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Souhrn

Receptorova tyrozinkinaza FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) je exprimovana ¢asnymi hematopoetickymi progeni-
torovymi buitkami a hraje kli¢ovou roli v regulaci jejich vyvoje a proliferace. Aktiva¢ni mutace této kinazy jsou pri-
tomny priblizné u 40 % pacientu s akutni myeloidni leukemii (AML) a patii tak k nejcastéjsim genetickym abera-
cim AML. Mutace FLT3 genu vedou ke konstitutivni fosforylaci receptoru a k nasledné aktivaci signalnich drah ve-
doucich k nekontrolovanému déleni bunék. Muta¢ni status FLT3 genu je diileZitym prognostickym ukazatelem, ze-
jména pritomnost internich tandemovych duplikaci v exonech 14 a 15 znamena pro pacienty s normalnim karyoty-
pem zhorseni prognézy z hlediska signifikantniho zkraceni trvani kompletni remise (CRD) a intervalu bez sympto-
mu nemoci (DFS). Klinicky vyznam bodovych mutaci v tyrozikinazové doméné FLT3 genu je méné ziejmy a je sta-
le predmétem diskuse. Vysoka frekvence FLT3 mutaci a jejich prognosticka relevance u dospélych i détskych AML
z nich déla idealni terapeuticky cil. V soucasné dobé probihaji preklinické a klinické testy fady FLT3 tyrozinkinazo-
vych inhibitori.

Klicova slova: FLT3 receptorova tyrozinkinaza, AML s normalnim karyotypem, interni tandemova duplikace,
prognosticky marker

Summary
Gazdova J., Dvoriakova D., JeziSkova 1., Razga F., Juréek T., Mayer J.: The role of FLT3 mutations in the pathoge-
nesis of acute myeloid leukemia

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) is a tyrosine Kinase receptor expressed by early hematopoietic progenitor cells
and is essential for its normal development and proliferation. Activating mutations of this kinase are found in app-
roximately 40% of all AML cases and are therefore one of the most common genetic alterations observed in AML.
Mutations in FLT3 gene lead to constitutive phosphorylation of the receptor and consecutive activation of downstre-
am signalling pathways resulting in uncontrolled cell proliferation. FLT3 mutational status, especially internal tan-
dem duplications in exons 14 and 15, appears to be a significant prognostic indicator associated with a distinctly
worse clinical outcome in AML patients with normal cytogenetics in terms of shorter complete remission duration
(CRD) and disease free survival (DFS). Prognostic impact of point mutations in tyrosine kinase domain is less clear
and is still under debate. High frequency of FLT73 mutations and its prognostic relevance in both adult and pediatric
AML makes it an appropriate target for therapy. There are several FLT3 tyrosine kinase inhibitors tested in ongo-
ing preclinical and clinical trials.
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Uvod

Akutni myeloidni leukemie (AML) je hematologické
onemocnéni charakterizované nekontrolovanou prolifera-
ci myeloidnich bunék v rizném stadiu vyvoje, jejichz dal-
§i diferenciace je blokovana. Pacienti s touto agresivni ne-
moci tvoif geneticky i fenotypicky heterogenni skupinu
s velkou variabilitou v genetickém zdkladu leukemoge-
neze, v klinickém priibéhu onemocnéni i v odpovédi na
terapii. V souvislosti s AML byla dosud popsédna celd fa-
da genetickych defektt, nejcastéji translokaci vedoucich
ke vzniku fiiznich gent a proteind s aberantni funkci. Ob-
jev dal8ich mutaci v genech podporujicich bunécnou pro-
liferaci (FLT3, cKIT, RAS), v genech dilezitych pro my-
eloidni diferenciaci (CEBPA, RUNXI) a v genech regu-
lujicich bunéény cyklus (p53, NPM1) ptispél k pochope-
ni patologie AML u pacienti s normalnim karyotypem
(CN-AML). Spoluptisobeni mutaci udélujicich burce pro-

liferativni vyhodu spolu s mutacemi blokujicimi diferen-
ciaci vede k transformaci hematopoetické bunky v bun-
ku leukemickou a jeji ndslednd expanze ddva vzniknout
leukemickému fenotypu s blasty. Kromé véku pacienta,
jeho celkového zdravotniho stavu, predchozi 1éCby che-
moterapeutiky a poctu bilych krvinek (WBC) v dobé pro-
puknuti choroby je dilezitym prognostickym faktorem
cytogeneticky profil, mutace neékterych gent nebo jejich
zvySend exprese. Jednim z nejvyznamnéjsich prognostic-
kych prediktord u CN-AML je mutacni status genu FLT3.

