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/dravljenje z zaviralcem
tirozinske-kinaze (TKI)

Q zaviralec protein tirozin-kinaze Delovanije imatiniba
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Q Drugi TKI za BCR-ABL1 in druga zdravila ter drugi nacini
zdravljenja (presaditev krvotvornih maticnih celic)




Potrditev diagnoze KML, BCR-ABL1
pozitivha

Dokazati moramo prisotnost:
- Philadelphia (Ph) kromosoma all
- zliti gen BCR-ABL1 ali

- BCR-ABL1 mRNK (BCR-ABLL1 prepis).
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RT-PCR in RT-qPCR

PCR - kratica pomeni verizna reakcija s polimerazo

&

- t.j. reakcija, ki omogoga hitro in specifiéno pomnoZevanje gé\ gg\ 1. cikel
2. cikel
odseka genomske ali komplementarne DNK in vitro % % % % g/g é
3. cikel
s termostabilno DNK-polimerazo. 5%%/%%%%%%%%%%%\ 4 cikel
. CIke
Pridelke PCR obicajno identificiramo z agarozno gelsko omeptcomnrasy 1101, (30-50 cikl.)

elektroforezo.

gPCR - kratica pomeni kvantitativna verizna reakcija s polimerazo
- je nadgradnja klasicnega PCR; omogoCa nam zaznavo in merjenje koli¢ine odsekov

DNK ali cDNK s pomocjo encima DNK-polimeraze in posebnih fluorescentnih barvil ali

fluoresc. oznacenih nukleotidnih sond.

RT - kratica pomeni obratno prepisovanje (angl. reverse transcription)

- t). reakcija, kjer s pomocjo encima reverzna transkriptaza pretvorimo RNK v
komplementarno DNK (cDNK). Ta je osnova za PCR, zato jo napravimo pred izvedbo
reakcije PCR.




Kaj dolocimo s kvantitativnhim PCR pri
KML?

» doloCimo raven izrazanja gena BCR-ABL1 (pravimo, da merimo Stevilo prepisov
BCR-ABL1 mRNK), ki se zelo dobro ujema s Stevilom levkemicnih celic v

periferni krvi.

» Raven izrazanja gena BCR-ABL1 predstavlja razmerje med Stevilom kopij
prepisa BCR-ABL1 in Stevilom kopij prepisa ABL1 doloCenih v gPCR. Razmerje
izrazimo kot delez, odstotek (%) na mednarodnem merilu (International Scale,

1S).

» V izvid navedemo Se celokupno Stevilo kopij prepisa gena ABL1, ki je mera

obcutljivosti reakcije qPCR.
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Primer izracuna qPCR:

BCR-ABL1: 2700 kopij,
ABL1: 25 000 kopij;

Razmerje = 2700 deljeno s 25 000 (=0,108) in pomnozeno s 100 (=
10,8 %).

Mednarodno merilo (IS):

= 10,8 % pomnozimo z validiranim konverzijskim faktorjem (npr.
0,3371) = 3,64 % IS.

V izvid se navede celokupno Stevilo kopij ABL1: npr. 25 000.




Primer izvida

Rezultat, pozitiven
ali nedolocljiv

Kvantitativni rezultat, kot % IS

Celokupno Stevilo kopij ABL1,
indikator obcutljivosti reakcije
RT-gPCR; ustrezno = 10.000
kopij

v

UKC Ljubljana, Interna klinika
Specializiran hematolo3ki lab i
Njegoseva 4, 1000 Ljubljana
015223793

Dovoljenje za delo MZ: 0600-69/2011-10

__Konéni izvid DUPLIKAT 2

Laboratorijski izvid

la: 04518 |
Laboratorijska 8t: 2004 / 27.08.2012

Naslov: & 27.08.2012 12:00:00
Diagnoza: Bl 27.08.2017 12.13:00
Zdravljenje: as oaigutin: 10.09.2012 13:13:45
|Opomba: e e o
Molekulamo genetske preiskave
|K-BCR-ABL1 1(9;22) (IS)gPCR___ ) P Pozitiven

% IS ) 0.00362

Stevilo kopij ABL1 26141 i o
Mnenje

Raven izrazanja specifinega prepisa BCR - ABL1 se giblje pod vrednostjo glavnega molekularnega odgovora (0,1 %
18), kar kaZe na dobro odzivnost bolnika na zdravijenje.

