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ABSTRAKT  

Molekul§rnŊ genetick§ analĨza patŚ² mezi z§kladn² vyġetŚen² nezbytn§ k pŚesn®mu urļen² 

diagn·zy, progn·zy a l®ļby pacientŢ s AML. VyġetŚen² karyotypu umoģŔuje zaŚazen² pacientŢ 

do z§kladn²ch rizikovĨch skupin, molekul§rnŊ genetick® metody jednak poskytuj² moģnost dalġ² 

stratifikace pacientŢ v r§mci jednotlivĨch podskupin, ale tak® umoģŔuj² (pomoc² kvantitativn² PCR) 

sledovat prŢbŊh minim§ln²ho rezidu§ln²ho onemocnŊn² (MRO) a s pŚedstihem pŚedv²dat pŚ²padnĨ 

relaps onemocnŊn². 

C²lem t®to pr§ce bylo zhodnotit prognostickĨ vĨznam novĨch molekul§rnŊ genetickĨch markerŢ 

u pacientŢ s AML, zejm®na u nemocnĨch s pŚ²znivou (akutn² promyelocyt§rn² leukemie (APL), 

CBF-AML) a stŚedn² (vliv pŚ²tomnosti mutac² FLT3 a dalġ²ch) cytogenetickou progn·zou.  

Pomoc² kvalitativn² PCR byla testov§na pŚ²tomnost f¼zn²ch genŢ PML/RARŬ, AML1/ETO 

a CBFɓ/MYH11. Pacienti s f¼zn²mi geny AML1/ETO nebo CBFɓ/MYH11 (CBF-AML) byli d§le 

testov§ni pomoc² sekvenaļn² analĨzy, pŚ²padnŊ restrikļn²ho ġtŊpen², na pŚ²tomnost sekund§rn²ch 

mutac² genŢ C-KIT, K-RAS, N-RAS a FLT3. U pacientŢ se stŚedn²m prognostickĨm rizikem byla 

sledov§na pŚ²tomnost intern²ch tandemovĨch duplikac² genu FLT3 (FLT3/ITD), mutac² 

v tyrozinkin§zov® dom®nŊ tohoto genu (FLT3/TKD) a d§le mutac² genŢ DNMT3A, ASXL1.U pacientŢ 

s komplexn²mi zmŊnami karyotypu pŚ²tomnost mutac² genu TP53. MRO bylo sledov§no pomoc² 

kvantitativn² real time PCR. N§slednŊ byl analyzov§n vliv tŊchto molekul§rn²ch aberac² na prŢbŊh 

a progn·zu onemocnŊn² u jednotlivĨch rizikovĨch skupin pacientŢ. 

Z celkem 654 nemocnĨch byl u 141 (21,6 %) detekov§n nŊkterĨ z prognosticky pŚ²znivĨch f¼z-

n²ch genŢ: PML/RARŬ (u 92 pacientŢ), AML1/ETO (27) a CBFɓ/MYH11 (22). Pacienti s f¼zn²mi geny 

PML/RARŬ a AML1/ETO mŊli vĨraznŊ niģġ² riziko relapsu onemocnŊn² a t®mŊŚ 70 % z nich pŚeģ²valo 

3 roky od diagn·zy AML. Ġanci na doc²len² CR u pacientŢ s f¼z² PML/RARŬ sniģovala pŚ²tomnost 

FLT3/ITD. U pacientŢ s f¼z² CBFɓ/MYH11 byla pravdŊpodobnost relapsu vyġġ² a dlouhodob® pŚeģit² 

tŊchto pacientŢ bylo pŚibliģnŊ 60 %. Incidenci relapsŢ u pacientŢ s CBF-AML zvyġovala jednak 

pŚ²tomnost sekund§rn²ch mutac² genŢ C-KIT, K-RAS a FLT3/TKD, ale i pŚetrv§vaj²c² pozitivita MRO. 

Do skupiny se stŚedn² cytogenetickou progn·zou bylo na z§kladŊ vyġetŚen² karyotypu zaŚazeno 

394 (60,2 %) pacientŢ. Mutace genŢ FLT3 (FLT3/ITD, FLT3/TKD) a DNMT3A vĨraznŊ zvyġovaly 

pravdŊpodobnost relapsu onemocnŊn² u t®to skupiny pacientŢ. Pacienti s FLT3/ITD dosahovali 

vĨraznŊ kratġ²ho OS (3 roky po diagn·ze pŚeģ²valo pouze 17 % pacientŢ), bez ohledu na d®lku a m²sto 

inzerce ITD. Mutace genu ASXL1 nemŊly na progn·zu onemocnŊn² ģ§dnĨ vĨraznĨ vliv. 

Do skupiny s nepŚ²znivou progn·zou bylo zaŚazeno 119 (18,2 %) pacientŢ, u 60 z nich byly 

detekov§ny komplexn² zmŊny karyotypu. OS po 3 letech od diagn·zy byl u tŊchto pacientŢ pod 10%. 

V t®to pr§ci byl potvrzen nepŚ²znivĨ vliv pŚ²tomnosti FLT3/ITD (nicm®nŊ nebyl prok§z§n ģ§dnĨ 

dodateļnĨ vliv jej² d®lky, m²sta inzerce ani procentu§ln²ho zastoupen² mutovan® alely) a mutac² 

DNMT3A genu na progn·zu onemocnŊn² AML. D§le byl prok§z§n negativn² vliv sekund§rn²ch mutac² 

na incidenci relapsŢ u pacientŢ s CBF-AML. Byla zavedena a optimalizov§na metodika pro sledov§n² 

MRO u pacientŢ s nejļastŊjġ²mi typy mutac² genu DNMT3A.  

Kl²ļov§ slova: akutn² myeloidn² leukemie ï akutn² promyelocyt§rn² leukemie ï core binding 

factor AML ï FLT3/ITD ï FLT3/TKD ï DNMT3A ï ASXL1 ï mutace ï progn·za. 



 

 

ABSTRACT 

Cytogenetic and molecular genetic analyses are necessary for precise assessment of diagnosis, 

prognosis and treatment of patients with AML. The karyotypic analysis allows the distribution of 

patients into the basic risk groups, while the methods of molecular biology offer further possibilities to 

stratify patients within particular risk subgroups. Moreover, using quantitative PCR, they enable to 

follow the course of minimal residual disease (MRD) and foresee the eventual relapse of the disease. 

The aim of this thesis was to analyse the prognostic impact of new molecular markers in patients 

with AML, particularly in those with favourable (acute promyelocytic leukemia (APL), CBF-AML) 

and intermediate (influence of FLT3 mutations and others) cytogenetic profiles.  

The presence of fusion genes PML/RARŬ, AML1/ETO and CBFɓ/MYH11 was tested by 

qualitative PCR. Patients harbouring fusion genes AML1/ETO or CBFɓ/MYH11 (CBF-AML) were 

further analysed using either sequencing or restriction digest analysis, for the presence of C-KIT, 

K-RAS, N-RAS and FLT3 mutations. Patients with intermediate cytogenetic risk were tested for 

presence of internal tandem duplications of FLT3 (FLT3/ITD), mutations in tyrosine kinase domain of 

FLT3 (FLT3/TKD), DNMT3A and ASXL1 mutations. Cases with a complex karyotype were screened 

for TP53 mutations. Real time PCR was used for monitoring of MRD. The impact of these aberrations 

on disease progression and prognosis in particular risk groups of patients was analysed. 

Out of 654 patients, in 141 (21.6%) one of the prognostically favourable fusion genes were 

detected: PML/RARŬ (92 patients), AML1/ETO (27) and CBFɓ/MYH11 (22). Patients carrying the 

fusion genes PML/RARŬ or AML1/ETO had a lower risk of relapse and almost 70% of them were alive 

3 years after the diagnosis of AML. The chance to reach CR in cases with PML/RARŬ was diminished 

by the presence of FLT3/ITD. Patients harbouring CBFɓ/MYH11 fusion had a higher incidence of 

relapse and overall survival (OS) of these patients was around 60%. The relapse rate in patients 

with CBF-AML was increased by C-KIT, K-RAS and FLT3/TKD mutations, as well as by the 

persisting positivity of MRD.  

According to the results of karyotypic analysis, 394 (60.2%) patients were included within the 

intermediate cytogenetic risk group. Both FLT3 (FLT3/ITD, FLT3/TKD) and DNMT3A mutations had 

a strong adverse impact on the relapse rate in these patients. Those carrying FLT3/ITD had a much 

shorter OS (3 years after the diagnosis, only 17% of patients were alive), regardless of the ITD length 

and insertion site. ASXL1 mutations had no impact on prognosis of AML. 

119 patients (18.2%) were assigned into the unfavorable risk group. In 60 of them, complex 

karyotypic changes were shown. OS after 3 years within this group was below 10%. 

This study confirmed the unfavorable prognostic impact of FLT3/ITD (but no additional impact 

of its length, insertion site and mutated allele burden was demonstrated) and DNMT3A 

mutations. The adverse impact of C-KIT, FLT3/TKD and K-RAS mutations on the relapse rate 

of CBF-AML patients was demonstrated. The methods for MRD monitoring were developed for cases 

with the most frequent types of DNMT3A mutations.  

Keywords: acute myeloid leukemia ï acute promyelocytic leukemia ï core binding factor AML 

ï FLT3/ITD ï FLT3/TKD ï DNMT3A ï ASXL1 ï mutation ï prognosis. 
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1. ĐVOD 

 

Pojem leukemie je souhrnnĨm n§zvem pro skupinu onemocnŊn², charakteristickĨch n§dorovĨm 

zmnoģen²m b²lĨch krvinek v kostn² dŚeni. Prvn² popisy nemocnĨch s nahromadŊn²m b²lĨch krvinek 

v krvi poch§zej² z poloviny 19. stolet², kdy francouzskĨ l®kaŚ A. F. Donn® a skotskĨ patolog J. H. 

Bennett pozorovali obraz podobnĨ hnis§n², avġak bez n§lezu hnisav®ho loģiska. Term²n leukemie, 

vych§zej²c² z ŚeckĨch slov leukos (b²lĨ) a haima (krev), byl poprv® pouģit v roce 1847 nŊmeckĨm 

patologem R. Virchowem, kterĨ ve svŊteln®m mikroskopu pozoroval vĨrazn® zmnoģen² b²lĨch 

krvinek a spr§vnŊ usoudil, ģe nejde o hnis§n², ale o samostatn® onemocnŊn². V roce 1877 nŊmeckĨ 

l®kaŚ P. Ehrlich vyvinul metodu barven² krevn²ch n§tŊrŢ, kter§ mu umoģnila detailnŊ popsat norm§ln² 

a patologick® b²l® krvinky. Do roku 1889, kdy nŊmeckĨ l®kaŚ W. Ebstein poprv® pouģil term²n akutn² 

leukemie k odliġen² rychle progreduj²c² formy onemocnŊn² s fat§ln²mi n§sledky od formy 

s pomalejġ²m prŢbŊhem, bylo onemocnŊn² povaģov§no za chronick®. V roce 1868 nŊmeckĨ patolog 

E. Neumann popsal zmŊny v kostn² dŚeni pacientŢ a prok§zal jejich souvislost se vznikem leukemie. 

V roce 1900 ġvĨcarskĨ hematolog O. Naegeli popsal nov® buŔky v myeloidn² bunŊļn® ŚadŊ, kter® 

nazval myeloblasty. Od t® doby jsou leukemie rozdŊlov§ny na myeloidn² a lymfoblastov®. V roce 

1913 byly klasifikov§ny ļtyŚi z§kladn² typy leukemi², jak je zn§me nyn²: chronick§ lymfatick§ 

leukemie (CLL), chronick§ myeloidn² leukemie (CML), akutn² lymfoblastov§ leukemie (ALL) 

a akutn² myeloidn² leukemie (AML) [1-4].  

Objev struktury a funkce DNA dvŊma vŊdci z Cambridge J. D. Watsonem a F. Crickem v roce 

1953 a n§slednŊ rozvoj cytogenetickĨch a posl®ze molekul§rnŊ genetickĨch metod hr§l z§sadn² roli 

v moģnostech diagnostiky a l®ļby leukemi². V roce 1960 popsali ameriļt² vŊdci P. C. Nowell 

a D. Hungerford prvn² rekurentnŊ se objevuj²c² chromozom§ln² abnormalitu spojenou s n§dorovĨm 

onemocnŊn²m, malĨ specifickĨ chromozom pŚ²tomnĨ u pacientŢ s CML, kterĨ byl pojmenov§n 

filadelfskĨ chromozom. PozdŊji, v roce 1973, americk§ genetiļka J. D. Rowley pomoc² nov® 

cytogenetick® techniky, G-pruhov§n², upŚesnila, ģe tento chromozom vznik§ specifickou translokac² 

mezi chromozomy 9 a 22 [5]. Tat§ģ genetiļka o 4 roky pozdŊji se svĨmi spolupracovn²ky 

popsala i balancovanou translokaci t(15;17) charakteristickou pro pacienty s akutn² promyelocyt§rn² 

leukemi² (APL) [6]. V roce 1979 pak J. M. Trujillo detekoval translokaci t(8;21) u 32 z 546 pacientŢ 

s AML [7]. 

V roce 1976 byla Francouzsko-Americko-Britskou skupinou 7 hematologŢ publikov§na prvn² 

klasifikace akutn²ch leukemi². Tato tzv. FAB klasifikace rozdŊluje akutn² leukemie vĨhradnŊ na 

z§kladŊ morfologick®ho a cytochemick®ho vyġetŚen² a rozliġuje 3 subtypy ALL (L1-L3) a 8 subtypŢ 

AML (M0 -M7) [8]. SvŊtov§ zdravotnick§ organizace (WHO) sestavila v roce 2001 prvn² klasifikaci 

AML, kter§ bere v potaz kromŊ morfologickĨch n§lezŢ i vĨsledky cytogenetick®ho vyġetŚen² [9]. Tato 

klasifikace byla n§slednŊ revidov§na v roce 2008. 
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VĨhradnŊ na cytogenetickĨch a molekul§rnŊ genetickĨch n§lezech jsou pak zaloģeny nŊkter® 

novŊjġ² prognostick® stratifikace AML publikovan® Grimwadem et al. [10,11] a nejnovŊjġ² podle 

Evropsk® leukemick® s²tŊ (ELN) z roku 2010 [12].   

AML je geneticky heterogenn² onemocnŊn², vznikaj²c² v dŢsledku z²skanĨch somatickĨch mutac² 

v hematopoetickĨch progenitorovĨch buŔk§ch, naruġuj²c²ch norm§ln² prŢbŊh diferenciace, vyzr§v§n² a 

n§slednŊ i proliferace. Chromozomov® aberace (balancovan® translokace, inverze, delece, inzerce, 

monosomie a trisomie) bĨvaj² detekov§ny pŚibliģnŊ u 55 % pacientŢ. S rozvojem novĨch molekul§rnŊ 

genetickĨch metod byla pops§na cel§ Śada rŢznĨch genovĨch mutac² a aberantnŊ exprimovanĨch 

genŢ, coģ umoģŔuje dalġ² stratifikaci velk® skupiny pacientŢ s norm§ln²m karyotypem. VĨznam tŊchto 

novŊ identifikovanĨch mutac², jejich dopad na progn·zu onemocnŊn² a jejich vyuģit² jako genetickĨch 

markerŢ pro sledov§n² minim§ln²ho rezidu§ln²ho onemocnŊn² (MRO) je zat²m pŚedmŊtem vĨzkumu. 

NŊkter® z tŊchto mutac² se zdaj² bĨt dŢleģitĨmi prognostickĨmi a prediktivn²mi markery, nŊkter® 

molekul§rn² zmŊny mohou bĨt c²lem specifick® terapie [13,14]. 
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2. CĉL PRĆCE 

 

C²lem pŚedkl§dan® dizertaļn² pr§ce bylo zhodnotit prognostickĨ vĨznam novĨch molekul§rnŊ 

genetickĨch markerŢ u pacientŢ s AML, zejm®na u nemocnĨch s pŚ²znivou a stŚedn² cytogenetickou 

progn·zou: 

 

1. u pacientŢ s APL 

2. u pacientŢ s CBF-AML  

3. u pacientŢ se stŚedn² cytogenetickou progn·zou (vĨznam mutac² genu FLT3 a dalġ²ch). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

3. LITERĆRNĉ PřEHLED PROBLEMATIKY 

 

3.1 AKUTNĉ MYELOIDNĉ LEUKEMIE  

 

Akutn² myeloidn² leukemie (AML) jsou heterogenn² skupinou onemocnŊn² vznikaj²c²ch malign² 

transformac² hematopoetick® kmenov® nebo progenitorov® buŔky, spojen® s poruchou diferenciace 

a apopt·zy pŚi zachov§n² schopnosti proliferace. Akumulace leukemickĨch blastŢ potlaļuje 

fyziologickou krvetvorbu a vede k an®mii, neutropenii a trombocytopenii. BunŊļn® stadium, 

ve kter®m k transformaci dojde, a omezen§ schopnost vyzr§v§n² u tŊchto bunŊk do znaļn® m²ry 

ovlivŔuj² fenotypovou variabilitu onemocnŊn² [15].  

AML je nejļastŊjġ²m typem leukemie u dospŊlĨch pacientŢ a pŚedstavuje 3 % ze vġech malign²ch 

n§dorŢ. Jej² incidence je nejvŊtġ² v USA, Austr§lii a z§padn² EvropŊ, kde dosahuje 3-4 nemocnĨch 

na 100 000 obyvatel za rok a s vŊkem stoup§ aģ na 15-17/100 000 ve skupinŊ nad 65 let. Nel®ļen§ m§ 

fat§ln² prŢbŊh, s medi§nem pŚeģit² 11-20 tĨdnŢ. Pacienti um²raj² v dŢsledku selh§n² kostn² dŚenŊ 

(infekce, krv§cen²) [16].  

VŊk pacientŢ je nejvĨznamnŊjġ²m prognostickĨm faktorem u AML. Ġance na uzdraven² kles§ 

kontinu§lnŊ se stoupaj²c²m vŊkem, ve skupinŊ do 60 let dos§hne kompletn² remise (CR) pŚibliģnŊ 

75 % pacientŢ a 35-40 % z nich pŚeģ²v§ 5 a v²ce let, nad 60 let je CR indukov§na u 45-55 % pŚ²padŢ 

a m®nŊ neģ 10 % nemocnĨch pŚeģ²v§ minim§lnŊ 5 let. To je zpŢsobeno zejm®na vyġġ² frekvenc² 

komorbidit a kontraindikac² intenzivn² cytotoxick® terapie, vyġġ² incidenc² sekund§rn²ch AML 

vzniklĨch transformac² z myelodysplastick®ho syndromu (MDS) a vyġġ² frekvenc² nepŚ²znivĨch 

cytogenetickĨch abnormalit u starġ²ch pacientŢ [15,17].  

