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PREDHOVOR

   Chronická myelocytová leukémia (CML) je klonovou poruchou hemopoetickej kmeňovej bunky s diferenciáciou prevažne do myeloidného radu. Typickým cytogenetickým nálezom je tzv. chromozóm Philadelphia (Ph), ktorý vzniká pri recipročnej translokácii medzi chromozómami 9 a 22. Dôsledkom tejto zmeny je  sformovanie chimérického fúzneho génu BCR-ABL. Jeho transkripciou vzniká BCR-ABL proteín, konštitutívne aktivovaná tyrozínová kináza, ktorá alteruje adhezívne vlastnosti buniek (k stróme kostnej drene), aktivuje mitogénne signálne dráhy, zasahuje do proliferácie buniek a znižuje ich apoptotickú schopnosť. Leukemické bunky sú zvýšene citlivé k oxidačnému stresu, čo len zvýrazňuje nestabilitu ich genómu a poškodzuje i prirodzené reparačné schopnosti DNA. Tieto procesy leukemogenézy sú kľúčové pre pochopenie vzniku CML. Existujú tiež pacienti s CML, ktorí nemajú Ph chromozóm ale iba fúzny gén BCR-ABL (asi 5% všetkých CML). V prípade atypických CML  je fúznym partnerom génu Abl iný gén (napr. fúzia TEL/ABL). Prípady bez nálezu Ph i BCR-ABL patria k myeloproliferáciám s horšou prognózou ako CML. Zásadný prielom v liečbe CML priniesli molekuly zacielené (targeted) na BCR-ABL proteín, ktoré sa objavili v posledných rokoch. 

   Ambíciou predloženej práce bol práve výskum biologických (imunologických) ukazovateľov, ktoré s cielenou liečbou úzko súvisia. Na druhej strane som si položil za cieľ popísať výsledky liečby pomocou známych prognostických ukazovateľov a ELN (European Leukemia Net) kritérii. 

ÚVOD

   Leukémie sú nádorovými ochoreniami krvotvorby, vznikajú procesom leukemogenézy. Leukemické bunky sú chrakterizované nekontrolovanou proliferáciou, zníženou apoptotickou aktivitou a poruchou diferenciácie. Kostná dreň i periférna krv je z rôzne veľkej časti nahradená akumulovanými nádorovými bunkami. V zásade môžeme leukémie rozdeliť        na akútne a chronické, myeloblastové a lymfoblastové – prihliadnuc k stupňu maturácie hemopoetickej bunkovej línie, ktorá je alterovaná.     

   Pravdepodobne všetky onkologické  choroby sú podmienené genetickými abnormalitami, ale celý rad z nich nebol doposiaľ identifikovaný. Časté sú chromozómové translokácie, ktoré spôsobujú vznik fúznych génov a následne chimérických proteínov. Ich regulačné vlastnosti sú často zmenené pri porovnaní s pôvodnou bielkovinou. Tradične je vnímaná pozícia chimérických proteínov v odblokovaní bunkového cyklu a naštartovaní nekoordinovaného množenia buniek. Dôsledkom spomínaných aberácií môže byť i zastavenie leukemických buniek v G0 fáze. Leukemická transformácia ale vždy vo svojej podstate vedie k strate diferenciačných schopností buniek. Genetické zmeny musia poskytovať proliferačnú výhodu a súčasne nesmie dochádzať k rozpoznaniu nádorových buniek imunitným systémom. Počas kancerogenézy sa uplatňujú i zmeny  epigenetické. Najfrekventovanejším epigenetickým mechanizmom je metylácia DNA v úseku CpG sekvencií (CpG ostrovčeky sú oblasti genómu s vysokou kumuláciou dinukleotidového motívu 5´-CG-3´). Je dôležité vedieť, že niektoré translokácie (fúzne gény) sú typické pre určitý typ leukémie. Sú to vlastne biologické ukazovatele (markery) choroby a umožňujú rýchlu a presnú diagnostiku, niektoré naviac vypovedajú o prognóze či slúžia pre sledovanie minimálnej reziduálnej choroby. Manifestácia choroby nastane pri akumulácii dostatočného množstva  buniek (asi 1012), ktoré už spôsobí útlak zdravej krvotvorby alebo zväčšenie niektorých útrobných štruktúr (napr. lymfatických uzlín či sleziny). Nádorové bunky sú zmnožené i v periférnej krvi. K útlaku normálnej krvotvorby nedochádza len mechanicky, ale prispievajú k nemu i zmeny v informačnom systéme signálnych molekúl. Dôsledkom sú klinické príznaky spôsobené nedostatkom normálnych krviniek. Odhaduje sa, že od vzniku leukemickej kmeňovej bunky k manifestácii ochorenia môže prejsť rad mesiacov až rokov. 

   CML je modelovým príkladom toho, ako významne zasiahli objavy v nádorovej genetike    do ďalšieho osudu pacientov. Začiatky objavov sú spojené s identifikáciou zvláštnej cytogenetickej zmeny, ktorá sa vyskytuje konštantne u CML pacientov. Ďalším čriepkom v mozaike bolo popísanie chromozómovej translokácie, ktorá je za spomínanú zmenu zodpovedná. Pokroky v molekulovej biológii umožnili identifikovať fúzny gén, chimérický proteín a napokon i skonštruovať malú molekulu („smart drug“), ktorá dokáže pozmenený proteín inhibovať. Je zrejmé, že v budúcnosti budú vytvorené aj iné molekuly (inhibítory)     pre iné chimérické proteíny, ktoré sa podieľajú na leukemogenéze. 

   Výskum mechanizmov rezistencie k novým modalitám liečby a súčasné pochopenie zmien v imunitných dejoch organizmu pomáha v liečbe závažných ochorení, ktoré mali ešte        pred krátkym časom infaustnú prognózu. 
LITERÁRNY PREHĽAD
1. HISTÓRIA CML

   Prvé zmienky o CML pochádzajú od Johna Bennetta a Rudolfa Virchowa z prvej polovice 19. storočia. Popisy zahŕňali osoby so splenomegáliou (často i hepatomegáliou) a s krvou, ktorá bola veľmi hustá (pripomínala často až sterilný hnis). Bennett sa domnieval, že príčinou úmrtí u týchto osôb bolo práve „zhnisanie“ krvi. Virchow v roku 1845 použil pre popis krvného nálezu termín „weisses Blut, Leukämie“.1 Základy klasifikácie myeloproliferatívnych chorôb    v podobe, v ktorej ju poznáme v súčasnosti, zaviedol William Dameshek v roku 1951. Práve on poukázal  na spoločnú črtu myeloproliferácií – proliferačnú aktivitu buniek v kostnej dreni spôsobenú neznámym podnetom.1
   Cytogenetický ukazovateľ CML, chromozóm Philadelphia (Ph), je vôbec prvou chromozómovou abnormalitou, ktorá bola združená s určitým typom nádoru.  Ph chromozóm bol u CML popísaný v roku 1960 Petrom Nowellom a Davidom Hungerfordom. Prvotne bol považovaný za aberantný chromozóm Y, pretože vyšetrovaní pacienti boli muži. Až neskôr, keď bola analyzovaná väčšia populácia, ukázalo sa, že Ph chromozóm je derivovaný z autozómu – teda chromozómu 22.2, 3 V roku 1973 Rowleyová demonštrovala, že Ph chromozóm vzniká dôsledkom recipročnej translokácie (výmeny častí nehomológnych chromozómov bez straty genetického materiálu) medzi chromozómami 9 a 22, t(9;22) (q34.1;q11.2).4  
   Molekulová podstata t(9;22) translokácie bola rozlúštená v 80. rokoch minulého storočia. ABL (c-ABL) gén je humánnym bunkovým homológom vírusovej sekvencie Abelsonovej myšej leukémie (A-MuLV) umiestnený v pruhu 9q34. Jeho translokácia do oblasti Ph chromozómu bola dokázaná experimentami s využitím somatickej bunkovej hybridizácie.5 Zlomové miesto na chromozóme 22 je združené s úsekom s dĺžkou 5.8 kb, nesie priliehavý názov „breakpoint cluster region“ (BCR).6 Analýza mRNA molekuly ukazuje, že fúzny gén pozostáva z 5´ úseku BCR s 3´ úseku ABL génu. Pri translácii vzniká najčastejšie produkt (fosfoproteín) s molekulovou hmotnosťou 210 kD. ABL úsek má zmenenú tyrozínkinázovú aktivitu v porovnaní s fyziologickým produktom c-ABL génu.7 Transformačný potenciál BCR-ABL fúzneho génu bol potvrdený na zvieracom modeli. Bunky kostnej drene myši ožiarenej letálnou dávkou radiácie boli infikované retrovírusom, ktorý niesol fúzny gén BCR-ABL. Infikované bunky dosiahli nádorovú transformáciu asi v polovici prípadov a súčasne vzniklo ochorenie, ktoré bolo analógom CML.8, 9 Dnes môžeme s určitou mierou opatrnosti tvrdiť,    že Dameshekom predpokladaný neznámy stimulus proliferácie buniek v kostnej dreni           je chimérický proteín s pozmenenou tyrozínkinázovou aktivitou. 
2. ZÁKLADNÉ POZNATKY O CML
   Dnes je zrejmé, že „purulentný“ materiál (periférna krv) CML pacientov, ktorý pozoroval Bennett a Virchow, je dôsledkom nahromadenia leukocytov. CML je klonovou myeloproliferáciou, ktorá vzniká nádorovou transformáciou pluripotentnej hemopoetickej kmeňovej bunky.10 Nie je však postihnutá výhradne myeloidná línia. Existujú informácie o poškodení vývojovej línie megakaryocytov, monocytov i erytroidných prekurzorov. Kontroverzné názory sú v prípade zásahu do vývoja lymfocytov.11, 12 

2.1. EPIDEMIOLÓGIA

   CML je najčastejšie sa vyskytujúcou myeloproliferáciou vôbec. Napriek tomu ide  o zriedkavé ochorenie. Zahŕňa približne 15% všetkých leukémii. Celková incidencia osciluje medzi 0.6 až 2 novými prípadmi na 100 000 obyvateľov a rok.13 Mierna predominancia patrí mužom (asi 1,4:1).  Incidencia CML narastá s vekom (medián veku pri stanovení diagnózy je v druhej polovici šiestej dekády), v detstve je výskyt CML raritný (reprezentuje asi 3% detských leukémii). Najpočetnejšou skupinou pacientov s CML sú seniori.14 Prevalencia CML v poslednom období mierne narastá, súvisí to predovšetkým so zavedením modernej liečby, presné epidemiologické údaje však nie sú dostupné (existujú obmedzené informácie z populačných registrov).15 Mortalita sa logicky zvyšuje s vekom, u osôb do 45 roku je 1:100 000 jedincov, hodnoty 8:100 000 jedincov sú vo vekovej kategórii nad 80 rokov.16, 17 Jediným rizikovým faktorom, o ktorom existujú relevantné dôkazy, je expozícia ionizujúcemu žiarenie. Dvojnásobne zvýšená incidencia CML (i iných nádorových ochorení krvotvorby) bola popisovaná v japonskej populácii po nukleárnom útoku v Hiroshime a Nagasaki.18 Dôkazy o leukemogénnom účinku dlhodobej expozície zlúčeninám s obsahom benzénu sú sporné. Väčšina prípadov vzniku CML je však sporadická bez známeho kauzálneho faktora. Familiárny výskyt je výnimočný. Rasová ani geografická predispozícia nie je popisovaná.19 

2.2. PATOFYZIOLOGICKÉ POZNÁMKY
   Molekulová signalizácia v leukemickej bunke CML je komplexným dejom. Signálne dráhy ovplyvnené BCR-ABL proteínom sú intenzívne študované.20 Ukazuje sa, že vznik ochorenia je procesom zloženým z viacerých krokov (multistep process). Cytoplazmová lokalizácia BCR-ABL (ABL proteín je fyziologicky umiestnený v jadre) umožňuje ovplyvniť veľké množstvo substrátov, ktoré sú zapojené do procesov proliferácie ale aj prežitia bunky.21 V pokusoch s bunkovými líniami (napr. K562) sa ukázalo, že v dôsledku sekundárnych mutácii dochádza k aktivácii STAT5 (signal transducer and activator of trancription 5) signálnej dráhy. Transformácia buniek môže teda vznikať i v období redukovanej (až nulovej) aktivity BCR-ABL.22, 23 Na druhej strane sa však expresia BCR-ABL onkoproteínu väčšinou pri progresii ochorenia zvyšuje.24 Tento fenomén potvrdili analýzy na úrovni mRNA a proteínov v CD34+ progenitoroch.25 Ukazuje sa, že BCR-ABL zohráva kľúčovú úlohu v dvoch zásadných procesoch perzistencie (progresie) CML: v zastavení diferenciácie a v zvýšenej aktivácii sebaobnovy (self-renewal) progenitorov. 
2.3. PRIEBEH OCHORENIA
     Vo vývoji CML sú pozorované tri časovo sa skracujúce úseky: relatívne indolentná chronická fáza, ktorá je nasledovaná agresívnejšími etapami – akcelerovanou fázou a blastovou krízou. Pri klasickej cytostatickej liečbe trvala chronická fáza priemerne 2-5 rokov. Chronická fáza má veľmi variabilné trvanie a svedčí pre výraznú heterogenitu CML.26 Je dôležité, že prechod z chronicity môže byť priamy – do blastovej krízy, avšak vo väčšine prípadov mu predchádza akcelerácia, ktorá je charakterizovaná zmnožením počtu leukocytov, blastov i bazofilov a progresiou splenomegálie.27 Blastová kríza je vyvrcholením prirodzeného vývoja CML, dochádza v nej k akumulácii nezrelých blastov v kostnej dreni. Môže byť myeloidná alebo lymfoidná.28 Odlíšenie akcelerovanej fázy a blastovej krízy ukazuje tabuľka 1. 

Tabuľka 1. Kritériá akcelerácie a blastovej krízy (WHO, Jaffe 2001).

	      akcelerovaná fáza
	      blastová kríza

	· počet blastov v periférnej krvi alebo kostnej dreni je 10-19% zo všetkých jadrových buniek

· počet bazofilov v periférnej krvi       je aspoň 20%

· perzistujúca trombocytopénia <100 x 109/l (nesúvisí s liečbou)

· perzistujúca trombocytóza >1000 x 109/l (nereagujúca na liečbu)

· narastujúca slezina a leukocytóza nereagujúca na liečbu

· cytogenetické potvrdenie klonovej evolúcie
	· počet blastov v periférnej krvi alebo kostnej dreni > 20% zo všetkých jadrových buniek

· extramedulárna proliferácia blastov

· ložiskové zhluky blastov (clusters of blasts) z bioptickej vzorky kostnej drene


Pozn. Pre označenie akcelerácie či blastovej krízy je nutné splniť aspoň jedno kritérium. 

   Väčšina pacientov je zachytená v chronickej fáze a mnohí sú asymptomatickí. Nález CML je často náhodný pri kontrole krvného obrazu z inej príčiny či ako súčasť preventívnej prehliadky.   
   Subjektívne obtiaže chorého sú nešpecifické. Patrí k nim únava (často pri anémii), úbytok hmotnosti. Chudokrvnosť sa prejavuje anemickým syndrómom. Pri výraznej splenomegálii, ktorá je u CML častá, udávajú pacienti pocit plnosti a tlak pod ľavým rebrovým oblúkom. Menej častá je perisplenitída, pleuritída či tvorba výpotkov, ktoré môžu súvisieť s infarktom sleziny. Hepatomegália nie je taktiež neobvyklým nálezom. Zvýšená krvácavosť nepatrí         k častým sprievodným javom ochorenia v porovnaní s akútnymi leukémiami. Na jej rozvoji sa podieľa skôr trombocytopénia než koagulopatia. Metabolická aktivita choroby je spojená        s atakami dnavej artritídy či iba s asymptomatickou hyperurikémiou. Z cievnych komplikácii býva popisovaný priapizmus, ktorý je vzácny ale veľmi závažný. Koreluje s mierou leukocytózy a so zmenenými reologickými vlastnosťami krvi. Sweetov syndróm (akútna febrilná neutrofilná dermatóza) je spojením horúčky a výsevu bolestivých makronodulárnych kožných ložísk (neutrofilné perivaskulárne infiltráty v dermis). Atralgie pravdepodobne súvisia s proliferáciou leukemických buniek. Veľmi vzácnym úkazom je extramedulárny blastový zvrat (chloróm, myelosarkóm), ktorý môže postihnúť ktorýkoľvek orgán v tele. Z biochemických ukazovateľov je zvýšená hladina kyseliny močovej, LDH, vitamínu B12 a (2-mikroglobulínu.29 
2.4. SKÓROVACIE SYSTÉMY

   Cieľom skórovacích systémov je zhodnotiť vstupné údaje o pacientovi a jeho chorobe a odhadnúť tak relatívne riziko progresie. Tradičný Sokalov systém rozdeľuje pacientov       do troch rizikových skupín: nízka (do 0.8), stredná (0.8-1.2) a vysoká (nad 1.2). Základom spomínaného systému sú nasledujúce parametre: vek pacienta, veľkosť sleziny, počet trombocytov a podiel blastov v periférnej krvi.30 Pri zavedení interferónu alfa (IFN-() do liečby CML bol vytvorený nový skórovací systém – Hasfordov (Euro skóre). Tento systém,             na rozdiel od Sokalovho, zohľadňuje tiež počet eozinofilov a bazofilov. S prihliadnutím k dobe prežitia, vyčleňuje opäť tri skupiny pacientov. Nízke riziko je charakterizované hodnotami   pod 780, stredné riziko 780-1480 a napokon vysoké riziko s hodnotami nad 1480.31 Pre tých, u ktorých sa plánuje vykonanie alogénnej transplantácie krvotvorných buniek (ATKB), by malo byť vypočítané tzv. EBMT skóre (Gratwohlovo skóre). Využíva tieto parametre: vek pacienta, typ darcu (príbuzný, nepríbuzný), fázu CML, interval od diagnózy do vykonania ATKB a kombináciu pohlavia darcu a príjemcu. Skóre je dané súčtom bodov jednotlivých položiek (0-7). Čím je hodnota skóre vyššia, tým vyššie je riziko úmrtia spojeného s transplantáciou (transplant-related mortality).32 Pre pacientov, u ktorých liečba pomocou IFN-( zlyhala a sekvenčne bol podaný imatinib, existuje skórovací systém vytvorený v nemocnici Hammersmith. Odhadované parametre sa získavajú po troch mesiacoch liečby imatinibom. Využíva sa počet neutrofilov a Ph pozitívnych buniek a vytvárajú sa opäť tri rizikové skupiny. Overenie výpovednej hodnoty spomínaného systému je nutné podrobiť ďalším analýzam.33 Napriek skutočnosti, že výpovedná hodnota prognostických indexov bola potvrdená na veľkých súboroch pacientov, stále predstavujú iba pravdepodobnostný model. Zdá sa, že so zavedením cielenej liečby sa rozdiely vo výsledkoch liečby medzi skupinami pacientov s  nízkym a stredným rizikom minimalizujú a v budúcnosti bude zrejme postačujúce rozdelenie do 2 prognostických skupín.

3. DIAGNOSTIKA CML
   Podozrenie na myeloproliferáciu (CML) vzniká kombináciou fyzikálneho vyšetrenia (splenomegália) a predovšetkým abnormálneho nálezu v krvnom obraze. Ďalším dôležitým krokom je zhotovenie diferenciálneho rozpočtu leukocytov a vyšetrenie aspirátu kostnej drene. Diagnóza CML je však potvrdená až špecializovanými vyšetreniami: identifikáciou Ph chromozómu a/alebo fúzneho génu BCR-ABL.
3.1. MORFOLOGICKÉ POZNÁMKY
   Základným atribútom v krvnom obraze pacienta s CML je leukocytóza spôsobená zmnožením neutrofilov (tie dominujú) a ich prekurzorov, často je tiež pozorovaný zvýšený počet bazofilov. Leukocytóza prakticky vždy presahuje hodnotu 25x109/l, v priemere však    až 150x109/l. Počet trombocytov býva zvyčajne normálny či v rôznom stupni elevovaný. Nezriedkavým sprievodným úkazom je anémia. Počet monocytov by nemal presiahnuť 10%. Pri prítomnosti p190 BCR-ABL proteínu je však výrazná monocytóza.34  Ojedinele je možné nájsť v nátere erytroblasty a holé jadrá megakaryocytov. Skóre leukocytovej alkalickej fofatázy (spomenuté v súčasnosti skôr pre úplnosť textu) je znížené až nulové.35
   Aspirát kostnej drene je hypercelulárny. Dominuje v ňom populácia granulocytov na úkor erytroidnej línie. Blasty a promyelocyty tvoria menej ako 10% všetkých jadrových buniek v chronickej fáze (podľa kritérii WHO), hoci niektorí autori uvádzajú i vyššie hodnoty. Zmnožené sú zvyčajne aj bazofily a eozinofily. Megakaryopoéza je akcentovaná, bývajú prítomné hypolobulované mikromegakaryocyty. V nátere sa nachádzajú i makrofágy (tzv. sea blue makrofágy či pseudo-Gaucherove bunky), ktoré fagocytujú lipidové inklúzie a zvyšky bunkových membrán zo zmnožených granulocytov. Vysvetlením zmieňovaného fenoménu    je insuficiencia enzýmového systému, ktorý odbúráva glukocerebrozidy pri zvýšenom bunkovom obrate. Neprítomnosť siderofágov nie je ukazovateľom nedostatočných zásob železa ale jeho zmenenej distribúcie. Cytochemické metódy majú skôr doplnkový význam predovšetkým v blastovej kríze, ktorej obraz je analogický ako u akútnych hemoblastóz. Myeloblasty vykazujú pozitivitu myeloperoxidázy a Sudánovej černe B. Monocytové elementy viažu nešpecifické esterázy. PAS farbenie je pozítívne v prípade B-lymfoblastových buniek             či proerytroblastov. T-lymfoblasty môžu vykazovať fokálnu pozitivitu kyslej fosfatázy.36
   Trepanobiopsia nepatrí k obligatórnym diagnostickým vyšetreniam, jej výsledok nie je ani súčasťou WHO klasifikácie, napriek tomu môže vstupná histológia priniesť významné prognostické informácie. Rozlišujeme tri histologické subtypy: granulocytový, bohatý            na megakaryocyty a myelofibrotický.  V granulocytovom podtype prevažuje peritrabekulárna lokalizácia myeloidních elementov. Erytroidné elementy sú redukované a ložiskovo môžu i chýbať. Početná je i populácia eozinofilov. V megakaryocytovom subtype sú výrazne zmnožené a hniezdovito usporiadané tzv. trpasličie (dwarf) megakaryocyty (mikromega-karyocyty). Veľmi vzácne sú popisované prípady (spravidla u žien) BCR-ABL pozitívnych myeloproliferácii s extrémnou proliferáciou mikromegakaryocytov s hypolobulovaným jadrom a trombocytózou. V týchto prípadoch je častá myelofibróza a prechod do blastovej krízy. Myelofibróza kostnej drene v čase diagnózy je všeobecne spojená s horšou prognózu choroby. 36, 37

   Liečebné výsledky u CML pacientov sú hodnotené popisom klinického stavu v kombinácii  s laboratórnymi nálezmi. Prvým ukazovateľom, ktorý zohľadňujú morfologické metódy,          je hematologická odpoveď. Kompletná hematologická odpoveď znamená, že u pacienta          so vstupnou splenomegáliou nenahmatáme slezinu, vymizne extramedulárne postihnutie (ak bolo iniciálne prítomné) i konštitučné symptómy (extrémna únava, nočné potenie, neinfekčné teploty, redukcia hmotnosti) a dochádza k normalizácii parametrov krvného obrazu (trombocyty ( 450x109/l, leukocyty ( 10x109/l a diferenciálny rozpočet bez nezrelých foriem granulocytov a počtom bazofilov ( 5%). Niekedy sa pripúšťa prítomnosť 1-3% metamyelocy-tov a myelocytov. Je zaujímavé, že kritériá neobsahujú hodnotenie erytropoézy, hoci sa pri liečbe inhibítormi tyrozínových kináz (najmä imatinibom) stretávame s imatinibom indukovanou anémiou, ktorá však nemá vplyv na liečebnú odpoveď.38   

3.2. PRIETOKOVÁ CYTOMETRIA

   Prietoková cytometria je pro svoju rýchlosť a presnosť metódou voľby pri podozrení          na mnohé hematologické ochorenia. Princípom získavania údajov jej pomocou je  identifikácia fluorochrómu konjugovaného s monoklonovou protilátkou, ktorá sa špecificky viaže na hľadanú cieľovú štruktúru. Pozitívny signál, teda emisia energetických častíc          so špecifickou vlnovou dĺžkou pre príslušný fluorochróm, umožňuje odlíšiť označené bunky od neoznačených a tým ich rozpoznať a kvantifikovať. 

   Pre diagnostiku CML nemá prietoková cytometria zásadný význam. Fenotyp granulocytov môžeme vyjadriť nasledovne (CD3+, CD13+, CD15+) a blastov (CD34+, HLA-DR+, CD33+, CD38+) – tie však v chronickej fáze nie sú zmnožené. Odlíšenie leukemoidnej reakcie je tiež komplikované. Význam prietokovej cytometrie je ale výrazný pri progresii ochorenia             do blastovej krízy. Pomocou povrchových a intracelulárnych znakov môžeme upresniť diferenciačný smer: myelo-monocytový (CD13+, CD14+, CD15+, CD33+, CD64+, CD65+, CD117+), megakaryocytový (CD61+, CD41+), zriedkavý erytroidný (gykoforín A), lymfoblastový B-typu (CD10+, CD19+, TdT+), raritne lymfoblastový T-typu (CD3+, CD7+, cyCD3+, TdT+). Pochopiteľne, nie je vylúčená i koexpresia ukazovateľov z viacerých línii.39, 40 V poslednom období narastá význam určovania špecifických bunkových subpopulácii, ktoré sú pri liečbe inhibítormi tyrozínových kináz indukované či suprimované a môžu sa podielať  imunologickými mechanizmami na nástupe remisie CML.
3.3. ŠPECIALIZOVANÁ DIAGNOSTIKA

