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Sažetak

Uvod: Kro nič na mi je loič na leu ke mi ja (en gl. chro nic mye loid leu ke mia, CML) 

je mi je lop ro li fe ra tiv na bo le st ko ju ka rak te ri zi ra pri sut no st fu zij skog ge na bcr-

abl i pos lje dič no fu zij skog pro tei na bcr-abl. Ia ko je ot kri će in hi bi to ra ti ro zi n-

ki na ze (en gl. tyro si ne ki na se in hi bi tor, TKI), ima ti nib me si la ta (IM) po bolj šalo 

li je če nje boles ni ka obo lje lih od CML, dio bo les ni ka raz vi ja re zis ten ci ju na li jek, 

što do vo di do po vi še ne ra zi ne bcr-abl pri je pi sa. Je dan od mo gu ćih raz lo ga te 

re zis ten ci je su mu ta ci je u do me ni ABL ki na ze. Ne ke se mu ta ci je mo gu prev-

la da ti po ve ća njem do ze li je ka ili prim je nom no ve ge ne ra ci je TKI. Je di na mu-

ta ci ja re zis ten tna na tre nut no dos tup ne TKI je st T315I. Cilj ovog is tra ži va nja 

bio je ot kri ti da li je pri sut no st T315I kod bo les ni ka re zis ten tnih na li je če nje 

ima ti nib me si la tom po ve za na s po ve ća nom ili nep re kid no vi so kom ra zi nom 

bcr-abl pri je pi sa. Ta ko đer, cilj je bio procije ni ti mo gu ću raz li ku u ra zi ni bcr-abl 

pri je pi sa kod bo les ni ka re zis ten tnih na li je če nje ima ti nib me si la tom sa i bez 

T315I mu ta ci je.

Is pi ta ni ci i me to de: U is pi ti va nje su bila uk lju čena 24 bo les ni ka obo lje la 

od CML s neod go va ra ju ćim od go vo rom na li je čenje ima ti nib me si la tom. Pro-

ve de na je kvan ti ta tiv na lan ča na reak ci ja po li me ra zom u stvar nom vre me nu 

(en gl. real ti me quan ti ta ti ve polyme sa re chain reac tion, RQ-PCR) pre ma pro to-

ko lu ud ru že nja Eu ro pa pro tiv ra ka (en gl. Eu ro pe Again st Can cer), a za do ka zi-

va nje mu ta ci je T315I rab lje na je me to da alel spe ci ? č ne oli go nuk leo tid ne PCR 

(en gl. al le le spe ci ' c oli go nuc leo ti de PCR, ASO PCR).

Re zul ta ti: Kod 4 od 24 bo les ni ka do ka za na je mu ta ci ja T315I (17%). Iz ra ču-

nat je i me di jan om je ra bcr-abl/abl ko ji je iz no sio 19% za bo les ni ke s T315I 

mu ta ci jom i 13% za bo les ni ke bez mu ta ci je, no raz li ka iz me đu tih dvi ju sku pi-

na ni je bi la sta tis tič ki zna čaj na (P = 0,394)

Zak lju čak: Do ka zi va nje pri sut nos ti mu ta ci je T315I ključ no je u te ra pij skom 

pris tu pu bo les ni ci ma s CML, bu du ći da je li je čenje iz bo ra za no si te lje te mu ta-

ci je tran splan ta ci ja ma tič nih sta ni ca.

Ključ ne ri je či: kro nič na mi je loič na leu ke mi ja; re zis ten ci ja na ima ti nib me si-

lat; mu ta ci ja T315I

Ab stra ct

Bac kgrou nd: Chro nic mye loid leu ke mia (CML) is a mye lop ro li fe ra ti ve di-

sea se charac te ri zed by the pre sen ce of bcr-a bl fu sion ge ne and con sequen-

tly bcr-a bl fu sion pro tein. Al thou gh the dis co ve ry of tyro si ne ki na se inhi bi-

tor (TKI), ima ti nib me syla te (IM), im pro ved the treat me nt of CML pa tien ts, 

a pro por tion of pa tien ts de ve lop re sis tan ce to the drug re sul ti ng in in crea-

sed bcr-a bl le vel. One of pos sib le rea so ns for re sistan ce are the mu ta tio ns in 

ABL ki na se do main. So me mu tations can be over co me by in crea si ng the drug 

do se or by usi ng the new ge ne ra tion of TKI. The only mu ta tion re sis ta nt to 

cur ren tly avai lab le TKI is T315I. The aim of this stu dy was to de te ct if the pre-

sen ce of T315I in pa tien ts re sis ta nt to ima ti nib me syla te the ra py is as so cia ted 

wi th the in crea se or con stan tly hi gh bcr-a bl le vel. We al so ai med to as se ss 

the pos sib le diO  e ren ce in bcr-a bl le vel in ima ti ni b-re sis ta nt pa tien ts wi th and 

wit hout T315I mu ta tion.

Ma te ria ls and met ho ds: The stu dy in clu ded 24 CML pa tien ts wi th ina-

dequa te res pon se to IM the ra py. Real ti me quan ti ta ti ve PCR was per for med 

ac cor di ng to Eu ro pe Again st Can cer pro to col and al le le spe ci? c oli go nuc leo ti-

de PCR was used for T315I mu ta tion de tec tion.

