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Hodnotenie odpovede na liecbu u pacientov
s chronickou myelocytovou leukémiou liecenych
s inhibitormi tyrozinkinazy

RNDr. Miroslava Eckertova, PhD., Mgr. Alena Zakovi¢ova, RNDr. Renata Lukackova
Medirex, a. s., €len skupiny MEDIREX GROUP, Bratislava

Pokroky v lie¢be chronickej myelocytovej leukémie (CML) sa vyrazne zmenili s prichodom inhibitorov tyrozinkinazy (TKI). Absolttnou
nevyhnutnostou liecby je pravidelna aktualizacia manazmentu pacientov a lie¢ebnych odporucani. Aktualne odporucania podla Euro-
pean LeukemiaNet (ELN) su z roku 2013, ktoré predstavuju tretiu verziu odporuceni liecby CML z roku 2006 a 2009.
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Treatment response assessment of patients with chronic myeloid leukemia treated with tyrosine kinase inhibitors

Advances in chronic myeloid leukemia treatment have markedly changed with the introduction of tyrosine kinase inhibitors (TKI). Ab-
solute must is regular updating of patients management and treatment recommendations. Current recommendations in accordance
to European LeukemiaNet (ELN) are from 2013, which presenting the third version of recommendations for the management of CML in

2006 and 2009.
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Uvod

Chronickd myelocytova leukémia (CML) je klondlina porucha hema-
topoetickej kmenovej bunky s diferencidciou prevazne do myeloidného
radu. Typickym cytogenetickym ndlezom je pritomnost tzv. chromozému
Philadelphia (Ph), ktory je vysledkom recipro¢nej translokdcie medzi
dihymi ramenami chromozdmov 9 a 22, 1(9,22)(q34;q11), ktord je identifi-
kovatelna u viac ako 95 % chorych s CML. Produktom tejto translokacie je
fuzny gén BCR-ABL, ktory kodduje chimérické proteiny (p190, p210, p230).
Najcastejsie sa vyskytujucim z nich je protein p210 s konstitutivnou akti-
vitou tyrozinkindzy (TK). Jeho podiel na patogenéze CML a vyslednom
leukemickom fenotype sa v sucasnosti povazuje za kltcovy (1). Priblizne
u 5 % pacientov s CML nie je mozné dokdzat Ph chromozém, ale maju
dokazany fuzny gén BCR-ABL. Ochorenie sa oznacuje ako CML Ph nega-
tivna, BCR-ABL pozitivna (Ph-, BCR-ABL+).

Chronickd myelocytova leukémia tvori priblizne 15 — 20 % zo vsetkych
pripadov leukémii dospelych s incidenciou 1 - 1,5 pripadu/100 000 obyva-
telov za rok. Ochorenie sa vyskytuje vo vetkych vekovych skupinach, ale
vyskyt pomaly narastd s vekom. Median veku v ¢ase diagndzy sa uvadza
61 rokov, v klinickych studidch dokonca iba 58 rokov. MuZi su o nie¢o
Castejsie postihnutf ako zeny (1,4 : 1).

Hoci k zdkladnym vy3etreniam na dokaz ochorenia CML zaraduje-
me fyzikdlne vysetrenia a vysetrenia krvného obrazu, cytogenetické
a molekulové vysetrenie je klticové na potvrdenie diagndzy. Vyznamny
je predovsetkym dokaz onkogénu BCR-ABL, ktory kéduje uz spomenuty
fosfoprotein s tyrozinkindzovou aktivitou. Cielom lie¢by CML je dosiahnut
kompletni molekulovd remisiu, t. j. stav, ked' nie je mozné detegovat
ochorenie ani na molekulovej Urovni.
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Ciele a moznosti liecby CML

Hlavnu skupinu liekov, ktorymi sa liecia pacienti s CML v sucasnosti,
predstavuju inhibitory tyrozinovej kindzy (TKI), ktorych zavedenie do lie¢by
znamenalo revoliciu v lie¢be CML. Imatinib mesylét (IM) je povaZovany za
liek prvej linie u chorych s novodiagnostikovanou CML v chronickej faze
ochorenia a cielom lie¢by je dosiahnutie velkej molekulovej odpovede
(MMR). Dosiahnutie MMR do 1 roka sa povazuje za vyznamny prediktor
hlbokej molekulovej odpovede.

