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Streszczenie
Rozwój przewlekłej białaczki szpikowej (CML) jest związany z pojawieniem się wzajemnej
translokacji chromosomalnej (9;22)(q34;q11). W wyniku wymiany fragmentów chromoso-
mów 9 i 22 powstaje skrócony chromosom 22 — chromosom Philadelphia (Ph), który niesie
nowy gen, kodujący konstytutywnie aktywną fuzyjną kinazę BCR-ABL1. Związana z tym
zmieniona aktywność kinazy ABL1 prowadzi do zwiększonej proliferacji, oporności na apop-
tozę i zaburzonej adhezji komórek. Przełom w leczeniu CML nastąpił wraz z odkryciem
specyficznego inhibitora kinazy tyrozynowej, w tym ABL1 i BCR-ABL1 — imatynibu. Imati-
nib hamuje aktywność kinazową BCR-ABL1, przyłączając się do miejsca aktywnego kinazy
ABL1 w konformacji nieaktywnej i tym samym uniemożliwiając przyłączenie cząsteczki ATP,
co jest niezbędne, by enzym był aktywny. Jakkolwiek terapia CML z użyciem imatynibu jest
wysoce efektywna, pojawienie się u wielu pacjentów oporności na ten inhibitor prowadzi do
progresji choroby. W przypadku stwierdzenia oporności na imatynib pomoc w pokonaniu
oporności i uzyskaniu poprawy terapeutycznej mogą przynieść zwiększenie dawki imatynibu,
zmiana leczenia na inhibitory kinazy tyrozynowej II generacji lub allogeniczne przeszczepienie
macierzystych komórek krwiotwórczych.
Słowa kluczowe: przewlekła białaczka szpikowa, kinaza BCR-ABL1, terapia celowana,
imatynib, oporność na leczenie
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Abstract
The occurrence of chronic myeloid leukemia (CML) is related to the appearance of reciprocal
chromosomal translocation (9;22)(q34;q11). As a result of translocation between chromosomes
9 and 22, shortened chromosome 22 — Philadelphia (Ph) chromosome arises, coding for
constitutively active protein tyrosine kinase, BCR-ABL1. The subsequent deregulation of the
ABL1 kinase activity in cells leads to enhanced proliferation, resistance to apoptosis and
altered adhesion. The discovery of imatinib, a relatively specific tyrosine kinase inhibitor,
including ABL1 and BCR-ABL1 kinases, was a breakthrough in CML treatment. Imatinib
functions by binding to the active site of ABL1 kinase in an inactive conformation, thus
blocking the ATP binding site crucial for enzyme activity. Although imatinib has revolutionized
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CML therapy, appearance of resistance to this inhibitor leads to CML progression. In case of
imatinib-resistance, several possible strategies exist for the management of the disease, which
include increasing the dose of imatinib, changing therapy to the 2nd generation tyrosine kinase
inhibitors or allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
Key words: chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1 kinase, targeted therapy, imatinib,
drug resistance
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Wprowadzenie

Przewlekła białaczka szpikowa (CML, chronic
myeloid leukaemia) to nowotwór mieloproliferacyj-
ny, którego istotą jest klonalny rozrost wielopoten-
cjalnej komórki macierzystej szpiku kostnego. Jest
to pierwsza choroba nowotworowa, której rozwój
powiązano ze specyficzną zmianą cytogenetyczną
— translokacją chromosomową, skutkującą powsta-
niem fuzyjnej onkogennej kinazy tyrozynowej.

Przewlekłą białaczkę szpikową opisał po raz
pierwszy w 1845 roku Huges Bennett, który przy-
puszczał, że obserwuje objawy infekcji. Pięć tygo-
dni później białaczkę tę opisał niezależnie Robert
Virchow. Obaj obserwowali bezbarwne komórki
z ziarnistymi, wielokształtnymi jądrami komórko-
wymi [1]. Dwa lata później Virchow zaproponował
termin „białaczka”, a w 1870 roku Neumann stwier-
dził, że obserwowane w rozwoju tej choroby komór-
ki pochodzą ze szpiku kostnego [1]. W 1960 roku
pracujący w Filadelfii badacze, Peter Nowell i Da-
vid Hungerford, zaobserwowali charakterystyczną
dla komórek CML zmianę chromosomową — skró-
coną pochodną chromosomu 22, nazwaną chromo-
somem Philadelphia (Ph) [2]. Trzynaście lat później
Janet Rowley stwierdziła, że chromosom Ph po-

wstaje w wyniku wymiany fragmentów długich ra-
mion między chromosomami 9 i 22 [3], prowadzą-
cej do skrócenia chromosomu 22 i wydłużenia chro-
mosomu 9 (ryc. 1). W latach 80. XX wieku dokładnie
poznano rejony chromosomów, w obrębie których
zachodzi translokacja [4, 5]. Stransfekowanie genem
dla powstającej w wyniku translokacji kinazy BCR-
-ABL1 komórek mysiego szpiku kostnego, podanie
ich ponownie zwierzętom i obserwacja rozwoju cho-
roby o przebiegu podobnym do CML stanowiły do-
wód, że gen fuzyjny dla kinazy BCR-ABL1 na chro-
mosomie Ph jest czynnikiem wywołującym CML,
a nie tylko jej markerem [6, 7].

Pierwszą formalną klasyfikację nowotworów
mieloidalnych opracował William Dameshek w 1951 ro-
ku [8]. Wprowadził on termin chorób mieloprolife-
racyjnych (MPD, myeloproliferative disorders) i do
tej kategorii zaliczył między innymi CML, ze wzglę-
du na jej cechy kliniczne i histologiczne [9]. Aktu-
alną klasyfikację nowotworów układu krwiotwór-
czego i chłonnego opublikowała we wrześniu 2008
roku Światowa Organizacja Zdrowia (WHO, World
Health Organization) [10]. Podstawą tej klasyfika-
cji są informacje o cechach morfologicznych, cyto-
chemicznych, immunofenotypowych, genetycznych
i klinicznych. Przewlekłą białaczkę szpikową zali-

Rycina 1. Translokacja (9;22)(q34;q11). Chromosom Philadelphia (skrócony chromosom 22) powstaje w wyniku prze-
niesienia fragmentu genu dla kinazy ABL1 z chromosomu 9 w miejsce pęknięcia chromosomu 22 w obrębie genu BCR

Figure 1. Translocation (9;22)(q34;q11). Philadelphia chromosome (shortened chromosome 22) arises as a result of
translocation of ABL1 gene on chromosome 9 to BCR gene on chromosome 22
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czono do kategorii nowotworów mieloproliferacyj-
nych (MPN, myeloproliferative neoplasms) [10, 11].

Patogeneza

Rozwój CML wiąże się z translokacją chromo-
somową w pojedynczej pluripotencjalnej komórce
macierzystej szpiku kostnego, prowadzącą do po-
wstania onkogennej fuzyjnej kinazy tyrozynowej
BCR-ABL1. Konstytutywnie aktywna kinaza nada-
je tej komórce przewagę proliferacyjną nad prawi-
dłowymi komórkami hematopoetycznymi, przyczy-
niając się do rozrostu nowotworu. Kinazy tyrozy-
nowe to białka, które przez domenę katalityczną,
zwaną miejscem wiążącym adenozynotrifosforan
(ATP, adenosine triphosphate), przenoszą grupę fos-
foranową z cząsteczki ATP na tyrozynę w substra-
cie, powodując jego fosforylację [12].

Gen ABL1 i jego białkowy produkt
Gen ABL1 (Abelson leukemia) jest ludzkim

homologiem wirusowego onkogenu abl (v-abl) zna-
lezionego w mysim wirusie białaczki Abelsona
(A-MuLV, Abelson–Murine leukemia virus), kodu-
jącym niereceptorową kinazę tyrozynową z rodzi-
ny Src [13]. Wirusowa forma genu ABL wywodzi się
z komórkowego ABL1 (c-ABL). Przypuszcza się, że
na pewnym etapie ewolucji wirus mysiej białaczki
Abelsona włączył ludzki gen ABL1 [14]. Ludzki gen
kodujący kinazę ABL1 leży na dłuższym ramieniu
chromosomu 9 (9q34.1) i składa się z 12 egzonów
o długości 230 kb.

U ludzi (podobnie jak u myszy) występują dwa
rodzaje kinaz z grupy Abl — kinaza c-ABL (ABL1)
oraz kinaza ARG (Abelson-related gene), nazywana
także ABL2. W wyniku alternatywnego cięcia i skła-

dania pierwszego egzonu genu ABL1 powstają dwie
izoformy białka ABL1 (1a i 1b u ludzi oraz I i IV
u myszy), obie o masie molekularnej 145 kDa [15].
Obie izoformy różnią się jedynie niewielkim N-koń-
cowym fragmentem — miejscem mirystylacji, któ-
re jest obecne na N-końcu ludzkiej izoformy 1b oraz
mysiej IV (ryc. 2). Mirystylacja to nieodwracalna
modyfikacja białka, zachodząca w trakcie i po trans-
lacji, ułatwiająca jego połączenie z błoną komórkową
oraz innymi białkami [16]. Bierze także udział w re-
gulacji aktywności katalitycznej kinazy [17].

Za miejscem mirystylacji na aminowym końcu
kinazy znajdują się domeny SH1-3 (Src-homology 1-3).
Domena SH1 jest domeną katalityczną (kinazową)
regulującą aktywność kinazową białka. Katalizuje
fosforylację reszt tyrozynowych w białkach będą-
cych substratami kinazy BCR-ABL1. W obrębie tej
domeny znajduje się miejsce autofosforylacji kina-
zy ABL1. Domeny SH2 i SH3 są związane z oddzia-
ływaniem kinazy z białkami substratowymi. Dome-
na SH2 rozpoznaje i wiąże się z ufosforylowanymi
sekwencjami zawierającymi tyrozynę, odgrywając
kluczową rolę w szlaku przekazywania sygnału.
Domena SH3 rozpoznaje i wiąże sekwencje białko-
we bogate w prolinę [18], a także reguluje aktyw-
ność kinazową domeny SH1 [13]. W centralnej częś-
ci kinazy znajdują się sekwencje bogate w prolinę
(PxxP), rozpoznawane i wiązane przez domeny SH3
innych białek. Aminowa część kinazy ABL1 jest
konserwowana ewolucyjnie w przeciwieństwie do
większości domen karboksylowej części białka [15].

Wśród domen C-końca znajdują się domeny
sekwencji lokalizacji jądrowej (NLS, nuclear locali-
zation sequences) oraz sekwencja eksportu jądrowe-
go (NES, nuclear export signal). Domeny te umożli-
wiają przemieszczanie się kinazy ABL1 między cy-

Rycina 2. Schemat budowy ludzkiego białka p145 ABL1 z zaznaczonymi domenami funkcyjnymi oraz miejscem
pęknięcia genu oznaczonym strzałką, prowadzącym do powstania onkogennej kinazy BCR-ABL1. Zmodyfikowano
według [14]

Figure 2. Schematic presentation of the protein domains located within human normal p145 ABL1 protein, the red
arrowheads indicate the position of the breakpoints leading to aberrant oncogenic BCR-ABL1 kinase. Modified
according to [14]
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toplazmą a jądrem komórkowym w odpowiedzi na
różnorodne sygnały komórkowe [19]. W obrębie
C-końca kinazy ABL1 znajduje się także domena
wiążąca DNA (DNA BD, DNA binding domain),
która rozpoznaje specyficzne sekwencje DNA,
w szczególności w obrębie uszkodzonej struktury
DNA. Zdolność do wiązania kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego przez kinazę ABL1 jest tracona podczas
mitozy, gdy kinazy cyklu komórkowego fosforylują
c-końcową sekwencję kinazy ABL1 [20, 21].

