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Patogeneza przewlektej biataczki szpikowej
— od genu do terapii celowanej

Pathogenesis of chronic myeloid leukemia
— from gene to targeted therapy
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Zaktad Cytologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie

Rozwoy przewleklej bialaczki szpikowej (CML) jest zwigzany z pojawieniem Sie wzajemnej
translokacyi chromosomalnej (9;22)(q34;q11). W wyniku wymiany fragmentow chromoso-
mow 9 1 22 powstaje skrocony chromosom 22 — chromosom Philadelphia (Ph), ktory niesie
nowy gen, kodujgcy konstytutywnie aktywnq fuzying kinaze BCR-ABLI1. Zwigzana z tym
zmieniona aklywnosc kinazy ABL1 prowadzi do zwiekszonej proliferacyi, opornosci na apop-
toze 1 zaburzonej adhezji komorek. Przefom w leczeniu CML nastqpil wraz z odkryciem
specyficznego inhibitora kinazy tyrozynowej, w tym ABL1 1 BCR-ABL1 — imatynibu. Imati-
nib hamuje aktywnosc kinazowq BCR-ABLI, przylgczajqc sie do miejsca aktywnego kinazy
ABLI1 w konformacji nieaktywnej i tym samym uniemozliwiajqc przylqczenie czqsteczki ATP,
co jest niezbedne, by enzym byl aktywny. Jakkolwiek terapia CML z uzyciem imatynibu jest
wysoce efektywna, pojawienie sie u wielu pacjentow opornosci na ten inhibitor prowadzi do
progresji choroby. W przypadku stwierdzenia opornosci na imatynib pomoc w pokonaniu
opornosci 1 uzyskaniu poprawy terapeutycznej mogq przyniesc zwiekszenie dawki imatynibu,
zmiana leczenia na inhibitory kinazy tyrozynowej 11 generacyi lub allogeniczne przeszczepienie
macierzystych komorek krwiotworczych.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka szpikowa, kinaza BCR-ABL1, terapia celowana,
imatynib, opornos¢ 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)(¢34;q11). As a result of translocation between chromosomes
9 and 22, shortened chromosome 22 — Philadelphia (Ph) chvomosome arises, coding for
constitutively active protein tyrosine kinase, BCR-ABLI. The subsequent deregulation of the
ABLI kinase activity in cells leads to enhanced proliferation, resistance to apoptosis and
alterved adhesion. The discovery of imatinib, a relatively specific tyrosine kinase inhibitor,
including ABL1 and BCR-ABLI kinases, was a breakthrough in CML treatment. Imatinib
functions by binding to the active site of ABLI1 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 2" generation tyrosine kinase
inhibitors or allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

Key words: chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1 kinase, targeted therapy, imatinib,

drug resistance

Wprowadzenie

Przewlekta biataczka szpikowa (CML, chronic
myeloid leukaemia) to nowotwor mieloproliferacyj-
ny, ktérego istotg jest klonalny rozrost wielopoten-
cjalnej komorki macierzystej szpiku kostnego. Jest
to pierwsza choroba nowotworowa, ktorej rozwoj
powiagzano ze specyficzng zmiang cytogenetyczna
— translokacja chromosomowa, skutkujaca powsta-
niem fuzyjnej onkogennej kinazy tyrozynowe;.

Przewlekia biataczke szpikowa opisal po raz
pierwszy w 1845 roku Huges Bennett, ktory przy-
puszczal, ze obserwuje objawy infekcji. Pie¢ tygo-
dni pbézniej biataczke te opisal niezaleznie Robert
Virchow. Obaj obserwowali bezbarwne komorki
z ziarnistymi, wieloksztaltnymi jadrami komoérko-
wymi [1]. Dwa lata p6zniej Virchow zaproponowat
termin ,,bialaczka”, a w 1870 roku Neumann stwier-
dzil, ze obserwowane w rozwoju tej choroby komor-
ki pochodza ze szpiku kostnego [1]. W 1960 roku
pracujacy w Filadelfii badacze, Peter Nowell 1 Da-
vid Hungerford, zaobserwowali charakterystyczna
dla komoérek CML zmiane chromosomowa — skro-
cong pochodng chromosomu 22, nazwang chromo-
somem Philadelphia (Ph) [2]. TrzynaScie lat pozniej
Janet Rowley stwierdzila, ze chromosom Ph po-
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wstaje w wyniku wymiany fragmentéw diugich ra-
mion miedzy chromosomami 9 1 22 [3], prowadza-
cej do skrocenia chromosomu 22 1 wydtuzenia chro-
mosomu 9 (ryc. 1). W latach 80. XX wieku dokladnie
poznano rejony chromosomoéw, w obrebie ktorych
zachodzi translokacja [4, 5]. Stransfekowanie genem
dla powstajacej w wyniku translokacji kinazy BCR-
-ABL1 komorek mysiego szpiku kostnego, podanie
ich ponownie zwierzetom i obserwacja rozwoju cho-
roby o przebiegu podobnym do CML stanowity do-
wod, ze gen fuzyjny dla kinazy BCR-ABL1 na chro-
mosomie Ph jest czynnikiem wywotujacym CML,
a nie tylko jej markerem [6, 7].

Pierwsza formalng klasyfikacje nowotworow
mieloidalnych opracowat William Dameshek w 1951 ro-
ku [8]. Wprowadzit on termin choréb mieloprolife-
racyjnych (MPD, myeloproliferative disorders) 1 do
tej kategorii zaliczyl miedzy innymi CML, ze wzgle-
du na jej cechy Kliniczne 1 histologiczne [9]. Aktu-
alng klasyfikacje nowotworow ukladu krwiotwor-
czego 1 chtonnego opublikowata we wrzesniu 2008
roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, World
Health Organization) [10]. Podstawa tej klasyfika-
¢ji sg informacje o cechach morfologicznych, cyto-
chemicznych, immunofenotypowych, genetycznych
1 klinicznych. Przewlekla biataczke szpikows zali-
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Rycina 1. Translokacja (9;22)(q34;911). Chromosom Philadelphia (skrécony chromosom 22) powstaje w wyniku prze-
niesienia fragmentu genu dla kinazy ABL7 z chromosomu 9 w miejsce pekniecia chromosomu 22 w obrebie genu BCR

Figure 1. Translocation (9;22)(q34;q11). Philadelphia chromosome (shortened chromosome 22) arises as a result of
translocation of ABL7 gene on chromosome 9 to BCR gene on chromosome 22
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Rycina 2. Schemat budowy ludzkiego biatka p145 ABL1 z zaznaczonymi domenami funkcyjnymi oraz miejscem
pekniecia genu oznaczonym strzatka, prowadzacym do powstania onkogennej kinazy BCR-ABL1. Zmodyfikowano

wedtug [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]

czono do kategorii nowotworow mieloproliferacyj-
nych (MPN, myeloproliferative neoplasms) [10, 11].

Patogeneza

Rozwd) CML wiaze sie z translokacjg chromo-
somowa w pojedynczej pluripotencjalnej komorce
macierzystej szpiku kostnego, prowadzaca do po-
wstania onkogennej fuzyjnej kinazy tyrozynowe;j
BCR-ABLI1. Konstytutywnie aktywna kinaza nada-
je tej komorce przewage proliferacyjng nad prawi-
diowymi komérkami hematopoetycznymi, przyczy-
niajac sie do rozrostu nowotworu. Kinazy tyrozy-
nowe to bialka, ktore przez domene katalityczna,
zwang miejscem wigzacym adenozynotrifosforan
(ATP, adenosine triphosphate), przenosza grupe fos-
foranowg z czasteczki ATP na tyrozyne w substra-
cie, powodujac jego fosforylacje [12].

Gen ABLI1 i jego bialkowy produkt

Gen ABL1 (Abelson leukemia) jest ludzkim
homologiem wirusowego onkogenu abl (v-abl) zna-
lezionego w mysim wirusie bialaczki Abelsona
(A-MuLV, Abelson-Murine leukemia virus), kodu-
jacym niereceptorowq kinaze tyrozynowa z rodzi-
ny Src [13]. Wirusowa forma genu ABL wywodzi sie
z komorkowego ABL1 (c-ABL). Przypuszcza sie, ze
na pewnym etapie ewolucji wirus mysiej biataczki
Abelsona wiaczyt ludzki gen ABL1I [14]. Ludzki gen
kodujacy kinaze ABL1 lezy na dluzszym ramieniu
chromosomu 9 (9q34.1) 1 sklada sie z 12 egzonow
o dtugosci 230 kb.

U ludzi (podobnie jak u myszy) wystepuja dwa
rodzaje kinaz z grupy Abl — kinaza c-ABL (ABL1)
oraz kinaza ARG (Abelson-related gene), nazywana
takze ABL2. W wyniku alternatywnego ciecia i skla-
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dania pierwszego egzonu genu ABL1 powstaja dwie
izoformy biatka ABL1 (1a i 1b u ludzi oraz [ i IV
u myszy), obie o masie molekularnej 145 kDa [15].
Obie izoformy roznig sie jedynie niewielkim N-kon-
cowym fragmentem — miejscem mirystylacji, kto-
re jest obecne na N-koncu ludzkiej izoformy 1b oraz
mysiej IV (ryc. 2). Mirystylacja to nieodwracalna
modyfikacja biatka, zachodzaca w trakcie 1 po trans-
lacji, utatwiajaca jego polaczenie z blong komorkowsa
oraz innymi biatkami [16]. Bierze takze udzial w re-
gulacji aktywnoSci katalitycznej kinazy [17].

Za miejscem mirystylacji na aminowym koncu
kinazy znajduja sie domeny SH1-3 (Src-homology 1-3).
Domena SH1 jest domeng katalityczng (kinazowa)
regulujaca aktywno$¢ kinazowa biatka. Katalizuje
fosforylacje reszt tyrozynowych w biatkach beda-
cych substratami kinazy BCR-ABL1. W obrebie tej
domeny znajduje sie miejsce autofosforylacji kina-
zy ABL1. Domeny SH2 1 SH3 s3 zwiazane z oddzia-
tywaniem kinazy z biatkami substratowymi. Dome-
na SH2 rozpoznaje 1 wigze sie z ufosforylowanymi
sekwencjami zawierajacymi tyrozyne, odgrywajac
kluczowg role w szlaku przekazywania sygnatu.
Domena SH3 rozpoznaje 1 wigze sekwencje biatko-
we bogate w proline [18], a takze reguluje aktyw-
no$¢ kinazowa domeny SH1 [13]. W centralnej czes-
ci kinazy znajduja sie sekwencje bogate w proline
(PxxP), rozpoznawane i wigzane przez domeny SH3
innych bialek. Aminowa czeS¢ kinazy ABL1 jest
konserwowana ewolucyjnie w przeciwienstwie do
wiekszos$ci domen karboksylowej czeSci biatka [15].

Wsrod domen C-konca znajduja sie domeny
sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS, nuclear locali-
zation sequences) oraz sekwencja eksportu jadrowe-
go (NES, nuclear export signal). Domeny te umozli-
wiaja przemieszczanie sie kinazy ABL1 miedzy cy-
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toplazma a jadrem komoérkowym w odpowiedzi na
réznorodne sygnaly komoérkowe [19]. W obrebie
C-konca kinazy ABL1 znajduje sie takze domena
wigzaca DNA (DNA BD, DNA binding domain),
ktora rozpoznaje specyficzne sekwencje DNA,
w szczegdlno$ci w obrebie uszkodzonej struktury
DNA. Zdolno$¢ do wigzania kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego przez kinaze ABL1 jest tracona podczas
mitozy, gdy kinazy cyklu komérkowego fosforyluja
c-koncowa sekwencje kinazy ABL1 [20, 21].

