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SCHEMAT ASPIRACJI DIAGNOSTYCZNEJ SZPIKU

rekomendacje PALG

SCHEMAT PREPARATYKI MATERIALU DO BADANIA MUTACJI FLT3

WORK FLOW

—

—

S,ESF;IaK 1 x strzykawka
Sza. 0,5-1 ml rozmaz
aspiracja
SZZ PIK 1 x strzykawka cytofluorymetria 1 ml (EDTA)
-9a 6 ml aspiratu cytogenetyka 5 ml (heparyna)
aspiracja ytog y pary
;5& SSZ_:;: 1x strzykawka - DGN MOLEKULARNA EDTA
aspiracja EX)aspiratu Badania MINI PANEL
f Sf_I:LK 1 x strzykawka - DGN MOLEKULARNA EDTA
aspiracja aspiratu Archiwizacja met. gen.

—

Layers Layers

before after
Ficoll spin Ficoll spin
Blood Plasma -
PBMCs (interphase) DNA
Ficoll / —

Ficoll Granulocytes

RBCs Izolacja
materiatu
Preparatyka genetycznego \ RNA —)
POBRANIE komérek /
SZPIKU =) |zolacja i liczenie
10 ml(2x5ml) komorek

mononuklarnych \ Archiwi .
rchiwizacja
ﬁ Biobank

Mutacje FLT3

Inne mutacje,
NGS

Geny Fuzyjne



SCHEMAT DIAGN. MOLEKULARNEJ W OBSZ

wg rekomendacji ELN2017/RATIFY, NCCN oraz AMLSG/HOVON

SCHEMAT DIAGNOSTYKI MUTACJI FLT3
we ELN2017/RATIFY

@ Pakiet minimum'
- wyhiki do 48-72 godz2.

Geny fuzyjne: PML-RARA, RUNXIT-RUNXTI, CBFb-MYHTI,
BCR-ABLI, MLLT3-KMT2A

Mutacje wewnatrzgenowe?: NPMI, CEBPA, IDH1/2, FLT3-ITD oraz FLT3 TKD

Q Pakiet rozszerzony wg ELN2017
= wyhiki do 5-10 dni (1 cyklu indukcji)

mutacje wewnatrzgenowe: RUNXI, ASXL]I, TP533

Allelic ratio FLT3-ITD:wt*

e NGS - pakiet mieloidalny (minimum)
- 3-6 tygodni

Koncentrat do sporzgdzania roztworu do infuzji.

Przezroczysty do lekko opalizujgcego bezbarwny do bladozdttego ptyn.

1. W poréwnaniu do ,,Pakietu Minimum” proponowanego w chwili rozpoczecia badania PALG-AML1/2016 -wiaczono mutacje IDH1/2, gen fuzyjny MLLT3-KMT2A;

2. UWAGA w ramach PALG czas 48-72 godz obowigzuje jedynie dla badan mutacji FLT3!

3. Mutacje w wymienionych genach moga byc¢ przebadane w ramach badania NGS pakietu mieloidalnego minimum; analiza tyh gendw powinna mieé¢ miejsce jako pierwsza
przed innymi genami, tak aby respektowad czaswyniku

4. Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonuja badania allelic ratio juz w momencie diagnozy.

@ Przesiewowe - jakosciowe badanie mutacji FLT3
ITD Czutosé i specyficznosé mar:::‘(ilz: %%Ztgc\;vny:
TKD Czas: 48-72 godz . ]
Midostauryny

© Potilosciowe badanie allelic ratio FLT3-ITD:wt'

Wynik AR <0,5 NPMI1(+)
Czynnik rokowniczy - brak rekomendacji
do alloHSCT

1 Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonujg badania allelic ratio juz w momencie diagnozy.



PRZESIEWOWE BADANIE MUTACJI FLT3 BADANIE PRZESIEWOWE FLT3-ITD

ASPEKT METODOLOGICZNY wg protokotu PALG-RATIFY WORK FLOW wg protokotu PALG-RATIFY

ZALECENIA REKOMENDOWANE

Jako material wyjsciowy mozna uzy¢ RNA (badanie jest czulsze) jednak pro- P_CR Przyktad: L o
tokot jest bardziej czasochtonny i angazujacy diagnoste (tj. przygotowanie Primery A). Fragment bez duplikacji (dziki wt)
matrycy RNA: izolacja + reakcja odwrotnej transkrypcji). Jest to istotne jesli ﬂjonraokcohvrvs:nzm — — —

wynik ma byé wydany w ciggu 48-72 godz. w egzonie 14-15 330 par zasad

, ) . . . 5
Protokot PCR: warunki jakosciowe B). Fragment z duplikacia (ITD)
i : —> <—
Primery e |
* dla ITD: wg e.g Thiede et al 2001, Huang et al, Nakao Met al 1996 330 bp + np. 20 bp

