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Pouzité zkratky

AA - homozygotni genotyp, dvé alely A a A
AGP - alpha -1 kysely glykoprotein
AIHA - autoimunitni hemolyticka anemie

ALL - akutni lymfoblastické leukemie

AP - akcelerovana faze

ATP - kyselina adenosintrifosfore¢na

ABCBI- transportni glykoprotein

ABCG2 - transportni glykoprotein

ABL - Abelsentiv onkogen na 9. chromozomu

ANC - absolutni pocet neutrofilii

BCR - misto zlomu na 22. chromozomu (breakpoint cluster region)
BP - blastické faze

BMI - body mass index

CC, CT - oznaceni genotypu, homozygot (alely C a C), heterozygot (alely C a T)
CCA - klonalni chromozomalni abnormality

CML - chronicka myeloidni leukemie

c-KIT- protoonkogen s tyrozinkinazovou aktivitou

CCyR - kompletni cytogenetickd odpoved’

CHR - kompletni hematologickéd odpoved’

CP- chronicka faze

CRKL - protein kodovany CRKL genem
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CYP3A4 - oznaceni enzymu v jatrech, soucast cytochromu P450
CYP3AS - oznaceni enzymu v jatrech, soucast cytochromu P450
CYP92C9 - oznaceni enzymu v jatrech, soucast cytochromu P450
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EBMT - European Group for Blood and Marrow Transplantation
EKG - elektrokardiogram

ELN - European Leukemia Net

EUTOS - The European Treatment and Outcome Study for CML
Hb - hemoglobin

hOCT]1 - human organic cation transporter-1

HSCT - transplantace hematopoetickymi buitkami

FISH - zmén fluorescencni in situ hybridizace

FDA - Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
GG - homozygotni genotyp, dvé alely G a G

GF - glomerularni filtrace

GVHD - reakce $tépu proti hostiteli

GT - heterozygotni genotyp, alely Ga T

IS - mezinarodni index uZivany pro standardizaci méfeni BCR/ABLI1 kvantity
JAK - Janusova kinaza

KD - kostni dfeni

MMR - velka molekularni odpoveéd’



NA - nestanoveno

NCCN - National Comprehensive Cancer Network

NF- «b - nuklearni faktor kb

NK - ,,natural killer*, subpopulace lymfocyti

OS - celkové preziti

PCyR - parcialni cytogeneticka remise

PRCA - ¢ista aplazie cervené fady

Ph - filadelfsky chromozom

PK - periferni krev

rs — referen¢ni Cislo polymorfismu v SNP ,, mapé®, vzdy jedinecné

RT - PCR - kvalitativni polymerdzova fetézcova reakce s vyuzitim reverzni transkriptazy
PDGR - receptor pro destickovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor receptor)
PI3K - 3- fosfatidylinozitol-3-kinaza

RAS - rodina gentl ze skupiny protoonkogend, které koduji proteiny véazajici GTP

SNP - jedno-nukleotidovy polymorfismus

QT - vzdélenost mezi zacatkem kmitu Q a koncem viny T na EKG zdznamu

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Oragnization)

wt - nemutovany, bézné se vyskytujici gen (,,wild*)

Tc - cytotoxické lymfocyty

TKI - tyrozinkindzovy inhibitor

TT - homozygotni genotyp (alely T a T)
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1.1 Chronicka myeloidni leukemie - etiologie a patogeneze

Chronick4 myeloidni leukemie patii do skupiny myeloproliferativnich chorob a vznika
transformaci kmenové pluripotentni butiky. Molekuldrni podstatou choroby je reciproka
translokace mezi chromozomy 9 a 22 (19;22)(q34,q;11) v jejimz disledku dojde ke vniku
filadelfského chromozomu (Ph+) (obrdazek ¢.1). Prvni zminka o prikazu tohoto
chromozomu pochézi zroku 1960, kdy Peter Nowell a David Hungerford ve Philadelhii
(USA) popsali tento maly chromozom u sedmi nemocnych s CML. " Nésledn& v roce 1973
Janet Rowley vyslovila domnénku, Ze se jedna pravé o translokaci mezi 9. a 22.
chromozomem. * Dal§im dilezitym meznikem byla 80. léta minulého stoleti, kdy na zakladg
molekularnich analyz byl popsan nejprve gen ABL a 0 néco pozdgji gen BCR. *°

Bylo prokazéano, ze u pacient s CML se jedna o fauzni transkript dvou genti, BCR a
ABLI1. Misto zlomu na chromozomu 9 neni jednotné, protoze podle umisténi v exonu mohou
byt pfitomny tii moznosti zlomu. Nejcastéji se jedna o M-BCR (major), méné ¢asto o zlom
m-BCR (minor) a vzacné dojde ke zlomu typu p-BCR (mikro). Vysledkem je pak vznik
faznich leukemickych genti BCR-ABLI1, které jsou oznacovany jako b2a2, b3a2, ela2 a
el9a2, kterym na proteinové urovni odpovidaji tyrozinové kinazy o molekularni hmotnosti
p210, p190 a p230. ° Vzacnd byly popsany i dalsi fuze e2a2, b3a3, které vznikaji inzerci DNA
mezi exony ABL1 a BCR.

Aktivace BCR-ABL1 zptsobi nekontrolovatelnou fosforylaci celé tady proteint
signdlnich drah v hematopoetické kmenové bunice a dochazi tak k rozvoji choroby. Tento
proces vyznamné¢ ovlivni adhezivni vlastnosti bun¢k ke stromatu dfené, soucasné dojde ke
zvySené proliferaci bun€k v kostni dfeni a sniZzené apoptoéze (obrazek €. 2). K dileZitym
draham, které BCR-ABLI aktivuji, patii napt. RAS, JAK/STAT, PI3K/Akt a NF-«xB. 6

Cely proces rozvoje CML je vSak velmi slozity, protoze dochazi k ovlivnéni dalSich
proteintl, které nemaji ptimo kindzovou aktivitu. Jedna se napt. o fosforylaci proteinu CRKL,
ktery ovliviiuje bunécnou motilitu a adhezi a dava leukemickym bunikdm ristovou vyhodu.
Nékteré z vySe zminénych mechanismii vzniku €asnych fazi CML jsou jiz prozkoumany,
progrese choroby do pokrocilejSich fazi v¢etné vzniku ptidatnych cytogenetickych zmén, je
zatim objasnéna pouze Castecné. KliCovou roli ziejmée hraje zvysena citlivost k oxidativnimu
stresu a na procesu progrese se dale podili porucha diferenciace, genomova nestabilita,

zkracovani telomer a ztrata funkce tumor - supresorovych genl. Je jiz potvrzeno, Ze



transkripéni faktor C/EBPa, ktery je odpovédny za kontrolu diferenciace a proliferace

granulocytl, je v blastické fazi zcela potlagen. !

normalni zlomy zmény
chromozomy: chromozomu: chromozomu:
@ pr— —
N
N
o £ o
o
Ol o 2> W 3 Sy
N Q =
o] £ = = N
£ 8 o % o
S S £ : :
< = ] 5 2
2 o W °
= [&]
s J
5 .
B ﬁ;iladelfsky
chromozom

Obrdzek ¢. 1: Vznik filadelfského chromozomu (upraveno podle www.webmd.com)
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Obrdzek ¢. 2: Mechanismus vzniku CML (zdroj D. Za¢kova, Dizertaéni prace, 2014)


http://www.webmd.com/cancer/cml-treatment-14/slideshow-what-to-expect

1.2 Epidemiologie chronické myeloidni leukemie

Chronickd myeloidni leukemie ptfedstavuje 15 — 20 % leukemii dospélych a medidn
prvniho zachytu CML byl uvadén mezi 50 — 55 lety. Choroba se mtize vSak objevit v kazdém
veku, véetné vyskytu u déti. Incidence onemocnéni se pohybuje od 1 - 1,5 nového pfipadu na
100 000 obyvatel za rok s mirng vy3$sim vyskytem u muzd v poméru 1,4:1 az 2,2:1. V Ceské
republice je kazdy rok diagnostikovana CML nové u 150 — 200 pacienti. '> '

Podle dat Amerického onkologického ufadu za rok 2014 se posouva veék prvniho
zachytu CML do vyssich vékovych kategorii, protoze pramérny vék v dob¢ diagnézy v roce
2014 byl 64 let a t¢éméf polovina pacientll byla starSich 65 let. Posouvani medianu prvniho
zachytu CML na 60 — 65 let potvrzuji 1 dalsi onkologické a klinické registry.

Za jediny rizikovy faktor rozvoje CML, je povazovano radioaktivni zafeni, dalsi vlivy
jako napft. chemikalie, koufeni nebyly presvédCiveé potvrzeny. Familidrni vyskyt byl popsan

raritné a nebyly prokdzany ani rasové nebo geografické vlivy na vyskyt CML.

1.3 Klinicky obraz a diagnostika CML

CML je az u 30 — 50 % pacientli diagnostikovana ndhodné, na zékladé abnormalit
v krevnim obraze a pacienti v dobé diagnézy neudavaji Zadné symptomy choroby. Pro CML
je typickd rtizné vyjadiend leukocyt6za od mirné zvySenych hodnot az po velmi vysoké
hodnoty leukocytt v krevnim obraze (12 - 500.10°/1) a zpravidla byva piitomen typicky posun
v diferencidlnim rozpoctu, tzn. pfitomnost myelocytli, metamyelocytl, promyelocytd a
blasti. Hodnoty hemoglobinu mohou byt normalni, ale mlZe byt pfitomna i mirna
normocytarni anémie. Hodnoty trombocytll byvaji rovnéz variabilni od nizkych hodnot az po
hodnoty zvysené. Pfitomnost anizocytdézy a poikilocytézy v perifernim natéru nas muze
upozornit na moznou fibrézu kostni dieng. '* '

Mezi nejcastéjSi symptomy choroby fadime Unavu, slabost a nevykonnost, zvySené
teploty. Tyto nespecifické piiznaky se vyskytuji u 30 % pacientii. Asi 20 % pacientl piivedou
k 1€kati potize vyplyvajici ze splenomegalie jako je nechutenstvi, Casny pocit sytosti po jidle,
tlaky v levém podZzebii. V piipadé velmi vysokych hodnot leukocytli se u 15 % pacientl
mohou objevit potize zplisobené leukostazou a napi. u starSich nemocnych s pridruzenymi

chorobami se stimto projevem setkdvame castéji. K typickym projevim leukostazy patii
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kasel, duSnost, poruchy zraku, priapismus, hueni v uSich, zavraté¢ a vyjimecéné poruchy
védomi. K méné castym prvnim klinickym pfiznakim CML patii trombo - hemoragické
projevy, kde se 3x Castéji objevuji krvacivé komplikace. Mén¢ Casto se vstupné u nemocnych
objevuji bolesti svalii, kosti a kloubli nebo kozni projevy. K velmi raritnim prvnim projeviim
choroby, které byly popsany v minulosti, patfi ruptura zvétSené sleziny, autoimunitni
hemolytickd anemie (AIHA) nebo Cista aplazie ¢ervené fady (PRCA).

Fyzikalni vySetieni pacienta mize byt zcela bez abnormalniho nalezu nebo muze byt
pfitomna mirna splenomegalie, kterd se zpravidla u pacienti objevuje az pii hodnotach
leukocyti nad 100.10%1. U pokrogilejsich fazi choroby muize byt pritomna jiz vyrazna
splenomegalie s hepatomegalii, anemicky vzhled pacienti nebo kozni krvacivé projevy.

U pokrocilejsich tazi CML mizeme rovnéz zjistit pfitomnost periferni lymfadenopatie. 14-16

1.4 Diagnostika CML

Hlavni ulohu pfi stanoveni této diagnézy ma vySetieni kostni dfené. Cytologicky
zjistime v chronické fazi vyrazné¢ bunécéné natéry s hyperplazii bilé fady, kdy pomér
myeloidni a erytroidni fady je 10:1 az 25:1 (obrazek €. 3). V akcelerované a blastické fazi se
ve dieni objevuji vyssi poCty bazofili a blasti. K urceni klonality blasti nam pomohou
cytochemické metody, ale v soucasné dobé¢ je toto vySetfeni nahrazovano vySetfenim
imunofenotypizacnim. Rozhodujicim vySetfenim pro stanoveni diagnozy CML je klasické
cytogenetické vySetieni drené, které prokdze ptitomnost filadelfského chromozomu
(obrazek ¢. 4). U kazdého nemocného by mélo byt hodnoceno nejméné 20 mitdz. Touto
metodou mizeme rovnéz zjistit piidatné cytogenetické zmeény. K nejCastéjsim piidatnym
cytogenetickym zméndm patii pfitomnost dal§itho Ph chromozomu, trizomie chromozomu 8
nebo vyskyt izochromozomu 17. V chronické fazi CML jsou tyto zmény ptitomny u 5 — 30 %
pacientd, ale jejich vyskyt vyrazné¢ nariista s pokrocilosti choroby. U blastické faze CML se
vyskytuji az v 60 — 80 % ptipada. '*

Typicky Ph chromozom se vyskytuje asi u 90 % pacientii. U 5 % pacientl se vyskytuji
jeho variantni translokace, kdy kromé chromozomt 9 a 22 jsou do translokace zahrnuty i jiné
chromozomy. Pacienti s variantnimi formami Ph chromozomu reaguji na 1écbu stejné a
nebylo zjisténo, Ze by se jejich prognoza liSila. Na zdklad€ monitorovani cytogenetickych
zmeén léCenych pacientl bylo zjiSténo, Ze se u pacientl mohou objevit chromozomové zmény
v Ph negativnich bunikdch. Incidence téchto zmén se pohybuje mezi 2 — 10 %. MiZe se jednat
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o rozvoj dysplastickych zmén ve dfeni, ale miize se zfejme jednat i o zmény primarni, které
pfedchazely Ph klonu a pfii jeho potlaceni dostava tento Ph negativni klon ristovou vyhodu.
16,17

V ptipadé, ze se filadelfsky chromozom nedafi klasickou cytogenetikou detekovat,
pouziva se ke stanoveni ptitomnosti genu BCR-ABL1 nebo jinych zmén fluorescencni in
situ hybridizace (FISH). Molekularn¢ genetickou metodou stanoveni genu BCR-ABLI1 je
kvalitativni polymerazova retézova reakce s vyuzitim reverzni transkriptazy (RT-PCR).
Zde jako materidlu miZeme vyuzit kostni dfené, ale i1 periferni krve. Stanoveni genu ma
zasadni vyznam nejen v diagnostice CML, ale ptfedevSim nésledné¢ v moznosti jeho
kvantitativniho sledovani v Case a hodnoceni molekuldrni odpovédi u nemocnych. Tyto
jednotlivé metody se 1isi svoji citlivosti. Citlivost metod cytogenetickych je kolem 1 %
(detekce 1 leukemické buniky mezi 100 normalnimi bufikami), ale citlivost molekularnich
metod se pohybuje kolem 0,0001% (detekce 1 leukemické buiky v milionu leukocytl).
Vysetieni histologie kostni diené se u pacientd s CML provadi jen v individualnich ptipadech,
napf. pii nemoznosti aspirovat kostni dren, kdy je nutné posouzeni fibrozy nebo blastické

transformace choroby. *

h’? AR
,, e
. t:‘tnf‘g- .'."‘ \

ii

Obrdzek ¢. 3: Natéry periferni krve a kostni dfené u CML (zdroj. P. Bélohlavkova, I. Fatorova)
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Obrazek ¢. 4: Karyotyp s priikazem Ph chromozomu (t9;22)(q34,q;11) (zdroj J. Rabasova)

1.5 Prabéh a prognéza CML

1.5.1 Urceni faze CML

Chronickou myeloidni leukemii miZeme rozdélit do tif klinickych fazi choroby, které
se lisi svymi projevy, ale predevs§im se vyznamné 1i§i progn6zou nemocnych. Nastésti u 90 %
pacienti je stanovena CML v jeji chronické fazi (CML - CP), ktera ma i nejlepsi prognozu a
velmi dobré 1é¢ebné vysledky. V soucasné dobé se domnivame, Ze ocekavand stfedni doba
preziti nemocnych lécenych TKI je kolem 25 — 30 let. Dale miZe u nemocnych byt
diagnostikovana akcelerovana (AP) nebo blasticka (BP) faze choroby, ktera svym
agresivnim pribéhem odpovidd akutni leukemii. Tato nejagresivnéjsi faze se u Casti
nemocnych miize objevit nahle jako prvni projev CML nebo se rozvine z jiz diive zjisténé
CML. K rozliSeni téchto fazi uzivame standardni kritéria podle ELN (European Leukemia
Net) nebo WHO (World Health Organization) — viz tabulky ¢. 1 a ¢. 2. 1718y gte pred

uzivanim TKI ¢inilo riziko progrese z chronické faze do blastické az 20 % ptipadd rocné.
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V soucasné dob¢ pti 1écbe TKI se riziko progrese pohybuje kolem 1 - 1,5 % rocné, a to
predevsim v prvnich tfech letech od diagnézy. Nésledné riziko progrese vyrazné klesa.
Castéjsi je vyskyt myeloidni transformace choroby (70 % piipadil) nez lymfoidni
transformace CML. Bohuzel 1é¢ebné vysledky u blastické faze stdle nejsou dobré a median
preziti pacienti se pohybuje mezi 7 — 11 mésici. V dobé pted TKI byl median pteziti 3 - 4
mésice. '* Vzhledem k t&mto 1é¢ebnym vysledkiim je dillezité veas odhalit rizikové pacienty a

rozvoji obtizng 1é¢itelné transformace zabranit.