   V dobe diagnózy je okrem prítomnosti Ph chromozómu a/alebo fúzneho génu BCR-ABL tiež dôležité určiť typ BCR-ABL transkriptu a prípadné cytogenetické zmeny (napr. delécie derivovaného chromozómu 9). Ph chromozóm môže byť identifikovaný pomocou konvenčnej cytogenetiky tzv. G-pruhovaním, čo ukáže i ďalšie abnormality karyotypu. V konvenčnej analýze sa štandardne vyšetruje 20-30 mitóz, pokiaľ sú zachytiteľné. Konvenčné cytogenetické vyšetrenie je spravidla doplnené metódou FISH (fluorescenčná in situ hybridizácia), ktorá využíva lokusovo špecifické sondy označené rôznymi fluorescenčnými farbami pre gény BCR a ABL. Nespornou výhodou FISH v porovnaní s klasickou cytogenetikou je odhalenie fúzie i u Ph negatívnych a BCR/ABL pozitívnych CML a tiež stanovanie prípadnej delécie derivovaného chromozómu 9. V štádiu monitorovania choroby (obzvlášť v situácii, keď je CML „mitoticky inaktívna“) je FISH častokrát nezastupiteľnou molekulovo-cytogenetickou metódou (tzv. interfázová FISH). Žiaľ, FISH nie je doposiaľ medzinárodne štandardizovaná. Asi 10% chorých má variantnú translokáciu, ktorá okrem chromozómov 9 a 22 zasahuje ešte aj ďalší chromozóm.41 Molekulová analýza využíva spravidla RT-PCR (reverzná transkriptázová PCR), ktorá je významná i v prípade diagnostiky Ph negatívnej, BCR-ABL pozitívnej CML (asi 5% prípadov). 
3.4. DIFERENCIÁLNA DIAGNOSTIKA
   Nedielnou súčasťou úvah o CML je i diferenciálne diagnostická rozvaha. Tá zahŕňa ostatné myeloproliferácie (pravú polycytémiu, esenciálnu trombocytémiu, idiopatickú osteomyelo-fibrózu a atypické myeloproliferácie). Vzácne sa môže objaviť i tzv. CML s výraznou trombocytémiou (obzvlášť u žien), ktorá má vyššie riziko prechodu do blastovej krízy. Je preto žiaduce vyšetriť prítomnosť BCR-ABL fúzneho génu aj u primárnych trombocytóz.36 Obdobná situácia je i v prípade primárnych eozinofílii, pretože CML sa môže skryť do obrazu hypereozinofilového syndrómu/chronickej eozinofilovej leukémie. Pri atypických myeloproli-feráciách je dôležité pripomenúť význam translokácie FIP1L1/PDGFR-α (platelet derived growth factor receptor alfa). Fúzny gén opäť kóduje špecifickú tyrozínovú kinázu. Dôkaz tejto zmeny predpovedá veľmi dobrú odpoveď pri liečbe imatinibom (podobne i pri prestavbe génu PDGFR-ß a C-KIT).42 Je to dôležitý nástroj v diferenciálnej diagnostike eozinofílii. Dnes však existujú aj ďalšie „silné“ biologické ukazovatele zahŕňajúce mutácie génu tzv. Janusovej kinázy (JAK2 V617F alebo mutácie v exóne 12). Tie sú spojené so skupinou pravej polycytémie, esenciálnej trombocytémie a idiopatickej osteomyelofibrózy. Zvláštnou jednotkou je chronická neutrofilová leukémia, ktorá je reprezentovaná zvýšenou proliferáciou neutrofilovej granulopoézy v kostnej dreni (existuje tu i možnosť blastového zvratu). Neutrofily majú často hrubú azurofilnú granuláciu a zvýšené skóre alkalickej fosfatázy.43 K zriedkavým myeloproliferáciám patrí podjednotka spojená s variantou fúzneho génu BCR-ABL mikro (e19a2) a chimérickým proteínom p230 kD. Do diagnostickej rozvahy patria i akútne hemoblastózy (najmä Ph pozitívne či BCR-ABL pozitívne). Chronická myelomonocytová leukémia má ako hlavný príznak perzistujúcu monocytózu v periférnej krvi nad 1x109/l a absenciu Ph chromozómu či  BCR-ABL fúzneho génu. Časté sú dysplázie v myeloidnom rade, klonové cytogenetické zmeny a  vznik fúzneho génu či prestavby génu TEL.44  Nutné je tiež uvažovať o leukocytóze s leukemoidnou reakciou pri infekcii. V období blastového zvratu sa obraz približuje akútnej hemoblastóze a určenie pôvodného ochorenia (CML) nie je jednoduché. 
4. CYTOGENETIKA CML
4.1. ZÁKLADNÁ (ŠTANDARDNÁ) Ph TRANSLOKÁCIA
   Na vzniku Ph chromozómu sa podieľa recipročná výmena materiálu medzi dlhými ramenami chromozómov 9 a 22 (asi v 95% prípadov analýz vzoriek z kostnej drene). Výsledkom zmieňovaného preskupenia je skutočnosť, že Ph chromozóm (derivovaný chromozóm 22) obsahuje v distálnom úseku materiál z chromozómu 9 a recipročne distálny úsek chromozómu 9 obsahuje materiál z chromozómu 22, obrázok 1.4 
4.2. VARIANTNÉ Ph TRANSLOKÁCIE
Asi v 5% prípadov CML je Ph chromozóm výsledkom tzv. variantnej translokácie, v ktorej sú okrem chromozómov 9 a 22 zahrnuté i iné chromozómy. Podľa ich počtu existuje rozdelenie variantných zmien do 2 skupín: jednoduché (jeden z chromozómov 9 alebo 22 je nahradený variantným (V), zmena teda imponuje ako zámena medzi dvoma chromozómami; napr. t(V;22) – častejšia alebo t(V;9) – zriedkavejšia) a komplexné (zmena zasahuje i ďalšie skupiny chromozómov okrem 9 a 22; t(V;9;22)). Zjednodušene je ale možné konštatovať, že akákoľvek variantná translokácia v podstate vedie k zásahu do úsekov 9q34 a 22q11           so vznikom BCR-ABL fúzie.41 Hoci sú variantné translokácie zriedkavé, je dôležité podotknúť, že ich prognostický význam nie je spoľahlivo objasnený. Podľa niektorých pozorovaní sa však zdá, že samotná prítomnosť variantnej translokácie nemá prognostický dosah a neovplyvňuje priebeh ochorenia.45, 46 
Obrázok 1. Vznik chromozómu Philadelphia.
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4.3. Ph NEGATÍVNE, BCR-ABL POZITÍVNE CML
   Sú popisované zriedkavé prípady, keď klinický obraz ukazuje myeloproliferáciu typu CML, ale Ph chromozóm nie je identifikovaný. V týchto prípadoch je zrejmé, že aberácie sú submikroskopické a translokácie môžeme nazvať kryptickými (maskovanými). Metódami molekulovej biológie však odhalíme BCR-ABL fúzny gén. Situáciu teda popisujeme ako Ph negatívnu a BCR-ABL pozitívnu CML. Klinický priebeh u týchto pacientov sa nelíši               od štandardných CML.47 Skutočne Ph negatívne myeloproliferácie, ktoré nenesú BCR-ABL fúziu, sú označované ako myelodysplastické/myeloproliferatívne choroby a tvoria samostatnú skupinu. Nereagujú na liečbu inhibítormi tyrozínových kináz a majú zlú prognózu. Často sú označované ako atypické CML, čo môže znieť dosť zavádzajúco.
4.4. DELÉCIE DERIVOVANÉHO CHROMOZÓMU 9
   10-15% pacientov s CML má v dobe diagnózy prítomnú cytogentickú zmenu, ktorá            sa nazýva delécia derivovaného chromozómu 9 (del 9q+). Týmto pacientom vlastne chýba časť chromozómu 9 v blízkosti leukemického zlomu. Nález uvedenej zmeny bol náhodný       a súvisel s použitím FISH prób, ktoré určovali prítomnosť Ph chromozómu i derivovaného chromozómu 9 v období minimálnej reziduálnej choroby (tzv. „dual color dual fusion“ próby), aby sa znížila možnosť falošne pozitívnych nálezov, ktoré boli časté pri využití konvenčných prób.48 Bolo zaujímavé, že u niektorých pacientov bol viditeľný signál na Ph chromozóme     (z BCR-ABL fúzie) ale der(9) chromozóm fúzny signál nevykazoval. Častejší výskyt delécie der(9) bol pozorovaný u pacientov s variantnými translokáciami než v prípade konvečnej zmeny.49 Delécie boli pozorované aj v skupine Ph pozitívnych ALL.50 Delécie der(9) zahŕňajú úseky od niekoľkých stoviek kilobáz až po niekoľko megabáz. Často je zasiahnuté práve translokačné zlomové miesto a deletovaný úsek obsahuje materiál z chromozómov 9 i 22 či iba jedného z nich.51  Otázkou tiež zostáva, či je delécia dejom, ktorý vzniká pri translokácii alebo sekundaritou. Ukazuje sa však, že vo väčšine prípadov vzniká delécia pri diagnóze.52 V iniciálnych štúdiách sa potvrdilo, že delécia chromozómu 9 je spojená s horšou prognózou ochorenia. Dokonca išlo o nezávislý prognostický faktor so silnejšou výpovednou hodnotou ako Sokalov či Hasfordov index. Taktiež veľkosť delécie bola priamo úmerne združená s horšou prognózu. Tieto pozorovania boli realizované pri liečbe pomocou IFN-(.51              So zavedením imatinibu a 2. generácie inhibítorov tyrozínových kináz do liečby sa pohľad   na prognostickú výpoveď delécie 9q pozmenil, presnejšie povedané je kontroverzný (v ELN kritériách nie je delécia 9q negatívnym prognostickým faktorom).53    

4.5. KLONOVÁ EVOLÚCIA

   Väčšina pacientov s CML v priebehu liečby či prirodzeného vývoja choroby vytvára tzv. prídavné chromozómové aberácie (PCA) v Ph pozitívnych bunkách. V dobe diagnózy sa vyskytujú asi u 10% pacientov, v akcelerovanej fáze u tretiny osôb a napokon v blastovej kríze až u 90%.54 Fenomén objavenie sa PCA je nazývaný cytogenetickou klonovou evolúciou. Ide o prejav genómovej nestability leukemických buniek a súvisí s progresiou ochorenia.54 Najčastejšie je popisované zdvojenie Ph chromozómu, trizómia chromozómu 8, izochromozóm 17. Tieto zmeny pokrývajú asi 90% všetkých prípadov zistených PCA, označujú sa tiež ako „major route“. Zriedkavejšou abnormalitou je napr. trizómia chromozómu 19 a iné. Prognostický význam špecifických zmien nie je jednoznačný (prídavné cytogenetické abnormality sú varovným príznakom podľa ELN kritérii), hoci v mnohých štúdiách sa popisuje, že blastová kríza bez klonovej evolúcie má lepšiu prognózu.41, 44
4.6. KLONOVÉ  ZMENY V Ph NEGATÍVNYCH BUNKÁCH
   Klonové zmeny môžu byť identifikované i v Ph negatívnych bunkách. Boli pozorované       pri cytogenetickom monitorovaní pacientov liečených imatinibom. Incidencia nie je doposiaľ presne stanovená, ale je zrejme relatívne nízka (2-10% pacientov liečených imatinibom).      U časti pacientov sa vyskytli zvláštne hematologické epifenomény: myelodysplázia kostnej drene až s prechodom do manifestného myelodysplastického syndrómu. Chromozómové abnormality zahŕňajú predovšetkým: stratu chromozómu Y, trizómiu 8 a monozómiu 7 či straty časti chromozómu (7q-, 20q-).55, 56 Vznik aberácii v Ph negatívnom klone je nejasný. Diskutuje sa o eradikácii Ph pozitívneho klonu inhibítorom tyrozínovej kinázy (tento fenomén bol totiž pozorovaný i pri liečbe dasatinibom) a následnou klonovou expanziou Ph negatívnej populácie. Taktiež je pozoruhodné, že klonové zmeny môžu mať tranzientný charakter, hoci existuje aj situácia progresie zmien v Ph negatívnom klone. V súčasnosti sa poukazuje najmä na monozómiu 7, ktorá je spojená s vysokým rizikom prechodu do myelodysplastického syndrómu či akútnej hemoblastózy. Strata chromozómu Y a monozómia 8 majú zrejme indolentnejší charakter.57
4.7 CYTOGENETICKÉ MONITOROVANIE (FOLLOW-UP)

   Pri zavedení imatinibu do liečby CML bolo pozorované, že 70% pacientov dosahuje kompletnú cytogenetickú odpoveď (CCyR, tzn. 0% Ph pozitívnych buniek v analyzáte) v priebehu 18 mesiacov a až 90% chorých v priebehu 5 rokov.58 Prehľad jednotlivých typov cytogenetickej odpovede ukazuje tabuľka 2.

Tabuľka 2. Cytogenetická odpoveď pri liečbe CML.

	úroveň cytogenetickej odpovede
	počet Ph pozitívnych metafáz (%)

	kompletná (CCyR)
	0

	parciálna
	<35

	malá (minor)
	36-65

	minimálna
	66-95

	žiadna
	>95


CCyR a parciálna CyR sa súhrnne označujú ako veľká (major) cytogenetická odpoveď.

   Cytogenetická odpoveď nemôže byť posudzovaná pomocou konvenčnej FISH, intenzívnejšie monitorovanie vyžaduje metafázovú („hypermetafázovú“) FISH, ktorá sleduje deliace sa leukemické bunky. To je umožnené prolongovanou kultiváciou s kolcemidom či ďalšími cytokínovými „koktejlami“.59 Konvenčná cytogenetika či metafázová FISH vyžaduje deliace  sa bunky (tzn. aspirát kostnej drene). Periférna krv je pre pacienta optimálnejším vyšetrovaným materiálom, absencia mitóz ale neumožňuje extenzívne vyšetrenie                 na chromozómovej úrovni. Interfázové jadrá môžu byť analyzované pomocou lokusovo- špecifických FISH prób, ktoré  často vykazujú falošnú pozitivitu a prípadná delécia der(9) chromozómu ešte komplikuje analýzu. V týchto prípadoch je vhodné zaradenie tretej sondy. FISH nie je všeobecne akceptovaná ako základná metóda pre overenie cytogenetickej odpovede, má skôr komplementárny charakter. Konvenčná cytogenetika má nezastupiteľné miesto pri odhaľovaní klonových zmien v Ph pozitívnych i negatívnych klonoch.
5. MOLEKULOVÁ BIOLÓGIA CML
   CML je charakterizovaná primárnymi zmenami v génoch BCR a ABL. Vďaka Ph translokácii vzniká fúzny gén BCR-ABL, ktorý kóduje chimérický onkoproteín. Je to vlastne konštitutívne aktivovaná tyrozínová kináza ovplyvňujúca výsledný fenotyp bunky (leukemickej bunky CML). Prispieva k strate kontroly bunkovej proliferácie, pozmenenej adhéznej schopnosti a napokon     i rezistencii k apoptotickej signalizácii. 

5.1. VÝZNAM TYROZÍNOVÝCH KINÁZ V HEMATOONKOLÓGII

   Tyrozínové kinázy sú enzýmy, ktoré sú súčasťou tzv. signálnych kaskád (dráh) a podieľajú           sa na prenose signálov medzi bunkami i v bunke samotnej. Dokážu fosforylovať tyrozínové reziduá rôznych cieľových proteínov a regulovať tak ich aktivitu. Cieľom fosforylácie môže byť i vlastná štruktúra tyrozínovej kinázy (autofosforylácia). Zvláštnosťou časti nádorových ochorení je tzv. konštitutívna aktivácia tyrozínových kináz. Vznik onkogénnych (konštitutívne aktivovaných) tyrozínových kináz je viazaný na generovanie chimérických fúznych génov. Tie majú svoj pôvod v chromozómových prestavbách. Konštitutívna aktivácia môže sprevádzať i génové mutácie či amplifikácie. Tyrozínové kinázy môžeme klasifikovať ako: transmembrá-nové s väzbou ligandu alebo cytozolové, nereceptorové (napr. ABL).21  

   Dôsledkom aktivácie signálnej kaskády v bunke je odpoveď na signál – delenie, rast, diferenciácia, apoptóza – teda procesy, ktoré sú spojené se vznikom a životom každej bunky. Každá signálna kaskáda je za fyziologických podmienok prísne regulovaná. Strata kontrolných mechanizmov v bunkovej signalizácii môže viesť k deregulácii bunkovej odpovede. Tá se prejaví nekontrolovaným delením a rastom buniek, poruchou apoptózy alebo všeobecne naštartovaním nádorového procesu. Je zrejmé, že funkčné zmeny tyrozínových kináz sa môžu podieľať na patogenéze a vzniku hematologických malignít.

5.2. GÉN ABL 

   ABL tyrozínová kináza je kódovaná Abelsonovým myším leukemickým vírusovým homológom 1 (ABL, ABL1 génom). Ten je lokalizovaný na chromozóme 9 (9q34.1). ABL proteín je ubikvitárne syntetizovaný prevažne v jadre, môže však alterovane pôsobiť               i v cytozole. Patrí do rodiny nereceptorových tyrozínových kináz a reguluje bunkový cyklus.21
   ABL gén pozostáva z 11 exónov, pričom exón č.1 podlieha alternatívnemu zostrihu,  vznikajú tak 2 alternatívne formy mRNA (1a a 1b). Dôsledkom je existencia 2 proteínových izoforiem s hmotnosťou 145 kD (Ia a Ib), ktoré sa líšia aminokyselinovým zložením v aminoterminálnom úseku. Izoforma Ib obsahuje nadôvažok v aminoterminálnom úseku naviazanú kyselinu myristovú, táto forma je i častejšie exprimovaná.60 ABL proteín                je zapojený do obrovského množstva bunkových procesov (regulácia proliferácie, diferenciácie, adhézie a apoptózy). V tzv. „quiescentných“ bunkách je ABL blokovaný väzbou proteínu RB, ktorý sa uvoľní po fosforylácii a disociuje, ABL sa následne v priebehu syntetickej fázy bunkového cyklu aktivuje. Sú i informácie o tom, že zvýšená expresia  ABL dokáže zablokovať bunkový cyklus v G1 fáze.61 Funkcia jadrového a cytozolového ABL je odlišná. Jadrový ABL je spojený s reguláciami na úrovni bunkového cyklu. Taktiež ovplyvňuje prechod buniek do apoptózy pri poškodení DNA (koregulačná funkcia ATM, RB a p53 proteínu, proapoptotická signalizácia). Cytozolový ABL má skôr signalizačnú funkciu a je združený s reguláciou cytoskeletu, vytvára totiž komplexy s aktínom. Ovplyvňuje tak adhéziu a motilitu buniek.62 Kinázová aktivita ABL proteínu je prísne kontrolovaná viacerými oblasťami molekuly. Tzv. čiapočková (cap) štruktúra, ktorá je na aminoterminálnom konci u oboch izoforiem, spôsobuje autoinhibíciu väzbou k SH3 katalytickej doméne. Podobnú funkciu má     i myristolové reziduum izoformy Ib. Nemyristolovaná izoforma Ia je regulovaná doposiaľ neidentifikovaným mechanizmom.63
5.3. GÉN BCR 

   BCR gén je uložený na chromozóme 22 (22q11.2). Pozostáva z 23 exónov, pričom  alternatívne zostrihové miesto je v oblasti 1. intrónu. Vznikajú tak dve odlišné mRNA a dve proteínové izoformy (130 a 160 kD). BCR proteín je ubikvitárne syntetizovaný v cytozole, môže však asociovať i s kondenzovanou DNA.64 Prvý exón génu kóduje serínovú/treonínovú kinázu. Významná je tiež interakcia s G-proteínmi (GTP viažuci proteín p21), ktoré               sa podieľajú na vnútrobunkovej signalizácii, organizácii cytoskeletu a bunkovom raste.65 Všeobecne je možné konštatovať, že o biologickej funkcii proteínu BCR existuje veľmi málo informácii.  
5.4. BCR-ABL FÚZNY GÉN

   Molekulovou podstatou vzniku CML je vytvorenie BCR-ABL fúzneho génu. 5´ úsek obsahuje exóny derivované z BCR génu a 3´ koniec sekvencie z ABL génu. Zlomové miesto génu ABL je pomerne  konštantné (a2) – existujú popísané i výnimky so zlomom (a3).66 Gén BCR obsahuje tri zlomové miesta – M-BCR (major), m-BCR (minor) a μ-BCR (mikro). Prehľad zlomových miest ukazuje obrázok 2, vznikajú tak kombinácie, ktoré sú popísané v tabuľke 3. 

Obrázok 2. Miesta zlomov  v génoch BCR a ABL, vznik fúznych génov.66
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Tabuľka 3. Kombinácie zlomových miest génov  BCR a ABL. 

	· BCR-ABL major

· zlom medzi exónom 13 a 14 (b2), vzniká fúzny gén b2a2, chimérický proteín p210 kDa (p210) – CML, (ALL, AML)

· zlom mezi exónom 14 a 15 (b3), vzniká fúzny gén b3a2, chimérický proteín p210 KDa (p210) – CML, (ALL, AML)

	· BCR-ABL minor

· zlom za exónom 1 (e1), vzniká fúzny gén e1a2, chimérický proteín p190 KDa (p190) – ALL, (CML a AML zriedkavo)

	· BCR-ABL mikro

· zlom za exónom 19 (e19), vzniká fúzny gén e19a2, chimérický proteín p230 KDa (p230) – chronická neutrofilová leukémia, vzácná  forma


   Asi v 5% prípadov sa vyskytuje zlomové miesto v ABL géne v oblasti a3. Vznikajú tak BCR-ABL junkcie: b2a3, b3a3, e1a3. Zlomové miesta BCR i ABL génu sú variabilné a môžu         sa vyskytovať i v exónoch. Zriedkavo sa popisujú i krátke inzercie. Použitie RT-PCR (multi-plex) techník v čase diagnózy umožní, aby ani raritné transkripty neunikli pozornosti.67, 68
5.5. SIGNÁLNE DRÁHY A BCR-ABL PROTEÍN

   Dnes je už popísaný celý rad signálnych ciest, ktoré sú aktivované BCR-ABL proteínom. Patrí sem predovšetkým: RAS signálna cesta69, p42 a p38 MAPK70, PI3K/AKT71 a JAK/STAT kaskáda.72 Veľmi zaujímavé je i prepojenie BCR-ABL kaskády so signálnou cestou NF-κB.73  Hemopoéza (hemopoetické progenitory) je fyziologicky regulovaná cytokínovou signalizáciou, ktorá zabezpečuje prirodzenú adhéziu buniek k stróme kostnej drene. BCR-ABL proteín túto bunkovú charakteristiku výrazne alteruje. Kľúčovým momentom je fosforylácia adaptorovej molekuly CRKL (CRK-like). CRKL je totiž zviazaný s bunkovou motilitou a adhéziou sprostredkovanou integrínmi. Zásadné postavenie majú molekuly: aktín, paxilín a FAK (focal adhesion kinase).74 Mitogénny potenciál BCR-ABL proteínu je dôsledkom autofosforylácie tyrozínového rezidua v pozícii 177 (Y177) a  je spojený so vznikom tzv. SRC homológneho úseku 2 (SH2). Tento proces umožní asociáciu s adaptorovou molekulou GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2). GRB2 sa v ďalšom kroku pripojí k proteínu SOS (son          of sevenless) a vznikne komplex BCR-ABL-GRB2-SOS, ktorý má aktivačný potenciál         pre molekulu RAS. Spustí sa tak RAS-MAPK (mitogen activated protein kinase) kaskáda, ktorá vykazuje aj antiapoptotický potenciál pri zvýšenej expresii BCL2.75 RAS a MAPK sú združené pomocou RAF kinázy (serínová/treonínová kináza). RAF katalyzuje fosforyláciu molekúl MEK1 a MEK2 (mitogen-activated and extracellular-signal regulated kinase kinases 1 a 2), čo spôsobuje ich aktiváciu. Taktiež proteíny CRKL a SHC (SH2-containing protein) dokážu vytvoriť s BCR-ABL aktivačný komplex pre RAS. BCR-ABL sa podieľa i na aktivácii STAT5 a PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) signálnej kaskády, ktorá vedie k transkripčnej aktivácii BCL-XL  a antiapoptotickej aktivácii. BCR-ABL aktivuje napokon i JAK-STAT (Janus kinase, signal transducer and activator of transcription) signálnu dráhu. Interakcie BCR-ABL                         s mitochondriálnymi proteínmi BCL2 rodiny sa podieľajú na ovplyvnení apoptózy. Významným momentom je interakcia BCR-ABL proteínu s molekulovými chaperónmi             a ovplyvnenie ďalších signálnych kaskád, ktoré môžu byť cielovými miestami zásahu nových molekúl.76 Znázornenie interakcii BCR-ABL proteínu ukazuje obrázok 3.
Obrázok 3. Aktivácia signálnych dráh pomocou BCR-ABL proteínu v bunkách CML.76 [image: image4.png]receptor rastovych
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5.6. MOLEKULOVÉ MECHANIZMY PROGRESIE CML
   Úsek chronickej fázy CML je detailne študovaný z viacerých pohľadov a zdá sa, že              i pomocou nových molekúl budeme schopní v tomto úseku ochorenia zabezpečiť náležitú liečbu. Hoci existujú niektoré známe molekulové mechanizmy (v tejto stati nie sú popisované mutácie BCR-ABL kinázy), patogenéza akcelerácie a blastovej krízy je väčšinou neznáma. 
   Doposiaľ známe mechanizmy progresie je možné rozčleniť do niekoľkých podskupín: zástava diferenciácie, genómová nestabilita, skracovanie telomér a strata funkcie tumorsupresorových génov.77 Pri zástave diferenciácie zohráva kľúčovú úlohu BCR-ABL proteín, spôsobuje redukciu translácie transkripčného faktora CEBP-(78 a aktiváciu (-katenínu (ovplyvnenie sebaobnovy hemopoetickej kmeňovej bunky).79 Pri progresii CML dochádza ku kumulácii chromozómových zmien (non-random chromosomal abnormalities), ktoré zahŕňajú: trizómiu 8, prídavný Ph chromozóm, izochromozóm 17, trizómiu 19, stratu chromozómu Y, trizómiu 21 a monozómiu 7.77 Genómová nestabilita je podmienená stratou dohľadu nad jeho integritou (napr. inhibícia ATR – ataxia telangiectasia a RAD3-related nuclear protein kinase) 80, 81 a poškodením reparačných mechanizmov DNA: alteráciou homológnej a nehomológnej rekombinácie82 či pôsobením reaktívnych foriem kyslíka (ROS).83 Z ďalších mechanizmov, ktoré sú spojené s prechodom do blastovej krízy, sa ukazuje význam zníženej hladiny proteínu PPA2 (protein phosphatase 2a) zapojeného        do potranskripčnej regulácie molekuly SET (fosfoproteínu, ktorý má vysokú expresiu v bunkách akútnych leukémii).84  Vo veľkom počte lymfoidných blastových kríz CML bola potvrdená delécia IKZF1 génu (7p12), ktorá kóduje transkripčný faktor Ikaros.85 Celkom nový pohľad na progresiu CML prináša identifikácia enzýmu AID (activation-induced deaminase), ktorý sa podieľa na líniovej konverzii a prechode do lymfoidnej blastovej krízy.86 V poslednom období je venovaná pozornosť úlohe JAK2 proteínu; LYN kináza je aktivovaná pomocou JAK2 (SET-PPA2-SHP1 signálna kaskáda) a udržuje aktivitu CML čiastočne nezávisle        od BCR-ABL onkoproteínu.87
5.7 MOLEKULOVÉ MONITOROVANIE (FOLLOW-UP) 
   Minimálna reziduálna choroba (MRD) je stav, keď pomocou konvenčných laboratórnych analýz v organizme nenachádzame leukemické bunky, hoci sofistikovanejšie metódy ešte môžu identifikovať nádorovú populáciu. Techniky PCR patria medzi najcitlivejšie indikátory MRD. V zásade využívame dve modifikácie PCR: kvalitatívnu (nested) RT-PCR a kvanti-tatívnu PCR (RQ-PCR). Nested RT-PCR (dvojkolová PCR) je veľmi citlivá metóda, ktorá slúži pre overenie molekulovej negativity po úspešnej liečbe (napr. po ATKB). Je dobré vedieť, že hoci je metóda nested RT-PCR  veľmi citlivá, jej negatívny výsledok ešte neznamená úplnú absenciu leukemických buniek v organizme. Touto metódou sme schopní zachytiť asi ≥4-5 log redukciu nádorových buniek v organizme. Schématické znázornenie redukcie počtu leukemických buniek v organizme ukazuje obrázok 4.

Obrázok 4. Redukcia počtu leukemických buniek v organizme.88
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MMR – veľká molekulová odpoveď (redukcia BCR-ABL transkriptu ≥ 3 log podľa IS – medzinárodná stupnica); CMR – kompletná molekulová odpoveď, BCR-ABL transkript nie je zachytiteľný pomocou RT-PCR) 
   Klinickou interpretáciou nested RT-PCR je odpoveď,  či je fúzny gén prítomný („v 1. alebo 2. kole“). Vysoká citlivosť metódy vykazuje pozitivitu v druhom kole i pri množstve transkriptu, ktoré už RQ-PCR nemusí zachytiť. Môže sa síce zdať, že vysoká citlivosť je najdôležitějším kritériom pre posudzovanie stavu pacienta, v skutočnosti je podstatné poznať i dynamiku     vo vývoji počtu fúznych génov. Tento problém elegantne rieši RQ-PCR. Významným počinom na tomto poli bola aktivita EAC (Europe Against Cancer), ktorá publikovala štandardy a štúdiu kontroly kvality niekoľkých transkriptov fúznych génov. V prípade CML a Ph pozitívnej ALL boli zahrnuté tieto fúzne transkripty so špecifickým zlomovým miestom: M-BCR (b2a2, b3a2) a m-BCR (e1a2). Práca obsahovala aj odporučené kontrolné (referenčné) gény.89 Význam molekulového monitorovania vystúpil naplno do popredia po zavedení imatinibu do liečby.     U 57% pacientov, ktorí dosiahli CCyR v priebehu 12 mesiacov liečby imatinibom, dochádzalo k poklesu BCR-ABL transkriptu o viac ako 3 log, čo indikovalo dosiahnutie MMR. V tejto skupine pacientov bolo potom obdobie bez progresie choroby (progression free) dosiahnuté v časovom intervale 24 mesiacov v 100% prípadov.90 Tzv. 3 logaritmová redukcia BCR-ABL transkriptu sa preto stala významným prognostickým indikátorom optimálnej odpovede        na liečbu imatinibom po 18 mesiacoch terapie.  
   Pre posúdenie odpovede na liečbu a jej predikciu sa môže využiť expresia génu WT1, hoci referencie o jej klinickej aplikácii nie sú jednoznačné. 91, 92 WT1 je tumorsupresorový gén (11p13), ktorý kóduje transkripčný faktor, a bol pôvodne identifikovaný v patogenéze Wilmsovho tumoru. Expresia WT1 génu je veľmi nízka v normálnych hematopoetických bunkách a je výrazne zvýšená v prípade akútnych a chronických leukémii zahŕňajúcich i CML. 93, 94
5.8. MEDZINÁRODNÁ ŠTANDARDIZÁCIA RQ-PCR 
   Metodologické postupy detekcie BCR-ABL transkriptu pomocou RQ-PCR sa rôznia (extrakcia nukleových kyselín, PCR cykléry, referenčné gény apod.). To všetko vnáša          do výpovednej hodnoty výsledkov pri ich porovnávaní istý nesúlad. Taktiež samotný výsledok môže byť interpretovaný rôzne: ako BCR-ABL/počet kópii referenčného génu, ako percentuálny podiel, ako rozdiel tzv. crossing points (Cp), či ako logaritmická redukcia.        To všetko spôsobuje interpretačné ťažkosti medzi rôznymi laboratóriami. 

