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MOLECULAR DIAGNOSIS: main molecular 

techniques conventionally used



AML: molecular diagnosis
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Leukemia 1999; 13: 1901



Molecular variants and their prognostic value

• Mutazioni
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FLT3



FLT3

Regolazione della differenziazione, sopravvivenza, 

proliferazione e apoptosi

P

P

Primariamente espresso

sulle cellule empoietiche

immature, ed è

essenziale per la

normale funzione delle

cellule staminali P

P



FLT3

Internal tandem 

duplication

Proliferazione cellulare

Mutazione strutturale limitata 

al dominio JM

Duplicazione di 4-68 basi 

Perdita dell’autoinibizione 

con passaggio dalla forma 

inattiva alla forma attiva 

catalitica senza la presenza 

del ligando 

Activation Loop 

mutationP
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15-35% ˷7%

Mutazione puntiforme del 

dominio TK che induce 

cambiamento aa al codone 

835 (Asp835Tyr, ma anche 

Val, His, Glu, Asn)

Attivazione costitutiva per 

autofosforilazione

Prognosi 

molto neg



FLT3

Panajotis D et al. Blood 2001; 98: 1752



FLT3

Cerca grafico 

prognosi lam

Panajotis D et al. Blood 2001; 98: 1752



FLT3

1. PCR qualitativa



FLT3

2. DHPLC

Wild-type

Mutato



FLT3

3. Sequenziamento convenzionale



NPM1

Falini et al. Haematologica 2007; 92: 519

Fosfoproteina con attività di oncosoppressore, ubiquitariamente espressa nei nucleoli

Svolge attività di chaperone

previene l’aggregazione di proteine nel nucleolo

favorisce l’assemblaggio di istoni e nucleosoma

aumenta l’attività trascrizionale acetilazione-dipendente

Due triptofani 

cruciali per il 

legame con il 

nucleo

Domini necassari per la 

funzione di chaperone



NPM1
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Falini et al. Haematologica 2007; 92: 519

DNA 
repair



NPM1

Falini et al. Haematologica 2007; 92: 519



NPM1

Descritte >40 mutazioni (solitamente nell’ex 12, ma possono interessare anche il 9 

o l’11). La più frequente (70-80% delle mutazioni nelle AML degli adulti) è una 

duplicazione del tetranucleotide TCTG in posizione 956-959 

Tutte creano 

un mutante 

con un nuclear 

export signal 

nella porzione 

C-terminale 

Falini et al. Haematologica 2007; 92: 519



NPM1

Dohner K et al. Blood 2005



NPM1

Roti G et al. J of Molecular Diagnostic 2006;8 (2): 254 

DHPLC 

screening



NPM1

Oelschlaegel U et al. Leukemia 2010;24: 1813 



WT1

Normalmente espresso sulle

cellule CD34+, richiesto per il

normale sviluppo e per la

sopravvivenza cellulare; poi

downregolato con la

differenziazione

Espresso ad alti livelli sulle cellule 

leucemiche

Il livello di espressione riflette la 

presenza di malattia minima residua



WT1

Cilloni et al. JCO 2009; 27 (31): 5195

Normal

BM ratio <250 

PB ratio <50



NEXT GENETATION SEQUENCING: 
THE INNOVATION



GENOMIC COMPLEXITY OF AML

Cancer Genome Atlas Research Network. NEJM 2013; 368 (22): 2059
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GENOMIC COMPLEXITY OF AML



Leucemogenesys

L’insieme delle mutazioni fondanti e subclonali determinano:

- caratteristiche di presentazione della LAM

- aggressività

- sensibilità alle terapie



Attualmente le mutazioni geniche sono studiate con metodiche convenzionali: es. Sanger

Limite di 

sensibilità della 

metodica Sanger

CONVENTIONAL DIAGNOSYS OF AML



NEXT GENERATION 
SEQUENCING (NGS)





STUDY DESIGN

trasduzione del
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Solexa - Metodology

1. Preparazione del 
campione

Il DNA viene 
frammentato e ad 

ogni porzione è 
legato un adattatore e 

un Index.

3. Legame del DNA 
al vetrino

Attraverso gli 
adattatori, i 

frammenti sono legati 
ai primer presenti sul 
vetrino con legame 

covalente

From Illumina Web Site

2. Ibridazione 
mediante sonde

Le porzioni di DNA di 
interesse vengono 

selezionate mediante 
ibridazione con 

sonde.



4. Amplificazione “a 
ponte”

Aggiunta di nucleotidi 
NON marcati e 

amplificazione dei 
frammenti che 

formano dei ponti tra 
i primers.

5. I frammenti 
diventano a doppio 

strand

I ponti di DNA 
diventano a doppio 

filamento

6. Denaturazione delle 
molecole a doppio 

strand

I ponti vengono 
linearizzati e si ottiene 

DNAss

Solexa – Metodology II



7. Amplificazione

L’amplificazione crea 
diversi milioni di 

cluster di DNAds, che 
sono multiple copie 

del frammento di 
partenza

Solexa – Metodology III

8. Primo ciclo di 
sintesi

Tutti i 4 terminator 
reversibili sono aggiunti. 
Ogni base compete con 
le altre per il legame al 

templato (questa 
competizione è la base 

dell’accuratezza)

Il vetrino viene poi 
stimolato con luce 

laser

From Illumina Web Site



9. Identificazione 
della prima base

Viene catturata 
l’immagine della 

fluorescenzache origina 
da ogni cluster. Il colore 
identifica la prima base 

Il gruppo fluorescente è 
rimosso e questo 

permette il legame di 
una nuova base

10. Identificazione 
delle basi successive

Ad ogni ciclo viene 
aggiunta e quindi 

identificata la base 
succcessiva.

Solexa – Metodology IV

From Illumina Web Site



BIOINFORMATIC ANALISYS



• Interrogazione
dei database

• Interpretazione
delle varianti

• Prioritizzazione

.FASTQ

.BAM

.VCF

Es. ANNOVAR

BIOINFORMATIC ANALISYS



POSITION AND 
SEQUENCE 

ALTERATION

EFFECTS ON THE 
PROTEIN

ALTERATION OF 
ISOFORMS

DATABASE AND 
PREDICTION 
SOFTWARES

ANNOTATION ANALISYS:ANNOVAR



SECONDARY ANALYSIS: IGV



A.I.: e.g. SOPHIA GENETICS


