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Souhrn

Vychodiska: Akutni myeloidni leukemie (AML) je klinicky i molekulédrné zna¢né heterogenni onemoc-
néni. Standardné pouzivané konvencni cytogenetické vysetieni a vysetieni FISH (fluorescencni in situ
hybridizace) pfinaseji vyznamnou informaci o biologické i klinické povaze onemocnéni a umoznuji
rozdéleni AML pacient( do tfi rizikovych skupin. Stanoveni progndzy vak stale zdstava slozité u cca
50 % nemocnych s AML, ktefi maji normélini cytogeneticky nélez. V posledni dekéddé byla u nemoc-
nych s cytogeneticky normalni AML objevena cela fada rekurentnich mutaci gend, u kterych byl na-
sledné prokézan jejich vliv na prognézu. Objev téchto mutaci byl umoznén rychlym vyvojem mole-
kularné biologickych metod, zejména metod sekvenovani nové generace. Kromé prognostického
vyznamu je mozné v nékterych pfipadech vyuzit genové mutace pfi monitoraci minimalini rezidudini
nemoci v prdbéhu a po ukonceni lécby AML a prestavuji také potencial pro vyvoj nové cilené Iécby.
Dulezitost vySetieni genovych mutaci u nemocnych s cytogeneticky norméaini AML potvrzuje fakt, ze
WHO klasifikace AML zafadila od roku 2008 pfitomnost genovych mutaci u cytogeneticky normalni
AML do definice nékolika samostatnych jednotek. Cil: V této praci pfindsime piehled nejvyznamnéj-
Sich mutaci gend, které prokazujeme u nemocnych s cytogeneticky normalni AML, popisujeme jejich
vyznam pro prognézu nemocnych, jejich vyznam pfi sledovani minimalni rezidudIni nemoci a jejich
potencial pro vyvoj nové cilené lécby. Déle je stru¢né popsan vyznam akumulace genovych mutaci
pii klonalnim vyvoji onemocnéni a zasadni vliv tohoto fenoménu pfi relapsu AML.
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Summary

Background: Acute myeloid leukemia (AML) is a clinically complex and very heterogeneous
disease at the molecular level. Conventional cytogenetic analysis and FISH (fluorescence in situ
hybridization) tests provide important information about the biological and clinical back-
ground of the disease and enable the classification of AML patients into three risk groups. How-
ever, up to half of patients have normal cytogenetics. Determining prognosis and treatment
strategies in this group of patients is challenging. The development of molecular genetic me-
thods, including next generation sequencing in the last decade, has led to the discovery of
a number of recurrent mutations that have contributed to increasing the accuracy of prognosis
of those patients with cytogenetically normal AML. Besides the prognostic value of these mu-
tations, they may also be used to monitor minimal residual disease during and after treatment
of AML and additionally constitute potential targets for the development of new therapeutic
agents. The importance of molecular genetic testing of all patients with AML is highlighted by
the WHO classification of 2008 in which subgroups of AML are purely defined by molecular
genetics markers. Aim: In this article, we provide an overview of the most significant mutations
in patients with cytogenetically normal AML. We describe their significance for prognosis, their
importance in monitoring minimal residual disease, and their potential for the development of
new targeted therapies. Further, we briefly draw attention to the significance of gene mutation
accumulation in clonal disease development and how it affects the time of AML relapse.

Key words
acute myeloid leukemia — genetics — mutation — prognosis — minimal residual disease - clonal
evolution
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MOLEKULARNE GENETICKE VYSETRENT U AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

Uvod

Akutni myeloidni leukemie (AML) je klo-
nalni onemocnéni krvetvorby charak-
terizované pfitomnosti proliferujicich,
abnormalné diferencovanych bunék he-
matopoetického systému v kostni dfeni,
periferni krvi a pfipadné extramedular-
nich tkanich.

Standardni diagnostické postupy pro
klasifikaci AML v soucasné dobé zahrnuiji
nejen morfologické hodnoceni natéru pe-
riferni krve i kostni dfené a analyzu povr-
chovych nebo cytoplazmatickych mar-
ker(l pomoci pritokové cytometrie, ale
také identifikaci chromozomalnich zmén
pomoci metod konven¢ni cytogenetiky
nebo metody FISH (fluorescencni in situ
hybridizace) a vy3etfeni muta¢niho stavu
vybranych molekularnich markerd.

Jizod 90. let minulého stoleti je znamo,
Ze cytogenetické aberace jsou spojeny
s raznym pribéhem onemocnéni. Na za-
kladé vysledkl cytogenetického vyset-
feni byla v roce 1998 vytvofena prvni
kategorizace AML do rizikovych skupin
dle Grimwade (tab. 1) [1]. Zafazeni AML
do rizikové skupiny ma dllezity vyznam
pro stanoveni prognézy onemocnéni
avybérvhodné [é¢ebné strategie. Stano-
veni individudlniho rizika onemocnéni
umoznuje vyclenit skupinu nemocnych
s vysokym rizikem relapsu (RR) onemoc-
néni, ktefi benefituji z provedeni alo-
genni transplantace v rdmci 1. 1éCebné
linie, a naopak skupinu nemocnych s niz-
kym RR, u kterych alogenni transplantaci
krvetvorby v rdmci 1. |é¢ebné linie stan-
dardné neprovédime z dGvodu vysoké

morbidity a mortality spojené s touto
vysoce intenzivni |é¢ebnou metodou.
Z cytogenetickych aberaci hraji za-
kladni roli v leukemogenezi rekurentni
chromozomalni strukturni variace, napf.
t(15;17), t(8;21), inv(16), t(16;16), t(9;21),
1(9;11), del5, del7, které jsou jiz zavede-
nymi diagnostickymi a prognostickymi
markery.

