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Abstrakt

V dizertaéni praci “ Prognosticky vyznam molekularnich markerti akutni myeloidni
leukémie na vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék » autor fesi nasledujici
problematiku:

1.

4.

V literarnim piehledu charakterizuje: epidemiologii, patogenezu, diagnostiku,
progndzu a lécbu akutni myeloidni leukémie se zaméfenim na zhodnoceni riiznych
prognostickych markerit ve vztahu ke 1écbé akutni myeloidni leukémie predevSim
pomoci alogenni transplantace krvetvornych bunék.

V metodické Casti jsou charakterizovany:

a) Soubor nemocnych a pouzité klinické hodnocent :

e Detailni charakteristika 60 pacienti s akutni myeloidni leukémii s normalnim
karyotypem a mutaci NPM1 genu v kompletni remisi, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci krvetvornych bunék na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN
Plzen v letech 2005-2014. Soucasti charakteristiky je i zhodnoceni dalSich
parametri zakladniho onemocnéni a detailni popis transplantacnich postupt
(vybér darce, typ predtransplantacni ptipravy atd.).

b) Obdobi a zplisob odbéru materialu ke stanoveni hladiny minimdlni rezidualni
nemoci pted transplantaci. Popis metody zplsobu detekce hladiny minimalni
rezidudlni nemoci na zaklad¢ detekce relativni exprese mutovaného NPM1 genu
pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce.

¢) Pouzité statistické metody zpracovani.

Ve vysledkové ¢asti autor prokazal, Ze:

a) Hladina minimélni rezidudlni nemoci u pacientii s akutni myeloidni leukémii
Vv kompletni remisi se li§i v dobé tésné pted zahajenim predtransplantacni ptipravy.

b) Hladina minimdlni rezidualni nemoci u pacientt s akutni myeloidni leukémii v dobé
pfed alogenni transplantaci krvetvornych bunék statisticky signifikantné ovliviuje
transplantacni vysledky.

Soucasti prace je literarni prehled obsahujici 341 literarnich citaci a prehled
publikovanych praci autora na dané téma.

Kli¢ova slova: akutni myeloidni leukémie, NPM1 mutace, minimalni rezidudlni nemoc,
alogenni transplantace krvetvornych bunck



Abstract

In this thesis entitled ” The prognostic significance of molecular markers of acute myeloid
leukemia on the outcome of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation ” the author
deals with the following issues:

1. In the literature overview: the author characterizes the epidemiology, patogenesis,
diagnostics, prognosis and treatment of acute myeloid leukemia, focusing on evaluation
of different prognostic markers in relation to the treatment of acute myeloid leukemia
mainly using allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

1. The methodological section characterizes the following:

a) Groups of patients and methods of clinical evaluation in:

e Detailed characteristics of 60 patients with acute myeloid leukemia with normal
karyotype and NPM1 gene mutations in complete remission who underwent
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation on Haematology and
oncology department of University Hospital Pilsen in the years 2005-2014. The
evaluation of other parameters of the underlying disease, and a detailed
description of transplant procedure (donor selection, the type of pre-
transplantation preparation etc.) is also part of characteristics.

b) The timing and method of sampling for evaluation of the level of minimal residual
disease before transplantation. Description of the method for detection of the level
of minimal residual using assessment of the relative expression of mutated NPM1
gene by quantitative polymerase chain reaction.

c) The statistical parameters and methods employed

3. In the final section the author demonstrates that:
a) The level of minimal residual disease in patients with acute myeloid leukemia in
complete remission vary before the start of pretransplantation conditioning regimen.
b) The level of minimal residual disease in patients with acute myeloid leukemia prior
to allogeneic hematopoietic stem cell transplantation statistically significantly affects
the transplant results.

4. The thesis provides an overview of relevant literature which includes 341 sources
and overview of author’s own publications on this particular field.

Key words: acute myeloid leukemia, NPM1 mutation, minimal residual dinase, alogeneic
hematopoietic stem cell transplantation
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1. Uvod

Dizertacni prace na téma ,,Prognosticky vyznam molekularnich markert akutni
myeloidni leukémie na vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék® je
roz¢lenéna do nasledujicich kapitol:

V uvodni kapitole ,, Pfrehled soucasného stavu problematiky* je zakladni ptrehled
epidemiologie, etiologie, patogenezy, klasifikace, diagnostiky, prognézy a 1é¢by akutni
myeloidni leukémie. Pozornost je pak zaméfena na vyznam prognostickych markert
ovlivitujicich vysledek 1écby akutni myeloidni leukémie a vysledek alogenni
transplantace krvetvornych bunék, a to predev§im na oblast molekuldrné¢ genetickych
markerti a vyznam minimalni rezidualni nemoci.

V kapitole ,,Cil dizerta¢ni prace® je definovan divod a cil dizerta¢ni prace, kterym
ovéfit a zhodnotit potencidlni prognosticky vyznam stanoveni hladiny minimalni
rezidudlni nemoci pfed alogenni transplantaci krvetvornych bunék u pacientl
v kompletni remisi akutni myeloidni leukémie na vysledek transplantaéni 1écby.

V kapitole ,,Pacienti a metodika* je charakterizovana sledovana skupina nemocnych.
Je zde popsan zpusob klinického vyhodnoceni, metodika stanoveni molekularnich
markeru a statistické zpracovani vysledki.

V kapitole ,,Vysledky“ jsou analyzovany vysledky ziskané béhem sledovani v letech
2005 - 2014.

V kapitole ,,Diskuze* jsou nami dosazené vysledky srovnavény s literdrnimi udaji a je
zde diskutovan potencidlni vyznam vyuZiti stanoveni molekuldrnich markert akutni
myeloidni leukémie v ramci hodnoceni pfitomnosti rezidualni nemoci a jeji vliv na
vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék.

V kapitole ,,Zavér jsou shrnuty zakladni zjisténa fakta
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2. Soucasny stav problematiky

2.1 Definice a epidemiologie

Akutni myeloidni leukémie (AML) pfedstavuje klinicky, morfologicky, imunologicky a
geneticky heterogenni skupinu onemocnéni, kterou charakterizuje klonalni proliferace
nezralych krvetvornych bunék, jejich akumulace v kostni dfeni a nasledné v fadé piipadia
jejich vyplavovani do periferni krve. AML je definovana jako klonalni expanze nezralych
bun¢k krvetvorby, jejichz zastoupeni predstavuje > 20% jadernych bunék v kostni dieni
[1,2].

AML patii mezi vzacnéjsi nadorova onemocnéni, ale vzhledem ke své biologické podstaté
ma disproporcionalné velky negativni vliv na statistiky nadorového pieziti [3].

AML patti k nejcastéjsim leukémiim dospélého véku a tvoii 80% z akutnich leukémii
dospélych. Incidence AML u dospélych v Evropé je 2-4/100000 [1]. Incidence nartsta
s vékem. V letech 2006-2010 byla v USA incidence AML u nemocnych mladsich 65 let
1,8/100000 a u nemocnych ve véku 65 let a starSich 16,8/100000 [4]. Median veku pfi
diagnoze je 65 let [5]. AML je mirné Castéji diagnostikovana u muzi nez u zen. V letech
2006-2010 byla v USA celkova incidence AML 3,7/100000, u muzt pak 4,5/100000 a u
zen 3,1/100000. V poslednich 30 letech pak nedochazi k vyznamnéjSimu vzestupu
incidence AML [4]. Celosvétové je nejvyssi incidence AML v USA, Australii a Evropé
a pon€kud nizsi incidence v Asii [6].

Mortalita u AML na zakladé¢ dat z USA byla v letech 2006-2010 2,7/100000. Mortalita
nartsta s vékem a mirn¢ Castéjsi je u muzl nez u zZen. 5 leté pireziti po stanoveni diagnozy
AML bylo v letech 2003-2009 v USA celkové 24,9%, coz predstavuje statisticky
signifikantni zlepSeni ve srovnani s obdobim 1975-1977, kdy bylo 5 leté pieziti 6,2%
(viz.tabulka 1). Pravdépodobnost 5 letého pieziti klesa s vékem pacienta v dobé diagnozy
AML, kdy v USA v obdobi 2003-2009 u nemocnych mladsich 65 let bylo 5 leté preziti
41,6% a u starSich nemocnych pak pouze 5,4% (viz. obrazek 1) [4].

Tabulka 1 - 5 leté pieziti u AML v zavislosti na dobé diagnézy [4]

Obdobi dg. AML 5 leté preziti (%)
1975-1977 6,2
1978-1980 7,6
1981-1983 8,4
1984-1986 10,6
1987-1989 11,4
1990-1992 13,7
1993-1995 16,2
1996-1998 16,9
1999-2001 19,9
2003-2009 24,9
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Obrazek 1 - 5 leté preziti u AML v zavislosti na véku v dobé diagnozy v obdobi 2003-
2009 [4]
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(pozn. v ramci epidemiologickych dat byla pfevazné vyuzita komplexni data databaze
SEER /Surveillance, Epidemiology, and End Results/ v USA, protoze aktualni
epidemiologicka data ceského ,,Narodniho onkologického registru® tykajici se AML a téz
hematologickych malignit nejsou narozdil od jinych nadort k dispozici).

2.2 Etiologie a patogeneze

AML je nemoc, kterd vznika maligni transformaci kmenové hematopoetické buiiky. Ta se
diferencuje v myeloidni nebo myelomonocytarni blasty, méné Casto blasty erytroidni ¢i
megakaryocytarni. Pro bunky AML je typicka proliferace a zastava diferenciace na tirovni
blastti. Proliferace blastli vymykajici se fyziologické autoregulaci vede k rychlému zvyseni
jejich poctu, coz vede k utlaku fyziologické krvetvorby a disledkem tohoto procesu je
pokles normalnich krvinek v periferni krvi [1].

Samotna etiologie vzniku AML neni zcela objasnéna, i kdyz jsou znamy nékteré rizikové
faktory, které se mohou na rozvoji AML spolupodilet. Soucasna piedstava samotné
patogenezy AML je postavena na konceptu vicestupfiového rozvoje genetickych zmén
vV hematopoetické kmenové buiice, jenZ vedou k vysSe uvedené nekontrolované proliferaci a
poruse diferenciace.

2.2.1 Rizikové faktory

Rozvoj AML je spojen s nékterymi rizikovymi faktory, které jsou sumarizovany v tabulce
2. Mezi tyto faktory patii vek, pfedchozi hematologické onemocnéni, vrozena geneticka
onemocnéni, pfedchozi expozice radiaci, chemoterapii nebo jinym chemikaliim.
Diskutovany je vliv virovych infekci. Nicméné tyto znamé rizikové faktory se finalné
podili na vzniku AML jen u mens$i ¢asti ptipada [2].
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Tabulka 2 - Selektované rizikové faktory spojené s AML [2]

Vrozend geneticka onemocnéni Downtiv syndrom
Klinefelterav syndrom
Pataudv syndrom
Ataxia teleangiectasia
Schwachmaniiv syndrom
Kostmantv syndrom
Neurofibromat6za
Fanconiho anémie
Li-Fraumenitiv syndrom
Radiaéni expoxice Neterapeutické, terapeutické ozafeni
Expozice cytostatikim Alkylaéni latky
Inhibitory topoizomerazy-I|
Anthracykliny
Taxany
Expozice chemickym latkam Benzen
Pesticidy
Nikotinismus
Herbicidy
Fixac¢ni tekutiny (formaldehyd, metanol atd.)

2.2.1.1 Vrozené genetické faktory

U jedincii s n€kterymi vrozenymi genetickymi onemocnénimi je zvySené riziko rozvoje
AML.

Déti s Downovym syndromem maji 10-20x vyssi pravdépodobnost rozvoje akutni
leukémie a podobné je tomu i u Klineferterova syndromu, Fanconiho anémie,
neurofibromatozy atd [8,9].

V nékterych ptipadech mize byt urcitd genetickd predispozice dédéna v ramci rasy ¢i
etnika, coz dokladuji naptiklad prace tykajici se akutni promyelocytarni leukémie (APL),
ktera je geneticky spojena s translokaci chromozomu 15 a 17, jejimz vysledkem je vznik
fuzniho genu PML-RARa. Z dosud neznamych divodd je vys§i incidence APL u
dospélych v Latinské Americe a v jizni Evropé. Predevs§im pak v Latinské Americe je
prokazovano frekventnéjs$i misto zlomu RARQ a to v oblasti intronu 6 (zvaného berl). Lze
tedy spekulovat, Ze sklon ke zlomu v této oblasti mize byt determinovan geneticky
[10,11].

V posledni dobé byly téZ publikovany prace, jenZ dokladuji, Ze polymorfismy nékterych
gentl, které hraji roli v metabolismu kancerogent, mohou zvySovat riziko rozvoje AML.
Naptiklad NAD(P)H:chinon oxireduktdza 1 (NQO1) je enzym detoxifikujici chinony a
snizujici oxida¢ni stres. Polymorfismus v oblasti nukleotidu 609 genu pro NQO1 vede
K niz$i aktivité enzymu. Tato varianta uvedeného genu je spojena s predispozici k rozvoji
s chemoterapii spojené AML a urCitymi genetickymi aberacemi [12,13,14]. Lze
predpokladat, ze polymorfismy dalSich gent, které se podileji na metabolismu kancerogenti
¢i genu, které ovliviuji imunitni systém mohou hrat roli v predispozici k rozvoji AML.

2.2.1.2 Fyzikalni a chemické faktory

Rada fyzikalnich a chemickych faktori je pokladana za potencialni faktory zvysujici riziko
rozvoje AML.

Ionizujici zéafeni je spojeno se zvySenym rizikem rozvoje AML. Mezi lidmi, ktefi ptezili
vybuch atomové bomby v Japonsku byla zaznamenana zvysena incidence AML s vrcholem
mezi 5. az 7.rokem po vybuchu [15]. Uvedeny potencialni zevni faktor, v tomto piipadé
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ionizujici zareni, kdy byla zasazena vétSina prezivsich lidi, jen dokladuje, ze rozvoj AML
je multifaktorialni, protoze ptes vyssi incidenci AML u zasazené populace doslo k rozvoji
AML jen u malé Casti zasazenych a podobné¢ je tomu i U dal$ich rizikovych faktorii rozvoje
AML. Podobné jako v pfipadé atomového vybuchu je i terapeutické ozafeni spojeno
S vys§imi riziky rozvoje AML [16].

Krom¢ ionizujiciho zafeni se na vyssim riziku rozvoje AML ze zevnich vlivl podileji
nekteré chemické latky. Na prvnim misté je nutno jmenovat cytostatika a to predevsim
alkyla¢ni latky a inhibitory topoizomerazy II, které jsou spojeny s vys§im rizikem rozvoje
AML [17,18]. Riziko rozvoje sekundarni, s pfedchozi chemoterapii spojenou, AML je u
pacientl po intenzivni cytostatické 1€cbé 100x vyssi. Soucasné jsou u téchto s chemoterapii
spojenych AML prokazovany typické chromozomalni aberace, které zavisi na typu
podanych cytostatik. Napiiklad u pacientd 1éCenych alkylacnimi cytostatiky dochézi
k rozvoji AML nejcastéji v obdobi 5 az 10 let po skonéeni 1é¢by a podani alkyla¢nich latek
je spojeno s prokazovanymi abnormalitami chromozomd 5 a 7 [19]. Kromé cytostatik je
fada dalSich chemickych latek, které jsou spojovany s vysSim rizikem rozvoje AML.
Benzen patii k nejvice studovanym a nejvice pouzivanym chemickym latkdm, které jsou
povazovany za leukemogenni. Rovnéz osoby s chronickou expozici pesticidim,
herbicidim ¢i fixaénim latkdm maji pravdépodobné vyssi riziko rozvoje AML. Téz
nikotinismus je spojovan s vys$§im rizikem rozvoje AML [3,20,21].

2.2.2 Geneticky model rozvoje AML

Soucasna genetickd predstava rozvoje AML vychazi z n€kolikastupiiového procesu, jehoz
podkladem je vznik genetickych zmén zpiisobenych chromozomalnimi aberacemi a
genovymi mutacemi. V tzv. ,two-hit“ modelu leukemogeneze je zakladem rozdéleni
genovych mutaci na ty, které vedou k prolifera¢ni vyhod¢, a na ty, které¢ vedou k poruse
diferenciace (viz. obrazek 2). Pro rozvoj AML je pak nutna kombinace téchto aktivujicich
mutaci s mutacemi, které vedou k diferencia¢ni blokadé. K typickym zastupclim
aktivac¢nich mutaci patfi mutace genu FMS-like tyrozin kindzy 3 (FLT3), KIT nebo Ras
mutace. K mutacim, které vedou k bloku diferenciace, pak patii naptiklad mutace genu pro
nuklefosmin 1 (NPM1) nebo fizni geny PML/RARa, CBFB-MYHI11 a AML/ETO. Kromé
uvedenych mutaci byla samoziejmé popsana fada dalSich genovych mutaci, které vedou
k aktivaci proliferace ¢i naopak blokadé¢ diferenciace (viz. obrazek 2) [7,22].
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Obrazek 2 - Geneticky model leukemogeneze

Mutace ovliviiujici Mutace ovliviujici
proliferaci diferenciaci

KIT PML/RARa
FLT3-ITD/TKD RUNX1/CBFA2T1
RAS CBFB/SMMHC
JAK2 MLL faze
SHP2 CEBPa
CBL WT1

zvysena porusena
proliferace diferenciace

AML

?7?

geny modifikuji epigenetické funkce
(DNMT3A, TET1, TET2, IDH1, IDH2)
zmény exprese miRNA
(miR-155, miR-10a, miR-181)
dalsi genetické faktory

vvvvvv

AML se podili také dalsi genetické aberace, mezi které lze na pfedni mista zatadit geny
modifikujici epigenetické vlivy (DNMT3A, TET1, TET2, ASXL, IDHI atd.). DileZitou
roli pak hraji téz zmény exprese miRNA (napf.miR-155, miR-10a atd.), ale téZ mutace
tumor supresorovych genti a dalsi genetické aberace. Jednoznacny zpusob, kterym se
uvedené genetické zmény podili na rozvoji AML, zatim neni dostate¢né poznan [23, 24].
Uvedeny mnohem komplexnéjsi vliv genetickych aberaci na rozvoj AML podporuji
vysledky sekvenace genomu blasti AML a srovnani ziskané sekvence DNA z nadorovych
leukemickych blastl se sekvenci zdravé DNA napft. epitelidlnich buné¢k, kdy publikované
prace dokladuji primérné asi 700 nukleotidovych polymorfismi/mutaci ve vySetfeném
genomu AML [25, 26]. Diky stale Sirsi dostupnosti sekvenacnich vySetieni, moznosti
hodnoceni genové exprese, pokrokiim v proteomice apod. Ize v dalSich letech ocekavat
detailn¢jsi specifikaci rozvoje AML na molekularni Grovni [27, 28].

Vsechny tyto genetické zmény pak vedou k findlnimu patogenetickému mechanismu, jenz
je pfi¢inou rozvoje AML, a to k nekontrolované proliferaci a zéstavé diferenciace
hematopoetické kmenové buiiky s poruchou fyziologické autoregulace.
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2.3 Klasifikace AML

Klasifikace AML dlouhé roky vychazela predevSim z morfologie leukemickych blasti,
ptipadné doplnéné o cytochemickd vysetfeni. V minulosti pouzivana FAB Klasifikace
délila akutni myeloidni leukémii do pouhych 8 skupin (viz. tabulka 3) [29].

Tabulka 3 - FAB klasifikace

FAB subtyp Morfologie
MO nediferencované blasty
M1 nediferencované myeloblasty
M2 diferencované myeloblasty
M3 hypergranularni promyelocyty
M4 myelomonocytdrni diferenciace (Méeo s eozinofili)
M5 monoblastickd (5a) monocytarni (5b) diferenciace
M6 Erytroblasty
M7 Megakaryoblasty

Nicméné pouha morfologicka klasifikace se s vyvojem dal§iho poznani a to piedevsim
svyvojem znalosti v oblasti genetiky AML stala nedostate¢nou a vroce 2001 byla
nahrazena FAB klasifikace WHO Kklasifikaci, kterd byla naposledy revidovana v roce 2008
[30,31] . WHO Kklasifikace vychazi ¢asteéné z pivodni morfologické klasifikace, nicméné
zohlediiuje imunofenotypické nalezy a pfedev§im pak genetické a molekularné genetické
nalezy, kdy jednotlivé jednotky a jejich ¢lenéni piinasi i urcitou prognostickou specifikaci.

2.3.1 WHO klasifikace AML

WHO klasifikace vychézi c¢aste¢né zpuvodni morfologické klasifikace, nicméné
zohlednuje imunofenotypické nalezy a predevsim pak genetické a molekularné genetické
nalezy, kdy jednotlivé jednotky a jejich ¢lenéni ptinasi i uréitou prognostickou specifikaci.
WHO klasifikace déli AML na:

» AML s rekurentnimi genetickymi aberacemi

AML s 1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO)

AML s inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
Akutni promyelocytarni leukémie s t(15;17)(g22;912); PML-RARa
AML s 1(9;11)(p22023);MLLT3-MLL + dalsi AML s transplokaci MLL
(11923) genu

AML s t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

o AML sinv(3)(g21926.2) nebo t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

o AML (megakaryoblasticka) s t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

O O O O

o

provizorni:
o AML s mutaci NPM1
o AML s mutaci CEBPA
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Pozn.
- Vvpiipadé t(8;21), inv(16) nebo t(16;16) je stanovena dg. bez
ohledu na pocet blasti
- nesmi byt historie piedchozi cytotoxické nebo radiacni [écby

» AML spojena s myelodysplastickymi zménami (viceliniovou dysplazii)
- s ptredchazejicim MDS
- Sviceliniovou dysplazii
- scytogenetickymi aberacemi spojenymi s MDS

Pozn.
- nesmi byt historie pfedchozi cytotoxické nebo radiacni 1éCby

» AML (MDS, MPN) spojena s (chemo/radio) terapii

» AML jinak nespecifikovana

AML minimalné¢ diferencovana

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

Akutni myelomonocytarni leukémie

Akutni monoblasticka a monocytarni leukémie
Akutni erytroidni leukémie

Akutni megakaryoblastickd leukémie

Akutni basofilni leukémie

Akutni panmyeloza s myelofibrozou

O O O O O O O 0 O

» Myeloidni sarkom
» Myeloidni proliferace spojena s Downovym syndromem

» Nador z blastoidnich plasmocytoidnich dentritickych bunék
» Akutni leukémie nejasné linie

Akutni nediferencovand leukémie

AML se smisenym imunofenotypem s t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1
AML se smisenym imunofenotypem s t(v;11q23); MLL

AML se smiSenym imunofenotypem B/myeloidni, jinak nespecifikovana
AML se smiSenym imunofenotypem T/myeloidni, jinak nespecifikovana

O O O O O

provizorni:
o Lymfoblasticka leukémie/lymfom z NK bun¢k
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2.4 Klinicky obraz

Symptomatologie obvykle vyplyva z nedostatku funkénich zdravych krvinek. Samotny
rozvoj Klinické symptomatologie u nemocného s AML muze byt velice rychly a
v n¢kterych ptipadech je nemocny hospitalizovan s Zivot ohrozujicimi komplikacemi. Mezi
typické klinické projevy AML patii:

e malatnost, Ginava, pocit vyCerpani, namahova i klidova dusnost, tachykardie, bledost
a v nékterych piipadech i ischemické bolesti na hrudi - pfi¢inou uvedenych obtizi je
anémie

e zvySend Cetnost infekci, nedostatecna odpovéd infekénich komplikaci na
antibiotickou 1é¢bu, moznost zavazné probihajici i Zivot ohrozujici infekce; typicky
dochazi k zanétim hornich cest dychacich, stomatitiddm, anginam — pfic¢inou je
nedostatecny pocet funk¢nich granulocytii. Zavazna infekce patii k nejcastéjSim
pfi¢indm ¢asné mortality u nemocnych s AML.

e krvacivé projevy; typicky dochazi k rozvoji petechii, epistaxi, krvacenim z dasni,
metroragii — pii¢inou je trombocytopenie a v nékterych ptipadech i disseminovana
intravaskularni koagulopatie (typicky u AML M3). Zavazné krvéaceni, typicky do
CNS, patii mezi nejcastéjsi pfi¢iny ¢asné mortality nemocnych s AML.

e zvysené teploty 1 horecky bez jednoznaéné infekéni piiciny.

e hyperplazie dasni, kozni infiltraty (viz. obrazek 1), postizeni CNS — typicky u
nemocnych s leukémii vychazejici z monocytoidni fady.

e projevy leukostdzy u nemocnych s vysokou (>100x109/1) vstupni hodnotou
cirkulujicich blastl; typickymi projevy leukostazy jsou dusnost, bolest na hrudi,
bolest hlavy, alterace mentilniho stavu, parézy kranidlnich nervi, priapismus.
Pacienti s vysokymi vstupnimi hodnotami cirkulujicich blasti maji vyssi riziko
postizeni CNS a jsou vyznamné ohrozeni rozvojem “tumor lysis” syndromu po
zahdjeni cytostatické 1éCby

Kromé& uvedenych klinickych projevii nemusi byt piitomna Zadna dal$i patologie.
V nékterych ptipadech mizZe byt rozvoj symptomatologie pozvolny a v ojedinélych
pfipadech mlZe byt stanovena diagnéza AML pfi dovySetfeni nahodné zaznamenanych
zmén Vv krevnim obrazu provedeném napiiklad z divodu preventivniho vySetfeni.
V ptipadé AML dochazi na rozdil od akutni lymfoblastické ¢i chronické myeloidni nebo
lymfatické leukémie méné Casto ke zvétSeni lymfatickych uzlin ¢&i sleziny, i kdyz u
nékterych piipadt leukémii pivodem z monocytarni fady je zaznamenavame téz [1].

Obrazek 3. Kozni infiltrat pri AML
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2.5 Diagnostické metody u AML

K definitivnimu stanoveni diagn6zy AML; obvykle na zakladé suspekce vznikl¢ pti zjiSténi
zmén krevniho obrazu a vysSe uvedené klinické symptomatologii; se vyuziva nékolik
diagnostickych metod, které slouzi nejen k samotné diagnostice a moznosti piesné
klasifikace AML, ale soucasné¢ téz k upfesnéni prognozy AML a stanoveni markert
vhodnych k monitoraci 1écebné odpovédi.

2.5.1 Krevni obraz

K potvrzeni suspekce a piipadné i samotnému stanoveni diagndézy AML slouzi vysetfeni
hodnot krevniho obrazu a provedeni mikroskopického diferencidlniho krevniho rozpoctu.
Predevsim provedeni mikroskopického diferencidlniho rozpoctu je dulezité, protoze pouhé
vySetfeni diferencialniho rozpoctu pomoci automatického analyzatoru muize vést
k chybnému zafazeni blasti mezi monocyty ¢i lymfocyty.

Samotné hodnoty krevniho obrazu mohou byt rtizné. Obvykle byva ptitomna leukocytdza
se zmnozeni blasti v diferencialnim rozpoctu (obvykle chybi dalsi elementy vyvojové fady
granulopoezy = hiatus leucaemicus) a soucasné je pfitomna anémie a trombocytopénie.
Nicmén¢ krevni obraz mize byt i normalni nebo jen s mirnymi zménami hodnot a jen
v diferencidlnim rozpoc¢tu jsou pfitomny blasty. V nékterych ptipadech mize byt ptitomna
leukopenie a nemusi byt pritomny blasty v diferencialnim rozpoctu. Extrémni leukocytéza
myeloidni nebo lymfatické leukémie. Pro potvrzeni diagnézy AML musi byt
v diferencidlnim rozpoctu > 20% blasti.

2.5.2 Morfologické vysetieni kostni difené

Sternalni punkce a aspirat kostni diené patii k zdkladnim diagnostickym vySetfenim
Vv ptipad¢ potvrzeni ¢i stanoveni diagndézy AML. Natéry kostni diené¢ jsou hodnoceny za
pouziti barveni May-Griinwald-Giemsa nebo Wright-Giemsa. K validnimu zhodnoceni
natérii aspiratu kostni diené se doporucuje vySetfeni alespon 200 leukocyti a 500
nuklearnich bunék [32]. Pro diagnozu AML je podminkou pfitomnost > 20% blasti.
Vyjimkou jsou AML s prukazem t(15;17), t(8;21), inv(16) nebo t(16;16) a nékteré typy
erytroleukémie. V piipadé monocytarni ¢i myelomonocytarni diferenciace jsou mezi blasty
zapocitavany téz monoblasty a promonocyty. Naopak erytroblasty nejsou mezi blasty
zahrnuty kromé vzacného piipadu Cisté erytroidni leukémie.

Ke zhodnoceni pfisluSnosti blasti k myeloidni ¢i jiné linii byly historicky vyuZivany
cytochemické metody, kdy pomoci barveni natéru aspiratu raznymi barvivy bylo mozno
uptesnit piislusnost blastii k jednotlivym liniim. V soucasné¢ dobé je tato metodika
nahrazovana imunofenotypizaci. Nicméné nadale Ize k upiesnéni diagnostiky ve smyslu
stanoveni prislusnosti blastl k myeloidni linii pfi nedostupnosti imunofenotypického
vySetifeni vyuzit cytochemické vySetfeni k prikazu myeloperoxiddzy ¢i barveni na lipidy
(sudanska Cern). Pti negativité téchto vySetieni 1ze pak vyuzit k prikazu ptisluSnosti blast
k monocytarni a tim tedy myeloidni linii stanoveni pozitivity nespecifické esterazy.
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Samotné provedeni aspirdtu kostni diené¢ pomoci sternalni punkce je vhodné ponechat
specializovanému pracovisti, které se diagnostice a 1écb¢ leukémii vénuje vzhledem
Kk potfebé odeslani aspiratu na dalsi specializovana vySetieni.

Histologické vySetfeni kostni dien¢ pomoci trepanobiopsie neni ke stanoveni diagnozy
AML obvykle nezbytné. Nicméné v situaci, kdy neni usp€sna aspirace kostni dfené (sucha
jehla) napiiklad v piipadé zmnozeni vaziva, je trepanobiopsie nezbytna [1,32].

2.5.3 Imunofenotypizace

Imunofenotypizace za pouziti vicebarevného prutokového cytometru patii k dulezitym
vySettenim v diagnostice  AML a v monitoraci 1é¢ebné odpovédi u AML.
Imunofenotypizace slouzi K upfesnéni prislusnosti blasti k jednotlivym vyvojovym liniim
(viz. tabulka 4) a umoznuje detekovat aberantni expresi znaku, ktera presné¢ definuje
leukemické blasty, coz nasledn¢ umozni s citlivosti az 1:10000 monitoraci rezidudlni
nemoci po lécbé. U nékterych diagnostickych jednotek, mezi které patii AML s minimalni
diferenciaci, akutni megakaryocytarni leukémie a akutni leukémie nejasné linie, je pak
imunofenotypicky priikkaz exprese povrchovych a cytoplasmatickych antigent ke stanoveni
diagndzy nezbytny [32].

Tabulka 4 - Exprese povrchovych a cytoplasmatickych markeri u AML

Prekurzory CD34,CD38,CD117,CD133, HLA-DR
Granulocytarni znaky CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, cytoplasm.MPO
Monocytarni znaky nespecif.esterdza (NSE), CDllc, CDI14, CD64,

lysozyme, CD4, CD11b, CD36
Megakaryocytarni znaky CD41 (glykoprotein I1lb/llla), CD61 (glykoprotein
Illa), CD42 (glykoprotein 1b)

Erytrocytarni znaky CD235a (glycophorin A)

Nékteré AML s rekurentnimi cytogenetickymi aberacemi jsou spojené s charakteristickymi
imunofenotypickymi nalezy. Naptiklad AMLs t(8;21) je Casto spojena s aberantni expresi
typického B-lymfoidniho markeru CD19 a méné casto CD7. Podobné blasty AML
s inv(16) exprimuji typicky T-lymfoidni znak CD2. V ptipadé AML s mutaci NPM1 genu
se uvadi vysoka exprese znaku CD33 a chybgjici nebo nizkd exprese znaku CD34.
Samotna pritokova cytometrie by neméla byt pouzivana ke kvantifikaci blastické populace.
[32]

2.5.4 Cytogenetické vySetieni

Konvenéni cytogenetické vySetieni patii k mandatornim vySetfenim diagnostiky AML.
Chromozomalni aberace jsou detekovany asi u 40-60% diagnostikovanych AML
Vv dospélém véku a detekce nékterych chromozomalnich zmén slouzi k pfesné kategorizaci
AML . WHO Kklasifikace rozeznava 7 jednotek AML s rekurentnimi chromozomalnimi
translokacemi a inverzemi a cytogenetické vySetfeni je tedy nezbytné k spravné
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kategorizaci AML. Podobné nékteré chromozomalni aberace jsou dostatecné ke stanoveni
diagn6zy AML s myelodyplazii spojenymi zménami.

K validnimu vysetfeni by mélo byt hodnoceno 20 jader v metafazi a obvykle je vyuzivano
klasické G-pruhovani [32]. Samotné cytogenetické vySetieni krom¢é mozZnosti spravné
kategorizace AML pfinasi vyznamnou prognostickou informaci umoznujici odhad efektu
cytostatické 1é¢by a volbu strategie 1é¢by AML (viz. kapitola 2.6. Prognéza). V mensi mife
lze pak vyuzit zjisténé cytogenetické chromozomalni aberace k monitoraci rezidualni
nemoci. Vyznam cytogenetiky v monitoraci rezidualni nemoci je vSak limitovan nizsi
senzitivitou metodiky.

Vzhledem k vyznamu cytogenetického vysSetfeni v ramci diagnostiky a ureni prognozy
AML by mélo byt vysetieni provadéno kvalifikovanou cytogenetickou laboratofi.