Tabulka ¢ 1: Definice klinickych fazi CML (chronické, akcelerované a blastické faze)
podle European Leukemia Net doporuceni 17

* Blasti < 15 % v KD nebo PK

* Blastil + promyelocyti < 30% v KD nebo PK
* Bazofild <20% v PK

* Trombocytd > 100 x 10°/1
olewmieey ]
* Blasti 15 % - 29 % v KD nebo PK

* Blastti + promyelocytt > 30 % v KD nebo PK
* Bazofilu > 20 % v PK

* Perzistujici trombocytopenie (<100 x 10°/1) nezptisobena 16&bou

¢ Blastd > 30 % v KD nebo PK

e Extramedularni blasticka infiltrace
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Tabulka ¢. 2: Definice klinickych fazi CML (akcelerované a blastické) dle World Health
Organization (WHO) kritérii '®

| Sheskromitas (D)o s bR e o |
* Blasti 10% - 19 % v KD nebo PK

* Bazofild > 20 % v PK

* Perzistujici trombocytopenie (<100 x 10°/1) nezpiisobena 1é&bou nebo
* Perzistujici trombocytéza (> 1000 x 10°/1 ) nereagujici na terapii

* Zvétsujici se slezina a narustajici pocet leukocytl pii 1é€bé

* Klonalni evoluce (tj. pfidatné cytogenetické zmény)

¢ Blastu > 20% v KD nebo PK

e Extramedularni blasticka infiltrace

* Velka loziska nebo shluky blasti v biopsii KD

1.5.2 Stanoveni prognostickych indexii

U vSech pacientii v chronické fazi CML pfi stanoveni diagndzy je nutné stanoveni
prognostickych indext, které ndm urci riziko onemocnéni u pacienta. V soucasné dobé jsou
uzivany tyto nasledujici tfi indexy. Sokalovo a Hasfordovo skoére na zdkladé klinickych a
laboratornich parametri rozdéluje pacienty do skupin nizkého, stiedniho a vysokého rizika.
Sokalovo skore bylo kalkulovano na skupiné 800 CML pacientd 1é¢enych hydroxyureou nebo
busulfanem v roce 1984 na zakladé multivariantni analyzy. '° Hasfordav index, nazyvany
rovnéz Euro index, byl kalkulkovan na metaanalyze 1303 pacientii lé¢enych interferonem. 2
Ackoliv éra TKI zménila pfedev§im vyznam véku, jako negativniho prognostického markeru,
tyto indexy jsou stale v praxi uzivany. Vzhledem k velmi slozitym vzorciim pro vypocet

téchto prognostickych indext jsou v praxi dostupné on-line kalkulatory:

* http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/cml score/



http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/cml_score/

V nové éte 1éEby CML byl na skupiné€ 2060 pacientt 1écenych imatinibem v prvni linii

testovan novy prognosticky tzv. EUTOS skoére (The European Treatment and Outcome Study

for CML), do kterého jsou zahrnuty pouze dva znaky, a to pocet bazofilti v periferii a velikost

sleziny. 2! Vyznam tohoto indexu je v pfedpovédi dosaZeni cytogenetické odpovédi a pieziti

bez progrese a vypocet je rovnéz dostupny on-line na adrese:

e http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/eutos score/

Tabulka ¢ 3: Vypocet rizikovych skore dle Sokala, Hasforda a EUTOS 19,21

Sokalovo skore

Hasfordovo skore

(0,666 x veék [0 pokud je veék
<50 let, jinak 1]

Exp[0.0116 (v&k - + 0,042 x velikost sleziny
43,4) + 0,0345 (cm pod Zeberni oblouk)
(velikost sleziny - +0,0584 x blasty [%]
1)+ 0,188 Velikost sleziny x 4
Vypocet 7,51)+ 0, + : )
yp 2 0,0413 x eozinofily [%] + bazofily x 7
([trombocyty:700] +0,2039 x bazofily [0 pokud
—0,563) + 0,0887 | o1 bazofily < 3%, jinak 1]+
(blasty —2.1)] 1,0956 x trombocyty [0
pokud jsou trombocyty <
1500 x 10°/1, jinak 1]) x 1000
Nizké riziko <0,8 <780 <87
Sti‘edni
0,8—-1,2 781 — 1480 > 1480
riziko

17


http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/eutos_score/

1.6. Lécba chronické myeloidni leukemie

1.6.1 Vyvoj lé¢by CML

V roce 1845 byl v Edinburghu patologem Johnem Bennettem popsan ziejmé prvni
piipad pacienta s CML. Velmi podobny piipad jen o néco malo pozdé€ji popsal Rudolf
Virchow, ktery rovnéz poprvé uzil termin leukemie (,,bila krev*). Koncem 19. stoleti se
dospélo k rozliSeni leukemii na akutni a chronickou a napf. v roce 1876 byla do praxe
zavedeno vySetieni kostni diené sternalni punkci. Do 60. let minulého stoleti vsak 1é¢ba CML
byla pouze paliativni. Z dalSich metod se pouzivalo napiiklad symptomatické ozareni sleziny.
Lepsi kontrolu nad chorobou pfineslo uZiti peroralnich cytostatik, nejprve to byl v roce 1959
busulfan a o 10 let pozd¢ji hydroxyurea. Pti 1é€b¢ témito preparaty neni dosahovano zadnych
cytogenetickych odpovédi, 1€ky pouze umoznuji ¢aste¢nou kontrolu nad symptomy choroby a
preziti pacientl se pii této 1écbé pohybovalo kolem 4 let. O néco lepsi 1écebné vysledky byly
v 80. a 90. letech minulého stoleti dosahovany pfi 1écbe intereferonem. Doslova pfevratem
pro CML pacienty se stalo na pocatku tohoto stoleti zavedeni tyrozinkindzovych inhibitord do

1é¢by CML (obrazek &. 5). *

19. stoleti: 0. 1éta B0. 1éta 20062
arsenic 20. stoleti 20. stoleti: schwalena
bBusulfan interfercn 2. generace

hydroxyures THT

A VA VA Ve

—

poéatek B0, léta 20. -
0. stoleti: stoleti: schvalen
radioterapie HECT imatinib

Obrdzek ¢. 5: Vyvoj lIécby CML (zdroj P. Bélohlavkova)
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1.6.2 Indikace leukaferézy u CML

Leukocytaferéza a trombocytaferéza patii mezi deple¢ni metody, kdy centrifugaci krve
s nastavenim pfislusnych parametri na piistroji - separatoru, jsou nemocnému rychle
odstranovany leukocyty ¢i trombocyty. U nemocnych s CML se Castéji setkdvame s nutnosti
provedeni leukocytaferézy nez trombocytaferézy. Neni ur¢ena zadné hranice poctu leukocytt,
nebot’ vSe zalezi vzdy na symptomech hyperviskozniho syndromu u pacienta. U starSich
pacienti s piidruzenymi chorobami jeji provedeni bude nutné jisté pii nizSich hodnotach
leukocytli nez u pacienta mladsiho bez komorbidit. Podle doporuceni ASFA (American
Society for Apheresis) by se tato metoda ale méla vzdy provést u hodnot leukocytii nad
400.10°/1. ** Deplece trombocyti se provadi pii piitomnosti extrémn& vysokych hodnot
trombocyti > 1500 — 2000.10%/1, protoZe je nemocny v tuto chvili ohroZen krvacivou

komplikaci shodné jako u ostatnich Ph negativnich myeloproliferativnich chorob.

1.6.3 Lécba cytoredukcni

Lécba cytoredukéni nyni jiz ztratila sviij hlavni 1é¢ebny vyznam, ale v soucasné dobé¢ je
uzivana v obdobi velmi vysokych hodnot leukocyti u nové diagnostikovan¢ CML s cilem
rychlejS§iho snizeni hodnot leukocyti a zabrdnéni rozvoji nebo zhorSovani projevi

hypervisk6zniho syndromu.

1.6.3.1 Busulfan

Busulfan se fadi mezi alkyla¢ni cytostatika a je derivatem sulfonovych kyselin. Je
podavan peroralné¢ a obvykld denni davka se pohybuje mezi 4 - 8mg/den, respektive
0,1mg/kg/den. Busulfan pro 1é€bu CML byl k dispozici od 50. let minulého stoleti. Prvni
skromné vysledky ze studie, kde bylo porovnavano ozatovéni sleziny a 1écba busulfanem,
byly publikovéany v roce 1968. Tyto vysledky prokazaly prodlouZeni pteZiti nemocnych na 35
- 45 mésict oproti 28 mésiciim pfi ozafovani sleziny. K nezadoucim G€inkiim patii cytopenie
az ireverzibilni aplazie kostni diené, zhorSeni jaternich testd a po dlouhodobé medikaci mtze
dojit k rozvoji fibrozy dfené. V soucasné dob¢ v hematologii ma busulfan svoje misto jako
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soucast piipravnych rezimi pifed HSCT napf. v kombinaci s cyklofosfamidem nebo

fludarabinem (BUCY, BUFLU). '*%*

1.6.3.2 Hydroxyurea

Hydroxyurea postupné vytésnila v 1é€bé CML busulfan pro mensi vyskyt toxicity.
Pocatkem 90. let rovnéz byly publikovany vysledky randomizovanych studii, které prokéazaly
lepsi median pieziti u hydroxyurey oproti vétvi s busulfanem. Hydroxyurea mechanismem
ucinku patii do skupiny antimetabolitli, je inhibitorem ribonukleotidreduktazy a zptsobuje
selektivni inhibici bunééného cyklu. Uvodni davka hydroxyurey se pohybuje mezi 1,5 —
3g/denng, respektive 40 - 50 mg/kg/den. Uginek nastupuje rychle, proto je vyuZivana i
v soucasné dobé k rychlejsi redukci poctu leukocytl po stanoveni diagn6zy CML. Nezadouci
ucinky nejsou tak zédvazné jako u busulfanu. Pouze u malého poctu pacientd mize nahle dojit
k rozvoji cytopenie, dale se setkavdme s koznimi reakcemi a dyspeptickymi potizemi. Pti
1é¢b¢ hydroxyureou dosahovalo kolem 80 % pacientll parcialni ¢i kompletni hematologické
remise, ale cytogenetickd odpovéd’ byla potvrzena velmi vzacné. Uddvané pieziti pacientl

lé¢enych hydroxyureou se pohybuje mezi 48 - 69 mésici. '***

1.6.4 Lécba interferonem

Interferon alpha (IFNa) byl objeven v roce 1957 a do 1écby pacientii s CML by zaveden
od roku 1981. Pied objevem TKI u CML tato 1écba byla metodou volby u pacienti, kteti
nebyli indikovéni k alogenni transplantaci. Pfesny mechanismus u¢inku neni znam, jisté se
vSak jedna o imunomodulaéni efekt na vice irovnich. Bylo napt. prokazéano, Ze interferon alfa
inhibuje rast progenitorovych bunék v kostni dieni, redukuje pocet leukocytli a ziejmé
zpusobuje 1 sniZzeni exprese BCR-ABLI. K dal$im mechanismim patii zvyseni aktivity NK -
bunc¢k a Tc lymfocytl, suprese cytokinu IL-8 a ovlivnéni dalSich imunitnich pochodd. V
davkovani interferonu byly zastdvany dva sméry: podavani vysokych davek (9 - 10 MIU s. c.
denn&) nebo princip nizkého davkovani interferonu (3 MIU s. c. denn& &i ob den). ** =%

Vysledky jednotlivych studii prokazaly, ze 1é¢ebny efekt neni zavisly na davce, ale na urcité

individudlni citlivosti nemocnych, proto bylo nésledné nejcastéji uzivano davkovani 3 MIU
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3x tydné. Dle vysledkiti nékolika studii 1é¢ba intereferonem byla schopna navodit u 22 — 80 %
hematologickou remisi a dosazeni kompletni cytogenetické odpovédi bylo pozorovano u 2 —
26 % pacienti. Na lécbu zpravidla Iépe odpovidali mlads$i nemocni s niz§im rizikem dle
Sokala. Bohuzel asi 20 — 30 % nemocnych bylo na 1écbu interferonem rezistentnich, a tak se
pteziti pacientd pohybovalo kolem 6 let. V roce 1997 byly publikovany vysledky francouzské
studie, kdy zlepSeni lécebného efektu interferonu pfineslo pifidani nizkych déavek
cytosinarabinosidu. AvSak 1 v této studii se objevila rezistence na lécbu u 17 % pacientil pti
kombinované 16¢b& a u 25 % pacientii 1é¢enych pouze interferonem. **

Lécba interferonem je provazena relativné vysokou toxicitou. Pfi zahajeni 1écby se
vyskytuji asi u 1/3 pacientl projevy oznacované jako ,,flu-like* syndrom (teplota, zimnice,
ttesavka, bolesti hlavy a svalil). Z dalSich nezadoucich u¢inkli jsou to lokalni reakce na
injekci, nevolnost, bolest bficha ¢i emocni labilita az deprese. Vzhledem k mechanismu
ucinku interferonu se rovnéz Casto jako vedlejsi projev objevuji autoimunitni projevy —

imunitni hemolytick4a anemie a trombocytopenie, revmatoidni artritida, glomerulonefritida.

1.6.5 Lécba tyrozinkindazovymi inhibitory

Objev tyrozinkinazovych inhibitori znamenal doslova pievrat ve vysledcich 1é¢by CML
pacientl a rovnéz se jednalo o prvni cilenou 1é€bu v hematologii. Prvnim preparatem byl
imatinib mesylat, ktery se na zéklad¢ vysledkl studie faze I a II z konce 90. let minulého
stoleti stal v roce 2001 nejrychleji schvalenym preparatem do klinické praxe. Vyvoj na poli
CML vsak pokracoval a v soucasnosti jsou jiZz k dispozici dal§i 0€inngj$i tyrozinkinazové
inhibitory 2. generace — dasatinib, nilotinib, bosutinib a zastupce 3. generace TKI — ponatinib.
V soucasné dobé jsou ve fazi studii i dal§i inhibitory jako napf. radotinib a bafetinib. Tyto
jednotlivé TKI inhibitory se 1i§i svoji vazbou na BCR-ABLI1 vcetné rozdilné citlivosti
k mutacim, dale maji rizné spektrum inhibice dalSich tyrozinkinaz. Toto vysvétluje 1 vyskyt

rozdilnych nezadoucich u¢inkli béhem 1écby TKI.
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1.6.5.1 Imatinib

Imatinib mesylat je i¢inny peroralni inhibitor tyrozinkindzy a jeho mechanismus ucinku
je nejlépe prozkouméan na BCR-ABLI pozitivnich buiikach. Imatinib inhibuje BCR-ABL1
aktivovanou tyrozinkindzu obsazenim mista, kde se véaze kyselina adenosintrifosfore¢na
(ATP) a timto dochazi k zablokovani fosforylace bilkovin a je zastavena aktivace celé fady
signalnich drah, které se podileji na vzniku leukemického klonu. Podle dnes$nich poznatki
imatinib nezabrani vzniku leukemického genu BCR-ABLI, ale inhibuje rozvoj G¢inkl tohoto
genu na proteinové urovni. Imatinib svym ptisobenim rovnéz vede k apoptoze leukemickych
bunék a inhibuje proliferaci patologického klonu.

Po peroralnim uziti se imatinib vstfebava rychle a maximalnich koncentraci dosahuje za
1-3 hodiny bez zavislosti na jidle. Biologicka dostupnost dosahuje 97 % a polocas piisobeni je
mezi 15 — 20 hodinami. V plazmé se imatinib vaze na bilkoviny, pfedev§im na albumin a dale
na o-1 kysely glykoprotein (AGP). K vyvazenému stavu hladin dochézi asi po mésici 1écby
preparatem. Imatinib je ddle metabolizovan v jatrech cytochromatickym systémem P450, a to
zejména enzymem CYP3A4. Metabolity imatinibu jsou eliminovany ze 70 % stolici a 10 % je
vyludovano moéi. Asi kolem 20 % je vylucovano stolici v jeho nezménéné forms. >

V roce 1998 byla zahdjena inicialni studie faze I s imatinibem, kterd hledala vhodnou
davku 1éku. Nasledné byla v roce 1999 zahdjena studie faze II s ddvkou imatinibu 400 mg
denné peroraln€ u 532 CML pacientil rezistentnich nebo netolerujicich interferon-a. Vysledky
byly velmi nadé&jné, protoZze 95 % pacientli dosahlo kompletni hematologickou odpovéd’,
41 % kompletni cytogenetickou odpovéd’ a 60 % velkou cytogenetickou odpoveéd’. Pti dalSim
60 - mé&sicnim sledovani se Cetnost dosazenych kompletnich odpovédi jesté zvysila na 60 %.

Nejdelsi pozorovani 1écby imatinibem nam dava studie faze III s ndzvem IRIS, do
které byli od Cervna 2000 zafazovani pacienti s nov€ diagnostikovanou CML. Cilem této
studie bylo porovnat lécbu imatinibem s piedchozim lécebnym standardem, tedy lécbou
kombinaci interferonu-a s cytosinarabinosidem. JiZ po 18 M 1écby byl patrny vyrazny rozdil
v léCebné odpovédi, protoze ve vétvi s imatinibem dosdhlo CCyR 76 % pacientli oproti
pouhym 15 % CCyR ve vétvi pacientii 1é¢enych interferonem. *' ~*°

Vysledky 8- let¢ho sledovani této studie ukazuji, Ze 55 % zatazenych pacientll nadale
pokracuje v 1€cb¢ imatinibem se stabilni molekularni odpovédi. U 45 % pacientti vSak nebylo
v 1écbeé imatinibem pokraovéno, ale pouze u 25 % pacientll byla nutnost zmény 1écby z

divodu neuspokojivé odpovédi nebo 1é¢ebné toxicity. V 17 % piipadi se jednalo o ztratu
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nemocného ze sledovani. Celkové preziti nemocnych je 85 % a v piipadé, ze bychom
nehodnotili amrti nesouvisejici s CML, tak 8- leté celkové preziti ¢ini dokonce 93 %.
Progrese do pokrocilejSich fazi CML (AP, BC) se vyskytla pouze u 3 % pacientli a neobjevila
se u zadného pacienta, kde byla ve 12 mésici byla p¥itomna velka molekularni odpovéd’. *' =

Lécba imatinibem je zpravidla dobie snasena a vyskyt nehematologické toxicity vyssiho
stupné, tedy stupné 3 a 4 je velmi nizky. Z nehematologické toxicity se nejcastéji setkadvame
s retenci tekutin, nevolnosti a zvracenim, bolestmi bficha, prijmem, bolestmi ¢i kieCemi
svall.. Z hematologickeé toxicity se nejcastéji setkdvame s rozvojem neutropenie stupné 3 a4 u

35 — 45 % ptipadd, rozvoj trombocytopenie stupné¢ 3 a 4 dle riznych studii je
pozorovano u 20 — 25 % pacientil, rozvoj anemie stupné 3 a 4 se pohybuje kolem 4 - 5 %.
Vyskyt této toxicity je dan pokrocilosti CML, pfitomnosti fibrozy ¢i dysplazie ve dieni. Je
dalezité zminit, Ze vyskyt nehematologické a hematologické toxicity vyznamné po 1 — 2
letech po zahajeni 1é€by imatinibem klesa. Vzdy je potieba individudlni pfistup k feSeni
polékové toxicity, aby prerusovani 1écby CML bylo na co mozné nejkratsi dobu, predevsim

v prvnich mésicich od diagnézy to vyznamné ovlivni vysledny 1écebny efekt. * =4
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Tabulka ¢. 4: Vyskyt nehematologické toxicity imatinibu ve studii IRIS po 5 letech 4

* Periferni otoky 60 2
* Nevolnost 50 1
* Svalové kiece 49 2
* Bolesti svall a kosti 47 5
* Prijjem 45 3
* Vyrazka / koZni problémy 40 3
* Unava 39 2
* Bolest bficha 37 4
* Bolest kloubii 31 3
* Bolest hlavy 37 <1

Tabulka & 5: Vyskyt hematologické toxicity imatinibu ve studii IRIS po 5 letech *!