Diagnostika AML se op²r§ o morfologick®, cytochemick®, imunofenotypizaļn², cytogenetick® 

a molekul§rnŊ genetick® vyġetŚen² perifern² krve a kostn² dŚenŊ. Prvn²m vyġetŚen²m obvykle bĨv§ 

stanoven² rozpoļtu leukocytŢ z krevn²ho obrazu. Diagnostick§ je pŚ²tomnost leukemickĨch 

myeloidn²ch blastŢ, menġ² poļet zralĨch neutrofilŢ a absence stŚedn²ch vĨvojovĨch forem (tzv. hiatus 

leukemicus). Poļet leukocytŢ v perifern² krvi bĨv§ obvykle zvĨġenĨ, ale mŢģe bĨt norm§ln² i sn²ģenĨ. 

K definitivn²mu stanoven² diagn·zy AML je nutn® vyġetŚen² kostn² dŚenŊ. Pro diagn·zu AML svŊdļ² 

pŚ²tomnost blastŢ v kostn² dŚeni dosahuj²c² > 20 % z celkov®ho poļtu jadernĨch bunŊk [18]. 

O klasifikaci AML pojedn§v§ kap. 3.2. 

Konvenļn² cytogenetick® vyġetŚen² (doplnŊn® o FISH analĨzu) je nezbytn® pro diagnostiku 

chromozom§ln²ch aberac². Chromozom§ln² abnormality nach§z²me u 55-60 % pŚ²padŢ AML. Genov® 

mutace identifikovan® u AML mŢģeme rozdŊlit do dvou skupin. Prvn² skupinu tvoŚ² tzv. Ăgain of 

functionñ mutace, kter® aktivuj² sign§ln² dr§hy vedouc² ke zvĨġen® proliferaci a z§roveŔ 

prodlouģen®mu pŚeģit² leukemickĨch progenitorovĨch bunŊk. Sem patŚ² napŚ. mutace genŢ RAS, 



5 

 

C-KIT a FLT3. Druh§ skupina zahrnuje mutace postihuj²c² transkripļn² faktory a komponenty 

transkripļn²ch koaktivaļn²ch komplexŢ. PŚ²kladem tŊchto mutac² jsou zejm®na f¼zn² geny 

PML/RARŬ, AML1/ETO a CBFɓ/MYH11, d§le pak mutace genŢ CEBPA, NPM1 a translokace genu 

MLL [13,14].  

Molekul§rnŊ genetick® vyġetŚen² pomoc² PCR umoģŔuje rozpoznat pacienty s prognosticky 

pŚ²znivĨmi f¼zn²mi geny PML/RARŬ, AML1/ETO a CBFɓ/MYH11. Zejm®na prŢkaz f¼zn²ho genu 

PML/RARŬ je nutnĨ pro pŚesnou a vļasnou diagn·zu pacientŢ s APL. Stanoven² dalġ²ch molekul§rnŊ 

genetickĨch aberac², jako intern²ch tandemovĨch duplikac² genu FLT3 (FLT3/ITD), mutac² genŢ 

NPM1, CEBPA, DNMT3A a dalġ²ch jednak pomŢģe bl²ģe urļit rizikovou skupinu pacientŢ a za druh®, 

v pŚ²padŊ pozitivn²ho n§lezu, umoģŔuje pomoc² kvantitativn² PCR sledovat prŢbŊh MRO a ¼ļinnost 

l®ļby, popŚ²padŊ s pŚedstihem pŚedv²dat relaps onemocnŊn² [12,17].    

L®ļba AML m§ dvŊ hlavn² f§ze. C²lem prvn², indukļn² f§ze je navozen² CR, kter§ je 

charakterizov§na normalizac² hodnot krevn²ho obrazu, vymizen²m nezralĨch leukemickĨch bunŊk pod 

hranici morfologick® detekce a poklesem blastŢ v kostn² dŚeni pod 5 %. CR se pomoc² indukļn² 

terapie podaŚ² dos§hnout u 50-80 % pacientŢ s AML. Druh§ f§ze, tzv. konsolidaļn² terapie, 

se zamŊŚuje na vymizen² MRO a doc²len² molekul§rn² remise. Tato f§ze zahrnuje nŊkolik odliġnĨch 

l®ļebnĨch postupŢ, od intenzivn² chemoterapie aģ po autologn² nebo alogenn² transplantaci 

krvetvornĨch kmenovĨch bunŊk (HSCT) [18,19]. ĐspŊġn§ indukce a poremisn² l®ļba d§v§ nadŊji na 

vyl®ļen² 30-40 % pacientŢ s AML (s vĨjimkou APL, kde je vyġġ²). Z§sadn² ¼lohu v l®ļbŊ AML hraje 

monitorov§n² MRO v kostn² dŚeni a/nebo v perifern² krvi, jednak pomoc² multiparametr§ln² prŢtokov® 

cytometrie, ale zejm®na pomoc² molekul§rnŊ genetickĨch metod. Pouģit² kvantitativn² real-time 

RT-PCR umoģŔuje sledovat MRO s citlivost² 10
-4
 aģ 10

-6 
a s pŚedstihem aģ 3 mŊs²cŢ detekovat 

molekul§rn² relaps onemocnŊn² a vļasnĨm zah§jen²m l®ļby pŚedej²t relapsu hematologick®mu. 

K monitorov§n² MRO lze vyuģ²t nŊkter® specifick® translokace a mutace detekovan® pŚi z§chytu 

onemocnŊn². U velk® ļ§sti pacientŢ bez specifick®ho markeru lze sledovat MRO pomoc² exprese genu 

WT1, kter§ bĨv§ u vŊtġiny nemocnĨch zvĨġen§ jak v dobŊ diagn·zy, tak i v pŚ²padŊ relapsu 

onemocnŊn² [20-22].          

 

3.2 KLASIFIKACE AML  

 

Nejstarġ² a do ned§vna nejpouģ²vanŊjġ² klasifikac² AML je tzv. Francouzsko-Americko-Britsk§ 

(FAB) klasifikace, jej²ģ prvn² verze byla publikov§na v roce 1976 [8]. Je zaloģena pŚedevġ²m na 

morfologickĨch, event. cytochemickĨch metod§ch a definuje subtypy M0-M7: 
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Tab. 1: Morfologick§ FAB klasifikace AML a vĨskyt specifickĨch chromozom§ln²ch translokac² u jednotlivĨch 

subtypŢ [8,23,24].  

 

FAB subtyp Morfologie Cytogenetika 

M0 Nediferencovan§ AML  

M1 AML s minim§ln² myeloidn² diferenciac²   

M2 AML s vyzr§v§n²m t(8;21)(q22;q22) 

M3 Akutn² promyelocyt§rn² leukemie 

s hypergranul§rn²mi promyelocyty t(15;17)(q22;q21) 

M3v Akutn² promyelocyt§rn² leukemie 

s hypogranul§rn²mi promyelocyty   

M4 Akutn² myelomonocyt§rn² leukemie 

inv(16)/t(16;16)(p13;q22) M4eo Akutn² myelomonocyt§rn² leukemie s eozinofili² 

M5a Akutn² monoblastov§ leukemie bez vyzr§v§n² ĻastŊji translokace MLL genu, 

napŚ. t(9;11)(p21-22;q23) M5b Akutn² monoblastov§ leukemie s vyzr§v§n²m 

M6 Erytroleukemie ZmŊny podobn® MDS 

M7 Akutn² megakaryoblastov§ leukemie   
 

 

S rozvojem novĨch cytogenetickĨch a pŚedevġ²m molekul§rnŊ genetickĨch diagnostickĨch metod 

se klasifikace AML ļ²m d§l v²ce op²raj² o rŢzn® molekul§rnŊ genetick® n§lezy a jejich dopad 

na prŢbŊh a progn·zu onemocnŊn². BŊģn® vyġetŚen² karyotypu je jedn²m z nejdŢleģitŊjġ²ch 

prognostickĨch ukazatelŢ u AML. Cytogenetick® abnormality se vyskytuj² pŚibliģnŊ u 55-60 % 

pŚ²padŢ AML a maj² vysokou prediktivn² hodnotu co se tĨk§ odpovŊdi pacientŢ na l®ļbu, moģn®ho 

vĨskytu relapsu onemocnŊn² a celkov®ho pŚeģit² (OS), nicm®nŊ vĨznam nŊkterĨch m®nŊ ļastĨch 

aberac² zŢst§v§ st§le nejasnĨ [15].  

V roce 2000 publikovali Slovak et al. vĨsledky studie Southwest Oncology Group/Eastern 

Cooperative Oncology Group (SWOG/ECOG), kter§ analyzovala vliv jednotlivĨch chromozom§ln²ch 

abnormalit na doc²len² CR, d®lku OS a pŚeģit² po dosaģen² CR u skupiny 609 pacientŢ s AML 

mladġ²ch neģ 56 let [25]. Na z§kladŊ vĨsledkŢ byla vytvoŚena klasifikace, kter§ rozdŊlila pacienty 

do ļtyŚ kategori² podle prognostick®ho rizika.  

Ve skupinŊ s pŚ²znivĨm prognostickĨm rizikem bylo 121 pacientŢ (20 %), se stŚedn²m rizikem 

278 (46 %), 184 (30 %) mŊlo nepŚ²znivou progn·zu a zbylĨch 26 pacientŢ (4 %) se zŚ²dka se 

vyskytuj²c²mi chromozom§ln²mi abnormalitami nebylo zaŚazeno do ģ§dn® prognostick® kategorie. 

Mezi skupinami byl signifikantn² rozd²l v pravdŊpodobnosti doc²len² CR i v d®lce OS [25]. 
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Tab. 2: Klasifikace AML podle cytogenetick®ho n§lezu podle SWOG/ECOG; Slovak et al. [25]. 

Prognostick§ kategorie Cytogenetick§ abnormalita 

PŚ²zniv§ t(15;17)(q22;q21) 

inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) 

t(8;21)(q22;q22) s vĨjimkou pac. s del(9q) a pac. s komplexn²m karyotypem 

StŚedn² norm§ln² karyotyp 

+8, -Y, +6, del(12p) 

NepŚ²zniv§ t(8;21)(q22;q22) s del(9q) 

  -5/del(5q) 

  -7/del(7q) 

  inv(3q) 

  abn 11q, 20q, 21q, 17p 

  del(9q) 

  t(6;9) 

  t(9;22) 

  komplexn² karyotyp (3 a v²ce zmŊn) 

Nezn§m® riziko pac. s chromozom§ln²mi aberacemi s n²zkou ļetnost² 

 

O dva roky pozdŊji publikovali Byrd et al. [26] vĨsledky studie Cancer and Leukemia Group B 

(CALGB 8461) zahrnuj²c² 1213 dospŊlĨch pacientŢ s AML, s vĨjimkou pacientŢ s translokacemi 

t(15;17) a t(9;22), kteŚ² jsou l®ļeni specifickou terapi². Tak® zde jsou pacienti rozdŊleni do tŚ² 

prognostickĨch skupin podle d®lky OS v z§vislosti na pŚ²tomnosti jednotlivĨch chromozom§ln²ch 

aberac²:  

Tab. 3: Klasifikace AML podle cytogenetick®ho n§lezu podle CALGB 8461; Byrd et al. [26]: 

Prognostick® kategorie Cytogenetick§ abnormalita 

PŚ²zniv§ t(8;21)(q22;q22) 

inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) 

del(9q) 

StŚedn² norm§ln² karyotyp 

-Y, +13, +21 

t(9;11), +11, del(11q) 

del(5q) 

abn(12p) 

del(20q) 

NepŚ²zniv§ komplexn² karyotyp (3 a v²ce zmŊn) 

  t(6;9) 

  t(6;11), t(11;19) 

  inv(3)/t(3;3) 

  -7 

  +8 jako samostatn§ aberace, nebo s jednou jinou abnormalitou 
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NejnovŊjġ² cytogenetick§ klasifikace podle Grimwada et al. [11] z roku 2010, zaloģen§ na 

analĨze karyotypu a jeho vlivu na prŢbŊh a progn·zu onemocnŊn² u 5876 pacientŢ mladġ²ch 60 let, 

rozdŊluje pacienty do tŚ² prognostickĨch skupin: 

Tab. 4: Klasifikace AML podle cytogenetick®ho n§lezu; Grimwade et al.  [11]. 

Prognostick§ skupina Cytogenetick§ abnormalita 

PŚ²zniv§ t(15;17)(q22;q21) 
t(8;21)(q22;q22) 
inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) 

StŚedn² norm§ln² karyotyp 
n§lezy neŚazen® do dobr® ani ġpatn® prognostick® skupiny 

NepŚ²zniv§ 
  
  
  
  
  
  

abnormality 3q [s vĨjimkou t(3;5)(q21-25;q31-35)] 
inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21;q26) 
add(5q), del(5q), -5 
-7, add(7q)/del(7q) 
t(11q23) [s vĨjimkou t(9;11)(p21-22;q23) a t(11;19)(q23;p13)] 
t(9;22)(q34;q11) 
-17/abnormality 17p 
komplexn² karyotyp (Ó 4 abnormality)   

 

NejpoļetnŊjġ² skupinu tvoŚ² pacienti s norm§ln²m karyotypem a pacienti bez pŚ²tomnosti 

prognosticky pŚ²znivĨch nebo nepŚ²znivĨch aberac², kterĨch bĨv§ okolo 60 %. Ve snaze o dalġ² 

stratifikaci t®to skupiny pacientŢ a vymezen² jejich rizikovĨch faktorŢ, byla Evropskou leukemickou 

s²t² (ELN) navrģena klasifikace, kter§ bere v potaz dalġ² molekul§rnŊ genetick® aberace, 

nedetekovateln® bŊģnou cytogenetickou analĨzou a rozdŊluje pacienty se stŚedn² progn·zou na dvŊ 

podskupiny [12]: 

Tab. 5: Rizikov® skupiny AML podle cytogenetick®ho a molekul§rnŊ genetick®ho n§lezu podle ELN [12]. 

Riziko CytogenetickĨ/molekul§rnŊ genetickĨ n§lez 

N²zk® t(8;21)(q22;q22)/AML1/ETO 

inv(16)(p13;q22) nebo t(16;16)(p13;q22)/CBFɓ/MYH11 

norm§ln² karyotyp s mutac² NPM1 bez FLT3/ITD 

norm§ln² karyotyp s mutac² CEBPA 
StŚedn² -I norm§ln² karyotyp s mutac² NPM1 a FLT3/ITD 

norm§ln² karyotyp bez mutace NPM1 a bez FLT3/ITD 

norm§ln² karyotyp bez mutace NPM1 s FLT3/ITD 
StŚedn² -II  t(9;11)(p22;q23)/MLL/AF9 

n§lezy neŚazen® do dobr® ani ġpatn® prognostick® skupiny 

Vysok® inv(3)(q21;q26) nebo t(3;3)(q21;q26)/RPN1/EVI1 

  t(6;9)(p23;q34)/DEK/CAN 

  translokace lokusu 11q23/f¼ze genu MLL (s vĨjimkou t(9;11)/MLL/AF9) 

  -5 nebo del (5q); -7; abnormality 17p 

  komplexn² karyotyp (Ó 4 abnormality) 
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3.3 AML S PřĉZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGN čZOU 

 

Do skupiny AML s pŚ²znivou progn·zou na z§kladŊ cytogenetick®ho n§lezu patŚ² pacienti s APL 

s prŢkazem t(15;17) a f¼zn²ho genu PML/RARa. Tito pacienti pŚedstavuj² pŚibliģnŊ 10-15 % novŊ 

diagnostikovanĨch AML. Druhou podskupinou s dobrou progn·zou jsou pacienti s tzv. core binding 

factor AML (CBF-AML) nesouc² buŅ t(8;21) s f¼zn²m genem AML1/ETO (v klinickĨch studi²ch 

zahrnuj²c²ch pouze pacienty do 60 let bĨv§ tŊchto pacientŢ pŚibliģnŊ 7 %) nebo inv(16) ļi t(16;16) 

s f¼zn²m genem CBFɓ/MYH11 (cca 5 % pacientŢ s AML). Dohromady tito pacienti tvoŚ² pŚibliģnŊ 

25 % novŊ diagnostikovanĨch AML [11].  

 

3.3.1 AKUTNĉ PROMYELOCYTĆRNĉ LEUKEMIE  

 

APL je samostatnou podskupinou v r§mci AML FAB klasifikace oznaļovanou AML M3 (pŚ²p. 

M3v). Jako zvl§ġtn² podskupina byla poprv® pops§na v roce 1957 a po dlouhou dobu byla spojena 

s extr®mnŊ ġpatnou progn·zou [27]. Incidence APL se pohybuje od 5-10 % v USA a severn² EvropŊ, 

pŚes 15-25 % v EvropŊ stŚedn² a jiģn² aģ do 30 % v Latinsk® Americe [28,29]. SpecifickĨm znakem 

APL je t(15;17)(q22;q21) s f¼zn²m genem PML/RARŬ, kterĨ bĨv§ detekov§n aģ u 98 % pŚ²padŢ APL. 

Zbyl§ 2 % pŚipadaj² na vz§cn® f¼ze PLZF/RARŬ t(11;17)(q23;q21) (asi 1 % pŚ²padŢ), NPM1/RARŬ 

t(5;17)(q35;q21) (0,5 % APL) a ojedinŊle popsan® NuMA/RARŬ t(11;17)(q13;q21), STAT5b/RARŬ 

t(17;17)(q11;q21) [30,31], PRKAR1A/RARŬ t(17;17)(q24;q21) [32], FIP1L1/RARŬ t(4;17)(q12;q21) 

[33], BCOR/RARŬ t(X;17)(p11;q21) [34] a OBFC2A/RARŬ t(2;17)(q32;q21) [35].  

Gen RARŬ (retinoic acid receptor Ŭ) se nach§z² v chromozom§ln²m pruhu 17q21.2, je tvoŚen 9 

exony, k·duje protein o d®lce 462 aminokyselin a je zahrnut ve vġech dosud zn§mĨch pŚestavb§ch 

u APL. RARŬ patŚ² do rodiny jadernĨch receptorŢ kyseliny retinov® (spoleļnŊ s RARɓ a RARɔ) 

a hraje dŢleģitou roli v kontrole proliferace a diferenciace hematopoetickĨch prekurzorovĨch bunŊk. 

Je tvoŚen vysoce konzervovanou, sekvenļnŊ specifickou, DNA-vazebnou dom®nou typu zinc finger 

a komplexn² ligand-vazebnou dom®nou, kter§ je zodpovŊdn§ za heterodimerizaci a transkripļn² 

aktivaci. Protein RARŬ vytv§Ś² heterodimery se ļleny druh® rodiny jadernĨch receptorŢ retinoidŢ 

RXR (retinoid X receptors), coģ umoģŔuje jejich efektivnŊjġ² vazbu k DNA. ProstŚednictv²m 

specifick® sekvence DNA-vazebn® dom®ny se heterodimer RARŬ/RXR v§ģe k RARE (retinoic acid 

response elements), lokalizovanĨm v promotorovĨch oblastech RARŬ-specifickĨch c²lovĨch genŢ. 