Kinaze ABL1 cechuje zdolno§¢ do wiazania fila-
mentoéw aktyny. Karboksylowa cze$¢ bialka zawiera
domeny wiazace F-aktyne (F-actin BD), a takze do-
meny wigzace jej monomeryczng forme — G-akty-
ne (G-actin BD) [22]. Kinaza ABL1 prawdopodob-
nie modyfikuje bezpoSrednio poprzez te domeny
strukture cytoszkieletu aktynowego. Jednoczes$nie
zwigzanie aktyny moze ulatwiac kinazie ABL1 kon-
takt z innymi biatkami wiazacymi sie z cytoszkiele-
tem, ktore moga wptywac na jego dynamike zalez-
nie od fosforylacji ABL1 [15].

Kinaza ABLI1 jest zlokalizowana w wielu prze-
dziatach subkomorkowych, gtéwnie w cytoplazmie
1 jadrze komoérkowym, a takze w mitochondriach
oraz retikulum endoplazmatycznym [23], cytoszkie-
lecie aktynowym [24] 1 w tratwach lipidowych blony
komorkowej [25]. Endogenna kinaza ABL1 w komor-
kach hematopoetycznych gromadzi sie glownie
W cytoplazmie, natomiast nadekspresja egzogenne;j
kinazy powoduje kumulacje biatka giownie w jadrze
komorkowym [26].

Funkcje kinazy ABL1 w komorce sg Scile re-
gulowane przez roznorodne oddzialywania we-
wnatrzczasteczkowe utrzymujace bialtko w konfor-
macji zamknietej (nieaktywnej). Autoinhibicja za-
chodzi miedzy innymi wskutek interakcji miedzy
domeng SH3 a rejonem bogatym w proline w miej-
scu polaczenia domen SH2 1 katalitycznej (SH1)
oraz samg domeng katalityczng [27], miedzy do-
meng SH3 a domena SH1, a takze oddzialywania
reszty mirystylowej z hydrofobowa kieszenia w kar-
boksylowym koficu kinazy [17, 28]. Zidentyfikowa-
no takze bialka, takie jak Abi-1, Abi-2 (Abl interactor
proteins 1 and 2) oraz PAG/Msp23, ktore, wiazac sie
z domeng SH3, aktywuja jej funkcje inhibitorowe
[29-31]. Aktywnos§¢ kinazy ABL1 réwniez jest re-
gulowana przez fosforylacje. Kluczowa w utrzyma-
niu konformacji otwartej (aktywne;j) jest fosforylacja
Tyr245, lezacej miedzy domenami SH2 i katalityczna,
oraz Tyr412 w petli aktywacyjnej w domenie katali-
tycznej [32].

Znaczna cze$¢ kinazy ABL1 zgromadzonej
W cytoplazmie jest zwigzana przez domeny wigza-
ce aktyne na karboksylowym koncu biatka z fila-

mentami cytoszkieletu aktynowego [33]. Polacze-
nie to utrzymuje kinaze w konformacji nieaktyw-
nej [34]. Aktywnos¢ cytoplazmatyczna kinazy ABL1
jest przejSciowo przywracana w nastepstwie zwigza-
nej z receptorami integrynowymi adhezji komorki do
podioza [21]. Wtedy tez nastepuje przemieszczenie
sie ABL1 z jadra komorkowego do cytoplazmy
1 lokalizacja kinazy w plytce przylegania [21]. Katali-
tyczna aktywno$¢ kinazy ABL1 wplywa lokalnie na
organizacje cytoszkieletu aktynowego, powodujac
miedzy innymi powstawanie wypustek cytoplazma-
tycznych 1 migracje komorek [35]. Cytoplazmatycz-
na kinaza ABL1 jest takze aktywowana w odpowiedzi
na czynniki wzrostu, takie jak ptytkopochodny czyn-
nik wzrostu 8 (PDGF B, platelet-derived growth fac-
tor B) oraz naskorkowy czynnik wzrostu (EGF, epi-
dermal growth factor) [36]). Obserwowany wzrost ak-
tywnosSci kinazy ABL1 wiaze sie ze zwiekszong
aktywnoScia kinazy Src [36, 37], ktora uczestniczy
w indukcji sygnalu promitotycznego zainicjowanego
przez receptory dla czynnikow wzrostu [38]. Cytopla-
zmatyczny ABL1 moze wiec, obok wplywu na dyna-
mike cytoszkieletu aktynowego, odgrywac takze role
w promowaniu syntezy DNA podczas mitogenezy.

Aktywno$¢ jadrowej kinazy ABL1, w przeci-
wienstwie do biatka zgromadzonego w cytoplazmie,
zmienia sie zaleznie od faz cyklu komorkowego
1 jest zwiekszona w fazie S [15]. W fazie G1 cyklu
komorkowego kinaza ABL1 jest zwigzana z biatkiem
Rb, bedacym produktem genu supresorowego RB1.
Petla wiazaca ATP w domenie kinazowej ABL1 jest
wiazana przez kieszen fancuchow polipeptydowych
na karboksylowym koncu biatka Rb, powodujac
zahamowanie aktywnosci kinazowej ABL1 [39]. Po
przejSciu punktu kontrolnego G1 biatko Rb jest fos-
forylowane przez kompleksy cykliny D z CDK4/6,
co skutkuje utrata jego aktywnoSci oraz uwolnie-
niem kinazy ABL1 i jej aktywacja. Aktywna kinaza
ABL1 moze uczestniczy¢ w fosforylacji C-koncowe;j
domeny (CTD, C-terminal domain) polimerazy II
RNA, stymulujac transkrypcje genow fazy S [39].
Sugerowano, ze przez interakcje z biatkiem Rb ki-
naza ABL1 odgrywa role w progres;ji cyklu komor-
kowego [40].

Kinaza ABL1 krazy w komoérce miedzy cyto-
plazmga a jadrem komoérkowym, dzieki sygnatom
z trzech domen sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS,
nuclear localization sequences) oraz domenie NES.
Utrzymanie wysokiego stezenia kinazy ABL1 w cy-
toplazmie jest zwigzane z tworzeniem kompleksu
z biatkiem 14-3-3. Bialko to wiaze sie do ufosforylo-
wanej tyrozyny w pozycji 735 (Tyr735) potozonej mie-
dzy drugg a trzecig domena NLS kinazy ABL1 [41].
W odpowiedzi na uszkodzenia DNA spowodowane
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przez czynniki genotoksyczne kinaza ABL1 — nie-
zaleznie od tego, czy jest aktywna, czy nie — jest
transportowana z cytoplazmy do jadra komérkowe-
go [42]. Biatko 14-3-3 jest fosforylowane przez ki-
naze JNK (c-Jun, ¢-Jun N-terminal kinase) [43], co
powoduje jego odlaczenie sie od kinazy ABL1
1 przejSciowa translokacje do jadra komorkowego
[44]. Kinaza JNK nalezy do kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK, mitogen-activated protein kina-
ses), czyli substancjami aktywujacymi podzialy mi-
totyczne. Stanowi ona grupe kinaz MAP okreSlang
jako kinazy aktywowane stresem (SAPK, stress-ac-
tivated protein kinases). Kinaza JNK jest aktywowa-
na w odpowiedzi na cytokiny i czynniki Srodowisko-
we indukujace stres komérkowy [45]. Innym pro-
ponowanym mechanizmem uwalniania kinazy ABL1
z kompleksu z biatkiem 14-3-3 jest jego pociecie
przez kaspazy, pojawiajace sie wskutek dzialania
czynnikow indukujacych apoptoze [44], podobnie
jak w przypadku uwalniania z kompleksu z bialkiem
14-3-3 proapoptotycznych hiatek Bad [46] 1 Bax [47].
Kinaza ABL1, zlokalizowana w jadrze komorko-
wym, wskutek dzialania czynnikow genotoksycz-
nych, takich jak promieniowanie jonizujace, cispla-
tyna czy mitomcyna C, jest nastepnie przez nie ak-
tywowana [15]. W odpowiedzi na promieniowanie
jonizujace seryna w pozycji 465 (Ser465) w dome-
nie kinazowej ABL1 jest fosforylowana przez kina-
ze ATM (ataxia-telangiectasia-mutated). U chorych
na ataksje—teleangiektazje (AT, ataxia—telangiec-
tasia) kinaza ATM jest kodowana przez zmutowa-
ny gen. Fosforylacja kinazy ATM przez katalityczna
podjednostke kinazy DNA-PK (DNA-dependend pro-
tein kinase) moze by¢ bezposrednia lub poSrednia
[39, 48]. Aktywny ABL1, przez zwiekszenie trans-
krypcyjnej aktywnosci p53 1 jego homologu p73,
uczestniczy w apoptozie indukowanej czynnikami
genotoksycznymi [49]. Biatko Mdm2, wiazac sie
z p53, hamuje jego aktywnoS$¢ oraz prowadzi do jego
degradacji, kierujac je na droge ubikwitynacji [50,
51]. Kinaza ABL1, przez fosforylacje tyrozyny 394
biatka Mdm2, prowadzi do uwolnienia p53 z kom-
pleksu, co pozwala na jego dzialanie jako czynnika
transkrypcyjnego [52]. Promieniowanie jonizujace
indukuje takze zalezng od kinazy ABL1 fosforylacje
biatka Rad51, odgrywajacego kluczowa role w ho-
mologicznej naprawie podwojnych pekniec nici
DNA, hamujac tym samym jego funkcje naprawcze
[53]. Aktywowany przez czynniki genotoksyczne ja-
drowy ABL1 fosforyluje takze p85 — podjednost-
ke kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K, phospha-
tidylinositol 3-kinase), przez co hamuje jej aktyw-
no$¢ w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, dzialajac
proapoptotycznie [54]. Jednak w proapoptotycznej

odpowiedzi komorek na stres oksydacyjny uczest-
niczy cytoplazmatyczny ABL1. Wskutek dziatania
nadtlenku wodoru (H;0,) nastepuje uwolnienie cy-
tochromu C z mitochondriéw, w co jest zaangazo-
wana cytoplazmatyczna kinaza ABL1 [55].

Gen BCR1 jego bialkowy produkt

Ludzki gen BCR (breakpoint cluster region)
znajduje sie na diuzszym ramieniu chromosomu 22
(22q11.2) 1 skiada sie z 23 egzondéw o dlugosci
130 kb [56]. Wystepuje powszechnie we wszystkich
typach komorek. W ludzkich komoérkach obserwo-
wano porownywalny poziom transkryptu tego genu
zar6wno w liniach hematopoetycznych, jak i niehe-
matopoetycznych [57]. U miodych kur najwyzsza
ekspresje mRNA obserwowano w komorkach
moézgu [57]. Opisano kilka spokrewnionych z BCR
pseudogendéw znajdujacych sie na chromosomie 22,
ktore nie podlegajg jednak procesowi translacji
(BCR2, BCR3, BCR4) [58], a takze gen na chromo-
somie 17, ktory koduje funkcjonalne biatko ABR
(active BCR-related gene) [59].

Gen BCR koduje dwa transkrypty o diugosci
7,0 kb 14,5 kb, z ktorych powstajg biatka o wielkoSci
odpowiednio 160 kDa 1 130 kDa [60]. Bialko BCR jest
serynowo-treoninowa kinaza, ktorej ekspresja, po-
dobnie jak biatka ABL1, w komoérkach hematopo-
etycznych linii granulocytarnej zachodzi gtéwnie na
wczesnych etapach roznicowania komorek (mielobla-
sty, promielocyty) i zmniejsza sie znaczaco wraz z roz-
nicowaniem komorek [26]. Biatko BCR bierze udzial
w przekazywaniu sygnatu w komorkach — zarowno
przez fosforylacje, jak 1 wigzanie guanozynotrifosfo-
ranu (GTP, guanosine triphosphate). Posredniczy tak-
ze w procesach reperowania uszkodzen DNA [14].

