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ABSTRACT

Techniques of molecular biology are of key importance in diagnostics and monitoring of
tyrosine kinase inhibitors (TKIs) treatment response of chronic myeloid leukemia (CML).
Although much has already been achieved in this field, new prognostic factors and deve-
lopments in laboratory methods are constantly emerging.

Halving time is a new prognostic factor defined as the rate of BCR-ABL1 decline from
baseline, assessed by estimating the number of days over which BCR-ABL1 halved.
Among patients with >10% BCR-ABL1 at 3 months of therapy with TKI, the poorest-risk
group can be distinguished by the slow rate of BCR-ABL1 decline from baseline. More
common use of techniques, such as the whole exome sequencing and transcriptome
sequencing will enable assessment of patients’ genetic variation at diagnosis and may
contribute to a prognostic score that will allow for optimization of therapy. Digital PCR
built on traditional PCR provides highly sensitive absolute quantification of BCR-ABL1
transcript level without the need for standard curves and could further improve the
treatment results in patients with CML.
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Wprowadzenie

Przewlekta biataczka szpikowa (CML; chronic myeloid leukemia)
jest chorobg krwiotwoérczej komérki macierzystej szpiku cha-
rakteryzujaca sie wystepowaniem onkogenu fuzyjnego BCR-
ABL1, kodujacego biatko o konstytutywnej aktywnosci kinazy
tyrozynowej [1]. W ocenie rokowania i monitorowaniu odpo-
wiedzi na leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych (IKT)
kluczows role odgrywajg badania diagnostyczne prowadzone
metodami biologii molekularnej, a zwlaszcza RQ-PCR. Brak
optymalnej odpowiedzi molekularnej, szczegdlnie w poczat-
kowej fazie terapii IKT, pozwala zidentyfikowaé pacjentéw
o duzym ryzyku niepowodzenia leczenia i progresji choroby
[2]. Z kolei osiggniecie przez pacjenta trwatej, glebokiej
odpowiedzi molekularnej moze by¢ przestankg do podjecia
préby odstawienia leczenia IKT [3, 4]. Warunkuje to koniecz-
no$¢ poszukiwania coraz lepszych czynnikéw progno-
stycznych, a takze doskonalenia aktualnie stosowanych i wpro-
wadzania nowych metod w diagnostyce molekularnej CML

Czas 50% redukcji poziomu transkryptu BCR-ABL1
(HT; halving time) - nowy wskaznik prognostyczny
w leczeniu CML

Weczesna odpowiedZz molekularna (EMR; early molecular res-
ponse), definiowana jako poziom transkryptu po pierwszych
3 miesigcach terapii IKT, jest obecnie jednym z najwaz-
niejszych czynnikéw prognostycznych u chorych na prze-
wleklg biataczke szpikowg w fazie przewleklej (CML-CP; CML-
chronic phase). Redukcja poziomu transkryptu BCR-ABL1 po
pierwszych 3 miesigcach terapii IKT do <10% wigze sie
z wiekszg szansg uzyskania wiekszej odpowiedzi molekular-
nej (MMR), mniejszym skumulowanym odsetkiem niepowo-
dzenia terapii oraz wiekszg szansg na uzyskanie dlugotrwa-
tego przezycia wolnego od zdarzen niepozgdanych (EFS;
Event-Free Survival) [2]. Marin i wsp. wykazali, ze poziom
transkryptu BCR-ABL1 >10% w 3. miesigcu leczenia koreluje
z nizszym odsetkiem uzyskiwanych przezy¢ wolnych od
progresji (PFS) oraz przezy¢ catkowitych (OS) u pacjentéw
z CML-CP leczonych imatynibem. Co wiecej, w analizie wielo-
czynnikowej EMR miala istotnie wieksze znaczenie rokowni-
cze niz wszystkie pozostale uwzglednione czynniki progno-
styczne [5]. Kolejne badania potwierdzily istotny wptyw EMR
na rokowanie u pacjentéw leczonych nilotynibem oraz daza-
tynibem zaréwno w pierwszej, jak i drugiej linii [6, 7].
W efekcie EMR zostala uwzgledniona w ocenie odpowiedzi na
leczenie IKT w rekomendacjach ELN, NCCN oraz PALG [8-10].
Przy czym pomiedzy zaleceniami tych towarzystw istniejg
rozbiezno$ci. NCCN oraz PALG rekomendujg zmiane IKT juz
w trzecim miesigcu terapii, je$li poziom transkryptu BCR-
ABL1 przekracza 10%, zakladajgc, ze wykrycie takiego po-
ziomu w dwoch niezaleznie wykonanych testach (PALG)
oznacza niepowodzenie leczenia [9, 10]. ELN wskazuje, ze
pojedyncze oznaczenie liczby kopii transkryptu w trzecim
miesigcu nie pozwala jeszcze na rozpoznanie niepowodzenia
terapii, a jedynie stanowi ostrzezenie i zaleca wykonanie
dodatkowego badania molekularnego oraz zmiane leku, jesli

