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ABSTRAKT

Molekularné geneticka analyza patii mezi zakladni vySetieni nezbytna k pfesnému urceni
diagnodzy, prognozy a 1é¢by pacienti s AML. VysSetieni karyotypu umoznuje zafazeni pacientll
do zakladnich rizikovych skupin, molekularné genetické metody jednak poskytuji moznost dalsi
stratifikace pacientli v ramci jednotlivych podskupin, ale také umoznuji (pomoci kvantitativni PCR)
sledovat pribéh minimdlniho rezidualniho onemocnéni (MRO) a s ptfedstihem predvidat piipadny

relaps onemocnéni.

Cilem této prace bylo zhodnotit prognosticky vyznam novych molekularné genetickych markert
u pacienti s AML, zejména u nemocnych s pfiznivou (akutni promyelocytarni leukemie (APL),

CBF-AML) a stedni (vliv ptitomnosti mutaci FLT3 a dalSich) cytogenetickou prognoézou.

Pomoci kvalitativni PCR byla testovana pfitomnost fhznich geni PML/RARa, AML1/ETO
a CBFf/MYHI1. Pacienti s faznimi geny AML1/ETO nebo CBFp/MYHII (CBF-AML) byli dale
testovani pomoci sekvena¢ni analyzy, ptipadné restrikéniho §tépeni, na pfitomnost sekundarnich
mutaci genti C-KIT, K-RAS, N-RAS a FLT3. U pacientt se stfednim prognostickym rizikem byla
sledovana pfitomnost internich tandemovych duplikaci genu FLT3 (FLT3/ITD), mutaci
V tyrozinkinazové doméné tohoto genu (FLT3/TKD) a dale mutaci gentt DNMT3A, ASXL1.U pacientt
S komplexnimi zménami karyotypu pfitomnost mutaci genu TP53. MRO bylo sledovano pomoci
kvantitativni real time PCR. Nasledné byl analyzovan vliv téchto molekularnich aberaci na prib¢h
a prognodzu onemocnéni u jednotlivych rizikovych skupin pacientt.

Z celkem 654 nemocnych byl u 141 (21,6 %) detekovan né€ktery z prognosticky pfiznivych fuz-
nich genti: PML/RARa (u 92 pacienttl), AML1/ETO (27) a CBF/MYH11 (22). Pacienti s fiznimi geny
PML/RARo. a AML1/ETO méli vyrazné nizsi riziko relapsu onemocnéni a témét 70 % z nich piezivalo
3 roky od diagnézy AML. Sanci na docileni CR u pacienti s fuzi PML/RARe snizovala p¥itomnost
FLT3/ITD. U pacientt s fuzi CBF/MYH]I1 byla pravdépodobnost relapsu vyssi a dlouhodobé preziti
téchto pacientti bylo pfiblizné¢ 60 %. Incidenci relapsi u pacienti s CBF-AML zvySovala jednak
pritomnost sekundarnich mutaci genti C-KIT, K-RAS a FLT3/TKD, ale i ptetrvavajici pozitivita MRO.

Do skupiny se stfedni cytogenetickou prognézou bylo na zdkladé vysetfeni karyotypu zafazeno
394 (60,2 %) pacientid. Mutace genti FLT3 (FLT3/ITD, FLT3/TKD) a DNMT3A vyrazné zvySovaly
pravdépodobnost relapsu onemocnéni u této skupiny pacientd. Pacienti s FLT3/ITD dosahovali
vyrazné krat$iho OS (3 roky po diagnoéze piezivalo pouze 17 % pacientti), bez ohledu na délku a misto
inzerce ITD. Mutace genu ASXL1 nemély na prognézu onemocnéni zadny vyrazny vliv.

Do skupiny s nepfiznivou prognézou bylo zatazeno 119 (18,2 %) pacientt, u 60 z nich byly
detekovany komplexni zmény karyotypu. OS po 3 letech od diagndzy byl u téchto pacientd pod 10%.

V této praci byl potvrzen nepiiznivy vliv pfitomnosti FLT3/ITD (nicméné nebyl prokazan zadny
dodatecny vliv jeji délky, mista inzerce ani procentudlniho zastoupeni mutované alely) a mutaci
DNMT3A genu na prognoézu onemocnéni AML. Déle byl prokdzan negativni vliv sekundarnich mutaci
na incidenci relapst u pacienti s CBF-AML. Byla zavedena a optimalizovana metodika pro sledovani
MRO u pacientii s nejéastéjSimi typy mutaci genu DNMT3A.

Kli¢ova slova: akutni myeloidni leukemie — akutni promyelocytarni leukemie — core binding
factor AML — FLT3/ITD — FLT3/TKD — DNMT3A — ASXL1 — mutace — prognoza.



ABSTRACT

Cytogenetic and molecular genetic analyses are necessary for precise assessment of diagnosis,
prognosis and treatment of patients with AML. The karyotypic analysis allows the distribution of
patients into the basic risk groups, while the methods of molecular biology offer further possibilities to
stratify patients within particular risk subgroups. Moreover, using quantitative PCR, they enable to
follow the course of minimal residual disease (MRD) and foresee the eventual relapse of the disease.

The aim of this thesis was to analyse the prognostic impact of new molecular markers in patients
with AML, particularly in those with favourable (acute promyelocytic leukemia (APL), CBF-AML)
and intermediate (influence of FLT3 mutations and others) cytogenetic profiles.

The presence of fusion genes PML/RARa, AMLLI/ETO and CBFfS/MYHII was tested by
qualitative PCR. Patients harbouring fusion genes AML1/ETO or CBFf/MYHI11 (CBF-AML) were
further analysed using either sequencing or restriction digest analysis, for the presence of C-KIT,
K-RAS, N-RAS and FLT3 mutations. Patients with intermediate cytogenetic risk were tested for
presence of internal tandem duplications of FLT3 (FLT3/ITD), mutations in tyrosine kinase domain of
FLT3 (FLT3/TKD), DNMT3A and ASXL1 mutations. Cases with a complex karyotype were screened
for TP53 mutations. Real time PCR was used for monitoring of MRD. The impact of these aberrations
on disease progression and prognosis in particular risk groups of patients was analysed.

Out of 654 patients, in 141 (21.6%) one of the prognostically favourable fusion genes were
detected: PML/RARa (92 patients), AMLL/ETO (27) and CBFpS/MYHI1 (22). Patients carrying the
fusion genes PML/RARa or AML1/ETO had a lower risk of relapse and almost 70% of them were alive
3 years after the diagnosis of AML. The chance to reach CR in cases with PML/RARo. was diminished
by the presence of FLT3/ITD. Patients harbouring CBF/MYH11 fusion had a higher incidence of
relapse and overall survival (OS) of these patients was around 60%. The relapse rate in patients
with CBF-AML was increased by C-KIT, K-RAS and FLT3/TKD mutations, as well as by the
persisting positivity of MRD.

According to the results of karyotypic analysis, 394 (60.2%) patients were included within the
intermediate cytogenetic risk group. Both FLT3 (FLT3/ITD, FLT3/TKD) and DNMT3A mutations had
a strong adverse impact on the relapse rate in these patients. Those carrying FLT3/ITD had a much
shorter OS (3 years after the diagnosis, only 17% of patients were alive), regardless of the ITD length
and insertion site. ASXL1 mutations had no impact on prognosis of AML.

119 patients (18.2%) were assigned into the unfavorable risk group. In 60 of them, complex
karyotypic changes were shown. OS after 3 years within this group was below 10%.

This study confirmed the unfavorable prognostic impact of FLT3/ITD (but no additional impact
of its length, insertion site and mutated allele burden was demonstrated) and DNMT3A
mutations. The adverse impact of C-KIT, FLT3/TKD and K-RAS mutations on the relapse rate
of CBF-AML patients was demonstrated. The methods for MRD monitoring were developed for cases
with the most frequent types of DNMT3A mutations.

Keywords: acute myeloid leukemia — acute promyelocytic leukemia — core binding factor AML
—FLT3/ITD — FLT3/TKD — DNMT3A — ASXL1 — mutation — prognosis.



1. UVOD

Pojem leukemie je souhrnnym nazvem pro skupinu onemocnéni, charakteristickych nadorovym
zmnozenim bilych krvinek v kostni dieni. Prvni popisy nemocnych s nahromadénim bilych krvinek
v Krvi pochazeji z poloviny 19. stoleti, kdy francouzsky lékat A. F. Donné a skotsky patolog J. H.
Bennett pozorovali obraz podobny hnisdni, avSak bez ndlezu hnisavého loziska. Termin leukemie,
vychazejici z feckych slov leukos (bily) a haima (krev), byl poprvé pouzit vroce 1847 némeckym
patologem R. Virchowem, ktery ve sv€telném mikroskopu pozoroval vyrazné zmnoZeni bilych
krvinek a spravné usoudil, Ze nejde o hnisani, ale o samostatné onemocnéni. V roce 1877 némecky
1ékat P. Ehrlich vyvinul metodu barveni krevnich natérti, kterd mu umoznila detailné popsat normalni
a patologické bilé krvinky. Do roku 1889, kdy némecky Iékat W. Ebstein poprvé pouzil termin akutni
leukemie K odliseni rychle progredujici formy onemocnéni s fatalnimi nasledky od formy
s pomalej$im pribéhem, bylo onemocnéni povazovano za chronické. V roce 1868 némecky patolog
E. Neumann popsal zmény v kostni dfeni pacientii a prokazal jejich souvislost se vznikem leukemie.
V roce 1900 $vycarsky hematolog O. Naegeli popsal nové buiiky v myeloidni bunécné fade, které
nazval myeloblasty. Od té¢ doby jsou leukemie rozdélovany na myeloidni a lymfoblastové. V roce
1913 byly klasifikovany ctyii zékladni typy leukemii, jak je znadme nyni: chronickd lymfaticka
leukemie (CLL), chronickd myeloidni leukemie (CML), akutni lymfoblastova leukemie (ALL)
a akutni myeloidni leukemie (AML) [1-4].

Objev struktury a funkce DNA dvéma védci z Cambridge J. D. Watsonem a F. Crickem v roce
1953 a nasledné rozvoj cytogenetickych a posléze molekularné genetickych metod hral zasadni roli
v moznostech diagnostiky a 1é¢by leukemii. V roce 1960 popsali americti védci P. C. Nowell
a D. Hungerford prvni rekurentné se objevujici chromozomalni abnormalitu spojenou s nadorovym
onemocnénim, maly specificky chromozom pfitomny u pacientt s CML, ktery byl pojmenovan
filadelfsky chromozom. Pozdé&ji, vroce 1973, americkd geneticka J. D. Rowley pomoci nové
cytogenetické techniky, G-pruhovani, upfesnila, ze tento chromozom vznika specifickou translokaci
mezi chromozomy 9 a 22 [5]. Tataz geneticka o 4 roky pozdéji se svymi spolupracovniky
popsala i balancovanou translokaci t(15;17) charakteristickou pro pacienty s akutni promyelocytarni
leukemii (APL) [6]. V roce 1979 pak J. M. Trujillo detekoval translokaci t(8;21) u 32 z 546 pacientt
s AML [7].

V roce 1976 byla Francouzsko-Americko-Britskou skupinou 7 hematologi publikovana prvni
klasifikace akutnich leukemii. Tato tzv. FAB klasifikace rozd€luje akutni leukemie vyhradné na
zaklad¢é morfologického a cytochemického vySetfeni a rozliSuje 3 subtypy ALL (L1-L3) a 8 subtypu
AML (MO0-M7) [8]. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) sestavila v roce 2001 prvni klasifikaci
AML, ktera bere v potaz kromé& morfologickych néalezt i vysledky cytogenetického vySetieni [9]. Tato

klasifikace byla nasledné revidovana v roce 2008.



Vyhradné na cytogenetickych a molekularné genetickych nalezech jsou pak zaloZeny nékteré
novejsi prognostické stratifikace AML publikované Grimwadem et al. [10,11] a nejnové&jsi podle

Evropské leukemické sité¢ (ELN) z roku 2010 [12].

AML je geneticky heterogenni onemocnéni, vznikajici v disledku ziskanych somatickych mutaci
v hematopoetickych progenitorovych bunkach, narusujicich normalni pribéh diferenciace, vyzravani a
nasledné i proliferace. Chromozomové aberace (balancované translokace, inverze, delece, inzerce,
monosomie a trisomie) byvaji detekovany pfiblizn€ u 55 % pacientl. S rozvojem novych molekuldrné
genetickych metod byla popsdna celd fada riznych genovych mutaci a aberantné exprimovanych
gent, coz umoziuje dalsi stratifikaci velké skupiny pacientii s normalnim karyotypem. Vyznam téchto
nove identifikovanych mutaci, jejich dopad na prognézu onemocnéni a jejich vyuziti jako genetickych
markerii pro sledovani minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRO) je zatim predmétem vyzkumu.
Nekteré z téchto mutaci se zdaji byt dilezitymi prognostickymi a prediktivnimi markery, nckteré

molekularni zmény mohou byt cilem specifické terapie [13,14].



2. CiL PRACE

Cilem predkladané dizertacni prace bylo zhodnotit prognosticky vyznam novych molekularne
genetickych markerti u pacientd s AML, zejména u nemocnych s pfiznivou a stiedni cytogenetickou

prognoézou:

1. u pacientti s APL
2. u pacientu s CBF-AML

3. u pacientt se stfedni cytogenetickou prognézou (vyznam mutaci genu FLT3 a dalSich).



3. LITERARNI PREHLED PROBLEMATIKY

3.1 AKUTNi MYELOIDNI LEUKEMIE

Akutni myeloidni leukemie (AML) jsou heterogenni skupinou onemocnéni vznikajicich maligni
transformaci hematopoetické kmenové nebo progenitorové buiiky, spojené s poruchou diferenciace
a apoptézy pii zachovani schopnosti proliferace. Akumulace leukemickych blasti potlacuje
fyziologickou krvetvorbu a vede K anémii, neutropenii a trombocytopenii. Buné¢né stadium,
ve kterém k transformaci dojde, a omezend schopnost vyzravani u téchto bun¢k do znacné miry

ovlivituji fenotypovou variabilitu onemocnéni [15].

AML je nejcastéjsim typem leukemie u dospélych pacientii a predstavuje 3 % ze vSech malignich
nadord. Jeji incidence je nejvetsi v USA, Australii a zdpadni Evropé, kde dosahuje 3-4 nemocnych
na 100 000 obyvatel za rok a s vékem stoupa az na 15-17/100 000 ve skupiné nad 65 let. NeléCena ma
fatalni pribéh, s medianem pieziti 11-20 tydnt. Pacienti umiraji v disledku selhani kostni diené

(infekce, krvaceni) [16].

V&k pacientll je nejvyznamnéj$im prognostickym faktorem u AML. Sance na uzdraveni klesa
kontinualn¢ se stoupajicim vékem, ve skupin¢ do 60 let dosahne kompletni remise (CR) pftiblizné
75 % pacientl a 35-40 % z nich preziva 5 a vice let, nad 60 let je CR indukovana u 45-55 % ptipadt
améné nez 10 % nemocnych prezivd minimaln€¢ 5 let. To je zplsobeno zejména vyssi frekvenci
komorbidit a kontraindikaci intenzivni cytotoxické terapie, vyss$i incidenci sekundarnich AML
vzniklych transformaci z myelodysplastického syndromu (MDS) a vyssi frekvenci nepfiznivych

cytogenetickych abnormalit u starSich pacientt [15,17].

Diagnostika AML se opird o morfologické, cytochemické, imunofenotypizacni, cytogeneticke
a molekularn¢é genetické vysetfeni periferni krve a kostni diené. Prvnim vySetfenim obvykle byva
stanoveni rozpoctu leukocyti z krevniho obrazu. Diagnostickd je pfitomnost leukemickych
myeloidnich blastd, mensi pocet zralych neutrofili a absence stfednich vyvojovych forem (tzv. hiatus
leukemicus). Pocet leukocytt v periferni krvi byva obvykle zvyseny, ale mize byt normalni i snizeny.
K definitivnimu stanoveni diagnézy AML je nutné vySetieni kostni diené. Pro diagnézu AML svéd¢i
pfitomnost blasti v kostni dfeni dosahujici > 20 % z celkového poctu jadernych bunck [18].

O klasifikaci AML pojednava kap. 3.2.

Konvenéni cytogenetické vysetfeni (doplnéné o FISH analyzu) je nezbytné pro diagnostiku
chromozomalnich aberaci. Chromozomalni abnormality nachazime u 55-60 % ptipadi AML. Genové
mutace identifikované u AML mizeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi tzv. ,,gain of
function mutace, které aktivuji signalni drahy vedouci ke zvySené proliferaci a zaroven

prodlouzenému pieziti leukemickych progenitorovych bunék. Sem patfi napf. mutace genli RAS,



C-KIT a FLT3. Druhéd skupina zahrnuje mutace postihujici transkripéni faktory a komponenty
transkripénich koaktivaénich komplex. Pfikladem téchto mutaci jsou zejména fuzni geny
PML/RARa, AML1/ETO a CBFp/MYHI1, dale pak mutace geni CEBPA, NPM1 a translokace genu
MLL [13,14].

Molekularné genetické vysSetfeni pomoci PCR umozZiiuje rozpoznat pacienty s prognosticky
ptiznivymi faznimi geny PML/RARo, AML1/ETO a CBFp/MYHII. Zejména prukaz fuzniho genu
PML/RARa je nutny pro pfesnou a v€asnou diagnozu pacientil s APL. Stanoveni dal§ich molekularné
genetickych aberaci, jako internich tandemovych duplikaci genu FLT3 (FLT3/ITD), mutaci gent
NPM1, CEBPA, DNMT3A a dalsich jednak pomutize bliZe uréit rizikovou skupinu pacientti a za druhé,
Vv pfipad€ pozitivniho ndlezu, umozituje pomoci kvantitativni PCR sledovat pribéh MRO a tcinnost

1é¢by, popiipad¢ s piedstihem predvidat relaps onemocnéni [12,17].

Lécba AML ma dvé hlavni faze. Cilem prvni, indukéni faze je navozeni CR, kterd je
charakterizovana normalizaci hodnot krevniho obrazu, vymizenim nezralych leukemickych bunék pod
hranici morfologické detekce a poklesem blastli v kostni dieni pod 5 %. CR se pomoci indukéni
terapie podaii dosdhnout u 50-80 % pacientt s AML. Druhd faze, tzv. konsolida¢ni terapie,
se zamétuje na vymizeni MRO a docileni molekularni remise. Tato faze zahrnuje nékolik odlisnych
léCebnych postupli, od intenzivni chemoterapie az po autologni nebo alogenni transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék (HSCT) [18,19]. Usp&sna indukce a poremisni 1é¢ba dava nad&ji na
vyléceni 30-40 % pacienti s AML (s vyjimkou APL, kde je vyssi). Zasadni ulohu v 16€bé AML hraje
monitorovani MRO v kostni dfeni a/nebo v periferni krvi, jednak pomoci multiparametralni pritokové
cytometrie, ale zejména pomoci molekularné genetickych metod. Pouziti kvantitativni real-time
RT-PCR umozituje sledovat MRO s citlivosti 10 az 10° a s pfedstihem az 3 mésicti detekovat
molekularni relaps onemocnéni a vCasnym zahdjenim lécby piedejit relapsu hematologickému.
K monitorovani MRO lze vyuzit nékteré specifické translokace a mutace detekované pii zachytu
onemocnéni. U velké ¢asti pacientl bez specifického markeru lze sledovat MRO pomoci exprese genu
WT1, ktera byva u vétSiny nemocnych zvySend jak v dobé diagnézy, tak i v pifipadé relapsu

onemocnéni [20-22].

3.2 KLASIFIKACE AML

Nejstarsi a do nedavna nejpouzivanéjsi klasifikaci AML je tzv. Francouzsko-Americko-Britska
(FAB) Kklasifikace, jejiz prvni verze byla publikovana v roce 1976 [8]. Je zalozena ptedevSim na

morfologickych, event. cytochemickych metodach a definuje subtypy M0-M7:



Tab. 1: Morfologicka FAB klasifikace AML a vyskyt specifickych chromozomaélnich translokaci u jednotlivych
subtypu [8,23,24].

FAB subtyp | Morfologie Cytogenetika
MO Nediferencovana AML
M1 AML s minimdlni myeloidni diferenciaci
M2 AML s vyzravanim t(8;21)(q22;922)
M3 Akutni promyelocytarni leukemie

S hypergranularnimi promyelocyty t(15;17)(q22;921)
M3v Akutni promyelocytarni leukemie

S hypogranularnimi promyelocyty
M4 Akutni myelomonocytarni leukemie
M4eo Akutni myelomonocytarni leukemie s eozinofilii | inv(16)/t(16;16)(p13;022)
Mb5a Akutni monoblastova leukemie bez vyzravani Cast&ji translokace MLL genu,
M5b Akutni monoblastové leukemie s vyzravanim napt. t(9;11)(p21-22;q923)
M6 Erytroleukemie Zmény podobné MDS
M7 Akutni megakaryoblastova leukemie

S rozvojem novych cytogenetickych a predevsim molekularné genetickych diagnostickych metod
se klasifikace AML ¢im dal vice opiraji o rizné molekularn¢ genetické nalezy a jejich dopad
prognostickych ukazateld u AML. Cytogenetické abnormality se vyskytuji pfiblizné¢ u 55-60 %
ptipadi AML a maji vysokou prediktivni hodnotu co se tykd odpovédi pacientli na 1é¢bu, mozného
vyskytu relapsu onemocnéni a celkového pieziti (OS), nicméné vyznam nékterych méné cCastych

aberaci zUstava stale nejasny [15].

V roce 2000 publikovali Slovak et al. vysledky studie Southwest Oncology Group/Eastern
Cooperative Oncology Group (SWOG/ECOG), ktera analyzovala vliv jednotlivych chromozomalnich
abnormalit na docileni CR, délku OS a pieziti po dosazeni CR u skupiny 609 pacienti s AML
mladsich nez 56 let [25]. Na zakladé vysledkt byla vytvofena klasifikace, ktera rozdélila pacienty
do ¢tyt kategorii podle prognostického rizika.

Ve skuping s ptiznivym prognostickym rizikem bylo 121 pacientii (20 %), se stiednim rizikem
278 (46 %), 184 (30 %) mélo neptiznivou prognézu a zbylych 26 pacientd (4 %) se ziidka se
vyskytujicimi chromozomalnimi abnormalitami nebylo zafazeno do Zadné prognostické kategorie.

Mezi skupinami byl signifikantni rozdil v pravdépodobnosti docileni CR i v délce OS [25].



Tab. 2: Klasifikace AML podle cytogenetického nalezu podle SWOG/ECOG:; Slovak et al. [25].

Prognosticka kategorie

Cytogeneticka abnormalita

Prizniva t(15;17)(q22;021)

inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)

t(8;21)(q22;922) s vyjimkou pac. s del(9q) a pac. s komplexnim karyotypem
Stiedni normalni karyotyp

+8, -Y, +6, del(12p)
Nepftizniva t(8;21)(922;922) s del(9q)

-5/del(5q)

-7/del(7q)

inv(3q)

abn 11q, 20q, 21q, 17p

del(9q)

t(6;9)

1(9;22)

komplexni karyotyp (3 a vice zmén)

Neznamé riziko

pac. s chromozomalnimi aberacemi s nizkou Cetnosti

O dva roky pozdé&ji publikovali Byrd et al. [26] vysledky studie Cancer and Leukemia Group B

(CALGB 8461) zahrnujici 1213 dospélych pacienti s AML, s vyjimkou pacientt s translokacemi

t(15;17) a t(9;22), kteti jsou léCeni specifickou terapii. Také zde jsou pacienti rozdé€leni do tii

prognostickych skupin podle délky OS v zéavislosti na pfitomnosti jednotlivych chromozoméalnich

aberaci:

Tab. 3: Klasifikace AML podle cytogenetického nalezu podle CALGB 8461; Byrd et al. [26]:

Prognostické kategorie

Cytogeneticka abnormalita

Pfizniva

1(8;21)(922;922)
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)
del(9q)

Stiedni

normalni karyotyp
-Y, +13, +21

t(9;11), +11, del(11q)
del(5q)

abn(12p)

del(20q)

Neptizniva

komplexni karyotyp (3 a vice zmén)

(6;9)

t(6;11), t(11;19)

inv(3)/t(3;3)

-7

+8 jako samostatna aberace, nebo s jednou jinou abnormalitou




Nejnovgjsi cytogeneticka klasifikace podle Grimwada et al. [11] z roku 2010, zaloZena na
analyze karyotypu a jeho vlivu na pribéh a prognoézu onemocnéni u 5876 pacientti mladsich 60 let,

rozde€luje pacienty do tii prognostickych skupin:

Tab. 4: Klasifikace AML podle cytogenetického nalezu; Grimwade et al. [11].

Prognosticka skupina | Cytogeneticka abnormalita

Pfizniva t(15;17)(q22;921)
1(8;21)(922;922)
inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;q22)

Stiedni normalni karyotyp
nalezy nefazené do dobré ani Spatné prognostické skupiny
Nepfizniva abnormality 3q [s vyjimkou t(3;5)(q21-25;931-35)]

inv(3)(g2126)/1(3;3)(g21;926)

add(5q), del(5q), -5

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

t(11g23) [s vyjimkou t(9;11)(p21-22;923) a t(11;19)(q23;p13)]
1(9;,22)(q34;911)

-17/abnormality 17p

komplexni karyotyp (> 4 abnormality)

Nejpocetnéjsi skupinu tvoii pacienti s normdlnim karyotypem a pacienti bez pfitomnosti
prognosticky piiznivych nebo nepfiznivych aberaci, kterych byva okolo 60 %. Ve snaze o dalsi
stratifikaci této skupiny pacientti a vymezeni jejich rizikovych faktort, byla Evropskou leukemickou
siti (ELN) navrzena klasifikace, kterd bere v potaz dalsi molekularné genetické aberace,
nedetekovatelné béznou cytogenetickou analyzou a rozdéluje pacienty se stfedni prognozou na dvé

podskupiny [12]:

Tab. 5: Rizikové skupiny AML podle cytogenetického a molekularné genetického nalezu podle ELN [12].

Riziko Cytogeneticky/molekulirné geneticky nalez

Nizké 1(8;21)(q22;q22)/AML1/ETO

inv(16)(p13;922) nebo t(16;16)(p13;q22)/CBEFS/MYHI 1
normalni karyotyp s mutaci NPM1 bez FLT3/ITD
normalni karyotyp s mutaci CEBPA

Stredni -I normalni karyotyp s mutaci NPM1 a FLT3/ITD
normalni karyotyp bez mutace NPM1 a bez FLT3/ITD
normalni karyotyp bez mutace NPM1 s FLT3/ITD

Stiedni -1l 1(9;11)(p22;023)/MLL/AF9
nalezy nefazené do dobré ani $patné prognostické skupiny
Vysoké inv(3)(g21;926) nebo t(3;3)(q21;q26)/RPN1/EVI1

t(6;9)(p23;934)/DEK/CAN

translokace lokusu 11q23/faze genu MLL (s vyjimkou t(9;11)/MLL/AF9)
-5 nebo del (5q); -7; abnormality 17p

komplexni karyotyp (= 4 abnormality)




3.3 AML S PRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

Do skupiny AML s pfiznivou prognézou na zakladé cytogenetického nalezu patii pacienti s APL
s prikazem t(15;17) a fizniho genu PML/RARa. Tito pacienti pfedstavuji piiblizné 10-15 % nové
diagnostikovanych AML. Druhou podskupinou s dobrou prognoézou jsou pacienti s tzv. core binding
factor AML (CBF-AML) nesouci bud’ t(8;21) s fuznim genem AML1/ETO (v klinickych studiich
zahrnujicich pouze pacienty do 60 let byva téchto pacientd pfiblizné 7 %) nebo inv(16) ¢i t(16;16)
s fiznim genem CBFB/MYHI1 (cca 5 % pacientd s AML). Dohromady tito pacienti tvoii pfiblizné
25 % nove diagnostikovanych AML [11].

3.3.1 AKUTNZ PROMYELOCYTARNI LEUKEMIE

APL je samostatnou podskupinou v ramci AML FAB Kklasifikace oznaéovanou AML M3 (pfip.
M3v). Jako zvlastni podskupina byla poprvé popsana v roce 1957 a po dlouhou dobu byla spojena
s extrémné $patnou prognozou [27]. Incidence APL se pohybuje od 5-10 % v USA a severni Evropg¢,
ptes 15-25 % v Evropé stfedni a jizni aZ do 30 % v Latinské Americe [28,29]. Specifickym znakem
APL je t(15;17)(922;921) s faznim genem PML/RARa, ktery byva detekovan az u 98 % ptipadi APL.
Zbyla 2 % pripadaji na vzacné faze PLZF/RARa t(11;17)(q23;q21) (asi 1 % ptipadi), NPM1/RAR«
t(5;17)(q35;921) (0,5 % APL) a ojedinéle popsané NuMA/RARa t(11;17)(q13;921), STAT5b/RARa.
t(17;17)(q11;g21) [30,31], PRKARIA/RARa t(17;17)(q24;021) [32], FIPILI/RARa t(4;17)(q12;q21)
[33], BCOR/RARa t(X;17)(p11;q21) [34] a OBFC24/RARx 1(2;17)(q32;921) [35].

Gen RARa (retinoic acid receptor a) se nachazi v chromozomalnim pruhu 17q21.2, je tvoten 9
exony, koduje protein o délce 462 aminokyselin a je zahrnut ve vSech dosud zndmych piestavbach
u APL. RARa patii do rodiny jadernych receptorti kyseliny retinové (spoleéné s RARB a RARYy)
a hraje diilezitou roli v kontrole proliferace a diferenciace hematopoetickych prekurzorovych bunék.
Je tvoten vysoce konzervovanou, sekvencné specifickou, DNA-vazebnou doménou typu zinc finger
a komplexni ligand-vazebnou doménou, kterd je zodpovédnd za heterodimerizaci a transkrip¢ni
aktivaci. Protein RARa vytvafi heterodimery se ¢leny druhé rodiny jadernych receptori retinoidi
RXR (retinoid X receptors), coz umoziuje jejich efektivnéj$i vazbu k DNA. Prostfednictvim
specifické sekvence DNA-vazebné domény se heterodimer RARo/RXR vaze k RARE (retinoic acid
response elements), lokalizovanym v promotorovych oblastech RARa-specifickych cilovych gend.
Komplex RARa/RXR funguje jako univerzalni ptfepinac¢ schopny bud’ aktivovat, nebo potlaovat
transkripci. V nepfitomnosti ligandu vaze korepresory transkripce, po vazbé ligandu dochazi

k navazani koaktivatort a stimulaci genové exprese [36,37].



Gen PML je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 15q24.1, sklada se z 9 exont, koduje protein
0 délce 560 aminokyselin a je nejCastéjsim fiznim partnerem genu RARa u APL. Protein PML je
zapojen do mnoha riznych bunécnych procest vcetné apoptdzy, bunééného starnuti, regulace ristu,
regulace transkripce a kontroly genové stability. Specificka posttranslacni modifikace - sumoylace -
PML proteinu urcuje jeho lokalizaci v charakteristickych jadernych strukturach zvanych nuklearni
téliska, spole¢né stadou dalsich proteini [37,38]. PML protein je tvofen né€kolika dilezitymi
funkénimi doménami. Konzervovana N-termindlni ¢ast zahrnuje oblast bohatou na prolinové zbytky,
dale tzv. RING (really interesting new gene) finger doménu zprostfedkovavajici interakce mezi
proteiny, nasledovanou dvéma na cystein a histidin bohatymi B-boxy a a-helikalni coiled-coil
doménou podilejici se na heterodimerizaci a multimerizaci PML. C-terminalni ¢ast proteinu obsahuje
signal pro jadernou lokalizaci a na serin a prolin bohatou oblast s fosforylaénimi misty. C-konec PML

proteinu je co do délky zna¢né variabilni v disledku alternativniho sesttihu [36,38].

