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POVZETEK

Kroni¢na mieloi¢na levkemija je maligna bolezen krvotvorne mati¢ne celice, ki jo uvrs¢amo
med mieloproliferativne novotvorbe. Opredeljuje jo kromosom Philadelphia (translokacija
med kromosomoma 9 in 22) in zliti gen BCR-ABL1. Le-ta in njegov produkt protein BCR-
ABL1 nam omogocata spremljanje uc¢inkovitosti zdravljenja bolnikov.

Obratno prepisovanje RNA in kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem cas
(RT-gPCR) je najpomembnejsa metoda za dolocitev BCR-ABL1 produkta. Izrazimo ga z
razmerjem med Stevilom kopij cDNA segmenta BCR-ABLI1 in Stevilom kopij cDNA
segmenta referencnega gena, obicajno gena ABL1, dolo¢enih z RT-gPCR.

Namen nasega dela je bil vpeljati kvantitativno metodo dolo¢anja ravni izrazanja gena BCR-
ABL1, z uporabo novega referencnega gena GUSB. To metodo smo primerjali z obstojeco,
kjer uporabljamo referencni gen ABL1.

Nasi hipotezi sta bili, da je metoda BCR-ABL1 RT-qPCR z uporabo referencnega gena
GUSB linearna v obmod¢ju izraZzanja molekularnega produkta nad 10% na mednarodnem
merilu, v obmocju izrazanja molekularnega produkta pod 10% na mednarodnem merilu pa
je primerljiva z obstojeco metodo, kjer kot referencni gen uporabljamo gen ABL1.

Metodi smo dolocili natancnost, ter mejo zaznave. Koeficient variacije pri doloCanju
razmerja BCR-ABL1/GUSB v seriji meritev za prepisa el3a2 in el4a2 je bil najvec
17,547%, med serijami meritev pa najve¢ 29,742%. Natancnost metode je primerljiva s
podatki iz literature (koeficient variacije pod 30%). Meja zaznave je ena levkemi¢na BCR-
ABL1 pozitivna celica med 100.000 BCR-ABL1 negativnimi celicami.

Rezultati linearnosti nove in obstojeCe metode so pokazali naslednje: nova metoda je
linearna v celotnem obmodju merjenja (od 10° do 10°®), determinacijski koeficient ustreza
priporoc¢ilom iz literature in znaSa nad 0,98, obstojeca metoda pa tem kriterijem ne zadosca
v celotnem merilnem obmocju. Pearsonov korelacijski koeficient med novo in obstojeco
metodo je bil 0,9736, kar kaZze na to, da sta metodi primerljivi v obmoc¢ju izrazanja
molekularnega produkta pod 10% na mednarodnem merilu. Obstojeco in novo metodo smo
primerjali z Bland-Altman analizo, korelacijo in linearno regresijo, kar nam je omogocilo
pridobitev preliminarnega konverzijskega faktorja, ki znaSa 0,4835. Preverili smo ujemanje

podatkov po pretvorbi rezultatov obeh metod na mednarodno merilo, ki je bilo sprejemljivo.

Vil
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Menimo, da je nova metoda BCR-ABL1/GUSB RT-qPCR linearna tudi v obmoc¢ju izraZzanja
molekularnega produkta nad 10% na mednarodnem merilu, in da je primerljiva z obstojeco
metodo BCR-ABL1/ABL1 RT-qPCR v obmoc¢u izrazanja molekularnega produkta pod 10%
na mednarodnem merilu. Nova metoda je primerna za redno uporabo v laboratoriju pod

pogojem, da zanjo pridobimo veljaven konverzijski faktor.

Vil
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ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia is malignant clonal disorder of hematopoetic stem cells, and is
classified as mieloproliferative neoplasm. It is defined by Philadelphia chromosome
(translocation between cromosomes 9 and 22) and fusion gene BCR-ABL1. BCR-ABL1 gene
and its product BCR-ABL.1 protein allow us to monitor the effectiveness of treatment.
Reverse transcription of RNA and real time quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR) is the most important method for detection of BCR-ABL1 product. It is expressed by
the ratio of number of copies of cDNA segment of BCR-ABL1 and number of copies of
cDNA segment of reference gene, normaly ABL1, detected with RT-qPCR.

The purpose of our work was to implement a quantitative method of detection of BCR-ABL1
level expression, using a new reference gene GUSB. We compared this method to already
existing one, where the reference gene is ABL1.

Our hypotheses were, that the BCR-ABL1 RT-qPCR method using reference gene GUSB is
linear in range above 10% of expression level of molecular product on International scale,
in range under 10% of expression level of molecular product on International scale is
comparable to already existing method, where the reference gene is ABL1.

We determined precision and limit of detection for the method. Coefficient of variation in
detection of BCR-ABL1/GUSB ratio in within run precision for e13a2 and e14a2 transcripts
was maximum of 17,547%, and in between run precision for e13a2 and el4a2 transcripts
maximum of 29,742%. Precision of the method is comparable to literature data (coefficient
of variation less than 30%). Limit of detection is one leukemic BCR-ABL1 positive cell in
100.000 BCR-ABL1 negative cells.

Results of linearity of new and existing method showed next: new method is linear in whole
range of measurement (from 10° to 10°), the determination coefficient corresponds with the
recommendations in literature and is more than 0,98, and the existing method does not
correspond with these recommendations in the whole range of measurement. Pearson's
coefficient of correlation between new and existing method was 0,9736, which shows, that
the two methods are comparable under 10% of expression level of molecular product on
International scale. We compared the existing and the new method using Bland-Altman
analysis, correlation and linear regression, which allowed us to obtain preliminar conversion
factor, that is 0,4835. We checked the matching of data after transformation of results

obtained in both methods to International scale. The matching was acceptable.
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We think, that the new method BCR-ABL1/GUSB RT-gPCR is linear in range above 10%
of expression level of molecular product on International scale, and is also comparable to
existign method BCR-ABL1/ABL1 RT-gPCR in range under 10% of expression level of
molecular product on Internationa scale. New method is suitable for regular use in

laboratory, under condition that the valid conversion factor is obtained.
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SEZNAM OKRAJSAV

KML (CML) - chronic myeloid leukemia — kroni¢na mieloi¢na levkemija
Ph - Philadelphia kromosom

BCR-ABL1 - fuzijski onkogen, ki nastane pri recipro¢ni translokaciji med dalj$ima
ro¢icama kromosomov 9 in 22, tudi protein

BCR- breakpoint cluster region protein

ABL1 — Abelsonov virusni onkogen misje levkemije

M-bcr — major breakpoint cluster region — velika prelomna regija

m-bcr — minor breakpoint cluster region — manj$a prelomna regija

n-bcr — micro breakpoint cluster region — mikroprelomna regija

el3a2 — fuzijski prepis velikosti 210kDa

elda2 — fuzijski prepis velikosti 210kDa

ALL- akutna limfocitna levkemija

FISH- fluorescentna in situ hibridizacija

MRNA — messenger RNA — sporocilna ribonukleinska kislina

RT-gPCR- kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu z reverzno
transkriptazo

INF-a— interferon alfa

TKI — inhibitor tirozin kinaze

aloPKMC — alogenska presaditev krvotvornih mati¢nih celic

HLA — human leukocyte antigen — humani levkocitni antigen

KMC — krvotvorna matic¢na celica

TK —tirozin-kinaza

ATP — adenozin trifosfat

PHO — popoln hematoloski odgovor

MolO- molekularni odgovor

IS — International scale — mednarodno merilo

MMR - glavni molekularni odgovor

MR — molekularni odgovor

RNA — ribonukleinska kislina

DNA — deoksiribonukleinska kislina

cDNA — komplementarna deoksiribonukleinska kislina

Xl
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Taq polimeraza— polimeraza, pridobljena iz organizma Thermus aquaticus
gPCR — kvantitativna verizna reakcija s polimerazo

RT- reverzna transkriptaza

GUSB - glukuronidaza beta

LOD- limit of detection — meja zaznave

LOQ - limit of quantification — meja kvantifikacije

Cq - cikel kvantifikacije

KV (CV) — koeficient variacije

R? — determinacijski koeficient

TEa — celokupna analiticna napaka

CNa95 — 95% interval zaupanja za celokupno analiti¢no napako
KCNa% — koeficient variacije v odstotkih celokupne analiti¢ne napake
CI — confidence interval — interval zaupanja

KF - konverzijski faktor

Xl
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1. UVOD

1.1.KRONICNA MIELOICNA LEVKEMIJA
Kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML) je maligna klonska novotvorba krvotvorne mati¢ne

celice in jo uvrs¢amo med mieloproliferativne bolezni. Na leto odkrijejo 1-2 bolnika/100.000
prebivalcev, v Sloveniji pa je incidenca nekoliko nizja, priblizno 0,75
bolnika/100.000prebivalcev (t.j. 12-20 bolnikov na leto) in predstavlja 15-20% vseh
levkemij. Povpreéna starost ob postavitvi diagnoze je med 50 in 60 let, pri otrocih pa se
pojavlja zelo redko. KML se pogosteje pojavlja pri moskih [1,2].

Vzroka za nastanek bolezni ne poznamo, edini znani dejavnik tveganja za pojav KML je
obsevanje z ionizirajo¢imi zarki. Do sedaj Se ni znana povezava med nastankom KML in

druzinsko nagnjenostjo, vplivi okolja, raso ali ekonomskimi razmerami [1].

1.1.1. Philadelphia kromosom in njegovi produkti
Nowell in Hungerford sta leta 1960 v levkocitih bolnikov s KML opazila nenormalen krajsi

kromosom 22, ki so ga poimenovali Philadelphia kromosom (Ph kromosom). Ph kromosom
se ni pojavljal v normalnih levkocitih, zato so ga povezali s pojavom raka. Tako je Ph
kromosom prva dokumentirana kromosomska abnormalnost, ki je povezana z nastankom
raka, ni pa bilo jasno, ali je Ph kromosom vzrok za KML ali njena posledica [3]. Kasneje je
Rowley kromosomsko abnormalnost Ph kromosom opisala kot posledico reciprocne
translokacije med dalj§ima ro¢icama kromosomov 9 in 22 [t(9;22)(q34;q11)], ki je prikazana

na sliki 1. Zaradi omenjene translokacije nastane na Ph kromosomu fuzijski gen BCR-ABL1

[4].

Kromosom Kromosom
9 9q+ 5
Kromosom M) Kromosom
22 22q-
Reciprotna
2 translokacija =
g1l — c-BCR _— -,
(922)(q34:911) BCR-ABL
Philadelphia
kromosom
a4 _!C'ABL B s5-50m

v
3

Slika 1: Reciprocna translokacija t(9;22)(q34;q11) in nastanek Philadelphia kromosoma; prirejeno po [4].
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Pri translokaciji se BCR gen prelomi v podro¢ju 22ql1, najpogosteje na eni od treh
prelomnih regij. Prva prelomna regija je vecja prelomna regija (major breakpoint cluster
region, M-bcr), ki obsega eksone 12 do 16 (prvotno ozna¢eni od bl-b5). Zaradi
alternativnega izrezovanja eksonov, pri katerem se odstranijo ABL eksoni Ib, la in 1,
nastaneta fuzijska prepisa el13a2 ali el4a2, iz katerih v procesu translacije nastane 210kDa
velik protein p210BCRABLL Dryga prelomna regija je manjsa prelomna regija (minor
breakpoint cluster region, m-bcr), kjer se prelom zgodi znotraj introna 1, in katere produkt
je fuzijski prepis ela2 in posledi¢no 190kDa velik protein p190BCRABLL ki se sicer pogosteje
pojavlja pri bolnikih z akutno limfoblastno levkemijo (ALL), redko pa ga opazimo pri
bolnikih s KML. Tretja prelomna regija je mikroprelomna regija (mikro breakpoint cluster
region, p-ber), ki obsega eksone 19 do 21, in katere produkt je 230kDa velik protein p2308R-
ABLL ki ga povezujemo s kroni¢no nevtrofilno levkemijo, pojavlja pa se tudi v nekaj primerih

KML [4, 5]. Vse tri prelomne regije na BCR genu so prikazane na sliki 2.

BCR gen b2 b3 el9

el el e’

> - » - —»

m-ber M-ber w-ber

Slika 2: BCR gen in prelomne tocke; prirejeno po [6].

Prelom znotraj ABL gena v podrocju 9q34 se lahko zgodi kjerkoli na 5' koncu gena, in sicer
pred prvim alternativnim eksonom Ib, naprej od drugega alternativnega eksona la,
najpogosteje pa pride do preloma med obema alternativnima kromosomoma [6]. Prelomne
tocke znotraj ABL gena so s pus¢icami prikazane na sliki 3.

ABL gen
' Ib ' ln' a2al all

Slika 3: ABL gen in prelomne togke; prirejeno po [6].
Pri translokaciji kot produkt Philadelphia kromosoma nastane molekula mMRNA, v kateri so
BCR sekvence pripete na ABL ekson a2. V himernem proteinu BCR-ABLL1 je del, ki ga
prispeva ABL, dokaj konstanten in verjetno prispeva k transformaciji celic, medtem ko je
del, ki ga prispeva BCR, lahko razli¢no velik. Razli¢na dolzina BCR sekvenc pa verjetno
vpliva na fenotip bolezni [6]. Na sliki 4 so prikazane strukture mRNA, ki se najpogosteje

pojavljajo pri KML in so posledica translokacije t(9;22)(g34;q11).
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fuzijski prepisi BCR-ABL

cla2 BRI

B e T T A R —
B T i —

Slika 4: Struktura mRNA pri razli¢nih fuzijskih prepisih BCR-ABL1; prirejeno po [6].

BCR-ABLL1 protein, ki je produkt fuzijskega gena, ima zaradi prisotnosti tirozin kinazne
domene na ABL delu proteina kontinuirano tirozin kinazno aktivnost, ki vzdrzuje aktivirano
pot celi¢ne delitve [3]. BCR-ABL1 verjetno vpliva na od citokinov odvisne mehanizme
celi¢ne signalizacije, s Cimer prispeva k nenormalnemu prezivetju in proliferaciji celic kljub

odsotnosti fizioloskih stimulusov [4,7].

1.1.2. Klini¢na slika pri kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji
Bolezen naravno poteka 3-5 let in gre skozi tri razli¢na obdobja: skozi kroni¢no obdobje, v

katerem odkrijemo vecino bolnikov, skozi pospeseno obdobje in skozi blastno preobrazbo
[1]. Bolnike s KML pogosto odkrijemo naklju¢no ob pregledu krvne slike. 20-50% bolnikov
je ob diagnozi popolnoma asimptomatskih. Pri pregledu periferne krvne slike zasledimo
levkocitozo, kjer prevladujejo mielociti in zreli nevtrofilni granulociti, prisotne pa so tudi
druge stopnje dozorevanja levkocitov vse do mieloblasta [8]. Slika 5 prikazuje pomik v levo

v granulocitni celi¢ni vrsti, prisoten pa je tudi mieloblast, ki se nahaja na sredini slike.

Slika 5: Pomik v levo in mieloblast; prirejeno po [9].