S ciefom zvysenia poctu odpovedi, ale aj prekonania rezistencie
na imatinib sa zacal vyvoj novych TKI. V skuto¢nosti tieto lieky dokazali
rychlejSie navodenie vy3sieho poctu cytogenetickych a molekulovych
remisii. S tymito cielmi boli vyvinuté dve nové TKI (dasatinib a nilotinib),
t.j. druhogenera¢né TKI.

Aj napriek produkdii signifikantne vysokého poctu lie¢ebnych odpo-
ved( pri CML, priblizne u 25 — 30 % pacientov sa vyvinie rezistencia na
liecbu. Jej najcastejsou pricinou je vznik alebo ndrast mutacii v BCR-ABL
kindzovej doméne, ktora je aj najcastejsie uvadzanou pricinou ziskanej
rezistencie na imatinib. Mutécia T315I predstavuje vyznamny klinicky
problém, pretoze je rezistentna k vsetkym komerc¢ne dostupnym TKI 1.a 2.
generacie. Mutdcia je spojena s vysokoagresivnym priebehom ochorenia
a zlou progndézou, ak neddjde k rychlemu terapeutickému zdsahu a zmene
terapie (ponatinib, danusertib).

Alogénna transplantacia kmenovych krvotvornych buniek je stale
povazovana za jedint dokdzatelni moznost eradikacie maligneho klonu.
V sticasnosti je posunuté do 3. a 4. Iinie lie¢by po zlyhani druholiniovych
TKI. Indikovana je pacientom, ktorf su rezistentni na liecbu alebo maju
intoleranciu aspon k jednému z TKI 2. generdcie.



Tabulka 1. Odporucené vysetrovacie metody a ich ¢asové intervaly
podla ELN 2013

W CBA z kostnej drene;

B FISH v pripade Ph negativity, tazko hodnotitelnej
morfoldgie chromozémov a na odhalenie kryptickej
translokacie;

B kvalitativna PCR (identifikdcia typu zlomu)

B gRT-PCR na urcenie hladiny transkriptov, BCR-ABL
podla IS v 3-mesacnych intervaloch do dosiahnutia
MMR, potom kazdych 3 - 6 mesiacov

a/alebo

B CBA v bunkach KD (> 20) v mesiacoch 3., 6.a 12. do
dosiahnutia CCyR, potom kazdych 12 mesiacov;

B po dosiahnuti CCyR postacuje FISH analyza (PK)

W gRT-PCR, mutac¢nd analyza a CBA metafdz
v bunkach KD

B molekulové a cytogenetické vysetrenia (CBA)
realizovat ¢astejsie v bunkach KD

Vysvetlivky: CBA — chromosome banding analysis: klasické cytogenetické vysetrenie
kostnej drene, analyzuje sa 20 metafdz

V rdmci projektu medzinarodnej spolo¢nosti pre diagnostiku a liecbu
CML ELN (European LeukemiaNet) vznikol projekt EUTOS for CML (The
European Treatment Outcome Study for CML), do ktorého s od roku
2009 zaradovani aj pacienti z Ceskej a Slovenskej republiky. Ide o register
CAMELIA a INFINITY.

V ¢ldnku prindsame ELN odporucania pre manazment pacientov s CML
zroku 2013 (2), ktoré su tretou verziou odporuceniz roku 2006 (3) a 2009 (4).

Cytogenetické vysetrenie

Cytogenetické vysetrenie je esencidlne na potvrdenie diagnézy CML
a monitorovanie cytogenetickej remisie ochorenia.

Ph pozitivna CML. V ¢ase diagndzy mé 95 % pacientov s CML v aspi-
rate kostnej drene pritomny Ph chromozém. Asi u 5 - 10 % Ph pozitivnych
pacientov Ph chromozom vznikne variantnou komplexnou translokaciou,
do ktorej je zapojenych tri a viac chromozémov.

Ph negativna CML. Priblizne 5 % pacientov s CML nema pritomny
Ph chromozom, ale je pritomna génova flzia BCR-ABL. Ide o krypticku
translokéciu t(9;22), ktord je cytogeneticky nedetegovatelnd. Patologicky
klon je Ph negativny (Ph-) a zaroveri BCR-ABL pozitivny.

