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Souhrn

Vychodisko: Praca poukazuje na vyznam monitoringu mutacii v géne FLT3 aplikaciou jedno-
duchej metédy molekulovej genetiky. Pacienti a metddy: Stbor tvorilo 141 pacientov vo veku
od 19 do 81 rokov s primdrnou akutnou myeloblastovou leukémiou (AML) a 8 pacientov s pre-
chodom myelodysplastického syndrému (MDS) do AML. Metédou PCR bola analyzovand DNA
zo vzorky periférnej krvi a/alebo kostnej drene. Dékaz internej tandemovej mutacie FLT3 génu
(FLT3-ITD) je zalozeny na amplifikécii exénov 14 a 15. Bodova mutécia v tyrozin kinazovej do-
méne FLT3 génu (FLT3-TKD) bola detegovana restrik¢nou analyzou PCR produktu exénu 20.
Fragmenty boli separované elektroforeticky. PCR produkty pozitivnych vzoriek boli analyzo-
vané aj na mikrocipe (Bioanalyzer 2100). Vysledky: Interna tandémova duplikacia FLT3-ITD bola
potvrdend u 19 % pacientov a bodovéa mutdcia FLT3-TKD u 8 %. Dvaja pacienti (1 %) mali obidve
mutacie. Najvacsiu skupinu FLT3+ tvorili pacienti bez inych chromozémovych aberacii (59 %)
a pacienti s translokaciou t (15; 17)/PML-RARA (15 %). Umrtnost pacientov v skupine FLT3+ bola
33 % oproti 10 % v skupine FLT3-. V rdmci FLT3+ skupiny bolo percento Umrtnosti takmer rov-
naké u FLT3-ITD aj FLT3-TKD, paradoxne 77-ro¢na pacientka s dvojitou mutaciou FLT3-ITD/TKD
bola v remisii. Osmich pacientov s prechodom MDS do AML sme posudzovali samostatne.
U troch pacientov bola pri prechode do AML potvrdena FLT3 pozitivita, z toho u dvoch FLT3-ITD
a u jedného FLT3-TKD. Iné génové aberacie z vysetrovaného panelu u nich potvrdené neboli.
Prezivanie tychto pacientov s FLT3+ bolo dlh3ie ako u FLT3- pacientov. Vysledky dékazu mu-
tacii v géne FLT3 u pacientov vychodoslovenského regiénu koreluju s publikovanymi vysled-
kami inych databaz. Zdver: Aplikovana PCR metdda je spolahlivd, relativne rychla a finan¢ne
nenéro¢na, ¢o umoznuje rutinny monitoring mutdcii v géne FLT3. Verifikdcia FLT3 pozitivity na
mikrocipe je elegantnou nahradou analyzy na kapildrnej elektroforéze.

Klicova slova
akutna myeloblastové leukémia - DNA — PCR - mutdcia — FLT3-ITD - FLT3-TKD

Tato praca bola podporena grantom z Eurép-
ského fondu regionalneho rozvoja OPVaV-
-2009/2.2/05-SORO (ITMS kéd: 26220220143).

The study was supported by the European Re-
gional Development grant OPVaV-2009/2.2/05-
-SORO (ITMS code: 26220220143).

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.
The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, Ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

(=1

doc. Ing. Katarina Dubayovad, PhD.
Ustav lekarskej a klinickej biochémie
UPJS LF Kosice

