por ejemplo los linfomas no Hodgkin que tienen en torno a 74 mutaciones.!> Esto
hace que la probabilidad de desarrollar una leucemia aguda de novo en las células del

donante como consecuencia de la acumulacion de mutaciones sea mayor que la de
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desarrollar un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo crénico. De la misma
manera, la alta frecuencia de neoplasias mieloides en estos pacientes puede ser debida
a que el linaje mieloide tiene una vida media mas corta que el resto de células
hematopoyéticas, por lo que requieren reponerse de manera constante en el individuo,
lo que podria favorecer la acumulacién de mutaciones en este linaje con respecto al
linaje linfoide que no necesita un recambio constante. Esta observacidon se asemeja con
lo detectado en los casos de HC en adultos, en los que la HC suele observarse mas

frecuentemente en las células nucleadas de linaje mieloide.*°

Por otro lado, en la cohorte descrita se observa que el empleo de SCU como fuente de
PHs en el trasplante estd especialmente incrementado, seguida de la MO y la SP, que es
la fuente menos empleada en estos pacientes. Esta observacidn no estd relacionada con
la evolucion natural de procedimiento de trasplante en los ultimos afios, es decir, los
casos en los que se realizé un trasplante de SCU no tuvieron lugar en el periodo de
tiempo en los que se realizada fundamentalmente SCU-TPH, sino que se observa una
mayor incidencia de esta complicacidn en pacientes sometidos a SCU-TPH desde el inicio
del trasplante como terapia con potencial curativo de las NHs hasta nuestros dias, en los
que la fuente de PHs empleada principalmente es la SP. Esta misma observacion ha sido
descrita recientemente por Kato y colaboradores,?” que demuestran que el empleo de
la SCU es un factor de riesgo para el desarrollo de NHCD comparado con las otras fuentes
de progenitores hematopoyéticos, ya que, en su cohorte, la incidencia de NHCD tras
trasplante de SCU es significativamente mayor que la incidencia de esta enfermedad
tras trasplante de MO o de SP. Concretamente, la incidencia a los 5 afios de NHCD es de
0,09% (n=23.431) en pacientes con MO como fuente de PHs, de 0,02% en los casos en
los que se emplea SP (n=7.210) y 0,35% cuando se emplea SCU como fuente de PHs

(n=6.012, p=0,004).3

El producto infundido en el trasplante, ademas de los PHs, también incluye otras células
como son los linfocitos T, células natural killer (NK), monocitos y células dendriticas. Las
caracteristicas de las células que componen el injerto constituyen el principal factor que
determina la velocidad y la robustez de la reconstitucion hematopoyética post-
trasplante. Las reacciones mas importantes que presentan los pacientes, después del

alo-TPH, estdn fuertemente influenciadas por el nimero y el tipo de células que
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componen el injerto, de tal manera que las reacciones aloinmunes mas frecuentemente
observadas; como la EICR, la EICT, la consecucion de un quimerismo completo del
donante y la recuperacion inmunoldgica post-trasplante varian en funcion de la fuente
de progenitores empleada, entre otros factores.®® El sistema inmune reconoce y
destruye permamente células alteradas que tienen el potencial de convertirse en células
cancerosas. Los injertos de SCU contienen células madre mas inmaduras y la dosis total
de células es menor que la que contienen los injertos de MO y de SP, caracteristicas que
afectan ala reconstitucion del sistema inmunolégico del receptor en el periodo post alo-

TPH, haciendo que sea mas lenta que cuando se emplea otra fuente de PHs.

En aquellos casos en los que la vigilancia del sistema inmune esta disminuida, bien por
el tratamiento inmunosupresor post-TPH o por la inmadurez del nuevo sistema inmune,
el riesgo de desarrollar una NHCD puede estar aumentado. Las células
inmunocompetentes vy las células cancerosas coexisten en un equilibrio dinamico vy las
complejas alteraciones entre los tumores crecientes y el sistema inmune pueden
determinar el curso de la enfermedad. Las neoplasias que aparecen en las células del
donante también han sido descritas después del trasplante de dérgano sélido y se

atribuyen a la terapia inmunosupresora que se administra en estos casos.®?

En la revision sistematica de los casos reportados en la literatura, las NHCDs no sdlo
tienen una incidencia mayor en los casos en los que se emplea SCU como fuente de PHs,
sino que también la enfermedad aparece antes. En estos casos, la mediana del tiempo
de aparicién de la enfermedad es de 15 (rango 2-47) meses, comparada con la de los
pacientes que reciben un trasplante de MO o de SP, en los que la mediana de aparicién
de la enfermedad es de 36 (rango 1-312) y 24 (rango 1-193) meses respectivamente.
Esta observacion parece indicar que un prendimiento temprano del injerto y el estado

del sistema inmune son factores relevantes en el proceso de leucemogénesis.

De acuerdo con estos hallazgos, el EBMT a través de un estudio multivariable de casos
y controles, en el que se compararon 38 casos frente a 67 controles, demostrd que la
deplecidn in vivo de linfocitos-T con globulina anti-timocito (ATG) o alemtuzumab es un
factor de riesgo para el desarrollo de NHCDs (Hazard Ratio (HR): 2,59; p = 0,014).2° Estos
resultados apoyan la teoria de que un sistema inmune deteriorado o la consecucién

tardia de un sistema inmune competente podria favorecer el desarrollo de una NHCD,
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ya que la prevencién de la expansion de un clon tumoral habitualmente es prevenida

por el sistema inmune y estd mediada por los linfocitos T citotdxicos.

Por ultimo, en el estudio también se observa que las alteraciones citogenéticas mas
frecuentes en las NHCDs son aquellas que involucran al cr 7 (27,6% de los casos). Estas
alteraciones cromosémicas suelen estar asociadas con las neoplasias mieloides
relacionas con el tratamiento (NM-t). Hoy sabemos, que existen casos de LMAs y SMDs
gue son complicaciones tardias derivadas de quimioterapias citotdxicas, como por
ejemplo los agentes alquilantes, los inhibidores de la topoisomerasa Il, tiopurinas,
fludarabina, micofenolato de mofetilo, etc., y/o radioterapia administradas como
tratamiento de una neoplasia previa o enfermedades no neoplasicas. Estas neoplasias
forman una entidad Unica denominada NM-t. Mas del 90% de los pacientes
diagnosticados de NM-t presentan cariotipo complejo, aproximadamente el 70% portan
alteraciones cromosomicas desbalanceadas como la pérdida parcial del brazo largo del
cr.5(-5q) o t(5g), monosomia del cr. 7 o delecién del brazo largo del cr. 7 (-7q). Algunos
casos de NHCDs podrian ser consecuencia de la toxicidad residual que exista en el
receptor, derivada de los tratamientos previos. Sin embargo, el hecho de que sélo una
proporcién de los pacientes tratados con protocolos idénticos desarrolle una NM-t
sugiere que es posible que algunos pacientes tengan una predisposicion heredada como
consecuencia de mutaciones en genes relacionados con los mecanismos de reparacién
del ADN o polimorfismos en genes que afectan al metabolismo o transporte de
farmacos. Asi mismo, se ha descrito que el haber recibido un trasplante alogénico previo
es un factor de riesgo para el desarrollo de NHCDs (HR: 4,08, p = 0,012),%° resultados
gue apoyan la toxicidad en el receptor como posible mecanismo para el desarrollo de

NHCDs.

Existen otros mecanismos posibles por los cuales aparece una NH en las células del
donante, como la posibilidad de que exista una leucemia oculta en el donante. En
aquellos casos en los que el donante desarrolla también una NH, el tipo y las
caracteristicas de la NH son similares a las detectadas en el receptor, lo que sugiere que
ambas neoplasias, donante y receptor, tienen un origen comun.*® Dos de los donantes
de la cohorte de casos analizada en la revisidon sistematica han sido estudiados por

técnicas de biologia molecular y en ambos se detectan la existencia de una leucemia
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oculta previa al alo-TPH. Sin embargo, en la mayoria de los casos (85%) el donante estd
sano en el momento en el que se diagnostica la NHCD. A pesar de ello, en 8 casos en los
cuales se realizaron estudios moleculares detallados en el donante y en el receptor, al
menos una de las mutaciones leucemogénicas detectadas en el receptor en el momento

de la NHCD, fue también detectada en el donante.8!

Independientemente de la fuente de PH empleada, la mediana del tiempo en el cual las
células del donante se vuelven leucemogénicas es de 36 meses, mayor que la mediana
de tiempo de las recaidas tempranas de la leucemia post alo-TPH, que ocurren
principalmente en los primeros 18 meses del alo-TPH y suelen ser debidas a la expansion
de un subclon pre-existente en el momento del diagndstico que no ha sido erradicado
por la quimioterapia o por el EICT. Estos resultados apoyan la teoria de que, en muchos
casos no existe una leucemia oculta en el donante, ya que si asi fuese el tiempo que
tardaria en ser diagnosticada la NHCD seria menor, mas similar al tiempo en el que
suelen ocurrir las recaidas tempranas. No obstante, si es posible, que existan lesiones
pre-leucémicas en el donante y que se produzca posteriormente una acumulacidn de
mutaciones adicionales necesarias para el desarrollo de la NHCD y seria por ello que la
mediana de tiempo en el cual se desarrolla estd complicacion es mayor que la de la

recaida.

