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Charakteristické mutace v genu pro nukleofosmin jsou nalézany zhruba u tretiny pacientl s akutni myeloidni leukemif
(AML). Jejich nasledkem dochazi k premisténi nukleofosminu z jadérek do cytoplazmy a tim k ovlivnéni celé fady
Zivotné dllezitych bunécnych procest. Nase vysledky mimo jiné naznacuji, ze proti mutovanému nukleofosminu se
vytvari imunitni reakce, kterd u jedinct s vhodnym HLA typem snizuje riziko rozvoje AML. Zasah imunitniho systému
proti leukemickym bunkam mize ovsem byt blokovan inhibi¢nimi mechanismy, které jsou v soucasné dobé intenzivné
zkoumany predevsim u pevnych nador, ale pravdépodobné plsobi i u hematoonkologickych onemocnéni.
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SUMMARY

KuzZelova K., Brodska B., Soukup P.

Functional consequences of mutations in the nucleophosmin gene in acute myeloid leukaemia

Characteristic mutations in the gene coding for nucleophosmin are found in a third of patients with acute myeloid
leukaemia (AML). Due to these mutations, nucleophosmin is translocated from the cell nucleoli to the cytoplasm and
a large number of essential cellular processes are affected. Our results suggest that an immune response against muta-
ted nucleophosmin is induced in patients with a suitable HLA type and this lowers the risk of leukaemia development.
However, the effect of the immune system can be impeded by various inhibitory mechanisms, which are currently being
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intensely explored mainly in solid tumours, but are probably also active in haemato-oncological diseases.
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Akutni myeloidni leukemie (AML) je nejcastéj-
§i formou akutni leukemie u dospélych, jeji priciny
a prognodza jsou pomérné heterogenni a vyléceni se
dati dosahnout v priméru asi u 30 % pacientdi. Zna¢na
¢ast bunék AML vykazuje cytogenetické abnormality,
u ostatnich byla také jiz identifikovana rfada reku-
rentnich mutaci, které se mohou vyskytovat i soucas-
(NPM1), které jsou nalézany asi u 60 % pacient s nor-
malnim karyotypem a jejichZ pritomnost je pri absenci
dalSich mutaci spojena s priznivéjsi prognézou [1].
V Klasifikaci leukemii vydané Svétovou zdravotnickou
organizaci v roce 2016 je AML s mutovanym NPM1
uvedena jako samostatnd kategorie onemocnéni [2].
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Obecné tato diagnéza patti do velmi Siroké skupiny
AML se stfednim rizikem dle cytogenetického nilezu.

V Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT)
jsou mutace nukleofosminu rutinné vysSetfovany od
roku 2011. Cetnost vyskytu mutace NPM1 se na naSem
pracovisti pohybuje celkové okolo 35 %, u AML s normal-
nim karyotypem je to pfes 50 %. Pfitomnost izolované
mutace v genu NPM1 u pacientli s normalnim karyoty-
pem zvySuje pravdépodobnost dosazeni celkové remise
a zlepSuje celkové preziti, ¢imz fadi tyto nemocné do
nizsiho rizika v ramci Siroké skupiny AML se stfednim
rizikem (graf 1). Pacienti jsou v tomto pfipadé 1éceni
standardni indukéni 1é¢bou 3+7 (Dauno 60 mg/m?D1,2,3
+ Cytosar 100 mg/m? D1-7) a nasledné ¢tyimi cykly
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Graf 1. Pravdépodobnost preziti pacientl s AML a normalnim karyotypem podle ptitomnosti izolované mutace genu NPM1
Legenda: ------ AML stredni riziko s izolovanou mutaci NPM1, — AML stredni riziko bez izolované mutace NPM1, doba pfeziti v mésicich

konsolidace HIDAC (Cytosar 3g/m?, D1,3,5 a 12 hod).
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o molekularni ukazatel,
jehoz vyvoj lze sledovat v case (jak v periferni krvi, tak
v kostni dfeni), pouziva se NPM1 k monitorovani mi-
nimalni rezidualni nemoci (MRN). Pfi opakovanych
vzestupech hodnoty (minimalné ve dvou odbérech po
sobé) je bran jako indikator molekuldrniho relapsu,
ktery pfedchdzi relapsu hematologickému a v UHKT je
indikaci k zahajeni zadchranné 1é¢by jakoz i k transplan-
taci bunék krvetvorby.

