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from the C481S mutation to non-genetic mechanisms of tumour
adaptation
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SOUHRN: Rezistence na inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy (BTKi) zlstavé zasadni vyzvou v 1é¢bé chronické lymfocytarni leukémie (CLL).
Tento ¢lanek shrnuje soucasné poznatky o genetickych i negenetickych mechanizmech rezistence a soucasné prezentuje tfi kazuistiky. Prvotni
studie identifikovaly mutaci BTK C481S jako hlavni mechanizmus rezistence ke kovalentnim BTKi, aviak novéjsi poznatky ukazuji mnohem
komplexnégjsi a dynamicky se vyvijejici obraz. Longitudinalni genomické analyzy ukazuji, Ze mutace C481S se mlze objevit mésice pred
klinickou progresi onemocnéni. Zaméreni vyhradné na tuto mutaci vsak nedokaze vysvétlit vyznamnou ¢ast relapsd. Jednotlivé generace
BTKi vedou k odlisnym muta¢nim vzorcim a nekovalentni inhibitory, jako je pirtobrutinib, vytvareji nové selekcni tlaky, které vedou ke
vzniku tzv. kindzové neaktivnich (kinase-dead) variant BTK, jez presto udrzuji signalizaci prostfednictvim alternativnich drah. Vyznamna
¢ast progresi onemocnéni, zejména u pacientd lé¢enych v prvni linii, probiha bez detekovatelnych mutaci v genech BTK nebo PLCG2, coz
podtrhuje zasadni roli negenetickych adaptacnich mechanizma. Zmény v signalnich drahéch, jako je transkripcni program fizeny FoxO1 nebo
signalizace PI3K/AKT ¢i mTORC2, umoznuji nddorovym burikdm prezivat nezévisle na BTK. Tyto drahy mohou pfedstavovat spole¢né uzlové
body rezistence napfi¢ rlznymi tfidami BTKi. Souhrnné tato zjisténi ukazuji, ze porozuméni rezistenci nelze omezit na samotné mutacni
spektrum, ale musi zahrnovat i Sirsi biologicky rdmec nadorové adaptace. Zaroven oteviraji zasadni otazky ohledné optimalni sekvence
1écby.

KLICOVA SLOVA: chronicka lymfocytarni leukémie - inhibitory BTK - rezistence — C481S - negeneticka adaptace - ibrutinib — akalabrutinib -
zanubrutinib - pirtobrutinib

SUMMARY: Resistance to Bruton tyrosine kinase inhibitors (BTKi) remains a major challenge in the treatment of chronic lymphocytic leukaemia
(CLL). This article reviews what is currently known about the genetic and non-genetic mechanisms of resistance. It also presents three clinical
case reports. Early research identified the BTK C481S mutation as the primary driver of resistance to covalent BTKi, but newer findings reveal
a more complex, evolving picture. Genomic studies over time show that the C481S mutation can appear months before the disease progression.
Still, focusing only on this mutation does not explain many relapses. Each generation of BTKi results in distinct mutation patterns. Noncovalent
inhibitors like pirtobrutinib create new pressures, leading to kinase-dead BTK variants that continue signalling through other pathways. Many
cases of disease progression, especially in patients receiving initial treatment, happen without BTK or PLCG2 mutations. This shows that non-
genetic adaptation plays an important role. Changes in pathways like FoxO1-driven transcription and PI3K/AKT or mTORC2 signalling help the
cancer survive without BTK. These pathways may be common sites of resistance to different BTKi drugs. Taken together, these findings suggest
that we should look beyond just mutations and consider a broader view of resistance. They also raise important questions about the optimal
treatment order.
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UVOD - SOUCASNY
LECEBNY PRISTUP K CLL
Lécba chronické lymfocytarni leuké-
mie (CLL) prosla béhem posledni de-
kady zasadni proménou. Chemoimuno-
terapie po dlouhou dobu pfedstavovala
standard péce, ta ovsem byla postupné
nahrazena cilenymi léky [1-3]. Sou-
¢asna lécba stoji na dvou hlavnich stra-
tegiich: na kontinualni 1é¢bé inhibitory
Brutonovy tyrosinkinazy (BTKi) a na ¢a-
sové omezenych kombinacich zaloze-
nych na venetoklaxu, podédvaném s anti-
-CD20 protilatkou nebo v kombinaci
s BTKi.

V oblasti kontinudlni BTKi terapie jsou
dnes preferovany selektivnéjsi kova-
lentni inhibitory druhé generace, pre-
devsim akalabrutinib a zanubrutinib,
zatimco vyuziti ibrutinibu je limitovano
jeho off-target toxicitou, zejména vys-
$im rizikem fibrilace sini. Pfimé porov-
nani prvni a druhé generace BTKi po-
skytla studie ELEVATE-RR, ktera u vysoce
rizikovych pacientd s del(17p) nebo
del(11q) prokdazala srovnatelnou ucin-
nost akalabrutinibu a ibrutinibu pfi pfi-
znivéjsim bezpecnostnim profilu aka-
labrutinibu [4]. Studie ALPINE prokazala
v pfimém randomizovaném srovnani
u relabujicich/refrakternich pacientd tr-
valou superioritu zanubrutinibu nad
ibrutinibem v preziti bez progrese (PFS)
(pomér rizik 0,68; 95% Cl 0,54-0,84)
i celkovou lé¢ebnou odpovéd (85,6 vs.
75,4 %), a to pfi vyrazné nizsi incidenci
fibrilace sini (7,1 vs. 17,0 %) a nizsi cel-
kové kardialni mortalité [5].