Kinazę ABL1 cechuje zdolność do wiązania fila-
mentów aktyny. Karboksylowa część białka zawiera
domeny wiążące F-aktynę (F-actin BD), a także do-
meny wiążące jej monomeryczną formę — G-akty-
nę (G-actin BD) [22]. Kinaza ABL1 prawdopodob-
nie modyfikuje bezpośrednio poprzez te domeny
strukturę cytoszkieletu aktynowego. Jednocześnie
związanie aktyny może ułatwiać kinazie ABL1 kon-
takt z innymi białkami wiążącymi się z cytoszkiele-
tem, które mogą wpływać na jego dynamikę zależ-
nie od fosforylacji ABL1 [15].

Kinaza ABL1 jest zlokalizowana w wielu prze-
działach subkomórkowych, głównie w cytoplazmie
i jądrze komórkowym, a także w mitochondriach
oraz retikulum endoplazmatycznym [23], cytoszkie-
lecie aktynowym [24] i w tratwach lipidowych błony
komórkowej [25]. Endogenna kinaza ABL1 w komór-
kach hematopoetycznych gromadzi się głównie
w cytoplazmie, natomiast nadekspresja egzogennej
kinazy powoduje kumulację białka głównie w jądrze
komórkowym [26].

Funkcje kinazy ABL1 w komórce są ściśle re-
gulowane przez różnorodne oddziaływania we-
wnątrzcząsteczkowe utrzymujące białko w konfor-
macji zamkniętej (nieaktywnej). Autoinhibicja za-
chodzi między innymi wskutek interakcji między
domeną SH3 a rejonem bogatym w prolinę w miej-
scu połączenia domen SH2 i katalitycznej (SH1)
oraz samą domeną katalityczną [27], między do-
meną SH3 a domeną SH1, a także oddziaływania
reszty mirystylowej z hydrofobową kieszenią w kar-
boksylowym końcu kinazy [17, 28]. Zidentyfikowa-
no także białka, takie jak Abi-1, Abi-2 (Abl interactor
proteins 1 and 2) oraz PAG/Msp23, które, wiążąc się
z domeną SH3, aktywują jej funkcje inhibitorowe
[29–31]. Aktywność kinazy ABL1 również jest re-
gulowana przez fosforylację. Kluczowa w utrzyma-
niu konformacji otwartej (aktywnej) jest fosforylacja
Tyr245, leżącej między domenami SH2 i katalityczną,
oraz Tyr412 w pętli aktywacyjnej w domenie katali-
tycznej [32].

Znaczna część kinazy ABL1 zgromadzonej
w cytoplazmie jest związana przez domeny wiążą-
ce aktynę na karboksylowym końcu białka z fila-

mentami cytoszkieletu aktynowego [33]. Połącze-
nie to utrzymuje kinazę w konformacji nieaktyw-
nej [34]. Aktywność cytoplazmatyczna kinazy ABL1
jest przejściowo przywracana w następstwie związa-
nej z receptorami integrynowymi adhezji komórki do
podłoża [21]. Wtedy też następuje przemieszczenie
się ABL1 z jądra komórkowego do cytoplazmy
i lokalizacja kinazy w płytce przylegania [21]. Katali-
tyczna aktywność kinazy ABL1 wpływa lokalnie na
organizację cytoszkieletu aktynowego, powodując
między innymi powstawanie wypustek cytoplazma-
tycznych i migrację komórek [35]. Cytoplazmatycz-
na kinaza ABL1 jest także aktywowana w odpowiedzi
na czynniki wzrostu, takie jak płytkopochodny czyn-
nik wzrostu b (PDGF b, platelet-derived growth fac-
tor b) oraz naskórkowy czynnik wzrostu (EGF, epi-
dermal growth factor) [36]. Obserwowany wzrost ak-
tywności kinazy ABL1 wiąże się ze zwiększoną
aktywnością kinazy Src [36, 37], która uczestniczy
w indukcji sygnału promitotycznego zainicjowanego
przez receptory dla czynników wzrostu [38]. Cytopla-
zmatyczny ABL1 może więc, obok wpływu na dyna-
mikę cytoszkieletu aktynowego, odgrywać także rolę
w promowaniu syntezy DNA podczas mitogenezy.

Aktywność jądrowej kinazy ABL1, w przeci-
wieństwie do białka zgromadzonego w cytoplazmie,
zmienia się zależnie od faz cyklu komórkowego
i jest zwiększona w fazie S [15]. W fazie G1 cyklu
komórkowego kinaza ABL1 jest związana z białkiem
Rb, będącym produktem genu supresorowego RB1.
Pętla wiążąca ATP w domenie kinazowej ABL1 jest
wiązana przez kieszeń łańcuchów polipeptydowych
na karboksylowym końcu białka Rb, powodując
zahamowanie aktywności kinazowej ABL1 [39]. Po
przejściu punktu kontrolnego G1 białko Rb jest fos-
forylowane przez kompleksy cykliny D z CDK4/6,
co skutkuje utratą jego aktywności oraz uwolnie-
niem kinazy ABL1 i jej aktywacją. Aktywna kinaza
ABL1 może uczestniczyć w fosforylacji C-końcowej
domeny (CTD, C-terminal domain) polimerazy II
RNA, stymulując transkrypcję genów fazy S [39].
Sugerowano, że przez interakcje z białkiem Rb ki-
naza ABL1 odgrywa rolę w progresji cyklu komór-
kowego [40].

Kinaza ABL1 krąży w komórce między cyto-
plazmą a jądrem komórkowym, dzięki sygnałom
z trzech domen sekwencji lokalizacji jądrowej (NLS,
nuclear localization sequences) oraz domenie NES.
Utrzymanie wysokiego stężenia kinazy ABL1 w cy-
toplazmie jest związane z tworzeniem kompleksu
z białkiem 14-3-3. Białko to wiąże się do ufosforylo-
wanej tyrozyny w pozycji 735 (Tyr735) położonej mię-
dzy drugą a trzecią domeną NLS kinazy ABL1 [41].
W odpowiedzi na uszkodzenia DNA spowodowane
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przez czynniki genotoksyczne kinaza ABL1 — nie-
zależnie od tego, czy jest aktywna, czy nie — jest
transportowana z cytoplazmy do jądra komórkowe-
go [42]. Białko 14-3-3 jest fosforylowane przez ki-
nazę JNK (c-Jun, c-Jun N-terminal kinase) [43], co
powoduje jego odłączenie się od kinazy ABL1
i przejściową translokację do jądra komórkowego
[44]. Kinaza JNK należy do kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK, mitogen-activated protein kina-
ses), czyli substancjami aktywującymi podziały mi-
totyczne. Stanowi ona grupę kinaz MAP określaną
jako kinazy aktywowane stresem (SAPK, stress-ac-
tivated protein kinases). Kinaza JNK jest aktywowa-
na w odpowiedzi na cytokiny i czynniki środowisko-
we indukujące stres komórkowy [45]. Innym pro-
ponowanym mechanizmem uwalniania kinazy ABL1
z kompleksu z białkiem 14-3-3 jest jego pocięcie
przez kaspazy, pojawiające się wskutek działania
czynników indukujących apoptozę [44], podobnie
jak w przypadku uwalniania z kompleksu z białkiem
14-3-3 proapoptotycznych białek Bad [46] i Bax [47].
Kinaza ABL1, zlokalizowana w jądrze komórko-
wym, wskutek działania czynników genotoksycz-
nych, takich jak promieniowanie jonizujące, cispla-
tyna czy mitomcyna C, jest następnie przez nie ak-
tywowana [15]. W odpowiedzi na promieniowanie
jonizujące seryna w pozycji 465 (Ser465) w dome-
nie kinazowej ABL1 jest fosforylowana przez kina-
zę ATM (ataxia-telangiectasia-mutated). U chorych
na ataksję––teleangiektazję (AT, ataxia–telangiec-
tasia) kinaza ATM jest kodowana przez zmutowa-
ny gen. Fosforylacja kinazy ATM przez katalityczną
podjednostkę kinazy DNA-PK (DNA-dependend pro-
tein kinase) może być bezpośrednia lub pośrednia
[39, 48]. Aktywny ABL1, przez zwiększenie trans-
krypcyjnej aktywności p53 i jego homologu p73,
uczestniczy w apoptozie indukowanej czynnikami
genotoksycznymi [49]. Białko Mdm2, wiążąc się
z p53, hamuje jego aktywność oraz prowadzi do jego
degradacji, kierując je na drogę ubikwitynacji [50,
51]. Kinaza ABL1, przez fosforylację tyrozyny 394
białka Mdm2, prowadzi do uwolnienia p53 z kom-
pleksu, co pozwala na jego działanie jako czynnika
transkrypcyjnego [52]. Promieniowanie jonizujące
indukuje także zależną od kinazy ABL1 fosforylację
białka Rad51, odgrywającego kluczową rolę w ho-
mologicznej naprawie podwójnych pęknięć nici
DNA, hamując tym samym jego funkcje naprawcze
[53]. Aktywowany przez czynniki genotoksyczne ją-
drowy ABL1 fosforyluje także p85 — podjednost-
kę kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K, phospha-
tidylinositol 3-kinase), przez co hamuje jej aktyw-
ność w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, działając
proapoptotycznie [54]. Jednak w proapoptotycznej

odpowiedzi komórek na stres oksydacyjny uczest-
niczy cytoplazmatyczny ABL1. Wskutek działania
nadtlenku wodoru (H2O2) następuje uwolnienie cy-
tochromu C z mitochondriów, w co jest zaangażo-
wana cytoplazmatyczna kinaza ABL1 [55].

Gen BCR i jego białkowy produkt
Ludzki gen BCR (breakpoint cluster region)

znajduje się na dłuższym ramieniu chromosomu 22
(22q11.2) i składa się z 23 egzonów o długości
130 kb [56]. Występuje powszechnie we wszystkich
typach komórek. W ludzkich komórkach obserwo-
wano porównywalny poziom transkryptu tego genu
zarówno w liniach hematopoetycznych, jak i niehe-
matopoetycznych [57]. U młodych kur najwyższą
ekspresję mRNA obserwowano w komórkach
mózgu [57]. Opisano kilka spokrewnionych z BCR
pseudogenów znajdujących się na chromosomie 22,
które nie podlegają jednak procesowi translacji
(BCR2, BCR3, BCR4) [58], a także gen na chromo-
somie 17, który koduje funkcjonalne białko ABR
(active BCR-related gene) [59].