Re sul ts: T315I was de tec ted in 4 out of 24 pa tien ts (17%). Cal cu la ted me dian 

bcr-a bl/abl le ve ls we re 19% for T315I po si ti ve and 13% for T315I ne ga ti ve pa-

tien ts, but the diO  e ren ce was not sta tis ti cal ly sig ni ?  ca nt (P = 0.394).

Con clu sio ns: T315I de tec tion is es sen tial in the ra py ap proa ch for CML pa-

tien ts as the treat me nt of choi ce for T315I car rie rs is ste m-ce ll tran splan ta-

tion.

Keywor ds: chro nic mye loid leu ke mia; ima ti nib me syla te re sis tan ce; T315I 

mu ta tion
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Uvod

Kro nič na mi je loič na leu ke mi ja (en gl. chro nic mye loid leu-
ke mia, CML) je mi je lop ro li fe rat vna bo le st ka rak te ri zi ra na 
kro mo som skom tran slo ka ci jom t(9;22) (q34;q11), poz na-
tom kao P  la del P j ski kro mo som (en gl. Phi la del phia chro-
mo so me). Pos lje di ca te tran slo ka ci je je on ko ge netič ki fu-
zij ski gen bcr-abl ko ji proiz vo di pro tein bcr-abl s po ja ča-
nom ak tiv noš ću ti ro zi n-ki na ze. No va saz na nja o CML i ot-
kri će mo le ku lar nih pu to va tirozi n-ki na ze, do veli su do ot-
kri ća „pa met nog li je ka“, ima ti nib me si la ta (en gl. ima ti nib 
me syla te, IM), ko ji se kom pe ti tiv no ve že na vez na mjes ta 
za ATP i spe ci P č no inak ti vi ra bcr-abl ki na zu (1,2). Uvo đe-
nje IM u li je če nje CML omo gu ći lo je vi so ki pos to tak ci to-
ge ne tič kih i mo le ku lar nih re mi si ja kod ve ći ne bo les ni ka (1). 
Stan dar dno li je če nje kro nič ne fa ze CML uk lju ču je 400 mg 
IM na dan s ci to ge ne tič kim pra će njem pos tot ka sta ni ca 
po zi tiv nih na P  la del P j ski kro mo som i mo le ku lar nim pra-
će njem ra zi ne bcr-abl pri je pi sa me to dom kvantitativnog 
PCR-a (RQ-PCR) (1,3,4).

Me đu tim, kod od re đe nog bro ja bo les ni ka ili uop će ne ma 
od go vo ra ne te ra pi ju ima ti nib me si la tom, ili se on s vre-
me nom iz gu bi. Je dan od mo gu ćih raz lo ga za to su mu ta-
ci je ge na za ABL ki nazu ko je su ot kri ve ne kod vi še od 50% 
bo les ni ka s CML ot por nih na li je če nje IM (1).

Pos to ji ne ko li ko ti po va mu ta ci ja ko je se mo gu po di je li ti 
u če ti ri sku pi ne te me ljem kris ta log raf ske struk tu re cA BL: 
mu ta ci je ko je se ve žu na ka ta li tič ku do me nu pro tei na bcr-
abl i ta ko iz rav no one mo gu ću ju IM, one ko je se na la ze 
unu tar ATP vez nog mjes ta, one ko je se na la ze unu tar ak ti-
va cij ske pet lje ko ja spre ča va ki na zu ka ko bi pos tig la neak-
tiv nu kon for ma ci ju pot reb nu za ve za nje IM i one ko je se 
na la ze unu tar ka ta li tič ke do me ne (1).

Do sa da su opi sane ba rem 73 raz li čite mu ta cije kod bo-
les ni ka s CML re zis ten tnih na IM (5). Sve mu ta ci je nema ju 
is tu važ no st, ne ke su čak fun kcio nal no ne važ ne (3). Pre-
ma od go vo ru na li je če nje IM, mu ta ci je se di je le na vi so-
ko re zis ten tne mu ta ci je u do me ni ki na ze (T315I, Y253H/K, 
E255K/V, H396P/R) i um je re no re zis ten tne mu ta ci je 
(M244V, M351T, F359V). Um je re no re zis ten tne mu ta ci je u 
do me ni ki na ze mo gu se prev la da ti po vi še nom do zom li-
je ka IM od 600 ili 800 mg na dan (1,3).

Raz voj dru ge ge ne ra ci je in hi bi to ra ti ro zi n-ki na ze (en gl. 
tyro si ne ki na se in hi bi tor, TKI) ni lo ti ni ba i da sa ti ni ba, ko ji se 
struk tur no raz li ku ju od IM, ko ris ti bo les ni ci ma no si te lji ma 
vi so ko re zis ten tnih mu ta ci ja, bu du ći da oba li je ka suz bi ja-
ju uči nak svih poz natih mu ta cija ko je do vo de do re zis ten-
ci je na ima ti nib, osim mu ta cije T315I (2,5). To je toč kas ta 
mu ta ci ja u ko joj do la zi do zam je ne C→T, što do vo di do 
prom je ne ami no ki se li ne treo nina u izo leu cin na po lo ža-
ju 315 (Thr315→Ile) u cA BL. Thr315 se na la zi na ključ nom 
po lo ža ju od go vor nom za stva ra nje vo di ko vih ve za s IM ili 
dru gim TKI, či ne ći ti me li jek dje lot vor nim. Izo leu cin sad-
r ži jed nu ug lji ko vo di ko vu sku pi nu vi še u pos tra nič nom 
lan cu, ko ja stva ra ste rič ke smet nje za ve zi va nje TKI, ali ne 

