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Kliniczne znaczenie analizy wrazliwosci
mutacji kinazy ABL1 in vitro
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Clinical significance of ABL1 kinase mutation sensitivity to
tyrosine kinase inhibitors by in vitro assessment — case report
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Streszczenie

Mutacje kinazy ABLI stanowiq jednq z czestszych przyczyn opornosci wtornej na inhibitory
kinazy tyrozynowej (TKI). U chorego z przewleklq bialaczka szpikowq (CML), opornego na
imatynib (IM) w dawce 400 1 600 mg na dobe i u ktorego zastosowano dazatynib oraz nie
uzyskano wiekszej odpowiedzi molekularnej (MMolR), wykryto mutacje ABL1 o typie L384M.
Po analizie wrazliwosci mutacji opartej na wartosci 1C;, zastosowano nilotynib. W trakcie
leczenia poziom BCR-ABLI zwiekszyl sie do 2%. W wyniku ponownej analizy, uwzgledniajq-
cej osiggane przez TKI stezenia maksymalne w surowicy krwi, do zastosowania w leczeniu
wytypowano dazatynib jako lek potencjalnie najbardziej skuteczny w przelamywaniu oporno-
sci. W trakcie leczenia doszto do ponownego spadku poziomu BCR-ABLI do 0,32%. Przydat-
nosc kliniczna oceny wrazliwosci mutacji ABL1 na TKI, opartej na testach in vitro i parame-
trze ICs,, jest wciqz przedmiotem kontrowersji. Zaproponowany niedawno sposob oceny wraz-
liwosci mutacji ABL1 na TKI, uwzgledniajgcy osiggane stezemia maksymalne oraz
normalizacje wyniku wzgledem aktywnosci IM wobec niezmutowanych komorek, nie zwieksza
poprawnosci interpretacyi analiz opartych na 1C,,. Stezenie TKI osiggane w surowicy krwi
moze by¢ natomiast czynnikiem wykluczajgcym go jako malo skuteczny. Tabele przedstawia-
Jgce wrazliwosc poszczegolnych mutacji ABLI1 na TKI in vitro dostarczajq jedynie informacyi
o tym, o ile slabszy bedzie wplyw danego inhibitora na komorki obarczone konkretng mutacjq
ABLI, w porownaniu z komorkami niezmutowanymi. Jednak wykorzystanie takiej informa-
¢ji 1 porownanie indeksu opornosci danej mutacyi dla poszczegolnych TKI moze, mimo ograni-
czen, dostarczyc danych ulatwiajgcych wybor potencjalnie najskuteczniejszego klinicznie leku.
Stowa kluczowe: przewlektfa biataczka szpikowa, mutacje ABL1, wrazliwos¢ na TKI
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Abstract

The presence of ABL1 kinase mutations has been identified as one of the major mechanisms of
acquived resistance to tyrosine kinase inhibitors (TKI). In patient with chronic myeloid
leukemia (CML) resistant to imatinib (IM) at dose of 400 and 600 mg/d. subsequently treated
with dasatinib, and who did not achieve major molecular response (MMolR), L348M muta-
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tion was detected. After the sensitivity analysis, based on ICs, treatment with nilotinib was
introduced. However, the level of BCR-ABLI transcript rose to 2%. The next analysis of
mutation sensitivity consisting with 1Cs, and plasma maximum TKI concentration pointed to
dasatinib as a potent drug to overcome the resistance. The level of BCR-ABLI dropped down to
0,32% upon this treatment. The clinical usefulness of ABL1 kinase mutation sensitivity
assessment, based on in vitro studies and ICs, value, is still a matter of controversies. The
method incorporating the evaluation of plasma TKI concentration and correction of TKI
activity normalized to activity of IM against wild type BCR-ABLI1, as proposed recently, does
not improve the interpretation of ICs, values for clinical usage. Plasma concentrations of TKI
could have however a negative predictive value by excluding the less potent drug. Tables
presenting in vitro sensitivity of ABL1 mutants to TKI are providing only the information of
how much less efficacious the drug will be against a certain ABL1 mutant as compared to
unmutated BCR-ABLI. Beyond its limitations, the mutations sensitivity index could provide

data and help to choose potentially most effective drug.
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Wprowadzenie

