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Souhrn: Clanek prehledové pojednavé o vyznamu molekularni diagnostiky chronické myeloidni leukemie, molekuldrniho monitorovani Géin-
nosti lé¢by, zbytkové nemoci a rezistence na terapii a role Narodni referenéni laboratofe UHKT v téchto oblastech vyZetfovani. Kvalitativni
detekce zaloZena na multiplexové reverzné transkriptdzové PCR potvrzuje p¥itomnost mRNA fiizniho genu BCR-ABL ve vySetfovaném vzorku,
a tedy diagnézu chronické myeloidni leukemie. Charakterizace typu prestavby je rovnéz vyznamna pro nasledujici monitorovani nemoci,
které probiha na trovni kvantifikace transkriptli BCR-ABL. Kvantitativni stanovovani BCR-ABL transkriptti probihd v pravidelnych intervalech
a umoziuje sledovat kinetiku nemoci v pribéhu [écby na molekuldrni drovni. Milnikem Gspésného managementu |é¢by chronické myeloidn{
leukemie inhibitory tyrozinovych kindz je dosazeni velké molekularni odpovédi, kterd odpovidd trovni BCR-ABL transkriptd < 0,1 %*. Tudiz
zcela zésadnf je sjednocovdnf kvantifikace BCR-ABL mezi laboratotremi, které probihd na narodni a mezinarodni drovni. Celosvétové je
v soucasné dobé intenzivné FeSena otdzka definice a monitorovani kompletni molekuldrni remise, resp. miry hluboké molekularni odpovédi,
jelikoZ s ndstupem nové generace |éciv se vy33i procento pacientd dostava do molekularni remise. Nejvice probadanym a jasné prokazanym
mechanizmem rezistence na lé¢bu TKI jsou mutace kindzové domény v BCR-ABL. Sangerovo sekvenovani je zlatym standardem pro rutinni
detekci a charakterizace BCR-ABL mutaci. V soucasnosti se do popfedi zdjmu dostavd sekvenovani 2. generace, od kterého se ocekava mozné
objasnéni vzniku mutaci a klondlntho vyvoje pod tlakem TK inhibitort a p¥padné dopady této extrémné citlivé technologie na prognézu.

Kli¢ova slova: BCR-ABL - chronickd myeloidni leukemie - CMR - inhibitory tyrozinovych kindz - kvantifikace - multiplex RT-PCR -
mutace - real-time RT-PCR - rezistence - Sangerovo sekvenovani - sekvenovani 2. generace - standardizace

Molecular genetics in the chronic myeloid leukemia diagnostics and therapy

Summary: This overview discusses an importance of molecular diagnostics of chronic myeloid leukemia, molecular monitoring of treat-
ment efficacy, residual disease and resistance to therapy and the role of the National reference laboratory UHKT in these issues. The
qualitative detection based on the multiplex reverse transcriptase PCR confirms the presence of mRNA of the fusion gene BCR-ABL in the
examined sample, thus a diagnosis of chronic myeloid leukemia. Characterization of the type of BCR-ABL rearrangement is also important
for the subsequent monitoring based on the quantification of BCR-ABL transcripts. The quantitative determination of BCR-ABL transcripts
at regular intervals monitors the kinetics of the disease during the treatment at the molecular level. A milestone in the successful manage-
ment of chronic myeloid leukemia by tyrosine kinase inhibitors is the achievement of the major molecular response, which corresponds to
the levels of BCR-ABL transcripts < 0.1%". Thus, a fundamental aim is national and international harmonization of BCR-ABL transcripts
quantification among laboratories. Currently, definition and monitoring of the complete molecular remission or deep molecular response
rates is currently intensively studied worldwide, because of a higher number of patients achieving complete molecular response under 2nd
generation TKI. The most studied and proved mechanism of the resistance to TKI therapy are mutations in the kinase domain of BCR-ABL.
Sanger sequencing is the gold standard for the routine detection and characterization of BCR-ABL mutations. At present, mutation studies
starting with using of the second-generation sequencing, which is expected to help in understanding of mutation development and clonal
evolution under the pressure of TK inhibitors and the potential impact of this extremely sensitive technology for the prognosis.

Key words: BCR-ABL - chronic myeloid leukemia - CMR - tyrosine kinase inhibitors - quantification - multiplex RT-PCR - mutations -
real-time RT-PCR - resistance - Sanger sequencing - next generation sequencing - standardization

Uvod

Chronicka myeloidni leukemie (CML)
je diky zndmému mechanizmu neo-
plastické transformace krvetvornych
kmenovych bunék, kterd je navozena
konstitutivni aktivitou chimérického
proteinu BCR-ABL, velmi dobfe moni-
torovatelnou chorobou na molekuldrn{
drovni. Excelentnim a osvédéenym
markerem pro molekularnisledovani je
pritomnost a mnozstvi BCR-ABL tran-
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skriptd fuzntho genu BCR-ABL. De-
tekce a urceni typu prestavby BCR-ABL
na urovni mRNA jsou vyznamné pro
potvrzeni diagnézy CML. Nasledujicf
kvantifikace mnozstvi BCR-ABL tran-
skriptti, kterd probihd v pravidelnych
¢asovych intervalech v pribéhu lécby
inhibitory tyrozinovych kinaz (TKI),
odrazi G¢innost odpovédi na lé¢bu
a velmi ¢asné zaznamendva selhavani
odpovédi, které je ¢asto spojené s roz-

vojemrezistence. Kvantifikace BCR-ABL
je rovnéz vyznamnd pro monitorovani
minimdlni rezidudlni choroby u pa-
cientdl, ktefi na lé¢bu TKI odpovidaji
kompletni molekularni remisi (CMR,
tj. nedetekovatelnost BCR-ABL tran-
skriptu soucasnymi nejcitlivéj$imi tech-
nikami), a u pacientl po transplantaci
kostni d¥ené.