Aunque no se ha objetivado en la revisién sistematica, se han propuesto otros
mecanismos que podrian estar involucrados en el desarrollo de esta enfermedad como
el estrés replicativo y el acortamiento de los telémeros. Tras el trasplante de PHs hay
una fuerte demanda proliferativa sobre las células del donante con el fin de reponer el
sistema linfohemopoyético del receptor, este exceso de proliferacién probablemente se
correlaciona con un aumento en la tasa de mutaciones y errores de replicacidon. De
acuerdo con esta teoria, el EBMT ha demostrado recientemente que el empleo de
factores estimulantes de la hematopoyesis en los primeros 100 dias post-TPH es un
factor de riesgo (HR: 2,43; p = 0,020) para el desarrollo de NHCD.>2 También se ha visto
gue durante el primer afio post trasplante existe un acortamiento significativo y

acelerado de los teldmeros en los PHs.>3

La contribucion al desarrollo de NHCD de cada uno de los factores relacionados con el

trasplante o de los factores genéticos es desconocida. Posiblemente, no existe un
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mecanismo Unico que sea el responsable del desarrollo de las NHCDs, sino mas

probablemente la combinacion de varias condiciones las que promuevan su aparicién.

Estudio genomico de la cohorte nacional de los pacientes con NHCD

Las NHCDs constituyen un campo de investigacion de extraordinario interés, ya que la
transformacion leucémica de los PHs provenientes de un donante sano proporcionan un
modelo in vivo para la investigacidn de los mecanismos gendmicos de leucemogénesis.
De hecho, a diferencia de lo que ocurre en una leucemia de novo, que aparece
normalmente de forma esporadica e impredecible en la poblacién general, en el caso
de las NHCDs se puede disponer de muestras almacenadas, obtenidas a lo largo del
seguimiento genético habitual del paciente trasplantado y, por tanto, previas al
diagnodstico de la NHCDs. Este modelo, por tanto, presenta una oportunidad Unica para
estudiar los cambios gendmicos experimentados por los PHs que conducen a la
transformacion maligna. El andlisis exhaustivo del periodo post-TPH de pacientes que
han desarrollado una NHCD, permitird aumentar el conocimiento del proceso dinamico
gue tiene lugar antes de que aparezcan los sintomas clinicos en el paciente. Es por ello,
gue decidimos recoger y analizar en profundidad la casuistica nacional de esta patologia.
Se realizd un estudio multicéntrico en el que se identificaron 9 pacientes diagnosticados

de NHCD, provenientes de diferentes hospitales del territorio nacional.

En estos pacientes se realizd la secuenciacion del exoma completo mediante
secuenciacion masiva de las muestras post alo-TPH. Las plataformas de secuenciacién
masiva han revolucionado la investigacion sobre la gendmica de los tumores. Estas
plataformas de extraordinaria utilidad para los estudios de mutaciones puntuales,
pequefias deleciones e inserciones, cambios en el nimero de copia y cambios
estructurales de genomas tumorales. Asi mismo, se han desarrollado aplicaciones
bioinformaticas que permiten una mejor deteccién de las variantes y un posterior
analisis funcional y biolégico pormenorizado. Una de las aplicaciones principales de la
secuenciacion masiva en el cancer es la comparacién del genoma tumoral frente el
genoma constitucional, con el propdsito de identificar las mutaciones unicas del tumor,

es decir, las mutaciones somaticas. En el caso de esta enfermedad se compararon los
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exomas de las muestras post alo-TPH frente al exoma de la muestra de la colecta de los
PHs del donante infundidos y frente a los exomas de las muestras post alo-TPH previas

si las habia.

La enfermedad primaria mas frecuente por la cual se indicé el alo-TPH fue la LLA, al igual
gue se comprobd en la revisidon sistemdatica. Asi mismo, las NHCDs fueron todas

neoplasias mieloides, 4 pacientes desarrollaron una LMA y 4 pacientes un SMD.

La mediana de tiempo de aparicion de la NHCD desde el alo-TPH en nuestra cohorte es
de 29 meses (rango 5-249), observdndose un menor tiempo de aparicién de la
enfermedad en aquellos que casos que habian recibido ICT y/o ATG, con la intencién de
disminuir linfocitos T, junto con la quimioterapia durante el régimen de
acondicionamiento, frente a aquellos pacientes que reciben un régimen de
acondicionamiento Unicamente basado en quimioterapia. Los efectos adversos de la
radioterapia a largo plazo han sido ampliamente reconocidos durante afios en pacientes
sometidos a alo-TPH.%3 El riesgo de desarrollar neoplasias secundarias estd aumentado
en pacientes que han recibido altas dosis de radioterapia, siendo los tumores cerebrales
los mas comunes y los mas fuertemente asociados con la irradiacidn craneo-espinal.®*
Es conocido que el tratamiento recibido antes del trasplante parece ser un factor
importante en el desarrollo de NHCD. En este sentido y de acuerdo con lo descrito
previamente en la literatura, en nuestra cohorte se objetiva que las principales
alteraciones citogenéticas detectadas en los pacientes en el momento del diagndstico
de la NHCD son aquellas que afectan al cr 7 (6 de los 9 pacientes tenian alteraciones que
involucraban a dicho cr). Estas alteraciones citogenéticas detectadas en los casos de
NHCDs son similares a las detectadas en las NM-t. Por lo tanto, es posible que, en el
nicho hematopoyético en el que se van a desarrollar los nuevos PHs, exista una toxicidad
residual como consecuencia de la quimioterapia y/o radioterapia administrada
previamente, asi como dafios en el estroma de la MO que pueden influir en la aparicién
de alteraciones aberrantes en las nuevas células progenitoras. Por otro lado, el
tratamiento con ATG conlleva a un retraso en la reconstitucion de los linfocitos T del
sistema inmune, la ATG es un anticuerpo policlonal contra multiples antigenos que se
expresan en las células T, B, NK y células dendriticas entre otras. El ATG tiene diversos

efectos sobre el sistema inmune como la deplecion de células T en la SP y tejidos
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linfoides mediante lisis, activacion de linfocitos Ty apoptosis, induccién de apoptosis en
células B, modulacién de moléculas de superficie claves que median las interacciones de
los leucocitos con el endotelio, interfieren en las propiedades funcionales de las células
dendriticas e inducen a los linfocitos T reguladores y a las células NK-T.?>% Estos
resultados refuerzan la teoria de la importancia que tiene el sistema inmune en el
control de la aparicién de neoplasias secundarias. El prendimiento y desarrollo de los
PHs tiene lugar en un periodo caracterizado por una alta tasa de replicacién celular y un
descenso de la inmunovigilancia como consecuencia del tratamiento inmunosupresor
administrado a estos pacientes para evitar la aparicién de la EICR. Este hecho favorece
el mantenimiento y evolucion de células potencialmente malignas que se generan en el

periodo post alo-TPH.

A pesar de los sefialado anteriormente, no todos los pacientes que reciben un mismo
acondicionamiento desarrollan NHCD, por lo que parece que existen otros factores que
favorecen su desarrollo en ciertos pacientes. Uno de los factores de riesgo podria ser el
uso inadvertido de donantes portadores de subclones con potencial maligno como
consecuencia de la adquisicion de mutaciones somaticas en sus PHs. En nuestro estudio,
hemos detectado en un donante, la presencia de una monosomia del cr 7 en los PHs
infundidos en el alo-TPH, esta alteracion citogenética permanece latente en el receptor
durante casi 5 afos, hasta la adquisicién de nuevas alteraciones gendmicas que
provocan la expansion del subclon portador de la monosomia del cr 7 y la apariciéon de
SMD-CD. Este donante tenia 72 aios en el momento del trasplante y, en el momento
del diagnostico de la NHCD en el receptor, presenté displasia y un 5% de blastos en su

MO.

En la presente cohorte detectamos que los otros 7 donantes presentan variantes
patogénicas o probablemente patogénicas en genes relacionados con predisposicion al
desarrollo de NHs o de tumores sdélidos y que parecen tener un origen germinal en base

a su FAV en la muestra.

Ambas observaciones indican que las alteraciones moleculares heredadas o adquiridas
en los donantes pueden ser mas frecuentes en estos casos que lo que se sospechaba

previamente.
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Los tumores hematoldgicos son enfermedades multifactoriales ocasionadas por el
efecto combinado de factores genéticos y ambientales. Recientemente se ha
demostrado que una pequefia proporcién de los tumores hematoldgicos tienen un
caracter hereditario, es decir, que se producen como consecuencia de mutaciones
heredadas en genes concretos que incrementan la susceptibilidad de desarrollar una
neoplasia a lo largo de la vida. Esta susceptibilidad se transmite entre los miembros de
la familia de acuerdo a distintos patrones de herencia. En los ultimos afios se han
identificado varios genes implicados en diferentes sindromes de predisposicion al
desarrollo de NHs, especialmente de neoplasias mieloides, y se han desarrollado

técnicas para el estudio y caracterizacion de las mutaciones causales.

