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Souhrn

Chronicka myeloidni leukemie (CML) se stava chorobou, jejiz 1é¢ba je typickym prikladem terapie Sité na miru. Pres-
toZe lécba imatinibem v prvni linii CML predstavovala obrovsky prillom v 1écbé této choroby, ukazuje se, Ze 25-35
% pacienti potiebuje v prubéhu 5 let zménu terapie z diuvodu intolerance ¢i selhani 1é¢by. NejcéastéjSim mechanis-
mem zodpovédnym za rezistenci k imatinibu u pacientii s CML je rozvoj mutaci v BCR-ABL kinazové doméné. Ty-
to mutace vyvolavaji riznou miru rezistence k imatinibu a zatimco nékteré mohou reagovat na zvyseni davky ima-
tinibu (M351T), jiné jsou rezistentni k nilotinibu (mutace v P-smycce, F359C/V) a dalsi vykazuji zvySenou miru re-
v 15 aminokyselinovych zbytcich, kde se vyskytuje vice nez 85 % vsech mutaci. Ukazuje se, Ze pokroky v molekular-
nich metodach umoziiuji porozumét lépe podstaté choroby, zvazit prospéch a riziko terapie, individualizovat terape-
uticky pristup a prizpuasobit 1éébu CML vcas tak, aby se minimalizovalo riziko progrese CML do pokrocilych fazi.
Klicova slova: chronicka myeloidni leukemie, tyrosinkinazové inhibitory, imatinib, dasatinib, nilotinib, BCR-ABL
mutace, rezistence k imatinibu, terapie Sita na miru

Summary 5

Stastny M., Machova Poldkova K., Klamova H., Za¢kova D., Voglova J., Karas M., Moravcova
J., Faber E.: BCR-ABL mutation analysis allovos to provide ,.tailored therapy” for CML patients resistant to
imatinib

Chronic myeloid leukemia (CML) becomes a disease, treatment of which represents typical example of tailored the-
rapy. Despite the fact that first line therapy of CML using imatinib revolutionized the treatment of this disease, it be-
came clear that during 5 years 25-35 % of the patients require change in the therapy due to the development of ima-
tinib resistance or intolerance. The most frequent mechanism responsible for imatinib resistance is development of
mutation in BCR-ABL kinase domain. Mutations cause different level of imatinib resistance and while some of them
can be overcome by increased dose of imatinib (M351T), others seem to be resistant to nilotinib (P-loop mutations,
F359C/V) and others are more resistant to dasatinib (F317L/V a V299L). This review is focused only to clinically
most important mutations occurring in 15 amino-acid substitutions, which account for more than 85 % of all BCR-
ABL mutations. It has been shown recently that advances in molecular methods enable to better understand disease
itself, weigh the benefit to risk ratio of the therapy, individualize therapeutic approach and eventually adjust CML
therapy earlier in order to minimize the risk of CML progression to advanced phases.

Key words: chronic myeloid leukemia, tyrosine kinase inhibitors, imatinib, dasatinib, nilotinib, BCR-ABL doma-
in mutations, imatinib resistance, tailored therapy
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Uvod

Terapie ,,Sitd na miru* (tailored therapy) je termin, kte-
ry obecné znamend, Ze se pouZije ,,spravnd davka sprav-
ného 1éku pro sprdvnou indikaci u spravného pacienta
v pravy ¢as“. Jinymi slovy jde o individualizovanou 1é¢-
bu prizptsobenou konkrétnimu pacientovi. Tento typ te-
rapie se ¢im dal Casté&ji cituje predevsim v souvislosti se
stoupajicimi ndklady na zdravotn{ péci, které velmi dzce
souviseji se zvySujicimi se ndklady farmaceutickych fi-
rem na testovani novych léciv. Odhaduje se, Ze uvedeni
nového Iéku na farmaceuticky trh dosahuje v soucasné

s ¥z

dobé astronomické castky témét 1 miliardy USD (1). Ty-

to obrovské nédklady se nutné musi odrazit v cendch 1é-
ki. Ro¢ni terapie jednoho pacienta (obzvlasté u onkolo-
gickych indikaci) se pohybuje v fddu milionu korun. Za
dané situace je velmi dileZité, aby se takto drahy 1ék do-
stal pfedevsim k t€ém pacientiim, ktefi budou z 1é¢by pro-
fitovat, a omezila se jeho spotfeba v indikacich, kde je
pravdépodobnost odpovédi minimdlni.