Problém pro stanoveni prognézy
pfestavuje znacné heterogenni sku-
pina pacientl s cytogeneticky normalni
AML (CN-AML). Do této skupiny spada
40-50 % pacientl. Je proto vyvijena
snaha o hledani dalsich faktord, které
umozni lepsi stratifikaci CN-AML a de-
finuji skupinu nemocnych, ktefi budou
profitovat z intenzifikace terapie a pro-
vedeni alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék v 1. [é¢ebné linii. Kromé kli-
nickych prognostickych faktord, jako je
pfitomnost hyperleukocytézy ¢i nedo-
state¢na blastoredukce pfi casném hod-
noceniv pribéhu prvniindukéni terapie,
hraji dalezitou roli v prognostické strati-
fikaci molekuldrné genetické markery.

Etiopatogenetickym podkladem pro
vznik AML je kumulace mutaci v genech,
které hraji vyznamnou roli v regulaci dé-
leni a diferenciace hematopoetickych
bunék. Typ mutaci a jejich komplexnost
ovliviiuje klinicky pribéh onemocnéni
a odpovéd na lécbu. Vyznam komplex-
nosti muta¢niho stavu hematopoetické
bunky dokladaji v recentni praci Wakita
et al, ktefi analyzovali pfitomnost 28 r(iz-
nych mutaci u 271 pacientd s AML v sou-
vislosti s jejich prognézou [2]. Bylo pro-

Tab. 1. Cytogenetické riziko dle Grimwade et al (1998) [1].

Rizikova skupina
nizké riziko t(8,21)

t(15,17)
inv(16)

stiedni riziko

Cytogeneticka abnormalita

normalni cytogenetika

+8, +21, +22, del(7q), del(9q)

abnormality 11923

dalsi strukturdlni ¢i numerické zmény

vysoké riziko

komplexni zmény

-5,-7, del(5q), abnormality 3q

kdzéno, Zze u mladsich nemocnych ve
stfednim cytogenetickém riziku je cel-
kové preziti (overall survival — OS) vy-
znamné snizeno v pfipadé pfitomnosti
tii a vice mutaci genu (5leté OS 18,1 vs.
45,9 %; p = 0,0006), a to i ve skupiné ne-
mocnych s FLT3-ITD negativitou (5leté OS
28,3 vs. 63,2 %; p = 0,001). Pfedpoklada
se tedy, Ze vyssi pocet mutaci je znakem
vysoké genetické nestability, kterd sou-
visi s horsi odpovédi choroby na lé¢bu.

Vyznam molekuldrné genetického vy-
Setfeni u nemocnych s AML doklada
také ta skute¢nost, Ze mutace v genech
NPM1 a CEBPA jsou od roku 2008 soucasti
klasifikace AML dle Svétové zdravotnické
organizace (WHO) [3] a spolu s muta-
cemi ve FLT3 jsou zaclenény do prognos-
tické klasifikace AML dle European Leu-
kemiaNet (ELN) z roku 2010 (tab. 2) [4].
Pfi recentni revizi WHO klasifikace v roce
2016 byla pfidana rovnéz provizorni ka-
tegorie AML s mutaci v genu RUNXT [5].

Diky zna¢nému poklesu ceny a au-
tomatizaci vétsiny krok( analytického
postupu se Siroce rozsifily ve vyzkum-
nych i rutinné diagnostickych labora-
tofich nové genomické metodické pfi-
stupy zaloZené zejména na sekvenovani
nové generace. V ramci rozvoje celoge-
nomového sekvenovani byly v posled-
nim desetileti zjistény daldi rekurentni
somatické mutace, jejichz prognosticky
vyznam je intenzivné studovan. Velkym
pfinosem je naprosto novy pohled na
spektrum a frekvenci mutaci, jejich koope-
raci nebo vzdjemnou vylu¢nost. Umoz-
nuji navic sledovat skladbu bunéénych
subklond a klonalni evoluci v pribéhu
onemocnéni.

Genomicky pohled na AML

Leukemogeneze AML je vicekrokovy
proces, ktery vyzaduje spolupraci nej-
méné dvou tfid mutaci [6,7]. Mutace
tridy | aktivuji drahy signdlni transdukce
adavaji proliferacnivyhodu hematopoe-
tickym burnkdm (napf. mutace vedouci
k aktivaci tyrozinkindzovych receptord
FLT3, c-kit a Ras), mutace tfidy Il ovliviuji
transkrip¢ni faktory a poskozuji hemato-
poetickou diferenciaci (napf. rekurentni
chromozomalni aberace t(8;21), inv(16),
t(15;17), které generuji fuzni transkripty
RUNXTT1, CBFB/MYH11a PML/RARA, arov-
néz mutace v genech RUNXT, CEBPA a MLL.
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Konsekvence mutaci v dalsich genech
asociovanych s AML jako DNMT3A, TET2,
IDH1, IDH2, NPM1, ASXL1 nejsou dosud
znamy. Byvaji nalezeny obvykle u CN-AML
(tab. 3).

