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Streszczenie

Mimo ogrommnego postepu zwigzanego z wprowadzeniem do terapii chorych na przewleklq
bialaczke szpikowg (CML) inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI) u okolo 15% pacjentow
stwierdza sie opornosc na leczenie I linii za pomocq imatynibu (IM). Jest ona w okolo 40%
przypadkow zwigzana z obecnosciq mutacji w obrebie domeny kinazowej BCR-ABL1 (KD
BCR-ABL1). Czesc defektow jest oporna na IM, a jego stosowanie prowadzi do selekcji klonow
opornmych niewrazliwych takze na TKI II generacyi (dazatynib, nilotynib). W pracy przedsta-
wiono przebieg choroby u pacjentki z CML w fazie przewleklej, u ktorej z powodu opornosci na
IM podjeto leczenie nilotynibem. Stosowanie leku doprowadzilo do uzyskania wiekszej odpo-
wiedzi cytogenetycznej, a nastepnie jej utrvaty, w wyniku obecnosci mutacyi Y253H KD BCR-
-ABLI1. Zmiana inhibitora Il generacji na dazatynib pozwolila uzyskac caltkowitq odpowiedz
hematologiczng po 3 miesigcach terapii. Niestety, wkrotce potem rozpoznano faze akceleracyi
choroby 1 potwierdzono obecnosc innej mutacyi F317L KD BCR-ABLI1. Przebieg choroby
u wspommnianej chorej byl podstawq do podjecia dyskusji dotyczqcej zjawiska presji selekcyjne)
zwigzanego ze stosowaniem TKI u chorych z CML.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka szpikowa, inhibitory kinazy tyrozynowej BCR-ABL1,
selekcja klonalna, presja selekcyjna, terapia sekwencyjna
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Abstract

Despite a great progress related to the introduction of tyrosine kinase inhibitors (TKI) to the
therapy of patients with chronic myeloid leukemia (CML), resistance to the first-line treatment
with imatinib (IM) is diagnosed in about 15% of patients. In about 40% of cases it is related to
the presence of mutations affecting kinase domain of BCR-ABL1 (KD BCR-ABL1). Some
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defects are IM-resistant and its further administration leads to the selection of resistant clones,
insensitive also to the 2™ generation TKIs (dasatinib, nilotinib). This paper focuses on medical
history of patient diagnosed with CML in the chronic phase in whom nilotinib treatment was
started due to the appearance of IM-resistance. Administration of nilotinib allowed to obtain
major cytogenetic response and, subsequently, its loss due to the emergence of Y253H mutation
within KD BCR-ABL1. Substitution of the 2" generation drug to dasatinib allowed to obtain
complete hematological response after 3 months of treatment. Unfortunately, the acceleration
phase of the disease and the presence of another F317L mutation of KD BCR-ABLI were
documented thereafter. Disease outcome in the presented case was the reason for undertaking
a discussion about selection pressure phenomenon related to TKI administration in patients

with CML.

Key words: chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1 tyrosine kinase inhibitors, clonal selection,

selection pressure, sequential therapy

Wprowadzenie

Poznanie patogenezy przewleklej biataczki
szpikowe] (CML, chronic myeloid leukemia) umoz-
liwito opracowanie lekéw celowanych molekular-
nie. Stalo sie to mozliwe po odkryciu translokacji
(9;22)(q34;q11) obecnej u pacjentow z CML oraz
odpowiadajacego jej genu fuzyjnego BCR-ABLI
kodujacego biatko o aktywnoSci kinazy tyrozynowe;.
Wprowadzenie do leczenia inhibitorow kinazy tyro-
zynowe]j (TKI, tyrosine kinase inhibitor) BCR-ABL1
I generacji (imatynibu [IM, imatinib]) oraz Il gene-
racji (nilotynibu, dazatynibu) byto przelomem w le-
czeniu CML [1, 2]. Miejsce TKI w leczeniu CML
ostatecznie potwierdzily wyniki badania IRIS (Inter-
national Randomized Study of Interferon and STI71).
Wykazano w nich, ze zastosowanie IM w dawce
400 mg na dobe u pacjentéw z CML w fazie przewle-
ktej (CP, chronic phase) prowadzi do catkowitej odpo-
wiedzi hematologicznej (CHR, complete hematological
response) u 96% chorych. Okazalo sie takze, ze u 76%
pacjentdw mozna uzyskac catkowita odpowiedz cyto-
genetyczng (CCyR, complete cytogenetic response), ro-
zumiang jako zmniejszenie liczby komorek szpiku
z obecna t(9;22)(q34;q11) ponizej 1% w warunkach ho-
dowli in vitro. W badaniu IRIS jednoznacznie potwier-
dzono takze znaczng poprawe odleglych wynikow le-
czenia — po 72-miesiecznej obserwacji przebiegu
terapii okazalo sie, ze przezycie wolne od zdarzen
(EFS, event free survival) i przezycie catkowite (OS,
overall survival) wynosza odpowiednio 83% 1 88% [3].