Komplex RARŬ/RXR funguje jako univerz§ln² pŚep²naļ schopnĨ buŅ aktivovat, nebo potlaļovat 

transkripci. V nepŚ²tomnosti ligandu v§ģe korepresory transkripce, po vazbŊ ligandu doch§z² 

k nav§z§n² koaktiv§torŢ a stimulaci genov® exprese [36,37].  
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Gen PML je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 15q24.1, skl§d§ se z 9 exonŢ, k·duje protein 

o d®lce 560 aminokyselin a je nejļastŊjġ²m f¼zn²m partnerem genu RARŬ u APL. Protein PML je 

zapojen do mnoha rŢznĨch bunŊļnĨch procesŢ vļetnŊ apopt·zy, bunŊļn®ho st§rnut², regulace rŢstu, 

regulace transkripce a kontroly genov® stability. Specifick§ posttranslaļn² modifikace - sumoylace - 

PML proteinu urļuje jeho lokalizaci v charakteristickĨch jadernĨch struktur§ch zvanĨch nukle§rn² 

tŊl²ska, spoleļnŊ s Śadou dalġ²ch proteinŢ [37,38]. PML protein je tvoŚen nŊkolika dŢleģitĨmi 

funkļn²mi dom®nami. Konzervovan§ N-termin§ln² ļ§st zahrnuje oblast bohatou na prolinov® zbytky, 

d§le tzv. RING (really interesting new gene) finger dom®nu zprostŚedkov§vaj²c² interakce mezi 

proteiny, n§sledovanou dvŊma na cystein a histidin bohatĨmi B-boxy a Ŭ-helik§ln² coiled-coil 

dom®nou pod²lej²c² se na heterodimerizaci a multimerizaci PML. C-termin§ln² ļ§st proteinu obsahuje 

sign§l pro jadernou lokalizaci a na serin a prolin bohatou oblast s fosforylaļn²mi m²sty. C-konec PML 

proteinu je co do d®lky znaļnŊ variabiln² v dŢsledku alternativn²ho sestŚihu [36,38].  

Ve f¼zn²m proteinu PML/RARŬ zŢst§vaj² zachov§ny vġechny dŢleģit® funkļn² dom®ny obou 

proteinŢ. N-termin§ln² ļ§st PML s RING finger dom®nou, obŊma B-boxy a Ŭ-helik§ln² coiled-coil 

dom®nou je spojena s DNA-vazebnou dom®nou a C-termin§ln² dom®nou (zprostŚedkov§vaj²c² 

interakci s ligandem a vazbu RXR) genu RARŬ. Aberantn² protein PML/RARŬ v§ģe korepresor 

(histondeacetyl§zovĨ komplex - HDAC) s vyġġ² afinitou neģ norm§ln² RARŬ, coģ vede ke zmŊnŊ 

v acetylaci chromatinu a alternativn² konformaci chromatinu, kter§ inhibuje transkripci genŢ 

regulovanĨch norm§ln²m proteinem RARŬ. T²m je blokov§na bunŊļn§ diferenciace a doch§z² 

k akumulaci abnorm§ln²ch promyelocytŢ. Specifick§ l®ļba APL, kter§ ļin² z historicky 

nejnepŚ²znivŊjġ²ho typu AML jeden z nejpŚ²znivŊjġ²ch, spoļ²v§ v pod§v§n² terapeutickĨch d§vek 

kyseliny transretinov® (ATRA). Ta mŊn² konformaci proteinu PML/RARŬ a uvolŔuje vazbu HDAC 

komplexu, ļ²mģ umoģŔuje transkripļn² aktivaci c²lovĨch genŢ. Nav²c indukuje proteolĨzu proteinu 

PML/RARŬ a t²m vede k obnoven² diferenciace leukemickĨch blastŢ [27].  

Ke zlomu v genu RARŬ doch§z² vģdy v intronu 2, vĨslednĨ produkt tedy vģdy zahrnuje exony 

3-9 tohoto genu. M²sto zlomu v genu PML je variabiln² a mŢģe bĨt lokalizov§no ve tŚech rŢznĨch 

oblastech. V pŚibliģnŊ 55 % pŚ²padŢ doch§z² ke zlomu v intronu 6 (tzv. bcr1 zlom), vĨslednĨ f¼zn² gen 

pak vznik§ spojen²m 6. exonu genu PML se 3. exonem genu RARŬ. U 40 % APL doch§z² ke zlomu 

v oblasti intronu 3 PML genu (bcr3), vzniklĨ f¼zn² transkript je pak kratġ² a vznik§ spojen²m 3. exonu 

PML se 3. exonem RARŬ. Ve zbylĨch pŚibliģnŊ 5 % pŚ²padŢ je zlom lokalizov§n v rŢznĨch m²stech 

exonu 6 a vĨslednĨ produkt m§ potom variabiln² d®lku (obr. 1) [29,39,40].      
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Obr. 1: Schematick® zobrazen² rŢznĨch zlomovĨch m²st genu PML a vĨslednĨch f¼zn²ch produktŢ PML/RARŬ 

[29].   

 

PŚi vļasn® diagnostice a zah§jen² specifick® l®ļby induktory diferenciace (ATRA, arsenik) 

a chemoterapi² je APL v souļasn® dobŊ nejpŚ²znivŊjġ²m typem AML s vysokou pravdŊpodobnost² 

dlouhodob®ho pŚeģit². CR dosahuje 70-90 % pacientŢ, menġ² ġance na doc²len² CR je u pacientŢ 

s vyġġ²m poļtem leukocytŢ v dobŊ diagn·zy [11,41-43]. K relapsu onemocnŊn² doch§z² u 5-30 % 

pŚ²padŢ [40,41,43]. DŢleģitou ¼lohu v predikci relapsŢ a ve vymezen² pacientŢ s vŊtġ² 

pravdŊpodobnost² relapsu onemocnŊn² hraje sledov§n² MRO pomoc² real-time PCR v prŢbŊhu l®ļby 

i po jej²m ukonļen² [44-46]. Grimwade a Lo Coco pozorovali signifikantnŊ vyġġ² riziko relapsu 

onemocnŊn² u pacientŢ s pozitivn²m n§lezem f¼zn²ho transkriptu po tŚet² konsolidaļn² k¼Śe [44]. 

Dlouhodob® celkov® pŚeģit² pacientŢ s APL se pohybuje mezi 60-80 % [10,11,41,47]. 

 

3.3.1.1 Mutace genu FLT3 u APL 

 

Intern² tandemov® duplikace a bodov® mutace v tyrozinkin§zov® dom®nŊ 1 genu FLT3 

(FLT3/TKD; podrobnŊji viz kap. 3.4.1) jsou nejļastŊjġ²mi sekund§rn²mi molekul§rn²mi aberacemi 

u pacientŢ s APL. FLT3/ITD se nach§z² u 20-35 % pŚ²padŢ, ļastŊjġ² jsou pacientŢ se subtypem M3v 

a u nemocnĨch se zlomem bcr3 [41,48,49]. Incidence FLT3/TKD mutac² je niģġ², jsou detekov§ny jen 

u 9-20 % APL. PŚ²tomnost tŊchto aberac² je nez§visl§ na vŊku a pohlav² pacientŢ. Oba typy mutac² 

vedou k vyġġ²mu poļtu leukocytŢ a niģġ²mu poļtu trombocytŢ v dobŊ diagn·zy [41,48-50]. Gale et al. 

[48] ud§vaj² vyġġ² riziko ¼mrt² bŊhem indukļn² terapie a niģġ² ġanci na dosaģen² CR u pacientŢ s FLT3 

mutac², patrnŊ v dŢsledku vyġġ²ho poļtu leukocytŢ. Ostatn² autoŚi nepozorovali vĨznamnĨ vliv tŊchto 

aberac² na pravdŊpodobnost doc²len² CR [41,49,50]. FLT3/ITD ani FLT3/TKD nemaj² ģ§dnĨ vliv 
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na vĨskyt relapsŢ onemocnŊn², d®lku doby pŚeģit² bez relapsu (RFS) ani na OS pacientŢ s APL 

[41,48,49,51].      

 

3.3.2 CBF-AML 

 

PŚ²tomnost t(8;21) s prŢkazem f¼zn²ho genu  AML1/ETO (dle WHO 2008 nazĨvan®ho 

RUNX1/RUNX1T1) nebo inv(16) ļi t(16;16) s f¼z² CBFɓ/MYH11 je spojena s pŚ²znivou progn·zou 

onemocnŊn². Ta se vġak i v r§mci t®to skupiny mŢģe liġit jednak v z§vislosti na typu translokace, ale 

zejm®na v dŢsledku pŚ²tomnosti sekund§rn²ch molekul§rn²ch aberac² (C-KIT mutac², FLT3/ITD, 

FLT3/TKD a K-RAS mutac²).  

CBF je heterodimerickĨ transkripļn² komplex sloģenĨ z podjednotek Ŭ a ɓ, kterĨ je nepostra- 

datelnĨ pro norm§ln² hematopo®zu. TŚi geny k·duj² podjednotku Ŭ: AML1 (tak® nazĨvanĨ CBFŬ2, 

RUNX1, PEBP2ŬB), AML2 (CBFŬ3, RUNX3, PEBP2ŬC) a AML3 (CBFŬ1, RUNX2, PEBP2ŬA, Osf2), 

ɓ podjednotka je k·dov§na jen jedn²m genem: CBFɓ (PEBP2ɓ). CBFŬ podjednotka se v§ģe pŚ²mo 

na DNA, zat²mco CBFɓ stabilizuje jej² vazbu k DNA bez pŚ²m®ho kontaktu s DNA (obr. 2). 

Dimerizace s CBFɓ z§roveŔ chr§n² CBFŬ podjednotku pŚed degradac² prostŚednictv²m ubikvitin-

proteazomov® dr§hy. CBFŬ2 (AML) rozezn§v§ a v§ģe se k sekvenci TGT/cGGT, kter§ je jako 

regulaļn² element pŚ²tomna v promotorovĨch oblastech Śady specifickĨch genŢ transkribovanĨch 

v hematopoetickĨch buŔk§ch, napŚ. genŢ k·duj²c²ch interleukin-3 (IL -3), granulocyto-makrof§govĨ 

kolonie-stimuluj²c² faktor (GM-CSF), receptor pro kolonie-stimuluj²c² faktor 1 (CSF1/M-CSF), geny 

pro receptory antigenŢ T-bunŊk (TCRs) atd. (obr. 2) [52-55].  

 

 

Obr. 2: Schematick® zn§zornŊn² transkripļn²ho komplexu CBF. CBF interaguje s dalġ²mi specifickĨmi 

transkripļn²mi faktory (TF). Vazba komplexu AML1/CBFɓ k DNA vede k aktivaci transkripce c²lovĨch genŢ 

[55]. 
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Gen AML1 leģ²c² v chromozom§ln²m pruhu 21q22.12 je tvoŚen 9 exony a alternativn²m sestŚihem 

vznikaj² 3 formy AML1 proteinu o d®lce 480, 453 a 250 aminokyselin. DvŊ izoformy, AML1b 

a AML1c, jsou sloģen® z RHD oblasti (runt homology domain) a C-termin§ln² transkripļnŊ aktivaļn² 

dom®ny. RHD je DNA-vazebnou dom®nou a z§roveŔ obsahuje heterodimerizaļn² dom®nu pro vazbu 

CBFɓ podjednotky. TŚet² AML1a izoforma m§ pouze RHD oblast, vykazuje vysokou DNA-vazebnou 

afinitu, ale nen² schopna aktivovat transkripci [52].  

Gen CBFɓ je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 16q22.1 a skl§d§ se ze 6 exonŢ. N-termin§ln² 

ļ§st CBFɓ proteinu je tvoŚena heterodimerizaļn² dom®nou, kter§ umoģŔuje vazbu k AML1 

podjednotce transkripļn²ho faktoru.    

NejļastŊjġ² translokace postihuj²c² geny pro CBF transkripļn² komlex jsou: t(8;21)(q22;q22) 

a inv(16) nebo t(16;16)(p13;q22) u pacientŢ s AML, t(12;21)(p13;q22) u dŊtsk® B-ALL 

a t(3;21)(q26;q21) u MDS [56-58].  

F¼zn² gen AML1/ETO bĨv§ detekov§n u 5-10 % pacientŢ s AML (nejļastŊji u subtypu FAB M2, 

m®nŊ ļasto u M1 a M4) a vznik§ spojen²m prvn²ch 5 exonŢ genu AML1 s t®mŊŚ celĨm (575 z 604 

aminokyselin) genem ETO (obr. 3). Gen ETO (RUNX1T1, MTG8, CDR) leģ² v chromozom§ln²m 

pruhu 8q21.3, je tvoŚen 12 exony a je exprimov§n zejm®na v mozkovĨch buŔk§ch a k·duje jadernĨ 

fosfoprotein pŢsob²c² jako transkripļn² regul§tor [52,59]. Protein AML1/ETO m§ vyġġ² afinitu 

k vazebnĨm m²stŢm DNA neģ norm§ln² AML1 protein, ļ²mģ potlaļuje jeho transkripļn² aktivitu 

a inhibuje diferenciaci bunŊk [60].  

 

 

Obr. 3: Grafick® zn§zornŊn² exon/intronov® struktury genŢ  AML1 a ETO a f¼zn²ho transkriptu AML1/ETO [61]. 

 

F¼ze CBFɓ/MYH11 se vyskytuje u 5-8 % pacientŢ s AML, nejļastŊji u subtypu FAB M4Eo, 

zŚ²dka u M2 a M1. F¼zn² gen CBFɓ/MYH11 je obvykle (85-90 % pŚ²padŢ) tvoŚen spojen²m prvn²ch 
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5 exonŢ genu CBFɓ s exony 12-41 genu MYH11. ZbylĨch 10-15 % f¼z² vznik§ m®nŊ ļastĨmi zlomy 

v jinĨch ļ§stech obou genŢ (obr. 4). 

Gen MYH11 (SMMHC) leģ² na chromozomu 16p13.11, tvoŚ² ho 41 exonŢ a k·duje myozinov® 

tŊģk® ŚetŊzce hladk®ho svalu. Protein MYH11 je podjednotkou hexamerick®ho proteinu sloģen®ho 

ze dvou tŊģkĨch ŚetŊzcŢ a dvou p§rŢ neidentickĨch lehkĨch ŚetŊzcŢ. MYH11 m§ Ŭ-helik§ln² strukturu, 

pŚiļemģ jedna strana Ŭ-helixu je hydrofobn² a umoģŔuje dimerizaci, druh§ strana je hydrofiln² 

a zprostŚedkov§v§ tvorbu multimerŢ. F¼zn² protein CBFɓ/MYH11 blokuje vazbu norm§ln²ho CBF 

na DNA tvorbou multimerŢ, kter® izoluj² CBFŬ podjednotku v nefunkļn²m komplexu [52].     

      

Obr. 4: Schematick® zn§zornŊn² f¼zn²ho genu CBFɓ/MYH11 a 10 zn§mĨch typŢ zlomovĨch m²st. F¼zn² 

transkripty A, D a E tvoŚ² pŚibliģnŊ 98 % pŚ²padŢ CBFɓ/MYH11 [61]. 
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Progn·za onemocnŊn² je u pacientŢ s CBF-AML pŚ²znivŊjġ² neģ u ostatn²ch AML a je ovlivnŊna 

jednak vŊkem pacientŢ, ale do urļit® m²ry i typem f¼zn²ho genu a zejm®na pŚ²tomnost² sekund§rn²ch 

molekul§rn²ch aberac². CR dosahuje 85-95 % pacientŢ s f¼zn²m genem AML1/ETO a 80-90 % 

s CBFɓ/MYH11, niģġ² ġance na doc²len² CR je u pacientŢ starġ²ch neģ 60 let [10,59,62,63]. Incidence 

relapsŢ se pohybuje v rozmez² 25-45 % a OS po 10 letech od diagn·zy se pohybuje mezi 55 a 65 % 

[11,62]. Z§sadn² roli v predikci relapsŢ u tŊchto pacientŢ hraje monitorov§n² MRO v prŢbŊhu l®ļby 

i po jej²m ukonļen². Pokles f¼zn²ho transkriptu ve vzorc²ch kostn² dŚenŊ pacientŢ po konsolidaļn² 

terapii o 4 Ś§dy vĨraznŊ sniģuje pravdŊpodobnost relapsu onemocnŊn² a prodluģuje RFS i OS [64,65]. 

Niģġ² pokles MRO bĨv§ ļasto spojenĨ s pŚ²tomnost² sekund§rn²ch mutac² genu C-KIT [65]. MRO je 

moģn® sledovat ve vzorc²ch kostn² dŚenŊ, perifern² krve, popŚ²padŊ i v izolovanĨch CD34
+
 buŔk§ch. 

Senzitivita vyġetŚen² bĨv§ vyġġ² v CD34
+
 buŔk§ch a v kostn² dŚeni ve srovn§n² se vzorky perifern² 

krve. Naopak, vĨhoda vzorkŢ perifern² krve spoļ²v§ v menġ² z§tŊģi pacienta pŚi odbŊrech, coģ 

umoģŔuje kratġ² intervaly monitorace [21,66-69]. Objev²-li se pozitivita exprese f¼zn²ho genu po 

pŚedchoz²m dosaģen² molekul§rn² negativity, nebo dojde-li k n§rŢstu exprese f¼zn²ho transkriptu 

o 1 Ś§d u pacientŢ, kteŚ² nedos§hli molekul§rn² remise, je moģn® vļasnou terapi² pŚedej²t hematologic- 

k®mu relapsu onemocnŊn². Doba mezi molekul§rn²m a hematologickĨm relapsem se pohybuje od 

dvou tĨdnŢ aģ do 3 mŊs²cŢ, kratġ² je u f¼zn²ho genu AML1/ETO [21,70,71].   

 

3.3.2.1 Mutace genu C-KIT  u CBF-AML  

 

Protoonkogen C-KIT (SCFR) k·duje receptor pro stem cell faktor (SCF) a patŚ² do 3. tŚ²dy 

receptorovĨch tyrozinkin§z. Tyrozinkin§zy t®to tŚ²dy jsou charakteristick® pŚ²tomnost² 5 imuno-

globulinu-podobnĨch dom®n v extracelul§rn² ļ§sti, jednou transmembr§novou dom®nou, 

juxtamembr§novou dom®nou a intracelul§rn² tyrozinkin§zovou dom®nou, kter§ je rozdŊlena 

kin§zovĨm inzertem na ATP-vazebnou a fosfotransfer§zovou oblast (obr. 5) [72].  