Rezistence k imatinibu a druholi-
niovym inhibitorim dasatinibu a ni-
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lotinibu je casto spjata s rozvojem
mutaci v kindzové doméné BCR-ABL
u 40-50 % pripadd [1]. Mutace blo-
kuji aktivitu TKI na rtznych drovnich:
nékteré mutace znemoZnuji vazbu
TK inhibitort ke kindzové doméné
BCR-ABL, jiné zpisobuji zménu v kon-
formaci proteinu na aktivni, ke které se
imatinib nedokaze vazat [2-4]. V p¥i-
padé imatinibu bylo popséno vice nez
100 typl mutaci, které u pacientl na-
vozuji rznou miru rezistence (mirnd -
stfednf - silnd) v zdvislosti na jejich
lokalizaci a efektu na kindzu. Mu-
taéni analyza cDNA BCR-ABL se velice
rychle stala prominentni monitorovacf
metodou rezistence zavedenou v kli-
nické praxi CML.

Kvalitativni detekce transkriptii
fazniho genu BCR-ABL
Molekuldrn{ potvrzeni diagnézy chro-
nické myeloidni leukemie je zaloZeno
na detekci p¥itomnosti transkript{ fuz-
niho genu BCR-ABL ve vzorku perifernf
krve nebo kostni dfené a na urcenf
typu prestavby. Znalost typu prestavby
je dalezitd pro nasledujici kvantifikaci
hladiny transkriptd BCR-ABL a zame-
zeni fale$né negativnim vysledkdm.
Pro diagnostické tcely je nejvice roz-
Sitena multiplex reverzné transkripta-
zova PCR (RT-PCR) [5], jez zachycuje
expresi BCR-ABL s rtiznymi typy pre-
staveb (major, minor a mikro). V jed-
nom kroku je soucasné amplifikovana
oblast cDNA specifickd pro jednot-
livé prestavby flizniho genu BCR-ABL
a netranslokovana oblast kontrolniho
genu BCR, jejiz pozitivni amplifikace
slouzi ke kontrole kvality vzorku. Pres-
toZe je toto vySetteni v laboratotich ve-
lice rozsitené, existuji ojedinélé pripady
pacientl nesoucich raritni ptestavby
a jejich spravné uréeni mze byt pro-
blematické. Proto je nutné ptistoupit
k alternativnim postupim umoziu-
jicim jednoznacné ovéfeni typu pre-
stavby. Napt. p¥i diagnostickém vy3et-
feni fuzniho genu BCR-ABL metodou
dle Crosse et al [5] je v pfipadé po-
tvrzeni prouzku o délce ~ 1 000 bp
v cDNA vzorku pacienta nutné roz-
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lisit, zda se jednd o prfestavbu e19a2
(926 bp), ¢i e6a2 (1 123 bp). Po kla-
sické elektroforetické separaci PCR
produktu je urceni délky malo presné
a nedostacuje k jasné identifikaci typu
prestavby. Pro potvrzeni/vyvraceni pre-
stavby e19a2 lze provést PCR reakci
s pouzitim specifickych primert, které
mnoZi Usek nesouci prestavbu mikro
(135 bp). Pri této PCR je znemoznéna
amplifikace dseku e6a2 [6].

Kromé multiplex RT-PCR (senziti-
vita ~ 10™) je moZné zjistovat typ pre-
stavby genu BCR-ABL citlivéjsi me-
todou specifické dvoukolové nested
RT-PCR (senzitivita ~ 107). Inzerce ¢i
aberace kratkych sekvenciv misté nase-
dani primerd, ojedinélé vzacné zlomy ¢i
vzacné splicingové varianty viak pred-
stavuji riziko nespravné interpretace
béhem rutinniho vy3etfovani [7]. U ne-
typickych prestaveb genu BCR-ABL,
na které mohou poukdzat neoceka-
vané vysledky screeningovych metod,
proto hraje vyznamnou roli metoda
primého sekvenovani, kterd odhali aty-
pické misto zlomu v RT-PCR amplifiko-
vaném transkriptu BCR-ABL [7,8].

Narodni referen¢ni laboratof pro
DNA diagnostiku UHKT (NRL UHKT)
je akreditovana u Ceského akreditac-
niho institutu od roku 2005 podle
normy CSN EN ISO/IEC 17 025 a od
roku 2007 podle normy CSN EN 1SO
15 189 (www.cai.cz). V roce 2005 nase
laboratot zahdjila organizovéni a pro-
vadéni mezilaboratorniho porovna-
véni zkousek (MPZ) diagnostického
vySetfeni pFitomnosti a urdeni typu
pfestavby fuzniho genu BCR-ABL
v CR. V soudasnosti se MPZ pravidelné
tcastni 10 Ceskych laboratof.