La identificacion de estos pacientes con susceptibilidad heredada es crucial para el
manejo clinico de los mismos. Actualmente, no es posible realizar la secuenciacién del
conjunto de genes relacionados con la predisposicion al desarrollo de NHs de manera
rutinaria en todos los donantes ya que supone un coste muy elevado, y ademads, no se
conoce el espectro completo de genes asociados con esta predisposicion. Sin embargo,
muchos de los genes descritos también se encuentran mutados de forma recurrente en
SMDs y/o LMAs esporadicos, como son CEBPa, RUNX1, GATA2, DDX41, ETV6, TP53,
ANKRD26, etc.’”® Esta caracteristica, junto con el empleo creciente de las tecnologias
de secuenciacidn masiva en la evaluacién del prondstico que confieren las alteraciones
genomicas especificas en el momento del diagndstico o recaida de una NH, hace que el
analisis de un conjunto de genes en el momento del diagndstico proporcione un enfoque
eficaz para detectar variantes de posible origen germinal con importancia clinica. En
aquellos casos en los que se detecta en la muestra tumoral una de estas alteraciones,
con una FAV en torno a 0,5; que indica que esa variante podria tener un origen germinal,
es necesario confirmar el origen de la variante mediante la deteccién o ausencia de la
misma en otro tejido, siendo el cultivo de fibroblastos la muestra ideal para dicha
confirmacién. La identificacion de mutaciones de origen germinal en el receptor
conllevara la realizacidn de estudios de segregacién y un adecuado consejo genético a
los familiares que lo deseen, especialmente a los familiares candidatos a ser donantes
con el fin de evitar el empleo de donantes familiares portadores de alteraciones

genéticas de predisposicion al desarrollo de NHs. Adicionalmente, los familiares
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portadores de estas alteraciones genéticas podran beneficiarse de medidas eficaces, no

solo de deteccidn precoz, sino también en la prevencién de tumores.

En este contexto, también deberia evitarse el empleo de donantes de edades avanzadas,
ya que tienen un riesgo aumentado de haber desarrollado una HC y de ser portadores
de clones con potencial pre-maligno. Se han detectado mutaciones somaticas en un 5%,
10% y 20% de individuos de 60, 70 y 80 afios, respectivamente.* Por este motivo, seria
recomendable realizar un estudio pre-trasplante de alta sensibilidad en los donantes de
edades avanzadas, con el fin de detectar la existencia de poblaciones subclonales

portadoras de alteraciones moleculares cominmente detectadas en las NH.

Todos los donantes de la presente cohorte estaban sanos en el momento del diagnéstico
de la NHCD en el receptor; si bien es cierto que, en uno de los donantes, el de mayor
edad (72 anos), se detectd un 5% de blastos y cambios displasicos en la MO, aunque el
donante estaba asintomatico. Los donantes portadores de mutaciones pre-leucémicas
heredadas o adquiridas, tal y como se observa en la mayoria de los casos descritos, no
estdn, sin embargo, destinados necesariamente a desarrollar una leucemia. La
existencia de un clon pre-leucémico en el donante es importante pero no suficiente para
desarrollar una leucemia, ya que otros factores pueden jugar un papel importante. Otros
factores genéticos y ambientales relacionados con el trasplante o con el nicho en el cual
se encuentran los PHs que estan habitualmente alterados en el contexto del trasplante,
pueden influir en el proceso de leucemogénesis, favoreciendo la adquisicion de nuevas
alteraciones genéticas y dando lugar a una expansion clonal. Es posible que los clones
pre-malignos proliferen en el periodo post-trasplante ya que se encuentran en un nicho
con una toxicidad residual, como consecuencia de la quimioterapia y/o radioterapia, y

con un sistema inmune deprimido o inmaduro.

El prondstico de los pacientes que desarrollan una NHCD es malo, la mayoria de ellos
fallecen como causa de la progresion o recaida de la NHCD. En nuestra cohorte 8 de los
9 pacientes fallecieron y uno de ellos permanece vivo después de realizar un segundo
alo-TPH de otro donante. Segun lo reportado en la literatura, se han conseguido
supervivencias a largo plazo en alguno de estos pacientes mediante la realizacidn de un
segundo alo-TPH con un donante alternativo, aunque estos pacientes tienen mayor

probabilidad de fallecer por causas relacionadas con el procedimiento.®’
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Una de las cuestiones mas importantes para entender la progresién de un clon tumoral
en las leucemias es determinar el numero vy la naturaleza de diferentes subclones
existentes. Los resultados derivados de trabajos en los que se han secuenciado
genomas, exomas completos o paneles de genes en pacientes con leucemias,
determinan que la mayoria de los casos de leucemia son portadores de multiples
mutaciones que se han ido acumulando secuencialmente en una Unica célula hasta
generar el clon leucémico dominante.®® Una de las cuestiones mas importantes en el
campo de la gendmica de las leucemias es identificar las mutaciones iniciadoras de la
neoplasia que constituyen el clon pre-leucémico. De manera general, en todos los tipos
de cancer, el conocimiento de las mutaciones iniciadoras es limitado, ya que en estos
estadios de la enfermedad suelen ser clinicamente indetectables y una vez que se ha
diagnosticado la enfermedad estos clones son superados por los clones descendentes
mas malignos. Aunque es dificil de estudiar, la evolucién temprana en la historia natural
del cdncer es clinicamente relevante. Los casos de NHCD se presentan como el modelo
perfecto para el estudio in vivo de los clones pre-leucémicos y su transformacion

maligna.

A través de este estudio seriado en los 9 pacientes diagnosticado de NHCDs, ha sido
posible definir la arquitectura tumoral en cada una de las muestras correspondientes a
la evolucion de la enfermedad en todos los casos de NHCD. Se objetiva en las muestras
post-TPH la aparicion sucesiva de mutaciones que parecen estar asociadas con el
desarrollo de la enfermedad. Las NMs en estos casos se estructuran en un unico clon
fundador con alteraciones gendmicas que se detectan en todas las células leucémicas y
varios subclones, los clones malignos evolucionan y aceleran la progresidon de la
enfermedad mediante la adquisicion de nuevas mutaciones. Es interesante destacar

que, existe una alta heterogeneidad temporal y espacial en todos los casos.

A pesar de que se observan alteraciones citogenéticas similares en varios casos, no se
detectan mutaciones comunes, ni mutaciones en genes que afecten a la misma ruta
celular, ni un patrdn claro de adquisiciéon de mutaciones clonales. En una primera etapa
se adquieren mutaciones que afectan genes cuya funcién esta relacionada con la
regulacién epigenética como DNMT3Ay TET2 o genes implicados en vias de sefializacion

intracelular como SNX13, RHPN2, IRS1 y CSF3R. En general, en las neoplasias mieloides,
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las mutaciones en reguladores epigenéticos como DNMT3A, TET2 e IDH1/2 suelen
detectarse en estadios tempranos de la enfermedad y se consideran mutaciones pre-
leucémicas que favorecen la expansion clonal y bloquean la diferenciacién de los

PHs 100,101

Alguna de las alteraciones moleculares detectadas en esta cohorte son mutaciones
ampliamente estudiadas, sobre las que conocemos su papel en el desarrollo de las NMs,
sin embargo, la mayoria de ellas son alteraciones que no han sido previamente descritas
pero que, tras su analisis in silico se clasifican como mutaciones deletéreas en genes que
codifican para proteinas que forman parte de rutas de sefializacion intracelular
relacionadas con el cdncer y por lo tanto, parecen tener un papel fundamental en el

desarrollo de la neoplasia.

El presente estudio demuestra que las NMs evolucionan dentro de un proceso de
diversificacién genética, expansion clonal y seleccién clonal, de acuerdo con el actual
modelo de leucemogénesis que determina que la mayoria de los casos de leucemia
presentan multiples mutaciones que se han adquirido de manera secuencial en un linaje
celular dando lugar un clon leucémico dominante. La transformacion leucemogénica de
los PHs del donante proporciona un modelo in vivo para el estudio de los mecanismos
implicados en la leucemogénesis, teniendo en cuenta que el nicho en el que se producen
todos estos cambios tiene una toxicidad residual, por la enfermedad y los tratamientos
previos, que puede favorecer la inestabilidad gendmica y hacer que el proceso se

acelere.
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7. CONCLUSIONES

1.- Los casos descritos en la literatura y revisados sistematicamente presentan una
elevada heterogeneidad en sus caracteristicas aunque comparten algunos rasgos
comunes como la alta frecuencia de SCU como fuente de PHs, de leucemias agudas en

las células del donante y la presencia de alteraciones citogenéticas en el cr.7

2.- El uso de SCU como fuente de PHs parece ser un factor de riesgo para el desarrollo

de NHCD comparado con otras fuentes empleadas en el alo-TPH.

3.- Las leucemias agudas son el tipo de NH desarrollada en las células del donante mas

habituales en los casos de NHCD.

