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1960 - Peter Nowell a David Hungerford
objevili chromosom Philadelphia (Ph)

1973 - Janet D. Rowleyova zjistila, ze chromosom Ph je odvozeny
od chromosomu 22, pojmenovala jej translokovany chromosom

1983/4 - popis fuzniho leukemického genu BCR-ABL,

ktery je pricinou vzniku CML

1990 - CGSTI-571 (imatinib) je novou molekulou, ktera zacala byt studovana
ve vztahu k inhibici Bcr-Abl proteinu

1998 - zahajeni klinickych studii s imatinibem,
které inicioval Dr. Brian J Druker ve spolupraci
s Dr. Charlesem Sawyersem a Dr. Moshem Talpazem
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kmenova burka (KB)
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e Vsechny krevni bunky jsou vytvareny v kostni dieni z kmenovych bunék

e Pocatecni vyvojova stadia kmenovych bunék se dale diferencuji do myeloid-
nich nebo lymfoidnich kmenovych bunék

e Myeloidni kmenové bunky umoznuji vznik bilych krvinek
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e Cervené krvinky
prenaseji kyslik krevni cirkulaci do tkani. Nizké hodnoty ¢erveného
krevniho barviva (hemoglobinu) zpldsobuji anemii.

e Normalni hodnoty hemoglobinu jsou: 130-180 g/l
(rozdilné hodnoty pro muze a zeny)

e Krevni desticky
jsou drobné fragmenty vétSich bunék kostni dfené
(megakaryocytu), pri krvaceni vytvareji shluky
a podileji se na srazeni krve

e Normalni hodnoty desticek jsou: 150-400x 109/l




CML

diagnoéza

Bilé krvinky

Tyto buriky jsou vytvareny v kostni dreni rychle a obecné maji kratkou
dobu prezivani. Nékteré jsou funkcni nékolik hodin, jiné nékolik dnd.
Neutrofily ~ 4-10x109/1 - bojuji proti bakterialnim infekcim

Lymfocyty ~ 1,4-3,4x109/I - vytvari protilatky,
které jsou soucasti imunitni odpovédi

Ostatni bilé krvinky se vyskytuji v mensich poctech
napf: eosinofily, basofily, monocyty
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Pocatedni vyvojova stadia krvinek se nazyvaji blasty
Normalni blasty vyzravaji ve zralé krvinky

Ph+ bilé krvinky jsou abnormalni, jejich puvod je odvozen
od leukemickych blastu

CML

diagnoéza




CML

diagnoéza

e Gen BCR-ABL vznika spojenim (fuzi) dvou genu. Toto spojeni
zpusobuje leukemogenezi (v tomto pripadé vznik CML).

Changed chromosome 9
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Tyrozinové kinazy jsou bilkoviny, které davaji burice fidici signaly.
Bunika se po obdrzeni tohoto signalu za¢ne délit a reprodukovat.

Fuzni gen BCR-ABL vede ke vzniku abnormalni tyrozinové kinazy, ktera
nepodléha kontrole jako v normalni burice (kde je aktivni pouze na urdi-
tou dobu), ale je aktivni stale.

Abnormalni tyrozinova kinaza ovlada buriku, ta se stale déli a zpusobuje
tak zmnozeni Ph+ (leukemickych) bilych krvinek

Ph+ bunky nemaji normalni bunécny cyklus:
nevyzravaji ~ neplni své prirozené funkce ~ nezanikaji

Ph+ kmenové bunky jsou nesmrtelné
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Pokrocila stadia

Chronicka faze Akcelerovana faze Blasticka krize
Median Median Median prezivani
trvani 5-6 let trvani 6-9 meésicu 3-6 meésicu

Faderl S, et al. Ann Intern Med. 1999;131:207-219.Pasternak G, et al. J Cancer Res Clin Oncol.
1998:124:643-660.
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e trva 3-6 let, rozviji se pomalu a plizivé

e 85-90% pacientu je diagnostikovanych v chronické fazi
e priznaky jsou ¢asto minimalni nebo zadné

e pocet bilych krvinek presahuje normalni rozmezi

e za normalnich okolnosti <5% vsech bilych krvinek v kostni dfeni
tvori nezralé blasty
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V chronické fazi se zahajuje 1écba imatinibem (Glivec)
v davce 400 mg/den

CILE:
e zajistit normalizaci poctu krvinek
e snizit/eliminovat buriky s obsahem BCR-ABL fuzniho genu
e pacienti dosahuji vétSinou trvalé remise nemoci (aktualné > 8 let)
e imatinib je dobre snaseny vétsinou CML pacientu
e v nékterych pripadech se rozvine nesnasenlivost, nebo:
- rezistence (odolnost) k imatinibu
- primarni rezistence

