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Stdhrn

Akitne myeloidné leukémie (AML) sa vyznacuju vyraznou klinickou i genetickou heterogenitou. Asi 55 % AML cha-
rakterizuju v dobe diagnozy chromozomalne aberacie, ale obsiahlu skupinu (asi 45 %) predstavuji pacienti s normal-
nym karyotypom (NK). Na ziklade génovych mutécii a zmien expresného profilu je dnes mozné vy¢lenit’ v ramci AML
s NK podskupiny pacientov s odliSnou prognézou. Specifické mutacné profily si u AML s NK spojené s horsou pro-
gnézou (mutacie FLT3-ITD, MLL-PTD) alebo sii naopak znamkou lepsSej prognozy (izolované mutacie NPMI a CEBPA,
NPMImutované AML bez FLT3-ITD). Liecba na zaklade molekularnej stratifikacie vSak ostava zatial’ kontroverzna.
Tento prehPad hodnoti sicasny pohl’ad na prognosticky a terapeuticky vyznam génovych mutacii u AML s NK.
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Summary
Katrincsakova B., Szotkowski T., Divoka M., Indrak K., JaroSova M.: Clinical relevance of gene
mutations in acute myeloid leukemia with normal karyotype

Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by distinct clinical and genetic heterogeneity. Chromosomal aber-
rations are present in about 55% of patients at the time of diagnosis however a large group of AML (about 45%)
comprise patients with normal karyotype (NK-AML). In the latter group, gene mutations and changes in expression
profiles enable us to allocate subsets with different prognosis. In NK-AML specific mutation profiles are associated
with worse prognosis (FLT3-1TD, MLL-PTD mutations) or mark for better prognosis (isolated NPM1 and CEBPA
mutations, NPMImutated AML without FLT3-ITD). Treatment decisions based on molecular stratification however,
remain controversial. This review assesses the current insight on the prognostic and therapeutic significance of gene

mutations in NK-AML.
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Uvod

Akutne myeloidné leukémie (AML) predstavuju klinic-
ky, morfologicky, imunologicky a geneticky heterogénnu
skupinu hematologickych malignit, ktoré charakterizuje
klondlna proliferacia nezrelych krvotvornych buniek. Nap-
riek vyznamnym pokrokom v diagnostike a liecbe patria
AML, s vynimkou akitnych promyelocytarnych leukémii
(APL), stdle k prognosticky najmenej priaznivym hema-
tologickym diagn6zam. Dlhodobo preZziva asi 40 % mlad-
Sich (< 60 rokov) a iba 10 % starSich (= 60 rokov) pacien-
tov (1). Vyssi vek (> 60—65 rokov) je u AML obecne zndm-
kou hor¥ej prognézy, poznanie dalsich prognosticky vy-
znamnych faktorov je vSak v pripade tejto zdvaznej skupi-
ny onkologickych ochoreni nevyhnutné. Diagnostika a na-
slednd klasifikécia si v pripade AML vyZaduje komplexné
zhodnotenie morfoldgie, imunofenotypu, cytogenetiky
a molekuldrnej genetiky leukemickych buniek (2).

Nendhodné, klondlne chromozomadlne zmeny sa vysky-
tuju asi u 55 % AML dospelého veku. Pacienti sa v zavis-
losti na pritomnosti ¢i nepritomnosti cytogenetickych ab-
normalit radia do priaznivej, nepriaznivej a intermedidrne;j
rizikovej skupiny. Priaznivou prognézou sa vyznacuji AML

s cytogenetickym ndlezom t(15;17)(q22;q12)/PML-RARA,
t(8;21)(q22;q22)/RUNXI-RUNXITI a inv(16)(p13.1q22)
alebo t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB-MYH1I (2). Pacienti
s t(15;17), ktoré st Specificky pritomné u APL, byvaji vda-
ka odlisnym lie¢ebnym vysledkom dokonca vyclenovani zo
skupiny s dobrou prognézou do samostatnej skupiny
s vel'mi priaznivou prognézou. Nélez inych numerickych
a Strukturdlnych cytogenetickych abnormalit, vratane mo-
nozoémii chromozémov 5q, 7q, delécie celého chromozému
7, prestavieb MLL/11q23 (s vynimkou t(9;11)(p22;q23)/
IMLL-AF9) a komplexny karyotyp (ndlez = 3 klondlnych
cytogenetickych abnormalit) byva u AML zndmkou nepri-
aznivej progndzy. Mimoriadne pocetnu cytogeneticku sku-
pinu AML (asi 45 %) predstavuju pacienti, u ktorych me-
tody klasickej cytogenetiky neumoziuju identifikovat’ Ziad-
ne zmeny karyotypu. Cytogeneticky ndlez je v pripade AML
s normdlnym karyotypom (NK) prognosticky nevyznam-
ny a radi tychto pacientov uniformne do kategérie so stred-
nou prognézou.

Pohl'ad na prognézu strednej cytogenetickej skupiny
AML sa pritom v poslednej dobe vyznamne prehodnotil.
Podstatne tomu napomohli pomerne neddvno identifiko-
vané molekuldrne genetické zmeny u AML s NK, ktoré
dnes predstavujui molekuldrne najlepsie charakterizovanu

72

Transfuze Hematol. dnes, 17, 2011



GENOVE MUTACE U AML

A. Struktura tyrozinkinazy FLT3

FLT3L
N

PR @ PPeeR
SPdSD S SPDSD
IT
:|.IM1) j|JM1)
D835, 1836

TKD

| l |

regulovana aktivita konstitutivna aktivita 2 konstitutivna aktivita

B. Princip vzniku FLT3-ITD

Exonc¢. 14 Intron  Exon¢. 15
A -

r 4 \

Exon¢. 14
B 1
1 | |

ITD

Intron  Exon¢. I3
L
)

