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Introduccion

* Laleucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad muy heterogenea que
deriva de la adquisicion secuencial de mutaciones driver especificas en la stem
cell leucémica.

* Incidencia: 3,8 casos/100.000 habitantes/ano.

* Mediana de edad: 65-70 anos.



Espectro mutacional
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Patients with Mutant FLT3

Total Cohort

Overall
Gene Frequency (%)
» FLT3 (ITD, TKD) 37 (30, 7)
NPM1 29
DNMT3A 23
NRAS 10
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Objetivos

* Crear un registro prospectivo de pacientes con LMA en R/R en Extremadura, con el objetivo de obtener
informacion del perfil molecular, comparando la biologia de la enfermedad en la recaida con los datos al
diagnostico.

* Creacion de biobanco para almacenar muestras de pacientes con LMA R/R.

* Ampliar en un segundo termino el perfil mutacional con estudios de NGS/single-cell...



Metodologia

QlAamp DNA Investigator Procedure

Sample
PCRy electroforesis capilar. |
1. Extraccion de DNA (sangre periférica/meédula osea): ¥
* QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) =
IS Bind DNA
|
\%ﬁ %
B B
v
== 2
18 o (B

oA
<=

‘_’_

Ready-to-use DNA



Metodologia

2. PCR: amplificacion de los exones 14 y 15 del gen FLT3 empleando primers marcados con el fluorogeno 6-FAM.

* Kit FLT3-ITD: Imegen® (IMG-238).

* Cantidad de ADN: 5o ng.

* Tipo de muestra: sangre periféerica /f medula osea.

* Tiempo de trabajo manual: 30 minutos.

* Duracion del programa de PCR: 1H 45 min. N\
* Termociclador: CFXg6 Biorad.




Metodologia

3. Electroforesis capilar: separacion por tamafnos de los fragmentos amplificados por PCR (patron de tamano
GeneScan™ 500 ROX™).

Secuenciador: Analizador Genético Applied Biosystems™ SeqStudio (ThermoFisher
Scientific).

« Calculo de la ratio alélica.
* Limite de deteccion: 5%.
« Cumplimiento requisitos calidad especificados por la ISO 13485 e ISO 14001.




Desarrollo del
proyecto
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. Paciente con LMA R/R

*  Envio de muestras

*  Obtencion de muestra (2 tubos EDTA: sp/mo)

* Informacion, entregay firma *  Formulario para el envio de la muestra

consentimiento informado

;\
n m

*  Recepcidnen laboratorio de hematologia
° Procesamlento de muestras H. San Pedro de AlCéntara (CalcerES)
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* Determinacion de la mutacion FLT3-ITD

* Resultados (24-48h)

* Criopreservacion/Biobanco.
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