Klonalni evoluce u AML
Celogenomové sekvenovani u pacientt
s AML ukazalo, Ze klonalné odvozend he-
matopoetickd bunka akumuluje obrov-
sky pocet mutaci v zavislosti na véku,
avsak naprostou vétsinu téchto mutaci
Ize povaZovat za ndhodné benigni uda-
losti. Tyto mutace byly tedy ziejmé pfi-
tomny jiz v hematopoetické burice,
ktera byla transformovana iniciujici
(driver) mutaci [8]. Mnohé studie proka-
zuji, Zze vétsina pfipadl AML je charakte-
rizovana klondlni heterogenitou v dobé
diagnézy, s pfitomnosti jak zakladajiciho
klonu, tak alespon jednoho subklonu [9].
Byla publikovana rizna schémata klo-
nalni evoluce, kterd se mohou skryvat
za relapsem onemocnéni a byt pficinou
jeho rezistence [10-13]. Zakladni model
uvadi dvé mozné situace: 1. zaklada-
jici klon ziskava mutace a vyviji se v re-
labujici klon; 2. subklony s rliznymi mu-
tacemi se vyskytuji mezi zakladajicimi
klony a jeden ze subklond z této popu-
lace expanduje v relaps [10]. U pacientt
v morfologické remisi mlze pokraco-
vat klonalni hematopoéza téch klonal-
nich populaci, které jsou blizce pfibuzné
klonu zakladajicimu. Zaroven vsak
byla pozorovdna expanze hematopoe-
tické populace, kterd nebyla pfibuzna
s inicialni AML, ale nesla mutace v ge-
nech ¢asto mutovanych u AML a my-
elodysplastického syndromu (MDS).
Tyto mutace bylo mozné detekovat ve
velmi nizkych frekvencich jiz v dobé dia-
gnézy AML. Vysledky podporuji hypo-
tézu, ze neleukemické hematopoetické
kmenové a progenitorové buriky, které
nesou urcité mutace, mohou ziskat kom-
petitivni vyhodu diky perzistenci téchto
mutaci béhem i po ukonceni indukéni
chemoterapie [14]. Cytoredukéni che-
moterapie tak plsobi selek¢nim tlakem
na leukemickou i neleukemickou hema-
topoetickou populaci [10,15].

V ramci Cancer Genome Atlas (TCGA)
Research Network byly analyzovany ge-
nomy 200 pacientl a téméf v kazdém
vzorku byla nalezena jedna potencialni

Tab. 2. Cytogeneticko-molekularni riziko dle ELN 2010.

Rizikova skupina
dle ELN 2010

nizké riziko

Cytogenetické/molekularni genetické nalezy

1(8;21)(q22;922); RUNXT-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYH11

mutace NPM1 bez FLT3-ITD (normalni karyotyp)
mutace CEBPA (normalni karyotyp)
stfedni riziko | mutace NPM1 a FLT3-ITD (normalni karyotyp)
wt NPM1 a FLT3-ITD (normalni karyotyp)
wt NPM1 bez FLT3-ITD (normdlni karyotyp)
t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
ostatni strukturalni ¢i numerické zmény karyotypu
inv(3)(q21926.2) nebo t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); MLL prestavby

stiredni riziko Il

vysoké riziko

-5 nebo del(5q); -7; abnl(17p); komplexni zmény

ELN - European LeukemiaNet

Tab. 3. Prognosticky vyznam mutaci u CN-AML.

Mutace Incidence Incidence Progndza
AML CN-AML
NPM1 25-35%  45-60 % pfizniva
(plati pouze pokud FLT3-)
FLT3-ITD ~20 % 28-34% nepfiizniva
(alelicky pomér < 0,5 = nepfizniva,
pouze pokud NPM1-)
DNMT3A 18-22%  30-37% nepfizniva
IDH1, IDH2 15-20%  25-30% nejista
(nepfizniva u IDH2 R172)
TET2 ~13 % 9-23 % nejista
(nepfizniva u FLT3+ nebo NPM1-)
ASXL1 5-11% 5-12% nepftizniva
bialelicka 10 % 10 % pfizniva
mutace CEBPA (nepfiznivd u mutace pouze v jedné
alele)

CN-AML - cytogeneticky normélni AML

driver mutace, kterd poskytuje hemato-
poetické progenitorové bunce rlstovou
vyhodu vedouci ke klondlni expanzi [9].
Signifikantné mutované geny, které jsou
relevantni pro patogenezi, byly organizo-
vany do deviti funkénich kategorii — fuze
transkripcnich faktorl (18 % ptipadd),

NPM1 (27 %), tumor-supresorové geny
(16 %), geny vztahujici se k DNA metylaci
(44 %), signdlni geny (59 %), geny modi-
fikujici chromatin (30 %), geny pro my-
eloidni transkrip¢ni faktory (22 %), geny
pro kohezinovy komplex (13 %) a geny
pro komplex spliceozomu (14 %). Systém

Klin Onkol 2016; 29(6): 411-418
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Tab. 4. Indikace k provedeni alogenni HSCT v 1. Ié¢ebné linii.