Priporoéamo nadaljnje spremljanje zdravijenja z RT-gPCR preiskavo. Izsledek vrednotite skupaj s Kliniéno sliko in
drugimi preiskavami.

Porotilo o preiskavifah
Preiskavo za doloéitev ravni izrazanja fuzijskega gena BCR-ABL1 smo izvedli in analizirali z obratnim prepisovanjem
RNA in s kvantitativno PCR preiskavo (gPCR) (1,2).
Literatura:
1. ZdruZenje hematologov Slovenije, Preloznik Zupan |, Pajié T. Smernice za odkrivanje in zdravljenje kroni¢ne mieloi¢ne
levkemije. Zdrav. Vestnik (2008); 77: I-5 - 10.
2. Gabert J et al. Leukemia, 2003; 17 (12): 2318-2157.

Legenda:

K-BCR-ABL1 1(9;22) (IS)/qPCR: Raven izrazanja fuzijskega cDNA segmenta BCR - ABL1 je podana na mednarodnem merilu (Intemnational Scale, IS)(1).
Vrednost izsledka 1 % ali niZje pomeni zman|s; za 2 deseti3ka logaritma od dolo€ene standardne zaGetne vrednosti in je obitajno skladna s popalnim
citogenetskim odgovorom. Vrednost 0,1 % ali nizje pomeni zmanj$anje vrednosti za 3 desetiske logaritme od zatetne standardne vrednosti in oznatuje
glavni molekulamni odgovor. Zanesljivo lahko dologimo med 5 in 10 kopij fuzijskega cDNA segmenta. Pod to mejo padamo izsledek kot Pozitiven, pod mejo
zanesljive doloCitve.

[Prikaz zgodovine za preiskavo:K-BCR-ABL1 1(9;22) (IS)/qPCR v
Datum Nid {[%1S] 0
[27.082012 |2004 |0.00362 |Poziiven o
[14.052012 |2004 [0.00116 |Pozitiven
06022012 |2003 [0.0058 | Poitiven — 18430 .
121220112003 |0.036 _|Pozitven
[08.082011 [2001 [0 Nedolotljiv | 1
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Preiskavo izvedel: Vodja laboratorija:
Tadej Pajic asist. dr. Tadej Paji¢, spec.med.biokem

Stran 1 0d 1 Tiskano: 18.09.2012 11:50:41
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/akaj je RT-gPCR pomemben pri
zdravljenju KML?
> ker je to najobcutljivejsi naCin za oceno odgovora na zdravlenje
KML,

> Z njim zaznamo ponovitev bolezni prej kot z drugimi nacini.

Pomemben je zato,

e ker je stopnja zmanjSanja ravni bolezni pomemben prognosticni
dejavnikin

e ker z njim lahko ocenimo slab zaCetni odgovor ali ponovitev bolezni

po zaCetnem odgovoru na zdravijenje, kar lahko vodi, 0z. omogoci

Izbiro najustreznejSega nadaljnjega zdravljenja.
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Priblizno 100 % Ph + celic ob diagnozi —

HematoloSki odgovor (-1 log, Ph+ < 35 %,
BCR-ABL1 £10 % IS ) —
Po 3 mesecih

Popolni citogenetski odgovor (CCR) (-2 log; Ph 0%;
BCR-ABL1 <1 % 1S)
Po 6 mesecih

Glavni ali veliki MolO (MMR)(- 3 log; BCR-ABL1 £0,1% IS) —»
Po 12 mesecih

MolO 4.0 (2 4 log zmanjSanja; BCR-ABL1 £0,01% IS) —>

MolO 4.5 (2 4.5 log zmanjSanja; BCR-ABL1 =0,0032 % IS) __,

MolO 5.0 (2 5log zmanjSanja; BCR-ABL1 £0,001 % 1S) __,

Vrednost gPCR za BCR-AB
Mednarodno merilo (IS)