In tro duc tion

Chro nic mye loid leu ke mia (CML) is a mye lop ro li fe ra ti-

ve di sea se cha rac te ri zed by chro mo so mal tran slo ca tion 

t(9;22) (q34;q11), al so known as Phi la del phia chro mo so-

me. The con sequen ce of this tran slo ca tion is a bcr-a bl on-

co ge nic fu sion ge ne whi ch pro du ces bcr-a bl pro tein wi th 

en ha nced tyro si ne ki na se ac ti vi ty. Increa sed knowled ge 

about CML and the dis co ve ry of the mo le cu lar pat hways 

of tyro si ne ki na se has led to the crea tion of a “sma rt 

drug”, ima ti nib me syla te (IM), whi ch com pe ti ti ve ly bin ds 

at the ATP bin di ng si te and spe ci P  cal ly inac ti va tes bcr-a-

bl ki na se (1,2). The in tro duc tion of IM in the treat me nt of 

CML has enab led hi gh ra te of cytogene tic and mo le cu-

lar re mis sion in mo st pa tien ts (1). Stan da rd treat me nt of 

chro nic pha se CML is 400 mg IM per day wi th cyto ge ne tic 

mo ni to ri ng of per cen ta ge of Phi la del phia chro mo so me 

po si ti ve cel ls and mole cu lar mo ni to ri ng of bcr-a bl tran-

scri pt le vel by real ti me quan ti ta ti ve PCR (RQ-PCR) (1,3,4).

Howe ver, a pro por tion of pa tie nts fail to res po nd to IM 

the ra py or lo se the res pon se. One of the pos sib le rea so ns 

for that are ABL ki na se mu ta tio ns that are fou nd in mo re 

than 50% IM re sis ta nt CML pa tien ts (1).

The re are se ve ral types of mu ta tio ns that can be divided 

in four grou ps ba sed on crystal log rap hic struc tu re of cA-

BL: mu ta tio ns that bi nd to the ca ta lytic do main of the 

bcr-a bl pro tein and so di rec tly im pair IM, tho se that are 

wit hin the ATP bin di ng si te, tho se wit hin ac ti va tion loop 

that pre ve nt the ki na se from ac hie vi ng the inac ti ve con-

for ma tion requi red for IM bin di ng, and tho se wit hin the 

ca ta lytic do main (1).

So far, at lea st 73 dio  e re nt mu ta tio ns have been des cri-

bed in IM re sis ta nt CML pa tien ts (5). Not all mu ta tio ns 

ha ve the sa me re le van ce; so me are even fun ctio nal ly 

ir re le va nt (3). Ac cor di ng to res pon se to IM they are divi-

ded in to highly re sis ta nt ki na se do main mu ta tio ns (T315I, 

Y253H/K, E255K/V, H396P/R) and mo de ra te ly re sis ta nt 

mu ta tio ns (M244V, M351T, F359V). Mo de ra te ly re sis ta nt 

ki na se do main mu ta tio ns can be over co me by an in crea-

se in IM do se to 600 or 800 mg per day (1,3).

The de ve lop me nt of se co nd ge ne ra tion tyro si ne ki na se 

in hi bi to rs (TKI), ni lo ti nib and da sa ti nib, that are struc-

tu ral ly dio  e re nt from IM broug ht be neP ts for pa tien ts 

bea ri ng highly re sis ta nt mu tatio ns be cau se bo th dru gs 

are acti ve again st all known ima ti nib re sis ta nt mu tatio ns 

exce pt the T315I (2,5). In this mu ta tion, sin gle nuc leo ti de 

C→T chan ge re sul ts in threo ni ne to iso leu ci ne sub sti tu-

tion at po si tion 315 (Thr315→Ile) of cA BL. Thr315 for ms 

cri ti cal hydro gen bo nd wi th IM or ot her TKI, ma ki ng the 

drug eo  ec ti ve. Iso leu ci ne con tai ns an extra hydro car bon 

group in the si de chain, whi ch re sul ts in ste ric cla sh wi th 

TKI but do not in ter fe re wi th ATP bin di ng (6). The re fo re, 

T315I rep re se nts ki nd of a “ga te kee per” that con tro ls ac-
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ut je če na ve zi va nje ATP (6). Sto ga, T315I pred stav lja vr stu 
ču va ra (en gl. ga te kee per) ko ji kon tro li ra ulaz ma lih mo le ku-
la in hi bi to ra i zbog to ga je tu mu ta ci ju teš ko nad vla da ti, ne 
sa mo ima ti nib me si la tom, već i os ta lim mo le ku la ma ko je 
kom pe ti ti ra ju s ATP (7). Zbog svih prob le ma povezanih s 
T315I, li je če nje iz bo ra za no si te lje T315I mu ta ci je je alo ge na 
tran spla ta ci ja ma tič nih sta ni ca (1).

Cilj ovog is tra ži va nja bio je ot kri ti je li pri sut no st T315I 

muta ci je kod bo les ni ka re zis ten tnih na li je če nje ima ti nib 

me si la tom po ve za na s po vi še nom ili nep re kid no vi so kom 

ra zi nom bcr-abl pri je pi sa. Cilj je ta ko đer bio ut vr di ti pos-

to ji li raz li ka u razi na ma bcr-abl pri je pi sa kod bo les ni ka re-

zis ten tnih na li je če nje ima ti nib me si la tom sa i bez T315I 

mu ta ci je.

