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SOUHRN

Sekvenovani nové generace umoznilo v poslednich letech detailné analyzovat zastoupeni mutaci u malignich
onemocnéni. Analyza mutaci u pacientd s akutni myeloidni leukemii pak umoznila popsat klonalni slozeni a vy-
voj u tohoto onemocnéni. K poznani vyznamneé pfispély i studie vyuzivajici xenotransplantace primarnich bunék
pacientd do imunodeficientnich mysi, coz umoznilo sledovat klonaini zmény v uméle vytvorenych podminkach.
KlondIni selekce je v mysich fizena inherentni prolifera¢ni kapacitou jednotlivych (sub)klont, nicméné vyuziti mysi
s expresi lidskych cytokinl nebo implantovanou humanizovanou tkani demonstruje i zdsadni vliv mikroprostredi.
To se ukazuje byt kritické pro uchyceni akutni myeloidni leukemie s priznivou prognozou, napr. RUNXI-RUNXITI,
CBFB-MYHII, mutace NPM bez FLT3-ITD, bialelickd mutace CEBPA. Cilem této prehledové prace je predstavit ak-
tudlni moznosti simulace akutni myeloidni leukemie in vivo a shrnout nejzdsadnéjsi poznatky o klonalnim slozenf
a patogenezi tohoto onemocnéni ziskané z xenotransplantacnich studii.
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SUMMARY

Kosafova Z., Culen M., JeZiskova ., Folta A., Dvofakova D., Semerad L., Sustkova Z., Mayer J., R&¢il Z.

Study of acute myeloid leukaemia clonality in mouse model

In the last few years, next generation sequencing has enabled detailed monitoring of the clonal composition and
development of malignant diseases. Mutational screening in acute myeloid leukaemia patients has helped to de-
scribe the clonal composition and evolution of this disease. Xenotransplantation studies using immunodeficient
mice and primary patient derived cells that enable the investigation of clonal changes under artificial conditions
have also made a significant contribution. The clonal selection in mice is driven by the inherent proliferation capa-
city of individual (sub)clones. The use of mice with human cytokine expression or implanted humanized tissue has
also demonstrated the critical effect of microenvironment that appears crucial for engraftment of acute myeloid
leukaemia with favourable prognosis, e.g. RUNXI-RUNXITI, CBFB-MYHII1, mutated NPM1 without FLT3-/TD, biallelic
mutated CEBPA. This review aims to present the current options for simulation of acute myeloid leukaemia in vivo
and to summarize the most important data on clonal composition and pathogenesis of this disease obtained from
xenotransplantation studies.
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UuvoD muluji v kostni dfeni a krvi. Onemocnéni se vyzna-

Akutni myeloidni leukemie (AML) je agresivni ma- cuje $patnou prognézou, kompletni remise (CR) je
ligni onemocnéni, které je charakterizovano zablo- dosazZeno u 60-80 % pacientl vékové skupiny do 60 let.
kovanim myeloidni diferenciace a nekontrolovanou U star§ich pacienti nad 60 let dostavajicich intenzivni
proliferaci myeloidnich progenitorti, které se aku- chemoterapiije dosaZzeno CRv40-60 % pripadd, ale pti
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podavani nizkodavkové 1é¢by pouze v 15-20 %. Navic
pravdépodobnost tfiletého trvani CR od zacatku 1écby
je mens$inez 15% [1].

Pri vybéru 1é¢by jsou pacienti stratifikovani do ri-
zikovych skupin na zakladé cytogenetického vysetie-
ni translokaci (napf. PML-RARA, CBFB-MYHII, RUNXI-
RUNXITI, BCR-ABLI) a genetickych markersi (mutace
v genech NPMI, CEBPA, RUNXI, FLT3, TP53, ASXLI) podle
kritérif ELN 2017 [1]. Diky rozsifeni novych genomic-
kych metod, pfedevsim sekvenovani nové generace,
byly v poslednich letech popsany i dalsi rekurentni
somatické mutace spojené s AML, jejichZ prognosticky
vyznam je intenzivné studovan. V ramci studie Cancer
Genome Atlas Research Network byly na zakladé celo-
exomového sekvenovani vzorkti od 200 pacienti s AML
tyto mutace rozdéleny do deviti funk¢nich kategorii.
Identifikace téchto rekurentnich mutaci umoznuje od-
halit urcity vzorec vyvoje myeloidni leukemie a sledovat
vzajemnou spolupraci nebo vylu¢nost mezi muta¢nimi
udalostmi v téchto genech [2].

