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ABSTRAKT

Molekularné geneticka analyza patii mezi zdkladni vySetfeni nezbytna k pfesnému uréeni
diagnoézy, prognozy a 1écby pacienti s AML. Vysetieni karyotypu umoziiuje zafazeni pacientll
do zakladnich rizikovych skupin, molekularné genetické metody jednak poskytuji moznost dalsi
stratifikace pacienti v ramci jednotlivych podskupin, ale také umoziuji (pomoci kvantitativni
PCR) sledovat pribéh minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRO) a s pfedstihem predvidat
piipadny relaps onemocnéni.

Cilem této prace bylo zhodnotit prognosticky vyznam novych molekularné genetickych
markerti u pacienti s AML, zejména u nemocnych s pfiznivou (akutni promyelocytarni leukemie
(APL), CBF-AML) a stedni (vliv pfitomnosti mutaci FLT3 a dalsich) cytogenetickou prognézou.

Pomoci kvalitativni PCR byla testovana pfitomnost faznich gent PML/RARo, AML1/ETO
a CBFp/MYHI 1. Pacienti s fiznimi geny AML1/ETO nebo CBFf/MYHII (CBF-AML) byli dale
testovani pomoci sekvenacni analyzy, ptipadné restrikéniho §tépeni, na pfitomnost sekundarnich
mutaci gent C-KIT, K-RAS, N-RAS a FLT3. U pacientl 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 geni 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
prubéh a progndzu onemocnéni u jednotlivych rizikovych skupin pacienti.

Z celkem 654 nemocnych byl u 141 (21,6 %) detekovan néktery z prognosticky piiznivych
faznich genid: PML/RARc (u 92 pacienti), AMLI/ETO (27) a CBFS/MYHII (22). Pacienti
s fiznimi geny PML/RARa 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 fizi
PML/RARo.  snizovala piitomnost FLT3/ITD. U pacientt s fazi CBFS/MYHII byla
pravdépodobnost relapsu vyssi a dlouhodobé preziti téchto pacienti bylo pfiblizné 60 %. Incidenci
relapst u pacienti s CBF-AML zvySovala jednak pfitomnost sekundarnich mutaci geni C-KIT,
K-RAS a FLT3/TKD, ale i pietrvavajici pozitivita MRO.

Do skupiny se stfedni cytogenetickou prognézou bylo na zakladé vySetfeni karyotypu
zatazeno 394 (60,2 %) pacientii. Mutace gentt FLT3 (FLT3/ITD, FLT3/TKD) a DNMT3A vyrazné
zvySovaly pravdépodobnost relapsu onemocnéni u této skupiny pacient. Pacienti s FLT3/ITD
dosahovali vyrazné¢ kratsiho OS (3 roky po diagndze piezivalo pouze 17 % pacientit), bez ohledu
na délku a misto inzerce ITD. Mutace genu ASXL1 nemély na prog-nézu onemocnéni zadny
vyrazny vliv.

Do skupiny s neptiznivou prognézou bylo zatazeno 119 (18,2 %) pacientd, 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)
amutaci DNMT3A genu na prognoézu onemocnéni AML. Dale byl prokazan negativni vliv
sekundarnich mutaci na incidenci relapst u pacienti s CBF-AML. Byla zavedena a optimali-
zovana metodika pro sledovani MRO u pacientll s nej¢astéj$imi 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, AMLL/ETO and CBFf/MYHII was tested by
qualitative PCR. Patients harbouring fusion genes AML1/ETO or CBF/MYHI1 (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), AMLI/ETO (27) and CBFf/MYHI11 (22). Patients carrying
the fusion genes PML/RARc. 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 CBFS/MYHI1 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

Akutni myeloidni leukemie (AML) je geneticky heterogenni onemocnéni, vznika-
jici v dusledku ziskanych somatickych mutaci v hematopoetickych progenitorovych
butikdch, narusujicich normalni prabe¢h diferenciace, vyzravani a nasledné i proli-
ferace. Chromozomové aberace (balancované translokace, inverze, delece, inzerce,
monosomie a trisomie) byvaji detekovany piiblizné u 55 % pacientdl. S rozvojem
novych molekularné genetickych metod byla popséana cela fada riznych genovych
mutaci a aberantné exprimovanych gend, coz umoziluje dalsi stratifikaci velké skupiny
pacientl s normalnim karyotypem. Vyznam téchto nove identifikovanych mutaci, jejich
dopad na prognézu onemocnéni a jejich vyuziti jako genetickych markerti pro
sledovani minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRO) je zatim pfedmétem vyzkumu.
Nékteré ztéchto mutaci se zdaji byt dulezitymi prognostickymi a prediktivnimi

markery, nékteré molekularni zmény mohou byt cilem specifické terapie [1,2].

2. CIL PRACE

Cilem piedkladané dizerta¢ni prace bylo zhodnotit prognosticky vyznam novych
molekuldrné genetickych markerG u pacienti s AML, zejména u nemocnych s ptiz-

nivou a stiedni cytogenetickou prognézou:

1. u pacient s akutni promyelocytarni leukemii (APL)

2. u pacientd s core binding factor AML (CBF-AML)

3. u pacientl se stfedni cytogenetickou prognézou (vyznam mutaci genu FLT3
a dalsich).

3. LITERARNI PREHLED PROBLEMATIKY

3.1 AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

AML jsou heterogenni skupinou onemocnéni vznikajicich maligni transformaci
hematopoetické kmenové nebo progenitorové buiiky, spojené s poruchou diferenciace
a apoptozy pii zachovani schopnosti proliferace. Akumulace leukemickych blasti
potlacuje fyziologickou krvetvorbu a vede k anémii, neutropenii a trombocytopenii.



Buné&éné stadium, ve kterém k transformaci dojde, a omezena schopnost vyzravani
u téchto bunék do zna¢né miry ovliviiuji fenotypovou variabilitu onemocnéni [3].

AML je nejcastéjsim typem leukemie u dospé€lych pacienti a predstavuji 3 %
vSech malignich nadord. VE&k pacientil je nejvyznamnéj$im prognostickym faktorem,

§ance na uzdraveni klesa kontinualné se stoupajicim vékem [3-5].

Diagnostika AML se opira o morfologické, cytochemické, imunofenotypizaéni,
cytogenetické a molekularné genetické vySetieni periferni krve a kostni diené (KD) [6].

Konvenéni cytogenetické vySetfeni (doplnéné o FISH analyzu) je nezbytné pro
diagnostiku  chromozomalnich aberaci. Chromozomalni abnormality nachazime
u55-60 % piipadi AML [1,2]. Molekularné genetické vySetfeni pomoci PCR
umoziiuje rozpoznat pacienty s prognosticky piiznivymi faznimi geny PML/RARa,
AML1/ETO a CBFS/MYHII. Zejména prikaz fazniho genu PML/RARc je nutny pro
pfesnou a vcasnou diagnézu pacientdi s APL. Stanoveni dalSich molekularné
genetickych aberaci, jako internich tandemovych duplikaci genu FLT3 (FLT3/ITD),
mutaci genit NPM1, CEBPA, DNMT3A a dalsich jednak pomizZe blize uréit rizikovou
skupinu pacientt a za druhé, v pfipadé pozitivniho néalezu, umoZiiuje pomoci
kvantitativni PCR sledovat pribéh MRO a G¢innost 1é¢by, popiipadé s predstihem

predvidat relaps onemocnéni [4,7].

Lécba AML ma dvé faze. Cilem prvni, indukéni faze je navozeni kompletni remise
(CR), charakterizované normalizaci hodnot krevniho obrazu, druha faze, tzv. konso-

lida¢ni terapie, se zaméfuje na vymizeni MRO a docileni molekularni remise [6,8].

