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Wykaz stosowanych skrotéw

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABL — gen kontrolny ABL

ACC (Accelerated Phase) — faza akceleracji

Allo-BMT (allogeneic Bone Marrow Transplantation) — allogeniczna transplantacja szpiku
kostnego

Auto-PBSCT (autologous Peripheral Blood Stem Cell Transplantation) — autologiczna
transplantacja komoérek macierzystych krwi obwodowe;j

ARA-C — arabinozyd cytozyny

BC (Blast Crisis) — kryza blastyczna

BCR-ABL — gen fuzyjny BCR-ABL

BCR-ABL/ABL — stosunek genu fuzyjnego BCR-ABL do genu kontrolnego ABL

BMT (Bone Marrow Transplantation) - przeszczep szpiku kostnego

BU - Busulfan

CF (Conversion Factor) — czynnik korygujacy

CML (Chronic Myeloid Leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa

CHR (Complete Hematological Remission) — calkowita remisja hematologiczna

CP (Chronic Phase) — faza chroniczna

DNA (deoxiribonukleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

c¢DNA (complementary DNA) — DNA komplementarne

EAC program (Europe Against Cancer Program) — program Europa przeciwko rakowi

ELN (European Leukemia Net) — Europejska Sie¢ Biataczkowa

FISH (Fluorescence in situ Hybridisation) — miejscowa hybrydyzacja fluorescencyjna

HR (Hematologic Response) — remisja hematologiczna

HU (Hydroxyurea) — Hydroksymocznik

INFa (Interferone y) - interferon y

IRIS (International Randomised Study of Interferon versus STI571) — migdzynarodowe
randomizowane badania dotyczace leczenia pacjentéw Interferonem w poréwnaniu do leczenia
Imatinibem

Mini-ICE — schemat chemioterapii: mini - Idarubicyna, Ara-C, Etopozyd

MCR (Major Cytogenetic Response) - wigksza odpowiedZ cytogenetyczna

MMR (Major Molecular Response) — wigksza odpowiedz molekularna

MR (Molecular Remission) — remisja molekularna

mRNA (messenger Ribonucleid Acid) -kwas rybonukleinowy informacyjny



Wykaz stosowanych skrotéw

MRD (Minimal Residual Disease) — minimalna choroba resztkowa

NF-KB (Nuklear Factor kB) - czynnik jadrowy kB

PCR (Polimerase Chain Reaction) — polimerazowa reakcja fancuchowa

Ph - chromosom Philadelphia

RQ-PCR (Real-time Quantitative PCR) - ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym

RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polimerase Chain Reaction) — Reakcja PCR poprzedzona
odwrotna transkrypcja

STAT - kinaza STAT

STIS71 (Signal Transduction Inhibitor) - inhibitor transdukcji sygnatu 571

Jak — kinaza Jak
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1.1. Charakterystyka kliniczna przewleklej bialaczki szpikowej

Przewlekta biataczka szpikowa (CML — Chronic Myeloid Leukemia) powstaje
w wyniku mutacji niezroznicowanych, multipotencjalnych komorek macierzystych szpiku

kostnego. CML jest choroba nabyta i stanowi ok.15% wszystkich biataczek, wystgpuje we



Wstep

wszystkich grupach wiekowych, jednak najczgsciej u os6b pomigdzy 55 a 60 rokiem zycia,
czgstos¢ jej wystgpowania wynosi 1 - 1,5: 100 000 oséb rocznie [1, 2].

Klinicznie CML charakteryzuje si¢ typowym trojfazowym przebiegiem. Choroba ta
najczesciej diagnozowana jest we wstepnej fazie przewlekltej (CP — Chronic Phase), ktorej czas
trwania wynosi $§rednio 3 — 5 lat. Poczatkowo przebiega ona zwykle skapoobjawowo. Do
objawow klinicznych naleza: zmgczenie, utrata apetytu, utrata wagi, zwigkszone pocenie sig.
Jesli wystepuje splenomegalia (powigkszona $ledziona), pacjenci moga odczuwaé dyskomfort w
obrgbie jamy brzusznej. W naturalnym przebiegu choroby dochodzi do progresji przebiegajacej
poprzez fazg akceleracji (AP — Accelerated Phase). Fazg t¢ mozna rozpozna¢ po gwattownym
podwojeniu  leukocytozy, obecnosci wigcej niz  10%  komoérek  blastycznych
w krwi obwodowej lub szpiku kostnym, zwigkszenie liczby plytek krwi >1 000 000/ul czy
pojawienie si¢ dodatkowych aberracji cytogenetycznych Podczas tej fazy, w niektérych
przypadkach moze wystgpowaé goraczka, poty nocne lub powigkszona $ledziona [3].

Obraz kliniczny kryzy blastycznej (BC — Blast Crisis) zblizony jest do ostrej biataczki
1 charakteryzuje si¢ nasilona proliferacja w obrebie jam szpikowych i poza nimi, oporno$cia na
leczenie cytostatyczne oraz ztym rokowaniem [4]. Towarzysza jej zwykle charakterystyczne
objawy: utrata wagi, goraczka oraz bdle kostne. U chorych moze rowniez wystgpowacé obnizone
stezenie hemoglobiny, nawracajace infekcje oraz krwawienia. Podczas kryzy blastycznej
komorki biataczkowe moga nacieka¢ inne tkanki. W obrazie morfologicznym krwi obwodowej

wystepuje zwykle podwyzszona liczba leukocytow (30-100 x 10°/1 lub wiecej) [3].

1.2. Molekularne podloze CML

W 1960 roku wyjasniono podstawowe mechanizmy powstawania przewlektej biataczki
szpikowej. Nowell oraz Hungerford na tamach Science opublikowali odkrycie, ze u chorych na
CML wystepuje charakterystyczna aberracja chromosomalna tzw. chromosom Philadelphia
(Ph’) [5]. Dzi§ wiadomo, ze ta charakterystyczna anomalia chromosomowa wystepuje
w komorkach macierzystych uktadu hematopoetycznego u 95% chorych na CML. W 1973 roku,
Janett Rowley dzigki zastosowaniu techniki prazkowej identyfikacji chromosomow wykazata, ze
chromosom ten powstaje w wyniku wzajemnej translokacji pomiedzy dlugimi ramionami
chromosomow 9 oraz 22 pary - t(9;22) (q34;q11) [6]. Molekularnym ekwiwalentem chromosomu
Ph jest gen fuzyjny BCR-ABL powstajacy z polaczenia konca 5° genu BCR zlokalizowanego na
chromosomie 22 (22qll) oraz prawie cala kodujaca sekwencja protoonkogenu ABL z
chromosomu 9 (9q34) [7] (Rycina 1.1).
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Rycina 1.1. Schemat przedstawiajacy powstawanie genu BCR-ABL

Gen BCR-ABL koduje bialko enzymatyczne obdarzone patologicznie wysoka aktywnoscia
kinazy tyrozynowej [4]. W eksperymentach na zwierz¢tach udowodniono istotng
patofizjologiczna rol¢ powyzszego biatka w powstawaniu i1 rozwoju przewlektej biataczki
szpikowej. U wigkszosci pacjentow miejsca polaczenia genu ABL z genem BCR rdznia si¢ ze
wzgledu na mozliwe trzy regiony pgkania genu BCR (Breakpoint Cluster Region):

a) M-ber (major breakpoint cluster region) - region ulokowany pomiedzy 12 1 16 egzonem (bl
do b5) o wielkosci 5.8 pz (par zasad). W wyniku fuzji tych miejsc z duzym intronem lezacym
pomigdzy egzonem 1b i 2 (a2) genu ABL powstaje mRNA kodujace biatko o masie 210kDa
(p210B*4BL) U wigkszo$ci pacjentow cierpiacych na CML regiony te skladaja sie¢ na
transkrypt b2a2 (40%) lub b3a2 (55%). U 5% przypadkdw, w wyniku alternatywnego
sktadania RNA moga powstawac¢ rownoczesnie obie formy tego biatka [8]. Wystgpowanie
jednego badz drugiego typu translokacji nie ma znaczenia prognostycznego [9].

b) m-ber (minor breakpoint cluster region) - sekwencja o wielko$ci 55 pz lezaca pomigdzy
dwoma egzonami alternatywnymi i egzonem 2. W przypadku m-bcr, gen fuzyjny powstaje w
wyniku polaczenia pierwszego egzonu (el) genu BCR z egzonem drugim (a2) genu ABL.
Koduje on biatko o masie 190 kDa (p190®®*“BY) rzadko wystepujace u pacjentow z CML,

11
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natomiast wystgpuje u 60% pacjentdéw cierpiacych na ostra bialaczke limfoblastyczna
z obecnym chromosomem Ph’ (ALL Ph+) [8].

c) u-ber (micro breakpoint cluster region) umiejscowiony jest pomigdzy egzonem 19 1 20 genu
BCR. W wyniku fuzji egzonu 19 (c3) z egzonem 2 genu ABL powstaje mRNA kodujace duze
biatko o masie 230 kDa (p2305%*45L) wystepujace jednak stosunkowo rzadko [8].
Sporadycznie, u pacjentow z CML sekwencje BCR tacza si¢ z egzonem a3 zamiast a2 genu

ABL [10]. Wszystkie powyzsze biatka wykazuja aktywnos¢ kinaz tyrozynowych - enzyméw

odpowiedzialnych za kontrolg sygnatu transdukcji zalezna od cytokin. Ich zwigkszona ekspresja

prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komorek hematopoetycznych, uniezaleznienia ich
wzrostu od obecnosci cytokin, zahamowania procesu apoptozy

1 roznicowania oraz powoduje powstawanie anomalii w cytoszkielecie [11].

1.3. Szlaki sygnalowe Kkinazy tyrozynowej

Biatko fuzyjne p2105®4B- posiada szereg domen, z ktdrych najwazniejsza jest domena
wykazujaca aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Kinaza tyrozynowa kodowana przez homolog 1
SRC domeny ABL pehi kluczowa rolg w transformacji nowotworowej [12]. Inne domeny
pelniace wazne funkcje to: SH2 - odpowiedzialna za interakcj¢ biatko-biatko oraz domena
zlokalizowana w czg$ci C-konca wchodzaca w interakcje z aktyna. W domenie pochodzacej od
biatlka BCR najwazniejsza funkcje petnia: fragment skr¢t — skret kodowany przez pierwszy
egzon genu BCR odpowiedzialny za dimeryzacje biatka nowotworowego; tyrozyna w lezaca
pozycji 177 peliaca kluczowa rolg w przytaczaniu bialek adaptorowych (jak biatko taczace si¢ z
receptorem czynnika wzrostu), fosfoseryna oraz fosfotreonina zlokalizowane przy N-koncu
odpowiedzialne za interakcje z biatkami (w tym réwniez z biatkiem ABL) zawierajacymi
element SH2 [7]. W komorkach z translokacja nowotworowa obserwuje si¢ aktywacje biatek
nalezacych do S$ciezek sygnalowych réznych efektorow RAS, RAC, RAF-1, PI-3k/Akt,
MAPK/ERK, biatek SAPK/JNK aktywowanych pod wptywem mitogenow, czynnika jadrowego
kB (NFkB) oraz transduktorow sygnatu i aktywatorow transkrypcji STAT [13]. Wigkszo$¢ tych
interakcji przebiega na drodze fosforylacji tyrozyny i wymaga przytaczenia kinazy BCR-ABL do
biatek adaptorowych takich jak GRB-2, DOK, CRK, CRKL, SHC oraz CBL. Liste innych biatek
substratowych dla kinazy BCR-ABL przedstawiono w tabeli 1.1 [12].

Tabela 1.1. Biatka substratowe dla kinazy BCR-ABL [12]

NAZWA BIALKA PELNIONA FUNKCJA

Bialko taczace si¢ z receptorem dla czynnika wzrostu Biatko adaptorowe
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(GRB-2)
DOK Biatko adaptorowe
CRK Biatko adaptorowe

SHC - Biatko zawierajace homologi SRC

Biatko adaptorowe

Talina

Cytoszkielet i blona komorkowa

Paksylina Cytoszkielet i blona komorkowa
FAK Cytoszkielet i blona komorkowa
FES Roéznicowanie mieloidalne

RAS — biatko aktywujace GTPaze¢

GTPasa RAS

Fosfolipaza C-y (PLC-y)

Fosfolipaza

GCKR

Kinaza serynowo-treoninowa

Kinaza fosfatydyloinozytolu 3

Kinaza serynowa

Biatko wchodzace w inrterakcje z ABL (1 oraz 2)

Supresja nowotworowa

Syp

Fosfataza cytoplazmatyczna

Inozytol 5’ fosfataza zawierajaca SH2 (SHIP1, SHIP2)

Fosfataza cytoplazmatyczna

BAP-1

Biatko 14-3-3

VAV

Réznicowanie hematopoetyczne

Biatka
cytoszkieletu

STAT1-
STAT5

O

Jadro komérkowe '

Mitochondrium

Rycina 1.2. Szlaki transdukcji sygnatu poprzez kinazg BCR-ABL [12]
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1.3.1. Zmiany w cytoszkielecie oraz adhezji komorkowej

Patologiczna kinaza BCR-ABL oddzialuje z cytoszkieletem komodrkowym poprzez
aktynowa domeng przy C-koncu kinazy ABL. Wiele biatek strukturalnych oraz enzymatycznych
taczacych si¢ ze szkieletem aktynowym i kompleksami adhezyjnymi wchodzi w interakcj¢ lub sa
substratami dla kinazy BCR-ABL. Sa to bialka takie jak paksylina, vinkulina, tensyna, kinaza
p125 FAK, p210 CBL, cCRK, oraz CRK-L. Ponadto, w proces ten zaangazowane jest tez biatko
z rodziny GTPaz Rho, RACI. Wszystkie wymienione interakcje prowadza do zahamowania

adhezji komorek CML do komorek podscieliska w szpiku kostnym [14].

1.3.2. Sygnaly proliferacyjne

Ekspresja kinazy BCR-ABL w komoérkach hematopoetycznych prowadzi do ich
niekontrolowanego wzrostu i przezycia bez wymaganych czynnikow wzrostu. Droga PI-3k/Akt
jest kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost komorek CML a jej aktywacja jest
niezbedna w procesie proliferacji komérek Ph+ [14]. Wiele jest mechanizméw tej aktywacji ze
wzgledu na mnogo$¢ interakcji tej drogi przekaZznictwa sygnatéw z kinaza tyrozynowa BCR-
ABL poprzez wiele domen. Moze ona przebiega¢ przede wszystkim poprzez domeng SH2 biatka
p85 oraz domeng¢ SH3 kinazy 1 region bogaty w proling biatka p85 a takze poprzez inne biatka
takie jak RAS, SHC, CRKL, GRB-2, GAP lub c-CBL, ktéore moga réwniez wptywaé na
aktywacj¢ PI-3k. Raz zaktywowana kinaza PI-3 moze pociaga¢ za soba wiele zdarzen

powstatych na drodze aktywacji kinazy Akt [15].

1.3.3. Sygnaly antyapoptotyczne

Do $ciezek zaangazowanych w przekaz sygnatu apoptotycznego pochodzacego od kinazy
BCR-ABL naleza PI-3/Akt, STATS oraz NFxB [16]. Ponadto, BCR-ABL wywotuje przedtuzona
aktywacje punktu kontrolnego w fazie G2 cyklu komodrkowego poprzez utrzymywanie
fosforylacji biatka CDC2, co prowadzi do zahamowania procesu apoptozy [14]. Kinaza BCR-
ABL oddziatuje na antyapoptotyczne biatka Bcl-x. oraz Bcl-2, a takze na proapoptotyczne biatko
Bad. Zahamowanie apoptotycznego szlaku zaleznego od biatka STATS przebiega poprzez
domen¢ SH2 oraz SH3 kinazy BCR-ABL co prowadzi do podwyzszonej ekspres;ji
antyapoptotycznego biatka Bcl-xy [13, 17]. Z kolei, kinaza serynowo-treoninowa Akt
aktywowana poprzez BCR-ABL, moze prowadzi¢ do fosforylacji oraz aktywacji biatka Bad,
ktore utrzymywane jest w kompleksie z biatkiem 14-3-3 z dala od mitochondrium. To z kolei
moze zapobiega¢ uwolnieniu cytochromu ¢ z mitochondrium i aktywowacé kaspaze 3 [12].

Antyapoptotyczne dziatanie czynnika jadrowego kB aktywowanego przez kinaz¢ BCR-ABL
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przebiega natomiast na drodze jego nasilonej translokacji do jadra komodrkowego i regulacji

transkrypcji genow [18].

1.4. Mozliwosci lecznicze chorych na CML

1.4.1. Allogeniczne przeszczepienie komorek hematopoetycznych

Powodzenie terapii u chorych na CML =zalezy od stopnia redukcji wielko$ci klonu
biataczkowego. Szans¢ znacznego przedluzenia zycia oraz trwatego wyleczenia z przewleklej
biataczki szpikowej stwarza allogeniczne przeszczepienie komoérek hematopoetycznych (allo-
HSCT). Tego typu leczenie stosowane jest jedynie u ok. 30% chorych na CML, zwykle
pacjentow mtodych (do 35 roku zycia) dla ktérych mozliwe jest znalezienie zgodnego
w glownym uktadzie antygenow tkankowych (HLA) dawcy rodzinnego. Pozostata czg$¢ chorych
ma szans¢ znalezienia zgodnego w HLA dawcy niespokrewnionego, jednak mozliwo$¢ taka
istnieje rowniez tylko dla ok. 30% pacjentow. Metoda przeszczepiania komorek
hematopoetycznych mimo ciaglych udoskonalen zwiazana jest wciaz z wysoka $miertelno$cia
siggajaca 20-30% oraz wysokim ryzykiem powiklan i nie znajduje zastosowania w grupie

starszych chorych [19].

1.4.2. Leczenie cytoredukcyjne

W leczeniu cytoredukcyjnym stosuje si¢ busulfan i hydroksykarbamid. Doprowadzaja
one do unormowania parametréw krwi obwodowej jednak nie powoduja usunigcia klonu

komorek Ph+ a tym samym nie wptywaja na przebieg choroby oraz na dtugos¢ przezycia [20].