Trieda SNP 1

040 11 Kosice

e-mail: sembid.vyskum@gmail.com

Obdrzané/Submitted: 19.10. 2017
Prijaté/Accepted: 15.2.2018

doi: 10.14735/amko02018200

200

Klin Onkol 2018; 31(3): 200-206




DETEKCIA MUTACITV GENE FLT3 U PACIENTOV VYCHODOSLOVENSKEHO REGIONU

Summary

Background: The study investigated FLT3 gene mutations in patients from eastern Slovakia using a simple molecular method. Patients and
Methods: We analyzed 141 patients with primary acute myeloid leukemia (AML) and 8 patients with AML that developed from myelodysplastic
syndrome (MDS) who were aged 19-81 years. DNA isolated from peripheral blood and/or bone marrow was analyzed by PCR. FLT3 internal
tandem duplication (FLT3-ITD) was detected by amplification of exons 14 and 15. Point mutations in the FLT3 tyrosine kinase domain (FLT3-
-TKD) were detected by digesting the PCR product of exon 20 with the restriction endonuclease EcoRV. Fragments were separated electro-
phoretically. PCR products of the positive samples were also analyzed using a microchip device (Bioanalyzer 2100). Results: FLT3-ITD and point
mutations in the FLT-TKD were detected in 19 and 8% of patients, resp. Two patients (1%) harbored both types of mutations. Patients with and
without FLT3 mutations were called FLT+ and FLT-, resp. Most FLT3+ patients had no chromosomal aberrations (59%) or harbored the t(15; 17)
translocation in PML-RARA (15%). The mortality rate was 33% among FLT3+ patients and 10% among FLT3- patients. Among FLT3+ patients,
the mortality rates of patients with FLT3-ITD and point mutations of the FLT-TKD were almost the same . A 77-year-old female patient with both
FLT3-ITD and a point mutation in the FLT3-TKD was in remission. The eight patients who developed AML from MDS were assessed separately. Of
these, three patients were FLT3+; two patients displayed FLT3-ITD, and one patient harbored a point mutation in the FLT3-TKD. No other genetic
aberrations were detected. FLT3+ patients lived for longer than FLT3- patients. These analyses of FLT3 gene mutations in patients from eastern
Slovakia are consistent with published data from other databases. Conclusion: The applied PCR method is reliable, relatively fast, and affordable,
and can be used for routine monitoring of FLT3 gene mutations. FLT3 mutations can be verified using a microchip as an alternative to capillary

electrophoresis.
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Uvod

Cytogenetika a molekulova genetika vy-
znamne prispieva k diagnostike leuké-
mii, pretoze na podklade pritomnosti
chromozémovych aberacii definuje ge-
netické markery, ktoré spolu s klinickymi
parametrami charakterizuji ochorenie
a urcuju jeho prognézu. Podla pritom-
nosti réznych genetickych abnormalit
su pacienti stratifikovani do prognostic-
kych skupin - priaznivd, intermedidrna
a nepriaznivd prognéza [1,2]. Dékaz
pritomnosti Specifickych mutécii v gé-
noch metédami molekulovej genetiky
umoznuje monitorovat priebeh ocho-
renia a hodnotit odpoved na lie¢bu na
molekulovej Urovni u pacientov bez
strukturalnych ¢i numerickych chromo-
zémovych aberdcii. U pacientov s chro-
mozémovymi aberaciami ma taktieZ aj
prognosticky vyznam.

Jednou z mutdcii, ktoré sa podielaju
na procese leukemogenézy, je mutacia
v géne FLT3. Tento gén ma doblezité po-
stavenie v procese proliferacie, diferen-
cidcie a prezivania prekurzorovych kr-
votvornych buniek. Je lokalizovany na
13. chromozéme (13q12.2), pozostava
z 24 exdénov a pokryva priblizne 96 kb.
Gén FLT3 kéduje protein s tyrozinkinazo-
vou (TK) aktivitou triedy Ill. Tento recep-
tor je zlozeny z extraceluldrnej (tvori ju
pat N-glykozylovanych ,imunoglobulin
like” sluc¢iek) transmembranovej, juxta-

membranovej a dvoch intracelularnych
TK domén [3]. Je exprimovany prevazne
na prekurzorovych kmenovych bunkach
v kostnej dreni [4,5]. FLT3 protein je syn-
tetizovany ako monomér a po glykozy-
lacii je umiestneny do cytoplazmatickej
membrény. FLT3 mozZe reagovat s ligan-
dom - protein z triedy rastovych fakto-
rov, ktory stimuluje proliferaciu hemato-
petickych buniek. Po vdzbe ligandu na
imunoglobulinovi doménu receptora
dojde k dimerizacii, ¢o vedie ku konfor-
macnym zmenam v juxtamembrano-
vej doméne a naslednej autofosforylacii,
¢im sa aktivizuje TK, ktord nasledne ak-
tivizuje viaceré signélne intraceluldrne
drahy (obr. 1).

