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Johannes Friedrich Miescher
(1844- 1895)

Svicarski lije¢nik i biolog, koji je
najpoznatiji po tome 3to je
izolirao razli¢ite fosfatom bogate
spojeve
koje je nazvao "nuklein" (1869) iz
stani¢nih jezgara leukocita

Sveudiliste u Tuebingenu
(Laboratorij prof. Felix Hoppe-
Seyler-a)

Oswald Avery
(1877-1955)
kanadski bakteriolog

1944. godine pokazao je u
eksperimentima na bakterijama
da se geni sastoje od nukleinskih
i kiselina
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REVOLUTIONARY DISCOVERIES OF SCIENTIFIC PEONEERS ™ - Za sudjelovanju u otkrivanju
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1953. James Watson, Francis

- TPI ”‘Tl J 1 Crick i Maurice Wilkins
zajedno su dobili 1962.
Nobelovu nagradu za

fiziologiju ili medicinu.

Biokemicar Kary Banks Mullis
americki je dobitnik Nobelove
nagrade 1993. godine za izum
metode polimerazne lancane
reakcije ( PCR)




Hematology Diagnostics Timeline
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Blood Cancer Journal (2013) 3, e127; doi:10.1038/hcj.2013.26

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML) ,Philadelphia kromosom pri¢a”

P.Nowell

i D. Hungerford
Institute for Cancer Research

Kariogram i rad objavljen u Science-u 1960.
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Doprinosi J. Rowley

Prva je opisala kromosomske
Janet Rowley (1925-2013) translokacije u podlozi hematolokih
neoplazija

1. Translokacija t(8;21) u AML
Ann Genet 1973:16:109-112.

2. Translokacija t(9;22) u KML
Nature 1973,;243: 290-293.

3. Translokacija t(15;17) u APL
Lancet 1977;1:549-550.

| ber-abl

expresses a fusion
oncoprotein with

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML) je klonalna bolest
maticnih krvotvornih stanica

2. Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO)
ubraja se u mijeloproliferativne zlocudne tumore

3. KML je prva humana neoplazija za koju je dokazana specificna
ste¢ena genetska lezija — recipro¢na t(9;22)(q34;q11)
translokacija koja se prepoznaje kao skraceni 22. kromosom
nazvan Philadephia (Ph) kromosom.




Kroni¢na mijeloi¢na leukemija

U osnovi genetskog preuredenja je novonastali

fuzijski gen BCR-ABL1 koji kodira fuzijski onkoprotein s
konstitutivno aktiviranom tirozin kinazom

Aktivirana tirozin kinaza u citoplazmi fosforilira niz stani¢nih
proteina ukljucenih u regulaciju

proliferacije

blokiranja apoptoze,

neucinkovitu adheziju

genomsku nestabilnost

Posljedicno, dolazi do znacajne proliferacije mijeloicnih
leukemijskih stanica s promijenjenim funkcionalnim
znacajkama.

Dijagnosticke smjernice - obrada pri dijagnozi

Dijagnosticki testovi
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Citogenetika: dokaz bcr-abl (Ph)
* G-pruganje
* FISH

Imunofenotipizacija?
Periferna krv

W ow g 4

Kvalitativni PCR, probir, podtip bcr-abl
Kvantitativni PCR na bcr-abl/abl (IS)

D. Serti¢ (KROHEM Trako3¢an)

LijeCenje KML

Lije¢enje kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije bitno je napredovalo
tijekom posljednjeg desetljec¢a, uvodenjem prve generacija
inhibitora tirozin kinaze (TKI) - imatinib mezilata u klinicku
praksu 1998/2000. godine.

Imatinib selektivno inhibira ABL1 kinazu i inducira
hematolosku i citogenetsku remisiju.




