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Molekulové metody detekcie mutacii v kinazovej doméne fuizneho génu
BCR-ABL1 u pacientov s chronickou myelocytovou leukémiou
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Zavedenie liecby inhibitormi tyrozinkinazy (TKI) u pacientov s chronickou myelocytovou leukémiou vyrazne
ovplyvnilo prognézu tohto ochorenia. Lie¢ba pouzitim TKI znamena vyznamny benefit, 25 — 35 % pacientov vSak
potrebuje v priebehu 5 rokov zmenu lieCby z dévodu rezistencie alebo zlyhania lieCby. NajcastejSim mechaniz-
mom zodpovednym za rezistenciu je rozvoj mutacii v kindzovej doméne. Za standard pre skrining mutacii vo fu-
znom géne BCR-ABL1 sa povazuje Sangerovo sekvenovanie. V suc¢asnosti sa najviac pracuje na implementacii
technolégie sekvenovania novej generacie ako Standardného vySetrovacieho postupu.
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(next generation sequencing)

Molecular detection methods of mutations in the kinase domain of fusion gene bcr-abl1 in patients with chronic
myelocyte leukemia

The implementation of the treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in patients with chronic myelocyte
leukemia has significantly influenced the prognosis of the disease. TKI treatment is a significant benefit, but 25-
35% of patients need to change treatment within 5 years due to resistance or treatment failure. The most com-
mon mechanism responsible for resistance is the development of mutations in the kinase domain. Sanger se-
quencing is considered the standard method for screening mutations in the BCR-ABL1 fusion gene. Currently,

most work is being done to implement the next-generation sequencing technology as a standard method.
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Uvod

Chronicka myelocytovéa leukémia (CML) je klonalne mye-
loproliferativne ochorenie, ktoré je vysledkom neobmedzene;j
expanzie buniek v kostnej dreni. Diferenciacia buniek sa za-
stavuje v $tadiu blastov. Charakteristickym znakom CML je
pritomnost Philadelphia (Ph) chromozomu, ktory vznika re-
ciprocnou translokaciou medzi dlhymi ramienkami chromo-
zomov 9 a 22. Pri uvedenej translokécii t(9;22)(q34;,q11) do-
chddza k fazii génu BCR na chromozéme 22 s génom ABL1
na chromozéme 9. Vysledkom je vznik patologického fuzne-
ho génu BCR-ABL1(. Neliecena CML prebieha v troch fa-
zach, ktoré urcuju progresiu ochorenia po¢tom trombocytov
a blastovych buniek v krvi a kostnej dreni. Prvotné stadium
CML predstavuje chronickd faza (angl. chronic phase, CP),
v ktorej je diagnostikovanych az 90% pacientov. Po¢as CP
nezrelé blastové bunky proliferuju a diferencuju pomaly, v d6-
sledku ¢oho mo6zZe CP pretrvavat mesiace az roky. Diagno-
za CML sa stanovi hematologickym a cytogenetickym vysSet-
renim a nasledne sa zacne liecba inhibitormi tyrozinkinazy
(TKI). V prvej linii liecby v CP sa pacientovi v podmienkach
SR méze podavat bud imatinib, alebo nilotinib v zavislosti
od stratifikacie pacienta pri stanoveni diagnézy. Agresivnej-
Sou formou CML je akcelerovana faza (angl. accelerated pha-
se, AP), pri ktorej dochadza k zvysenej proliferécii blastovych
buniek v periférnej krvi a kostnej dreni. V AP sa u pacien-
tov mozu vyskytnut pridavné chromozomové aberécie ako

pritomnost extra chromozdmu 8 alebo izochromozému 17q
(pozostava z dvoch dlhych ramienok 17. chromozému), kto-
ré su povazované za marker progresie ochorenia. Bez lieCby
progreduje AP do fatélnej blastovej fazy (angl. blastic pha-
se, BP). Tato faza sa sprava ako chemorezistentna akutna
leukémia. Pacientom v BP sa odporuca transplantacia kr-
votvornych buniek, ktorej predchadza kombinovana lieCba
intenzivhou chemoterapiou a TKI. Prognoza je vSak krajne
nepriazniva. Vzhladom na limitovanu Gc¢innost liecby pacien-
tov v BP, je prinosom v¢asny zachyt pridavnych zmien u rizi-
kovych pacientov®.

