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SCHEMAT ASPIRACJI DIAGNOSTYCZNEJ SZPIKU
rekomendacje PALG2

SZPIK
1-sza  

aspiracja

1 x strzykawka
0,5-1 ml rozmaz

SZPIK
2-ga  

aspiracja

1 x strzykawka
6 ml aspiratu

cytofluorymetria 1 ml (EDTA)
cytogenetyka 5 ml (heparyna)

DGN MOLEKULARNA EDTA
Badania MINI PANEL

DGN MOLEKULARNA EDTA
Archiwizacja met. gen.

SZPIK
3-cia  

aspiracja

1 x strzykawka
5 ml aspiratu

SZPIK
4-ta  

aspiracja

1 x strzykawka
5 ml aspiratu

SCHEMAT PREPARATYKI MATERIAŁU DO BADANIA MUTACJI FLT3
WORK FLOW 3

POBRANIE
SZPIKU

10 ml (2 x 5 ml)

Preparatyka
komórek

Izolacja i liczenie  
komórek  

mononuklarnych

Izolacja 
materiału 

genetycznego

DNA
Mutacje FLT3

Inne mutacje, 
NGS

Geny FuzyjneRNA

Archiwizacja 
Biobank

Layers  
before 

Ficoll spin

Layers  
after 

Ficoll spin

Blood Plasma

Ficoll
Granulocytes

RBCs

PBMCs (interphase)

Ficoll

}
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Pakiet minimum1 
– wyniki do 48-72 godz2. 

Geny fuzyjne: PML-RARA, RUNX1-RUNXT1, CBFb-MYH11,  
BCR-ABL1, MLLT3-KMT2A

Mutacje wewnątrzgenowe3: NPM1, CEBPA, IDH1/2, FLT3-ITD oraz FLT3 TKD

Pakiet rozszerzony wg ELN2017  
– wyniki do 5-10 dni (1 cyklu indukcji) 

mutacje wewnątrzgenowe: RUNX1, ASXL1, TP533

Allelic ratio FLT3-ITD:wt4

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

Koncentrat do sporządzania roztworu do infuzji. 

Przezroczysty do lekko opalizującego bezbarwny do bladożółtego płyn. 

1.

2.

3.

1. W porównaniu do „Pakietu Minimum” proponowanego w chwili rozpoczęcia badania PALG-AML1/2016 –włączono mutacje IDH1/2, gen fuzyjny MLLT3-KMT2A;
2. UWAGA w ramach PALG czas 48-72 godz obowiązuje jedynie dla badań mutacji FLT3!
3. Mutacje w wymienionych genach mogą być przebadane w ramach badania NGS pakietu mieloidalnego minimum; analiza tyh genów powinna mieć miejsce jako pierwsza 
przed innymi genami, tak aby respektować czaswyniku.
4. Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonują badania allelic ratio już w momencie diagnozy.

4
SCHEMAT DIAGN. MOLEKULARNEJ W OBSZ

wg rekomendacji ELN2017/RATIFY, NCCN oraz AMLSG/HOVON

1.

2.

Przesiewowe – jakościowe badanie mutacji FLT3

ITD
TKD } Czułość i specyficzność

Czas: 48-72 godz

Czynnik rokowniczy

Wynik pozytywny:
kwalifikacja do
Midostauryny

Wynik AR <0,5 NPM1(+)
brak rekomendacji
do alloHSCT

Półilościowe badanie allelic ratio FLT3-ITD:wt1

1 Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonują badania allelic ratio już w momencie diagnozy.

5
SCHEMAT DIAGNOSTYKI MUTACJI FLT3

wg ELN2017/RATIFY
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6
PRZESIEWOWE BADANIE MUTACJI FLT3

ASPEKT METODOLOGICZNY wg protokołu PALG-RATIFY

ZALECENIA REKOMENDOWANE
 
Jako material wyjściowy można użyć RNA (badanie jest czulsze) jednak pro-
tokół jest bardziej czasochłonny i angażujący diagnostę (tj. przygotowanie 
matrycy RNA: izolacja + reakcja odwrotnej transkrypcji). Jest to istotne jeśli 
wynik ma być wydany w ciągu 48-72 godz.