   Na základe medzinárodnej spolupráce centier v rámci European Leukemia Net (ELN) boli vytvorené odporúčenia pre RQ-PCR analýzu. Tieto odporúčania vznikli po rozsiahlej medzilaboratórnej kontrole a výmene referenčných vzoriek.95, 96 Stručne ich možno zhrnúť nasledovne. Analyzovaná vzorka periférnej krvi musí mať minimálny objem 5 ml (v súčasnosti sú odporúčania zameranné na periférnu krv a rozhodne sa neodporúča používanie iných materiálov, napr. aspirátu kostnej drene). Existujú totiž známe rozdiely v expresii BCR-ABL v rôznych tkanivách.97 Extrakcia RNA by mala byť vykonaná z celej leukocytovej masy – nie zo selektovaných populácii. Pre reverznú transkripciu je odporučený systém náhodných hexamérov. Primery a sondy pre RQ-PCR majú byť RNA špecifické a obsahovať polymorfné miesto BCR exónu 13. Do analýzy majú byť zaradené vzorky negatívne, s nízkou a vysokou expresiou. Pre konštrukciu kalibračných kriviek sa využíva stabilný DNA plazmid. Ako referenčný gén je možné používať niekoľko variánt (ABL, BCR, GUS, β2-mikroglobulín), rutinne sa však najviac ujal gén ABL. Okrem odporučenia pre technický postup bola pre po-sudzovanie výsledkov MRD vypracovaná tzv. medzinárodná stupnica – IS (international scale). Bola konštruovaná na základe výsledkov 3. fázy výmeny vzoriek medzi referenčným laboratóriom a participujúcim centrom s ohľadom na 2 cieľové hodnoty: tzv. základnú (baseline) hladinu – 100% a 3 logaritmickú redukciu, ktorá koreluje s MMR. Cieľom tejto práce bolo získanie tzv. konverzného faktora (špecifického pre každé zúčastnené centrum), ktorý umožňuje prepočítať vlastný výsledok analýzy k referenčnému laboratóriu.95, 96, 97 

   Existuje i  možnosť kvantifikovať hladinu BCR-ABL transkriptu z mRNA plazmy. Tento spôsob určovania MRD je citlivejší ako pri použití buniek a nadôvažok prináša aj presnejšie vyjadriteľnú informáciu (tzn. počet kópii BCR-ABL v objemovej jednotke plazmy).98 Žiaľ, doposiaľ nenašiel uvedený postup širšie uplatnenie. Nemenej zaujímavou možnosťou je určenie hladiny celkového a fosforylovaného proteínu BCR-ABL pomocou imunoeseje.99 
6. LIEČBA CML
   Tak, ako sa menili názory na príčiny a biologickú podstatu CML, dochádzalo i k zmenám v náhľade na terapiu. Do 60. rokov minulého storočia bola liečba CML výhradne paliatívna: arzenik, busulfán, ožiarenie sleziny. Medián celkového prežitia (OS) dosahoval 27-47 mesiacov a pravdepodobne sa výrazne nelíšil od neliečených pacientov. Od cytoredukčných látok zo 70. rokov minulého storočia (napr. hydroxyurea dokázala účinne potlačiť príznaky ochorenia a nastoliť v chronickej fáze i hematologickú, nie však cytogenetickú odpoveď; OS 48-69 mesiacov) sa postupne prechádzalo k cielenejšej terapii. V druhej polovici 70. rokov sa v indikačne úzko ohraničenej skupine presadila ATKB. Je dôležité podotknúť, že prísne indikačné kritériá (dostupnosť HLA vhodného darcu v rodine alebo v registroch a vekový limit 45-55 rokov – medián veku pri diagnóze je 60 rokov) a významný počet úmrtí v súvislosti s transplantáciou obmedzovali a napokon i obmedzujú jej širšie uplatnenie.  V prvej polovici deväťdesiatych rokov minulého storočia nastúpil do liečby CML interferón-α (IFN-α). V prípade, že pacient nebol alogénne transplantovaný, predstavoval IFN-α liek 1. voľby. CCyR bola dosiahnutá až u 25% osôb, ešte výraznejší efekt bol pozorovaný v kombinácii s cytozínarabinozidom (Ara-C). Použitím IFN-α sa predĺžil OS na 66-89 mesiacov. Hoci má  IFN-α celý rad nežiaducich účinkov, v určitých situáciách nastáva jeho renesancia.100 V roku 2001 prenikol do klinickej praxe imatinib (pôvodne vyvinutý firmou Ciba-Geigy v roku 1992 ako účinný ABL kinázový inhibítor s názvom CGP57148, neskôr STI571), ktorý predstavoval úplne novú liečebnú modalitu. Sledované celkové prežitie CML pacientov v chronickej fáze sa predĺžilo na 174 mesiacov. Imatinib je malá „rozumná“ molekula, ktorá neovplyvňuje genetickú informáciu a zdravé bunky ako klasické cytostatiká, ale k liečebnému pôsobeniu dochádza iba v signálnych dráhach leukemickej bunky. Predstavuje cielenú (targeted) liečbu, pretože BCR-ABL kináza je prítomná len v leukemickej bunke. Jej kompletné zablokovanie vedie k apoptóze. Vďaka svojej vynikajúcej účinnosti je od roku 2003 a v Českej republike   od roku 2004 liekom 1. línie u pacientov s novo diagnostikovaným ochorením. Vznik rezistencie k tejto molekule je aktuálne považovaný za najväčší terapeutický problém pri jeho podávaní. V priebehu 5 rokov ohrozuje 20-30% pacientov. Je dôležité pripomenúť, že postavenie ATKB je v imatinibovej ére stále predmetom rozsiahlych diskusii. Pri liečbe imatinibom existuje pravdepodobnosť vzniku rezistencie (či intolerancie), preto bol zahájený vývoj novej skupiny liečiv – 2. generácia inhibítorov tyrozínových kináz (dasatinib, nilotinib, bosutinib a iné). Niektoré mutácie (predovšetkým T315I) vykazujú rezistenciu ku všetkým dostupným molekulám a predstavujú závažný terapeutický problém, ktorý sa potenciálne dá riešiť viacerými spôsobmi: vývojom nových molekúl, ATKB, IFN-α, experimentálnou kombinačnou liečbou alebo prostou cytoredukciou pomocou hydroxyurey, ktorá má iba paliatívny efekt. K novinkám v experimentálnej liečbe CML patrí použitie anti-CML vakcín – zatiaľ bez jednoznačných klinických výstupov v multicentrických štúdiách. Historický prehľad liečby ukazuje obrázok 5.

Obrázok 5. Historický prehľad liečby CML.101 
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Vysvetlivky: ATKB – alogénna transplantácia kmeňových buniek krvotvorby, CHT – chemoterapia, TKI – inhibítory tyrozínových kináz 

6.1. IMATINIB MESYLÁT: SÚČASNÝ ZLATÝ ŠTANDARD V LIEČBE  CML

   Imatinib mesylát (Glivec®, Novartis, predtým tiež STI 571) je selektívny tyrozínkinázový inhibítor (TKI), ktorý sa využíva v liečbe CML a Ph pozitívnej ALL.102 Je to 2-fenylamino-pyrimidínový derivát, ktorý v preklinických štúdiách vykazoval inhibíciu rastu BCR-ABL pozitívnych kolónii (až v 98% prípadov) bez významného vplyvu na kolónie normálnej hemopoézy. To viedlo k myšlienke začleniť ho do liečby BCR-ABL pozitívnych leukémii.103  Na posune molekuly do klinického testovania má obrovskú zásluhu B. Druker – od syntézy molekuly, in vitro testov až ku klinickým štúdiám fázy I a II prešiel neuveriteľne krátky čas; začiatok 21. storočia v liečbe CML je nepochybne „érou imatinibu“. Imatinib je nadôvažok molekulou, ktorá vykazuje afinitu k receptorom tyrozínových kináz PDGFR-α, PDFGR-β, C-KIT a ABL asociovanému ARG proteínu.104, 105 Ukazuje sa, že imatinib môže byť využitý i v liečbe ďalších ochorení, ktoré sú spôsobené aberantou aktivitou tyrozínových kináz (TK). Patrí k nim gastrointestinálny stromálny tumor s pozitivitou C-KIT106, chronická eozinofilová leukémia a hypereozinofilový syndróm s FIP1L1-PDGFR-α fúznym génom107 a iné chronické myeloproliferácie s aberáciami chromozómovej oblasti 5q33 (alterácie PDFGR-β génu).108 Veľmi zriedkavo sú popisované prípady FIP1L1-PDGFR-α pozitívnej systémovej mastocytózy a mäkkotkanivového dermatofibrosarkómu s PDFGR-β prestavbou. Aj u nich má použitie imatinibu svoje opodstatnenie.109, 110
6.1.1 MECHANIZMUS ÚČINKU

   Imatinib je malá molekula, ktorá inhibuje oblasť  ATP väzbového miesta BCR-ABL kinázy. Cieľom vývoja nových TKI je vytvárať molekuly, ktoré sa nemusia viazať iba do ATP väzbového miesta (podlieha často mutáciám), ale aj k iným častiam ABL kinázy. Vysoká špecificita imatinibu je spôsobená jeho schopnosťou vytvárať komplex s inaktívnou (uzatvorenou) konformáciou BCR-ABL (p210). V tomto prípade je centrálne umiestnená nefosforylovaná aktivačná sľučka. Po autofosforylácii dochádza k zmenám usporiadania molekuly, vzniká aktívna (otvorená) konformácia kinázy, ktorá umožňuje naviazanie substrátu a jeho následnú fosforyláciu.111 Postranné reťazce treonínových reziduí v pozícii 315 (T315) vytvárajú vodíkové väzby s molekulou imatinibu. Mutácie v tejto oblasti, ktoré znamenajú aminokyselinovú zámenu, sú zodpovedné za porušenie tvorby vodíkových väzieb a majú preto pre interakciu imatinib-kináza zásadný význam.112 Po naviazaní imatinibu do ATP väzbového miesta dochádza k stabilizácii inaktívnej konformácie, zabráneniu autofosforylácie a napokon i fosforylácie ďalších substrátov. To následne zablokuje spustenie signálnych dráh ovládaných BCR-ABL proteínom.113 Schématické znázornenie účinkov imatinibu ukazuje obrázok 6. 

Obrázok 6. Liečba imatinibom – schéma účinku. 
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Vysvetlivky: IM – imatinib mesylát, ATP – adenozíntrifosfát, ADP – adenozíndifosfát

6.1.2 ŠTÚDIA IRIS
   Účinnosť liečby imatinibom u novo diagnostikovaných pacientov bola zhodnotená vo fáze III v medzinárodnej štúdii s názvom IRIS (International Randomized Study of Interferon and STI571)114. Dizajn štúdie bol zvolený tak, že pacienti boli randomizovaní do dvoch ramien (1. rameno: imatinib 400 mg denne, 2. rameno IFN-α a Ara-C s možnosťou prechodu do opač-ného ramena pri neúčinnosti – cross over).  Celkovo bola hodnotená liečba u 1106  pacientov v chronickej fáze CML. Nábor prebiehal od júna roku 2000 do januára roku 2001 prakticky   na celom svete. Zhodnotenie po 12 mesiacoch liečby ukázalo, že MCyR a CCyR bola dosiahnutá v imatinibovom ramene u 85% resp. 74% liečených, v ramene IFN-α a Ara-C u 22% resp. 9%. To bol jasný dôkaz o priorite imatinibu v liečbe novo diagnostikovaných CML pacientov. Ďalším sledovaným ukazovateľom bolo zhodnotenie počtu MMR po dosiahnutej CCyR. Redukcia počtu leukemického transkriptu o 3 logaritmy od diagnostickej hladiny bola pozorovaná u 57% osôb liečených imatinibom po 12 mesiacoch terapie. Súhrnne bola MMR dosiahnutá v imatinibovom ramene u 39% a pri kombinovanej terapii u 2% osôb. Taktiež sa sledoval vplyv dosiahnutia MMR na prežitie bez progresie ochorenia (PFS). CCyR a súčasne 3 log redukcia BCR-ABL transkriptu dosiahnutá v 12 mesiaci liečby znamenala 100% pravdepodobnosť prežitia bez progresie v 24 mesiacoch terapie v porovnaní s 95% pravdepodobnosťou PFS u tých, ktorý mali menej ako 3 log redukciu a iba 85% pri nedosiah-nutej CCyR v 12 mesiaci terapie.115 Aktualizované výsledky po 8 rokoch sledovania ukázali, že pravdepodobnosť OS je 85% (pri zahrnutí úmrtí výlučne v dôsledku CML je až 93%) a pravdepodobnosť prežitia bez progresie choroby do akcelerovanej fázy či blastovej krízy je 81%.116 V rámci rozšírenia dostupnosti imatinibu došlo k jeho uvoľneniu do 2. línie              i pre českých pacientov v chronickej, resp. akcelerovanej fáze CML koncom roku 2000 v 2 centrách, výsledky boli publikované v rokoch 2003 a 2004. Voglová potvrdila obdobné výsledky u chorých liečených v štúdii CZSTI5710113. 34 pacientov v chronickej fáze CML bolo sledovaných v mediáne 2 rokov a CHR bola dosiahnutá u 97%, MCyR u 63%.117,118 
   Určitou limitujúcou skutočnosťou štúdie IRIS je, že výrazný podiel pacientov liečených   IFN-α užíval v ďalšom období imatinib a nedá sa preto priamo porovnať prežitie pôvodne randomizovaných osôb. Porovnanie je teda možné urobiť skôr s historickými súbormi pacientov liečených interferónom. I tu sa ukazuje, že liečba imatinibom je spojená                so signifikantne lepším prežitím, lepšou šancou dosiahnuť významnú cytogenetickú odpoveď, vyššou pravdepodobnosťou prežitia bez progresie a to i pri zohľadnení prognostických skupín podľa Sokala. Je tiež dôležité, že veľká či CCyR dosiahnutá po 12 mesiacoch liečby (bez ohľadu na terapeutický prístup), je významným prediktívnym ukazovateľom.119 Horšie odpovede sú však dosahované pri progresii choroby. Vyššia štartovacia dávka imatinibu (600 mg/deň) bola spojená s navodením CCyR v akcelerovanej fáze alebo blastovej kríze iba u niektorých pacientov, treba však podotknúť, že odpovede mali tranzientný charakter a v prípade blastovej krízy iba niekoľko mesiacov trvania.120, 121 

   Analýzy klinických a laboratórnych výsledkov predovšetkým zo štúdie IRIS umožnili vytvoriť skupine expertov z Európskej leukemickej siete (ELN) už v roku 2006 všeobecné odporúčania pre liečbu CML, ktoré umožňujú v rámci otvorenej koncepcie začleňovať nové poznatky. Aktuálne odporúčania sú z roku 2009.53, 122 Odporúčania pre diagnostiku, liečbu a sledovanie pacientov s CML vychádzajú i v koncepcii ďalších spoločností: ESMO (European Society for Medical Oncology)123, NCCN (National Comprehensive Cancer Network)124 a v roku 2008 i v Českej hematologickej spoločnosti ČLS JEP.125 
6.1.3 PRAKTICKÉ POZNÁMKY K LIEČBE IMATINIBOM

   Imatinib mesylát je veľmi dobre tolerovaným preparátom. Má kapslovú formu, dobre sa vstrebáva, plazmový polčas je 13-16 hodin. Bežná dávka je 400 mg denne v chronickej fáze CML. V akcelerovanej fáze,  blastovom zvratu a u Ph pozitívnych ALL je možné navýšenie  až na 800 mg denne. Maximálna testovaná dávka bola 1000 mg denne a je nutné zdôrazniť, že doposiaľ nebola stanovená maximálna tolerovateľná dávka.126 Nežiaduce účinky 3. a 4. stupňa (s výnimkou hematologických) sú zriedkavé, väčšina pacientov ich dobre toleruje a sú zvládnuteľné symptomatickou liečbou. Časť z nich padá i na vrub interakcie s inými TK ako BCR-ABL (tzv. bystander, off-target effects).

   Hematologická toxicita je klinicky najzávažnejším problémom, jej rozvoj ukazuje na horšiu prognózu ochorenia. Výskyt závisí na viacerých faktoroch (na štádiu choroby – najvyšší je v blastovej kríze a stupni predliečenosti). Nesmieme tiež zabúdať na fakt, že myelosupresia sa vyskytuje až dvakrát častejšie u pacientov s tzv. neskorou chronickou fázou CML (post IFN-() než u prvotne liečených imatinibom.127 Neutropénia môže byť zriedkavo aj ireverzibil-ná, častejšie však zvyšuje tendenciu k vzniku infekcii, ktoré sú spravidla dobre zvládnuteľné bežnou antibiotickou liečbou a krátkodobým vysadením imatinibu. Ojedinele je nutné použiť i rastové faktory (napr. filgrastím), pôvodné obavy z aktivácie quiescentných leukemických buniek, ktoré vyplývali z in vitro testov, nie sú zrejme klinicky opodstatnené.128, 129 Trombocytopénia je ďalším limitujúcim faktorom liečby imatinibom, existujú i práce, ktoré poukazujú na antitrombocytový účinok imatinibu in vitro.130, 131 Zvláštnym fenoménom je imatinibom indukovaná anémia, ktorej etiopatogenéza nebola doposiaľ spoľahlivo objasnená. Vykazuje dobrú odpoveď na liečbu erytropoetínom.38, 132 Pre prevenciu hematologickej toxicity je výhodné aspoň v prvých týždňoch liečby kontrolovať intenzívne krvný obraz a upraviť dávkovanie imatinibu pri poklese  granulocytov pod 1x109/l a trombocytov pod 50x109/l (častejší výskyt bol popísaný u pacientov s chromozómovými abnormalitami v Ph negatívnej krvotvorbe). V prípade, že hematologická toxicita vyžaduje prerušenie liečby, je vhodné to urobiť na čo najkratšiu dobu. Určitým riešením prekonania hematologickej toxicity je podávanie imatinibu intermitentne, čo umožňuje pokračovať v liečbe bez jej prerušenia, pochopiteľne, pri intenzívnom monitorovaní krvného obrazu príp. i hladiny imatinibu v sére.133  
   Najčastejšie nehematologické vedľajšie účinky zahŕňajú GIT komplikácie (nauzea, žalúdočná dyspepsia, hnačka), ktoré súvisia predovšetkým s dávkovacou schémou imatinibu. Využitie centrálne pôsobiacich antiemetík je zriedkavé.134 Závažnou komplikáciou môže byť hepatotoxicita, ktorá raritne vyústi do zlyhania pečene. Je preto dôležité monitorovať hladiny pečeňových enzýmov a konkomitantne nepodávať preparáty s obsahom paracetamolu. Imatinib totiž interferuje s cytochrómovým systémom P-450 , ktorý  sa podieľa na degradácii toxínov v pečeni.135  Častou komplikáciou je retencia tekutín – predovšetkým vo forme povrchových opuchov (viečka, dolné končatiny), tvorba klinicky významných výpotkov (ascites, pleurálny a perikardiálny výpotok) je zriedkavá.136 Pri liečbe závažnejších foriem retencie tekutín využívame diuretiká a príp. krátkodobú redukciu dávky imatinibu. Vznik opuchov nie je podmienený (vo väčšine prípadov) kongestívnym zlyhaním srdca ale účinkom imatinibu sui generis. Uvažuje sa o inhibícii molekuly PDGFR, ktorá má významné postavenie v angiogenéze.137 Alergické kožné reakcie a pruritus dosahujú zriedkavo stupeň 2. Najčastejšie sa objavujú na začiatku liečby prevažne u žien. V niektorých prípadoch sú pozorované zmeny pigmentácie a vznik vitiliga. V liečbe pruritu sa využívajú antihistaminiká a topické steroidy so sporným účinkom. Závažné reakcie s tvorbou bulóznych formácii či Stevens-Johnsonov syndróm sú extrémne zriedkavé.134 Z ďalších nežiaducich účinkov je potrebné spomenúť: poruchy homeostázy vnútorného prostredia (hypokalémiu, hypofosfatémiu a spomínanú retencia tekutín)138, kardiotoxicitu139, 140 a účinky na kostný metabolizmus141. Spomínané nežiaduce účinky sa vyskytujú v malom počte prípadov a sú výraznejšie pri používaní 2. generácie TKI.

   Významnou otázkou pri liečbe imatinibom je ovplyvnenie reprodukčných schopností jedinca. Veľmi obmedzené výsledky zo štúdii na zvieracích modeloch prinášajú rozporuplné výsledky. Zásadným momentom v ovplyvnení migračnej a proliferačnej aktivity gonocytov je zrejme molekula PDGFR-(, ktorá je inhibovaná imatinbom (off-target).142, 143 Z prípadových štúdii je možné odvodiť, že u časti pacientov sa po expozícii imatinibom rozvíja oligospermia a primárne zlyhanie ováriových funkcí.144, 145 To je racionálny podklad pre to, aby sa mladým pacientom poskytla pred zahájením liečby imatinibom možnosť kryoprezervácie spermií, resp. ženám embryokryoprezervácia. Doposiaľ najviac informácii o účinkoch imatinibu počas tehotenstva zhodnotil Pye a kol. u 180 žien, prevažná časť z nich (70%) dostávala imatinb v prvom trimestri. U 125 žien sa podarilo zozbierať kompletné údaje o priebehu tehotenstva i postnatálnom vývoji jedincov. 63 ženám sa narodilo zdravé dieťa (18 z nich užívalo imatinib v priebehu celého tehotenstva), 35 žien plánovane ukončilo tehotenstvo (u 3 boli identifikované abnormality plodu pomocou prenatálneho vyšetrovania), u 18 žien došlo k spontánnemu abortu, v 9 prípadoch sa vyskytli vrodené abnormality plodu (1 pôrod mŕtveho plodu s meningokélou). Najčastejšou abnormalitou bola exomfalokéla. Najpravdepodobnej-ším kandidátom vysvetľujúcim indukciu kongenitálnych abnormalít je receptor TK PDGFR-(.146, 147 Vzhľadom k faktu, že bola potvrdená exkrécia aktívneho metabolitu imatinibu (N-desmetyl-imatinibu) do mledziva i materského mlieka, dojčenie nie je vhodné.148 Z uvedených skutočností vyplývajú i odporučenia pre liečbu imatinibom v tehotenstve a pri plánovanom rodičovstve, ktoré sú zhrnuté v tabuľke 4.

   Zvláštnu pozornosť si vyžaduje liečba CML u detí a adolescentov. V prvom rade je nutné pripomenúť, že menej ako 10% všetkých CML sa vyskytuje v detskom veku a táto diagnóza zahŕňa iba 2% pediatrických leukémii.151 Imatinib je liekom 1. voľby bez ohľadu na vek dieťaťa.152 Odpoveď na liečbu imatinibom je podobná ako u dospelých pacientov. V prípade optimálnej odpovede je tendencia pokračovať v liečbe i s vedomím potenciálnych nežiaducich účinkov v dlhodobom časovom horizonte (kardiotoxicita, ovplyvnenie gonadálnych funkcií, kalciofosfátového metabolizmu či poruchy rastu).153 V prípade suboptimálnej odpovede či zlyhania liečby je indikované vykonanie ATKB (ideálne po dosiahnutí 2. chronickej fázy CML).150, 154
Tabuľka 4. Manažment liečby CML v tehotenstve. (voľne podľa149, 150)
	· plánované rodičovstvo
· optimálne je dosiahnutie MMR a jej udržanie aspoň 24 mesiacov

· imatinib „wash out“ nie je známy, ale neprekračuje hranicu 7 dní

· monitorovanie KO (interval: mesiac), RQ-PCR (interval: 2-3 mesiace)

· opätovné zahájenie liečby sa zvažuje pri strate CCyR, je nevyhnutné pri strate CHR  
· v prvom trimestri využívame leukaferézu, v ďalších trimestroch i v kombinácii s IFN-(

	· tehotenstvo a novo diagnostikovaná CML

· u žien s novo diagnostikovanou CML v chronickej fáze s hodnotami leukocytov          ( 100x109/l a trombocytov ( 500x109/l je nutná prísna observácia KO bez nutnosti liečby
· v ostatných prípadoch sa v prvom trimestri odporúča leukaferéza, pri problematickej kontrole hladiny trombocytov tiež pridanie nízkomolekulového heparínu (LMWH)

· z farmakologických postupov sa odporúča výhradne podávanie IFN-( (2 mil. MU/m2),  molekula IFN-( neprechádza placentovou bariérou a je liekom voľby i v prípade zistenia tehotenstva u osoby užívajúcej imatinib

	· obdobie po pôrode
· opätovné zahájenie liečby imatinibom sa riadi výsledkami RQ-PCR: pri zachovaní MMR je povolené pokračovať v dojčení 
· nie sú dostupné relevantné údaje o prieniku IFN-( do materského mlieka, pri jeho aplikácii sa dojčenie neodporúča


   Súhrnne je možné konštatovať, že imatinib preukázal pozoruhodnú účinnosť v celom rade  klinických štúdii fázy III u chorých s BCR-ABL pozitívnou CML v chronickej fáze. V prípade  akcelerácie CML sa potvrdila 69% pravdepodobnosť dosiahnutia hematologickej odpovede, ktorá trvá dlhšie ako mesiac. Celkovo 39% osôb dosiahlo CHR a 24% veľkú cytogenetickú odpoveď. Pravdepodobnosť prežitia a prežitia bez progresie v prvom roku liečby bola 74% a 59%. Taktiež bola potvrdená lepšia účinnosť vyššieho dávkovania (600mg vs. 400 mg).120 Podstane odlišná situácia je v blastovej kríze; imatinib je dostatočne účinný iba u menšej časti chorých a účinok je krátkodobý (maximálne niekoľko mesiacov). Hematologická odpoveď je dosahovaná u 26% a veľká cytogenetická odpoveď asi u 11-14% pacientov. Je však pravdou, že s progresiou ochorenia dochádza nielen ku kumulácii prídavných cytogenetických abnormalít ale aj k zmenám v charaktere P-glykoproteínu a efluxných systémov bunky.121 
6.1.4 REZISTENCIA K IMATINIBU – ANALÝZA PRÍČIN

   Pri zohľadnení časového faktora je možné definovať dve základné kategórie rezistencie: pokiaľ nie je zaznamená odpoveď po iniciálnej liečbe, hovoríme o primárnej (extrinsic) rezistencii, o sekundárnej (intrinsic) rezistencii hovoríme v prípade keď momentu vzniku rezistencie predchádza hematologická  a cytogenetická odpoveď. Primárna rezistencia sa vyskytuje asi v 5% prípadov. Častejšie je zaznamenaná primárna cytogenetická rezistencia (asi 15% chorých v chronickej fáze CML), je definovaná ako nedosiahnutie  žiadnej CyR po 6 mesiacoch liečby alebo PCyR po 12 mesiacoch liečby alebo CCyR po 18 mesiacoch liečby. Po 42 mesačnom sledovaní pacientov v chronickej fáze CML došlo k rozvoju sekundárnej rezistencie u 16% pacientov. Podstatne rozdielne sú údaje v akcelerovanej fáze a blastovej kríze (73% a 95%).155 Rozvoj rezistencie k imatinibu je častejší u Ph pozitívnych ALL. Súvisí to s vyššou genetickou nestabilitou a tiež s agresivitou choroby.156 Rozdelenie rezistencie    na primárnu a sekundárnu je významné z didaktického pohľadu, pre pochopenie patofyziologic-kých mechanizmov je dôležitejšie rozlišovať BCR-ABL závislé (dependentné) a nezávislé (non-dependentné mechanizmy). BCR-ABL závislé mechanizmy zahŕňajú amplifikáciu BCR-ABL génu a bodové mutácie v úseku, ktorý kóduje BCR-ABL kinázovú doménu. BCR-ABL nezávislé mechanizmy sú spojené so zmenami extra- a intracelulárnej hladiny imatinibu a tiež s aktiváciou iných signálnych dráh.157 Súhrnné príčiny rezistencie sú zhrnuté v tabuľke 5.
Tabuľka 5. Príčiny vzniku rezistencie pri liečbe imatinibom.
	· leukemická bunka

· BCR-ABL závislé

· amplifikácie BCR-ABL génu

· mutácie BCR-ABL génu
· BCR-ABL nezávislé

· konštitutívna aktivácia iných signálnych molekúl (napr. SRC kinázy)

· mnohopočetná lieková rezistencia (MDR-1)

· zmeny efluxných a influxných bunkových púmp
· prídavné cytogenetické abnormality v Ph pozitívnom klone

	· extracelulárne

· α1-kyslý glykoproteín


  U pacientov v chronickej fáze CML je behom liečby nevyhnutné molekulové monitorovanie pomocou RQ-PCR. Umožňuje sledovať dynamiku zmien v hladinách fúzneho génu BCR/ABL a zároveň veľmi presne odhadnúť stratu MMR.158
6.1.4.1 AMPLIFIKÁCIA BCR-ABL GÉNU

   Príčinou rezistencie môže byť hyperexpresia BCR-ABL onkoproteínu v dôsledku BCR-ABL génovej amplifikácie. V protiklade k mutáciám, ktoré spôsobia úplnú rezistenciu, v prípade hyperexpresie BCR-ABL je možné teoreticky inhibovať zvýšenú koncentráciu proteínu zvýšením dávkovania imatinibu.159 Fenomén BCR-ABL amplifikácie nie je v  chronickej fáze CML až taký častý (na rozdiel od in vitro modelov), čo nebolo doposiaľ spoľahlivo vysvetlené. Uvádza sa však, že samotná BCR-ABL hyperexpresia je pre bunku toxická a preto selektívna.160
6.1.4.2 MUTÁCIE V KINÁZOVEJ DOMÉNE BCR-ABL

   Ide zrejme o najčastejší mechanizmus vzniku rezistencie vôbec. Mutácie sú odrazom genómovej nestability a reflektujú biologický vývoj ochorenia. Bodové mutácie totiž priamo zasahujú časti proteínovej domény, ktoré sú nevyhnutné pre väzbu imatinibu. Mutácie sa podľa niektorých autorov podieľajú až na 90% (podiel osciluje od 40-90%, v klinickej štúdii z Hammersmithu len 25%) doposiaľ zaznamenaných rezistencií.161 Mutácie často spôsobujú konformačné zmeny proteínu s alteráciou imatinibového či ATP väzbového miesta. Vznikajú tak bunky, ktoré sú rezistentné k účinkom imatinibu, ba čo viac, jeho prolongované podávanie môže vyvolať selekciu rezistentných klonov. Existuje pochopiteľne možnosť, že tieto mutácie sa vyskytujú u pacientov a priori bez selekčného tlaku imatinibu. Najznámejšou mutáciou u rezistentných pacientov je zámena treonínu za izoleucín v pozícii 315 (T315I). Vznik niektorých mutácií a cytogenetických zmien v Ph pozitívnom klone je spravidla spojený          s progresiou ochorenia.162 Úseky v rámci BCR-ABL proteínu je možné rozdeliť do 4 skupín. Oblasť p-sľučky (p-loop, first loop, aminokyseliny 248-256) predstavuje vysoko konzervatívny úsek so značným podielom aminokyseliny glycínu, viaže fosfátovú skupinu ATP. Mutácie v tomto úseku sú spojené s nepriaznivou prognózou, hoci príčina nie je známa. Zrejme ide o nepriamy mechanizmus porušenia väzby imatinibu a presun TK k aktívnej konformácii. Častou mutáciou v tomto úseku je E255K. Druhým úsekom je imatinibové väzbové miesto, kde sa vyskytuje práve mutácia T315I. Je spojená s rezistenciou k 2. generácii TKI.163 Katalytická doména (aminokyseliny 350-363) je tretím úsekom, v ktorom sa typicky vyskytujú špecifické druhy mutácii (napr. M315T spojená s poklesom kinázovej aktivity). Poslednou časťou je aktivačná sľučka (A-loop, aminokyseliny 381-407), úsek, ktorý prepája amino-         a karboxyterminálnu časť kinázovej domény. Obsahuje konzervatívne iniciálne miesto, kde sa vyskytuje aminokyselinový triplet označovaný ako DFG motív a terminálny APE motív. Schématické znázornenie ABL kinázy s pozíciou najvýznamnejšej mutácie T315I (tzv. „gatekeeper“) a polohou imatinibovej molekuly je na obrázku 7.