FLT3 gen a jeho proteinovy produkt

FLT3 gen je lokalizovan na dlouhém raménku chromo-
zomu 13 (13q12.2), sestava ze 24 exonil a jeho otevieny
Cteci rdmec zahrnuje 2979 bp genomové DNA. Velikost
transkriptu je 3,7 kb. Jeho proteinovy produkt je tvofen
993 aminokyselinami a jeho posttransla¢ni glykosylace
umoZiuje vazbu na membranu (1). FLT3 (STK1, FLK2,
CD135) je transmembranovy protein ze tfidy III tyrozin-
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kindzovych receptorti strukturné piibuzny receptorim
PDGFR, CSFIR a KIT, s nimiz sdili vysoky stupen ho-
mologie a spolu s nimiZ pfispivd k normdlni diferenciaci
a proliferaci hematopoetickych bunék. Nizsi stupen ho-
mologie sdili s VEGFR a s NGFR proteinovymi rodina-
mi (2). Extraceluldrni doména receptoru je tvofena péti
podjednotkami, které svou strukturou pfipominaji imu-
noglobuliny. K transmembranovému dseku tésné priléha
intraceluldrni doména oznacovana jako juxtamembrino-
vd (JM) a na tuto navazuje doména tyrozinkindzova
(TKD), rozdélend hydrofilnim inzertem na dvé ¢asti. Na
extracelularni doménu se vaze FLT3 ligand (FL), maly
transmembrdnovy cytokin typu I strukturné piibuzny KIT
ligandu (KL) a CSF1, exprimovany v fadé tkani véetné
sleziny, brzliku, srdce, placenty, plic, kosterniho svalstva,
ledvin a slinivky bfiSni. Spolu s dalSimi cytokiny stimu-
luje rGst a diferenciaci fady bunécnych populaci. Aby by-
lo zabrdnéno hyperstimulaci hematopoetickych bunék, je
jeho transport z buiiky regulovdn. Narusenf této regulace
miuize prispivat k procesu leukemogeneze (3). Vazba FL
na receptor aktivuje formaci homodimeru a transfosfo-
rylaci JM domén na tyrozinech Y589, Y591. Naslednd
konformaéni zména odhali akceptorové misto pro fosfat
na tyrozinkindzovych doménach (4). Aktivovand kindza
ndsledné fosforyluje a aktivuje Siroké spektrum cytoplaz-
matickych efektort jako jsou SHC, SHP2, SHIP, CBL,
GAB1,GAB2, GAP, STATS, ERK1/2, GRB2, VAV, LYN,
p90RSK, BAD, fosfolipdza C-y a dal$i. Vezmeme-li
v tvahu bunééné funkce téchto molekul, je zfejmé, Ze
hlavni signdlni drahy vedouci od FLT3 receptoru zahr-
nuji RAS/MAPK, STATS a fosfatidylinositol-3-kindzo-
vou (PI3) kaskadu. Aktivovand PI3 kindza pfenasi y-fos-
fat na teti hydroxylovou skupinu fosfatidylinositolu. Ten-
to krok je nezbytny pro aktivaci proteinkindzy B (AKT),
enzymu blokujicitho apoptézu a regulujictho bunéény cy-
klus a mnoho dalSich buné¢nych déji. PI3 kindza dale
fosforyluje mTOR, o kterém je zndmo, Ze prostfednictvim
kindzy p70S¢k a ribozomdlniho proteinu S6 ovliviiuje bu-
nécny rist a proliferaci. Vazba adaptéru GRB2 na aktiv-
ni FLT3 receptor umoznuje aktivaci G-proteinu RAS, coz
je molekuldrni pfepinac participujici v celé fadé signal-
nich drah ovliviiujicich bunécné prezivani, translaci a pro-
liferaci. RAS protein v aktivnim stavu vdZe serin/threo-
ninovou kindzu RAF, kterd dale fosforyluje MEK a ta na-
sledné aktivuje ERK proteiny. ERK proteiny jsou MAP
kindzy v aktivnim stavu translokované do jadra burky,
kde mohou fosforylovat a tim aktivovat fadu substratu.
Pozitivné ovliviuji transkripci C-Fos transkripcnich fak-
tort, které spolu s C-Jun reguluji aktivitu mnoha genti
regulujicich diferenciaci a proliferaci bunék. ERK dale
fosforyluji C-myc transkripéni faktor, jeZ reguluje tran-
skripci az 15 % vsech gent. Dal$im substratem ERK ki-
ndz je napf. ribozomadln{ s6 kindza esencidlni v procesu
translace.

Exprese FLT3 receptoru
V roce 2008 publikoval Kikushige a kol. prici, kterd
detailné rozebira rozdilny profil exprese FLT3 genu u my-

S§ich a lidskych hematopoetickych bunék kostni diené
a pupecnikové krve (5). Navazuje v ni na dvé predchozi
publikace, které se zabyvaly expresi FLT3 genu v pribé-
hu mys$i hematopoézy. Adolfssonova skupina publikova-
la pfitomnost FLT3 proteinu u CD34+ KLS bunécné po-
pulace, kterd si zachovava potencidl vyvoje do granulo-
cytarni/monocytarni linie a do T/B lymfoidn{ linie, ale ni-
koli do megakaryocytarni/erytroidni linie (6). U mysi je
multipotentni hematopoetickd aktivita omezena na malé
procento hematopoetickych kmenovych bunék (HSCs)
kostni diené s fenotypem c-Kit*, Lin™, Sca-1+ (KLS bun-
ky). Nejméné vyvinuté KLS bunky s dlouhodobou schop-
nosti sebeobnovy (LT-HSCs) neexprimuji CD34 povrcho-
vy protein typicky pro LT-HSCs hematopoézy lidské.
U mysi je CD34 protein exprimovén az v buiikdch s krat-
kodobou sebeobnovovaci schopnosti (ST-HSCs) a v mul-
tipotentnich progenitorovych bunkach bez schopnosti se-
beobnovy. Fakt Ze by ¢dst CD34+ KLS bunék méla ztra-
tit potencidl megakaryocytdrniho/erytroidniho vyvoje, na-
povida existenci néjakého stadia spole¢ného granulocy-
tim/monocytim a T a B lymfoidnim burnikdm (6). O rok
pozdéji publikovana prace Forsberga a kol. tato zji§tén{
nepotvrdila a ukdzala, Ze FLT3+ KLS bunky jsou multi-
potentni a Ze vyvojové stadium spolec¢né granulocytar-
nim/monocytdrnim a lymfoidnim liniim navrzené Adolfs-
sonem, neni soucdsti hlavni vyvojové cesty hematopoe-
tickych bunék (7). V pozdéjsich vyvojovych stadiich od-
vozenych z ST-HSCs je FLT3 protein pfitomen v multi-
potentnich lymfoidnich progenitorovych bunkach (CLPs)
a v malé ¢asti myeloidnich progenitor (CMPs) se slabym
potencidlem vyvoje do B-lymfoidni linie. U mysi je FLT3
ligand nezbytny pro spravny vyvoj CLPs, je v§ak postra-
datelny pro diferenciaci linie myeloidni. V buné¢né po-
pulaci LT-HSCs u mysi k expresi FLT3 nedochézi (8).