V géne FLT3 su zndme dve Specifické
mutacie — internd tandemova duplikacia
(FLT3-ITD, vid nizsie) a bodova mutacia
v TK doméne (FLT3-TKD). Internd tande-
mova duplikacia zahriiuje 3-400 bézo-
vych parov (bp) v exéne 14 a vedie
k zmene proteinovej Stuktury v oblasti
juxtamembranovej domény. Poskode-
nia juxtamembranovej domény mézu
menit jej dizku ako inzercie a delécie,
preto niektori autori ich nazyvaju aj LM
mutdcie (,lenght mutations”). Vo vac-
Sine $tudii su vietky mutdcie postihu-
juce tato podjednotku oznacované ako
FLT3-ITD mutacie [6]. Pri bodovej muta-
cii v aktiva¢nej slucke TK domény (FLT3-
-TKD) sa jedna o zamenu guaninu za

tymin, ¢o spOsobi zdmenu aspartatu (D)
na kodéne 835 za tyrozin (Y) [7,8].

Mutécie v géne FLT3 spbsobia konsti-
tutivnu aktivaciu receptora [9], a tak aj
bez pritomnosti ligandu dojde k dime-
rizacii, naslednym konformacnym zme-
ndm a autofosforylacii TK, vysledkom
¢oho je nekontrolovatelna proliferacia
(obr. 1). Jedna z poslednych studii tvrdi,
7e dizka a lokalizacia inzercie zasadne
podmieniuju charakter internej tandé-
movej duplikdcie a moézu potencovat
fulminantnost ochorenia uz aj tak s ne-
priaznivou prognézou [10-12].

FLT3-ITD sa vyskytuje u 25-30 % pa-
cientov s akutnou myeloidnou leukém-
iou (AML) a FLT3-TKD u 7 % pacientov
[13-15]. Existuje aj asocidcia medzi FLT3-
-ITD a jednotlivymi podtypmi AML podla
French-American-British (FAB) klasifika-
cie. Najcastejsie sa vyskytuje u pacientov
s M3 AML [16]. Tato mutacia sa objavuje
aj u 3 % pacientov s myelodisplastic-
kym syndromom (MDS) a ojedinele aj
u pacientov s chronickou myeloidnou
leukémiou (CML). FLT3 mutacie neboli
ndjdené u pacientov s chronickou lym-
focytovou leukémiou (CLL), mnohopo-
c¢etnym myelémom, non-Hodgkinovym
lymfémom a samozrejme u zdravych
jedincov [17,18]. U deti s AML je vy-
skyt FLT3-ITD nizsi a pohybuje sa okolo
15 %, pricom u FLT3-TKD je to 7 % po-
dobne ako u dospelych [19]. Pritomnost
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FLT3-ITD u pacientov s AML sa pova-
Zuje za nepriaznivy prognosticky faktor.
U tychto pacientov bol zisteny vyssi vy-
skyt relapsov a prudky ndrast leuke-
mickych blastov v periférnej krvi (PK)
a kostnej dreni (KD), problematické je aj
navodenie kompletnej remisie [20].

Cielom prace bolo poukazat na vyz-
nam monitoringu mutacii v géne FLT3
a moznost aplikacie jednoduchej me-
tody molekulovej genetiky u pacientov
s diagnézou AML de novo a u pacientov
so sekundarnou AML, ktord sa vyvinula
z MDS.