Pierwszy egzon bialka BCR, skladajacy sie
z trzech domen funkcyjnych, jako jedyny wchodzi
w skiad wszystkich znanych biatek fuzyjnych BCR-
-ABL1. W obrebie pierwszego egzonu znajduje sie
domena kinazowa o aktywno$ci kinazy serynowo-
-treoninowej (ryc. 3). Powoduje ona autofosforyla-
cje reszt serynowych i treoninowych biatka BCR,
a takze fosforylacje innych biatek [61]. Domeny wia-
zace SH2 (Src-homology 2-binding domain), znajdu-
jace sie w pierwszym egzonie bialka BCR, wiazg sie
z domenami SH2 innych bialek przez ufosforylowa-
ne sekwencje zawierajace seryne, treonine lub ty-
rozyne [56]. Poprzez ufosforylowang tyrozyne
(Y177) w pierwszej domenie wigzacej SH2 do kina-
zy BCR wiaze sie biatko Grb2 (growth factor recep-
tor-bound protein 2) [56]. Biatko adaptorowe Grb2
posredniczy w przekazywaniu sygnatu od recepto-
ra EGF (EGFR, epidermal growth factor receptor).
Przyczynia sie w tym szlaku do aktywacji bialka Ras,
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Rycina 3. Schemat budowy ludzkiego biatka p160 BCR z zaznaczonymi domenami funkcyjnymi oraz miejscami
pekniecia genu (pogrubione strzatki), prowadzacymi do powstania réznych form onkogennej kinazy BCR-ABL1.

Zmodyfikowano wedtug [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]

posredniczacego w indukcji ekspresji genow zwiag-
zanych z procesem proliferacji, réznicowania i prze-
zycia komorek [62]. Substratem kinazy BCR jest
rowniez biatko Bap-1 (BRCAI-associated protein 1),
taczace sie z nig przez kolejng domene wigzacg SH2.
Biatko Bap-1 wigze sie z domena RING biatka
BRCA1 bioracego udziat w procesach naprawy DNA
[63]. Do biatka BCR, przez ufosforylowane seryny
1 treoniny, wigze sie takze domena SH2 kinazy
ABL1 [64]. Trzecia domeng funkcyjna pierwszego
egzonu BCR jest domena oligomeryzacyjna, znaj-
dujaca sie na aminowym koncu kinazy [56]. Poprzez
te domene bhiatka BCR i BCR-ABL1 moga sie wia-
zaC ze soba, a takze tworzyC heterodimery [65].
Zaréwno domena oligomeryzacyjna (tzw. domena
coiled-coil), jak i tyrozyna 177 odgrywaja kluczowa
role w transformacji nowotworowej komorek zwia-
zanej z ekspresjg kinazy BCR-ABL1 [66].
Srodkowy region biatka BCR oraz jego kar-
boksylowy koniec oddziatujg z biatkami G (biatka
wigzace GTP), odgrywajacymi wazna role w we-
wnatrzkomorkowym przekazywaniu sygnatu, zwia-
zanym ze wzrostem, roznicowaniem, proliferacja,
migracja, przezyciem i Smiercig komorek [67]. Cen-
tralny region biatka BCR wykazuje homologie do
bialek z rodziny aktywatoréw wymiany nukleoty-
dow guaninowych (GEF, guanine nucleotide exchan-
ge factor) [68, 69]. Aktywuja one biatko G, katalizu-
jac wymiane zwigzanego z nim guanozynodifosfora-
nu (GDP, guanosine diphosphate) na GTP. Domena
GEF biatka BCR wykazuje szczeg6lng homologie
do bialkowego produktu drozdzowego genu cdc24
oraz jego ludzkiego odpowiednika — produktu on-

kogenu DBL [68]. Biatka te pelnig role czynnika
wymiany nukleotydow guaninowych dla malych
GTPaz z rodziny Ras, ktére gléwnie poprzez ka-
skade MAPK prowadza do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych, zwigzanych z proliferacja, ro6z-
nicowaniem i przezyciem komorki [62, 70]. Dome-
na GEF biatka BCR wiaze sie takze z bioragcym
udzial w naprawie DNA, regulacji cyklu komorko-
wego 1 apoptozie bialtkiem XPB (Xeroderma Pig-
mentosum B) [71].

Karhoksylowy koniec biatka BCR wykazuje
natomiast homologie do bialek GAP (GTPase ac-
tivating protein), odpowiedzialnych za inaktywa-
cje biatek G przez hydrolize GTP do GDP. C-kon-
cowa domena biatka BCR jest pod wzgledem
strukturalnym podobna do biatka GAP specyficz-
nego dla GTPaz z rodziny Rho, takich jak RhoA,
Racl1Cdc42 [72], zwiazanych z reorganizacja cy-
toszkieletu w odpowiedzi na sygnaly zewnatrzko-
morkowe [73].

Biatko BCR mozna lokalizowac zar6wno w cy-
toplazmie, jak i w jadrze komorkowym. W komor-
kach w fazie G/G, biatko BCR znajduje sie gtownie
w cytoplazmie, natomiast w komorkach bedacych
w metafazie podzialu mitotycznego jego lokalizacja
jest zwigzana z chromosomami [74]. W jadrze ko-
morkowym BCR wiaze sie takze ze skondensowang
chromatyng (heterochromatyna) w interfazie [74].
Wykazano, ze na obszarze cytoplazmy gromadzg sie
oba powstajace bialka BCR, natomiast w jadrze ko-
morkowym znajduje sie giownie bialko o masie 130
kDa, co sugeruje, ze obie kinazy moga pelni¢ rozne
funkcje w komorce [75].
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Figure 4. Genomic structure of ABL7 and BCR and mRNA of BCR-ABL1 fusion proteins. Arrows indicate breakpoints

in ABL7 and BCR genes

Gen BCR-ABL1 i jego biatkowy produkt

W wyniku translokacji (9;22)(q34;q11) powstaja
dwa fuzyjne geny — BCR-ABLI1 na chromosomie
22 1ABL-BCR na chromosomie 9 (ryc. 1). Mimo ze
mRNA genu ABL-BCR jest znajdowane u okolo
70% chorych na CML [76], nie wykazano dotych-
czas istnienia biatka ABL-BCR. Patogeneza CML
wigze sie z fuzyjnym biatkiem BCR-ABL1 powsta-
jacym na matrycy fuzyjnego genu BCR-ABLI. Za-
leznie od miejsca pekniecia chromosoméw moga
powstac rozne rodzaje biatka BCR-ABL1 rozniace
sie masa 1 wiaSciwo$ciami biologicznymi, w tym
p190BCR/ABL, p210BCR/ABL, p230BCR/ABL (ryc. 4).

Zgodnie z klasyfikacja WHO z 2008 roku chro-
mosom Ph znajduje sie w komorkach biataczkowych
u wszystkich chorych na CML [9, 10]. W komor-
kach tych os6b w ponad 99% przypadkow wystepu-
je biatko BCR-ABL1 o masie 210 kDa. Wystepuje
ono takze u 50-80% dorostych i u 10% dzieci cho-
rych na ostrg bialaczke limfoblastyczna (ALL, acu-
te lymphoblastic leukemia) z wykrywalnym chromo-
somem Ph. Chromosom ten wystepuje u okoto 20%
wszystkich chorych na ALL. Wéréd 2% pacjentow
z ostra bialaczka szpikowa (AML, acute myeloid leu-
kemia), u ktorych wykrywalny jest chromosom Ph,
u polowy znajduje sie takze biatko BCR-ABL1 o ma-
sie p210 kDa [14]. Kinaza BCR-ABL1 o masie 190 kDa
wystepuje u 20-50% dorostych 190% dzieci chorych
na ALL, u 50% chorych na AML oraz sporadycznie
u chorych na CML, u ktérych wykrywalny jest chro-
mosom Ph [14]. Najwieksze sposrod trzech form
kinazy BCR-ABL1 — biatko o masie 230 kDa —

wystepuje niekiedy u chorych na atypowa (neutro-
filowa) przewlekla bialaczke szpikowa (aCML, aty-
pical chronic myeloid leukemia) [77].

Pekniecia DNA wystepuja w obrebie intronow,
czyli fragmentow sekwencji genu, ktore nie koduja
sekwencji biatkowej, a jedynie rozdzielajg koduja-
ce egzony. Pekniecia w obrebie genu ABLI wyste-
puja na duzym obszarze, ponad 300 tysiecy par za-
sad, w obrebie konca 5’ (ryc. 4). Pekniecie moze
powstac blizej konca 5’ wzgledem pierwszego alter-
natywnego egzonu 1b, w kierunku 3’ wzgledem al-
ternatywnego egzonu la lub miedzy tymi egzona-
mi [13, 78]. Niezaleznie jednak od dokiadnego miej-
sca pekniecia genu ABLI skladanie fuzyjnego
transkryptu prowadzi do powstania czasteczki
mRNA, w ktorej sekwencja BCR jest potaczona
z drugim egzonem (a2) ABL1. Fuzyjne biatka BCR-
-ABL1 charakteryzuja sie wiec takim samym frag-
mentem pochodzacym z genu ABLI. R6znice w ich
wielkoSci wynikajg z réznych miejsc pekniecia
w genie BCR.

Pekniecia w genie BCR lokalizuja sie w obre-
bie jednego z trzech regionéw czestych ztaman [13,
78] (ryc. 4). Najczesciej ztamania genu zachodza na
obszarze 5,8 tysigca par zasad, w regionie nazwa-
nym M-BCR (major-BCR), zawierajacym pieé eg-
zonOw nazwanych b1-b5, lezacych miedzy 12. a 16.
egzonem genu BCR. W wyniku alternatywnego
skladania mRNA powstajg dwa transkrypty z po-
taczen BCR-ABLI — b2a2 (el3a2) oraz b3a2
(el4a2). Translacja obu czasteczek mRNA prowa-
dzi do powstania kinazy p210°“**: _ biatka
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Rycina 5. Schemat budowy fuzyjnej kinazy tyrozynowej BCR-ABL1 p210

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

o masie 210 kDa. Nie znaleziono korelacji miedzy
wystapieniem kinazy p210°“**®L z transkryptu
b2a2 lub b3a2 a czasem trwania fazy przewleklej
CML oraz czasem przezycia chorych, a takze od-
powiedzia na leczenie interferonem « (IFNa) [79].
Drugi region zlaman, nazwany m-BCR (minor-
-BCR), lezy na obszarze 54,4 tysigca par zasad,
miedzy alternatywnym egzonem e2’ a egzonem e2.
Powstajacy hybrydowy transkrypt ela2 ulega
translacji na bialtko o masie 190 kDa — kinaze
p190"®*BL Trzeci region zlaman, nazwany u-BCR
(micro-BCR), lezy miedzy egzonami 19. a 20. genu
BCR, nazwanymi c3 i c4. Fuzyjny transkrypt e19a2
(c3a2) koduje kinaze p2305*A8L _ hialko o masie
230 kDa (ryc. 4).