Presnd role FLT3 signalizace v procesu lidské hema-
topoézy zlstava dosud nejasnd, i kdyz je znamo, Ze hra-
je dilezitou ulohu v udrzovani a sebeobnové LT-HSCs,
progenitorti granulocytdrnich a monocytarnich (GMPs)
a progenitort lymfoidnich. 40-80 % CD34+ bun¢k kost-
ni dfené a pupecnikové krve ¢lovéka exprimuje FLT3. Na
rozdil od mysi je FLT3 hojné exprimovén i v populaci LT-
HSCs, déle v ¢asnych lymfoidnich progenitorech i v po-
pulaci CMPs a v progenitorech granulocytd a monocytl
(GMPs) (5). U mysi i u ¢loveka je exprese potladena po-
té, co je bunka preduréena k diferenciaci do megakaryo-
cytarni/erytroidnf linie (6). FLT3 gen je hojné exprimo-
véan v blastech pacientti s AML a ALL a s menS3i intenzi-
tou u CML pacienti v blastické krizi (9). Kromé hema-
topoetického systému byla pfitomnost FLT3 pozorovana
také v placenté, gondddch ¢i mozku, nicméné jeho funk-
ce v téchto tkanich neni zndma (10).

Mutace ve FLT3 genu

Aktivaéni mutace FLT3 genu vedou ke konstitutivni
aktivaci receptoru i v nepfitomnosti ligandu, coZ pfispi-
va k deregulaci bunécného cyklu a tim i k procesu leu-
kemické transformace. RozliSujeme v zdsadé dva typy ta-

kovychto mutaci. Prvnim typem jsou délkové mutace
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(FLT3-LM) postihujici oblast juxtamembranové domé-
ny a druhym typem jsou bodové substitucni nebo kratké
dele¢ni a inzer¢ni mutace v tyrozinkindzové doméné
(FLT3-TKD). Délkové mutace zahrnuji interni tandemo-
vé duplikace (FLT3-ITD), které se nejcastéji vyskytuji
v exonu 14, ale mohou zasahovat az do intronu 14 a exo-
nu 15 (exony 14, 15 byly diive oznaCovany jako exony
11, 12) (11). Velikost ITDs je velmi riznd od 3 bp az
po vice nez 400 bp a Casto jim predchdzeji inzerce jed-
noho nebo nékolika mélo nukleotidi. Délkové mutace
jsou vzdy in-frame, Cteci rdmec zlstdvd zachovén
a vznika tak funkéni protein, nicméné tento ma aberant-
ni funkci. V disledku mutace je narusena autoinhibi¢ni
konformace juxtamembrdnové domény a receptor tak
zustava stdle v aktivnim stavu (12). Pfi¢ina vzniku in-
ternich duplikaci neni dosud objasnéna. Uvazuje se o di-
sledku vzniku vldsenkové struktury v palindromické se-
kvenci zpozdujictho se DNA vldkna p¥i replikaci maji-
ci za ndsledek vznik duplikace, selZe-li mechanismus
mismatch reparaci (2).

Druhd skupina mutaci (FLT3-TKD) postihuje vysoce
konzervovanou sekvenci aktivacni smycky tyrozinkina-
zové domény, nejcastéji kodon D835, zdsadni pro jeji re-
gulaci. Aktivacni mutace korespondujiciho aminokyseli-
nového zbytku byly nalezeny u fady dalSich receptorti.
Piestoze oba typy mutaci vedou ke konstitutivni aktivaci
receptoru, signalizaéni drdhy aktivované FLT3-ITD
a FLT3-TKD jsou odli$né. Signalizace FLT3-TKD podob-
né jako nemutovaného receptoru vede pouze k slabé fos-
forylaci STATS proteint (13). Intenzivni STATS signali-
zace je zato pozorovdna v AML blastech s FLT3-1TD. Ak-
tivované STAT proteiny jsou ve formé dimerd transloko-
vény do jadra, kde se vdZi na regulacni sekvence fady ge-
nd zucastnénych v procesu bunécné proliferace a tim
ovliviiujf jejich transkrip¢ni aktivitu. Distribuce STATS
proteint je signifikantné rozdilnd u pacientti bez I'TD mu-
tace a s mutaci. U prvni skupiny jsou STATS proteiny si-
tuovany prevazn€ v cytoplazmé, zatimco u pacientl
s FLT3-ITD prevlad4 lokalizace jadernd, coz by odpovi-
dalo zvysené transkripcni aktivaci. Distribuce STATS pro-
teinl je ovlivnéna piitomnosti ITD mutace ve prospéch
jaderné lokalizace (14).

Kromé dvou hlavnich typd mutaci byly ve FLT3 genu
déle identifikovdny bodové mutace v exonu 14 v oblasti
kédujici juxtamembrdnovou doménu (15, 16). Exprese
proteinu s timto typem mutaci vede k riistu mysi, na in-
terleukinu-3 zavislé Ba/F3 hematopoetické bunécné li-
nie 1 v nepfitomnosti tohoto cytokinu, k hypersenzitivité
vuci FL a k inhibici apoptézy (16). V porovnani s FLT3-
ITD a FLT3-TKD mutacemi maji bodové mutace JM do-
mény men$i transformacéni potencidl ve smyslu miry au-
tofosforylace a STATS aktivace. Krystalograficka struk-
tura FLT3 naznacuje naruSenf stability autoinhibi¢ni kon-
formace JM domény v disledku téchto mutaci. Jejich pre-
valence u AML pacientl se pohybuje okolo 1 % (17).

