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1 Uvod

Leukémie jsou skupinou onemocnéni, jejichz podstatou je nadorové zmnoZzeni
bilych krvinek v kostni dfeni a vét§inou i v krvi. Jde o nemoci zhoubné povahy liSici se
stupném malignity (zhoubnost leukémii spotiva v tom, Ze zmnoZené, vétSinou nezralé,
nadorové bilé krvinky nevykonavaji svou imunitni funkci a utladuji normalni
krvetvorné butiky). Podle typu prub&hu mohou byt leukémie akutni (vétSinou probihaji
rychle a mohou nemocného zahubit b&hem n&kolika dnd aZ tydnd od svého vzniku)
nebo chronické (probihaji pomaleji a v n&€kterych pfipadech mésice, dokonce i roky
nevyzaduji Zadnou 1é€bu). Dale 1ze leukémie odlisit podle typti bilych krvinek, z nichz
vznikaji. Leukémie miZe byt oznaCena jako myeloidni, pokud postihuje krvetvorné
buiiky granulocytarni a monocytové fady, ¢&i jako lymfaticka, pokud postihuje tvorbu
lymfocyti. Mizeme tedy odli$it &tyfi typy leukémii: akutni myeloidni leukémii (AML),
akutni lymfatickou leukémii (ALL), chronickou myeloidni leukémii (CML) a
chronickou lymfatickou leukémii (CLL)." Tato diplomova price se bude zabyvat
vyhradné¢ AML.

AML vznika maligni transformaci myeloidnich kmenovych bun&€k v kostni
dfeni. Ruzné subtypy AML maji riznou prognézu. Zatimco jeSté& pfed 30-40 lety
prognoza vystihovala pfirozeny prib¢h onemocnéni pfi neexistenci ufinné
protinadorové terapie, v souasnosti je naopak siln& ovlivnéna pomérn& efektivni
l1é€bou. Typickym ptikladem je akutni promyelocytarni leukémie (APL), pivodné
prognosticky nejhor§i AML srychlym a fatalnim prib&hem.? Dnes diky pouZiti
specifické terapie 1ze vylé&it vice nez 70 % pacienti.> AvSak pfes veskeré pokroky ve
zpisobu 1é&by jsou AML stile jesté smrtelnym onemocnénim pro velkou &ast
nemocnych. Hlavni pfi¢inou lé&ebnych neusp&chi byva nenavozeni kompletni remise
vyrazné omezenou nadé&ji na vyléceni.

Stanoveni co nejpfesnéj$i diagndzy a z ni vyplyvajici prognoézy daného subtypu
AML je kli¢em k volbé& racionalni terapie, ktera se v souCasnosti stale vice diferencuje
pravé ve vztahu k diagnéze a prognéze onemocnéni. Prognostickych faktord byla
popsana cela fada. Nicméné& jako nezavislé prognostické faktory jsou uznavany pouze

dva z nich: 1) cytogenetické a molekularni aberace a 2) v&k.* Mezi ukazatele prognozy



patii také interni tandemova duplikace genu FLT3 (FLT3/ITD). Mnohé studie ukazaly,
Ze FLT3/ITD je jednou z nejéast&j$ich somatickych mutaci pacientt s AML. FLT3/ITD
miiZze mit dopad na celkové preziti (OS) nemocnych a indukci relapsu. Pravdépodobnost
relapsu miZe byt podle n&kterych autori™® ovlivn&na predeviim délkou ITD genu
FLT3’

Cilem této prace bude zhodnotit prognosticky vyznam interni tandemové
duplikace genu FLT73 u pacientd s AML, pfedev§im ve skupiné s intermediarni

cytogenetickou progndzou.



2 Prehled problematiky
2.1 Akutni myeloidni leukémie (AML)

Akutni leukémie predstavuje heterogenni skupinu malignich hematologickych
onemocnéni, v niZ je mozné dle dne$nich poznatki vy¢lenit fadu podskupin riiznym
klinickym i laboratornim nalezem, prognézou a odpovédi na terapii.

Akutni myeloidni leukémie (AML) je onemocnéni, které vznikd maligni
transformaci kmenové hematopoetické butiky myeloidni fady. Ta se za normalnich
okolnosti diferencuje na builkky granulocytarni, monocytarni, erytroidni ¢&i
megakaryocytarni fady. Pro builky akutni leukémie je typické ukon&eni diferenciace na
urovni nezralych buné&k. Proliferace, diferenciace a apoptoza blastii za fyziologickych
podminek podléha autoregulaénim mechanismiim, naopak v pfipadé akutni leukémie se
zcela vymyka fyziologické autoregulaci® Pokraujici akumulace patologickych
blastickych bunék potlatuje fyziologickou krvetvorbu a vede k anémii, neutropenii a
trombocytopenii, které podmittuji typické klinické znaky nemoci.’

Mezi obecné priznaky AML patfi napf. horefka, slabost, unava, krvaceni (z
dasni, do kiZe a sliznic...) a zdufeni lymfatickych uzlin. Tyto pfiznaky jsou dany
dysfunkci kostni dfené pfi které dochazi ke sniZen po¢tu normalnich bilych a ¢ervenych
krvinek a ke sniZeni po&tu krevnich destitek.'®

Z molekularné biologického hlediska je mozné leukémie charakterizovat jako
klonalni hemopatie vzniklé nasledkem ziskanych somatickych mutaci, které zahrnuji
translokace (genové fuze), delece i inzerce.’ U vétSiny pfipadi AML lze prokézat
zmény karyotypu, tzn. rizné chromozomalni aberace. Tyto odchylky mohou byt bez
ztraty chromozémového materialu (translokace, inverze), se ztratou chromozémového
materialu (delece ur¢ité &asti chromozomu az Gplna ztrata neboli monozémie) nebo se
ziskem chromozémového materialu (amplifikaci genti a nebo ziskem nadpodetnych
chromozomtl).!! Karyotyp jakéhokoliv nadoru neni nemé&nny: v fad® ptipadd dochazi k
postupnym zmé&nam (klonalni evoluci).”? Vé&sina chromozomalnich zmé&n, které
nachazime v nadorovych butikach, ma klonalni charakter (podle mezinarodné uznavané
definice povazujeme v onkocytogenetice za klonalni zmé&nu nalez dvou mit6z se stejnou
odchylkou ve smyslu pfestavby chromozomu nebo stejnym nadpoletnym

chromozémem, nebo ti mitoz ve kterych stejny chromozém chybi).”
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2.1.1 Vyskyt

Vyskyt onemocnéni je 2 aZz 3/100 000 obyvatel za rok. S v€kem nad 65 let se
incidence zvysuje a dosahuje hodnot 15 aZ 17/100 000 obyvatel za rok.®

2.1.2 Etiologie a patogeneze

Etiologie AML neni zcela objasnéna. Mens§i &ast pfipadi souvisi s genetickou
predispozici nebo s expozici uginku kancerogeni.® V men§im procentu pfipadi miZe
byt vznik AML podmingn predeSlou cytotoxickou terapii jiné malignity.'*
K nejnebezpetnéj§im  kancerogeniim patfi alkylatni cytostatika, inhibitory
topoizomerazy II, organicka rozpoustédla typu benzenu ¢&i toulenu. Podobné i ionizujici
zafeni plsobi chromozomalni zmé&ny. U AML vzniklych s nebo bez kontaktu s
kancerogeny jsou ve vé&t$iné& pfipadd prokazatelné chromozomalni zmé&ny. Obvyklé jsou
vyrovnané translokace useki obsahujicich transkripéni geny. Stim je spojena
deregulace vyvoje kmenové krvetvorné buiiky a vznik jednotlivych bun&nych typi
akutnich leukémii.® Cast ptipadd AML vznika de novo a nezanedbatelna &ast vznika
pfechodem z myelodysplastického syndromu (MDS) nebo myeloproliferativniho
onemocnéni (MPD). Ve viech t&chto pfipadech se jedna o AML oznafovanou jako

sekundarni.!*

2.1.2.1 Cytogenetické aberace

Phiblizn€ 60-70 % nemocnych sde novo AML ma klonalni, ziskanou
chromozémovou odchylku v leukemickych buiikach. Né&které zt&chto zmé&n jsou
charakteristické pro ur€ity specificky typ AML a maji diagnostickou hodnotu, jiné
mohou byt jen nahodné u urlitého pacienta. Nejlast&j§imi chromozémovymi
translokacemi u AML jsou t(8;21), které se vyskytuji u n&€kterych pfipadi AML M2,
t(15;17), ktera je specifickou odchylkou u AML M3 a t(9;11), objevujici se azZ u 14 %
nemocnych s AML M5. Z trizomii je nej&ast&jsi trizomie 8 u viech subtypt, stejné jako
monozomie 7, ktera se miZe objevit jako samostatna nebo pfidatna zmé&na. Monoz6mie
7 ma velmi nepfiznivou prognozu. TrizOmie 8 nebo monozoémie 7, stejné jako del (7q) a
del (5q), jsou u nemocnych s AML (asté, ale nevaZi se s urfitym subtypem leukémie.
Vzhledem k tomu, Ze tyto zmény &asto nachizime u pacienti s MDS, povazujeme je za

zmény nenahodné, ale nikoliv specifické. Cytogenetické vySetfeni je u akutnich
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myeloidnich leukémii jednou z nejduleZit&jSich pomocnych metod, které mohou

monitorovat u&inky 16&by a postup choroby.'*

2.1.3 Klasifikace
Létba AML je v n&kterych pfipadech zavisla na pfesném podtypu leukémie,

resp. ureni daného typu AML. Pro rozdéleni se da pouZit star§i, dfive bé&ézna
Francouzsko-Americko-Britska (FAB) klasifikace, nebo nové&jsi klasifikace Své&tové
zdravotnické organizace (WHO).
FAB klasifikace definuje typy MO aZ M7 a odliSuje je pfedev§im na zaklad€ morfologie
(viz str. 13)."5

WHO klasifikace, na rozdil od FAB Kklasifikace zohlediiuje predevsim
cytogenetické abnormality (které maji prognosticky vyznam, a teprve na dalSich
mistech bere v ivahu morfologii event. anamnestické parametry). WHO rozdéluje AML
na &tyfi zakladni skupiny. (1) AML s definovanym chromozomalnim nalezem (vét§inou
jde o translokace s relativn& dobrou prognézou u kterych Ize &asto dosahnout CR), (2)
AML s multilinearni dysplazii (se $patnou prognézou), (3) AML a MDS v dusledku
1é¢by (cytotoxické chemoterapie nebo radioterapie) a (4) jiné formy AML, které se
shoduji s morfologickym dé&lenim podle FAB klasifikace. Prvni tfi skupiny jsou
rozdélené z hlediska duleZitosti prognostickych faktori. Né&které cytogenetické profily
koreluji sodpovédi na 1é€bu a s celkovym preZitim. AML s translokacemi
1(8;21)(q22;q22) a inv(16)(p13;q22) nebo t(16;16)(p13;q22) jsou obecn& doprovazeny
pfiznivou prognézou. Na rozdil od toho AML s multilinearni dysplazii, pfedev§im u
star§ich jedincid, je vé&tSinou spojena s nepfiznivym cytogenetickym profilem, napf.
-7/del (7), -5/del (5) a svyS$§i expresi proteini s rezistenci na cytostatika (tzv.
,multidrug resistance“, MDR) a neptiznivou odpovédi na 1é¢bu.'® MDR patfi mezi
hlavni problémy pti 1é£b& malignich onemocnéni a ma za nasledek nizké hladiny
lé¢ebn& podavanych cytostatik v buiice, zpiisobené jejich zvySenym vyludovanim.'’
V posledni, &tvrté skuping, jsou ty pfipady, které se nepodafilo blize zafadit do
pfedchozich skupin, a jejich dé&leni je zaloZeno stile na FAB klasifikaci.
Nejvyznamné&j$i zmé&nou oproti FAB klasifikaci je, Ze pro diagnézu AML stadi nalez
blasti nad 20 %, na rozdil od 30 %, pozadovanych podle FAB. U FAB Kklasifikace
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pfipady s20-30 % blasti byly fazeny k MDS s nadbytkem blastd v transformaci —
RAEB-T.'® Rozdéleni AML podle FAB a WHO Kklasifikace je shrnuto v nasledujici
tabulce (Tab. 2.1, Tab 2.2).