W komorkach niepoddawanych dzialaniu czyn-
nikow farmakologicznych fuzyjna kinaza BCR-ABL1
p210 lokalizuje sie wylacznie na obszarze cytopla-
zmy [80] 1 wykazuje niepodlegajaca prawidiowe;j
regulacji, konstytutywna aktywno§¢ kinazy tyrozy-
nowej. Prowadzi to do transformacji nowotworowe;j
prawidlowych komorek, w ktorych wystapita trans-
lokacja (9:22) [81]. Kluczowymi w transformacji
nowotworowej domenami kinazy BCR-ABL1 sa
pochodzace od kinazy ABL1: domena katalityczna
o aktywnoSci kinazy tyrozynowej SH1 [82], dome-
ny wigzace aktyne [83], a w przypadku niektorych
komorek, na przyktad fibroblastow, domena SH2
wiazaca sie z ufosforylowanymi sekwencjami bia-
tek [84, 85]. Pozostale kluczowe dla procesu trans-
formacji domeny pochodzace od kinazy BCR to do-
mena oligomeryzacyjna, odpowiedzialna za powsta-
wanie homotetramerow [65], 1 tyrozyna w pozycji
177 zawarta w domenie katalitycznej o aktywnoSci
kinazy serynowo-treoninowej, wigzaca bialko ada-
ptorowe Grb2 [86] (ryc. 5).

Biatko BCR dziala jako negatywny regulator
aktywnoS$ci kinazy BCR-ABL1 zar6wno przez two-
rzenie heterodimerdéw, jak 1 oddziatywanie z domeng

202

SH2 fuzyjnej kinazy [87]. Domena SH2 fuzyjnego
biatka BCR-ABL1, wiazac sie do jednej z ufosfory-
lowanych seryn (S354) biatka BCR, powoduje ha-
mowanie onkogennego dzialania fuzyjnej kinazy
[88]. Jednak mutacja punktowa tej seryny (S254A)
powoduje nie tylko zatrzymanie hamujacego wply-
wu biatka BCR, lecz rowniez wzrost onkogennej
aktywnoSci kinazy BCR-ABL1 [89]. Brak N-konco-
wego fragmentu kinazy ABL1 skutkuje konstytu-
tywna aktywnoScig fuzyjnego biatka. Konsty-
tutywna aktywno$¢ kinazowa biatka p210*“**®" pro-
wadzi do fosforylacji wielu bialek komorkowych
oraz autofosforylacji kinazy BCR-ABL1, co z kolei
powoduje wigzanie do niej samej licznych biatek,
w tym czasteczek adaptorowych. Aktywacja rézno-
rodnych szlakow sygnatowych, takich jak Ras/
/MAPK, PI3K czy STATS5 przez kinaze BCR-ABLI1,
prowadzi do transformacji nowotworowej w zwiaz-
ku z zaburzeniem podstawowych proceséw w ko-
morce, zwigzanych z kontrolg proliferacji, roznico-
wania i przezycia [90] (ryc. 6). Komorki BCR-ABL1-
-dodatnie uniezalezniajg sie od obecnosci czynnikow
wzrostowych w Srodowisku. Charakteryzuja sie
zwiekszona proliferacjg, oporno$cia na apoptoze
1 niestabilno$cia genetyczna prowadzaca do progre-
sji CML, a takze zaburzong adhezja komorek skut-
kujaca ich rozprzestrzenianiem sie i nieprawidlo-
wym uwalnianiem do krwi obwodowej komorek nie-
dojrzatych [91].

Indukcja proliferacji i przezywanie
komoérek BCR-ABL1-pozytywnych
Aktywacja czynnikow transkrypcyjnych w ja-
drze komoérkowym zachodzi giownie poprzez szlak
sygnatowy Ras/MAPK. W prawidlowych komor-
kach, bedacych pod kontrolg czynnikow zewnatrz-
komorkowych, wiazacych sie z receptorowymi ki-
nazami tyrozynowymi znajdujacymi sie w bionie
komorkowej, tym szlakiem sa przekazywane sygna-

www.hematologia.viamedica.pl



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

BCR-ABL1

D

Zaburzona
adhezja

Rycina 6. Drogi przekazywania sygnatu, na ktére wptywa kinaza BCR-ABL1

Figure 6. Signal transduction pathways affected by BCR-ABL1 kinase

ty promujace proliferacje, roznicowanie i przezycie
komorki [92, 93]. Transformacja nowotworowa, do
ktorej dochodzi za poSrednictwem kinazy BCR-
-ABL1, wigze sie miedzy innymi z konstytutywna
aktywacja szlaku sygnalowego Ras/MAPK [94, 95].
Autofosforylacja tyrozyny w pozycji 177 (Y177)
w kinazie BCR-ABL1 prowadzi do zwigzania biatka
adaptorowego Grb2 [96], a nastepnie polaczenia
z biatkiem SOS. Bialko to stymuluje wymiane GDP
na GTP w biatku Ras i stabilizuje je w aktywnej for-
mie [97]. Biatko Ras nalezy do rodziny matych bia-
tek o aktywnoSci GTP--azy, wykazujacych zdolno$¢
wigzania GTP. Dwie inne czasteczki adaptorowe,
Shc 1 Crkl, takze moga poSredniczy¢ w aktywacji
bialka Ras [13]. Obie czasteczki sg substratami
BCR-ABL1, wiazac sie z fragmentem bialka fuzyj-
nego pochodzacym od kinazy ABL1 przez swoje
domeny SH2 (Shc) lub SH3 (Crkl) [98, 99]. Biatko
Ras aktywuje serynowo-treoninowa kinaze Raf,
ktora inicjuje kaskade sygnalow poprzez serynowo-
-treoninowe kinazy Mek1/Mek2 (mitogen extracellu-
lar kinase 1/2) 1 Exk1/Erk2 (extracellularly regulated
protein kinases 1/2), nalezace do kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK, mitogen-activated protein kina-
ses) [97]. Kinazy przemieszczajg sie do jadra komor-
kowego, gdzie dochodzi do fosforylacji i aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych, takich jak c-Jun, c-Myc
1 c-Fos, co w konsekwencji prowadzi do ekspres;ji
gendw zwigzanych z procesem proliferacji [100].

Indukcja proliferacji w komoérkach z ekspresja
kinazy BCR-ABL1 zachodzi takze przez hamowa-
nie aktywnos$ci biatka p27 [101], ktore jest kluczo-
wym inhibitorem przej$cia z fazy G, do fazy S cyklu
komorkowego. Inhibitor p27 jest kierowany na dro-
ge degradacji proteosomalnej przez szlak sygnalo-
wy PI3K/Akt [102].

Kinaza fosfatydylo-3-inozytolu katalizuje fosfo-
rylacje fosfolipidow inozytolu do czasteczki fosfa-
tydyloinozytolo-3-fosforanu (PIP3, phosphatidylino-
sitol (3)-trisphosphate), ktory bierze udzial w akty-
wacji wielu proceséw komorkowych, takich jak
wzrost, proliferacja, roznicowanie, przezycie, migra-
cja 1 transport wewnatrzkomorkowy [103, 104].
Aktywna PI3K jest niezbedna do proliferacji komo-
rek z ekspresja fuzyjnej kinazy BCR-ABL1 [105].
Zwiazane z kinaza BCR-ABL1 przez ufosforylowang
tyrozyne 177 w czeSci pochodzacej od kinazy BCR
biatko Grb2 stanowi rusztowanie dla biatka Gab2,
ktore jest nastepnie fosforylowane przez fuzyjna
kinaze [106]. Fosforylacja bialka Gab2 prowadzi do
aktywacji szlaku sygnatowego PI3K/Akt, ale takze
Ras/MAPK [107]. Aktywacja szlaku PI3K/Akt przez
kinaze BCR-ABL moze sie takze odbywac przez
zwigzanie bialka adaptorowego Crkl, a nastepnie
c-Chl do fuzyjnej kinazy w czeSci pochodzacej od ki-
nazy ABL1 [108]. Fosforylacja biatka c-Chl prowa-
dzi do aktywacji kinazy PI3K, ktora aktywuje sery-
nowo-treoninowa kinaze Akt [105] w wyniku przy-
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faczenia czasteczki PIP3. Kinaza Akt jest takze ak-
tywowana przez interleukine 3 (IL-3, interleukin 3)
w szlaku kinazy PI3K [109]. Aktywna kinaza Akt
promuje przezycie komorki, fosforylujac proapop-
totyczne biatko Bad, ktore, utrzymywane dzieki
temu w kompleksie z bialkiem 14-3-3, nie moze
oddziatywac z biatkami Bcl-2 1 BCI-xL. To umozli-
wia wolnemu hiatku BCl-xL zwiazanie sie z biatkiem
Bax, nie dopuszczajac w ten sposob do powstania
proapoptotycznych homodimerow Bax [110].

Antyapoptotyczna aktywno$¢ kinazy Akt wia-
ze sie takze z hamowaniem aktywacji kaspazy 9
przez cytochrom C [111]. Wykazano, ze wlasnie
aktywno$c¢ kinazy BCR-ABL1 prowadzi do zahamo-
wania kaspazy 9 [112]. Kinaza Akt bierze takze
udzial w regulacji cyklu komorkowego 1 przezycia
komorek. Fosforyluje biatko MDM2, ktore w tej
formie przemieszcza sie do jadra komorkowego,
nastepnie wiaze sie z bialkiem p53 1 w konsekwen-
¢ji doprowadza do inaktywacji biatka p53 [113]. Za-
rowno kinaza BCR-ABLI, jak 1 IL-3 powoduja
wzrost stezenia biatka MDM2 w komorce, wplywa-
jac w ten sposob na wydiuzenie przezycia komorek
[114]. Kinaza BCR-ABL1 poprzez kinaze PI3K po-
woduje takze wzrost ekspresji hamujacego apopto-
ze bialka Bcl-2 [105]. Wzrost stezenia wolnych rod-
nikow tlenowych (ROS, reactive oxygen species)
uszkadzajacych DNA rowniez wiaze sie z aktywacja
PI3K poprzez fosforylacje tyrozyny 177 w BCR-
-ABL1 [115]. Wolne rodniki tlenowe to jedna z przy-
czyn niestabilno$ci genomu w komorkach z ekspresja
kinazy BCR-ABL1.

Kinaza BCR-ABL1 powoduje fosforylacje bia-
tek z rodziny przekazniko6w sygnalow 1 aktywato-
row transkrypcji (STAT, signal transducers and ac-
tivators of transcription), gtownie STATS oraz
w mniejszym stopniu STAT1 1 3 [116, 117]. Akty-
wacja biatek STAT5 odgrywa role w dalszej trans-
formacji nowotworowej komorek z ekspresja kina-
zy BCR-ABL1 [118]. Biatka STAT sg prawdopodob-
nie aktywowane przez kinaze BCR-ABL1 bezpo-
Srednio — bez udziatu kinaz tyrozynowych JAK
(kinaz Janus), ktore odpowiadaja za fosforylacje
STAT w niezmienionych nowotworowo komorkach
[119]. Fosforylacja biatek STAT zachodzi z udzia-
tem domen SH2 i SH3 kinazy BCR-ABL1 [120].
Fosforylacja reszty tyrozynowej biatek STAT po-
woduje ich dimeryzacje i przemieszczenie sie do
jadra komoérkowego, gdzie tacza sie z DNA i akty-
wuja transkrypcje genéw docelowych [110]. Akty-
wacja bialek STAT przez onkogenng kinaze BCR-
-ABL1 prowadzi giéwnie do zahamowania apopto-
zy, przez transkrypcyjna aktywacje antyapoptotycz-
nego biatka BCI-xL [121].