Mutace ve FLT3 genu byly popsany u pacienti s AML,
B-ALL a MDS. Ddle se vyskytuji pfiblizné v deseti pro-
centech piipadd v chronické a blastické fazi Ph negativ-

nich a JAK2 V617F negativnich chronickych myelopro-
liferativnich neoplazii (18). FLT3-ITD nese asi 20-30 %
dospélych pacienttl s de novo AML a mutace v tyrozin-
kindzové doméné 7-12 %, z ¢ehoz vyplyva, ze cca 40 %
AML pacientd ma n¢jakou mutaci ve FLT3 genu. Nizs{
je prevalence ITD mutaci u détskych AML, kde nepfesa-
huje 16 % a jejich vyskyt je korelovan s vékem. U AML
pacientl nad deset let véku se prevalence FLT3-ITD pfi-
blizuje dospélym AML (2). Vyskyt FLT3-ITD byl potvr-
zen ve vSech FAB subtypech. Vysokou incidenci ma
u CN-AML a v M3 promyelocytarni skupiné. Velmi cas-
to se vyskytuje u pacientll s prestavbou t(6;9) (p23;q34)
vedouci k fizi geni DEK (6p23) a NUP214 (9q34) (19).
Naopak ITD mutaci zfidka nachazime u pacienti s cyto-
genetickym nélezem pfedznamendvajicim Spatnou pro-
gndzu, jako je komplexni karyotyp, monozomie chromo-
zomu 5 a 7, delece dlouhého raménka chromozomu 5
(del5q) ¢i abnormality dlouhého raménka chromozomu 3.
U pacientd s CBF-AML charakterizovanych pfitomnosti
fiznich gentt RUNXI-RUNXITI nebo CBFB-MYH 1] mu-
Ze byt ojedinély vyskyt ITD mutaci jednim z divodt dob-
ré prognozy.

FLT3 v procesu leukemogeneze

Predpoklddd se, Ze pro efektivni leukemickou transfor-
maci bunky je nutnd kooperace dvou typt mutaci. Jde jed-
nak o mutace, které udéli bunce prolifera¢ni vyhodu a pod-
poruji jeji prezivani a ddle o mutace interferujici s bunéc-
nou diferenciaci. Pokud by néktery typ mutace pokryval
oba mechanismy ucinku, pfispivalo by to k jejimu malig-
nimu potencidlu. Ze jsou FLT3-ITD* buiiky proliferaéng
autonomni je zndmo. Na zaklad€ detailni expresni analy-
zy deviti 32D mysich myeloidnich bun&cnych linif nesou-
cich FLT3-ITD se zd4, Ze by tato mutace mohla k procesu
leukemogeneze do urcité miry pfispivat i svym vlivem na
bunécnou diferenciaci. Expresni profil testovanych FLT3-
ITD*+ bunék pfipominal expresni profily ST-HSCs,
MKEP/CMP/LMPP. Zvysena byla aktivita gend pluripoten-
ce a genu typicky exprimovanych v ¢asnych erytroidnich
prekurzorech. Autofi ze zjiSténych dat vyvozuji potencidl-
ni vliv FLT3-ITD mutace na preprogramovani buinky smé-
rem k méné diferencovanym vyvojovym stadiim (20).

Dosud byla popsédna celd fada mechanismi, kterymi
se mutace FLT3 genu podili na malign{ transformaci bu-
nék. Konstitutivni aktivace MAPK, PI3 kindzy a STATS
signalizaCnich proteinli podporuje mitogenezi a preziva-
ni, jak bylo popsano diive. Ddle FLT3 signalizace stimu-
luje expresi antiapoptotického genu Mcl-1. Tento gen je
nejsilnéji exprimovan v HSCs a v priibéhu diferenciace
do lymfoidnich a myeloidnich progenitori jeho exprese
postupné klesa (21). Inkubace CMPs a GMPs s FL in vit-
ro vyrazné€ brdni apoptéze rychlou aktivaci transkripce
Mecl-1 v téchto progenitorech. AML buriky s aktiva¢ni mu-
taci ve FLT3 genu maji velmi vysokou hladinu Mcl-1
a dojde-li k transdukci FLT3-ITD do HSCs, exprese Mcl-1
nardsta na vice nez desetinasobek. Takové posileni bunéc-
ného prezivani kmenovych bunék a myeloidnich proge-
nitort s FLT3 mutaci mize napomahat vzniku AML.

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009

231



Trans 4 zlom

11.1.2010 8:15 Str. 232

GAZDOVA J. ET AL.

o Aﬁ

Dal§im mechanismem, kterym FLT3-ITD pfispiva
k transformaci bunék, je inhibice exprese SHP-1 fosfata-
zy (22). Za normdlnich okolnosti vede zvySend aktivita
tyrozinkindz ke zvySené aktivaci pfisluSnych fosfatdz,
¢imzZ je udrZovdna rovnovdha. Signalizace mutantniho
FLT3 receptoru vede k supresi proteinové tyrozinfosfa-
tdzy SHP-1. SHP-1 je tumor supresorovy protein myelo-
poézy, ktery negativné reguluje aktivitu fady receptorti ru-
stovych faktorti a cytokinil. Ztrdta jeho funkce nebo jeho
deficience povede k hyperproliferativni odpovédi mye-
lomonocytickych bunéénych populaci na ristovy faktor.
Transformace TF-1 lidské leukemické bunécné linie vek-
torem s FLT3-ITD vede aZ k trojndsobnému sniZenf{ ak-
tivity SHP-1 mechanismem suprese jeho genové exprese.
Podobny pfipad byl pozorovén u t(9;22) (q34;q11) trans-
lokace, kdy chimérickd BCR-ABL kindza inhibuje expre-
si a fosfatdzovou aktivitu SHIP proteinu — negativniho re-
guldtoru signalizacni drahy PI3 kindzy. Vzhledem k to-
mu, Ze SHP-1 negativné reguluje signaliza¢ni drdhy od
fady jinych receptord, neni neredlny predpoklad, Ze FLT3-
ITD mutace zvySuje senzitivitu buniky k riistovym fakto-
rim a cytokinim téchto receptorti.