Tab. 2.1 Rozdéleni AML podle FAB klasifikace

FAB klasifikace AML'®
M0  myeloblasticka leukémie minimalné& diferencovana
M1 myeloblasticka leukémie bez vyzravani
M2  myeloblasticka leukémie s vyzravanim
M3 promyelocytarni leukémie
M4  myelomonocytarni leukémie
M5a  monoblasticka leukémie
M5b monocytarni leukémie
M6  erytroleukémie
M7  megakaryoblasticka leukémie

Tab. 2.2 Rozdéleni AML podle WHO Kklasifikace

WHO klasifikace AML'®
AML s rekurentnim chromozomalnim nalezem
AML s multilinearni dysplazii
AML a MDS v disledku 1é&€by (sekundarni)
AML bliZze nezatfazena (d€lena podle FAB klasifikace)

2.1.4 Diagnostika

Diagnozu akutni leukémie je moZné stanovit pomoci morfologického,
imunofenotypového, cytogenetického a molekularn& biologického vyS$etfeni periferni
krve a pfedev§im kostni dfené.

Samotny pofet leukocytd v periferni krvi neni diagnosticky. Obvykle byva
zvySeny, muze vSak byt i normalni & dokonce sniZeny. Leukocytéza pfesahujici
100 x 10°/1 je u akutni leukémie pomé&rn& vzacna, &ast&jsi byva u chronickych leukémii.
Pii vysetfeni diferenciainiho krevniho obrazu sv&d¢i pro diagnoézu akutni leukémie
pfitomnost blastti >20 % z celkového po¢tu jadernych bunék.

K definitivnimu stanoveni diagnozy akutni leukémie je nutné vySetfeni kostni
dfené. V myelogramu lze diagnézu akutni leukémie potvrdit nalezem >30 % blastt
v kostni dfeni podle FAB kritérii.® WHO klasifikace vyzaduje pro diagnézu AML
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pfitomnost alespoii 20 % blasti v kostni dfeni. Typ leukémie l1ze upfesnit pomoci
specidlnich cytochemickych reakci a pro podrobn&j§i klasifikaci a =ziskani
prognostickych informaci jsou nutna dalsi vy$etfeni.®

Cytogenetika se v poslednich letech stala vyznamnou sou&asti klinického
hodnoceni hematologickych nemocnych, i kdyZz klasické prouzkovaci metody ke
stanoveni karyotypu byvaji mnohdy neasp&$né, nebot’ ve vzorku nemusi byt dostatek
hodnotitelnych metafazi. Pokroky molekularni cytogenetiky pfinesly moZnost
lokalizace uritych DNA sekvenci na chromozomech nebo v bun&nych jadrech v
interfazi. Nejvét§i vyznam a vyuZiti ziskala v poslednich letech metoda zvana
fluorescentni in situ hybridizace (FISH) s fadou modifikaci, které zvysuji specificitu a
citlivost stanoveni chromozomalnich odchylek.' Existuje i fada metod, které umoZiuji
analyzovat cely genom a hledat zmé&ny v pottu a struktufe geni a DNA sekvenci.
Z technik molekularni cytogenetiky jsou to komparativni genomova hybridizace
(CGH), spektralni karyotypovani (SKY), mnohobarevné pruhovani chromozomu
(mBAND) a metoda mnohobarevné fluorescendni in situ hybridizace (mFISH)."!
Molekularni techniky pfinesly pfedev§im vyznamny pokrok v zachytu hledanych

aberaci a jsou proto i pfinosem pro prognostické zafazeni jednotlivych pacientd.

2.1.5 Létba
Lécba akutnich leukémii ma 2 faze. U prvni, ktera se nazyva indukeni, se lékafi

snazi dosahnout hematologické remise choroby. Kompletni hematologicka remise (CR)
je charakterizovana normalizaci hodnot krevniho obrazu, kde se jiz nenachéazi populace
nezralych leukemickych bun&k a vyskyt blastickych elementti v kostni dfeni musi byt
niz§i nez 5 %. V této dob& viak v organismu jesté pfetrvavaji nadorové buiiky
(odhadem mén& nez 10°). Tomuto jevu se fikd minimalni rezidualni onemocnéni
(MRO). Tu neni mozné detekovat rutinnimi hematologickymi metodami, ale miize zde
pomoci imunofenotypizace, cytogenetika €i molekularni biologie. Likvidaci MRO si
klade za cil 2. faze 1é¢by, tzv. postremisni (konzolida¢ni 1é€ba), ktera by méla pacienta
v idealnim pfipad& vyléit a zabranit relapsu, tj. znovuvzplanuti choroby. Bé&Zné CR
dosahnou 2/3 pacientt) a dlouhodobé preziti (nad dva roky) se udava cca u 1/4 ptipadi.?
Po dvou letech trvani CR je pravdépodobnost relapsu jiz velmi nizka (2 %).
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2.2 Akutni promyelocytarni leukémie (APL)

Akutni promyelocytarni leukémie je subtypem AML, u kterého byla popsana
fada diagnostickych, prognostickych i léebnych specifik. Proto se o ni zminim
podrobnéji v této kapitole.

APL je podtyp AML a podle FAB klasifikace se oznafuje jako M3 typ a
pfedstavuje 5-20 % AML. Pro APL je charakteristicky zvy$eny vyskyt abnormalnich
promyelocytt v kostni dfeni. Do periferni krve se u typickych APL vyplavuje minimum
nezralych granulocyti (asto nemusi jit o promyelocyty a mohou se objevit napf.
myelocyty a metamyelocyty). Ve vét§in€ pfipadd je moZné v natéru z kostni dfené
event. i z periferni krve najit tzv. ,faggot cells“, tj. butiky sotypkami ¢&i snopci
Auerovych ty¢i. Klinickému obrazu dominuje hemoragicka diatéza dana typickou
koagulopatii a trombocytopenii s krvacenim do kiZe, sliznic, ale i vnitfnich organi
(CNS, plice, travici trakt). MizZe byt ptitomna krev v mo&i (hematurie) a gynekologické
krvaceni (metroragie). Nemocni zpravidla mivaji rizny stupefi anémie.>?!%

APL byla plivodné prognosticky nejhor§i AML s rychlym, fatalnim prib&hem.
K smrti pacienta mohlo dojit b€hem né&kolika hodin, nejéast&ji v dusledku koagulopatie,
projevujici se krvacenim, v n€kterych pfipadech naopak trombozou. V soucasnosti je
viak APL onemocnénim snejlep§i prognézou mezi viemi typy AML.*®
Nejnebezpedné&j§im obdobim pro pacienty jsou prvni dny po diagnéze.

Vyskyt APL se odhaduje na pfiblizn& 0,7 pfipadd na 1 milion obyvatel a rok,
coZ predstavuje asi 5-20 % vSech AML. Primérny v&€k nemocnych se pohybuje kolem
45 let. Pfes 90 % nemocnych je ve v&ku od 15 do 60 let. Pravdépodobnost postiZzeni
obou pohlavi je stejna.>?!%

Piedpoklada se, Ze prvotni zménou vedouci ke vzniku APL je fuze, které se
ucastni geny PML (promyelocytic leukemia) na chromozomu 15 a RARa (retinoic acid
receptor o) na chromozému 17 vramci translokace t(15;17)(q22;21). Vyslednym
produktem je fizni protein PML/RARa, ktery naruSuje normalni funkce obou proteint a
hraje kli€ovou roli v leukemogenezi APL. Bylo popsano dalfich pét alternativnich
translokaci, které se viak u APL vyskytuji velmi vzacné. APL s t(11;17)(q23;q21)
s fuznim genem PLZF/RARa (promyelocytic leukemic zinc finger protein) se vyskytuje
zhruba u 0,8 % pacientt. U pfiblizné 0,4 % piipadi APL lze prokazat t(5;17)(q35;q21)
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s transkriptem NPM/RARo. Zbylé tti typy cytogenetickych a molekularnich aberaci byly
popsany pouze v ojedinélych pfipadech. Jedna se o t(11;17)(q13;q21) s fiznim genem
NuMA/RARa, o intersticialni deleci, ktera vede k tvorb& fuzniho genu STAT5b/RARa, a
o posledni nedavno popsanou fizi PRKARIA/RARe, vzniklou rovné&Z intersticialni
deleci.?® Jak jsem se zminila vySe, PML/RARa je nejéast&ji fuzni gen. Pti translokaci
(15;17) dochazi k vymé&né materialu mezi chromozémy 15 a 17. Ke zlomu na
chromozému 17 dochazi v lokusu obsahujicim gen RARa, a to vzdy v intronu 2,
zatimco zlom na chromozému 15 je variabilni a je lokalizovan ve tfech riznych
oblastech lokusu genu PML. Z 90-95 % ptipadi se nachazi v intronu 6 (break cluster
region 1 — ber ), nebo v intronu 3 (ber 3), zbylych 5-10 % mitZe byt v exonu 6 (ber 2).
V pfipadé zlomu ber 1, resp. ber 3, je 5 konec intronu 6 PML (resp. 3) fizovan s 3’
koncem intronu 2 RARa. V pfipadé zlomu ber 2 se &ast PML exonu 6 PML spoji s

intronem 2 RARa. 2"

2.2.1 Diagnostika a klasifikace
Morfologicka klasifikace akutnich leukémii FAB zafazuje APL jako podtyp

AML M3 a rozeznava standardni (hypergranularni) a variantni (mikrogranularni) formu
(M3y) 32125

Laboratorné je APL zpravidla charakterizovana vyskytem leukopenie, resp.
pancytopenii. Pfi variantni formé&, ktera se vyskytuje asi v 10 %, je naopak Casta
leukocytoza. V koaguladnim vySetfeni jsou ve vétSin€ pfipadi pfitomny znamky
konsump¢ni koagulopatie (s poklesem hladiny koagulainich faktord, fibrinogenu a
trombocytl, s prodlouZzenymi ¢asy zevniho i vnitfniho systému a pozitivitou fibrinovych
§tépti a trombin-antitrombinovych komplexi) a aktivace fibrinolyzy (s pozitivitou
D-dimert a fibrin degrada¢nich produktd). %