   Definitívnym potvrdením príčiny rezistencie k imatinibu je sekvenačná analýza s nálezom (kauzálnej, driving) mutácie v ABL kinázovej doméne. K mutáciám spôsobujúcim rezistenciu k imatinibu sa v súčasnosti zaraďuje predovšetkým T315I (posun ABL kinázy k aktívnej konformácii, je lokalizovaná v imatinibovom väzbovom mieste), Y253F, Y253H a E255V (oblasť p-sľučky) či F359V (katalytická doména). Mnohé bodové mutácie však nemajú pravdepodobne s rezistenciou príčinnú súvislosť.164 Pre určité zjednodušenie je vhodné rozdeliť mutácie do dvoch veľkých skupín: 1. tie, ktoré priamo interferujú s imatinibovým väzbovým miestom zmenou sterického usporiadania molekuly, 2. tie, ktoré menia trojdimenzionálnu štruktúru BCR-ABL a destabilizujú inaktívnu konformáciu.165 Dnes je popísaných viac než 70 bodových mutácii ale iba 7 z nich zodpovedá za väčšinu prejavov sekundárnej rezistencie. Sú nimi zmeny v nasledujúcich polohách aminokyselín: G250, Y253, E255, T315, M351, F359 a H396.157 S určitou mierou opatrnosti je možné (predovšetkým z pohľadu klinika) rozčleniť mutácie na biologicky neutrálne (passenger) mutácie, ktoré sú dôsledkom chybnej inkorporácie nukleotidu či poškodenia DNA a biologicky aktívne (regulatory) mutácie, ktoré udeľujú klonovú a rastovú preferenciu a sú zodpovedné               za progresiu choroby.166 Včasné odhalenie rezistencie k imatinibu je kľúčom k voľbe ďalšieho optimálneho postupu. Nezastupiteľná úloha patrí RQ-PCR – pri zvýšení hladiny BCR-ABL transkriptu o 2 log je vhodné pátrať po príčine rezistencie.
Obrázok 7. ABL kináza, miesta najčastejších zmien – schématický nákres.164
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Počítačová analýza účinkov troch bodových mutácii (Tyr315Ile, Phe317Leu,  Phe359Val)    na priame väzbové kontakty imatinibu (zelená schéma) a ABL kinázy. 
6.1.4.3 BCR-ABL NEZÁVISLÉ MECHANIZMY REZISTENCIE

   Imatinib účikuje iba v prípade, že dosiahne cieľový (intracelulárny) proteín. Je teda nutné, aby prestúpil cez bunkové membrány. Ukazuje sa, že v mnohých prípadoch sú práve transmembránové proteíny (súčasti membránových výmenníkov, púmp) príčinou vzniku rezistencie, hoci  zrejme nezohrávajú výlučnú úlohu. Expresia P-glykoproteínu kódovaného MDR-1 génom (multidrug resistance gene) je všeobecne spájaná so vznikom rezistencie      na najrôznejšie chemoterapeutiká.167, 168 P-glykoproteín funguje ako výrazne nešpecifický transportér solubilných častíc z bunky. MDR-1 gén je silne exprimovaný v blastických bunkách pacientov v pokročilých štádiách CML. Je zaujímavé, že v in vitro testoch dochádzalo k rastu transformovaných BCR-ABL bunkových línii (K562) s hyperexpre-siou MDR-1 génu v prostredí 1(M imatinibu (približne analogická koncentrácia ako pri podaní štandardnej dávky 400 mg imatinibu denne), no po pridaní inhibítora P-glykoproteínu (verapamilu) bol naštartovaný proces bunkovej smrti (pravdepodobne dôsledkom dosiahnutia dostatočnej intracelulárnej koncentrácie imatinibu).169 Napriek tomu zostáva úloha P-glykoproteínu pri vzniku rezistencie sporná. Iným diskutovaným farmakologickým mechanizmom je prítomnosť (1-kyslého glykoproteínu (AGP). Pri zvýšenej koncentrácii je schopný viazať veľké množstvo imatinibu a znižovať koncentráciu voľnej frakcie v plazme. Experimentálne sa ukázalo, že podanie erytromycínu (viazača AGP) dokáže prekonávať tento typ rezistencie.170 Objavujú sa neustále nové, potenciálne mechanizmy vzniku primárnej rezistencie predovšetkým v kategórii efluxných púmp. Ich zapojenie sa do farmakologických mechanizmov celulárnej eliminácie liečiva je nesmierne významné. Najlepšie je preštudovaná skupina už zmieňovaného P-glykoproteínu (ABCB1), ktorý je členom superrodiny tzv. ATP-binding cassette (ABC) transporters. Imatinib je substrátom   pre ABCB1.171 Taktiež proteíny zo skupiny ABCG2, ABCC3 a MVP sa budú pravdepodobne podieľať na efluxe imatinibu.172, 173 Hlavnou skupinou influxných proteínov je superrodina nosičov solútov (solute carrier, SLC superfamily).174, 175 U ľudí má SLC superrodina 12 členov, okrem iného tiež polyšpecifický organický katiónový transportér (OCTs). OCT proteíny prenášajú endo- a exogénne substráty, ktoré majú pri fyziologickej hladine pH formu katiónu. Imatinib je do buniek transportovaný práve pomocou OCT-1 influxného proteínu. Slúži však výhradne ako jednosmerná (influxná) pumpa.171 Niektoré CML bunkové línie a zriedkavo i klinické vzorky  od pacientov vykazujú nízku expresiu OCT-1 mRNA. Tento poznatok je významný pre ob-jasňovanie primárnej rezistencie k imatinibu.176 Zaujímavým mechanizmom, ako bunka uniká inhibičným molekulám, je aktivácia iných signálnych kaskád než sú tie, ktoré spúšťa BCR-ABL. Bunka sa tak môže stať nezávislou na pôvodnom leukemogénnom podnete. Vo vzor-kách získaných od pacientov rezistentných k imatinibu je často potvrdená aktivácia SRC kinázovej rodiny a LYN kinázy. Použitie SRC kinázových inhibítorov je spojené s navodením apoptózy v rezistentných bunkách.177 Aktivácia BCR-ABL nezávislých signálnych dráh môže byť indukovaná aj prídavnými cytogenetickými abnormalitami (komplexné cytogenetické zmeny), ktorých prítomnosť je spojená s horšou prognózou ochorenia.254
6.1.5 HLADINY IMATINIBU V PLAZME
   Jedným zo sledovaných parametrov v štúdii IRIS bola i plazmová koncentrácia imatinibu. Hladiny imatinibu boli stanovené po 29 dňoch od iniciácie (dosiahnutie rovnovážnej koncentrácie, steady state) a neskôr v závislosti na dosiahnutej odpovedi. Cieľová hladina bola definovaná hodnotou 1000 ng/ml. Dosiahnutie CCyR po 12 mesiacoch liečby bolo signifikantne nižšie u tých, ktorí nedosiahli cieľovú hladinu.178 Existujú ale práce, ktoré nepotvrdili koreláciu medzi plazmovou hladinou a úrovňou cytogenetickej odpovede.179, 180 Nie je preto jednoznačné, či suboptimálne hladiny imatinibu v plazme sú indikátorom zmeny dávkovania. Najnovšie výsledky francúzskych autorov však potvrdzujú zmysluplnosť dosahovania hladiny imatinibu na úroveň 1000 ng/ml, čo umožňuje zlepšiť klinický výsledok liečby CML.181 Na druhej strane je monitorovanie hladín imatinibu v plazme nástrojom, ako vieme odhadnúť spoluprácu (compliance) pacienta a redukovať dávku v prípade zvýšených koncentrácii, pri ktorých narastá výskyt nežiaducich účinkov.182
6.2 VYŠSIE GENERÁCIE INHIBÍTOROV TYROZÍNOVÝCH KINÁZ

   Druhá generácia inhibítorov tyrozínových kináz bola vyvinutá pre pacientov s CML alebo Ph pozitívnou ALL, ktorí imatinib netolerovali alebo naň boli rezistentní. Ide o potentnejšie molekuly, ktoré sa viažu nielen k inaktívnej konformácii BCR-ABL, ale tiež účinkujú pri mno-hých mutáciách a napokon niektoré dokážu zablokovať aj BCR-ABL nezávislé, no aktivované signálne dráhy. Konvenčne patrí do 2. generácie TKI nilotinib a dasatinib. Vyššie generácie TKI sú zamerané na mutáciu T315I a jej prekonanie (tzv. mutation overdriving).

6.2.1 DASATINIB

   Dasatinib (BMS 354825, Sprycel®)  patrí do tzv. 2. generácie inhibítorov BCR-ABL tyrozínovej kinázy vyvinutých firmou Bristol-Myers Squibb (Princeton, USA). Chemicky je definovaný ako N-(2-chlóro-6-metylfenyl)2-[[-6-[4-2(hydroxyetyl)-1-piperazinyl-2-metyl-4pirimi-dinyl]amino]-5-tiazolkarboxamid, zjednodušene tiazolkarboxamidový derivát. Ide o duálny inhibítor BCR-ABL a súčasne i SRC  kinázovej rodiny (LCK, FYN, HCK). SRC aktivácia zohráva  zrejme významnú úlohu v rozvoji viacerých neoplázii, dochádza totiž k modulácii signálneho prenosu prostredníctvom viacerých onkogénnych dráh zahŕňajúcich (PDGFR       a VEGFR). Shah a kol. ukázali, že dasatinib má asi 300 násobne vyššiu aktivitu v inhibícii BCR-ABL kinázy ako imatinib a je účinný pri väčšine známych mutácii s výnimkou T315I – asi 90% klinicky relevantných mutácii.183, 184 Dasatinib je aj inhibítorom tzv. SFK kináz, ktoré sú aktivované u veľkého množstva neoplázii – dasatinib zastavuje bunkovú adhéziu a migráciu karcinómu prostaty (zrejme inhibícia kaskády SFK/FAK/p130).185 Z kryštalografických štúdii vyplýva, že dasatinib sa viaže do ATP väzbového miesta podobne ako imatinib. Na rozdiel   od imatinibu a nilotinibu môže vytvárať komplex aj s aktívnou konformáciou ABL.186 Štúdie fázy ІI u 1158 pacientov v chronickej fáze CML s rezistenciou alebo intoleranciou k imatinibu (START-C a R) ukázali, že pri dávkovaní 15-180 mg dasatinibu denne je možné veľmi rýchlo dosiahnuť CCyR.187  Štúdia START-R tiež potvrdila, že dasatinib je pri rezistencii k vyššej dávke imatinibu účinnejší ako jeho ďalšia eskalácia. Nasledujúce štúdie fázy lll CA180-034 preukázali, že dasatinib v dávke 100 mg denne si zachováva svoju klinickú účinnosť pri re-dukcii nežiaducich účinkov.188 Medián doby do dosiahnutia CCyR bol 13 týždňov, po 24 mesicoch dosiahlo CCyR 50% pacientov a udržalo si ju 89% pacientov. Po 2 rokoch liečby prežívalo 91% pacientov, 12% muselo ukončiť liečbu pre toxicitu.189 Všeobecne je dasatinib dobre tolerovaný a výskyt závažných nežiaducich účinkov 3. a 4. stupňa (s výnimkou hematologických) je nízky. Myelotoxicita je najzávažnejšia u chorých s pokročilou CML či akútnou leukémiou.  Myelosupresia 3. až 4. stupňa postihla až 90% pacientov s akútnou leukémiou a blastovou krízou CML a 60-70% pacientov v akcelerovanej fáze CML. Nehematologická toxicita zahŕňa predovšetkým retenciu tekutín (spoločný znak inhibítorov tyrozínových kináz), hnačku a nevoľnosť. Závažné sú účinky na myokard – predovšetkým predĺženie QTc intervalu a plurálne efúzie.190 Väčšina nežiaducich účinkov je zvládnuteľná redukciou dávky a liečbou symptómov. Liekové interakcie, podávanie dasatinibu deťom, tehotným a dojčiacim matkám nebolo doposiaľ preskúmané. Po perorálnom podaní sa rýchle vstrebáva a maximálnu plazmovú koncentráciu dosahuje do 1-3 hodín od aplikácie, pričom tento proces je významne ovplyvnený príjmom potravy a žalúdočným pH. Významná je väzba dasatinibu na proteíny plazmy (až 90%). Biotransformácia prebieha v pečeni – cytochrómovým systémom P-450 a tiež pomocou flavínovej monooxygenázy 3 (FMO-3) a uridínbisfosfát-glukuronozyltransferázy (UGT), polčas eliminácie je 1-5 hodín.191 Dasatinib inhibuje BCR-ABL pri nižších koncentráciách ako imatinib a má potenciál prekonávať niektoré formy imatinibovej rezistencie a to aj vďaka účinku na alternatívne bunkové ciele. 
6.2.2 NILOTINIB
   Nilotinib (AMN 107, Tasigna®) patrí tiež do tzv. 2. generácie inhibítorov BCR-ABL tyrozínových kináz vyvinutých firmou Novartis Pharmaceuticals (Bazilej, Švajčiarsko). Chemicky je definovaný ako 4-metyl-N-[3-(4-metylimidazol-1-yl)-5-(trifluorometyl) fenyl]-3-[(4-pyridín-3-ylpyrimidín-2-yl)amino] benzamid, zjednodušene aminopyrimidínový derivát štrukturálne podobný imatinibu.192 Tak ako imatinib aj nilotinib sa viaže k ABL kinázovej doméne v inaktívnej konformácii, ale asi 25-krát pevnejšie. Je účinný pri väčšine mutácii ABL kinázovej domény (okrem T315I), neinhibuje však rodinu SRC kináz, FLT3 a VEGFR.193        Pri koncentrácii nilotinibu nedosahujúcej 100nM nebola pozorovaná výrazná inhibícia myeloidného progenitora v in vitro modeli, čo poukazuje na všeobecne nízku toxicitu. Nilotinib je tiež inhibítorom PDGFR-α/β a C-KIT.  Výsledky multicentrickej medzinárodnej štúdie fázi ΙΙ skúmali  účinky nilotinibu u pacientov (n=321) v chronickej fáze CML s rezistenciou alebo intoleranciou k imatinibu. Nilotinib bol podávaný v dávke 2x400 mg denne. V mediáne 1 mesiaca dosiahlo CCyR 42% pacientov. Po 18 mesiacoch aplikácie prežívalo 91% chorých.194 Vzhľadom k podobnosti štruktúry imatinibu a nilotinibu bola vykonaná štúdia u 122 pacientov v chronickej a akcelerovanej fáze CML. Skrížená intolerancia bola potvrdená iba v prípade trombocytopénie.195 K najčastejším nežiaducim účinkom patrí myelosupresia 3. či 4. stupňa  (anémia, neutropénia, trombocytopénia). Ostatné nežiaduce účinky boli zriedkavé (nauzea, cefalea, pruritus). Z biochemických abnormalít sa vyskytli: elevácia lipázy, hypofosfatémia, hyperglykémia, hyperbilirubinémia.196 Štúdie ll fázy boli realizované tiež           u chorých v akcelerovanej fáze CML (n=64). Pacienti boli predliečení imatinibom, medián liečby bol 28 mesiacov. Dávkovanie nilotinibu sa pohybovalo od 2x400 mg až 2x600mg denne. 23% osôb dosiahlo kompletnú hematologickú remisiu, 22% CCyR, 1 rok prežívalo 69% chorých. Z nežiaducich účinkov bola výrazná myelosupresia (febrilné neutropénie, trombocytopénia s krvácaním do GIT a CNS). Myelosupresia vyžadovala i prerušenie liečby  a podanie rastových faktorov.197 Dávka limitujúca toxicitu nebola doposiaľ stanovená. Aplikácia 1x denne znižuje účinnost a zvyšuje toxicitu liečby. Molekulové mechanizmy vzniku rezistencie sú neznáme. Zrejme majú spoločne korene ako pri liečbe imatinibom. Nilotinib má in vitro aj in vivo vyšší inhibičný potenciál ako imatinib. Je účinný pri veľkom  množstve bodových mutácii s výnimkou (Y253H, E255V, T315I). Súčasné štúdie s dasatinibom i nilotinibom sú zamerané najmä na presun liečiv do 1. línie terapie CML. 
6.2.3 BOSUTINIB

   Bosutinib (SKI-606) patrí tiež do 2. generácie inhibítorov tyrozínových kináz vyvinutých firmou Wyeth Pharamceuticals (Madison, USA). Chemicky je štruktúra bosutinibu odvodená od chinolónového základu. Je to duálny BCR-ABL a SRC kinázový inhibítor. Má širšie klinické aplikácie, podobne ako dasatinib sa testuje i v liečbe solídnych nádorov. Bosutinib nie je účinný pri mutácii T515I. V súčasnosti prebiehajú štúdie fázy II s cieľom overiť jeho bezpečnosť a účinnosť u imatinib rezistentných či intolerantných pacientov s CML. Liečebná dávka bosutunibu je 600 mg denne. Štúdia, ktorá prebieha v USA, zahŕňa (n=98) pacientov s mediánom trvania liečby 5 mesiacov. Z 23 rezistentných pcientov k imatinibu (n=17), 74% dosiahlo CHR. Je zaujímavé, že z liečby bosutinibom profitovali aj pacienti, ktorí boli rezistentní na „klasickú“ 2. generáciu. K najzávážnejším nežiaducim účinkom liečby patrí nauzea, vomitus a hnačky, ktoré spontánne ustupujú do 3-4 týždňov. Retencia tekutín a pleurálne efúzie boli v kategórii nízkeho stupňa toxicity. Anémia a trombocytopénia sú v porovnaní s dasatinibom zriedkavejšie. Je to zrejme dôsledok vyššej inhibičnej špecificity s vynechaním PDGFR a C-KIT).198, 199 Preparát je dostupný iba v rámci klinických štúdii. 

6.2.4 ĎALŠIE MOLEKULY

   V súčasnosti je intenzívne študované veľké množstvo molekúl, ktoré by mohli vykazovať inhibičnú aktivitu k BCR-ABL kináze, ba čo viac, niektoré sú účinné i pri mutácii T315I. ON 012380, inhibítor substrátového väzbového miesta, bol navrhnutý firmou Onconova Therapeutics (Princeston, USA). Cieľom tohto inhibítora je zablokovanie substrátového väzbového miesta vo výraznejšej miere ako ATP väzbového miesta. Vzhľadom k inému typu inhibície je zrejmé, že táto molekula dokáže in vitro inhibovať podstatné širšie spektrum mutácii v porovnaní s imatinibom. In vitro testy ukazujú, že ON012380 dokáže inhibovať nielen divoký typ (wild type) BCR-ABL ale aj mutácie zahŕňajúce problémovú T315I pri IC50 menej ako 10nM. Súčasťou inhibície je aj rodina SRC kináz.200 ON012380 účinkuje synergicky s imatinibom. Dávky presahujúce 300mg/kg neboli spojené s toxickými prejavmi    u myší, čo poukazuje na pravdepodobne dobrý bezpečnostný profil. Hoci táto malá molekula nie je zatiaľ v klinickom testovaní, ukazuje sa, že by mohla byť užitočným nástrojom v prekonávaní rezistencie k imatinibu a súčasne induktorom apoptózy. 
   VX-680 (MK-0457) bol navrhnutý firmou Vertex Pharmaceuticals  (Cambridge, Veľká Británia). Inhibuje tzv. Aurora a JAK2 kinázu, ktoré majú významnú úlohu pri mitotickom delení chromozómov a cytokinéze. Výsledkom je zablokovanie proliferácie a aktivácia apoptózy. VX-680 inhibuje aktivitu viacerých imatinibových rezistentných mutantných foriem ABL, predovšetkým T315I (in vitro inhibícia aktivity T315I mutovanej TK vo vzorkách odvodených od pacientov). ABL kinázová doména viažuca sa k VX-680 nie je fosforylovaná (v oblasti aktivačnej sľučky) a napriek tomu je v aktívnej konformácii – to doposiaľ nebolo popísané pri väzbe imatinibu v kryštalografických analýzach. Významným konformačným efektom VX-680 je preklenutie „priehlbne“ v ABL,  ktorá  je dôsledkom T315I mutácie v oblasti nazývanej „gatekeeper position“, obrázok 8. Žiaľ,  VX-680 je výrazne myelotoxický, čo úplne limituje jeho využitie v klinickej praxi. 201  
   Ďalšou z noviniek je molekula s názvom INNO-406 (CNS-9), ktorá inhibuje niekoľko kináz: ABL, LYN, ARG a FYN. Má asi 25-krát vyššiu účinnosť ako imatinib. Nie je však schopná blokovať kinázu s mutáciiou T315I. INNO-406 je substrátom P-glykoproteínu a znižuje tak  jeho koncentráciu predovšetkým v CNS asi na desatinu plazmovej koncentrácie. I tak je táto molekula v myšom modeli efektívny nástrojom liečby neuroleukémii.202 

Obrázok 8. Porovnanie interakcií imatinibu a VX-680 s ABL kinázou. 201
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6.2.5 VZNIK REZISTENCIE K 2. GENERÁCII TKI
   Vznik mutácii sa môže na prvý pohľad javiť ako čisto stochastický proces, existujú však už určité (empirické) poznatky o tom, že niektoré mutácie majú vzťah k určitej používanej molekule. T315I sa rozhodne javí ako solitér medzi inými mutáciami, ktorý sa generuje náhodne. Spektrum mutácii pri použití 2. generácie TKI (dasatinib, nilotinib) je limitovanejšie v porovnaní s imatinibom. Nilotinib generuje predovšetkým klony obsahujúce rezistentné mutácie v úseku p-sľučky203, dasatinib skôr vedie k tvorbe mutácii v kontaktných úsekoch (presnejšie v reziduách týchto úsekov) – napr. L248, F317. Niektoré dasatinib rezistentné mutácie (V299L, F317L) si zachovávajú citlivosť k imatinibu a nilotinibu.197 Niekedy dochádza k situácii, že najmä pri sekvenčnej liečbe sa postupne generujú mutácie a dochádza ku ko-existencii viacerých mutácii v jednom klone. V prípade, že sa vyselektuje napr. dasatinib rezistentná, imatinib senzitívna zložená mutácia, je vhodné a logické vrátiť sa k imatinibu. Spomenuté fenomény naznačujú opodstatnenosť kombinovanej terapie.204 Z klinickej praxe je dôležité uviesť, že i u in vitro rezistentných mutácii môže byť dosiahnutá hematologická či cytogenetická liečebná odpoveď. In vitro výsledky je teda nutné brať, snáď s výnimkou mutácie T315I, s určitou rezervou.
6.3 ALOGÉNNA TRANSPLANTÁCIA KRVOTVORNÝCH BUNIEK 

      Alogénna transplantácia krvotvorných buniek (ATKB) je doposiaľ považovaná za jedinú metódu, ktorá dokáže CML vyliečiť. O jej výsledku rozhoduje celý rad faktorov. Gratwohl        a spoluautori zabudovali najdôležitejšie z nich do skórovacieho systému umožňujúceho odhad prežitia chorého s CML po ATKB (tzv. EBMT skóre rizika).32 Pri dlhodobom sledovaní chorých po ATKB v chronickej fáze CML s využitím HLA identických súrodencov je pravdepodobnosť prežitia po 15 rokoch odhadovaná na 53%, pričom pri dlhodobom sledovaní, predovšetkým u pacientov transplantovaných v režime RIC (reduced intensity conditioning), nie je dosiahnuté plateau. Jedným z dôvodov sú relapsy CML (tzv. neskoré relapsy) i po 10 rokoch od ATKB. ATKB nie je pre pacientov v chronickej fáze CML v ére imatinibu liečebnou modalitou 1. voľby.205 Nemyeloablatívne ATKB by mali byť podľa NCCN odporučení realizované výhradne v rámci klinických štúdii.124 Podmienkou pre vykonanie ATKB je dostupnosť vhodného darcu a pravdepodobnosť, že možné závažné komplikácie neprevyšujú riziko mortality z CML . 206 Tí, ktorí uvedené kritériá nespĺňajú, by mali byť zaradení do experimentálnych protokolov s novými liekmi. Podľa dostupných informácii podanie imatinibu pred ATKB nezhoršuje potransplanačný výsledok. Toto konštatovanie je zahrnuté i v odporučení expertov panelu ELN a vychádza z podkladov porovnávania pravdepodobnosti prežitia pacientov liečených imatinibom v rámci štúdie IRIS a chorých      po alogénnej transplantácii v rokoch 2000-2005 z registra CIBMTR.207     

6.4 IMUNOTERAPIA A CML

   Imunitný systém a jeho poruchy zohrávajú dôležitú úlohu pri vzniku a progresii CML. Súčasné liečebné postupy síce umožňujú navodiť remisiu CML, trvalá remisia a úplná eliminácia leukemických (kmeňových) buniek je však pravdepodobne závislá na aktivácii imunitného systému. Do týchto procesov sú zapojené tak zložky nešpecifickej imunity (monocyty/makrofágy, dendritické bunky a NK bunky) ako i komponenty špecifickej (adoptívnej) imunity (B- a T-lymfocyty). Imunoterapia je v liečbe hematologických malignít využívaná stále iba okrajovo, hoci v poslednom desaťročí dochádza i v tejto oblasti k viditeľnému rozmachu. V zásade môžeme povedať, že aplikácia IFN-α patrí k historic-ky prvým krokom jej využitia. V užšom slova zmysle chápeme imunoterapiu ako intervenciu do imunitného systému, ktorá ho modifikuje. Rozdelenie aplikácii imunoterapie je v zásade  na aktívnu (navodenie imunitnej odpovede sprostredkovanej vlastným imunitným systémom) a pasívnu (efektory imunitnej odpovede sú protilátky alebo bunky iného jedinca). 
6.4.1 CML A PORUCHY FUNKCIE IMUNITNÉHO SYSTÉMU 

   Fúzny gén BCR-ABL a chimérický onkoproteín alterujú nielen signálne kaskády v samotnom leukemickom klone ale ovplyvňujú aj imunitný systém. Dendritické bunky (DC) sú antigén prezentujúce bunky (APC), ktoré sú odvodené z prekurzorov kostnej drene a pred-stavujú určité preklenutie medzi nešpecifickou a špecifickou imunitou. V zásade môžeme     na základe pôvodu, funkcie a povrchových markerov identifikovať dve populácie DC: myeloidné a plazmocytoidné. Pacienti s CML majú vačšinu myeloidných DC (75-100%) BCR-ABL pozitívnych. To je dôležitý prvok navodenia stavu anergie (imunitnej tolerancie) – T-lymfocyty teda nie sú špecificky aktivované DC.208 Z pohľadu špecifickej imunity je dôležitá predovšetkým populácia Th1-lymfocytov a ich polarizácia k Th2 populácii, ktorá skôr navodzuje stav imunitnej tolerancie.209 V poslednom období je vyzdvihovaný význam regulačnej populácie T-lymfocytov (Tregs), ktorá je charakterizovaná expresiou znakov CD4+ CD25+ FoxP3+ (inracelulárny transkripčný faktor) a súčasne neprítomnosťou znaku CD127. Tregs produkujú imunosupresívne cytokíny IL-10, transformujúci rastový faktor beta (TGF-β) a tlmia účinok pomocných a cytotoxických T-lymfocytov (podrobnejšie kapitola 6.4.1.1).210 Pacienti s novo diagnostikovanou CML v chronickej fáze vykazujú zníženie absolutného počtu lymfocytov a poruchy funkcie Th1-, Tc- a NK-buniek bez výraznejšej alterácie funkcie Tregs.211 
6.4.1.1  T-REGULAČNÉ LYMFOCYTY
   V poslednom období sa ukazuje, že kľúčový mechanizmus v anti-CML imunitných dejoch pravdepodobne zohrávajú T-regulačné lymfocyty. Tregs sú súčasťou imunitného systému, ich úloha spočíva predovšetkým v modulácii (supresii) imunitnej odpovede ostatných buniek. Je to tzv. autokontrolná funkcia (self-check), ktorej cieľom je zabrániť vzniku nežiaducich autoimunitných fenoménov. Na druhej strane dôsledkom tejto funkcie je tolerancia nádorových buniek (antigénov). Sakaguchi poukázal na význam detskej žľazy, ktorá zohráva zásadnú úlohu v produkcii Tregs. Neonatálna tymektómia u myší tretí deň po narodení spôsobuje rozvoj autoimunity.212 Tregs možeme rozdeliť do 2 skupín podľa ich pôvodu           a supresorovej aktivity.213 Tzv. „natural Tregs” majú svoj základ odvodený z detskej žľazy           a musia vytvoriť väzbu s T-bunkovým receptorom (TCR) a antigénmi exprimovanými v stróme žľazy. Tieto bunky sú zvyčajne zacielené na supresiu ostatných T-bunkových subpopulácii. Tregs obsahujú na svojom povrchu CD25 antigén, cytotoxický T-lymfocytový antigén 4 (CTLA4) a glukokortikoidmi-indukovaný TNF receptor (GITR).214 Ďalším charakteristickým znakom je vysoká expresia transkripčného faktora FoxP3 (forkhead box p3). Ten je v skutočnosti najpresnejším ukazovateľom regulačnej populácie. Druhou skupinou sú tzv. indukované   Tregs , ktoré vznikajú  po stretnutí so špecifickým antigénom. K ich tvorbe je nevyhnutná prítomnosť IL-10 či TGF-β.215 Všetky tieto odlišné populácie Tregs koexistujú navzájom. 216, 217 Podrobný popis imunoregulačnej siete je na obrázku 9. 