1.4.3. Terapia interferonem

Istnieje kilka mozliwosci leczenia farmakologicznego (zachowawczego) CML. Nalezy do
nich migdzy innymi terapia interferonem alfa (IFNa). Dzialanie antyproliferacyjne tego leku
polega na wydhuzaniu cyklu komérkowego poprzez hamowanie syntetazy 2’-5’-oligoadenylowe;j
i modulacj¢ onkogenéw takich jak c-fos, c-myc oraz h-ras [21]. IFNa powoduje takze
zmniejszenie stgzenia metabolitow niezbednych do podziatéw komoédrkowych. IFNa stymuluje
takze wytwarzanie przeciwcial powodujacych liz¢ komoérek nowotworowych, zwigksza ekspresje
niektorych antygendéw na powierzchni komorek, co utatwia ich rozpoznawanie i niszczenie przez
limfocyty cytotoksyczne [22]. OdpowiedZ cytogenetyczna uzyskana w trakcie tego leczenia

koreluje z dtugoscia przezycia 1 moze by¢ uwazana za czynnik prognostyczny [3].
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1.4.4. Terapia imatinibem

W ostatnich latach nastapit istotny przelom w leczeniu farmakologicznym przewleklej
biataczki szpikowej. Pojawila si¢ bowiem mozliwos¢ leczenia pacjentow przy pomocy leku
dziatajacego selektywnie 1 kompetytywnie na patologiczna kinaz¢ tyrozynowa BCR-ABL.
Imatinib (Glivec™) ma zdolno$¢ blokowania miejsca aktywnego wszystkich poznanych odmian
kinazy = BCR-ABL.  Wspolzawodniczcy on z  ATP  (adenozynotrifosforan)

0 miejsce wigzania w specyficznym miejscu domeny kinazy, hamujac fosforylacje biatka
ber-abl. Uniemozliwia to jej interakcje z biatkami substratowymi przekazujacymi sygnat
proliferacyjny do jadra komoérkowego i wywoluje apoptoze komorek biataczkowych. IFNa
i Imatinib sa w stanie wplynaé na naturalny przebieg choroby, poniewaz obnizaja ilos¢ komoérek

biataczkowych [3].

Aktywnosc¢ kinazy tyrozynowej STI 571 blokuje czynnosé
nieprawidtowego biatka chimerowego biatka chimerowego BCR-ABL
(onkoproteiny) BCR-ABL

substrat

fosfataza,,

P

tyrozyna

Rycina 1.3. Schemat dziatania Imatinibu [23]

Zastosowanie Imatinibu wskazane jest w leczeniu $wiezo rozpoznanej biataczki
szpikowej z chromosomem Philadelphia u pacjentow, ktoérzy z roznych powoddéw nie sa
kwalifikowani do zabiegu allogenicznej transplantacji szpiku, u pacjentow w fazie przewlektej
opornej na leczenie IFNa lub w bardziej zaawansowanych fazach choroby. Celem leczenia
Imatinibem jest uzyskanie catkowitej remisji cytogenetycznej (CCR — Complete Cytogenetic

Remission), obserwuje si¢ takze remisje na poziomie molekularnym. W zwiazku z tym w
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ostatnich latach niezwykle istotnego znaczenia nabralo zagadnienie odpowiedniego

monitorowania przebiegu leczenia CML tym lekiem.

1.5. Metody stosowane w diagnostyce oraz monitorowaniu choroby

resztkowej w CML

Wiasciwe monitorowanie leczenia polega m.in. na wykonywaniu w odpowiednim czasie
badan morfologicznych krwi, badan cytogenetycznych oraz molekularnych.

Podstawowym badaniem wykonywanym u chorych na CML jest badanie kliniczne,
morfologiczne krwi obwodowej, preparat szpiku kostnego, okreslenie aktywnos$ci fosfatazy
alkalicznej granulocytow oraz na badaniu cytogenetycznym i molekularnym [2, 24]. Badanie
cytogenetyczne komorek szpiku kostnego pozwala stwierdzi¢ obecnos¢ chromosomu Ph wsrod
jednej na 10> komorek zdrowych, jego ogromng zaleta jest mozliwos¢ wykrycia dodatkowych
aberracji chromosomowych takich jak trisomia 8, izochromosom i(17), trisomia 19, dodatkowy
chromosom Ph’ mogacych wystepowaé de novo lub pojawia¢ si¢ w trakcie prowadzonego
leczenia — tzw. ewolucji klonalnej bedacej jedna z przyczyn powstawania opornosci na Imatinib.
Wada badania cytogenetycznego jest jednak brak mozliwosci wykrycia Pk’ u 10% chorych na
CML - np. w przypadku gdy rearanzacja dotyczy matego regionu niewykrywalnego rutynowa
technika badania cytogenetycznego lub gdy po powstaniu klasycznego chromosomu Ph’
dochodzi do kolejnej translokacji prowadzacej do rekonstrukcji prawidtowo wygladajacego
chromosomu 22. W metodzie tej istnieja takze nieudane proby uzyskania odpowiedniego
materiatu spowodowane brakiem komoérek dzielacych si¢ (przyczyna moze by¢ prowadzone
leczenie, mata ilo$§¢ pobranego materiatu lub pobranie szpiku zawierajacego duza ilos¢ krwi
obwodowej). Problemy moga by¢ takze spowodowane uzyskaniem matej liczby metafaz
(optymalna liczba wynosi od 10-30). Badanie cytogenetyczne charakteryzuje si¢ takze niska
czutoscia - nie jest w stanie wykry¢ resztkowej populacji komorek Ph+ w szpiku ktora wynosi
<4-5% dzielacych si¢ komorek, a takze nie przedstawia zmian w ilo$ci patologicznego klonu
[24].

Do oceny MRD (minimalnej choroby resztkowej) stosuje si¢ takze rdzne inne
zaawansowane techniki takie jak FISH (Fluorescence in Situ Hybridisation — miejscowa
hybrydyzacja fluorescencyjna) — procedura ta jest jednak bardzo pracochionna a i tak udaje si¢
oceni¢ 20-25 % komorek. FISH pozwala na analiz¢ komoérek zar6wno w metafazie jak
1 niedzielacych si¢. Metoda jest szybka, pozwala na analiz¢ wigkszej ilosci komorek niz
w badaniu cytogenetycznym 1 cechuje si¢ duza wiarygodnoscia w ocenie odpowiedzi

cytogenetycznej chorych na CML. Do wad tej techniki nalezy zaliczy¢ odsetek wynikow
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falszywie pozytywnych sigegajacy prawie 10%. Badanie to nie jest przydatne w przypadku, gdy
chromosom P/’ wystgpuje w mniej niz 10% dzielacych si¢ komorek [25].

Technika Southern Blot pozwala na doktadne okreslenie punktu peknigcia produktu
fuzyjnego DNA oraz technika Nothern Blot 1 RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase
Chain Reaction) pozwalajace na wykrycie transkryptu BCR-ABL na poziomie RNA. Biatko p210
mozna wykry¢ uzywajac przeciwcial przeciwko N-koncowi BCR 1 C-koncowi ABL
w analizie immunoporecypitacji lub Western Blot.

Jedna z technik biologii molekularnej wykorzystywanych w diagnostyce CML jest
metoda RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polimerase Chain Reaction — polimerazowa reakcja
tancuchowa oparta na odwrotnej transkrypcji) umozliwiajaca wykrycie obecnosci lub braku
aberracji BCR-ABL na poziomie RNA w jednej na 10* — 10° komorek prawidtowych i jest czulsza
od innych technik co najmniej 4 razy. Jest to metoda oparta na amplifikacji kwaséw
nukleinowych. RT-PCR pozwala na szybka i specyficzna detekcj¢ roznych translokacji oraz
precyzyjne okreslenie jej typow. Jest to reakcja dwustopniowa co sprawia, ze jest najczulsza
metoda wykorzystywana do monitorowania minimalnej choroby resztkowej (MRD — Minimal
Residual Disease) w toku leczenia CML [26]. Jej dodatkowa zaleta jest to, iz materiatem
niezbednym do uzyskania wyniku stanowi krew obwodowa pacjenta. RT-PCR jest jednak testem
jakosciowym i nie pozwala na doktadne ustalenie ilosci transkryptu badanego genu. Przetrwanie
komorek z translokacja BCR-ABL wykrywanych na tym poziomie czulo$ci niekoniecznie
swiadczy o zagrazajacej progresji choroby. Z tego powodu poszukiwano techniki dajacej
mozliwo$¢ czulego 1 precyzyjnego okreslania iloSci transkryptu m.in. genu BCR-ABL, co
odzwierciedlatoby wielkos$¢ klonu komérek biataczkowych [27].

W ostatnich latach pojawila si¢ najnowoczesniejsza technika RQ-PCR (Real-time
Quantitative PCR - llosciowa PCR w czasie rzeczywistym). Nowoczesne aparaty umozliwiaja
bardzo dokladny pomiar iloSci powielanej matrycy w czasie rzeczywistym w ciagu
kilkudziesigciu minut. Doktadna i szybka informacja o poziomie MRD pozwala na:

e szybka decyzj¢ o modyfikacji leczenia (zwigkszenie dawki stosowanego leku,
przeszczep, terapie innowacyjne),
e mozliwosci zmniejszenia toksycznych efektow leczenia poprzez redukcje jego
intensywnosci u pacjentoéw dobrze odpowiadajacych na terapie,
e monitorowanie leczenia pacjentéw przed i po przeszczepie szpiku kostnego oraz oceng
czystosci przeszczepu w przypadku przeszczepu autologicznego.
Monitorowanie MRD powinno by¢ ujednolicone oraz odniesione do zastosowanego protokotu

leczenia, zrédta materiatu, typu choroby biataczkowej jak rowniez momentu terapii [28].
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Tabela 1.2. Testy stuzace diagnozowaniu i monitorowaniu leczenia u pacjentow chorych na

CML [29, 30]

Parametr Cytogenetyka FISH RQ-PCR RT-PCR

klasyczna
Liczba analizowanych 10 000 - 10 000 -
15-25 100-200

komadrek 100 000 100 000
Czutos( 10" - 10 10"-10% | 10*-10" 10°
Wyniki fatszywie
pozytywne lub tak hie nie hie
negatywne
Mozliwos¢ $ledzenia
zmian ilosci nie hie tak hie
transkryptu

1.5.1. Sposoby wyrazania odpowiedzi na terapi¢ u chorych na CML

Odpowiedz na terapi¢ wyraza si¢ w trzech kategoriach: odpowiedZz hematologiczna,
cytogenetyczna oraz molekularna. Pelna remisja hematologiczna (CHR — Complete
Hematological Remission) oznacza brak objawow przewlektej biataczki szpikowej, powrdt do
prawidtowych parametréw morfologicznych krwi oraz prawidlowy rozmaz szpiku kostnego.
OdpowiedZ cytogenetyczna oznacza brak obecnosci chromosomu Philadelphia w 1-35%

analizowanych metafaz.

19



Wstep

Catkowita odpowiedz molekularna oznacza brak mozliwosci wykrycia transkryptu BCR-
ABL technika RT-PCR. Wigksza odpowiedz molekularna to >3 log redukcja transkryptu BCR-
ABL w stosunku do poziomu referencyjnego ustalonego na podstawie badania technika RQ-PCR

materiatu pobranego w chwili diagnozy.

Tabela 1.3. Kryteria remisji cytogenetycznej [4, 20]

Remisja cytogenetyczna | Odsetek Komdrek PH+w szpiku kostnym
Catkowita 0
Wieksza 1-35
Mniejsza 36-95
Brak >95

Tabela 1.4. Kryteria remisji molekularnej [4, 20]

CALKOWITA REMISJA BRAK TRANSKRYPTU BCR-ABL W TESCIE RT-
MOLEKULARNA PCR
Wieksza odpowiedz > 3 log redukcja transkryptu BCR-ABL w stosunku
molekularna do poziomu wyjsciowego w tescie RQ-PCR

1.5.2. Technika RQ-PCR

Monitorowanie minimalnej choroby resztkowej ma ogromne znaczenie kliniczne,
poniewaz umozliwia szybka reakcje na pojawiajace si¢ sygnaly mogace $wiadczyc
o niepowodzeniu leczenia.

W ostatnich latach do oceny MRD zastosowano nowoczesna technike RQ-PCR (Real-
time Quantitative PCR - ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym). RQ-PCR oparta
o technologi¢ TaqgMan jest metoda stuzaca badaniu ekspresji gendéw. Technika ta pozwala
niezwykle precyzyjnie okre§li¢ poziom ekspresji genu lub innej badanej sekwencji
oligonukleotydowej. Ze wzgledu na zastosowanie sondy molekularnej, metodg t¢ cechuje bardzo
wysoka specyficznos¢ i czutosé, a polaczenie etapu amplifikacji i detekcji produktu pozwala nie
tylko na oszczedno$¢ czasu, ale co wazniejsze wielokrotnie obniza ryzyko uzyskania wyniku

falszywie pozytywnego jako rezultatu kontaminacji. Ponadto, technika ta uwazana jest za
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niezwykle specyficzne, wiarygodne oraz wygodne narzedzie sluzace iloSciowemu pomiarowi
poziomu MRD w schorzeniach hematologicznych [10].

RQ-PCR pozwala na poréwnywanie wynikéw wsrdd wielu laboratoriow a co za tym idzie
na standaryzacje metodologii [26].

Wzrost ekspresji badanego genu, a co za tym idzie wykrycie nawrotu molekularnego
uzyskane ta technika dzigki jej wysokiej czutos$ci pozwala na wykrycie nawrotu choroby na wiele
miesi¢cy (Srednio 6 miesigcy) przed pojawieniem si¢ proliferujacego klonu biataczkowego w
badaniu klasycznej cytogenetyki 1 badaniu cytologicznym szpiku oraz innych cech klinicznych

nawrotu hematologicznego [29].
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CELE PRACY



Cele pracy

2.1. Opracowanie i wdrozenie metody RQ-PCR dla analizy ilosciowej ekspresji genu

BCR-ABL

2.2. Przebadanie 60 pacjentow Kliniki Hematologii CMUJ chorujacych na CML
i monitorowanie choroby resztkowej przy pomocy techniki RQ-PCR u chorych
poddanych leczeniu inhibitorem kinazy tyrozynowej (Imatinib, Glivec) lub
transplantacji komorek hematopoetycznych

2.3. Korelacja wynikow badania technika RQ-PCR z przebiegiem klinicznym CML

2.4. Ocena przydatnosci metody RQ-PCR zastosowanej do oceny ilosciowej ekspresji

genu BCR-ABL dla prognozowania przebiegu CML
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Materiaty i metody

3. 1. Charakterystyka grupy badanej

Do badan zakwalifikowano pacjentow z rozpoznaniem przewlektej biataczki szpikowe;.
Rozpoznanie CML ustalano na podstawie wynikéw badan klinicznych, cytologicznych,
cytogenetycznych oraz molekularnych. Wszystkich pacjentow leczono
w Katedrze 1 Klinice Hematologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie w latach 1998 - 2007. W niniejszej pracy wykorzystano wyniki badan
molekularnych wykonanych w Pracowni Diagnostyki Molekularnej Kliniki Hematologii CMUIJ

w Krakowie.

3.1.1. Liczebno$¢ grupy i kryteria wlaczenia

Badaniami objgto 60 pacjentow Katedry 1 Kliniki Hematologii Collegium Medicum UJ
chorujacych na CML z obecna aberracja BCR-ABL stwierdzona badaniem RT-PCR. Mediana
wieku wynosita 50 lat, srednia wieku wynosita 51,1 lat, rozktad pici 39 K/21 M (Aneks -Tabela
3.1). Probki szpiku kostnego pobierano w chwili diagnozy oraz w odstgpach $rednio

trzymiesigcznych w celu monitorowania kinetyki choroby resztkowej technika RQ-PCR.

Rozktad stosowanych terapii

Imatinib,
nastepnie inne;
8:13%

=

Inne, nastepnie
Imatinib; 27;
45%

Imatinib; 25;
42%

Rycina 3.1. Rozklad liczbowy (procentowy) stosowanych terapii w badanej grupie pacjentow
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3.2. Narzedzia badawcze

3.2.1. Odczynniki

PBS (Biomem, Lublin, Polska)

Histopaque (1,077 g/cm? ; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Chlorek amonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Chloroform (MB Biomedicals, Ohio, USA)

Alkohol izopropylowy (MB Biomedicals, Ohio, USA)

Alkohol etylowy (POCh, Gliwice, Polska)

Woda wolna od RNaz (Promega, Madison, USA)

Woda do iniekcji (Aqua pro injectione; B. Braun, Barcelona, Hiszpania)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji Superscript™ II (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Inhibitor RNaz RNaseOUT™ (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Startery — random heksametry (Promega, Madison, USA)

Zestaw Polimeraza Fast Start Taq (Roche, Penzberg, Germany)

Nukleotydy (ANTP) (Promega, Madison, USA)

Startery (TIB Molbiol, Poznan, Polska)

Sondy znakowane fluorescencyjnie (Applied Biosystems, Foster City, USA)

TagMan Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Plazmid - FusionQuant Standards (Control and Fusion Gene Standards for Real-Time
Quantitative RQ-PCR Analysis of Fusion Gene Expression; Ipsogen, Marseille, France).
Agaroza MP (multi purpose agarose; Roche, Penzberg, Germany)

Bufor obciazajacy GLB (gel loading buffer): 25% Ficoll 400, 10mM EDTA, 0,01%
btekit bromofenolowy, 0,01% ksylenocyanol FF.

Standard masowy wielkosci DNA XIII (Roche, Penzberg, Germany)

Standard masowy wielkosci DNA 50 bp Ladder (Roche, Penzberg, Germany)

Bromek etydyny (roztwor 1 mg/ml w PBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Bufor TAE (0,9 m. TrisHCI pH 8,2; 0,9 M. kwas borowy, 25 mM EDTA)

3.2.2. Aparatura

ABIPRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
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e Termocykler PTC-220 DNA Engine DYAD (MJ Reasearch, Ramsey, USA)
e Spektrofotometr GENESYS-2 (Thermospectronic, Chicago, USA)

e  Wirowki (SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Germany)
e Aparat do elektroforezy (BIO-RAD, Hercules, USA)

e Kamera do dokumentacji zeli agarozowych (Kodak, Rochester, USA)

e Transluminator (Vilber Lourmat, Torcy, France)

e Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Germany)

3.3. Metodyka

3.3.1. Izolacja komorek jednojadrzastych ze szpiku kostnego

Analizg przeprowadzano na komoérkach jednojadrzastych izolowanych ze szpiku
kostnego pobieranego od pacjentow chorych na CML leczonych w Katedrze 1 Klinice
Hematologii CMUJ w Krakowie.

3-5 ml szpiku kostnego pobierano do probowek typu Monovette (Sarstedt)
zawierajacych izocytrynian sodowy (st¢zenie 0,01M.). Szpik kostny rozcienczano zbuforowana
sola fizjologiczna (PBS) w stosunku 1:1. Rozcienczony szpik nawarstwiano na 2 ml Histopaque
1 wirowano (30 minut, 400 x g, 20°C). Zebrane komorki, ktore po wirowaniu znajdowaty si¢ na
granicy faz 1 odpowiadaty frakcji PBL (limfocyty 1 monocyty) ptukano
w PBS a nastgpnie w przypadku obecno$ci erytrocytow, komorki lizowano w roztworze
chlorku amonu przez 10 minut w 4°C. Nastepnie komodrki ptukano dwukrotnie w PBS
i liczono w komorze Burkera. 1 x 10 ¢ wyizolowanych komorek zawieszano w 1 ml odczynnika
do izolacji RNA (TRIzol) przepuszczajac lizat wielokrotnie przez igle strzykawkowa w celu

calkowitej solubilizacji komorek. Tak przygotowany material zamrazano w temp. -20°C.