3.2 KLASIFIKACE AML

Nejstar§i a do nedavna nejpouzivanéjsi klasifikaci AML je tzv. Francouzsko-
Americko-Britska (FAB) klasifikace, jejiz prvni verze byla publikovana v roce 1976

a je zalozena pfedevsim na morfologickych, event. cytochemickych metodach [9].

Srozvojem novych cytogenetickych a piedev§im molekularné genetickych
diagnostickych metod se klasifikace AML ¢im dal vice opiraji o rizné molekularné
genetické nalezy a jejich dopad naprabéh a prognézu onemocnéni. Moderni
cytogenetické a molekularné genetické Klasifikace [7,10] zalozené na analyze
karyotypu a jeho vlivu na prubéh a progndézu onemocnéni u pacientd mladsich 60 let,

rozdé€luji pacienty do tii prognostickych skupin.



3.3 AML S PRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

3.3.1 AKUTN/ PROMYELOCYTARNI LEUKEMIE

APL je samostatnou podskupinou v ramci FAB Klasifikace ozna¢ovanou AML M3
(ptip. M3v) a po dlouhou dobu byla spojovana s extrémné Spatnou prognézou. Tito pa-
cienti predstavuji ptiblizné 10-15 % nové diagnostikovanych AML. Specifickym zna-
kem APL je t(15;17)(022;921) s faznim genem PML/RARa, ktery je detekovan az
u 98 % ptipadl. Zbyla 2 % pfipadaji na vzacné fuze genu RARa S riznymi flznimi
partnery.

Ke zlomu v genu RARa dochézi vzdy v intronu 2, misto zlomu v genu PML je
variabilni. V pfiblizné 55 % piipadt dochazi ke zlomu v intronu 6 (tzv. bcrl zlom),
u40 % APL dochazi ke zlomu v oblasti intronu 3 PML genu (bcr3), vznikly fazni
transkript je pak krat$i. Ve zbylych piiblizné¢ 5 % ptipadi je zlom lokalizovan
Vv riiznych mistech exonu 6 a vysledny produkt ma tedy variabilni délku [11-13].

Pii vCasné diagnostice a zahajeni specifické 1é¢by induktory diferenciace
(tretinoin=ATRA, arsenik) a chemoterapii je APL v sou¢asnosti nejpiiznivejsim typem
AML s vysokou pravdépodobnosti dlouhodobého pieziti. CR dosahuje 70-90 %
pacientt, mensi Sance na docileni CR je u pacientl s vy$§im poctem leukocytli v dobé
diagndzy [10,14-16]. K relapsu onemocnéni dochazi u 5-30 % piipada [13,14,16]. OS
pacientt s APL se pohybuje mezi 60-80 % [10,14,17,18].

Interni tandemové duplikace genu FLT3 (FLT3/ITD) jsou nejcastéjsi sekundarni
molekularni aberaci u pacientd s APL, nachazeji se u 20-35 % ptipada [14,19,20].
Pfitomnost FLT3/ITD vede k vy$s§imu poctu leukocytd a niz§imu poétu trombocyti
v dob¢ diagndzy [14,19-21]. Gale et al. [19] udavaji vyssi riziko umrti béhem indukéni
vys$iho poctu leukocytl. Na rozdil od AML se stfedni cytogenetickou prognézou,
nemaji FLT3/ITD u APL Zadny vliv na vyskyt relapsti onemocnéni, délku doby pieziti
bez relapsu (RFS) ani na délku OS [14,19,20,22].

3.3.2 CBF-AML

Druhou podskupinou s pfiznivou prognézou jsou pacienti s CBF-AML, nesouci
bud’ t(8;21)(922;922) s fiznim genem AML1/ETO (pacientd do 60 let byva ptiblizné



7 %) nebo inv(16) ¢i t(16;16)(p13;922) s fiznim genem CBFS/MYHII (cca 5 % ne-
mocnych s AML) [10].

Prognoza onemocnéni se u pacientd s CBF-AML 1isi jednak v zavislosti na typu
translokace, ale zejména v dusledku pfitomnosti sekundarnich molekularnich aberaci
(C-KIT mutaci, FLT3/ITD, FLT3/TKD a K-RAS mutaci). CR dosahuje 85-95 %
pacientd s fuznim genem AML1/ETO a 80-90 % s CBFf/MYH11, nizsi $ance na doci-
leni CR je u pacienti starSich nez 60 let [17,23-25]. Incidence relapsii se pohybuje
Vv rozmezi 25-45 % a OS po 10 letech od diagndzy se pohybuje mezi 55 a 65 % [10,23].
Zasadni roli v predikei relapst u téchto pacientl hraje monitorovani MRO V pribéhu
1éEby i po jejim ukonceni [26,27].

Mutace v kodonu Asp816 genu C-KIT se vyskytuji u 10-18 % nemocnych
s fuznim genem AMLI1/ETO a u 7-16 % CBFf/MYHI1 pozitivnich pacientd [28-32].
U nemocnych s fazi AML1/ETO byva piitomnost t€chto mutaci spojena se zvySenym
poctem leukocytii v dobé diagnozy, zvysenym rizikem relapsu onemocnéni, krat§im OS

a vyssim vyskytem extramedularni leukemie [29,33-36].

Podil pacientii s mutacemi genii K-RAS a N-RAS se u CBF-AML pohybuje okolo
27 % a je vy$8i u nemocnych s fuznim genem CBFfS/MYH]I1 [27,37,38]. Ptiblizné 85 %
mutaci se U obou genli nachazi v kodonech Glyl2 a Glyl3, zbyvajici mutace pak
v kodonu GIn61 [39]. Neéktefi autoti uvadéji nizsi pofet CR u pacientd S témito
mutacemi, zaroven vSak tyto mutace nemaji zadny vliv na riziko relapsu a OS [37].
FLT3/ITD se u CBF-AML vyskytuji méné ¢asto nez u ostatnich typit AML
(okolo 5%) [28,30,40]. Podobné jako u AML se stfedni cytogenetickou prognézou,
také u CBF-AML nepfiznivé ovliviiuji prognézu onemocnéni [37]. Incidence mutaci
V tyrozinkinazové doméné genu FLT3 se u CBF-AML pohybuje kolem 10 % a jejich

vliv na prognoézu onemocnéni neni zatim zcela ziejmy [34,37,41].

3.4 AML SE STREDNI CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

Nejpocetnéjsi prognosticka skupina zahrnuje az 60 % piipadi s nové diagnos-
tikovanou AML. Tito pacienti nevykazuji zadnou cytogenetickou abnormalitu, ktera by
je tadila do skupiny sdobrou, resp. $patnou cytogenetickou prognozou. Nejvetsi
podskupinu tvofi pacienti Snormalnim karyotypem, kterych je piiblizné 40 % [10].

Pribéh onemocnéni a jeho progndza v ramci této skupiny zavisi i na ptitomnosti riz-



nych molekularné genetickych aberaci (FLT3/ITD, FLT3/TKD, mutaci gentt NPM1,
CEBPA, DNMT3A a dalsich) detekovatelnych pomoci metod molekularni biologie.

3.4.1 MUTACE GENU FLT3

U pacienti s AML byly popsany 4 typy mutaci genu FLT3. Nejcastéjsi jsou ITD
(o délce 3 az 400 bp), které se vyskytuji pfiblizné u 24 % pacientd s AML [42].
Nachazime je zejména u pacienti s cytogeneticky normalnim nalezem, ale také u
nemocnych s APL. Tyto mutace byvaji spojeny se zvySenym poctem leukocyti
a vys8im procentem blasti v KD v dobé& diagndzy [43]. FLT3/ITD zhorSuje prognozu

onemocnéni vzhledem k vy$§imu vyskytu relapst [44].

