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Abstrakt

V dizertacni praci “ Prognosticky vyznam molekularnich markera akutni myeloidni leukémie
na vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék ” autor fesi nasledujici problematiku:

1.

V literarnim piehledu charakterizuje: epidemiologii, patogenezu, diagnostiku,
prognoézu a lécbu akutni myeloidni leukémie se zaméfenim na zhodnoceni riznych
prognostickych markerti ve vztahu ke 1é¢bé akutni myeloidni leukémie predevsim pomoci
alogenni transplantace krvetvornych bunck.

V metodické ¢asti jsou charakterizovany:

a) Soubor nemocnych a pouzité klinické hodnocenti :

e Detailni charakteristika 60 pacientd s akutni myeloidni leukémii s normalnim
karyotypem a mutaci NPMI1 genu v kompletni remisi, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci krvetvornych bunék na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN
Plzen v letech 2005-2014. Soucasti charakteristiky je 1 zhodnoceni dalSich
parametri zakladniho onemocnéni a detailni popis transplantacnich postupt (vybér
darce, typ predtransplantacni ptipravy atd.).

b) Obdobi a zplisob odbéru materidlu ke stanoveni hladiny minimalni rezidudlni nemoci
pted transplantaci. Popis metody zptsobu detekce hladiny minimalni rezidualni nemoci
na zaklad¢é detekce relativni exprese mutovaného NPM1 genu pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce.

c) Pouzité statistické metody zpracovani.

Ve vysledkové ¢asti autor prokazal, Ze:

a) Hladina minimalni rezidudlni nemoci u pacienti s akutni myeloidni leukémii
v kompletni remisi se li§i v dobé€ tésné pred zahajenim predtransplantacni pfipravy.

b) Hladina minimalni rezidualni nemoci u pacientd s akutni myeloidni leukémii v dob¢
pfed alogenni transplantaci krvetvornych bunék statisticky signifikantné ovliviiuje
transplantacni vysledky.

Soucasti prace je prehled obsahujici literarni citace a prehled publikovanych praci
autora na dané téma.

Klicova slova: akutni myeloidni leukémie, NPM1 mutace, minimélni rezidualni nemoc,
alogenni transplantace krvetvornych bun¢k



Summery

In this thesis entitled ” The prognostic significance of molecular markers of acute myeloid
leukemia on the outcome of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation  the author
deals with the following issues:

1. In the literature overview: the author characterizes the epidemiology, patogenesis,
diagnostics, prognosis and treatment of acute myeloid leukemia, focusing on evaluation of
different prognostic markers in relation to the treatment of acute myeloid leukemia mainly
using allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

1. The methodological section characterizes the following:

a) Groups of patients and methods of clinical evaluation in:

e Detailed characteristics of 60 patients with acute myeloid leukemia with normal
karyotype and NPM1 gene mutations in complete remission who underwent
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation on Haematology and oncology
department of University Hospital Pilsen in the years 2005-2014. The evaluation
of other parameters of the underlying disease, and a detailed description of
transplant procedure (donor selection, the type of pre-transplantation preparation
etc.) is also part of characteristics.

b) The timing and method of sampling for evaluation of the level of minimal residual
disease before transplantation. Description of the method for detection of the level of
minimal residual using assessment of the relative expression of mutated NPM1 gene
by quantitative polymerase chain reaction.

c) The statistical parameters and methods employed

3. In the final section the author demonstrates that:
a) The level of minimal residual disease in patients with acute myeloid leukemia in
complete remission vary before the start of pretransplantation conditioning regimen.
b) The level of minimal residual disease in patients with acute myeloid leukemia prior to
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation statistically significantly affects the
transplant results.

4. The thesis provides an overview of relevant literature sources and overview of
author’s own publications on this particular field.

Key words: acute myeloid leukemia, NPM1 mutation, minimal residual dinase, alogeneic
hematopoietic stem cell transplantation



1. Uvod a cil prace

1.1 Uvod

Akutni myeloidni leukémie (AML) je v souc¢asné dob¢ kurativn¢ 1é¢ena intenzivni indukéni
1é¢bou, kterou lze obecné dosdhnout asi v 60-80% kompletni remise (KR) onemocnéni.
Nicméné bez dalsi konsolida¢ni 1é¢by by dochazelo u vétsiny pacienti k relapsu AML. Volba
a intenzita konsolidacni 1éCby, kterou v podstat¢ predstavuje dalSi chemoterapie nebo
alogenni transplantace krvetvornych bunék, pak vychazi z fady prognostickych faktorii. Mezi
tyto faktory lze obecné zaradit faktory souvisejici se samotnou AML (cytogenetika,
molekularné genetické markery, 1écebnd odpoveéd’ atd.) a faktory, které souvisi se samotnym
pacientem (ve€k, celkovy stav, komorbidita). Pfestoze se samotnd strategie a slozeni kurativni
1é¢by v poslednich 20 letech v piipadé AML zasadn¢ nezmenily, doslo v posledni dekad¢ ke
zlepseni lécebnych vysledki diky detailnéjSimu poznéani biologie AML a stejné tak diky
zlepseni podpurné lécby, které umoznuje zvladat diive fatdlni komplikace intenzivni
chemoterapie nebo alogenni transplantace [1-3]. V ramci poznani samotné biologické
podstaty AML se z klinického hlediska jevi jako nejdulezitéjsi zhodnoceni prognézy AML na
zakladé cytogenetickych zmén v leukemickych blastech a diky rozvoji molekularné
genetickych diagnostickych metod pak prikaz molekularné genetickych zmén, z nichz u
nékterych byl dolozen jejich vyznam pro dalsi stratifikaci prognézy AML [4-8]. Soucasné byl
v ramci fady studii upfesiiovan vyznam alogenni transplantace krvetvornych bunék v 1écbé
AML [9-13].

