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MR4.5 and beyond
a

Compared with baseline levels.

IS, international scale; MCyR, major cytogenetic response; MR4 , molecular response ≥ 4-log reduction; MR4.5,
molecular response ≥ 4.5-log reduction; TKI, tyrosine kinase inhibitor.

Definition of surrogate endpoint (NIH)
biomarker intended to substitute for a clinical endpoint

1012 secondi

31709 anni

1012 mm

106 km

109 cellule

Massa palpabile

108 cellule

Diagnostica radiologica

106 secondi

11.5 giorni

Kim et al, BJH 2013

TKIs discontinuation
A significant difference in the incidence of
stable MR4.5 was observed according to
BCR/ABL1 value at 3 months

40% of patients in deep molecular response maintained this result after IM discontinuation

ELN recommendations 2013
Monitoring during treatment

Conclusions
Monitoring BCR/ABL1 during treatment

Early molecular response (3-months BCR/ABL1 levels)
üearly identification of high risk patients with poor long-term outcome
üit can predict the achievement of MR4.5

Deep molecular response
ümay identify a subset of patients in whom TKIs can be safely
stopped
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Lo sviluppo di Labnet in ematologia: una rete complessa a supporto del SSN

CML

AML

MPN

Altri
sviluppi
futuri

LabNet: Diffusione omogenea e capillare per permettere una analisi standardizzata
per il corretto trattamento e monitoraggio del paziente con LMC
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1) Il centro
spedisce il
campione

CENTER
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Controlli di Qualità LabNet
Analisi quantitativa BCR-ABL mediante real time PCR
Campioni analizzati

Fattore di
Conversione

SOP

(Bland&Altman)

2007

- 48 RNA da Linee cellulari
- 4 RNA da SP pz selezionati. Analisi in triplicato

0,59

2008

- 15 RNA da Linee cellulari
- 4 RNA da SP pz selezionati. Analisi in triplicato

0,59

2009

-15 RNA da SP pz selezionati analizzati in sede
e presso il Centro Coordinatore di TO

1,14

2012

- 4 RNA da Linea cellulare (RNA Reference
Nanogen) a concentrazione scalare
- 8 RNA da SP pz selezionati analizzati in sede e
presso il Centro Coordinatore di TO
Ogni campione retrotrascritto 3 volte e analizzato
6 volte in duplicato

0,96

2013

- 4 RNA da Linea cellulare (Calibratori Asuragen)
a concentrazione scalare
- 4 RNA da SP pz selezionati analizzati in sede e
presso il Centro Coordinatore di TO
Ogni campione retrotrascritto 6 volte e analizzato
6 volte in duplicato

1,26

- 4 RNA da Linea cellulare (RNA Reference
Elitech) a concentrazione scalare
Ogni campione retrotrascritto 7 volte e analizzato
7 volte in duplicato

1,2473

2015

Protocollo per la Standardizzazione della PCR
qualitativa e quantitativa per l’analisi del trascritto
BCR-ABL nel monitoraggio della LMC
(EAC Gabert Leukemia 2003)
Standardizzazione di tutte le fasi preanalitiche (prelievo,
trasporto, trattamento del campione, estrazione RNA,
retrotrascrizione) e analitiche (real time PCR)
Versione 1.0 del 20-10-2011
Cross Best Practice&RCH 2009 - Foroni BJH 2011
Stabilità del Fattore di Conversione
Risposta Molecolare (completa) MR4.0 e MR4.5
Obiettivo: raggiungere una maggior sensibilità
Introduzione RNA di riferimento (materiale secondario).
Versione 2.0 del 06/2014
Definizione Risposta Molecolare a vari gradi di profondità
Obiettivo di implementare il numero di copie di ABL

Versione 2.1 del 03/2015
Revisione Risposta Molecolare (criterio univoco sia per
malattia detectabile che non detectabile) . Linee Guida
Eutos 2015 (Cross Leukemia 2015). Limit of Detection
BCR-ABL: 3 copie (Clin. Chem. 2009)

Analisi quantitativa BCR-ABL mediante real time PCR:
Volumi di attività (LabNet)
Anno