3.3.2. Izolacja RNA
Catkowity RNA z komoérek (1 x 10°) izolowano z TRizolu zgodnie z procedura

dostarczona przez producenta. Suche osady rozpuszczano w 30 ul wody wolnej od RNaz.

3.3.3. Spektrofotometryczny pomiar RNA

Stgzenie 1 czysto$§¢ uzyskanych probek oznaczano mierzac ich absorbancjg

w $wietle ultrafioletowym przy dtugosci fali 260, 280 1 320 nm.
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4 ul wyizolowanego RNA rozpuszczano w 1 ml wody a nastgpnie przeprowadzano
pomiar spektrofotometryczny uzyskujac ilo§¢ ng RNA w jednym 1 pl badanej probki (wartosé
OD). Warto$§¢ R (Ax/Ax0) zawierala si¢ pomiedzy 1,7 — 2,2. Tak przygotowane RNA

przechowywano w temperaturze -80°C.

3.3.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza cDNA)

Reakcjg odwrotnej transkrypcji prowadzono w objgtosci 10ul. Probki RNA zawierajace
500 ng catkowitego RNA przenoszono do probowek typu Biosphera 0,2 ml (Sarstedt) i
ogrzewano z mieszaning starterow w temp. 70°C przez 10 minut i natychmiast chtodzono w

lodzie. Nastgpnie dodawano 7,5ul mieszaniny RT-mix (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Sktad mieszaniny reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik Stezenie | Objetos¢ [ul]
Odwrotna transkryptaza SuperScript ™ 11 200 U/ul 1,0
Bufor FSB 4,0

(First Strand Buffer; 250 mM TrisHCI pH 8,3, 375 mM
KCL, 15mM MgCl, )

Random heksamery (pdN6) 100 mM 5,0
Mieszanina nukleotydow 25 mM 0,8
Inhibitor rybonukleaz 20 U/ul 0,5
DTT 0,1 M 2,0
Woda wolna od RNaz 5,7

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze DYAD w temperaturze
42°C przez 45 minut. Nastgpnie mieszaning reakcyjna ogrzewano w temperaturze 99°C przez 3
minuty w celu denaturacji odwrotnej transkryptazy i chtodzono w lodzie.
Kazda probke rozcienczano woda wolna od RNaz w stosunku 2:3, a nast¢pnie przechowywano

w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

3.3.5. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR) (analiza jakoSciowa)

Technika PCR pozwala na powielenie matrycy DNA podczas wielu cykli reakcji
wykorzystujacej startery flankujace okreslony badany odcinek DNA, oraz termostabilnej
polimerazy. Warunkiem przeprowadzenia takiej syntezy jest znajomo$¢ sekwencji otaczajacej
powielany fragment, tak aby mozna byto syntetyzowa¢ komplementarne startery o dtugosci ok.

15-20 nukleotydéw. Kazdy cykl reakcji sktada si¢ z trzech etapéw: termicznej denaturacji
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powielonego DNA (ok. 90°C), przylaczania starterow do matrycy (40 - 60°C) i wydluzania
zsyntetyzowanej nici (72°C). Do mieszaniny matrycy, starterow i termostabilnej polimerazy
dodaje si¢ takze trifosforany nukleotydéw. W pierwszym cyklu reakcji syntetyzowane sa
odcinki DNA o réznej dlugosci. Stopniowo, w mieszaninie zaczynaja przewaza¢ fragmenty
powielanego DNA, ograniczone starterami 1 w praktyce koncowy produkt reakcji jest niemal
jednorodny. Liczba syntetyzowanych fragmentéw narasta w sposob wyktadniczy jak 2", gdzie n

oznacza liczbe cykli (Rycina 3.2).

Szukany gen —

Matryca cDNA —— e—

{Andy Vicrstracte |994%)

Rycina 3.2. Zasada techniki PCR

Reakcj¢ PCR prowadzono w koncowej objetosci mieszaniny reakcyjnej 25ul. Z kazdej
probki pobierano po 5 cDNA, przenoszono do probowek typu Biosphera (0,2 ml Sarstedt)
a nastepnie dodawano po 20 pl mieszaniny PCR-mix i prowadzono reakcje¢ wg okreslonego
profilu termicznego. Specyficzne startery opracowano na podstawie programu BIOMED-1 [8].
Aby wykluczy¢ powstanie produktow na matrycy genomowej, wszystkie startery zostaly

zaprojektowane w réznych egzonach.
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Wszystkie reakcje PCR prowadzono w termocyklerze DYAD. Po zakonczonej reakcji,

probki rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym.

3.3.5.1. Warunki reakcji PCR multipleks

W momencie diagnozy u kazdego pacjenta przeprowadzano reakcj¢ multipleks PCR,
ktéra przy uzyciu zestawu 5 starterow pozwalata na okreslenie czy i jaki rodzaj aberracji BCR-
ABL wystepuje u danego chorego. Sktad mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starteréw oraz profil

termiczny przedstawiono w tabelach 3.3, 3.4, oraz 3.5.

Tabela 3.3. Sktad mieszaniny reakcji PCR multipleks

Odczynnik Stezenie Objetos¢ [ul]
Polimeraza Fast Start Taq (LC) 1 U/ul 2
Bufor 10x 5
Mg(Cl, 25 mM 2,5
Mieszanina nukleotydow 2,5 mM 0,8
Starter BCR bla 10uM 1
Starter BCR e6s2 10uM 1
Starter BCR ela 10uM 1
Starter BCR c3a 10uM 1
Starter ABL a3b 10uM 1
Woda wolna od RNaz 4.7

Tabela 3.4. Sekwencje stosowanych starterow w reakcji PCR multipleks

Oczekiwana
C o A wielko$é produktu
Nazwa Sekwencja 5' - 3 - prod
w zaleznosci od

podtypu (pz)
BCR bla GAA GTG TTT CAG AAG CTT CTC C b3a2: 417
BCR e652 GAC TTA CCT GAG CCA CCT GGA G b2a2: 342
BCR ela GAC TGC AGC TCC AAT GAG AAC ela2: 521
BCR c3a ACG GCG AGA GCA CGG ACA b3a3: 243

ABL a3b GTT TGG GCT TCA CAC CAT TCC '

b2a3: 168
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Tabela 3.5. Profil termiczny stosowany w reakcji multipleks PCR

Temperatura, czas jednego cyklu Liczba cykli
94°C, 30 sek. 1
denaturacja: 94°C, 30 sek.

Wiazanie startera: temp.62°C , 60 sek. 35

Synteza: 72°C, 120 sek.
Koncowe wydtuzanie: 72°C, 7 min. 1

3.3.5.2. Warunki reakcji PCR gniazdowej (nested)

Co trzy miesiace, u kazdego pacjenta przeprowadzano reakcj¢ tzw. gniazdowej (nested)
PCR z wykorzystaniem 2 par starterow wewngtrznych dla kazdej aberracji. Sktad mieszaniny
reakcyjnej, sekwencje starterow oraz profil termiczny przedstawiono w tabelach 3.6, 3.7 oraz

3.8.

Tabela 3.6. Sktad mieszaniny reakcji PCR gniazdowej

Odczynik Stezenie Objetos¢ [ul]

Polimeraza Fast Start Taq 1 U/ul 2

Bufor 10x 5

MgCl, 25 mM w zaleznos$ci od sekwencji
startera

Mieszanina nukleotydow 2,5 mM 0,8

starter sensowny 10 uM 1

starter antysensowny 10 uM 1

Woda wolna od RNaz do 20ul

Tabela 3.7. Sekwencje stosowanych starteréw w reakcji PCR gniazdowej

Oczekiwana wielko$é

Nazwa Sekwencja 5' - 3' produktu w zaleznosci
od podtypu (pz)
I° ABL 3- |GGT ACC AGG AGT GTT TCT CCA GAC TG b3a2: 530

I° NB1+ |GAG CGT GCA GAG TGG AGG GAG AACA b2a2: 455
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II° CA3- |TGT TGA CTG GCG TGA TGT AGT TGC TTG G b3a2: 458

II° B2A+ |TTC AGA AGCTTC TCC CTG ACA T b2a2: 383
Tabela 3.8. Profil termiczny stosowany w reakcji PCR gniazdowe;

Temperatura, czas jednego cyklu Liczba cykli

94°C, 30 sek. 1

denaturacja: 94°C, 30 sek.

Wiazanie startera: temp.60°C , 60 sek. 35

synteza: 72°C, 120 sek.

72°C, 10 min. 1

3.3.5.3. Analiza produktow PCR

Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym w buforze TAE
zawierajacym 0,5ug/ml bromku etydyny Do studzienek nakladano po 12 ul kazdej probki
zmieszanej z 2,5 pl buforu obciazajacego. Do osobnej studzienki naktadano standard masowy
wielkos$ci czasteczek DNA: XIII oraz w przypadku reakcji multipleks takze marker 50 bp DNA
Ladder. Rozdzial prowadzono w buforze TAE przy napigciu 5 V/em. Po zakonczonym

rozdziale zel fotografowano w $wietle UV przy uzyciu transluminatora.

3.3.6. RQ-PCR (analiza iloSciowa w czasie rzeczywistym)

Technika PCR w czasie rzeczywistym zastosowana w niniejszej pracy opiera si¢ na

zasadach technologii TagMan. W tego typu analizie zastosowano specyficzna sondeg
molekularna (oligonukleotydowa) zawierajaca tzw. fluorochrom (R - Reporter) zlokalizowany
przy koncu 5’ emitujacy fluorescencjg oraz tzw. wygaszacz (Q - Quencher) zlokalizowany przy
koncu 3’. W niniejszej pracy jako fluorochromu uzyto barwnika Fam, natomiast jako
wygaszacza barwnika Tamra. Jesli badany produkt jest obecny w mieszaninie reakcyjne; w
czasie reakcji RQ-PCR, sonda przylacza si¢ tuz za jednym z starteréw,
a nastgpnie jest przecinana dzigki 5°-3’- nukleolitycznej aktywno$ci polimerazy AmpliTaq
Gold DNA powodujac oddzielenie R od Q i emisj¢ fluorescencji (Rycina 3.3). Fluorescencja
jest emitowana tylko wtedy gdy szukana sekwencja jest komplementarna do sondy
molekularnej 1 jest amplifikowana podczas reakcji PCR. Fluorescencja ta stanowi iloSciowy
ekwiwalent powstajacego produktu PCR 1 daje pewno$¢, ze amplifikacji podlega tylko

1 wylacznie szukana sekwencja.
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1. Hybrydyzacja (przylaczanie sondy): Barwniki fluorescencyjne
fluorochrom (R) oraz wygaszacz (Q) sa przylaczone do
przeciwlegltych koncéw sondy molekularnej
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2. Wydluzanie nici cDNA: kiedy sonda jest w catosci, emisja
reportera jest wygaszona. Wydtuzanie zachodzi do momentu
osiggniecia punktu hybrydyzacji sondy
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3. Odciecie fluorochromu: w czasie pojedynczego cyklu reakcji PCR,
aktywnos¢ 5’ eksonukleolityczna polimerazy Taq powoduje trawienie
sondy molekularnej
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4. Zakonczenie pojedynczego cyklu reakcji PCR: w momencie
odlaczenia od wygaszacza, fluorochrom emituje promieniowanie
fluorescencyjne. Powstaje sygnat proporcjonalny do ilosci matrycy.

Rycina 3.3. Zasada technologii TagMan opartej na zastosowaniu sondy molekularnej. Na

podstawie materialow reklamowych firmy Applied Biosystems
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Wykres amplifikacji stanowi zalezno$¢ pomigdzy pojawiajacym si¢ sygnatem
fluorescencji w stosunku do odpowiadajacemu mu numerowi cyklu reakcji. Podczas kazdej
przeprowadzanej reakcji RQ-PCR fluorescencja probek badanych podlega tzw. normalizacji.
Polega ona na oddzielenia intensywnosci emisji fluorescencji fluorochromu od intensywnosci
emisji tzw. odniesienia biernego (Passive Reference) prowadzacego do uzyskania stosunku
definiowanego jako fluorescencja znormalizowana R, (Normalized Reporter). R,+ stanowi
warto$¢ R, reakcji zawierajacej wszystkie sktadniki wraz z matryca. R,- stanowi wartos¢ R,
probki nie poddanej reakcji. Warto$¢ ta moze by¢ uzyskana we wezesnych cyklach reakcji oraz
w reakcji nie zawierajacej matrycy. ARn jest r6znica pomigdzy warto§ciami R,+ oraz R,-.

Stanowi ona rzeczywisty sygnat generowany w reakcji PCR:

ARn = (R,+) — (Ry-)

W poczatkowej fazie PCR, zmiany fluorescencji ARn sa niewielkie. Etap ten definiuje
tzw. lini¢ odcigcia (treshold). Zwigkszajacy si¢ sygnat fluorescencji ponad lini¢ odcigcia
wskazuje na detekcje badanego produktu PCR. Pomiar ilosci produktu w badanej prébce
przeprowadzany jest na podstawie wartosci Ct (Threshold Cycle - definiowany jako numer

cyklu, w ktérym dochodzi do przyrostu fluorescencji ARn ponad lini¢ odcigcia) (Rycina 3.4).
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Rycina 3.4. Schemat detekcji w reakcji RQ-PCR
Na osi x odtozona jest liczba cykli, na osi y poziom fluorescencji z poszczegolnych cykli reakcji. Cykl

progowy Ct (threshold cycle) definiowany jest jako cykl reakcji, w ktorym dochodzi do przekroczenia

progu detekcji (znaczacego wzrostu ARn)

3.3.6.1. Wybor genu kontrolnego do analizy RQ-PCR

Jako gen kontrolny zastosowano gen ABL ze wzgledu na co najmniej cztery cechy:

e Jego ckspresja nie rozni si¢ znaczaco pomigdzy komoérkami prawidtowymi
pochodzacymi ze szpiku kostnego, krwi obwodowej oraz komorkami macierzystymi
krwi obwodowej,

e Jego ckspresja nie rozni si¢ znaczaco pomiedzy komorkami prawidlowymi
1 biataczkowymi,

e Liczba kopii transkryptu ABL nie r6zni si¢ znaczaco w réznych typach tkanek,

e Badania wskazuja, ze wystepuje wysoka znaczaca korelacja pomi¢dzy wynikami
uzyskanymi technikami cytogenetyki a wynikami uzyskanymi przy pomocy techniki
RQ-PCR przy zastosowaniu genu ABL, pomimo, ze primery i sonda dla genu ABL moga
amplifikowa¢ zaréwno transkrypt ABL jak i BCR-ABL [31].
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3.3.6.2. Warunki reakcji RQ-PCR

Sekwencje starterow 1 sond molekularnych do RQ-PCR zostaly opracowane na
podstawie programu FEAC [10]. Amplifikacje wszystkich probek i1 odpowiednich kontroli
prowadzono w dubletach na plytkach 96-dotkowych (MicroAmp optical 96-well reaction
plates, Applied Biosystems). Sklad mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starterow i1 sond
molekularnych oraz profil termiczny przedstawiono w tabelach 3.9, 3.10 oraz 3.11.

Badania przeprowadzano na aparacie ABI PRISM 7700 w Pracowni Diagnostyki
Molekularnej Kliniki Hematologii CMUJ, a analiz¢ prowadzono zgodnie z zasadami

technologii TagMan oraz wytycznymi zawartymi w programie Europe Against Cancer (EAC).

Tabela 3.9. Sktad mieszaniny reakcyjnej RQ-PCR

Odczynnik Stezenie Objetos¢ [ul]
TaqMan Universal PCR Master Mix 2x 12,5
Starter sensowny 30 uM 0,25
Starter antysensowny 30 uM 0,25
Sonda molekularna TagMan 20 uM 0,25
Woda wolna od RNaz 6,25

TagMan Universal PCR Master Mix zawiera w swoim skladzie wszystkie odczynniki
niezbedne do przeprowadzenia reakcji ilosciowej PCR: polimerazg typu HotStartTaq -
AmpliTag Gold DNA polymerase, mieszaning nukleotydow, jony magnezu. W celu
zapobiegania powstania kontaminacji, w sktad Master Mixu wchodzi takze AmpErase uracyl-
N-glycosylase (UNG) — jest to oczyszczony wolny od nukleaz enzym, pochodzacy z bakterii
Escherichia coli o wielkosci 26 kDa kodowany przez gen uracyl-N-glycosylase. Dziatanie UNG
polega na usuwaniu uracylu z powstatej podwdjnej nici DNA co zapobiega ponownej
amplifikacji powstatych produktoéw PCR.

Master Mix zawiera takze w swoim sktadzie odniesienie bierne - barwnik Rox. Stanowi
on wewnetrzng kontrolg, w ktoérej sygnat pochodzacy od fluorochromu jest normalizowany
podczas kazdorazowo przeprowadzanej analizy. Normalizacja ta jest niezbedna w celu kontroli
ewentualnych fluktuacji fluorescencji wynikajacych ze zmian
w stezeniu lub objetosci poszczegolnych sktadnikéw reakei.

Tabela 3.10. Sekwencje oligonukleotydow (starterow i znakowanych sond molekularnych)

stosowanych w analizie RQ-PCR

Analizowany gen | Nazwa oligonukleotydu Sekwencja 5' - 3'
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Starter ENF1003 Tgg AgA TAA CAC TCT Aag CAT AAC TAA Agg T
ABL Starter ENR1063 gAT gTA ¢TT CTT ggg ACC CA
Sonda molekularna Fam-CCA TTT TTg gTT Tgg gCT TCA CAC CAT T-
ENP1043 Tamra
Starter ENF501 TCC gCT gAC CAT CAA YAA ggA
BCR-ABL Starter ENR561 CAC TCA gAC CCT gAg ¢CT CAA
Sonda molekularna ENP541 Tamra-CCC TTC AgC ggC Cag Tag CAT CTg A-Fam

Tabela 3.11. Profil termiczny stosowany w reakcji RQ-PCR

Temperatura, czas jednego cyklu Liczba cykli
50°C, 2 min. 1
94°C, 10 min. 1
Denaturacja: 94°C, 30 sek.
Wiazanie startera: 60°C sek. 50
Synteza: 72°C, 120 sek.
72°C, 15 min. 1

Temperatura 50°C przez okres 2 minut jest wymagana w celu optymalizacji aktywnos$ci
enzymu AmpErase UNG, temp. 94°C przez 10 minut jest niezbgdna w celu aktywacji
polimerazy AmpliTaqGold.