Okrem translokdcie t(9;22) sa mézu vyskytnut aj pridavné cytogene-
tické zmeny, ktoré su zvac¢sa predzvestou progresie ochorenia. Delécia 9.
chromozému a variantné translokacie nemaju prognosticky vyznam (5),

aviak klondlne chromozémové aberacie (CCA) v Ph+ bunkach (CCA/Ph+)
maju negativnu prognostickd hodnotu, hlavne v pritomnosti tzv. ,major
zmien’, ako su duplikacia Ph chromozému (+Ph); izochromozém 17q;
trizémia 8; trizdmia 19 a 21, ale aj strata chromozému 17p (6, 7).
Cytogenetické vysetrenie z kostnej drene (CBA — chromosome ban-
ding analysis) sa podla ELN kritérif vykondva v ¢ase diagndzy a/alebo pri
monitorovani odpovede pacienta naliecbu v 3, 6.a 12. mesiaci liecby az do
dosiahnutia kompletnej cytogenetickej remisie (CCyR), nasledne kazdych
12 mesiacov. CBA sa vykondva aj v progresii ochorenia pocas lie¢by, pri
zlyhant lie¢by, v pripade vyskytu myelodysplazie alebo pridavnych abe-
racif v Ph negativnom klone. Pri vyskyte varovnych znakov ELN odporuca
vysetrit karyotyp castejsie spolu s molekulovym vysetrenim (tabulka 1).

FISH (fluorescencna in situ hybridizacia)

FISH metdda patri medzi molekulovo-cytogenetické metddy, ktoré
umoznuje detegovat aj submikroskopické zmeny chromozémoy, ¢o
v pripade CML znamend napriklad identifikdciu kryptickej translokdcie
u Ph negativnych pacientov, stanovenie typu translokacie a identifikaciu
mikrodelécii. Zaroven je FISH vysetrenie schopné identifikovat patolo-
gicky klon aj v nizkom percentudlnom zasttpeni. Cielom FISH vysetrenia
je stanovit percentudlne zastUpenie patologického klonu s t(9;22) vo
vysetrovanej populdcii buniek (tabulka 2 a 3).

FISH vysetrenie z kostnej drene (KD) sa vykondva v ¢ase diagndzy,
ked'sa urci typ translokacie. FISH vy3etrenie je ndpomocné najma vtedy,
ak ide o Ph negativnu CML (potvrdenie kryptickej translokécie), alebo
ak cytogenetické vysetrenie nie je mozné uskutocnit. Nasledne sa FISH
vykonava pravidelne az do dosiahnutia kompletnej cytogenetickej remisie
(CCyR), potom kazdych 12 mesiacov (tabulka 1).

Molekulova analyza

Minimélna rezidudlna choroba, pocet transkriptov BCR-ABL, sa sleduje
metddou molekulovej analyzy, kvantitativnou polymerazovou retazovou
reakciou v redlnom case (QRT-PCR). Molekulovi odpoved stanovujeme na
zaklade hodnotenia pomeru BCR-ABL ku konkrétnemu génu, naj¢astejsie
ABL v % podla medzinarodnej stupnice IS (International Scale). Zaroveri je
nutné poznamenat, ze pocty kopif kontrolného génu ABL v replikdtoch
musia mat hodnoty > 10 000. Stupnica IS bola vyhotovena na to, aby
sa mohli jednotlivé BCR-ABL hodnoty ziskané v réznych laboratériach
navzajom zosuladit — pomocou $pecifickych konverznych faktorov pre
dané laboratoérium.

Tabulka 2. Hodnotenie odpovede na lie¢bu u pacientov s CML lie¢enych TKI v 1. linii v jednotlivych ¢asovych intervaloch

3 mesiace BCR-ABL < 10 % a/alebo Ph+ < 35 % BCR-ABL > 10 % a/alebo Ph+ 36 - 95 % Nedosiahnutie CHR a/alebo Ph+ > 95 %
6 mesiacov BCR-ABL < 1 % a/alebo Ph+ 0 (CCyR) BCR-ABL > 1 -10% a/alebo Ph+ 1 -35% BCR-ABL > 10 % a/alebo Ph+ > 35 %
12 mesiacov BCR-ABL < 0,1 % (MMR) BCR-ABLO,1 -1 % BCR-ABL > 1 % a/alebo Ph+ >0 %
Nésledne kedykolvek BCR-ABL < 0,1 % (MMR) CCA/Ph- Strata CHR
v priebehu liecby (-7 alebo 7g-) Strata CCyR

Potvrdena strata MMR

Mutécie

CCA/Ph+

Vysvetlivky: CHR — kompletnd hematologickd odpoved: normdlny diferencidl, leukocyty, trombocyty v norme, CCA/Ph+ — klondine chromozomdlne abnormality v Ph+,