Pacienti a metody

Subor pacientov

Dospeli pacienti Kliniky hematolégie
a onkohematolégie UPJS LF a UNLP
KoSice - 141 pacientov (67 muzov
a 74 zien) s diagnézou AML de novo,
priemerny vek v ¢ase diagnézy bol
54,7 rokov (19-81 rokov) a 8 pacientov
(5 muzov a 3 Zeny) s diagnézou sekun-
darna AML (MDS s prechodom do AML),
priemerny vek 65,6 rokov (60-79 rokov).
Analyzovana bola vzorka PK a KD uvede-
nych pacientov. Prezentované vysledky
su anonymné.

Izolacia DNA

Gendémova DNA (gDNA) bola izolovana
zo vzorky PK a/alebo aspiratu KD podla
Standardného protokolu kitu QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen) na auto-
matickom robotizovanom zariadeni Qia-
cube (Qiagen). Vzorka DNA bola bud
hned analyzovan4, alebo uskladnena pri
-20 °C do nasledného spracovania.

Geneticka analyza FLT3 génu a inych
chromozémovych aberacii

Dokaz internej tandemovej duplikacie
v géne FLT3 (FLT3-ITD) je zaloZzeny na am-
plifikacii exénu 14 a 15 metdédou poly-
merazové retazovej reakcie (polymerase
chain reaction - PCR) [21]. PCR pro-
dukt nemutovaného génu ma velkost
328 bp. DIhsie fragmenty svedcia o pri-
tomnosti FLT3-ITD. Detekcia mutécie
v tyrozinkindzovej doméne (FLT3-TKD)
je zalozend na restrikénej analyze PCR
produktu exénu 20, ktory je substrdtom
restrikénej endonukledzy EcoRV. EcoRV
vertikdlne Stiepi DNA sekvenciu 5'-GA-
T|ATC-3' a rozstiepi amplifikovany frag-
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Obr. 1. Schéma aktivacie FLT3 receptora.

A.Transmembranovy FLT3 protein ako monomér reaguje s ligandom za vzniku proteinového
diméru, ktorého konformécia umozni fosforylaciu. Takto aktivovana tyrozinkindza odstar-
tuje riadenu proliferaciu.

B. Pridany Usek nukleotidov v exdne 14 v géne FLT3 spdsobi zmenu v primdrnej Struktire pro-
teinu a tak aj bez pritomnosti ligandu dojde k dimerizacii, a autofosforylacii tyrozinkinézy,
vysledkom ¢oho je nekontrolovatelnd proliferacia.
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Obr. 2. Separacia PCR produktov klasickou elektroforézou.
A. FLT3-ITD L - ladder 100 bp, 1-7 FLT3-ITD pozitivni pacienti., FLT3-ITD negativni pacienti bez mutécie
B. FLT3-TKD 1 - pacient s mutaciou v obidvoch alelach, 2 zdravy jedinec bez mutacie FLT3-TKD, 3,4 — pacienti s jednou mutovanou alelou FLT3-TKD

bp - bazové pary

ment velkosti 114 bp na 68 bp a 46 bp.
V pripade bodovej mutdcie je guanin (G)
zameneny za tymin (T). EcoRV tuto sek-
venciu nestiepi a tak nerozstiepeny frag-
ment velkosti 114 bp potvrdzuje pri-
tomnost mutacie. Ak je pritomny len
fragment 114 bp, je mutacia pritomna
v obidvoch alelach. Vo vécsine pripadov
je mutovana len jedna alela a vysled-
kom reakcie su produkty 114, 68 a 46 bp
(obr. 3B). Separacia produktov PCR bola
realizovand horizontalnou elektroforézou
na 3% agaroze, vizualizacia UV svetlom.
Fotodokumentacia z kazdej analyzy bola
archivovana. PCR produkty pozitivnych
vzoriek boli analyzované aj mikrocipovou
elektroforézou na zariadeni Bioanalyzer
2100 (Agilent). Metodicky postup analyzy
zvysnych chromozdémovych/genetickych
aberdcii je uvedeny inde [1].