C. Molekularna heterogenita FL73-ITD

340 360 380 400 420 420 440 bp
a 0%
4 34%
& 84%
A A
d
28%

Obr. 1. Najcastejsie molekuldrne mechanizmy leukemogenézy tyrozinkindzy FLT3 u AML. (A) Schéma Struktiry membrdnovo viazanej tyrozin-
kindzy FLT3. Vizba ligandu iniciuje dimerizdciu a aktivaciu tyrozinkindzy, ktord spusta kaskadu bunkovej signalizcie, ktord reguluje proliferaciu
krvotvornych buniek. Internd tandemova duplikdcia v juxtamembranovej doméne a bodové mutdcie meniace aminokyselinové zloZenie v kodé-
noch 835 pripadne 836 (D835 a 1836) v tyrozinkindzovej doméne navodzuji konstitutivnu, nekontrolovani aktivitu tyrozinkindzy FLT3. (B) Sché-
matické zndzornenie internej tandemovej duplikdcie (ITD) v géne FLT3. Duplikuji sa variabilne dlhé nukleotidové sekvencie predovsetkym v ob-
lasti exénu 14, ale i exénu 15, ktoré kéduji JIMD tyrozinkinazy FLT3. (C) Molekuldrna heterogenita FLT3-ITD. Vysledky fragmentacnej analyzy
ukazuji na variabilitu v dizke duplikovanej oblasti a kvantitativnom zastipeni FLT3-ITD medzi pacientmi, u ktorych sa pozoruji aj viacpo&etné
mutované alely (a - negativna vzorka s ndlezom $tandardnej alely FLT3, b a% d - vzorky s ndlezom FLT3-ITD). Sipka naznauje mutovand alelu
FLT3-ITD, ktora je v kazdom z uvedenych prikladov pritomnd spolo¢ne so Standardnou alelou FLT3. Percentudlne zastipenie FLT3-ITD vzhla-
dom k celkovej distribtcii FLT3 alel je uvedené. Uvedené priklady analyzy FLT3-ITD predstavuji mutacné profily pacientov, ktor{ boli vySetreni
v Laboratériu molekuldrnej biol6gie Hemato-onkologickej kliniky FNOL v rdmci diagnostiky AML. JMD - juxtamembrdnovd doména, TKD - ty-

rozinkindzova doména, FLT3L — ligand tyrozinkinazy FLT3, bp — bazové pary.

skupinu AML. Pozndme somatické mutécie viacerych gé-
nov, ktoré poméhaji odhal'ovat’ dosial’ nepoznané moleku-
larne profily predovsetkym v rdmci AML s NK (3). Tieto
poznatky, ktoré rozsirujui nase chapanie leukemogenézy, po-
stupne prenikaju do klasifikdacie AML a mali by ndm poma-
hat’ pri identifikacii skupin AML s priaznivym a menej
priaznivym rizikom. S pribidanim molekuldrnych dat sa
vSak pomerne zloZito hodnoti otdzka konkurencie viacerych
mutécii u jedného pacienta, ktoré v rimci AML s NK po-
zorujeme Coraz CastejSie. Génové mutdcie neustdle pribu-
dajd, ale vyznam komplexnych mutacnych profilov ostava
v klinickej praxi zatial' Casto kontroverzny. I napriek mno-
hym otdzkam sme vSak neddvno zaznamenali vyznamny
pokrok v klasifikacii AML. Najnovsie kritéria definované
WHO klasifikdciou nadorov krvotvorby a lymfoidnych tka-
niv z roku 2008 zacali u AML vyznamne zohl'adiiovat’ nie-
len diagnostické cytogenetické zmeny, ale dokonca i vybra-
né génové mutcie. Nova WHO klasifikécia rozliSuje v ram-
ci primarnej AML dve predbezné molekuldrne podjednot-
ky — AML s mutovanym NPMI a AML s mutovanym

CEBPA (4). Dal3i prinos poznania detailného molekulér-
neho profilu AML spociva v mozZnosti sledovania diagnos-
tickych génovych muticii v post-terapeutickom obdobi pri
monitorovani minimdlnej rezidudlnej choroby (MRD), ¢o
md obrovsky vyznam prave u AML s NK.

Ciel'om tohto prehl'adu je zhrniit’ aktudlne poznatky o vy-
zname génovych mutacii u AML s NK a zhodnotit’ ich 1)
prognosticky vyznam, ii) moZnosti uplatnenia na tirovni mo-
nitorovania minimdlnej rezidudlnej choroby a iii) vyznam
pri vol'be lie¢ebného postupu, vritane cielenej terapie.

Patogenéza génovych mutacii u AML s normalnym
karyotypom

Somatické mutdcie nachadzame u AML s NK najca-
stejSie v génoch FLT3 (Fms-related tyrosine kinase 3),
NPM1 (nucleophosmin), CEBPA (CCAAT/enhancer bin-
ding protein alpha), MLL (mixed-lineage leukemia),
RUNXI (runt-related transcription factor 1), NRAS (neu-
roblastoma RAS viral oncogene) a WT'I (Wilm’s tumor
1) (5). Akumulécia ziskanych somatickych mutacii v kr-
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votvornych bunkach je u AML dlhodobo zndma. Mno-
hostupnovy proces leukemogenézy sprevadzaju spravidla
2 typy génovych mutécii. Z nich prvy typ (typ 1) zahina
mutécie, ktoré aktivuju signdlne drihy, ¢im sa leukemic-
ké bunky selek¢ne zvyhodnuji a nasledne st schopné
efektivnejSej proliferdcie, ¢i preZivania. Mutdcie typu I sa
na procese leukemogenézy podielaji spolo¢ne s mutici-
ami v transkripénych faktoroch a zlozkéch transkripcné-
ho ko-aktiva¢ného komplexu (mutécie typu II). Mutécie
typu II zodpovedaji za nevyhnutna poruchu v diferenci-
acii krvotvornych buniek, ¢o je primarny znak AML. Ho-
ci sa vSetky hore uvedené mutdcie vyskytuji prednostne
u AML s NK, objavuji sa i u AML s cytogenetickymi
abnormalitami.