Soubézné se prosadil druhy lécebny
koncept, zalozeny na kombinacich s fixni
délkou podavani [6]. Studie CLL14 po-
tvrdila vyznam kombinace veneto-
klaxu s obinutuzumabem, kdyzZ pfi Ses-
tiletém sledovani dosahla medianu PFS
76,2 mésice a ukazala, ze dosazeni ne-
detekovatelné minimalni rezidualni ne-
moci (UMRD) na konci lécby je nezavis-
lym prediktorem celkového pfreziti [7].
Studie GAIA-CLL13 nasledné rozsifila
evidenci pro venetoklax-obinutuzumab
u fit pacientl a dolozila, Ze pfidani ibru-
tinibu sice déle prohlubuje hloubku od-
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povédi ve smyslu uMRD, avsak bez pri-
kazu superiority v celkovém preziti [8].
Dalsi dulezity posun pfinesla studie AM-
PLIFY, v niz kombinace akalabrutinibu
a venetoklaxu s obinutuzumabem nebo
bez néj, prokazala superioritu vici che-
moimunoterapii u fit pacientd; rameno
AVO ptitom dosahlo uMRD6 (< 10°°,
NGS) u 70,9 % nemocnych pfi ukonéeni
Iécby [9].

Pfimé srovnani obou lé¢ebnych para-
digmat pfinesly az recentni randomizo-
vané studie. FLAIR jako prvni ukdzala, ze
MRD-fizend lé¢ba kombinaci ibrutinibu
s venetoklaxem mUze vést nejen k vy-
raznému prodlouzeni obdobi do pro-
grese, ale i ke zlepseni celkového preziti
oproti kontinudlnimu podavani ibruti-
nibu [10]. Studie CLL17 pak prfedstavila
prvni ptimy dlkaz, Ze terapie s fixni dél-
kou je z hlediska obdobi do progrese
non-inferiorni vici kontinudlnimu ibru-
tinibu. Pfi medianu sledovani 34 mésic(
dosahl rezim venetoklax-obinutuzumab
non-inferiority oproti ibrutinibu (pomér
rizik 0,87; 98,3% Cl 0,54-1,41), pfi sou-
¢asné vyrazné hlubsi odpovédi v peri-
ferni krvi (UMRD4 73,3 vs. 0 %) a srovna-
telném celkovém preziti [11].

Tato data zdsadné méni pohled na
biologii i strategii |écby CLL. Ukazuji
totiz, Ze hluboké remise a dlouhodoba
kontrola onemocnéni jsou dosazitelné
i bez trvalé expozice BTKi. Souc¢asné ote-
viraji otdzku, zda samotné omezeni se-
lek¢niho tlaku kontinualni 1é¢by maze
predstavovat jednu z cest ke snizeni ri-
zika vzniku rezistence. Pravé problema-
tika rezistence na BTK inhibitory, od kla-
sickych genetickych mechanizm( az po
negenetické formy adaptace, patfi dnes
k Ustrednim tématdm vyzkumu CLL.

Prvni kazuistika

73lety muz, u kterého byla CLL dia-
gnostikovana ve véku 58 let ve stadiu
Rai I. Vstupni vy3etfeni prokazalo nemu-
tovany IGHV (100% homologie, VH1-18),
deleci 11q a mutaci genu NOTCH1, pfi
soucasné nemutovaném TP53. Po téméf
Sestiletém sledovani byla v bfeznu
2017 zahdjena lé¢ba prvni linie rezimem
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FCR s dosazenim parcialni remise. P¥i-
blizné o osm mésict pozdéji doslo k pro-
gresi onemocnéni a v prosinci 2018 byla
zahajena lécba druhé linie ibrutinibem.
Vysetfeni sekvenovanim nové generace
(NGS) béhem lécby ibrutinibem odha-
lilo vznik mutace BTK C481S, kterd byla
poprvé detekovana v dubnu 2022 s va-
riantni alelickou frekvenci (VAF 2 %) a do
bfezna 2023 vzrostla na 33 %. Tato mo-
lekularni evoluce, po témér Sesti letech
expozice ibrutinibu, pfedchazela kli-
nickou progresi, kterd byla dokumen-
tovana v dubnu 2024. V fijnu 2024 byla
nasledné zahajena lécba venetoklaxem
v kombinaci s rituximabem. Pacient je
aktudlné v kompletni remisi.

BTK C481S predstavuje klicovou mu-
taci rezistence na kovalentni inhibitory
BTK. Jeji vyznam presahuje CLL, pro-
toze se opakované objevuje napfic¢ B-
-bunéénymi malignitami [é¢enymi kova-
lentnimi BTKi, v¢. lymfomu z plastovych
bunék a Waldenstromovy makroglobu-
linémie. Tento sdileny mechanizmus re-
zistence pfimo odrazi spole¢nou slabinu
této lékové tfidy: zavislost na kovalentni
vazbé k cysteinu 481 v kindzové do-
méné BTK. Rezistence u CLL je vsak bio-
logicky pesttejsi. Cast pacientd progre-
duje bez detekovatelné mutace BTK, coz
ukazuje, Ze selhani BTKi nelze vysvétlit
pouze cilovou alteraci BTK. Vyznamnou
roli zde mohou hrat také dalsi adaptivni
mechanizmy, v¢. signalt z nddorového
mikroprostiedi [12].