Vysledky

Mutécie v géne FLT3 boli detegované
jednoduchou a relativne rychlou PCR
diagnostikou na zaklade elektrofore-
tickej separacie a identifikacie velko-
sti fragmentov (obr. 2). V pripade pozi-
tivity na pritomnost FLT3 mutéacie bol
PCR produkt verifikovany aj separaciou
na mikroCipe Bioanalyzer 2100 (obr. 3),
kde bola presne stanovena velkost frag-
mentu, ako aj pomer intenzity mutova-
nej a nemutovanej alely.

AML pacienti

Subor tvorilo 141 dospelych pacientov,
u ktorych bola diagnostikovand AML
de novo. Priemerny vek AML pacientov
v case diagndézy bol 54,7 rokov
(19-81 rokov). Priemerny vek FLT3 nega-
tivnych pacientiov (FLT3-) bol 54,3 rokov,
skupina FLT3 pozitivnych pacientov
(FLT3+) bola starsia, priemerny vek bol
59,1 rokov.

Pacienti s mutaciou v géne FLT3 tvoria
1/3 (28 %). Pomer muzov (48) a zien (54)
v skupine bez FLT3 mutacie je pomer
takmer rovnaky, u FLT3+ pacientov je
Zien (26) 2x viac ako muzov (13). FLT3-
-ITD bola potvrdend u 18 % pacientov
a bodova mutécia FLT3-TKD v 8 % zo
vsetkych AML pacientov. Dvaja pacienti
mali obidve mutacie. V jednom pri-
pade sme potvrdili mutaciu FLT3-ITD
v obidvoch aleldch, rovnako aj muta-
ciu FLT3-TKD v obidvoch alelach sme
zachytili u jedného pacienta. Obidvaja
pacienti zomreli par dni od potvrdenia
diagnézy.

V ramci skupin FLT3+/- sme pacientov
dalej rozdelili podla pritomnosti dal-
Sich chromozémovych aberécii - bez
aberacii, trizémia chromozému 8, PML-
-RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO, MLL,
komplexny karyotyp. Percentudlne za-
stipenie pacientov v jednotlivych Spe-
cifickych podskupinach bolo takmer

rovnaké u FLT3- aj u FLT3+, s vynimkou
translokacie t (15; 17)/PML-RARA, kde
u FLT3+ pacientov to bolo 15 oproti 7 %
FLT3- a naopak, pacienti s komplexnym
karyotypom a viac ako dvoma dal$imi
pritomnymi genetickymi aberdciami
v skupine FLT3- tvorili 14 oproti 3 % v su-
bore FLT3+. V skupine FLT3+ pacientov
sme nezachytili ani jednu translokaciu t
(8;21)/AML1-ETO.

Porovnavali sme umrtnost pacientov
do 1 roka od stanovenia diagnézy. Mu-
tacia v géne FLT3 predstavuje nepriaz-
nivy prognosticky faktor, ¢o sa potvrdilo
aj vo vysdej umrtnosti pacientov v sku-
pine FLT3+ (33 %) oproti 10 % v skupine
FLT3-.V skupine FLT3-bolo 57 pacientov
(56 %) s normalnym karyotypom, z toho
zomreli 3 pacienti, ¢o predstavuje 5 %
pacientov s normalnym karyotypom
a FLT3 negativitou. FLT3 pozitivitu a nor-
malny karyotyp malo 23 pacientov
(59 %), z toho 30 % pacientov (7 pacien-
tov) zomrelo. Aj u pacientov s normal-
nym karyotypom, ktori st zaradeni do
skupiny s intermediarnou prognézou, sa
potvrdil posun k hor3ej prognéze v pri-
pade mutdcie v géne FLT3.