Pfi vySetfeni imunofenotypu se u APL bun&k zjisti exprese myeloidnich
antigenia (MPO, CD9, CD13, CD33, CDw65), asi v jedné &tvrting pripadi s koexpresi
nemyeloidnich znakii CD2, CD19 a CD34 se soufasnou negativitou antigenu HLA-DR.
Tento fenotyp viak neni pro APL zcela specificky. Exprese CD56 zhorSuje prognézu.
Pro diagnézu APL je naopak specificky nalez translokace t(15;17)(q22;q21) prokazany

cytogeneticky, pomoci FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) nebo molekularné
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biologicky pomoci RT-PCR (polymerazové fetézové reakce po reverzni transkripci),
ktera identifikuje pfitomnost charakteristického fazniho transkriptu PML/RARa.**"%
APL je prvnim typem akutni leukémie, u které lze docilit CR necytostatickou
1éEbou. V poslednich dvaceti letech si v 1é€b& APL ziskala pevné postaveni all-trans-
retinova kyselina (ATRA). Je prokazano, Ze jeji pfidani k chemoterapii jak v indukéni,
tak v udrzovaci fazi zlepSuje pfeziti nemocnych. ATRA vyznamné zvy$uje uinnost
cytostatické 16¢by a sniZuje riziko relapsti. CR lze navodit ale i monoterapii samotnou
ATRA, inngjsi je vSak v kombinaci s chemoterapii. Pod jejim vlivem patologické
promyelocyty vyzravaji a podstupuji terminalni diferenciaci spojenou s apoptozou.
Buiiky obsahujici fizi PLZF/RARa jsou viak k pisobeni ATRA rezistentni. Podavani
ATRA vede i k upravé intravaskularni koagulopatie, a sniZeni rizika ¢asného Gmrti o
5-10 %. Ke komplikacim 1é&by patfi tzv. RA (retinoic acid) syndrom, charakterizovany
fadou pfiznakli. Tento syndrom se miiZze vyskytnout az u 1/3 nemocnych lé¢enych
ATRA v monoterapii. Riziko mortality dosahuje az 30 %. Trvalé podavani kapsli
ATRA vSak pravidelné vede po n€kolika mésicich k relapsu. Molekularni relaps je ve
viech pfipadech do 2-4 mésicti nasledovan relapsem klinickym. Proto moderni 1é€ba
APL spotiva v podavani cytostatickych kir v kombinaci s intermitentnim podavanim
ATRA. Cilem 1éEby je dosahnout molekularné genetickou remisi onemocnéni (na

rovni PCR). U rezistentnich p¥ipadi 1ze pouZit také oxid arzenity.>*'2°
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2.3 Kinaza FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3)

FLT3 je receptorova tyrozinova kinaza (RTK) patfici do III. rodiny RTK. Je
strukturng pfibuzna s receptorem pro nistovy faktore produkovany desti¢kami
(PDGFRa a PDGFRB), faktorem stimulujici rist kolonii (CSF) a KIT (receptor stem
cell faktoru). FLT3 kinaza je také znama pod jmény jako STK1 (stem cell tyrosine
kinase-1), FLK-2 (fetal liver tyrosine kinase — 2) nebo jako povrchovy antigen
CD135.7%%

Protein FLT3 je za normalnich okolnosti exprimovan na povrchu krvetvornych
bunék, pfedevsim na povrchu progenitorovych a prekurzorovych bun€k myeloidni, ale i
lymfoidni fady.” Ze zralych bungk jej lze prokazat na né&kterych populacich
monocytt.”* Ligand FLT3 je cytokin, oznatovany jako FL (FLT3 ligand), hraje
vyznamnou roli pfi ristu ranych progenitorovych bun&k.”*** FLT3 ma dilezitou roli
v proliferaci, replikaci a diferenciaci bungk.”?*2

Byly popsany dv& formy FLT3: 158-160 kDa s glykosylovanymi misty na
extracelularni doméné, ktery je vazany na bun&nou membranu, a na membranu
nevazany neglykosylovany protein 130-143 kDa. FLT3 protein je tvofen 993
aminokyselinami a sklada se zextracelularni (EC), transmembranové (TM) a
juxtamembranové (JM) domény, ke které jsou pfipojeny dvé& tyrozinkindzové (TK)
domény (viz Obr. 2.3, str. 19). Diilezité domény JM a TK jsou kédovany kodény 572-
603, resp. 604-958.%¢ Bylo zjist&no, e JM doména piisobi jako autoinhibitor funkce
FLT3. Gen FLT3 se mapuje do chromozomalniho pruhu 13q12. V my$im i lidském

1;*" byl jim a spolupracovniky také

systému byl prvné popsadn Rosnetem ef al. v r. 199
poprvé klonovan. V piivodnim popisu FLT3 genu se hovofilo o 21 exonech.*’** Na
zaklad€ strukturni homologie s c-KIT se usuzovalo, Z¢ EC doména (podobna
imunoglobulinu) je kédovana 5 exony; pozdé&j§i prace ukazaly, Ze téchto exoni je 8.

Exony FLT3 byly proto ptetislovany - nyni jich je tedy 24.”

-18 -



Obr. 2.3 Schéma struktury FLT3 proteinu a jeho domény. Sipky ukazuji na oblasti, kde dochazi k
mutacim (oznaovanym FLT3/ITD a FLT3/TKD). EC - extracelularni doména; TM — transmembrinova
doména; JM - juxtamembranova doména; KI - kindzov4 inzerce; TK — tyrozinkinizové domény 1 a 2.’

FLT3 mutace je jednou z nej&asté&jSich somatickych zmé&n u AML. Jsou znamy
tfi typy FLT3 mutaci. NejEast&jsi je mutace v JM doméné, ktera je pfitomna u 20-25 %
AML pacientd. Dale se vyskytuji bodové mutace, event. malé delece, v TK2 doméné
nalezené u 7-8 % vSech AML pacienti. Nejmén& bé&Zna je bodova mutace vIJM
doméng.”

Nejznaméjsi mutace v JM doméné je interni tandemova duplikace (ITD), ktera
je spojena se zmé&nou délky FLT3. Pti ITD dojde k tomu, Ze se zduplikuje rizn& dlouhy
usek genu, od tii aZ pfes 400 nukleotidi. Vysledkem je ale vzdy in-frame mutace (nikdy
nedojde k posunu &teciho ramce a vysledny poet nukleotidd je vidy délitelny tfemi).
Misto zafatku zduplikované sekvence je variabilni, vé&tSinou leZi vexonu 14.
Duplikovana &ast genu se fadi za puvodni v orientaci ,hlava k ocasu“. V mensiné
pfipadi dochazi k inzerci a ve zcela vyjime&nych pfipadech k deleci rizného po&tu

nukleotidd.”

Bodové mutace v TK2 doméné jsou vkodonech 835 a 836. Vroce 2001
Yamamoto et al.** a Abu-Duhier et al. ® popsali 6 typ bodovych mutaci v pozici D835
a jednu v pozici 1836. Jde o missence mutace: pfi mutaci D835 je plivodni aspartat
nejéastéji substituovan tyrozinem (D835Y), méné& &ast&ji jinymi aminokyselinami. Pfi

mutaci I836M jde o substituci izoleucinu methioninem.***
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Protein kodovany jakoukoli FLT3/ITD ma tu vlastnost, Ze ke své aktivaci
nepotfebuje ligand (toto je obecna vlastnost klinicky duleZitych mutaci tyrozinovych
kinaz). Mutace v JM doméné tedy patrn& vede k odblokovani jeji autoinhibi¢ni funkce
pfi aktivaci FLT3 kinazy. Pfi FLT3/ITD dochazi k dimerizaci receptoru FLT3,
autofosforylaci a konstitutivni aktivaci, jejimz vysledkem je downstream signalizace
cestami, UCastnicimi se regulace proliferace, diferenciace a apoptézy. Signalni drahy
FLT3 i1 mutovaného proteinu jsou vSak nesmirné& plastické a malo pfehledné, navic
mohou byt tkafiove specifické. Nelze zcela vyloulit, Ze se FLT3/ITD mize podilet i na
potlageni proteint, dileZzitych pro normalni diferenciaci a maturaci v neutrofilni fadé. I
bodové mutace v TK a JM doménach maji za nasledek konstitutivni aktivaci receptoru
FLT3. V mySim transplantanim modelu indukuje FLT3/ITD oligoklonalni
myeloproliferativni  onemocné&ni, zatimco mutace domény TK indukuje
lymfoproliferativni onemocnéni, a to s pomérné& dlouhou latenci. Fakt, Ze pfenesenim
FLT3/ITD vznikd myeloproliferativni onemocnéni, ukazuje na spolednou vlastnost
konstitutivné aktivovanych tyrozinovych kinaz: dochazi k aktivaci proliferace, aniz by
byla vyrazn& narudena diferenciace a maturace myeloidnich prekurzorovych bungk.’

Mnoho studii AML ukazalo, Ze pfitomnost ITD je pfedzvésti Spatné prognozy
pro détské a dosp&lé pacienty.! Je ale nutné se zminit, %e hlavni vliv maji cytogenetické
aberace a v&k, které se povazuji za nezavislé prognostické faktory. I kdyZ se zda, Ze ani
tyto faktory nemusi byt zcela nezavislé. Zatimco incidence chromozomalnich
translokaci svazanych s dobrou prognozou je celkem konstantni v riznych vékovych
skupinach, roste s vékem incidence prognosticky nepfiznivych cytogenetickych aberaci,
takZe jejich relativni frekvence je u star§ich v&kovych skupin vy3§i.” I 1é¥ba miZe byt
povaZovana za relativn& nezavisly prognosticky faktor, i kdyZ z pochopitelnych diivodi
je zavisly na véku, protoze u vys$§ich v€kovych skupin je intenzita 1éEby niz$i. Na kazdy
pad typ a intenzita 1é&by miZe zcela setfit vyznam méné& robustnich prognostickych
faktord.”