Monitorovani mnozstvi BCR-ABL
transkriptt

Pocatky kvantifikace mnozstvi mRNA
BCR-ABL sahaji do 90. let 20. stoleti.
Metoda byla zaloZena na principu kom-
petitivni reverzné transkriptazové (RT)
PCR [9-11]. UHKT byl prvnim praco-
vistém v Ceské republice, které v roce
1994 tuto metodu jesté ve vylep-
Sené formé zavedlo [12]. Kvantifikace
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BCR-ABL transkriptdi méla v té dobé
své misto predevsim v oblasti moni-
torovani{ minimalni rezidudlni nemoci
(MRN) u pacientdl po transplantaci
kostn{ dfené. Diky pravidelnému mo-
nitorovani bylo mozné v¢as odhalit na-
vrat onemocnéni. S ndstupem |écby
CML imatinibem v roce 2001 ziskalo
molekuldrni monitorovani hladiny
BCR-ABL zcela novy rozmér a zasadni
misto pro Uspésny management |écby.
Ve stejné dobé doslo také k vyvoji nové
instrumentace v oblasti molekularn{
biologie, ktery ptinesl kvantitativnf
PCR v redlném case. Tato technologie
je ¢asové a laboratorné méné naro¢nd
nez ptvodn{ kompetitivni PCR a brzy se
rozsitila pro potreby kvantifikace tran-
skriptd BCR-ABL celosvétové [13-15].
V soucasnosti je doporucovédno pra-
videlné monitorovat hladinu tran-
skripti BCR-ABL pomoci real-time
RT-PCR (doporucend a nejvice rozsi-
fend metodika dle Beillarda et al [13])
v periferni krvi kazdé 3 mésice od za-
hajeni lé¢by imatinibem. V téchto pra-
videlnych tfimési¢nich intervalech by
se mélo pokracovat i v pfipadé nega-
tivity real-time RT-PCR [16]. Tento
typ vysetfeni nevyzaduje kostni den,
ale zcela postacuje periferni krev, jejiz
odbér zatézuje pacienta daleko méné
nez odbér kostni dfené. PIné dostadu-
jici je objem 10 ml krve, ktery obsa-
huje potfebné mnozstvi leukocytl pro
extrakci RNA [16]. Bylo prokazéano, ze
vysokd nebo nardstajici hladina BCR-
-ABL odrazi $patnou progndzu nebo
rozvoj rezistence na lé¢bu, naopak tr-
valy pokles BCR-ABL zrcadlf citlivost
k 1é¢bé a dobrou prognézu [17].
Jelikoz vétsina pacientdl, ktefi jsou
[é¢eni imatinibem v 1. linii, dosahuje
CCgR (kompletni cytogeneticka re-
mise), hlavnim cilem lé¢by CML je do-
sazeni velké molekularni odpovédi
(MMR), a to optimélné do 18. mé-
sice od zahdjenf |écby [16]. Studie IRIS
prokazala, Zze redukce BCR-ABL tran-
skriptd (BCR-ABL/kontroln{ gen, tj.
normalizovany pocet kopii BCR-ABL)
o minimélné 3 ¥ady v porovnani se
standardizovanou hladinou odvoze-
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nou od pacient v dobé diagnézy bez
lécby silné koreluje s pravdépodob-
nosti preziti bez progrese [18]. Tato
tfitddovd redukce byla prevedena do
numerického mezinarodnitho métitka
(international scale - IS), odpovida
hladiné < 0,1 % BCR-ABL IS (obr. 1)
a je oznadovadna jako MMR (Major
Molecular Response). DosaZen{ hla-
diny BCR-ABL odpovidajici MMR by
mélo byt potvrzeno v nékolika nasle-
dujicich odbérech, tj. musi se jednat
o stabilni MMR. Zatim nenf jasné,
do jaké miry je vliv fluktuace hladiny
BCR-ABL transkript(i a nepostupujicf
pokles u pacientd v CCgR zavisly na
miYe variability méreni ¢ zda se muze
vyskytovat spontdnné [16]. JelikozZ je
hladina 0,1 %" BCR-ABL zasadni pro
klinickou praxi v souvislosti s hodno-
cenim molekularni odpovédi na lé¢bu,
bylo zapotfebi, aby laboratore, které
toto vySetteni provadéji, mérily srovna-
telné a tuto hladinu detekovaly v mezi-
ndrodnim méfitku.

NRL UHKT organizuje kazdoroénf
mezilaboratorni porovnavani zkousek
pro oblast kvantitativniho stanoveni
hladiny transkriptt BCR-ABL v CR od
roku 2007. UHKT vystavuje laborato-
fim, které Gspésné absolvuji MPZ, cer-
tifikdt, jehoZ platnost je 1 rok od data
vystaveni. Béhem poslednich 5 let se
podatilo vytvofit sit ceskych labora-
tofi (soucasny pocet je 6 véetné NRL
UHKT), které poskytuji tento typ vy3et-
feni, a navodit tzkou spolupraci mezi
laboratofemi a NRL UHKT, kterd po-
skytuje technickou podporu a konzul-
tace véetné praktického skolent.

V ramci Evropské leukemické sité
(European Leukemia Net - ELN) vznikl
projekt EUTOS for CML (European
Treatment Outcome Study), ktery si
vyty¢il dkol harmonizovat moleku-
larni monitorovani hladin BCR-ABL
transkriptd mezi laboratofemi/centry
v Evropé. Primdrnimi cili tohoto pro-
jektu byly:

1. standardizace metodik pro kvantifi-
kaci BCR-ABL,

2. vytvoreni sité ndrodnich referencnich
laborato¥i, ovéfen( jejich metodik,
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Obr. 1. Schematické znazornéni hladin BCR-ABL trankriptii v mezinarodnim
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méFitku. CCgR - kompletnf cytogeneticka remise, KD - kostni d¥eri, MCR - velka
cytogenetickd odpovéd, MMR - velkd molekuldrni odpovéd, MR - molekularnf
odpovéd, TKI - inhibitory tyrozinovych kinaz.

certifikace,vypocetavalidace prepoc-
tovych koeficientd (www.eutos.org/
/content/molecular_monitoring).