Leczenie imatynibem (IM, imatinib) przewle-
ktej biataczki szpikowej (CML, chronic myeloid leu-
kemia) charakteryzuje sie bardzo dobra skuteczno-
Scig 1 stalo sie standardem postepowania w fazie
przewlektej (CP, chronic phase). Jednak wkrotce po
rejestracji tego leku pojawily sie raporty o oporno-
Sci wywolanej mutacja kinazy ABL1, obecna jesz-
cze przed wdrozeniem IM [1].

Mutacje kinazy ABL1 powstaja w przebiegu
CML niezaleznie od stosowanego leczenia inhibi-
torami kinazy tyrozynowej (TKI, tyrosine kinase
inhibitors) 1 w wielu przypadkach odpowiadaja za
powstanie opornoSci pierwotnej 1 wtornej na leki
z tej grupy [2, 3]. Badanie mutacji ABL1 u chorych
na CML leczonych IM, uzyskujacych tylko odpo-
wiedz suboptymalng lub bez odpowiedzi na terapie,
ujeto w rekomendacjach Europejskiej Sieci Biatacz-
kowej (ELN, European LeukemiaNet) [4]. Identyfi-
kacja typu mutacji i okreslenie wrazliwos$ci komo-
rek biataczkowych nig obarczonych na TKI moze
ulatwic podjecie decyzji o mozliwoS$ci kontynuacji
leczenia ktorymkolwiek z nich lub zdecydowac
o kwalifikacji chorego do allogenicznego przeszcze-
pienie macierzystych komorek krwiotworczych
(allo-HSCT, allogeneic hematopoietic stem cell trans-
plantation).

Mimo wieloletnich badan w tym zakresie, wciaz
istnieja kontrowersje dotyczace klinicznej przydat-
nosci okreSlania wrazliwoSci linii komérkowych
obcigzonych roznymi typami mutacji ABL1 na TKI,
badanej w warunkach iz vitro. Prezentowany nizej
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przypadek stanowi przyklad trudnoSci interpreta-
cyjnych takich badan i ukazuje ograniczong mozli-
wo$¢ jednoznacznego wykorzystania ich rezultatow
w konkretnej sytuacji kliniczne;.

Opis przypadku

U 25-letniego chorego rozpoznano CML w CP na
podstawie badan morfologicznych krwi i szpiku, ba-
dania cytogenetycznego (46,XY,t(9;22)(q34;q11)[20])
1 za pomocg reakcji fancuchowej polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction) — jakoSciowej (RT-PCR,
reverse transcriptase polymerase chain reaction) oraz
iloSciowe] w czasie rzeczywistym (RQ-PCR, real-
-time quantitative polymerase chain reaction). Obli-
czone w chwili rozpoznania wskazniki rokownicze
Sokala 1 Hasforda umiejscawialy chorego w grupie
niskiego ryzyka. Wykonane badanie HLA nie ujaw-
nito zgodnych rodzinnych dawcow do allo-HSCT.

Wdrozone leczenie cytoredukujace hydroksy-
mocznikiem (HU, hydroxyurea) spowodowalo catko-
witg odpowiedZ hematologiczna (CHR, complete he-
matologic response). Leczenie IM w dawce 400 mg
na dobe rozpoczeto po 3 latach terapii za pomoca
HU, w wyniku ktérego uzyskano czesciowa odpo-
wiedz cytogenetyczng (PCyR, partial cytogenetic
response) po 24 miesigcach terapii. Wobec braku
uzyskania catkowitej odpowiedzi cytogenetycznej
(CCyR, complete cytogenetic response) po 30 miesia-
cach terapii dawke IM zwiekszono do 600 mg na
dobe. Po 6 miesigcach leczenia nadal nie osiggnieto
CCyR, a poziom transkryptu BCR-ABL1 w badaniu
RQ-PCR wynosit 1,52%. Stezenie IM w surowicy krwi
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wynoszace 1392 ng/ml sugerowato wystepowanie me-
chanizmu oporno$ci niezaleznego od sposobu przyj-
mowania leku [5].