* Neutropenie 17
* Trombocytopenie 9
* Anemie 4

Anemie: stupen-1 Hb > 100 g/, stupen-2 80 — 99 g/l, stupen-3 65 — 79 g/l, stupen-4 < 65 g/l, Absolutni pocet
neutrofilit (ANC): stupeii-1< N — 1,5 x 10° /I, stupeii-2 < 1,5 — 1,0.10° /I, stupeii-3 < 1,0 — 0,5 10° /I, stupern-4 <
0,5.10° /I, Trombocyty: stupen-1< norma — 75.10° /I, stupen-2 < 75 — 50.10° /I, stupeii-3 < 50 — 25.10° /I,
stuperi- 4 < 25.10°/1.
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1.6.5.2 Dasatinib

Dasatinib fadime do skupiny TKI 2. generace a jedna se o latku odliSné chemické
struktury nez imatinib. Ve studiich in vitro byla u dasatinibu prokazana 325 -krat vyrazngjsi
inhibi¢ni aktivita ve srovndni s imatinibem. Dasatinib je selektivnim kompetetivni
inhibitorem tyrozinové kinazy ABL, BCR-ABLI1, c-KIT, PDGFRa a dalSich kinaz rodiny
SRC. Pro vysledny efekt dasatinibu je dulezita jeho schopnost vazby s BCR-ABL kinazou
jak v jeji inaktivni, tak i v aktivni konformaci. Vzhledem k témto jinym vazbam dasatinibu
oproti imatinibu je také u¢inny u celé¢ fady mutaci, avSak rezistence byla zjiSténa u mutaci
T315, F317 a V299. Dalsi vyhodou dasatinibu je skutecnost, ze do bunék je transportovan
pasivné nebo jinymi na h-OCT (human organic cation transporter) nezavislymi mechanismy.
Timto se rovnéz vyrazné odliSuje od imatinibu. Farmakokinetika dasatinibu navic neni
ovlivnéna ¢innosti transportniho efluxniho proteinu MDR1 (multidrug resistence). Od roku
2003 probehly prvni studie START (Src/Abl Tyrosine kinase inhibition Aktivity Research
Trial), které sledovaly Uc¢innost a bezpecnost 1é€by dasatinibem v akcelerované fazi CML
(START-A), v blastické fdzi CML (START-B), u Ph+ akutni lymfoblastické¢ leukemie
(START-L) a v chronické fazi CML (START-C, START-R) u pacientii rezistentnich na
imatinib ¢i imatinib netolerovali. Dalsi dtlezitou studii byla studie CA 180-034, jejimz cilem

47 -51 Na zakladd t&chto vysledki

bylo porovnani ucinnosti rizného davkovani dasatinibu.
bylo pro 1écbu CML-CP ve druhé linii doporuceno a schvaleno davkovani 100 mg jednou
denné a bylo zjisténo, Ze 1 tato intermitentni inhibice dasatinibem BCR-ABL piindsi plny

terapeuticky ucinek s nejlepsi toleranci 1€cby.

V dnesni dob€ jsou rovnéz zndmy vysledky z multicentrické randomizované studie
DASISION, ktera porovnavala u nov€ diagnostikovanych CML pacientli efekt 1écby
imatinibem 400 mg denné vs. dasatinib 100 mg denné. Ve studii bylo zjisténo, ze pii 1écbé
dasatinibem je dosaZeno rychlejSiho navozeni cytogenetické a molekularni odpovédi. Ve
vétvi s dasatinibem po 12 M 1écby dosdhlo CCyR 77 % pacientti oproti CCyR u 66 %
pacientll ve vétvi s imatinibem. ** V sou¢asné dob& mame k dispozici 3- leta data, kde ve
vétvi s dasatininem CCyR 83 % a MMR 76 % a ve vétvi s imatinibem je CCyR 78 % a
MMR 64 %. 2 Celkové preziti a pieziti bez udalosti jsou v obou ramenech shodné. FDA
byl dasatinib schvalen jak pro uziti ve 2. linii, ale i pro 1é¢bu CML v 1. linii. V CR zatim neni

uhrada pro uziti dasatinibu v 1. linii schvélena.
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Dasatinib je pomémné dobfe tolerovan a z nehematologické toxicity je tfeba zminit vyskyt
nevolnosti a prijmu, kozni vyrazku, bolesti kosti, svall, periferni otoky, hore¢ku nebo
toxicité pii 1écb¢ dasatinibem patii rozvoj pleuralniho vypotku, se kterym se setkdvame asi u
20 % - 25 % pacientll. Nastésti se ve vétsiné piipadu jedna o stupen 1 a 2. Pfi¢ina vzniku
vypotkll neni jednoznacnd, ale spekuluje se o imunitnich vlivech dasatinibu. Tuto teorii by
potvrzovala i1 skute¢nost, ze se vyskytuje cCastéji u nemocnych se soucasnou anamnézou
autoimunitniho onemocnéni. Hematologickou toxicitu u pacientd léCenych imatinibem
vidame castéji nez pii 1éCbe imatinibem. Neutropenie stupné 3 a 4 se vyskytuje u 45 %,
anémie stupné 3 - 4 u 20 % a trombocytopenie stupné 3 - 4 u 35 — 45 % nemocnych lé¢enych

v chronické fazi. U pokrocilejsich fazi je vyskyt opét Castéjsi a pohybuje se kolem 50 — 70 %.

1.6.5.3 Nilotinib

Nilotinib je analogem imatinibu a byl vyvinut na zikladé¢ zkoumani krystalické
struktury imatinibu, ve kterych bylo zjisténo, ze Gc¢innost Ize zvysit vlozenim alternativnich
vazebnych skupin. Jeho vyvinuti predpokladalo skute¢nost, ze je nutno udrzet jeho vazbu i
inaktivné konformované ABL kinazové doméng. Dle in vitro studii je tato vazba asi 30- krat
siln€j$i oproti imatinibu. Studie fadze I a II posuzovaly bezpe€nost 1éku a hledaly vhodnou
davku. Béhem tohoto zkouSeni se prokazalo, Ze pii zvySeni denni davky nad 600 mg,
nedochazi ke zvySeni plasmatickych hladin (plateau bylo dosazeno pii 400 mg dennég). V
dalSim testovani se preSlo na rozdéleni denni davky na 2x denné, kdy se az o 3 % zvysila
expozice léku, ale v pfipad¢ uziti 1éku s jidlem by expozice doséhla az 80 %. Z tohoto diivodu
musi nemocni dodrZovat la¢néni 2 hodiny pfed a po uziti 1éku. Podobné jako u dasatinibu
byla nejprve ve studiich provéfovana Gcinnost nilotinibu u pacientl, ktefi selhali na 1écbé
imatinem nebo ji z divodu toxicity netolerovali. *° = > V t&chto studiich byla prokézana
vysoka ucinnost preparatu pii ddvkovani 400 mg 2x denné, a proto byl v roce 2007 schvalen
pro 1écbu 2. linie.

Dal§$im cilem bylo prokdzat ucinnost nilotinibu v 1. linii, tedy u nové

diagnostikovanych pacientii ve studii ENESTth. - ¢

V této studii byli nemocni
randomizovani do tiech vétvi: imatinib 400 mg denné, nilotinib 300 mg a 400 mg 2x denng.
Dle vysledki MMR po 12 M [éEby byly prokazany vyssi pocty dosazené MMR v obou
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vétvich s nilotinibem (MMR 44 a 43 % vs. 22 % imatinib). Po Sesti letech sledovani ¢ini
rozdil v dosazené MMR ve skupindch s nilotinibem oproti skupiné léené imatinibem 16 —
18 %. Pti hodnoceni celkového pieziti a preziti bez udéalosti musime konstatovat, Ze
v jednotlivych skupinich jsou pouze minimalni rozdily (OS 92,2 — 97.8 %), ale pii 1écbé
nilotinibem bylo sniZeno riziko progrese do pokrocilejsich fazi CML oproti 1é€b€ imatinibem
(1,1 % a 1,8 % ve vétvich s nilotinibem vs. 6 % ve vétvi s imatinibem). Na zaklad¢ téchto
vysledkii byl v roce 2010 nilotinib FDA schvélen pro pouziti v 1€cb¢ 1. linie v davce 300 mg
2 x denné a v téchto obou indikacich je rovnéz dostupny k 1é¢b& CML v CR.

Spektrum nezadoucich ucinkit se u tohoto TKI mirné lis$i oproti ostatnim TKI.
keteré je nejCastéj$i rozvoj trombocytopenie. Rozvoj trombocytopenie stupné 3 a 4 se
vyskytuje asi u 25 % pacientl. Rozvoj neutropenie je pfitomen asi u 9 % a k rozvoji anémie u
5 % pacientd. K cast&jsim projeviim nehematologické toxicity patii nevolnost, unava, svédéni
kiize a vyrazka, prijem a biochemické abnormality (hyperglykémie, porucha glukozové
tolerance, zvySeni jaternich testi, zvySeni amylazy a lipazy). U nilotinibu mize dojit k
prodlouzeni QT intervalu, proto kontroly EKG patii do nutnych vySetfeni po nasazeni
nilotinibu. Rovnéz je 1é¢ba nilotinibem kontraindikovana pti soucasné 1é¢be 1€ky, které QT
interval prodluzuji. Pfestoze je nilotinib analogem imatinibu, existuje jen minimalni zkfizena

intolerance mezi témito dvéma léky.

1.6.5.3 Bosutinib

Bosutinib je podobné jako dasatinib dualnim inhibitorem kindz ABL a SRC a ve
studiich byla potvrzena vysok4 Uc¢innost u rezistentnich pacientli, ale mimo mutaci T315L
Narozdil od ptedchazejicich TKI bosutinib neaktivuje c-KIT a PDGR, proto ma jiny profil
toxicity. Na zakladé vysledkti studie BELA u pacientl rezistentnich nebo netolerujicih
ptedchozi dva druhy TKI byl bosutinib rovnéz v roce 2012 schvalen FDA do klinické praxe.
Bosutinib v této studii dosahl u 40 % pacienti CCyR a doporucena denni davka byla 500 mg
jednou dennég. Po 2 letech 1écby na 1é¢bé€ bosutinibem zlstava 29 % nemocnych. K nej€astéji
pfitomnym nezadoucim uinkiim patfily zaZivaci potize, a to pfedevSim prijem, ktery byl
ptitomen az u 80 % pacienti. U velké vétSiny pacientli ale v ¢ase ustupoval za soucasné

podpiirné 1éc¢by. Dalsi vedlejsi ucinky zahrnovaly nevolnost, zvraceni a nékteré laboratorni
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66 - 68 . y
Trombocytopenie stupné

odchylky (zvySeni glykemie, zvySeni jaternich testli, amylas).
3 a 4 se objevila u 30 % pacientii, anemie u 14 %, neutropenie u 14 % lécenych pacientt.
Vroce 2014 byla zahiajena multicentricka studie BFORE, kterd je urCena pro noveé
diagnostikované pacienty s chronickou fazi CML, ktefi jsou randomizovani do vétve
s imatinibem 400 mg 1x denné¢ a bosutinibem 400 mg 1x denné, ale na vysledky této studie si

budeme muset jesté pockat.

1.6.5.5. Ponatinib

Ponatinib piedstavuje dal$iho zastupce TKI a v in vitro studiich byla potvrzena inhibice
nemutovan¢ BCR-ABLI kinazy, ale pfedevSim rovnéZ jejich mutovanych variant. Velmi
dialezitd je také ucinnost ponatinibu vici polyrezistentni mutaci T315I. V soucasné dobé
mame jiz k dispozici vysledky studie faze 11 PACE, kam byli zatazeni nemocni s CML a Ph
pozitivni ALL vyrazn€ ptedléceni, respektive nemocni byli rezistentni nebo netolerovali
dasatinib ¢i nilotinib. U pacientt s CML - CP bylo po 12 M 1é€by v 56 % dosazeno MCyR a
v této skupiné byla u 70 % nemocnych ptitomna rezistentni mutace T3151. Na zaklad¢ téchto
vysledkd byl ponatinib v roce 2012 schvélen FDA k 1é¢bé Ph+ALL ¢i CML ve vSech fazich
choroby v ptipadé rezistence ¢i intolerance piedchozi 1é¢by vyse uvedenymi TKI. Diulezita je
rovnéz skutecnost, ze 57 % pacientii zlstalo na 1é€bé ponatinibem déle nez 2 roky. 62
K nejcastéji se vyskytujicim vedlejSim u¢inkiim ponatinibu patii vyrdZzka a svédéni kize,
bolesti bficha, hlavy, bolesti svali a abnormality jaternich testli, amylas, lipaz.
Z hematologické toxicity stupné 3 - 4 se nejCastéji vyskytuje trombocytopenie (28 %),
neutropenie (14 %) a nejméné anemie (2 %).

Vroce 2012 byla zahdjena studie EPIC, kterd méla posoudit lécebnou odpovéd a

63 - 6 Nov& diagnostikovani CML nemocni byli

bezpecnost v 1. linii lécby CML.
randomizovani mezi imatinib 400 mg denn¢ a ponatinib 45 mg denné. V této studii se vSak
rychle objevil vys$i vyskyt zadvaznych cévnich pifihod (rameno ponatinib 7% vs. rameno
imatinib 0 %), proto tato studie byla zastavena. Cévni komplikace se objevila u 12 pacientd,
ale je znamo ze 11/12 téchto nemocnych mélo minimélné 1 ¢i vice rizikovych faktorti pro
rozvoj kardiovaskuldrni ptihody (diabetes mellitus, arteridlni hypertenze, kouteni atd).

Ptesny mechanismus negativniho rychlého ovlivnéni endotelu ponatinibem neni dosud znam,

spekuluje se i o pfimém vlivu preparatu na endotel. Z diivodu vysokého rizika cévni toxicity
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je tedy ponatinib od 1/2014 povolen v klinické praxi pouze v omezené indikaci rezistentnich
forem CML. V CR nemé ponatinib tthradu a byl by k dispozici pouze v individualnich
pfipadech pacienti po schvaleni pojistovnou po vycerpani vSech ostatnich 1écebnych

moznosti.

1.6.6 Moznosti vysazovani TKI

Uzivani TKI u CML pacientii se zatim povazuje za trvalé a vysazeni medikace se podle
soucasnych doporuceni doporucuje pouze ve studiich za velmi Castych kontrol kvantity BCR-
ABL 1. V roce 2007 byla zahajena ve Francii prvni studie STIM, do které bylo zatazeno 100
pacienti s CML s hlubokou molekularni odpovédi trvajici déle nez 2 roky. Po vysazeni
imatinibu béhem 7 M doslo k molekularmimu relapsu u 61 % pacienttl, ale opétovné nasazeni

o . < , 69 -71
imatinibu navodilo u vS§ech nemocnych MMR.

Dalsi podobné velkou studii je studie
EUROSKI, do které bylo od roku 2012 zatazeno 498 pacienti z 10 zemi véetné CR. 7
Podminkou zatazeni pacienta bylo uzivani TKI minimélné 3 roky a hluboka MR trvajici déle
nez 12 M. V této studii doSlo ke ztrat¢ MMR u 47 % pacienti s CML, ktefi byli 1é¢eni TKI
méné nez 8 let a naopak pouze u 26 % pacientl, ktetfi bylo 1éceni TKI déle nez 8 let. Na

zaklad¢ téchto vysledki se zd4, Ze zatim jedinym prognostickym faktorem ztraty MR je délka
pfedchozi 1écby CML.
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1.7 Lécba CML v téhotenstvi

U vSech tyrozinkinazovych inhibitorti byl prokédzan mozny teratogenni a embryotoxicky
efekt, proto vSechny zeny v reprodukénim véku musi byt o této skuteCnosti informovany.
Byly vsak jiz publikovany kazuistiky zen, které pies medikaci imatinibem porodily zdravé
stadiu gravidity. Dlouhodobé pieziti nemocnych s CML je zavislé na co nejrychlej$im
potlaceni choroby, kterého bez uziti TKI vSak nedosahneme. V piipad¢, Ze si nemocna pieje
pokracovat v gravidité 1 pfes vSechna rizika, metodou volby 1écby CML jsou aferetické
metody ke snizeni poctu leukocytl a od II. trimestru je pak mozné podavani interferonu. Pii
planovaném poceti zalezi na aktudlnim stavu choroby, respektive na hloubce molekularni
odpovédi. V idedlnim piipadé by nemocnd méla mit alesponn 2 roky trvajici MMR.
V optimalnim ptipadé¢ by bylo vhodné na 1- 3 mésice pred pocetim lécbu TKI pferusit.
Soucasné je nezbytna spoluprace s gynekologem, aby Sance na poceti byly u pacientky co
nejvyssi. U pacientek je pravidelné v mésicnich intervalech kontrolovana molekularni
odpovéd’ a pii zvySeni hodnoty transkriptu je zahajena 1écba interferonem-a. Vzhledem k

e e, iy Y« s T3-75
vylucovani imatinibu i dal$ich TKI do matetského neni kojeni doporucovano.