Gen BCR koduje dwa transkrypty o długości
7,0 kb i 4,5 kb, z których powstają białka o wielkości
odpowiednio 160 kDa i 130 kDa [60]. Białko BCR jest
serynowo-treoninową kinazą, której ekspresja, po-
dobnie jak białka ABL1, w komórkach hematopo-
etycznych linii granulocytarnej zachodzi głównie na
wczesnych etapach różnicowania komórek (mielobla-
sty, promielocyty) i zmniejsza się znacząco wraz z róż-
nicowaniem komórek [26]. Białko BCR bierze udział
w przekazywaniu sygnału w komórkach — zarówno
przez fosforylację, jak i wiązanie guanozynotrifosfo-
ranu (GTP, guanosine triphosphate). Pośredniczy tak-
że w procesach reperowania uszkodzeń DNA [14].

Pierwszy egzon białka BCR, składający się
z trzech domen funkcyjnych, jako jedyny wchodzi
w skład wszystkich znanych białek fuzyjnych BCR-
-ABL1. W obrębie pierwszego egzonu znajduje się
domena kinazowa o aktywności kinazy serynowo-
-treoninowej (ryc. 3). Powoduje ona autofosforyla-
cję reszt serynowych i treoninowych białka BCR,
a także fosforylację innych białek [61]. Domeny wią-
żące SH2 (Src-homology 2-binding domain), znajdu-
jące się w pierwszym egzonie białka BCR, wiążą się
z domenami SH2 innych białek przez ufosforylowa-
ne sekwencje zawierające serynę, treoninę lub ty-
rozynę [56]. Poprzez ufosforylowaną tyrozynę
(Y177) w pierwszej domenie wiążącej SH2 do kina-
zy BCR wiąże się białko Grb2 (growth factor recep-
tor-bound protein 2) [56]. Białko adaptorowe Grb2
pośredniczy w przekazywaniu sygnału od recepto-
ra EGF (EGFR, epidermal growth factor receptor).
Przyczynia się w tym szlaku do aktywacji białka Ras,
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pośredniczącego w indukcji ekspresji genów zwią-
zanych z procesem proliferacji, różnicowania i prze-
życia komórek [62]. Substratem kinazy BCR jest
również białko Bap-1 (BRCA1-associated protein 1),
łączące się z nią przez kolejną domenę wiążącą SH2.
Białko Bap-1 wiąże się z domeną RING białka
BRCA1 biorącego udział w procesach naprawy DNA
[63]. Do białka BCR, przez ufosforylowane seryny
i treoniny, wiąże się także domena SH2 kinazy
ABL1 [64]. Trzecią domeną funkcyjną pierwszego
egzonu BCR jest domena oligomeryzacyjna, znaj-
dująca się na aminowym końcu kinazy [56]. Poprzez
tę domenę białka BCR i BCR-ABL1 mogą się wią-
zać ze sobą, a także tworzyć heterodimery [65].
Zarówno domena oligomeryzacyjna (tzw. domena
coiled-coil), jak i tyrozyna 177 odgrywają kluczową
rolę w transformacji nowotworowej komórek zwią-
zanej z ekspresją kinazy BCR-ABL1 [66].

Środkowy region białka BCR oraz jego kar-
boksylowy koniec oddziałują z białkami G (białka
wiążące GTP), odgrywającymi ważną rolę w we-
wnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnału, zwią-
zanym ze wzrostem, różnicowaniem, proliferacją,
migracją, przeżyciem i śmiercią komórek [67]. Cen-
tralny region białka BCR wykazuje homologię do
białek z rodziny aktywatorów wymiany nukleoty-
dów guaninowych (GEF, guanine nucleotide exchan-
ge factor) [68, 69]. Aktywują one białko G, katalizu-
jąc wymianę związanego z nim guanozynodifosfora-
nu (GDP, guanosine diphosphate) na GTP. Domena
GEF białka BCR wykazuje szczególną homologię
do białkowego produktu drożdżowego genu cdc24
oraz jego ludzkiego odpowiednika — produktu on-

kogenu DBL [68]. Białka te pełnią rolę czynnika
wymiany nukleotydów guaninowych dla małych
GTPaz z rodziny Ras, które głównie poprzez ka-
skadę MAPK prowadzą do aktywacji czynników
transkrypcyjnych, związanych z proliferacją, róż-
nicowaniem i przeżyciem komórki [62, 70]. Dome-
na GEF białka BCR wiąże się także z biorącym
udział w naprawie DNA, regulacji cyklu komórko-
wego i apoptozie białkiem XPB (Xeroderma Pig-
mentosum B) [71].

Karboksylowy koniec białka BCR wykazuje
natomiast homologię do białek GAP (GTPase ac-
tivating protein), odpowiedzialnych za inaktywa-
cję białek G przez hydrolizę GTP do GDP. C-koń-
cowa domena białka BCR jest pod względem
strukturalnym podobna do białka GAP specyficz-
nego dla GTPaz z rodziny Rho, takich jak RhoA,
Rac1 i Cdc42 [72], związanych z reorganizacją cy-
toszkieletu w odpowiedzi na sygnały zewnątrzko-
mórkowe [73].

Białko BCR można lokalizować zarówno w cy-
toplazmie, jak i w jądrze komórkowym. W komór-
kach w fazie G0/G1 białko BCR znajduje się głównie
w cytoplazmie, natomiast w komórkach będących
w metafazie podziału mitotycznego jego lokalizacja
jest związana z chromosomami [74]. W jądrze ko-
mórkowym BCR wiąże się także ze skondensowaną
chromatyną (heterochromatyną) w interfazie [74].
Wykazano, że na obszarze cytoplazmy gromadzą się
oba powstające białka BCR, natomiast w jądrze ko-
mórkowym znajduje się głównie białko o masie 130
kDa, co sugeruje, że obie kinazy mogą pełnić różne
funkcje w komórce [75].

Rycina 3. Schemat budowy ludzkiego białka p160 BCR z zaznaczonymi domenami funkcyjnymi oraz miejscami
pęknięcia genu (pogrubione strzałki), prowadzącymi do powstania różnych form onkogennej kinazy BCR-ABL1.
Zmodyfikowano według [14]

Figure 3. Schematic presentation of the protein domains located within human normal p160 BCR protein, the colour
arrowheads indicate the position of the breakpoint leading to various aberrant oncogenic BCR-ABL1 kinases. Modi-
fied according to [14]
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Gen BCR-ABL1 i jego białkowy produkt
W wyniku translokacji (9;22)(q34;q11) powstają

dwa fuzyjne geny — BCR-ABL1 na chromosomie
22 i ABL-BCR na chromosomie 9 (ryc. 1). Mimo że
mRNA genu ABL-BCR jest znajdowane u około
70% chorych na CML [76], nie wykazano dotych-
czas istnienia białka ABL-BCR. Patogeneza CML
wiąże się z fuzyjnym białkiem BCR-ABL1 powsta-
jącym na matrycy fuzyjnego genu BCR-ABL1. Za-
leżnie od miejsca pęknięcia chromosomów mogą
powstać różne rodzaje białka BCR-ABL1 różniące
się masą i właściwościami biologicznymi, w tym
p190BCR/ABL, p210BCR/ABL, p230BCR/ABL (ryc. 4).

Zgodnie z klasyfikacją WHO z 2008 roku chro-
mosom Ph znajduje się w komórkach białaczkowych
u wszystkich chorych na CML [9, 10]. W komór-
kach tych osób w ponad 99% przypadków występu-
je białko BCR-ABL1 o masie 210 kDa. Występuje
ono także u 50–80% dorosłych i u 10% dzieci cho-
rych na ostrą białaczkę limfoblastyczną (ALL, acu-
te lymphoblastic leukemia) z wykrywalnym chromo-
somem Ph. Chromosom ten występuje u około 20%
wszystkich chorych na ALL. Wśród 2% pacjentów
z ostrą białaczką szpikową (AML, acute myeloid leu-
kemia), u których wykrywalny jest chromosom Ph,
u połowy znajduje się także białko BCR-ABL1 o ma-
sie p210 kDa [14]. Kinaza BCR-ABL1 o masie 190 kDa
występuje u 20–50% dorosłych i 90% dzieci chorych
na ALL, u 50% chorych na AML oraz sporadycznie
u chorych na CML, u których wykrywalny jest chro-
mosom Ph [14]. Największe spośród trzech form
kinazy BCR-ABL1 — białko o masie 230 kDa —

występuje niekiedy u chorych na atypową (neutro-
filową) przewlekłą białaczkę szpikową (aCML, aty-
pical chronic myeloid leukemia) [77].

Pęknięcia DNA występują w obrębie intronów,
czyli fragmentów sekwencji genu, które nie kodują
sekwencji białkowej, a jedynie rozdzielają kodują-
ce egzony. Pęknięcia w obrębie genu ABL1 wystę-
pują na dużym obszarze, ponad 300 tysięcy par za-
sad, w obrębie końca 5’ (ryc. 4). Pęknięcie może
powstać bliżej końca 5’ względem pierwszego alter-
natywnego egzonu 1b, w kierunku 3’ względem al-
ternatywnego egzonu 1a lub między tymi egzona-
mi [13, 78]. Niezależnie jednak od dokładnego miej-
sca pęknięcia genu ABL1 składanie fuzyjnego
transkryptu prowadzi do powstania cząsteczki
mRNA, w której sekwencja BCR jest połączona
z drugim egzonem (a2) ABL1. Fuzyjne białka BCR-
-ABL1 charakteryzują się więc takim samym frag-
mentem pochodzącym z genu ABL1. Różnice w ich
wielkości wynikają z różnych miejsc pęknięcia
w genie BCR.

Pęknięcia w genie BCR lokalizują się w obrę-
bie jednego z trzech regionów częstych złamań [13,
78] (ryc. 4). Najczęściej złamania genu zachodzą na
obszarze 5,8 tysiąca par zasad, w regionie nazwa-
nym M-BCR (major-BCR), zawierającym pięć eg-
zonów nazwanych b1-b5, leżących między 12. a 16.
egzonem genu BCR. W wyniku alternatywnego
składania mRNA powstają dwa transkrypty z po-
łączeń BCR-ABL1 — b2a2 (e13a2) oraz b3a2
(e14a2). Translacja obu cząsteczek mRNA prowa-
dzi do powstania kinazy p210BCR/ABL — białka

Rycina 4. Struktura genomowa ABL1 i BCR oraz mRNA białek fuzyjnych BCR-ABL1. Strzałkami zaznaczono miejsca
pęknięcia w obrębie genu ABL1 i obszary pęknięć genu BCR

Figure 4. Genomic structure of ABL1 and BCR and mRNA of BCR-ABL1 fusion proteins. Arrows indicate breakpoints
in ABL1 and BCR genes
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o masie 210 kDa. Nie znaleziono korelacji między
wystąpieniem kinazy p210BCR/ABL z transkryptu
b2a2 lub b3a2 a czasem trwania fazy przewlekłej
CML oraz czasem przeżycia chorych, a także od-
powiedzią na leczenie interferonem a (IFNa) [79].
Drugi region złamań, nazwany m-BCR (minor-
-BCR), leży na obszarze 54,4 tysiąca par zasad,
między alternatywnym egzonem e2’ a egzonem e2.
Powstający hybrydowy transkrypt e1a2 ulega
translacji na białko o masie 190 kDa — kinazę
p190BCR/ABL. Trzeci region złamań, nazwany m-BCR
(micro–BCR), leży między egzonami 19. a 20. genu
BCR, nazwanymi c3 i c4. Fuzyjny transkrypt e19a2
(c3a2) koduje kinazę p230BCR/ABL — białko o masie
230 kDa (ryc. 4).