poziom transkryptu BCR-ABL1 >10% utrzymuje sie w 6.
miesigcu od rozpoczecia terapii [8].

Obserwacje ostatnich lat wskazuja jednak, ze nie
u wszystkich chorych z poziomem transkryptu BCR-ABL1
> 10% po pierwszych 3 miesigcach leczenia IKT rokowanie
jest niekorzystne. Badania opublikowane niedawno dowio-
dly, ze istotne znaczenie dla rokowania pacjenta ma réw-
niez wczesna dynamika spadku poziomu transkryptu. Hanf-
stein i wsp. w pracy przedstawionej podczas dorocznego
sympozjum ASH w 2013 r. wykazali, ze u chorych na CML-
CP leczonych imatynibem przyjecie jako punktu odciecia
redukcji poziomu transkryptu BCR-ABL1 w trzecim miesigcu
terapii do 0,35 wartoSci w momencie diagnozy (redukcja
0,46 log) jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym
z ryzykiem wzglednym (HR) 5,6 (95%CI 2,3-13,4; p < 0,001 dla
PFS) i pozwala wyodrebni¢ grupy chorych o ryzyku wysokim
(16% pacjentéw; 5-letnie PFS oraz OS odpowiednio: 77%
i 83%) i niskim (84% pacjentdw; 5-letnie PFS oraz OS
odpowiednio: 96% i 98%) [11]. Pojecie halving time definio-
wane jako czas potrzebny do uzyskania 50% redukcji
poziomu transkryptu BCR-ABL1 wzgledem warto$ci wyjscio-
wej u indywidualnego pacjenta wprowadzita Branford i wsp.
[12]. HT obliczany jest za pomocg formuly c = -In(2)/k, gdzie
¢ to halving time, k to stopienn zmiany poziomu transkryptu
wzgledem warto$ci wyjéciowej podzielony przez liczbe dni
od rozpoczeciu leczenia imatynibem do wykonania kontrol-
nego badania molekularego; k = [In(b) - In(a)]/d, gdzie a to
wyjSciowa warto$¢ poziomu transkryptu BCR-ABL1, b to
warto$¢ poziomu transkryptu w momencie wykonania kon-
trolnego badania molekulamego, a d to liczba dni pomiedzy
tymi pomiarami. Wyniki badania Branford i wsp. po raz
kolejny potwierdzily prognostyczne znaczenie poziomu
transkryptu BCR-ABL1 w 3. miesigcu terapii (<10% vs >10%),
jednakze analiza przeprowadzona w grupie 95 chorych
z poziomem transkryptu BCR-ABL1 w trzecim miesigcu
>10% wykazala, ze pacjenci z HT <76 dni (n=74) mieli
istotnie lepsze rezultaty leczenia niz chorzy z HT >76 dni
(n =21). Czteroletnie OS, wynosilo odpowiednio 95% i 58%,
p=0,0002; PFS, 92% i 63%, p=0,008; przezycie wolne od
niepowodzenia (FFS) 59% i 6%, p < 0,0001; a wieksza odpo-
wiedz molekularna, 54% i 5%, p=0,008) (Ryc. 1) W do-
datkowej analizie wieloczynnikowej uwzgledniajgcej m.in.
grupe ryzyka pacjenta wg wskaznika Sokala oraz stosowang
dawke imatynibu (400 mg/d lub 600 mg/d albo 800 mg/d),
HT byl jedynym czynnikiem prognostycznym istotnie
wplywajacym na odsetki OS, PFS, FFS oraz MMR ocenia-
nych po 4 latach leczenia w tej grupie chorych [12].
W kolejnym badaniu zaprezentowanym podczas sympoz-
jum ASH w 2014 r. Branford i wsp. analizowali znaczenie
HT po pierwszym miesigcu leczenia imatynibem u 521
pacjentéw chorych na CML-CP w kontekscie innych czyn-
nikéw prognostycznych, takich jak: wiek, pteé¢, wskaznik
Sokala oraz stosowana dawka imatynibu (400 mg/d lub
600 mg/d albo 800 mg/d). Pacjenci z HT <11 dni uzyskiwali
istotnie wigksze odsetki MMR po 12 miesigcach leczenia,
MR*® oraz 4-letniego FFS. W jedno- i wielowariantowej
analizie regresji tylko wskaznik Sokala i HT w 1. miesigcu
byty czynnikami niezaleznie prognozujagcymi MMR, MR*®
i FFS. Co wiecej, pacjenci wysokiego ryzyka wg Sokala z HT
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Ryc. 1 - Przezycie catkowite, wolne od progresji, wolne od niepowodzenia oraz szansa na osiagniecie MMR w zaleznoSci od
HT po 3 miesiacach terapii u chorych z poziomem transkryptu BCR-ABL1 po 3 miesiacach terapii >10% [12]
Fig. 1 - Overall survival, Progression-free survival, Failure-free survival and MMR according to HT in patients with BCR-ABL1 values