Zavedeni ibrutinibu predstavovalo za-
sadni pralom v 1é¢bé CLL. Zahy se vSak
ukazalo, Ze ani kontinudlni 1é¢ba kova-
lentnimi BTKi nedokdaze u pacientl za-
branit progresi onemocnéni. Pfelomo-
vym zjisténim byla prace Woyach etal.,
kterd ukdazala, Ze rezistence je v fadé
pfipadd zprostiedkovana ziskanou so-
matickou mutaci BTK C481S [13]. Za-
ména cysteinu v pozici 481 narusuje
vznik kovalentni vazby mezi ibrutinibem
a BTK a tim sniZuje ucinnost lé¢by. Do-
minance C481S nad ostatnimi substi-
tucemi v téze pozici ma pfitom pfimé
strukturdIni vysvétleni. Hamasy etal. sys-
tematicky klasifikovali mozné zdmény




v pozici C481 a ukazali, ze vznik C481S
vyZzaduje pouze jednonukleotidovou
zménu TGC—AGC, zatimco jiné substi-
tuce, napft. C481T nebo C481Y, jsou pod-
minény méné pravdépodobnou dvou-
nukleotidovou zménou [14].

Stejna prace ukazala, Ze mutované
klony Ize detekovat v periferni krvi s né-
kolikamési¢nim predstihem pred kli-
nickou progresi [13]. Zda je ¢asna, po-
tencialné preemptivni terapeutickd
intervence skutecné proveditelna a kli-
nicky pfinosnd, viak v té dobé zlistavalo
nejasné.

Dalsi posun pfinesla prace kolegl
zMadarska, kterd analyzovala dosud nej-
vétsi real-world kohortu s dlouhodobym
sledovanim mutace BTK C481S pomoci
digitalni kapénkové PCR [15]. Autofi po-
tvrdili, Ze molekuldrni relaps Ize zachytit
s medianem priblizné deviti mésicli pred
klinickou progresi, a soucasné ukazali,
Ze venetoklax podany pfi relapsu miize
BTK C481S-pozitivni klony uc¢inné elimi-
novat. Studie v3ak zéroven jasné pojme-
novala zasadni limit tohoto pfistupu: za-
méfeni na jedinou mutaci znemoznuje
zachyceni priblizné 27 % progresi, které
jsou podminény jinymi mechanizmy re-
zistence. ZGstala tak oteviena klicova kli-
nickd otazka, kdy presné ménit [é¢bu pfi
zachytu nizkoalelické mutace bez sou-
¢asnych klinickych znamek progrese.
metaanalyza péti studii s ibrutinibem
(PCYC-1122e, RESONATE, RESONATE-2,
iLLUMINATE a RESONATE-17), zahrnujici
celkem 1 215 pacientl [16]. BTK C481S
zde predstavovala vice nez 93 % vsech
detekovanych BTK mutaci, zatimco mu-
tace PLCG2 se vyskytovaly prevazné
v kombinaci s mutacemi BTK.

Z klinického hlediska bylo nejdllezi-
t&jsim zavérem této analyzy, ze samotny
prikaz mutace BTK nebo PLCG2 bez kli-
nickych znamek progrese nepredstavuje
divod ke zméné terapie [16]. U pacientl
[é¢enych v prvni linii byly tyto mutace
vzacné, s frekvenci pfiblizné 3 %, a me-
dian doby do jejich vzniku pfesahoval
pétlet,atoiunemocnych saberaci TP53.
Prestoze je pfiinterpretaci nutné zohled-

nit heterogenitu vzorkovacich proto-
kol0, jde dosud o nejrobustné;jsi dataset
k otdzce klinického vyznamu subklinicky
detekované mutacni rezistence.

Nedavna multi-omics analyza studie
GELLC-7 ukazala, ze BTK C481S muze
vznikat jiz po Sesti mésicich lécby ibru-
tinibem, selektivné ve frakci migrujicich
lymfocytli [17]. Selekéni tlak tedy prav-
dépodobné zacind plsobit podstatné
dfive, nez naznacuji konvenéni klinicka
data. Soucasné je v3ak ziejmé, zZe re-
zistence na BTKi neni omezena pouze
na mutace genu BTK. Vyznamnou roli
mohou hrat také alterace downstream
signalizace, zejména aktiva¢ni mutace
PLCG2, které umoznuji obejit inhibici
BTK obnovenim prenosu signalu v rdmci
BCR dréhy [18,19].

PLCG2 koéduje fosfolipazu Cy2, kli-
Covy efektor BTK v signalizaci B-bunéc-
ného receptoru [20]. Po aktivaci BTK do-
chazi k fosforylaci PLCy2 na tyrozinech
Y753 a Y759, ¢imz ji aktivuje. Aktivovana
PLCy2 nésledné spousti drahy NF-«B,
NFAT a MAPK/ERK, které podporuji pre-
zivani a proliferaci bunék CLL [21]. So-
matické aktiva¢ni mutace PLCG2 umoz-
nuji aktivaci této signdlni drahy i bez
Ucasti BTK. Tim obchazeji uc¢inek BTKi
bez ohledu na jejich generaci i mechani-
zmus vazby.

Mutace PLCG2 se soustreduji prede-
vsim do funkcéné vyznamnych domén
proteinu [22]. Mezi nejcastéji popsané
varianty patii R665W, L845F, S707Y [18,
23]. Jejich frekvence pfi progresi za-
visi na l[écebném kontextu. U pacientl
relabujicich na kontinualnim ibruti-
nibu dosahuje pfiblizné 20-25 %, za-
timco u akalabrutinibu nebo zanubruti-
nibu se pohybuje mezi 5 a 10 % [24,25].
U pirtobrutinibu byly aktivacni varianty
PLCG2 popsany u &asti rezistentnich pa-
cientl a invitro byly selektovany napf.
mutace R727L a S1079R [19,26].