4. Las alteraciones en el cromosoma 7, son las mas frecuentes en la cohorte de

pacientes, al igual que se objetivo en la revision sistematica de los casos reportados.

5.- Todos los donantes de la cohorte presentan un clon pre-maligno o maligno, heredado
o adquirido previo al alo-TPH, esto tiene un impacto clinico en los pacientes que se van

a someter a un alo-TPH.

6.- El estudio de la cohorte demuestra la existencia de un proceso secuencial de
expansiones clonales promovidas por la adquisicion de mutaciones somaticas en las

células hematopoyéticas del donante.

7.- El analisis seriado e integrado realizado en la cohorte de casos con NHCD objetiva

una alta heterogeneidad intratumoral y evolutiva en todos ellos.

8.- Teniendo en cuenta que la gran mayoria de los donantes estan sanos, es posible que
clones pre-malignos proliferen con menor dificultad en el periodo post-trasplante ya
gue se encuentran en un nicho con una toxicidad residual, como consecuencia de la

quimioterapia y/o radioterapia, y con un sistema inmune suprimido o inmaduro.
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ANEXO lll. Caracteristicas clinicas de los casos de neoplasias hematolagicas reportadas en la literatura

Tiempo desde el
Enf. Donante Tipo de Fuente Tipo de P

Autor Edad/Sexo primaria Edad/Sex don.  de PH NHCD Citogenética de NHCD alo-TPH hasta Prondst.
NHCD (Meses)
Fialkow et al. 16/F LLA 10/M E-id MO LLA 46,XY 2 Exitus
Donnall et al. 7/F LLA -/M E-id MO LLA 46,XY 4,5 Exitus
Goh et al. 4/F LMA -/M E-id MO LMA 47,XY,+F - Exitus
Elfenbein et al. 22/M LMA -/F E-id MO LMA 45,X,t(8;21) 34 Sano
Newburger et al. 12/M LLA -/M E-id MO LLA 46,XY 20 Exitus
Marmont et al. 21/ F LMC-CB 17/M E-id MO LLA 46,XY,t(9;22) 5,7 Exitus
Witherspoon et al. 25/F LLA -/F E-id MO LMA 47 ,XX,5p-,7p+,-8,149+,-16,-16,-22,- 72 -
22,+62¢ // 47,XX,5p-,-8,14q+,-16,-16,-
20,-22,-22,+77¢
Smith et al. 9/M LMC-CB -/F E-id MO LLA 46,XX,inv(9) 21 Sano
Palka et al. 12/F LLA 14/M E-id MO LLA 47,XY,+8 36 Sano
Schmitz et al. 22/F LLA -/M E-id MO LLA 46,XY,del(6)(q23925) // 45,X,- 29 Sano
4,del(6)(923925),+8,-15,-
21,+i(21q),+mar
Feig et al. 6/F LLA 4/M E-id MO LLA 46,XY 24 Sano
Stein et al. 4/M LLA -/F E-id MO LLA 92, XXXX 30 Exitus
Niederwieser et al. 29/F LMC-FC -/M E-id MO LMA  46,XY,t(1;5) 6 Exitus
Browne et al. 19/M EHNM -/F E-id MO LMA  46,XX t(9;11) 9 Sano
Cullis et al. 30/M LMC-FC -/F E-id MO LLA 46,XX 12 Sano
Mouratidou et al. 16/F LMA -/M E-id MO LLA 46,XY 11 Exitus
Cransac et al. 37/F LMA -/F E-id MO LLA 46,XX,t(14;18) 36 Exitus
Katz et al. 5/M EHNM -/F E-id MO LLA 46,XX 60 Sano



Lowsky et al.
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INTRODUCTION

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-
SCT) is an established treatment option for several malignant
and nonmalignant hematologic disorders. Over the past
decades numerous advances in the understanding of trans-
plantation biology, refinement of conditioning regimens, and
management of graft-versus-host disease (GVHD) and infec-
tions have improved the outcome of the procedure [1].
Nevertheless, a significant proportion of patients develop
serious complications such as GVHD, infections, or relapse.
Indeed, the most frequent cause of post-transplant mortal-
ity is disease relapse [2], in which the original disease recurs
from outgrowth of residual cells having evaded eradication.
On the other hand, the development of de novo hemato-

Financial disclosure: See Acknowledgments on page 1512.

* Correspondence and reprint requests: Carolina Martinez-Laperche, PhD,
Hematological Genetics Laboratory, Department of Hematology, Gregorio
Mararfién General University Hospital, Gregorio Marafién Health Research
Institute (1iSGM), C/ Doctor Esquerdo 46, 28007 Madrid.

E-mail address:cmlaperchehgugm@gmail.com (C. Martinez-Laperche).

https://doi.org/10.1016/j.bbmt.2018.01.033
1083-8791/© 2018 American Society for Blood and Marrow Transplantation.

logic malignancies from cells of donor origin, the so-called
donor cell-derived hematologic neoplasms (DCHN), is a rare,
but severe complication.

Since the first case of DCHN was published by Fialkow et al.
in 1971 [3], several cases have been reported in the litera-
ture. Although the actual incidence of DCHN is unknown, it
has been reported to be 1.2% by Boyd et al. [4], .84% by the
Tokyo Cord Blood Bank [5], .12% by the European Society for
Blood and Marrow Transplantation [6], and .13% by the Japan
Society for Hematopoietic Cell Transplantation [7].

Mechanisms and risk factors involved in the pathogen-
esis of DCHN remain largely unknown. Some authors have
proposed the presence of a malignant clone in the donor as
the underlying mechanism. This hypothesis has been dem-
onstrated in some cases in which donor and recipient
developed leukemias with similar morphologic and
inmunophenotical characteristics [8-14]. Another hypothe-
sis is based on the existence in the donor of an inherited or
acquired genetic predisposition to develop hematologic ma-
lignancies, and the acquisition of somatic mutations in a
premalignant graft would produce a malignant transformation
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in the recipient niche [15,16]. It is currently known that after
allo-SCT, there are vigorous proliferative demands on the
transplanted cells; a rapid proliferative rate often correlates
with a higher likelihood of replication error or mutation. A
preleukemic mutation may occur, and with ensuing immu-
nosuppression and impaired immune surveillance, it may
more readily result in hematologic neoplasms [17]. Further-
more, perturbations within the host bone marrow (BM)
microenvironment after multiple rounds of chemotherapy or
bystander radiation may contribute to damaged niche struc-
tures, and disturbances in the cross-talk between niche and
the hematopoietic stem cells could contribute to leukemo-
genesis [18,19]. Additional mechanisms are also proposed such
as viral transfection, transfer of oncogenic material from host
to donor cells or telomere shortening as a consequence of pro-
liferative stress, and potential contributor to increased
replication errors and mutations after SCT [20-23].

The aim of this study was to identify common features and
provide insights into the etiology and pathogenesis of leu-
kemogenic transformation of donor cells. We performed a
systematic analysis and evaluation of the DCHN cases re-
ported in the literature considering the main characteristics
of patients and donors; type of primary disease; transplant
features such as conditioning regimen, donor type, and stem
cell source used; DCHN type and their molecular and cyto-
genetics features; and patient and donor outcomes.

METHODS

A literature search was carried out to identify cases of DCHN defined as
hematologic malignancy in donor cell origin. PubMed and Embase data-
bases were searched for the following terms: “donor cell leukemia,” “donor
cell origin leukemia,” and “donor cell-derived leukemia” to identify all ci-
tations from January 1971 through March 2017 describing cases of DCHN.
Bibliographies of retrieved citations were also examined to manually com-
plement the initial search. All DCHN cases reported in English were included
in the study provided minimum requirements were met, that is, well-
documented donor cell origin of a de novo neoplasia through conventional
cytogenetics, fluorescent in situ hybridization and/or molecular techniques
(short tandem repeats or variable number of tandem repeats), and information
available on the type of hematologic malignancy derived from donor cells.

Relevant data including recipient and donor features (age, sex), primary
hematologic disease, status pretransplant, stem cells source (cord blood [CB],
BM, peripheral blood [PB]), type of donor (matched/mismatched related,
matched/mismatched unrelated, haploidentical, CB), conditioning regimen
(myeloablative, nonmyeloablative), post-transplant complications (GVHD,
infections), type of donor cell-derived hematologic malignancy, cytoge-
netic of primary disease and DCHN, method used for chimerism analysis,
treatment of DCHN, and donor and patient outcomes were extracted inde-
pendently (Table 1).

The description of the cases was highly heterogeneous, so the number
of patients for which data were available is different for each feature con-
sidered. The denominators for the percentages and the number of cases cited
throughout the text correspond to the number of cases for which that par-
ticular feature was reported. Quantitative variables were expressed as median
or mean and range, whereas qualitative variables were expressed as fre-
quency and percentage. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used
to identify differences in the time from allo-SCT to DCHN onset according
to the stem cell source used (CB, PB, BM), type of DCHN (acute lympho-
blastic leukemia [ALL), acute myeloid leukemia [AML], and myelodysplastic
syndrome [MDS]), and donor age. Statistical analyses were performed using
IBM SPSS Statistics 21.0 (SPSS Inc, Armonk, NY), and a P <.05 was consid-
ered to be significant.