>10% at 3 months [12]

< 11 dni mieli réwnie dobre rokowanie jak chorzy z grupy
niskiego ryzyka, a pacjenci z grupy posredniego i niskiego
ryzyka wg Sokala, ale z HT po miesigcu > 29 dni,
uzyskiwali znacznie mniejsze odsetki MMR, MR** i FFS niz
oczekiwane (Ryc. 2) [13].

Nalezy zauwazy¢, ze u czeSci pacjentdw z poziomem
transkryptu BCR-ABL1 w 3. miesigcu terapii >10% i stalg
szybkoscig redukcji poziomu transkryptu stosunkowo nie-
wielkie przesuniecie w czasie terminu pobrania prébki do
badania molekularnego moze wplyngé na uzyskany wynik
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Ryc. 2 - Przezycie wolne od niepowodzenia, szansa na osiaggniecie MMR oraz MR** w zaleznosci od od HT po 1 miesigcu
terapii u pacjentéw z wysokim (A, B, C), niskim (D) oraz posrednim (E) ryzykiem wg wskaznika Sokala [13]
Fig. 2 - Failure-free survival, MMR and MR*> according to HT after 1°* month of therapy in patients with high (A, B, C), low (D) and

intermediate (E) Sokal risk [13]



124 ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 47 (2016) 121-127

i tym samym zmienié¢ kategorie odpowiedzi uzyskanej przez
pacjenta (np. z ostrzezenia lub niepowodzenia na optymalng
i odwrotnie). W rzeczywistoéci wynik badania poziomu
transkryptu BCR-ABL1 w 3. miesigcu terapii bedzie zawsze
dotyczy¢ probki krwi pobranej od chorego w pewnym prze-
dziale czasowym, w ktérym wykonano kontrolne badanie
molekularne. W przytoczonym badaniu byt to np. okres
pomiedzy 70. a 126. dniem po rozpoczeciu leczenia imatyni-
bem [12].