Ve fuznim proteinu PML/RARa zlstavaji zachovany vSechny dilezité funkéni domény obou
proteint. N-terminalni ¢ast PML s RING finger doménou, obéma B-boxy a a-helikalni coiled-coil
doménou je spojena s DNA-vazebnou doménou a C-terminalni doménou (zprostiedkovavajici
interakci s ligandem a vazbu RXR) genu RARa. Aberantni protein PML/RARa vaze korepresor
(histondeacetylazovy komplex - HDAC) s vyssi afinitou nez normalni RARa, coz vede ke zméné
v acetylaci chromatinu a alternativni konformaci chromatinu, ktera inhibuje transkripci gent
regulovanych normalnim proteinem RARa. Tim je blokovana bunécna diferenciace a dochazi
k akumulaci abnormalnich promyelocytl. Specifickd 1é¢ba APL, kterd ¢&ini z historicky
nejnepiiznivéjSitho typu AML jeden z nejpfiznivéjSich, spociva v podavani terapeutickych davek
kyseliny transretinové (ATRA). Ta méni konformaci proteinu PML/RARa a uvoliuje vazbu HDAC
komplexu, ¢imz umoziuje transkripéni aktivaci cilovych genti. Navic indukuje proteolyzu proteinu

PML/RARa a tim vede k obnoveni diferenciace leukemickych blastt [27].

Ke zlomu v genu RARa dochazi vzdy v intronu 2, vysledny produkt tedy vzdy zahrnuje exony
3-9 tohoto genu. Misto zlomu v genu PML je variabilni a mize byt lokalizovano ve tfech rtiznych
oblastech. V ptiblizné 55 % ptipadd dochazi ke zlomu v intronu 6 (tzv. berl zlom), vysledny fuzni gen
pak vzniké spojenim 6. exonu genu PML se 3. exonem genu R4ARa. U 40 % APL dochdzi ke zlomu
v oblasti intronu 3 PML genu (bcer3), vznikly fuzni transkript je pak kratsi a vznika spojenim 3. exonu
PML se 3. exonem RARa. Ve zbylych pfiblizné 5 % ptipadi je zlom lokalizovan v riznych mistech

exonu 6 a vysledny produkt ma potom variabilni délku (obr. 1) [29,39,40].
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Typ zlomu
a vysledny typ transkriptu
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ber2 :
variantni (V) typ R

ber3
kratky (S) typ

Obr. 1: Schematické zobrazeni riznych zlomovych mist genu PML a vyslednych faznich produkti PML/RARa
[29].

Pii véasné diagnostice a zahajeni specifické 1é¢by induktory diferenciace (ATRA, arsenik)
a chemoterapii je APL v soucasné dobé& nejpfiznivéjsim typem AML s vysokou pravdépodobnosti
dlouhodobého pieziti. CR dosahuje 70-90 % pacientl, mensi Sance na docileni CR je u pacientd
s vy$§im poctem leukocytl v dobé diagnozy [11,41-43]. K relapsu onemocnéni dochazi u 5-30 %
piipadd [40,41,43]. Dilezitou ulohu v predikci relapsi a ve vymezeni pacientd s veétsi
pravdépodobnosti relapsu onemocnéni hraje sledovani MRO pomoci real-time PCR v prabéhu 1é¢by
i po jejim ukonceni [44-46]. Grimwade a Lo Coco pozorovali signifikantné vyssi riziko relapsu

onemocnéni u pacientll s pozitivnim nalezem fazniho transkriptu po téeti konsolida¢ni kute [44].

Dlouhodobé celkové pieziti pacienti s APL se pohybuje mezi 60-80 % [10,11,41,47].

3.3.1.1 Mutace genu FLT3 u APL

Interni tandemové duplikace a bodové mutace v tyrozinkinazové doméné 1 genu FLT3
(FLT3/TKD; podrobnéji viz kap. 3.4.1) jsou nejéastéjSimi sekundarnimi molekularnimi aberacemi
u pacientti s APL. FLT3/ITD se nachazi u 20-35 % piipada, ¢astéjsi jsou pacientli se subtypem M3v
a u nemocnych se zlomem ber3 [41,48,49]. Incidence FLT3/TKD mutaci je nizsi, jsou detekovany jen
u 9-20 % APL. Pritomnost téchto aberaci je nezavisla na véku a pohlavi pacientd. Oba typy mutaci
vedou Kk vyssimu poctu leukocytl a niz§imu poctu trombocyti v dobé diagnozy [41,48-50]. Gale et al.

mutaci, patrné v disledku vys$siho poctu leukocytd. Ostatni autofi nepozorovali vyznamny vliv téchto

aberaci na pravdépodobnost docileni CR [41,49,50]. FLT3/ITD ani FLT3/TKD nemaji zadny vliv

11



na vyskyt relapstt onemocnéni, délku doby preziti bez relapsu (RFS) ani na OS pacientd s APL
[41,48,49,51].

3.3.2 CBF-AML

Pritomnost t(8;21) s prikazem fuznitho genu AML1/ETO (dle WHO 2008 nazyvaného
RUNX1/RUNX1T1) nebo inv(16) ¢i t(16;16) s fazi CBFS/MYHII je spojena s piiznivou progndézou
onemocnéni. Ta se vSak i v ramci této skupiny mize lisit jednak v zavislosti na typu translokace, ale
zejména v disledku piitomnosti sekundarnich molekularnich aberaci (C-KIT mutaci, FLT3/ITD,
FLT3/TKD a K-RAS mutaci).

CBF je heterodimericky transkripéni komplex slozeny z podjednotek a a B, ktery je nepostra-
datelny pro normdalni hematopoézu. Tti geny koduji podjednotku a: AML1 (také nazyvany CBFa2,
RUNX1, PEBP2aB), AML2 (CBFo3, RUNX3, PEBP2aC) a AML3 (CBFal, RUNX2, PEBP20A, Osf2),
P podjednotka je kodovana jen jednim genem: CBFf (PEBP2f). CBFa podjednotka se vaze piimo
na DNA, zatimco CBFp stabilizuje jeji vazbu k DNA bez ptimého kontaktu s DNA (obr. 2).
Dimerizace s CBFB zaroven chrani CBFa podjednotku pfed degradaci prostfednictvim ubikvitin-
proteazomové drahy. CBFa2 (AML) rozeznava a vaze se k sekvenci TGT/cGGT, ktera je jako
regulacni element pfitomna v promotorovych oblastech fady specifickych gent transkribovanych
v hematopoetickych butikach, napt. genti kodujicich interleukin-3 (IL-3), granulocyto-makrofagovy
kolonie-stimuluyjici faktor (GM-CSF), receptor pro kolonie-stimulyjici faktor 1 (CSF1/M-CSF), geny
pro receptory antigenti T-bunék (TCRs) atd. (obr. 2) [52-55].

TF
TF
CBFp
- AMLI1
TF \ —p
-

e Cilové geny
—TGTGGT— MPO, CSF-IR, TCR
Rozpoznavaci sekvence IL-3,GM-CSF, CDK4

Obr. 2: Schematické znazornéni transkripéniho komplexu CBF. CBF interaguje s dal$imi specifickymi
transkripénimi faktory (TF). Vazba komplexu AML1/CBFf k DNA vede k aktivaci transkripce cilovych geni
[55].

12



Gen AML1 lezici v chromozomalnim pruhu 21q22.12 je tvofen 9 exony a alternativnim sestfihem
vznikaji 3 formy AMLI1 proteinu o délce 480, 453 a 250 aminokyselin. Dv¢ izoformy, AMLI1b
a AMLIc, jsou slozené z RHD oblasti (runt homology domain) a C-terminalni transkripéné aktiva¢ni
domény. RHD je DNA-vazebnou doménou a zaroven obsahuje heterodimeriza¢ni doménu pro vazbu
CBFp podjednotky. Tteti AML1a izoforma ma pouze RHD oblast, vykazuje vysokou DNA-vazebnou

afinitu, ale neni schopna aktivovat transkripci [52].

Gen CBF}; je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 16q22.1 a sklada se ze 6 exontl. N-terminalni
c¢ast CBFB proteinu je tvofena heterodimerizacni doménou, kterd umoznuje vazbu k AML1

podjednotce transkripcniho faktoru.

Nejcastejsi translokace postihujici geny pro CBF transkripcni komlex jsou: t(8;21)(q22;q22)
ainv(16) nebo t(16;16)(p13;022) u pacientt s AML, t(12;21)(p13;q22) u détské B-ALL
at(3;21)(q26;921) u MDS [56-58].

Fazni gen AML1/ETO byva detekovan u 5-10 % pacienti s AML (nejcastéji u subtypu FAB M2,
méné Casto u M1 a M4) a vznika spojenim prvnich 5 exont genu AML1 s témét celym (575 z 604
aminokyselin) genem ETO (obr. 3). Gen ETO (RUNX1T1, MTGS8, CDR) lezi v chromozomalnim
pruhu 8q21.3, je tvofen 12 exony a je exprimovan zejména v mozkovych bunkach a kéduje jaderny
fosfoprotein pusobici jako transkripéni regulator [52,59]. Protein AMLI/ETO ma vyssi afinitu
k vazebnym mistim DNA nez normalni AMLI1 protein, ¢imz potlacuje jeho transkripéni aktivitu

a inhibuje diferenciaci bunék [60].

AMLT (21922)
1 2 3 4 5 B Ta Th 8
*—tel —_— oen—=

breakpoint region
~25 kb
ETO (8522)
1b 1a 2 3 4 5 & 7 8 9a 9 10 11
—tel ——————— cen—»
breakpoint region
~15 kb
32 3 4 s | = 3 4 5
A
503 542 796 953 1057 275 413 E55 745

Obr. 3: Grafické znazornéni exon/intronové struktury geni AML1 a ETO a fazniho transkriptu AML1/ETO [61].

Faze CBFfS/MYHII se vyskytuje u 5-8 % pacientd s AML, nejcastéji u subtypu FAB M4Eo,
ziidka u M2 a M1. Fuzni gen CBFS/MYHI1 je obvykle (85-90 % ptipadi) tvofen spojenim prvnich
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5 exont genu CBFf s exony 12-41 genu MYH11. Zbylych 10-15 % fuzi vznikd méné Castymi zlomy

Vv jinych castech obou gen (obr. 4).

Gen MYH11 (SMMHC) lezi na chromozomu 16p13.11, tvofi ho 41 exond a kdduje myozinové

tézké fetézce hladkého svalu. Protein MYHI1 je podjednotkou hexamerického proteinu slozeného

ze dvou tezkych tetézcl a dvou part neidentickych lehkych fetézci. MYH11 ma a-helikalni strukturu,

pficemz jedna strana o-helixu je hydrofobni a umoznuje dimerizaci, druhd strana je hydrofilni

a zprostiedkovava tvorbu multimer. Fazni protein CBFB/MYHI11 blokuje vazbu normalniho CBF

na DNA tvorbou multimert, které izoluji CBFa podjednotku v nefunkénim komplexu [52].

type frequency

AS * |5} 12 iz |14 88%
379 474 1821 2134 2208

BS o o] " 12 i3 [142 1 case

1708
C é 4 o | 10 1 12 13 14-§ 1 case
1528
DS ¥ ol a|l o 10 1 12 13 [14< 5%
1201 1306 1450
E é -+ '5'| 7 B | o 10 11 12 13 1-1‘; gop
094

E 7 12 i3 [142 1 case
78

G PO E— 3| @ 10 T 12 13 | 142 1 case

H ER 7[a] o 10 1 12 13 [142 1 case

1099
I B 13 | 14< 1 case
JS W P A 8 10 1 12 13 | 14< 1 case

Obr. 4: Schematické znazornéni fuzniho genu CBF/MYHII a 10 znamych typi zlomovych mist. Fuzni

transkripty A, D a E tvofi ptiblizné 98 % ptipadd CBF/MYHI1 [61].
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Progn6za onemocnéni je u pacientit s CBF-AML ptiznivéjsi nez u ostatnich AML a je ovlivnéna
jednak vékem pacientd, ale do urcité miry i typem flzniho genu a zejména pfitomnosti sekundarnich
molekularnich aberaci. CR dosahuje 85-95 % pacientti s fiznim genem AMLI/ETO a 80-90 %
s CBFf/MYH]11, nizsi $ance na docileni CR je u pacientd starSich nez 60 let [10,59,62,63]. Incidence
relapst se pohybuje v rozmezi 25-45 % a OS po 10 letech od diagnézy se pohybuje mezi 55 a 65 %
[11,62]. Zasadni roli v predikei relapsti u téchto pacientl hraje monitorovani MRO v prubéhu 1é¢by
i po jejim ukonceni. Pokles fuzniho transkriptu ve vzorcich kostni diené pacientd po konsolidac¢ni
terapii o 4 fady vyrazné snizuje pravdépodobnost relapsu onemocnéni a prodluzuje RFS i OS [64,65].
Nizs8i pokles MRO byva Casto spojeny s piitomnosti sekundarnich mutaci genu C-KIT [65]. MRO je
mozné sledovat ve vzorcich kostni dien&, periferni krve, popiipadé i v izolovanych CD34" burikich.
Senzitivita vySetieni byva vy3si v CD34" butikdch a v kostni dfeni ve srovnini se vzorky periferni
krve. Naopak, vyhoda vzorki periferni krve spocivd v mensi zatézi pacienta ptfi odbérech, coz
umoziuje krat$i intervaly monitorace [21,66-69]. Objevi-li se pozitivita exprese fuzniho genu po
ptedchozim dosaZzeni molekularni negativity, nebo dojde-li k naristu exprese fuzniho transkriptu
0 1 tad u pacienttl, ktefi nedoséhli molekularni remise, je mozné v€asnou terapii piedejit hematologic-
kému relapsu onemocnéni. Doba mezi molekularnim a hematologickym relapsem se pohybuje od

dvou tydni az do 3 mésicu, kratsi je u fizniho genu AML1/ETO [21,70,71].

3.3.2.1 Mutace genu C-KIT u CBF-AML

Protoonkogen C-KIT (SCFR) koduje receptor pro stem cell faktor (SCF) a patii do 3. tfidy
receptorovych tyrozinkinaz. Tyrozinkinazy této tiidy jsou charakteristické pfitomnosti 5 imuno-
globulinu-podobnych domén v extracelularni ¢asti, jednou transmembranovou doménou,
juxtamembranovou doménou a intracelularni tyrozinkinazovou doménou, ktera je rozdélena

kinazovym inzertem na ATP-vazebnou a fosfotransferazovou oblast (obr. 5) [72].

Extracelularni doména Transmembranova Intracelularni doména
(immunoglobulin-like) domeéna
9
)
c
(0
s 2 o
SCF-vazebna oblast oblast g & ATP-vazebna fosfotransferazova
dimerizace = % oblast oblast
T ©
_(YOY(YOY () :
=
=]
23 76 85 165 181 266 279 333 356 431 520 542
577 685 763 925

Obr. 5: Schematické znazornéni receptorové tyrozinkinazy C-KIT (podle Boissana et al. [73])
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Gen C-KIT je lokalizovan na chromozomovém pruhu 4ql2, je tvofen 21 exony a koduje
transmembranovy protein o délce 976 aminokyselin. Protein C-KIT je exprimovan na povrchu mnoha
typt bunék: mastocytii, melanocytli a kmenovych buné€k bilé i ¢ervené krevni fady. Po vazbé¢ ligandu
(SCF) receptor dimerizuje, fosforyluje se a aktivuje signalni drahy, které hraji zasadni roli
v proliferaci, diferenciaci a pfeziti hematopoetickych kmenovych bunék [72,73]. Ligand-
independentni aktivace C-KITu muze byt zptisobena aktivaénimi (gain-of-function) mutacemi, které
byly popsany u pacientd sriznymi hematologickymi onemocnénimi [73,74]. U nemocnych
s CBF-AML se vyskytuji zejména bodové mutace (nejcastéji v exonech 17 a 18, az 85 % mutaci
v pozici Asp816), kratké in-frame delece a inzerce (obvykle v exonu 8, v90 % ptipadi postihuji
kodon Asp419) a méné Casto interni tandemové duplikace (v exonech 10 a 11). Mutace v exonu 8 jsou
siln€ asociovany s ptitomnosti fuzniho genu CBFf/MYHI1, nachazime je u 15-40 % téchto pacientd,
vyjime¢né u nemocnych s fuzi AMLI/ETO (2-4 %) a témét nikdy se nevyskytuji u ostatnich typu
AML [72,75]. Néktefi autofi uvadéji, ze pritomnost mutace v exonu 8 zvySuje pravdépodobnost
relapsu onemocnéni u pacienti s fuznim genem CBFf/MYHII [75,76], ostatni neprokazali zadny
prognosticky dopad téchto mutaci [77,78]. Bodové mutace v kodonu Asp816 byly poprvé popsany
U pacientli se systémovou mastocytozou [79]. U AML byva nejcastéji detekovana mutace Asp816Val
(85 % ptipadi), Asp816Tyr (8 %) a Asp816His (4 %), jen ziidka Asp816lle a Asp816Phe [80].
Mutace v kodonu Asp816 se vyskytuji u 10-18 % nemocnych s fiznim genem AML1/ETO au 7-16 %
CBFf/MYHI1 pozitivnich pacientd. Nekteré dalsi bodové mutace vexonu 17 (Asn822Lys,
Tyr823Asp, Val825Ile, Ala814Ser) byly popsany u jednotlivych pacientd [75,76,81-83].
U nemocnych s fuzi AMLLI/ETO byva piitomnost bodové mutace v pozici Asp8l16 spojena se
zvySenym poctem leukocyti v dobé diagndzy, zvySenym rizikem relapsu onemocnéni, krat§im OS
a vys$sim vyskytem extramedularni leukemie [67,75,77,78,84]. Allen et al. uvadéji vyrazné horsi
progndzu onemocnéni u pacientd s vysokym pomérnym zastoupenim mutované alely C-KIT genu bez

ohledu na typ fizniho genu [85].

3.3.2.2 Mutace genu K-RAS u CBF-AML

Ras rodina protoonkogent zahrnuje 3 funkéni geny: K-RAS, N-RAS a H-RAS, které¢ koduji
ptibuzné, vysoce homologni proteiny lokalizované na vnitini stran¢ plazmatické membrany. Tyto
proteiny se podileji na pfenosu extracelularnich signali indukovanych ristovymi faktory nebo faktory
zapojenymi v procesu bunééné diferenciace do cytoplazmy [86]. Proteiny savéi podrodiny RAS jsou
vysoce evoluéné konzervované a hraji zadsadni roli v mnoha bunécnych procesech, vcetné proliferace,
diferenciace a bun&tné smrti [87]. RAS proteiny jsou charakteristické GTPazovou aktivitou,
v neaktivni formé vazi GDP a interaguji s neaktivovanym receptorem. Vazbou signalni molekuly

dochazi k aktivaci receptoru, kterd vede ke konforma¢nim zménam proteinu a vyméné GDP za GTP,
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¢imz je protein aktivovan, predava signal dal do bunky a po té dochazi kjeho inaktivaci [88].
V disledku nékterych mutaci dochazi k permanentni aktivaci RAS proteinu, a tedy k neustalé
stimulaci rdstu a proliferace nezavisle na vlivu extracelularnich signald. Tyto mutace se vyskytuji az
u 90 % pacientd s adenokarcinomem pankreatu, u 50 % pacientti s kolorektalnim karcinomem, u 30 %
nemocnych s karcinomem plic a az u 30 % AML. U pacienti s CBF-AML se podil pacientd s RAS
mutacemi pohybuje okolo 27 % a je vy$si u nemocnych s fuznim genem CBFf/MYH11. U nemocnych
s AML se mutace nejcastéji vyskytuji v genech N-RAS a K-RAS, zatimco gen H-RAS byva u AML
mutovany jen ziidka [65,85,89]. Piiblizné 85 % téchto mutaci se u vSech tfi genti nachazi v kodonech
Glyl2 a Gly13, zbyvajici mutace nejcastéji v kodonu GIn61 [86]. Nékteti autofi pozorovali u AML
s RAS mutaci nizs§i procento blastd v kostni dieni v dobé diagnozy [90,91], jini nezjistili zadny vliv
RAS mutaci na prognézu onemocnéni [78,92]. Allen et al. [85] uvadgji nizsi pocet CR u pacienti
S vysokym procentudlnim zastoupeni mutované alely RAS oproti pacientim bez mutace nebo s niz$im

zastoupenim mutace, ale zadny vliv mutaci na riziko relapsu a OS [85].

3.3.2.3 Mutace genu FLT3 u CBF-AML

FLT3/ITD se u CBF-AML vyskytuji méné ¢asto nez u ostatnich typit AML. Byvaji detekovany
Castéji u pacienti s fiznim genem AML1/ETO nez u CBFf/MYHI1 a celkova incidence se pohybuje
okolo 5 % [76,81,92]. Podobné jako u AML se stfedni cytogenetickou prognozou, také u CBF-AML
neptiznivé ovliviluji prognézu onemocnéni. Podle Allena et al., zejména pii vy$$im pomérném zas-
toupeni mutované alely mize byt vyssi pravdépodobnost relapsu a kratsi OS [85].

Naproti tomu mutace Vv tyrozinkindzové doméné genu FLT3 (viz kap. 3.4.1) jsou u CBF-AML
Cast€js$i nez u nemocnych se stiednim cytogenetickym rizikem. Jejich incidence se pohybuje kolem
10 % a cast&ji se vyskytuji u pacientd s fizi CBFS/MYHI1 [78,85,93]. Jejich vliv na progndzu
onemocnéni neni zcela ziejmy, Allen et al. pozorovali nesignifikantné lepsi OS u pacientl s vy$§im

zastoupenim mutované alely [85].

V roce 2013 popsali Opatz et al. novou mutaci genu FLT3 Asn676Lys u 6 % pacientt s fuznim
genem AML1/ETO a u 3 % CBFf/MYH]I 1. Pacienti s touto mutaci méli vyssi pocet leukocytt v dobé

diagndzy a htife dosahovali CR, nez pacienti bez mutace [94].

3.4 AML SE STREDNI CYTOGENETICKOU PROGNOZOU
Nejpocetnéjsi prognostickd skupina zahrnuje pfiblizné 60 % piipadl s nove diagnostikovanou

AML. Tito pacienti nevykazuji zddnou cytogenetickou abnormalitu, ktera by je fadila do skupiny

s dobrou, respektive Spatnou cytogenetickou prognézou. Nejvétsi podskupinu tvoii pacienti
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s normalnim karyotypem, kterych je pfiblizn¢ 40 % [11]. Pribéh onemocnéni a jeho progndza v ramci
této skupiny zavisi i na pfitomnosti riznych molekularné genetickych aberaci (FLT3/ITD, FLT3/TKD,
mutaci geni NPM1, CEBPA, DNMT3A a dalsich) detekovatelnych pomoci metod molekularni
biologie.

3.4.1 MUTACE GENU FLT3

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) patii do tieti tfidy receptorovych tyrozinovych kinaz spole¢né
s receptorem stem cell faktoru KIT, receptorem faktoru stimulujiciho kolonie CSFIR a rastovymi
faktory produkovanymi destickami PDGFRa a PDGFRP. FLT3 je tvofen 5 imunoglobulinu-
podobnymi doménami v extracelularni ¢asti, jednou transmembranovou doménou, juxtamembranovou
(JM) doménou a intracelularni tyrozinkindzovou (TK) doménou, kterd je rozdé€lena na dve Casti

specifickym kinazovym inzertem (obr. 6) [95-98].
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Obr. 6: Grafické znazornéni receptorové tyrozinkinazy FLT3 a mist podléhajicich mutacim [98].

C-konec

Lidsky gen FLT3 je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 13q12, je tvofen 24 exony a koduje
transmembranovy protein o délce 993 aminokyselin. Protein FLT3 je exprimovan hematopoetickymi

kmenovymi buiikami, buitkami mozku, placenty a jater [95,99,100].

v

U pacientt s AML byly popsany 4 typy mutaci genu FLT3. Nejcéastéjsi jsou ITD, které se
vyskytuji pfiblizné u 24 % pacientd S AML [101]. Nachazime je zejména u pacientli s cytogeneticky
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normalnim nalezem, ale také u nemocnych s APL. Tyto mutace byvaji spojeny se zvySenym poctem
leukocytti a vy$§im procentem blastl v kostni dieni v dobé diagnézy [102]. FLT3/ITD zhorsSuje
progndézu onemocnéni vzhledem k vys$simu vyskytu relapst, krat§imu RFS a zkracenému OS [103].
Ackoli se délka duplikované oblasti lisi od 3 az do 400 bp a mutace miiZze téZ obsahovat rizny pocet
nahodné vloZenych nukleotidt, vysledny transkript je vzdy in-frame [104]. Vysledky tykajici se vlivu
délky, poctu riznych ITD a mista jejich inzerce na prognézu AML se zatim rlzni. V zatim nejvetsi
studii zahrnujici 354 FLT3/ITD pozitivnich pacienti neprokazali Gale et al. [105] Zadny statisticky
vyznamny rozdil v incidenci relapst ani v délce OS v zavislosti na po¢tu duplikovanych nukleotidi,
podobn¢ jako diive Ponziani et al. [106]. Pouze mirny trend ke snazS§imu dosazeni CR pozorovali
U pacientt s krat$i duplikaci [105]. Ve shodé s touto praci Meshinchi et al. [107] a Stirewalt et al.
[108] udavaji (u celkem 77, resp. 48 FLT3/ITD pozitivnich pacientl) snizujici se pravdépodobnost
dosazeni CR, krat$i RFS a horsi OS s prodluzujici se délkou ITD [107,108]. Jina studie (ale celkem
pouze s 18 FLT3/ITD pozitivnimi pacienty) tvrdi opak: delsi OS u skupiny pacientt s delsi ITD [109].
Zatim nejnovéjsi prace ukazuje nejkrat§i RFS i OS u pacientu se stfedni délkou ITD (48-60 bp),
zatimco prognoéza u nemocnych s duplikaci kratsi nez 48 nebo delsi nez 60 bp je signifikantné lepsi
[110]. Také pocet raznych ITD u jednotlivych pacientd se muze lisit: od jedné (nejcastéji) az ke
¢tyfem ruznym ITD [104,111]. Kottaridis et al. ve své praci udavaji krat§i OS u pacient s vice nez
jednou ITD [111], zatimco dal$i skupiny neprokazaly zadny dopad rtizného poctu duplikaci na prubéh
onemocnéni [105,107].

FLT3/TKD, zejména v pozicich Asp835 a 11e836, jsou popisovany pftiblizné u 7 % piipadd AML
[112]. Zavaznost jejich vlivu na pribéh a prognézu onemocnéni je méné ziejma nez u FLT3/ITD, coz
mize byt Castetné dano jejich relativné niz§im vyskytem. Né&které prace ukazuji horSi prognoédzu

u nemocnych s mutaci [113-115], dalsi naopak udavaji ptiznivéj$i pribéh onemocnéni u mutovanych

pacientd [93] nebo vibec zadny dopad pfitomnosti mutace na vyvoj AML [116,117].

ITD lokalizované v TK1 doméné tvoti 28,7 % ze vSechdetekovanych FLT3/ITD [118]. Podle
Kaysera et al. [119] pisobi ITD integrované mimo JM doménu jako neptiznivy prognosticky faktor

svvr

et al. [120] nezjistili vyrazny vliv integra¢niho mista ITD na prognézu onemocnéni.

Poslednim popsanym typem mutaci genu FLT3, jsou Ctyfi rizné bodové mutace v JM doméné,
zachycené u 2 % pacienti s AML [121,122]. Vzhledem k nizkému poctu pacientii nesoucich tyto

mutace ziistava jejich mozny dopad na prib&h onemocnéni zatim nejasny.

Vyuziti mutaci genu FLT3 pro sledovani MRO béhem 1écby a pro predikci mozného relapsu je
dosti diskutabilni, vzhledem k jejich potenciondlni nestabilit¢ v pribéhu onemocnéni. Ptiblizné
u10-20 % pacienti s pozitivnim zachytem FLT3/ITD nebo FLT3/TKD mutaci pii diagnoze

nachazime v dobé¢ relapsu onemocnéni upln¢ jinou ITD (s jinym inzerénim mistem i odlisnou délkou)

19



nebo TKD mutaci [123-126], coz limituje vyuziti senzitivnéjSich technik pro sledovani MRO
zaloZzenych na pouziti mutaéné specifickych primeri. Navic dalSich 20 % ptvodné pozitivnich
pacientil ztraci tuto aberaci v dob¢ relapsu Gplné, takze ani v ptipadé negativniho nalezu MRO nelze
opétovnou pritomnost onemocnéni zcela vyloucit. Klinicky vyznamnym je tedy pouze pozitivni
prikaz FLT3/ITD (piip. TKD), ktery znaé¢i molekularni ¢i hematologicky relaps onemocnéni
[123,127].

3.4.2 MUTACE GENU NPM1

NPM1 je multifunkéni fosfoprotein lokalizovany pfevazné v bunécném jadre, jeho hlavni funkce
spoéiva v transportu ribozomalnich proteinti pies jadernou membranu [128]. Dale se vazbou na tumor
supresorovy protein p53 podili na regulaci jeho stability a transkripéni aktivity, reguluje duplikaci
centrozomi a ovlivituje i funkei ribozomu [129,130]. Transportni funkce je umoznéna tfemi funk¢énimi
motivy: dimerizatni doménou v N-termindlni oblasti, nesouci dva na leucin bohaté¢ jaderné exportni
signaly (NES), jadernym lokaliza¢nim signalem slozenym ze dvou ¢asti (NLS) a C-terminalni oblasti

obsahujici dva tryptofanové zbytky v pozicich 288 a 290 (obr. 7) [131].

M

DIMERIZATION NUCLEOLAR | W288
DOMAY LOCALIZATION |
N SIONAL w290

Wild-type NPM1

CRM1
NUCLEAR NUCLEOLAR M
Mutated NPM1 LOCALIZATION LOCALIZATION |
SIGNAL _ SIGNAL
CRM1

Obr. 7: Struktura NPM1 proteinu a vliv somatickych mutaci na jeho funkci [131]. NES - jaderny exportni

signal, CRM1 - evolu¢né konzervovany exportni receptor.

Gen NPM1 je lokalizovan v chromozomdalnim pruhu 5g35.1, sklada se ze 12 exont a koduje
protein o délce 294 aminokyselin. Dosud bylo popsano 17 riznych typt mutaci (obvykle
¢tyinukleotidovych inzerci bud’ mezi nukleotidy 960-961, nebo 964-965) NPM1 genu u pacientl
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s AML, nejcastéjsi typ A (inzerce TCTG mezi nukleotidy 960 a 961) se nachdzi ptfiblizn¢ u 75 %
pacientli nesoucich mutaci, 10 % pacienti ma mutaci typu D (inzerce CCTG ve stejné pozici) a 6 %
typ B (inzerce CATG, také mezi nukleotidy 960 a 961). Ostatni mutace se vyskytuji jen velmi ziidka
[132]. VétSina mutaci vznika deleci nebo inzerci 4 part bazi v exonu 12 v C-terminalni oblasti
proteinu vedouci ke ztrat¢ obou tryptofanovych zbytkd nebo pouze tryptofanu v pozici 290, ¢imz
vznikd nova exportni signalni sekvence. V dusledku toho dochazi k aberantni lokalizaci NPM1

proteinu v cytoplazmé leukemickych bunék [131,133].

Mutace NPM1 genu jsou detekovany u 35 % pacientti s AML [131] a az u 50 % pacienta s AML
snormalnim cytogenetickym nalezem [130,132]. Casto se vyskytuji u pacientd se stfedni
cytogenetickou prognoézou spolecné s FLT3/ITD, DNMT3A, IDH1 a IDH2 mutacemi, pouze ziidka
s mutacemi jinych genti. Pacienti s mutovanym NPM1 genem snaze dosahuji kompletni remise
onemocnéni [132,134]. V kombinaci s negativitou FLT3/ITD dosahuji pacienti s NPM1 mutaci
signifikantné delsiho RFS i OS, coz je fadi na Groven pacientt s CBF-AML, tj. mezi AML s dobrou
prognézou dle klasifikace ELN [12]. Naproti tomu piitomnost obou téchto molekularnich aberaci

znamena pro pacienty vyrazné zhorSeni prognozy [130,132,134,135].

