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Sihrn

Popisujeme kazuistiku 63-ro¢ného pacienta s Ph! pozitivhou chronickou myeloidnou leukémiou (CML), u ktorého
bola pre sekundirnu cytogeneticki rezistenciu na interferén alfa po dvoch rokoch od stanovenia diagnézy indiko-
vana liecha imatinibom v davke 400 mg denne. Po inicialnej cytogenetickej odpovedi (10 % Bcer/Abl pozitivnych
buniek pri vySetreni kostnej drene metédou interfazovej FISH po 3 mesiacoch a pokles o 1 log v kvantitativnej RT-
PCR po Siestich mesiacoch liecby) dochddza po roku liecby k cytogenetickej progresii s nedostatoénou odpoved’ou
i na eskalovani davku imatinibu 800 mg denne. To vedie k podozreniu na rezistenciu k imatinibu. In vitro testy to
potvrdzuji: vysoka expresia WT1 génu, pozitivita testu na fosforylovany CRKL a odhalenie mutacie T315I v oblas-
ti ABL kin4zovej domény. Ciel'om ¢lanku je naértmit’ kroky, ktoré by mali nasledovat’ pri podozreni na rezistenciu
k imatinibu a poskytniit’ prehPad d’alSich lie¢ebnych moZnosti. Uréenie rezistencie ma klinicky vyznam, pretoZe na
jednej strane umoziiuje véas ukon¢it’ d’alej neprinosnii a ekonomicky naro¢ni lietbu a na druhej strane ju posiva
k aplikacii novych inhibitorov tyrozinovych kinaz, k alogénnej transplantacii krvotvornych buniek ¢i k experimen-
talnym postupom.
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Summary 5

Rohoii P., Faber E., NauSova J., Solna R., RoZzmanova S., Plachy R., Brejcha M., JaroSova M.,
Divoky V. a Indrak K.: From the monitoring of Ber/Abl fusion gene level in patient with chronic myeloid leu-
kemia to the imatinib resistance detection — case report

There is the case report of 63-years old patient with Ph! positive chronic myeloid leukaemia (CML) who is treated
with 400 mg of imatinib daily. It is because of the secondary cytogenetic resistance to interferon alpha after two years
from diagnosis. After initial cytogenetic response (10 % Bcr/Abl positive cells detected by bone marrow interphase
FISH examination after 3 months and 1 log decrease in quantitative RT-PCR after 6month of treatment) there is the
cytogenetic progression in one year with failure of the response to the escalated dosage 800 mg daily. It leads to the
suspicion of imatinib resistance. In vitro tests confirm it: there is a high expression of WT1 gene, the presence of
phosphorylated CRKL and detection of T315I mutation in Abl kinase domain. This article is aimed at detection of
imatinib resistance in case of suspicion and should also show the review of the new treatment modalities. The resi-
stance detection is important from clinical point of view. It allows to stop the therapy which is not useful and eco-
nomically demanding, on the other side it moves it to the application of the new tyrosine kinase inhibitors, allogenic
stem cell transplantation or to experimental treatment.

Key words: Ber/Abl fusion gene, WT1 gene, quantitative RT-PCR, tyrosine kinase inhibitors, T315I mutation

Trans. Hemat. dnes, 13, 2007, No. 1, p. 26-30.

lizuje cely protein, pozastavuje autofosforylaciu tyrozino-

Uvod

Chronickd myeloidnd leukémia je myeloproliferativnym
ochorenim charakterizovanym pritomnostou Ph! chromo-
zomu, ktory vznikd reciproénou translokdciou
t(9;22)(q34:;q11). Dosledkom tejto cytogenetickej zmeny
je vznik fizneho génu Bcer/Abl. Ten kéduje chiméricky
protein s konsStitutivne zvySenou tyrozinkindzovou aktivi-
tou (1). Jeho podiel na patogenéze CML a vyslednom leu-
kemickom fenotype buniek je v sucasnosti povazovany za
kIicovy. Zasadny prielom v liecbe CML znamenalo zave-
denie imatinibu. Liek tc¢inkuje pomocou interakcie s pro-
tefnom Ber/Abl (p210) v mieste vizby ATP, pricom stabi-