V rdmci FLT3+ skupiny bola vyssia
umrtnost u pacientov s FLT3-ITD (9 pa-
cientov) ako u pacientov s FLT3-TKD
(3 pacienti), ale percentuadlne zastupenie
umrti v ramci danej mutdcie bolo takmer
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Obr. 3. Separacia PCR produktov FLT3-ITD na mikrocipe Bioanalyzer 2100.
A. Elektroforeogram: L-ladder, T — nemutovany gén FLT3 = 328 bp (zdravy jedinec), 2-6 pacienti s ITD-FLT3 v jednej alele (328 bp —nemutovana
alela, fragmenty dlhsie ako 328 bp = FLT3-ITD), 7- negativna kontrola amplifikicie (voda), 9 — zdravy jedinec bez mutécie FLT3-TKD, 10,11 —
mutdcia v 1 alele, 12 - negativna kontrola amplifikacie (voda).

B. Pik 328 bp je fragment nemutovaného génu.

C. Pik 385 bp je dokaz pritomnosti FLT3-ITD, 328 bp je nemutovana alela (WT), vypocitava sa aj pomer vysky piku mutovanej a nemutovanej

alely (FLT3-ITD : WT).
bp — bazové pary

rovnaké (35, resp. 36 %). Jedna 77-ro¢na
pacientka s dvojitou mutaciou FLT3-ITD-
-TKD bola paradoxne v remisii.

MDS pacienti

s prechodom do AML

Pacientov s diagnézou MDS (8 pacien-
tov), ktori boli vysetreni v suvislosti s pre-
chodom MDS do AML, sme zaradili do
samostatného suboru. Priemerny vek
pacientov bol 65,6 rokov. Z piatich FLT3-
pacientov s prechodom do AML traja
zomreli do 6 mesiacov od potvrdenia
prechodu do AML. Ostatni remisiu ne-
dosiahli. U troch MDS pacientov bola pri
prechode do AML potvrdena FLT3 pozi-
tivita, z toho u dvoch (1 muz a 1 Zena,

obaja vo veku 60 rokov) FLT3-ITD a u jed-
ného FLT3-TKD. U FLT3 + pacientov bola
tato mutdcia jedinou pozitivnou genetic-
kou aberaciou z vysetrovaného panelu.
U Zeny bola FLT3-ITD poc¢as MDS dia-
gnoézy negativna, pozitivita sa potvrdila
az pri prechode do AML po 9 mesiacoch
od monitorovania FLT3 pocas diagnézy
MDS. Pacientka po roku od prechodu
do AML je v dispenzari. Druhy pacient —
60ro¢ny muz, bol u nés vysetreny prvy-
krat az pri prechode MDS do AML a od-
vtedy az do Umrtia (po 16 mesiacoch)
bol monitorovany na FLT3-ITD-poziti-
vitu. Priebeh ochorenia tohto pacienta
je zaznamenany na obr. 4. Pre nazor-
nost su tu uvedené aj hodnoty CD34+,

ktoré podobne ako ostatné hemato-
logické parametre korelovali s pritom-
nostou mutacie FLT3-ITD. Velkost frag-
mentu mutovanej alely bola identicka
pri 1. analyze aj pri relapse ochorenia (po
13,5 mesiacoch), no odlisny bol pomer
medzi mutovanou a nemutovanou ale-
lou. Pri nasledujicom kontrolnom vyset-
reni (po 16 mesiacoch) bol uz aj pomer
medzi obidvoma alelami rovnaky ako pri
1. analyze.

Diskusia

Mutécie v géne FLT3 u pacientov s AML
patria k negativnym prognostickym mar-
kerom a vyrazne zvy3uju riziko relapsov
a umrtia, preto ich monitoring je uz su-
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Obr. 4. Elektroforeogram PCR fragmentov génu FLT3 u pacienta s prechodom MDS do AML.