Jednim z prvnich piikladi individudlni 1é¢by byla
identifikace estrogenovych receptorit (ER) jako model
hormondlné-cilené terapie (2). Tamoxifen signifikantné
zlepsil prezivani pacientli s ER-pozitivnim karcinomem
prsu, jak v adjuvanci, tak v paliativnim podéni (3). Dal-
$im piikladem individualizované péce je pouZiti trastu-
zumabu u pacientek s karcinomem prsu pozitivnim na
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HER? (receptor pro lidsky epidermdlni ristovy faktor 2).
Na zdkladé analyzy mnoha studii se vytvorila doporu-
Cenf 1é¢it trastuzumabem pacientky, které vykazuji zvy-
Senou expresi HER2. Tento pifistup minimalizuje riziko
toho, Ze by nebyli 1é¢eni pacienti, ktefi mohou z trastu-
zumabu profitovat, a tato drahd terapie nebude zbyte¢né
vynakldddna na pacienty, u nichZ je velmi nizkd pravdé-
podobnost odpovédi na 1é¢bu (4). V posledni dobé se do
popiedi zdjmu dostala role mutacniho stavu genu KRAS
pii 1é¢bé pacientil s metastatickym kolorektdlnim karci-
nomem (MKK) pomoci monoklondlnich protilatek pro-
ti receptoru pro epidermdlni ristovy faktor (EGFR). Na
zéklad¢ klinickych studii byly neddvno schvéleny anti-
EGFR protilatky pro pouZiti v kombinaci s chemotera-
pif u pacienttt s MKK exprimujicich EGFR s nemutova-
nym genem KRAS (5).

CML a terapie Sita na miru v ére tyrosinkinazovych
inhibitora

Chronickd myeloidn{ leukemie (CML) patii z mole-
kuldrniho hlediska k nejlépe prostudovanym neoplaziim.
A pravé znalost molekuldrni podstaty onemocnéni umoz-
nuje oznacit CML jako chorobu, kde se stédle vice uplat-
nuje ,.terapie §itd na miru“. CML je myeloproliferativni
choroba charakterizovand expanzi klonu hematopoetic-
kych bunék, které nesou Philadelphia (Ph) chromozom
(6). Ph chromozom vznika reciprokou translokaci mezi
dlouhymi raménky chromozomti 9 a 22, 1(9;22)(q34;q11).
Na molekuldrni drovni tak vznikd novy fizni gen BCR-
ABL, ktery kéduje konstitutivné aktivni tyrosinkindzu.
Imatinib je relativné specificky inhibitor tyrosinkindzy
BCR-ABL, ktery zcela revolué¢nim zptisobem zménil 16¢-
bu a prognézu pacientl s CML (7). Imatinib se stal ,,zla-
tym standardem* 1é¢by CML a pacienti lé¢eni imatinibem
v prvni linii dosahuji vysokého procenta kompletnich he-
matologickych (CHR) a cytogenetickych (CCyR) odpo-
védi. Navzdory témto vynikajicim vysledkiim dochdz{
u ¢dsti pacientd s chronickou fazi CML k relapsu ¢i k roz-
voji rezistence, pricemz v pokrocilych fazich je rozvoj re-
zistence spiSe pravidlem nez vyjimkou.

VétSina dostupnych dat o dlouhodobé ucinnosti imati-
nibu u pacientti s CML pochdzi z multicentrické studie
IRIS (International Randomized Study of Interferon and
STI571). Po 18 mésicich 1é¢by dosdhlo 76 % pacientt
CCyR, coZ znamend, Ze dle soucasnych doporucenych
postupt (9) 1é¢ba selhala u 24 % pacientd (8, 10). Rezi-
stence k imatinibu miZe byt rozdélena na primarni/vro-
zenou (od zahdjeni 1é¢by pacient nedosdhne hematologic-
kou & cytogenetickou odpovéd), a sekunddrni/ziskanou
rezistenci, kdy u pacienta po po¢atecni odpovédi na tera-
pii dojde k jejf ztrdté a eventudlni progresi choroby.

Priméarni rezistence k imatinibu

Primdrni hematologicka rezistence je méné Castd, vy-
skytuje se jen asi u 5 % CML pacientd 1é¢enych imatini-
bem v 1. linii. Cytogeneticka rezistence se vyskytuje Cas-
t&ji, ccau 30 % pacientl. Mechanismy zodpovédné za pri-
madrn{ rezistenci nejsou stéle jesté zcela detailné prozkou-

v v

mdany, nicméné ¢im ddl vice poznatkd se objevuje k me-
chanismim sekundarni rezistence (11).

Sekundarni rezistence k imatinibu

Mechanismy ziskané rezistence mohou byt rozdéleny
na BCR-ABL zavislé a na BCR-ABL nezdvislé (11). Me-
zi BCR-ABL zdvislé mechanismy patfi: a) mutace
v BCR-ABL, které ovliviiuji vazbu imatinibu; b) dupli-
kace, amplifikace ¢i zvySend exprese BCR-ABL. Mezi
BCR-ABL nezdvislé mechanismy patfi: a) sniZena intra-
celularni koncentrace imatinibu z divodu nizstho influ-
xu léku (nizka exprese influxniho proteinu hOCT, ktery
prenasi imatinib do buriky) ¢i z divodu vyssiho efluxu 1é-
ku z bunky (vyssi exprese P-glykoproteinu, ktery snizu-
je intraceluldrni koncentrace fady cytostatik); b) zvySend
exprese kindz rodiny Src (burika obchazi blokovanou sig-
nalizaci pfes BCR-ABL zvySenou expresi a signalizac{
pres alternativni kindzy rodiny Src); c) nezavislost bun-
ky na BCR-ABL (klidové, neproliferujici kmenové CML
buriky); d) pfidatné chromozomalni aberace.