NOVE GENERACE BTKI -
RUZNE SPEKTRUM MUTACI
Druha kazuistika

67lety muz s CLL, kterd byla dia-
gnostikovana ve véku 58 let ve stadiu

Rai I. Vstupni molekularni vysetfeni pro-
kdzalo mutovany IGHV (VH1-69) a ne-
gativni FISH panel. Pfi zahjeni 1é¢by
byl nemutovany status TP53. V roce
2017 byla 9 mésicl od stanoveni dia-
gnozy zahdjena lécba prvni linie re-
zimem FCR, pficemz bylo dosazeno
parcidlni odpovédi. Po progresi one-
mocnéni pfiblizné 13 mésicl od ukon-
Ceni |é¢by FCR byl zafazen do klinické
studie a v listopadu 2019 zahdjil 1é¢bu
zanubrutinibem. Lécba byla v cer-
venci 2021 kratce prerusena pro tézkou
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COVID-19 pneumonii, vyZadujici podani

remdesiviru a oxygenoterapii. Na lécbé
zanubrutinibem byl v remisi po témér
pét let, nicméné v listopadu 2024 doslo
k progresi onemocnéni. Genetické vy-
Setfeni pfi progresi odhalilo vyraznou
klonalni evoluci s nové ziskanymi mu-

tacemi TP53 a soucasné s mutacemi BTK

(Cys481Ser, VAF 29 %; Cys481Arg, VAF
35 %), SF3B1a PLCG2. Nasledné byla v lis-
topadu 2024 zahajena Ié¢ba venetokla-
xem v kombinaci s rituximabem. Pacient
je aktudlné v remisi onemocnéni.
Akalabrutinib a zanubrutinib pfinesly
pfiznivéjsi bezpecnostni profil nez ibru-
tinib, nikoli vsak odstranéni problému
rezistence. Naopak se ukazuje, Ze jed-
notlivé kovalentni BTKi mohou selekto-
vat odlisné spektrum mutaci (pfehled
v tab. 1). Analyza studie ELEVATE-RR uka-
zala, ze akalabrutinib castéji selektuje
mutace T474l a E41V, zatimco u ibruti-

nibu byly ¢astéjsi L528W a A428D; BTK

C481S pfitom zlstavala spole¢nou mu-
taci obou léciv [24].
Pozoruhodnym nalezem této ana-

lyzy bylo, ze nepfitomnost mutace BTK

byla spojena s delsim obdobim do pro-
grese ve srovnani s pacienty s BTK mu-
taci (33,1 vs. 20,9 mésice) [24]. Prabéh
u skupiny pacientl progredujicich bez
BTK mutace, ktera tvofila priblizné tre-
tinu souboru, tak naznacil existenci za-
sadné odlisnych mechanizm0 rezis-
tence, pravdépodobné negenetické
povahy. Pfi interpretaci je nutné zo-
hlednit selek¢ni bias dany vysoce rizi-
kovou populaci s vysokym zastoupenim
del(17p)/del(11q).
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Tab. 1. Pfehled mutaci BTK a mechanizmi rezistence na BTK inhibitory u CLL.

Vyznam pro

Kontext BTKi BTKi Mutace BTK Fre:(e\;en- Mechanismus rezistence sekvenovani Zdroj
lécby
Kovalentni BTKi - ibrutinib (1. generace)
. Naruseni kovalentni vazby BTK; -
.Re2|s.te.nce na Ibrutinib C481S >93 % jednonukleotidové zména vedouci .Clt|IVOS.t . Woyach 2017,
ibrutinib k pirtobrutinibu 2023
k C481S
C481T,CA81Y  Vzacne  DVounukleotidova zamena; struktu- — Hamasy 2017
ralné méné pravdépodobna
Rezistence bez Ibrutinib Bez BTK/PLCG2 ~27 % Negenetické mechanismy (FoxO1/ . Bz%dzzr. égil;zlz(\)/;?-s
BTK mutace mutace (79% 1L) GAB1/AKT, mTORC2) . '
Ondrisova 2024

Progrese s mu- - Doprovazi . A e
taci PLCG2 Ibrutinib PLCG2 mutace BTK mut. Aktivace PLCy2, obchézi inhibici BTK — Woyach 2023
Kovalentni BTKi - akalabrutinib, zanubrutinib (2. generace)
Rezistence na - Casté pro  Zdména v misté vazby inhibitoru; Citlivost
akalabrutinib GLEEl Uiy R PA SR akala. kinazova aktivita zachovana k pirtobrutinibu e AP

Akalabrutinib C481S Sdilend Stejny mechanls.mUSJako uibruti- .Clt|IVOS.t . Woyach 2024

nibu k pirtobrutinibu

Rezistence na Naruseni kovalentni vazby; C481Arg Citlivost Brown 2025

Zanubrutinib  C481S, C481R Casté vyzaduje specificky nukleotidovy

zanubrutinib ptechod

k pirtobrutinibu (ALPINE)

Zdména ve vazebné kapse BTK; U
Mozna rezistence

- Nizka VAF  ztrata kindzové aktivity — scaffolding . - Brown 2025;
Zanubrutinib L528W (9-18 %) HCK/ILK na pirtobrutinib Naeem 2023
Nekovalentni BTKi - nap¥. pirtobrutinib (3. generace)
Prekonani -