Mimo ogromnego postepu zwigzanego z Wpro-
wadzeniem TKI do terapii chorych z CML, u nie-
wielkiej czesci pacjentow stwierdza sie oporno$c na
leczenie. Przyczyny tego zjawiska sa ztozone. Jednym
z mozliwych powodow pojawienia sie oporno$ci na
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TKI jest obecno$¢ mutacji w obrebie sekwencji
kodujacej strukture aminokwasowa domeny kina-
zowe] (KD, kinase domain) kinazy tyrozynowej
BCR-ABL1 (KD BCR-ABL1, kinase domain of BCR-
-ABL1) lub wyksztalcenie w komorkach macierzy-
stych CML niezaleznych od BCR-ABL1 szlakoéw
przekazywania sygnatu proliferacyjnego, w tym
miedzy innymi przez kinazy Lyn lub Hck [4-6].
Przyczyna oporno§ci moze by¢ takze, postulowana
przez licznych autorow, niewrazliwo§¢ komorek
macierzystych CML na TKI. Wedtug aktualnych
danych cze§¢ komorek macierzystych CML jest
w stanie ,,u$pienia” i pozostaje niewrazliwa na sto-
sowanie TKI. Wykazuja ponadto zdolno$¢ podtrzy-
mywania funkcji zyciowych dzieki sprawno$ci innych
mechanizméw homeostatycznych [7]. Potwierdze-
niem tej hipotezy jest obserwacja, ze u czeSci pacjen-
tow nawet po uzyskaniu remisji molekularnej cho-
roby po okolo 3 miesigcach od zaprzestania leczenia
TKI dochodzi do Kklinicznie jawnej wznowy [8].

Nie mozna takze wykluczy¢, ze u chorych na
CML pula komorek macierzystych z t(9;22)(q34;q11)
nie jest jednorodna pod wzgledem towarzyszacych
zaburzen cytogenetycznych i molekularnych. Z tego
powodu po wigczeniu TKI mozna preferencyjnie
selekcjonowac klony oporne na TKI. Potwierdze-
niem tej hipotezy sa obserwacje poczynione u cho-
rych przed rozpoczeciem terapii TKI oraz w trakcie
terapii sekwencyjnej za pomocg TKI II generacji.
Wykazano w nich, ze u cze$ci 0os6b z opornoscig
mutacyjng na IM defekty molekularne odpowiedzial-
ne za niepowodzenie terapii sg obecne w niewielkiej
ilosci komorek BCR-ABL1(+) juz przed rozpocze-
ciem leczenia [9] oraz ze u pacjentow leczonych se-
kwencyjne TKI z r6zng czestos$cia dochodzi do poja-
wienia sie okre§lonych mutacji KD BCR-ABL1 [10].
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U czeSci pacjentéow opornych na IM (zaréwno
z opornoS§cig mutacyjng, jak 1 niemutacyjna), a nastep-
nie nilotynib najczeSciej stwierdza sie obecno$¢ muta-
cji KD BCR-ABL1 w pozycjach aminokwasowych
253, 255, 359 oraz 311. Natomiast u chorych opornych
na IM 1 dazatynib najczestsza przyczyna niepowodze-
nia terapii jest obecno$¢ mutacji KD BCR-ABL1 pro-
wadzaca do substytucji pozycji aminokwasowej V299L
oraz V317L [11]. Przyczyna preferencyjnego wystepo-
wania okreS§lonych mutacji u chorych na CML leczo-
nych sekwencyjnie TKI nie jest do konca poznana.
Stwarza jednak lekarzom prowadzacym terapie rzeczy-
wiste trudnos$ci w wyborze TKI II generacji [12].