Charakteristické mutace koncové ¢asti genu NPM1
umisténého na dlouhém raménku patého chromozomu
(5q35.1) byly poprvé popsany v roce 2005 jako pfekvapivy
vysledek imunohistochemického barveni vzorkt kostni
dfené pacientli s hematologickymi malignitami [3],
které bylo provadéno se zamérem detekovat produkty
fuznich gent vzniklych chromozomalnimi translokace-
mi. Autofi studie specificky u primarni AML zazname-
nali vysoky pocet vzorki, u kterych byl nukleofosmin
(NPM) pritomen pievazné v cytoplazmé (35 % vzorki
oznacCenych jako NPMc+), ackoli je tento protein ob-
vykle soustfedén do bunécnych jadérek. Vyskyt NPM
v cytoplazmeé byl dale spojen s normalnim karyotypem,
s vysokou frekvenci vyskytu internich tandemovych

duplikaci v genu FLT3 a s dobrou odpovédi na indukéni
chemoterapii. Podrobna analyza potom ukazala, Ze
abnormalni lokalizace nukleofosminu je zptisobena in-
serci malého poctu (vétSinou ¢tyf) nukleotiddi v posled-
nim exonu NPM1, kterd zptisobi posun ¢teciho ramce,
ztratu sekvence zajistujici lokalizaci proteinu v jadérku
a obvykle také vytvoreni pfidavného signalu pro export
zjadra. Od vydani této prikopnické prace byla popsana
fada riznych mutaci na 3"-konci genu NPM1, z nichz
nejcastéjsi (80 % vsech mutaci) je oznacovana jako typ
A [1, 4, 5]. Jejich nésledky jsou ovSem podobné a vzdy
zahrnuji zménu lokalizace proteinového produktu [6].
Diky tomu je mozné diagnostikovat mutaci nejen po-
moci genetického vySetfeni, ale také histochemickymi
nebo imunofluorescen¢nimi metodami (obr. 1). Cetné
statistické analyzy provedené v poslednich deseti letech
potvrdily vyssi frekvenci mutaci v genu FLT3 a odhalily
rovnéz Castéjsi vyskyt mutaci DNMT3A a IDH2 [7, 8]
u pacienth s mutovanym NPM. Jen vzacné se naopak
soucasné s mutaci NPM1 objevuji mutace v genech
RUNX1, CEBPA a TP53 [9-11].

Nukleofosmin je multifunk¢ni protein, ktery se vy-
tvari ve vSech bunécnych typech a ti¢astni se fady pro-
cesti véetné tvorby ribozomi [12], duplikace centrozomu
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Obr. 1. Vnitrobunééna lokalizace nukleofosminu

A: Exprese fluorescencné znacenych forem nemutovaného (¢ervend)
a mutovaného (zelend) nukleofosminu v HEK293T burnkach
transfekovanych plazmidy pro expresi obou forem.

B: Imunofluorescencni detekce NPM v primdrnich burikdach AML
pacientl. Signal NPM je ¢erveny, modfe jsou obarvena bunécna jadra.
Ve vzorku pacienta s mutaci (NPMc+) je patrné obarveni cytoplazmy.

[13], apoptdzy [14, 15] a oprav poskozené DNA [16]. Jeho
role v hematologickych onemocnénich je riznoroda,
muiZe puisobit jako nddorovy supresor i jako onkogen
[17]. Na jedné strané NPM zajiStuje sestaveni a trans-
port ribozomalnich podjednotek [18], podili se na udr-
Zeni stability genomu [19, 20], ptisobi jako histonovy
chaperon [21] a diky interakci s nddorovymi supresory
P53 a pl4ARF zajiStuje odstranéni bunék poskozenych
genotoxickym stresem [22-24]. Na strané druhé je v so-
lidnich nadorech casto pozorovana zvySena exprese
NPM [25] a u hematologickych malignit se objevuji
kromeé charakteristickych mutaci také chromozomalni
translokace zahrnujici gen NPM1 (jejich disledkem je
vznik fuznich proteinfi, jako je NPM-ALK [26], NPM-
-RARalfa [27] nebo NPM-MLF1 [28]). O diileZitosti funkce
nukleofosminu svédci i fakt, Ze homozygotni mutace
NPM1 je v mySim modelu letdlni jiZ v embryonalnim
stadiu [20] a v butikdch AML pacienti je vzdy zachovana
jedna alela divokého typu (NPMwt). Mutace charak-
teristické pro AML jsou Casto detekovany jiz v ranych
fazich onemocnéni a jejich vyskyt obvykle pretrvava
i v relapsu, takze je NPM i vhodnym markerem pro
sledovani minimalni zbytkové nemoci [29].

