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Analiza mutacij v kinazni domeni proteina
BCR-ABL1 pri bolnikih s kroni¢éno mieloi¢no
levkemijo in z nezadostnim odgovorom na
zdravljenje z zaviralcem tirozinske kinaze

BCR-ABL1 kinase domain mutation analysis in
chronic myeloid leukaemia patients with suboptimal
response to tyrosine kinase inhibitors

Tadej Paji¢, Nejc Lamov3ek, Martina Fink, Irena Zupan Preloznik, Peter Cernel¢

Izviecek

Izhodis¢a: Pri bolnikih s kroni¢no mieloi¢no
levkemijo (KML) lahko pridobljene mutacije v
kinazni domeni proteina BCR-ABL1 prispeva-
jo k neucinkovitemu zdravljenju z zaviralcem
tirozinske kinase (TK). Z nasim delom Zelimo
napraviti mutacijsko analizo v skupini bolnikov
s KML, ki so jih zdravili z zaviralcem TK in ki
niso dosegli glavnega molekularnega odgovora
(MolO) v najmanj 18 mesecih ali pa so ga izgu-
bili.

Metode: V raziskavo smo vkljudili 9 bolnikov
s KML (7 Zensk, 2 moska). Iz levkocitov peri-
ferne krvi smo osamili celotno RNA in pripra-
vili komplementarno DNA (cDNA) z reverzno
transkripcijo. V preurejenem alelu BCR-ABL1
smo z na¢inom vgnezdene verizne reakcije s po-
limerazo (PCR) pomnozili celotni odsek kinazne
domene ABL1. Nukelotidno zaporedje pridelka
PCR smo dolo¢ili s sekvenciranjem, ki smo ga
izvedli na napravi ABI Prism 310. Dobljeno za-
poredje smo primerjali z nukelotidnim zapored-
jem divjega tipa gena ABL1. Mutacijo T315I smo
ugotavljali tudi z obcutljivej$im nac¢inom, z alel-
no specificnim PCR. Mutacija T315I je odporna
tako na imatinib, nilotinib in dasatinib.

Rezultati: S sekvenciranjem in ASO-PCR smo
pri enem od 9 bolnikov s KML dokazali pri-
sotnost mutacije T315I. Pri drugem bolniku
smo s sekvenciranjem ugotovili tiho mutacijo
p-Glu499Glu. Pri ostalih bolnikih mutacij nismo
ugotovili.

Zakljucki: Mutacije so najverjetneje redke pri
bolnikih s KML, ki niso dosegli glavnega MolO
najmanj po 18 mesecih ali so ga izgubili. Ugoto-
vitev mutacije T315], odporne na zaviralce TK
(imatinib, nilotinib, dasatinib), v nasi raziskavi

kaze, da je analizo mutacij v BCR-ABL1 smisel-
no opraviti pri tej skupini bolnikov. Ugotovljena
tiha mutacija, pri kateri ni prislo do zamenjave
aminokisline, je zavedena v glavnih podatkovnih
bazah polimorfizmov posameznih nukleotidov
(SNP, rs222798s5). Vpliv polimorfizma na odpor-
nost za zdravljenje z zaviralcem TK ni pojasnje-
na.

Abstract

Background: The acquired mutations in the
BCR-ABL: kinase domain (KD) may contribute
to resistance to tyrosine kinase inhibitors (TKIs)
in chronic myeloid leukemia (CML) patients.
The aim of our work was to perform the BCR-
ABL1 mutation analysis in a cohort of CML pa-
tients receiving TKIs, who did not achieve a ma-
jor molecular response (MMR) by 18 months or
more, or who lost MMR.

Methods: Nine CML patients (7 female, 2 male)
were included in the study. Total RNA was ex-
tracted from peripheral blood leukocytes and
used to prepare complementary DNA (cDNA)
by reverse transcription. The entire ABL1 kinase
domain of the rearranged BCR-ABL1 allele was
amplified using a nested PCR. The PCR prod-
ucts were analyzed using an ABI Prism 310 se-
quencer. Sequences were compared with the
wild-type ABL1 sequence. In addition, the T315I
mutation detection was carried out by the more
sensitive method-allele specific oligonucleotide-
polymerase chain reaction (ASO-PCR). It is a
highly-resistant mutation to imatinib, nilotinib
and dasatinib.