RESULTS

Initial PubMed and Embase searches retrieved 574
nonduplicate publications, and the manual search added 31
additional articles (Figure 1). After excluding publications that
did not meet the minimum requirements established, 101
publications published from 1971 to March 2017 reporting
a total of 137 cases of DCHN were selected for systematic
review (Supplementary Information SI1 and SI2).

Table 1
Characteristics of Allo-SCT in DCHN Patients
Characteristics All Patients Patients Aged
<16 Years
No.of Values No.of Values
Cases Cases
Recipient age, yr 133 31
Median (range) 32(.5-70) 6(.5-16)
>16 102(77) -
<16 31(23) -
Recipient sex 136 31
Male 73(54) 13(42)
Female 63 (46) 18(58)
Donor age, yr 35 14
Median (range) 33(1-68) 11.5(1-45)
cB 29
Donor sex 133 31
Male 68(51) 15(48)
Female 65(49) 16 (52)
Gender mismatched 133 81(60) 31 20 (64)
Primary disease 131 30
AML 33(25.1) 6(20)
ALL 30(23) 13(43.4)
CML-CP 21(16) 1(3.3)
NMHD 12(9) 6(20)
MDS 10(8) 0(0)
NHL 7(5) 0(0)
MM 6(4.5) 0(0)
CML-BC 5(4) 1(33)
JMML 2(15) 2(6.7)
LCH 2(15) 1(33)
CLL 1(.8) 0(0)
HL 1(.8) 0(0)
Granulocytic sarcoma 1(.8) 0(0)
Conditioning regimen 88 24
MA 57 (65) 18(75)
NMA 31(35) 6(25)
Donor type 136 31
Matched related 80(59) 22(71)
CB 29(21) 5(17)
Matched unrelated 12(9) 1(3)
Mismatched related 9(6.5) 2(6)
Mismatched unrelated 4(3) 1(3)
Haploidentical 2(15) 0(0)
Stem cell source 118 26
BM 65 (55) 19(73)
cB 29(25) 5(19)
PB 24(20) 2(8)
Total body irradiation 85 20
Yes 57(67) 14 (70)
No 28(33) 6(30)

Number of cases are those with reported data for each feature. In each case
the difference between 137 (total number of cases included in the study)
and the number shown equals the number of missing values. Values are n
(%) unless otherwise defined. CML-CP indicates chronic myelogenous
leukemia-chronic phase; NMHD, nonmalignant hematologic disorders; NHL,
non-Hodgkin lymphoma; CML-BC, chronic myelogenous leukemia-blast crisis;
MM, multiple myeloma; JMML, juvenile myelomonocytic leukemia; LCH,
Langerhans cell hystiocytosis; HL, Hodgkin lymphoma; CLL, chronic lym-
phocytic leukemia; MA, myeloablative; NMA, nonmyeloablative.

Although it is not possible to calculate the actual inci-
dence of DCHN from a systematic review because it does not
account for all transplants performed during the time period
of the reported cases, even estimations would be cumber-
some because the number of cases reported has increased
over the years, especially from 2000, the date from which 83%
of cases have been published (Figure 2). The actual inci-
dence of this complication has been estimated to be around
12% to .13% in 2 large surveys [6,7]. Moreover, early signif-
icant relapse and mortality after allo-SCT would lead to
underestimation of its occurrence.
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Figure 1. Search process for DCHN publications and cases.

Main Features of DCHN Cases

The median age of primary disease at diagnosis was 32
years, and most patients had been diagnosed with AML (25%,
33/131) or ALL (23%, 30/131) (Table 1). Stem cell source was
BM in most cases (55%, 65/118), followed by CB (25%, 29/
118). The most frequent donor type was matched related
donor (59%, 80/136) (Table 1).

Children (<16 years) represented 23% (31/133) of the pa-
tients reported, with a median age of 6 years (range, .5 to 16)
at diagnosis of primary disease. ALL was diagnosed in 43%
of children (13/30) as primary disease, and BM was used as

stem cell source in most cases (73%, 19/26) (Table 1). In ad-
dition to the 29 cases described in which CB was used as stem
cell source, 35 cases reported the age of the donor used, which
was distributed between 1 and 68 years (Figure 3).

The standard methotrexate and/or cyclosporine was used
as GVHD prophylaxis in 87 of 93 cases, and only 2 cases re-
ported the use of post-transplant cyclophosphamide.
Regarding post-SCT complications, 63% (59/94) developed
GVHD and 71% (27/38) presented infectious events
post-transplant.

Median time from allo-SCT to DCHN diagnosis was 26
months (range, 1 to 312). Interestingly, when patients were
categorized into 3 groups according to stem cells source used,
median time to DCHN diagnosis was 15 months (range, 2 to
47) for CB, 24 months (range, 1 to 193) for PB, and 36 months
(range, 1 to 312) for BM. The difference between CB versus
BM or PB was statistically significant (CB versus BM versus
PB, P=.008; BM versus PB, P=.5; PB versus CB, P=.04; and
BM versus CB, P=.002).

Most DCHN were AML (50%, 69/137), ALL (23%, 32/137),
or MDS (20%, 27/137), encompassing together 93% (128/
137) of all cases reported (Figure 4). The median of time to
DCHN onset in these 3 groups was similar: 20.5 months
(range, 1 to 300) for ALL, 28.9 months (range, 1 to 204) for
AML, and 29 months (range, 1 to 312) for MDS (P=.9). The
median time to donor cell-derived chronic lymphocytic leu-
kemia (155 months [n = 2]) or non-Hodgkin lymphoma (90
months [n=1]) development was much longer.

The age of the donor did not have any impact on the time
to DCHN (P=.2). DCHN was different from the original disease
for which the SCT was indicated in 67% of cases (88/131)
(Figure 4).

The current series included 114 cases for which karyo-
type information was available, and 28% of patients (32/
114) with DCHN showed a normal karyotype and 72% (82/
114) showed an abnormal karyotype, which included
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Figure 2. Number of DCHN cases reported over time.
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deletions, balanced chromosomal translocations, unbal-
anced chromosomal translocations, chromosome gains/
losses, and complex karyotypes. The most recurrent
cytogenetic abnormalities involved chromosome 7 (31/
114), complex karyotype (10/114), and chromosome 11q23
MLL rearrangements (8/114).

Among the cases of donor cell-derived MDS, karyotype
information was available in 26 of 27 MDS cases, a high pro-
portion had alterations in chromosome 7 (61%, 16/26), and
such abnormalities were only present in some (22%; 13/60
donor cell-derived AML cases [in 9 donor cell-derived AML
cases karyotype information was not available) donor cell-
derived AML phenotypes (Figure 5, Supplementary
Information SI1).

Health Status of the Donors at DCHN Diagnosis

The status of the donor at the moment of DCHN diagno-
sis in the recipient was reported in 73 cases: 62 donors (85%)
were healthy, 9 donors (12%) had developed hematologic ma-
lignancies, and 2 donors (3%) had nonhematologic cancers
(breast cancer and bronchogenic carcinoma). Only a handful
of DCHN cases reported (11/137) [11,12,15,16,24-29] in-
cluded detailed molecular studies in both donors and
recipients (Table 2). Interestingly, in these cases at least 1 of
the mutations detected in leukemic cells at the moment of
DCHN diagnosis was also found in the donor. However, only
2 of these donors developed a hematologic malignancy. In
addition, in 7 other cases in which the donor developed a he-
matologic malignancy but molecular studies were not
performed, the type of hematologic malignancy (3 AMLs, 1
ALL, 1 chronic lymphocytic leukemia, 1 lymphoma, and 1 mul-
tiple myeloma) was identical in both donors and recipients.

Patient Outcomes

At the time the reports were published, 44% of patients
(46/104) were alive and 56% (58/104) had died from differ-
ent causes, mainly from DCHN progression (43%, 25/58) and

severe cytopenias that ensued after chemotherapy, sepsis, or
complications derived from a second allo-SCT. The median
follow-up time in alive patients, only reported in 14 of 46
cases, was 8 months (range, 1 to 98). The time between the
emergence of DCHN and death was reported in 30 of 58 cases
at a median of 10.6 months (range, 1 to 263).

Most patients initially received induction chemothera-
py, and in 22 cases a second allo-SCT was carried out, 4 of
which were from the same donor. Eleven patients died
because of retransplant toxicity or disease progression, and
11 were alive when the report was published, including those
4 patients who received a second transplant from the same
donor.