NRL pro DNA diagnostiku v UHKT
byla v ramci EUTOS for CML jmeno-
vana panelem expert ELN referenéni
laboratofi (RL) pro CR v roce 2008.
Prepoctovy koeficient (CF), ktery je po-
¢itan a validovdn na zdkladé vymény
25-30 vzorkl CML pacientd mezi RL
a testovanou laboratofi, slouzi ke zvy-
Seni srovnatelnosti vysledkd mezi labo-
ratofemi/centry tak, aby bylo mozné
mezi sebou porovndvat a vyhodnoco-
vat lé¢ebné vysledky (nap¥. v rdmci né-
rodnich a mezindrodnich registr().
Kvalidaci CF mohou pfistoupit labora-
tore, které uspély v MPZ, tj. prokézaly
technickou zplsobilost k provadéni
kvantitativni real-time RT-PCR tran-
skriptd BCR-ABL. Pouze laboratote
s validovanym CF mohou vydavat vy-
sledky mnozstvi BCR-ABL v jednotkach
IS platnych v rozmezi 0,01-10 %. Bylo
prokadzdno, Ze pFepoctové koeficienty
umoziiuji upravovat vysledky tak, Ze
dochazi k vyraznému sjednoceni hod-

not mezi laboratofemi. Prepoctové
koeficienty je v8ak nutné kazdorocné
validovat, p¥i¢emz u laboratofi s ne-
stabilnim CF je validace nutna alespori
2krat do roka [19]. Vime, Ze harmoni-
zace BCR-ABL mRNA kvantifikace za-
loZend na vy3e popsaném zptisobu vy-
poctu a validace CF nenf optimalnf;
(i) proces je zdlouhavy a finan¢né na-
ro¢ny; (ii) vyZzaduje Gcast referenénich
laboratof, pticemz cely proces je ote-
vieny pro limitovany pocet laboratof;
(iii) mnoho center Celi problému se zis-
kdvanim pattfi¢ného mnozstvi vzorkd
pacient(l pro validaci CF (n = 25-30);
(iv) nenf zcela jasné, jak ¢asto by mély
byt CF revalidovany; (v) nenf zcela
jasné, jak postupovat v p¥ipadé la-
boratoff, které nedosahuji definova-
nych kritérif pro provadénf kvantitativni
real-time RT-PCR [20]. Proto bylo
nutné vyvinout referenéni materidly,
jez jsou kalibrovéany k primarnim WHO
(World Health Organization) BCR-ABL
standarddm [21], které proces validace
zefektivni, vice unifikuji a urychlf.

Dalsi moznosti, jak vyrazné snizit
problémy s odchylkami méfenf a jak
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eliminovat nutnost validace pfepocto-
vych koeficientd, je pouzivani pIné au-
tomatizovaného uzavfeného systému,
jako je CE-IVD Xpert BCR-ABL Monitor
test (GX systém), jenz je kompatibilni
s automatickym analyzatorem [22].
NRL UHKT je jednou ze 4 evrop-
skych EUTOS laboratofi, které partici-
puji na mezindrodnim projektu, jehoz
cilem je porovnani méteni BCR-ABL"
GX systémem a metodou real-time
RT-PCR pro BCR-ABL standardizova-
nou v EUTOS laboratotich. Vyhoda to-
hoto automatizovaného systému spo-
¢iva ve velké casové Uspore analyzy
a nizkych nédrocich na objem primar-
niho vzorku krve. Inicidlné se pfipravi
vzorek z 200 pl krve a spolu s dal$imi
reagenciemi je preveden do cartridge,
kterd se vklada do pristroje. Cely pro-
ces zakonceny vydanim vysledku v hod-
notach IS trvd méné nez 2 hod. Tento
systém bude mit své misto pfedeviim
v laboratofich ¢i klinickych pracovis-
tich s niz8im prachodem vzorka.

Vyznam hladiny BCR-ABL

transkriptt ve 3. mésici od

zahajeni lécby imatinibem

Diky standardizaci metodiky kvantifi-
kace BCR-ABL transkriptu a dlouho-
letému pozorovani Géinku prvoliniové
terapie imatinibem bylo zjisténo, zZe
hloubka molekuldrni odezvy na lé¢bu
ve 3. mésici od jejtho zahdjeni mize
predstavovat duleZity prognosticky
marker ndsledujiciho prabéhu |écby
IM a maze byt ukazatelem pro casny
ptevod rizikové skupiny pacientl na
[é¢bu TKI 2. generace [23,24]. Hladina
BCR-ABL transkriptti > 10 %' 3 mésice
po zahdjeni lécby IM je pro pacienty ri-
zikovd a souvisi se signifikantné horsi
pravdépodobnosti celkového preziti,
preziti bez progrese a nezadoucich
udalosti [23,24]. Tuto skute¢nost po-
tvrzuji molekuldrnf data pacientd [éce-
nych IM v 1. linii v letech 2003-2008
zpracovand ve 3 ceskych centrech,
kterd v té dobé jiz méla standardi-
zovanou metodiku pro kvantifikaci
BCR-ABL transkriptt a méfila porov-
natelné. Data ukazuji, Ze kumulativn{
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incidence dosaZeni optimalni kom-
pletni cytogenetické (CCgR) a velké
molekuldrni odpovédi (MMR) ve
12. a 18. mésici od zahdjeni lécby
IM je vyznamné spjata s hladinou
BCR-ABL < 10 %" dosaZenou po 3 mé-
sicich [é¢by [25].