Results: The T315I mutation was detected in one
out of nine CML patients by direct sequencing
and ASO-PCR. The silent mutation p.Glu499Glu
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was detected in another CML patient by direct
sequencing. No mutation was found in the rest
of the cohort of CML patients.

Conclusions: It seems that the BCR-ABIl1 muta-
tions are rare in patients who do not achieve a
MMR by 18 months or more or who have lost
MMR. The T315I mutation detected in one pa-
tient in our cohort of CML patients indicates
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that the BCR-ABL1 mutation analysis could be
recommended in these cases. The silent muta-
tion detected did not lead to amino acid change,
however, it is listed in major single nucleotide
polymorphisms databases (SNP, rs2227985). The
role of the SNP in the resistance to TKIs is not
clear.

Uvod

Zaviralec tirozinske kinase imatinib me-
silat (IM) je prvo zelo u¢inkovito zdravilo za
zdravljenje bolnikov s kroni¢no mieloi¢no
levkemijo BCR-ABL1 pozitivno. (KML)."?
Kot zdravili prve izbire zdravljenja bolnikov
s KML lahko uporabimo zaviralca druge ge-
neracije, nilotinib in dasatinib.>” Kjub temu
se nekateri bolniki s KML ne odzivajo na
zdravljenje ali pa bolezen napreduje kljub
zdravljenju z IM; redkeje to pri nilotinibu
in dasatinibu.® V teh primerih se odlo¢imo
za povecanje odmerka zdravila (IM), drugo
obliko zaviralca tirozinske kinaze (TKI), pre-
saditev krvotvornih mati¢nih celic (PKMC)
ali drugo raziskovalno zdravljenje.®**

Vzrokov za pojav odpornosti na zdravlje-
nje s TKI je ve¢. Klonska evolucija in pojav
to¢kovnih mutacij sta najpomembnejsa de-
javnika, ki sta medsebojno povezana.'*> Mu-
tacije odkrijemo pri bolnikih v pospesenem
poteku bolezni ali blastni krizi (preobrazbi).
Pri bolnikih s KML, odporno na zdravljenje
z IM, so ugotovili Ze ve¢ kot 9o to¢kovnih
mutacij, ki povzroc¢ajo spremembe aminoki-
slin na 57 mestih v genu ABL1.* Med njimi
so nekatere, ki mocno vplivajo na odzivnost
na zdravljenje s TKI. Tak$na mutacija je
tudi zamenjava treonina za izolevcin na me-
stu 315 (T315I) aminokislinskega zaporedja
beljakovine BCR-ABL1, ki povzroci pojav
klona, ki je odporen na ucinek imatiniba,
nilotiniba in dasatiniba. Za nilotinib in da-
satinib je manj odpornih mutacij in se med
seboj ne pokrivajo, razen mutacije T3151.°

Priporocajo, da opravimo mutacijsko
analizo BCR-ABL1 v posebnih primerih,
ko je zdravljenje s TKI neucinkovito.® Med
njimi je tudi skupina bolnikov s KML, zdra-
vljenih s TKI, ki niso dosegli glavnega mo-
lekularnega odgovora (MolO) najmanj po 18
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mesecih ali pa so ga izgubili. Glavni MolO
(0,1%) ustreza zmanjSanju za 3 desetiske
logaritme od zacetne standardne vrednosti
(100 %) (angl. log reduction).”*"'* Zacetna
standardna vrednost je bila v raziskavi IRIS
doloc¢ena kot mediana vrednosti razmerja
BCR-ABL1 prepisa in kontrolnega prepisa
BCR 30 nezdravljenih bolnikov v kronic-
nem obdobju bolezni.”'*'* Pomen glavne-
ga MolO se kaze v tem, da imajo bolniki, ki
dosezejo glavni MolO po 12 ali 18 mesecih
zdravljenja z IM, zelo veliko verjetnost, da
bolezen v 5 letih ne bo napredovala.”'®"?
Dolo¢itev ravni BCR-ABL1 prepisa na med-
narodnem merilu opravimo z obratnim
prepisovanjem (RT) in s kvantitativno ve-
rizno reakcijo s polimerazo v realnem casu
(qQPCR) ter ob upostevanju konverzijske-
ga faktorja, ki si ga je laboratorij pridobil
z izmenjavo vzorcev z referen¢nim labora-
torijem. Dobljeno vrednost razmerja med
$tevilom kopij BCR-ABL1 in ABL1 vzorca v
odstotkih pomnozimo s konverzijskim fak-
torjem."

