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Pokroky v molekulovom monitoringu a vyznam
skriningu BCR/ABL1 mutacii pri Ph pozitivnej
chronickej myelocytovej leukémii

MUDr. Adriana Kafkova, PhD., prof. MUDr. Elena Tothova, CSc.
HEMKO, s. 1. 0., Hematologickd a onkohematologickd ambulancia, KoSice

Molekulovy monitoring transkriptov BCR/ABL1 u pacientov s chronickou myelocytovou leukémiou (CML) je ddleZity v hodnoteni odpovede
na liecbu inhibitormi tyrozinkinazy (TKI) vratane potvrdenia zlyhania lie¢by, ktoré si vyZaduje zmenu terapie. Kvantitativna polymerazova
retazova reakcia (Quantitative reverse-transcriptase-polymerase-chain-reaction -qRT-PCR) hodnotiaca hladinu BCR-ABL1 transkriptov
sa stala si¢astou protokolov hodnotiacich efekt liecby pri CML. V poslednych rokoch sme svedkami vyznamu v dosiahnuti a udrzani
hlbokej molekulovej odpovede, ¢o si vyZaduje efektivnejsie urcovanie leukemickej masy, monitorovanie minimalnej rezidualnej choroby
(MRD), detekciu mutacii, ktoré su pri¢inou rezistencie na liecbu TKI, ako aj uréovanie prediktorov odpovede na liecbu TKI. Nové meto-
dy ako Cartridge- BCR-ABL1 kvantifikdcia, digitdlna PCR a next generation sequencing (NGS) st dalSie priklady technoldgii, ktoré sii
v sicasnosti v popredi vyskumu, vyhodnocovania a ich translacie do klinickej praxe. V praci uvadzame prehl'ad molekulovych metéd/
technoldgii, ktoré znamenaji pokrok v molekulovom monitorovani.

Klacové slova: chronicka myelocytova leukémia, molekulové monitorovanie, BCR-ABLT, rezistencia, mutdcie, digitalna PCR, sekvenovanie
dalSej generdacie

Advances in molecular monitoring and the importance of screening BCR/ABL1 mutation for Ph-positive chronic
muyelocytic leukemia

Molecular monitoring of BCR/ABL 1 transcripts for patients with chronic myeloid leukemia (CML) is now used to assess response to
tyrosine kinase inhibitors (TKI), including treatment failure that mandates a change of therapy. The last few years have witnessed the
emergence of a new molecular response target, which is the achievement and maintenance of deep molecular response.Quantitative
reverse-transcriptase-polymerase-chain-reaction (QRT-PCR) assessment of BCR-ABL1 transcript levels has become the standard of
care protocol in CML. However, further developments are required to assess leukemic burden more efficiently, monitor minimal residual
disease (MRD), detect mutations that drive resistance to tyrosine kinase inhibitor (TKI) therapy and identify predictors of response to
TKI therapy. Cartridge-based BCR-ABL1quantitation, digital PCR and next generation sequencing (NGS) are examples of technologies
which are currently being explored, evaluated and translated into the clinic. Here we review the emerging molecular methods/technolo-

gies currently being developed to advance molecular monitoring.
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Uvod

Molekulovy monitoring transkrip-
tov BCR/ABLI u pacientov s chronickou
myelocytovou leukémiou (CML) je vy-
znamny v hodnoteni odpovede na liecbu
s inhibitormi tyrozinkinazy vratane po-
tvrdenia zlyhania lieCby, ktoré si vyzaduje
zmenu terapie. Si¢asné odportcania pre
molekulové monitorovanie CML st za-
lozené na kvantifikacii BCR-ABL1 pomo-
cou kvantitativnej PCR (QRT-PCR) s/bez
cytogenetiky ako uvadza ELN (European
LeukemiaNet, 2013). U pacientov lieCenych
s inhibitormi tyrozinkinazy (TKI) sa od-
portca realizovat molekulové hodnotenie
v Case diagnozy a v mesiacoch 3, 6 a 12 od
zaciatku liecby s TKI. Hladiny BCR-ABLI
transkriptov v tychto ¢asovych intervaloch

definuji molekulovi odpoved (MR). ELN
odporucila ako definiciu optimalnej odpo-
vede: ak je hladina BCR-ABLI transkriptov
<10 % po 3 mesiacoch merana pomocou
IS (International Scale, t. j. medzinarodne;j
stupnice), IS <1% po 6 mesiacoch a< 0,1 %
po 12 mesiacoch liecby (obrazok 1) (1, 2, 3).
Pacienti s hladinou transkriptov BCR-ABL1 >
10 % po 6 mesiacoch a >1% po 12 mesiacoch
boli hodnoteni ako zlyhanie lieCby. Hodnoty
BCR-ABL1 zistené medzi zlyhanim lie¢by
a optimalnou odpovedou dostali termin
~warning zone", kde sa odporucalo frek-
ventnejSie monitorovanie molekulovej od-
povede (4, 5). ELN a NCCN Clinical Practice
Guidelines v roku 2016 definovali ako zly-
hanie liecby hodnotu BCR-ABLI > 10 %
v 3. alebo 6. mesiaci od zaciatku liecby