Warto podkresli¢, ze podobnie jak uzyskanie redukcji
poziomu transkryptu BCR-ABL1 po pierwszych 3 miesigcach
leczenia IKT do <10% (IS), HT takze nie jest idealnym
czynnikiem prognostycznym. Formula stuzgca do obliczania
HT zaklada stale tempo zmiany poziomu transkryptu
w poczatkowym okresie leczenia, co nie zawsze musi
znajdowac odzwierciedlenie w rzeczywistosci [14]. Ponadto
istniejg pewne ograniczenia metodologiczne zwigzane z uzy-
wanym w trakcie oznaczen metoda RQ-PCR genem referen-
cyjnym. Prawidlowe obliczenie HT wymaga znajomosci
poziomu transkryptu BCR-ABL1 oznaczonego precyzyjnie
metodg RQ-PCR w momencie rozpoczecia leczenia, co nie
zawsze jest mozliwe przy uzyciu ABLI jako genu kontrolnego.
Wynika to ze specyfiki badania RQ-PCR wykorzystujacego
ABL1 jako gen kontrolny. Amplikony ABL1 pochodzg wéwczas
zarébwno z mRNA transkryptéw ABL1, jak i BCR-ABLL
W chwili rozpoznania CML, kiedy ekspresja BCR-ABL1 jest
zwykle wysoka, wiekszo$¢é amplikonéw w PCR pochodzi
z mRNA BCR-ABL1, co oznacza, ze maksymalny mozliwy do
zmierzenia poziom transkryptu jest réwny 100%. Wiasciwe
obliczenie HT dopuszcza poziom transkryptu powyzej 100%
i odnosi sie do poczatkowej oznaczonej
u pojedynczego pacjenta, a nie do wartoSci usrednionej
skalkulowanej zgodnie z dotychczasowymi zaleceniami Euro-
pean Lekemia Net przyjetej do obliczen redukcji logarytmicz-
nej BCR-ABL1 w trakcie leczenia IKT. Z tego powodu Hanf-
stein 1 wsp. we wspomnianym juz badaniu przeprowadzo-
nym w ramach German CML-Study IV zaproponowali beta
glukuronidaze (GUS) jako gen referencyjny w oznaczeniach
dynamiki spadku poziomu transkryptu BCR-ABL1 [15]. Grupa
japonskich badaczy, ktéra oceniata prognostyczng wartosé
HT u 52 pacjentéw z CML-CP leczonych w pierwszej linii
dazatynibem, zastosowata z kolei jako gen kontrolny gen
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH). W tym badaniu
HT <14 dni byt czynnikiem zwiekszajacym prawdopodo-
bienstwo osiggniecia MMR w 12. miesigcu leczenia
ijedynym sposrdd kilku uwzglednionych w analizie czynni-
kiem prognozujacym osiggniecie glebokiej odpowiedzi
molekularnej (definiowanej jako <50 kopii transkryptu
BCR-ABL1/ng RNA skorygowanego wzgledem GAPDH, co
odpowiada <0,01% wg Miedzynarodowej Skali (IS) [16].

wartosci

Mutacje o znaczeniu prognostycznym dla
odpowiedzi na leczenie IKT i oceny ryzyka
progresji choroby

Jakkolwiek znanych jest juz kilka czynnikéw pozwalajacych
prognozowaé odpowiedZ na leczenie IKT i ryzyko progresji
choroby u pacjentéw z CML-CP, nieustannie trwajg poszuki-
wania nowych, doskonalszych. Dotyczy to zwlaszcza grupy

pacjentéw, ktérzy wg aktualnie stosowanych wskaznikéw
obcigzeni sg niekorzystnym rokowaniem. Podczas ostatniego,
57 dorocznego sympozjum ASH prezentowano liczne donie-
sienia na ten temat.

Marum i wsp. badali znaczenie zmiennosSci genetycznej
u pacjentéw z CML-CP leczonych w pierwszej linii imatyni-
bem (n=528) lub nilotynibem (n =83). Za pomocg metody
celowanego sekwencjonowania amplikonéw (targeted ampli-
con sequencing) oceniano 35 genéw kodujgcych biatka zwig-
zane z apoptoza indukowang przez IKT (w tym BIM, BAD
i BCL2) oraz metabolizmem lekéw, a takze geny o udo-
wodnionym juz znaczeniu w patogenezie nowotworéw
hematologicznych (w tym ASXL1 i TET2). Do dalszej analizy
wybrano 200 pojedynczych wariantéw nukleotydowych
(SNPs; single nucleotide polymorphisms). W grupie pacjentéw
leczonych imatynibem w analizie uwzgledniono dodatkowe
czynniki, tj. wiek, ple¢, ryzyko wg wskaznika Sokala oraz
stosowang dawke leku (400 mg/d lub 600 mg/d albo 800 mg/d).
W analizie wielowariantowej wskaznik Sokala, wariant
154911231 genu ASXL1 i rs686952 genu BIM byly niezaleznymi
czynnikami prognozujacymi MMR w 12. miesigcu, MR4 w 48.
miesigcu oraz MR*?, a takze FFS. Zidentyfikowano trzy grupy
ryzyka w zaleznosSci od wariantu genotypu: dobre: ASXL1 T/T
& BIM A/A + A/C (16% pacjentéw), posrednie: ASXL1 C/C + T/C
& BIM A/A + A/C lub ASXL1 T/T & BIM C/C (46% pacjent6éw)
oraz niekorzystne: ASXL1C/C + T/C & BIM C/C (37% pacjen-
téw). Pomiedzy poszczegdlnymi grupami ryzyka wystepowaty
istotne réznice w zakresie osigganych odsetkéw EMR, MMR
w 12. oraz MR4 w 48. miesigcu, a takze MR** i FFS. Co wiecej,
w dodatkowej analizie przeprowadzonej w grupie pacjentéw
wysokiego ryzyka wg Sokala, wariant genotypu nadal zacho-
wywat istotng warto$¢ prognostyczng w zakresie uzyskiwa-
nych odpowiedzi. Co ciekawe, w grupie pacjentéw leczonych
nilotynibem nie stwierdzono istotnego wplywu wariantu
genotypu na uzyskiwane odpowiedzi [17]. Moze to sugerowac,
ze zastosowanie silniejszego IKT znosi wplyw niekorzystnego
wariantu genotypu.