6.4.2 VPLYV LIEČEBNÝCH MODALÍT NA IMUNITNÝ SYSTÉM

   V zásade všetky postupy, ktoré sa využívajú v liečbe CML, nesú so sebou potenciál zásahu do imunitného systému. Najvýraznejšie je to vidieť v prípade ATKB a podávania IFN-α. Imatinib a TKI vyšších generácii majú tiež imunomodulačný potenciál, ktorý môže podľa recentných údajov ovplyvniť i leukemicku kmeňovú bunku. 

6.4.2.1 ATKB, INFÚZIA DARCOVSKÝCH LYMFOCYTOV
   Definitívne vyliečenie CML je zatiaľ možné iba pomocou ATKB. Ďalšie dôležité poznatky     o účinkoch darcovských buniek vychádzajú z liečby potransplantačného relapsu CML infúziou darcovských lymfocytov (DLI). CCyR zvyčajne nastáva do 1-4 mesiacov, asi 80% z osôb v CCyR zaznamená tiež CMR.218 Žiaľ, asi u 50% pacientov sa po aplikácii DLI objavuje nežiaduci efekt štepu proti hostiteľovi (GvHD), ktorý je ale v prevažnej väčšine prípadov spojený s efektom štepu proti leukémii (GvL). V súčasnosti je intenzívna snaha oddeliť nežiaduci efekt aloreaktívnych klonov od GvL-špecifických T-lymfocytov.219
Obrázok  9. Imunoregulačná sieť.
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Vysvetlivky: APC – antigén prezentujúca bunka, DC – dendritická bunka, IDO – indolamín 2,3-dioxygenáza. Nádorový antigén ovplyvňuje naivné Tregs a spôsobuje ich vyplavenie z detskej žľazy do periférie. Povrchové, chemokínové receptory na Tregs (CCR7, CCR 4) slúžia ako ligandy nádorových antigénov. Stimulácia prostredníctvom APC vedie Tregs k produkcii IFN-γ.  Táto molekula sa viaže na svoj receptor a spúšťa apoptózu (naivné T-lymfocyty a Th2-lymfocyty nesú na svojom povrchu receptor IFN-γR1 a IFN-γR2; zaujímavé je, že Th1-lymfocyty nesú iba IFN-γR1, získavajú len parciálny signál a nepodliehajú apoptóze). V DC je produkovaná IDO a inducibilná NO syntetáza (iNOS). Efektorové T-lymfocyty majú ďalší apoptogénny signál, ktorým je prostredie chudobné na tryptofán (IDO-indukované). Taktiež NKT-bunky sú suprimované a v konečnom dôsledku je navodená toleranci nádorových buniek. (voľne podľa: La Cava A et al. Trends in Immunology 2006). 
6.4.2.2 INTERFERÓN ALFA

      Interferóny sú cytokíny, ktoré regulujú (interferujú) množenie vírusov v bunkách a majú      i ďalšie imunomodulačné vplyvy. IFN-( je produkovaný v lymfocytoch (najmä B-typu)              a v makrofágoch. Presný mechanizmus účinku nie je známy, ale predpokladá sa že: 1. inhibuje množenie vírusov, 2. zastavuje proliferáciu buniek v G0-fáze, 3. zvyšuje expresiu HLA antigénov na povrchu lymfocytov a makrofágov a zvyšujú ich tumoricídne pôsobenie, 4. znižuje expresiu c-myc a iných onkogénov, 5. inhibuje rast CD34+ progenitorov v kostnej dreni a redukuje počet leukocytov v periférnej krvi.220 Významným efektom IFN-α je supresia Th2 (IL-4) a Tregs (IL-10) cytokínovej odpovede, ktorá negatívne ovplyvňuje protinádorový efekt Th1- a Tc-lymfocytov.209 V prípade dosiahnutia CHR bol tiež potvrdený priaznivý efekt na cytotoxický potenciál NK- a Tc-buniek.221 IFN-( je v liečbe CML využívaný viac ako 20 rokov.  Okrem skutočnosti, že doposiaľ nebola odhalená podstata jeho účinku na leukemickú bunku, nie je ani konsenzus v náhľade na jeho dávkovanie. Porovnávala sa skupina chorých liečených dávkou (5 MU/m2 denne) a (3 MU/m2 5 dní v týždni) a jej vplyv na cytogenetickú odpoveď. Ukázalo sa, že výsledok je viac zavislý na individuálnej citlivosti k IFN-( než         na dávkovacej schéme.222 Pre praktické aplikácie je dôležité, že signifikantná cytogenetická odpoveď je dosiahnutá asi u tretiny chorých, asi tretina osôb progreduje alebo má hematologicky rezistentnú chorobu. Cytogenetická progresia a rezistencia vedú k prerušeniu terapie asi u štvrtiny pacientov. Závažné sú i nežiaduce účinky. Patrí sem predovšetkým horúčka a flu-like syndróm, ktorý je pri zahájení liečby takmer pravidlom. Zriedkavejšia je gastrointestinálna intolerancia, autoimunitné fenomény (hemolýza, trombocytopénia, systémové choroby), kožné prejavy (vitiligo, porphyria cutanea tarda), poškodenie obličiek (glomerulonefritídy) a kardiovaskulárne poškodenia. Nezriedkavé sú i neuropsychiatrické fenomény. Je však dôležité podotknúť, že malá časť pacientov (asi 5%) dosahuje                 pri sekvenčnej liečbe imatinibom (po IFN-α) CMR s možnosťou ukončenia liečby alebo stabilnú minimálnu hladinu BCR-ABL transkriptu. Tento fenomén nie je doposiaľ uspokojivo vysvetlený. I na základe týchto poznatkov sú konštruované kombinačné protokoly s imatinibom a interferónom.223, 224 Hypotetický model účinku IFN-α je na obrázku 10.

6.4.2.3 IMUNOMODULAČNÉ ÚČINKY TKI
   Množstvo súčasných in vitro štúdii potvrdzuje inhibičný účinok TKI na imunitnú   odpoveď.225-230 Imatinib i dasatinib reverzibilne inhibujú proliferáciu T-lymfocytov, účinky dasatinibu sú však výraznejšie. Tento jav pravdepodobne súvisí s inhibíciou SRC kináz, ktoré zohrávajú významnú úlohu v aktivácii a proliferácii T- a B-lymfocytov. Dasatinib taktiež tlmí funkciu NK-buniek.231 V kontraste s in vitro štúdiami bolo potvrdené, že dasatinib indukuje imunostimuláciu prostredníctvom zjavnej expanzie T- a NK-buniek u časti pacientov; tento fenomén je spojený s výbornou liečebnou odpoveďou a nežiaducimi účinkami, ktoré majú charakter autoimunitných procesov.232 V niekoľkých kazuistikách pacientov liečených  dasatinibom bola popísaná aktivácia oportúnnych infekcií (EBV, Pneumocystis jirovecii).233
Obrázok 10. Hypotetický model účinku IFN-α v leukemickej bunke.
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6.4.3 PRAKTICKÉ APLIKÁCIE NÁDOROVEJ IMUNOLÓGIE 
   Liečba pomocou TKI je zatiaľ považovaná za celoživotnú (i s rizikami chronického podávania), pretože po jej ukončení boli pozorované časté molekulové relapsy. Sú referované skupiny pacientov, ktoré však v prípade MMR či CMR po vysadení imatinibu udržia remisiu choroby.224 Mechanizmus spomínaného fenoménu je zatiaľ neznámy, jednou z možností je spojenie s anti-CML imunitou, ktorá je indukovaná predchádzajúcou liečbou IFN-α. Je tiež pravdepodobné, že i imatinib vykazuje imunomodulačné účinky, ktoré sa spolupodieľajú      na dlhotrvajúcej remisii. Ukazuje sa tiež, že podávanie IFN-α reštauruje imunitnú odpoveď BCR-ABL špecifických T-lymfocytov a ich schopnosť produkovať Th1 modulačné cytokíny, ktoré navodia cytotoxickú aktivitu v mikroprostredí.211 Vzhľadom k silnému protinádorovému efektu DLI u CML pacientov je možné usudzovať, že darcovské lymfocyty rozoznávajú na povrchu buniek špecifické leukemické antigény (LAA, leukemia associated antigens). I vlastný organizmus (autológne lymfocyty) je schopný rozoznávať LAA aktiváciou cytototoxických T-lymfocytov. Tento poznatok je základom pre vakcináciu pomocou LAA, spravidla pridaním vhodného adjuvans (GM-CSF, pan-DR epitopy – PADRE, Freundovo inkompletné adjuvans), ktoré podporí prezentáciu antigénu. Základom vakcinácie pomocou LAA je ich výhradná prítomnosť na leukemických bunkách a absencia na nenádorových somatických bunkách. V súčasnosti bolo identifikovaných niekoľko potenciálnych LAA na povrchu leukemických buniek a od nich odvodených imunogénnych peptidov. BCR-ABL a imunogénne peptidy, ktoré sú z neho odvodené, sa dostali klinických štúdii fázy ll v kombinácii s IFN-(                   a imatinibom.234 Bocchia  a spolupracovnící liečili 16 pacientov s CML   (s b3a2 transkriptom BCR-ABL), ktorí doasiahli pomocou IFN-α či imatinibu stabilnú hladinu reziduálnej chroby. Podali im šesť cyklov vakcinácie pomocou peptidovej vakcíny odvodenej od sekvencie p210 (BCR-ABL b3a2) a molgramostímu (štúdia CMLVAX100) Pridanie vakcíny do konvenčnej liečby umožnilo redukciu reziduálnej choroby a zvýšilo počet osôb, ktoré dosiahli molekulovú odpoveď.235 Ďalšou vakcinačnou štúdiou bol projekt EPIC, v ktorom dostávali pacienti s CML v chronickej fáze 6 vakcinačných cyklov obsahujúcich peptid e14a2 (pokrýva oblasť BCR-ABL junkcie) spolu s PADRE epitopom pre posilnenie funkcie CD4+ Th-lymfocytov. 14 z 19 pacientov rozvinulo špecifickú imunitnú odpoveď, ktorá korelovala s poklesom BCR-ABL transkriptu.236 Z ďalších významných LAA je dôležité spomenúť proteinázu 3 (serínová elastáza so zvýšeným výskytom v leukemických bunkách CML i AML). Od nej je odvodený HLA-A2 špecifický peptid označovaný ako PR1. Bolo demonštrované, že CML špecifický antigén PR1 u pacientov liečených IFN-α a zároveň nastupujúcich do CCyR indukoval tvorbu vysokoafinitných CD8+ lymfocytov so silnou cytotoxickou aktivitou in vitro.237 Pre úplnosť je nevyhnutné uviesť i vakcíny odvodené od WT1 peptidu238. Pochopiteľne, v súčasnosti vstupujú na pole vakcinačných štúdii ďalšie LAA, výrazná dynamika je pozorovaná predovšetkým v oblasti solídnych nádorov. Hoci sú výsledky štúdii s použitím vakcín povzbudzujúce, zatiaľ ich nie je možné zaradiť do štandardných liečebných postupov. Ich úloha v liečbe CML bude predovšetkým v eradikácii MRD. 
6.5 EXPERIMENTÁLNA LIEČBA CML
   Podľa úrovne, na ktorej nové (experimentálne) liečivá pôsobia, môžeme rozoznávať dve miesta potenciálneho  zásahu: 1. úroveň genómu a mRNA a 2. úroveň proteínov. Stručný prehľad experimentálnych postupov ukazuje tabuľka 6.
Tabuľka 6. Prehľad experimentálnej liečby CML.
	· úroveň genómu a mRNA (BCR-ABL expresia)

· antisense oligonukleotidy

· RNA ineterferencia
· Ribozýmy

	· úroveň proteínov
· zacielenie na BCR-ABL závislé signálne dráhy

· RAS signálna dráha (inhibítory farnezylovej transferázy, MAP kinázové inhibítory)

· PI3K signálna dráha (inhibítory PI3K, inhibítory PDK1, inhibítory mTOR)

· alterácia stabilizačných proteínov BCR-ABL (chaperónov)

· nezaradené molekuly 


   Anti-sense oligonukleotidy kódujú krátke DNA sekvencie s 16-24 bázami, ktoré sú komplementárne k mRNA transkribovanej z cieľového génu. Využitie anti-sense oligonukleotidov patrí k metódam génovej terapie. Vytvorenie formácie mRNA/oligonukleotid blokuje naviazanie ribozómov a nasledujúcu transláciu, urýchľuje degradáciu príslušnej mRNA pomocou RNázy-H. Stručne povedané výsledkom anti-sense terapie je zníženie tvorby proteínov z cieľovej mRNA. Chemické modifikácie oligonukleotidov (napr. zámeny v sacharidovej zložke) zvyšujú anti-sense účinok. Navyše naviazanie oligonukleotidov na plazmové bielkoviny predlžuje ich polčas rozpadu a zlepšuje tak farmakokinetiku molekuly.239 Hoci teoretické predpoklady ukazovali obrovský potenciál tejto metódy, realita  zvieracieho modelu CML poukazuje na výrazné limitácie pre klinickú prax.240 Najvýraznejšou prekážkou je nutnosť podávať oligonukleotidy vo vysokých koncentráciách, aby bol dosiahnutý klinický efekt. Dôsledkom sú potenciálne toxické vplyvy pri nešpecifickej väzbe molekúl na mRNA. RNA interferencia je založená na znížení (silencing) génovej expresie pomocou malých interferujúcich RNA (siRNA). BCR-ABL pozitívne bunkové línie a  primárne  bunky odvodené od CML pacientov vykazovali redukciu expresie mRNA až o 87%.241  Ribozýmy predstavujú ďalšiu alternatívu inhibíce BCR-ABL expresie/aktivity. Ribozýmy sú vlastne RNA molekuly s vysokou vnútornou (intrinsic) enzýmovou aktivitou proti cieľovým RNA sekvenciám.           Po naviazaní na cieľovú sekvenciu RNA zahajujú jej rozštiepenie, potom sa ribozýmy  z RNA:RNA komplexu uvoľnia a sú pripravené pre ďalší cyklus štiepenia.242 I keď sú v súčasnosti známe mnohé signálne dráhy, ktoré sú aktivované BCR-ABL proteínom, nie je vôbec jednoduché určit presné miesta cieleného zásahu. Navyše je zrejmé, že mnohé signálne kaskády sú redundantné. Niektoré obligátne aktivované dráhy (PI3K, RAS) sú zodpovedné za indukciu tzv. reaktivních kyslíkových radikálov (ROS). Tieto molekuly môžu byť kritickými v procese transformácie, obrázok 11 .
Obrázok 11. Miesta zásahov experimentálnej liečby. 
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BCR-ABL proteín obligátne aktivuje množstvo signálnych dráh, ktoré sa podieľajú                na nádorovej transformácii hemopoetickej kmeňovej bunky. 1 – oblasť zásahu je zameraná na expresiu genetickej informácie, 2 – popis duálnej inhibície BCR-ABL proteínu a súčasne    i SRC signálnej dráhy 3 – zacielenie inhibície na chaperóny,  4 – zacielenie inhibície            na jednotlivé signálne dráhy, v konkrétnom prípade blokáda FT (farnezylovej transferázy) → signálna kaskáda RAS/RAF/MEK/ERK.

   Skupina nezaradených molekúl je výrazne heterogénna. Zaujímavé je ovplyvnenie histónovej deacetylázy (HDAC). HDAC prenášajú acetylovú skupinu z N-acetyllyzínových reziduí histónov. Výsledkomm je globálna redukcia génovej expresie.  Látky ako  deriváty suberoylanilidovej kyseliny (SAHA) znižujú expresiu BCR-ABL v CML bunkových líniách.243  Inhibícia DNA metylácie pomocou decitabínu modifikuje aktivitu chromatínu a vykazuje         in vitro účinky i pri mutácii T315I.244 Homoharingtonín je rastlinný alkaloid s výraznou myelosupresívnou aktivitou a nízkou toxicitou. V poslednom období je opäť testovaný u pa-cientov s mutáciou T315I, sú referované povzbudivé kazuistiky.245 K experimentálnej liečbe zaraďujeme i spomínané aplikácie nádorovej imunológie.
6.6 SÚHRNNÉ ODPORÚČANIA PRE LIEČBU PACIENTOV S CML 

   Liečebné postupy do roku 1998 vychádzali predovšetkým z odporúčaní Americkej hematologickej spoločnosti (ASH) a boli orientované na konvenčnú terapiu (chemoterapia, IFN-α, ATKB).246  V tomto období ešte neboli do odporučení zaradené TKI, pretože ich použitie (imatinibu) bolo iba súčasťou prvotných klinických štúdii. V roku 2006 publikovala skupina expertov z ELN odporúčania pre liečbu CML, ktoré boli založené na poznatkoch zhrnutých z terapie od roku 1998.53  Pre zlepšenie prehľadnosti ďalšieho textu sú uvedené základné hodnotiace kritériá liečebnej odpovede, tabuľka 7.

  Podľa ELN odporučení boli definované dôležité pojmy v liečbe CML: optimálna,  suboptimálna odpoveď, zlyhanie liečby a varovné príznaky. Spomínané kritériá podliehajú dynamickým zmenám v súvislosti s výsledkami klinických štúdii (napr. IRIS) a so zavádza-ním nových TKI do liečby. Prehľad odporučení z roku 2009 je zhrnutý v tabuľke 8.

   V súčasnosti sú už vytvorené i provizórne kritériá pre hodnotenie liečby 2. generáciou TKI v prípade rezistencie k imatinibu u pacientov v chronickej fáze CML, ktoré sú podstatne prísnejšie (suboptimálna odpoveď: v 3 mesiacoch minCyR, v 6 mesiacoch PCyR, v 12 mesiacoch nedosiahnutie MMR; zlyhanie liečby: v 3 mesiacoch noCyR, v 6 mesiacoch minCyR, v 12 mesiacoch nedosiahnutie PCyR). Pochopiteľne, ELN kritériá nie sú presným návodom postupu, ide však o pomocné a veľmi prínosné odporúčania pre sledovanie liečebnej odpovede pacientov v presne definovaných obdobiach. Mnohí pacienti však dosahujú odpoveď na liečbu imatinibom neskôr. V prípade suboptimálnej odpovede môže pacient z liečby imatinibom stále profitovať. V prípade zlyhania imatinibu je zrejmé, že pacient bude mať osoh z iných podôb liečby (molekúl), ak sú dostupné.  Od diagnostických kritérii bol len krok k vytvoreniu liečebných odporučení, tie je možné zjednodušene zhrnúť do tabuľky 9. 

Tabuľka 7. Hodnotenia liečebnej odpovedi pacientov s CML.

	· kompletná hematologická odpoveď (CHR)
· normalizácia hodnôt KO – počet leukocytov < 10x109/l

· počet bazofilov nepresahuje 5%

· normálny diferenciálny rozpočet leukocytov bez vyplavovanie nezrelých foriem

· počet trombocytov < 450x109/l

· palpačne neidentifikovateľná slezina

	· cytogenetická odpoveď (CyR)
· žiadna cytogenetická odpoveď (noCyR) – počet Ph pozitívnych metafáz > 95%

· minimálna cytogenetická odpoveď (minCyR) – redukcia počtu Ph pozitívnych metafáz nanajvýš do úrovne do 66%

· malá (minor) cytogenetická odpoveď (mCyR) – počet Ph pozitívnych metafáz 36-65%

· parciálna cytogenetická odpoveď (PCyR) – počet Ph pozitívnych metafáz 1-35%

· kompletná cytogenetická odpoveď (CCyR) – Ph pozitívne metafázy nie sú zachytené

	· molekulová odpoveď (MR)
· veľká (major) molekulová odpoveď (MMR) – pomer BCR-ABL a ABL (alebo iného housekeepingového génu) ( 0.1% IS

· kompletná molekulová odpoveď (CMR) – BCR-ABL mRNA transkript nie je identifikovaný pomocou nested RT-PCR/RQ-PCR v 2 po sebe idúcich vzorkách náležitej kvality (citlivosť > 104)


Tabuľka 8. ELN kritériá pre hodnotenie odpovede pacientov v chronickej fáze CML liečených imatinibom. 
	
	odpoveď

	hodnotenie (mesiace)
	optimálna
	suboptimálna
	zlyhanie
liečby
	varovné príznaky

	zahájenie liečby
	nehodnotené
	nehodnotené
	nehodnotené
	vysoké riziko

PCA/Ph+ klone

	3
	CHR  
aspoň minCyR
	bez CyR
	nedosiahnutie CHR
	nehodnotené

	6
	aspoň PCyR
	nedosiahnutie PCyR
	bez CyR
	nehodnotené

	12
	CCyR
	PcyR
	nedosiahnutie PCyR
	nedosiahnutie MMR

	18
	MMR
	nedosiahnutie MMR
	nedosiahnutie CCyR
	nehodnotené

	kedykoľvek
	stabilná MMR alebo zlepšenie molekulovej odpovede
	strata MMR, 
mutácia v BCR-ABL kinázovej doméne senzitívna na imatinib
	strata CHR,
strata CCyR,
mutácia v BCR-ABL kinázovej doméne s nízkou senzitivitou k imatinibu,
PCA/Ph+
	nárast hladiny BCR-ABL transkriptu,
PCA/Ph- klone


Tabuľka 9. Odporúčania pre liečbu pacientov s CML v roku 2009. 

	fáza choroby
	odporučenie

	Chronická
	

	1. línia
	

	všetci pacienti
	imatinib 400 mg denne

	2. línia
	

	intolerancia imatinibu
	dasatinib alebo nilotinib

	suboptimálna odpoveď
	imatinib v rovnakom dávkovaní, terapeutický pokus so zvýše-ním dávkovaním imatinibu, dasatinib alebo nilotinib 

	zlyhanie odpovede
	dasatinib alebo nilotinib, ATKB u osôb s progresiou do akce-lerácie alebo blastového zvratu a pri mutácii T315I

	3. línia
	

	suboptimálna odpoveď (dasatinib, nilotinib)
	pokračovanie dasatinibu alebo nilotinibu, zvážiť ATKB u osôb s varovnými príznakmi (hematologická rezistencia k imatini-bu, mutácie) a pri EBMT skóre do 2

	zlyhanie odpovede (dasatinib, nilotinib)
	ATKB

	akcelerovaná, blastová
	

	1. línia
	

	pacienti nepredliečení TKI
	ATKB predchádzaná liečbou imatinibom 600 až 800 mg denne, resp. dsatinibom alebo nilotinibom pri mutáciách s nízkou citlivosťou k imatinibu

	2. línia
	

	pacienti predliečení imatinibom
	ATKB predcházaná liečbou dasatinibom alebo nilotinibom


   Súhrnne je možné konštatovať, že pri liečbe imatinibom vzniká asi u 25% pacientov v rôznom časovom horizonte rezistencia alebo intolerancia k liečbe. Pre týchto chorých je nutné hľadať iné postupy a súčasne je dôležité monitorovať odpoveď v zavislosti na časovej ose (napr. ELN kritériá), čo vyžaduje realizáciu liečby v centrách, ktoré spĺňajú medzinárodné štandardy (klinické i laboratórne) a umožňuje v indikovaných prípadoch vykonať i ATKB. Hodnotenia optimálnej odpovede a jej zlyhania sa naprieč rôznymi odporúčaniami odborných spoločností zhodujú.  Ukazuje sa, že u časti pacientov, ktorí boli dlhodobo v CMR, je možné liečbu imatinibom ukončiť bez rizika molekulového relapsu choroby. Otvorenou otázkou zostáva pozitívny vplyv predliečenia IFN-(.247 Neuspokojivé výsledky sú dosahované v liečbe blastovej krízy CML, hoci ATKB vedie u väčšiny pacientov k eradikácii nádorového klonu. Je však spojená s vysokou toxicitou a významným rizikom mortality. V liečbe CML do budúcnosti sledujeme v zásade dva ciele: syntézu nových molekúl pri zlyhaní liečby imatinibom (resp. 2. generáciou TKI) a snahu o eradikáciu nádorového klonu spojenú s vyliečením CML. 

CIELE PRÁCE 
   Cieľom práce je zhodnotiť význam vybraných biologických ukazovateľov CML, ktoré majú praktický klinický dopad na liečbu. Práca je pre prehľadnosť rozdelená nasledovne:
I. Komplexné zhodnotenie prognostických ukazovateľov v populácii CML pacientov v chronickej fáze liečených imatinibom.

II. Popis imunologického profilu CML pacientov liečených rôznymi TKI pomocou metód prietokovej cytometrie, korelácia nameraných hodnôt so zdravou populáciou.

SKUPINA PACIENTOV, METÓDY

1. PACIENTI

   V práci boli analyzované dve skupiny pacientov. Prvá skupina zahŕňala pacientov s CML liečených na Hemato-onkologickej klinike (HOK) FN Olomouc (komplexné zhodnotenie prognostických ukazovateľov), druhá skupina pozostávala z osôb liečených v Helsinki University Central Hospital (HUCH) (imunologický profil pri liečbe rôznymi TKI). V prvej skupine bolo celkovo (n=110) osôb, v druhej skupine (n=54) osôb. Všetci analyzovaní pacienti boli v čase diagnózy v chronickej fáze CML. Chorí boli liečení imatinibom – najčastejšie v dávke 400 mg/deň – (buď v 1. línii alebo v 2. línii po liečbe IFN-α), dasatinibom (100 mg/deň) alebo nilotinibom (200mg dvakrát denne). Iné dávkovanie je v ďalšom texte zdôraznené a analyzované. Iniciálna cytoredukcia bola pri hyperleukocytóze realizovaná pomocou hydroxyurey alebo leukocytaferézy. Žiaden z pacientov v oboch súboroch nepodstúpil v ďalšom slede ATKB. V prípade objavenia sa mutácii spojených s univerzálnou rezistenciou k liečbe pomocou TKI (najčastejšie T315I) bola táto liečba ukončená a pokračovalo sa alternatívnymi postupmi (podávanie Ara-C v kombinácii s IFN-α alebo cytoredukcia hydroxyureou). Pre sprehľadnenie ďalšieho textu je uvedená klasifikácia rezistencia podľa odporučení ELN, tabuľka 10.