Jako kontrolg jakosci RNA oraz reakcji RT, kazdorazowo przeprowadzano amplifikacje
genu referencyjnego ABL. Probki, ktorych Ct bylo wyzsze od wartosci 32 odrzucano. W celu
precyzyjnego oszacowania ilosci mRNA w probkach testowych, amplifikacji poddawano
rowniez probki zawierajace serie 5 rozcienczen plazmidu zawierajacego inserty cDNA
odpowiadajacego znanej liczbie kopii genu BCR-ABL (BCR-ABL b3a2 M-bcr) (10°-10") (1
000 000, 100 000, 1000, 100, 10 kopii genu fuzyjnego/5ul) oraz ABL (10° - 10°) (ABL) (100
000, 10 000, 1000 kopii genu fuzyjnego/Sul). Umozliwito to wykreslenie tzw. krzywych
standardowych. W kazdej analizie przeprowadzano réwniez reakcje stanowiaca kontrolg

negatywna, w ktdrej zamiast materiatu badanego znajdowata si¢ woda wolna od RNaz.

3.4. Sposob wyrazania i analizy wynikow

3.4.1. RT-PCR

Wyniki testow jakosciowych (RT-PCR multipleks oraz RT-PCR gniazdowy) wyrazano
przy uzyciu nomenklatury: pozytywny/negatywny. W przypadku testu gniazdowego
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precyzowano takze, czy prazek stanowiacy produkt pozytywny pojawial si¢

w tescie zewngtrznym czy wewngtrznym.

3.4.2. RQ-PCR

W celu okreslenia prawidtowosci uzyskanej krzywej standardowej brano pod uwagg
nastgpujace parametry:
e wspotczynnik korelacji (correlation coefficient) — powinien on by¢ wyzszy od warto$ci
0,95
e wspotczynnik nachylenia krzywej (slope) (ACt pomigdzy rozcienczeniami plazmidu)
powinien wynosi¢ ok.3,33
e punkt przecigcia z osia y (intercept) powinien wynosi¢ ok. 40.
W odniesieniu do krzywej standardowej, liczbg kopii genu BCR-ABL normalizowano
wzgledem liczby kopii genu ABL - obliczano stosunek BCR-ABL/ABL 1 wyrazano go w % [32].
Istota badania RQ-PCR jest pojecie duzej odpowiedzi molekularne; (MMR)
oznaczajacej ustalona, mala ilo$¢ transkryptu BCR-ABL. WyjSciowa ilo$¢ transkryptu,
okreslono stosunkiem liczby kopii BCR-ABL do liczby kopii genu ABL zawarta w szpiku
kostnym 30 chorych na CML przed rozpoczeciem leczenia imatinibem. W Laboratorium
Diagnostyki Molekularnej Kliniki Hematologii CMUJ stosunek ten wynosit 100%. Jesli
w trakcie leczenia obnizyl si¢ on do 0,01% to uznawano, ze osiagni¢to 3-krotna redukcje ilosci
transkryptu w skali logarytmicznej. Bylto to réwnoznaczne z osiagnigciem MMR. Dla celow
praktyki klinicznej, w badaniu IRIS [33] ustalono aby wszystkie wyniki byly wyrazane w
jednolitej] migdzynarodowej skali numerycznej. Dlatego, kazdy wynik mnozono przez tzw.
migdzynarodowy czynnik korygujacy (Conversion Factor - CF) -charakterystyczny
1 specyficzny dla kazdego laboratorium oraz pozwalajacy na konwersj¢ wartosci BCR-
ABL/ABL do skali migdzynarodowej. Czynnik korygujacy ustalono na podstawie ponizszego

Wwzoru:

MMR;. (%) 0,1%/MMR;. (%) = CF | BCR-ABL" x CF = BCR-ABL”

01 01/01=1 BCR-ABL" x 1

gdzie:

MMR; — BCR-ABL réwny MMR ustalonej w badaniu /RIS

BCR-ABL" — stosunek BCR-ABL/ABL wyrazony jako odsetek w Laboratorium Diagnostyki
Molekularnej Kliniki Hematologii CMUJ
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BCR-ABL" - stosunek BCR-ABL/ABL wyrazony w skali miedzynarodowej [28]

Log redukcje mierzono od momentu rozpoczgceia terapii Imatinibem.

Kazdorazowo, na podstawie wzoru matematycznego obliczano takze poziom czuto$ci
pojedynczego testu RQ-PCR, ktora bezposrednio zalezy od jakosci wyizolowanego materialu
(Ct genu ABL) oraz uzyskanych parametrow krzywej standardowej (Slope — wspolczynnik
nachylenia krzywej, Intercept — punkt przecigcia krzywej z osia y — najwyzszy nr cyklu
wskazujacy na wynik negatywny):

40_ave C[CG j

leO( !

gdzie:
x- czutosc testu RQ-PCR
~eCtcg— $rednie Ct genu kontrolnego dla badanej probki

Y - punkt przecigcia krzywej z osia y

3.5. Zapobieganie kontaminacjom

W celu zapobiegania mozliwo$ci kontaminacji stosowano bardzo restrykcyjne dzialania
na poszczegolnych etapach wykonywanych analiz:
1. Rozdzielenie poszczegdlnych etapow analiz w czasie 1 miejscu wykonywania: izolacja
komorek ze szpiku kostnego, izolacja RNA, przygotowanie reakcji odwrotnej transkrypcji,
przygotowanie reakcji ilo§ciowej, przygotowanie i dodawanie plazmidu.
2. Stosowanie osobnych fartuchéw i rekawiczek ochronnych na poszczegoélnych etapach
okreslonych analiz oraz osobnych zestawow pipet automatycznych.
3. Stosowanie koncoéwek z filtrami zapobiegajacym rozprzestrzenianiu si¢ tzw. mikroaerozoli,
oraz osobnych pipet do odczynnikdéw, materiatu pozytywnego oraz negatywnego.
4. Stosowanie lamp ultrafioletowych oraz $rodkéw niwelujacych ewentualne pozostale

produkty mogace prowadzi¢ do kontaminacji w kolejnych analizach.

3.6. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna przeprowadzono stosujac testy t-studenta przy uzyciu programow

Statistica 7.0 oraz Microsoft Excel.
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Wyniki

4.1. Wybor grupy badanej

W pierwszym etapie niniejszej pracy badawczej dokonano wyboru grupy pacjentéw
kwalifikujacych si¢ do monitorowania choroby resztkowej. Najwazniejszym kryterium bylo
potwierdzenie przewlektej biataczki szpikowej u diagnozowanych pacjentdéw na podstawie
wynikéw badan klinicznych, cytologicznych, cytogenetycznych oraz molekularnych przy
pomocy testu multipleks RT-PCR. Do badania kwalifikowano chorych ze stwierdzona
translokacja BCR-ABL typu b2a2 lub b3a2. Material przeznaczony do badania zabezpieczano
od pacjentow w roznych fazach choroby przez okres 8 lat (od 1999 do roku 2007). Analizie
poddano przebieg choroby u pacjentéw, u ktorych material do badania molekularnego zostat

pobrany co najmniej 3-krotnie.

4.2. Techniki RQ-PCR oraz RT-PCR

4.2.1. Opracowanie optymalnej metody izolacji RNA i kolejnych etapéow polimerazowej

reakcji lancuchowej

4.2.1.1. Izolacja materialu genetycznego (RNA)

W celu wypracowania jak najwyzszej jakosci analiz, w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono testy odczynnikowe dla izolacji RNA oraz reakcji odwrotnej transkrypcji aby
mie¢ pewnos$¢, ze analizie jakosciowej 1 ilosciowej zostanie poddany najlepszy materiat.

Materiat badawczy przebadano dwoma metodami shuzacymi wyizolowaniu jak
najlepszej jakos$ci materiatu genetycznego z uzyciem odczynnika TRIzol (Invitrogen) oraz
kolumienek wraz z zestawem RNeasy® Mini Kit (Qiagen). RNA izolowano z probek krwi
pochodzacych od tych samych pacjentéw. Jedne z nich zabezpieczono do izolacji metoda
TRizolowa, a drugie zawieszano w buforze RLT stuzacym do izolacji w metodzie

kolumienkowej z uzyciem odczynnika RNeasy® Mini Kit.
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Tabela 4.1. Poréwnanie wynikow izolacji RNA przy zastosowaniu odczynnikow: TRIzol vs

RNasy Mini Kit

TRIzol RNeasy® Mini Kit

(Invitrogen) (Qiagen)
Wartos¢ OD 1 590 ng/ul 410 ng/pl
(ng RNA/pul) 2 600 ng/pl 190 ng/ul
Wartoéé 1 2,0 2,0
wspotczynnika R
(260/280 nm) 2 20 L9
Jakodé RNA 1 228 25,9
(Ct genu Abl) 2 253 30,3

A)
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B)

Rycina 4.1. Porownanie wynikéw izolacji RNA przy zastosowaniu odczynnikow:
TRIzol vs RNasy Mini Kit. Litera R oznaczono izolacj¢ przeprowadzona metoda TRIzolowa,
litera Q oznaczono izolacje przeprowadzona metoda kolumienkowa

A) Rozdziat elektroforetyczny uzyskanego RNA w 2% zelu agarozowym (1,5ug)

B) Wynik reakcji RT-PCR

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono lepsza jako$¢ zarowno wyizolowanego
RNA (wyzsza wartos¢ Ct genu ABL, brak zanieczyszczen DNA genomowym) (Tabela 4.1,
Rycina 4.1.A) jak rowniez zdecydowanie lepszy wynik reakcji RT-PCR, w ktérej prazki
odpowiadajace transkryptowi BCR-ABL b3a2 sa zdecydowanie lepiej widoczne w materiale
1izolowanym metoda TRIzolowa (Rycina 4.1.B).

W kolejnych etapach pracy do izolacji RNA stosowano technikg z uzyciem odczynnika
TRIzol.
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4.2.1.2. Sposob przeprowadzania reakcji odwrotnej transkrypcji

W sprawdzeniu poprawnos$ci przeprowadzania reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) uzyto
trzech rodzajow zestawow enzymoOw stuzacych do przeprowadzania reakcji RT: Expand
Reverse Transcriptase (Roche), Superscript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen) w ilosci
100 oraz 200 jednostek/ul na reakcje, oraz MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied
Biosystems). Analizie poddano wyizolowany RNA pochodzacy od czterech pacjentow
z rozpoznang CML. Odwrotng transkrypcje prowadzono w dubletach a nastepnie

przeprowadzono iloSciowa amplifikacje genu ABL.

Tabela 4.2. Pordwnanie wartosci Ct genu ABL przy zastosowaniu czterech réznych zestawow

do przeprowadzania reakcji odwrotnej transkrypcji

Srednia wartoéé Ct dla poszczegélnych enzyméw
Pacjent Expand Superscript II | Superscript IT | MultiScribe
100U/l 200U/l

1 25,52 25,19 24,78 26,12

2 26,00 25,61 24,72 26,37

3 25,15 24,89 24,03 25,98

4 24,92 23,83 22,42 26,08
Srednia 25,40 24,88 23,99 26,14

W wyniku testoéw stwierdzono, iz najnizsza wartos¢ Ct (co oznacza najszybsze
pojawienie si¢ transkryptu BCR-ABL) po przeprowadzonej reakcji RQ-PCR pozwala osiagnac
zastosowanie odwrotnej transkryptazy Superscript I1 200U 23,99 versus 24,88 dla Superscript 11
100U oraz 25,40 dla Expand i 26,14 dla MuMLYV (Tabela 4.2).

W dalszych etapach pracy w reakcji odwrotnej transkrypcji stosowano odwrotna
transkryptaze¢ Superscript II 200U ze wzgledu na jej najwyzsza czulo$¢ stwierdzona

do$wiadczalnie.

4.2.1.3. Ustalenie czulosci wykrywania transkryptu BCR-ABL technika RT-PCR

Czutos¢ testow RT-PCR multipleks oraz gniazdowego przeprowadzono amplifikujac
serie 5 rozcienczen plazmidu zawierajacego inserty cDNA odpowiadajacych znanej liczbie
kopii genu BCR-ABL.

W wyniku przeprowadzonego testu stwierdzono czuto$¢ wykrywania transkryptu BCR-
ABL metoda RT-PCR multipleks na 10°. W teScie RT-PCR gniazdowym stwierdzono, iz w
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reakcji ,,zewnetrznej]” mozna wykry¢é gen fuzyjny BCR-ABL z czulo$cia 10° natomiast
w reakcji ,,wewnetrznej” mozna wykry¢ gen fuzyjny BCR-ABL z czutoscia 10° Tym samym
potwierdzono zdolno$¢ reakcji do wykrycia pojedynczej kopii badanego transkryptu (Rycina
4.2).

ela2 (521)
b2a2 (342)

b2a3 b3a2
(168) (417)
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B)

b3a2 (530)
b2a2 (455)

)

b3a2 (458)
b2a2 (383)

Rycina 4.2. Przyktadowe wyniki reakcji RT-PCR. W nawiasach procz typu translokacji podano
wielko$¢ produktu — ilo$¢ par zasad

A) reakcja PCR Multipleks

B) reakcja PCR gniazdowa ,,zewngtrzna”

C) reakcja PCR gniazdowa ,,wewngtrzna”

Prazki nr 1- 9 w reakcji zewngtrznej odpowiadaja odpowiednio prazkom nr 34 — 42

4.2.2. Ustalenie parametrow krzywej standardowej

Ustalenie parametréw krzywej standardowej miato na celu wypracowanie powtarzalnej
metodyki postgpowania majacej zastosowanie do pdzniejszych testow RQ-PCR. We wszystkich
przeprowadzonych analizach uzyskano wysokie 1 ogolnie zalecane parametry krzywej
standardowej sporzadzonej z wykorzystaniem plazmidu: warto§¢ nachylenia krzywej (Slope)
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wahata si¢ pomiedzy -3,8 a -3,3; warto$¢ Intercept wynosita $rednio 40,1 a najwyzszy

osiagniety wspotczynnik korelacji wynosit 0,999 (Rycina 4.3).

pochodzacych od pacjentow.

A)

Uzyskane parametry krzywej standardowej pozwolily na wilasciwa analize probek

ARn

10" 1

10° 0

10°-1

10°-2

10°-3

Amplification - 2006.04 .06 p210/Abl M.

1 10°

10

10!

Cycle

Ct: 10°
10°
10°
10?
10!

1 20,21
: 23,15
129,98
133,66
136,23
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Standard Curve - 2006 .04 06 p210/AbI M.
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Rycina 4.3. Wynik analizy RQ-PCR z prawidlowym wykresem amplifikacji dla serii
rozcienczen standardu dla genu BCR-ABL

A) Na osi x odtozona jest liczba cykli, na osi y poziom fluorescencji z poszczegélnych cykli reakcji.
Cykl progowy Ct (threshold cycle) definiowany jest jako cykl reakcji, w ktorym dochodzi do
przekroczenia progu detekcji (rozpoczecia logarytmicznego przyrostu produktu)

B) Przyktad krzywej standardowej dla genu BCR-ABL. Czarne punkty oznaczaja zastosowane

rozcienczenia standardu

4.2.3. Czulosé testu RQ-PCR

Kazdy pojedynczy wynik badania otrzymany przy pomocy testu RQ-PCR analizowano
pod wzgledem czutosci.

W przeprowadzonych badaniach, osiagnieto wysoka czuto$¢ testu (10*-10°)
pozwalajaca wykry¢ produkt genu fuzyjnego BCR-ABL w jednej komoérce zmienionej
chorobowo wsrdd 1:10 000 — 1:1 000 000 komorek prawidlowych.

Gléwnymi warto§ciami majacymi wplyw na ten parametr to wartos¢ Ct genu
kontrolnego (4BL), wspdtczynnik nachylenia krzywej oraz warto$¢ punktu przecigcia z osia y.
Zaobserwowano, ze najistotniejszy wplyw na czulo$¢ testbw ma jako$¢ genu ABL.
W przypadkach wysokich wartosci Ctan (ok. 30 i powyzej 30) obserwowano duze spadki

czuto$ci pojedynczego testu, nawet do wartosci 107,
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Osiagnigte wartosci czutosci testu RQ-PCR byty prawidlowe 1 wysokie — wskazywatly
na mozliwos$¢ wykrywania badanego patologicznego klonu wsréd 10 000 — 1 000 000 komorek
zdrowych.

4.3. Ocena choroby resztkowej

4.3.1. Wyniki analiz RT-PCR

Analizowano probki 60 pacjentéw od momentu diagnozy, a nastgpnie co trzy miesiace.
Probki, ktorych Ct genu ABL bylo wyzsze od wartosci 32 nie analizowano.
U wszystkich badanych pacjentéw stwierdzono obecno$¢ genu fuzyjnego BCR-ABL (Aneks —
Tabela 4.3). Stosunek transkryptoéw b3a2 do b2a2 wynosit odpowiednio 25/60 oraz 35/60
(41,7%/58,3%) (Aneks — Tabela 4.3). Ponadto u 2 badanych pacjentow stwierdzono dodatkowo
obecnos¢ transkryptu ela2 jednak jego ekspresja byto duzo nizsza od ekspresji transkryptu

wiasciwego dla CML — w obu przypadkach pojawiat si¢ on w tescie wewngtrznym.

4.3.2. Wyniki analiz RQ-PCR

Na wykresach amplifikacji dla transkryptu BCR-ABL (Rycina 4.4) przedstawiono
przyktadowy zakres warto$ci Ct — oscyluja one w granicach 18,5 - odpowiadajacy bardzo
wysokiej ekspresji genu BCR-ABL, a 38,5 — odpowiadajacy stosunkowo niskiej ekspresji tego
genu. Wykresy amplifikacji dla transkryptu kontrolnego ABL mieszcza si¢ w zdecydowanie
wezszym zakresie Ct: 23,8 a 30,5. Wskazuje to na stabilno$¢ 1 porownywalna ekspresje tego
genu w roznych badanych probkach. Wykresy amplifikacji nie przecinajace linii odcigcia
odpowiadaja probkom stanowiacym kontrole odczynnikowa (zamiast matrycy — woda wolna od
RNAZ) lub sa to probki negatywne (brak szukanego transkryptu) odpowiadajaca im wartos$¢ Ct

wynosi 50.

51



B)

Wyniki

ARND

101

10° 0

107-1

10%-2

10°-3

Amplification — 2006 .04 06 pZ10/Abl H.

1 4 & 2 1012

15

-

20

24 28

Cycle

2

1)

40

44

48

ARND

101

10° 0

1071

1o-2

10°-3

Amplification — 2006 04 06 p21075Ahl M_

o2 4 &6 5 10

14

24

35 40

44

45 S0

52




Wyniki

Standard Curve — 2006.04 .06 p210FAbl H.
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Rycina 4.4. Wynik analizy RQ-PCR z prawidlowym wykresem amplifikacji
A) dla genu BCR-ABL — wartosci Ct rozktadaja si¢ pomigdzy wartosciami 18,5 a 38,5
B) dla genu ABL - warto$ci Ct rozktadaja si¢ pomiedzy warto$ciami 23,8 a 30,5

C) Krzywa standardowa dla genu BCR-ABL — czarne punkty stanowia kolejne rozciefnczenia

standardu, czerwone punkty to poszczegolne analizowane probki

Warto$ci odpowiadajace bezwzglednej liczbie kopii transkryptow BCR-ABL oraz ABL
obliczano w odniesieniu do krzywej standardowej po kazdej przeprowadzonej reakcji PCR.
Wynik kazdej badanej probki przedstawiano jako stosunek liczby kopii BCR-ABL do ABL.
Wartosci przedstawiano w jednostkach procentowych 1 korygowano o 1 (warto$¢
wspolczynnika korygujacego). Kazda warto$¢ odnoszono do skali logarytmicznej. Uzyskany
stosunek BCR-ABL/ABL dla kazdego pacjenta przedstawiano na wykresie w odniesieniu do
daty przyjecia materialu — uzyskujac wynik kinetyki transkryptu w czasie. Kazdorazowo
obliczano takze czutos¢ testu RQ-PCR.