Prisotne so lahko tudi eozinofilija, bazofilija, trombocitoza in anemija. Posamezni
granulociti so lahko hipersegmentirani, vendar pa se ta sprememba pojavi Sele v napredovali
bolezni [9]. Simptomi se pojavijo navadno ob napredovanju bolezni in so povezani z
oslabljenim imunskim sistemom. Pojavi se nocno znojenje, popoldanske vrocine, hujsanje,
tis¢anje v trebuhu, anemija, motnje vida, glavobol, zaradi motenj v delovanju trombocitov
pa bolniki lahko pogosteje tudi krvavijo [1,10]. Vranica se lahko poveca do te mere, da jo

bolniki sami zatipljejo, medtem ko jetra navadno niso poveCana oziroma so zmerno
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povecana [8]. Bolezen iz kroni¢nega obdobja napreduje v pospeseno obdobje oziroma v
napredovalo obliko bolezni, ki jo definira prisotnost 15-19% blastov v periferni krvi ali v
kostnem mozgu. Prisotnih pa mora biti tudi vsaj 20% bazofilnih granulocitov v Kkrvi in
trombocitopenija, ki ni posledica zdravljenja [8]. Pospeseno obdobje napreduje naprej v
blastno preobrazbo, to je stanje enako akutni levkemiji, pri kateri je prisotnih najmanj 30%
blastov v periferni krvi ali v kostnem mozgu. Ce se KML preobrazi v akutno mieloblastno
levkemijo, bolezen traja najve¢ Sest mesecev, ¢e pa se preobrazi v akutno limfoblastno
levkemijo, pa deset mesecev. Bolniki po blastni preobrazbi najpogosteje umrejo zaradi

okuzbe ali krvavitev [1].

1.1.3. Diagnoza kroni¢ne mieloi¢ne levkemije
Ce bolezen odkrijemo v kroni¢nem obdobju, pri klini¢nem pregledu ni nobenih posebnosti.

Odkrijemo lahko le rahlo povecano vranico. Za potrditev diagnoze je potrebno narediti
naslednje laboratorijske preiskave: celotna krvna slika, punkcija in biopsija kostnega mozga
za citoloski in histoloski pregled, dokaz prisotnosti Philadelphia kromosoma (Ph) oziroma
njegovega produkta in zliti gen BCR-ABL1 [1,11]. V tabeli | so zbrani laboratorijski rezultati,
ki kazejo na KML.

Tabela I: Laboratorijski rezultati pri kroni¢ni mieloic¢ni levkemiji; povzeto po [1]

Rezultat Opombe
$t. levkocitov v 50-200x10°%/L zreli nevtrofilci, pomik v levo,
periferni Krvi manj kot 20% mieloblastov in

promielocitov v periferni krvi,

eozinofilija, bazofilija

anemija normocitna, normokromna zmanj$ana eritropoeza
§t. trombocitov | lahko povecano funkcija ni normalna
kostni mozeg velika gostota celic, maloStevilni razrast celic granulocitne vrste,

eritroblasti, v blastni preobrazbi vec¢ granulociti:eritroblasti = 10:1 —
kot 20% levkemicnih blastnih celic, ni | 50:1

Auerjevih palic¢ic

S citogenetsko preiskavo kostnega mozga (kariogram) Ph kromosom dokaZzemo pri 90 —
95% bolnikov s KML, pri ostalih 10 — 5% pa lahko Ph kromosom dokazemo s fluorescentno
in situ hibridizacijo (FISH) ali pa z dokazovanjem prepisa BCR-ABL1 (MRNA) z metodo

obratnega prepisovanja in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) [8,12].
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1.1.4. Diferencialna diagnoza kroni¢ne mieloi¢ne levkemije
Povecano Stevilo levkocitov lahko v krvi detektiramo tudi pri zdravih ljudeh in pri hudih

kadilcih. Povisanje ni tako visoko kot pri KML, prav tako ni prisotnih nezrelih oblik
granulocitov in Ph kromosoma. Diferencialna diagnoza je pomembna za lo€itev bolezni in
stanj, pri katerih sta klini¢na in laboratorijska slika podobni kot pri KML. Med te bolezni in
stanja spadajo okuzbe, obseznejSe krvavitve, kroni¢na eozinofilna levkemija, kroni¢na
nevtrofilna levkemija, ostale mieloproliferativne bolezni in akutna levkemija. Pri akutni
levkemiji vranica ni tako povecana, v periferni Krvi pa ne zasledimo pomika v levo,
eozinofilije in bazofilije. Za diferencialno diagnostiko so najpomembnejse citogeneti¢ne in

molekularno geneti¢ne preiskave celic kostnega mozga [1].

1.1.5. Obdobje bolezni in prognoza
Ob diagnozi KML je potrebna opredelitev, v katerem obdobju bolezen je. Glede na

laboratorijske rezultate se bolezen uvrsti v eno od treh obdobij: kroni¢no obdobje, pospeseno

obdobje ali blastna preobrazba [11]. V tabeli 1l so povzeti kriteriji za posamezno obdobje.

Tabela Il: Kriteriji za razvrstitev kronicne mieloic¢ne levkemije v posamezno obdobje; prirejeno po [11, 13].

Kroni¢no obdobje Pospeseno obdobje Blastna preobrazba

noben od kriterijev za | 10-19% blastov v krvi ali v >20% blastov v krvi ali v

pospeseno obdobje ali | kostnem mozgu. kostnem mozgu.

blastno preobrazbo >20% bazofilcev v krvi in/ali Ekstramedularna proliferacija
kostnem mozgu. levkemic¢nih blastnih celic.

Trombocitopenija <100x10%L, ki
ni povezana z zdravljenjem.
Trombocitoza >1000x10°/L,

neodzivna na zdravljenje.

Obdobje, v katerem odkrijemo bolezen in jo zatnemo zdraviti, je pomembno, saj imajo
bolniki, ki jih odkrijemo v kroni¢énem obdobju pomembno daljse prezivetje kot bolniki, pri
katerih z zdravljenjem za¢nemo v napredovalem (pospesenem) obdobju. Prezivetje je
povezano s hematoloSkim, citogenetskim in molekularnim odgovorom ter stopnjo odgovora
na zdravljenje. Bolj$i ko je odgovor, ki ga dosezemo v doloCenem obdobju, daljse je
prezivetje brez bolezni [11]. Umrljivost bolnikov, ki jih odkrijemo in zdravimo v kroni¢nem
obdobju bolezni, je relativno nizka (5 —10% v prvem letu po postavitvi diagnoze), v obdobju
od tretjega do petega leta pa se povisa na 23 — 28% [14]. Bolnike lahko glede na prognosti¢ni

sistem razvrstimo v rizi¢ne skupine, ki so definirane s Karakteristikami, znacilnimi za
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bolezen [15]. Leta 1984 je bila predstavljena Sokalova klasifikacija, ki temelji na razvrs¢anju
bolnikov na podlagi standardne kemoterapije z uporabo busulfana in hidroksiuree. 14 let
kasneje je v uporabo prisla Hasfordova klasifikacija, katere osnova je zdravljenje z
interferonom. Pred kratkim (leta 2011) pa je EUTOS (European Treatment and Outcome
Study) predstavil Se tretjo klasifikacijo, ki temelji na uporabi prve generacije zaviralcev
tirozin kinaze, in sicer imatiniba [11,15]. V tabeli 111 so povzete karakteristike za posamezno

klasifikacijo in izracun relativnega tveganja.

Tabela Ill: Klasifikacijski sistemi in izrac¢un relativnega tveganja; prirejeno po [11,15,16,17].

Sokal (1984)

Hasford (1998)

EUTOS (2011)

Velikost vranice
Stevilo trombocitov

Odstotek blastov

Velikost vranice
Stevilo trombocitov
Odstotek blastov
Odstotek bazofilcev
Odstotek eozinofilcev

Prevladujoce Standardna Interferon-a Imatinib
zdravljenje kemoterapija
Faktorji Starost Starost Velikost vranice

Stevilo bazofilcev

Izra¢un ocene

tveganja

0,116 x (starost-43,4) +
0,0345 x (velikost
vranice — 7,51cm) +
0,188 x [(it.
trombocitov/700)? —
0,563] + 0,0887 x (%
blastov — 2,10)

0,666 pri starosti <50 let
+ 0,042 x velikost
vranice + 1,0956 pri st.
trombocitov >
1500x10%L + 0,0584 x
% blastov + 0,20399 pri
>3% bazofilcev +

0,0413 x % eozinofilcev

7 x §t. bazofilcev + 4

x velikost vranice

Rizi¢na skupina

Visoko tveganje: >1,2
Srednje tveganje: 0,8 —
1,2

Nizko tveganje: <0,8

Visoko tveganje: > 1480
Srednje tveganje: >780
in <1480

Nizko tveganje: <780

Visoko tveganje: >87

Nizko tveganje: <87

1.1.6. Zdravljenje kroni¢ne mieloi¢ne levkemije

Zacetki zdravljenja KML segajo dale¢ nazaj v leto 1865, ko je zacel Thomas Fowler
uporabljati arzenik z namenom izboljsanja kakovosti zivljenja bolnikov s KML. V zacetku

19. stoletja se je zdravljenje usmerilo v obsevanje vranice, kasneje pa so v uporabo prisli Se
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benzen, uretan in levkofereza. Leta 1953 je David Galton prvi¢ uporabil busulfan,
alkilirajoCe sredstvo, za Katero se je kmalu pokazalo, da je mutagen, zato ga je zamenjala
hidroksiurea, ki zmanjSa sintezo deoksiribonukleotidov preko inhibicije ribonukleotidne
reduktaze. Sredi 80. let prejSnjega stoletja je v uporabo prisel interferon alfa (INF-a), Ki je
bil v primerjavi z busulfanom in hidroksiureo u¢inkovitejsi, izbolj$ano je bilo tudi prezivetje
bolnikov. V zacetku 21. stoletja je v uporabo priSel imatinib, predstavnik prve generacije
zaviralcev tirozin kinaze, ki je nadomestil IFN-o pri zdravljenju bolnikov v kroni¢nem
obdobju bolezni. Imatinib se je ohranil kot prva izbira za zdravljenje KML, temu pa je sledil

razvoj zdravil druge generacije zaviralcev tirozin kinaze (TKI) [18].

Pri bolnikih, ki jih odkrijemo v kroni¢nem in napredovalem obdobju bolezni, se po evropskih
priporo¢ilih iz leta 2013 uporablja eden od treh TKI: imatinib 400mg/dan, nilotinib
300mg/12 ur ali dasatinib 100mg/dan. Uporabljajo se lahko standardni odmerki ali pa tudi
vi§ji, uporaba nizjih odmerkov pa ni priporocljiva, saj lahko pride do razvoja odpornosti na
zdravilo [11,19]. V primeru, da bolnik ne prenaSa predlaganih zdravil ali pa je razvil
toleranco nanje, se lahko uporabi bosutinib 500mg/dan ali pa ponatinib 45mg/dan [19]. Na

sliki 6 so prikazane kemijske strukture TKI prve in druge generacije.

. N N
(QA 3 a
N \_QFO
() "
" g
|
A. Imatinib B. Nilotinib C. Dasatinib

Slika 6: Kemijska struktura imatiniba, nilotiniba in dasatiniba [20].

Busulfan, ki je bil v preteklosti dolgo ¢asa v uporabi, se ne uporablja ve¢, hidroksiurea pa se
lahko uporabi samo za kratek ¢as, dokler ne potrdimo diagnoze in ne uvedemo TKI [19].
Alogenska presaditev krvotvornih mati¢nih celic (aloPKMC) je Se vedno edini nacin
zdravljenja, ki omogoca popolno ozdravitev, pomembna pa je pri bolnikih, ki se slabo
0dzivajo na zdravljenje s TKI, in pri otrocih s HLA identi¢nim sorodnim darovalcem KMC

[1,19]. Ce bolnika odkrijemo v napredovalem obdobju bolezni ali v obdobju blastne
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preobrazbe, poteka zdravljenje tako, da bolnik prejme enega od treh TKI v povecanem
odmerku, in sicer imatinib 400mg/12 ur, nilotinib 400mg/12 ur ali dasatinib 70mg/12 ur ali
140mg/dan. V primeru, da bolniki v pospeSenem obdobju ne dosezejo optimalnega odgovora
na zdravljenje s TKI, je potrebno iskati darovalca KMC za aloPKMC. Bolnikom, ki jih
odkrijemo v obdobju blastne preobrazbe, takoj po zadovoljivem odzivu na imatinib
priklju¢imo Se standardno kemoterapijo za mieloblastno ali limfoblastno preobrazbo KML,
¢emur sledi aloPKMC [11,19]. AloPKMC je najucinkovitejSa pri mlajsih bolnikih, pri
starej$ih pa se lahko opravi le v primeru, da najdemo ustreznega darovalca [21]. V primeru,
da je bolnik iz kroni¢nega obdobja napredoval v pospeseno obdobje ali v obdobje blastne
preobraze, pa je potrebno preveriti mutacijski status in ugotoviti, ali se je pojavila nova

mutacija, zaradi katere je uporabljen TKI neuc¢inkovit [19,22]. Slika 7 prikazuje algoritem

zdravljenja KML.
Pospedeno
Kron:éno obdobje obdobje’ blastna
preobrazba
Ni odgovora
Imatimb - po terapijl
- odkniyje
Neoptimalen
odgovor
Povidanje NI cdgovora | Mutacyska
odmerka analiza
Ninovih
mutacydruga € =
mutacya mutacya
»  T3151
Pospesenoc obdobjei
biastna preobrazba «
ni 0dgovora l l
Druga generacya
TR dasatmb ¢ & Khniéna
mlotuub ~/- S testirana

citostatiks
I Neuspeino zdravijenja?

!

Alogenska

presaditey KMC Khnna testranya
fesadtey Al

Slika 7: Algoritem zdravljenja kroni¢ne mieloicne levkemije; prirejeno po [20].

Imatinib, TKI prve generacije, deluje tako, da se umesti v aktivno mesto na tirozin kinaznem

(TK) delu BCR-ABL1 proteina in s tem prepreci vstop ATP in posledi¢no zavre fosforilacijo
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in aktivacijo signalnih poti, ki so pomembne za delitev in proliferacijo celice. Rezultat

vezave imatiniba na aktivno mesto TK je povecana apoptoza Ph+ celic pri KML [18].

1.1.7. NeZeleni ucinki zdravljenja kroni¢ne mieloi¢ne levkemije z inhibitoriji
tirozin kinaze
Pri zdravljenju KML s TKI se lahko pri bolnikih pojavijo razli¢ni nezeleni ucinki, ki lahko

vplivajo na izbiro najustreznejSega zdravila. Nezelene ucinske lahko razvrstimo na dva
nac¢ina. V prvem primeru jih razvrstimo glede na nezeleni ucinek, in sicer v tri skupine:

e glavni neZeleni uCinki se najpogosteje pojavijo ze v prvi fazi zdravljenja in so
obvladljivi, vendar pa je v primeru, da se pojavijo, potrebno znizati odmerek in
zacasno prekiniti z zdravljenjem. Prekinitev zdravljenja z zdravilom, ki povzroca
glavne nezelene ucinke, je pri 10% bolnikov dokon¢na (potrebna je zamenjava
zdravila);

e man;jsi nezeleni ucinki se lahko pojavijo ze zelo zgodaj po uvedbi zdravljenja in
lahko vztrajajo ves ¢as zdravljenja (postanejo kroni¢ni). V veliki vecini so obvladljivi
in vzdrzljivi, vendar pa negativno vplivajo na kakovost Zivljenja in so vzrok
kompliance in posledi¢no tudi neuspeha zdravljenja;

e pozni nezeleni ucinki vplivajo na sréno-Zilni sistem, na respiratorni sistem, na jetra,
na trebusno slinavko, na imunski odziv in na metabolizem (glukoze, kalcija in
lipidov) [23].

Druga razdelitev nezelenih ucinkov pri zdravljenju KML je na hematoloske in na
nehematoloske nezelene uc¢inke. Med hematoloske neZelene u¢inke spadajo nevtropenija (st.
nevtrofilcev <1x10%L), trombocitopenija (§t. trombocitov <50x10%L) in anemija. Med
nehematoloske nezelene ucinke pa spadajo slabost, driske, zadrzevanje vode (edemi,
ascites), druge prebavne tezave, miSicni kr¢i, izpuséaji, srbenje koze, utrujenost, zviSan

bilirubin,...[19].