V dal§im textu se budeme vénovat vyhradné mutacim
kindzové domény (KD) BCR-ABL, jako nejcastéji uvadé-
nému mechanismu ziskané rezistence na imatinib (40—60
% v chronické fazi CML (CP-CML), ale i vice u pokroci-
lIych stadii CML) (11). Pocet popsanych mutaci v KD
BCR-ABL se neustile zvySuje a v soucasné dobé€ je zna-
mo vice nez 50 pozic, kde dochdzi k substituci aminoky-
selin (AK) vedouci ke vzniku vice nez 70 individudlnich
mutaci s riiznou mirou rezistence k imatinibu (11,12).

Mutace se vyskytuji nejcastéji ve 4 oblastech KD BCR-
ABL:

1. v tzv. P-oblasti, kde dochazi k vazbé ATP (mutace
G250E, Q252R, Y253F/H a E255K/V)

2. v misté vazby imatinibu k BCR-ABL — substituce AK
za jinou narusi van der Waalsovy interakce 1éku s pro-
teinem (mutace V289A, F311L, T3151 a F317L)

3. v oblasti katalytické domény BCR-ABL (mutace
M351T a E355G)

4. v oblasti aktivacni smycky, kterd kontroluje aktivni
stav kindzy (H396R/P).

Citlivost mutaci k imatinibu lze rozliSit na zakladé kon-
centrace ICy, (koncentrace 1éku, kterd inhibuje rist bu-
nécné linie z 50 %) dle in vitro testi ndasledovné: bunéc-
nd ICs, zvySena < 2x plati pro mutace s mirnou rezisten-
ci, silnou rezistenci vykazuji mutace s ICy, zvySenou >
5x. Mutace T315I je ptikladem tplné rezistence ke vSem
dostupnym tyrosinkindzovym inhibitorim (TKI). Nékte-
ré detekované zamény nukleotidti v ¢cDNA fetézci KD
BCR-ABL nevedou ke zméné smyslu kodonu, tudiZ ne-
dochdzi k substituci AK v proteinovém fetézci. Takové
mutace nevyvoladvaji zménu citlivosti BCR-ABL k ima-
tinibu. Jednobodové zdmény nukleotidd nemusi vZdy zna-
menat, Ze byla detekovdna mutace, nybrZz jednobodovy
polymorfismus (SNP), ktery nemusi mit klinicky vyznam.
PrestozZe se frekvence jednotlivych mutact lisi, nejcastéji
mutovanou oblasti BCR-ABL je tzv. P-smycka (ATP-va-
zebnd oblast), kde se vyskytuje 36 % az 48 % vSech mu-
taci (13-15). Zamény AK v sedmi pozicich proteinového
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Obr. 1. Frekvence a misto 15 nejcastéjsich mutaci v BCR-ABL u pacienti s CML
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Obr. 2. Frekvence 15 nejcastéjSich mutaci BCR-ABL a jejich citlivost k imatinibu pod-
le IC5, v porovndni s nemutovanou BCR-ABL (Cervené¢ silnd rezistence >5x ICs, Zluté
stfedni rezistence 3-5x ICs; zelené senzitivni mutace s < 3x ICs) - adaptovano dle ref.

16, 18, 19.

fetézce (G250, Y253, E255, T315, M351, F359, H396)
tvori 66 % reportovanych mutaci. 85 % vSech mutaci se
vyskytuje v 15 AK - z té€chto diivodu se v dal$im piehle-
du budeme vénovat t€émto 15 nejcastéji detekovanym mu-
tacim BCR-ABL (obr. 1) (11, 13).

Individualizovana terapie podle typu rezistence
k imatinibu

Ur¢itym pomocnym voditkem k tomu, jakou terapii
zvolit v piipadé€, Ze se objevi mutace v BCR-ABL, mo-
hou predstavovat in vitro testy bunécnych linif s vnese-
nou konkrétni mutaci BCR-ABL. Tyto testy mohou dat
uréitou predstavu o tom, jakd je mira rezistence bunék
s uréitou mutaci BCR-ABL vici imatinibu ¢i dal$im TKI
(dasatinib, nilotinib) na zdkladé stanoveni koncentrace
ICs, — obrdzek 2 (16-18). Je nutné mit na
zteteli fakt, Ze koncentrace ICsy, a uréend mi-

ale tato zména neovlivni funkci BCR-ABL,
ani nemusi znamenat rezistenci k imatinibu.
Typickym prikladem je mutace nalezena v P-
oblasti (K247R), ktera vede k zaméné argini-
nu za lyzin (20). Mélo se za to, Ze mutace
v této oblasti vyvolava u pacientd hor$i od-
povéd na imatinib. Biochemické a buné&né
analyzy zkoumajici citlivost této mutace
k imatinibu a dasatinibu vSak neprokézaly
@ zmény v koncentraci ICs, v porovnani s ne-
mutovanou formou BCR-ABL. Zjistilo se, Ze
v tomto pripadé jde zfejmé o tzv. jednonuk-
leotidovy polymorfismus (SNP; single nuc-
leotide polymorphism), ktery nemd vliv na
signaliza¢ni funkci BCR-ABL, ani na jeji
schopnost vdzat TKI (20). Objeveni se po-
dobnych mutaci tedy nemusi nutné vést ke
zmeéné terapie, pokud samoziejmeé jiné mar-
kery monitorujici stav pacienta nevypovida-
ji jinak.

