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Teoreticky pfehled problematiky

1 Teoreticky prehled problematiky

1.1 Uvod

Akutni myeloidni leukémie jsou stale jesté fatalnim onemocnénim pro vétSinu pacientl,
prestoze pomérné vysoké procento nemocnych (dle rlznych studii 55-85%) se dostane do
kompletni remise (CR) a zhruba 25-40% z nich pieziva v CR déle nez 2-3 roky a ma tak realnou
nadéji na vyléCeni. Hlavni pfi¢inou 1éCebnych netspéchii byva nenavozeni CR a dale pak

ey oo

vylééeni [2].

Razné subtypy AML maji rliznou progndézu. Zatimco v dobach pied 30-40 lety prognoza
vystihovala pfirozeny prubéh onemocnéni pfi neexistenci U¢inné protinadorové terapie,
v soucasnosti je naopak v mnohych ptipadech silné ovlivnéna efektivni 1é€bou. Typickym
prikladem je akutni promyelocytarni leukémie (APL), ktera byvala prognosticky nejhor$i mezi
AML s rychlym a fatalnim pribéhem [3]. V soucasnoti ma APL pfi pouziti specifické terapie

v této skuping nejlepsi progndzu, s moznosti vyléceni vice nez 90% pacientt [4,5].

Prognostickych faktorti byla popsana cela fada. V nedavné dobé se vSeobecné pfijimaly jako
faze, a typ cytogenetické aberace. Nicméné se zda, Ze ani tyto tii faktory nemusi byt na sobé
nezavislé. Zatimco incidence chromozomalnich translokaci spojenych s dobrou prognoézu je
celkem konstantni v rdznych ve€kovych skupinach, s v€kem roste incidence prognosticky
nepiiznivych cytogenetickych aberaci, podobnych tém u myelodysplastického syndromu
(MDS), tj. predevsim numerickych aberaci a deleci. Jejich relativni frekvence je pak u starSich
vékovych skupin vyssi [6,7]. Relativné nezavislym prognostickym faktorem mtize byt i typ
podané 1éCby, tj. intenzita chemoterapie. Ta vSak z pochopitelnych divodi byva méné
intenzivni u vysSich vékovych skupin (tudiz je téz relativné zavisld). Zajimavé je, Ze intenzita
chemoterapie u prognosticky neptiznivych AML mutize zvysit procento dosazenych CR, ale
vétsinou nevede ke zvyseni celkového preziti (OS). Naopak u prognosticky piiznivych AML
vyrazné nezvysuje uz tak dobré procento dosazeni CR, ale prodluzuje OS (tedy sniZzuje riziko
relapsu). To plati pfedev§im pro AML spojené s ptrestavbou jednoho z fetézcu tzv. ,,core
binding* faktoru (CBF), tj. u AML s t(8;21) a inv(16) ¢i t(16;16). U nich je potteba odlisit
1é¢bu, nebot’ jejich dobra prognodza je zfejma pouze pfi uziti vysokodavkové terapie (high-dose
Ara-C), vindukci anebo konsolidaci. Naopak neni nutno potom indikovat transplantaci

progenitorovych bunék [8].
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Nendhodné chromozomalni abnormality jsou detekovany zhruba v 55% ptipadd dospélych s de
novo AML a jiz od pocatku 80. let je pravé karyotyp povazovan za dilezity nezavisly
prognosticky faktor pro klinickou prognozu [9-12]. Zprvu byly studovany jen nékteré aberace:
t(8;21), t(15;17), monosomie 5 a del(5q), monosomie 7 a del(7q), abnormality 11q, trisomie 8§,
trisomie 21 a odchylky ploidie.

Na typu aberace zavisi nejen procento dosazeni CR (40% u nepfiznivych aberaci, 90% u
t(8;21)), ale i trvani 1. CR i OS [13]. Pro snadnéjsi orientaci byly jednotlivé typy
chromozomalnich aberaci setfidény do tii prognostickych skupin: do té ptiznivé patii t(15;17),
t(8;21) a t(16;16)/inv(16) [11,14-17], do skupiny nepiiznivych patii pfedevsim delece a
parcialni delece chromozoma ¢. 5 a 7 a trisomie 8 [11,15-17]. Dale sem patii i nckteré
translokace, jako napt. t(3;3), t(6;9), APL s t(11;17) s fiznim genem PLZF/RARa, ale i zmény
ploidie bun¢k a rizné komplexni piestavby [6]. Ostatni byly zafazeny do skupiny se
standardnim rizikem; sem patii i AML s normalnim karyotypem [18]. Zvlastni skupinu tvofi
chromosomalni aberace t(11q23)/MLL, ktera dle nekterych studii patfi do skupiny se Spatnou
prognoézou a dle jinych zase do skupiny se standardnim rizikem [11,15-17]. Ttidéni do vyse

zminénych prognostickych skupin je zachycuje Tabulka 3 v nésledujici kapitole.

Zhruba tfetina pfipadi AML nema podle Sandberga [19] zjevnou cytogenetickou odchylku
(v jinych laboratofich, v€etné nasi, to vSak byva vice, zhruba 50% ptipadt). U téchto pacienti
se mohou uplatnit pfi stanoveni progndzy i jiné faktory, které predurcuji schopnost pacienta
reagovat na 1é¢bu. Mezi né patii napi. mutace FLT3 ITD (podrobnéji viz nasledujici kapitola),
zkouma se také vliv imunofenotypu a predevsim tzv. ,multidrug resistance (MDR) fenotyp*
nejzkoumanéjsi je vliv P-glykoproteinu (Pgp), produktu MDR1 genu. Geny zptsobujici MDR
kéduji proteiny, ovlivitujici Cerpani cizorodych latek, mj. cytostatik, ven z bunék pies bunécnou
membranu. Pgp je exprimovan za normalnich okolnosti riznymi buiikami, véetné€ krevnich
(napt. CD34+ bunky, monocyty a CD8+T-lymfocyty), jeho hyperexprese byva spojena
s Iékovou rezistenci. Exprese MDR1/Pgp se zda byt siln¢ prediktivni ptfedevsim vzhledem

k dosazeni CR u nemocnych s AML; vliv na OS nebyl dosud jasné€ prokazan [22-25].

Vysoka exprese MDR1/Pgp byva casta u hybridnich akutnich leukémii, u AML s nepiiznivou
cytogenetikou, s expresi imunofenotypovych znakt CD34, CD7, CD14, CD42b a s AML FAB
M35 subtypu [26]. Naopak u APL je exprese MDR1/Pgp velmi nizka a pravdépodobné souvisi
s mimofadnou ucinnosti nékterych cytostatik [27]. Bylo také prokazano, Ze cytogenetika a
hyperexprese MDR1/Pgp jsou nezavislymi prognostickymi faktory [28]. Zda se, ze vétSina
gent, ovlivitujicich MDR, ma prognosticky dopad u AML, a Ze je téz velmi Castd jejich

vzajemna ko-exprese [29-34].
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Vysledky studii MDR1/Pgp exprese a jeji interpretace jsou v literatue velmi rozporuplné [30-
35]. Tento stav lze vysvétlit jednak nejrizné€jsimi technikami prikazu — pritokova cytometrie
s riznymi anti-Pgp protilatkami, imunohistochemie, funkéni testy zalozené na vlastnosti Pgp
odstraiovat cizorodé latky z bun€k (tzv. efluxni testy), vyuzivajici rizna barviva pro znaceni,
napf. rodamin, a v neposledni fad€ rtizné metody kvantifikace transkripti MDR1/Pgp. Déle je to
téz chybéjici standardizace hodnoceni vysledkd, i pfes to, Ze navrh na standardizaci byl jiz
publikovan Mariem et al [20]. A také to, Ze na rozdil od jasné patologickych translokacnich
faznich geni je bazalni exprese MDR1/Pgp vzdy pfitomna a rozdily v expresi jsou tedy pouze
kvantitativni. Obecné plati, ze pfi pii zjiStovani exprese MDR1/Pgp je vhodné pouzivat alespon

dvé odlisné metody detekce, a pokud mozno objektivné kvantifikovat a hodnotit vysledky [20].

1.2 Akutni myeloidni leukémie

AML je choroba, ktera vznikd maligni transformaci kmenové hematopoetické bunky v tzv.
leukemické blasty a vede k poruSe proliferace, diferenciace a apoptézy a jejich regulace.
Z molekularné biologického hlediska je mozné leukémie charakterizovat jako klonalni
hemopatie vzniklé na zéklad¢ ziskanych somatickych mutaci, které zahrnuji translokace, delece,
inzerce, duplikace a bodové mutace [36]. PokraCujici akumulace patologickych blastickych
bunék potlaci fyziologickou krvetvorbu a zplsobi anémii, granulocytopenii a trombocytopenii,
coz vytvari typické klinické ptiznaky nemoci. U n€kterych typt leukémii byly prokézany zmény
karyotypu, vedouci ke vzniku rtiznych chromozomalnich aberaci [10-12]. Timto zplsobem
vznikaji fizni geny a jejich proteinové produkty spozménénou funkci, které vytvareji

charakteristicky obraz dané leukémie.

1.2.1 Klasifikace AML

Stale jeSté nejrozsifenéji pouzivanou klasifikaci je tzv. francouzsko-americko-britskd (FAB)
klasifikace (viz Tabulka 1). Je zalozena na morfologickych, cytochemickych a
imunofenotypovych nalezech, nebo na elektronové mikroskopii, ve snaze zaradit leukemické

buiiky pacienta podle jejich diferenciace a stupné maturace do urcité vyvojové fady [37].

Tabulka 1 Morfologicka a cytogeneticka klasifikace AML

FAB subtyp Morfologie Cytogenetika

MO — s minimalni diferenciaci nediferencované blasty t(3;21)(q26;q22)

M1 —bez vyzravani nediferencované myeloblasty

M2 — s vyzravanim diferencované myeloblasty t(8;21)(q22;922)

M3 - APL hypergranularni t(15;17)(q22;q11-12)
promyelocyty

M3 variant — APL mikrogranularni t(5;17)(q22;q11-12)

promyelocyty
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FAB subtyp Morfologie Cytogenetika

M4 — akutni myelomonocytarni leukémie myelomonocyty

M4 eozininofilni myelomonocyty s eozinofilii  t(16;16), inv(16)(p13q22)
M5a — akutni monocytarni leukémie monoblasty

MS5b promonocyty-monocyty t(9;11)(p21-22;923)

M6 — erytroleukémie erytroblasty

M7 — megakaryocytarni leukémie megakaryoblasty

Vzhledem k nové¢j$im poznatkim a metodam diagnostiky postupné vznikaji dalsi klasifikace,
které se snazi zohlednit téz vztah riznych prognostickych faktorii, jako je napt. vék, karyotyp
apod. [6]. Napftiklad navrh klasifikace myeloidnich neoplazii dle WHO zroku 1999 [38]
rozpoznava 4 hlavni kategorie: 1. AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami, 2. AML
s multilinearni dysplasii, 3. AML vazanou na terapii a 4. AML jinak nekategorizovanou. Toto
déleni vychazi zpodstaty onemocnéni a zahrnuje téz asociaci jednotlivych chorob se
specifickymi chromozomalnimi translokacemi a dale klinické, morfologické a imunologické

charakteristiky onemocnéni.

Byly popsany tfi obecné molekularni mechanismy vedouci ke vzniku lidskych leukémii [36].
Prvni skupina zahrnuje fuzni proteiny s konstitutivni tyrosin-kindzovou aktivitou a onkogennim
potencialem. Patii sem pét riznych chromozomalnich translokaci, vedoucich ke vzniku akutni i
chronické myeloidni leukémie a akutni lymfoblastické leukémie. Jsou to translokace
t(9;22)(q34;q22) — BCR/ABL, t(9;12)(q34;p13) — TEL/ABL, t(5;12)(q33;p13) — TEL/PDGFfR,
t(5;7)(q33;q11.2) — HIP1/PDGFBR a t(9;12)(p24;p13) — TEL/JAK2. VSechny tyto flzni
proteiny jsou schopné indukovat transformaci jak in vitro, tak in vivo. Tato transformace je
zavisla na oligomerizaci vzniklé pisobenim aminoterminalni ¢asti fuzniho partnera (BCR, TEL
nebo HIP1) s naslednou aktivaci tyrosinkinazové domény (ABL, PDGFBR a JAK2). Timto
mechanizmem se aktivuje RAS signalni transduk¢ni cesta vedouci k fosforylaci rodiny
latentnich cytoplasmatickych transkripénich faktort STAT (Signal Transducers and Activators
of Transcription). JAK/STAT cesta umoziiuje rychly ptenos signalu z vnéjsku do jadra a
pravdépodobn¢ vede k deregulaci (ve smyslu zvySeni) hematopoetickych riistovych genti a gent
diferenciacnich faktorii, coz ptispiva k leukemogenezi. Druhd skupina zahrnuje chromozomalni
translokace, které¢ vedou k deaktivaci transkripénich faktord — napt. CBF genu (Core Binding
Factor), a translokace ovliviiujici receptor kyseliny retinové. Tyto mechanismy budou podrobné

rozebrany v nésledujicich kapitolach.

Ve tieti skupin¢ jsou zafazeny translokace, jejichz produkty jsou fuzni proteiny modifikujici
transkripci. Patii sem podskupina translokaci postihujici molekuly, které indukuji nebo

reprimuji genovou expresi na zaklad¢ pfimé modifikace chromatinové struktury.
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Nejznamgjsi z téchto translokaci jsou fizni proteiny zahrnujici MLL gen (Mixed-Lineage
Leukemia, nazyvany téz ALL, HRX nebo HTRX) na chromozomu 1123 a jeden zjeho
n€kolika fuznich partnertt (AF1lp, AF4, AF9, AF10, ENL atd.). MLL gen pozitivné reguluje
Hox geny (Homeobox), které hraji roli v embryonalnim vyvoji a hematopoeze. MLL ve své
aminotermindlni c¢asti obsahuje metyltranferazovou homologni doménu, kterd umoznuje
nespecifickou vazbu k DNA. Ackoliv molekularni mechanizmus neni jesté pIn€ objasnén, zda
se, ze fuzni partnefi typu ENL a AF proteini poskozuji schopnost MLL pozitivné regulovat
expresi Hox transkripcnich faktorti, coz pfispiva k leukemogennimu fenotypu. Pravdépodobné
dochazi k vazbé v mélkém zlabku DNA struktury, coz podporuje vazbu transkripénich faktorti
ve velkém zlabku, piipadné mize dochdzet t¢Z k mistnim zménam chromatinové struktury a
nasledné regulaci genové exprese. Exprese fuznich proteinti obsahujicich MLL je spojovana se
Spatnou prognézou téchto leukémii a pravdépodobné miize mit souvislost se zvySenou expresi

gentt mnohocetné 1ékové rezistence.

Druhou podskupinou jsou translace zahrnujici transkripéni koaktivatory, nebo represory. Patii
sem translokace t(11;16) — MLL/CBP, t(11;22) — MLL/p300 a t(8;16) — MOZ/CBP. CBP
protein (Cyclic-AMP Response Element Binding Protein (CREB)-Binding Protein) a jemu
blizce pribuzny protein p300 jsou transkripéni koaktivatory, které maji spojovaci funkci mezi
bunécnou transkripéni masinérii a transkripnimi faktory. Tyto koaktivatory maji vnitini
histondeacetylazovu aktivitu, kterd méni strukturu chromatinu a umoziuje tim genovou
transkripci. CBP a p300 se nevazi pitimo k DNA, ale funguji spiSe jako aktivatory
transkripCnich faktori typu RAR, STAT, nebo CBF. Vzhledem k jejich schopnosti regulovat
genovou expresi hraji tyto proteiny dilezitou roli v bunécné diferenciaci, kontrole bunééného
rustu a v signalni transdukci. V soucasné dob¢ jiz byla alespon v hrubych rysech molekularné
charakterizovana vétSina nejcastéji se vyskytujicich chromozomalnich translokaci u AML, byly

identifikovany geny, pfestavéné pii translokaci [37].

Ptehled rekurentnich chromozomadlnich aberaci u AML (podle Bloomfieldové C.D., Eduka¢ni
program XIII. konference ISH, Singapur 1996), u nichz byl objasnén molekularni podklad, viz
Tabulka 2.

Tabulka 2 Rekurentni chromozomalni aberace u AML a nékterych jinych typu leukémii

Chromozomalni aberace \ Prestavéné geny Morfologie

t(1;11)(p32;923) AF1P MLL*

t(1;11)(q21;923) AF1Q MLL*

inv(3)(q21q26) RPNI1 EVI1 M1 (M7)

1(3;3)(g21;q26) RPNI1 EVI1 M1 (M7)

t(3:5)(g25;q34) MLFI1 NPM

1(3;21)(q26;922) EVII/EAP/MDSI1 AMLI++

t(4;11)(q21;923) AF4 ALL1* bifenotypova AL, pre-B ALL
del(5)(q12-31—q31-35) IRF1 M1, M2

t(5;17)(q34;921) NPM RARa M3
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Chromozomalni aberace \ Prestavéné geny Morfologie

1(6;9)(p23;q34) DEK CAN M2 (M4) s bazofily

t(6;11)(q27;923) AF6 ALLT*

t(7;11)(p15p15) HOXA9 NUP98 M2 (M4), CML, MDS,
dysplazie

1(8;21)(q22;922) ETO+ AMLI1+ + M2 (M4), eozinofily

t(9;11)(p21-22;q23) AF9 MLL* M5a, M4 (M2)

1(9;22)(q34;q11) ABL BCR CML, ALL, M1

t(10;11)(p11-15;q13-23) AF10 MLL*

ins(10;11)(p11;q23q24) MLL*

+11 MLL*

t(11;15)(g23;q15) MLL*

t(11;17)(q23;q921) PLZF RARa atyp. M3

t(11;17)(q23;921) MLL* AF17

t(11;17)(q23;925) MLL*

t(11;19)(q23;p13.1) ELL smiSené AL, pre-B ALL

t(11;19)(q23;p13.3) MLL* ENL M4, M5

t(12;22)(p12-13;q11-13) TEL MNI1

t(15;17)(q22;q11-12) PML RARa M3

inv(16)(p13q22) MYHI11 CBFB M4 s eozinofily (M4Eo)

t(16;16)(p13;q22) MYHI11 CBFB M4 s eozinofily (M4Eo)

t(16;21)(p11;922) FUS§ ERG M1, M2

* Synonyma MLL: ALL-1, HRX, Ht2x
“Synonyma ETO: CDR, MTG8

" Synonyma AMLI: onkogen c-ets, gen CBFa
~Synonymum PML: onkogen myl

¥ Synonymum FUS: TLS

1.2.2 Progn6éza u AML

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, za hlavni prognostické faktory u AML jsou stile povazovany
vek, predchozi myelodysplastickd faze, a typ cytogenetické aberace [39]. Co se tyka véku,
nejlepsi prognézu maji mladi pacienti, Spatnou progndzu maji naopak pacienti starsi Sedesati let
a pacienti s predchozi myelodysplastickou fazi. Z hlediska chromozomalnich aberaci 1ze AML
rozdélit na zaklad€ literarnich znalosti do 3 kategorii: pfiznivé, intermedidrni (stfedni), a

prognosticky nepiiznivé. Tabulka 3 ukazuje hlavni typy aberaci a jejich vztah k prognoze.

Tabulka 3 Typy chromozomalnich aberaci a jejich prognosticka klasifikace

t(15;17)
£(8;21)
£(16;16) a inv(16)

Prognosticky
priznivé

trisomie obecné, +4, +11, +21, s vyloucenim +8

S intermediarni aberace useku 11q23, del(11q), t(6;11), t(9;11), t(10;11), t(11;19), t(11;20)
prognézou delece —Y, -X v nepfitomnosti PPA

1(9;20)

komplexni aberace, vicecetné aberace (2 typy a vice)

marker chromozomy

¢etné chromozomalni zlomy

vétsina deleci: del(7), del(7q), del(5), del(5q), del(9q), del(1p)
Prognosticky izochromozom 17, i(17q), i(Xq)

nepriznivé trisomie 8 v nepfitomnosti PPA

hyperdiploidie, hypoploidie, polyploidie

translokace a aberace #3, dup(3q), inv(3), t(3;3)

translokace a aberace #1, t(1;14)

1(8;16), 1(6;9), t(5:17), t(11;17), (9;22)
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Jak bylo zminéno vuvodu, dal§im dulezitym ukazatelem pro stanoveni prognozy je
hyperexprese genil podilejicich se na vzniku mnohocetné 1ékové rezistence. Tato problematika

je podrobné¢ rozebrana v kapitole 1.5.

V poslednich letech bylo identifikovano nékolik novych, prognosticky dulezitych
molekularnich markerd, napf. ¢astecna tandemova duplikace mixed lineage leukemia genu
(MLL-PTD, pfiblizn¢ 8% vsech ptipadil), asociovana s horsi prognézou u AML s normalnim
karyotypem [40-42]. Dale interni tandemova duplikace (ITD) ve fms-like tyrosine kinase-3
genu (FLT3), kodujicim receptor pro hematopoeticky ristovy faktor (ptiblizné 25-30% ptipadt)
[43-45] a mutace KIT genu (mutKIT), ktery patii do rodiny tyrosine-kinase type III receptort.

Mutace KIT genu jsou pozorovany piedevsim u CBF-AML. FLT3-ITD mutace je obecné
spojena se Spatnou prognézou, podobné jako elevace exprese transkripéniho faktoru EVI1 (8%
nemocnych) [43-47]. Naopak mutace v genu kdédujicim transkripéni faktor CEBPA je spojena
s dobrou prognézou [48-50].

Ke stanoveni prognézy AML pacientli pomaha téz imunofenotypizace. Dle ne€kterych studii je
imunofenotyp nezavislym prognostickym faktorem pfi stratifikaci AML [51,52]. Hodnoti se
zejména antigeny CD9, CD11b, CD13, CD34, CD41 (pokud jsou tyto znaky negativni, pacienti
dosahuji lepsiho celkového preziti), dale antigeny CDI15, CD33, CD38, CD64 a
myeloperoxidaza (MPO) — exprese téchto antigent je naopak prognosticky pfiznivym faktorem.
Antigeny CD9, CD13, CD34 a CD64 jsou povazovany za nezavislé prognostické faktory

z hlediska hodnoceni celkového pieziti.

1.2.3 Diagnostika AML

Diagnostika AML je komplexni a sklada se jak z nalezl klinickych, tak laboratornich (krevni
obraz a diferencial, biochemické hodnoty, imunofenotyp a karyotyp). K imunofenotypizaci se
vyuziva metoda nepifimé imunofluorescence hodnocené pratokovym cytometrem s vyuzitim
riznych protilatek proti sledovanym antigenim. Zakladem klasického cytogenetického
vysetieni je sestaveni karyotypu délicich se bunék a popis aberaci dle ISCN nomenklatury.
Vysledky klasické cytogenetické analyzy jsou c¢asto limitovany napf. nizkym mitotickym
indexem, horsi kvalitou hodnocenych mitéz ¢i sniZenou in vitro proliferaci patologickych
kloni. Proto se tato analyza rozSifuje o molekularné-cytogenetické metody, predevSim
fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) a jeji modifikace - mnohobarevnou FISH (mFISH),
mnohobarevné pruhovani (mBAND) nebo komparativni genomovou hybridizaci (CGH) a dalsi,

které vyznamné zvysuji specificitu a citlivost stanoveni chromozomovych odchylek [53].
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s pouzitim fetézové polymerazové reakce po reverzni transkripci (RT-PCR). RT-PCR vyrazné
urychli diagnostiku testovanych fliiznich genti, navic se jeji pomoci zjisti i nereciproké
translokace, které mohou uniknout pfi standardnim cytogenetickém vysetieni [54,55]. Byla
vypracovana metodika stanoveni velkého mnozstvi riznych fiznich genti najednou v nékolika
multiplex PCR reakcich [56]. V ptipadé nutnosti verifikace vysledki RT-PCR se pouziva
hybridizace se specifickymi probami. Nejpiesnéjsi metodou je sekvenovani vzorku a porovnani

vysledné sekvence s genomovou databazi, ptistupnou napi. na http:// www.ncbi.nlm.org.

Jednim z nejmodernéjSich pfistupli nejen v diagnostice ale téz ve vyzkumu patogenetickych
mechanismil uplatiujicich se pfi vzniku AML, je tzv. profilovani genové exprese (gene
expression profiling) [57]. Tato metoda je zaloZzena na pouziti DNA microarrays, tedy
mikroC¢ipi umoziujicich simultann¢ monitorovat expresi tisicti gent na zakladé komplementarni
hybridizace ¢cDNA vzorku pacienta s odpovidajici cDNA, nebo oligonukleotidem, v jednom
vysetieni [58-61]. Ukazuje se, ze napi. morfologické charakteristiky daného typu AML se
odrazeji ve specifickych variacich genové exprese, coz umoznuje predikci uréitych FAB
subtypt na zdkladé DNA microarray analyzy [62-65]. Vysledkem profilovani genové exprese
jsou tzv. molekularni podpisy, ¢i podpisy genové exprese, které jsou rizné robustni dle typu
cytogenetické aberace. Napi. u MLL translokaci, ¢i RAS mutaci jsou tyto molekularni podpisy
relativné slabé a nemohou byt s jistotou vyuzity pro diagnézu a klasifikaci. V téchto ptipadech

se nadale uplatituje kombinace molekularné diagnostickych metod [57].

Cim dal vice se uplatiiuje piistup kombinujici zkoumani genomu jako celku s dalimi
genomickymi technologiemi, napf. arary comparative genome hybridization, CpG Island
microarray, microRNA expression microarray, ¢i high-throughput DNA sequencing a mass

spectrometry-based proteomics [66-69].

1.3 Akutni promyelocytarni leukémie

APL se tadi do skupiny akutnich myeloidnich leukémii. Oznacuje se podle FAB klasifikace
jako subtyp M3 a ptedstavuje 5-20% myeloidnich leukémii u dospélych [5]. U APL nedochazi
k transformaci na urovni primitivnich hematopoetickych kmenovych buné€k, ale az na tGrovni

zadanych myeloidnich progenitort.

Normalni kmenové builky podstupuji zadani, které limituje jejich regeneraci a fidi jejich
diferenciacni schopnost. Maturace zacina, kdyz bunky vycerpaji svoji schopnost se replikovat.
Kdyz je ptitomny induktor, prekurzory piikroci k zadani, ptestavaji se regenerovat a za¢nou

maturovat. U APL jsou tyto diferenciacni procesy naruseny.
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APL je charakteristicka expanzi abnormalnich promyelocytti v kostni dieni a v 92% ptipadi je
spojena s chromozomalni translokaci t(15;17) [5]. Tato translokace zahrnuje gen kodujici
promyelocytarni leukemicky protein (PML) a gen kodujici jaderny receptor o pro kyselinu
retinovou (RARa). Vyslednym produktem je fizni protein PML/RARa, ktery naruSuje
normalni funkce obou proteinti a hraje tak klicovou roli v leukemogenezi APL. V ostatnich
pripadech pfestavba 1721 vede kfuzi RARa s alternativnimi partnerskymi geny, a to
promyelocytic leukemia zinc finger [PLZF; t(11;17)(q23;q21)], nukleofosmin [NPM,
t(5;17)(q35;q12-21)], gen asociovany s mitotickym aparatem jaderné matrix [nuclear mitotic
apparatus; NuMA; t(11;17)(q13;q21)], a signal transducer and activator of transcription 5b
[STATSb; der(17)] [5,70,71]. Zajimavou spolecnou charakteristikou fuznich partneri RARa

genu je souvislost s jadernou matrix.