NPM1+/FLT3-ITD-

NPM1+/FLT-ITD+

(nizky alelicky pomér < 0,5)
NPM1+/FLT3-ITD+

(vysoky alelicky pomér > 0,5)
NPM1-/FLT3-

(bez ptitomnosti bialelické mutace CEPBA)

NPM1-/FLT3+
(nizky i vysoky alelicky pomér)

Sleté RR Sleté RR p Indikace k alogenni
s alogenni HSCT bez alogenni HSCT HSCT v 1. léc¢ebné linii

35+£7% 2011 % 0,49 ne

22+15% 19+20% 0,566 ne

20+ 13 % 80+ 9% 0,014 ano

25+10% 45+7 % 0,08 ano

42+14% 100 % 0,00016 ano

HSCT - transplantace krvetvorné tkané, RR - riziko relapsu

vzajemné spoluprace a vylu¢nosti mezi
mutacnimi udalostmi v téchto genech
pak pravdépodobné pfispiva k patoge-
nezi AML u konkrétniho pacienta.

Sekvenovani nové generace

a prognosticka klasifikace

CN AML

Nejvyznamnéjsim prognostickym para-
metrem byly dosud rekurentni cytoge-
netické aberace [16]. Pfedmétem inten-
zivniho vyzkumu je nyni hodnoceni
molekularné genetickych |ézi jako prog-
nostickych a prediktivnich marker( [17-19].
V soucasné dobé jsou na zakladé dopo-
ruceni ELN v klinické praxi pouzivany
tfi molekuldrni markery (NPM1, CEBPA
aFLT3-ITD) [4].V budoucnu je ocekavano
zarazeni dalSich markerd (napr. RUNXIT,
ASXLT a TP53), které byly opakované aso-
ciovany s horsi prognoézou, pficemz pro-
gnosticky vyznam daldich ¢asto muto-
vanych genl (napf. DNMT3A, IDH1, IDH2,
TET2) je stéle nejasny.

FLT3

FLT3 je bunécny receptor s tyrozinkina-
zovou aktivitou patfici do stejné skupiny
receptorl jako je c-kit nebo PDGF-R.
FLT3 protein hraje ddlezitou roli v dé-
leni a diferenciaci myeloidnich bunék.
Nejcastéjsi mutaci genu FLT3 je interni
tandemova duplikace (FLT3-ITD), ktera
je prokazovana u 20-30 % piipadd
AML [20,21]. Mutace vede k trvalé akti-
vaci kindzové domény FLT3 receptoru
a nasledné poruse diferenciace myeloid-

nich bunék a jejich leukemické trans-
formaci. Druhou méné castou mutaci
genu FLT3 je bodovéa mutace v aktiva¢ni
smycce druhé tyrozinkindzové domény
(FLT3-TKD). Tato mutace je prokazovana
u 5-8 % piipadd AML [6,22,23]. Obé tyto
mutace v genu pro FLT3 jsou asociovany
s vy$sim poctem leukocytd, nizsim po-
¢tem trombocytl a vyssim zastoupenim
blastl vkostnidienivdobé diagnoézy. Re-
lativné ¢astéji je mutovany gen FLT3 pro-
kazovan u akutni monocytarni leukemie
(AML FAB M5), a to cca ve 40 % piipad(.
Castsgji je pfitomen u CN-AML ve srov-
nani s AML s cytogenetickou abnorma-
litou [22]. Mutace FLT3-ITD je také casto
asociovana s t(6;9) (88-90 %) a MLL-PTD.
Kooperativni mutace byly nalezeny také
u FLT3-TKD a CBFB/MYH]1 [7].

Mutace v genu FLT3 maji jasné proka-
zany negativni prognosticky vyznam.
Pravdépodobnost dosazeni kompletnire-
mise (complete remission — CR) onemoc-
néni po induk¢ni terapii neni sice mutaci
FLT3 ovlivnéna, cetnost CR u mladsich
nemocnych je v pfipadé FLT-ITD nega-
tivity 66,8 % a v pfipadé FLT3-ITD pozi-
tivity 71,2 %. Mutace FLT3 jsou viak spo-
jeny s vyznamné vyssim RR onemocnéni.
OS pacientd s CN-AML s mutaci FLT3-ITD
nebo TKD je tak horsi oproti nemocnym
bez pfitomnosti téchto mutaci. Na OS
nemocnych ma kromé samotné pfitom-
nosti mutace FLT3 vliv alelicky pomér
FLT3 mutovaného/nemutovaného genu
(FLT3 mutant/wt). Bylo prokézano, Ze ne-
mocni s mutaci NPMT a sou¢asnou mu-

taci FLT3 s nizkym alelickym pomérem
FLT3 mutant/wt maji stejné dobrou pro-
gnézu jako nizce rizikovi CN-AML ne-
mocni s mutaci NPM1 bez mutace
FLT3 (5leté OS47 £ 10vs. 56 =5 %; p = ne-
signifikantni). Oproti tomu nemocni's mu-
taci NPM1 a vysokym alelickym pomé-
rem FLT3 mutant/wt maji OS vyznamné
zkracené (5leté OS 29 + 7 vs. 56 + 5 %;
p = 0,017). Progndza pacientl s nizkym
alelickym pomérem FLT3 mutant/wt a ne-
mutovanym genem NPMI je spojena
s vys$si pravdépodobnosti relapsu one-
mocnéni a horsim OS (5leté RR 74 + 20 vs.
48 £ 6 %; p=0,017; 5leté OS 20 + 12 vs.
39+ 6 %; p=0,014) [24].