Tabulka 5 - Casté cytogenetické abnormality a jejich souvislosti [33]

Chromozomalni Morfologie Zavzaté geny Typicky | Incidence | Prognodza Komentar
aberace (FAB) vék
1(8;21) M2 RUNX1/RUNX1T1 30 5-7% dobra IY?iCky Auerovi
yée
t(15;17) M3 PML/RARa 40 5-8% velmi ¢asto DIC
dobria
1(11;17) M3 ZBTB16/ RAR«a ? <1% $patna
abn(16g22) M4eo CBFB/MYH11 35-40 5% dobra
abn(11923) M5 MLL s fadou >50 3% Spatna | vysokd
parnter.gent kromé leukocytéza,
extramedularni
t(9 ; ll) postiZeni
+8 riizna >60 3% §patna | Casto  spojena
(izolovana) Sjmymi
aberacemi
del5,del7, riizna, fasto u >60 15-20% $patna éals{tﬂ . u
SQ'. 7q_ M6 'S:Mulildarmc
inv(3) abnormalni RPN1/MECOM ? <1% Spatna | vyssi _potet
TR E e Qi genoticks
aberace
abn(17p) Riizna T53 <60 5% Spatna | Casto dalsi
nepriznive
aberace
1(6;9)(p2;934) M2/M4 DEK/NUP214 ? <1% Spatna dominujici
s basofilii basofilie
+13 Riizna >60 1-2% Spatna
1(9;22) M1 BCR/ABL1 >50 1% Spatna splenomegalie
t(1;22) casto M7 RBM15/MKL1 0-2 <1% Spatna organomegalie
(8;16) M4 nebo M5 KAT6A/CREBBP ? <1% Spatna erytrofagocytéza

2.5.5 Molekularné - cytogenetické vySetieni

V piipadé selhani vyseteni klasickou cytogenetikou nebo k uptfesnéni naptiklad fizniho
partnera MLL genu lze vyuzit metod molekularni cytogenetiky, které je provadéno
Z materialu odebrané¢ho pro samotné klasické cytogenetické vyseteni. Klasickou metodou
je tzv. ,,Fluorescence in situ hybridization (FISH)* vySetfeni, jenz umoznuje na ned¢licich
se jadrech detekovat fuzni geny, delece ¢i monosomie chromozoma.
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2.5.6 Molekularné - genetické vySetieni

Minimalné u nemocnych snové diagnostikovanou AML, u kterych ptfipadd v uvahu
intenzivni 1écba, by mél byt odebran vzorek z kostni dfené (eventualné periferni krve)
k molekularné genetickému vysetfeni. Idealné by méla byt provedena izolace DNA a RNA
k dalsimu dovysetieni. V ptipadé nedostatku materialu k izolaci obou nukleovych kyselin
by méla byt upfednostnéna izolace RNA [32].

Samotné molekularné genetické vySetfeni vyuZzivajici fadu molekularné genetickych
technik (PCR, kvantitativni PCR, fragmentacni analyza, sekvenace atd.) vzhledem
k zafazeni molekularné genetickych markerti do provizornich jednotek WHO klasifikace
(AML s NPM1 resp. CEBPa mutaci) umoznuje pfesnou kategorizaci AML. Soucasné
Vv pfipad€ neuspokojivych vysledkl cytogenetického vySetfeni mize predevsim v piipade
prikazu fiznich gent tuto metodiku plné nahradit. Zasadni je pak role molekularné
genetického vysetieni v detekci mutaci gend, piipadné prikazu jejich zvySené exprese atd.
K upfesnéni prognéozy AML. Molekularné genetickych metod pii detekci vhodného
molekularniho markeru (fazni gen, mutace NPM1) pak muzeme vyuzit k monitoraci
rezidudlni nemoci v pribéhu dalsi 1écby a molekuldrné genetickd monitorace rezidualni

wev

1:100000).

Vzhledem k vyznamu molekularné genetického vySetieni v ramci diagnostiky a predevsim
pak uréeni progndézy AML a moznosti monitorace rezidualni nemoci by mélo byt vySetieni
provadéno kvalifikovanou molekularné genetickou laboratofi.

2.5.7 DalSi vySetieni a postupy V inicialni diagnostice AML

e anamnéza — dilezité je zjisténi eventualni expozice toxickym latkam v minulosti,
pfipadné pfedchozi cytostatické 1écbé. Vhodna je téZ znalost dalSich onemocnéni
(kardidlni, respiracni, GIT, infekéni atd.) k moznosti zhodnoceni rizik 1é¢by u
daného pacienta. Nutna je znalost uzivanych 1éku a ptipadné alergie (pfedevsim pak
na ATB eventualné kontrastni latku apod.). Mezi dilezité anamnestické informace
patii rodinna anamnéza predevsim s ohledem na ovéfeni eventualni dostupnosti
darce krvetvornych bun¢k v roding.

o fyzikalni vySetfeni — ke zhodnoceni aktudlniho klinického ndlezu a moZnosti
zhodnotit celkovy stav nemocného, ktery opét vyznamné ovliviiyje rizika piipadné
1écby.

e biochemie a koagulacni testy — ke zhodnoceni jaternich a renalnich funkci, ke
zhodnoceni stavu vnitiniho prostiedi, k diagnostice piipadné hyperurikémie,
koagulopatie, elevace zanétlivych markeri atd. U Zen v reprodukénim véku by mél
byt proveden te¢hotensky test.

e mikrobiologické vysetfeni — ke zhodnoceni kolonizace potencidlné patogennimi
mikroorganismy. DulleZit4 je téZ serologické vysetfeni hepatitid, CMV a HIV.

e HLA vySetieni — vzhledem Kk Casté nutnosti provedeni alogenni transplantace
krvetvornych bun¢k (aloTx) jako konsolida¢ni 1écby AML je vhodné jiz vstupné u
potencidlnich kandidatd transplantace vySettit HLA. Soucasné ke zkraceni doby
nutné k vyhledani déarce krvetvornych bunék je vhodné zahgjit u pacientli s nove
diagnostikovanou AML a tim tedy moznou indikaci k aloTX i vysetfeni k nalezeni
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potencialniho rodinného darce (nabéry ¢lent rodiny). Vyhledavani nepiibuzného
darce prostfednictvim registru dobrovolnych darcii by pak meélo byt zahdjeno
obratem po upfesnéni progndézy AML (tzn. v piipadé faktorti indikujicich
Kk transplantaci) a nepfitomnosti rodinného darce, ktera byla ovéfena ihned po
stanoveni diagnozy AML.

e MR mozku, lumbalni punkce s vysSetienim mozkomiSniho moku — tato vySetieni by
méla byt provedena u nemocnych s centralni neurologickou symptomatologii
vzbuzujici suspekci na mozné postizeni CNS leukémii nebo piipadné krvacenim,
které¢ vzhledem k casté trombocytopénii nebo koagulopatii mize komplikovat stav
pacienta s nové diagnostikovanou AML a napi. krvaceni do CNS patii mezi jednu
Z nejcastéjsich pricin casného timrti nemocnych po stanoveni diagnézy AML. Déle
by uvedena vySetfeni méla byt provedena u nemocnych s vysokou vstupni
leukocytdzou nebo s monocytoidni diferenciaci blasti.

e Echokardiografické vySetfeni, EKG, RTG/CT plic, funk¢ni vySetfeni plic — tato
vySetteni by méla byt provedena predevSim u starSich pacientii pred zahédjenim
intenzivni 1é€by k ovéfeni kardiopulmonélnich funkci nebo u nemocnych
s anamnézou kardiovaskularniho ¢i plicniho onemocnéni.

e Kiryoprezervace spermatu, oocyti — chemoterapie miize poskodit u nemocného 1
trvale reprodukéni funkee. Proto pokud to stav dovoli je vhodné nemocné poucit a
ptipadné nabidnout moznost kryokonzervaze spermatu ¢i oocyti.

2.6 Prognoza

Jiz samotna klasifikace AML ukazuje, ze se v pfipadé AML nejedné o uniformni
onemocnéni a Ze progndza nemocnych s diagnostikovanou AML se miize liSit. Na zaklade
publikovanych dat vysledk 1éby AML lze prognostické faktory u tohoto onemocnéni
délit na faktory, které souvisi se samotnym onemocnéni tedy AML a na faktory, které
souvisi s pacientem, u kterého byla diagnoza AML stanovena. VySetfeni a presné
hodnoceni prognostickych faktori se stanovenim prognézy onemocnéni u daného
konkrétniho pacienta je nezbytné k rozhodnuti o samotné 1é€b&é nemocného a zplisobu této
1écby.

2.6.1 Prognostické faktory souvisejici s pacientem

1. Vék:

Starsi pacienti s AML maji Casto dalSi zdvaZzna onemocnéni a ve vysSSim procentu jsou
vV dobé diagnézy AML ve $patném celkovém stavu, coz vede k horsi toleranci intenzivni
chemoterapie a nasledné i vyssi 1é¢ebné mortaltité¢ [34,35]. U starSich pacientt téz
Castgji diagnostikujeme sekundarni AML na podkladé pfedchoziho hematologického
onemocnéni ¢i AML souvisejici s predchozi cytostatickou 1écbou, které maji vysoce
nepfiznivou progndzu a nedostatecné odpovidaji na cytostatickou 1écbu ptipadné ¢asné
relabuji [36]. Nicméné samotny vek je nezavisly prognosticky faktor a s narustajicim
veékem 1 pii zohlednéni dalSich prognostickych faktorti (celkového stavu, cytogenetiky,
typu AML atd.) se zhorsuji vysledky 1é¢by AML [34,35].
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Tabulka 6 - Vliv véku na vysledky 1é¢by AML [34]

Vék dosazeni KR AML (%) median preziti (mésice)
<56 let 64 18,8
56-65 let 46 9,0
66-75 let 39 6,9
>75 let 33 3,5

2. Celkovy stav:

Vysledky 1écby AML zéavisi téZ na celkovém stavu pacienta v dobé diagndzy.
Neptiznivy celkovy stav nemocného vede k horsi toleranci intenzivni 1écby a vys$Simu
riziku 1é¢ebné mortality, ktera se muize u pacienti ve stejné veékové skupiné pak
statisticky vyznamné 1i8it [34,35]. Napiiklad u pacient ve véku nad 75 let a v celkovém
stavu dle kritérii ECOG 0-1 je mortalita do dne +30 od zahgjeni intenzivni 1é¢by AML
niz8i nez 10%, v piipadé ECOG 2 pak 21% a v piipadé¢ ECOG 3 40% [34]. Celkovy
stav samoziejmeé tedy i finaln¢ ovliviiuje Sanci na dosazeni kompletni remise (KR) AML
po chemoterapii. Svédsti autofi na zakladé analyzy $védského registru nemocnych
s AML dokladuji Sanci na dosazeni remise u pacienti ve véku 60-70 let v ptipadé
dobrého celkového stavu (WHO-PS 0-2) v 50-70% a naopak u pacientii ve $patném
celkovém stavu (WHO-PS 3-4) jen v 30% [35].

Tabulka 7 - VEk a celkovy stav: Sance na dosaZzeni KR AML [35]

Vék WHO-PS: 0 1 2 3-4
60-64 let KR: 60-70% 60-70% 60-70% 40%
65-69 let 60-70% 60-70% 50% 30%
70-79let 60-70% 50% 45% 30%
> 80 let 50% 30% 30% 20%

Tabulka 8 - Vék 70-79 let a celkovy stav: mortalita do dne +56 [35]

WHO-PS umrti do dne +56
po zahajeni 1écby
9%

11%

23%

38%

71%

AlW|IN|FL|O

3. PridruZzena onemocnéni:

Pacient snoveé diagnostikovanou AML mize mit Casto dalSi zdvazna napf. interni
onemocnéni a ackoliv je v dobé diagnozy v uspokojivém celkovém stavu, tak tato dalsi
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onemocnéni vedou k hor$i toleranci intenzivni chemoterapie a komplikaci S ni
spojenych, coz muze vést k vyssi léCebné mortalité. Je fada skorovacich systému
hodnoticich zavaznost piidruzenych onemocnéni. U hematologicko-onkologickych
pacientd véetné nemocnych s AML je pouzivan ,Hematopoietic cell transplantation-
specific comorbidity index (HCT-CI)* [37]. Systém hodnoti postizeni jednotlivych
organi a dal§i parametry rizikovymi body (viz. tabulka 9). Vysledny soucet pak
ukazuje progndézu nemocného. Tento skorovaci systém je validovan pro pacienty, ktefi

podstupuji aloTx, ale svou platnost dle publikovanych vysledki prokazal 1 v pfedpovédi
rizik intenzivni 1é€by u nemocnych s AML [38]. Vliv HCT-CI na mortalitu a celkové

preziti nemocnych star$ich 60 let s AML ukazuje tabulka 10.

Tabulka 9 - HCT-CI definice [37]

onemocnéni Definice Skore
Arytmie fibrilace nebo flutter sini, ,,sick sinus“ syndrom, ventrikularni 1
arytmie
kardialni zavazna skleréza Koronarnich tepen, srdecni selhavani, 1
infarkt myokardu, EF<50%
zanétlivé Crohnova nemoc, ulcerozni kolitida 1
onemocnéni GIT
cerebrovaskularni TIA, ictus 1
psychiatrické deprese, uizkost vyZadujici psychiatrickou konzultaci ¢i 1é¢bu 1
jaterni (Iehké) hepatitida, zvySeny bilirubin do 1,5 nasobku normy, 1
AST/ALT zvySené do 2,5 nasobku normy
Obezita BMI > 35 kg/m2 1
infek¢ni infekce vyzZadujici antimikrobialni 1é¢bu 1
revmatologické SLE, RA, polymyozitida atd. 2
viedova choroba  vyZadujici 1écbu 2
Zaludku
renalni sérovy Kreatinin>176,8 umol/l, dialyza, predchozi transpl. 2
(stiedni/téZké) Ledviny
plicni (stiredni) DLCO a/nebo FEV1 66%-80%, dusnost pii lehéi aktivité 2
predchozi l1é¢eno kdykoliv v minulosti kromé karcinomu kiiZe 3
nadorové
onemocnéni
plicni (tézké) DLCO a/nebo FEV1 <65%, klidova dusnost, potieba 3
oxygenoterapie
jaterni (tézké) Jaterni cirhéza, zvySeny bilirubin nad 1,5 nisobku normy, 3
AST/ALT zvySené nad 2,5 nasobku normy
chlopenni vada kromé prolapsu mitralni chlopné 3

Tabulka 10 - Vliv HCT-CI na ¢asnou mortalitu a pieZiti u nemocnych starsich 60

let s AML lécenych intenzivni chemoterapii [38].

HCT-CI umrti do dne +28 medidn preZiti (tydny)
0 3% 45
1-2 11% 31
3 avice 29% 19
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2.6.2 Prognostické faktory souvisejici s AML

Rada biologickych faktorti souvisejicich s AML hraje vyznamnou roli v uréeni prognozy
AML. K ovéfenym prognostickym faktorim patii rozsah nadorového onemocnéni, typ
akutni myeloidni leukémie resp. zpusob jejiho vzniku a k nejvyznamnéj$im a nejsilnéjSim
prognostickym faktorim patii cytogenetické aberace leukemickych blasti. V poslednich
letech s rozvojem laboratornich metod vyznamné vstupuji do prognostickych schémat
nalezy molekularné genetickych vySetfeni. V poslednich letech se téz ve zvySené miie
ukazuje jako prognosticky vysoce vyznamné hodnoceni odpovédi AML na podanou
chemoterapii a to pfedevsim ve smyslu prikazu zbytkové nemoci.

1. Rozsah nadoru:
Klinické a laboratorni markery velké nadorové masy, mezi které patii leukocytdza,
organomegalie a vysokd hladina LDH jsou dle publikovanych dat nepfiznivym
prognostickym faktorem AML [39,40,41]. V ptipad¢ poctu leukocyti v periferni krvi se
zda jako hranice svédcici pro vyssi riziko AML pocet leukocytt vyssi nez 30x109/1, kdy
vyssi leukocytoza predevsim zvySuje rizika ¢asného umrti v dobé intenzivni indukéni
1écby [42].

2. Typ AML —sekundarni AML:

Asi u 20% pacienti dochazi k rozvoji sekundarni AML. Definice sekundéarni leukémie
neni jednoznaéné stanovena, ale tento termin se standardné pouzivd pro AML, které
vznikd na podkladé pfedchoziho hematologického onemocnéni (obvykle
myelodysplastického syndromu nebo myeloproliferativniho onemocnéni) nebo
v souvislosti s pfedchozi chemoterapii nebo radioterapii pro jiné hematologické nebo
nehematologické nadorové onemocnéni. Sekunddrni AML se stavd v soucasnosti
vyznamnym medicinskym problémem, protoZe jeji incidence, a to predev§im ve vySsich
vékovych kategoriich z divodu prodlouzeni Zivota a ucinnéj$i lécby nadorovych
onemocnéni, nartsta. Sekundarni AML mé neuspokojivé 1éebné vysledky s nizkou
Sanci na dosazeni KR AML a celkového pieziti [43]. Pti¢inou nepiiznivé prognozy u
sekundarni AML je zfejm¢ vysSi zastoupeni nepiiznivych cytogenetickych aberaci ve
srovnani s nové diagnostikovanou AML [44,45]. V piipadé sekundarni AML na
podkladé ptedchozi cytostatické 1écby byl prognosticky nepfiznivy cytogeneticky nalez
zjistén u 46% piipadi ve srovnani s 20% u nové diagnostikované AML [45]. Samotné
vysledky lécby sekundarni AML jsou tedy neptiznivé. Naptiklad u sekundarni AML
vzniklé na podkladé MDS bylo intenzivni 1é€bou dosaZzeno KR u 41% pacienti a 3 leté
preziti bylo 8%, coz jsou statisticky vyznamné horsi vysledky ve srovnani s nové
diagnostikovanou AML, u které bylo dosazeno KR u 71% nemocnych a 3 letého pieZiti
bylo dosazeno u 36% pacientl [46]. Podobné neptiznivé 1écebné vysledky diky vyssimu
zastoupeni nepfiznivych cytogenetickych nalezli byly reportovany u nemocnych s AML
na podkladé ptedchozi cytostatické 1é¢by (viz. Tabulka 11.).
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Tabulka 11 - Srovnani vysledki dle cytogenetickych nalezi u pacienti

s chemo/radioterapii spojené AML a nové diagnostikované AML [47]

Karyotyp t-AML (n=121) | nov¢ dg. AML median preziti median preziti

(n=1511) (mésice) (mésice)
t-AML nové dg. AML
Pfiznivy 24% 20% 27 Nedosazen

Intermedidrni 28% 60% 12 16
Nepiiznivy 48% 20% 6 7

3. Cytogenetika:

Karyotyp leukemickych buné¢k je nejsilngjsi prognosticky marker, jenz definuje Sanci na
dosazeni KR AML a dlouhodobé pteziti. Cytogeneticky néalez rozd¢luje AML na AML
S pfiznivou, intermediarni a nepiiznivou cytogenetikou resp. progndzou [48,49].
Jednotlivé cytogenetické aberace, které definuji prognostické skupiny AML se mezi
jednotlivymi  publikovanymi pracemi mirn¢ 1iSi. Nové publikované analyzy
cytogeneticky nalez a jeho vyznam dale upfesiiuji a pro sjednoceni hodnoceni
cytogenetického nalezu a zatfazeni AML do spravné prognostické skupiny, prfedevsim
vramci klinickych studii, vydala t.¢. nejvice uzivané doporuCeni cytogenetické
stratifikace AML evropska pracovni skupina pro studium leukémii ,,LeukemiaNet*,
ktera k cytogenetickym néleziim pfifadila do stratifikace AML téz 3 molekularné
genetické markery (viz. tabulky 12 a 13) [32,50]. Nov¢ji se do prognosticky vysoce
nepiiznivé kategorie zafadila AML stzv. monozomdalnim karyotypem, ktera je
definovana jako pfitomnost jedné autozomalni monozomie a jésté jedné dalsi
monozomie nebo jiné chromozomalni aberace [51,52].

Tabulka 12 - Revidovana MRC AML cytogeneticka klasifikace [50]

Rizikovd skupina Cytogeneticky ndlez

Pfizniva

t(15;17)(922;921)

1(8;21)(922;922)
inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13922)
1(3;5)(g21-25;931-35)

1(9;11)(p21-22;923)

1(11;19)(g23;p13)

jiné aberace, ktera nejsou definovany jako ptiznivé ¢i nepiiznivé
inv(3)(q21;q26), jiné 3q abnormality
add(5q)/del(5q),-5

add(7q)/del(7q),-7

t(11g23;v) kromé vyse uvedenych
1(9;22)(q34q11)

-17/abn(17p)

komplexni aberace (> 4 nesouvisejici aberace)

Intermediarni

Nepfizniva
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Tabulka 13 - ELN doporuéeni stratifikace AML dle genetickych a molekularné
genetickych nalezi (bez APL) [32]

Rizikova skupina Geneticky ndlez
Piizniva t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13g22);CBFB-MYH11
mutace NPM1 bez FLT3/ITD (+normalni karyotyp)
mutace CEBPa (+normalni karyotyp)

Intermediarni -1 mutace NPM1 a FLT3/ITD (+normélni karyotyp)
bez mutace NPM1 s FLT3/ITD (+normalni karyotyp)
bez mutace NPM1 bez FLT3/ITD (+normalni karyotyp)

Intermediarni -2 1(9;11)(p21-22;923); MLLT3-MLL
jiné aberace, které nejsou definovany jako piiznivé ¢i nepfiznivé

Nepfiizniva inv(3)(921;026)/t(3;3)(g21;q26.2); RPN1-EVI1

t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
t(11g23;v) kromé vyse uvedené t(9;11)
del(5q),-5
-7
abn(17p)
komplexni aberace (> 3 nesouvisejici aberace)

Uvedené cytogenetické prognostické skupiny tedy nejvice upfesiuji progndézu
diagnostikované AML. V piipadé ptiznivé cytogenetické rizikové skupiny (cca 25%
AML) lIze ocekavat pii 16€bé chemoterapii dosazeni KR AML az u 90% piipadi a 5 leté
celkové preziti 65%. Naopak u nepfiznivé cytogenetické rizikové skupiny (cca 20%
AML) je pii samotné cytostatické 1écbé Sance na dosazeni KR AML asi 60% a 3 leté
celkové prizeti je 10% [53,54]. J&sté horsi lé¢ebné vysledky jsou pak reportovany u
AML s monozomalnim karyotypem, kdy je KR AML dosahovano asi u 30-40% piipadii
a 5 leté celkové preziti je nizsi nez 10% [52]. Léc¢ebna odpoveéd’ a Sance na vyléceni u
intermediarni cytogenetické rizikové skupiny se pohybuje mezi vysledky piiznivé a
nepiiznivé skupiny a zavisi vétSinou na dalSich prognostickych faktorech, mezi které
patii predev§im molekuldrné genetické nalezy (viz.niZze). VySe uvedené vysledky
jednotlivych cytogenetickych prognostickych skupin se tykaji 1écby samotnou intenzivni
chemoterapii. Tyto vysledky ve smyslu sniZeni rizika relapsu AML a zlepSeni
celkového preziti pacientl s AML muize v soucasné dobé predevSim u nemocnych
S vy$8im cytogenetickym rizikem AML zlepsit zatazeni aloTX do jejich 1écby [53,54].
Z uvedeného tedy vyplyva, ze cytogeneticka stratifikace nejen zasadné uptesnuje
prognézu AML, ale ma vliv i na volbu lécebné strategie, coz jen podtrhuje nezbytnost
cytogenetického vysetieni.

4. Molekularni genetika:

Diky rozvoji molekularné genetickych metod byla v poslednich letech detekovéana fada
molekularnich zmén leukemickych blasti. Uvedené molekularni genetické aberace
pfinaSeji  dilezit¢é informace pfispivajici k objasnéni molekularnich pficin
leukemogeneze. Soucasné se stavaji zjisténé molekuldrni aberace cilem pro vyvoj
novych léCebnych postupti (napt. inhibitory FLT3 kindzy apod.). V rdmci
prognostického vyznamu byly pak uvedené molekulérni aberace zkoumany predevs§im
K uptfesnéni progndzy u skupiny AML, u kterych byl detekovan normalni karyotyp tzn.
skupina AML s intermediarni prognozou. U nékterych ztéchto aberaci pak byl
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potvrzen jejich prognosticky vyznam a molekuldrné genetické nalezy se staly i soucasti
revidované WHO klasifikace AML ¢i soucasti prognostického déleni AML spolecné
snalezy cytogenetickymi [2,32]. Né&které molekularné genetické zmény zatim maji
nejasny prognosticky vyznam a v soucCasnosti probiha jejich dalsi studium. Dalsi
vyznamnou roli maji detekované molekularné genetické aberace pro jejich vyuziti ke
stanoveni a monitoraci zbytkové nemoci tzv. minimalni rezidualni nemoci (MRN),
ktera jako marker odpovédi AML na 1é¢bu mé ziejmé zasadni prognosticky vyznam,
ktery bude zminén v dalsi kapitole.

V ramci samotnych molekuldrné genetickych prognostickych markert se na
molekularni Grovni jedna piedevs§im o genové mutace ¢i hyperexprese nékterych gend.
K ovéfenym ¢i nejCastéji publikovanym a zminovanym molekularn€é genetickym
prognostickym markeram patfi:

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3):

FLT3 je membranovy receptor s vnitini tyrosinkinazovou aktivitou. Mutace genu pro
tento receptor patii k prvnim genovym mutacim popsanym u AML s prognostickym
vyznamem. Jeho stavba, funkce, typ mutaci a vliv a vyznam u AML byly ve srovnani
S ostatnimi mutacemi nejvice studovany. V soucasnosti jsou dokonce klinicky zkouSeny
v ramci lécby AML cilené 1éky inhibujici jeho funkci.

FLT3 receptor se sklada se z 4 Casti, mezi které patii extracelularni vazebna doména pro
FLT3 ligand, transmembranovd doména, juxtamembranovd doména a intracelularni
Kinazova doména. FLT3 je primarné exprimovan na myeloidnich a lymfoidnich
progenitorovych buiikach a s variabilni expresi pak na zralych elementech monocytarni
fady. FLT3 exprese byla téZ popsana v jatrech, slezin¢ a thymu [55,56]. Pokud neni
FLT3 receptor stimulovan je v monomerni formé s inaktivovanou, nefosforylovanou
intracelularni kindzovou doménou. V ptipad€ navazani FLT3 ligandu prochdzi receptor
konformacéni zménu a dochazi k dimerizaci receptoru, coz vede k aktivaci intracelularni
tyrosinkindzové domény. V duisledku jeji aktivace pak dochéazi prostfednictvim dalSich
cytoplasmatickych proteini (SHC proteiny, GRB2, GAB2, SHIP, CBL atd.) ke
kaskadové fosforylaci, coz nasledné vede k aktivaci sekundarnich mediatort (MAP
kinase, STAT,AKT/PI3) a findln¢ v bunécném jadie k aktivaci a regulaci bunécné
diferenciace, proliferace a apoptozy. FLT3 aktivace tedy obecné vede k regulaci tady
bunéénych procest, které jsou kritické pro fizeni normalni krvetvorby a bunééného riistu
[57,58].

K zakladnim mutacim genu FLT3 u AML patii interni tandemova duplikace FLT3 genu
(FLT3/ITD), ktera postihuje juxtamembranovou doménu a mutace v oblasti aktivacni
klicky tyrosinkindzové domény (FLT3/ALM). FLT3/ITD je prokazovana asi u 15-30%
AML a v ptipadé AML s normalnim karyotypem pak asi u 30-40% ptipadd. FLT3/ALM
je prokazovana u 5-10% AML [57,59]. Podstatou FLT3/ITD mutace je variabilni
duplikace nukleotidi 14.exonu FLT3 genu (viz. obrazek 4). Misto a délka duplikované
genové casti se lisi. U nekterych pacienti s AML pak muzeme nékdy i zastihnout
nékolik patologickych klont s riznou délkou duplikované ¢asti. Obvykle je mutovana
pouze jedna alela genu FLT3, coz znamend, Ze je prokazovan i normalni FLT3 gen.
Nicméné u nékterych pacienti dominuje pfitomnost FLT3/ITD, kde se za biologickou
podstatu tohoto jevu povazuje mechanismus unipaternalni dizomie chromozomu 13,
kterda mize uz v pocateCnim stadiu leukemogeneze vést ke vzniku leukemického klonu
s ptrevahou FLT3/ITD. V pribéhu progrese AML pak miiZze identicky efekt navodit
mechanismus mitotické rekombinace a vysvétlit homozygotni stav u pacienta, ktery se




2. Soucasny stav problematiky 30

puvodné vyznaCoval heterozygotnim zastoupenim FLT3/ITD. V piipadé FLT3/ALM je
podstatou bodova mutace v oblasti kodujici aktivaéni klicku [57,59,60,61]. Obé mutace
vedou K spontanni aktivaci tyrosinkinazové domény FLT3 receptoru. V piipadé
FLT3/ITD in vitro studie prokazaly, ze FLT3/ITD zptisobuje spontanni dimerizaci FLT3
receptoru a tim 1 spontanni aktivaci intracelularni kindzové domény, coz aktivaci dalSich
drah vede k nezavislé bunééné proliferaci. Juxtamembranova doména receptoru, ktera je
FLT3/ITD mutaci ovlivnéna, tedy zfejmé hraje rozhodujici roli v dimerizaci a tim
aktivaci receptoru a zmeéna jeji délky vede ziejmé v zavislosti na velikosti této zmény
k riznému stupni spontanni dimerizace a aktivace receptoru [59,60,61].

Obrazek 4 - FLT3 interni tandemova duplikace

normalni FLT3
exon 14 exon 15

| A 1

interni tandemova duplikace FLT3
exon 14 exon 15

[ 1ZIZ1

Pacienti s AML a FLT3/ITD maji obvykle normalni karyotyp a obvykle je pifitomna
leukocytéza. Casto se jedna o AML s myelomonocytarni & monocytarni diferenciaci.
Klinicky vyznam prikazu FLT3/ITD je nepfiznivy. Pacienti s AML a FLT3/ITD Ié¢eni
samotnou chemoterapii maji signifikantn¢ vyssi riziko relapsu a horsi celkové preziti
(viz tabulka 14) neZ pacienti s AML bez pfitomnosti FLT3/ITD [61, 62, 63, 64, 65].

Tabulka 14 - Vliv FLT/ITD na vysledek 1é¢by AML chemoterapii [63]

celkové FLT3/ITD- | FLT3/ITD+ P
Pocet pacientii 854 627 227
Odpovéd’ na 1é¢bu
KR AML 82% 84% 78% 0.05
PR AML 8% 7% 11% 0.04
Rezist AML 10% 9% 11% 0.4
5-leté vysledky
Frekvence 49% 449, 64% <0.001
relapsu
DFS 42% 46% 30% <0.001
EFS 35% 39% 23% <0.001
OS 41% 44% 32% <0.001

Kromé samotného prikazu FLT3/ITD byla vramci vyzkumu a klinickych studii
vynaloZena snaha o dal$i diferenciaci prognozy v samotné skupiné pacienti s AML a
prukazem FLT3/ITD [61,66]. V ramci této skupiny pacientd se zda, Ze nejhorsi
progndzu ve smyslu vysokého rizika relapsu a nizSiho celkového pteziti maji pacienti
s vysokou hladinou FLT3/ITD (FLT3/ITD/FLT3wt >50%) ve srovnani s pacienty
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v

s nizkou hladinou FLT3/ITD nebo nemutovanym FLT3 [61]. Pfes moznou piiznivéjsi
progndézu nizs§i hladiny FLT3/ITD naopak néckteré studie dokladuji rezistenci
jakéhokoliv FLT3/ITD pozitivniho klonu ke klasické chemoterapii a tim tedy trvajicimu
vys§imu riziku relapsu AML [67]. S poznanim dalSich mutaci se zda, Zze nepiiznivy
prognosticky vyznam priikkazu FLT3/ITD mutace miize byt ovlivnén ptitomnosti dalSich
mutaci napf. TET2, MLL-PTD, DNMT3A atd. (viz.nize) [65].

NPM1 (Nucleophosmin 1):

NPMI protein je nuklearni protein, ktery ma funkci chaperonu a podili se téZ na pfenosu
latek mezi jadrem a cytoplasmou. NPM1 protein se podili na zasadnich bunécnych
funkcich, mezi které patfi formace ribozomu, stabilizace onkosupresorového proteinu
pl4Arf v jadie, regulace duplikace centrozomu atd. NPM1 se tedy vyznamné podili na
bunééné proliferaci a apoptdze [68].

Mutaci NPM1 genu u AML popsal v roce 2005 Brunangelo Falini a tato mutace patii
k frekventnim  molekularnim  mutacim, kdy je prokazovana asi u 30%
diagnostikovanych AML a asi u 50% AML s normalnim cytogenetickym nalezem [69].
Podstatou mutace na molekularni rovni je nejéastéji inserce 1 az 2 tetranukleotidl
v oblasti exonu 12 mezi nukleotidy 956 az 971. Nejcastéjsim typem mutace NPM1 (typ
A) je 960insTCTG, ktera predstavuje 80% piipadt [70]. Inserce nukleotidd v oblasti
exonu 12 vede Kk prodlouzeni proteinu a ztraté nuklearni lokalizace proteinu a
akumulace proteinu v cytoplazmé. K mutaci NPM1 genu na rozdil napt. od FLT3/ITD
dochazi casné v prubehu leukemogeneze, mutaci nese celda leukemicka populace a
nedochdzi ke ztrat€¢ mutace v dob¢ relapsu, coz ¢ini NPM1 mutovany gen vhodnym
markerem K monitoraci pfitomnosti rezidualni nemoci. Jak se podili delokalizace
proteinu NPM1 na kancerogeneze neni zcela jasné. Jednad se zfejm¢ o kombinaci
faktorit vyplyvajicich ze ztraty fyziologické funkce NPMI proteinu a soucasné s nove
ziskanych funkci vzniklych delokalizaci proteinu do cytoplasmy a moznou interakci
s dal§imi cytoplasmatickymi proteiny. Jednou z diskutovanych moZnosti je aktivace
onkogenu c-MYC pii omezeni funkce tumorsupresorového proteinu Arf vzniklé
v disledku mutace proteinu NPM1 [69,71].