V poslednich letech pak vradmci lécby akutni myeloidni leukémie je diky rozvoji
diagnostickych metod stale vice vyuzivana ke zhodnoceni lécebnych vysledki detekce
minimalni rezidualni nemoci (MRN). Soucéasné se na zakladé publikovanych praci ukazuje, Ze
dosazena hladina MRN prognosticky upfesnuje uspésnost a efektivitu intenzivni cytostatické
lééby AML. Nicméné zatim s vyjimkou akutni promyelocytarni leukémie nejsou vysledky
detekce MRN soucasti standardnich 1écebnych doporuceni, i kdyz publikovana data stale vice
podporuji vyznam stanoveni MRN u AML [14]. K definitivnimu zafazeni stanoveni MRN do
lé€ebnych schémat je nutné findlné¢ definovat odpovédi na tyto otazky: co by mélo byt
monitorovano, jakd metodika by méla byt pouzita, jaky materidl, zda je pouZitd metodika
standardizovana mezi laboratofemi, jak definovat prognostické hladiny, kdy ma byt
minimalni rezidalni nemoc monitorovana a jaké mame léCebné moznosti u pacientl
s prokazovanou MRN [15]. K uvedenym otazkam prozatim chybi definitivni odpovédi, které
by umoznili zafazeni vysledkd stanoveni MRN do 1é¢ebnych algoritmii u AML. Dosud
publikovand data vSak jiz alesponi Castecné ukazuji na zfejmé zasadni vyznam monitorace
MRN v ptipad¢ intenzivni cytostatické lécby AML. K monitoraci minimalni rezidudlni
nemoci se Vv soucasn¢ dob¢ vyuzivaji nejcastéji dv€é metody, mezi které patii kvantitativni
polymerazova fetézova reakce (RT-PCR) a multiparametrova pratokova cytometrie (MFCM).
K molekularnim markerim AML, které¢ umoziuji monitoraci MRN s citlivosti 1:1075-10"6
pomoci RT-PCR, patii faznich geny (RUNXI1-RUNXI1TI1, CBFB-MYHI1 atd.). Pravé
v piipadé AML s ptiznivou prognézou tzn. s AML s t(8;21) nebo s inv(16) ¢i t(16;16) tzn.
fiznimi geny RUNXI-RUNXITI1, CBFB-MYHI1 lze ocekavat pii 1écbé samotnou
chemoterapii asi 60-70% pravdépodobnost dlouhodobé kontroly AML. Nicméné ¢ast pacientli
pfes pfiznivou prognozu této skupiny AML relabuje a stanoveni a monitorace MRN by mohla
V tomto pifipadé¢ pomoci definovat ¢ast pacientd, u nichz standardni samotna chemoterapie
bude spojena s vyssimi riziky selhani 1é¢by a tito pacienti by mohli byt i pfes obecné
pfiznivou prognozu ,své“ AML indikovani k alogenni transplantaci piipadné v ramci
monitorace Kk ¢asné lécebné intervenci. Dosud publikovana data u tohoto typu leukémii
uvedené piedpoklady podporuji [16,17]. Vysledky monitorace pomoci RT-PCR u 278
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pacienti s AML s t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16) léCenych v ramci studie MRC AML-15
ukazaly, ze pokles MRN po indukéni 1€¢bé predikuje riziko relapsu AML (viz.tabulka 1 a 2),
podobné jako pokles MRN po dalsich cyklech chemoterapie. V ramci monitorace MRN po
ukonceni 1écby AML byl dolozen vyznam hladiny prokazované MRN na riziko relapsu i
celkové preziti (viz.tabulka 3 a 4) [17].

Tabulka 1. Kumulativni riziko relapsu u AML s t(8;21) dle poklesu hladiny MRN po
indukénim cyklu 1é¢by [17]

Pokles MRN Kumulativni incidence
vySetfenim z BM relapsu
<1log 100%
1-2 log 42%
2-3log 30%
>3 log 4%

Tabulka 2. Kumulativni riziko relapsu u AML s inv(16)/t(16;16) dle poklesu hladiny
MRN po indukénim cyklu 1é¢by [17]

MRN Kumulativni incidence
vySetfenim z PB relapsu
> 500 kopii 100%
10-500 kopii 56%
< 10 kopii 21%

Tabulka 3. Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s t(8;21) dle hladiny MRN po
ukonceni 1é¢by a v priubéhu dalsi monitorace cyklu 1é¢by [17]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piedpoklidané preziti
> 500 kopii 100% 57%
< 500 kopii 7% 94%

Tabulka 4. Riziko relapsu a celkové pieziti u AML s inv(16)/t(16;16) dle hladiny
MRN po ukoncéeni 1é¢by a v pribéhu dal§i monitorace cyklu 1é¢by [17]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Piedpoklidané preziti
> 50 kopii 100% 25%
< 50 kopif 10% 100%

Pomoci fuznich genl lze monitorovat MRN u maximalné 25% AML. VyuZiti monitorace
MRN pomoci RT-PCR rozsifuje moznost kvantifikace dalSich molekuldrnich genovych
mutaci prokazovanych u AML (FLT3/ITD, NPM1, MLL/PTD, DNMT3A atd.) s podobnou
hloubkou citlivosti jako u fuznich genii. Nicméné zde hraje klicovou roli stabilita dané
mutace Vv prubéhu onemocnéni, kdy napiiklad v ptipad¢ vyuziti FLT3/ITD je uvadéna velka
nestabilita pii srovnani vysledkll z doby diagnéozy AML a relapsu AML [18,19]. Podobné
muZze byt problematickd monitorace MRN pomoci MLL/PTD, protoze na nizkych hladinach



je uvedena mutace prokazovana u téméf vétSiny zdravych lidi [20]. Naopak monitorace
frekventni (40-60% AML s normalnim karyotypem) mutace NPM1 genu se jevi diky stabilité
mutace a vysoké expresi mutovaného NPM1 genu jako idealni marker pro monitoraci MRN
pomoci RT-PCR u AML [21]. Rada publikovanych praci pak dokladala vyznam monitorace
NPM1 mutace K upfesnéni prognézy AML s mutaci NPM1 genu [21-24]. Prikaz NPMI
mutace po skonceni indukéni faze 1éCby, po skonceni konsolidace a prukaz vice nez 2%
NPM1/ABL v pribéhu nasledné monitorace byl hodnocen jako nejsilnéjsi nezavisly
prognosticky faktor pro riziko relapsu a celkové preziti u AML s NPM1 mutaci (viz. tabulka
5,6,7) [23].

Tabulka 5. Riziko relapsu a celkové preZiti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny MRN
po ukonéeni indukéni 1é¢by [23]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Pi‘edpokladané preziti
NPML1 negat. 6,4% 87%
NPM1 pozit. 53,0% 41%

Tabulka 6. Riziko relapsu a celkové preZiti u AML s NPM1 mutaci dle hladiny MRN
po ukonc¢eni konsolidaé¢ni 1é¢by [23]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu Pi'edpokladané preziti
NPM1 negat. 15,7% 80%
NPM1 pozit. 66,5% 44%

Tabulka 7. Riziko relapsu u AML s NPM1 mutaci dle hladiny MRN v pribéhu
monitorace po ukonceni konsolida¢ni 1é¢by [23]

Hladina MRN (BM) Riziko relapsu
<200 kopii NPM1
/10000 kopii ABL 0%
> 200 kopii NPM1
/10000 kopii ABL 100%

Kromé vyuziti kvantifikace fuznich gent ¢i kvantifikace vybranych pro leukémii specifickych
genovych mutaci 1ze k monitoraci MRN pomoci RT-PCR u AML vyuzit i genu, u kterych je
v dobé diagndzy AML prokazovéna jejich zvySena exprese (WT1, BAALC, atd.). Na rozdil
od vySe uvedenych moznosti v ptipad¢ sledovani exprese genil je stanoveni MRN limitovano
nizsi senzitivitou, protoZe uvedené geny jsou v malém mnoZzstvi prokazovany i u zdravych
jedincu. I pfes tuto limitaci publikovana data dokladuji, Ze monitorace zvysené exprese genti
pomoci RT-PCR umoznuje predikovat riziko relapsu a dlouhodobé pieziti u AML [25-27].
Nejvice publikovanych praci je vénovdno vyznamu exprese WT1 v genu, ktery je navic
vyuzitelny pro monitoraci MRN u vice nez 70% AML [28]. Vyuzitim standardizované
metodiky RT-PCR v ramci projektu evropské skupiny pro studium leukémii ,,European
Leukemianet* byl pokles exprese WT1 genu o 2 fady po indukéni 1é€bé vyhodnocen jako
nezavisly prognosticky faktor pro riziko relapsu. Podobné priikaz nad normu zvySeného poctu
kopii WT1 genu vySetfenim z kostni diené (>250 kopii WT1 genu/10000 kopii ABL genu)
nebo periferni krve (>50 kopii WT1 genu/10000 kopii ABL genu) tésné po skonceni
konsolida¢ni 1é¢by nezavisle predikoval vyssi riziko nasledného relapsu [26].