Po transfekci mySich hematopoetickych progenitoro-
vych bunéénych linii 32D a Ba/F3 vektorem nesoucim
FLT3-ITD a ve FLT3-ITD* AML bunécnych liniich
MOLM-14 a MV-4-11 byla pozorovana zvySend produk-
ce vysoce reaktivnich volnych kyslikovych radikalt
(ROS), pravdépodobné v dusledku aktivace STATS
a RAC1 G-proteinu. Generovdni ROS md za nédsledek
zvysenou frekvenci zlomt v dsDNA a chyb v DNA re-
paracnim mechanismu, coZ zvySuje genomovou nestabi-
litu bunék (23).

Mutace v genech participujicich v komplexnim vice-
stupiiovém procesu degradace FLT3 proteinu mohou byt
dal§im mechanismem napomadhajicim bunécéné transfor-
maci u AML. Dosud bylo popsano nékolik pripada tako-
vychto mutaci u pacientd s AML a MDS a to v genu pro
ubiquitin ligdzu c-Cbl (24). Dominantné negativni forma
ubiquitin ligdzy c-Cbl (Cbl-70Z) popf. jeji mutantni va-
rianty Cbl-R420Q, Cbl-R420G a Cbl s delecemi exonti 8,
9 inhibuji proces ubiquitinace a tim i naslednou endocy-
tézu a degradaci FLT3 proteinu v lysozomech, cozZ vede
k delsi signalizaci receptoru.

Konstitutivné aktivovany FLT3 receptor blokuje
funkci CEBPA transkripéniho faktoru v diisledku inak-
tivacni fosforylace serinu 21 zprostfedkované ERK1/2
kindzou (25). CEBPA je dtlezitym reguldtorem granu-
lopoézy, jeho exprese je detekovatelnd v Casnych mye-
loidnich prekurzorech v disledku G-CSF signalizace
a ddle nartistd v pribéhu buné¢né diferenciace. Mysi
bez funk¢niho proteinu nemaji Zddné zralé neutrofilni
granulocyty a v jejich kostni dfeni se hromadi myelob-
lasty. Kromé své tlohy v procesu diferenciace funguje
CEBPA i jako inhibitor bunécného ristu a proliferace.
Ztrata funk¢niho proteinu podporuje rist a déleni trans-
formovanych bunék, coz odpovidd vysokému obsahu
blastli pozorovanému u AML pacientti s FLT3-ITD
v dobé diagndzy (26).

Klinicky vyznam FLT3-ITD mutaci

Od roku 1996, kdy byly FLT3-ITD mutace poprvé
identifikovany u péti AML pacientl (27), probéhla celd
fada studif zabyvajicich se malignim potencidlem a pro-
gnostickym vyznamem téchto mutaci. Prace zaméfené na
dospélé CN-AML shodné potvrzuji vysoké hodnoty WBC
(vice nez dvakrét vyssi nez u pacientd bez ITD), signifi-
kantné zvySeny pocet blastl v periferni krvi a kostni dfe-
ni, snizeni OS, DFS a EFS a zvySeni RR u pacientti s ITD
mutaci, zejména u téch s homozygotni sestavou nebo
s vysokym podilem mutované alely (28). U détskych
AML pacientd je pusobeni mutace jeSt€ nepifiznivéjsi
a zda se, Ze ma vliv i na CR. Levis a Small ve své sou-
hrnné praci uddvaji 19 % OS u détskych pacientd, ¢islo
vyplyvajici z Sesti nezdvislych studii détskych AML. Déti
bez mutace dosdhly v téchto studiich 58 % OS (2). Ne-
gativni vliv FLT3-ITD u CN-AML zmiriiuje spolecny vy-
skyt s mutacemi v NPM1 genu, progndza pacientl s obe-
ma typy mutaci se jevi spiSe intermedidrni (29).

Klinické disledky FLT3-ITD zdvisi na tom, s jakymi
dal§imi aberacemi se tato mutace vyskytuje. Napf. pro-
gnéza APL pacientd s fiznim genem PML-RARA je pfi-
tomnosti FLT3-ITD ovlivnéna mélo. Hodnoty CR, EFS,
DFS a OS u APL pacientti s ITD mutaci a bez ni jsou bez
signifikantniho rozdilu. Klinicky byla pfitomnost ITD
mutaci u APL pacientl asociovdna s vysokym WBC, mik-
rogranuldrni morfologickou variantou APL (FAB-M3v)
a s ber3 zlomovym mistem vedoucim ke vzniku kratké
izoformy PML-RARA transkriptu. Tyto veli¢iny jsou spo-
jeny s trombotickymi komplikacemi u pacientd 1éCenych
podle protokolu zahrnujiciho idaurubicin a ATRA (30).

Hodnotit klinicky dopad ITD mutaci u CBF-AML pa-
cientll je obtizné vzhledem k jejich velmi nizké frekven-
ci, zda se vsak, Ze v této podskupiné leukemii znamena-
ji zhorSen{ jinak relativné dobré prognézy.