KLONALITA AML

Obecné se predpoklada, ze leukemogeneze AML
predstavuje vicestupriovy proces, kterému muZze pred-
chazet preleukemické stadium, které je charakterizo-
vano vyskytem klonalni hematopoézy s mutacemi v ge-
nech pro epigenetické modulatory, jako jsou DNMT3A
(obecny vyskyt u ~25 % nové diagnostikovanych AML)
aTET2(~10 % AML pacientil) 2, 3]. Samotna leukemie
je pak vyvolana az ziskem dalsich mutaci, a to zejmé-
na v genech spojenych s proliferaci (napt. NPM1, ~27 %
AML pacientd [2]), tzv. progresorové mutace. Obecné
se vétSina pripadi AML casto vyznacuje rozvétvenou
klonalitou v dobé diagndzy, ktera ale vzdy pochazi
z jednoho zakladajiciho klonu. Zdali se mutace na-
chazi v zakladajicim klonu nebo dcefiném subklonu,
je mozné odvodit na zakladé frekvence dané mutace
(VAF, z angl. variant allele frequency). Hodnota VAF 50 %
u heterozygotni mutace znamena, Ze se dana mutace
nachazi v celé populaci bunék. Mutace v zakladajicim
klonu je tak mozné identifikovat na zakladé vysoké
VAF kolem 50 %, kdeZto subklonalni mutace, které jsou
pritomny pouze v ¢asti bunék, jsou uréeny nizkymi VAF
[4, 5]. V dobé diagnézy AML byly identifikovany geny,
které typicky nesou casné, zakladajici 1éze s vysokou
VAF (napf. DNMT3A4, vyskyt u~25 % AML pacientl, TET2
~10 % AML pacienti, ASXL1 ~6 % AML pacientil) a na-
opak geny, které byvaji vétSinou mutovany na nizké
urovni VAF a predstavuji typické pozdni subklonalni
léze (napt. FLT3 ~30 % AML pacient{l, NRAS ~15 % AML
pacientdl) [2, 6]. Mimo to je mozné sledovat mutace
v pribéhu onemocnéni, kdy subklondlni mutace mo-
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hou vykazovat zna¢nou dynamiku, napf. ztratu nebo
nabyti v dobé relapsu, zatimco zakladajici mutace se
vyznacuji znaénou stabilitou [7, 8]. Zakladajici pre-
leukemické mutace mohou pretrvavativ dobé remise,
nebo je mozné je detekovat v bunécné frakci T lymfocy-
tl v dobé diagndzy [9-12]. Podrobnéji se problematikou
vyvoje leukemickych klonti u AML zabyva pfehledova
prace publikovana dfive [13]. Kromeé sledovani mutaci
na vzorcich od pacientdl je mozZné klonalitu AML si-
mulovat a studovat pomoci transplantace primarnich
AML bunék do mysi (tzv. PDX modely, z angl. patient-
-derived xenografts), které jsou vhodnym nastrojem pro
funkéni ovéteni leukemogenni kapacity jednotlivych
klond, jejich proliferacni schopnosti a zavislosti na
mikroprostfedi.

HISTORIE XENO!RANSPLANTAéNl'CH
MYSICH MODELU AML

Imunodeficientni mysi umoznuji uchyceni stépu
leukemickych bunék bez rizika jejich odvrzeni a pfed-
stavuji jeden z nejpouzivanéjsich zvifecich modeld
vyuzivanych ve vyzkumu leukemii. Nabizeji Siroké
spektrum vyuziti, napt. byly vyuzity pro pozorovani
schopnosti pfihojeni klinického vzorku, identifikaci
kmenovych (leukemii-iniciujicich) bunék, pripadné
namnozeni AML bunék invivo [14].