Sredni czas obserwacji wynosit 36 miesiecy.

Facznie przebadano 60 pacjentdéw przeprowadzajac 1440 analiz RQ-PCR. Sredni
wyjsciowy poziom BCR-ABL/ABL u wszystkich pacjentow wynosit 105,67% (31,1% -
228,8%). Sredni wyjsciowy poziom BCR-ABL/ABL u pacjentéw poddanych przeszczepowi
komorek hematopoetycznych wynosit 47,5%. Sredni wyjsciowy poziom BCR-ABL/ABL
u pacjentow leczonych leczeniu zachowawczemu a nastgpnie Imatinibem wynosit 110%. Sredni
wyjsciowy poziom BCR-ABL/ABL u pacjentéw leczonych Imatinibem jako lekiem pierwszego
rzutu wynosit 100%. Sredni poziom BCR-ABL/ABL u pacjentow w fazie przewlektej CML
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versus w fazie akceleracji i kryzy blastycznej wynosil odpowiednio 97,1%; 107,1% oraz
136,6% (r6znice nieistotne statystycznie).

Sredni poziom BCR-ABL/ABL po roku stosowania Imatinibu wynosit $rednio 41,52%.

U wigkszos$ci pacjentoéw objetych badaniem, diagnostyka molekularna przebiegala
systematycznie, zgodnie z zalecanymi standardami od momentu wiaczenia leku Imatinib.
Imatinib jest obecnie stosowany jako terapia pierwszego rzutu u pacjentow z CML [34].
W zwiazku z tym, analiz¢ wynikdw uzyskanych technika RQ-PCR prowadzono od momentu

wiaczenia tego leku.

4.3.3. Kinetyka zmian liczby kopii transkryptu BCR-ABL u badanych chorych

U pacjentow poddanych terapii Imatinibem, zaobserwowano stopniowy spadek ilosci
transkryptu BCR-ABL mierzony technika RQ-PCR (>2 log redukcja). W tej grupie u 4/15
pacjentow, log redukcja wyniosta > 3 log (Rycina 4.6), a u 2/15 pacjentow osiagnigto 4 krotna

redukcje transkryptu w skali logarytmicznej (Rycina 4.5). U 7/15 pacjentow log redukcja

oscylowata w granicach 2 log i utrzymywata si¢ tendencja spadkowa badanego genu (Rycina 4.7).

Tabela 4.4. Warto$¢ osiagnigtej log redukcji w badanej grupie pacjentow, N=60

LOG REDUKCTA % PACTENTOW
0 19 (31,7%)
1 7 (11,7%)
2 10 (16,7%)
>3 12 (20%)
4 12 (20%)

54




Wyniki

Pacjent NM

1,0E+03
1,0E+02 1
1,0E+01
1,0E+00 e~ —— BCR-ABL/ABL
1,0E-01 —8— Czulo$é RQ-PCR
1,0E-02 x S,
1,0E-03
1,0E-04 _/'\.z/ y/\‘\_\_/./r
1,0E-05

0O 12 15 18 21 24 27 30 36 39 51 51

Okres leczenia Imatinibem (m-ce)

Rycina 4.5. Przyklad kinetyki zmian ilosci transkryptu u pacjenta z calkowita odpowiedzia
molekularng (4 log redukcja) (wykres niebieski). Ponizej czuto$¢ poszczegdlnych testow RQ-
PCR (wykres r6zowy)

Pacjent CZ
1,0E+02

1,0E+01 ™~

1,0E+00 ‘
1,0E-01 >~
1,0E-02 —e— BCR-ABL/ABL
1,0E-03 —=— Czuloé¢ RQ-PCR
1,0E-04
1,0E-05
1,0E-06

0 12 15

Okres leczenia Imatinibem (m-ce)

Rycina 4.6. Przyktad kinetyki zmian ilosci transkryptu u pacjenta i osiagnigta >3 log redukcja
(wykres niebieski). Ponizej czuto$¢ poszczegolnych testow RQ-PCR (wykres rozowy)
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Pacjent DT
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Rycina 4.7. Przyktad kinetyki zmian ilo$ci transkryptu u pacjenta z redukcja na poziomie 2 log

(wykres niebieski). Ponizej czuto$¢ poszczegolnych testow RQ-PCR (wykres rézowy)
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Rycina 4.8. Przyktad kinetyki zmian iloéci transkryptu u pacjenta z progresja do kryzy
blastycznej (wykres niebieski). Ponizej czuto$¢ poszczegolnych testow RQ-PCR (wykres

rOZOwWYy)
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U jednego z pacjentdéw poddanego transplantacji szpiku kostnego, po okresie istotnej
redukcji klonu biataczkowego, nastapit nagly jego wzrost i nawrét choroby. Wraz z podaniem
Imatinibu 1 pdzniejszym odstawieniem leczenia immunosupresyjnego, zaobserwowano spadek
ilosci komorek z genem BCR-ABL do poziomu niewykrywalnego technika RQ-PCR (Rycina
4.9).

Pacjent SJ

1,0E+03 H *
N

1,0E+02 \/

1,0E+01 \
1,0E+00 ‘ —e— BCR-ABL/ABL
1,0E-01

1 0E.02 —8— Czuto$é RQ-PCR

1,0E-03 /
1,0e-04 /-\-\-/./
10E-05 | =
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Okres obserwacji (m-ce)

Rycina 4.9. Przyklad kinetyki zmian ilo$ci transkryptu u pacjenta po przeprowadzonej
transplantacji szpiku kostnego i1 podaniu Imatinibu w okresie nawrotu choroby (wykres
niebieski). Ponizej czuto$¢ poszczegdlnych testow RQ-PCR (wykres rézowy). Czerwona
strzatka wskazuje moment podania Imatinibu, niebieskie strzatki wskazuja rozpoczecie

1 zaprzestanie leczenia immunosupresyjnego

4.3.4. Porownanie spadku ilosci transkryptu po 12 miesigcach terapii Imatinibem

Poréwnano grupe pacjentow leczonych Imatinibem jako lekiem pierwszego rzutu,
ktorzy osiagneli >2 log redukcj¢ BCR-ABL z wysokim poziomem wyjsciowym (N=12)
i niskim poziomem wyjsciowym (N=9). Srednia warto$¢ wyjéciowa BCR-ABL/ABL w tej
grupie pacjentow wynosita 115,5. Na tej podstawie pacjentdow podzielono na dwie grupy:
z wartoscia wyjsciowa <115,5, oraz z wartoscia wyjsciowa > 115,5. Dla obu grup pacjentéw
policzono $redni poziom transkryptu BCR-ABL po 12 miesiacach stosowania Imatinibu. Po
zastosowaniu testu statystycznego t-studenta stwierdzono wysoka réznicg w istotno$ci
w obrebie obu grup na poczatku badania (p=0,005), natomiast nie stwierdzono istotnych réznic

statystycznych pomigdzy grupami po okresie 12 miesiecy (p=0,66) ( Tabela 4.5/Rycina 4.10).
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Wyjsciowa liczba kopii transkryptu BCR-ABL nie ma znaczenia jesli chodzi

o pézniejszy spadek liczby kopii transkryptu.

Tabela 4.5. Porownanie $rednich wartosci BCR-ABL u pacjentdéw z wysokim poziomem

wyj$ciowym i niskim poziomem wyjsciowym, N=15

Okres terapii Niski poziom Wysoki poziom Istotnosé
imatinibem (m-ce) wy jSciowy wyjsciowy statystyczna
BCR-ABL/ABL (%) | BCR-ABL/ABL (%) (p-value)
Poziom wyjsciowy 84,7 146,3 0,005%*
12 1,39 2,02 0,66
Poréwnanie poziomu BCR-ABL u pacjentow z
redukcja >2 log (N=15)
200 - I
146,3 <1155
150 O»>=115,5
100
50 -
1,39 2,02
O _
poziom wy jSciowy 12 m-cy
Okres obserwaci

Rycina 4.10. Porownanie $rednich wartosci BCR-ABL u pacjentow z wysokim poziomem

wyjsciowym i niskim poziomem wyjsciowym, N=15

4.3.5. Porownanie wynikow RQ-PCR z wynikami RT-PCR

W tabeli 4.6 przedstawiono poréwnanie wynikow otrzymanych przy uzyciu testow RQ-
PCR oraz RT-PCR na przyktadzie jednego z pacjentow leczonych Imatinibem przez okres 30
miesigcy. Oba testy oparte sa na badaniu ekspresji genow. Test RQ-PCR pozwala na duzo
precyzyjniejsze okreslenie poziomu transkryptu BCR-ABL, podczas gdy testem RT-PCR
jestesmy w stanie okresli¢ tylko w przyblizeniu czy transkrypt wystepuje na okreslonym
poziome (Tabela 4.6).

Test RQ-PCR pozwala na dokladne okreslenie wahan poziomu transkryptu BCR-ABL w

poréwnaniu z testem RT-PCR.
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Tabela 4.6. Poréwnanie wynikow RQ-PCR z wynikami RT-PCR w okresie terapii Imatinibem
na przyktadzie pacjenta DK

OKRES 0 +6 +12 +18 +24 +30
TERAPII

Wynik badania| 9402% | 5680% | 006% | 004% | 002% 0%
RQ-PCR (BCR-
ABL/ABL)

Wynik badania | POZ/POZ | POZ/POZ | NEG/POZ | NEG/POZ | NEG/POZ | NEG/NEG

RT-PCR

Poréwnano rowniez wyniki testow RT-PCR z wynikami testow RQ-PCR po 12

miesigcach terapii. Analizg statystyczng przeprowadzono przy pomocy testu t (Rycina 4.11).
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Pordwnanie RQ-PCR z RT-PCR (N:=60)

3 34

40 r ) r N

g O

BCR-ABL/ABL

: L =

POZ/POZ NEG/POZ NEGINEG

o Srednia
[dSredniatBiad std
T Sredniaz0dch.std

Rycina 4.11. Korelacja pomigdzy iloscia transkryptu BCR-ABL 1 wynikami gniazdowego testu
RT-PCR. Wynik pozytywny w teScie zewngtrznym, wewngtrznym, wynik negatywny
zaznaczono odpowiednio jako POZ/POZ, NEG/POZ, NEG/NEG

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze $redni stosunek BCR-ABL/ABL
stwierdzony testem RQ-PCR wynosi odpowiednio 70,27 dla POZ/POZ, 4,64 dla NEG/POZ,
oraz 0,04 dla NEG/NEG. Wyniki RQ-PCR ro6znia si¢ istotnie pomig¢dzy POZ/POZ
a NEG/POZ (p=0,005) oraz POZ/POZ a NEG/NEG (p=0,003). Poréwnujac wyniki RQ-PCR
pomiedzy NEG/POZ a NEG/NEG réwniez stwierdzono, ze wyniki te r6znia si¢ pomi¢dzy soba
istotnie na poziomie p=0,02.

Istnieje istotna zalezno$¢ pomigdzy wynikami RQ-PCR a wynikami RT-PCR

w badanej grupie pacjentow.

4.3.6. Porownanie wynikow RQ-PCR z wynikami uzyskanymi technika cytogenetyki

klasycznej

Celem poréwnania badania RQ-PCR z badaniem cytogenetycznym byta odpowiedZ na
pytanie czy i w jakim stopniu metody moga si¢ uzupeklia¢ i czy wynik otrzymany jedna
z nich mozna w jakimkolwiek stopniu odnies¢ do drugiej. Do analizy wzigto pod uwage wyniki
pacjentow po okresie 12 miesigcy obserwacji. Poroéwnano stosunek kopii BCR-ABL/ABL w
skali logarytmicznej do ilosci komoérek Ph+ wyrazonych procentowo. Istotnos$¢ statystyczna

badano przy pomocy testu t.
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Porownanie RQ-PCR z wynikami cytogenetyki
klasycznej (N=59)
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Rycina 4.12. Korelacja pomigdzy logarytmicznym spadkiem ilosci transkryptu BCR-ABL
1 odpowiadajacemu mu % komorek Ph-pozytywnych

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze do pewnego stopnia wyniki RQ-
PCR i cytogenetyki klasycznej sa porownywalne. U pacjentéw, u ktorych nie stwierdzono
spadku liczby kopii BCR-ABL o 2 lub wigcej log mozna uzna¢ zZe nie osiagngli oni rowniez
remisji cytogenetycznej, a odsetek komorek Philadelphia-pozytywnych jest bardzo wysoki:
79,3% Ph+ u pacjentdéw, u ktorych nie zaobserwowano spadku transkryptu BCR-ABL 1 32,7%
Ph+ u pacjentéw u ktorych wystapil minimalny spadek BCR-ABL (1 log). W przypadku osoéb,
ktorzy osiagneli spadek BCR-ABL o okoto 2 log, stwierdzono, ze tylko czg$¢ z nich osiagngta
calkowita remisj¢ cytogenetyczna ($rednio 16% Ph+). W badanej grupie, u pacjentow, ktorzy
osiagneli spadek transkryptu o 3 log tylko u jednej osoby zaobserwowano pozytywny wynik
jesli chodzi o odsetek komoérek Ph+ 1 wynosit on 4% ($rednio 0,4% Ph+). U osob ktoérzy
uzyskali catkowita remisj¢ molekularng a ktérej odpowiada spadek BCR-ABL o 4 log, zawsze
stwierdzano brak komodrek Ph+ w badaniu cytogenetycznym (Rycina 4.12).

Testy statystyczne wykazaty, Ze istotne roznice wystepuja pomigdzy wynikami
odpowiadajacymi spadkowi o 0 log a 2 log (p=0,006), 0 log a 3 log (p=0,00009) oraz pomigdzy
0 log a 4 log (p=0,00005). Pozostate wyniki nie r6znia si¢ pomigdzy soba w sposob istotny.
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4.3.7. Korelacja wynikow badania technika RQ-PCR z przebiegiem klinicznym CML

W  grupie pacjentow leczonych innym rodzajem terapii a nast¢pnie Imatinibem
zaobserwowano, ze wigkszo$¢ z nich nie osiagneta remisji cytogenetycznej ani molekularne;.
Najwyzszy odsetek pacjentow osiagnat tylko remisj¢ hematologiczna. W tej grupie pacjentow
zaobserwowano réwniez stosunkowo wysoki odsetek osob z osiagnigta wigksza odpowiedzia
a takze remisja molekularng (Rycina 4.13).

W  grupie pacjentow leczonych Imatinibem potowa pacjentoéw osiagneta wigksza
odpowiedZ molekularng (w tym 32% osiagngto remisjg molekularng). W tej grupie pacjentow
wystapila rowniez duza liczba oséb z catkowita odpowiedzia cytogenetyczna (24%) (Rycina 4.13).

W grupie pacjentow u ktorych zastosowano terapig¢ Imatinibem a nastgpnie inny rodzaj
terapii stwierdzono najnizszy stopien odpowiedzi. Wigkszos$¢ chorych w tej grupie osiagneta tylko
odpowiedZ hematologiczng (6/8 chorych), u jednej osoby zaobserwowano catkowita odpowiedz
cytogenetyczng i u jednej wigksza odpowiedz molekularng (Rycina 4.13).

W przeprowadzonej analizie statystycznej stwierdzono istotne réznice w obrgbie grup
pacjentdw leczonych terapia inna niz Imatinib a nastepnie Imatinibem (p=0,01) oraz w grupie
pacjentéw leczonych tylko Imatinibem (p=0,007). Nie stwierdzono istotnych réznic statystycznych
w obregbie grupy pacjentéw leczonych Imatinibem a nastgpnie innym rodzajem terapii (p=0,22)
(Rycina 4.13).

Analizujac réznice wystepujace pomig¢dzy grupami pacjentdw przyjmujacymi trzy roézne
rodzaje terapii (inne niz Imatinib a nast¢pnie Imatinib, Imatinib, Imatinib a nast¢pnie inne)
stwierdzono istotne roznice tylko pomigdzy grupami leczonymi terapia inna niz Imatinib,
nastgpnie Imatinibem oraz leczonymi Imatinibem a nastepnie innym rodzajem terapii (p=0,001)

(Rycina 4.13).
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Stopien osiagnietej remisji w stosunku do stosowane;j
terapii (N=60)

*

*
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P B CCR
g  40% 1 B MCR
(]
= 20% W HR
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Inne, nastepnie Imatinib Imatinib, nastepnie

Imatinib

Stosowana terapia tnne

Rycina 4.13. Zestawienie stopnia osiagnigtej remisji w stosunku do rodzaju stosowanej terapii
w badanej grupie chorych na CML. HR - remisja hematologiczna, MCR — cze$ciowa
odpowiedZ cytogenetyczna, CCR — catkowita odpowiedZ cytogenetyczna, MMR — wigksza

odpowiedZ molekularna, MR- remisja molekularna
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Dyskusja

5.1. Wprowadzenie

W niniejszej pracy, przedstawiono czula metodg $ledzenia choroby resztkowej
u pacjentow chorych na przewlekta biataczke szpikowa. Celem pracy bylo opracowanie
1 wdrozenie metody ilosciowej PCR (RQ-PCR) do analizy ekspresji genu fuzyjnego BCR-ABL.

Charakterystyczna cecha przewleklej biataczki szpikowe] jest wystepowanie
w komorkach pacjentow chromosomu Philadelphia stwierdzanego w badaniu kariotypu oraz
jego molekularnego odpowiednika: genu chimerowego BCR-ABL. Transformacja indukowana
przez gen BCR-ABL prowadzi do zmian w proliferacji, przezyciu oraz adhezji komérek CML.
Biatko fuzyjne bcr-abl posiada cytoplazmatyczna aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Dlatego,
specyficzny inhibitor kinazy tyrozynowej jakim jest Imatinib, ma tak ogromne znaczenie
terapeutyczne [35]. Jest to terapia stosunkowo nowa, celowana i bardzo obiecujaca [36].
Pacjentéw chorych na CML zakwalifikowanych do niniejszego badania leczono Imatinibem.