Ematologia
Niguarda

Altri Enti

Totale

2010

346

31+13=44

390

2011

435

55+26=81

516

2012

418

57+34=91

509

2013

506

74+37+1=112

618

2014

487

72+40+1=113

600

2015

542

87+45=132

674

Medicina di precisione e target in oncologia
Un modello di network LabNet GIMEMA
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Lo scenario: mutazioni e mutanti
La Leucemia Mieloide Cronica
Il monitoraggio del paziente con LMC
Le Leucemie Mieloidi Acute
Il ruolo della diagnostica molecolare nelle LAM

Survival&in&AML&by&Time&Period
Era Total Died
1960s 104 103
1970s 530 492
1980s 652 586
1990s 1007 849
2000s 909 560
P <(.001
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Era Total Died
1960s 104 103
1970s 530 492
1980s 652 586
1990s 1007 849
2000s 909 560
P <(.001
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Era Total Died
1960s 39
39
1970s 166 164
1980s 263 259
1990s 495 461
2000s 486 350
P <(.001
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Declining rate of Treatment-Related Mortality in patients with
newly diagnosed AML given intensive chemotherapy

Declining&Rates&of&TreatmentIRelated&Mortality&in&Patients&with&
Newly&Diagnosed&Acute&Myeloid&Leukemia&(AML)&Given&
“Intensive”&Induction&Regimens

Declining&Rates&of&TreatmentIRelated&Mortality&in&Patients&with&
TRM INDUZIONE < 60 aa
20
Newly&Diagnosed&Acute&Myeloid&Leukemia&(AML)&Given&
1995-2005
6.5%
16
“Intensive”&Induction&Regimens
2006-2015
2.5%
20
16

TRM INDUZIONE > 60aa
1995-2005

6.9%

2006-2015

6.1%

TRM CONSOLIDAMENTO

12
8
4
0

Ara-C HD cicli, n.

167

Mortalità

1.2%

Drop out:

19%

12

1996;2000
2001;2005

8

2006;2009
4
0

There&were&no&interactions&between&reduced&TRM&and&age
MDA
SWOG
Emat.3Cardarelli

1996;2000
2001;2005
2006;2009

Tossicità d’organo,
early relapse, altre
complicazioni

There&were&no&interactions&between&reduced&TRM&and&age
MDA
SWOG
Emat.3Cardarelli
Othus&et&al,&ASH,&2012

Othus&et&al,&ASH,&201

Morphologic Diagnosis
it can be easy, it can be tough

1. Flow cytometry
2. The undisputed molecular confirmation

t(15;17) is the Diagnostic Hallmark of AML M3
(J Rowley 1977)

RT-PCR amplification of PML/RARα hybrid

bcr1 (long) transcript
6

bcr2 (variable) transcript
bcr3 (short) transcript

Successful translational approach in&hematology

0406 Trial Results

Lo-Coco et al. NEJM 2013

Core Binding Factor Leukemias
ü Morphology

ASH image bank

ASH image bank

ASH image bank

Seminario Niguarda Cancer Center

Personale

Core Binding Factor Leukemias
ü Clinical characteristics - EML
Personale

ASH image bank
Personale

N.S., 54 y.o. man, AML(M2), t(8;21)-Y,
diagnosis
V.M., 44 y.o. woman, AML(M2), t(8;21)-X,
diagnosis

Seminario Niguarda Cancer Center

CBFL: dati di Outcome

Blood 1998, Blood 2000, Leukemia 2003, Blood 2006, Am J Hemat 2013

AML NMP1mut/FLT3wt: dati di Outcome
RC 96%, RI 48%

Pie&chart&illustrating&the&molecular
Molecular heterogeneity
of AML with NK
Acute heterogeneity&of&cytogenetically&normal&AML
myeloid
leukemia

Properties of most common mutations in AML-NK
NMP1

FLT3-ITD

DNMT3A

IDH1-2

55-60%

25-30%

35-40%

10-15%

AML

AML, MDS,
early T-ALL

AML, MDS,
MPN

AML, MDS,
MPN, T-ALL,
gliomas

GEP

Distinct

No

No

No

Micro-RNA

Distinct

No

No

No (only AML

yes

No

Yes

Frequency
Specifity

Stability

Most features apply to double-CEPBA mut AML (Falini, NEJM 2005)

with R172 IDH2
mut)

Yes (IDH2)

Integration of cytogenetic and molecular
markers to predict outcome in AML

t(15;17)

t(8;21)
NPM mut/ ITD neg
inv(16)
CEBPA biallelic
Other intermediate
Other adverse

FLT3-ITD/ NPM wt

Smith ML, Hills RK & Grimwade D. Blood Rev 2011; 25:39-51.