FLT3/TKD, zejména v pozicich Asp835 a 116836, jsou popisovany piiblizné u 7 %
ptipadd AML [45]. Zavaznost jejich vlivu na pribéh a prognézu onemocnéni je méné
zfejma nez u FLT3/ITD.

ITD lokalizované v TK1 doméné predstavuji 28,7 % ze vSech detekova-
nych FLT3/ITD [46]. ITD integrované mimo JM doménu pusobi jako nepfiznivy

Poslednim popsanym typem mutaci genu FLT3, jsou Ctyfi rizné bodové mutace
Vv JM doméné, zachycené u 2 % pacienta s AML [48,49].

3.4.2 MUTACE GENU NPM1

Dosud bylo popsano 17 riznych typt mutaci NPM1 genu u pacienti s AML
(obvykle ¢&tyfnukleotidovych inzerci), nejcastéjsi typ A se nachazi piiblizné u 75 %
pacientd nesoucich mutaci, 10 % pacientl ma mutaci typu D a 6 % typ B. Ostatni
mutace se vyskytuji jen velmi ziidka [50].

Mutace NPM1 genu jsou detekovany u 35 % pacientd s AML [51] a az u 50 %
pacientt s AML snormalnim cytogenetickym profilem [50,52]. V kombinaci
s negativitou FLT3/ITD dosahuji pacienti s NPM1 mutaci signifikantné delsiho RFS
i OS, coz je fadi na uroven pacientti s CBF-AML, tj. mezi AML s dobrou prognézou
dle klasifikace ELN [7]. Naproti tomu p¥itomnost obou t&chto molekularnich aberaci

znamena pro pacienty vyrazné zhorSeni prognozy [50,52-54].



3.4.3 MUTACE GENU CEBPA

Mutace CEBPA genu jsou popisovany u 7-15 % piipadi AML, jejich vyskyt je
vy$8i u onemocnéni se stfedni progndzou, téméf se nevyskytuji u pacientd s dobrou
prognozou [55-59]. Mutace se koncentruji do dvou hlavnich oblasti. V N-terminalni
¢asti se jedna o inzerce nebo delece (zpusobujici zménu ¢teciho ramee) mezi hlavnim

obvykle in-frame delece/inzerce v DNA-vazebné nebo dimerizaéni doméné [58].

Pacienti mohou mit bud’ pouze jednu CEBPA mutaci (45-50 % pacientt), nebo dvé
rizné mutace, jednu v N-terminalni oblasti a druhou v C-terminalni oblasti. Tyto
mutace jsou obvykle bialelické, proto tito pacienti neexprimuji zadny CEBPA protein
normalni délky [58].

mutaci [57,59]. Nemocni s bialelickou mutaci dosahuji delsiho OS i RFS a zaroveii
U nich méng Casto dochazi k relapsim onemocnéni v porovnani s pacienty s pouze

jednou CEBPA mutaci i s pacienty bez mutace [55,57-59].

3.4.4 MUTACE GENU DNMT3A

Mutace v genu DNMT3A byly popsany u 25 % dospélych pacienti s AML [60-62].
Nachazeji v exonech 9-23, jsou téméf vyhradné heterozygotni a nejcastéji (az v 50 %
piipadt) postihuji kodon Arg882. Pacienti s mutacemi DNMT3A maji ¢asto normalni
karyotyp, FLT3/ITD a mutace gentt NPM1, IDH1 a IDH2, naopak velmi ztidka se tato
mutace vyskytuje spoleéné S pfiznivymi cytogenetickymi aberacemi [60,63,64].
Nemocni s mutaci DNMT3A mivaji vy$si pocet leukocytii atrombocytl v dobé
diagnozy a vyssi procento blasti v kostni dfeni. Pfitomnost této mutace neovliviluje

Sanci pacientti na dosazeni CR, ale vyrazné zkracuje RFS i OS pacientt [64-67].

3.4.5 MUTACE GENU ASXL1

Mutace v exonu 12 genu ASXL1 byly popsany u 10-30 % pacientti s AML. VétsSina
(az 80 %) popsanych mutaci jsou frameshift mutace (nej¢astéji inzerce G v pozici 646),

méné je nonsense mutaci a jen vyjimecné jde o missense mutace.



Mutace ASXL1 byly Cast&ji zachyceny u starSich pacientd (>60 let) a u muzd
[68-71]. ASXL1 pozitivni pacienti maji obvykle nizsi pocet leukocytl v dobé zachytu
onemocnéni. VSichni autofi také shodné uvadéji negativni vliv mutaci ASXL1
na dosazeni CR a délku OS [68,70,71].

3.4.6 MUTACE GENU IDH1 A IDH2

Mutace IDH genti nachazime u 15-20 % nemocnych s AML, zejména u pacientl
se stfednim cytogenetickym rizikem, u kterych se vyskytuji az u 30 % (Casto jsou spo-
jené s mutacemi NPM1 a DNMT3A) piipadt [72-75]. Obvykle heterozygotni mutace
postihuji nejéastéji kodony Argl32 genu IDH1 a Arg140 a Argl72 genu IDH2 [76,77].

Nemocni s mutaci IDH genu maji v dobé diagndzy vyssi pocet leukocytii, trombo-
cytl a vyssi procento blasti v KD [73,74,78]. Prognosticky dopad IDH mutaci do ur¢ité
miry zavisi jednak na pfitomnosti dalSich molekularnich aberaci, zejména NPM1 muta-
ci a FLT3/ITD, jednak na konkrétnim typu mutace. Neptiznivy vliv mutaci IDH1
a IDH2 na incidenci relapsti a OS byl prokézan u skupiny pacientt, ktefi méli zaroven
mutaci genu NPM1 v kombinaci s negativitou FLT3/ITD [73,74,79]. Kratsi OS a vyssi
vyskyt relapsti u nemocnych s normalnim cytogenetickym nalezem a mutaci IDH2 uva-

déji Boissel et al. [74] a pouze u pacienti s IDH2 Asp140 mutaci také Green et al. [80].

3.4.7 ABERACE GENU MLL

U AML jsou popsany 2 typy abnormalit MLL genu. Nejcastéjsi jsou balancované
translokace vznikajici fuzi ¢asti MLL genu kodujici N-terminalni konec MLL proteinu
se sekvenci kodujici C-terminalni konec jiného proteinu. V soucasnosti je popsano
téméf 100 fhznich partnerd genu MLL a vice nez 70 znich je charakterizovano na
molekularni Grovni. Translokace genu MLL se vyskytuji u 5-12 % AML, nejcast&jsi
jsou t(6;11)(g27;923) vedouci ke vzniku fuzniho genu MLL/AF6, t(9;11)(p21;q23)
davajici fazni gen MLL/AF9, t(10;11)(p12;g23) s fuznim genem MLL/AF10
at(11;19)(q23;p13) vedouci ke vzniku fuznich genit MLL/ENL nebo MLL/ELL [81,82].
Pacienti s pfestavbami MLL genu maji kratsi RFS a vy$8i riziko relapsu AML
V porovnani s nemocnymi bez téchto translokaci, nicméné prognéza onemocnéni Se

do urdité miry li§i v zavislosti na konkrétnim fGznim partnerovi genu MLL. Pacienti



s fuznim genem MLL/AF9 maji vyssi pravdépodobnost docileni CR a rovnéz dosahuji
delsiho RFS i OS oproti skupiné s ostatnimi MLL translokacemi [7,10,83-86].

Druhou abnormalitou MLL genu jsou interni parcidlni tandemové duplikace
(MLL/PTD) (zahrnujici nej¢astgji exony 2-6 nebo 2-8). MLL/PTD se vyskytuji u 3-5 %
AML a nemocni S touto aberaci mivaji kratsi RFS i OS v porovnani s negativnimi
pacienty [87-91].