Pfestoze mutace NPM pravdépodobné predstavuji
iniciacni udalost ve vyvoji AML a vytvareji proleuke-
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mické prostiedi, molekularni mechanismy naslednych
zmén nejsou znamy a jsou jisté slozité. Mutovany NPM
si zachovava vétsinu funkcénich domén a lze predpo-
kladat, ze i nadale tvori komplexy s dal§imi proteiny
[6]. NPM ovliviiuje funkci velkého mnozstvi rozlicnych
molekul, pro vysledek jeho piisobeni je zfejmé zasadné
dilezita jeho lokalizace a mutovany protein neni ve
spravny ¢as na spravném misté. Je také mozné, Ze pre-
nasenim svych interak¢nich partnert do jinych ¢asti
buriky brani vykonu jejich pfirozené funkce a tim rov-
néz prispiva k nastoleni leukemogennich podminek.
Podobné neni dosud znamo, pro¢ jsou mutace NPM
priznivym prognostickym faktorem pro celkové preziti
AML pacientd.

Studiem vlastnosti nemutovaného i mutovaného
nukleofosminu se v UHKT dlouhodobé zabyvame.
Podrobnou analyzou vnitrobunécné lokalizace fluo-
rescencné znacenych variant NPM jsme naptiklad uka-
zali, Ze ackoli izolovany NPMwt a NPMmut se vyskytuji
takfka vylucné v jadérku, respektive v cytoplazmé,
v AML bunkach s heterozygotni mutaci se oba typy
navzajem ovliviiuji. NPM totiZz tvofi oligomery [30],
ve kterych se mohou obé formy kombinovat. NPM
komplexy se tak vyskytuji v jadérku, v cytoplazmé
ivnukleoplazmeé bunék obsahujicich mutovany NPM.



Z naSich vysledki i z experimenth dalSich autori ply-
ne, Ze lokalizace zavisi na typu mutace, pomérném
mnozstvi mutované a nemutované formy a také je
napfiklad ovlivnéna pisobenim 1é¢iv [31-35]. Obrazek 2
ukazuje priklad vyraznych zmén vyvolanych leptomy-
cinem B (LmB) a aktinomycinem D (actD) na modelo-
vych bunkach exprimujicich fluorescencné znacené
varianty NPMwt (Cervend) a NPMmut (zelend). LmB
je inhibitor proteinu zajistujiciho export z jadra do
cytoplazmy a jeho plisobenim se i mutovany NPM vra-
ci do jader. Naopak actD vyvolava genotoxicky stres,
rozpusténi jadérek a presun obou forem NPM do cy-
toplazmy. V literatufe se objevuji navrhy terapeutic-
kych postupti zaloZenych na zdsahu do vnitrobunécné
lokalizace NPM a jeho interakénich partnerti. Latky
pisobici soustfedéni NPM do jadérka by mohly obno-
vit normalni funkci nemutovaného a mozna ¢astecné
imutovaného NPM, véetné proapoptotickych uc¢inki,
které by zajistily pfirozené odstranéni transformované
buriky. Podobné inhibice interakce mutovaného NPM
s dalsimi proteiny by mohla do zna¢né miry odstranit

NPM mutA NPM wt

kontrola

LmB

actD

Obr. 2. Zmény lokalizace mutovaného (zelend) a nemutovaného (¢ervend) nukleofosminu
v HEK293T bunkach po plsobeni leptomycinu B (LmB) a aktinomycinu D (actD) ;
V kazdém radku jsou postupné zleva oba signaly a jejich prekryti z téhoz zorného pole. Usec¢ka

méritka predstavuje 10 pm.
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jeho vliv na bunécné procesy, coz by opét mohlo
vést k apoptéze. Na druhou stranu uplné vyrazeni
funkci NPM (napf. u homozygotnich mutantd) bunky
neprezivaji a molekuly cilici nemutovany NPM by
mohly pfi vhodném davkovani selektivné poskozovat
transformované bunky s mutovanou alelou, které
produkuji nemutovaného proteinu méné. Vzhledem
ke komplexnosti ptisobeni NPM, které zahrnuje pro-
nadorové i protinadorové ucinky, je ovSem obtizné
predvidat vysledny efekt téchto zasahti, ktery navic
mizZe zaviset na typu buriky. Jak uvidime dale, cyto-
plazmaticka lokalizace mutovaného NPM muiZe mit
ipozitivni nasledky a jeji zachovani miiZze byt dileZité
pro uspéch 1écby.