1.1.8. 0dziv na zdravljenje kroni¢ne mieloi¢ne levkemije
Odziv na zdravljenje je najpomembne;jsi prognosti¢ni dejavnik bolezni. Do leta 2013 je bila

definicija odgovora na zdravljenje omejena na zdravljenje z imatinibom, sedaj pa je odziv
na zdravljenje opredeljen kot Zelena stopnja odgovora, ne glede na uporabljen TKI v prvi
liniji zdravljenja in v drugi liniji zdravljenja, ¢e je zdravljenje z imatinibom neuspe$no
[19,23]. Odziv na zdravljenje je lahko "ustrezen™, "neuspesno”, lahko pa ga opredelimo kot
"opozorilo”. Optimalni odgovor je povezan s prezivetjem, ki ga lahko primerjamo z zdravo

populacijo. Sprememba terapije v tem primeru ni potrebna. Neuspesno zdravljenje pa
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pomeni, da trenutno zdravljenje ni ustrezno in lahko vodi v napredovanje bolezni in celo v
smrt bolnika, zaradi Cesar je potrebno terapijo zamenjati. Opozorila so podrocje med
ustreznim in neuspe$nim odgovorom in pomenijo, da odziv ni optimalen. Zato je potrebno
bolnika spremljati pogosteje, da lahko v primeru napredovanja bolezni pravi ¢as zamenjamo
terapijo [23]. Na sliki 8 so zbrani kriteriji za posamezen odgovor na prvo zdravljenje KML
s TKI.

CAS USTREZEN ODGOVOR OPOZORILA NEUSPEH
Visoko rel. tveganje
. . ali
Ob diagnazi - Kloneke kromosomske
nepravilnosti v Ph+ celicah
BCR-ABL1 < 10% BCR-ABL1 = 10% Ni PHO
Po 3 . . .
mesecih indali in/ali in/ali
Ph+ = 35% Ph+ 36-95% Ph+ >95%
BCR-ABL1 < 1% BCR-ABL1 1-10% BCR-ABL1 =>10%
Po 6 - - tali
mesecih in/ali in/ali In/al
Fh= 0O Ph® 1-35% Ph+ =35%
Po 12 BCR-ABL1 =1%
. BCR-ABL1 = 0,1% BCR-ABL1 > 0,1-1% In/ali
mesecih )
Ph+ = 0%
lzguba PHO
Potem Dodatne kromosomske IFZ,EEJ .Z?;?It{jba lavneaa MolO
in BCR-ABL1 = 0,1% nepravinosti v Ph- celicah 1 ) - g _ 9
kadarkoli (-7, or 7qY) Mutacije (npr: T315l)
’ a Klonske kromosomske
nepravinosti v Ph+ celicah

PHO-popaini hematolodki odgovor, PCINO- popoini citogenetski odgovor, Glavni MalO-glavni malekularni odgovor

Slika 8: Definicije odgovora na prvo zdravljenje kroni¢cne mieloi¢ne levkemije z inhibitorji tirozin kinaze [19].

Raziskave, povezane z odzivom na zdravljenje, potekajo tudi v smeri raziskovanja
zgodnjega odziva na zdravljenje, in sicer z merjenjem padca produkta BCR-ABL1 od
diagnoze do treh mesecev od uvedbe TKI. Molekularni odgovor, ki ga dolo¢imo s koli¢ino
produkta BCR-ABL1 na mednarodnem merilu IS (BCR-ABL1"), v dologeni ¢asovni tocki
(t.j. tri mesece po postavitvi diagnoze) je pomemben prognosti¢ni dejavnik. Bolniki, Ki v
prvih treh mesecih zdravljenja doseZejo raven prepisa <10% BCR-ABL1'S, imajo verjetnost
prezivetja petih let visjo od 90% [13].
1.1.9. Spremljanje odziva na zdravljenje - monitoring
Odziv na zdravljenje oz. uspesnost zdravljenja spremljamo na treh nivojih:
e hematoloski odgovor — prisotnost klini¢nih znakov bolezni (pregled celotne krvne
slike),
e citogenetski odgovor — prisotnost malignih celic s Ph kromosomom (citogenetska

preiskava in FISH),
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e molekularni odgovor —nivo izrazanja zlitega gena BCR-ABL1 (RT-gPCR) [5].
Odziv na zdravljenje ocenjujemo v treh, Sestih in dvanajstih mesecih po uvedbi zdravljenja
s TKI in je uspesno, kadar doseZzemo popoln hematoloski odgovor — PHO, ki je definiran kot
odsotnost klini¢nih znakov in sprememb v krvni sliki, ko s citogenetsko preiskavo v kostnem
mozgu ne dolo¢imo ve¢ prisotnosti Ph+ celic, kar imenujemo popolni citogenetski odgovor,
in ko dosezemo glavni molekularni odgovor — glavni MolO, kar pomeni, da se je Stevilo
kopij gena BCR-ABL1 zmanjsalo za ve¢ kot 1000-krat od zacetne standardne vrednosti [19].
RT-qPCR je najpomembnejsa preiskava za spremljanje uspesnosti zdravljenja bolnikov s
KML. Rezultati so izrazeni kot odstotek razmerja $tevila kopij BCR-ABLI in $tevila kopij
referencnega gena na mednarodnem desetiSkem logaritemskem merilu (International scale
—1IS), kjer 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,0032% in 0,001% ustreza zmanjSanju za 1, 2, 3, 4, 4,5
in 5 logaritmov pod zacetno standardno vrednost, ki je bila dolocena v raziskavi IRIS.
ZacCetna standardna vrednost predstavlja 100% [19,24,25]. Glavni MolO (tudi MMR)
predstavlja zmanjSanje $tevila kopij prepisa BCR-ABL1 za 3 desetiSke logaritme pod
zaGetno vrednost (MR3?). Preverjanje molekularnega odgovora se izvaja na buffy-coatu, Ki
ga pridobimo iz najmanj 10mL periferne krvi. Merjenje odgovora na zdravljenje izvajamo
vsake tri mesece, dokler ne dosezemo MMR (MR3? ali bolje), potem pa vsake 3-6 mesecev
[23].

1.2.KVANTITATIVNA VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM
CASU Z REVERZNO TRANSKRIPTAZO (RT-qPCR)
Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu z reverzno transkriptazo (RT-

gPCR) je preiskava, ki jo uporabimo, kadar kot izhodni material za molekularno testiranje
uporabimo RNA. Najprej se RNA s pomoc¢jo encima reverzna transkriptaza prepise v
komplementarno DNA (cDNA), ki jo potem uporabimo kot matrico za kvantitativno verizno
reakcijo s polimerazo (QPCR). RT-qPCR je metoda, ki jo lahko uporabimo na razli¢nih
podro¢jih, med drugim tudi za preverjanje izrazanja genov, za validacijo RNA, za detekcijo
patogenov, za gensko testiranje in pri raziskovanju bolezni [26]. Glavna razlika med
klasicnim PCR in RT-qPCR je ta, da pri klasi¢chem PCR nastali produkt dolo¢amo po
koncani reakciji, pri RT-gPCR pa nastajanje produkta merimo v realnem ¢asu. Metoda RT-
gPCR temelji na uporabi fluorescentnega barvila (fluorofora), ki ga dodamo v reakcijsko
mesanico, jakost fluorescence pa se meri v vsakem ciklu reakcije. Fluorofor (reporter) je
pripet na 5' konec oligonukleotidne sonde oz. probe, na 3' konec pa je pripet dusilec

fluorescence (quencher). Za pomnozevanje se najpogosteje uporablja TagMan sistem, ki

11
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vsebuje Taq polimerazo z 5'-3' eksonukleazno aktivnostjo, zaradi katere pride do hidrolize
sonde in s tem do odcepitve reporterja in quencherja, zaradi ¢esar jakost fluorescence poraste

[27,28]. Na sliki 9 je prikazan mehanizem delovanja Tag sonde in Taq polimeraze.

Fhuorescenca je zaduSena

h
‘\.; zaradi blizine quencherja

(©)

Oligonukleotidni za¢etnik Sonda
Fluorescenca je zaduSena
\T; zaradi blirine quencherja
- B et s x‘@/ .-\‘.
| |

Reporter se odcepi,
fluorescenca poraste

Slika 9: Princip detekcije qPCR s Tagman sondami in Taq polimerazo; prirejeno po [29]. R — reporter, Q — quencher)

Uporaba sond omogoca vecjo obcutljivost in tudi izvajanje ve¢ reakcij hkrati (multiplex
reakcije), ¢e uporabimo ve¢ sond, ki imajo razli¢ne fluorofore [27]. RT-qPCR se lahko
izvede v enem koraku ali pa v dveh, razlika pa je v tem, ali obratno prepisovanje RNA v
c¢DNA izvedemo v isti mikrocentrifugirki in pufru kot pomnozevanje ali pa ta dva dela
reakcije lo¢imo [26]. Na sliki 10 je shematsko prikazana razlika med RT-qPCR, izvedenem

v enem koraku, in RT-gPCR, izvedenem v dveh korakih.

12
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s ¥ L » Qligo(dT)
P + mRNA M N » nakljucni oligonukleotidni zacetniki
¥ RT \' ¢ sekvencno specificni oligonukleotidni zacetniki
' e
v b onapol @, = / D
o5 </ ’ 3 > </ Sy
= Vo - pufer + Ne o / o
sekventno specifiéni / dNTP \ N DOC
oligonukleotidni ~— [E- /—\\\ ~
tetniki >
zate cONA 2R
\ Sequence-specific
N N Primers
RT-qPCR RT qPCR

Slika 10: Primerjava RT-qPCR v enem in v dveh korakih; prirejeno po [26]. RT — reverzna transkriptaza. DNA Pol — DNA
polimeraza

Uporaba posamezne izvedbe RT-gPCR ima svoje prednosti in slabosti, ki so opisane v tabeli
(\VA

Tabela IV: Primerjava RT-gPCR v enem in v dveh korakih; povzeto po [26].

Prednosti Slabosti
1 korak - manj razlik med eksperimenti - lo¢ena optimizacija obeh reakcij je
(uporaba 1 mikrocentrifugirke) nemogoca
- manjS$a moznost kontaminacije - manjSa obcutljivost kot pri metodi
(manj korakov pipetiranja) z 2 korakoma
- hitra, visoko ponovljiva metoda - detekcija manjSega Stevila tar¢nih
zaporedij

2 koraka | - pripravljeno cDNA lahko shranimo | - ve¢ja moznost kontaminacije

in uporabimo v vec reakcijah zaradi uporabe vec

- tar¢ne in referencne gene lahko mikrocentrifugirk in vecjega Stevila
pomnozimo v enaki cDNA korakov pipetiranja

- optimiziramo lahko vse korake - ve¢ optimizacije

obeh reakcij - dolgotrajna metoda

- uporaba razli¢nih zacetnikov je

mogoca

1.2.1. Kvantifikacija izraZanja genov
Izrazanje genov lahko pri RT-qPCR kvantificiramo na dva nacina: absolutno in relativno. V

nadaljevanju je opisana absolutna kvantifikacija, ki smo jo uporabili pri naSem delu.

Absolutna kvantifikacija pomeni dolocitev absolutnega Stevila kopij na osnovi standardne
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krivulje. Prednost standardnih krivulj je, da so visoko ponovljive, z njihovo pomoc¢jo pa
pridobimo visoko specifi¢ne, obcutljive in ponovljive podatke. Za zanesljivost rezultata je
potrebna natanéna validacija metode. Pomembna je predvsem koncentracija standardov, ki
mora biti vedno enaka. Razpon standardne krivulje je odvisen od uporabljenih standardov,
razpon pa je lahko <10! do >10° molekul. Kot standardi se lahko uporabljajo razliéne
molekule: rekombinantna plazmidna DNA, ki smo jo uporabili v nasih analizah, genomska
DNA, PCR produkt in komercialno sintetizirani oligonukleotidi [28,30]. Za kvantifikacijo
uporabimo standarde v obmocju pri¢akovanih koncentracij v vzorcu. Po koncani analizi se
izrSie graf odvisnosti Cq od log zacetnega Stevila kopij, ki je premica in iz katerega od¢itamo
Stevilo kopij posameznih vzorcev na osnovi njihovih Cq. Cq predstavlja cikel, pri katerem
vzorec doseze fluorescencni prag. Najvecji problem pri absolutni kvantifikaciji je ta, da
standarde uporabimo samo za qPCR del reakcije, za RT pa ne, zaradi ¢esar bi lahko prislo
do variacije med standardom in vzorcem z neznanim Stevilom prepisov gena. Temu se
izognemo tako, da pred vpeljavo metode dolo¢imo natan¢nost (znotraj analizna variacija) in

ponovljivost (med analizna variacija) [28].

1.2.2. RT-qPCR za dolo¢itev izraZanja fuzijskega gena BCR-ABL1
RT-gPCR se pri bolnikih s KML uporablja za merjenje odziva na zdravljenje, saj omogoca

dolocanje Stevila kopij prepisa fuzijskega gena BCR-ABL1, ki je pomemben za razvoj
bolezni. Ker je rezultat izraZzen kot odstotek razmerja Stevila kopij BCR-ABLI in Stevila
kopij referen¢nega gena na mednarodnem desetiskem logaritemskem merilu, je potrebno pri
RT-gPCR poleg merjenja Stevila kopij BCR-ABL1 hkrati meriti tudi Stevilo kopij
referencnega gena. Idealen referencni gen naj bi se enakomerno izrazal v razli¢nih vrstah
celic, neodvisno od proliferacije. lzrazanje naj bi bilo neob¢utljivo na uporabo zdravil in
enako med celotno populacijo, nivo izrazanja pa naj bi bil podoben nivoju izrazanja BCR-
ABL1 [31]. Gen, ki bi izpolnjeval vse te zahteve, zal ne obstaja oz. ga Se ne poznamo, zato
se moramo zadovoljiti z geni, ki jih imamo na voljo, pri tem pa se moramo zavedati njihovih
pomanjkljivosti [32]. Priporocilo je, da se kot referen¢ni gen uporablja eden od treh genov:
ABL1, BCR ali GUSB. Ti trije geni so pogosto uporabljeni, variacija nivoja izrazanja znotraj
populacije je majhna [33]. Najpogosteje se kot referen¢ni gen uporablja ABL1, vendar pa
metoda pri visoki stopnji izrazanja (pri velikem S$tevilu kopij prepisa) BCR-ABL1 postane
nelinearna, kar je potrebno upostevati pri interpretaciji rezultatov. Podobno se zgodi tudi pri
uporabi BCR kot referencnega gena. Pri uporabi GUSB kot referen¢ni gen pa je metoda
linearna tudi pri visokem Stevilu kopij prepisa BCR-ABL1 [32]. Odziv na zdravljenje sicer
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merimo po treh mesecih od zacetka uvedbe TKI. Za uspesno zdravljenje velja, da je vrednost
BCR-ABLI1 pod ali enako 10% IS, to pa je Ze obmocje, na katerem je linearna tudi metoda,
pri kateri se kot referen¢ni gen uporablja ABL1 [31]. Za uspes$no spremljanje odziva na
zdravljenje je potrebno uporabljati metodo, ki omogoca zanesljivo identifikacijo bolnikov,
ki se na zdravljenje ne odzivajo [34]. Na sliki 11 je prikazana primerjava linearnosti metode
ob uporabi ABL1, BCR in GUSB genov kot referen¢nih genov pri RT-qPCR za dolo¢anje
izrazanja BCR-ABLL1.

(100) -

10

BCR-ABL1 IS

0.1

T T T T
-3 -2 -1 0
Log [KML celic]

Slika 11: Primerjava linearnosti RT-qPCR metode za dolo¢anje BCR-ABL1 ob uporabi razlicnih referencnih genov;
prirejeno po [32].