Mutace NPM1 genu jsou vhodnym markerem ke sledovani MRO, jednak proto, Ze jsou
v pribéhu onemocnéni stabilnéjsi nez FLT3/ITD (jen okolo 10 % pacienti ztraci mutaci pfi relapsu
onemocnéni, zbytek pacientd nese v dobé relapsu stejny typ NPM1 mutace) [136-138] a za druhé
proto, ze 3 nejcastéjsi typy mutaci (A, B a D) nachazime u 95 % pacientll s mutaci, proto viceméné

odpada nutnost navrhovat individualni specifické primery a sondy pro jednotlivé pacienty.

3.4.3 MUTACE GENU CEBPA

CEBPA protein je transkripéni faktor typu leucinového zipu, zodpovédny za tkanove specifickou
regulaci genové exprese, proliferaci a v pfipad¢ krvetvornych bun¢k za myelopoézu. Je tvoten vysoce
konzervovanou C-terminalni DNA-vazebnou a dimeriza¢ni doménou a dvéma méné konzervovanymi

N-termindlnimi transaktivaénimi doménami (obr. 8) [139-141].

Gen CEBPA je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 19q13.1 a je tvofen pouze jednim exonem,
ktery koduje protein o délce 358 aminokyselin. Mutace CEBPA genu jsou popisovany u 7-15 %
ptipadd AML, jejich vyskyt je vyssi u onemocnéni se stiedni prognézou podle cytogenetiky, naopak
se téméf nevyskytuji u pacienti s dobrou cytogenetickou prognézou [139,141-144]. Mutace se
nachdzeji v prubehu celého genu, ale koncentruji se do dvou hlavnich oblasti. V N-terminalni oblasti
se jedna o inzerce nebo delece (zpisobujici zménu cteciho ramce) mezi hlavnim iniciacnim kodonem
a nasledujicim ATG kodonem. Tyto mutace vedou k vytvofeni pifedcasného stop kodonu a tim ke

vzniku krat$i p30 izoformy proteinu, ktery dominantné negativnim mechanismem inhibuje funkci
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proteinu s normalni délkou (p42). Mutace v C-terminalni oblasti jsou obvykle in-frame delece/inzerce

v DNA-vazebné nebo dimeriza¢ni doméné branici vazbé DNA, pfipadné dimerizaci (obr. 8) [139].
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Obr. 8: Schematické znazornéni CEBPA genu s misty vyskytu mutaci (¢erné ¢tverecky). TAD 1 - transaktivaéni

doména 1, TAD 2 - transaktiva¢ni doména 2, bZIP - DNA vazebna a dimeriza¢ni doména [145].

Pacienti mohou mit pouze jednu CEBPA mutaci (45-50 % pacientdl), tito pacienti tvofi i protein
snormalni délkou (produkt druhé, nemutované alely), jeho funkce je ale inhibovdna kratSim
aberantnim proteinem. Druhd skupina pacienti nese dvé mutace, jednu v N-termindlni oblasti
a druhou v C-terminalni oblasti. Tyto mutace jsou obvykle bialelické, proto tito pacienti neexprimuji
zadny CEBPA protein normalni délky. Vyjimecné jsou diagnostikovani pacienti s homozygotni

CEBPA mutaci nasledkem ztraty heterozygozity [139].

Pacienti s bialelickou mutaci maji soucasné ¢ast&ji mutovany gen NPM1, naopak méné Casto se
u nich vyskytuje FLT3/ITD v porovnani s nemocnymi s pouze jednou nebo zadnou CEBPA mutaci
[142,144]. Podle né&kterych autori nema piitomnost CEBPA mutace vliv na dosazeni CR [142],
[143,144]. Nemocni s bialelickou mutaci dosahuji delsiho OS i RFS a zaroven u nich méné casto
dochazi k relapsim onemocnéni v porovnani s pacienty s pouze jednou CEBPA mutaci i s pacienty
bez mutace [139,142-144]. Prognoza onemocnéni u pacienti s bialelickou mutaci je podobna jako
U nemocnych s mutaci genu NPM1 a zaroven FLT3/ITD negativnich [146]. Klasifikace ELN je tedy
fadi k AML s ptiznivou prognézou [12].

3.4.4 MUTACE GENU DNMT3A

Geny DNMT1, DNMT3A a DNMT3B koduji DNA metyltransferazy, enzymy katalyzujici
pfeménu cytozinu na 5-metylcytozin. DNMT1 jsou zodpovédné za udrzovani Gplné metylace DNA
V prub&éhu bunécného déleni. Naproti tomu DNMT3A a DNMT3B jsou povazovany za hlavni de novo
metyltransferazy, které vytvaieji hemimetylované CpG dinukleotidy v dvojvlaknové DNA, ¢imz
udavaji zakladni predlohu metylace DNA (obr. 9A) [147]. Uroveii metylace DNA je jednim ze

zasadnich regulacnich mechanismi genové transkripce, geny hypermetylované v promotorové oblasti
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jsou transkripéné utlumeny. Zmény v urovni metylace jednotlivych genii se vyznamnou mérou

podileji na vzniku a vyvoji nadorovych onemocnéni [148].

Gen DNMT3A je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 2p23.3, je tvofen 23 exony a koduje
protein o délce 912 aminokyselin. DNMT3A je tvofena 3 hlavnimi strukturnimi doménami: PWWP
doména (nazvana podle konzervované sekvence Pro-Trp-Trp-Pro), kterd se vaze k histonim nesoucim
metylovany lyzin, ADD (ATRX, DNMT3, and DNMT3L-type zinc finger) doména

rozpoznavajici nemetylovany lyzin histonu H3 a metyltransferazova doména (MTase; obr. 9B) [147].
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Obr. 9: Struktura a funkce DNA metyltransferaz. Mechanismus DNA metylace (A), schematické znazornéni
struktury DNA metyltransferaz (B), somatické mutace DNMT3A u AML (C) [147].

V roce 2010 byly dvéma skupinami popsany mutace v genu DNMT3A u 25 % dospélych pacientti
s AML a u malého procenta pacienti s MDS [149-151]. Pozdéji, v roce 2011, byly aberace DNMT3A
genu zachyceny i u pacientli s primarni myelofibrozou (cca 15 % pacientll nese tyto mutace),
U pacienti s polycythemia vera (7 %) a ziidka také u nemocnych s esencialni trombocytemii [152].
Mutace se nachazeji v exonech 9-23, jsou téméf vyhradné heterozygotni a nejcastéji (az v 50 %

ptipadi) postihuji kodon Arg882 (obr. 9C). Pacienti s mutacemi DNMT3A maji také casto normalni
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karyotyp, FLT3/ITD a mutace geni NPM1, IDH1 a IDH2, naopak velmi zfidka se tato mutace
vyskytuje u pacientl s pfiznivymi cytogenetickymi aberacemi [149,153,154]. Nemocni s mutaci
DNMT3A mivaji vy$si pocet leukocytt a desticek v dobé diagnozy a vyssi procento blastii v kostni
dreni. Pritomnost mutace neovliviiuje Sanci pacientll na dosazeni CR, ale vyrazné¢ zkracuje RFS i OS

pacientt [154-157].

Vyuziti DNMT3A mutaci pro sledovani MRO zatim neni dostate¢né prostudovano, Hou et al.
ve své praci uvadeji, ze 29 pacienti ze 34 ztratilo piivodni mutaci pfi dosazeni CR. U 12 ze 13
pacientt, u kterych doslo k relapsu onemocnéni, byla detekovdna stejnd mutace jako v dobé zachytu
onemocnéni [157]. Wakita et al. udavaji ptitomnost shodné mutace v dobé diagndzy a pfi relapsu

onemocnéni u 7 ze 7 sledovanych pacientu [158].

3.4.5 MUTACE GENU ASXL1

ASXL1 je vysoce konzervovany, V jadie lokalizovany protein, patfici do rodiny ETP (enhancer
of trithorax and polycomb) proteini plisobicich jako epigenetické regulatory genové transkripce
prostfednictvim zmén ve struktufe chromatinu [159]. PcG (polycomb group) proteiny asociuji
s histondeacetylazami, ¢imz umléuji expresi gent, naproti tomu trxG (trithorax group) proteiny
asociuji s histon acetylazami a funguji jako zesilovace transkripce. Protein ASXL1 se sklada ze dvou
domén: N-terminalni ASX domény a C-terminalni PHD (plain homeodomain zinc finger region)

domény [160].

Gen ASXL1, lokalizovany v chromozomalnim pruhu 20q11.21, je tvofen 12 exony a koduje
protein o délce 1541 aminokyselin. Mutace v exonu 12 tohoto genu byly popsany u 10 %
ptipadi MDS [161], 10 % pacienti s esencialni trombocytemii a primarni myelofibrézou [162]
au 10-30 % pacientd s AML. Cast&ji se vyskytuji u nemocnych s AML s aberantnim cytogenetickym
nalezem (ve srovnani s AML s normalnim karyotypem). Mutace ASXL1 se proto pouze ziidka
nachazeji u pacientd s mutacemi NPM1, DNMT3A, FLT3/TKD a FLT3/ITD, které jsou
charakteristické pro onemocnéni s normalnim cytogenetickym nalezem. VétSina (az 80 %) popsanych
mutaci jsou frameshift mutace (nejCastéji inzerce G v pozici 646), méné je nonsense mutaci a jen
vyjimecn€ jde o missense mutace. Mutace ASXL1 byly Castéji zachyceny u starSich pacienti (>60 let)
a u muzu [163-166]. ASXL1 pozitivni pacienti maji obvykle nizsi pocet leukocytti v dobé zachytu
onemocnéni [163,165,166], naproti tomu Chou et al. [164] nezjistili zadny vliv pfitomnosti mutace
na pocet leukocyti. VSichni autofi shodné uvadéji negativni vliv mutaci ASXL1 na dosaZeni CR
a délku OS, Metzeler et al. [165] a Schnittgerova et al. [163] zjistili zaroven i kratsi RFS u pacientt
s mutaci. Jini autofi [164,166] nepozorovali zadny vliv mutaci na RFS a incidenci relapst

onemocnéni.
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Pouzitelnost ASXL1 mutaci pro sledovani MRO byla dosud testovana pouze na malém poctu
pacientd v praci Schnittgerové et al. [163], kde autofi udavaji znovuobjeveni mutace u vSech 16

sledovanych pacientil s relapsem onemocnéni.

3.4.6 MUTACE GENU IDH1 A IDH2

Geny izocitratdehydrogendz IDH1 (v chromozomalnim pruhu 2q33.3) a IDH2 (15q26.1) koduji
enzymy katalyzujici oxidativni dekarboxylaci izocitratu na a-ketoglutarat v priabéhu citratového cyklu
(obr. 10). IDH1 je lokalizovan v cytoplazmé a peroxizomech, IDH2 v mitochondriich. Oba enzymy
vyuzivaji nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP) jako kofaktor pro tvorbu NADPH, ktery ma
dulezitou roli pti ochrané buriky pted oxidativnim stresem [167,168]. Obvykle heterozygotni mutace
postihuji nejcastéji kodony Argl32 genu IDH1 a Argl40 a Argl72 genu IDH2 v aktivnim misté
enzymu, ¢imz znemoznuji vazbu kofaktoru NADP. Tim je jednak vyrazné omezena jeho normalni
katalyticka funkce, a navic enzym ziskava novou funkci, kterd mu umozituje ménit a-ketoglutarat na
2-hydroxyglutarat. Tim je naruSena energeticka rovnovaha bunky a jeji metabolické funkce. Toto je
nejvyraznéjsi prave v piipadé heterozygotnich mutaci, kdy divokd forma enzymu produkuje

a-ketoglutarat, ktery je mutovanym enzymem konvertovan na 2-hydroxyglutarat (obr. 10) [169,170].
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Obr. 10: Vliv mutaci gentt IDH1,2 na funkci IDH enzymu v prib&éhu Krebsova cyklu. Mutované IDH enzymy
konvertuji a-ketoglutarat na 2-hydroxyglutarat. o-ketoglutarat slouzi jako substrat nezbytny pro mnoho
metabolickych funkci. Na jeho dostatecné produkci je zavisla normalni funkce riznych dioxygendz véetné TET2

a histondemetylaz, podilejicich se na epigenetické regulaci genové exprese [169].
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IDH mutace byly prvné popsany u pacientl s gliomy a nachazime je i u 15-20 % nemocnych
s AML, zejména u pacientd se stfednim cytogenetickym rizikem, u kterych se vyskytuji az u 30 %
ptipadl. Pouze vyjimecné jsou tyto mutace detekovany u pacientd s priznivou cytogenetickou aberaci
[167,171-173]. U pacientd s normalnim cytogenetickym nalezem jsou IDH mutace Casto spojeny
s pritomnosti mutace NPM1 a DNMT3A, naopak téméf nikdy se nevyskytuji spole¢né s mutaci
CEBPA genu. Nemocni s mutaci IDH genu maji v dobé diagndzy vyssi pocet leukocytil, trombocytl
a vyssi procento blastii v kostni dieni [167,172,174]. Prognosticky dopad IDH mutaci podle dosud
publikovanych studii do urcité miry zavisi jednak na pfitomnosti dalSich molekularnich aberaci,
zejména NPM1 mutaci a FLT3/ITD, jednak na typu mutace. Mutace genu IDH1 neméla vliv na
dosazeni CR v zadné publikované praci [167,173-175], mensi $anci na dosazeni CR u pacientti s IDH2
mutaci prokazali Boissel et al. [172] a u IDH2 Asp172 také Green et al. [176] a Marcucci et al. [173].
Neptiznivy vliv mutaci IDH1 a IDHZ2 na incidenci relapsti a OS byl prokdzan u skupiny pacientti, ktefti
méli zaroven mutaci genu NPM1 v kombinaci s negativitou FLT3/ITD [167,172,175]. Kratsi OS
a vyssi vyskyt relapstt u nemocnych s normalnim cytogenetickym nélezem a mutaci IDH2 uvadeéji

Boissel et al. [172] a pouze u pacientii s IDH2 Asp140 mutaci také Green et al. [176].

Podobné jako mutace u ostatnich gend zapojenych v epigenetické regulaci genové exprese
(DNMT3A, ASXL1, TET2) by i IDH1 a IDH2 mutace mohly byt vhodnym cilem pro monitorovani
MRO, ackoliv se zatim pfili§ nevyuzivaji a jejich pouzitelnost nebyla dosud testovana na vétSim
souboru pacientd. V jediné publikované praci byla u 4 ze 4 pacient s mutaci IDH1/2 v dobé diagnozy

tato mutace prokdzana i pii relapsu onemocnéni [158].

3.4.7 ABERACE GENU MLL

Protein MLL je v jadie lokalizovany transkripéni regula¢ni faktor, ktery hraje zasadni roli
Vv regulaci genové exprese v prabéhu raného vyvoje a hematopoézy. Jeho N-termindlni konec je tvofen
DNA vazebnou doménou s motivem 3 AT hackl umoziujicich vazbu do malého zlabku
dvojSroubovice DNA, dvéma jadernymi lokaliza¢nimi signaly a metyltransferdzovou doménou.
Prostiedni ¢ast tvoii 4 PHD (plant homeodomain) domény, bromodoména a transaktivacni doména,
ktera vaze histonacetyltransferazu nezbytnou pro aktivaci MLL cilovych gend. C-terminalni konec
tvofi SET (Su(var)3-9, Enhacer of zeste, Trithorax protein D. melanogaster) doména zodpovédna

za histonmetyltransférazovou aktivitu [177,178].

Gen MLL (KMT2A, ALL1, HRX, TRX1) je lokalizovan v chromozomalnim pruhu 11¢23.3, je
tvofen 37 exony a koduje protein o délce 3969 aminokyselin. U AML jsou popsany 2 typy abnormalit
MLL genu. Nejcastéj$i jsou balancované translokace vznikajici fuzi ¢asti MLL genu kédujici
N-terminalni konec MLL proteinu (ke zlomim v genu MLL dochazi téméf vyhradné v oblasti mezi

exony 5 a 11) se sekvenci kodujici C-termindlni konec jiného proteinu. V soucasnosti je popsano
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témef 100 fuznich partnert genu MLL a vice nez 70 z nich je charakterizovano na molekularni trovni.
Translokace genu MLL se vyskytuji az u 22 % pacientd s ALL a u 5-12 % AML, nejvyssi vyskyt je
Vv obou piipadech u détskych pacienti do jednoho roku. U ALL jsou nejcastéjSimi translokacemi
t(4;11)(921;923) s fazi geni MLL/AF4 a t(11;19)(923;p13) s fuznim genem MLL/ENL. Nejéastejsi
translokace u AML jsou t(6;11)(q27;q23) vedouci ke vzniku fizniho genu MLL/AF6, t(9;11)(p21;923)
davajici fizni gen MLL/AF9, t(10;11)(p12;g23) s fuznim genem MLL/AF10 a t(11;19)(g23;p13)
vedouci ke vzniku faznich gend MLL/ENL nebo MLL/ELL. Translokace MLL genu (zejména t(9;11))
se nejvice vyskytuji u AML se subtypem M5 a M4 podle FAB klasifikace, naopak nikdy
se nevyskytuji u pacienta s APL [179,180]. Pacienti s pfestavbami MLL genu maji kratsi RFS a vyssi
riziko relapsu onemocnéni v porovnani s nemocnymi bez téchto translokaci, nicméné progndza
onemocnéni se do uréité miry lisi v zavislosti na konkrétnim faznim partnerovi genu MLL. Pacienti
s fuznim genem MLL/AF9 maji vys$$i $anci na docileni CR a rovnéz dosahuji delsiho RFS i OS oproti
skuping s ostatnimi MLL translokacemi. Z tohoto divodu jsou ve vétsiné klasifikaci fazeni do skupiny
AML se stfednim rizikem, zatimco pacienti s ostatnimi MLL piestavbami spadaji do kategorie AML

s vysokym rizikem [11,12,25,26,181,182].

Druhou abnormalitou MLL genu jsou interni parcialni tandemové duplikace (MLL/PTD)
zahrnujici nejcastéji exony 2-6 nebo 2-8). MLL/PTD se vyskytuji u 3-5 % AML, zejména u pacientl
s normalnim karyotypem (az 7,5 % téchto pacienti ma MLL/PTD) a az u 90 % pftipadi s trizomii 11
jako samostatnou chromozomalni aberaci. Casto se vyskytuji spoleéné s FLT3/ITD a FLT3/TKD
mutacemi, naopak nebyly zachyceny u pacientli s prognosticky pfiznivymi faznimi geny PML/RARa,
AML1/ETO, CBFS/MYH11. Nemocni s MLL/PTD mivaji kratsi RFS i OS v porovnani s negativnimi
pacienty [177,183-186].

3.5 AML S NEPRIiZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

Do této prognostické skupiny patfi zbyvajicich pfiblizné 20 % pacientii nesoucich nekterou
z téchto cytogenetickych abnormalit: ztrata chromozomut 5, 7 nebo 17, abnormality 3q, 59, 7q nebo
17p, inv(3) nebo t(3;3), t(9;22), a t(11g23) s vyjimkou translokaci t(9;11) a t(11;19), které jsou
zatazeny mezi AML se sttednim cytogenetickym rizikem, a dale pacienti s komplexnim karyotypem

(4 a vice abnormalit; tab. 2) [11].

V této skupiné jsou zahrnuti pacienti s cytogenetickymi aberacemi charakteristickymi pro MDS,
jako jsou ztraty celych chromozomu 5 nebo 7 a delece dlouhych ramének 5 a 7 (dle koncepce Heada
et al. [187] jsou tyto AML nazyvany ,MDS-related AML*). Tyto abnormality se vyskytuji zejména
u AML s predchozim vyskytem MDS a také u starSich pacientl (jejich vyskyt roste exponencialné
s vékem nemocnych). AML nesouci tyto zmény byvaji obvykle chemorezistentni, nedostate¢né

odpovidaji na 1é¢bu a jsou charakteristické ¢asnymi relapsy onemocnéni [187].
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Dalsi podskupinu v ramci této prognostické kategorie tvofi pacienti s komplexnim karyotypem,
jichz mize byt az cca 70 % a méné nez polovina jich docili CR. Témét 2/3 nemocnych s komplexnim

karyotypem maji mutace v genu TP53, které¢ dale zhorsuji jejich prognézu [12].

Nejvétsi sanci na docileni CR v ramci této prognostické skupiny maji pacienti s piestavbou genu
MLL t(11g23) a zaroven mladsi nez 60 let (az 80 % jich dosahne CR). Naopak méné nez 20 %
nemocnych s inv(3)/t(3;3) a del(5q) se dostane do CR.

Hodnoty RFS a OS po 5 letech od diagndézy u nemocnych s nepfiznivym cytogenetickym
nalezem jsou pod 10 % [188].
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4. PACIENTI AMETODY

4.1 PACIENTI

K analyzam byly pouzity vzorky kostni dfené a/nebo periferni krve pacienti s AML
diagnostikovanych a/nebo 1é¢enych v UHKT v letech 1991 az 2012. Celkem bylo zachyceno 762
ptipadd AML, 392 muzi a 370 Zen, medidn véku pacientl v dobé diagndzy byl 54.5 let (rozmezi
16,0-90,1). Vzhledem k tomu, ze mutacni analyzy byly zpracovavany v prub&éhu 5 let a ke kazdé
z analyz byla pouzita mirn¢ odliSna skupina pacientti (u nekterych jiz nebyl k dispozici materidl pro
dal$i analyzy a naopak, pfibyli nové diagnostikovani pacienti) bude podrobna charakteristika
testovanych pacienti uvedena vzdy v ramci vysledkt konkrétni analyzy. Pacienti ve vSech ptipadech

podepsali informovany souhlas v dobé diagndzy onemocnéni v souladu s Helsinskou deklaraci.

4.2 METODY

4.2.1 SEPARACE BUNEK

Buniky kostni diené a/nebo periferni krve byly separovany centrifugaci na gradientu
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Byla odebrana mononuklearni frakce bun¢k
(prstenec), dvakrat promyta roztokem PBS (tab. 6) a piipadné kontaminujici erytrocyty byly
odstranény lyzaci pomoci lyza¢niho roztoku (tab. 6). Buiky byly spocitany a alikvotovany
po maximalné 10 milionech. Separované bunky byly ihned lyzovany v roztoku TRIzol Reagent
(Invitrogen, Carlshad, CA, USA) a lyzaty zamraZeny pii -20 °C.

Tab. 6: Slozeni roztokl pro separaci bunék.

Roztok Slozky Vlastnosti Mnozstvi

PBS (Phosphate buffered saline), pH 7,4 (51) | NaCl 409
KCI 19
Na,HPO,.7H,0 5759
KH,PO, 1lg

autoklavovany 20 min. pii 100 °C HCI (titr.) 1M

Lyzaéni roztok na erytrocyty 10x konc. (1 1) | NH,CI 82949
NH4HCO; 7949

sterilizovany pies filtr Stericup 0,22 um EDTA 0,37¢g

Tris/EDTA (TE) pufr (100 ml) EDTA 0,5M, pH 8,0 200 pl
TrisClI 1M 1ml

EDTA (500 ml) Na;EDTA.2H,0 93¢
NaOH (titr.) 10M
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4.2.2 IZOLACE RNA A DNA, PRIPRAVA cDNA

RNA a DNA byly izolovany pomoci TRIzol Reagentu podle ptilozeného manudlu. RNA byla
rozpusténa v TE pufru (tab. 6), v mnozstvi 5 pl na 1 milion bunék. RNA byla zamrazena a skladovana
pti -70 °C, DNA pfi 4 °C. VSechny analyzy byly provadény na ¢cDNA, ktera byla pfipravena z 1 ug
celkové RNA. Ta byla inkubovana s 25 pmol ndhodnych hexamert (Invitrogen) pti 65 °C po dobu 10
minut. Po zchlazeni na 4 °C byla pfiddna reakéni smés obsahujici 200 pmol dNTPs, 10 mmol
dithiothreitolu, 1x First Strand Buffer, 100 U Superscriptu Il (Invitrogen), 10 U RNasinu (Promega,
Madison, WI, USA) a sterilni vodu do kone¢ného objemu 10 pl. Reakéni smés byla inkubovana pfi
42 °C po dobu 1 hodiny a poté 2 minuty denaturovana pii 95 °C. Ptipravena cDNA byla skladovana
pii -20 °C.

Pfi zachytu onemocnéni byli vSichni pacienti testovani na pfitomnost prognosticky ptiznivych
molekularnich markert (tj. faznich genit PML/RARa, AMLL/ETO a CBFBIMYH11), a dale byl
zjistovan vyskyt FLT3/ITD.

4.2.3 DETEKCE FUZNIHO GENU PML/RAR«

Pfitomnost fizniho genu PML/RAR« byla zjistovana pomoci jednokrokové kvalitativni RT-PCR.
Zlomy v oblasti berl a ber2 genu PML byly detekovany pomoci primera M2 a RS, pro zlomy v oblasti
ber3 byl pouzit primer M4 spolecné s R8 (tab. 7).

Tab. 7: Ptehled pouZitych primerd. Sondy pouzité pro real time PCR byly dualné fluorescenéné znacené 6-FAM

na 5’-konci a BHQ-1 na 3’-konci. Nukleotidy s LNA modifikaci jsou vyznaéeny Cervené.

(Fizni) gen nazev primeru | sekvence 5' - 3' citace
PML/RARo. - zachyt M2 AGTGTACGCCTTCTCCATCA [189]
M4 AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC | [189]
R8 AGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAAT [189]
PML/RARo. - MRO Q1,2 GTCTTCCTGCCCAACAGCAACC [190]
Q3 AGCTCTTGCATCACCCAGGGGA [190]
R5 CCCCATAGTGGTAGCCTGAGGACT [189]
sonda CAGCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTA [190]
AML1/ETO - zachyt AM ACCTCAGGTTTGTCGGTCG [191]
ET ATTAGTTAACGTTGTCGGTG [191]
AML1/ETO - MRO QAM AATCACAGTGGATGGGCC [192]
QET TGCGTCTTCACATCCACA [192]
sonda CTGAGAAGCACTCCACAATGC [192]
CBFB/MYHI1 - zachyt prl CAGGCAAGGTATATTTGAAGG [193]
pr2 CTCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC [193]
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Tab. 7: Ptehled pouzitych primerti (pokracovani).

(Fazni) gen nazev primeru | sekvence 5' - 3' citace
CBFB/MYHI1 - zachyt pr3 GTCTGTGTTATCTGGAAAGGC [193]
(pokracovani) pré CGTATCGCTGGGTGAGGTTCT [193]
CBFB/MYHII - MRO QFi AGCACACCCGAATTTGAA [194]
QRIA TGGACTTCTCCAGCTCATGGA [194]
QRID TGTGACGCTCTCAACTTCAT [198]
sonda AGACAGGTCTCATCGGGAGGAAATGGAG | [194]
ABL - zachyt ABL-F CGTCCTCCAGCTGTTATCTGG [198]
ABL-R CTCAGCCAGTAGCATCTGAC [198]
ABL - zachyt QABL-F TCCTCCAGCTGTTATCTGGAA [198]
QABL-R TGGGTCCAGCGAGAAGGTT [198]
sonda CCAGTAGCATCTGACTTTGAGCCTCAGGG | [195]
FLT3 835 for CCGCCAGGAACGTGCTTG [113]
835 rev GCAGACGGGCATTGCCCC [113]
R5 TGTCGAGCAGTACTCTAAACA [96]
R6 ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC [96]
C-KIT E8-9 for ACCGAAGGAGGCACTTACAC [81]
E8-9 rev TACATTCAACCGTGCCATTG [81]
E10-11 for AAACTCATCTGGGCCACCGTTT [198]
E10-11 rev CACTCGGCTTGAGCATCTTT [81]
E17,18 for CCGACAAAAGGAGATCTGTG [81]
E17,18 rev GACCGGCATTCCAGGATAG [81]
K-RAS K-for CATTTCGGACTGGGAGCGAG [198]
K-rev CTATAATGGTGAATATCTTCAA [198]
N-RAS N-for CTGTGGTCCTAAATCTGTCC [198]
N-rev CAGTGCAGCTTGAAAGTGG [198]
DNMT3A - zachyt DNMT3A forl |GGAGCTGGTGTGGGGGAAACT [196]
DNMT3Arevl |TGGTAGCCGTCGTCGTCGTA [196]
DNMT3A for2 | ACTGCAAGAACTGCTTTCTGGA [196]
DNMT3Arev2 |CAGAAGAAGGGGCGATCATCT [196]
DNMT3A for3 | TACCGCCTCCTGCATGATGC [196]
DNMT3Arev3d |TGTTTAACTTTGTGTCGCTA [196]
DNMT3A - MRO P843 for GCACTGAAATGGAAAGGGTA [198]
P843 rev GGTGGCGGATGACTGGCA [198]
sonda P843 ATGAGCCACTTG [198]
R167 for TGCTGTCTCTCTTTGATGGA [198]
R167 rev ACCATGCCCACCGTGAT [198]
sonda R167 TGGGCAGTCAG [198]
P638 for TTCTTCTGGCTCTTTGAGAA [198]
P638 rev CCTGTGTGCAGCTGACA [198]
sonda P638 ACATCTCGCAATTTCT [198]
sonda P288 ATGAGCTGCTT [198]
ASXL1 ASXL1 forl ATTCAACTTTCACGTATCA [198]
ASXL1 revl TTGGCCAGTTCCTTTCTCT [198]
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Tab. 7: Ptehled pouzitych primerti (pokracovani).

(Fazni) gen nazev primeru | sekvence 5' - 3' citace
ASXL1 ASXL1 for2 AGCAAGGACCCACCGTTCCTG [198]
(pokracovani) ASXL1 rev2 TGCAGCAACTGCATCACAA [198]
ASXL1 for3 AGATTCCCTACTGCTGGCCA [198]
ASXL1 rev3 CCAGTCTTCCCTTGGAGTCT [198]
ASXL1 ford TGAGATCCCTCCAGTTTTTC [198]
ASXL1 reva AATACACAGAGCTTTGAGG [198]
MLL translokace - zachyt | MLL for CTCAGCCACCTACTACAGGAC [199]
AF9 revl AGCGAGCAAAGATCAAAATC [199]
AF9 rev2 GATTTGCTTTGCTTTATTGG [199]
AF10 revl CCTGGAAATTTGCATTTGTAA [199]
ELL rev CCGATGTTGGAGAGGTAGAA [199]
ENL revl GGACAAACACCATCCAGTC [199]
ENL rev2 GGCGCTGTTGTCACTCTC [199]
ENL rev3 TTGAAGGTGAGCTTCTCGCA [198]
ENL rev4 GTGCTCCTTGGTCACCTTGT [198]
MSF rev GCGCCAGGTCCTGGAATTT [198]
MLL translokace - MRO QMLL forl GCAAACAGAAAAAAGTG [198]
QMLL for2 TGCTTTCTCTGTGCCAGTA [198]
QAF revl GATTTGCTTTGCTTTATTGG [198]
QAF rev2 TTGTTGCCTGGTGTGGGATGG [198]
QAF10 rev TTCTGTAGTAACAGTCAAGGA [198]
QENLrevl ATGCCCCAGCTCTTAACCTCA [198]
QENLrev2 TTGGCTGTGGTTCTGGGAT [198]
QMSF rev GACCTCCTCGACCTCAAAA [198]
sonda MLL CTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAA [198]
sonda AF9 AGCTGGCAGGACTGGGTT [198]
sonda AF10 AGGTGATGGTTCTGGCTGCT [198]
sonda ENL TCAGACTCCAGCTCAGACT [198]
sonda ELL TGGCCTCAGTGAAACAGAAT [198]
TP53 P2 CCCCTCTGAGTCAGGAAACA [197]
P18 GCCCATGCAGGAACTGTTA [197]
P4 ACCCTTTTTGGACTTCAGGTG [197]
P16 GCGATGGTCTGGCCCCTCCTC [197]

Kvalita izolované RNA a z ni pfipravené cDNA byla ovéfena amplifikaci kontrolniho genu ABL
za pouziti primert ABL-F a ABL-R (tab. 7). Reakéni mixy pro PML/RARe berl,2, ber3 a kontrolni
gen ABL byly slozeny vzdy z 1 pl vzorku ¢cDNA, 250 nmol obou primert (Invitrogen), 200 pmol
dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 1 mmol MgCl,, 1 U Platinum Taq DNA polymerazy (Invitrogen)
a sterilni vody do konec¢ného objemu 25 pl. Pro amplifikaci byl pouzit PCR program zachyt AML

(tab. 8).
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Tab. 8: Ptehled pouZitych programi PCR.

avodni primer méfeni podet

program denaturace denaturace annealing elongace fluorescence | cykla
zachyt AML | 95°C; 5min. | 95 °C; 10s 58 °C; 30s 72 °C; 30s X 40
FLT3/ITD 95°C; 5min. | 95°C; 10s 56 °C; 30s 72 °C; 45s X 10
95 °C; 10s 52 °C; 30s 72 °C; 45s X 30
rez 60 95°C; 5min. | 95°C; 10s 60 °C; 30s 72 °C; 30s FAM 50
rez 53 95°C; 5min. | 95°C; 10s 53 °C; 30s 72 °C; 30s FAM 50
DNMT3A 62 | 95°C; 5min. | 95°C; 10s 62 °C; 30s 72 °C; 30s FAM 50
DNMT3A 66 | 95°C; 5min. | 95°C; 10s 66 °C; 30s 72 °C; 30s FAM 50

Pro ovéfeni spravnosti piipravy mixu a prubeéhu PCR byla pro kazdou reakci udélana téz
pozitivni kontrola s vyuzitim plazmidu se zaklonovanym usekem sledovaného fuzniho, resp.
kontrolniho genu. Pro vylouceni falesné pozitivity zpusobené kontaminaci PCR, byla téz
amplifikovana negativni kontrola s pfidanim 1 pl sterilni vody misto vzorku cDNA. Vysledné
produkty PCR byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na 2% agarozovém gelu s ethidium
bromidem. Pozitivni vysledky se zlomy v oblasti ber2 (davaji rizné dlouhé produkty PCR, viz obr. 11)
byly verifikovany pomoci piimé sekvenace S pouzitim sekvena¢niho kitu Big Dye Terminator kit
v. 3.1 (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA).

