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Uvod: Zavedeni imatinib mesylatu (IM) do terapie patiesichronickou myeloidni leukémii
(CML) vroce 1998 mlo za nasledek revatni zmenu v @istupu k této chorab Druha
generace inhibitdrtyrosin kinazy nize prokazat je8tlepsi &inek nez IM. Metoda tzv. real-
time kvantitativni polymerazovéetzové reakce (RQ-PCR) unmiaje presné ndreni
celkového potu leukemickych bugk a mira poklesu BCR-ABL transkripto¢hem terapie
koreluje s pezitim bez piznaki nemoci (PFSprogression-free survival). JelikozZ je rostouci
hladina BCR-ABL ¢asnym ukazatelem ztraty terapeutické odplova tedy ukazatelem
potreby zngény létebné strategie, je pravidelné monitorovani pagierite nez zZadouci.
V tomto ¢lanku autdi shrnuji vysledky vyplynuvsi ze setkani v Natiotadtitute of Health

v Bethesd v fijnu roku 2005. Jsou zde uvedeny navrhy na:

(1) sjednoceni liSicich se metodikérani BCR-ABL transkripi u pacieni s CML
podstupujicich kbu a pouzivani ievodniho koeficientu, diky kterému by kazda
laboratd mohla vyjadovat hladinu BCR-ABL transkriitna mezinarodhuznavané
Skéle;

(2) uzivani série RQ-PCR vysletllke sledovani pacieintreagujicich na t#bu spiSe nez
klasického cytogenetického vyBati nebo fluorescéni hybridizace in situ (FISH)
genu BCR-ABL z kostniigrg;

(3) detekci a zfpisob vyjadovani subpopulaci bgk s Filadelfskym (Ph) chromosomem
nesoucich mutaci v BCR-ABL kinasové domsén

Shrnuti doporéent
- Adbod 1:
Autori se snazili shrnoutuzné gistupy a vyslovit dopokieni, kterd by do budoucna
mohla veést kestandardizaci postupi sledovani hladiny BCR-ABL transkriptd u
pacientt s CML. Dle autol Ize mezinarodni standardizace docilit wou referetinich
hodnot pélivé stanovenych v referénich laborattich. Tyto stanovi reprodukovatelnost
kazdé metody a ukazi na techniky, které nejsou méddgesnému stanoveni hladiny
BCR-ABL. Referekni vzorky a vzorky kontrolujici kvalitu fjpravované ve velkém
mnozstvi komemi firmou nebo narodn podporovanou laboratio povaZzuji autti za
Zadouci a @y by byt dle jejich nazoru zavedeny do metodikne budou k dispozici.
Oswdeily se jiz nagiklad pi stanovovani mnoZzstvi kopii viru HCV nebo HIV wkpii
sledovani usfsnosti I€by tchto onemoceni. Pro analyzu a monitoraci hladiny BCR-
ABL transkripti u pacient s CML v chronické fazi bylaloporu¢ena periferni krev.
Duraz byl kladen naychly transport vzork @ do laboratée a jejich ¥asné zpracovani
(do 24 hod. max. 36 hod odé&b), aby bylo minimalizovano riziko degradace RNA.
Autori doporwtuji odkér 10ml periferni krve do EDTA zkumavky. Minimalninozstvi
jadernych bugk pro analyzu je 1-2x¥0 Autofi dale zdiraziuji nutnost p&livé
monitorace metod extrakce RNA a reverzni transkrigirevence kontaminace vzork
v laboratdi a spravného jibéhu PCR.Presr&jSi metodické informace jsou obsazeny
v publikaci autol Hughes TP, Branford S. Monitoring disease resp&hsedivodreni a
podlozeni &hto dopordeni byla publikovana samostatrfv doké publikace tohoto
¢lanku jes¢ nebyla publikovana): S.B., N.C.P.C., AH., JR.SGJK, J.G., T.H,;




.Harmonizing current methodology for detecting B@BL transcripts by real-time
guantitative PCR:specific recommendations and matey. Tii specifické kontrolni geny,
ABL, BCR nebop-glukuronidasa (GUSB) byly odsouhlaseny jako vhodni@boratte
zahajujici metodu detekce BCR-ABL by sélgnjeden z nich vybratVysledky kazdého
pacienta by rfly byt vyjadeny v procentech vyjadfujicich pomér poétu BCR-ABL
kopii k po¢tu kopii kontrolniho genu. Vyznamny byl navrh, dle kterého by si jednotlivé
laboratde mohly odvoditprevodni koeficient, ktery by umoznil pevést jejich vlastni
vysledky do mezinarodni Skaly. Tato mezinarodnilask@avrhovana autory by byla
zaloZena na dvou hodnotach, standardizovana zdkhadimota zavedena v IRIS studii by
zde reprezentovala 100% a jeji 3-log snizeni, dfdnotavelké molekularni odpowdi
(MMoIR), by tedy byla 0,1%. Prevodni koeficient by byl odvozen z hodnoty, ktera
odpovida MMolIR, a @ by byt otestovan sérii vzoiikkontrolujicich kvalitu s hodnotami
stanovenymi v referénich laborattich. Vyznam hodnoty BCR-ABL by &h byt vzdy
zvazovan v kontextu sdbou a pedchozi sérii vysledk

- Adbod 2:

Autori doporwuji vySefit hladinu BCR-ABL transkript @ v periferni krvi a
cytogenetické vyS&tni kostni ¢ené pied zahajenim |€by u kazdého pacienta s rov
diagnostikovanou CML v chronické fazi. CytogenefickySeteni kostni #ns je
podstatné k eventualnimu nalezeni neobvyklych lo&asi nebo fdatnych
cytogenetickych abnormalit. RQ-PCR BCR-ABL v dafliagnosy umaoduje zjistit, zda
jsou g@itomny kEZné transkripty el3a2 (b3a2) nebo el4a2 (b3a2) med@ obvyklé
fuzni transkripty, které nejsou amplifikovany starghimi sety primér. Po zahajeni
Ié¢by inhibitory tyrosin kindzy u pacieitodpovidajicich na tbu je doporgeno sledovat
hladinu BCR-ABL transkript v periferni krviv téimésiénich intervalech. U pacienta,
ktery dolie reaguje na zavedenowhé, je mozZno vynechat cytogenetické viset
kostni derg po tech n&sicich terapie a provést ho az po Sestinich k potvrzeni Ph
negativity. V okamzikukdy pacient dosdhnekompletni cytogenetické remise (CCyR)
je dopordeno sledovat hladinu BCR-ABL transkiriptv minimalné t#¥imésiénich
intervalech. Pokud by doslo ke zvySeni hladiny transkrjptélo by sledovani hladiny
pokratovat v intervalech kratSiclhiitmésiai. U pacienta v CCyR by se mohlo zredukovat
rutinni cytogenetické vySeni kostni #ené na kazdych dvanactdsiai. FISH vySeteni
periferni krve neni pro svou nizkou sensitivituorgvnani s RQ-PCR povaZzovano za
vhodné ke sledovani paciénv CCyR. Pii rostouci hladiné BCR-ABL transkript @
béhem I&by je po pekraeni ukité hranice vzestupu namisprovedeni mutatni
analyzy kinasové domény. Tato hranice zatim neni Jastanovena. Bktefi autdi
(skupina z Adelaide) uvéf silnou asociaci sdvounasobnym vzestupema detekci
mutaci, jini za indikaci k provedeni mata analyzy povazujipétinasobny vzestup
hladiny BCR-ABL transkripfi potvrzeny vice neZ jednim testem. Rostouci hlaBiGR-
ABL transkripti je s \&tSi prav@podobnosti spojena s mutacemi v kindsové deémen
pacient, ktefi nikdy nedoséahli MMolR.

- Adbod 3:

Dle autofi by mela byt mutace kinazové domény (KD)hledanau kazdého pacienta
v pokroc¢ilém stadiu onemocani CML . Toto vySeteni by se rlo opakovat, pokud tito
pacienti neodpovidaji nadeu inhibitory tyrosin kinazy neboijprostouci hladia BCR-

ABL transkripti u pacieni, ktefi zatim ngli dobrou odpo¥d’ na I&bu. U pacient

v chronické fazi CML je skrinink mutaci KD indikovarv pripadé nedostat€né

poc¢ateéni_odpowedi_nebo u jakéhokoliv ndznakwztraty odpovédi. Minimalné by tato

kritéria zahrnovala pacienty, kienedosahlikompletni hematologické remig€HR) po




3 mésicich I&by, minimalni cytogenetické odpo¥di po 6 mésicich I&by nebovelké
cytogenetické odpowdi po 12 mésicich l&by. Ztrata odpowdi na I&bu je vclanku
provizorre definovana jakdvematologicky relaps relaps z CCyR do Ph pozitivitynebo
vzestup BCR-ABL transkriptd o 1 log, tj. 10x nebo viceJe doporéeno vyjadovat
jednotlivé mutace v terminologii, ktera ukdze jaa#nu aminokyselin, tak nukleotid
Bylo by také Zadouci uvét pomér mnozstvi mutovanych transkripk nemutovanym.
V tabulce navrzené autory na vyfadani vysledit mutani analyzy je také Udaj, zda se
mutace naléza uviihebo v P-klicky, protoZe kazda z nich ke byt spojena s jinou
prognozou. A&koliv se mivodre predpokladalo, Ze nalez jakékoliv mutace KD u paeient
znamena rezistenci na imatinib ge@povida progresi onemagr, ukazalo se postupn
Ze zné mutace souvisi 8anou mirou rezistence, z nichkteré mohou byt fgkonany
navysenim davky imatinibu nebo uzitim jednoho zpréfi inhibitora tyrosin kinazy
druhé generace. Zatim jen mutace T313ispbuje Uplnou rezistenci na vSechny klinicky
dostupné inhibitory BCR-ABL. Naopakékieré malé klony u pacieintpred zahajenim
lécby imatinibem a jiné malé klony u paciénta I&b¢ imatinibem nemusi byt nutn
klinicky vyznamné. Proto snad neni nutné ruidetekovat mutantni klony mensi nez
20% vSech Ph pozitivnich transkifipPro tuto patbu jeprimé sekvenovandostateéne
citlivé aje v sotasnostimetodou volby.

Zawr: Autori ¢lanku si jsou wdomi, Ze doporteni jsou zalozena na nekompletnich
klinickych datech, ktera vychézeji z velmi rychie\gvijejici oblasti, a Ze jsou tudiz dsna
a budou patbovat revizi s kazdymi novymi poznatky.

(1) Hughes TP, Brandford S. Monitoring disease oasp. V: Melo JV, Goldman JM, eds. Myeloprolifevati
disorders. Berlin, Germany: Springer Verlag; 2006.

Zpracovala: MUDr. Markéta Vyskilova a MUDr. Daniela Z&ova, Interni hematoonkologicka klinika FN
Brno