1.8 Mechanismy rozvoje rezistence

Rezistenci na TKI mlZeme rozd¢lit na rezistenci priméarni a sekundarni. Z hlediska
mechanismi rezistence je délime na BCR-ABLI1 zavislé a na rezistence BCR-ABL1 nezavislé
s vyskytem 50 - 60 % vs. 40 - 50 % piipadi. Primarni rezistence znamend, ze pacient je
k dané 1écbé refrakterni a nedosahuje optimalni 1é€ebné hematologické, cytogenetické nebo
molekularni odpovédi v daném casovém obdobi. Vyskytuje se asi u 25 % pacientd. O
pficinach jejiho rozvoje mame pouze Castecné informace. Za mozné dva mechanismy se
povazuje nedostate¢na inhibice BCR-ABL kindzy (nedostatecna hladina TKI) a nedostatecny
pocet normalnich hematopoetickych bunék urcenych k obnové zdravé krvetvorby ve dreni

: 76 - 79
pacienta.
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V ptipadé, ze pacient jiz béhem lécby CML néktery druh optimalni odpovédi ziskal a
dojde ke ztrat¢ této optimalni odpovédi, mluvime o rozvoji sekundarni rezistence.
amplifikace genu a overexprese transkriptu BCR-ABLI1. Srozvojem této sekunddrni
rezistence se setkdvame asi u 20 % pacientl v chronické fazi, u 50 % v akcerelované fazi a u
80 % pacientii v blastické fazi CML. Rozvoj mutaci v BCR-ABLI1 kinazové doméné
predstavuje v soucasné¢ dobé¢ nejcastéjsi mechanismus vzniku sekundarni rezistence na TKI.
Poprvé byla mutace popsana v roce 2001 u 11 pacientd s CMP - BP a Ph pozitivni ALL.
Jednalo se o mutaci T-315 (obrazek €. 6). Do dnesni doby bylo popséno jiz kolem 100 mutaci
a mutace jsou deleny podle mista vyskytu v kindzovém komplexu (obrazek €. 7). Poloha
mutace také predurcuje citlivost k jednotlivym TKI a li§i se rovnéz i klinickd z&vaZnost
mutaci. Na zdkladé klinickych data ze studii u rezistentnich pacientli a ovéfenim in vitro
testovanim mame k dispozici piehled nejcastéjsich mutaci a jejich citlivost k jednotlivym TKI
(viz tabulka ¢. 6). Tato skutecnost ndm pomuze pii vybéru vhodného TKI u rezistentni
choroby. *~*

Mechanismy rezistence na BCR-ABL1 nezavislé zahrnuji neochotu pacienta
spolupracovat (non-compliance), poruchu vstiebavani 1éku z traviciho traktu, snizenou
dostupnost 1éku v plazmé, zmény na uUrovni transportnich mechanismii a vznik klonélni
evoluce. Uzivani 1éku pacientem je zcela klicovym momentem a pies vSechnu edukaci dle
ruznych praci se adherence k Iéku u pacienti pohybuje kolem 70 %. Navic je znamo, ze
adherence je vysSSi v prvnim roce 1écby a nasledné jesté¢ klesd. V nékterych ptipadech
neuzivani preparatu mize byt zpiisobeno pfitomnosti nezddoucich Uc€inkl, které pacienta

obtézuji. Je nutné tedy spravné vedeni 1écby a feSeni piipadné toxicity 1écby.
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Obradzek ¢. 6: Umisténi mutace T315 v kindzovém komplexu
(upraveno podle J. M. Goldmana, Blood, 2007) ¥
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Obrdzek ¢. 7: Jednotlivé typy mutaci podle umisténi v kindzovém komplexu
(zdroj K. Machova Polakova)



Tabulka ¢ 6: In vitro citlivost nemutované BCR-ABLI1 kindazové domény a jejich
nejcastéjSich mutaci na imatinib, nilotinib a dasatinib o2

Imatinib Nilotinib Dasatinib
Nemutovany BCR-ABL 153-400 <5-13 0,4-0,9
M244V 944-1829 20,1-20,6 0,7
L.248V 1101-5900 26-486 4,7
G250E 796 - > 11800 25-116 0,9-4,1
Q252H 433-1841 8-37 1,7-2,8
Y253F 1114-5274 30-66 0,7-1,5
Y253H > 3800-10442 238-698 1,3-10
E255K 1873 -> 5900 63-299 2,8-6,6
E255V 3605-5282 96-384 3,2-5,6
D276G 677 19 1,3
E279K 1104 19-40 1,5
V299L 319-480 13 8-9,1
F311L 283-767 12 0,7
T315I > 3800-> 11800 369 - > 5300 69,3-> 500
T315A 448 NA 63
F317L 620-4425 21-48 3,7-9,1
F317V 207-295 185 27
F317C 708 NA NA
M351T 519-2891 4,1-20,1 0,6-0,8
E355G 1404 NA NA
F359Vv 826-1077 48-93 1,1-1,4
F359C 708 NA NA
V3791 590-962 27 0,4
L384M 398-1652 21-22 2
L387M 590-649 26 1
H396R 1032-3186 22-29 0,7-1,5
H396P 850-2537 22-23 0,3-1
F486S 1609-5369 17-46 2,8

Vysvétlivky: IC 50, 50% inhibi¢ni koncentrace, tj. koncentrace léku, ktera inhibuje 50% rustu bunck

kulturach BaF3; NA, not applicable
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K dalsimu dulezitému faktoru nezavislému BCR-ABLI patii vyskyt klonalni evoluce,
kterd znamena objeveni se novych cytogenetickych zmén v Ph pozitivnich bunikach. Protoze
tento jev je spjat s genomovou nestabilitou, nejcastéji se s nim setkame u pokrocilejSich fazi
CML (blastickd faze 80 %). K nejcastéji zastizenym novym zménam patii trizomie
chromozomu 8 (34 %), izochromozom 17 (20 %) a duplikace Ph chromozomu (20 %) a mén¢
¢asto trizomie chromozomu 17,19, 21 nebo delece 7. chromozomu. 76-79

Ackoliv pfitomnost mutaci velmi casto vysvétluje rezistenci na TKI, zatim neni
jednoznac¢né vysvétleno, pro¢ imatinib a ostatni TKI nedokézi eradikovat vSechny kmenové
buiky. Na vysvétleni této problematiky pracuje mnoho védeckych skupin. Jednou z hypotéz
je napf. pfitomnost overexprese BCR-ABLI, ale jiné prace prokazaly, Zze neni rozdil mezi

dosazenou hladinou v téchto kmenovych buiikdch a bunkédch vice vyzralych. Nalezeni

moznosti ovlivnéni téchto bun&k by jistd pfineslo dalsi pokrok do 1é&by CML. *?

1.9 Farmakokinetika imatinibu

V sou€asné¢ dobé je nejvice z TKI prostudovana farmakokinetika imatinibu. Je
prokazéano, Ze u pacientil existuje velkd variabilita dosazenych hladin imatinibu jak v plazmé,
tak intracelularn€. Pfi¢inou téchto rozdil mize byt variabilita vstiebavani z traviciho traktu,
zvySena vazba na bilkoviny (albumin 90 %, kysely a - 1 glykoprotein 10 %), variabilita
transportnich mechanismii imatinibu, variabilita metabolismu v jatrech. V jatrech je imatinib
dominantné¢ metabolizovan na aktivni metabolit prostfednictvim cytochromu CYP3A4 a
CYP3AS. Ostatni cytochromy hraji v metabolismu imatinibu velmi malou roli (CYP1A2,
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19). Imatinib ma rovnéz vyrazné interakce s preparaty, které jsou
inhibitory, induktory a substraty pro CYP3A4 a CYP3A5 (dexametazon, fenytoin,
fenobarbital, klaritromycin atd). Na tento fakt je tfeba pomyslet pfi 1écbé CML pacientl a
volbé vhodného Iéku. Vliv na aktivitu CYP3A4 maji kromé 1éka i potraviny. Mezi silné
inhibitory CYP3A4 patii latky v graperfruitu, naopak tfezalka teckovanad je induktorem
cytochromu CYP3A4 a mize tedy vyrazné sniZit efekt 1écby imatinibem.

Mezi jednotlivymi etniky existuji vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych
alelickych variant CYP3AS, které jsou vysvétlenim 1 rozdilné farmakokinetiky preparati
véetné TKI. Pro kavkazskou populaci je dominantni pfitomnost G alely (95 %), naopak
v africké populaci se dominantné vyskytuje alela A (82 %). Zastoupeni jednotlivych alel a
genotypll vSech polymorfismi ze vSech dosud dostupnych praci je mozné nalézt zde:

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html.
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Velky rozdil mezi etniky je také v zastoupeni alel v cytochromu CYP3A4, kdy
v kavkazské populaci je dominantni 95 - 98 % ptitomnost alely A a jeji 100 % zastoupeni se
vyskytuje dle literatury v asijské populaci. Naopak v africké populaci tato alela A tvoii pouze
20 — 30 % zastoupeni a ptevazuje zde vyskyt alely G.

CYP2C9 hraje v metabolismu imatinibu zfejm¢ velmi malou roli, ale naopak je
dominantni v metabolismu napf. warfarinu, nesteroidnich antirevmatik, sartanti a cel¢ fady
Vyskyt mezi etniky je u tohoto genu opét mirné rozdilny, kdy v evropské populaci u
polymorfismu rs 1057910 se vyskytuje alela u 93 - 94 %, v americké populaci je jeji
zastoupeni 97 % a v asijské populaci 96 %.

Transportni mechanismy pro TKI miiZzeme rozd¢lit na skupinu proteind, které¢ zajistuji
transport do buniky nebo z buriky. Pro inhibici BCR-ABL kinazy je diilezity human organic
cation transporter -1 (hOCT1), coz je membranovy transporter imatinibu do bunky, ktery je
kédovany na SLC22A genu. Tento gen je lokalizovan na 6. chromozomu a je tvofen 11
exony. V soucasné dobg je jiz popsano kolem 25 jeho polymorfismil a je transportérem nejen
TKI (imatinib, sorafenib), ale i1 napf. ciprofloxacinu, metforminu, levodopy. Jsou
dokumentovany vyrazné rozdily ve frekvenci vyskytu jednotlivych genotypt polymorfisma
napfi¢ riznymi etniky. Frekvence vyskytu dominantni alely C v kavkazské populaci je kolem
75 — 78 %, ale v asijské a africké populaci ¢ini vyskyt 89 — 98 %.

K dilezitym transportérim, které naopak odCerpavaji imatinib z bunky, patii proteiny
ABCB1 (MDR-1) a ABCG2 (BCRP). ABCBI je lokalizovan na 7. chromozomu a obsahuje
29 exonid. Dosud bylo popsano vice nez 50 rGznych polymorfismi. Zatim u 10 z nich
muzeme najit prace hodnotici vztah k 1écbé digoxinem, cyklosporinem, cytostatiky ¢i praveé
imatinibem. Tento membranovy glykoprotein svoji ATP - dependentni vazbou ovliviiuje
vylu¢ovani mnoha 1€kl z buiiky vcetné celé fady cytostatik a takto chrani intraceluldrni
prostfedi organismu pfed toxickymi vlivy. Prvnim popsanym polymorfismem u ABCBI1 byl
polymorfismus rs 1045642 na exonu 26 q. Vyskyt genotypt je opét rozdilny v jednotlivych
etnickych skupinach. V Evropé je Cetnost vyskytu alely C 46 — 48 % a alely T 52 — 54 %,
naopak vska v Africe dominuje zastoupeni alely C (85 - 89 %)).

ABCG?2 gen je lokalizovan na 4. chromozomu a kdéduje transportni protein ABCG2,
ktery je rovnéZ nazyvan breast cancer resistance protein (BCRP). Dle literatury je znamo jiz
180 genetickych variant tohoto proteinu. Zatim byly publikovany analyzy zkoumajici 13
variant polymorfismi ve vztahu k cytostatické 1éc¢bé. Nejvice praci je vénovano

polymorfismu rs 2231142. V nékterych studiich byl prokdzan vyznam tohoto transportéru na
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farmakokinetiku imatinibu. Je zde opét pfitomen etnicky rozdil, nebot’ v kavkazské populaci
se dominantné vyskytuje s 90 % frekvenci alela C, v asijské populaci se jeji zastoupeni
pohybuje kolem 70 %.

ABCC?2 gen je lokalizovan na 10. chromozomu a obsahuje 32 exonti. ABCC2 protein
je protein ze skupiny MRP. Nejvice prostudovanym polymorfismem u tohoto transportniho
proteinu je polymorfismus rs 717620, ale vysledky analyz nejsou jednozna¢né. V kavkazské
populaci je u tohoto polymorfismu 80 % vyskyt alely G a €etnost vyskytu je obdobnd i u

asijské populace, avsak zastoupeni této dominantni alely v africké populaci je az 96 %. %

1.10 Genetické polymorfismy

Genotyp jedince predstavuje jeho veSkerou genetickou charakteristiku a genotypy
jedinct téhoZz druhu jsou jedine¢né. Genetickd vybava jedince (s vyjimkou gamet) je
diploidni. Genotyp v uz§im pojeti je tedy dvojice alel t¢hoZ genu, kdy jedna alela z dvojice je
maternalniho pivodu a druha pivodu paterndlniho. Alely se mohou vyskytovat v populaci ve
form¢ dominantni (A) a recesivni (a). V lidské populaci se tedy mohou vyskytovat tii mozné
genotypy — AA (dominantni homozygoti), Aa (heterozygoti) a aa (recesivni homozygoti).
Alelu, ktera se vyskytuje bézn¢ v populaci a podmiiiuje normalni (zdravy) fenotypovy znak,
nazyvame alelou divokou (wt - wild type). Alelu, jejiz sekvence nukleotidii byla zménéna
mutaci, oznacujeme jako alelu mutovanou. Fenotyp je soubor vSech pozorovatelnych
vlastnosti a znakii zivého organismu a ptedstavuje vysledek spoluplisobeni genotypu a
prostiedi.

Rozdilnéa genetickd vybava jedince ptispiva k vyrazné variabilité¢ farmakoterapeutické
odpovédi na 1é¢bu. Timto se zabyva rychle se rozvijejici védni obor - farmakogenetika. Jako
geneticky polymorfni znak oznaCujeme znak s nejméné dvéma geneticky podminénymi
variantami v jedné populaci. Mohou se vyskytovat alespoil 2 varianty a Cetnost vyskytu
fidkého znaku v populaci ptedstavuje vice nez 1 %. Pokud je vyskyt variantnich alel
v odli$nych populacich rizny, mize byt také znak (napt. enzym) v jedné populaci polymorfni
ave druhé nikoli. Ke genetickym polymorfismim tedy nepatii znaky, kde mé ziidkava
varianta frekvenci mensi nez 1% (tj. napf. geneticky podminéné choroby), dale znaky, jejichz
variabilita neni podminénd geneticky (infek¢éni choroby), znaky s kontinudlni variabilitou
(t€lesnd hmotnost, vySka) a znaky, kde se v ramci druhu vyskytuji rizné varianty, avSak v

riznych navzajem oddélenych populacich (barva kaze aj.).
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Vsechny typy genetického polymorfismu maji svlj podklad v polymorfismu v
koédujicich sekvencich DNA a jsou zptusobeny zménou v sekvenci bazi, nejcasteji bodovou
mutaci (zdména nukleotidu nebo delece n¢kolika bazi) v urcitém mist¢ DNA. SNP (single
nucleotide polymorphism) je zkratka pro jednonukleotidovy, neboli bodovy polymorfismus
(obrazek €. 8). Zména baze v kodujici sekvenci mize vést ke zméné aminokyseliny a tim k
projevu ve fenotypu a ndsledné k projeviim ve smyslu polymorfismu biochemického,

imunologického nebo morfologického.

Ls“f nukleotidove pary:

molekula DNA adenin (A) se paruje
- ( adenin (A (_ poca sty

guanin (G) se paruje
guanin (G WAEIUOR Houze s cytosinem (C)

jedno-nukleotidovy polymorfismus (SNP):

Obrazek ¢. 8: Vznik SNP zaménou jednoho nukleotidu (A, T, C, G) v DNA sekvenci
(upraveno podle www. mygenetree.com)
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1.11 Vyznam transplantace krvetvornych bunék

Béhem poslednich tficeti let se postaveni transplantace hematopoetickymi buiikami u
CML zcela zménilo. Zatimco v 80. a 90. letech byla transplantace jedinou nad¢ji pro vyléceni
pacient s CML, v soucasné nové éfe TKI je HCST indikovéna vyrazné méné. Vysledky
velké studie zahrnujici 2444 pacienti s CML v chronické fazi jest¢ z obdobi pied TKI
prokazaly celkové preziti v 15 letech 87 - 88 %. Zajimavosti je, Ze pozdni relaps choroby se
dokonce objevil az po 18 letech od provedeni HSCT.

Preziti nemocnych po HSCT je ovlivnéno nékolika faktory, a proto jiz EGBMT
(European Group for Blood and Marrow Transplantation) v roce 1998 kalkulovala skoérovaci
systém pro vypodet pravdépodobnosti preZiti — tzv. Gratwohlovo skére (tabulka &. 7). ®
Je pochopitelné, ze na vysledek transplantace ma rozhodujici vliv fdze choroby, protoze 5 leté
preziti chronické faze se pohybuje kolem 90 %, akcelerované faze kolem 40 - 50 % a pteziti
u blastické faze se pohybuje kolem 10 — 25 %. Na vysledku transplantace se rovnéz podili i
celkovy stav nemocného, ktery nejéastéji vyjadiujeme jako komorbidity index (HCT-I). *-*!

Ptedchozi 1é€ba TKI pied transplantaci vysledky rozhodné nezhorSuje a ani nezvySuje
peritransplantaéni mortalitu. Naopak stabilizaci CML spise vysledky transplantace muze

v 1
zlepsit. ™’

Po HSCT je doporucovano pravidelné testovani hloubky molekularni odpovédi,
protoze v 1. roce je nejvyssi riziko relapsii choroby. Dle nékterych praci MMR ve 3. mésici
po transplantaci je prediktorem dlouhodobé odpovédi této 1écby. Zatim nejsou zcela jednotné
nazory na preventivni podavani imatinibu po HCST, nékteti autofi zahéjeni 1é¢by doporucuji
az dle vyvoje transkriptu (zahgjit pfi rostouci kvantit¢ BCR-ABL1), jini vSak doporucuji
podavat imatinib ihned preventivné po dobu 1 roku od provedeni HSCT. Podle nékterych
autori by imatinib mohl snizit vyskyt GvHD svym imunomodula¢nim efektem
prostiednictvim inhibice T lymfocyti a snizenim produkce PDGFR. K definitivnimu

hodnoceni budou jist¢ zapotfebi prospektivni studie. Soucasné indikace k HSCT budou

rozebrany v kapitole o 16¢b& CML.
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Tabulka ¢ 7: Vypoclet Gratwohlova (EBMT) skore pro odhad rizika alogenni transplantace
krvetvornych bunék a pravdépodobnost 5-ti letého pieZiti pacientit dle jeho hodnoty 8

Pod 20 let 0 bodl
* VEk pacienta 20-40 let 1 bod
Nad 40 let 2 body
Do 1 roku 0 bodl
* Doba od diagnozy k alo-SCT
Nad 1 rok 1 bod
CP 0 boda
* Faze choroby AP 1 bod
BC nebo 2. CP 2 body
HLA identicky sourozenec 0 bodu
* Darce o
HLA kompatibilni pfibuzny darce 1 bod
Zena/muz 1 bod
eKombinace pohlavi darce/prijemce . )
Jind kombinace 0 bodt
0 1 2 3 4 5 6-7
76% | 73% | 59 % 49% [ 38% | 39% | 19%
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1.12 Definice optimalni lécebné odpovédi a jeji monitorace

Hodnoceni 1é¢ebné odpovédi probiha na urovni hematologické dle nalezii v krevnim
obraze s diferencialnim rozpoctem. Cytogeneticka odpovéd je déna dle poctu zachycenych
Ph+ mitoz ve dieni hodnocenych klasickou cytogenetickou metodou.