Mutacije so najverjetneje redke pri bol-
nikih s KML, ki niso dosegli glavhega MolO
najmanj po 18 mesecih ali so ga izgubili,
vendar je podatkov o tem malo.® Zato je bil
namen nasega dela mutacijska analiza BCR-
-ABLy1, s katero bi ugotovili smiselnost nje-
nega izvajanja pri tej skupini bolnikov.

Bolnikiin metode dela

V raziskavo smo vkljucili 9 bolnikov s
KML, BCR-ABL:1 pozitivno (7 zensk, 2 mo-
$ka, Tabela 1), zdravljenih z zaviralcem TK,
ki niso dosegli glavnega molekularnega od-
govora (MolO) najmanj 18 mesecih ali so ga
izgubili.

Vzorce periferne krvi bolnikov smo od-
vzeli v ambulanti Klini¢nega oddelka za
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Slika1: Elektroferograma
nukleotidnega zaporedja,
dobljenih iz aparata ABI
310 (Applied Biosystems)
za:

A. odsek PCR segmenta
BCR-ABLI bolnika s
kroni¢no mieloi¢no
levkemijo, ki vsebuje
mutacijo p.T13151

(c.947 C>T ref zap
NM_005157.4; p.T315/ ref
zap NP_005148.2).

B. odsek PCR segmenta
BCR-ABLI bolnika s
kroni¢no mieloi¢no
levkemijo, ki vsebuje

tiho mutacijo p.E499E
(c.1500 A>G ref zap
NM_005157.4; p.E499E
ref zap NP_005148.2).
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hematologijo, UKC Ljubljana. Meritve smo
opravili na vzorcih RNA, shranjenih pri
temperaturi -80o °C v Specializiranem hema-
toloskem laboratoriju Klini¢nega oddelka za
hematologijo, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana.

Iz levkocitov periferne krvi smo osamili
celotno RNA in pripravili komplementarno
DNA (cDNA) z reverzno transkripcijo. V
preurejenem alelu BCR-ABL1 smo z nadi-
nom vgnezdene verizne reakcije s polimera-
zo (PCR) pomnozili celoten odsek kinazne
domene ABL1."* Nukelotidno zaporedje pri-
delka PCR smo dolocili s sekvenciranjem,
ki smo ga izvedli na napravi ABI Prism 310.
Dobljeno zaporedje smo primerjali z nuke-
lotidnim zaporedjem divjega tipa gena ABL1
(referen¢na sekvenca NM_o005157.4). Muta-
cijo T3151 (c.947C>T, NM_o05157.4; T3151
NP_005148.2) smo ugotavljali tudi z ob-
Cutljivej$im nacinom, z alelno specifi¢cnim
PCR." Izvedli smo dve lo¢eni reakciji PCR.
V prvo reakcijo PCR smo dodali smerni za-
cetni oligonukleotid, s katerim ugotovimo
normalni preiskovani alel (divji tip, angl.
wild type, W). V drugo reakcijo PCR smo
dodali smerni zacetni oligonukleotid, ki
zazna spremenjen, mutirani alel (mutiran,
angl. mutated, M). V obe reakciji smo do-
dali tudi ustrezen protismerni zacetni oli-
gonukleotid, ki je enak za obe reakciji (W
in M). Nastale produkte reakcije PCR smo
analizirali z agrarozno gelsko elektroforezo,
velikost pridelka PCR pa je 157 bp."* Hkrati
smo pomnozili negativno kontrolo, vzorec
brez mutacije in kontrolo brez prisotnosti
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nukleinskih kislin, ki nam sluzi kot kontrola
onesnazenja s pridelki prejsnjih reakcij PCR.

Izvedeni postopki so bili v skladu z naceli
Helsinske deklaracije o biomedicinskih razi-
skavah na ¢loveku (1975).

Rezultati

V preurejenem alelu BCR-ABL1 smo z
na¢inom vgnezdene verizne reakcije s po-
limerazo (PCR) pomnozili celoten odsek
kinazne domene ABL1 v treh lo¢enih reak-
cijah PCR. Nukleotidna zaporedja fragmen-
tov, ki se med seboj delno pokrivajo, ustre-
zajo aminokislinskemu zaporedju ABL1 od
207. do 517. mesta (referen¢no nukelotidno
zaporedje NM_005157.4; referen¢no prote-
insko zaporedje NP_005148.2).

