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Streszczenie
W diagnostyce przewlekłej białaczki szpikowej (CML) wykorzystywane są badania morfolo-
giczne krwi obwodowej i szpiku kostnego, badania cytogenetyczne oraz badania molekularne
oparte na różnych odmianach reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR). Badania morfologiczne
pozwalają między innymi na ustalenie fazy choroby w chwili rozpoznania, która jest wówczas
najważniejszym czynnikiem rokowniczym. Konwencjonalne badanie kariotypu umożliwia
ustalenie rozpoznania i dostarcza informacji o dodatkowych zaburzeniach cytogenetycznych,
które mogą mieć znaczenie rokownicze. Na podstawie badań PCR ustala się typ i ilość trans-
kryptu BCR-ABL1. Celem leczenia CML jest jak największa redukcja liczby komórek białacz-
kowych. Dlatego w trakcie terapii konieczne jest stosowanie metod badawczych o odpowiedniej
czułości. Niezwykle ważne jest ścisłe przestrzeganie zaleceń dotyczących czasu i rodzaju wyko-
nywanych badań służących ocenie skuteczności leczenia. Osiągnięcie i utrzymanie całkowitej
odpowiedzi cytogenetycznej (CCyR) w czasie przewidzianym dla odpowiedzi optymalnej to
wskaźnik o największej wartości, wpływający na czas do progresji choroby i całkowity czas
przeżycia chorych. Podobne, lecz mniej udokumentowane znaczenie ma osiągnięcie większej
odpowiedzi molekularnej (MMolR). Śledzenie kinetyki zmian ilości transkryptu BCR-ABL1
w pierwszych miesiącach leczenia imatynibem (IM) może służyć prognozowaniu odpowiedzi
podczas dalszego leczenia, później może ostrzegać o zbliżającym się nawrocie lub progresji
CML. W przypadku oporności na IM analiza mutacji kinazy ABL1, stężenia leku w surowicy
krwi i ekspresji hOCT1 może pomóc w podjęciu decyzji o wyborze dalszego leczenia.
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Abstract
The diagnosis of chronic myeloid leukemia (CML) is based on various techniques, including
morphology of peripheral blood and bone marrow, conventional karyotyping and different types
of polymerase chain reaction (PCR)-based methods. The phase of CML at diagnosis, revealed
by morphologic investigation, is the most important risk factor before introduction of therapy.
Additional cytogenetic abnormalities could have some prognostic significance and can be
detected by conventional karyotyping. PCR-based methods inform about the type and quantity
of BCR-ABL1 transcript. The goal of CML therapy is to reduce maximally the number of
leukemic cells, therefore, diagnostic methods used for therapy monitoring should have optimal
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sensitivity. The complete cytogenetic response (CCyR), achieved in the optimal time, is the
strongest and best confirmed measure of therapy success influencing progression free and
overall survival. Similar, but less documented value has the achievement of major molecular
response (MMolR). Early monitoring of BCR-ABL1 level after starting imatinib (IM) therapy
may be useful in predicting response, and subsequently, it could precede the relapse or
progression of the disease. In case of resistance, the analysis of ABL1 kinase mutations, IM
blood level or hOCT1 expression may help in future therapy choice decision making process.
Key words: chronic myeloid leukemia, diagnosis, treatment monitoring
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Wprowadzenie

Przewlekła białaczka szpikowa (CML, chronic
myeloid leukemia) jest klonalną chorobą komórki
macierzystej szpiku wywołaną pojawieniem się chi-
merowego genu BCR-ABL1 powstającego w wyni-
ku połączenia protoonkogenu Abelsona (ABL1)
znajdującego się na chromosomie 9 z genem BCR
zlokalizowanym na chromosomie 22. Powstały
w rezultacie tego połączenia gen fuzyjny koduje kon-
stytutywnie aktywny enzym — kinazę tyrozynową
BCR-ABL1 [1]. W ponad 95% przypadków opisana
wyżej translokacja jest zrównoważona i doprowadza
do powstania skróconego chromosomu 22 pary, zwa-
nego chromosomem Philadelphia (Ph) [2, 3].

Wiedza na temat patogenezy CML była pod-
stawą do opracowania pierwszego z inhibitorów ki-
nazy tyrozynowej (TKI, tyrosine kinase inhibitors)
— imatynibu (IM, imatinib) — leku, który hamuje
aktywność enzymatyczną białka ABL1 oraz BCR-
-ABL1 [4]. Wyniki badań klinicznych nad skutecz-
nością IM spowodowały, że niedługo po ich opubli-
kowaniu stał się on lekiem pierwszego wyboru
w fazie przewlekłej (CP, chronic phase) CML i od-
sunął na dalszy plan terapię z wykorzystaniem al-
logenicznego przeszczepienia macierzystych komó-
rek krwiotwórczych (allo-HSCT, allogeneic hema-
topoietic stem cell transplantation).

Całkowity czas przeżycia (OS, overall survival)
chorych otrzymujących IM w ramach badania IRIS
(International Randomized Study of Interferon and
STI571) po 8 latach obserwacji wynosi 87% [5].
Jednak wkrótce po rejestracji IM okazało się, że
istnieje grupa chorych wykazujących oporność na
ten inhibitor [6, 7], a po 6 latach pierwotną dawkę
IM (400 mg/d.) przyjmuje jedynie około 60% cho-
rych, co oznacza, że u około 40% pacjentów istnie-
je konieczność jej zwiększenia lub zastosowania
innego leku, głównie TKI II generacji [5, 8, 9].