- ziskana rezistence
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e Imatinib (Glivec) je sloucenina, ktera se uziva k lécbé
nékolika typl nadorovych onemocnéni

e Uziva se pri lécbé Ph+ CML ale i gastrointestinalnich
stromalnich tumord a nékterych dalSich nadoru

e Jde o prvni z nové skupiny lékd, tzv. inhibitord tyrozinovych kinaz
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e Imatinib obsazuje vazebné misto pro ATP (adenosintrifosfat =
energeticky zdroj) Abl kindzové domény

e To zpusobuje zablokovani
fosforylace bilkovin a
leukemické signalizace

e Ztrata signalizace
znemozni rdst a prezivani
leukemickych bunék

Normalni krvinky nejsou
vyznamné ovlivnény.

Savage and Antman. N Engl J Med. 2002;346:683.
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10-20% of pacientu nesnasi (netoleruje) 1écbu imatinibem, nebo
rozvine k léku rezistenci (odolnost)

. generace inhibitoru tyrozinovych kinaz
Dasatinib je inhibitor 2. generace a blokuje Bcr-Abl s vysokou
ucinnosti
Nilotinib je také inhibitor 2. generace a blokuje abnormalni
bilkovinu Ber-Abl s vyssi ucinnosti jako imatinib

. a vyssi generace inhibitorl tyrozinovych kinaz

V soucasnosti jsou dostupné nové léky, které se zatim zkousi
v ramci klinického testovani na vybranych pracovistich
Bosutinib, XL-228, AP-24534, DCC-2036 a jiné
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Pri nesnasenlivosti nebo odolnosti leukemickych bunék k imatinibu se v lécbé
CML vyuzivaji v soucasnosti dasatinib (Sprycel) nebo nilotinib (Tasigna).

Vsechny tyto léky (v€etné imatinibu) patfi do |ékové skupiny tzv. inhibitoru
tyrozinovych kinaz. Inhibitory tyrozinovych kinaz zfejmé nedokazi CML
vylécit, protoze po jejich vysazeni se leukemie znovu objevuje (tzv. relaps).

PCR (polymerazova retézova reakce=citliva metoda k urceni pritomnosti
BCR-ABL fuzniho genu) ukazuje, ze vétsina pacientd ma zbytkovou
(rezidualni) nemoc.

Pri¢inou zbytkové nemodci jsou tzv. spici (neaktivni) leukemické kmenové
buriky. Remise nemoci jsou ale trvalé u naprosté vétsiny pacientd.




MuUze v pruméru trvat 6 az 12 mésicl — priznaky jsou
vyraznejsi nez v chronické fazi

Vysetreni mohou potvrdit pritomnost:

anemie (hemoglobin <100 g/l)

zvétsené sleziny

zvyseného poctu bilych krvinek

zvySeného poctu krevnich desticek (> 450x103/l)

10-19% bilych krvinek v kostni dfeni mohou tvofit nezralé blasty,
které pronikaji také do obvodové (periferni) krve
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e jiny nazev: akutni faze, blasticka krize, blasticky zvrat

e obvykle trva 3 mésice

e jeji prubéh lze obtizné pfedpovidat, ma agresivni rysy a je

e obtizné lécitelna

* >20% nezralych blast v kostni dfeni, nebo periferni krvi
slezina se muze vyrazné zvétsit (splenomegalie)

e |eukemické bunky vykazuji ¢asto dalsi pridatné chromosomalni
abnormality
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e C(Cilem je eradikace (zniceni) vsech BCR-ABL+ bunék

e V pfipadé, ze zminovany cil neni dosazitelny, pokousime
se nastolit alespon chronickou fazi nemoci

e \/ysoce davkovany imatinib (pokud pfedtim nevznikla
na néj rezistence) a provedeni alogenni transplantace
krvetvornych bunék (alogenni TKB) jsou spolu
s chemoterapii zakladem |éCby blastické krize

e Dasatinib a nilotinib jsou Iéky volby po dosazeni
2. chronické faze

e | kdyz je mozné provést alogenni TKB, je vhodné
predtim nastolit 2. chronickou fazi pomoci inhibitoru
tyrozinovych kinaz
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Alogenni TKB je jedinou moznosti pro vyléceni CML, ale...