Molekularni odpovéd’ je hodnocena podle vysledku hladiny transkriptu BCR-ABL
metodou RQ RT-PCR a odbér se provadi z periferni krve. Vysledek je vyjadien jako pomér
BCR-ABL ku ABL (¢i jinému kontrolnimu genu) x 100 % a je pfeveden na mezinarodni
Skalu (IS). Tato standardizace metody umoznila porovnavat vysledky mezi jednotlivymi
laboratofemi. Pro prikaz mutace v tyrozinkinazové doméné se nejCastéji pouzivd metoda

ptimé sekvenace s citlivosti 10 a 25 %. **~’

1.12.1 Definice lé¢ebné odpovédi

U nemocnych s CML v pravidelnych intervalech po zahajeni 1é€by TKI hodnotime
hematologickou, cytogenetickou a molekularni odpovéd’. Na zéklad€ vysledkl se pak jedna o
dosazeni optimalni odpovédi, varovné ptiznaky nebo selhani 1é¢by. V souCasné dobé
pouzivame doporudeni ELN z roku 2013 — viz tabulka &. 7. °° Na zakladd dosaZené 1é&ebné
odpovédi provadime lécebné rozhodnuti, pii dosazeni optimélni odpovédi se pokracuje
v zavedené 1écbé a pii selhani 1éCby je nutnd zména lécebné strategie. Pii ztraté velké
molekuldrni odpovédi je nutné ovefeni této skuteCnosti kontrolnim odbérem hladiny

transkriptu.
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Tabulka ¢. 8: Definice lécebnych odpovédi a doporuceni pro jejich monitorovani béhem
lé¢by pacientii s CP-CML imatinibem v prvni linii

* Leukocyty <10x 107/1
* Trombocyty < 450 x 10°/1

Pii dg., a pak minimalné¢ a 2

* Velka (MMR):
pomér BCR-ABL/ABL (¢1 jiny
kontrolni gen) <0,1 % IS

f"mﬂl‘;t“‘. 4 * Diff: nepfitomny myelocyty, tydny & castdii do dosazeni
emato (,)glc a romyelocyty & myeloblast CHR, dale minimalné¢ po 3 M
odpovéd’ (CHR) promys y crmys y - e
neni - li nutné jinak.
* Basofily <5 %
* Nehmatna slezina
 Kompletni (CCyR): 0 Ph+ bungk | Pfi dg., ve 3 a 6 M; dale po 6 M
« Parcidlni (PCyR): 1-35 % Ph+ bb. | 90, dosazeni CCYR, dale alespori
Cvtoseneticks a 12 M, v pfipad¢ ze nemiize byt
ng()%é & (leR) * Mala: 36-65 % Ph+ bb. provadéno pravidelné sledovani
« Minimalni: 66-95 % Ph+ bb, molekuldmi; ddle je nume vZdy
) pii selhani 1é€by nebo nejasné
e Zadna: > 95 % Ph+ bb. Cytopenii.
* Kompletni (CMolR):
nedetekovetelné transkripty BCR- Po 3 M do potvrzeni MMR, pak
ABLI pomoci RQ RT-PCR a/nebo | miniméalné 4 6 M ;
Molekularni o ) o
odpoviéd’ (MR) NestedPCR muta¢ni analyza v  pfipade¢

selhani ¢1 varovnych ptiznaki;
dale vzdy pred zménou terapie.
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Tabulka ¢. 9: Definice optimalni, varovné lécebné odpovédi a selhani lécby na 1. linii

TKI*®

Vysoké riziko

BCR/ABL < 10 %

V dobé diagnézy NA (Sokal, Hasford), NA
CCA/Ph+
CHR,
BCR/ABL >10 % Neni CHR a/nebo
3 mésice PCyR (Ph+ <35 %)
a/nebo Ph+ 36-95% Ph+>95%

6 mésicu

BCR/ABL<1 %
a/nebo Ph+ 0

a/nebo Ph+ 1-35 %

BCR-ABL 1-10 %

BCR-ABL >10 %
a/nebo Ph+> 35 %NA

12 mésica

BCR/ABL £0,1 %

BCR/ABL >0,1 %-1

%

BCR/ABL >1%
a/nebo Ph+>0

Kdykoliv

BCR/ABL £0,1 %

hladiny transkriptt

CCA/Ph-, vzestup

Ztrata CHR, CCyR,
MMR, mutace,
CCA/Ph+

Tabulka ¢. 10: Definice optimalni, varovné lécebné odpovédi a selhdani lécby 2. linie TKI
v piipadé selhdni imatinibu *°

a/nebo Ph+ 65-95 %

Z4dna CHR nebo jeji
V dobé diagnozy NA ztrata na IMA, ztrata NA
CCyR na 1. linii
0 Neni CHR a/nebo
BCR/ABL <10% | pop/aBL >10 %
3 mésice a/nebo Ph+ <65 % Ph+ > 95 %

Nové mutace

6 mésicu

BCR/ABL <10 %
a/nebo Ph+ <35 %

Ph+ 35-65%

BCR-ABL >10 %
a/nebo Ph+ > 65 %,
Nové mutace

12 mésicu

BCR/ABL <1%
a/nebo Ph+ 0%

BCR/ABL 1%-10 %
a/nebo Ph+ 1-35%

BCR/ABL >10 %
a/nebo Ph+> 35 %,
Nové mutace

Kdykoliv

BCR/ABL <0,1 %

CCA/Ph-, vzestup
hladiny transkripti
BCR/ABL >0,1 %

Ztrata CHR nebo
CCyR nebo MMR
Novémutace, CCA/Ph+
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1.12.2 Doporuceni lécby pacientii s chronickou myeloidni leukemii

Doporuceni pro 1é¢bu CML zaznamenalo s novymi lécebnymi moznostmi vyznamny
pokrok. Prvni ELN doporuceni, které¢ zahrnovalo novou lécbu TKI, bylo publikovano v roce
2009 a naslednd bylo v roce 2013 aktualizovano. ° *° V soucasné dobé je platné i NCCN
doporuéeni z roku 2016. Tato doporudeni se zasadnéji nelisi a v CR pii 1é¢bé CML je z nich
vychazeno. Podle vyse uvedenych doporuceni v 1. linii 1écby CML-CP lze pouzi imatinib
100 mg 1x denné nebo nilotinib 300 mg 2x denné nebo dasatinib 100 mg 1x denné, ktery vSak
v CR nema pro tuto indikaci zatim hradu. Na odborném poli se vedou stale diskuse, zda
rychlejs$i navozeni optimalni 1écebné odpovédi pii uziti TKI 2. generace (dasatinib, nilotinib)
v 1. linii 1écby bude mit z dlouhodobého hlediska pro pacienty vyznam nez uziti ,,zlatého*
standardu, kterym je lécba imatinibem.

Vysledky studii s dasatinibem a nilotinibem prokazaly vyssi a rychlejsi navozeni CCyR
a MMR, ale celkové pieziti je zatim shodné (po 5 — 6 letém sledovani). Lze vsak
predpokladat, ze toto rychlejsi navozeni hluboké molekularni odpoveédi z dlouhodobého
hlediska snizi riziko mozné progrese choroby a neni vylouceno, Ze se Casem bude liSit i
celkové preziti. Pti volbé preparatu pro 1. linii 1é€by je rovnéz piihlizeno k veéku pacienta,
celkovému stavu, komorbiditam a uzivané medikaci.

V piipad¢ intolerace nasazeného preparatu se provadi zmeéna za jiny TKI s ohledem na
chrakater nezadoucich u¢inkli a komorbidity pacienta — dasatinib 100mg 1x denné nebo
nilotinib 400 mg 2x denné. Jak jiz bylo uvedeno vySe, zména 1éCby u pacienta vychazi
z hodnoceni dosazené odpovedi. V ptipadé selhani 1€€by pied jeji zmeénou se snazime nejprve
posoudit, zda nemocny 1€k pravidelné¢ uzival, protoze compliance nemocného je velmi
dilezita. Tomu ndm miZe pomoci napi. vySetfeni plazmatickych hladin imatinibu. Dalsi
nutnosti pfi selhani 1é¢by je posoudit, zda nedoslo k rozvoji mutace v TK doméné. Na zakladé
vysledku vySetfeni mutaci, komorbidit pacienta je provedena zména lécby na TKI 2. generace
nebo 3. generace. V ptipad¢€, Ze nemocny patii do kategorie choroby s varovnymi signaly, je
mozné pokraCovat ve stavajici 1é€b€ za peclivych kontrol vylsedkli nebo miizeme pfistoupit 1
ke zmé&né 1é¢by. Toto zaleZi na individulnim posouzeni situace lékatem. *°~'*!

V ptipad¢ 1écby CML - AP a CML - BP je zahjjena 1écba imatinibem ve vySSich
davkach (600 — 800 mg denn¢) a v piipadé jeho intolerance ¢i rezistence je indikovana 1écba
dasatinibem v davce 140 mg 1x denné nebo nilotinibem 400 mg 2x denné. V piipadé

mladsiho véku pacienta (do 65 let) je vSak ihned indikovéano zahajeni vyhleddvani darce
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k provedeni transplantace kostni diené. V souc¢asné dobé HSCT neni volbou 1é¢by v 1. linii
pro pacienty s CML - CP, ale je indikovana pfi selhani TKI. M¢la by byt u mladSich pacientt
zvazovana, pokud je nedostate¢na odpovéd’ na dva ¢i vice tyrozinkinazové inhibitory a rovnéz
pii prukazu rezistentni mutace T3151. V tomto piipadé by mohl byt pouzita 1é€ba ponatinibem

jako pieklenujici 1é&ba do vyhledani vhodného darce. *° %’

1.12.3 Predikce lécebné odpovédi

Na vyslednou lé¢ebnou odpovéd u pacienti s CML ma vliv mnoho faktort, které
bychom mohli vsak rozdé¢lit do tfi zakladnich skupin. Prvni skupinu zahrnuji faktory, které se
tykaji pacienta. Patii k nim vek, celkovy stav, pfidruzené choroby pacienta a jeho spoluprace
pii 1ébe. ' - '% Druh4a skupina je dana samotnym onemocnénim, respektive fazi CML,
prognostickym rizikovym skoérem, cytogenetickym ndlezem, typem transkriptu a mutacemi
v TKI doméné, ale i farmakokinetikou TKI, které vykazuji vyznamnou variabilitu. Posledni
skupinu tvofi 1écba CML, na které se podili i vliv l€kate, respektive vybér TKI, feSeni

nezadoucich ucinkl preparatl, coz byva soucasné pricinou, pro¢ Ze nemocni 1éky neuzivaji.

Samoziejmé vSechny tyto faktory se vzéjemné prolinaji, jak nam dokumentuje obrazek ¢. 9.

Paciont

a jejich feseni

Compliance

Obradzek ¢. 9: Faktory ovliviujici vyslednou lécebnou odpovéd™ (zdroj P. Bélohlavkova)
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2.1. Cile dizertacni prace

a) Primarnim cilem této prace bylo nalézt nové biologické parametry, které by objasnily u

pacientli s CML piipady nejasného selhani 1écby imatinibem. Vysetieni olymorfismii, které
zasahuji do farmakokinetiky imatinibu, by tak umoznilo vc¢as predikovat riziko selhani 1écby

imatinibem.

VySetiené polymorfismy:

e CYP3A5*3 (6986A>G) (rs 776746)
o CYP3A4*1 (-392A>G) ( rs 2740574)
¢ CYP2C9*3 (1075A> C) (rs 1057910)
e SLC22A1 (480 C>G) (rs 683369)

* ABCB1 (3435 C>T) (rs 1045642)

¢ ABCBI1 (1236 C>T) (rs 1128503)

e ABCG2 (421 C>A) (rs 2231142)

e ABCC2 (-24 C>T) (rs 717620)

b) Sekundarnim cilem bylo prokazat, zda standartné uzivana davka imatinibu 400 mg vede u
pacientil k dosazeni optimalni 1é¢ebné odpovédi a zda navozuje dostateCnou plazmatickou
hladinu imatinibu. Déle nalézt dal§i biologické faktory, které maji vliv na plazmatickou

hladinu imatinibu.

2.2 Pracovni hypotézy

1) Dosazend plazmaticka hladina imatinibu ovliviiuje 1écebnou odpovéd’ nemocnych.
2) Typ genetického polymorfismu ovliviiuje plazmatickou hladinu imatinibu.

3) Typ genetického polymorfismu ovlivituje vyslednou lé¢ebnou odpoveéd’ nemocnych.
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3. Pouzité metody a soubor nemocnych

3.1. Soubor nemocnych

Do naseho souboru bylo zahrnuto 112 pacienti s CML - CP (97 %) a CML - AP, ktefi
byli diagnostikovani a 1é¢eni ve FN Hradec Kralové (71 pacient) a FN Brno (41 pacienti).
Skupinu tvoti 53 muzi (47 %) a 59 Zen (53 %) s medianem véku v dobé diagnozy 56 let
(rozpéti 19 - 84 let). Diagndza CML byla stanovena na obou pracovistich v obdobi od 5/1997
do 11/2012. Hodnoceni aktudlniho stavu pacientd a pteziti nemocnych bylo provedeno k 31.
srpnu 2015. U 97 % pacientl naSeho souboru se jednalo o CML - CP v dobé diagnézy. U 97
% piipadl byl cytogenetickym vySetfenim zjiStén klasicky Ph chromozom. Pouze u 3
pacientil (3 %) byly vstupné zachyceny ptidatné cytogenetické zmény, které vSak nemély vliv
na prognézu pacientd. Bliz§i charakteristiku celého souboru dokumentuje tabulka ¢. 9.
Rozlozeni nemocnych v souboru podle rizikového skore dle Hasforda a Sokala nam
dokumentuji grafy na obréazcich ¢. 10 a 11.

Podminkou pro zatfazeni pacienta do naSeho hodnoceni byla 1é¢ba imatinibem trvajici
minimalné 18 mésict z divodu moznosti hodnoceni cytogenetické a molekularni odpovédi.
Do hodnoceni nebyli zafazeni nemocni, ktefi byli vstupné 1éceni jinym TKI (dasatinib,
nilotinib) nebo pro rizikovost onemocnéni byli primarné sméfovani k alogenni transplantaci
kostni dfené. Dale do analyzy nebyli zahrnuti pacienti, u nichZ pro primarni rezistenci na
imatinib nebo lécebnou toxicitu, byla provedena 1éebnd zména imatinibu pted 18 M.

V nasem souboru bylo pted dostupnosti imatinibu lé€eno 11 pacientd (10 %)
interferonem s medidnem trvani této 1écby 14 M (rozpéti 5 — 132 M). Z téchto nemocnych
pouze u 6 pacientil bylo dosaZeno CHR a pouze v 1 ptipadé nemocny dosdhl CCyR. VSichni
nemocni zahdjili 1écbu imatinibem v davce 400 mg/den, ale podle 1écebné odpovédi a toxicity
1é€by byla davka imatinibu u 20 (18 %) pacientli upravena: 2 nemocni uzivaji 600 mg/den,
11 nemocnych 300 mg/den a 7 nemocnych 200 mg/den. Median lécebné davky imatinibu
celého souboru je 400 mg (rozpéti 200 — 600 mg/den).

Median doby sledovani v souboru je 92 mésici (M) (rozpéti 29 — 230 M). Z
hodnoceného souboru zemielo 5 (5 %) pacientl. Ve dvou piipadech se jednalo o souvislost

s CML, kdy doslo k progresi choroby do blastického zvratu. V jednom pfipadé se jednalo o

wrwe
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Tabulka ¢. 11: Charakteristika vySetiovaného souboru (N=112)

Vék v dobé diagnozy 56 let (rozpéti 19 — 84 let)

Pohlavi
* muzi/® Zeny 53 (47 %)/59 (53 %)

Sokalovo riziko

* nizké 34 (30 %)
* stfedni 60 (54 %)
* vysoké 11 (10 %)
* neuréeno 7(6 %)

Median doby sledovani (mésice) 92 (29~ 230 mesicu)

Median davky imatinibu mg/den 400 mg (200 — 600 mg/den)

Pii¢ina amrti
* v souvislosti s CML 313 %)

* jina pfi¢ina 2(2%)
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Hasfordovoriziko

m Nizkériziko

W Stiedni riziko

m Vysokérziko
Neznamo

Sokalovoriziko

u Nizkériiko

B Stiedni riziko

m Vysokérziko
Neznamo
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Obrdzek ¢. 10: RozloZeni pacienti
v souboru podle Hasfordova rizika

Obrdazek ¢ 11: RozloZeni pacienti
v souboru podle Sokalova rizika



3.2 Metodika hodnoceni lécebné odpovédi

Pacienti hodnocené¢ho souboru byli diagnostikovani a léeni na IV. interni
hematologické klinice FN Hradec Kralové a na Interni hematologické a onkologické klinice
FN Brno. Na obou pracovistich byla 1écba pacientli vedena podle platnych doporuceni.
Hodnoceni optimalnich 1é¢ebnych odpovédi je na obou pracovistich provadéno na zékladé
doporuceni Evropské leukemické skupiny (ELN) z roku 2009 a nasledné aktualizovaného
doporuceni zroku 2013. Ve 3 M 1écby je hodnoceno dosazeni kompletni hematologické
odpovédi (CHR), které je definovano poétem trombocyti < 450 x 10%/1, poétem leukocytd
<10 x 10%/1, chybénim mladsich forem leukocytt a poétem bazofili < 5% v krevnim obraze a
perifernim natéru. Soucasné pii klinickém vySetfeni neni u pacienta hmatnd slezina.
Cytogenetickd odpovéd’ je hodnocena na zakladé poctu zachycenych Ph+ mitéz ve dieni pfi
hodnoceni klasickou cytogenetickou metodou. Kompletni cytogenetickd odpovéd’ (CCyR) je
definovana jako nepfitomnost Ph+ mitéz ve dieni a dle ELN kriterii 2013 by u nemocnych
s CML m¢la byt dosazena v 6 M lécby. Molekularni odpovéd’ a jeji hloubka je posouzena
podle vysledku hladiny transkriptu BCR-ABLI1, k jehoz stanoveni se pouziva kvantitativni
polymerazova fetézova reakce s vyuzitim reverzni transkriptdzy (RT-PCR). Vysledek je
vyjadien jako pomér BCR-ABLI1 k ABL (¢i jinému kontrolnimu genu) x 100 % a je pfeveden
na mezinarodni Skalu (IS). Velkd molekularni odpovéd’ (MMR) je stanovena jako hodnota
BCR-ABLI1/kontrolni gen < 0,1 % a méla by byt dosazena ve 12 M 1éCby.

Na zaklad¢ zékladni podminky (lécba imatinibem minimalné¢ 18 M) byli pacienti do
hodnoceného souboru vybrani retrospektivné. Tito nemocni podepsali informovany souhlas
s odbérem krve k vySeteni polymorfismi. K ziskani klinickych a laboratornich dat u pacientii
lé€enych na obou centerch pfispéla spolecna databaze INFINITY (Cesky registr CML

pacientit).
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3.3 Pouzité metody

* Stanoveni hladiny imatinibu

Stanoveni plazmatické hladiny imatinibu bylo na obou pracovistich provedeno
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie a analyza je validovdna na detekéni limit
10 ng/ml. Odbér periferni krve u nemocnych byl proveden 24+- 2 hodiny pied dalsi davkou
imatinibu a bylo nutné pfedchozi pouceni pacientli. Stanoveni plazmatické hladiny imatinibu
bylo provedeno po minimaln¢ 12 mésicich od zahajeni uzivani imatinibu. Vzhledem k tomu,
Ze naSe prace nebyla prospektivni, neni odbér plazmatické hladiny imatinibu proveden ve
zcela shodné dobé od zahajeni 1é€by imatinibem. AvSak po del$i dob& uzivani imatinibu by
dle literatury méla byt jiz u pacienta ustdlend plazmatickd hladina imatinibu. Pfedev§im je pfi
odbéru nutné dodrzeni ¢asu od posledni uzité davky imatinibu.