Zastosowanie tych leków w przypadku oporno-
ści na leczenie I linii prowadzi do uzyskania całko-

witej odpowiedzi cytogenetycznej (CCyR, complete
cytogenetic response) u 44–50% chorych [10, 11]. Pro-
cedura allo-HSCT daje szansę trwałego wyleczenia
u 75–77% pacjentów w CP, jednak jej wykonanie
wiąże się z istotnym ryzykiem poważnych powikłań
[12, 13]. Każdy ze sposobów terapii jest mniej sku-
teczny u pacjentów w bardziej zaawansowanych sta-
diach CML w porównaniu z CP. Fakt ten uzasadnia
konieczność ścisłej kontroli przebiegu leczenia
w celu odpowiednio wczesnego wykrycia nawrotu lub
progresji choroby. U większości pacjentów z CML
pod wpływem leczenia TKI sukcesywnie zmniejsza
się liczba komórek białaczkowych. Konieczne jest za-
tem stosowanie w trakcie terapii badań diagnostycz-
nych charakteryzujących się odpowiednią czułością,
tak aby miarodajnie śledzić ten proces.

Badania morfologiczne
krwi obwodowej i szpiku kostnego

Ocena morfologiczna krwi obwodowej i szpiku
kostnego należy do standardu rutynowej diagnosty-
ki CML. Obie metody charakteryzują się małą czu-
łością, i o ile mają duże praktyczne znaczenie
w procesie diagnostyki, o tyle stają się niewystar-
czające w monitorowaniu leczenia. W chwili roz-
poznania w morfologii krwi obwodowej występuje neu-
trofilowa leukocytoza, zwykle przekraczająca 20 G/l
(wartość średnia w chwili rozpoznania to ok. 100 G/l).
W rozmazie obecne są komórki układu granulocy-
towego na wszystkich etapach dojrzewania, często
z blastami włącznie. Ich odsetek zwiększa się
w miarę wzrostu leukocytozy, jednak zwykle nie
przekracza 10%. Bazofilia będąca bardzo charakte-
rystycznym, choć nieczęstym objawem laboratoryj-
nym w CML może o kilka lat wyprzedzać pojawie-
nie się leukocytozy, podobnie jak nadpłytkowość,
która występuje u około 1/3 chorych w chwili roz-
poznania. W momencie rozpoznania zwykle nie
występuje niedokrwistość, która jest częściej obec-
na w bardziej zaawansowanych fazach choroby —
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akceleracji (AP, accelerated phase) lub kryzy bla-
stycznej (BP, blastic phase). Od czasu rozpoznania
badania morfologii krwi obwodowej powinno się wy-
konywać co 15 dni, aż do uzyskania całkowitej
odpowiedzi hematologicznej (CHR, complete hema-
tologic response), a następnie przynajmniej co 3 mie-
siące oraz w przypadku zaistnienia innych wskazań
klinicznych (tab. 1) [14].

Punkcja szpiku wykonana w momencie rozpo-
znania CML jest niezbędna, ponieważ dostarcza
materiału do oceny cytologicznej i kariotypu. Oce-
na cytologiczna aspiratu dostarcza informacji mię-
dzy innymi o odsetku blastów i bazofilów, który —
podobnie jak ich odsetek we krwi obwodowej — jest
jednym z kryteriów definiujących fazę choroby.
Szpik jest najczęściej bogatokomórkowy, a odsetek
dojrzewających prawidłowo do stadium segmenta
komórek linii granulocytarnej — zwiększony; wzra-
sta także odsetek komórek linii megakariocytowej
i zwykle dochodzi do zmniejszenia odsetka komó-
rek linii czerwonokrwinkowej. W trepanobiopsji
można dodatkowo stwierdzić cechy włóknienia re-
tikulinowego i neoangiogenezy.

Do momentu rozpoczęcia leczenia TKI faza
choroby oceniona za pomocą badania morfologicz-
nego krwi obwodowej i szpiku kostnego jest najważ-
niejszym czynnikiem rokowniczym CML. Zastoso-
wanie TKI w leczeniu AP i BP daje znacznie gor-
sze rezultaty niż w leczeniu CP. Dotyczy to zarówno

IM [15–17], jak i nilotynibu [18, 19] oraz dazatyni-
bu [20–22]. W opracowaniu opartym na analizie
przebiegu leczenia 138 pacjentów Kliniki Hemato-
logii CMUJ w Krakowie zaobserwowano istotną sta-
tystycznie korelację między osiąganą CCyR oraz
większą odpowiedzią molekularną (MMolR, major
molecular response) a między innymi fazą choroby
oraz występowaniem dodatkowych zaburzeń cyto-
genetycznych w klonie komórek Ph(+) również
w chwili rozpoznania. Wykazano, że ścisłe przestrze-
ganie przyjętych kryteriów AP i rozpoczynanie le-
czenia IM w dawce zwiększonej do 600 mg na dobę
pozwala uzyskać wyniki porównywalne z rezultata-
mi terapii chorych w późnej CP, w tym około 50-
-procentową CCyR i 30-procentową MMolR [23].