(ELN, 2016, NCCN, 2016). Obe odportcania
navrhuji zmenu lie¢by na alternativny TKI,
ak je u pacienta zistené zlyhanie terapie.
Dosiahnutie hlbokej molekulovej odpove-
de - DMR (deep molecular response) MR4,
MR4.5, MR5 pomocou novych metéd qRT-
-PCR, ako aj dal§imi metdédami (digitalna
PCR, NSG) stt vyznamnym cielom pri CML
a st predpokladom moznosti ukoncenia
liecby v klinickych skaSaniach (1, 3, 4, 5).
Nedetegovatelnost BCR-ABL1 technikou
gRT-PCR s nedostatoénou senzitivitou
moze viest k nespravnemu alebo pred-
¢asnému ukonceniu liecby (23). Sic¢asné
pokroky v molekulovych metddach sa st-
streduja na:
1. vyvoj G€innych metdd, ktoré sa
rychle, citlivé na kvantifikaciu BCR-
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ABL1, menej finan¢ne naro¢né a po-
uzitelné aj v ekonomicky menej vy-
spelych krajinach;

2. detekciu moznosti kvantifikacie aj
nizkych hladin BCR-ABL1 a monito-
rovanie MRD;

3. moznosti zistenia mutacii rezistent-
nych na lie¢bu s TKI;

4. objav molekulovych markerov, vy-
znamnych v predikcii odpovede na
lie¢bu alebo progresie ochorenia.

Pokroky v kvantifikacii
BCR-ABL1

GeneXpert cartridge-based

BCR-ABL1 kvantifikacia

Na cartridge zalozeny auto-
matizovany qRT-PCR systém (Xpert
BCR-ABL1 Monitor Assay), kazetova
metdda, ktorou sa meraji transkripty
BCR-ABLI1 p210, bola vyvinuta v Cepheid
(California, USA). Tento systém vyuZiva
mikrofluidy na priame urcenie vo vzor-
kach periférnej krvi (PK) v extrahovanej
cartridge RNA. RT-PCR a fluorescentna
detekcia st v pristroji ‘all in one’ (6, 7,
8). Najvacsou vyhodou tohto systému je
zjednoduseny pracovny postup. Systém
vySetrenia je rychlejsi, praktickejsi a vy-
zaduje menej technickych odbornosti
a zruénosti v porovnani so st¢asnymi
diagnostickymi metédami. V kontraste
s najpouzivanejSou metoédou v sti¢asnos-
ti BCR-ABL1 qRT-PCR, ktora urcuje abso-
latny pocet kopii BCR-ABL1, GeneXpert
systém hodnoti pomer BCR-ABL1/ABL1.
Vc¢asné porovnania metddy GeneXpert
so §tandardnou met6édou qRT-PCR
ukazujl, Ze hodnoty zistené metédou
GeneXpert Ct a efektivita signifikantne
koreluja so §tandardnou metédou qRT-
-PCR a ukazuje sa, Ze aj napriek roz-
dielom v kvantifika¢nych metédach ma
systém potencial moznosti zavedenia do
klinickej praxe (6, 7). Aj ked metoda ne-
udava hodnotu BCR-ABLI na zaklade IS,
ktorej vysledkom je interpretacia a in-
terlaboratérne porovnanie vysledkov,
novsi systém vyvinuty Cepheidom do-
kazal adjustaciu pomeru BCR-ABL/ABLI
k IS. Metdda je spolahliva, ¢o potvrdili
dosiahnuté merania pod 0,01 % BCR-
ABL1 IS, hladiny potrebnej na detekciu
MR4 (6, 7, 8, 9). K zlepSeniu metody
GeneXpert BCR-ABLI viedlo zavedenie

Obrazok 1. Hladiny hematologickej, cytogenetickej, molekulovej odpovede, vcasnej molekulovej
odpovede (EMR) a hibokej molekulovej odpovede (DMR) pri CML. Sivd farba ukazuje, Ze RQ-PCR
nemoze hodnotit MRD pod MR5 (BCR-ABLT pod 0,001 %); av§ak rezidudlna leukémia moze byt pri-
tomna. Nové technoldgie (digitédlna PCR) a mozZnosti (uréenie genomickej DNA skér ako RNA), mozu
v buduicnosti viest k detekcii MR pod hladinou MR5.
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Vysvetlivky: CCyR - kompletnd cytogenetickd odpoved; CHR — kompletnd hematologickd odpoved; CML -
chronickd myelocytova leukémia; IS — International Scale; MMR - velka molekulovad odpoved; MR — moleku-
lovd odpoved; MRD — minimalna rezidualna choroba; RQ-PCR - real-time quantitative reverse-transcription