Vysetieni plazmatickych hladin imatinibu ve FNHK bylo provedeno v Ustavu klinické

biochemie a diagnostiky, ve FN Brno na Oddéleni klinické biochemie.

¢ [zolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci soupravy QIAamp® DNA mini Kit (QIAGEN)
podle doporuceni vyrobce nasledujicim postupem:

Jeden aliquot kazdého vzorku byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Do
mikrozkumavky s rozmrazenou krvi bylo pfidano 20 pul QIAGEN proteazy a 200 ul pufru AL.
Celéa smés byla zamichéna pomoci vortexu (2500 otacek/min, 15 s) a inkubovana 10 minut pii
teploté 56 “C v suchém termobloku. Nasledné bylo ke vzorku pfidano 200 pl 96% etanolu a
obsah zkumavky byl opét promichdn pomoci vortexu (2500 otacek/min po dobu 15 s). Po
promichani byl cely obsah zkumavky pienesen do kolonky se sbérnou zkumavkou a kolonka
s bunéénym lyzatem byla centrifugovana (8 000 otacek/min. po dobu 1 min.). Kolonka byla
pfemisténa do nové Cisté 2ml sbémé zkumavky, bylo do ni pfidano 500 pl pufru AW 1 a
kolonka byla opét centrifugovana (8 000 otacek/min., 1 min.). Kolonka byla opét premisténa
do nové 2ml sbérné zkumavky, bylo do ni pfiddno 500 pl pufru AW2 a kolonka byla
centrifugovédna (14 000 otadcek/min., 3 min.). Nasledné byla kolonka pfemisténa do Cisté 1,5
ml mikrozkumavky a DNA navézana na kolonce byla eluovana pfidanim 150 pl pufru AE
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pfimo na silikovou ndpli, po némz nasledovala inkubace po dobu 1 minuty pfi laboratorni
teploté a centrifugace (8 000 ota¢ek/min., 1 min.). Izolovand DNA byla uchovana pfi teplot¢ -

20 °C do dalsi analyzy.

* Detekce SNP pomoci PCR v realném case

Detekce jednonukleotidovych polymorfismii byla provedena PCR v redlném cCase
pomoci reakénich smési TagMan® SNP Genotyping Assay (Life Technologies) a TagMan®
Genotyping Master Mix (Life Technologies) dle doporuceni vyrobce. VSechny potiebné
reagencie a analyzované DNA byly rozmraZeny pfi laboratorni teploté a podle tabulky ¢. 12
byla pfipravena reakéni smés pro analyzu daného SNP. Seznam detekénich smési pouzitych
pro jednotlivé SNP je uveden v tabulce ¢. 13. Reakéni smés byla napipetovana do 0,2 ml
mikrozkumavek pro PCR cykler Rotor-Gene 6000 v poctu odpovidajicim poctu
analyzovanych DNA + 3 zkumavky pro pozitivni kontroly (vSechny 3 genotypy) + negativni
kontrola bez templatové DNA pro ovéfeni Cistoty reakéni smési. Do kazdé zkumavky byly
pfidany 2 pl templatové DNA (H,0 pro kontrolu bez templatu). PCR reakce probihala dle
programu uvedeného v tabulce €. 14. Zastoupeni jednotlivych genotypli v naSem souboru je

uvedeno v tabulce ¢. 15.

Tabulka ¢. 12: SloZeni reakcéni smési

Voda pro PCR 7
Detekéni smes - TagMan® SNP Genotyping Assay (20x) 1
TagMan® SNP Genotyping Master Mix (2x) 10

51



Tabulka é. 13: Seznam detekénich smési

 CYP3AS5 rs 776746 C_26201809 30
« CYP3A4 rs 2740574 C_1837671 50
« CYP2C9 rs 1057910 C_ 27104892 10
* SLC22A1 rs 683369 C_ 928536 30

« ABCB1 rs 1045642 C_7586657 20
« ABCB1 rs 1128503 C_ 7586662 10
« ABCG2 rs 2231142 C_15854163_70
« ABCC2 rs 717620 C 2814642 10

Tabulka ¢. 14: Program pouZity pro analyzu SNP pomoci PCR v redlném cCase

Aktivace DNA polymezazy 95 °C 10 min 1
Denaturace 92 °C I5s

50
Nasednuti primert / elongace 60 °C 90 s
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Tabulka ¢. 15: Zastoupeni jednotlivych polymorfismii v souboru

CYP 3A5%3 (rs 776746)

e C-C 98 87 80 - 85
e T-C 13 12 15

e T-T 1 1 5
CYP 3A4*1 (rs 2740574)

e C-C 104 93 94 - 98
e T-C 8 7 5
CYP2C9*3 (rs 1057910)

e A-A 95 85 88

e A-C 17 15 12
SLC22A1 (rs 683369)

e C-C 78 70 57 - 60
e C-G 27 24 30-33
* G-G 7 6 5-8
ABCBI (rs 1045642)

e A-A 58 51 55-62
* A-G 32 29 13-20
* G-G 22 20 29 -37
ABCBI (rs 1128503)

e A-A 18 16 20-32
* A-G 62 55 40 - 56
* G-G 32 29 28 - 34
ABCG?2 (rs 2231142)

* G-G 87 80 78 -79
e T-G 23 19 20-22
e T-T 2 1 0-2
ABCC2 (rs 717620)

e C-C 70 63 60 - 64
e C-T 37 33 34-40
e T-T 5 4 0-2

rs: referencni ¢islo daného polymorfismu; C, T, A, G — alely daného genu; CC, CT, AA, AG, GG, TG, CT:
jednotlivé genotypy
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3.4 Statistické hodnoceni

Analyza ziskanych dat byla provedena v ovladacim a analytickém software cykleru
Rotor-Gene 6000 v modu ,,Allelic discrimination®. Hranice odliSujici pozitivni a negativni
signal jednotlivych alel byla nastavena podle vysledkii kontrol se znamym genotypem.
Statisticka analyza Statistické a grafické analyzy byly provedeny v programovacim jazyku R
s grafickym rozhranim RStudio. Pro vyhodnoceni statisticky vyznamné zavislosti
kvalitativnich znakti byl pouzit test Chi-kvadrat. Kvantitativni znaky byly porovnadny pomoci
Mann-Whitneyova testu a u ¢asti analyz byl pouzit test ANOVA. Pouzita hladina statistické
vyznamnosti (hodnota p) byla 0,05.

V piipadé krabickového grafu (box chartu), pfedstavuje horni okraj krabicky 75.
percentil, dolni okraj pak 25. percentil distribuce dat. Medidn je zobrazen linii uprostied

krabicky.

Pouzité programy:

* R Core Team (2015). R: A language and environment for statistical computing (Version
3.1.3) [Computer software]. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

Available from: http://www.R-project.org/.

* RStudio (2012). RStudio: Integrated development environment for R (Version 0.98.1103)

[Computer software]. Boston, USA. Available from: http://www.rstudio.org/
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4. Vysledky

4.1 Dosazené lécebné odpovédi a toxicita Iécby

V nasem souboru pied standardni dostupnosti imatinibu byla u 11 pacientt (10 %)
zah4jena inicialné 1écba interferonem s medidnem trvani této 1€cby 14 M (rozpéti 5 — 132 M).
Z téchto nemocnych pouze u 6 pacienti bylo dosazeno CHR a pouze v 1 pfipadé¢ nemocny
dosahl CCyR. Nasledn¢ byla u téchto pacientli zahéjena léCba imatinibem v davce 400
mg/den. U ostatnich nemocnych byla zahdjena 1éCba imatinibem v davce 400 mg/den, ale
podle 1écebné odpovedi a toxicity 1éCby byla davka imatinibu u 20 (18 %) pacientd upravena:
2 nemocni uzivaji 600 mg/den, 11 nemocnych 300 mg/den a 7 nemocnych 200 mg/den.
Median 1écebné davky imatinibu celého souboru je 400 mg (rozpéti 200 — 600 mg/den).
Median doby sledovani v souboru je 92 M (rozpéti 29 — 230 M). Z hodnoceného souboru
zemielo 5 (5 %) pacientii. Ve dvou ptipadech se jednalo o souvislost s CML (blasticky zvrat),
v jednom ptipadé¢ se jednalo o kombinaci progrese CML spolu s kardidlni pti¢inou amrti. Dvé
nemocné zemiely na karcinom prsu.

Hodnoceni 1é¢ebné odpovédi u vSech pacientl v souboru bylo provedeno na zakladé
doporuc¢eni ELN kriterii z roku 2013 v pravidelnych intervalech. V nasem souboru bylo
dosazeni jednotlivych odpovédi nasledujici: CHR po 3 M 1é¢by doséahlo 108 pacientt (96 %),
CCyR v 6 M [é€by 63 pacientl (56 %), CCyR po 12 M 1éc¢by 101 pacientt (90 %), MMR ve
12 M lécby 61 (54 %) a MMR po 18 M lécby imatinibem doséhlo 79 (70 %) pacientl.
Jednotlivé dosazené odpovédi dokumentuje tabulka €. 16.

Béhem léc¢by imatinibem byla zaznamenana u 35,5 % piipadl hematologicka toxicita,
ale pouze v 9 % piipadu se jednalo o stupen 3 a 4 — viz tabulka ¢. 17. Z nehematologické
toxicity byla nejCastéji pozorovana retence tekutin (otoky dolnich koncetin, periorbitalni
otoky), a to u 24 % pacientii. Cast&ji tento nezadouci projev byl piitomen u Zen. Z dalsich
Castéji se vyskytujicicich vedlejSich projevi to byly dyspeptické potize (nevolnost, zvraceni)

a svalové bolesti s kie¢emi svalu - viz tabulka ¢. 18.
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Tabulka ¢. 16: Pocet zastoupeni jednotlivych odpovédi u pacientii (N=112) v souboru
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CCyR
12M

MMR
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MMR
18 M

B Odpovéd ano

108
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B Odpovéd ne

49

11

51

33

CHR: kompletni hematologicka odpovéd, CCyR: kompletni cytogeneticka odpovéd,

MMR: velka molekuldrni odpovéd
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Tabulka ¢. 17: Hematologicka léCebnda toxicita v souboru

e Anemie st. 1+2 3(2,5%) 12 %) 2 (3 %)
* Anemie st. 3+4 1(1%) 0 1 (1,5 %)
* Neutropenie st. 1+2 17 (15 %) 7 (13 %) 10 (17 %)
* Neutropenie st. 3+4 33 %) 1 (2%) 2 (33 %)
* Trombocytopenie st. 1+2 10 (9 %) 4 (7,5 %) 6 (10 %)
* Trombocytopenie st. 3+4 505%) 2 (4 %) 3(5%)

Anemie: stupen-1 Hb > 100 g/|, stupen -2 80 — 99 g/I, stupen -3 65 — 79 g/|, stupen -4 < 65 g/l, Absolutni
pocet neutrofil (ANC): stupen -1 < N - 1,5 x 10° /|, stupeni -2 < 1,5 — 1,0.109 /|, stupeni -3 <1,0-0,5 10° /l,
stupen-4 < 0,5.10° /I, Trombocyty: stupen -1 < norma — 75.10° /I, stupen -2 < 75— 50.10° /I, stupen -3 < 50 —
25.10° /I, stupefi —4 < 25.10° /1.
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Tabulka ¢ 18: Nehematologicka léCebna toxicita v souboru

* Nevolnost, zvraceni 21 (19 %) 9 (17 %) 12 (20 %)
* Priijjem 12 (11 %) 4 (7,5 %) 8 (13,5 %)
* Vyrazka 8 (7 %) 3(2,5%) 5(8,5 %)
* Retence tekutin 27 (24 %) 9 (9,5 %) 18 (30 %)
¢ Hepatotoxicita 2 (2 %) 2 (4%) 0

¢ Svalové bolesti, kirece 23 (20,5 %) 10 (19 %) 13 (22 %)
¢ Hypofosfatemie 8 (7 %) 5(9,5%) 3(5%)
¢ Teplota 2 (2 %) 1(2%) 1 (1,5 %)
* Konjunktivitida 6 (6 %) 2 (4 %) 4 (7 %)
* Alopecie 1(1%) 0 (0 %) 1 (1,5 %)
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4.2 Vliv BMI a renalnich funkci na plazmatickou hladinu

imatinibu

Farmakokinetika imatinibu vykazuje u pacientii velkou variabilitu, coz potrvrzuji i ndmi
zjisténé plazmatické hladiny imatinibu. Lécebné se u pacientli pouziva standardni davka
imatinibu 400 mg/denné¢ bez ohledu na hmotnost pacienta nebo jeho jaterni ¢i ledvinné
funkce. V nasem souboru byla provedena analyza zéavislosti plazmatickych hladin imatinibu
na BMI (body mass index) a GF (glomerularni filtraci), jejimz ukazatelem je clearence
kreatininu stanovena podle vypo&tené hodnoty podle rovnice Cockroft — Gaulta. '

Median BMI v souboru byl 26,2 (rozpéti 18,9 — 48,0) a medidn vypocitané clearence
kreatininu byl 82,1 ml/min (rozpéti 39,7 — 226,9 ml/min). Median namétené plazmatické
hladiny imatinibu byl v celém souboru 843 ng/ml (SD =+ 408, rozpéti 173 — 2173 ng/ml).
Nemocni byli podle dosazenych hladin rozdéleni pro hodnoceni do tfi skupin: do skupiny
s nizkymi hladinami imatinibu (< 432 ng/ml), normalnimi (433 - 1247 ng/ml) a vysokymi
hladinami imatinibu (> 1248 ng/ml).

Nebyla prokazana statistickd zavislost plazmatickych hladin imatinibu na BMI a
rendlnich funkcich. Pro zévislost hladin imatinibu a BMI je p = 0,136 (viz obr. 12 a 13), pfi
hodnoceni zavislosti hladiny imatinibu a GF je p = 0,71 (viz obr. 14 a 15).
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Obr. ¢. 12: Vztah plazmatickych hladin
imatinibu a BMI

Obr. ¢. 13: Vztah namérenych plazmatickych hladin
imatinibu a BMI:

Pacienti byli rozdéleni do tfi skupin: nizké hladiny

(<432 ng/ml), normalni (433 - 1247 ng/ml) a vysoké
hladiny imatinibu (21248 ng/ml). Nebyla zjisténa zavislost
plazmatickych hladin imatinibu a BMI (p = 0,136).
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Obr. ¢. 14: Vztah plazmatickych hladin
imatinibu a GF

Obr. ¢. 15: Vztah namérenych plazmatickych hladin
imatinibu a GF:

Pacienti byli rozdéleni do tfi skupin: nizké hladiny

(432 ng/ml), normalni (433 - 1247 ng/ml) a vysoké
hladiny imatinibu (21248 ng/ml). Nebyla zjisténa zavislost
plazmatickych hladin imatinibu a BMI (p = 0,71).



4.3 Vliv plazmatickych hladin imatinibu na lécebnou odpoveéd’

V minulosti byly publikovany prace se zavéry, Ze dosazena plazmaticka hladina
imatinibu mize mit vliv na dosazenou lé¢ebnou odpovéd’, avSak jini autofi tuto teorii
zpochybiiuji. Z divodu nejednoznacnych vysledkli praci jsme provedli analyzu i naseho

souboru.

V naSem hodnoceném souboru nemeéla dosazend plazmatickd hladina imatinibu u
pacientu statisticky vyznam na dosazeni CHR ve 3 M 1é¢by, CCyR ve 12 M 1écby a MMR ve
12. a 18. M lé¢by. V nasem souboru jsme prokdzali pouze trend vlivu plazmatické hladiny
imatinibu na dosaZeni CCyR v 6. mésici 1¢cby imatinibem (p = 0,05) - blize viz tabulka ¢.
19. RozloZeni plazmatickych hladin imatinibu u pacientl podle dosazené odpovédi

v jednotlivych mésicich 1é€by dokumentuji obrazky €. 16 — 23.

Tabulka ¢&. 19: Vitah plazmatickych hladin imatinibu a dosaZené lécebné odpovédi

CHR ve 3M

e Ano 108 (96 %) 840 173 - 2173 0,33
e Ne 4 (4 %) 1294 223 - 1380

CCyR v 6M

e Ano 63 (56 %) 925 173 - 2173 0,05
e Ne 49 (34 %) 747 210 - 1464

CCyR ve 12M

e Ano 101 (90 %) 873 173 - 2173 0,65
e Ne 11 (10 %) 720 605 - 1382

MMR ve 12M

e Ano 61 (54 %) 854 173 -2173 0,79
e Ne 51 (36 %) 838 568 - 1382

MMR v 18M

e Ano 79 (70 %) 889 173 - 2173 0,08
e Ne 33 (30 %) 693 224 - 1382

hodnoceno Mann-Whitney testem
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Obradzek ¢. 16: RozloZeni plazmatickych hladin
imatinibu (ng/ml) u pacienti ve 3 M Iécby podle
dosaZeni CHR (hodnoceno Mann-Whitney

testem p = 0,33)

Obrazek ¢. 17: RozloZeni plazmatickych hladin
imatinibu (ng/ml) u pacienti v 6 M lécby podile

dosaieni CCyR
testem p = 0,05)

(hodnoceno

Mann-Whitney
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Obrdzek ¢. 18: Rozlozeni plazmatickych hladin
imatinibu (ng/ml) u pacienti ve 12 M lééby podle
dosaZeni CCyR (hodnoceno Mann-Whitney testem
p =0,65)

Obrazek ¢. 19: Rozloieni plazmatickych hladin
imatinibu (ng/ml) u pacienti ve 12 M lééby podle
dosazeni MMR (hodnoceno Mann-Whitney testem
p=0,79)
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Obrdzek ¢. 20: RozloZeni plazmatickych hladin
imatinibu (ng/ml) u pacientii v 18 M Ilééby podle
dosazeni MMR (hodnoceno Mann-Whitney testem
p =0,08)

Obrdzek €. 21: Vliv kvantitativni miry exprese
genotypli AA, AG, GG vgenu ABCB1 rs 1045642
na plazmatickou hladinu imatinibu (ng/ml)
(hodnoceno ANOVA p =0,43)



4.4 Vliv polymorfismli na dosazené plazmatické hladiny

imatinibu

Farmakokinetika imatinibu vykazuje u pacientli velkou variabilitu a na vysledné hladiné
imatinibu se podili mnoho faktord. Snazili jsme se prokdzat, zda vysetiené genetické
polymorfismy ovliviiujici metabolismus imatinibu maji vliv na vyslednou plazmatickou
hladinu. Mediany zjisténych plazmatickych hladin imatinibu u jednotlivych genotypt
polymorfismi nam dokumentuje tabulka ¢. 20.