Analiza wyniku badania morfologii krwi obwo-
dowej wraz z wynikiem badania przedmiotowego
pozwala także na obliczenie wskaźników rokowni-
czych Sokala [24] i Hasforda [25], które nie utraci-
ły swojego znaczenia w erze leczenia IM [14]. Od-
setki CCyR uzyskiwane w badaniu IRIS wynosiły
78%, 68% i 51%, a MMolR — 66%, 45% i 38%
w grupach chorych z odpowiednio niskim, pośred-
nim i wysokim wskaźnikiem Sokala [26]. Po 6 la-
tach obserwacji w tym badaniu odnotowano wyraź-
ne różnice w OS, przeżyciu wolnym od progresji
(PFS, progression free survival) i przeżyciu wolnym
od zdarzeń (EFS, event free survival) w zależności
od kategorii ryzyka według Sokala. Wszystkie te
różnice były istotne statystycznie [8]. Osiągnięcie
CCyR w toku leczenia niwelowało jednak nieko-
rzystny wpływ wysokiej wartości wskaźnika
Sokala na PFS [27]. Wyniki badania IRIS potwierdzo-
no w tym zakresie w dwóch innych, niezależnych
badaniach klinicznych [28, 29].

Badania cytogenetyczne
w diagnostyce CML

Badanie kariotypu wykonane w chwili rozpo-
znania umożliwia nie tylko ustalenie diagnozy CML,
ale dostarcza także informacji na temat dodatko-
wych zaburzeń cytogenetycznych. Materiałem ba-
dawczym jest szpik kostny. Typową translokację
t(9;22)(q34;q11) wykrywa się metodami konwencjo-
nalnej cytogenetyki u około 85% chorych z CML.
U dalszych 5% pacjentów chromosom Ph powstaje
w przebiegu wymiany fragmentów trzech, a czasa-
mi większej liczby chromosomów, zawsze jednak
z udziałem chromosomu 9 i 22 pary [30]. U pozo-
stałych 10% chorych chromosom Ph nie jest wykry-
wany metodami konwencjonalnej cytogenetyki.
Zastosowanie technik molekularnych, takich jak
hybrydyzacja fluorescencyjna in situ (FISH, fluore-

Tabela 1. Kryteria rozpoznania fazy akceleracji i kry-
zy blastycznej przewlekłej białaczki szpikowej (wg
WHO, zmodyfikowane)

Table 1. Diagnostic criteria for accelerated and blas-
tic phase of chronic myeloid leukemia (acc. to WHO,
modified)

Kryteria rozpoznania fazy akceleracji (konieczna
obecność przynajmniej jednego objawu)

• Odsetek blastów we krwi obwodowej lub szpiku
10–19%

• Bazofilia ≥ 20%

• Małopłytkowość < 100 000/ml (niezwiązana z leczeniem)

• Nadpłytkowość > 1 000 000/ml (oporna na leczenie)

• Klonalna ewolucja cytogenetyczna (dodatkowe aberracje
chromosomowe)

• Powiększenie śledziony oporne na leczenie

• Wzrost leukocytozy oporny na leczenie

Kryteria rozpoznania kryzy blastycznej (konieczna
obecność przynajmniej jednego objawu)

• Odsetek blastów we krwi obwodowej lub szpiku ≥ 20%

• Pozaszpikowe nacieki białaczkowe

WHO (World Health Organization) — Światowa Organizacja Zdrowia
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scence in situ hybridization) do jąder komórkowych
w interfazie (I-FISH) lub w metafazie albo reakcja
łańcuchowa polimerazy poprzedzona odwrotną
transkrypcją (RT-PCR, reverse transcriptase polyme-
rase chain reaction) pozwala na wykrycie genu BCR-
-ABL1 u ponad 50% z tych pacjentów [31]. Osoby,
u których występują kliniczne cechy CML, a chro-
mosom Ph i gen BCR-ABL1 nie są wykrywane
wspomnianymi technikami, stanowią około 5% cho-
rych [32, 33]. Uważa się, że czułość stosowanych
obecnie testów pozwala na wykluczenie obecności
translokacji BCR-ABL1 w tej grupie pacjentów,
a mechanizm powstawania u nich tego typu scho-
rzenia pozostaje, jak dotąd, niewyjaśniony [34–36].

Ocena kariotypu za pomocą badania cytogene-
tycznego wykonanego metodą konwencjonalną
w chwili diagnozy, poza umożliwieniem ustalenia
rozpoznania, dostarcza informacji na temat dodat-
kowych zaburzeń cytogenetycznych. Możliwości ich
wykrycia nie stwarza badanie FISH, o ile nie wy-
kona się go z użyciem specyficznych sond wykry-
wających te zaburzenia. Nie potwierdzono znacze-
nia rokowniczego, uważanej do niedawna za nieko-
rzystny czynnik rokowniczy, delecji ramienia
długiego chromosomu 9 (del q9) [37, 38] ani trans-
lokacji wariantowych chromosomu Ph [39, 40],
wykrywanych u 4–8% chorych leczonych IM [41,
42]. Znaczenie rokownicze mają natomiast dodat-
kowe, klonalne zaburzenia cytogenetyczne wykry-
wane w komórkach Ph(+) w chwili rozpoznania
u 5–10% chorych, wpływając niekorzystnie na PFS
i OS [28].