Mutace NPM1 genu u AML vyznamné ovliviiyje jeji prognézu, coZ dokladuje vytvoreni
provizorni diagnostické jednotky v rdimci WHO klasifikace a sou€asné zatazeni prikazu
NPMI mutace mezi prognosticka stratifika¢ni kritéria v doporucenich evropské skupiny
pro studium leukémii ,,European Leukemianet” [2,32]. AML sNPMI mutaci je
obvykle charakterizovana leukocytozou a monocytairni nebo myelomonocytarni
diferenciaci, jenZ dobfe odpovid4d na intenzivni cytostatickou lécbu (vysoké % KR
AML) a v ptipadé nepfitomnosti FLT3/ITD mutace pak pfi konsolidacni 1é¢bé
vysokymi déavkami cytosin arabinosidu dosahuje vyléfeni u cca 60% pacientl
(viz.tabulka 15), coz je srovnatelné s vysledky cytostatické 1é¢by u pacientl
S pfiznivymi cytogenetickymi aberacemi a proto AML s NPM1 mutaci bez ptitomnosti
FLT3/ITD patii k prognosticky pfiznivym AML [32,64, 72]. Nicmén¢ nadale cast
pacienti s AML a mutaci NPM1 genu neodpovida uspokojivé na 1écbu nebo jejich
onemocnéni relabuje a pfedpoklada se, ze opét vyznam NPMI1 mutace mize byt
ovlivnén dal$imi genetickymi aberacemi (IDH1 apod.) [65].
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Tabulka 15 - VIiv NPM1 mutace na vysledek lécby AML s normalnim
cytogenetickym nalezem a zohlednéni pFritomnosti FLT3/ITD [72]

dosazeni CR (%) kumulativni incidence celkové pieziti v 5
relapsu v 5 letech (%) letech (%)
AML NPM1+/FLT3ITD- 61 30 50
AML NPM1+/FLT3ITD+ 53 52 34
AML NPM1-/FLT3ITD+ 50 58 27
AML NPM1-/FLT3ITD- 42 35 38

CEBPa (CCAAT/Enhancer Binding Protein a):

CEBPua je transkrip¢ni faktor, ktery je kriticky pro vyvoj myelopoézy a pro diferenciaci
granulocytli a monocyti. CEBPa gen je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu
19. Samotny protein je tvofen 358 aminokyselinami a jeho C-termindlni doména
umoznuje dimerizaci a naslednou vazbu na DNA a N-terminalni doména pak vede
k aktivace transkripce. V ramci hematopoézy je CEBPa exprimovan v granulocytech,
monocytech a eozinofilech. Jeho exprese byla téz prokazovana v hepatocytech,
adipocytech a pneumocytech Il.typu. Samotna transkripce CEBPa genu je vazana na
aktivitu RUNX1 [73,74,75,76].

K ovlivnéni funkce CEBPa dochéazi u AML dvéma zpusoby. Jedna se jednak o inhibici
jeho exprese, ktera typicky nastdvd u poruchy funkce RUNXI, coZz mize nastat
Vv ptipadé delece ¢i mutace RUNX1 genu nebo v ramci jeho translokace u cytogeneticky
prognosticky piiznivych AML s t(8;21) a inv(16), ale i u prognosticky neptiznivé AML
st(3;21) [77]. Kniz8i CEBPa expresi dochazi téZ u AML s pozitivitou FLT3/ITD a téz
BCR-ABL fazni protein, konstitucionalné aktivovana intracelularni tyrosin kinaza, vede
K inhibici translace CEBPo. mRNA [78,79]. Druhou pfi¢inou ovlivnéni funkce CEBPa
je mutace genu CEBPa. K CEBPo mutaci dochazi u cca 5-15% diagnostikovanych
AML a u cca 10% AML s normalnim karyotypem. Typicky se jednd o AML M1/M2 dle
FAB Kklasifikace a typicky imunofenotyp je: HLA-DR+, CD7+, CD153+, CD14-,
CD15+, CD33+, CD34+ [80]. V piipadé¢ CEBPa genu dochazi ke dvéma typim
somatickych mutaci. V oblasti N-terminalni domény se jedna mutace vedouci k
pred¢asnému ukonceni transkripce genu (truncating mutations) a v oblasti C-terminalni
domény pak dochazi k mutacim ménicim éteci ramec (frameshift mutations) [73,81].
Obvykle je ptitomna bialelicka mutace CEBPa [80,81]. Samotny prukaz bialelické
mutace CEBPa genu u pacienta s AML a normalnim karyotypem je pak piiznivym
prognostickym markerem a pii 1é€bé samotnou chemoterapii vcetné konsolidace
vysokymi ddvkami cytosin arabinosidu jsou lé¢ebné vysledky srovnatelné s vysledky
pacientil s ptiznivymi cytogenetickymi aberacemi (viz.tabulka 16) [81,82,83]. V piipadé
prikazu bialelické mutace CEBPa je soucasny pritkaz NPM1 mutace spiSe raritni a téz
ptitomnost FLT3/ITD pozitivity je asi 2-4 x niz§i nez u jinych AML [83]. Prognéza
pacienti s AML a bialelickou mutaci CEBPa genu pfi soucasné pfitomnosti pozitivity
FLT3/ITD je zatim ne zcela jasn¢ definovana. N&které prace ukazuji na pfiznivy
prognosticky vyznam bialelické CEBPa mutace bez ohledu na FLT3/ITD a nckteré
naopak svéd¢i pro piiznivou prognézu AML s bialelickou CEBPo mutaci pouze
Vv nepritomnosti FLT3/ITD [81, 83, 84, 85, 86]. Bialelicka mutace CEBPo. genu u AML
vyznamné ovliviiuje jeji prognézu, coz dokladuje vytvofeni provizorni diagnostické
jednotky v ramci WHO klasifikace a soucasné zarazeni prukazu CEBPa mutace mezi
prognosticka stratifikaéni kritéria v doporucenich evropské skupiny pro studium
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leukémii ,,European Leukemianet™ [2,32]. Zajimavosti je, Ze germinalni CEBPa mutace
v oblasti N-terminalni domény je nalézana u pacienti s familiarnim vyskytem AML a
progrese do AML je typicky spojena se somatickou mutaci CEBPa Vv oblasti C-
terminalni domény. Dulezity je téz fakt, ze asi 10% pacienti s AML a mutaci CEBPa
nese terminalni mutaci [82,84].

Tabulka 16 - DosaZzeni kompletni remise a dlouhodobé preziti pii 1é¢bé
chemoterapii u AML s mutaci CEBPa [84]

AML s mutaci AML bez CEBP« p
CEBPa
Dosazeni KR 92% 78% 0.002
5-leté preziti 63% 39% 0.0001

FLT3/ITD, mutace NPM1 a bialelickd mutace CEBPa, jenz byly vyse detailné popsany,
patii k nejvice studovanym molekularné genetickym mutacim u AML a jejich vyznam
se promitl do aktualnich diagnostickych ¢i prognostickych kritérii [2,32].

U AML jsou vSak a to pfedevSim v posledni dobé prokazovany dalsi molekularné
genetické zmény, u nichZ zatim neni jejich prognosticky vyznam jasné definovan a
nckteré¢ aktudlni vyzkumy ukazuji, Ze pfiznivy €1 nepfiznivy prognosticky vyznam
téchto mutaci zavisi na piitomnosti ¢i nepfitomnosti dal$ich mutaci [65]. K mutacim
sne zcela jednoznaénym vyznamem patii parcidlni tandemova duplikace MLL genu
(MLL/PTD), kterd je diagnostikovana asi u 5-10% AML s normdlnim karyotypem
[87,88]. Mutace zahrnuje duplikaci ¢asti genomu mezi exony 5 az 11 MLL genu a jeho
naslednou inserci do intronu 4, coz vede k elongaci proteinu. Nicméné nedochazi
k poskozeni funkéni domény MLL proteinu a prepoklada se spise vliv prostfednictvim
inhibice zdravé MLL alely epigenetickymi mechanismy [89]. Pacienti s AML a
prikazem MLL/PTD maji krat$i trvani remise ve srovnani s pacienty MLL/PTD
negativnimi (7,75 mésice vs. 19 mé&sict, p 0.001) a téz kratsi pieziti bez nemoci [87].
Vliv této mutace na celkové pfeziti je ne zcela jasny, ale jedna z poslednich analyz
ukazovala na nepiiznivou prognézu nemocnych s AML a pozitivitou MLL/PTD, ktera
byla srovnatelna s pacienty s AML a nepfiznivou cytogenetikou [65]. Publikovana data
vSak také nasvédcuji, Ze tento nepfiznivy vliv na celkové pieZiti mize byt prekonan
podanim vyssich davek antracyklinu v ramci chemoterapie ¢i zafazenim aloTx do
konsolida¢ni 1é¢by a piipadné vyuzitim demetylacnich 1éka [89]. KIT gen jenz koduje
receptor (CD117) patii k dal$im gentim, u kterych byla prokdzana mutace u AML. KIT
mutace typicky postihuje exon 7 a 8 genu a nejcastéj$i mutaci je substituce D816V [90].
KIT mutace je frekventné (15-20%) prokazovana u AML s t(8;21) a AML sinv 16.
Pacienti s KIT mutaci maji vys$$i leukocytozu a Castji zastizené extramedularni
postizeni AML v oblasti paraspinalni. Mutace KIT genu nepfiznivé ovliviiuje progndézu
pacientd s AML s t(8;21) a inv(16) 1écenych samotnou chemoterapii [91,92,93]. Dalsi
skupinou gentl jsou geny, jenz ovliviiuji metylaci DNA a jejichz mutace se podili na
rozvoji AML epigenetickymi mechanismy. K témto genlim patii gen kodujici enzym
izocitratdehydrogendzu 1 nebo 2 (IDH1/2). Mutace genu IDH1/2 je prokazovana asi u
15-33% AML a casto je prokazovana u AML s mutaci NPM1 a FLT3 [94,95].
Dysfunkce enzymu vede ke kumulaci D-stereoizomeru 2-hydroxyglutaratu
v nadorovych bunkach, coz vede k interferenci s demetylazami napf. TET2. Nicméné
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prognosticky vyznam prikazu mutace IDH1/2 je kontroverzni. Nékteré studie prokazuji
nepiiznivy prognosticky vyznam [94,95]. Naopak dal$i studie prokazuji pfiznivy nebo
zadny prognosticky vyznam [96,97]. K dal$im genim, jenz ovliviiuji metylaci DNA a
histoni a jejichz mutace byla prokdzana u AML, patfi gen koédujici enzym DNA-
metyltransferazu 3A (DNMT3A). Mutace genu DNMT3A muze vést k hypermetylaci
nékterych tumor supresorovych genti a tim se podilet na vzniku AML [98]. Mutace
DNMT3A je prokazovana u 22% AML a asi u 36% AML s normalnim karyotypem.
Mutace DNMT3A je Casto prokazovana u AML s monocytoidni diferenciaci, extrémni
leukocytozou a u starSich nemocnych. Soucéasné je frekventné spojena s FLT3/ITD nebo
mutaci NPM1 [99,100]. Pfestoze je mutace genu DNMT3A ¢asto spojena s dalSimi
aberacemi nékolik multivariantnich analyz dolozilo jeji statisticky nepiiznivy
prognosticky vyznam a to i v ramci pacientd s prokazovanou neptiznivou FLT3/ITD,
kde ptitomnost mutace DNMT3A dale zhorSuje jiz tak nepfiznivou prognodzu
[65,101,102]. Neékteré prace pak dokladuji zlepSeni prognéozy AML s prokazovanou
mutaci DNMT3A v ptipadé pouziti vysSich davek antracyklinii v rdmci intenzivni
cytostatické 1é€by nebo pii pouziti hypometylac¢nich latek [65,103]. Mezi dalsi geny
ovliviiyjici metylaci a jejichZ mutace byla prokdzana u AML patii gen kddujici TET2
(ten-eleven translocation) protein. Mutace TET2 genu je popisovana u 18-23% pacientl
SAML a normdlni cytogenetikou. Prikaz TET2 mutace je pak prognosticky
neptiznivym markerem a u FLT3/ITD pozitivnich i negativnich AML a je doporucovano
v ramci konsolidaéni 1é€by zafazeni aloTx [65]. K dal§im gendim, jenz se podili na
hematopoéze a jehoZ mutace je prokazovana u AML je WT1 (Wilms tumor 1) gen.
Zvysena exprese WT1 genu, ktera je prokazovana u 73-93% AML [106,107,108] je
vyuzivana jiz roky v monitoraci MRN [107,109,110]. Soucasn¢é probihaly snahy o
zhodnoceni prognostick¢ého vyznamu zvySené exprese WT1 genu v dobé stanoveni
diagnézy AML [111]. Prognosticky vyznam mutace WT1 genu, kterd byla poprvé
popsana v roce 1994, byl zkouman az v poslednich letech. WT1 gen se v pifipadé
normalni funkce v ramci hematopoézy podili na regulaci buné¢ného preziti, proliferaci a
diferenciaci [112]. Mutace WT1 genu je prokazovana asi u 10% AML a nékteré prace
dokladaji neptiznivy prognosticky vyznam prikazu WT1 mutace na celkové pieziti, ale
dalsi publikovana data tento vyznam nepotvrdily [113,114,115,116]. Kromé vyse
zminénych gend, jejichZz mutace jsou prokazovany u AML a u kterych byl detailngji
zkouman jejich prognosticky vyznam, vSak existuje fada dalSich gent, jejichz mutace je
v riznych frekvencich u AML detekovana. Mezi tyto geny, u kterych probiha dalsi
vyzkum jejich vyznamu patii mj. geny RUNXI1, ASXL1, NRAS, C-CBL, PTPN11,
UTX, PHF6 a dalsi. Prikaz genovych mutaci ma vSak zfejmé mnohem komplexné;jsi
charakter. Jak jiz bylo vySe uvedeno u AML je v fad¢ pripadt prokazovano vice mutaci
a jejich kombinace pak ovliviiuje vySe uvedeny vyznam kazdé jednotlivé prokazované
mutace. V roce 2012 pak byla publikovana dosud nejkomplexnéjsi studie, ktera se
zaméfila na vyznam kombinaci jednotlivych mutaci [64]. U 398 pacienti s noveé
diagnostikovanou AML 1é¢enych uniformné vramci studie ECOG E1900 bylo
provedeno vySetieni na pfitomnost mutace u 18 genid. V ramci této skupiny pacientll na
zakladé cytogenetického vySetieni mélo 63% znich intermediarni cytogenetickou
prognozu a jejich 3 leté celkové preziti bylo 36%. 19% pacienti mélo cytogeneticky
pfiznivy prognosticky nalez a jejich 3 leté celkové pieziti bylo 58%. 18% pacientli pak
melo neptiznivou cytogenetickou prognézu s 3 letym celkovym prezitim 11%. Mutaéni
analyza pak umoznila v rdmci intermedidrni prognostické skupiny rozlisit 3 skupiny
nemocnych, z nichZz ¢ast méla prognézu ptiznivou srovnatelnou se skupinou pacientli
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S cytogenetickym pfiznivym nalezem, ¢ast méla progndzu intermedidrni a ¢ast pak
progndézu nepiiznivou opét srovnatelnou se skupinou nemocnych s nepiiznivym
cytogenetickym nalezem (viz. tabulka 17).

Tabulka 17 - Prognostické rozdéleni pacienti s normalni nebo intermediarni
cytogenetickou prognézou na zakladé pritomnosti genovych mutaci a jejich
kombinaci [64]

Cytogenetika Mutace Prognoza
Pfizniva Jakakoliv
FLT3-ITD negat. mutované : NPM1 + Ptizniva
IDH1 nebo IDH2
¢: ASXL1, MLL-PTD
o FLT3-TD negat. | "emHtovane : '
normalni nebo 9 PHF6, TET2
intermedidrni n F{' r-:-3t; ITDzi t mutovany: CEBPa )
£gat nebo pozit. . Intermediarni
FLT3-ITD pozit. nemutované: MLL-PTD, TET?2,
DNMT3A a neptitomnost
trisomie chr. 8
mutované : TET2, MLL-PTD,
FLT3-ITD negat. ASXLL, PHF6
FLT3-ITD pozit. mutované: TET2, MLL-PTD, Spatni
DNMT3A, trisomie chr. 8 patna
nemutovany: CEBPa
Nepfizniva Jakéakoliv

Kromé samotnych genovych mutaci byl t€Z hodnocen vyznam zvySené exprese genil
v dobé diagnostiky AML na prognézu onemocnéni. Ke geniim, jenz byly v této
souvislosti nejpodrobné&ji hodnoceny, patiti BAALC ( brain and leukemia cytoplasmic)
gen. BAALC gen je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 8 a jeho produktem
je protein sne zcela jasnou funkci, u n€hoz se piedpoklada podil na vyvoji
neuroektodermu a hemopoézy [117]. Zvysena exprese BAALC genu byla zjisténa u
AML, kdy se predpoklada, Ze pii zvySené aktivaci BAALC genu dochazi poruse
diferenciace a v kooperaci s onkogenem HoxA9 k rozvoji leukemogeneze [118,119].
ZvySena exprese BAALC genu je u pacientli s AML a normalnim karyotypem spojena
S niz$i Sanci na dosazeni remise onemocnéni a dlouhodobé pieziti [118,120]. Nové je
téz dokladovano, ze BAALC exprese ovliviiuje prognéozu i u AML s pfiznivou ¢i
nepiiznivou prognozou (viz. tabulka 18)[121].

Tabulka 18 - Vyznam zvySené exprese BAALC u jednotlivych cytogenetickych
prognostickych skupin [121]

cytogenetika BAALC exprese 3 leté celkové preziti (%)
o Nizka 100
priziiva Vysoka 71
) L Nizka 55
intermediarni Vysoka 20
L Nizka 34
neprizniva Vysoké 23

Dal$im genem, jehoz zvySend exprese byla prokazana u casti AML je MNI
(meningeoma 1) gen. MNI1 gen je lokalizovan na chromozomu 22 a na mysich
modelech byl prokazan jeho podil na leukemogenezy v kooperaci s fuznim genem
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CBFB-MYH11 nebo genem HoxA9 [122,123]. Zvysena exprese MN1 genu je spojena
S nepfiznivou progndézou u AML s normalnim cytogenetickym nalezem [124]. Podobné
jako u zvySené exprese BAALC genu bylo dokladovano, ze MN1 exprese ovliviluje 1
progndzu pacientit s AML s pfiznivou a nepfiznivou cytogenetikou (viz. tabulka 19).

[125]

Tabulka 19 - Vyznam zvySené exprese MN1 genu u jednotlivych cytogenetickych
prognostickych skupin [125]

cytogenetika MN1 exprese 2 leté celkové preziti (%)
o Nizka 62
prizniva Vysokd 26
. o Nizka 53
intermedidrni Vysoka 26
v, Nizka 50
nepiizniva Vysoka 18

ERG (ETS-related gene) patii k dalsim gentim, jejichz zvySena exprese byla prokazana
u AML [126]. ERG se spole¢né s dalsimi ¢leny ETS rodiny podili na regulaci bunééné
proliferace, diferenciace a apoptozy [127]. ERG je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 21 v oblasti, u které je pii cytogenetickém nebo molekularné genetickém
vySetfeni Casto prokazovéna piestavba napt. u AML, Ewingova sarkomu ¢i karcinomu
prostaty [128]. ZvySena exprese ERG je Casto prokazovana u AML s komplexnimi
zménami karyotypu, u AML s kryptickou amplifikaci chromozému 21 a casto také u
AML snormalnim karyotypem, kde byla zvySena exprese ERG genu statisticky
signifikantn¢ spojena s hor$i prognézou AML [126,129]. Podobné jako u genovych
mutaci se zda, Ze na zédklad¢€ publikovanych dat, je vyznam zvySené ERG exprese spojen
s pfitomnosti dalSich molekularnich mutaci [128], kdy bylo zjisténo, Ze v piipadé
pozitivity FLT3/ITD nema zvySena exprese ERG dalsi prognosticky vyznam na rozdil
od pacientil bez FLT3/ITD, kdy zvySena exprese ERG zhorSuje jejich Sanci na dosazeni
remise 1 dlouhodobé preZziti a podobna situace byla statisticky doloZena 1 u pfiznivé
prognostické skupiny pacienti s AML a mutaci NPM1 genu, kde ti nemocni s vyssi
pteziti ve srovnani s pacienty s AML a mutaci NPM1 genu bez zvySené exprese ERG.
K dal§im podrobnéji zkoumanym gentim, jejichZ zvySend exprese byla prokdzana u
AML patii EVI1 (Ecotropic viral integration site 1) gen. ZvySena exprese EVII genu je
prokazovana asi u 8% nové¢ diagnostikovanych AML. Typicky dochdzi ke zvySené
expresi EVI1 genu u AML scytogenetickym nalezem inv(3)(g21926.2) nebo
t(3;3)(q21;926.2), ale zvySend exprese genu je prokazovana i u AML bez tohoto
cytogenetického nalezu vcetné AML s normalnim karyotypem [130]. N¢kolik
publikovanych praci dokladovalo nepfiznivy prognosticky vyznam zvySené exprese
EVI1 genu [130,131,132]. Dosud nejrozsahlejsi publikovana data dokladuji
prognosticky neptiznivy vyznam vysoké exprese EVIlI genu. Multivariantni analyza
prokdzala nepfiznivy vliv vysoké EVII exprese na dosazeni KR AML (EVI1+ 53% vs.
EVI1- 77%) a pieziti bez relapsu. Vliv vysoké exprese EVII genu na celkové preziti
vSak prokdzano nebylo. Soucasné publikovand data ukazuji zlepSeni nepfiznivé
progndzy pacienti s AML a vysokou expresi EVI1 genu, ktefi v KR podstoupili aloTx
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ve srovnani s pacienty, ktefi byli 1é¢eni chemoterapii nebo autologni transplantaci (3 leté
celkové pieziti 50% vs. 25%) [133].

Vyse uvedeny piehled genovych mutaci ¢i zvySené exprese jednotlivych genil a jejich
potencialni prognosticky vyznam neni Gplny a v sou¢asnosti je zkoumana fada dalSich
molekularnich genovych markeri (ASXL1, PHF6, HRAS, KRAS, NRAS, PTEN atd.),
ale jejich prognosticky vyznam je zatim sporny ¢i rozsah publikovanych vysledki
prozatim velmi omezeny.

5. Minimalni rezidualni nemoc:

Vyse uvedené ,,vstupni® prognostické markery souvisejici s AML mohou upiesnit a do
zna¢né miry upfesiuji progndézu nove diagnostikované AML a souc¢asné mohou pomoci
k volbé spravné strategic 1é¢by AML. Nicméné nékteré =z vySe uvedenych
prognostickych parametric. mohou byt pfiliS obecné a u nékterych pak jejich
prognosticky vyznam neni dostate¢né silny nebo dokonce definitivné verifikovany.
Vyznam téchto prognostickych markeri mize upiesnit dalsi ,,biologicky*“ faktor a to
samotna odpovéd’ na podanou chemoterapii. Tento faktor pak muze pomoci dale
prognosticky rozd¢lit pacienty i v ramci vstupné definované prognostické skupiny, coz
muze déale pomoci ve volbé idedlni 1écebné strategie. Lécebnou odpoveéd’ (viz.téz dalsi
kapitola) mtizeme pro zjednoduSeni rozdélit na klasickou ,,mikroskopickou odpoved’
tzn. odpoveéd, ktera je hodnocena v ramci etablovanych kritérii 1é¢ebné odpovédi [134]
a na odpovéd’ ,,submikroskopickou®, kdy na zaklad¢ specidlnich vySetiovacich technik
jsme schopni detekovat pfipadnou pfitomnost rezidualni populace blastu s citlivosti az
1:1076 tzv. minimalni rezidualni nemoc (MRN).

V ramci standardnich kritérii 1écebné odpovédi je dosazeni KR AML nezavislym
pfiznivym prognostickym faktorem. Dle publikovanych dat nedosaZzeni méné nez 15%
blastli po prvnim indukénim cyklu 1écby nebo méné nez 5% blastii v kostni dfeni po
dvou indukénich cyklech chemoterapie je spojeno s vysoce nepiiznivou progndézou
AML a v podstaté¢ jen provedeni aloTX mize dosahnout dlouhodobé kontroly AML
alespon u ¢asti nemocnych s neuspokojivou odpovédi na Gvodni 1é¢bu [135]. Podobné
vyznam morfologické tedy mikroskopické odpovédi podporuji dalsi publikovana data,
ktera dokladaji, Ze nedosazeni ¢asné odpovédi ve smyslu vymizeni leukemickych blasti
dlouhodobé kontroly AML [136]. Ptes sviij nezpochybnitelny prognosticky vyznam je
vSak pouhé morfologické hodnoceni 1écebné odpoveédi zatizeno uréitou mirou
subjektivity a pak predev§im pomérné nizkou citlivosti ve smyslu prikazu zbytkové
nemoci.

Diky laboratornim metodam a to Vv soucasné dobé predev§im PCR a multiparametrové
pritokové cytometrii, které jsou dale zkvalithovany, standardizovany a validovany, lze
dosdhnout detekce rezidudlni populace blasti na mnohem nizSich hladindch nez
klasickou morfologii a uvedend hlubsi detekce MRN nabizi bliz§i stratifikact AML.
Nicméné zatim s vyjimkou akutni promyelocytarni leukémie [137] nejsou vysledky
detekce MRN soucésti standardnich 1é¢ebnych doporuceni, i kdyZz publikovana data
stale vice podporuji vyznam stanoveni MRN u AML. K definitivnimu zatazeni
stanoveni MRN do léCebnych schémat je nutné finaln¢ definovat odpovédi na tyto
otazky: co by mé¢lo byt monitorovano, jaka metodika by méla byt pouzita, zda je pouzita
metodika standardizovana mezi laboratofemi, jak definovat prognostické hladiny, kdy
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ma byt minimalni reziddlni nemoc monitorovana a jaké mame lécebné moznosti u
pacientd s prokazovanou MRN [138]. K uvedenym otazkam prozatim chybi definitivni
odpovédi, které by umoznili zatazeni vysledkii stanoveni MRN do 1é¢ebnych algoritmu

u AML, ale dosud publikované data jiz alespon ¢astecné ukazuji na zasadni vyznam
monitorace MRN u AML.

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (RT-PCR)

K molekularnim markeriim AML, které umoziiuji monitoraci MRN s citlivosti 1:1075-
1076 pomoci RT-PCR patii faznich geny (RUNX1-RUNXITI1, CBFB-MYH11 atd.).
Pravé v piipadé AML s piiznivou prognézou tzn. AML s1(8;21) nebo s inv(16) ¢i
t(16;16) tzn. fiznimi geny RUNX1-RUNXIT1, CBFB-MYHI11 Ize ocekavat pti 1€cbé
samotnou chemoterapii asi 60-70% pravdépodobnost dlouhodobé kontroly AML.
Nicméné ¢ast pacientl pies piiznivou prognozu této skupiny AML relabuje a stanoveni
a monitorace MRN by mohla v tomto piipadé pomoci definovat ¢ast pacientl, u nichz
standardni samotna chemoterapie bude spojena s vyS$imi riziky selhani 1écby a tito
pacienti by mohli byt i pies obecné piiznivou prognédzu ,,své“ AML indikovani k aloTXx,
pfipadné k casné l1écebné intervenci. Dosud publikovand data u tohoto typu leukémii
uvedené piedpoklady podporuji [139,140]. Vysledky monitorace pomoci RT-PCR u 278
pacientti s AML s t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16) 1é¢enych v ramci studie MRC AML-15
ukazaly, Ze pokles MRN po indukéni 1é¢bé predikuje riziko relapsu AML (viz.tabulka
20 a 21), podobn¢ jako pokles MRN po dalSich cyklech chemoterapie. V ramci
monitorace MRN po ukonceni 1écby AML byl doloZen vyznam hladiny prokazované
MRN na riziko relapsu i celkové pieziti (viz.tabulka 22 a 23) [140].

Tabulka 20 - Kumulativni riziko relapsu u AML s t(8;21) dle poklesu hladiny
MRN po indukénim cyklu 1é¢by [140]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetienim z BM relapsu
<1log 100%
1-2 log 42%
2-3 log 30%
>3 log 4%

Tabulka 21 - Kumulativni riziko relapsu u AML s inv(16)/t(16;16) dle poklesu
hladiny MRN po indukénim cyklu 1é¢by [140]

MRN Kumulativni incidence
vySeti‘enim z PB relapsu
> 500 kopii 100%
10-500 kopii 56%

< 10 kopii 21%
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Tabulka 22 - Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s t(8;21) dle hladiny MRN po
ukonceni 1é¢by a v priabéhu dalsi monitorace cyklu 1é¢by [140]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
> 500 kopii 100% 57%
< 500 kopiti 7% 94%

Tabulka 23 - Riziko relapsu a celkové preZziti u AML s inv(16)/t(16;16) dle hladiny
MRN po ukonceni 1é¢by a v priabéhu dalsi monitorace cyklu 1é¢by [140]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piedpokladané pieziti
> 50 kopii 100% 25%
< 50 kopii 10% 100%

Pomoci fuznich gen lze monitorovat MRN u maximalné 25% AML. Vyuziti
monitorace  MRN pomoci RT-PCR rozSifuje mozZnost kvantifikace dalSich
molekularnich mutaci prokazovanych u AML (FLT3/ITD, NPMI1, MLL/PTD,
DNMT3A atd.) s podobnou hloubkou citlivosti jako u fuznich genti. Nicméné zde hraje
klicovou roli stabilita dané mutace v pribéhu onemocnéni, kdy napiiklad v ptipadé
vyuziti FLT3/ITD je dokumentovana velka nestabilita pfi srovnani vysledkd z doby
diagndzy AML a relapsu AML [141,142]. Podobn¢é muize byt problematicka monitorace
MRN pomoci MLL/PTD, protoze na nizkych hladinach je uvedend mutace prokazovéna
u téméf vetSiny zdravych lidi [143]. Naopak monitorace frekventni (40-60% AML
s normalnim karyotypem) mutace NPM1 genu se jevi diky stabilit€¢ mutace a vysoké
expresi mutovaného NPM1 genu jako idedlni marker pro monitoraci MRN pomoci RT-
PCR u AML [144]. Rada publikovanych praci pak dokladala vyznam monitorace NPM1
mutace K upfesnéni prognézy AML s mutaci NPM1 genu [144,145,146,147]. Prikaz
NPMI mutace po skonceni indukéni faze 1é¢by, po skonceni konsolidace a prikaz vice
nez 2% NPMI/ABL v pribéhu nasledné monitorace byl hodnocen jako nejsilng;si
nezavisly prognosticky faktor pro riziko relapsu a celkové pteziti u AML s NPM1
mutaci (viz. tabulka 25, 26, 27 ) [146].

Tabulka 25 - Riziko relapsu a celkové preZiti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny
MRN po ukoncéeni indukéni 1é¢by [146]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
NPM1 negat. 6,4% 87%
NPML1 pozit. 53,0% 41%

Tabulka 26 - Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny
MRN po ukonceni konsolida¢ni 1écby [146]

Hladina MRN (BM)  Riziko relapsu Pi'edpokladané preziti
NPM1 negat. 15,7% 80%
NPM1 pozit. 66,5% 44%
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Tabulka 27 - Riziko relapsu u AML s NPM1 mutaci dle hladiny MRN v pribéhu
monitorace po ukon¢eni konsolida¢ni 1é¢by [146]

Hladina MRN (BM)  Riziko relapsu
< 200 kopii NPM1

/10000 kopii ABL 0%
> 200 kopii NPM1 .
/10000 kopii ABL 100%

Kromé¢ vyuziti kvantifikace fuznich gent ¢i kvantifikace vybranych pro leukémii
specifickych genovych mutaci Ize k monitoraci MRN pomoci RT-PCR u AML vyuzit i
gent, u kterych je v dob¢ diagnozy AML prokazovéna jejich zvySena exprese (WTI,
BAALC, atd.). Na rozdil od vyse uvedenych moznosti v ptipad¢ sledovani exprese gent
je stanoveni MRN limitovano niz$i senzitivitou, protoZze uvedené geny jsou v malém
mnozstvi prokazovany i u zdravych jedinch. I pfes tuto limitaci publikovana data
dokladuji, Ze monitorace zvySené exprese genii pomoci RT-PCR umoziuje predikovat
riziko relapsu a dlouhodobé pieziti u AML [109,148,149,150]. Nejvice publikovanych
praci je vénovano vyznamu exprese WT1 v genu, ktery je navic Siroce vyuzitelny pro
monitoraci MRN u vice nez 70% AML [151]. Vyuzitim standardizované metodiky RT-
PCR v ramci projektu evropské skupiny pro studium leukémii ,,European Leukemianet™
byl pokles exprese WT1 genu o 2 tady po indukéni 1é€bé vyhodnocen jako nezavisly
prognosticky faktor pro riziko relapsu (viz tabulka 28). Podobn¢ prikaz nad normu
zvySen¢ho poctu kopii WT1 genu vySetfenim z kostni diené¢ (>250 kopii WTI
genu/10000 kopii ABL genu) nebo periferni krve (>50 kopii WT1 genu/10000 kopii
ABL genu) tésn¢ po skonceni konsolidaéni 1écby nezévisle predikoval riziko nasledného
relapsu (viz tabulka 29) [149].