Pocatecni tsili o vytvoreni prihojeni AML §tépu spo-
¢ivalo v subkutanni transplantaci bunék kostni dfené
do tzv. atymickych mysi (athymic Foxn1™ nude mice) [15].
Tyto mysi byly homozygotnimi nositeli mutace Foxnl™
v genu, ktery kéduje transkrip¢ni faktor dtileZity pro vy-
voj brzliku. V diisledku této mutace postradaly funkcni
T lymfocyty, coz umoznilo pfihojeni $tépti nékterych
lidskych tkani a nadorti, avsak uchyceni hematopo-
etickych bunék bylo limitovano aktivitou NK bunék
a B lymfocyth [16]. Dalsi generaci pfedstavovaly RAG
deficientni mysi postradajici funkéni Ragl [17] nebo
Rag? [18] proteiny, které jsou zapojeny do somatické
rekombinace TCR a Ig gent a jejich absence vede k de-
ficienci T a B lymfocyt{. Tento model umoznil Gspés-
né uchyceni myeloidnich tkani, ne vSak lymfocytl
periferni krve. V roce 1983 byl popsan kmen SCID mysi
(mysi s téZkou kombinovanou imunodeficienci), které
nesly deleci v genu Prkdc kddujici proteinkinazou akti-
vovany katalyticky polypeptid, coZ znemoznilo vyvoj T
a B lymfocytd [19]. Mysi postradaly buriky adaptivniho
imunitniho systému, avsak nedoslo k ovlivnéni vrozené
imunity a NK bunék, a proto i¢innost prihojeni lidské-
ho $tépu v mysi kostni dfeni zlistavala pomérné nizka
(0,5-5%) [20]. Navic podminkou pro pfihojeni stépu bylo
ozafeni mysi pfed implantaci bunék [21]. Dalsi krok
vedl k vytvofeni mysi kmene NOD/SCID, které vznikly
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zkfiZenim s kmenem NOD (non-obese diabetic) vyznacu-
jici se snizenou funkci NK bunék a pos§kozenou vroze-
nou imunitni funkci [22]. Diky tomu doslo k nartistu
uspésnosti xenotransplantace jak bunécnych linii, tak
primarnich vzorka pacientti s AML [23]. Navzdory znac-
nym pokrokiim vsak u téchto mysi dochazelo k tvorbé
thymickych lymfomd a ¢astecna aktivita NK bunék byla
zachovana [22]. Vyvoj dale sméfoval k vytvofeni kmene
NOD/SCID/gamma (NSG), ktery navic obsahuje deleci
v genu kédujici gamma fetézec receptoru pro interleu-
kin 2 a vyznacuje se mnohocetnym poskozenim vrozené
i adaptivni imunity [24]. Oproti pfedchozimu modelu
lymfom, coz prodlouzilo délku Zivota zvifat. V sou-
Casné dobé patfi k nejrozsifenéjsimu mysSimu modelu
pro studium nadorovych onemocnéni, véetné AML,
Bylo zjisténo, Ze ptfihojeni a rlst Stépu zavisi na
pritomnosti specifického lidského mikroprostredi,
protoZe z dtivodu $patné interakce mysSich cytokint
s receptory na povrchu lidskych bunék se v mysim mi-
kroprostiedi netvoii lidské monocyty, makrofagy a NK
bunky [25]. Pro pfekonani této omezené reaktivity se
pouziva nékolik pfistupili. Jednou z moznosti je vytvoie-
ni mysiho modelu produkujiciho lidské cytokiny. Mysi
kmene NSG-tg [26] jsou schopné produkovat lidsky IL-3
(interleukin 3), GM-CSF (faktor stimulujici riist granu-
locytarnich a makrofagovych kolonii) a M-SCF (faktor
stimulujici rist makrofagovych kolonii), coz vede ke
zlepSeni tispésnosti uchycovani stépti oproti béZznym
NSG. NejpokrocilejSim modelem jsou mysi kmene
MISTRG, které obsahuji geny kédujici lidské cytokiny
dtlezité pro vyvoj imunitnich bunék [27]. Jsou to geny
pro TPO (trombopoetin), ktery udrzuje hematopoetické
burnky ve stadiu schopném diferenciace po dlouhou
dobu, dale IL3 a GM-CSF podporujici vyvoj funk¢énich
makrofagl a gen pro M-CSF, coZ vede ke zvySenému
poctu lidskych monocytli nebo makrofagh v tkani.
V disledku téchto iprav dochazi k vysoké efektivité
uchyceni lidskych hematopoetickych bunék a rozvoji
rozmanitych bunécnych podpopulaci. Druha moznost,
jak namodelovat lidské mikroprostiedi v mysim reci-
pientovi, spoc¢iva v implementaci biokompatibilnich
matric (,scaffoldii“) a lidskych mezenchymalnich kme-
novych bunék (MSC) do podkoZi imunodeficientnich
mysi, kde vytvoii arteficidlni lidskou kost a mikropro-
stfedi, vhodné pro uchyceni leukemickych bunék [28].

