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evolucién post-tratamiento mediante los Softwares FACSDiva (Becton-
Dickinson, USA) e Infinicyt (Cytognos, Spain). El andlisis estadistico de
las variables clinico-bioldgicas y analisis de supervivencia se realiz6 me-
diante software SPSS v.10.

Resultados: Para la serie global, las variables clinicas al diagnéstico: in-
suficiencia renal y Hb<8 g/dL se correlacionaron de manera estadisti-
camente significativa con >riesgo de éxitus en el caso de la primera
(P<0.04) y >riesgo de progresién en la segunda (p<0.03). La ausencia de
expresién del marcador CD56 al diagndstico, se correlaciond con >tasa
de progresién y éxitus, (P<0.02 y P<0.001), asi como CD117- al diag-
néstico influyé negativamente en la progresién (P<0.037). En la re-eva-
luacién post-tratamiento, un 65.8% (N=27) de los pacientes
presentaban atin CP patoldgicas (CP-M), enfermedad minima residual
(EMR) (+) con una mediana de 71% de CP-M. De ellos, 23 pacientes
(85.2%) sufrian cambios en la intensidad de expresién en los marcado-
res antigénicos en CP-M. Asi, 34.8% (N=8) cambian un marcador,
34.8% (N=8) dos, 21.7% (N=5) tres y 8.7 % (N=2) mas de tres. CD27 y
CD117 fueron los marcadores que mds cambios presentaron, en un
22.9%, CD81 en un 20.8%, CD45 18.75%, CD56 10.4% y CD 19
4.1%. Mediante el Automatic Population Separator (APS) de Infinicyt,
comparando las muestras diagndstico-recaida, se evidencian 3 patrones
en la evolucién fenotipica post tratamiento que se muestran en la Figura
1.

Conclusion: El tratamiento de primera linea en pacientes afectos de
MM induce RC en un notable porcentaje de pacientes. Sin embargo,
los pacientes con EMR (+) presentan un alto porcentaje de casos (85.2%)
modificaciones en el fenotipo de las CP-M con aparicién de subclones
o incluso clones fenotipicamente distintos a los del diagnéstico. El mejor
conocimiento de la seleccién-evolucion clonal de las CP-M permitiria
disefar tratamiento dirigidos de segunda linea.

Figura 1.
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Introduccion: Los sindromes hereditarios estan adquiriendo una gran
importancia en el panorama de las hemopatias malignas. De hecho, la
revisién de 2016 de la OMS ha incluido una seccién sobre predisposi-
cién germinal a neoplasias mieloides (NM). Distinguir entre una neo-
plasia mieloide de predisposicién hereditaria (NMPH) de una NM
espordadica es crucial por su impacto en el seguimiento de estos pacien-
tes, asi como en el de sus familiares sanos. La generalizacién de técnicas
como la NGS en el estudio inicial de pacientes con NM ha puesto de
manifiesto que un porcentaje no desdefiable de pacientes podrian tener
variantes de origen germinal. Sin embargo, para su diagndstico, se pre-
cisa de la confirmacién de la naturaleza de la variante en un tejido no
hematopoyético, sin que exista un consenso sobre el tejido a utilizar.

Métodos: Nos propusimos evaluar cinco tejidos (fibroblastos de mé-
dula 6sea, fibroblastos de piel, foliculos pilosos, frotis bucal y células
CD3") en cuanto a su capacidad de discriminar si las variantes sospe-
chosas eran de origen somatico o germinal. El estudio se realizé en una
cohorte de 299 pacientes a los que en algin momento del curso de la
enfermedad se les hizo un panel de NGS Pan-Mieloide (PMP, 48 genes),
que incluye 22 genes descritos en la literatura como relacionados con
NMPH, incluyendo los recomendados por la OMS (ANKRD26, CEBPA,
DDX41, ETV6, GATA2, RUNX1). De los 299 pacientes, 100 portaban
variantes en algunos de esos 22 genes, que presentaban una frecuencia
alélica (VAF) ~ 50%. Recolectamos un total de 21 muestras de tejidos
pertenecientes a 8 pacientes (edad 27-77 afos) con variantes sospecho-
sas de NMPH (Figural). Tras el procesamiento de cada tejido, el ADN
fue extraido y cuanti-cualificado antes de ser sometido a secuenciacién.

