Transient potent bcr-abl inhibition is sufficient to commit chronic myeloid leukemia cells
irreversibly to apoptosis.
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Uvod:

Obvykly ptedpoklad pii vyvoji malych tyrozinkinazovych inhibitord (TKI) fika, Zze pro uspéSnou
protinddorovou terapii je vyzadovana dlouhodobd inhibice cilového enzymu (Bcr-Abl u CML).
Typickym ptikladem je imatinib, ktery poskytuje dlouhodobou inhibici pfi podani 1x denné
pacientim s CML. Biologicky poloCas imatinibu je 18 hod. a to zajiSt'uje kontinualni inhibici Ber-Abl
po celych 24 hod. Dasatinib je TKI 2. generace s relativné kratkym biologickym polo¢asem (pfiblizné
3-5 hod.), ale s 325x vyS$i in vitro aktivitou proti nemutované formé Bcr-Abl v porovnani
s imatinibem. Nedavna studie faze IIl. Prekvapivé ukéazala, Ze davkovani 100mg 1x denné (inhibujici
Ber-Abl pouze 8-12 hod.) mé stejnou ucinnost jako davkovani 70mg 2x denné (které zajiStovalo
kontinudlni inhibici Ber-Abl), ovSem rezim 1x denné ma zlepSenou toleranci. To vedlo ke zméné
davkovani dasatinibu z reZimu 2x denné na 1x denné (Shah et al. JCO 2008). Klinicka zkuSenost
s dasatinibem u CML vybizi ke kritickému posouzeni obecné pfijimaného pravidla, ze TKI musi
zajistit kontinudlni inhibici cilového enzymu, aby byl dosaZzen maximalni klinicky benefit.

Vysledky:

Aby autofi modelovali klinickou zkuSenost s transientni inhibici Ber-Abl, vystavili CML buiiky (linie
K562) maximalnim klinicky dosahovanym koncentracim dasatinibu (100 nM) nebo imatinibu (5 uM)
po rizné dlouhou dobu (od 20 min. do 24 hod). Po této dobé nésledovalo odmyti TKI a sledovani
ristu bun€k v médiu bez 1éciva. Ukazalo se, Ze po vystaveni CML buné¢k dasatinibu na 1 hod. pieziva
po 48 hod. pouze 10% bunéck, zatimco v pfipadé¢ imatinibu je nutné buiiky s lécivem inkubovat
alesponn 24 hod., aby bylo dosazeno podobné cytotoxicity. Pokud se vSak vzaly vyrazné vyssi
koncentrace imatinibu (32,5 UM, coz je koncentrace 325x vyssi nez u dasatinibu a odpovida inhibi¢ni
sile 100 nM dasatinibu in vitro proti nemutované formé Ber-Abl), pak tato koncentrace imatinibu byla
stejné ucinna jako dasatinib uz po 1 hod. V dalSich experimentech se opravdu ukézalo, ze podobna
uroven cytotoxicity (~90%) byla pii téchto koncentracich vidét uz po 20 min. inkubaci. Cytotoxicita
dosahovala 100% pfii kontinudlni expozici bunék koncentraci 0,5-1 nM dasatinibu, ovSem pfi téchto
nizkych koncentracich byly krat$i inkubac¢ni Casy vyrazné¢ méné u€inné v indukci apoptdzy. Protoze
dasatinib inhibuje Sirsi spektrum kindz neZ imatinib, spekulovalo se, jestli nejde o nespecificky Gcinek
vysokych davek dasatinibu na dal$i kinazy a jestli tyto ,,off-targets” cile nemaji také vliv na indukci
apoptozy. Ukézalo se vSak, ze to neni divod extrémné rychlé indukce apoptéozy po plsobeni
dasatinibu, protoze pulzni ddvka dasatinibu (100 nM 1 hod.) neinhibovala rist dvou Bcr-Abl
negativnich bunéénych linii. Kromé toho se také ukézalo, ze ani linie K562 s vnesenou vysoce
rezistentni mutaci Ber-Abl T3151 nebyla citliva k indukci apoptézy vysokymi ddvkami dasatinibu
(100 nM) ¢i imatinibu (32,5 pM). Jak se predpokladalo, nedoslo u této linie s mutaci T3151 k inhibici
fosforylace proteinu CRKL.

Zaver:

Je nutné fici, ze cytotoxicita vysokych pulznich davek TKI neni unikatni pouze pro bunécéné linie
s Ber-Abl expresi, ale podobné vysledky byly ziskany i s EGFR inhibitorem (erlotinib) u EGFR-
dependentnich bunécnych linii z karcinomu plic (HCC827 linie). Data z této studie ukazuji na vztah
mezi koncentraci TKI a dobou lécby, pficemz naznacuji, ze vysoké pulzni ddvka TKI a nizka
kontinualni terapie TKI vykazuji stejnou cytotoxicitu u CML bun¢k. Do budoucna by tedy mohlo byt
mozné optimalizovat individualni pacientské davky TKI, dostat do rovnovdhy cilovou inhibici
s toxicitou Iéku a dosdhnout tak dal§iho pokroku v individualizovaném pfistupu k 1é¢bé CML.
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