Mutéacie v géne FLT3 (Fms-related tyrosine kinase 3,
13q12.2)

Uloha receptorovej tyrozinkinizy FLT3 v patogenéze
AML sa diskutovala v tomto ¢asopise pomerne neddvno
(6). Ide o najcastejSie mutovany gén u AML s vyskytom
mutdcif asi u 40-45 % AML s NK. Mutécie FLT3 sa pred-
nostne ststredujd v 2 funkénych doménach enzymu, jux-
tamembranovej (JMD) a tyrozinkindzovej (TKD), zodpo-
vedaju za konStitutivne aktivnu signdlnu drdhu a preja-
vuju sa nekontrolovanou proliferdciou krvotvornych bu-
niek (obr. 1A). Z nich internd tandemové duplikdcia gé-
nu FLT3 (FLT3-ITD) v oblasti JMD je pritomnd u vy-
znamnej skupiny (~ 30-40 %) AML s NK. Duplikdcie po-
stihuju prevazne oblast’ 14. exénu FLT3, miesto inzercie
a dizka duplikovanej génovej oblasti sa viak vyznamne
liSia medzi pacientmi, u ktorych sa nezriedka pozoruje
i pritomnost’ viacpocCetnych mutovanych alel vo variabil-
nom kvantitativnom zastipeni (obr. 1 B, C). Biologicka
podstata vysokych diagnostickych hladin FLT3-ITD
u Casti pacientov sa objasiiuje mechanizmom uniparentdl-
nej dizémie chromozému 13, ktord modze uZ v pociatoc-
nom Stadiu leukemogenézy viest’ k vzniku leukemického
klonu s prevahou mutovaného FLT3. V priebehu progre-
sie AML dokaze identicky efekt navodit’” mechanizmus
mitotickej rekombindcie a vysvetlit homozygotny mutac-
ny status u pacienta, ktory sa povodne vyznacoval hete-
rozygotnym zastipenim FLT3-ITD.

Klinicky vyznam FLT3-1TD, vratane $tudif detailne zo-
hladnujicich jeho mimoriadnu geneticku variabilitu bol
dosial' predmetom pocetnych Stidif na r6zne obsiahlych
stiboroch zahinajicich i AML s NK. Nalez FLT3-ITD je
u AML obecne uzndvanym nezdvislym nepriaznivym
ukazovatel'om prezitia bez priznakov ochorenia a celko-
vého preZitia, spdja sa s chemorezistenciou a zvySenym
rizikom relapsu (7, 8).

Zatial’ sa jednotne neuzavrel klinicky vyznam inter-in-
dividudlnej variability v mieste inzercie, dizke alebo cel-
kovom pocte duplikovanych mutovanych alel. Z biolo-
gického hl'adiska je zaujimavé, Ze vel'kost’ tandemovo du-
plikovanej oblasti by mohla vyznamne ovplyviiovat’ in-
terakciu medzi juxtamembrdnovou doménou a aktivac-
nou sluckou tyrozinkindzy FLT3 tym, Ze od seba rozne
vzdaluje tieto 2 kIicové domény enzymu a znemoZiuje

mu tym nadobudnut’ inaktivnu konformdciu. Za predpo-
kladu, Ze imerne vel'kosti ITD by dochéddzalo (iba) k ¢ia-
sto¢nej az absolutnej konStitutivnej aktivdcii tyrozinkind-
zy, pacienti s dlh§im ITD by mohli predstavovat’ klinic-
ky vysoko rizikovu skupinu (9, obr. 1 A, C).

Pacienti s homozygotnym mutanym statusom sa
uAML s FLT3-ITD vyznacuji najhor$imi klinickymi vy-
sledkami (9, 10). Hor§im preZitim bez priznakov ocho-
renia a celkovo horSim preZzitim sa v rdmci tejto skupiny
AML obecne vyznacuju pacienti s vysokym zastipenim
FLT3-ITD alely (prevazne > 50 % z celkovej distribticie
FLT3 alel) (8, 9).

Klinicky vyznam nizkych diagnostickych hladin FLT3-
ITD vsak uz nie je jednotne stanoveny. Vzhl'adom na lep-
Siu prognézu navrhli Thiede a kolektiv odliSovat’ tychto
pacientov od skupiny s vysokym zastipenim FLT3-ITD
(7). V silnom protipdle tomuto ndzoru stoja dokazy o po-
tencidlnej chemorezistencii FLT3-ITD pozitivnych leu-
kemickych buniek (7, 8). Této selekénd vyhoda moze pri
konvencnej (chemo)terapii zvySovat’ riziko relapsu, ktory
by sa prejavil ndrastom poctu mutovanych buniek, nezd-
visle na minoritnom zasttpen{ buniek s ITD pri diagné-
ze. Tento trend potvrdili nezavislé Studie, ktoré sledovali
FLT3-ITD v post-terapeutickom obdobf{ a paralelne ana-
lyzovali vzorky pacientov z doby diagndzy a relapsu (11,
12). Minoritné/nizke diagnostické zasttipenie ITD (1-24
%) by sa na podklade tychto pozorovani nemalo vyluco-
vat’ z prognostickej stratifikdcie AML (9). Na druhej stra-
ne, zmienovana evolicia FLT3-ITD v priebehu progresie
AML radi FLT3-ITD medzi nestabilné faktory klinické-
ho stavu, ¢o je nutné dokladne zvazovat’ v pripade sledo-
vania tejto mutdcie ako markeru MRD v post-terapeutic-
kom obdobi. U vyznamnej skupiny pacientov (4 az 27 %)
nie je mozné potvrdit’ diagnosticky nalez FLT3-1TD pri re-
lapse AML, pripadne sa FLT3-ITD vyskytuje v podobe,
ktoré sa liSi od diagnostického nédlezu (11, 12, 13).