Pracenje bolesnika - molekularna dijagnostika

VRSTE MOLEKULARNOG ODGOVORA:

MMR (major molecular response) < 0.1% '

CMR (complete molecular response): nedektektibilni BCR-ABL1
transkript, dokazan pomoc¢u qRT-PCR u 2 uzastopna uzorka, s
osjetljivoséu > 104

Definitions of Complete Molecular Response (CMR)

! 100% [IRIS baseline]

CMR? (24 log reduction; <0.01%')

CMR%5(24.5 log reduction; <0.0032%'S).| 6 [IRIS MMR]

CMR5 (25 log reduction; £0.001%'S) = 1%

v

BCR-ABL undetectable

log reduction = reduction from IRIS baseline, International Scale
notindividual pretreatment levels

Levels of molecular response in CML. MCyR, major cy P MR,
response.
Log
50['7;"'5‘)3” reduction in | Reduction in BCR-ABL1
o BCR-ABL1
100
10 1 1:10 'Approximates'
MCyR
. Approximates
i 2 1:100 > COyR
0.1 3 1:1,000 > MMR
0.01 4 1:10,000 MR?
0.0032 45 1:32,000 MRS
Deep
0.001 5 1:100,000 > MRS molecular
response
7 MRE (with currently available technology,
0.0001 3 1:1,000,000 ),
this level of response cannot be assessed)
Level of response
© 2013 American Association for Cancer Research
CCR Reviews AR

Frangois-Xavier Mahon, and Gabriel Etienne Clin Cancer
Res 2014;20:310-322

Clinical Ao
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Kumulativni rezultat ber-abl/abl omjera
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Kvantitativni PCR, KADA?
» svaka 3 mjeseca do postizanja MMR

(£0,1% IS), zatim svakih 3-6 mjeseci
* po potrebi ¢esce u slucaju

- porasta ber-abl1/abl1 (kopija transkripta)
-prije promjene terapije

Molekularno pracenje leukemijskog klona - zakljucci

* Molekularno testiranje je najosjetljivija metoda za procjenu
ostatne maligne mase kod Ph+ KML

Dubina (jacina) molekularnog odgovora je udruzena s povoljnijim
dugorocnim ishodom bolesti

Postignuc¢e kompletnog molekularnog odgovora je udruzeno s
manjim brojem mutacija

Postignuée MMR je udruZeno s viSim stopama ucestalosti
prezivljenja bez nezeljenih dogadanja i bez progresije bolesti.




Analiza BCR-ABL1 mutacija u funkciji optimalnog
odgovora na terapiju s inhibitorima tirozin kinaze

F359V/ICIL

276G D363Y

SMTFIY

E450K/G/AV
E453G/KV/Q
E459K/V/G/Q

E275K/Q
E355D/G/A

Rezistencija na terapiju imatinibom

* Ve¢ 2001. god. kod prvih imatinib-rezistentnih slu¢ajeva,
pokazano je kako tockaste mutacije u domeni kinaze BCR-
ABL1 fuzijskog gena mogu narusiti ili ¢ak potpuno
onemoguciti vezanje imatiniba.

Ubrzo je postalo evidentno da oko 20-40% pacijenata koji su
lije¢eni imatinibom u prvoj liniji, razvijaju rezistenciju na
terapiju.

Studije su pokazale da je rezistencija na imatinib (gubitak
hematoloskog, citogenetskog i molekularnog terapijskog
odgovora) uzrokovana

mutacijama u ABL1 kinaznoj domeni - oko 90% slucajeva
amplifikacijom BCR-ABL1 gena — oko 10% slucajeva

Rezistencija na terapiju inhibitorima tirozin kinaza

« Citogenetske aberacije u Philadelphia kromosomu

« Amplifikacija fuzijskog BCR-ABL1 gena

* Mutacije u ABL1 kinaznoj domeni BCR-ABL 1 gena




BCR-ABL amplifikacija prikazana FISH analizom. Interfazna jezgra pokazuje klaster signala
fuzijskog gena BCR-ABL.
Cancer Genetics and Cytogenetics 159 (2005) 164-167

Preporuke Europske grupe za leukemije ( ELN-a) :
Analiza mutacija u ABL1 kinaznoj domeni

1. Prilikom postavljanja dijagnoze
- u blastnoj krizi
2. Tijekom 1. linije terapije
- neuspjeh terapije
- povecanja omjera kopija bcr-abl/abll s naznakama
gubljenja velikog molekularnog odgovora (MMR)
- suboptimalni terapijski odgovor

3. Tijekom 2. linije terapije ( nilotinib/dasatinib)
- gubitak hematoloskog/ citogenetskog odgovora.

Proporuceni mehanizam djelovanja imatinib-rezistentnih mutacija (kristalna
struktura ABL kinazne domene s prikazom interpolacije imatiniba)




Osijetljivost staniénih kultura s mutacijam na dasatinib i nilotinib u
proliferacijskim testovima in vitro.