Ponizej przedstawiono przypadek pacjentki,
u ktorej oporno$¢ na IM byla powodem wdrozenia
terapii sekwencyjnej nilotynibem, a nastepnie da-
zatynibem. Zastosowanie nilotynibu doprowadzito
do wyselekcjonowania klonu Y253H, a dazatynibu
— do zaniku klonu Y253H 1 powstania/selekcji klo-
nu z mutacja F317L KD BCR-ABL1, niewrazliwego
na dzialanie tego leku. Przypadek ten dokumentuje
diagnostyczne i terapeutyczne implikacje zjawiska
presji selekcyjnej u chorych z CML w przypadku
stosowania TKI w sposob sekwencyjny.

Opis przypadku

Chora w wieku 68 lat, z rozpoznaniem CML
w fazie przewleklej (wskaznik Sokala > 1,2) ustalo-
nym w czerwcu 1998 roku, w latach 1998-2001 byta
leczona interferonem o (IFN«) — poczatkowo w daw-
ce 5 mln jm./m? a nastepnie, po uzyskaniu remisji
hematologicznej, w dawce 3 mln jm./m*. W ocenie
klinicznej, przeprowadzonej w listopadzie 2001 roku,
potwierdzono utrate CHR (liczba ptytek > 1000 G/1)
przy obecnoS$ci w badaniu cytogenetycznym szpiku
89% metafaz z translokacja t(9;22)(q34;q11). Z tego
powodu odstawiono IFNa 1 wiaczono leczenie cy-
toredukcyjne hydroksykarbamidem w dawce 50 mg/
/kg mc. doustnie, ktore kontynuowano przez
18 miesiecy. W 2003 roku chorg zakwalifikowano do
leczenia IM, poczatkowo w dawce 400 mg na dobe.
Wieksza odpowiedz cytogenetyczng (MCyR, major
cytogenetic response), ktora byta maksymalng odpo-
wiedzig na leczenie obserwowana u tej chorej, uzy-
skano po pierwszych 6 miesigcach terapii — 28%
metafaz z obecng t(9;22)(q34;q11).

W ocenie przeprowadzonej po kolejnych
12 miesigcach stosowania IM stwierdzono utrate
MCyR — 44% metafaz z obecna t(9;22)(q34;q11).
Z tego powodu dawke IM zwiekszono do 600 mg na
dobe. Leczenie IM ostatecznie zakonczono w 2006
roku z powodu dalszej progresji choroby — 100%
analizowanych metafaz z obecna t(9;22)(q34;q11).

Ze wzgledu na nadptytkowos§¢ (1200 G/1) ponownie
wlaczono leczenie cytoredukcyjne hydroksykarbami-
dem, a nastepnie, z powodu braku satysfakcjonuja-
cego zmniejszenia liczby plytek krwi — anagrelidem.

W lutym 2007 roku chora zakwalifikowano do
terapii nilotynibem w ramach badania klinicznego.
Lek stosowano w dawce 2 razy 400 mg na dobe,
doustnie. W trakcie terapii obserwowano objawy
toksyczno$ci watrobowej leku (stopien 2/3) wedlug
NCCI (National Cancer Center Institute). Maksy-
malng odpowiedz na leczenie w postaci MCyR uzy-
skano w lutym 2008 roku — 14,5% metafaz z obecna
t(9;22)(q34;q11). Niestety, w sierpniu 2008 roku
potwierdzono jej utrate. W wykonanym wowczas
badaniu kariotypu wykazano ponadto progresje cy-
togenetyczna: mos46,XX,t(9;22)(q34;q11)[16]/
/47, XX, +8[4]/46,XX[5]. Zgodnie z protokotem ba-
dania pacjentke wylaczono z proby klinicznej z po-
wodu utraty odpowiedzi cytogenetycznej 1 klinicz-
nej w listopadzie 2008 roku.