MFCM je dalsi senzitivni vySetfovaci metodou, kterda mize byt a je vyuzivana k detekci
submikroskopické MRN u pacientdt s AML. Jeji vyhodou oproti RT-PCR, ktera je
nejsenzitivnéj§im zptisobem detekce MRD limitovanym vsak vyuzitelnosti jen u cca 50-60%
AML, je moznost jejiho vyuziti u vice nez 80% nemocnych s AML. K dalsim vyhoddm
MFCM patii moznost relativné rychlého provedeni, rozliSeni mrtvych a Zivych bun¢k a
uspokojivd senzitivita. Monitorace MRN pomoci MFCM vyuziva detekce patologické
exprese povrchovych antigenti na leukemickych bunkéach a jejich kombinace. Patologicka
kombinace znaki na leukemickych builkdch se nazyvd imunofenotypem asociovanym
s leukémii. Pravé vyuziti soucasné detekce né€kolika raznych antigenti na jedné buiice diky
MFCM umoziuje dosazeni citlivosti metodiky 1:10000-100000 [15,29]. Urcitou limitaci
MFCM je skuteCnost, Zze v dobé diagnézy je v ptipadé AML detekovano nékolik
patologickych s leukémii spojenych imunofenotypli a v rdmci monitorace MRN je tfeba
vysetieni vSech vstupnich patologickych kloni k minimalizaci nepfesnych vysledki a to i1
vzhledem ke skutecnosti, ze v ptipadé relabujici AML mtize dojit u ¢asti ptipadii ke zméné
vstupniho patologického imunofenotypu [30,31]. Podobné jako u monitorace MRN pomoci
RT-PCR publikované prace dokladaji prognosticky vyznam stanoveni MRN vyuzitim MFCM
ke zhodnoceni rizika relapsu a Sance na dlouhodobé pieziti nemocnych s AML [32-34].
Naptiklad prace hodnotici MRN u AML pomoci MFCM u 100 uniformné 1é¢enych pacienti
dolozila nezdvisly statisticky prognosticky vyznam MRN v obdobi po indukci a po
konsolidaci ve smyslu predikce pieziti bez relapsu a celkového preziti (viz.tabulka 8,9).
Dulezitym a zajimavym zjiSténim této prace byl téz fakt, Ze pacienti, kteti méli po indukci
detekovanou MRN s naslednou jeji negativitou po konsolidaci mé¢li srovnatelné pieziti bez
relapsu a celkové pieziti jako pacienti s negativni MRN jiz po indukéni 16¢bé [34].

Tabulka 8. 5 leté preziti bez relapsu a celkové pieziti u AML dle pozitivity ¢i

negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni

indukéni 1é¢by [34]

Hladina MRN (BM) Preziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 51% 48%
MRN pozit. 22% 25%

Tabulka 9. 5 leté preZiti bez relapsu a celkové pieziti u AML dle pozitivity ¢i
negativity MRN (limit 0,035%) za vyuZiti jeji detekce pomoci MFCM po skonceni
konsolidaéni 1é¢by [34]

Hladina MRN (BM) Pieziti bez relapsu Celkové preziti
MRN negat. 71% 64%
MRN pozit. 13% 16%

Mnohem mén¢ je zndmo, na rozdil od standardni chemoterapie, o vyznamu MRN v ptipadé
1écby AML alogenni transplantaci krvetvornych bunck. Lécebny efekt alogenni transplantace
krvetvornych buné€k zavisi nejen na intenzité pfedtransplantacni cytostatické piipravy, ale
pfedev§im pak na potransplantacnim imunologickém efektu imunokompetentnich bunék
Stépu, tzv. reakci St€pu proti leukémii, ktery zdsadn€ ovliviiuje lé€ebny vyznam alogenni
transplkantace ve smyslu snizeni rizika relapsu AML [35,36]. Tento imunitni efekt je natolik
ucinny, ze alogenni transplantace krvetvornych bun¢k dolozila svou Uc¢innost 1 v pifipadé
chemorezistentni AML, kdy bylo reportovano dosazeni dlouhodobého pteziti u 20% az 30%
pacienti [37,38]. S ohledem na dokladovanou uG¢innost alogenni transplantace v 1écbé AML
z¢asti efektivni 1 v pfipad€ selhani cytostatické 1é€by a rezistenci AML, pak pochopitelné

8



vznika otazka, zda celkem logicky a publikacné opakované dolozeny fakt o prognostickém
vyznamu stanoveni MRN v pfipadé standardni cytostatické 1é€by AML, Ize vyuzit téZ v ramci
alogenni transplantace jako dal$i potencidlni prognosticky faktor upfesiujici vysledek
transplantace. VétSina pacientti s AML podstupuje alogenni transplantaci vV kompletni remisi
onemocnéni tedy v dob€, kdy eventudlni rezidudlni onemocnéni je fadové nizS§i nez u
rezistentni AML a vzhledem k uvadéné efektivité reakce $tépu proti hostiteli je tedy zasadni
otazkou, zda stanoveni MRN u AML v kompletni remisi pfed alogenni transplantaci mize
podobn¢ jako u intenzivni chemoterapie pfinést prognostickou informaci o vysledku
transplantac¢ni 1é¢by. Dosud publikované prace obvykle vyuZivajici k detekci MRN MFCM
ukazuji, ze stanoveni hladiny MRN pfed alogenni transplantaci muze mit prognosticky
vyznam pro vysledek transplantace. Limitaci téchto publikaci je vSak obvykle mensi velikost
souboru pacientli, zastoupeni riiznych typit AML, riiznd diagnostickd metodika stanoveni
MRN a také fakt, ze ne vSechny prace prognosticky vyznam MRN dokladaji [39-45].

1.2 Cil prace

Stanoveni hladiny minimalni rezidudlni nemoci u AML se jevi na zdkladé¢ dosud
publikovanych praci jako vyznamny prognosticky marker v 1écbé AML, nicméné vyznam
jejiho stanoveni, a to predevsim v kontextu alogenni transplantace krvetvornych bunék, nebyl
zatim jednoznacné ovéten.

Scilem ovéfit a zhodnotit potencidlni vyznam stanoveni hladiny MRN pted alogenni
transplantaci krvetvornych bunék u pacienti v kompletni remisi AML byly analyzovany
transplantacni vysledky pacientti v prvni nebo druhé kompletni remisi AML s normalnim
karyotypem a pfitomnosti mutace NPM1 genu, kteti podstoupili alogenni transplantaci a u
kterych jsme jako marker monitorace MRN vyuzili zhodnoceni relativni exprese mutovaného
genu NPM1 pomoci RT-PCR tésné¢ pifed transplantaci. Vyznam hladiny MRN na
transplantacni vysledky byl hodnocen v kontextu dalSich zndmych prognostickych markert
ovlivityjicich vysledek alogenni transplantace krvetvornych bunék.