Kdyz jsme se zaméfili na vliv FLT3/ITD vzhledem ktémto nezavislym
prognostickym faktorim, zjistili jsme, Ze vysoké procento vyskytu FLT3/ITD je
nalezeno mezi pacienty s intermediarnim cytogenetickym rizikem. Naopak vzacny

vyskyt je u pacientl s nepfiznivou cytogenetickou prognézou. U détskych pacientt je
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vyskyt FLT3/ITD niz$i (pfiblizn& 15 %) a u déti do deseti let se nachazi jen vyjime&né.
U pacientil starSich 60 let FLT3/ITD mutace nemaji zvladtni prognosticky vyznam.*'
Pokud se tyka vlivu FLT3/ITD na celkové pfeziti (OS), pfeziti bez nemoci
(DFS) nebo bez udalosti (EFS), tato mutace nema patrné Zadny vyznam u pacientt
s APL. U nich je rozhodujici pfeZit obdobi induk&ni 1é€by a dosahnout CR. Zasadné
jiny dopad ma FLT3/ITD na OS, DFS a EFS u non-APL AML (pfedev$im u pacientd
s intermediarni cytogenetickou progn6ézou). U nich FLT3/ITD vdob& diagnozy
predikuje vy3$$i incidenci relapsti a hor$i prognézu v uvedenych parametrech. Negativni
prognosticky dopad FLT3/ITD se uplatfiuje aZ po navozeni CR, a to pfedev§im v
podobé& zvysené incidence relapsti.” Ne vSichni pacienti s FLT3/ITD mutacemi maji
Spatnou prognézu. V pfipadech s nizkou alelickou naloZi FLT3 maji pacienti pfeziti
srovnatelné s AML pacienty bez FLT3 mutaci. Zda se, Ze délka ITD ma prognosticky
vyznam: del$i ITD ma hor3i prognosticky dopad nez kratii ITD.*?
FLT3/ITD vzdy vymizi pfi dosaZeni CR. Casto se znovu objevi v relapsu onemocnéni.
U nékterych pacient s AML dochazi k tomu, ze FLT3/ITD v dobé& relapsu mtZe byt
jina, neZ v dob& diagnézy. Dle metaanalyzy dat se zhruba u 4 % pacientti tato aberace
nemusi v relapsu objevit viibec. Naopak u vét§iny pacienti zistdva mutaéni stav
FLT3/ITD stejny, n€kdy se pivodni FLT3/ITD miZe objevit znovu jiz pfed klinickym
relapsem. Pfiblizn& 10 % relabujicich pacientti ma v dobé& relapsu zjistitelnou FLT3/ITD
mutaci, ackoli ji nemé&lo v dob& diagnézy. Tato pozorovani jasn& ukazuji na fakt, ze
FLT3/ITD je druhotnou udalosti v patogenezi AML.”

2.3.1 Interni tandemova duplikace FLT3 genu u APL
FLT31TD je spoletné¢ s mutaci vkodéonu D835 genu FLT3 nejlasté&)si

sekundarni genetickou 1ézi u APL. Morfologicky variantni formy M3v jsou wibec
nejlastéj§im subtypem AML, u kterého je FLT3/ITD zjistitelna. Vyskytuje se aZ v 65 %
téchto piipadd a ve 23 % pilipadi APL sklasickou morfologii M3.%
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3 Pacienti a metody

3.1 Pacienti

V letech 1994-2008 bylo nové diagnostikovano 492 pacienti s AML. Jejich v&k
byl v rozmezi 18,3-90,1 let, median 55,0 let, median po¢tu bilych krvinek (WBC) byl
15,3 x 10°/1 (rozmezi 0,4-488 x 10°/1). Zastoupeni muzZi/2eny bylo 244/248. Do skupiny
s pfiznivou cytogenetickou progndézou patfilo 87 pacientd, stfedni cytogenetickou
prognézu mélo 238 nemocnych a nepfiznivou 92 pacientii. 408 pacientl z této skupiny
bylo testovano na pfitomnost FLT3/ITD. Tato skupina mé&la rozmezi vé€ku 18,3-81,7 let
a median 53,9 let. WBC pfi diagnéze byl vrozmezi 0,3-488 x 10°/1 (median
15,3 x 10°/). Zastoupeni muZi a Zen bylo 204/204. U 52/408 (12,7 %) pacientl byla
diagnostikovana APL. Pro diagnostiku byla vySetfovana krev a/nebo kostni dfeft
pacientli v dobé& stanoveni diagn6zy AML na zaklad& informovaného souhlasu pacienta.
Viechny vzorky byly od pacienti z Ustavu hematologie a krevni transfize (UHKT)
v Praze. Vzorky byly zpracovany standardnim postupem viz kap. 3.2. PouZité pfistroje
a chemikalie jsou uvedeny v Tab. 3.1 (str. 27) a Tab. 3.2 (str. 27).

3.2 Metody

3.2.1 Zpracovani vzorku periferni krve a/nebo kostni difené

3.2.1.1 Separace bunék na gradientu Ficoll-Paque

Separace mononuklearnich bun&€k kostni dfen& a/nebo periferni krve byla
provedena na gradientu Ficoll-Paque o hustot&¢ 1077 g/l za sterilnich podminek
v laminarnim boxu. Pfiblizn&€ 3 ml periferni krve (PB) nebo kostni dfené (BM)
smichané se sterilnim PBS bylo pfepipetovano do pfipravenych 10 ml zkumavek s 5 ml
Ficollu. Po centrifugaci (2100 ot./min., 15 °C, 30 min.) nasledoval odbér prstence do
15 ml zkumavky a doplnéni PBS pfiblizné 1 cm pod okraj. Smés byla promichéna a
poté byly buiiky centrifugovany (1600 ot./min., 15°C, S min.). Pokud byl vzorek
kontaminovany erytrocyty bylo pfidano cca Sml 1x koncentrovaného lyza¢niho
roztoku, pak nasledovala opét centrifugace (1600 ot./min., 15 °C, 5 min.). Sediment byl
znovu promyt PBS a byla provedena centrifugace (1600 ot./min., 15 °C, 5 min.). Poté
byl kbutkam pfidan 1 ml sterilniho PBS a stanoven pofet bunék ve vzorku
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v Neubauerové komirce (100 ul tryptanové modii + 90 ul PBS + 10 ul bunék do
pocitaci zkumavky) a vypocitan pocet bun€k na 1 ml bun&&né suspenze.

3.2.1.2 Lyzace bunék

Do pfipravenych 1,5 ml umé&lohmotnych zkumavek bylo dano max. 20 mil.
bun€k a ihned lyzovano v 1 ml reagencie TriZol a dikladng promichano. Lyzaty na
skladovani byly uchovavany v ITG + ME (guanidin thiokyanat + 0,72%
merkaptoetanolu) v koncentraci 10° bung¢k na 0,5 ml ITG + ME. Tyto lyzaty byly

uchovavany v - 70 °C.

3.2.1.3 Izolace RNA z lyzatu v TriZolu

K lyzatu bylo pfidano 200 ul chloroformu (Cistého) a diikladné protifepano. Po
centrifugaci (13 000 ot./min., 4 °C, 10 min.) se v umélohmotné zkumavce ustalily tfi
faze. Horni vodna faze obsahovala RNA, stfedni mezifize DNA a spodni organicka
rizova faze obsahovala protein. Homni vodna faze byla opatrné odebrana a pfedana do
nové zkumavky spolu s 500 ul isopropanolu a pfevracenim promichana (faze s DNA a
proteinem byla uchovavana vlednice pro dal§i pouziti). Po centrifugaci
(13 000 ot./min., 4 °C, 30 min.) a sliti supernatantu byl pelet oplachnut v 1 ml 75%
etanolu a opét stofen (13 000 ot./min., 4 °C, 5min.). Po odsati zbytku etanolu bylo
k sedimentu pfidano 5 ul TE pufru na 1 mil. bun€k. RNA byla v TE pufru rozpousténa
10 minut pfi 55 °C. Roztok RNA byl dlouhodobé& uchovavan v — 70 °C.

3.2.2 RT-PCR
3.2.2.1 Reverzni transkripce (RT)

V 0,6 ml zkumavce byly smichany 2 pl vodného roztoku RNA spolu s2 pl
nahodnych hexamerd deoxynukleotidd (25 pmol/ul), denaturovany 10 min. pti 65 °C a
rychle zchlazeny. Po zchlazeni bylo pfidano 6 ul master mixu. SloZeni master mixu pro
jeden vzorek bylo 1,75 ul vody, 2 ul 5x FS pufr, 1 ul DTT (0,1 M), 0,5 ul dNTP,
0,25 ul RNasin (40 U/pl) a 0,5 ul SuperScript IT (200 U/pl). Reak&ni smés v celkovém
objemu 10 pul byla inkubovana 60 min. pfi 42 °C a nasledné denaturovana 2 min. pfi
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95 °C, poté chlazena pfi 4 °C. Komplementami DNA (cDNA) byla skladovana
pii— 20 °C.

3.2.2.2 RT-PCR-stanoveni interni tandemové duplikace genu FLT3

cDNA pfipravena v pfedchozim kroku (RT) byla amplifikovana uZitim
polymerazové fetézové reakce (PCR). Na jeden vzorek bylo zapotfebi 1 ul cDNA,
2,5ul 10x pufru, 2 ul MgCl; (25 mM), 0,125 ul Ampli.Taq (5 U/ul) dale 0,5 ul
primeru RS (192 nmol), primeru R6 (38,9 nmol) a ANTP. Cela smés byla doplnéna H,O
na 24 ul (17,875 ul H,0). Pomoci jednoho paru primerd byl amplifikovan jak divoky
typ, tak ITD genu FLT3. V UHKT byly pouzity nasledujici primery: ptedni RS (5'-
TGTCGAGCAGTACTCTAAACA-3") a reverzni R6 (5'-ATCCTAGTACCTTCCCAA
ACTC-3"). Vlastni polymerazova fetézova reakce probihala ve tfech krocich. Prvni
(denaturace) slouZil k rozvolnéni fetézci dsDNA pfi teplotaich 92-96 °C. V druhém
kroku byly kjedno fet€zcovym DNA-matricim pfipojeny primery (annealing) pfi
teplotach 45-72 °C. Syntéza, tedy prodluzovani vidkna DNA zalinala, tak jako
v normalni bufice, na 3'-OH konci primeru (extenze). Sekvence denaturace, annealingu
a extenze pfedstavovala jeden cyklus a opakovani takovych cykli pak vedlo
k amplifikaci DNA. VUHKT byl pouZit nasledujici program pro RT-PCR, po 5
minutach denaturace pii 94 °C nasledovalo 10 cykli s profilem: denaturace 94 °C/15 s,
annealing 56 °C/30 s, polymerace 72 °C/45 s a dale 30 cyklu s profilem: denaturace
94 °C/15 s, annealing 52 °C/30 s a polymerace 72 °C/45 s. Produkt PCR byl hodnocen
pomoci gelové elektroforézy v 2% agaroze, viz Obr 3.1 (str. 25).

3.2.2.3 Gelova elektroforéza

Jak uZ bylo zmin&no vySe, pro hodnoceni PCR produktd byla pouZita 2%
agar6za. Gel byl pfipraven uvafenim 200 ml 0,5 x koncentrovaného TBE se 4 g
agarOzy. Po uvafeni bylo k roztoku pfidano 12 ul ethidium bromidu. Produkt PCR byl
smichan se 7 ul Orange G a do jednotlivych jamek gelu bylo napipetovano 20 ul vzorku
s Orange G. Jako Zebfitek bylo pouzito 7 ul 50 Bp DNA O’'RangeRuler. Elektroforéza
probihala p¥i nap&ti 6 V/cm™ (p¥iblizng 120 V). Rozd&leni wt genu a ITD genu FLT3

bylo kontrolovano pomoci UV transluminatoru. Po dostateném rozdéleni byl horni
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prouzek (s ITD mutaci FLT3 genu) vyfiznut, pfedan do oznatené zkumavky a zmraZen
na - 20 °C.