Ma te ri ja li i me to de

Is pi ta ni ci

U is tra ži va nje su bi la uk lju če na 24 bo les ni ka (10 že na i 14 

muš ka ra ca) ko ji ma je di jag nos ti ci ra na CML i či ji od go vor 

na li je če nje IM ni je bio od go va ra ju ći. Svi boles ni ci li je če ni 

su u Za vo du za he ma to lo gi ju Kli ni ke za unu tar nje bo les-

ti Me di cin skog fa kul te ta Sveu či liš ta u Zag re bu i Kli nič kog 

bol nič kog cen tra Zag reb.

Pre ma Bac ca ra ni ju i surad ni ci ma, neod go va ra ju ći se od-

go vor mo že po di je li ti u tri sku pi ne (3):

1. Subop ti mal ni od go vor – ma nji ne go zna čaj ni mo le ku-

lar ni od go vor (en gl. ma jor mo le cu lar res pon se, MMoR) 

(MMoR se de fi ni ra kao om jer bcr-abl/abl ≤ 0,1 pre ma 

Me đu na rod noj ljes tvi ci (en gl. In ter na tio nal Sca le, IS) 

na kon 18 mje se ci pra će nja) ili gu bi tak MMoR.

2. Bez od go vo ra na li je če nje IM – ma nji ne go pot pu ni 

ci to ge ne tič ki od go vor (en gl. com ple te cyto ge ne tic res-

pon se, CCyR) (CCyR se de fi ni ra kao izos ta nak Ph po zi-

tiv nih me tafaza na kon 18 mje se ci pra će nja) ili gu bi tak 

CCyR ili kom plet nog he ma to loš kog od go vo ra.

3. Pove ća nje ve će od 1 log om je ra bcr-abl/abl iz me đu 

dva mje re nja ti je kom pra će nja.

Ti je kom is tra ži va nja kod svih je bo les ni ka bo le st bi la u 

kro nič noj fa zi.

Me to de

RNA i DNA izo li ra ne su iz koš ta ne sr ži ili pe ri fer nih kr-

vnih sta ni ca. Ge nom ska DNA ek stra hi ra na je me to dom 

iso lja va nja (8). Za do ka zi va nje mu ta ci je T315I pri mi je nje-

na je me to da alel spe ci P č nog oli go nuk leo tid nog PCR-a 

(ASO-PCR) pre ma Kan gu i sur. (9). Uzo rak DNA bo les ni ka 

s pot vr đe nom mu ta cijom T315I ko riš ten je kao po zi tiv ni 

kon trol ni uzo rak. RNA je izo li ra na pro to ko lom izdva ja nja 

s trizo lom (en gl. Tri zol RNA extrac tion pro to col) (10) te ob r-

nu to pre pi sa na u cDNA (Hi gh ca pa ci ty cDNA re ver se Tran-

scrip tion Kit wi th RNA se in hi bi tor, Ap plied Bio syste ms, 

ce ss of sma ll mo le cu le in hi bi to rs and this is why it is su ch 

a dit    cu lt mu ta tion to in hi bit, not on ly by IM, but al so by 

ot her ATP com pe ti to rs (7). Be cau se of all the prob le ms re-

la ted to T315I, the treat me nt of choi ce for T315I car rie rs is 

al lo ge nic ste m-ce ll tran splan ta tion (1).

The aim of this stu dy was to de te ct if the pre sen ce of 

T315I in pa tien ts re sis ta nt to ima ti nib me syla te the ra py 

is as so cia ted wi th the in crea se or con stan tly hi gh bcr-a bl 

le vel. We al so ai med to as se ss the pos sib le dio  e ren ce in 

bcr-a bl le vel in ima ti ni b-re sis ta nt pa tien ts wi th and wit-

hout T315I mu ta tion.

Ma te ria ls and met ho ds

Sub jec ts

The stu dy in clu ded a to tal of 24 pa tien ts (10 wo men and 

14 men) diag no sed wi th CML who se res pon se to the ra-

py wi th IM was ina dequa te. Pa tien ts we re diag no sed and 

trea ted at He ma to lo gy Di vi sion, De par tme nt of Me di ci-

ne, Zag reb Cli ni cal Hos pi tal Cen ter. Ina dequa te res pon se 

can be divi ded in three grou ps ac cor di ng to Bac ca ra ni et 

al. (3):

1. Subop ti mal res pon se - le ss than ma jor mo le cu lar res-

pon se (MMoR is de fi ned as bcr-a bl/abl le vel ≤ 0.1 to 

In ter na tio nal Sca le (IS) at 18 mon ths of fol low-up) or 

lo ss of MMoR.

2. IM fai lu re - le ss than com ple te cyto ge ne tic res pon se 

(CCyR is de fi ned as no Ph po si ti ve me tap ha se fou nd 

at 18 mon ths of fol low-up), lo ss of CCyR or com ple te 

hema to lo gi cal res pon se.

3. More than 1 log in crea se in bcr-a bl/abl le vel be tween 

2 mea su re men ts du ri ng fol low-up.

At the ti me of in ves ti ga tion all pa tien ts we re in chro nic 

pha se of the di sea se.