Tabulka 4 uvadi vSechny translokace zasahujici gen RARaq, jejich Cetnost, citlivost k 1écbé

kyselinou transretinovou a zda tvofi reciproky produkt.

Tabulka 4 Chromozomalni translokace ovliviiujici gen RARa

Translokace Fuzni gen Citlivost k RA Reciproky
produkt

t(15;17)(q22;921) PML/RARx >99,9%pfiipadi Ano Ano, v 75%

t(11;17)(q23;q21) PLZF/RAR« 15 piipadt Ne Ano

t(5;17)(q35;921) NPM/RARa 4 ptipady ? Ano

t(11;17)(q13;921) NuMA/RARa 1 ptipad ? Ne

der(17) STATSb/RARa. 1 piipad ? 9

Obr. 1 znazoriuje frekvence cytogenetickych a molekularnich podskupin u APL dle European

Working Party [71].

1(11;17)(q13;921) NuMA/RARG;

1(5;17)(q35;921) NPM/RARq; 0.1%

0,2%

t(11;17)(q23;q21) PLZF/RARG;
0,8%

STAT5b/RARa; 0,1%

PML/RARa jednoduché

S . . a0
varianty/vice komplexni; 2% Zadna RARa. pfestavba; 1%

PML/RARa pozitivni inzerce;

t(15;17) negative; 8%
4% ( ) neg o

t(15;17); 92%

Obr. 1 Frekvence cytogentickych a molekularnich podskupin u APL
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V patogenezi APL se uplatiiuji dva syndromy — v ptipad€, ze RARa fizuje s PML, NPM nebo
NuMA, leukémie reaguje na lécbu kyselinou retinovou a aresenic trioxidem (viz Obr. 2). Pokud
je ovSem fuznim partnerem gen PLZF, pak je choroba vici RA rezistentni. Z nejnovéjsich
poznatkii o APL vyplyva, Ze podil na patogenezi této choroby ma nejen porucha genu RARa,
ale téZ zména funkce jeho fuznich partneri [5]. Tyto mechanismy budou vysvétleny

v nasledujicich kapitolach.

e T—
PML (15q22) RARq (17g21)

(Promyelocytic Leukemia)

PLZF (11g23)
N = (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger)

NPM (5q23)
(Nucleophosmin)

NuMA (11q13)

(Nuclear Matrix Associated)

5

N/RARa

reaguijici na terapii RA

PML, NPM, NuMA
Dva synd romy’\:(>

rezistentni k terapii RA
PLZF

Obr. 2 Schématické znazornéni molekularni patogeneze APL [70]
Domény B-F genu RARa, zahrnujici DNA vazajici a ligand vazajici oblast proteinu, jsou C-
terminalné spojeny se 4 riznymi jadernymi proteiny obsahujicimi samospojujici oblasti.
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1.3.1 Protein RARa

Molekula RARa je rozd€lena do $esti funkénich domén (A-F) (viz Obr. 3). Doména C, ktera je
mezi jadernymi a retinoidnimi receptory nejvice konzervovana, obsahuje dva zinkové prsty.
Pfes tuto doménu se RARa vaze do RARE, lokalizovanych v promotorovych oblastech
RAR«

cilovych geni RA. RARE obsahuji pfimé repetice 5'-
(A/G)G(G/T)TCA-3', oddelené dvéma nebo péti

A E Transkripéni aktivace AF-1 nukleotidy. Vazba RAR k RARE se uskuteciiuje pouze na
B zaklad¢ dimerizace s RXR [73]. RARa dale obsahuje dvé
B | TranskripCniaktivace AF-1  ranskripéné aktivagni domény AF-1 (v doménach A/B) —
B R na ligandu nezavislé. Doména E obsahuje na ligandu
Zn prst C EVazbakDNA (RARE) zavislou doménu AF-2 a také dimerizacni misto pro
B RXR. Funkce C-koncové domény F je zatim neznama
D E Pantova oblast .. o
I RS [70,74]. RARa spoleéné s RARB a RARy (RARSs) patii
| do rodiny jadernych receptorti pro kyselinu retinovou
1 Vazba ligandu
» Heterodimerizace (RA), pticemZz RAR« je spojen s myeloidni diferenciaci
E | Transkripcni aktivace AF-2
! Vazba N-Cor/SMRT [70]. Dalsi rodinou jadernych receptord pro RA jsou
! TIF-1/TIF-2/CBP asociace
i receptory X (RXRa, RXRp a RXRy), které maji s RAR
B urcitou sekvencni homologii, ale 1isi se vazbou ligandu.
F } Funkce neznama Jednd se o transkripéni aktivatory, jejichz spoleénou

ulohou je specificka vazba retinoid k DNA.
Obr. 3 Funkéni domény proteinu RARa [70]

RARa je lignad-dependentni transkripéni faktor stimulovany all-trans retinovou kyselinou
(ATRA), zatimco jeho partner RXR odpovida na ATRA i 9-cis RA. Mezi RARa cilové geny
patfi napf. regulatory bunécného cyklu, povrchové adhezni molekuly, riizné cytokiny,
interleukiny, kolonie-stimulujici faktory, regulatory apoptdzy, strukturni proteiny, enzymy,

chromatinové komponenty a transkripcni faktory.

RARs moduluji transkripci ptes interakci s kofaktory. AF-2 bez ptfitomnosti ligandu asociuje
s korepresory N-CoR a SMRT, které byly identifikovany jako soucdst multiproteinového
represorového komplexu spolecné s korepresorem Sin3A a histondeacetyldzou (HD). RARs
tedy pies lokalni deacetylaci a zmény v konfiguraci chromatinu plisobi genovou represi.
V pritomnosti ligandu doména AF-2 méni konformaci a umoZziiuje vazbu a aktivaci
koaktivatorii jaderného receptoru, napt. ptes interakce s bazalnimi faktory, odvijeni DNA, ¢i

aktivitu HD.
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Acetylace histonli vede ke zménam v konformaci chromatinu a stimuluje genovou transkripci.
Na zaklad¢ téchto poznatki 1ze tedy fici, ze thyroidni hormony a retinoidy reguluji transkripci

cilovych gent ovliviiovanim acetylace histont [5,70,75-77].

1.3.2 Protein PML

PML je tumorsupresorovy protein, lokalizovany na chromozomu 15q22, ktery reguluje
diferenciaci a rast normalnich i nadorovych krvetvornych bunék. Genovy lokus PML ma

velikost 35 kb a obsahuje 9 exond.

P M L Alternativnim sestfihem exonit v C-koncové
E— oblasti vznika 20 rGznych izoforem tohoto
1 .
Pro proteinu [70].
57 Lokalizace jaderného téliska
RING Transformace suprese o ) o o
Cys Stabilizace dimerizace Nejdelsi otevieny ¢teci ramec cDNA koduje
B Box Rustova suprese peptid o 560 aminokyselinach s molekulovou
222 hmotnosti 70 kDa. Cely peptid je rozdélen do
299 Homo/heterodimerizace nékolika oblasti — aminokoncova oblast neni
Iﬁ%ﬁ(l)'\z,gczﬁ: r(i(:reneho Cliska pro funkce PML diilezita.
CO"fled Transformace suprese
oyt Transkripéni modulace Oblast 57. az 222. aminokyseliny je bohata
doména Blok diferenciace ' ' yseiny'J
360 na cysteinové a histidinové zbytky a je ve
_______________________ vSech PML izoformach, je slozena ze tii
NE786 Jaderna lokalizace zinkovych prsta (viz Error! Reference
i source not found.). Prvni je RING (Really
Ser-Pro Interesting New Gene), ktery ma Zn'
560 vazebny motiv s konfiguraci C3HC4 (AK

57-91). Nasledujici dva se nazyvaji B-boxy
(AK 140-161 a 189-222).

Obr. 4 Funkéni domény PML proteinu [70]

RING motiv se nachazi u vice nez 80 proteinti zapojenych v ontogenezi, regulaci genové
exprese, zpracovani mRNA a DNA reparaci. Cela tato oblast je vazebnou doménou DNA a je
odpovédnd za skvrnité rozlozeni v jadie. Hned vedle ni se nachazi doména obsahujici a-helix
(AK 229-360). Cast helixu ma moZnost zaujimat nadsroubovicovou konformaci (leuci-novy
zip) a obsahuje Ctyfi skupiny heptarepetic s hydrofébnimi aminokyselinami na prvni, ¢tvrté a
osmé pozici. Tato ¢ast se také nachazi ve vSech izoformach PML, zatimco helixova Cast bez

repetic je variabilni. Celd o-helixova oblast je dimerizacni doménou (PML muze tvofit
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homodimery i heterodimery s RAR/RXR), je odpovédna za lokalizaci proteinu v jadfe a

dalezita pro aktivitu PML ve funkeci ristového supresoru.

Dalsi sekvence (AK 476-490) obsahuje signal pro jadernou lokalizaci a je dalezitd pro ¢innost

proteinu, stejné jako vyse zminéné domény, zodpovédné za jadernou lokalizaci PML.

C-koncova doména je variabilni, je bohatad na serin a prolin a obsahuje rizné typy X-S-P-X
repetic, které jsou rozpoznavaci sekvenci Ser/Tre kinazy a fosforylacnim mistem pro
kaseinkinazu II (CKII). Pouze CKII misto je spolecné pro vSechny izoformy. Existuji Ctyfi
izoformy PML s riznym poctem aminokyselin — PML1(41 AK), PML2(259 AK), PML3 (63
AK) a PML4 (312 AK) [70-74].

PML je jaderny protein, ptitomny ve vSech tkanich; byl vSak nalezen téz v cytoplazmé [70,73].
V jadie zaujima skvrnité rozmisténi, které se méni pii vystaveni riznym stimuliim (napft. virové
infekei, tepelnému Soku, zanétu, ¢i nadorové transformaci) [78,80]. Koncentruje se do celki
nazyvanych jadernd téliska PML, ¢i PML onkogeni domény (POD). Sav¢i jadro obsahuje 10 az
20 PODs, velikosti od 0,3 do 1um, podle typu tkan¢. Piedpoklada se, ze PML se ucastni
stimulace transkripce, vzhledem ktomu, Ze v PODs byla nalezena nascentni mRNA a
transkripéni koaktivator CBP, a také byla zjisténa ptitomnost PML v DNA vazebném komplexu
API1. V jadernych téliskach bylo kromé¢ PML objeveno asi 20 dalSich pfirozenych komponent.
Jsou to napf. proteiny virovych inkluzi Sp100 a NDP55, regulatory bunééného cyklu, elongacni
translacni faktor Int-6, stimulator apoptézy BAX, nekteré virové proteiny atd. Rozdilna povaha
téchto proteint a to, ze jsou lokalizovany jak v PODs, tak i v jinych Castech jadra ukazuje, Ze
POD je spiSe mistem uskladnéni jadernych proteinii, nez aktivniho bunééného metabolismu

[70].

PML je nezbytny pro piisobeni RA pfi blokaci ristu normalnich i nadorovych bunék a pro jeji
schopnost indukovat termindlni myeloidni diferenciaci prekurzorovych bun&k. Uastni se RA-
dependentni transaktivace genu p21, ktery patii mezi regulatory bunécného cyklu a bunécné
diferenciace. Vyvolava apoptozu poskozenych bunek v aktivni proliferaci, je dtlezity pro Fas,
tumor necrosis factor (TNF), interferony a ceramidové apoptotické drahy, které normalné
indukuji apoptozu. Stimuluje také expresi MHC I antigenti a transportérii zodpovédnych za
pfesun proteind k bunéénému povrchu, které jsou snimi asociovany [70]. PML je tedy
dalezitou slozkou drah RA a jeho poskozeni translokaci t(15;17) je taktéZ soucasti patogeneze

APL [80].
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1.3.3 Fuzni proteiny PML/RARa a RARa/PML

Translokace (15;17) vznika reciprokou translokaci mezi chromozomy 15 a 17. Ke zlomu na
chromozomu 17 dochazi v lokusu obsahujicim gen RARa, a to vzdy v intronu 2, zatimco zlom
na chromozomu 15 je variabilni a je lokalizovan ve tfech riznych oblastech lokusu genu PML.
Z 90-95% pripadt se nachazi v intronu 6 (break cluster region 1 — berl), nebo v intronu 3
(ber3), zbylych 5-10% je v exonu 6 (ber2). V ptipadé zlomu berl a ber3 je 5° konec PML

intronou 6 (nebo 3) fuzovan s3> koncem RARa  intronu 2 (viz

t(15;17)

PMLs-RARa PMLi-RARa RARa-PML

RAR«

| ‘ doména A

RARa
domény
B-F

Obr. 5).

V ptipadé zlomu ber2 se zbyla ¢ast PML exonu 6 spoji s RARa intronem 2. Cely gen je pod
transkripéni kontrolou PML promotoru. V primarnim transkriptu PML/RARa fuzniho genu se
chimerni intron vystfihne a spoji se nejdelsi ¢teci rdmce PML a RARa. Nasledkem této
translokace mohou vzniknout tfi proteinové produkty: PML/RARa., aberantni PML a reciproky
RARa/PML, vsechny s onkogennim potencialem [73,78]. Heterogenita v bodech zlomu v ramci
PML genu vede ke vzniku dlouhé a kratké formy PML/RARa a také stfedni formy, ktera se
vyskytuje pouze zfidka a neni zde vyobrazena. RARa/PML protein je detekovan ve vétSing

pripadu, ale zda se, ze nema zadnou evidentni funkeci.
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t(15;17)

PMLs-RARo PML.-RARa RARa-PML

RARa

‘ ‘ doména A

RARa
domény
B-F

Obr. 5 Struktura PML/RARa a reciprokého RARa/PML proteinu [70]

Protein PML/RAR« je produktem exprese fizniho genu PML/RARa, ktery se po translokaci
nachazi na chromozomu 15g+ [73]. JelikoZ je zlom na chromozomu 17 vzdy na stejném miste,
zustava cast RARa fuzniho proteinu ve vSech pripadech stejnd a odpovida regionim B az F.
Jsou tedy zachovany vazebné schopnosti jako pro DNA, tak pro ligand (RA), a dale moznost
dimerizace s RXR a schopnost jaderné lokalizace. Protoze pfi translokaci dojde k preruseni A/B
regionu s transaktivacni funkci, normalni RARa a patologické PML/RARo maji razné

transaktivacni schopnosti.

Efekt u obou miize byt stimulacni i inhibi¢ni, zavisi napf. na promotoru, ¢i na pfitomnosti RA,
pficemz PML/RARa je vice aktivni, nez pfirozeny RARa (in vitro). Vazebna afinita RA
k PML/RARa je srovnatelna s ptirozenym RARa proteinem. PML/RARa dimerizuje s RXR a
tyto heterodimery maji schopnost se vazat k RARE. Zlom na chromozomu 15 miZze vzniknout
na riznych mistech, a proto je ¢ast PML ve fiznim proteinu variabilni, pouze oblasti zinkového

prstu a leucinového zipu jsou standardni pro vSechny typy [73].

PML/RARa je ¢asti multimernich jadernych komplext s molekulovou hmotnosti 600 az 1200
kDa (Mpmirare = 110 kDa). Vytvaii dimery s PML, s RXR, ale také sam se sebou. Tyto
homodimery se vazi k RARE s odliSnou specifitou, nez RAR-RXR dimery a také reaguji
s responzivnimi elementy dal§ich jadernych receptorti, jako jsou thyroidni receptory, nebo

receptory vitaminu D (VDR). Heterodimery PML/RARa-RXR maji vazebnou aktivitu k RARE
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obdobnou jako pfirozené RARa-RXR. To je dano skuteCnosti, ze v pfitomnosti RXR se
PML/RARa vaze k RARE pfes jednu RXR a jednu RARoa DNA vazebnou doménu, stejné jako
prirozeny RARa-RXR, kdezto heterodimery PML/RARa se vazi ptes dvé RARa domény.

Aberantni PML/RARa-RXR heterodimer nepiimo ovlivituje aktivitu jinych jadernych receptort
(RARa, TR, VDR), které dimerizuji s RXR, jelikoz u APL bunék se exprimuje PML/RARa
v nadbyte¢ném mnozstvi a brani vazbé VDR k VD responzivnim elementim in vitro, jak
prokazal Grignani v roce 1994 [73]. PML/RARa hraje roli pii RA indukované diferenciaci a
maturaci krevnich bunék. Pii fyziologickych koncentracich RA vystupuje PML/RARa jako
transkripéni represor mnoha RA-cilovych genll. Muze také fungovat jako VD signalni
antagonista U¢inkovanim ptfimo na VD-cilové geny, nebo nepfimo odlucovanim kofaktoru
(RXR) nezbytného pro aktivitu VD receptoru [73]. PML/RARa dale chrani hematopoetické
prekurzory pied apoptdézou indukovanou interferony, TNF a Fas. Tato antiapoptoticka
onkogenni funkce mize byt zaloZena na schopnosti PML/RARa narusit drahy PML kontrolujici
apoptéozu pod vystavenim vyse uvedenych stimulatort. PML/RARa tedy mulze naruSovat
signalni drahy PML i RARaq, tim blokovat terminalni diferenciaci hematopoetickych prekurzori
a podporovat bunéény rust inhibici apoptdzy [81,82]. Aberantni PML je kodovan alternativnim
sestiihem PML/RARa transkriptu. Jeho genova predloha se nachazi na chromozomu 15q+.
V proteinu je zachovana DNA vazebna doména a tim schopnost komunikovat s cilovymi
sekvencemi PML. Protein RARo/PML je translatovan podle reciprokého genu PML/RARa a
obsahuje tedy zbyvajici domény z pfirozenych proteinti PML a RARa, coz jsou transaktivacni
doména A z RARa a rizné ¢asti a-helixu, fosforylacni mista a rizné¢ dlouha C-koncova oblast
z PML proteinu. RARa/PML je jaderny protein se zatim neznamou funkei a vyskytuje se v 70-

80% pripadii APL [73].

1.3.4 Fuzni proteiny PLZF/RAR«

M a RARao/PLZF

1
BTB/POZ Vazba N-Cor/SMRT/HDAC
K Represe transkripce i . .
domeéna Homo/heterodimerizace Fuzni protein PLZF/RARa je produktem
Lokalizace jaderného srpku
Suprese ristu

chromozomalni trans-lokace (11;17)
(923;921), zahrnujici opét protein RARa a
Aktivace transkripce protein PLZF (promyelocytic leukemic zinc
____________________________ finger) (viz Obr. 6). PLZF je DNA vazebny
Represe transkripce protein o velikosti 673 aminokyselin a

obsahuje devét zinkovych prsti. 118 N-

terminalnich aminokyselin kéduje doménu
405
Vazba PML

Zn prsty
Specificka vazba k DNA

673
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POZ, protein-protein interagujici doménu, stabilizujici vazbu PLZF-SMRT. PLZF/RARa
obsahuje dvé vazebnd mista pro korepresor — prvni je v CoR boxu RARa a je senzitivni k RA a
druhé je k RA rezistentni a nachazi se v N-koncovém regionu PLZF (viz Obr. 7). Tento fuzni

protein je onkogenni, stejné jako PML/RARa a také vede ke vzniku APL [76,77].
Obr. 6 Schématické znazornéni PLZF [70]

PLZF/ RARa i PML/RARa inhibuji terminalni diferenciaci hematopoetickych buné€k (in vivo)
a blokuji myeloidni maturaci (in vitro). Blokovani diferenciace je zptisobeno asociaci kore-

t(1 1 q 23’ 1 7) presorového komplexu a neschopnosti jeho disociace

pusobenim fyziologickych davek RA. Pfi nizké
PLZF-RARa RARa-PLZF _ L L
RARG. koncentraci RA tedy vystupuji jako transkripcni

doména A

represory RA cilovych gend.
Zinkové prsty
3-9

Zvysenim koncentrace RA korepresor od PML/RARa
plné disociuje, zatimco na PLZF/RARa nemaji ani
n€kolikanasobné koncentrace RA prakticky Zzadny
Zinkoveé prsty 1-2 vliv. Timto mechanismem se vysvétluje rezistence
tohoto typu APL klécbé kyselinou all-trans
RARa retinovou. Jak jiz bylo dfive uvedeno, RAR reguluji
domény

B-F transkripci modifikaci chromatinu ptfes nuklearni

korepresory (SMRT, N-CoR), které tvoii komplex

s histondeacetylazou.
Obr. 7 Schématické znazornéni translokace t(11q23;17) [70]

Oba fuzni proteiny ovliviuji vznik tohoto komplexu pies CoR box RARa. PLZF navic
obsahuje druhé, RA rezistentni vazebné misto pro korepresor, zatimco PML korepresor nevaze.
Vysledkem je, Ze pii zvySené koncentraci RA se komplex korepresor-HD uvolni pouze z RARa
u obou fuznich proteinti, ale u PLZF/RARa jesté jeden komplex zlistane a transkripce
neprobihd. Tim se vysvétluje rizny efekt RA na stabilitu PML/RARa a PLZF/RARa

korepresorovych komplexti a rizné odpoveédi APL pacientl na 1écbu timto ligandem [76,77].

1.3.5 Fuzni proteiny NPM/RARa a NuUMA/RARa

1.3.5.1 Nukleofosmin a t(5;17)

Mutace genu kodujiciho nukleofosmin (NPM1) je nejcastéjsi genovou mutaci u AML, vedouci
k aberantni cytoplazmatické lokalizaci NPM1 proteinu u piiblizné 35% piipadd AML [57]. Pti

translokaci t(5;17) u APL je RARa translokovan k oblasti na chromozomu 5q35, koédujicim
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ubiquiterné rozsifeny evolu¢né konzervovany gen pro nukleofosmin. NPM zabira oblast 25kb a
ma 12 exond, promotorova oblast NPM je shodna s housekeeping geny. Alternativnim
sestiihem vznikaji dvé izoformy NPM, lisici se v C-terminalni oblasti. Hlavnimi strukturnimi

rysy jsou dvé Asp/Glu bohaté¢ kysel¢ domény, slouzici jako vazebna mista pro zasadité proteiny.

Dale je to oblast NLS — bipartitni jadern¢ lokalizovany signal, kovy vazajici motiv, ATP-
vazebné misto, fosforylacni mista pro cdc2 kindzu a kasein kinazu Il a vazebné misto pro
proteiny jadernych lokaliza¢nich signala

NUK|90f95m|n (viz Obr. 8).

~

NPM je lokalizovan hlavné v oblastech

Oligomerizace ., . , L,

jadérka asociova-nych se zpracovanim
Vazba kovt
ribonukleo-proteind.  Podporuje  vazbu
Kyseld doména

Vazba YY1 ribozomalnich proteinti k rRNA, hraje roli
Vazba Rev/Tat/Rex
NLS Cil signalu NoLS/NLS v DNA replikaci, ucastni se transportu
Cdc2 fosforylace
Kyselé doména CKil fosforylace ribozomalnich prekurzort mezi
NLS Vazba p120 cytoplazmou a jadérkem. Zablokovani
Vazba C23
Cil signalu NoL.S/NLS normalnich funkci NPM vede k poruse
Vazba ATP kontrolnich mechanism bunééného ristu.
Jaderna lokalizace
B23.1 Cterm. Vazba nukleovych kyselin T d&podob 1 :
ento proces se pravdépodobné uplatiuje
Aktivity DNA poly o p p p p )
204 Oligomerizace téz v ptipadé t(5;17).

Obr. 8 Schématické znazornéni nukleofosminu [70]

Tato translokace se projevuje atypickym morfologickym obrazem, odliSnym od PLZF-
asociované APL, protoze ne-mocni jsou citlivi k terapii ATRA. Byly identifikovany dva fizni

produkty — NPMg/RARa a NPM;/RARa (viz Obr. 9).

Podobné jako u vyse popsanych translokaci, NPM/RARa funguje jako ligand-dependentni

transkripéni aktivator, ackoliv neni
t(5:17) P

znamo, zda milze pusobit jako
NPMs-RARa NPMi-RARa RARa-NPM

RARa dominantné  negativni  inhibitor
doména A

divokého typu RARa [70]. Pii této

translokaci dochazi k bloku
Nedeterminovana

sekvence monocytarni diferenciace s odpovédi

RARa na vitamin D; a TGFB. Tim se
domény

B-F potvrzuje, ze vSechny RARa fuzni

proteiny pfispivaji k APL fenotypu

. ., .
stejnym mechanismem - poruchou
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signalizace pies nuklearni receptor.
Obr. 9 Schématické znazornéni translokace t(5;17) [70]

Byla identifikovana téz reciproka forma RARo/NPM (viz Obr. 9), neni znamo, zda interferuje
s NPM funkcemi typu jaderného pfesunu, ¢i apoptézy. Podobné jako u ostatnich reciprokych
faznich proteinti ale mize ektopickd exprese RARa aktivacni domény interferovat s divokym

typem RARa a kompetovat o AF1 kofaktory [70].

1.3.5.2 Protein mitotického aparatu jaderné matrix a t(11q13;17)

Gen kodujici protein mitotického aparatu jaderné matrix (NuMA) se nachazi na chromozomu
11q13 a je nejnovéji popsanym flznim partnerem RARo (viz Obr. 10). Je také prvnim
proteinem mitotického aparatu, ktery se tiCastni translokace u lidského maligniho onemocnéni.
NuMA je ubiquiterné rozsifeny nehistonovy protein asociovany s chromatinem, ktery se tzce
ucastni mitdzy a formovani jader v postmitotickych dcefinnych buiikach [70]. NuMA se ucastni
jadmych funkci v pribéhu mitdzy, apoptozy a interfaze. Podili se na komplexni regulaci
posttransla¢nich modifikaci v pribéhu bunééného cyklu. Hraje roli v apoptdze jako Casny cil
proteolyzy zpusobené kaspazami 3 a 6. Nasledny proteolyticky produkt vede k poruseni
normalni jaderné struktury a k apoptoze. Mutace NuMA vazn¢ poskozuji prubéh mitdzy a

pravdépodobné maji vliv na poruSeni normalniho bunécného rtstu a proliferace [70].

NuMA Pii fuzi NuMA a RARo dochazi k C-

N-terminalni doména Struktura potfebna terminalni deleci NuMA, coz vede ke

v post-mitotické fazi

Cdc2 Kin ]
CAmp Kin ]
PKC 0

- o Oligomerizace
Ca" " /Kalmodulin Kin @

@
o
b
: Homo/heterodimerizace
o
Coiled coil doména ®
bl
bl
@

& Stépné misto
pro kaspazu

NLS

Jaderna lokalizace

O
i
Zasadité oblasti s
i

C-terminalni doména

Struktura potfebna v mitéze
pro vazbu déliciho vieténka

kompletni poruse mitoézy (viz Obr. 11). Je
tedy zvlastni, Ze existence NuMA/RARa je
vibec slucitelnda s bunéénym  délenim.
RARa pravdépodobné delokalizuje
mutovany NuMA z jader dcefinnych bunck,
coz umozni spravnou funkci divokého typu
NuMA. V jadfe tato flze asi dominantné
negativné interferuje s regulacnimi  dé&ji
v prub¢hu interfdze, nebo G2 faze. Dochazi
asi také ke kompetici s divokym typem
NuMA o kaspazy a tim kovlivnéni

apoptozy.