Nieosiggniecie CCyR bylo powodem odstawie-
nia IM i zastosowania dazatynibu, w zalecanej wow-
czas do leczenia CP dawce 140 mg na dobe. Po mie-
sigcu terapii 110§¢ transkryptu w badaniu RQ-PCR
zmniejszyla sie do 0,32%, co zwykle moze odpowia-
dac osiagnieciu CCyR [6]. Po 2 miesigcach dalsze-
go leczenia, zgodnie z zaleceniem rejestracyjnym,
zmniejszono dawke dazatynibu do 100 mg na dobe
1 kontynuowano terapie przez kolejne 6 miesiecy.
Poniewaz nie uzyskano dalszej redukcji iloSci trans-
kryptu BCR-ABL1, a tym samym wiekszej odpowie-
dzi molekularnej (MMOolR, major molecular respon-
se), zdecydowano o badaniu w kierunku mutacji
genuABL1. Metoda bezposredniego sekwencjono-
wania wykryto mutacje kinazy ABL1 o typie L384M.
Zdecydowano wowczas o odstawieniu dazatynibu
1zastosowaniu nilotynibu. Leczenie dawka 2 X 400 mg
na dobe prowadzono przez kolejnych 7 miesiecy,
monitorujac odpowiedZ molekularng za pomoca ba-
dania RQ-PCR, wykonywanego w odstepach mie-
siecznych. W kolejnych analizach odnotowano
wzrost iloSci transkryptu BCR-ABL1 o 1 log (do 2%),
co moglo odpowiadac utracie CCyR. Zdecydowano
o ponownym zastosowaniu dazatynibu, jednak
w zwiekszonej dawce (140 mg/d.). W kolejnych ba-
daniach RQ-PCR stwierdzono spadek poziomu
transkryptu BCR-ABL1 do 0,66% po 3 miesiacach,
a nastepnie do 0,32% po 6 miesigcach terapii.

Dyskusja

Wystepowanie mutacji kinazy ABL1 u chorych
z CML podczas terapii TKI stanowi jeden z istot-
nych mechanizmo6w opornosci na leczenie [7]. Uzy-
skanie odpowiedzi suboptymalnej, brak odpowiedzi
na leczenie lub jej utrata sa wskazaniami do bada-
nia ich obecno$ci. W opisanym przypadku u chore-
g0 po niepowodzeniu terapii za pomoca IM w daw-
ce 400 mg i 600 mg na dobe oraz po wykluczeniu
niskiego stezenia leku w surowicy, jako przyczyny
oporno§ci, zastosowano dazatynib. OdpowiedzZ na
leczenie monitorowano, mierzac poziom transkryp-
tu BCR-ABL1 metoda RQ-PCR [6]. Niezmniejsze-
nie sie poziomu transkryptu BCR-ABLI i nieuzy-
skanie MMolR byly powodami przeprowadzenia
sekwencjonowania, w ktorym wykryto obecnos¢
mutacji L384M, umiejscowionej w petli A.

Wrazliwo$¢é komorek biataczkowych na TKI
okresla sie w badaniach iz vitro hodowli komoérko-
wych linii Ba/F3, transfekowanej poszczegolnymi
typami mutacji 1 wyraza sie jako warto$¢ ICs, od-

powiadajaca stezeniu leku wywolujacemu 50-pro-
centowe zahamowanie wzrostu hodowli komorek
badanej linii [3]. W dostepnym piSmiennictwie wraz-
liwo$¢ komorek z tg mutacjg okreslano na duza dla
bosutynibu, nieco mniejsza dla IM 1 §rednig dla nilo-
tynibu 1 dazatynibu [7]. Na podstawie powyzszej ana-
lizy, zwazywszy na brak mozliwoS$ci zastosowania
bosutynibu i biorac pod uwage dotychczasowa odpo-
wiedZ na IM 1 dazatynib w dawce 100 mg na dobe,
zdecydowano o zmianie leczenia na nilotynib.