Do najczęstszych dodatkowych zaburzeń chro-
mosomowych w klonie komórek Ph(+), wyprzedzają-
cych pojawienie się objawów klinicznych zaostrze-
nia choroby, należą trisomia chromosomu 8, wystę-
powanie izochromosomu 17, dodatkowego chromo-
somu Ph oraz trisomia chromosomu 19 [43]. Triso-
mia 8 pary chromosomów dość często występuje
u chorych z CML w BP. Należy jednak zaznaczyć,
że niekoniecznie jest zaburzeniem stymulującym
progresję białaczki, a jej występowanie w klonie ko-
mórek Ph(–) obserwowano także u pacjentów po-
zostających w CCyR. Izochromosom 17 występuje
w klonie komórek Ph(+) u około 20% chorych
z CML w BP, dodatkowy chromosom Ph — u ponad
30% chorych, a trisomia chromosomu 19 —
u 12% pacjentów. Inne aberracje odgrywające rolę
w progresji CML do BP, występujące u kilku pro-
cent chorych, to utrata chromosomu Y, trisomia
chromosomu 21 i monosomia 7 [43].

Występowanie dodatkowych zaburzeń cytoge-
netycznych w komórkach Ph(–) w chwili postawie-
nia diagnozy należy do rzadkości [44]. Częstość tych

zaburzeń zwiększa się w trakcie leczenia TKI (3,6–
–8,1%), jednak ich znaczenie rokownicze nie jest
ustalone. Ryzyko transformacji do ostrej białaczki
szpikowej (AML, acute myeloid leukemia) lub zespo-
łu mielodysplastycznego (MDS, myelodysplastic syn-
drome) wynosi w tej grupie mniej niż 10% i dotyczy
głównie chorych z monosomią 7 [28, 45].

Badanie cytogenetyczne w ocenie
skuteczności leczenia za pomocą TKI

Zgodnie z rekomendacjami ekspertów Europej-
skiej Sieci Białaczkowej (ELN, European Leukemia-
Net) badanie cytogenetyczne należy wykonywać po
3 i 6 miesiącach od rozpoczęcia leczenia IM, co
6 miesięcy do osiągnięcia CCyR, a następnie co
12 miesięcy, jeśli regularna kontrola przebiegu le-
czenia za pomocą ilościowego badania reakcji łań-
cuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RQ-
-PCR, real-time quantitative polymerase chain reac-
tion) nie jest możliwa (tab. 2). Badanie cytogene-
tyczne powinno być także wykonane w każdym
przypadku niepowodzenia leczenia (oporność pier-
wotna i wtórna), a także w przypadku pojawienia się
niewyjaśnionej niedokrwistości, leukopenii lub ma-
łopłytkowości [25].

Śledzenie skuteczności leczenia CML za po-
mocą konwencjonalnej cytogenetyki ma bardzo
istotne znaczenie. Osiągnięcie i utrzymanie odpo-
wiedzi cytogenetycznej (CyR, cytogenetic response)
jest wskaźnikiem o największej wartości, wpływa-
jącym na PFS i OS podczas leczenia TKI [26, 46].
Znajduje to wyraz między innymi w opublikowanych
wynikach badań wykorzystanych w opracowaniu
kryteriów ELN, dotyczących odpowiedzi optymal-
nej i suboptymalnej [28, 47]. Pacjenci, którzy w 6.
i 12. miesiącu osiągają jedynie odpowiedź subopty-
malną, mają istotnie gorsze rokowanie niż uzysku-
jący odpowiedź optymalną [47–49]. U chorych, któ-
rzy po 6 miesiącach leczenia w ramach badania IRIS
nie uzyskali CyR, osiągnęli mniejszą (mCyR, minor
cytogenetic response) lub częściową odpowiedź cyto-
genetyczną (PCyR, partial cytogenetic response),
szansa na osiągniecie CCyR po 2 latach leczenia
wynosiła odpowiednio 15%, 50% i 80% [50]. W in-
nym opracowaniu, w przypadku nieuzyskania PCyR
po 6 miesiącach leczenia, odsetek CCyR wyniósł
25% [49]. Podobna ocena dokonana u chorych, któ-
rzy po 12 miesiącach nie uzyskali CyR lub osiągnę-
li mCyR, wskazuje, że szansę na osiągnięcie CCyR
po 2 latach kontynuacji dotychczasowej dawki IM
ma mniej niż 20% pacjentów oraz około 50% cho-
rych, którzy po roku terapii uzyskali PCyR. Osią-
gnięcie po 12 lub 18 miesiącach CCyR było znacz-
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nie korzystniejsze dla pacjentów niż uzyskanie tyl-
ko PCyR i przekładało się na istotnie lepsze wskaź-
niki 5-letnich PFS i OS (odpowiednio 99%
v. 87% i 98% v. 76%) [9, 27, 51].

