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SOUHRN

Patogeneze akutni myeloidni leukemie je nékolikastupnovy heterogenni proces, ktery v naprosté vétsiné pripadu
vychazi z vicecetnych genetickych aberaci. Ukazuje se, Zze jednotlivé genetické Iéze hraji v tomto procesu specific-
kou roli, spolupracuji mezi sebou a opakované se vyskytuji v ur¢itém hierarchickém usporadani. V. mnoha pripadech
pfedchazi samotné leukemii rozvoj nemaligni klonaini hematopoézy, ktera se s vyskytem dalSich mutaci pretvari na
maligni. Postupny proces hromadéni mutaci dale generuje leukemické subklony, které mohou predstavovat i rliz-
né fenotypicky odlisné populace, s rliznou citlivosti na terapii a schopnosti vyvolat relaps onemocnéni. Cilem této
prehledové prace je podat strué¢ny souhrn poslednich poznatkd o kinetice vzniku a rovnéz relapsu akutni myeloidni
leukemie a roli nej¢astejsich somatickych mutaci v téchto procesech.
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SUMMARY

Culen M., Kosafova Z., Jeziskova I., Folta A., Dvofakova D., Semerad L., Sustkova Z., Ra¢il Z.

Next generation sequencing in acute myeloid leukaemia: new insights into the pathogenesis and development
of leukemic clones

The pathogenesis of acute myeloid leukaemia is a gradual heterogeneous process induced in the majority of cases
by multiple genetic aberrations. The latest evidence shows that different genetic lesions play specific roles in this
process, cooperate with each other and are repeatedly found in a specific hierarchical order. In many cases, frank
leukaemia is preceded by the development of non-malignant clonal haematopoiesis which transforms into a neoplastic
process by the generation of further mutations. The successive accumulation of mutations then produces leukemic
sub-clones which may even constitute phenotypically different cell populations with different sensitivity to therapy
and relapse-inducing ability. This article aims to provide a concise review of the latest data on the kinetics of acute
myeloid leukaemia generation and relapse and also on the role of somatic mutations most frequently involved in
these processes.
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uvob né prognostické zavaznosti a pfeZivani jednotlivych

Akutni myeloidni leukemie (AML) pfedstavuje he- pacientli. Dfivéjsi rozdéleni AML podle Francouzsko-
terogenni hematoonkologické onemocnéni ovliviiujici -Americko-Britské (FAB) klasifikace definovalo 8 subty-
myeloidni vyvojovou vétev krvetvornych bunék. Velké pt podle morfologie, typu a stupné zralosti leukemic-

rozdily v patologii na bunéc¢né irovni se odrazejivriz- kych bunék. Novéjsi klasifikace Svétové zdravotnické
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organizace (WHO) vychazi ze specifickych genetic-
kych aberaci, at uz na cytogenetické nebo molekularni
arovni, a definuje prognosticky odlisné podskupiny
pacientt [1]. Vedle skupiny AML s rekurentnimi chro-
mozomalnimi abnormalitami existuje jesté dalsi velka
skupina (okolo 45 % piipadii) cytogeneticky normalnich
AML (CN AML) [2]. U této skupiny lze identifikovat
somatické mutace v riznych genech (Casto i ve vice
najednou), které mohou byt v klinické praxi vyuzi-
ty pro sledovani minimalni rezidualni nemoci nebo
prognostické hodnoceni. Sledovani Sirokého spektra
mutaci pomoci sekvenovani nové generace (NGS) pak
v poslednich letech ukazalo, Ze mutace ¢asto vykazuji
specifické a opakujici se hierarchické usporadani, které
navic reflektuje postupny vyvoj onemocnéni [3-5].