Provedeni alogenni transplantace
krvetvorné tkané (hematopoietic stem
cell transplantation - HSCT) v ramci
1. 1é¢ebné linie snizuje RR onemoc-
néni a vede k prodlouzeni OS u nemoc-
nych s mutaci NPM1 a vysokym alelic-
kym pomérem FLT3 mutant/wt (5leté
RR 20 £ 13 vs. 80 £ 9 %; p = 0,014; 5leté
0S 22 + 10 vs. 70 = 14 %; p = 0,03)
(tab. 4). Naopak z provedeni alogenni
HSCT v 1. CR nebenefituji pacienti s mu-
taci NPM1 bez mutace FLT3 (5leté RR
35+ 7vs.20 £ 11 %; p = 0,49; 5leté OS
64 +7vs. 79+ 11 %; p=0,296) a také ne-
mocni s mutaci NPM1 s nizkym alelic-
kym pomérem FLT3 mutant/wt (5leté RR
22 +15vs. 19 £ 20 %; p = 0,566; 5leté OS
67 £ 16 vs. 56 + 17 %; p = 0,873). Pacienti
s cytogeneticky normélni AML bez pfi-
tomnosti mutace NPM1 obecné profituji
z provedeni alogenni HSCT v ramci 1. |é-
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Cebné linie. Alogenni HSCT snizuje Sleté
RR u pacientli s NPM1 wt a FLT3-ITD (5leté
RR 42 + 14 vs. 100 %; p = 0,00016) a také
u pacienti s NPMT7 wt a FLT3 wt (5leté RR
25+ 10vs. 45 + 7 %; p = 0,08) [24].

FLT3-ITD je nestabilni prognosticky mar-
ker — az u 30 % pacientd, ktefi nesli tuto
mutaci pfi diagnéze choroby, byla pozoro-
vana ztrata nebo zména poctu tandemo-
vych duplikaci v dobé relapsu [24].

NPM1

Nukleofosmin je fosfoprotein, ktery
pIni Ulohu molekuldrniho chaperonu
a transportniho proteinu. NPM1 se
uplatiiuje v rdznych bunécénych proce-
sech - pfi biogenezi ribozom(, zdvo-
jeni centrozomu, reparaci DNA a odpo-
védi na bunécny stres, ovliviiuje funkci
p53 a p19. NPM1 wt chrani hemato-
poetické bunky pfed apoptotickymi
ucinky p53 v podminkach bunééného
stresu. Existuje vice nez 40 rGznych va-
riant mutaci, pficemz nejcastéjsi je in-
zerce 4 bp v exonu 12 zpUsobujici abe-
rantni delokalizaci proteinu z jaddra do
cytoplazmy. Bunky jsou nésledné cit-
livéjsi k bunécnému stresu vyvola-
nému chemoterapii, coz znamena lepsi
prognézu [25].

Mutace NPM1 je nejcastéjsi mutaci u pa-
cientll s AML (25-30 %) a je prokazovéna
cca u 45-60 % pacient s CN-AML mlad-
Sich 60 let [26]. Nemocni s CN-AML a mu-
taci NPM1 bez pfitomnosti jiné mutace
Iépe odpovidaji na indukéni chemote-
rapii @ maji vyznamné nizsi RR onemoc-
néni po ukonéeni lé¢by. Nejlepsi 1é¢ebna
odpovéd na induk¢ni terapii byla u ne-
mocnych s mutaci NPM1 a nemutova-
nym FLT3 (86 %), nasledovala skupina
nemocnych s nemutovanym NPM1 a mu-
taci FLT3-ITD (76 %), ve skupiné s ne-

mutovanym NPM1 i FLT3 byla odpovéd

dobnost dosazeni CR onemocnéni po
indukci byla pozorovana ve skupiné se
soucasnou mutaci NPM1 a FLT3-ITD (63 %)
[27,28]. Na zakladé téchto poznatkd sou-
casna prognosticka klasifikace dle ELN
z roku 2010 zafazuje CN-AML s mutaci
NPM1 bez mutace FLT3 ¢i DNMT3A do
nizce rizikové skupiny, u které neni
v ramci 1. |é¢ebné linie doporuceno pro-
vedeni alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék [4].

CEBPA

Gen CEBPA koduje myeloidni transkripéni
faktor. Je mutovany u pfiblizné 10 %
CN-AML a mUze se vyskytnout také sou-
¢asné s chromozomalnimi aberacemi,
napt. del(9q) a vzdjemné se vylucuji s ba-
lancovanymi chromozomalnimi prestav-
bami [29]. V genu CEBPA se u AML vy-
skytuji zejména dva typy mutaci - 33 bp
inzerce na C-konci, kterd zasahuje ob-
lasti, které se podileji na dimerizaci pro-
teinu a jeho vazbé na DNA, a frameshift
delece na N-konci s disledkem zkracené
formy proteinu [30]. Vyskyt obou téchto
mutaci v bialelické formé se vyskytuje
u vice nez poloviny pacientl s proka-
zanou mutaci CEPB a slouZi jako pfiz-
nivy prognosticky faktor s nevyznamné
delsim OS a vyznamné nizSim vysky-
tem relapsu. Pouze jedna mutace je pfi-
tom spojovana s horsi prognézou. Tento
biologicky paradox dosud nebyl zcela
objasnén [31,32].