Według definicji CCyR, ocenianej metodą kon-
wencjonalnej cytogenetyki, do wydania miarodajnej
opinii konieczna jest analiza wybarwionych metodą
prążkową komórek szpiku zatrzymanych w meta-
fazie, których liczba wynosi co najmniej 20. Nie za-
wsze warunki te są spełnione, dlatego w takiej sy-
tuacji coraz częściej stosuje się technikę I-FISH.
W doniesieniu Testoni i wsp. [52] autorzy porównali
wyniki konwencjonalnej cytogenetyki i I-FISH na
podstawie prospektywnej analizy 664 próbek szpi-
ku kostnego i odnieśli je do rezultatów jednocze-
śnie prowadzonych badań RQ-PCR krwi obwodo-
wej. Uzyskane wyniki wykazały dużą zgodność mię-
dzy ocenianymi metodami w grupie chorych, którzy

osiągnęli CCyR, i sugerują, że I-FISH może być
bardziej czułą metodą w wykrywaniu choroby reszt-
kowej. Autorzy analizy podkreślają, że wyniki ba-
dania I-FISH uzyskiwane z krwi obwodowej są po-
równywalne z rezultatami badania szpiku kostne-
go. Potwierdzono to w wielu innych badaniach [53,
54]. We wnioskach sugeruje się, że I-FISH nie jest
odpowiednią metodą oceny różnych stopni CyR (od
minimalnej do częściowej), jednak może zastąpić
badanie metodą konwencjonalnej cytogenetyki, je-
żeli odpowiedź ta jest całkowita [52]. Jest to zgod-
ne z rekomendacją ekspertów ELN, zgodnie z którą
badanie I-FISH można wykorzystać do potwierdze-
nia osiągnięcia CCyR w sytuacji, kiedy uzyskanie
miarodajnego wyniku metodą konwencjonalnej cy-
togenetyki nie jest możliwe [25].

Badania metodą PCR w diagnostyce CML

Chimerowy gen BCR-ABL1 powstaje w wyni-
ku fuzji fragmentów genu BCR i genu ABL1. Pęk-
nięcie w obrębie genu ABL1 może wystąpić w do-
wolnym miejscu fragmentu zlokalizowanego na jego
końcu 5’ [55]. W obrębie genu BCR znaleziono kil-
ka możliwych miejsc pęknięcia. U znacznej więk-
szości chorych z CML i u około 1/3 pacjentów z ostrą
białaczką limfoblastyczną (ALL, acute lymphoblastic
leukemia) do złamania genu BCR dochodzi w obrę-
bie tak zwanego większego miejsca złamania (m-
-bcr, major breakpoint cluster region), a u około 2/3
chorych z ALL oraz w rzadkich przypadkach CML
i AML (ok. 2%) pęknięcie w genie BCR znajduje się
w obrębie tak zwanego mniejszego regionu złamania
(m-bcr, minor breakpoint cluster region) [56].

Pęknięcie genu BCR umiejscowione poza naj-
częściej występującymi lokalizacjami, jak również
nietypowe miejsca pęknięcia genu ABL1, należą do
rzadkości. Skutkiem tego typu nietypowych trans-
lokacji jest powstanie transkryptów BCR-ABL1
z połączeniami typu b2a3 lub b3a3, lub innych [35].
Istnieje ryzyko, że te nietypowe produkty translo-
kacji BCR-ABL1 pozostaną niewykryte, jeżeli
w teście RT-PCR zostaną użyte niewłaściwe star-
tery, które będą się przyłączać w miejscach nieobej-
mujących całego regionu translokacji. W tej sytu-
acji może dojść do uzyskania niezmiernie rzadko
spotykanego układu wyników, w którym metodą
klasycznej cytogenetyki zostanie wykryty chromo-
som Ph, jednocześnie bez obecności translokacji
BCR-ABL1 wykrywalnej w teście RT-PCR. Bada-
nie RT-PCR wykonywane w odmianie multipleks,
z wykorzystaniem jednocześnie wielu par starte-
rów, pozwala zapobiec tego typu rozbieżnościom
i powinno być rutynowo wykorzystywane w diagno-

Tabela 2. Definicje odpowiedzi hematologicznej,
cytogenetycznej i molekularnej (źródło: [14])

Table 2. Definitions of hematologic, cytogenetic
and molecular response (source: [14])

Typ odpowiedzi Definicja

Całkowita Leukocytoza < 10 × 109/l

hematologiczna (CHR) Bazofilia < 5%

Bez mielocytów, promielocytów
i mieloblastów w rozmazie krwi
obwodowej

Liczba płytek krwi < 450 × 109/l

Niebadalna śledziona

Cytogenetyczna:

• całkowita (CCyR) Bez metafaz Ph(+)

• częściowa (PCyR) 1–35% metafaz Ph(+)

• mniejsza (mCyR) 36–65% metafaz Ph(+)

• minimalna (minCyR) 66–95% metafaz Ph(+)

• brak (noCyR) > 95% metafaz Ph(+)

Molekularna:

• całkowita (CMolR) BCR-ABL1 mRNA niewykrywalny
w badaniach RQ-PCR lub
RT-PCR w dwóch kolejnych
próbkach krwi o odpowiedniej
jakości (czułość > 104)

• większa (MMolR) Stosunek BCR-ABL1/ABL1 lub
innego genu referencyjnego
£ 1% w skali międzynarodowej
[IS]