* je nezbytné nalézt HLA shodného darce

e jeriziko umrti a komplikaci v souvislosti
s transplantaci

e jeriziko GVHD - graft versus host disease - reakce stépu
proti hostiteli - zplusobuje vazné komplikace, které
ovliviuji dlouhodobé kvalitu zivota
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Infuze darcovskych lymfocytl po alogenni TKB
e uziva se k prevenci a |écba relapsu
e vede k posileni reakce stépu proti leukemii

e nese s sebou zvysené riziko vzniku GVHD

Transplantace po pripravném rezimu s redukovanou intenzitou
e pfipravny rezim s mensi toxicitou

e zabezpedi utlum imunitniho systému a prihojeni
darcovskych bunék se zachovanim reakce stépu
vuci leukemii

e umozni provedeni transplantace i u starSich osob
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Cile monitorovani:

e odhad uspésnosti terapie

e (Casné zachyceni relapsu (navratu nemoci), nebo
rezistence (odolnosti k 1éku)

e analyza pficin selhani terapie (coz umoznuje
rozhodnout o dalsi terapii - 2. generace inhibitoru
tyrozinovych kindz, alogenni TKB, ...)




Krevni testy umoznuji vysetrit mnozstvi Ph+ bunék
v periferni krvi a soucasné informuji o hladiné hemoglobinu,
krevnich desticek ap.

e Cytogenetické vysetreni z periferni krve a kostni diené.

e PCR - citlivy molekularni test, ktery méri zbytkovou nemoc:

e vyjadruje se pomérem BCR-ABL k normalnimu genu (ABL),

e nejcasteji z periferni krve
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3 zakladni postupy s ruznou citlivosti

Karyotypovani - (vysetfeni chromosomu, konvencni cytogenetika)
FISH - fluorescencni in situ hybridizace

RT-Q-PCR - Kvantitativni polymerazova retézcova reakce
s vyuzitim reversni transkriptazy

FISH a RT-QPCR mohou byt provadény z periferni krve, rychla
dostupnost vysledku, vyssi citlivost, mensi zatéz pacienta
Klonalni vyvoj (vznik pridatnych cytogenetickych zmén)
muze byt uren pouze pomoci karyotypovani

Vsechny 3 metody vykazuji souhlasné vysledky ve velkém
mnozstvi pripadu
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Karyotypovani/Cytogeneticka analyza
e Zlaty standard v monitorovani CML

e (Cytogeneticka odpovéd je urcena vysSetfenimchromosomu
ve 20 bunécnych jadrech ze vzorku kostni dfené




FISH - fluorescencni in situ hybridizace

L q
Interfazni FISH nevyZaduje délici se bun "

k‘,i

analyzuje se alesporn 200 interfaznich b*k -

- umozni analyzu vétsiho poctu bun*
- je vyuzivana nejcCastéji

'
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RT-QPCR - Quantitative Polymerase Chain Reaction

tato reakce zmnozi malé mnozstvi RNA nebo DNA

Vyjadruje podil nemocnych bunék v poméru k burikam zdravym
Je to citlivéjsSi metoda ve srovnani s FISH (nalezne az 1 Bcr-Abl+
buriku mezi 1,000,000 normalnich bunék)

RT-Q-PCR se uziva k vyjadfeni mnozstvi BCR-ABL v periferni krvi

To umoznuje monitorovat rezidualni (zbytkovou) nemoc
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e U nékterych pacientu se v prbéhu |éCby imatinibem vytvori mutace
(zména) v genu tyrozinové kinazy v misté vazby ATP, coz znemozni
spravnou vazbu imatinibu

Be

SIGNALIUACE
OPET AKTIVN{

Savage and Antman. N Engl J Med. 2002;346:683.
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e V pozdni chronické fazi CML mohou existovat mutace
v nizkém procentu jesté pred zacatkem podavani imatinibu

e Tento jev se nevyskytuje ve v€asné chronické fazi

e Asi 1-20% pacientl v chronické fazi, ktefi reaguji na 1écbu
imatinibem, vykazuje pfitomnost mutaci, ale tyto mutace
nejsou trvalé a nezpuUsobuji progresi nemoci

e \ pripadé klinicky rezistentni nemoci, 30-50% pacientut
vykazuje mutace ABL kinazy.




Nékteré léky mohou zvysovat

hladinu imatinibu v plasmé&, nap¥.:

klarithromycin
erythromycin
itrakonazol
ketokonazol
grapefruitovy dzus

Jiné léky mohou snizovat

hladinu imatinibu v plasmé, nap¥.:

karbamazepin
dexamethazon
fenobarbital
fenytoin
rifampicin
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Pri kombinaci s imatinibem se zvysuje
koncentrace v plasmé nékterych lékd,
napfr.:

acetaminofen
cyklosporin

dihydropyridinové blokatory
Ca++ kanalu

HMG-CoA reduktazové inhibitory
(napf. simvastatin)