polymerase chain reaction

systému Cepheid, skriningovej metody
na detekciu novych pripadov p 210 BCR-
ABL1 CML. GeneXpert metdda je rychla
avhodna aj za cielom vyla¢enia negativ-
nych vzoriek na CML, ktoré boli zistené
z celkového mnozstva vzoriek dodanych
do laboratoria. V sti¢asnosti sa viak od-
porca pouzivat zatial v praxi Standard-
nt qRT-PCR z nasledovnych doévodov:
1. pre moznost pouzivania tejto novsej
metddy je potrebné medzinarodné re-
feren¢né laboratérium na porovnanie
tejto metody so Standardne aplikovanou,
2. cielom je urcenie kinetiky odpovede,
pre ktort je si¢asna metéda qRT-PCR
optimalizovana (4, 5, 9). Atypické tran-
skripty, ktoré st menej ¢asto detegované
pri CML, neboli cielom hodnotenia me-
tédou GeneXpert BCR-ABL1 a nebude
ich mozné detegovat. Zaujimavé bolo,
Ze pouzitie nového cartridge systému
ukazalo vysokt konkordanciu dosiah-
nutych hodndt pouZitim extrahovanej
RNA tak z Cerstvej krvi, ako aj zo suchych
vzoriek (9). Stadia ukazuje slubné, nie
drahé vySetrenie, mozné pouzit ajv eko-
nomicky slabsich krajinach k zlepSeniu
monitoringu pacientov. GeneXpert sys-
tém nebol vSak validovany na detekciu
hladin BCR-ABL1 pod 0,01 % BCR-ABLI
(MR4), ¢o ukazuje neschopnost merania
velmi nizkych hladin transkriptov (7, 10).

Monitorovanie minimalnej

rezidudlnej choroby (MRD)

Cielom monitorovania MRD je
detekcia nizkych hladin rezidualnych
leukemickych buniek. Molekularne me-
tédy s vyssSou senzitivitou umoznuju
urcenie asociacie medzi velmi hlbo-
kou MR (t. j. pod MR6) a ur¢enim TFR
(treatment-free remission). Sokalovo
klinické rizikové skore je jedina zna-
ma veli¢ina, ktora vyznamne koreluje
s pravdepodobnostou zlyhania liecby.
Pacienti s nizkym rizikom podla Sokala
mali mensiu pravdepodobnost moleku-
lového relapsu (8, 11). Dalsie prognos-
tické faktory vyznamné pre uspedné
ukoncéenie lie¢by zostavaji nezname
(12). Modifikacia konvenénych qRT-
-PCR metdd, aplikacia digitalnej PCR
a DNA (deoxyribonucleic acid) PCR, st
metddy, ktoré by mohli viest k zlepse-
niu senzitivity a detekcie rezidualnych
leukemickych buniek.

Modifikacia konvencnej
met6dy PCR (quantitative
reverse-transcriptase-
polymerase-chain reaction)
Modifikaciou konven¢nej metddy
qRT-PCR sa zvySuje jej senzitivita.
Zmenou typu primerov bola zistena al-
teracia reakcie RT (reverse transcrip-
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Obrazok 2. Digitalna PCR - vyhody a nevyhody. Metdda je drahsia, lepsia na stanovenie hibky odpo-
vede neZ hodnotenie v¢asnej odpovede (t. j. v 3 mesiacoch), ma vSak vy$siu senzitivitu, ktord je
potrebna na lepSiu identifikaciu kandidatov pre ,stop treatment".

Digitalna PCR- Vyhody a nevyhody
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tion). Tato zamena viedla k zvySeniu
senzitivity metody. Hoci pocet kopii
BCR-ABL1bol 2,3-ndsobne vyssi pouzitim
pentamérov v porovnani s hexamérmi,
tato modifikacia nebola zatial zavedena
do rutinného klinického monitorovania
CML. Maximalne mnozstvo templatovej
RNA pridanej k reverznej transkriptazo-
vejreakcii (RT) je dalSia stratégia vedaca
k zvySeniu senzitivity konvencnej qRT-
-PCR metdédy. Tato modifikacia viedla
k 6-nasobnému zvySeniu citlivosti a udr-
Zaniu vysokej korelacie s konvené¢nou
gRT-PCR. Je vyznamné, Ze takto bolo
mozné dosiahnut vys§iu proporciu vzo-
riek dosahujacich senzitivitu MR4.5
(91 % vs 61 %) a vzostup citlivosti vzoriek
k MR5 (78 % vs 9 % > 5 log) (23).
Efektivitu tejto metddy bude potrebné
dokazat v klinickej praxi.

Digitdlna PCR (Digital

polymerase chain reaction)

Konven¢na metéda BCR-ABLI
gRT-PCR pouziva Standardnt krivku ab-
solutnejkvantifika¢nejmetody na uréenie
hladin mRNA, kde vzorky s nezndmymi
hladinami BCR-ABL1 s1 porovnavané so
Standardnou krivkou znamej kvantity
(13). Tato kvantifika¢na metdda sa spo-
lieha na porovnania medzi amplifikac-
nymi cyklami, a preto je citlivejsia aj pri
neefektivnej alebo odli§nej amplifikacii,