. . - Casté, Nekovalentni vazba — nevyzaduje Mato 2023
f:r?ges rezs Pirtobrutinib 4815 post-cBTKi Cys481; prekonava C481S klony (BRUIN)
Rezistentni . - 49 % post-  Gatekeeper mutace; narusuje vazbu  Rezistence na
mutace sl Tazal -cBTKi pirtobrutinibu kovalentni BTKi liedtzs

Ztrata kindzové aktivity; .
[0) - .
Pirtobrutinib L528W 25_ /CE’;.’I?}ZSt scaffolding pres HCK ka/les tr?:ncieBr'}?(i Tam 2022052,3Naeem
¢ — aktivace AKT/ERK ovale
. .. A428D, M437R, <+« .. RUzné zdmény ve vazebné kapse; o
Pirtobrutinib VA16L Méné casté spekirum odligné od éry BTk Rdzna Tam 2025
:;C(a;tzi\ﬁli(o Alternativni aktivace
pregdiktor Pirtobrutinib  PLCG2 mutace Vzacné downstream drah nezavisle na BTK — Mato 2023
Léky degradujici BTK - napf. BGB-16673, NX-2127 (4. generace)
Naruseni vazby E3-ligdzové domény
Rezistence na Omezend  PROTAG; strukturalni model predi- Mozna rezistence
degrader BGB-16673 A428D data kuje potencidlni zkfizenou rezistenci  na NX-2127 Wong 2024
vici NX-2127
Prekonani Omezend Degradace odstranuje
ztraty kindzové NX-2127  L528W (preexist.) i scaffolding funkci BTK proteinu — Montoya 2024
I data
aktivity (>80% degradace)

*Frekvence mutaci zavisi na metodé detekce (next-generation sequencing ¢i digital droplet PCR) a populaci pacientd.

1L - prvni linie [é¢by; AKT - protein kinase B; BTK — Brutonova tyrosinkinaza; BTKi — inhibitory Brutonovy tyrosinkindzy; cBTKi — kovalent-
ni inhibitory BTK; ERK — extracellular signal-regulated kinase; HCK — hematopoietic cell kinase; ILK — integrin-linked kinase; mTORC2 —
mechanistic target of rapamycin complex 2; ORR - celkova lé¢ebna odpovéd; VAF - variantni alelicka frekvence; C481S, p.Cys481Ser;
C481T, p.Cys481Thr; C481Y, p.Cys481Tyr; C481R, p.Cys481Arg; T4741, p.Thra74lle; E41V, p.Glu41Val; L528W, p.Leu528Trp; A428D, p.Ala-
428Asp; M437R, p.Met437Arg; V416L, p.Val416Leu
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Souhrnny pohled na distribuci va-
riantnich mutaci BTK v éfe nekovalent-
nich BTKi nabidli Tam etal. v souboru
pacientl prechazejicich k 1é¢bé pir-
tobrutinibem [27]. T474l byla identifi-
kovana jako nejcastéjsi varianta (49 %),
nasledovand L528W (25 %), pficemz dal-
$imi zachycenymi mutacemi byly A428D,
M437R a V416L. Tato distribuce se vy-
razné lisi od spektra mutaci v éfe kova-
lentnich BTKi a odrazi selek¢ni tlak pred-
chozi |é¢by. Autofi zddraznuji, ze NGS
s pokrytim exond 13-19 genu BTK je
nezbytna pro zachyceni plného spek-
tra variantnich mutaci pred zahajenim
pirtobrutinibu.

Dulezity doplnék pfinesla subanalyza
studie ALPINE, zaméfend na Casné pro-
grese pfilé¢bé zanubrutinibem [28]. Uk&-
zalo se, ze ¢asna progrese na kovalent-
nich BTKi probiha prevazné bez mutaci
BTK/PLCG2. Mutace L528W, povazovana
za charakteristickou pro zanubruti-
nib, byla zachycena pouze u dvou pa-
cientd. In vitro data tato zjisténi déle roz-
vijeji: L528W a pfibuzné varianty L528S
a G480R patii mezi mutace s potencia-
lem kFizové rezistence k obéma tfidam
BTKi, zatimco jiné varianty, napf. G409R
nebo D539H, jsou specifické pouze pro
nekovalentni BTKi [26].

PIRTOBRUTINIB - DALSI
KROK V EVOLUCI BTK
INHIBICE
Registra¢ni studie BRUIN ukdzala, ze
pirtobrutinib, nekovalentni inhibi-
tor BTK tfeti generace, dokdze preko-
nat rezistenci zprostfedkovanou mu-
taci C481S [29]. U nemocnych po selhani
kovalentniho BTKi dosdhl celkové |é-
¢ebné odpovédi 73,3 % a medianu ob-
dobi do progrese 19,6 mésice. Aktivita
byla zvlasté vyraznd u pacientll s mutaci
BTK C481S, u nichz celkova lécebna od-
povéd dosdhla 89 %, zatimco negativ-
nim prediktorem odpovédi byla mutace
PLCG2, kde byla odpovéd pouze 56 %,
byt v malé podskupiné (n = 18).