Zatim neexistuji data, kterd by ukd-
zala, Ze niZzsi citlivost k efektu BCR-ABL
inhibice ve skupiné pacient(i odpovida-
jicich na IM pozvolnéji (¢asto se jedna
o pacienty se suboptimalni odpovédr)
by mohla byt prekondna ¢asnym pre-
vodem na |é¢bu Gcinnéjsimi inhibitory
2. generace. Odlisné biologické cha-
rakteristiky téchto pozvolné, a tedy
suboptimalné odpovidajicich pacientd
mohou byt dosti heterogenni a inhibi-
tory 2. generace mohou byt jen ¢as-
te¢né uc¢inné [24]. Oproti této skupiné
pacientl by ze zmény terapie na TKI
2. generace jiz po 3 mésicich mohla
profitovat vysoce rizikovd skupina
s BCR-ABL 2 10 %", protoze by do-
chédzelo k ¢asné a efektivni eliminaci
BCR-ABL pozitivnich klont [24].

Definice a standardizace
kompletni molekularni remise
Prvni data z probihajicich klinickych
studii zaloZenych na podéavani druho-
liniovych preparat(l dasatinibu (napf.
DASISION) [26] a nilotinibu (napt.
ENESTnd) [27] v 1. linii poukazuji na
mnohem rychlej$i dosahovani moleku-
larnich odpovédi pod hladinou MMR
avyznamné vy33i pocty pacientt s kom-
pletni molekularni remisi v porovnani
s imatinibem. V ramci klinickych studif
je rovnéz znacny zdjem testovat moz-
nost zastaven{ lécby TKI u pacientd,
u nichz nedetekovatelnd choroba na
molekuldrni drovni dlouhodobé pre-
trvavd. Studie Stop Imatinib (STIM)
prospektivné testovala vysazeni IM
u 100 CML pacientdl, u kterych pre-
trvavala CMR po dobu vice nez 2 let.
V této studii je CMR definovédna jako
redukce BCR-ABL o 5 ¥adi odpovi-
dajici hladiné BCR-ABL 0,001 %". Je-
likoZ je tato definice ojedinéld a zatim
neprobéhla mezilaboratorni standar-
dizace CMR, je velmi obtiZné porov-
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nat vysledky s jinymi podobné zaloZe-
nymi studiemi. Dal$i studie ENESTcmr
je randomizovana studie, kterd srov-
navd pacienty lécené nilotinibem
v ddvce 400 mg 2krat denné vs pa-
cienty |é¢ené imatinibem s cilem zjis-
tit frekvenci dosahovéani nedetekova-
telného BCR-ABL u pacientdl, ktefi pFi
predchozi 1é¢bé imatinibem této od-
povédi nedocilili. Bylo zjisténo, Ze sig-
nifikantné vy33i procento pacientl do-
sdhlo CMR* a CMR** do 12 mésict od
nasazeni nilotinibu v porovnani s pa-
cienty, kteff zlstali na 1é¢bé imatini-
bem [28]. V roce 2012 bude zahdjena
mezindrodni studie EURO-SKI (STOP
kinase inhibitors), kterd bude zahr-
novat pacienty s pretrvavajici CMR
(£ MR?) po lé¢bé IM nebo TKI 2. ge-
nerace, na které byli prevedeni pacienti
s intoleranci k imatinibu [20]. Na z&-
kladé prvnich poznatkd z téchto stu-
dif v¢etné pfipravy mezindrodni studie
EURO-SKI je zfejmd vyraznd potieba
jednotné definice a standardizace mo-
nitorovani kompletni molekularni od-
povédi, ktera aktualné probiha v ramci
projektu EUTOS for CML v soudin-
nosti s klinickou studiif ENEST1st a vy-
branymi EUTOS laboratofemi, mezi
kterymi figuruje i RL UHKT.

Inicidln{ definice CMR byla odvozena
od definice MMR (< 0,01 %' BCR-ABL)
jako CMR?, CMR**, CMR?, tj. redukce
od IRIS hladiny o vice nez 4 Fady. Tato
definice je v3ak zavadéjici, jelikoz kopie
BCR-ABL mohou byt detekovany at jiz
s pouzitim real-time RT-PCR, anebo
dvoukolové PCR, tzv. nested PCR
(v soucasné dobé rutinné pouzivana
nejcitlivéjsi metoda v fadé laboratoff).
Jinymi slovy, paklize stale detekujeme
BCR-ABL transkript, neni vhodné po-
uZivat termin kompletni molekularnf
remise, ale molekularni odpovéd MR,
jejiz hloubka je uddvéna ¥adovou re-
dukei od IRIS hladiny v dobé diagndzy:
tj. MR%, MR*%, MR (obr. 1). Celime
viak problému porovnatelnosti méren(
na téchto hladindch mezi laborato-
femi. V souvislosti s definici a porovna-
telnosti citlivosti v piipadé nedeteko-
vatelnosti molekul BCR-ABL vyvstava
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jesté jeden problém. Citlivost analyz
byla popsdna panelem expert(i Europe
against Cancer Group [13], av8ak sta-
novenad kritéria funguji za predpokladu
pouziti kontrolniho genu, ktery je ne-
zavisly na BCR-ABL. Tuto definici tudiz
nelze pouZit u nejvice rozditeného kon-
trolniho genu ABL. Bylo proto zapo-

trebi vytvotit definici novou [20]:

1. MR* = bud (i) detekovatelnd CML <
< 0,01 %" BCR-ABL, anebo (ii)
nedetekovatelnd CML se soud-
tem naméfeného poctu kopif
cDNA kontrolntho genu ve stej-
ném mnozstvi vzorku = 10,000 ABL
(2 24,000 GUS),

2. MR** =bud (i) detekovatelnda CML <
< 0,0032 %' BCR-ABL, anebo (ii)
nedetekovatelnd CML se souc-
tem naméfeného poctu kopif
cDNA kontrolnitho genu ve stej-
ném mnozstvi vzorku = 32,000 ABL
(277,000 GUS).

Tato definice je kriticky zavisla na
schopnostech laboratof{ méFit dosta-
te¢né pocty transkriptd kontrolnich
gend, stejné jako dosahnout nezbytné
citlivosti.

Prestoze TKI 2. generace dosahujf
signifikantné vy$stho poétu CMR v po-
rovnani s imatinibem, nebylo proka-
zano, Ze by dochdazelo k tplné eradi-
kaci CML kmenovych bunék, dokonce
ani k eliminaci zralejsich CD34" CML
prekurzorovych bunék [29]. Je po-
psana Fada p¥ipadd, kdy doslo k re-
lapsu onemocnéni u pacient s CMR
po lé¢bé TKI [30-32]. Jedinym kura-
tivnim p¥istupem soucasnosti stéle z{-
stava alogenni transplantace kostnf
drené, kterda umozniuje eliminaci CML
kmenovych bunék diky efektu Stépu
viéi leukemii [33]. Bohuzel s alogenn
transplantaci je spojena vysoka frek-
vence komorbidit a dmrti spjatych
s onemocnénimi vyvolanymi efekty
$tépu proti hostiteli. Proto je soucasny
vyzkum CML zamé¥en predeviim na
CML kmenovou bunku, odhalovani
a pochopenf jejich patogennich signal-
nich drah a na vyvoj novych terapeu-
tickych latek, které by mohly v soucin-
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nosti s plsobenim TKI vést ke zniceni
CML kmenové buriky a k dplnému vy-
[é¢eni nemoci. Ruku v ruce s timto in-
tenzivnim vyzkumem a vy38im vyskytem
molekuldrnich remisi diky dcinnosti
TKI 2. generace postupuje i vylep3o-
vani molekuldrnich metodik pro spo-
lehlivou detekci minimalni rezidudln{
nemoci. Ukazuje se, Ze detekce mnoz-
stvf transkriptt BCR-ABL nenf pro pra-
kaz zbytku nemoci dostacujici v porov-
nani s Gcinnéjsi detekci zaloZzenou na
kvantifikaci DNA kédujici BCR-ABL
(gBCR-ABL) [32]. Nicméné tento po-
stup neni v soucasné dobé apliko-
vatelny pro rutinni praxi, jelikoz pre-
stavba BCR-ABL na drovni DNA je
specifickd pro kazdého pacienta a jejf
identifikace vcetné vyvoje a validace in-
dividudlni kvantitativni real-time PCR
je laboratorné a finan¢né znacné na-
ro¢nd. Na souboru 10 pacientd, ktefi
ztratili CMR po vysazenf 1é¢by IM, byla
popsana stale detekovatelnd hladina
gBCR-ABL po celou dobu vysazen{
[é¢by IM, prestoZe nebyla prokdzana
pozitivita na drovni transkriptu [32].
Detekce BCR-ABL na udrovni mRNA
a soucasné na drovni DNA by pted-
stavovaly Géinny a silny ndstroj pro de-
tailni sledovdnf( pacientd, u kterych by
se na zakladé vysledkd klinickych stu-
dii mohla lé¢ba TKI v budoucnu vy-
sazovat. Progres v molekularné bio-
logickych technologiich v podobé
sekvenovdn( 2. generace mUZe vyrazné
usnadnit a zlevnit charakterizaci a mo-
nitoring miniméln{ rezidudlni nemoci
na trovni DNA.

Vysetfovani mutaci

v KD BCR-ABL

Detekce pfitomnosti mutaci v tran-
skriptech kindzové domény BCR-ABL
je varovnym signdlem, jelikoz: (i) od-
rdZi nestabilitu genomu, kterd je moto-
rem progrese CML, (ii) pacienti rezis-
tentni k imatinibu, kteff nesou mutace,
maji vy83i riziko rozvoje mutaci na TKI
2. generace. Také nékdy zalezi na typu
detekované mutace, jelikoz z popsa-
nych pfipadd se vi, ze vici nékterym
typdim mutaci je lé¢ba dasatinibem

(V299L; T3151/A; F317/L/V/1/C) nebo
nilotinibem (Y253H; E255K/V; T315];
F359V/C/I) nedcinnd. Proto ¢asnd de-
tekce mutaci v KD BCR-ABL v priibéhu
[écby IM a urceni typu mutace rozho-
duje o efektivni zméné terapie souvise-
jici s ¢asnym prevedenim a individuali-
zovanou volbou TKI 2. generace.
VySetfovani mutaci v klinické praxi
je zdsadni pro ¢asné odhalovéni roz-
voje rezistence a efektivni management