vych zvyskov, ¢o napokon vedie k zablokovaniu fosforyld-
cie proteinov signdlnych drdh podielajicich sa na leuke-
mickom fenotype bunky (2). Pre sledovanie odpovede na
liecbu md rozhodujtici vyznam metdda kvantitativnej RT-
PCR, ktord ako jedna z najcitlivejSich dostupnych met6od
umoziiuje posudzovat’ mnozstvo pritomného transkriptu
Bcer/Abl (3). Zachytdva tiez pacientov, ktori sa pri lieCbe
imatinibom stdvaji k tomuto preparatu rezistentnymi a ini-
ciuje vySetrovanie, ktoré smeruje k odhal'ovaniu jej pricin.
Je to predovsetkym skrining na mutdcie ABL kindzovej
doméne, detekcia fosforylatného stavu proteinu CRKL
a dalSie testy, napriklad expresny profil génu WT1 (Wilm-
sov tumor) (4, 5). V neposlednom rade sem patri aj sta-

Trans. Hemat. dnes, 13, 2007

27



ROHON P. ET AL.

novenie pridavnych cytogenetickych zmien (napr. duplikd-
cie Ph! chromo- zému), ktoré sa mzu objavit’ pocas liecby.

V naSom prispevku je popisand kazuistika 63-ro¢ného
chorého s Ph! pozitivnou CML, u ktorého doslo k roz-
voju cytogenetickej rezistencie na imatinib. Jej pri¢inou
bola muticia ABL kindzovej domény T315I. Dokumen-
tujeme tak validnost’ pétrania po pricindch rezistencie na
imatinib umoZiujiic tak spriavne rozhodovat o dalSom
lie¢ebnom postupe.

Metody

V predloZenej kazuistike si analyzované vzorky
z periférnej krvi v ¢asovom odstupe zodpovedajicom
Standardom monitorovania CML. Diagnéza CML bola
potvrdend pritomnost’ou Ph! chromozému a Ber/Abl fiiz-
neho génu.

In vitro kultivdcia leukocytov s imatinibom, vySetrenie
fosforyldcie Crkl proteinu, expresia WT'1 génu
Leukocyty izolované z periférnej krvi pacienta st kulti-
vované in vitro s imatinibom (10 «<M) alebo bez jeho pri-
tomnosti. Po 1 hodine inkubdcie su bunky zlyzované v tzv.
IP pufri s pridavkom inhibitorov fosfatdz a protedz. Protei-
nové lyzéty st napokon podrobené elektroforéze (SDS-
PAGE) a metéde Western blottingu s imunodetekciou (7).
Pre kvantitativne stanovenie expresic WT1 génu si
bunky kultivované in vitro s imatinibom s koncentraciou
1 a 5 <M alebo bez neho pocas 24 hodin (5). Expresny
profil WT1 genu je stanoveny pomocou Q-RT-PCR po
extrakcii RNA z leukocytov a prepise do cDNA.

Extrakcia RNA a prepis do cDNA

Celkovd RNA je izolovand z leukocytov periférnej
krvi pomocou trizolovej extrakcie po lyze Cervenych
krviniek podl'a Standardného protokolu. Mnozstvo vytaz-
ku je zmerané spektrofotometricky. Reverzna transkrip-
cia do cDNA sa realizuje pomocou kitu (Transcriptor
Reverse Transcriptase, Roche Diagnostics, Manheim,
Germany).

O-RT-PCR

Kvantitativna real-time polymerazova retazova reakcia
je realizovand na pristroji LightCycler Instrument (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany), vyuZiva sa princip rela-
tivnej kvantifikdcie, kde ako referencny gén (housekee-
ping) slizi ABL. Kvantifikdcia Bcr/Abl fuzneho génu je
odvodend z EAC protokolu (6). Reakéné podmienky su
identické pre fizny gén i ABL. Stru¢ny postup: 5 ul c
DNA sa priddva do 20 pl cielového objemu s obsahom
2 ul Master Mix-u (LightCycler FastStart DNA Master
Hybridization Probes; Roche Diagnostics, Manheim, Ger-
many), 4 mM MgCl,, 300 nM primerov (Bcr/Abl)
ENF501 5'-TCCGCTGACCATCAATAAGGA-3',
ENR561 5'-CACTCAGACCC TGAGGCTCAA-3',
200nM sondy ENP541 BHQ1-CCCTTCAGCGGCCAGT
AGCAT-CTGA-FAM a 300 nM primerov (Abl) ENF1003