Mutace s nizkou rezistenci (ICs, < 3x
vyS$$i nez u nemutované BCR-ABL)

Prikladem mutaci s nizkou rezistenci jsou
mutace M351T (ICs, ~ 3x vySSi neZ nemu-
tovand forma BCR-ABL) nebo mutace
M2371 (ICy, ~ 2x vyssi) (16, 19). Na zakla-
dé in vitro dat lze u téchto mutaci zvaZovat
zvySeni davky imatinibu na 600-800 mg, aby
bylo dosazeno terapeutické odpovédi (sniZe-
ni nartstajictho transkriptu BCR-ABL, ndvrat
do CCyR). Vysokd davka imatinibu je povazZovana za Ié-
¢ebnou moznost u pacientti s méné nez optimalni odpo-
védi na imatinib v prvnf linii jak v doporucenich ELN
(European LeukemiaNet), tak NCCN (National Cancer
Comprehensive Network) (9, 21). AvSak pouZiti vysoké
ddvky imatinibu po selhdn{ standardni ddvky 400 mg je
kontroverzni; miiZe jit o vhodnou strategii pro nékteré pa-
cienty, ale klinicky benefit rozhodné neni dosazen
u vSech. Mira CCyR se pohybuje od 10 % do 40 % a od-
povédi jsou Casto transientni, pficemz ddvka 800 mg mu-
Ze byt spojena s niZsi tolerabilitou.

Jedina randomizovana studie, kterd porovnavala jiny
TKI s 800 mg imatinibu, je studie START-R (dasatinib
2 x 70 mg vs. imatinib 800 mg u pacientil rezistentnich
k imatinibu 400-600 mg). V této randomizované studii se

Tab. 1. Porovnani dasatinibu a imatinibu 800 mg po 2 letech 1é¢by pacientid s CP-CML
s rezistenci k imatinibu 400-600 mg (23).

ra rezistence (pomér ICs, BCR-ABLmut ku

IC5, BCR-ABLWY) se v riiznych studiich li- Dasatinib Imatinib | P hodnota

§i (16, 18). Tyto diskrepance souviseji s pou- 2 x 70 mg 800 mg

7itfm rGznych bun&cnych linif, experimen- | Yelkd cytogenetickd odpovéd (%) 53 33 0,017

talnich po dminek, prlS obech Vyh odnocova- Kompletni cytogenetickd ot,ipovéd (%) 44 18 0,0025

ni atp. Velkd molekuldrni odpoved (%) 29 12 0,028
Preziti bez progrese po 2 letech (%) 86 65 0,0012
Pacienti bez selhdni 1éCby po 2 letech (%) 59 18 < 0,0001

Polymorfismus v BCR-ABL Odstoupeni z diivodu toxicity (%) 22 20 NS*

Nékteré mutace v BCR-ABL mohou byt
sice spojeny se zdménou jedné AK za jinou, *NS = nesignifikantn{ rozdil
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po 15 mésicich sledovdni ukdzalo, Ze dosaZeni velké cy-
togenetické odpovédi (MCyR) bylo vySsi po dasatinibu
oproti 800 mg imatinibu jak u pacientd bez vstupnich mu-
taci (58 % vs. 34 %), tak u pacientd s jakoukoliv mutac{
BCR-ABL (46 % vs 27 %) (22). Navic tato studie pro-
kazala, Ze pacienti v CP-CML, ktefi na standardni davce
imatinibu nedoshli cytogenetickou odpovéd, neprofito-
vali z 1é¢by vysokou ddvkou imatinibu (MCyR 7 % po
800 mg imatinibu vs. 49 % po dasatinibu; P = 0,0006)
(22). Porovnan{ dasatinibu a imatinibu 800 mg po 2 le-
tech 1é¢by ukazuje tabulka 1 (23).

Mutace se stiedni rezistenci (ICs, 3-5x vyssi nez
u nemutované BCR-ABL)

Prikladem BCR-ABL mutaci se stfedni rezistenci
k imatinibu jsou mutace M244V, F317L ¢&i Q252H. Zvy-
Sen{ ddvky imatinibu by snad u nékterych pacientii moh-
lo znamenat alespoii prechodnou odpovéd’, nicméné dlou-
hodoby prospéch pro pacienty je diskutabilni. ProtoZe
jsou k dispozici dali dva inhibitory BCR-ABL (dasatinib
a nilotinib), lze na zakladé in vitro dat a dostupnych kli-
nickych zkuSenosti tvrdit, Ze vhodnéjsi bude v tomto pfi-
padé zdména imatinibu za TKI 2. generace.