Tento rozdil odpovida biologii rezis-
tence. Hyperaktivni PLCy2 obnovuje BCR
signalizaci nezavisle na BTK a tim snizuje

ucinnost strategii zamérenych na samot-
nou BTK. Ze stejného divodu tento me-
chanizmus pravdépodobné nepieko-
naji ani latky degradujici BTK, které sice
odstrani protein BTK, ale jiz neovlivni
znovu aktivovanou signalizaci v nava-
zujicich ¢astech drahy [22,30]. Naproti
tomu pfi progresi po kombinacich s fixni
délkou podavani, zejména s ibrutini-
bem a venetoklaxem, nebyvaji mutace
PLCG2 pfi relapsu zachycovény [25,31].
Tento nélez podporuje hypotézu, Ze ¢a-
sové omezend lécba s hlubokou eradi-
kaci onemocnéni mize omezovat se-
lekci rezistentnich klonud. U rezistence
zprostifedkované mutaci PLCG2 proto
zUstdavaji raciondlnim terapeutickym pfi-
stupem spiSe strategie cilici na jiné me-
chanizmy prezivani CLL bunék, zejména
venetoklax, inhibitory PI3K nebo kombi-
nace s anti-CD20 protilatkami.

Dalsi klinickou oporu pro vyuziti pir-
tobrutinibu v post-cBTKi populaci na-
sledné pfinesla randomizovand studie
BRUIN CLL-321, ktera jako prvni pro-
spektivni randomizovana studie v post-
-cBTKi populaci prokdazala statisticky
i klinicky vyznamné zlepseni obdobi bez
progrese s pirtobrutinibem, oproti ide-
lalisib-rituximabu nebo bendamustinu-
-rituximabu [32]. Genomicka analyza
této studie, prezentovand na vyro¢nim
kongresu Evropské hematologické aso-
ciace v roce 2023, navic ukazala, ze né-
které mutace spojené s rezistenci, ze-
jména T474l a L528W, byly pfitomné jiz
pfi vstupu do studie v nizkych alelickych
frekvencich (VAF 1-4 %), aniz by branily
klinické odpovédi na pirtobrutinib.

Biologicky podklad rezistence k pir-
tobrutinibu detailné charakterizovala
prace Naeem etal., zaloZzena na celo-
genomovém sekvenovani primarnich
vzorkd CLL [33]. Zasadnim zjisténim
byl multiklonalni charakter rezistence.
U jednoho pacienta byla popsana sek-
vence C481S — T474l, doprovazena mu-
tacemi T474L a M4771, u druhého pak
pfechod od C4815+C481R k L528W.
Z funkéniho hlediska bylo nejdilezitéjsi
zjisténi, Ze nékteré z téchto mutaci, ze-
jména L528W, M477| a C481R, predsta-

vuji varianty se ztratou kindzové aktivity.
Navzdory ztraté kindzové aktivity BTK
z(stava aktivace downstream drah AKT
a ERK zachovana prostrednictvim neen-
zymatické funkce BTK jako signalni plat-
formy a alternativni signalizace pres hae-
matopoietic cell kinase (HCK). Rezistence
zde tedy jiz nespociva v zachovani en-
zymatické aktivity BTK, ale v pfesméro-
vani signalizace mimo vlastni kindzovou
funkci BTK [34].

Tento poznatek mé pfimé klinické du-
sledky. Variantu se ztratou kindzové akti-
vity nelze prekonat dalSim BTKi, protoze
cilova kindzova aktivita jiz neni pro pre-
zivani bunék rozhodujici. Potencidlnim

Rezistence na BTK inhibitory u CLL -

cilem lé¢by se proto stavaji alternativni
kindzy, pfedevsim HCK, nebo navazujici

drahy typu AKT/ERK [33].

LATKY DEGRADUJICI BTK

- PREKONANI LIMITU
KLASICKE BTK INHIBICE
Latky degradujici BTK jsou |éciva, kterd
se nesnazi inhibovat Brutonovu tyrozin-
kindzu, ale odstranovat cely protein BTK
prostfednictvim ubikvitinace a nasledné
proteazomalni degradace BTK [35]. S na-
stupem léciv degradujicich BTK se pred-
pokladalo, Ze tyto molekuly budou
uc¢inné i v C481-mutantnich klonech,
protoze nevyzaduji vazbu na katalyticky
cystein, ale vedou k proteolytické degra-
daci BTK. Tuto pfedstavu vyrazné naru-
Sila kazuistika publikovana Wong etal.
v ¢asopisu Leukemia [36]. U pacienta lé-
¢eného degradujicim pfipravkem BGB-
16673 autoti popsali sekvencni subklo-
ndlni evoluci BTK C481S (VAF 3,1 %) —
T4741 (VAF 19,3 %) — A428D (VAF 28 %).
Pravé mutace BTK A428D predstavovala
prvni klinicky dokumentovany mechani-
zmus rezistence vuci latkdm degraduji-
cim BTK. Strukturdlni modelovani navic
naznacilo moznou zkfizenou rezistenci
také vuci dalSimu léku degradujicimu
BTK NX-2127.

Nicméné, v rdmci studie faze | Mon-
toya etal. dokumentovali u NX-2127 kli-
nické odpovédi u 79 % hodnotitelnych
pacientu s relabovanou/refrakterni CLL
nezavisle na BTK mutacnim statusu, v¢.
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BCL2 - B-cell ymphoma 2 protein; BCL2i - inhibitory proteinu BCL2; BTK — Brutonova kinaza; BTKi — inhibitory Brutonovy

tyrosinkindzy; PLCG - fosfolipaza C gama

nemocnych s preexistujici mutaci se ztra-
tou kindzové aktivity L528W po selhani
pirtobrutinibu. Degradace BTK v peri-
ferni krvi pfitom presahovala 80 % [34].
Tato data naznacuji, Ze Iéky degraduijici
BTK mohou prekonat nékteré mutace
spojené se ztratou kindzové aktivity tim,
ze odstranuji nejen enzymatickou, ale
i neenzymatickou funkci BTK jako sig-
nalni platformy. Otazka, jaka je skutecna
frekvence A428D pfi delsi expozici vici
[ékm degradujicim BTK, viak zatim z{-
stdva nezodpovézena.