PATOGENEZE AML

Mutace u AML postihuji Siroké spektrum gent s od-
liSnymi funkcemi, které se mohou vzajemneé doplriovat.
pritomnost mutaci ze dvou mutacnich tfid k plnému
rozvinuti leukemie, kde mutace I. tfidy poskytuji pro-
lifera¢ni vyhodu a mutace II. tfidy blokuji bunécnou
diferenciaci [1]. NGS metody v poslednich letech vSak
poskytly presnéjsi ndhled na mutacéni pozadi AML.
Vyznamna studie skupiny The Cancer Genome Atlas
Research Network nejdfive navrhla novou kategorizaci
mutovanych AML genti podle jejich funkce (tab. 1) [3, 4].
Dalsi prace se zaméfenim na ,deSifrovani“ klonality
AML pak potvrdily, Ze leukemogeneze predstavuje
prevazné vicestupnovy proces, kdy malignimu stadiu
Casto predchazi pre-leukemicka faze charakterizovana
pritomnosti klonilni, ale pre(ne)-maligni hemato-
poézy [5, 6]. Preleukemicka faze je charakteristicka
vyskytem zakladajicich mutaci (oznacovanych téz jako
Llandscaping“ mutace), a to hlavné v genech ovliviiuji-
cich epigenetické mechanismy, napt. DNMT3A, TETI
aTET2, IDHI a IDH2. Samotna leukemie je pak vyvolana
az dalsi mutaci v genech spojenych s proliferaci (napft.
NPMT), tzv. progresorové mutace. Tento proces byl do-
kumentovan na izolovanych bunécénych populacich,
kde bylo prokazano, Ze nejprimitivnéjsi hematopoe-
tické kmenové bunky (HSC, z angl. ,hematopoietic stem
cells“) a multipotentni progenitorové bunky (MPP,
z angl. ,multipotent progenitors*) nesly preleukemické
zakladajici mutace, ale vyskyt progresorovych mutaci
se potvrdil aZ ve vice diferencovanych progenitorovych
burnkach a leukemickych blastech [5]. Zda se proto, Ze
burniky zodpovédné za expanzi leukemického klonu se
nachazeji az v hierarchicky nizsi populaci vice diferen-
covanych bunék, cozje v souladuis predpokladanymi
modely zdravé hematopoézy, kde prolifera¢ni potencial
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zdravych progenitorovych bunék znacné prevysuje he-
matopoetické kmenové buriky [7, 8]. U preleukemickych
mutaci bylo popsano jejich pretrvavani i v remisi one-
mocnéni (napf. mutace v genu DNMT3A) a dale vyskyt
vT-aB-lymfocytech (v nizké frekvenci), coZ potvrzuje, Ze
plvodni preleukemicka kmenova burika ma stale multi-
linearni diferenciacni potencial [5, 6, 9-11]. Mutace v ge-
nech DNMT3A, TET2 a ASXL1 byly rovnéz nalezeny u osob
bez historie hematoonkologického onemocnéni, cozZ je
oznacovano jako ,,klonalni hematopoéza neurcitého
vyznamu“ (CHIP, z angl. clonal hematopoiesis of indeterminate
potential) [12, 13]. Riziko vyskytu CHIP vzriista se starnu-
tim organismu, pricemz vyskyt maligniho onemocnéni
krvetvorby byl pozorovan pouze u ptiblizné 4 % jedincti
s CHIP. Tato data ukazuji, Ze hematopoetické klony ob-
sahujici mutace vySe zminénych gent nejsou maligni,
ackoliv maji pravdépodobné urcitou rstovou vyhodu.
Je nutné zminit, Ze pritomnost CHIP byla asociovana
kromé rizika vzniku hematologické malignity i s one-
mocnénim kardiovaskuldrniho systému (ischemicka
srdecni choroba a cévni mozkové piihody) a s diabetes
mellitus 2. typu [12-14].

Vedle vySe zminéné vicekrokové leukemogeneze
AML je uvazovan i ptimy, jednokrokovy model, kde
vyskyt jedné aberace je dostate¢ny k plnému rozvoji
AML. Jako pfiklad je mozné uvést flize KMT2A (dfive
MLL), kde naptiklad KMT2A-AF4 a KMT2A-GAS7 vedly
v mys$im modelu ke vzniku leukemie i bez ptitomnosti
dalsich mutaci [15, 16]. Navic ve skupiné 130 pacientl
s AML se KMT2A faze nikdy nevyskytovaly spolu s mu-
taci v DNMT3A a IDHI/IDH2. Naproti tomu byly ¢asto
doprovazeny mutacemi v genech KRAS a NRAS (23,2 %
a 25,6 % pripad), které patfi mezi typické pozdni 1éze
u AML, coz ukazuje na to, ze KMT2A faze jsou prvni
a zaroven leukemii indukujici udalosti [17]. Naopak
KMT2A-parcialni tandemové duplikace (KMT2A-PTD)
predstavuji progresorové mutace a vyskytuji se vel-
mi casto spolu s typickymi zakladajicimi mutacemi
v genech DNMT3A, IDHI/2, TET1/2 [17-19]. Jako dalsi 1éze
se silnym, pfipadné samostatnym, leukemogennim
potencidlem se jevi i flize PML-RARA (definujici M3-
-AML) [20]. Podobné i pro cytogeneticky definované
AML se zménami RUNXI-RUNXITI, CBFB-MYHII, GATA2,
MECOM, DEK-NUP214 plati, Ze dané aberace jsou iden-
tifikovany jako prvni ziskana léze a jsou asociovany
s vyskytem niz§iho poctu jinych mutaci, které pak
pfedstavuji hlavné pozdni 1éze [4, 19-21]. Uvazuje se
proto, Ze uvedené chromozomalni aberace maji silny
leukemogenni potencial a vyzaduji mensi pocet dal§ich
mutaci k iniciaci AML.