Tabulka 28 - Kumulativni riziko relapsu u AML dle poklesu hladiny exprese WT1
genu po indukéni 1é¢bé [148]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetirenim z PB ¢i BM relapsu
> 2 log 40%
< 2log 75%

Tabulka 29 - Kumulativni riziko relapsu u AML dle hladiny exprese WT1 genu
tésné po skonceni konsolidacni 1é¢by [148]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetirenim z PB ¢i BM relapsu
> 2 log 40%
< 2log 75%

Multiparametrova pritokova cytometrie (MFCM)
MFCM je dalsi senzitivni vySetfovaci metodou, ktera mize byt a je vyuzivana k detekci
submikroskopické MRN u pacienti s AML. Jeji vyhodou oproti RT-PCR, ktera je
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nejsenzitivnéj§im zpisobem detekce MRN limitovanym vsak vyuzitelnosti jen u cca 50-
60% AML, je moznost vyuziti u vice nez 80% nemocnych s AML. K dalsim vyhoddm
MFCM patii moznost relativné rychlého provedeni a ziskani vysledki, rozliSeni
mrtvych a zivych bun¢k a uspokojiva senzitivita. Monitorace MRN pomoci MFCM
vyuziva detekce patologické exprese povrchovych antigent na leukemickych bunkéch a
jejich kombinace. Patologickd kombinace znakli na leukemickych buiikach se nazyva
imunofenotypem asociovanym s leukémii. Pravé vyuziti souCasné detekce nékolika
ruznych antigenti na jedné bunce diky MFCM umoznuje dosazeni citlivosti metodiky
1:10000-100000 [138,152]. Ur¢itou limitaci MFCM je skute¢nost, ze v dobé diagndzy
je vptipadé AML detekovano casto nékolik patologickych s leukémii spojenych
imunofenotypti a vramci monitorace MRN je tfeba vySetfeni vSech vstupnich
patologickych kloni k minimalizaci nepfesnych vysledkii a to i1 vzhledem ke
skutecnosti, ze v piipadé relabujici AML muze dojit u ¢asti ptipadi ke zméné vstupniho
patologického imunofenotypu [153,154]. Podobné jako u monitorace MRN pomoci RT-
PCR publikované prace dokladaji prognosticky vyznam stanoveni MRN vyuZitim
MFCM ke zhodnoceni rizika relapsu a Sance na dlouhodobé pteziti nemocnych s AML
[155,156,157]. Naptiklad prace hodnotici MRN u AML pomoci MFCM u 100
uniformné 1é€enych pacientli dolozila nezavisly statisticky prognosticky vyznam MRN
Vv obdobi po indukci a po konsolidaci ve smyslu predikce pieziti bez relapsu a celkového
preziti (viz.tabulka 30, 31). Dulezitym a zajimavym zji$ténim této prace byl téz fakt, ze
pacienti, ktefi méli po indukci detekovanou MRN s naslednou jeji negativitou po
konsolidaci méli srovnatelné pteziti bez relapsu a celkové preziti jako pacienti
s negativni MRN jiz po indukéni 16¢bé [157].

Tabulka 30 - 5 leté pieziti bez relapsu a celkové prezZiti u AML dle pozitivity ¢i
negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni
indukéni 1é¢by [157]

Hladina MRN (BM)  Preziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 51% 48%
MRN pozit. 22% 25%

Tabulka 31 - 5 leté pieziti bez relapsu a celkové preziti u AML dle pozitivity ¢i
negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni
konsolidaéni 1é¢by [157]

Hladina MRN (BM)  Preziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 71% 64%
MRN pozit. 13% 16%

MFCM rovnéz umoziuje detekci leukemickych kmenovych bunék na zékladé jejich
atypické exprese nékterych antigend (CD 123, CLL-1 atd.) v CD34+/CD38- populaci
normalnich krvetvornych kmenovych bunék. Jejich vstupni zastoupeni a pritkkaz po
ukonceni chemoterapie mize predikovat téZ riziko relapsu AML [154,158,159].
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2.7 Lécba AML

Principem kurativni 1é¢by AML je v souCasné dobé navozeni stavu remise onemocnéni
pomoci intenzivni cytostatické 1écby a néaslednéd konsolida¢ni 1é¢ba pomoci dalSich cykla
intenzivni chemoterapie S pfipadnym zafazenim aloTX, kterd ma za ukol udrzet
dlouhodobou remisi onemocnéni. Zminénd intenzivni chemoterapie musi byt vzhledem
K rizikim zni vyplyvajich zaji§téna kvalitni podptrnou 1é¢bou, ktera je tedy nedilnou
soucasti intenzivni lécby AML a jeji kvalita vyznamné ovlivituje dosazené 1écebné
vysledky. Cast pacientl, jejichz celkovy stav nebo dal§i piidruzend onemocnéni
neumoziuje podstoupit intenzivni chemoterapii, je 1éCena paliativné. Paliativni 1écbou je
myslena kvalitni podptrna 1écba s ptipadnym podanim nizsich davek cytostatik, coz mize
vést alespon k prodlouzeni zivota paliativné 1éceného pacienta s AML v tadu tydna i
mésict. Idealné by méli byt pacienti neindikovani ke kurativni 1é¢bé zafazeni do klinickych
studii zkouSejici nové 1écebné modality v terapii AML. BohuZel nové 1éky v ptipadé AML
na rozdil od jinych hematologickych malignich onemocnéni (chronické leukémie,
lymfomy, mnohocetny myelom) zatim zasadné nezlepSily prognéozu AML a nestaly se
rutinnimi 1é¢ebnymi modalitami v terapii AML.

2.7.1 Hodnoceni lé¢ebné odpovédi

V piipadé kurativni 1é€by nddorového onemocnéni je ke zhodnoceni G¢innosti 1écby nutna
definice lécebnych odpovédi. Podobné je tomu u AML, kde byla publikoviana obecné
akceptovana kritéria 1é¢ebné odpovédi [134]. Uvedena kritéria 1écebné odpovédi definuji
1é¢ebnou odpovéd’ na kompletni (KR) a parcialni remisi (PR). Déle definuji kvalitu 1é¢ebné
odpovédi v piipadé¢ dosazeni KR AML na cytogenetickou remisi. Naopak blize
nespecifikuji  kvalitu 1écebné odpovédi za pouziti novych technik a termin
imunofenotypicka nebo molekularni remise AML zavisi na sledovanych markerech a
pouzité metodice. Publikovana kritéria téZ definuji selhani 1écby do kategorii rezistentni
onemocnéni, umrti v dobé aplazie kostni diené¢ po chemoterapii a umrti v pribéhu
chemoterapie nebo méné nez 7 dni po jejim ukonceni hodnoti jako imrti z nejasné pficiny.
Soucasti kritérii je i definice relapsu opét pouze na mikroskopické trovni (viz tabulka 32).

Tabulka 32 - Kritéria 1é¢ebné odpovédi u AML [134]

Definice
blasty v kostni dfeni < 5%; chybéni blasti s Auerovymi ty¢emi; nepfitomnost
extramedularniho postizeni, pocet neutrofili > 1x10e9/l; pocet trombocytd >
100x10e9/1; nezavislost na transfuzich erytrocyti
kritéria jako u KR, kromeé rezidualni neutropénie nebo trombopénie

Kategorie
Kompletni remise (KR)

Kompletni remise

s inkompletni reparaci
krevniho obrazu (KRi)
Morfologicky ,leukemia-

blasty v kostni dieni < 5%; chybéni blasti s Auerovymi ty&emi; nepiitomnost

free state”

extramedularniho postizeni; neni pozadovana reparace hodnot krevniho obrazu

Parcialni remise (PR)

vSechna hematologicka kritéria KR; pocet blasti v kostni dfeni 5-25% a pokles
oproti stavu pied 1é¢bou o > 50%

Cytogeneticka
remise (KRc)

kompletni

normalizace karyotypu v dobé morfologické KR nebo KRi v pfipadech
abnormalniho karyotypu v dobé diagnézy+ nutno vysettiit minimalné 20 metafazi

Molekuldrni remise (KRm)

bez jednoznaéné definice ; zalezi na monitorovaném markeru

Rezistentni onemocneni
(RO)

Nedosazeni KR nebo KRi, eventualné PR; tyka se pouze pacienty, ktefi ziji > 7
dni po skonceni lécby a je dokladovano z krevniho obrazu ¢i kostni diené
perzistence leukémie
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Smrt v aplazii smrt > 7 dni po ukonceni 1é¢by V cytopénie a s vySetienim kostni dfené v rozsahu
7 dnti pred umrti s dokladem aplazie a nepfitomnosti leukemické infiltrace

Smrt z nejasné priciny smrt béhem chemoterapie a do 7 dnt od skonceni 1é¢by; bez pfitomnosti blasti
Vv periferni krvi a bez dostupného vysetieni kostni diené

Relaps blasty v kostni dfeni >5%; znovuobjeveni blasti v periferni krvi nebo rozvoj
extramedularniho postizeni

Ke zhodnoceni 1écebné odpovédi se pristupuje v piipadé konvencéni indukéni 1écby ,,3+7¢
obvykle mezi dny 21 az 28 od zahéjeni podavani chemoterapie. V ramci nékterych studii
hodnoticich rychlost u¢inku terapie nebo v pfipad¢ intenzifikované indukcni strategie je
provadéno hodnoceni 7 az 10 dnt od zahajeni indukéni 1é¢by [33]. Kromé odpovédi na
induk¢éni 1écbu je samoziejmé nutnd dal$i monitorace AML V pritb¢hu a po skonceni
nasledné¢ konsolidacni 1écby. Frekvence a zplisob monitorace se mize liSit v ramci
klinickych studii, kdy je doporu¢ovano vysetieni kostni dien¢ kazdé 3 mésice v prvnich 2
letech po skonCeni 1éCby a dale kazdych 6 mésicti v pribéhu dalSich 2-3 let, a 1écby
podavané mimo klinické studie, kdy muze byt monitorace modifikovana a kdy neni
chybou piipadné kontrolni vySetfeni kostni dfen¢ provedené pouze V piipadé rozvoje
abnormalit v krevnim obraze [33]. Ke zhodnoceni dlouhodobé ucinnosti 1é¢by jsou pak
definovany intervaly pieziti (viz. tabulka 33) [33]

Tabulka 33 - Kritéria preZiti pacienti s AML [33]

Kategorie Definice
Celkové preziti (0S) doba od dg. ¢i zahajeni lécby do data Gmrti z jakékoliv pfic¢iny; u pacientt, u nichz
neni znamo, zda zemieli jsou data vyhodnocovana k poslednimu datu, kdy byli
nazivu
Preziti bez relapsu (RFS) doba od dosazeni remise do relapsu nebo umrti z jakékoliv pfic¢iny, u pacientd, u
nichz neni znamo, zda zrelabovali ¢i zemfeli jsou data vyhodnocovana
k poslednimu datu vySetieni
Preziti bez udalosti (EFS) doba od dg. ¢i zahajeni lécby do data selhani indukéni 1écby, relapsu po dosazeni
KR nebo umrti z jakékoliv pfiCiny; u pacientil, u nichz neni znamo, zda zemfeli
jsou data vyhodnocovana k poslednimu datu vySetfeni

2.7.2 Kurativni (intenzivni) cytostaticka 1é¢ba AML

Jak bylo vySe uvedeno, kurativni 1écba AML sestava z intenzivni indukéni cytostatické
1é€by, jenz ma za cil navozeni remise onemocnéni a nasledné intenzivni konsolida¢ni
Cytostatické 1€¢by, jenz je piipadné doplnéna aloTx a jejimz cilem je trvalé udrZeni
navozené KR AML. Kurativni 1é¢ebnd strategie se v soucasné dob¢ 1isi u pacienttii starSich
a mladsich 60 let.

1. Kurativni lé€ba u nemocnych mladsich 60 let

Indukéni 1é¢ba v kombinaci 3 denni intravendzni aplikace antracyklinu a soucasné 7
denni kontinualni infize cytosin arabinosidu zlstava i 30 let po zavedeni V soucasnosti
»zlatym® standardem induk¢ni 1é¢by [160]. Aktualné tedy nadale patii k obecné
uzivanym a doporucovanym indukénim intenzivnim protokolim kombinace 3 dnii
daunorubicinu (minimalné 60mg/m2/den) pifipadné idarubicinu (10-12 mg/m2/den)
eventualné mitoxantronu (10-12mg/m2/den) v kombinaci s 7 denni kontinualni infuzni
aplikaci cytosin arabinosidu (100-200 mg/m2/den) [33]. Uvedena indukéni 1é¢ba
dosahuje u pacientti mladSich 60 let s AML zhruba 70% tuspéSnosti dosazeni KR.
Samoziejmé v poslednich 30 letech probéhla cela fada randomizovanych studii, které si
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Kladly za cil zlepSeni Cetnosti a kvality 1écebné odpovédi a tim i zlepSeni celkového
pteziti. Bohuzel at’ uz ndhrada daunorubicinu jinym lékem [161,162,163], doplnéni
dalsiho cytostatika piipadné 1éku ovliviiujici funkci P-glykoproteinu (multidrug
resistance protein) [164,165,166] nebo vyuziti vysokych davek cytosin arabinosidu
[167,168] v ramci indukéni 1éEby nevedlo k jednozna¢nému zlepSeni vysledka 1é¢by.
Vyuziti rastovych faktort granulopoezy ke zvyseni senzitivity leukemickych blasti k
podanym cytostatikim mélo v nékterych studiich vliv na zlepSeni pieziti bez relapsu i
celkové preziti [169,170], nicméné nékteré prace tento vliv nepotvrdili [171] a vyuziti
rustovych faktorti nadale zlstava predmétem dalSiho zkoumani. Nicméné v poslednich
letech vysledky nékterych publikaci naznacuji moznost zlepsSeni vysledki indukcni
1écby minimélné pro nékteré skupiny pacientli. Vyssi davky daunorubicinu (90
mg/m2/den) ziejmé mohou zlepsit prognodzu pacientli s AML a piitomnosti nékterych
nepiiznivych molekularné genetickych aberaci (DNMT3A, MLL/PTD) [65]. Podobné
doplnéni indukéni 1écby o cladribin vedlo v ramci polské randomizované studie ke
zlepSeni 1é¢ebnych vysledkii a to pfedev§im pro pacienty ve véku 50-60 let s
neptiznivou prognoézou AML [172]. K ur¢itému zlepSeni 1é¢ebnych vysledku, které
vSak ¢eka na své dal$i potvrzeni, vedlo zatazeni novych Iéku (cilenych 1éka) do
indukénich protokolti. Vzhledem k zatim pouze jejich experimentalnimu vyuziti budou
tyto vysledky zminény niZe v kapitole novych 1é€ebnych postupii.

Po dosazeni KR AML by témé&f vSichni pacienti bez dalsi 1é¢by zrelabovali, a proto je
dalsi 1é¢ba nezbytna k udrzeni remise AML [173]. V ramci konsolidaéni 1é¢by pak byla
u pacientti s AML zkouména fada lécebnych pfistupli zahrnujicich konvencni
intenzivni chemoterapii, dlouhodobou udrzovaci terapii, vysocedavkovanou [écbu
cytosin arabinosidem, zafazeni autologni ¢i alogenni transplantace. V soucasnosti je
obecné doporucovanym piistupem podani vysokych davek cytosin arabinosidu (3000
mg/m2 6x ve 12 hodinovych intervalech) v rdmci 3-4 cykli konsolidaéni 1écby. Jiné
cytostatické 1écebné protokoly nedolozily zlepSeni vysledki ve srovnéni s podadnim
vysokych davek cytosin arabinosidu [174,175,176]. Aplikace vysocedavkovaného
cytosin arabinosidu v ramci konsolida¢ni 1é¢by vSak zlepSuje prognézu onemocnéni
predevsim u pacienti S AML a pfiznivymi prognostickymi markery. Publikovana data
dolozila, Ze pacienti s AML a t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16) profituji z podani 2 a vice
konsolida¢nich cykli vysocedavkovaného cytosin arabinosidu a Ze u uvedenych typt
AML piipadné provedeni autologni nebo alogenni transplantace v ramci konsolida¢ni
1écby nezlepsuje 1é¢ebné vysledky (viz. tabulka 34) [41,177,178,179].

Tabulka 34 - Srovnani lé¢ebnych vysledki transplantace a chemoterapie u AML
st(8;21) [179]

chemoterapie alogenni transplantace P
TRM 6% 32% < 0.001
Relaps 29% 14% 0.015
RFS 64% 55% 0.24

V réamci uvedené skupiny nemocnych s AML a t(8;21) ¢i inv(16)/t(16;16) je vSak
pfitomna skupina pacientli, u nichZ je prokazovana mutace c-kit a jejichz vysledky jsou
horsi a tito pacienti jsou potencialnimi kandidaty aloTx v rdmci konsolidacni 1écby
[93,94]. U nemocnych s AML a prukazem NPMI nebo CEBPa mutaci, tedy s
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mutacemi prognosticky ptiznivymi, svéd¢i publikované vysledky téz o uspokojivé
ucinnosti vysokych davek cytosin arabinosidu v ramci konsolidac¢ni lécby a tito
nemocni neprofituji ze zatazeni aloTX do konsolida¢ni strategie [180]. U pacientu s
AML a intermediarnim cytogenetickym rizikem je obecné téz uzivano vyse uvedené
konsolida¢ni schéma 3-4 cykli vysokych déavek cytosin arabinosidu, nicméné
publikované vysledky v poslednich letech stale vice dokladaji lepsi 1é¢ebné vysledky
pii provedeni aloTX v ramci konsolida¢ni 1é¢by u této skupiny pacientt [53,54,181].
Zlepseni lécebnych vysledkil konsolida¢ni 1éCby se zarazenim aloTX u pacientl s
intermediarni cytogenetikou pak bude piedev§im lepsi u pacientd, kde je prokazovan
nepfiznivy molekularni marker napt. FLT3/ITD a soucasné€ u pacientii, ktefi maji nizka
rizika transplanta¢ni mortality (dobry celkovy stav, nepfitomnost komorbidit atd.). U
pacientt s AML a nepfiznivou cytogenetikou jsou vysledky stavajici konvenéni
konsolida¢ni 1é¢by vysoce neuspokojivé s 3 letym celkovym piezitim asi 10% [53,54].
J&st€¢ horsi léCebné vysledky jsou pak reportovany u AML s monozomdlnim
karyotypem, kdy je 3 leté celkové pieziti nizsi nez 10% [52]. U této skupiny pacientli je
provedeni aloTX v rdmci konsolidaéni 1écby povazovédno za standardni postup, coz
podporuji jednoznacné publikované vysledky dokladujici zlepSeni neptiznivé progndzy
téchto pacientt v piipadé provedeni aloTx (viz.tabulka 35) [49,53,54,182].

Tabulka 35 - Srovnani lé¢ebnych vysledki transplantace a chemoterapie u AML
S nepiiznivou cytogenetikou [182]

chemoterapie alogenni transplantace P
TRM 5% 15% 0.49
Relaps 77% 39% 0.0005
2 lety OS 24% 52% 0.005

Kromé pacientd s de novo AML a nepfiznivym cytogenetickym nalezem maji téz
pacienti se sekundarni AML (tzn. na podkladé predchoziho hematologického
onemocnéni nebo pacienti 1éceni chemoterapii ¢€i radioterapii pro jinou malignitu pred
diagnostikou AML) neuspokojivé 1é¢ebné vysledky s konvencni cytostatickou 1é¢bou.
Sekundarni AML predstavuje asi 20% AML a v soucasné dob€ se stdva vyznamnym
medicinskym problémem, protozZe jeji incidence a to predevSim ve vysSich vékovych
kategoriich z diivodu prodlouzeni zivota a ucinngjsi 1éCby nadorovych onemocnéni
nariistd. Sekundarni AML ma neuspokojivé 1éebné vysledky s nizkou Sanci na dosaZeni
KR AML a celkového preziti [43]. Pfi¢inou nepfiznivé prognozy u sekundarni AML je
ziejmé& vySSi zastoupeni nepfiznivych cytogenetickych aberaci ve srovnani s nové
diagnostikovanou AML [44,45]. Dalsi faktory, které mohou vysvétlovat neuspokojivé
1écebné vysledky u sekundarni AML, souvisi se samotnym pfedchozim onemocnénim a
jeho lécbou (dysfunkce organti, poSkozeni normalni hemopoézy, chronicka
imunosuprese, rizika infekci atd.)[32]. Samotné vysledky 1écby sekundarni AML jsou
tedy neptiznivé. Napiiklad u sekundarni AML vzniklé na podkladé MDS bylo
intenzivni 1écbou dosazeno KR u 41% pacienti a 3 leté pieziti bylo 8%, coz jsou
statisticky vyznamné horsi vysledky ve srovnani s nové diagnostikovanou AML, u které
bylo dosazeno KR u 71% nemocnych a 3 letého pteziti bylo dosazeno u 36% pacienta
[46]. Podobné neptiznivé 1éebné vysledky diky vySSimu zastoupeni nepftiznivych



2. Soucasny stav problematiky

46

cytogenetickych nélezii byly reportovany u nemocnych s AML na podklad¢ ptedchozi
cytostatické 1é¢by (viz. tabulka 36).

Tabulka 36

Srovnani vysledki dle cytogenetickych nalezi u pacientd
s chemo/radioterapii spojené AML a nové diagnostikované AML [47]

Karyotyp t-AML (n=121) | nov¢ dg. AML median preziti median preziti
(n=1511) (mésice) (mésice)
t-AML nové dg. AML
Piiznivy 24% 20% 27 Nedosazen
Intermedidrni 28% 60% 12 16
Nepftiznivy 48% 20% 6 7

Téz u sekundarni AML se zd4 z publikovanych dat, ze nejlepsich 1é¢ebnych vysledka
bylo dosazeno u pacientl, ktefi podstoupili aloTX. Publikované prace dokladuji asi
20% az 30% dlouhodobé celkové preziti [183,184]. V piipadé uvedenych AML s
nepftiznivyni prognostickymi faktory lze v ptipad¢é nepfitomnosti vhodného HLA darce
vzhledem k neuspokojivym vysledkiim konvencni 1é¢by u vhodnych pacienti zvazovat
provedeni alogenni transplantace z alternativnich zdroji, kam mtizeme zatradit vyuziti
rodinného haploidentického darce ¢i provedeni transplantace s vyuzitim pupecnikové
krve. Pacienti, kteti nemohou podstoupit aloTX jsou pak vhodnymi adepty klinickych
studii s novée testovanymi protileukemickymi léky a pokud je to mozné méla by tato
moznost byt pacientim navrzena.

V ramci vySe uvedené 1é¢by akutni leukémie je v zavislosti na rizikovych faktorech
pfitomna skupina pacientil, ktefi pfes podanou intenzivni indukéni 1écbu a ptipadné
dalsi intenzivni zachrannou terapii nedosdhnou KR AML. Hovofime pak o rezistentni
AML. Tito nemocni maji opét vysoce nepiiznivou prognozu, kterou mize ¢astecné
zlepsit provedeni aloTX s reportovanym dosaZzenim dlouhodobého pieziti u 20% az
30% pacientt [185,186]. Zajimavy piistup k 1é¢bé rezistentni AML byl publikovan v
ramci multicentrické studie vyuzivajici u pacientt s rezistentni AML podani vysokych
davek chemoterapie nasledované po nékolika dnech redukovanym piipravnym
cytostatickym pfedtransplantacnim rezimem a aloTX s profylaktickou aplikaci
darcovskych lymfocyti v potransplantaénim obdobi, kdy bylo dosazeno celkového
pieziti ve 2 letech 42% [187].

U casti pacientl s AML a v ptipad€ neptiznivych prognostickych skupin u vétSiny z
nich po piedchozim dosazeni KR dochazi k relapsu AML. Specifickou skupinou
relabujicich pacientli jsou nemocni po aloTx, kterym bude vyhrazena ¢ast kapitoly o
samotné aloTx. V piipadé relapsu AML u pacientt po konvecni intenzivni
chemoterapii, ke kterému obvykle dochazi v prvnich 2 az 3 letech po dosazeni KR
AML, je jejich progndéza obecné nepiizniva a lécebné ovlivnéni a vyléceni velice
problematické [188,189,190]. Vzhledem k obecné $patné prognoze pacientd s relapsem
AML je velmi dulezité pred zvazovanim dal$i intenzivni 1€€by zhodnoceni Sance na jeji
uspeéch. Ucinnost 1€¢by pacienta s relapsem AML zavisi na nékolika faktorech, mezi
které predevsim patii doba od dosazeni remise do relapsu, cytogenetické nalezy, vk a
stav pacienta. Ke zhodnoceni potencidlni uc¢innosti 1écby zrelabované AML lze u
mladSich pacienti vyuzit publikovany prognosticky model (viz. tabulka 37) [189].
Prognostické skore vysledku 1é¢by zrelabované AML se tyka pacientti mladsich 60 let.
Hodnoceny jsou doba od relapsu (>18 mésict/0 bodi, 7-18 mésicti/3 body, < 6
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mésict/Sbodl), cytogeneticky nalez v dobé diagndzy (inv(16) nebo t(16;16)/0 bodu,
t(8;21)/3body, ostatni/S bodl), provedeni alogenni transplantace (ne/0 bodi,
ano/2body) a v€k pacienta v dob¢€ relapsu (< 35 let/0 bodi, 36-45 let/1 bod, >45 let/2
body).

Tabulka 37 - Prognostické skére pro mladsi pacientu s AML v relapsu [189]

Rizikové skore Pocest Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
rizikovych bodu preziti v 1 roce preziti v 5 letech
Piiznivé 0-6 70% 46%
Intermedidrni 7-9 49% 18%
Nepiiznivé 10-14 16% 4%

Principem 1écby pacienti s relapsem AML je navozeni dalsi KR AML a obvykle snaha
o konsolidaci provedenim aloTX, protoze konsolida¢ni 1é€ba samotnou chemoterapii je
spojena s vysokym rizikem dal$iho relapsu AML. V soucasné¢ dob& neni definovan
idedlni cytostaticky protokol k znovunavozeni remise AML po jejim relapsu. Obvykle
jsou vyuzivany lécebné protokoly se stiednimi nebo vysokymi davkami cytosin
arabinosidu né€kdy v kombinaci s dal§imi cytostatiky. Pokud neni u nemocného po
dosazeni dalsi KR AML dostupny piibuzny ¢i nepiibuzny HLA vhodny darce lze
zvazovat vyuziti alternativnich zdroji krvetvornych bun¢k at uz provedenim
haploidentické transplantace nebo vyuzitim pupecnikové krve. Vyssi rizika vyplyvajici
z provedeni této transplantace jsou kompenzovana vysokymi riziky dal§iho relapsu
AML v piipadé neprovedeni aloTx [189]. Pacienti, ktefi dosahli dalsi KR AML a
nemohou podstoupit aloTx mohou potencialné profitovat z provedeni autologni
transplantace, kdy bylo v riznych publikacich reportovano 20% az 50% dlouhodobé
preziti [191,192].

2. Kurativni lé¢ba u nemocnych starSich 60 let

Starsi pacienti s AML maji ¢asto dalSi zavazna onemocnéni a ve vys$Sim procentu jsou
v dobé diagnézy AML ve S$patném celkovém stavu, coz vede k horSi toleranci
intenzivni chemoterapie a nasledné i vyssi 1éebné mortalit¢ [34,35]. U starSich
pacienti téz cast&ji diagnostikujeme sekundarni AML na podkladé piedchoziho
hematologického onemocnéni ¢i AML souvisejici s pfedchozi cytostatickou 1é¢bou,
Které maji vysoce nepfiznivou prognézu a nedostateéné odpovidaji na cytostatickou
l1é¢bu piipadné ¢asné relabuji [36]. Nicméné samotny veék je nezavisly prognosticky
faktor a snartstajicim ve€kem i pii zohlednéni dalSich prognostickych faktort
(celkového stavu, cytogenetiky, typu AML atd.) se zhorSuji vysledky 1écby AML
[34,35]. Ve vy$sim veku téz pacienti Castéji odmitaji navrzenou moznost podani
intenzivni cytostatické 1écby. Z urcitého praktického hlediska lze starSi pacienty
rozdélit na vékovou skupinu 60 az 74 letych a 75 letych a starsi.

V ptipadé 1é€by AML u skupiny starSich nemocnych ve véku 60 az 74 let lze s ur¢itymi
specifiky ¢i limitacemi postupovat podobné jako u nemocnych mladsich. Pro pacienty v
dobrém celkovém stavu a bez zavaznych komorbidit, tzn. pro pacienty s niz§imi riziky
mortality spojené s intenzivni chemoterapii, 1ze podat indukéni 1é¢bu podobné jako u
mladsich nemocnych tvofenou kombinaci 3 denni aplikace antracyklinu (daunorubicin
45-60 mg/m2/den) a 7 denni infuze cytosin arabinosidu (100-200mg/m2/den). Diky
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zlepseni podplirné 1écby byly v poslednich letech publikovany vysledky, které
dokladuji moznost zvysSeni davky daunorubicinu na 90 mg/den s vétsi Sanci na dosazeni
KR AML a s dobrou toleranci u starSich pacientd [193]. U starSich pacientti podobné
jako u mladsich pacienti rozhoduje o dosazeni KR AML dominantné¢ cytogeneticky
nalez. Sance na dosazeni KR AML je u star§ich nemocnych asi o 25% nizsi nez u
mladSich pacientli, coZ znamend, Ze v piipad¢ intermediarniho cytogenetického rizika
je KR AML u star$ich pacientll dosazena cca u 50% z nich a v ptipad€ neptiznivého
cytogenetického rizika pak asi u 30% z nich. Navic vzhledem k neuspokojivé
konvenéni konsolida¢ni 1é¢bé je dlouhodobé pieziti u starSich pacientu, kteii dosahli
KR AML, jenz méla prokazovany neptiznivé cytogenetické nalezy maximalné 5% [35,
194, 195]. Jinymi slovy standardni cytostaticka 1é¢ba u starSich nemocnych s AML a
nepfiznivou cytogenetikou ma velmi Spatné vysledky a je otazkou, zda vyse uvedenou
1éCbu u téchto pacienti vibec zahajovat. V dobé diagnostiky AML neni samoziejmé
vysledek cytogenetického vySetieni k dispozici, ale publikovand data u starSich
pacientli s AML ukazuji, ze odloZeni zahajeni intenzivni 1écby neovliviiuje negativné
vysledek 1é¢by [196]. Proto pokud to klinicky stav umozni Ize u starSich pacienti s
diagnostikovanou AML vyckat do vysledku cytogenetického vySetfeni a v piipadé
neptiznivého nalezu je zahajeni standardni indukéni 1é€by vzhledem k nepfiznivym
lécebnym vysledkiim diskutabilni a u téchto pacientli by bylo lepsi jejich zatazeni do
klinickych studii a chybou neni ani podani pouze cytoreduk¢ni paliativni nizce
davkované chemoterapie. Vyjimku v této skupiné pacientt, kteti by mohli z intenzivni
lééby profitovat, jsou pacienti, ktefi mohou byt kandidaty aloTX po redukované
ptipravé v ramci konsolida¢ni 1€cby.

Narozdil od indukéni 1écby, jenz je u starSich pacientli podobna jako u mladsich
nemocnych, tak v otdzce konsolida¢ni 1é€by u starSich nemocnych zistava fada
otaznikii. Randomizované studie, které¢ zkoumaly konsolida¢ni 1é¢bu u starSich
nemocnych s AML jsou zatizeny vysokou selektivitou hodnoceného souboru, protoze
planovanou 1é¢bu podstoupila jen mensi ¢ast ze vstupniho souboru pacientti a jednalo
se vétS§inou o pacienty s pfiznivou nebo intermedidrni cytogenetikou, v dobrém
celkovém stavu a bez dalSich onemocnéni [32]. U starSich pacienti bylo provedeno
nékolik randomizovanych studii tykajicich se konsolidacni lécby AML, jejichz
vysledky i se zohlednénim vySe uvedenych limitaci studované populace nepfinasi
jednozna¢na doporuceni [197,198,199,200,201]. Vysledky uvedenych studii ukazuji, ze
v ptipad¢ starSich pacientil tito z dlivodu vysoké toxicity neprofituji z vysokych davek
cytosin arabinosidu v ramci konsolida¢ni 1é¢by narozdil od mladsich pacientd [199].
Ackoliv neni jednoznacné definovana konsolida¢ni lé¢ba AML pro starS§i nemocné
obecné se doporucuje podani 2-3 cykli chemoterapie s intermediarnimi davkami
cytosin arabinosidu [32,33]. Nicméne vysledky konsolida¢ni 1é¢by starSich pacientl s
AML jsou s vyjimkou menSiny z nich s pfiznivym genetickym nélezem neuspokojivé. 3
let¢ celkové preziti starSich pacienti s AML v pfipadé intermediarni genetické
progndzy je asi 10% az 20% a v pfipad¢é nepfiznivého cytogenetického nalezu méné
nez 5%. [35, 194, 198]. Urcité zlepSeni dlouhodobé prognozy u ¢asti starSich pacientl
s AML by mohlo v rdmci konsolidacni 1éCby pfinést provedeni aloTX po redukované
ptipravé. Publikované vysledky samoziejmé do urcité miry selektované skupiny
starSich pacientl s AML, ktefi podstoupili aloTX po redukované ptipravé jsou velice
povzbudivé a to veetn€ vyuziti nepiibuzného darce s reportovanym celkovym piezitim
30 % az 60% [202,203,204,205]. Limitaci uvedeného transplantacniho postupu je, ze
transplantace je vyuzitelna jen pro mensi &ast starsich pacienti s AML. Casto citovana
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prospektivni prace z amerického Seattlu uvadi, ze transplantaci podstoupilo jen 5% ze
vstupniho souboru starSich pacientt s nové diagnostikovanou AML [203]. Nicméné
naSe zkuSenosti ukazuji, ze v posledni dekadé ze 176 pacientl s nové diagnostikovanou
AML na naSem pracovisti 51 (29%) z nich podstoupilo alogenni transplantaci po
redukované piipraveé a 3 leté celkové preziti transplantovanych pacientd bylo 51% (viz.
obrazek 5).