NEGENETICKE
MECHANIZMY REZISTENCE
Treti kazuistika

64lety muz s CLL, diagnostikovanou ve
véku 56 let ve stadiu Rai | a Binet A. Jiz
pfi stanoveni diagnézy byly pfitomné
vysoce rizikové molekuldrni charakte-
ristiky, konkrétné nemutovany IGHV
(VH1-69), delece 17p (v 62 % jader)
a delece 13q a mutace genu TP53.
V fijnu 2021 byla zahdjena [é¢ba prvni
linie ibrutinibem, pficemz pfiblizné po
osmi mésicich musela byt dévka redu-
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kovana pro vyrazné svalové kiece. Pa-
cient dosahl parcialni remise, nicméné
po dvou letech |é¢by doslo v listopadu
2023 k progresi onemocnéni. NGS moni-
torovani béhem léc¢by ibrutinibem pro-
kazovalo ve viech ¢asovych bodech se-
trvale wild-type BTK, zatimco mutantni
klony TP53 a NOTCH1 postupné expan-
dovaly (TP53 VAF 97-99 %, NOTCH1 VAF
81-95 %), coz ukazuje na BTK-inde-
pendentni progresi s klondlni evoluci.
V Unoru 2024 byla nasledné zahajena
kombinovand lé¢ba zahrnujici nekova-
lentni BTK inhibitor. Pacient je aktudlné
v parcidlni remisi.

Pozornost byla sice dlouhodobé
upfena na genetické rezistence, po-
stupné se vsak hromadila data nazna-
Cujici, ze BTK mutace nejsou jedinym
a mozna ani hlavnim mechanizmem se-
Ihani BTKi. Jiz analyza studie ELEVATE-RR
ukazala, Ze pfiblizné tretina progreduji-
cich pacientll nema zadnou detekova-
telnou BTK mutaci a souc¢asné ma kratsi
obdobi bez progrese [24]. Jesté vyraz-
né&jsi obraz pfinesla post hoc analyza stu-
die FLAIR, podle niz plnych 79 % relapst

po kontinudInim ibrutinibu v prvni linii
probéhlo bez detekce mutace BTK [25].
To silné podporuje predstavu, Ze v prvni
linii Ié¢by mohou negenetické mechani-
zmy prevazovat.

Biologicky podklad téchto klinickych
pozorovani popsala skupina prof. Mraze
z vyzkumného centra CEITEC. Seda etal.
ukazali, Ze ibrutinib aktivuje transkripcni
faktor FoxO1, ktery nasledné indukuje
expresi proteinu GAB1 a vede k aktivaci
PI13K-dependentni AKT signalizace [37].
Tento mechanizmus je nezévisly na so-
matickych mutacich a nabizi vysvétleni
pretrvévajici lymfocytézy i prezivani CLL
bunék navzdory inhibici BTK.

Na tuto praci navazala studie On-
driSové etal., kterd identifikovala osu
FoxO1/Rictor/mTORC2 jako dalsi nege-
neticky mechanizmus adaptace, ten-
tokrat nezavisly nejen na BTK, ale i na
PI3K [38]. Autofi ukazali, Ze fosforylace
AKT na serinu 473 prostfednictvim kom-
plexu mTORC2, jehoz klicovou soucasti
je Rictor, byla po expozici ibrutinibu in-
dukovatelnd pfiblizné u 70 % testova-
nych pacientd. Mechanizmus byl ak-




tivni i u BTKi-rezistentnich vzorkd s BTK
mutacemi a inhibitory FoxO1 vykazo-
valy invitro aktivitu jak samostatné, tak
v kombinaci s BTKi. Tato data predsta-
vuji pfimy ddikaz, ze adaptace CLL bunék
na BTKi m{ize probihat na urovni tran-
skripéniho reprogramovani bez nutnosti
selekce klonu s mutaci.

Podobny obraz pfinesla i prace Kong
etal., kterd ukdzala, Ze osa PI3K/AKT zpro-
stfedkovava rezistenci na pirtobrutinib
v buné¢nych liniich CLL i v xenografto-
vém modelu [39]. Kombinace pirtobruti-
nibu s inhibitorem PI3K (idelalisib) nebo
inhibitorem AKT (MK2206) obnovovala
citlivost invitro i invivo. Pfestoze idelali-
sib i MK2206 maji své klinické limity, tato
data podporuji pfedstavu PI3K/AKT sig-
nalizace jako spole¢ného bodu negene-
tické rezistence napfi¢ jednotlivymi ge-
neracemi BTKi.

KLICOVY ARGUMENT PRO
CASOVE OMEZENE LECBY -
OMEZENI SELEKCNTHO
TLAKU

Souhrn téchto poznatkd vede témér ne-
vyhnutelné k otdzce, zda geneticka rezi-
stence neni do zna¢né miry dUsledkem
dlouhodobého selekeniho tlaku kon-
tinudlni monoterapie a zda by ¢asové
omezené kombinace cilenych lé¢iv ne-
mohly tento proces alespon c¢aste¢né
potlacit (obr. 1).