Inne badanie mialo na celu identyfikacje mutacji, ktérych
wykrycie juz w momencie diagnozy CML-CP zwiekszaloby
ryzyko progresji choroby do fazy kryzy blastycznej (BC;
blastic crisis). Badana grupa skladala sie z: 28 pacjentéw
z CML-CP leczonych w pierwszej linii imatynibem (u 14
z nich doszto nastepnie do progresji do BC z mediang czasu
do progresji 9 miesiecy, u kolejnych 14 uzyskano optymalna
odpowiedz na leczenie — MMR w 6. miesigcu terapii),
2 chorych, u ktérych rozpoznano chorobe w fazie akceleracji
(AP), 2 pacjentéw zdiagnozowanych w fazie BC oraz retros-
pektywnego materiatu pochodzacego od 5 pacjentéw z BC.
Zastosowano metode sekwencjonowania eksomu (WES;
whole exome sequencing) i transkryptomu (RNAsegq; transcrip-
tome sequencing), poréwnujac badany material z kontrolnym
prawidlowym. U 4 chorych zdiagnozowanych w fazie AC/BC
wykryto mutacje w genach o udowodnionym juz znaczeniu
w patogenezie nowotwordw (tzw. cancer genes), takich jak:
CBFB-MYH11, BCORL1, GATA2 i PTPRT oraz SMARCA1. U 11
pacjentéw sposrdd 28 zdiagnozowanych w fazie przewleklej
wykryto onkogenne mutacje w genach IDH1, MLL2, TP53,
ASXL1, EZH2, SETD1B, CHD1 i 4 inne dotychczas nieopisy-
wane. U 9 sposréd tych 11 oséb doszio do rozwoju BC
(mediana czasu do progresji wyniosta 6 miesiecy). Czestosé
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progresji byta znamiennie wieksza u pacjentéw z ww. muta-
cjami niz bez nich (9/11 [82%] vs 5/17 [29%], p=0,02).
U pacjentéw w fazie kryzy blastycznej zidentyfikowano
powtarzajace sie mutacje w 6 genach: ASXL1, BCORLI,
RUNX1, GATA2, MLL i UBE2A. Na podstawie analizy wynikéw
omoéwionego badania mozna wnioskowad, ze kluczowg role
w patogenezie CML odgrywajg mechanizmy regulacji epige-
netycznej i modyfikacji chromatyny, a takze procesy ubikwi-
tynacji i transportu na zewnatrz jgdra komoérkowego.
U chorych w fazie BC obok mutacji w domenie kinazowej
BCR-ABL1 jednocze$nie pojawialy sie mutacje w tzw. cancer
genes, co wskazuje na zlozono$¢ mechanizméw progresji
CML [18].

Nowe narzedzia w diagnostyce molekularnej CML

Doskonalenie metod diagnostyki, monitorowania i terapii
CML nie byloby mozliwe, gdyby nie jednoczesny rozwdj
narzedzi stuzacych do szeroko rozumianych badan moleku-
larnych. Grupa badaczy z Oxfordu stworzyta metode analizy
transkryptomu w pojedynczej komorce (Single Cell Whole
Transcriptome Analysis), umozliwiajgcg amplifikacje i wykry-
wanie transkryptu BCR-ABL1 na poziomie pojedynczych
komérek. 100-procentows skuteczno$é¢ metody w wykrywa-
niu transkryptu potwierdzono przy uzyciu linii komérkowej
BCR-ABL +ve K562. Nastepnie zbadano 40 komoérek macie-
rzystych pochodzacych od pacjenta z CML, ktéry osiggnat
catkowitg odpowiedzZ cytogenetycznag (CCyR; Complete Cytoge-
netic Response) po 3 miesigcach terapii IKT. Gen BCR-ABL1
wykryto w 16 sposréd nich. Analizowano $rednio 3,3 mln
odczytéw z pojedynczej komérki i poréwnano komérki BCR/
ABL+ i BCR/ABL-, co umozliwilo wykrycie wielu genéw
réznigcych sie ekspresjg. Ekspresje tych najbardziej intere-
sujgcych pod wzgledem biologii komérki zweryfikowano
przy uzyciu RQ-PCR, uzyskujgc 80% stopien zgodnosci.
Opisywana metoda umozliwita ocene profilu ekspresji
genéw w komorkach macierzystych biataczki opornych na