Mozliwos¢ $ledzenia czula metoda zmian ilosci transkryptu na poziomie genomu ma
ogromne znaczenie prognostyczne. Ponadto, stanowi cenne Zrédlo informacji oraz stwarza
szans¢ okreslania skutecznosci prowadzonego leczenia. Informacja na temat minimalnej
choroby resztkowej (MRD) u pacjentow cierpiacych na nowotworowe choroby uktadu
hematopoetycznego stanowi obecnie niezalezny czynnik prognostyczny w tego typu
schorzeniach. Monitorowanie MRD ma réwniez ogromne znaczenie kliniczne, poniewaz
umozliwia szybka reakcje na pojawiajace si¢ sygnaly mogace S$wiadczy¢

0 niepowodzeniu leczenia.

5.2. Izolacja materialu od pacjentow

W niniejszej pracy materiatem wyjsciowym do badania poziomu transkryptu BCR-ABL
byt szpik kostny. Obecne rekomendacje (opublikowane w 2006) wskazuja ze rOwnie poprawne
jest pobieranie do badan krwi obwodowej [28]. Zaleca sig, aby zrodlo komorek byto stale to
samo oraz aby liczba wyizolowanych komorek nie byla nizsza niz 1 x 10’. Pomimo
wystegpowania roznic w przypadku niskiego poziomu genu w materiale izolowanym z krwi
obwodowej 1 ze szpiku kostnego, sa one niewielkie [28]. Ponadto wystepuje dobra korelacja
pomigdzy iloscia komorek Ph+ stwierdzonych badaniem cytogenetyki klasycznej, ktoére
wykorzystuje jako zZrédlo komorek hemopoetycznych szpik kostny, a poziomem BCR-
ABL/ABL stwierdzonym technika RQ-PCR [37].

Rownoczesnie, w przypadku izolacji komorek nie zaleca si¢ stosowania metody

rozdzialu w gradiencie gestosci jak to bylo wykonane w niniejszej pracy ze wzgledu na to, ze w
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uzyskanej frakcji leukocytow (komorki jednojadrzaste) czuto§¢ wykrycia genu BCR-ABL moze
by¢ nizsza niz w przypadku wszystkich leukocytow po uprzedniej lizie erytrocytow [28].
Wykorzystujac technik¢ RQ-PCR opracowana w niniejszej pracy do kontynuacji
monitorowania leczenia u chorych na CML nalezy rozwazy¢ izolacj¢ komorek z krwi

obwodowe;j a nastepnie izolacje petnej frakeji leukocytow.

5.3. Wybor odpowiedniego materialu do badan

Aby technika RQ-PCR byta prawidlowo przeprowadzona a wyniki uzyskane przy jej
pomocy wiarygodne, wszystkie etapy procedury musza by¢ zoptymalizowane: pobranie probki
do badania, izolacja RNA oraz sama reakcja iloSciowa. Niezwykle wazna jest jakos¢
uzyskanego materialu genetycznego [28, 37]. Metoda TRIzolowa jest uznana przez wielu
autorow [28, 38] i rekomendowana przez autoréw programu Europe Against Cancer oraz
innych, stuzaca analizie monitorowania choroby resztkowej [28, 31, 39]. Podobnie,
w przypadku reakcji odwrotnej transkrypcji, na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw

do dalszych etapow pracy zastosowano odwrotng transkryptaze Superscript 1™

jako
najbardziej czula. Polimeraza ta réwniez jest jedna z dwu rekomendowanych przez program
EAC [10]. Zgodna z zatozeniami programu EAC 1 BIOMED jest rowniez ilo$¢ jednostek
polimerazy dodawana do reakcji RT [8, 10]. Polimeraza ta ponadto nalezy do polimeraz typu
AMV-RT (avian myeloblastosis virus reverse transcriptase) i eliminuje problemy zwigzane
z dwurzedowa struktura RNA w zestawieniu z polimerazami typu MMLV-RT (Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase) [40]. Ostatnie rekomendacje opracowane przez
Timothy Hughes’a 1 wspotpracownikow wskazuja, ze Superscript II jest najlepszym enzymem

stosowanym do reakcji RT poprzedzajacej ilosciowa analiz¢ genu BCR-ABL [28].

5.4. Jakosciowa ocena choroby resztkowej na podstawie genu fuzyjnego

Specyficzny dla klonu biataczkowego marker stanowia geny fuzyjne bgdace wynikiem
translokacji. Technika PCR poprzedzona odwrotna transkrypcja jest metoda pozwalajaca
okresli¢ 1 rozr6zni¢ poszczegoélne typy genu chimerowego BCR-ABL. W badanej grupie,
proporcja wystgpowania translokacji BCR/ABL o typie b2a2/b3a2 wynosita 25/35. Ponadto
technika gniazdowa RT-PCR moze stluzy¢ monitorowaniu postepow terapii ze wzgledu na swa
bardzo duza czuto$¢ (mozliwos¢é wykrycia pojedynczej komoérki biataczkowej wsrod 10° - 10°
komorek prawidlowych) [41]. U chorych na CML, transkrypt BCR-ABL najczg¢sciej wystepuje

w postaci izoform b2a2 oraz b3a2. Nie stwierdzono aby poszczegolne typy ani ich rdwnoczesne
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wystegpowanie u jednego pacjenta miato znaczenie prognostyczne [42, 43]. Metoda RT-PCR
jest odpowiednia do wykrywania transkryptu BCR-ABL u ponad 95% przypadkow CML [44].

W organizmie pacjenta w momencie rozpoznania CML istnieje okoto 10'? komorek
nowotworowych [45]. W kontekScie analizy MRD test RT-PCR jest testem najczulszym
mogacym wykryé nawet pojedyncza komorke biataczkowa na tle 10° -10° komorek
prawidtowych. Jednak pomimo tak wysokiej czutosci metody 1 jej negatywnego wyniku, nadal
mozemy mie¢ do czynienia z niewielka populacja komorek resztkowych, ktore moga sta¢ sig
przyczyna pelnego nawrotu choroby [29, 46]. Czulo$¢ z ktora choroba resztkowa jest mierzona
zalezy w tej technice gltéwnie od liczby wyizolowanych komérek krwi obwodowej lub szpiku
kostnego [29].

U pacjentow po przeprowadzone] transplantacji szpiku kostnego, wynik negatywny
uzyskany tym testem daje duze prawdopodobiefistwo na dobry dalszy przebieg, jednak wynik
pozytywny jest trudny do interpretacji. Kiedy u wigkszo$ci pacjentow wynik badania
RT-PCR jest dodatni, przy réwnoczesnym braku zaburzen w obrazie klinicznym podczas
pierwszych 6 miesigcy po transplantacji, wynik ten mozna uzna¢ za dobrym marker ryzyka
nawrotu w okresie 6-12 miesigcy po przeszczepie (20-40% pacjentow) [47]. Czasami nawet
kilka lat po przeszczepie moze wystapi¢ pozytywny wynik RT-PCR bez zadnych oznak
progresji choroby. Moze to §wiadczy¢ o wystgpowaniu wzajemnej egzystencji koméorek CML i
uktadu immunologicznego [48]. Ponadto RT-PCR nie pozwala nam na przewidywania nawrotu
choroby [29], a wyniki uzyskane przy pomocy techniki RT-PCR nie zawsze sa do kofica
zgodne z obrazem klinicznym pacjentéw, czgsciowo ze wzgledu na fakt, Zze jest to technika
trudna do standaryzacji [10, 46]. Technika RT-PCR moze by¢ stosowana do monitorowania
stanu pacjentow po przeszczepie pod kilkoma warunkami:

e Transkrypt BCR-ABL moze by¢ wykryty u wigkszosci pacjentow kilka miesigcy po
transplantacji co potwierdza przetrwanie komorek biataczkowych zastosowane
kondycjonowanie

e Choroba stwierdzona testem RT-PCR koreluje z brakiem mniej groznej choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi

e Pacjenci u ktérych nie stwierdzono obecno$ci transkryptu BCR-ABL w okresie
dhuzszym niz 6 miesigcy po przeszczepie, wystepuje nizsze ryzyko nawrotu choroby,
jednak nie jest to gwarancja stabilnej remisji

e Pacjenci, u ktorych stwierdza si¢ nawrdot wg kryteriow hematologicznych lub

cytogenetycznych transkrypt wykrywany technika RT-PCR jest wciaz obecny
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e Jakosciowa technika RT-PCT nie moze by¢ powszechnie stosowana do przewidywania
ryzyka nawrotu u poszczego6lnych pacjentow [49].
Wobec ograniczen metody RT-PCR powstala technika ilosciowej PCR pozwalajaca na

monitorowanie kinetyki transkryptu BCR-ABL [50].

5.5. IloSciowa analiza Kinetyki transkryptu BCR-ABL

Doswiadczenia ostatnich lat wskazuja, ze aby badanie choroby resztkowej u chorych na
CML bylto w pelni miarodajne musi spetnia¢ kilka istotnych warunkow:

e Reakcja RQ-PCR oparta na hydrolizie lub sondzie hybrydyzacyjnej mierzy MRD
W sposob ilosciowy, jest rownie prawidlowa i daje porownywalne wyniki

e Stosowanie plazmidu jako kontroli pozytywnej shuzacej wykresleniu krzywej
standardowej daje gwarancje stabilno$ci a wspotczynnik korelacji charakteryzujacy
krzywa standardowa powinien by¢ nie nizszy niz 0,98 aby zapewni¢ liniowos¢ testu
RQ-PCR

e Muszg istnie¢ bardzo restrykcyjne zasady zapobiegania kontaminacjom

e Zachowanie powtarzalnych wynikow pomigdzy laboratoriami tak, aby mozna je byto
wzajemnie porownywac

e Kazdorazowo nalezy okresla¢ czuto$¢ poszczegdlnych testow RQ-PCR [28].

5.5.1. Wybor genu kontrolnego

Bardzo wiele pracy poswigcono ustaleniu odpowiedniego genu kontrolnego do
monitorowania MRD w CML. W programie EAC zalecane jest stosowanie trzech gendéw
kontrolnych: ABL, B2M oraz GUS. Jednak na podstawie dalszych badan ustalono, ze gen ABL
bedzie najodpowiedniejszy, a wyniki uzyskane wyniki najbardziej wiarygodne. ABL posiada
podobna ekspresje w probkach prawidlowych 1 biataczkowych, charakteryzuje si¢ takze
podobna szybkoscia degradacji jak gen chimerowy BCR-ABL. Ponadto, korelacja pomigdzy
genem ABL i r6znymi genami fuzyjnymi byla najwyzsza w poréwnaniu z genami GUS i B2M
[31]. Istnieje kilka watpliwosci co do wyboru genu ABL na gen kontrolny: przy zastosowaniu
zestawu starterow 1 sondy rekomendowanych w programie EAC, istnieje prawdopodobienstwo
amplifikacji genomowego DNA, ze wzgledu na krotki fragment intronu 2. Ponadto, ze wzgledu
na lokalizacj¢ starterow i1 sondy pomigdzy egzonem 2 i 3 mozliwa jest amplifikacja zarowno
dzikiego typu genu ABL jak rdwniez transkryptu BCR-ABL. Okazuje si¢ jednak, ze

ograniczenia te nie niosa za soba powaznych konsekwencji. Zanieczyszczenie DNA

68



Dyskusja

genomowym zwykle nie jest duze a wspdlna amplifikacja genow ABL oraz BCR-ABL moze
prowadzi¢ jedynie do niewielkich nieprawidlowosci w komorkach z wysoka ekspresja BCR-
ABL [31]. Najistotniejsze jednak jest to, ze wystgpuje wysoka znaczaca korelacja pomigdzy
wynikami uzyskanymi technikami cytogenetycznymi oraz wynikami RQ-PCR przy uzyciu ABL
jako genu kontrolnego [51]. Poza tym, wazniejsza wydaje si¢ by¢ prawidlowa ocena ilo$ci
transkryptu BCR-ABL w czasie monitorowania MRD niz precyzyjne ustalenie wyjSciowej

liczby kopii BCR-ABL [31, 46].

5.5.2. Sposoby wyrazania wynikow RQ-PCR

Obecnie istnieje kilka réznych metod stosowanych do wyrazania wynikéw analiz
RQ-PCR u pacjentow z CML. Jedna z nich jest przedstawianie liczby kopii genu BCR-ABL na
1 mikrogram RNA. Jest to jednak metoda niedoskonata ze wzgledu na czg¢sto niedoszacowana
warto$¢ pomiaru stgzenia RNA a takze rdéznice w jakosci RNA 1 wydajno$ci etapu odwrotne;j
transkrypcji.  Bardziej  powszechnie  stosuje si¢ metod¢  wyrazania  ilosci
BCR-ABL jako stosunek liczby kopii BCR-ABL do liczby kopii genu kontrolnego 1 wyrazanie
tego stosunku procentowo. Wyjsciowy stosunek BCR-ABL do genu kontrolnego musi stanowi¢
100%. Kolejnym sposobem jest przedstawianie redukcji ilo$ci transkryptu w  skali
logarytmicznej w porOwnaniu z wystandaryzowana linia bazowa stanowiaca wyniki
nieleczonych pacjentéw, ustalona indywidualnie w danym laboratorium [33, 52]. W praktyce,
uzywanie sformutowania ,,log redukcja” moze prowadzi¢ do nieporzadku poniewaz sugeruje,
ze wartos¢ ta jest wzgledna, pomimo ze ,,3 log lub wigksza redukcja” ustala warto$¢ absolutna,
ktéra teoretycznie moze by¢ definiowana jako konkretna ilos¢ transkryptu BCR-ABL. Pomimo
tego, sugerowane jest odejscie od tej terminologii w rutynowej praktyce klinicznej 1 wyrazanie
wynikow wg standardowej migdzynarodowej skali numerycznej, opartej na wartosciach
absolutnych. Proponuje si¢ aby skala miedzynarodowa byla oparta na dwdch warto$ciach:
wystandaryzowana linia bazowa na poziomie 100% ustalona w ramach programu /RIS oraz 3-
log redukcja od linii bazowej (MMR) ustalona jako 0,10%. Metoda RQ-PCR r6zni sig¢ ze
wzgledu na rodzaj uzywanego aparatu, lokalizacji starterow i sond molekularnych, rodzaju
stosowanej chemii oraz genu kontrolnego [33]. Dlatego w kazdym laboratorium nalezy tez
ustali¢ wspotczynnik korygujacy majacy na celu konwersje uzyskanego wyniku do skali
migdzynarodowej [28, 53].
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5.5.3. Analiza czulo$ci RQ-PCR

Niezwykle waznym zagadnieniem istotnym dla prawidlowe] interpretacji wynikow
uzyskiwanych technika RQ-PCR jest analiza czutos$ci poszczeg6élnych testow [31]. Wzrost
ilosci transkryptu stwierdzony w toku badania charakteryzujacego si¢ zwigkszonym
w porownaniu do testow uprzednio wykonanych poziomem czuto$ci niekoniecznie musi
swiadczy¢ o realnym wzroscie ilosci komorek z produktem genu BCR-ABL i1 zagrazajacej
progresji choroby. W takich przypadkach zalecane jest powtorzenie cato$ci oznaczenia
z pobranego ponownie materialu. Wzrost iloSci transkryptu moze tylko $wiadczy¢
o jednorazowym wzro$cie czuto$ci oznaczenia (lepsze parametry krzywej standardowej, lepsza
jako$¢ uzyskanego materiatu) [54]. Dla probki okreslanej jako ,,negatywna” — brak transkryptu
BCR-ABL wszystkie reakcje RQ-PCR prowadzone jednocze$nie na powinny mie¢ wynik
negatywny. W przypadku otrzymania i wydawania takiego wyniku nalezy bezwzglednie
okresli¢ i podaé czuto$¢ reakcji przeprowadzonej w badanej prébce w celu uniknigcia btedow w
interpretacji. Jesli tylko jedna reakcja ma wynik pozytywny, test nalezy powtorzy¢ lub wykonad
badanie RT-PCR. Nalezy ustali¢ wartos¢, powyzej ktorej wynik uznawany bedzie jako
pozytywny — bedzie on stanowil granicg wykrywalno$ci. Jest to najwigksze rozcienczenie
plazmidu, ktoére umozliwia wiarygodna amplifikacjg transkryptu BCR-ABL (zwykle jest to 5-10
kopii). Czulo$¢ badania zalezy wigc od ilosci wyizolowanych komorek, liczby kopii
transkryptu genu kontrolnego oraz efektywnosci wykonane;j PCR

1 powinna by¢ okreslana dla kazdego badania osobno [28].

5.5.4. Czg¢stos¢ wykonywania badania RQ-PCR

Obecnie najczesciej spotykanym schematem przeprowadzania badania RQ-PCR
u pacjentéw z przewlekla biataczka szpikowa leczonych imatinibem jest badanie w odstgpach
3-miesigcznych [26] lub co 3 miesiace przez pierwsze 18 miesigcy terapii a nastgpnie raz na 6
miesiecy [20]. U pacjentdow po przeprowadzonej transplantacji RQ-PCR powinna by¢
przeprowadzana co 4 miesiace do momentu uzyskania wyniku negatywnego. Jesli poziom genu
jest niewykrywalny test nalezy przeprowadza¢ co 3 miesiace lub co 6 miesigcy jesli wynik testu
RT-PCR pozostaje negatywny [26].

5.5.5. Rodzaje odpowiedzi na terapi¢

U pacjentow z CML w momencie rozpoznania, wyst¢puje pewien poziom komorek
biataczkowych. Efekty leczenia nalezy monitorowaé poprzez obserwacje redukcji poziomu

leukocytozy, redukcji komorek Ph+ w szpiku kostnym oraz redukcji poziomu transkryptu
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BCR-ABL do poziomu niewykrywalnego [55]. W poczatkowej fazie monitorowania terapii
najbardziej informatywne sa techniki cytogenetyki klasycznej oraz FISH.

W ramach badania /RIS ustalono poziom genu BCR-ABL korelujacego w przezyciem
wolnym od progresji choroby. 38% pacjentdw leczonych imatinibem osiagngto przynajmniej 3
krotna redukcje w skali logarytmicznej, u 4-10% z nich osiagngto niewykrywalny poziom
BCR-ABL. U 100% pacjentow ze stwierdzona redukcja o 3 log obserwowano 2-letni okres
przezycia wolny od progresji choroby [52, 56]. Po 12 miesiacach terapii Imatinibem wigkszos$¢
pacjentow osiagneta catkowita remisj¢ cytogenetyczng. U tych pacjentow analiz¢ odpowiedzi
na terapi¢ nalezy monitorowac przy uzyciu techniki RQ-PCR [57].