DISCUSSION

We performed an analysis and evaluation of DCHN cases
reported in the literature to identify risk factors and common
mechanisms involved in this pathology. Although this is a rare
complication, several cases have been reported over the years,
most of them recently, which may be because of the increas-
ing worldwide allo-SCT activity. Indeed, the number of allo-
SCT carried out in Europe from the year 2000 is 4 times higher
than the number of transplants carried out in previous years
[30-52]. In the same way, further advances in chemothera-
py, both induction and salvage therapies, management of
GVHD and infections, have improved the safety of the pro-
cedure and the clinical outcome in patients, increasing the
overall survival and therefore increasing the possibility of de-
veloping DCHN. Additionally, molecular techniques used for
chimerism evaluation after allo-SCT have improved substan-
tially in recent years, providing a better detection of cellular
origin. Even so, the incidence of DCHN is difficult to calcu-
late because the number of cases reported by centers is
extremely low. The occurrence of this complication might be
calculated through a multicenter registry, in which cases of
DCHN with a median follow-up of 2 years among the total
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Figure 4. Primary disease of recipient (n = 131) and type of DCHN (n = 137). Hematologic diseases that took place in donor cells in NHL were 4 AML, 2 MDS,
and 1 NHL; in cases of allo-SCT for CML were 12 AML, 6 MDS, 5 ALL, 2 CLL, and 1 MM; in cases of allo-SCT for AML were 20 AML, 4 MDS, 3 ALL, and 1 CMML;
in cases of allo-SCT for ALL were 16 ALL, 8 AML, 5 MDS, and 1 MPS; in case of allo-SCT for NMHD were 4 AML, 4 MDS, and 2 ALL; in case of allo-SCT for MM
were 2 ALL, 2 AML, and 1 acute mixed lineage leukemia (AMLL); and in case of allo-SCT for MDS were 4 MDS, 3 AML, and 1 myeloid sarcoma. CLL indicates
chronic lymphocytic leukemia; LC Hist, Langerhans cell hystiocytosis; NHL, non-Hodgkin lymphoma; CML, chronic myelogenous leukemia; NMHD, nonma-
lignant hematologic disorders; MM, multiple myeloma; JMML, juvenile myelomonocytic leukemia; HL, Hodgkin lymphoma; CMML, chronic myelomonocytic

leukemia; MPN, myeloproliferative neoplasm.

of procedures are recorded, censoring those patients who
relapse or die in the first 2 years.

Patients who develop DCHN show a wide heterogeneity
with regard to recipient and donor age and sex, sex mis-
match, and conditioning regimen according to the patient
population who receive an allo-SCT. Within the limitations
of a systematic review of reported cases some characteris-
tics, such as the type of primary disease and the type of donor
cell-derived hematologic malignancy, differ from those ex-
pected, compared with the status of allo-SCT in Europe and
affiliated countries described by the European Society for
Blood and Marrow Transplantation from 1990 to 2014 [30-52].
There also appears to be a disproportionately high number
of CB transplants.

Regarding the type of primary disease, there seems to be
an increased number of patients diagnosed with ALL and
chronic myelogenous leukemia-chronic phase (transplanted
before the advent of the tyrosine kinase inhibitor era). Of note,
the elevated number of patients diagnosed with ALL could
not be explained by the existence of a high number of pe-
diatric patients in this cohort (Table 1). Inherited genetic
predisposition has been suggested for ALL [53], especially in
pediatric cases. Possibly, apparently healthy related donors

shared predisposing traits that would lead to leukemic trans-
formation within the transplanted patient.

Considering the type of hematologic malignancy of the
DCHN, most cases were acute leukemias (AML, ALL), and
myeloid malignancies are more frequent than lymphoid ma-
lignancies (Figure 4). Mutations in stem/progenitor cells, both
harbored in donor cells or arising de novo after transplan-
tation because of replicative stress, therapy-induced residual
BM injury, diminished immune surveillance, and so on, would
disrupt normal cell function, causing clonal expansion and
initiate leukemia development. Moreover, these diseases are
known to require a lower number of driver mutations (8 in
AML and 11 in ALL), which would account for the relatively
short time between transplantation and DCHN, compared
with other hematologic cancers (eg, 74 in non-Hodgkin lym-
phoma) [54] that take a longer time after transplantation to
appear.

Interestingly, the most common cytogenetic alteration ob-
served in the cases reported was the complete or long arm
deletion of chromosome 7. This alteration, together with
anomalies of chromosome 5 or complex karyotype, is recur-
rently (>70%) detected in therapy-related myeloid neoplasms
[14]. Several types of therapy (mutagen)-related MDS/AML
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Figure 5. Cytogenetic studies in DCHN cases.

have been identified associated with exposure to alkylating
agents, radiation, and selected carcinogens [15]; therefore,
at least some cases of DCHN could be derived from the ex-
istence of a therapy-induced residual or long-term BM injury
in recipient after the recovery from acute myelosuppression.
Also, in the cases reported there seemed to be a greatest
proportion of CB as stem cell source for the transplant, fol-
lowed by BM and PB. Moreover, Kato et al. [7] have recently
shown that CB was a risk factor for DCHN compared with
other stem cell sources, because they observed an inci-
dence of DCHN after CB transplantation significantly higher
than the incidence of DCHN after BM and PB transplanta-
tion. CB grafts are known to contain more immature stem cells
and significantly lower cell doses than BM and PB grafts, fea-
tures that may affect immune reconstitution after allo-SCT
[21] and decreasing immune surveillance in the trans-
planted patient. The immune system spots and destroys
altered cells with the potential to become cancerous. Immu-
nocompetent and malignant cells often coexist in a dynamic
equilibrium, and the complex interaction between growing
tumors and the immune system may determine the course
of disease. In those cases in which immune surveillance is
decreased, the risk of development DCHN would be in-
creased. Also, increased proliferative demand of a smaller
starting number of stem cells after CB grafts may contrib-
ute to higher incidence of DCHN in this group because a
replication stress during marked hematopoietic stem cell ex-
pansion may lead to higher likelihood of mutation [55].
Neoplasia arising in cells of donor origin have also been
described after solid-organ transplantation, and donor-
related malignancy can be due to either direct transmission
of tumor or tumor developing in cells of donor origin. In some
cases in which tumor was arising in donor cells, it has been
attributed to the immunosuppressive therapy administered
to such patients [56]. In addition, in the cases reported, DCHN
appears earlier in patients transplanted with CB (15 months)

than with BM (24 months) or PB (36 months), which sug-
gests that early engraftment and host immune status could
be relevant in the process of leukemogenesis. Notably, the
period in which donor stem cells become leukemogenic
(median, 26 months) is longer than the median time of leu-
kemia relapse, which occurs mainly in the first 18 months
from diagnosis, usually consisting of a resistant clone that has
not been removed by chemotherapy or the graft-versus-
leukemia effect [57]. Therefore, this suggests that even
assuming early lesions pre-existing in donor stem cells, ad-
ditional lesions are required for the development of DCHN.

Although most donors from the cases reported here were
healthy (85%), in those cases in which the donor also devel-
oped a hematologic malignancy, the type of hematologic
neoplasia observed in the DCHN was the same as that iden-
tified in the recipient, which suggests a common origin of the
disease. In this review 2 donors diagnosed with hemato-
logic malignancies (AML) were studied by molecular
techniques, and both showed leukemic mutations in a pre-
allo-SCT sample (Table 2). Detailed molecular studies were
also performed in both donors and recipients in another 8
cases, and at least 1 mutation detected in leukemic cells at
the moment of DCHN diagnosis was also found in the donor.
This observation implies that inherited or acquired genetic
predisposition alterations in the donor might be more fre-
quent than previously suspected [58]. Nevertheless, donors
with such alterations are not destined to develop hemato-
logic neoplasms because other genetic or environmental
factors, which are usually altered in transplanted patients,
play an important role in the development of malignant
disease. On the other hand, donors may harbor preleuke-
mic mutations that do not result in DCHN in the recipient.

It could be argued whether it is worth testing the exis-
tence of germline mutation in the donor to avoid the
inadvertent use of stem cells from donors carrying a muta-
tion in a malignancy predisposing gene (such as CEBP¢,
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Table 2
Molecular Studies Performed in DCHN Cases

DCHN DCHN Mutation Pre-Allo-SCT Donor Sample Donor Status (Time of Mutations in Donors with Molecular Technique
Type Follow-Up) Hematologic Malignancy
Xiaoetal 2011 [15] AML  CEBPa(c.147dupC, c.584_589dup,(*), CEBPo(c.584_589dup(*)) Healthy (13 months) Sanger sequencing (FLT3-TKD, NRAS,
c.914_916dup) CEBPa, NPMT) and agarose gel
electrophoresis (FLT3-ITD, MLL-PTD)
Diamond et al. 2011 [24] AML  XPD, XRCC3 XPD, XRCC3 Healthy (10 months) RFLP (XPA, XPD, XRCC1, XRCC3, RADS51)
Hoetal. 2012 [25] AML  SALLI, UGT1AS, SPEG, TMC6, SCN3A, SALL1, UGTIAS, SPEG, TMC6, SCN3A, Unknown WGS
MYHI0, RAVER], WNT7A, APLF, PRPFS, =~ MYHI10, RAVER], WNT7A, APLF,
ZNF518B, MKRN3 PRPF8, ZNF518B, MKRN3
Yasuda et al. 2014 [26] AML  IDH2, DNMT3A, CCDC168, GAL3ST], IDH2 (2,3%), DNMT3A (1,1%) Healthy (120 months) WES