Met ho ds

RNA and DNA we re iso la ted from bo ne mar row or pe-

rip he ral blood cel ls. Ge no mic DNA was extrac ted usi ng 

the sal ti ng out met hod (8). Al lele spe ci P c oli go nuc leo ti de 

(ASO-PCR) for T315I de tec tion was per for med ac cor di ng 

to Ka ng et al. (9). DNA sam ple from pa tie nt wi th con P r-

med T315I mu ta tion was used as posi ti ve con trol.

RNA was iso la ted using Tri zol RNA extrac tion pro to col 

(10) and re ver sely tran scri bed usi ng Hi gh ca pa ci ty cDNA 

re ver se Tran scrip tion Kit wi th RNA se In hi bi tor (Ap plied 

Bio syste ms, Fos ter City, Ca li for nia, USA) ac cor di ng to ma-

nu fac tu re r's in struc tio ns. RQ-PCR was per for med ac cor di-

ng to Eu ro pe Again st Can cer pro to col (11) usi ng TaqMan 

tec hno lo gy (Lig htCycler, Roc he, Man nheim, Ger ma ny). 

Am pli P  ca tion of fu sion bcr-a bl and abl as a con trol ge ne 

was per for med usi ng Fu sionQua nt Kit for RQ-PCR ana lysis 

of bcr-a bl Mbcr (Ip so gen, Mar seil le, Fran ce) ac cor di ng to 
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Fos ter Ci ty, Ka li for ni ja, SAD) pre ma upu ta ma proiz vo đa ča. 

RQ-PCR je pro ve de na pre ma pro to ko lu ud ru že nja Euro pa 

pro tiv ra ka (en gl. Eu ro pe Again st Can cer) (11) teh no lo gi jom 

TaqMan (Lic htCycler, Roc he, Man nheim, Nje mač ka). Um-

na ža nje fu zij skog ge na bcr-abl i abl kao kon trol nog ge na 

iz ve de no je me to dom RQ-PCR (Fusio nQua nt Kit for RQ-

PCR ana lysis of bcr-abl Mbcr, Ip so gen, Mar seil le, Fran ce) 

pre ma upu ta ma proiz vo đa ča. Om je ri bcr-abl/abl iz ra ču-

na ti su pre ma IS.

Sta tis tič ka ana li za

Po da ci su pri ka za ni kao me di jan i ras pon te su pro ci je nje ni 

ne pa ra met rij skim sta tis tič kim tes tom. Raz li ke iz me đu dvi-

ju sku pi na (s i bez mu ta ci je) is pi ta ne su Ma nn-Whit neye-

vim tes tom, dok je raz li ka u om je ri ma bcr-abl/abl iz me đu 

tri is pi ti va ne sku pi ne s neod go va ra ju ćim od go vo rom na 

li je če nje IM is pi ta na Krus ka l-Wal li so vim tes tom. Ra zi na 

sta tis tič ke zna čaj nos ti pos tav ljena je na 0,05. Sta tis tič-

ka ana li za pro ve de na je prog ram skim pa ke tom Med Ca lc 

ver zi ja 9.3.2.0 (Fra nk Schoo nja ns, Ma ria ker ke, Bel gium).

Re zul ta ti

Kod 24 bo les ni ka s CML bez od go va ra ju ćeg od go vo ra na 

li je če nje IM pro ve de no je do ka zi va nje mu ta ci je T315I me-

to dom ASO-PCR. Na sli ci 1. pri ka za no je elek tro fo ret sko 

raz dva ja nje um no že nih pro du ka ta ASO-PCR-om.

Re zul ta ti RQ-PCR i sta tus mu ta ci je T315I u sku pi na ma s 

neodgovarajućim od go vo rom na li ječenje IM pri ka za ni 

su u tab li ci 1. Od 24 is pi ta na bo les ni ka, 12 bo les ni ka ni-

je odgo vorilo na li ječenje IM (ci to ge ne tič ki po da ci ni su 

pri ka za ni), 6 bo les ni ka je ima lo su bop ti malni od go vor,a 

kod 6 bo les ni ka je do ka za no po većanje om jera bcr-a bl/

abl vi še od 1 log iz me đu dva mje re nja u pra će nju. Kod 

bo les ni ka kod ko jih ni je do ka za na mu ta ci ja T315I ras pon 

om je ra bcr-a bl/abl bio je 0,14-46,25%, za raz li ku od sku-

pi ne s do ka za nom mu ta ci jom T315I či ji je ras pon om je ra

bcr-abl/abl bio 10,95-30,45%.

ma nu fac ture r’s in struc tio ns. Bcr-a bl/abl le ve ls we re cal-

cu la ted ac cor di ng to IS.

Sta tis ti cal ana lysis

Da ta are pre sen ted as a me dian and ran ges and as ses-

sed by no n-pa ra met ric sta tis ti cs. Dio  e ren ce be tween 

two grou ps (wi th and wit hout mu ta tion) was tes ted wi-

th Ma nn-Whit ney te st whe reas dio  e ren ce in bcr-a bl/abl 

le ve ls be tween three stu died grou ps wi th ina dequa te 

IM res pon se was tes ted wi th Krus ka l-Wal lis te st. The le-

vel of sig ni P  can ce was set at 0.05. Sta tis ti cal ana lysis was 

per for med usi ng the Med Ca lc sof twa re pac ka ge ver sion 

9.3.2.0 (Fra nk Schoo nja ns, Ma ria ker ke, Bel gium).