Vizorky boli zoradené podla ¢asovej osi za U¢elom potvrdenia identity mutacie FLT3-ITD pri prvej analyze a v ¢ase relapsu. V hornej casti za-
znamu je ¢asova os monitoringu FLT3 v mesiacoch, hviezdi¢kou je vyznaceny relaps. Zdravy jedinec bol do analyzy zaradeny ako kontrola am-
plifikdcie nemutovanej alely (normal). Uvedené hodnoty CD34+ koreluju s FLT3 pozitivitou

ITD — interna tandemova mutacia, PCR — polymerdzova fetazovazova reakcia, MDS — myelodysplasticky syndrom, AML - akdtna myeloblas-
tové leukémia

/Tab. 1. Porovnanie vysledkov monitoringu FLT3 vo vzorkach pacientov s AML de novo analyzovanych v laboratériu SEMBID
a s publikovanou studiou (Thiede, 2002). Uvedené hodnoty st v %.
FLT3- FLT3+
ITD TKD ITD + TKD
SEMBID Thiede SEMBID Thiede SEMBID Thiede SEMBID Thiede

vsetci pacienti 72 73,6 18,4 18,7 9,2 59 1,4 1,7
bez aberacif 56 391 66 65 36 60,3 100 88
+8 5.9 9,6 338 33 91 10,3 0 0
PML/RARA 6,9 3,6 15,3 71 27 6,9 0 0
CBFB/MYH11 29 5 7,7 0,6 8,6 0 4,8

2 aviac aberacii 13,7 18,3 38 1,6 8,6 0 4,8
ITD - internd tandemova mutdcia, TKD - tyrozinkinézovd doména, AML - akutna myeloblastova leukémia

N

/

castou zakladnych molekulovo-gene-
tickych vysetrovacich panelov. Vysledky
dokazu mutacii v géne FLT3 u pacientov
vychodoslovenského regiénu s dia-
gnézou AML de novo koreluju s publi-
kovanymi vysledkami Studie nemec-
kych pacientov [21] napriek takmer
rddovému rozdielu v pocte pacientov
(979 pacientov v uvedenej studii oproti
142 pacientov v aktudlnej studii) (tab. 1).
Pre porovnanie vysledkov sme vybrali
studiu, kde na dokaz mutacii v géne
FLT3 bola pouzita rovnakd PCR metdda.
Rozdiely vo vyskyte translokacii t (15;

17)/PML-RARA a 16inv(16)(p13;922)/
1(16; 16) (p13; g22)//CBFB- MYH11 oproti
databdze nemeckych pacientov su spo-
sobené pravdepodobne malym poctom
pacientov v naSom subore. U pacientov
s translokaciou PML/RARA bol pomer
medzi FLT3- a FLT3-ITD+ priblizne
1:2 v obidvoch suboroch.

V stbore boli aj 2 pacientky (44 a 77 ro-
kov) s obidvoma mutaciami. Predpo-
klada sa [22], Ze pritomnost obidvoch
mutacii zhorSuje prognézu. Napriek
tomu 77-ro¢nd pacientka s obidvoma
mutdciami dosiahla remisiu. Material

tejto pacientky bude podrobeny dalsim
analyzam za Ucelom zistenia presného
typu bodovej mutacie, ako aj lokalizova-
nia mutdcii FLT3-ITD a FLT3-TKD na ale-
lach, t. j. ¢i su mutacie na tej istej alebo
roznych alelach.

U vsetkych pacientov sme vysetro-
vali paralelne PK aj KD pri vstupnom vy-
Setreni aj pri monitorovani Ucinku tera-
pie. V obidvoch materidloch boli mutécie
identické a dobre detegovatelné. Len v je-
dinom pripade relapsu bola mutacia pri-
tomna len vo vzorke KD, vzorka PK bola
negativna.
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Typ a velkost FLT3-ITD mutécie boli pri
vstupnom vysetreni a relapse u vietkych
monitorovanych pacientov rovnaké,
teda jednalo sa o rovnaky klon.