Brak skutecznoSci tej terapii wyrazajacy sie
wzrostem poziomu transkryptu, ktory mogt odpo-
wiadac¢ za utrate CCyR, stat sie powodem ponow-
nej analizy danych dotyczacych wrazliwo$ci komo-
rek z mutacja L384M na poszczeg6lne TKI.
Uwzglednienie w ocenie wrazliwo§ci komorek mak-
symalnych stezen uzyskiwanych przez TKI w su-
rowicy krwi (C,..), w odniesieniu do wartoS$ci 1Cs,
[8, 9], spowodowalo wytypowanie dazatynibu
w dawce 140 mg na dobe jako potencjalnie najbar-
dziej skutecznego leku w przelamaniu opornosci
zwiazanej z wystapieniem mutacji L384M. Zastoso-
wanie u chorego dazatynibu w tej dawce spowodo-
walo spadek poziomu transkryptu BCR-ABLI1. Na-
lezy zaznaczy¢, ze rezultat oceny wrazliwoSci ko-
morek z mutacja L384M, uwzgledniajacej — jak
proponuja Laneuville i wsp. [10] — wspoélczynnik
okreslony z ilorazu C,,./Gls, (GI, growth inhibition)
1 normalizacje otrzymanej aktywnos$ci TKI wzgle-
dem aktywnoS$ci IM wobec genu dzikiego, jest od-
mienny, zatem, teoretycznie, najbardziej aktywnym
lekiem w odniesieniu do komoérek z mutacjg L384M
staje sie nilotynib.

Brak spojno$ci wynikow powyzszej analizy in
vitro z efektami leczenia, miedzy innymi u opisane-
go chorego, ujawnia ograniczong przydatnoS¢ pro-
ponowanej metody w zwiekszeniu poprawnos$ci in-
terpretacji danych pochodzacych z analiz opartych
na ICy,. Obrazuje to takze przykiad mutacji E255V
1 Y253F. Osiaggane przez nilotynib C,,, W surowicy
krwi znacznie przekracza przypisang im warto$c ICs,.
Mutacje te — zgodnie z wyzej opisanym sposobem
oceny — uznano za odpowiednio, $rednio i bardzo
wrazliwe [10], natomiast z badan klinicznych znany
jest fakt ich opornosci na leczenie nilotynibem [8].

Stezenie leku osiggane w surowicy krwi moze
by¢ natomiast czynnikiem wykluczajacym go jako
malo skuteczny. Jesli stezenie danego TKI w suro-
wicy krwi nie osigga wartoSci ICy,, okreSlonej dla
danej mutacji, wowczas jego podanie najpewniej nie
bedzie skutkowato przetamaniem opornosSci choroby
zwigzanej z tag mutacja. Jesli natomiast dla danego TKI
warto§¢ C,,, przekracza warto$¢ IC;, wobec konkret-
nej mutacji, wowczas twierdzenie, ze lek bedzie ak-
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tywny, moze by¢ obarczone duzym biedem [11]. Przy-
czyna moga by¢ czynniki wplywajace na stezenie
leku w surowicy powodujace, ze nie koresponduje
ono w pelni ze stezeniem leku wewnatrz komorek.
Ponadto, dodatkowe defekty genetyczne w komor-
kach Ph(+) moga wplywac na rodzaj ostatecznej
odpowiedzi na leczenie.

Mozna zatem przyjac, ze tabele przedstawiaja-
ce wrazliwo$¢ poszczegolnych mutacji ABL1 na TKI
dostarczaja jedynie informacji o tym, o ile stabszy
bedzie wplyw danego inhibitora na komoérki obarczo-
ne konkretna mutacjg ABL1, w poréwnaniu z komor-
kami niezmutowanymi [11]. Wykorzystanie tej infor-
macji i porownanie indeksu oporno$ci danej mutacji
dla poszczegolnych TKI moze, mimo opisanych wy-
zej ograniczen, dostarczy¢ danych utatwiajacych wy-
bor potencjalnie najbardziej skutecznego klinicznie
leku. Taka mozliwo§¢ potwierdzily niedawno opubli-
kowane wyniki badania klinicznego [3].
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