pimozid
triazolo-benzodiazepiny

warfarin*

*plasmatické hladiny se mohou i snizovat
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e Sub-optimalni odpovéd
snizena pravdépodobnost dosazeni
optimalni odpovédi, nicméné nelze
s urcitosti jeji dosazeni vyloucit
(tzv. pozdni odpovéd)

e Selhani

e Témeér nulova pravdépodobnost dosazeni
optimalni odpovédi

e Ztrata dosazené odpovédi

Baccarani et al., Blood 2006
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Diagndza ) i vysoké riziko del(9q)
PCA v Ph+ bunkach
3 més. bez HO < KHO
6 més. <KHO <PCO
bez CO
12 meés. <PCO < KCO <VMO
18 més. <KCO <VMO
Kdykoli Ztrata KHO a KCO PCA v Ph+ burikach kdykoliv > Bcr-Abl
Mutace - Ztrata VMO PCA v Ph- bunkach
imatinib-insenzitivni Mutace -
imatinib-senzitivni

Baccarani et al., Blood 2006
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e Del 9+ - specificka zména chromosomu 9
e PCA - pfidatné chromosomalni abnormality v burikach s Ph chromosomem
e HO - hematologicka odpovéd (uprava v krevnim obraze, zmenseni velikosti

sleziny, atd)

e KHO - kompletni hematologicka odpovéd (uplna uprava v krevnim obraze,
normalizace velikosti sleziny, atd)

e CO - cytogeneticka odpovéd - zjistuje se cytogenetickym vysetfenim
(vysetfenim karyotypu)

e PCO - ¢astecna (parcialni) cytogeneticka odpovéd — méné nez ve 35%
vysetienych bunék je Ph chromosom

e KCO - kompletni cytogeneticka odpovéd - pfi vysetieni karyotypu
nalezeny jen zdravé buriky bez Ph chromosomu

e VMO - velka molekularni odpovéd - pokles zastoupeni leukemickych BCR-ABL
pozitivnich bunék na méné nez 0,1% pfi vysetreni kvantitativni PCR
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e potvrzené - rizikové faktory - SOKAL 1984, HASFORD 1998
- pridatné cytogenetické abnormality

e nepotvrzené - Del 9g+ (specifickd zména chromosomu 9)

e diskutované - zmény jinych chromosomu
- variantni Ph chromosom
- OCT1 exprese (nosi¢ ktery prendsi imatinib
z krevni plasmy do bunék)
- exprese MDR genu (vede k tvorbé bilkovin,
jez vypuzuji imatinib z bunék)

e pracovni hypotézy - profil genové exprese (stupen aktivity gent)
- genetické polymorfizmy (varianty genu)
- preexistujici mutace BCR-ABL kinazy

* ELNet-PROVISIONAL, 30.01.2009
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Hematologicka odpovéd (HO)

3 mésice* — kompletni odpoveéd - KHO

Cytogeneticka odpovéd (CO)

12 mésicu* — kompletni cytogeneticka odpovéd — KCR

Molekularni odpovéd (MO)

18 mésicu * — velka molekularni odpovéd MMR

*Cas od zahajeni lécby
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. linie [éCby: imatinib 400mg

. linie IéCby:

Intolerance imatinibu: dasatinib nebo nilotinib

Suboptimalni odpoved:
pokracovani |éCby imatinibem ve zvysSené davce,
nebo dasatinib anebo nilotinib

Selhani imatinibu: dasatinib nebo nilotinib

alogenni TKB je volbou pro pacienty, u nichz selhala lIécba

2. generaci inhibitort tyrozinovych kinaz (v zavislosti od EBMT skoére,
které je odhadem pravdépodobnosti preziti po transplantaci)

Provizorni navrh
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e V DOBE DIAGNOZY - u pacientl v akceleraci nebo blastické krizi
(doporucuje se predléceni pomoci inhibitoru
tyrozinovych kindz)

e selhani imatinibu - u pacientl s progresi do akcelerace a blastické krize
(doporucuje se predléceni 2. generaci inhibitoru)
- u pacientu s T3151 mutaci

e u selhani/suboptimalni odpovédi
- u vSech pacientl v zavislosti na odpovédi
a hodnoté EBMT skore

e selhani odpovédi na 2. generaci inhibitort tyrozinovych kinaz
- (3. generace?)

*STANDARDEM je provedeni alogenni TKB s pomoci myeloablativniho rezimu a s vyuzi-
tim HLA-shodného pribuzenského/nepfibuzenského darce (dobrovolny darce z registru)

ELN panel, provisional, 30.01.2009
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e Normalni kvalita zivota
e Moznost bezpecného poceti déti
e Moznost vyléceni a bezpecného ukonceni lécby

U kolika pacientu?

PROC NE U 100%?