Era tyrozinkinazovych inhibitorov

Spociatku bola lietba CML zalozend na podavani peroral-
nej chemoterapie v podobe cytotoxickych latok ako busulfan
alebo hydroxyurea. U vacsiny lieCenych pacientov v§ak nedo-
siahla dostatocnu liecebnu odpoved' a takmer vSetci pacien-
ti progredovali do AP a BP. Od roku 1981 sa na liecbu CML
zacal pouzivat interferén-alfa (IFN-a). Ukdzalo sa, ze IFN-a
ma priamy antiproliferacny uc¢inok a inhibuje patologicku se-
baobnovu myeloidnych progenitorov. Standardnou lieceb-
nou metddou pre pacientov v CP a AP bola transplantdcia
krvotvornych buniek, ktord vsak bola zatazena rizikom vyso-
kej morbidity a mortality (napr. reakcia Stepu proti hostitelo-
vi, GVHD). Vyvoj malej molekuly imatinibmesylatu - tyrozin-
kindzového inhibitora sposobil v roku 2000 revoltciu v lie¢be

1/2020
ewslab

37




Prehladové prace

CML. Bolo dokazané, ze TKI silne interferuju s interakciou
medzi proteinom Bcr-Abl1 a adenozintrifosfatom (ATP). TKI
sa viaze v blizkosti vazobného miesta ATP, a tym sa stabili-
zuje tyrozinkindza v inaktivnej konformacii. Inhibiciou tohto
procesu sa zastavi aktivacia signalnych drah, ktoré podpo-
ruju leukemicky fenotyp bunky. Tyrozinkindzy su dolezitymi
mediatormi signalnej kaskady vo fyziologickych bunkach. Ur-
€uju klucové ulohy v roznych biologickych procesoch, ako je
proliferacia, diferenciacia, metabolizmus a apoptéza. Dere-
gulovana aktivita tyrozinkinazy je zakladom pre patogenézu
l'udskych onkologickych ochoreni.

Imatinib predstavuje TKI prvej generacie. Medzi TKI 2. ge-
nerdcie patri bosutinib, dasatinib a nilotinib. Ponatinib je TKI
3. generdcie. Cielend terapia vo forme selektivnych TKI vy-
znamne zleps$ila progndézu, predizila celkové prezivanie aj
kvalitu Zivota pacientov s CML®.

Rezistencia proti TKI

Za chemorezistenciu nadorovych buniek je zodpovedny
cely rad bunkovych mechanizmov. Rozoznavame dve kategé-
rie rezistencie proti lieCbe imatinibom, resp. TKI véeobecne -
primarnu a sekundarnu. Ak nie je zaznamenana odpoved po
inicidlnej lieCbe, hovorime o primarnej rezistencii. V pripade,
ked momentu vzniku rezistencie predchadza lieCebna odpo-
ved, ide o sekundarnu rezistenciu. Primarna rezistencia (vnu-
torna) sa vztahuje na mechanizmy pritomné v bunke skor,
ako boli vystavené inhibitoru TK. Sekundarna rezistencia
(ziskanad) je reprezentovana farmakologickymi parametrami,
ktoré ovplyvnuju uc¢innost lieciv molekularnymi zmenami. Pri
sekundarnej rezistencii dochadza k strate lieCebnej odpove-
de. Bolo dokazané, ze nadorové mikroprostredie prispieva
k vnutornej, ale aj ziskanej rezistencii proti lieCivdm. Na me-
chanickej urovni klasifikujeme rezistenciu proti TKl ako neza-
vislt od Ber-Abl1 alebo zavislu od Ber-Abl1. Zavisla rezisten-
cia zahfila mechanizmy, najCastejSie bodové mutécie, ktoré
sU priamo zavislé od kindzy Bcr-Abl1. Rezistencia nezavisla
od Bcr-Abl1 je sprostredkovana réznymi alternativnymi sig-
nalnymi drahami v nadorovych bunkach. Klinicka rezisten-
cia je pozorovana prostrednictvom obidvoch mechanizmov,
pricom ziskana rezistencia je pravdepodobnejsie zavisla od
Ber-Abl1. Primarna rezistencia ma tendenciu byt nezavisla
od Bcr-Abl1. Rezistencia proti TKI je spojena s nepriaznivy-
mi klinickymi vysledkami ©®.