 

 

Obr. 5: Schematick® zn§zornŊn² receptorov® tyrozinkin§zy C-KIT (podle Boissana et al. [73])  
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Gen C-KIT  je lokalizov§n na chromozomov®m pruhu 4q12, je tvoŚen 21 exony a k·duje 

transmembr§novĨ protein o d®lce 976 aminokyselin. Protein C-KIT je exprimov§n na povrchu mnoha 

typŢ bunŊk: mastocytŢ, melanocytŢ a kmenovĨch bunŊk b²l® i ļerven® krevn² Śady. Po vazbŊ ligandu 

(SCF) receptor dimerizuje, fosforyluje se a aktivuje sign§ln² dr§hy, kter® hraj² z§sadn² roli 

v proliferaci, diferenciaci a pŚeģit² hematopoetickĨch kmenovĨch bunŊk [72,73]. Ligand-

independentn² aktivace C-KITu mŢģe bĨt zpŢsobena aktivaļn²mi (gain-of-function) mutacemi, kter® 

byly pops§ny u pacientŢ s rŢznĨmi hematologickĨmi onemocnŊn²mi [73,74]. U nemocnĨch 

s CBF-AML se vyskytuj² zejm®na bodov® mutace (nejļastŊji v exonech 17 a 18, aģ 85 % mutac² 

v pozici Asp816), kr§tk® in-frame delece a inzerce (obvykle v exonu 8, v 90 % pŚ²padŢ postihuj² 

kodon Asp419) a m®nŊ ļasto intern² tandemov® duplikace (v exonech 10 a 11). Mutace v exonu 8 jsou 

silnŊ asociov§ny s pŚ²tomnost² f¼zn²ho genu CBFɓ/MYH11, nach§z²me je u 15-40 % tŊchto pacientŢ, 

vĨjimeļnŊ u nemocnĨch s f¼z² AML1/ETO (2-4 %) a t®mŊŚ nikdy se nevyskytuj² u ostatn²ch typŢ 

AML [72,75]. NŊkteŚ² autoŚi uv§dŊj², ģe pŚ²tomnost mutace v exonu 8 zvyġuje pravdŊpodobnost 

relapsu onemocnŊn² u pacientŢ s f¼zn²m genem CBFɓ/MYH11 [75,76], ostatn² neprok§zali ģ§dnĨ 

prognostickĨ dopad tŊchto mutac² [77,78]. Bodov® mutace v kodonu Asp816 byly poprv® pops§ny 

u pacientŢ se syst®movou mastocyt·zou [79]. U AML bĨv§ nejļastŊji detekov§na mutace Asp816Val 

(85 % pŚ²padŢ), Asp816Tyr (8 %) a Asp816His (4 %), jen zŚ²dka Asp816Ile a Asp816Phe [80]. 

Mutace v kodonu Asp816 se vyskytuj² u 10-18 % nemocnĨch s f¼zn²m genem  AML1/ETO a u 7-16 % 

CBFɓ/MYH11 pozitivn²ch pacientŢ. NŊkter® dalġ² bodov® mutace v exonu 17 (Asn822Lys, 

Tyr823Asp, Val825Ile, Ala814Ser) byly pops§ny u jednotlivĨch pacientŢ [75,76,81-83]. 

U nemocnĨch s f¼z² AML1/ETO bĨv§ pŚ²tomnost bodov® mutace v pozici Asp816 spojena se 

zvĨġenĨm poļtem leukocytŢ v dobŊ diagn·zy, zvĨġenĨm rizikem relapsu onemocnŊn², kratġ²m OS 

a vyġġ²m vĨskytem extramedul§rn² leukemie [67,75,77,78,84]. Allen et al. uv§dŊj² vĨraznŊ horġ² 

progn·zu onemocnŊn² u pacientŢ s vysokĨm pomŊrnĨm zastoupen²m mutovan® alely C-KIT genu bez 

ohledu na typ f¼zn²ho genu [85]. 

 

3.3.2.2 Mutace genu K-RAS u CBF-AML  

 

Ras rodina protoonkogenŢ zahrnuje 3 funkļn² geny: K-RAS, N-RAS a H-RAS, kter® k·duj² 

pŚ²buzn®, vysoce homologn² proteiny lokalizovan® na vnitŚn² stranŊ plazmatick® membr§ny. Tyto 

proteiny se pod²lej² na pŚenosu extracelul§rn²ch sign§lŢ indukovanĨch rŢstovĨmi faktory nebo faktory 

zapojenĨmi v procesu bunŊļn® diferenciace do cytoplazmy [86]. Proteiny savļ² podrodiny RAS jsou 

vysoce evoluļnŊ konzervovan® a hraj² z§sadn² roli v mnoha bunŊļnĨch procesech, vļetnŊ proliferace, 

diferenciace a bunŊļn® smrti [87]. RAS proteiny jsou charakteristick® GTP§zovou aktivitou, 

v neaktivn² formŊ v§ģ² GDP a interaguj² s neaktivovanĨm receptorem. Vazbou sign§ln² molekuly 

doch§z² k aktivaci receptoru, kter§ vede ke konformaļn²m zmŊn§m proteinu a vĨmŊnŊ GDP za GTP, 
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ļ²mģ je protein aktivov§n, pŚed§v§ sign§l d§l do buŔky a po t® doch§z² k jeho inaktivaci [88]. 

V dŢsledku nŊkterĨch mutac² doch§z² k permanentn² aktivaci RAS proteinu, a tedy k neust§l® 

stimulaci rŢstu a proliferace nez§visle na vlivu extracelul§rn²ch sign§lŢ. Tyto mutace se vyskytuj² aģ 

u 90 % pacientŢ s adenokarcinomem pankreatu, u 50 % pacientŢ s kolorekt§ln²m karcinomem, u 30 % 

nemocnĨch s karcinomem plic a aģ u 30 % AML. U pacientŢ s CBF-AML se pod²l pacientŢ s RAS 

mutacemi pohybuje okolo 27 % a je vyġġ² u nemocnĨch s f¼zn²m genem CBFɓ/MYH11. U nemocnĨch 

s AML se mutace nejļastŊji vyskytuj² v genech N-RAS a K-RAS, zat²mco gen H-RAS bĨv§ u AML 

mutovanĨ jen zŚ²dka [65,85,89]. PŚibliģnŊ 85 % tŊchto mutac² se u vġech tŚ² genŢ nach§z² v kodonech 

Gly12 a Gly13, zbĨvaj²c² mutace nejļastŊji v kodonu Gln61 [86]. NŊkteŚ² autoŚi pozorovali u AML 

s RAS mutac² niģġ² procento blastŢ v kostn² dŚeni v dobŊ diagn·zy [90,91], jin² nezjistili ģ§dnĨ vliv 

RAS mutac² na progn·zu onemocnŊn² [78,92]. Allen et al. [85] uv§dŊj² niģġ² poļet CR u pacientŢ 

s vysokĨm procentu§ln²m zastoupen² mutovan® alely RAS oproti pacientŢm bez mutace nebo s niģġ²m 

zastoupen²m mutace, ale ģ§dnĨ vliv mutac² na riziko relapsu a OS [85]. 

 

3.3.2.3 Mutace genu FLT3 u CBF-AML  

 

FLT3/ITD se u CBF-AML vyskytuj² m®nŊ ļasto neģ u ostatn²ch typŢ AML. BĨvaj² detekov§ny 

ļastŊji u pacientŢ s f¼zn²m genem AML1/ETO neģ u CBFɓ/MYH11 a celkov§ incidence se pohybuje 

okolo 5 % [76,81,92]. PodobnŊ jako u AML se stŚedn² cytogenetickou progn·zou, tak® u CBF-AML 

nepŚ²znivŊ ovlivŔuj² progn·zu onemocnŊn². Podle Allena et al., zejm®na pŚi vyġġ²m pomŊrn®m zas-

toupen² mutovan® alely mŢģe bĨt vyġġ² pravdŊpodobnost relapsu a kratġ² OS [85].  

Naproti tomu mutace v tyrozinkin§zov® dom®nŊ genu FLT3 (viz kap. 3.4.1) jsou u CBF-AML 

ļastŊjġ² neģ u nemocnĨch se stŚedn²m cytogenetickĨm rizikem. Jejich incidence se pohybuje kolem 

10 % a ļastŊji se vyskytuj² u pacientŢ s f¼z² CBFɓ/MYH11 [78,85,93]. Jejich vliv na progn·zu 

onemocnŊn² nen² zcela zŚejmĨ, Allen et al. pozorovali nesignifikantnŊ lepġ² OS u pacientŢ s vyġġ²m 

zastoupen²m mutovan® alely [85].  

V roce 2013 popsali Opatz et al. novou mutaci genu FLT3 Asn676Lys u 6 % pacientŢ s f¼zn²m 

genem AML1/ETO a u 3 % CBFɓ/MYH11. Pacienti s touto mutac² mŊli vyġġ² poļet leukocytŢ v dobŊ 

diagn·zy a hŢŚe dosahovali CR, neģ pacienti bez mutace [94].  

                                                                                                                                                                                              

3.4 AML SE STřEDNĉ CYTOGENETICKOU PROGNčZOU 

 

NejpoļetnŊjġ² prognostick§ skupina zahrnuje pŚibliģnŊ 60 % pŚ²padŢ s novŊ diagnostikovanou 

AML. Tito pacienti nevykazuj² ģ§dnou cytogenetickou abnormalitu, kter§ by je Śadila do skupiny 

s dobrou, respektive ġpatnou cytogenetickou progn·zou. NejvŊtġ² podskupinu tvoŚ² pacienti 
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s norm§ln²m karyotypem, kterĨch je pŚibliģnŊ 40 % [11]. PrŢbŊh onemocnŊn² a jeho progn·za v r§mci 

t®to skupiny z§vis² i na pŚ²tomnosti rŢznĨch molekul§rnŊ genetickĨch aberac² (FLT3/ITD, FLT3/TKD, 

mutac² genŢ NPM1, CEBPA, DNMT3A a dalġ²ch) detekovatelnĨch pomoc² metod molekul§rn² 

biologie.  

 

3.4.1 MUTACE GENU FLT3  

 

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) patŚ² do tŚet² tŚ²dy receptorovĨch tyrozinovĨch kin§z spoleļnŊ 

s receptorem stem cell faktoru KIT, receptorem faktoru stimuluj²c²ho kolonie CSF1R a rŢstovĨmi 

faktory produkovanĨmi destiļkami PDGFRŬ a PDGFRɓ. FLT3 je tvoŚen 5 imunoglobulinu-

podobnĨmi dom®nami v extracelul§rn² ļ§sti, jednou transmembr§novou dom®nou, juxtamembr§novou 

(JM) dom®nou a intracelul§rn² tyrozinkin§zovou (TK) dom®nou, kter§ je rozdŊlena na dvŊ ļ§sti 

specifickĨm kin§zovĨm inzertem (obr. 6) [95-98].  

 

Obr. 6: Grafick® zn§zornŊn² receptorov® tyrozinkin§zy FLT3 a m²st podl®haj²c²ch mutac²m [98]. 

 

LidskĨ gen FLT3 je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 13q12, je tvoŚen 24 exony a k·duje 

transmembr§novĨ protein o d®lce 993 aminokyselin. Protein FLT3 je exprimov§n hematopoetickĨmi 

kmenovĨmi buŔkami, buŔkami mozku, placenty a jater [95,99,100].  

U pacientŢ s AML byly pops§ny 4 typy mutac² genu  FLT3. NejļastŊjġ² jsou ITD, kter® se 

vyskytuj² pŚibliģnŊ u 24 % pacientŢ s AML [101]. Nach§z²me je zejm®na u pacientŢ s cytogeneticky 
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norm§ln²m n§lezem, ale tak® u nemocnĨch s APL. Tyto mutace bĨvaj² spojeny se zvĨġenĨm poļtem 

leukocytŢ a vyġġ²m procentem blastŢ v kostn² dŚeni v dobŊ diagn·zy [102]. FLT3/ITD zhorġuje 

progn·zu onemocnŊn² vzhledem k vyġġ²mu vĨskytu relapsŢ, kratġ²mu RFS a zkr§cen®mu OS [103]. 

Aļkoli se d®lka duplikovan® oblasti liġ² od 3 aģ do 400 bp a mutace mŢģe t®ģ obsahovat rŢznĨ poļet 

n§hodnŊ vloģenĨch nukleotidŢ, vĨslednĨ transkript je vģdy in-frame [104]. VĨsledky tĨkaj²c² se vlivu 

d®lky, poļtu rŢznĨch ITD a m²sta jejich inzerce na progn·zu AML  se zat²m rŢzn². V zat²m nejvŊtġ² 

studii zahrnuj²c² 354 FLT3/ITD pozitivn²ch pacientŢ neprok§zali Gale et al. [105] ģ§dnĨ statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l v incidenci relapsŢ ani v d®lce OS v z§vislosti na poļtu duplikovanĨch nukleotidŢ, 

podobnŊ jako dŚ²ve Ponziani et al. [106]. Pouze m²rnĨ trend ke snazġ²mu dosaģen² CR pozorovali 

u pacientŢ s kratġ² duplikac² [105]. Ve shodŊ s touto prac² Meshinchi et al. [107] a Stirewalt et al. 

[108] ud§vaj² (u celkem 77, resp. 48 FLT3/ITD pozitivn²ch pacientŢ) sniģuj²c² se pravdŊpodobnost 

dosaģen² CR, kratġ² RFS a horġ² OS s prodluģuj²c² se d®lkou ITD [107,108]. Jin§ studie (ale celkem 

pouze s 18 FLT3/ITD pozitivn²mi pacienty) tvrd² opak: delġ² OS u skupiny pacientŢ s delġ² ITD [109]. 

Zat²m nejnovŊjġ² pr§ce ukazuje nejkratġ² RFS i OS u pacientŢ se stŚedn² d®lkou ITD (48-60 bp), 

zat²mco progn·za u nemocnĨch s duplikac² kratġ² neģ 48 nebo delġ² neģ 60 bp je signifikantnŊ lepġ² 

[110]. Tak® poļet rŢznĨch ITD u jednotlivĨch pacientŢ se mŢģe liġit: od jedn® (nejļastŊji) aģ ke 

ļtyŚem rŢznĨm ITD [104,111]. Kottaridis et al. ve sv® pr§ci ud§vaj² kratġ² OS u pacientŢ s v²ce neģ 

jednou ITD [111], zat²mco dalġ² skupiny neprok§zaly ģ§dnĨ dopad rŢzn®ho poļtu duplikac² na prŢbŊh 

onemocnŊn² [105,107].  

FLT3/TKD, zejm®na v pozic²ch Asp835 a Ile836, jsou popisov§ny pŚibliģnŊ u 7 % pŚ²padŢ AML 

[112]. Z§vaģnost jejich vlivu na prŢbŊh a progn·zu onemocnŊn² je m®nŊ zŚejm§ neģ u FLT3/ITD, coģ 

mŢģe bĨt ļ§steļnŊ d§no jejich relativnŊ niģġ²m vĨskytem. NŊkter® pr§ce ukazuj² horġ² progn·zu 

u nemocnĨch s mutac² [113-115], dalġ² naopak ud§vaj² pŚ²znivŊjġ² prŢbŊh onemocnŊn² u mutovanĨch 

pacientŢ [93] nebo vŢbec ģ§dnĨ dopad pŚ²tomnosti mutace na vĨvoj AML [116,117].  

ITD lokalizovan® v TK1 dom®nŊ tvoŚ² 28,7 % ze vġechdetekovanĨch FLT3/ITD [118]. Podle 

Kaysera et al. [119] pŢsob² ITD integrovan® mimo JM dom®nu jako nepŚ²znivĨ prognostickĨ faktor 

zpŢsobuj²c² niģġ² ġanci na dosaģen² CR a kratġ² RFS i OS [119]. Naproti tomu v novŊjġ² pr§ci Blau 

et al. [120] nezjistili vĨraznĨ vliv integraļn²ho m²sta ITD na progn·zu onemocnŊn². 

Posledn²m popsanĨm typem mutac² genu FLT3, jsou ļtyŚi rŢzn® bodov® mutace v JM dom®nŊ, 

zachycen® u 2 % pacientŢ s AML [121,122]. Vzhledem k n²zk®mu poļtu pacientŢ nesouc²ch tyto 

mutace zŢst§v§ jejich moģnĨ dopad na prŢbŊh onemocnŊn² zat²m nejasnĨ. 

Vyuģit² mutac² genu FLT3 pro sledov§n² MRO bŊhem l®ļby a pro predikci moģn®ho relapsu je 

dosti diskutabiln², vzhledem k jejich potencion§ln² nestabilitŊ v prŢbŊhu onemocnŊn². PŚibliģnŊ 

u 10-20 % pacientŢ s pozitivn²m z§chytem FLT3/ITD nebo FLT3/TKD mutac² pŚi diagn·ze 

nach§z²me v dobŊ relapsu onemocnŊn² ¼plnŊ jinou ITD (s jinĨm inzerļn²m m²stem i odliġnou d®lkou) 
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nebo TKD mutaci [123-126], coģ limituje vyuģit² senzitivnŊjġ²ch technik pro sledov§n² MRO 

zaloģenĨch na pouģit² mutaļnŊ specifickĨch primerŢ. Nav²c dalġ²ch 20 % pŢvodnŊ pozitivn²ch 

pacientŢ ztr§c² tuto aberaci v dobŊ relapsu ¼plnŊ, takģe ani v pŚ²padŊ negativn²ho n§lezu MRO nelze 

opŊtovnou pŚ²tomnost onemocnŊn² zcela vylouļit. Klinicky vĨznamnĨm je tedy pouze pozitivn² 

prŢkaz FLT3/ITD (pŚ²p. TKD), kterĨ znaļ² molekul§rn² ļi hematologickĨ relaps onemocnŊn² 

[123,127].  

 

3.4.2 MUTACE GENU NPM1  

 

NPM1 je multifunkļn² fosfoprotein lokalizovanĨ pŚev§ģnŊ v bunŊļn®m j§dŚe, jeho hlavn² funkce 

spoļ²v§ v transportu ribozom§ln²ch proteinŢ pŚes jadernou membr§nu [128]. D§le se vazbou na tumor 

supresorovĨ protein p53 pod²l² na regulaci jeho stability a transkripļn² aktivity, reguluje duplikaci 

centrozomŢ a ovlivŔuje i funkci ribozomŢ [129,130]. Transportn² funkce je umoģnŊna tŚemi funkļn²mi 

motivy: dimerizaļn² dom®nou v N-termin§ln² oblasti, nesouc² dva na leucin bohat® jadern® exportn² 

sign§ly (NES), jadernĨm lokalizaļn²m sign§lem sloģenĨm ze dvou ļ§st² (NLS) a C-termin§ln² oblast² 

obsahuj²c² dva tryptofanov® zbytky v pozic²ch 288 a 290 (obr. 7) [131].  

 

Obr. 7: Struktura NPM1 proteinu a vliv somatickĨch mutac² na jeho funkci [131]. NES - jadernĨ exportn² 

sign§l, CRM1 - evoluļnŊ konzervovanĨ exportn² receptor. 

 

Gen NPM1 je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 5q35.1, skl§d§ se ze 12 exonŢ a k·duje 

protein o d®lce 294 aminokyselin. Dosud bylo pops§no 17 rŢznĨch typŢ mutac² (obvykle 

ļtyŚnukleotidovĨch inzerc² buŅ mezi nukleotidy 960-961, nebo 964-965) NPM1 genu u pacientŢ 



21 

 

s AML, nejļastŊjġ² typ A (inzerce TCTG mezi nukleotidy 960 a 961) se nach§z² pŚibliģnŊ u 75 % 

pacientŢ nesouc²ch mutaci, 10 % pacientŢ m§ mutaci typu D (inzerce CCTG ve stejn® pozici) a 6 % 

typ B (inzerce CATG, tak® mezi nukleotidy 960 a 961). Ostatn² mutace se vyskytuj² jen velmi zŚ²dka 

[132]. VŊtġina mutac² vznik§ delec² nebo inzerc² 4 p§rŢ b§z² v exonu 12 v C-termin§ln² oblasti 

proteinu vedouc² ke ztr§tŊ obou tryptofanovĨch zbytkŢ nebo pouze tryptofanu v pozici 290, ļ²mģ 

vznik§ nov§ exportn² sign§ln² sekvence. V dŢsledku toho doch§z² k aberantn² lokalizaci NPM1 

proteinu v cytoplazmŊ leukemickĨch bunŊk [131,133].  