ktoré mozu limitovat senzitivitu metod
(14, 15). Digitalna PCR (dPCR) je vyhod-
nejsia oproti konven¢nej PCR vzhladom
na to, ze vzorky su rozlozené do tisic
az k milionom nanolitrov a amplikacia
je vysledkom mnohych priestorovo se-
parovanych reakcii. Absolttna kvantita
molekdl mdZe byt ur¢end bez potreby
Standardnej krivky. Hlavnou vyhodou
dPCR je presna kvantifikacia nukleovych
kyselin, ulah¢enie merania aj malych
percentualnych rozdielov. Metéda dPCR
ma tak potencial detegovat BCR-ABL1
s vy§Sou senzitivitou a presnostou ako
gRT-PCR. Aplikacia dPCR pre monito-
ring MRD pri CML je st¢astou klinickych
hodnoteni (obrazok 2). Inicidlne $ttdie
pouzitim oboch metdéd nanofluidicke;j
a dPCR moézu byt vhodné aj na urcenie
kvantity pod 0,01 % BCR-ABL1 IS, ekvi-
valentnej ku MR4. Dalgia $tdia uvadza aj
moznost kvantifikdcie BCR-ABL1 hladin
0d 0,0032 % do 10 % IS pomocou 3 dPCR
programov: Bio-Rad QX200, RainDance
RainDrop System a Applied Biosystem
QuantStudio3D (12, 13, 15). V tychto §ta-
diach boli tispesSne detegované aj hladiny
BCR-ABLI1 pod MR5 a MR5.5, ¢o ukazuje
na vysoku senzitivitu metéd. Pre ich
vyznam v klinickom manaZzmente CML
pacientov je vSak potrebné porovnanie
a opatrné vyhodnotenie v porovnani
s konven¢nou qRT-PCR.

Deoxyribonucleic acid

polymerase chain reaction -

DNA - PCR

Expresia hladin BCR-ABL1 mRNA
nie je v priamom vztahu k po¢tu Ph+ leu-
kemickych buniek, preto detekcia per-
zistujacich leukemickych buniek pou-
zitim Standardnej qRT-PCR je odkazana
na expresiu BCR-ABL1. Genémova DNA
(gDNA) BCR-ABL1 zlomu je alternativna
stratégia pre identifikaciu Ph pozitivity.
Na DNA zaloZena metéda ma pocetné
vyhody v porovnani s RNA metdédami,
molekulové monitorovanie DNA je sta-
bilné, a tak menej subjektivne. Metdda
je technicky menej naro¢na s vysokou
kvalitou, pocet molekul detegovanych
je v priamej korelacii s po¢tom Ph+ bu-
niek, a tak je teoreticky lahSie Standar-
dizovat interlaboratérne merania. AvSak
BCR/ABLI1 zlomy st rozptylené ~5 kb
BCRv introénoch 13 a 14 a ~140 kb oblasti
ABL1intrénu 1. Dal$ou limitaciou na DNA
zaloZenych technikach je, Ze si vyzadujt
pripravu Specifickych PCR oligonukleo-
tidov (12). Vyhody stanovenia DNA PCR
viedli k zvySenej senzitivite v potvrdeni
BCR-ABL1 pozitivity v porovnani s qRT-
-PCR mRNA met6édou. Porovnanim 4
BCR-ABL1 kvantitativnych metéd (qQRT-
-PCR, DNA gPCR, mRNA dPCR a DNA
dPCR) bolo dokazané, zZe tieto metody
boli v 100 % konkordantné v detekcii
pritomnosti hladin BCR-ABLI1 niZ8ich
ako MR4 (2, 16). S cielom urcenia klinic-
kého vyznamu metody BCR-ABL1 DNA.
Ross a spolupracovnici merali hladiny
transkriptov v klinickej §tdii u pacien-
tov pred ukoncenim liecby s imatinibom.
VSetci pacienti mali nedetegovatelné
hladiny BCR-ABL1 transkriptov pouZzitim
striktnych kritérii senzitivity. Cielom
bolo urcit, ¢i viac citlivé metody de-
tegujlice BCR-ABL1 mozu identifikovat
pacientov s molekulovym relapsom po
ukonceni liecby s imatinibom. Pomocou
metody zaloZenej na DNA bola ziste-
na vysSia senzitivita. BCR-ABL1 DNA
pozitivita bola potvrdena u 7 z 8 pa-
cientov, u ktorych po ukonceni liecby
s imatinibom neboli detegované hladiny
pomocou BCR-ABL1 mRNA. Av§ak tato
Studia ukazala, Ze pritomnost BCR-ABLI
DNA pred vynechanim imatinibu ne-
bola predpovedou nasledného relapsu
(12). Preto klinické pouZitie na DNA-
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zaloZenych metodach je limitované
a nie je v sic¢asnosti implementované
do rutinného molekulového monitorin-
gu pri CML.