Mutace v epigenetickych
regulatorech

Epigenetické reguldtory zodpovidaji za re-
gulaci transkripce prostfednictvim dvou
hlavnich mechanizm@ - metylace DNA
(enzymy kédované geny DNMT3A, IDH]T,
IDH2 a TET2) a modifikace histon® (ASXLT).
Vysledky studii zabyvajicich se klondlni
evoluci podporuji hypotézu, Zze mutace
v genech, které jsou zahrnuty v epigene-
tické regulaci (tj. DNMT3A, ASXL1, IDH1,
IDH2 a TET2), jsou pfitomny jiz v pre-
leukemické hematopoetické kmenové
burice a objevuji se velmi ¢asné ve vyvoji
AML [10,11,33]. Tyto puvodni preleuke-
mické kmenové burky jsou schopny di-
ferenciace do vice linii, dokazi prezit che-
moterapii a expandovat béhem remise az
k rozvoji potencidlniho relapsu. Sou¢asné
studie ukazuji, Zze klonalni hematopoéza
se somatickymi mutacemi, obvykle v ge-
nech DNMT3A, TET2 a ASXL1, vzr(ista spolu
s vékem a je asociovana se zvysenym rizi-
kem rozvoje hematologické malignity [34].
Prognosticky vyznam téchto mutaci vsak
nebyl jednoznacéné stanoven.

DNMT3A

DNMT3A patii mezi DNA metyltransfe-
razy, které katalyzuji adici metylové sku-
piny na cytozinové zbytky CpG dinuk-
leotidli. Funk¢ni experimenty ukazuji, ze

ztrata DNMT3A (DNA metyltransferaza
3 alfa) poskozuje diferenciaci hematopo-
etickych bunék a plsobi zvysenou aku-
mulaci téchto bunék v kostni dreni [35].
Mutace v DNMT3A nejcastéji (60-64 %)
postihuji arginin R882 a zpusobuji re-
dukovanou aktivitu enzymu zpUsobujici
globalni hypometylaci [36,37]. Ostatni
méné Casté mutace se nachazeji po ce-
[ém genu, predevsim v exonech 13-23.
Zahrnuji missense, nonsense, frameshift
a mutace ménici misto sestfihu a jsou ob-
vykle heterozygotni. Rlizné typy mutaci
mohou mit rlizny dopad na funkci en-
zymu. Delece DNMT3A v mysich mode-
lech vede k inhibici diferenciace hema-
topoetickych kmenovych bunék, avsak
samotny deficit tohoto genu nevede ke
vzniku AML. Zd3 se tedy, Ze pro vznik
AML je nutny vznik dalsi tzv. driving mu-
tace v jinych genech.

Mutace v genu DNMT3A jsou proka-
zovany u 17-20 % nemocnych s AML, ve
skupiné pacientd s normélnim cytoge-
netickym ndlezem je prokazovana az ve
27-30 % pripad( [38-40]. Jedna se tak
o treti nej¢astéjsi prokazovanou mutaci
u nemocnych s AML. Mutace DNMT3A
je spojena s vyssim vékem nemoc-
nych, vys$sim poctem leukocytl a krev-
nich desticek v periferni krvi v dobé
diagnézy. Vyznamné castéji je prokazo-
vana u nemocnych se sou¢asnou mu-
taci genu NPMI, IDH1/2 nebo mutaci
FLT3-ITD. Asociace mutace DNMT3A je
silnd zejména v pripadé mutace NPMIT,
az 80 % pacientl s mutaci DNMT3A ma
soucasné pfitomnou mutaci NPM1.

Z hlediska prognostického vyznamu
mutace DNMT3A jsou vysledky jednotli-
vych klinickych studii diskrepantni. V p0-
vodni praci Thol et al z roku 2011 bylo
prokazéano signifikantné horsi preZiti ne-
mocnych s mutaci DNMT3A a soucasnou
mutaci NPM1 a FLT3-ITD oproti témto pa-
cientlim s nemutovanym genem DNMT3A
(medidn 0S 12,3 vs.41,1 mésice; p <0,0001)
[38,39]. Ve stejné praci vak nebyl proka-
zan vliv mutace DNMT3A na OS nizce ri-
zikovych pacientl s mutaci NPM1 bez
FLT3-ITD. Tyto vysledky nekoreluji s do-
sud nejrozsahlejsi praci Gaidzik et al, ve
které vliv mutace na OS a dobu do re-
lapsu u CN-AML prokazan nebyl [41]. Gale
et al vysvétluji diskrepantni vysledky tzv.
Simpsonovym paradoxem, ktery je dan
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vysokou koincidenci mutace DNMT3A
s prognosticky pfiznivou mutaci NPM1[37].
Aby mohl byt tedy ukazan negativni
prognosticky vyznam mutace DNMT3A,
musi byt vysledky stratifikovany podle
NPM1 genotypu. Pokud hodnotime sku-
pinu CN-AML pacient(ll jako celek, nebyl
prokdzan vliv mutace DNMT3A na OS
pacientd (p = 0,7). Pokud rozdélime ne-
mocné na dvé skupiny podle pfitom-
nosti ¢i nepritomnosti mutace NPM1, byl
v obou téchto skupinach prokazan nega-
tivni prognosticky vliv mutace DNMT3A
na OS nemocnych. Mutace DNMT3A je
tedy obecné povazovana za negativni
prognosticky marker u nemocnych s AML.