Wykonana w tym czasie szczegbdlowa ocena
przyczyn oporno$ci na nilotynib wykazata obecno$¢
mutacji Y253H w obrebie KD BCR-ABL1 (ryc. 1.A).
Z tego powodu w styczniu 2009 roku zdecydowano
o wdrozeniu leczenia dazatynibem, poczatkowo
w dawce 100 mg na dobe, a nastepnie — z powodu
wystgpienia objawow toksyczno$ci hematologicznej
(liczba ptytek = 9 G/I) — w dawce zmniejszonej do
80 mg na dobe. W zwigzku z utrzymujaca sie mato-
plytkowoScia, wymagajaca okresowej substytucji
koncentratu krwinek ptytkowych, lek czasowo od-
stawiono (na 4 tyg.). W kwietniu 2009 roku ponow-
nie wigczono dazatynib w dawce 80 mg, uzyskujac
CHR po 6 tygodniach. Przeprowadzona w tym cza-
sie iloS§ciowa ocena molekularna wykazata 37% ko-
pii BCR-ABL1/c-ABL". Progu wiekszej odpowiedzi
molekularnej (MMOolR, major molecular response)
nie osiggnieto takze w czasie kolejnych 6 miesiecy
terapii (BCR-ABL1/c-ABL" w lipcu i pazdzierniku
2009 r., odpowiednio: 60% 1 37%).

W listopadzie 2009 roku doszlo u chorej do
utraty CHR (liczba plytek = 493 G/1). Niestety,
ponowne zwiekszenie dawki dazatynibu do 100 mg
na dobe, przy dobre;j tolerancji leczenia, rowniez nie
przyniosto poprawy. W marcu 2010 roku rozpozna-
no druga faze akceleracji — 13% mieloblastow
w rozmazie krwi obwodowej, liczba plytek rowna
700 G/1, 100% metafaz z obecng t(9;22)(q34;q11).
W badaniu sekwencji KD BCR-ABL1 nie potwier-
dzono obecno$ci mutacji Y253H. Wykazano nato-
miast obecno$§¢ zmiany F317L (region wiazacy
adenozynotrifosforan [ATP, adenosine triphospha-
te]) (ryc. 1.B). Z tego powodu, na podstawie ana-
lizy tabel wrazliwosSci poszczegdlnych mutantow
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Rycina 1. Ocena obecnosci mutacji w obrebie sekwencji
kodujacej strukture domeny kinazowej kinazy tyrozyno-
wej BCR-ABL1 technika bezposredniego sekwencjono-
wania oraz elektroforezy w zelu o podwodjnym gradien-
cie denaturaciji i gestosci u chorej z przewlektag biataczkg
szpikowa, z niepowodzeniem terapii imatynibem i stwier-
dzonag opornoscia mutacyjng na nilotynib (Y253H) (A)
i dazatynib (F317L) (B); WT — typ dziki, obraz rozdziatu
elektroforetycznego fragmentu niezawierajgcego muta-
cji; Y2563H — obraz tworzacych sie homo- i heterodu-
plekséw w chwili stwierdzenia opornosci na nilotynib;
F317L — obraz tworzacych sie homo- i heteroduplekséw
w chwili stwierdzenia opornosci na dazatynib

Figure 1. The estimation of presence of mutations in
the sequence encoding the structure of kinase domain
of BCR-ABL1 using direct sequencing techniques and
double-gradient denaturing electrophoresis in a patient
with chronic myeloid leukemia after imatinib therapy
failure and mutational resistance to nilotinib (Y253H)
(A) and dasatinib (F317L) (B); WT — wilde type, electro-
phoresis of the fragment without mutation; Y253H —
homo- and heteroduplexes formation upon resistance to
nilotinib; F317L — homo- and heteroduplexes forma-
tion upon resistance to dasatinib

KD BCR-ABL1 w warunkach in vitro (IC5, — ste-
zenie leku hamujace aktywnos$¢ kinazy do 50%),
zdecydowano o ponownym wlaczeniu terapii ni-
lotynibem w dawce 2 razy 400 mg na dobe, do-
ustnie. Ponowna ocena hematologiczna, przepro-
wadzona w maju 2010 roku, potwierdzita CHR
(liczba plytek = 90 G/1).