VYUZITi XENOTRANSPLANTACNICH
MODELU V RAMCI STUDIA KLONALITY AML
Drive byla podobnost xenotransplantatu s pvod-
nim klinickym vzorkem porovnavana primarné na
zakladé stanoveni fenotypu pomoci pritokové cyto-

metrie, pfipadné pomoci detekce vybranych mutaci
[29]. Presnéjsi informace o klonalnim sloZeni vzorku
po xenotransplantaci lze ziskat identifikaci a kvantifi-
kaci sirsiho spektra mutaci pomoci sekvenovani nové
generace. Ve véts$iné publikovanych studii byla obecné
potvrzena pritomnost stejnych mutaci v klinickém
vzorku i v xenotransplantatech. Bylo zji§téno, Ze pfe-
devsim mutace reprezentujici hlavni klon pretrvavaji
ajsou detekovatelné i vmysich [30-32]. Nejcastéji patii
mezi takto mutované geny DNMT3A, RUNX1 a NOTCH,
které jsou zasazeny vétSinou jiz v preleukemickych
stadiich [33]. Navic bylo potvrzeno, Ze i pfi opakované
xenotransplataci zlistava klonalni sloZeni vzorku za-
chovano [31, 34-36].

Klonalni diverzifikace xenotransplantatu byla po-
zorovana u klinickych vzorki, které mimo hlavni klon
(mutace s VAF 50 %) nesly jeden nebo vice subklond (VAF
mutaci priblizné < 30 %). Ve dvou studiich byla pozoro-
vana ztrata nejmensich subklont s pavodni VAF pod
10 %, pricemz 3 ze 4 téchto klinickych vzorkl nesly
mutaci v genu NRAS [31, 32], coZ ukazuje na rstovou
nevyhodu NRAS mutovanych klonti v mysich [31]. Vjiné
praci byla nejvétsi variabilita popsana u mutaci s pti-
vodni VAF 10-30 %; zde v§ak mutace s VAF < 10 % nebyly
analyzovany [33]. V nékterych ptipadech byl zcela opac¢né
pozorovan nartist mutaci, které se v primarnim vzorku
pod hranici detekce [36]. Nejcastéji se jednalo o subklo-
ny definované mutaci v genu FLT3, piipadné BCOR, coz
naznacuje jejich prolifera¢ni vyhodu [32]. Navic bylo
zjisténo, Ze AML, které nesou mutaci v genu FLT3 se
vyznacujiizvySenou pravdépodobnosti uchyceni v mysi
[23]. Wang et al. [33] v§ak pozorovali variabilitu i u mu-
taci v genech IDH2 a TET?, které byly v jinych studiich
popsany jako zakladajici preleukemické mutace [37].
Tato skutecnost ukazuje na to, Ze se tyto mutace mohou
vyskytovat i jako pozdni subklonalni 1éze.