Mutdcie v géne FLT3 boli vysetrované
aj u MDS pacientov. Do $tudie sme vy-
brali len tych pacientov, u ktorych bol dia-
gnostikovany prechod do AML. Zaujima-
vostou bolo, ze pacienti bez FLT3 mutécie
po prechode do AML zomreli do 6 me-
siacov, zatial ¢o pacient s FLT3-ITD prezil
16 mesiacov a druha pacientka s FLT3-ITD
zatial preziva viac ako rok. Tento fakt ko-
reluje s publikovanym Gdajom [17], kde
pacienti bez FLT3 mutacie preZivali kratsie
(priemer 16 mesiacov) ako pacienti s mu-
tdciou FLT3 (19 mesiacov). Vzhladom na
na$ velmi maly subor sekunddrnych AML
pacientov nie je mozné robit podrobnejsie
zavery ani porovnavat Udaje s literattrou.

Na doékaz mutécii v géne FLT3 sme
aplikovali jednoduchu PCR metédu so
separaciou fragmentov na klasickej aga-
rézovej elektroforéze a verifikacii poziti-
vity na mikrocipe na zariadeni Bioanaly-
zer 2100, kde sme presne urcili velkosti
fragmentov ako aj pomer medzi muto-
vanou a nemutovanou alelou v pripade
FLT3-ITD. Tato metdda bola dostatocne
citlivd na dékaz mutacii. Nebol problém
ani s amplifikaciou dlhsich Usekov FLT3-
-ITD, kde je viditelny vyssi podiel muto-
vanej alely, ktord je dlhsia ako nemuto-
vany fragment s nizsou intenzitou.

Vyber vhodnej metddy je dolezity pre
spravne zachytenie nielen pozitivity, ale
aj pomeru medzi mutovanou (FLT3-ITD)
a nemutovanou alelou (wild type — WT)
v suvislosti s prognézou a moznostou
skorsieho relapsu a celkovym preziva-
nim pacienta. Dlhsie fragmenty a vy3si
pomer FLT3-ITD : WT zhor3uju prognézu
ochorenia [23].

Zaver

Vysledky analyzovaného suboru pou-
kazuju na vhodne zvolend PCR metédu,
ktora je relativne rychla a finan¢ne nena-
rocnd, o umoznuje monitorovat muta-
cievgéne FLT3 nielen u pacientov s AML,
ale rutinne aj u vsetkych MDS a CMMoL
(chronicka myelomonocytova leukémia)
pacientov. Aplikovana metéda bola do-

statocne citlivd na dokaz mutdcii a bez-
problémovu amplifikaciu aj dlhsich use-
kov FLT3-ITD. Verifikacia FLT3 pozitivity
na mikroc¢ipe nahrddza separaciu PCR
produktu na kapilarnej elektroforéze,
ktora je finan¢ne podstatne naroc¢nejsia
ako analyza na mikrocipe.

V rutinnej klinickej praxi su FLT3+
pacienti zatial dilemou. Z dévodu urcenia
progndzy v suc¢asnosti pre nasich klinikov
Uplne staci dokaz FLT3 pozitivity a pravi-
delny monitoring tejto mutdcie pri kaz-
dej kontrole. Stanovenie pomeru FLT3-
-ITD : WT sa zatial nevyZaduje. Monitoring
MDS a CMMol pacientov na pritomnost
FLT3 mutacii by mal byt sucastou zaklad-
ného vysetrovacieho panelu v rdmci mo-
lekulovej genetiky, pretoze objavenie sa
FLT3 pozitivity u tychto pacientov je pred-
zvestou prechodu do AML.

Vzhladom na vyvoj inhibitorov FLT3-
tyrozinkindzy v suvislosti s lie¢bou FLT3+
pacientov sa uvazuje aj o zavedeni stan-
dardného postupu pri monitorovani
minimalneho rezidudlneho ochorenia
(minimal residual disease — MRD) na z&-
klade kvantifikacie FLT3-ITD (podobne
ako u CML monitoring fuzneho génu
BCR/ABL). V mnohych pripadoch je mu-
tacia v géne FLT3 jediny pozitivny gene-
ticky marker u AML pacientov.
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