Obecné plati, Ze leukemické AML bunky mohou
v pribéhu onemocnéni ziskat dals§i mutace, ¢imz do-
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Tab. 1. Prehled funkénich kategorii nej¢astéji mutovanych gent u AML [3]

Funk¢ni kategorie

Fuze transkripcnich faktor(

Nejcastéji mutované geny
PML-RARA, CBFB-MYHII, RUNXT-RUNXITTI,

Transkripéni faktory

CEBPa, RUNXI, GATAZ,

NPMI

NPMI

Nadoroveé supresory

TP53, WTI

DNA-metylace

DNMT3A, TET2, IDHI, IDH2

Aktivace signalizace

FLT3, NRAS, KRAS, PTPNII, KIT

Chromatinové modifikatory

ASXLI, KMT2A-fuze (MLL-X), KMT2A-PTD, BCOR, EZH2

Kohezinové komplexy

STAGZ2, RADZ21, SMC3

RNA sestfih

U2AFI1, SF3B1, SRSF2

chézi ke klondlni evoluci a pfipadné rozvétveni klona-
lity. Mutace z prvotniho leukemického klonu jsou tak
pritomny ve vSech odvozenych sub/klonech (obr. 1)
[5, 6]. Zaroven klon, ktery je v dobé diagnézy domi-
nantni byva typicky identifikovan mutacemi s vysokou
variantni alelickou frekvenci (VAF) - az 50%, coz znaci
pritomnost ve vSech analyzovanych bunikach (plati pro
heterozygotni mutace). Mutace s nizsi VAF (typicky do
25 %) jsou pak pritomny pouze v nékterych bunkach
a predstavuji minoritni subklony. Nejcastéji se jedna
o mutace v proliferacnich genech, pfi¢emz nékteré
z nich jsou specificky a opakované nalézany pouze
jako subklonalni, pfidruzené, nebo ,,pozdni“ aberace

Pre-leukemicka
faze

Pre-leukemicky
klon

Zakladajici mutace

Obr. 1. Zjednodusené schéma vicekrokového postupného vyvoje AML

Leukemie

Zakladajici mutace
+ progresorova mutace

s nizkou alelickou frekvenci. Typickym piikladem je
jiZ zminovany gen RAS, ve kterém mize byt pfitomno
ivicero samostatnych mutaci najednou; dale pak FLT3-
-ITD nebo gen KIT [3, 4, 18, 22].

KINETIKA RELAPSU

Indukéni a konsolidacni terapie vytvaii selekéni
tlak na koexistujici AML klony. Bézné pouzivané che-
moterapeutické 1é¢ebné protokoly cili na proliferujici
buriky, coz vede k eliminaci mnozicich se leukemickych
bunék, zatimco preleukemické burnky casto prezivaji
a pretrvavajiiv remisi onemocnéni [6, 9, 11, 23]. Tuto
situaci 1ze dobfe demonstrovat na pripadech diagnos-

Diagndza

Zakladajici mutace
+ progresorova mutace
+ pozdni/pfidruZzena mutace

Z hematopoetického klonu nesouciho zakladajici mutaci vznikd po ziskani druhé, progresorové mutace klon s piné leukemogenni kapacitou. Po
vyskytu dal$i mutace u jedné z leukemickych bunék vznikd subklon, ktery v dobé diagndzy predstavuje pouze minoritni ¢ast leukemickych bunék.

Velikost kruht vyjadfuje pomérné zastoupeni jednotlivych mutaci.
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tikovanych s mutaci v genu DNMT3A a zarovenl NPMI,

kde je progresorova mutace NPMI terapii odstranéna,

avSak mutace DNMT3A je detekovatelnd i v remisi.
Scénare pro vznik relapsu byly detailné popsany

Corces-Zimmerman et al., ktefi pozorovali 4 rizné

pribéhy:

1. relaps dominantniho diagnostického klonu;

2. relaps diagnostického klonu po ziskani dal§ich mu-
taci;

3. relaps klonu pfedchazejiciho dominantnimu dia-
gnostickému klonu, tj. i z mozné preleukemické
kmenové burky;

4. relaps minoritniho subklonu z doby diagnézy [6].