CHR (complete hematologic response) — całkowita odpowiedź hemato-
logiczna; CCyR (complete cytogenetic response) — całkowita odpowiedź
cytogenetyczna; PCyR (partial cytogenetic response) — częściowa odpo-
wiedź cytogenetyczna; mCyR (minor cytogenetic response) — mniejsza
odpowiedź cytogenetyczna; CMolR (complete molecular response)
— całkowita odpowiedź molekularna; MMolR (major molecular response)
— większa odpowiedź molekularna; RQ-PCR (real-time quantitative PCR)
— ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym; RT-
-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)
— reakcja łańcuchowa polimerazy poprzedzona odwrotną transkrypcją
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styce molekularnej CML. Do identyfikacji typu
transkryptu BCR-ABL1 wykorzystuje się badanie
krwi obwodowej lub szpiku metodą RT-PCR, nato-
miast badanie krwi metodą RQ-PCR pozwala okre-
ślić jego ilość z czułością sięgającą 10–5.

Badania metodą PCR w ocenie
skuteczności leczenia za pomocą TKI

W celu śledzenia choroby resztkowej i oceny
odpowiedzi na leczenie wykonuje się badanie RQ-
-PCR (tab. 3). Powtarzanie badania RT-PCR, słu-
żącego jedynie stwierdzeniu obecność transkryptu
po rozpoznaniu choroby oraz w trakcie leczenia, nie
ma żadnego uzasadnienia, z wyjątkiem grupy cho-
rych, u których udało się uzyskać całkowitą odpo-
wiedź molekularną (CMolR, complete molecular re-
sponse). Określanie ilości transkryptu BCR-ABL1
nabiera szczególnego znaczenia u chorych, którzy
osiągnęli CCyR. Śledzenie dynamiki zmian jego ilo-
ści dostarcza wówczas istotnych informacji na te-
mat skuteczności terapii TKI, może ostrzegać przed
pojawieniem się oporności i progresji choroby.
Ze względu na złożoność i czułość tej metody oraz
konieczność ścisłego przestrzegania standardów la-
boratoryjnych badania te powinny być wykonywane
w doświadczonych laboratoriach, poddawanych re-
gularnej kontroli w ramach procesu standaryzacji.

W najnowszej analizie wyników badania IRIS
wykazano, że uzyskanie MMolR w czasie do 18 mie-

sięcy od wdrożenia leczenia IM wiąże się z lepszym
6-letnim EFS (98% v. 88%) [57]. Podkreślenia wy-
maga fakt, że w powyższej grupie chorych nie od-
notowano żadnego przypadku progresji do AP ani
BP, natomiast w grupie pacjentów, którzy osiągnę-
li CCyR, ale nie uzyskali redukcji transkryptu BCR-
-ABL1 ponad 3 log., odsetek progresji do bardziej za-
awansowanych faz CML wyniósł 3% [57]. W innych
badaniach również odnotowano nieznacznie dłuższe
PFS i OS u chorych, którzy uzyskali MMolR po 12
i 18 miesiącach leczenia, ale należy zaznaczyć, że
w czterech doniesieniach różnice te osiągnęły zna-
mienność statystyczną [58–61], a w dwóch nie [28, 51].

Metodę RQ-PCR można zastosować także
w celu prognozowania odpowiedzi na TKI. Wyniki
badań dynamiki zmniejszania ilości transkryptu
BCR-ABL1 w pierwszych miesiącach od wdrożenia
leczenia wskazują na możliwość oceny szans uzy-
skania MMolR. U pacjentów, u których po 3 mie-
siącach terapii IM doszło do mniejszego niż 1 log
spadku ilości transkryptu, prawdopodobieństwo
osiągnięcia MMolR wynosiło 13%. U chorych,
u których spadek przekraczał 1 log, szansa osiągnię-
cia MMolR po 2,5 roku leczenia wynosiła ponad 70%
[62]. Podobne wyniki uzyskano w innym badaniu,
w którym w zależności od uzyskanej redukcji iloś-
ci transkryptu po 3 miesiącach terapii IM (o 1 log
> 2 log i > 3 log), szansę na osiągnięcie MMolR
po 2 latach oceniono odpowiednio na 55%, 84%
i 95% [63].

Tabela 3. Rekomendacje Europejskiej Sieci Białaczkowej dotyczące monitorowania skuteczności leczenia ima-
tynibem (źródło: [14])

Table 3. European LeukemiaNet recommendation of monitoring the response to imatinib (source: [14])

Badanie Opis, terminy wykonania

Morfologia krwi obwodowej Diagnoza

Co 15 dni do uzyskania i potwierdzenia CHR, następnie przynajmniej
raz na 3 miesiące lub wg potrzeby

Cytogenetyka konwencjonalna Diagnoza
(punkcja szpiku) Po 3 i 6 miesiącach, następnie co 6 miesięcy do uzyskania i potwierdzenia

CCyR*, następnie co 12 miesięcy, jeśli regularna kontrola RQ-PCR
nie jest możliwa

Niepowodzenie (oporność pierwotna i wtórna)

Niewyjaśniona niedokrwistość, leukopenia lub małopłytkowość

RQ-PCR Co 3 miesiące do uzyskania i potwierdzenia MMolR, następnie przynajmniej
raz na 6 miesięcy