Obrazek 5 - Celkové preziti pacienti s AML po alogenni transplantaci
krvetvornych bunék po redukované pripravé na Hematoonkologickém oddéleni
FN Plzeii v obdobi 2003-2013.
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V ptipadé 1é€by AML u skupiny nemocnych ve véku 75 let a starSich je situace j&ste
horsi. V pfipadé intenzivni chemoterapie je obecné dosahovano KR AML maximélné u
25% nemocnych a navic vzhledem k obvykle hor§imu celkovému stavu pacienta a
CastéjSim komorbiditam dosahuje 1é€ebna mortalita do dne +56 od zahajeni indukcni
intenzivni chemoterapie téméf 50% [35,194,195]. Nicméné mala ¢ast pacientt starSich
75 let ve velmi dobrém klinickém stavu a s AML bez neptiznivych cytogenetickych
aberaci miZze z intenzivnich chemoterapi ¢aste¢né profitovat [35,206]. Data velkych
populacnich registri vSak jasné ukazuji, Ze vétSina starSich pacienti 75 let neni léCena
intenzivni chemoterapii. Publikovana data z amerického registru SEER ukazuji, ze ve
veéku 75 az 84 let bylo 1é¢eno intenzivné jen 24% pacientd s AML a data Svedského
registru akutnich leukémii z nové¢jsi doby ukazuji, ale na populaci s obecné delsi
zivotni expektanci, ze ve véku 75 az 84 let bylo 1éCeno intenzivné 45% pacientti s AML
(viz. tabulka 38) [35,206].

Tabulka 38 - Procento pacienti s AML léfenych intenzivni chemoterapii
v zavislosti na véku [35]

Vék Pocet intenzivné 1écenych pacientii
s AML
60 - 64 let 92%
65 - 69 let 80%
70 - 74 let 67%
75-79let 45%
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K rozhodnuti o 1écbé u starSich pacientii s AML Ize vyuzit i néktera prognosticka skore.
Asi  nejkomplexnéjsi prognostické skore hodnoti bodové nékolik prognostickych
faktorii: v€k pacienta (60-64 let = 1, 65-69 let = 2, 710-74 let = 3, >75 let 4 body),
celkovy stav dle WHO (0,1,2,3 a 4 body), cytogenetiku (pfiznivé/intermediarni = 1,
neznama = 2 a nepfizniva = 5 bodir), pocet leukocyti (<10x1079/l = 1, 10-49 x10"9/I =
2, 50-99 x10M9/l = 3, >100 x1079/1 = 4 body), a typ AML (primarni = 1, sekundarni =
3) (viz tabulka 39) [207].

Tabulka 39 - Prognostické skére intenzivni 1é¢by u starSich pacienti s AML [207]

Prognostické skore

Celkové preziti 1 rok

Celkové preziti 3 roky

Dobré (4-6 bodi) 53% 27%
Stredni (7-8 bodii) 43% 13%
Spatné (9 a vice bodii) 16% 7%

2.7.3 Paliativni 1é¢ba AML

Z vyse uvedeného vyplyva, ze zna¢na ¢ast pacientu starSich 60 let neprofituje z intenzivni
lécby AML. Tito nemocni jsou pak obvykle lé€eni symptomatickou lé€bou obvykle
doplnénou o nizké davky cytostatik, coZ mize u téchto pacientti vést k prodlouzeni zivota
v fadu mésicli za tolerovatelnych vedlejSich projevli poddvanych cytostatik. Nejcastéji
pouzivanymi léky jsou hydroxyurea nebo nizké davky cytosin arabinosidu. V ramci
vysledkii randomizované studie srovnavajici uvedend dvé cytostatika a také pouhou
podpirnou 1é¢bu svédEily publikované vysledky pro vyssi G€innost nizkych davek cytosin
arabinosidu ve srovnani s hydroxyureou. Pacienti 1é¢eni cytosin arabinosidem dosahli
v 18% KR AML, nicmén€ medidn pieziti byl pouhé 3 mésice a v ptfipadé AML
s nepfiznivou cytogenetikou byly nizké davky cytosin arabinosidu netéinné [207].
Vzhledem Kk vysoce nepiiznivé progndze pacientl, ktefi nejsou kandidaty intenzivni
chemoterapie je vhodné u téchto nemocnych zvaZovat lécbu novymi testovanymi
antileukemickymi léky v rdmeci klinickych studii v pfipadé jejich dostupnosti.

2.7.4 Transplantace krvetvornych bunék

1. Autologni transplantace
Autologni transplantace krvetvornych bunck je soucésti standardni léCby u fady
hematologickych i nehematologickych malignit, kdy zlepsSuje pieziti téchto pacienti.
V ptipad€ autologni transplantace se nejednd o transplantaci V pravém slova smyslu.
Jedna se o podani vysokych davek cytostatik, které vSak kromé G¢inngjs$iho ovlivnéni
malignitho onemocnéni piinasi 1 vysokou hematologickou toxicitu, jenz by vedla
K protrahovanému Gtlumu krvetvorby a tim by byl pozitivni 1é¢ebny efekt pievazen
zavaznymi komplikacemi vyplyvajicimi z protrahované pancytopénie. Pievod
autologniho §tépu krvetvornych bunék po podani vysokych davek cytostatik pomaha
urychlit reparaci hodnot krevniho obrazu a tim snizit rizika komplikaci. Pievod
autologniho S§tépu krvetvornych bunék tedy umoziiuje podéni vysokych davek
cytostatik za minimalizace vedlejSich projevu jejich aplikace. V ramci jednotlivych
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onemocnéni jsou vyuzivany rizné piipravné cytostatické rezimy. Jako $tép autolognich
krvetvornych bun¢k byla v minulosti vyuzivana pfedev§im odebrana pacientova kostni
dren, ale v poslednich dvou desetiletich jednozna¢né pievladaji $t€py stimulovanych
cirkulujicich krvetvornych bun¢k ziskané na separatorech krevnich elementt.
Vzhledem k tomu, Ze k odbéru autologniho $té€pu dochazi s del§im ¢asovym piedstihem
pifed podanim vysokodavkované chemoterapie, jsou odebrané §t€py uchovavané po
predchozi fizené kryokonzervaci za nizkych teplot v parach tekutého dusiku. Specificka
je téz péce o pacienta v peritransplantacnim obdobi. Samotnd indikace k autologni
transplantaci, volba zptisobu cytostatické piipravy, jeji administrace, zptsob stimulace,
odbér a kryokonzervace krvetvornych bunék a péfe o transplantované pacienty je
vysocespecializovanym oborem mediciny a tato 1éCba je soustiedéna do
specializovanych transplantacnich center.

Na rozdil od fady jinych onemocnéni je vyznam provedeni autologni transplantace u
pacienti s AML  nejednoznacny.  Vzhledem  k vysledkim  provedenych
randomizovanych studii v minulosti nema podéani vysoceddvkované chemoterapie
S podporou autologni transplantaci krvetvornych bunék jednozna¢nd indikacni
doporuceni. Vysledky téchto randomizovanych studii neprokézaly statisticky vyznamné
zlepSeni preziti bez nemoci nebo celkové pieziti v piipadé provedeni autologni
transplantace u nemocnych s AML ve srovndni sjinymi lé¢ebnymi modalitami
[175,209,210,211,212]. Bohuzel vysledky téchto studii jsou pro soucasnost limitovany
nckolika faktory, mezi které patii nizs$i procento provedeni autologni transplantace u
randomizovanych pacientli K autologni transplantaci, relativné vysoka transplanta¢ni
mortalita ve srovnani s aktudlni situaci a jako zdroj krvetvornych bun¢k byla vyuzivana
dominantn¢ kostni dfen [213]. Nicméné ani publikované vysledky studii v dalSich
letech neprokazaly zlepSeni 1é¢ebnych vysledkl u pacienti s AML, kteti podstoupili
autologni transplantaci ve srovnani s intenzivni konsolida¢ni chemoterapii nebo aloTXx
[214,215,216,217]. Uvedené vysledky tedy nepodpofily logicky predpoklad, Ze podani
vysoké davky cytostatik umozZnéné naslednym podanim autologniho Stépu
krvetvornych bunék snizi riziko relapsu AML za soucasné nizké 1é€ebné mortality a
tim dojde ke zlepSeni celkového pieziti pacientl. Obecné lze fici, Ze autologni
transplantace je u pacientli s AML ve srovnani s aloTX zatizena vys$§im rizikem relapsu
a to predevSim u nemocnych s prognosticky nepfiznivou AML. Tento fakt je
kompenzovan nizsi transplantacni mortalitou u autologni transplantace, coZ v minulosti
publikovanych pracich vedlo ke srovnatelnému celkovému preZiti u pacienti s AML po
alogenni nebo autologni transplantaci a to pfedevSim v pfipadé AML s intermediarnim
rizikem [213]. V poslednich letech diky zlepSeni podpirné 1écby vedouci ke snizeni
komplikaci a mortality u aloTX vSak publikované vysledky i u pacienti s AML v 1.KR
a intermediarnim rizikem vyznivaji ve prospéch alogenni transplantace pfi srovnani s
autologni transplantaci a to véetné vyuziti nepiibuzného darce krvetvornych bungk (viz.
tabulka 40) [53,218].



2. Soucasny stav problematiky 52

Tabulka 40 - Srovnani vysledkii alogenni a autologni transplantace u pacientd
s AML v 1.KR a intermediarnim rizikem [218]

Pribuzenska Nepribuzenska alogenni Autologni
alogenni transplantace transplantace
transplantace
Kumulativni incidence relapst
v 6 letech 23,7% 19,0% 48,4% (p=0.0001)
6 leté preziti bez nemoci 61,6% 65,8% 43,8% (p=0,013)
6 leté celkové preziti 62,7% 67,2% 46,3% (p=0,022)

V ptipadé srovnani vysledkti konsolidacni 1écby AML v 1.KR autologni transplantaci
nebo intenzivni chemoterapii nejsou ani recentné publikovana data zcela jednoznac¢na.
U pacienti s AML a piiznivou cytogenetickou progndézou nepiindsi provedeni
autologni  transplantace  stejné jako aloTx zlepSeni celkového  preziti
[41,177,178,179,219]. V ptipadé AML s intermediarni a neptiznivou cytogenetikou v
pripadé nemoznosti provedeni aloTX, a to v pfipadé nepfiznivé cytogenetiky vcetné
alternativnich zdroju krvetvornych bunék, nékteré z publikovanych praci dokladuji
zlepSeni prognozy téch pacientd, ktefi podstoupili autologni transplantaci krvetvornych
bunék v ramci konsolidacni 1é€by ve srovnani s pacienty léCenymi pouhou
chemoterapii [219,220]. Nicmén¢ dalsi prace zlepSeni celkového pieZiti ve prospéch
autologni transplantace nepotvrzuji [214,215,221]. K obecnému zhodnoceni vyuziti
autologni transplantace ve srovnani s intenzivni konsolida¢ni chemoterapii asi nejlépe
poslouzi vysledky studie holandskych a §vycarskych autort, které sice dokladaji nizsi
riziko relapsu (58% vs. 70%) a lepsi 5 leté pieziti bez nemoci (38% vs. 29%) v piipadé
provedeni autologni transplantace, ale celkové pieziti je srovnatelné (44% vs. 41%).
Pfi¢inou je mirné vyssi 1é€ebnd mortalita (4% vs. 1%) a horsi pteziti po relapsu (7% vs.
15%) u pacientii 1é¢enych autologni transplantaci [221]. Spatné 1é¢ebné vysledky v
ptipad¢ relapsu po autologni transplantaci dokladuji i publikovana data mezinarodniho
registru transplantaci IBMTR, kdy provedeni aloTX v ramci lécby relapsu AML po
autologni transplantaci dosahuje 5 letého celkového pieziti jen 22%, coz je dano jednak
trvajicim vysokym rizikem relapsu (33%) a predev§im vysokou lécebnou mortalitou
(44%), kterd pravdépodobné souvisi s ptedchozi expozici vysokym davkam cytostatik
pied autologni transplantaci [222]. I pfes srovnatelné vysledky vSak autologni
transplantace muze pfinaSet nékterd pozitiva, mezi kterd napt. patii zkraceni doby
konsolida¢ni 1écby AML pfi srovnatelnych lécebnych vysledcich ve srovnani s
intenzivni chemoterapii [213,223]. Potencialni role autologni transplantace tedy nadale
zustavad plné nezodpovézena a nelze vyloucit 1 jeji eventudlni piinos v ptipadé
nékterych molekularn€ definovanych AML v ramci intermedidrni cytogenetické
prognostické skupiny. Nicméné k blizSimu zhodnoceni role autologni transplantace
jsou nezbytné dal$i randomizované studie, které by tento piedpoklad mohly ovéfit
[213,223]. Podobné je zvazovan potencialni vyznam autologni transplantace v ramci
konsolida¢ni 1éCby u starSich pacientti s AML. Star§i nemocni s AML, jak jiz bylo vyse
uvedeno, dosahuji niz§iho efektu indukéni 1€¢by s dosazenim kompletni remise v
praméru asi u 40-60% pacientll a zdsadnim problémem ziistava vysokeé riziko relapsu v
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piipadé konsolida¢ni [éCby samotnou chemoterapii, coz vede k dlouhodobému pteziti u
cca 10-20% pacientl. Provedeni autologni transplantace by mohlo tedy ovlivnit vysoké
riziko relapsu a zlepSit prognézu starSich nemocnych s AML. Bohuzel nejsou k
dispozici zaddné randomizované studie u starSich pacientd srovnavajici autologni
transplantaci s jinymi léCebnymi postupy. Nicméné¢ nékteré publikované prace
dokléadaji celkové pieziti lepsi nez v ptipad¢ samotné chemoterapie, které se pohybuje
ve 3 letech mezi 30-40%. Bohuzel podobné jako u aloTX a mozna jésté vice jsou tyto
vysledky omezeny a potencialné zkresleny vysokou selekci pacientii, ktefi nakonec
autologni transplantaci podstoupili z ptivodné 1éceného souboru starSich pacientll s

AML [223, 224,225].
2. Alogenni transplantace

Provedeni aloTX je v soucasné dobé nejicinnéjsi lé€ebnou modalitou u AML, coz
indikacim k provedeni aloTx a napt. v USA v roce 2010 bylo provedeno 9000 aloTX u
pacienti s AML dle udaji CIBMTR [226]. Historicky byl efekt alogenni transplantace
limitovan vys$$imi riziky 1écebné mortality. Nicméné v poslednich letech diky hlubsi
znalosti imunologickych déji spojenych s transplantaci, zlepSenim HLA typizace,
vyuzitim novych imunosupresivnich 1¢ékl, zaclenénim redukovanych pftipravnych
rezimd, zlepSenim podpirné péce véetné zavedeni novych 1€kl a 1écebnych ptistupt,
kdy se jedna pfedevsim o zaclenéni u¢innych antimykotik apod., doslo k vyznamnému
poklesu transplantaéni mortality a rozsifeni spektra pacientl, kterym muize byt aloTx
provedena napf. i pacientim star§im 60 let, coz bylo j&sté€ pied 10-15 lety v podstaté
raritni [227].

Pticinou efektivity alogenni transplantace v 1€¢bé hematologickych malignit vcetné
AML je imunologicky efekt, jenz vede ke kontrole a znieni piivodnich malignich
bunék imunitnimi buiikami transplantovaného §tépu. Tento imunologicky efekt se
nazyva reakci S§tépu proti nadoru. Plvodné v pocatcich transplantaci krvetvornych
bunék, v 50.letech minulého stoleti, se predpokladalo, Ze zédkladem efektu alogenni
transplantace jsou vysoké davky zafeni pfipadné cytostatik, které vedou ke zniceni
nadorovych bun€k a samotny pfevod alogenniho $tépu jen zajist'uje regeneraci plivodni
krvetvorby zni¢ené zafenim ¢i chemoterapii tzn. podobny efekt jako v ptipadé
autologni transplantace krvetvornych bun&k. Nicméné s dalSim vyzkumem aloTX na
zvifatech a s rozvojem dalSiho poznani vcetné objeveni HLA znakl a s dalSimi
vysledky transplantaci u lidi bylo zfejmé, Ze alogenni krvetvorné buniky jsou schopné v
zavislosti na hloubce imunologické inkompatibility rozpoznavat antigenni rozdily a
vyvolat u pfijemct alogenniho $tépu krvetvornych bun€k imunitni reakci nazyvanou
reakci Stépu proti hostiteli, kterd pfedev§im v Uvodnich letech bez hlubsich
imunologickych znalosti a nedostupnosti U¢innych imunosupresiv byla pfi¢inou
transplantacni mortality. Soucasné vSak bylo pozorovano, Ze jedinci u kterych dochézi
k rozvoji této reakce S$tépu proti hostiteli maji téz signifikantné nizsi riziko relapsu
ptvodni malignity ve srovnani s autologni transplantaci krvetvornych buné¢k nebo
aloTx bez rozvoje znamek reakce Stépu proti hostiteli [228,229,230]. Tento
protinadorovy efekt St€pu byl nazvan reakci Stépu proti nadoru a postupné byl dolozen
u vétSiny hematologickych malignit 1 nékterych nehematologickych nadorovych
onemocnéni (viz.obrazek 6).
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Obrazek 6 - Reakce §tépu proti nadoru — kiivka monitorace rezidualni nemoci dle
RT-PCR kvantifikace klonalni IgVH u relabujici a nasledné jiz chemorezistentni
CLL: pokles rezidualni nemoci po alogenni transplantaci diky reakci Stépu proti
nadoru nasledné potencované pri rozvoji reakce Stépu proti hostiteli
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Uvedeny imunologicky protinadorovy efekt stavi provedeni aloTX u fady diagn6z mezi
dosud nejucinnéj$i zpusoby 1éEby. Nicméné 1é¢ebna ucinnost aloTX je limitovana
lécebnymi riziky vykonu, které vSak se zlepSovanim medicinskych znalosti v
poslednich letech vyznamné klesaji, ale nadale nejsou v zavislosti na fadé¢ faktort
zanedbatelné [227]. Dalsi limitaci G¢innosti aloTX je recidiva ¢i relaps malignity po
transplantaci. Toto riziko je relativné malé, nicméné opét v zavislosti na typu a stadiu
zakladniho onemocnéni, jeho prognostickych markerech a na zakladé fady dalSich
faktorti souvisejicich s pacientem, zékladnim onemocnénim i zpisobem transplantace u
kazdého pacienta rozdilné a v nékterych ptipadech relativné vysoké. K provedeni aloTx
musi pacient naplnovat indikaéni criteria, coz jinymi slovy znamena, Ze aloTX mulZe pfi
zohlednéni rizik a stavu zékladniho onemocnéni ve srovnani s riziky samotného
vykonu zlepSit prognoézu pacienta ve srovnani se standardni 1écbou. K samotnému
provedeni alogenni transplantace je nutné nalézt HLA vhodného darce krvetvornych
bunék, musi byt naplanovana pfislusnd predtransplantaéni cytostatickd ptiprava
vyplyvajici z typu a stavu zdkladniho onemocnéni a ze stavu pacienta a jeho tolerance
cytostatické poptipadé¢ radiacni zatéZze a podobné¢ musi byt zvolena pfisluSna
imunosupresivni a dal§i podptrna 1é¢ba. Z uvedeného vyplyva, Ze provedeni samotné
transplantace pak musi byt provaddéno erudovanym tymem odbornikid riznych
l1ékatskych oboril v prostorach s mikrobidlni protekci a zavedenym rezimem chranicim
pacienty predevS§im pfed riziky infekénich komplikaci. Kromé potencialnich
zévaznych, Casto atypickych, infekénich komplikaci mize byt potransplantacni obdobi
spojené se zavaznymi imunologickymi reakcemi mezi transplantovanou krvetvorbou a
organismem piijemce a dal$imi ¢asnymi a pozdnimi specifickymi potransplantaénimi
komplikacemi, které opét vyzaduji péci zkuSenych odborniku z riiznych lékatskych
oborti. Z pochopitelnych divoda jsou tedy aloTx provadény celosvétové na
vysocespecializovanych hematologickych transplanta¢nich centrech. Samotny vysledek
aloTx zavisi na fadé faktord, mezi které patii typ, rizikové markery a stav zakladniho
onemocnéni, vék, celkovy stav a komorbidita nemocného, zdroj krvetvornych bunck
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(ptibuzny, neptibuzny darce, pupecnikova krev, HLA shoda, kostni dien, stimulované
periferni krvetvorné bunky), typ a intenzita ptedtransplantacni piipravy, typ a zptisob
administrace imunosupresivni 1éCby atd.

V piipadé samotné AML patii v soucasné dobé, jak jiz bylo vySe uvedeno, aloTx k
nejucinngjsim lécebnym piistuptim, nicmén¢ na zakladé vyse uvedenych faktori, které
ovlivituji vysledek transplantace, z aloTx profituji jen nékteii nemocni s AML.
Aktualni obecna doporuceni tykajici se vyznamu a zplisobu provedeni aloTx u
nemocnych s AML lze shrnout zhruba do nésledujicich bod:

a) AMLV 1.KR

Prospektivni studie v 80. a pocatku 90 let minulého stoleti dokladaly nizsi riziko
relapsu a lepsi preziti bez nemoci u pacienti s AML v 1.KR, ktefi podstoupili
aloTx, ale z diuvodu vyssi 1éCebné mortality bylo celkové preziti srovnatelné s
jinymi 1ééebnymi modalitami [212,231]. Nasledné 6 pracovnich skupin v ramci
svych studii srovnavalo vysledky aloTx u pacienti s AML v 1.KR s chemoterapii
ptipadné autologni transplantaci. Vysledky téchto studii vSak opét neprokazovaly
zlepSeni celkového pieziti ve prospéch aloTx (viz.tabulka 41) [53,
209,210,212,216,233].

Tabulka 41 - Vysledky alogenni transplantace krvetvornych bunék u pacientii s AML
v 1.LKR s chemoterapii ¢i autologni transplantaci [53,209,210,212,216,232]

Pracovni skupina Frekvence relapsu Preziti bez relapsu (4r) Celkové preziti (4r)
Alo Auto CHT Alo  Auto CHT Alo Auto CHT
EORTC/GINEMA AMLS 24% 41% 57% 55% 48% 30% 59% 56% 46%
GOELAM 37% 45% 55% 49% 48% 43% 55% 52% 58%
ECOG/CALBG/SWOG 29% 48% 61% 43% 34% 34% 46% 43% 52%
EORTC/GINEMA AML10  30% 52% 52% 42% 58% 50%
UK MRC AML10 36% 52% 50% 42% 55% 42%
HOVON-SAKK 32% 59% 48% 37% 54% 46%

Pokud vSak byla v ramci vysledkil aloTx zohlednéna vstupni prognosticka
cytogenetickd rizika AML, pak opakovana analyza pracovni skupiny
EORTC/GINEMA u studie AML-10 ukazala, Ze v pfipad€ nepiiznivé cytogenetické
progndzy doslo u pacientd, ktefi podstoupili aloTx s ptibuznym darcem v 1.KR
AML ke statisticky vyznamnému zlepSeni pieziti bez relapsu (43% vs.18%) a
predevsim pak celkového pieziti (50% vs 29%) [216]. Pracovni skupina HOVON-
SAKK, pak dolozila zlepSeni celkového pieziti v ptipadé provedeni aloTX nejen pro
pacienty s nepiiznivou cytogenetikou, ale 1 pro pacienty s intermedidrnim
cytogenetickym rizikem [53]. Nasledné pak byla publikovana velka metaanalyza
klinickych studii hodnoticich vyznam aloTx v 1.KR AML u vice nez 3500 pacientd,
ktera potvrzovala statisticky vyznamné zlepSeni celkového preziti v piipadé
provedeni aloTXx od pfibuzného darce u AML s intermediarnim nebo neptiznivym
cytogenetickym rizikem v 1.KR, nikoliv vS8ak u nemocnych s AML v 1.KR a
pfiznivou cytogenetikou [54]. Aktuadlné lze tedy obecné uzavirat, ze v piipadé
dostupného HLA vhodného darce u pacienta v uspokojivém klinickém stavu bez
zévaznych komorbidit s AML v 1.KR s intermediarni ¢i nepfiznivou cytogenetikou
je provedeni aloTx standardnim 1é¢ebnym postupem s nejvétsi, a to predevSim v
piipadé nepiiznivé cytogenetiky, Sanci na vyléfeni leukémie. K uvedenym
zékladnim faktim lze na zaklad¢ recentnich publikaci ptidat n¢kterd upfesnéni. V
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ramci AML s pfiznivou cytogenetikou, tzn. s AML st(8;21) nebo s inv(16) ¢i
t(16;16) tzn. fiznimi geny RUNX1-RUNX1T1 resp. CBF-MYH11, 1ze ocekavat
pii 1écbé samotnou chemoterapii asi 60-70% pravdépodobnost dlouhodobé kontroly
AML. Publikovana data dolozila, Ze pacienti s AML a t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16)
profituji z podani 2 a vice konsolida¢nich cykli vysocedavkovaného cytosin
arabinosidu a Ze u uvedenych typt AML piipadné provedeni aloTX v ramci
konsolida¢ni 1é¢by nezlepSuje 1é¢ebné vysledky [41,177,178,179]. Nicméné &ast
pacientl pies piiznivou progndzu této skupiny AML relabuje. Mezi tyto pacienty
patii nemocni, u nichz je prokazovana mutace c-kit a jejichz 1écebné vysledky
standardni intenzivni chemoterapii jsou horsi a tito pacienti jsou tedy potencialnimi
kandidaty aloTX v ramci konsolida¢ni 1é¢by [93,94]. Podobné miize potencialné
rizikové pacienty u této skupiny AML pomoci definovat stanoveni a monitorace
MRN, coz dosud publikovana data podporuji [139,140]. Pacienti s AML a
intermediarnim cytogenetickym rizikem, jenz pfedstavuji asi 50-60% ze vSech, by
méli na zédklad€ vyse uvedenych publikovanych dat profitovat z provedeni aloTx v
ramci konsolida¢ni 1é€by v 1.KR AML. Tato skupina AML je vSak pomérné
heterogenni a v posledni dekadé byla pospana fada mutaci na molekularni urovni,
které blize upfesiiuji progndézu pacienti s AML a intermediarnim rizikem.
Ptiznivym prognostickym molekuldrné genetickym markerem je prikaz NPMI1
mutace ¢i prukaz mutace CEBPa bez soucasného prikazu mutace FLT3/ITD.
Publikované 1é¢ebné vysledky této skupiny AML svédc¢i pro uspokojivou uc¢innost
vysokych davek cytosin arabinosidu v rdmci konsolida¢ni 1écby a tito nemocni
neprofituji ze zafazeni aloTx do konsolida¢ni strategie [180]. Nicméné i v této
skupiné nemocnych s intermedidrnim cytogenetickym rizikem a pfiznivymi
molekularné genetickymi markery cast pacienti relabuje. Pokud by se podafilo
identifikovat v ramci této skupiny pacientii ony rizikové, byli by to také vhodni
kandidati aloTx. K moznosti identifikovat tyto rizikové pacienty muize piispét
urcéeni dalSich genovych mutaci, které mohou zhorSovat nebo zlepSovat prognézu
AML NPM1+/FLT3/ITD-, coz potvrzuji n¢ktera publikovana data a mize se jednat
napf. o prikaz mutace geni IDH1 a IDH2 [64]. Podobné mize slouzit k identifikaci
rizikovych nemocnych stanoveni exprese mutovaného NPM1 genu v ramci
monitorace MRN, coz bylo téz opakované dolozeno [144,145,146,147]. Kromé
pfiznivych molekularnich nalezii u AML s intermedidrnim cytogenetickym rizikem
byly identifikovany genové mutace, které ukazuji na nepfiznivou progndzu této
skupiny AML v ptipad€ konsolidacni 1é€by samotnou chemoterapii. Zasadni u této
skupiny AML je prikaz FLT3/ITD pozitivity. Klinicky vyznam priikazu FLT3/ITD
je neptiznivy. Pacienti s AML a mutaci FLT3/ITD lé€eni samotnou chemoterapii
maji signifikantn€ vyssi riziko relapsu a horsi celkové preziti nez pacienti s AML
bez piitomnosti mutace FLT3/ITD [61, 62, 63, 64, 65, 180]. Provedeni alogenni
transplantace v rdmci konsolida¢ni 1écby u AML s prikazem FLT3/ITD snizuje
riziko relapsu a zlepSuje celkové preziti ve srovnani s konsolidacni 1éc¢bou
samotnou chemoterapii [180]. V soucasnosti byla identifikovana fada dalSich
molekularnich markerti, které zhorSuji nebo mohou zhorSovat prognéozu AML
s intermediarnim cytogenetickym rizikem a u kterych provedeni aloTxX mliZze vést ke
zlepSeni lécebnych vysledkli. Mezi tyto molekuldrni markery lze zafadit napf.
prikaz mutace genit DNMT3A, TET2, ASXL1 ¢i MLL/PTD a dalsich [64]. U
pacienti s AML a nepfiznivou cytogenetikou jsou vysledky stavajici konvenéni
konsolida¢ni 1é€by vysoce neuspokojivé s 3 letym celkovym prezitim asi 10%
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[53,54]. U této skupiny pacientl je provedeni aloTX v ramci konsolida¢ni 1é¢by
povazovano za standardni postup, coz podporuji jednoznacné publikované vysledky
dokladujici zlepSeni neptiznivé prognodzy téchto pacientli a to i pies vyssi riziko
relapsu po transplantaci ve srovnani napt. s AML s intermediarnim rizikem. AloTx
u této skupiny AML zlepsuje celkové pieziti ve srovnani s chemoterapii vice nez
dvojnasobné [49,53,54,182]. V ramci této skupiny miuzeme definovat vysoce
rizikovou skupinu AML s monozomalnim karyotypem ¢i zménami kratkého
raménka chromozomu 17 nebo deleci ¢i monosomii chromozomu 5, jejichz
dlouhodobé¢ preziti pfi 1é€bé samotnou chemoterapii je < 5% a provedeni aloTx
dosahuje diky pfetrvavajicimu vysokému riziku relapsu dlouhodobého pfeziti jen u
asi 20-30% nemocnych (viz.tabulka 42)[52,233,234,235].

Tabulka 42. Vysledky alogenni transplantace krvetvornych bunék u pacienta s AML
v 1.LKR s chemoterapii ¢i autologni transplantaci [235]

Kumulativni
Charakteristika AML incidence 2 leté pieziti bez 2 leté celkové
relapse nemoci preziti
Monozomalni karyotyp 55% 24% 30%
Monozomi 5, delece 5q 51% 29% 30%
Abnormality 17p 53% 11% 25%
Bez -5/del5 azmén 17p 31% 49% 53%

b) AML mimo 1.KR
Cast pacientdl s AML nedoséhne pies intenzivni indukéni a nasledné zachranou
chemoterapii KR AML. Tito nemocni maji opét vysoce nepiiznivou progndzu,
kterou mulze Ccastecné zlepSit provedeni aloTX s reportovanym dosazenim
dlouhodobého pieziti u 20% az 30% pacientt [185,186]. Zajimavy pristup k 1é€bé
refrakterni AML byl publikovan v rdmci multicentrické studie vyuZivajici u
pacientl s refraktorni AML podani vysokych davek chemoterapie nasledované po
nékolika dnech redukovanym piipravnym cytostatickym predtransplantacnim
rezimem a alogenni transplantaci krvetvornych bunck s profylaktickou aplikaci
darcovskych lymfocytl v potransplanta¢nim obdobi, kdy bylo dosazeno celkového
preziti ve 2 letech 42%. Uvedeny pfistup navic umoziuje provést aloTX 1 u starSich
pacienttl nebo pacientii s dal§imi komorbiditami [187]. CIBMTR registr publikoval
vysledky aloTx u 1673 pacientd s refraktorni nebo aktivni AML v dobé
transplantace. Analyza téchto vysledku umoznila identifikovat 5 rizikovych faktort,
které ovliviuji vysledek aloTX. Mezi tyto faktory patii: trvani remise < 6 mésicu,
cirkulujici blasty v periferni krvi, nepfizniva cytogenetika a Karnofsky stav < 90%.
Pacienti, ktefi neméli zadny z téchto rizikovych faktorii méli 3 leté celkové pieziti
po aloTx 42%. Naopak pacienti s 3 a vice rizikovymi faktory méli celkové preziti
ve 3 letech pouze 6% [236]. U relabujici AML 1é¢ené pouze chemoterapii dochazi i
pies dosazeni 2.KR AML ve vétSin€ piipadt k dalSimu relapsu AML. Provedeni
aloTx u pacientu s relabujici AML po dosazeni 2.KR zlepSuje prognézu téchto
pacientll ve srovnani s 1é€bou pouhou chemoterapii. Napiiklad zhodnoceni 1271
pacientil 1é€enych v ramci studit MRC AML10, AMLI12 a AMLI15, ktefi nebyli po
dosazeni KR AML alogenné transplantovani a néasledné zrelabovali, ukazuje ze v
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ptipad¢é provedeni aloTx v 2.KR AML bylo dosazeno celkového pieziti 42% ve
srovnani s 16% v piipadé 1é¢by samotnou chemoterapii [237]. Urcitym dilematem
je fakt, zda v ptipad¢ relapsu AML neni lepsi provést aloTx piimo v dobé relapsu
(idealn¢ incipientniho s infiltraci kostni difené blasty <30%) s Sanci na dlouhodobé
vyléCeni u cca 30%-40% pacienti [187,236,238, 239]. Tento postup muize totiz
dosahovat lepsich vysledkii nez 1écba relapsu AML chemoterapii s cilem dosazeni
2.KR AML, protoze jen asi 30-60% pacientii dosahne 2.KR a pokud pak podstoupi
aloTx, tak zhruba 40-50% dosahne trvalého vyléCeni, coz znamena, ze vyléceni
doséhne jen 15-30% ze vSech relabujicich nemocnych, a to je méné nez v piipade
provedeni aloTX v dob¢ relapsu bez reindukéni chemoterapie [237,240]. Bohuzel
limitaci této strategie je skuteCnost, ze v dob¢ relapsu neni obvykle nalezen HLA
vhodny darce, coz obvykle znemozni provedeni ¢asné aloTX. UrCitou moznosti
zvySujici Sanci na vyuziti této 1éCebné strategie by byla snaha a ¢asné (po stanoveni
diagndzy) vytipovani vhodného alogenniho darce krvetvornych bunék pro vsechny
pacienty. Tedy i ty pacienty, ktefi nebudou indikovani po dosazeni 1. KR AML k
aloTx. Velmi $patnou prognozu i pies piipadné provedeni aloTX maji pacienti s
relapsem AML, ktefi po reindukéni 1é€bé nedosahnou 2. KR AML [189].
Samostatnou skupinou je AML relabujici po aloTx. Lécba relapsu AML po
alogenni transplantaci ma neuspokojivé vysledky s reportovanym asi 15%
celkovym prezitim ve 2 letech po relapsu [241]. Obecné lze fici, ze lepsi prognozu
maji pacienti s pozdnim relapsem AML po aloTx (12 mésict) a k 16¢bé se vyuziva
podani infaze darcovskych lymfocytl ¢astéji v kombinaci s pfedchozi chemoterapii.
U nékterych pacientli 1ze zvaZovat retransplantaci piipadné vyuziti néktery z nové
zkouSenych 1€k (hypometylaéni latky, inhibitory tyrozin kinaz apod.).