500 bp —>

Obr. 11: Odliseni zlomu v oblasti bcrl, resp. ber2 genu PML, u pacientd s fuznim genem PML/ RARa. Zatimco
pacienti se zlomem berl maji produkt PCR o fixni délce 326 bp (pruhy neoznacené Sipkami), pacienti se zlomem
ber2 maji rizné dlouhé produkty PCR (obvykle kratsi nez u zlomu berl), v zavislosti na ptesné lokalizaci zlomu
v ramci exonu 6 (viz obr. 1 na str. 11), a jsou oznaleni Sipkami. Zlutou Sipkou je zvyraznén produkt PCR
pacienta se zlomem ber2, jehoz produkt PCR je del$i v disledku inzerce 12 nukleotidii z intronu 2 genu RARa.

M - marker, N - negativni kontrola.
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4.2.3.1 Monitorovani PML/RARa pomoci kvantitativni PCR

MRO bylo sledovano ve vzorcich kostni dfené¢ po kazdém cyklu chemoterapie a po jejim
ukonceni v tfimési¢nich intervalech pomoci real-time RT-PCR na pfistroji RotorGene 3000A real time
PCR cycler (Corbett Research, Sydney, NSW, Australia). Pro kvantitativni detekci MRO byly
navrzeny primery poskytujici PCR produkt o délce maximalné 150 bp. Sondy pro vSechny sledované
geny byly dualné fluorescenéné znacené 6-FAM na 5°-konci a BHQ-1 na 3°-konci. Pro kazdy ze
zlomu berl, resp. ber3 byl navrzen specificky predni (forward) primer (Q1,2, resp. Q3), zatimco
reverzni primer (R5) a fluorescen¢né znacena sonda (tab. 7) byly pro oba zlomy spoleéné. Reakéni
smés obsahovala: 1 ul vzorku ¢cDNA, 500 nmol obou primeri, 250 nmol sondy, 200 umol dNTPs,
1x PCR reaction buffer, 3 mmol MgCl,, 1 U AmpliTag Gold polymerazy (Applied Biosystems)
a sterilni vodu do konecného objemu 20 pl. Pro reakci detekujici zlom berl byl pouzit program rez 60,
pro bcr3 rez 53 (tab. 8). VSechny vzorky byly analyzovany v tripletu, aby bylo omezeno riziko
pipetovaci chyby. Ke kazdému vzorku byl amplifikovan kontrolni gen ABL se stejnym reakénim
mixem (S vyjimkou primert a sondy), k amplifikaci byl vyuzit téZ program rez 60. Pro kazdy fazni
i kontrolni gen byla amplifikovana kalibra¢ni kiivka sestavajici ze 7 bodd (v duplikatech), vytvorena
fedénim plazmidu se zaklonovanym fznim, resp. kontrolnim genem v fedéni od 1 ng do 1 fg.
Relativni exprese sledovaného fiizniho genu byla vypoctena podle vzorce: rel. exprese = 2(CtABL-CtFe)
kde Ct oznacuje potadi cyklu PCR, ve kterém exprese genu dosahla stanoveného prahu. Je uvadén
pramér ze tii hodnot kazdého tripletu, FG oznacuje fuzni gen. Detekéni senzitivita metody urCena
fedénim diagnostickych vzorkt pacientd byla pro PML/RARa v rozmezi 10 az 10, Molekularni
remise byla definovana jako negativita MRO nejméné ve dvou po sob& nasledujicich vzorkd,

za molekularni relaps byly povazovany dva pozitivni vzorky v fadé po pfedchozi molekularni remisi.

4.2.4 DETEKCE FUZNICH GENU AMLI/ETO A CBFBIMYH11

Pfitomnost fuzniho transkriptu AML1/ETO a CBFSIMYH11 v dobé diagndzy byla testovana
pomoci kvalitativni RT-PCR. Reakéni mix pro fazni gen AMLL/ETO obsahoval 1 ul vzorku cDNA,
250 nmol primert AM a ET (tab. 7), 200 umol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl,, 1 U
Platinum Taq DNA polymerazy a sterilni vodu do kone¢ného objemu 25 pl. K amplifikaci produkta
PCR byl vyuzit program zachyt AML (tab. 8). Soucasné byla ptipravena pozitivni a negativni kontrola

se zaklonovanym PCR produktem, resp. sterilni vodou.

Dva pary primertt byly navrzeny pro detekci fuzniho genu CBFS/MYHI1 tak, aby zachytily
vSechny dosud popsané zlomy. Primery prl, pr2, pr3 a pr4 (tab. 7) byly pouzity spole¢né v jednom
reakénim mixu s nasledujicim slozenim: 1 pl vzorku ¢cDNA, 250 nmol vSech primerd, 200 pmol

dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 1,5 mmol MgCl,, 1 U Platinum Tag DNA polymerazy a sterilni voda
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do konecného objemu 25 pl. Pozitivni kontrola obsahovala 2 plazmidy se zaklonovanymi produkty
PCR s nej¢astéjsimi typy zlom, tj. A a D. PCR program se stejnym teplotnim profilem jako u pied-
chozich fiznich genl byl pouzit k amplifikaci a vysledné produkty PCR byly separovany pomoci
gelové elektroforézy. Pripadné pozitivni nalezy s délkou produktu PCR odlisnou od obou pozitivnich

kontrol byly verifikovany pomoci piimé sekvenace (obr. 12).

Obr. 12: Gelova elektroforéza CBF/MYH11 pozitivnich pacientd s riznymi misty zlomu v genu MYH11.

A - pacienti s nej¢ast&j$im typem zlomu A; D - pacienti se zlomem D; E - pacienti se zlomem E (viz obr. 4,
str. 13); M — marker; N - negativni kontrola; PK - pozitivni kontrola s plazmidy se zaklonovanym A, resp. D
produktem PCR.

4.2.4.1 Monitorovani AML1/ETO a CBFf/MYH11 pomoci kvantitativni PCR

Podobné jako u pacientd s APL bylo i u nemocnych s fazemi AML1/ETO a CBFS/MYH11
sledovano MRO po kazdém cyklu 1écby a po jejim ukonceni v tfimési¢nich intervalech. Jeden par
primertd byl navrzen pro fuzi AML1/ETO, pacienti s CBF/MYH11 se zlomy A a D sledovani v nasem
souboru méli shodny ptedni primer a fluorescencni sondu, reverzni primer byl pro kazdy typ zlomu
specificky (tab. 7). Reakéni mix byl s vyjimkou primert a sondy shodny pro fizni gen AML1L/ETO
i pro oba zlomy fuzniho genu CBFA/MYH11 a obsahoval 1 pl vzorku cDNA, 500 nmol obou primert,
250 nmol fluorescenéné znacené sondy, 200 pmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 4 mmol MgCl,,
1 U AmpliTaqg Gold polymerazy a sterilni vodu do celkového objemu 20 pl. Pro amplifikaci byl pouzit
program rez 60 (tab. 8). Citlivost detekce testovana fedénim zachytovych vzorki pacientt se u fizniho
genu AML1/ETO pohybovala mezi 10 a 10, u obou fiizi CBFS/MYH11 pak byla 10™. Zaroven byla
porovnavana citlivost detekce MRO ve vzorcich kostni dien€ a periferni krve odebranych ve stejny cas
u stejnych pacientd. Definice molekularni remise i molekularniho relapsu byly totozné jako u pacientii

s APL.
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4.2.5 DETEKCE FLT3/ITD

Pfitomnost ITD v JM a TK doménach (exony 12-14) genu FLT3 byla testovana pomoci
kvalitativni RT-PCR za pouziti primerid R5-FLT3 a R6 (tab. 7). Reakéni smés obsahovala 1 pl vzorku
cDNA, 500 nmol kazdého primeru, 200 umol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl,, 1 U
Platinum Taq DNA polymerazy a sterilni vodu do kone¢ného objemu 25 pul. Pro amplifikaci byl pouzit
PCR program FLT3/ITD (tab. 8, str. 33). Amplifikované produkty PCR byly separovany pomoci
gelové elektroforézy na 2% agarozovém gelu. Pozitivni pacienti byli identifikovani podle abnormalné

dlouhych produktt PCR (obr. 13).

500 bp —> x -
PR pp——_p———— L

Obr. 13: Vysledek gelové elektroforézy FLT3/ITD. Pacienti s duplikaci jsou oznaceni Sipkami, zluta Sipka

ukazuje pacienta se ztratou nemutované - wt alely FLT3. M - marker.

Abnormalné dlouhé produkty PCR byly purifikovany z gelu pomoci purifika¢niho kitu QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) a nasledné sekvenovany pii pouziti sekvena¢niho kitu
Big Dye Terminator kit v. 3.1. Ziskané sekvence byly porovnany s nemutovanou sekvenci genu FLT3

pomoci http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, byla uréena délka ITD a jeji integra¢ni misto (JM Vvs.

TK doména) (obr. 14). Pro analyzu vlivu délky ITD na prognozu pacientt byla jako hrani¢ni zvolena
délka ITD = 39 nukleotidd v souladu s dtive publikovanou praci Stirewalta et al. [108]. Procentualni
zastoupeni mutované alely bylo kvantifikovano semikvantitativné pomoci softwaru Alphaview

(ProteinSimple, Santa Clara, CA, USA).
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Obr. 14: Sekvence FLT3/ITD a jeji vyhodnoceni. Cerny rameéek - zduplikovana oblast, modry rameéek -

dvounukleotidova inzerce, Cerveny ramecek - ITD.
4.2.6 DETEKCE FLT3/TKD

K detekci mutaci v kodonech Asp835 a [1e836 byl amplifikovan exon 20 pomoci kvalitativni
RT-PCR s pouzitim primert 835for a 835rev (tab. 7). Reak¢ni smés byla pfipravena z 1 ul vzorku
cDNA, 250 nmol kazdého primeru, 200 pmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl,, 1 U
Platinum Tag DNA polymerazy a sterilni vody do kone¢ného objemu 25 ul. Pro amplifikaci byl pouzit
amplifikaéni program zachyt AML (tab. 8). Vysledné produkty PCR byly $tépeny pomoci restrikéni
endonukleazy EcoR V (New England BioLabs, Beverly, MA, USA). Reakéni smés obsahovala 15 pl
produktu PCR, 1,5 ul pufru NEB3, 1,5 pl BSA a 0,45 ul EcoR V. Stépeni probihalo pies noc, pii
teploté 37 °C. Produkty restrikéniho §tépeni byly analyzovany na 3% agarozovém gelu. Restrikéni
misto, rozpoznavané pouzitou restriktdzou, nese nemutovana (wt) alela. Proto byly vyfiznuty
neroz§tépené produkty, které byly po purifikaci z gelu sekvenovany, aby mohl byt specifikovan pfesny
typ mutace (obr. 15).

500 bp —>

Obr. 15: Vysledek gelové elektroforézy stépeni FLT3/TKD. Nalezené mutace jsou oznaCeny Sipkami.
M - marker.
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4.2.7 DETEKCE C-KIT MUTACI

Mutace v genu C-KIT byly vySetfovany pouze u pacienti s CBF-AML. Pomoci tii RT-PCR byly
amplifikovany exony 8, 9, 10, 11, 17 a 18, ve kterych jsou mutace popisovany nejcastéji. Reakéni
mixy byly napipetovany stejné jako pro FLT3/TKD (viz kap. 4.2.6) s vyjimkou primert. Exony 8 a 9
byly amplifikovany pomoci primerd E8-9for/E8-9rev, exony 10 a 11 spouzitim primerQ
E10-11for/E10-11rev a exony 17 a 18 s primery E17-18for/E17-18rev (tab. 7, str. 30-32). Pro vSechny
téi reakéni mixy byl pouzit PCR program zachyt AML (tab. 8, str. 33). Ziskané produkty PCR byly
precistény pomoci roztoku ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA) podle instrukci
v manualu, a poté sekvenovany. Vysledné sekvence byly porovnany s wt sekvenci genu C-KIT.
Pfitomnost mutaci Asp816Val a Asp820Gly byla navic verifikovana restrikénim $tépenim pomoci
restrikéni endonukleazy Hinf I (New England BiolLabs), aby byly zachyceny piipadné mutace

s nizkym procentualnim zastoupenim, které nebylo mozno detekovat pomoci sekvenac¢ni analyzy.

4.2.8 DETEKCE MUTACI K-RAS A N-RAS

Pfitomnost mutaci v kodonech Gly12, Gly13 a GIn61 genti K-RAS a N-RAS byla testovana také
pouze u pacienti s CBF-AML. Dva PCR mixy s primery K-for/K-rev a N-for/N-rev (tab. 7) byly
ptipraveny pro kazdého pacienta. Reakéni podminky (PCR mix i amplifika¢ni program) byly stejné
jako pfti detekci C-KIT mutaci (viz kap. 4.2.7). Vysledné produkty PCR byly pieistény pomoci

roztoku EXoSAP-IT, sekvenovany a mutace identifikovany porovnanim s wt sekvencemi.

4.2.9 DETEKCE MUTACI DNMT3A

Vysetfeni mutaci v genu DNMT3A bylo provadéno u pacienti se stiednim cytogenetickym
rizikem. Pro detekci mutaci byly navrZeny tii pary primeru, pokryvajici oblast exoni 11-23, které byly
pouzity v kombinacich DNMT3A forl/DNMT3A revl, DNMT3A for2/DNMT3A rev2 a DNMT3A
for3/DNMT3A rev3 (tab. 7). Piiprava reak¢énich mixi i teplotni podminky reakce byly stejné jako pii
vysetfeni C-KIT mutaci (viz kap. 4.2.7). Amplifikované produkty PCR byly piecistény pomoci

roztoku EXoSAP-IT, sekvenovany a mutace identifikovany porovnanim s wt sekvenci DNMT3A.

4.2.9.1 Monitorovani DNMT3A pomoci kvantitativni PCR
Casové schéma odbért vzorkt pro sledovani MRO bylo stejné jako u pacientti monitorovanych

pomoci fuznich gent. Specifické primery byly navrzeny pro amplifikaci useku nesouciho kodon

Arg882, ktery je nejéastéji mutovanym mistem DNMT3A genu a dale pro dvé pacient-specifické

38



mutace u nemocnych, u kterych nebylo mozné sledovat MRO pomoci jiného molekuldrniho markeru.
Pro vSechny sledované mutace byly navrzeny specifické dualn¢ fluorescenné znac¢ené sondy s LNA
(locked nucleic acid) modifikovanymi nukleotidy, které umoziuji detekci jednonukleotidovych
zamén. LNA je analogem nukleové kyseliny nesoucim methylenovy mustek mezi 2'-O a 4'-C. Tato
bicyklicka struktura uzavira ribozovou skupinu do C3'-endo konformace (obr. 16). Pouziti LNA
monomerd v oligonukleotidech zvySuje termalni stabilitu heteroduplexii o 3az8 °C s kazdou

zafazenou modifikaci, ¢imz je vyrazné zvysena specifita alelické diskriminace [200,201].

LNA DNA

Base

O~

O Base

Obr. 16: Rozdil ve struktufe LNA a DNA nukleotida [201].

Sondy byly fluorescen¢éné znaceny 6-FAM na 5’-konci, na 3 -konec byl pfipojen zhase¢ BHQ-1.
Reakéni smés pro PCR byla pfipravena z 1 ul vzorku cDNA, 250 nmol kazdého primeru, 250 nmol
fluorescenéné znafené LNA sondy, 200 umol dNTPs, 1x PCR reaction bufferu, 5 mmol MgCl,,
1 U Platinum Tag DNA polymerazy a sterilni vody do kone¢ného objemu 20 pl. Podle typu sledované
mutace byl pro amplifikaci pouzit bud’ program DNMT3A 62 nebo DNMT3A 66 (tab. 8). VSechny
vzorky byly amplifikovany v tripletu a byla sestrojena kalibra¢ni k¥ivka. Pro vSechny vzorky byl
amplifikovan také kontrolni gen ABL a relativni exprese mutované alely byla vypoctena podle

stejnych pravidel jako u fiznich gend.

4.2.10 DETEKCE MUTACI ASXLI

VysSetfeni mutaci v genu ASXL1 bylo provadéno rovnéz pouze u pacientd se stfednim
cytogenetickym rizikem. Pomoci ¢tyt parti primerti v kombinacich ASXL1 forl/ASXLI revl, ASXL1
for2/ASXL1 rev2, ASXL1 for3/ASXL1 rev3 a ASXLI1 for4/ASXL1 rev4 (tab. 7) byl amplifikovan
cely exon 12. Pfiprava reak¢nich mixa i teplotni podminky reakce byly stejné jako pfi vySetfeni C-KIT

mutaci (viz kap. 4.2.7). Amplifikované produkty PCR byly piecistény pomoci roztoku ExoSAP-IT,
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sekvenovany a mutace identifikovany porovnanim s wt sekvenci ASXL1. Pfipadné polymorfismy byly
vylouceny bud’ vySetfenim vzorku z CR, pfipadné analyzou DNA izolované z nehtii pacientt. Ty byly
ptes noc inkubovany v 0,1 M roztoku dithiothreitolu pfi teplot¢ 65 °C. K izolaci DNA byl pouzit
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) a izolace byla provedena podle manualu vyrobce.

4.2.11 DETEKCE FUZNICH GENU SPOJENYCH S TRANSLOKACEMI GENU MLL

Na zaklad¢ vysledku vysSetieni karyotypu a FISH se sondou pro detekei piestaveb MLL genu byli
pacienti testovani pomoci RT-PCR na pfitomnost konkrétnich fuznich genii vzniklych translokaci
genu MLL. Pro amplifikaci produktd PCR byl pouzit vzdy stejny ptfedni primer pro gen MLL
areverzni primer odpovidajici fuznimu partnerovi (tab. 7, str. 30-32) ur¢enému pomoci analyzy
karyotypu a nasledné FISH. Reakéni podminky (PCR mix i amplifika¢ni program) byly stejné jako pii
detekci C-KIT mutaci (viz kap. 4.2.7). Ziskané produkty PCR byly separovany pomoci gelové
elektroforézy, po vyfiznuti z gelu purifikovany a sekvenovany pro uréeni ptesnych mist zlomi v obou
genech (MLL i jeho fuzniho partnera), aby bylo mozné navrhnout specifické primery pro sledovani

MRO v prib¢hu 1écby.

4.2.11.1 Monitorovani translokaci MLL genu pomoci kvantitativni PCR

Casové schéma odbért vzorkt pro sledovani MRO bylo stejné jako u pacienti monitorovanych
pomoci faznich geni AML1/ETO a CBFfS/MYH11. Byly navrzeny 2 ruzné piedni primery pro gen
MLL, 2 reverzni primery pro geny AF9 a ENL a jeden reverzni primer pro kazdy z gent AF10, ELL
a MSF (tab. 7), v zavislosti na identifikovanych mistech zlomu téchto gent u nasich pacientti. Zaroven
byly navrzeny specifické sondy pro detekci vSech téchto fuznich gend (tab. 7, str. 30-32). Reakéni
smés byla pfipravena stejné jako pro fuzni geny AML1/ETO a CBFB/MYH11 (viz kap. 4.2.4.1) a pro
amplifikaci produktd PCR byl pouzit program rez 53 (tab. 8, str. 33). VSechny vzorky byly
amplifikovany v tripletu a byla sestrojena kalibra¢ni kiivka. Pro vSechny vzorky byl amplifikovan
kontrolni gen ABL a relativni exprese fizniho genu byla vypoctena podle stejnych pravidel jako

u ostatnich fuznich genti.

4.2.12 DETEKCE MUTACI TP53
Pritomnost mutaci v genu TP53 byla testovana pouze u pacientl s nepfiznivym cytogenetickym

nalezem a zaroven s komplexnim karyotypem. Pomoci dvou parQ primerd (tab. 7) byl amplifikovan

usek genu zahrnujici exony 3-10. Reakéni podminky (PCR mix i amplifikac¢ni program) byly stejné
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jako pti detekci C-KIT mutaci (viz kap. 4.2.7). Ziskané produkty PCR byly separovany pomoci gelové
elektroforézy, po vyftiznuti z gelu purifikovany a sekvenovany. Piipadné mutace byly identifikovany

porovnanim s wt sekvenci genu TP53.

4.2.13 DETEKCE MUTACI NPM1 A CEBPA

VySetieni pfitomnosti mutaci v genech NPM1 a CEBPA byla provedena na Oddéleni molekularni
genetiky UHKT pod vedenim Ing. Oty Fuchse, CSc. Pro vy3etfeni mutaci genu NPM1 byl pomoci
RT-PCR amplifikovan usek zahrnujici exony 11 a 12, ziskané produkty byly sekvenovany. Gen
CEBPA byl amplifikovan ve dvou samostatnych reakcich a piipadné mutace byly detekovany pomoci

ptimé sekvenace. Podrobny popis metodiky viz citace [202,203].

4.2.14 KLASICKA CYTOGENETICKA ANALYZA

Vsechna cytogeneticka vySeteni (vCetné FISH) potfebnd pro zatfazeni pacientd do prognos-
tickych skupin byla provadéna a vyhodnocovana na Oddéleni cytogenetiky UHKT (vedouci Prof. Ing.
Kyra Michalova, DrSc.). Cytogenetické analyzy byly provadény na bunkach kostni dieng,
kultivovanych 24 hodin v RPMI 1640 mediu s 10% fetalnim telecim sérem, bez stimulace jinymi
cytokiny. Chromozomalni preparaty byly pfipraveny standardni technikou s pouzitim kolcemidu
a hypotonického roztoku. Po fixaci preparatd methanolem a kyselinou octovou bylo provedeno
G-pruhovani barvenim dle Wrighta. Mitézy byly analyzovany pomoci softwaru IKAROS imaging
system for karyotyping (MetaSystems, Altlussheim, Germany). Ziskané karyotypy byly popsany podle
mezinarodni nomenklatury (International System of Human Cytogenetic Nomenclature - ISCN 2013)
[204]. Vysledky analyzy karyotypu byly pouzity k rozdéleni pacienti do prognostickych skupin,
pouzita byla klasifikace podle Grimwada et al. z roku 2010 [11].

4.2.15 FISH ANALYZA

FISH analyza byla provadéna na zakladé€ vysledkit G-pruhovéni s pouZzitim komeréné dostupnych
sond, podle doporuceni vyrobce. Pro detekci pocetnich zmén, fuznich genli, chromozomalnich
prestaveb a deleci, inzerci nebo amplifikaci specifickych chromozomovych oblasti byly pouzity
chromozomalni DNA sondy hybridizujici se specifickymi sekvencemi v oblasti centromer
(Chromosome enumeration DNA probes) ¢i lokus-specifické DNA sondy (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL, USA a Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Holandsko). Pfesnéjsi definici strukturnich
prestaveb umoznily celochromozomové ,,malovaci“ sondy (CAMBIO, Cambridge, UK). Komplexni

aberace byly detekovany pomoci mnohobarevné FISH (multicolor FISH - mFISH) a mnohobarevného
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pruhovani (multicolor banding - MBAND) s pouzitim kitd 24XCyte color kit a XCyte color kit
(MetaSystems). FISH analyzy byly provadény podle protokolti dodanych vyrobcem s pouzitim
softwaru ISIS (MetaSystems). Pravidelné byly metodou FISH vySetieny chromozomy 5, 7, 8,9 a 11.

4.2.16 STATISTICKE METODY

Vztahy mezi naméfenymi parametry v kontingenéni tabulce byly analyzovany pomoci y* testu.
Pro hodnoceni kvantitativnich dat ve 2 skupinach byly zji§tény mediany naméfenych hodnot
a statisticka analyza byla provedena pomoci neparametrického dvoustranného Mann-Whitneyho testu.
Pro hodnoceni celkového preziti (OS) a preziti bez relapsu (RFS) bylo uzito Kaplanovy-Mayerovy
regresni metody hodnoceni kiivek pfteziti, odlisnost kiivek byla hodnocena pomoci log-rank testu
Mantela-Haenschelové. Pro analyzu pieziti ve vékovych skupinach byl pouzit log-rank test na trend.
Vsechny statistické testy byly provedeny na trovni 95% intervalu spolehlivosti a pfislusné hodnoty P
(odpovidajici moznosti chybného odmitnuti nulové hypotézy) byly nalezeny pomoci softwaru

GraphPad Prism verze 4.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. VYSLEDKY

V letech 1991-2012 bylo diagnostikovano 762 pacienti s AML, 392 bylo muzi, 370 zen. Median
véku v dobé diagnozy byl 54,5 let (16,0-90,1). Medidn poctu leukocytd pii zachytu AML byl
12,1 x 10%1 (0,2-488,0). Pro zafazeni pacientti do prognostickych skupin byly pouzity vysledky
analyzy karyotypu poskytnuté Oddélenim cytogenetiky UHKT, event. pozitivni zichyt fuzniho genu
U pacientl s pfiznivou progndézou. Rozdéleni do jednotlivych kategorii bylo provedeno podle
klasifikace publikované Grimwadem et al. [11] v roce 2010. Tyto vysledky byly k dispozici od 654
nemocnych, u nekterych pacientti (s ndlezem 0 mitdz v karyotypu) nebylo mozné piesné zatazeni do
prognostické skupiny. 141 (21,6 %) pacientti mélo ptiznivou cytogenetickou aberaci, 394 (60,2 %)
bylo zatazeno do skupiny se stfedni cytogenetickou prognézou a 119 (18,2 %) mélo nepfiznivy

karyotyp (obr. 17).
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0 48 % 44 192 240 288 Obr. 17: OS pacienti v zavislosti na vysledku
Mésice analyzy karyotypu.

5.1 AML S PRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU
5.1.1 APL
5.1.1.1 Charakteristika pacienti

APL byla diagnostikovana u 92 ze 762 (12,1 %) pacient, z nich bylo 49 muzi a 43 zen. Median
veéku v dob¢ zachytu APL byl 46,0 let (17,3-86,6), median poctu leukocytd 1,7 x 10%1 (0,2-114,0).
Median sledovani pacienti byl 30,4 mésicu. Vysetieni RT-PCR genu PML/RARa bylo provedeno

u 82. Median veku pacientl se zlomy v oblasti berl a 2 byl 41,0 let, ve skupiné se zlomem ber3 pak

51,3 let. RNA pro vysetfeni FLT3/ITD byla k dispozici u 79 nemocnych.

43



5.1.1.2 Zlomové misto a jeho vliv na prognézu onemocnéni

Vzhledem Kk nizkému poc¢tu nemocnych se zlomem genu PML v oblasti bcr2, byli tito pacienti
analyzovani v jedné skupiné s pacienty s berl. Pomoci RT-PCR bylo vysetfeno 82 pacientd, 47 z nich

mélo zlomové misto typu berl, 32 mélo ber3 a zbyli 3 pacienti byli ber2.

CR dosahlo 65 z 82 (79,3 %) pacient s APL. Misto zlomu nemélo zadny vliv na pocet leukocytt
v dobé diagnozy APL, median po¢tu leukocytil byl u pacienti se zlomy berl a ber2 1,4 x 1091, u ber3
pozitivnich 2,4 x 10%1 (P = 0,147). Rozdil v obou skupinach nebyl ani Vv pravdépodobnosti docileni
CR. CR doséhlo 40 z 50 (80,0 %) pacientii se zlomy berl,2 a 25 ze 32 (78,2 %; P = 0,419) pacientl
s ber3.

Ze 65 pacientt, ktefi docilili CR, byl celkem u 11 (16,9 %) zachycen relaps (molekularni ¢i
klinicky) onemocnéni. Pravdépodobnost relapsu byla vyssi ve skupin€é nemocnych se zlomem bcr3,
relaps byl diagnostikovan u 7 z25 (28,0 %) pacientti, ktefi pfedtim docilili molekulérni remise.
Ve skupin€ berl,2 byl relaps onemocnéni zachycen pouze u 4 pacientit ze 40 (10,0 %; P = 0,030)
(obr. 18). Vyssi pocet relapsi ale vyznamné neovliviioval OS pacientti (P = 0,654) (obr. 19).

50- 100
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bert,2 ber3 0 48 96 144 192 240 288
Mésic
Obr. 18: Vliv mista zlomu genu PML (bcrl,2, Obr. 19 Vliv mista zlomu genu PML (bcrl,2, resp.
resp. ber3) na incidenci relapst (molekularnich ¢i ber3) na OS pacientt.
klinickych).

5.1.1.3 APLaFLT3/ITD

Ptitomnost FLT3/ITD byla testovana u 79 pacientd, u 21 (26,6 %) z nich byla prokazana. Vyskyt
FLT3/ITD byl nesignifikantn¢ Cast&jsi u pacientil se zlomem v oblasti bcr3, 11 ze 31 (35,5 %) pacienttl
Vv této skupiné bylo pozitivnich oproti 10 ze 48 (20,8 %) nemocnych s bcrl,2 (P = 0,075) (obr. 20).

Pacienti s APL nesouci FLT3/ITD méli vyrazné vyssi pocty leukocytt pii zachytu onemocnéni
(median 6,1 oproti 1,2 x 10%1 u negativnich; P < 0,0001) (obr. 21).
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Obr. 20: Vliv mista zlomu genu PML na vyskyt Obr. 21: Vliv pozitivity FLT3/ITD na pocet
FLT3/ITD. leukocyti pii diagnéze APL.