3.2.2.4 Purifikace

ZmraZeny prouzek gelu byl zvaZzen, byl k nému pfidan pfiblizn& 4 nasobek QG
pufru a inkubovan 10 min. pfi 50 °C. Vzorek byl priib&Zné promichavan. Po inkubaci
byl pfidan isopropanol (také vyhratého na 50 °C) v objemu odpovidajicim objemu gelu.
Smés byla pfedana na kolonku a dana do centrifugy (1 min. pfi 13 000 ot./min.).
Supernatant byl vylit, bylo ptidano 0,5 ml QG pufru, a poté centrifugovan (1 min. pfi
13 000 ot./min.). Supernatant byl vylit a bylo pfidano 0,7 ml PE pufru a inkubovan 2-
5 minut pfi pokojové teplot€¢ a nasledné centrifugovan (1 min., 13 000 ot./min.).
Supernatant byl opé&t vylit a byla provedena centrifugace (1 min., 13 000 ot./min.).
Kolonka byla pfendana na 1,5 mililitrovou umé&lohmotnou zkumavku, bylo pfidano
30 ul EB pufru a pak nasledovala centrifugace (2 min., 13 000 ot./min.). Vzorek byl

uchovavan v mrazaku pfi — 20 °C.

Obr. 3.1 RT-PCR produkt FLT3 na gelové elektroforéze.
Sipky oznatuji vzorky kostni dfen& s FLT3/ITD, u kterych je navic krom& produktu wt (divoké alely)
genu i produkt ITD. Je vidy delsi a proto se hiife pohybuje na gelu v elektrickém poli. Silnou $ipkou je
oznaten ptipad se ztratou wt alely.”

3.2.2.5 Sekvenatni reakce

3 ul vzorku z purifikace byly smichany s 1 ul 10 x nafedéného primeru RS, 2 pl
Big Dye 3.1 a 4 ul vody. Reak&ni smé&s v celkovém objemu 10 pl byla vloZzena do
termalniho cykleru vyhfatého na 95 °C a byla spusténa sekvena®ni reakce. Reakce
probihala v 30 cyklech s nasledujicim profilem: 94 °C/2 min., 94 °C/15 s, 50°C/45s a
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60 °C/4 min. Pokud sekvenace byla pfili§ kratka, byl v RT-PCR misto pfedniho primeru
RS pouzit primer Q FLT (5-ACCCTGCTAATTTGTCACAAG-3"), ktery naseda na
DNA-matrici pozdé&ji.

3.2.2.6 Srazeni sekvenacni reakce

Nejdtive byla pfipravena smé&s 80 ul vody, 10 Wl NH4Ac (7M) a 0,25 ul
glykogenu na jeden vzorek. Do 1,5 ml zkumavek bylo napipetovano 250 ul 96% etanol
(z mrazaku), 90 ul smési (viz. vy$e) a 10 ul sekvenaéni reakce. Smés byla promichana a
dana na 10 minut do mrazédku. Poté byly zkumavky se vzorky pfedany do stolni
chlazené centrifugy (20 min. pfi 14 000 ot./min.). Po stofeni byla smé&s odsata aZ na
pelet. Bylo pfidano 300 ul 70% etanolu, zkumavky byly promichany a centrifugovany
(5 min. pfi 14 000 ot./min.). Etanol byl odsat na pelet a znovu bylo pfidano 300 ul 70%
etanolu a opét nasledovala centrifugace (5 min. pfi 14 000 ot./min.). Etanol byl odsat na
sucho. Pelet byl nechan vyschnout a bylo k nému ptfidano 30 ul formamidu a rozpustén
30 minut pfi pokojové teploté. Po rozpu$téni byl roztok denaturovan 2 minuty pfi
100 °C a piepipetovan do desti¢ky na sekvenaci, ktera byla dana do sekvenatoru.

3.2.2.7 Vyhodnoceni sekvenaéni reakce

Vyhodnoceni sekvenaci bylo provadéno pomoci internetovych stranek
www.ncbi.nlm.nih.gov, porovnanim produktu PCR amplifikace mutovaného genu FL73
na urovni cDNA (tj. primery R5 x R6, pfiloha str. 51) se sekvenaci jednotlivych ITD
FLT3/ITD pozitivnich pacienti. Na Obr. 3.2 je znazorn&na vyhodnocena sekvenace
pacienta J828. V ferveném ramectku je ITD mutace genu FL73, v modrém inzerce a

Cerny ramedek znazoruje &ast sekvenace, ktera byla zdvojena.
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Obr. 3.2 Vyhodnoceni sekvenace. erny ramedek — &ast sekvenace, kterd byla zdvojena; modry rdme&ek

- inzerce; Cerveny ramelek - ITD
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3.3 Pristroje

Tab. 3.1 Pristroje.

Typ pfistroje

Néazev Vyrobce

Boxy s laminamim proudénim Lamindmi box tf'. | Class 100

Gelarie

Bezpe&nostni box tf. Il. S laminamim Jouan
proudénim, biohazard dle EN 12469,

MSC.9

Stolni laboratomni centrifuga Heraeus Heraeus Instrument
Centrifugy Labofuge 400R

Odstiedivka EPP Minispin plus Eppendorf

Stolni laboratomni centrifuga A14 Jouan

Chlazené stoinf laboratomni centrifuga Jouan

BR4i
Elektroforetick4 aparatura Minnie The Hoefer Pharmacia Biotech
Elektroforetickd aparatura Gel-Cycle
Elektronické vahy Elektronick4 vaha KERN 440 Kern
Elektronick4a vaha KERN 470 Kemn
Fotoaparat Digitaini kamera Alph Digi Doc Alpha Innotech
Michacka Michatka RCT IKA-works
Mikroskop Mikroskop AMPLIVAL Carl-Zeiss
pH metr pH metr 526 WTW
Software Alpha
Graph Pad Prism 4
Chromas
Termocykler Termocykler Biometra TRIO Biometra
Temmocykler Biometra T3000 Biometra
Termocykler PTC 200 MJ Research
UV transluminéator UV Mini-transluminétor Biorad
Vortex Vortex Techno Kartell Kartell
Trepatka MS2 IKA-works

3.4 Chemikalie, enzymy a roztoky

V Tab. 3.2 je uvedeny seznam vSech chemikalii pouZitych u jednotlivych metod

pfi zpracovani vzorkd v&etn& jejich vyrobce. V Tab. 3.3 jsou rozpisy pro pfipravu

zasobnich roztoku.

Tab. 3.2 Chemikilie a enzymy u jednotlivych metod.

Metoda Néazev chemikélie Vyrobce

SEPARACE NaCl Penta
KCI Penta
Na,HPO,4.7H.,O Sigma-Aldrich
KH,PO, Penta
Histopague Sigma-Aldrich
NH.CI Penta
NH4HCO; Lachema
EDTA Fluka
Tryptanova modi Merck
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Metoda Nazev chemikélie Vyrobce
LYZACE BUNEK TriZol Invitrogen
Najs citrét Penta
HCI Sigma-Aldrich
Guanidin thiokyanat Sigma-Aldrich
N-Lauroylsarcosin-sodné stl  Serva
2-merkaptoetanol Merck
IZOLACE RNA Z LYZATU V TRIZOLU Chioroform Sigma-Aldrich
{sopropanol Sigma-Aldrich
Etanol Merck/Kulich
EDTA Fluka
HCI Sigma-Aldrich
REVERZNI TRANSKRIPCE (cDNA) Hexamery Invitrogen
dNTP Invitrogen
5 x FS pufr Invitrogen
RNasin Promega
Super Script i Invitrogen
PCR STANOVENI FLT3 GENU 10 x pufr Invitrogen
MgCl, Invitrogen
primer RS-FLT Invitrogen
primer R6 Invitrogen
dNTP Invitrogen
AmpliTaq Gold Polymerase Applera
ELEKTROFOREZA Agaréza | Invitrogen
Tris Base Sigma-Aldrich
Kyselina borita Sigma-Aldrich
EDTA sol. Fluka
Ethidium bromid Fluka
Orange G Sigma-Aldrich
50 Bp DNA O’RangeRuler Fermentas
PURIFIKACE Pufr QG Qiagen
Pufr PE Qiagen
Pufr EB Qiagen
Isopropanol Sigma-Aldrich
SEKVENACNI REAKCE Big Dye 3.1 Teminator Kit Applied Biosystems
primer RS-FLT SONA Invitrogen
QFLT for SONA Invitrogen
SRAZENI SEKVENACNI REAKCE ~ NHJAc Sigma-Aldrich
glykogen Roche
Etanol Merck/Kulich
Formamid Applied Biosystems
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Tab. 3.3 Piiprava zdsobnich roztokii.

SloZzky Vliastnosti MnoZstvi
Lyza&ni roztok na erytrocyty 10x koncentrovany
NH,CI 829g
NH4HCO; 799
EDTA 0,5M, pH 8,0 0,372¢g

Rozpustit a dopinit TK H,O do objemu 1000 mi. Sterilizace 1x ples filtr Stericup; 0,22 um,
1000 ml (Fisher Scietific).

PBS (Phosphatte buffered saline), pH 7,4

NaCl 137 mM 329
KCI.12H,0 2,7mM 0,89
Na;HPO,.7H,0 4,3 mM 489
KH.PO, 1,4 mM 08¢

Rozpustit, dopinit TK H,O do objemu 4000 ml a titracf NaOH nastavit pH 7,45. Roztok se
kldvuje v autokldvu 20 min. pii 100 °C.

ITG v ME
ITG 40 ml
2-merkaptoetanol 280 pi
10x TBE
Tris Base Mr=121,1 232¢
Kyselina octova 99 % 24,5 ml
EDTA sol. 0,5M,pH 8,0 50 mi

Smichat a dopinit H,O na 700 mi, po rozpu$téni dopinit H,O na celkovy objem 1000 ml.

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

Na,EDTA.2H,0 Mr=372,2 93 ¢g
H,O deionised cca 350 mi
NaOH (titr) 10M cca 25 mi
Dopinit H,O na objem 500 ml.
sol. Nascitrat
Nascitrat Mr=294,1 2949
H,O deionised cca 80 mi
HCI 1M cca 10 mi

H»O doplinit na 100 mi.

sol. ITG (4 M)

Guanidin thiokynét Mr=118,2 141,84 g
H,O 150 ml
sol. Naj; citrat 1Msol., pH7 7.5ml
N-Lauroylsarcosin sodné sl 30 %, Mr=293,4 5Smi

Rozpustit Guanidin thiokynat ve 150 ml H,O a zahflvat. Plidame sol. Nascitrat a
N-lauroylisarcosin a vychladime. Dopinfme H,O na 300 ml.