Mutace NPM1 genu jsou detekov§ny u 35 % pacientŢ s AML [131] a aģ u 50 % pacientŢ s AML 

s norm§ln²m cytogenetickĨm n§lezem [130,132]. Ļasto se vyskytuj² u pacientŢ se stŚedn² 

cytogenetickou progn·zou spoleļnŊ s FLT3/ITD, DNMT3A, IDH1 a IDH2 mutacemi, pouze zŚ²dka 

s mutacemi jinĨch genŢ. Pacienti s mutovanĨm NPM1 genem sn§ze dosahuj² kompletn² remise 

onemocnŊn² [132,134]. V kombinaci s negativitou FLT3/ITD dosahuj² pacienti s NPM1 mutac² 

signifikantnŊ delġ²ho RFS i OS, coģ je Śad² na ¼roveŔ pacientŢ s CBF-AML, tj. mezi AML s dobrou 

progn·zou dle klasifikace ELN [12]. Naproti tomu pŚ²tomnost obou tŊchto molekul§rn²ch aberac² 

znamen§ pro pacienty vĨrazn® zhorġen² progn·zy [130,132,134,135]. 

Mutace NPM1 genu jsou vhodnĨm markerem ke sledov§n² MRO, jednak proto, ģe jsou 

v prŢbŊhu onemocnŊn² stabilnŊjġ² neģ FLT3/ITD (jen okolo 10 % pacientŢ ztr§c² mutaci pŚi relapsu 

onemocnŊn², zbytek pacientŢ nese v dobŊ relapsu stejnĨ typ NPM1 mutace) [136-138] a za druh® 

proto, ģe 3 nejļastŊjġ² typy mutac² (A, B a D) nach§z²me u 95 % pacientŢ s mutac², proto v²cem®nŊ 

odpad§ nutnost navrhovat individu§ln² specifick® primery a sondy pro jednotliv® pacienty.  

 

3.4.3 MUTACE GENU CEBPA  

 

CEBPA protein je transkripļn² faktor typu leucinov®ho zipu, zodpovŊdnĨ za tk§ŔovŊ specifickou 

regulaci genov® exprese, proliferaci a v pŚ²padŊ krvetvornĨch bunŊk za myelopo®zu. Je tvoŚen vysoce 

konzervovanou C-termin§ln² DNA-vazebnou a dimerizaļn² dom®nou a dvŊma m®nŊ konzervovanĨmi 

N-termin§ln²mi transaktivaļn²mi dom®nami (obr. 8) [139-141].  

Gen CEBPA je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 19q13.1 a je tvoŚen pouze jedn²m exonem, 

kterĨ k·duje protein o d®lce 358 aminokyselin. Mutace CEBPA genu jsou popisov§ny u 7-15 % 

pŚ²padŢ AML, jejich vĨskyt je vyġġ² u onemocnŊn² se stŚedn² progn·zou podle cytogenetiky, naopak 

se t®mŊŚ nevyskytuj² u pacientŢ s dobrou cytogenetickou progn·zou [139,141-144]. Mutace se 

nach§zej² v prŢbŊhu cel®ho genu, ale koncentruj² se do dvou hlavn²ch oblast². V N-termin§ln² oblasti 

se jedn§ o inzerce nebo delece (zpŢsobuj²c² zmŊnu ļtec²ho r§mce) mezi hlavn²m iniciaļn²m kodonem 

a n§sleduj²c²m ATG kodonem. Tyto mutace vedou k vytvoŚen² pŚedļasn®ho stop kodonu a t²m ke 

vzniku kratġ² p30 izoformy proteinu, kterĨ dominantnŊ negativn²m mechanismem inhibuje funkci 
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proteinu s norm§ln² d®lkou (p42). Mutace v C-termin§ln² oblasti jsou obvykle in-frame delece/inzerce 

v DNA-vazebn® nebo dimerizaļn² dom®nŊ br§n²c² vazbŊ DNA, pŚ²padnŊ dimerizaci (obr. 8) [139].  

 

Obr. 8: Schematick® zn§zornŊn² CEBPA genu s m²sty vĨskytu mutac² (ļern® ļtvereļky). TAD 1 - transaktivaļn² 

dom®na 1, TAD 2 - transaktivaļn² dom®na 2, bZIP - DNA vazebn§ a dimerizaļn² dom®na [145]. 

 

Pacienti mohou m²t pouze jednu CEBPA mutaci (45-50 % pacientŢ), tito pacienti tvoŚ² i protein 

s norm§ln² d®lkou (produkt druh®, nemutovan® alely), jeho funkce je ale inhibov§na kratġ²m 

aberantn²m proteinem. Druh§ skupina pacientŢ nese dvŊ mutace, jednu v N-termin§ln² oblasti 

a druhou v C-termin§ln² oblasti. Tyto mutace jsou obvykle bialelick®, proto tito pacienti neexprimuj² 

ģ§dnĨ CEBPA protein norm§ln² d®lky. VĨjimeļnŊ jsou diagnostikov§ni pacienti s homozygotn² 

CEBPA mutac² n§sledkem ztr§ty heterozygozity [139]. 

Pacienti s bialelickou mutac² maj² souļasnŊ ļastŊji mutovanĨ gen NPM1, naopak m®nŊ ļasto se 

u nich vyskytuje FLT3/ITD v porovn§n² s nemocnĨmi s pouze jednou nebo ģ§dnou CEBPA mutac² 

[142,144]. Podle nŊkterĨch autorŢ nem§ pŚ²tomnost CEBPA mutace vliv na dosaģen² CR [142], 

naproti tomu jin² ud§vaj² niģġ² ġanci na dosaģen² CR u pacientŢ s jednou nebo ģ§dnou mutac² 

[143,144]. Nemocn² s bialelickou mutac² dosahuj² delġ²ho OS i RFS a z§roveŔ u nich m®nŊ ļasto 

doch§z² k relapsŢm onemocnŊn² v porovn§n² s pacienty s pouze jednou CEBPA mutac² i s pacienty 

bez mutace [139,142-144]. Progn·za onemocnŊn² u pacientŢ s bialelickou mutac² je podobn§ jako 

u nemocnĨch s mutac² genu NPM1 a z§roveŔ FLT3/ITD negativn²ch [146]. Klasifikace ELN je tedy 

Śad² k AML s pŚ²znivou progn·zou [12]. 

     

3.4.4 MUTACE GENU DNMT3A  

 

Geny DNMT1, DNMT3A a DNMT3B k·duj² DNA metyltransfer§zy, enzymy katalyzuj²c² 

pŚemŊnu cytozinu na 5-metylcytozin. DNMT1 jsou zodpovŊdn® za udrģov§n² ¼pln® metylace DNA 

v prŢbŊhu bunŊļn®ho dŊlen². Naproti tomu DNMT3A a DNMT3B jsou povaģov§ny za hlavn² de novo 

metyltransfer§zy, kter® vytv§Śej² hemimetylovan® CpG dinukleotidy v dvojvl§knov® DNA, ļ²mģ 

ud§vaj² z§kladn² pŚedlohu metylace DNA (obr. 9A) [147]. ĐroveŔ metylace DNA je jedn²m ze 

z§sadn²ch regulaļn²ch mechanismŢ genov® transkripce, geny hypermetylovan® v promotorov® oblasti 
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jsou transkripļnŊ utlumeny. ZmŊny v ¼rovni metylace jednotlivĨch genŢ se vĨznamnou mŊrou 

pod²lej² na vzniku a vĨvoji n§dorovĨch onemocnŊn² [148].  

Gen DNMT3A je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 2p23.3, je tvoŚen 23 exony a k·duje 

protein o d®lce 912 aminokyselin. DNMT3A je tvoŚena 3 hlavn²mi strukturn²mi dom®nami: PWWP 

dom®na (nazvan§ podle konzervovan® sekvence Pro-Trp-Trp-Pro), kter§ se v§ģe k histonŢm nesouc²m 

metylovanĨ lyzin, ADD (ATRX, DNMT3, and DNMT3L-type zinc finger) dom®na 

rozpozn§vaj²c² nemetylovanĨ lyzin histonu H3 a metyltransfer§zov§ dom®na (MTase; obr. 9B) [147].  

 

 

 

Obr. 9: Struktura a funkce DNA metyltransfer§z. Mechanismus DNA metylace (A), schematick® zn§zornŊn² 

struktury DNA metyltransfer§z (B), somatick® mutace DNMT3A u AML (C) [147]. 
 

V roce 2010 byly dvŊma skupinami pops§ny mutace v genu DNMT3A u 25 % dospŊlĨch pacientŢ 

s AML a u mal®ho procenta pacientŢ s MDS [149-151]. PozdŊji, v roce 2011, byly aberace DNMT3A 

genu zachyceny i u pacientŢ s prim§rn² myelofibrozou (cca 15 % pacientŢ nese tyto mutace), 

u pacientŢ s polycythemia vera (7 %) a zŚ²dka tak® u nemocnĨch s esenci§ln² trombocytemi² [152]. 

Mutace se nach§zej² v exonech 9-23, jsou t®mŊŚ vĨhradnŊ heterozygotn² a nejļastŊji (aģ v 50 % 

pŚ²padŢ) postihuj² kodon Arg882 (obr. 9C). Pacienti s mutacemi DNMT3A maj² tak® ļasto norm§ln² 
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karyotyp, FLT3/ITD a mutace genŢ NPM1, IDH1 a IDH2, naopak velmi zŚ²dka se tato mutace 

vyskytuje u pacientŢ s pŚ²znivĨmi cytogenetickĨmi aberacemi [149,153,154]. Nemocn² s mutac² 

DNMT3A m²vaj² vyġġ² poļet leukocytŢ a destiļek v dobŊ diagn·zy a vyġġ² procento blastŢ v kostn² 

dŚeni. PŚ²tomnost mutace neovlivŔuje ġanci pacientŢ na dosaģen² CR, ale vĨraznŊ zkracuje RFS i OS 

pacientŢ [154-157].  

Vyuģit² DNMT3A mutac² pro sledov§n² MRO zat²m nen² dostateļnŊ prostudov§no, Hou et al. 

ve sv® pr§ci uv§dŊj², ģe 29 pacientŢ ze 34 ztratilo pŢvodn² mutaci pŚi dosaģen² CR. U 12 ze 13 

pacientŢ, u kterĨch doġlo k relapsu onemocnŊn², byla detekov§na stejn§ mutace jako v dobŊ z§chytu 

onemocnŊn² [157]. Wakita et al. ud§vaj² pŚ²tomnost shodn® mutace v dobŊ diagn·zy a pŚi relapsu 

onemocnŊn² u 7 ze 7 sledovanĨch pacientŢ [158].  

 

3.4.5 MUTACE GENU ASXL1  

 

ASXL1 je vysoce konzervovanĨ, v j§dŚe lokalizovanĨ protein, patŚ²c² do rodiny ETP (enhancer 

of trithorax and polycomb) proteinŢ pŢsob²c²ch jako epigenetick® regul§tory genov® transkripce 

prostŚednictv²m zmŊn ve struktuŚe chromatinu [159]. PcG (polycomb group) proteiny asociuj² 

s histondeacetyl§zami, ļ²mģ umlļuj² expresi genŢ, naproti tomu trxG (trithorax group) proteiny 

asociuj² s histon acetyl§zami a funguj² jako zesilovaļe transkripce. Protein ASXL1 se skl§d§ ze dvou 

dom®n: N-termin§ln² ASX dom®ny a C-termin§ln² PHD (plain homeodomain zinc finger region) 

dom®ny [160].  

Gen ASXL1, lokalizovanĨ v chromozom§ln²m pruhu 20q11.21, je tvoŚen 12 exony a k·duje 

protein o d®lce 1541 aminokyselin. Mutace v exonu 12 tohoto genu byly pops§ny u 10 % 

pŚ²padŢ MDS [161], 10 % pacientŢ s esenci§ln² trombocytemi² a prim§rn² myelofibr·zou [162] 

a u 10-30 % pacientŢ s AML. ĻastŊji se vyskytuj² u nemocnĨch s AML s aberantn²m cytogenetickĨm 

n§lezem (ve srovn§n² s AML s norm§ln²m karyotypem). Mutace ASXL1 se proto pouze zŚ²dka 

nach§zej² u pacientŢ s mutacemi NPM1, DNMT3A, FLT3/TKD a FLT3/ITD, kter® jsou 

charakteristick® pro onemocnŊn² s norm§ln²m cytogenetickĨm n§lezem. VŊtġina (aģ 80 %) popsanĨch 

mutac² jsou frameshift mutace (nejļastŊji inzerce G v pozici 646), m®nŊ je nonsense mutac² a jen 

vĨjimeļnŊ jde o missense mutace. Mutace ASXL1 byly ļastŊji zachyceny u starġ²ch pacientŢ (>60 let) 

a u muģŢ [163-166]. ASXL1 pozitivn² pacienti maj² obvykle niģġ² poļet leukocytŢ v dobŊ z§chytu 

onemocnŊn² [163,165,166], naproti tomu Chou et al. [164] nezjistili ģ§dnĨ vliv pŚ²tomnosti mutace 

na poļet leukocytŢ. Vġichni autoŚi shodnŊ uv§dŊj² negativn² vliv mutac² ASXL1 na dosaģen² CR 

a d®lku OS, Metzeler et al. [165] a Schnittgerov§ et al. [163] zjistili z§roveŔ i kratġ² RFS u pacientŢ 

s mutac². Jin² autoŚi [164,166] nepozorovali ģ§dnĨ vliv mutac² na RFS a incidenci relapsŢ 

onemocnŊn².  
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Pouģitelnost ASXL1 mutac² pro sledov§n² MRO byla dosud testov§na pouze na mal®m poļtu 

pacientŢ v pr§ci Schnittgerov® et al. [163], kde autoŚi ud§vaj² znovuobjeven² mutace u vġech 16 

sledovanĨch pacientŢ s relapsem onemocnŊn².    

 

3.4.6 MUTACE GENš IDH1 A IDH2   

 

Geny izocitr§tdehydrogen§z IDH1 (v chromozom§ln²m pruhu 2q33.3) a IDH2 (15q26.1) k·duj² 

enzymy katalyzuj²c² oxidativn² dekarboxylaci izocitr§tu na Ŭ-ketoglutar§t v prŢbŊhu citr§tov®ho cyklu 

(obr. 10). IDH1 je lokalizov§n v cytoplazmŊ a peroxizomech, IDH2 v mitochondri²ch. Oba enzymy 

vyuģ²vaj² nikotinamid adenin dinukleotid fosf§t (NADP) jako kofaktor pro tvorbu NADPH, kterĨ m§ 

dŢleģitou roli pŚi ochranŊ buŔky pŚed oxidativn²m stresem [167,168]. Obvykle heterozygotn² mutace 

postihuj² nejļastŊji kodony Arg132 genu IDH1 a Arg140 a Arg172 genu IDH2 v aktivn²m m²stŊ 

enzymu, ļ²mģ znemoģŔuj² vazbu kofaktoru NADP. T²m je jednak vĨraznŊ omezena jeho norm§ln² 

katalytick§ funkce, a nav²c enzym z²sk§v§ novou funkci, kter§ mu umoģŔuje mŊnit Ŭ-ketoglutar§t na 

2-hydroxyglutar§t. T²m je naruġena energetick§ rovnov§ha buŔky a jej² metabolick® funkce. Toto je 

nejvĨraznŊjġ² pr§vŊ v pŚ²padŊ heterozygotn²ch mutac², kdy divok§ forma enzymu produkuje 

Ŭ-ketoglutar§t, kterĨ je mutovanĨm enzymem konvertov§n na 2-hydroxyglutar§t (obr. 10) [169,170]. 

 

 

Obr. 10: Vliv mutac² genŢ IDH1,2 na funkci IDH enzymŢ v prŢbŊhu Krebsova cyklu. Mutovan® IDH enzymy 

konvertuj² Ŭ-ketoglutar§t na 2-hydroxyglutar§t. Ŭ-ketoglutar§t slouģ² jako substr§t nezbytnĨ pro mnoho 

metabolickĨch funkc². Na jeho dostateļn® produkci je z§visl§ norm§ln² funkce rŢznĨch dioxygen§z vļetnŊ TET2 

a histondemetyl§z, pod²lej²c²ch se na epigenetick® regulaci genov® exprese [169].  
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IDH mutace byly prvnŊ pops§ny u pacientŢ s gliomy a nach§z²me je i u 15-20 % nemocnĨch 

s AML, zejm®na u pacientŢ se stŚedn²m cytogenetickĨm rizikem, u kterĨch se vyskytuj² aģ u 30 % 

pŚ²padŢ. Pouze vĨjimeļnŊ jsou tyto mutace detekov§ny u pacientŢ s pŚ²znivou cytogenetickou aberac² 

[167,171-173]. U pacientŢ s norm§ln²m cytogenetickĨm n§lezem jsou IDH mutace ļasto spojeny 

s pŚ²tomnost² mutace NPM1 a DNMT3A, naopak t®mŊŚ nikdy se nevyskytuj² spoleļnŊ s mutac² 

CEBPA genu. Nemocn² s mutac² IDH genu maj² v dobŊ diagn·zy vyġġ² poļet leukocytŢ, trombocytŢ 

a vyġġ² procento blastŢ v kostn² dŚeni [167,172,174]. PrognostickĨ dopad IDH mutac² podle dosud 

publikovanĨch studi² do urļit® m²ry z§vis² jednak na pŚ²tomnosti dalġ²ch molekul§rn²ch aberac², 

zejm®na NPM1 mutac² a FLT3/ITD, jednak na typu mutace. Mutace genu IDH1 nemŊla vliv na 

dosaģen² CR v ģ§dn® publikovan® pr§ci [167,173-175], menġ² ġanci na dosaģen² CR u pacientŢ s IDH2 

mutac² prok§zali Boissel et al. [172] a u IDH2 Asp172 tak® Green et al. [176] a Marcucci et al. [173]. 

NepŚ²znivĨ vliv mutac² IDH1 a IDH2 na incidenci relapsŢ a OS byl prok§z§n u skupiny pacientŢ, kteŚ² 

mŊli z§roveŔ mutaci genu NPM1 v kombinaci s negativitou FLT3/ITD [167,172,175]. Kratġ² OS 

a vyġġ² vĨskyt relapsŢ u nemocnĨch s norm§ln²m cytogenetickĨm n§lezem a mutac² IDH2 uv§dŊj² 

Boissel et al. [172] a pouze u pacientŢ s IDH2 Asp140 mutac² tak® Green et al. [176]. 

PodobnŊ jako mutace u ostatn²ch genŢ zapojenĨch v epigenetick® regulaci genov® exprese 

(DNMT3A, ASXL1, TET2) by i IDH1 a IDH2 mutace mohly bĨt vhodnĨm c²lem pro monitorov§n² 

MRO, aļkoliv se zat²m pŚ²liġ nevyuģ²vaj² a jejich pouģitelnost nebyla dosud testov§na na vŊtġ²m 

souboru pacientŢ. V jedin® publikovan® pr§ci byla u 4 ze 4 pacientŢ s mutac² IDH1/2 v dobŊ diagn·zy 

tato mutace prok§z§na i pŚi relapsu onemocnŊn² [158]. 

