Zapis z AML CELL WORKSHOPu konaného dne 5. 1. 2012
na Interni Hematoonkologické klinice Fakultni nemocnice Brno,
pracovi$té CMBGT, Cernopolni 9, 625 00 Brno

l.
Ugast (abecedné, bez titultl): Cetkovsky (UHKT Praha), Dvofakova (FN Brno), Hardekopf
(Chambon), Horacek (FN Hradec Kralové), JeziSkova (FN Brno), Nekvindova (FN Hradec
Kralové), Pekova (Chambon), Plachy (Chambon), Polivka (FNKV Praha), Prochazkova (FN
Brno), R&cil (FN Brno), Razga (FN Brno), ToSkova (FN Brno), Voglova (FN Hradec Kraloveé),
Vrbecky (FN Hradec Kralové), Zak (FN Hradec Kralové).

Workshop na téma ,AML MRD* zahajil doc. RaCil a pfednesl| Uvodni slovo.

[l
Formou kratkych prezentaci byly pfedstaveny pfistupy jednotlivych pracovist ke sledovani
MRD u AML pacientt, a to z pohledu klinika (indikace, interpretace, 1é€ba molekularniho
relapsu), a poté zpohledu molekularniho biologa (metodologie, material, senzitivita,

mezilaboratorni kontroly). K dané problematice bylo nasledné diskutovano.

V.

Dr. ToSkova predstavila protokol ETAL s cilem najit spoleéné stanovisko k tomuto protokolu.

V.
Zaveéry:

1. Byl sestaven navrh protokolu pro banking AML vzorku (viz. pfiloha 1).

2. Byl sestaven navrh protokolu definice molekularniho relapsu a molekularnich
l[éCebnych odpovédi na inicialni lé¢bu AML a IéCbu molekularniho relapsu (viz.
pfiloha 2) a byl domluven spole€ny postup pfi 1éEbé& molekularniho relapsu (viz
pfiloha 2)

3. Pro potfeby pfisti schizky (pravdépodobny termin konani: kvéten 2012) si jednotlivé
laboratofe domluvily srovnani senzitivit laboratornich metod pro monitorovani MRD u
rutinné pouzivanych molekularnich markerd AML pacientd (formou desitkového
fedéni diagnostického vzorku). Pro u€ely srovnani jsou navrhovany tyto markery:
AML1/ETO, CBFB/MYH11 — typ A, fuzni transkripty MLL genu, NPM1 — mutace A.

Vysledky srovnani senzitivit laboratornich metod budou zaslany ing. Razgovi



(filip.razga@fnbrno.cz) ke zpracovani nejpozdéji do konce dubna 2012. Ing. Razga
provede vzajemné porovnani dat mezi jednotlivymi laboratofemi.
Jednotliva klinicka pracovisté zpracuji literarni data a klinické zkuSenosti s danymi
molekularnimi markery.

4. Padl navrh na dal$i CELL workshopy — FLOW MRD, transplantacni rezimy a jejich
vysledky — AML a lé¢ba relapsu po alo HSCT

5. Stanovisko k protokolu ETAL: protokol bude dale diskutovan vramci jednotlivych
center a stanovisko k protokolu bude sdéleno dodatecné.

VI.
Kontaktni emaily na zu¢astnéné:

petr.cetkovsky@uhkt.cz

ddvorak@fnbrno.cz

dhardekopf@gmail.com

jan.hor@post.cz

ivana.jeziskova@fnbrno.cz

nekvindova@fnhk.cz

pekovas@post.cz

plachy.r@centrum.cz

jinpol@gmail.com

prochazkovaj@fnbrno.cz

zracil@fnbrno.cz

filip.razga@fnbrno.cz

mtoskova@fnbrno.cz

voglova@fnhk.cz
vrbecky@fnhk.cz

zakpavelHK@seznam.cz

VII.

Workshop zakon&il doc. Racil podékovanim vSem pfitomnym za uc€ast a spolupraci.

V Brné dne 6. 1. 2012

Zapsala: JezisSkova
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Pfiloha 1
Navrh protokolu pro banking vzorkiit AML pacientt pro potreby projekti CELL

1.