Sekundarna rezistencia

Mutéacie v kindzovej doméne BCR-ABL1T génu su najcas-
tejSou pri¢inou sekundarnej rezistencie proti liecbe TKI. Bo-
lo opisanych viac ako 100 mutacii v Abl1 tyrozinkinazove;j
doméne. NajznamejSou mutaciou u rezistentnych pacien-
tov je ¢.944C > T vedica k zamene aminokyselin treoninu
za izoleucin v pozicii 315 proteinu Ber-Abl1 (p. T315l), kto-
ra sposobuje posun Abl1 kinazy k aktivnej konformacii. Na-
opak, mnohé bodové ,missense” mutacie Abl1 kinazovej do-
mény pravdepodobne nemaiju pricinnu suvislost so vznikom
rezistencie, v niektorych pripadoch méze byt takato muta-
cia pritomna aj pri dostato¢nej odpovedi na lieCbu. Preto in-
terpretacia kauzalnej suvislosti rezistencie a mutacie musi
vychadzat z klinického stavu a aktualnych laboratérnych vy-
sledkov monitorovania.

Bodové mutéacie v kindzovej doméne BCR-ABL T génu moz-
no detegovat pomocou viacerych metdd s réznou Uroviiou
senzitivity aj Casovej a manualnej narocnosti. V beznej labo-
ratérnej praxi je najpouzivanejSou metédou priame sekveno-
vanie Abl1 kindzovej domény (senzitivita 10 — 20%), alelovo
$pecifickda PCR (ASO-PCR - allele specific oligonucleoti-
de-polymerase chain reaction, senzitivita 0,01 — 0,1%) a NGS
sekvenovanie (sekvenovanie novej generacie, senzitivita 1%).

Moznosti detekcie pritomnosti mutacii pomocou
molekulovych metéod

Sangerovo sekvenovanie

Sangerovo sekvenovanie je najrozsirenejSia metdda pri
rutinnom monitorovani pacientov, ale ma obmedzenu citli-
vost detekcie 15 — 20%. Pred samotnym Sangerovym sek-
venovanim musi prebehnut amplifikacia fizneho génu BCR
-ABL1 pomocou nested polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). V prvom kroku nested PCR sa amplifikuje cela ki-
nazova doména fuzneho génu BCR-ABL1. V druhom kroku
nested PCR dochadza k amplifikacii fragmentu Abl1 kinazy.
Produkty PCR sa analyzuju sekvenovanim. Principom Sange-
rovho sekvenovania je syntéza nového retazca DNA pomo-
cou DNA polymerazy a inkorpordacia termina¢ného dideoxy-
nukleozidtrifosfatu (ddNTP). Termindciou syntézy vznikaju
rozne dlhé DNA fragmenty, ktoré su zakoncené konkrétnym
ddNTP. Po skonceni sekvenovania prebehne elektroforeticka
separdacia vzniknutych DNA fragmentov na zaklade ich vel'ko-
sti (obrazok 1). Vysledné sekvencie sa porovnaju s referenc-
nou sekvenciou zdravého jedinca. Reakéna zmes Sangerov-
ho sekvenovania musi obsahovat templatovu (vySetrovanu)
DNA, DNA polymerazu, dNTP, ddNTP, Specificky primer a re-
akeny pufor.

Alelovospecificka PCR

Alelovospecifickd PCR (AS-PCR) poskytuje informaciu
o pritomnosti alebo nepritomnosti mutdcie na jednej alele
génu. Na stanovenie genotypu je nutné, aby prebehli dve PCR
reakcie, jedna sluzi len na amplifikaciu alely bez mutacie, dru-
ha reakcia je Specificka pre mutantnu alelu (obrazok 2). Pri-
slusné PCR primery su sekvencne identické, odliSuju sa len
v nukleotide na 3 konci, ¢im sa zabezpeci preferen¢na am-
plifikacia jednej alely pred druhou. Na vylu¢enie nespravnej
genotypizacie v désledku zlyhania PCR sa do kazdej z reakcii