Wplyw bialka BCR-ABLI1 na adhezje
komorek oraz na naprawe DNA

Hematopoeza jest regulowana miedzy innymi
przez procesy adhezji komorkowej. Przyleganie
prawidiowych komorek krwiotworczych do hiatek
macierzy zewnatrzkomorkowej wigze sie z ich od-
dzialywaniem z fibronektyna poprzez integryny na
powierzchni komorek. Komorki progenitorowe
CML wykazuja zmniejszong adhezje do komorek
zrebu oraz bialek macierzy zewnatrzkomorkowe;j
[122]. Moze to zaleze¢ od zaburzonej funkcji -in-
tegryn na powierzchni komoérek spowodowane;j ak-
tywnosScig kinazy BCR-ABL1 [123]. Substratami ki-
nazowej aktywno§ci BCR-ABL1 s3 takze kinaza ply-
tek przylegania Fak (focal adhesion kinase) [124]
oraz paksylina — biatko cytoszkieletu lokalizuja-
ce sie w plytkach przylegania [125]. Ilo§¢ ufosfo-
rylowanej paksyliny 1 biatka Fak jest zmniejszona
w komorkach z ekspresja kinazy BCR-ABL1 [126].
Kinaza BCR-ABLI1 fosforyluje adaptorowe biatko
Crkl[127], ktore wiaze sie z biatkami Fak i paksy-
lina, wplywajac na proces adhezji i organizacje cy-
toszkieletu.

Kinaza BCR-ABLI1 bierze takze udzial w regu-
lacji naprawy DNA po dzialaniu czynnikow uszka-
dzajacych DNA. Kinaza ta indukuje zwiekszong
ekspresje biatka Rad51, prowadzac do wzrostu opor-
no$ci na leki cytostatyczne [128]. Aktywacja Rad51
prowadzi do stymulacji naprawy uszkodzonego
DNA na drodze homologicznej rekombinacji [129].
Kinaza BCR-ABL1 prowadzi takze do wydluzenia
fazy G,/M cyklu komoérkowego, co rowniez chroni
komorki z jej ekspresjg przed apoptoza spowodo-
wang czynnikami genotoksycznymi [130]. Przez
domene EGF biatko BCR wiaze sie z biatkiem XPB
[71]. Biaiko XPB wchodzi w skiad kompleksu czyn-
nika transkrypcyjnego IIH (TFIIH, transcription
factor II H) — gtownego sktadnika komorkowej
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, bioracego udziat
w transkrypcji, naprawie DNA, regulacji cyklu ko-
morkowego 1 apoptozie [131, 132]. Biatko XPB wia-
ze sie zarowno z biatkiem BCR, jak i z fuzyjnym
bialkiem BCR-ABL1 o wielko$ci 210 kDa, konse-
kwencja czego jest fosforylacja XPB i jego niezdol-
no$¢ do udzialu w procesie naprawy DNA. Moze to
by¢ jedna z przyczyn transformacji CML do fazy
kryzy blastycznej [133].

Komorki z ekspresja onkogennej kinazy BCR-
-ABL1 przezywaja nawet wtedy, gdy komorkowe
mechanizmy naprawcze nie dzialaja poprawnie. Nie-
wydajna naprawa uszkodzen materialu genetyczne-
go prowadzi do zjawiska niestabilnoS§ci genetycznej,
objawiajacego sie nagromadzeniem aberracji chro-
mosomowych w komorce. Jedna z przyczyn powsta-
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nia niestabilno$ci genetycznej jest wysokie steze-
nie ROS w komorce, ktore, uszkadzajac DNA, przy-
czyniajg sie do powstawania mutacji [134]. Poprzez
aktywacje szlaku kinaz PI3K/mTOR kinaza BCR-
-ABL1 indukuje wzrost stezenia ROS w komorce
[135]. Powstajace miedzy innymi wskutek dziala-
nia ROS pekniecia podwojnej nici DNA s3g niewy-
dajnie naprawiane w tych komorkach w mechani-
zmie rekombinacji homologicznej (HRR, homolo-
gous recombination repair) i niehomologicznego
faczenia koncow (NHE], non-homologous end jo-
iming) [136].

Imatynib

Badania w celu odkrycia drobnoczasteczkowe-
go inhibitora rodziny serynowo-treoninowych kinaz
bialkowych C doprowadzity do wyodrebnienia gru-
py czasteczek bedacych pochodnymi fenylaminopi-
rymidyny. Poczatkowo charakteryzowaly sie one
stabg aktywno§cig 1 niska specyficzno$cia, hamujac
aktywno$¢ kinaz zaréwno tyrozynowych, jak i se-
rynowo-treoninowych. W ramach poszukiwan inhi-
bitora aktywno§ci kinazowej receptora dla ptytko-
pochodnego czynnika wzrostu (PDGFR, platelet-
-derived growth factor receptor), czasteczki te pod-
dano nastepnie wielu zmianom strukturalnym
w celu uzyskania optymalnej konformacji. Wpro-
wadzenie pirydyny zwiekszylo aktywno§é zwiaz-
ku w komorce (ryc. 7). Dodanie grupy benzamido-
wej zapewnilo aktywno§¢ w stosunku do kinaz ty-
rozynowych, natomiast podstawienie wegla
w pozycji 6 pierScienia diaminofenylowego grupa
metylowg zniosto catkowicie aktywnoS¢ wzgledem
serynowo-treoninowych kinaz bhiatkowych C. Po-
prawe biodostepnosci i rozpuszczalno$ci w wodzie
uzyskano przez dodanie silnie polarnego tancucha
bocznego (ryc. 7).

W trakcie badan okazalo sie, ze jedna z zsyn-
tetyzowanych pochodnych o nazwie CGP 57148
(STI571), obecnie znana pod nazwa metylosulfonian
imatynibu (IM, imatinib mesylate), hamuje aktyw-
nos¢ kinazy tyrozynowej BCR-ABL1. W maju
2001 roku amerykanska Agencja do Spraw ZywnoSci
1 Lekow (FDA, Food and Drug Administration) za-
twierdzila IM, pod nazwami handlowymi Gleevec®
1 Glivec®, jako lek stosowany w terapii CML. Obec-
nie jest on rowniez wykorzystywany do leczenia
nowotworow podScieliskowych przewodu pokarmo-
wego (GIST, gastrointestinal stromal tumors) zwia-
zanych z wystgpieniem mutacji w genie dla kinazy
c-KIT oraz w nowotworach mieloproliferacyjnych
1 limfoproliferacyjnych zwiazanych z rearanzacja
genu PDGFR [138].
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Rycina 7. Wzér strukturalny metylosulfonianu imatynibu
— 4-[(4-Methyl-1-piperazinyl)metyl]-N-[4-metyl-3-[[4-(3-
-pyridinyl)-2-pyrimidinylJamino]-henyl] benzamide me-
thanesulfonate. Zaznaczono wybrane elementy optyma-
lizujace dziatanie czgsteczki: pirydyna (A), benzamid (B),
grupa metylowa (C) oraz N-metylopiperazyna (D). Zmo-
dyfikowano wedtug [137]

Figure 7. Structural formula of imatinib metyselate — 4-
-[(4-Methyl-1-piperazinyl)metyl]-N-[4-metyl-3-[[4-(3-pyri-
dinyl)-2-pyrimidinyllJamino]-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]

Wiasciwosci farmakologiczne

Imatynib jest syntetycznym, drobnoczastecz-
kowym inhibitorem kinazy tyrozynowej, o wzorze
sumarycznym C,HyN;O ¢ CH;SOsH i masie molo-
wej 589,7 g/mol (ryc. 7). Hamuje aktywnos$¢ ki-
nazowa wszystkich form kinazy ABL1 (c-ABL,
v-ABL, BCR-ABL1, TEL-ABL), a takze kinazy
c-KIT, bedacej receptorem dla czynnika wzrost
owego komorek macierzystych (SCF, stem-cell
factor) oraz PDGFR. Jest zwigzkiem dobrze roz-
puszczalnym w wodzie, o pH rownym 5,5 lub niz-
szym [139]. Dostepno§¢ biologiczna leku wynosi
98%. 7 badan farmakokinetycznych wynika, ze
maksymalne stezenie zwigzku w osoczu pacjen-
tow, ktorym podaje sie IM w dawce 400 mg na
dobe, oscyluje miedzy 2,13 uM a 4,6 uM, a czas
potowiczny rozpadu zwiazku wynosi 19,3 godzi-
ny [140]. Imatynib jest metabolizowany w watro-
bie, glownie przez CYP3A4 — enzym z rodziny
cytochromu P450 (CYP). Gio6wnym metabolitem
jest N-desmetyl — piperazynowa pochodna, kto-
rej aktywno$¢ in vitro jest zblizona do aktywno-
§ci inhibitora. Imatynib, giownie w formie meta-
bolitéw, jest wydalany przede wszystkim z katem,
cze$ciowo z moczem [138].
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Imatynib

Petla wigzaca
ATP (petla P)

Miejsce bezposrednio

oddziatujgce

zimatynibem (T315)

Petla katalityczna

Petla aktywacyjna
(petla A)

Rycina 8. Struktura przestrzenna domeny kinazowej BCR-ABL1 w konformacji nieaktywnej zwigzanej z imatynibem

(A) i aktywnej (B). Zmodyfikowano wedtug [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]

Mechanizm dzialania

Domeny katalityczne eukariotycznych tyrozy-
nowych 1 serynowo-treoninowych kinaz sa wysoce
konserwowane ewolucyjnie zarowno w sekwencji
aminokwasowe], jak 1 w strukturze przestrzenne;.
Maja strukture dwupltatowa — cze$¢ N-koncowa ma
strukture drugorzedowa w formie S-harmonijki
1 a-helisy, natomiast C-koncowa czeS¢ jest w wiek-
szoSci helikalna. W obszarze taczenia sie obu czeSci
domeny katalitycznej znajduje sie grupa wysoce
konserwowanych ewolucyjnie reszt aminokwaso-
wych tworzacych miejsce wigzania czasteczki ATP,
tak zwana petla P (P-loop), 1 miejsce katalityczne
[141]. Pozostate dwa regiony wyodrebnione w do-
menie katalitycznej to obszar biatka w obrebie tre-
oniny 315 (obszar kontaktu IM z domena) oraz ob-
szar w obrebie petli aktywacyjnej, tak zwana petla
A (A-loop) [142] (ryc. 8). Stan aktywacji kinazy BCR-
-ABL1 zalezy od polozenia petli aktywacyjnej.
W aktywnej kinazie petla A jest w konformacji ak-
tywnej, nazywanej ,,otwarta”, poniewaz region wia-
zacy ATP jest odsuniety od centrum katalityczne-
go kinazy [143]. W konformacji nieaktywnej, ,,za-
mkKknietej”, petla A blokuje centrum Kkatalityczne
kinazy dla substratow [144]. Aktywacja kinazy na-
stepuje w wyniku fosforylacji tyrozyny wystepuja-
cej w petli aktywacyjnej (w przypadku kinazy ABL1
1 BCR-ABL1 jest to tyrozyna 393 w domenie SH1),
w wyniku czego kwas asparaginowy znajdujacy sie
w sekwencji Asp-Phe-Gly ulega przemieszczeniu

tak, ze moze oddzialywac z jonami Mg**. Jony ma-
gnezu uczestnicza w wigzaniu czasteczki ATP, a C-
-koncowy fragment petli A odgrywa role ,,platformy”
umozliwiajacej zwiazanie substratu [143]. Konfor-
macja aktywna petli A jest wysoce konserwowana
ewolucyjnie w obrebie kinaz Eukariota, natomiast
konformacja nieaktywna jest w istotny sposob zroz-
nicowana miedzy poszczegolnymi biatkami [143].
Imatynib wiaze sie jedynie z nieufosforylowana,
nieaktywna forma kinazy BCR-ABL1 [141], dzieki
czemu charakteryzuje sie znaczng swoistoS$cia dzia-
tania. Poczatkowo uwazano, ze dziala przez wspot-
zawodnictwo z czasteczka ATP o miejsce wigzania
w petli wigzacej ATP. Obecnie wiadomo, ze jedy-
nie niewielki fragment inhibitora — pierScienie pi-
rydynowy i pirymidynowy — znajduja sie w regio-
nie petli P. Wiekszo$¢ czasteczki IM jest wciSnieta
w centralny region kinazy, miedzy petle aktywa-
cyjna i1 a-helise. Towarzyszy temu powstanie sze-
Sciu wigzan wodorowych oraz licznych oddzialywan
typu van der Vaalsa, ktore stabilizuja kompleks
IM-kinaza w konformacji nieaktywnej, niezdolnej
do wigzania ATP [141]. Zwiazanie IM skutkuje ha-
mowaniem autofosforylacji kinazy BCR-ABL1 1 fos-
forylacji jej substratow, co powoduje zablokowanie
proliferacji komorek oraz indukcje apoptozy.