2. Pacienti a metodika
2.1 Soubor pacientii

Soubor pacientli je tvofen vSemi nemocnymi starSimi 18 let, u kterych byla na
Hematologicko-onkologickém oddéleni FN Plzenn diagnostikovana AML s normalnim
karyotypem a prikazem mutace NPM1 genu (typu A, B a D) a ktefi v obdobi 1/2005 az
9/2014 podstoupili alogenni transplantaci krvetvornych buné¢k v 1. nebo 2. kompletni
remisi onemocnéni. Diagnéza AML byla stanovena na zakladé WHO klasifikace 2008 [46]
a vSichni nemocni méli v dob¢ diagnoézy provedeno cytogenetické vysetfeni pomoci G-
pruhovani. Pfitomnost a typ mutace genu NPM1 byla stanovena pomoci sekvenacniho
vysetieni vcetné vySetfeni vstupni relativni exprese mutovaného NPM1 genu. U vSech
pacientii byla téz vramci vysetfeni molekularné genetickych markerti stanovena
ptitomnost FLT3/ITD v dob¢ diagnézy. Hodnoceni stavu kompletni remise AML bylo
provadéno na zaklad¢ standardnich doporuceni [47]. HLA typizace darce a pfijemce byla
provadéné pro HLA-A, B, C a DRBI1, DQB1 pomoci SSP-PCR s nizkou rezoluci v ptipadé
ptibuznych a s vysokou rezoluci v pfipadé nepiibuznych darci v EFl akreditované
laboratofi, kdy od roku 2008 bylo v pfipad¢ nepiibuzného déarce provadéno téz sekvenacni
vySetfeni. Diagndza akutni a chronické GVHD byla stanovena na zaklad¢ publikovanych
kritérii [48,49]. U vSech pacientd po transplantaci byly hodnoceny celkové preziti (OS),
preziti bez udalosti (EFS), transplanta¢ni mortalita (TRM) a incidence relapsu. VSichni
pacienti byli 1é¢eni na zéklad¢ standardnich protokoll schvéalenych radou kvality JACIE
akreditovaného pracovisté a vSichni pacienti vyslovili na zakladé Helsinské deklarace
informovany souhlas s monitoraci a zpracovanim dat.

2.2 Metodika detekce minimalni rezidualni nemoci

Odbér vzorku kostni diené vcetné zaslani materidlu ke stanoveni MRN probéhl u vSech
pacientdl do tydne pfed zahdjenim piedtransplantacni ptipravy. Izolace RNA ze zaslaného
vzorku kostni dfené¢ probéhla za pouziti komeréniho kitu QIAamp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen), cDNA byla syntetizovana z 500 ng RNA pomoci komer¢niho kitu SuperScript
I11 First Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen).

Kvantitativni ,,real-time*“ PCR ze ziskanych vzorki prob&hla za pouziti NPM1Quant kit
(Ispogen SA, Marseille, France). Kalibra¢ni kiivky pro kvantitativni zhodnoceni poctu
kopii sledovaného NPM1 mutovaného genu a kontrolniho ABL genu byly stanovovany za
vyuziti s Kitem dodavanych standardd v ramci kazdé analyzy. VSechny vzorky byly
analyzovany v duplikatech a jejich primér byl pouzit pro dal§i vypocet. V ptipadé
diskrepance Ct hodnoty mezi dvéma vzorky > 0,6 cyklu byla analyza opakovana. Exprese
kontrolniho genu ABL musela byt miniméalné 3000 kopii. Vysledky exprese mutovaného
NPMI genu byly vydavany jako pocet kopii mutovaného NPM1 genu vztazeného na
10000 kopii kontrolniho ABL genu. Amplifikace a data analyza probé&hla na pfistroji Light
Cycler 1,5 nebo 2.0 (Roche Applied Science, Mannhaim, Germany). VySetfeni probihalo
Vv akreditované molekuldrné genetické laboratofi a samotna metodika relativni kvantifikace
mutovaného NPM1 genu byla pravidelné verifikovana, validovana a kontrolovana v rdmci
externich mezilaboratornich kontrol kvality (SEKK, UHKT CR).
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2.3 Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim programu S.A.S. a STATISTCA
(StatSoft, Inc Tulsa, OK, USA).

Deskriptivni statistika souboru pacientii byla pocitana za uziti standardnich statistickych
metod (chi-kvadrat test, Fishertiv exaktni test, t-test). Celkové preziti (OS) byl kalkulovano
od data transplantace do umrti z jakékoliv pfi¢iny a preziti bez udalosti a pieziti bez
udalosti (EFS) bylo kalkulovano od data transplantace do doby relapsu ¢ nebo tmrti. Zijici
pacienti byli cenzorovani v dob¢ jejich posledni kontroly. Odhad funkci pteziti byl pocCitan
metodou Kaplan-Meiera (life-product). Lécebna mortalita (TRM) byla defimnovana jako
umrti z pficin nesouvisejicich s relapsem onemocnéni. Odhad kumulativni incidence TRM
a relapsu byla hodnocen metod konkurujicich si rizik. K univaria¢ni analyze k zhodnoceni
rozdilu mezi jednotlivymi skupinami pacientii byl pouzit long-rank test a Wilcoxontiv test.
K multivariacni analyze byl pocitdn CoxlGv model proporciondlnich rizik dle rtznych
kritérii. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byla pouzita hladina a = 0,05.
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3. Vysledky

3.1 Charakteristika souboru pacientii

Hodnoceny soubor pacientli, ktery spliiuje vySe uvedena kritéria, piedstavuje 60
transplantovanych pacientd (32 zen, 28 muzt) s medianem veéku 54 let (rozmezi 30-66 let)
S AML s normélnim karyotypem a prikazem mutace genu NPM1. U 32 (53%) pacientli
byla v dobé diagnozy prokazovana ptitomnost FLT3/ITD. VSichni pacienti podstoupili
alogenni ptibuzenskou (27%) nebo neptibuzenskou (73%) transplantaci krvetvornych
bun¢k v 1.kompletni (75%) nebo 2.kompletni (25%) remisi AML. 44 (73%) pacientil
podstoupilo alogenni transplantaci krvetvornych bunék po redukované piipravé a 16 (27%)
pacienti po myeloablativni ptipravé. V pfipadé redukované ptipravy byla pouzivana
kombinace cytostatik fludarabinu (30mg/m2/den, 4dny) a melfalanu (140 mg/m2/den, 1
den) a v ptipadé myeloablativni ptipravy pak kombinace i.v.busulfanu (3,2 mg/kg/den, 4
dny) a cyklofosfamidu (60mg/kg/den, 2 dny), které byly u nepfibuznych darct doplnény o
podani ATG (ATG Fresenius S v celkové davce 15mg/kg). Zdrojem krvetvornych bunék
byla u 12 (20%) pacienti kostni dieni a u 48 (80%) pacientl periferni krvetvorné buiiky.
V dob¢ transplantace byl WHO celkovy stav u vSech pacientti 0-1. Median sledovani po
transplantaci u Zijicich pacientli byl 55 mésict (rozmezi 6-101 mésicli). Jako profylaxe
rozvoje nemoci z reakce $tépu proti hostiteli byla u vSech pacientii podavana kombinace
cyklosporinu A a metotrexatu. Charakteristiky souboru jsou shrnuty v tabulce 10.

Tabulka 10. Charakteristika souboru pacienti
Charakteristika
Median véku (rozmezi), roky 54 (30-66)
Pohlavi, n (%)
Muzi 32 (53%)
Zeny 28 (47%)

Stav AML, n (%)

1.KR 45 (75%)
2.KR 15 (25%)
Pozitivita FLT3/ITD, n (%) 32 (53%)

Typ pripravy, n (%)

Myeloablativni 16 (27%)

Redukovana 44 (73%)
Typ darce, n (%)

Pribuzny 16 (27%)

Nepiibuzny 44 (73%)
Pohlavi piijemce/darce, n (%)

Muz/Zena 12 (20%)

Ostatni 48 (80%)
CMY stav prijemce/darce, n (%)

Negativni/negativni 6 (10%0)
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Ostatni 54 (90%0)

Zdrok krvetvornych bb., n (%)
Kostni dren 12 (20%)
Periferni krvetvorné bb. 48 (80%)

WHO celkovy stav, n (%)
0-1 60 (100%0)
>2 0 (0%)