5-TGGAGATAA CACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3,
ENR1063 5'-GATGTAGTTGCTTGGAC CCA-3, 200nM
sondy ENP 1043 BHQI-CCATTTTTGGTTTGGGCTT-
CACA CCATT-FAM. Teplotny profil PCR zahfia denatu-
raciu 10 min. pri 95 °C a 50 cyklov (95 °C, 10 s, 20 °C/s)/
/(60 °C, 30 s, 20 °C/s). Fuzny i referencny gén st vySetro-
vané v dvojici. Kalibra¢nd krivka je zostrojend pomocou
plazmidového Standardu so zndmou koncentraciou sledo-
vaného génu i housekeepingu (Ipsogen, Marseille, France).
Kvantifikdcia WT1 génu vyuZiva ako referen¢ny gén Abl,
cely postup prebieha podl'a navodu vyrobcu (WT1 Profile
Quant kit, Ipsogen, Marseille, France).

Sekvenacnd analyza Abl kindzovej domény a restrikcné
Stiepenie

Usek Abl kindzovej domény (tzv. ATP binding pocket)
je ziskany pomocou dvojkolovej PCR a priamo sekveno-
vany na analyzdtore ABI 3100 Genetic Analyzer (Appli-
ed Biosystems, USA). V prvom kole sa syntetizuje fizna
oblast’ Ber/Abl s dizkou 3374 bp pomocou $pecifickych
primerov pre tito oblast: B2A (5'-TTCAGAA-
GCTTCTCCCTGACAT-3') a BcrAblR (5'-CTTCT-
CTAGCAGC TCATACACC-3"), v druhom kole pomo-
cou primerov AbIATPF (5§5'-TCACCAT GAAG-
CACAAGCTG-3") a AbIATPR (5'-TCAGGTAGT-
CCAGGAGGTTC-3") usek zahinajici oblast’ ATP bin-
ding pocket v dizke 257 bp s cyklovanim: 95 °C (3 min.);
35 cyklov (95 °C-35 s, 56 °C (1. kolo)/54 °C (2. kolo)-
-40 s); 72 °C-45 s. Reak¢énd zmes obsahuje 2 ul cDNA
v 50 ul 1xPCR pufru s vyslednou koncentrdciou 0,7
U Pfu polymerdzy, 1 U Taq polymerdzy, 2 mM MgCl,,
0,2 mM dNTPs a 20 pM primerov.

Overenie mutdcie T3151 je realizované restrikénou
analyzou PCR produktu s pouZitim endonukledzy Ddel.
Produkt je analyzovany na 1,5% agar6zovom gele.

Popis pripadu

U 63-ro¢ného pacienta s anamnézou obezity a hyper-
tenzie zistenej v roku 2002 sa v septembri toho istého
roku potvrdila diagnéza Ph! pozitivnej CML vo vcasnej
chronickej faze. Chory bol podl'a hodndt prognostickych
indexov v strednej rizikovej skupine (Sokal 0.9, Euro
skére 1152). Osobnd i rodinnd anamnéza bola bez pozo-
ruhodnosti. V tvode liecby bol poddvany Litalir v ddvke
1,5 g denne. Po dosiahnuti hematologickej remisie bol
od novembra 2002 nasadeny interferén az do davky 10
MIU denne. Téato liecba bola komplikovana trombocyto-
péniou a podnietila redukciu davky na 2,5 MIU obdei.
Cytogenetické vysSetrenie v novembri 2003 ukdzalo pri-
tomnost’ 49 % buniek s pozitivitou Ph! chromozému. Od
tohto obdobia bol pacient lieceny davkou 2,5 MIU inter-
ferénu denne, ktord bola dobre tolerovana. Kontrolné
cytogenetické vySetrenie v novembri 2004 metddou
interfdzovej FISH ukdzalo nedostato¢ntd cytogeneticku
odpoved k lie¢be (42 % Bcr/Abl pozitivnych buniek).
Terapia interferénom sa ukoncila s tym, Ze obdobie do
nasadenia imatinibu bolo preklenuté hydroxyureou
v ddvke 1,5g denne. V decembri 2004 bola zahdjena lie¢-
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Tab. 1. Vyvoj v hladinich fiizneho génu Bcer/Abl v sledovanom obdobi 2004—2006 pocas liecby imatinibom.