Badania przedkliniczne
W do$wiadczeniach przeprowadzonych na wy-
izolowanych biatkach dowiedziono, ze IM skutecz-
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nie hamuje aktywno$¢ kinazowg roznych form Kki-
nazy ABL1 — c-ABL, v-ABL oraz BCR-ABL1[145,
146]. Stezenie IM w ukladzie bezkomorkowym,
powodujace obnizenie poziomu fosforylacji dodane-
go substratu w 50% (1Cs,, 50% inhibitory concentra-
tion), wynosito 0,025-0,038 uM.

Hamowanie aktywnos$ci kinazowej przez IM,
wykazane w ukiadzie bezkomérkowym, potwier-
dzono w badaniach nad dzialaniem tego zwiazku
w komorkach iz vitro. Imatynib powodowat zmniej-
szenie autofosforylacji kinaz c-ABL, v-ABL, TEL-
-ABL oraz BCR-ABL1; IC, inhibitora wynosito 0,1-
—-0,3 uM [146, 147]. Podobne stezenie IM okazato
sie wystarczajace do zahamowania aktywnoSci ki-
nazowej PDGFR, a takze kinazy c-KIT [148].

W badaniach przeprowadzonych na réznorod-
nych liniach komoérkowych z wprowadzonym genem
dla kinazy BCR-ABL1 wykazano, ze IM hamuje ich
proliferacje 1 indukuje apoptoze na poziomie 1Cj,
zblizonym do warto§ci potrzebnej do zahamowania
fosforylacji komorkowej. Jednocze$nie nie hamuje
wzrostu komorek, do ktorych nie wprowadzono
genu BCR-ABL1 [149]. Wyniki te potwierdzono na
wielu liniach komérkowych p2105®4B_ j p19(BCRABL.
-pozytywnych pochodzacych od chorych na CML
oraz ALL z obecnym chromosomem Ph [150-152].

W badaniach przeprowadzonych iz vivo IM po-
dawany dootrzewnowo raz na dobe w dawce 50 mg/
/kg mc. spowodowal zatrzymanie wzrostu strans-
fekownych genem dla kinazy v-ABL komorek po
wszczepieniu ich myszom [146]. Obserwowano tak-
ze zalezne od dawki IM zahamowanie wzrostu BCR-
-ABL1 pozytywnych komorek po wszczepieniu ich
myszom, jednak podawanie tego inhibitora raz na
dobe nie zlikwidowalo guza [149]. P6Zniejsze do-
Swiadczenia dowiodly, ze IM podawany myszom
3 razy na dobe, zaro6wno dootrzewnowo w dawkach
po 50 mg/kg mc., jak i doustnie po 160 mg/kg mc.,
powoduje catkowity zanik guza powstalego po
wszczepieniu komoérek pochodzacych od osob cho-
rych na CML w fazie kryzy blastycznej [153]. Po-
dawanie zwierzetom IM w odstepach 8-godzinnych
okazalo sie konieczne ze wzgledu na do$¢ krotki
czas polowicznego rozpadu tego inhibitora u myszy.
Pojedyncza dawka IM pozwala na zatrzymanie
aktywnos$ci kinazowej biatka BCR-ABL1 do 50% na
okoto 4 godziny [153]. Jedynie ciagte blokowanie
aktywno$ci kinazy BCR-ABL1 pozwala na osiagnie-
cie oczekiwanych efektow biologicznych in vivo.

Badania kliniczne

W lipcu 1998 roku rozpoczeto I faze badan kli-
nicznych, ktorych glownym celem bylo ustalenie
maksymalnej bezpiecznej dla cztowieka dawki IM,

a takze zbadanie aktywno$ci przeciwnowotworowej
inhibitora [154]. Do badan wiaczano chorych na
CML w przewleklej fazie choroby, u ktorych lecze-
nie IFN« okazalo sie nieskuteczne. Imatynib poda-
wano w dawkach 25-1000 mg na dobe, z ktorych
wszystkie okazaly sie wzglednie dobrze tolerowa-
ne. Catkowita odpowiedz hematologiczna (CHR,
complete hematologic response), definiowana jako
zmniejszenie liczby leukocytow ponizej 10 000/mm®
i ptytek krwi ponizej 450 000/mm?®, zaobserwowano
u 98% pacjentow otrzymujacych dawke IM 300 mg
1 wiecej. Mniejsza (redukcja widocznych w plytce
metafazalnej komoérek szpiku kostnego chromoso-
moéw Ph do 65%) lub wieksza (do 35%) odpowiedz
cytogenetyczna (CyR, cytogenetic response) zaobser-
wowano u ponad polowy chorych otrzymujacych IM
w dawce 300 mg 1 wiecej [154].

Badania I fazy rozszerzono rok po6zniej, wigcza-
jac do proby 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 dobe. Piecdziesiat pie€ procent pacjen-
tow w fazie kryzy blastycznej odpowiedzialo na le-
czenie IM obnizeniem liczby niedojrzatych komo-
rek w szpiku kostnym ponizej 15%, a 11% odpo-
wiadalo kryteriom CHR. Ws§rod chorych na ALL
powyzsze kryteria spelniato odpowiednio 70% 120%
pacjentow [155].

Do wieloo$rodkowych badan II fazy wigczano
chorych na CML w przewleklej fazie choroby,
u ktorych leczenie IFNa okazalo sie nieskuteczne
[156], a takze osoby w fazie akceleracji [157] oraz
kryzy blastycznej [158]. Spoérod chorych w fazie
przewlektej 96% uzyskalo CHR, a 67% — wieksza
odpowiedz cytogenetyczna (MCyR, major cytogene-
tic response), natomiast 44% pacjentow po 6 latach
od rozpoczecia badan kontynuowato terapie IM
[159]. SzeScioletnie przezycie bez progresji choro-
by oszacowano na 61%, a szanse na przezycie w tym
czasie — na 76%. Wyniki te wskazuja na znaczaca
skuteczno$¢ IM u pacjentdéw rozpoczynajacych le-
czenie tym inhibitorem w poznej fazie przewlekle;j
choroby.

W lipcu 2000 roku rozpoczeto wielooSrodkowe,
randomizowane badania III fazy — IRIS (Interna-
tional Randomized Study of Interferon and STI571),
majace na celu ocene skutecznosci leczenia IM
w poréwnaniu z podawaniem IFNa w polaczeniu
z matymi dawkami cytarabiny (Ara-C) [160]. Do ba-
dania wigczano nowo diagnozowanych chorych
w fazie przewleklej CML. Pacjenci otrzymywali IM
w dawce 400 mg na dobe. Po 2 latach od rozpocze-
cia badan CHR osiaggneto 95% chorych leczonych
IM 156% leczonych IFN« w polgczeniu z Ara-C, na-
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tomiast MCyR uzyskalo odpowiednio 85% 1 22%
chorych [160]. Dalsze prowadzenie badan w tej for-
mie stalo sie niemozliwe w zwigzku ze zmiang tera-
pii chorych leczonych IFN« na podawanie IM. Po
8 latach obserwacji 304 pacjentow (55%) nadal otrzy-
muje IM. Przewidywany czas przezycia bez zdarzen,
czas bez progresji do fazy akceleracji i kryzy blastycz-
nej oraz calkowity czas przezycia chorych wynosza od-
powiednio 81%, 92% i 85% [161]. Rok po rozpocze-
ciu badan IRIS wérod 74% pacjentow, ktorzy uzyskali
calkowitg odpowiedz cytogenetyczng (CCyR, comple-
te cytogenetic response), 57% osiagnelo 3-log. reduk-
cje poziomu transkryptu BCR-ABL], jednak tylko
4-10% osiagnelo remisje molekularng, definiowang
jako brak transkryptow BCR-ABL1 wykrywanych
metoda reakcji tancuchowej polimerazy z analiza ilo-
Sci produktu w czasie rzeczywistym (RQ-PCR, real-
-time quantitative polymerase chain reaction) [162].

Utrzymanie remisji choroby wymaga jednak
statego podawania IM. Przerwanie terapii, nawet po
uzyskaniu catkowitej remisji molekularnej, zazwy-
czaj juz po kilku miesigcach prowadzi do nawrotu
choroby [163-166]. Czulo§¢ RQ-PCR pozwala na
wykrycie mRNA nawet z jednej komorki na 10°
komorek pobranych do analizy [167]. Mimo nega-
tywnego wyniku wsrod 10" komorek szpiku nadal
moze pozostawaé okoto 10°-10° komorek BCR-
-ABL1-pozytywnych [168], co moze by¢ zwigzane
z progresja CML po odstawieniu IM.

Opornos¢ na imatynib

Mimo wysokiej skuteczno$ci IM w leczeniu
CML rozw0j oporno$ci na ten inhibitor oraz pozo-
stajaca choroba resztkowa staly sie istotnym pro-
blemem klinicznym. Oporno$¢ na IM mozna skla-
syfikowac ze wzgledu na czas jej pojawienia sie
w trakcie leczenia na pierwotna 1 wtorng. Pierwot-
na oporno$¢ wystepuje, gdy IM nie jest skuteczny
od poczatku terapii i stwierdza sie brak odpowiedzi
hematologicznej lub cytogenetycznej na leczenie.
Wtorna oporno$§¢ wiaze sie z utratg skuteczno$ci
dziatania IM po wcze$niejszym uzyskaniu odpowie-
dzi na leczenie tym inhibitorem. Oporno$¢ na IM
czeSciej wystepuje w zaawansowanym stadium cho-
roby [169].

Mechanizmy opornoSci

Zar6wno pierwotna, jak 1 wtorna oporno$¢ na
IM moze by¢ spowodowana dzialaniem podobnych
mechanizméw, jednak niektére z nich sg czeSciej
zwigzane z jedna lub drugg opornos$cig. Mechanizmy
farmakologiczne, takie jak biodostepnos§¢, wchiania-
nie leku i interakcja z innymi lekami oraz mechani-

zmy komorkowe, wynikajace z zaburzonego pobie-
rania/eliminacji IM do/z komérek czy wiazania
z biatkami blonowymi, sg charakterystyczne dla
oporno$ci pierwotnej. Natomiast w opornosci wtor-
nej najczesciej identyfikowane sa mechanizmy mo-
lekularne, takie jak selekcja klonu komorek biatacz-
kowych z mutacja w domenie kinazowej, nadekspre-
sja BCR-ABLI1 czy pojawienie sie alternatywnych
Sciezek przekazywania sygnalu [170].