Pre-leukemicka —> Leukemie

Toto rozdéleni primarné zohledniuje vyvoj klona-
lity nemoci a vyzaduje pfesné stanoveni VAF mutaci,
idedlné u velkého poctu gent, ke zjiSténi, zda se dany
subklon vyskytoval jiz v dobé diagnézy nebo nikoliv.
Alternativné 1ze relapsy definovat jednodusSe pouze na
zakladé zisku/ztraty mutaci:

a) relaps dominantniho diagnostického klonu (stabilni
pribéh),

b) zisk mutace/i v relapsu,

) ztrata mutace/i v relapsu,

d) ztrata + zisk mutaci (obr. 2).

Minoritni mutace/klony s VAF kolem 5 % je mozZné
nezohlednovat. V pripadé zisku mutace v relapsu (b)

—> Diagnéza —> Remise —> Relaps

faze
a) ‘ ; ‘ Beze :(r)nény
b) .
‘ Zisk
/ ] +1
- @ 2
\ c) ’ e ’ Ztrata
-1

\

d)

o

E Zisk + ztrata

+1/-1

—

Obr. 2. Scénafe relapsu na zakladé zisku/ztraty mutaci
a) relaps hlavniho diagnostického klonu, bez zisku/ztraty mutac;
b) zisk mutace v relapsu;

¢) ztrdta mutace v relapsu - dominantni diagnosticky klon zanika, relaps pochazi z vyvojové predchdzejiciho leukemického klonu;
d) soucasna ztrata a zisk jiné mutace - dominantni diagnosticky subklon zanikd, relaps pochdzi z vyvojové predchdzejiciho leukemického klonu
V pfipadech b) a d) se mizZe jednat o evoluci nového leukemického subklonu béhem lé¢by nebo po [é¢bé, nebo o nardst minoritniho subklonu, ktery

byl jiz pfitomen v dobé diagndzy.
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tak nenirozliSovano, jestli doslo k jejimu nabyti v prii-
béhu 1é¢by nebo se jedna o expanzi minoritniho klonu
pritomnéhojiz v dobé diagndézy. Z hlediska klinického
hodnoceni to umoznuje univerzalni klasifikaci relapsti
i za pouziti metod s riznou citlivosti nebo s riznym
poctem sekvenovanych genti. Z pohledu klonality, ne-
stabilni mutace, které se objevuji nebo zanikaji v dobé
relapsu, identifikuji subklony s rtiznou prolifera¢ni
aktivitou a rezistenci na terapii. Jedna se zpravidla
o pozdni/ptidruzené mutace, pricemz bylo popsano,
Ze mutace v genech rodiny RAS u AML ¢astéji zanikaji/
klesaji, zatimco mutace genu FLT3 se v relapsu castéji
objevuji/rostou [24]. Podle védomosti autorti, dosud
chybi obecné informace o zastoupeni jednotlivych mu-
taci v dobé relapsu, pochazejici z jednotného, vétsiho
souboru pacientti.

V nékterych pripadech AML byly popsany i rozdi-
ly ve fenotypu a morfologii jednotlivych subkloni,
které tvorily odliSné bunécné populace s rozdilnou
schopnosti prezit 1é¢bu a vyvolat relaps [6]. Je popsan
pripad pacienta s akutni monocytarni leukemii, kde
monocyty predstavovaly hlavni klon a blasty minorit-
ni klon, pficemz diferencovanéjsi monocytarni klon
byl eradikovan 1écbou, zatimco primitivni blasticky
subklon pozdéji vyvolal relaps, coZ bylo urceno na za-
kladé rozdilnych mutaci pfitomnych v obou klonech
[25]. Shlush et al. dile dokumentovali na skupiné
11 pacientii, Ze v nékterych pripadech vznikal relaps
pouze z leukemickych kmenovych bunék, nebo pouze
z blastd [5].