Dalii typ zndmych mutacii FLT3 predstavuji u AML
bodové muticie v aktivacnej slucke druhej tyrozinkind-
zovej domény (tzv. mutdcie FLT3-TKD), ktoré sa vysky-
tujd asi u 5-14 % AML s NK (3, obr. 1A). Hoci tieto mu-
tacie taktiez aberantne ovplyviuju aktivitu enzymu, ich
klinicky vyznam je v porovnani s FLT3-ITD kontroverz-
ny a vyznamne zavisly na dal§ich kooperujicich mutéci-
ach (14, 15).

Naproti tomu vysoké riziko relapsu (> 80 %) pri Stan-
dardnej terapii je u AML s FLT3-ITD obecne zndme a pre-
durcuje pacientov s FLT3-ITD za kandiddtov na intenzi-
vnu lieCbu, ktord zahfna v pripade dostupnosti vhodného
darcu alogénnu transplanticiu krvotvornych kmenovych
buniek (alloHSCT), pripadne klinické Stidie smerované
k experimentdlnejSej terapii, vratane inhibicie enzymatic-
kej aktivity FLT3 (16). Vieme, Ze alloHSCT vyznamne
zlepSuje prezivanie u AML, nevynimajic AML s FLT3-
ITD. Dosial sa vSak nepodarilo potvrdit’, Ze alloHSCT v 1.
kompletnej remisii dokdZe prekonat’ nepriaznivi prognoé-
zu, ktord je spdjand s diagnostickym ndlezom FLT3-1TD
(17, 18). Dokazy v tomto smere nepriniesla ani neddvna
Stddia, ktord hodnotila skupinu 94 mladsSich (< 60 rokov)
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Obr. 2. (A) Schéma $truktiry génu NPM1 s detailom na 12. exén, v ktorom sa ststredujii prevazne 4-nukleotidové inzeréné muticie zodpovedné za
abnormadlnu cytoplazmaticku lokalizéciu proteinu NPM1. (B) Analyza mutacného statusu NPM1 pomocou fragmentacnej analyzy. Posunové mutd-
cie NPM1 sa prejavujii nilezom dalgieho piku, ktory je oproti Standardnej alele najcastejsie predizeny o 4 nukleotidy (a — vzorka bez mutdcie s ni-
lezom $tandardnej alely NPM1, b — vzorka s mutdciou NPM1). Sipka naznacuje mutovant alelu NPM1, ktord je pritomna spologne so §tandardnou
alelou. (C) Molekuldrna heterogenita mutdcii v géne NPM1. St zndzornené najcastejSie typy inzerénych mutdcii v géne NPM1 (typ A az F). Vloze-
né nukleotidy su zvyraznené Cervene. V stcasnosti je popisanych aspon 55 r6znych posunovych mutacii NPM (22). Uvedené priklady analyzy mu-
tacného statusu NPM1 predstavuji mutacné profily pacientov, ktori boli vySetreni v Laboratériu molekuldrnej biologie Hemato-onkologickej klini-
ky FNOL v rdmci diagnostiky AML. NES — nuclear export signal (jadrovy exportny signdl), NLS — nuclear localization signal (jadrovy lokaliza¢ny

signal), NoLS — nucleolar localization signal (jadierkovy lokalizacny signal), bp — bazové pary, WT — wild-type (Standardnd) alela.

pacientov s NK, ktor{ prekonali relaps AML po induk¢-
nej terapii. Diagnosticky ndlez FLT3-ITD a vyssi vek si
v tejto Studii zachovali nepriaznivy vplyv na preZitie i po
intenzivnej salvazovej terapii, ktord po relapse AML za-
htnala re-induk¢nu liecbu alebo alloHSCT (19).

V poslednych rokoch sa ststredila znacna pozornost’ na
vyvoj FLT3-tyrozinkindzovych inhibitorov (FLT3I), kto-
ré by dokazali regulovat’ aberantny enzym a zabranit’ per-
manentnej aktivite signdlnej drahy. Na zdklade dostup-
nych vysledkov klinickych $tudif vSak kratkodobé remi-
sie navodené FLT3I rozhodne nesplnili tivodné o¢akava-
nia. Napriek obmedzenému klinickému efektu, ktory bo-
li schopné navodit’ na drovni monoterapie sa viak dalej
uvazuje o aplikdcii FLT3I v kombindcii s beZznymi che-
moterapeutikami, ¢im by sa mohla dosiahnut’ lepsia efek-
tivita FLT3I pri liecbe AML (20).

Mutéacie v géne NPM1 (Nucleophosmin, 5q35.1)
Mutécie génu NPM1 (NPMIm) predstavuju jednu z naj-
Castejsich molekuldrnych zmien u AML dospelého veku.
Vyskytuji sau 55 % AML s NK (21). Dosial’ boli popisa-
né rozne, prevazne 4-nukleotidové posunové mutdcie, kto-
1é sa ststredujd vyluéne v 12. exéne NPM1 (22, 0br. 2 A,

B, C). Mutécie vedd k abnormdlnej lokalizacii proteinu
NPMI1 do cytoplazmy buniek, ¢o je dosledok straty jad-
rového lokaliza¢ného signdlu, pripadne vzniku nového
jadrového exportného signdlu (21). Vd'aka unikdtnemu kli-
nickému a molekuldrnemu profilu zohl'adiiuje novd WHO
klasifikdcia NPM1m AML v samostatnej, provizornej ka-
tegorii (4). Na priaznivy prognosticky vyznam NPMIm
pdvodne upozornili Schnittger a kol. na sibore 401 AML
s NK, ktory zahinal pacientov s primdrnou i sekunddrnou
AML bez vekovej hranice (23). Ich zdvery potvrdili ne-
z4vislé Stidie na siboroch AML s NK vo vybranej skupi-
ne mladsich (=< 60 rokov) pacientov a celkom neddvno sa
poukdzalo na menej vyrazny, ale stdle priaznivy prognos-
ticky vyznam izolovanych NPMIm u AML starSieho (> 60
rokov) veku (21, 22, 24).