Obr. 10 Schématické znazornéni proteinu NuMA [70]
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Nejpravdépodobnéjsim mechanismem plisobeni je ovlivnéni funkce
jaderného receptoru ve smyslu vzniku dominantné negativniho receptoru
s vymizelou vnitini transkripéni aktivitou. Podobné jako ostatni APL
fuzni partneti mize NuMA/RARo multimerizovat, ¢imz mulze vést
k rozdéleni partnerskych proteini RARa a ménit afinitu koaktivatort a

korepresort k jadernému receptoru.

NuMA/RARa reaguje na 1écbu kyselinou all-trans retinovou, ktera tyto
APL bunky indukuje k diferenciaci. To potvrzuje také fakt, Ze normalni
neutrofily neexprimuji NuMA. Neni znamo, zda existuje reciproky
transkript RARo/NuMA, pravdépodobné dochazi k selekci tohoto

proteinu, vzhledem k jeho schopnosti ukoncit mitézu [70].

Obr. 11 Translokace t(11;17) [70]

1.3.5.3 Signal transducer and activator of transcription 5b and der(17)

STATS5 (signal transducers and activators of transcription) proteiny jsou soucasti rodiny

signalnich pfenasecli a aktivatoru transkripce, které mohou byt aktivovany po cytokinové

stimulaci [78].

STATSb

ATG
start kodon

TGA
stop kodon

Jejich vazba na promotory rtznych gend ovliviiuje
bunéény cyklus, apoptézu a proliferaci riznych bungk.
STATs jsou konstitutivné exprimovany u rdznych

hematoonkologickych nemoci a proto se predpoklada

vazebna doména jejich role v leukemogenezi. V souvislosti s APL byl
pro DNA

popsan dosud jediny ptipad tzv. der(17) [71].

Chromozomalni analyza prokazala duplikaci 17q21.3-q23,
doslo kinzerci genu kodujiciho STATS5b do druhého

SH2 doména intronu RARa. Fuzni gen obsahoval STATSb sekvence

pro N-terminalni coiled-coil doménu, zodpovédnou za
dimerizaci STATSb, DNA vazajici doménu, SH2 doménu
a ¢ast SH3 domény (viz Obr. 12).

Obr. 12 Schématické znazornéni STAT5b genu

Tabulka 5 na zavér kapitoly pojednavajici o APL obsahuje srovnani nékterych charakteristik

faznich partnertt RARo, mimo STATS5b.
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Tabulka 5 Srovnani RARa fuznich partneri PML, PLZF, NPM a NuMA [70]

PML

PLZF

NPM

Identifikovano 20 1 2 hlavni izoformy, 3
Izoformy sestfihovych variant 3. asociovana
s nuklearni matrix
Hlavné v nuklearnich 'V jadernych Principielné v ja- 'V interfazi
téliskach, dale skvrnach, dérku, v nukleo- diftzné a ve
Nuklearni v cytoplasmé a Castené se plasmé, zasahuje  skvrnach,
lokalizace ostatnich jadernych prekryva s PML do cytoplasmy v mitoze se vaze
regionech na poly déliciho
vieténka
Asociace Ano Pravdépodobné — 1 izoforma Asociovany
s nuklearni pfes jaderna asociovana v pribéhu
matrix téliska interfize
V zanétl. tkanich, CD34+ progeni- Ubiquiterni Ubiquiterni,
v myeloidnich torové makrofagy, vyjma terminalné
Vyskyt prekurzorovych diferen-covanych
bunkéach, indukovan bunék
IFNs
T na ptechodu GO a Blokuje buiky Vrcholi na Jeho fosforylace
Bun&ny Gl fizea | se v G1/S fazi, pocatku's faze, & v G2/M fizi je
cyklus s progresi do s faze koreluje se ¥ se pii pfechodu do esepcmlni proM
cyklinu A G2 féaze fazi
Transkripéni represe ~ Transkripcni Moduluje trans- Kolokalizovan a
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1.3.6 Diagnostika a lé€ba u APL

1.3.6.1 Diagnostika APL a sledovani minimalni rezidualni nemoci

Diagnéza APL se opira o dva hlavni rozliSovaci znaky — hypergranularni morfologii a

predev§sim pritkaz translokace t(15;17), respektive fuzniho genu PML/RARa. Jak jiz bylo

uvedeno, pro detekci

této translokace

se uziva cytogenetickd analyza,

molekularné

cytogenetickda metoda FISH s ptislusnymi lokus specifickymi sondami, molekularné-biologicka
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metoda RT-PCR, piipadné analyza Southern a Northern blot technikami. V praxi se
jednoznacné nejvyhodnéjsi ukazala metoda prikazu pomoci RT-PCR, kterd umoziuje stanovit
vysledek jiz za 8 hodin po odbéru vzorku periferni krve nebo kostni diené pacienta. Metoda
mize byt provedena jedno- i dvoukolové (tzv. ,seminested”, pfipadné ,nested” reakce)

s pouzitim nékolika sad primert (viz Obr. 13).

Pfi zachytu onemocnéni pln€é dostacuje jednokolova reakce, kterd umoznuje rozliSit jednu
neoplastickou buiiku na 10* normélni populace. Dvoukolovda metoda mé citlivost az 10° a
vyuziva se predevsim v pritkazu minimalni rezidualni choroby (MRD). Monitorovani MRD je
velmi dualezité pro predikci relapsu onemocnéni, protoze molekularné biologické zmény
pfedchazeji klinickym projevim. Prikaz znovuobjeveni PML/RARa fizniho proteinu
umoziuje zahajit véasnou a u¢innou mén¢ razantni terapii. RT-PCR metoda rozezna transkript
ve 100% pfipadt a prokdze téz heterogenitu zlomu na chromozomu 15, podle pouzitych
primerd rozlisi mezi jednotlivymi typy bodi zlomu (berl,2 nebo 3). Je téz spolehlivym

ukazatelem uspésnosti 1écby a ptipadné vyskytu relapsu onemocnéni [73].

t(15:17) PML/RARa

y=17/A RARa relativni
frekvence

1264 1335 1479 1737 405

D S—

P 1263 s
M2 R8
_> <___
M4 R5

Obr. 13 Schématické znazornéni fuzniho genu PML/RARa a jeho detekce pomoci RT-PCR

1.3.6.2 Retinoidy a Ié¢ba APL

Mezi derivaty kyseliny retinové — retinoidy, patii vitamin A, jeho pfirodni a syntetické derivaty
a jeho metabolity. Retinoidy maji kli¢ovy vyznam v embryogenezi, bunécné diferenciaci a ristu
obratlovct [73]. RA podporuje terminalni diferenciaci myeloidnich progenitorovych bunck,
kontroluje hlavni vyvojové procesy a brzdi nadorovy a bunécny riist [80]. Pfes vazbu k RARs
ovlivituje expresi mnoha gentl, mezi které patii geny pro regulatory bunécného cyklu (cyklin-
dependentni kinazy — Cdk, cykliny a Cdk inhibitory), adhezivni molekuly (CD11b, CD18),
faktor stimulujici kolonie — CSF, receptory CSF (M-CSFR, G-CSFR), regulatory apoptdzy

(transglutaminaza II, bcl-2), nékteré strukturni proteiny, enzymy a komponenty chromatinu,
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transkripéni faktory (RAR, STAT, Hox geny) a dalsi [70]. Jak uz bylo zminéno vySe, zatimco
diive byla APL typickd rychlym a smrticim pribéhem a nizkym procentem dlouhodobé
prezivajicich pacientli, v soucasné dob¢ patii k nejlépe IéCitelnym leukémiim. To je dano
predevsim extrémni citlivosti APL bunék ke kyselin€ transretinové (ATRA) — diferenciacnimu
agens schopnému indukovat jejich diferenciaci a maturaci a také normalni podstoupeni
apoptozy (viz Obr. 14). ATRA v terapeutickych davkach je tedy schopna ptekonat patologii
APL a vede k vyléceni a dosazeni CR. Jednd se o prvni pfipad neoplastické nemoci, ktera mtize

byt 1éCena specifickou terapii cilenou na defektni protein [73,80,83,84].
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1.3.6.3 Rezistence u APL

Rezistence APL bun¢k k ATRA je vyvolana dvéma mechanismy. Primarni rezistence v pripadé
translokace t(11q23;17) — PLZF/RARa byla diskutovana vySe. Sekundarni rezistence muze
vzniknout u pacientti, u kterych dojde po 1é¢bé k relapsu. In vitro bylo zjisténo, ze rezistence
k RA u pacientii s APL je vétsinou asociovana s bodovymi mutacemi v RARo/E ligand vazebné
doméng. Tyto mutace byly detekovany ve dvou regionech — prvni je lokalizovan ve stfedni casti
domény E a jedna se o vymény Arg272 za Gln, Met297 za Leu a Leu290 za Val. Tyto
aminokyseliny dohromady tvoii vazebnou kapsu pro RA. Druhy region se nachazi na
karboxylovém konci E domény a jsou to missense mutace Arg394, Met413, Pro407 a Leu398,
coz jsou aminokyseliny podilejici se na vazbé RA. Dale byla objevena novd mutace u
PML/RARa v kodonu 903. Jde opét o mutaci v doméné E, ktera vede k deleci 52 C-koncovych
aminokyselin. PML/RARa s mutaci 903 vykazuje dominantni funkci nad PML, RARa i
nemutovanym PML/RARa. Je schopen poskodit POD, blokovat RA responzivni geny a

pravdépodobné i zprosttedkovat zastaveni diferenciace [70,81,85].

1.3.6.4 Lécba arsenik trioxidem

Arsenik trioxid vyvolava ¢aste¢nou diferenciaci a apoptéozu u APL bunék. Nedavno bylo
publikovano, Ze arsenik trioxid puasobi degradaci PML/RARa pfes zvySenou vazbu
proteozomalné cileného modifikatoru SUMO k PML doménam fuze, coz odpovida i relativni
necitlivosti arseniku k PLZF/RARa buiikdm. Nicméné arsenik ma mnoho dalSich U€inkl na
bunky, vcetn¢ indukce apoptézy na zdkladé PML/RARa nezavislych mechanizmu. Citlivost
NPM/RARa, NuMA/RARa a STATSb/RARa k arsenikem indukované degradaci nebyla dosud

stanovena [71].

1.4 CBF AML

Leukémie nesouci chromozomalni translokace postihujici transkripéni faktor CBF (Core
Binding Factor) jsou projevem deaktivace tohoto heterodimerického transkripéniho faktoru,
ktery se podili na regulaci hematopoezy [86,87]. CBF-asociované chromozomalni translokace
zahrnuji reciproké translokace chromozomii 8 a 21 — t(8;21)(q22;q22) — AMLI/ETO (téz
RUNXI/CBFA2TI), inverzi, ¢i translokaci chromozomu 16 - inv(16) (pl13q22), ¢i
t(16;16)(p13;q22) — CBFB/MYHI11, které patii do skupiny AML, a translokaci
t(12;21)(p13;922) — AMLI/TEL, ktera patii do skupiny preB-ALL, a dale nékteré vzacné
translokace. Vzhledem k tématu této prace jsou v nasledujicich kapitolach podrobné popsany

pouze pripady translokaci vedoucich ke vzniku AML.
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Translokace (8;21)(q22;922) a inv(16)(p13g22) nebo t(16;16)(p13;q22) patii mezi nejcastejsi
cytogenetické aberace a tvoii 7-8% vSech de novo AML u dospélych pacientd [11]. Tzv. CBF
AML jsou asociovany s relativné dobrou prognézou [16,17,88]. Navzdory dobré progndze jsou

velmi Casté relapsy onemocnéni u téchto pacientd [89,90].

Pacienti s t(8;21) jsou vétSinou diagnostikovani jako M2 FAB subtyp a casto je u nich
detekovana téz ztrata pohlavniho chromozomu (-Y or —X) a/nebo delece dlouhého ramene
chromozomu 9 [del(9q)], jako sekundarni cytogenetické zmény. Pacienti s inv(16) jsou
diagnostikovani jako FAB M4Eo subtyp a vétSinou maji pouze tuto jednu cytogenetickou
prestavbu, piipadné trisomii chromozomi 22, 8 a 21 jako sekundarni cytogenetickou zménu

[11,12,15,16,90,91].

1.4.1 Transkripéni faktor CBF

CBF je transkripcni faktor, poprvé popsany jako transkripéni aktivator viru Mo-MLV. Také je
znamy pod nazvem PEB2, podle homologie sjiz dfive popsanym mySim transkripcnim
faktorem PEPB2af (Polyoma Enhancer Core Binding Protein) [86]. CBF je odpovédny za
regulaci exprese vice nez 20 gent dilezitych v diferenciaci hematopoetickych bunék (napf.
geny pro IL-1, GM-CSF, M-CSF receptor, TCR[ (T-Cell Receptor) a imunoglobulinové geny).
CBF je heterodimer slozeny z podjednotek o a  ve stechiometrickém pomeéru 1:1, pfi¢emz
podjednotka o se pfimo vaze k DNA. Vazebnym mistem pro CBF je sekvence TGTGGT, ktera
byla nalezena u fady genti transkribovanych v hematopoetickych bunkach. Jsou to napt. geny
pro tyrozinovou kindzu Ick, myeloperoxidazu, IL-3, IL-5, GM-CSF, receptor pro GM-CSF,
proteazu granzym B, elastazu, geny pro TCR a dalSich faktorti ucastnicich se normalniho vyvoje

krevnich elementt [93-95].

1.4.1.1 Protein CBFa

Protein CBFa je lokalizovan v jadie a existuji tii jeho formy, kdédované tiemi riiznymi geny:
CBFA1 (AML3), lezicim na chromozomu 6, CBFA2 (AML1) na chromozomu 21 a CBFA3
(AML2), lokalizovaném na chromozomu 1 [95]. Dohromady tvofi rodinu transkripénich faktora
vystupujicich v mnoha procesech poc¢inaje segmentaci hmyzu az po hematopoezu u lidi. Do této
rodiny patii i gen Drosofila melanogaster runt, s nimz vSechny geny CBFa vykazuji vysokou
sekven¢ni homologii. Runt je gen parového pravidla, regulujici expresi dalSich segmentacnich
gentl, jako jsou even-skipped, fushi tarazu a hairy [96]. AML1 (CBFA2) je kdodovan genem
AMLI1 nachazejicim se na chromozomu 21 v pruhu q22. AML1 ¢cDNA kéduje otevieny cteci

rdmec 250 aminokyselin (transkripce od telomery k centromere).
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V N-koncové oblasti vykazuje homologii s genem runt. Tento region se oznacuje RHD (Runt
Homolgy Domain) a zprostfedkuje vazbu k DNA a dimerizaci s podjednotkou B, v C-terminalni
casti se nachazi transkripéné aktivatni doména. U AMLI1 byly definovany dalsi velikostni
varianty li§ici se v oblasti blizké RHD doméné, které jsou pravdépodobné vysledkem
alternativniho sestiihu [95]. AML1 je detekovatelny v riiznych tkanich i v hematopoetickych
buiikach. Jak jiz bylo uvedeno, tvofi soucast heterodimerniho transkripéniho faktoru CBF.
Opakované pokusy na mySich embryich s cilenou mutaci v genu AML1 ukézaly vliv tohoto

genu na hematopoetické bunky.

Heterozygotni embrya méla normalni fenotyp, zatimco homozygotné recesivni jednici zemfeli
do dvou tydnt v disledku neprobihajici jaterni hematopoezy, z ¢ehoz vyplyva, ze gen AMLI1 a
jeho cilové geny jsou esencidlni pro normalni embryonalni vyvoj a hematopoezu [94].
Poskozeni genu AMLI spojené s translokacemi v oblasti chromozomu 21 vede ke vzniku
nékterého z typt akutni myeloidni, nebo lymfoidni leukémie. NejCastéji vznikajici translokaci je
t(8;21)(q22;q22), ktera vede ke vzniku fizntho genu AMLI/ETO. Déle jsou to
t(12;21)(p13;922) s fuznim genem TEL/AMLI, t(3;21) postihujici EVI1, EAP a MDSI na
chromozomu 3 a vzacné translokace t(1;21)(p36;q22), t(5;21)(q13;q922), nebo t(17;21)(q11;q22)
[95,96].

1.4.1.2 Protein CBFf

CBFB (PEBP2B) ptedstavuje druhou podjednotku transkripéniho faktoru CBF. Je kdédovan
genem CBF[, lezicim na chromozomu 16 a bylo prokazano, ze zvySuje vazebnou afinitu CBFa.
k DNA. Modely CBFB-knockout mysi vedly k embryondlni letalit¢ a defektni hematopoeze, coz
potvrzuje, ze CBFP podjednotka je esencidlni pro in vivo funkci CBFa. CBF3 neobsahuje
zadné znamé strukturni motivy, pouze vykazuje urCitou homologii s proteiny Drosofila
melanogaster, nazvanymi brother (Bro) a big-brother (Bgb). In vitro pokusy ukazaly, Ze protein
CBFp je schopen samostatné vazby k DNA pouze prostiednictvim podjednotky a. Jeho hlavni
funkci je tedy zvysSeni vazebné afinity transkripéniho faktoru CBF k DNA. Poskozeni genu
CBFp translokaci, nebo inverzi chromozomu 16, stejn¢ jako u AMLI, vyvola AML [93].

1.4.2 Protein ETO

Protein ETO je koédovan genem ETO, téz nazyvanym CDR, nebo MTGS, lezicim na
chromozomu 8. Jeho exprese byla detekovana ve vysokych hladinach v mozku a nizkych
hladinach v plicich, varlatech a vajecnicich. Gen nebyl naopak vibec detekovan ve slezing,

thymu a hematopoetickych bunkach.
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ETO je transkrip¢ni faktor, v jehoZ struktufe jsou obsazeny dva zinkové prsty, jeden typu Cys-
Cys/Cys-Cys, jako v receptorech pro glukokortikoidy, a druhy typu Cys-Cys/His-Cys, jako u
retrovirovych DNA-vazebnych proteint. Dale obsahuje v C-koncové oblasti region PEST, ktery
zajist'uje rychlou intracelularni degradaci a tii oblasti bohaté na prolin, typické pro transkripcné

aktivacni domény [96].

1.4.3 Fuzni protein AML1/ETO

Translokace t(8;21)(q22;q22) vznika fuzi genu AML1 (CBFa) na chromozomu 21 s genem
ETO (Eight Twenty One) na chromozomu 8 a patii mezi ¢asté chromozomalni aberace u AML
a je pfitomna zhruba u 6-8% piipadit AML. Je asociovana piedevsim s FAB M2 morfologickym
typem leukémie, ale byla popsdna t¢Z u FAB M1 a M4 subtypi AML a vzacné téz u

myelodysplastického a myeloproliferacniho syndromu [94].

Zlom genu AMLI1 na chromozomu 21 je lokalizovan v intronu mezi RHD a transaktivacni
doménou. Je transkribovan od telomery k centromeie a cely fuzni gen je pod kontrolou jeho
promotoru. Gen ETO je na chromozomu 8 ptferusen hned na zacatku, takze ve fuznim produktu
AMLI/ETO je zachovan skoro cely a tvoii jeho 3° koncovou ¢ast. V chimernim proteinu jsou
pak obsazeny N-koncova doména a RHD doména proteinu AMLI a 575 C-koncovych
aminokyselin proteinu ETO (z celkového poctu 604 aminokyselin). Jelikoz tento produkt
postrada regiony proteinu AMLI1, dtlezité pro transkaktivaci, ma zachované pouze schopnosti
vazby k DNA a dimerizaci s podjednotkou CBFf3, nikoli vSak moznost aktivovat cilové geny.

Reciproky translacni produkt nebyl zatim zaznamenan [93,96].

Protein AML1/ETO nemuze tedy aktivovat promotory, které ma za fyziologickych podminek
pod kontrolou, avSak ma schopnost dimerizovat, coz mu umoziuje inhibovat diferenciaci
myeloidnich bunék. Protein AML1/ETO pravdépodobné ptisobi téz jako kompetitor norméalniho
proteinu AML1 na jeho vazebnych mistech na DNA, protoze k nim ma zfejmé vyssi afinitu
[96]. Dalsi vysledky na knock-in mysich ukazaly, Ze jde o dominantné negativni inhibici
normalnich funkci proteinu AMLI1. Tyto heterozygotni mysi mély jednu alelu s AML1/ETO a
druhou s normalnim genem AMLI a vykazovaly stejny fenotyp, jako homozygotné recesivni
jedinci, ¢imz se prokazala schopnost AML1/ETO proteinu dominantné narusit funkci AMLI1
alely pfi fizeni vyvoje krevnich bun€k. Bylo také zjisténo, ze protein AML1/ETO ma schopnost
vazat se k protoonkogenu Bcl-2 a aktivovat jeho transkripci, zatimco normalni proteiny AML1
a ETO tuto schopnost nemaji. Tento fizni protein tedy mize prodlouzit Zivotnost leukemickych

bunék, které pak maji lepsi moznost pro transformaci [93].
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1.4.4 Protein MYH11

Protein MYHI11 je kodovan genem MYHI1 (Myosin Heavy Chain 11) na ramenu
p chromozomu 16, ktery koduje koncovy (ocasni) region proteinu SMMHC (Smooth Muscle
Myosin Heavy Chain). Protein MYH11 tvoii koncovou (ocasni) doménu myozinového tézkého
feté¢zce hladkého svalu. Tato doména ma dimerizacni schopnosti, opakuji se v ni a-helikalni
motivy, jejichz funkci je vytvaret s dalSimi molekulami nadSroubovicové struktury. Protein tak

multimerizuje do silnych myozinovych filament [97].

1.4.5 Fuzni protein CBF/MYH11

Translokace t(16;16)(p13;q22), nebo inverze inv(16)(p13g22) je nejcastéji asociovana s FAB
M4 subtypu AML s eozinofilii, ale byla téz popsana u FAB M1 (bez eozinofilie) a patii mezi
Casté chromozomalni aberace u pacient s AML. Ob¢ tyto aberace vedou k fuzi genu CBFf na
ramenu ¢, kodujicim B podjednotku transkripcniho faktoru CBF, a genu MYH11. Fazni gen je
pak exprimovan jako aberantni protein CBF/MYHI11 [93]. Tento fizni protein ma v soucasné
dobé deset znamych izoforem podle riznych typt bodu zlomu, nazvanych v nomenklatuie
BIOMED1-Standard studie A-J [98]. Bylo prokazano, ze tento onkogenni protein dramaticky

redukuje vazbu normalniho CBF na DNA a tim inhibuje pfechod do S-faze bunééného cyklu.

Gen CBFp je ve vétsiné pripadli porusen na konci patého, zfidka na konci ctvrtého exonu,
zatimco zlomy geny MYHI11 se nachazi v sedmi riiznych intronech. Ve vSech typech produktt
je zachovana dimerizacni doména [93,94]. U majoritniho chimerniho proteinu, ktery obsahuje
aminokyseliny 1-165 zproteinu CBFf a C-koncovou a-helikdlni doménu MYHII1, je
zachovana schopnost interagovat s proteinem AMLI1, zatimco krat§i verze, obsahujici pouze
133 aminokyselin proteinu CBFf, vazi AMLI s mnohem mensi afinitou. Teoreticky mtize
vznikat i reciproky produkt 5'-MYH11/CBFB-3¢, ale ve vétsiné piipadti by obsahoval pouze 17
aminokyselin proteinu CBFp a je nepravdépodobné, ze by mohl mit vliv na transformaci. Navic
u fady piipadi této translokace viilbec nebyl detekovan a v piipadé inverze inv(16) je tato 5°
koncova cast obvykle deletovana [86]. Pokusy na knock-in mySich ukazaly, ze heterozygotni
embrya s chimerni alelou méla stejny fenotyp, jako jedinci s CBFB(-/-), nebo s AML1(-/-), a ze
tedy aberantni protein CBFB/MYHI11 pusobi jako dominantné negativni inhibitor funkci
transkripéniho faktoru CBF. Pfi¢inou mtize byt vazba podjednotky CBFa timto fiznim
proteinem a vytvafeni nefunkénich komplexii, nebo neschopnost slozeni podjednotek do
funk¢éniho CBF na cilovych sekvencich DNA, ¢i neschopnost CBF vytvaret komplexy s dalsimi
proteiny nezbytnymi pro zahajeni transkripce [93,99].
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Dale byl zjistén vliv CBFB/MYHI11 na expresi p53, proteinu, jehoz hladina se zvysi pii
poskozeni DNA, coz dale vede k zastaveni bunécného cyklu, ptipadné k fizené bunécné smrti —
apoptoze. Bunécna linie Ba/F3, exprimujici CBF/MYHI11 a vystavend vlivu ionizujiciho
zafeni, vykazovala Ctyinasobné snizeni exprese p53 a tim i zpomalenou apoptozu. To vSak
neplati pro typ CBFB/MYHI11, ktery nevaze AMLI1, coz vede k zavéru, ze CBFB/MYHI1
snizuje expresi gentl regulovanych faktorem CBF, majicich vliv na hladinu p53. Normalni

protein CBF expresi p53 nereguluje, protoze nema vazebna mista v jeho promotoru [100].

Na chromozomu 16 jsou téz lokalizovany dva geny tzce spjaté se vznikem mnohocetné 1ékové
rezistence, a to geny pro MRP (Multidrug Resistance Associated Protein) a LRP (Lung
Resistance Protein). Bylo prokazano, Ze pii vzniku urcitych forem CBF/MYHI1 transkriptu,
kdy ke zlomu dochazi pravé v MRP genu, se MRP nemtize fadné exprimovat. V této souvislosti
byl prokazan snizeny vyskyt MDR u téchto pacientii a s tim pravdépodobné souvisejici lepsi

vysledky 1é¢by a CR [101,102].