3.5 AML S NEPRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

Do této prognostické skupiny patti zbyvajicich pfiblizné 20 % pacientd nesoucich
nékterou z téchto cytogenetickych abnormalit: ztrata chromozomi 5, 7 nebo 17,
abnormality 3q, 5q, 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 =zafazeny mezi AML se stfednim
cytogenetickym rizikem, a dale pacienti s komplexnim karyotypem [10].

Pacienti s komplexnim karyotypem tvoii az cca 70 % a méné neZ polovina jich
docili CR. TéméF 2/3 téchto nemocnych maji mutace v genu TP53, které dale zhorSuji
jejich prognoézu [7].

Nejvétsi Sanci na docileni CR v ramci této prognostické skupiny maji pacienti
S piestavbou genu MLL t(11923) a zarovenn 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 neptiznivym
cytogenetickym nalezem jsou pod 10 % [92].

4. PACIENTI A METODY
4.1 PACIENTI

K analyzam byly pouzity vzorky kostni dfené a/nebo periferni krve pacientt
s AML diagnostikovanych a/nebo 1é¢enych v UHKT v letech 1991 az 2012. Celkem
bylo zachyceno 762 ptipadi AML, 392 muzi a 370 Zen, median véku pacientl v dobé
diagnézy byl 54,5 let (rozmezi 16,0-90,1). Median poc¢tu leukocytll pfi zachytu AML
byl 12,1 x 10%/1 (0,2-488,0).



4.2 METODY
4.2.1 SEPARACE BUNEK

Centrifugaci na gradientu Histopaque-1077 byla odseparovana mononuklearni
frakce bunék KD a/nebo periferni krve (PK). Buiiky byly lyzovany v roztoku TRIzol
Reagent.

4.2.2 IZOLACE RNA A DNA, PRIPRAVA cDNA

RNA a DNA byly izolovany pomoci TRIzol Reagentu podle pfilozeného manualu.
Vsechny analyzy byly provadény na cDNA s pouzitim reverzni transkriptdzy
Superscript 11, podle navodu vyrobce.

4.2.3 DETEKCE FUZNIHO GENU PML/RAR«

Piitomnost fizniho genu PML/RAR« byla zjistovana pomoci kvalitativni RT-PCR.
Zlomy v oblasti berl a ber2 genu PML byly detekovany pomoci stejného paru primeri,
pro zlomy v oblasti ber3 byl pouzit odli$ny reverzni primer.

Kvalita pfipravené ¢DNA byla ovéfena amplifikaci kontrolniho genu ABL.
Vysledné produkty PCR byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na 2% aga-
rozovém gelu. Pozitivni vysledky se zlomy v oblasti bcr2 byly verifikovany sekvenaci
s pouzitim sekvenacéniho kitu Big Dye Terminator kit v. 3.1.

4.2.3.1 Monitorovani PML/RARa pomoci kvantitativni PCR

MRO bylo sledovano ve vzorcich KD po kazdém cyklu chemoterapie a po jejim
ukonéeni v tfimési¢nich intervalech pomoci real-time RT-PCR. Pro kvantitativni
RT-PCR byly navrZzeny primery poskytujici produkt o délce maximalné 150 bp. Sondy
pro v8echny sledované geny byly dudlné fluorescenéné znadené. Vzorky byly analyzo-
vany v tripletu a ke kazdému byl amplifikovan kontrolni gen ABL. Pro kazdy gen byla
amplifikovana kalibra¢ni kiivka sestdvajici ze 7 bodd, vytvofena fedénim plazmidu
se zaklonovanym produktem PCR. Relativni exprese vSech sledovanénych faznich
geni i bodovych mutaci byla vypogtena podle vzorce: rel. exprese = 2(CtABL-CtFG) de

Ct oznacuje potadi cyklu PCR, ve kterém exprese genu dosahla stanoveného prahu, FG

oznacuje fuzni gen. Detekéni senzitivita metody urcend fedénim diagnostickych vzorkut
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pacientl byla pro PML/RARa 10 az 10™. Molekularni remise byla definovana jako
negativita MRO nejméné ve dvou po sobé& nasledujicich vzorkl, za molekularni relaps

byly povazovany dva pozitivni vzorky v fadé po predchozi molekularni remisi.

4.2.4 DETEKCE FUZNICH GENU AML1/ETO A CBFS/MYH11

P#itomnost fizniho transkriptu AML1/ETO a CBFB/MYH11 v dobé diagnozy byla
testovana pomoci kvalitativni RT-PCR. Dva pary primert byly navrzeny pro detekci
fazniho genu CBFf/MYHI1 tak, aby zachytily vSechny popsané zlomy. Pozitivni nale-
zy s délkou produktu PCR odlisnou od pozitivnich kontrol byly verifikovany sekvenaci.

Pro sledovani MRO byl navrzen jeden par primerd pro fuzi AML1/ETO, pacienti
s CBFB/MYH11 se zlomy A a D méli shodny forward primer a sondu, reverzni primer
byl pro kazdy typ zlomu specificky. Citlivost detekce se u AML1/ETO pohybovala mezi
10*a 107, u obou fuzi CBFB/MYH11 pak byla 10,

4.2.5 DETEKCE FLT3/ITD

Piitomnost ITD genu FLT3 byla testovana s pouzitim kvalitativni RT-PCR.
Amplifikované produkty PCR byly separovany gelovou elektroforézou na 2%
agarozovém gelu. Abnormalné dlouhé produkty PCR byly purifikovany pomoci
QIAquick Gel Extraction Kitu a sekvenovany. Ziskané sekvence byly porovnany s wt
sekvenci genu FLT3, byla uréena délka ITD a jeji integra¢ni misto. Pro analyzu vlivu
délky ITD na prognozu pacientd byla jako hrani¢ni zvolena délka ITD = 39 nt.
Procentualni zastoupeni mutované alely bylo kvantifikovano semikvantitativng,

softwarem Alphaview.

4.2.6 DETEKCE FLT3/TKD

K detekci mutaci Asp835 a 11e836 byl pomoci RT-PCR amplifikovan exon 20.
Ziskané produkty byly $tépeny pomoci restrikéni endonukleazy EcoR V. Produkty
restrikéniho $t€peni byly analyzovany na 3% agarozovém gelu. Nerozstépené produkty

byly po purifikaci z gelu sekvenovany, aby mohl byt specifikovan pfesny typ mutace.
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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 tfi
RT-PCR byly amplifikovany exony 8, 9, 10, 11, 17 a 18. Ziskané produkty PCR byly
predistény pomoci roztoku ExoSAP-IT a poté sekvenovany. Vysledné sekvence byly

porovnany s wt sekvenci genu C-KIT.

4.2.8 DETEKCE MUTACI K-RAS A N-RAS

Piitomnost mutaci v kodonech Gly12, Gly13 a GIn61 gent K-RAS a N-RAS byla
testovana pomoci RT-PCR pouze u pacientii s CBF-AML. Vysledné produkty PCR

byly po ptecisténi sekvenovany a mutace identifikovany porovnanim s wt sekvencemi.

4.2.9 DETEKCE MUTACI DNMT3A

Vysetieni mutaci v genu DNMT3A bylo provadéno u pacientli se stfednim
cytogenetickym rizikem. Pro detekci mutaci byly navrzeny tfi pary primert, pokryvajici
oblast exond 11-23. Amplifikované produkty PCR byly sekvenovany a mutace
identifikovany porovnanim s wt sekvenci DNMT3A.