Asi u 40 % NPMIm AML sa pozoruju paralelné mu-
tacie v géne FLT3, predovSetkym FLT3-ITD. Pritomnost’
FLT3-ITD vyznamne zhorSuje priaznivi prognézu
NPMIm AML (16). Naproti tomu Dohner a kolektiv po-
ukdzali u pacientov s NPMIm AML bez FLT3-ITD na
60% pravdepodobnost’ prezitia 5 rokov od diagndzy, ¢o je
porovnatel'né s odhadovanym prezitim CEBPA mutova-
nych AML s NK a dokonca s preZitim ,,core binding
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factor* (CBF) leukémii, u ktorych je priaznivd progndza
dlhodobo zndma (25). Zacalo sa preto dokonca zvazovat’
preradenie AML s izolovanymi NPM1m do priaznivej ri-
zikovej skupiny AML (2, 16). Pilotné $tidie zamerané
na NPMIm AML bez FLT3-ITD (25) ukazali, ze allo-
HSCT v 1. linii liecby neprindsa u tychto pacientov zlep-
Senie lie¢ebnych vysledkov v porovnani s pacientmi, kto-
ri podsttipili konvenénii chemoterapiu bez alloHSCT. Dal-
Sie Stddie na stibore mladSich (< 60 rokov) AML taktiez
nepotvrdili prinos alloHSCT v skupine AML s izolova-
nym NPMIm genotypom (tj. bez FLT3-ITD a bez MLL-
PTD) (16).

Vzhl'adom na Casty vyskyt a predovsetkym stabilitu sa
NPM1Im radia medzi perspektivne markery MRD, ¢o
predstavuje prinos u vyznamnej skupiny AML s NK (21).
Zasttipenie NPMIm rezidudlnych buniek sa dspeSne mo-
nitoruje na bdze kvantitativnych technik zaloZenych na
metdde polymerdzovej retazovej reakcie (26).

V stivislosti s terapiou NPMIm AML sa uvaZuje o cie-
lenom zdsahu priamo voci naruS§enému mechanizmu tran-
sportu mutovaného proteinu (21). Uvodné subné ti¢inky
kombinécie induk¢nej terapie s kyselinou all-trans retino-
vou (ATRA) u NPMIm AML (27) sa nepodarilo potvr-
dit' v nezavislych studiach, ktoré prebehli na obsiahlejsich
siboroch (28), hoci sa neda vyldcit’, Ze tieto odporujice
vysledky st dosledkom analyzy suboru mladSich (do 60
rokov) pacientov, ktorf sa vyznacuju vyS$S§imi hodnotami
dosiahnutych kompletnych remisii nezdvisle na efekte
ATRA.

Mutacie v géne CEBPA (CCAAT/enhancer binding
protein alpha, 19q13.11)

Transkripény faktor CEBPA predstavuje dal$f vyznam-
ny protein, ktory je v rdmci reguldcie krvotvorby zodpo-
vedny za liniovi Specifikdciu a diferencidciu multipotent-
nych myeloidnych progenitorov v zrelé granulocyty (29).
Deficit CEBPA vedie u mysi k diferenciatnému bloku na
urovni nezrelych granulocytov, ¢o je Specificky znak AML
(30, 31). Protein (izoforma p42) pozostdva z C-termindl-
nej DNA-viizobnej a dimeriza¢nej (bZIP) domény a 2 dal-
§ich N-termindlnych trans-aktivaénych domén (TADI1
a TAD2). Kédujicu oblast” génu predstavuje jediny exén
s prevahou GC bohatych (> 70 %) oblasti (32). Mutécie
CEBPA sa pozoruju asi u 10 % AML s NK (33). Vysky-
tuju sa po celej kddujicej oblasti génu a rozliSuju sa na
N-termindlne, posunové mutécie, ktoré vedu k tvorbe skra-
tenej proteinovej izoformy (p30) a na C-termindlne mu-
tacie, ktoré v dosledku delécii ¢i inzercif poruSuju homo-
a heterodimerizdciu, blokuju vdzbu na DNA a v kone¢nom
dosledku zabranuju aktivacii granulocytovo-Specifickych
cielovych génov (32). Je zndme, Ze vyznamna Cast’ paci-
entov nesie dokonca 2 r6zne muticie CEBPA (bi-
CEBPAm). Pomerne Casto sa v tychto pripadoch popisuji
kombinécie N-termindlnych mutécif na jednej alele s C-
termindlnymi mutdciami na dalSej alele génu.