VYZNAM XENO!RANSPI.ANTA&NI'CH
MYSiCH MODELU PRO STUDIUM
RELAPSU ONEMOCNENI

Jednou ze zakladnich otazek u xenotransplantac¢nich
studii AML je, zda pozorované zmény v klonalité mohou
reflektovat nebo predikovat vyvoj pozdéjsiho relapsu.
Zde je nutno poznamenat, ze analyza vét§iho souboru
pacientli zatim chybi, a tak 1ze vztah xenotransplanta-
tu k pozdéj§imu vyvoji u pacienta demonstrovat pouze
na nékolika jednotlivych pfipadech. Kuptikladu Wang
et al. pozorovali v xenotransplantatech i pozdéjsim
relapsu u pacienta shodu v nariistu subklonu s muta-
ci FLT3-ITD a zaroveni pokles subklonu s mutaci v PTPNTI
[33]. Naproti tomu byly popsany ptipady, kdy pfihojeny
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diagnosticky vzorek neodpovidal pozdéjsimu relapsu
u pacienta. V mysich byla detekovana mutace v genu
IDHI(R132I) s VAF 36-58 %, pficemZ v ptivodnim klinic-
kém vzorku byla pfitomna na 5% VAF, a v dobé relapsu
na hranici technické chyby [8]. Tento vysledek nazna-
Cuje, ze raritni klon s touto mutaci pritomny v de novo
AML se preferenc¢né prihojil u 6/6 mysi, ale neptispél
k rozvoji relapsu. Jak jiz bylo zminéno, klonalni zmény
po xenotransplantaci se projevuji primarné na trovni
subkloni. Podobny vyvoj je popsan i v pripadé relapsu
u pacientd s typickym nartstem FLT3-ITD a poklesem
NRASmutaci [30]. Doposud ale chybi rozsahlejsi porov-
nani nakolik subklonalni zmény v xenotransplantatu
predikuji vyvoj u pacienta v dobé relapsu, pripadné
u kterych gent je shoda mezi xenotransplantatem
a pozdéjsim relapsem, a u kterych nikoliv.

VYUZITi POKROCILYCH MODELU

Kromeé proliferac¢ni aktivity samotnych leukemic-
kych klont m@ze mit klicovou roli pro uchyceni i hos-
titelské mikroprostfedi. Pfi xenotransplantaci AML
do mysiho kmene NSG a modifikovaného kmene NSG-
-SGM3 exprimujiciho lidské cytokiny SCF, GM-CSF
a IL-3 byly popsany rozdily jiZ na drovni fenotypu po-
vrchovych antigend [8]. Xenotransplantity stejného
pacienta mély vyssi expresi CD34 v NSG-SGM3 mysich
nez ve standardnim kmeni NSG. Pomoci cileného sek-
venovani bylo rovnéz potvrzeno jejich rozdilné subklo-
nalni sloZeni. V mys$ich kmene NSG pfevladl stejny sub-
Kklon jako v klinickém vzorku, zatimco v mysich kmene
NSG-SCM3 dominoval subklon, ktery byl v primarnim
vzorku zastoupen pouze minoritné [8].

Znacného pokroku bylo dale dosazeno vytvorenim
humanizovaného mikroprostfedi pfipominajici kostni
dfen [28]. Na tomto modelu bylo dosazeno uspésné-
ho piihojeni velké ¢asti AML vzorki, vCetné skupiny
pacientd s pfiznivym rizikem [38]. Porovnanim efek-
tivity uchyceni $tépu ve srovnani s klasickym mysim
modelem bylo zjisténo, Ze ze 7 testovanych vzorkd
se vSechny pfihojily u hybridnich mysi obsahujicich
»scaffold, a naopak pouze 3 v klasickém modelu. Vzorky
pochazely ze skupin s nizkym nebo stfednim rizikem,
s mutaci v genu NPMI anebo s cytogenetickou zménou
CBFB-MYH (3 vzorky) nebo KMT2A-MLL3T, MYC-IGH (po
1 vzorku), vzdy bez pfitomnosti mutace v genu FLT3.
V nékolika ptipadech bylo pfihojeni stépu ve , scaffold“
nékolikanasobné vys$si nez v mysich femurech. Navic se
lisila i kKlonalita mezi ,scaffold a femury stejnych mysi.
Vjednom vzorku byl ve ,scaffold“ detekovan dominantni
klon (mutace v XBPI, APC, RPTOR, FLNC a MLL2, VAF
~ 50%; inv(16); t(9;22)), zatimco v mysi kostni dfeni
naopak prevladla pivodné minoritni mutace IDHI do-
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provazena dalsimi mutacemi, které v diagnostickém
vzorku nebyly zachyceny. U jiného pacienta byly v my-
$ich femurech kromé hlavniho klonu (FLT3™/IDHI™)
detekovany znovu i subklony, které nebyly pfitomny
u pacienta ani ve ,scaffold“ (s mutacemi v genech BCOR,
KDMG6A, PTPNII a APC). V jiném vzorku naopak doslo
v mysi kostni dfeni ke ztraté 2 mutaci (MUTYH a PLCG2)
oproti klinickému vzorku i ,scaffold” xenotransplatatu
(s mutacemi v NRAS, MSH6 a DNMT3A v hlavnim klonu).
Zde se ale ve ,scaffold” vyskytly malé klony, které nebyly
detekovany u pacienta [38].