Detekcia mutacii

rezistentnych na TKI

Mutacie v BCR-ABL1 kinazovej
doméne (KD) st najcastejSou pric¢inou
rezistencie na terapiu s TKI a tvoria
pri CML ~50 % zo ziskanych rezisten-
cii. Vacsina KD mutacii bola potvrdena
v stwvislosti s rezistenciou na imatinib.
Druhogenerac¢né TKI nilotinib, dasatinib,
bosutinib) st aktivne oproti va¢Sine ima-
tinib - rezistentnym mutaciam, ale nie-
ktoré konferuju aj s klinickou rezisten-
ciou na nilotinib (Y253H, E255K, E255V,
F359V a F359C), dasatinib (V299L, T315A,
F317L, F3171, F317V a F317C), bosutinib
(V299L) alebo oproti vSetkym druhoge-
nera¢nym inhibitorom (T315I). V sti¢as-
nosti sa odportca véasna identifikacia
mutacii, pretoZe vedu k rezistencii na
liecbu. Ich potvrdenim je mozné upravit
lie¢bu a zabranit jej zlyhaniu (2, 5, 12,
17). BCR-ABL1 KD mutdcie st najcastejsie
detegované Sangerovym sekvenovanim
BCR-ABL1 cDNA. AvSak Sangerovo sek-
venovanie moze detegovat iba mutacie,
ktorych hladina presahuje mnoZstvo alel
nad 10 - 20 % (18, 19, 20). Molekulové
techniky s va¢Sou senzitivitou identi-
fikujli mutacie pod hladinou 0,5 %. Ak
mutacie spdsobujuce rezistenciu, st de-
tegované uz v nizkych hladinach, mézu
viest k spravnej liecbe a zabraneniu kli-
nickej rezistencie (16, 21, 22, 23).

Metéda NGS (Next Generation

Sequencing)

VySetrenie pritomnosti/nepri-
tomnosti mutacii jednotlivych génov
hodnotené Sangerovou metdédou sekve-
novania je zamerané vzdy iba na jeden
gén, pretoze sa vSak zvySuje pocet gé-
nov, ktoré je potrebné vySetrit, je ekono-
mickejSie a Casovo Gspornejsie previest
testovanie celého panelu génov naraz.
Hlavné multigénové platformy, ktoré sa
dnes pouzivaja v klinickej praxi, st za-
lozené na sekvenovani novej generacie
(NGS- Next Generation Sequencing),
pri ktorom st najskdér vybrané alebo
amplifikované prisluSné genomické
oblasti, potom st na zdklade masivnej

paralelizacie sekvenované miliéony zvo-
lenych molektl DNA, a nakoniec st tieto
sekvencie porovnavané s referenc¢nym
genémom. Metoda umoziuje detegovat
nielen SNV (single nucleotide variant),
a malé indely, ale aj odhalit variabilitu
poctu kopii génov, ziskové a stratové
mutacie, spdsobom podobnym kompa-
rativnej génovej hybridizacii na mikro-
¢ipe (aCGH-array comparative geno-
me hybridization). Cena panelov NGS
v poslednom case postupne klesa, za-
tial o kvalita a spolahlivost sa neustale
zvySuje. O klinickom vyzname detekcie
mutacii nie st pochybnosti. Je zname,
Ze detekcia kombinovanych mutdcii sa
spaja s hor$ou odpovedou v porovnani
s pacientmi bez alebo iba s jednou KD
mutaciou (18, 24). Kombinované mutacie
(viac ako 1 mutacia v 1 molekule) majt
takisto pozoruhodne vyssi pocet zis-
kanych rezistencii k prvo- a druholi-
niovym TKI. Ponatinib, tretogenera¢ny
TKI, predchadza rezistencii spdsobe-
nejjednotlivymi mutaciami v BCR-ABL1
KD, ktoré zapricifiuja rezistenciu na TKI
a takisto inhibuje mutaciu T315I (gate-
keeper). Existuja v§ak protichodné tdaje
v stvislosti s rezistenciou na ponati-
nib a nalezom viacnasobnych mutacii.
U pacientov lie¢enych v chronickej faze
CML navodi ponatinib trvalé odpovede
v stvislosti s muta¢nym stavom rezis-
tentnym na TKI (20). Toto nie je moZné
potvrdit v pripadoch pokrocilého ocho-
renia. Metodou NGS je mozna identifi-
kacia kombinacie BCR-ABL1 KD mutécii,
¢o dovoluje v€asné klinické rozhodova-
nie a vyber spravnej lie¢by po TKI zlyha-
ni. dPCR alebo pouzitie chromatografie
(denaturing high-performance liquid)
kombinovanej s priamym sekvenovanim
st metody prezentovaneé v stcasnosti
k detekcii BCR-ABL1 mutécii (20). NGS
sekvencné technologie st metddy vy-
znamne preferované aj pre kvantifikaciu
potvrdenych rezistentnych mutacii.

Metoda duplex sekvenovania
(Duplex deoxyribonucleic acid
sequencing)

Metdda duplex sekvenovania je
alternativa ku konven¢nej metode NGS,
kde su sekvenované obe vlakna jednej
molekuly DNA. Touto metddou je moZné
odliSenie medzi artefaktmi a pravymi

mutaciami. Pravé mutacie sa nachadzaju
v oboch vlaknach, kym artefakty st pre-
zentované iba v jednom vladkne. Duplex
sekvenovanie ma vyhodu oproti jedno-
duchému sekvenovaniu, pretoZe chy-
by, ktoré sa vyskytna pocas prvej PCR,
moZzu byt identifikované a eliminované.
Tato metdda bola pouzita na detekciu
ABL1 KD mutécii u tazko predlie¢enych
pacientov, zvicsa uzivajacich tri alebo
viac TKI pred terapiou s ponatinibom.
PredbeZné tdaje u 9/29 pacientskych
vzoriek demonSstrovali v priemere detek-
ciu mutaciiu1z 11,412 buniek (< 0,01 %),
u 4 pacientov ukazali aj zriedkavé sub-
klony, ktoré neboli dokazané pomocou
NGS alebo Sangerovho sekvenovania
(12,16). Limitaciou tejto sekvencénej stra-
tégie je vSak to, Ze amplifikacia nie je
$pecificka k BCR-ABL1 fiznemu génu
- gDNA. Nie je mozné ur¢it, ¢i mutacie
st pritomné v BCR-ABLI fiznom géne
alebo vo wild-type ABL1 génu. Dalsie
prospektivne §tudie by mali viest k po-
tvrdeniu asociacie medzi nizkymi hla-
dinami rezistentnych mutéacii detego-
vanymi pomocou duplex sekvenovania
arezistenciou na lieky alebo progresiou
ochorenia.