 

3.4.7 ABERACE GENU MLL  

 

Protein MLL je v j§dŚe lokalizovanĨ transkripļn² regulaļn² faktor, kterĨ hraje z§sadn² roli 

v regulaci genov® exprese v prŢbŊhu ran®ho vĨvoje a hematopo®zy. Jeho N-termin§ln² konec je tvoŚen 

DNA vazebnou dom®nou s motivem 3 AT h§ļkŢ umoģŔuj²c²ch vazbu do mal®ho ģl§bku 

dvojġroubovice DNA, dvŊma jadernĨmi lokalizaļn²mi sign§ly a metyltransfer§zovou dom®nou. 

ProstŚedn² ļ§st tvoŚ² 4 PHD (plant homeodomain) dom®ny, bromodom®na a transaktivaļn² dom®na, 

kter§ v§ģe histonacetyltransfer§zu nezbytnou pro aktivaci MLL c²lovĨch genŢ. C-termin§ln² konec 

tvoŚ² SET (Su(var)3-9, Enhacer of zeste, Trithorax protein D. melanogaster) dom®na zodpovŊdn§ 

za histonmetyltransf®r§zovou aktivitu [177,178]. 

Gen MLL (KMT2A, ALL1, HRX, TRX1) je lokalizov§n v chromozom§ln²m pruhu 11q23.3, je 

tvoŚen 37 exony a k·duje protein o d®lce 3969 aminokyselin. U AML jsou pops§ny 2 typy abnormalit 

MLL genu. NejļastŊjġ² jsou balancovan® translokace vznikaj²c² f¼z² ļ§sti MLL genu k·duj²c² 

N-termin§ln² konec MLL proteinu (ke zlomŢm v genu MLL doch§z² t®mŊŚ vĨhradnŊ v oblasti mezi 

exony 5 a 11) se sekvenc² k·duj²c² C-termin§ln² konec jin®ho proteinu. V souļasnosti je pops§no 
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t®mŊŚ 100 f¼zn²ch partnerŢ genu MLL a v²ce neģ 70 z nich je charakterizov§no na molekul§rn² ¼rovni. 

Translokace genu MLL se vyskytuj² aģ u 22 % pacientŢ s ALL a u 5-12 % AML, nejvyġġ² vĨskyt je 

v obou pŚ²padech u dŊtskĨch pacientŢ do jednoho roku. U ALL jsou nejļastŊjġ²mi translokacemi 

t(4;11)(q21;q23) s f¼z² genŢ MLL/AF4 a t(11;19)(q23;p13) s f¼zn²m genem MLL/ENL. NejļastŊjġ² 

translokace u AML jsou t(6;11)(q27;q23) vedouc² ke vzniku f¼zn²ho genu MLL/AF6, t(9;11)(p21;q23) 

d§vaj²c² f¼zn² gen MLL/AF9, t(10;11)(p12;q23) s f¼zn²m genem MLL/AF10 a t(11;19)(q23;p13) 

vedouc² ke vzniku f¼zn²ch genŢ MLL/ENL nebo MLL/ELL. Translokace MLL genu (zejm®na t(9;11)) 

se nejv²ce vyskytuj² u AML se subtypem M5 a M4 podle FAB klasifikace, naopak nikdy 

se nevyskytuj² u pacientŢ s APL [179,180]. Pacienti s pŚestavbami MLL genu maj² kratġ² RFS a vyġġ² 

riziko relapsu onemocnŊn² v porovn§n² s nemocnĨmi bez tŊchto translokac², nicm®nŊ progn·za 

onemocnŊn² se do urļit® m²ry liġ² v z§vislosti na konkr®tn²m f¼zn²m partnerovi genu MLL. Pacienti 

s f¼zn²m genem MLL/AF9 maj² vyġġ² ġanci na doc²len² CR a rovnŊģ dosahuj² delġ²ho RFS i OS oproti 

skupinŊ s ostatn²mi MLL translokacemi. Z tohoto dŢvodu jsou ve vŊtġinŊ klasifikac² Śazeni do skupiny 

AML se stŚedn²m rizikem, zat²mco pacienti s ostatn²mi MLL pŚestavbami spadaj² do kategorie AML 

s vysokĨm rizikem [11,12,25,26,181,182]. 

Druhou abnormalitou MLL genu jsou intern² parci§ln² tandemov® duplikace (MLL/PTD) 

zahrnuj²c² nejļastŊji exony 2-6 nebo 2-8). MLL/PTD se vyskytuj² u 3-5 % AML, zejm®na u pacientŢ 

s norm§ln²m karyotypem (aģ 7,5 % tŊchto pacientŢ m§ MLL/PTD) a aģ u 90 % pŚ²padŢ s trizomi² 11 

jako samostatnou chromozom§ln² aberac². Ļasto se vyskytuj² spoleļnŊ s FLT3/ITD a FLT3/TKD 

mutacemi, naopak nebyly zachyceny u pacientŢ s prognosticky pŚ²znivĨmi f¼zn²mi geny PML/RARŬ, 

AML1/ETO, CBFɓ/MYH11. Nemocn² s MLL/PTD m²vaj² kratġ² RFS i OS v porovn§n² s negativn²mi 

pacienty [177,183-186]. 

 

3.5 AML S NEPřĉZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNčZOU 

 

Do t®to prognostick® skupiny patŚ² zbĨvaj²c²ch pŚibliģnŊ 20 % pacientŢ nesouc²ch nŊkterou 

z tŊchto cytogenetickĨch abnormalit: ztr§ta chromozomŢ 5, 7 nebo 17, abnormality 3q, 5q, 7q nebo 

17p, inv(3) nebo t(3;3), t(9;22), a t(11q23) s vĨjimkou translokac² t(9;11) a t(11;19), kter® jsou 

zaŚazeny mezi AML se stŚedn²m cytogenetickĨm rizikem, a d§le pacienti s komplexn²m karyotypem  

(4 a v²ce abnormalit; tab. 2) [11].  

V t®to skupinŊ jsou zahrnuti pacienti s cytogenetickĨmi aberacemi charakteristickĨmi pro MDS, 

jako jsou ztr§ty celĨch chromozomŢ 5 nebo 7 a delece dlouhĨch ram®nek 5 a 7 (dle koncepce Heada 

et al. [187] jsou tyto AML nazĨv§ny ĂMDS-related AMLñ). Tyto abnormality se vyskytuj² zejm®na 

u AML s pŚedchoz²m vĨskytem MDS a tak® u starġ²ch pacientŢ (jejich vĨskyt roste exponenci§lnŊ 

s vŊkem nemocnĨch). AML nesouc² tyto zmŊny bĨvaj² obvykle chemorezistentn², nedostateļnŊ 

odpov²daj² na l®ļbu a jsou charakteristick® ļasnĨmi relapsy onemocnŊn² [187]. 
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Dalġ² podskupinu v r§mci t®to prognostick® kategorie tvoŚ² pacienti s komplexn²m karyotypem, 

jichģ mŢģe bĨt aģ cca 70 % a m®nŊ neģ polovina jich doc²l² CR. T®mŊŚ 2/3 nemocnĨch s komplexn²m 

karyotypem maj² mutace v genu TP53, kter® d§le zhorġuj² jejich progn·zu [12].  

NejvŊtġ² ġanci na doc²len² CR v r§mci t®to prognostick® skupiny maj² pacienti s pŚestavbou genu 

MLL t(11q23) a z§roveŔ mladġ² neģ 60 let (aģ 80 % jich dos§hne CR). Naopak m®nŊ neģ 20 % 

nemocnĨch s inv(3)/t(3;3) a del(5q) se dostane do CR.  

Hodnoty RFS a OS po 5 letech od diagn·zy u nemocnĨch s nepŚ²znivĨm cytogenetickĨm 

n§lezem jsou pod 10 % [188]. 
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4. PACIENTI A METODY  

 

4.1 PACIENTI  

 

K analĨz§m byly pouģity vzorky kostn² dŚenŊ a/nebo perifern² krve pacientŢ s AML 

diagnostikovanĨch a/nebo l®ļenĨch v ĐHKT v letech 1991 aģ 2012. Celkem bylo zachyceno 762 

pŚ²padŢ AML, 392 muģŢ a 370 ģen, medi§n vŊku pacientŢ v dobŊ diagn·zy byl 54,5 let (rozmez² 

16,0-90,1). Vzhledem k tomu, ģe mutaļn² analĨzy byly zpracov§v§ny v prŢbŊhu 5 let a ke kaģd® 

z analĨz byla pouģita m²rnŊ odliġn§ skupina pacientŢ (u nŊkterĨch jiģ nebyl k dispozici materi§l pro 

dalġ² analĨzy a naopak, pŚibyli novŊ diagnostikovan² pacienti) bude podrobn§ charakteristika 

testovanĨch pacientŢ uvedena vģdy v r§mci vĨsledkŢ konkr®tn² analĨzy. Pacienti ve vġech pŚ²padech 

podepsali informovanĨ souhlas v dobŊ diagn·zy onemocnŊn² v souladu s Helsinskou deklarac². 

 

4.2 METODY  

 

4.2.1 SEPARACE BUNŉK 

 

BuŔky kostn² dŚenŊ a/nebo perifern² krve byly separov§ny centrifugac² na gradientu 

Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Byla odebr§na mononukle§rn² frakce bunŊk 

(prstenec), dvakr§t promyta roztokem PBS (tab. 6) a pŚ²padn® kontaminuj²c² erytrocyty byly 

odstranŊny lyzac² pomoc² lyzaļn²ho roztoku (tab. 6). BuŔky byly spoļ²t§ny a alikvotov§ny 

po maxim§lnŊ 10 milionech. Separovan® buŔky byly ihned lyzov§ny v roztoku TRIzol
 
Reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a lyz§ty zamraģeny pŚi -20 ÁC. 

 

Tab. 6: Sloģen² roztokŢ pro separaci bunŊk. 

Roztok Sloģky  Vlastnosti Mnoģstv² 

PBS (Phosphate buffered saline), pH 7,4 (5 l) NaCl  40 g 

 KCl  1 g 

  Na2HPO4.7H2O  5,75 g 

  KH2PO4  1 g 

autokl§vovanĨ 20 min. pŚi 100 ÁC HCl (titr.) 1 M   

Lyzaļn² roztok na erytrocyty 10x konc. (1 l) NH4Cl   82,9 g 

 NH4HCO3   7,9 g 

sterilizovanĨ pŚes filtr Stericup 0,22 m˃ EDTA   0,37 g 

Tris/EDTA (TE) pufr (100 ml) EDTA 0,5M, pH 8,0 200 l˃ 

 TrisCl 1 M 1 ml 

EDTA (500 ml) Na2EDTA.2H2O  93 g 

 NaOH (titr.) 10 M   
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4.2.2 IZOLACE RNA A DNA, PřĉPRAVA cDNA 

 

RNA a DNA byly izolov§ny pomoc² TRIzol Reagentu podle pŚiloģen®ho manu§lu. RNA byla 

rozpuġtŊna v TE pufru (tab. 6), v mnoģstv² 5 ɛl na 1 milion bunŊk. RNA byla zamraģena a skladov§na 

pŚi -70 ÁC, DNA pŚi 4 ÁC. Vġechny analĨzy byly prov§dŊny na cDNA, kter§ byla pŚipravena z 1 ɛg 

celkov® RNA. Ta byla inkubov§na s 25 pmol n§hodnĨch hexamerŢ (Invitrogen) pŚi 65 ÁC po dobu 10 

minut. Po zchlazen² na 4 ÁC byla pŚid§na reakļn² smŊs obsahuj²c² 200 ɛmol dNTPs, 10 mmol 

dithiothreitolu, 1x First Strand Buffer, 100 U Superscriptu II (Invitrogen), 10 U RNasinu (Promega, 

Madison, WI, USA) a steriln² vodu do koneļn®ho objemu 10 ɛl. Reakļn² smŊs byla inkubov§na pŚi 

42 ÁC po dobu 1 hodiny a pot® 2 minuty denaturov§na pŚi 95 ÁC. PŚipraven§ cDNA byla skladov§na 

pŚi -20 ÁC.  

PŚi z§chytu onemocnŊn² byli vġichni pacienti testov§ni na pŚ²tomnost prognosticky pŚ²znivĨch 

molekul§rn²ch markerŢ (tj. f¼zn²ch genŢ PML/RARŬ, AML1/ETO a CBFɓ/MYH11), a d§le byl 

zjiġŠov§n vĨskyt FLT3/ITD. 

 

4.2.3 DETEKCE FĐZNĉHO GENU PML/RARŬ 

 

PŚ²tomnost f¼zn²ho genu PML/RARŬ byla zjiġŠov§na pomoc² jednokrokov® kvalitativn² RT-PCR. 

Zlomy v oblasti bcr1 a bcr2 genu PML byly detekov§ny pomoc² primerŢ M2 a R8, pro zlomy v oblasti 

bcr3 byl pouģit primer M4 spoleļnŊ s R8 (tab. 7).  

 

Tab. 7: PŚehled pouģitĨch primerŢ. Sondy pouģit® pro real time PCR byly du§lnŊ fluorescenļnŊ znaļen® 6-FAM 

na 5Ë-konci a BHQ-1 na 3Ë-konci. Nukleotidy s LNA modifikac² jsou vyznaļeny ļervenŊ.  

 

(F¼zn²) gen n§zev primeru sekvence 5' - 3' citace 

PML/RARŬ - z§chyt M2 AGTGTACGCCTTCTCCATCA [189] 

  M4 AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC [189] 

  R8 AGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAAT [189] 

PML/RARŬ - MRO Q1,2 GTCTTCCTGCCCAACAGCAACC [190] 

  Q3 AGCTCTTGCATCACCCAGGGGA [190] 

  R5 CCCCATAGTGGTAGCCTGAGGACT [189] 

  sonda CAGCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTA   [190] 

AML1/ETO - z§chyt AM ACCTCAGGTTTGTCGGTCG [191] 

  ET ATTAGTTAACGTTGTCGGTG [191] 

AML1/ETO - MRO QAM AATCACAGTGGATGGGCC [192] 

  QET TGCGTCTTCACATCCACA [192] 

  sonda CTGAGAAGCACTCCACAATGC  [192] 

CBFɓ/MYH11 - z§chyt pr1 CAGGCAAGGTATATTTGAAGG [193] 

  pr2 CTCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC [193] 
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Tab. 7: PŚehled pouģitĨch primerŢ (pokraļov§n²). 

(F¼zn²) gen n§zev primeru sekvence 5' - 3' citace 

 CBFɓ/MYH11 - z§chyt pr3 GTCTGTGTTATCTGGAAAGGC [193] 

 (pokraļov§n²) pr4 CGTATCGCTGGGTGAGGTTCT [193] 

CBFɓ/MYH11 - MRO QFi AGCACACCCGAATTTGAA [194] 

  QRiA TGGACTTCTCCAGCTCATGGA [194] 

  QRiD TGTGACGCTCTCAACTTCAT [198] 

  sonda AGACAGGTCTCATCGGGAGGAAATGGAG [194] 

ABL - z§chyt ABL-F CGTCCTCCAGCTGTTATCTGG [198] 

  ABL-R CTCAGCCAGTAGCATCTGAC [198] 

ABL - z§chyt QABL-F TCCTCCAGCTGTTATCTGGAA [198] 

  QABL-R TGGGTCCAGCGAGAAGGTT [198] 

  sonda CCAGTAGCATCTGACTTTGAGCCTCAGGG [195] 

FLT3 835 for CCGCCAGGAACGTGCTTG [113] 

  835 rev GCAGACGGGCATTGCCCC [113] 

  R5 TGTCGAGCAGTACTCTAAACA [96] 

  R6 ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC [96] 

C-KIT E8-9 for ACCGAAGGAGGCACTTACAC [81] 

  E8-9 rev TACATTCAACCGTGCCATTG [81] 

  E10-11 for AAACTCATCTGGGCCACCGTTT [198] 

  E10-11 rev CACTCGGCTTGAGCATCTTT [81] 

  E17,18 for CCGACAAAAGGAGATCTGTG [81] 

  E17,18 rev GACCGGCATTCCAGGATAG [81] 

K-RAS K-for CATTTCGGACTGGGAGCGAG [198] 

  K-rev CTATAATGGTGAATATCTTCAA [198] 

N-RAS N-for CTGTGGTCCTAAATCTGTCC [198] 

  N-rev CAGTGCAGCTTGAAAGTGG [198] 

DNMT3A - z§chyt DNMT3A for1 GGAGCTGGTGTGGGGGAAACT [196] 

  DNMT3A rev1 TGGTAGCCGTCGTCGTCGTA [196] 

  DNMT3A for2 ACTGCAAGAACTGCTTTCTGGA [196] 

  DNMT3A rev2 CAGAAGAAGGGGCGATCATCT [196] 

  DNMT3A for3 TACCGCCTCCTGCATGATGC [196] 

  DNMT3A rev3 TGTTTAACTTTGTGTCGCTA [196] 

DNMT3A - MRO P843 for GCACTGAAATGGAAAGGGTA [198] 

  P843 rev GGTGGCGGATGACTGGCA [198] 

  sonda P843 ATGAGCCACTTG [198] 

  R167 for TGCTGTCTCTCTTTGATGGA [198] 

  R167 rev ACCATGCCCACCGTGAT [198] 

  sonda R167 TGGGCAGTCAG [198] 

  P638 for TTCTTCTGGCTCTTTGAGAA [198] 

  P638 rev CCTGTGTGCAGCTGACA [198] 

  sonda P638 ACATCTCGCAATTTCT [198] 

  sonda P288 ATGAGCTGCTT [198] 

ASXL1 ASXL1 for1 ATTCAACTTTCACGTATCA [198] 

  ASXL1 rev1 TTGGCCAGTTCCTTTCTCT [198] 
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Tab. 7: PŚehled pouģitĨch primerŢ (pokraļov§n²). 