Pozitivita FLT3/ITD nepfiznivé ovliviiovala jak Sanci pacienti na docileni CR, tak i pravde-
podobnost relapsu onemocnéni, nicméné tyto rozdily nedosahly statistické signifikance. CR dosahlo
15 z21 (71,4 %) pacienti s FLT3/ITD a 49 z 58 (84,4 %) nemocnych bez této aberace (P = 0,096)
(obr. 22). Molekularni ¢i klinicky relaps APL byl detekovan u 4 z 15 (26,7 %) pacientti s FLT3/ITD,
ktefi docilili CR, a pouze u 6 ze 49 (12,2 %) nemocnych bez pozitivity FLT3/ITD (P = 0,089)
(obr. 23). FLT3/ITD pozitivita neméla u pacientt s APL vliv na délku OS (P = 0,435; obr. 24).
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Obr. 22: Vliv pozitivity FLT3/ITD na docileni CR. Obr. 23: Vliv pozitivity FLT3/ITD na incidenci
relapsti (molekularnich ¢i klinickych).
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5.1.2 CBF-AML

5.1.2.1 Charakteristika pacienti

CBF-AML byla diagnostikovana u 49 pacientll ze 762 novych piipadi AML (6,4 %). Median
véku pacientll v dobé diagnozy byl u této skupiny 38,7 let (18,5-70,6), pomér muzl a zen byl 34:15.
Pfevaha muzi byla patrna zejména ve skupiné AML1/ETO pozitivnich pacientd (22 muzi, 5 Zen),
u CBFAIMYH11 byl pomér pohlavi vyrovnanéjsi (12 muzi, 10 zen; P = 0,021). Median sledovani
pacientl byl 38,1 mésict. Fazni gen AML1/ETO mélo 27 nemocnych, u 22 byl zachycen fazni gen
CBFBIMYH11. Vétsina pacientti méla zlom typu A, pouze u dvou byl zachycen zlom D a u jednoho
zlom J (viz obr. 4, str. 14). U 46 pacientd byla k dispozici RNA z doby diagnozy pro detekci
sekundarnich molekularnich aberaci (FLT3/ITD, FLT3/TKD, mutace genti C-KIT, K-RAS). MRO

pomoci kvantitativni RT-PCR bylo sledovano celkem u 39 pacientd.

5.1.2.2 Pritomnost sekundarnich molekularnich aberaci

Sekundarni aberaci mélo 9 ze 26 (34,6 %) pacientti s fazi AML1/ETO. Nejcastéjsi sekundarni
aberaci byly mutace genu C-KIT, zachycené ve 4 ptipadech. U 2 pacientd byla zachycena FLT3/ITD,
rovnéz u 2 FLT3/TKD, mutace K-RAS byla detekovana v jednom ptipadé (tab. 9).

U pacientt s fuzi CBFS/MYH11 byly sekundarni aberace ¢astéjsi, nez u pacienti s AML1/ETO.
Vyskytovaly se u 13 ze 20 (65,0 %) pacientd (P = 0,020). Také u této skupiny byla nejCastéjsi
sekundarni aberaci mutace genu C-KIT, mélo ji 7 pacientd (u 6 z nich to byly delece/inzerce v exonu
10). U 2 pacientii byla zachycena FLT3/ITD, v 5 piipadech byla detekovana mutace FLT3/TKD a ve

2 K-RAS mutace. Dva pacienti méli vice neZ jednu sekundarni aberaci (tab. 10).
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Tab. 9: Charakteristika pacienti s fiznim genem AML1/ETO a piehled sekundarnich mutaci. NT - nebylo

testovano, NA - nebylo analyzovano (u pacientd, ktefi nedosahli CR). 1 = ano, 0 = ne.

o = 2
o o ) X
sl2 2k & S < |8
3l 2|5 ¢ | i & 210 |3
Ol o || S d 1 & s 04
> o LL > 5
112837 21|67 |0 0 0 0|1]0
2 |1847| M | 128 | 0 0 0 0|11]0
3 13087| M| 69 |0 0 0 0|1]0
4 13212 M [10,29] 0 0 0 0|1]0
5136,32| M | 130 | 0 0 0 0|1]0
6 3480 M| 42 | 0 0 0 0|1]0
7 41200 M | 213 | 0 0 0 0|1]0
8 5433|7222 |0 0 0 0|1]0
9 |4340| Z | 136 | 0 0 0 0|1]0
10 [2505| Z | 13 | 0 0 0 0|1]0
11 154,50 M |109,0| 0 0 0 0|1]0
12 13158 M | 844 | 0 0 0 0|1]0
13 4784 M| 58 | O 0 0 0|1]0
14 13719 M | 158 | 0 0 0 0|1]1
15 [3748| M | 86 | O 0 0 0|1 ]1
16 (38,70 M | NT | 0 0 0 0| 1]1
17 6710 M | 355 | 0 0 0 0| 0 |NA
18 (4522 | M | 143 | 1 0 0 0|1]0
19 166,54 | M | 15,16 | 0 0 0 11110
20 (4052 Z | 91| 0 0 del. 816 GAC,inz. 816 GGGCCA [ 0 | 1 | O
21 |3745| M | 7,3 | 0 | 835GAT-GAG 0 0|1]0
22 (2192 M | 19,7 | 0 0 820 GAT-GGT 0|1]0
23 (2042 M | NT | O 0 816 GAC-CAC 0|1 ]1
24 (4251 M | 323 | 0 | 835GAT-GAG 0 0| 1]1
25 (40,53 | M |102,0| 1 0 0 0| 0 |NA
26 [5431| M | 159 | 0 0 ITD 573-585 (39 nt) 0| 0 |NA
27 |4306| M | 75 | NT NT NT NT|1]0
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Tab. 10: Charakteristika pacientl s fiznim genem CBFf/MYHI11 a piehled sekundarnich mutaci. NT - nebylo

testovano. 1 = ano, 0 = ne.

= = 2
c 3|5 O:Q g = Q é o 0
Sl |8 = |05 = Xl | &
S 2|8/ e|aPl B 8 20| 3
ale || S| S i e ® 12
> o | F L 3 5
- = =
28 |662| Z (282 | D | 0 0 0 011 0
29 |68/ M| 73 | A]|O0 0 0 011 0
30 {383| M|52| A |0 0 0 011 0
31(374| 2 |1146| D | 0 0 0 0 1 0
321234\ M| 39 | A|O0 0 0 011 0
33291 M|305|A |0 0 0 011 1
341297 M|310]| A |0 0 0 011 1
35(223| Z | 547 | A | 0 | 835GAT-TAT 0 0 1 0
36 (583 M| 1,7 | A | 0 | 836del. ATC 0 011 0
371526 2 | 115 A |0 0 del. 418-419 TAC GAC 0 1 0
38 |562| M|89| A |0 0 0 1 1 1
391296 M |101,7] A | 0 | 835GAT-GAA 0 011 1
40 (304 | M [1053| A | O 0 del. 418 TAC, inz. 418 GGG TTT TTC 0 1 1
41 |465| Z |1850| A | O 0 inz. 419 TTTTTC 0 1 1
42 |588| M [1614| A | O 0 0 1 1 1
43 1372 Z |1445| A | 1 0 0 0 1 1
44 |584| 7 [198,0| A | 0 | 835GAT-GAG | del. 419-422 GAC AGG CTC GTG, inz. 419 TACTCTCCG | 0 1 1
45 (309 M [2561| A | O 0 inz. 419 TTC CTC 0 1 1
46 [36,7| M [151,8| A | 1 | 835 GAT-TAT del. 416-419 CTG ACT TAC GAC, inz. CTC CTC 0 1 1
47 1585 Z | 29 | A| O 0 816 GAC-GTC NT | 1 1
48 (706 Z | 94 | J | O NT 0 0 1 1
49 |670] Z [ 338| A | 0 0 0 0 1 1

5.1.2.3 Pocet leukocytii v dobé diagnézy

Median podtu leukocyti v dob& diagndzy byl 15,8 x 10%1 a vyrazng se lisil jednak v zavislosti na

typu fazniho genu (obr. 25), jednak v zavislosti na pritomnosti sekundarni aberace (obr. 26). Vyssi

pocty leukocyti méli pacienti s fuznim genem CBFS/MYH11l (P = 0,004) a pacienti se sekundarni

mutaci (P =0,010).

48




1000+

a;__—-__‘ ] n=25 P=0!004 n=22
[=] ) .

st pES

= 100 o e

= ] —

8 *e voe?

- .*

g o apnt?® ~

% 10_: 0::2: ot

0 * 0.

& . .

1 *
AML1/ETO CBF g/MYH11

Obr. 25: Vliv typu fazniho genu na pocet
leukocyti v dobé diagndzy.

5.1.2.4 CR a molekularni remise
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Obr. 26 Vliv piitomnosti sekundarni mutace
na pocet leukocytl v dobé diagnozy.

CR dosahli vSichni pacienti s pozitivitou CBFS/MYH11 a 24 ze 27 (88,9 %) pacientl

S AML1/ETO. Molekularni remise (molekularni negativita alespoii u dvou po sobé nasledujicich

odbérti kostni dfené s minimalnim intervalem 2 mésici) bylo docileno u 12 ze 20 (60,0 %)

sledovanych pacientii s fiznim genem AML1/ETO a u 7 ze 16 (43,8 %) pacientu s fizi CBF/MYH11

(P = 0,166) (obr. 27). Docileni molekularni remise bylo nepfiznivé ovlivnéno pfitomnosti jakékoli

ze sledovanych sekundarnich aberaci, bez ohledu na typ fuzniho genu (P = 0,023; obr. 28).
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I nedosahli MR
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Obr. 27: Vliv typu fuzniho genu na docileni
molekularni remise.

5.1.2.5 Relapsy a RFS

Pocet pacienti
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pacienti se sekundarni  pacienti bez sekundarni
aberaci aberace

Obr. 28 Vliv pfitomnosti sekundarni mutace
na docileni molekularni remise.

Molekularni i klinicky relaps byl pozdé€ji detekovan pouze u 1 z 19 (5,3 %) pacientt, ktefi docilili

molekularni remise, zatimco ve skupiné 15 pacientl, ktefi molekularni remise nedocilili, doslo k 9

(60,0 %) relapsiim onemocnéni (P = 0,0003) (obr. 29). RFS byl vyrazné delsi u pacientti s CBF-AML,



ktefi dosahli molekularni remise Vv porovnani s pacienty, u kterych pfetrvavalo MRO (P < 0,0001)
(obr. 30).
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Obr. 29: Vliv dosazeni molekularni remise Obr. 30: Vliv dosaZeni molekularni remise (MR) na RFS
(MR) na incidenci relapsii (molekuldrnich ¢i pacientq.
klinickych).

Vyskyt relapst (molekularnich ¢i klinickych) byl vyrazné vyssi ve skupiné pacientd s fuznim
genem CBFBI/MYH11 (u 14 z 22 pacientd byl zachycen relaps onemocnéni; 63,6 %) oproti AML1/ETO
pozitivni skupiné (5/24; 20,8 %; P = 0,002) (obr. 31) a tito pacienti také méli vyrazné kratsi RFS
(P =0,014). Pfitomnost sekundarni mutace statisticky nevyznamné zvySovala pravdépodobnost
relapsu a zaroven zkracovala RFS pouze ve skupiné pacientt s fuzi CBFS/MYH11 (P = 0,055, resp.
P =0,070) (obr. 32). V ptipadé nemocnych s pozitivitou AML1/ETO nemély sekundarni mutace Zadny
vliv ani na incidenci relapsi ani na RFS (P = 0,300, resp. P = 0,603).
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Obr. 31: Vliv typu fuzniho genu na incidenci ~ Obr. 32: Vliv piitomnosti sekundarni mutace na RFS
relapst (molekularnich ¢i klinickych). u pacientd s CBFS/MYH11.

5.1.2.6 Celkové preZiti pacientt
Pacienti, ktefi docilili molekularni remise méli signifikantné delsi OS Vv porovnani s témi,

u kterych ptetrvavalo MRO (P = 0,025) (obr. 33). OS nebyl ovlivnén konkrétnim typem fizniho genu
(P =0,878) (obr. 34).
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Obr. 33: Vliv docileni molekularni remise (MR) Obr. 34: Vliv typu fizniho genu na OS pacientd.

na OS pacientd.

5.2 AML SE STREDNI CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

521 FLT3/ITD

5.2.1.1 Charakteristika pacienti

Pro vySetieni FLT3/ITD byla k dispozici RNA od 297 pacientl se stiednim cytogenetickym
rizikem. Ve skupiné bylo pfiblizné stejné muzl i zen (146 : 151). Median véku v dobé zachytu
onemocnéni byl 55,1 let (16,0-81,7), median poctu leukocytd 17,9 x 1091 (0,4-483,7). Median
sledovani pacientti byl 11,2 mésice. Pozitivni nalez byl zjistén u 84 (28,3 %) nemocnych. Pozitivita
FLT3/ITD byla cast&jsi u nemocnych mladsich nez 55 let (P = 0,028) a nezavisla na pohlavi pacientti.
FLT3/ITD byly nejcastéjsi u morfologického subtypu FAB M4 (23 ze 46 pacientt; 50,0 %) a M1 (17
ze 49; 34,7 %).

5.2.1.2 Prehled zachycenych ITD

FLT3/ITD byla zachycena u 84 (28,3 %) z 297 pacientt, 9 pacient mélo dvé a jeden tfi rizné
ITD. Sedm pacientli exprimovalo pouze mutovanou alelu. Délka interni tandemové duplikace (ITD)
se pohybovala v rozmezi od 12 do 120 nukleotidf, median délky byl 54 nukleotidd. 56 pacientd (ze 74
s pouze jednou ITD) mélo ITD integrovanou do JM domény (mezi kodony 572-609) genu FLT3,
zbylych 18 (24,3 %) mélo ITD v TK1 doméné. ITD integrované¢ v TK1 doméné byly u 17 z 18
pacientl delsi nez 39 nukleotidi. Nejcastéji duplikovanymi aminokyselinami byly Arg v pozici 595
u 56 pacientl, Phe594 a Tyr597 u 55 a Glu596 u 54 nemocnych (obr. 35).
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Obr. 35: Piehled délky zachycenych ITD a zastoupeni jednotlivych aminokyselin.
5.2.1.3 FLT3/ITD a pocet leukocytt v dobé diagnozy

Pacienti s FLT3/ITD méli vyrazné vyssi pocty leukocytt v dobé diagnozy, mediany 60,2 vs. 7,8 X
10”1 u negativnich (P < 0,0001) (obr. 36). Procentudlni zastoupeni blasti v kostni dieni bylo
nevyznamné vys$§i u nemocnych s FLT3/ITD pozitivitou (P = 0,112). Ani délka ITD, ani misto jeji
inzerce vJM doméné nebo TK1 doméné nemély zadny vliv na pocet leukocytt (P = 0,524, resp.

P =0,463). Pacienti svice nez 50% zastoupenim mutované alely méli vys§i pocet leukocyti nez

nemocni s nizsi alelickou nalozi (P = 0,017) (obr. 37).
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Obr. 36: Vliv FLT3/ITD pozitivity na pocet leukocytd ~ Obr. 37: Vliv procentualniho zastoupeni mutované
v dob¢ zachytu onemocnéni. alely FLT3/ITD na pocet leukocytt v dobé& zachytu
onemocnéni.
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52.14FLT3/ITDaCR

Celkem 277 pacientti z 297 bylo 1é¢eno indukéni chemoterapii (1 nebo 2 cykly), CR dosahlo 181
(65,3 %) z nich. Pozitivita FLT3/ITD neméla zadny vliv na docileni CR; CR doséahlo 53 z 81 (65,4 %)
pacientd s mutaci stejné jako 128 ze 196 (65,3 %) nemocnych bez této aberace (P = 0,492) (obr. 38).
Pacienti sITD delsi nez 39 nukleotidi méli vyss$i pravdépodobnost dosazeni CR (CR dosahlo 31
ze 43; 72,1 % téchto pacientli) v porovnani s nemocnymi s ITD délky 39 nukleotidt a kratsi (pouze
13/28; 46,4 % jich docililo CR; P = 0,022) (obr. 39). Misto inzerce ITD v JM nebo TK1 doméné, ani
procentudlni zastoupeni mutované alely nemély zadny vliv na pravdépodobnost indukce CR
(P =0,428, resp. P =0,478).

2507 P=0.492 M dosihli CR 50 P =0,022 B dosihli CR
' I nedosahli CR B nedosihli CR

2007 407
c b =

3 150 2 307
g g

3 100 3 20]
Q p =]
o ] o

50 10

65,4% 48,1%
0- 03
FLT3NTD pozitivni FLT3NTD negativni FLT3/1TD 39 nt a méné FLT3/TD nad 39 nt
Obr. 38: Vliv FLT3/ITD na dosazeni CR. Obr. 39: Vliv délky ITD na dosazeni CR.

5.2.1.5 FLT3/ITD a relapsy

Relaps byl diagnostikovan celkem u 83 pacientt ze 181 (45,9 %), ktefi dosahli CR. Riziko
relapsu bylo vys§i u nemocnych s FLT3/ITD pozitivitou (zrelabovalo jich 33 z 53; 62,3 %) nez
u FLT3/ITD negativnich pacientd (50/128; 39,1 %; P = 0,002) (obr. 40). Pacienti s ITD del$i nez
39 nukleotidd meli statisticky nesignifikantné vyssi riziko relapsu onemocnéni (u 20 ze 31; 64,5 %
pacientt doSlo k relapsu) v porovnani s nemocnymi s ITD dlouhou 39 nukleotidu a krat$i (6 ze 13;
46,2 %; P = 0,129) (obr. 41).
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Obr. 40: Vliv FLT3/ITD na riziko relapsu onemocnéni.  Obr. 41: Vliv délky ITD na riziko relapsu onemocnéni.

Misto inzerce ITD v genu FLT3 nemélo zadny vliv na pravdépodobnost relapsu onemocnéni
(P =10,361). Relaps byl detekovan u 18 ze 28 (64,3 %) pacientll s vy$sim nez 50% zastoupenim
mutované alely v porovnani s 15 ze25 (60,0 %) nemocnymi s niz§i nez 50% alelickou nalozi

FLT3/ITD (P = 0,374).

5.2.1.6 FLT3/ITD a OS pacienti

Celkové pfeziti ve skupiné pacientl s intermediarni cytogenetickou prognézou bylo vyrazné
krat$i u pacienti s FLT3/ITD (9,7 oproti 17,5 mésice u nemocnych bez FLT3/ITD; P = 0,0002)
(obr. 42). Délka ITD ani procentudlni zastoupeni mutované alely nemély vliv na celkové pieZiti
pacientd (P =0,983, resp. 0,575). Pacienti sITD integrovanou v TK1 doméné méli kratsi OS
(5,8 mésice) v porovnani s pacienty s ITD vIM doméné (9,7 mésice), nicméné tento rozdil nebyl

statisticky vyznamny (P = 0,187) (obr. 43).
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Obr. 42: Vliv pozitivity FLT3/ITD na OS pacientt. Obr. 43: Vliv mista inzerce ITD na OS pacientt.
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5.2.2 MUTACE FLT3/TKD

5.2.2.1 Charakteristika pacienti

Pfitomnost mutaci FLT3/TKD v kodonech Arg835 a 11e836 byla testovana u 292 pacientu
se sttednim cytogenetickym rizikem. Muzl bylo 147, zen 145. Median véku pacienti v dob¢ diagnézy
AML byl 54,9 let (16,0-81,7), median po&tu leukocytii 18,0 x 10%I (0,4-483,7). Median sledovani byl
11,4 mésice. 83 pacient mélo FLT3/ITD. Mutace v TKD byla zachycena u 19 pacientt (6,5 %) a byla
Castéj$i u Zen (12 Zen a 7 muzu s mutaci). Jeji vyskyt byl nezavisly na véku pacienti. FLT3/TKD
mutace byly nejcastcj$i u morfologického subtypu FAB M5 (3 ze 17 pacientt; 17,6 %) a M1 (3 z 51;
5,9 %).

5.2.2.2 Ptehled zachycenych mutaci

Pouze u jednoho pacienta byla zachycena delece kodonu Ile836, vSichni ostatni méli mutaci
postihujici kodon Arg835. Nejcastéjsi byla zaména Arg835Tyr zachycena u 8 z 19 pacient(l, 4 pacienti
méli mutaci Arg835Val a 3 Arg835His. Ostatni mutace byly detekovany vzdy v jednom piipad€. Dva
pacienti méli mutaci FLT3/TKD spole¢né s FLT3/ITD.

5.2.2.3 Mutace FLT3/TKD a pocet leukocytii v dobé diagnozy

Podet leukocyt byl vyssi u pacientt s FLT3/TKD pozitivitou (59,7 vs. 16,3 x 10%I; P = 0,003)
(obr. 44). Tento rozdil byl je§té patrn&ji po vyfazeni pacienti s FLT3/ITD (55,9 vs. 6,3 x 10%I;
P =0,0002) (obr. 45). Nemocni s mutaci FLT3/TKD méli nevyznamné vys§i procentualni zastoupeni
blastt v kostni dieni (P = 0,108), po vytazeni pacientd s pozitivitou FLT3/ITD byl tento rozdil jiz
na hranici statistického trendu (P = 0,068).
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Obr. 44: Vliv mutaci FLT3/TKD na pocet leukocytt ~ Obr. 45: Vliv mutaci FLT3/TKD na pocet leukocyti
v dob¢ zachytu onemocnéni. v dobé zichytu onemocnéni, po vyfazeni pacientl
SFLT3/ITD.
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5.2.2.4 Mutace FLT3/TKD a CR

Indukéni terapie s cilem dosahnout CR byla podana celkem 270 ze 292 pacientti. CR dosahlo 174
(64,4 %) z nich. CR bylo docileno u 9 ze 17 (52,9 %) pacienti s mutaci FLT3/TKD a u 165 z 253
(65,2 %) nemocnych bez této aberace (P = 0,153). Vytazeni pacientl s FLT3/ITD pozitivitou nemélo
na vysledek analyzy zadny vliv (P = 0,184).

5.2.2.5 Mutace FLT3/TKD a relapsy

Relaps onemocnéni byl diagnostikovan u 80 (46,0 %) pacientt ze 174, u kterych bylo docileno
CR. Riziko relapsu bylo nesignifikantné vyssi u pacientti s mutaci FLT3/TKD, relaps byl detekovan
u6 z9 (66,7 %) nemocnych s mutaci FLT3/TKD, ale jen u 74 ze 165 (44,8 %) pacientii bez této
mutace (P =0,101) (obr. 46). Po vyfazeni pacientd s FLT3/ITD z analyzy byl tento rozdil na urovni
statistického trendu (P = 0,075).

5.2.2.6 Mutace FLT3/TKD a OS pacienti

Piitomnost mutaci FLT3/TKD neméla zadny vliv na celkové pieziti pacientit (13,9 mésice
U pozitivnich v porovnani s 12,9 meésice u negativnich; P = 0,787) (obr. 47), ani po vylouceni

nemocnych s FLT3/ITD z analyzy (P = 0,781).
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Obr. 46: Vliv mutaci FLT3/TKD na incidenci relapst.  Obr. 47: Vliv mutaci FLT3/TKD na OS pacienti.

5.2.3 MUTACE DNMT3A

5.2.3.1 Charakteristika pacienti

Pritomnost mutaci genu DNMT3A byla testovana u 226 pacientl se stfednim cytogenetickym

rizikem, u kterych byl dostupny vzorek RNA. Median véku v dobé diagnézy byl u této skupiny
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pacientd 54,9 let (18,2-81,7), ve skupiné bylo 107 muzii a 119 zen. Median poctu leukocyti pfi
zéchytu onemocnéni byl 22,5 x 10%/1 (0,5-483,7). Median sledovani byl 11,6 mésice.

5.2.3.2 Prehled zachycenych mutaci

Celkem byla mutace genu DNMT3A zachycena u 67 (29,6 %) z 226 pacientt. 41 (61,2 %) z nich
mélo bodovou mutaci v kodonu Arg882, nejCastéjsi byla zdména Arg882His, detekovana
ve 30 pripadech, dale Arg882Cys u 8 nemocnych a po jednom pfipadu se zaménou Arg882Ser,
Arg882Pro a Arg882Leu. 19 pacienti mélo bodovou mutaci v jiném kodonu. 9 mutaci bylo typu
frameshift, 3 znich byly delece 1 nukleotidu, jeden pacient mél jednonukleotidovou inzerci.
Zbyvajicich 5 frameshift mutaci bylo zptisobeno bodovou mutaci v exon/intron sestfihovém misté
a vedly u dvou pacientt k deleci celého exonu 21, u jednoho pacienta k deleci exonu 20 a u dalsiho
k deleci exonu 17. Zbyvajici pacient mél naopak inzerci ¢&asti intronu 14, zplsobenou také
jednonukleotidovou zaménou v sestiihové oblasti (obr. 48). Dva pacienti méli dvé rizné mutace

a U jednoho byly zachyceny dokonce tfi rizné zmeény.
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Obr. 48: Piehled zachycenych mutaci DNMT3A.

Vyskyt mutaci byl vyssi u zen (35,3 %) nez u muzi (23,6 %; P = 0,027) a byl nezavisly na veéku
pacientd. Mutace DNMT3A se nejcastéji vyskytovaly u FAB subtypu M1 (18 ze 47; 38,3 % téchto
pacient mélo mutaci) a M4 (17/50; 34,0 %). Pozitivita DNMT3A byla Casto spojena s pfitomnosti
FLT3/ITD (P = 0,003): 30 ze 67 nemocnych s mutaci DNMT3A mélo zaroven FLT3/ITD.
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5.2.3.3 Mutace DNMT3A a pocet leukocytii v dobé diagnézy

Pacienti s mutaci DNMT3A méli nevyznamné vys$si pocty leukocyti v dobé zachytu AML
(median 34,5 oproti 15,0 x 10%1 u nemutovanych pacienti; P = 0,064) (obr. 49). Zvyseny pocet
leukocytt byl jesté vice patrny u nemocnych s bodovou mutaci v kodonu Arg882, nejen v porovnani
s pacienty bez mutace (62,0 vs. 15,0 x 10%1; P = 0,002), ale i v porovnani s pacienty s mutacemi
DNMT3A v jinych pozicich (P = 0,003) (obr. 50). Ve skupiné FLT3/ITD negativnich pacientt
nezpusobovala mutace genu DNMT3A vyssi pocet leukocytti (P = 0,858).
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Obr. 50: Vliv typu mutace DNMT3A na pocet
leukocytti v dobé diagnozy.

Obr. 49: Vliv pfitomnosti mutace DNMT3A na pocet
leukocytd v dobé diagndzy.

5.2.3.4 Mutace DNMT3A a CR

Mutovany gen DNMT3A nesnizoval Sanci pacientd na docileni CR. CR docililo 41 ze 67
(61,2 %) nemocnych s mutaci, stejné jako 95 ze 161 (61,2 %) pacientti bez mutace (P = 0,380).
Po vylouceni pacientt, kteti byli 1€Ceni pouze paliativni 1é¢bou, byl patrny mirny trend ke snaz§imu
dosazeni CR ve skupiné pacientii s mutaci DNMT3A. CR dosahlo 70,7 % téchto pacientli v porovnani
S 61,6 % pacientd bez mutace (P = 0,112). Pozice mutace neméla zadny vliv na docileni CR (63,4 %

piipadd s mutaci Arg882 docililo CR, stejné jako 57,7 % téch s mutaci v jiné pozici; P = 0,320).

5.2.3.5 Mutace DNMT3A a relapsy

Incidence relapst byla signifikantné vys$i u pacientd s mutaci DNMT3A, relaps onemocnéni byl
diagnostikovan u 25 ze 41 (61,0 %) mutovanych pacientti oproti 36 z 95 (37,9 %) pacientt bez této
mutace (P = 0,007). RFS byl signifikantné krat$i u pacientd s mutaci v porovnani s pacienty s wt
DNMT3A (P = 0,011) (obr. 51). Ve skupiné nemocnych s mutaci DNMT3A casté&ji relabovali pacienti
s mutaci v pozici Arg882 (69,2 % vs. 46,7 %; P = 0,077), nicméné tento rozdil nedosahl statistické

signifikance (obr. 52).
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Obr. 51: Kumulativni incidence relapsi DNMT3A Obr. 52: Vliv typu mutace DNMT3A na incidenci
mutovanych a nemutovanych pacientti. relapst.

5.2.3.6 Mutace DNMT3A a OS

OS nebyl ovlivnén pritomnosti mutace DNMT3A pii analyze celé skupiny pacientl se stfednim
cytogenetickym rizikem, median pfeziti byl 15,4 mésice u pacientli bez mutace a 10,9 u nemocnych
s mutaci (P = 0,251) (obr. 53). Rovnéz nebyl zadny rozdil v délce OS v zavislosti na pozici mutace
(P =0,739). Po vyfazeni pacienttl, ktefi nedocilili CR, se vyrazné zkratilo pieziti nemocnych s mutaci
(19,5 vs. 42,8 mésice, P = 0,025) (obr. 54).
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Obr. 53: Vliv mutace DNMT3A na OS pacientd. Obr. 54: Vliv mutace DNMT3A na pieziti
pacientt po dosazeni CR.

5.2.3.7 Mutace DNMT3A a FLT3/ITD

Piitomnost mutaci DNMT3A byla ¢asto spojena s pozitivitou FLT3/ITD; 30 ze 72 (41,7 %)
pacientl s FLT3/ITD mélo zaroven mutaci DNMT3A, naopak ve skuping 156 pacient s wt FLT3 bylo
pouze 37 (23,7 %) jedinct s mutaci DNMT3A (P = 0,003) (obr. 55). FLT3/ITD pozitivni pacienti méli
Castéji mutaci v kodonu Arg882 (P =0,033) (obr. 56).
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Obr. 55: Korelace vyskytu mutace DNMT3A a FLT3/ITD.  Obr. 56: Typ mutace DNMT3A v zavislosti na pfi-
tomnosti FLT3/ITD.

Pravdépodobnost docileni CR u skupiny DNMT3A mutovanych pacientl nebyla zasadné
ovlivnéna ptitomnosti FLT3/ITD; CR dosahlo 56,7 % pacient s obéma aberacemi a 64,9 % pacientil

se samotnou mutaci DNMT3A (P = 0,247).

Kombinace téchto dvou aberaci zvySovala riziko relapsu jak v porovnani s pacienty se samotnou
mutaci DNMT3A (k relapsu doslo u 13 ze 17 pacientl s obéma aberacemi (76,5 %) vs. u 12 ze 24
pacientll se samotnou mutaci DNMT3A (50,0 %); P = 0,044) (obr. 57), tak i ve srovnani s pacienty
s pouze FLT3/ITD (76,5 % vs. 12 ze 23 pacientt se samostatnou FLT3/ITD (52,2 %; P = 0,058)
(obr. 58). Ve skupiné pacientii bez FLT3/ITD c¢asté&ji relabovali pacienti s mutaci DNMT3A (50,0 %
vs. 33,3 % bez DNMT3A mutace; P = 0,072), tento rozdil vSak jiz nedosahl statistické signifikance.

Ve skupiné FLT3/ITD pozitivnich pacienti mutace DNMT3A nejen nevyznamné zkracovaly OS
(6,09 vs. 9,70 mesict; P = 0,096), ale i pteziti pacientl po docileni CR (11,0 vs. 19,1; P = 0,012).
U FLT3/ITD negativnich pacientt mutace DNMT3A nemély zadny vliv ani na jeden z téchto

ukazateli.
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Obr. 57: Vliv FLT3/ITD na vyskyt relapst Obr. 58: Vliv DNMT3A mutace na vyskyt
u pacient s DNMT3A mutaci. relapsti u pacientd s FLT3/ITD.
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U pacienti s mutaci DNMT3A pritomnost FLT3/ITD signifikantn¢ zkracovala OS (6,1 oproti 19,5
mésice u nemocnych bez FLT3/ITD; P = 0,001). Ze 30 pacientii s obéma uvedenymi aberacemi

pirezivaji pouze 3, vSichni po HSCT.

5.2.3.8 Sledovani MRO pomoci monitorace mutaci DNMT3A

MRO je pomoci mutaci DNMT3A sledovano prozatim u 5 pacientd, 3 z nich maji dvé rizné
mutace v kodonu Arg882 (Arg882His a Arg882Cys), zbyvajici dva maji kazdy specifickou mutaci
(Ile655Ser a Arg771Gln). VSichni pacienti docilili molekularni remise, ale median sledovani je u nich

zatim kratky (4,8 mésice).