dziatanie IKT. Dzieki temu pozwolita na wykrycie wielu
genéw — kandydatéw kodujacych biatka bedgce potencjal-
nymi punktami uchwytu dla dzialania nowych lekéw.
Wreszcie, analiza transkryptomu komorek pacjenta z pro-
gresja do fazy kryzy blastycznej dala wglad w kaskade
prowadzacych do niej zdarzen molekularnych [19].

W niniejszym artykule wielokrotnie podkreslano znacze-
nie prognostyczne EMR i pozytywne konsekwencje osiggnie-
cia w trzecim miesigcu terapii poziomu transkryptu
BCR-ABL1 <10% (IS). Interpretacja wyniku badania poziomu
transkryptu moze jednak zaleze¢ od metody stuzacej do jego
wykrywania. Przy uzyciu calkowicie automatycznego sys-
temu detekcji transkryptu BCR-ABL1 GeneXpert, z zasto-
sowaniem ABL1 jako genu referencyjnego, zbadano materiat
pochodzacy od 125 pacjentéw z CML-CP leczonych w pierw-
szej linii imatynibem, nilotynibem, dazatynibem lub bosuty-
nibem. Nie wykryto istotnej réznicy w odsetkach odpowie-
dzi uzyskiwanych w 12. miesigcu terapii pomiedzy pacjen-
tami, ktérzy w trzecim miesigcu terapii osiggneli badz tez
nie osiggneli redukcji transkryptu BCR-ABL1 do <10% (IS) -
CCyR uzyskano odpowiednio u 50% i 86% (p=0,1), a MMR
odpowiednio u 60% i 79% chorych (p =0,21)). Nowym, istot-
nym rokowniczo punktem odciecia poziomu transkryptu
w 3. miesigcu, adekwatnym dla metody GeneXpert okazat
sie poziom 1,6% (IS). Pacjenci, ktérzy osiaggneli EMR na tym
poziomie, mieli istotnie wieksze prawdopodobienstwo
uzyskania w 12. miesigcu CCyR oraz MMR (odpowiednio 98%
i 54% [p<0,001] oraz 88% i 56% [p<0,001]), a takze mniejsze
prawdopodobienstwo konieczno$ci zmiany leczenia w przy-
sztosci (16% vs 46% [p = 0,005]) [20].

Nowym, obiecujgcym narzedziem stluzacym zaréwno do
jakosciowej, jak i iloSciowej oceny poziomu transkryptu
BCR-ABL1 jest tzw. digital PCR (dPCR) [21]. dPCR bazuje na
metodologii iloSciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym
(gPCR) z tradycyjng amplifikacjg oraz opartg na fluorescencji
detekcjg produktu docelowego reakcji. Jednak dPCR pozwala
na eliminacje koniecznych w przypadku gPCR krzywych
standardowych. Metoda ddPCR (droplet-digital PCR) oparta

Preparation Distribution

PCR reaction Readout

QOO0
OO0OO
Q000
OO0

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned
plasma into many reactions

@ Positive reactions Absolute
@ Negative reactions quantification

Ryc. 3 - Schemat dzialania dPCR. Etapy procesu: 1. Przygotowanie materialu do badania (jak do standardowej reakcji RQ-PCR)
2. Frakcjonowanie prébki na poszczegélne reakcje. 3. Reakcja PCR 4. Odczyt i bezwzgledna kwantyfikacja produktu

z wykorzystaniem modelu statystycznego Poissona [22]

Fig. 3 — The schematic diagram of dPCR assay. Stages of the process: 1. Preparation of material (as in standard RQ-PCR assay). 2.
Fractioning of the sample into single reactions. 3. PCR reaction. 4. Readout and absolute quantification of the product with the use of