Mutace M244V vykazuje 1Cs, koncentraci imatinibu
3.4x (19) az 8x vyssi (16), zatimco 1Cs; je u dasatinibu
zvysena 2x a u nilotinibu 3x (16). Mizeme tedy ptedpo-
kladat u¢innost obou TKI 2. generace. Klinickd data uka-
zuji, Ze pacienti s mutaci s ICs5q < 3 nM dasatinibu (kam
M244V patii), méli pri lécbé dasatinibem CHR 94 %
a CCyR 47 % (24). Pacienti s mutaci s IC5, < 100 nM
nilotinibu (kam M244V patfi) méli pri lécbé nilotinibem
CHR 77 % a CCyR 37 % (25). Priklad pacienta s muta-
cif M244V na nilotinibu ukazuje obrdzek 3.

F317L mutace se zd4 byt citlivd k nilotinibu (ICs, zvy-
Sena jen 4x, zatimco u dasatinibu 9x) (16). Populace paci-
entd s mutaci F317L dosahovala pfi 1é¢bé nilotinibem vy-
sokého procenta MCyR (26). Naopak tato mutace se zdd
rezistentni k dasatinibu a ackoliv se mira CHR pohybova-
la kolem 90 %, procento CCyR bylo minimdlni (24).

U mutace Q252H je situace komplikovangjsi, IC5 je
zvySena 5x pro imatinib a 4x pro dasatinib (3,4 nM) i ni-

lotinib (70 nM) (16). Jedné se ovSem o mutaci v P-ob-
lasti, coZ je oblast mutacfi spiSe silné rezistentnich k ima-
tinibu. Proto 1ze v tomto ptipadé povazovat TKI 2. gene-
race ziejme za lepsi volbu a pii vybéru TKI postupovat
i podle individudlnich komorbidit pacienti (diabetes, kar-
didlni komplikace, pleurdlni efuze, jaterni dysfunkce).
Preklinicka data naznacuji, Ze by tato mutace mohla byt
citlivd také na dalsi TKI ve vyvoji, napf. na bosutinib (18).

Mutace s vysokou rezistenci (ICs, > 5x vysSi nez
u nemutované BCR-ABL)

Mutace v P-oblasti a ddle mutace na pozici F359,
H396, D276, 1.248 a F486 jsou na zdkladé hodnoty ICs,
definovany jako silné rezistentni k imatinibu. V ptipadé
téchto mutaci je tedy na misté zvaZovat zménu terapie na
néktery z TKI 2. generace. Zatimco frekvence mutaci
F359, H396, D276, 1.248 a F486 se pohybuje od 2-5 %,
mutace v P-oblasti jsou velmi Casté (36-48 % vSech mu-
taci) a proto se jim budeme vénovat podrobnéji (14, 15).

Mutace v P-oblasti

Jak jiz bylo fe¢eno, mutace v P-oblasti, kde dochdzi
k vazbé ATP na BCR-ABL, piedstavuji nejcastéjsi muta-
ce, které se objevuji u pacientl rezistentnich na imatinib
(14, 15). Jelikoz ruzni autofi definuji P-oblast riznym
zpusobem, napf. oblast AK 250-255 (14) nebo 248-255
(27), pro ucely tohoto ¢lanku budeme pouZivat definici
dle publikace Jabbour a spol., ktera P-oblast definuje me-
zi AK 244-255 (28).

Z nékolika nezdvislych studii se zd4, Ze pacienti s mu-
tacemi v P-oblasti BCR-ABL maji nejen niz$i miru odpo-
védi, ale i rychlejsi progresi choroby a kratsi dobu prezi-
ti (14, 28). Brandfordova a spol. ukdzali, Ze pacienti s mu-
taci v P-oblasti méli medidn preziti 4,5 mésice, pacienti
s mutacemi mimo P-oblast 11 mésica (14). Kromé toho
Nicolini a spol. analyzovali 89 pacienti s CML (64 %
v chronické fdzi) sledovanych v medidnu 39 mésici a zji-
stili, Ze celkové prezivani bylo signifikantné horsi u pa-
cientll s mutacemi v P-oblasti (medidn preziti 28,3 mési-
ce) v porovnani s ostatnimi mutacemi (medidn preZiti ne-
dosaZen po 39 mésicich) (27). Také recentni studie
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Obr. 3. Individualizovand péce o pacienta s mutaci M244V v BCR-ABL (data z UHKT).
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z Hammersmith Hospital potvrzuje, Ze mutace v P-ob-
lasti (mimo pozici 244) jsou spojeny s vyS$Sim rizikem
progrese v porovnan{ s mutacemi v jinych mistech ¢i v po-
rovnéni s pacienty bez mutaci (29). Tato data se zdaji byt
v souladu s in vitro testy, které ukazuji, Ze nékteré muta-
ce jsou vice onkogenni v porovndni s nemutovanou for-
mou ¢i jingmi mutacemi v BCR-ABL. Prokdzala se zvy-
Send transformacni schopnost mutaci Y253F a E255K
s nésledujici schopnosti onkogenni transformace: Y253F
> E255K > nemutovand BCR-ABL > T3151 > H396P >
M351T (30). Dohromady lze fici, Ze vyvoj mutaci v P-
smycce indikuje rezistenci na imatinib s hrozbou rychlé-
ho rozvoje hematologického relapsu. Jejich casnéjsi de-
tekce v pribéhu 1é¢by pacienta mize prispét k rychlejsi
terapeutické intervenci, coz umozni piedejit pravdépo-
dobnému relapsu choroby (15, 30).