1.4.6 Diagnostika a Ié¢ba u leukémii s translokacemi zahrnujicimi

transkripéni faktor CBF

V diagnostice leukémii nesoucich fuzni geny CBF/MYHI11 a AML1/ETO se kromé klinickych
a klasickych laboratornich markerti vyrazné uplatiiuje RT-PCR detekce mRNA téchto fuznich
gent. Klasicka cytogeneticka analyza v téchto pfipadech ponékud selhava vzhledem k Castym
kryptickych translokacim, které nejsou touto metodou odhalitelné [12,101]. K detekci se proto
vyuziva metoda FISH s pfislusnymi lokus specifickymi sondami. Co se tyka detekce
CBFB/MYHI11 transkripce v priabéhu sledovani MRD v remisi, zavéry jsou ponékud
rozporuplné vzhledem k faktu, ze u nékterych pacientii bez klinickych ptiznakt transkript
pretrvava a je nutny kvantitativni pfistup. Jak je ale podrobné diskutovano v kapitole 4.
Vysledky, v nasi laboratofi bylo vSech 11 pacientli pozitivnich pfi zachytu onemocnéni v remisi
trvale negativnich. Od roku 1982, kdy byl Bloomfieldovou a Arthurem publikovan prvni pfipad
AML s inv(16)(p13q22), bylo popsano vice nez 10 rtiznych izoforem této aberace. V CBFf3
genu mohou nastat pouze 2 typy bodd zlomu: v nt 474 a nt 378 (GeneBank Accession Number
L20298). Tudiz heterogenita transkriptii je zptsobena piedev§im zlomy v rliznych intronech
genu MYH11. BIOMED-1 standardy [98] aktualizovaly nomenklaturu CBFf/MYH11 faznich
transkripti a pojmenovaly je A az J. Typ A je detekovan nejcastéji (vice jak 85% ptipadi) -
CBFB gene fuzuje vnt 474 s MYHI1 genem vnt 1921 (GeneBank Accession Number
D10667). Fuzni transkripty D and E ptedstavuji kolem 5%, typ J byl popsan ve dvou piipadech,
vSechny ostatni typy (B, C, F, G, H, I, J) jsou znamy jako unikatni ptipady.
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Vzhledem k vice izoformdm a taktéz diky alternativnimu sestfihu byva nékdy problematicka
interpretace vysledki RT-PCR diagnostiky. V tomto piipadé je nutno vzorky podrobit
sekvencni analyze. Obr. 15 schématicky znazornuje jednotlivé body zlomu vznikajici u fazniho
proteinu CBFB/MYHI11 vcetné frekvence jejich vyskytu a nasedani primerd, uzivanych k jejich
detekci, a dale fuzni gen AMLI1/ETO a nasedéani primerd pouzivanych pii jeho detekci pomoci
RT-PCR. Co se tyka lécby teéchto typt leukémii, v posledni dobé se vzhledem k zatazeni téchto
AML do skupiny prognosticky pfiznivych, modifikovala 1é¢ba ve smyslu razantngjsi
vysokodavkované terapie, kterd vede k vy$§imu procentu CR. Nedavno bylo prokazéano, Ze
zvyseny pocet relapst u t(16;16) / inv(16) a t(8;21) souvisi s mutaci extracelularni domény
tyrosin-kinazového receptoru c-KIT, ktera je exkluzivné detekovana pouze u téchto dvou

aberaci [103]. Tyto relapsy nicméné dobfe reaguji na terapii cytostatiky.
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Obr. 15 Schématické znazornéni fiizniho genu CBFB/MYH11

Nahoie: Schématické znazornéni fizniho genu CBFB/MYH11 a 10 znamych typt bodu zlomu A-J
Dole: schématické znizornéni fizniho genu AML1/ETO. Cervené §ipky ve spodnich &stech
obrazki naznacuji pozice primert pouzivanych pri PCR detekci mRNA u téchto translokaci [98]
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1.5 Mnohocetna lékova rezistence

Mnohocetna resistence nadorové tkané k riiznym chemoterapeutickym agens patii mezi hlavni
problémy pfi 1écbeé malignich onemocnéni [21,23,104]. MDR je vysledkem nizké hladiny lé¢iv
v buiice, zplisobené jejich zvysenym vylucovanim. Hematologické malignity vétSinou dobie
reaguji na inicidlni terapii, ale velmi Casto u nich dochazi k relapsu onemocnéni [102]. Fenotyp
mnohocetné 1ékové rezistence je tedy Castéji pozorovan po selhani chemoterapie (u
rezistentnich pfipadd a u relapst). Jsou znamy rizné mechanismy, které jsou schopny chranit
rakovinné buiiky pted riiznymi chemoterapeutiky [21]. Jedna se napf. o snizeni funk¢ni aktivity
topoizomerazy II, zptisobené bud’ somatickymi mutacemi, ¢i jeji snizenou expresi, nebo
zvySenou inaktivaci 1ékti vlivem glutathion-S-transferazové aktivity (GST), zménami v drahach
apopotozy, které ovliviiuji bunécnou smrt, ptipadné zvysenym efluxem cytotoxickych slozek
ven z buiiky, danym zvySenou expresi transportnich proteind typu Ppg (produkt MDR1 genu),
multidrug resistance associated proteinu (MRP), ¢i lung resistance proteinu (LRP) [21,103].
V nasledujicich kapitolach je podrobné popsana predev§im MDR1/Pgp vyvolana rezistence a

pouze stru¢né jsou zminény ostatni mechanismy.

1.5.1 Mechanismy ovliviaujici MDR

Mnohocetna lékova rezistence mize vzniknout zménami v kterémkoliv kroku, ktery buika
podstupuje na cesté k apoptoze. Ke zménadm mulze dojit na Grovni transportu 1éCiv, jejich
metabolismu, zmén cile 1éCiv, pfi DNA reparaci a u mechanizmi rozpoznavajicich poskozeni a

vedoucich k apoptéze (viz Obr. 16).

CYTOTOXICKE LATKY

Topoizomeraza Il {

GST enzymy
DNA reparace T

SENZOR
POSKOZENI

Podstoupeni apoptézy
TBax, Fas {Bcl-2

MDR1/Pgp

Obr. 16 Mechanismy vzniku mnohocetné lékové rezistence [21]



Teoreticky pfehled problematiky

Pgp a MRP aktivné odCerpavaji cytotoxické latky z buiiky. GST enzymy detoxifikuji bunku
v cytoplasmé a LRP pravdépodobné hraje roli v redistribuci 1éCiv zjadra builkky. Zmény
topoizomerazy Il zvySuji DNA reparaci, snizuji moznost podstoupeni apoptézy a mohou téz

ptispivat k fenotypu 1ékové rezistence.

1.5.1.1 Vznik MDR na arovni transportu lé¢€iv

Mechanismus vzniku mnohocetné 1ékové rezistence na podkladé hyperexprese MDR1/Pgp bude
podrobné popsan dale. MRP (Multidrug Resistance Associated Protien) je, podobné jako Pgp,
¢lenem rodiny ABC membranovych transportérd, vyuzivajicich k ptenosu ligandu energii ATP,
a jeho gen je lokalizovan na chromozomu 16. MRP zplsobuje vylu¢ovani 1é¢iv pies membranu
bunky proti koncentratnimu gradientu. Hyperexprese MRP mRNA, piipadné 190kDa
glykoproteinu, vede k rezistenci k antracyklintim a ¢asto byva ptitomna spolecné s hyperexpresi
Pgp, avsak lze najit urcité rozdily ve spektru vylucovanych 1é¢iv. MDR zplsobena Pgp je
ovlivnitelna verapamilem a cyklosporinem, av§ak MRP zptisobena rezistence nikoliv. MRP byl
detekovan u tady hematologickych malignit, véetné AML a chronickych leukémii, ale také
napf. u malobunééného plicniho karcinomu [21]. Nékteti pacienti s inverzi 16 chromozomu
maji deleci v genu MRP a maji velmi dobré lécebné vysledky, patrné v souvislosti s dobrou
odpoveédi na 1éCbu cytostatiky [101]. Nedavno byl u jedné linie s mnohocetnou lékovou
rezistenci detekovan protein ARA, jehoz zvySena exprese je asociovana s rezistenci
k antracyklinim. Patfi do rodiny ABC transportérti, ma velikost 49,5 kDa, obsahuje jedno
potencialni glykosyla¢ni misto a jedno ATP vazebné misto. Svou strukturou se velmi podoba C-

koncové poloving proteinu MRP.

DalSim transportnim proteinem, ktery byl objeven u bunécné linie rezistentni k daunorubicunu
je LRP (Lung Resistance Protein). LRP funguje na principu energeticky zavislé redukce
akumulace 1éCiv v bufice a zplsobuje zkfizenou rezistenci k vinkristinu, gramicidinu D a
etoposidu. LRP gen byl lokalizovan na chromozomu 16p11.2, pobliz genu MRP (16p13.1),
nicmén¢ v bunéénych Iékoveé rezistentnich liniich jsou tyto dva geny pouze ziidka
koexprimovany. Byla zjisténa homologie mezi LRP a tzv. ,,Major Vault” proteiny, coz jsou
cytoplazmatické ribonukleoproteinové castice, které pravdépodobné ovliviiuji obousmérny
transport rlznych substrati mezi jadrem a cytoplasmou. Exprese LRP byla pozorovana
v blastech AML pacientll a byla prokazana signifikantni asociace mezi horsi odpovédi na
induke¢ni terapii a trvani OS u pacient s jeho hyperexpresi [21]. Flippits et al v roce 2000
uvefejnil praci, podle niz je LRP jediny nezavisly prognosticky faktor u MDR [29].
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1.5.1.2 MDR vznikla zménami v metabolismu léCiv

GSTs (Glutathion-S-transferazy) patii do rodiny enzymut ucastnicich se detoxifika¢nich
procestt v bunce. Cytosolické GST izoenzymy konjuguji elektrofilni 1éCiva, toxiny a
karcinogeny za redukce glutathionu (GSH) pied jejich eliminaci z buitkky GSH S-konjuga¢nim
exportnim nosi¢em (GS-X pumpa). GSTs byly klasifikovany jako o, p, m a t. ZvySené hladiny
GSPr byly v nékterych pracich asociovany s hor$imi klinickymi vysledky u pacienti s AML i
jinymi malignitami a byly detekovany u bunécnych linii rezisten¢nich k alkyla¢nim Cinidlim

[21].

1.5.1.3 MDR a DNA topoizomeraza

Topoizomerazy 1, lla. a 1If patii do rodiny faktorti ovliviiujicich replikaci DNA a zmény jeji
konformace. Tyto enzymy pierusuji DNA vlakno a méni tim uspofadani Sroubovice DNA.
Topoizomeraza I mize byt specificky inhibovana pouze kamptotecinem a jeho analogy, avSak
komplex topoizomerazy II s pierusenou DNA je cilem pro fadu cytostatik, jako napf.
fylotoxiny, nebo antracykliny. Kvantitativni i kvalitativni zmény téchto enzym mohou
dramaticky zmeénit G¢innost téchto 1éCiv. Pozorovani in vitro ukazala jejich nizkou expresi
(zvlaste pak izoformy Ila) v souvislosti s rezistenci k cytostatikim [105]. Topoizomeraza se téz
uplatnuje pti reparacich DNA a je soucasti mechanismti rozpoznavajicich poskozeni, jeji zmény
proto mohou negativné ovlivnit tyto reparacni mechanismy a nasledné tak vést ke vzniku

mnohocetné 1ékové rezistence [21,31].

1.5.1.4 Bunécéna smrt a MDR

Pti 1é¢bé hematologickych malignit jsou pouzivany rizné latky, které vyvolavaji apoptozu, jako
napf. inhibitory dihydrofolat-reduktazy, cytosin arabinosid, fludarabin, vinblastin a vinkristin,
alkyla¢ni latky a cisplatina. Procesu apoptdzy se ucastni fada gend, pozitivné ¢i negativné
ovliviwjicich jeji prub&h. Mezi pozitivni regulatory apoptdzy patii napt. geny c-MYC, p53,
BAX, BCL-Xs, ICE a Fas/APO1, zatimco BCR-ABL, BCL-2 a BCL-X:i ji ovliviiuji negativné.
Modifikace téchto genti prokédzala vliv na chemosenzitivitu bun€k k cytostatickym agens.
Vysoké hladiny produkti téchto genli maji téZz nepiiznivy vliv na vysledky lécby pacientl

s AML [21,31,105].
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1.5.2 Mnohocetna lékova rezistence zpusobena hyperexpresi
MDR1/Pgp

Jak jiz bylo zminéno, Pgp, produkt MDR1 genu, patii mezi nejcastéji zkoumané pticiny vzniku
mnohocetné 1€kové rezistence lidskych nadorovych bunék vcetné hematologickych malignit. Ve
své praci jsem zabyvala pravé vztahem MDRI1/Pgp hyperexprese k prognoze pacientti s AML,

proto je vétsi pozornost vénovana praveé tomuto genu, zptisobujicimu MDR.

1.5.2.1 MDR1 gen a jeho produkt P-glykoprotein

Gen kodujici Pgp, patii do rodiny multidrug resitance gentt (MDR) [21]. Existuji 2 lidské MDR
geny (u hlodavct byly identifikovany 3 rodiny téchto genii — MDRI1, 2 a 3), rozd¢lené na
zéklad¢ funkéni a sekvencni homologie [23]. Oba tyto geny se nachdzi na chromozomu 7 a
pouze gen MDRI ovlivituje [ékovou rezistenci, gen MDR2 (diive MDR3) koduje
fosfatidylcholin flipazu. Savéi MDR proteiny jsou homologni s dalS$imi prokaryotickymi i
eukaryotickymi transportéry, mezi které patii napi. bakteridlni permeazy, hemolyzinovy
transportér, kvasinkovy ste6, MDR homology Drozofily, transportni proteiny u MHC (Major
Histocompatibility Complex), proteiny cystické fibrozy aj. [106]. Pgp je exprimovan piedevsim
ve specializovanych epitelidlnich bunkach se sekre¢ni nebo exkre¢ni funkei, jako jsou zlucové

kanalky, proximalni tubuly ledvin, epitel pankreatu, jejuna a zlazovy epitel dé¢lohy.

Ve vysokych hladindch se dale nachazi v placenté, mozku, varlatech a také v lymfocytech,
nejvice u CD56+ (NK bunky), CD8+ (T¢ bunky), CD20+ (B bunky) a CD34+ prekurzorovych
kmenovych bunkach. Zmény jeho exprese byly sledovany u fady typi krevnich malignit (AML,
ALL a NHL) i solidnich nadori (napf. karcinomy tlustého stfeva, jater, ledvin, pankreatu)
[105]. Pgp patii do skupiny ATP-binding cassette (ABC) transportnich proteind, které pro
prenos ligandu vyuzivaji energie ATP [21]. Jedna se o transmembranovy glykoprotein o
molekulové hmotnosti 170 kDa, sloZzeny ze dvou strukturné homolognich ¢asti. Prvni polovina
polypeptidu je slozena ze Sesti transmembranovych domén nasledovanych velkou
cytoplazmatickou doménou, kterd obsahuje vazebné misto pro ATP. Tato nukleotid vazici
doména je slozena ze dvou motivll , které 1ze nalézt u Siroké skupiny ATPaz — jedna se o vysoce
konzervované motivy ,,Walker A“ a ,,Walker B“. Spojovaci sekce téchto motivii, tvofena
priblizné¢ 100 aminokyselinami, je shodna se sekvencemi pritomnymi v riznych
protienkinazach. Dale obsahuje ¢etna fosforylaéni mista, ktera pravdépodobné ale nemaji vliv
na ucinnost transportu, jak prokdzaly studie mutaci téchto fosforylacnich mist. Ve vnéjsi,

extracelularni ¢asti se nachazi glykosylacni mista, které protein stabilizuji v membrané [105].
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Pgp se podili na transportu Sirokého spektra strukturné odliSnych substratii. Jejich spole¢nou
charakteristikou je pouze to, Ze se jedna o hydrofobni amfipatické molekuly, které jsou schopny
interkalovat se do membrany a vstoupit do cytosolu pasivni difuzi. Mezi tyto slouceniny patii
napft. antracykliny (doxorubicin, daunomycin), alkaloidy (vinkristin, vinblastin), aktinomycin D,
valinomycin, gramicidin D a dalsi, které vétSinou nemaji k jinym membranovym proteinim
zadnou afinitu (verapamil, puromycin, cyklosporin A) [30,35]. Tyto hydrofobni molekuly, které
jsou substratem pro Pgp, se nedostavaji do cytoplasmy, ale jsou piimo vylucovany membranou
do vnéjsiho prostredi. Pfesny mechanismus, jakym protein pfenasi 1éCiva, neni zatim objasnén.
Pgp mlize mit v membrané funkci flipazy [107], mize také aktivné (za vyuziti energie ATP)
translokovat 1éCiva z vnitini lipidové vrstvy plazmatické membrany k vné€jsi a tu jsou 1éCiva
schopna jiz opustit prostou difuzi. Jeho funkci je tedy udrzovat nizkou intracelularni hladinu
cytotoxickych latek. Vzhledem k jeho expresi v epitelidlnich buiikach je mozné, ze hraje roli
v sekreci metaboliti do exkre¢nich drah zluci, moci a traviciho traktu. Prokazala se téz jeho

funkce jako napét'ové fizeného chloridového kanalu [105,106].

1.5.2.2 Metody modifikace funkce Pgp

Existuje fada necytotoxickych latek, které jsou schopné modifikovat vylucovani 1é¢iv pres Pgp.
Jsou to napf. verapamil, cyklosporin A, reserpin, FK506, rapamycin, tamoxifen a dal§i. Tyto
slou¢eniny funguji jako kompetitory, jsou schopny piimé vazby na Pgp, ¢imz jej zablokuji pro
vazbu dalSich cytotoxickych latek. Od objeveni MDR byly ¢inény pokusy ovlivnit expresi nebo
funkci Pgp, at’ uz uzitim inhibitord proteinkindzy C (napf. staurosporin, ktery snizuje expresi
MDRI1 genu), nebo MDRI1 antisense oligonukelotidii [105]. Zcela jinym pfistupem, zkousenym
i klinicky, je uziti modulatord Pgp, zaloZené na inhibici jeho interakce sléCivy. Mnoho
necytotoxickych latek totiz miZze obnovit akumulaci cytostatik v bunce tim, Ze snimi
kompetuje o Pgp-vazebna mista. Jsou to napf. blokatory kalciovych kanalii, inhibitory
kalmodulinu, chinoliny, indolové alkaloidy, detergenty, steroidy atd. Mnohé znich maji
podobné strukturni vlastnosti, napt. planarni aromatickou doménu, dvé aminoskupiny a vysokou
lipofilitu. V soucasnosti se nejvice pouzivaji modulatory cyklosporin A a PSC833 (analog
cyklosporinu D). Tyto latky mohou byt v dostateéném a zaroven netoxickém mnozstvi
kombinovany s cytostatiky. Ale ani tento zptisob neni bez rizika, nebot’ mize zvysit toxicitu
cytostatik. Nékteré bunky produkujici Pgp pfirozené€, napt. CD34+ progenitorové kmenové
bunky, mohou byt spoleénym ucinkem cytostatik s modulatory poskozeny. Navic blokovanim
Pgp modulatory narusuji kinetiku cytostatik v ledvinovych tubulech a zlucovych kanalcich,

¢imz nedochazi k jejich vylucovani [105,108].
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Stale vSak probihaji pokusy vyladit davku cytostatika v kombinaci se spravnym mnozstvim
nekterého z modulatort, jako napt. verapamil s VAD (vinkristin / doxorubicin / dexametazon)
[109], biperdil a vimblastin, cyklosporin a etoposid, pouziti chininu [105], rizné kombinace

s PSC833 [110,111] atd.

1.5.2.3 Diagnostika exprese MDR1/Pgp

Pro zjisténi exprese MDR1/Pgp jsou k dispozici riizné techniky. Existuji metody funkéni, které
se zaméiuji na zjistovani Pgp modulovaného efluxu cizorodych latek z bunky, dale metody
zjist'ujici expresi Pgp na povrchu bunék a metody zaméfujici se na detekei exprese genu MDRI1.
Vsechny jmenované piistupy vyzaduji alespon semikvantitativni ptistup, nebot’ MDR je zavisla
na vysi exprese MDR1/Pgp. Problémem je také vyskyt pfirozené exprese MDR1/Pgp, kdy je
nutno bud’ rozlisit mezi jednotlivymi subpopulacemi bun€k s urcitou morfologii (napf. podle
CD znaktl), nebo stanovit tzv. ,,cut off level®, ktery uréi ptirozenou miru exprese MDR1/Pgp
[20]. Funk¢éni metody detekce jsou zalozeny na monitorovani vylu¢ovani cytostatik pies
bunéénou membranu. Tyto metody vyzaduji péstovani zkoumané bunééné populace ve tkanové
kultute a vyuzivaji méteni koncentrace fluorescenéné znac¢eného radioaktivniho markeru (napf.
rhodamin 123) navazaného na cytostatikum vné buiiky. Timto zpisobem se nejcastéji hodnoti
vliv modulatorti na ¢innost Pgp [21,105]. Metody detekce exprese Pgp na povrchu bunék jsou
zalozeny na imunocytochemickych postupech, nejcastéji metodou neptimé imunoflourescence

se znacenou monoklonalni protilatkou (napt. UIC2, MRK16 apod.) [103].

Existuji protilatky, které vyzaduji hodnoceni na fixovaném cytospinovém preparatu (napf.
JSB1), v porovnani s hodnocenim na pritokovém cytometru jsou dnes jiz obsolentni. Téz
jednotlivé monoklonalni protilatky se vzajemné 1isi — pfedevsim v citlivosti a misté vazby na
Pgp (n€které¢ vyzaduji napf. CasteCnou permeabilizaci membrany). Metody detekce exprese
genu MDRI1 pomoci (semi)kvantitativni RT-PCR, pfipadné real-time PCR se ukazuji jako
nejpresnéjsi [20]. Zphsoby detekce MDR1/Pgp se v literatuie znacné 1isi a taktéz vysledky jsou
rozporuplné [25,30,33-112]. To vyplyva zjiz vySe zminé€nych problémut jak s detekci tak
s interpretaci vysledkd. Metody je nutno standardizovat, stanovit ,,cut off level” a méfit expresi
alesponi semikvantitativné. Dle doporuceni J.P. Marrieho et al. [20] je vhodné vzdy kombinovat

alespon dvé metody zptusobu detekce MDR1/Pgp.

1.5.2.4 Hyperexprese MDR1/Pgp jako prognosticky faktor u AML

Jak je uvedeno v tivodu této kapitoly, MDR fenotyp byva ¢astéji pozorovan u pacientt v relapsu
onemocnéni, tedy po podani cytostatik. AvSak u AML je Casto jiz pfi prvotni diagndze

onemocnéni zjiSténa zvySena exprese MDRI1 genu, zodpovédného za vznik MDR.
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Pravdépodobnou pfic¢inou jeho zvySené exprese je pritomnost Pgp — produktu genu MDRI1, jiz
na rannych hematopoetickych progenitorech (CD34+) — jeho tkolem je asi chranit skupinu
kmenovych bunék pred poskozenim xenobiotiky [21]. Exprese MDRI1 genu klesa u vétSiny
diferencovanych krevnich bunék, pfetrvava pouze u normalnich T-bunék (zvlasté CD8+), NK
bun€k a o néco méné je piitomna u B bunék [23]. Na zaklade€ téchto znalosti mizeme tedy fici,
ze MDR fenotyp vznikly vlivem zvySené exprese MDR1 genu mutze byt bud ,,zavisly na
nemoci“ (typicky u AML a u T-bunécného lymfomu dospélych), nebo ,.zavisly na terapii

(ALL, non-Hodgkinské lymfomy a mnohocetny myelom).

Mnohé studie kvantifikujici MDR1/Pgp jak na tirovni mRNA, tak na rovni proteinové, ukazuji
korelaci mezi jeho zvySenou expresi a hor$i reakci na indukcéni terapii, snizenou
pravdépodobnosti dosazeni CR [24,105]. V dal$ich studiich bylo zjisténo, ze exprese MDR1 pfi
diagnoze ma negativni vliv nejen na rychlost dosazeni CR, ale i na jeji trvani, na vys$si procento
relapsti a na délku prezivani [106,112]. V jinych studiich se ale vliv na celkové piezivani
neprokazal [23,25]. Déle bylo pozorovano, Ze starsi pacienti s AML vice exprimuji MDR1/Pgp,
coZ je spojeno se zvySenym vyluCovani 1é¢iv z bunék. Exprese MDR1 u nich vyrazné snizuje
pravdépodobnost dosazeni CR a snizuje i délku prezivani [114,115]. VEk podle jiné studie ale
neni prognosticky nezavislym faktorem [106]. Jsou znamy téz studie prokazujici korelaci mezi

expresi MDR1/Pgp a antigenem CD34 [108,116].

Bylo prokazano, ze MDRI1 exprese je variabiln¢ zavisla na FAB subtypu AML. Pacienti
s prognosticky pfiznivymi aberacemi (PPA), jako jsou PML/RARa, AMLI/ETO nebo
CBFB/MYHI11, maji relativné nizs§i expresi MDR1/Pgp v porovnani s ostatnimi skupinami
AML [23]. Nicmén¢ pouze v piipad¢ promyelocytarni leukémie se kromé nizkych hladin
exprese Pgp prokazala také nizka aktivita tohoto proteinu. Tento fakt mtize byt biologickym
zékladem pro vysokou senzitivitu promyelocyti k antracyklinim [27]. AML s rearanZmentem
podjednotek o nebo B core binding factoru (CBF) (AML s AML1/ETO nebo CBFB/MYHI11
fiznimi geny) ma pfiznivou progndzu, nicméné se u ni Castéji vyskytuji relapsy onemocnéni
[89,90]. Mechanismus vzniku téchto relapst souvisi s mutaci tyrosin-kinazového receprotu c-
KIT, jak bylo popsano vyse. Suvannasankha et al. [117], prokazal, ze Pgp/MDRI1 hyperexprese
a hyperfunkce je ¢asto pozorovana u obou subtypi tzv. CBF-AML, a zZe selhani terapie u CBF a

-AML je asociovano s CD56 expresi, ale nelze ho pricitat Pgp/MDR1 koexpresi.

Obecné lze tici, ze u pacientil s nizkymi hladinami MDR1 exprese pii diagnoze je jednodussi
indukovat CR a zZe jejich buiiky lépe reaguji na chemoterapii. Pfi zkoumani MDR a jejiho
vzniku je nutné vzdy zvazovat vice mechanismu, které k ni vedou; jedna se o multifaktorialni

proces.
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Dalsi geny, které se ticastni MDR, jako je LRP, MRP1, breast cancer resistance protein (BCRP),
Wilms™ tumour gene (WT), funguji jako nezavislé prediktory prognézy u pacient s AML. Byla
publikovana koexprese téchto geni a MDR1 [21,30,32,33]. Obecné zaveéry se shoduji v tom, Ze
zvySena exprese téchto genl, at' jiz samostatn€, ¢i spolecné, je spojena s poruchami
mechanismil apoptozy, vede ke vzniku mnohocetné 1ékové rezistence a negativné ovliviiuje

odpoveéd’ na cytostatickou terapii a CR.
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2 Projekt - cile a hypotézy

Prace na projektu ,,Prognoza a molekularni diagnostika u akutnich myeloidnich leukémii“ byla
provadéna v laboratofi PCR diagnostiky leukémii na Ustavu hematologie a krevni transfize,
ktera vznikla v roce 1998. Pod vedenim MUDr. Jitiho Schwarze, CSc., jsou zde zpracovany
krevni vzorky pacientd s riznymi typy leukémii a lymfomt (pfedevsim AML, ale t¢z CML,
ALL apod.) nejen z UHKT, ale i z ostatnich Geskych hematologickych pracovist. Detekuji se
rizné chromozomalni translokace na tirovni RNA i DNA molekularné biologickymi metodami,
predev§im PCR a jejimi modifikacemi (klasicki PCR, RT-PCR, real-time-PCR,
semikvantitativni PCR apod.). Zaroven spolupracujeme s cytogenetickou laboratofi prof. ing.
Kyry Michalové, DrSc., v niz jsou diagnostikovany i dal$i aberace kromé vyse uvedenych, a

dale s laboratofi prutokové cytometrie MUDr. Turi Marinova.