Dalie metody s cielom potvrde-
nia kombinovanych mutacii (Molecular
barcoding in next-generation, Long-read
next-generation sequencing) a ich po-
drobny opis a a perspektivne vyhody st
sucastou genetickych publikacii (12, 17).

Prognostické ukazovatele
efektivity liechy a progresie
ochorenia

Typ BCR-ABL1 transkriptu

ako prediktor odpovede na

liecbu TKI

Pocetné prace uvadzaja, ze iden-
tifikdcia molekulovych markerov pri
CML moze viest v predpovedi odpove-
de na lie¢bu s TKI uz v ¢ase diagnozy.
Niektoré typy BCR-ABL1 transkriptov
detegované u pacientov s CML st ¢as-
tejSie, ako e13a2 (b2a2), el4a2 (b3a2), iné
transkripty sa vyskytuja zriedka ela2
a el3a3. Podla niektorych velkych kli-
nickych skts$ani sa ukazalo, Ze vyskyt
zriedkavych transkriptov ela2 sa spa-
ja s horSou odpovedou na TKI (11, 25).
Iné spravy uvadzaju, ze pacienti s e13a3
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transkriptom mali tendenciu k lepSej
citlivosti na TKI (26). Asociacia medzi
typom transkriptu a dlhotrvajacimi vy-
sledkami liecby bola predmetom dal-
Sieho sledovania. V ¢ase pred-TKI ob-
dobim pacienti so zlomami v el4a2 mali
potvrdené kratSie trvanie chronickej
fazy v porovnani s pacientmi s el3a2
(36.6 vs 56.1 mesiacov). V ére liecby s TKI
rozliéné klinické sk@iSania urcuju pro-
gnostickt hodnotu typov transkriptov
BCR-ABL1 v suvislosti s vysledkami lie¢-
by. V. malom klinickom skaSani (71 pa-
cientov) s expresiou transkriptov el4a2
alebo el3a2 lieCenych s imatinibom (400
mg) sa ukazalo, zZe v skupine pacien-
tov s el4a2 dosiahli signifikantne vy3si
pocet kompletnych cytogenetickych
odpovedi (CCyR) v porovnani s el3a2
pacientmi, ale Ziadne signifikantné
zmeny v celkovom prezivani (OS) alebo
v prezivani bez udalosti (EFS). Vdanom
klinickom ska$ani (KS) nasli u pacientov
s e13a2 vysSie mnoZstvo predliecebnej
pCrKL/CrKL (phospho- CrKL/CrKL), co
potvrdzuje, Ze pacienti s transkriptom
el3a2 maju vyssiu BCR-ABLI kinazovu
aktivitu. Vo velkom KS (1105 CML pa-
cientov) liecenych v prvej linii imatini-
bom sa ukazalo, Ze transkript el4a2 bol
v korelacii s vy$§im poc¢tom dosiahnu-
tej MMR a MR4; ale nebola dokazana
ziadna suvislost s dosiahnutim CCyR,
prezivania bez progresie (PFS) alebo OS
(26). V nedavnom KS u 481 pacientov
liecenych v prvejlinii s imatinibom (400
alebo 800 mg) (n = 268), dasatinibom (n =
105) alebo nilotinibom (n = 108) bolo do-
kazané, Ze pacienti s transkriptom el4a2
dosahovali vyssi po¢et MMR a MR4.5
(12). Neboli vSak potvrdené ziadne signi-
fikantné rozdiely v pravdepodobnosti
5-ro¢ného EFS alebo OS medzi jednot-
livymi typmi. Rozdiely v prognostickom
vyzname typu transkriptov v jednotli-
vych klinickych §ttdidch mozu stvisiet
s odliSnymi miestami odberu vzorky,
typu pouZzitej BCR-ABL1 metody, typu
liecebnej modality a odliSného hodno-
tenia vysledkov liecby. Vzhladom na
uvedené skutocnosti (nonkonzistenciu
prognostického vyznamu v jednotlivych
KS), hlavne v stvislosti s vysledkami
prezivania, dokazy z tychto KS v st-
¢asnosti nepodporujt inkorporaciu typu
transkriptu do klinickych odporacani.