Pro monitorovani DNMT3A pomoci kvantitativni RT-PCR byly navrzeny
specifické primery pro amplifikaci useku nesouciho kodon Arg882 a pro dvé pacient-
specifické mutace. Pro vSechny sledované mutace byly navrzeny specifické sondy

s LNA (locked nucleic acid) modifikovanymi nukleotidy.

4.2.10 DETEKCE MUTACI ASXL1

Pomoci Ctyt part primert byl amplifikovan cely exon 12. Amplifikované produkty
PCR byly sekvenovany a mutace identifikovany porovnanim s wt sekvenci ASXL1.
Pfipadné polymorfismy byly vylouceny bud’ vysetfenim vzorku z CR, pfipadné

analyzou DNA izolované z nehtl pacientd.

4.2.11 DETEKCE FUZNICH GENU SPOJENYCH S PRESTAVBAMI GENU MLL

Na zéakladé vysledkt vySetfeni karyotypu a FISH byli pacienti testovani pomoci
RT-PCR na pfitomnost konkrétnich fuznich gent vzniklych translokaci genu MLL. Pro
amplifikaci produktt PCR byl pouzit vzdy stejny forward primer pro gen MLL a reverz-
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ni primer odpovidajici fuznimu partnerovi. Ziskané produkty PCR byly sekvenovany

pro uréeni piesnych mist zlom® v obou genech.

Pro monitorovani translokaci MLL genu pomoci kvantitativni RT-PCR byly
navrzeny 2 ruzné forward primery pro gen MLL, 2 reverzni primery pro geny AF9 a
ENL a jeden reverzni primer pro kazdy z gent AF10, ELL a MSF. Zaroven byly
navrzeny specifické sondy pro detekci vSech téchto fuznich genu. Amplifikace

produktti PCR a vyhodnocovani vysledkt bylo shodné jako u ostatnich fiznich gend.

4.2.12 DETEKCE MUTACI TP53

Pfitomnost mutaci v genu TP53 byla testovana pouze u pacienti s nepfiznivym
cytogenetickym nalezem a zaroveii s komplexnim karyotypem. Pomoci RT-PCR byl
amplifikovan usek genu zahrnujici exony 3-10. Ziskané produkty PCR byly

sekvenovany a piipadné mutace identifikovany porovnanim s wt sekvenci genu TP53.

4.2.13 DETEKCE MUTACI NPM1 CEBPA

VySetteni pfitomnosti mutaci v genech NPM1 a CEBPA byla provedena na Oddé-
leni molekularni genetiky UHKT pod vedenim Ing. Oty Fuchse, CSc. Podrobny popis
metodiky viz [93,94].

4.2.14 CYTOGENETICKA ANALYZA

Vsechna cytogenetickd vySetfeni (véetn¢ FISH) potfebna pro zatazeni pacienti do
prognostickych skupin byla provadéna a vyhodnocovana na Oddéleni cytogenetiky
UHKT (vedouci Prof. Ing. Kyra Michalova, DrSc.). Podrobngji popsano v dizertani
praci. Pacienti byli zafazeni do prognostickych kategorii podle klasifikace publikované
Grimwadem et al. [10].

4.2.15 STATISTICKE METODY

Vztahy mezi naméfenymi parametry v kontingenéni tabulce byly analyzovany
pomoci 4 testu. Pro hodnoceni kvantitativnich dat ve 2 skupinich byly zjistény
mediany naméfenych hodnot a statisticka analyza byla provedena pomoci neparamet-
rického dvoustranného Mann-Whitneyho testu. Pro hodnoceni OS bylo uzito Kapla-
novy-Mayerovy regresni metody hodnoceni kiivek pieziti, odlisnost kiivek byla hodno-
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cena pomoci log-rank testu Mantela-Haenschelové. Pro analyzu pieziti ve v&kovych
skupinach byl pouzit log-rank test na trend. VSechny statistické testy byly provedeny
na trovni 95% intervalu spolehlivosti a pfislusné hodnoty P byly nalezeny pomoci

softwaru GraphPad Prism verze 4.03.

5. VYSLEDKY

5.1 AML S PRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

5.1.1 APL

APL byla diagnostikovana u 92 ze 762 (12,1 %) pacientdi, median véku v dobé
diagnézy byl 46,0 let, median podtu leukocytit 1,7 x 10%/1. Pomoci PCR bylo vy3etieno
u 82 pacienttl, 47 z nich mé¢lo zlom typu bcrl, 32 mélo ber3 a zbyli 3 pacienti byli ber2.

Misto zlomu nemélo vliv na pocet leukocytit v dobé zachytu APL (P = 0,147),
rozdil v obou skupinich nebyl ani v pravdépodobnosti docileni CR (P = 0,419). Riziko
relapsu (molekularniho ¢i klinického) bylo vy$si u nemocnych se zlomem bcr3
(P =0,030), vyssi pocet relapsu ale nikterak neovliviioval OS pacientt (P = 0,654).

Pfitomnost FLT3/ITD byla testovana u 79 pacientd s APL, u 21 (26,6 %) z nich
byla prokazana. Vyskyt FLT3/ITD byl nevyznamné ¢asté&j$i u pacientd se zlomem
v oblasti ber3, (P =0,075). Pacienti s FLT3/ITD méli vyrazné vyssi pocty leukocytt pii
zachytu APL (P < 0,0001). Pozitivita FLT3/ITD statisticky nevyznamné snizovala $anci
pacientt na docileni CR (P = 0,096), a zvySovala pravdépodobnost relapsu onemocnéni
(P =0,089), nicméné neméla zadny vliv na délku OS pacienti s APL (P = 0,435).

5.1.2 CBF-AML

CBF-AML byla diagnostikovana u 49 pacientii ze 762 ptipada AML (6,4 %).
Median véku pacientd v dobé diagnoézy byl u této skupiny 38,7 let. Fazni gen
AMLI1/ETO melo 27 nemocnych, u 22 byl zachycen fuzni gen CBFS/MYHL11, vétsina
Z nich méla zlom typu A, u dvou byl zachycen zlom D a u jednoho zlom J. U 46
pacientd byla k dispozici RNA pro detekci sekundarnich molekuldrnich aberaci
(FLT3/ITD, FLT3/TKD, mutace gent C-KIT, K-RAS). MRO pomoci kvantitativni

RT-PCR bylo sledovano celkem u 39 pacienti. Sekundarni aberaci mélo 9 ze 26
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(34,6 %) pacientii s fuzi AML1/ETO. U pacienti s CBF/MYH11 byly sekundarni abe-
race Cast&j$i neZ unemocnych s AML1/ETO, vyskytovaly se u 13 ze 20 (65,0 %)
pacientd (P =0,020). Nejcast&jsi sekundarni aberaci byly v obou pfipadech mutace
genu C-KIT.

Median poétu leukocytii v dobé diagnézy byl 15,8 x 10%/1. Vyssi poéty leukocytd
méli pacienti s fiznim genem CBFS/MYH11 (P = 0,004) a pacienti se sekundarni muta-
ci (P = 0,010). CR dosahli vsichni pacienti s fuzi CBF/MYH11 a 24 ze 27 (88,9 %)
pacienti s AML1/ETO. Molekularni remise bylo docileno u 12 ze 20 (60,0 %) sledova-
nych pacientd s fuznim genem AMLI/ETO a u 7 ze 16 (43,8 %) pacientl
s CBFBIMYH11 (P = 0,166). Docileni molekularni remise bylo nepfiznivé ovlivnéno
pritomnosti sekundarni aberace, bez ohledu na typ fizniho genu (P = 0,023). RFS byl
vyrazné del§i u pacientl, kteti dosahli molekularni remise v porovnani s pacienty,
u kterych pretrvavalo MRO (P < 0,0001), bez ohledu na typ fuzniho genu. Vyskyt
relapst byl vyrazné vyssi ve skupiné pacientdi s fuzi CBFA/MYH11 (P = 0,002) atito
pacienti také méli vyrazné kratsi RFS (P = 0,014). Pfitomnost sekundarni mutace
zvySovala pravdépodobnost relapsu (P = 0,055) a zaroveti zkracovala RFS (P = 0,070)
pouze ve skupiné pacienttt S CBFf/MYH11. Pacienti, kteti docilili molekularni remise
méli signifikantné delsi OS v porovnani s pacienty, u kterych pietrvavalo MRO
(P = 0,025). OS nebyl ovlivnén konkrétnim typem fazniho genu (P = 0,878).