[écby. Panel expertli ELN doporucuje

vySetfovat mutace v urcitych fazich pr-

voliniové [é¢by imatinibem [34]:

1. v dobé diagnézy pouze v pfipa-
dech akcelerované faze ¢i blastic-
kého zvratu (u pacient(i v chronické
fazi nebyly zaznamendany pt¥ipady
s preexistujicimi mutacemi v dobé
diagnézy [35], pouze v nékte-
rych p¥ipadech akcelerovanych fazi
a blastickych zvratdl byly detekovany
mutace, které souvisely pravdépo-
dobné s vyse zmiriovanou nestabili-
tou genomu zpilsobenou dlouhotr-
vajici aktivitou BCR-ABL kindzy;

2. pti selhani [é¢by;

3. pfi narlstu hladiny BCR-ABL tran-
skript(i vedoucimu ke ztraté MMR;

4. v jakémkoli jiném pFipadé subopti-
malni odpovédi.

Je doporuceno provadét analyzu
v periferni krvi. M(iZe se vychdzet ze stej-
ného materidlu (bunéény lyzat, RNA,
cDNA), ktery byl pouzit pro kvantifi-
kaci hladiny BCR-ABL transkriptu. Od-
halenf mutaci predikuje ve vétsiné pfi-
pad( progresi onemocnén{, dokonce
i u pacientd s kompletn{ cytogenetic-
kou remisi po lé¢bé IM [16,36,37].
V nasi spole¢né studii s brnénskym
pracovistém Interni hematologické
a onkologické kliniky LF MU a FN Brno
a pod zastitou CELL (The Czech Leu-
kemia Study Group for Life) jsme zjis-
tili, Ze fluktuace hladiny BCR-ABL tran-
skripti na ustdlené neklesajici hladiné
20,1 % je ¢asnym indikatorem pro de-
tekci mutaci [37], tj. i nestabilni MMR
~ 0,1 % muZe byt spjatd s pozvolnou
proliferaci mutovaného klonu s mir-
nou nebo st¥edni rezistenci vici TKI. Je
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nutno podotknout, Ze pozitivni vysle-
dek je vzdy indikatorem pro zménu te-
rapie [34,17].

Doporuceni pro vysetfovani mutaci
v pribéhu terapie TKI 2. generace ne-
jsou jesté definitivni, jelikoZ jsou zapo-
trebi vysledky z dlouhodobéjsiho sle-
dovani Gcinkd 1é¢by. V soucasnosti se
doporucuje u pacientdl prevedenych na
TKI 2. linie vySetfovat mutace v pfipa-
dech, kdy pacienti nedosdhnou kom-
pletni hematologické ¢i cytogenetické
odpovédi [34]. Rovnéz by se mutace
mély sledovat kazdé 3 mésice, pokud
hladiny BCR-ABL jsou = 10 % nebo pf¥i
vyrazném narlstu BCR-ABL nad 10 %.
Obecné Ize doporucit sledovénf , base-
-line“ mutace (mutace z predchozf
lécby) po prevedeni na druholiniovou
[é¢bu v pravidelnych 3mési¢nich inter-
valech az do jejich nedetekovatelnosti,
¢i do redukce BCR-ABL transkriptd
pod hladinu MMR.

Zlatym standardem pro analyzu mu-
taci v KD BCR-ABL je Sangerovo sek-
venovani, které je nejroziifenéjsi me-
todikou. K tspésné detekci mutaci
pfimym sekvenovdnim je nutné, aby
hladina celkového mnoZstvi BCR-ABL
transkriptl nebyla niz$i nez 0,1 %,
tj. ve vzorku je zapotfebi minimalné
100 kopif BCR-ABL mRNA [37]. Sek-
venuje se produkt kindzové domény
BCR-ABL, ktery je ziskdvan ve 2 am-
plifika¢nich krocich. Prvni krok PCR
je dalezity z divodu namnozZenf tseku
KD, ktery pochézi pouze z fuzniho
genu BCR-ABL, tak aby souc¢asné ne-
dosdlo k amplifikaci tseku KD nor-
mélniho genu ABL, v némZ se mutace
nevyskytuji. Tim by dochdzelo ke sni-
Zovan( citlivosti detekce [38]. Nékteré
laboratofe vyuZivaji kromé sekveno-
vani jeSté screeningové metody (napt.
DHPLC [39,40], HRM [41,42] a ASO-
-PCR [43,44]) poskytujici jesté vysi
citlivost detekce mutaci (< 10 % mu-
tace pfitomné ve vzorku) nez Sange-
rovo sekvenovani (10-20 % mutace
pfitomné ve vzorku). Tyto metody se
v praxi vyuZivaji ptedev§im pro inici-
alni screening mutacf a selekci pouze
pozitivnich vzorkdl pro nésledujici sek-
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venacén{ analyzu, ktera je laboratorné
a finan¢né pomérné naroc¢nd, nebo
pro potvrzenf spornych vysledkd sek-
venace, predevsim u minoritné zastou-
penych mutovanych klont [17,41,45].

Obdobné jako u kvantifikace tran-
skriptd BCR-ABL i v pfipadé detekce
mutaci bude nezbytné nutnd standar-
dizace metod mezi laboratofemi. Pi-
lotni kolo evropské standardizace
probéhlo v letech 2009-2010 v ramci
projektu EUTOS for CML. NRL UHKT
organizovala prvni roénik MPZ pro
detekci mutaci sekvenovanim na pre-
lomu roku 2010, kterého se zatim zu-
¢astnila 2 ceska pracovisté poskytujici
tento typ vySetteni.