1 100%

10%

| %

0,1%

0,01%

0,0032 %

y

0,001%

Ni prepisa BCR-ABL1

Baccarani, M. et al.; Blood, 2013; doi:10.1182/blood-2013-05-501569 Prepublished online June 26, 2013;

Qross NCP et al. Leukemia, 15 May 2012; doi:10.1038/leu.2012.104

Odgovori ha zdravljenje z zaviralcem tirozinske kinaze

St. levk. celic
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Kdaj izvedemo RT-gPCR?

> vsake 3 m iz vzorca PK (oz. dokler ni dosezen in potrjen glavni MolO, nato
vsakih 3 do 6 m),

> Cimprej, takrat ko zaznamo pomembno povecanje ravni izrazanja BCR-ABL1
(npr. povecanje ravni za 0,5 do 1,0 logaritem; > 5 X)

Pomembno: povecanje ne pomeni nujno neuspeha zdravljenja, ampak je
razlog potrebno raziskati:

- npr. prekinitev ali opustitev jemanja zdravila;
- pridobljene mutacije v BCR-ABL1,;

- klonska evolucija, to so dodatne kromosomske spremembe v klonu Ph
(citogenetika) + genska amplifikacija BCR-ABL1 (FISH) in podobno




Molekularni odgovori in pomen

> Glavni ali veliki MolO (Major Molecular response, MMR), €e bolezen lahko zaznamo v

< 0,1 % BCR-ABL1 IS; trenutni cilj je, da vsi bolniki dosezejo vsaj
stabilen glavni MolO — ZAKAJ?

Zato, ker je doseganje glavnega MolO povezano s
povecano verjetnostjo, da se bolezen ne bo ponovila,
povecano verjetnostjo dolgotrajnejSega odgovora na zdravljenje,
z vecjo verjetnostjo doseganja globljega MolO, €e se glavni MolO doseze prej.
> Molekularni odgovor 4.0,4.5in 5.0
Pri novejsih zdravilih (nilotinib, dasatinib) je
delez bolnikov, ki doseze glavni MolO v krajsSem Casu vecji in

delez bolnikov z globljim MolO odgovorom kot je glavni MolO je vedji.

Najverjetneje bo doseganje teh odgovorov povezan z moznostjo, da bi bolniki neko¢ lahko
prenehali z zdravljenjem.

POZOR!

. Izbira zdravljenja ni odvisna samo od uéinkovitosti, ampak tudi od bolnikovega
klini€nega stanja, prenaSanja zdravila, stranskih u€inkov ipd.

- Baccarani M, Cortes J, Pane F, et al. J Clin Oncol. 2009;27:6041- 6051.

- O'Brien SG, Guilhot F, Larson RA, et al. N Engl J Med. 2003;348:994-1004.
- Hehimann R, Lauseker M, Jung-Munkwitz S, et al. J Clin Oncol. 2011;29:1634-1642.
- Branford et al. Blood. 2008:112. Abstract 2113.




-

Zakljucek

Kvantitativni PCR je zelo obcutljiva in pomembna preiskava za dolocCitev

ravni izrazanja gena BCR-ABL1 pri KML.

Doseganje stabilnega glavnega molekularnega odgovora (MMR)
(vrednost manj ali enako 0,1 % BCR-ABLL1 IS) je trenutno cilj zdravljenja
KML s TKI.

Najverjetneje bo doseganje stabilnih molekularnih odgovorov npr.
4.5 ali 5.0 povezan z moznostjo, da bi bolniki nekoC lahko prenehali z

zdravljenjem.
POZOR!

Izbira zdravljenja ni odvisna samo od u€inkovitosti, ampak tudi od
bolnikovega kliniénega stanja, prenasanja zdravila, stranskih u€inkov

ipd.
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