5.2 AML SE STREDNI CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

521 FLT3/ITD

Pro vySetteni FLT3/ITD byla k dispozici RNA od 297 pacienti se stfednim
cytogenetickym rizikem. Medidn véku v dobé zachytu onemocnéni byl 55,1 let, median
po¢tu leukocyti 17,9 x 10%/1. Pozitivni nélez byl zjistén u 84 (28,3 %) nemocnych.
Délka ITD se pohybovala v rozmezi od 12 do 120 nukleotidl, 56 pacientd mélo ITD
integrovanou do JM domény genu FLT3, zbylych 18 mélo ITD v TK1 doméné.

Pacienti s FLT3/ITD méli vyrazn€ vys§i poclty leukocytl v dobé diagnozy
(P <0,0001), délka ITD, ani misto jeji inzerce nemély zadny vliv na pocet leukocyti.
Pozitivita FLT3/ITD neméla zadny vliv na docileni CR (P =0,492). Pacienti s1TD
delsi nez 39 nukleotidtt méli vyssi pravdépodobnost dosazeni CR (P = 0,022). Riziko
relapsu bylo vy$8i u nemocnych s FLT3/ITD pozitivitou (P = 0,002). Pacienti s ITD
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delsi nez 39 nukleotidi méli nesignifikantné vys§i riziko relapsu onemocnéni
(P =0,129). Misto inzerce ITD ani procentualni zastoupeni mutované alely nemély
zadny vliv na pravdépodobnost indukce CR ani na riziko relapsu. OS byl u pacientti
S touto mutaci vyrazné krat$i nez u ostatnich pacientl se stfednim cytogenetickym
rizikem (P = 0,0002).

5.2.2 MUTACE FLT3/TKD

Piitomnost mutaci FLT3/TKD v kodonech Arg835 a I1e836 byla testovana u 292
pacientd se sttednim cytogenetickym rizikem. Median véku pacient v dobé diagnozy
AML byl 54,9 let, median poétu leukocytd 18,0 x 10%l. FLT3/TKD mutace byla
zachycena u 19 pacienti. Pouze jeden mél deleci kodonu Ile836, vSichni ostatni
pacienti méli mutaci postihujici kodon Arg835.

Pocet leukocyt byl vyssi u pacientdi s mutaci FLT3/TKD (P = 0,003). CR bylo
docileno u 9 ze 17 (52,9 %) pacientd s mutaci FLT3/TKD a u 165 z 253 (65,2 %)
nemocnych bez této aberace (P = 0,153). Riziko relapsu bylo mirné vys$si u pacienti
s mutaci FLT3/TKD (P = 0,101). Po vyfazeni FLT3/ITD pozitivnich pacientl z analyzy
byl tento rozdil na urovni statistického trendu (P = 0,075). Pftomnost mutaci

FLT3/TKD neméla zadny vliv na celkové pteziti pacienti (P = 0,787).

5.2.3 MUTACE DNMT3A

Piitomnost mutaci genu DNMT3A byla testovana u 226 pacientd se stiednim
cytogenetickym rizikem. Median véku v dobé diagnoézy byl u této skupiny pacientl
54,9 let, median podtu leukocytii pfi zachytu onemocnéni byl 22,5 x 10%I. Mutace genu
DNMT3A byla zachycena u 67 (29,6 %) z 226 pacient. 41 (61,2 %) z nich m&lo
bodovou mutaci v kodonu Arg882, 19 pacienti mélo bodovou mutaci v jiném kodonu,

9 mutaci bylo typu frameshift.

Pacienti s mutaci DNMT3A méli nevyznamné vyssi poéty leukocyt v dobé zachy-
tu (P = 0,064). Zvyseny pocet leukocytt byl jesté vice patrny u nemocnych s bodovou
mutaci v kodonu Arg882. Ve skuping FLT3/ITD negativnich pacientd vSak
nezpisobovala mutace genu DNMT3A vyssi pocet leukocytt (P = 0,858). Mutovany
gen DNMT3A nesnizoval Sanci pacientii na docileni CR (P = 0,380). Incidence relapsi
byla signifikantné vyssi u pacientti s mutaci DNMT3A (P = 0,007). RFS byl signifi-
kantné krat$i u pacienti s mutaci v porovnani s pacienty s wt DNMT3A (P = 0,011). OS
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nebyl ovlivnén pFitomnosti mutace DNMT3A (P = 0,251). Po vyfazeni pacientl, ktef
nedocilili CR, se vyrazné prodlouZilo pfeziti nemocnych bez mutace (P = 0,025).

Pfitomnost mutaci DNMT3A byla ¢asto spojena s vyskytem FLT3/ITD (P = 0,003);
30 ze 72 (41,7 %) pacienti s FLT3/ITD mélo zaroveti mutaci DNMT3A. Kombinace
téchto dvou aberaci zvySovala riziko relapsu v porovnani s pacienty se samotnou muta-
ci DNMT3A (P = 0,044), i proti pacientim pouze FLT3/ITD pozitivnim (P = 0,058).
Ve skuping pacienti s FLT3/ITD, mutace DNMT3A nejen nevyznamné zkracovaly OS
(P =0,096), ale i pieziti pacienti po docileni CR (P = 0,012). U FLT3/ITD negativnich

pacienti mutace DNMT3A nemély zadny vliv ani na jeden z téchto ukazateld.

5.2.4 MUTACE ASXL1

Pro analyzu mutaci ASXL1 genu byla k dispozici RNA od 226 pacienti, median
véku v dob¢ diagndzy byl 55,1 let, median poétu leukocytt pfi zachytu onemocnéni byl
23,1 x 10%I. Mutace ASXL1 byla detekovana u 26 z 226 (11,5 %) pacienti. Bylo

zachyceno 6 riznych frameshift a 9 riznych bodovych mutaci.

Pacienti s mutovanym genem ASXL1 méli signifikantné nizsi pocty leukocytt pii
zachytu onemocnéni, nez pacienti bez mutace (P = 0,002). Zaroven méli i niz§i procen-
to blastt v KD (P = 0,009). Mutovany gen ASXL1 statisticky nevyznamné snizoval
Sanci pacientt na docileni CR (P = 0,062). Pozitivita ASXL1 neméla vliv na incidenci
relapsii (P = 0,239), ani na délku OS pacientt (P = 0,770).