W komórkach niepoddawanych działaniu czyn-
ników farmakologicznych fuzyjna kinaza BCR-ABL1
p210 lokalizuje się wyłącznie na obszarze cytopla-
zmy [80] i wykazuje niepodlegającą prawidłowej
regulacji, konstytutywną aktywność kinazy tyrozy-
nowej. Prowadzi to do transformacji nowotworowej
prawidłowych komórek, w których wystąpiła trans-
lokacja (9:22) [81]. Kluczowymi w transformacji
nowotworowej domenami kinazy BCR-ABL1 są
pochodzące od kinazy ABL1: domena katalityczna
o aktywności kinazy tyrozynowej SH1 [82], dome-
ny wiążące aktynę [83], a w przypadku niektórych
komórek, na przykład fibroblastów, domena SH2
wiążąca się z ufosforylowanymi sekwencjami bia-
łek [84, 85]. Pozostałe kluczowe dla procesu trans-
formacji domeny pochodzące od kinazy BCR to do-
mena oligomeryzacyjna, odpowiedzialna za powsta-
wanie homotetramerów [65], i tyrozyna w pozycji
177 zawarta w domenie katalitycznej o aktywności
kinazy serynowo-treoninowej, wiążąca białko ada-
ptorowe Grb2 [86] (ryc. 5).

Białko BCR działa jako negatywny regulator
aktywności kinazy BCR-ABL1 zarówno przez two-
rzenie heterodimerów, jak i oddziaływanie z domeną

SH2 fuzyjnej kinazy [87]. Domena SH2 fuzyjnego
białka BCR-ABL1, wiążąc się do jednej z ufosfory-
lowanych seryn (S354) białka BCR, powoduje ha-
mowanie onkogennego działania fuzyjnej kinazy
[88]. Jednak mutacja punktowa tej seryny (S254A)
powoduje nie tylko zatrzymanie hamującego wpły-
wu białka BCR, lecz również wzrost onkogennej
aktywności kinazy BCR-ABL1 [89]. Brak N-końco-
wego fragmentu kinazy ABL1 skutkuje konstytu-
tywną aktywnością fuzyjnego białka. Konsty-
tutywna aktywność kinazowa białka p210BCR/ABL pro-
wadzi do fosforylacji wielu białek komórkowych
oraz autofosforylacji kinazy BCR-ABL1, co z kolei
powoduje wiązanie do niej samej licznych białek,
w tym cząsteczek adaptorowych. Aktywacja różno-
rodnych szlaków sygnałowych, takich jak Ras/
/MAPK, PI3K czy STAT5 przez kinazę BCR-ABL1,
prowadzi do transformacji nowotworowej w związ-
ku z zaburzeniem podstawowych procesów w ko-
mórce, związanych z kontrolą proliferacji, różnico-
wania i przeżycia [90] (ryc. 6). Komórki BCR-ABL1-
-dodatnie uniezależniają się od obecności czynników
wzrostowych w środowisku. Charakteryzują się
zwiększoną proliferacją, opornością na apoptozę
i niestabilnością genetyczną prowadzącą do progre-
sji CML, a także zaburzoną adhezją komórek skut-
kującą ich rozprzestrzenianiem się i nieprawidło-
wym uwalnianiem do krwi obwodowej komórek nie-
dojrzałych [91].

Indukcja proliferacji i przeżywanie
komórek BCR-ABL1-pozytywnych

Aktywacja czynników transkrypcyjnych w ją-
drze komórkowym zachodzi głównie poprzez szlak
sygnałowy Ras/MAPK. W prawidłowych komór-
kach, będących pod kontrolą czynników zewnątrz-
komórkowych, wiążących się z receptorowymi ki-
nazami tyrozynowymi znajdującymi się w błonie
komórkowej, tym szlakiem są przekazywane sygna-

Rycina 5. Schemat budowy fuzyjnej kinazy tyrozynowej BCR-ABL1 p210

Figure 5. Schematic presentation of the fusion tyrosine kinase BCR-ABL1 p210



203www.hematologia.viamedica.pl

Joanna Żołnierowicz i wsp., Patogeneza CML — od genu do terapii celowanej

ły promujące proliferację, różnicowanie i przeżycie
komórki [92, 93]. Transformacja nowotworowa, do
której dochodzi za pośrednictwem kinazy BCR-
-ABL1, wiąże się między innymi z konstytutywną
aktywacją szlaku sygnałowego Ras/MAPK [94, 95].
Autofosforylacja tyrozyny w pozycji 177 (Y177)
w kinazie BCR-ABL1 prowadzi do związania białka
adaptorowego Grb2 [96], a następnie połączenia
z białkiem SOS. Białko to stymuluje wymianę GDP
na GTP w białku Ras i stabilizuje je w aktywnej for-
mie [97]. Białko Ras należy do rodziny małych bia-
łek o aktywności GTP--azy, wykazujących zdolność
wiązania GTP. Dwie inne cząsteczki adaptorowe,
Shc i Crkl, także mogą pośredniczyć w aktywacji
białka Ras [13]. Obie cząsteczki są substratami
BCR-ABL1, wiążąc się z fragmentem białka fuzyj-
nego pochodzącym od kinazy ABL1 przez swoje
domeny SH2 (Shc) lub SH3 (Crkl) [98, 99]. Białko
Ras aktywuje serynowo-treoninową kinazę Raf,
która inicjuje kaskadę sygnałów poprzez serynowo-
-treoninowe kinazy Mek1/Mek2 (mitogen extracellu-
lar kinase 1/2) i Erk1/Erk2 (extracellularly regulated
protein kinases 1/2), należące do kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK, mitogen-activated protein kina-
ses) [97]. Kinazy przemieszczają się do jądra komór-
kowego, gdzie dochodzi do fosforylacji i aktywacji
czynników transkrypcyjnych, takich jak c-Jun, c-Myc
i c-Fos, co w konsekwencji prowadzi do ekspresji
genów związanych z procesem proliferacji [100].

Indukcja proliferacji w komórkach z ekspresją
kinazy BCR-ABL1 zachodzi także przez hamowa-
nie aktywności białka p27 [101], które jest kluczo-
wym inhibitorem przejścia z fazy G1 do fazy S cyklu
komórkowego. Inhibitor p27 jest kierowany na dro-
gę degradacji proteosomalnej przez szlak sygnało-
wy PI3K/Akt [102].

Kinaza fosfatydylo-3-inozytolu katalizuje fosfo-
rylację fosfolipidów inozytolu do cząsteczki fosfa-
tydyloinozytolo-3-fosforanu (PIP3, phosphatidylino-
sitol (3)-trisphosphate), który bierze udział w akty-
wacji wielu procesów komórkowych, takich jak
wzrost, proliferacja, różnicowanie, przeżycie, migra-
cja i transport wewnątrzkomórkowy [103, 104].
Aktywna PI3K jest niezbędna do proliferacji komó-
rek z ekspresją fuzyjnej kinazy BCR-ABL1 [105].
Związane z kinazą BCR-ABL1 przez ufosforylowaną
tyrozynę 177 w części pochodzącej od kinazy BCR
białko Grb2 stanowi rusztowanie dla białka Gab2,
które jest następnie fosforylowane przez fuzyjną
kinazę [106]. Fosforylacja białka Gab2 prowadzi do
aktywacji szlaku sygnałowego PI3K/Akt, ale także
Ras/MAPK [107]. Aktywacja szlaku PI3K/Akt przez
kinazę BCR-ABL może się także odbywać przez
związanie białka adaptorowego Crkl, a następnie
c-Cbl do fuzyjnej kinazy w części pochodzącej od ki-
nazy ABL1 [108]. Fosforylacja białka c-Cbl prowa-
dzi do aktywacji kinazy PI3K, która aktywuje sery-
nowo-treoninową kinazę Akt [105] w wyniku przy-

Rycina 6. Drogi przekazywania sygnału, na które wpływa kinaza BCR-ABL1

Figure 6. Signal transduction pathways affected by BCR-ABL1 kinase
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łączenia cząsteczki PIP3. Kinaza Akt jest także ak-
tywowana przez interleukinę 3 (IL-3, interleukin 3)
w szlaku kinazy PI3K [109]. Aktywna kinaza Akt
promuje przeżycie komórki, fosforylując proapop-
totyczne białko Bad, które, utrzymywane dzięki
temu w kompleksie z białkiem 14-3-3, nie może
oddziaływać z białkami Bcl-2 i BCl-xL. To umożli-
wia wolnemu białku BCl-xL związanie się z białkiem
Bax, nie dopuszczając w ten sposób do powstania
proapoptotycznych homodimerów Bax [110].

Antyapoptotyczna aktywność kinazy Akt wią-
że się także z hamowaniem aktywacji kaspazy 9
przez cytochrom C [111]. Wykazano, że właśnie
aktywność kinazy BCR-ABL1 prowadzi do zahamo-
wania kaspazy 9 [112]. Kinaza Akt bierze także
udział w regulacji cyklu komórkowego i przeżycia
komórek. Fosforyluje białko MDM2, które w tej
formie przemieszcza się do jądra komórkowego,
następnie wiąże się z białkiem p53 i w konsekwen-
cji doprowadza do inaktywacji białka p53 [113]. Za-
równo kinaza BCR-ABL1, jak i IL-3 powodują
wzrost stężenia białka MDM2 w komórce, wpływa-
jąc w ten sposób na wydłużenie przeżycia komórek
[114]. Kinaza BCR-ABL1 poprzez kinazę PI3K po-
woduje także wzrost ekspresji hamującego apopto-
zę białka Bcl-2 [105]. Wzrost stężenia wolnych rod-
ników tlenowych (ROS, reactive oxygen species)
uszkadzających DNA również wiąże się z aktywacją
PI3K poprzez fosforylację tyrozyny 177 w BCR-
-ABL1 [115]. Wolne rodniki tlenowe to jedna z przy-
czyn niestabilności genomu w komórkach z ekspresją
kinazy BCR-ABL1.

Kinaza BCR-ABL1 powoduje fosforylację bia-
łek z rodziny przekaźników sygnałów i aktywato-
rów transkrypcji (STAT, signal transducers and ac-
tivators of transcription), głównie STAT5 oraz
w mniejszym stopniu STAT1 i 3 [116, 117]. Akty-
wacja białek STAT5 odgrywa rolę w dalszej trans-
formacji nowotworowej komórek z ekspresją kina-
zy BCR-ABL1 [118]. Białka STAT są prawdopodob-
nie aktywowane przez kinazę BCR-ABL1 bezpo-
średnio — bez udziału kinaz tyrozynowych JAK
(kinaz Janus), które odpowiadają za fosforylację
STAT w niezmienionych nowotworowo komórkach
[119]. Fosforylacja białek STAT zachodzi z udzia-
łem domen SH2 i SH3 kinazy BCR-ABL1 [120].
Fosforylacja reszty tyrozynowej białek STAT po-
woduje ich dimeryzację i przemieszczenie się do
jądra komórkowego, gdzie łączą się z DNA i akty-
wują transkrypcję genów docelowych [110]. Akty-
wacja białek STAT przez onkogenną kinazę BCR-
-ABL1 prowadzi głównie do zahamowania apopto-
zy, przez transkrypcyjną aktywację antyapoptotycz-
nego białka BCl-xL [121].