DEN MATERIAL M-BCR-ABL/ABL (%) FISH (%)
0 PK 51,78 79 (PK)
44 PK 37,75 -
79 PK 15,74 -
107 PK 6,19 10 (KD)
198 PK 10,10 -
289 PK 28,63 -
345 PK 2287 -
387 PK 18,59 -
485 PK 41,01 -
PK — periférna krv, KD — kostnd dren
Tab. 2. Stanovenie expresného profilu génu WT1 v kultivacii leukocytov s imatinibom.
DEN MATERIAL KONC. IM (uM) WT1/ABL (%)
387 PK 0 30,61
1 20,28
429 PK 0 10,11
1 12,86
5 11,00
PK — periférna krv
1a 1b 1c

Obr. 1.

negativna kontrola

1% 00

ACT-ATT

Obr. 2.

Obr. 3.

ba imatinibom v ddvke 400 mg denne s nasledujicim pra-
videlnym sledovanim hladin Ber/Abl transkriptu na trovni

pacient pozitivna kontrola

kvantitativnej RT-PCR. Vedl'aj$im tc¢inkom bola retencia
tekutin a edémy dolnych koncatin, ktoré vyZadovali nasa-
denie ucinnejSieho diuretika (furosemid 40 mg/denne). Pri
zapocati lieCby imatinibom chory uZival: metoprolol 2x50
mg/den, enalapril 2,5 mg/den, furosemid 40 mg/den a chlo-
rid draselny 1g/den. Po 3 mesiacoch liecby (marec 2005)
bola dosiahnutd velkd cytogenetickd odpoved (MCR) —
10% Bcr/Abl transkriptu detekovanej pomocou interfazo-
vej FISH a o 6 mesiacov (jun) pokles o 1 log v kvantitativ-
nej RT-PCR. Od novembra 2005 (po necelom roku liecby)
bola eskalovana ddvka imatinibu na 800 mg denne z dévo-
du molekulovo-genetickej progresie ochorenia (tab. 1).
Vysledky kvantitativnej RT-PCR podnietili zahdjenie dia-
gnostického algoritmu detekcie rezistencie. In vitro testy
potvrdili podozrenie z rezistencie k imatinibu. VySetrenim
fosforylacného stavu Crkl proteinu v leukocytdarnom lyz4-
te bola potvrdend pritomnost’ oboch foriem Crkl, fosforylo-
vanej aj nefosforylovanej (obr. 1) a to i pri koncentrécii 10
UM, ktord zodpovedd 10x vyS$Sej koncentrcii imatinibu
v porovnani s dosahovanou terapeutickou hladinou pri
Standardnom ddvkovani (tj. 400 mg denne). Vzhl'adom
k tomu, Ze sa pomer fosforylovanej a nefosforylovanej
formy Crkl po inkubdcii leukocytov v médiu s imatinibom
prakticky nezmenil, je mozné predpokladat’, Ze Bcr/Abl
tyrozinovd kindza je na imatinib kompletne rezistentna.
TaktieZ sledovanim koncentracie WT1 génu v zdvislosti na
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vzostupnej koncentraci imatinibu (0, 1, 5 uM) bolo doka-
zané, Ze in vitro nedochddzalo k poklesu expresie génu pri
narastajiicej koncentracii imatinibu (tab. 2). Sekvencnou
analyzou tseku Abl kindzovej domény bola potvrdena
mutécia T315] (obr. 2), ktord bola overend restrikénym Sti-
epenim pomocou endonukledzy Ddel (obr. 3) rozpoznavaj-
ucej miesto 5°...CTNAG...3’, ktoré je v pripade tejto muta-
cie zrusené (ACT—ATT).

Vzhl'adom na vek a komorbiditu nebolo moZné indiko-
vat’ alogénnu transplantaciu hemopoetickych kmenovych
buniek. Pritomnost’ T3151 mutacie vyli¢ila moZnost poda-
nia novych inhibitorov tyrozinovych kindz (dasatinib, nilo-
tinib). U chorého bola preto zahdjend paliativna liecba
perordlnou chemoterapiou (hydroxyureou).