S sekvenciranjem smo pri enem od 9 bol-
nikov s KML dokazali prisotnost mutacije
T3151 (Slika 1, A). Pri drugem bolniku smo
s sekvenciranjem ugotovili tiho mutacijo
p-E499E (c.1500 A>G ref zap NM_005157.4;
p-E499E ref zap NP_005148.2) (slika 1, B).
Pri ostalih bolnikih mutacij nismo ugotovili
(Tabela 1).

Mutacijo T3151 smo ugotavljali tudi z
obcutljivejsim na¢inom z ASO PCR." Pri
bolniku, pri katerem smo s sekvenciranjem
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Slika 2: Prikaz agarozne
gelske elektroforeze
pridelkov alelno-
specifi¢ne verizne
reakcije s polimerazo
(ASO-PCR) dolocanja
mutacije T315! pri
bolnikih s kroni¢no
mieloi¢no levkemijo,
BCR-ABL1 pozitivno
(KML).

Mx, oznacevalec DNA
velikosti od 100 do 1000
baznih parov (bp). M,
mutiran alel T3151; W,
normalni, nemutiran
alel (divji tip); vrstica 1-2,
vzorec z oznako 6280-ni
mutacije; vrstica 3—4,
vzorec z 0znako 6105-ni
mutacije; vrstica 5-6,
vzorec z oznako 6103-ni
mutacije; vrstica 7-8,
vzorec z oznako 6281-ni
mutacije; vrstica 9-10,
vzorec z 0znako 6290-
mutacija T315/ prisotna.
Velikost madeZev je 157
bp. E-gel 4 %, Invitrogen,
ZDA.
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ugotovili mutacijo T315I, smo jo dokaza-
li tudi z ASO-PCR (Slika 2, vzorec 6290).
V reakciji PCR, pri kateri smo ugotavljali
prisotnost mutacije, smo z agarozno gelsko
elektroforezo zaznali pridelek PCR velikosti
157 bp. Pri drugih bolnikih mutacije nismo
zaznali. Prisotnost pridelka PCR, v katerem
ugotavljamo normalni alel, je znak ustrezne
kakovosti vzorca ¢cDNA in nam sluzi kot
kontrola kakovosti nasih rezultatov (Slika 2).

Razpravljanje

Pri bolnikih s KML lahko pridobljene
mutacije v kinazni domeni proteina BCR-
-ABL1 prispevajo k neucinkovitemu zdra-
vljenju z zaviralcem tirozinske kinaze (TKI).
Priporocajo, da opravimo mutacijsko anali-
zo BCR-ABL1 v posebnih primerih, ko zdra-
vljenje s TKI ni u¢inkovito.®

Med njimi je tudi skupina bolnikov s
KML, zdravljenih z zaviralcem TK, ki niso
dosegli glavnega molekularnega odgovora
(MolO) najmanj po 18 mesecih ali so ga iz-
gubili.**° V naso raziskavo smo vkljucili de-
vet tak$nih bolnikov in samo pri enem bol-
niku s KML ugotovili prisotnost mutacije, in
sicer mutacijo T3151. Prisotnost te mutacije
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vec¢inoma pomeni odpornost na zdravljenje
tako z imatinib mesilatom kot nilotinibom
in dasatinibom.® V tem primeru je odlo¢itev
o nadaljnjem zdravljenju tezka. Vkljucuje
tudi premislek o presaditvi krvotvornih ma-
ti¢nih celic, Ce je ta mogoca. Vse mutacije ne
vplivajo enako na odpornost na zdravljenje s
TKI, zato je za odlo¢itev o izbiri nadaljnjega
zdravljenja, vec¢inoma o izbiri naslednjega
TKI, pomembno poznati vrsto pridobljene
mutacije v BCR-ABL1. Dosedanje klinic-
ne raziskave so pokazale, da je za nekatere
mutacije ucinkovitejsi nilotonib, za druge
dasatinib. Tako npr. je verjetno v primeru
prisotnosti ene izmed mutacij V299L, T315A
ali F317L/V/1/C nilotinib bolj uc¢inkovit kot
dasatinib. V primeru prisotnosti mutacij
Y253H, E255K/V ali F359V/C/I je verjetno
dasatinib bolj ucinkovit kot nilotinib. Pri
kateri koli drugi mutaciji, razen T315I, sta
nilotinib in dasatinib podobno u¢inkovita.®