Re sul ts

In twen ty-four CML pa tien ts who we re mo ni to red by 

RQ-PCR and who had ina dequa te res pon se to IM the ra py 

T315I mu ta tion de tec tion was per for med. Elec trop ho re-

tic se pa ra tion of rep re sen ta ti ve ASO-PCR am pli P  ca tion 

pro duc ts is shown in Fi gu re 1.

RQ-PCR re sul ts and T315I mu ta tion sta tus in inadequa te 

IM the ra py res pon se grou ps are shown in Tab le 1. Amo-

ng 24 CML pa tien ts stu died, 12 pa tien ts had IM the ra py 

fai lu re (cyto ge ne tic da ta not shown), 6 pa tien ts had su-

bop ti mal res pon se, and 6 pa tien ts had mo re than 1 log 

increa se of bcr-a bl/abl le vel be tween two mea su re men ts 

du ri ng fol low-up. In pa tien ts wit hout T315I the ran ge of 

bcr-a bl/abl was 0.14-46.25%, un li ke in tho se wi th T315I 

whose bcr-a bl/abl ran ge was 10.95-30.45%.

In or der to es tab li sh the pos sib le dio  e ren ce in bcr-a bl/abl 

le vel be tween CML pa tien ts wi th and wit hout T315I mu-

ta tion, me dian bcr-a bl/abl le ve ls we re cal cu la ted. Re sul ts 

are pre sen ted in Tab le 2 and in Fi gu re 2. In T315I po si ti-

ve pa tien ts the me dian bcr-a bl/abl le vel was 66% hig her 

than in T315I ne ga ti ve pa tien ts.

SLI KA 1. Elek tro fo ret sko raz dva ja nje rep re zen ta tiv nih ASO-PCR pro-

du ka ta.

FI GU RE 1. Elec trop ho re tic se pa ra tion of rep re sen ta ti ve ASO-PCR am-

pli P  ca tion pro duc ts.

1. Patient 1

2. Patient 2

3. Patient 7

4. Positive control

5. Blank probe

6. Molecular Weight Marker

7. Patient 1

8. Patient 2

9. Patient 7

10. Positive control

11. Blank probe

PCR products  with    

control primers

PCR products  with 

T315I mutation primers
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Ka ko bi se od re di la raz li ka u om je ri ma bcr-a bl/abl iz me đu 

sku pi na bo les ni ka s i bez mu ta ci je T315I, iz ra ču nat je me-

di jan om je ra bcr-a bl/abl. Re zul ta ti su pri ka za ni u tab li ci 2. 

i na sli ci 2. Kod bo les ni ka s do ka za nom mu ta ci jom T315I, 

me di jan om je ra bcr-a bl/abl bio je 66% vi ši ne go kod bo-

les ni ka bez mu ta ci je T315I.