Diskusia

Imatinib je selektivny, kompetitivny inhibitor tyrozino-
vych kindz, ktory ziskal jednoznacné miesto lieku prvej
linie v liecbe dospelych pacientov s Ph! pozitivnou CML.
Po 6 rokoch Zije 90 % chorych, u ktorych bola liecba zahd-
jend vo v€asnej chronickej faze v ramci Stidie IRIS, priCom
chori s kompletnou cytogenetickou odpovedou (pokles
BCR/ABL o viac ako 3 log) maji 97 % pravdepodobnost’
prezitia bez progresie (9). Zial', u Casti chorych vznikd
k imatinibu rezistencia, ktord mozZe byt primdrna alebo
sekundarna. NajcastejSou pri¢inou primdrnej rezistencie je
porucha v efluxnych systémoch bunky podielajicich sa na
tzv. multidrug resistance. Mutécie ziskané pocas liecby
imatinibom maji komplexnejSie pri¢iny — i/ amplifikacie
Ber/Abl génu, ii/ suboptimédlna inhibicia chimérického pro-
tefnu Ber/Abl a selekcia klonov s rastovou vyhodou,
ili/mutdcie v Abl kindzovej doméne (katalytickd oblast’).
Muticie sa podielaji aZ na 90 % doposial’ zaznamenanych
rezistencii. (10). Pri uvaZovani o daliich

odli$nu expresiu - chronickd faza — nizka expresia (0-50
kopii), akcelerovand faza — narast o 1 log, blastickd kriza —
opdtovny ndrast o 1 log. Imatinib pri tcinnej lieCbe znizu-
je expresiu WT1. U pacientov s CML v kompletnej cyto-
genetickej remisii navodenej imatinibom bola pozorovana
zniZzend expresia WT1 génu (5). To predstavuje vel'mi uZi-
toény ndstroj v odhade prvotnej odpovede na imatinib
u pacientov s CML (11).

Crkl je adaptorova molekula, ktora sa zticastiiuje na bun-
kovej signalizécii spustenej roznymi cytokinmi a rastovymi
faktormi. Je konstitutivne fosforylovand Bcr/Abl tyrozino-
vou kindzou v neutrofiloch pacientov s CML, v pripade
zdravého jedinca k fosforyldcii nedochddza. Pokial je
Ber/Abl tyrozinova kindza Gcinne inhibovana (napr. imati-
nibom) nie je fosforylovand forma Crkl vobec detekovand.
Definitivnym potvrdenim rezistencie k imatinibu je nilez
muticie v Abl kindzovej doméne (obr. 4). Za muticie
sposobujtice rezistenciu k imatinibu sa povazuju predovset-
kym T315I a Y253H v oblasti imatinibového vizbového
miesta (8).

Je otdzkou, ako postupovat’ v lieCbe pacientov, ktori nie
st schopni podstupit’ alogénnu transplantaciu hemopoetic-
kych kmenovych buniek a zdroven sd nositelmi mutacii
v Abl kindzovej doméne spdsobujtcich rezistenciu k ima-
tinibu. Alternativnymi moZnost'ami moZe byt’ podanie vys-
Sich ddvok imatinibu, kombindcia interferéonu s nizkymi
davkami cytozinarabinozidu a tieZ nové inhibitory tyrozi-
novych kindz (dasatinib a nilotinib). Dasatinib je thiazol-
karboxamidovy derivat viazici sa k ABL kindzovej domé-
ne v aktivnej (open) konformdcii inhibuje tiez SRC kin4-
zovu rodinu. V preklinickom skuSani bol tento preparat asi
300-ndsobne uc¢innejsi ako imatinib. Prvé vysledky lieCby
si u chorych v chronickej fize CML s hematologickou
rezistenciou alebo intoleranciou k imatinibu. Chorf
s potvrdenou mutdciou T3151 boli pri lie¢be dasatinibom

mechanizmoch rezistencie treba zohladnit’
alebo vysetrit’ aj dal3ie parametre: sérovd hla-
dinu imatinibu, excesivnu hmotnost’ pacienta
alebo iné vplyvy na farmakokinetiku a far-
makodynamiku spominaného lieciva (8).