In vitro studie prokdzaly, Ze nilotinib inhibuje vSech-
ny mutace BCR-ABL s vyjimkou mutace T315I. Stejné
studie ov§em prokdzaly i to, Ze ur¢ité mutace v P-oblas-
ti (Y253F/H, E255K/V) a v pozici F359 — jsou 10-35x
méné citlivé k nilotinibu v porovndni s nemutovanou for-
mou BCR-ABL (16, 18). Klinické studie pak odrdzeji ty-
to in vitro nélezy, kdy u pacientl selhdvajicich na niloti-
nibu jsou nejcastéji nachdzeny mutace v pozicich Y253,
E255, T315 ¢i F359 (26, 32, 33). Ve studii faze II. nilo-
tinibu u CP-CML nebyly u pacientl s t¢mito mutacemi
zaznamendany CCyR (26,31). Tento fakt je do urcité mi-
ry prekvapujici, vzhledem k nejvyssim a ,,steady-state*
koncentracim nilotinibu v plazmé (3,7 uM a 1,7 uM) (25).
Vysvétlenim miZe byt, Ze nilotinib je z 98 % vazan na
proteiny plazmy a tudiZ farmakologicky t¢inné koncent-
race volného 1é¢iva bude vyrazné nizsi (34).

S postupnym ziskdvanim klinickych dat se ukazuje, Ze
odpovéd na dasatinib nenf u pacient s mutacemi v ob-
lasti P-smycky a pfi mutaci F359 snizena (MCyR 60-65
%, CCyR ~ 50 %). V téchto pripadech je ziejmé dasati-
nib 1ékem volby (15, 24, 31, 33, 35-37). Z reélné klinic-
ké praxe se téZ ukazuje, Ze u pacienti s rezistenci k ima-
tinibu se Castéji objevuji mutace rezistentni na nilotinib
v porovndni s dasatinibem (33). Tento fakt mize souvi-
set pravé s vyssi frekvenci mutaci v P-oblasti BCR-ABL.

H396P/R mutace jsou podle in vitro testi oznacovény
za silné rezistentni k imatinibu a citlivé k dasatinibu i ni-
lotinibu (16). Ve studiich faze II/I1I dasatinibu u vice nez
2000 pacientt s CML rezistentnich ¢i intolerantnich
k imatinibu bylo nalezeno 33 pacientii s mutaci H396R.
Z nich ~ 40 % dosdhlo CCyR a 50 % MCyR (24). Prii-
klad pacienta s touto mutac{ je uveden na obrazku 4.

Mutace D276G, L.248V a F486S jsou relativné malo
Casté (kazdd z nich md vyskyt do 2 % vSech mutaci)
a konkrétni klinickd data jsou omezend. Mutace D276G
je silné rezistentni k imatinibu, avSak 2/2 pacientd s tou-
to mutaci u Ph+ALL dosahli po dasatinibu MCyR, 1/2 pa-
cientl na nilotinibu dosdhl MCyR (19). Mutace 1248V
se zda byt silné rezistentni k imatinibu a stfedné rezistent-
ni k nilotinibu (19); in vitro data k dasatinibu chybi, nic-
méné z redlné klinické praxe se zdd, Ze tato mutace je
k dasatinibu citlivd (19). F486S je dle ICy, koncentrace
mutaci se silnou rezistenci k imatinibu, ale zda se byt cit-
liva k nilotinibu; in vitro data k dasatinibu chybi. Klinic-
ka data se u této mutace omezuji na jednotlivé pacienty
jak u dasatinibu, tak u nilotinibu (19).

Mutace T3151

Ackoliv odpovéd pacientti na TKI je predev§im u CP-
CML extrémné dobrd, mutace T315] stdle predstavuje vy-
znamny klinicky problém, protoZe se jednd o mutaci, kte-
rd je rezistentni ke vS§em komer¢né dostupnym TKI. Mu-
tace T3151 znemoziuje vazbu vsech tif TKI k BCR-ABL.
Zaména treoninu za hydrofobnéjsi izoleucin odstrani
z BCR-ABL dilezity vodikovy mustek, ktery ma pro vaz-
bu TKI kli¢ovou dileZitost a dochdzi k tomu, Ze se TKI
nemohou navazat do ATP-vazebného mista. Nékolik stu-
dif se pokouselo zjistit, jestli tato mutace méni transfor-
macni schopnost BCR-ABL kindzy. Zatimco se v nékte-
rych studiich zjistilo, Ze mutace T315I ma slab& reduko-
vanou kindzovou aktivitu v porovnédni s nemutovanou for-
mou BCR-ABL (30), jiné studie naopak ukdzala na zvy-
Senou aktivitu mutované BCR-ABL kindzy (38).