2.1 Cile

1. Zavést rutinni diagnostiku fiznich genit AML1/ETO a CBFB/MYH11 pomoci RT-PCR,
porovnat single versus multiplex metodu (diagnostika tfetiho fuzniho genu, ktery patii

mezi prognosticky pfiznivé aberace, PML/RARGa, jiz byla zavedena drive).
2. Zavést (semi)kvantitativni diagnostiku MDR1 genu.

3. Vyhodnotit prognosticky vyznam téchto nové zavedenych vySetfeni a porovnat je
s rutinng sbiranymi klinickymi a laboratornimi daty — klinickym stavem pacienta v dob¢
diagnozy (,.performance status®), poCty leukocytl, miry anemie, trombocytopenie,

fibrinogenemie, hladiny LDH, imunofenotypem (napt. expresi CD34 antigenu).

4. Vyhodnotit prognézu nemocnych s AML ve vztahu k nalezim molekularnich aberaci a
k expresi MDR1/Pgp. Pacienti budou stratifikovani podle pfitomnosti PPA a dale podle
exprese MDR1/Pgp do 4 skupin: 1. PPA" MDR1/Pgp’, 2. PPA" MDR1/Pgp’, 3. PPA’
MDRI1/Pgp” a 4. PPA" MDR1/Pgp".
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2.2 Hypotézy

1. Nemocni akutni myeloidni leukémii s prognosticky ptiznivou aberaci budou mit lepsi
prognozu (hodnocenou z hlediska dosazeni kompletni remise a celkového preziti)
nezavisle na dalSich faktorech. Prikaz PPA je tedy pfiznivym nezavislym

prognostickym faktorem u AML.

2. Nemocni akutni myeloidni leukémii se zvySenou expresi MDR1/Pgp budou mit horsi
prognoézu nezavisle na dalsich faktorech. Zvysena exprese MDR1/Pgp je nepfiznivym

nezavislym prognostickym faktorem u AML.

3. Nemocni akutni myeloidni leukémii bez prognosticky pfiznivé aberace a se zvySenou
expresi MDR1/Pgp budou mit hor$i prognézu, nez pacienti bez PPA a bez MDR1/Pgp
hyperexprese. Zvysena exprese MDR1/Pgp je nepiiznivym nezavislym prognostickym

faktorem u AML bez PPA.
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3 Pacienti, material a metody

3.1 Pacienti

Byla vySetfovana krev a/nebo kostni dfen pacientd v dobé stanoveni diagnéozy AML a
myelodysplastického syndromu v transformaci do AML (MDS RAEB-T). Jednalo se o
nemocné 1é&ené na lazkovém oddéleni UHKT, anebo vySetfované na ambulanci UHKT od roku
1998. Dale byly testovany vzorky pacientt, léCenych v 15 dalSich hematologickych centrech
(Klinika hematologie Banska Bystrica, II. hematoonkologicka klinika FN Brno-Bohunice /20
pacienti/, Détska interni a onkologicka klinika FN Brno /8 pac./, OKH Ceské Budg&jovice,
Détska klinika Ceské Bud&jovice, FTN Praha-Kré, OKH FN Hradec Kralové /3 pac./, OKH
Nemocnice Na Homolce Praha, OKH Kladno, II. détska klinika FN Motol /24 pac./, Détska
klinika FN Olomouc /3 pac./, Hematoonkologicka klinika FN Olomouc /5 pac./, Détska klinika
FN Ostrava /6 pac./, L. interni klinika /3 pac./ a IV. interni klinika VFN Praha, a kone¢né¢ OKH
FN Kral. Vinohrady Praha /7 pac./). Byli vySetieni také détsti pacienti s AML, 1éCeni podle
mezinarodniho protokolu BFM, v CR koordinovaného doc. Starym (II. détska klinika FN
Motol, Praha). Dale byly pomoci RT-PCR k detekci leukemickych fiznich gend vySetfeny

vvvvvv

vysetfenych v UHKT od roku 1991.

Studovani pacienti byli zafazeni do databaze a data byla doplnéna klinickymi idaji (za nékteré z
nich vdécime vyse uvedenym pracovistim). V nékterych piipadech bohuzel nebylo mozno

ziskat kompletni daje. V kapitole 1 Vysledky, kde je podrobné rozebrana statisticky hodnocena
skupina pacientd, je proto uveden piehled dat, ktera byla pro hodnoceni k dispozici (viz Tabulka

6).
3.2 Material

3.2.1 Pristrojové vybaveni

Tabulka 6 shrnuje vSechny typy pfistroji véetné jejich ndzvi a vyrobce, které jsou pouzivany

v nasi laboratofi pfi zpracovani vzorku.

Tabulka 6 Pristrojové vybaveni

Boxy s laminarnim proudé-  MSC9, Youan
nim vzduchu Laminair Air Flow Class 100, Gelaire
Centrifugy Labofuge 400R, Heraeus (chlazena, vyménny motor)

Pikofuga, Biotech
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Typ pristroje Nazev

Digitalni kamera

Kodak Digital Science™ Electrophoresis Documentation and Analysis

System 120
Fotoaparat Polaroid DS — 34, Direct Screen Instant Camera
Elektroforeticka aparatura Minnie The Gel-Cycle, Hoefer Pharmacia Biotech
Elektroforeticky zdroj Power PAC 300, Biorad
Elektronické vahy Kern 440
PCR Cycler Trio Thermoblock, Biometra
Vortex TK3S, Techno Kartell
UV transluminator Mini-Translluminator, Biorad
Mikroskop Carl Zeiss JENA
Software Kodak Digital Science™ 1D Image Analysis Software

Graph Pad Prism 3

3.2.2 Chemikalie, enzymy a roztoky

V této casti jsou souhrnné vyjmenovany vSechny chemikalie, enzymy a roztoky vcetné jejich

slozeni a vyrobce, pouzivané pii zpracovani vzork.

Tabulka 7 Chemikalie pro izolaci RNA

Nazev Vyrobce Nazev Vyrobce
Acetat sodny Sigma Izopropanol Merck
Agarosa Gibco Kyselina borita Lachema
Ethanol Merck Merkaptoethanol Merck
Fenol Merck Mineralni olej Sigma
Ficoll Paque Sigma Orange G Sigma
Guanidin isothiokyanadt ~ Roche Phosphate Buffered Sigma
Saline
Chloroform Merck Tris-base Roche
Izoamlyalkohol Merck Tripanova modi Sigma

Tabulka 8 Chemikalie a enzymy pro RT-PCR

Nazev Vyrobce Konec¢na koncentrace
DNA marker, 100bp DNA Promega

Ladder

dNTP Promega 10mM
Dithiotreitol Promega 100mM
Ethidium Bromid Sigma

MgCl, 25mM Perkin Elmer Kit

PCR Buffer 10x Perkin Elmer Kit

Primery Perkin Elmer

Random hexamers Sigma 25pmol/pl
RT Super Script I1 Gibco 200U/ul
Rnasin Promega

TaqGold Polymerase Perkin Elmer Kit 50/ul

MgCl, pufr (PCR Buffer, MgCl,)

ImM
1,5 mM

detekce PML/RARo
detekce ABL, AML1/ETO, CBFB/MYHI11



Tabulka 9 SloZeni roztoku

Vlastnosti
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Konecna

konc.slozek

sol. EDTA (0,5 M, pH 8,0, 500ml)

Na,EDTA-2H,0 Mr =372,2 0,5M 93¢g
H,O deionizovana cca 350 ml
NaOH (titr.) 10M cca 25 ml
H,0O doplnit na 500 ml
sol. Na Acetat (2 M, pH 4,0, 100 ml)
Na Acetat Mr = 82,0 2M 16,4 g
H,O deionizovana cca 25 ml
kyselina octova (titr.) 100 % cca 60 ml
H,0O doplnit na 100 ml
sol. Na3citrat (1 M, pH 7,0, 100 ml)
Najcitrat Mr =294,1 1M 294 ¢
H,O deionizovana cca 80 ml
HCI IM cca 10 ml
H,0O doplnit na 100 ml
sol. HCI (1 M, 100 ml)

HCl1 35%, p= 1,18, Mr IM 8,83 ml

=36.47
H,O deionizovana 91,17 ml

50x TAE (pH 8 4, 500 ml)
Tris base Mr=121.1 2M 121 g
Kyselina octova 99 % IM 24.5 ml
EDTA sol. 0,5 M. pH 8.0 0.05M 50 ml
H,0O doplnit na 500 ml

10x TBE (pH 8,2, 1000 ml)
Tris base Mr=121,1 09M 109 g
Kyselina borita Mr=61,8 09M 55,6 ¢
EDTA sol. 0,5 M. pH 8,0 02 M 40 ml
H,0O doplnit 1000 ml

sol. Ethidium bromid (10 mg/ml)

Ethidium bromid 10 mg/ml lg

H,0O doplnit na 100 ml

sol. ITG (4 MITG, 0,025 M Na; citrat pH 7, 0,5 % Sarcosin, 300 ml)

Guanidin thiokyanat Mr=118.2 4M 141,84 283,68 g
RNA H,O 150 ml cca 300 ml
sol. Naj; citrat 1 Msol.,pH7 0,025 M 7,5 ml 15ml
N-Lauroylsarcosin-sodium- 30 %, Mr 2934 0,5% 5 ml 10 ml
salt
Chloroform pro RNA izolaci (CHCI;: Isoamylalkohol, 49 : 1)
CHCl; ultra pure Mr=119,38 100%  98% 25 ml
IAA ultra pure 100% 2% 0,5 ml
Lyzaéni roztok 1 ml ITG + 7,2 ul merkaptoethanolu
Lyzaéni roztok na erytrocyty 10x
NH4CI 4145¢
NH4HCO3 395¢g
EDTA 0,5M, pH 8,0 0,186 g
H,0O doplnit na 500 ml
PBS (Phosphatte buffered saline), pH 7,4, 51
NacCl 137mM 40 g
KCI1.12H20 2,7mM lg
Na2HPO4.7H20 4,3mM 7,7¢g
KH2PO4 1,4 mM lg
HCI (titr.) M

H,O doplnitna 51
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Vlastnosti Koneéna Mnozstvi
konc.sloZek
Orange G
TAE 0,5x 0,5x 50ml
Orange G Img/ml 50mg
Ficoll 20% 10g

3.3 Metody

Pii praci bylo dbano vSech bezpecnostnich i etickych opatfeni vztahujicich se k praci
s humannim biologickym materidlem — vzorky byly chronologicky oznacovany pismennym a
¢iselnym kodem, inicidlami pacienta, zkratkou PB (periferni krev), ¢i BM (kostni dfen) a datem
odbéru. U lyzati byl téZ uveden podet izolovanych bun&k (x10°). Viechna data byla uchovavana

v pisemné i elektronické formé (Excel dokument) a prubézné dopliiovana dal$imi klinickymi a

laboratornimi udaji. Takto vytvofena databaze byla néasledné¢ statisticky zpracovana.

Vzhledem ke specifické ,laboratorni Cistot¢” nutné pro praci s RNA a nebezpeCi vzajemné
kontaminace vzorki byly veskeré pracovni postupy provadény v boxech s laminarnim
proudénim, v gumovych rukavicich a byly pouzivany pouze autoklavované pomicky (Spicky,
eppendorfky i roztoky). Kvalita RNA byla ovéfovana elektroforeticky. Kontrola kvality cDNA
kazdého vzorku byla testovana prikazem kontrolniho genu ABL (v pfipadé semikvantitativniho
stanoveni exprese MDR1 genu to byl kontrolni gen BCR), ktery je konstitutivné exprimovan ve
vSech lidskych buiikach a je o ném znamo, ze nema zadny pseudogen (na rozdil napt. od Casto
pouzivaného kontrolniho genu B-actin), ktery by mohl zkreslovat vysledek. Pro PCR byl
pouzivan systém pozitivnich kontrol — zpocatku se jednalo o cDNA dfive verifikovanych
pozitivnich vzorki, v soucasné dob¢ je pouzivan plazmid nesouci ¢ast piislusného fizniho genu
— za ucelem kontroly reakéni smési PCR, a dale systém negativnich kontrol, kdy v pfislusné
PCR reakéni smési je amplifikovana misto vzorku cDNA pouze TK H,O (kontrola ptipadné
kontaminace a fale$né pozitivnich vysledkll). Prace s post-PCR produkty probihala vzdy
v oddé€lené mistnosti za pouziti k tomu vyhrazenych pomtcek, aby nedoslo ke kontaminaci a
pfipadnym fale$n¢ pozitivnim vysledkim. Dale popsané metody jsou vysledkem modifikace
standardné publikovanych postupd, tak aby nejlépe spliovaly pozadavky specificity, senzitivity

i rychlosti stanoveni diagnozy.

Metoda semikvantitativni detekce exprese MDR1 genu je zde zminéna pouze okrajové a je
podrobné rozebrana v kapitole 1 Vysledky, vzhledem k tomu, Ze se jednalo o stéZejni projekt
této dizertani prace. V piipadé multiplex reakce pro detekci fuznich genit AMLI/ETO a
CBFB/MYHI11 byly pozitivni vysledky ovéfovany v tzv. split-out (oddélenych) reakcich za

pouziti primert specifickych pouze pro dany fuzni gen.
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3.3.1 Zpracovani vzorku krve a/nebo kostni diené

Mononuklearni bunky kostni dfené nebo periferni krve byly separovany na gradientu Ficoll-Paq
(1,077 g/ml) za sterilnich podminek v laminarnim boxu Galaire a ihned zlyzovany v ITG
(guanidin-isothiokyanat s 0,72% merkaptoethanolem) v koncentraci 10° bundk na 0,5 ml

lyzacniho roztoku.

3.3.2 RT-PCR

3.3.2.1 lzolace RNA

Izolace RNA byla provadéna guanidinthiokyanat-fenol-chloroformovym postupem [117].
k lyzatu bylo pridano 50 ul 2 M acetatu sodného pH = 4, 450 ul kyselého fenolu (fenol syceny
sterilni vodou s 0,1% hydroxychinolinu) a 125 pl chloroformu s 2% isoamylalkoholu, dikladné
rozttepano a inkubovano 10 min. V ledové lazni. Po stoceni (13 000 g, 4°C, 10 min.) byl
supernatant pfemistén do nové zkumavky a inkubovan 20 min. pii -20°C se stejnym mnoZzstvim
isopropanolu. Po vysrazeni, centrifugaci (13 000 g, 4°C, 15 min.) a sliti supernatantu byla peleta
2x precisténa ledovym 75% ethanolem a rozpusténa ve sterilni vodé. Roztok RNA ve vodé byl

skladovan v -70°C. Kvalita RNA byla analyzovana elektroforeticky.

3.3.2.2 Reverzni transkripce (RT)

2 ul roztoku RNA byly smichdny s roztokem nédhodnych hexamerti (50 pmol), inkubovany 10
min. pii 65°C a po zchlazeni byla ptidana reakéni smés s konecnymi koncentracemi 50 mM tris-
HCl o pH 8,3, 75 mM KCIl, 3 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitolu, 0,5 mM deoxyoligonukleotida
(dNTP), 10 jednotek RNasinu (Promega) a 100 j. reverzni transkriptazy RT Super Script II
(Gibco). Reakéni smés (v celkovém objemu 10 pl) byla inkubovana 1 hod. pii 37°C a nasledné

denaturovana 2 min. pii 95°C. Komplementarni DNA (cDNA) byla skladovana v -20°C.

3.3.2.3 PCR - stanoveni hybridniho genu PML/RAR«

Byla pouzita metoda jednokolové PCR za vyuziti kombinace primert R§ a M2 [119] pro
pripady s bodem zlomu berl a ber2, a primertt R8 a M4 pro piipady s bodem zlomu ber3. Do
reak¢éni smési PCR jiz piekryté 2 kapkami mineralniho oleje byl napipetovan 1 ul cDNA a byl

spustén amplifika¢ni program na termocykleru Trio Thermoblock firmy Biometra (viz
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Tabulka 10). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés obsahovala slozky
v konecné koncentraci 10 mM tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,2 mM kazdého
dNTP, 4 pmol kazdého primeru a 0,625 jednotek polymerazy AmpliTaq Gold (Perkin Elmer).

3.3.2.4 PCR - stanoveni kontrolniho genu ABL

Do reakéni smési PCR byl napipetovan 1 pl cDNA a byl spustén amplifika¢ni program (viz
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Tabulka 10). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés obsahovala slozky
v konecné koncentraci 10 mM tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM kazdého
dNTP, 10 pmol kazdého primeru ABL-S, ABL-AS a 0,625 jednotek polymerazy AmpliTaq
Gold.

3.3.2.5 Multiplex PCR - stanoveni hybridnich genit AML1/ETO a CBFB/MYH11

Byla zavedena multiplex PCR fuznich geni AML1/ETO [120] a CBFB/MYHI11 [121] — v jedné
zkumavce jsou amplifikovany oba tyto geny soucasné. Postup izolace RNA a RT byl stejny,
jako u rutinn€¢ provadénych vysetfeni fuzniho genu PML/RARa. Nejprve byly vytvoreny
jednoduché reakce s pouzitim bunécné linie KASUMI-1 [122], kterd je AMLI1/ETO pozitivni a
dale vzorek nasi pacientky s AML FAB M4eo variantou, ktera byla CBF/MYHI11 pozitivni.
V nasledujicim kroku byla vyladéna multiplex reakce s amplifikaci obou genli zaroven.
V piipadé pozitivniho zachytu jedné z testovanych translokaci byl vysledek verifikovan
v tzv. ,split-out” — jednoduché reakci. Do reakéni smési PCR byl napipetovan 1 ul cDNA a byl

spustén amplifikacni program (viz
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Tabulka 10). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés obsahovala slozky
v konecné koncentraci 10 mM tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM kazdého
dNTP, 10 pmol kazdého primeru AM, ET a 12,5 pmol kazdého primeru prl, 2M a 0,81 jednotek
polymerazy AmpliTaq Gold.

3.3.2.6 Komparativni PCR - stanoveni genu MDR1 a kontrolniho genu BCR

V pripadé¢ komparativniho stanoveni geni MDRI1 [123] a BCR [124] byla pouzita cDNA,
pripadné RNA archivovanych vzorki od pacientd s diagnézou zachytu AML. Postup izolace
RNA a RT byl stejny, jako u rutinné provadénych vysetfeni fiznich genti. Byla pouzita metoda
semikvantitativni komparativni PCR, kdy kontrolni gen BCR byl zaroven internim standardem.

Do reakéni smési PCR byl napipetovan 1 pl cDNA a byl spustén amplifikaéni program (viz
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Tabulka 10). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés obsahovala slozky
v konecné koncentraci 10 mM tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM kazdého
dNTP, 5 pmol kazdého primeru MDR-S, MDR-AS, BCR-S, BCR-AS a 0,625 jednotek
polymerazy AmpliTaq Gold.
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Tabulka 10 Schémata amplifika¢nich programi

Pocet cykli
Teplota (°C) CBFB/MYH11
PML/RARa ABL AMLI/ETO MDRI1/BCR
95 9 min Iniciace
95 45s
57 45 s Elongace 40 33 40 28
72 1 min
72 9 min Terminalni extenze
4 Chlazeni

3.3.2.7 Hybridizace a sekvenovani

V ptipadé nejasného vysledku, ¢i jakychkoliv pochybnosti s interpretaci a dale v piripadé
vyzkumng-diagnostickych pfipadd (viz dale) byly vzorky podrobeny hybridizaci se
specifickymi sondami, ¢i — Castéji — sekvenovany. Hybridizace byla provadéna ve spolupraci
s laboratofi RNDr. Cedrika Haskovce, CSc. Sekvenéni analyza byla provadéna na pfistroji

Perkin Elmer ABI Prism 310 Genetic Analyzer ve spolupraci s laboratoti MUDr. Jelinka.

3.3.2.8 Analyza produkti PCR

Produkty byly analyzovany elektroforeticky (2% agardzovy gel obarveny ethidium bromidem) a
vizualizovany na UV transluminatoru Biorad. Gely byly fotografovany bud’ systémem Polaroid
DS-34 Direct Screen Instant Camera, nebo v pfipadé detekce exprese mRNA MDRI1 genu
pomoci Kodak Digital Science EDAS 120 Systému.

Tabulka 11 Sekvence pouzitych primeri

Nazev primeru 5! 3

M2 (20 bp) AgT gTA CgC CTT CTC CAT CA

M4 (30 bp) AgC TgC Tgg Agg CTg Tgg ACg CgC geT ACC
RS (23 bp) CCA CTA gTg gTA gCC TgA ggA CT

R8 (25 bp) CAg AAC TgC TgC TCT ggg TCT CAA T
prl (21bp) CAg gCA Agg TAT ATT TgA Agg

2M (23 bp) CTC CTC TTC TCC TCA TTC TgC TC
AM (19 bp) ACCTCA ggT TTg TCg gTC g

ET (24 bp) gAA CTg gTT CTT ggA gCT CCT

ABL-S (23 bp) ggA CAg gCC CAT ggT ACC Agg Ag
ABL-AS (20 bp) CTC AgC CAg TAg CAT CTg AC
MDR-S (21 bp) TAC AgTggA ATT ggT gCT ggg
MDR-AS (20 bp) CCC AgT gAA AAA TgT TgC CA

BCR-S (18bp) gAg Aag Agg gCg AAC AAg

BCR-AS (20bp) CTC TgC TTA AAT CCA gTg gC
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3.3.3 Cytogenetika

3.3.3.1 Klasicka cytogenetika

U vsech pacientli byly vySetieny buiiky kostni dfené ziskané sternalni punkci, kultivované 24
hod v mediu RPMI 1640 s 10% fetalniho teleciho séra a dale zpracované standardni technikou.
Pro cytogenetickou analyzu byla pouzita metoda G — pruhovani chromozomi Wrightovym
barvivem. Vyhodnocovani karyotypll bylo provadéno ve svételném mikroskopu pomoci
pocitatové analyzy obrazu IKAROS od firmy MetaSystems™, chromozomové aberace byly
popisovany dle mezinarodni nomenklatury ISCN (1995). U kazdého nemocného bylo v pfipade

dostateéného mnozstvi délicich se bunék vyhodnoceno 20 mitdz.

3.3.3.2 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Pti FISH analyze byly pouzity komercné¢ dodavané sondy s postupem dle protokolt,
doporucenych jejich vyrobci. Pro analyzu chromozomovych odchylek v mitézach nebo
interfaznich jadrech byly pouzity lokus specifické sondy od firmy Abbott Vysis™ a Q
BIOgene™, pro analyzu komplexnich pfestaveb byla pouzita metoda mFISH se sondami od

firmy MetaSystems™.

Pro prikaz translokaci byly pouzity dvoubarevné lokus specifické translokacni sondy pro
detekci fuznich geni PML/RARA (LSI PML/RARA Dual Color Translocation Probe) a
AMLI1/ETO (LSI AMLI1/ETO Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe), k priikkazu
inverze chromozomu 16 byla pouzita sonda LSI CBFB Dual Color, Break Apart Rearrangement

Probe.

Pro priikaz deleci byly pouzity dvoubarevné lokus specifické sondy pro oblasti Sp15/5q31 [LSI
EGR1 (5g31) SpectrumOrange/D5S23, D5S721 SpectrumGreen Probe], a 7q31 [LSI D786
(7q31) SpectrumOrange/ CEP 7 SpectrumGreen Probe], pfestavby a delece chromozomové
oblasti 1123 a MLL genu byly vySetieny pomoci sondy LSI MLL Dual Color, Break Apart

Rearrangement Probe.

Komplexni ptestavby karyotypu byly analyzovany metodou mFISH. Ta umoznuje rozliSit vSech
22 part autosomii i pohlavni chromozomy X a Y vjednom hybridizacnim pokusu.
Celochromozomové sondy jsou vtomto piipadé kombinatoridlné znaCeny péti raznymi
fluorochromy, jejichz kombinace staci pro obarveni celého karyotypu. Vysledek hybridizace byl
vyhodnocen ve fluorescenénim mikroskopu za pomoci pocitatového programu ISIS od firmy

MetaSystems™.,
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3.3.4 Imunofluorescenéni vysetieni

3.3.4.1 Imunofenotypizace

Exprese jednotlivych antigenii byla testovana na pritokovém cytometru (Coulter-EpicsXL)
metodou pfimé imunofluorescence. Seznam imunofluorescenénich protilatek pouzitych pro

detekci sledovanych antigend je uveden nize (viz Tabulka 12).

Tabulka 12 Pfehled imunofluorescenc¢nich protilatek pro detekci sledovanych antigent

Antigeny Protilatka / klon

HLA-DR Ti 149 (Caltag)

CD34 581 (class III) (Caltag)

CD33 CD33-4D3 (Caltag)

CD13 Tii K1 (Caltag)

CD15 VIMC6 (Caltag)

CDl11b VIM12 (Caltag)

CDllIc BU1S5 (Caltag)

CD14 TiiK4 (Caltag)

CD117 104D2

T znaky (CD1-8) VIT6b, S5.5, UCHT1, S3.5, CD5-5D7, CD7-6B7, 3BS (Caltag)
B znaky (CD10,19-22) SJ5-1B4, SJ25-C1, HI47, BU32, RFB4 (Caltag)
NK znaky (CD16,56) 3G8, MEM188 (Caltag)

glykoforin A/CD235a CLB-ery-1 (Caltag)

CD41 VIPL3

3.3.4.2 Imunofluorescencéni detekce Pgp

Pro toto stanoveni byla zakoupena protilatka C219 od firmy Medista. Exprese Pgp byla
testovana na prutokovém cytometru (Coulter-EpicsXL) metodou pfimé imunofluorescence. Po
otestovani nékolika pacientli (z nichz ani jeden nemél pfiznivé prognostické znaky, takze se
uritd exprese Pgp dala ptedpokladat), vesmés s negativnim vysledkem, bylo rozhodnuto
zakoupit jinou protilatku, a sice UIC2 [125] od firmy Immunotech. Tato protilatka byla
testovana na bunkach linie K562 transfekované cDNA genu MDRI1 (linii byla ziskéna
s laskavym svolenim od dr. Jelinka z UHKT). Byla zji§téna vysokd exprese u bunék
transfekovanych, a naopak negativni exprese v ,,divokych* netransfekovanych bunikach K562,
reaktivita protilatky byla silnéjsi, nez u C219. Dalsi hodnoceni tedy probihalo jiz s protilatkou
UIC2.
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3.3.5 Statistické metody

Hodnoceni vysledkt dosazeni % pozitivity zkoumané veli€iny (napt. % dosazeni ¢i nedosaZeni
kompletni remise) bylo provedeno pomoci %’ testu v kontingenénich tabulkach. Hodnoceni
ruznych kvantitativnich ukazateltl v definovanych skupinach (napt. % Pgp exprimujicich bunck
ve skuping s dosazenim, resp. nedosazenim CR) bylo hodnoceno neparametrickymi testy, a to
bud’ neparovym ttestem (kde nulova hypotéza se tykala primeéru), nebo Mann-Whitneyho
testem (v ptipadech, kdy nulova hypotéza se tykala medianu), anebo Fisherovym exaktnim
testem. Kiivky ptezivani byly zhotoveny podle metody Kaplana a Meiera [126], k testu
odlisnosti kfivek jsme pouzili logrank testu v upravé podle Mantela a Haenszela, event.