Protokół PCR: warunki jakościowe2

Primery:

	 • dla ITD: wg e.g Thiede et al 2001, Huang et al, Nakao Met al 1996
	 • dla TKD: wg e.g. Murphy et al. 2003

ZALECENIA OBLIGATORYJNE

Czułość badania obu mutacji: = lub < 5% komórek FLT3(+)
Wizualizacja produktów PCR: elektroforeza kapilarna z analizą fragmentów
Wynik: w ciągu 48-72 godz

1. Jako material wyjściowy można użyć RNA (badanie jest czulsze) jednak prptokół jest bardziej czasochłonny i angażujący diagnostę (tj. przygotowanie matrycy RNA jest 
dłuższe: izolacja + reakcja odwrotnej transkrypcji).
2. Nieliczne laboratoria referencyjne PALG wykonują badania allelic ratio już w momencie diagnozy.

PCR
Primery 

znakowane 
fluorochromem
w egzonie 14-15

Przykład: 
A). Fragment bez duplikacji (dziki wt)

330 par zasad 

B). Fragment z duplikacją (ITD)

330 bp + np. 20 bp

Ad A.) 
330 bp wt

Ad B.) 
330 bp wt 
+ 20 bp ITD
=350 bp

Wizualizacja produktu
PCR 

Elektroforeza kapilarna – analiza fragmentów 

In
te

ns
yw

no
ść

 fl
uo

re
sc

en
cj

i

Długość produktu PCR

2000

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0

320 330 340 350

6
BADANIE PRZESIEWOWE FLT3-ITD

WORK FLOW wg protokołu PALG-RATIFY
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6
BADANIE PRZESIEWOWE MUTACJI FLT3 TKD

WORK FLOW wg protokołu PALG-RATIFY

PCR
Primery 

znakowane 
Fluo Egzon 20

Wizualizacja produktu
PCR 

Trawienie enzymami
restrykcyjnymi 
produktu PCR 

Elektroforeza kapilarna – analiza fragmentów 

In
te

ns
yw

no
ść

fl
uo

re
sc

en
cj

i

Długość produktu PCR

Ad A.) 
80 bp wt

Ad B.) 
129 bp tKD

Produkty
trawienia

Przykład: 
A). Fragment bez mutacji (wt)

B). Fragment z mutacją TKD

A). 80 bp wt

B). 129 bp - mutacja TKD – brak trwienia

EcoRV

5400

3600

1800

0

7
WYNIK BADANIA PRZESIEWOWEGO MUTACJI FLT3

wg protokołu PALG-RATIFY

WYNIK FLT3-ITD:

POZYTYWNY

WYNIK FLT3 TKD:

NEGATYWNY

INTERPRETACJA wg RATIFY

Obecność FLT3-ITD w badanym materiale  
jest wskazaniem do podania inhibitora FLT3
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8
BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

OCENA RYZYKA W GRUPIE PACJENTÓW Z OBSZ FLT3-ITD(+)

WYSOKIE AR

WIĘKSZE RYZYKO CHOROBY BIALLELICZNEJ

GORSZE ROKOWANIE

AR – aspekt biologiczny i kliniczny

Kottaridis PD et al 2001

8
BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

AR 0.5 -CUT OFF WG ELN2017

0,0 0,5

RYZYKO:
• Choroby biallelicznej

• Nawrotu białaczki

AR 0,13 AR 0,88

AR 21,4

AR 0,85

1 i więcejNiższe Wyższe

349 bp 394 bp

394 bp

397 bp358 bp
355 bp328 bp

wt-FLT3
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8
BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

WPŁYW ALLOHSCT NA PRZEŻYCIE W GRUPACH < I > AR 0.5

0,0 0,5

PRAWDOPODOBIEŃSTWO  
dłuższego przeżycia po alloHSCT

AR < 0,5 AR > 0,5

1 i więcejBez zmian Większe

8
BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

AR – ASPEKT METODOLOGICZNY wg protokołu PALG-RATIFY

WYJĄTKOWO DUŻE 

ROZBIEŻNOŚCI W WYNIKACH AR FLT3-ITD:WT*

* Dane wg UK NQAS - międzynarodowej organizacji akredytującej laboratoria w UK.