Vo WHO Kklasifikécii predstavuje mutacny profil
CEBPA jednu z dvoch novych samostatnych molekuldr-
nych podskupin AML (4). V rozpore s tivodnymi vysled-

kami, ktoré poukazovali na celkovo priaznivy prognos-
ticky vyznam mutovaného profilu CEBPA u AML s NK,
recentné Stidie na obsiahlych siboroch zhodne potvr-
dzuju priaznivy efekt CEBPA mutdcii, ale vylu¢ne v pri-
pade biCEBPAm AML (34, 35). Na zdklade Stidif expres-
ného profilu formujui tieto AML unikdtnu molekularnu
podskupinu so Specifickym profilom génovej expresie
(36). V porovnani so skupinou AML s jednou muticiou
CEBPA (CEBPAm) su biCEBPAm AML charakteristické
menej Castym vyskytom daliich, konkurentnych mut4-
cii. Podl'a dostupnych vysledkov multi-variabilnych ana-
lyz nevykazuje ndlez CEBPAm/biCEBPAm v skupine
NPMIm AML dal§i benefit pre prognézu tejto (priazni-
vej rizikovej) skupiny AML. Podobne ako v skupine
NPMIm AML sa vSak i u CEBPAm/biCEBPAm AML
poukazuje na vyznam FLT3-ITD. Nepriaznivy t¢inok
FLT3-ITD na prognézu CEBPAm/biCEBPAm AML vSak
zatial nie je jednotne urceny (16, 35,36, 37). Aktudlne po-
znatky o klinickom vyzname konkurentnych muticii
u CEBPAm/biCEBPAm AML pritom dovol'uji opatrne
zvazovat’ limitaciu mutacného skriningu CEBPA na sku-
pinu AML bez ndlezu NPMIm a bez FLT3-ITD. V tejto
molekularnej skupine AML by mala predstavovat pritom-
nost’ biCEBPAm priaznivy prognosticky faktor.

Pacienti s izolovanymi CEBPAm sa pokladaju popri
AML s izolovanymi NPMIm za dalsiu priaznivi mole-
kuldrnu skupinu AML, v ktorej sa intenzivne zvazuju lie-
¢ebné moznosti, predovSetkym prinos alloHSCT v 1. li-
nii liecCby. Zaverecné zhodnotenie vyznamu alloHSCT
v tejto skupine AML vyZaduje objasnenie dosial netiplne
pochopenych funkénych sivislosti medzi jednotlivymi
mutaénymi profilmi CEBPA (predovSetkym CEBPAm
v porovnani s biCEBPAm, pripadne N-termindlnych
CEBPAm v porovnani s C-termindlnymi CEBPAm).

Parcialne tandemové duplikacie v géne MLL (Mixed-
Lineage Leukemia, 11q23.3)

Gén MLL kéduje histon metyltransferdzu vyznamnu
v reguldcii krvotvorby a expresie Hox génov. Na rozdiel
od obecne zndmych onkogénnych prestavieb MLL (38) sa
asi u 8 % AML s NK vyskytuju Specifické muticie, kto-
ré vedu k Ciasto¢nej (parcidlnej) tandemovej duplikacii
MLL (MLL-PTD) (3). Od prvej zmienky o klinickom vy-
zname MLL-PTD u AML pred takmer 20 rokmi sa zhod-
notil prognosticky vyznam tejto mutdcie na niekol’kych
obsiahlych stiboroch zahinajicich i AML s NK, u ktorych
je ndlez MLL-PTD rizikovym faktorom skorého relapsu
(39). Neddvna analyza vybranej skupiny mladSich (< 60
rokov) pacientov s AML a NK vSak prekvapivo nepotvr-
dila v tejto skupine klinicky vyznamné rozdiely v zdvis-
losti na pritomnosti MLL-PTD (40). Ndlez MLL-PTD sa
u AML s NK natrvalo povaZuje za rizikovy faktor skoré-
ho relapsu, zohl'adfiuje sa vSak podiel dalsich, kooperuj-
ucich (nezavislych negativnych) markerov, predovSetkym
pritomnost’ konkurentnych FLT3-ITD, ktoré sa vyskytuji
asi u 30 % AML s ndlezom MLL-PTD (41).

Napriek kontroverznému pohl'adu na leukemogénny
potencial MLL-PTD je z hl'adiska moZnosti cielene;j tera-
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pie vyznamné, Ze inhibicia aktivity DNA metyltransfera-
zy a histon deacetyldzy dokaze reverzibilne navratit’ ex-
presiu Standardnej alely MLL, ktora je v MLL-PTD pozi-
tivnych leukemickych blastoch potlacend (42).

Dalsie génové muticie u AML s NK

Kombinované muta¢né analyzy zamerané na skrining
NPMIm, CEBPAm a FLT3m, pripadne MLL-PTD umoz-
nuji identifikovat’ aspon jednu molekuldrnu zmenu asi
u 70-80 % AML s NK (2). V zmysle molekularnej strati-
fikdcie AML sa radia pacienti s ndlezom NPMIm bez
FLT3-ITD do priaznivej molekuladrnej skupiny. Naproti
tomu AML bez NPMIm, ale s ndlezom FLT3-ITD, rov-
nako ako AML bez NPMIm a sucasne bez FLT3-ITD
predstavuji vysoko rizikovi molekuldrnu skupinu AML.
Pritomnost’ mutacii CEBPA rad{ pacientov za predpokla-
du, Ze u nich nie je pritomna FLT3-ITD, taktieZ do pri-
aznivej molekuldrnej skupiny.

Uvedent molekuldrnu stratifikdciu vSak stdle nemoZe-
me uvazovat' u vyznamnej skupiny (asi 20-30 %) AML
s NK, u ktorych sa tieto mutécie jednoducho nevyskytuju.
Na patogenéze AML sa u tychto pacientov urcite podie-
T'ajii dalSie molekuldrne mechanizmy, ktoré zahffiaj i d'al-
Sie génové mutdcie. Aktivacia signédlnej drahy RAS, ¢i ab-
normdlna funkcia transkripéného faktoru CBF ako do-
sledok mutdcii v géne NRAS, resp. mutdcii v géne RUNX1
sa predpokladd asi u 10 % AML s NK (3). Jednotny pro-
gnosticky vyznam vSak zatial’ nie je v pripade ani jedné-
ho z tychto 2 typov génovych mutécii u AML s NK sta-
noveny. Naproti tomu, medzi intenzivne diskutované (no-
vé) muticie, ktorych prognosticky vyznam sa zatial' hod-
noti sa zaraduji muticie v géne WT'I a najnovsie i muté-
cie v génoch IDH], resp. IDH2.