V rdmci optimalizace davek daunoru-
bicinu u standardni indukéni terapie 3 + 7
bylo prokdzdno, Ze nemocni s mutaci
DNMT3A vyrazné vice profituji z podani
vyssi davky daunorubicinu oproti jinym
geneticky definovanym skupinam [38,39].

IDH1,IDH2

IDH1 a IDH2 kéduji NADP-dependentni
izocitrat-dehygrogendzy, které kataly-
zuji oxidativni dekarboxylaci izocitratu
na 2-oxoglutarat v citratovém cyklu.
Mutace v IDHT a IDH2 jsou hemizygotni,
zpUsobujici v IDHT zaménu argininu R132
a v IDH2 argininu R172 nebo R140 [42].
Nové mutace byly nalezeny pomoci ma-
sivniho paralelniho sekvenovéani zejména
u CN-AML jak v IDH1 [43], tak IDH2 [44].
IDH1 a IDH2 se uplatnuji predevsim v bu-
nécném metabolizmu a syntéze lipidd,
v ochrané buriky pred oxidativnim stre-
sem [45]. IDH1 a IDH2 zpUsobuji abe-
rantni hypermetylaci a potvrdila se vza-
jemnd vylu¢nost mutaci v IDHT a IDH2
av TET2[46,47].

Mutace gend IDH1 a IDH2 byla pro-
kazadna u 7,6, resp. u 8,7 % nemocnych
s AML [42]. Je asociovana s vysSim veé-
kem nemocnych (p = 0,002), s nizsim
poctem leukocytll (p = 0,04) a vyssim
poctem trombocytl v dobé diagnozy
(p =0,007). Mutace IDHT a IDH?2 je Castéji
prokazovana u nemocnych s CN-AML,
zejména u nemocnych s mutovanym
NPM1 bez FLT3-ITD (p < 0,001). Asociace
s mutaci NPM1 neplati pro mutaci IDH2
v kodonu 172. Mutovany IDHI1 zaroven
silné asociuje s MLL-PTD [48].

Vyznam mutace IDH1 a IDH2 pro ur-
¢eni prognézy neni zcela jasné defino-

vén, vysledky jednotlivych praci se lisi.
Paschka et al ve své praci neprokazuji
vliv mutace na dosazeni remise onemoc-
néni po indukeni terapii [42]. Negativni
vliv mutace IDH1 a IDH2 na OS byl v jeho
praci prokazan pouze ve skupiné nemoc-
nych s CN-AML s mutovanym NPMT bez
mutace FLT3-ITD (5leté OS 41 vs. 65 %;
p = 0,03). Pokud hodnotime skupinu ne-
mocnych s CN-AML jako celek, nebyl vliv
mutace IDHT a IDH2 na OS nemocnych
prokdazan. Patel et al naopak u nemoc-
nych s AML ve stfednim cytogenetickém
riziku prokazali vyznamné lepsi 3leté OS
nemocnych, ktefi byli nositeli mutace
NPM1 a soucasné mutace IDH1 a IDH2, ve
srovnani s nemocnymi, ktefi méli muto-
vany pouze NPM1 bez IDH1 a IDH2 (3leté
0OS 89 vs. 31 %; p < 0,001) [49]. V tomto
srovnani viak nebyl bran v potaz nega-
tivni vliv mutace FLT3-ITD na OS nemoc-
nych. Analyza jednotlivych geneticky de-
finovanych podskupin v praci Patel et al
potvrdila negativni prognosticky vy-
znam mutace /IDH2 v kodonu 172 na OS
nemocnych ve stiednim riziku, coz je
pravdépodobné ddno malou asociaci
této konkrétni mutace s mutaci genu
NPM].

TET2
Enzym TET2 je dioxygendza, kterd do-
kaze konvertovat 5-metylcytozin (5-mC)
na 5-hydroxymetylcytozin (5-hmC), ktery
je meziproduktem DNA demetylace [50].
Pacienti nesouci mutaci v TET2 jsou tedy
charakterizovani hypermetylovanym fe-
notypem s mistné specifickou metylaci
cytozinu cilovych gen( a zarovern pokle-
sem 5-hmC. Pokles 5-hmC je tedy prav-
dépodobné privodnim jevem starnuti
hematopoetického systému, na némz
se podili pravé mutace v TET2. Ztrata
TET2 vyvolava vzristajici sebeobnovu
hematopoetickych kmenovych bunék
a kompetitivni rGstovou vyhodu [51].
Mutace genu TET2 jsou prokazovany
v 7-13 % pfipadld AML. Tato mutace
je asociovana s vyssim vékem nemoc-
nych, vy$sim poctem leukocytl a nizsim
poctem trombocytl v dobé diagnozy.
Castéji je také prokazovana u nemoc-
nych s mutaci NPM1, CEPBA a ASXL1 [46].
Naopak mutace TET2 neni témér nikdy
prokazovdna u nemocnych s mutova-
nych IDH1/2.