AR – aspekt metodologiczny
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8
BADANIE ALLELIC RATIO FLT3-ITD:WT

KRTYCZNE PARAMETRY BADANIA wg protokołu PALG-RATIFY

PROTOKÓŁ PCR 
– OBOWIĄZKOWE WARUNKI PÓŁILOŚCIOWE

	 LICZBA CYKLI PCR : 	 29 CYKLI

	 ILOŚĆ DNA: 	 5 NG

	 PCR OBJĘTOŚĆ REAKCJI:	 50 UL

	 LICZBA PRÓBEK BADANCH :	 TRIPLIKATY !!!

	 POLIMERAZA AMPLITAQ GOLD Z BUFOREM NR 1 
	 (UWAGA polimeraza AmpliTaq Gold 360 oraz 
	 bufor nr 2 nie mogą być stosowane do oznaczeń AR)

STANDARYZACJA ALLELIC RATIO
FLT3-ITD:WT

PORÓWNANIE WYNIKÓW AR
UZYSKANYCH W 12 PRACOWNIACH

REFERENCYJNYCH DLA OBSZ
W POLSCE
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5%

10%

20%

50%

WSPÓŁCZYNNIK ZMIENNOŚCI
COEFFCIENT OF VARIATION CV = [SD/ MEAN] X 100%

MIARA HETEROGENNOŚCI WYNIKÓW AR DLA 1 PRÓBKI PACJENTA9
0,0

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

P
re

cy
zj

a 
b

ad
an

ia
0,5

CV

1 i więcej

Im wyższy CV      tym mniejsza precyzja badania

PORÓWNANIE WYNIKÓW AR W PRACOWNIACH  
REFERENCYJNYCH

KRYTERIA AKCEPTACJI BADANIA WG THIEDE 9
0,0 0,5

Współczynnik zmienności  
dla 12 pracowni

CV = 6,55%1,2

1 i więcej

1. Wynik jest akceptowalny jeśli CV dla tripliketu jest <10% wg kryteriów prof Thiede.
2. Wynik ustalony na początku roku 2020 - może jeszcze ulec zmianie w przeciągu najbliższych 3 miesięcy.
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INTERPRETACJA WYNIKU BADANIA AR
NA PODSTAWIE STANDARYZACJI PALG WG RATIFY9

0,0 0,465 0,535

INTERPRETACJA wg ELN2017 -PALG:

AR > 0,532	 Wskazanie do alloHSCT wg ELN2017

AR 0,465-0,535	 Przedział niepewności metody  
	 dla Pracowni Referencyjnych PALG 
	 Do indywidualnej decyzji  
	 terapeutycznej lekarza

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

1 i więcej

WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOŁU PALG/RATIFY – PRZYKŁAD NR 1 9

WYNIK (średnia z trzech powtórzeń):

AR = 0,53

INTERPRETACJA KLINICZNA wg ELN2017-PALG

Wynik stanowi wskazanie do alloHSCT

KOMENTARZ – INTERPRETACJA WYNIKU wg ELN2017/PALG:

AR > 0,535	 Wskazanie do alloHSCT

AR 0,465-0,535	 Przedział niepewności metody dla pracowni PALG 
	 Kwalifikacja do alloHSCT –do indywidualnej decyzji  
	 lekarza

AR < 0,465 i NPM1(+) 	Brak wskazań do alloHSCT
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WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOŁU PALG/RATIFY – PRZYKŁAD NR 29

WYNIK (średnia z trzech powtórzeń):

AR = 0,51
Wynik w przedziale niepewności 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	 Przedział niepewności metody dla pracowni PALG 
	 Kwalifikacja do alloHSCT –do indywidualnej decyzji  
	 lekarza

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

WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOŁU PALG/RATIFY – PRZYKŁAD NR 3 9

WYNIK (średnia z trzech powtórzeń):

AR = 0,47
Wynik w przedziale niepewności 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	 Przedział niepewności metody dla pracowni PALG 
	 Kwalifikacja do alloHSCT –do indywidualnej decyzji  
	 lekarza

AR < 0,465 i NPM1(+) 	Brak wskazań do alloHSCT
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WYNIK BADANIA ALLELIC RATIO AR FLT3-ITD:WT
wg PROTOKOŁU PALG/RATIFY – PRZYKŁAD NR 49

WYNIK (średnia z trzech powtórzeń):

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	 Przedział niepewności metody dla pracowni PALG 
	 Kwalifikacja do alloHSCT –do indywidualnej decyzji  
	 lekarza

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