TE pufr
Sol. EDTA 0,5M, pH=8 100 ul
HCI 1M 1ml

Dopinit do 100 ml sterilni H,O.
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Statistické analyzy. Vztahy mezi naméfenymi parametry v kontingen¢ni tabulce
byly analyzoviny pomoci x* testu. Pro hodnoceni kvantitativnich dat ve 2 skupinich
byly zjiSté€ny mediany naméfenych hodnot a statisticka analyza byla provedena pomoci
neparametrického dvoustranného Mann-Whitneyho testu. Pro hodnoceni celkového
pfeziti bylo uzito Kaplanovy-Mayerovy regresni metody hodnoceni kfivek pfeziti,
odliSnost kfivek byla hodnocena pomoci log-rank testu Mantela-Haenschelové.
VSechny statistické testy byly provedeny na urovni 95% intervalu spolehlivosti a
pfislu$né hodnoty P (odpovidajici moZnosti chybného odmitnuti nulové hypotézy) byly
nalezeny pomoci softwaru GraphPad Prism verze 3.04 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).
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4 Vysledky
4.1 Vyskyt FLT3/ITD u AML a APL a délka ITD genu FLT3

V letech 1994-2008 bylo v UHKT v Praze nové diagnostikovano 408 pacientd s
AML. Zjistili jsme, Ze 96 (23,5 %) mélo ITD genu FLT73. U non-APL AML to bylo
80/352 nemocnych (22,7 %) a u APL hodnocenych zv1as$t 16/52 (30,8 %) (Etyfi pacienti
nebyli zafazeni do skupin podle FAB klasifikace). U pacientl se stfedni cytogenetickou
prognézou byl FLT3/ITD zachycen v 59 pfipadech z 202 (29,2 %), u pacienti s
pfiznivou prognézou u 19/82 (23,2 %) a u pacientti s nepfiznivou prognézou pouze u
2/65 (3,1 %). Podle FAB klasifikace byly nejéast&ji zastoupeny subtypy M4 (35,2 %),
M3 (30,8 %) a M1 (28,4 %), u MO, M6 a M7 byl vyskyt ITD genu FLT3 minimélni. U
variantni formy APL (FAB M3v) bylo ITD pfitomno u 75,0 % pfipadi. 45/204 Zen
(22,6 %) a 51/204 (25,0 %) muzi bylo pozitivnich na FL73/ITD mutaci.

Délka ITD byla hodnocena u 93 pacientti, u zbyvajicich 3 pacientt byla exprese
ITD slaba, a nebo se PCR produkt nezdafilo osekvenovat. Velikost ITD byla v rozmezi
od 12 do 120 nukleotidi (nt; median 48 nt). 11/96 (11,5 %) pacienti mélo dv& rizné
ITD a jeden (1,0 %) tfi. Pfi hodnoceni vlivu délky byla pouZita vidy nejdelsi ITD
(v&etné jeji inzerce) a pro hodnoceni dosaZzeni CR a incidenci relapsu byla zvolena
délkova rozhrani do 33; 36; 39; 42, resp. 54 nt (viz Tab. 4.3 a 4.4, str. 34). U ostatnich
analyz byla pouzita pouze délka 39 nt, protoZe ptfi hodnoceni CR a vyskytu relapsu byla

statisticky nejvyznamné&;si (viz niZe).

4.2 Vztah mezi pritomnosti FLT3/ITD a podétem Ileukocytu
(WBC) v dobé& diagné6zy

Na Obr. 4.2 je zachycena zavislost po&tu leukocytt pfi diagnéze u vech AML
pacientd, u non-APL AML a u pacientii se stfedni cytogenetickou progndézou na
pfitomnosti FLT3/ITD. Rozdily WBC ve vSech pfipadech byly statisticky vyznamné
(P<0,0001). Hodnoty mediani WBC u mutovanych a nemutovanych pacientt
v uvedenych skupinach byly 56,7 a 9,1 x 10°/1; 60,9 a 12,3 x 10°/1, resp. 63,7 a 12,1 x
10°1.
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4.2.1 Vztah mezl délkou ITD a WBC v dobé diagn6zy

Pro hodnoceni vztahu mezi délkou ITD a WBC pfi diagnoze byla pouZita jako
mez délka 39 nt. U vSech AML, u non-APL AML i u AML se stfedni cytogenetickou
prognézou neméla délka ITD vliv na WBC (P=0,4065; P = 0,4097 resp. 0,5198). U
druhé a tfeti skupiny byly hodnoty medianu u délky >39 nt nepatrné vy$$i oproti
hodnotam pro ITD <39 nt. Hodnoty mediani WBC pro délku <39 a >39 nt v uvedenych
3 skupinach byly 57,5 a 55,8 x 10°/1; 58,7 a 79,5 x 10°/1; resp. 58,7 a 85,0 x 10°/1.
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Obr. 4.2 Vliv pFitomnosti FLT3/ITD na WBC. a — viech pacienti; b — non-APL AML pacienti;

¢ — pacientu se stfedni cytogenetickou prognézou.

4.3 Zavislost indukce kompletni remise (CR) na pFitomnosti
FLT3/ITD

CR se podafilo dosdhnout u 60,3 % nemocnych s nemutovanym genem FL73 a
u 54,3 % pacienti s FLT3/ITD (P=0,1026) vSech pacienti s AML (tj. v&etn& APL). U
non-APL. AML bylo dosaZzeno CR u 57,2 %, resp. 50,0 % nemocnych (P=0,1305).
Tésn& pod hranici statistického trendu byl vysledek ve skupin€ se stfedni
cytogenetickou prognézou (P=0,1151), kde CR dosahlo 59,3 % pacientd
s nemutovanym genem a 50,0 % pacientti s FL73/ITD mutaci. Pfi hodnoceni zavislosti
indukce CR na pfitomnosti FL73/ITD pouze u pacientd, u kterych byla zahajena
kurativni (cytostaticka) 1é¢ba, vysledné hodnoty jiz vykazovaly statisticky trend. CR se

podafilo dosahnout u 66,4 % nemocnych s nemutovanym genem FLT3 a u 58,2 %
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pacienti s FLT3/ITD (P=0,0939) ve smiSené skupiné viech AML. U non-APL AML
dosahlo CR 63,6 % resp. 54,0 % nemocnych (P=0,0849) a u pacienti se stfedni
cytogenetickou prognoézou dosahlo CR 63,4 % pacienti snemutovanym genem a
52,1 % pacientd s FLT3/ITD (P=0,0868).

4.3.1 Vliv délky ITD na dosaZeni CR

V Tab. 4.3 (str. 34) jsou uvedena procenta pacientt s uréitou délkou ITD, ktefi v
dané skupiné& dosahli, resp. nedosahli CR a statisticka vyznamnost danych hodnot (P).
Nejvyssi statistickou vyznamnost mély délky 36 a 39 nt. Na Obr. 4.3 je znazornén
rozdil v dosaZeni CR jednotlivych skupin pro délku ITD <39 a >39 nt. Ve vSech tfech
skupinach pacientti (viech AML, non-APL. AML, resp. AML se stiedni progn6zou),
pacienti s ITD >39 nt dosahuji ¢asté&ji CR. U viech AML pacienti dosahlo CR 50,0 %
s ITD <39 nt a 50,0 % s ITD >39 nt (P=0,1788), u non-APL AML 40,9 %, resp. 59,1 %
(P=0,0558) a u AML se stfedni cytogenetickou prognézou 36,0 %, resp. 64,0 %
(P=0,0235). Pfi hodnoceni vlivu délky ITD na dosaZzeni CR u pacientd, ktefi byli
kurativné 1é¢eni, dosahlo CR u v8ech AML 60,9 %, u non-APL AML 60,5 % au AML
se stfedni cytogenetickou prognézou 60,0 %.
a b
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Obr. 4.3 Vliv délky FLT3/ITD na CR pi rozhrani délky 39 nt. a — viech pacientil; b — non — APL
AML pacienti; ¢ — pacienti se stfedni cytogenetickou prognézou
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Tab. 4.3 Vliv délky FLT3/ITD na dosaZzeni CR u AML pacientii.

délka ITD AML+APL P non-APL AML P AML se stiedni prognézou P
(nt) CR ne/ano (%) CR ne/ano (%) CR ne/ano (%)
<33 50,0; 50,0 59,3; 40,7 65,0; 35,0
>33 41,4, 58,6 0.2110 42,9; 57,1 0,0855 40,5; 59,5 0.03%0
<36 50,0; 50,0 60,0; 40,0 65,2; 34,8
>36 40,7; 59,3 0.1895 41,3; 58,7 0,0555 38,2; 61,8 0,0228
<39 50,0; 50,0 59.4; 40,6 64,0; 36,0
>39 40,4; 59,6 0,1788 40,9; 59,1 0,0558 37,5; 62,5 0,0235
s42 48.8; 51,2 57,6; 42,4 61,5; 38,5
>42 41,2; 58,8 0,2329 41,9; 58,1 0,0871 38,7, 61,3 0,0430
<54 47.4; 52,6 53,4; 45,6 55,9; 44 1
>54 40,0; 60,0 0,2430 40,0; 60,0 0,108 39,1; 60,9 0,1073
CR ne — pacienti nedosahli CR; CR ano — pacienti dosahli CR.
Tab. 4.4 Vliv délky FLT3/TTD na vyskyt relapsu u AML pacienti.
délka ITD AML+APL P non-APL AML P AML se stiedni prognézou P

(nt) relaps ano/ne (%) relaps ano/ne (%) relaps ano/ne (%)

<33 47,1; 52,9 41,7; 58,3 66,7; 33,3

>33 50,0; 50,0 0.3242 61,1; 38,9 0,3979 60,0; 40,0 03881

<36 50,0; 50,0 45.,5; 54,5 57,1; 42,9

>36 47,8, 52,2 0,4469 57,9; 42,1 0,2852 64,3; 35,7 0,3753

<39 47,1; 52,9 41,7, 58,3 50,0; 50,0

>39 50,0; 50,0 0.4277 61,1;38,9 0.1478 69,2; 30,8 0,1891

<42 50,0; 50,0 46,2; 53,8 55,6; 44,4

>42 47,6; 52,4 0.4411 58,8; 41,2 0,2453 66,7; 33,3 0.3019

<54 45,8; 54,2 47,1; 52,9 61,5; 38,5

>54 53,3; 46,7 0,3242 61,5; 38,5 0.2154 66,7; 33,3 0,4029

ano — u pacienti se po dosaZeni CR vyskytl relaps; ne — pacienti po dosazeni CR nezreabovali.



4.4 Viiv FLT3/ITD na vyskyt relapsu
Alespoii k jednomu relapsu doSlo celkem u 70/143 (49,0 %) pacienti bez

FLT3/ITD a 19/39 (48,7 %) s FLT3/ITD ve skupiné viech AML (v&etné¢ APL) pacientd
(P=0,4897), kteti pfedtim dosahli CR. Pfi hodnoceni non-APL AML pacient nebyl
rozdil mezi pacienty s nemutovanym genem a s FLT3/ITD a k relapsu do§lo u 66/119
(55,5 %) a 13/30 (53,3 %) ptipadd, (P=0,4170). U pacientd se stfedni cytogenetickou
prognézou byla hodnota P = 0,0680 (coZ lze hodnotit jako statisticky trend): relaps mélo
29/67 (43,3 %) nemocnych s wt genem a 13/21 (61,9 %) pacientti s FLT3/ITD.