Poisson model [22]
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jest na technologii emulsyjno-kropelkowej, dzieki czemu
pojedyncza prébka ulega w czasie rzeczywistym frakcjono-
waniu na maksymalnie 20 000 kropli (platforma diagno-
styczna Bio-Rad QX-100), co umozliwia czule i precyzyjne
wykrywanie obecnosci w kazdej z nich nawet pojedynczej
czasteczki DNA. System zlicza czasteczki docelowe (dodat-
nie) oraz wszystkie pozostale (negatywne), co pozwala na
okreslenie przy uzyciu analizy statystycznej Poissona bez-
wzglednej liczby czasteczek docelowych w prébce, bez
koniecznosci odniesienia do krzywych standardowych czy
genu referencyjnego (Ryc. 3) [22-24]. Na rynku dostepne sa
tez inne wersje dPCR, gdzie reakcja prowadzona jest na
mikrochipach, lecz ogdlna zasada dzialania pozostaje taka
sama. Mimo niezaprzeczalnych zalet zastosowanie w chwili
obecnej dPCR w ocenie poziomu transkryptu BCR-ABL1 do
celéw klinicznych wymaga znacznej rozwagi i doswiad-
czenia. Badacze z Niemiec w dwdch laboratoriach akredyto-
wanych przez EUTOS (Lipsk i Mannheim) przeprowadzili
analize poréwnawczg liczby transkryptu uzyskanej za po-
mocg metody gPCR oraz dPCR na 230 prébkach cDNA
pochodzacych od chorych na CML-CP, ktérzy uczestniczyli
w badaniu ENEST1st. Zaobserwowali oni, ze dPCR odczytuje
wieksze poziomy transkryptu BCR-ABL1 niz qPCR i w zwigz-
ku z tym uzyskiwane odpowiedzi molekularne klasyfiko-
wane s3g jako gorsze. Efekt ten byl niezalezny od ilosci
i jakosci uzytego materiatu [25]. Biorgc pod uwage, ze
wszystkie aktualne rekomendacje postepowania diagno-
styczno-terapeutycznego opierajg sie na badaniach moleku-
larnych wykonywanych metoda qPCR, wyniki badania dPCR
uzywanego do celéw klinicznych powinny by¢ poddane
wnikliwej ocenie i analizowane w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi technikg qPCR w doswiadczonych laborato-
riach.

Podsumowanie

W leczeniu CML dokonal sie bardzo istotny postep. Jego
odzwierciedleniem moze by¢ powstanie funkcjonujgcego od
niedawna w literaturze pojecia tzw. czynnoSciowego wyle-
czenia (functional cure) osigganego w trakcie leczenia IKT
[26]. W zakresie diagnostyki i monitorowania choroby ist-
niejg nadal techniki, ktére poddawane sg dalszym udosko-
naleniom. Nie kwestionujac bardzo istotnej rokowniczej roli
EMR, nowy wskaznik prognostyczny, ktérym jest HT, moze
okaza¢ sie bardzo przydatny i ulatwi¢ podjecie decyzji
o zmianie leczenia IKT we wczesnym jego okresie, szczegdl-
nie w grupie pacjentéw z poziomem transkryptu BCR-ABL1
>10% w trzecim miesigcu,. Dzieki coraz wigkszej dostep-
nosci takich narzedzi diagnostycznych, jak sekwencjonowa-
nie eksomu czy transkryptomu, w przyszlosci juz w mo-
mencie diagnozy CML-CP mozliwa bedzie indywidualna
analiza zmienno$ci genetycznej u poszczegélnych chorych
i identyfikowanie pacjentéw o najwiekszym ryzyku nieko-
rzystnego przebiegu choroby. Tego typu metody, umozliwia-
jac wglad w zdarzenia molekularne towarzyszace progresji
choroby czy tez w mechanizmy opornosci macierzystych
komorek biataczkowych (LSC; leukemic stem cells) na dzialanie
IKT, ulatwiajg poszukiwanie nowych punktéw uchwytu dla
leczenia celowanego. Coraz bardziej precyzyjne i efektywne

narzedzia do monitorowania poziomu transkryptu BCR-
ABL1, takie jak dPCR pozwalajg na jego wykrywanie
z wieksza czuloscig i zwlaszcza w kontek$cie mozliwosci
uzyskania dlugotrwalej odpowiedzi bez leczenia po jego
odstawieniu mogg przyczynic sie do dalszej poprawy wyni-
kéw terapii u chorych na CML.
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