Nektei{ autori ukazuji, Ze mutace T3151 je spojena s vy-
soce agresivnim prib&hem choroby a se $patnou progné-
zou pacientd, pokud nedojde k rychlému terapeutickému
zésahu a zméné terapie (27, 39). Studie Ni-
coliniho et al. (pfestoZe ma limitace v retro-
spektivnim sledovén{ a v nevelkém poctu pa-
cientd; n = 27), ukdzala, Ze mutace T3151 se
objevuje v kategorii pacientil s hor§imi inici-
alnimi prognostickymi znaky (vysoké Soka-
lovo skére, dalsi chromozomalni abnormali-
ty), vétSinou v pokrocilych fazich choroby
(39). Naproti tomu jind studie z posledni do-
by naznacuje, Ze pacienti s mutaci T315I ma-
ji podobnou prognézu jako pacienti s jinymi
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Obr. 4. Individualizovand péce o pacienta s mutaci H396R v BCR-ABL (data z FN

Hradec Krélové).

mutacemi ¢i bez mutaci (40). Ackoliv je tedy
mutace T3151 spojena s rezistenci ke viem
dostupnym TKI, studie uzavira, Ze prezivani
pacientli s mutaci T3151 zavisi pfedev§im na
stadiu choroby. I z tohoto diivodu ma zdsad-
ni dilezitost v¢asnd identifikace rezistence
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i jeji pficiny. Cim Zasné&ji je mutace identifikovand, tim
veétsi nadéji na uspéch ma alternativni 1écba.

P1i zjisténi mutace T3151 je v soucasné dobé vhodné
urychlené hledat ddrce a pripravovat nemocného na alo-
genni transplantaci krvetvornych bunék. Nektefi autori
doporucuji pii vyvoji mutace T315I vysadit TKI (39), aby
polevil selekéni tlak, a nasadit hydroxyureu. To miiZe zpo-
malit progresi choroby a ziskat ¢as pro vyhledani vhod-
ného dédrce nebo umoZznit pacientovi vstup do studif s au-
rora kindzovymi inhibitory (napf. MK 0457, PHA-
739358, MLLN8237). MK-0457 (VX-680) je schopen vaz-
by jak na nemutovanou formu BCR-ABL, tak na BCR-
ABL s mutaci T3151 a ukdzalo se, Ze inhibuje T315I-
BCR-ABL v primarnich pacientskych bunkach v nizkych
mikromoldrnich koncentracich. Studie fdze I s touto mo-
lekulou prokdzaly t¢innost u pacientd v pokrocilé fazi
CML a Ph+ALL (41), av§ak nabér pacientd do studii fa-
ze 1. byl pozastaven z dGivodu neocekdvané toxicity. Dal-
$im zajimavym kandiddtem je molekula PHA-739358
(danusertib), ktera zasahuje jak Aurora kinazy, tak nemu-
tované i mutované formy BCR-ABL (45). Nedavno zaca-
ly zkousky faze II s touto molekulou u pacientti s CML,

véetné pacienti s pan-rezistentni mutaci T315I

(NCTO00335868; ww.clinicaltrial.gov).

Diskuse a zavér

Imatinib (400 mg/denné) predstavuje v soucasné dobé je-
dinou schvalenou terapii u CML v prvni linii. Pacienti by
méli byt velmi pozorn€ monitorovani dle doporu¢eni ELN
¢i NCCN a v pripadé selhani imatinibu ¢i pri suboptimaln{
odpovédi by 1é¢ba méla byt odpovidajicim zpisobem upra-
vena ¢i zménéna. Vybér TKI terapie ve druhé linii by mél
byt individualizovan pro kazdého pacienta, pri¢emz by se
méla brit v tivahu jak tcinnost 1éku vzhledem ke zjiSténé
mutaci BCR-ABL, tak bezpecnost 1éku. Zatimco v ptipadé
1é¢by kolorektalniho karcinomu (KRAS mutace) ¢i karci-
nomu prsu (zvySena exprese HER?2) se jedna spiSe o roz-
hodovani typu ANO-NE, v piipadé CML uz miZeme zce-
la jisté hovofit o terapii ,,Sit€ na miru®.

Ne kazda mutace v BCR-ABL prispiva stejnou mérou
ke vzniku rezistence na imatinib. Proto je pravdépodobné,
Ze ,terapie $itd na miru* pacientim s CML bude apliko-
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Obr. 5. Priklad , terapie $ité na miru“ u pacientky s chronickou fazi CML v pribéhu 1é¢by trvajici 120 mésict: od hydroxyurey (HU), pfes interfe-
ron alfa (IFN), imatinib, opét IFN* v pribéhu téhotenstvi, nasledné imatinib 400 a 600 mg az po dasatinib 140 mg a 100 mg pfi objevu mutace

Y253H v P-smy¢ce BCR-ABL (data z UHKT).

Tab. 2. Odpovéd na dasatinib podle ICs, in vitro u jednotlivych mutaci BCR-ABL (24).

Skupina mutaci Mutace Odpovéd na mutaci (% odpovidajicich)
CHR MCyR CCyR
IC59 < 3nM M244, G250, Y253, F311, M351, E355, F359, 94 58 47
V379,387, H396
IC5 > 3nM Q252H, E255K/V, V299L, F317L 82 34 25
T3151 - NR* 0 0

*NR = neuvedeno

Tab. 3. Odpovéd na nilotinib podle ICs, in vitro u jednotlivych mutaci BCR-ABL (25).