MYO7B, NFATC1, PSMBS, TCAIM,
TMEM132A, UBA2, NRAS
Liuetal 2015 [12] AML  ASXLI ASXL1 AML (84 months) ASXL1, FLT3-ITD (CEBPa, DNMT3A, ETV6, FLT3-ITD, FLT3-
TKD, IDH]1, IDH2, KIT, KRAS, NPM 1,
NRAS, PHF6, PTPN11, RUNX]1, TET2, TP53)
Hirsch et al. 2016 [16] AML  JAK2, EZH2, CHEK2, DSCAM, IKZF1 JAK2 Unknown 122 gene panel
Gondek et al. 2016 [27] AML DNMT3A X2, ATM, IKZF1, SETBPI1, CSF3R, DNMT3A x2, ATM Healthy (60 months) 637 gene panel
CIITA, G6PD, CBFB, SIPR2, LIFR, MA2K4,
PRDM 1, AKAPS, HSPS0AAI, TNFAIP3,
MAP3K6, ACVRIB
Gondek et al. 2016 [27] MDS  U2AFI1, EP300, MYHS, GUCY1A2, CSMD3, U2AFI, EP300, MYHS Healthy (24 months) 637 gene panel
MPL, SETBP1
Suarez-Gonzalez et al. 2018 [29] AML  SH2B3, NRAS, PTPNI11, MAP2K1, NPM1,  SH2B3 Unkwon WES
CAS, POU4F1, NOTCH1
Kobayashi et al. 2017 [28] AML  DDX41, CENPN, BRF2, SNAPC4, GAS6, DDX41 Healthy (56 months) WES
1L32, NOTCH1, NOTCH3, LFNG
Herold et al. 2017 [11] AML  DNMT3A, TET2 x2, NPM1, FLT3, +10 DNMT3A, TET2 x2 AML (90 months) DNMT3A, TET2 x2, IDH1, PHF6, CBL, WES
somatic mutations SMCIA +10 somatic mutations

£151-5081 (8102) vz Jupjdsuni] moudy poojg joig /v 1 zapzuon-zopns [

RFLP indicates restriction fragment length polymorphism; WGS, whole genome sequencing; WES, whole exome sequencing.
(*)c.584_589dup/ p.His195_Pro196dup variant, today interpreted as a polymorphism.
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RUNX1, GATA2, DDX41, ANKRD26, etc.) to prevent DCHN ap-
pearance [59]. However, the variable latency and incomplete
penetrance characteristic of most of these syndromes suggest
that the acquisition of additional somatic mutation is re-
quired for hematologic neoplasm initiation and DCHN
development [60]. Furthermore, several studies have re-
ported clonal hematopoiesis with somatic mutations in
around 10% of elderly study participants, with increasing fre-
quency with age [61-63]. Within this scenario screening older
donors, which have an increased risk of harboring occult ma-
lignant clones, has also been recommended [64], although
most such donors do not progress clinically to a hemato-
logic malignancy.

The existence of a preleukemic clone in donors is impor-
tant, but it is not enough for the development of overt
leukemia. Various transplant-related factors and/or the en-
vironment in which stem cells are placed may influence this
process of the acquisition of new genetic alterations and pro-
moting clonal expansions. Premalignant clones would
proliferate when they were transplanted into a permissive
microenvironment, with residual BM injury derived from
various cycles of chemotherapy and coexisting with an im-
mature and/or suppressed immune system [65].

Additional mechanisms have been speculated that might
influence the appearance of DCHN, such as viral transfec-
tion and oncogene integration. Oncogenic viruses or
leukemogenic material may be released from residual leu-
kemia cells and directly transfect the genome of donor stem
cells [21,66]. Similarly, it has been hypothesized that pro-
gressive telomere shortening forced by excessive divisions of
hematopoietic stem cells [23] might predict the early onset
of clonal hematopoietic disorders in engrafted donor cells [21].
Telomeres play a critical role in the maintenance of chro-
mosomal integrity, and a rapid clonal expansion after an allo-
SCT could alter telomere maintenance, resulting in genomic
instability. This effect on telomeres may be more promi-
nent in patients who receive stem cells from elderly donors
in allo-SCT [23].

Sudrez-Gonzdlez et al. [29] reported a case in which a
patient diagnosed with ALL developed a donor cell-derived
AML 16 months after allogeneic transplantation from an un-
related CB. Whole-exome sequencing in the donor CB and in
BM samples from the recipient at different time points after
transplantation was performed. This case clearly illustrates
some of the different mechanisms that may be involved in
the development of this disease. The infusion of CB with pre-
leukemic potential in the context of a post-transplant
environment characterized by a decreased immune surveil-
lance and suitable therapy-induced residual BM injury in the
recipient resulted in a rapid acquisition of de novo muta-
tions leading to the diagnosis of donor cell-derived AML.

The relative contribution of each of the genetic and
transplant-related factors to DCHN is still unknown. Presum-
ably not only a single mechanism is responsible for the
leukemic transformation in donor cells but rather combina-
tions of various conditions would contribute to the
development of donor cell-derived hematologic malignan-
cies after allo-SCT.

Leukemic transformation of otherwise healthy donor he-
matopoietic stem cells provides a useful in vivo model to study
the mechanisms involved in leukemogenesis. Novel ap-
proaches based on next-generation sequencing to study
consecutive samples after allo-SCT in these patients appear
to be promising to decipher the mechanisms of leukemo-
genesis. Further studies are needed in allo-SCT patients,

including sequential chimerism monitoring, and mandato-
ry identification of the donor or recipient cell origin in the
case of relapse is suspected to drive improved identifica-
tion and characterization of DCHN. Moreover, deeper studies
of the donors would allow detection of underlying genetic
predisposition and even their leukemogenic potential to un-
derstand the incidence of clonal donor hematopoiesis leading
to DCHN and eventually contribute to the selection of the best
available donor.
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evaded eradication. The development of de novo hemato-
logical malignancies in cells of donor origin is a rare but
severe complication, known as donor cell leukemia (DCL).

The leukemic transformation of otherwise healthy donor
stem cells provides a useful in vivo model to study the
mechanisms involved in leukemogenesis. We report on a
case of DCL [1] in which we performed whole-exome
sequencing (WES) in bone marrow (BM) samples from the
recipient at different time-points after unrelated cord blood
transplantation (UCBT) with the objective to study the
dynamics of emergence of mutations that precede the
development of DCL.

A 43-year-old woman diagnosed of B-lymphoblastic
leukemia (B-ALL) with t(1;19) was treated with PETHEMA
high-risk protocol (ALL-AR-03) [2] and allogeneic UCBT.

The conditioning regimen included thiotepa, fludarabine,
busulfan, and thymoglobulin. Sixteen months after transplan-
tation, the patient was admitted with upper respiratory infec-
tion and fever and a BM aspiration revealed 80% of myeloid
blasts. Inmunophenotype was MPO+, HLA-DR+, CD11b+,
CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, CD34+, CD38+, CD56
+, and CD64+. Interestingly, the blasts were negative for the
lymphoid markers identified at diagnosis. Cytogenetic analysis
showed a normal female karyotype (46,XX) and Fluorescence
in situ hybridization and quantitative RT-PCR for t(1;19) were
negative. PCR amplification and detection of short tandem
repeat markers (STR-PCR; AmpFISTR SGM Plus; Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) showed complete donor
chimerism in BM and peripheral blood samples. Molecular
screening for acute myeloid leukemia (AML) related muta-
tions detected the presence of NPMI gene type-A mutation.
Taking all these observations together, diagnosis of DCL was
established. After diagnosis of DCL, gPCR was used to test
with high sensitivity for the presence of NPMI type-A
mutation in retrospective stored samples from the patient as
well as in the cord blood unit (CBU) received for SCT. The
result was negative in all samples except for those at and after
diagnosis of DCL [1].

To identify the acquisition of mutations along the post-
allo-SCT period, whole-exome capture and sequencing was
performed in BM samples (498, +189, +350, +468 (DCL
onset), +569 (DCL progression) days post-transplant), as
well as in the CBU. The present study was approved by the
Bioethical Committee of our Institution and the patient pro-
vided signed informed consent. DNA samples were enriched
in exome sequences using the SureSelect-XT Human exon
capture 50 Mb kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), according to the manufacturer’s protocol. Paired-end
76-bp WES was performed using the Illumina HiSeq2000
instrument (Illumina, San Diego, CA, USA).

To identify the somatic mutations, DNA sequencing data
from post-transplant BM samples were matched against the
CBU sample. Samples were aligned to the human reference

genome (NCBI build 37/hgl19). Following alignment, var-
iants with coverage 210x, quality 230X, allele frequency in
the general population <0.05%, and non-synonymous var-
iants located in coding sequences associated with leukemia
were selected. Variants that appear transiently (Supple-
mentary information SI1) before the development of DCL
and were absent at DCL onset were excluded from the
analysis. Variants meeting these criteria were retained and
were evaluated with SIFT, Polyphen, and Mutation Taster
software’s to predict their functional effects. Variants
identified as pathological by at least two of the three soft-
wares used were finally considered.