Ras pra va

Na kon što je pri je vi še od 150 go di na CML pr vi pu ta opi-

sa na kao bo le st, ve ći je nap re dak u li je če nju uči njen u 

pro tek lom de set lje ću ne go u pr vih sto go di na od ot kri-

ća bo les ti. Ot kri će ti ro zi n-ki nazne ak tiv nos ti pro tei na bcr-

abl, do ve lo je do sin te ze no ve se ri je spo je va, in hi bi to ra 

ti ro zi n-ki na ze. Je dan od njih, ima ti nib me si lat, po ka zu je 

vr lo vi so ku i re la tiv no spe ci P č nu bio ke mij sku ak tiv no st te 

pos je du je prih vatljiv far ma ko ki ne tič ki i tok sič ni pro P l, pa 

je vr lo br zo uve den u kli nič ku prak su (6). To je do ve lo do 

re vo lu cio nar nog ko ra ka u li je če nju CML, od go vo ru na li je-

če nje i na pos ljet ku proc je ni li je če nja os jet lji vijim teh ni ka-

ma. Sto ga je Eu rop ska mre ža za leu ke mi ju (en gl. Eu ro pean 

Leu ke mia Net) iz ra di la pro to kol za ob ra du CML ko ji uk lju-

ču je kli nič ku proc je nu, kr vnu sli ku, ci to ge ne ti čki preg led 

koš ta ne sr ži i mo le ku lar no pra će nje ra zi ne bcr-abl pri je pi-

TAB LI CA 1. Om je ri bcr-abl/abl (me di jan i ras pon) i sta tus mu ta ci-

je T315I kod tri is pi ti va ne sku pi ne s neod go va ra ju ćim od go vo-

rom na li je če nje IM

TAB LI CA 2. Om je ri bcr-abl/abl (me di jan i ras pon) kod T315I po zi-

tiv nih i ne ga tiv nih bo les ni ka

TAB LE 1. Bcr-a bl/abl le ve ls (me dian and ran ge) and T315I mu-

ta tion sta tus in three stu died grou ps wi th ina dequa te IM res-

pon se

TAB LE 2. Bcr-a bl/abl le ve ls (me dian and ran ge) in T315I pos ti ve 

and ne ga ti ve pa tien ts

Dis cus sion

Af ter the ini tial des crip tion of CML mo re than 150 yea rs 

ago, lit tle prog re ss has been ma de in the treat me nt of 

this di sea se for mo re than a cen tu ry com pa red to the pa-

st de ca de. Recog ni tion of tyro si ne ki na se ac ti vi ty of the 

bcr-a bl pro tei ns has led to the dis co ve ry of a new se ries 

of com poun ds, na me ly tyro si ne ki na se in hi bi to rs. One 

of them, ima ti nib me syla te, was fou nd to ha ve hi gh and 

re la ti ve ly spe ci P c bioc he mi cal ac ti vi ty and an ac cep tab le 

phar ma co ki ne tic and toxic pro P  le, and was ra pid ly in tro-

du ced in to cli ni cal prac ti ce (6). This re sul ted in re volu tio-

na ry step in CML the ra py, res pon se to the ra py and con-

sequen tly es ti ma tion of res pon se by mo re sen si ti ve tec-

hniques. The re fo re Eu ro pean Leu ke mia Net es tab lis hed 

a pro to col for CML manageme nt whi ch in clu des cli ni cal 

as ses sme nt, blood cou nt, cyto ge ne tic re vi sion of bo ne 

mar row, and mo le cu lar mo ni to ri ng of bcr-a bl le vel eve ry 

3 mon ths from the be ginning of the the ra py (3).

Ma jor cau se of re sis tan ce to IM or re lap se du ri ng IM the-

ra py are ABL ki na se poi nt mu ta tio ns (7,12,13). The on ly 

mu ta tion re sis ta nt to cur rently avai lab le TKI is T315I, and 

T315I car rie rs are eli gib le for al lo geneic stem-ce ll tran-

splan ta tion on ly. This is why the de tec tion of ABL ki na se 

IM the ra py

res pon se

Bcr-a bl/abl (% IS)

me dian (ran ge)

T315I po si ti ve

(N)

P (Krus ka l-Wal lis 

te st)

IM the ra py fai lu re

(N = 12)
15.38 (0.27-45.43) 3

0.526
Su bop ti mal

(N = 6)
6.80 (0.14-46.25) 0

> 1 log in crea se

(N = 6)
14.38 (7.45-30.45) 1

IM – ima ti nib me si la te; IS - In ter na tio nal Sca le

Pa tien ts
Bcr-a bl/abl le vel (% IS)

me dian (ran ge)
P

T315I po si ti ve

(N = 4)
19.36 (10.95-30.45)

0.394
T315I ne ga ti ve

(N = 20)
12.80 (0.14-46.25)

IS – In ter na tio nal Sca le
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sa sva ka 3 mje se ca od po čet ka li je če nja (3). Glav ni raz log 

re zis ten ci je na li je če nje IM ili re ci di va ti je kom li je če nja IM 

su toč kas te mu ta ci je ABL ki na ze (7,12,13). Je di na mu ta ci ja 

re zis ten tna na tre nut no dos tu pan TKI je st T315I. Sto ga je 

no sio ci ma mu ta ci je T315I je di no rje še nje alo ge nična tran-

spla ta ci ja ma tič nih sta ni ca. To je raz log zaš to je ot kri va nje 

mu ta ci ja ABL ki na ze vr lo ko ris no u ra cio nal noj te ra pij skoj 

ob ra di bo les ni ka s CML (12).

Pos to ji ne ko li ko me to da za ot kri va nje mu ta ci ja u do me ni 

ki na ze. Jed na od naj češ će prim je nji va nih me to da pro bi ra 

u ru tin skom pra će nju bo les ni ka je di rek tno sek ven ci ra nje. 

Ne dos ta tak te me to de je nje na nis ka os jet lji vo st (20%). 

Me to da s vi šom os jet lji voš ću od di rek tnog sek ven ci ra nja 

je de na tu ri ra ju ća te ku ćin ska kro ma tog ra P  ja vi so ke dje lot-

vor nos ti (en gl. De na tu ri ng hi gh per for man ce liquid chro-

ma tog rap hy) (1-5%). Za raz li ku od tih me to da, alel spe ci-

P č na oli go nuk leo tid na lan ča na reak ci ja po li me ra ze (en gl. 

Al le le-Spe ci T c Oli go nuc leo ti de PCR, ASO-PCR) ima naj vi šu 

os jet lji vo st ko ja mo že do se ći čak 0,1%, no pro bir kroz ci-

je lu do me nu ge na ABL ni je mo guć, bu du ći da ta me to da 

zah tje va raz li či te po čet ni ce za sva ku mu ta ci ju (1,2,12,13).

U ovo is tra ži va nje su bi la uk lju če na 24 bo les ni ka s neod-

go va ra ju ćim od go vo rom na li je če nje IM i stal nim po ve ća-

njem ili vi so kim om je rom bcr-a bl/abl kod pra će nja. Suk-

lad no ra ni je ob jav lje nim po da ci ma, pret pos ta vi li smo da 

bi mu ta ci ja T315I mog la bi ti raz lo gom neod go va ra ju ćeg 

od go vo ra na te ra pi ju (1). Me đu svim bo les ni ci ma, u 4 je 

slu ča ja ot kri ve na mu ta ci ja T315I (17%). Tri bo les ni ka s do-

ka za nom mu ta ci jom T315I su iz sku pine bez od go vora na 

li je če nje IM, što je bi lo i oče ki va no s ob zi rom da je taj mu-

ti ra ni pod klon re zis ten tan na li je če nje IM (4). Kod jed nog 

bo les ni ka s do ka za nom mu ta ci jom T315I i po ve ćanjem 

om je ra bcr-a bl/abl vi še od 1 log, mu ta ci ja se pro ši ri la vje-

ro jat no kao re zul tat se lek tiv ne in hi bi ci je IM (4).

mu ta tio ns is ve ry use ful for ra tio nal the ra peu tic ma na ge-

me nt of CML pa tien ts (12).