Wpływ białka BCR-ABL1 na adhezję
komórek oraz na naprawę DNA

Hematopoeza jest regulowana między innymi
przez procesy adhezji komórkowej. Przyleganie
prawidłowych komórek krwiotwórczych do białek
macierzy zewnątrzkomórkowej wiąże się z ich od-
działywaniem z fibronektyną poprzez integryny na
powierzchni komórek. Komórki progenitorowe
CML wykazują zmniejszoną adhezję do komórek
zrębu oraz białek macierzy zewnątrzkomórkowej
[122]. Może to zależeć od zaburzonej funkcji b-in-
tegryn na powierzchni komórek spowodowanej ak-
tywnością kinazy BCR-ABL1 [123]. Substratami ki-
nazowej aktywności BCR-ABL1 są także kinaza pły-
tek przylegania Fak (focal adhesion kinase) [124]
oraz paksylina — białko cytoszkieletu lokalizują-
ce się w płytkach przylegania [125]. Ilość ufosfo-
rylowanej paksyliny i białka Fak jest zmniejszona
w komórkach z ekspresją kinazy BCR-ABL1 [126].
Kinaza BCR-ABL1 fosforyluje adaptorowe białko
Crkl [127], które wiąże się z białkami Fak i paksy-
liną, wpływając na proces adhezji i organizację cy-
toszkieletu.

Kinaza BCR-ABL1 bierze także udział w regu-
lacji naprawy DNA po działaniu czynników uszka-
dzających DNA. Kinaza ta indukuje zwiększoną
ekspresję białka Rad51, prowadząc do wzrostu opor-
ności na leki cytostatyczne [128]. Aktywacja Rad51
prowadzi do stymulacji naprawy uszkodzonego
DNA na drodze homologicznej rekombinacji [129].
Kinaza BCR-ABL1 prowadzi także do wydłużenia
fazy G2/M cyklu komórkowego, co również chroni
komórki z jej ekspresją przed apoptozą spowodo-
waną czynnikami genotoksycznymi [130]. Przez
domenę EGF białko BCR wiąże się z białkiem XPB
[71]. Białko XPB wchodzi w skład kompleksu czyn-
nika transkrypcyjnego IIH (TFIIH, transcription
factor II H) — głównego składnika komórkowej
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, biorącego udział
w transkrypcji, naprawie DNA, regulacji cyklu ko-
mórkowego i apoptozie [131, 132]. Białko XPB wią-
że się zarówno z białkiem BCR, jak i z fuzyjnym
białkiem BCR-ABL1 o wielkości 210 kDa, konse-
kwencją czego jest fosforylacja XPB i jego niezdol-
ność do udziału w procesie naprawy DNA. Może to
być jedna z przyczyn transformacji CML do fazy
kryzy blastycznej [133].

Komórki z ekspresją onkogennej kinazy BCR-
-ABL1 przeżywają nawet wtedy, gdy komórkowe
mechanizmy naprawcze nie działają poprawnie. Nie-
wydajna naprawa uszkodzeń materiału genetyczne-
go prowadzi do zjawiska niestabilności genetycznej,
objawiającego się nagromadzeniem aberracji chro-
mosomowych w komórce. Jedną z przyczyn powsta-
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nia niestabilności genetycznej jest wysokie stęże-
nie ROS w komórce, które, uszkadzając DNA, przy-
czyniają się do powstawania mutacji [134]. Poprzez
aktywację szlaku kinaz PI3K/mTOR kinaza BCR-
-ABL1 indukuje wzrost stężenia ROS w komórce
[135]. Powstające między innymi wskutek działa-
nia ROS pęknięcia podwójnej nici DNA są niewy-
dajnie naprawiane w tych komórkach w mechani-
zmie rekombinacji homologicznej (HRR, homolo-
gous recombination repair) i niehomologicznego
łączenia końców (NHEJ, non-homologous end jo-
ining) [136].

Imatynib

Badania w celu odkrycia drobnocząsteczkowe-
go inhibitora rodziny serynowo-treoninowych kinaz
białkowych C doprowadziły do wyodrębnienia gru-
py cząsteczek będących pochodnymi fenylaminopi-
rymidyny. Początkowo charakteryzowały się one
słabą aktywnością i niską specyficznością, hamując
aktywność kinaz zarówno tyrozynowych, jak i se-
rynowo-treoninowych. W ramach poszukiwań inhi-
bitora aktywności kinazowej receptora dla płytko-
pochodnego czynnika wzrostu (PDGFR, platelet-
-derived growth factor receptor), cząsteczki te pod-
dano następnie wielu zmianom strukturalnym
w celu uzyskania optymalnej konformacji. Wpro-
wadzenie pirydyny zwiększyło aktywność związ-
ku w komórce (ryc. 7). Dodanie grupy benzamido-
wej zapewniło aktywność w stosunku do kinaz ty-
rozynowych, natomiast podstawienie węgla
w pozycji 6 pierścienia diaminofenylowego grupą
metylową zniosło całkowicie aktywność względem
serynowo-treoninowych kinaz białkowych C. Po-
prawę biodostępności i rozpuszczalności w wodzie
uzyskano przez dodanie silnie polarnego łańcucha
bocznego (ryc. 7).

W trakcie badań okazało się, że jedna z zsyn-
tetyzowanych pochodnych o nazwie CGP 57148
(STI571), obecnie znana pod nazwą metylosulfonian
imatynibu (IM, imatinib mesylate), hamuje aktyw-
ność kinazy tyrozynowej BCR-ABL1. W maju
2001 roku amerykańska Agencja do Spraw Żywności
i Leków (FDA, Food and Drug Administration) za-
twierdziła IM, pod nazwami handlowymi Gleevec®

i Glivec®, jako lek stosowany w terapii CML. Obec-
nie jest on również wykorzystywany do leczenia
nowotworów podścieliskowych przewodu pokarmo-
wego (GIST, gastrointestinal stromal tumors) zwią-
zanych z wystąpieniem mutacji w genie dla kinazy
c-KIT oraz w nowotworach mieloproliferacyjnych
i limfoproliferacyjnych związanych z rearanżacją
genu PDGFR [138].

Właściwości farmakologiczne
Imatynib jest syntetycznym, drobnocząstecz-

kowym inhibitorem kinazy tyrozynowej, o wzorze
sumarycznym C29H31N7O • CH3SO3H i masie molo-
wej 589,7 g/mol (ryc. 7). Hamuje aktywność ki-
nazową wszystkich form kinazy ABL1 (c-ABL,
v-ABL, BCR-ABL1, TEL-ABL), a także kinazy
c-KIT, będącej receptorem dla czynnika wzrost
owego komórek macierzystych (SCF, stem-cell
factor) oraz PDGFR. Jest związkiem dobrze roz-
puszczalnym w wodzie, o pH równym 5,5 lub niż-
szym [139]. Dostępność biologiczna leku wynosi
98%. Z badań farmakokinetycznych wynika, że
maksymalne stężenie związku w osoczu pacjen-
tów, którym podaje się IM w dawce 400 mg na
dobę, oscyluje między 2,13 µM a 4,6 µM, a czas
połowiczny rozpadu związku wynosi 19,3 godzi-
ny [140]. Imatynib jest metabolizowany w wątro-
bie, głównie przez CYP3A4 — enzym z rodziny
cytochromu P450 (CYP). Głównym metabolitem
jest N-desmetyl — piperazynowa pochodna, któ-
rej aktywność in vitro jest zbliżona do aktywno-
ści inhibitora. Imatynib, głównie w formie meta-
bolitów, jest wydalany przede wszystkim z kałem,
częściowo z moczem [138].

Rycina 7. Wzór strukturalny metylosulfonianu imatynibu
— 4-[(4-Methyl-1-piperazinyl)metyl]-N-[4-metyl-3-[[4-(3-
-pyridinyl)-2-pyrimidinyl]amino]-henyl] benzamide me-
thanesulfonate. Zaznaczono wybrane elementy optyma-
lizujące działanie cząsteczki: pirydyna (A), benzamid (B),
grupa metylowa (C) oraz N-metylopiperazyna (D). Zmo-
dyfikowano według [137]

Figure 7. Structural formula of imatinib metyselate — 4-
-[(4-Methyl-1-piperazinyl)metyl]-N-[4-metyl-3-[[4-(3-pyri-
dinyl)-2-pyrimidinyl]amino]-henyl] benzamide methane-
sulfonate. Molecular optimization elements: pirydyl gro-
up (A), benzamido group (B), “flag methyl” group (C) and
N-methylpiperazine (D). Modified according to [137]
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Mechanizm działania
Domeny katalityczne eukariotycznych tyrozy-

nowych i serynowo-treoninowych kinaz są wysoce
konserwowane ewolucyjnie zarówno w sekwencji
aminokwasowej, jak i w strukturze przestrzennej.
Mają strukturę dwupłatową — część N-końcowa ma
strukturę drugorzędową w formie b-harmonijki
i a-helisy, natomiast C-końcowa część jest w więk-
szości helikalna. W obszarze łączenia się obu części
domeny katalitycznej znajduje się grupa wysoce
konserwowanych ewolucyjnie reszt aminokwaso-
wych tworzących miejsce wiązania cząsteczki ATP,
tak zwana pętla P (P-loop), i miejsce katalityczne
[141]. Pozostałe dwa regiony wyodrębnione w do-
menie katalitycznej to obszar białka w obrębie tre-
oniny 315 (obszar kontaktu IM z domeną) oraz ob-
szar w obrębie pętli aktywacyjnej, tak zwana pętla
A (A-loop) [142] (ryc. 8). Stan aktywacji kinazy BCR-
-ABL1 zależy od położenia pętli aktywacyjnej.
W aktywnej kinazie pętla A jest w konformacji ak-
tywnej, nazywanej „otwartą”, ponieważ region wią-
żący ATP jest odsunięty od centrum katalityczne-
go kinazy [143]. W konformacji nieaktywnej, „za-
mkniętej”, pętla A blokuje centrum katalityczne
kinazy dla substratów [144]. Aktywacja kinazy na-
stępuje w wyniku fosforylacji tyrozyny występują-
cej w pętli aktywacyjnej (w przypadku kinazy ABL1
i BCR-ABL1 jest to tyrozyna 393 w domenie SH1),
w wyniku czego kwas asparaginowy znajdujący się
w sekwencji Asp-Phe-Gly ulega przemieszczeniu

tak, że może oddziaływać z jonami Mg2+. Jony ma-
gnezu uczestniczą w wiązaniu cząsteczki ATP, a C-
-końcowy fragment pętli A odgrywa rolę „platformy”
umożliwiającej związanie substratu [143]. Konfor-
macja aktywna pętli A jest wysoce konserwowana
ewolucyjnie w obrębie kinaz Eukariota, natomiast
konformacja nieaktywna jest w istotny sposób zróż-
nicowana między poszczególnymi białkami [143].