Analiza mutacji genu ABL1 Odpowiedź suboptymalna lub niepowodzenie

Zawsze przed zmianą na inny TKI lub inne leczenie

*Metoda I-FISH nie jest zalecana do oceny odpowiedzi częściowej (jedynie jako metoda potwierdzająca uzyskanie CCyR, jeśli analiza cytogenetyczna nie jest
możliwa/niemiarodajna), konieczna ocena ≥ 200 jąder komórkowych. Częstszego monitorowania molekularnego mogą wymagać pacjenci z odpowiedzią sub-
optymalną lub warunkami ostrzeżenia i leczeni TKI II generacji (ze względu na szybciej uzyskiwane odpowiedzi); CHR (complete hematologic response) — całko-
wita odpowiedź hematologiczna; CCyR (complete cytogenetic response) — całkowita odpowiedź cytogenetyczna; RQ-PCR (real-time quantitative PCR) — ilościo-
wa reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym; MMolR (major molecular response) — większa odpowiedź molekularna; stosunek BCR-ABL1/ABL1 lub
do innego genu referencyjnego £ 0,1% w międzynarodowej skali [IS]; TKI (tyrosine kinase inhibitor) — inhibitory kinazy tyrozynowej
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Według rekomendacji ekspertów ELN bada-
nie RQ-PCR należy wykonywać co 3 miesiące do
uzyskania MMolR, a następnie nie rzadziej niż co
6 miesięcy. Trzeba jednak podkreślić, że utrata
MMolR i/lub ponad 2,5-krotny wzrost ilości trans-
kryptu BCR-ABL1 powinien stać się powodem
zwiększenia częstości wykonywania tego testu [59].
W celu upewnienia się, że obserwowany wzrost jest
wyrazem rzeczywistej tendencji, a nie artefaktem
związanym z technicznymi aspektami wykonanego
badania RQ-PCR, test należy powtórzyć (najlepiej
w ciągu miesiąca). Jeżeli tendencja wzrostowa się
utrzymuje, należy wykonać badanie mutacji ABL1.
Wzrost ilości transkryptu nieprzekraczający poziomu
0,1% (kryterium MMolR) nie wydaje się istotny.

Wykrywanie mutacji punktowych
kinazy ABL1

Występowanie mutacji punktowych w sekwen-
cji kodującej domenę kinazową ABL1 jest jednym
z molekularnych mechanizmów oporności na TKI.
Wynikiem pojawienia się takiej mutacji może być
zmniejszenie lub całkowita utrata wrażliwości kina-
zy BCR-ABL1 na stosowany inhibitor [64]. Opor-
ność zależna od występowania mutacji ABL1 rzad-
ko się zdarza we wczesnym etapie CML i dotyczy,
ze wzrastającą częstością, osób w bardziej zaawan-
sowanych fazach choroby [65], chociaż zdarzają się
także przypadki jej występowania u pacjentów,
u których wcześniej nie stosowano TKI [64].

Do tej pory opisano kilkadziesiąt mutacji ABL1.
Niektóre występują częściej. Około 66% przypad-
ków stanowią takie, w których mutacja dotyczy co
najmniej jednego z 7 aminokwasów (Y253, T315,
M351, H396, G250, F359, E255). Niektóre miejsca
występowania mutacji są bardziej charakterystycz-
ne dla CP (L248, M244, F317, S417, H396), inne
wykrywane są częściej w bardziej zaawansowanych
stadiach choroby (Y253, E255, Q252, T315, F486
i F459) [66].

Standardem diagnostycznym dla wykrywania
mutacji punktowych domeny kinazowej ABL1 jest
metoda bezpośredniego sekwencjonowania. Jej czu-
łość pozwala na wykrycie mutacji punktowej, jeśli
ta dotyczy około 10–20% populacji komórek Ph(+),
którą uważa się za istotną dla rozwoju oporności.
Inne dostępne metody charakteryzują się znacznie
większą czułością, w tym allelospecyficzna PCR
i test oparty na badaniu polimorfizmu fragmentów
restrykcyjnych, jednak uzyskiwane wyniki nie za-
wsze mają znaczenie kliniczne [66]. W badaniu prze-
siewowym niekiedy stosuje się wysokosprawną
denaturacyjną chromatografię cieczową (D-HPLC,

denaturing high-performance liquid chromatogra-
phy), której czułość wynosi 1–5%. Konieczność sys-
tematycznego wykonywania badania RQ-PCR wy-
nika zatem także z potrzeby zidentyfikowania tych
pacjentów, u których potencjalne ryzyko wystąpie-
nia mutacji jest wyższe. Dlatego racjonalnymi wska-
zaniami do badania mutacji są: wystąpienie u cho-
rego zaawansowanej fazy CML, oporność na lecze-
nie TKI lub odpowiedź suboptymalna w przebiegu
CP i konieczność zmiany leczenia na inny TKI [14].
Przesiewowe badanie mutacji ABL1 u chorych w CP
daje pozytywny wynik u mniej niż 5% pacjentów.
Mimo że ryzyko nawrotu w trakcie dalszego lecze-
nia w takim przypadku ocenia się na około 4-krot-
nie większe, to — ze względu na niewielką liczbę
tych chorych — rutynowe wykonywanie badania
wydaje się zbyt kosztowne w stosunku do poten-
cjalnych korzyści. W związku z tym przesiewowe
badanie mutacji nie jest zalecane [67].