3.2 Celkové vysledky transplantovaného souboru pacienti

U vsech pacienti po transplantaci doslo k pfihojeni $tépu a v den +30 po transplantaci u
vsech trvala kompletni remise AML. K rozvoji akutni nemoci z reakce §tépu proti hostiteli
doslo u 36 (60%) pacientll, k rozvoji akutni GVHD stadia III-IV pak u 8 (13%) pacient.
Chronickd GVHD byla diagnostikovana u 24 (40%) pacientt. Jednalo se ve 12 ptipadech o
lehké, v 8 ptipadech stiedné té¢Zké a v 4 piipadech o t€zké stddium chronick¢é GVHD.
S medidnem sledovéni zijicich pacientii 55 mésict (rozmezi 6-101 mésict) zilo v dobé
analyzy 36 (60%) pacientil. V celém souboru 16 (27%) pacientd zrelabovalo. Median doby
od transplantace do relapsu byl 4 mésice (rozmezi 3-13 meésict). 13 pacientd z divodu
relapsu zemielo, 1 pacient Zije v relapsu AML a 2 dosahli dal§i kompletni remise, kterad u
nich trva 51 a 61 mésicl. Z diivodu transplanta¢ni mortality zemielo 11 (18%) pacientq.
Hlavni pfi¢inou amrti (64% piipadd TRM) byla infekéni komplikace ve spojitosti s akutni
nebo chronickou GVHD. Transplanta¢ni mortalita do 1 roku byla 13%. Predpokladany 3
lety EFS, OS, kumulativni incidence TRM a relapsu byly u celé skupiny 54%, 59%, 21%
a 28%. Transplanta¢ni vysledky celého souboru pacientti jsou shrnuty v tabulce 11 a
obrazku 1.

Tabulka 11. Transplantaéni vysledky celého souboru pacienti

Charakteristika

Akutni GVHD, % 60%
Akutni GVHD III-1V, % 13%
Chronicka GVHD, % 40%
Lehka chronicka GVHD, % 20%
Stiedné tézka chronickd GVHD,% 13%
Tézka chronicka GVHD, % %
3 leta kumulativni incidence relapsu,% 28%
3 leta kumulativni transplanta¢ni mortalita, % 21%
3 lety EFS 54%
3 lety OS 59%
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Obrazek 1. Odhad kumulativni incidence relapsi, TRM, EFS a OS ve 3 letech
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3.3 Vyznam  vstupnich  prognostickych  markeri  na

transplantacni vysledky

V ramci uvedenych celkovych vysledkii jsme se nasledné snazili ovéfit vyznam
jednotlivych vstupnich pfedtransplanta¢nich faktorii na transplantacni vysledky ve smyslu
ovlivnéni EFS a OS. K hodnocenym vstupnim faktorim patfil veék pacienta, stav
zakladniho onemocnéni, pfitomnost FLT3/ITD v dobé& diagnostiky AML, typ a pohlavi
darce, CMV stav darce a pfijemce, zdroj krvetvornych bunék, typ pifedtransplantacni
pfipravy a pozitivita reziduadlni nemoci pred zahijenim piedtransplantacni ptipravy.
V ramci univariac¢ni analyzy uvedenych vstupnich prognostickych faktorti pouze vék nad
63 let a hladina rezidualni nemoci (nejvyssi statisticka vyznamnost pii hladin€ > 10 kopii
NPM1 mutovaného genu na 10000 kopii ABL genu) prokazovaly statisticky signifikantni
negativni vliv na EFS a OS. Trend k negativnimu ovlivnéni EFS a OS pak méla provedeni
transplantace v 2. KR AML a kombinace pozitivniho sérologického stavu CMV stavu darce
1 pfijemce. Univariantni analyza faktorti ovlivitujicich EFS a OS je shrnuta v tabulkach 12
al3.
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Tabulka 12. Univaria¢ni analyza faktoru ovliviiujicich EFS

Faktor HR 95%ClI p
Veék > 63 let 3,40 1,24-9,62 0,0341
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,69 1,60-8,51 0,0021
FLT3/ITD pozit. 1,29 0,60-2,78 0,51
KR2 vs KR1 1,72 0,77-3,87 0,19
Redukovana vs. myeloablat. pfiprava 1,14 0,48-2,71 0,76
Nepfiibuzny vs. ptibuzny darce 0,98 0,42—-2,32 0,97
BM vs PBSC 1,18 0,50-2,81 0,70
Pfijemce muz/darce Zena vs. ostatni 1,00 0,38-2,66 0,99
CMV darce/ptijemce pozit. vs. ostatni 2,16 0,97-4,83 0,06

Tabulka 13. Univaria¢ni analyza faktoru ovliviiujicich OS

Faktor HR 95%_ClI p
Vék > 63 let 5,40 1,82-16,02 0,0071
NPM1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,50 1,40-8,47 0,0034
FLT3/ITD pozit. 1,05 0,47-2,34 0,90
KR2 vs KR1 1,92 0,82-4,49 0,13
Redukovana vs. myeloablat. ptiprava 1,71 0,63-4,58 0,29
Nepftibuzny vs. piibuzny darce 1,22 0,45- 2,83 0,81
BM vs PBSC 1,09 0,43-2,74 0,86
Piijemce muz/darce zena vs. ostatni 1,77 0,53-5,95 0,35
CMV darce/ptijemce negat. vs. ostatni 1,75 0,76-3,99 0,18

Provedend multivariacni analyza za hodnoceni uvedenych vstupnich faktorti potvrdila
statisticky signifikatni negativni prognosticky vliv véku nad 63 let a hladiny rezidualni
nemoci (nejvyssi statistickd vyznamnost pii hladin€ > 10 kopii NPM1 mutovaného genu na
10000 kopii ABL genu) na EFS a OS. Vysledky multivariantni analyzy jsou shrnuty
v tabulce 14 a 15.
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Tabulka 14. Multivaria¢ni analyza faktoru ovliviiujicich EFS

Faktor HR 95%ClI p
Vek > 63 let 3,40 1,24-9,62 0,0341
NPMI1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,69 1,60-8,51 0,0021

Tabulka 15. Multivaria¢ni analyza faktora ovliviiujicich OS

Faktor HR 95%ClI p
Vek > 63 let 6,23 1,99-19,48 0,0017
NPMI1 > 10 kopii/10000kopii ABL 3,71 1,52-9,06 0,0040

3.4 Vyznam vstupnich hladiny reziduialni nemoci na
transplantacni vysledky

Vzhledem ke znalosti relativni exprese NPM1 mutovaného genu v dobé diagnézy AML
(median 38245 kopii mutovaného NPM1/10000 kopii ABL, rozmezi 14350-144707 kopii
mutovaného NPM1/10000 kopii ABL) bylo pro vybér hodnoceni hladiny rezidudlni
nemoci Vv dobé pred transplantaci mozno vyuzit 2 zpisoby jejiho hodnoceni. Jednak
relativni hodnota exprese mutovaného NPMI1 genu v dobé pifed transplantaci nebo
zhodnoceni poklesu relativni exprese mutovaného NPM1 mezi dobou vstupni diagnostiky
AML a relativni expresi v dobé pred transplantaci. Vys$si statistické signifikance
dosahovalo vyuziti rozdéleni hladiny minimalni rezidualni nemoci na zéklad¢ samotné
hodnoty relativni exprese mutovaného NPM1 genu pted transplantaci a jako cut off byla
vybrana hodnota 10 kopii mutovaného NPMI1 genu na 10000 kopii ABL genu, ktera
soubor rozdélovala na 2 skupiny se statisticky nejvyznamnéj$im rozdilem EFS a OS, 1
kdyz signifikance bylo dosazeno pro nékolik hodnot cut off, coz ukazuje obrazek 2 a 3.