Poziom redukcji BCR-ABL osiagnigty w czasie poczatkowej terapii imatinibem jest
uwazany za dobry wskaznik pdzniejszej odpowiedzi [57, 58]. W australijskich badaniach
w ramach programu /RIS, pacjenci, ktorzy nie osiagngli redukcji o 1 log w ciagu pierwszych
trzech miesigcy maja bardzo niskie prawdopodobienstwo osiagnigcia wigkszej odpowiedzi
molekularnej. Natomiast u pacjentéw, ktérzy osiagneli redukcje o >2 log i1 o 1-2 log
obserwowano odpowiednio 100% 1 69% prawdopodobienstwo osiagnigcia MMR. Brak
odpowiedzi u pacjentow w pierwszej grupie spowodowany byl pierwotna lub wtorna
oporno$cia na podany lek. Ryzyko oporno$ci w tej grupie, w poréwnaniu z grupa, ktora
osiagneta spadek transkryptu o > 2 log wynosito 83%. W badaniu tym stwierdzono takze, ze
wyjsciowa wartos¢ BCR-ABL nie ma znaczenia biologicznego w odniesieniu do pdzniejszej
redukcji transkryptu [33]. U pacjentow leczonych imatinibem ktdrzy osiagngli spadek
transkryptu o 3 lub wigcej w skali logarytmicznej w ciagu 18 miesigcy, stwierdzono 100%
przezycie wolne od progresji choroby [52]. W badaniach Hughes stwierdzono, Zze poziom
transkryptu BCR-ABL na poziomie 0,53% po 3 miesigcach terapii imatinibem pozwala
przewidzie¢ uzyskanie calkowitej remisji cytogenetycznej (CCR) po 6 miesiacach
w poréwnaniu z poziomem 27% po 3 miesigcach, gdzie po 6 miesigcach terapii zaden
z pacjentow nie osiagnat CCR [33]. Podobnie, 50% redukcja BCR-ABL po 4 tygodniach terapii
imatinibem pozwala przewidzie¢ MCR po 6 miesiacach i przezycie wolne od progresji przez
16,5 miesiaca. Efekt ten byt niezalezny od fazy choroby 1 wieku pacjenta [59].
W badaniu Stenofta i wspolpracownikdéw natomiast, u 10/11 pacjentow w fazie chronicznej
zaobserwowano peilna odpowiedz na terapie imatinibem. Natomiast u 7/8 pacjentow w fazie
akceleracji 1 u 1/11 pacjentow w CP nie stwierdzono odpowiedzi. Dodatkowym czynnikiem od
ktérego zalezy odpowiedZ na terapi¢ moze by¢ wigc faza choroby w momencie podania

imatinibu. [38].
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W oparciu o powyzsze obserwacje stwierdzono, ze na podstawie poziomu redukcji
genu BCR-ABL mozna w sposob prawidlowy 1 pewny przewidywaé czas trwania przezycia

pacjentow z CML [46].

5.5.6. Korelacja wynikow uzyskanych metodami molekularnymi oraz cytogenetycznymi

Do monitorowania choroby resztkowej u pacjentow z CML stosuje si¢ obecnie glownie
techniki RT-PCR oraz RQ-PCR. Metoda RT-PCR jest bardzo pracochtonna, wymaga co
najmniej kilku dni aby wyda¢ wiarygodne wyniki. RQ-PCR natomiast, jest testem
wykonywanym w stosunkowo krotkim czasie, wiarygodnym 1 tatwym do przeprowadzenia.
Zaleta testu RT-PCR jest niewatpliwie jego wigksza czuto§¢ w stosunku do RQ-PCR.
Generalnie istnieje bardzo wysoka zgodno$¢ pomigdzy wynikami osiagni¢tymi obiema
metodami [60]. W badaniu Guo 1 wspotpracownikéw stwierdzono jednak, ze metoda
RQ-PCR moze powodowa¢ niedoszacowanie poziomu transkryptu u pacjentow
z rébwnoczesna ekspresja transkryptu b2a2 oraz b3a2 w poréwnaniu z RT-PCR. Stwierdzono
takze, ze wyniki RQ-PCR moga by¢ niedoszacowane w przypadku wysokiego poziomu
transkryptu BCR-ABL, natomiast nie w przypadku gdy poziom genu sigga granicy detekcji [60].
W badaniach Kim i1 wspotpracownikéw stwierdzono, ze wyniki pacjentow poddanych
przeszczepieniu komoérek hematopoetycznych, uzyskane przy pomocy testu RQ-PCR sa
poréwnywalne z wynikami uzyskanymi testem RT-PCR ale tylko w reakcji ,,zewngtrznej”. Nie
ma natomiast korelacji pomi¢dzy wynikami RQ-PCR i RT-PCR gdy wyniki reakcji
RT-PCR ,,zewngtrzne]” sa negatywne. W badaniach tych stwierdzono takze wadg reakcji
RT-PCR z powodu wysokiego odsetka wynikéw fatszywie pozytywnych. Do §ledzenia choroby
resztkowe] autorzy ci rekomenduja wykonywanie badan technika RQ-PCR, natomiast jako
uzupetnienie techniki FISH oraz RT-PCR [61]. Podobnie, Guo
1 wspotpracownicy sugeruja wykonywanie testu RQ-PCR do $ledzenia MRD, jednak
w przypadku negatywnych wynikow nalezy przeprowadza¢ gniazdowy test RT-PCR ze
wzgledu na jego wigksza czutos¢ [60].

Wyniki poziomu BCR-ABL we krwi obwodowej uzyskane przy pomocy ilosciowe;j
analizy PCR w czasie rzeczywistym wystepuja w wysokiej korelacji z wynikami szpiku
kostnego uzyskanymi technika cytogenetyki klasycznej [37, 57, 58, 62]. Na podstawie wczesne]
redukcji BCR-ABL  mozna przewidywa¢ odpowiedz cytogenetyczna u pacjentow
w fazie chronicznej leczonych imatinibem [57, 59]. W badaniu Ross 1 wspotpracownikéw
stwierdzono, ze wszyscy pacjenci ktorzy osiagnegli 2-krotna redukcje transkryptu BCR-ABL

w skali logarytmicznej, 95,7% z nich osiagngla rowniez CCR. Niewielkie roznice wystgpujace
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w kilku punktach badania, zacieraty si¢ w czasie dluzszej obserwacji. Progresj¢ cytogenetyczna
obserwowano u 83% pacjentdéw, u ktorych nastapit wzrost stosunku BCR-ABL/BCR. Ponadto, u
mniej niz 1% pacjentow z wigksza odpowiedzia molekularng (MMR) wykryto rearanzacje
chromosomu Ph w badaniu cytogenetycznym. Jednak u wszystkich tych pacjentow, wynik
badania cytogenetycznego opierat sig na analizie <5% metafaz.

U wszystkich pacjentdéw, u ktorych poziom BCR-ABL byt niewykrywalny wystgpowat rowniez
CCR. Po gruntownej analizie stwierdzono, ze u zadnego pacjenta, ktory osiagnat MMR nie
wystgpowal znaczacy wzrost metafaz Ph+ w badaniu cytogenetycznym [63].

Obecnie nie jest znany powdd niezgodno$ci pomigdzy poziomem BCR-ABL
a wynikami liczby Ph+. Pomimo roéznic w komoérkowosci pomigdzy krwia obwodowa
1 szpikiem kostnym, poziomy BCR-ABL/BCR badane w obu tkankach sa porownywalne [57].
Jedna z przyczyn moze by¢ mata liczba analizowanych komorek w badaniu cytogenetycznym
(20-30) 1 wysoki wspolczynnik zmiennosci kariotypowania. Istnieja takze spekulacje, ze
réznice te zaleza od selektywnej detekcji analizy cytogenetycznej resztkowych komorek ze
zwigkszona zdolnoscia do podziatéw mitotycznych. Mozliwa jest tez obnizona ekspresja
mRNA dla BCR-ABL w komodrkach Ph+ poddanych dziataniu imatinibu [63]. Rdznice
w korelacji pomigdzy wynikami RQ-PCR i cytogenetycznymi uzyskanymi w niniejszej pracy
moga wynika¢ réwniez ze stosunkowo matej grupy badanej (60), wysokich odchylen
standardowych a takze krotkiego czasu obserwacji (1 rok).

W zwiazku z powyzszym stwierdzono, ze do podjecia decyzji klinicznych
wystarczatoby badanie RQ-PCR przeprowadzane co 3 miesiace oraz okresowo wykonywane
badanie kariotypu. Wnioski takie opracowano na podstawie 3 przestanek:

1) Poziom redukcji BCR-ABL w skali logarytmicznej stwierdzony w badaniu RQ-PCR bardzo
Scisle koreluje z osiagnigta CCR i MCR stwierdzong w badaniu kariotypu

2) U zadnego pacjenta nie stwierdzono przypadku progresji na podstawie badania
cytogenetycznego bez stwierdzenia tego ryzyka w badaniu RQ-PCR w czasie pierwszych 12
miesigcy terapii imatinibem

3) U zadnego pacjenta, u ktorego wystgpowata MMR nie stwierdzono przypadku progresji
cytogenetycznej

Autorzy sugeruja rowniez aby badanie cytogenetyczne ze szpiku kostnego wykonywa¢ tak jak
dotychczas u pacjentdéw, ktorzy nie osiagnegli MMR. [63].

Analiza cytogenetyczna jest niezbedna do identyfikacji nieprawidtowosci klonalnych
innych niz wystgpowanie chromosomu Philadelphia. Na podstawie takich wynikow mozliwa

jest identyfikacja progresji choroby i jest jednym z kryteriéw rozpoznania fazy akceleracji [64].
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Jednak pobranie szpiku kostnego do badania jest zabiegiem inwazyjnym. Jest dla pacjenta
duzym dyskomfortem oraz niewygoda, w rzadkich przypadkach zdarzaja si¢ takze bardziej
powazne komplikacje [65]. W zwiazku z tym istnieje pytanie na ile niezbg¢dna jest rutynowa
analiza kariotypu gdy istnieje wiarygodna 1 czula metoda RQ-PCR. Wyniki

RQ-PCR pozwalaja na bardzo doktadny monitoring odpowiedzi na terapi¢ imatinibem i na ich
podstawie mozna przewidywac utratg tej odpowiedzi. Bardzo wazne jest jednak rygorystyczne

podejscie do procedur zapewniajacych kontrolg jakosci w tego typu badaniach [63].

5.5.7. Leczenie przewleklej bialaczki szpikowej

Imatinib jest nowym lekiem (badania kliniczne 1 fazy rozpoczgto w 1998 roku)
specyficznie hamujacym proliferacj¢ komorek wykazujacych ekspresj¢ genu chimerowego
BCR-ABL [66]. Wyniki badan wskazuja na wysoki odsetek osob osiagajacych MCR, CCR oraz
rézny poziom odpowiedzi molekularnej po 12 miesiacach leczenia Imatinibem [67].
W  badaniu /RIS stwierdzono skuteczna zdecydowana odpowiedZz cytogenetyczna
1 molekularna u pacjentow z CML w fazie chronicznej wczesniej nieleczonych na przyjmowana
dawke 400 mg imatinibu w poréwnaniu z INFa i ARA-C [52]. W badaniu Lange i
wspolpracownikow poréwnano ryzyko nawrotu molekularnego u pacjentow leczonych
imatinibem 1 po przeszczepie alogenicznym. Stwierdzono, Ze ryzyko nawrotu wynosi
odpowiednio 83% versus 20%, co wskazywalo by, ze remisja molekularna jest stabilniejsza w
grupie pacjentdéw po przeszczepie [68]. Jednak przyczyna tego moze by¢ fakt zwigkszonej
fluktuacji transkryptu BCR-ABL u chorych poddanych terapii imatinibem [69], oraz, Ze
calkowita eradykacja komorek bialaczkowych u pacjentow leczonych imatinibem nie jest
mozliwa. Prymitywne nieaktywne komorki macierzyste Ph+ pozostaja w uspieniu i1 sa
niewrazliwe na imatinib w badaniach in vitro [70]. Ponadto istnieje wiele innych przyczyn
opornosci na leczenia imatinibem takie jak ewolucja klonalna i pojawiajace si¢ ztlozone zmiany
w kariotypie i mutacje punktowe w domenie ABL kinazy BCR-ABL [36].

Istnieje zatem pytanie czy imatinib jest najlepsza opcja terapeutyczna u pacjentow
z nowo-rozpoznang CML. Generalnie uwaza si¢ ze tacy pacjenci powinni w pierwszej
kolejnosci otrzymac¢ imatinib, nalezy jednak stara¢ si¢ zidentyfikowac pacjentéow, u ktorych
istnieje wysokie prawdopodobienstwo opornosci na ten lek i rozwazy¢ mozliwos¢ przeszczepu
alogenicznego [70]. W ostatnich latach, pojawity si¢ kolejne, nowe mozliwosci lecznicze
pacjentdéw z CML — inhibitory kinazy tyrozynowej II generacji. Sa to inhibitor kinazy BCR-
ABL AMNI107 [71, 72] o 25-krotnie wigkszej sile dziatania od imatinibu: niolotinib. W

przeciwienstwie do imatinibu, lek ten jest skuteczny w leczeniu chorych
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z mutacjami opornymi na imatinib jednak nie jest skuteczny w przypadku wystapienia mutacji
T3151 [73] oraz dasatinib (BMS-354825), ktorego potencjat jako inhibitora kinazy SRC/ABL w
badaniach in vitro jest 300 razy wigkszy niz imatinibu. Poza tym, badania wskazuja na
mozliwosci leczenia pacjentdow z nietolerancja lub opornych na leczenie imatinibem [74] oraz u
pacjentéw ze stwierdzona mutacja w genie BCR-ABL [75].

Obecnie jedyna metoda pozwalajaca na calkowite wyleczenie CML jest allogeniczna
transplantacja szpiku kostnego [76, 77, 78]. Dhugie okresy obserwacji (10 1 15 lat) wskazuja na
przezycie odpowiednio 50% 1 47% chorych poddanych transplantacji od dawcy rodzinnego
[79].

5.5.8. Standard w badaniach diagnostycznych i monitorujgacych leczenie chorych na CML

Polska grupa zajmujaca si¢ leczeniem przewleklej biataczki szpikowej opracowala
obecne zalecenia dotyczace postgpowania diagnostycznego 1 monitorujacego terapig
u chorych na tg¢ chorobg. W tabeli 5.1 przedstawiono panel niezbe¢dnych badan wykonywanych
u pacjentéw z CML.

Tabela 5.1. Badania diagnostyczne i monitorujace leczenie chorych na przewlekla biataczke

szpikowa [80]
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BADANIA
ETAP BADANIA BADANIA BADANIA
NIEZBEDNE ZALECANE POMOCNICZE
Rozpoznanie Morfologia krwi z RQ-PCR FAG
rozmazem. RT-PCR
Badanie FISH
cytogenetyczne (W
przypadku
negatywnej
cytogenetyki RT-
PCR)
Okres do uzyskania | Morfologia krwi z BUN kreatynina, W przypadku braku
remisji rozmazem co 2 ALAT. ASPAT, odpowiedzi badania
hematologiczne| tygodnie az do bilirubina molekularne w
uzyskania remisji kierunku mutacji
hematologicznej, a BCR-ABL
nastepnie co 8-12
tygodni, kwas
MOCZOWY
Okres do uzyskania | Morfologia krwi z Badanie W przypadku braku
catkowitej rozmazem co 2-3 cytogenetyczne w 3 odpowiedzi badania
odpowiedzi miesigce. miesigcu leczenia. molekularne w
. Badanie FISH. kierunku mutacji
cylogenetyczne| cytogenetyczne w 6 i | RQ-PCR co 3 BCR-ABL
12 miesigcu leczenia | miesiace
Po uzyskaniu Badanie RQ-PCR co 3-6 W przypadku braku
catkowitej cytogenetyczne co 12 | miesiecy; w odpowiedzi badania
odpowiedzi miesiecy przypadku molekularne w
. negatywnego RQ- kierunku mutacji
Cytogenetyczne PCR: RT-PCR BCR-ABL

5.6. Podsumowanie

Uzyskanie przez pacjenta catkowitej remisji cytogenetycznej (CCR) po pierwszych 12
miesiacach leczenia uznawane jest obecnie za duze prawdopodobienstwo przezycia wolnego od
zdarzen. Uznaje si¢ takze, ze prawdopodobienstwo przezycia wolnego od progresji choroby jest
proporcjonalne do stopnia remisji molekularnej uzyskanej po 12 miesiacach. Duzy procent
pacjentéw uzyskujacych CCR po terapii Imatinibem wskazuje na konieczno$¢ monitorowania
leczenia metodami molekularnymi. Negatywny wynik przynajmniej dwoch kolejnych oznaczen
RT-PCR, ktory nastapit po przynajmniej jednym wyniku pozytywnym uwazany jest obecnie za
catkowita remisje molekularna. Najczesciej badanie wykonuje si¢
w odstgpach 3 miesigcznych przez pierwsze 18 miesigey leczenia a nastgpnie, co 6 miesigey. W

monitorowaniu odpowiedzi molekularnej niezbedne jest badanie RQ-PCR, pozwala ono
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bowiem na ocen¢ stopnia uzyskanej remisji. RT-PCR natomiast pozwala stwierdzi¢ brak Iub
obecnos¢ MMR.

U pacjentow, u ktorych stwierdzono wzrost ilosci transkryptu >2 log, znaczaco czesciej
wykrywano mutacje genu ABL, odpowiedzialne za powstanie oporno$ci na Imatinib. W czgs$ci z
tych przypadkéw oporno$¢ mozna przetamac stosujac wigksze dawki Imatinibu. Na tej
podstawie powstalo zalecenie zwigkszenia dawki tego leku w obliczu dwukrotnego wzrostu
ilosci transkryptu BCR-ABL w skali logarytmiczne;.

Zaobserwowano dobra korelacj¢ wynikow badania RQ-PCR z wynikami uzyskanymi
technika cytogenetyki klasycznej oraz RT-PCR. Wyniki uzyskane przy pomocy techniki
ilosciowego PCR, dobrze korelowaty z przebiegiem klinicznym chorych na CML. Wyniki
uzyskane technika RQ-PCR pozwolily na podjecie krokoéw terapeutycznych, w postaci
zwigkszenia dawki Imatinibu lub podania alternatywnego leczenia inhibitorem kinazy
tyrozynowej Il generacji.