5.2.4 MUTACE ASXL1

5.2.4.1 Charakteristika pacienti

Pro analyzu mutaci ASXL1 genu byla k dispozici RNA od 226 pacienti se stfedni cytogenetickou
prognézou. Pomér muzi a zen byl 109 : 117, median véku pacientii v dobé diagnézy AML byl 55,1 let
(18,1-81,7). Median podtu leukocytii pii zachytu onemocnéni byl 23,1 x 10%1 (0,4-483,7) a median

délky sledovani pacient 13,0 mésicu.

5.2.4.2 Ptehled zachycenych mutaci

Mutace ASXL1 byla detekovana u 26 z226 (11,5 %) pacientii. Bylo zachyceno 6 rGznych
frameshift a 9 riznych bodovych mutaci, znichz 5 byly nonsense mutace, vedouci k vytvoteni
pfedcasné¢ho stop kodonu, a 4 mutace byly typu missense. Jeden pacient mél dvé rtizné mutace.
DalSich 5 riiznych missense zamén byly polymorfismy. Pfitomnost mutace ASXL1 byla jen vyjimecné
spojena s pozitivitou FLT3/ITD (4 ze 26 pacientli; P = 0,028) a byla nezavisla na muta¢nim stavu
DNMT3A genu.

5.2.4.3 Mutace ASXL1 a pocet leukocytii v dobé diagnézy

Pacienti s mutovanym genem ASXL1 méli signifikantné¢ nizs$i pocty leukocytll pifi zachytu
onemocnéni, neZ pacienti bez mutace (mediany 3,5 vs. 26,4 x 10%I; P = 0,002) (obr. 59). Zaroven méli
1 niz§i procento blastd v kostni dieni (44,1 % oproti 70,0 % u nemocnych s wt ASXL1; P = 0,009)
(obr. 60).
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Obr. 59: Vliv mutace ASXL1 na pocet leukocyti Obr. 60: Vliv mutace ASXL1 na procentualni
v dob¢ diagndzy. zastoupeni blastll v KD v dobé¢ diagnézy.

5.2.4.4 Mutace ASXL1, CR, relapsy a OS pacienti

Mutovany gen ASXL1 statisticky nevyznamné snizoval Sanci pacientii na docileni CR. Pouze 13
ze 25 (52,0 %) pacientid s mutaci ASXL1, ktefi byli 1éCeni standardni indukéni terapii dosahlo CR,
VvV porovnani s 67,6 % (125/185) nemocnych s wt genem ASXL1 (P = 0,062) (obr. 61). Pozitivita
ASXL1 nem¢la vliv ani na incidenci relapst (zrelabovalo 38,5 % pacientli s mutaci, stejn¢ jako 48,8 %
pacientd bez mutace; P = 0,239) (obr. 62), ani na délku RFS (P = 0,670). Pfitomnost ASXL1 mutace
neméla zadny vliv na OS pacientt (P = 0,770).
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Obr. 61: Vliv mutace ASXL1 na docileni CR. Obr. 62: Vliv mutace ASXL1 na incidenci relapsa.

5.2.5 TRANSLOKACE GENU MLL

5.2.5.1 Charakteristika pacienti

Celkem bylo pomoci analyzy karyotypu a FISH identifikovano 32 z 694 (5,5 %) pacienti
s prestavbou genu MLL. Median véku pii diagndze byl 49,0 let (19,2-67,9), 14 bylo muzl, 18 Zen.
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Sestnéct pacientii mélo translokace t(9;11) nebo t(11;19) a byli tedy zatazeni do skupiny se stfednim
cytogenetickym rizikem podle Grimwada et al. [11]. Zbylych 16 pacientii patfilo do skupiny

S nepfiznivym rizikem.

5.2.5.2 Prehled zachycenych translokaci MLL genu a OS pacienti

Pomoci RT-PCR byly identifikovany konkrétni fiizni geny a piesna mista jejich zlomi celkem
u 16 pacientti (u 10 pac. byl zachycen fazni gen MLL/AF9, po dvou nemocnych mélo fazi MLL/ELL,
resp. MLL/ENL, 1 pac. byl MLL/AF10 a 1 MLL/MSF pozitivni). Pacienti s translokacemi t(9;11)
at(11;19), zatazeni do skupiny se stfedni prognézou, byli v dob¢ diagndzy mladsi, median véku u nich
byl 42,6 let v porovnani s 53,7 lety u pacientt s ostatnimi translokacemi (P = 0,033). CR docililo 12 ze
14 (85,7 %) pacientu s translokacemi t(9;11) at(11;19) a 9 ze 13 (69,9 %, P = 0,152) nemocnych
s ostatnimi translokacemi MLL genu. Tti roky od diagnézy byl OS pacientt s t(9;11) 45,5 %, zatimco
ve skuping s t(11;19) to bylo pouze 20 %, podobné jako u pacientl s ostatnimi MLL translokacemi.
Pocet pacientil v jednotlivych hodnocenych skupinach byl vsak pomérné nizky (obr. 63, 64).
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Obr. 63: Vliv translokaci MLL genu na OS Obr. 64: Srovnani OS pacientt s t(9;11) se skupinou
pacientd. pacient s ostatnimi translokacemi MLL genu.

5.2.5.3 Sledovani MRO pomoci translokaci MLL genu
MRO pomoci real time RT-PCR bylo sledovano u vsech 15 pacientt, u kterych byl identifikovan

konkrétni fuzni gen. Molekularni remise dosdhlo 12 pacientdi, 5 z nich pozdéji zrelabovalo. Dalsi

3 pacienti zemfeli v molekularni remisi v diisledku potransplanta¢nich komplikaci.

63



5.3 AML S NEPRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU
5.3.1 CHARAKTERISTIKA PACIENTU

Do skupiny s nepfiznivou cytogenetickou prognézou bylo na zakladé vySetfeni karyotypu
zatazeno 119 pacientl (58 muzi, 61 Zen). Median veéku pacientd v dobé diagndzy byl 58,4 let
(18,7-78,2), median poétu leukocytit 9,2 x 10%1 (0,7-231,4). 30 nemocnych mélo sekundarni AML,
nejcasteji po predchazejicim MDS. Median sledovani pacientd byl 5,2 mésice. Ze 106 pacienti,
u kterych byly tdaje k dispozici, 42 (39,6 %) dosahlo CR, u 21 znich byl pozdéji diagnostikovan

relaps onemocnéni.

5.3.2 MUTACE TP53

Pfitomnost mutaci v genu TP53 je nejcasteji popisovana u pacientd s komplexnimi zménami
karyotypu (4 a vice abnormalit) [12], proto byli na jeji pfitomnost testovani pouze tito pacienti.
Komplexni zmény karyotypu byly detekovany u 60 ze 119 (50,4 %) nemocnych, pfitomnost mutaci
v genu TP53 byla testovana u 26 z nich. Mutace byla zachycena u 17 (65,4 %) nemocnych, u 8
pacientli nebyla detekovana wt alela a jeden pacient m¢l dvé rizné mutace. 13 mutaci bylo typu

missense, zbylé Ctyfi byly frameshift delece 1-14 nukleotidi.

CR docililo 6 ze 17 (35,3 %) pacientt s mutaci TP53, u 4 z nich byl pozdé&ji detekovan relaps
AML. Pfeziva pouze jedna pacientka po HSCT.

5.4 HODNOCENI OS PODLE KRITERIi ELN

Na zavér bylo zhodnoceno celkové pieziti pacientii podle kriterii ELN [12], ktera rozdé€luji
pacienty s AML do 4 rizikovych skupin. Do analyz nejsou zafazeni pacienti s APL. Pro rozdéleni
pacientti do rizikovych skupin byly pouzity vysledky mutacnich analyz genit NPM1 a CEBPA
poskytnuté oddélenim molekulérni genetiky UHKT. Tii roky od diagnézy prezivalo 57,0 % pacientt
s aberacemi s nizkym rizikem a 10,6 % pacienti ve skupiné s vysokym rizikem. Mezi pacienty
zatazenymi do skupin se stfednim rizikem I a stfednim rizikem II nebyl patrny vyrazny rozdil v OS,

tfi roky po diagndoze AML piezivalo 30,1 % resp. 33,0 % téchto pacienti (obr. 65).
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Obr. 65: OS pacientt podle kriterii ELN.

Po podrobnéjsim rozdéleni pacientli do skupin podle jednotlivych fuznich genti (vCetné pacientii
s APL) a ptitomnosti sledovanych mutaci, dosahovali nejlepSich vysledkli pacienti s fiznimi geny
AML1/ETO a PML/RARa. V obou téchto skupinach ptezivalo tii roky od diagnézy pfiblizné 70 %
pacientu. Pres 60 % pacientil piezivalo ve skupiné nemocnych s fuznim genem CBFS/MYH11, o néco
hiife na tom byli pacienti s mutaci genu CEBPA (bez soucasné se vyskytujici FLT3/ITD a mutace
NPML1 genu) a pacienti s fiznim genem MLL/AF9. Tii roky od diagndzy piezivalo pouze piiblizné
40 % pacientt s mutaci NPM1 a zaroven FLT3/ITD negativnich. Nejhorsich vysledkti dosahovali
pacienti s ITD genu FLT3 apodle o¢ekavani také pacienti s komplexnim karyotypem a ostatnimi

prognosticky neptiznivymi aberacemi (obr. 66, 67).
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Obr. 66: OS pacientt s non-APL AML podle kriterii ELN; rozdéleni podskupin v zavislosti na ptitomnosti
jednotlivych molekularnich a cytogenetickych aberaci.
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Obr. 67: OS pacientti v zavislosti na pfitomnosti jednotlivych molekularnich a cytogenetickych aberaci.
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6. DISKUSE

Stanoveni diagnoézy, prognozy a lécby AML se odviji od morfologického, cytogenetického
a molekularné genetického vySetteni vzorku kostni diené a/nebo periferni krve. Na zakladé vySetteni
karyotypu jsou pacienti rozdéleni do zikladnich prognostickych kategorii. V UHKT je pouZivana
britska klasifikace cytogenetickych aberaci u AML podle Grimwada et al. z roku 2010 [11], ktera d¢li
pacienty do tfi skupin. Pomoci vysetfeni RT-PCR jsou zachyceni vSichni pacienti s fuznimi geny
PML/RARa (ktefi jsou 1éCeni specifickou terapii), AMLL/ETO a CBFf/MYHI1, které vznikaji pfi
prognosticky pfiznivych translokacich t(15;17), t(8;21) a t(16;16)/invl6. Pacienti se stfednim
cytogenetickym rizikem jsou dale vySetfovani na piitomnost FLT3/ITD, jejiz pozitivita je nepfiznivym
prognostickym markerem vramci této skupiny a pacienti jsou po dosazeni 1. CR indikovani
K transplantaci. Dale jsme u skupiny pacientl s intermediarni cytogenetickou prognozou testovali
ptitomnost mutaci v genech DNMT3A, NPM1, CEBPA, ASXL1 a mutaci v TKD genu FLT3, ve snaze

zjistit jejich prognosticky vyznam v ramci této skupiny.

Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit vliv pfitomnosti FLT3/ITD (véetn¢ vlivu jeji délky,
mista inzerce a procentudlniho zastoupeni mutované alely) a dalSich vySe uvedenychmutaci na vyvoj
a prognézu onemocnéni u pacienti s AML se stfednim cytogenetickym rizikem, diagnostikovanych
v UHKT. Dale byl analyzovan vliv sekundarnich molekularnich aberaci (FLT3/TKD, C-KIT a RAS
mutaci) na prognézu pacientl s prognosticky pfiznivymi fiznimi geny AML1/ETO a CBFS/MYH11.

ELN Kklasifikace rozd€luje pacienty s AML (s vyjimkou APL pacientl) do ¢tyf prognostickych
kategorii v zavislosti na ptitomnosti pfedem definovanych cytogenetickych a molekularné genetickych
markert [12]. Pfi pouziti té€chto kriterii v naSem souboru pacientii bylo do skupiny s nizkym rizikem
zatazeno 101 pacientl, 128 pacientii bylo ve skupin€ s niz§im stiednim rizikem, 125 s vys$Sim
sttednim rizikem a zbyvajicich 115 pacientl patfilo do skupiny s vysokym rizikem. V porovnani
s ptvodni praci ELN [12] jsme nezaznamenali zadny rozdil v OS mezi pacienty zahrnutymi do skupin
S niz§im stfednim (pacienti s normalnim karyotypem) a vys$im stfednim rizikem. Tento rozdil muze
byt zptisoben pomérné vysokym poctem starSich pacientll v nami analyzované skupin€. V podobné
praci [188] po rozdéleni pacienti do dvou veékovych kategorii (pfi hranici 60 let) byl OS skupiny
S niz8im stfednim rizikem delsi pouze ve skupiné pacientii do 60 let. U starSich pacientti byla progndza

obou skupin pacientti shodna [188].

Po podrobngjsim rozdéleni pacienti do podskupin podle jednotlivych nami sledovanych
molekularné genetickych aberaci nejlépe piezivaji pacienti s fiznimi geny PML/RARa a AML1/ETO,
s pravdépodobnosti preziti tii let od diagnozy ptiblizné 70 %. U pacientt S APL je po dosazeni CR
riziko relapsu v porovnani s ostatnimi AML velmi nizké. V nasi skupiné pacientd s APL doslo
k molekularnimu ¢i klinickému relapsu pouze u 17 % pacientl, pficemz vyssi pocet relapst byl

ve skuping pacientd se zlomem PML genu v oblasti ber3, prestoze tito pacienti byli v dobé diagnézy
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mladsi, nez pacienti se zlomem bcrl nebo 2. Vys$i incidence relapsi byla spojena s ¢astéjsi pozitivitou
FLT3/ITD u této podskupiny pacientll. Pfiinu téchto pozorovani a zminéné asociace nedokazeme

vysvétlit,

Pacienti s fuzi CBFf/MYH11 dosahuji v ramci CBF-AML o néco horsich vysledkt, nez pacienti
s fuzi AMLL/ETO. To je vrozporu s nékterymi diive publikovanymi pracemi [205-207], kde autofi
uvadéji kratsi OS u pacienti s AML1/ETO oproti nemocnym s fuznim genem CBFf/MYH1 1, pfi stejné
incidenci relapsti v obou skupindch. V naSem souboru méli pacienti s fiznim genem CBFfS/MYHI1
vyrazné vys§i vyskyt relapsi oproti nemocnym s AML1/ETO. U vétSiny pacienti se vSak obvykle
podafi uspésné navodit druhou CR a zachranit je k transplantaci, proto rozdil v OS obou skupin nebyl

statisticky vyznamny.

Pfi¢inou vyssi incidence relapsi u pacientd s fuzi CBFS/MYHII muze byt jednak Cast&jsi
ptitomnost sekundarnich molekularnich aberaci, jako jsou mutace geni C-KIT, K-RAS nebo
FLT3, ale také castéjsi dlouhodobé pietrvavani pozitivity MRO u téchto pacienti pii stejné 1é¢bé
(navzdory nizs$i senzitivité real time RT-PCR pro detekci fizniho genu CBF/MYH11). Nase vysledky
tykajici se sledovani MRO u pacienti s CBF-AML byly publikovany v ¢asopise Leukemia and
Lymphoma [67].

Zbylé dvé podskupiny pacientll, spadajici podle ELN kriterii do nizkého rizika, dosahuji OS
po tfech letech od diagndzy piiblizné 50 %. Horsi vysledek ve skupiné NPM1 pozitivnich/FLT3/ITD
negativnich pacientll mize byt zpisoben souc¢asnou piitomnosti mutaci genu DNMT3A a IDH2, které
jsou Casto asociovany nejen s FLT3/ITD, ale i se samotnou mutaci NPM1 genu a mohou tak zhorSovat
prognbézu pacientl s jinak nizkym rizikem. Pfitomnost mutaci CEBPA genu byla v nasi skupiné
spojena s lepsi prognézou pouze pii soucasné negativité FLT3/ITD i NPM1 mutaci (CEBPA mutace
se jen vyjimeéné vyskytuji spole¢né s prognosticky méné ptiznivymi mutacemi DNMT3A a IDH2).
Naopak OS pacientti s FLT3/ITD (bez ohledu na pfitomnost dalSich mutaci) byl téméF na trovni
skupiny s vysokym rizikem dle ELN kriterii.

Pfitomnost FLT3/ITD byla testovana celkem u 297 pacienti s AML se stfednim cytogenetickym
rizikem. V souladu sdosud publikovanymi vysledky [93,102,111] byla FLT3/ITD pozitivita
detekovéna u 84 (28,3 %) pacientt. U jedné pacientky byla navic zachycena netypickd inzerce
3 nukleotidli v transmembranové doméné genu FLT3. Mutace v této doméné ani jejich vliv na prubéh
onemocnéni nebyly dosud popsany. Pouze 10 z 84 (11,9 %) FLT3/ITD pozitivnich pacientii mélo vice
nez jednu ITD, coz je asi o 10 % mén¢ nez udavaji diive publikované prace [105,107,111]. Tento
rozdil miize byt zplsoben pouzitim méng citlivé metody (gelova elektroforéza) v porovnani s vysledky
ziskanymi fragmentacni analyzou, ktera dokaze zachytit i ITD s velmi nizkym procentualnim

zastoupenim.
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Pacienti s FLT3/ITD méli vyrazné vyssi pocty leukocytl i vyssi procentudlni zastoupeni blastl
v kostni dfeni, jak v pfipadé nemocnych se stiedni cytogenetickou prognézou, tak v piipadé pacientd
s APL. FLT3/ITD pozitivni pacienti méli v obou skupinach také vyssi riziko relapsu onemocnéni. OS
pacient zhorSovala ptitomnost FLT3/ITD pouze u pacientli se stfednim cytogenetickym rizikem,

nikoliv u nemocnych s APL, coz odpovida dosud publikovanym vysledktm [103].

Vysledky praci zabyvajicich se vlivem délky ITD a mista jeji inzerce na prognézu AML jsou
zatim znaéné rozporuplné [105-109,208]. V nasem souboru pacientt se délka ITD pohybovala od 12
do 120 nukleotidi (median 54 nt). Pro analyzu jejiho vlivu na progndézu FLT3/ITD pozitivnich
pacientt byla zvolena délka ITD 39 nukleotidi (podobné jako v prvni publikované praci na toto téma
[108]), nicméné nase vysledky byly zna¢né odlisné. Zatimco Stirewalt et al. [108] udavaji horsi
prognézu onemocnéni u pacientl s delsi ITD ve vsech hodnocenych parametrech (CR, RFS i OS),
nase vysledky ukazuji vyrazné€ vys§i Sanci na docileni CR (pod 50 %) u pacientti s delsi ITD,
ale zaroven maji tito pacienti vyssi riziko relapsu. Riziko relapsu u pacientl s ITD < 39 nukleotidu je
srovnatelné s FLT3/ITD negativnimi pacienty. Skutecnost, ze pacienti s del$i ITD maji vEtsi Sanci
na dosazeni CR (nad 70 % jich docili CR, coz je vice nez u FLT3/ITD negativnich pacienti),
ale zaroven také Castéji relabuji, mize byt dana vyssi prolifera¢ni aktivitou bunék s delsi ITD a tudiz
jejich lepsi odpovédi na indukéni 1écbu cytostatiky se specifickym zdsahem v bunééném cyklu.
Na druhou stranu pfitomnost ITD vede k dediferenciaci bunék [209] a cast bunék proto zlstava
V nezralém stavu na Grovni rané progenitorové bunky. Tyto bunky jsou chemorezistentni (patrné
nasledkem exprese P-glykoproteinu), neodpovidaji na 1é¢bu a mohou byt zdrojem pozdéjsich relapst.
Zvysena proliferaéni aktivita mize byt disledkem jednak vyssiho poétu zduplikovanych nukleotidd,

ale také zastoupenim konkrétnich aminokyselin (tyrozinu) ve zduplikované oblasti.

V rozporu s diive publikovanymi pracemi [105,119,120,210] se nam nepodafilo prokazat zadny
vliv integra¢niho mista ITD (JM doména vs. TK doména), ani procentualniho zastoupeni mutované
alely na pribéh a prognézu AML. To miZe byt zpusobeno jednak niz§im poétem analyzovanych
FLT3/ITD pozitivnich pacientil, ale také metodou pouzitou pro kvantifikaci mutované alely, ktera
umoziiuje pouze semikvantitativni stanoveni procentualniho zastoupeni mutované alely pomoci

softwarového porovnani intenzity pruha na gelové elektroforéze.

Vzhledem k tomu, ze se mutace genu FLT3 vyskytuji u 25-30 % pacienti s AML, zejména
U nemocnych s normalnim cytogenetickym nalezem, zdaly by se byt dobrym cilem pro monitorovani
MRO. Délka i misto inzerce ITD jsou vSak u kazdého pacienta odlisné a pro dostatecné senzitivni
stanoveni MRO by tedy bylo nezbytné navrhnout specifické primery. Problémem navic je, ze ¢ast
pacientt (10-20 %) mize nést v dob¢ relapsu jinou ITD nebo ji dokonce mohou ztratit Gplné (az 20 %
pavodné FLT3/ITD pozitivnich pacientti) [123-126]. U téchto pacientl je potom negativni vysledek
ziskany pomoci pacient-specifickych primerd zavadé&jici a obecné proto ma vypovédni hodnotu pouze

vysledek pozitivni, znamenajici jisty relaps onemocnéni.
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Mutace genu DNMT3A byly u pacienti s AML popsany v roce 2010 dvéma skupinami autori
[149,150]. V nami analyzované skuping, s vy$§im poétem pacienti se stfednim cytogenetickym
rizikem nez v téchto citovanych pracich, jsme tyto mutace zachytili u 67 z 226 pacientt (29,6 %).
Pacienti nesouci mutaci DNMT3A méli vyssi pocet leukocytli v dobé diagnéozy AML, coz bylo ale
pravdépodobné zpisobeno soucasnym vyskytem FLT3/ITD u téchto pacientt. Ve skupiné FLT3/ITD

negativnich pacientl totiz nebyl vliv DNMT3A mutace na pocet leukocytti patrny.

Pacienti s mutaci genu DNMT3A méli vyrazné vyssi riziko relapsu, neZ pacienti bez této mutace,
bez ohledu na ptitomnost FLT3/ITD. V rozporu s publikovanymi pracemi [149,154-156,211] vsak
DNMT3A pozitivita nezkracovala OS pacientli v naSem souboru. Na rozdil od mutaci genit NPM1
a CEBPA, které maji piiznivy vliv na prognézu onemocnéni u FLT3/ITD negativnich pacientl
[130,132,135,212], piitomnost mutace DNMT3A zvySovala v naSem souboru pacienti riziko relapsu
i U FLT3/ITD negativnich pacientt.

Vyskyt mutaci DNMT3A (zejména bodovych zamén v kodonu Arg882) silné koreloval
s FLT3/ITD pozitivitou. Pfitomnost obou téchto mutaci vyrazné zhorSovala prognézu nemocnych:
z celkem 30 pacienti jich pouze 17 (43,3 %) dosahlo CR a piezivaji pouze tfi z nich, vSichni
po HSCT. Tyto nase vysledky byly publikovany v ¢asopise European Journal of Hematology v roce
2012 [196].
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7. ZAVER

Celkem bylo analyzovdno 654 nemocnych s AML, nejvétsi skupinu (60 %) tvofili pacienti
se stitednim cytogenetickym rizikem, 21 % pacientti mélo prognosticky pfiznivé onemocnéni s fiiznimi
geny PML/RARa, AML1/ETO nebo CBFp/MYHII. U zbylych 19 % pacientd byly zachyceny

prognosticky nepfiznivé cytogenetické aberace, polovina z nich méla komplexni zmény karyotypu.

Potvrdili jsme vyznamny rozdil v délce OS v jednotlivych prognostickych kategoriich
pacienti definovanych dle Grimwada et al. [11]. Tti roky od diagnozy piezivalo 65 % pacientl
ve skuping s nizkym rizikem, 30 % ve skupiné s intermediarnim rizikem a mén¢ nez 10 % pacienti
s vysokym rizikem. Nezaznamenali jsme vSak zadny rozdil v délce OS mezi pacienty s vySSim

sttednim a niz$im sttednim rizikem podle kriterii ELN.

Pacienti s fiznim genem CBFS/MYHI11 méli vyrazné vyssi riziko relapsu v ramci skupiny
CBF-AML. V rozporu s neékterymi diive publikovanymi pracemi udavajicimi lepsi prognozu (delsi
OS) u pacient s fiznim genem CBFS/MYHI1 jsme Vv nasem souboru u téchto pacientli zaznamenali
vyrazné vyss$i incidenci relapsi. U vétSiny z nich vSak byla uspésné navozena druha CR a byli
indikovani K transplantaci, proto rozdil v OS obou skupin nebyl statisticky vyznamny. Incidenci
relapst u pacientd s CBF-AML zvySovala jednak pfitomnost sekundarnich mutaci genti C-KIT, K-RAS
a FLT3/TKD, a jednak ptetrvavajici pozitivita MRO.

Piitomnost mutaci genu CEBPA a NPML1 byla spojena s lepsi prognozou pouze pri sou¢asné
nepFitomnosti FLT3/ITD i DNMT3A mutaci. Pacienti s mutovanym genem CEBPA jsou podle
kritérii ELN fazeni do skupiny s nizkym rizikem. Nékteré publikace udévaji pfiznivou prognoédzu
onemocnéni pouze u pacientu s bialelickou formou mutace, v nasi skupiné pacienti pteZivalo 3 roky
od diagndzy vice nez 50 % pacientl s touto mutaci (bez pfitomnosti FLT3/ITD ¢i NPM1 mutaci) bez

ohledu na to, zda mutace CEBPA genu byla bialelickd nebo monoalelicka.

Pozitivita FLT3/ITD u pacienti se stiednim cytogenetickym rizikem je vyraznym nepiiz-
nivym prognostickym faktorem ve vSech sledovanych parametrech (pocet leukocyti, incidence
relapsi i OS). Tti roky od diagnézy AML ptezivalo pouze 17 % FLT3/ITD pozitivnich pacienti. To
je zcela v souladu s dosud publikovanymi vysledky, ptitomnost FLT3/ITD je povazovana za vyz-

namny negativni prognosticky faktor, na zaklad¢ jeji pozitivity jsou jiz pacienti indikovani k HSCT.

Nebyl prokazan Zadny vliv mista inzerce ITD genu FLT3, ani procentualniho zastoupeni
mutované alely na pribéh a prognozu onemocnéni. Dosud publikované vysledky analyz
hodnoticich vliv délky, mista inzerce ITD a procentualniho zastoupeni mutované alely na prognozu
AML zatim poskytovaly velmi rOznorodé vysledky. V nasi skupiné pacientd se stfednim
cytogenetickym rizikem zadny z téchto parametrti nehral zasadni ptidatnou roli v nepfiznivé prognoze

FLT3/ITD pozitivnich pacientt.
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Mutace genu DNMT3A zvySovaly riziko relapsu onemocnéni (bez ohledu na piitomnost
FLT3/ITD). Na rozdil od pivodné publikované prace na toto téma vsak u naSich pacientti zkracovaly

OS pouze u pacientti se souc¢asnym vyskytem FLT3/ITD.

Byla zavedena a optimalizovina metodika pro sledovani MRO u pacienti
S nejcastéjSimi typy mutaci genu DNMT3A. Pomoci téchto mutaci je zatim MRO sledovano
u 5 pacientt, ktefi vSichni docilili molekularni remise. Doba sledovani je vSak u téchto

pacientli zatim pfili§ kratka pro posouzeni vhodnosti tohoto markeru pro sledovani MRO.

Incidence FLT3/TKD i ASXL1 mutaci se pohybovala kolem 10 % a tyto mutace nemély

na prognoézu onemocnéni Zadny zasadni vliv.

72



8. LITERATURA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

Tallman MS. Acute myeloid leukemia; decided victories, disappointments, and detente: an historical
perspective. Hematology Am Soc Hematol Educ Progr 2008: 390.

Mayer J. Historie poznani a 1é¢by leukemii. In: Mayer J, Stary J, ed., Leukemie, Grada, Praha 2002, s. 19-
21.

Kampen KR. The discovery and early understanding of leukemia. Leuk Res 2012; 36: 6-13.

Piller G. Leukaemia - a brief historical review from ancient times to 1950. Br J Haematol 2001; 112: 282-
92.

Lobo I. Chromosome abnormalities and cancer cytogenetics. Nat. Educ. 2008; 1: 68.

Rowley JD, Golomb HM, Dougherty C. 15/17 translocation, a consistent chromosomal change in acute
promyelocytic leukaemia. Lancet 1977; 1: 549-50.

Trujillo JM, Cork A, Ahearn MJ, Youness EL, McCredie KB. Hematologic and cytologic characterization
of 8/21 translocation acute granulocytic leukemia. Blood 1979; 53: 695-706.

Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, Sultan C. Proposals for the
classification of the acute leukaemias. Br J Haematol 1976; 33: 451-8.

Vardiman JW, Harris NL, Brunning RD. The World Health Organization (WHQO) classification of the
myeloid neoplasms. Blood 2002; 100: 2292-302.

Grimwade D, Walker H, Oliver F, Wheatley K, Harrison C, Harrison G, Rees J, Hann I, Stevens R,
Burnett A, Goldstone A. The importance of diagnostic cytogenetics on outcome in AML: analysis of
1,612 patients entered into the MRC AML 10 trial. Blood 1998; 92: 2322-33.

Grimwade D, Hills RK, Moorman AV, Walker H, Chatters S, Goldstone AH, Wheatley K, Harrison CJ,
Burnett AK. Refinement of cytogenetic classification in acute myeloid leukemia: determination of
prognostic significance of rare recurring chromosomal abnormalities among 5876 younger adult patients
treated in the United Kingdom Medical Research Council trials. Blood 2010; 116: 354-65.

Dohner H, Estey EH, Amadori S, Appelbaum FR, Biichner T, Burnett AK, Dombret H, Fenaux P,
Grimwade D, Larson RA, Lo-Coco F, Naoe T, Niederwieser D, Ossenkoppele GJ, Sanz MA, Sierra J,
Tallman MS, Léwenberg B, Bloomfield CD. Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in
adults: recommendations from an international expert panel, on behalf of the European LeukemiaNet.
Blood 2010; 115: 453-74.

Dohner K, Dohner H. Molecular characterization of acute myeloid leukemia. Haematologica 2008; 93:
976-82.

Frohling S, Scholl C, Gilliland DG, Levine RL. Genetics of myeloid malignancies: pathogenetic and
clinical implications. J Clin Oncol 2005; 23: 6285-95.

Lowenberg B. Prognostic factors in acute myeloid leukaemia. Best Pract Res Clin Haematol 2001; 14: 65-
75.

Deschler B, Liibbert M. Acute myeloid leukemia: epidemiology and etiology. Cancer 2006; 107: 2099-
107.

Liersch R, Miiller-Tidow C, Berdel WE, Krug U. Prognostic factors for acute myeloid leukaemia in adults
- biological significance and clinical use. Br J Haematol 2014; 165: 17-38.

Adam Z, Doubek M, Penka M, Tomiska M. Akutni myeloidni leukemie. In: Adam Z, Vorlicek J, ed.,
Hematologie II. Piehled malignich hematologickych onemocnéni, Grada Publishing, spol. s r.o., Praha
2001, s. 38-42.

Indrak K. Lécba akutnich leukemii. Scripta medica (Brno) 1996: 305-308.

Kern W, Schoch C, Haferlach T, Schnittger S. Monitoring of minimal residual disease in acute myeloid
leukemia. Crit Rev Oncol Hematol 2005; 56: 283-309.

Doubek M, Palasek I, Pospisil Z, Borsky M, Klabusay M, Brychtova Y, Jurcek T, Jeziskova I, Krejci M,
Dvorakova D, Mayer J. Detection and treatment of molecular relapse in acute myeloid leukemia with
RUNX1 (AML1), CBFB, or MLL gene translocations: frequent quantitative monitoring of molecular
markers in different compartments and correlation with WT1 gene expression. Exp Hematol 2009; 37:
659-72.

Polak J, Hajkova H, Haskovec C, Cechova H, Marinov I, Mikulenkova D, Markova J, Markova M, Vitek
A, Valkova V. Quantitative monitoring of WT1 expression in peripheral blood before and after allogeneic
stem cell transplantation for acute myeloid leukemia - a useful tool for early detection of minimal residual
disease. Neoplasma 2013; 60: 74-82.

Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, Sultan C. A variant form of
hypergranular promyelocytic leukaemia (M3). Br J Haematol 1980; 44: 169-70.

73



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DA, Gralnick HR, Sultan C. Proposed revised
criteria for the classification of acute myeloid leukemia. A report of the French-American-British
Cooperative Group. Ann Intern Med 1985; 103: 620-5.

Slovak ML, Kopecky KJ, Cassileth PA, Harrington DH, Theil KS, Mohamed A, Paietta E, Willman CL,
Head DR, Rowe JM, Forman SJ, Appelbaum FR. Karyotypic analysis predicts outcome of preremission
and postremission therapy in adult acute myeloid leukemia: a Southwest Oncology Group/Eastern
Cooperative Oncology Group Study. Blood 2000; 96: 4075-83.

Byrd JC, Mroézek K, Dodge RK, Carroll AJ, Edwards CG, Arthur DC, Pettenati MJ, Patil SR, Rao KW,
Watson MS, Koduru PR, Moore JO, Stone RM, Mayer RJ, Feldman EJ, Davey FR, Schiffer CA, Larson
RA, Bloomfield CD. Pretreatment cytogenetic abnormalities are predictive of induction success,
cumulative incidence of relapse, and overall survival in adult patients with de novo acute myeloid
leukemia: results from Cancer and Leukemia Group B (CALGB 8461). Blood 2002; 100: 4325-36.
Mrézek K, Bloomfield CD. Clinical significance of the most common chromosome translocations in adult
acute myeloid leukemia. J Natl Cancer Inst Monogr 2008; 39: 52-7.

Melo RA, de Vasconcellos JF, Melo FC, Machado CG, Lacerda TM, Souto FR. PML-RARa fusion gene
transcripts and biological features in acute promyelocytic leukemia patients. Clin Lab Haematol 2006; 28:
126-9.

Schwarz J, Kacirkova P, Markova J, Mikulenkova D, Marinov I, Ballingova I, Michalova K. Urgentni
stav v hematologii: akutni promyelocytarni leukemie - principy diagnostiky. Vaitr iék 2008; 54: 728-44.
Grimwade D, Biondi A, Mozziconacci MJ, Hagemeijer A, Berger R, Neat M, Howe K, Dastugue N,
Jansen J, Radford-Weiss I, Lo Coco F, Lessard M, Hernandez JM, Delabesse E, Head D, Liso V, Sainty
D, Flandrin G, Solomon E, Birg F, Lafage-Pochitaloff M. Characterization of acute promyelocytic
leukemia cases lacking the classic t(15;17): results of the European Working Party. Blood 2000; 96: 1297-
308.

Zelent A, Guidez F, Melnick A, Waxman S, Licht JD. Translocations of the RAR« gene in acute
promyelocytic leukemia. Oncogene 2001; 20: 7186-203.

Catalano A, Dawson MA, Somana K, Opat S, Schwarer A, Campbell LJ, Iland H. The PRKAR1A gene is
fused to RARA in a new variant acute promyelocytic leukemia. Blood 2007; 110: 4073-6.

Kondo T, Mori A, Darmanin S, Hashino S, Tanaka J, Asaka M. The seventh pathogenic fusion gene
FIP1L1-RARA was isolated from a t(4;17)-positive acute promyelocytic leukemia. Haematologica 2008;
93: 1414-6.

Yamamoto Y, Tsuzuki S, Tsuzuki M, Handa K, Inaguma Y, Emi N. BCOR as a novel fusion partner of
retinoic acid receptor alpha in a t(X;17)(p11;912) variant of acute promyelocytic leukemia. Blood 2010;
116: 4274-83.

Won D, Shin SY, Park CJ, Jang S, Chi HS, Lee KH, Lee JO, Seo EJ. OBFC2A/RARA: a novel fusion gene
in variant acute promyelocytic leukemia. Blood 2013; 121: 1432-5.

Mistry AR, Pedersen EW, Solomon E, Grimwade D. The molecular pathogenesis of acute promyelocytic
leukaemia: implications for the clinical management of the disease. Blood Rev 2003; 17: 71-97.

Ablain J, Lallemand-Breittenbach V, de Thé H. PML/RARA as the master driver of acute promyelocytic
leukemia pathogenesis and basis for therapy response. Hematology (EHA Educ Progr) 2013; 7: 49-56.
Ruggero D, Wang ZG, Pandolfi PP. The puzzling multiple lives of PML and its role in the genesis of
cancer. Bioessays 2000; 22: 827-35.

Grimwade D, Enver T. Acute promyelocytic leukemia: where does it stem from? Leukemia 2004; 18: 375-
84.

Reiter A, Lengfelder E, Grimwade D. Pathogenesis, diagnosis and monitoring of residual disease in acute
promyelocytic leukaemia. Acta Haematol 2004; 112: 55-67.

Schwarz J, Kotistek Z, Stary J, Zak P, Kozak T, Markova J, Michalova K, Dvofakova D, Mayer J,
Cetkovsky P. Lécba akutni promyelocytarni leukemie v Cesku: vysledky a analyza prognostickych
faktort. Vnitr Iék 2008; 54: 757-70.

Jurcic JG, Nimer SD, Scheinberg DA, DeBlasio T, Warrell RP, Jr., Miller WH, Jr. Prognostic significance
of minimal residual disease detection and PML/RAR-alpha isoform type: long-term follow-up in acute
promyelocytic leukemia. Blood 2001; 98: 2651-6.

Fenaux P, Chastang C, Chevret S, Sanz M, Dombret H, Archimbaud E, Fey M, Rayon C, Huguet F, Sotto
JJ, Gardin C, Makhoul PC, Travade P, Solary E, Fegueux N, Bordessoule D, Miguel JS, Link H,
Desablens B, Stamatoullas A, Deconinck E, Maloisel F, Castaigne S, Preudhomme C, Degos L. A
randomized comparison of all trans retinoic acid (ATRA) followed by chemotherapy and ATRA plus
chemotherapy and the role of maintenance therapy in newly diagnosed acute promyelocytic leukemia.
Blood 1999; 94: 1192-200.

74



44,

45,

46.

47.
48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Grimwade D, Lo Coco F. Acute promyelocytic leukemia: a model for the role of molecular diagnosis and
residual disease monitoring in directing treatment approach in acute myeloid leukemia. Leukemia 2002;
16: 1959-73.

Gallagher RE, Yeap BY, Bi W, Livak KJ, Beaubier N, Rao S, Bloomfield CD, Appelbaum FR, Tallman
MS, Slack JL, Willman CL. Quantitative real-time RT-PCR analysis of PML-RAR alpha mRNA in acute
promyelocytic leukemia: assessment of prognostic significance in adult patients from intergroup protocol
0129. Blood 2003; 101: 2521-8.

Schnittger S, Weisser M, Schoch C, Hiddemann W, Haferlach T, Kern W. New score predicting for
prognosis in PML-RARA+, AML1-ETO+, or CBFB-MYH11+ acute myeloid leukemia based on
quantification of fusion transcripts. Blood 2003; 102: 2746-55.

Kiihnl A, Grimwade D. Molecular markers in acute myeloid leukaemia. Int J Hematol 2012; 96: 153-63.
Gale RE, Hills R, Pizzey AR, Kottaridis PD, Swirsky D, Gilkes AF, Nugent E, Mills KI, Wheatley K,
Solomon E, Burnett AK, Linch DC, Grimwade D. Relationship between FLT3 mutation status, biologic
characteristics, and response to targeted therapy in acute promyelocytic leukemia. Blood 2005; 106: 3768-
76.

Schnittger S, Bacher U, Haferlach C, Kern W, Alpermann T, Haferlach T. Clinical impact of FLT3
mutation load in acute promyelocytic leukemia with t(15;17)/PML-RARA. Haematologica 2011; 96:
1799-807.

Au WY, Fung A, Chim CS, Lie AK, Liang R, Ma ES, Chan CH, Wong KF, Kwong YL. FLT-3
aberrations in acute promyelocytic leukaemia: clinicopathological associations and prognostic impact. Br
J Haematol 2004; 125: 463-9.

Kiyoi H, Naoe T, Yokota S, Nakao M, Minami S, Kuriyama K, Takeshita A, Saito K, Hasegawa S,
Shimodaira S, Tamura J, Shimazaki C, Matsue K, Kobayashi H, Arima N, Suzuki R, Morishita H, Saito
H, Ueda R, Ohno R. Internal tandem duplication of FLT3 associated with leukocytosis in acute
promyelocytic leukemia. Leukemia Study Group of the Ministry of Health and Welfare (Kohseisho).
Leukemia 1997; 11: 1447-52.

Hart SM, Foroni L. Core binding factor genes and human leukemia. Haematologica 2002; 87: 1307-23.
Speck NA, Stacy T, Wang Q, North T, Gu TL, Miller J, Binder M, Marin-Padilla M. Core-binding factor:
a central player in hematopoiesis and leukemia. Cancer Res 1999; 59: 1789s-1793s.

Levanon D, Negreanu V, Bernstein Y, Bar-Am I, Avivi L, Groner Y. AML1, AML2, and AML3, the
human members of the runt domain gene-family: cDNA structure, expression, and chromosomal
localization. Genomics 1994; 23: 425-32.

Moldenhauer A, Frank RC, Pinilla-lbarz J, Holland G, Boccuni P, Scheinberg DA, Salama A, Seeger K,
Moore MA, Nimer SD. Histone deacetylase inhibition improves dendritic cell differentiation of leukemic
blasts with AML1-containing fusion proteins. J Leukoc Biol 2004; 76: 623-33.

Golub TR, Barker GF, Bohlander SK, Hiebert SW, Ward DC, Bray-Ward P, Morgan E, Raimondi SC,
Rowley JD, Gilliland DG. Fusion of the TEL gene on 12p13 to the AML1 gene on 21g22 in acute
lymphoblastic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A 1995; 92: 4917-21.

Miyoshi H, Shimizu K, Kozu T, Maseki N, Kaneko Y, Ohki M. t(8;21) breakpoints on chromosome 21 in
acute myeloid leukemia are clustered within a limited region of a single gene, AML1. Proc Natl Acad Sci
U S A 1991; 88: 10431-4.

Nucifora G, Begy CR, Kobayashi H, Roulston D, Claxton D, Pedersen-Bjergaard J, Parganas E, Ihle JN,
Rowley JD. Consistent intergenic splicing and production of multiple transcripts between AMLL1 at 21922
and unrelated genes at 3926 in (3;21)(g26;922) translocations. Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 91: 4004-
8.

Langabeer SE, Walker H, Rogers JR, Burnett AK, Wheatley K, Swirsky D, Goldstone AH, Linch DC.
Incidence of AMLL/ETO fusion transcripts in patients entered into the MRC AML trials. Br J Haematol
1997; 99: 925-8.

Nucifora G, Rowley JD. AML1 and the 8;21 and 3;21 translocations in acute and chronic myeloid
leukemia. Blood 1995; 86: 1-14.

van Dongen JJM, Macintyre EA, Gabert JA, Delabesse E, Rossi V, Saglio G, Gottardi E, Rambaldi A,
Dotti G, Griesinger F, Parreira A, Gameiro P, Diaz MG, Malec M, Langerak AW, San Miguel JF, Biondi
A. Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute
leukemia for detection of minimal residual disease. Report of the BIOMED-1 Concerted Action:
investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia 1999; 13: 1901-28.

Hoyos M, Nomdedeu JF, Esteve J, Duarte R, Ribera JM, Llorente A, Escoda L, Bueno J, Tormo M,
Gallardo D, de Llano MP, Marti JM, Aventin A, Mangues R, Brunet S, Sierra J. Core binding factor acute
myeloid leukemia: the impact of age, leukocyte count, molecular findings, and minimal residual disease.
Eur J Haematol 2013; 91: 209-18.

75



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

Langabeer SE, Walker H, Gale RE, Wheatley K, Burnett AK, Goldstone AH, Linch DC. Frequency of
CBFB/MYH11 fusion transcripts in patients entered into the U.K. MRC AML trials. Br J Haematol 1997;
96: 736-9.

Weisser M, Haferlach C, Hiddemann W, Schnittger S. The quality of molecular response to chemotherapy
is predictive for the outcome of AML1-ETO-positive AML and is independent of pretreatment risk factors.
Leukemia 2007; 21: 1177-82.

Jourdan E, Boissel N, Chevret S, Delabesse E, Renneville A, Cornillet P, Blanchet O, Cayuela JM, Recher
C, Raffoux E, Delaunay J, Pigneux A, Bulabois CE, Berthon C, Pautas C, Vey N, Lioure B, Thomas X,
Luquet I, Terré C, Guardiola P, Béné MC, Preudhomme C, Ifrah N, Dombret H. Prospective evaluation of
gene mutations and minimal residual disease in patients with core binding factor acute myeloid leukemia.
Blood; 121: 2213-23.

Maurillo L, Buccisano F, Spagnoli A, Del Poeta G, Panetta P, Neri B, Del Principe MI, Mazzone C,
Consalvo MI, Tamburini A, Ottaviani L, Fraboni D, Sarlo C, De Fabritiis P, Amadori S, Venditti A.
Monitoring of minimal residual disease in adult acute myeloid leukemia using peripheral blood as an
alternative source to bone marrow. Haematologica 2007; 92: 605-11.

Markova J, Trnkova Z, Michkova P, Maaloufova J, Stary J, Cetkovsky P, Schwarz J. Monitoring of
minimal residual disease in patients with core binding factor acute myeloid leukemia and the impact of C-
KIT, FLT3, and JAK2 mutations on clinical outcome. Leuk Lymphoma 2009; 50: 1448-1460.

Stentoft J, Hokland P, Ostergaard M, Hasle H, Nyvold CG. Minimal residual core binding factor AMLs
by real time quantitative PCR--initial response to chemotherapy predicts event free survival and close
monitoring of peripheral blood unravels the kinetics of relapse. Leuk Res 2006; 30: 389-95.

Leroy H, de Botton S, Grardel-Duflos N, Darre S, Leleu X, Roumier C, Morschhauser F, Lai JL, Bauters
F, Fenaux P, Preudhomme C. Prognostic value of real-time quantitative PCR (RQ-PCR) in AML with
t(8;21). Leukemia 2005; 19: 367-72.

Lane S, Saal R, Mollee P, Jones M, Grigg A, Taylor K, Seymour J, Kennedy G, Williams B, Grimmett K,
Griffiths V, Gill D, Hourigan M, Marlton P. A >1 log rise in RQ-PCR transcript levels defines molecular
relapse in core binding factor acute myeloid leukemia and predicts subsequent morphologic relapse. Leuk
Lymphoma 2008; 49: 517-23.

Ommen HB, Schnittger S, Jovanovic JV, Ommen IB, Hasle H, Ostergaard M, Grimwade D, Hokland P.
Strikingly different molecular relapse kinetics in NPM1c, PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, and CBFB-
MYHZ11 acute myeloid leukemias. Blood 2010; 115: 198-205.

Gari M, Goodeve A, Wilson G, Winship P, Langabeer S, Linch D, Vandenberghe E, Peake I, Reilly J. c-
kit proto-oncogene exon 8 in-frame deletion plus insertion mutations in acute myeloid leukaemia. Br J
Haematol 1999; 105: 894-900.

Boissan M, Feger F, Guillosson JJ, Arock M. c-Kit and c-kit mutations in mastocytosis and other
hematological diseases. J Leukoc Biol 2000; 67: 135-48.

Nagata H, Worobec AS, Oh CK, Chowdhury BA, Tannenbaum S, Suzuki Y, Metcalfe DD. Identification
of a point mutation in the catalytic domain of the protooncogene c-kit in peripheral blood mononuclear
cells of patients who have mastocytosis with an associated hematologic disorder. Proc Natl Acad Sci U S
A 1995; 92: 10560-4.

Paschka P, Marcucci G, Ruppert AS, Mrozek K, Chen H, Kittles RA, Vukosavljevic T, Perrotti D,
Vardiman JW, Carroll AJ, Kolitz JE, Larson RA, Bloomfield CD. Adverse prognostic significance of KIT
mutations in adult acute myeloid leukemia with inv(16) and t(8;21): a Cancer and Leukemia Group B
Study. J Clin Oncol 2006; 24: 3904-11.

Care RS, Valk PJ, Goodeve AC, Abu-Duhier FM, Geertsma-Kleinekoort WM, Wilson GA, Gari MA,
Peake IR, Lowenberg B, Reilly JT. Incidence and prognosis of ¢c-KIT and FLT3 mutations in core binding
factor (CBF) acute myeloid leukaemias. Br J Haematol 2003; 121: 775-7.

Cairoli R, Beghini A, Grillo G, Nadali G, Elice F, Ripamonti CB, Colapietro P, Nichelatti M, Pezzetti L,
Lunghi M, Cuneo A, Viola A, Ferrara F, Lazzarino M, Rodeghiero F, Pizzolo G, Larizza L, Morra E.
Prognostic impact of c-KIT mutations in core binding factor leukemias: an Italian retrospective study.
Blood 2006; 107: 3463-8.

Boissel N, Leroy H, Brethon B, Philippe N, de Botton S, Auvrignon A, Raffoux E, Leblanc T, Thomas X,
Hermine O, Quesnel B, Baruchel A, Leverger G, Dombret H, Preudhomme C. Incidence and prognostic
impact of c-Kit, FLT3, and Ras gene mutations in core binding factor acute myeloid leukemia (CBF-
AML). Leukemia 2006; 20: 965-70.

Pignon JM, Giraudier S, Duquesnoy P, Jouault H, Imbert M, Vainchenker W, Vernant JP, Tulliez M. A
new c-kit mutation in a case of aggressive mast cell disease. Br J Haematol 1997; 96: 374-6.

Schnittger S, Kohl TM, Haferlach T, Kern W, Hiddemann W, Spiekermann K, Schoch C. KIT-D816
mutations in AML1-ETO-positive AML are associated with impaired event-free and overall survival.
Blood 2006; 107: 1791-9.

76



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.
98.
99.
100.

101.
102.

103.

Shimada A, Taki T, Tabuchi K, Tawa A, Horibe K, Tsuchida M, Hanada R, Tsukimoto I, Hayashi Y. KIT
mutations, and not FLT3 internal tandem duplication, are strongly associated with a poor prognosis in
pediatric acute myeloid leukemia with t(8;21): a study of the Japanese Childhood AML Cooperative Study
Group. Blood 2006; 107: 1806-9.

Shih LY, Liang DC, Huang CF, Chang YT, Lai CL, Lin TH, Yang CP, Hung IJ, Liu HC, Jaing TH, Wang
LY, Yeh TC. Cooperating mutations of receptor tyrosine kinases and Ras genes in childhood core-binding
factor acute myeloid leukemia and a comparative analysis on paired diagnosis and relapse samples.
Leukemia 2008; 22: 303-7.

Wang YY, Zhou GB, Yin T, Chen B, Shi JY, Liang WX, Jin XL, You JH, Yang G, Shen ZX, Chen J,
Xiong SM, Chen GQ, Xu F, Liu YW, Chen Z, Chen SJ. AML1-ETO and C-KIT mutation/overexpression
in t(8;21) leukemia: implication in stepwise leukemogenesis and response to Gleevec. Proc Natl Acad Sci
U S A 2005; 102: 1104-9.

Beghini A, Ripamonti CB, Cairoli R, Cazzaniga G, Colapietro P, Elice F, Nadali G, Grillo G, Haas OA,
Biondi A, Morra E, Larizza L. KIT activating mutations: incidence in adult and pediatric acute myeloid
leukemia, and identification of an internal tandem duplication. Haematologica 2004; 89: 920-5.

Allen C, Hills RK, Lamb K, Evans C, Tinsley S, Sellar R, O'Brien M, Yin JL, Burnett AK, Linch DC,
Gale RE. The importance of relative mutant level for evaluating impact on outcome of KIT, FLT3 and
CBL mutations in core-binding factor acute myeloid leukemia. Leukemia 2013; 27: 1891-901.

Bos JL. ras oncogenes in human cancer: a review. Cancer Res 1989; 49: 4682-9.

Castellano E, Santos E. Functional specificity of ras isoforms: so similar but so different. Genes Cancer
2011; 2: 216-31.

Kminkova J, Trbusek M. Buné¢ny cyklus a jeho regulace, bunééna signalizace, apoptoza. In: Pospisilova
S, Dvotakova J, Mayer J, ed., Molekularni hematologie, Galén, Praha 2013, s. 43-57.

Al-Kali A, Quintas-Cardama A, Luthra R, Bueso-Ramos C, Pierce S, Kadia T, Borthakur G, Estrov Z,
Jabbour E, Faderl S, Ravandi F, Cortes J, Tefferi A, Kantarjian H, Garcia-Manero G. Prognostic impact of
RAS mutations in patients with myelodysplastic syndrome. Am J Hematol 2013; 88: 365-9.

Neubauer A, Dodge RK, George SL, Davey FR, Silver RT, Schiffer CA, Mayer RJ, Ball ED, Wurster-Hill
D, Bloomfield CD, et al. Prognostic importance of mutations in the ras proto-oncogenes in de novo acute
myeloid leukemia. Blood 1994; 83: 1603-11.

Stirewalt DL, Kopecky KJ, Meshinchi S, Appelbaum FR, Slovak ML, Willman CL, Radich JP. FLT3,
RAS, and TP53 mutations in elderly patients with acute myeloid leukemia. Blood 2001; 97: 3589-95.
Goemans BF, Zwaan CM, Miller M, Zimmermann M, Harlow A, Meshinchi S, Loonen AH, Hahlen K,
Reinhardt D, Creutzig U, Kaspers GJ, Heinrich MC. Mutations in KIT and RAS are frequent events in
pediatric core-binding factor acute myeloid leukemia. Leukemia 2005; 19: 1536-42.

Mead AJ, Linch DC, Hills RK, Wheatley K, Burnett AK, Gale RE. FLT3 tyrosine kinase domain
mutations are biologically distinct from and have a significantly more favorable prognosis than FLT3
internal tandem duplications in patients with acute myeloid leukemia. Blood 2007; 110: 1262-70.

Opatz S, Polzer H, Herold T, Konstandin NP, Ksienzyk B, Zellmeier E, Vosberg S, Graf A, Krebs S,
Blum H, Hopfner KP, Kakadia PM, Schneider S, Dufour A, Braess J, Sauerland MC, Berdel WE, Biichner
T, Woermann BJ, Hiddemann W, Spiekermann K, Bohlander SK, Greif PA. Exome sequencing identifies
recurring FLT3 N676K mutations in core-binding factor leukemia. Blood 2013; 122: 1761-9.

Stirewalt DL, Radich JP. The role of FLT3 in haematopoietic malignancies. Nat Rev Cancer 2003; 3: 650-
65.

Xu F, Taki T, Yang HW, Hanada R, Hongo T, Ohnishi H, Kobayashi M, Bessho F, Yanagisawa M,
Hayashi Y. Tandem duplication of the FLT3 gene is found in acute lymphoblastic leukaemia as well as
acute myeloid leukaemia but not in myelodysplastic syndrome or juvenile chronic myelogenous
leukaemia in children. Br J Haematol 1999; 105: 155-62.

Gilliland DG, Griffin JD. The roles of FLT3 in hematopoiesis and leukemia. Blood 2002; 100: 1532-42.
Litzow MR. More flitting about FLT3. Blood 2005; 106: 3331-3332.

Kiyoi H, Naoe T. FLT3 in human hematologic malignancies. Leuk Lymphoma 2002; 43: 1541-7.

Nakao M, Yokota S, Iwai T, Kaneko H, Horiike S, Kashima K, Sonoda Y, Fujimoto T, Misawa S.
Internal tandem duplication of the flt3 gene found in acute myeloid leukemia. Leukemia 1996; 10: 1911-
8.

Kottaridis PD, Gale RE, Linch DC. FLT3 mutations and leukaemia. Br J Haematol 2003; 122: 523-38.
Thiede C, Steudel C, Mohr B, Schaich M, Schakel U, Platzbecker U, Wermke M, Bornhauser M, Ritter
M, Neubauer A, Ehninger G, lllmer T. Analysis of FLT3-activating mutations in 979 patients with acute
myelogenous leukemia: association with FAB subtypes and identification of subgroups with poor
prognosis. Blood 2002; 99: 4326-35.

Renneville A, Roumier C, Biggio V, Nibourel O, Boissel N, Fenaux P, Preudhomme C. Cooperating gene
mutations in acute myeloid leukemia: a review of the literature. Leukemia 2008; 22: 915-31.

77



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112,

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Schnittger S, Schoch C, Dugas M, Kern W, Staib P, Wuchter C, Loffler H, Sauerland CM, Serve H,
Buchner T, Haferlach T, Hiddemann W. Analysis of FLT3 length mutations in 1003 patients with acute
myeloid leukemia: correlation to cytogenetics, FAB subtype, and prognosis in the AMLCG study and
usefulness as a marker for the detection of minimal residual disease. Blood 2002; 100: 59-66.

Gale RE, Green C, Allen C, Mead AJ, Burnett AK, Hills RK, Linch DC. The impact of FLT3 internal
tandem duplication mutant level, number, size, and interaction with NPM1 mutations in a large cohort of
young adult patients with acute myeloid leukemia. Blood 2008; 111: 2776-84.

Ponziani V, Gianfaldoni G, Mannelli F, Leoni F, Ciolli S, Guglielmelli P, Antonioli E, Longo G, Bosi A,
Vannucchi AM. The size of duplication does not add to the prognostic significance of FLT3 internal
tandem duplication in acute myeloid leukemia patients. Leukemia 2006; 20: 2074-6.

Meshinchi S, Stirewalt DL, Alonzo TA, Boggon TJ, Gerbing RB, Rocnik JL, Lange BJ, Gilliland DG,
Radich JP. Structural and numerical variation of FLT3/ITD in pediatric AML. Blood 2008; 111: 4930-3.
Stirewalt DL, Kopecky KJ, Meshinchi S, Engel JH, Pogosova-Agadjanyan EL, Linsley J, Slovak ML,
Willman CL, Radich JP. Size of FLT3 internal tandem duplication has prognostic significance in patients
with acute myeloid leukemia. Blood 2006; 107: 3724-6.

Kusec R, Jaksic O, Ostojic S, Kardum-Skelin I, Vrhovac R, Jaksic B. More on prognostic significance of
FLT3/ITD size in acute myeloid leukemia (AML). Blood 2006; 108: 405-6.

Koszarska M, Meggyesi N, Bors A, Batai A, Csacsovszki O, Lehoczky E, Adam E, Kozma A, Lovas N,
Sipos A, Krahling T, Dolgos J, Remenyi P, Fekete S, Masszi T, Tordai A, Andrikovics H. Medium-sized
FLT3 internal tandem duplications confer worse prognosis than short and long duplications in a non-
elderly acute myeloid leukemia cohort. Leuk Lymphoma 2013.

Kottaridis PD, Gale RE, Frew ME, Harrison G, Langabeer SE, Belton AA, Walker H, Wheatley K,
Bowen DT, Burnett AK, Goldstone AH, Linch DC. The presence of a FLT3 internal tandem duplication
in patients with acute myeloid leukemia (AML) adds important prognostic information to cytogenetic risk
group and response to the first cycle of chemotherapy: analysis of 854 patients from the United Kingdom
Medical Research Council AML 10 and 12 trials. Blood 2001; 98: 1752-9.

Bacher U, Haferlach T, Kern W, Haferlach C, Schnittger S. A comparative study of molecular mutations
in 381 patients with myelodysplastic syndrome and in 4130 patients with acute myeloid leukemia.
Haematologica 2007; 92: 744-52.

Yamamoto Y, Kiyoi H, Nakano Y, Suzuki R, Kodera Y, Miyawaki S, Asou N, Kuriyama K, Yagasaki F,
Shimazaki C, Akiyama H, Saito K, Nishimura M, Motoji T, Shinagawa K, Takeshita A, Saito H, Ueda R,
Ohno R, Naoe T. Activating mutation of D835 within the activation loop of FLT3 in human hematologic
malignancies. Blood 2001; 97: 2434-9.

Whitman SP, Ruppert AS, Radmacher MD, Mrozek K, Paschka P, Langer C, Baldus CD, Wen J, Racke
F, Powell BL, Kolitz JE, Larson RA, Caligiuri MA, Marcucci G, Bloomfield CD. FLT3 D835/1836
mutations are associated with poor disease-free survival and a distinct gene-expression signature among
younger adults with de novo cytogenetically normal acute myeloid leukemia lacking FLT3 internal
tandem duplications. Blood 2008; 111: 1552-9.

Moreno I, Martin G, Bolufer P, Barragan E, Rueda E, Romén J, Fernandez P, Leon P, Mena A, Cervera J,
Torres A, Sanz MA. Incidence and prognostic value of FLT3 internal tandem duplication and D835
mutations in acute myeloid leukemia. Haematologica 2003; 88: 19-24.

Abu-Duhier FM, Goodeve AC, Wilson GA, Care RS, Peake IR, Reilly JT. Identification of novel FLT-3
Asp835 mutations in adult acute myeloid leukaemia. Br J Haematol 2001; 113: 983-8.

Sheikhha MH, Awan A, Tobal K, Liu Yin JA. Prognostic significance of FLT3 ITD and D835 mutations
in AML patients. Hematol J 2003; 4: 41-6.

Breitenbuecher F, Schnittger S, Grundler R, Markova B, Carius B, Brecht A, Duyster J, Haferlach T,
Huber C, Fischer T. Identification of a novel type of ITD mutations located in nonjuxtamembrane
domains of the FLT3 tyrosine kinase receptor. Blood 2009; 113: 4074-7.

Kayser S, Schlenk RF, Londono MC, Breitenbuecher F, Wittke K, Du J, Groner S, Spith D, Krauter J,
Ganser A, Dohner H, Fischer T, Déhner K. Insertion of FLT3 internal tandem duplication in the tyrosine
kinase domain-1 is associated with resistance to chemotherapy and inferior outcome. Blood 2009; 114:
2386-92.

Blau O, Berenstein R, Sindram A, Blau IW. Molecular analysis of different FLT3-ITD mutations in acute
myeloid leukemia. Leuk Lymphoma 2013; 54: 145-152.

Stirewalt DL, Meshinchi S, Kussick SJ, Sheets KM, Pogosova-Agadjanyan E, Willman CL, Radich JP.
Novel FLT3 point mutations within exon 14 found in patients with acute myeloid leukaemia. Br J
Haematol 2004; 124: 481-4.

Reindl C, Bagrintseva K, Vempati S, Schnittger S, Ellwart JW, Wenig K, Hopfner KP, Hiddemann W,
Spiekermann K. Point mutations in the juxtamembrane domain of FLT3 define a new class of activating
mutations in AML. Blood 2006; 107: 3700-7.

78



123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Cloos J, Goemans BF, Hess CJ, van Oostveen JW, Waisfisz Q, Corthals S, de Lange D, Boeckx N,
Hahlen K, Reinhardt D, Creutzig U, Schuurhuis GJ, Zwaan Ch M, Kaspers GJ. Stability and prognostic
influence of FLT3 mutations in paired initial and relapsed AML samples. Leukemia 2006; 20: 1217-20.
Kottaridis PD, Gale RE, Langabeer SE, Frew ME, Bowen DT, Linch DC. Studies of FLT3 mutations in
paired presentation and relapse samples from patients with acute myeloid leukemia: implications for the
role of FLT3 mutations in leukemogenesis, minimal residual disease detection, and possible therapy with
FLT3 inhibitors. Blood 2002; 100: 2393-8.

Shih LY, Huang CF, Wu JH, Lin TL, Dunn P, Wang PN, Kuo MC, Lai CL, Hsu HC. Internal tandem
duplication of FLT3 in relapsed acute myeloid leukemia: a comparative analysis of bone marrow samples
from 108 adult patients at diagnosis and relapse. Blood 2002; 100: 2387-92.