U pacientov v chronickej faze CML je
behom lie¢cby nevyhnutné molekulové
monitorovanie pomocou kvantitativnej
PCR. Umoznuje sledovat’ dynamiku zmien
v hladinéch fizneho génu Ber/Abl a zaroven
vel'mi presne odhadnit’ obdobie vzniku rezi-
stencie k liecbe. Pri rezistencii je mozné
doplnit” kvantifikdciu fizneho génu Ber/Abl
o expresny profil WT1 génu alebo analyzu

| CML, Ph! poztivna I

| —

| kvalitatina PCR | ----- > b2a2,b3a2,
l ISR (2 ) S .
| kV — PCR I ,/"—-—11‘(;”:5;: ~~~~~ ~%
ERTHEHCATY monos ¢ imatinb, TKi
l AT e~ nterferon _---5
’/ v |
‘ e T 3
i ! cytogenetické zmeny |
T Ber-Abl ! davkovanie imatinibu |
! (s) imatinib '
/ \ i P-gp. i
! alfal- kysly gp. '

I < P —

fosforylacného stavu CRKL proteinu. Su to l

in vitro testy rezistencie

l — l sekvenovanie Abl ]

pomocné ukazovatele pre podozrenie na
vznik rezistencie k imatinibu. Gén WT1 je
zaradovany medzi tumorsupresorové gény,
je lokalizovany v oblasti 11p13. WT1 prote-
in je zvySene exprimovany pocas embryoge-

|

nove TK1i
transplantacia HKB

nézy (hemopoetické tkanivo, urogenitdlny

systém). V jednotlivych fizach CML m4 Obr. 4.

30

Trans. Hemat. dnes, 13, 2007



REZISTENCIA K IMATINIBU U CML

bez objektivnej odpovede (11, 12). Nilotinib je aminopy-
rimidinovy derivat Strukturdlne podobny imatinibu. Tak
ako imatinib, nilotinib sa viaZe k ABL kindzovej domé-
ne v inaktivnej konformdcii, ale asi 25 krét pevnejsie ako
imatinib. Je ucinny k vi¢Sine mutdcii v ABL kindzove;j
doméne, neinhibuje vSak rodinu SRC kindz. SkuiSa sa
u pacientov s imatinib rezistentnou CML v akcelerovane;j
faze alebo v blasickej krize a u Ph-pozitivnych ALL.
Nebola zaznamenand Ziadna odpoved u pacientov
s T3151 mutaciou (13-15).

Dal$ou moZnostou budi pravdepodobne liekové
kombinacie. Mnohé molekuly dcinkujd in vitro syner-
gicky s imatinibom: ihibitory RAF, farnezylovej trans-
ferdzy, mTOR a cyklin-dependentnych kindz (16). Su
v §tadiu klinického testovania. Dalsi vyskum je zame-
rany na hl'adanie inhibitorov pre chiméricky protein
s T315I mutdciou. Bol objaveny preparit VX-680,
ktory blokuje okrem iného i formy s T3151 mutéciou.
V in vitro testoch ukazuje vyssiu efektivitu ako dasati-
nib. To, Ze sa tato latka vyhyba ,,priehlbni” v Abl kina-
zovej doméne a Specificky interaguje s tyrozinkindzou
v aktivnej konformdcii, vysvetl'uje jej uc¢inok i na muto-
vané formy ABL (17). Vyvoj novych inhibitorov tyro-
zinovych kindz predstavuje rozsirenie spektra lieceb-
nych moznosti u pacientov s CML.

Zaver

PredloZzend kazuistika s mutdciou T3151 ukazuje
v sti¢asnosti v ramci Ceskej republiky zriedkavo diagnosti-
kovany pripad chorého so ziskanou rezistenciou k imatini-
bu. Vzhl'adom k narastajicemu poctu pacientov lieCenych
imatinibom je vSak zrejmé, Ze tdto skupina chorych bude
predstavovat’ vyznamny terapeuticky problém. V ¢lanku sd
nacrtnuté niektoré moznosti identifikdcie mutécii a lieceb-
né postupy smerujice k prekonaniu rezistencie.
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