Imatynib wiąże się jedynie z nieufosforylowaną,
nieaktywną formą kinazy BCR-ABL1 [141], dzięki
czemu charakteryzuje się znaczną swoistością dzia-
łania. Początkowo uważano, że działa przez współ-
zawodnictwo z cząsteczką ATP o miejsce wiązania
w pętli wiążącej ATP. Obecnie wiadomo, że jedy-
nie niewielki fragment inhibitora — pierścienie pi-
rydynowy i pirymidynowy — znajdują się w regio-
nie pętli P. Większość cząsteczki IM jest wciśnięta
w centralny region kinazy, między pętlę aktywa-
cyjną i a-helisę. Towarzyszy temu powstanie sze-
ściu wiązań wodorowych oraz licznych oddziaływań
typu van der Vaalsa, które stabilizują kompleks
IM–kinaza w konformacji nieaktywnej, niezdolnej
do wiązania ATP [141]. Związanie IM skutkuje ha-
mowaniem autofosforylacji kinazy BCR-ABL1 i fos-
forylacji jej substratów, co powoduje zablokowanie
proliferacji komórek oraz indukcję apoptozy.

Badania przedkliniczne
W doświadczeniach przeprowadzonych na wy-

izolowanych białkach dowiedziono, że IM skutecz-

Rycina 8. Struktura przestrzenna domeny kinazowej BCR-ABL1 w konformacji nieaktywnej związanej z imatynibem
(A) i aktywnej (B). Zmodyfikowano według [142]

Figure 8. Ribbon representation of BCR-ABL1 kinase domain in inactive conformation in complex with imatinib (A)
and in active conformation (B). Modified according to [142]
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nie hamuje aktywność kinazową różnych form ki-
nazy ABL1 — c-ABL, v-ABL oraz BCR-ABL1 [145,
146]. Stężenie IM w układzie bezkomórkowym,
powodujące obniżenie poziomu fosforylacji dodane-
go substratu w 50% (IC50, 50% inhibitory concentra-
tion), wynosiło 0,025–0,038 µM.

Hamowanie aktywności kinazowej przez IM,
wykazane w układzie bezkomórkowym, potwier-
dzono w badaniach nad działaniem tego związku
w komórkach in vitro. Imatynib powodował zmniej-
szenie autofosforylacji kinaz c-ABL, v-ABL, TEL-
-ABL oraz BCR-ABL1; IC50 inhibitora wynosiło 0,1–
–0,3 µM [146, 147]. Podobne stężenie IM okazało
się wystarczające do zahamowania aktywności ki-
nazowej PDGFR, a także kinazy c-KIT [148].

W badaniach przeprowadzonych na różnorod-
nych liniach komórkowych z wprowadzonym genem
dla kinazy BCR-ABL1 wykazano, że IM hamuje ich
proliferację i indukuje apoptozę na poziomie IC50

zbliżonym do wartości potrzebnej do zahamowania
fosforylacji komórkowej. Jednocześnie nie hamuje
wzrostu komórek, do których nie wprowadzono
genu BCR-ABL1 [149]. Wyniki te potwierdzono na
wielu liniach komórkowych p210BCR/ABL- i p190BCR/ABL-
-pozytywnych pochodzących od chorych na CML
oraz ALL z obecnym chromosomem Ph [150–152].

W badaniach przeprowadzonych in vivo IM po-
dawany dootrzewnowo raz na dobę w dawce 50 mg/
/kg mc. spowodował zatrzymanie wzrostu strans-
fekownych genem dla kinazy v-ABL komórek po
wszczepieniu ich myszom [146]. Obserwowano tak-
że zależne od dawki IM zahamowanie wzrostu BCR-
-ABL1 pozytywnych komórek po wszczepieniu ich
myszom, jednak podawanie tego inhibitora raz na
dobę nie zlikwidowało guza [149]. Późniejsze do-
świadczenia dowiodły, że IM podawany myszom
3 razy na dobę, zarówno dootrzewnowo w dawkach
po 50 mg/kg mc., jak i doustnie po 160 mg/kg mc.,
powoduje całkowity zanik guza powstałego po
wszczepieniu komórek pochodzących od osób cho-
rych na CML w fazie kryzy blastycznej [153]. Po-
dawanie zwierzętom IM w odstępach 8-godzinnych
okazało się konieczne ze względu na dość krótki
czas połowicznego rozpadu tego inhibitora u myszy.
Pojedyncza dawka IM pozwala na zatrzymanie
aktywności kinazowej białka BCR-ABL1 do 50% na
około 4 godziny [153]. Jedynie ciągłe blokowanie
aktywności kinazy BCR-ABL1 pozwala na osiągnię-
cie oczekiwanych efektów biologicznych in vivo.

Badania kliniczne
W lipcu 1998 roku rozpoczęto I fazę badań kli-

nicznych, których głównym celem było ustalenie
maksymalnej bezpiecznej dla człowieka dawki IM,

a także zbadanie aktywności przeciwnowotworowej
inhibitora [154]. Do badań włączano chorych na
CML w przewlekłej fazie choroby, u których lecze-
nie IFNa okazało się nieskuteczne. Imatynib poda-
wano w dawkach 25–1000 mg na dobę, z których
wszystkie okazały się względnie dobrze tolerowa-
ne. Całkowitą odpowiedź hematologiczną (CHR,
complete hematologic response), definiowaną jako
zmniejszenie liczby leukocytów poniżej 10 000/mm3

i płytek krwi poniżej 450 000/mm3, zaobserwowano
u 98% pacjentów otrzymujących dawkę IM 300 mg
i więcej. Mniejszą (redukcja widocznych w płytce
metafazalnej komórek szpiku kostnego chromoso-
mów Ph do 65%) lub większą (do 35%) odpowiedź
cytogenetyczną (CyR, cytogenetic response) zaobser-
wowano u ponad połowy chorych otrzymujących IM
w dawce 300 mg i więcej [154].

Badania I fazy rozszerzono rok później, włącza-
jąc do próby chorych na CML w fazie kryzy blastycz-
nej oraz chorych na ALL z obecnym chromosomem
Ph [155]. Imatynib stosowano w dawkach od 300–
–1000 mg na dobę. Pięćdziesiąt pięć procent pacjen-
tów w fazie kryzy blastycznej odpowiedziało na le-
czenie IM obniżeniem liczby niedojrzałych komó-
rek w szpiku kostnym poniżej 15%, a 11% odpo-
wiadało kryteriom CHR. Wśród chorych na ALL
powyższe kryteria spełniało odpowiednio 70% i 20%
pacjentów [155].

Do wieloośrodkowych badań II fazy włączano
chorych na CML w przewlekłej fazie choroby,
u których leczenie IFNa okazało się nieskuteczne
[156], a także osoby w fazie akceleracji [157] oraz
kryzy blastycznej [158]. Spośród chorych w fazie
przewlekłej 96% uzyskało CHR, a 67% — większą
odpowiedź cytogenetyczną (MCyR, major cytogene-
tic response), natomiast 44% pacjentów po 6 latach
od rozpoczęcia badań kontynuowało terapię IM
[159]. Sześcioletnie przeżycie bez progresji choro-
by oszacowano na 61%, a szanse na przeżycie w tym
czasie — na 76%. Wyniki te wskazują na znaczącą
skuteczność IM u pacjentów rozpoczynających le-
czenie tym inhibitorem w późnej fazie przewlekłej
choroby.

W lipcu 2000 roku rozpoczęto wieloośrodkowe,
randomizowane badania III fazy — IRIS (Interna-
tional Randomized Study of Interferon and STI571),
mające na celu ocenę skuteczności leczenia IM
w porównaniu z podawaniem IFNa w połączeniu
z małymi dawkami cytarabiny (Ara-C) [160]. Do ba-
dania włączano nowo diagnozowanych chorych
w fazie przewlekłej CML. Pacjenci otrzymywali IM
w dawce 400 mg na dobę. Po 2 latach od rozpoczę-
cia badań CHR osiągnęło 95% chorych leczonych
IM i 56% leczonych IFNa w połączeniu z Ara-C, na-
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tomiast MCyR uzyskało odpowiednio 85% i 22%
chorych [160]. Dalsze prowadzenie badań w tej for-
mie stało się niemożliwe w związku ze zmianą tera-
pii chorych leczonych IFNa na podawanie IM. Po
8 latach obserwacji 304 pacjentów (55%) nadal otrzy-
muje IM. Przewidywany czas przeżycia bez zdarzeń,
czas bez progresji do fazy akceleracji i kryzy blastycz-
nej oraz całkowity czas przeżycia chorych wynoszą od-
powiednio 81%, 92% i 85% [161]. Rok po rozpoczę-
ciu badań IRIS wśród 74% pacjentów, którzy uzyskali
całkowitą odpowiedź cytogenetyczną (CCyR, comple-
te cytogenetic response), 57% osiągnęło 3-log. reduk-
cję poziomu transkryptu BCR-ABL1, jednak tylko
4–10% osiągnęło remisję molekularną, definiowaną
jako brak transkryptów BCR-ABL1 wykrywanych
metodą reakcji łańcuchowej polimerazy z analizą ilo-
ści produktu w czasie rzeczywistym (RQ-PCR, real-
-time quantitative polymerase chain reaction) [162].

Utrzymanie remisji choroby wymaga jednak
stałego podawania IM. Przerwanie terapii, nawet po
uzyskaniu całkowitej remisji molekularnej, zazwy-
czaj już po kilku miesiącach prowadzi do nawrotu
choroby [163–166]. Czułość RQ-PCR pozwala na
wykrycie mRNA nawet z jednej komórki na 105

komórek pobranych do analizy [167]. Mimo nega-
tywnego wyniku wśród 1012 komórek szpiku nadal
może pozostawać około 105–106 komórek BCR-
-ABL1-pozytywnych [168], co może być związane
z progresją CML po odstawieniu IM.

Oporność na imatynib

Mimo wysokiej skuteczności IM w leczeniu
CML rozwój oporności na ten inhibitor oraz pozo-
stająca choroba resztkowa stały się istotnym pro-
blemem klinicznym. Oporność na IM można skla-
syfikować ze względu na czas jej pojawienia się
w trakcie leczenia na pierwotną i wtórną. Pierwot-
na oporność występuje, gdy IM nie jest skuteczny
od początku terapii i stwierdza się brak odpowiedzi
hematologicznej lub cytogenetycznej na leczenie.
Wtórna oporność wiąże się z utratą skuteczności
działania IM po wcześniejszym uzyskaniu odpowie-
dzi na leczenie tym inhibitorem. Oporność na IM
częściej występuje w zaawansowanym stadium cho-
roby [169].