5.2.5 TRANSLOKACE GENU MLL

Celkem bylo pomoci analyzy karyotypu a FISH identifikovano 32 z 694 (5,5 %)
pacientll s prestavbou genu MLL. Median véku pii diagnéze byl 49,0 let. Pomoci
RT-PCR byly identifikovany konkrétni fizni geny a pfesna mista jejich zlomi celkem
u 15 pacientd (u 9 pac. byl zachycen fazni gen MLL/AF9, po dvou nemocnych mé&lo
fazi MLL/ELL, resp. MLL/ENL, 1 pac. byl MLL/AF10 a 1 MLL/MSF pozitivni).
Pacienti s translokacemi t(9;11) a t(11;19) zatazeni do skupiny se stfedni prognézou
byli vdob& diagnézy mladsi v porovnani nemocnymi S ostatnimi translokacemi
(P =0,033). Tti roky od diagnézy byl OS pacientt s t(9;11) 45,5 %, zatimco ve skupiné
s t(11;19) to bylo pouze 20 % podobné jako u pacientii s ostatnimi MLL translokacemi.
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5.3 AML S NEPRIZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNOZOU

Do skupiny s neptiznivou cytogenetickou prognézou bylo na zaklad¢é vySetieni
karyotypu zafazeno 119 pacienti. Median véku pacientii v dobé diagnozy byl 58,4 let,
median po&tu leukocyti 9,2 x 10%1. 30 nemocnych mélo sekundarni AML, nejéast&ji po
predchazejicim MDS. Ze 106 pacient, u kterych byly udaje k dispozici, pouze 42
(39,6 %) dosahlo CR, u 21 z nich byl pozdgji diagnostikovan relaps onemocnéni.

5.3.1 MUTACE TP53

Pfitomnost mutaci v genu TP53 byla sledovana pouze u pacienti s komplexnimi
zménami karyotypu. Ty byly detekovany u 60 ze 119 (50,4 %) nemocnych, pfitomnost
mutaci v genu TP53 pak byla testovana u 26 znich. Mutace byla zachycena u 17

(65,4 %) nemocnych, u 8 pacientil nebyla detekovana wt alela a 1 mél 2 riizné mutace.

CR docililo 6 ze 17 (35,3 %) pacientd s mutaci TP53, u 4 znich byl pozdgji
detekovan relaps AML. Pfeziva pouze jedna pacientka po transplantaci krvetvornych
kmenovych bunék (HSCT).

5.4 HODNOCENI{ OS PODLE KRITERII ELN

Na zavér bylo zhodnoceno celkové pieziti pacienti podle kriterii ELN [7], ktera
rozdéluji pacienty s AML do 4 rizikovych skupin. Do analyz nejsou zatfazeni pacienti
s APL. Tii roky od diagndzy ptezivalo 57,0 % pacient s aberacemi s nizkym rizikem
a 10,6 % pacientl ve skupiné s vysokym rizikem. Mezi pacienty zafazenymi do skupin
se stiednim rizikem I a stfednim rizikem II nebyl patrny vyrazny rozdil v OS.
Po podrobnéjsim rozdéleni pacienti do skupin podle jednotlivych fuaznich gent
a pritomnosti sledovanych mutaci, dosahovali nejlepsich vysledkd pacienti s fuznimi
geny AML1/ETO a PML/RARo.. V obou t&chto skupinach piezivalo tii roky od diagnozy
ptiblizné 70 % pacienti. Pfes 60 % pacientd ptezivalo ve skupiné s fiznim genem
CBFS/MYH11, o néco hife na tom byli pacienti s mutaci genu CEBPA (bez soucasné se
vyskytujici FLT3/ITD a mutace NPM1 genu) a pacienti s faznim genem MLL/AF9. Tti
roky od diagnozy ptezivalo pouze piiblizn€ 40 % pacientd s mutaci NPM1 a zaroveil
FLT3/ITD negativnich. NejhorSich vysledki dosahovali pacienti s ITD genu FLT3
apodle ocekavani také pacienti s komplexnim karyotypem a ostatnimi prognosticky

nepfiznivymi aberacemi.
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6. DISKUSE

ELN Kklasifikace rozdéluje pacienty S AML do ctyf prognostickych kategorii v za-
vislosti na pfitomnosti pfedem definovanych cytogenetickych a molekularné genetic-
ckych markera [7]. Pfi pouziti t&chto kriterii v naSem souboru pacientt bylo do skupiny
snizkym rizikem zafazeno 101 pacientl, 128 pacienti bylo ve skupiné s niz§im
stiednim rizikem, 125 s vy$sim stfednim rizikem a zbyvajicich 115 pacientl patfilo do
skupiny s vysokym rizikem. V porovnani s ptvodni praci [7] jsme nezaznamenali
zadny rozdil v OS pacientd zahrnutych do skupin s niz§im stiednim a vy$$im stiednim
rizikem. Tento rozdil miize byt zplisoben pomérné vysokym pocétem starSich pacientd
V nami analyzované skupiné. V podobné praci [92] po rozdéleni pacientti do dvou vé-
kovych kategorii byl OS skupiny s niz§im stfednim rizikem del§i pouze ve skupiné pa-
cientl do 60 let. U star$ich pacientd byla progndza obou skupin pacienti shodna [92].

Pacienti s fazi CBFS/MYHI1 v nasi skupiné dosahuji v ramci CBF-AML o néco
hor§ich vysledki. To je v rozporu s nékterymi diive publikovanymi pracemi [95-97],
kde autoti uvadgji kratsi OS u pacientd s AML1/ETO oproti nemocnym s fiznim genem
CBFB/MYHI 1, pfi stejné incidenci relapsii v obou skupinach. V nasem souboru méli
pacienti s fiznim genem CBFB/MYH11 vyrazné vyssi vyskyt relapsi oproti nemocnym
s AML1/ETO. U vétsiny pacientl se vSak obvykle podaii uspésné navodit druhou CR
a indikovat je k transplantaci, proto rozdil v OS obou skupin byl statisticky vyznamny.

Ptic¢inou vyssi incidence relapst u pacientd s fuzi CBFf/MYH11 mize byt jednak
Castéj$i pritomnost sekundarnich molekularnich aberaci, jako jsou mutace genti C-KIT,
K-RAS nebo FLT3, ale také castéjsi dlouhodobé pietrvavani pozitivity MRO u téchto
pacientli pfi stejné lécbeé. NasSe vysledky tykajici se sledovani MRO u pacienti
s CBF-AML byly publikovany v ¢asopise Leukemia and Lymphoma [36].

Zbylé dvé podskupiny pacientl, spadajici podle ELN kriterii do nizkého rizika,
dosahuji OS po tiech letech od diagnozy piiblizné 50 %. Horsi vysledek ve skupiné
NPM1 pozitivnich/FLT3/ITD negativnich pacientl mize byt zpusoben soucasnou
pfitomnosti mutaci genu DNMT3A a IDH2, které jsou c¢asto asociovany nejen
S FLT3/ITD, ale i se samotnou mutaci NPM1 genu a mohou tak zhorSovat prognézu
pacientl s jinak nizkym rizikem. Pfitomnost mutaci CEBPA genu byla v nasi skupiné

spojena s lepsi progndzou pouze pii soucasné negativité FLT3/ITD i NPM1 mutaci.

Pfitomnost FLT3/ITD byla testovana celkem u 297 pacientd s AML se stfednim
cytogenetickym rizikem. V souladu s dosud publikovanymi vysledky [41,43,98] byla
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FLT3/ITD pozitivita detekovana u 84 (28,3 %) pacientti. U jedné pacientky byla navic
zachycena netypicka inzerce 3 nukleotidd v transmembranové doméné genu FLT3.
Mutace v této domén¢ ani jejich vliv na pribéh onemocnéni nebyly dosud popsany.
Pouze 10 z 84 (11,9 %) FLT3/ITD pozitivnich pacienti mélo vice nez jednu ITD, coZ je
asi 0 10 % méné nez udavaji diive publikované prace [98-100]. Tento rozdil miize byt
zpusoben pouzitim méné citlivé metody (gelova elektroforéza) v porovnani s vysledky
ziskanymi fragmentacni analyzou, kterd dokaze zachytit i ITD svelmi nizkym
procentualnim zastoupenim.