4.4.1 Vliv délky ITD na vyskyt relapsu

Pti hodnoceni vlivu délky ITD na vyskyt relapsu byly hodnocena rozhrani délek
ITD 33; 36; 39, 42 a 54 nt. V Tab 4.4 (str. 34) jsou uvedena procenta pfipadu s ur¢itou
délkou ITD, u kterych se po navozeni CR vyskytl nebo nevyskytl relaps. Stejné jako u
CR byla vybrana jako statisticky nejvyznamné&j§i hodnota 39 nukleotidi. U v§ech AML
(vCetn& APL) pacientd s délkou ITD <39, resp. >39 nt se vyskytl relaps u 47,1 %, resp.
50 % (P=0,4277), u non — APL AML pacienti 41,7 %, resp. 61,1 % (P=0,1478) a u
AML se stfedni prognézou podle cytogenetiky u 50 %, resp. 69,2 % (P=0,1891).
Prestoze pacienti s ITD >39 dosahuji snaze CR, maji také Cast&j$i vyskyt relapsu jak je

znazoméno na Obr. 4.4 (str. 36).

4.5 Vliv FLT3/ITD na celkové preZiti (OS)

Z 398 hodnotitelnych pacientd s AML (v&etn& APL) byl median OS 9,7 mé&sice
u pacientti s FLT3/ITD oproti 15,0 mé&sicim u pacientii bez FLT3/ITD (P=0,0538; Obr.
4.5a, str. 37). U non-APL AML pacienti bylo OS 8,1 mé&sice u FLT3/ITD pozitivnich
oproti 20,3 mé&sicim u negativnich pacienti (P=0,0155; Obr. 4.5b, str. 37). Pacienti se
stfedni cytogenetickou prognézou a FLT3/ITD maji vyrazn& krat$i OS: median byl 8,1
mésice oproti 20,3 mé&sicim u pacienti bez této mutace (P<0,0007; Obr. 4.5c¢, str. 37).
Pieziti po 6 letech od doby diagnézy bylo pti hodnoceni v§ech AML pacientt spole¢né
22,6 % u nemocnych s FLT3/ITD a 26,4 % u pacientii bez FLT3/ITD. Pfi hodnoceni
skupiny non-APL AML bylo pfeZiti po 6 letech 16,0 %, resp. 20,7 %. Ve skupiné¢ AML
se stfedni cytogenetickou prognézou pfeziva do 6 let od diagnézy 12,6 %, resp. 21,8 %
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pacienti. Rozdily v OS v zavislosti na FLT3/ITD u riznych skupin hodnocenych
pacienti jsou patrné na Obr. 4.5 (str. 37).
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Obr. 4.4 Vliv FLT3/ITD na vyskyt relapsit. a — vliv délky ITD u viech pacientdi; b — vliv délky
ITD unon - APL AML pacienti); ¢ — vliv délky ITD u pacienti se stfedni cytogenetickou prognézou;
d - vliv FLT3/TTD u pacienti se stfedni cytogenetickou prognézou

4.5.1 Vliv délky ITD na OS

Pfi hodnoceni vlivu'délky ITD na OS u vech pacienti s AML (v¢etné APL)
méli pacienti s ITD <39 nt a s ITD >39 nt témé&f identické OS (P=0,6642). Po 6 letech
prezivalo 24,5 % ze v8ech pacienti s AML s ITD <39 nt a 21,3 % s ITD > 39 nt, u non-
APL AML 18,0 %, resp. 14,3 % (P=0,9875) a u pacientli se stfedni cytogenickou
prognozou 14,7 %, resp 10,0 % nemocnych (P=0,9473). Délka ITD genu FLT3 tedy
neméla na OS statisticky vyznam u zadné z analyzovanych skupin nemocnych (Obr.
4.5d, str. 37).
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cytogenetickou prognézou.; d — vliv délky ITD na OS u véech AML pacientii

4.6 Viiv FLT3/ITD u APL pacientu

4.6.1 Vztah mezi pfitomnosti FLT3/ITD a WBC v dobé diagnézy

Vztah mezi pfitomnosti FLT3/ITD a WBC u APL pacienti jsme hodnotili u
52 nemocnych. Jak je patrné z Obr. 4.6.1a, byl u pacienti s FLT3/ITD mutaci vys§i
poet leukocyti a hodnota medianu byla 11,3 x 10°/1 oproti 1,7 x 10°/1 u nemutovanych
pacienti s APL (P=0,0043). Pfi hodnoceni vlivu délky ITD (pfi zvoleném rozhrani
délky 39 nt) nebyl zaznamenan Zadny rozdil mezi krat$i a del§i ITD (P=0,9591), viz
Obr. 4.6.1b.

a b
1000 1000
n=16 P = 0,0043 n=36 n=8 P =0,9501 n=8
£ 1004 ’:. * = 1004 o ..
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Obr. 4.6.1 Vliv pFitomnosti FLT3/ITD a jeji délky na WBC u pacientii s APL. a — vliv FLT3/ITD na
WBC; b — vliv délky ITD na WBC
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4.6.2 Zavislost indukce CR na pfitomnosti FLT3/ITD

Z 52 pacientti s APL dosahlo CR 80,1 %. U viech pacientti s APL byla zahajena
kurativni 1é€ba a CR dosahlo 75,0 % s FLT3/ITD a 83,3 % s nemutovanym FLT3
genem (P=0,2408, Obr. 4.6.2a). Signifikance vlivu délky ITD vzhledem k dosazeni CR
byla t&sné& pod hranici statistického trendu. Pfi ITD <39 nt dosahlo CR 88,0 % pacientd
a pfi ITD >39 nt 62,5 %, P=0,1241 (Obr. 4.6.2b).

a b
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Obr. 4.6.2 Z4vislost indukce CR u pacientit s APL na pFitomnosti FLT3/ITD a jeji délce. a -
zavislost indukce CR na pfitomnosti FLT3/ITD, b — vliv délky ITD na dosaZeni CR

4.6.3 Vliv FLT3/ITD na vyskyt relapsu

Pii hodnoceni vlivu FLT3/ITD na vyskyt relapsti u pacienti s APL nebyl rozdil
mezi pacienty s nemutovanym genem a s FLT3/ITD statisticky vyznamny (P=0,1489).
K alespoii jednomu relapsu u pacientd, ktefi pfedtim dosahli CR, doslo u 4/24 (16,6 %)
jedinct bez FLT3/ITD a u 3/9 (33,3 %) ptipadd s FLT3/ITD. Pro hodnoceni vlivu délky
FLT3/ITD na vyskyt relapsu u pacientti s APL nebyl dostatek hodnotitelnych pacientd.

4.6.4 Vliv FLT3/TD na OS

Hodnoceni ITD genu FLT3 z hlediska OS u pacienti s APL neprokazalo Zadny
rozdil mezi pacienty s FLT3/ITD mutaci a s wt genem (P=0,9152, Obr. 4.6.3a, str. 39)
a to i pfi hodnoceni OS pouze u pacientu, ktefi dosahli CR (P=0,4862, Obr. 4.6.3b,
str. 39). OS po 6 letech bylo 62,5 % pro pacienty s FLT3/ITD a 67,3 % s wt konfiguraci
FLT3 genu. U pacienti po dosaZeni CR byly hodnoty OS vys§i a po 6 letech pfezivalo
83,3 % s FLT3/ITD a 80,7 % s wt FLT3. Pti hodnoceni délky ITD na OS nebyl nalezen
rozdil (P=0,5037): po 6 letech pfezivalo 65,6 % pacienti sITD <39 nt a 62,5%
nemocnych s ITD >39 nt.
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5 Diskuse

V této diplomové praci byl studovan prognosticky vyznam FLT3/ITD u pacienti
s AML. Pro analyzu jsme méli k dispozici rozsahlou skupinu dospélych pacientt s nové
diagnostikovanou AML na UHKT v Praze. Nejdfive byl hodnocen vyskyt FLT3/ITD u
pacientit s AML, vyskyt FLT3/ITD napii¢ skupinami FAB klasifikace a vyskyt u
jednotlivych cytogenetickych prognostickych skupin. FLT3/ITD je povaZovana za jednu
z nejlastéjsich somatickych mutaci u pacientd s AML, zvla§té pak u nemocnych se
sttednim cytogenetickym rizikem.”*** Nafe studie ukazuje podobnou prevalenci
FLT3/ITD jako v citovanych studiich. Na vyskyt FLT3/ITD u jednotlivych skupin FAB
klasifikace jsou nazory nejednotné. Viceméné& se ale vSichni autofi shoduji, Ze
FLT3/1TD je nejtastéji pfitomna u APL, zvlast& u jeji variantni formy AML FAB M3v.
Pomé&rn &asto se vyskytuje i u FAB M5 a to predeviim u M5b.*****’ V nagem souboru
pacientii byly nejéast&j$imi morfologickymi subtypy AML podle FAB klasifikace, u
kterych byla nalezena FLT3/ITD, subtypy FAB M4, M3 a M1. Pokud jsme hodnotili
variantni formu APL zvlast, nalezli jsme FLT3/ITD u 75,0 % pfipadli. Naopak u FAB
MO, M6 a M7 se tato mutace vyskytovala zanedbateln&€. Na rozdil od citovanych
publikaci,*****" které tvrdi, e FLT3/ITD se nikdy nevyskytuje u FAB M7, v nafem
souboru nemocnych byl jeden pacient s FAB M7 na vyskyt FLT3/ITD pozitivni.

FLT3/1TD je podle literatury i podle naSich vlastnich vysledki jednozna&né
spojena se zvySenym poctem leukocytd v dob& diagnézy, at jiz se jedna o pacienty s
AML (v&etn& APL)**% non-APL AML** nebo pouze o pacienty s APL.3>*** Mira
leukocytoézy vSak v naSich rukou nebyla ovlivnéna délkou ITD. Dopad FLT3/1TD na
pocet leukocytt je pochopitelny: FLT3 je tyrozinova kinaza, jejiz konstitutivni aktivace
(piisobend ITD) znamena proliferadni stimulus pro leukemické buiiky.” PrestoZe
FLT3/ITD vede v dob& diagndzy k leukocytoze, ovlivnila v nasi studii procenta indukce
CR jen mirné: pacienti s FLT3/ITD obecn& dosahovali nevyznamné niz§iho procenta
CR, ve skupiné pacientd s non-APL AML a AML se stfedni cytogenetickou prognozou
byl rozdil alespoti blizky statistickému trendu. Nase vysledky jsou tedy celkem ve shod&
s publikovanymi zavéry fady praci, Ze pacienti s AML dosahnou nesignifikantné snaze
CR, maji-li nemutovany (wt) FLT3 gen — pouze v jediné z vétSich studii (s >100
pacienty) byl tento vztah na hranici statistické signifikance.”** Co je viak nejdileit&jsi:
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v nasi sestavé mé&la FLT3/ITD nesporny vliv na vy$8$i incidenci relapst (a to pfedevsim
u stfedni prognostické skupiny podle cytogenetické analyzy) a pfedevS§im (vysoce
signifikantn€) na zhorSeni celkového pieZiti — nejmarkantn&ji opét u pacienti se
sttednim cytogenetickym rizikem, statisticka vyznamnost zhorSeni OS vSak byla
prokazana i pfi hodnoceni non-APL AML jako celku. I pfedchozi studie celkem shodné

uzaviraly, ze FLT3/ITD vede k vy3§i incidenci relapsi a zhorfeni OS,™**4¢

pouze
jedina z vé&sich studii*® prokazala dopad pouze na pieZiti bez udalosti, nikoli na OS.
Z uvedeného tedy 1ze uzavtit, ze FLT3/ITD pouze okrajové sniZuje nadé&ji pacientti na
dosazeni CR, ale zfetelné se podili na incidenci relapsi a celkové zhor§eném OS,
pfedevsim u skupiny se stfedni cytogenetickou prognézou.