Uchovani vstupnich vzorkd novych AML pacientu:

Vstupni material Izolovana NK Forma skladovani Minimélr:\;’;nnoistvi
DNA Izolovana DNA 2 ug
PB RNA RNA lyzat 2 ug
BM DNA Izolovana DNA 2 ug
RNA RNA lyzat 2 ug

Uchovavani DNA a RNAlyzata pfi teploté -20°C. Uchovani RNA pfi -70°C.

V pfipadé, kdy laboratof nemuze zajistit minimalni mnozstvi NK pro archivaci, Ize
alternativné pouzit metodu vitalniho zamrazovani bunék (viz. bod. 3) a uchovani

v tekutém dusiku.

Soucasti zaslanych zachytovych odbérl u nového pacienta s AML bude jako dalSi
material ke zpracovani (s cilem vyuzit DNA pro metody next generation sequencing)
odebran kousek nehtu (dodan na sucho v 1,5 ml mikrozkumavce).

Uchovani: pouze shromazdovani mikrozkumavek (bez izolace), mozno skladovat pfi

laboratorni teploté.

Uchovani vSech naslednych odbéri AML pacientl (bez ohledu na to, zda-li byl &i

nebyl v zachytu detekovan pozitivni marker):

Vstupni material Izolovana NK Forma skladovani
PB DNA Vitalné zamrazené
RNA bunky
DNA Vitalné zamrazené
BM
RNA buriky

Uchovavani bunék v tekutém dusiku.

Odbéry vzorkl AML pacientl (bez ohledu na to, zda-li pfi zachytu méli & neméli
pozitivni n&jaky molekularni marker) budou kliniky odebirany a zasilany v téchto
Casovych intervalech:

- poindukci

- po posledni konsolidaci

- po transplantaci (alo i auto — logni) + $tép u autologni transplantace



Lextra vzorek® pfi relapsu béhem lécby
a dale v prabéhu prvniho roku kazdé 2-3 mésice
v pribéhu druhého roku pouze vzorek v pfFipadé relapsu pacienta

(molekularniho &i hematologického)



Pfiloha 2
Navrh definice molekularni odpovédi na Iécbu
1. odpovéd’ na inicialni Ié¢bu — srovnani se vstupni hodnotou pred |éCbou
e kompletni molekularni remise — redukce molekularniho markeru v PK a KD na
hodnotu 0
e parcialni molekularni remise — pokles detekce molekularniho markeru v PK a
KD minimalné o 1 fad
o stable disease” — detekce molekularniho markeru v PK a KD v tom jistém
fadu jako pfi zahajeni terapie
o molekularni progrese — zvySeni hodnot molekularniho markeru v PK nebo KD
minimalné o 1 fad (nutnost konfirmace za 7-14 dni)
2. odpovéd na léébu molekularniho relapsu — srovnani s hodnotou pfi molek. relapsu
e kompletni molekularni remise — redukce molekularniho markeru v PK a KD na
hodnotu 0
e parcialni molekularni remise — pokles detekce molekularniho markeru v PK a
KD minimalné o 1 fad
o stable disease” — detekce molekularniho markeru v PK a KD v tom jistém
fadu jako pfi zahajeni terapie
o molekularni progrese — zvySeni hodnot molekularniho markeru v PK nebo KD

minimalné o 1 fad (nutnost konfirmace za 7-14 dni)

Navrh definice molekularniho relapsu

konfirmované znovu se objeveni molekularniho markeru v PK nebo KD, anebo jeho
10nasobny vzestup u pacientu s perzistentni pozitivitou, a sou€asné negativita KD
v cytologickém, flowcytometrickém (v rozsahu 10®) a cytogenetickém vysetfeni a
nepfitomnost extramedularniho postizeni

Navrh terapie molekularniho relapsu — postup u kazdého pacienta pfisné individualni!
1. netransplantovani pacienti:
- konvenéni chemoterapie (typu ,3+7¢, ,5+2%) s cilem urgentni alogenni HSCT
- low dose cytarabine
- clofarabine
2. transplantovani pacienti
- narazoveé vysazeni imunosupresivni terapie
- podani darcovskych lymfocytl £ chemoterapie

- low dose cytarabine