Zda se, ze vliv mikroprostfedi na preferen¢ni uchy-
ceni nékterych mutantnich klon@ hraje velkou roli,
a proto bude diilezité charakterizovat na vétSim poctu
vzorkl klondlni rozdily mezi primarnim vzorkem
a Stépem jak v zakladnim mysSim modelu, tak v po-
krocilych modelech. Otazkou je, zda humanizované
mikroprostfedi skute¢né lépe zachovava ptivodni
klonalitu, anebo dava vétsi prostor pro klonalni di-
verzifikaci. Zaroven bude zajimavé identifikovat,
které 1éze vykazuji nejvétsi zavislost na mikropro-
stfedi [27, 33].

ZAVER

Sekvenovani nové generace prispélo vyznamnou
mirou ke sledovani diverzity a klonality AML xeno-
transplantatl [32]. Bylo ovéfeno, Ze leukemogenni
mutace pritomné v zakladajicim klonu primarniho
vzorku AML byvaji pfitomné v xenograftech, a mysi
modely tak spektrem mutaci obecné odpovidaji mutac-
nimu obrazu pacienta. Data ukazuji, Ze subklonalni
slozeni u AML je dynamické a zavisi na aktudlnich
podminkach (mikroprostfedi, 1é¢ba). Hodnoceni klo-
nalni selekce po xenotransplantaci vzork do imu-
nodeficientnich mysi tak otevira dalsi moznost, jak
podrobnéji zkoumat klonalni vyvoj a vznik relapsu
u pacienta [8]. Srovnani klondlniho sloZeni AML u pa-
cientd a mysi bylo provadéno spise v individualnich
pfipadech a s vyuzitim standardniho kmene NSG.
ChyDbi vSak podrobna data z vétsiho souboru vzorkd po-
rovnavajici ptihojeni stépu v modifikovanych mysich
modelech, a také porovnani klonality xenotransplan-
tatu a relapsu pacienta. Pouzitim humanizovanych
mys$ich modeld m@Ze byt dosaZzeno uchyceni méné
agresivnich AML, presnéjsi rekapitulace klonality
nebo naopak cileného sledovani klonalnich zmén pfi
definovanych obménach mikroprosttedi [26-28, 38].
Timto zplisobem mizZe byt identifikovana zavislost
klont se specifickymi mutacemi nebo chromozomal-
nimi aberacemi na konkrétnich solubilnich faktorech
nebo slozkach stroma, coz muze vést k navrzeni no-
vych 1écebnych strategii.
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V ¢lanku Stary]., Blatny]., PospiSilova D. 25 let vyvo-

je détské hematologie, zvefejnéném v prvnim leto§nim
Cisle naseho casopisu na strankach 43 az 49 byl uveden
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Graf 1. Lécba détské akutni lymfoblastické leukemie v Ceské republice
1985-2017
Pravdépodobnost 5letého preziti (OS)
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chybny text legend obou grafti, v némz vypadly speci-
fikace typu leukemie. Nyni uvadime spravné legendy
spole¢né s pivodnimi grafy. Autorim se omlouvame,
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Graf 2. Lécba détské akutni myeloidni leukemie v Ceské republice
1993-2017
Pravdépodobnost Sletého preziti (OS).
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