Tabuľka 10. Definícia primárnej a sekundárnej rezistencie pri liečbe imatinibom.
	typ rezistencie
	definícia

	primárna kompletná (zlyhanie)
	bez CyR po 6 mesiacoch liečby

bez PCyR po 12 mesiacoch liečby 

	primárna parciálna (suboptimálna odpoveď)
	PCyR po 12 mesiacoch liečby

	sekundárna
	strata CCyR alebo MCyR alebo CHR

progresia do AF alebo BK

	iná
	nespĺňa vyššie uvedené kritériá


   Prvý súbor pozostával zo 110 pacientov (66 mužov) s CML,  ktorí boli liečení na HOK FN                   v Olomouci od 1. 12. 2000 do 1. 5. 2009. Analýza súboru bola urobená k 1. 6. 2009. Medián veku pacientov v čase diagnózy bol  52 rokov (rozsah 18 – 73 rokov). Všetci zahrnutí pacienti boli v chronickej fáze CML. 40 pacientov (36.4%) začalo liečbu imatinibom v 1. línii (1. podanie imatinibu v septembri 2001), 70 (63.6%) po predchádzajúcej liečbe IFN-α +/– Ara-C (november 2000).  Z hľadiska hodnotenia prognostických indexov podľa Sokala bolo 43.6 % pacientov nízkorizikových,  33.6 % malo stredné a 22.8 % vysoké riziko. Podľa Hasforda v čase diagnózy malo nízke riziko 37.1 %, stredné 48.6 %  a vysoké 14.3 % pacientov. PCA pri zahájení liečby imatinibom boli prítomné u 14 pacientov (12.7 %), komplexné zmeny karyotypu u 7 pacientov (6.4 %). Leukocytóza bola prítomná u 92.3 % a splenomegália u 46.2 % pacientov v čase diagnózy. Medián sledovania celého súboru pacientov bol 72 mesiacov (rozsah 10 – 236 mesiacov)( pri predliečení INF-α 85 mesiacov (rozsah 4-236 mesiacov), v imatinibovom ramene 43 mesiacov (rozsah 4-101 mesiacov( p=0.0001) a napokon bol 72 mesiacov (rozsah 10 – 236 mesiacov) u žijúcich a 25 mesiacov (4 – 93 mesiacov) u zosnu-lých. Podrobný popis súboru ukazujú tabuľky 11a a 11b.
Tabuľka 11a. Prehľadná charakteristika dôležitých parametrov v súboru pacientov. 
	
	liečba 
	

	charakteristikaa
	(IFN-α), IM 2. línia
	IM 1. línia

	počet liečných
	N=70
	N=40

	pohlavie (m/ž)
	42/28
	24/16

	vek (roky)
	52 (18-71)
	52 (19-73)

	dĺžka liečby IFN-α
	12 (1-92)
	-

	dĺžka liečby IM
	64 (7-103)
	41 (3-81)

	Sokalov index (N/S/V)
	32/26/12
	16/11/13

	dasatinib/nilotinib
	7/4
	7/3

	ELN kritériá (O/S/Z)
	22/24/24
	23/12/5

	mutácie ABL kinázy
	N=6
	N=3


Tabuľka 11b. Prehľadná charakteristika dôležitých parametrov v súboru pacientov. 

	
	liečba

	charakteristikaa
	(IFN-α), IM 2. línia
	IM 1. línia
	p-hodnotab

	CHR
	0 (0-12), N=66 (94.3%)
	2 (0-10), N=39 (97.5%)
	0.001

	CCyR
	15 (3-61), N=56 (80.0%)
	7 (2-44), N=35 (87.5%)
	0.02

	MMR
	17 (3-68), N=29 (41.4%)
	16(3-67), N=27 (67.5%)
	0.34


Vysvetlivky: Sokalov index N/S/V – nízke / stredné / vysoké riziko, ELN kritériá, odpoveď     na liečbu (bez ohľadu na čas hodnotenia)  O/S/Z – optimálna / suboptimálna / zlyhanie, N – počet osôb. aKontinuálne premenné sú uvedené vo formáte medián (minimum – maximum) v mesiacoch, v tabuľke 11b ide o obdobie do dosiahnutia danej odpovede. bPre vybrané kontinuálne premenné je použitý Mannov-Whitneyov U test pre posúdenie štatistického významu v rozdieloch dosahovania danej odpovede. 
Poznámka: Imatinib (IM) (100 a 400 mg tablety), dasatinib (50 a 20 mg tablety) a nilotinib (200 mg tablety) boli podávané perorálne. Dasatinib a nilotinib boli podáváné v 2. línii liečby. Hematologická odpoveď bola sledovaná v mesačných, cytogenetická v trojmesačných           a neskôr v šesťmesačných a napokon molekulová v trojmesačných intervaloch. 
   V druhom súbore z HUCH Helsinki bolo vyhodnotených 193 vzoriek periférnej krvi (PK) a kostnej drene (KD) od CML pacientov z obdobia diagnózy (n=19) a počas liečby TKI: imatinibom (n=21) a dasatinibom (n=14). Vzorky od zdravých dobrovoľníkov (n=17) slúžili ako kontroly. Medián liečby imatinibom bol 11 mesiacov (rozsah 4 – 29 mesiacov) a v prípade dasatinibu tiež 11 mesiacov (rozsah 3 – 42 mesiacov). Všetci pacienti liečení pomocou TKI mali pri analýze nízku nálož leukemických buniek, dosiahli CCyR potvrdenú konvenčnou cytogenetikou (G-pruhovaním). Je zrejmé, že lymfocytové frakcie nemali leukemický pôvod a reprezentovali normálnu hemopoézu. U žiadneho pacienta neboli prítomné známky imunosupresie (napr. oportúnne mykotické či vírusové infekcie). Detailnejšia charakteristika pacientov je v tabuľke 12.

Tabuľka 12. Charakteristika pacientov liečených na HUCH Helsinki.

	liečba

	počet 
	pohlavie (m/ž)
	materiál (KD/PK)
	vek pri diagnóze (roky) 

	v čase dg. 
	19
	11/8
	19/17
	60 (20-76)

	imatinib
	21
	14/7
	40/39
	49 (20-66)

	dasatinib
	14
	7/7
	29/17
	39 (21-62)

	kontrolná sk.
	17
	10/7
	16/16
	32 (21-53)


Pozn. Časové údaje sú uvedené vo formáte medián (minimum-maximum).   
   Analýzy prebiehali z plnej krvi (PK) a KD bez separácie jednotlivých leukocytových subpopulácii. Odber KD a PK prebiehal v jednom dni. Súčasťou vyšetrenia bolo aj rutinná zhodnotenie krvného obrazu, ktorý slúžil pre popis absolútnych počtov jednotlivých subpopulácii analyzovaných prietokovou cytometriou. 
2. METÓDY

2.1. BUNKOVÉ LÍNIE

   Pre posúdenie expresie WT1 génu boli využité bunkové línie K562 (línia senzitívna           na imatinib nesúca Ph chromozóm) a Ph negatívna línia HL60, ktorá slúžila pre vytvorenie riedaceho radu. Imatinib bol riedený v dimetylsulfoxide (DMSO) v základnej koncentrácii 1 mM a uchovávaný v -20 °C. Bunkové línie boli kultivované (inkubované) v RPMI-1640 v koncentrácii 106 buniek/ml po dobu 6-12 hodín. V nasledujúcom kroku bol vytvorený logaritmický riediaci rad 101-106 K562 buniek. Potom prebehla kultivácia buniek bez imatinibu a s 1μM a 5μM koncentráciou imatinibu (37 °C, 5% CO2) počas 24 hodín. Bunková línia slúžila pre prvotný in vitro pokus s analýzou génovej expresie WT1. 
2.2.  KULTIVÁCIA BUNIEK, EXTRAKCIA RNA A REVERZNÁ TRANSKRIPCIA

   Ako zdroj pre kultiváciu slúžili leukocyty PK odobrané do skúmavky s obsahom EDTA. V ďalšom kroku nasledovala lýza erytrocytov. Lyzačný roztok pôsobil aspoň 20 minút. Celý proces sa odohrával pri teplote 4°C. Nasledovala centrifugácia 1800 rpm/10minút/4°C. Získaný pelet leukocytov sa rozriedil 1 ml  RPMI-1640. Minimálna koncentrácia  buniek       pre kultiváciu bola 106/ml. 1 ml média s bunkami sa spojilo s 49 ml RPMI a rozdelilo sa do 3 kultivácií: bez imatinibu,  s 1μM a s 5μM imatinibom. Nasledovala 24  hodinová kultivácia     pri teplote 37°C v atmosfére 5% CO2. Zmes sa opäť centrifugovala 6000 rpm/2 minúty/4°C. Celková RNA (total RNA) bola získaná z leukocytov kultivovanej zmesi. Cielená izolácia mononukleárnych buniek nebola realizovaná i s vedomím, že eozinofilová komponenta obsahuje neurotoxín so silnou RNA-ázovou aktivitou. Trizolová extrakcia  RNA prebiehala podľa odporučenia výrobcu. Množstvo výťažku bolo zmerané spektrofotometricky. Analogicky prebiehala i extrakcia RNA z tzv. plnej krvi, ktorá nebola kultivovaná. Reverzná transkripcia do cDNA prebiehala pomocou kitu (Transcriptor Reverse Transcriptase, Roche Diagnostics®, Manheim, Nemecko), využitím systému tzv. náhodných hexamérov. Je dôležité uviesť, že proces získania RNA i reverzná transkripcia boli v súlade s EAC protokolom, ktorý je súčasťou odporučení ELN laboratórnej skupiny.89 
2.3. VYŠETRENIE FOSFORYLAČNÉHO STAVU PROTEÍNU CRKL 
   Leukocyty izolované z PK pacienta boli kultivované in vitro s imatinibom (10 µM) alebo bez jeho prítomnosti.  Po 1 hodine inkubácie boli bunky zlyzované v tzv. IP pufri s prídavkom inhibítorov fosfatáz a proteáz. Proteínové lyzáty boli napokon podrobené elektroforéze (SDS-PAGE) a metóde Western blottingu s imunodetekciou.250
2.4. KVANTITATÍVNA PCR 
   Kvantitatívna real-time polymerázová reťazová reakcia prebiehala na prístroji LightCycler Instrument (Roche Diagnostics®, Manheim, Nemecko), využíval sa princíp relatívnej kvantifikácie, kde ako referenčný gén (housekeeping) slúžil ABL. Kvantifikácia BCR-ABL fúzneho génu bola odvodená z EAC protokolu.89 Reakčné podmienky boli identické pre fúzny gén i ABL. Stručný postup je možné popísať nasledovne: 5µl cDNA sa pridalo do 20 µl cieľového objemu s obsahom 2µl Master Mix-u (LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes; Roche Diagnostics®, Manheim, Nemecko), 4mM MgCl2, 300nM/250nM/300 primerov (BCR-ABL/WT1/ABL), 200nM/100nM/200nM sondy (BCR-ABL/WT1/ABL). Stručná charakteristika primerov a sond pre gény  BCR-ABL, WT1 a ABL je uvedená v tabuľke 13.

Tabuľka 13. Stručná charakteristika primerov/sond génov  BCR-ABL, WT1 a  ABL.  

	gén
	označenie 
	sekvencia primeru/ sondy (5´– 3´)
	referencia

	BCR-ABL
	ENF 501

ENR561

ENP541
	TCCGCTGACCATCAATAAGGA

CACTCAGACCC TGAGGCTCAA

BHQ1-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA-FAM
	89

	WT1
	WT1-S

WT1-AS

WT1-próba         
	ACAGGGTACGAGAGCGATAACCA
CACACGTCGCACATCCTGAAT
FAM-CAACGCCCATCC TCT GCGGAGCCCA -TAMRA
	92

	ABL
	ENF1003

ENR1063
ENP1043
	TGGAGATAA CACTCTAAGCATAACTAAAGGT

GATGTAGTTGCTTGGACCCA
BHQ1-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-FAM
	89


   Teplotný profil PCR zahŕňal denaturáciu 10 min pri 95°C a 50 cyklov (95°C, 10 sek., 20°C/sek.)/(60°C, 30 sek., 20°C/sek.).  Fúzny i referenčný gén boli vyšetrované v dvojici. Kalibračná krivka bola zostrojená pomocou  plazmidového štandardu so známou koncentráciou sledovaného i referenčního génu (Ipsogen®, Marseille, Francúzsko). Kvantifikácia WT1 génu využívala ako referenčný gén taktiež ABL, celý postup prebiehal podľa návodu výrobcu (WT1 Profile Quant kit, Ipsogen®, Marseille, Francúzsko).

2.5. SEKVENAČNÁ ANALÝZA ABL KINÁZOVEJ DOMÉNY A REŠTRIKČNÉ ŠTIEPENIE.   

   Úsek ABL kinázovej domény (tzv. ATP binding pocket) bol získaný pomocou dvojkolovej PCR a priamo sekvenovaný na analyzátore ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, USA). V prvom kole sa syntetizovala fúzna oblasť BCR-ABL s dĺžkou 3374 bp pomocou špecifických primerov pre túto oblasť:  B2A (5´-TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT-3´) a BCR-ABLR (5´-CTTCTCTAGCAGCTCATA CACC-3´), v druhom kole pomocou primerov  ABLATPF (5´-TCACCAT GAAGCACAAGCTG-3´) a ABLATPR (5´-TCAGGTAGTCCAGGAG GTTC-3´) úsek zahŕňajúci oblasť ATP binding pocket v dĺžke 257 bp s cyklovaním: 95(C (3 min); 35 cyklov (95(C-35 sek., 56(C(1.kolo)/54(C(2.kolo)-40 sek.); 72(C-45 sek. Reakčná zmes obsahovala 2 µl cDNA v 50 µl 1xPCR pufru s výslednou koncentráciou 0,7 U Pfu polymerázy, 1 U Taq polymerázy, 2 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs a 20 pM primerov. Overenie mutácie prebiehalo restrikčnou analýzou PCR produktu s použitím endonukleázy DdeI. Produkt bol analyzovaný na 1.5% agarózovom gele. 

2.6. PRIETOKOVÁ CYTOMETRIA

   Bunky z PK a KD boli pre účely prietokovej cytometrie označené sadou monoklonových protilátok: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-CD16/56, anti-CD33, anti-CD34, anti-CD38, anti-CD45, anti-CD56, anti-CD57, anti-CD133, anti-HLA-DR, anti-CD62L, anti-CD45RA, anti-CD45RO, anti-Ki-67 a anti-TCR-α/β, resp. TCR-γ/δ (eBioscience®, San Diego, CA, USA a BD®, San Jose, CA, USA) s použitím izotypových kontrol. Inkubácia prebiehala podľa odporučení výrobcu. Analýza dendritických buniek využívala tzv. Miltenyi's DC kit (Miltenyi Biotech®, Bergisch Gladbach, Nemecko), ktorý rozdeľuje DC na: myeloidný typ 1 (mDC1), myeloidný typ 2 (mDC2) a plazmacytoidný typ (pDC) na základe expresie znakov CD1c, CD141 a CD303, obrázok 12. Tregs boli charakterizované pozitivitou intracelulárního markera FoxP3 (clone PCH101, eBioscience®) a CD25 pozitivitou, obrázok 13. Cytometrická analýza bola realizovaná na prístroji FACS Calibur alebo FACSCanto (BD Biosciences®)       a vždy bolo posudzovaných aspoň  1-5x105 buniek. Vyhodnotenie bunkových subpopulácii prebiehalo pomocou FACSdiva softvéru (version 6.0, BD® Biosciences). Frekvencie (relatívne počty) Tregs boli udávané ako podiel z celkového počtu T- a Th-lymfocytov. V PK boli taktiež udávané absolútne počty buniek. Počty dendritických buniek boli vyjadrené ako podiel          zo všetkých analyzovaných buniek s vylúčením populácie B-lymfocytov. S využitím sekvenčnej stratégie označovania buniek (sequential gating strategy) boli Tregs chápané ako bunky s fenotypom CD4+CD25+FoxP3+. 
2.6.1 CHRAKTERISTIKA LYMFOCYTOVÝCH SUBPOPULÁCIÍ
   Na základe tzv. side scatter vs. CD45 scatter boli identifikované populácie lymfocytov, granulocytov, monocytov a bazofilov. Zastúpenie T-, B, NK- a NKT (T-lymfocyty s CD16/56 NK povrchovým antigénom) buniek bolo určené z lymfocytovej populácie na základe expresie povrchových znakov (CD3+, CD19+, CD3+ CD16/56+, CD3- CD16/56+). Z CD3+ buniek bolo určené i zastúpenie CD4+ pomocných T-lymfocytov a CD8+ cytotoxických T-lymfocytov. V T-lymfocytových subpopuláciách boli vyšetrené aktivačné znaky (HLA-DR, CD57), status T-bunkového receptora, prítomnosť znaku CD45RA a CD45RO, proliferačná aktivita (Ki-67, intracelulárne) a napokon i expresia CD62L. Proliferačná aktivita B-lymfocytov bola odhadnutá pomocou Ki-67 a stupeň maturácie pomocou expresie znaku CD45 (maturované B-lymfocyty CD19+/CD45high, maturujúce CD19+/CD45medium a napokon mladšie, nezrelé  CD19+/CD45low). Prehľad základných imunofenotypových charakteristík jednotlivých efektorových buniek ukazuje tabuľka 14. Kombinácia jednotlivých povrchových a intracelulár-nych ukazovateľov a používané monoklonové protilátky sú definované v tabuľkách  15a         a 15b.
Obrázok 12. Využitie prietokovej cytometrie pri popise dendritických buniek.   
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Cieľová populácia (target population) nevykazuje znaky CD14/CD19. Pomocou protilátok BDCA1, BDCA3 a BDCA2 môžeme identifikovať jednotlivé podtypy: myeloidné DC typu 1 a 2 a plazmacytoidné DC.
Obrázok 13. Využitie prietokovej cytometrie pri popise Tregs.   
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V prvom kroku je definovaná populácia CD3+ buniek (T-lymfocyty). S využitím monoklonových protilátok CD4 a CD25 dokážeme identifikovať populáciu CD25+ Th-lymfocytov, ktorá nie je vždy ostro ohraničená. Intracelulárny ukazovateľ FoxP3 špecificky označí malú populáciu Tregs (CD4+/CD25+/FoxP3+).
Tabuľka 14. Imunofenotypová charakteristika vybraných efektorových buniek.
	bunkový typ
	fenotyp/protilátky

	T-lymfocyty pomocné, helper (Th)
	CD4+ CD3+

	T-lymfocyty cytotoxické, (Tc) 
	CD8+ CD3+

	T-lymfocyty regulačné,  (Tregs)
	CD4+ CD25+ FoxP3+

	B-lymfocyty
	CD19+ CD20+

	NK-bunky (natural killer)
	CD16/56+ CD3-

	NKT-bunky (NK, T-phenotype)
	V(24+J(15 CD3+

	dendritické bunky, myeloidné (mDC)
	Lin- HLA-DR+ CD11c+

	dendritické bunky, plazmocytoidné (pDC)
	Lin- HLA-DR+ CD11c- CD123+


Tabuľka 15a. Protilátkový panel (povrchové znaky).

	protilátka
	klon
	IgG izotyp

	izotypové kontroly pre povrchové znaky 

IgG1/IgG2a SimultestTM 

IgG1 PE SimultestTM

Mouse IgG2a PerCP

Mouse IgG1 PE-Cy7

Mouse IgG1 APC

Mouse IgG1 APC-Cy7
	X40/X39

X40

X39

X40

X40

X40
	IgG1/IgG2a
IgG1
IgG2a
IgG1
IgG1
IgG1

	základné lymfocytové subpopulácie a znaky aktivácie 

MultitestTM CD45RA FITC

                  CD45RO PE

                  CD3 PerCP

                  CD4 APC

CD19 PE-Cy7

CD8 APC-Cy7
	L48

UCHL-1

SK7

SK3

SJ25C1

SK1
	IgG1
IgG2a
IgG1
IgG1
IgG1
IgG1

	progenitorové bunky, prognostické znaky

CD7 FITC
CD38 PE

CD45 PerCP

CD34 PE-Cy7

CD133/1 APC

CD19 APC-Cy7
	M-T701

HB-7

2D1

8G12

AC133

SJ25C1
	IgG1
IgG1
IgG1

IgG1
IgG1
IgG1

	analýza T-bunkového receptora (TCR) 

TCR-α/β FITC

TCR-γ/δ PE

CD45 PerCP

CD5 PE-Cy7

CD3 APC

CD8 APC-Cy7
	WT31

11F2

2D1

L17F12

SK7

SK1
	IgG1
IgG1
IgG1

IgG2a
IgG1
IgG1

	NK- a NKT-bunky, hodnotenie expresie znaku CD57 

CD57 FITC

CD16 PE

CD56 PE

CD45 PerCP 

CD3 PE-Cy7

CD33 APC

CD19 APC-Cy7
	HNK1

B73.1

NCAM16.2

2D1

SK7

P67.6

SJ25C1
	IgG1
IgG1
IgG2b

IgG1
IgG1
IgG1

IgG1


Tabuľka 15b. Protilátkový panel (intracelulárne znaky).

	protilátka
	klon
	IgG izotyp

	izotypové kontroly pre intracelulárne znaky  

Mouse IgG2a FITC

Mouse cyIgG1 PE

Mouse IgG2a PerCP

Mouse IgG1 PE

Mouse IgG1 APC

Mouse IgG1 APC-Cy7
	X39

MOPC-21

X39

X40

X40

X40
	IgG2a
IgG1
IgG2a
IgG1
IgG1
IgG1

	proliferačná aktivita T-lymfocytov, aktivačné znaky  

CD4 FITC

cyKi-67 PE

HLA-DR PerCP

CD3 PE-Cy7

CD62L APC

CD8 APC-Cy7 
	SK3

B56

L243

SK7

DREG-56

SK1
	IgG1
IgG1
IgG2a
IgG1
IgG1

IgG1

	proliferačná aktivita progenitorov  

CD7 FITC

cyKi-67 PE

CD19 PerCP

CD34 PE

CD117 APC

CD20 APC-Cy7 
	M-T701

B56

SJ25C1

8G12

140D2

L27
	IgG1
IgG1
IgG1

IgG1
IgG1
IgG1

	T-regulačné lymfocyty (Tregs)  

CD4 FITC

CD25 PE

CD3 PerCP

cyFoxP3 APC 
	SK3

2A3

SK7

PCH101
	IgG1

IgG1
IgG1
IgG2a


Skratky: APC – alofykokyanín, FITC – fluoresceín izotiokyanát, PE – fykoerytrín, PerCP – peridinínový chlorofylový proteín, Cy7 –  cyanínové farbivo tandemového fluorochrómu 
2.7. ŠTATISTICKÉ ZHODNOTENIE
   Pre účely deskriptívnej štatistiky boli použité základné parametre (kontinuálne premenné: medián, aritmetický priemer, rozsah, štanadardná odchýlka; kategorické premenné: frekvencia). Analýza prežitia bola realizovaná pomocou Kaplanovej-Meierovej metódy.251 Krivky prežitia boli porovnávané pomocou log-rank testu. Mannov-Whitneyov U test bol použitý pri porovnávaní parametrov, ktoré nevykazovali normálnu distribúciu (napr. leukocytové subpopulácie), normálnosť distribúcie bola overená Kolmogorovým-Smirnovým testom.252 Výsledky boli hodnotené ako štatisticky signifikantné pri hladine významnosti  p≤0.05. Všetky výpočty boli zhodnotené pomocou SPSS softvéru (version 15.0 for Windows, SPSS Inc., Chicago, USA). 

3. POVOLENIA ETICKÝCH KOMISIÍ
   Zber vzoriek od pacientov a zdravých dobrovoľníkov pre účely laboratórneho hodnotenia bol realizovaný po podpísaní informovaného súhlasu. Všetky údaje boli anonymizované. Analýza vzoriek a infomované súhlasy boli schválené Etickou komisiou FN Olomouc a HUCH Etickou komisiou v Helsinkách. Časť pacientov bola liečená podľa protokolov z klinických štúdii nových (experimentálnych) liečiv pod dohľadom hematologických autorít a taktiež so schválením príslušnými etickými komisiami.
VÝSLEDKY

1. KOMPLEXNÉ ZHODNOTENIE PROGNOSTICKÝCH UKAZOVATEĽOV – PREHĹAD
   Zo súboru 110 pacientov, ktorí boli liečení imatinibom a užívali liek 3 a viac mesiacov, k 1. 6. 2009 žilo 104 osôb (94.5 %). V 5 prípadoch bola príčinou úmrtia progresia základného ochorenia a v jednom prípade bola príčinou nehematologická malignita (karcinóm laryngu). Medián sledovania pacientov bol 72 mesiacov (rozsah 10 – 236 mesiacov) u žijúcich a 25 mesiacov (4 – 93 mesiacov) u zosnulých. Pacienti predliečení IFN-( túto liečebnú modalitu ukončili vo všetkých sledovaných prípadoch. Medián časového intervalu od stanovenia diagnózy do začatia liečby imatinibom v prvej línii (resp. po cytoredukčnej liečbe hydroxyureou) bol 1 mesiac (rozsah 0 – 72 mesiacov), pričom je dôležité podotknúť, že do 3 mesiacov od stanovenia diagnózy bol imatinib podávaný až 92.5% pacientov. V skupine pacientov predliečených IFN-( bol imatinibom zahájený do 3 mesiacov od diagnózy len         u 8.6% pacientov, čo je očakávaný údaj. Medián trvania liečby imatinibom v 1. línii je 41 mesiacov (rozsah 3 – 81 mesiacov). Imatinib bol v prvej i druhej línii dávkovaný štandardne  (u 64.3% a 65% pacientov), zvýšene maximálne do dávky 800 mg/deň (u 27.1% a 27.5% pacientov) a redukovane s minimálnou dávkou 100 mg/deň (u 8.6% a 7.5% pacientov). V oboch skupinách bola najčastejšou príčinou zvýšeného dávkovania cytogenetická progresia a redukovaného dávkovania intolerancia a hematologická toxicita.  

   Pre objektivizáciu dosiahnutej odpovede sa využívajú ELN kritériá, výsledky v jednotlivých podskupinách ukazuje tabuľka 16. 
Tabuľka 16. Dosiahnutie CCyR, MMR – porovnanie s ELN kritériami. 
	
	Liečba

	odpoveď/ELN kritériá
	(IFN-(), IM 2. línia


	IM 1. línia
	p-hodnotac

	
	dosiahnutie odpovedea
	počet osôbb 
	dosiahnutie odpovedea
	počet osôbb 
	

	CCyR
	
	
	
	
	

	optimálna
	5 
	22 (100 %)
	6 
	23 (100 %)
	0.73

	suboptimálna
	14 
	24 (100 %)
	15 
	12 (100 %)
	0.70

	zlyhanie
	25 
	10 (41.7 %)
	14 
	1 (20 %)  
	---

	MMR
	
	
	
	
	

	optimálna
	11 
	19 (86.4 %)
	12 
	18 (78.3 %)
	0.38

	suboptimálna
	39 
	10 (41.7 %)
	34 
	8 (66.7 %)
	0.10

	zlyhanie
	40 
	3 (12.5 %)
	35 
	1 (20 %)  
	---


Vysvetlivky: V tabuľke sú hodnotené časové úseky do dosiahnutia CCyR a MMR: avo formáte medián (mesiace), tučné písmo, babsolútne počty pacientov dosahujúcich danú odpoveď a napokon percentuálny podiel z celkového počtu v osôb v danej skupine podľa ELN kritérii. Štatisticky sú porovnané časové úseky – cpre kontinuálne premenné je použitý Mannov-Whitneyov U test. 