Ne glede na to, kateri referen¢ni gen uporabljamo, moramo biti pozorni na to, da pri dolo¢itvi
dobimo primerne rezultate, ki so povezani z najmanj$im Stevilom kopij prepisa referencnega
gena. Pri uporabi referen¢nega gena ABL1 moramo dolo¢iti najmanj 10.000 kopij prepisa,
kar je ekvivalentno 24.000 kopijam prepisa pri uporabi GUSB. Stevilo kopij prepisa
referencnega gena moramo meriti v enakem volumnu cDNA, kot merimo BCR-ABL1 [35].
V tabeli V so napisane zahteve glede minimalnega Stevila kopij posameznega referencnega

gena pri globokem molekularnem odzivu.
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Tabela V: Minimalno Stevilo kopij ABL1 in GUSB referencnih genov za globok molekularni odziv; povzeto po [35].

MR* MR#?® MR®
Minimalno §t. kopij 10.000 ABL1 32.000 ABL1 100.000 ABL1
prepisa referen¢nega 24.000 GUSB 77.000 GUSB 240.000 GUSB
gena
BCR-ABL1 IS <0,01% <0,0032% <0,001%

1.2.3. Primerjava dveh metod RT-qPCR za merjenje BCR-ABL1 pri bolnikih s
kroni¢no mieloi¢no levkemijo
Ko Zelimo primerjati dve metodi, od katerih je ena Ze validirana in uspesno vpeljana v rutino,

je potrebno validirati tudi drugo metodo. Izdelati moramo natan¢en nacrt validacije, Ki

zajema vse postopke, ki so vkljuceni v pridobitev konénega rezultata [33]. Za analizo zlitega

gena BCR-ABL1 moramo iz periferne krvi izolirati levkocite, iz njih pa RNA, ki jo z reverzno

transkriptazo prepisemo v CDNA. cDNA potem uporabimo v RT-qPCR za dolocitev stevila

kopij zlitega gena BCR-ABL1. Vsi ti koraki pomembno vplivajo na kon¢ni rezultat, zato jih

je potrebno skrbno nacrtovati in validirati [32]. Na sliki 12 so prikazani koraki analize
fuzijskega prepisa BCR-ABL1.

Periferna kri

|

Izolacija RNA iz levkocitov

Sinteza cDNA z reverzno transkriptazo

RT-qPCR za BCR-ABLI1

\

RT-qPCR za kontrolni gen

—— -

Pozitivni vzorei: razmerje BCR-ABL1/kontrolni gen

Negativni vzorei: $tevilo kopij prepisa kontrolnega gena kot

indikator ob&utljivosti metode

Slika 12: Postopek analize za dolocanje zlitega gena BCR-ABL1 pri bolnikih s kroni¢no mieloi¢no levkemijo; prirejeno
po [32].

Referencni gen izberemo na podlagi ze izvedenih studij in priporoc¢il. GUSB naj bi bil kljub

ne tako pogosti uporabi kot ABL1 najprimernejsi referencni gen za dolocanje BCR-ABL1

pri bolnikih s KML [35].
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Za izbran nov referen¢ni gen je potrebno uporabiti primerne standarde. V primeru, ko kot
referenc¢ni gen uporabimo GUSB, se za standarde priporoca ERM-AD623 plazmid, ki ga
uporabimo direktno za kalibracijo metode [36]. Optimizirati moramo tudi koli¢ino vzorca,
ki jo vnesemo v reakcijo, da dobimo najbolj optimalne rezultate. Koli¢ina vzorca mora biti
taka, da je Se vedno v linearnem dinami¢nem obmoc¢ju metode [37]. Za primerjavo dveh
metod je potrebno poznati oz. dolociti tudi celokupno analizno napako (accuracy oz.
natancnost metode), ki jo dolo¢imo tako, da izmerimo serijo kontrolnih vzorcev z razlicnimi
koncentracijami in izracunamo Koeficient variacije. Preciznost (precision) izmerimo z
veckratnim merjenjem kontrolnih vzorcev z razlicnimi koncentracijami. Analizno
obcutljivost merimo s pomoc¢jo meje zaznave (LOD — limit of detection) in meje
kvantifikacije (LOQ — limit of quantification). LOD je najniZja vrednost analita v vzorcu, ki
jo je z dolo€eno zanesljivostjo mogoce razlikovati od vrednosti, ko je analit odsoten (t.j. od
slepe vrednosti) [38]. Podatek o LOD dobimo tako, da upostevamo zadnji pozitiven rezultat
pri merjenju razredcenih kontrolnih vzorcev. LOQ pa sta najnizja in najvisja koli¢ina analita,
ki jo lahko kvantitativno dolo¢imo s sprejemljivo celokupno napako [33]. Ko uspesno
dolo¢imo vse parametre za novo metodo, lahko izvedemo primerjavo. Analiziramo iste

vzorce, Ki vsebujejo isto koli¢ino cDNA, nato pa podatke statisticno primerjamo.
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2. NAMEN IN CIL]JI

Dolo¢anje ravni izrazanja fuzijskega gena BCR-ABL1z obratnim prepisovanjem in s
kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (RT-qPCR) je najpomembnejsa preiskava za
spremljanje uspesnosti zdravljenja in ocene napovedi poteka bolezni kroni¢ne mieloi¢ne
levkemije(KML) [1,3,4,19]. Raven izrazanja gena BCR-ABL1 predstavlja razmerje med
Stevilom kopij prepisa BCR-ABL1 in Stevilom kopij prepisa referencnega gena
(najpogosteje ABL1, GUSB ali BCR), dolo¢enega z RT-qPCR. Razmerje izrazimo kot delez
0z. odstotek (%) na mednarodnem desetiSkem logaritemskem merilu (International Scale,
IS), kjer 10 %, 1 %, 0,1 %, 0,01 %, 0,0032 % in 0,001 % ustreza zmanjSanju za 1, 2, 3, 4,
4.5 in 5 logaritmov pod zacetno standardno vrednost, ki so jo dolo¢ili v raziskavi IRIS
[24,25]. Odziv na zdravljenje ocenimo tri, Sest in dvanajst mesecev od zacetka zdravljenja z
inhibitorjem tirozin kinaze (TKI). Menimo, da je zdravljenje KML s TKI uspesno, ko ni ve¢
kliniénih znakov in sprememb v krvni sliki (popolni hematoloski odziv, PHO), ko s
citogenetsko preiskavo v kostnem mozgu ne ugotovimo ve¢ celic Ph+ v (popolni
citogenetski odziv) in ko se raven izrazanja gena BCR-ABL1 zmanjsa za ve¢ kot 1000-Kkrat
od zacetne standardne vrednosti, kar opredelimo kot glavni molekularni odgovor (glavni
MolO). Nato ucinek zdravljenja s TKI spremljamo s standardiziranim RT-gPCR na tri
mesece iz vzorca periferne krvi vse do dosezenega stabilnega glavnega MolO, nato pa na tri
do Sest mesecev [19,23]. V primeru rezistence na zdravljenje s TKI, poslabSanja
(nepojasnena anemija, levkopenija in trombocitopenija) oz. napredovanja bolezni pa
opravimo Se dodatne preiskave, ki pripomorejo k razjasnitvi vzrokov takSnega stanja
bolezni. Zadnje raziskave kazejo na to, da je lahko stopnja zacetnega upada ravni izrazanja
gena BCR-ABL1 po treh mesecih od uvedbe zdravljenja s TKI pomemben napovedni kazalec
doseganja kasnejsih optimalnih odzivov zdravljenja. Za ugotavljanje zatetnega upada ravni
izrazanja gena BCR-ABL1 uporabljamo standardizirani RT-qPCR, kjer kot referencni gen
uporabljamo ABL1, Ceprav bi z uporabo referencnega gena GUSB lahko zanesljiveje

spremljali upad izrazanja gena BCR-ABL1 [39].
Hipoteze za delo so:

e Metoda RT-gPCR za dolocanje fuzijskega proteina BCR-ABL1 z uporabo

referencnega gena GUSB je linearna v obmocju nad 10% IS.
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e Metodi merjenja BCR-ABL1/ABL1 in BCR-ABL1/GUSB dajeta pri bolnikih s
kroni¢no mieloi¢no levkemijo, ki imajo vrednost IS (%) BCR-ABL1/ABL1 manj kot

10%, primerljive rezultate.

Namen dela je:

e Uspesno modificirati obstojeco metodo za dolocanje fuzijskega prepisa BCR-ABL1
in dolociti ustrezne pogoje reakcije. Do najbolj optimalnih pogojev bomo poskusali
priti s poskusanjem.

e Dolociti ponovljivost in linearnost metode, ki ustreza priporo¢ilom. Rezultate bomo
pridobili z veckratnim izvajanjem analize in s statisticno obdelavo podatkov.

¢ Dolociti mejo zaznave modificirane metode, ki jo bomo dolocili s pomocjo razli¢nih

redc¢itev kontrolnega materiala.

Z uspesno modificirano metodo, pri kateri bi uporabili referen¢ni gen GUSB, bi lahko z
vecjo zanesljivostjo ugotavljali odziv na zdravljenje, saj je metoda linearna tudi pri vi§jih
koncentracijah fuzijskega prepisa BCR-ABLI1. Prav tako bi lahko uspesneje lo¢ili med

bolniki, ki se uspesno odzivajo na terapijo, in tistimi, ki so na terapijo neodzivni.
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3. PREISKOVANCI, MATERIALI IN METODE

3.1.PREISKOVANCI
Pri delu smo uporabili vzorce 34 preiskovancev z diagnozo kroni¢na mieloi¢na levkemija.

20 bolnikov je bilo moskega spola, 14 pa Zenskega. Povprecna starost preiskovancev
moskega spola je bila 60 let (razpon 33 — 83 let), povprecna starost preiskovancev zenskega
spola pa je bila 63 let (razpon 26 — 82 let). Vzorce smo izbrali tako, da je bila vrednost 1S
(%) za prepis BCR-ABL1/ABL1 manj kot 10%.

3.2.MATERIALI IN OPREMA
3.2.1. Reagenti
— sterilna RNaz in DNaz prosta voda,
— TagManUniversal PCR mastermix II, kataloska Stevilka 4440038
(AppliedBiosystems, ZDA),
— specifi¢ni oligonukleotidni zacetniki in sonde (Eurofins Genomics, Nemcija)
— standardne raztopine plazmidov (Institute for Reference Materials and
Measurements, Belgija),
— kontrolni material Proficiency Panel for the BCR/ABL t(9;22) Translocation Assay
(Invivoscribe, ZDA)
— reagen¢ni komplet SuperScript® VILO™ c¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen, ZDA),
o 10x SuperScript EnzymeMix,
o 5x VILO™ ReactionMix.
— Trizol (Invitrogen, ZDA),
— kloroform,
— 100% in 75% etanol.
V tabeli VI so zapisana imena oligonukleotidnih zacetnikov in sond skupaj s sekvenco, v

tabeli VI pa so zapisana imena standardov in njihove koncentracije.
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Tabela VI: Imena in sekvence oligonukleotidnih zacetnikov in sond [Eurofins Genomics]

Stevilka | Ime Sekvenca (5' — 3")
oligonukleotidnega
zaletnika, sonde
1 ENP541 CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA (25)
2 ENPri142 CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA (26)
3 ENF501 TCCGCTGACCATCAATAAGGA (21)
4 ENR561 CACTCAGACCCTGAGGCTCAA (21)
5 ENF1102 GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT (26)
6 ENR1162 CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA (22)
7 ENF 1003 TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT
8 ENR 1061 22330\ TTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT (28)
9 ENP 1043 GATGTAGTTGCTTGGGACCCA (21)

Tabela ViI: Koncentracije standardnih raztopin plazmidov

Ime standarda Koncentracija plazmida
(Stevilo kopij/uL)
ERM®-AD623a | 1,08x10°
ERM®-AD623b 1,08x10°
ERM®-AD623c | 1,03x10*
ERM®-AD623d | 1,02x10°
ERM®-AD623e 1,04x10°

ERM®-AD623f 10,0

Koncentracija plazmida v tabeli se nanasa na Stevilo kopij dvoveriznega standarda v

raztopini, zato je potrebno pri analizi vzorcev enoverizne cDNA vrednosti pomnoZiti z dva.

3.2.2. Oprema in materiali
— sterilne epruvete in mikrocentrifugirke (1,5 mL in 0,2 mL),

— nosilci za epruvete,
— mikrotitrske ploscice (AppliedBiosystems, ZDA),

— sterilna folija,
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sterilne pipete in nastavki za pipete,

— sterilne pincete,

— centrifuga HeraeusBiofuge Pico in Heraeus Biofuge 22 R HeraeusLabofuge 400,
— aparat ABI PRISM Viia7 Real-Time PCR System,

— aparature za PCR GeneAmp PCR System 9700, Veriti,

— orbitalni mesalniki (vorteksi),

— laminarne komore,

— hladilni blok,

— spektrofotometer UV/VIS Spectrofotometer Lambda Bio 20,
— digestorij DIG 12,

— termoblok TDB 120.

3.2.3. Statisticna obdelava podatkov
Za statisticno obdelavo podatkov za to¢nost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB smo

uporabili programa Excel 2016 in MedCalc (verzija 17.8.6.). Najprej smo vse podatke vnesli
v program Excel, v katerem smo izra¢unali razmerja BCR-ABL1/GUSB in srednje vrednosti
(s pomocjo funkcije AVERAGE) razmerij, desetiski logaritem razmerij, standardno
deviacijo (SD) logaritma razmerij po formuli STDEV, ki jo omogo¢a program Excel in bias.
Standardni odklon (SD) okoli dobljene srednje vrednosti (povpreéja) je nenatanénost oz.
slu¢ajna napaka (Random Error, RE), bias (odstopanje) pa je razlika med dobljeno srednjo
vrednostjo zmanj$anja logaritma in priCakovanega zmanjSanja logaritma in predstavlja

sistemsko napako (SE) analiznega postopka in predstavlja odmik (pozitiven ali negativen)

. . SE o . o
rezultata od prave vrednosti. Po formuli B = % smo izracunali faktor B, ki smo ga uporabili

pri empiri¢nem izracunu faktorja F, ki Smo ga potrebovali za izracun celokupne analiti¢ne
napake (TEa). Faktor F smo izrac¢unali po formuli

F=196—-1,029 =B + 1,219 * B> — 0,5936 * B3 + 0,09046 * B*.

Celokupno analiti¢éno napako (TEa) smo izracunali po formuli TEa = bias + F * SD.
KCNa%, koeficient variacije v odstotkih celokupne analiticne napake smo izracunali z

delitvijo celokupne analiticne napake s pri¢akovano vrednostjo

TEa
pricakovana vrednost

(KCNa%=( )*100%). Z uporabo programa Excel 2016 smo

izraCunali Se CNa95, to je 95% interval zaupanja za celokupno analiti¢no napako. CNa95

smo izrac¢unali po formuli CNa95 = 0,95 * TEa. CNa95 kaze na to, kakSna sprememba v
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logaritmu se lahko pricakuje glede na analiti¢no variacijo. S pomocjo izracunanih podatkov
smo v programu Excel 2016 izvedli Se linearno regresijo, s pomocjo katere smo dobili tudi
Pearsonov koeficient, ki meri mo¢ linearne povezanosti med pri¢akovanimi in dobljenimi
rezultati. Glede na dobljeno vrednost Pearsonovega koeficienta se dolo¢i, kaks$na je moc¢
linearne povezanosti med podatki, in sicer:

e 0,00 -0,19 — zelo sibka linearna povezanost,

e 0,20 - 0,39 — sibka linearna povezanost,

e 0,40 -0,59 — srednje mocna linearna povezanost,

e 0,60-0,79 — mocna linearna povezanost,

e 0,80-1,00 — zelo mocna linearna povezanost [40].