V tpravé podle Mantela a Coxe [127].

Vsechny testy byly provadény na 95% hlading vyznamnosti. Udaje o prezivani se vztahuji
k datu 30.11.2000. Jsou udéna téz ocekavana procenta pieziti a 95% interval spolehlivosti,
oznaceny CI95%. V kazdém z testdl je uvedeno Cislo P, vyjadfujici moznost, Ze nahodnym
vybérem budou ziskédna data, jejichz rozdilnost by byla stejnd nebo vétsi, nez u mych vysledk,
za predpokladu, ze by platila nulova hypotéza. V praci byl pouzit software GraphPad Prism 3
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA), n&které testy byly kontrolovany ing. A.
Dohnalovou z Fyziologického ustavu 1. LF UK v Praze.
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4 Vysledky

V dobé¢ od tnora 1991 do listopadu 2000 bylo zaregistrovano celkem 289 pacientii (dospélych i
déti) at’ jiz z UHKT, nebo z extramuralnich pracovist. Pfiblizné jednu polovinu tvofili muzi a
druhou Zeny; primérny vék nemocnych byl 44 let, nejmlad$imu pacientovi bylo 9 meésict,

nejstardimu 90 let. Pacienti byli 1é¢eni dle platnych protokolii pro 1é¢bu AML a APL na UHKT.

V dobé¢ stanoveni diagndzy byla u 233 pacientti znama téz FAB klasifikace, u 224 pacienti byl
znam pocet leukocytd, u 117 pacientii byl uréen imunofenotyp. Pomoci cytogenetiky bylo
vySetfeno 228 nemocnych, pomoci RT-PCR 160 nemocnych, celkem bylo hodnoceno 256
pacientl vySetfenych na piitomnost vSech tii prognosticky pfiznivych aberaci. Exprese genu
MDRI1 byla stanovena u 86 nemocnych, exprese Pgp u 57 z nich. Z hlediska dosazeni kompletni

remise jsme hodnotili celkem 256 pacientt, z hlediska celkového prezivani 285 nemocnych.

Nasledujici tabulka uvadi souhrnny prehled ziskanych statisticky hodnotitelnych tidaja.

Tabulka 13 Piehled pacientt

Pacienti zaregistrovani v prib&hu 11/1991-X1/2000 celkem 292
Pohlavi: muzi 143
zeny 149
Vek (roky) prameér 44,26
median 47,50
rozptyl 0,45 -90,04
Pocet pacientd se znamou FAB klasifikaci v dobé diagndzy celkem 233
Pocet pacientdl se znamym poctem leukocytll v dobé diagnézy 224
Pocet pacientd se znamym imunofenotypem 117
Pocet pacientil vysetfenych cytogeneticky celkem 228
neziskany mitoézy 7
Pocet pacienttl vysetfenych RT-PCR na piitomnost fuznich gend celkem 160
PML/RARa 160
AMLI/ETO 147
CBFB/MYHI11 146
Pocet pacientd hodnotitelnych z hlediska pfitomnosti PPA 256
(cytogeneticky, a/nebo RT-PCR)
Pocet pacienttl vySetfenych komparativni RT-PCR na expresi celkem 86
MDRI1 v periferni krvi 52
v kostni dieni 58
Pocet pacientdl s provedenym stanovenim exprese povrchového Pgp  celkem 57
ztohovUHKT 29
Pocet pacientd s hodnotitelnym tdajem o dosazeni CR 256
Nehodnotitelni z hlediska CR (kratka doba sledovani) 1
Pocet pacientti s hodnotitelnym tidajem o celkovém preziti 264

v mésicich (k 30.11.2000)

Pocet pacientt s hodnotitelnym tdajem o celkovém pieziti (ano/ne 285
k 30.11.2000)
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Jak je zminéno vySe, vmé sestavé bylo vySetieno celkem 256 pacienti na pfitomnost
prognosticky ptiznivych aberaci, pfiCemz jeden pacient nebyl zahrnut do statistického
hodnoceni. V dobg, kdy se na UHKT jest& neprovadélo rutinni vysetfeni pomoci RT-PCR, byli
pacienti vySetfovani pouze pomoci klasické cytogenetiky; z mého souboru se jednalo o 95
nemocnych. U zbyvajicich 160 nemocnych byl proveden screening pomoci RT-PCR a u
nekterych znich téZ cytogeneticky. Metoda RT-PCR odhalila celkem 59 pacientii s PPA,
dalsich 8 pacienti s PPA bylo diagnostikovano diive — pouze cytogeneticky. Bylo
identifikovano osm pacientd s fuznim genem AMLI/ETO, svéd¢icim pro piitomnost
translokace t(8;21) a osm pacientd s fiznim genem CBFB/MYHI11, svéd¢icim pro pfitomnost
inverze, nebo translokace 16. chromozomu - inv(16), ¢i t(16;16). Dale bylo diagnostikovano 51
pacientd s fiznim genem PML/RARa, svéd¢icim pro pfitomnost translokace t(15;17). Dva
pacienty ze skupiny 67 nemocnych s PPA nelze hodnotit co do indukce kompletni remise a
celkového prezivani. Do celkového statistického hodnoceni byly nakonec zahrnuty udaje 65

pacientl s PPA.

Na nasledujicim obrazku je znazorn€n pocet pacientd s jednotlivymi typy aberaci, v pfipade
PML/RARa pozitivnich je ukdzan téz pocet pacientli vysetienych pomoci RT-PCR (45) a

cytogenetiky (6), z nichZ 2 pacienty nelze zahrnout do statistického hodnoceni.

_ RT-PCR +
=~ cytogenetika
AML1/ETO~_
8
PML/RARa
8
ehodnoceni - 2~
CBFB/MYH11—" =z

—_— .
- - Cytogenetika

Obr. 17 PPA celkem a dle metody diagndzy

Co se tyka pacientd s diagnézou APL, kteti byli po vySetfeni pomoci RT-PCR PML/RARq
pozitivni, 27 jich bylo soucasné vysetfeno t€Z pomoci klasické cytogenetiky. Z této skupiny se
pouze u 18 pacientil jasn€ prokazala ptitomnost translokace t(15;17) (tj. u 2/3 ptipadt). VSichni
PML/RARa—pozitivni pacienti byly dale sledovani na vyskyt minimalni rezidualni choroby
pomoci dvoukolové seminested RT-PCR. Vysledky tohoto sledovani jiz piesahuji ramec a téma

této prace a proto zde dale nejsou podrobngji diskutovany.
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Z osmi pacientli s RT-PCR detekci fizniho genu AMLI1/ETO jich bylo sedm testovano také
cytogeneticky. Pomoci této metody se fuzni gen AML1/ETO prokazal pouze u Ctyf z nich. Ve
skuping zbyvajicich nemocnych byl u dvou prokazan krypticky typ translokace t(8;21), u
dalsiho diagnostikovaného se jednalo o detekci myelosarkomu se soucasnou piitomnosti
translokace t(8;21) s minimalnim postizenim kostni diené (tento piipad byl téz publikovan a je
rozebran dale — viz kapitola 4.7.1). VSech Sest CBFB/MYHI11 RT-PCR-pozitivnich pacientt
bylo testovano téz cytogeneticky, pficemz inverze 16. chromozomu se prokazala u péti z nich.
Relativné mensi uspésnost standardnich cytogenetickych vySetfovacich metod oproti vyuziti

RT-PCR je podrobng popsana v kapitole 1 Diskuse.

4.1 Kompletni remise a celkové prezivani pacientu

Vsichni pacienti, jejichz data bylo mozno statisticky zpracovat, byli hodnoceni z hlediska

dosazeni kompletni remise a celkového prezivani.
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Obr. 18 PreZiti v§ech pacienti s AML
Krivka podle Kaplana a Meiera

Doba sledovani byla k30.11.2000 114 mésici. Ze souboru 256 pacientd hodnotitelnych
z hlediska dosaZeni kompletni remise, jich CR dosdhlo 149, tj. 58,2%. Celkové pfezivani bylo
hodnoceno ve skuping 264 pacientd, u nichz byl k dispozici udaji o celkovém pteziti v mésicich
(k 30.11.2000) (viz Obr. 18). Dale byla hodnocena skupina 285 nemocnych s hodnotitelnym
udajem o celkovém pieziti — ano/ne (u 21 pacientli nebylo mozné zjistit Casovy udaj — mésice
preziti). Ke dni 30.11.00 zije 104 pacientli z 285 nemocnych, tedy 39,2%, kdy median pteziti je

10,9 mésict. Ocekavané preziti po 114 mésicich sledovani je 31% (CI95% +3,3).
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4.1.1 Kompletni remise a celkové prezivani v zavislosti na typu AML
a PPA

Jak jiz bylo uvedeno vyse, dle primarni hypotézy pro potfeby statistického hodnoceni byli
pacienti rozdéleni do skupin s dobrou, stfedni a nepfiznivou prognézou na zakladé pritomnosti
PPA [tedy t(15;17), t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16)), ¢i dalSich zjisténych chromozomalnich
aberaci]. Pacienti, ktefi nebyli PPA pozitivni, byli pfifazeni do skupin se stfedni nebo
nepfiznivou prognédzou na zaklad¢ cytogeneticky prokazané aberace dle zasad uvedenych vyse

(viz Tabulka 1 v kapitole 1.2.3 Klasifikace a diagnostika AML).

Obr. 19 ukazuje, ze kompletni remise dosahlo stejné procento pacientli zafazenych do
prognosticky dobré a stfedni kategorie, tedy 64,6%, resp. 64,8% zcelkového poctu
hodnocenych. Horsi vysledek byl u pacientli zatazenych ve skupiné s nepfiznivou prognozou,

kdy kompletni remise dosahlo pouze 50% sledovanych nemocnych.
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Obr. 19 Indukce CR u AML podle prognostické klasifikace cytogenetického nalezu
P je hodnota y2 testu v kontingen¢ni tabulce. Ani hodnota P pro trend v kontingen¢ni tabulce
nebyla statisticky signifikantni (P = 0.09)

Naopak na dal$im obrazku je vidét, ze pacienti s PPA dosahovali vyznamn¢ lepsiho celkového
preziti, oproti nemocnym ve skuping se stiedni a naposledy se $patnou prognozou (viz Obr. 20).
Pravdépodobnosti preziti 60 mésicii v uvedenych skupinach pacientti byly 51,1% ve skupiné
s dobrou prognézou (CI195% =+ 13,5), 33,9% ve skuping se stfedni prognézou (+11,3) a 12,2%

ve skuping se §patnou prognézou (£10,9).
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Ackoli jsme hodnotili vSechny pacienty ve skupiné s pritomnosti PPA v této analyze spolecné,

zasluhuji samostatnou pozornost. Nékteré aspekty kolem APL budou dale hodnoceny v kapitole

4.4.
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Obr. 20 PreZivani pacienti podle prognostické klasifikace cytogenetického nalezu
Hodnota P je vysledkem Mantelova-Haenszelova testu s jednostrannou alternativou

4.2 Prognoéza: vliv klinickych a laboratornich dat

4.2.1 Vék a PPA u raznych vékovych skupin

Vek se v hodnocené sestave pacientll vyznamné uplatnil jak pokud se tyka dosazeni kompletni
remise (viz Obr. 21), tak i pfi stanoveni celkového pieziti (viz Obr. 22). Pacienti byli rozdéleni
do péti vékovych skupin. Nejlepsi prognézu jak vzhledem k procentualnimu dosazeni kompletni

remise, tak k celkovému pieziti, méli pacienti mladsi 15 let, nejhorsi nemocni nad 60 let.
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Celkem piekvapivé vsak nebyly nalezeny vyznamné rozdily v dosazeni kompletni remise
(P =0,0001) i v celkovém pteziti (P =0,0067) u pacientd mezi 15 a 60 lety, i pfes to, ze byli
stratifikovani do tii skupin (viz Obr. 21 a Obr. 22).
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Obr. 21 DosaZeni CR v zavislosti na vékové skupiné
Hodnota P je vysledek z 2 testu pro trend
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Obr. 22 K¥ivky prezivani v zavislosti na vékové skupiné
Hodnota P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova logrank testu



Vysledky

Dalsim ptekvapivym nalezem byly vysledky analyzy vyskytu prognosticky piiznivych,
stiednich a nepfiznivych aberaci v ramci jednotlivych vékovych skupin pacientd (viz Obr. 23).
Nenalezli jsme zadny statisticky rozdil v zastoupeni jednotlivych aberaci (P = 0,10); napft. ve
veékoveé skupiné pod 15 let bylo 28% prognosticky nepfiznivych aberaci a ve vékové skupiné

nad 60 let pouze 30%.
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Obr. 23 Vyskyt chromozomalnich aberaci podle prognostické klasifikace a véku
Hodnota P je vysledek y2 testu pro trend

4.2.2 Leukocyty a FAB diagnéza

Ve statistickém hodnoceni byly sledovany nejen laboratorni vysledky, ale téz néktera klinicka
data v dobé diagndzy — mezi né patiila vySe zminéna FAB klasifikace a také pocet leukocyti
v dobé diagnozy. Z celkového poctu 233 pacientll se znamou FAB klasifikaci v dobé diagnozy
bylo mozné hodnotit pouze 219 pacientli a celkem 224 pacientli se znaimym poctém leukocytl
v dob¢ diagnozy. Vzhledem k Gdajim uvadénym v literatufe jsme ptedpokladali, ze pocet
leukocytti se statisticky vyznamné uplatni pfedev§im ve skupiné pacientli s APL, u nichz
leukocytoza patii pravdépodobné mezi rizikové faktory. Skupina pacienti s APL je hodnocena

v samostatné kapitole nize.

Analyza ptezivani pacientd dle poctu leukocyti byla provadéna na zakladé rozdéleni vSech
analyzovanych do dvou skupin: prvni skupina s poétem leukocytii nizs§im jak 100x10°/1 (skupina
127 pacientt) a druha s vy3$im poétem jak 100x10°%/1 (skupina 37 nemocnych) (viz Obr. 24).
V této analyze, do které byli zahrnuti vSichni nemocni, rozdéleni pouze na zakladé¢ poctu

leukocytt, nebyl zjistén zadny podstatny rozdil v ptezivani obou skupin pacientti (P = 0,29).
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Obr. 24 K¥ivka preziti pacienti s <100 a >100x109/1 leukocyty
Hodnota P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova logrank testu.
Soucasti stanoveni diagnozy pacienta byla téz snaha jej zatradit dle FAB klasifikace, ktera je i
pfes nékteré nové poznatky stile nejvice pouzivana (mizeme hovofit o urcitém standardu). Ve
skupiné vSech vySetfenych pacientd jich bylo celkem 233 se znamou FAB klasifikaci v dobé

diagnozy. Obr. 25 ukazuje zastoupeni vyskytu jednotlivych typt dle FAB u téchto pacientd.

AML Mo
AML M1
AML M2
AML M3
AML M4
AML M5
AML M6
AML M7

MDS RAEB-T

Bifenotypova/
biklonalni akutnil.

Obr. 25 FAB Kklasifikace v dobé diagnézy

Jak je z grafu patrné, nejcastéji byla diagnostikovana FAB AML M2 (61 ptipadt), dile AML
M3 (52 ptipadi), AML M4 (48 ptipadi) a AML M1 (36 ptipadl)). Tyto poCty samoziejme
nevypovidaji o Cetnosti vyskytu jednotlivych subtypti ve skupiné AML obecné. Tento stav je
dan zamétfenim nasi laboratofe na vySetfovani vySe zminénych typi PPA, které se nejcasteji
vyskytuji pravé u AML subtypit M1, M2 (AML1/ETO), M3 (PML/RARa) a M4, piipadné M1
(CBFB/MYHI1).
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Jak je jiz zminéno vySe, bylo hodnoceno pouze 219 z 233 nemocnych se znamou FAB
klasifikaci v dob€ diagnodzy. Do celkového hodnoceni nebyli zahrnuti 4 pacienti s AML M2, 2
pacienti s AML M3 a 4 pacienti s AML M4. Dale nebyly hodnoceny skupiny s velmi malym
poctem pacientt (kvtli velké chybé pfi statistickém zpracovani dat) — jednalo se o jednoho
pacienta s AML M6, 2 pacienty s AML M7 a 3 pacienty s bifenotypovou/biklonalni akutni

leukémii.

Ze statistické analyzy tohoto souboru vyplynulo, Ze vyrazné 1épe piezivali pacienti s FAB M3
(tj. APL) — skupina 50 nemocnych, nejhiife pak pacienti s nezralou AML MO (viz Obr. 26).

Ptezivani ostatnich FAB typt se navzajem pfili$ neliSilo.
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Obr. 26 Krivky preziti v zavislosti na FAB Klasifikaci v dobé diagnozy
Vysledek P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova logrank testu

Manteliiv-Haenszeliv test pro vSechny podtiidy vSak byl pochopitelné insignifikantni
(P =0,28). Proto byla skupina FAB MO analyzovana je$té samostatné, ackoli tuto klasifikaci
mélo jen mélo pacientil. Pfesto pii pouZiti y* testu (o jednostranné alternativé) ke zhodnoceni
prezivani pacientd s FAB M0 AML ke stanovenému datu (30.11.00), byl vysledek signifikantné
jiny, nez u ostatnich skupin dohromady (P = 0,42). Rovnéz u FAB M3 skupiny (vysledky jsou

v samostatné kapitole 4.4) byl rozdil signifikantni.

4.2.3 Poznamky k pacientiim s aberacemi segmentu 11923

V mé sestavé bylo cytogeneticky zachyceno celkem deset nemocnych s aberacemi 11g23. U
Ctyt z nich §lo o soucast komplexné&jSich zmén, u $esti $lo o samostatnou odchylku. Tabulka 14
ukazuje mimofadné dobré vysledky vzhledem k indukci kompletni remise, ktera byla dosazena

u deviti z deseti nemocnych, véetné Ctyt pacientll s komplexnéj$i zménou karyotypu.
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U péti z deviti pacientli, kteti dosahli kompletni remise, doslo k relapsu, k 30.11.2000 bylo

nazivu pét pacientd, jeden z nich (dit€) ve druhé kompletni remisi.

Tabulka 14 Pacienti s aberaci 11q23

Typ aberace CR Typ aberace CR

t(11;20) CR- t(11;20) CR+

t(6;11) CR+ t(6;11),del(11)(q) CR+

t(9;11) CR+ t(9;11;13) CR+

del(11)(q) CR+ del(11)(q),+M CR+

t(10;11) CR+ +11,rozsahlé zmény CR+
karyotypu

4.3 Prognéza: vlivimunofenotypu

Byl zkouman vliv exprese rtiznych antigenti na dosazeni kompletni remise, v této kapitole jsou
uvedena data ziskand do roku 2003. Jejich pfehled vcetné pocti testovanych pacientl a

vysledkt uvadi Tabulka 15.

Tabulka 15 Testované antigeny

Antigeny Pocet testovanych Pozitivni Negativni

HLA-DR 239 184 55
CD34 240 140 100
CD33 249 236 13
CD13 251 226 25
CD15 220 98 122
CDl11b 196 115 81
CDllc 99 45 54
CD14 228 57 171
CD117 40 32 8

T znaky (CD1-8) 195 36 159
B znaky (CD10,19-22) 179 10 169
NK znaky (CD16,56) 73 2 71
glykoforin A 97 3 94
CD41 22 0 22

Byla zjisténa statisticky vyznamna korelace mezi expresi antigenu CD13 a také CD14 — pacienti
s CD13+, respektive s CD14+ dosahovali nizsi procento indukce CR, nez pacienti bez exprese
téchto antigenti (viz ). Urcity trend k nizSimu procentu dosazeni indukce byl pozorovan u

pacientti s CD34+ AML, dale HLA-DR+, CD11b a CD11c¢ (viz Obr. 28).
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Obr. 27 Indukce CR u pacientii dle imunofenotypu
CD13+ a CD13- (vpravo) a CD14+ a CD14- (vlevo)
Hodnota P je vysledkem jednostranného y” testu
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Obr. 28 Indukce CR u pacientii podle imunofenotypu.
Hodnota P je vysledkem jednostranného y” testu
A: CD34, B: HLA-DR, C: CD11b, D: CD11c

4.4 Prognédza u APL

APL jsou klinicky i biologicky odlisnou skupinou AML, proto byly nékteré prognostické
parametry analyzovany u této skupiny zvlast. Jiz Obr. 26 ukazal, Ze pacienti s APL maji
nejlepsi preziti v ramci skupiny AML. Logrank test celkového pteziti neukazuje signifikantni
odliSnost, ackoli je na prvni pohled patrny jasny rozdil mezi obéma skupinami:
pravdépodobnost preziti 9 let byla 51,7% u APL, ale jen 21,1% u ostatnich typtt AML. To bude

predmétem diskuse.
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Proto je na dal$im obrazku (Obr. 29 dole) vyneseno pouze srovndni v proporci Zijicich a

mrtvych pacientli s APL a non-M3 AML, kde vysledek y2 testu je statisticky signifikantni.
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Obr. 29 Srovnani celkového preZivani nemocnych s APL a s ostatnimi typy AML
Nahove: krivky preZivani, P hodnota ziskana z Mantelova-Haenszelova logrank testu
Dole: srovnani poméru Zivych mrtvych pacienti k datu 30.11.00. Hodnota P je z 2 testu.

Déle byl analyzovan vliv poc¢td leukocyti v dobé diagnézy jednak na dosazeni kompletni
remise, a jednak na celkové prezivani (viz Obr. 30). Pocet leukocyti >5x109/1 je silnym
negativnim prognostickym prognostickém faktorem =z obou hledisek (P = 0,0009,

resp. P =0,0013).
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Obr. 30 Indukce CR a celkové pieZivani dle poctu leukocytu v dobé diagnézy u pacienti s APL
Nahoie: vyznaceny mediany poc¢tu leukocytii, a hodnota P je vysledkem Mannova-Whitneyho testu
o0 jednostranné alternativé srovnavajiciho vyznamnost poctu leukocyti na indukci CR

Dole: vyneseny krivky preZivani, a hodnota P je vysledkem analyzy Mantelovym-Haenszelovym
testem.

Bylo také hodnoceno, zda variantni forma APL (FAB M3v) ma horsi prognozu, nez standardni
hypergranularni M3, alespon pokud se tyka navozeni kompletni remise (viz Obr. 31). Ackoli
procentudlni dosazeni kompletni remise se liSilo (40% proti 60%), vysledek nebyl pfi malych

poctech hodnocenych pacienti statisticky vyznamny (P = 0,29).
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Obr. 31 Srovnani dosaZeni CR u APL, hypergranularniho a variantniho M3v subtypu
Hodnota P je vysledkem jednostranného y2 testu

Dalsi z analyz se tykala toho, zda typ zlomu na chromozomu 15 v genu PML u t(15;17) ma
prognosticky dopad. Primery pouzivané v nasi laboratoii pro RT-PCR umoziuji odliSeni typu
zlomu ber3 od ostatnich dvou — berl a ber2. Z literatury je znamo, ze pacienti s APL s typem
zlomu ber3 maji hor$i progndzu, nez pacienti s berl a 2. Obr. 32 sice naznacuje potvrzeni této
casnych umrti, avSak kfivky pfezivani se rychle vyrovnavaji, a vysledné piezivani se nelisi (P =

0,79).
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Obr. 32 Celkové pieziti pacienti s APL v zavislosti na typu zlomu v genu PML u t(15;17)
Hodnota P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova testu
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Moznost dosazeni kompletni remise neni u APL zavisla na vé€ku nemocnych, cozZ je patrné
z nasledujiciho obrazku (viz Obr. 33). Primérny vek pacientl, kteti dosahli kompletni remise

byl 39,6 let, u téch, kteii kompletni remise nedosahli, byl 44,4 let (P = 0,33).
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Obr. 33 Pramérny vék pacientii APL, ktefi dosahli nebo nedosahli CR
Piimky vyznacuji priméry. Hodnota P je vysledek neparového t-testu o dvoustranné alternativé

4.5 Prognéza u CBF-AML

4.5.1 Poznamky k pacientiim s fuznim genem AML1/ETO

Pacienti st(8;21) bylo pouze osm a tvofili malo homogenni skupinu, vcetné ptipadu
aleukemického myelosarkomu, ktery je podrobné rozebran v kapitole 4.7.1. Morfologicky se
jednalo o pét pacienti s AML FAB M2, jeden byl hodnocen jako FAB M4, a dalsi jako FAB
M1. Pozoruhodné je, Ze z osmi zachycenych pacient s touto aberaci jsou zivi pouze tfi, z toho
dva dlouhodobé — 4 a 6 let, z nich jeden byl alotransplantovan a je v molekularni remisi, druhy
Zije, s tim, Ze je u n¢j obcas detekovana MRD. Ze dvou détskych pacientl Zije jen jeden. Dalsi

pacientka ze Slovenska vypadla ze sledovani, neméme udaje o pfezivani.

4.5.2 Poznamky k pacientiim s fuznim genem CBF@/MYH11

Zvlastni zminku zaslouzi pacienti se zachytem CBFB/MYHI11 genu. Z osmi pacientl
zahrnutych do statistického hodnoceni §lo v sedmi pripadech o AML FAB M4EQ, jeden pacient
byl klasifikovan jako FAB M1. U dvou pacientl jde o nedavné zachyty, jednoho nelze posoudit
ani co do dosazeni CR. Ze sedmi nemocnych Sest dosahlo kompletni remise (tj. 85,7%), u
posledni pacientky Slo o parcialni remisi. Ze sedmi pacientd byli ¢tyfi transplantovani, z toho tfi

alogenné, jeden autologné.
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Nicméné doslo k relapsiim u péti ze sedmi pacientll, z toho Slo ve dvou ptipadech o pacienty
s alotransplantaci kostni dfené. Z péti relapsii byly dva zachyceny zérovein v CNS, u tietiho po
alotransplantaci byla diagnostikovana "meningitis", ackoli CNS relaps byl suspektni. k 30.11.00
zilo z osmi pacientl Sest, z toho jeden ve 2. kompletni remisi a jeden v relapsu. Z molekularné
biologického hlediska byl u sedmi pacientl potvrzen nejCastéj$i typ bodu zlomu A (dle
literatury se vyskytuje v 85% pfipadl [98]), u posledni pacientky jsme detekovali typ bodu
zlomu J, dosud zndmého pouze jako jediny vyskyt [128]. Tento piipad je podrobné diskutovan
v kapitole 4.7.2.