Technika RQ-PCR jest metoda czuta, dobrze korelujaca z obrazem klinicznym, stuzaca
monitorowaniu poziomu transkryptu BCR-ABL. Daje ona mozliwo$¢ wczesne] interwencji
leczniczej, dlatego jest rekomendowana jako metoda odpowiednia do monitorowania choroby

resztkowej u pacjentow chorych na CML leczonych Imatinibem lub poddanych transplantacji.
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WNIOSKI

6.1. Zgodnie z najnowszymi wytycznymi programoéw EAC i IRIS opracowano szybka,
czula i pewna technike ilosciowej PCR w czasie rzeczywistym (RQ-PCR).
Uzyskano wysokie parametry krzywych standardowych, na podstawie ktorych
okreslano ekspresje¢ genu BCR-ABL



Whnioski

6.2. Opracowana technika RQ-PCR moze stuzy¢ do monitorowania choroby

resztkowej u pacjentéow chorych na przewlekla bialaczke szpikowa

6.3. Stwierdzono wystegpowanie dobrej korelacji pomigedzy wynikami badan
uzyskanymi przy pomocy techniki RQ-PCR i RT-PCR w grupie 60 pacjentow
chorych na CML leczonych w Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ

w Krakowie

6.4. Stwierdzono wystegpowanie dobrej korelacji pomigdzy wynikami badan
uzyskanymi przy pomocy techniki RQ-PCR i cytogenetyki klasycznej w grupie 60
pacjentow chorych na CML leczonych w Katedrze i Klinice Hematologii CMUJ w
Krakowie

6.5. U pacjentow ze stwierdzonym genem fuzyjnym BCR-ABL w komoérkach ukladu

hematopoetycznego, mozna przewidywac przebieg choroby CML na podstawie

wynikow iloSciowej PCR w czasie rzeczywistym
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Tabela 3.1. Charakterystyka badanych chorych

DLUGOSE FAZA CML
STOSOWANE
ROK ECZENIE LECZENIA PRZY
L.P.| PACTENTWIEKPLEC| ROZPOZNAN y'L'MA'I_J:N]:BEM, PODANIU
W NAWIASACH DAT
A CML ROZPOCZECIA) STOSOWANA IMATINI
DAWKA (MG/D) U
1 AR 45 M | 1991 Auto-BMT — nawro6t 2001, | 39 m-cy, 300/400 CP
Imatinib (06.2002),
Dasatinib (03.2006)
2 |BK 45 K | 1999 HU, IFNa, 54 m-cy, 400 CP
Imatinib (09.2002)
3 BB 72 K | 2003 HU, Imatinib (01.2004) 30 m-cy, 400 CP
4 | BC 47 K | 2000 HU, IFNa., Imatinib 40 m-cy, 300 Cp
(09.2001)
5 |BJ 56 M | 1998 HU, IFNa, Imatinib 57 m-cy, 400/600 ACC
(04.2002)
6 [CZ 62 K | 2005 HU, Imatinib (05.2005) 15 m-cy, 400 CP
7 CW 67 K | 2001 HU, Lanvis, Imatinib 15 m-cy, 400 CpP
(04.2006)
8 | DH 50 M | 2002 [FNa, IFNo+HU, 15 m-cy, 400/700 BC
ARA-C, Imatinib (12.2002
9 |[DL 33 M [ 2003 HU, Imatinib (05.2005) 45 m-cy, 400 CP
10 [ DT 59 K | 1998 HU, IFNa, Imatinib 38 m-cy, 400 CP
(10.2001)
11 | DR 53 M [ 2001 HU, Imatinib (10.2001) 63 m-cy, 400 CP
12 | DD 62 K [ 2005 HU, Imatinib (09.2005) 18 m-cy, 400 CP
13 | DL 26 K {2003 HU, Imatinib (03.2004) 27 m-cy, 400 CP
14 | DK 49 K | 2005 HU, Imatinib (09.2005) 15 m-cy, 400 CP
15 | DS 72 M | 2004 HU, Imatinib (05.2005) 21 m-cy
16 | GW 60 K | 2002 HU, Imatinib (03.2004) 33 m-cy, 400 CP
17 | GC 71 K | 2002 IFNo., Imatinib (2002) 33 m-ce, 300/400 CP
18 | GG 67 K | 2004 HU, Imatinib (05.2005) 27 m-cy, 400 CP
19 [HJ 32 K [ 1999 IFNa, IFNo+HU, 36 m-cy, 300/400 CP
mini-ICE, ARA-C,
Imatinib (08.2004)
20 [ JS 63 M [ 2005 HU, Imatinib (05.2005) 18 m-cy, 400 CP
21 [JO 73 K [ 2005 Imatinib (07.2005) 21 m-cy, 400 CP
22 |11 42 M | 1997 HU, mini-ICE, IFNa,, 21 m-cy, 600/800 CP
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Imatinib (10.2001)

23 |IM 56 M [ 1995 BU, HU, IFNa, Imatinib | 68 m-cy, 400/600 ACC
(10.2001)

24 | KM 33 K [ 2005 HU, Imatinib (05.2005) 15 m-cy, 400 CP

25 [ KM 42 M | 2005 HU, Imatinib (06.2005) 21 m-cy, 400 CP

26 | KH 68 K | 2004 HU, Imatinib (06.2005) 24 m-ce, 400 CP

27 | KB 39 K {2003 Imatinib (01.2004) 27 m-cy, 300 CP

28 | KE 50 K | 2003 HU, Imatinib (02.2004) 14 m-cy, 400 CP

29 | KA 62| M| 2000 HU, IFNa., Lanvis, 18 m-cy, 300/400 CP
Imatinib (09.2003),
Dasatinib

30 | KE 33 K |1999 HU, IFNa, Imatinib 45 m-cy, 400 Cp
(01.2001)

31 [EM 41 M | 2004 HU, Imatinib (05.2005) 30 m-cy, 400 CP

32 | MA 471 M| 2001 HU, IFNa, Imatinib 8 m-cy, 300 Cp
(04.2004)

33 (ML 47 K | 2003 HU, Imatinib (05.2004)8 m-cy, 400/600 CP
Dasatinib (07.2005)

34 [ MA 32 K | 2000 HU, IFNa, ARA-C, Lanvig, 46 m-cy, 400/500/600 | ACC
Imatinib(06.2001)

35 [ MM 41 M HU, Imatinib (10.2005) 400 CP

36 | MR 44 M | 1993 HU, IFNa, ARA-C, Imatinjt57 m-cy, 600 BC
(10.2001)

37 | NM 67 K {2002 HU, IFNa, ARA-C, Imatinjto1 m-cy, 400 mg CP
(09.2002))

38 [ NK 61 K | 2004 HU, Imatinib (04.2005) 24 m-ce, 400 CP

39 | PD 51 K [ 1996 IFNo., Imatinib (01.2004) | 400 CP

40 | PS 42 M | 1997 HU, mini-ICE, IFNa, 42 m-ce, 400 mg CP
Imatinib (10.2001)

41 | PB 34 M | 2003 HU, allo-MUD, Imatinib | 30 m-cy, 400 mg CP
(09.2004)

42 | PE 57 K | 1998 HU, IFNa, mini-ICE, 54 m-ce, 400/600 ACC
ARA-C, Imatinib (04.2001

43 | PT 68 K | 1996 HU, IFNa, Imatinib 16 m-cy, 400 CP
(04.2002)

44 | PM 43 K | 1997 HU, IFNa, Imatinib 27 m-cy, 400/500/600 | CP
(07.2002)

45 | RA 36 K | 2002 IFNo., Imatinib (05.2005) | 400

46 | RW M | 2000 HU, Lanvis, Imatinib 400 Cp
(09.2005), Dasatinib

47 | SW 43 K [ 1999 HU, mini-ICE, IFNa, 51 m-ce, 400 CP
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Imatinib (10.2001),

Dasatinib (07.2005)
48 | SA 50 K [ 2001 Imatinib (10.2003) 57 m-cy, 400 CP
49 | ST 56 K BU, Lanvis+tARA-C, HU, | 400/600 BC
Imatinib (06.2001)
50 | SE 38 K | 2005 HU, Imatinib (12.2005) 12 m-cy, 400 CP
51 |SJ 47 K [ 1998 BU, HU, IFNa, ARA-C, | 54 m-ce, 600/400 ACC
auto-PBSCT, Lanvis,
Imatinib (09.2002),
Dasatinib (07.2005)
52 |SJ 41 M | 2000 Allo-BMT, Imatinib 4 m-ce, 400/600 BC
(06.2003)
53 | SB 55 K | 1996 HU, IFNa, ARA-C, Imatinjtt00/500/600 CP
(07.2001)
54 [ SA 48 M | 2003 HU, Imatinib (02.2004) 30 m-cy, 400 CP
55 | TE 59 K | 2005 HU, IFNa, ARA-C, Imatinjtv00 ACC
(09.2001), Dasatinib
(12.2005)
56 | T™ 65 M [ 2001 HU, Imatinib (07.2005) 18 m-cy, 400
57 | WB 41 K [ 1996 HU, IFNa, ARA-C, 45 m-cy, 400/600/800 | CP
Imatinib (07.2001),
Dasatinib (10.2005)

58 | WB 61 K | 2006 HU, Imatinib (04.2006) 12 m-cy CP
59 | WH 55 K [ 2001 HU, IFNa, Imatinib 400 ACC
(05.2003)

60 |ZB 52 K | 1998 IFNa., Imatinib (07.2001) | 60 m-cy, 400 CP
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Tabela 4.3. Zestawienie wynikow badan metoda RT-PCR 1 RQ-PCR oraz cytogenetyki klasycznej

z materiatu pobranego od pacjentow w tym samym okresie czasu (po roku od rozpoczgcia terapii

Imatinibem). Wynik badania RQ-PCR przedstawiono jako stosunek liczby kopii BCR-ABL do

liczby kopii genu ABL (w nawiasach czulo$¢ testu). Log redukcje mierzono od momentu

rozpoczg¢cia terapii Imatinibem. Stopien osiagnigtej remisji okreslono na podstawie wynikow

badan cytogenetycznych i molekularnych (RQ-PCR)

. i Wynik badania L?g redukcja Wynil.( .?'rop.ieﬁ .
L.p.|Pacjent e T e stwierdzona przy badania osiqgnietej
pomocy RQ-PCR RT-PCR remisji

1 |AR b2a2 50% Ph+ 1 log POZ/POZ HR

2 |BK b3a2 0% Ph+ 3 log NEG/POZ MMR
3 [BB b2a2 0% Ph+ >3 log NEG/NEG MR

4 |BC b3a2 0% Ph+ 4 log NEG/POZ MMR
5 [BJ b3a2 0% Ph+, tri(1) 2 log NEG/POZ MMR
6 |CZ b3a2 0% Ph+ 3 log POZ/POZ MMR
7 |CW b3a2 0% Ph+ 0 log POZ/POZ CCR
8 |DH b3a2, ela2 100% Ph+ 0 log POZ/POZ HR

9 |DL b3a2 0% Ph+ 4 log NEG/NEG MR
10 [ DT b2a2 0% Ph+ 2 log NEG/POZ CCR
11 | DR b2a2 100% Ph+ 2 POZ/POZ HR
12 | DD b2a2 0% Ph+ 2 POZ/POZ CCR
13 | DL b3a2 0% Ph+ >3 NEG/POZ MMR
14 | DK b3a2 0% Ph+ >3 NEG/POZ MMR
15 | DS b3a2 15% Ph+ 1 POZ/POZ MCR
16 | GW b3a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
171 GC b3a2 0% Ph+ 4 NEG/POZ MMR
18 | GG b3a2 100 Ph+ 0 POZ/POZ HR
19 |HJ b3a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
20 |JS b2a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
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21 [JO b2a2 0% Ph+ 2 POZ/POZ CCR
22 |JI b3a2 50% Ph+ 0 POZ/POZ HR
23 |IM b2a2 0% Ph+ 3 NEG/POZ MMR
24 | KM b3a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
25 | KM b2a2 0% Ph+ 1 POZ/POZ CCR
26 | KH b2a2 0% Ph+ >3 NEG/NEG MR
27 |KB b3a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
28 | KE b2a2 0% Ph+ 2 POZ/POZ CCR
29 |[KA b2a2 46 XY t(1,9,22); 0 POZ/POZ HR
47 XY +der 9
t(1,9,22)
30 [KE b3a2 0% Ph+ >3 NEG/NEG MR
31 [LM b3a2 9% Ph+ 2 NEG/POZ MCR
32 |MA b3a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
33 |ML b3a2 95% Ph+ 0 POZ/POZ HR
34 |MA b3a2 35% Ph+ 2 POZ/POZ MCR
35 |MM b3a2 0% Ph+ 1 POZ/POZ CCR
36 |[MR b2a2 0% Ph+ 0 POZ/POZ CCR
37 |INM b2a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
38 [NK b2a2 0% Ph+ >3 NEG/NEG MR
39 [PD b3a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
40 | PS b3a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
41 |PB b2a2 Obecnos¢ chromosomu H 2 POZ/POZ HR
wyltacznie w komoérkach
mgskim kariotypie 46, X
1(9:22)(q34:q11) [4]
42 |PE b3a2 100% Ph+ 1 POZ/POZ HR
43 |PT b2a2, ela2 4% Ph+ 3 NEG/POZ MCR
44 | PM b2a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
45 |[RA b3a2 64% Ph+ 1 POZ/POZ HR
46 |RW b3a2 0% Ph+ 4 NEG/POZ MMR
47 |SW b3a2 4% Ph+ 0 NEG/POZ MCR
48 | SA b2a2 0% Ph+ >3 POZ/POZ MMR
49 |ST b3a2 100% Ph+ 0 POZ/POZ HR
50 [SE b3a2 0% Ph+ 4 NEG/POZ MMR
51[SJ b3a2 100 Ph+ 0 POZ/POZ HR
52 [SJ b2a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
53 |SB b2a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
54 |SA b3a2 0% Ph+ 2 POZ/POZ CCR
55 |TE b3a2 100 Ph+ 0 POZ/POZ HR
56 |'TM b2a2 100 Ph+ 0 POZ/POZ HR
57 |WB b2a2 100 Ph+ 0 POZ/POZ HR
58 |WB b3a2 0% Ph+ 4 NEG/NEG MR
59 |WH b2a2 0 Ph+ 1 POZ/POZ CCR
60 |ZB b2a2 Brak podziatow 0 POZ/POZ HR
metafazowych
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STRESZCZENIE

U chorych na przewlekta biataczke¢ szpikowa - CML (Chronic Myeloid Leukemia)
wystgpuje charakterystyczna anomalia chromosomowa w komorkach macierzystych uktadu
hematopoetycznego: tzw. chromosom Philadelphia (Ph). Powstaje on w wyniku wzajemnej
translokacji pomiedzy dlugimi ramionami chromosomu 9 oraz 22. Molekularnym
odpowiednikiem chromosomu Ph jest gen fuzyjny BCR-ABL. Jego podwyzszona ekspresja
prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komorek hematopoetycznych oraz zahamowania
procesu apoptozy i roznicowania.

Obecno$¢ chromosomu Ph mozna stwierdzi¢ kilkoma metodami m.in. cytogenetyka
klasyczna, FISH (Fluorescence In situ Hybridization) oraz RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction). Jedna z technik biologii molekularnej wykorzystywanych w
diagnostyce CML jest rowniez metoda RQ-PCR (Real-time Quantitative PCR - polimerazowa
reakcja tancuchowa w czasie rzeczywistym). Pozwala ona niezwykle precyzyjnie okresli¢
poziom ekspresji genu, a ze wzgledu na zastosowanie sondy molekularnej, metode te¢ cechuje
bardzo wysoka specyficzno$¢ i czulos¢. Pozwala ona na sprawne monitorowanie postgpow
leczenia i choroby resztkowej m.in. w grupie chorych cierpiacych na przewlekla bialaczke
szpikowa. Wzrost ekspresji genu BCR-ABL stwierdzony ta technika, pozwala na wykrycie
nawrotu choroby na wiele miesigcy przed pelnoobjawowa wznowa biataczki i modyfikacje
leczenia. Mozliwos¢ $ledzenia zmian ilo$ci transkryptu na poziomie genomu w trakcie leczenia
CML, ma wigc ogromne znaczenie prognostyczne.

Do grupy badanej zakwalifikowano 60 pacjentow Kliniki Hematologii CMUJ w
Krakowie chorych na CML. Ekspresj¢ genu BCR-ABL mierzono $rednio co trzy miesiace.

W wyniku analiz przeprowadzonych testem RQ-PCR u wigkszosci pacjentéw
zaobserwowano stopniowy wyrazny spadek poziomu transkryptu BCR-ABL w trakcie terapii
Imatinibem. U czg$ci chorych sposrod badanej grupy poziom transkryptu utrzymywat si¢ na
statym poziomie, natomiast u niektérych pacjentow mimo podawania leku, poziom badanego
genu wzrastal. Czutos¢ testow RQ-PCR wynosita 10— 107

Analiz¢ RQ-PCR przeprowadzano na aparacie ABIPRISM 7700 przy uzyciu technologii
TagMan. Jako kontrole pozytywna zastosowano rozcienczenia plazmidu. Wahania krzywych
obrazujacych przebieg transkryptu w czasie leczenia, wyrazony stosunkiem liczby kopii
transkryptu BCR-ABL do liczby kopii genu ABL, w sposob istotny korelowaly z obrazem
klinicznym u badanych chorych. U pacjentow, u ktérych zaobserwowano stopniowy spadek

transkryptu w teScie RQ-PCR wystapita catkowita remisja hematologiczna oraz remisja
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cytogenetyczna. U pacjentéw, u ktorych nie zaobserwowano spadku transkryptu lecz jego state
utrzymywanie si¢ na podobnym wysokim poziomie doszto do progresji choroby do kryzy
blastyczne;j.

Technika RQ-PCR jest bardzo dobra metoda stuzaca monitorowaniu poziomu
transkryptu  BCR-ABL. Jest ona takze czula i1 niezawodna metoda odpowiednia do
monitorowania choroby resztkowej u pacjentéw chorych na CML leczonych Imatinibem 1

innymi inhibitorami kinaz tyrozynowych.
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SUMMARY

Philadelphia chromosome (Ph) - the characteristic chromosomal abnormality in
hematopoietic stem cells causes chronic myeloid leukemia (CML). It develops during reciprocal
translocation between long arms chromosomes 9 and 22. The translocation results in a fusion
gene BCR-ABL which is responsible for synthesis of a constitutively activated tyrosine kinase.

Cells carrying the translocations can be identified by several methods: cytogenetic
analysis, FISH (Fluorescence In situ Hybridization) and RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction). One of the molecular methods uses to CML diagnostics there is
also RQ-PCR (Real-time Quantitative PCR). It allows estimating very accurately the expression
of the genes and application of molecular probe causes this method very specific and sensitive.
Thanks to this technique there is the possibility to monitoring the therapy advance and minimal
residual disease in CML patients. Up regulation of BCR-ABL gene, helps to detect the relapse
even a few months before clinical signs of leukemia and modification of treatment.

60 patients with CML were qualified to the study group. All of them were cured in
Hematology Department CMUJ in Krakow. Expression of BCR-4BL gene was measured for
about three months.

RQ-PCR method was performed by ABIPRISM 7700 using TagMan technology. As a
positive control uses to generate the standard curve plasmid dilutions were used. Differences
between transcripts level during therapy were presented as a ratio of BCR-ABL to ABL copy
number, and correlates to clinical image of the patients. The sensitivities of the tests were
oscillated about 10* — 10°. RQ-PCR method is very efficient and accurate assay to monitor
BCR-ABL expression in CML patients treated with Imatinib and another tyrosine kinase
inhibitors.

RQ-PCR is reliable and sensitive method for monitoring CML patients after therapy.
This is also convenient, robust and routine method for monitoring of minimal residual disease
in CML patients. Quantifications of the level of residual disease using RQ-PCR has also

therapeutic implications for the follow-up of therapeutic interventions for relapse.
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