Sekvenovani 2. generace pro
ultrahlubokou detekci mutaci

Tato nova technologie sekvenovani
predstavuje slibny néstroj pro detekci
mutaci v hladindch nizsich nez 1 %.
Ultrahlubokd detekce mutacf je zalo-
Zena na klondlni amplifikaci jednotli-
vych molekul s jejich ndslednym sekve-
novanim, které je zaloZzeno na principu
pyrosekvenace, napft. v ptipadé pouzitf
technologie 454 (www.454.com). NGS
predstavuje nastroj, ktery mize odha-
lit vznik a expanzi klinicky rezistentnich
mutaci v prubéhu lécby CML. Nase la-
boratof zahdjila v lofiském roce dzkou
spoluprdci na této problematice s ce-
losvétové uzndvanym italskym praco-
vistém v Bologni (S. Soverini, G. Marti-
nelli, M. Baccarani, Department of He-
matology/Oncology ,L. and A. Sera-
gnoli“ at the University of Bologna).
Nase prvni spole¢na data ukazuji na
existenci mozaiky nizkohladinovych
mutaci v obdob{ diagnézy CML a Ph*
ALL (akutni lymfoblasticka leukemie)
i v prabéhu |écby TKI. Expanze klond
bude pravdépodobné zaviset na mire
proliferaéni vyhody va¢i TKI, ktera je
odvisld od jednotlivych typd mutaci.
Diky této technologii |Ize dobfe studo-
vat také doprovodné mutace, jejichz
pritomnost miZe ménit proliferacni
vlastnosti BCR-ABL klonu a zesilit jeho
rezistenci. Vysledky také naznacuji kli-
nicky vyznam detekce mutaci v nizkych
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hladindch po prevedeni na |é¢bu TKI
2. linie.

Potencidlni vyznam vysoce citlivé de-
tekce mutaci pro klinickou praxi uka-
zuje neddvna prace australské sku-
piny [46].

spektrofotometrie se zamétili na hlu-

S pouzitim hmotnostnf{

bokou detekci panelu 38 nejvyznam-
néjsich mutaci. Autoti zjistili, Ze citlivd
detekce mutaci vyskytujicich se v niz-
kych hladinach v dobé ptechodu pa-
cientl na lé¢bu TKI 2. generace vy-
znamné predikuje jejich naslednou
expanzi a selhdnf [é¢by, pokud je pa-
cient |é¢en TKI, vici kterému je dany
typ mutace rezistentni. Autofi zddraz-
ruji klinicky vyznam, jelikoz citliva de-
tekce identifikuje pacienty po selhani
[é¢by imatinibem, kte¥i nesou biolo-
gicky signifikantni mutace, jeZ jsou
pod hladinou detekéniho limitu p¥i-
mého sekvenovani [46].

Budouci data ze sekvenovani 2. ge-
nerace teprve ukdZou, zda by ultra-
hluboka detekce mutaci pro selekci
vhodné terapie mohla byt zavedena
do klinické praxe. V prvé fadé je nutné,
aby tento molekuldrné biologicky na-
stroj byl zvladnuty predevsim po tech-
nické strdnce a aby existovaly sofistiko-
vané ptistupy pro hodnoceni mutaci
v ultranizkych hladinach. K tomuto by
méla prispét mezindrodni studie IRON
faze Il ve spolupraci s evropskymi la-
boratoremi, které disponuji NGS tech-
nologii 454. Tato studie je ¢lenéna
dle jednotlivych diagnéz poruch krve-
tvorby zahrnujici i CML. V ramci CML
pracovni skupiny je testovdn navrZeny
postup detekce mutaci v celé délce ki-
ndzové domény BCR-ABL. Cilem testo-
van( je zjistit miru reprodukovatelnosti
vysledkd mezi laboratofemi a validace
systému, ktery by mohl byt komeréné
distribuovan. NRL UHKT na tomto
projektu aktivné spolupracuje.

Molekularni biologie - vyzkum
signdlnich drah kmenové buriky
Vyzkum v oblasti molekuldrni biologie
CML je zamé¥en na kmenovou buriku
a jeji zasadnf signalni dréhy, jejichz
aberantni funkce ptispivaji k patologii
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nebo jsou pticinou patologie onemoc-
nénf ¢i rezistence na stavajicl l1é¢bu.
V soucasné dobé jiz probihaji klinické
studie kombinujici 1é¢bu TKI s imuno-
modulaénimi p¥ipravky nebo prepa-
raty, které ovliviiuji CML kmenovou
buriku s cilem dosédhnout pretrvavajicf
hluboké molekuldrni odpovédi ¢i kom-
pletni remise. Neddvna in vitro data
ukazuji na kombinaci nilotinibu s ak-
tivnimi inhibitory cilicimi v kmenovych
burikach na JAK a MEK kindzy, Hedge-
hog a mTor signalni dréhy, o kterych
Ize v kombinaci s TKI uvazovat v bu-
doucich klinickych studiich [47-49]. Je
proto nutné, aby vyzkum v oblasti mo-
lekularni biologie odhalil dal$i mole-
kuly, faktory a regulaé¢ni mechanizmy
specifické pro CML kmenovou buriku
a dopomohl k ptipadnému vyvoji no-
vych terapeutik ¢i Géinnych prognos-
tickych markert pro personalizovanou
medicinu.
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