4.5.3 Kompletni remise a celkové preziti u CBF-AML

V této kapitole jsou prezentovany vysledky analyzy skupiny pacienti s tzv. CBF-AML, tedy
nesoucich jednu z nasledujicich translokaci, respektive inverzi: t(8;21), t(16;16) ¢i inv(16). Tyto
vysledky jsou soucasti publikace podané do ¢asopisu Folia Biologica v srpnu roku 2006 (viz
Error! Reference source not found.) a jsou pouzita data dostupna v roce 2003, narozdil od
ostatnich analyz s daty do roku 2000 vcetn¢, uvadénych v této praci. Byla hodnocena skupina
pacienti s CBF-AML oproti pacientim bez prognositcky pfiznivé aberace (pacienti s APL
v této analyze nejsou zahrnuti). Celkem bylo molekuldrné biologicky vySetteno 431 dospélych
pacienti, 215 z nich byli muzi, 216 byly Zeny. Vékovy median byl 48,2 roku (od 15 do 85 let).
19 pacientti bylo AMLI1/ETO pozitivnich a 15 CBFf/MYH11 pozitivnich. V hodnocené skupiné
bylo 208 pacientil s dostupnymi klinickymi 0daji, z nichz 119 dosahlo kompletni remise.
Z grafu (Obr. 34) je patrné, ze pacienti s jednou z CBF aberaci dosahovali signifikantné ¢astéji

kompletni remise oproti pacientiim bez této aberace (P = 0.0005, Obr. 34).
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Obr. 34 Indukce CR u AML dle CBF aberace
Hodnota P je vysledkem y2 testu v kontingen¢ni tabulce
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Bylo také hodnoceno celkové prezivani pacientt a to k 31. prosinci 2003. K tomuto datu byly
dostupné udaje pro 175 pacientli, znichz 64 bylo nazivo. Logrank test celkového preziti
prokazal signifikantn€ leps$i celkové ptezivani pacienti sjednou z CBF aberaci oproti

pacientim bez této aberace (P = 0.041, Obr. 35).
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Obr. 35 PreZivani pacienti podle pritomnosti CBF aberaci
Hodnota P je vysledkem Mantelova-Haenszelova testu s jednostrannou alternativou

4.6 Prognodza a zvySena exprese MDR1/Pgp

4.6.1 Metodika

Pavodni plan pro stanoveni exprese MDR1 genu pocital s vyuzitim pfistroje pro real-time PCR,
ktery mél byt zakoupen na UHKT jiz v dobé& p¥ipravy tohoto projektu. Vzhledem k tomu, Ze
tento pristroj byl skute¢n¢ zakoupen az na konci roku 2001, jsem byla nucenae pouzit
alternativni metodu komparativniho semikvantitativniho stanoveni a modifikovat ji pro mé
potfeby stanoveni exprese MDR1 genu s pouzitim interniho standardu a zaroven kontrolniho
genu BCR (viz Obr. 36). Pro zpracovani jsem zvolila pfistroj Kodak Digital Science™
Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (dale jen EDAS) a program Kodak
Digital Science™ 1D Image Analysis Software (dale jen DIAS).
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Obr. 36 Elektroforéza BCR/MDRI1 genu
Fotografie gelu se vzorky DNA testovanych zdravych darci na expresi genu MDR1 a interniho
standardu BCR. Fotografie byla pofizena systémem Kodak EDAS (viz Metody)

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 0 Pacienti, materidl a metody, pro komparativni stanoveni
exprese genit MDR1 [123] a BCR [124] byla pouzita cDNA, ptipadné RNA archivovanych
vzorkil od pacientil s diagndézou zachytu AML. Postup izolace RNA a RT byl stejny, jako u
rutinné provadénych vysetfeni fuznich geniti. Metoda semikvantitativni komparativni PCR je
zalozena na principu soucasné amplifikace sledovaného genu i genu kontrolniho v jedné
zkumavce. Kontrolni gen zdroven funguje jako tzv. interni standard, tedy gen s pfiblizné€ stejné

velkou expresi ve vSech buitkach organizmu i druhu.

V mém piipadé jsem zvolila gen BCR, ktery je konstitutivné exprimovan v lidskych burikach i
v buiikach bunéénych linii a jeho exprese pii daném poctu cykli PCR je fddové srovnatelna
s expresi genu MDR1 (na rozdil napf. u kontrolniho genu ABL). Reakce byla ladéna na
vzorcich transfekované linie K562M (dr. Jelinek, UHKT), ktera zvy3en& exprimuje gen MDRI.
Daéle byly testovany vzorky periferni krve a kostni dfené zdravych darcii, které byly ptipraveny
stejnym postupem, jako ostatni vzorky, z téchto dat byla na zékladé primérné vysSe exprese
MDR1/Pgp stanovena cut-off hladina, ktera se liSila pro oba typy vzork (viz kapitola 1). Pocet
cykli programu byl vyladén tak, aby vysledny produkt byl odebirdn jesté v exponencialni fazi
reakce. Slozeni reakéni smési PCR a amplifikaéni program je podrobné popsan v kapitole 0

Pacienti, material a metody.
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Pro detekci a kone¢né stanoveni exprese MDR1 genu byl pouzit EDAS, ktery umoziuje
vytvofit digitalni fotografii gelu vizualizovaného UV svétlem a pfimo ji zpracovat pomoci
programu DIAS. Tento program vyhodnocuje intenzitu prouzkt (bandi) vici intenzité prouzkt
standardniho markeru (zebiiku), u n€jz zndme z firemnich udaji mnozstvi DNA (bp/ng)
obsazené v kazdém prouzku. Pro tuto analyzu bylo pouzito standardni mnozstvi 100bp DNA

Ladder (Promega).

Hodnoty ziskané ze softwarové analyzy gelu udavaji mnozstvi DNA v ng a velikost pruhu
(bandu) v poctu bp jak pro MDRI1, tak pro BCR. Intenzita exprese genu MDR1 byla vyjadiena
jako pomér mnozstvi DNA (v ng) MDR1 ku BCR a ve statistickych analyzach byl dale

hodnocen tento relativni pomér.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 0, problematika metod pouzivanych k detekci exprese
MDR1/Pgp je i ptes fadu praci zabyvajicich se mnohocetnou Iékovou rezistenci stale jesté
nedoieSena. I pres fakt, ze jsme se snazili dodrzet vSechna pravidla pro objektivitu a statistickou
zhodnotitelnost dat ziskanych vySe zminénymi postupy, jsem si védomi nékterych nedostatkti
v nami pouzité metodice. Tyto nedostatky a s nimi spojené otazky jsou podrobné probrany

v kapitole 1.

4.6.2 Pgp aindukce CR

Pomoci pritokové fluorocytometrie byla zjistovdna povrchova exprese Pgp u celkem 57
pacienttl, ale pouze u 29 z nich $lo o vysetieni v UHKT citliv&jsi protilatkou UIC2. Povrchova
exprese Pgp vyjadiend jako kvantitativni mnozstvi Pgp+ bunék neovlivnila indukci CR ani
v souboru vsSech vysetienych pacientl (viz Obr. 37 nahofe), ani u pacientd vysetienych pouze

v UHKT (viz Obr. 37 dole).
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Obr. 37 Kvantitativni exprese Pgp na povrchu bunék

Hodnoty P ziskany v Mannové-Whitneyové testu o jednostranné alternativé

Nahofe: viichni pacienti, dole: pacienti vySetfeni v UHKT

4.6.3 Pgp dle PPA: vliv na indukci CR a celkové prezivani

Kdyz jsme srovnali procentualni dosazeni kompletni remise u vSech ¢tyi hodnocenych skupin

pacientli, tj.. PPAPgp, PPAPgp’, PPAPgp a PPA'Pgp’, nebyl mezi nimi statisticky

vyznamny rozdil, jak je patrné z nasledujiciho obrazku (viz Obr. 38 nahofe).
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Obr. 38 Dosazeni CR podle povrchové exprese Pgp a pritomnosti PPA

Exprese Pgp hodnocena pouze jako pozitivni nebo negativni. Hodnoty P byly ziskany v %2 testu
Nahote: Srovnani 4 skupin pacienti: PPA'Pgp’, PPAPgp’, PPA'Pgp a PPA'Pgp’, dole: srovnini
pouze PPA” pacientii podle exprese Pgp

Nicméné népadny rozdil byl mezi skupinou PPAPgp a PPAPgp" pacientdi, proto byly
porovnany zvlast’ (viz Obr. 38 dole). Mezi témito skupinami byl skutecné¢ statisticky vyznamny

rozdil v indukci kompletni remise (P = 0,01).

Byla sestrojena kiivka pfeziti u pacienti bez PPA podle pfitomnosti Pgp na povrchu bunék (viz
Obr. 39). Zni je zifejmé, Ze nebyl signifikantni rozdil mezi skupinou exprimujici a
neexprimujici Pgp. Je vSak tfeba konstatovat, Ze poc¢ty hodnocenych pacientii byly malé a

median sledovani kratky.
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Obr. 39 Celkové prezivani pacientii bez PPA podle exprese Pgp
Hodnota P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova testu

4.6.4 MDR1: vliv na navozeni CR a OS

Exprese genu MDR1, stanovovana jako jeji pomér ku kontrolnimu genu (internimu standardu,
genu BCR, v RT-PCR s internim standardem, viz Obr. 36), méla dle oc¢ekavani jiny prameér
v periferni krvi a jiny v kostni dieni (0,64 oproti 0,49). Tento rozdil byl ziejmy pfedevSim u
pacientti, od nichz jsme ziskali vzorky z periferic a dfen¢ soucasné. Z tohoto divodo byla
exprese MDR1 pro navozeni kompletni remise stanovovana pro oba typy vzorkd zvlast.
Hranice mezi pozitivni a negativni expresi (tzv. ,,cut-off level”) byla stanovena zvlast’ pro
vzorky z periferni krve a z kostni diené. U vzorkl z periferni krve byla pozitivni vysledky
s pomérem exprese MDR1/BCR vétsim jak 0,5, u vzorkd z kostni diené byl za pozitivni bran

pomér veétsi jak 0,5.

Exprese MDR1 v periferni krvi (viz Obr. 41 A) byla prakticky stejna u nemocnych, ktefi dosahli
a ktefi nedosahli kompletni remise (P = 0,35). Naopak exprese MDRI1 v kostni dfeni byla

vyznamné vys$si u pacientd, u kterych se kompletni remisi nezdatilo navodit.

Tento rozdil byl patrny pii pouziti Mann-Whitneyho testu (viz Obr. 41 B), kde nulova hypotéza
se tyka medidnd (P =0,041). Naopak pii nulové hypotéze o priméru vysledek nebyl
v neparovém t-testu (viz Obr. 41 C) signifikantni (P = 0,065). Median totiz podstatné¢ Iépe
vystihoval distribuci ziskanych hodnot, tj. skutecnost, ze hodnoty poméru exprese MDR1/BCR

byly bud’to nulové, anebo az kolem hodnoty 0,4 a vyssi.
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Obr. 40 Vliv exprese MDRI1 na celkové pieZiti u pacienti bez PPA
Vyneseny i hodnoty pacientii s PPA. Hodnota P je vysledkem z Mantelova-Haenszelova logrank
testu

Velmi dilezité zjisténi pro nas je zachyceno na dal§im obrazku (viz Obr. 41 D), srovnavajicim
indukci kompletni remise u nemocnych bez zachytu PPA. Pacienti, ktefi dosahli kompletni
remise, méli podstatné nizsi expresi MDR1 (tj. pomér exprese MDR1/BCR), nez pacienti, ktefi
se do kompletni remise nedostali (P =0,008). Pozitivni vliv niz8§i exprese genu MDRI1 na
dosazeni kompletni remise se ale jiz neprojevil na vysledcich analyzy celkového preziti ve
skupinach nemocnych s nizkym indexem exprese MDR1/BCR <0,5 a s vysokym indexem >0,5

(viz Obr. 40; P = 0,59).

Obr. 41 E srovnava hodnoty poméru MDR1/BCR u pacientt s pozitivnim zachytem PPA, kteti
dosahli ¢i nedosahli kompletni remise. Hodnoty se nijak nelisi (P = 0,57), avSak pocty pacientti
jsou velmi nizké. Obr. 41 F zachycuje srovnani indexit MDR1/BCR u pacientd s PPA a bez
PPA. Neni prekvapenim, ze tento index (exprese MDRI1) je vyssi u pacientl bez PPA (P =
0,003).
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Obr.41 Exprese MDR1

A — hodnoty indexu MDR1/BCR v periferni krvi u pacienti kteii dosahli, resp. nedosahli CR.
Zobrazeny mediany. Hodnota P v dvoustranném Mannové-Whitneyho testu

B — hodnoty indexu MDR1/BCR v kostni dieni u pacienti ktei'i dosahli, resp. nedosahli CR, se
zobrazenim medianu. P je vysledek v dvoustranném Mannové-Whitneyho testu

C - totéZ se zobrazenim pruméru. P je vysledek z dvoustranného neparového t-testu

D — hodnoty indexu MDR1/BCR v kostni dieni u pacienti ktef'i dosahli, resp. nedosahli CR u
pacientii bez PPA. Zobrazeny mediany. Hodnota P je z dvoustranného Mannova-Whitneyho testu
E — hodnoty indexu MDR1/BCR v kostni di‘eni u pacienti ktefi dosahli, resp. nedosahli CR u
pacienti s PPA. Zobrazeny mediany. Hodnota P je z dvoustranného Mannova-Whitneyho testu

F — srovnani hodnot indexu MDR1/BCR u pacientii s PPA a bez PPA. Hodnota P je z

dvoustranného Mannova-Whitneyho testu.
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4.6.5 Vztah mezi expresi Pgp a expresi genu MDR1

Byl zkouman téz vztah mezi vysledky povrchové analyzy Pgp v prutokové cytometrii a
hodnotami, ziskanymi pii komparativnim RT-PCR stanovenim exprese MDRI1. Obr. 42
ukazuje, ze neni jednozna¢n¢ jasny vztah mezi obéma veli¢inami (P = 0,31 v Mannové
Whitneyho testu), i kdyZ napt. pruméry se lisi (pfesto vSak insignifikantn€ i v parovém t-testu;
pro Pgp" hodnota priméru 0,72 + 0,09, pro Pgp 0,51 + 0,11, P=0,26). Podet pacientii

vysetienych obéma metodami zaroven je vSak velmi nizky.
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Obr. 42 Srovnani exprese MDR1 (indexu MDR1/BCR) a P-gp
Vyznaceny mediany hodnot. Hodnota P je vysledek v Mannové-Whitneyho testu o dvoustranné
alternativé

4.7 Kazuistiky

4.7.1 Popis pfipadu myelosarkomu s t(8;21) a klonalnimi T

lymfocyty

V ramci screeningu PPA byla potvrzena pfitomnost fiznitho genu AMLI/ETO u 33letého
pacienta, u kterého byl pfedtim, patrné mylné, diagnostikovan non-Hodgkinsky lymfom (NHL)
oblasti krku. Ackoli byl nador zpocatku povazovan za suspektni chlorom pfi zelenavé
makroskopii a histochemickém prtikazu chloracetatesterazy (CAE), byla u€inéna diagnéza NHL

vzhledem k extenzivni lymfocytarni infiltraci v nadoru.

Chemoterapii byla navozena kratka remise. Pfi relapsu na stejném misté jiz nador nebyl
nazelenaly a pfi dvojitém barveni na CAE a zaroven na pan-T znak CD45RO byly zjistény

cetné T lymfocyty rozptylené mezi myeloidnimi prekurzory (viz Obr. 43).
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Obr. 43 Histologicky snimek tumoru po relapsu.

Dvojité barveni s imunoperoxidizou pro detekci CD45RO a CAE. Prazdna Sipka oznacuje skupinu
CD45RO+ T lymfocytii, obarvenych hnédé. Cervené obarvené granulocytirni buiiky jsou CAE +.
Cerné Sipky ukazuje ostatni méné vyzralé buiiky s lehce obarvenou cytoplasmou a s dobie patrnou
strukturou chromatinu. Vice vyzralé buiiky z granulocytarni fady jsou obarveny vyrazné €ervené.
1285 x zvétSeno

Prukaz bialelické prestavby y-fetézce receptoru T bunék (TcRy) =zdanlivé potvrzoval
uvazovanou diagnozu NHL T fady (viz Obr. 44). Pacient dostal dal$i cykly chemoterapie.
V nasledné remisi byla provedena autologni transplantace perifernich progenitorovych bungk,
pacient vSak podlehl pneumonii, a to bez jakychkoli znamek ptivodniho onemocnéni. Teprve
post mortem byl pomoci RT-PCR prokazan fuzni gen AMLI/ETO (vysledek translokace 8;21
typické pro nékteré AML) ve zmrazeném vzorku tumoru z doby relapsu. Navic byl transkript
tohoto genu detekovan i ve vzorcich jinak zcela normalni kostni dfen¢ i periferni krve

nabranych tyden pted klinickym relapsem nadoru (viz Obr. 44).

Sekvenéni analyza PCR produkti nasledné odhalila, ze piestavby TcRy v nddoru na jedné strané
a ve dfeni, resp. V periferni krvi na stran¢ druhé byly sice podobné, nikoli vsak identické. Tento

ptipad byl nasi skupinou publikovan roce 2001 v Casopisu Leukemia Research.
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PCNCBM PB TU PB BM TU NC PC

A

Obr. 44 Elektroforéza PCR produkti

(A) Vzorky periferni krve, kostni diené a tumorozni tkané popisovaného pacienta po PCR detekci
rearangementu TCRy Fetézce. PC — pozitivni kontrola, NC — negativni kontrola, BM — Kkostni di‘en,
PB - periferni krev, TU — tumor. 3 prouzky z tumorézni tkdné a prouZky z kostni driené a
z periferni krve byly testoviany za pouziti specifickych primerua a dile sekvenovany a bylo
prokazano, Ze se lisi.

(B) Elektroforeticka analyza PCR produkti ze vzorku periferni krve, kostni diené a tumorézni
tkané popisovaného pacienta po RT-PCR detekci AML1/ETO fazniho genu. Marker — 100bp
Ladder, Promega. Sipka ukazuje délku produktii v parech bazi vzhledem k markeru.

4.7.2 Zjisténi druhého popsaného vyskytu typu J bodu zlomu u
pacientky s inv(16)

V tomto piipadé se jednalo o 71letou pacientku, hospitalizovanou na UHKT v listopadu 1997
pro kasel, dechovou nedostateCnost a gastroenteritidu. VySetfeni krevnich elementl prokazalo
nasledujici udaje: leukocyty 9,4 (10°/1), 73% bunék v diferencialu byly atypické monocyty,
myelomonocyty a monoblasty a pouze 1% tvoftily eozinofily. Hladina hemoglobinu byla 6g/dl,
podet desti¢ek byl 18(10°/1). Nicméné vysetieni kostni diend prokazalo eozinofilii (16,4%) a
pritomnost 67,4% myelomonocytarnich blastd. Pacientka mé¢la celkem standardni imunofenotyp
CD34,11b,14,15+. Standardni cytogenetika (G-prouzkovani) prokazala pericentrickou inverzi
16 chromozomu, potvrzenou nasledné téz RT-PCR. Na zaklad¢ téchto vysledki byla stanovena
diagn6za AML M4Eo. Vzhledem k celkovému Spatnému stavu byla pacientka zalécena
nizkodavkovanou induk¢ni terapii idarubicinem, cytosin-arabinosidem (AraC) a etoposidem
(tzv. ,,mini ICE* protokol). Pacientka dosahla kompletni remise a byla konsolidovana dvéma
cykly stfednédavkované terapie cytarabinem kombinovanym idarubicinem (tzv. IDIA protokol).
V srpnu roku 1998 pacientka zrelabovala v kostni dfeni a v CNS a zemiela v prosinci 1998 na

nasledky sepse a kardialnich komplikaci po reindukéni terapii, 10,4 mésice od data diagnozy.

Po provedeni RT-PCR (podrobnéjsi popis viz kapitola 3.3.2.5) pro detekci CBFB/MYHI11
fazniho genu se standardni sadou primert (prl a 2M) elektroforeticka detekce prokazala PCR

produkt jiné délky (poctu bp), nez je obvyklé.
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Pti pouziti tzv. ,,nested” sady primert (pr3 a pr4) byly detekovany dva blizko sebe lezici pruhy
(horni slabsi, dolni siln€jsi), z ¢ehoz jsem usoudila na mozny alternativni sestfih [128]

nékterého z netypickych bodt zlomu CBF/MYHI11 fazniho genu (viz Obr. 45 a Obr. 46).

Relativni
Typ frekvence
vyskytu
CBFb MYH11
A 12 14 88%
J DR 10 12 14 1 case
1 2M
-—)p 3 4 -
) 4=

Obr. 45 Schématické znazornéni typu bodu zlomu A a J
Sipky znazoriuji mista nasedani primera (1 a 2M, nested primery 3 a 4) pouzivanych pro detekci
CBFB/MYH11 fazniho proteinu

M 1 2 3 4 NCM

B
|

Obr. 46 Elektroforeticka analyza vzorka

1 — pacient s typem bodu zlomu A p¥i pouZiti standardnich primera prl a 2M, 2 — pacientka
s typem bodu zlomu J s tymiZ primery, 3 — 1 za pouZiti nested primerid pr3 a pr4, 4 — 2 za pouziti
nested primeri, NC — negativni kontrola, M — marker — 100bp ladder, Promega. Sipky oznatuji
polohu prouzki markeru o délce 1500 a 500 bp. U prouZku ze 4. jamKy je mozZné rozlisit horni ten¢i

a dolni silnéj$i pruh — po sekvenovani bylo zjisténo, Ze horni pruh je produktem alternativniho
sestFihu
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Nasledna sekvencni analyza prokazala, ze zachyt druhého typu J zlomového mista v genu
MYHI11 (podle nomenklatury BIOMED 1) [98]. Obr. 47 ukazuje sekvenci detekovaného typu
bodu zlomu J. Tento typ bodu zlomu byl zatim publikovan pouze jednou Illandem a spol. [129].

Tento pfipad ukazuje, ze se nejedna o nahodny zlom ve vztahu k fuznimu genu CBF3/MYHI11.

ACGCGAATTTGAAGATAGAGACAGGT

CBF3 gene MYH11 gene
nt474 nt 1306

GGGAGGAAATGGA‘G_I 'E:agctgcttc

tcaagaagaaacccggcagaagctcaacgtgtcta

Obr. 47 Sekven¢ni analyzs vzorku pacientky s typem bodu zlomu J

4.8 Poznamky k RT-PCR

V ramci postgradudlniho studia jsem byla na staZi na danském pracovisti u dr. Paalisgaarda,
které jako prvni ve svété publikovalo uziti systému 8 multiplex reakci k detekci 29 nejcastejSich
znamych chromozomalnich aberaci u akutnich leukémii (AML i ALL), kterymi deteku;ji

nékterou ze strukturalnich chromozomalnich aberaci u 44% vsech testovanych AML [56].

Pac. 1 (AML1/ETO) Pac. 2 (PML/RARa) Pac. 3 (PML/RARa)
ber 2 ber 3

. G e S W S e -_““——ﬁ“ --““*---

Pac. 5 (PML/RARa)
ber 1

Pac. 4 (inv. 16)

. e - W a1 oo d ol

- a

Obr. 48 Multiplex RT-PCR - vzorky pacienti se znamymi translokacemi
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Tabulka 16 uvadi pfehled vSech translokaci detekovatelnych pomoci kitu Hema Vision® od
firmy Bio-Rad a gent tvoficich tyto translokace. Touto metodou byly verifikovany pozitivni
zachyty geni PML/RARa (jak s berl,2, tak s ber3 zlomem), AML1/ETO a CBFB/MYHI11
pacientll diagnostikovanych na naSem pracovisti. Obr. 48 ukazuje vysledek druhého kola

multiplex reakce s t€émito vzorky.

Tabulka 16 Piehled translokaci detekovatelnych pomoci kitu Hema Vision®

Translokace Geny

TAL1%40 kb delece) SIL1(1p34), TALI (1p34)
t(1;11)(q21;923) MLLI1(11q23), AF1q(1g21)
t(1;19)(q23;p13) E2A(19p13), PBX1(1q23)
t(3;21)(q26;922) AML1(21qg22), EVI1(3q26)
t(3;5)(q25.1;q34) NPM(5q35), MLF1(3q25.1)
t(4;11)(q21;q23) MLL1(11q23), AF4(4q21)
(5;12)(q33;p13) TEL(12p13), PDGFRB(5q23)
t(5;17)(q35;921) NPM(5q35),RARa(17q21)

1(6:9)(p23;924)
(8;21)(q22;q22)
%(9;12)(q34;p13)
1(9;22)(q34:q11)
t(10;11)(p12;q23)
t(6;11)(q27;923)
t(1;11)(p32;923)
t(11;17)(g23;921)
t(11;19)(q23;p13.1)
t(11;19)(q23;p13.3)
t(X;11)(q13;23)
%(9;9)
19;11)(q22;923)
t(12;21)(p13;q22)
t(12;22)(p13q11)
t(15;17)(q21;q922)
t(16;21)(q11;q922)
inv(16)(p13q22)
t(17;19)(q22;p13)

DEK(6p23), CAN(9q34)
AML1(21q22), MTG8(8¢22)
TEL(12p13), ABL(9q34)
BCR(22q11), ABL(9q34)
MLLI(11q23), AF10(10p12)
MLLI(11q23), AF6(6q27)
MLL1(11q23), AF-1p(1p32)
PLZF(11923), RARa(17q21)
MLL1(11q23), ELL(19p13.1)
MLL1(11q23), ENL(19p13.3)
MLL1(11q23), AFX1(Xq13)
SET(9q34), CAN(9q34)
MLLI(11q23), AF9(9q22)
TEL(12p13), AML1(21q22)
TEL(12p13), MN1(22q11)
PML(15q22), RARo(17q21)
TLS(16p11), ERG(21q22)
CBFP(16¢22), MYH11(16p13)
E2A(19p13), HLF(17¢22)

Jak jiz bylo uvedeno, metoda probiha v osmi oddélenych reakcich a to dvoukolové, kdy ve
druhém kole jsou ptivodni primery nahrazeny nested primery, ¢imz se reakce stava citlivéjsi.
Reakci predchazi reverzni transkripce s pouzitim specifickych primer, aby se zamezilo

amplifikaci nespecifickych produktt a snizil se tak celkovy vyskyt nespecificit.

V piipadé pozitivniho vysledku v nékteré z multiplex reakci jsou vzorky testovany ve split-out
reakcich, kdy vSechny testované geny z dané multiplex reakce se otestuji znovu zvlast za
trvani od zpracovani vzorku do konecné diagnozy se pohybuje v rozmezi 4 — 5 dnti, oproti nami
zavedené metodé, kdy je vysledek znam jiz za 8 hodin od odbéru vzorku), av§ak umoziuje
detekci az 28 riznych fuznich gent pfitomnych u riznych akutnich myeloidnich i lymfoidnich

leukémii dospélého i détského veku.
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Jeji dalsi nevyhodou je t€z velkd naroCnost na presnost a pfisné dodrzovani dat expirace
jednotlivych primer-mixti tak, aby nedosSlo k faleSné negativnim vyhodnocenim z diivodu
nefunkcni reakéni smési. Systém téz postrada zpétnou kontrolu pomoci pozitivnich kontrol.
Metodu je mozné provadét pomoci standardizovaného kitu od firmy Bio-Rad, nicméné pro

rutinni pouZiti se v nasich podminkach ukazala pfili§ finan¢né€ nakladnou.