Mechanizmy oporności
Zarówno pierwotna, jak i wtórna oporność na

IM może być spowodowana działaniem podobnych
mechanizmów, jednak niektóre z nich są częściej
związane z jedną lub drugą opornością. Mechanizmy
farmakologiczne, takie jak biodostępność, wchłania-
nie leku i interakcja z innymi lekami oraz mechani-

zmy komórkowe, wynikające z zaburzonego pobie-
rania/eliminacji IM do/z komórek czy wiązania
z białkami błonowymi, są charakterystyczne dla
oporności pierwotnej. Natomiast w oporności wtór-
nej najczęściej identyfikowane są mechanizmy mo-
lekularne, takie jak selekcja klonu komórek białacz-
kowych z mutacją w domenie kinazowej, nadekspre-
sja BCR-ABL1 czy pojawienie się alternatywnych
ścieżek przekazywania sygnału [170].

Mutacje punktowe
w domenie kinazowej ABL1

Pojawienie się i selekcja klonów komórek
z mutacjami punktowymi w domenie kinazowej ABL1
jest najczęściej spotykanym mechanizmem prowa-
dzącym do oporności wśród chorych leczonych IM.
Odpowiada on za 42–90% przypadków stwierdzo-
nej oporności, a ocena ta zależy od metodologii ba-
dania, definicji oporności i fazy choroby [171]. Wy-
daje się, że IM nie indukuje powstawania mutacji
w domenie kinazowej ABL1 komórek, a jedynie pro-
wadzi do selekcji klonów komórek z mutacją po-
wstałą przed podaniem inhibitora [172, 173], mię-
dzy innymi wskutek działania ROS [174]. Mutacje
są także wykrywane u chorych, u których CCyR jest
stabilna [175].

W komórkach pochodzących od chorych na
CML wykryto ponad 70 różnych mutacji punkto-
wych, powstających w wyniku zamiany 50 amino-
kwasów w obrębie domeny kinazowej ABL1 [176].
Różne podstawienia aminokwasowe tej samej resz-
ty, na przykład F317C, F317L lub F317V, nadają
kinazie różną wrażliwość na IM [177]. Spośród
wszystkich zidentyfikowanych mutacji 15 amino-
kwasowych podstawień odpowiada za 85%, a 6 naj-
częstszych miejsc podstawień (T315, Y253, E255,
M315, G250, F359) — za 66% stwierdzanych mu-
tacji [177]. Wśród mutacji można wyróżnić cztery
grupy zlokalizowane w obrębie domeny kinazowej:
w regionie wiązania IM do kinazy, w obrębie miej-
sca wiązania ATP (pętli P), pętli aktywacyjnej (pę-
tli A) i domeny katalitycznej [176] (ryc. 8). Mogą
wystąpić także mutacje rozproszone w całej czą-
steczce białka, które zmieniają konformację białka
w sposób utrudniający wiązanie IM [178].

Pierwszą wykrytą mutacją w domenie kinazo-
wej ABL1 było podstawienie treoniny w pozycji 315
izoleucyną (T315I) w rejonie odpowiedzialnym za
bezpośrednie wiązanie IM [179]. Brak atomu tlenu
w łańcuchu bocznym treoniny 315 uniemożliwia
powstanie stabilizującego wiązania wodorowego
z grupą aminową IM [144]. Dodatkowo izoleucyna,
przez hydrofobowy łańcuch boczny, zmienia prze-
strzennie miejsce wiązania IM, uniemożliwiając
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związanie się inhibitora [179]. Mutacja T315I pro-
wadzi do całkowitej oporności na IM, a także na in-
hibitory II generacji (dazatynib i nilotynib), i nie zo-
staje zniesiona zwiększeniem dawki IM [179]. Jed-
nocześnie aktywna kinaza z tą mutacją nadal może
fosforylować białka w szlakach przekazywania sy-
gnału, w których uczestniczy.

Pętla P, odpowiadająca za wiązanie cząsteczki
ATP, po przyłączeniu IM przez kinazę stabilizuje
wiązanie inhibitora dzięki mostkom wodorowym
między tyrozyną w pozycji 253 (Y253) a asparaginą
w pozycji 322 (N322). Tworzą one hydrofobową
klatkę częściowo otaczającą IM. Mutacja tyrozyny
253 prowadzi do zniszczenia wiązania wodorowego,
co uniemożliwia przyłączenie IM [144]. Inne muta-
cje w obrębie pętli P prowadzą do preferencyjnego
utrzymywania przez kinazę BCR-ABL1 konformacji
aktywnej, z którą inhibitor nie może się wtedy zwią-
zać [180]. Wydaje się, że chorzy z mutacjami w ob-
rębie pętli P mają zdecydowanie gorsze rokowanie
niż chorzy z mutacjami w innych obszarach [181].

Ułożenie pętli A reguluje aktywność kinazy
BCR-ABL1. Mutacje w pętli A nadają komórkom
umiarkowaną oporność na IM [182, 183]. Autofos-
forylacja tyrozyny 393 stabilizuje kinazę w konfor-
macji aktywnej, sprawiając, że trudniej wiąże IM
[144]. Jest zatem prawdopodobne, że mutacje
w pętli A uniemożliwiają przyjęcie przez kinazę nie-
aktywnej konformacji, potrzebnej do związania czą-
steczki IM [142]. W konformacji nieaktywnej tyro-
zyna 393 naśladuje resztę tyrozynową białkowego
substratu BCR-ABL1, blokując centrum katalitycz-
ne kinazy dla substratów. Mutacje w pętli A, nada-
jące oporność na IM, na przykład podstawienie hi-
stydyny 396 (H396), mogłyby także utrudniać sta-
bilizację zamkniętej konformacji [184].

Kolejna grupa mutacji, wśród nich podstawie-
nie metioniny w pozycji 351 (M351), występuje
w obrębie domeny katalitycznej kinazy — regionu,
który stanowi podstawę dla pętli aktywacyjnej i uła-
twia stabilizację nieaktywnej konformacji kinazy
BCR-ABL1. Mutacje te prowadzą to preferencyjne-
go przyjęcia aktywnej konformacji przez kinazę
i utrudniają wiązanie IM. Mutacja M351T prowadzi
do umiarkowanej oporności, która u chorych na
CML może być zniesiona dzięki zwiększeniu daw-
ki IM [184].

Nadekspresja genu i białka BCR-ABL1
Nadekspresję białka BCR-ABL1, spowodo-

waną powieleniem genu dla tej kinazy, najpierw
zaobserwowano in vitro w opornych na IM komór-
kach, które uzyskano w hodowli przy zwiększaniu
stężenia inhibitora [185–187]. Zjawisko to potwier-

dzono in vivo; dotyczyło około 18% chorych na CML
opornych na leczenie IM [179]. Nadekspresja BCR-
-ABL1 prowadzi do oporności, ponieważ większa
ilość białkowej kinazy musi zostać zahamowana sto-
sowanym w praktyce klinicznej stężeniem IM.
Amplifikacja genu jest prawdopodobnie wynikiem
niestabilności genetycznej, a jej częstotliwość jest
szacowana na 10–4 na podział komórki, natomiast
częstotliwość wystąpienia mutacji punktowej oce-
nia się na 10–9 na podział komórki [177]. Jednak kli-
niczna oporność na IM jest znacznie częściej spo-
wodowana mutacjami punktowymi w domenie ki-
nazowej ABL1 niż powieleniem genu kinazy
BCR-ABL1. Nadekspresja białka BCR-ABL1 może
być szkodliwa dla komórek. Linie komórkowe ze
zwiększoną ilością onkogennej kinazy charaktery-
zowały się szybką utratą żywotności i zmniejsze-
niem proliferacji, gdy IM wycofano ze środowiska
hodowlanego [188].

Alternatywne szlaki przekazywania sygnału
Działanie IM aktywuje szlak PI3K/Akt/mTOR

in vitro w komórkach z ekspresją kinazy BCR-ABL1
oraz in vitro i in vivo w komórkach pobranych od
chorych na CML [189]. Jego aktywacja okazała się
zasadnicza dla przeżycia komórek w czasie rozwo-
ju wczesnej oporności na stosowany inhibitor, po-
przedzającej pojawienie się pełnych oznak oporno-
ści, na przykład mutacji punktowych. Przez zaha-
mowanie indukowanej IM aktywacji szlaku kinazy
Akt działaniem inhibitorów mTOR i siRNA specy-
ficznego dla Akt, rozwój początkowej oporności
może zostać odwrócony [189]. Także wtórna opor-
ność może się wiązać z uruchomieniem szlaków
sygnałowych niezależnych od BCR-ABL1. W opor-
nych na IM komórkach CML dochodzi do nad-
ekspresji i aktywacji kinazy Lyn, należącej do ro-
dziny kinaz Src. Zahamowanie aktywności tej kina-
zy inhibitorem dla kinaz Src powoduje ograniczenie
przeżycia i proliferacji komórek opornych, ale nie
komórek wrażliwych na IM [190]. Analiza mikro-
macierzy DNA wykazała korelującą z fenotypem
oporności na IM ekspresję 39 genów, zaangażowa-
nych w procesy antyapoptotyczne i transformację
nowotworową. Kilka spośród tych genów może być
związanych z aktywacją alternatywnych ścieżek
przekazywania sygnału w komórkach BCR-ABL1-
-dodatnich [191].

Zróżnicowana biodostępność i zaburzone
wchłanianie/wydalanie imatynibu

W badaniach farmakokinetyki IM wykazano
istotną różnicę stężenia tego leku we krwi u róż-
nych chorych [140]. Imatynib jest w znacznej mie-
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rze metabolizowany przez izoenzym 4A cytochro-
mu P450 (CYP3A4), którego aktywność różni się
u poszczególnych osób [192], co częściowo wyjaśnia
osobnicze zróżnicowanie stężenia inhibitora w osoczu.
Średnie stężenie IM w osoczu jest wyższe u chorych,
którzy osiągnęli lepsze wyniki leczenia, CCyR czy
większą odpowiedź molekularną (MMolR, major
molecular response) niż pacjenci, u których odpo-
wiedź na IM była słabsza [193].

Zróżnicowane stężenie IM w komórkach wy-
nika także ze zjawiska oporności wielolekowej
(MDR, multidrug resistance), które jest jednym
z mechanizmów broniących komórki macierzyste
przed czynnikami genotoksycznymi, a komórki
nowotworowe — przed skutkami chemioterapii. Ko-
mórkę nowotworową przed wniknięciem leków za-
bezpieczają białka transbłonowe należące do nadro-
dziny białek ABC z domeną wiążącą nukleotydy
(ATP-binding cassette). Produktem genu MDR1 jest
między innymi glikoproteina P (Pgp) — zależna od
ATP pompa redukująca wewnątrzkomórkowe stęże-
nie leku, prowadząc w ten sposób do jego zbyt niskie-
go stężenia w komórce [194]. Imatynib jest substra-
tem glikoproteiny P i wewnątrzkomórkowe stężęnie
tego inhibitora jest znacznie niższe w komórkach
z ekspresją Pgp [195–197]. Oporne na IM linie komór-
kowe CML, otrzymane przez ekspozycję na wzrasta-
jące stężenie inhibitora, wykazywały nadekspresję
Pgp [185]. Nie stwierdzono nadekspresji Pgp u opor-
nych na IM chorych na CML. Jednak dodanie inhibi-
tora pompy Pgp do hodowli komórek pobranych od
osób z CML opornych na IM spowodowało znaczące
zmniejszenie zdolności do tworzenia kolonii, co su-
geruje, że nadekspresja MDR1 może odgrywać istotną
rolę w klinicznej oporności na IM [198].