   Z tabuľky 16  je zrejmé, že nie sú štatisticky významné rozdiely v čase do dosiahnutia CCyR a MMR v závislosti na predliečení IFN-(. Je ale zaujímavé, že v podskupine osôb predliečených IFN-α je pacient, u ktorého podľa ELN kritérii zlyhala liečba imatinibom (nedosiahnutie CCyR po 18 mesiacoch) a napokon však zaznamenal, s veľkým oneskorením (po 56 mesiacoch), CMR. Intenzita dávkovania imatinibu (štandarné, zvýšené a redukované) nemala štatisticky významný vplyv na interval do dosiahnutia CCyR a MMR. 
   Cytogenetické vyšetrenie u pacientov pred zahájením imatinibu potvrdilo výhradnú prítomnosť Ph chromozómu u 51 (72.8%) osôb predliečených IFN-α a 38 (95%) osôb liečených výhradne imatinibom. Recipročne bol pozorovaný výrazne vyšší podiel pacientov s PCA a komplexným karyotypom u predliečených IFN-α ako pri podaní imatinibu v 1. línii (13 a 6 pacientov vs. 1 a 1 pacient). Cytogenetická a molekulová progresia pri liečbe imatinibom v oboch skupinách sa vyskytla u 27 pacientov (24.5%) a u 9 (8.2%) z nich bola potvrdená mutácia v ABL kinázovej doméne (2x T315I, 2x F359V, F317L, P309L, E255K, Q252H          a E355G). Zo skupiny osôb s mutáciami mali 2 pacienti komplexný karyotyp, v jednom prípade sa súčasne počas liečby objavila v Ph negatívnom klone trizómia chromozómu 8. 
    Klinicky významné nežiaduce účinky sme v priebehu liečby zaznamenali u 46 pacientov (41,8%). Hematologická toxicita bola celkovo prítomná u 32 (29,1 %) pacientov. Závažné nežiaduce účinky (stupeň III a IV) sa vyskytovali zriedkavo: neutropénia (7.3%), anémia (5.5%) a trombocytopénia (8.2%). Prejavy toxicity boli najvýraznejšie počas prvých týždňov liečby. Nehematologická toxicita zahŕňala predovšetkým retenciu tekutín, nauzeu, svalové kŕče, bolesti kostí a svalov, exantém, subkonjuktiválne hematómy, hypokalémiu, hypofosfatémiu a hepatotoxicitu. Nežiaduce účinky boli zvládnuteľné symptomatickou terapiou a v niektorých prípadoch krátkodobým prerušením liečby imatinibom. 
1.1. PREŽÍVANIE PACIENTOV

   Pravdepodobnosť 6-ročného prežívania je 94 %, u pacientov predliečených IFN-( 95.4 %   a pri prvolíniovej liečbe imatinibom 91.8 %  (graf 1a, 1b). Prežívanie pacientov záviselo        od rizikovosti podľa Sokalovho indexu a ELN kritérii. Štatisticky významne lepšie prežívali pacienti s nízkym a stredným rizikom podľa Sokala (predliečení IFN-( vs. imatinibom v 1. línii: nízkorizikoví 100 % a 100 %, strednerizikoví 96 % a 100 %, vysokorizikoví 78.8 % a 74.6 %, p=0.04 a p=0.03) (graf 2a, 2b). Podobná je i situácia po zohľadnení ELN kritérii - štatisticky významne lepšie prežívali pacienti s optimálnou odpoveďou (predliečení IFN-( vs. imatinibom v 1. línii: optimálna odpoveď 100% a 100%, suboptimálna odpoveď 100% a 91.7 %, zlyhanie odpovede 85 % a 53.3 %, p = 0.03 a p=0.002) (graf 3a, 3b). Rozdiel v prežívaní  v závislosti od rizikovosti podľa Hasforda nebol štatisticky významný. V oboch podskupinách sme      pred zahájením liečby imatinibom identifikovali komplexný karyotyp u 7 pacientov, u 6 z nich došlo počas liečby k molekulovej alebo cytogenetickej progresii, ktorá vyžadovala zvýšenie dávkovania imatinibu a napokon i podanie 2. generácie TKI. V jednom prípade sme zaznamenali úmrtie v dôsledku progresie základnej choroby. V súbore sme ďalej sledovali      i prežitie bez progresie (PFS), PFS v celom súbore po 6 rokoch sledovania bol 86% u pacien-tov predliečených IFN-( 85.2% a pri prvolíniovej liečbe IM 88.2%. Posledným sledovaným parametrom bolo prežitie bez udalosti (EFS), EFS v celom súbore po 6 rokoch sledovania bol 53.7% u pacientov predliečených IFN-( 46.7% a pri prvolíniovej liečbe IM 61.9%. V súbore sme sledovali i prežitie bez progresie (PFS), progresia bola definovaná podľa štúdie IRIS ako: akcelerácia, blastová kríza, strata CHR, strata MCyR, nárast počtu leukocytov u pacienta bez dosiahnutej CHR a úmrtie. PFS v celom súbore po 6 rokoch sledovania bol 86% u pacientov predliečených IFN-( 85.2% a pri prvolíniovej liečbe imatinibom 88.2%. Posledným sledova-ným parametrom bolo prežitie bez udalosti (EFS), udalosť bola definovaná ako: progresia, zlyhanie liečby imatinibom (ELN), intolerancia imatinibu a strata CCyR, nedosiahnutie MCyR po 12 mesiacoch liečby imatinibom, CCyR po 18 mesiacoch liečby imatinibom, CHR po 6 mesiacoch liečby imatinibom.253 EFS v celom súbore po 6 rokoch sledovania bol 53.7% u pa-cientov predliečených IFN-( 46.7% a pri prvolíniovej liečbe imatinibom 61.9%. Hodnotenie liečebnej odpovede podľa ELN kritérii veľmi dobre koreluje i s PFS a EFS. Po 6 rokoch sle-dovania štatisticky vo významne menšej miere progredovali pacienti s optimálnou odpoveďou (optimálna odpoveď 100% a 100%, suboptimálna odpoveď 100% a 91.7%, zlyhanie odpovede 55.3% a 26.7%, p < 0.0001 a p < 0.0001) (graf 4a, 4b). Analogický výsledok bol dosiahnutý i pre EFS: optimálna odpoveď 95.5% a 94.7%, suboptimálna odpoveď 50.0%       a 37.5%, zlyhanie odpovede 0% a 0%, p < 0.0001 a p< 0.0001) (graf 5a, 5b).
Graf 1a. Celkové prežívanie CML pacientov v sledovanom súbore (predliečení IFN-().
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Graf 1b. Celkové prežívanie CML pacientov v sledovanom súbore (imatinib v 1. línii).
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Graf 2a. Celkové prežívanie CML pacientov podľa Sokala (predliečení IFN-().
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Graf 2b. Celkové prežívanie CML pacientov podľa Sokala (imatinib v 1. línii).
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Graf 3a. Celkové prežívanie CML pacientov podľa ELN kritérii (predliečení IFN-().
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Graf 3b. Celkové prežívanie CML pacientov podľa ELN kritérii (imatinib v 1. línii).
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Graf 4a. Prežívanie bez progresie (PFS) podľa ELN kritérii (predliečení IFN-().
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Graf 4b. Prežívanie bez progresie (PFS) podľa ELN kritérii (imatinib v 1. línii).
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Graf 5a. Prežívanie bez udalosti (EFS) podľa ELN kritérii (predliečení IFN-().
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Graf 5b. Prežívanie bez udalosti (PFS) podľa ELN kritérii (imatinib v 1. línii).

[image: image24.png]0,8

0,67

047

pravdepodobnost

0.2

0,07

p=0.000

T
24

mesiace

48

ELN kritéria
=Moptiméina

—Iisuboptimaina
7lvhanie




1.2. POPIS KAZUISTIKY – UKAZOVATELE REZISTENCIE PRI LIEČBE IMATINIBOM
   U 63-ročného obézneho pacienta s hypertenznej choroby II. stupňa podľa WHO zistenou v roku 2002 sa v septembri toho istého roku potvrdila pri  kontrole krvného obrazu a ďalšími cielenými vyšetreniami diagnóza Ph pozitívnej CML vo včasnej chronickej fáze. Chorý bol podľa hodnôt prognostických indexov v strednej rizikovej skupine (Sokal 0.9). Osobná i ro-dinná anamnéza bola bez pozoruhodností. V úvode liečby bola podávaná  hydroxyurea v dávke 1.5g denne. Po dosiahnutí hematologickej remisie bol od novembra 2002 nasadený IFN-( až do dávky 10 MIU denne. Táto liečba bola komplikovaná trombocytopéniou a vynútila si redukciu dávky na 2.5 MIU obdeň. Pacient nemohol byť v tom čase liečený imatinibom, pretože bol povolený iba ako terapia 2. línie. Cytogenetické vyšetrenie v novembri 2003 ukázalo prítomnosť 49% buniek s pozitivitou Ph chromozómu. Od tohoto obdobia bol pacient liečený dávkou 2.5 MIU IFN-( denne, ktorá bola dobre tolerovaná. Kontrolné cytogenetické vyšetrenie v novembri 2004 metódou interfázovej FISH  ukázalo nedostatočnú cytogenetickú odpoveď k liečbe (42% BCR-ABL pozitívnych buniek). Terapia IFN-( sa ukončila s tým, že obdobie do nasadenia imatinibu bolo preklenuté hydroxyureou v dávke 1.5g denne. V decem-bri 2004 bola zahájená liečba imatinibom v dávke 400 mg denne s nasledujúcim pravidelným sledovaním hladín BCR-ABL transkriptu pomocou RQ-PCR. Vedľajším účinkom bola retencia tekutín a edémy dolných končatín, ktoré vyžadovali nasadenie účinnejšieho diuretika (furosemid 40 mg/denne). Pri započatí liečby imatinibom chorý užíval: metoprolol 2x50 mg/deň, enalapril 2.5 mg/deň, furosemid 40mg/deň a chlorid draselný 1g/deň. Po 3 mesiacoch liečby (marec 2005) bola dosiahnutá veľká cytogenetická odpoveď pomocou FISH analýzy buniek KD i PK. Od novembra 2005 (po necelom roku liečby) bola eskalovaná dávka imatinibu na 800mg denne z dôvodu cytogenetickej progresie ochorenia. Najlepším dosiahnutým výsledkom pri sledovaní dynamiky fúzneho génu BCR-ABL bola hodnota 6.2%. Ďalšie sledovanie ukazovalo spomínanú progresiu o 1 log. Výsledky RQ-PCR podnietili zahájenie diagnostického algoritmu detekcie rezistencie. In vitro testy potvrdili podozrenie z rezistencie k imatinibu Vyšetrením fosforylačného stavu CRKL proteínu v leukocytovom lyzáte bola potvrdená prítomnosť oboch foriem CRKL, fosforylovanej aj nefosforylovanej a to  i pri koncentrácii 10 µM, ktorá zodpovedá 10x vyššej koncentrácii imatinibu v porovnaní s dosahovanou terapeutickou hladinou pri štandardnom dávkovaní (tj. 400 mg denne). Vzhľadom k tomu, že sa pomer fosforylovanej a nefosforylovanej formy CRKL po inkubácii leukocytov v médiu s imatinibom prakticky nezmenil, bolo možné predpokladať, že BCR-ABL tyrozínová kináza bola k imatinibu kompletne rezistentná. Taktiež sledovaním koncentrácie WT1 génu v závislosti na vzostupnej koncentráci imatinibu (0, 1, 5 µM) bolo dokázané, že in vitro nedochádzalo k poklesu expresie génu pri narastajúcej koncentrácii imatinibu.  Sekvenčnou analýzou úseku ABL kinázovej domény bola potvrdená mutácia T315I, ktorá bola overená restrikčným štiepením pomocou endonukleázy DdeI rozpoznávajúcej miesto 5´...C(TNAG...3´, ktoré je v prípade tejto mutácie zrušené (ACT( ATT). Vzhľadom k veku     a nedostupnosti príbuzenského darcu nebolo možné indikovať ATKB. Prítomnosť T315I mutácie vylúčila možnost podania nových inhibítorov tyrozínových kináz (dasatinib, nilotinib). U chorého bola preto zahájená paliatívna liečba perorálnou chemoterapiou (hydroxyureou). Prehľad jednotlivých krokov molekulovej diagnostiky ukazuje obrázok 14.

Obrázok 14. Diagnostické kroky pri podozrení na rezistenciu k imatinibu. 
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Liečba imatinibom neviedla k dosiahnutiu CCyR – podozrenie zo  vzniku rezistencie (zrejme sekundárnej) (A). Expresia génu WT1 nebola suprimovaná vyššou koncentráciou imatinibu (B). Pokiaľ by sa pri inkubácii zmenil pomer v prospech nefosforylovanej formy CRKL, znamenalo by to, že imatinib je in vitro schopný inhibovať BCR-ABL kinázu (CRKL je fosforylovaná pomocou BCR-ABL). V tomto prípade bolo možné predpokladať, že BCR-ABL kináza nie je imatinibom inhibovaná (C). Zistená mutácia (ACT( ATT) vedie k zámene aminokyselín treonínu (T) za izoleucín (I) v pozícii 315, T315I (D).
2. IMUNOLOGICKÝ PROFIL CML PACIENTOV
2.1. LEUKOCYTY 
   V dobe diagnózy bola dominantná časť leukocytov v KD a PK granulocytového pôvodu. Relatívne zastúpenie  lymfocytov a monocytov bolo znížené, absolútne počty boli elevované v PK odrážajúc hyperproliferáciu v KD, ktorá je pre CML typická. Počas liečby dasatinibom bolo pozorované zvýšené zastúpenie leukocytov v PK (medián 2.4, maximálne až 10.6x109/l) v dôsledku vyššieho pomerného zastúpenia lymfocytov v leukocytovej populácii – medián 42% (4%-79%). Pacienti liečení imatinibom mali v PK signifikantne nižší počet lymfocytov (medián 1.1x109/l, p<0.05). Relatívne i absolútne zastúpenie monocytov v PK a KD bolo vyššie u pacientov liečených dasatinibom v porovnaní so zdravými dobrovoľníkmi a osobami liečenými imatinibom (mediány v PK: 0.6, 0.3 a 0.3 x109/l, p<0.05).
2.2. LYMFOCYTY

   Zastúpenie T-lymfocytov a NK-buniek v KD bolo podobné vo všetkých skupinách. Vyššie zastúpenie bolo pozorované v populácii NKT-buniek KD v čase diagnózy CML pri porovnaní so zdravými kontrolami (13% vs. 6%). V PK bolo absolútne zastúpenie NKT-buniek zvýšené pri liečbe dasatinibom i u novo diagnostikovaných pacientov. Pri liečbe dasatinibom tiež dochádzalo k redukcii zastúpenia T-lymfocytov v PK (58% vs. 64-70% v ostatných skupinách, p<0.05). Populácia B-lymfocytov bola signifikantne redukovaná v KD pri diagnóze a liečbe dasatinibom (9%, 20%, 14%, 21%; diagnóza, imatinib, dasatinib, kontrolná skupina; p<0.05). Pri diagnóze bola väčšina B-lymfocytov na základe expresie CD45 znaku maturovaná. Podobný trend bol pozorovaný aj v skupine pacientov liečených dasatinibom, hoci nebol štatisticky signifikantný. B-lymfocyty v PK sa vyskytovali v nižšom pomere v porovnaní s imatinibovou skupinou a zdravými dobrovoľníkmi (7% vs. 12% a 11%, p<0.05).
2.3. T-LYMFOCYTOVÉ SUBPOPULÁCIE

   Distribúcia CD4+ a CD8+ T-lymfocytov bola v dobe diagnózy podobná ako u zdravých dobrovoľníkov. Proliferačná aktivita CD4+ T-lymfocytov v KD (meraná pomocou Ki-67) bola vyššia v dobe diagnózy (12%) v porovnaní s pacientami liečenými imatinibom (3%), dasatinibom (3%) či zdravými dobrovoľníkmi (4%) (p<0.05). Imunoregulačný index (CD4/CD8) v PK i KD bol nižší pri liečbe dasatinibom (0.9, 1.1) v porovnaní s ostatnými skupinami. Je to odrazom deregulácie hladiny cytotoxických CD8+ T-lymfocytov pri liečbe dasatinibom. Absolútny počet CD4+ buniek presiahol v každej skupine hodnotu 0.2x109/l. Výrazné rozdiely boli pozorované v distribúcii T-bunkového receptora (TCR). V bunkách KD   i  PK pacientov liečených dasatinibom prevažovala populácia CD4+ buniek so subtypom TCR-γδ v porovnaní s imatinibovou skupinou (16% a 19% vs. 4% a 3%, p<0.05). Recipročne bolo v dasatinibovej skupine nižšie zastúpenie subtypu TCR-αβ. Štatisticky významné rozdiely neboli popísané v distribúcii TCR v CD8+ T-lymfocytoch, hoci absolútny počet TCR- γδ CD8+ buniek bol vyšší pri liečbe dasatinibom.
2.4. AKTIVÁCIA A PAMÄŤOVÝ STATUS T-LYMFOCYTOVÝCH SUBPOPULÁCIÍ
   Pacienti v dobe diagnózy, pri liečbe imatinibom a zdraví dobrovoľnící mali podobnú distribúciu aktivačných znakov T-lymfocytov. Odlišná situácia vznikla při liečbe dasatinibom – 

vyčlenili sa dve ostro ohraničené skupiny: „aktivovaná“ s profilom chonickej lymfocytovej modulácie a „normálna“ s obrazom podobným predchádzajúcim skupinám. V aktivovanej skupine bolo vyššie zastúpenie T-lymfocytov v PK a KD s expresiou znaku CD57 (44%, 31%). Tento fenomén nebol pozorovaný v iných skupinách, maximá dosahovali 24%, resp. 26%. Ďalším pozorovaným javom v dasatinibovej skupine bolo zvýšenie expresie HLA-DR   na povrchu CD4+ a CD8+ T-lymfocytov v PK i KD. Rozdielny bol i pamäťový status (CD45 RA/CD45 RO) T-lymfocytov z aktivovanej skupiny, pretože expresia CD45 RA bola signifikantne nižšia v CD4 i populácii v porovnaní s ostatnými skupinami.
2.5. REGULAČNÉ T-LYMFOCYTY A DENDRITICKÉ BUNKY

   Relatívne zastúpenie Tregs (z populácie CD4+ T-lymfocytov) v dobe diagnózy a u zdravých dobrovoľníkov sa nelíšilo. Pri liečbe imatinibom dochádzalo k zvyšovaniu zastúpenia Tregs v PK i KD v porovnaní s dasatinibom (6% a 6% vs. 3% a 3%, p<0.05). V „aktivovanej“ podskupine dasatinibových pacientov bolo zastúpenie Tregs nižšie ako v „normálnej“ podskupine, ale rozdiely neboli tak evidentné ako v prípade aktivačných znakov. Zastúpenie mDC typu 2 a pDC bolo redukované v dobe diagnózy, hoci absolútne počty boli skôr zmnožené v dôsledku iniciálnej leukocytózy. Pacienti liečení imatinibom nevykazovali signifikantné rozdiely v zastúpení DC a ich podtypov v porovnaní so zdravými dobrovoľníkmi, hoci variabilita počtov bola vysoká, v niektorých prípadoch bola dokonca pozorovaná absencia tejto populácie.   
   Všeobecne je možné konštatovať, že neboli pozorované rozdiely v zastúpení jednotlivých bunkových populácii tak v relatívnom ako aj v absolútnom počte medzi KD a PK. Zásadnejšie rozdiely (štatisticky nesignifikantné) boli pozorované vo zvýšenom počte B-lymfocytov a HLA-DR+/Ki-67+ CD8+ T-lymfocytov v KD. Pre sprehľadnenie textu sú jednotlivé bunkové subpopulácie uvedené v tabuľkách 17, 18, 19.

Tabuľka 17. Základné leukocytové a lymfocytové subpopulácie.
	bunková populáciaa
	definovaná podskupina

	
	obdobie dg.
(bez liečby)
	imatinib
	dasatinib
	zdraví dobrovoľnící
	p-hodnotab

	lymfocyty/leukocyty

KD (%)

PK (%)

lymfocyty (x109/l)
	3 (1-10)

6 (2-27)

2.7 (1.1-4.6)
	12 (3-41)

25 (5-42)

1.1 (0.3-2.1)
	17 (5-51)

42 (4-79)

2.4 (0.1-10.6)
	13 (6-23)

28 (17-38)

1.5 (0.8-2.4)
	< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

	granulocyty/leukocyty

KD (%)

PK (%)

granulocyty (x109/l)
	90 (74-95)

83 (51-89)

41.8 (8.1-189)
	72 (41-88)

62 (35-78)

3.0 (1.0-9.6)
	63 (23-79)

48 (13-81)

2.9 (0.5-15.3)
	68 (58-83)

62 (46-73)

3.5 (1.3-6.5)
	< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

	monocyty/leukocyty

KD (%)

PK (%)

monocyty (x109/l)
	2 (1-4)

3 (0.3-13)

1.3 (0.3-5.4)
	4 (1-8)

6 (2-12)

0.3 (0.1-0.7)
	6 (4-12)

8 (3-14)

0.6 (0.03-1.8)
	4 (3-6)

5 (4-9)

0.3 (0.2-0.5)
	< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

	bazofily/leukocyty

PK (%)

bazofily (x109/l)
	3 (1.5-6)

1.7 (0.3-5.8)
	1 (0-4.6)

0.02 (0-0.2)
	0.4 (0.2-2)

0.02 (0-0.2)
	1 (0.4-1.2)

0.04 (0-0.1)
	< 0.0001

< 0.0001

	CD3+ T-lymfo./lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

T-lymfocyty (x109/l) 
	60 (47-72)
64 (48-81)

1.7 (0.7-4.1)
	58 (36-76) 
66 (50-83)

0.7 (0.2- 1.5)
	52 (33-75) 
58 (19-79)

1.4 (0.1-5.6)
	58 (49-79) 
70 (52-79)

1.1 (0.6-2.0)
	0.31
0.0002
< 0.0001

	CD4+ T-lymfo./T-lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

CD4+ T-lymfocyty (x109/l) 
	51 (40-60) 

60 (50-70) 
1.0 (0.4-1.4) 
	55 (36-75) 
66 (45-80) 
0.5 (0.3-0.9) 
	51 (12-58) 
49 (15-60)

0.7 (0.2-2.9)
	59 (29-66) 
63 (40-67)

0.7 (0.4-0.9) 
	0.15
< 0.0001

< 0.0001

	CD8+ T-lymfo./T-lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

CD8+ T-lymfocyty (x109/l) 
	47 (11-64) 

37 (21-45) 
0.6 (0.2-1.1) 
	43 (11-59) 
32 (16-50) 
0.2 (0.1-0.6) 
	46 (10-59) 
50 (19-83) 
0.7 (0.1-2.9) 
	40 (13-58) 
35 (26-49)
0.4 (0.2-0.6)
	0.13
< 0.0001

0.0008

	IRI CD4+/CD8+

KD 

PK  
	1.1 (0.8-1.7)
1.6 (1.1-3.4)
	1.3 (0.7-3.7) 
2.1 (0.9-4.9)
	1.1 (0.2-1.5) 
0.9 (0.2-1.7)
	1.5 (0.5-1.1) 
1.8 (0.8-2)
	0.01

< 0.0001

	B-lymfo./lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

B-lymfocyty (x109/l) 
	9 (3-29)
8 (2-22)

0.3 (0.03-1.4)
	20 (3-45) 
12 (4-22)

0.1 (0.03- 0.3)
	14 (1-30) 
7 (0-27)

0.2 (0-0.9)
	21 (9-37) 
11 (5-25)

0.2 (0.1-0.6)
	< 0.0001

0.003

0.001

	NK-bunky/lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

NK-bunky (x109/l) 
	16 (6-34) 

14 (4-41) 
0.4 (0.2-2) 
	11 (3-29) 
11 (3-42) 
0.1 (0.03-1.2) 
	18 (3-39) 
17 (4-73) 
0.4 (0.1-5.4) 
	12 (3-26) 
12 (5-21)
0.2 (0.1-0.4)
	0.19
0.29
< 0.0001

	NKT-bunky/lymfocyty 

KD (%)

PK (%)

NKT-bunky (x109/l) 
	13 (2-27) 

10 (1-27) 
0.3 (0.02-2.5) 
	7 (3-28) 
10 (2-20) 
0.1 (0.03-0.4) 
	12 (4-48) 
14 (1-29) 
0.3 (0-1.4) 
	6 (1-14) 
7 (1-16)
0.1 (0-0.4)
	0.007
0.26
0.0002

	zrelé B-lymfo./B-lymfo. 

KD (%)

matur. B-lymfo./B-lymfo. 

KD (%)

nezrelé B-lymfo./B-lymfo. 

KD (%)
	79 (35-99) 

14 (0-48) 
0 (0-10) 
	73 (41-99) 
20 (0-50) 
2 (0-8) 
	82 (64-96) 
12 (1-29) 
2 (0-9) 
	65 (57-93) 
26 (3-33)
4 (1-7)
	0.11
0.02
0.02


Vysvetlivky. lymfo. – lymfocyt, PK – periférna krv, KD – kostná dreň. aKontinuálne premenné sú uvedené vo formáte medián (minimum-maximum). Absolútne počty buniek sú určené iba v PK. bPre kontinuálne premenné je použitý Kruskalov-Wallisov test.

Tabuľka 18. Pamäťový status T-lymfocytových subpopulácii.
	bunková populáciaa
	definovaná podskupina

	
	obdobie dg.
(bez liečby)
	imatinib
	dasatinib
	zdraví dobrovoľnící
	p-hodnotab

	CD4+ T-lymfo. RA+/
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD4+ T-lymfo. RA+ (x109/l) 
	41 (19-59) 
44 (20-55) 
0.3 (0.2-0.5)
	41 (16-62) 
46 (10-68) 
0.2 (0.1-0.4)
	35 (6-58) 
24 (16-66) 
0.2 (0.01-0.6)
	50 (40-71)
47 (27-75)
0.2 (0.05-0.2)
	0.01

0.009
0.002

	CD4+ T-lymfo. RO+/
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD4+ T-lymfo. RO+ (x109/l)
	57 (40-80) 
55 (43-80) 
0.5 (0.3-1)
	52 (25-83) 
52 (29-90) 
0.3 (0.1-0.6)
	63 (35-89) 
73 (34-82) 
0.4 (0.1-2.2)
	50 (28-60)
51 (25-70)
0.3 (0.06-0.2)
	0.40
0.08

0.001

	CD8+ T-lymfo. RA+/
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD8+ T-lymfo. RA+ (x109/l) 
	58 (28-83) 
55 (30-66) 
0.3 (0.02-0.3)
	57 (30-85) 
60 (20-86) 
0.1 (0.02-0.4)
	57 (23-68) 
56 (19-70) 
0.3 (0.03-0.8)
	61 (57-69)
64 (46-79)
0.2 (0.05-0.3)
	0.55

0.31

0.12

	CD8+ T-lymfo. RO+/
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD8+ T-lymfo. RO+ (x109/l)
	42 (16-69) 
45 (32-70) 
0.2 (0.03-0.5)
	40 (10-67) 
40 (12-78) 
0.1 (0.02-0.2)
	42 (22-75) 
44 (29-81) 
0.2 (0.02-1.7)
	39 (27-45)
36 (21-53)
0.1 (0.02-0.1)
	0.63

0.54

0.20

	TCR-αβ T-lymfo./
CD3+ T-lymfo. 

KD (%)


PK (%)

TCR-αβ T-lymfo. (x109/l)
	95 (72-98) 
96 (72-99) 
1.7 (0.9-3.5)
	96 (76-99) 
97 (56-99) 
0.7 (0.2-1.4)
	90 (87-99) 
89 (84-99) 
1.2 (0.03-5.6)
	92 (85-98)
94 (86-98)
1 (0.4-1.7)
	0.09

0.03

< 0.0001

	TCR-γδ T-lymfo./
CD3+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

TCR-γδ T-lymfo. (x109/l)
	5 (2-28) 
4 (1-28) 
0.05 (0-0.8)
	4 (1-24) 
3 (1-44) 
0.03 (0-0.4)
	10 (1-13) 
11 (1-16) 
0.1 (0-0.7)
	8 (2-14)
6 (2-14)
0.06 (0-0.2)
	0.08

0.03

0.001

	CD4+ TCR-αβ T-lymfo./
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)


PK (%)

CD4+ TCR-αβ T-lymfo. (x109/l)
	95 (91-97) 
97 (89-99) 
0.9 (0.5-1.3)
	95 (81-99) 
96 (90-99) 
0.5 (0.3-0.9)
	84 (79-99) 
81 (75-99) 
0.5 (0.3-2.6)
	85 (84-94)
85 (83-96)
0.5 (0.4-0.8)
	0.009

0.001

0.14

	CD4+ TCR-γδ T-lymfo./
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD4+ TCR-γδ T-lymfo. (x109/l)
	5 (2-9) 
3 (0-11) 
0.02 (0-0.1)
	4 (1-18) 
3 (1-10) 
0.02 (0-0.1)
	16 (1-21) 
19 (1-25) 
0.1 (0.01-0.6)
	15 (6-16)
15 (3-16)
0.1 (0.02-0.1)
	0.009

0.001

0.003

	CD8+ TCR-αβ T-lymfo./
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD8+ TCR-αβ T-lymfo. (x109/l)
	98 (91-100) 
99 (92-100) 
0.5 (0.3-1.2)
	99 (96-100) 
99 (96-100) 
0.2 (0.1-0.8)
	99 (96-100) 
99 (82-100) 
0.6 (0.2-3)
	98 (96-99)
97 (95-99)
0.4 (0.2-0.6)
	0.64

0.29

0.03

	CD8+ TCR-γδ T-lymfo./
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD8+ TCR-γδ T-lymfo. (x109/l)
	2 (0-9) 
0.3 (0-8) 
0.003 (0-0.03)
	1 (0-4) 
1 (0-4) 
0.001 (0-0.02)
	1 (0-3) 
1 (1-17) 
0.1 (0.01-0.6)
	2 (1-4)
2 (1-5)
0.01 (0-0.03)
	0.58

0.30

0.38


Vysvetlivky lymfo. – lymfocyt, PK – periférna krv, KD – kostná dreň aKontinuálne premenné sú uvedené vo formáte medián (minimum-maximum). Absolútne počty buniek sú určené iba v PK. bPre kontinuálne premenné je použitý Kruskalov-Wallisov test.

Tabuľka 19. Aktivácia T-lymfocytových subpopulácii, T-regulačné lymfocyty.
	bunková populáciaa
	definovaná podskupina

	
	obdobie dg.
(bez liečby)
	imatinib
	dasatinib
	zdraví
dobrovoľnící
	p-hodnotab

	CD57+ T-lymfo./
CD3+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD57+ T-lymfo. (x109/l)
	26 (9-45) 
24 (6-49) 
0.5 (0-1.2)
	14 (7-23) 
18 (4-55) 
0.2 (0-1.3)
	31 (6-59) 
44 (6-68) 
0.6 (0-1.8)
	17 (4-30) 
20 (2-45) 
0.2 (0.03-0.8)
	0.001

0.002
0.0003

	CD4+ Ki67+ T-lymfo./
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

Ki67+ CD4+ T-lymfo. (x109/l)
	12 (3-41) 
1 (1-5) 
0 (0-0.02)
	3 (0-16) 
1 (0-4)

0 (0-0.01)
	3 (0-35)
4 (0-35)

0.03 (0-0.8)
	4 (3-5) 
2 (1-3)

 0 (0-0.03)
	0.02
0.001
0.003

	Ki67+ CD8+ T-lymfo./
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

Ki67+ CD8+ T-lymfo. (x109/l)
	4 (2-27) 
1 (1-5) 
0 (0-0.02)
	1 (0-8) 
0.4 (0-2)

0 (0-0.01)
	4 (0-49)
3 (0-42)

0.03 (0-0.7)
	1 (1-2) 
1 (0-2)

0 (0-0.01)
	0.001
< 0.0001
< 0.0001

	HLA-DR+ CD4+ T-lymfo./
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

HLA-DR+ CD4+ lymfo. (x109/l)
	13 (5-29) 
6 (3-11) 
0.05 (0-0.2)
	7 (3-21) 
4 (1-15)

0.03 (0-0.1)
	16 (3-47)
13 (3-44)

0.04 (0-0.9)
	5 (2-8) 
3 (2-5)

0.03 (0-0.04)
	0.008
0.0003
0.03

	HLA-DR+ CD8+ T-lymfo./
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

HLA-DR+ CD8+ lymfo. (x109/l)
	24 (13-37) 
16 (5-25) 
0.06 (0-0.2)
	15 (7-40) 
9 (2-25)

0.03 (0-0.1)
	46 (6-68)
24 (4-69)

0.2 (0-1.7)
	17 (5-19) 
3 (3-7)

0.03 (0-0.04)
	0.01
0.001
0.0003

	CD62L+ CD4+ T-lymfo./
CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD62L+ CD4+ T-lymfo. (x109/l)
	66 (24-83) 
68 (26-86) 
0.6 (0.3-0.8)
	77 (50-92) 
83 (62-95)

0.4 (0.2-0.8)
	63 (21-84)
58 (15-93)

0.3 (0.1-0.8)
	79 (77-90) 
79 (76-94)

0.6 (0.3-0.8)
	0.008
0.0008
0.01

	CD62L+ CD8+ T-lymfo./
CD8+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

CD62L+ CD8+ T-lymfo. (x109/l)
	26 (11-60) 
25 (9-59) 
0.1 (0.05-0.4)
	42 (15-70) 
47 (25-90)

0.1 (0.05-0.3)
	22 (7-61)
32 (3-69)

0.2 (0.1-0.8)
	45 (39-60) 
60 (36-76)

0.2 (0.1-0.3)
	0.005

0.001
0.23

	FOXp3+ Tregs/CD4+ T-lymfo. 