Vysledky na$i analyzy skupiny APL ukazaly pouze nesignifikantni zhorSeni
moznosti navodit CR u pacientd s FLT3/ITD, a to navzdory tomu, Ze ITD byla vysoce
signifikantné spojena s leukocytdézou, ktera je shodné vSemi autory povazovana za
nejvyznam&j§i negativni prognosticky faktor u APL.Z?*®% Ztoho vyplyva, Ze
FLT31TD muZe byt pouze jednim z moZnych faktori, vedoucim k leukocytoze u
APL.*®*% Zaroveti naSe vysledky ukazaly, e p¥itomnost FLT3/ITD u pacientd s APL
neovlivnila OS, a to ani pfi samostatné analyze pacient, ktefi jiz dosahli CR. To je
situace zasadné jina, neZ u non-APL AML, u nichZ doslo k vy3$§i incidenci relapsi a
snizeni OS — viz pfedchozi odstavec.

Dale jsme hodnotili, zda také délka ITD miZe mit vliv na uvedené klinické
parametry. Dopad FLT3/ITD jako takové je u AML pacientt jiz del§i dobu znamy, ale
prognostickym vyznamem délky ITD u pacienti s AML se zabyvaly jen ojedin&lé
studie,>® navic jen s relativng malym po&tem hodnocenych pacientd. Délku ITD jsme
analyzovali (pomoci sekvenace ITD) u 93 pacientt, jako rozhrani délky jsme vybrali
hodnoty 33; 36; 39; 42 a 54 nt. Z hlediska indukce CR vySly statisticky nejvyznamné&;jsi
hodnoty 36 a 39 nt. K dal$im analyzam jsme si vybrali hodnotu 39 nt, abychom mohli
nade vysledky porovnavat se studiemi Stirewalta et al’ a Ponzianiho et al.®
pouzivajicimi stejné rozhrani. Porovnavali jsme stejné parametry jako pfi hodnoceni
vlivu FLT3/ITD u pacienti s mutovanym a nemutovanym genem. Pacienti s FL73/ITD
v naSem souboru méli vy§§i WBC a na délce ITD jiz pfili§ nezaleZelo: stejné jako
pacienti v citovanych studiich®® jsme nasli nesignifikantng vy$§i WBC u pacienti

s delsi ITD (>39 nt) — to se tyka vSech analyzovanych skupin nemocnych. Pfesto vSak u

-4] -



vSech skupin pacientl (viech AML s APL, u non-APL AML, u AML s prognosticky
stfedni cytogenetikou) s vyjimkou APL dosahovali nemocni s dlouhou ITD snaze CR.
U pacientti se stfednim rizikem podle cytogenetiky byl jiZ tento rozdil statisticky
vyznamny. Toto je velmi pfekvapivé zjisténi, dosud v literatufe nepublikované. Naopak
ve studiich Stirewalta e al.’> a Ponzianiho ef al.® byla tato situace opatni: pacienti
s kratkou ITD (ITD <39 nt) dosahovali CR snaze, afkoli tento jejich vysledek nemé&l
statistickou vyznamnost. Na§ vysledek by moh! byt interpretovan tak, Ze u pacientt
s AML s delsi ITD (ktera miZe byt biologicky aktivné&j§i) by se ITD mohla projevit
zvySenou proliferatni aktivitou bunék, které pak lépe odpovidaly na chemoterapii,
zasahujici pfednostné leukemické buiiky, které jsou v bun&¢ném cyklu. Naopak u
pacientli s APL by se mohla del§i ITD a nasledna zvy$ena prolifera¢ni aktivita projevit
nepiiznivé, nebot muze vést k leukocytoze, coZ je u APL nejvyznamné&jsi prognosticky
faktor. Nicméné& tento pokus o interpretaci je problematicky vtom, Ze sami jsme
neprokazali vliv délky na po&et leukocytd (ani u non-APL AML, ani u APL), takZe je
tézké hovofit o zvySené prolifera¢ni aktivité. PHi hodnoceni vyskytu relapsti u pacientu
s kratkou a dlouhou ITD se relaps vyskytoval &ast&ji u pacienti s dlouhou ITD.
Poslednim hodnocenym parametrem bylo OS. Stejn& jako ve cizich studiich,® tak i
v na§em souboru pacienti mé&li nemocni s dlouhou ITD krat§i OS. V obecné roving se
tedy zda, ze pfedevsim delsi ITD maji vyrazné;$i biologicky dopad.

FLT3/ITD si urlité zaslouZi pevné misto v hierarchii prognostickych faktord.
Americka skupina CALGB (Cancer and Leukemia Group B) se pokusila nékteré
z prognostickych faktord u pacienti s AML zafadit do hierarchického prognostického
systému.®® Hlavnim parametrem je cytogenetickd prognéza, dal§im pak pravé
FLT3/ITD, na dalSich mistech jsou pak n&které nov&jsi prognostické znaky — mutace
genu nukleofosminu (NPMI) a dal$i. Podobn& Baldusova® z Berlina ve spolupraci
s CALGB publikovala mirn&¢ pozménény navrh, zdiraziujici pozitivni prognosticky
dopad mutaci genu CEBPA u FLT3/ITD-negativnich pacienti s AML. Nicméné& oba
navrhy shodné€ doporutuji, aby pacienti shor§i prognoézou (vramci skupiny
s intermediarni  prognézou), tzn. jedinci sFLT3/ITD, byli po dosazeni CR
transplantovani anebo 1é€eni v klinickych studiich s inhibitory FLT3, na rozdil od
pfipadi s relativn& lep$i progndzou (v ramci téze skupiny se stfednim rizikem), u

kterych by mohlo stacit podavani konsolida¢ni chemoterapie - jde pfedev§im o pfipady
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bez FLT3/ITD, které maji navic prognosticky relativné pfiznivou mutaci NPMI a/nebo
CEBPA***' Prognosticky dopad mutaci genu FLT3 jiz byl provéfen v mnoha studiich, a
proto je moZné jiz tento marker povaZovat za dostatené robustni, s dostateSnou
vypovédni hodnotou i pro realnou praxi v Cesku mimo klinické studie.” Pro hodnoceni
prognostického vyznamu délky ITD budou zapotiebi jest€ daldi studie s jesté vétSim
poctem pacientl. Lze si v§ak pfedstavit, Ze pomoci tohoto parametru bude v budoucnu
mozné prognosticky rozliSovat FLT3/ITD-pozitivni pacienty se stfedni cytogenetickou
prognézou. Podobny vyznam by také mohlo mit i kvantitativni hodnoceni alelické
naloze FLT3/ITD.%
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6 Zaver

FLT3/1TD je jednou z nejCast&Sich sekundarnich molekularné-genetickych
aberaci u pacienti s AML. Vyskytuje se u 20-30 % pfipadi a byva spojena
s leukocytozou a nepfiznivou progndézou, zejména u pacientd se stfednim
cytogenetickym rizikem.” Vlivem délkky ITD na prognézu FLT3/ITD-pozitivnich
pacient se viak zabyvalo zatim jen malo praci.*5*

Cilem na8i prace bylo zhodnotit incidenci FLT3/ITD detekovanou metodou RT-
PCR a jeji dopad na potet WBC v dob& diagnozy, indukci CR, vyskyt relapsi a OS
pacienti s AML u na$i skupiny pacienti. Dale jsme se zabyvali vlivem délky ITD na
tytéZz parametry. Vysledky byly hodnoceny jednak sumarné& u v§ech pacientd s AML,
tak 1 u jednotlivych podskupin — u AML (bez APL), u AML se stfedni cytogenetickou
prognézou, au APL.

Celkem bylo hodnoceno 408 nové diagnostikovanych pacientd s AML. Z nich
bylo 96 pacientd (23,5 %) FLT3/ITD pozitivnich, coz je vsouladu sdosud
publikovanymi vysledky.>? Potet WBC byl vy3§i u pozitivnich pacientd, a to ve viech
samostatné hodnocenych skupinach. Pacienti bez této aberace o n&co snaze (ale nikdy
ne signifikantn&) dosahovali CR, nejvyraznéji ve skupiné pacientd se stfedni
cytogenetickou prognézou. U FLT3/ITD pozitivnich pacientti jsme pozorovali zvy$enou
incidenci relapsi, opét nejvice patrnou u pacientli se stfednim cytogenetickym rizikem.
OS bylo vysoce signifikantné krat§i u pacienti s duplikaci ve viech sledovanych
skupinach non-APL AML, tzn. u viech skupin s vyjimkou APL, kde FLT3/ITD jiz
neméla na OS vliv.

Délka ITD byla hodnocena u 93 pacientd. Nejlepsi vypov&dni hodnotu mélo
pouZiti rozhrani délek ITD 39 nukleotidi. Délka ITD sice neméla vliv na potet WBC
v dobé& diagnoézy v Zadné ze sledovanych skupin, ale velmi prekvapivé jsme zjistili, Ze
pacienti se stfedni cytogenetickou prognozou s ITD >39 nt snaze dosahovali CR, ale na
druhou stranu zase snaze relabovali. Naproti tomu ve skupiné pacienti s APL délka ITD
neméla podstatny dopad na dosaZeni CR a neuplatnila se v pfedpovédi OS. Délka ITD
by se v budoucnu mohla uplatnit v pfedpovédi OS u FLT3/ITD-pozitivnich pacientt s
AML, aviak je zapotiebi tento parametr validovat dal§imi studiemi na jesté vétSich

souborech pacientli, podobné& jako je tfeba jesté dale validovat vyznam mutaci gend



NPM1 a CEBPA u pacientd FLT3/1TD-negativnich se stfednim cytogenetickym
rizikem. Naopak prognosticky vyznam FLT3/ITD u pacienti s AML je nutno
v soucasnosti povazovat jiZ za robustni prognosticky faktor vhodny pro klinickou praxi
— na zaklad& jeji pfitomnosti u pacientd se stfednim cytogenetickym rizikem je jiZ
mozné délat rozhodnuti dal§iho 1é&ebného postupu.
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8 Piiloha

Produkt PCR amplifikace mutovaného genu FL73 na urovni cDNA (t.j. primery
R5xR6).

tgtc gagcagtact
1501 ctaaacatga gtgaagccat aaaagggttc ctggtcaagt getgtgeata caattcectt
1561 ggcacatctt gtgagacgat ccttttaaac tctccaggee cctteecttt catccaagac
1621 aacatctcat tctatgcaac aattggtgtt tgtctcctct tcattgtegt tttaacectg
1681 ctaatttgtc acaagtacaa aaagcaattt aggtatgaaa gccagctaca gatggtacag
1741 gtgaccggct cctcagataa tgagtacttc tacgttgatt tcagagaata tgaatatgat

1801 ctcaaatggg agtttccaag agaaaattta gagtttggga aggtactagg at
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