CCA/Ph-—klondlne chromozomdlne abnormality v Ph-
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Tabulka 3. Hodnotenie odpovede na lie¢bu u pacientov s CML liecenych TKI v 2. Iinii lie¢by, po zlyhani liecby s imatinibom

3 mesiace BCR-ABL < 10 % a/alebo Ph+ < 65 % BCR-ABL > 10 % a/alebo Ph+65-95% Nedosiahnutie CHR alebo Ph+ > 95 %
alebo nové mutécie
6 mesiacov BCR-ABL < 10 % a/alebo Ph < 35 % BCR-ABL < 10 % a/alebo Ph+35-65% BCR-ABL > 10 % a/alebo Ph+ > 65 %
(PCYR) a/alebo nové mutacie
12 mesiacov BCR-ABL < 1 % a/alebo Ph+ 0 BCR-ABL 1 =10 % a/alebo Ph+1-35% BCR-ABL > 10 % a/alebo Ph+ > 35 %

a/alebo nové mutacie

BCR-ABL < 0,1 % (MMR)
a/alebo lepsia odpoved

Nésledne kedykolvek v priebehu lie¢by

Strata CHR

Strata CCyR, alebo PCyR
Nové mutécie
Potvrdena strata MMR
CCA/Ph+

CCA/Ph-
(-7 alebo 7g-) alebo BCR-ABL > 0,1 %

Vysvetlivky: CHR — kompletnd hematologickd odpoved: normdiny diferencidl, leukocyty, trombocyty v norme, CCA/Ph+ — klondine chromozomdlne abnormality v Ph+,

CCA/Ph-—klondlne chromozomdlne abnormality v Ph-

Obrdzok. Typy a definicie odpovedi na liecbu CML (2013 American Asso-
ciation for Cancer Research)

BCR-ABL1 LOG redukcia
(% 18) v BCR-ABL1 )
zacjdtok Uroven odpovede
100 /'Zg&\
Velkd
10 ! MCyR fpgingies
1 2 CCyR togenencks
odpoved
0,1 3 MMR  moleovd
% odpoved
0,01 4 MR 4,0
0,0032 45 LRER Hiboks
molekulova
0,001 5 odpoved'
0,0001 6

IS je zalozend na dvoch definovanych hodnotach:

B Standardizovand ,baseline/vychodiskovd” hodnota, ktord je definova-
n& medidnom hladiny BCR-ABL vo v¢asnej chronickej faze CML pred
lie¢bou (IS - 100 %),

B znizenie o 3 log (1 000-nadsobne) proti bazédlnej hodnote (IS - 0,1 %)
zodpoveda velkej molekulovej odpovedi (MMR) (8, 9).

Urovne molekulovej odpovede pri lie¢be CML st uvedené na ob-
rézku a hodnotenia odpovedi na lie¢bu u pacientov s CML lieCenych
prvo- a druhogeneracnymi TKI su uvedené v tabulke 2 a 3.V sUcasnosti sa
kladu sprisnené kritérid na monitorovanie hlbokej molekuldrnej odpovede,
kedZe trvald hlboka molekuldrna odpoved je nevyhnutnym vstupnym
kritériom v klinickych skdsaniach, ktoré skimaju moznost dosiahnutia
remisie bez liecby.

Predanalytické informacie
Na cytogenetické a FISH vysetrenie sa odobera 5 ml periférnej krvi
(PK) alebo kostnej drene (KD) do skiimaviek s heparinom litnym (LiH).
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Na molekulové vysetrenie sa odobera 5 ml PK alebo KD do skimaviek
s EDTA a zarovenr 3 ml PK alebo KD do TEMPUS skdmaviek, ktoré obsahuju
stabiliza¢ny roztok zamedzujici degradacii RNA. Vzorky sa do transportu
a pocas neho uchovavaju pri teplote 4 - 10 °C, pricom je potrebné, aby
boli vzorky doruc¢ené do laboratdria ¢o najskor.

Literatura

1. Cortes JE, Nicolini FE, Wetzler M, et al. Subcutaneous omacetaxine mepesuccintae in chron-
ic or accelerated chronic myeloid leukemia resistant to two or more tyrosine-kinase inhibi-
tors including imatinib. Blood. 2011;118:abstract 3761.

2.Baccarani M, Deininger M, Rosti G, et al. European LeukemiaNet recommendations for the
management of chronic myeloid leukemia: 2013. Blood. 2013;122(6):872-884.