Samotnd pfitomnost FLT3-ITD mutace pfedznamena-
va §patnou prognézu, nicméné je tu snaha o dalsf stra-
tifikaci pacientd s FLT3-1TD podle rizika uréeného po-
mérem mutované a nemutované alely FLT3 genu (ITD-
AR), délkou ITD a rliznymi expresnimi profily asocio-
vanymi s riznymi ITDs. Vzhledem k tomu Ze mutova-
ny receptor miiZze vytvorit homodimer s dal§im FLT3-
ITD nebo heterodimer s nemutovanym FLT3, md pomér
mutovanych a nemutovanych receptorti v membrané vliv
na miru autofosforylace. Pacienti s nizkym ITD-AR ma-
ji podobné hodnoty OS a DFS jako pacienti bez muta-
ce (19). Naopak vyssi podil mutované alely déle navy-
Suje riziko relapsu a snizZuje OS (29). Pacienti s homo-
zygotni sestavou FLT3-ITD alel majf signifikantné vys-
$1 WBC a krat§f medidn pfeZiti neZ pacienti s detekova-
telnou alelou bez mutace (31). Ve snaze o dalsi stratifi-
kaci pacientd podle ITD-AR byl nékterymi autory na-
vrzen alelicky prah, jehoZ pfekroceni vymezuje pacien-
ty s obzvlast’ nepfiznivou prognézou (19, 32). Hladina
mutované alely se mize liSit v dobé diagnézy a v dobé
relapsu, stejné jako samotnd pfitomnost ITD mutace.
Zpravidla dochdzi ke zvySeni podilu mutované alely
v dobé& relapsu, coZ naznaCuje zvySenou proliferaci

232

Transfuze Hematol. dnes, 15, 2009



Trans 4 zlom

11.1.2010 8:15 Str. 233

o Aﬁ

FLT3 U AML

FLT3-ITD pozitivniho buné¢ného klonu zodpovédného
za recidivu choroby (33).

Ve snaze ur€it, zda ma délka interni tandemové dupli-
kace néjaky prognosticky vyznam, porovndvali rizni au-
tofi CR, OS, DFS, RFS a dalsi parametry u FLT3-ITD+
pacientl rozdélenych do podskupin podle délky inzertu.
Vysledky téchto srovndni byly nicméné dost odli§né. Pon-
ziani a kol. nenasli Zddnou korelaci mezi délkou ITD a do-
sazenych hodnot CR, DFS, OS, WBC ¢&i procenta blastl
v kostni dfeni, jediny parametr, ve kterém pozorovali sig-
nifikantn{ rozdil, byl zvySeny pocet blastii v perifern{ kr-
vi u skupiny s del§i ITD (nad 33bp) (34). Naproti tomu
Stirewalt a kol. pozorovali korelaci délky ITD s klesaji-
cimi hodnotami CR, OS a DFS. MoZznym vysvétlenim by
snad mohla byt ¢4ste¢né zachovand autoinhibi¢ni funkce
JM domény u kratstho inzertu, popt. miize mit délka ITD
vliv na to, jaké efektory jsou schopné vazby na receptor
(35). Na tuto publikaci reagovali opaénym vysledkem Ku-
seca a kol., ktef{ pozorovali lep$i OS u pacientti s del$im
inzertem (36). Kontroverzni vysledky riiznych pracovnich
skupin by naznacovaly, Ze spiSe nez délka ITD jako ab-
solutni hodnota, je to typ inzertu ve smyslu jeho konkrét-
ni lokalizace a délky, ktery determinuje funkci recepto-
ru. Meschinchi a kol. pozorovali ve skupiné 59 détskych
AML pacientd s FLT3-ITD, Ze ve vSech pripadech byl du-
plikovan alespoi jeden z kodonil Y591-Y597 kédujicich
oblast pfepinace a zipu JM domény. Arginin v pozici 595
se ve funkcnich testech ukdzal jako kli¢ovy pro stabili-
zaci aktivni konformace FLT3-ITDs. 24 pacientii mélo
duplikované kodony Y589/591- vazebna mista pro STATS
proteiny. DelS{ varianta ITD korelovala v této studii se
zhorSenym RFS (37).

Klinicky vyznam FLT3-TKD mutaci

FLT3-ITD a FLT3-TKD mutace vedou shodné ke kon-
stitutivni aktivaci receptoru, maji vSak odliSny klinicky
dopad. Na rozdil od FLT3-ITD neni klinicky vyznam
TKD zcela jasny a vysledky popsané v literatufe jsou po-
nékud kontroverzni. TKD mutace jsou asociovany s vy-
sokymi hodnotami WBC a se zvySenym podilem blastl
v kostni dfeni, rozdil ale neni tak vyrazny jako u FLT3-
ITD. Néktefi autofi nedosdhli statisticky signifikantnich
rozdili v hodnotdch DFS u pacientd s mutaci a bez ni (38,
39), zatimco jini prokdzali negativni vliv TKD mutaci na
DFS (40, 41). Maed a kol. zaznamenali dokonce pozitiv-
ni prognosticky vliv FLT3-TKD u pacientd s vySsi hla-
dinou mutované alely (nad 25 %) (10). Mozny vliv FLT3-
TKD na zhorSeni prognostickych parametrii u pacientt
s CBF-AML byl popsan neddvno, dale jej vSak bude nut-
né overit na vétsich souborech pacientti (42). Rozpor ve
vysledcich mize byt ovlivnén pravé nizkou frekvenci
TKD mutaci. Dosud nejrozsahlejsi studii jejich prognos-
tické relevance publikovali v roce 2008 Bacher a kol.,
kdyZ testovali 3082 nové diagnostikovanych AML paci-
entll s normdlnim karyotypem i s rliznymi cytogeneticky-
mi prestavbami (43). Mutaci TKD nasli u 147 (4,8 %) pa-
cientdl, z nichz 88 mélo normdlni cytogeneticky ndlez.
Vedle korelace s normalnim karyotypem pozorovali vy-

sokou incidenci TKD mutaci u pacientti s NPM1, CEBPA
a N-RAS mutacemi. Spole¢ny vyskyt mutaci FLT3-TKD
a FLT3-ITD nebo KITD816 byl vzécny. Ve srovnéni s ne-
mutovanym FLT3 genem méli CN-AML pacienti s FLT3-
TKD zvyseny pocet leukocytl v periferni krvi, vliv na OS,
EFS a CR se vsak autorim prokazat nepodarilo. V dusled-
ku nizké frekvence TKD mutaci v cytogenetickych pod-
skupinéch s t(8;21), inv(16)/t(16;16), inv(3)/t(3;3), s MLL
translokacemi, trizomii chromozomu 8 nebo s komplex-
nim karyotypem, nebylo u téchto mozné vliv TKD mu-
taci posoudit. V podskupiné pacientl s fiznim genem
PML-RARA doslo k vyraznému sniZeni hodnot EFS, po-
dobné TKD mutace zhorSuji uz tak nepfiznivou progné-
zuu MLL-PTD nebo FLT3-1TD pozitivnich pacientti. Na-
opak spole¢ny vyskyt FLT3-TKD s mutacemi v NPM1
a CEBPA genech mél v této studii pozitivni vliv na EFS.