Mutacie v géne WT'1 (Wilm’s tumor 1, 11p13)
NaruSend expresia WT1 je u leukémii, nevynimajic
AML dlhodobo zndma a i niektoré tuzemské pracoviska
vyuZzivaju hladiny expresie tohto génu na sledovanie
MRD (43). Napriek dokazom o vyzname WT1 v regulé-
cii preZivania, proliferdcie, ¢i diferenciécie krvotvornych
buniek ostdva presnd tiloha tohto funk¢éne dudlneho tran-
skripéného faktoru v normadlnej i leukemickej krvotvor-
be neobjasnend. Celkom neddvno sa opakovane upozor-
nilo na vyskyt mutdcii W7'/ (WTIm) priblizne u 10 %
AML s NK (44). Mutdcie sa prevazne koncentrujui v 2
mutacnych hot-spot oblastiach WT'I (exény 7 a 9), hoci
niektoré detailné Stidie poukazuju na sporadické mutécie
ivexdnoch 1,2,3 a8 (45). Posunové muticie v exone 7
vedu k skrateniu proteinu WT1, ktory v tejto podobe nie
je schopny regulécie transkripcie. Predpokladd sa tieZ
strata jadrovych lokalizacnych signdlov ako aj strata
schopnosti viazat’ domény dalsich interagujdcich protei-
nov, vratane tumor supresorového génu p53 a jeho homo-
16gu p73. Naproti tomu posunové muticie v exéne 9 gé-
nu WT1 su jednak u AML menej Casté a navySe vysled-
né proteiny by sa mali vyznacovat’ odliSnymi funkénymi
dosledkami v porovnani s proteinmi s mutdciami v exo6-
ne 7.V exéne 9 WT1 sa CastejSie popisuji mutdcie me-

niace zmysel. Tieto mutdcie primdrne zasahuji do ami-
nokyselinového zloZenia vysledného proteinu a podl'a do-
stupnych informdcif vedu k destabilizécii Struktiry zin-
kového prstu a k naruSeniu DNA vézobnej kapacity (44).

Mutacie WT'1 hodnoti niekol’ko pracovnych skupin ako
nepriaznivy ukazovatel prognézy AML dospelého veku.
V dostupnych Stididch maja WT'Im nepriaznivy vplyv na
vysledky induk¢nej liecby a dosiahnutie kompletnych re-
misii, s spdjané s CastejSou kumulativnou incidenciou re-
lapsov a hor§im celkovym preZitim. Tieto Studie aktudl-
ne zhrnul Owen a kolektiv (44). Vyznamna nemecko/ra-
kuska skupina poukdzala na negativny vplyv WT'Im je-
dine u pacientov s koexistujicimi WTlm a FLT3-
ITD. V kontraste s dal§imi pracami tak nepotvrdila nez4-
visly prognosticky vyznam W7'/m u AML s NK (45). Dis-
kusia o pri¢inach nejednotnych vysledkov upozoriuje i na
odliSné liecebné protokoly porovndvanych nezdvislych
Studif, ktoré sa liSia v celkovej kumulativnej ddvke cyta-
rabinu (44). Pokial by sa podarilo potvrdit’, Ze intenziv-
nejsia liecba dokdze zabranit' negativnemu ucinku, kto-
rymi sa WI'lm u AML vyznacuji, potom by predstavoval
mutaény status WT'/ dal$i vyznamny prognosticky uka-
zovatel u AML s NK, rovnako ako délezity marker MRD.

Mutécie v génoch IDH1 (Isocitrate Dehydrogenase 1,
2q34) a IDH? (Isocitrate Dehydrogenase 2, 15q26.1)

Na gén izocitratdehydrogendzy 1 (IDHI) upozornili
celkom neddvno vysledky sekvenovania kompletného ge-
nému u pacienta s AML a NK (46). V kratkom case bol
vyskyt mutdcii IDHI (IDHIm) potvrdeny u 5,5 % primar-
nych AML aasiu 11 % AML s NK (47). Frekvencia vy-
skytu IDHIm u AML s NK vsak nie je zatial’ jednotne sta-
novend. Vieme, e IDHIm sa u AML sdstredujd prevaz-
ne v kodéne 132, ktory kéduje evolu¢ne konzervovanu
aminokyselinu arginin (R132). Je d'alej zndme, Ze popri
mutdcidm v IDHI sa u AML vyskytuji nukleotidové sub-
stitiicie i v géne IDH2 (IDH2m), ktory kéduje mitochond-
ridlnu izoformu cytoplazmatickej izocitratdehydrogend-
zy IDH1 (48). V géne IDH?2 postihujui mutécie prednost-
ne kodény 140 a 172 a zodpovedaju v tychto pozicidch
taktieZ za zdmenu aminokyseliny arginin (mutécie R140,
resp R172) (49).