3. Baccarani M, Saglio G, Goldman J, et al. European LeukemiaNet. Evolving concepts in the
management of chronic myeloid leukemia: recommendations from an expert panel on be-
half of the European LeukemiaNet. Blood. 2006;108(6):1809-1820.

4. Baccarani M, Cortes J, Pane F, et al. European LeukemiaNet. Chronic myeloid leukemia: an
update of concepts and management recommendations of European LeukemiaNet. J Clin
Oncol. 2009;27(35):6041-6051.

5. Fabarius A, Leitner A, Hochhaus A, et al. Schweizerische Arbeitsgemeinschaft fur Klinische
Krebsforschung (SAKK) and the German Study Group. Impact of additional cytogenetic ab-
errations at diagnosis on prognosis of CML: long-term observation of 1151 patients from the
randomized CML Study IV. Blood. 2011;118(26):6760-6768.

6. Katarjian HM, Shah NP, Cortes JE, et al. Dasatinib or imatinib in newly diagnosed chronic
phase chronic myeloid leukemia: 2-years follow up from a randomized phase 3 trial (DASI-
SION). Blood. 2012;119(5):1123-1129.

7.Faber E, Muzik J,Koza V, et al. Treatment of consecutive patients with chronic myeloid leukae-
mia in the cooperating centres from the Czech Republic and the whole of Slovakia after 2000
- areport from the population-based CAMELIA Registry. Eur J Haematol. 2012;87(2):157-168.
8. Branford S, Hughes T. Diagnosis and monitoring of chronic myeloid leukemia by qualita-
tive and quantitative RT-PCR. Methods Mol Med. 2008;125:69-92.

9. Branford S. Monitoring after successful therapy for chronic myeloid leukemia. Hematolo-
gy 2012, ASH. 2012;,105-110.

RNDr. Miroslava Eckertovd, PhD.
Medirex, a. s., ¢len skupiny MEDIREX GROUP
Galvaniho 17/C, 821 04 Bratislava
miroslava.eckertova@medirex.sk




Indika¢né obmedzenia

4977 Analyza chromozémov buniek kostnej drene, leukemickej periférnej krvi
konvencnou metddou vratane kultivacie alebo dlhodobej subkultivacie. Priame
spracovanie dvoch vzoriek alebo zaloZenie dvoch paralelnych kultdr. Kultivacia
suspenzie 24 az 120 hodin. Zhotovenie a konvencné farbenie preparatov.
Zhodnotenie potrebného poc¢tu mitdz priamou mikroskopiou. V pripade potreby
zhotovenie obrazovej dokumentacie. Za kazdé vysetrenie.

001; 019; 031; 062; 329

bez obmedzenia

4978 Pouzitie metdd diferencia¢ného farbenia chromozémov vratane potrebnej
fotodokumentécie, dodatok k vykonom pod kédmi 4972, 4975, 4976 a 4977.
Zafarbenie preparatov metddami diferencia¢ného farbenia chromozdmov, napriklad:
C pruzkovanie, G pruzkovanie. Zhodnotenie potrebného poctu mitdz priamou
mikroskopiou. V pripade potreby zhotovenie obrazovej dokumentacie. Za kazdu

001; 019; 031; 062; 329

bez obmedzenia

metodu.
4986a FISH - fluorescencna in situ hybridizacia 001;019; 031;062; 329  bez obmedzenia
4982 Izolacia RNA, prepis do cDNA pomocou reverznej transkriptdzy a primerov, 001;004; 019; 031; 062; bez obmedzenia

dlhodobé uchovévanie vzorky. Za kazdu vzorku

104; 329

4993 Kvantitativna RT — polymerdzova retazova reakcia, za jednu RNA vzorku. 001;002; 003; 004; 009; bez obmedzenia

029; 031; 040; 048; 062;

063; 104; 140; 154; 156;

163; 329; 331
7218A CML prvovysetrenie, CG + FISH + MG €92.1,C93.1 031;329; 342 1-krat za zivot
72188 CML relaps, CG + FISH + MG (92.1,C93.2 031; 329; 342
7218C CML kontrolné vysetrenie, CG alebo FISH €92.1,C93.3 031;329; 342 *1-krdt/3 mesiace
7218D CML kontrolné vysetrenie, MG (921,933 031; 329; 342 1-krat/3 mesiace

*prvy rok od zistenia dg. 1 x /3 mesiace a potom pri dosiahnuti MMR len 1-krdt /rok podia ELN 2013
Vysvetlivky: CG - cytogenetické vysetrenie, MG — molekulové vysetrenie
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