Vztah mezi jednotlivymi genotypy polymorfismii rs 1045642 v genu CYP3A5*3, rs
2740574 genu CYP3A4*1, rs776746 v genu CYP2C9*3, rs 683369 SLCOI, rs 1045642 a
rs 1128503 v genu ABCBI, rs 2231142 v genu ABCG2 a rs 717620 v genu ABCC2 a
dosazenou plazmatickou hladinou imatinibu nebyl prokazan. RovnéZ nebyl prokazan vztah
mezi genotypy CC oproti ostatnim genotypim u CYP3AS, vtah genotypu GG a CC oproti
ostatnim genotypim u SLC22A1, vztah genotypu GG nebo AA oproti ostatnimu u
ABCB1(3435 C>T) au ABCBI1 (1236 C>T), vztah genotypu GG nebo TT oproti ostatnim u
ABCG2 ¢i vztah genotypu TT a CC oproti ostatnim u ABCG2. Ani pfi tomto hodnoceni

nebyla zjisténa statistickd vyznamnost.

Vzhledem k poctu vyskytu jednotlivych genotypli v genech bylo mozné u tii genl
provést hodnoceni kvantitativni miry exprese polymorfismu rs 683369 SLC22A1, rs 1045642
a rs 1128503 v genu ABCBI na hladinu imatinibu pomoci ANOVA testu - viz obrazky ¢. 21
az 23. Ani pii tomto hodnoceni nebyl prokazan statisticky vyznam polymorfismii na

dosazenou plazmatickou hladinu imatinibu.
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Tabulka ¢. 20 : VIiv polymorfismii na plazmatické hladiny imatinibu

CYP 3A5*3 (rs 776746)

e C-C 98 | 87 841 173 -2173 0,72
e T-C 13 | 12 621 423 -1472

e T-T 1 1 975%*

e CCvs. TC+TT 0,39
CYP3A4*1 (rs 2740574)

e T-T 104 | 93 881 173 -2173 0,99
e T-C 8| 7 605 423 - 1094

CYP2C9*3 (rs 1057910)

e A-A 95 | 85 823 210 -2173 0.99
e A-C 17 | 15 1045 223 -1502 ’
SLC22A1 (rs 683369)

e C-C 78 | 70 838 173 -2173 0,20
e C-G 27 | 24 727 374 -1724

e G-G 7 6 925 627 -1163

e GGvs. CG+CC 0,17
e CCyvs. CG +GG 0,50
ABCBI (rs 1045642)

* A-G 58 | 51 881 223 -2173 0, 84
e A-A 32 | 29 793 319-1724

* G-G 22 1 20 825 173 - 1477 0,76
* GG vs. AA+tAG 0,79
* AA vs. AG+GG

ABCBI (rs 1128503)

e A-A 18 | 16 1039 173 - 1304 0,80
* A-G 62 | 55 838 210 -2173

* G-G 32 | 29 727 392 - 1477

* GG vs. AA+tAG 0,65
e AA vs. AG+GG 0,74
ABCG2 (rs 2231142)

* G-G 87 | 80 804 439 -2173 0,47
e T-G 23 | 19 910 173 -1710

e T-T 2 1 647*

* GGvs. TG+TT 0,27
e TT vs. GT+GG 0,79
ABCC2 (rs 717620)

e C-C 70 | 63 889 210 - 2173 0,70
e C-T 37 | 33 910 319 -1519

e T-T 5 4 763 661 - 1484

e TTvs. CC+CT 0,85
e CCvs. TT+CT 0,46

hodnoceno Chi — kvadrdt testem ; *nehodnoceno pro velmi nizky pocet vyskytu
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Obrazek ¢. 22: Vliv kvantitativni miry exprese
genotypli AA, AG, GG v genu ABCB1 rs 1128503
na plazmatickou hladinu imatinibu (ng/ml)
(hodnoceno ANOVA p = 0,08)

Obradzek ¢. 23: Vliv kvantitativni miry exprese
genotypli CC,CG, GG v genu SLCAAI1 rs 683369
na plazmatickou hladinu imatinibu (ng/ml)
(hodnoceno ANOVA p =0,76)



4.5 Vliv polymorfismi na dosazeni lécebné odpovédi

V nasi analyze jsme hodnotili, zda lze prokazat souvislost mezi dosazenou optimalni
lécebnou odpoveédi u pacienta v hodnoceném obdobi dle ELN kriterii a typem genotypu
polymorfismu zasahujiciho do metabolismu a transportu imatinibu. Zjisténé vysledky shrnuji
tabulky ¢. 21 az 25.

Ve 3 M 1é¢by nem¢él zadny vySetfeny polymorfismus vliv na dosazeni CHR (viz tabulka
¢.21). V 6 M pii hodnoceni CCyR byla zjisténa tendence vlivu na dosazeni této odpovedi u
polymorfismu rs 1045642 v genu CYP3AS5*3 (p = 0,06) a byl prokazan statisticky rozdil pfi
hodnoceni vyznamu genotypu CC proti ostatnim genotypim (p = 0,05). U ostatnich genotypti
nebyla prokazana asociace polymorfismi na dosazenou CCyR v 6. mésici (tabulka €. 22).
Vliv ptitomného polymorfismu v genu CYP3AS5%3 mél také vliv na dosazeni CCyR ve 12. M
1&¢by (p = 0,01). U ostatnich vysetfenych polymorfismi vliv jednotlivych genotypt prokdzan
nebyl (tabulka ¢. 23).

Pti hodnoceni MMR ve 12. mésici 1é€by byl naznacen pouze trend vlivu pfitomného
polymorfismu rs 2231142 v genu ABCG2, nebot’ zjisténa hodnota statistické vyznamnosti
byla p = 0,06 a ptfi hodnoceni vztahu genotypu GG proti ostatnimu TG a TT byla rovnéz
zjiSténa statistickd vyznamnost p = 0,06. U vSech ostatnich genotypli jednotlivych
polymorfismi nebyl zjistén vliv na dosazenou odpovéd’ ve smyslu MMR ve 12. M 1écby
(tabulka €. 24). Pfi hodnoceni vztahu polymorfismit rs 1045642 v genu CYP3AS5*3, rs
776746 v genu CYP2C9*3, rs 683369 SLCOI, rs 1045642 a rs 1128503 v genu ABCBI, rs
2231142 v genu ABCG2, rs 717620 v genu ABCC2 a dosazeni MMR v 18. M 1écby nebyl
zjistén Zadny statisticky vyznam (tabulka €. 25) riznych genotypti.

U polymorfismu rs 2740574 v genu CYP3A4*1 zdGvodu nizkého vyskytu
heterozygotni formy genotypu TC (3 %) a nepfitomnosti zddné variantni formy v souboru vs.
zastoupeni homozygotniho genotypu CC (97 %) nebyla provedena statistickd analyza.
Z vysledki je vSak patrné, Ze dosazeni optimalni odpovédi ve smyslu CCyR v 6 M 1écby a
MMR ve 12 M lécby je daleko Castéjsi u pacientl s genotypem TT (40 % vs. 88 % u CCyR;
44 % vs. 63 % u MMR) nez u nosicu genotypu TC.
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Tabulka ¢. 21 : Vliv polymorfismiit na dosaZeni CHR ve 3. mésici lé¢by imatinibem

CYP3A5%3 (rs 776746)
.C-C 98 | 87 95 3 0,68
+T-C 13| 12 12 1

*T-T 1| 1 0

» CC vs. TC+TT 1
CYP3A4%1 (rs 2740574)

«T-T 104 | 93 101 3 *
e T-C 8 | 7 6 !

CYP2C973 (rs 1057910)

*A-A 95 85 90 2 0,19
cA-C 7| s 14 2

SLC22A1 (rs 683369)

.+ C-C 78 | 70 76 1 0,12
.« C-G 27 | 24 25 2

+G-G 7 | 6 6 1

* GG vs. CG+CC 0,67
» CCvs. CG +GG 0,17
ABCBI (s 1045642)

« A-G 58 | s 57 1 0,52
c A-A 32 | 29 30 2

* G-G 22 | 20 21 1

* GG vs. AA+AG 1
« AAvs. AG+GG 0,69
ABCBI1 (rs 1128503)

“A-A 18 | 16 16 1 0,41
*A-G 62 | 55 56

*G-G 32 | 29 32 0

* GG vs. AATAG 0,44
* AA vs. AGYGG 1
ABCG2 (rs 2231142)

* G-G 87 | 80 85 2 0,33
*T-G 23 | 19 21 2

« T-T 2 |1 2 0

* GG vs. TG+TT 0,45
* TT vs. GT+GG 1
ABCC2 (rs 717620)

- C-C 70 | 63 65 3 0,84
« C-T 37 | 33 35 1

« T-T 5 | 4 4 0

e TTvs. CC+CT 1

* CCvs. TT+CT 1

hodnoceno Chi — kvadrdt testem, * statisticky nehodnoceno
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Tabulka ¢. 22: Viiv polymorfismit na dosaZeni CCyR v 6. mésici léCby imatinibem

CYP3A5%3 (rs 776746)
.+ C-C 98 | 87 59 39 0,06
+ T-C 13| 12 4

« T-T 1 1 0 1

» CCvs. TCTT 0,05
CYP3A4%1 (rs 2740574)

«T-T 104 | 93 62 42 -

e T-C 8 | 7 ! !

CYP2C9*3 (rs 1057910)

« A-A o5 | ss 48 44 0,33
cA-C IS 8 5

SLC22A1 (rs 683369)

.+ C-C 78 | 70 45 33 0,92
.« C-G 27 | 24 15 12

+G-G 7 6 3 4

* GG vs. CG+CC 1

» CCvs. CG +GG 0,93
ABCBI (s 1045642)

« A-G 58 | 51 35 23 0,23
c A-A 32 | 29 19 13

*G-G 2 | 20 9 13

* GG vs. AA+AG 0,17
« AAvs. AG+GG 1

ABCBI1 (rs 1128503)

“A-A 18 | 16 10 7 0,69
*A-G 62 | 55 30 29

*G-G 32 | 29 19 13

* GG vs. AA+AG 0,67
* AA vs. AGYGG 0,91
ABCG2 (rs 2231142)

* G-G 87 | 80 49 38 0,98
*T-G 23 | 19 13 10

« T-T 2 1 1 1

* GG vs. TGHTT 1

* TT vs. GT+GG 1

ABCC2 (rs 717620)

- C-C 70 | 63 36 32 0,68
« C-T 37 | 33 20 16

« T-T 5 4 3 I

e TTvs. CC+CT 0,74
e CCvs. TT+CT 0,79

hodnoceno Chi — kvadrdt testem, + statisticky nehodnoceno
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Tabulka ¢. 23: Vliv polymorfismit na dosaZeni CCyR ve 12. mésici l1é¢by imatinibem

CYP3A5*3 (rs 776746)
e C-C 98 | 87 89 9 0,01
e T-C 13 | 12 12 ]

« T-T 1 ] 0 1

e CCvs. TC+TT 0,90
CYP3A4*1(rs 2740574)

o [T 104 | 93 94 10 +

e T-C g8 | 7 7 1

CYP2C9*3 (rs1057910)

« A-A os | s 94 10 0.34
*A-C 17 | 15 7 1

SLC22A1 (rs 683369)

e C-C 78 | 70 70 8 0,87
«C-G 27 | 24 25 2

¢« G-G 7 6 6 ]

e GG vs. CG+CC 1

e CC vs. CG +GG ]

ABCBI (rs 1045642)

« A-G 58 | 51 55 3 0,22
« A-A 32 | 29 27 5

«G-G 2 | 20 19 3

e GG vs. AA+AG 0,78
e AAvs. AG+GG 1

ABCBI (rs 1128503)

cA-A 18 | 16 13 4 0,13
“A-G 62 | 55 54 5

«G-G 32 | 29 30 2

* GG vs. AA+AG 0,59
e AA vs. AG+GG 0.12
ABCG?2 (rs 2231142)

«G-G 87 | 80 78 9 0,87
«T-G 23 | 19 21 2

« T-T 2 ! 2 0

e GGvs. TG+TT 1

e TT vs. GT+GG 0.34
ABCC2 (rs 717620)

e C-C 70 | 63 61 7 0,78
5 (@ 37 (Va5 32 4

« T-T 5 4 4 0

e TT s, CC+ CT 1

e CCvs. TT+CT 1

hodnoceno Chi — kvadrdt testem, + statisticky nehodnoceno
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Tabulka ¢. 24 : Viiv polymorfismii na dosaZeni MMR ve 12. mésici lécby imatinibem

CYP3A5*3 (rs 776746)
e C-C 98 | 87 54 44 0,54
e T-C 13 | 12 7

« T-T 1] 0 1

e CCvs. TC+TT 0,94
CYP3A4*1 (rs 2740574)

o [T 104 | 93 58 46 +

e T-C g | 7 3 >

CYP2C9*3 (rs 1057910)

« A-A os | gs 52 40 0,83
*A-C 17 | 15 8 8

SLC22A1 (rs 683369)

e C-C 78 | 70 43 35 0,87
«C-G 27 | 24 14 13

¢« G-G 7 |6 4 3

e GG vs. CG+CC 0,92
e CC vs. CG +GG ]

ABCBI (rs 1045642)

« A-G 58 | 51 35 23 0,42
« A-A 32 | 29 15 17

«G-G 22 | 20 1 1

e GG vs. AA+AG 0,82
e AAvs. AG+GG 0.42
ABCBI (rs 1128503)

cA-A 18 | 16 8 9 0,56
“A-G 62 | 55 32 27

«G-G 32 | 29 20 12

* GG vs. AA+AG 0,46
e AA vs. AG+GG 0.61
ABCG?2 (rs 2231142)

«G-G 87 | 80 52 35 0,06
«T-G 23 | 19 9 14

« T-T 2 |1 0 2

e GG vs. TG+TT 0,06
e TT vs. GT+GG 0.39
ABCC2 (rs 717620)

e C-C 70 | 63 38 30 0,69
5 (@ 37 | 33 19 17

« T-T 5 | 4 3 ]

e TT s, CC+ CT 0,77
e CCvs. TT+CT 1

hodnoceno Chi — kvadrdt testem, + statisticky nehodnoceno

73



Tabulka ¢. 25: Vliv polymorfismit na dosaZeni MMR v 18. mésici léCby imatinibem

CYP3A5*3 (rs 776746)
e C-C 98 | 87 70 28 031
e T-C 13 | 12 9 4

« T-T ! ] 0 1 0.87
e CCvs. TC+TT

CYP3A4*1 (rs 2740574)

o [T 104 | 93 75 29 +

e T-C g8 | 7 4 4

CYP2C9*3 (rs 1057910)

« A-A os | ss 67 25 0.59
eA-C S 10 6

SLC22A1 (rs 683369)

e C-C 78 | 70 54 24 0,93
«C-G 27 | 24 20 J

¢« G-G 7 | 6 5 2

e GG vs. CG+CC 1

e CC vs. CG +GG 0,95
ABCBI (rs 1045642)

« A-G 58 | 51 40 18 031
« A-A 32 | 29 21 1

«G-G 2 | 20 18 4

e GG vs. AA+AG 0.26
e AAvs. AG+GG 0.42
ABCBI (rs 1128503)

cA-A 18 | 16 9 8 0,16
“A-G 62 | 55 43 16

«G-G 32 | 29 25 J

* GG vs. AA+AG 0,43
« AA vs. AG+GG 0.13
ABCG?2 (rs 2231142)

«G-G 87 | 80 64 23 023
«T-G 23 | 19 14 9

« T-T 2 |1 1 1

* GG vs. TG+TT 0,15
e TT vs. GT+GG 1

ABCC2 (rs 717620)

e C-C 70 | 63 50 18 0,75
5 (@ 57 N33 24 12

« T-T 5 | 4 3 1

e TT s, CC+ CT 1

e CCvs. TT+CT 0,65

hodnoceno Chi — kvadrdt testem, + statisticky nehodnoceno

74



5. Diskuse

5.1 Vliv plazmatickych hladin imatinibu na lIécebnou odpovéd’

Na zaklad¢ vysledkt studie IRIS jsou pacienti s CML - CP 1é¢eni standardni davkou
imatinibu 400 mg/denné bez ohledu na jejich veék, hmotnost, povrch téla, jaterni ¢i renalni
funkce. Uprava davky imatinibu se provadi nejéastéji ve smyslu snizeni davky pii rozvoji
hematologické nebo nehematologické toxicity. Naopak zvySeni davky imatinibu je mozné
provést ptfi suboptimalni 1é¢ebné odpovédi, i kdyz v soucasné dobé je spise preferovana
zmeéna na jiny preparat. V ptipadé, ze u nemocného s CML neni dosazeno optimalni 1é¢ebné
odpovédi v daném casovém obdobi podle ELN kriterii, patii kromé vySetfeni mutaci
v tyrozinkindzové doméné, stanoveni plazmatické hladiny imatinibu k zdkladnim vySetfenim.
Timto vySetfenim si zaroven ovéfime skutecnost, zda nemocny 1€k uziva, protoze adherence
k 1écbé je vyznamnym faktorem, ktery ma rozhodujici vliv na dosazeni optimalni 1écebné
odpovedi.

Mnoho studii se zabyvalo vyznamem stanoveni plazmatickych hladin imatinibu na
vyslednou 1é¢ebnou odpovéd’. Prvnimi studiemi, které se touto otdzkou zabyvaly a potvrdily
vyznam plazmatické hladiny imatinibu, byly studie Picarda a Larsona z let 2007 a 2008. 1%
Ve studii Picarda bylo hodnoceno 68 pacientii a byla zji§téna korelace mezi plazmatickymi
hladinou imatinibu a dosazenim CCyR a MMR (p = 0,03; p = 0,01). Za dostatecnou
plazmatickou hladinu k dosazeni spravné lécebné odpovédi byla stanovena hladina 1002
ng/ml, kdy dosazeni MMR je ocekavano se 77 % senzitivitou a 71% specifitou. Larson
publikoval retrospektivni analyzu ze studie IRIS, kterd hodnotila 351 pacienti CML - CP
uzivajicich 400 mg imatinibu denné. Byla zde méfena plazmaticka hladina imatinib v den 29
a zjisténo, ze se hodnoty u pacientli se CCyR pohybuji kolem 1009 + 544 ng/ml vs. hodnoty
812 £ 409 ng/ml u pacienti bez CCyR ve 12. M [éCby. Dalsi subanalyza vyznamu
plazmatickych hladin u CML pacientii byla provedena ve studii TOPS u 423 pacientd, ktefi
byli randomizovani 1:2 do ramene 400 mg imatinibu denné& vs. 800 mg imatinibu denng. '*
Nameétené plazmatické hladiny imatinibu byly rozdéleny do Ctyt kvartili: Q1 < 1165 ng/ml,
Q2+3>1165—-3180 ng/ml, Q4 > 3180 ng/ml. Bylo zjisténo, ze dosazeni CCyR a MMR ve
pacientl s plazmatickymi hladinami imatinibu, které odpovidaji hodnotdm z Q1 (p = 0,014; p

= 0,04). V této studii byl rovnéz analyzovan vliv plazmatickych hladin na lé¢ebnou toxicitu.
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U pacientll s vysokymi plazmatickymi > 3180 ng/ml byl jasné vyssi vyskyt neutropenie
stupné€ 3/4, ale soucasné i vys§ vysktyt nehematologické toxicity vSech stupiiti ve smyslu
vyrazky, priajmu, bolesti svalti nebo kloubti a retence tekutin.