Pri dolo¢anju natan¢nosti metode RT-qgPCR BCR-ABL1/GUSB smo za vsak parameter v
programu Excel 2016 dolocili srednjo vrednost (s pomocjo funkcije AVERAGE) in
standardni odklon (SD) (s pomo¢jo funkcije STDEV) in iz teh podatkov po formuli

SD . ) } . . )
KV% = . * 100% izracunali koeficiente variacije. Enak pristop in formule
i
srednja vrednost

smo uporabili tudi pri statisticni obdelavi podatkov, ki smo jih pridobili pri eksperimentu za
ugotavljanje linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB in BCR-ABL1/ABL1 v
visokem obmocju. S pomoc¢jo programa Excel 2016 smo izratunane podatke uporabili za

izris grafov.

Pri dolocanju analizne obcutljivosti oziroma meje zaznavnosti metode RT-QPCR BCR-
ABL1/GUSB smo za izradun deleza pozitivnih rezultatov pri redgitvi 10 za prepis e13a2

in za prepis el4a2 uporabili program Excel 2016. DeleZ pozitivnih rezultatov smo izracunali

$t.pozitivnih rezultatov

* 100%.

- _
po formuli %poz.rezultatov Lvsoh moriton

Za statisticno obdelavo podatkov za primerjavo metod RT-qPCR za dolocanje ravni
izrazanja gena BCR-ABLL v levkocitih periferne krvi smo najprej uporabili program Excel
2016, v katerem smo izrac¢unali razmerja BCR-ABL1/GUSB % in BCR-ABL1/ABL1 %,
-log10(BCR-ABL1/GUSB) in -logl0(BCR-ABL1/ABL1). V programu MedCalc smo s
pomocjo podatkov pridobili Pearsonov korelacijski koeficient in izvedli linearno regresijo,
ki nam je omogocila vizualno primerjavo testne metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB in
referencne metode RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1.
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V programu MedCalc smo izvedli tudi Bland-Altmanovo analizo, s pomo¢jo dobljenih
podatkov pa smo izra¢unali tudi konverzijski faktor (KF), in sicer po formuli
KF = 10™eanbias Mean bias je srednja vrednost razlik med obema metodama RT-gPCR.

Konverzijski faktor omogoca podajanje rezultatov na mednarodnem merilu (IS).

3.3.1Z0LACIJA RNA
3.3.1. Vzorec za analizo
Vzorec za analizo predstavljajo celice (levkociti), ki so bile predhodno shranjene v Trizolu,

zato pri delu nismo izvedli koraka same izolacije levkocitov in krvi oz. kostnega mozga.

3.3.2. Izolacija RNA
Vzorce smo odtalili na sobni temperaturi in jih inkubirali 10 minut pri 37°C. Med inkubacijo

smo veckrat vorteksirali, kar je omogocilo celotno disociacijo nukleoproteinskega
kompleksa. Po inkubaciji smo vzorcu dodali 0,2 mL kloroforma in ga premesali z
vorteksiranjem. Sledilo je centrifugiranje (15800 x g, 15 min, +4°C). Po centrifugiranju smo
prenesli zgornjo vodno fazo, ki je vsebovala RNA, v novo mikrocentrifugirko. V preneseno
vodno fazo smo dodali 0,2 mL kloroforma in jo rahlo vorteksirali (do mleéne barve). Sledilo
je ponovno centrifugiranje (12000 x g, 10 min, +4°C). Ponovno smo odstranili zgornjo
vodno fazo z RNA in jo prenesli v novo mikrocentrifugirko. Vodni fazi z RNA smo dodali
0,5 mL ledenega 100% etanola in jo vorteksirali. Vzorce smo inkubirali ¢ez no¢ pri -20°C.
Po inkubaciji smo centrifugirali (12000 x g, 10 min, +4°C) in odstranili supernatant. Pelet
smo sprali z 1,0 mL 75% etanola in najprej vorteksirali, nato centrifugirali (7500 x g, 5 min,
+4°C). Ponovno smo odstranili supernatant, RNA pa posusili v termobloku pri 37°C, 2 -5
minut. V tem koraku je bilo pomembno to, da je etanol popolnoma izhlapel, pri tem pa smo
morali paziti, da pelet RNA ni postal preve¢ bel. Po suSenju smo RNA takoj raztopili v 30
nL vode z veckratnim pipetiranjem navzgor in navzdol. Vzorce smo ohladili v hladilnem
bloku. Tako pripravljeni vzorci so bili primerni za preverjanje koncentracije RNA s
spektrofotometrom UV/VIS Spectrofotometer Lambda Bio 20 in za nadaljnje analize.

3.3.3. Dolocitev koncentracije in Cistosti izolirane RNA
Koncentracijo in ¢istost nukleinskih kislin lahko dolo¢amo z razlicnimi metodami, in sicer

z merjenjem absorbance, agarozno gelsko elektroforezo, s fluorescenéno metodo in
kalorimetricno. Najpogostejsa in obenem najbolj enostavna metoda dolocitve koncentracije

in Cistosti nukleinskih kislin je spektrofotometricna metoda doloc¢itve absorbance pri 260nm
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in 280nm. Koncentracijo nukleinskih kislin dolo¢imo z uporabo Beer-Lambert-ovega
zakona, ki predpostavlja linearno spremembo v odvisnosti absorbance s koncentracijo.

Pri dolocitvi Cistosti in koncentracije nukleinskih kislin s spektrofotometri¢no metodo je
potrebno merjenje absorbance v obmoc¢ju od 230nm do 320nm. S tem pridobimo podatke o
mozni prisotnosti necisto¢ oz. inhibitorjev. Pri A220 — A240nm merimo vsebnost
inhibitorjev (organskih spojin), pri A260nm merimo vsebnost nukleinskih kislin (RNA in
DNA), pri A280nm merimo vsebnost proteinov, pri A320nm pa merimo vpliv ozadja oz.
motnost raztopine. Nukleinske kisline ne absorbirajo svetlobe pri valovni dolzini 320nm,
zato lahko absorbanco pri tej valovni dolzini odstejemo od A260 in A280 in tako dobimo
ustrezno razmerje A260/A280.

RNA ima absorbcijski maksimum pri 260nm in ta vrednost absorbance ni odvisna od pH
raztopine. Za oceno Cistosti RNA uporabimo razmerje absorbanc pri A260nm in A280nm.
Cista RNA ima vrednost razmerja A260/A280 ((A260)/280) = (A260 — A320)/(A280 —
A320)) 2,0. Ve¢inoma se za ¢isto RNA uporablja razmerje absorbanc v razponu od 1,8 do
2,0.

V programu smo izbrali primerno metodo. V okno 'Samples’ smo vnesli $tevilo vzorcev, V
okence 'Sample ID' pa identifikacijske podatke vzorcev. Na merilno celico (TrayCell) smo
odpipetirali 3 pL slepega vzorca (sterilna, RNaz in DNaz prosta voda) in pritisnili ‘Avtozero'.
Potem smo na merilno celico v zaporedju, ki smo ga dolo¢ili pri vnosu podatkov o vzorcih,
odpipetirali 3 pL. posameznega vzorca in pritisnili start. Med posameznimi vzorci smo
merilno celico ocistili z vatirano pal¢ko. Po konc¢anih meritvah so se v oknu 'Results’ izpisali
podatki vseh meritev za posamezne vzorce. V oknu 'Output’ smo kliknili na ukaz 'Preview'
in izpisalo se je porocilo, ki smo ga natisnili. Po kon¢anem delu smo merilno celico o€istili

z vatirano palcko, zaprli racunalniSki program in ugasnili inStrument in raCunalnik.

3.4.KVANTITATIVNA VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM
CASU Z REVERZNO TRANSKRIPTAZO - RT-qPCR

3.4.1. Sinteza komplementarne DNA
Koli¢ina RNA, ki smo jo uporabili za sintezo cDNA, je bila 2 pg. 1z spektrofotometri¢nih
podatkov o koncentraciji RNA smo dolo¢ili volumen RNA, ki smo ga potrebovali za sintezo
cDNA. Pripravili smo si 0,2 mL mikrocentrifugirke, ki smo jih oznacili z zaporedno $tevilko
cDNA sinteze. Sledila je priprava reakcijske meSanice z reagen¢nim kompletom

SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit po shemi, ki je predstavljena v tabeli VIII.
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Tabela VIII: Priprava reakcijske mesanice za sintezo cDNA

Reagent V (L)
5x VILO™ReactionMix 4
10x SuperScriptEnzymeMix 2
RNaz in DNaz prosta voda 5
2 11

V 1,5 mL mikrocentrifugirko smo odpipetirali primerno koli¢ino reagentov in vode in s
kratkim centrifugiranjem (spin down) premesali. V oznacene mikrocentrifugirke smo
odpipetirali potreben volumen RNA in z vodo dopolnili do volumna 9 upL. V
mikrocentrifugirke smo dodali Se 11 pL reakcijske meSanice in na kratko centrifugirali (spin
down). Tako pripravljene mikrocentrifugirke z RNA in reakcijsko meSanico smo prenesli v
PCR aparat (GeneAmp PCR System 9700, Veriti) in izvedli sintezo cDNA pri pogojih, ki

S0 opisani v tabeli IX.

Tabela IX: PCR pogoji za sintezo cDNA

Korak | Temperatura (°C) | Cas (minute)
1 25 10
2 42 90
3 85 5
4 4 00

Po koncani sintezi cDNA smo mikrocentrifugirke na kratko centrifugirali (spin down). V
nadaljnje reakcije RT-qPCR smo dodali 10% volumna pripravljene cDNA sinteze. Do

nadaljnjih analiz smo pripravljeno cDNA shranili v zamrzovalniku pri -20°C.

3.4.2. Priprava oligonukleotidnih zacetnikov
Oligonukleotidni zacetniki in sonde so bile ob prihodu v laboratorij v liofilizirani obliki, zato

je bilo potrebno iz njih pripraviti najprej koncentrirane raztopine, iz koncentriranih raztopin
pa delovne raztopine. Liofilizirane oligonukleotidne zacetnike in sonde smo po navodilih
proizvajalca raztopili z vodo do kon¢ne koncentracije 100 pmol/uL (koncentrirane
raztopine). 1z koncentrirane raztopine oligonukleotidnih zacetnikov in sond s koncentracijo

100 pmol/uL. smo pripravili delovne raztopine oligonukleotidnih zacetnikov, ki so imele
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koncentracijo 7,5 pmol/uL in delovne raztopine sond, ki so imele koncentracijo 5 pmol/uL.
Za pripravo delovnih raztopin oligonukleotidnih za¢etnikov in sond smo uporabili RNaz in
DNaz prosto vodo.

Koncentrirane raztopine oligonukleotidnih zacetnikov in sond smo shranili v zamrzovalniku
na -20°C, ter iz njih po potrebi pripravljali delovne raztopine. Epruvete, v katerih so bile
pripravljene delovne raztopine sond, smo zavili v folijo, da smo jih zas¢itili pred svetlobo.
Epruvete s pripravljenimi delovnimi raztopinami oligonukleotidnih zacetnikov in sond smo

do uporabe shranili v zamrzovalnik na -20°C.

3.4.3. Priprava reakcijske mesanice za reakcijo qPCR
Pri obratnem prepisovanju in kvantitativni verizni reakciji s polimerazo v realnem ¢asu (RT-

qPCR) smo dolocali raven izraZanja prepisov fuzijskega gena BCR-ABLlin raven izrazanja
prepisov referencénih genov ABL1 in GUSB. Za vsako vrsto prepisa smo morali pripraviti
svojo reakcijsko mesanico. V tabelah X, XI, XII in X111l so podani volumni raztopin, ki smo
jih odpipetirali v 1,5 mL epruveto. Po priporo¢ilih proizvajalca so imeli oligonukleotidni

zacetniki v konéni reakcijski mesanici koncentracijo 300 nM, sonde pa 200 nM.

Tabela X: Priprava ene reakcijske mesanice za dolocitev ravni izraZzanja prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1 (pri
referencnem genu GUSB)

Reagent V (ul)
TaqMan (Univ. rek. mes) 144
Oligonukleotidni za¢etnik ENF 501 (300 nM) 1
Oligonukleotidni zacetnik ENR 561 (300 nM) 1
Oligonukleotidni zacetnik ENP 541 (200 nM) 1
Voda 5,6
) 23

Tabela XI: Priprava ene reakcijske mesanice za dolocitev ravni izraZanja referencnega gena GUSB

Reagent V (ul)
TaqMan (Univ. rek. mes) 14,4
Oligonukleotidni zacetnik ENF 1102 (300 nM) 1
Oligonukleotidni za¢etnik ENR 1162 (300 nM) 1
Oligonukleotidni zacetnik ENPr1142 (200 nM) 1
Voda 5,6
) 23
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referencnem genu ABL1)

Reagent V (ul)
TagMan (Univ. rek. mes) 12,5
Oligonukleotidni za¢etnik ENF 501 (300 nM) 1
Oligonukleotidni zacetnik ENR 561 (300 nM) 1
Oligonukleotidni za¢etnik ENP 541 (200 nM) 1
VVoda 4,5
) 20

Maja Zugec

Tabela XII: Priprava ene reakcijske mesanice za dolocitev ravni izrazanja prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1 (pri

Tabela XIlI: Priprava ene reakcijske mesanice za dolocitev ravni izrazanja referencnega gena ABL1

Reagent(pl) / Stevilo reakcij V (p)
TagMan (Univ. rek. mes) 12,5
Oligonukleotidni za¢etnik ENF 1003 (300 nM) 1
Oligonukleotidni zacetnik ENR 1061 (300 nM) 1
Oligonukleotidni za¢etnik ENP 1043 (200 nM) 1
Voda 4,5
) 20

V 1,5 mL epruveto smo po vrsti odpipetirali vse potrebne reagente, nato pa na kratko
centrifugirali (spin down). Tako pripravljene reakcijske mesanice smo takoj uporabili za RT-
gPCR.

3.4.4. Dolocanje natanc¢nosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB (ponovljivost v
seriji in med serijami meritev)
Ponovljivost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB smo preverili z doloanjem

ponovljivosti v seriji in med serijami meritev za kontrolne materiale in standarde. Za
ponovljivost v seriji smo iz kontrolnega materiala Proficiency Panel for the BCR/ABL
t(9;22) Translocation Assay (Invivoscribe) pripravili po eno cDNA sintezo za prepis e13a2
(red¢itev 1072 in 10 in za prepis e14a2 (redgitev 1072 in 10#). 1z vsake sintetizirane cDNA
smo naredili eno doloc¢itev BCR-ABLL, pri ¢emer smo vsako cDNA odpipetirali trikrat za
doloc¢itev BCR-ABLLin trikrat za dolocitev GUSB (shema pipetiranja je opisana v tabeli
X1V).
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Tabela XIV: Shema pipetiranja pri dolo¢anju ponovljivosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB; 96 well plate

J 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A

a a 102 | 102 | 10?2

b b 10* | 10* |10*

e c
d d
NTC | NTC

| MM

V modro oznacena polja smo odpipetirali reakcijsko meSanico za dolocitev ravni izrazanja
prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1, v zeleno oznacena polja pa smo odpipetirali reakcijsko
mesanico za dolo¢itev ravni izrazanja referenénega gena GUSB. V kolone 1, 2 in 7, 8 smo
odpipetirali raztopine standardov (oznaceno z a — f). V polja, ki so oznacena z enako barvo
kot polja, v katera smo odpipetirali raztopine standardov, smo odpipetirali cDNA za prepis
el3a2, v polja, ki so oznacena s temnejso barvo, pa cDNA za prepis e14a2.