Vysledky praci zabyvajicich se vlivem délky ITD a mista jeji inzerce na prognézu
AML jsou zatim znaéné rozporuplné [99-104]. V nasem souboru pacientl se délka ITD
pohybovala od 12 do 120 nukleotidi. Pro analyzu jejiho vlivu na prognézu FLT3/ITD
pozitivnich pacientd byla zvolena délka ITD 39 nukleotidii (podobné& jako v prvni
publikované praci na toto téma [101]), nicméné naSe vysledky byly zna¢né odlisné.
Zatimco Stirewalt et al. [101] udavaji hor§i prognézu onemocnéni u pacientd s delsi
ITD ve vSech hodnocenych parametrech (CR, RFS i OS), naSe vysledky ukazuji
vyrazné vyssi Sanci na docileni CR (pod 50 %) u pacientt s delsi ITD, zaroveri v8ak
maji tito pacienti vys§i riziko relapsu. Riziko relapsu pac. s ITD<39 nt je srovnatelné s
FLT3/ITD negativnimi pacienty. Skute¢nost, Ze pacienti s delsi ITD maji vétsi Sanci na
dosazeni CR (nad 70 % jich docili CR, coz je vice nez u FLT3/ITD negativnich
pacienttt), ale zaroven také Gastéji relabuji, mtize byt dana vyssi proliferaéni aktivitou
bunék s delsi ITD a tudiz jejich lepsi odpovédi na indukéni 1é¢bu. Na druhou stranu
pfitomnost ITD vede k dediferenciaci bunék [105] a c¢ast bunék proto zistava
Vnezralém stavu navurovni rané progenitorové bunky. Tyto bunky jsou
chemorezistentni, neodpovidaji na 1é¢bu a mohou byt zdrojem pozdéjsich relapst.
Zvysena proliferaéni aktivita mlze byt dasledkem jednak vys$s§iho poctu
zduplikovanych nukleotidt, ale také zastoupenim konkrétnich aminokyselin (tyrozinu)

ve zduplikované oblasti.

Vzhledem k tomu, ze se mutace genu FLT3 vyskytuji u 25-30 % pacientii 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 dostate¢né senzitivni stanoveni MRO by tedy bylo nezbytné navrhnout
specifické primery. Problémem navic je, Ze ¢ast pacientt (10-20 %) muze nést v dobé
relapsu jinou ITD nebo ji dokonce mohou ztratit Gplné (az 20 % ptvodné FLT3/ITD
pozitivnich pacientt) [106-109]. U t&chto pacientil je potom negativni vysledek ziskany
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pomoci pacient-specifickych primert zavadéjici a obecné proto ma vypovédni hodnotu

pouze vysledek pozitivni, znamenajici jisty relaps onemocnéni.

Mutace genu DNMT3A byly u pacientdt s AML popsany vroce 2010 dvéma
skupinami autort [60,61]. V nami analyzované skuping, s vy$8im poétem pacientd se
stfednim cytogenetickym rizikem nez v téchto pracich, jsme tyto mutace zachytili u 67
z 226 pacientl (29,6 %). Pacienti nesouci mutaci DNMT3A méli vyssi pocet leukocytl
v dobé diagndézy AML, coz bylo ale pravdépodobné zplisobeno soucasnym vyskytem
FLT3/ITD u téchto pacientll. Ve skupiné FLT3/ITD negativnich pacientl totiz nebyl
vliv DNMT3A mutace na pocet leukocytl 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 [60,64-66,110] vsak DNMT3A pozitivita nezkracovala OS pacientii v nasem
souboru. Na rozdil od mutaci gent NPM1 a CEBPA, které maji ptiznivy vliv na prog-
nézu onemocnéni u FLT3/ITD negativnich pacientt [50,52,54,111], pfitomnost mutace

DNMT3A zvysovala u nasich pacientu riziko relapsu i u FLT3/ITD negativnich pfipadu.
Vyskyt mutaci DNMT3A (zejména bodovych zamén v kodonu Arg882) silné

koreloval s FLT3/ITD pozitivitou. Pfitomnost obou téchto mutaci vyrazn¢ zhorSovala
progndzu nemocnych, z celkem 30 téchto pacientd jich pouze 17 (43,3 %) dosahlo CR
a prezivaji pouze tfi z nich, v§ichni po HSCT. Tyto nase vysledky byly publikovany
Vv asopise European Journal of Hematology v roce 2012 [112].

7. ZAVER

Potvrdili jsme vyznamny rozdil v délce OS vV jednotlivych prognostickych
kategoriich pacienti definovanych dle Grimwada et al. [10]. Tti roky od diagnozy
ptezivalo 65 % pacientll ve skupiné s nizkym rizikem, 30 % ve skupin& s interme-
diarnim rizikem a méné nez 10 % pacientl s vysokym rizikem. Nezaznamenali jsme
vsak zadny rozdil v délce OS mezi pacienty s vySSim stfednim a niz§im stfednim
rizikem podle kriterii ELN.

Pacienti s fiznim genem CBF/MYHI1 méli vyrazné vys$§i riziko relapsu
vramci skupiny CBF-AML. V rozporu snékterymi dfive publikovanymi pracemi
udavajicimi lepsi prognozu (delsi OS) u pacientdl s fuznim genem CBFf/MYHI1 jsme

Vv nasem souboru u téchto pacientd zaznamenali vyrazné vyss$i incidenci relapsu.
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U vétsiny z nich v8ak byla Gspé$né navozena druha CR a byli indikovani
k transplantaci, proto rozdil v OS obou skupin nebyl statisticky vyznamny. Incidenci
relapsi u pacientl s CBF-AML zvysovala jednak pfitomnost sekundarnich mutaci gent
C-KIT, K-RAS a FLT3/TKD, ale zejména ptetrvavajici pozitivita MRO.

Piitomnost mutaci geni CEBPA a NPM1 byla spojena slepsi prognézou
pouze pii sou¢asné nepritomnosti FLT3/ITD a DNMT3A mutaci.

Pozitivita FLT3/ITD u pacienti se stiednim cytogenetickym rizikem je
vyraznym nepriznivym prognostickym faktorem ve vSech sledovanych paramet-
rech (pocet leukocyti, incidence relapsi i OS). Tii roky od diagnézy AML piezivalo
pouze 17 % FLT3/ITD pozitivnich pacientii. To je zcela v souladu s dosud publikova-
nymi vysledky, ptitomnost FLT3/ITD je povaZovana za vyznamny negativni prognos-
ticky faktor, na zaklad¢ jeji pozitivity jsou pacienti indikovani k HSCT.

Nebyl prokazan Zadny vliv mista inzerce ITD genu FLT3, ani procentualniho
zastoupeni mutované alely na pribéh a prognézu onemocnéni. Dosud publikované
vysledky analyz hodnoticich vliv délky, mista inzerce ITD a procentualniho zastoupeni
mutované alely na prognézu AML zatim poskytovaly velmi riznorodé vysledky. V nasi
skuping pacientii se stiednim cytogenetickym rizikem Zadny z téchto parametr nehral

zasadni ptidatnou roli v nepfiznivé prognoze FLT3/ITD pozitivnich pacienti.

Mutace genu DNMT3A zvySovaly riziko relapsu onemocnéni (bez ohledu na
pritomnost FLT3/ITD). Na rozdil od piavodné publikované prace na toto téma vsak u

nasich pacientl zkracovaly OS pouze u pacientl se souéasnym vyskytem FLT3/ITD.

Byla zavedena a optimalizovana metodika pro sledovani MRO u pacienti
S nejéastéjSimi typy mutaci genu DNMT3A. Pomoci téchto mutaci je zatim MRO
sledovano u 5 pacientl, ktef{ vSichni docilili molekularni remise. Doba sledovani je
vSak u téchto pacientd zatim ptili$ kratka pro posouzeni vhodnosti tohoto markeru pro
sledovani MRO.
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