Obrazek 2. Pravdépodobnost EFS na zakladé hladiny MRD pred transplantaci
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Obrazek 3. Pravdépodobnost OS na zakladé hladiny MRD pred transplantaci
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Na zéklad¢ rozdéleni souboru sledovanych pacientti podle vstupni hladiny MRN (< vs >10
kopii mutovaného NPM1 genu/10000 kopii ABL genu) lze sledovat rozdil ve vysledcich
provedené alogenni transplantace, kdy v celém souboru 16 (27%) pacientli zrelabovalo,
Z ¢ehoz u pacientd s ,,vys$i vstupni MRN* se jednalo o 14 pacientl (48%) a u pacientl s
Hhizkou vstupni MRN* pouze o 2 pacienty (6%). Z divodu transplantacni mortality
zemielo celkoveé 11 (18%) pacientll, kdy ve skupiné s ,,vys$si vstupni MRN* se jednalo o 5
pacientll (17%) a ve skupin€ s ,,nizkou vstupni MRN* o 6 pacientd (19%). Pfedpokladany
3 lety EFS a OS u celé skupiny nemocnych byl 54% a 59%. Riziko relapsu nebo umrti
bylo ve skupiné nemocnych s ,,vyssi vstupni MRN* 3,69x vyssi nez ve skupin€ pacientd s
,»hizkou vstupni MRN*“ (HR = 3,69; 95% CI 1,52-9,06). Piedpokladdany 3 lety EFS byl u
skupiny pacientd s ,,vy$§i vstupni MRN* 35% a tedy signifikatn€ horSi nezZ u skupiny
pacienti s ,,nizkou vstupni MRN®, kde byl 3 lety EFS 72% (p = 0,0021) , coz znazornuje
obrazek 4.

Obrazek 4. Pravdépodobnost EFS na ziakladé rozdéleni sledovaného souboru na
pacienty s ,,nizkou vstupni MRN* (< 10 kopii mutovaného NPM1 genu) a ,,vyssi
vstupni MRN“ (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

Event Free Survival
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Riziko umrti bylo ve skupiné nemocnych s ,,vy$8§i vstupni MRN*“ 3,71x vyS$i nez ve
skupin€ pacienti s ,,nizkou vstupni MRN*“ (HR = 3,71; 95% CI 1,60-8,51). Pfedpokladané
3 leté celkové preziti bylo pak u skupiny pacientii s ,,vySsi vstupni MRN* 40% a tedy
signifikatné hor§i nez u skupiny pacienti s ,nizkou vstupni MRN®, kde bylo
predpokladané 3 leté celkové preziti po transplantaci 75% (p = 0,004) , coz znazornuje
obrazek 5.

Obrazek 5. Pravdépodobnost EFS na zikladé rozdéleni sledovaného souboru na
pacienty s ,,nizkou vstupni MRN* (< 10 kopii mutovaného NPM1 genu) a ,,vysSi
vstupni MRN* (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Transplantacni vysledky souboru pacientli rozdéleného na zéklad¢ hladiny vstupni MRN
pak shrnuje tabulka 16.

Tabulka 16. Shrnuti transplanta¢nich vysledki na zakladé rozdéleni sledovaného

souboru na pacienty s ,,nizkou vstupni MRN* (< 10 kopii mutovan¢ho NPM1 genu) a
»VY$$i vstupni MRN* (> 10 kopii mutovaného NPM1 genu)

NPM1 < 10 kopii/10000 NPM1 > 10 Kkopii/10000

kopii ABL kopii ABL
3 leta incidence relapsu 6% 48%
3 lety EFS 72% 35%
3 lety OS 75% 40%
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4. Diskuze

V nasem mensim, ale stran diagnézy i 1€cby homogennim souboru nemocnych, coz je
rozdil oproti v uvodu uvedenym nékterym jiZz publikovanym studiim, jsme se pokusili
ovetit vliv  predtransplantaéni hladiny MRN na vysledek alogenni transplantace
krvetvornych bun¢k u pacienti s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1.
nebo 2.KR AML. K hodnoceni MRN byla vyuzita relativni exprese mutovaného genu
NPMI1 pomoci standardizované RT-PCR. Vyuziti mutace NPM1 genu bylo v fadé
publikaci dolozeno jako vhodny a stabilni marker pro detekci MRN [144,145,146,147,
324, 325,333]. Vysledky naSeho souboru pacientu patii k nejvétsim souborim nemocnych
s AML, kde byl hodnocen vyznam stanoveni pfedtransplanta¢ni hladiny MRN na vysledek
alogenni transplantace krvetvornych buné¢k pomoci kvantifikace exprese mutované¢ho genu
NPMI. Vyuziti RT-PCR diky jasnému molekularné genetickému markeru u nasi skupiny
pacienti pak ve srovnani sobvykle vyuzivanou MFCM eliminuje nékteré¢ limitace
pratokové cytometrie a to predevSim niz$i senzitivitu a riziko antigennich zmén na
leukemickych bunikach [153,154,319,326]. Stanoveni hladiny MRN probihalo tésné (do
tydne) pied zahdjenim predtransplantacni pfipravy, coz omezuje riziko chyby v uréeni
hladiny MRN pfti mozné rychlé kinetice jejich zmén v piipadé AML [327,328]. V jinych
publikovanych studiich neni doba vySetfeni MRN pted transplantaci upiesnéna nebo byl
jeji interval delsi neZ v ptipadé naseho souboru pacienti [320,329].

Vysledky analyzy naseho souboru pacientd ukazuji, ze hladina MRN pied alogenni
transplantaci u pacientit s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1. nebo
2 KR je nezavislym prognostickym faktorem, ktery predikuje vysledek alogenni
transplantace. Prognosticky lep§im zpasobem uréeni hladiny ptedtransplantaéni MRN se u
naseho souboru pacienti ukazalo stanoveni samotné relativni exprese mutovaného NPM1
genu pted alogenni transplantaci nez hodnoceni poklesu exprese mutovaného NPM1 genu
od diagnézy do obdobi pted transplantaci, coz vysvétluyjeme az 10 nasobnym rozdilem
v expresi mutovaného NPM1 genu v dobé diagndzy. V nasem souboru pacientll pak bylo
statistické vyznamnosti dosazeno pro n€kolik hladin exprese mutovaného NPM1 genu pied
alogenni transplantaci (neg. vs. pozitivni a dale < nebo > nez 1,10,100 kopii mutovaného
NPM1/10000 ABL genu), zcehoz Ilze usuzovat, Zze snardstajici hladinou
predtransplantaéni MRN se zhorSuji transplanta¢ni vysledky (EFS, OS). Toto zjisténi je
V urcitém rozporu s nékterymi publikacemi, které dokladaly rozdilné vysledky aloTx jen
Vv pfipadé€ pozitivity ¢i negativity MRN a v rdmci MRN pozitivnich pacientl jiZ nebyl
prokazovan vyznam riznych hladin pozitivity na vysledek transplantace [315,317]. Tento
fakt Ize u téchto studii vysvétlovat niz§i senzitivitou pouzité metodiky ke stanoveni MRN
(MFCM) a niz§im poctem MRN pozitivnich pacientl, kdy pfi jejich dal§sim rozdé€leni jiz
riznd hladina MRN nedosahovala statistické vyznamnosti. V pifipadé naSeho souboru
pacientll byla jako cut off vybrana hodnota 10 kopii mutovaného NPM1 genu na 10000
kopii ABL (0,1% mutovaného NPM1/ABL), kterd soubor rozdélovala na 2 skupiny se
statisticky nejvyznamnéj$im rozdilem EFS a OS, ktery byl dolozen i multivariacni
analyzou. Pacienti s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 v 1. nebo 2.KR a
vys8i hladinou piedtransplantaéni MRN (> 10 kopii mutovaného NPM1/ 10000 kopii
ABL) m¢li vyssi incidenci relapsu a hors$i LFS a OS po transplantaci. Pfi srovnani pacientli
S vys$i a nizsi hladinou piedtransplantaéni MRN byl 3 lety LFS 35% u pacientt s ,,vyssi
hladinou MRN* ve srovndni s 3 letym EFS 72% u pacientl s ,,nizs$i hladinou MRN* pred
transplantaci. Podobné byl 3 lety OS 40% u pacientti s ,,vys$si hladinou MRN* ve srovnani
s 3 letym OS 75% u pacientl s ,,niz8i hladinou MRN* pfed transplantaci. Incidence relapst
pak byla ve skupin€ pacienti s ,,vy$si hladinou MRN* 48% ve srovnani s incidenci relapsi
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6% u skupiny pacientd s,niz§i hladinou MRN® pfed transplantaci. Transplantacni
mortalita se mezi obéma skupinami pacientll statisticky neliSila. Nami ziskané vysledky
tedy dale podporuji zavéry vétsiny dosud publikovanych praci o vyznamu stanoveni MRN
na vysledek aloTx u AML [315,316,317,318,319,320,329, 330].