Moznym vysvétlenim pozorovaného priznivého
vlivu mutace NPM na celkové preZziti pacientl je imu-
nitni odpovéd namifena proti mutovanému proteinu.
Hypotézu, Ze proti unikatni koncové aminokyselinové
sekvenci mutovaného NPM se vytvaii spontanni imu-
nitni reakce, jsme se rozhodli otestovat porovnanim
frekvence vyskytu HLA 1. tfidy u pacientd s potvrzenou
mutaci NPM a u zdravych jedincti.
ProtoZe antigeny aktivujici specific-
ké cytotoxické lymfocyty jsou vysta-
vovany pravé na HLA molekulach
1. tfidy, ocekavali jsme, Ze jedinci
s vhodnym HLA typem by méli byt
vQci leukemii s mutovanym NPM
diky imunitni odpovédi odolné&;jsi.
Na pilotnim souboru pacienti UHKT
[36] a posléze i na vétsim souboru
z vice pracovist (http://www.blo-
odjournal.org/content/128/22/5230)
jsme pak skutecné nalezli néko-
lik alelickych skupin HLA 1. tfi-
dy se snizenou frekvenci vyskytu
u NPMmut AML pacientli. Rozdily
mezi pacienty s riznym HLA typem
se pritom vyskytovaly i v dalSim vy-
voji nemoci. Zajimavy zavér vyply-
nul z teoretickych predikci moznych
komplexti HLA molekul s peptidy
odvozenymi z NPM. Ty totiz ukaza-
ly, Ze imunitni odpovéd s nejvétsi
pravdépodobnosti neni namifena
proti mutované sekvenci jako neo-
antigenu, ale spiSe proti peptidiim
z nemutovanych c¢asti proteinu.
Imunogennost mutovaného NPM
tedy zfejmé rovnéz souvisi se zmeé-
nou lokalizace - protein pritomny
v cytoplazmé mizZe byt snaze zpra-

mutA + wt
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shizena exprese HLA

exprese inhibi¢nich receptorud

Obr. 3. Schematické znazornéni vybranych mechanisma, kterymi nadorové bunky unikaji

pred zdsahem imunitniho systému

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) rozeznavaji na povrchu nadorovych bunék antigeny
(barevné obrazce) vystavené na HLA molekuldch. CTL mohou kromé T-cell receptoru
exprimovat také inhibi¢ni receptory, napf. PD-1, které po navadzani na ligandy na nadorovych

bunkach brani spusténi cytotoxické akce.

covan a dopraven do endoplazmatického retikula, kde
probiha navazani imunopeptid na HLA molekuly.
Nase vysledky ovSem také ukazuji, Ze imunitni
odpovéd nedokaze rozvoji leukemie zabranit u vsech
pacientd s vhodnym HLA typem, zfejmé v duisledku
plisobeni mechanismt podobnych tém, které umoznuji
bunikdm pevnych nadorti imunitni odpovéd potlacit,
nebo ji uniknout. Mezi mozné scénare (obr. 3) patfi
napiiklad sniZeni exprese HLA molekul 1. tfidy, snizena
schopnost prezentace antigenti, potlaceni specifické
imunitni odpovédi plisobenim inhibi¢nich receptorti
cytotoxickych lymfocytd nebo globalni utlumeni funk-
ce imunitnich bunék prostifednictvim chemokind.
V soucasné dobé proto vySetfujeme soubor marke-
ri plsobeni imunosupresivnich mechanismt u AML
pacientdi. Pro urceni fenotypu leukemickych blastli
a riznych druh@ imunitnich bunék priitokovou cyto-
metrii je tfeba mit k dispozici ¢erstvé nebo zamrazené
intaktni buriky. V nékterych pfipadech je ale mozné
pouzit i alternativni metody, které umoznuji retro-
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Utlum funkce imunitnich bunék