Zdroj krvetvornych bun¢k

Dércovské krvetvorné bunky byly historicky ziskdvany odbérem kostni diené. Diky
zjisténi, ze zarodecné krvetvorné buiiky se uvoliuji z kostni dien¢ do periferni krve,
kdy jejich mnozstvi lze vyznamné zvysit piedchozi stimulaci (v pfipadé alogennich
déarci) podanim ristovych faktorti granulopoezy a diky zvladnuti jejich odbéru
pomoci separatoru krevnich elementi a pii standardizovaném méteni ziskaného
mnozstvi CD34+ krvetvornych bunék se tzv. “periferni krvetvorné bunky” staly v
prib&hu 90.let minulého stoleti alternativnim zdrojem S$tépu u aloTX. Diky relativni
snadnosti odbéru, vy§§imu poctu CD34+pozitivnich bun€k a rychlej§imu piihojeni
Stépu se periferni krvetvorné bunky staly preferovanym zdrojem krvetvornych
bun€k a v soucasné dobé je asi dvé tfetiny transplantaci provedeno jejich pomoci
[242,243]. Pro Gplnost je tieba uvést, Ze dalsim potencialnim zdrojem krvetvornych
bunék je pupecnikova krev. Ta vSak v sou€asnosti u dospélych pacientli patii k
alternativnim zdrojim S$tépu a bude podrobnéji zminéna v dal§i Céasti textu.
Jednotlivé zdroje krvetvornych bun¢k se 1isi fadou vlastnosti, které mohou finalné
ovlivitovat vysledek aloTXx a které mohou a hraji roli v preferenci transplantacniho
centra pro volbu zdroje krvetvornych bunc¢k u konkrétni transplantace. Rozdily
mezi jednotlivymi $té€py jsou v rychlosti jejich ziskani, potencidlnich komplikacich
pro darce a mnozsvi jednotlivych bunéénych elementl, kdy napiiklad mnoZzstvi
erytrocytil a plasmy je u perifernich krvetvornych bunék nizsi nez u kostni dfené,
coz muze hrat roli v pfipadé neshody krevni skupiny mezi darcem a piijemcem.
Naopak pocet CD34+krvetvornych bunck, ale i zralych T-lymfocyti je vyssi ve
$tépu perifernich krvetvornych bunck, coz snizuje rizika rejekce Stépu a ovliviiuje
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rychlost obnoveni krvetvorby ve prospéch perifernich krvetvornych bunék. Na
druhou stranu riziko rozvoje akutni a pfedevS§im pak chronické nemoci z reakce
Stépu proti hostiteli je nizsi u pacienti transplantovanych kostni dfeni, coz vSak u
této skupiny muze predevSim u rizikovéjSich onemocnéni zvySovat incidence
relapstt (viz.tabulka 43) [244]. Dilezitym a ¢asto rozhodujicim faktorem
ovlivitujicim volbu typu Stépu jsou vsSak faktory na strané¢ samotného darce.
Napiiklad u ptibuzného darce mohou byt zdravotni diivody, které neumozni nebo
zvysuji rizika celkové anestézie a nemuze byt tedy proveden odbér kostni diené. No
a zcela rozhodujici je pak samotné rozhodnuti darce, ktery ma pravo se na zakladé
detailnich informacich o jednotlivych zplsobech darovani rozhodnout jakym
zpusobem bude darovat.

Tabulka 43 - Srovnani jednotlivych typi S$tépu pro alogenni transplantaci
krvetvornych bunék [244]

Doba do transplantace od

Kostni dren

Periferni krev

Pupecnikova krev

zahajeni vyhledavani u 3-6 mésici 3-6 mésicu 2-4 tydny
nepiibuzného darce
Obvykly objem 500-2000 mli 50-300 ml 25-150 mi
Potencialni komplikace riziko infekce z mista bolesti pfi aplikaci Zadné
pro darce odbéru, krvaceni, rizika rustovych faktoru,
celkévé anestézie atd. krvaceni, infekce,
tromboza, hypotenze,
elektrolyt.dysbalance
Minimalni mnozstvi 2x10e8/kg nuklearnich 2x10e6/kg CD34+ bb. 2,5x10e7/kg nuklearnich
bunék pro transplantaci bunek bunék
Mnozstvi erytrocytt Vysoké nizké Nizké
Moznost nasledného Ano ano ne
darovani
Expozice DMSO Ne ne ano
(kryokonzervant)
Vhodna HLA shoda darce tésna shoda (9-10/10) tésna shoda (9-10/10) niz§i shoda (4-6/6)
a ptijemce
Ptihojeni neutrofil 3 tydny 2 tydny 4 tydny
Imunitni rekonstituce Rychla rychla pomala
Riziko nemoci z reakce Stredni Vyssi nizké
Stépu proti hostiteli
Riziko potransplanta¢nich Nizsi nizsi Vyssi
infekci
Prenos latentnich virovych Vyssi vyssi Nizsi
infekei
CMV porzitivita darce a Vyssi vyssi Nizsi
riziko pfenosu CMV
Riziko relapsu Vyssi nizsi Vyssi

V pfipad¢ piibuzného HLA kompatibilniho darce existuje fada randomizovanych
studii srovnavajicich vysledky aloTX pii pouziti krvetvornych bunék ziskanych z
kostni dfené nebo periferni krve. Vysledky jednotlivych studii se obvykle shoduji v
rychlej§im ptihojeni $tépu v piipadé pouziti perifernich krvetvornych bunék,
nicméné v riziku rozvoje nemoci z reakce Sté€pu proti hostiteli (GVHD), riziku
relapsu, transplantacni mortalité a celkovém pieziti se lisi [244]. Podobné je tomu u
publikovanych dat meta-analyz randomizovanych studii. Napt. pfi hodnoceni 1111
pacientll z 9 metanalyz svéd¢i publikované vysledky o srovnatelném celkovém
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d)

preziti pfi pouziti perifernich krvetvornych bunék nebo kostni dieni, ale pieziti bez
nemoci je statisticky vyznamné lepsi v piipadé pouziti perifernich krvetvornych
bunék. Soucasné provedena subanalyza skupiny pacientiim s pokrocilym zékladnim
onemocnénim prokazovala v ptfipad¢é pouziti perifernich krvetvornych bunék nejen
statisticky vyznamné zlepSeni preziti bez nemoci, ale i zlepSeni celkového preziti u
této skupiny pacienti s rizikovou malignitou. Pouziti perifernich krvetvornych
bunék bylo téz spojeno s vys$§im riziem rozvoje akutni i chronické GVHD, niz§im
rizikem relapsu a srovnatelnou transplantatni mortalitou [245]. Recentné
publikovana meta-analyza 11 randomizovanych studii vSak dokladovala srovnatelné
celkové preziti, preziti bez nemoci a transplantaéni mortalitu pfi srovnani
perifernich krvetvornych bunék a kostni dfené. V piipadé pouziti perifernich
krvetvornych bunék doslo k statisticky signifikantné rychlejSimu piihojeni
neutrofild a vys$i incidence akutni i chronické GVHD [246]. V piipadé
neptibuzenské aloTx byly publikovany vysledky randomizované studie u 551
pacientii po myeloablativni pfipravé srovnavajici kostni dfen a periferni krev, kdy
mély obé skupiny transplantovanych pacientd srovnatelnou incidence akutni
GVHD, 2 leté pteziti bez nemoci, 2 leté celkové preziti (PBSC 51% vs BM 46%).
Naopak vyuziti periferni krve jako zdroje krvetvornych bunék bylo spojeno s
niz8im rizikem selhani $tépu (3% vs 9%) a vySSimu riziku rozvoje chronické
GVHD (48% vs 32%) [247].

Neptibuzny darce krvetvornych bunék

Alogenni transplantace krvetvornych bunék zlepSuje v 1.KR, jak bylo vySe
uvedeno, u AML s intermediarnim a vysokym cytogenetickym rizikem 1écebné
vysledky. OvSem fakta podporujici toto doporuceni vychazeji z vysledku
transplantaci od pfibuzného darce. Nicméné pouze asi 25-30% pacienti s AML v
1.KR indikovanych k alogenni transplantaci nalezneme HLA shodného ptibuzného
darce [248]. V tGvahu tedy pfipada vyuziti nepiibuzného HLA shodného darce.
Historicky vysledky neptibuzenskych transplantaci byly horS$i nez v ptipadé
ptibuznych darct, ale predevsim diky zlepSeni typizace transplanta¢nich tedy HLA
znakl pomoci molekuldrné genetickych metod svéd¢i publikovand data z novéjsi
doby v piipadé¢ AML o srovnatelnych vysledcich pifi vyuziti ptibuzného ¢i
nepiibuzného darce. V pfipad€é pacienti s cytogeneticky nepiiznivou AML
transplantovanych jiz v letech 1996-2005 byly doloZeny na zéklad€ analyzy dat
CIBMTR databaze srovnatelné 1é¢ebné vysledky u neptibuzenskych transplantaci
ve srovnani s transplantacemi piibuzenskymi [249]. Posledni publikované
retrospektivni  analyzy dokladaji srovnatelné vysledky piibuzenskych a
nepiibuzenskych transplantaci t¢Z u AML s intermedidrnim cytogenetickym
rizikem. Navic posledni velka analyza dat CIBMTR databaze hodnotici vysledky
vice nez 2000 transplantaci dolozila, Ze 3 leté pieziti po alogenni transplantaci od
pfibuzného, neptibuzného, ale i nepiibuzného darce s 1 HLA neshodou je
srovnatelné (viz. tabulka 44) [250,251].
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Tabulka 44 - Pravdépdobnost pieZiti u pacientii s AML na zakladé typu darcev2 a3
letech po transplantaci [251]

Shodny Nepftibujzny darce
Ptibuzny dérce nepiibuzny darce s1HLA P
neshodou
2 lety OS 42% 42% 40% NS
3 lety OS 371% 37% 36% NS

e) Alternativni darce

Cast pacientii s AML indikovanych k aloTx nema HLA vhodného piibuzného nebo
nepfibuzného darce. U téchto pacientii a predevsim pak u téch, jejichZ prognodza je
v ptipad¢ neprovedeni alogenni transplantace Spatnd, lze vyuzit tzv. alternativniho
darce krvetvornych bunék. V tuvahu tedy piipadd jiz vySe zminované vyuziti
pupecnikové krve. Potencialni vyhodou pupecnikové krve je jeji rychla dostupnost,
potfeba menSi HLA shody a niz$i rizika rozvoje GVHD. Naopak limitaci vyuziti
pupecnikové krve je pomalejsi ptihojeni §tépu a rekonstituce imunity spojené s
vyS$$imi riziky transplanta¢ni mortality. U dospélych pak je jeji vyuZiti limitovano
pfedev§im mens$im poctem bunék obsazenych v pupecnikové krvi, coZ by mohlo
ohrozit pfihojeni §t€pu. Dalsi nevyhodou pupe¢nikové krve je nemoZznost vyuziti
opakovaného darovani napt. pfi potiebé aplikace infuze darcovskych lymfocyti a v
neposledni fad€ je vyuziti pupecnikové krve spojeno s vyssi cenou samotné
transplantace [244]. Vysledky srovnavajici vysledky alogenni transplantace pfi
vyuziti pupecnikové krve ve srovnani s HLA vhodnym neptibuznym darcem jsou
ve svych zavérech ponékud kontroverzni. VyuZziti pupecnikové krve je obvykle
spojeno s niz§im rizikem rozvoje GVHD, srovnatelnym rizikem relapsu a vysSSim
rizikem transplanta¢ni mortality. Cést publikaci pak dokladuje horsi celkové pieziti
v piipadé vyuziti pupecnikové krve [252,253,254]. Naopak ¢ast publikovanych dat
doklada srovnatelné vysledky alogenni transplantace v pfipadé AML pfi srovnani
pupeénikové krve a neptibuzného darce [255,256]. Nizky pocet krvetvornych
bunek, ktery obsahuje jeden Stép pupecnikové krve, miize byt prekonan pouzitim
dvou $tépu pupecnikové krve od rozdilnych darct pii zachovani HLA shody 4-6/6
[257]. Nekolik publikaci pak doklada srovnatelné celkové pieziti pii pouZiti dvou
Stépli pupecnikové krve ve srovnani s vysledky transplantace krvetvornych bunék
od ptibuzného nebo nepiibuzného darce (viz. tabulka 45) [258,259,260].

Tabulka 45 - Transplanta¢ni vysledky p¥i pouziti dvou $tépi pupeénikové krve a
srovnani s vysledky za vyuziti pribuzného a nepribuzného darce [258]

“double” nepiibuzny HLA nepribuzny darce
pupecnikova krev pribuzny darce shodny darce s HLA neshodou

Neutrofily >

0,5x10e9/1 26 dni 16 dni 19 dni 18 dni

Trombocyty >
20x10e9/1 53 dni 20 dni 21 dni 21 dni
5 leté preziti bez
leukémie 51% 33% 48% 38%

Kumulativni
incidence relapsu v
5 letech

15%

43%

37%

35%

Transplantaéni
mortalitav 5
letech

34%

24%

14%

27%

Akutni GVHD II-1V
stupné

60%

65%

80%

85%
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Akutni GVHD III-
IV stupné 22% 13% 14% 37%
Chronicka GVHD 26% 47% 43% 48%

Dalsim alternativnim zdrojem resp. daircem mtize byt haploidenticky piibuzny darce
(rodi¢, sourozenec, dité). Historicky vysoké riziko nemoci z reakce S$té€pu proti
hostiteli, vysoké riziko potransplantacnich infekénich komplikaci, rejekce $tépu,
transplantacni mortality a vyssi riziko relapsu byly v poslednich letech vyznamné
zlepseny novymi transplantacnimi postupy pii vyuziti haploidentického darce.
Jednou z moznosti je pozitivni selekce CD34 pozitivnich bunék ze St€épu od
haploidentického darce s podanim jejich vysokého poctu ptijemci. Uvedeny piistup
vedl k uspokojivému piihojeni $tépu, nizké incidenci GVHD s reportovanym
pfezitim bez nemoci 35-40%. Nicméné diky pomalé imunorekonstituci po
transplantaci byl tento pfistup zatizen vysokym rizikem infek¢nich komplikaci
[261,262]. Podobné transplantacni vysledky byly dosazeny i vyuzitim
haploidentického §tépu s depleci CD3 pozitivnich lymfocyti a ptipadné 1 CD19
pozitivnich lymfocyti, kdy byla rekonstituce imunity rychlejsi a frekvence
infekénich komplikaci niz$i [263, 264]. V posledni dobé vSak pievlada v ramci
haploidentickych transplantaci podani nemanipulovaného $tépu (tzn. bez deplece T
lymfocytl) spojené s potransplanta¢nim podanim cyklofosfamidu [265,266,267].
Publikované srovnani transplantacnich vysledki pfi podani nemanipulovaného
haploidentického §tépu s podanim haploidentického §tépu s depleci T lymfocyt
vyznélo ve prospéch nemanipulovaného haploidentického $tépu s lepsim celkovym
prezitim v 1 roce (64% vs 30%), nizsi transplantacni mortalitou (16% vs 42%) a
nizs8i incidenci chronické GVHD (7% vs 18%). Sou€asné dochazelo k rychlejsi
retrospektivni analyza pak dokladuje srovnatelné vysledky aloTx u
hematologickych malignit pfi pouziti piibuzného darce, HLA shodného
nepiibuzného darce a haploidentického darce (nemanipulovany $tép, cyklofosfamid
po transplantaci) [269]. Podobn¢ byly publikovany vysledky multicentrické studie,
které  dokladovaly  srovnatelné transplantacni  vysledky pii  pouZiti
nemanipulovaného haploidentického Stépu nebo dvou Stépli pupecnikové krve s
celkovym piezitim v 1 roce 54% vs 62% [270]. Zajimava data pfinasi publikace,
kde pacienti s AML se stfednim nebo vysokym rizikem po dosazeni 1.KR a bez
HLA vhodného darce méli moznost volby mezi pokracovanim v chemoterapii nebo
podstoupenim alogenni haploidentické transplantace. Hodnoceni obou lécebnych
strategii pak vyznélo statisticky signifikantné ve prospéch provedeni haploidentické
aloTx (viz. tabulka 46) [271].

Tabulka 46. Srovnani chemoterapie a haploidentické transplantace u AML v 1.KR a
stifednim nebo vysokym rizikem [271]

Chemoterapie (74) Haploidenticka Tx (58) P
Incidence relapse 57% 12% <0.0001
4 leté preziti bez 44,2% 73,1% <0.0001
nemoci
4 leté celkové preziti 54,7% 77,5% 0.001
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f)

I pfes pomérné nadé€jné vysledky patii vyuziti haploidentického darce pro
transplantaci krvetvornych bunék mezi postupy, které jsou alternativou vyuziti
klasického HLA shodného piibuzného ¢i nepiibuzného darce a dalsi jeji moznosti
jsou intenzivné zkoumany. K zkoumanym oblastem patii optimalizace piipravného
predtransplantacniho protokolu, profylaktické imunosupresivni 1écby a predevsim
pak moznost vyuziti bunécné terapie at’ uz selekci riznych subtypt T-lymfocytl s
jejich odstranénim nebo naopak aplikaci v rdmci haploidentické transplantace a to
samé se tyka moznosti potencialniho vyuziti aplikace mesenchymalnich bunék ¢i
NK bunék atd. [244].

Ptipravny predtransplantacni protokol

Piipravny piedtransplanta¢ni protokol je vyznamnou soucasti samotné aloTX a jeho
volba mlze vyznamné ovlivnit transplantacni  vysledky.  Pfipravny
pfedtransplantacni protokol je tvofen kombinaci cytostatik a v n¢kterych ptipadech
je jeho soucasti téz celotélové ozafeni. Piipravny piedtransplantacni protocol ma za
ukol odstranit piivodni krvetvorbu véetné minimalizace pfipadné maligni bunécéné
populace, navodit imunusupresi a tim umozZnit pfihojeni transplantovanych
krvetvornych bun€k a minimalizovat riziko relapsu malignity idedlné =za
minimélnich projevii samotné toxicity aplikovanych cytostatik ¢i radioterapie.
Historicky byly vyuzivany myeloablativni pfipravné rezimy minimalizujici riziko
relapsu, nicméné byly zatizené vysokou toxicitou a omezenou moznosti provedeni
transplantace pfi jejich podani na skupinu mladsich pacientii v dobrém klinickém
stavu a bez zdvaznych komorbidit. Poznani, Ze vyznamnou ne-li rozhodujici roli ve
findlnim ovlivnéni malignity pfind$i imunologicky efekt reakce St€pu proti nadoru
spiSe nez intenzita ptipravného predtransplanta¢niho protokolu, doslo na pielomu
tisicileti k zavedeni pfipravnych piedtransplantacnich protokold se snizenymi
davkami cytostatik nebo radioterapie. Tyto piipravné protokoly diky nizsi toxicité
umoznily provedeni aloTx u vys$siho poctu pacientti [272]. Aktualné jsou piipravné
protokoly na zaklad€ hloubky myeloablace a toxicity rozdéleny na myeloablativni,
redukované a nemyeloablativni [273]. V ptipadé myeloablativnich protokola patii k
nejvyuzivangj$im v ramci piipravy pied aloTX pro AML celotélové ozafeni v
kombinaci a cyklofosfamidem nebo protokol tvofeny pouze cytostatiky, kdy
radioterapii nahrazuje podani busulfanu. Historické prace dokladovaly leps$i preZiti
bez nemoci a celkové pieziti pti vyuziti myaloablativniho protokolu vyuZzivajiciho
radioterapii [274,275]. V soucasné dobé po zavedeni i.v. podavani busulfanu vsak
posledni analyzy srovnavajici myeloablativni ptipravu u AML prokazuji nizsi
transplantacni mortalitu, lepsi pteziti bez nemoci a lepsi celkové preziti v piipade
kombinace i.v. busulfanu s cyklofosfamidem [276,277]. V poslednich letech v
ramci snahy o dal$i redukci toxicity myeloablativnich pfipravnych rezimi byly
zkouseny 1 dalSi kombinace cytostatik. Napiiklad standarni kombinace
cyklofosfamidu s busulfanem byla nahrazena kombinaci fludarabinu s busulfanem.
Publikované vysledky svédcily pro nizsi toxicitu nové zkousené kombinace
[278,279]. V piipadé AML vsak publikované vysledky ukazovaly nizsi preziti bez
relapsu a niz$i celkové pfiziti u uvedené kombinace fludarabinu s busulfanem ve
srovnani s kombinaci cyklofosfamidu a busulfanu [280]. Krom¢ uvedené
alternativy myeloablativniho cytostatického protokolu jsou vyuzivany i dalsi
cytostatika napf. kombinace melfalanu s busulfanem ¢i kombinace treosulfanu s
fludarabinem atd. [281,282]. Jak jiz bylo vySe wuvedeno, tak pouziti
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myeloablativnich rezimii je spojeno s vysS$i toxicitou a provedeni aloTX po
myeloablativni pfipravé u starSich nemocnych nebo u pacienti s dalSimi
komorbiditami je spojeno s vysokymi riziky transplanta¢ni mortality. Zavedenim
redukovanych nebo nemyeloablativnich rezimi bylo dosazeno nizs§i toxicity
podané¢ho piipravného piedtransplantatniho protokolu, coz umozZnilo rozsifit
provedeni aloTx i na uvedené rizikové skupiny pacientd. Existuje fada
redukovanych ¢i nemyeloablativnich pfipravnych rezimi, které maji rozdilné
slozeni a rozdilnou toxicitu (viz. tabulka 47). V soucasné dobé¢ diky chybéni
randomizovanych studii neexistuje jednoznacné doporuceni, ktery protokol je
nejvyhodnéjsi a konkrétni volba ptipravného redukovaného ¢i nemyeloablativniho
piipravného protokolu je ovlivnéna predevsim zkuSenostmi jednotlivych
transplantacnich center s danym protokolem.

Tabulka 47 - Rozdéleni redukovanych a nemyeloablativnich piipravnych reZimi
[272,273]

Redukované reZimy Nemyeloablativni reZimy
TBI<500 cGy jednorazové Fludarabin+cyklofosfamid + ATG
nebo < 800 cGy frakcionované
Busulfan celkové <9 mg/kg Fludarabin+ Ara-C + idarubicin
Melfalan celkové < 140mg/m2 Kladribin + Ara-C
Thiotepa < 10 mg/kg TBI < 2Gy +/- purinovy analog

Obvykle se tyto rezimy skladaji z fludarabinu piipadné kladribinu v kombinaci s
dal$imi cytostatiky ¢i niz§imi davkami celotélového ozafeni. K typickym
kombinacim patii napt. fludarabin a melfalan ¢i busulfan s fludarabinem nebo
kombinace treosulfanu s fludarabinem atd. [272]. V piipadé vyuziti redukovanych
nebo nemyeloablativnich reZiml pfed aloTX u AML publikovana data dokladaji, ze
intenzita ptipravného pfedtransplantaéniho protokolu koreluje s incidenci relapsu
AML po transplantaci [283,284]. V roce 2013 pak jedna z vétsich retrospektivnich
publikovanych analyz u 878 transplantovanych nemocnych s AML nebo MDS
dokladovala vyssi riziko relapsu v piipadé redukované ptipravy ve srovnani s
myeloablativni ptipravou (39% vs. 23%) [285]. Nicméné vySe uvedenymi studiemi
dokladované vyssi riziko relapsu AML v ptipadé€ vyuziti redukovanych piipravnych
reziml je soucasné spojeno s niz$imi riziky transplantacni mortality, kdy naopak
myeloablativni pfipravné rezimy maji transplantacni mortalitu vy$si a vysledné
celkové preziti je nakonec u obou typll pfipravy srovnatelné. Naptiklad analyza
EBMT srovnavajici 315 transplatovanych pacienti po redukované ptipravé s 407
pacienty po myeloablativni pfipravé s AML, ktefi byli starsi 50 let, dokladovala
vyssi riziko relapsu v ptipadé redukovaného piipravného rezimu (41% vs. 24%) pii
niz8i transplanta¢ni mortalit€¢ (22 vs 31%) a vysledné za srovnatelné¢ho pieziti bez
nemoci a celkového preziti [286]. Na zaklad¢ vyse uvedenych fakt a pfi chybéni
prospektivnich randomizovanych studii jsou redukované nebo nemyeloablativni
ptipravné rezimy u AML pouzivany obvykle u pacienti starSich 50-55 let, u

wvewr

u nemocnych , ktefi v ramci 1éCby jiz podstoupili autologni transplantaci [287,288].
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g) Stav pacienta

AloTx je pfes svou vysokou terapeutickou ucinnost limitivana krom¢ moznosti
relapsu AML riziky vyplyvajicimi ze samotné transplantace. Komplikace samotné
transplantacni 1écby zvySuji morbiditu a s ohledem na celkové preziti pak
predevsim mortalitu transplantovanych pacientii. Riziko transplantacni mortalitity,
které se v zavislosti na fad¢ faktort pohybuje zhruba mezi 10-50%, je zasadné
ovlivnéno faktory, které souvisi s vékem, celkovym stavem a piidruzenymi
onemocnénimi pacienta, ktery transplantaci podstupuje. Samotny kalendaini vék
pacienta nepochybné ovliviiuje vysledek aloTXx a lze pfipustit, Ze s nariistajicim
vékem vzristé riziko transplantacni mortality. Tento fakt byl jiz vySe dokladovan
vyssi transplantacni mortalitou u starSich nemocnych, ktefi podstoupili aloTX po
myeloablativni piipraveé. Samotny kalendaini vék je pak také soucasti EBMT-risk
skore, které je vSeobecné vyuzivano k odhadu celkového preziti po transplantaci a
rizik transplantaéni mortality (viz. tabulka 48).

Tabulka 48 - EBMT-risk skére [289,290]

Rizikovy factor Rizikové body
Vék
<20 0
20-40 1
>40 2
Stadium nemoci
Casné 0
stiedni 1
pozdni 2
Doba od dg. do transplantace, mésice
<12 0
>12 1
Typ darce
ptibuzny 0
neptibuzny 1
Pohlavi piijemce a darce
vsichni ostatni 0
Darce Zena , pfijemce muz 1

Pacienti s EMBT-risk skore (0 bodl) pak maji v 5 letech transplanta¢ni mortalitu
11% a celkové preziti 74%. Naopak pacienti s vysokym EBMT-risk skore (6-7
bodi) maji v 5 letech transplantaéni mortalitu 45% a celkové preziti 25%
[289,290]. Samotny kalendaini veék je tedy nepochybné vyznamnym faktorem, ale
protoze pacienti srovnatelného véku mohou byt v jiném celkovém stavu, fyzické
kondici a mohou mit riznd pfidruZend onemocnéni vyuZivaji s€ k posouzeni
transplantacnich rizik spiSe parametry hodnotici tyto faktory. Celkovy stav pacienta
se hodnoti dle riznych rizikovych skore (Karnofsky, WHO) [291,292]. Obecné jsou
obvykle hodnoceny schopnosti pacienta ve smyslu sebeobsluhy, jeho denni aktivita
a projevy nemoci na celkovy stav. Publikované vysledky pak dokladaji, ze celkovy
stav pacienta je nezavislym prognostickym faktorem ovliviiujicim transplanta¢ni
mortalitu a celkové preziti po transplantaci (viz. tabulka 49) [293,294, 295].
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Tabulka 49 - Karnofsky stav a vliv na transplanta¢ni mortalitu a pieziti [295]

transplant.mortalita 2 letech

celkové preziti ve 2 letech

Karnofsky > 90%

22%

5%

Karnofsky < 90%

39%

371%

K posouzeni piidruzenych onemocnéni se u transplantovanych pacientli Siroce
vyuziva “Hematopoietic cell transplantation — specific comorbidity index (HCT-
Cl)” [37]. Skorovaci systém hodnoti postizeni jednotlivych organti a dalsi
parametry rizikovymi body (viz. tabulka 50). Vysledny soucet rizikovych boda pak

uréuje prognozu transplantovaného pacienta (viz. tabulka 51)

Tabulka 50 - HCT-CI definice [37]

Onemocnéni Definice Skore
Arytmie fibrilace nebo flutter sini, ,sick sinus“ syndrom, ventrikularni 1
arytmie
Kardialni zavazna skleréza Kkoronarnich tepen, srde¢ni selhavani, infarkt 1
myokardu, EF<50%
zanétlivé Crohnova nemoc, ulcerézni kolitida 1
onemocnéni GIT
cerebrovaskularni TIA, ictus 1
psychiatrické deprese, uzkost vyZadujici psychiatrickou konzultaci ¢i 1é¢bu 1
jaterni (lehké) hepatitida, zvySeny bilirubin do 1,5 nasobku normy, AST/ALT 1
zvySené do 2,5 nasobku normy
Obezita BMI > 35 kg/m2 1
Infekéni infekce vyZadujici antimikrobialni 1é¢bu 1
Revmatologické SLE, RA, polymyozitida atd. 2
vicedova choroba vyZadujici 1é¢bu 2
Zaludku
renalni sérovy kreatinin>176,8 umol/l, dialyza, pi‘edchozi transpl. Ledviny 2
(stiedni/tézké)
plicni (sti‘edni) DLCO a/nebo FEV1 66%-80%, dusnost p¥i leh¢i aktivité 2
predchozi nadorové  1é¢eno kdykoliv v minulosti kromé karcinomu kiize 8
plicni (tézké) DLCO a/nebo FEV1 <65%, klidova dusnost, potfeba oxygenoterapie 3
jaterni (tézké) Jaterni cirhoza, zvySeny bilirubin nad 1,5 nasobku normy, AST/ALT 3
zvySené nad 2,5 nasobku normy
chlopenni vada kromé prolapsu mitralni chlopné 3

Tabulka 51 - Vliv HCT-CI na ¢asné mortalitu a preZiti u nemocnych starSich 60 let

s AML po transplantaci [38].

HCT-CI umrti do dne +28 mediin preZiti (tydny)
0 3% 45
1-2 11% 31
3 a vice 29% 19

Zajimavou stratifikaci pfinasi pak publikace hodnotici vliv celkového stavu pomoci
Karnofsky skére a HCT-CI na vysledek nemyeloablativni transplantace u starsi
pacientl, kde vyslednd analyza stratifikuje 4 skupiny pacientd s rozdilnymi
transplantacnimi riziky (viz. tabulka 52) [293].
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Tabulka 52 - Vliv kombinace HCT-CI a celkového stavu na preZiti u nemocnych
starSich 50 let s AML lé¢enych aloTx [293].

Rizikova skupina HCT-CI Karnofsky skore 2 leté celkové
preziti
I 0-2 >80% 68%
1 0-2 <80% 58%
1l >3 >80% 41%
v >3 <80% 32%

Pres Siroké vyuziti HCT-CI a publikacné potvrzeny jeho vyznam v ramci
zhodnoceni potransplanta¢nich rizik nékteré prace jeho validitu nepotvrdily a
piipadné stratifikaci dale upiesnovaly [295,296].

2.7.5 Nové 1é¢ebné postupy v 1é¢bé AML

V poslednich zhruba 15 letech doslo diky vyzkumu molekuldrni podstaty nadorovych
onemocnéni ke znacnému rozsifeni onkologické 1é¢by a to predevsim ve smyslu 1écby “Sité
na miru” tzn. rozsifeni o preparaty, které¢ cilené a v fad¢ ptipadl selektivné ovliviuji
nadorové bunky a zafazeni téchto 1€kt do 1éCby vyznamné ovliviuje jeji ucinnost. V
ptipadé hematologickych nadorovych onemocnéni zavedeni novych 1€kt zasadné ovlivnilo
prognoézu a zpusob lécby fady hematologickych malignit. Nejmarkatnéj$§im piikladem
muze byt chronickd myeloidni leukémie, kterda do konce 90.let minulého stoleti patfila s
vyjimkou provedeni alogenni transplantace (v té dob&é nejcastéjsi indikace k aloTx) k
nevyléCitelnym onemocnénim s medianem pteziti 4-5 let. Po zavedeni 1éCby pomoci
inhibitordt tyrozin kinaz (imatinib, nilotinib, dasatinib atd.) vSak doSlo k zdsadnimu
ovlivnéni 1écebnych vysledku s piezivanim cca 90% pacientd v 8 letech od diagnoézy a s
odsunutim dosud jediné kurativni 1écby tzn. aloTX aZ do 2. ¢i 3.linie 1écby pro “raritni”
pfipady selhani 1écby inhibitory tyrozin kindz. K dal§im skupindm 1€k, kterd zasadné
ovlivnily 1é¢bu hematologickych malignit, patii v poslednich letech imunoterapie
protilatkami (rituximab, ofatumumab, alemtuzumab, brentuximab vedotin atd.) v ptipadé
lymfomd ale i akutni lymfoblastické leukémie, 1é¢ba imunomodula¢nimi Iéky (thalidomid,
lenalidomid, pomalidomid atd.) a inhibitory proteazomu (bortezomib, carfilzomib) v
ptipadé¢ mnohocetného myelomu i dalSich hematologickych malignit, hypometylacni 1é¢ba
(azacytidin, decitabin) v ptipadé myelodysplastického syndrome, inhibice BCR signalni
dréhy (idelalisib, ibrutinib) u nonhodgkinskych lymfomu atd. Bohuzel v pfipadé¢ AML v
soucCasné dob¢ pres intenzivni vyzkum a provedeni fady studii s hodnocenim rtiznych 1ékt
zustava zatim standardni 1é€ba AML v poslednich desetiletich beze zmén. V ramci
vyzkumii novych 1€kt a 1é¢ebnych ptistupti u AML byly a jsou zkoumany nova cytostatika
(clofarabin, elacytarabin, CPX-351, sapacitabine, bendamustin atd.), protilatky
(gentuzumab ozogamycin), hypometylacni latky (azacytidin, decitabin), inhibitoty histon
deacetylazy (vorinostat, entinostat, panobinostat atd.), inhibitoty FLT3 signélu (sorafenib,
midostaurin, lestaurtinib, AC220 atd.), inhibitory “polo-like” kinazy (volasertib), inbibitory
mTOR (everolimus, temsirolimus), retinoidy (ATRA, bexaroten), imunomodulac¢ni 1éky
(lenalidomid atd.), inhibitory proteozomu (bortezomib atd.), inhibitory farnesyl transferazy
(tipifarnib), statiny (pravastatin, lovastatin), EGFR inhibitory (erlotinib), imunoterapie atd.