(crveno: izrazena rezistendija; : rezistencija; : umjerena rezistendija; zeleno:
osjetljivost

Dasatinib Nilotinib

O Hare Redaelli i Redaelli
et, al >* ct. al ™ , al. et al>®

SEKVENCIRANJE ABL1: Analiza mutacija po prilagodenom
protokolu Soverini S. i Martinelli G. , University of Bologna
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Evolucija mutacija tijekom TKI terapije

ABL A

26.9."12
Fasoy

Soverini S. Optimal patient monitoring in 2013- molecular and mutational
analysis (Helsinki 2013)

Mutations
poorly sensitive to
dasatinib

Mutations
poorly sensitive to
nilotinib

=
| | T3151
Y253H

' E255K
E255V
F359Vv
F359C
F3591

Klinicki znacajne ABL 1 mutacije

T 3151 rezistencija na TKI
(imatinib, nilotinib, dasatinib)

V299L, F317L/V/l/C rezistencija dasatinib

E255K/V, Y253H/F, F359V/C/I rezistencija nilotinib




Analiza mutacija u periodu 09/2012. do 02/2015.

(Rijeka)
Pacijenti s
mutacijama
1 - (ukupno 3 mutacije)
Tip mutacija 5- poznatih G250E
M 244V
T3151
F359V
Y253 H
1- bez podataka o N499s
klinickom znaéaju
Analiza ABL1 mutacija

(Zavod za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci)

Broj pacijenta ABL1 mutacija Tip transkripta

G250E B2a2 + b3a2

T s

T3151 B2a2

Pacijent4 Nisu utvrdene mutacije B2a2 + B3a2

F359V  03.04.2012 B2a2
Y253H  03.04.2012
F359V  26.09.2012. B2a2 + B3a2
G250E  26.09.2012.
Y253H  26.09.2012.
Nisu utvrdene mutacije B2a2 + b3a2

m Nisu utvrdene mutacije B2a2 + b3a2
Pacijent 8 Nisu utvrdene mutacije B3a2
Pacijent 9 Nisu utvrdene mutacije B2a2

Pacijent 10 Nisu utvrdene mutacije B2a2 +h3a2
NA499S - Klinicki nepoznate  B3a2
natajnosti

Nisu utvrdene mutacije 83a2

Otkri¢a novih mutacija metodom NGS u
hematoloskim neoplazijama

Frequency (%)
g

.
|
5

S

HCL WM FL AML MCL

Blood Cancer Journal (2013) 3, e127; doi:10.1038/b¢j.2013.26




Thermo Fisher Life Technologies,

Sequencing Technologies
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NGS= next-generation sequencing
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Mutation Detection by NGS
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Soverini S. Optimal patient monitoring in 2013- molecular and mutational
analysis (Helsinki 2013)

Higher sensitivity & reliable detection
of emerging mutants

With a lower detection limit set at 21%, next-generation
sequencing is proving a reliable tool to scan the KD and
anticipate emerging mutant clones

Znacaj dokazivanja mutacija u Abl1 KD kod
imatinib rezistentnih pacijenata

1. Prisustvo ili odsustvo mutacija

* Prisustvo bilo koje mutacija je upozoravajuci
signal na nestabilnost leukemijskog klona

2.Tip mutacije
* Detekcija specificne mutacije utjece na izbor
TKI terapije ( 2. i 3. generacija TKI).




Soverini S. Preporuke za optimalno pracenje pacijenata sa suboptimalnim

odgovorom na imatinib ( Helsinki 2013

1. BCR-ABL/ABL1 > 10% 2. BCR-ABL/ABL1 > 1% -

(manje od parcijalnog manje od kompletnog
citogenetskog odgovora) citogenetskog odgovor )
kroz 3 mjeseca TKI kroz 6 mjeseci TKI
terapije terapije
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