FLT3 mutace jako marker MRD

Casnd detekce minimdlni rezidudlni nemoci (MRD)
umoziuje zahdjit terapeutickou intervenci jesté pred zjev-
nym klinickym relapsem. U mnoha AML pacientl lze
MRD sledovat pomoci kvantitativni real-time PCR (RQ-
PCR) vhodnych molekuldrnich markerti, nejcastéji fiznich
genll RUNX1-RUNXITI,CBFB-MYH1I nebo PML-RARA.
Analogicky u pacientl s normalnim karyotypem je vyso-
ce zadouci identifikace molekuldrntho markeru umoziuji-
ciho vysoce citlivou kvantitativni detekci. FLT3-ITD pat-
i k nejcastéjSim mutacim détskych i dospélych AML a 90
% pacientl s touto mutaci ma normalni karyotyp. Monito-
rovani hladiny mutantni alely s ITD by mohlo byt pro ty-
to pacienty adekvdtnim zplisobem sledovani MRD (44).
Komplikaci zpochybniujici pouzZitelnost této mutace pro de-
tekci MRD je jeji nestabilita v priibéhu choroby. U 4-27 %
pacientt pozitivnich pfi zachytu na pfitomnost FLT3-ITD
mutace neni tento marker detekovan pfi relapsu onemoc-
néni nebo dochdzi k jeho zméné (44). Ztrata specifické ci-
lové sekvence pro monitorovani MRD metodou PCR pak
muze vést k falesn¢ negativnim vysledkim.

Je-1i mutace ¢asnou uddlosti leukemické transformace
a je-li pfitomna v leukemické kmenové ¢i progenitorové
burice, expanze takovéto bunécné populace pii relapsu by
korelovala se zvySenim hladiny mutantni alely s ITD po-
zorovanym u nékterych pacientl. Ve frakci leukemickych
bunék pak muiiZe dojit az ke ztraté¢ nemutované alely v du-
sledku mitotické rekombinace, genové konverze nebo
ztrdty celého chromozomu 13 a nésledné duplikace ho-
mologniho chromozomu s alelou mutantni. Vzhledem
k tomu Ze u ¢asti pacientll je mutace v pribéhu nemoci
ztracena, je pravdépodobné, Ze v téchto piipadech docha-
z{ ke vzniku interni tandemové duplikace pozdéji, v sub-
populaci leukemickych bunék, které jsou potla¢eny che-
moterapif a pfi relapsu uz k jejich proliferaci nedochazi.
Tuto skutecnost podporuji zjisténé nizké hodnoty alelic-
kého poméru mutované alely u nékterych pacientl
s AML. Pokud by byla ITD mutace pfitomna uz v leuke-
mické kmenové burice (LSC), ocekdvany pomér mutova-
nych a nemutovanych alel v buné¢né populaci z této LSC
odvozené, by byl roven jedné. O¢ekdvany pomér neod-
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povidd hodnotam zjisténym u Casti pacientl a to ani teh-
dy, vezmeme-li v ivahu kontaminaci vzorku leukemickych
bunék burikami netransformovanymi a vztdhneme-li hod-
notu alelického poméru k procentu blasti ve vzorku.

Podobné jako v piipadé FLT3-ITD muze pfi recidiveé
nemoci dojit ke ztrat¢ TKD mutace. Ani tato proto neni
idedlnim markerem pro sledovdni MRD a pro ¢asnou de-
tekci molekuldrniho relapsu (32).

FLT3 inhibitory

Publikovand data naznacuji, Ze pfitomnost ITD muta-
ce ud€luje leukemickym kmenovym bunkdm chemore-
zistenci spojenou s vyS$$im rizikem relapsu, kterd se pro-
mitd do sniZzenych hodnot OS a DFS. U pacientli s FLT3-
ITD byly proto aplikovdny agresivné;jsi 1é¢ebné postupy,
véetné intenzivnéjsi konsolida¢ni terapie s vysokymi dav-
kami cytosin arabinosidu, autologni transplantace krve-
tvornych bunék nebo u mladsich pacientl s vhodnym dar-
cem transplantace alogenni. Transplantace mutize vést k ur-
¢itému sniZeni hodnot RR u pacientd s I'TD mutaci, nic-
méné vyZaduje velmi peclivé zvaZzeni vSech prognostic-
kych parametrii pfed volbou tohoto radikdlntho kroku. Sa-
motnd pfitomnost ITD mutace neni v souc¢asné dobé po-
vazovana za dostate¢ny diivod pro rozhodnuti, zda trans-
Ky spojené s vySe jmenovanymi lécebnymi postupy, jsou
vyvijeny nové léCebné strategie, z nichZz by pacienti
s FLT3 mutacemi mohli pfednostné profitovat. Diky vy-
soké prevalenci a prognostické relevanci mutaci ve FLT3
genu se tento jevi byt vhodnym kandidatnim genem pro
terapii cilenou (47). V poslednich letech jsou proto vyvi-
jeny FLT3 inhibitory, nejcastéji heterocyklické slouceni-
ny s purinovym jadrem, které kompetitivnim zptisobem
brani vazbé ATP na tyrozinkindzovy receptor. Zatim jsou
v riiznych fazich preklinickych a klinickych testi, jejichz
prubézné vysledky se nezdaji byt tak optimistické, jak se
ocekdvalo na zaklad¢ zkuSenosti s tyrozinkindzovymi in-
hibitory pouZivanymi pii 1écbé CML. Toto zjiSténi neni
ptekvapivé vzhledem k faktu, Ze transformace hematopo-
etické burniky zavisi na vice neZ jednom genetickém za-
sahu a FLT3 inhibitory pfedstavuji cilenou terapii pouze
proti aberantni aktivité jedné tyrozinkindzy zicastnéné
v maligni transformaci buriky. Jako prvni byly testovany
inhibitory AG1295, AGI1296, po nich ndsledovaly
PKC412 (midostaurin), CEP-701 (lestaurtinib), SU11248
(sunitinib), MLN518 (tandutinib), SU5416 (semaxinib),
CHIR-258, Ki23819, AG1295, BAY-93006 (sorafinib),
ABT869 a dalsi. FLT3 inhibitory vykazuji klinickou ak-
tivitu vedouci k eliminaci blastl v periferni krvi u 30-50
% AML pacientli, v menSim procentu pripadl az trojna-
sobné redukci poctu blastd v kostn{ dfeni a nékolik mélo
pacientl dosahlo v pribéhu klinickych testti remise (48).
Aby mél FLT3 inhibitor dostatecny klinicky efekt, mus{
byt aktivita FLT3 receptoru sniZena velmi vyrazné (pod
hladinu 10 % své bazalni hodnoty). Klinicky efekt se nic-
méné zda byt tranzientni s délkou trvani v fadu tydnl az
mésicl. Proto probihd v souc¢asné dobé nékolik kombino-
vanych klinickych testli s povzbudivymi vysledky, pfi ni-