The exome of the CBU was also aligned to the human
reference genome (NCBI build 37/hgl9) and analyzed
using the same filters mentioned above. For the in silico
analysis, only variants identified as pathological by all the
three softwares were considered.

An enrichment-capture gene panel including genes found
altered in post-allo-SCT samples from the case reported here,
as well as genes frequently mutated in myeloid hematological
neoplasms was designed (LMA-GeneSGKit, Sistemas Gen6-
micos, Valencia, Spain; Supplementary Information SI2).
Using this gene panel, an in-depth analysis of the CBU was
performed (paired-end 101-bp, MiSeq, Illumina, San Diego,
CA, USA) with the aim of increasing the chance of detecting
variants present in a low frequency in the sample.

Variant allele frequency was calculated through the
proportion of variant reads for a particular sequence.

A total of 563 germinal variants in cancer-related genes
were identified in the CBU by WES, from which 23 variants
were classified as pathogenic or likely pathogenic by the
three softwares (Supplementary Information SI3). Only 1 of
these 23 genes, SH2B3, is associated with hematological
malignancies. Germ line SH2B3 variants endow individuals
with a predisposition to clonal hematopoyesis, which may
foreshadow the development of an overt neoplasm and also
to myeloproliferative neoplasms [3].

The SH2B3 gene encodes for a regulatory protein of the
Janus kinase-signal transducer and activator of transcription
(JAK-STAT) pathway, which binds to JAK2 inhibiting the
activation of the pathway. Mutations in SH2B3 disrupt the
negative feedback mechanisms that attenuate proliferative
signaling. Loss of SH2B3 activity is relevant to myelopro-
liferative neoplasm pathobiology [4]. Interestingly, the
variant found in this case, c.238C>T (p.R80C), occurs in
the last aminoacidic residue of the phenylalaline zipper,
which mediates dimerization of protein. The variant repor-
ted here has been described, with a heterozygosity rate of
4.8% (11/230), restricted to the African population [5], in
which the known high consanguinity rate may have con-
tributed to the high predominance of p.R80C alleles. Con-
versely, the prevalence of 0.0% (0/10478) among other
populations, clearly indicate the rarity of this variant [5].
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This single-nucleotide variant probably has an additive
effect on the genetic susceptibility to myeloid neoplasms
and it would be compatible with a disease model of sub-
stantially reduced penetrance. The variant was classified as
“probably pathogeneic” by the three algorithms used, and it
has not been previously described as a disease-related var-
iant. The presence of this variant was confirmed in all
samples by Sanger sequencing.

Analysis of variants performed in follow-up samples
after allo-SCT allowed to detect several somatic mutations,
which might be related (driver mutations) to the develop-
ment of DCL (Fig. 1). Moreover, the present study reveals a
process of sequential clonal expansions, promoted by the
acquisition of additional somatic mutations in donor
hematopoietic cells. This sequential study shows that
somatic mutations in POU2F2 (c.1329G>T), CA9
(c.248T>C), and NOTCH1 (c.1045A>C) genes were related
with the pre-leukemic clones but seem to be insufficient to
induce leukemic transformation themselves. POU2F2
encodes for a homeobox-containing transcription factor of
the POU domain family. The encoded protein binds the
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Fig. 1 (Upper panel) Dynamics of somatic mutations acquisition
probably related to the onset of donor cell leukemia after hemato-
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octamer sequence S~“ATTTGCAT-3’, a common transcrip-
tion factor binding site in immunoglobulin gene promoters.
Differences in POU2F2 expression have been reported in
AML [6]. However, the mechanisms underlying the aber-
rant upregulation and the potential functions of POU2F2
remain uncertain. The protein encoded by CA9 gene is a
carbonic anhydrase that may be involved in cell prolifera-
tion and transformation and which has been linked to
tumorigenesis being overexpressed in various malignancies
[7]. Notch signaling is an evolutionarily conserved intra-
cellular signaling pathway that regulates interaction
between adjacent cells through binding of Notch family
receptors to their cognate ligands. This receptor plays a role
in the development of numerous cell and tissue types, and
mutations in Notch pathway genes are associated with
leukemia development [8]. Therefore, all these mutations
precede the development of overt leukemia, which happens
when further mutations co-occur in donor cells. Interest-
ingly, at DCL diagnosis, mutations leading to amino-acid
changes were detected in three proto-oncogenes, PTPNI1
(c.214G>A), NRAS (c.181C>A), MAP2K1 (¢c.670G>C), the
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was only detected by conventional and real-time gPCR as it was not
covered in the WES approach performed). (Lower panel) Number of
transient variants observed in each of the samples analyzed
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Ras/mitogen-activated protein kinase (RAS/MAPK) sig-
naling cascade, which have been frequently described in
many tumors. The RAS/MAPK pathway is involved in
homeostatic mechanisms of proliferation, differentiation,
cell cycle, senescence, and apoptosis of normal cells.
Somatic mutations in these genes produce constitutive
activation of components of signaling circuit causing an
appreciable rise in growth promoting signals, making the
RAS/MAPK a critical pathway in human cancer.

Also at DCL onsett a mutant NPMI gene
(c.863_864insTCTG) was identified, which represents the
commonest AML-defining molecular lesion identified to date.
NPMI mutation can enhance self-renewal of hematopoietic
progenitors, associated with expanded myelopoiesis and lead to
development of AML [9]. NPM1 mutations have been described
as initial events in leukemia development [10] and as a sec-
ondary or late event in the pathogenesis of AML [11]. In this
case, NPM ] mutation is preceded by founder mutations in genes
that may be associated with preclinical states. Interestingly, the
mutation appeared 16 months after UCBT, whereas it has not
been reported in childhood leukemias under the age of 3 years
[12]. Disrupted host environment might accelerate the acquisi-
tion of mutations, external signals from the hematopoietic
microenvironment and intrinsic cell factors are known to be
involved in leukemogenesis.

The existence of clonal diversity was inferred from the
estimated allele frequencies of the different variants (Fig. 1;
Supplementary Information SI4). Some of the somatic
mutations (PTPN11) are present in leukemic subclones,
which are detected at DCL diagnosis but disappear after
chemotherapy, as well as the acquisition of new mutations
(TLR9 (c.2518G>T), ELF5 (c.259_260insCA) promotes the
appearance or expansion of resistant subclones. At DCL
diagnosis, there was a minor subclone with NOTCH1, CA9,
NPM1, MAP2K1, and NRAS mutations that acquires 7LR9
and ELF5 mutations and it expands in the AML progression.
Together with the described somatic mutations, transient
variants are also observed before the development of DCL,
which are absent at DCL onset (Supplementary Informa-
tion SI1, Fig. 1). This could represent the appearance of
small clones, which are extinguished at DCL onset due to
competition with dominant leukemic clones. Considering all
the described results together, a possible model of mutation
dynamics leading to leukemogenesis in this case is proposed
in Fig. 1. None of these changes or other leukemia-related
alterations were detected in the CBU sample through exome
resequencing nor by target resequencing of a 63 gene panel
(total reads: 56,776,750/mean depth coverage: 800x).

Only a handful of DCL cases reported (11 out of 137)
include detailed molecular studies in both donors and reci-
pients (Supplementary Information SIS). Interestingly, in these
cases, at least one of the mutations detected in leukemic cells
at the moment of DCL diagnosis, was also found in the donor.

However, only two donors developed a haematological
malignancy. Therefore, the existence of a pre-leukemic clone
in the donor is important but might not be enough for the
development of overt leukemia. It could be argued whether it
is worth testing for the existence of germ line mutations in the
donor, in order to avoid the inadvertent use of stem cells from
donors carrying a mutation in a malignancy predisposing gene
(such as CEBPa, RUNXI, GATA2, DDX41, ANKRD26, etc.)
and therefore to prevent DCL appearance. Several hypotheses
have been suggested to explain the mechanism of DCL: occult
leukemia in the donor, impaired immune surveillance, expo-
sure to residual chemotherapy after allo-SCT, viral transfec-
tion, radiation damage, or oncogene integration. Probably,
many of them are involved in donor-derived leukemia arising,
but the contribution of each of them is still unknown. The
infusion of a CBU with pre-leukemic potential in a context of
residual toxicity in the recipient as a result of pre-transplant
chemotherapy, together with a high rate of hematopoietic cell
division in BM and a post-transplant environment character-
ized by a decreased immune surveillance may well have
played role in the rapid acquisition of mutations in the case
here reported.

Recent major advances in AML have demonstrated the
emergence of subclones carrying novel mutations at different
times during the evolution of leukemia [13-15] and they have
provided many leukemia genes that are typically mutated,
leading to the establishment of accepted classification and
prognostic schemes [16]. Nevertheless, our knowledge of the
ways in which mutations can cooperate to induce the develop-
ment of leukemia remains incomplete considering that muta-
tional history and evolution of AML is a complex and
heterogeneous process [17]. Extending this WES analysis in a
cohort of patients with DCL will provide insight into the etiol-
ogy of DCL, as well as a useful framework for understanding
the complex biology of hematopoietic malignancies and it will
allow the detection of new genes related to the process of leu-
kemogenesis, immune evasion, and/or drug resistance.
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