Od roku 2009 bylo nasledné publikovano nékolik praci, které vyznam plazmatické

-1 Mezi prvni prace patiila

hladiny imatinibu a dosazené 1é¢ebné odpovédi neprokazaly.
analyza Forresta z roku 2009, kterd hodnotila 78 pacienttl. ''® Median plazmatické hladiny
imatinibu zde byl 1065 ng/ml (rozpéti 203 — 2910 ng/ml). V této analyze nebyla prokdzana
korelace zjisténé hladiny a CCyR ¢i MMR po 12 M 1écby. Z dalSich praci, které se vénovaly
této otazce, je nutné zminit i praci Fabera z roku 2012, ktera analyzovala vliv plazmatickych
hladin na 1é&ebnou odpovéd u 131 pacientii s CML, ktery opét nebyl potvrzen. '

Némi zjisténé vysledky jsou v souladu s témito nejednoznaénymi zavéry studii, nebot’ v
nasi analyze 112 pacientl byl prokdzan naznaceny vliv plazmatické hladiny imatinibu na
dosazeni CCyR v 6. M 1éCby, ktera je na hranici statistické vyznamnosti (p = 0,05), ale jiz
jsme neprokazali korelaci mezi plazmatickou hladinou imatinibu a CCyR ve 12. M 1é¢by ¢i
vliv zjisténych plazmatickych hladin na MMR ve 12. a 18. M 1éCby.

V publikaci z roku 2013 Racil et. al na souboru 228 pacientii neprokazal vliv
plazmatické hladiny imatinibu na optimalni 1é¢ebnou odpoveéd ve 12. M a 18. M (p = 0,724;
p =0,135). V této praci autofi zaroven u 26 pacientli provedli stanoveni intracelularni hladiny
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imatinibu.” "~ Podobné jako v praci Widmera byla i zde zjiSténa korelace mezi intracelularni a

plazmatickou hladinou imatinibu, ale stejné jako u plazmatickych hladin imatinibu nebyl
prokazan vliv na dosaZeni optiméalni odpovédi. >

V praci Zhonga z roku 2012, byl hodnocen vliv plazmatickych hladin imatinibu, kde
byla hladina statisticky vy3§i u pacientti se CCyR neZ u pacienta s PCyR (p = 0,027). '
Plazmatickd koncentrace imatinibu rovnéz pozitivn€ korelovala s a-1 kyselvm
glykoproteinem. Autofi rovnéz zjiSt'ovali intracelularni hladinu imatinibu v bunikach kostni
drené, ktera vSak nekorelovala s hladinami plazmatickymi. Tato intracelularni hladina byla ale
opét signifikantné vyS$i u pacientidl s optimalni odpovédi neZ u pacientli rezistentnich c¢i
s PCyR (p =0,013).

Problém vSech zminénych studii je nutné vidét v tom, ze byva hodnocena pouze jedna
hodnota hladiny imatinibu v rizném casovém obdobi a soucasné je velkd rGiznorodost v
definici optimalni 1é¢ebné odpovédi. Ze vSech analyz zaroven vyplyva, ze dosahované
plazmatické hladiny imatinibu u pacientii vykazuji velkou interindividualni variabilitu. Bylo
zjiSténo, ze faktory jako pohlavi, véha, vek, jaterni ¢i rendlni parametry pacienta ovliviluji

. . . . . . , 116 - 11 v . v v a1 B v
hladiny imatinibu jen velmi malo. ** ''® ~ " Tuto skute¢nost jsme rovn&z ovéfili na nasem
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souboru, kdy dosazena plazmatickéd hladina imatinibu nebyla ovlivnéna body mass indexem
pacienta ani vypoctenou glomerularni filtraci (p = 0,136; p = 0,71). Prace, ve kterych byl

pozorovan vliv hmotnosti ¢i povrchu téla na hladinu imatinibu byly provedeny na asijské

vvvvvv

y . . 120, 121
nez vlastni hmotnost pacienta. 0

Rozhodujici vyznam na udrzeni stabilni plazmatické hladiny imatinibu ma spravné
uzivani léku, lékové interakce a individudlni farmakokinetika léciva. Tato zahrnuje
vstfebavani imatinibu v zazivacim traktu, vazbu na bilkoviny v plazmé, transportni
mechanismy a metabolismus imatinibu v jatrech. Vyslednym idealnim stavem by méla byt

pFitomnost 16&iva v cilovych buiikach, aby 1é&ba CML mohla byt efektivni. 7'

5.2 Vliv genetickych polymorfismii na dosazené plazmatické

hladiny imatinibu

Prvni praci, kterd se zabyvala vlivem genetickych polymorfismi na plazmatickou

12 v této praci byly analyzovany

hladinu imatinibu byla prace z roku 2010 Takahashiho.
polymorfismy CYP3A5*3 (6986A>G), SLC22A1 (156T>C, 480G>C, 1022C>T a
1222A>G), ABCB1 (1236T>C, 2677G>T, 3435T>C), ABCC2 (-24C>T) a v genu ABCG2
(421C>A). Byla zjisténa pouze korelace mezi hladinou imatinibu a polymorfismem v genu
ABCG2. Zjisténa plazmaticka hladina imatinibu byla statisticky vy$$i u non-CC alel v
ABCG2 polymorfismu (p = 0,015). Tato analyza byla provedena na 67 pacientech, ale je
nutné zminit, Ze u asijské populace tyto vzacnéjsi varianty jsou zastoupeny daleko Castéji nez
v populaci kavkazské. Dalsi praci, ktera hodnotila nékteré polymorfismy a jejich vliv na
plazmatickou hladinu imatinibu je prace Seonga zroku 2012, ve které¢ byly hodnoceny
nasledujici genotypy jaternich enzymui: CYP3A4*18 (878T>C), CYP3A5*3 (6986A>Q),
CYP2C9*3 (1075A>C), CYP2C19*2 (681G>A), CYP2C19*3 (636G>A) a CYP2D6*10B
(100C>T). '* Z transportnich genotypt zde byly hodnoceny ABCBI (1236T>C, 3435T>C),
ABCG2 (421C>A), SLC22A1 (1022C>T) a SLC22A2 (808G>T). U zadného analyzovaného
polymorfismu nebyla zjisténa korelace mezi stanovenym genotypem a plazmatickou hladinu

imatinibu u pacienta. Toto pozorovani odpovidd i naSim zavérim, kdy jsme rovnéz
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v souboruu zadného z osmi analyzovanych polymorfismii neprokéazali vliv genotypu na

dosazenou plazmatickou hladinu imatinibu.

5.3 Vliv genetickych polymorfismti na lécebnou odpovéd’

Vice praci bylo publikovéano s analyzami, zda nékteré z polymorfismi mohou ovlivnit u
pacienti dosazenou lé¢ebnou odpovéd’. Prvni publikovanou praci je prace Kima z roku 2009,
kde bylo vysetieno 16 nukleotidovych polymorfismii v péti kandidatnich genech CYP3AS5*3,
SLC22A1, ABCBI, ABCC2 a genu AGP u 229 pacientl. Tato prace predstavuje dosud
124

nejveétsi publikovany soubor vénujici se této problematice.

GG genotypu u ABCG2 (rs 2231142) mél negativni vliv na dosazeni CCyR (p = 0,03),

Ze studie vyplynulo, Ze nosici

zatimco AC nebo CC genotyp mél negativni vliv na dosazeni MMR. Z dalsi prace Seonga
vyplyva, Ze jednotlivé genotypy ABCG2 nemély vliv na dosazeni cytogenetické odpovédi, ale
vyznamné se liSily dosazené molekularni odpovédi mezi jednotlivymi genotypy (p =0,02),
kdy opét u AC nebo CC genotypu byl nizsi pocet pacientll s dosazenou MMR. V roce 2013
Au publikoval analyzu 215 pacientd, kde byl opét prokazan vyznam jednotlivych variant
genotypu ABCG2 na dosazeni MMR (p = 0,004).'* Tato pozorovéni jsou v souladu s nasim
zavérem, kdy jsme rovnéz prokazali naznaceny trend vyznamu polymorfismu ABCG2 na
dosazeni MMR ve 12. M (p = 0,06). Nase zavéry oproti vyse uvedenym vysledkiim nejsou
vSak tak jednoznacné.

Ve stejnych pracech je vénovana pozornost i polymorfismim ABCBI, kdy v praci
Kima, Takahashi a Seonga nebyl prokazan vliv tohoto polymorfismu na vyslednou odpovéd’ a
tyto zaveéry jsou v souladu i s nas§im pozorovanim. Naopak v dalSich pracech autori Au a
Salimazandové bylo prokazano, ze u CC genotypu v ABCBI1 3435 je C alela spojena s horsi
odpovédi na imatinib. '* '*° V roce 2015 byla Wangem publikovina metananalyza viech
dosud publikovanych 186 studii, ve kterych u 987 pacientdl s CML byl hodnocen vyznam
polymorfismi rs 1045642, rs 1128503 a rs 2032582 v genu ABCB1 (MDR1). Nebyl prokazan
vztah dosazeni optimalni odpovédi a genotypti daného polymorfismus. '**

V nasi analyze jsme neprokdzali Zadny vliv varianty polymorfismu genu SLC22A1 (rs
683369) a toto odpovidd 1 zavérim praci Seonga ¢i Takashiho, kde optimalni 1écebna
odpoved & selhani 16¢by nebylo spojeno s polymorfismy tohoto genu. '** ' V jiz zminéné
analyze Kima vSak GG genotyp u SLC22A1 (rs 683369) nemél vliv na dosazeni CCyR ¢i
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MMR, ale byl vyznamné spojen se selhanim 1é€by (p = 0,02). "~ Prace z roku 2013 Koren-

Michowitz analyzovala u 167 pacienti 4 varianty polymorfismi v genu SLC22A1 (rs
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41267797, rs 683369, rs 12208357, rs 628031). V této praci na vyslednou lécebnou odpoved’
mél vliv pouze polymorfismus rs 628031, kdy genotypy AA a GA mély vyssi riziko selhani
1é€by nez genotyp GG (47 % vs. 29 %; p = 0,06). Byl pfitomen 1 signifikantni rozdil v 5 -
letém OS (88 % vs. 97%; p = 0,03). '’

Vysledky o vyznamu polymorfismil jaternich enzymi CYP3AS5 a CYP3A4 jsou opét
kontroverzni. Z prace Kima vyplyva, ze genotyp AA u CYP3AS (rs 776746) je spojen s nizsi
pravdépodobnosti dosazeni MMR (p = 0,01). Toto pozorovani odpovidd i nasim zavéram,
kdy jsme prokézali trend vyznamu polymorfismu CYP3A5*3 na dosazeni CCyR v 6. M 1écby
(p = 0,06) a tento vliv byl vice patrny na dosazeni CCyR ve 12. M 1é¢by (p = 0,01), kdy non-
CC genotyp m¢l negativni vliv na dosazeni optimalni 1écebné odpovédi. Posledni mensi
analyza, kterd byla publikovdna vroce 2013 Bedewym, hodnotila 78 CML pacienti a
prokazala rovnéz vliv polymorfismii v CYP3AS5 na dosaZeni optimalni odpovédi. 132 Naopak
v analyze Seonga pii vySetfeni Sesti riznych polymorfismi v genech CYP3A4*18,
CYP3A5*3, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3 a CYP2D6*10B nebyl ani v jednom
piipadé.

V souboru 189 pacientli publikovaném v roce 2012 Angelini bylo hodnoceno 20
polymorfisma v riiznych genech. Z jaternich enzymt byl hodnocen pouze polymorfismus
v genu CYP3A4, u kterého nosici genotypu TT dosahli vyssiho po¢tu MMR oproti nosi¢im
genotypu TC, coZ je ve shod& i snasimi zavéry. >

polymorfismu v ABCB1 (MDRI1; rs 60023214) na dosazenou MMR (p = 0,06). Pokud tato

V této studii dale byl naznacen vliv

analyza byla provedena pouze na kavkazské subpopulaci souboru, tento vliv na MMR byl
statisticky vyznamnéjsi (p = 0,005). Nas soubor tvoftili pouze pacienti kavkazské populace a
nebyl prokézan vztah polymorfismu rs 1045642 a rs 1128503 v genu ABCBI1 na dosazeni
optimalni odpovédi (CCyR v 6. M, MMR ve 12. M).

Velmi rozdilné zavéry praci, které hodnoti vyznam polymorfismi gent ucastnicich se
metabolismu a transportu imatinibu, jsou dany pfedevSim odliSnou frekvenci vyskytu

jednotlivych genotypovych variant podle etnickych skupin.
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V nasem souboru bylo analyzovdano dosazeni optimalni 1é¢ebné odpoveédi v daném
casovém useku podle kriterii ELN z let 2009 a 2013, tedy dosazeni CHR ve 3. M 1écby,
CCyR v 6.2 12. M 1écby a MMR ve 12. a 18. M 1éCby a jednotlivych polymorfismi v genech
CYP3A5*3, CYP3A4*1, CYP2C9*3, SLC22A1, ABCB1, ABCG2 a ABCC2. Byl prokéazan
trend vyznamu polymorfismu CYP3A5*3 na dosazeni CCyR v 6. mésici 1é¢by (p = 0,06),
soucCasn¢ pacienti s genotypem CC oproti ostatnim genotyptim (TC/TT) méli vyssi pocet
optimalnich odpovédi (p = 0,06). Dale byl prokdzan vliv polymorfismu CYP3A5*3 na
CCyR ve 12. mésici 1écby (p = 0,01).

Z ostatnich genetickych polymorfismi byl prokdzédn naznafeny trend vlivu ABCG2
na dosazeni MMR ve 12. M 1é¢by vcetné vyhody genotypu GG oproti TG/TT (p = 0,06).
Avsak jiz nebyl pfitomen vliv na MMR v 18. M 1écby.

U polymorfismi v genech CYP2C9*3, CYP3A4*1, SLC22A1, ABCBI1 (34345C>T;
1236C>A) a ABCC2 zéadny vliv na dosazené 1é¢ebné odpovedi nebyl prokazan.

6. Hodnoceni splnéni cilli prace

Zavedenim vySetfeni polymorfismi v genech CYP3A5*3, CYP3A4*1, CYP2C9*3,
SLC22A1, ABCB1, ABCG2 a ABCC2, které zasahuji do farmakokinetiky imatinibu, byl
splnén nas primarni cil. Na zékladé prvnich vysledkii vSak na podkladé€ typu polymorfismu u
pacienta s CML nelze zatim predikovat dosazeni optimalni 1écebné odpovédi a tedy nelze vést
ani strategii 1écby CML.

Potvrdili jsme, Ze standartné uzivani ddvka imatinibu 400 mg denné vede u pacientt
k dosazZeni optimalnich 1é¢ebnych odpovédi, které v nasem souboru odpovidaji publikovanym
datim. Neprokazali jsme vliv BMI ani renélnich funkci pacienta na dosazenou plazmatickou
hladinu imatinibu, kterd by nas opraviiovala individualizovat lé¢ebnou davku imatinibu.
Neprokazali jsme, Ze nami vySetfované polymorfismy maji vliv u jednotlivych pacientd na

dosazenou plazmatickou hladinu imatinibu.
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7. Zavéry k pracovnim hypotézam

ad 1)

Prokézali jsme vliv plazmatické hladiny imatinibu na dosazeni CCyR v 6. mésici léchy.

U pacientt s dosazenou CCyR byl median hladiny imatinibu 925 ng/ml (173 — 2173 ng/ml)
vs. median hladiny 747 ng/ml (210 — 1464 ng/ml) u pacientl, kteii CCyR nedosahli (p =
0,05). Tento vliv jiz nebyl patrny na dosazeni CCyR ve 12. mésici 1écby. Vliv plazmatickych

hladin imatinibu na dosazeni MMR ve 12. a 18. mésici 1é€by nebyl prokazan.

ad 2)

Vztah mezi genotypy polymorfismii rs 1045642 v genu CYP3A5*3, rs 2740574 genu
CYP3A4*1, rs776746 v genu CYP2C9*3, rs 683369 SLCOI, rs 1045642 a rs 1128503 v
genu ABCBI, rs 2231142 v genu ABCG2 a rs 717620 v genu ABCC2 a dosaZenou

plazmatickou hladinou imatinibu u pacienta nebyl prokdzan.

ad 3)

Bylo analyzovéano dosazeni optimalni lé¢ebné odpovédi v daném casovém tuseku podle
kriterii ELN z let 2009 a 2013 a jednotlivych polymorfismu. Byl zji$tén pouze trend vyznamu
polymorfismu CYP3A5*3 na dosaZeni CCyR v 6. a 12. mésici lécby (p = 0,06; p = 0,01).
Soucasné pacienti s genotypem CC oproti ostatnim genotypim (TC/TT) méli vyssi pocet
optimalnich odpovédi ve smyslu CCyR v 6. mésici (p = 0,06). Z ostatnich genetickych
polymorfismi byl prokédzén naznaceny trend vlivu ABCG2 na dosazeni MMR ve 12. mésici
1écby véetné vyhody genotypu GG oproti TG/TT (p = 0,06), avSak jiz nebyl ptitomen vliv na
MMR v 18. mésici 1écby. U polymorfismi v genech CYP2C9*3, CYP3A4*1, SLC22Al,
ABCBI (34345C>T; 1236C>A) a ABCC2 zadny vliv na dosazené lécebné odpovédi nebyl

prokazan.
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8. Doporuceni pro praxi

* Vysetfeni plazmatické hladiny imatinibu je nezbytnym vySetfenim pii objasnovani pfi¢iny

selhani 1é¢by u pacienta s CML véetn€ posouzeni u pacienta jeho adherence k 1é¢bé.

* V piipadé vyskytu 1écebné toxicity je vhodna kontrola plazmatickych hladin imatinibu.
Pfi stanoveni velmi vysokych plazmatické hladiny imatinibu je mozné snizeni 1écebné

davky imatinibu.
* Vysledky vySetieni polymorfismti genti ucastnicich se farmakokinetiky imatinibu nejsou

natolik jednoznac¢né, aby v bézné praxi bylo mozné na jejich zéklad¢ predikovat 1écebnou

odpovéd, vybirat vhodny TKI ¢i ménit 1é¢bu u pacient rezistentnich na TKI.
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