Tiesmeier J, Muller-Tidow C, Westermann A, Czwalinna A, Hoffmann M, Krauter J, Heil G, Ganser A,
Serve H, Verbeek W. Evolution of FLT3-ITD and D835 activating point mutations in relapsing acute
myeloid leukemia and response to salvage therapy. Leuk Res 2004; 28: 1069-74.

McCormick SR, McCormick MJ, Grutkoski PS, Ducker GS, Banerji N, Higgins RR, Mendiola JR,
Reinartz JJ. FLT3 mutations at diagnosis and relapse in acute myeloid leukemia: cytogenetic and
pathologic correlations, including cuplike blast morphology. Arch Pathol Lab Med 2010; 134: 1143-51.
Verhaak RG, Goudswaard CS, van Putten W, Bijl MA, Sanders MA, Hugens W, Uitterlinden AG,
Erpelinck CA, Delwel R, Lowenberg B, Valk PJ. Mutations in nucleophosmin (NPM1) in acute myeloid
leukemia (AML): association with other gene abnormalities and previously established gene expression
signatures and their favorable prognostic significance. Blood 2005; 106: 3747-54.

Colombo E, Marine JC, Danovi D, Falini B, Pelicci PG. Nucleophosmin regulates the stability and
transcriptional activity of p53. Nat Cell Biol 2002; 4: 529-33.

Thiede C, Koch S, Creutzig E, Steudel C, Ilimer T, Schaich M, Ehninger G. Prevalence and prognostic
impact of NPM1 mutations in 1485 adult patients with acute myeloid leukemia (AML). Blood 2006; 107:
4011-20.

Falini B, Bolli N, Liso A, Martelli MP, Mannucci R, Pileri S, Nicoletti 1. Altered nucleophosmin
transport in acute myeloid leukaemia with mutated NPMZ1: molecular basis and clinical implications.
Leukemia 2009; 23: 1731-43.

Schnittger S, Schoch C, Kern W, Mecucci C, Tschulik C, Martelli MF, Haferlach T, Hiddemann W,
Falini B. Nucleophosmin gene mutations are predictors of favorable prognosis in acute myelogenous
leukemia with a normal karyotype. Blood 2005; 106: 3733-9.

Grummitt CG, Townsley FM, Johnson CM, Warren AJ, Bycroft M. Structural consequences of
nucleophosmin mutations in acute myeloid leukemia. J Biol Chem 2008; 283: 23326-32.

Suzuki T, Kiyoi H, Ozeki K, Tomita A, Yamaji S, Suzuki R, Kodera Y, Miyawaki S, Asou N, Kuriyama
K, Yagasaki F, Shimazaki C, Akiyama H, Nishimura M, Motoji T, Shinagawa K, Takeshita A, Ueda R,
Kinoshita T, Emi N, Naoe T. Clinical characteristics and prognostic implications of NPM1 mutations in
acute myeloid leukemia. Blood 2005; 106: 2854-61.

Dohner K, Schlenk RF, Habdank M, Scholl C, Riicker FG, Corbacioglu A, Bullinger L, Frohling S,
Doéhner H. Mutant nucleophosmin (NPM1) predicts favorable prognosis in younger adults with acute
myeloid leukemia and normal cytogenetics: interaction with other gene mutations. Blood 2005; 106:
3740-6.

Kristensen T, Moller MB, Friis L, Bergmann OJ, Preiss B. NPM1 mutation is a stable marker for minimal
residual disease monitoring in acute myeloid leukaemia patients with increased sensitivity compared to
WT1 expression. Eur J Haematol 2011; 87: 400-8.

Papadaki C, Dufour A, Seibl M, Schneider S, Bohlander SK, Zellmeier E, Mellert G, Hiddemann W,
Spiekermann K. Monitoring minimal residual disease in acute myeloid leukaemia with NPM1 mutations
by quantitative PCR: clonal evolution is a limiting factor. Br J Haematol 2009; 144: 517-23.

Jain P, Kantarjian H, Patel K, Faderl S, Garcia-Manero G, Benjamini O, Borthakur G, Pemmaraju N,
Kadia T, Daver N, Nazha A, Luthra R, Pierce S, Cortes J, Ravandi F. Mutated NPM1 in patients with
acute myeloid leukemia in remission and relapse. Leuk Lymphoma 2013; 55: 1337-44.

Fasan A, Haferlach C, Alpermann T, Jeromin S, Grossmann V, Eder C, Weissmann S, Dicker F,
Kohlmann A, Schindela S, Kern W, Haferlach T, Schnittger S. The role of different genetic subtypes of
CEBPA mutated AML. Leukemia 2014; 28: 794-803.

Kato N, Kitaura J, Doki N, Komeno Y, Watanabe-Okochi N, Togami K, Nakahara F, Oki T, Enomoto Y,
Fukuchi Y, Nakajima H, Harada Y, Harada H, Kitamura T. Two types of C/EBPalpha mutations play
distinct but collaborative roles in leukemogenesis: lessons from clinical data and BMT models. Blood
2011; 117: 221-33.

Frohling S, Schlenk RF, Stolze I, Bihlmayr J, Benner A, Kreitmeier S, Tobis K, Déhner H, Dohner K.
CEBPA mutations in younger adults with acute myeloid leukemia and normal cytogenetics: prognostic
relevance and analysis of cooperating mutations. J Clin Oncol 2004; 22: 624-33.

79



142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.
149.

150.

151.

152,

153.
154,

155.

156.

157.

158.

159.

Green CL, Koo KK, Hills RK, Burnett AK, Linch DC, Gale RE. Prognostic significance of CEBPA
mutations in a large cohort of younger adult patients with acute myeloid leukemia: impact of double
CEBPA mutations and the interaction with FLT3 and NPM1 mutations. J Clin Oncol 2010; 28: 2739-47.
Wouters BJ, Lowenberg B, Erpelinck-Verschueren CA, van Putten WL, Valk PJ, Delwel R. Double
CEBPA mutations, but not single CEBPA mutations, define a subgroup of acute myeloid leukemia with a
distinctive gene expression profile that is uniquely associated with a favorable outcome. Blood 2009; 113:
3088-91.

Taskesen E, Bullinger L, Corbacioglu A, Sanders MA, Erpelinck CA, Wouters BJ, van der Poel-van de
Luytgaarde SC, Damm F, Krauter J, Ganser A, Schlenk RF, Léwenberg B, Delwel R, Dohner H, Valk PJ,
Déhner K. Prognostic impact, concurrent genetic mutations, and gene expression features of AML with
CEBPA mutations in a cohort of 1182 cytogenetically normal AML patients: further evidence for CEBPA
double mutant AML as a distinctive disease entity. Blood 2011; 117: 2469-75.

Hollink IHIM, van den Heuvel-Eibrink MM, Arentsen-Peters STCIM, Zimmermann M, Peeters JK, Valk
PJM, Balgobind BV, Sonneveld E, Kaspers GJL, de Bont ESIM, Trka J, Baruchel A, Creutzig U, Pieters
R, Reinhardt D, Zwaan CM. Characterization of CEBPA mutations and promoter hypermethylation in
pediatric acute myeloid leukemia. Haematologica 2011; 96: 384-392.

Martelli MP, Sportoletti P, Tiacci E, Martelli MF, Falini B. Mutational landscape of AML with normal
cytogenetics: biological and clinical implications. Blood Rev 2013; 27: 13-22.

Li KK, Luo LF, ShenY, Xu J, Chen Z, Chen SJ. DNA methyltransferases in hematologic malignancies.
Semin Hematol 2013; 50: 48-60.

Jones PA, Baylin SB. The epigenomics of cancer. Cell 2007; 128: 683-92.

Ley TJ, Ding L, Walter MJ, McLellan MD, Lamprecht T, Larson DE, Kandoth C, Payton JE, Baty J,
Welch J, Harris CC, Lichti CF, Townsend RR, Fulton RS, Dooling DJ, Koboldt DC, Schmidt H, Zhang
Q, Osborne JR, Lin L, O'Laughlin M, McMichael JF, Delehaunty KD, McGrath SD, Fulton LA, Magrini
VJ, Vickery TL, Hundal J, Cook LL, Conyers JJ, Swift GW, Reed JP, Alldredge PA, Wylie T, Walker J,
Kalicki J, Watson MA, Heath S, Shannon WD, Varghese N, Nagarajan R, Westervelt P, Tomasson MH,
Link DC, Graubert TA, DiPersio JF, Mardis ER, Wilson RK. DNMT3A mutations in acute myeloid
leukemia. N Engl J Med 2010; 363: 2424-33.

Yan XJ, Xu J, Gu ZH, Pan CM, Lu G, Shen Y, Shi JY, Zhu YM, Tang L, Zhang XW, Liang WX, Mi JQ,
Song HD, Li KQ, Chen Z, Chen SJ. Exome sequencing identifies somatic mutations of DNA
methyltransferase gene DNMT3A in acute monocytic leukemia. Nat Genet 2011; 43: 309-15.

Walter MJ, Ding L, Shen D, Shao J, Grillot M, McLellan M, Fulton R, Schmidt H, Kalicki-Veizer J,
O'Laughlin M, Kandoth C, Baty J, Westervelt P, DiPersio JF, Mardis ER, Wilson RK, Ley TJ, Graubert
TA. Recurrent DNMT3A mutations in patients with myelodysplastic syndromes. Leukemia 2011; 25:
1153-8.

Stegelmann F, Bullinger L, Schlenk RF, Paschka P, Griesshammer M, Blersch C, Kuhn S, Schauer S,
Dohner H, Déhner K. DNMT3A mutations in myeloproliferative neoplasms. Leukemia 2011; 25: 1217-9.
Shah MY, Licht JD. DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia. Nat Genet 2011; 43: 289-90.

Thol F, Damm F, Ludeking A, Winschel C, Wagner K, Morgan M, Yun H, Gohring G, Schlegelberger B,
Hoelzer D, Lubbert M, Kanz L, Fiedler W, Kirchner H, Heil G, Krauter J, Ganser A, Heuser M. Incidence
and prognostic influence of DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia. J Clin Oncol 2011; 29: 2889-
96.

Marcucci G, Metzeler KH, Schwind S, Becker H, Maharry K, Mrozek K, Radmacher MD, Kohlschmidt
J, Nicolet D, Whitman SP, Wu YZ, Powell BL, Carter TH, Kolitz JE, Wetzler M, Carroll AJ, Baer MR,
Moore JO, Caligiuri MA, Larson RA, Bloomfield CD. Age-related prognostic impact of different types of
DNMT3A mutations in adults with primary cytogenetically normal acute myeloid leukemia. J Clin Oncol
2012; 30: 742-50.

Ribeiro AF, Pratcorona M, Erpelinck-Verschueren C, Rockova V, Sanders M, Abbas S, Figueroa ME,
Zeilemaker A, Melnick A, Lowenberg B, Valk PJ, Delwel R. Mutant DNMT3A: a marker of poor
prognosis in acute myeloid leukemia. Blood 2012; 119: 5824-31.

Hou HA, Kuo YY, Liu CY, Chou WC, Lee MC, Chen CY, Lin LI, Tseng MH, Huang CF, Chiang YC,
Lee FY, Liu MC, Liu CW, Tang JL, Yao M, Huang SY, Ko BS, Hsu SC, Wu SJ, Tsay W, Chen YC, Tien
HF. DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia: stability during disease evolution and clinical
implications. Blood 2012; 119: 559-68.

Wakita S, Yamaguchi H, Omori I, Terada K, Ueda T, Manabe E, Kurosawa S, lida S, Ibaraki T, Sato Y,
Todoroki T, Hirakawa T, Ryotokuji T, Arai K, Kitano T, Mitamura Y, Kosaka F, Dan K, Inokuchi K.
Mutations of the epigenetics-modifying gene (DNMT3a, TET2, IDH1/2) at diagnosis may induce FLT3-
ITD at relapse in de novo acute myeloid leukemia. Leukemia 2013; 27: 1044-52.

Fisher CL, Randazzo F, Humphries RK, Brock HW. Characterization of Asxl1, a murine homolog of
Additional sex combs, and analysis of the Asx-like gene family. Gene 2006; 369: 109-18.

80



160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Fisher CL, Berger J, Randazzo F, Brock HW. A human homolog of Additional sex combs, ADDITIONAL
SEX COMBS-LIKE 1, maps to chromosome 20g11. Gene 2003; 306: 115-26.

Gelsi-Boyer V, Trouplin V, Adelaide J, Bonansea J, Cervera N, Carbuccia N, Lagarde A, Prebet T, Nezri
M, Sainty D, Olschwang S, Xerri L, Chaffanet M, Mozziconacci MJ, Vey N, Birnbaum D. Mutations of
polycomb-associated gene ASXL1 in myelodysplastic syndromes and chronic myelomonocytic
leukaemia. Br J Haematol 2009; 145: 788-800.

Carbuccia N, Murati A, Trouplin V, Brecqueville M, Adélaide J, Rey J, Vainchenker W, Bernard OA,
Chaffanet M, Vey N, Birnbaum D, Mozziconacci MJ. Mutations of ASXL1 gene in myeloproliferative
neoplasms. Leukemia 2009; 23: 2183-6.

Schnittger S, Eder C, Jeromin S, Alpermann T, Fasan A, Grossmann V, Kohlmann A, Illig T, Klopp N,
Wichmann HE, Kreuzer KA, Schmid C, Staib P, Peceny R, Schmitz N, Kern W, Haferlach C, Haferlach
T. ASXL1 exon 12 mutations are frequent in AML with intermediate risk karyotype and are independently
associated with an adverse outcome. Leukemia 2013; 27: 82-91.

Chou WC, Huang HH, Hou HA, Chen CY, Tang JL, Yao M, Tsay W, Ko BS, Wu SJ, Huang SY, Hsu
SC, Chen YC, Huang YN, Chang YC, Lee FY, Liu MC, Liu CW, Tseng MH, Huang CF, Tien HF.
Distinct clinical and biological features of de novo acute myeloid leukemia with additional sex comb-like
1 (ASXL1) mutations. Blood 2010; 116: 4086-94.

Metzeler KH, Becker H, Maharry K, Radmacher MD, Kohlschmidt J, Mrézek K, Nicolet D, Whitman SP,
Wu YZ, Schwind S, Powell BL, Carter TH, Wetzler M, Moore JO, Kolitz JE, Baer MR, Carroll AJ,
Larson RA, Caligiuri MA, Marcucci G, Bloomfield CD. ASXL1 mutations identify a high-risk subgroup
of older patients with primary cytogenetically normal AML within the ELN Favorable genetic category.
Blood 2011; 118: 6920-9.

Pratcorona M, Abbas S, Sanders MA, Koenders JE, Kavelaars FG, Erpelinck-Verschueren CA,
Zeilemakers A, Lowenberg B, Valk PJ. Acquired mutations in ASXL1 in acute myeloid leukemia:
prevalence and prognostic value. Haematologica 2012; 97: 388-92.

Paschka P, Schlenk RF, Gaidzik VI, Habdank M, Kronke J, Bullinger L, Spith D, Kayser S, Zucknick M,
Gotze K, Horst HA, Germing U, Dohner H, Déhner K. IDH1 and IDH2 mutations are frequent genetic
alterations in acute myeloid leukemia and confer adverse prognosis in cytogenetically normal acute
myeloid leukemia with NPM1 mutation without FLT3 internal tandem duplication. J Clin Oncol 2010;
28: 3636-43.

Tefferi A, Lasho TL, Abdel-Wahab O, Guglielmelli P, Patel J, Caramazza D, Pieri L, Finke CM,
Kilpivaara O, Wadleigh M, Mai M, McClure RF, Gilliland DG, Levine RL, Pardanani A, Vannucchi AM.
IDH1 and IDH2 mutation studies in 1473 patients with chronic-, fibrotic- or blast-phase essential
thrombocythemia, polycythemia vera or myelofibrosis. Leukemia 2010; 24: 1302-9.

Levis M. Targeting IDH: the next big thing in AML. Blood 2013; 122: 2770-1.

Im AP, Sehgal AR, Carroll MP, Smith BD, Tefferi A, Johnson DE, Boyiadzis M. DNMT3A and IDH
mutations in acute myeloid leukemia and other myeloid malignancies: associations with prognosis and
potential treatment strategies. Leukemia 2014; 28: 1774-83.

Yan H, Parsons DW, Jin G, McLendon R, Rasheed BA, Yuan W, Kos I, Batinic-Haberle I, Jones S,
Riggins GJ, Friedman H, Friedman A, Reardon D, Herndon J, Kinzler KW, Velculescu VE, Vogelstein
B, Bigner DD. IDH1 and IDH2 mutations in gliomas. N Engl J Med 2009; 360: 765-73.

Boissel N, Nibourel O, Renneville A, Gardin C, Reman O, Contentin N, Bordessoule D, Pautas C, de
Revel T, Quesnel B, Huchette P, Philippe N, Geffroy S, Terre C, Thomas X, Castaigne S, Dombret H,
Preudhomme C. Prognostic impact of isocitrate dehydrogenase enzyme isoforms 1 and 2 mutations in
acute myeloid leukemia: a study by the Acute Leukemia French Association group. J Clin Oncol 2010;
28: 3717-23.

Marcucci G, Maharry K, Wu YZ, Radmacher MD, Mrézek K, Margeson D, Holland KB, Whitman SP,
Becker H, Schwind S, Metzeler KH, Powell BL, Carter TH, Kolitz JE, Wetzler M, Carroll AJ, Baer MR,
Caligiuri MA, Larson RA, Bloomfield CD. IDH1 and IDH2 gene mutations identify novel molecular
subsets within de novo cytogenetically normal acute myeloid leukemia: a Cancer and Leukemia Group B
study. J Clin Oncol 2010; 28: 2348-55.

Abbas S, Lugthart S, Kavelaars FG, Schelen A, Koenders JE, Zeilemaker A, van Putten WJ, Rijneveld
AW, Lowenberg B, Valk PJ. Acquired mutations in the genes encoding IDH1 and IDH2 both are
recurrent aberrations in acute myeloid leukemia: prevalence and prognostic value. Blood 2010; 116:
2122-6.

Green CL, Evans CM, Hills RK, Burnett AK, Linch DC, Gale RE. The prognostic significance of IDH1
mutations in younger adult patients with acute myeloid leukemia is dependent on FLT3/ITD status. Blood
2010; 116: 2779-82.

Green CL, Evans CM, Zhao L, Hills RK, Burnett AK, Linch DC, Gale RE. The prognostic significance of
IDH2 mutations in AML depends on the location of the mutation. Blood 2011; 118: 409-12.

81



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194,

195.

196.

Basecke J, Whelan JT, Griesinger F, Bertrand FE. The MLL partial tandem duplication in acute myeloid
leukaemia. Br J Haematol 2006; 135: 438-49.

Mitterbauer-Hohendanner G, Mannhalter C. The biological and clinical significance of MLL
abnormalities in haematological malignancies. Eur J Clin Invest 2004; 34 Suppl 2: 12-24.

Zhang Y, Chen A, Yan XM, Huang G. Disordered epigenetic regulation in MLL-related leukemia. Int J
Hematol 2012; 96: 428-37.

De Braekeleer M, Morel F, Le Bris MJ, Herry A, Douet-Guilbert N. The MLL gene and translocations
involving chromosomal band 11923 in acute leukemia. Anticancer Res 2005; 25: 1931-44.

Mrézek K, Heinonen K, Lawrence D, Carroll AJ, Koduru PR, Rao KW, Strout MP, Hutchison RE,
Moore JO, Mayer RJ, Schiffer CA, Bloomfield CD. Adult patients with de novo acute myeloid leukemia
and t(9; 11)(p22; g23) have a superior outcome to patients with other translocations involving band
11g23: a cancer and leukemia group B study. Blood 1997; 90: 4532-8.

Munoz L, Nomdedeu JF, Villamor N, Guardia R, Colomer D, Ribera JM, Torres JP, Berlanga JJ,
Fernandez C, Llorente A, Queipo de Llano MP, Sanchez JM, Brunet S, Sierra J. Acute myeloid leukemia
with MLL rearrangements: clinicobiological features, prognostic impact and value of flow cytometry in
the detection of residual leukemic cells. Leukemia 2003; 17: 76-82.

Dohner K, Tobis K, Ulrich R, Frohling S, Benner A, Schlenk RF, Déhner H. Prognostic significance of
partial tandem duplications of the MLL gene in adult patients 16 to 60 years old with acute myeloid
leukemia and normal cytogenetics: a study of the Acute Myeloid Leukemia Study Group Ulm. J Clin
Oncol 2002; 20: 3254-61.

Schnittger S, Kinkelin U, Schoch C, Heinecke A, Haase D, Haferlach T, Buchner T, Wormann B,
Hiddemann W, Griesinger F. Screening for MLL tandem duplication in 387 unselected patients with
AML identify a prognostically unfavorable subset of AML. Leukemia 2000; 14: 796-804.

Steudel C, Wermke M, Schaich M, Schakel U, Ilimer T, Ehninger G, Thiede C. Comparative analysis of
MLL partial tandem duplication and FLT3 internal tandem duplication mutations in 956 adult patients
with acute myeloid leukemia. Genes Chromosomes Cancer 2003; 37: 237-51.

Li Z-Y, Liu D-P, Liang C-C. New insight into the molecular mechanisms of MLL-associated leukemia.
Leukemia 2005; 19: 183-90.

Head DR. Revised classification of acute myeloid leukemia. Leukemia 1996; 10: 1826-31.

Mrézek K, Marcucci G, Nicolet D, Maharry KS, Becker H, Whitman SP, Metzeler KH, Schwind S, Wu
YZ, Kohlschmidt J, Pettenati MJ, Heerema NA, Block AW, Patil SR, Baer MR, Kolitz JE, Moore JO,
Carroll AJ, Stone RM, Larson RA, Bloomfield CD. Prognostic significance of the European
LeukemiaNet standardized system for reporting cytogenetic and molecular alterations in adults with acute
myeloid leukemia. J Clin Oncol 2012; 30: 4515-23.

Biondi A, Rambaldi A, Pandolfi PP, Rossi V, Giudici G, Alcalay M, Lo Coco F, Diverio D, Pogliani EM,
Lanzi EM, et al. Molecular monitoring of the myl/retinoic acid receptor-alpha fusion gene in acute
promyelocytic leukemia by polymerase chain reaction. Blood 1992; 80: 492-7.

Cassinat B, Zassadowski F, Balitrand N, Barbey C, Rain JD, Fenaux P, Degos L, Vidaud M, Chomienne
C. Quantitation of minimal residual disease in acute promyelocytic leukemia patients with t(15;17)
translocation using real-time RT-PCR. Leukemia 2000; 14: 324-8.

Smetsers TF, Stevens EH, van de Locht LT, Mensink EJ. Freezing of PCR master mixture retains full
amplification activity and facilitates PCR standardisation for molecular diagnostics and real-time
quantitative PCR. Leukemia 1998; 12: 1324-5.

Wattjes MP, Krauter J, Nagel S, Heidenreich O, Ganser A, Heil G. Comparison of nested competitive
RT-PCR and real-time RT-PCR for the detection and quantification of AML1/MTGS8 fusion transcripts in
t(8;21) positive acute myelogenous leukemia. Leukemia 2000; 14: 329-35.

Claxton DF, Liu P, Hsu HB, Marlton P, Hester J, Collins F, Deisseroth AB, Rowley JD, Siciliano MJ.
Detection of fusion transcripts generated by the inversion 16 chromosome in acute myelogenous
leukemia. Blood 1994; 83: 1750-6.

Marcucci G, Caligiuri MA, Dohner H, Archer KJ, Schlenk RF, Déhner K, Maghraby EA, Bloomfield
CD. Quantification of CBFf/MYHI1 fusion transcript by real time RT-PCR in patients with INV(16)
acute myeloid leukemia. Leukemia 2001; 15: 1072-80.

Visani G, Buonamici S, Malagola M, Isidori A, Piccaluga PP, Martinelli G, Ottaviani E, Grafone T,
Baccarani M, Tura S. Pulsed ATRA as single therapy restores long-term remission in PML-RARa-
positive acute promyelocytic leukemia patients: real time quantification of minimal residual disease. A
pilot study. Leukemia 2001; 15: 1696-700.

Markova J, Michkova P, Burckova K, Brezinova J, Michalova K, Dohnalova A, Soukupova Maaloufova
J, Soukup P, Vitek A, Cetkovsky P, Schwarz J. Prognostic impact of DNMT3A mutations in patients with
intermediate cytogenetic risk profile acute myeloid leukemia. Eur J Haematol 2012; 88: 128-35.

82



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204,

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211

212.

Flaman JM, Frebourg T, Moreau V, Charbonnier F, Martin C, Chappuis P, Sappino AP, Limacher IM,
Bron L, Benhattar J, et al. A simple p53 functional assay for screening cell lines, blood, and tumors. Proc
Natl Acad Sci U S A 1995; 92: 3963-7.

Markova J. Nepublikovéno.

Andersson A, Hoglund M, Johansson B, Lassen C, Billstrom R, Garwicz S, Nilsson PG, Mitelman F,
Fioretos T. Paired multiplex reverse-transcriptase polymerase chain reaction (PMRT-PCR) analysis as a
rapid and accurate diagnostic tool for the detection of MLL fusion genes in hematologic malignancies.
Leukemia 2001; 15: 1293-300.

Livak KJ. Allelic discrimination using fluorogenic probes and the 5' nuclease assay. Genet Anal 1999; 14:
143-9.

Latorra D, Campbell K, Wolter A, Hurley JM. Enhanced allele-specific PCR discrimination in SNP
genotyping using 3' locked nucleic acid (LNA) primers. Hum Mutat 2003; 22: 79-85.

Fuchs O, Kostecka A, Provaznikova D, Krasna B, Kotlin R, Staitkkova M, Kobylka P, Dostalova G,
Zeman M, Chochola M. CCAAT/enhancer-binding protein oo (CEBPA) polymorphisms and mutations in
healthy individuals and in patients with peripheral artery disease, ischaemic heart disease and
hyperlipidaemia. Folia Biol (Praha) 2010; 56: 51-7.

Pitiot AS, Santamaria I, Garcia-Suarez O, Centeno I, Astudillo A, Rayon C, Balbin M. A new type of
NPM1 gene mutation in AML leading to a C-terminal truncated protein. Leukemia 2007; 21: 1564-6.
Shaffer LG, McGowan-Jordan J, Schmidt M. An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature. Karger, Basel 2013.

Appelbaum FR, Kopecky KJ, Tallman MS, Slovak ML, Gundacker HM, Kim HT, Dewald GW,
Kantarjian HM, Pierce SR, Estey EH. The clinical spectrum of adult acute myeloid leukaemia associated
with core binding factor translocations. Br J Haematol 2006; 135: 165-73.

Schlenk RF, Benner A, Krauter J, Biichner T, Sauerland C, Ehninger G, Schaich M, Mohr B,
Niederwieser D, Krahl R, Pasold R, Dohner K, Ganser A, Dohner H, Heil G. Individual patient data-
based meta-analysis of patients aged 16 to 60 years with core binding factor acute myeloid leukemia: a
survey of the German Acute Myeloid Leukemia Intergroup. J Clin Oncol 2004; 22: 3741-50.

Marcucci G, Mrozek K, Ruppert AS, Maharry K, Kolitz JE, Moore JO, Mayer RJ, Pettenati MJ, Powell
BL, Edwards CG, Sterling LJ, Vardiman JW, Schiffer CA, Carroll AJ, Larson RA, Bloomfield CD.
Prognostic factors and outcome of core binding factor acute myeloid leukemia patients with t(8;21) differ
from those of patients with inv(16): a Cancer and Leukemia Group B study. J Clin Oncol 2005; 23: 5705-
17.

Chillon MC, Santamaria C, Garcia-Sanz R, Balanzategui A, Sarasquete ME, Alcoceba M, Marin L,
Caballero MD, Vidriales MB, Ramos F, Bernal T, Diaz-Mediavilla J, de Coca AG, Penarrubia MJ,
Queizan JA, Giraldo P, San Miguel JF, Gonzalez M. Long FLT3 internal tandem duplications and
reduced PML-RAR« expression at diagnosis characterize a high-risk subgroup of acute promyelocytic
leukemia patients. Haematologica 2010; 95: 745-51.

Pekova S, lvanek R, Dvorak M, Rueggeberg S, Leicht S, Li X, Franz T, Kozak T, Vrba J, Koza V, Karas
M, Schwarz J, Cetkovsky P, Prucha M. Molecular variability of FLT3/ITD mutants and their impact on
the differentiation program of 32D cells: implications for the biological properties of AML blasts. Leuk
Res 2009; 33: 1409-16.

Schnittger S, Bacher U, Haferlach C, Alpermann T, Kern W, Haferlach T. Diversity of the
juxtamembrane and TKD1 mutations (exons 13-15) in the FLT3 gene with regards to mutant load,
sequence, length, localization, and correlation with biological data. Genes Chromosomes Cancer 2012;
51: 910-24.

Renneville A, Boissel N, Nibourel O, Berthon C, Helevaut N, Gardin C, Cayuela JM, Hayette S, Reman
O, Contentin N, Bordessoule D, Pautas C, Botton S, Revel T, Terre C, Fenaux P, Thomas X, Castaigne S,
Dombret H, Preudhomme C. Prognostic significance of DNA methyltransferase 3A mutations in
cytogenetically normal acute myeloid leukemia: a study by the Acute Leukemia French Association.
Leukemia 2012; 26: 1247-54.

Marcucci G, Haferlach T, Déhner H. Molecular genetics of adult acute myeloid leukemia: prognostic and
therapeutic implications. J Clin Oncol 2011; 29: 475-86.

83



9. SEZNAM ZKRATEK

abn

add

ALL

AML

APL

ATP

ATRA

bcr

BSA
CALGB 8461
CBF-AML
CLL

CML

CR
CSF1/M-CSF
del

dNTP

EDTA

ELN

ETP

FAB klasifikace

FISH
GDP
GM-CSF
GTP
HDAC
HSCT
IL-3
inv
ITD
JM doména
LNA
MDS
MRO
NADP
NES
NLS
oS
PBS
PcG
PCR
PHD
RARE
RFS

abnormalita

addition

akutni lymfloidni leukemie

akutni myeloidni leukemie

akutni promyelocytarni leukemie
adenozin trifosfat

all-trans-retinova kyselina
breakpoint cluster region

bovine serum albumin

Cancer and Leukemia Group B
core binding factor AML

chronicka lymfoidni leukemie
chronicka myeloidni leukemie
kompletni remise

colony stimulating factor 1/macrophage colony-stimulating factor
delece

deoxyribonucleotides
ethylenediaminetetraacetic acid
Evropska leukemicka sit’

enhancer of trithorax and polycomb
Francouzsko-Americko-Britska klasifikace
fluorescenéni in-situ hybridizace
guanozin difosfat
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
guanozin trifosfat
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locked nucleic acid
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RHD runt homology domain
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RXR retinoid X receptors

SCF stem cell factor
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CBFp core binding factor 8

CEBPA CCAAT enhancer binding protein alpha
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DEK DEK oncogene

DNMT3A DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
ELL eleven nineteen lysin rich leukemia gene
ENL eleven nineteen leukemia
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FIP1L1 factor interacting with PAPOLA and CPSF1
FLT3 FMS-like tyrosine kinase 3

H-RAS Harvey rat sarcoma viral oncogene

IDH1 isocitrate dehydrogenase 1

IDH2 isocitrate dehydrogenase 2

K-RAS Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene

MLL myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia
MYH11 myosin heavy chain 11

NPM1 nucleophosmin 1

N-RAS neuroblastoma RAS viral oncogene

NuMA nuclear mitotic apparatus protein

OBFC2A oligonucleotide/oligosacharide-binding fold containing 2A
PDGFRa platelet-derived growth factor receptor o
PDGFRb platelet-derived growth factor receptor f8
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PRKAR1A
RARa
RARp
RARy
STAT5b
TET2
WT1

promyelocytic leukemia zinc finger
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protein kinase, cCAMP-dependent, regulatory, type I, alpha
retinoic acid receptor o

retinoic acid receptor 3

retinoic acid receptor y

signal transducer and activator of transcription 5b
Ten-Eleven Translocation-2

Wilms' tumor suppressor gene
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