Prognosticky vliv mutace TET2 je ne-
jasny. Chou et al prokdazali negativni
prognosticky vyznam a horsi OS ne-
mocnych s mutaci TET2 ve stiednim cy-
togenetickém riziku (medidn OS - me-
dian OS nebyl dosazen vs. 14,7 mésice;
p = 0,021) [52]. Silnd asociace mutace
TET2 s horSim OS byla pozorovana ze-
jména ve skupiné pacientl s FLT3-ITD
pozitivitou (medidn OS 5,0 vs. 16,9 mé-
sice; p = 0,001) a ve skupiné pacientt
s nemutovanym NPMT1 (medidn OS
12,3 vs. 61,0 mésice; p = 0,055). Tyto vy-
sledky vsak nebyly potvrzeny v praci Gai-
dzik et al, kterd neprokazala zadny vliv
mutace TET2 na OS nemocnych s AML,
a to ani ve skupiné nemocnych ve stfed-
nim cytogenetickém riziku ¢i s nor-
malnim cytogenetickym nalezem [53].
Do této prace vsak byli zahrnuti pouze
mladsi nemocni do 60 let, coz z divodu
asociace mutace TET2 s vyssim vékem
nemocnych pravdépodobné ovlivnilo
vysledky.

Chou et al dale dokladaji nevhod-
nost mutace TET2 pro sledovani mi-
nimalni reziduadlni nemoci v pribéhu
a po ukonceni l1écby. Mezi 13 pacienty,
ktefi byli vstupné TET2 pozitivni a u kte-
rych doslo po ukonceni lé¢by k relapsu
onemocnéni, Sest pacient(l ztratilo pfi
relapsu onemocnéni plvodni mutaci
TET2 [52].

ASXL1

ASXL1 (aditional sex comb-like 1) patii
do rodiny Polycomb proteinl podileji-
cich se na regulaci remodelace chroma-
tinu. Ve spolupraci s HP1 ovliviuje me-
tylaci histon( prostiednictvim regulace
aktivity demetylazy LSD1 [54]. Funkce
ASXL1 v hematopoéze je vsak dosud
nejasna. Mutace v genu ASXLT byly na-
lezeny u chronické myelomonocytarni
leukemie (CMML), MDS, sekundarnich
AML, které se vyvinuly zCMML, i de novo
AML [55,56].

Mutace ASXLT jsou typu deleci nebo
bodovych mutaci. Jejich vyskyt u pa-
cientll s AML je 9-18 % [57-59]. U ne-
mocnych se stfedné rizikovou AML je
mutace ASXLT asociovdna s muzskym
pohlavim (23,5 vs.9,9 %; p < 0,001), s vys-
$im vékem nemocnych (median 71,8 vs.
61,8; p < 0,001). Mutace je vyznamné
Castéji prokazovana u nemocnych s mu-
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taci RUNX1, naopak jeji pfitomnost ne-
gativné koreluje se soucasnou pfitom-
nosti mutaci NPM1, FLT3-ITD, FLT3-TKD
a DNMT3A. Vyznamné cCastéji je mutace
ASXL1 prokazovédna u AML s trizomii
chromozomu 8 (52,7 %) [58].

Mutace ASXLT je spojena s vyrazné
horsi prognézou pacientd s AML. Bylo
prokédzano vyznamné zkracené OS ne-
mocnych se stfedné rizikovou AML
(medidan OS 11,0 vs. 62,2 mésice;
p < 0,001) [57]. Zkraceni OS bylo pro-
kdzéno ve vsech geneticky definova-
nych rizikovych a vékovych skupinach.
Mutace ASXLT je tedy povazovana za vy-
znamny negativni prognosticky marker
u nemocnych s AML a pacienti s touto
mutaci by méli byt sméfovani k prove-
deni alogenni HSCT v ramci lécby 1. linie.

Zaveér

Hledani novych molekuldrné genetic-
kych markerd u nemocnych s AML je
dulezité pro stanoveni individualniho
IéCebného pfistupu, zejména u nemoc-
nych ve stfednim cytogenetickém riziku.
Z davodu vysoké peritransplantac¢ni
morbidity a mortality je nutné vyclenit
skupinu nemocnych, ktefi v rdmci 1. |é-
¢ebné linie neprofituji z provedeni alo-
genni transplantace. Metody celogeno-
mového sekvenovani umoznily prokazat
celou fadu mutaci gend, které hraji vy-
znamnou roli v patogenezi AML a maji
vyznam pro prognostickou stratifikaci.
Kromé prognostického vyznamu pred-
stavuji mutované geny také potencial
pro vyvoj nové cilené Ié¢by. V ramci kli-
nickych studii jsou v soucasné dobé
hodnoceny inhibitory FLT3, IDH1 a IDH2.
Nové terapeutické pfistupy jsou z di-
vodu neuspokojivé progndézy nemoc-
nych s AML vysoce ocekavany.

Velké klinické studie prokazaly pFiznivy
vliv na OS nemocnych pouze u mutace
genu NPM1 a bialelické mutace CEBPA,
naopak jasné negativni vliv na pro-
gnézu ma mutace genu FLT3 a DNMT3A.
Mutace NPM1, FLT3-ITD a DNMT3A se na
pracovisti Interni hematologické a on-
kologické kliniky (IHOK) FN Brno rutinné
vysettuji u vdéech nemocnych s nové dia-
gnostikovanou AML, u kterych je plano-
vano zahdjeni intenzivni terapie. Z da-
vodu velmi nizké incidence bialelické
mutace CEBPA se tato mutace stan-

dardné nevysetfuje. Z novych moleku-
larné genetickych markert je negativni
prognosticky vyznam prokdzan pouze
u mutace ASXLT, kterd rovnéz z dlivodu
nizké incidence neni na IHOK vysetio-
véana. U ostatnich markerd jsou vysledky
jednotlivych praci diskrepantni a jejich
prognosticky vyznam neni zcela jasné
definovan.
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