Dyskusja

U chorych na CML potwierdzono wystepowa-
nie niestabilno$ci genomowe;j. Postuluje sie, ze jest
ona gtownie wynikiem ekspozycji komorek CML na
patologicznie wysoka aktywno§¢ kinazy tyrozyno-
wej BCR-ABLI1. Jej skutkiem jest generacja duzej
iloSci wolnych rodnikow uszkadzajacych DNA [13].
Poéredniczona przez kinaze BCR-ABL1 generacja
wolnych rodnikow oraz upo$ledzona regulacja pro-
cesOw naprawy DNA s3a odpowiedzialne za mutacyj-
ny fenotyp komoérek CML 1 ich niestabilno$§¢ geno-
mow3a. Molekularnym wykiadnikiem niestabilno$ci
genetyczne] komorek CML jest wystepowanie
mutacji BCR-ABL1 i dodatkowych zaburzen cyto-
genetycznych [14-16].

Wydaje sie, ze czesto$¢ aberracji molekular-
nych w komorkach CML zalezy od okresu naraze-
nia na wysoka aktywno§¢ kinazy tyrozynowej BCR-
-ABL1. Potwierdzeniem tej hipotezy sa dane doty-
czace czestoSci mutacji KD BCR-ABL1 u chorych
w chwili rozpoznania oraz u wczesniej leczonych
0s0b — wykazano w nich, ze jedynie u czeSci pa-
cjentéw mozna za pomocg czulych testéw moleku-
larnych wykazac obecno$§é mutacji KD BCR-ABL1
w okresie przed rozpoczeciem leczenia IM [17].
CzestoSc¢ ich wystepowania jest natomiast znacza-
co wyzsza u chorych w CP ze stwierdzong oporno-
Scig na IM — dowiedziono, ze sg one obecne u 27%
badanych osob w CP, u 14% pacjentow, u ktorych
IM byt stosowany w I linii terapii oraz u 31% cho-
rych opornych na IM, ktorzy uprzednio do§wiadczyli
niepowodzenia terapii [IFNa. Defekty molekularne
KD BCR-ABLI1 szczego6lnie czesto dotycza osob
w bardziej zaawansowanych stadiach choroby — ich
obecnos$¢ stwierdzono odpowiednio u: 52%, 75%
1 83% pacjentow w fazie akceleracji, przetlomow
mieloblastycznego i limfoblastycznego [18].

Jednym z badan dobrze dokumentujacych cze-
sto$¢ wystepowania mutacji u chorych z CML le-
czonych IM jest badanie IRIS. W probie tej po 5 la-
tach leczenia oporno$c na IM potwierdzono u 14%
pacjentow [19]. Po wykluczeniu wielu innych przy-
czyn oporno$ci, w tym miedzy innymi nadmiernej
ekspresji BCR-ABL1, obnizenia wewnatrzkomor-
kowego stezenia leku w mechanizmie zaleznym od
organicznego transportera kationéw typu 1 (OCT-1, or-
ganic cation transporter 1) czy tez nadmiernej ekspre-
sji kinaz Src zaangazowanych w niezalezng od BCR-
-ABL1 aktywacje innych szlakow przekazywania sy-
gnatu (w tym przez kinazy Lyn 1 Hck), okazalo sie, ze
40% przypadkow opornosci to wynik obecno§ci mu-
tacji KD BCR-ABLI1 prowadzacych do substytucji ami-
nokwasowych uposledzajacych wigzanie IM [20, 21].
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Jak dotad zidentyfikowano ponad 70 réznych
mutacji KD BCR-ABL1 u chorych leczonych TKI.
Szczegolowa analiza lokalizacji wymienionych mu-
tacji wykazala, ze okolo 40% z nich jest zlokalizo-
wanych w obrebie petli wigzacej ATP, 25% doty-
czy Thr315, 25% — petli katalitycznej, a 5% —
sekwencji aminokwasowej petli aktywacyjnej [22—
—24]. Okoto 50 sposrod wymienionych mutacji KD
BCR-ABL1 odpowiada za oporno§¢ na IM. W bada-
niach eksperymentalnych potwierdzono, ze naj-
wiekszy stopien oporno$ci na IM wykazuja mutan-
ty Y253F/H oraz E255K/V [24, 25].