Obrazok 1. Sekvenogramy mutdcii detegovanych na oddeleni ge-
netiky, Medirex

c1075T>G ¢.827A>G ¢1159T>A ¢c944C>T ¢c951C>A
p.F359V p.D276G p. L387M p.T315I p.F317L
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pridava dalsi par alelovonespecifickych primerov pre ampli-
fikaciu kontrolného fragmentu. AS-PCR ponuka vyhody v po-
dobe rychlejsich vysledkov analyzy, nizSich nakladov a lah-
Sieho pracovného protokolu. Jej detekeny limit je 0,5 — 1%
mutovanej alely®. Nevyhodou metddy je, Ze je schopna de-
tegovat len konkrétnu mutéciu.

NGS - sekvenovanie novej generdcie

NGS (sekvenovanie novej generacie) umoznuje detegovat

a kvantifikovat variant v Ber-Abl1 transkriptoch az na urovni
1%. NGS pozostdva z troch krokov. V prvom kroku dochadza

Obrazok 2. AS-PCR: Detekcia pritomnosti mutacie T315/ pomo-

cou AS-PCR. Dréha 1 - 6: pritomnost mutdcie T315l (velkost

asi 200 bp) a kontrolného fragmentu (velkost asi 500 bp), dra-
ha 7 = 12: pritomnost len kontrolného fragmentu (velkost asi
500 bp), bez detekcie mutdacie T315I.

1000 =  —
T00 = —
B0 — ———
A0 - —
300 — —
200 — —
150 — ——
100 —
[ -

e —

k vytvoreniu sekvenacénej kniznice fragmentdciou genomic-
kej DNA. V druhom kroku sa sekvenacna kniznica amplifi-
kuje. V tretom kroku dochadza k masivnemu paralelnému
sekvenovaniu kazdej jednej molekuly DNA v Specidlnom sek-
venatore (obrazok 3). Presnost NGS metddy zavisi od poc-
tu ¢itani kazdého fragmentu DNA. U pacientov so zlyhanim
na liecbe TKI sa m6zu vyskytnut mutédcie pod detekénym li-
mitom Sangerovho sekvenovania, ktoré sa rutinne vyuziva
vo vacsine laboratérii. NGS metéda méze byt uzito¢na u pa-
cientoy, ktori nezlepsuju svoje odpovede na terapiu druhou,
resp. tretou liniou TKI. U pacientov v AP a BC je ¢asto de-
tegovanych viac mutécii, ked metéda NGS méze poskytnut
jednoduchy sposob identifikacie viacerych mutacii u jedné-
ho pacienta®.

Zaver

Cielend liecba pomocou TKI vyrazne zlepSila prognozu aj
kvalitu zivota pacientov s CML. Problémom terapie v§ak zo-
stava rezistencia, preto je potrebné poznat biologicku pod-
statu rezistencie a prisposobit jej liecebnu stratégiu. Potvr-
denie mutdcie v kindzovej doméne ako priciny rezistencie
ma velky klinicky vyznam, pretoZze umoziuje v¢as ovplyvnit
neefektivnu terapiu. Podla typu zistenej mutdcie dochadza
k zvySeniu davky podavaného lieciva alebo k zmene lieCby.
V pripade rezistencie proti imatinibu moznost Uspesnej te-
rapie prinasaju TKI 2. generacie, resp. 3. generacie, niekto-
ré z nich uz v sucasnosti zastavaju miesto aj v prvoliniovej
liecbe CML. V ojedinelych pripadoch do Uvahy prichadza aj
alogénna transplantacia krvotvornych buniek. Ulohou mole-
kulovej genetiky je presna a rychla detekcia mutacii aj dal-
Sie monitorovanie vyvoja mutovaného leukemického klonu.

Obrazok 3. Princip NGS sekvenovania (upravené podla Arora, 2019)7. Zakladom NGS sekvenovania je chemicka reak-
cia (DNA syntéza alebo ligdcia). Signal z chemickych reakcii je ndsledne transformovany do sekvenaénych dat. Data su
analyzované pomocou viacerych softvérov, napr. Finalist Dx, Ingenuity a IGV.
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