Skupina mutaci Mutace Odpovéd na mutaci (% odpovidajicich)
CHR MCyR CCyR
1C54 < 100 nM M244, E275, D276, F317, M351, E355, L387 77 53 37
1C5q 101-200 nM 1.248, G250, F359 50 43 14
1C5q 201-800 nM Y253, E255 11 15 0
T3151 T3151 0 0 0
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véana tak, aby pacient s individudlni mutac{ dostal tako-
vou terapii, kterd mu poskytne nejvétsi pravdépodobnost
uspesné 1écby, v idedlnim pripadé s eradikaci mutované-
ho klonu a ndvratu do kompletni cytogenetické odpovédi
¢i do velké molekuldrni odpovédi. Ukazuje se napiiklad,
Ze dasatinib mtiZe byt vhodnou volbou pro pacienty s mu-
tacemi v P-oblasti (napf. Y253H) a mutaci F359C/V, pro-
toZe tyto mutace se nejéastéji vyskytuji u pacientt rezi-
stentnich na nilotinib (15, 16, 25, 31, 36, 37). Oproti to-
mu u pacientfi s mutaci F317L/V a V299L je odpovéd na
dasatinib nepravdépodobnd a v téchto piipadech mize byt
vhodnou volbou nilotinib (15, 16, 24, 33, 36, 37).

Hodnoty kompletnich hematologickych a cytogenetic-
kych odpovédi u jednotlivych mutaci podle 1Cs, koncent-
race pro dasatinib uvadi tabulka 2, pro nilotinib tabulka 3.

Ukazuje se také, Ze podani TKI 2. generace automa-
ticky neznamend vyCerpani moznosti vratit se k ptivod-
nimu TKI v prvni linii. Alespon v pfipad¢ dasatinibu, kte-
ry neni chemicky pfibuzny s imatinibem, se pfi rezisten-
ci objevuji mutace (kromé T315I), které mohou byt citli-
vé k opétovnému podédni imatinibu - mutace T315A
a F317L jsou stfedné citlivé k imatinibu, mutace V299L
ma ICs, porovnatelnou s nemutovanou formou BCR-ABL
(16, 19,31, 36, 37).

Vsechny v soucasné dobé pouzivané TKI jsou netcin-
né proti mutaci T3151 a zda se, Ze prezivani pacientl
s touto mutaci zavisi predev§im na tom, zda se ji podari
zachytit co nejdiive (nejlépe ve stadiu molekuldrni nebo
pfi nejhor$im cytogenetické progresi). Tito pacienti bu-
dou zfejmé profitovat z alogenni transplantace v piipa-
dé, Ze jim to dovoli jejich biologicky vék, zdravotni stav
a lze v€as najit vhodného darce (36, 37, 42).

U pacienttl, ktefi nereaguji optimalné na terapii imatini-
bem, by méla byt zvaZena moznost modifikace ¢i zmény te-
rapie jesté predtim, neZ dojde k progresi do pokrocilé faze
CML (36, 37, 43). Proto by nejucinngjsi terapie méla byt
nasazena co nejdrive (36). Nedavno publikovana studie uka-
zuje, Ze 72 % pacienti dosdhlo CCyR, pokud byl dasatinib
nasazen pri ztrat¢ MCyR na imatinibu, ale jen 42 %, po-
kud byl dasatinib nasazen pozd¢ji az pii ztraté jak MCyR,
tak CHR. Stejné tak 2leté prezivani bez udalosti (transfor-
mace do akcelerované Ci blastické faze CML, ztrata CHR
¢ MCyR, zvyseni poctu leukocyttl u pacient bez CHR ¢i
umrti) bylo vyssi (89 % vs. 29 %), pokud byl I€k nasazen
drive (44). Ukazuje se, Ze pokroky v molekuldrnich meto-
déach umoziiuji porozumét Iépe podstateé choroby, zvazit pro-
spech a riziko terapie, individualizovat terapeuticky pristup
(obr. 5) a umoznuji zejména v€asnou zménu lécby CML
s cilem zabranit hematologické progresi (36, 43, 44).

Prispéni autorii k Eldnku: MS vytvoiil publikaci, KMP,
HK, JV a JM poskytli klinickd data k pacientiim, KMP,
HK, DZ, JV, MK, JM a EF analyzovali data a provedli re-
vizi Clanku.

Seznam pouzitych zkratek

AK aminokyselina
CCyR kompletni cytogenetickd odpovéd
CHR kompletni hematologickd odpovéd

CML chronickd myeloidni leukemie

CP-CML chronicka fize CML

DAS dasatinib

EGFR receptoru pro epidermani ristovy faktor

ER estrogenovy receptor

FISH fluorescence in-situ hybridization

HER2 receptor pro lidsky epidermdlni ristovy faktor 2

IFN interferon alfa

IMA imatinib

KD kindzovd doména

MCyR velkd cytogenetickd odpovéd

MKK metastaticky kolorektdIni karcinom

NIL nilotinib

Ph Philadelphia chromozom

SNP jednobodovy polymorfismus (single nucleotide
polymorphism)

TKI tyrosinkindzovy inhibitor
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