Prvni pfimou oporu pro tuto hypo-
tézu pfinesla post hoc analyza studie
CAPTIVATE [31]. U pacientl progredu-
jicich po kombinaci ibrutinib + veneto-
klax s fixni délkou podéni nebyla dete-
kovéna zadnd ze zndmych rezisten¢nich
mutaci BTK, PLCG2 ani BCL2. Tento nalez
podpofila i analyza Wierda etal., v niz
byl mezi 40 vzorky od pacientl po pro-
gresi zachycen pouze jediny pfipad mu-
tace BCL2 A113G s VAF 8,3 % [40]. Z po-
hledu praxe je vyznamné, Ze opakované
podani stejnych léciv bylo Ucinné; v ana-
lyze Jain etal. dosahlo alespon parcialni
remise viech 15 z 15 nemocnych znovu
[é¢enych kombinacemi s ibrutinibem.

Dalsi dulezity argument pfinesla mo-
lekularni analyza studie FLAIR, kterd

pfimo porovnala kontinualni podavani
ibrutinibu s kombinaci ibrutinib + vene-
toklax s délkou Iécby fizenou MRD [25].
Zatimco pfi kontinudlni 1é¢bé ibrutini-
bem dochézelo u ¢asti relabujicich ne-
mocnych ke vzniku mutaci BTK C481S
nebo T474l, u kombinace 1+V nebyla za-
znamenana zadna z téchto mutaci. Sou-
¢asné vsak plati, Ze 79 % relapsl po
kontinualnim ibrutinibu probéhlo bez
mutace BTK, takze ani zde nelze reduko-
vat problém rezistence pouze na selekci
klond nesoucich mutaci.

POUCENI PRO KLINICKE
SEKVENOVANI

A DIAGNOSTIKU

Prakticky prehled soucasnych poznatkd
nabidla prace European Research Ini-
tiative on Chronic Lymphocytic Leuke-
mia (ERIC), ktera systematicky shrnuje
mechanizmy rezistence vici BTKi a je-
jich klinické implikace [22]. Autofi do-
porucuji provddét NGS s prahem de-
tekce = 5 % VAF pfi kazdé klinické
progresi nebo pfed zménou lé¢ebné
linie. Souc¢asné zdlraznuji, ze profil mu-
taci BTK/PLCG2 zavisi na pouzitém BTKi
a Ze mira zkfizené rezistence v sekvenci
kovalentni BTKi — nekovalentni BTKi
— léky degradujici BTK neni jednotna.
V pfipadé planovaného podani pir-
tobrutinibu by NGS testovani mélo zahr-
novat exony 13-19 genu BTK, aby bylo
mozné zachytit mutace T474l a L528W.

ZAVER
Porozuméni rezistenci na BTK inhibitory
proslo béhem necelé dekédy zdsadnim
vyvojem. Plivodni predstava dominant-
niho a relativné linedrniho mechanizmu,
reprezentovaného mutaci BTK C481S, byla
postupné nahrazena mnohem komplex-
néjsim modelem. Rezistence se dnes jevi
jako dynamicky a mnohovrstevnaty pro-
ces zahrnujici specifické mutacni vzorce
podle podévaného BTKi, multiklonalni
evoluciivznik variant BTK bez kindzové ak-
tivity, které umoziuji prezivani bunék pro-
stfednictvim alternativni signalizace.
Jesté vyznamnéjsi posun viak pfineslo
poznani, ze genetické zmény vysvétluji

pouze cast klinickych relapst. U pod-
statné casti pacientl a pravdépodobné
u vétsiny progresi pfi 1é¢bé v prvni linii
hraji zasadni roli negenetické mecha-
nizmy adaptace. Osy FoxO1/GAB1/AKT
a FoxO1/Rictor/mTORC2 tak vystupuji
jako mozné mechanizmy bunécéného
Uniku z uc¢inku BTKi a sou¢asné jako po-
tencidlné nové terapeutické cile. Jejich
klinicky vyznam vsak zatim vyzaduje
prospektivni potvrzeni.

Soubor dosavadnich dat zérover pod-
poruje hypotézu, Zze genetickd rezis-
tence je alespon z ¢asti disledkem dlou-
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hodobého selek¢niho tlaku kontinualni

terapie. Pravé zde mohou mit kombi-

nace s fixni délkou podavani zasadni

biologickou vyhodu. Vysledky randomi-
zovanych studii konzistentné ukazuji, ze
pfi progresi po ¢asové omezené kombi-

nované lé¢bé nejsou typické mutace BTK

zpravidla zachycovany, coz podporuje
pfedstavu, Ze omezeni délky expozice
mUze oddalit nebo potlacit vznik gene-
tického uniku.

Navzdory rychlému pokroku vsak z{-
stava rada klicovych otdzek nezodpoveé-
zena. Neni jasné, jak optimalné sekveno-
vat kovalentni a nekovalentni BTKi, Iéky
degradujici BTK a dalsi cilené pfistupy,
ani jak nejlépe lécit pacienty progredu-
jici bez detekovatelnych rezistenénich
mutaci. Pravé tato skupina nemocnych
pravdépodobné predstavuje nejvétsi
vyzvu dalsich let. Budouci vyzkum proto
nebude sméfovat pouze k pfesnéjsimu
mapovani jednotlivych mutaci, ale pre-
devsim k pochopeni adaptacnich pro-
gramd, které CLL burice umoznuji prezi-
vat i pfi uc¢inné inhibici BTK signalizace.
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