Zajimavym zjiSténim u nami publikovaného souboru pacienti je fakt, ze piitomnost
FLT3/ITD neméla u pacientii s AML s normalni karyotypem a mutaci NPM1 genu v KR
neptiznivy vliv na transplantacni vysledky. V ptipad¢ AML s normalnim karyotypem a
NPMI1 mutaci vstupni diagnosticka pozitivita FLT3/ITD dle publikovanych studii
zhorSuje prognozu téchto pacientd [64, 72,327,332]. Pti zohlednéni hladiny MRN se dle
nami zjisténych vysledkl zda, ze prognosticky vyznam FLT3/ITD pozitivity je minimalni
V kontextu vysledki alogenni transplantace pfi srovnani pacientii s AML s mutaci NPM1
genu v KR s nebo bez FLT3/ITD pozitivity v dobé diagndzy. Tento nami zjistény fakt je
podporovan i vysledky nékterych dalSich autorti [333]. Podobn¢ v nasem souboru pacientti
nem¢l pii zohlednéni piedtransplanta¢ni hladiny MRN na transplantacni vysledky vliv stav
KR AML a vysledky alogenni transplantace krvetvornych bunék u pacienti s AML
s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v 1.KR se statisticky neliSily od vysledki
pacientli v 2.KR. Podobné zavéry ucinily i nékteré dalsi studie, které v rdmci hodnoceni
transplantacnich ~ vysledkli  zohlednovaly  pfitomnost ptedtransplantaéni MRN
[315,317,319]. Nicméné v ramci objektivity nemizeme v tomto piipadé vylouéit vliv
mensiho souboru nadmi sledovanych pacientl, protoze jsme zaznamenali uréity trend
K horSim transplanta¢nim vysledkiim u pacientii v 2.KR, ktery vSak nedosahoval statistické
signifikance. Tuto nejistotu podporuji i vysledky recentné publikované studie vysledka
alogenni transplantace krvetvornych bunék u pacienti s AML a izolovanou mutaci NPM1
genu, které dokladovaly hor$i transplantac¢ni vysledky u pacienti v 2.KR ve srovnani
s pacienty v 1.KR, nicméné v této studii nebyla zohlednéna hladina ptedtransplanta¢ni
MRN [334]. V ramci hodnoceni vysledku naSeho souboru pacientd je nutné jésté¢ zminit
vliv intenzity pfedtransplantacni cytostatické pfipravy na transplantaéni vysledky némi
sledovaného souboru pacientll, protoZe intenzitu ptipravného protokolu mizeme do urcité
miry na rozdil od jinych vstupnich faktor (napt. typ darce, jeho pohlavi apod.) ovlivnit.
V rdmci naSeho souboru pacienti s AML S normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu
v1. nebo 2.KR nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty
transplantovanymi po myeloablativni (busulfan v kombinaci s cyklofosfamidem) nebo
redukované (fludarabin v kombinaci s melfalanem) ptipravé. Toto zjisténi, je podpoieno i
vysledky nékterych dalSich studii, kdy vysledky alogenni transplantace u AML v KR
nebyly ovlivnény typem pfipravy, ale pouze pozitivitou predtransplantacni MRN
[315,316,317,318]. Nicméné obecné je na zakladé publikovanych dat redukovana
predtransplantacni pfiprava spojovana s vyssimi riziky relapsu AML po transplantaci ve
srovnani s myeloablativnimi rezimy vcetné nékterych publikaci, které zohlediiovaly 1 stav
MRN pred transplantaci a které dokladovaly lepsi transplantacni vysledky v pifipadé
pouziti myeloablativni pfipravy u pacientli s pozitivitou MRN pied alogenni transplantaci
[283,284,285,331]. V nasem souboru pacientll téz zadné dalsi potencialni prognostické
faktory (typ darce, pohlavi darce, typ St€épu, CMV status darce) neovliviiovaly se
statistickou vyznamnosti vysledek transplantace s vyjimkou v€ku pacienta nad 63 let, kdy
3 lety EFS a OS byl 38%, coz vsak bylo ovlivnéno vyssi transplantacni mortalitou (38%)
téchto starSich pacientd.