2. Soucasny stav problematiky 68

Tento intenzivni vyzkum, coz je patrné z vySe uvedené¢ho vyctu zkoumanych 1ékt, zatim
zasadné neovlivnil dosud pouzivané standardni terapeutické postupy u AML. Nicméné
probiha tada klinickych studii II a III. faze, které mohou dolozit nékteré nadéjné jiz
publikované vysledky. Z vySe uvedenych novych 1ékti nalezly, alesponn v nékterych
piipadech, své klinické vyuziti pouze hypometyla¢ni latky a na zaklad¢ vysledkl
poslednich randomizovanych studii lze snad pfedpoklddat potencialni inkorporaci
gentuzumab ozogamycinu (anti-CD33 konjugovana protilatka) do 1é¢ebnych protokola
ziejme vSak po provedeni dalSich klinickych studii.

a) Hypometyla¢ni latky

DNA metylace zasadné¢ ovlivituje genovou expresi a spolecné s dalSimi epigenetickymi
faktory (napf. modifikaci histoni) se podili na kancerogeneze. V piipadé AML je pak
aberantni DNA metylace frekventnim nalezem a patii k faktortim, jenz se podili na
samotné leukemogezy a tim se DNA metylace stdvad 1 potencidlnim terapeutickym
l1é¢ebnym cilem [297]. V souéasné dob¢ jsou k dispozici dva hypometylacni 1éky, které
dolozili svou U¢innost v 1é€bé AML, a to pfedev§im u starSich pacientil, a které maji
jako jediné z dosud zkouSenych novych 1¢kti schvéleni k 1écbé AML u starSich
nemocnych. Prvnim z téchto 1€kii je decitabin (5-aza-2’-deoxycytidine). Tento 1¢k byl
zkoumany jiz od 60 let minulého stoleti zpocatku ve vysokych déavkéach jako
antimetabolit samotny nebo v kombinaci s antracykliny v 1é¢bé AML. AZ pozdé&ji v
80.letech pak bylo zjisténo v preklinickych studiich, ze v nizkych davkach diky
hypometyla¢nim G¢inkim vede k obnoveni genové exprese a diferenciaci
leukemickych blasti. Od roku 2004 pak probéhlo s nadéjnymi vysledky nékolik
klinickych studii faze | a 1l s decitabinem u AML [298]. Na zaklad¢ téchto studii pak
byla provedena studie Il.faze “DACO-016 study” srovnavajici skupinu pacientl
lécenych decitabinem se skupinou pacientii lécenych lé€bou volby nebo nizkymi
davkami cytosin arabinosidu nebo pouze podprinou lé¢bou [299]. Vysledky této studie
byly, i vzhledem k designu této studie, ponékud kontroverzné piijimany, i kdyz
dokladaly s hrani¢ni statistickou signifikanci zlepSeni celkového pteziti ve skupiné
pacienti lécenych decitabinem (7,7 mésice vs. 5 mésict, p = 0.037). Soucasné
provedena subanalyza nedolozila Zadné zlepSeni celkového pieZiti u pacientti s 20-30%
infiltraci kostni diené. Vysledky této ponckud kontroverzni studie pak vedli ke
schvaleni decitabinu do 1é€by pacientl starSich 65 let s AML, ktefi nemohou podstoupit
intenzivni lécbu. Naopak v USA nebyl decitabin v 1é€bé AML u starSich pacientil
schvalen [300]. Druhym hypometylaénim lékem je azacytidin (5-azacytidine), ktery
patii take mezi nukleosidové analogy a ktery podobné jako decitabin prokézal
efektivitu v 1écbé AML u star§ich pacientd v ramci klinickych studii I a II.faze.
Randomizovana studie IIl.faze u starSich pacientt s MDS a AML do 30% infiltrace
kostni diené blasty srovnavajici 1é€bu azacytidinem s jinymi lé€ebnymi pfistupy “AZA-
001 Study” prokazala zlepSeni celkového pieziti ve prospéch podavani azacytidinu
(median celkového preziti 19,1 mésice vs. 13,1, p=0,03), coz vedlo ke schvaleni uziti
azacytidinu v 1lé¢bé AML s 20-30% infilraci kostni diené v piipad€ neunosnosti
pacienta k intenzivni 1écbé [301]. V soucasnosti téz probiha dal$i randomizovana studie
I1I.faze srovnavajici 1écbu azacytidinem s ostatnimi lé¢ebnymi pfistupy piimo u AML.
Vyuziti hypometylacnich latek je téz zvazovano jako “most” k aloTX a také probihaji
studie zkoumajici vyuziti hypometylacnich latek v 1é¢bé a dokonce profylaxi relapse
AML po aloTx.
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b) Imunoterapie

V réamci 1é€by AML probihal a probiha intenzivni vyzkum moznosti 1€cby specifickymi
protilatkami proti antigentim exprimovanym na leukemickych blastech. V ramci této
skupiny protilatek je pak nejvice publikovanych dat vénovano vysledkim 1écby
gemtuzumab ozogamicinem. Gentuzumamab ozogamicin je humanizovana
konjugovana anti-CD33 (antigen v 85-90% exprimovany na blastech AML) protilatka s
DNA poskozujim toxinem calicheamicinem, kdy po navazani protilatky na povrchovy
antigen dochazi k jeji internalizaci do buiiky, kde pak muze toxin pusobit [302].
Bohuzel vysledky publikovanych studii i jejich metaanalyzy jsou kontroverzni bez
jednozna¢ného zlepSeni celkového preziti a s potencidlné vySSimi riziky lécebné
mortality, coz vedlo k neschvaleni gentuzumabu lékovymi agenturami v USA i v
Evropé pro 1é¢bu AML [303,304,305,306,307,308,309]. Nicmén¢ detailni metaanalyza
uvedenych studii dokladovala potencidlni ptiznivy vliv na lécbu AML ve smyslu
zlepSeni celkové pfeziti pfi pouziti nizSich davek gentuzumab ozogamicinu v
kombinaci s cytostatiky, piedev§im pak u pacienti s pfiznivou a intermediarni
cytogenetickou prognozou [309]. K ovéfeni téchto vysledkt v§ak bude nutné provedeni
dalsich klinickych studii. V rdmci imunoterapie, i kdyz jak jiz bylo vySe uvedeno zatim
pouze v ramci prvotniho zkoumani, je kromé vyuziti protildtek namifenym proti jinym
potencialnim leukemickym antigenim (anti-CD123, anti-CD135) velice zajimavé
potencialni vyuZiti stimulace T bunééné imunity v 16¢bé AML pomoci protilatek BiTE
(bispecifické protilatky vazajici kromé leukemického antigenu téz T-lymfocyty) a
adoptivni podani T-lymfocytli s CAR (chimericky antigenni receptor) [302,310, 311,
312].
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Stanoveni exprese mutovaného NPM1 genu pomoci kvantitativni polymerazové fetézové
reakce v realném case jako markeru charakterujicim hladinu rezidualni nemoci u pacientd
s akutni myeloidni leukémii s normalnim karyotypem a prokazovanou mutaci NPM1 genu
a zhodnoceni vyznamu piitomnosti minimalni rezidudlni nemoci na vysledek alogenni
transplantace  krvetvornych bun¢k v kontextu dalSich znamych prognostickych
transplantacnich faktort.

3.1 Uvod

Akutni myeloidni leukémie (AML) je v souCasné dobé kurativné léCena intenzivni
indukéni 1écbou, kterou lze obecné dosédhnout asi v 60-80% kompletni remise (KR)
onemocnéni. Nicméné bez dalSi konsolidacni 1é¢by by dochdzelo u vétSiny pacientil
Kk relapsu AML. Volba a intenzita konsolida¢ni 1é¢by, kterou v podstaté piedstavuje dalsi
chemoterapie nebo alogenni transplantace krvetvornych bunck (aloTx), pak vychazi z fady
prognostickych faktorG. Mezi tyto faktory lze obecné zatadit faktory souvisejici se
samotnou AML (cytogenetika, molekularné genetické markery, 1é¢ebna odpoveéd’ atd.) a
faktory, které souvisi se samotnym pacientem (vek, celkovy stav, komorbidita). Piestoze se
samotnd strategie a sloZeni kurativni 1écby v poslednich 20 letech v ptipadé AML
nezménily, doSlo v posledni dekad¢ ke zlepSeni 1écebnych vysledkl diky detailn&jSimu
poznani biologie AML a stejné tak diky zlepSeni podpurné 1é¢by, ktera umoziuje zvladat
drive fatalni komplikace intenzivni chemoterapie nebo aloTx, a u které pak predevsim
zlepSeni HLA typizacénich technik, rozsifeni redukovanych piipravnych rezimu, zlepSeni
diagnostiky a 1écby virovych resp. mykotickych infekci vedlo k vyraznému poklesu
transplanta¢ni mortality [248,313,314]. V ramci poznani samotné biologické podstaty
zakladé cytogenetickych zmén v leukemickych blastech a diky rozvoji molekularné
genetickych diagnostickych metod pak priikaz molekularné genetickych zmén, z nichz u
nékterych byl doloZen jejich vyznam pro dal§i stratifikaci prognézy AML
[32,48,49,50,51,52]. Soucasné byl v ramci fady studii upfesnovan vyznam aloTx v 1é¢bé
AML [53, 209,210,212,216,233]. V poslednich letech pak je diky rozvoji diagnostickych
metod stale vice vyuzivana ke zhodnoceni 1é¢by AML detekce minimalni rezidualni
nemoci (MRN). Soucasné se na zakladé publikovanych praci ukazuje, ze dosazena hladina
MRN prognosticky upfesiiuje uspéSnost a efektivitu intenzivni cytostatické 1écby u AML.
Nicméné zatim s vyjimkou akutni promyelocytarni leukémie [137] nejsou vysledky detekce
MRN soucésti standardnich lécebnych doporuceni, i kdyZ publikovand data stile vice
podporuji vyznam stanoveni MRN u AML. K definitivnimu zafazeni stanoveni MRN do
standardnich 1é¢ebnych schémat je nutné finalné definovat odpovédi na tyto otazky: co by
mélo byt monitorovano, jakd metodika by méla byt pouzita, jaky material, zda je pouzita
metodika standardizovdna mezi laboratofemi, jak definovat prognostické hladiny, kdy ma
byt MRN monitorovana a jaké mame 1é¢ebné moznosti u pacienti s prokazovanou MRN
[138]. Kuvedenym otazkam prozatim chybi definitivni odpovédi, které by umoznily
zatazeni vysledkl stanoveni MRN do lé¢ebnych algoritmii u AML, ale dosud publikovana
data jiz alespoil ¢astecné ukazuji na zdsadni vyznam monitorace 1é¢ebné odpovédi pomoci
MRN v piipadé¢ intenzivni 1écby AML. K monitoraci MRN se v soucasné dobé vyuzivaji
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nejcastéji dvé metody, mezi které patii kvantitativni polymerazova tfetézova reakce (RT-
PCR) a multiparametrova prutokova cytometrie (MFCM). K molekuldrnim markerim
AML, které umoznuji monitoraci MRN s citlivosti 1:10"5-10"6 pomoci RT-PCR patii
faznich geny (RUNX1-RUNXI1TI1, CBFB-MYHI11 atd.). Pravé v ptipadé AML s ptiznivou
prognézou (AML st(8;21) nebo sinv(16) ¢i t(16;16) resp. fiznimi geny RUNXI-
RUNXITI1, CBFB-MYH11) Ize ocekavat pii 1é¢bé samotnou chemoterapii asi 60-70%
pravdépodobnost dlouhodobé kontroly AML. Nicméné cast pacientli pies piiznivou
progndzu této skupiny AML relabuje a stanoveni a monitorace MRN by mohla v tomto
piipadé pomoci definovat ¢ast pacientli, u nichz standardni samotna chemoterapie bude
spojena s vyssimi riziky selhani 1é¢by a tito pacienti by mohli byt i pies obecné piiznivou
prognozu ,,své“ AML indikovani k aloTx, pfipadné v ramci monitorace k ¢asné 1é¢ebné
intervenci. Dosud publikovana data u tohoto typu leukémii uvedené piedpoklady podporuji
[139,140]. Vysledky monitorace MRN pomoci RT-PCR u 278 pacienti s AML s t(8;21)
nebo inv(16)/t(16;16) lécenych v rdmci studie MRC AML-15 ukézaly, Zze pokles MRN po
indukéni 1€cbé predikuje riziko relapsu AML (viz.tabulka 1 a 2), podobné jako pokles
MRN po dalsich cyklech chemoterapie. V rdmci monitorace MRN po ukonceni 1é€by AML
byl dolozen vyznam hladiny prokazované MRN na riziko relapsu i1 celkové preziti
(viz.tabulka 3 a 4) [140].

Tabulka 1 - Kumulativni riziko relapsu u AML s t(8;21) dle poklesu hladiny MRN
po indukénim cyklu 1é¢by [140]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetienim z BM relapsu
<1log 100%
1-2Log 42%
2-3 log 30%
>3 log 4%

Tabulka 2 - Kumulativni riziko relapsu u AML s inv(16)/t(16;16) dle poklesu
hladiny MRN po indukénim cyklu 1é¢by [140]

MRN Kumulativni incidence
vySeti‘enim z PB relapsu
> 500 kopii 100%
10-500 kopii 56%
< 10 kopii 21%

Tabulka 3 - Riziko relapsu a celkové preziti u AML s t(8;21) dle hladiny MRN po
ukonceni 1é¢by a v prubéhu dalsi monitorace cyklu 1é¢by [140]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
> 500 kopii 100% 57%
< 500 kopii 7% 94%
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Tabulka 4 - Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s inv(16)/t(16;16) dle hladiny
MRN po ukonceni 1é¢by a v priabéhu dalsi monitorace cyklu 1é¢by [140]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
> 50 kopii 100% 25%
< 50 kopii 10% 100%

Pomoci fuznich geni 1ze monitorovat MRN u maximalné 25% AML. VyuZziti monitorace
MRN pomoci RT-PCR rozsifuje moznost kvantifikace dalSich molekularnich genovych
mutaci prokazovanych u AML (FLT3/ITD, NPM1, MLL/PTD, DNMT3A atd.) s podobnou
hloubkou citlivosti jako u fuznich geni. Nicméné zde hraje kliCovou roli stabilita dané
mutace Vv prubéhu onemocnéni, kdy napiiklad v ptipadé¢ vyuziti FLT3/ITD je uvadéna
velka nestabilita pti srovnani vysledkl z doby diagnozy AML a relapsu AML [141,142].
Podobné miize byt problematickd monitorace MRN pomoci MLL/PTD, protoZe na nizkych
hladinach je uvedena mutace prokazovana u téméf vétSiny zdravych lidi [143]. Naopak
monitorace frekventni (40-60% AML s normdlnim karyotypem) mutace NPM1 genu se
jevi diky stabilit¢ mutace a vysoké expresi mutovaného NPM1 genu jako idealni marker
pro monitoraci MRN pomoci RT-PCR u AML [144]. Rada publikovanych praci pak
dokladala vyznam monitorace NPM1 mutace k upfesnéni prognézy AML s mutaci NPM1
genu [144,145,146,147]. Prikaz NPMI1 mutace po skonceni indukéni faze 1écby, po
skonceni konsolidace a priikkaz vice nez 2% NPMI1/ABL v pribéhu nésledné monitorace

byl hodnocen jako nejsilngj$i nezéavisly prognosticky faktor pro riziko relapsu a celkové
preziti u AML s NPM1 mutaci (viz. tabulka 5,6,7 ) [146].

Tabulka 5 - Riziko relapsu a celkové preziti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny
MRN po ukoncéeni indukéni 1é¢by [146]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
NPM1 negat. 6,4% 87%
NPML1 pozit. 53,0% 41%

Tabulka 6 - Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny
MRN po ukoncéeni konsolidaé¢ni 1é¢by [146]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piredpokladané pieziti
NPM1 negat. 15,7% 80%
NPML1 pozit. 66,5% 44%

Tabulka 7 - Riziko relapsu u AML s NPM1 mutaci dle hladiny MRN v pribéhu
monitorace po ukonceni konsolida¢ni 1é¢by [146]

Hladina MRN (BM)  Riziko relapsu
<200 kopii NPM1
/10000 kopii ABL 0%
> 200 kopii NPM1
/10000 kopii ABL 100%
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Kromé vyuziti kvantifikace fiznich gent ¢i kvantifikace vybranych pro AML specifickych
genovych mutaci Ize k monitoraci MRN pomoci RT-PCR u AML vyuzit i genti, u kterych
je vdobé diagnézy AML prokazovana jejich zvySena exprese (WT1, BAALC, atd.). Na
rozdil od vyse uvedenych moznosti je V piipadé sledovani pouhé exprese genu stanoveni
MRN limitovano niz$i senzitivitou, protoze exprese uvedenych gend je v malém mnozstvi
prokazovana i u zdravych jedinct. I pfes tuto limitaci publikovand data dokladuji, ze
monitorace zvysené exprese genli pomoci RT-PCR umoznuje predikovat riziko relapsu a
dlouhodobé pieziti u AML [109,148,149,150]. Nejvice publikovanych praci je vénovano
vyznamu exprese WT1 v genu, ktery je navic vyuzitelny pro monitoraci MRN u vice nez
70% AML [151]. Vyuzitim standardizované metodiky RT-PCR v ramci projektu evropské
skupiny pro studium leukémii ,,European Leukemianet* byl pokles exprese WT1 genu o 2
fady po indukcni 1€Ebé vyhodnocen jako nezavisly prognosticky faktor pro riziko relapsu
(viz tabulka 8). Podobné¢ priikaz nad normu zvysené¢ho poctu kopii WT1 genu vySetienim z
kostni dfen¢ (>250 kopii WT1 genu/10000 kopii ABL genu) nebo periferni krve (>50 kopii
WTI1 genu/10000 kopii ABL genu) t€&sné po skonceni konsolidacni 1écby nezavisle
predikoval vyssi riziko nasledného relapsu (viz tabulka 9) [149].

Tabulka 8 - Kumulativni riziko relapsu u AML dle poklesu hladiny exprese WT1
genu po indukéni 1é¢bé [148]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySeti‘enim z PB ¢i BM relapsu
> 2 log 40%
< 2log 75%

Tabulka 9 - Kumulativni riziko relapsu u AML dle hladiny exprese WT1 genu
tésné po skonceni konsolidacni 1é¢by [148]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetirenim z PB ¢i BM relapsu
> 2 log 40%
< 2log 75%

MFCM je dalsi senzitivni vySetfovaci metodou, ktera mize byt a je vyuzivana k detekci
submikroskopické MRN u pacienti s AML. Vyhodou MFCM oproti RT-PCR, ktera je
nejsenzitivnéjSim zplisobem detekce MRD limitovanym vSak vyuzitelnosti jen u cca 50-
60% AML, je moznost jejiho vyuziti u vice nez 80% nemocnych s AML. K dal§im
vyhoddm MFCM patifi mozZnost relativné rychlého provedeni a ziskdni ptisluSnych
vysledkli, moZznost rozliSeni mrtvych a Zivych bunck a relativné uspokojiva senzitivita.
Monitorace MRN pomoci MFCM vyuziva detekce patologické exprese povrchovych
antigenll na leukemickych buiikach a jejich kombinaci. Patologickd kombinace znakid na
leukemickych buiikdch se nazyva imunofenotypem asociovanym s leukémii. Pravé vyuziti
soucasné detekce nékolika riiznych antigenti na jedné buince diky MFCM umozZiuje
dosazeni citlivosti metodiky 1:10000-100000 [138,152]. Urcitou limitaci MFCM je
skutecnost, ze v dobé diagnézy je v piipadé AML detekovano nékolik patologickych
s leukémii spojenych imunofenotypt a zZe tedy V rdmci monitorace MRN je nutné vysetieni
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vSech vstupnich patologickych klonti k minimalizaci nepfesnych vysledkl a to i vzhledem
ke skutecnosti, ze v piipadé relabujici AML muze dojit u Casti piipadii ke zméné vstupniho
patologického imunofenotypu [153,154]. Podobné jako u monitorace MRN pomoci RT-
PCR publikované prace dokladaji prognosticky vyznam stanoveni MRN vyuzitim MFCM
ke zhodnoceni rizika relapsu a Sance na dlouhodobé pieziti nemocnych s AML
[155,156,157]. Naptiklad prace hodnotici MRN u AML pomoci MFCM u 100 uniformné
1éCenych pacientli dolozila nezavisly statisticky prognosticky vyznam MRN v obdobi po
indukci a po konsolidaci ve smyslu predikce pieziti bez relapsu a celkového pieziti
(viz.tabulka 10,11). Dulezitym a zajimavym zjisténim této prace byl téz fakt, ze pacienti,
kteti méli po indukci detekovanou MRN s naslednou jeji negativitou po konsolidaci méli
srovnatelné preziti bez relapsu a celkové pieziti jako pacienti s negativni MRN jiz po
indukéni 1é¢bé [157].

Tabulka 10 - 5 leté pieziti bez relapsu a celkové preziti u AML dle pozitivity ¢i
negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni
indukéni 1é¢by [157]

Hladina MRN (BM)  Preziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 51% 48%
MRN pozit. 22% 25%

Tabulka 11 - 5 leté pieziti bez relapsu a celkové preziti u AML dle pozitivity ¢i
negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni
konsolidaéni 1é¢by [157]

Hladina MRN (BM)  Preziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 71% 64%
MRN pozit. 13% 16%

Mnohem méné je znamo na rozdil od standardni chemoterapie o vyznamu MRN v ptipadé
léecby AML pomoci aloTx. Lécebny efekt aloTX =zavisi nejen na intenzité
predtransplantani cytostatické piipravy, ale pfedev§im pak na potransplantacnim
imunologickém efektu imunokompetentnich bunék $té€pu, tzv. reakci St€pu proti leukémii,
ktery zésadné ovlivituje 1é¢ebny vyznam aloTx ve smyslu sniZeni rizika relapsu AML
[228,229,230]. Tento imunitni efekt je natolik ucinny, ze aloTx dolozila svou u¢innost i
Vv pfipad€ chemorezistentni AML, kdy bylo reportovano dosazeni dlouhodobého pieziti u
20% az 30% pacientt [185,186]. S ohledem na dokladovanou uc¢innost aloTx v 1é¢bé AML
zCasti efektivni i1 v pripadé selhani cytostatické 1écby a rezistenci AML, pak pochopitelné
vzniké otdzka, zda celkem logicky a publika¢né opakované dolozeny fakt o prognostickém
vyznamu stanoveni MRN v pfipad¢ standardni cytostatické 1écby AML, lze vyuzit téz
vramci aloTx jako dalsi potencidlni prognosticky faktor upfesnujici vysledek
transplantace. Vétsina pacienti s AML podstupuje aloTx v kompletni remisi onemocnéni
tedy v dobé, kdy eventualni rezidualni onemocnéni je fadove nizsi nez u rezistentni AML a
vzhledem Kk uvadéné efektivité reakce stépu proti leukémii je tedy zasadni otazkou, zda
stanoveni MRN u AML v kompletni remisi pfed aloTx miZe podobné jako u intenzivni
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chemoterapie piinést prognostickou informaci o vysledku transplanta¢ni 1écby. Dosud
publikované prace obvykle vyuzivajici k detekci MRN MFCM ukazuji , ze stanoveni
hladiny MRN pied aloTx mutze mit prognosticky vyznam pro vysledek transplantace.
Limitaci téchto publikaci je vSak obvykle mensi velikost souboru pacientii, zastoupeni
riznych typat AML, rizna diagnosticka metodika stanoveni MRN a také fakt, ze ne
vSechny prace prognosticky vyznam MRN dokladaji [315,316,317,318,319,320,321].
S cilem ovéfit a zhodnotit potencidlni prognosticky vyznam stanoveni hladiny MRN pied
aloTx u pacient v kompletni remisi AML jsme analyzovali transplantacni vysledky
pacientl v prvni nebo druhé kompletni remisi AML s normalnim karyotypem a pfitomnosti
mutace NPM1 genu, ktefi podstoupili aloTx a u kterych jsme jako marker monitorace
MRN wvyuzili zhodnoceni relativni exprese mutovaného genu NPMI1 pomoci RT-PCR
tésn¢ pied aloTx.
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4. Pacienti a metodika

4.1 Soubor pacientii

Soubor pacientli je tvofen vSemi nemocnymi starSimi 18 let, u kterych byla na
Hematologicko-onkologickém oddéleni FN Plzen diagnostikovana AML s normalnim
karyotypem a prukazem mutace NPM1 genu (typu A, B a D) a kteti v obdobi 1/2005 az
9/2014 podstoupili aloTx v 1. nebo 2.KR AML. Diagndéza AML byla stanovena na zakladé
WHO Kklasifikace 2008 [2] a vSichni nemocni méli v dobé diagndézy provedeno
cytogenetické vySetfeni pomoci G-pruhovani. Pfitomnost a typ mutace genu NPM1 byla
stanovena pomoci sekvenacniho vysetfeni vCetné vySetieni vstupni relativni exprese
mutovaného NPM1 genu. U vSech pacientd byla téz v ramci vySetfeni molekularné
genetickych markerl stanovena piitomnost mutace FLT3/ITD v dobé diagnéozy AML.
Hodnoceni stavu kompletni remise AML bylo provadéno na zakladé standardnich
doporuceni [134]. HLA typizace darce a ptijemce byla provadéné pro HLA-A, B, C a
DRB1, DQB1 pomoci SSP-PCR s nizkou rezoluci v piipadé piibuznych a s vysokou
rezoluci v ptipad¢ neptibuznych darct v EFI akreditované laboratofi, kdy od roku 2008
bylo v ptipad¢ nepiibuzného darce provadéno téz sekvenacni vysetieni. Diagndza akutni a
chronické GVHD byla stanovena na zaklad¢ publikovanych kritérii [322,323]. U vSech
pacientil po transplantaci byly hodnoceny celkové preziti (OS), pieziti bez udalosti (EFS),
transplanta¢ni mortalita (TRM) a incidence relapsu. Vsichni pacienti byli 1éCeni na zakladé
standardnich protokolti schvalenych radou kvality JACIE akreditovaného pracovisté a
vSichni pacienti vyslovili na zaklad¢ Helsinské deklarace informovany souhlas s monitoraci
a zpracovanim dat.

4.2 Metodika detekce minimalni rezidualni nemoci

Odbér vzorku kostni diené veetné zaslani materiadlu ke stanoveni MRN probéhl u vSech
pacientdl do tydne pted zahajenim piedtransplanta¢ni piipravy. Izolace RNA ze zaslaného
vzorku kostni dfen¢ probchla za pouziti komeréniho kitu QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen), cDNA byla syntetizovana z 500 ng RNA pomoci komeréniho kitu SuperScript 111
First Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen).

Kvantitativni ,,real-time*“ PCR ze ziskanych vzorkll probéhla za pouziti NPM1Quant kit
(Ispogen SA, Marseille, France). Kalibracni kiivky pro kvantitativni zhodnoceni poctu
kopii sledovaného NPM1 mutovaného genu a kontrolniho ABL genu byly stanovovany za
vyuziti s kitem dodavanych standardi v ramci kazdé analyzy. VsSechny vzorky byly
analyzovany v duplikdtech a jejich primér byl pouzit pro dalsi vypocet. V ptipade
diskrepance Ct hodnoty mezi dvéma vzorky > 0,6 cyklu byla analyza opakovéana. Exprese
kontrolniho genu ABL musela byt minimalné¢ 3000 kopii. Vysledky exprese mutovaného
NPMI1 genu byly vydavany jako pocet kopii mutovaného NPM1 genu vztazen¢ho na 10000
kopii kontrolniho ABL genu. Amplifikace a data analyza probéhla na ptistroji Light Cycler
1,5 nebo 2.0 (Roche Applied Science, Mannhaim, Germany). Vysetifeni probihalo
v akreditované molekularné genetické laboratofi a samotna metodika relativni kvantifikace
mutovaného NPM1 genu byla pravidelné verifikovana, validovana a kontrolovana v rdmci
externich mezilaboratornich kontrol kvality (SEKK, UHKT CR).
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4.3 Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim programu S.A.S. a STATISTCA
(StatSoft, Inc Tulsa, OK, USA).

Deskriptivni statistika souboru pacientli byla pocitana za uziti standardnich statistickych
metod (chi-kvadrat test, Fisheriiv exaktni test, t-test). Celkové pieziti (OS) byl kalkulovano
od data transplantace do umrti z jakékoliv pfi¢iny a preziti bez udalosti a pieziti bez
udalosti (EFS) bylo kalkulovano od data transplantace do doby relapsu &i nebo umrti. Zijici
pacienti byli cenzorovani v dob¢ jejich posledni kontroly. Odhad funkci preziti byl pocitan
metodou Kaplan-Meiera (life-product). Lécebna mortalita (TRM) byla defimnovana jako
umrti z pfi¢in nesouvisejicich s relapsem onemocnéni. Odhad kumulativni incidence TRM
a relapsu byla hodnocen metod konkurujicich si rizik. K univariaéni analyze k zhodnoceni
rozdilu mezi jednotlivymi skupinami pacient byl pouzit long-rank test a Wilcoxontv test.
K multivariacni analyze byl pocitdn Coxlv model proporcionalnich rizik dle riznych
kritérii. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byla pouzita hladina a = 0,05.
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5. Vysledky

5.1 Charakteristika souboru pacienti

Hodnoceny soubor pacientdi, ktery splituje vySe uvedena kritéria, piredstavuje 60
transplantovanych pacientti (32 zen, 28 muzt) s medianem veku 54 let (rozmezi 30-66 let)
s AML s normélnim karyotypem a prikazem mutace genu NPM1. U 32 (53%) pacientl
byla v dobé diagndézy prokazovana ptitomnost mutace FLT3/ITD. Vsichni pacienti
podstoupili alogenni piibuzenskou (27%) nebo nepiibuzenskou (73%) transplantaci
krvetvornych bunék v 1.kompletni (75%) nebo 2.kompletni (25%) remisi AML. 44 (73%)
pacientli podstoupilo aloTXx  po redukované ptipravé a 16 (27%) pacienti po
myeloablativni pfipravé. V pfipadé redukované piipravy byla pouzivana kombinace
cytostatik fludarabinu (30mg/m2/den, 4dny) a melfalanu (140 mg/m2/den, 1 den) a
Vv ptipadé myeloablativni ptipravy pak kombinace i.v.busulfanu (3,2 mg/kg/den, 4 dny) a
cyklofosfamidu (60mg/kg/den, 2 dny), které byly u nepfibuznych darct doplnény o podani
ATG (ATG Fresenius S v celkové davece 15mg/kg). Zdrojem krvetvornych bunék byla u 12
(20%) pacientt kostni dien a u 48 (80%) pacienti periferni krvetvorné buiiky. V dobé
transplantace byl WHO celkovy stav u vSech pacienti 0-1. Median sledovani po
rozvoje nemoci z reakce Stépu proti hostiteli byla u vSech pacientll podavana kombinace
cyklosporinu A a metotrexatu. Charakteristiky souboru jsou shrnuty v tabulce 12.

Tabulka 12 - Charakteristika souboru pacienti

Charakteristika

Median véku (rozmezi), roky 54 (30-66)
Pohlavi, n (%)

Muzi 32 (53%)

Zeny 28 (47%)
Stav AML, n (%)

1.KR 45 (75%)

2.KR 15 (25%)
Pozitivita FLT3/ITD, n (%) 32 (53%)
Typ ptipravy, n (%)

Myeloablativni 16 (27%)

Redukovana 44 (73%)
Typ darce, n (%)

Ptibuzny 16 (27%)

Neptibuzny 44 (73%)
Pohlavi ptijemce/darce, n (%)

Muz/Zena 12 (20%)

Ostatni 48 (80%)
CMV stav ptijemce/darce, n (%)

Negativni/negativni 6 (10%)

Ostatni 54 (90%)

Zdrok krvetvornych bb., n (%)
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Kostni dient 12 (20%)

Periferni krvetvorné bb. 48 (80%)
WHO celkovy stav, n (%)

0-1 60 (100%)

>2 0 (0%)

5.2 Celkové vysledky transplantovaného souboru pacientt

U vsech pacientti po transplantaci doslo k ptihojeni §tépu a v den +30 po transplantaci u
vSech trvala kompletni remise AML. K rozvoji akutni nemoci z reakce $tépu proti hostiteli
(GVHD) doslo u 36 (60%) pacientil, K rozvoji akutni GVHD stadia III-IV pak u 8 (13%)
pacientd. Chronicka GVHD byla diagnostikovana u 24 (40%) pacientt. Jednalo se ve 12
ptipadech o lehké, v 8 pfipadech stfedné t€zké a v 4 ptipadech o té¢zké stddium chronické
GVHD. S medidnem sledovani Zijicich pacientii 55 mésicti (rozmezi 6-101 mésicti) zilo
v dob¢ analyzy 36 (60%) pacienti. V celém souboru 16 (27%) pacienti zrelabovalo.
Median doby od transplantace do relapsu byl 4 mésice (rozmezi 3-13 mésicti). 13 pacienti
z diivodu relapsu zemielo, 1 pacient Zije v relapsu AML a 2 dosahli dalsi kompletni
remise, kterd u nich trvd 51 a 61 mésict. Z divodu transplantacni mortality zemielo 11
(18%) pacienti. Hlavni pfi¢inou umrti (64% ptipadi TRM) byla infekéni komplikace ve
spojitosti s akutni nebo chronickou GVHD. Transplanta¢ni mortalita do 1 roku byla 13%.
Predpokladany 3 lety EFS, OS, kumulativni incidence TRM a relapsu byly u celé skupiny
54%, 59%, 18% a 28%. Transplantacni vysledky celého souboru pacientl jsou shrnuty
v tabulce 13 a obrazku 1.