Zależny od rodzaju mutacji profil wrażliwości
na TKI, określony w badaniach in vitro, może po-
służyć jako dodatkowa informacja pomagająca zmo-
dyfikować dalsze leczenie [68]. Najbardziej jedno-
znacznym przykładem jest mutacja T315I, która
wywołuje całkowitą oporność na dotychczas stoso-
wane TKI. Pozostałe mutacje nie wywołują całko-
witej oporności, ale mogą wpływać na głębokość
uzyskanej remisji. Ocenia się, że CCyR rzadko udaje
się uzyskać u chorych z mutacją E255K/V leczonych
nilotynibem, natomiast u chorych leczonych daza-
tynibem CCyR rzadko jest osiągana w przypadku
wystąpienia mutacji F317L/I [69].

Mimo braku ostatecznych dowodów, dokumen-
tujących poprawę odległych wyników leczenia
wskutek zmiany terapii pod wpływem wzrastającej
ilości transkryptu BCR-ABL1 jeszcze przed utratą
CCyR, z praktycznego punktu widzenia można przy-
jąć, że u chorych ze stale się zwiększającym pozio-
mem transkryptu BCR-ABL1 i współistniejącą
mutacją, powodującą całkowitą lub względną nie-
wrażliwość na leczenie IM, leczenie należy zmody-
fikować jeszcze zanim dojdzie do utraty remisji cy-
togenetycznej [67].

Badanie stężenia IM w surowicy krwi

Jedną z istotnych przeszkód w osiąganiu opty-
malnych efektów leczenia TKI jest nieprzestrzega-
nie zaleceń lekarskich dotyczących regularnego
przyjmowania leku. Średni wskaźnik przestrzega-
nia właściwego dawkowania IM wynosi około 70%
[70]. Analiza pomiarów stężenia IM w surowicy
krwi, przeprowadzona w ramach badania IRIS, ujaw-
niła istotną korelację między wyższym odsetkiem
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uzyskiwanych CCyR i MMolR a stężeniem IM prze-
kraczającym 1000 ng/ml [71].

Oznaczanie stężenia IM w surowicy krwi ma
wprawdzie ograniczone znaczenie w przewidywaniu
uzyskiwanej odpowiedzi, jednak — według doświad-
czenia autorów — ma istotne znaczenie w obiektyw-
nej ocenie przestrzegania zaleceń, a w kontekście
wyników regularnie wykonywanych badań moleku-
larnych pozwala na indywidualne ustalenie optymal-
nego stężenia leku u poszczególnych pacjentów. Dla-
tego metoda ta powinna być wykorzystywana wraz
z innymi u chorych z mniejszą niż oczekiwana sku-
tecznością leczenia w celu wyjaśnienia przyczyn tego
zjawiska.

Zaburzenia transportu IM
do wnętrza komórek

Badanie ekspresji genu lub aktywności białka
hOCT1 (human organic cation transporter-1), któ-
re jest zależnym od adenozynotrifosforanu transpor-
terem kationów organicznych, wydaje się mieć
istotne znaczenie dla przebiegu leczenia IM, choć
do tej pory nie znalazło się w panelu badań wyko-
nywanych rutynowo. Lek jest dostarczany do wnę-
trza komórek przez hOCT1 w mechanizmie aktyw-
nego transportu. Zaobserwowano, że szansa osią-
gnięcia CCyR i MMolR jest istotnie większa
u chorych z wysokim poziomem ekspresji hOCT1
[72]. Różnica ta jest szczególnie wyraźna w grupie
chorych otrzymujących IM 400 mg na dobę i nie wy-
stępuje w grupie otrzymującej większe dawki
(600–800 mg/d.). Wskazuje to na możliwość wyko-
rzystania pomiaru ekspresji lub aktywności tego
białka jeszcze przed podjęciem leczenia w celu iden-
tyfikacji chorych, u których optymalnym postępo-
waniem mogłoby się okazać zastosowanie więk-
szych dawek IM [72]. Należy zaznaczyć, że TKI II
generacji (nilotynib, dazatynib) nie są transporto-
wane z udziałem hOCT1 [73, 74].

Podsumowanie

Metody wykorzystywane w diagnostyce i oce-
nie skuteczności leczenia CML są bardzo pomocne
w procesie podejmowania decyzji o wyborze terapii.
Zarówno metody przyjęte jako standard postępowa-
nia, do których należą ocena kariotypu, badanie PCR,
ocena obecności mutacji ABL1, oraz metody, któ-
rych skuteczność podlega jeszcze weryfikacji kli-
nicznej, pozwalają na dobór optymalnego sposobu
leczenia. Jest to tym bardziej istotne, że dzięki
ogromnemu postępowi terapii, jaki się dokonał na
drodze opracowania TKI, istnieje dziś możliwość

uzyskania wysokiego odsetka wieloletnich przeżyć,
także w grupie młodszych chorych. Należy pamię-
tać, że staranne monitorowanie i indywidualizacja
postępowania pozwalają na identyfikację także tych
chorych, u których najlepsze rezultaty można uzy-
skać poprzez zastosowanie allo-HSCT. Racjonalne
wykorzystanie wyników powyższych badań może istot-
nie poprawić skuteczność leczenia CML.
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