Pridatné chromozomalne

abnormality

Okrem pridatného Ph chromo-
zomu boli priblizne u 7 % pacientov
s CML opisané v ¢ase diagnozy aj dalSie
chromozomové abnormality. Pridatné
chromozémové abnormality mézu byt
detegované vySetrenim metafaz klasic-
kou cytogenetikou kostnej drene alebo
FISH. Vysokorizikové ‘major route’ cy-
togenetické abnormality vratane Ph
duplikacie, izochrému 17q a trizémie 8
sa spajaju so signifikantne horsim do-
siahnutim MR a krat§im OS v porovnani
s pacientmi so Standardnou translo-
kaciou BCR-ABL1. Tymto testom vsak
chyba senzitivita, ktora je potrebna na
monitorovanie nizkych hladin rezidu-
alnej choroby. Celogendémové sekve-
novanie (WGS) a RNA-sekvenovanie
(RNAseq) st vyznamné technolégie,
ktoré sa pouzivaju k detekcii Struk-
turalnych variacii a faznych génov (8,
12). WGS bola pouzita na identifikaciu
amplifikacie BCL2 v stvislosti s niekto-
rymi mutaciami (T315I, F359V) u po-
natinib-rezistentnych CML pacientov.
V in vitro sk(iSani autori dokazali, Ze
primarne CD34+ CML bunky pacienta
mali zvySent senzitivitu k BCL2 inhibi-
toru, ABT- 263, ¢o poukazuje na mozny
potencial WGS metddy identifikovat
mechanizmy rezistencie. V dalSom
klinickom ska$ani bol najdeny novy
fazny gén (RNF213-SLC26A11) u CML
pacienta pouzitim RNAseq, ale klinicky
vyznam tohto nalezu zostava nezna-
my. Cielené sekvenéné panely, ktoré
by ulah¢ili sekvenovanie hlbSich ob-
lasti, pontkaja alternativne otazky na
detekciu faznych génov. Technologia
obohatena o jednoduché primery po-
uzita pomocou Ovation Fusion Panel
Target Enrichment System (NuGen,
California, USA), ktord umoznuje ciele-
né RNA sekvenovanie zndmych fznych
génov alebo flznych génov so znamy-
mi partnermi, dokazala identifikovat
viac fzii pouZitim menSieho mnozZstva
.readov” nez Standardna RNAseq (12).
Touto metddou boli tspesne detegova-
né BCR-ABLI fazie v Universal Human
Reference RNA, ale detekcia dalSich ini-
cialne vyznamnych fazii nebola opisa-
na. Z tohto dévodu nie je dosial mozné
klinické pouzitie tychto technik.

Zavery

Hibka véasného dosiahnutia
molekulovej odpovede signifikantne
koreluje s efektivitou dlhodobej liec¢by
u pacientov s CML. Preto molekulové
monitorovanie, ktoré analyzuje aj nizke
hladiny transkriptov pocas terapie TKI,
ma pri CML velky vyznam. Okrem po-
kroku v kvantitativnych molekulovych
technikach s cielom uréenia hibky od-
povede, vyznamny pokrok pre senzitivitu
a detekciu rezistentnych BCR-ABL1 KD
mutacii znamenaja aj NGS technolégie,
¢o dovoluje personalizovany pristup
v lie¢cbe CML pacientov. V kontraste so
zvySenou senzitivitou detekcie BCR-ABLI
st eSte mnohé oblasti vyskumu s neurce-
nym klinickym vyznamom, o brzdi ich
translaciu do klinického manazmentu
CML. Av§ak neustale pokroky v genetic-
kych technologiach st vyznamnou ces-
tou k identifikacii novych mechanizmov
rezistencie a progresie ochorenia, ktoré
budt inkorporované do molekulového
monitorovania, a tak aj prognozy v liecbe
CML v blizkej budtcnosti. Vzhladom na
rychlost poznatkov tykajucich sa tech-
nologického pokroku, ako aj monitoro-
vacich schémat a zmien v terapeutickom
rozhodovani sa vyzaduje tizka spolupraca
medzi hematolégom/onkol6gom a labo-
ratérnym profesionalom.

1. Arber DA, Orazi A, Hasserjian R et al. (2016) The 2016 rwvi-
sion to the World Helath Organization classification of myelo-
id neoplasms and acute leukemia. Blood 127 (20): 2391-1406.
2. Alikian, M., Ellery, P., Forbes, et al. (2016) Next generation
sequencing-assisted DNA-based digital PCR for a persona-
lized approach to the detection and quantification of residu-
al disease in chronic myeloid leukemia patients. J Mol Diagn
JMD 18:176-189.

3. Baccarani, M., Deininger, M., Rosti, et al. (2013) European
LeukemiaNet recommendations for the management of chro-
nic myeloid leukemia: 2013. Blood 122: 872-884.

4. Bartley, P, Latham, S., Budgen, B, et al. (2015) A DNA real
time quantitative PCR method suitable for routine monitoring
of low levels of minimal residual disease in chronic myeloid
leukemia. J Mol Diagn JMD 17: 185-192.

5. Branford, S. (2016) Molecular monitoring in chronic myeloid
leukemia-how low can you go? Hematology, 58th ASH Annual
Meeting, San Diego, CA,December 3-6: 5156-163.

6. Cayuela, J., Macintyre, E., Darlington, M, et al. (2011) Car-
tridge based automated BCR-ABLT mRNA quantification: sol-
ving the issues of standardization, at what cost? Haemato-
logica 96: 664-671.