2 uL cDNA, pripravljene iz kontrolnega materiala, smo odpipetirali k 23 pL vnaprej
pripravljene reakcijske meSanice, ki smo jo pripravili po protokolu, ki je opisan v poglavju
Priprava reakcijske mesanice za reakcijo PCR. Po kon¢anem pipetiranju smo mikrotitrsko
ploscico prelepili s sterilno prozorno folijo, jo zavili v srebrno folijo, da smo jo zas¢itili pred
svetlobo, in jo v centrifugi z rotorjem za mikrotitrske plos¢ice (Hereaus Labofuge 400)
centrifugirali 2 minuti pri 2200 rpm. Po kon¢anem centrifugiranju smo mikrotitrsko plos¢ico
odvili iz srebrne folije in jo prenesli v aparat PCR Viia7. Po navodilih proizvajalca za
kvantitativni PCR smo nastavili program in pogoje reakcije, ki so zapisani v tabeli XV.

Tabela XV: Pogoji pomnozevanja za BCR-ABL1 na aparatu PCR Viia 7

Temperatura (°C) | Cas Stevilo ciklov
50 2 min 1
95 10 min 1
95 15 sekund 50
60 1 minuta
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Ponovljivost med serijami meritev smo izvedli na podoben nacin, le da smo iz kontrolnega
materiala pripravili po tri cDNA sinteze za vsak prepis. Za vsako od treh cDNA sintez smo
naredili eno dolo¢itev BCR-ABLL. Pipetiranje je bilo enako kot pri preverjanju ponovljivosti
vV seriji.
3.4.5. Dolocanje meje zaznavnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB

Mejo zaznavnosti metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB smo dolo¢ili s kontrolnim
materialom Proficiency Panel for the BCR/ABL t(9;22) Translocation Assay proizvajalca
Invivoscribe, in sicer po shemi Novartis BCR-ABL1 Secondary WHO Reference Panel
Study, ki so jo v letu 2014 izvedli v Specializiranem hematoloskem laboratoriju Klini¢nega

oddelka za hematologijo, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana (slika 14).

[RNA]

|| =3 | ——p [RTePCR]
RNA |cDNA|

~ =T

1 — — [RTPCR]

[Rna]  [conal

| —

Slika 13: Shema dolocitve meje zaznave; prirejeno po [26,32]

%
/

Kontrolni material je bil v red¢itvah od 10" do 106, Sest dni zapored smo vsak dan iz vseh
Sestih redcitev kontrolne RNA po protokolu za pripravo cDNA pripravili cDNA loc¢eno za
oba prepisa (el3a2 in elda2). Iz pripravljene cDNA smo potem izvedli RT-gPCR za
dolocitev izrazanja fuzijskega gena BCR-ABL1. Shema pipetiranja je prikazana v tabeli
XVI.
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Tabela XVI: Shema pipetiranja za doloéitev meje zaznavnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB; 96 well plate

2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

IG)'I'II'I'IUOCD:D'
[E=N

V modro oznaéena polja smo odpipetirali reakcijsko meSanico za doloc€itev ravni izrazanja
prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1, v zeleno oznacena polja pa smo odpipetirali reakcijsko
mesanico za dolo¢itev ravni izrazanja referenénega gena GUSB. V kolone 1, 2 in 7, 8 smo
odpipetirali raztopine standardov (oznaceno z a — f), v ostala polja pa smo v triplikatu

odpipetirali cDNA kontrolnega materiala.

3.4.6. Dolocanje linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB in BCR-
ABL1/ABL1
Iz neredéenega (10°) kontrolnega materiala smo si pripravili pool petih cDNA sintez, iz

negativnega kontrolnega materiala pa pool enajstih cDNA sintez za vsak prepis (el3a2
inel4a2). Kon¢ni volumen cDNA iz neredCenega kontrolnega materiala je bil 100 uL,
kon¢ni volumen cDNA iz negativnega kontrolnega materiala pa 220 pL. V nadaljevanju smo
za oba prepisa pripravili kontrolni material v naslednjih red¢itvah: 100%, 50%, 25%, 12,5%

in 6,25%. Red¢itve smo pripravili po naslednji shemi:

100 uL ¢DNA iz nersdéenega kontrolnega materiala (10%)

50 ul
50 plL 50 L 50 uL

VRV VIt

50 uL 50 pL 50 pL 50 uL.  negativen kontrolm material
50% 25% 12,5% 6,23% konéna redCitev

Slika 14: Shema redcenja kontrolnega materiala
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V vnaprej pripravljene in oznacene 0,2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 50 puL
cDNA iz negativnega kontrolnega materiala. V prvo centrifugirko smo odpipetirali 50 pL
cDNA iz neredCenega kontrolnega materiala in premesali s pipetiranjem (red¢itev 50%).
Potem smo 50 pL 50% meSanice kvantitativno prenesli v naslednjo mikrocentrifugirko in
korak kvantitativnega prenasanja in mesanja ponavljali toliko ¢asa, da smo prisli do red¢itve
6,25%. 1z vsake red¢itve smo naredili tri doloc¢itve BCR-ABLL, pri ¢emer smo vsako cDNA
odpipetirali trikrat za dolo¢itev BCR-ABLLin trikrat za GUSB. Shema pipetiranja je opisana
v tabeli XVII.

Tabela XVII: Shema pipetiranja za dolocitev linearnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB; 96 well plate

J| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A

V modro oznacena polja smo odpipetirali reakcijsko mesanico za doloditev ravni izrazanja
prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1, v zeleno ozna¢ena polja pa smo odpipetirali reakcijsko
mesanico za dolo¢itev ravni izrazanja referenénega gena GUSB. V kolone 1, 2 in 7, 8 smo
odpipetirali raztopine standardov (oznaceno z a — f). V polja, ki so ozna¢ena z enako barvo
kot polja, v katera smo odpipetirali raztopine standardov, smo odpipetirali cDNA za prepis
el3a2, v polja, ki so oznacena s temnejso barvo, pa cDNA za prepis e14a2.

Poleg preverjanja linearnosti modificirane metode za dolo€itev izraZzanja gena BCR-ABL1
smo izvedli tudi eno dolocitev izrazanja gena BCR-ABL1 po obstoje¢i metodi, da smo lahko
primerjali linearnost obeh metod. Postopek izvedbe je bil enak. Edina razlika je bila ta, da
sSmo pri obstojeci metodi cDNA po sintezi red¢ili z vodo (20 pL cDNA + 30 pL vode).
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3.4.7. Primerjava metod RT-qPCR za dolocanje ravni izraZanja gena BCR-ABL1v
levkocitih periferne krvi
Iz RNA 34 bolnikov s KML, ki jim je bila z obstoje¢o metodo dolo¢ena vrednost IS za prepis

BCR-ABL1/ABL1 manj kot 10% (meritve so izvedli zaposleni v Specializiranem
hematoloSkem laboratoriju Klini¢nega oddelka za hematologijo, Univerzitetni klini¢ni
center Ljubljana), smo po protokolu za pripravo cDNA pripravili cDNA, ki smo jo uporabili
za dolocanje izrazanja fuzijskega prepisa BCR-ABL1 z modificirano metodo in z uporabo
referencnega gena GUSB. K 23 puL reakcijske mesSanice smo po shemi, ki je prikazana v

tabeli XVI11, odpipetirali 2 uL pripravljene cDNA bolnikov in izvedli RT-gPCR.

Tabela XVIII: Shema pipetiranja vzorcev bolnikov za RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB; 96 well plate

V modro oznacena polja smo odpipetirali reakcijsko mesanico za dolo¢itev ravni izrazanja
prepisov fuzijskega gena BCR-ABL1, v zeleno oznacena polja pa smo odpipetirali reakcijsko
mesanico za dolo¢itev ravni izrazanja referenénega gena GUSB. V kolone 1, 2 in 7, 8 smo
odpipetirali raztopine standardov (oznaceno z a — f), v ostala polja pa smo v triplikatu

odpipetirali cDNA vzorcev (v tabeli oznaceno z v1 — v10).
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4. REZULTATI

4.1.Modifikacija metode dolocitve ravni izraZanja gena BCR-ABL1
4.1.1. Tocnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB
Toc¢nost metode smo dolocili s pomocjo podatkov, ki smo jih pridobili po postopku, ki je
opisan v poglavju Dolo¢anje meje zaznavnosti metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB.
Potrebne podatke smo izracunali s pomocjo programov Excel 2016 in MedCalc (opisano v
poglavju Statisti¢na obdelava podatkov). Izra¢unani podatki so v tabeli X1X za prepis e13a2,

ter v tabeli XX za prepis el4a2. Podatki, ki smo jih uporabili za izra¢un so zapisani v tabeli

XXI1I1 za prepis e13a2, ter v tabeli XXIV za prepis el4a2.

Tabela XIX: Ocena biasa, nenatan¢nosti in celokupne napake metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2

Pri¢akovano | Dobljeno Bias Standardni | TEa CNa95 | KCNa%
zmanjSanje |zmanjS$anje odklon
logaritma logaritma

0 0,000 0,000 0,028 0,054 0,051 /

1 1,024 -0,024 0,081 0,118 0,112 11,791

2 2,096 -0,096 0,165 0,179 0,170 8,938

3 2,963 0,037 0,186 0,372 0,353 12,392

4 4,031 -0,031 0,239 0,410 0,390 10,261

5 4,991 0,009 0,142 0,280 0,266 5,593

Tabela XX: Ocena biasa, nenatanénosti in celokupne napake metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis el4a2

Pri¢akovano | Dobljeno Bias Standardni | TEa CNa95 | KCNa%
zmanjSanje | zmanjSanje odklon
logaritma logaritma

0 0,000 0,000 0,046 0,091 0,087 /

1 0,910 0,090 0,088 0,235 0,223 23,487

2 1,912 0,088 0,088 0,234 0,222 11,677

3 2,926 0,074 0,106 0,250 0,238 8,334

4 3,884 0,116 0,098 0,277 0,263 6,913

5 4,895 0,105 0,085 0,244 0,232 4,885
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S pomocjo izra¢unanih podatkov smo izvedli linearno regresijo. Rezultati linearne regresije

za prepis e13a2 so prikazani na grafu 1, za prepis el4a2 pa na grafu 2.

Linearna regresija za toénost metode RT-qgPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis
el3a2 (R2=0,999)

priGakovano zmanjsanje logaritma

1 y 1 2 3 4 5 6
-1 +
dobljeno zmanj$anje logaritma
Model(pri¢akovano zmanjsanje logaritma) Conf. interval (Mean 95%)

Conf. interval (Obs 95%)

Graf 1: Linearna regresija za to¢nost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2

Linearna regresija za toénost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis
el4a2 (R2=1,000)
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Conf. interval (Obs 95%)

Graf 2: Linearna regresija za toénost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis el4a2
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Graf Pearsonove korelacije uporablja modre in rdece barve (hladno-vroce) za prikaz
korelacije med posameznimi parametri. Modra barva predstavlja korelacijo med parametri,
Ki je blizu -1, rde¢a barva pa predstavlja korelacijo med parametri, ki je blizu 1.

Pearsonov koeficient korelacije za to¢nost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis
el3a2 je 0,997. Korelacija med pri¢akovanim in dobljenim zmanj$anjem logaritma je

prikazana na sliki 15.

Prikaz korelacije

pri¢akovano zmanjsanje logaritma

dobljeno zmanjsanje logaritma

pricakovano dobljeno zmanjsanje
zmanjsanje logaritma logaritma

Slika 15: Prikaz korelacije za metodo RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2

Pearsonov koeficient korelacije za to¢nost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis
elda? je 1,000. Korelacija med pri¢akovanim in dobljenim zmanjSanjem logaritma je

prikazana na sliki 16.

Prikaz korelacije

pri¢akovano zmanjsanje logaritma

dobljeno zmanjsanje logaritma

pricakovano dobljeno

zmanjsanje zmanjsanje
logaritma logaritma

Slika 16: Prikaz korelacije za metodo RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis el4a2
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4.1.2. Natan¢nost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB (ponovljivost v seriji in
med serijami meritev)
Natan¢nost metode smo naredili po postopku opisanem v poglavju DoloCanje natancnosti

metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB (ponovljivost v seriji in med serijami meritev).
Pridobili smo sledece rezultate:

- cikel kvantifikacije Cq za reakcijo dolocitve Stevila kopij cDNA segmenta BCR-

ABL1,
- cikel kvantifikacije Cq za dolocitev Stevila kopij cDNA segmenta referencnega gena
GUSB.

Iz standardne krivulje smo na osnovi podatkov Cq za BCR-ABLI1 in GUSB dolo¢ili stevilo
kopij BCR-ABLI1 in S§tevilo kopij GUSB v vzorcu. Izracunali smo razmerje BCR-
ABL1/GUSB in iz tega dolocili srednjo vrednost (povprecje), standardni odklon in
koeficient variacije, kot je opisano v poglavju Statisticna obdelava podatkov. Podatki, ki
smo jih uporabili za izracun ponovljivosti v seriji meritev so zapisani v tabeli XXV, za
izracun ponovljivosti med serijami meritev pa v tabeli XXV1.
Koeficient variacije ponovljivosti metode RT-qgPCR BCR-ABL1/GUSB v seriji meritev za
kontrolni material e13a2 red¢itve 1072 je znasal 5,567%, za kontrolni material el3a2
red¢itve 10 pa 17,647%. Koeficient variacije za kontrolni material e14a2 red¢itve 102 je
znasal 16,270%, za kontrolni material e14a2 red¢itve 10 pa 2,000%.
Koeficient variacije ponovljivosti metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB med serijami
meritev za kontrolni material e13a2 red¢itve 107 je znaSal 15,521%, za kontrolni material
el3a2 redcitve 10 pa 29,742%. Koeficient variacije za kontrolni material e1l4a2 red¢itve
1072 je znaal 16,115%, za kontrolni material e14a2 red¢itvel0 pa 9,979%.

4.1.3. Analizna obcutljivost
Meja zaznavnosti (limit of detection, LOD) je najnizja koli¢ina (koncentracija) merjenca

(analita) v vzorcu, ki jo je z doloceno mejo zaupanja mogoce razlikovati od ozadja
(negativnega vzorca). Meja zaupanja, ki smo jo vzeli je 95% in nakazuje, da je vsaj 95%
Casa dolocena koncentracija razlicna od negativnega vzorca. Dobili smo jo v eksperimentu
za dolocitev linearnosti metode, in je meja, ki nakazuje na konzistentno pozitiven rezultat.
Eksperiment smo izvedli po postopku, ki je opisan v poglavju Dolocanje meje zaznavnosti
metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB. Ko smo izvedli vse dolo¢itve vseh Sestih dni, smo
rezultate pregledali in kot mejo zaznavnosti modificirane metode za dolocitev fuzijskega

prepisa BCR-ABLI1 dolog¢ili red¢itev 10°. Pri tej redéitvi smo v vseh doloéitvah uspesno
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pozitivno dolo¢ili BCR-ABLI, pri redéitvi 10® pa smo v vseh dologitvah sicer uspesno
dolo¢ili zadostne koli¢ine prepisa referenénega gena GUSB, vendar pa nismo uspeli vedno
pozitivno dologiti prepisa BCR-ABLI1. Delez pozitivnih rezultatov pri red¢itvi 10 za prepis
el3a2 je bil 89%, za prepis el4a2 pa 83%.

Meja kvantifikacije (limit of quantification, LOQ) je najnizja in najvi§ja koncentracija
merjenca (analita), ki jo lahko kvantitativno doloCimo s sprejeto analiticno celokupno
napako. V nasem primeru je spodnja meja kvantifikacije 10°.

