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MOLECULAR DIAGNOSIS: main molecular
technigues conventionally used

PCR
Real Time-PCR (RT-PCR)
Sanger Sequencing

DHPLC

SNP array




AML: molecular diagnosis
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Molecular variants and their prognostic value
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Primariamente espresso
sulle cellule empoietiche
immature, ed e
essenziale per la
normale funzione delle
cellule staminali
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FLT3
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100
100
76 -
=]
g £
=il o
= 50 449, £ 0
= 329, @
“ 25 -
= 25
’ 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

Years from entry Years from remission




% relapsing

100

=]
o

&
=

\hy

FLT3

Poor rigk ITD+ {100%)

P< 00001

2 3
Years from remission

Foor risk [TD- (7%)
Standard risk ITD+ (74%)

Standard risk TD-  [48%)
Good risk [TD+ (39%)

Good risk ITD- (20% )



1. PCR qualitativa




FLT3

2. DHPLC
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FLT3

3. Sequenziamento convenzionale

“ : Y T C “ A “ T G G K “ K T T T C C v R A “

INSERZIONE 21 NT

(\

T T € A G A G A A T AT G A A T A T G A T




NPM1

Fosfoproteina con attivita di oncosoppressore, ubiquitariamente espressa nei nucleoli

Svolge attivita di chaperone
previene I’ aggregazione di proteine nel nucleolo
favorisce I’ assemblaggio di istoni e nucleosoma
aumenta |’ attivita trascrizionale acetilazione-dipendente
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Cytoplasm
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NPM1

Descritte >40 mutazioni (solitamente nell’ ex 12, ma possono interessare anche il 9
o |’ 11). La piu frequente (70-80% delle mutazioni nelle AML degli adulti) &€ una
duplicazione del tetranucleotide TCTG in posizione 956-959
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NPM1
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NPM1
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Normalmente espresso sulle
cellule CD34+, richiesto per il
normale sviluppo e per la
sopravvivenza cellulare; poli
downregolato con la
differenziazione

WT1

Espresso ad alti livelli sulle cellule
leucemiche

Il livello di espressione riflette la
presenza di malattia minima residua
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NEXT GENETATION SEQUENCING:
THE INNOVATION




GENOMIC COMPLEXITY OF AML
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GENOMIC COMPLEXITY OF AML

o) Allerazion
genomico-molecolari




Leucemogenesys

L’'insieme delle mutazioni fondanti e subclonali determinano:
- caratteristiche di presentazione della LAM

- aggressivita
- sensibilita alle terapie



CONVENTIONAL DIAGNOSYS OF AML

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

Limite di
sensibilita della  ——
metodica Sanger




NEXT GENERATION
SEQUENCING (NGS)

Whole Small Genome/
Genome Plasmid

Basic Studies targeting Methods Either starting
sequencing of a the exome or optimized for with PCR
genome, planning to handling small amplicons or
typically aligns to | enrich genomic genomes like using the
a reference DNA for large bacterial lllumina Design
sequence, can areas of the genomes, similar | Studio software
be De Novo genome to Whole to design custom
sequencing, Genome amplicon

genotyping, efc. methods probes, typically
covers a smaller
area of the
genome than
enrichment

methods
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STUDY DESIGN
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Solexa - Metodology

1. Preparazione del

campione

From lllumina Web Site
2. Ibridazione
mediante sonde

3. Legame del DNA
al vetrino
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Solexa — Metodology I

4. Amplificazione “a
ponte”

Aggiunta di nucleotidi
NON marcati e
amplificazione dei
frammenti che
formano dei ponti tra

5. | frammenti
diventano a doppio
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Solexa — Metodology lli

7. Amplificazione 8. Primo ciclo di
sintesi

‘ Il vetrino viene poi
stimolato con luce

laser

LU'amplificazione crea Tutti i 4 terminator
diversi milioni di reversibili sono aggiunti.

cluster di DNAdSs, che Ogni base compete con

Itiol . le altre per il legame al
sono multiple copie templato (questa

del frammento di competizione & la base

partenza dell’accuratezza)




Solexa — Metodology IV

9. Identificazione 10. Identificazione
della prima base delle basi successive

Il gruppo fluorescente e
rimosso e questo

G permette il legame di
una nuova base
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Viene catturata bt
I'immagine della Ad ogni ciclo viene
fluorescenzache origina aggiunta e quindi
da ogni cluster. Il colore identificata la base
identifica la prima base succcessiva.