7. Enjeti, A, Granter, N, Ashraf, A, et al. (2015) A longitudi-
nal evaluation of performance of automated BCR-ABL1 qu-
antitation using cartridge-based detection system. Patho-
logy 47: 570-574.

www.solen.sk | 2019;14(1) | Onkoldgia



22

Prehladové clanky

8. Hughes, T., Branford, S. (2006) Molecular monitoring of
BCR-ABL as a guide to clinical management in chronic mye-
loid leukaemia. Blood Rev 20: 29-41.

9. Hehlmann, R., Miiller, M., Lauseker, M., et al. (2014) Deep
molecular response is reached by the majority of patients
treated with imatinib, predicts survival, and is achieved more
quickly by optimized high-dose imatinib: results from the ran-
domized CML-study IV. J Clin Oncol 32: 415-423.

10. Etienne, G., Dulucg, S., Nicolini, ., et al. (2014) Achieving
deeper molecular response is associated with a better clini-
cal outcome in chronic myeloid leukemia patients on imatinib
front-line therapy. Haematologica 99: 458-464.

11. Cross, N., White, H., Colomer, Det al. (2015) Laborato-
ry recommendations for scoring deep molecular responses
following treatment for chronic myeloid leukemia. Leuke-
mia 29:999-1003.

12. Marum J, Branford S. (2016): Current developments in
molecular monitoring in chronic myeloid leukemia. Ther Adv
Hematol 7(5) 237-251.

13. Franke, G., Maier, J., Wildenberger, K., et al. (2015) Quan-
tification of BCR-ABL with digital PCR results in a significan-
tly lower rate of deep molecular responses when compared
to RT-gPCR in CML patients treated in the ENEST Tst trial.
Blood 126: 135-135.

14. Huang, A., Salcius, J., Wong, C., et al. (2015) International
scale (IS)- standardized BCR-ABLT digital polymerase chain
reaction (dPCR) assays using ABL1, BCR, and GUS control ge-
nes for measuring deep molecular response (MR) in chronic
myeloid leukemia (CML). Blood 126: 136-136.

15. Jennings, L., George, D., Czech, J., et al. (2014) Detection
and quantification of BCR-ABL1 fusion transcripts by droplet
digital PCR. J Mol Diagn JMD 16: 174-179.

16. Pagani, I., Spinelli, 0., Mattarucchi, E., et al. (2014) Ge-
nomic quantitative real-time PCR proves residual disease
positivity in more than 30% samples with negative mRNA-
-based gqRT-PCR in chronic myeloid leukemia. Oncoscien-
ce 1:510-521.

17. Deininger, M., Hodgson, J., Shah, N., et al. (2016) Compo-
und mutations in BCR-ABL1 are not major drivers of prima-
ry or secondary resistance to ponatinib in CP-CML patients.
Blood 127:703-712.

18. Kluk MJ, Lindsley RC, Aster JC, et al. (2016) Validation
and implementation of a custom next-generation sequen-
cing clinical assay for hematologic malignancies.J. Mol.
Diagn.18 (4): 507-515.

19. Kuo F, Steensma D, Cin P. (2017) Conventional cytoge-
netics for myeloid neoplasms in the era of next-generation-
-sequencing. Am J Hematol. 92227-229.

20. Linhartova, J., Hovorkova, L., Soverini, S. et al. (2015) Cha-
racterization of 46 patient-specific BCRABLT fusions and de-
tection of SNPs upstream and downstream the breakpoints
in chronic myeloid leukemia using next generation sequen-
cing. Mol Cancer 14: 89.

21. Parker,W., Yeung, D., Yeoman, A., et al. (2016) The impact
of multiple low-level BCR-ABLT mutations on response to po-
natinib. Blood 127: 1870-1880.

22.Soverini, S., De Benedittis, C., Machova Polakova, K. et al.
(2013) Unraveling the complexity of tyrosine kinase inhibitor-

-resistant populations by ultra-deep sequencing of the BCR-
-ABL kinase domain. Blood 122: 1634-1648.

23. Soverini, S., De Benedittis, C., Mancini, M. et al. (2015)
Mutations in the BCR-ABL1

inase domain and elsewhere in chronic myeloid leukemia. Clin
Lymphoma Myeloma Leuk 15:

$120-58128.

24. Kastner,R., Zopf, A., Preuner, S., et al. (2014) Rapid identi-
fication of compound mutations in patients with philadelphia
positive leukaemias by long-range next generation sequen-
cing. Eur J Cancer 50: 793-800.

25. Dmytrenko, |., Fedorenko, V., Shlyakhtychenko, T, et al.
(2015) Assessment of response to imatinib therapy in pa-
tients with chronic myeloid leukemia with e13a2 and e14a2
transcripts of BCR/ABL1 gene. Probl Radiac Med Radiobiol
20:328-340.

26. Hanfstein, B., Lauseker, M., Hehimann, R., et al. (2014) Dis-
tinct characteristics of e13a2 versus e14a2 BCR-ABL1 driven
chronic myeloid leukemia under first-line therapy with imati-
nib. Haematologica 99: 1441-1447.

MUDr. Adriana Kafkova, PhD.
HEMKQO, s. r. 0., Hematologicka
a onkohematologickd
ambulancia, KoSice