4.1.4. Ugotavljanje linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB in BCR-

ABL1/ABL1 v visokem obmocju
Z linearnostjo metod RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 in BCR-ABL1/GUSB smo zeleli

preveriti, ali je naSa metoda linearna v obmoc¢ju nad 10% IS. Eksperiment smo izvedli po
postopku, ki je opisan v poglavju Dolo¢anje linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB
in BCR-ABL1/ABLL. S statisti¢no analizo smo dobili naslednje rezultate:
- cikel kvantifikacije Cq za reakcijo doloCitve Stevila kopij cDNA segmenta BCR-
ABL1,
- cikel kvantifikacije Cq za dolocitev Stevila kopij cDNA segmenta referen¢nega gena
GUSB,
- cikel kvantifikacije Cq za dolocitev Stevila kopij cDNA segmenta referencnega gena
ABL1.
Iz standardne krivulje smo na osnovi podatkov Cq za BCR-ABL1, GUSB in ABL1 dolo¢ili
Stevilo kopi) BCR-ABLI, stevilo kopij GUSB in §tevilo kopij ABL1 v vzorcu. Izracunali
smo razmerje BCR-ABL1/GUSB in razmerje BCR-ABL1/ABLI in iz tega dolo¢ili srednje
vrednosti (povprecja), standardne odklone in koeficiente variacije, kot je opisano v poglavju
Statisticna obdelava podatkov. Podatki, ki smo jih uporabili za doloCitev linearnosti metode
RT-qPCR BCR-ABL1/ABLL1 so zapisani v tabeli XXVII, za linearnost metode RT-gPCR
BCR-ABL1/GUSB pa v tabeli XXVIII. Podatke smo nato uporabili za izris grafov, ki
prikazujejo linearnost metod RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB in BCR-ABL1/ABL1 v obmocju
nad 10% IS.
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Graf 3 prikazuje linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2.

Linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB za
prepis el3a2

2,5
2
1,5
1
y =-0,3244x + 2,6396
0,5 RZ=0,9956
0

100% 50% 25% 12,50% 6,25%

==@=—=|0g10 %razmerja BCR-ABL1/GUSB
--------- Linearna (log10 %razmerja BCR-ABL1/GUSB)

Graf 3: Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2

Na x osi je prikazana stopnja red¢itve, na y osi pa log10 % razmerja BCR-ABL1/GUSB za
prepis e13a2.

Graf 4 prikazuje linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e14a2.

Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za
prepis el4a2

2
1,5
1
y =-0,2512x + 2,001
0,5 R*=0,9997
0

100% 50% 25% 12,50% 6,25%

==@==|0g10 %razmerja BCR-ABL1/GUSB
--------- Linearna (log10 %razmerja BCR-ABL1/GUSB)

Graf 4: Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis el4a2

Na x osi je prikazana stopnja red¢itve, na y osi pa logl0 % razmerja BCR-ABL1/GUSB za
prepis el4a2.
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Graf 5 prikazuje linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 za prepis e13a2.

Linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 za
prepis el3a2

3
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--------- Linearna (log10 %razmerja BCR-ABL1/ABL1)

Graf 5: Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1 za prepis e13a2

Na x osi je prikazana stopnja red¢itve, na y osi pa logl10 % razmerja BCR-ABL1/ABL1 za
prepis e13a2.
Graf 6 prikazuje linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 za prepis el4a2.

Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1 za
prepis el4a2

2,5
2
1,5 —
1 y=-0,1112x + 2,1044
R?=0,9265
0,5
0
100 50 25 12,5 6,25
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--------- Linearna (log10 %razmerja BCR-ABL1/ABL1)

Graf 6: Linearnost metode RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1 za prepis e1l4a2

Na x osi je prikazana stopnja red¢itve, na y osi pa logl10 % razmerja BCR-ABL1/ABL1 za
prepis el4a2.

Na grafu 7 je prikazana primerjava linearnosti metod RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 in BCR-

ABL1/GUSB za prepis el13a2. Z modro barvo je prikazana linearnost metode za doloCanje
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razmerja BCR-ABL1/ABLI, z rdeco barvo pa je prikazana linearnost metode za dolocanje
razmerja BCR-ABL1/GUSB.

Primerjava linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1
in BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2
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--------- Linearna (log %razmerja BCR-ABL1/GUSB)

Graf 7: Primerjava linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1 in BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2

Na x osi je prikazana stopnja redcitve, na y osi pa logl0 % razmerja BCR-

ABL1/referen¢ni gen za prepis el3a2.

Na grafu 8 je prikazana primerjava linearnosti metod RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 in BCR-
ABL1/GUSB za prepis el4a2. Z modro barvo je prikazana linearnost metode za dolo¢anje
razmerja BCR-ABL1/ABLI, z rde¢o barvo pa je prikazana linearnost metode za dolocanje
razmerja BCR-ABL1/GUSB.

Primerjava linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1
in BCR-ABL1/GUSB za prepis el4a2
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Graf 8: Primerjava linearnosti metod RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1 in BCR-ABL1/GUSB za prepis e1l4a2

Na x osi je prikazana stopnja red¢itve, na y osi pa logl0 % razmerja BCR-

ABL1/referen¢ni gen za prepis el4a2.
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4.1.5. Obseg porocanja rezultatov (reportable range)
Rezultati, ki smo jih pridobili za 95% interval zaupanja za celokupno analitiéno napako

(CNa95) v eksperimentu za dolocanje to¢nosti metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB so:
CNa95 v razponu med 0,051 in 0,390 za prepis el3a2, ter med 0,087 in 0,263 za prepis

el4a2. Na podlagi teh rezultatov smo dolo¢ili obseg poro¢anja rezultatov od 10° do 107,

4.1.6. Primerjava metod RT-qPCR za dolocanje ravni izraZanja gena BCR-ABL1
v levkocitih periferne krvi
V tabeli XXI so prikazani rezultati, ki smo jih dobili pri meritvah fuzijskega prepisa BCR-

ABL1 z modificirano (testno) in obstojeco (referen¢no) metodo pri 34 bolnikih s KML. Iz
rezultatov smo izracunali nekatere vrednosti in s statisticnimi metodami izracunali
Pearsonov korelacijski koeficient med rezultati testne in referencne metode dolocanja ravni
izrazanja gena BCR-ABL1 z RT-gPCR metodo. 1z rezultatov obeh metod RT-gPCR smo
napravili linearno regresijo in dobili enacbo linearne regresijske premice. Rezultat linearne
regresije smo prikazali grafi¢no. Iz grafa razlik, ki smo ga pridobili v analizi Bland-Altman,
smo s primerjavo testne in referencne metode RT-qPCR dolocanja ravni izrazanja gena
BCR-ABLI1 izrac¢unali konverzijski faktor. Dolo¢ili smo tudi skladnost obeh metod RT-
gPCR dolocanja ravni izraZzanja gena BCR-ABL1.
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Tabela XXI: Rezultati dolocitve fuzijskega prepisa BCR-ABL1 pri bolnikih s KML

ID BCR- BCR- -log10 [BCR- -log [BCR- BCR- -log10 [BCR- | BCR- -log10 [BCR- | Absolutna
ABL1/ABL1 | ABL1/GUS | ABL1/ABL1 ABL1/GUSB | ABL1/ABL1 | ABL1/ABL1 | ABL1/GUSB | ABL1/GUSB | vrednost
% B % %] %] (% 1S) %IS] (%IS) %IS] razmerja -log10
referen¢ne/-10og10
testne metode
Z3997 | 0,2402 0,0569 0,6194 1,2452 0,090 1,0477 0,0275 1,5608 0,6713
Z4012 | 0,5818 0,1708 0,2352 0,7674 0,217 0,6635 0,0826 1,0830 0,6127
Z4056 | 0,2397 0,0889 0,6204 1,0511 0,089 1,0487 0,0430 1,3667 0,7673
Z4340 | 0,1968 0,0380 0,7060 1,4206 0,073 1,1343 0,0184 1,7362 0,6533
Z4341 | 0,3190 0,0628 0,4962 1,2023 0,119 0,9245 0,0303 1,5179 0,6090
Z4370 | 0,5979 0,1525 0,2234 0,8166 0,223 0,6517 0,0737 1,1322 0,5756
Z4445 | 2,7882 0,5858 -0,4453 0,2323 1,040 -0,0170 0,2832 0,5479 0,0311
Z4495 | 0,0062 0,0009 2,2044 3,0315 0,002 2,6326 0,0004 3,3471 0,7865
Z449 | 0,1011 0,0113 0,9954 1,9469 0,038 1,4237 0,0055 2,2625 0,6292
Z4513 | 0,2788 0,0325 0,5547 1,4884 0,104 0,9830 0,0157 1,8040 0,5449
Z4529 | 0,1008 0,0067 0,9965 2,1759 0,038 1,4248 0,0032 2,4915 0,5719
Z4532 | 0,3378 0,0410 0,4713 1,3875 0,126 0,8996 0,0198 1,7031 0,5282
Z4542 | 0,0349 0,0084 1,4578 2,0757 0,013 1,8861 0,0041 2,3913 0,7887
Z4546 | 0,5255 0,0343 0,2795 1,4642 0,196 0,7077 0,0166 1,7798 0,3977
Z4574 | 0,6488 0,0981 0,1879 1,0082 0,242 0,6162 0,0474 1,3238 0,4655
74589 | 1,1126 0,2207 -0,0463 0,6562 0,415 0,3820 0,1067 0,9718 0,3930
Z4593 | 3,2654 1,0833 -0,5139 -0,0347 1,218 -0,0856 0,5238 0,2809 0,3049
Z4638 | 1,8177 0,3957 -0,2595 0,4027 0,678 0,1688 0,1913 0,7183 0,2350
Z4681 | 0,4102 0,0822 0,3870 1,0849 0,153 0,8153 0,0398 1,4005 0,5821
74696 | 0,0544 0,0068 1,2642 2,1688 0,020 1,6925 0,0033 2,4844 0,6813
74697 | 0,3753 0,0512 0,4256 1,2906 0,140 0,8539 0,0248 1,6062 0,5316
Z4699 | 0,6890 0,0770 0,1618 1,1133 0,257 0,5901 0,0372 1,4289 0,4130
Z4710 | 0,0550 0,0095 1,2600 2,0232 0,021 1,6882 0,0046 2,3388 0,7218
Z4731 | 0,0440 0,0108 1,3569 1,9678 0,016 1,7852 0,0052 2,2834 0,7818
Z4733 | 0,0509 0,0111 1,2930 1,9543 0,019 1,7212 0,0054 2,2699 0,7583
Z4757 | 0,1147 0,0167 0,9403 1,7765 0,043 1,3686 0,0081 2,0921 0,6542
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Z4770 | 0,0845 0,0188 1,0734 1,7254 0,032 1,5017 0,0091 2,0410 0,7358
74897 | 0,2016 0,0268 0,6955 1,5722 0,075 1,1238 0,0129 1,8878 0,5953
Z4913 | 0,1273 0,0233 0,8950 1,6336 0,048 1,3233 0,0112 1,9492 0,6789
Z4937 | 0,8847 0,2067 0,0532 0,6846 0,330 0,4815 0,0999 1,0002 0,4814
Z4944 | 0,3003 0,0644 0,5225 1,1910 0,112 0,9508 0,0311 1,5067 0,6311
74973 | 1,4987 0,3329 -0,1757 0,4777 0,559 0,2526 0,1610 0,7933 0,3184
z4979 | 0,0279 0,0062 1,5547 2,2076 0,010 1,9830 0,0030 2,5232 0,7859
74987 | 16,3539 4,3603 -1,2136 -0,6395 6,100 -0,7853 2,1082 -0,3239 2,4245
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Iz podatkov v tabeli smo naredili korelacijo med obema metodama, Pearsonov korelacijski
koeficient je znasal 0,9736 (P<0,0001).

Slika 17 prikazuje graf linearne regresije -log10 razmerja BCR-ABL1/GUSB testne metode
in -log10 razmerja BCR-ABL1/ABL1 referenéne (primerjalne) metode RT-qPCR, na kateri

opazimo konstantno razliko (bias) med premico linearne regresije in premico enakosti (y=x).

35}
y =1,0572x +0,7127
30}

R2 =0,9480
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-1 =O [ | | | | | | | |
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
Referen¢na metoda [ - log,,(BCR-ABL1/ABL1))

Slika 17: Graf linearne regresije -log10 razmerja BCR-ABL1/GUSB testne metode in -log10 razmerja referenéne
metode BCR-ABL1/ABL1

Modra premica je premica linearne regresije, ¢rtkana premica je premica enakosti y=x.

Za dolocitev preliminarnega konverzijskega faktorja testne metode BCR-ABL1/GUSB RT-
gPCR smo izbrali vzorce RNA bolnikov, ki so imeli rezultat BCR-ABL1/ABLI IS (dolo¢en
z referenéno metodo BCR-ABL1/ABL1 IS RT-gPCR) v razponu od 0,001% do 10 %
mednarodnega merila (IS) (N=34; podatki so zapisani v tabeli XXI: Rezultati dolocitve
fuzijskega prepisa BCR-ABL1 pri bolnikih s KML). Preliminarni konverzijski faktor (KF)
testne metode BCR-ABL1/GUSB RT-gPCR smo dobili s primerjavo z referen¢no metodo
BCR-ABL1/ABL1 IS RT-gPCR v analizi grafa Bland-Altman razlik (Slika XX. Graf Bland-
Altman). Rezultate referen¢ne metode izrazene v odstotkih BCR-ABL1/ABL1, ki smo jih
dolo¢ili v vzorcih RNA (cDNA) bolnikov s KML, smo s pomocjo validiranega
konverzijskega faktorja (KF=0,373) pretvorili na mednarodno merilo (IS). Na istih vzorcih
RNA (cDNA) smo izvedli $e meritve s testno metodo BCR-ABL1/GUSB RT-gPCR. Nato

smo izvedli logaritemsko transformacijo rezultatov (logl0) obeh metod; testne BCR-
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ABL1/GUSB izrazene v odstotkih in referencne BCR-ABL1/ABLI IS izrazene v odstotkih
na mednarodnem merilu. V graf smo na os y nanesli razliko med obema rezultatoma
posameznega vzorca, na 0s X pa srednjo vrednost (mean) med rezultatom testne in referen¢ne
metode RT-gPCR (Slika 18: Graf Bland-Altman). Konverzijski faktor smo izra¢unali z anti
logaritmiranjem (anti log10) dobljene srednje vrednosti razlik (mean bias) med obema
metodama RT-gPCR.

Analiza Bland-Altman grafa razlik je pokazala, da je srednja vrednost razlik (mean bias)
enaka - 0,3156 (95% CI od 0,2551 do 0,3762), meji, Kjer se ujema 95 % rezultatov pa sta od
-0,02470 (95% CI od -0,1293 do 0,07987) do 0,6560 (95% CI od 0,5514 do 0,7605).
IzraCunali smo konverzijski faktor, ki znaSa 0,4835. Izracunali smo ga z anti-

logaritmiranjem (anti log10) srednje vrednosti razlik, ki je bila -0,3156.
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Slika 18: Graf Bland-Altman

Legenda:
e modra polna Crta — ¢rta, ki prikazuje srednjo vrednost (mean) razlik med rezultati -
log10 razmerja BCR-ABL1/GUSB (%) testne metode in -logl0 razmerja BCR-
ABL1/ABLI1 (% IS) referen¢ne (primerjalne) metode,

e svetlo rjava ¢rtkana Crta — ¢rta enakosti med metodama,
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zeleni Crtkani Crti — predstavljata 95% interval zaupanja za srednjo vrednost razlik.
Ce ¢rta enakosti ni v tem intervalu, potem najverjetneje obstaja zna¢ilna sistemati¢na
razlika med metodama.

Temnorjavi ¢rtkani ¢rti — srednja vrednost razlik + 1.96 x standardna deviacija razlik,
roza Crtkana Crta — regresijska premica razlik,

svetlo rjava polna krivulja — predstavlja 95% interval zaupanja regresijske premice

razlik.