Vzhledem k soucasnym moznostem se zda zajimavéjsi spiSe pouZiti tzv. bioCipti, neboli DNA-
microarrays kitli, nicméne¢ i tato metoda je velmi financ¢né naro¢na. Navic se nelze na vysledky
pIn¢ spoléhat a v pfipadé pozitivniho vysledku je tfeba jej vzdy ovéfit klasickou PCR reakci

s primery specifickymi pro danou translokaci.
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5 Diskuse

5.1 RT-PCR diagnostika — jeji vyuZiti a modifikace

Do rutinni praxe byla zavedena rychla diagnostika PPA, tj. RT-PCR detekce PML/RARa,
AMLI/ETO, resp. CBFB/MYHI11. Pomoci RT-PCR bylo zachyceno 65 pacientd s PPA, coz
obnaselo 27,8% vSech vySetfenych pacienti. Toto c¢islo samoziejm¢ nevyjadiuje spravné
relativni zastoupeni AML s PPA, nebot’ jde o selekci, pfinejmensim proto, ze do UHKT byly
prednostn& odesilany vzorky se suspekci na jednu z PPA. Podle zkusenosti z UHKT je relativni
incidence AML s t(15;17), t(8;21) a inv(16) / t(16;16) odhadem 8, 5, resp. 6%, tj. dohromady
asi 19%.

V pfipad¢ diagnozy APL je diky RT-PCR diagnostice mozné ihned nasadit specifickou 1écbu
ATRA a antracyklinem (vysledek do 8 hodin po odebrani vzorku periferni krve a/nebo kostni
dfen¢ pacienta). RT-PCR diagnostika pomohla vcelé 1/3 piipadt, kde se v rutinnim
cytogenetickém vySetfeni nenalezla t(15;17), at' jiz z davodd technickych, protoze
translokované tiseky malych chromozomt 15 a 17 jsou drobné, anebo proto, Ze se jednalo o tzv.
kryptickou translokaci t(15;17), kdy muaze jit o nereciprokou translokaci a pomérné kratkou

inzerci, na chromozomu 15 ¢i 17 [54,71].

Morfologicka heterogenita AML s t(15;17) [130] opraviiuje pozadavek, aby kazdy pacient byl
vySetfen na PML/RARa. FISH analyza je v dobrych rukou stejné pfinosna, jako RT-PCR, obé

metody vsak vyzaduji znacnou zkuSenost.

Znalost vysledku RT-PCR vysetfeni na fuzni geny AMLI/ETO a CBFB/MYHI11 bude mit
rostouci vyznam, nebot’ pacienti s témito aberacemi mivaji dobrou prognozu pouze, jsou-li
1éceni vysokodavkovou terapii [8,94], kterou je tfeba podavat bud’to hned jako indukéni 1écbu,
nebo jako konsolidaci. Ve studii EORTC AMLI10, podle jejihoz protokolu byli pacienti
v poslednich letech 1éCeni v UHKT, tato skutetnost nebyla dostateéné zohlednéna, coz se
mohlo projevit v tom, ze u nékterych pacientl (pfedevsim téch s inv(16)) by nemuselo dojit
k relapsim, a naopak nécktefi pacienti byli moznd zbytecné transplantovani na zakladeé

randomizace v ramci protokolu.

Vysetteni fuznich gent AMLI1/ETO a CBF/MYHI11 méa déale vyznam proto, ze i tyto aberace
mohou zistat nepoznany béznym cytogenetickym vysSetfenim. U AMLI/ETO je to proto, Ze

existuji kryptické nereciproké translokace [55], podobné jako u t(15;17).
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Z hlediska pouzité metodiky (RT-PCR) je dulezité zminit, Ze primery navrZzené Claxtonem et al
[121] a doporu¢ené BIOMED-1 standardy [98], se i v naSem piipad¢ osveédcily jako vhodné pro
detekci vSech dosud znamych CBFB/MYHI11 faznich transkriptd. Je vSak velmi dulezité
spravné interpretovat vysledky v souvislosti s moznou detekei alternativng sestfizenych variant
nebo malo frekventovanych typt transkriptli. V téchto ptipadech se jednoznacné uplatni pouziti
dvoukolové PCR reakce s riznymi typy primerii a nasledné sekvenovani PCR produktu tak, aby
se jednozna¢né potvrdila, ¢i vyloudila ptitomnost CBF/MYHI11 aberace. I piesto, ze se stale
vice uplatiiuje vyuziti RQ-PCR, umoznujici kvantifikaci PCR produktl, coz je dilezité
ptedevsim v detekci MRD, klasickda RT-PCR ma své misto jako rychld, levna a spolehliva

diagnosticka metoda.

V hodnocené sestavé byli 2 pacienti s kryptickou translokaci, tfeti pacient mél dosud
aleukemické postizeni kostni dfen¢ i periferni krve pti AML1/ETO pozitivnim myelosarkomu.
Vyhledavani myelosarkomu a jejich diferencialni diagnéza proti NHL je tudiz dalsi vhodnou

aplikaci molekularniho vySetieni na fuzni gen AML1/ETO.

Sledovani MRD je jednoznacné opravnéné v ptipadé¢ fuzniho genu PML/RARa. Citlivost
detekce jedné leukemické buiiky na 10° normalni bun&éné populace, ¢ehoz je dosazeno
dvoukolovou PCR, pIné¢ dostacuje pro predikci znovuobjeveni choroby a nasazeni vasné a

ucinné konsolida¢ni terapie.

Co se tyka detekce minimalni residudlni nemoci u inv(16), ¢i t(16;16), u zadného z deseti
pacientli, pozitivnich pii zachytu, se transkript CBF/MYHI11 v remisi neobjevil. Vzhledem
k rozporuplnym zavérim publikovanym raznymi skupinami [131-133] se domnivam, ze
v tomto piipad¢ by bylo vhodné alesponi k semikvantitativni hodnoceni exprese CBF/MYH11
v Case. Podobné zaveéry lze uplatnit i u sledovani vyskytu transkriptu AML1/ETO v remisi, kdy
opét byly publikovany rozporuplné vysledky [134,135].

Testovani vSech tii PPA pomoci multiplex PCR — tzv. v jedné zkumavce — je beze sporu
zajimavou variantou vyuziti PCR, nicméné pro denni rutinni laboratorni diagnostiku se pfilis
nehodi. Hlavnim divodem je nespolehlivost vySetfeni, dana pfili§ vysokym rizikem mozného
chybného zpracovani vzorkli (zdména jednotlivych zkumavek a vzorki) a také piili§ dlouha
doba do kone¢ného vysledku. V okamziku pozitivniho vysledku v multiplex reakci je totiz
nutno jej ovéfit v jiz zminované split-out reakci, aby se vyloucil piipadny falesné pozitivni
vysledek a jednozna¢né se urcil typ translokace. Tento problém byl jiz nastinén v kapitole 4.8
Zvladnuti techniky multiplex PCR, kdy nejvétsi obava plyne praveé z urceni falesné pozitivniho,

¢i negativniho vysledku, coz mtze vést k fatalnim disledkiim pro nemocného.
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Bylo by zajimavé vyuzit DNA-microarrays kity, které umoznuji sou¢asné monitorovani exprese
tisict fyziologicky i patologicky se vyskytujicich genii. Nicméné tato metoda je stale velmi
draha a jejic pouziti limitované zatim pouze na oblast vyzkumu; i v tomto piipadé je nutno

nejprve metodu dostatecné otestovat z hlediska bezpecnosti a validity vysledki.

V soucasné dob¢ se vnasi laboratofi samoziejmé pouziva i real-time PCR, kterd umoziuje
jednoznacnou kvantifikaci exprese sledovanych fuznich gend, coz se uplatiuje predevsSim pfi
monitorovani MRD, a to nejen u pacienti s APL, ale téZ u pacientli s CBF-AML a taktéz pfi
monitoraci FLT3-ITD mutace. I tato metoda je v porovnani s klasickou RT-PCR drazsi a proto

v ptipadech, kdy neni nutno kvantifikovat, stale vyuzivame prave klasickou RT-PCR.

5.2 Analyzy CR, OS a vliv riznych prognostickych faktoru na

prognézu a IéEbu nemocnych

Analyzy indukce kompletni remise a celkového pieZzivani podle prognosticky klasifikovanych
cytogenetickych aberaci ovéfily jiz znamé udaje, které se piiliS neliSi napf. od posledné
publikované velké studie 1612 nemocnych s AML britského MRC [136]. De facto potvrzuji, ze
nemocni v UHKT jsou spravné diagnostikovani a spravné zafazeni do prognosticky

vyznamnych skupin. Pfesto 1ze ucinit pro tyto pacienty nékteré zaveéry:

1) Pacienti s APL dosahuji v CR velmi nizkého procenta CR (dohromady 58%), ve svété
to byva podstatné vice, v soucasnosti az 95% (srov. napt. [3]). To mize mit nékolik
pri¢in: za prvé na rozdil od romanské populace je u nas podstatné vice piipada
s leukocytozou, coz byl v mé analyze nejsilnéjsi prognosticky faktor u APL, jak bylo jiz
diive publikovano [137], a nyni se totéZ potvrdilo opét v britské studii MRC AML 10
[138]. Za druhé v hodnocené sestavé je fada pacientdl, kteti zemfieli za n¢kolik hodin, ¢i
do 3 dnii po piijeti do nemocnice. Jsou zafazeni naprosto vSichni pacienti, kteti byli
diagnostikovani, i ti, jejichz diagnéoza APL byla u¢inéna az post mortem. To nemusi
platit u velkych multicentrickych studiich, kde 1ze v nékterych piipadech predpokladat
malou vuli zatadit do hodnoceni v té chvili jiz zemielého pacienta, takze mize dochazet
k selekci. A za tieti tyto zavéry také mohou vypovidat o nedostateénych zkusenostech
v 1é¢be, o pozdni diagnostice a nedostate¢ném uvédomeéni jak praktickych 1ékaiti, tak
pacientti [139]. Navic, APL je pomérné vzacné onemocnéni, které vidi pramérny
hematolog jen nékolikrat za Zivot, a 1é¢ba tohoto dramatického stavu patii jisté pouze na

$pickova pracovisté na trovni fakultnich.
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2) Je zajimavé, jak dobrou prognézu melo v této sestavé 10 pacientl s aberacemi segmentu
11923 (90% CR). Obecné jsou tyto aberace povazovany za malo ptiznivé [140], ackoli
prave v jiz nekolikrat citované britské MRC studii [136] byly pfitazeny mezi aberace se
sttedni prognozou. Deset pacientli v tomto souboru tvoii pouze malou statisticky
hodnotitelnou skupinu, nicméné pacientl s aberaci 11q23 bude podstatné vice v ptipadé

systematického vysetfovani tandemové duplikace tohoto uiseku [140].

3) Vysledky potvrzuji, Ze AML s inv(16) maji pomérné dobrou prognézu co do indukce
CR, ale casto relabuji (véetné¢ CNS relapsti), je tudiz zcela nutné tyto pacienty 1éCit
intenzivné a napfisté se vyhnout 1é¢ebnym protokoltim, které toto nerespektuji. Jisté
stoji za tivahu i CNS profylaxe, mozna pfedev§im u téch nemocnych, u kterych neni

mozné podani vysokodavkovaného cytosin-arabinosidu.

4) 'V nedavno publikovanych studiich [57,63,141] s vysledky analyz CBF AML bylo
poprvé prokazano, ze pacienti s t(8;21) maji signifikantn¢ horsi prognoézu v porovnani
s pacienty s inv(16), navzdory stejné¢ 1écbé. Pro¢ tomu tak je, zatim dosud nebylo
objasnéno, nicmén¢ byla pozorovana rozdilnd odpovéd na konsolidacni terapii
v ptipad¢ relapsu. VSechny dosud zveiejnéné vysledky se vSak potykaji s problémem
standardizace 1écebnych protokolt [142,143,144]. Na zakladé téchto vysledkl je nutné
se do budoucna zamyslet nad rozdilnym terapeutickym pfistupem k pacientim s
jednotlivymi typy CBF AML, protoze se tyto skupiny liSi na zéklad¢ cetnych
prognostickych parametri v odpovédi na indukéni a konsolidacni terapii. Navic
dlouhodobé pieziti je stale kritické pro obé skupiny pacientll, a je tedy nezbytné nutné
pokusit se identifikovat a cilené¢ ovlivnit leukemogenni mechanismy zodpovédné za

molekularni a klinické rozdily mezi obéma cytogenetickymi skupinami CBF AML.

Velmi zajimavé a piekvapivé vysledky pfinesla analyza vyskytu jednotlivych prognosticky
dulezitych aberaci v riznych vékovych skupinach. Napft. takika stejné zastoupeni prognosticky
nepiiznivych aberaci ve v€ku pod 15 let a nad 60 let (28 versus 30%). Jelikoz vysledky ukazuji,
ze veék je dulezitym prognostickym faktorem pro celkové piezivani, vyplyva z toho, Ze typ

chromozomalni aberace a vék jsou nezavislymi prognostickymi faktory.

To je vrozporu snedavnymi tendencemi chapat i veék jako faktor, ktery je zavisly na
prognostickém typu aberace — totiz ze tmérné s vékem roste i vyskyt prognosticky neptiznivych
aberaci. Na tom je témeéf zalozena prognosticka klasifikace Headova [6]. Jini autofi vSak stale

povazuji vék a karyotyp za nezavislé prognostické faktory v multivariantni analyze [29].



Diskuse

Me¢ vlastni vysledky ukazuji, ze ackoli je vek dulezitym prognostickym faktorem, neplati to pro
pacienty s APL —u nich jsou patrné ptitomnost t(15;17) a pfitomnost ¢i absence leukocytozy tak

silnymi prognostickymi faktory, ze "zastini" vliv véku.

5.3 Vysledky analyz exprese MDR1/Pgp

Vysledky analyz Pgp, resp. jeho genu MDR1, ukazuji na prognosticky vyznam téchto vysetfeni,
alespon pokud se tyka moznosti navozeni kompletni remise. Obzvlasté cenny je fakt, Ze tento
prognosticky faktor se uplatiiuje u AML bez PPA, které je nutno stratifikovat podle miry jejich
rizika, coz koreluje s mou piivodni hypotézou. Ackoli nebyla nalezena jasna zavislost mezi
povrchovou expresi Pgp a expresi MDR1 genu, tak pozitivni vysledek v jedné i druhé metodé
mél negativni prognosticky dopad na indukci kompletni remise ve skupiné pacientti s AML bez

PPA.

Pfi stanoveni exprese MDR1 meéla tento prognosticky dopad pouze stanoveni ve vzorcich
z kostni dfené, nikoli z periferni krve. Tento rozpor Ize vysvétlit rozdilnou vysi bazalni exprese
MDRI1/Pgp v periferii (nizsi) a kostni dieni (vy$§i — pp. na zakladé vyssi exprese u CD34"

bun€k) — je nutné stanovit pro tyto skupiny bun¢k odlisnou cut-off hladinu.

Nekteré dosud uvetejnéné prace tykajici se detekce exprese MDR1/Pgp poukazuji pravé na
nutnost odstranéni téchto ,,pfirozené pozitivnich® bun€k z testovanych vzorkd. V tomto piipadé
bych ale odstranénim CD34" bunék pfisla prakticky o vétsinu leukemické populace bunék.
Tento problém jsem korigovala pravé vztaZzenim absolutni hodnoty exprese MDRI1 vici
absolutni hodnoté exprese interniho standardu — genu BCR, a statisticky bylo tedy hodnoceno

relativni Cislo ziskané podilem téchto dvou hodnot.

Vzhledem k dosud publikovanym poznatkiim o mnohocetné 1¢kové rezistenci jsem potvrdila, Ze
u pacientil s nizkou hladinou exprese MDR1/Pgp v dob¢ diagn6zy onemocnéni je snazsi navodit
kompletni remisi. Jejich buiiky pravdépodobné reaguji lépe na chemoterapii, ktera je tedy
ucinnéjsi, nez u pacientl s hyperexpresi MDR1/Pgp, kdy uz napocatku 1écby se bunky ,,brani‘
cytostatikim. V hodnocené sestavé pacientll nebyla zjisténa vyhoda MDR1/Pgp negativnich
pacientll, pokud se tyka celkového pteziti, coz je v rozporu se zavéry skupiny, ktera jako prvni

pouzila metodu softwarového komparativniho stanoveni exprese MDR1, shodnou s moji [136].

Zajimavou otazkou v tomto ptipadé je sledovani vyvoje exprese MDR1/Pgp v ¢ase u pacienti
po primarni chemoterapii a dale. U nékterych jedincti v dobé hodnoceni negativnich, mize
dochazet po opakovaném vystaveni cytostatikiim ke vzniku mnohocetné 1ékové rezistence —

zvysené expresi MDR1/Pgp a nésledné snizené Sanci na vyléceni.
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To by mohl byt pravdépodobny diivod, pro¢ jsme v hodnocené skupiné pacientd nepotvrdili
statisticky vyznamny vliv hyperexprese MDR1/Pg na celkové piezivani pacientd, ale pouze na

dosazeni kompletni remise.

Pro zachyt rizikovych pacientl lze pouzit jak pritokovou cytometrii, tak i komparativni RT-
PCR, respektive idealné obé metody najednou. Bohuzel nebyla nalezena vyznamna vazba mezi
pozitivnimi vysledky v obou pouzitych metodiach. To lze vysvétlit napf. malym poctem
pacientll analyzovanych obéma metodami zaroven, ale také typem pouzit¢é monoklonalni

protilatky.

Vzhledem k jiz diskutované problematice metod pouzivanych pro analyzu mnohocetné 1ékové
rezistence se plné potvrdilo Marieho doporuceni [20] sledovat expresi MDR1/Pgp alespoii
dvéma zptsoby. Co se tyka zavedené semikvantitativni detekce exprese mRNA MDRI1 genu,
vzhledem k soucasnym moznostem je jednozna¢né piesnéjsi metodou hodnoceni real-time PCR,

avsak i zde je nutno stanovit hladinu pfifozené MDR1 exprese.

Pfi neshodé¢ vysledku dvéma metodami by bylo z védeckého hlediska na misté se pokusit zavést
n¢jakou dalsi metodu, nejlépe snad funk¢ni test, napt. eflux fluorescencné ¢i radioizotopem
znacenych substratli pro Pgp leukemickymi blasty in vitro (prstoze vSechny metody stanoveni
exprese i funkce MDR1/Pgp jsou zatizeny chybami [20,21]). Druhou moznosti je stanoveni
jednoho nebo vice dalSich genti ovlivilyjicich vznik mnohocetné lékové rezistence. Pies
zminéné rozdilné vysledky se nicméné v praxi obé metody stanoveni Pgp a MDR1 exprese

mohou doplilovat pfi screeningu rizikovych PPA negativnich pacientd.

Pfi hodnoceni vysledkd je také nutno nezapominat na fakt, ze pii vzniku mnohocetné 1ékové
rezistence se uplatituje mnoho faktort. Otazkou zistava, jak nalozit s poznatkem, ze pacient
nese rizikovy faktor ve form¢ hyperexprese MDR1/Pgp. Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti této
prace, klinické pokusy s modulatory funkce Pgp (napf. verapamilem, nebo cyklosporinem A)

jsou stale ve fazi zkouseni nejvhodnéjsi kombinace téchto modulatora [21,105,109-111].

5.4 Statistické zpracovani vysledku

Pti pouziti logrank testu nékteré vysledky analyzy prezivani prokazaly vysoké hodnoty P (tedy
statisticky nesignifikantni) u kfivek pteziti, které se pti grafickém znazornéni vyrazné lisily, a to

1 v souborech s relativné velkymi pocty studovanych pacientti.

Tak tomu bylo napi. pfi hodnoceni kiivky pfeziti pacienti s APL ve srovnani s ostatnimi

pacienty s AML, kdy v Mantelové-Haenszelové testu byla hodnota P rovna 0,14 (viz Obr. 29).
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Naprosto stejnd hodnota P vysla i pfi hodnoceni stejnych kiivek podle Mantela-Coxe. Logrank
test, 1 kdyZ je v podobnych analyzach obecné uzivan, ma nevyhodu v tom, ze kalkuluje rozdily
v prezivani nezavisle na tom, jak daleko na Casové ose je zobrazen zemiely pacient (tzv.

skrtany).

Proto v ptipadé, kdy mnoho pacientti s APL zemfe jiz ¢asn€ po stanoveni diagndzy (v této dobe
prezivaji non-APL pacienti 1épe, kiivky se pozd€ji prektizi), test paradoxné hodnoti pacienty
non-APL jako lépe pfezivajici, tim spiSe, Ze subjekti hodnocenych na zacatku sledovani je
hodné. Vysledek se nezméni i pres to, ze v dal$i dob¢ piezivaji pacienti s APL mnohem lépe, po
27 mésicich sledovani nezemfel jiz zadny; 95% pacientti s APL, ktefi zemfou — zemfou béhem
indukce, mala ¢ast pfipada na konto relapst. Logrank test navic také pocita s medidnem

prezivani, ktery nelze stanovit ve skupiné€, kde zadny dalsi subjekt neumira.

Tato podivnost logrank testu byla zaznamendna poté, kdy ke zminéné hotové analyze byly
pridany udaje o dal§im dlouho Zijicim pacientovi s APL. Hodnota P se tak zvysila z 0,009 na
0,014! Je tedy nutna velka opatrnost pfi hodnoceni témito testy — zda se, ze ztraceji vyznam za
situace, kdy se prib¢hy kiivek kiizi. Podobny problém v provedenych analyzach ¢ini APL
pacienti ve vSech logrank testech, kde jsou ve studovaném souboru hojnéji zastoupeni. Proto
bylo u nékterych analyz jako dodatek pouzito prosté srovnani poctd zivych a mrtvych
k urditému datu y* testem, ktery mél nakonec mnohem vys§i vypovédni hodnotu. Potize

hodnoceni logrank testem mohou byt vyfeSeny tim, Ze pfezivani pacienti bude kalkulovano

zvlast, az po dosazeni CR.



Zavér

6 Zaver

Tento projekt mél dva hlavni cile. Prvnim bylo zavést do praxe rychlou molekularné
biologickou diagnostiku prognosticky pfiznivych chromozomalnich aberaci (PPA) u AML, tj.
t(8;21) a inv(16) / t(16;16), spolecné s jiz zavedenym stanovenim translokace t(15;17). Ob¢
nové metody byly zavedeny a jsou nyni pouzivany jako RT-PCR screening téchto aberaci u
zachytt AML. AML s PPA, zachycené klasickou cytogenetikou a FISH, anebo zavedenou
metodou RT-PCR, mély v sestavé 221 hodnotitelnych pacientti lepsi odpovéd na 1écbu, nez
ostatni typy AML. U PPA bylo dosazeno vyssiho % kompletnich remisi (CR), i lepsiho

celkového prezivani.

Druhy cil se tykal vétsi skupiny AML bez PPA: snahou bylo nalézt v dobé diagnozy rychle
pouzitelny ukazatel prognézy v ramci této skupiny. Byla zavedena imunofluorescen¢ni metoda
stanoveni P-glykoproteinu (Pgp) pomoci znaené monoklonalni protilatky, a dale zavedena
komparativni (semikvantitativni) metoda stanoveni exprese mRNA genu MDRI pomoci
semikvantitativni komparativni RT-PCR, vyhodnocované pomoci Kodak Edas Digital Science

Systému. Exprese mRNA genu MDR1 byla vztazena k expresi interniho standardu, genu BCR.

Ackoli nebyla nalezena jasna korelace mezi povrchovou expresi Pgp a expresi MDR1 genu, tak
pozitivni vysledek v jedné i druhé metodé mél negativni prognosticky dopad na indukci CR ve
skuping pacientli s AML bez PPA. Pti stanoveni exprese MDR1 meéla tento prognosticky dopad
pouze stanoveni ve vzorcich z kostni diené, nikoli z periferni krve. Dosazeni CR ve skupin¢
pacientti bez PPA a s negativitou Pgp nebo slabou expresi MDR1 se vSak neodrazilo v lep§im
celkovém preziti téchto pacientli. Dalsi analyzy v hodnocené sestavé pacientti ukazaly, ze
celkové preziti zavisi nejen na pritomnosti PPA, ale také na pfitomnosti prognosticky neptiznivé
cytogenetické aberace. Pokud se tyka vlivu FAB klasifikace na celkové prezivani, prognosticky
dobrou skupinou byl subtyp AML M3 (APL), prognosticky nejhorsi skupinou byly AML MO,
mezi ostatnimi typy AML nebyly vyznamné rozdily. Vramci APL, velmi silnym

prognostickym faktorem byl pocet leukocytti v dobé diagnozy.

Pokud se tyka veku, nejlepsi ptezivani bylo pozorovano u nejmladsich pacienti s AML pod 16
let, nejhorsi ve skupin€ nad 60 let. Pon¢kud ptekvapivé nebyly prokazany vyznamné zmény
v celkovém prezivani pii stratifikaci podle ve€ku ve skupiné mezi 16 a 60 lety. Rovnéz nebyla
prokdzana rlznost zastoupeni prognosticky piiznivych, stfednich a nepfiznivych
cytogenetickych a molekularnich nalezi v riznych vékovych skupinach, a to ani v téch
s vyrazné lep$i ¢i horsi prognézou (tj. <16 a >60 let), takze vek je v této sestaveé nezavislym

prognostickym faktorem.



Zavér

Jak bylo diskutovano vyse, vék nemél tento prognosticky vliv mezi 50 hodnotitelnymi pacienty

s APL. Podobn¢ ani typ zlomového mista pii vzniku fuzniho genu PML/RARa u t(15;17).

Dale je soucasti této prace patrn¢ prioritné popsany piipad aleukemického myelosarkomu
pozitivniho na fizni gen AMLI/ETO, ktery byl spojen s prikazem oligoklondlnich T
lymfocytl, které zpocatku "potvrzovaly" mylnou diagnézu NHL. A také popis pravdépodobné
druhého vyskytu bodu zlomu typu J u aberace CBF/MYHI11.

Zavery z hodnocené sestavy 221 pacientl lze shrnout do nasledujicich bodu:

e Bylo zachyceno 65 pacientl pozitivnich na jednu ze sledovanych PPA.

e Zavedena RT-PCR detekce AML s PPA rychle odlisuje tyto prognosticky pfiznivé subtypy
AML od ostatnich. To mé prakticky vyznam, nebot nemocnym s AML s PPA je nutno

podavat jinou indukéni ¢i konsolida¢ni 1éCbu.

e Exprese MDR1/Pgp je vyznamnym prognostickym faktorem u AML bez PPA, pokud se
tyka pravdépodobnosti navozeni CR. Prognosticky dopad méla pouze data ziskana ze

vzorki kostni dfené, nikoliv z periferni krve.

e Pacienti s poruchami v pruhu 11923 vykazovali dobré vysledky v dosazeni CR.

e Typ cytogenetické aberace a vek jsou v této sestavé nezavislymi prognostickymi faktory,
s vyjimkou APL, kde jiz pfitomnost samotné t(15;17) a absence leukocytozy urcuji jejich

dobrou prognézu.

e Typ zlomového mista na PML u t(15;17) nemé¢l u skupiny pacienti s APL prognosticky
dopad.
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