Obecno$c¢ jednej z wyzej wymienionych muta-
cji (Y253H) potwierdzono u prezentowanej chorej
w chwili utraty MCyR w trakcie leczenia nilotyni-
bem, po uprzednim niepowodzeniu terapii za po-
moca IFN« 1 IM. Dane dotyczace wrazliwos$ci po-
szczego6lnych mutantow BCR-ABL1 na TKI wska-
zuja, ze obecno$¢ mutacji Y253H prowadzi do
zniesienia wrazliwosci na IM (IC;, > 6400 nM),
umiarkowanej wrazliwosci na nilotynib (IC;, niloty-
nibu 450 nM), nie wplywajac na efekt inhibitorowy
dazatynibu [24]. U przedstawianej chorej klon ko-
morek CML z mutacjg Y253H prawdopodobnie nie
byt klonem dominujacym przed rozpoczeciem lecze-
nia IM, a takze w chwili podjecia terapii nilotyni-
bem.Moze o tym §wiadczy¢ dobra poczatkowa od-
powiedz na zastosowanie leczenie (uzyskanie CHR,
a nastepnie MCyR). Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze jej pojawienie sie bylo wynikiem hamowania
przez nilotynib wzrostu klonéow komorek CML,
z mutacjami BCR-ABL1 wrazliwymi na lek 1 bez
nich, co doprowadzito do propagowania wzrostu klo-
now komorkowych z silng ekspresja kinaz Src lub
innych kinaz odpowiedzialnych za niezalezng od
BCR-ABLI1 proliferacje oraz klonéw komoérek CML
z mutacjami opornymi na lek II generacji (presja se-
lekcyjna TKI). Potwierdzeniem wystapienia selek-
cji klonalnej u opisanej pacjentki wydaje sie takze
wystgpienie mozaicyzmu w badaniu kariotypu
w chwili utraty odpowiedzi na nilotynib. Hipoteze
ta uwiarygodniaja dane Shah 1 wsp. [26], a takze
Breccia 1 wsp. [10] potwierdzajace wystepowanie
zjawiska selekcji klonow komorek CML opornych
na lek w trakcie terapii sekwencyjnej za pomocg
TKI II generacji.

W Swietle dostepnych danych zjawisko presji
selekcyjnej jest szczegblnie wyrazne w przypadku
stosowania TKI w sposob sekwencyjny. Spostrze-
zenia te potwierdzaja obserwacje wlasne autora
dotyczace prezentowanej pacjentki, u ktorej zasto-
sowanie nilotynibu w zwiazku z opornos$cig IM do-
prowadzito do wyselekcjonowania klonu Y253H,
a dazatynibu — do zaniku klonu Y253H i powsta-

nia/selekcji klonu z mutacjg F317L KD BCR-ABL1,
niewrazliwego na dzialanie leku i wrazliwego na
efekt inhibitorowy nilotynibu. Wydaje sie, ze zjawi-
sko pres;ji selekcyjnej w przypadku sekwencyjnego
stosowania TKI moze miec istotne implikacje tera-
peutyczne — nie mozna wykluczy¢, ze u wybranych
chorych z oporno$cig mutacyjng na IM jedynie jed-
noczesne zastosowanie dwoch TKI II generacji
umozliwi uzyskanie trwalej poprawy hematologicz-
nej, cytogenetycznej, a takze molekularnej [27].
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