Figura 1.

Resultados: De las 21 muestras recogidas, 5 no pasaron el QC; las 16
restantes fueron secuenciadas con el PMP (Tabla 1). Diez variantes fue-
ron sospechosas de ser germinales, en los genes ASXL1 (2), DDX41 (1),
GATA2 (1), IKZF1 (1), NF1 (3), SH2B3 (1), TET2 (1) (Tabla 2). De ellas,
8 fueron detectadas también en los tejidos no mieloides. De entre estas
8 variantes germinales, 3 confieren predisposicién a desarrollar NMPH
(Tabla 2). En una muestra de frotis bucal (caso 3) se detectaron 2 va-
riantes (ASXL1-p.Arg693*, PHF6-p. Thr179Asnfs*11) con VAF~50% no
presentes en el anélisis de los otros tejidos. Este resultado indica que la
muestra estaba contaminada por células tumorales, lo que impidi6 acla-
rar el origen de estas 2 variantes con este tejido. Otras 4 variantes con-
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firmadas como somaéticas (casos 3 'y 7) presentaron VAF~1-9% en mues-
tras de frotis bucal y células CD3*, aunque esta baja VAF no generd
dudas sobre su origen.

Conclusiones: En nuestra cohorte, pudimos confirmar que 7 de 8 pa-
cientes portaban alguna variante germinal, y de ellas 3 confieren pre-
disposicién a desarrollar NMPH, lo que apoya las recomendaciones de
la OMS 2016 de la necesidad de determinar la naturaleza de las varian-
tes sospechosas de ser germinales. Tres de los 5 tejidos analizados fue-
ron Utiles para averiguar la naturaleza de las variantes: fibroblastos de
piel, células CD3*, y foliculos pilosos. El correcto diagnéstico de estos
sindromes familiares, debido a su importancia tanto para el paciente
como para su familia, precisa de la estandarizacién de los protocolos,
incluyendo el tejido de andlisis.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto DIANA, 0011-1411-
2017-000028, PI16/00159, PI117/00701 y AIO2014.
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Introduccion: La determinacién dirigida del transcrito de fusién PML-
RARA es obligatoria para confirmar de la sospecha morfoldgica de leu-
cemia promielocitica aguda (LPA) y la administracién de la terapia
adecuada a fin de reducir el riesgo de complicaciones hemorragicas. El
diagnéstico de LPA se realiza por estudio citomorfolégico mediante la
presencia de la translocacién t(15;17) y del reordenamiento PML-RARA
a través de RT-PCR. El ensayo provee resultados en 3-6 horas y puede
estar afectado por la mala calidad o cantidad insuficiente de ARN, re-
trasando el correcto diagnéstico. El objetivo del estudio fue evaluar un
nuevo método para el diagndstico molecular de la LPA, ultra rapido, es-
pecifico y robusto incluso para muestras no-6ptimas de ARN: RT-Q-
LAMP (Jam PML-RARA DiaSorin).

Métodos: El ensayo PML-RARA se basa en un método innovador, iso-
termo para la amplificacién directa, sensible y especifica, de muestras
de ARN. Consiste en dos ensayos multiplex fluorescentes: el primero
especifico para los transcritos del gen de fusién PML-RARA del tipo
berl y ber3 y uno para para el transcrito menos frecuente ber2.La mez-
cla de reactivos contiene también cebadores adicionales para la detec-
ci6én del gen GUSb como control interno. La reaccién se realizé en 40
minutos, con la amplificacién de las muestras positivas en aproxima-
damente 15 minutos, en el Liaison IAM instrument (DiaSorin) a una
temperatura constante, y con una monitorizacién constante de la fluo-
rescencia. Los datos obtenidos fueron elaborados directamente por el
software de andlisis, que permitié la discriminacién de los diferentes
transcritos. Se analizaron 500 ng de ARN de 19 muestras y los resulta-
dos se compararon con los resultados previamente obtenidos por RT-

PCR.

Tabla 1. Caracteristicas biologicas y moleculares de los pacientes
analizados para el gen de fusion PML-RARA.

Resultados: Los ensayos RT-Q-LAMP triple (bcrl-ber3-GUSH) y da-
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