Seve ral met ho ds ha ve been es tab lis hed for de tec tion of 

ki na se do main mu ta tio ns. Di re ct sequen ci ng is one of 

the mo st used scree ni ng met ho ds in rou ti ne monito ri ng 

of pa tien ts, but its di sad van ta ge is low sen si ti vi ty (20%). 

De na tu ri ng hi gh per for man ce liquid chro ma tog rap hy 

is a mo re sen si ti ve met hod (1-5%) com pa red to di re ct 

sequen ci ng. Un li ke tho se met ho ds, ASO-PCR has the hig-

hest sen siti vi ty that can even rea ch 0.1% but the scree ni-

ng throu gh the who le ABL ge ne do main is not pos sib le 

as this met hod requi res dio  ere nt pri me rs for ea ch mu ta-

tion (1,2,12,13).

Twen ty-four pa tien ts wi th ina dequa te res pon se to IM the-

ra py and con sta nt in crea se or hi gh bcr-a bl/abl le ve ls du ri-

ng fol low-up we re in clu ded in this stu dy. It was as su med 

that, ac cor di ng to li te ra tu re, T315I cou ld be the pos sib le 

cau se (1). Amo ng all pa tien ts tes ted, T315I was de tec ted 

in four ca ses (17%). Three patien ts bea ri ng T315I mu ta tion 

we re in IM fai lu re group, whi ch was expec ted sin ce this 

mu ta nt sub clo ne is uni for me ly re sis ta nt to treat me nt wi-

th IM (4). In one T315I po si ti ve pa tie nt wi th mo re than 1 log 

in crea se of bcr-a bl/abl le vel, the mu ta tion pro bab ly expan-

ded as a re su lt of se lec ti ve pres su re exer ted by IM (4).

Cal cu la ted me dian bcr-a bl/abl le ve ls we re 19.36% for 

T315I po si ti ve and 12.80% for T315I ne ga ti ve pa tien ts, but 

the dio  e ren ce was not sta tis ti cal ly sig ni P  ca nt (P = 0.394). 

The se hi gh bcr-a bl le ve ls are re la ted to poor prog no sis 

in clu di ng prog res sion to bla st cri sis and the re fo re in di-

ca tion for T315I mu ta tion de tec tion (3). If T315I is de tec-

ted, the ra py ap proa ch and treat me nt dras ti cal ly chan ge: 

pa tie nt is no mo re on expen si ve and ina dequa te the ra py 

and the re is more ti me for P n di ng a do nor for al lo ge ne-

tic ste m-ce ll tran splan ta tion. The re fo re mo ni to ri ng is not 

SLI KA 2. Gra P čki pri kaz om je ra bcr-abl/abl za T315I ne ga tiv ne i po zi-

tiv ne bo les ni ke.

FI GU RE 2. Box-a nd-Whis ker plo ts of bcr-a bl/abl le ve ls for T315I ne ga ti-

ve and po si ti ve pa tien ts.

IS – In te rnatio nal sca le
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Iz ra ču nat me di jan om je ra bcr-a bl/abl iz no sio je 19,36% za 

sku pi nu po zi tiv nu na T315I i 12,80% za sku pi nu ne ga tiv nu 

na T315I, no raz li ka ni je bi la sta tis tič ki zna čaj na (P = 0,394). 

Vi so ke ra zi ne bcr-abl pri je pi sa po ve zu ju se s lošom prog-

no zom ko ja uk lju ču je prog re si ju do blas tič ne kri ze i upu-

ću je na do ka zi va nje pri sut no sti mu ta ci je T315I (3). Uko li ko 

se do ka že mu ta ci ja T315I, dras tič no se mi jenja te ra pij ski 

pris tup: bo les nik vi še ne će pri ma ti sku po i neod go va ra-

ju će li je če nje, a do bi va se vi še vre me na za pro na la zak da-

ri va te lja koš ta ne sr ži. Stoga pra će nje ni je sa mo važ no da 

se osi gu ra naj bo lje mo gu će li je če nje bo les ni ka, već je po-

želj no i s far ma koe ko nom skog gle diš ta (13).

U zaključku, ot kri va nje mu ta ci je T315I tre ba bi ti uk lju če-

no u ob ra du bo les ni ka obo lje lih od CML za jed no s mo le-

ku lar nim, ci to ge ne tič kim i kli nič kim pra će njem. Re zul tat 

ove ana li ze iz rav no ut je če na te ra pij ski pris tup, bu du ći da 

je li je če nje iz bo ra za no sio ce mu ta ci je T315I alo genič na 

transplan ta ci ja ma tič nih sta ni ca.

on ly im por ta nt for en suri ng that a pa tie nt re cei ves the 

be st treat me nt, but that is al so con ve nie nt from a phar-

ma coe co no mic poi nt of view (13).

In con clu sion, T315I de tec tion shou ld be in clu ded in 

ma na ge me nt of CML pa tien ts to get her wi th mo le cu lar, 

cyto ge ne tic and cli ni cal mo ni to ri ng. The re su lt of this 

ana lysis di rec tly ao  ec ts the the ra py ap proa ch, sin ce the 

treat me nt of choi ce for T315I car rie rs is al lo ge neic ste m-

ce ll tran splan ta tion.
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