» dla TKD: wg e.g. Murphy et al. 2003

Elektroforeza kapilarna - analiza fragmentow

ZALECENIA OBLIGATORYJNE

320 330 340 350

9
& 1800
Czutos$¢ badania obu mutacji: = lub < 5% komadrek FLT3(+) Wizualizacja produktu 8 00 Ad A.) Ad B.)
Wizualizacja produktéw PCR: elektroforeza kapilarna z analizg fragmentow PCR g 100 330 t;p wi 330 bp wt
flee : - S 1200
Wynik: w cigqgu 48-72 godz = oo - +20bp ITD
r 1 g 800 =350 bp
2 600
>
pp— =2 g i
E 200
— Dtugosé produktu PCR
N

1. Jako material wyjsciowy mozna uzy¢ RNA (badanie jest czulsze) jednak prptokét jest bardziej czasochtonny i angazujacy diagnoste (tj. przygotowanie matrycy RNA jest
dtuzsze: izolacja + reakcja odwrotnej transkrypcji)
2. Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonuja badania allelic ratio juz w momencie diagnozy.

10 n



BADANIE PRZESIEWOWE MUTACJI FLT3 TKD

WORK FLOW wg protokotu PALG-RATIFY

Trawienie enzymami
restrykcyjnymi
produktu PCR

3

Wizualizacja produktu
PCR

I~
RO

12

Przyktad:
A). Fragment bez mutacji (wt)
PCR R -
Primery
znakowane

Fluo Egzon 20 B). Fragment z mutacjg TKD

— <«
O
EcoRV \
A). 80 bp wt
Produkty
H H B). 129 bp - mutacja TKD - brak trwienia
trawienia -

Elektroforeza kapilarna - analiza fragmentow

Ad A)) Ad B.)

5400 80 bp wt 129 bp tKD
s r's
1800

L L

Dtugos¢ produktu PCR

Intensywnos$é
fluorescencji

WYNIK BADANIA PRZESIEWOWEGO MUTACIJI FLT3
wg protokotu PALG-RATIFY

WYNIK FLT3-ITD:
POZYTYWNY

WYNIK FLT3 TKD:
NEGATYWNY

INTERPRETACJA wg RATIFY

Obecnosc¢ FLT3-ITD w badanym materiale
jest wskazaniem do podania inhibitora FLT3

13



BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

OCENA RYZYKA W GRUPIE PACJENTOW Z OBSZ FLT3-ITD(+) AR O.5-CUT.OFF WG EilSiNEsi

0,0 Nizsze 0,5 Wyisze 1 i wiecej

C—

RYZYKO:
e Choroby biallelicznej
* Nawrotu biataczki

AR - aspekt biologiczny i kliniczny

WYSOKIE AR t

— WIEKSZE RYZYKO CHOROBY BIALLELICZNEJ * AR o1 A A | ARoss

A A zi90p A A 39410p

:} GORSZE ROKOWANIE‘ A
AR 21,4
A A 3941p

A " A ARO,85

-

7 N A 3530p A 3970p

328 bp 355 bp
wt-FLT3

Kottaridis PD et al 2001
14 15



BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT
WPLYW ALLOHSCT NA PRZEZYCIE W GRUPACH <| > AR 0.5

AR - ASPEKT METODOLOGICZNY wg protokotu PALG-RATIFY

0,0 Bez zmian 0,5 Wieksze T i wiecej

‘ ‘ AR - aspekt metodologiczny

PRAWDOPODOBIENSTWO
dtuzszego przezycia po alloHSCT

WYJATKOWO DUZE '

AR < 0,5 AR > 0,5 ROZBIEZNOSCI W WYNIKACH AR FLT3-ITD:WT*
A

100 - p=0.64 100 p=0.03
x5 g 75 -
% Allogeneic HSCT n=48 % Allogeneic HSCT n=45
E‘ 50 2 50
g " § * Dane wg UK NQAS - miedzynarodowej organizacji akredytujacej laboratoria w UK.
5 25 - 25

0 - 0 -

16
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BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT
KRTYCZNE PARAMETRY BADANIA wg protokotu PALG-RATIFY

PROTOKOL PCR ) )
- OBOWIAZKOWE WARUNKI POLILOSCIOWE

B) LICZBA CYKLIPCR: 29 CYKLI
m) ILOSC DNA: 5 NG
B) PCR OBJETOSC REAKCJI: 50 UL

- LICZBA PROBEK BADANCH : TRIPLIKATY I

- POLIMERAZA AMPLITAQ GOLD Z BUFOREM NR 1
(UWAGA polimeraza AmpliTag Gold 360 oraz
bufor nr 2 nie moga by¢ stosowane do oznaczen AR)