Drugą pompą regulującą wewnątrzkomórkowe
stężenie leku jest inny transporter z rodziny ABC —
BCRP/ABCG2 (brest cancer resistance protein). Nade-
kspresja białka ABCG2, związana z działaniem IM, pro-
wadzi do usunięcia tego inhibitora z komórki [199, 200].

Transporterem, który wprowadza IM do komó-
rek, jest hOCT1 (human organic cation transporter 1).
Jego zahamowanie prowadzi do utrzymywania się zbyt
niskiego stężenia IM w komórkach, co może prowa-
dzić do oporności na ten lek [197, 201]. Gen dla hOCT1
ulega znacznie większej ekspresji u chorych na CML,
którzy osiągnęli CCyR, niż u osób, u których po 10
miesiącach leczenia nadal pozostawało więcej niż 65%
metafaz z chromosomem Ph [202].

Wiązanie imatynibu do białek błonowych
Stężenie IM w osoczu u chorych przyjmujących

lek w dawce 400 mg na dobę powinno być znacznie
wyższe od stężenia inhibitora potrzebnego do za-

hamowania aktywności kinazowej białka BCR-
-ABL1 [177]. Imatynib we krwi jest w około 95%
wiązany z białkami, głównie z albuminą i a1-kwaśną
glikoproteiną (AGP, a1-acid glycoprotein), a jedynie
niezwiązany z białkami lek może spełniać w komór-
ce funkcje inhibitora kinaz [203]. Ilość IM wiązana
przez albuminę jest znacznie większa niż przez
AGP. Istnieje pozytywna korelacja między stężenia-
mi AGP i IM w komórce [204]. Zablokowanie wią-
zania IM do AGP przez dodanie erytromycyny, która
wiąże się do AGP, przywraca wrażliwość na inhibi-
tor [205]. Rola AGP w rozwoju oporności na IM nie
jest ostatecznie ustalona [206].

Komórki macierzyste CML
Imatynib nie powoduje usunięcia z organizmu

chorego wszystkich komórek BCR-ABL1-dodat-
nich, nawet w przypadku osiągnięcia całkowitej od-
powiedzi molekularnej (CMolR, complete molecular
response). Po odstawieniu leku u części pacjentów
następuje nawrót choroby już po kilku miesiącach
od przerwania terapii [164, 166, 168]. Może to być
spowodowane pozostawaniem macierzystych ko-
mórek nowotworowych. Stanowią one mniej niż 1%
progenitorowych komórek CD34+. Charakteryzują
się brakiem na swojej powierzchni antygenu CD38
oraz są w fazie spoczynkowej cyklu (faza G0) [207].

Macierzyste komórki CML mają wiele cech,
które nadają im oporność na IM. Ilość transkryptu
mRNA kinazy BCR-ABL1 jest 100 razy większa niż
w zróżnicowanych komórkach CD34– CML; kilku-
krotnie zwiększona jest ilość kinazy BCR-ABL1,
a także jej aktywność, mierzona poziomem fosfo-
rylacji białka Crk1 [208]. Komórki CD34+ CD38–

charakteryzują się także zwiększoną ekspresją bia-
łek związanych z obniżeniem wewnątrzkomórkowe-
go stężenia leku (Pgp) oraz zmniejszoną ekspresją
białek związanych z transportem substancji do ko-
mórki (hOCT-1) [208].

Niewrażliwość komórek macierzystych CML na
IM jest wiązana także z tym, że komórki te są poza
cyklem komórkowym. Chociaż zablokowanie dojrza-
łych BCR-ABL1-pozytywnych komórek w cyklu ko-
mórkowym nie zmniejsza ich wrażliwości na IM [209],
to dodanie czynników wzrostu do niedzielących się
progenitorowych komórek CML powoduje ich uwraż-
liwienie na działanie IM [210, 211]. Macierzyste ko-
mórki CML CD34+ CD38– są także rezerwuarem ko-
mórek z mutacjami nadającymi oporność na IM [212].

Pokonywanie oporności na imatynib

Skuteczność terapii stosowanej w leczeniu
CML w dużej mierze zależy od podjęcia decyzji
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o zmianie sposobu terapii w optymalnym dla chore-
go czasie. W związku z tym ustalono punkty czaso-
we, w których uzyskana odpowiedź na leczenie IM
jest satysfakcjonująca, oraz definicje niepowodzenia
i suboptymalnej odpowiedzi na to leczenie [171, 213].

Niepowodzenie w terapii IM oznacza, że jej
kontynuacja tym inhibitorem w stosowanej dawce
nie jest właściwa dla chorego, który prawdopodob-
nie uzyska więcej korzyści dzięki innym metodom
leczenia. Istnieje kilka sposobów mogących pomóc
w pokonaniu oporności i uzyskaniu poprawy tera-
peutycznej. Należą do nich: zwiększenie dawki IM,
zamiana IM na inhibitory kinazy tyrozynowej II ge-
neracji, allogeniczne przeszczepienia macierzy-
stych komórek krwiotwórczych (allo-HSCT, alloge-
neic hematopoietic stem cell transplantation) lub
udział chorego w badaniach klinicznych z użyciem
nowych inhibitorów kinaz.

Zwiększenie dawki imatynibu
W przypadku pojawienia się klonów komórko-

wych z mutacjami nadającymi częściową oporność
na IM zwiększenie dziennej dawki tego inhibitora
może przynieść poprawę odpowiedzi na terapię
u chorych dobrze tolerujących dotychczasową dawkę
leku. Także chorzy, u których oporność na IM wy-
nika z nadekspresji kinazy lub zaburzeń transportu
leku do i z komórki, mogą odnieść korzyści ze
zwiększenia dawki inhibitora [171, 214].

Zwiększenie dawki IM do 600 lub 800 mg na
dobę u opornych pacjentów w fazie przewlekłej
CML prowadzi do osiągnięcia hematologicznej
i cytogenetycznej odpowiedzi na leczenie [215].
Większa niż standardowa dawka IM (600 mg/d.) sto-
sowana u osób w fazie kryzy blastycznej wiąże się
z częstszym uzyskiwaniem hematologicznej i cyto-
genetycznej odpowiedzi także w zaawansowanym
stadium choroby [158]. Poprawa odpowiedzi wyni-
kająca ze zwiększonej dawki IM nie wydaje się jed-
nak korzyścią trwałą i wcześniej lub później wyma-
ga zmiany sposobu leczenia [216].

Nowe inhibitory kinazy tyrozynowej
Dazatynib to drobnocząsteczkowy inhibitor

zatwierdzony w 2006 roku przez FDA (pod nazwą
Sprycel) w leczeniu chorych z CML i ALL z obec-
nym chromosomem Ph, opornych na IM. Lek ten
jest strukturalnie odmiennym związkiem od IM
i może się wiązać zarówno z aktywną, jak i z nieak-
tywną formą kinazy BCR-ABL1 [217, 218]. Daza-
tynib, oprócz kinaz hamowanych przez IM, hamuje
także aktywność kinaz z rodziny Src (Src, Lck), blo-
kując tym samym część alternatywnych dla BCR-
-ABL1 szlaków przekazywania sygnału [219]. Nowy

inhibitor blokuje także szlak przekazywania sygna-
łów poprzez STAT5, prowadząc do indukcji apop-
tozy w komórkach z ekspresją kinazy BCR-ABL1
[220]. Aktywność dazatynibu względem kinazy
BCR-ABL1 in vitro jest około 300 razy większa niż
aktywność IM [219]. Dazatynib w większym niż IM
stopniu hamuje, mierzoną poziomem fosforylacji
Crkl, aktywność kinazy BCR-ABL1 w macierzy-
stych komórkach CML (CD34+CD38–), nie powo-
duje jednak śmierci nieproliferujących komórek ma-
cierzystych [221]. Dazatynib nie jest także skutecz-
ny w przypadku wystąpienia mutacji T315I [219].

Strukturalną pochodną IM jest kolejny, stoso-
wany w leczeniu chorych na CML po nieskutecznej
terapii IM, drobnocząsteczkowy inhibitor kinazy ty-
rozynowej — nilotynib. Nilotynib wiąże się z kinazą
BCR-ABL1, tak jak IM w konformacji nieaktywnej,
jednak jego aktywność, mierzona poziomem fosfo-
rylacji Crkl, jest kilkadziesiąt razy większa [222].
Stężenie nilotynibu w komórkach, w przeciwieństwie
do stężenia IM, nie wydaje się związane ze zmiana-
mi aktywności transportera hOCT1 [201]. Jednak
podobnie jak IM, nilotynib nie prowadzi do apoptozy
macierzystych komórek CML (CD34+CD38–) [223].
Kinaza BCR-ABL1 z mutacją T315I także nie jest
wrażliwa na ten inhibitor [224].

Pewną szansą dla chorych opornych na IM
i inhibitory II generacji, niekwalifikujących się do
allo-HSCT, jest udział w badaniach klinicznych no-
wych inhibitorów. Jednym z nich jest bosutynib
(SKI-606), który — podobnie jak dazatynib — jest
podwójnym inhibitorem kinaz ABL1 i SRC, jednak
w odróżnieniu od dazatynibu nie wiąże się z recep-
torami c-KIT i PDGFR [225]. Podobnie jak stosowa-
ne już w praktyce klinicznej inhibitory kinazy BCR-
-ABL1, bosutynib nie wykazuje aktywności wobec
klonów komórkowych z mutacją T315I [225, 226].

Kolejnym inhibitorem kinaz z rodziny Src
w fazie badań klinicznych jest INNO-406 (NS-187).
Hamuje on kinazę ABL1 kilkadziesiąt razy silniej
niż IM, a dodatkowo jest także inhibitorem białka
Lyn [227, 228] odgrywającego istotną rolę w trans-
formacji blastycznej CML i rozwoju oporności na IM
związanej z alternatywnymi szlakami przekazywa-
nia sygnału.

W związku z niską aktywnością inhibitorów
kinazy BCR-ABL1 wobec klonów komórkowych
z mutacją T315I poszukuje się inhibitorów o innym
mechanizmie działania. Jednym z nich jest ON012380,
który nie wiąże się z kinazą BCR-ABL1 w miejscu
wiązania IM, blokuje natomiast miejsce wiązania
substratów z kinazą. Związek ten powoduje induk-
cję apoptozy w komórkach z ekspresją znanych
mutacji nadających oporność na IM i inne inhibito-
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ry blokujące wiązanie ATP przez kinazę BCR-ABL1
— także mutacji T315I [229].

MK-0457 (VX-680) jest inhibitorem kinaz se-
rynowo-treoninowych z rodziny Aurora — kluczo-
wych w regulacji segregacji chromosomów podczas
mitozy [230]. Hamuje także aktywność kinazy BCR-
-ABL1, także w wersji z mutacją T315I in vitro [231]
oraz u chorych na CML z ekspresją kinazy BCR-
-ABL1 z mutacją T315I [232]. MK-0457 wiąże się
z kinazą BCR-ABL1 za pomocą czterech mostków
wodorowych i nie wymaga interakcji z tyrozyną
w pozycji 315 [233].
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