Pri preverjanju ujemanja rezultatov med obema metodama BCR-ABL1/referenéni gen RT-
gPCR smo dobili, da je:

70,6 % (24/34) rezultatov vzorcev bolnikov v razponu dvakratnika, to je med 0,5 in
2,0.

94,1 % (32/34) rezultatov vzorcev bolnikov je v razponu trikratnika, to je med 0,33
in 3,0.

97,1 % (33/34) rezultatov vzorcev bolnikov je v razponu petkratnika, to je med 0,2
in 5,0.
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5. RAZPRAVA

Metoda RT-qPCR za dolocanje zlitega gena BCR-ABL1 pri bolnikin s KML je
najpomembnej$a metoda za dolocitev molekularnega odziva na zdravljenje z zaviralci
tirozin kinaze in spremljanje uspesnosti zdravljenja. Zgodnja ocena uspesnosti zdravljenja
bolnikov s KML po treh mesecih zdravljenja z zaviralci tirozin kinaze je po zadnjih raziskav
pomemben prognosti¢en dejavnik tveganja za napredovanje bolezni. V zadnjih raziskavah
se kot najprimernejsi referencni gen omenja GUSB in ne ABLL, ki je sicer najpogosteje
uporabljen referenéni gen pri dolocanju zlitega gena BCR-ABL1. Gen GUSB predstavlja
prednost v tem, da omogoca linearnost metode tudi pri visokem $tevilu kopij prepisa BCR-
ABL1, in tudi zanesljivejse spremljanje upada izrazanja gena BCR-ABL1 [32]. Nas cilj je bil
v uporabo vpeljati metodo RT-qPCR, pri kateri bi v levkocitih periferne krvi za dolo¢anje
prepisa BCR-ABLI1 uporabljali referencni gen GUSB. Dela smo se lotili tako, da smo z
referen¢nimi in kontrolnimi materiali preverili to¢nost metode, pri kateri smo dobili rezultate
za celokupno analiticno napako, in sicer 95% interval zaupanja za celokupno analiti¢no
napako je med 0,051 in 0,390 za prepis e13a2, ter med 0,087 in 0,263 za prepis el4a2. Tak
rezultat nakazuje na to, da je sprememba do skoraj 0,4 log10 vrednosti lahko posledica
analiti¢nih variacij. Ta rezultat je skladen s trditvijo, da mora biti sprememba enaka ali vec¢ja
od polovice log10, da jo lahko pripisemo bioloski variaciji [33]. Pri grafu linearne regresije
je vidno, da so podatki linearni (R? je 0,999 za prepis e13a2, ter 1,000 za prepis el14a2, kar
kaZe na popolno ujemanje podatkov z linearno premico). Na zelo moc¢no linearno povezanost
podatkov kaze tudi Pearsonov determinacijski koeficient, ki je sicer lahko v razponu od -1
do 1. V nasem primeru je Pearsonov koeficient za obe vrsti prepisa v obmocju zelo mocne

linearne povezanosti podatkov (0,997 za prepis e13a2, ter 1,000 za prepis el4a2).

Da bi uspesno modificirali metodo RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB, smo si pri preverjanju
natanc¢nosti in linearnosti metode dolocili mejo za koeficient variacije (KV%) najve¢ 30%,
kar je pogosta meja tudi v literaturi. Pri doloCanju natan¢nosti metode s ponovljivostjo »v
serijji« in »med serijami« meritev, ter pri doloCanju linearnosti metode smo dobili
pri¢akovane rezultate, ki so bili v skladu s podatki iz literature (KV% je pod 30%).

Pri dolo¢anju meje zaznavnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB smo izvedli vec¢
ponovitev meritev, da bi pridobili zanesljiv rezultat. Po natanénem pregledu smo za mejo

zaznavnosti dolo¢ili redgitev 107, kar je v dologeni meri izpolnilo na$a pri¢akovanja, saj
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smo Zeleli, da bi bila meja zaznavnosti med 10 in 10°. Meja zaznave 10~ pomeni, da lahko
z metodo uspesno in zanesljivo dolo¢imo eno levkemi¢no BCR-ABL1 pozitivno celico med
100.000 BCR-ABL1 negativnimi celicami.

Meja kvantifikacije (limit of quantification, LOQ) je najnizja in najvi§ja koncentracija
merjenca (analita), ki jo lahko kvantitativno dolo¢imo s sprejeto analiticno celokupno
napako 0z. z 95% intervalom zaupanja za celokupno analiticno napako, ki mora biti <0,5
log10. Ker dobljeni rezultati ustrezajo zahtevanim kriterijem, smo za spodnjo mejo meje
kvantifikacije postavili red¢itev 107°.

Pri preverjanju linearnosti metode smo po statisti¢ni obdelavi podatkov le-te izrisali v obliki
grafov, in sicer za prepisa e13a2 in el4a2. Priporocila proizvajalca in literature so, da mora
biti za zadostno natan¢nost metode determinacijski koeficient (stopnja prileganja tock na
premico) najmanj 0,98. Primerjali smo linearnost metode RT-gPCR BCR-ABL1/ABL1 z
linearnostjo metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB. Rezultati so pokazali, da je metoda RT-
qPCR BCR-ABL1/GUSB linearna v celotnem obmo¢ju merjenja (R? za prepis e13a2 je
0,9956, za prepis el4a2 pa 0,9997), kar smo tudi pricakovali, saj v literaturi navajajo, da je
metoda RT-gPCR za merjenje BCR-ABLY1, pri kateri kot referen¢ni gen uporabimo GUSB,
linearna tudi pri visokih koncentracijah prepisa BCR-ABL1 [32]. Za razliko od metode
BCR-ABL1/GUSB smo pri metodi BCR-ABL1/ABL1 dobili rezultate, ki nakazujejo
nelinearnost (R? za prepis el3a2 je 0,9378, za prepis el4a2 pa 0,9265). Nelinearnost
obstojece metode pri vi§jih koncentracijah prepisa BCR-ABL1 je znana, zato je dobljeni
rezultat pricakovan [32].

Obseg porocanja rezultatov je razpon vrednosti, ki izpolnjujejo merila za sprejemljivost
metode, ki dolo¢ajo, da so napake zaradi nelinearnosti, nenatan¢nosti in drugih virov znotraj
dolo¢enih mej. Obseg porocanja rezultatov je torej razpon, v katerem je celokupna analiti¢na
napaka znotraj sprejemljivin mej [38]. V nasem primeru je 95% interval zaupanja za
celokupno analiti¢no napako (CNa95%) v razponu med 0,051 in 0,390 za prepis el3a2 in
med 0,087 in 0,263 za prepis el14a2, kar je znotraj zahtevanih meja za naso metodo (<0,5
log10). Na podlagi teh rezultatov smo dolo¢ili, da je obseg poro€anja rezultatov v obmocju
od 10° do 10 za oba prepisa.

Na podlagi dobljenih rezultatov bi bilo bolj smiselno uporabiti metodo RT-qPCR, pri kateri
uporabimo referen¢ni gen GUSB, saj bi tako lahko zanesljiveje spremljali odziv na
zdravljenje s TKI pri bolnikih s KML. Da bi lahko to metodo uporabili v praksi za

spremljanje odziva na zdravljenje, je potrebno dolociti konverzijski faktor, s katerim bi
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dobljene rezultate podajali na mednarodnem merilu (IS). Za dolo¢itev preliminarnega
korelacijskega koeficienta smo morali najprej izvesti korelacijo med testno metodo in
referen¢no metodo in linearno regresijo -logl0 razmerja BCR-ABL1/GUSB metode in
-log10 razmerja BCR-ABL1/ABLL1. Pri korelaciji smo pridobili Pearsonov korelacijski
koeficient, ki znasa 0,9736, kar kaze na mocno linearno povezanost obeh metod. Rezultat
linearne regresije (slika 17) kaze, da je razlika (bias) med premico linearne regresije in
premico enakosti konstantna. Dobljen rezultat nam je omogocil, da smo iz podatkov
izraCunali konverzijski faktor po formuli, ki je zapisana v poglavju Statisti¢na obdelava
podatkov. Po pridobitvi koverzijskega faktorja (0,4835), smo le-tega uporabili za pretvorbo
rezultatov testne metode RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB na mednarodno merilo, nato pa smo
preverili Se ujemanje rezultatov testne in referencne metode.
Ujemanje rezultatov med obema metodama BCR-ABLI/referen¢ni gen RT-qPCR je
sprejemljivo, ¢e sta dosezena dva izmed treh pogojev [41]:
e 50 % rezultatov vzorcev bolnikov je v razponu dvakratnika, to je, ko je razmerje med
rezultatom referen¢ne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/ABLL1 IS) in
testne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/GUSB IS) med 0,5 in 2,0.
e 75 % rezultatov vzorcev bolnikov je v razponu trikratnika, to je, ko je razmerje med
rezultatom referen¢ne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/ABLL1 IS) in
testne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/GUSB IS) med 0,33 in 3,0.
e 90 % rezultatov vzorcev bolnikov je v razponu petkratnika, to je, ko je razmerje med
rezultatom referenéne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/ABL1 IS) in
testne metode (absolutna vrednost -log10 BCR-ABL1/GUSB IS) med 0,2 in 5,0.
V nasem primeru so rezultati pokazali, da je ujemanje rezultatov po pretvorbi na
mednarodno merilo sprejemljivo, saj smo z metodo izpolnili vse tri pogoje (70,6% rezultatov
v razponu dvakratnika, 94,1% rezultatov v razponu trikratnika, 97,1% rezultatov v razponu
petkratnika).
Vpeljana analizna metoda je na podlagi dobljenih rezultatov natan¢na, to¢na in primerljiva
z referen¢no metodo dolocanja, ki se v Specializiranem hematoloskem laboratoriju
Klini¢nega oddelka za hematologijo, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana uporablja za
spremljanje uspeha zdravljenja bolnikov s KML. Nova metoda nam omogoca nove moznosti
raziskav in ocene zgodnjega uspeha zdravljenja, kar lahko pripomore k natan¢nejsi napovedi
nadaljnjega poteka bolezni. Pred dejansko uporabo v praksi pa je potrebno revalidirati

dobljen konverzijski faktor.
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6. SKLEP

Pri bolnikih s kroni¢no mieloi¢no levkemijo je potrebno redno spremljanje ucinkovitosti

zdravljenja na molekularnem nivoju. V nalogi smo primerjali dve metodi dolocanja

molekularnega produkta znacilnega za KML in prisli do naslednjih sklepov:

Metoda RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB je linearna v obmo¢ju nad 10% IS, kar smo
dokazali z dolo¢anjem linearnosti metode in z dobljenim determinacijskim
koeficientom, ki je ustrezal priporo¢ilom proizvajalcev.

Koeficient variacije pri dolo¢anju natanénosti metode RT-gQPCR BCR-ABL1/GUSB
s pomocjo ponovljivosti v seriji in med serijami meritev in pri dolo¢anju linearnosti
metode je bil manjsi od postavljenih 30%, kar pomeni, da smo metodo uspesno
modificirali in da so pridobljeni rezultati dovolj natan¢ni.

Primerjava obstojeCe (referencne) metode in modificirane (testne) metode je
omogocila pridobitev konverzijskega faktorja (0,4835), ki smo ga uporabili za
pretvorbo rezultatov na mednarodno merilo.

Ujemanje rezultatov med obema metodama RT-qPCR za dolo¢anje prepisa BCR-
ABLL1 je bilo sprejemljivo, saj smo izpolnili vse postavljene pogoje.

Pred uporabo RT-gPCR BCR-ABL1/GUSB v praksi, je potrebno dobljen

konverzijski faktor revalidirati.
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8. PRILOGE
Tabela XXII: Podatki za izraéun to&nosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e13a2
Povprecje razmerja | % povpredja razmerja | Standardni odklon log10 % povprecja
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB log10 razmerja razmerja
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB
el3a2 10° 1,87910 187,910 0,028 2,274
el3a2 101 0,17799 17,799 0,081 1,250
el3a2 102 0,01506 1,506 0,165 0,178
el3a2 103 0,00205 0,205 0,186 -0,689
el3a2 10* 0,00018 0,018 0,239 -1,757
el3a2 10° 0,00002 0,002 0,142 -2,717
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Tabela XXIII: Podatki za izra¢un to¢nosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za prepis e14a2

Povprecje razmerja | % povpredja razmerja | Standardni odklon log10 % povprecja
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB log10 razmerja razmerja
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB
elda2 10° 0,53639 53,639 0,046 1,729
el4a2 101 0,06595 6,595 0,088 0,819
el4a2 102 0,00657 0,657 0,088 -0,182
el4a2 103 0,00064 0,064 0,106 -1,196
el4a2 10+ 0,00007 0,007 0,098 -2,155
el4a2 10° 0,00001 0,001 0,085 -3,165
Tabela XXIV: Podatki za dolotitev natanénosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za ponovljivost v seriji meritev
Povprecje razmerja | % povprecja razmerja | Standardni odklon Koeficient variacije
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB razmerja razmerja
BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB v %
el3a2 10-2 1,473 147,300 0,0821 5,567
el3a2 10-4 0,017 1,700 0,0034 17,647
elda2 10-2 1,045 104,500 0,1702 16,270
elda2 10-4 0,010 1,000 0,0002 2,000
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Tabela XXV: Podatki za doloditev natan¢nosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB za ponovljivost med serijami meritev

Povpredje razmerja
BCR-ABL1/GUSB

% povprecja
razmerja
BCR-ABL1/GUSB

Standardni odklon
razmerja
BCR-ABL1/GUSB

Koeficient variacije
razmerja
BCR-ABL1/GUSB v %

el3a2 10-2 1,436 143,600 0,223 15,521
el3a2 10-4 0,018 1,800 0,005 29,742
elda? 10-2 1,146 114,600 0,185 16,115
eld4a?2 10-4 0,009 0,900 0,001 9,979
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Tabela XXVI: Podatki za dolocitev linearnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/ABL1

Povprecje razmerja | % povprecja Standardni odklon log10 % povprecja
BCR-ABL1/ABL1 razmerja log10 razmerja razmerja
BCR-ABL1/ABL1 BCR-ABL1/ABL1 BCR-ABL1/ABL1
el3a2 100% | 5,020 502,000 0,026 2,701
el3a250% | 4,109 410,900 0,015 2,614
el3a2 25% | 3,503 350,300 0,007 2,544
el3a2 12,5% | 1,997 199,700 0,005 2,300
el3a2 6,25% | 1,200 120,000 0,004 2,079
el4a2 100% | 0,862 86,200 0,024 1,936
elda2 50% | 0,830 83,000 0,009 1,919
elda2 25% | 0,681 68,100 0,018 1,833
elda2 12,5% | 0,450 45,000 0,008 1,653
elda2 6,25% | 0,326 32,600 0,018 1,513
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Tabela XXVII: Podatki za dolo¢itev linearnosti metode RT-qPCR BCR-ABL1/GUSB

Povprecje % povprecja Standardni odklon log10 % povprecja
razmerja razmerja log10 razmerja razmerja
BCR-ABL1/GUSB | BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB BCR-ABL1/GUSB

el3a2 100% | 1,917 191,700 0,018 2,283

el3a2 50% 1,106 110,600 0,045 2,044

el3a2 25% 0,461 46,100 0,042 1,664

el3a2 12,5% | 0,209 20,900 0,038 1,319

el3a2 6,25% | 0,103 10,300 0,027 1,015

el4a2 100% | 0,556 55,600 0,022 1,745

elda2 50% 0,317 31,700 0,019 1,501

elda? 25% 0,172 17,200 0,028 1,325

eld4a2 12,5% | 0,099 9,900 0,043 0,997

elda2 6,25% | 0,056 5,600 0,017 0,750
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