STANDARYZACJA ALLELIC RATIO
FLT3-ITD:WT

POROWNANIE WYNIKOW AR
UZYSKANYCH W 12 PRACOWNIACH
REFERENCYJNYCH DLA OBSZ
W POLSCE



WSPOLCZYNNIK ZMIENNOSCI
COEFFCIENT OF VARIATION CV = [SD/ MEAN] X 100%

MIARA HETEROGENNOSCI WYNIKOW AR DLA 1 PROBKI PACJENTA

POROWNANIE WYNIKOW AR W PRACOWNIACH
REFERENCYJNYCH
KRYTERIA AKCEPTACJI BADANIA WG THIEDE

0,0 0,5

C——

Ccv

L < 5% >
[}
T
j: <« 10% —>
S,
> - 20% >
(]
a

2 50%

1i wiecej

SD: 0,025 AR: 0,475 -0,525

SD: 0,05 AR:0,45 -0,55

SD: 0,1 AR: 0,4 -0,6

» SD: 0,25 AR: 0,25 -0,75

Im wyzszy CV'tym mniejsza precyzja badania l

20

0,0 0,5 1i wiecej

C———

Wspoétczynnik zmiennosci
dla 12 pracowni

CV = 6,55%"2

1. Wynik jest akceptowalny jesli CV dla tripliketu jest <10% wg kryteriéw prof Thiede.
2. Wynik ustalony na poczatku roku 2020 - moze jeszcze ulec zmianie w przeciagu najblizszych 3 miesiecy.

21



INTERPRETACJA WYNIKU BADANIA AR WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT

NA PODSTAWIE STANDARYZACJI PALG WG RATIFY wg PROTOKOLU PALG/RATIFY - PRZYKEAD NR 1

0,0 0,465 «—» 0,535 1 i wiecej
ﬁ WYNIK (Srednia z trzech powtdrzen):
AR = 0,53
INTERPRETACJA wg ELN2017 -PALG: INTERPRETACJA KLINICZNA wg ELN2017-PALG
Wynik stanowi wskazanie do alloHSCT
AR > 0,532 Wskazanie do alloHSCT wg ELN2017
AR 0,465-0,535 Przedziat niepewnosci metody

dla Pracowni Referencyjnych PALG
Do indywidualnej decyzji
terapeutycznej lekarza KOMENTARZ - INTERPRETACJA WYNIKU wg ELN2017/PALG:

AR < 0,465 i NPM1(+) Brak wskazania do alloHSCT wg ELN2017 AR > 0,535 Wskazanie do alloHSCT

AR 0,465-0,535 Przedziat niepewnosci metody dla pracowni PALG
Kwalifikacja do alloHSCT -do indywidualnej decyzji
lekarza

AR < 0,465 | NPMI(+) Brak wskazan do alloHSCT

22 23



WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT

wg PROTOKOLU PALG/RATIFY - PRZYKELAD NR 2

WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOLU PALG/RATIFY - PRZYKEAD NR 3

WYNIK (srednia z trzech powtdrzen):
AR = 0,51

Wynik w przedziale niepewnosci metody dla pracowni
ref. PALG: AR 0,465-0,535

INTERPRETACJA KLINICZNA wg ELN2017-PALG

Kwalifikacja do alloHSCT
- do indywidualnej decyzji lekarza

WYNIK (Srednia z trzech powtodrzen):
AR = 0,47

Wynik w przedziale niepewnosci metody dla pracowni
ref. PALG: AR 0,465-0,535

INTERPRETACJA KLINICZNA wg ELN2017-PALG

Kwalifikacja do alloHSCT
- do indywidualnej decyzji lekarza

KOMENTARZ - INTERPRETACJA WYNIKU wg ELN2017/PALG:

AR > 0,535 Wskazanie do alloHSCT

AR 0,465-0,535 Przedziat niepewnosci metody dla pracowni PALG
Kwalifikacja do alloHSCT -do indywidualnej decyzji

lekarza

AR < 0,465 | NPMI(+) Brak wskazan do alloHSCT

24

KOMENTARZ - INTERPRETACJA WYNIKU wg ELN2017/PALG:

AR > 0,535 Wiskazanie do alloHSCT

AR 0,465-0,535 Przedziat niepewnosci metody dla pracowni PALG
Kwalifikacja do alloHSCT -do indywidualnej decyzji

lekarza

AR < 0,465 | NPMI(+) Brak wskazan do alloHSCT
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WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOLU PALG/RATIFY - PRZYKEAD NR 4

WYNIK (Srednia z trzech powtérzen):
AR = 0,45
Mut NPM1 +

INTERPRETACJA KLINICZNA wg ELN2017-PALG

Wynik nie stanowi wskazania do alloHSCT

KOMENTARZ - INTERPRETACJA WYNIKU wg ELN2017/PALG:
AR > 0,535 Wskazanie do alloHSCT

AR 0,465-0,535 Przedziat niepewnosci metody dla pracowni PALG
Kwalifikacja do alloHSCT -do indywidualnej decyzji

lekarza

AR < 0,465 i NPM1(+) Brak wskazan do alloHSCT
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