chz jsou FLT3 inhibitory poddvany spolu s béZnymi che-
moterapeutiky (cytarabin, daunorubicin) a to jak u nové
diagnostikovanych, tak u relabujicich AML pacienti.
Problémem 1é¢by FLT3 inhibitory neni jen jejich docas-
ny klinicky efekt, ale i pozorovand rezistence vuci jed-
notlivym inhibitoriim, podminénd riznymi mechanismy.
Samotny typ mutace milZze navozovat rezistenci vici kon-
krétnim inhibitorim, v jiném pifipadé mize takovato re-
zistenci navozujici mutace vzniknout sekunddrné. Docha-
z{ ale i k pfipadiim, kdy je FLT3 receptor inhibovin a ci-
lové proteiny, jejichz funkce je normdlné zdvisla na FLT3
signalizaci, jsou aktivni. MoZnym vysvétlenim je aktiva-
ce alternativnich signaliza¢nich drah vedoucich k podob-
nému aktivacnimu vysledku.V nékterych bunécnych lini-
ich rezistentnich vi¢i inhibitorim byly identifikovany ak-
tivacni mutace v genu N-RAS, neni ale jasné jakym me-
chanismem je zachovdna aktivace signalizacnich drah
v bunikdch s inhibovanym receptorem, ve kterych nebyly
nalezeny jiné RTKs mutace. Jedna-li se o disledek zvy-
Sené exprese dal§ich RTKs pozorované u bunék s potla-
¢enou FLT3 aktivitou, nebo zde hraji roli dal§i mutace
v AML blastech které mohou podporovat progresi leuke-
mogeneze nezdvisle na FLT3 inhibici, je zatim nejasné
(49). Inkorporace FLT3 inhibitort do stdvajicich chemo-
terapeutickych 1é¢ebnych protokoltl nebo jejich vzdjem-
nd kombinace podobné jako kombinace s inhibitory ji-
nych proteinll na stejné signaliza¢ni drdze (napf. inhibi-
tory MEK-ERK signaliza¢ni kaskddy, mTOR inhibitory
¢i inhibitory HSP90 chaperontl) mtize pomoci pfekonat
vySe zminéné problémy. FLT3 inhibitory jsou obecné
dobfe sndSeny. V souladu s pfedpokladem, Ze preziti bu-
nék s aktivnimi onkogeny byva zdvislé na mutantni sig-
nalizaci, pfednostné senzitivni vi¢i FLT3 inhibitorim
jsou pravé bunky s mutaci. Cytotoxicky efekt inhibitort
vici bunikam s nemutovanym FLT3 je daleko mensi.

Kromé FLT3 inhibitort jsou déle za ucelem 1éCby vy-
vijeny specifické protilatky, které se vdzi na FLT3 recep-
tor a znemoznuji tak jeho aktivaci ligandem.

Zavér

Od objevu FLT3-ITD mutace uplynulo jiZ tfindct let
a za tuto dobu probéhla celd fada studii zabyvajicich se
identifikaci dalSich mutaci v tomto genu, jejich prognos-
tickou relevanci a mechanismem ucinku. Bylo prokaza-
no, Ze interni tandemové duplikace FLT3 genu maji ne-
gativni vliv na prognézu pacientti s CN-AML, vedou ke
snizeni OS, DFS a EFS a zvySuji riziko relapsu nemoci.
PrestoZe mutace v tyrozinkindzové doméné FLT3 genu
vedou rovnéz ke konstitutivni aktivaci receptoru, jejich
prognosticky vyznam neni dosud zcela jasny. FLT3 akti-
vacni mutace patii k nejcastéjSim molekuldrnim aberacim
u pacientd s CN-AML a zdajf se byt vhodnym kandid4-
tem na cilenou terapii tyrozinkindzovymi inhibitory. Prv-
ni vysledky klinickych testi jednotlivych FLT3 inhibito-
1l jsou jiz k dispozici. I kdyz nejsou jejich vysledky tak
optimistické, jak se ptivodné ¢ekalo, kombinace téchto in-
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hibitorl s dal$imi 1é¢ebnymi postupy jisté znamend pro

pacienty s AML lepsi vyhlidky do budoucna. Literatura
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