Tabulka 13 - Transplantaé¢ni vysledky celého souboru pacienti

Charakteristika

Akutni GVHD, % 60%
Akutni GVHD 1I-1V, % 13%
Chronicka GVHD, % 40%
Lehka chronickda GVHD, % 20%
Stfedné tézka chronicka GVHD,% 13%
Tézka chronicka GVHD, % 7%
3 leta kumulativni incidence relapsu,% 28%
3 leta kumulativni transplantacni mortalita, % 18%
3 lety EFS 54%

3 lety OS 59%
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Obrazek 1 - Odhad a) kumulativni incidence relapsi b) kumulativni TRM c¢) EFS d)

OS ve 3 letech
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5.3 Vyznam  vstupnich  prognostickych  markeri  na

transplantacni vysledky

V ramci uvedenych celkovych vysledkii jsme se nasledné snazili ovéfit vyznam
jednotlivych vstupnich pfedtransplantacnich prognostickych faktorti na transplantacni
vysledky ve smyslu ovlivnéni EFS a OS. K hodnocenym vstupnim faktorim patiil vék
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pacienta, stav zadkladniho onemocnéni, pfitomnost FLT3/ITD v dob¢ diagnostiky AML, typ
a pohlavi darce, CMV stav darce a piijemce, zdroj krvetvornych bunék, typ
predtransplantacni  pfipravy a pozitivita rezidudlni nemoci pfed zahajenim
predtransplantacni  pfipravy. V ramci univariatni analyzy wuvedenych vstupnich
prognostickych faktori pouze v€k nad 63 let a hladina rezidualni nemoci (nejvyssi
statistickd vyznamnost pii hladiné > 10 kopii NPM1 mutovaného genu na 10000 kopii
ABL genu) prokazovaly statisticky signifikantni negativni vliv na EFS a OS. Trend
k negativnimu ovlivnéni EFS a OS pak méla provedeni transplantace v 2.KR AML a
kombinace pozitivniho sérologického stavu CMV stavu darce i pfijemce. Univariantni
analyza faktorti ovliviiujicich EFS a OS je shrnuta v tabulkach 14 a 15.

Tabulka 14 - Univaria¢ni analyza faktora ovliviiujicich EFS

Faktor HR 95%CI p

Vék > 63 let 3,40 1,24-9,62 0,0341
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,69 1,60-8,51 0,0021
FLT3/ITD pozit. 1,29 0,60-2,78 0,51
KR2 vs KR1 1,72 0,77-3,87 0,19
Redukovana vs. myeloablat. piiprava 1,14 0,48-2,71 0,76
Neptibuzny vs. piibuzny darce 0,98 0,42— 2,32 0,97
BM vs PBSC 1,18 0,50-2,81 0,70
Pi{jemce muz/déarce Zena vs. ostatni 1,00 0,38-2,66 0,99
CMV darce/ptijemce pozit. vs. ostatni 2,16 0,97-4,83 0,06

Tabulka 15 - Univaria¢ni analyza faktora ovliviiujicich OS

Faktor HR 95%CI p
Vek > 63 let 5,40 1,82-16,02 0,0071
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,50 1,40-8,47 0,0034
FLT3/ITD pozit. 1,05 0,47-2,34 0,90
KR2 vs KR1 1,92 0,82-4,49 0,13
Redukovana vs. myeloablat. pfiprava 1,71 0,63-4,58 0,29
Neptibuzny vs. piibuzny darce 1,22 0,45- 2,83 0,81
BM vs PBSC 1,09 0,43-2,74 0,86
Pfijemce muZz/darce Zena vs. ostatni 1,77 0,53-5,95 0,35
CMV darce/piijemce negat. vs. ostatni 1,75 0,76-3,99 0,18




5. Vysledky 83

Provedena multivaria¢ni analyza za hodnoceni uvedenych vstupnich faktorti potvrdila
statisticky signifikatni negativni prognosticky vliv véku nad 63 let a hladiny reziduélni
nemoci (nejvyssi statistickd vyznamnost pii hladin€é > 10 kopii NPM1 mutovaného genu na
10000 kopii ABL genu) na EFS a OS. Vysledky multivaria¢ni analyzy jsou shrnuty
v tabulce 16 a 17.

Tabulka 16 - Multivaria¢ni analyza faktori ovliviiujicich EFS

Faktor HR 95%Cl p
Veék > 63 let 3,40 1,24-9,62 0,0341
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,69 1,60-8,51 0,0021

Tabulka 17 - Multivariantni analyza faktora ovliviiujicich OS

Faktor HR 95%Cl p
Veék > 63 let 6,23 1,99-19,48 0,0017
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,71 1,52-9,06 0,0040

5.4 Vyznam vstupnich hladiny rezidualni nemoci na
transplantacni vysledky

Vzhledem ke znalosti relativni exprese NPM1 mutovaného genu v dobé diagnozy AML
(median 38245 kopii mutovaného NPM1/10000 kopii ABL, rozmezi 14350-144707 kopii
mutovaného NPM1/10000 kopii ABL) bylo pro vybér hodnoceni hladiny rezidualni
nemoci v dobé pied transplantaci mozno vyuzit 2 zpasoby jejiho hodnoceni. Jednak
relativni hodnota exprese mutovaného NPM1 genu v dobé pifed transplantaci nebo
zhodnoceni poklesu relativni exprese mutovaného NPM1 mezi dobou vstupni diagnostiky
AML a relativni expresi v dobé pred transplantaci. VysSsi statistické signifikance
dosahovalo vyuziti rozdéleni hladiny minimélni rezidudlni nemoci na zakladé¢ samotné
hodnoty relativni exprese mutovaného NPM1 genu pied transplantaci a jako cut off byla
vybrana hodnota 10 kopii mutovaného NPM1 genu na 10000 kopii ABL genu, ktera soubor
rozdélovala na 2 skupiny se statisticky nejvyznamnégj§im rozdilem EFS a OS, 1 kdyz
signifikance bylo dosazeno pro nékolik hodnot cut off, coz ukazuji obrazek 2 a 3.
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Obrazek 2 - Pravdépodobnost EFS na zakladé hladiny MRD pied transplantaci
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Obrazek 3 - Pravdépodobnost OS na zakladé hladiny MRD pied transplantaci
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STRATA:

Na zékladé¢ rozdéleni souboru sledovanych pacienttl podle vstupni hladiny MRN (< vs >10
kopii mutovaného NPM1 genu/10000 kopii ABL genu) Ize sledovat rozdil ve vysledcich
provedené alogenni transplantace, kdy v celém souboru 16 (27%) pacientli zrelabovalo,
z ¢ehoz u pacientl s ,,vyS$i vstupni MRN* se jednalo o 14 pacientli (48%) a u pacientl s
Lhizkou vstupni MRN® pouze o 2 pacienty (6%). Z duvodu transplanta¢ni mortality
zemielo celkoveé 11 (18%) pacientl, kdy ve skupiné s ,,vyssi vstupni MRN* se jednalo o 5
pacientt (17%) a ve skupiné s ,,nizkou vstupni MRN* o 6 pacientl (19%). Pfedpokladany
3 lety EFS a OS u celé skupiny nemocnych byl 54% a 59%. Riziko relapsu nebo umrti bylo
ve skupiné nemocnych s ,,vys§i vstupni MRN*“ 3,69x vyssi nez ve skupiné pacientll s
,»hizkou vstupni MRN“ (HR = 3,69; 95% CI 1,52-9,06). Predpokladany 3 lety EFS byl u
skupiny pacientd s ,,vy$Si vstupni MRN*“ 35% a tedy signifikatn€ hor$i nezZ u skupiny
pacientu s ,,nizkou vstupni MRN*, kde byl 3 lety EFS 72% (p = 0,0021) , coz znazornuje
obrazek 4.
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Obrazek 4 - Pravdépodobnost EFS na zikladé rozdéleni sledovaného souboru na
pacienty s ,,nizkou vstupni MRN* (< 10 kopii mutovaného NPM1 genu) a ,,vyssi
vstupni MRN* (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

Event Free Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)

MRD < 10 kopii mut NPM1

075

050

Survival Distribution Function

MRD >10 kopii mutNPM1

Riziko umrti bylo ve skupin€é nemocnych s ,,vyss§i vstupni MRN*“ 3,71x vyss§i nez ve
skuping pacientt s ,,nizkou vstupni MRN* (HR = 3,71; 95% CI 1,60-8,51). Predpokladané
3 leté celkové preziti bylo pak u skupiny pacientl s ,,vys$si vstupni MRN“ 40% a tedy
signifikatné horS§i nez u skupiny pacientd s ,nizkou vstupni MRN®, kde bylo
piedpokladané 3 leté celkové preziti po transplantaci 75% (p = 0,004) , coz znazornuje
obrazek 5.

Obrazek 5 - Pravdépodobnost EFS na zikladé rozdéleni sledovaného souboru na
pacienty s ,nizkou vstupni MRN“ (< 10 kopii mutovaného NPM1 genu) a ,,vysSi
vstupni MRN“ (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Transplantacni vysledky souboru pacient rozd€leného na zaklad¢ hladiny vstupni MRN
pak shrnuje tabulka 18.
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Tabulka 18 - Shrnuti transplanta¢nich vysledki na zakladé rozdéleni sledovaného
souboru na pacienty s ,,nizkou vstupni MRN* (< 10 kopii mutovaného NPM1 genu) a
»VYySSi vstupni MRN“ (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

NPM1 < 10 kopii/10000 kopii ABL NPM1 > 10 kopii/10000 kopii ABL
3 leta incidence relapsu 6% 48%
3 lety EFS 2% 35%
3 lety OS 75% 40%
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6. Diskuze

Provedeni aloTX je v souCasné dobé nejucinnéjsi 1é¢ebnou modalitou u AML, kdy v
poslednich letech diky hlubsi znalosti imunologickych déjt spojenych s transplantaci,
zlepsenim  HLA typizace, vyuzitim novych imunosupresivnich 1¢éki, zaclenénim
redukovanych piipravnych rezimu, zlepSenim podptrné péce véetné zavedeni novych ¢kt
a léCebnych pfistupti doslo k vyznamnému poklesu transplantacni mortality a rozsifeni
spektra pacientl, kterym mize byt aloTX provedena [227,248,313,314]. Pii zlepSovani
transplantacnich postupti pak ziistava relaps AML po aloTX zasadni limitaci vysledkt
transplantace i vzhledem k vysoce nepiiznivé progndze zrelabovanych pacientu [241]. Z
tohoto divodu je vyvijena snaha o identifikaci faktort, které mohou zvysovat riziko
relapsu AML po transplantaci a jejichz poznani by mohlo pomoci vyselektovat skupiny
rizikovych pacientd, kteti by byly adepty dalsi intervence snizujici riziko relapsu AML po
aloTx.

V ramci standardni cytostatické 1lécby AML se na zdklad¢ publikovanych dat zda, ze
jednim z prognosticky nezavislych faktorti ovliviiujicich riziko relapsu AML je detekce
MRN [139,140,144,145,146,147,148,149,150,151,155, 156,157]. V piipad¢ aloTx je pak
vyznam stanoveni MRN intenzivné zkouman a dosud publikované prace obvykle
vyuzivajici k detekci MRN multiparametrovou prutokovou cytometrii (MFCM) ukazuji, ze
stanoveni hladiny MRN pfed alogenni transplantaci muze mit prognosticky vyznam pro
vysledek transplantace. Limitaci téchto publikaci je vSak obvykle mensi velikost souboru
pacientll, zastoupeni rtiznych typit AML, rizna diagnostickd metodika stanoveni MRN a
také fakt, ze ne vSechny prace prognosticky vyznam MRN dokladaji [315,316,317,
318,319,320,321,331]. K dalsim limitacim hodnoceni vyznamu hladiny MRN pted
alogenni transplantaci je fakt, Ze rozsah publikovanych studii je zatim velmi omezeny.

V nasem menSim, ale stran diagnozy i lé¢by homogennim souboru nemocnych, coz je
rozdil oproti vySe uvedenym jiz publikovanym studiim, jsme se pokusili ovéfit vliv
predtransplantacni hladiny MRN na vysledek aloTx u pacientd s AML s normalnim
karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1. nebo 2.KR AML. K hodnoceni MRN byla vyuzita
relativni exprese mutovaného genu NPM1 pomoci standardizované RT-PCR. VyuZiti
mutace NPM1 genu bylo v fadé publikaci dolozeno jako vhodny a stabilni marker pro
detekci MRN [144,145,146,147, 324, 325,333]. Vysledky naseho souboru pacientti patii
K nejvétsim souborim nemocnych s AML, kde byl hodnocen vyznam stanoveni
predtransplantani hladiny MRN na vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék
pomoci kvantifikace exprese mutovaného genu NPMI1. Vyuziti RT-PCR diky jasnému
molekularné genetickému markeru u nasi skupiny pacientll pak ve srovnani s obvykle
vyuzivanou MFCM eliminuje nékteré limitace pritokové cytometrie a to predev§im nizsi
senzitivitu a riziko antigennich zmén na leukemickych bunkach [153,154,319,326].
Stanoveni hladiny MRN probihalo tésné¢ (do tydne) pted zahdjenim piedtransplantacni
ptipravy, coz omezuje riziko chyby v urceni hladiny MRN pfi mozné rychlé kinetice jejich
zmén v piipadé AML [327,328]. V jinych publikovanych studiich neni doba vySetfeni
MRN pred transplantaci upiesnéna nebo byl jeji interval del$i neZ v ptipadé naSeho
souboru pacientl [320,329]. Homogenitu naseho souboru pacientl dale podporuje fakt, ze
predtransplantani cytostatickd piiprava byla totoznd v ramci skupiny myeloablativné
(kombinace busulfanu s cyklofosfamidem) tak redukované (kombinace fludarabinu
s melfalanem) transplantovanych pacientti. TéZ profylaxe rozvoje nemoci z reakce Stépu
proti hostiteli byla u vSech pacientl identicka (kombinace cyklosporinu A a methotrexatu).
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Vysledky analyzy naseho souboru pacient ukazuji, Ze hladina MRN v obdobi pted aloTx
u pacientd s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1. nebo 2.KR je
nezavislym prognostickym faktorem, ktery predikuje vysledek aloTX. Nami ziskané
vysledky tedy déle podporuji zavéry vétSiny dosud publikovanych praci o vyznamu
stanoveni MRN na vysledek aloTx u AML [315,316,317,318,319,320,329, 330].

Vzhledem ke znalosti relativni exprese NPM1 mutovaného genu v dobé diagnozy AML
(medidn 38245 kopii mutovaného NPM1/10000 kopii ABL, rozmezi 14350-144707 kopii
mutovaného NPM1/10000 kopii ABL) bylo pro vybér hodnoceni hladiny rezidudlni
nemoci v dob¢ pied transplantaci mozno vyuzit 2 zpisoby jejiho hodnoceni. Jednak
relativni hodnota exprese mutovaného NPM1 genu v dob¢ pied transplantaci nebo
zhodnoceni poklesu relativni exprese mutovaného NPM1 mezi dobou vstupni diagnostiky
AML a relativni expresi v dob¢ pred transplantaci u kazdé¢ho jednoho pacienta. Vyssi
statistické signifikance dosahovalo vyuziti rozdéleni souboru pacientl na zéklad¢ samotné
hodnoty relativni exprese mutovaného NPM1 genu pted transplantaci. Uvedeny fakt si
vysvétlujeme az 10 nasobnym rozdilem v expresi mutovaného NPM1 genu v dobé
diagndzy. Statistické vyznamnosti bylo dosazeno pro nékolik hladin exprese mutovaného
NPMI genu pied transplantaci (neg. vs. pozitivni a dale < nebo > nez 1,10,100 kopii
mutovaného NPM1/10000 ABL genu), z ¢ehoz lze usuzovat, Ze S nartstajici hladinou
predtransplantaéni MRN se zhorSuji vysledky aloTx (EFS, OS), coz je v ur€itém rozporu
s nékterymi publikacemi, které dokladaly rozdilné vysledky aloTx jen v piipadé pozitivity
¢i negativity MRN a v ramci MRN pozitivnich pacientl jiz nebyl prokazovan vyznam
hladiny pozitivity na vysledek aloTx [315,317]. Toto Ize v téchto studiich vysvétlovat
citlivosti pouzité metodiky ke stanoveni MRN (MFCM) a niz$im po¢tem MRN pozitivnich
pacientil, kdy pfi jejich dal$im rozdéleni jiz riznd hladina MRN nedosahovala statistické
vyznamnosti [315,317]. V ptipadé naseho souboru pacientti byla jako cut off vybrana
hodnota 10 kopii mutovaného NPM1 genu na 10000 kopii ABL (0,1% mutovaného
NPM1/ABL), ktera soubor rozdélovala na 2 skupiny se statisticky nejvyznamnéj$im
rozdilem EFS a OS, ktery byl dolozZen i multivaria¢ni analyzou.

Pacienti s AML s normalnim karyotypem v morfologické 1. nebo 2.KR a vyssi hladinou
ptredtransplantaéni MRN (> 10 kopii mutovaného NPM1/ 10000 kopii ABL) mé&li vyssi
incidenci relapsu a horsi EFS a OS po transplantaci. Pti srovnani pacientd s vyssi a nizsi
hladinou ptedtransplantacni MRN byl 3 lety EFS 35% u pacienti s ,,vyS$i hladinou MRN*
ve srovnadni s 3 letym EFS 72% u pacientl s ,,niz8i hladinou MRN* pfed transplantaci.
Podobné byl 3 lety OS 40% u pacientd s ,,vyssi hladinou MRN* ve srovnani s 3 letym OS
75% u pacientl S ,,nizsi hladinou MRN* pfed transplantaci. Incidence relapsi pak byla ve
skupin€ pacientl s ,,vys$si hladinou MRN*“ 48% ve srovnani s incidenci relapst 6% u
skupiny pacientt s ,,niz§i hladinou MRN* pfed transplantaci. Transplanta¢ni mortalita se
mezi obéma skupinami pacientt statisticky neliSila.

Zajimavym zjisténim u nami publikovaného souboru pacientti je fakt, ze pfitomnost
FLT3/ITD neméla u pacientl s AML S normalni karyotypem a mutaci NPM1 genu v KR
nepfiznivy vliv na transplantaéni vysledky. V ptipadé AML s normélnim karyotypem a
NPMI1 mutaci vstupni diagnosticka pozitivita FLT3/ITD dle publikovanych studii zhorSuje
prognozu téchto pacientu [64, 72,327,332]. Pii zohlednéni hladiny MRN se dle nami
zjisténych vysledkt zd4, Ze prognosticky vyznam FLT3/ITD pozitivity je minimalni
Vv kontextu vysledkt aloTX pfi srovnani pacientd s AML s mutaci NPM1 genu v KR s nebo
bez FLT3/ITD pozitivity v dobé diagnézy. Tento nami zjistény fakt je podporovan i
vysledky nékterych dalSich autorti [333]. Podobné v nasem souboru pacientd nemél pii
zohlednéni predtransplantaéni hladiny MRN na transplantacni vysledky vliv stav KR AML
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a vysledky aloTx u pacientli s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1.KR
se statisticky nelisily od vysledkd pacientd v 2.KR. Podobné zavéry ucinily i nékteré dalsi
studie, které vramci hodnoceni transplantacnich vysledkd zohlednovaly pfitomnost
predtransplantacni MRN [315,317,319]. Nicmén¢ Vv ramci objektivity nemtuzeme v tomto
ptipad¢ vyloucit vliv mensiho souboru nami sledovanych pacientli, protoze jsme
zaznamenali urcity trend k hor§im transplanta¢nim vysledkim u pacientti v 2.KR, ktery
vSak nedosahoval statistické signifikance. Tuto nejistotu podporuji i vysledky recentné
publikované studie vysledkii aloTX u pacienti s AML a izolovanou mutaci NPM1 genu,
které dokladovaly horsi transplanta¢ni vysledky u pacientii v 2.KR ve srovnani s pacienty
v 1.KR, nicméné v této studii nebyla zohlednéna hladina pfedtransplantacni MRN [334].
V ramci hodnoceni vysledku naseho souboru pacientl je nutné jést€ zminit vliv intenzity
predtransplantacni cytostatické¢ pfipravy na transplantaéni vysledky nami sledovaného
souboru pacienttl, protoze intenzitu ptipravného protokolu miizeme do urcité miry na rozdil
od jinych potencidlnich vstupnich faktor (napf. typ dérce, jeho pohlavi apod.) ovlivnit.
V ramci naSeho souboru pacientii s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu
v1. nebo 2.KR nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty
transplantovanymi po myeloablativni (busulfan v kombinaci s cyklofosfamidem) nebo
redukované (fludarabin v kombinaci s melfalanem) ptiprave. Toto zjisténi, je podpofeno i
vysledky nékterych dalSich studii, kdy vysledky alogenni transplantace u AML v KR
nebyly ovlivnény typem pfipravy, ale pouze pozitivitou predtransplantaéni MRN
[315,316,317,318]. Nicméné obecné je na zakladé publikovanych dat redukovana
predtransplantacni pfiprava spojovéna s vysSimi riziky relapsu AML po transplantaci ve
srovnani s myeloablativnimi rezimy véetné nekterych publikaci, které zohlednovaly i stav
MRN pied transplantaci a které dokladovaly lepsi transplantacni vysledky v ptipad¢ pouziti
myeloablativni pfipravy u pacienti s pozitivitou MRN pied aloTx [283,284,285,331].
V nasem souboru pacientii t¢z zadné dal$i potencidlni prognostické faktory (typ darce,
pohlavi darce, typ $tépu, CMV status darce) neovliviiovaly se statistickou vyznamnosti
vysledek transplantace s vyjimkou véku pacienta nad 63 let, kdy 3 lety EFS a OS byl 38%,
coz vSak bylo ovlivnéno vyssi transplantacni mortalitou (38%) téchto starSich pacienti.

Lze tedy shrnout, Ze nami publikované vysledky podporuji prognosticky vyznam stanoveni
ptedtransplanta¢ni hladiny MRN na vysledek aloTx u pacienti s AML v KR a jsou tedy ve
shodé¢ s vétsinou dosud publikovanych praci. Z praktického hlediska mizeme tedy v naSem
souboru pacientll vybrat skupinu nemocnych s nizkou hladinou MRN, jejichz 3 leté
celkové pfeZiti po transplantaci je 75% diky nizké incidenci relapsu, kterd v naSem souboru
u téchto nemocnych ¢inila 6%. Podobné vysledky miizeme nalézt 1 u dalSich studii, kdy u
pacientl s negativitou MRN pied transplantaci je publikované 3 leté celkové preziti mezi
62-77% a incidence relapsu mezi 0-21% [315,316,317,320]. U této skupiny pacienti je
tedy pritomno nizké riziko relapsu AML a pro vysledek aloTx je pro tyto nemocné
rozhodujici transplanta¢ni mortalita, morbidita a kvalita Zivota. Lze tedy u téchto
nemocnych zvazovat o preferenénim vyuziti redukovanych ptipravnych reziml ke sniZeni
toxicity transplantaéni 1éCby, ucinnéjsi prevenci GVHD a pomalejSimu ukoncovani
imunosupresivni 1é€by ke snizeni rizik rozvoje GVHD jako hlavni pfi¢iny morbidity a
mortality po aloTx. Nicméné tyto pfistupy je nutné ovéfit v ramci dalSich studii.
Provokativni otazkou miize byt dokonce vilbec nutnost zatazeni aloTX do 1éCby téchto
nemocnych pii zohlednéni nékterych recentné publikovanych dat [333]. Na druhou stranu
muzeme v naSem souboru vyc€lenit skupinu pacienti s vyssi predtransplanta¢ni hladinou
MRN, jejichz progndza je horsi. V nasem souboru tito pacienti méli 3 leté celkové pieziti
40% a incidenci relapst 48%. Podobné vysledky mizeme opét nalézt i u dalSich studii, kdy
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u pacientl s pozitivitou MRN pfed transplantaci je publikované 3 leté celkové preziti mezi
18-47% a incidence relapsu mezi 41-70% [315,316,317,320]. Vysledky pacientd
S pozitivitou MRN pfed transplantaci jsou tedy statisticky vyznamné hor$i nez bez
pozitivity MRN. Pfitomnost MRN Vv ramci standardni cytostatické 1écby AML byla fadou
praci dolozena jako nezavisly prognosticky neptiznivy faktor [109,140,144,145,
146,148,149,150,157,333]. Pozitivitu MRN u AML v ramci standardni cytostatické 1écby
lze tedy povazovat za nezéavislou neptiznivou biologickou charakteristiku onemocnéni.
Vysledky standardni 1écby u pacientl s pozitivitou MRN pfi samotné cytostatické 1é¢bé
Jsou vysoce nepiiznivé. Jedna z poslednich rozsahlejSich publikaci vénujici se praveé
pacientim s AML s NPM1 mutaci udavd u pacientl s pfetrvavajici pozitivitou NPMI
exprese po 2 cyklech 1é¢by 3 leté pieziti 24% [333]. Pii zohlednéni naSich a dalSich
publikovanych vysledki pacienti S AML v KR a pozitivitou MRN pied transplantaci
dosahuji 3 letého celkové pieziti cca 40% a lze tedy usuzovat, Ze aloTX U pacienti
v morfologické remisi AML s pozitivitou MRN caste¢né zlepSuje jejich neptiznivou
prognézu ve srovnani s pouhou cytostatickou 1é€bou. V soucasné dobé zatim zlstava
nejasna odpoveéd’ na otazku, zda lze dale zlepsit transplantacni vysledky u pacienti s AML
v KR a pozitivitou MRN. V ramci této potencialné rizikové skupiny pacientt lze zvazovat
nékolik moznych postupi k ovlivnéni vysledku aloTx. V tvahu ptipada moznost, v piipadé
trvajici pozitivity MRN v ramci standardni cytostatické 1écby AML, se pokusit dalsi
cytostatickou lé¢bou 0 dosazeni negativity MRN. Nicméné tento postup mize byt
problematicky. Nase zkuSenosti (nepublikovana data) u nemocnych s AML a NPM1
pozitivitou, kterym je monitorovana MRN v pribéhu indukéni a nasledné konsolida¢ni
1é¢by ukazuji, Ze u ¢asti pacientl s dalsi konsolidaci (vysoké davky cytosinarabinosidu) jiz
nedochazi k poklesu hladiny MRN a u nékterych dokonce po dalsi konsolidacni 1é¢bé
hladina MRN vzrostla. Podobnou zkusenost publikovali i ital$ti autofi, kdy u ¢asti pacientt
S AML a MRN pozitivitou po indukéni 1é¢bé nedosSlo k dosazeni MRN negativity a u
nékterych dochazelo k jeji progresi po podani dalsich 2 cyklt konsolida¢ni chemoterapie
(idarubicin v kombinaci s niz§imi intermediarnimi davkami cytosin arabinosidu)
[335,336]. Dalsi problematickym mistem tohoto pfistupu jsou samotna rizika 1é¢ebné
morbidity a mortality v souvislosti s dalsi intenzivni cytostatickou 1é¢bou, ktera mohou
ohrozit provedeni samotné aloTX nebo zhorsit jeji vysledky. Dalsi moznosti k ovlivnéni
progndzy vysledku aloTX u MRN pozitivnich pacienti s AML je vyuziti intenzivnéjSiho
(myeloablativni) ptedtransplantaéniho ptipravného protokolu. Nicméné v rdmci nami
publikovaného souboru pacientti pii zohlednéni predtransplantacni hladiny MRN intenzita
cytostatické ptipravy neovlivitiovala vysledky provedené aloTX. Podobné vysledky pak byly
publikovany v ramci studie autor ze Seatllu hodnotici vyznam MRN u AML v 1. nebo
2.KR v souvislosti s pouzitou intenzitou piedtransplanta¢ni piipravy, kdy pacienti s MRN
pozitivitou méli riziko relapsu v pfipadé myeloablativni ptipravy 63% a v piipadé
nemyeloablativni piipravy 57%.[317]. Naopak nékteré publikace, jak jiz bylo vySe uvedeno
vyznam intenzity piedtransplantacni pfipravy podporuji [283,284,285,331]. Nicméné je zde
nutno uvést opakované publikovany fakt, Ze vyssi intenzita ptredtransplantacni pfipravy je
spojena s vysSim rizikem transplantacni mortality, takZe finalné potencialni dosazeni
niz8iho rizika relapsu se nemusi promitnout do vysledku celkového pieziti pacientd po
aloTx [286]. K dalsim moznostem ovlivnéni vysledkd aloTx u pacientd s AML v KR a
pozitivitou MRN je snaha 0 zvySeni imunologické odpovédi tedy reakce S$tépu proti
leukémii (GvL), at’ uz Casnou potransplanta¢ni redukci imunosupresivni 1éby nebo
podanim preemptivni infuze darcovskych lymfocytli. Na zékladé naSich a dalSich
publikovanych vysledka se v rdmci nasich pacienti s AML v KR a s vyssi hladinou MRN
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snazime aktudln€ o ¢asnou redukci imunosupresivni 1€cby k potenciaci GvL efektu. Zda se,
ze uvedeny postup vede k niz§imu riziku relapsu, ale nas soubor takto nemocnych bude
teprve podroben hlubsi analyze. Nicméné v literature 1ze nalézt publikace, které dokladaji
efektivitu tohoto ptistupu [337,338]. Podobné je v posledni dob¢ atraktivni pfistup
kombinujici vySe uvedenou potenciaci GvL efektu s podanim 1¢€kii at’ uz standardnich
cytostatik nebo novych cilenych lekli (demetylacni latky, protilatky, inhibitory tyrosinkinaz
apod.). Nejvétsi publikované zkuSenosti v posledni dobé se tykaji vyuziti azacytidinu nebo
deoxyazacitidinu s jejich potencialni efektivitou v ramci preemptivni 1é€by mozného
relapsu AML po aloTx [339,340,341]. Jedna se vSak zatim jen o mens$i studie a dosud neni
zadna standardni potransplantac¢ni (preemptivni) 1écba AML obecné doporucena. Nami
ziskané vysledky u ndmi publikovaného souboru pacientli, kdy u pacientd s AML v KR a
vyssi hladinou MRN dochazelo k relapsu s medianem 4 mésicti po alogenni transplantaci,
ukazuji, Ze eventudlni terapeutickou intervenci po aloTX je tieba zahdjit Casné pii zjiSt€éném
pomérné vysokém riziku ¢asného relapsu AML po transplantaci.

Obecné lze tedy fici, Zze horsi vysledky aloTX u pacientd s AML a pozitivitou MRN
oteviraji vyzkumné pole pro snahu o identifikaci dalSich negativnich prognostickych
faktorti v ramci této skupiny pacientli a zahajeni intervenénich prospektivnich studii, které
se pokusi dale ovéfit pfinos vyse uvedenych moznych terapeutickych krokt ke zlepSeni
progndzy téchto nemocnych.
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7. Z.avér

Autor prokézal:

1. U pacientii pfed alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k pro AML S normalnim
karyotypem amutaci NPM1 genu v kompletni remisi byla prokazovana pomoci
kvantitativni PCR rtizna hladina minimalni rezidualni nemoci.

2. Stanoveni hladiny minimalni rezidualni nemoci pomoci kvantitativni PCR s relativni
kvantifikaci mutovaného NPMI1 genu vué¢i kontrolnimu ABL genu je vhodnym,
pfesnym, senzitivnim a stabilnim zptisobem jeji detekce.

3. Hladina minimalni rezidudlni nemoci stanovena pomoci relativni kvantifikace
mutovaného NPM1 genu va¢i kontrolnimu ABL genu pied zahdjenim
predtransplantacni  cytostatické pfipravy statisticky signifikantné prognosticky
ovlivitovala vysledky alogenni transplantace krvetvornych bun¢k.

4. Samotna hodnota hladiny minimélni rezidualni nemoci pted alogenni transplantaci 1épe
stratifikovala prognézu nemocnych nez hodnoceni poklesu hladiny relativni exprese od
diagnézy do doby transplantace.

5. Statistickd vyznamnost byla doloZena pro riiznou Uroven zjiSténych hladin minimalni
rezidudlni nemoci pfed alogenni transplantaci krvetvornych bunék.

6. Hodnota 10 kopii mutovaného NPM1 genu na 10000 kopii kontrolniho ABL genu
soubor rozdélovala na 2 skupiny se statisticky nejvyznamnéj$im rozdilem EFS a OS.

7. Hladina minimalni rezidudlni nemoci pfed alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k u
pacientli s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v kompletni remisi si
zachovavala prognosticky vyznam i pii zahrnuti dalSich vstupnich ptfedtransplantacnich
prognostickych markert.

8. Vramci sledovaného souboru pacienti neovlivnily vysledky alogenni transplantace
dal§i vyznamné vstupni parametry, kdy se jednad piedevSim o soufasnou pfitomnost
FLT3/ITD mutace ¢i intenzitu predtransplanta¢ni cytostatické piipravy.

9. Jako soucast dizertani prace jsou predkladany resp. diskutovdny moznosti ovlivnéni
horsich transplantacnich vysledki u pacienti s vys$si hladinou minimalni rezidualni
nemoci pied transplantaci.
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