Priporoceni nacin za ugotovitev mutacij
BCR-ABL1 je nacin direktnega sekvenci-
ranja. Ta zaznava mutacije, ¢e so prisotne
v 20 celicah ali ve¢ s preureditvijo BCR-
-ABL1 oziroma s prisotnim kromosomom
Philadelphia. Ta nacin lahko kombiniramo
z drugim presejalnim na¢inom, npr. z dena-
turacijo in visokolocljivo tekoc¢insko kroma-
tografijo (D-HPLC).® Prisotnost odpornih
mutacij, ki so jih ugotovili z obcutljivejsimi
nacini, ne pomeni vedno, da bo odgovor na
zdravljenje s TKI neucinkovit. Ker je muta-
cija T315] med pogostejsimi, klon s to mu-
tacijo pa odporen na zdravljenje z imatinib
mesilatom, nilotinibom in dasatinibom,
se odlo¢imo najprej za dolocitev prisotno-
sti mutacije T3151 z ASO-PCR, ¢emur sledi
direktno sekvenciranje. Na tak nacin hitro
prepoznamo najbolj odporne mutacije za
zdravljenje s TKIL

Pri enem izmed bolnikov smo ugotovili
tiho mutacijo p.E499E. Tiha mutacija, pri
kateri ni prislo do zamenjave aminokisline,
je zavedena v glavnih podatkovnih bazah
polimorfizmov posameznih nukleotidov
(SNP, rs2227985). Vpliv polimorfizma na
odpornost za zdravljenje z zaviralcem TK
ni pojasnjena, vendar raziskave kazejo, da
lahko tak$ne mutacije vplivajo na izrazanje
proteinov ali spremembo stabilnosti infor-
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Tabela 1: Podatki in rezultati mutacijske analize BCR-ABL1 bolnikov s kroni¢no mieloi¢no levkemijo, BCR-ABL1 pozitivno.

Starost Datum Raven Sekvenciranje ASO-PCR mutacija Razlog analize
(spol) odvzema BCR-ABL1 T315I

B R TN

bolnikl 58 (2) 18.04.2011  imatinib/nilotinib 6.49 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik2 62 (2) 12.04.2011  imatinib/nilotinib 229 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik3 70 (2) 16.11.2011  imatinib/dasatinib ~ 35.8 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik4 81 (2) 18.08.2010  imatinib/nilotinib 6.38 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik5 59 (2) 05.12.2011  imatinib/nilotinib 0.27 ni mutacije ni mutacije izguba
glavnega MolO
bolnik6 57 (2) 08.09.2011  imatinib/nilotinib 0.519 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik7 70 (2) 26.09.2011  imatinib 7.47 ni mutacije ni mutacije ni glavni MolO
bolnik8 76 (M) 27.09.2011  imatinib/dasatinib  0.553 mutacija tiha ni mutacije ni glavni MolO
¢.1500A>G;p.E499E
bolnik9 71 (M) 22.09.2011 imatinib/dasatinib ~ 4.55 mutacija mutacija ni glavni MolO
€.947 C>T; p.T315I €.947 C>T; pT315I

Legenda/Legend: TKI, zaviralec tirozinske kinase; glavni MolO, glavni molekularni odgovor; IS, mednarodno merilo; Z, Zenska; M,
moski; ASO-PCR, alelnospecifi¢na veriZna reakcija s polimerazo; referencna sekvenca za nukleotidno zaporedje: NM_005157.4;
referenéna sekvenca za proteinsko zaporedje: NP_005148.2.

macijske RNA.' Morda vplivajo tudi na od- Zahvala

zivnost na zdravljenje s TKIL.
Avtorji se zahvaljujemo Anici Mihajlovi¢

. wpe in Mariji Jedrt Mandelc Mazaj za pomo¢ pri

Zakljucki zbiranj1]1 in evidentiranju VZOI'JCQV.p ’
Mutacije so verjetno redke pri bolnikih

s KML, ki niso dosegli glavnega MolO naj-

manj po 18 mesecih ali so ga izgubili. Ugo-

tovitev odporne mutacije T315I na zaviralce

TK (imatinib, nilotinib, dasatinib) kaze, da

je analizo mutacij v BCR-ABL1 smiselno

opraviti pri tej skupini bolnikov. Tiha muta-

cija, pri kateri ni prislo do zamenjave amino-

kisline, je zavedena v glavnih podatkovnih

bazah polimorfizmov posameznih nukleo-

tidov (SNP, rs2227985). Vpliv polimorfizma

na odpornost na zdravljenje z zaviralcem

TK ni pojasnjena.
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