spektivni vySetfeni uchovanych vzorka
nukleovych kyselin. Takovy postup s vyu-
Zitim polymerazové fetézové reakce (PCR)
jsme vypracovali pro analyzu povrchové
exprese ligandu jednoho z inhibi¢nich re-
ceptori, PD-L1[37], a pouzili ho pro vyset-
feni 55 vzorkli AML pacient(l se vstupni
leukocytézou (http://www.bloodjournal.
org/content/128/22/5229). Tato analyza
ukazala, ze pouze 14 pacienti mélo niz-
kou hladinu PD-L1 a pouze u pacientil
s mutovanym NPM méla nizka exprese
PD-L1 ptiznivy vliv na celkové preziti.
Pilotni vysledky naSich dalSich stanove-
ni jsou také v souladu s predstavou, ze
imunosupresivini mechanismy znamé
predevsim ze studii na pevnych nadorech
plisobiiu AML a Ze u pacientli s mutova-
nym NPM maji tyto mechanismy vliv na
Vyvoj nemoci.

Priklad nukleofosminu a jeho spe-
cifickych mutaci poukazuje na vyznam
porozumeéni molekularnim mechanis-
mam vzniku a perzistence nadorovych
onemocnéni pro moznost jejich indivi-
» dualni 1é¢by. Vzhledem k zavaznosti one-
mocnéni AML a vysoké frekvenci vyskytu
charakteristickych mutaci NPM mtze
naptiklad aplikace vhodné formy imu-
noterapie vyznamné prispét ke zvySeni
Gacinnosti 1écby. Znalost leukemogennich
procesi spojenych s mutacemi NPM je
také potencialné vyuzitelna pro vyvoj novych cilenych
terapeutik.

PouZité zkratky

actD - aktinomycin D

AML - akutni myeloidni leukemie
HLA - human leukocyte antigen
LmB - leptomycin B

MRN - minimalni rezidualni nemoc

NPM - nukleofosmin

NPM1 - gen pro nukleofosmin

UHKT - Ustav hematologie a krevni transfuze
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Vyzkum role imunitni odpovédi proti nukleofos-
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Moderni lIéCivé pripravky pro imunoterapii

Jednim z progresivnich smérd vyvoje moderni hematoonkologie je
vyuzivani imunoterapeutického pfistupu k Iécbé leukémii. Objevuji se
nové biologické Iéky (protilatky) plusobici na klicové kontrolni body
imunologickych reakci, pozornost si ale ziskavaji i moderni lécCivé
pfipravky zaloZené na plsobeni Zivych, imunitni reakci modifikujicich
bunék.

Pomérné ,jednoduchym® pfistupem je mozné odebrat pacientovi nebo
vhodnému darci krev, izolovat z ni imunitné aktivni buriky a tyto bunky
v laboratofi expandovat na dostate¢né mnozstvi. Vhodnymi cytokiny
nebo genovymi manipulacemi miizeme pak zvysit jejich toxicitu proti vybrané formé leukémie a podat
je zpét pacientovi.

Tento — v laboratofi jednoduchy — postup je komplikovan pfisnymi schvalovacimi podminkami, které vy-
zaduiji, aby takto pfipravené I1éCivé pfipravky moderni terapie (LPMT) splfiovaly obecné platna kritéria pro
parenteralni léCivé pfipravky. Vyroba imunoterapeutickych bunécénych pfipravkl musi probihat v asep-
tickych podminkach supercistych prostor, vyroba musi byt povolena Statnim ustavem pro kontrolu léCiv
(SUKL) a pacienti mohou tyto pfipravky dostat pouze v rdmci schvéleného klinického hodnocent.

Ustav hematologie a krevni transfuze jako moderni hematoonkologické pracovisté tento trend sleduje:

M 2014: ustaveni Imunoterapeutické skupiny

M 2015: dokoncCeni vystavby supercistych prostor

W 2017: UHKT ziskava od SUKL povoleni k vyrobé& pro prvni imunoterapeuticky bunéény pripravek
obsahujici expandované darcovské NK bunky (pfirozeni zabijeci) pro 1é¢bu akutni myeloidni leuké-
mie (AML)

B Soucasnost: probiha schvalovani prvnich klinickych hodnoceni pro NK buriky a pfiprava vyroby
novych produktd buné&né terapie pro pacienty UHKT

% UHKT
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