Kromé hierarchicky uspotfadané klonality byla
u AML popsana i existence nemalignich mutantnich
kloni nezavislych na AML, oznacenych jako ,naris-
tajici klony*“ (z angl. rising clones) [26]. Tyto klony se
vyskytovaly ve velmi nizké frekvenci (< 0,75 %) jiz v do-
bé diagnédzy. Po indukéni terapii rychle expandovaly
(pravdépodobné diky rtistové vyhodé a zaroven sni-
Zenému poctu ostatnich hematopoetickych bunék)
a v remisi i relapsu koexistovaly bez ohledu na vyvoj
relabujiciho leukemického klonu. Tato data doklada-
ji Klondlni spletitost AML a ukazuji, Ze k pfesnému
urceni klonalni hierarchie je ¢asto potfeba pouzit vy-
soce citlivych metod a provést analyzu materialu také
z remise nebo relapsu pacienta, pripadné izolovanych
bunécénych frakei.

ZAVER

Data ze sekvenacnich studii poskytuji novy pohled
na klonalni organizaci AML. Ukazuje se, Ze pti detekci
jednotlivych mutaci je dlilezité stanoveni frekvence
(VAF) k rozliSeni mutaci stojicich na zacatku leuke-
mogeneze a pozdnich mutaci, které davaji vzniknout

dcefinym sub/klontim. Je nutno poznamenat, Ze role
jednotlivych mutaci se mitiZe 1liSit u riznych pacien-
tl, obecné se vSak ukazuje, Ze mutacni hierarchie
se opakuje. Typickym pfikladem je casto pozorova-
na kombinace zakladajici mutace DNMT3A (preleu-
kemicky klon), progresorové mutace NPMI (prvotni
leukemicky klon) a pozdni mutace FLT3 (subklon).
Z hlediska eradikace leukemie cilenou 1é¢bou je proto
nutné identifikovat a zameérit se na mutace v prvotnich
leukemickych klonech. Vhodnymi se jevi inhibitory
DNMT3A a IDH1/2. Nicméné, jejich pouziti nevede
k uniformnimu vymyceni leukemickych bunék z d-
vodu Sirokého epigenetického vlivu danych mutaci.
Pfi cileni na pozdni subklonalni mutace v genu FLT3,
pomoci FLT3 inhibitorfi, pak lze z principu ocekavat
pouze eradikaci ¢asti leukemickych bunék nesoucich
tuto mutaci, nikoliv vSak prvotniho leukemického
klonu, u kterého jesté nebyla pfitomna. U pacientl
se zakladajicimi mutacemi, typicky v epigenetickych
modifikatorech, napi. DNMT3A, TET2, IDH2, byla pozo-
rovana perzistence preleukemické klonalni hematopoé-
zy i v dobé remise. Nemaligni preleukemické burky
se zdaji byt nachylnéjsi k hromadéni dal§ich mutaci,
¢imz slouzi jako zdroj pro tvorbu novych malignich
klonh vedoucich k relapsu. Nepfimym dikazem je po-
zorované kratsi preziti do selhani (EFS, z angl. event free
survival) a kratsi celkové preziti (OS, z angl. overall survival)
[11, 27]. U danych pacientdl je pak mozné zvazovat ptinos
alogenni transplantace krvetvornych bunék, kterou
by bylo mozné indikovat jiZ pfi stanoveni diagnoézy na
zakladé pritomnosti preleukemickych mutaci v izolo-
vanych lymfocytech.

Jak bylo zminéno vySe, védecky presné a sprav-
né definovani klonalniho vyvoje u jednotlivych AML
pripadd vyzaduje pouziti velmi citlivych metod pro
odhaleni vSech minoritnich (sub)klond. I tak zde ale
zlistavaji biologické limitace - odebrany vzorek kostni
dfené nemusi dostatecné reprezentovat celou kost-
ni dfen, pfipadné jiné tkané osidlené leukemickou
krvetvorbou. Detailnéj$i poznani klonalni kinetiky
nadorovych onemocnéni mtiZe byt umoznéno novymi
sekvenacnimi metodaminebo zaméfenim se na sekve-
novani genomu a transkriptomu jednotlivych bunék.
Z prognostického hlediska je mozné do budoucna oce-
kavat nejenom zohledriovani pfitomnosti jednotlivych
mutaci ale i frekvence jejich vyskytu (VAF). Zavedeni
metod NGS do bézné diagnostické praxe pak bude vy-
Zadovat ucelené metody/algoritmy pro vyhodnocovani
sekvenacnich dat, dale sniZzeni nakladdi na pristrojové
vybavenii sekvenac¢ni chemii a v neposledni radé urceni
prognostického vyznamu vSech analyzovanych mutaci
nebo jejich specifickych kombinaci.
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