(F¼zn²) gen n§zev primeru sekvence 5' - 3' citace 

 ASXL1 ASXL1 for2 AGCAAGGACCCACCGTTCCTG [198] 

 (pokraļov§n²) ASXL1 rev2 TGCAGCAACTGCATCACAA [198] 

  ASXL1 for3 AGATTCCCTACTGCTGGCCA [198] 

  ASXL1 rev3 CCAGTCTTCCCTTGGAGTCT [198] 

  ASXL1 for4 TGAGATCCCTCCAGTTTTTC [198] 

  ASXL1 rev4 AATACACAGAGCTTTGAGG [198] 

MLL translokace - z§chyt MLL for  CTCAGCCACCTACTACAGGAC [199] 

  AF9 rev1 AGCGAGCAAAGATCAAAATC [199] 

  AF9 rev2 GATTTGCTTTGCTTTATTGG [199] 

  AF10 rev1 CCTGGAAATTTGCATTTGTAA [199] 

  ELL rev CCGATGTTGGAGAGGTAGAA [199] 

  ENL rev1 GGACAAACACCATCCAGTC [199] 

  ENL rev2 GGCGCTGTTGTCACTCTC [199] 

  ENL rev3 TTGAAGGTGAGCTTCTCGCA [198] 

  ENL rev4 GTGCTCCTTGGTCACCTTGT [198] 

  MSF rev GCGCCAGGTCCTGGAATTT [198] 

MLL translokace - MRO QMLL for1 GCAAACAGAAAAAAGTG  [198] 

  QMLL for2 TGCTTTCTCTGTGCCAGTA [198] 

  QAF rev1 GATTTGCTTTGCTTTATTGG [198] 

  QAF rev2 TTGTTGCCTGGTGTGGGATGG [198] 

  QAF10 rev TTCTGTAGTAACAGTCAAGGA [198] 

  QENLrev1 ATGCCCCAGCTCTTAACCTCA [198] 

  QENLrev2 TTGGCTGTGGTTCTGGGAT [198] 

  QMSF rev GACCTCCTCGACCTCAAAA [198] 

  sonda MLL CTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAA [198] 

  sonda AF9 AGCTGGCAGGACTGGGTT [198] 

  sonda AF10 AGGTGATGGTTCTGGCTGCT [198] 

  sonda ENL TCAGACTCCAGCTCAGACT [198] 

  sonda ELL TGGCCTCAGTGAAACAGAAT [198] 

TP53 P2 CCCCTCTGAGTCAGGAAACA [197] 

  P18 GCCCATGCAGGAACTGTTA [197] 

  P4 ACCCTTTTTGGACTTCAGGTG [197] 

  P16 GCGATGGTCTGGCCCCTCCTC [197] 

 

Kvalita izolovan® RNA a z n² pŚipraven® cDNA byla ovŊŚena amplifikac² kontroln²ho genu ABL 

za pouģit² primerŢ ABL-F a ABL-R (tab. 7). Reakļn² mixy pro PML/RARŬ bcr1,2, bcr3 a kontroln² 

gen ABL byly sloģeny vģdy z 1 ɛl vzorku cDNA, 250 nmol obou primerŢ (Invitrogen), 200 ɛmol 

dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 1 mmol MgCl2, 1 U Platinum Taq DNA polymer§zy (Invitrogen) 

a steriln² vody do koneļn®ho objemu 25 ɛl. Pro amplifikaci byl pouģit PCR program z§chyt AML 

(tab. 8).  

 



33 

 

Tab. 8: PŚehled pouģitĨch programŢ PCR. 

program 
¼vodn² 

denaturace 
denaturace 

primer 

annealing 
elongace 

mŊŚen² 

fluorescence 

poļet 

cyklŢ 

z§chyt AML 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 58 ÁC; 30s 72 ÁC; 30s x 40 

FLT3/ITD 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 56 ÁC; 30s 72 ÁC; 45s x 10 

    95 ÁC; 10s 52 ÁC; 30s 72 ÁC; 45s x 30 

rez 60 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 60 ÁC; 30s 72 ÁC; 30s FAM 50 

rez 53 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 53 ÁC; 30s 72 ÁC; 30s FAM 50 

DNMT3A 62 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 62 ÁC; 30s 72 ÁC; 30s FAM 50 

DNMT3A 66 95 ÁC; 5 min. 95 ÁC; 10s 66 ÁC; 30s 72 ÁC; 30s FAM 50 

 

 

Pro ovŊŚen² spr§vnosti pŚ²pravy mixu a prŢbŊhu PCR byla pro kaģdou reakci udŊl§na t®ģ 

pozitivn² kontrola s vyuģit²m plazmidu se zaklonovanĨm ¼sekem sledovan®ho f¼zn²ho, resp. 

kontroln²ho genu. Pro vylouļen² faleġn® pozitivity zpŢsoben® kontaminac² PCR, byla t®ģ 

amplifikov§na negativn² kontrola s pŚid§n²m 1 ɛl steriln² vody m²sto vzorku cDNA. VĨsledn® 

produkty PCR byly vizualizov§ny pomoc² gelov® elektrofor®zy na 2% agarozov®m gelu s ethidium 

bromidem. Pozitivn² vĨsledky se zlomy v oblasti bcr2 (d§vaj² rŢznŊ dlouh® produkty PCR, viz obr. 11) 

byly verifikov§ny pomoc² pŚ²m® sekvenace s pouģit²m sekvenaļn²ho kitu Big Dye Terminator kit 

v. 3.1 (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA).   

 

 

 

 

Obr. 11: Odliġen² zlomŢ v oblasti bcr1, resp. bcr2 genu PML, u pacientŢ s f¼zn²m genem PML/ RARŬ. Zat²mco 

pacienti se zlomem bcr1 maj² produkt PCR o fixn² d®lce 326 bp (pruhy neoznaļen® ġipkami), pacienti se zlomem 

bcr2 maj² rŢznŊ dlouh® produkty PCR (obvykle kratġ² neģ u zlomu bcr1), v z§vislosti na pŚesn® lokalizaci zlomu 

v r§mci exonu 6 (viz obr. 1 na str. 11), a jsou oznaļeni ġipkami. Ģlutou ġipkou je zvĨraznŊn produkt PCR 

pacienta se zlomem bcr2, jehoģ produkt PCR je delġ² v dŢsledku inzerce 12 nukleotidŢ z intronu 2 genu RARŬ. 

M - marker, N - negativn² kontrola.   
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4.2.3.1 Monitorov§n² PML/RARŬ pomoc² kvantitativn² PCR 

 

MRO bylo sledov§no ve vzorc²ch kostn² dŚenŊ po kaģd®m cyklu chemoterapie a po jej²m 

ukonļen² v tŚ²mŊs²ļn²ch intervalech pomoc² real-time RT-PCR na pŚ²stroji RotorGene 3000A real time 

PCR cycler (Corbett Research, Sydney, NSW, Australia). Pro kvantitativn² detekci MRO byly 

navrģeny primery poskytuj²c² PCR produkt o d®lce maxim§lnŊ 150 bp. Sondy pro vġechny sledovan® 

geny byly du§lnŊ fluorescenļnŊ znaļen® 6-FAM na 5Ë-konci a BHQ-1 na 3Ë-konci. Pro kaģdĨ ze 

zlomŢ bcr1, resp. bcr3 byl navrģen specifickĨ pŚedn² (forward) primer (Q1,2, resp. Q3), zat²mco 

reverzn² primer (R5) a fluorescenļnŊ znaļen§ sonda (tab. 7) byly pro oba zlomy spoleļn®. Reakļn² 

smŊs obsahovala: 1 ɛl vzorku cDNA, 500 nmol obou primerŢ, 250 nmol sondy, 200 ɛmol dNTPs, 

1x PCR reaction buffer, 3 mmol MgCl2, 1 U AmpliTaq Gold polymer§zy (Applied Biosystems) 

a steriln² vodu do koneļn®ho objemu 20 ɛl. Pro reakci detekuj²c² zlom bcr1 byl pouģit program rez 60, 

pro bcr3 rez 53 (tab. 8). Vġechny vzorky byly analyzov§ny v tripletu, aby bylo omezeno riziko 

pipetovac² chyby. Ke kaģd®mu vzorku byl amplifikov§n kontroln² gen ABL se stejnĨm reakļn²m 

mixem (s vĨjimkou primerŢ a sondy), k amplifikaci byl vyuģit t®ģ program rez 60. Pro kaģdĨ f¼zn² 

i kontroln² gen byla amplifikov§na kalibraļn² kŚivka sest§vaj²c² ze 7 bodŢ (v duplik§tech), vytvoŚen§ 

ŚedŊn²m plazmidu se zaklonovanĨm f¼zn²m, resp. kontroln²m genem v ŚedŊn² od 1 ng do 1 fg. 

Relativn² exprese sledovan®ho f¼zn²ho genu byla vypoļtena podle vzorce: rel. exprese = 2
(Ct ABL - Ct FG)

, 

kde Ct oznaļuje poŚad² cyklu PCR, ve kter®m exprese genu dos§hla stanoven®ho prahu. Je uv§dŊn 

prŢmŊr ze tŚ² hodnot kaģd®ho tripletu, FG oznaļuje f¼zn² gen. Detekļn² senzitivita metody urļen§ 

ŚedŊn²m diagnostickĨch vzorkŢ pacientŢ byla pro PML/RARŬ v rozmez² 10
-3
 aģ 10

-4
. Molekul§rn² 

remise byla definov§na jako negativita MRO nejm®nŊ ve dvou po sobŊ n§sleduj²c²ch vzorkŢ, 

za molekul§rn² relaps byly povaģov§ny dva pozitivn² vzorky v ŚadŊ po pŚedchoz² molekul§rn² remisi. 

 

4.2.4 DETEKCE FĐZNĉCH GENš AML1/ETO A CBFɓ/MYH11  

 

PŚ²tomnost f¼zn²ho transkriptu AML1/ETO a CBFɓ/MYH11 v dobŊ diagn·zy byla testov§na 

pomoc² kvalitativn² RT-PCR. Reakļn² mix pro f¼zn² gen AML1/ETO obsahoval 1 ɛl vzorku cDNA, 

250 nmol primerŢ AM a ET (tab. 7), 200 ɛmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl2, 1 U 

Platinum Taq DNA polymer§zy a steriln² vodu do koneļn®ho objemu 25 ɛl. K amplifikaci produktŢ 

PCR byl vyuģit program z§chyt AML (tab. 8). SouļasnŊ byla pŚipravena pozitivn² a negativn² kontrola 

se zaklonovanĨm PCR produktem, resp. steriln² vodou.  

Dva p§ry primerŢ byly navrģeny pro detekci f¼zn²ho genu CBFɓ/MYH11 tak, aby zachytily 

vġechny dosud popsan® zlomy. Primery pr1, pr2, pr3 a pr4 (tab. 7) byly pouģity spoleļnŊ v jednom 

reakļn²m mixu s n§sleduj²c²m sloģen²m: 1 ɛl vzorku cDNA, 250 nmol vġech primerŢ, 200 ɛmol 

dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 1,5 mmol MgCl2, 1 U Platinum Taq DNA polymer§zy a steriln² voda 
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do koneļn®ho objemu 25 ɛl. Pozitivn² kontrola obsahovala 2 plazmidy se zaklonovanĨmi produkty 

PCR s nejļastŊjġ²mi typy zlomŢ, tj. A a D. PCR program se stejnĨm teplotn²m profilem jako u pŚed-

choz²ch f¼zn²ch genŢ byl pouģit k amplifikaci a vĨsledn® produkty PCR byly separov§ny pomoc² 

gelov® elektrofor®zy. PŚ²padn® pozitivn² n§lezy s d®lkou produktu PCR odliġnou od obou pozitivn²ch 

kontrol byly verifikov§ny pomoc² pŚ²m® sekvenace (obr. 12). 

 

 

 

Obr. 12: Gelov§ elektrofor®za CBFɓ/MYH11 pozitivn²ch pacientŢ s rŢznĨmi m²sty zlomu v genu MYH11.  

A - pacienti s nejļastŊjġ²m typem zlomu A; D - pacienti se zlomem D; E - pacienti se zlomem E (viz obr. 4, 

str. 13); M ï marker; N - negativn² kontrola; PK - pozitivn² kontrola s plazmidy se zaklonovanĨm A,  resp. D 

produktem PCR. 

 

4.2.4.1 Monitorov§n² AML1/ETO a CBFɓ/MYH11 pomoc² kvantitativn² PCR 

 

PodobnŊ jako u pacientŢ s APL bylo i u nemocnĨch s f¼zemi AML1/ETO a CBFɓ/MYH11 

sledov§no MRO po kaģd®m cyklu l®ļby a po jej²m ukonļen² v tŚ²mŊs²ļn²ch intervalech. Jeden p§r 

primerŢ byl navrģen pro f¼zi AML1/ETO, pacienti s CBFɓ/MYH11 se zlomy A a D sledovan² v naġem 

souboru mŊli shodnĨ pŚedn² primer a fluorescenļn² sondu, reverzn² primer byl pro kaģdĨ typ zlomu 

specifickĨ (tab. 7). Reakļn² mix byl s vĨjimkou primerŢ a sondy shodnĨ pro f¼zn² gen AML1/ETO 

i pro oba zlomy f¼zn²ho genu CBFɓ/MYH11 a obsahoval 1 ɛl vzorku cDNA, 500 nmol obou primerŢ, 

250 nmol fluorescenļnŊ znaļen® sondy, 200 ɛmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 4 mmol MgCl2, 

1 U AmpliTaq Gold polymer§zy a steriln² vodu do celkov®ho objemu 20 ɛl. Pro amplifikaci byl pouģit 

program rez 60 (tab. 8). Citlivost detekce testovan§ ŚedŊn²m z§chytovĨch vzorkŢ pacientŢ se u f¼zn²ho 

genu AML1/ETO pohybovala mezi 10
-4
 a 10

-5
, u obou f¼z² CBFɓ/MYH11 pak byla 10

-4
. Z§roveŔ byla 

porovn§v§na citlivost detekce MRO ve vzorc²ch kostn² dŚenŊ a perifern² krve odebranĨch ve stejnĨ ļas 

u stejnĨch pacientŢ. Definice molekul§rn² remise i molekul§rn²ho relapsu byly totoģn® jako u pacientŢ 

s APL. 
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4.2.5 DETEKCE FLT3/ITD  

 

PŚ²tomnost ITD v JM a TK dom®n§ch (exony 12-14) genu FLT3 byla testov§na pomoc² 

kvalitativn² RT-PCR za pouģit² primerŢ R5-FLT3 a R6 (tab. 7). Reakļn² smŊs obsahovala 1 ɛl vzorku 

cDNA, 500 nmol kaģd®ho primeru, 200 ɛmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl2, 1 U 

Platinum Taq DNA polymer§zy a steriln² vodu do koneļn®ho objemu 25 ɛl. Pro amplifikaci byl pouģit 

PCR program FLT3/ITD (tab. 8, str. 33). Amplifikovan® produkty PCR byly separov§ny pomoc² 

gelov® elektrofor®zy na 2% agarozov®m gelu. Pozitivn² pacienti byli identifikov§ni podle abnorm§lnŊ 

dlouhĨch produktŢ PCR (obr. 13).  

 

 

 

Obr. 13: VĨsledek gelov® elektrofor®zy FLT3/ITD. Pacienti s duplikac² jsou oznaļeni ġipkami, ģlut§ ġipka 

ukazuje pacienta se ztr§tou nemutovan® - wt alely FLT3. M - marker. 

 

Abnorm§lnŊ dlouh® produkty PCR byly purifikov§ny z gelu pomoc² purifikaļn²ho kitu QIAquick 

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, NŊmecko) a n§slednŊ sekvenov§ny pŚi pouģit² sekvenaļn²ho kitu 

Big Dye Terminator kit v. 3.1. Z²skan® sekvence byly porovn§ny s nemutovanou sekvenc² genu FLT3 

pomoc² http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, byla urļena d®lka ITD a jej² integraļn² m²sto (JM vs. 

TK dom®na) (obr. 14). Pro analĨzu vlivu d®lky ITD na progn·zu pacientŢ byla jako hraniļn² zvolena 

d®lka ITD = 39 nukleotidŢ v souladu s dŚ²ve publikovanou prac² Stirewalta et al. [108]. Procentu§ln² 

zastoupen² mutovan® alely bylo kvantifikov§no semikvantitativnŊ pomoc² softwaru Alphaview 

(ProteinSimple, Santa Clara, CA, USA).  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Obr. 14: Sekvence FLT3/ITD a jej² vyhodnocen². ĻernĨ r§meļek - zduplikovan§ oblast, modrĨ r§meļek - 

dvounukleotidov§ inzerce, ļervenĨ r§meļek - ITD.  

 

4.2.6 DETEKCE FLT3/TKD 

  

K detekci mutac² v kodonech Asp835 a Ile836 byl amplifikov§n exon 20 pomoc² kvalitativn² 

RT-PCR s pouģit²m primerŢ 835for a 835rev (tab. 7). Reakļn² smŊs byla pŚipravena z 1 ɛl vzorku 

cDNA, 250 nmol kaģd®ho primeru, 200 ɛmol dNTPs, 1x PCR reaction buffer, 2 mmol MgCl2, 1 U 

Platinum Taq DNA polymer§zy a steriln² vody do koneļn®ho objemu 25 ɛl. Pro amplifikaci byl pouģit 

amplifikaļn² program z§chyt AML (tab. 8). VĨsledn® produkty PCR byly ġtŊpeny pomoc² restrikļn² 

endonukle§zy EcoR V (New England BioLabs, Beverly, MA, USA). Reakļn² smŊs obsahovala 15 ɛl 

produktu PCR, 1,5 ɛl pufru NEB3, 1,5 ɛl BSA a 0,45 ɛl EcoR V. ĠtŊpen² prob²halo pŚes noc, pŚi 

teplotŊ 37 ÁC. Produkty restrikļn²ho ġtŊpen² byly analyzov§ny na 3% agarozov®m gelu. Restrikļn² 

m²sto, rozpozn§van® pouģitou restrikt§zou, nese nemutovan§ (wt) alela. Proto byly vyŚ²znuty 

nerozġtŊpen® produkty, kter® byly po purifikaci z gelu sekvenov§ny, aby mohl bĨt specifikov§n pŚesnĨ 

typ mutace (obr. 15).  

 

 

Obr. 15: VĨsledek gelov® elektrofor®zy ġtŊpen² FLT3/TKD. Nalezen® mutace jsou oznaļeny ġipkami. 

M - marker. 
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4.2.7 DETEKCE C-KIT MUTACĉ 

 

Mutace v genu C-KIT byly vyġetŚov§ny pouze u pacientŢ s CBF-AML. Pomoc² tŚ² RT-PCR byly 

amplifikov§ny exony 8, 9, 10, 11, 17 a 18, ve kterĨch jsou mutace popisov§ny nejļastŊji. Reakļn² 

mixy byly napipetov§ny stejnŊ jako pro FLT3/TKD (viz kap. 4.2.6) s vĨjimkou primerŢ. Exony 8 a 9 

byly amplifikov§ny pomoc² primerŢ E8-9for/E8-9rev, exony 10 a 11 s pouģit²m primerŢ 

E10-11for/E10-11rev a exony 17 a 18 s primery E17-18for/E17-18rev (tab. 7, str. 30-32). Pro vġechny 

tŚi reakļn² mixy byl pouģit PCR program z§chyt AML (tab. 8, str. 33). Z²skan® produkty PCR byly 

pŚeļiġtŊny pomoc² roztoku ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA) podle instrukc² 

v manu§lu, a pot® sekvenov§ny. VĨsledn® sekvence byly porovn§ny s wt sekvenc² genu C-KIT. 

PŚ²tomnost mutac² Asp816Val a Asp820Gly byla nav²c verifikov§na restrikļn²m ġtŊpen²m pomoc² 

restrikļn² endonukle§zy Hinf I (New England BioLabs), aby byly zachyceny pŚ²padn® mutace 

s n²zkĨm procentu§ln²m zastoupen²m, kter® nebylo moģno detekovat pomoc² sekvenaļn² analĨzy. 