Na zdklade dostupnych funkénych $tadii sa dd pred-
pokladat’ onkogénny efekt I[DH1/2m v patogenéze AML
(47). Je zndme, Ze izocitratdehydrogendza dokdze v pri-
tomnosti /DH1/2m premienat’ a-ketoglutarat na 2-hyd-
roxyglutardt (47 ,48). Ten sa ako metabolit hromadi v mu-
tovanych leukemickych bunkach a pravdepodobne blo-
kuje aktivitu enzymov, ktoré vyuZivaju a-ketoglutardt ako
svoj substrét. Medzi takéto enzymy sa zaraduju i vybra-
né metyltransferdzy a demetyltransferdzy, ktorych aktivi-
ta ovplyviuje hladiny metylacie DNA v bunkach. Je vy-
znamné, Ze na molekuldrnej drovni reguluje metylacny
profil DNA a histénov nielen mieru génovej expresie, ale
1 bunkovi diferencidciu. Vysledky muta¢nych a epige-
netickych §tadif poukdzali u AML s IDH1/2m na unikat-
ny epigeneticky profil, ktory charakterizuje globélna hy-
permetylacia DNA (50). V sudlade s uvedenymi sa pred-
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pokladd, Ze zmena metylacného profilu méze u IDHI/2m
AML viest k narusenej expresii onkogénov a tumor sup-
resorovych génov a tym aberantne ovplyviovat’ funkciu
kIicovych signdlnych a metabolickych drah (50). Figue-
roa a kolektiv preto navrhujui zaradit' /DH1/2m medzi tzv.
epigenetické reguldtory, ktoré by mohli predstavovat’ v pa-
togenéze AML novu kategériu génovych mutdcii. Stucas-
ne poddvaji predbezné dokazy pre zvaZenie klasifikécie
IDH1/2m AML v rdmci samostatného podtypu AML (50).

Pilotné Studie poukdzali prevazne na nepriaznivy pro-
gnosticky efekt IDHI/2m u AML (47). Niektoré Studie hod-
notia /DHIm ako nepriaznivy ukazovatel v skupine
NPMIm AML (51), pripadne diskutuji stvislost’ /IDHIm
s chemorezistenciou leukemickych buniek (52). Zaverec-
né zhodnotenie prognostického vyznamu IDHI/2m u AML
vSak vyZzaduje dalSie analyzy. V tejto sivislosti, testova-
nie klinického vyznamu /DHIm bude pri multivariabilnom
hodnoteni muta¢nych profilov NPM1, FLT3 a CEBPA vy-
Zadovat’ precizne navrhnuté $tidie na dostatocne rozsiah-
lych, uniformne lie¢enych stiboroch. Mimoriadne prinos-
né bude zdvereCné zhodnotenie vyznamu IDHIm
u NPMIm AML. Zatial' sa predpokladd, ze IDHIm by
mohli predstavovat’ popri FLT3-ITD dalii kandiddtny mar-
ker, ktory prednostne asociuje s NPMIm a mohol by ov-
plyvnovat priebeh ochorenia v tejto prognosticky priazni-
vej molekuldrnej skupine AML (51).

Na zdklade analyz parovanych vzoriek z doby diagné-
zy arelapsu je mozné predbezne usudzovat’, Ze IDHIm sa
objavuju v skorych Stadidch leukemogenézy, su stabilné
v priebehu progresie ochorenia a tym predurcené za vhod-
ného kandiddta na marker MRD u AML (53).

Z terapeutického hl'adiska su zatial’ v teoretickej linii zau-
jimavé tivahy o moZnosti blokovania funkénych dosledkov
akumuldcie 2-hydroxyglutaratu v leukemickych bunkdch
cestou cielenej inhibicie enzymatickej aktivity mutovanych
izocitratdehydrogendz u pacientov s IDH1/2m (47).

Zaver

Intenzivna pozornost’ venovand AML s NK predovset-
kym v poslednych asi 5 az 6 rokoch a uplatnenie novych
technik molekuldrnej genetiky pri analyze gendmu leuke-
mickych buniek priniesli vyrazny pokrok v pochopeni
biologickej podstaty AML. Pozndme nové, klinicky vy-
znamné (molekuldrne) markery, ktoré ovplyviuju klasi-
fikdciu, odpoved na liecbu, preZitie a uplatiiuji sa ako
markery MRD, obzvlast’ v skupine AML s NK. Na pod-
klade mutacného profilu génov CEBPA a NPM1 sme
schopni identifikovat’ nové, zatial' provizérne podskupi-
ny AML a uvaZujeme moZnosti uplatnenia naSich vedo-
mosti o bioldgii AML pri optimalizécii lieCebnej straté-
gie, od indikdcie alloHSCT po cielenti molekuldrnu tera-
piu. Progn6za AML s NK sa vo svetle pribudajicich in-
formécii o vzdjomnom vztahu kooperujicich mutacii
a funkénych ndsledkov podrobne charakterizovanych mu-
taénych profilov neustdle upravuje. Naprick mnohym
otdzkam, ktoré stdle Cakaju na objasnenie, sa v dneSnej

klinickej praxi jednotne odporti¢a hodnotit’ mutacny pro-
fil génov NPMI, FLT3 a CEBPA aspon u AML s NK.
V nasledujucich rokoch by mali prave tieto mutdcie pred-
stavovat’ rozhodujice markery pri vol'be lie¢ebného po-
stupu, v ktorom sa perspektivne otvoria moznosti pre vy-
znamnejSie zohl'adnovanie molekuldrneho profilu AML.
Po dokladnom preskdmani dlohy d'alsich kandidatnych
génov (WTI, IDHI/2 a iné) v procese leukemogenézy
AML si budi i tieto pravdepodobne nachadzat’ svoje mie-
sto v klasifikdcii AML a my budeme schopni pochopit’ si-
vislost' medzi biologickou podstatou AML a klinickou he-
terogenitou, ktorou sa AML, obzvlast AML s NK vyzna-
cuju.

Zoznam pouZzitych skratiek

DNA - deoxyribonukleotidovd kyselina (z angl. deoxy-
ribonucleic acid)

MRD - minimédlna rezidudlna choroba (z angl. minimal
residual disease)

WHO - svetové zdravotnicka organizécia (z angl. world
health organisation)
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