BIOINFORMATIC ANALISYS
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BIOINFORMATIC ANALISYS
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ANNOTATION ANALISYS:ANNOVAR

A B C D E F G H | 1 K L
1 |[Chr  Start End Ref Alt Func.refGe Gene.refGene GeneDetail.refGene ExonicFunc.refGene AAChange.refGene Xref.refGene ExAC_Freq
2 1 948921 948921 T C UTRS 15G15 MM_005101:c -33T>C R R Immunodeficienc 05941
3 1 1404001 1404001 G T UTR3 ATAD3C NM_001039211:c.¥91G>T . . . 0.054
4 1 5935162 5935162 4 T splicing  NPHP4 NM_001291594:exonl7:c.1282-2T>A . . Mephronophthisi 0.825
5 1 162736463 162736463 C T intronic DDR2 . . . Spondylometaepi .
7] 1 B4875173 B4875173 C T intronic  DMASEZB
7 1 13211293 13211294 TC - intergenic PRAMEF36P;F dist=11566;dist=116902
8 1 11403586 11403596 - AT intergenic UBIAD1;PTCH dist=55105;dist=135639
9 1 105492231 105492231 A ATAAA intergenic LOC1001291:dist=B72538;dist=640085 . . . .
10 1 B7705858 67705953 G A exonic IL23R . nonsynonymous SNY IL23R:NM_144701exon%:c.G1142A:p.R3810 . 0.041
11 2 234183368 234183368 A G exonic ATG1BL1 R nonsynonymous SNY ATGL6L1:NM_198830:exon5:c AMDSG p T137AATGLIELI:NM_O: . 0.457
12 16 50745926 50745926 C T exonic NOD2 . nonsynonymous SNY NOD2:NM_001293557:exon3:c.C2023T:p.RE75W;NOD2:NM_0 Blau syndrome, £ 0.023
13 16 50756540 50756540 G C exonic NOD2 . nonsynonymous SNV NOD2:NM_001293557 exon7:c.G2641C:p.GBE1R;NODZ:NM_O; Blau syndrome, £ 0.009917
14 16 50763778 50763778 - C Exonic NOD2 . frameshift insertion NOD2:NM_001293557:exon10:c.2936dupC:p.L9B0Pfs*2;NOD: Blau syndrome, £ 0.013
15 13 20763686 20763686 G - exonic GIB2 . frameshift deletion  GIB2:NM_004004:exon2:c.35delG:p.G12Vs*2 Bart-Pumphrey s» 0.006038
16 13 20797176 21105944 O - exonic CRYL1;GIBE . frameshift deletion GIBG:NM_001110220:wholegene;GIBE:NM_001110221 whole .
17 8 8887543 BBB7/543 A T exonic ERI1 R stoploss ERIL:MNM_153332:exon7:c.ALO49T:p X350L
18 8 8887539 BEB7539 A T exonic ERI1 . stopgain ERIL:MM_153332exon7 c. ALD45T.p.K349K
19 2 B887536  BBBTS537 AG GATT exonic ERI1 . frameshift substitutic ERIL:NM_153332:exon7:c.1042_1043GATT:p.R348Dfs*2
20 8 B8887540 BBBTS4D G GGAA exonic ERI1 . nonframeshift substit ERIT:NM_153332:exon7:c.1046delinsGGAAp R348_K343insR .
21 5 1295288 1295288 G A upstream TERT dist=126 . . . .
22 chri4 95602958 95602858 A C splicing  DICER1 NM_001271282:exonl:UTRS . . Goiter, multinodt .

POSITION AND EFFECTS ON THE ALTERATION OF DATABASE AND
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SECONDARY ANALYSIS
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DASHBOARD
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