Use of Molecolar and Cytogenetic Markers for Personalized
Therapy in AML
ATRA and ATO in APL
Risk categorization (NMP1, CBPA, APL, CBFL, KIT)
FLT3 inhibitors in AML with mutated FLT3
IDH1-2 inhibitors in AML with mutated IDH1-2
KIT inhibitors in CBFL
To predict benefit from HD daunorubicin

Gli obiettivi della rete diagnostica
Forte partnership con la comunità scientifica per la CORRETTA DIAGNOSI e
MONITORAGGIO del PAZIENTE ematologico
Istituire una rete di
laboratori
standardizzati per la
diagnostica integrata

Sviluppare
progetti di ricerca
associati alla rete

+

Collaborazione
tra industria e
comunità
scientifica

Lo sviluppo di Labnet in ematologia: una rete complessa a supporto del SSN

CML

AML

MPN

Altri
sviluppi
futuri

Laboratori LabNet AML
Bergamo
Milano

Bologna

Orbassano

Perugia
Roma
Nuoro

Bari
Napoli
Palermo

Flusso Labnet

Registrazione
del centro
clinico sulla
piattaforma
LABnet AML

Assegnazione
del laboratorio
di riferimento

Registrazione
del paziente

Invio
campione

Analisi e
refertazione

Diagnostica di Base
Alterazione
Molecolare

Metodica

Riferimento

PML/RARA (bcr1-2)
PML/RARA (bcr3)
BCR/ABL (p190)
BCR/ABL (p210)
RUNX1/RUNX1T1

RT-PCR o
QRT-PCR

Van Dongen, Leukemia 1999
o Gabert, Leukemia 2003

QLAMP: PML/RARA

CBFb/MYH11
FLT3-ITD
FLT3-D835
Mutazione NPM1

PCR-EC
(cDNA o DNA)

Noguera, Leukemia 2005 o
Thiede, Blood 2002

PCR-RFLP/EC

Thiede, Blood 2002

PCR-EC

Noguera, Leukemia 2005
o Li Lin, Leukemia 2006

(cDNA o DNA)

Prossimi Step

Diagnostica Avanzata
Mutazioni
• Sanger: Kit/D816, Kit/exon8, DNMT3A, IDH1/2, CEBPA,
NRAS/KRAS,
• NGS: RUNX1, TET2, TP53, ASXL1, EZH2
• RT-PCR: MLL-PTD
Traslocazioni rare (RT-PCR)
• DEK/NUP214 t(6;9), MLL/MLLT3 t(9;11), MLL/MLLT4 t(6;11)
Espressione aberrante (QRT-PCR)
• WT1, EVI1

Medicina di precisione e target in oncologia
Un modello di network LabNet GIMEMA
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Lo scenario: mutazioni e mutanti
La Leucemia Mieloide Cronica
Il monitoraggio del paziente con LMC
Le Leucemie Mieloidi Acute
Il ruolo della diagnostica molecolare nelle LAM
Le Sindromi Mieloproliferative Ph- (PV, ET, MF)
Il ruolo della diagnostica molecolare

Mutations in MPN and post MPN-AML

Rischio di evoluzione in AML?
Rischio trombotico?
Associazioni genotipo/fenotipo?
Dosaggio allelico JAK2 (fenotipo MF, rischio evoluzione MF)
mut JAK2 Esone 12 : fenotipo eritrocitosico
MPL (ET, MF): marcata piastrinosi , alterazioni del microcircolo, rischio
trombotico
IPSET score
ASLX1, IDH1-2, DNMT3, p53 (rischio di s-AML)
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Forte partnership con la comunità scientifica per la CORRETTA DIAGNOSI e
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