Mutacje punktowe
w domenie kinazowej ABL1

Pojawienie sie i selekcja klonow komorek
z mutacjami punktowymi w domenie kinazowej ABL1
jest najczesciej spotykanym mechanizmem prowa-
dzacym do opornos$ci wsrod chorych leczonych IM.
Odpowiada on za 42-90% przypadkow stwierdzo-
nej oporno$ci, a ocena ta zalezy od metodologii ba-
dania, definicji opornosci i fazy choroby [171]. Wy-
daje sie, ze IM nie indukuje powstawania mutacji
w domenie kinazowej ABL1 komorek, a jedynie pro-
wadzi do selekcji klonow komorek z mutacja po-
wstalg przed podaniem inhibitora [172, 173], mie-
dzy innymi wskutek dzialania ROS [174]. Mutacje
sg takze wykrywane u chorych, u ktéorych CCyR jest
stabilna [175].

W komorkach pochodzacych od chorych na
CML wykryto ponad 70 r6znych mutacji punkto-
wych, powstajacych w wyniku zamiany 50 amino-
kwasow w obrebie domeny kinazowej ABL1 [176].
Rozne podstawienia aminokwasowe tej samej resz-
ty, na przyktad F317C, F317L lub F317V, nadaja
kinazie r6zng wrazliwo$§¢ na IM [177]. SpoSrod
wszystkich zidentyfikowanych mutacji 15 amino-
kwasowych podstawien odpowiada za 85%, a 6 naj-
czestszych miejsc podstawien (T315, Y253, E255,
M315, G250, F359) — za 66% stwierdzanych mu-
tacji [177]. WSrod mutacji mozna wyr6znic cztery
grupy zlokalizowane w obrebie domeny kinazowe;:
w regionie wigzania IM do kinazy, w obrebie miej-
sca wigzania ATP (petli P), petli aktywacyjnej (pe-
tli A) i domeny katalitycznej [176] (ryc. 8). Moga
wystapi¢ takze mutacje rozproszone w calej cza-
steczce hiatka, ktore zmieniaja konformacje biatka
w sposoOb utrudniajacy wigzanie IM [178].

Pierwsza wykryta mutacjg w domenie kinazo-
wej ABL1 bylo podstawienie treoniny w pozycji 315
izoleucyng (T315I) w rejonie odpowiedzialnym za
bezposrednie wiazanie IM [179]. Brak atomu tlenu
w lancuchu bocznym treoniny 315 uniemozliwia
powstanie stabilizujacego wigzania wodorowego
z grupa aminowg IM [144]. Dodatkowo izoleucyna,
przez hydrofobowy tancuch boczny, zmienia prze-
strzennie miejsce wigzania IM, uniemozliwiajac
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zwigzanie sie inhibitora [179]. Mutacja T315I pro-
wadzi do calkowitej opornos$ci na IM, a takze na in-
hibitory II generacji (dazatynib i nilotynib), i nie zo-
staje zniesiona zwiekszeniem dawki IM [179]. Jed-
noczes$nie aktywna kinaza z tg mutacja nadal moze
fosforylowaé biatka w szlakach przekazywania sy-
gnalu, w ktorych uczestniczy.

Petla P, odpowiadajaca za wiazanie czasteczki
ATP, po przyltaczeniu IM przez kinaze stabilizuje
wiazanie inhibitora dzieki mostkom wodorowym
miedzy tyrozyna w pozycji 253 (Y253) a asparaging
w pozycji 322 (N322). Tworza one hydrofobowg
klatke czeSciowo otaczajacg IM. Mutacja tyrozyny
253 prowadzi do zniszczenia wigzania wodorowego,
co uniemozliwia przylaczenie IM [144]. Inne muta-
cje w obrebie petli P prowadza do preferencyjnego
utrzymywania przez kinaze BCR-ABL1 konformacji
aktywnej, z ktora inhibitor nie moze sie wtedy zwia-
zaC [180]. Wydaje sie, ze chorzy z mutacjami w ob-
rebie petli P maja zdecydowanie gorsze rokowanie
niz chorzy z mutacjami w innych obszarach [181].

Utozenie petli A reguluje aktywnosSc kinazy
BCR-ABL1. Mutacje w petli A nadaja komorkom
umiarkowang oporno$¢ na IM [182, 183]. Autofos-
forylacja tyrozyny 393 stabilizuje kinaze w konfor-
macji aktywnej, sprawiajac, ze trudniej wigze IM
[144]. Jest zatem prawdopodobne, ze mutacje
w petli A uniemozliwiaja przyjecie przez kinaze nie-
aktywnej konformacji, potrzebnej do zwigzania cza-
steczki IM [142]. W konformacji nieaktywnej tyro-
zyna 393 nasSladuje reszte tyrozynowa bialkowego
substratu BCR-ABL1, blokujac centrum katalitycz-
ne kinazy dla substratow. Mutacje w petli A, nada-
jace oporno$¢ na IM, na przyktad podstawienie hi-
stydyny 396 (H396), moglyby takze utrudniac sta-
bilizacje zamknietej konformacji [184].

Kolejna grupa mutacji, wérod nich podstawie-
nie metioniny w pozycji 351 (M351), wystepuje
w obrebie domeny katalitycznej kinazy — regionu,
ktory stanowi podstawe dla petli aktywacyjnej i uta-
twia stabilizacje nieaktywnej konformacji kinazy
BCR-ABLI1. Mutacje te prowadzg to preferencyjne-
go przyjecia aktywnej konformacji przez kinaze
1 utrudniaja wiazanie IM. Mutacja M351T prowadzi
do umiarkowanej opornoSci, ktoéra u chorych na
CML moze by¢ zniesiona dzieki zwiekszeniu daw-
ki IM [184].

Nadekspresja genu i bialka BCR-ABL1
Nadekspresje biatka BCR-ABL1, spowodo-
wang powieleniem genu dla tej kinazy, najpierw
zaobserwowano iz vitro w opornych na IM komor-
kach, ktore uzyskano w hodowli przy zwiekszaniu
stezenia inhibitora [185-187]. Zjawisko to potwier-

dzono in vivo; dotyczyto okoto 18% chorych na CML
opornych na leczenie IM [179]. Nadekspresja BCR-
-ABL1 prowadzi do opornoSci, poniewaz wieksza
ilo$¢ bialkowej kinazy musi zosta¢ zahamowana sto-
sowanym w praktyce klinicznej stezeniem IM.
Amplifikacja genu jest prawdopodobnie wynikiem
niestabilno§ci genetycznej, a jej czestotliwosc jest
szacowana na 10™ na podzial komérki, natomiast
czestotliwo$§¢ wystapienia mutacji punktowej oce-
nia sie na 10™ na podzial komoérki [177]. Jednak Kli-
niczna oporno$¢ na IM jest znacznie czeSciej spo-
wodowana mutacjami punktowymi w domenie Kki-
nazowe] ABL1 niz powieleniem genu kinazy
BCR-ABLI1. Nadekspresja biatka BCR-ABL1 moze
by¢ szkodliwa dla komoérek. Linie komorkowe ze
zwiekszong ilo$cig onkogennej kinazy charaktery-
zowaly sie szybka utrata zywotnoSci i zmniejsze-
niem proliferacji, gdy IM wycofano ze Srodowiska
hodowlanego [188].

Alternatywne szlaki przekazywania sygnalu

Dziatanie IM aktywuje szlak PI3K/Akt/mTOR
in vitro w komorkach z ekspresja kinazy BCR-ABL1
oraz in vitro 1 in vivo w komoérkach pobranych od
chorych na CML [189]. Jego aktywacja okazala sie
zasadnicza dla przezycia komorek w czasie rozwo-
ju wczesnej oporno$ci na stosowany inhibitor, po-
przedzajacej pojawienie sie pelnych oznak oporno-
$ci, na przyklad mutacji punktowych. Przez zaha-
mowanie indukowanej IM aktywacji szlaku kinazy
Akt dziataniem inhibitor6w mTOR 1 siRNA specy-
ficznego dla Akt, rozwdj poczatkowej opornosci
moze zostaé odwrocony [189]. Takze wtorna opor-
no$¢ moze sie wigzaé z uruchomieniem szlakow
sygnatowych niezaleznych od BCR-ABL1. W opor-
nych na IM komoérkach CML dochodzi do nad-
ekspres;ji 1 aktywacji kinazy Lyn, nalezacej do ro-
dziny kinaz Src. Zahamowanie aktywno$ci tej kina-
zy inhibitorem dla kinaz Src powoduje ograniczenie
przezycia 1 proliferacji komorek opornych, ale nie
komorek wrazliwych na IM [190]. Analiza mikro-
macierzy DNA wykazala korelujaca z fenotypem
opornosci na IM ekspresje 39 gendéw, zaangazowa-
nych w procesy antyapoptotyczne 1 transformacje
nowotworowa. Kilka sposrod tych genow moze by¢
zwigzanych z aktywacjg alternatywnych Sciezek
przekazywania sygnatu w komoérkach BCR-ABL1-
-dodatnich [191].

Zroznicowana biodostepnoS§¢ i zaburzone
wchlanianie/wydalanie imatynibu

W badaniach farmakokinetyki IM wykazano
istotng réznice stezenia tego leku we krwi u roz-
nych chorych [140]. Imatynib jest w znacznej mie-
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rze metabolizowany przez izoenzym 4A cytochro-
mu P450 (CYP3A4), ktorego aktywnoS¢ rézni sie
u poszczegdlnych osob [192], co czeSciowo wyjasnia
osobnicze zroznicowanie stezenia inhibitora w osoczu.
Srednie stezenie IM w osoczu jest wyzsze u chorych,
ktorzy osiagneli lepsze wyniki leczenia, CCyR czy
wieksza odpowiedZz molekularng (MMOolR, major
molecular response) niz pacjenci, u ktorych odpo-
wiedz na IM byla stabsza [193].

Zroznicowane stezenie IM w komoérkach wy-
nika takze ze zjawiska opornosSci wielolekowe;j
(MDR, multidrug resistance), ktore jest jednym
z mechanizmow broniagcych komorki macierzyste
przed czynnikami genotoksycznymi, a komorki
nowotworowe — przed skutkami chemioterapii. Ko-
morke nowotworowg przed wniknieciem lekow za-
bezpieczaja bialka transbtonowe nalezace do nadro-
dziny bialek ABC z domena wiazaca nukleotydy
(ATP-binding cassette). Produktem genu MDR]I jest
miedzy innymi glikoproteina P (Pgp) — zalezna od
ATP pompa redukujaca wewnatrzkomorkowe steze-
nie leku, prowadzac w ten sposob do jego zbyt niskie-
go stezenia w komorce [194]. Imatynib jest substra-
tem glikoproteiny P 1 wewnatrzkomorkowe stezenie
tego inhibitora jest znacznie nizsze w komorkach
z ekspresja Pgp [195-197]. Oporne na IM linie komor-
kowe CML, otrzymane przez ekspozycje na wzrasta-
jace stezenie inhibitora, wykazywaly nadekspresje
Pgp [185]. Nie stwierdzono nadekspresji Pgp u opor-
nych na IM chorych na CML. Jednak dodanie inhibi-
tora pompy Pgp do hodowli komérek pobranych od
0so6b z CML opornych na IM spowodowalo znaczace
zmniejszenie zdolnoSci do tworzenia kolonii, co su-
geruje, ze nadekspresja MDR1 moze odgrywac istotng
role w Kklinicznej opornosci na IM [198].

Druga pompa regulujaca wewnatrzkomorkowe
stezenie leku jest inny transporter z rodziny ABC —
BCRP/ABCG2 (brest cancer resistance protein). Nade-
kspresja biatka ABCG2, zwigzana z dziataniem IM, pro-
wadzi do usuniecia tego inhibitora z komorki [199, 200].