KD (%)

PK (%)

FOXp3+ Tregs (x109/l)
	3 (1-5) 
4 (1-9) 
0.04 (0-0.2)
	6 (0.2-10) 
6 (1-10)

0.03 (0-0.1)
	3 (1-6)
3 (1-8)

0.03 (0-0.1)
	4 (2-8) 
5 (1-7)

0.03 (0-0.1)
	0.005

0.007
0.04

	CD34+ bunky/leukocyty 

KD (%)
	0.6 (0.2-1.4) 
	0.5 (0.1-1.2) 
	0.6 (0.1-1.8)
	0.7 (0.3-1.1) 
	0.32


Vysvetlivky lymfo. – lymfocyt, PK – periférna krv, KD – kostná dreň aKontinuálne premenné sú uvedené vo formáte medián (minimum-maximum). Absolútne počty buniek sú určené iba v PK. bPre kontinuálne premenné je použitý Kruskalov-Wallisov test.

DISKUSIA

1. KOMPLEXNÉ ZHODNOTENIE PROGNOSTICKÝCH UKAZOVATEĽOV 
   Výsledky liečby v našom súbore pacientov korelujú s literárnymi údajmi. Predliečenie IFN-( ovplyvňuje dosiahnutie CHR a CCyR, nie však MMR a CMR v porovnaní s prvolíniovým imatinibom. V prípade CHR musíme mať však na zreteli fakt, že pacienti predliečení IFN-α dosiahli CHR ešte pred nasadením imatinibu. Medián dosiahnutia CCyR je štatisticky signifikantne kratší pri liečbe imatinibom v 1. línii. Včasné dosiahnutie CCyR ale nemá vplyv na OS. Paradoxne je OS lepší u osôb predliečených IFN-α, čo však súvisí s tým, že úmrtia v danom ramene sa vyskytli do 15 mesiacov od započatia liečby imatinibom (u predliečených IFN-α do 38 mesiacov). Pozorované nesignifikantné rozdiely v dosiahnutí MMR a CMR môžu byť predovšetkým dôsledkom intenzívnejšieho  monitorovania pacientom liečených výlučne IM. Z prognostických indexov sa ukázala výborná korelácia Sokalovho skóre s celkovým prežitím, nižšia výpovedná hodnota je pre parametre PFS a EFS. Je ale pravdou, že pre pa-rameter OS nie je pre skupinu nízkeho a stredného rizika Sokalov index optimálny, v našom prípade ale mohlo vzniknúť skreslenie v dôsledku nižšieho počtu pacientov. Pri určitom zjednodušení by sa dalo uvažovať aj o zlúčení oboch skupín. Hasfordov skórovací systém nevykazoval v žiadnom zo sledovaných parametrov náležitú koreláciu. To v určitom smere otvára cestu pre používanie a vytváranie ďalších skórovacích systémov – napr. systém vytvorený v Hammersmithskej nemocnici.33 Medzi základnými vstupnými parametrami (veľkosť sleziny a pečene, počet leukocytov) neboli signifikantné rozdiely a pre daný súbor neboli samostatnými nezávislými prognostickými ukazovateľmi. Dávkovanie imatinibu nemalo zásadný vplyv na OS – to je nepriamy dokaz, že chorí sú liečení s maximálnym ohľadom     na klinickú situáciu, rozvoj rezistencie a maximálne intenzívne. Tiež to znamená, že intermitentné dávkovanie je bezpečnou stratégiou. V podskupine pacientov predliečených IFN-α mali pacienti s redukovaným dávkovaním signifikantne najlepší PFS (p=0.002) a najhorší EFS (p=0.001) – údaje nie sú prezentované. Tento výsledok je len orientačný       (v skupine s redukovaným dávkovaním je 6 pacientov) a navyše intolerancia imatinibu (dominujúca príčina jeho redukcie) bola zahrnutá do kategórie udalosť (event). V našom súbore sme pozorovali, že pacienti s komplexným karyotypom pred zahájením liečby imatinibom majú horšiu prognózu a vo väčšine prípadov vyžadujú liečbu 2. generáciou TKI. Vzhľadom k malému počtu pacientov s PCA nie je možné štatisticky zhodnotiť ich dosah na OS. Z publikovaných údajov však môžeme odvodiť, že zrejme nie je rozdiel v prežívaní medzi osobami s jedinou abnormalitou (Ph chromozómom) a PCA ako je delécia der(9q) alebo trizómia chromozómu 8 – čo sú takmer všetky abnormality vyskytujúce sa v našom súbore. Úplne odlišná je situácia v prípade identifikácie komplexného karyotypu.254 Zo 7 pacientov s komplexnými cytogenetickými zmenami došlo v jednom prípade k úmrtiu v dôsledku progresie základného ochorenia, ostatní pacienti počas liečby molekulovo alebo cytogeneticky progredovali, čo vyžadovalo zvýšenie dávkovania imatinibu a neskôr i podanie 2. generácie TKI. Zaujímavé je  zistenie, že počet mutácii nenarástol s časom sledovania ani predliečením IFN-(. ELN kritériá sú nezávislým prognostickým faktorom pre OS, PFS a EFS (údaje nie sú prezentované). Ukazuje sa však, že všetci pacienti so suboptimálnou odpoveďou (hodnotenou v 12 mesiaci) dosiahnu CCyR (po 24 mesiacov a po 15 mesiacov) a dokonca i malý počet pacientov, ktorí zlyhávajú pri liečbe imatinibom (nedosiahnutá CCyR po 18 mesiacoch), zaznamená napokon CCyR. EFS po 6 rokoch sledovania je horší v skupine pacientov predliečených IFN-(. Tento výsledok je pravdepodobne spôsobený vyšším počtom pacientov a dlhším intervalom sledovania.

   Účinnosť liečby imatinibom u novo diagnostikovaných pacientov bola zhodnotená vo fáze III v medzinárodnej štúdii s názvom IRIS (International Randomized Study of Interferon and STI571)114 , kde bola hodnotená liečba u 1106 pacientov v chronickej fáze CML. Zhodnotenie po 12 mesiacoch liečby ukázalo, že MCyR a CCyR bola dosiahnutá v imatinibovom ramene u 85% resp. 74% liečených, v ramene IFN-α a Ara-C u 22% resp. 9%. To bol jasný dôkaz o priorite imatinibu v liečbe novo diagnostikovaných CML pacientov. Súhrnne bola MMR dosiahnutá v imatinibovom ramene u 39% a pri kombinovanej terapii u 2% osôb. Taktiež sa sledoval vplyv dosiahnutia MMR na prežitie bez progresie ochorenia CCyR a súčasne 3 log redukcia BCR-ABL transkriptu dosiahnutá v 12 mesiaci liečby znamenala 100% pravdepodobnosť PFS v 24 mesiacoch terapie v porovnaní s 95% pravdepodobnosťou PFS u tých, ktorý mali menej ako 3 log redukciu a iba 85% pri nedosiahnutej CCyR v 12 mesiaci terapie.115 Tieto pozorovania sa potvrdili i v našom súbore pacientov. V rámci rozšírenia dostupnosti imatinibu došlo k jeho uvoľneniu i pre českých pacientov v chronickej fáze CML, ktorí netolerovali liečbu IFN-α a v akcelerovanej fáze CML koncom roku 2000 v 2 centrách, výsledky boli publikované v rokoch 2003 a 2004. Voglová potvrdila obdobné výsledky u chorých liečených v štúdii CZSTI5710113. 34 pacientov bolo sledovaných v mediáne 2 rokov a CHR bola dosiahnutá u 97%, MCyR u 63%.117,118 

   Pacienti v prvej chronickej faze CML majú byť liečení imatinibom. ATKB by mala byť zvažovaná u mladých pacientov a deti s vysokým rizikom podľa Sokala a Hasforda, nízkym transplantačným rizikom a dostupným HLA vhodným darcom. Táto liečebná modalita by mala byť zvažovaná aj pri zlyhaní liečby imatinibom a progresii CML do akcelerácie či blastovej krízy alebo pri potvrdenej mutácii T315I v ABL kinázovej domene. Vo všetkých ostatných prípadoch zlyhania liečby, suboptimálnej odpovedi či varovných príznakoch sa odporúča navýšenie dávky imatinibu alebo prechod k 2. generácii TKI. Akcelerácia i blastová kríza CML liečená TKI prináša len časovo obmedzené trvania hematologickej odvovede, a práve v tejto skupine sa mení pohľad na indikáciu ATKB, ktorá by mala byť realizovaná po dosiahnutí chronickej fázy.122
1.1. EXPRESIA WT1 GÉNU, REZISTENCIA K IMATINIBU 
   WT1 gén patrí medzi tumorové supresory a jeho deregulácia je spojená s rozvo-jom Wilmsovho tumoru,  skupinou združených symptómov WAGR (Wilmsov tumor, anirídia, genitourinálne anomálie a mentálna retardácia) a Denysovým-Drashovým syndrómom.92, 255 Lokus WT1 génu je na chromozóme 11 (11p13) a kóduje transkripčný faktor. WT1 proteín je zvýšene exprimovaný počas embryogenézy (hematopoetické tkanivo, urogenitálny systém). V dospelosti je aktivovaný v minimálnom počte tkanív (opäť urogenitálny trakt) a jeho expresia je nízka. Ukazuje sa tiež, že i normálne progenitorové hemopoetické bunky produkujú malé množstvo WT1 proteínu.256, 257 Existujú však dôkazy o tom, že expresia WT1 je zvýšená u akútnych leukémii, myelodysplastického syndrómu a pri progresii CML do agre-sívnejších foriem.93, 258, 259 V jednotlivých fázach CML má WT1 gén odlišnú expresiu – chronická fáza (nízka expresia, 0-50 kópii), akcelerovaná fáza (nárast o 1 log), blastová kríza (opätovný nárast o 1 log). U pacientov s CML v CCyR navodenej imatinibom bola pozorovaná znížená expresia WT1 génu. To môže potenciálne predstavovať  užitočný nástroj v odhade prvotnej odpovede na imatinib u CML pacientov.259 WT1 gén je teda panleukemickým ukazovateľom a jeho expresia, hoci nie je špecifická, poukazuje na prítomnosť nádorovej populácie buniek.260 Dnes, žiaľ,  presne nedokážeme odpovedať na otázku zapojenia WT1  do signálnych kaskád, môžeme ale predpokladať, že transkripčná represia ovplyvňuje bunkovú proliferáciu a napokon i prechod buniek do Go-fázy.261, 262 Z pokusov na bunkových líniách CML sa ukazuje, že hyperexpresia WT1 génu je spojená (aspoň u časti vyšetrovaných vzoriek) s dereguláciou BCR-ABL aktivity. Ďalšou oporou v tvrdení, že WT1 je zvýšene exprimovaný pri deregulácii BCR-ABL tyrozínkinázovej aktivity, je transfekcia COS bunkovej línie BCR-ABL génom a nasledujúca zmena v charaktere WT1 expresie. Cilloni a spolupra-covníci popísali zvláštny fenomén u CML pacientov liečených imatinibom: pokiaľ pacient dosiahne CCyR a jeho bunky sú kultivované so stúpajúcoou koncentráciou imatinibu, hladina WT1 transkriptu prudko poklesne až k nulovým hodnotám; ak však pacient na imatinib nereaguje (rezistencia) dochádza i v prítomnosti imatinibu k zvýšenej expresii WT1. Logické vysvetlenie uvedeného fenoménu spočíva v tom, že mechanizmami sekundárnej rezistencie prestáva byť inhibovaná BCR-ABL tyrozínová kináza, ktorá zrejme (doposiaľ nejasným mechanizmom) stráca kontrolu nad expresiou WT1 génu. Výsledky získané v našej kohorte pacientov (n=10) potvrdzujú čiastočnú správnosť zmieňovaných tvrdení. V skutočnosti však klinická interpretácia expresie WT1 génu spôsobuje ťažkosti. V zásade totiž dochádza k trom alternatívam výsledku: 1. expresia WT1  génu je vysoká a po kultivácii buniek s imatinibom klesá (môžeme teda predpokladať, že pacient je imatinibový respondér a príčiny rezistencie pravdepodobne tkvejú v nedostatočnej hladine imatinibu v sére/bunke, ale BCR-ABL proteín nevykazuje také zmeny, ktoré by zabránili jeho inhibícii), 2. expresia WT1 génu je vysoká, ale po pridaní imatinibu nedochádza k jej poklesu (môžeme teda predpokladať, že pacient je imatinibový non-respondér a príčiny rezistencie pravdepodobne tkvejú v BCR-ABL proteíne, ktorý je funkčne alterovaný – napr. v dôsledku mutácie), 3. expresia WT1 génu je nízka alebo nulová (tento výsledok je nešpecifický a vo svojej podstate nehodnotiteľný, môžeme iba polemizovať o tom, že pacient je imatinibový respondér alebo pri kultivácii došlo k redukcii počtu buniek). Treba pripustiť, že hypoexpresia WT1 je veľmi častým nálezom i v malej skupine pacientov, ktorú sme vyšetrili. Ďalším významným prvkom, ktorý môže skresľovať analýzu, je rôznorodosť vzoriek (doba diagnózy, priebeh liečby inhibítormi tyrozínových kináz).  Preto je nevyhnutné zdôrazniť, že meranie hladiny WT1 génu má len hrubo informatívny výpovedný charakter o vzniknutej rezistencii na imatinib (nutné je doplniť mutačnú analýzu, sérovú hladinu imatinibu, detekciu fosforylovanej formy CRKL apod.). 
2. IMUNOLOGICKÝ PROFIL CML PACIENTOV
   V poslednej dobe sa množia dôkazy o in vitro účinkoch TKI na imunitné efektorové bunky, ktoré načrtávajú predstavu o imunosupresívnych účinkoch týchto molekúl. Avšak in vivo štúdie odvodené z reálnej liečby pacientov sú zatiaľ rozporuplné. Naše údaje nepotvrdili        u väčšiny pacientov liečených TKI moduláciu funkčných parametrov imunitného systému. V súlade zo spomenutými zisteniami sme nepozorovali ani zvýšený výskyt  oportúnnych bakteriálnych, vírusových či mykotických infekcii, čo je i záverom klinických štúdii fázy II a III s TKI 1. a 2. generácie.263, 264 V priebehu liečby imatinibom bola distribúcia vybraných
lymfocytových subpopulácii podobná ako u zdravých kontrol. Významná časť pacientov liečených dasatinibom vykazovala príznaky aktivácie imunitného systému. 
   CML je považovaná za ochorenie, ktoré je modelovým príkladom nádoru vhodného pre po-tenciálne zásahy  do imunitného systému. Výsledky ATKB a podania infúzie darcovských lymfocytov preukázali pozoruhodné kuratívne antileukemické pôsobenie sprostredkované aloreaktívnymi cytotoxic-kými lymfocytmi.265 Sľubné údaje z klinických štúdií s BCR-ABL peptidovými vakcínami potvrdzujú klinický význam z aktivácie anti-CML imunitnej odpovede.235, 236 Je zaujímavé, že v analyzovanom súbore pacientov sme zaznamenali príznaky imunitnej aktivácie u nelieče-ných pacientov s CML. V KD bolo pozorované zvýšené zastúpenie NKT-buniek, vykazovali silnú expresiu znaku CD57 a znížená expresiu CD62L antigénu typickú pre pamäťové efektorové T-lymfocyty. NKT-bunky sú významnou komponentou vrodenej imunity, produkujú IFN-γ, a prostredníctvom MHC nezávislej cytolytickej aktivity aktivujú získanú T-závislú imunitnú odpoveď.266 Zmeny niektorých imunologických parametrov, ktoré sú pozorované u pacientov pri diagnóze, môžu odrážať zostatkovú reaktivitu hostiteľa proti leukemickým antigénom. Systémová aktivácia T-bunkového kompartmentu bola popísaná u pacientov s neliečenými hematologickými malignitami; spomínané aktivované cytotoxické bunky vykazovali cytolytickú aktivitu ex vivo.267, 268 I v prípade CML bola potvrdená prítomnosť antileukemických reaktívnych CD8+ T-lymfocytov.238 V našom súbore sme pozorovali zvýšenú proliferačnú aktivitu (Ki-67) CD4+ T-lymfocytov v KD vo vzorkách neliečených pacientov, čo potvrdzovalo fakt, že časť T-lymfocytov má silný proliferačný potenciál. Na druhej strane prirodzený vývoj ochorenia je dôkazom toho, že existujú niektoré neznáme mechanizmy v imunitnom systéme, ktoré umožnia vznik tolerancie k leukemickej bunke. Štatisticky významný pokles podielu dendritických buniek bol pravdepodobne určujúcim momentom poruchy antigénovej prezentácie a podkladom zlyhania imunologického dozoru (surveillance). Nadôvažok, zníženie počtu B-lymfocytov a ich prekurzorov v KD sa môže na tomto stave významne spolupodieľať. 
   Tregs zohrávajú kľúčovú úlohu v imunitnej homeostáze – regulujú imunitnú odpoveď 
potlačením aktivity efektorových buniek. U časti pacientov so solídnymi nádormi bolo v čase diagnózy pozorované zvýšené zastúpenie regulačných T-lymfocytov, čo bolo spojené s hor-šou prognóza pri zjavnom potlačení protinádorovej reaktivity. V našej kohorte pacientov sme 
nepreukázali zvýšenie podielu Tregs v čase diagnózy, zrejme to odráža ich odlišnú funkciu v prípade hematologických malignít. Pri ďalšom sledovaní pacientov bol pozorovaný štatisticky signifikantný nárast počtu Tregs u pacientov liečených imatinibom. V starších prácach bolo potvrdené, že u tých, ktorí dosiahli cytogenetickú a molekulovú odpoveď pri lieč-be imatinibom, dochádzalo k akumulácii lymfocytov v KD269; súbežné zvýšenie podielu Tregs môže odrážať kompenzačný mechanizmus obnovy kontrolných mechanizmov imunitnej homeostázy v kostnej dreni. Podobné pozorovania boli popísané u niektorých lymfómov – zvýšené množstvo Tregs v nádorovom tkanive bolo spojené s lepšou prognózu.270 
   Imunologické profilovanie solídnych nádorov sa najčastejšie realizuje z leukocytov PK 
spolu s analýzou buniek infiltrujúcich nádor. V prípade leukémie je, pochopiteľne, základným kompartmentom kostná dreň, ktorej analýza prináša najcennejšie informácie. V sledovanom súbore pacientov boli najvýraznejšie rozdiely v bunkovom rozložení medzi KD a PK pozorované v  zvýšenom počte B-lymfocytov a HLA-DR+/Ki-67+ CD8+ T-lymfocytov v kostnej dreni. Spomínané rozdiely sú vysvetliteľné normálnou fyziológiou hemopoézy: väčšia časť B-lymfocytovej populácie vyzrieva a diferencuje sa v KD pred vyplavením do cirkulácie a napo-kon časť fyziologických T-lymfocytov vykazuje vyššiu aktivitu v kostnej dreni (v origu neoplastického procesu) – to koreluje i so známou skutočnosťou, že špecifické CD8+ T-lymfocyty s cytotoxickou aktivitou namierenou proti LAA sú takmer výlučne identifikované v KD.270 
   V posledných rokoch preniklo do klinickej praxe niekoľko nových molekúl, predovšetkým TKI 2. generácie prinášajú sľubné výsledky a zaujímavý farmakologický profil spojený s imunomodulačným potenciálom. Inhibičný profil imatinibu sa líši od 2. generácie TKI, pretože okrem cieľovej kinázy BCR-ABL ovplyvňuje ešte C-KIT a PDGFR. Dasatinib zahŕňa podstatne širšie spektrum: je silným inhibítorom SRC kináz a pôvodne bol vyvinutý ako imunosupresívna molekula. SRC kinázy zohrávajú dôležitú úlohu v normálnom priebehu imunitnej odpovede. Napríklad LCK kináza má kľúčové postavenie v aktivácii T-lymfocytov    a LYN v aktivácii B-lymfocytov.271 Imatinib i dasatinib inhibujú aktiváciu a proliferáciu T-lymfocytov in vitro 272, 273, 228, ale ich pôsobenie na B-lymfocyty nie je doposiaľ preskúmané. Steegmann a spolupracovnící dokumentovali, že pri podávaní imatinibu sa vyskytla u časti pacientov hypogamaglobulinémia.274 V našej skupine pacientov boli v imatinibovom ramene normálne hladiny B-lymfocytov, pri liečbe dasatinibom sa podiel B-lymfocytov signifikantne znížil v PK i KD. To by mohol byť klinicky významný podklad i pre ďalšie štúdie hodnotiace B-lymfocytovú imunitnú odpoveď (napr. po podaní bakteriálnych vakcín). 
   Imunologický profil pri liečbe imatinibom a dasatinibom vykazovali mnohé rozdielne črty. V imatinibovom ramene bola distribúcia jednotlivých lymfocytových podtried, proliferačný       a aktivačný status takmer analogický ako u zdravých jedincov. Výraznejšie rozdiely boli iba v nižšom zastúpení T-lymfocytov s prestavbou TCR-γδ a vyššom podiele CD4+ T-lymfocytov (CD45RO+). Pri retrospektívnej analýze dochádzalo pri liečbe imatinibom k normalizácii vstupných hodnôt (nižší podiel B-lymfocytov a dendritických buniek a zvýšený počet NKT-bunky) už po 3 mesiacoch liečby – väčšinou po dosiahnutí kompletnej hematologickej odpovede. Podanie dasatinibu bolo u časti pacientov spojené s významnou alteráciou imunitného profilu. To je v súlade s publikovanými výsledkami, ktoré poukazovali na vznik chronickej klonovej lymfocytózy v PK obsahujúcej CD8+ T-lymfocyty a NK-bunky.232 Mnohí pacienti zo spomínanej analýzy mali pokročilé ochorenie a podstúpili ATKB. V našj skupine pacientov boli všetci v chronickej fáze ochorenia, nepodstúpili ATKB. Je preto pozoruhodné, že u osôb s relatívne intaktným imunitným systémom viedla liečba dasatinibom k posunu v imunitnom profile a systémovej aktivácii lymfoctového kompartmnetu. Asi polovica z liečených osôb vykazovala „aktivovaný“ imunofenotyp, ktorý bol charakterizovaný 
zvýšením podielu CD8+ T-lymfocytov, NK a NKT-buniek, zvýšenou expresiou znaku CD57, 
HLA-DR antigénu, CD45RO spolu s nižšou úrovňou expresie CD62L. Tento 
fenotyp sa podobá profilu po chronickej expozícii antigénu (napr. pri latentnej CMV infekcii) –zrelé pamäťové cytotoxické T-lymfocyty. Veľmi nízka hladina Tregs v tejto skupine osôb môže prispieť k posilneniu hyperreaktívnej odpovede na opakujúci sa antigénový podnet (expanzia efektorových pamäťových CD8+ T-lymfocytov a NK-buniek). 
   V nedávnej dobe sa objavili informácie o tom, že u pacientov, ktorí boli schopní prerušiť liečbu CML (po dosiahnutí CMR) bolo pozorované zvýšenie počtu pamäťových CD8+ T-lymfocytov (CD45RO+) v porovnaní s tými, ktorí zaznamenali po ukončení imatinibu alebo IFN-( relaps. Taktiež chronická lymfocytóza v PK pri podávaní dasatinibu bola spojená s výbornou liečebnou odpoveďou.275 S určitou opatrnosťou môžeme tvrdiť, že u pacientov s imunoaktivovaným profilom dochádza k indukcii populácie lymfocytov s antileukemickou aktivitou. K tomuto tvrdeniu prispieva i prítomnosť zvýšeného počtu TCR-γδ T-lymfocytov; recentné práce totiž naznačujú, že spomínaná bunková populácia má zásadné postavenie  pri rozvoji hematologických malignít.276 Pochopiteľne, potvrdenie týchto hypotéz vyžaduje realizáciu podstatne väčšieho počtu analýz. Klinicky relevantnou otázkou je, či by sa u osôb liečených dasatinibom, ktorí majú veľmi nízku nálož leukemických buniek (MMR, CMR) a vy-kazujú imunoaktivovaný profil, mohla liečba prerušiť alebo ukončiť. Existujú tiež odôvodnené obavy, že u pacientov s majoritnou populáciou vysoko diferencovaných pamäťových efektorových buniek je kapacita (pool) naivných lymfocytov natoľko redukovaný, že by mohol v konečnom dôsledku spôsobiť zhoršenú schopnosť reagovať na heterogénne infekčné podnety z prostredia. Podobný pokles T-lymfocytovej diverzity vo vyššom veku je dôvodom nárastu morbidity v dôsledku komunitných infekcii.277, 278 Tento fenomén a znížená hladina Tregs môžu byť kľúčom pre vysvetlenie niektorých autoimunitných porúch. Hypotetický model účinkov dasatinibu na imunitný systém ukazuje obrázok 15.
Obrázok 15. Účinky dasatinibu na imunitný systém – model.
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2.1. ĎALŠÍ VÝSKUM
   Pri odhaľovaní imunologických fenoménov podielajúcich sa na kontrole leukemického klonu (leukemickej kmeňovej bunky) je dôležité analyzovať minoritnú skupiny CML pacientov – sú to osoby liečené výhradne IFN-( s dosiahnutou MMR/CMR. Predpokladáme, že táto skupina osôb predstavuje kľúč k pochopeniu eradikácie leukemickej kmeňovej bunky bez použitia ATKB a súčasne spojivo k vakcinačnému programu.
SÚHRN A ZÁVERY
   Imatinib a ďalšie inhibítory tyrozínových kináz sú v súčasnosti považované za štandard v liečbe  pacientov s CML.  Pri použití imatinibu vzniká asi u štvrtiny liečených v rôznom časovom horizonte rezistencia alebo intolerancia k liečbe. Pre týchto chorých je nutné hľadať iné postupy a súčasne je dôležité monitorovať odpoveď v závislosti na časovej ose (napr. ELN kritériá), čo vyžaduje realizáciu liečby v centrách, ktoré spĺňajú medzinárodné štandardy (klinické i laboratórne) a umožňuje v indikovaných prípadoch vykonať i ATKB. Neuspokojivé výsledky sú dosahované v liečbe blastovej krízy CML, hoci ATKB vedie u väčšiny pacientov k eradikácii nádorového klonu. Je však spojená s vysokou toxicitou a významným rizikom mortality. V liečbe CML do budúcnosti sledujeme v zásade dva ciele: syntézu nových molekúl použiteľných pri zlyhaní liečby imatinibom (resp. 2. generáciou TKI) a snahu o eradikáciu nádorového klonu spojenú s vyliečením CML. 
   Identifikácia rezistencie má klinický význam, pretože na jednej strane umožňuje včas ukončiť ďalej neprínosnú a ekonomicky náročnú liečbu a na druhej strane ju posúva k apliká-cii nových inhibítorov tyrozínových kináz, k ATKB či k experimentálnym postupom. Pre potvr-denie vzniku mutácii sa odporúča využiť klasické cytogenetické vyšetrenie a sekvenačnú analýzu ABL kinázovej domény. In vitro testy a stanovenie fosforylačného stavu CRKL proteínu majú komplementárny charakter. V súčasnosti neexistuje racionálne zdôvodnenie pre využitie expresie WT1 génu ako ukazovateľa vzniku rezistencie v klinickej praxi.
   Analýza terapie našich pacientov v chronickej fáze CML plne koreluje s literárnymi údajmi. Z prognostických indexov sa potvrdila výborná korelácia Sokalovho skóre s celkovým prežitím. ELN kritériá sú nezávislým prognostickým faktorom pre OS, PFS a EFS. Ukazuje sa, že predliečenie IFN-α nemá vplyv na celkové prežitie pacientov. 
   TKI inhibujú onkoproteín BCR-ABL, nadôvažok tiež blokujú i iné kinázy (napr. C-KIT, TEC, BTK, PDGFR, SRC). Mnohé z nich majú významné fyziologické funkcie v imunitnom systéme (off-target účinky). Ukazuje sa, že najmä pacienti liečení dasatinibom majú alterované niektoré komponenty imunitného systému, ktoré sa podobajú obrazu chronickej 
antigénovej stimulácie (latentným vírusovým ochorením, expozícii nádorovému antigénu). Naše výsledky zdôrazňujú dôležitosť starostlivého a dlhodobého sledovania týchto účinkov, ktoré sa môžu vyskytovať len v malej skupine pacientov a môžu mať v budúcnosti i te-rapeuticky užitočné aplikácie.
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