Z praktického hlediska miizeme v naSem souboru pacienti vybrat skupinu nemocnych
s nizkou hladinou MRN, jejichZ 3 leté celkové preziti po transplantaci je 75% diky nizké
incidenci relapsu, ktera v nasem souboru u téchto nemocnych ¢inila 6%. Podobné vysledky
muzeme nalézt i u dalSich studii, kdy u pacientl s negativitou MRN pred transplantaci je
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publikované 3 leté celkové preziti mezi 62-77% a incidence relapsu mezi 0-21%
[315,316,317,320]. U této skupiny pacienti je tedy pfitomno nizké riziko relapsu AML a
pro vysledek alogenni transplantace je pro tyto nemocné rozhodujici transplantacni
mortalita, morbidita a kvalita zivota. Lze tedy u téchto nemocnych zvazovat o
preferenénim vyuziti redukovanych ptipravnych rezima ke snizeni toxicity transplantacni
1é¢by, ucinnéjsi prevenci GVHD a pomalejSimu ukonCovani imunosupresivni 1é¢by ke
snizeni rizik rozvoje GVHD jako hlavni pfi¢iny morbidity a mortality po alogenni
transplantaci. Nicméné tyto pfistupy je nutné ovéfit v ramei dalSich studii. Provokativni
otazkou mize byt dokonce viibec nutnost zarazeni alogenni transplantace do 1écby téchto
nemocnych pii zohlednéni nékterych recentné publikovanych dat [333]. Na druhou stranu
muzeme v naSem souboru vyclenit skupinu pacientll s vyssi predtransplanta¢ni hladinou
MRN, jejichz prognéza je horsi. V nasem souboru tito pacienti méli 3 leté celkové preziti
40% a incidenci relapsti 48%. Podobné vysledky mizeme opét nalézt i u dalSich studii, kdy
u pacientl s pozitivitou MRN pied transplantaci je publikované 3 leté celkové preziti mezi
18-47% a incidence relapsu mezi 41-70% [315,316,317,320]. Vysledky pacientd
s pozitivitou MRN pfed transplantaci jsou tedy statisticky vyznamné horS§i nez bez
pozitivity MRN. Pfitomnost MRN v ramci standardni cytostatické 1é¢by AML byla fadou
praci dolozena jako nezavisly prognosticky nepfiznivy faktor [109,140,144,145,
146,148,149,150,157,333]. Pozitivitu MRN u AML v ramci standardni cytostatické 1é¢by
Ize tedy povazovat za nezavislou nepiiznivou biologickou charakteristiku onemocnéni.
Vysledky standardni 1€cby u pacientil s pozitivitou MRN pii samotné cytostatické 1écbé
jsou vysoce nepiiznivé. Jedna z poslednich rozsahlejSich publikaci vénujici se pravé
pacientim s AML s NPM1 mutaci uddva u pacienti s pfetrvavajici pozitivitou NPM1
exprese po 2 cyklech 1écby 3 leté preziti 24% [333]. Pii zohlednéni naSich a dalSich
publikovanych vysledki pacienti s AML v KR a pozitivitou MRN pted transplantaci
dosahuji 3 letého celkové preziti cca 40% a lze tedy usuzovat, Ze alogenni transplantace u
pacientli v morfologické remisi AML s pozitivitou MRN ¢asteéné zlepSuje jejich
nepiiznivou prognézu ve srovnani s pouhou cytostatickou 1é¢bou. V soucasné dob¢ zatim
zUstava nejasna odpovéd’ na otdzku, zda 1ze dale zlepsit transplantacni vysledky u pacientl
s AML v KR a pozitivitou MRN. V ramci této potencialné rizikové skupiny pacientii lze
zvazovat n€kolik moZnych postupit k ovlivnéni vysledku transplantace krvetvornych
bunék. V tvahu piipadd moznost, v pfipadé trvajici pozitivity MRN v ramci standardni
cytostatické 1écby AML, se pokusit dalsi cytostatickou 1é€bou o dosaZeni negativity MRN,
nicméné efektivita tohoto postupu je na zakladé publikovanych dat sporna [335,336]. Dalsi
moznosti k ovlivnéni prognoézy vysledku alogenni transplantace krvetvornych bunék u
MRN pozitivnich pacienti s AML je wvyuziti intenzivnéjStho (myeloablativni)
predtransplantaéniho pfipravného protokolu. Nicméné v ramci nami publikovaného
souboru pacientd pfi zohlednéni piedtransplanta¢ni hladiny MRN intenzita cytostatické
ptipravy neovliviiovala vysledky provedené alogenni transplantace. Podobné vysledky pak
byly publikovany v ramci studie autorti ze Seatllu hodnotici vyznam MRN u AML v 1.
nebo 2.KR v souvislosti s pouzitou intenzitou ptedtransplanta¢ni pripravy, kdy pacienti
S MRN pozitivitou méli riziko relapsu v ptipadé¢ myeloablativni ptipravy 63% a v ptipadé
nemyeloablativni pfipravy 57%.[317]. Naopak né¢které publikace vyznam intenzity
ptredtransplanta¢ni pfipravy podporuji [283,284,285,331]. K dalsi moznosti ovlivnéni
vysledkt alogenni transplantace u pacienti s AML v KR a pozitivitou MRN patii snaha o
zvySeni imunologické odpovédi tedy reakce S§tépu proti leukémii (GvL) at uz Casnou
potransplantacni redukci imunosupresivni 1écby nebo podanim preemptivni infuze
darcovskych lymfocyta [337,338]. Podobné je v posledni dobé atraktivni piistup
kombinujici vySe uvedenou potenciaci GvL efektu s poddnim 1€k at’ uz standardnich
cytostatik nebo novych cilenych lekd (demetylaéni latky, protilatky, inhibitory
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tyrosinkindz apod.). Nejvétsi publikované zkuSenosti v posledni dobé se tykaji vyuziti
azacytidinu nebo deoxyazacitidinu s jejich potencialni efektivitou v ramci preemptivni
1é¢by mozného relapsu AML po alogenni transplantaci krvetvornych bunék [339,340,341].
Jedna se vSak zatim jen o mensi studie a dosud neni zadnéa standardni potransplantacni
(preemptivni) 1éba AML obecné doporucena. Nami ziskané vysledky u nami
publikovaného souboru pacientli, kdy u pacienti s AML v KR a vyssi hladinou MRN
dochazelo k relapsu s medianem 4 mésict po alogenni transplantaci, ukazuji, ze eventudlni
terapeutickou intervenci po alogenni transplantaci krvetvornych bunék je tfeba zahdjit
Casné pifi zjisténém pomérné vysokém riziku casného relapsu AML po transplantaci.
Obecné lze tedy fici, ze hor$i vysledky alogenni transplantace krvetvornych bunck u
pacienti s AML a pozitivitou MRN oteviraji vyzkumné pole pro snahu o identifikaci
dal$ich negativnich prognostickych faktori v ramci této skupiny pacientli a zahéjeni
intervenc¢nich prospektivnich studii, které se pokusi dale ovéfit pfinos vySe uvedenych
moznych terapeutickych krokl ke zlepseni prognézy téchto nemocnych.
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U pacienti pied alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k pro AML s norméalnim
karyotypem amutaci NPM1 genu v kompletni remisi byla prokazovana pomoci
kvantitativni PCR rzn4 hladina minimalni rezidudlni nemoci.

Stanoveni hladiny minimalni rezidudlni nemoci pomoci kvantitativni PCR s relativni
kvantifikaci mutovaného NPM1 genu vici kontrolnimu ABL genu je vhodnym,
pfesnym, senzitivnim a stabilnim zptisobem jeji detekce.

Hladina minimalni rezidualni nemoci stanovena pomoci relativni kvantifikace
mutovaného NPMI1 genu vc¢i kontrolnimu ABL genu pied zahdjenim
predtransplantani  cytostatické pfipravy statisticky signifikantné prognosticky
ovliviovala vysledky alogenni transplantace krvetvornych bunék.

Samotna hodnota hladiny minimalni rezidudlni nemoci pied alogenni transplantaci 1épe
stratifikovala progndézu nemocnych nez hodnoceni poklesu hladiny relativni exprese od
diagnézy do doby transplantace.

Statistickd vyznamnost byla dolozena pro rtiznou uroven zjisténych hladin minimalni
rezidudlni nemoci pted alogenni transplantaci krvetvornych bunék.

Hodnota 10 kopii mutovaného NPM1 genu na 10000 kopii kontrolniho ABL genu
soubor rozdélovala na 2 skupiny se statisticky nejvyznamnégj$im rozdilem EFS a OS.
Hladina minimalni reziduélni nemoci pfed alogenni transplantaci krvetvornych bunék u
pacientli s AML s normalnim karyotypem a mutaci NPM1 genu v kompletni remisi si
zachovavala prognosticky vyznam i pii zahrnuti dalSich vstupnich predtransplantacnich
prognostickych markert.

V ramci sledovaného souboru pacienti neovlivnily vysledky alogenni transplantace
dal§i vyznamné vstupni parametry, kdy se jednd pfedevSim o soucasnou piitomnost
FLT3/ITD mutace ¢i intenzitu pfedtransplantacni cytostatické ptipravy.

Jako soucast dizertacni prace jsou predkladany resp. diskutovany moZnosti ovlivnéni
hor$ich transplantacnich vysledkli u pacientd s vyss$i hladinou minimélni rezidualni
nemoci pred transplantaci.
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