Transporterem, ktory wprowadza IM do komo-
rek, jest h OCT1 (human organic cation transporter 1).
Jego zahamowanie prowadzi do utrzymywania sie zbyt
niskiego stezenia IM w komorkach, co moze prowa-
dzi¢ do oporno$cina tenlek [197, 201]. Gen dlahOCT1
ulega znacznie wiekszej ekspres;ji u chorych na CML,
ktorzy osiagneli CCyR, niz u oséh, u ktérych po 10
miesigcach leczenia nadal pozostawalo wiecej niz 65%
metafaz z chromosomem Ph [202].

Wiazanie imatynibu do bialek bfonowych
Stezenie IM w osoczu u chorych przyjmujacych

lek w dawce 400 mg na dobe powinno by¢ znacznie

wyzsze od stezenia inhibitora potrzebnego do za-

hamowania aktywno§ci kinazowej bialka BCR-
-ABL1 [177]. Imatynib we krwi jest w okolo 95%
wigzany z biatkami, gtownie z albuming i «;-kwasng
glikoproteing (AGP, a;-acid glycoprotein), a jedynie
niezwigzany z biatkami lek moze speinia¢ w komor-
ce funkcje inhibitora kinaz [203]. [los¢ IM wiazana
przez albumine jest znacznie wieksza niz przez
AGP. Istnieje pozytywna korelacja miedzy stezenia-
mi AGP 1 IM w komorce [204]. Zablokowanie wia-
zania IM do AGP przez dodanie erytromycyny, ktora
wiaze sie do AGP, przywraca wrazliwo$¢ na inhibi-
tor [205]. Rola AGP w rozwoju oporno$ci na IM nie
jest ostatecznie ustalona [206].

Komorki macierzyste CML

Imatynib nie powoduje usuniecia z organizmu
chorego wszystkich komérek BCR-ABL1-dodat-
nich, nawet w przypadku osiggniecia catkowitej od-
powiedzi molekularnej (CMolR, complete molecular
response). Po odstawieniu leku u czeSci pacjentow
nastepuje nawro6t choroby juz po kilku miesigcach
od przerwania terapii [164, 166, 168]. Moze to by¢
spowodowane pozostawaniem macierzystych ko-
morek nowotworowych. Stanowig one mniej niz 1%
progenitorowych komorek CD34*. Charakteryzuja
sie brakiem na swojej powierzchni antygenu CD38
oraz s w fazie spoczynkowej cyklu (faza G) [207].

Macierzyste komorki CML majg wiele cech,
ktore nadaja im oporno§¢ na IM. Ilo$¢ transkryptu
mRNA kinazy BCR-ABLI1 jest 100 razy wieksza niz
w zroznicowanych komoérkach CD34- CML; kilku-
krotnie zwiekszona jest ilo§¢ kinazy BCR-ABLI,
a takze jej aktywno§¢, mierzona poziomem fosfo-
rylacji biatka Crkl [208]. Komorki CD34* CD38"
charakteryzuja sie takze zwiekszona ekspresja bia-
tek zwigzanych z obnizeniem wewnatrzkomorkowe-
go stezenia leku (Pgp) oraz zmniejszona ekspresja
bialek zwigzanych z transportem substancji do ko-
morki (hOCT-1) [208].

Niewrazliwo$¢ komorek macierzystych CML na
IM jest wigzana takze z tym, ze komorki te sg poza
cyklem komorkowym. Chociaz zablokowanie dojrza-
tych BCR-ABL1-pozytywnych komérek w cyklu ko-
moérkowym nie zmniejsza ich wrazliwo$ci na IM [209],
to dodanie czynnikow wzrostu do niedzielacych sie
progenitorowych komorek CML powoduje ich uwraz-
liwienie na dzialanie IM [210, 211]. Macierzyste ko-
morki CML CD34* CD38 sa takze rezerwuarem ko-
morek z mutacjami nadajacymi oporno§¢ na IM [212].

Pokonywanie opornosci na imatynib

Skuteczno$¢ terapii stosowanej w leczeniu
CML w duzej mierze zalezy od podjecia decyzji
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0 zmianie sposobu terapii w optymalnym dla chore-
go czasie. W zwiazku z tym ustalono punkty czaso-
we, w ktorych uzyskana odpowiedZ na leczenie IM
jest satysfakcjonujaca, oraz definicje niepowodzenia
1 suboptymalnej odpowiedzi na to leczenie [171, 213].

Niepowodzenie w terapii IM oznacza, ze jej
kontynuacja tym inhibitorem w stosowanej dawce
nie jest wlasciwa dla chorego, ktory prawdopodob-
nie uzyska wiecej korzysci dzieki innym metodom
leczenia. Istnieje kilka sposobow mogacych pomoc
W pokonaniu opornoSci 1 uzyskaniu poprawy tera-
peutycznej. Naleza do nich: zwiekszenie dawki IM,
zamiana IM na inhibitory kinazy tyrozynowej Il ge-
neracji, allogeniczne przeszczepienia macierzy-
stych komorek krwiotworczych (allo-HSCT, alloge-
neic hematopoietic stem cell transplantation) lub
udzial chorego w badaniach klinicznych z uzyciem
nowych inhibitoroéw kinaz.

Zwiekszenie dawki imatynibu

W przypadku pojawienia sie klonow komorko-
wych z mutacjami nadajacymi czeSciowa oporno§é
na IM zwiekszenie dziennej dawki tego inhibitora
moze przynie§¢ poprawe odpowiedzi na terapie
u chorych dobrze tolerujacych dotychczasowa dawke
leku. Takze chorzy, u ktérych oporno§¢ na IM wy-
nika z nadekspresji kinazy lub zaburzen transportu
leku do 1 z komorki, moga odnieS¢ korzySci ze
zwiekszenia dawki inhibitora [171, 214].

Zwiekszenie dawki IM do 600 lub 800 mg na
dobe u opornych pacjentow w fazie przewlekle;j
CML prowadzi do osiggniecia hematologiczne]
1 cytogenetycznej odpowiedzi na leczenie [215].
Wieksza niz standardowa dawka IM (600 mg/d.) sto-
sowana u oso6b w fazie kryzy blastycznej wiaze sie
z czestszym uzyskiwaniem hematologicznej i cyto-
genetycznej odpowiedzi takze w zaawansowanym
stadium choroby [158]. Poprawa odpowiedzi wyni-
kajaca ze zwiekszonej dawki IM nie wydaje sie jed-
nak korzyScia trwala i wcze$niej lub p6zniej wyma-
ga zmiany sposobu leczenia [216].

Nowe inhibitory Kinazy tyrozynowe;j
Dazatynib to drobnoczasteczkowy inhibitor
zatwierdzony w 2006 roku przez FDA (pod nazwa
Sprycel) w leczeniu chorych z CML i1 ALL z obec-
nym chromosomem Ph, opornych na IM. Lek ten
jest strukturalnie odmiennym zwigzkiem od IM
1 moze sie wigzac zarowno z aktywna, jak 1 z nieak-
tywna forma kinazy BCR-ABL1 [217, 218]. Daza-
tynib, oprocz kinaz hamowanych przez IM, hamuje
takze aktywno§¢ kinaz z rodziny Src (Src, Lck), blo-
kujac tym samym czeS$¢ alternatywnych dla BCR-
-ABL1 szlakow przekazywania sygnatu [219]. Nowy

inhibitor blokuje takze szlak przekazywania sygna-
tow poprzez STATS, prowadzac do indukcji apop-
tozy w komorkach z ekspresja kinazy BCR-ABL1
[220]. Aktywno$¢ dazatynibu wzgledem kinazy
BCR-ABL1 i vitro jest okoto 300 razy wieksza niz
aktywno$§¢ IM [219]. Dazatynib w wiekszym niz IM
stopniu hamuje, mierzong poziomem fosforylacji
Crkl, aktywno§¢ kinazy BCR-ABL1 w macierzy-
stych komorkach CML (CD34*CD38"), nie powo-
duje jednak $mierci nieproliferujacych komorek ma-
cierzystych [221]. Dazatynib nie jest takze skutecz-
ny w przypadku wystapienia mutacji T3151 [219].

Strukturalng pochodna IM jest kolejny, stoso-
wany w leczeniu chorych na CML po nieskutecznej
terapii IM, drobnoczgsteczkowy inhibitor kinazy ty-
rozynowej — nilotynib. Nilotynib wigze sie z kinazg
BCR-ABL1, tak jak IM w konformacji nieaktywnej,
jednak jego aktywno$¢, mierzona poziomem fosfo-
rylacji Crkl, jest kilkadziesiat razy wieksza [222].
Stezenie nilotynibu w komorkach, w przeciwienstwie
do stezenia IM, nie wydaje sie zwigzane ze zmiana-
mi aktywnoSci transportera hOCT1 [201]. Jednak
podobnie jak IM, nilotynib nie prowadzi do apoptozy
macierzystych komorek CML (CD34"CD38") [223].
Kinaza BCR-ABLI1 z mutacja T315I takze nie jest
wrazliwa na ten inhibitor [224].

Pewna szansa dla chorych opornych na IM
1 inhibitory II generacji, niekwalifikujacych sie do
allo-HSCT, jest udzial w badaniach klinicznych no-
wych inhibitoré6w. Jednym z nich jest bosutynib
(SKI-606), ktory — podobnie jak dazatynib — jest
podwojnym inhibitorem kinaz ABL1 1 SRC, jednak
w odroznieniu od dazatynibu nie wiaze sie z recep-
torami c-KIT 1 PDGFR [225]. Podobnie jak stosowa-
ne juz w praktyce klinicznej inhibitory kinazy BCR-
-ABL1, bosutynib nie wykazuje aktywno§ci wobec
klonéw komoérkowych z mutacja T3151 [225, 226].

Kolejnym inhibitorem kinaz z rodziny Src
w fazie badan klinicznych jest INNO-406 (NS-187).
Hamuje on kinaze ABL1 kilkadziesiat razy silniej
niz IM, a dodatkowo jest takze inhibitorem biatka
Lyn [227, 228] odgrywajacego istotng role w trans-
formacji blastycznej CML i rozwoju opornos$ci na IM
zwiazanej z alternatywnymi szlakami przekazywa-
nia sygnatu.

W zwiazku z niska aktywnos$cia inhibitorow
kinazy BCR-ABL1 wobec klon6w komérkowych
z mutacjg T315I poszukuje sie inhibitoréw o innym
mechanizmie dzialania. Jednym z nich jest ON012380,
ktory nie wiaze sie z kinazg BCR-ABL1 w miejscu
wiazania IM, blokuje natomiast miejsce wigzania
substratow z kinaza. Zwigzek ten powoduje induk-
cje apoptozy w komorkach z ekspresja znanych
mutacji nadajacych opornos$c na IM i inne inhibito-
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ry blokujace wigzanie ATP przez kinaze BCR-ABL1
— takze mutacji T315I [229].

MK-0457 (VX-680) jest inhibitorem kinaz se-
rynowo-treoninowych z rodziny Aurora — kluczo-
wych w regulacji segregacji chromosomow podczas
mitozy [230]. Hamuje takze aktywno$c¢ kinazy BCR-
-ABL1, takze w wersji z mutacja T3151 in vitro [231]
oraz u chorych na CML z ekspresja kinazy BCR-
-ABL1 z mutacja T315I [232]. MK-0457 wiaze sie
z kinaza BCR-ABL1 za pomoca czterech mostkow
wodorowych 1 nie wymaga interakcji z tyrozyna
w pozycji 315 [233].
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