 

4.2.8 DETEKCE MUTACĉ K-RAS A N-RAS  

 

PŚ²tomnost mutac² v kodonech Gly12, Gly13 a Gln61 genŢ K-RAS a N-RAS byla testov§na tak® 

pouze u pacientŢ s CBF-AML. Dva PCR mixy s primery K-for/K-rev a N-for/N-rev (tab. 7) byly 

pŚipraveny pro kaģd®ho pacienta. Reakļn² podm²nky (PCR mix i amplifikaļn² program) byly stejn® 

jako pŚi detekci C-KIT mutac² (viz kap. 4.2.7). VĨsledn® produkty PCR byly pŚeļiġtŊny pomoc² 

roztoku ExoSAP-IT, sekvenov§ny a mutace identifikov§ny porovn§n²m s wt sekvencemi.  

 

4.2.9 DETEKCE MUTACĉ DNMT3A  

 

VyġetŚen² mutac² v genu DNMT3A bylo prov§dŊno u pacientŢ se stŚedn²m cytogenetickĨm 

rizikem. Pro detekci mutac² byly navrģeny tŚi p§ry primerŢ, pokrĨvaj²c² oblast exonŢ 11-23, kter® byly 

pouģity v kombinac²ch DNMT3A for1/DNMT3A rev1, DNMT3A for2/DNMT3A rev2 a DNMT3A 

for3/DNMT3A rev3 (tab. 7). PŚ²prava reakļn²ch mixŢ i teplotn² podm²nky reakce byly stejn® jako pŚi 

vyġetŚen² C-KIT  mutac² (viz kap. 4.2.7). Amplifikovan® produkty PCR byly pŚeļiġtŊny pomoc² 

roztoku ExoSAP-IT, sekvenov§ny a mutace identifikov§ny porovn§n²m s wt sekvenc² DNMT3A.  

 

4.2.9.1 Monitorov§n² DNMT3A pomoc² kvantitativn² PCR 

 

Ļasov® sch®ma odbŊrŢ vzorkŢ pro sledov§n² MRO bylo stejn® jako u pacientŢ monitorovanĨch 

pomoc² f¼zn²ch genŢ. Specifick® primery byly navrģeny pro amplifikaci ¼seku nesouc²ho kodon 

Arg882, kterĨ je nejļastŊji mutovanĨm m²stem DNMT3A genu a d§le pro dvŊ pacient-specifick® 
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mutace u nemocnĨch, u kterĨch nebylo moģn® sledovat MRO pomoc² jin®ho molekul§rn²ho markeru. 

Pro vġechny sledovan® mutace byly navrģeny specifick® du§lnŊ fluorescenļnŊ znaļen® sondy s LNA 

(locked nucleic acid) modifikovanĨmi nukleotidy, kter® umoģŔuj² detekci jednonukleotidovĨch 

z§mŊn. LNA je analogem nukleov® kyseliny nesouc²m methylenovĨ mŢstek mezi 2'-O a 4'-C. Tato 

bicyklick§ struktura uzav²r§ ribozovou skupinu do C3'-endo konformace (obr. 16). Pouģit² LNA 

monomerŢ v oligonukleotidech zvyġuje term§ln² stabilitu heteroduplexŢ o 3 aģ 8 ÁC s kaģdou 

zaŚazenou modifikac², ļ²mģ je vĨraznŊ zvĨġena specifita alelick® diskriminace [200,201].  

 

 

Obr. 16: Rozd²l ve struktuŚe LNA a DNA nukleotidŢ [201]. 

 

Sondy byly fluorescenļnŊ znaļeny 6-FAM na 5Ë-konci, na 3Ë-konec byl pŚipojen zh§ġeļ BHQ-1. 

Reakļn² smŊs pro PCR byla pŚipravena z 1 ɛl vzorku cDNA, 250 nmol kaģd®ho primeru, 250 nmol 

fluorescenļnŊ znaļen® LNA sondy, 200 ɛmol dNTPs, 1x PCR reaction bufferu, 5 mmol MgCl2, 

1 U Platinum Taq DNA polymer§zy a steriln² vody do koneļn®ho objemu 20 ɛl. Podle typu sledovan® 

mutace byl pro amplifikaci pouģit buŅ program DNMT3A 62 nebo DNMT3A 66 (tab. 8). Vġechny 

vzorky byly amplifikov§ny v tripletu a byla sestrojena kalibraļn² kŚivka. Pro vġechny vzorky byl 

amplifikov§n tak® kontroln² gen ABL a relativn² exprese mutovan® alely byla vypoļtena podle 

stejnĨch pravidel jako u f¼zn²ch genŢ.  

 

4.2.10 DETEKCE MUTACĉ ASXL1  

 

VyġetŚen² mutac² v genu ASXL1 bylo prov§dŊno rovnŊģ pouze u pacientŢ se stŚedn²m 

cytogenetickĨm rizikem. Pomoc² ļtyŚ p§rŢ primerŢ v kombinac²ch ASXL1 for1/ASXL1 rev1, ASXL1 

for2/ASXL1 rev2, ASXL1 for3/ASXL1 rev3 a ASXL1 for4/ASXL1 rev4 (tab. 7) byl amplifikov§n 

celĨ exon 12. PŚ²prava reakļn²ch mixŢ i teplotn² podm²nky reakce byly stejn® jako pŚi vyġetŚen² C-KIT 

mutac² (viz kap. 4.2.7). Amplifikovan® produkty PCR byly pŚeļiġtŊny pomoc² roztoku ExoSAP-IT, 
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sekvenov§ny a mutace identifikov§ny porovn§n²m s wt sekvenc² ASXL1. PŚ²padn® polymorfismy byly 

vylouļeny buŅ vyġetŚen²m vzorku z CR, pŚ²padnŊ analĨzou DNA izolovan® z nehtŢ pacientŢ. Ty byly 

pŚes noc inkubov§ny v 0,1 M roztoku dithiothreitolu pŚi teplotŊ 65 ÁC. K izolaci DNA byl pouģit 

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) a izolace byla provedena podle manu§lu vĨrobce.  

 

4.2.11 DETEKCE FĐZNĉCH GENš SPOJENħCH S TRANSLOKACEMI GENU MLL 

 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ vyġetŚen² karyotypu a FISH se sondou pro detekci pŚestaveb MLL genu byli 

pacienti testov§ni pomoc² RT-PCR na pŚ²tomnost konkr®tn²ch f¼zn²ch genŢ vzniklĨch translokac² 

genu MLL. Pro amplifikaci produktŢ PCR byl pouģit vģdy stejnĨ pŚedn² primer pro gen MLL 

a reverzn² primer odpov²daj²c² f¼zn²mu partnerovi (tab. 7, str. 30-32) urļen®mu pomoc² analĨzy 

karyotypu a n§sledn® FISH. Reakļn² podm²nky (PCR mix i amplifikaļn² program) byly stejn® jako pŚi 

detekci C-KIT mutac² (viz kap. 4.2.7). Z²skan® produkty PCR byly separov§ny pomoc² gelov® 

elektrofor®zy, po vyŚ²znut² z gelu purifikov§ny a sekvenov§ny pro urļen² pŚesnĨch m²st zlomŢ v obou 

genech (MLL i jeho f¼zn²ho partnera), aby bylo moģn® navrhnout specifick® primery pro sledov§n² 

MRO v prŢbŊhu l®ļby. 

 

4.2.11.1 Monitorov§n² translokac² MLL genu pomoc² kvantitativn² PCR 

 

Ļasov® sch®ma odbŊrŢ vzorkŢ pro sledov§n² MRO bylo stejn® jako u pacientŢ monitorovanĨch 

pomoc² f¼zn²ch genŢ AML1/ETO a CBFɓ/MYH11. Byly navrģeny 2 rŢzn® pŚedn² primery pro gen 

MLL, 2 reverzn² primery pro geny AF9 a ENL a jeden reverzn² primer pro kaģdĨ z genŢ AF10, ELL 

a MSF (tab. 7), v z§vislosti na identifikovanĨch m²stech zlomŢ tŊchto genŢ u naġich pacientŢ. Z§roveŔ 

byly navrģeny specifick® sondy pro detekci vġech tŊchto f¼zn²ch genŢ (tab. 7, str. 30-32). Reakļn² 

smŊs byla pŚipravena stejnŊ jako pro f¼zn² geny AML1/ETO a CBFɓ/MYH11 (viz kap. 4.2.4.1) a pro 

amplifikaci produktŢ PCR byl pouģit program rez 53 (tab. 8, str. 33). Vġechny vzorky byly 

amplifikov§ny v tripletu a byla sestrojena kalibraļn² kŚivka. Pro vġechny vzorky byl amplifikov§n 

kontroln² gen ABL a relativn² exprese f¼zn²ho genu byla vypoļtena podle stejnĨch pravidel jako 

u ostatn²ch f¼zn²ch genŢ. 

 

4.2.12 DETEKCE MUTACĉ TP53 

 

PŚ²tomnost mutac² v genu TP53 byla testov§na pouze u pacientŢ s nepŚ²znivĨm cytogenetickĨm 

n§lezem a z§roveŔ s komplexn²m karyotypem. Pomoc² dvou p§rŢ primerŢ (tab. 7) byl amplifikov§n 

¼sek genu zahrnuj²c² exony 3-10. Reakļn² podm²nky (PCR mix i amplifikaļn² program) byly stejn® 
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jako pŚi detekci C-KIT mutac² (viz kap. 4.2.7). Z²skan® produkty PCR byly separov§ny pomoc² gelov® 

elektrofor®zy, po vyŚ²znut² z gelu purifikov§ny a sekvenov§ny. PŚ²padn® mutace byly identifikov§ny 

porovn§n²m s wt sekvenc² genu TP53. 

 

4.2.13 DETEKCE MUTACĉ NPM1 A CEBPA 

 

VyġetŚen² pŚ²tomnosti mutac² v genech NPM1 a CEBPA byla provedena na OddŊlen² molekul§rn² 

genetiky ĐHKT pod veden²m Ing. Oty Fuchse, CSc. Pro vyġetŚen² mutac² genu  NPM1 byl pomoc² 

RT-PCR amplifikov§n ¼sek zahrnuj²c² exony 11 a 12, z²skan® produkty byly sekvenov§ny. Gen 

CEBPA byl amplifikov§n ve dvou samostatnĨch reakc²ch a pŚ²padn® mutace byly detekov§ny pomoc² 

pŚ²m® sekvenace. PodrobnĨ popis metodiky viz citace [202,203]. 

 

4.2.14 KLASICKĆ CYTOGENETICKĆ ANALħZA  

 

Vġechna cytogenetick§ vyġetŚen² (vļetnŊ FISH) potŚebn§ pro zaŚazen² pacientŢ do prognos- 

tickĨch skupin byla prov§dŊna a vyhodnocov§na na OddŊlen² cytogenetiky ĐHKT (vedouc² Prof. Ing. 

Kyra Michalov§, DrSc.). Cytogenetick® analĨzy byly prov§dŊny na buŔk§ch kostn² dŚenŊ, 

kultivovanĨch 24 hodin v RPMI 1640 mediu s 10% fet§ln²m telec²m s®rem, bez stimulace jinĨmi 

cytokiny. Chromozom§ln² prepar§ty byly pŚipraveny standardn² technikou s pouģit²m kolcemidu 

a hypotonick®ho roztoku. Po fixaci prepar§tŢ methanolem a kyselinou octovou bylo provedeno 

G-pruhov§n² barven²m dle Wrighta. Mit·zy byly analyzov§ny pomoc² softwaru IKAROS imaging 

system for karyotyping (MetaSystems, Altlussheim, Germany). Z²skan® karyotypy byly pops§ny podle 

mezin§rodn² nomenklatury (International System of Human Cytogenetic Nomenclature - ISCN 2013) 

[204]. VĨsledky analĨzy karyotypu byly pouģity k rozdŊlen² pacientŢ do prognostickĨch skupin, 

pouģita byla klasifikace podle Grimwada et al. z roku 2010 [11].  

 

4.2.15 FISH ANALħZA  

 

FISH analĨza byla prov§dŊna na z§kladŊ vĨsledkŢ G-pruhov§n² s pouģit²m komerļnŊ dostupnĨch 

sond, podle doporuļen² vĨrobce. Pro detekci poļetn²ch zmŊn, f¼zn²ch genŢ, chromozom§ln²ch 

pŚestaveb a delec², inzerc² nebo amplifikac² specifickĨch chromozomovĨch oblast² byly pouģity 

chromozom§ln² DNA sondy hybridizuj²c² se specifickĨmi sekvencemi v oblasti centromer 

(Chromosome enumeration DNA probes) ļi lokus-specifick® DNA sondy (Abbott Molecular, Des 

Plaines, IL, USA a Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Holandsko). PŚesnŊjġ² definici strukturn²ch 

pŚestaveb umoģnily celochromozomov® Ămalovac²ñ sondy (CAMBIO,
 
Cambridge, UK). Komplexn² 

aberace byly detekov§ny pomoc² mnohobarevn® FISH (multicolor FISH - mFISH) a mnohobarevn®ho 
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pruhov§n² (multicolor banding - mBAND) s pouģit²m kitŢ 24XCyte color kit a XCyte color kit 

(MetaSystems). FISH analĨzy byly prov§dŊny podle protokolŢ dodanĨch vĨrobcem s pouģit²m 

softwaru ISIS (MetaSystems). PravidelnŊ byly metodou FISH vyġetŚeny chromozomy 5, 7, 8, 9 a 11. 

 

4.2.16 STATISTICK£ METODY 

 

Vztahy mezi namŊŚenĨmi parametry v kontingenļn² tabulce byly analyzov§ny pomoc² ɢ
2
 testu. 

Pro hodnocen² kvantitativn²ch dat ve 2 skupin§ch byly zjiġtŊny medi§ny namŊŚenĨch hodnot 

a statistick§ analĨza byla provedena pomoc² neparametrick®ho dvoustrann®ho Mann-Whitneyho testu. 

Pro hodnocen² celkov®ho pŚeģit² (OS) a pŚeģit² bez relapsu (RFS) bylo uģito Kaplanovy-Mayerovy 

regresn² metody hodnocen² kŚivek pŚeģit², odliġnost kŚivek byla hodnocena pomoc² log-rank testu 

Mantela-Haenschelov®. Pro analĨzu pŚeģit² ve vŊkovĨch skupin§ch byl pouģit log-rank test na trend. 

Vġechny statistick® testy byly provedeny na ¼rovni 95% intervalu spolehlivosti a pŚ²sluġn® hodnoty P 

(odpov²daj²c² moģnosti chybn®ho odm²tnut² nulov® hypot®zy) byly nalezeny pomoc² softwaru 

GraphPad Prism verze 4.03 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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5. VħSLEDKY 

 

V letech 1991-2012 bylo diagnostikov§no 762 pacientŢ s AML, 392 bylo muģŢ, 370 ģen. Medi§n 

vŊku v dobŊ diagn·zy byl 54,5 let (16,0-90,1). Medi§n poļtu leukocytŢ pŚi z§chytu AML byl 

12,1 x 10
9
/l (0,2-488,0). Pro zaŚazen² pacientŢ do prognostickĨch skupin byly pouģity vĨsledky 

analĨzy karyotypu poskytnut® OddŊlen²m cytogenetiky ĐHKT, event. pozitivn² z§chyt f¼zn²ho genu 

u pacientŢ s pŚ²znivou progn·zou. RozdŊlen² do jednotlivĨch kategori² bylo provedeno podle 

klasifikace publikovan® Grimwadem et al. [11] v roce 2010. Tyto vĨsledky byly k dispozici od 654 

nemocnĨch, u nŊkterĨch pacientŢ (s n§lezem 0 mit·z v karyotypu) nebylo moģn® pŚesn® zaŚazen² do 

prognostick® skupiny. 141 (21,6 %) pacientŢ mŊlo pŚ²znivou cytogenetickou aberaci, 394 (60,2 %) 

bylo zaŚazeno do skupiny se stŚedn² cytogenetickou progn·zou a 119 (18,2 %) mŊlo nepŚ²znivĨ 

karyotyp (obr. 17).   

 

 

 

 

5.1 AML S  PřĉZNIVOU CYTOGENETICKOU PROGNčZOU 

 

5.1.1 APL 

 

5.1.1.1 Charakteristika pacientŢ 

 

APL byla diagnostikov§na u 92 ze 762 (12,1 %) pacientŢ, z nich bylo 49 muģŢ a 43 ģen. Medi§n 

vŊku v dobŊ z§chytu APL byl 46,0 let (17,3-86,6), medi§n poļtu leukocytŢ 1,7 x 10
9
/l (0,2-114,0). 

Medi§n sledov§n² pacientŢ byl 30,4 mŊs²cŢ. VyġetŚen² RT-PCR genu PML/RARŬ bylo provedeno 

u 82. Medi§n vŊku pacientŢ se zlomy v oblasti bcr1 a 2 byl 41,0 let, ve skupinŊ se zlomem bcr3 pak 

51,3 let. RNA pro vyġetŚen² FLT3/ITD byla k dispozici u 79 nemocnĨch. 

 

Obr. 17: OS pacientŢ v z§vislosti na vĨsledku 

analĨzy karyotypu. 
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5.1.1.2 Zlomov® m²sto a jeho vliv na progn·zu onemocnŊn² 

 

Vzhledem k n²zk®mu poļtu nemocnĨch se zlomem genu PML v oblasti bcr2, byli tito pacienti 

analyzov§ni v jedn® skupinŊ s pacienty s bcr1. Pomoc² RT-PCR bylo vyġetŚeno 82 pacientŢ, 47 z nich 

mŊlo zlomov® m²sto typu bcr1, 32 mŊlo bcr3 a zbyl² 3 pacienti byli bcr2. 

CR dos§hlo 65 z 82 (79,3 %) pacientŢ s APL. M²sto zlomu nemŊlo ģ§dnĨ vliv na poļet leukocytŢ 

v dobŊ diagn·zy APL, medi§n poļtu leukocytŢ byl u pacientŢ se zlomy bcr1 a bcr2 1,4 x 10
9
/l, u bcr3 

pozitivn²ch 2,4 x 10
9
/l (P = 0,147). Rozd²l v obou skupin§ch nebyl ani v pravdŊpodobnosti doc²len² 

CR. CR dos§hlo 40 z 50 (80,0 %) pacientŢ se zlomy bcr1,2 a 25 ze 32 (78,2 %; P = 0,419) pacientŢ 

s bcr3.  

Ze 65 pacientŢ, kteŚ² doc²lili CR, byl celkem u 11 (16,9 %) zachycen relaps (molekul§rn² ļi 

klinickĨ) onemocnŊn². PravdŊpodobnost relapsu byla vyġġ² ve skupinŊ nemocnĨch se zlomem bcr3, 

relaps byl diagnostikov§n u 7 z 25 (28,0 %) pacientŢ, kteŚ² pŚedt²m doc²lili molekul§rn² remise. 

Ve skupinŊ bcr1,2 byl relaps onemocnŊn² zachycen pouze u 4 pacientŢ ze 40 (10,0 %; P = 0,030) 

(obr. 18). Vyġġ² poļet relapsŢ ale vĨznamnŊ neovlivŔoval OS pacientŢ (P = 0,654) (obr. 19). 

 

 

 

 

 

 

5.1.1.3 APL a FLT3/ITD  

 

PŚ²tomnost FLT3/ITD byla testov§na u 79 pacientŢ, u 21 (26,6 %) z nich byla prok§z§na. VĨskyt 

FLT3/ITD byl nesignifikantnŊ ļastŊjġ² u pacientŢ se zlomem v oblasti bcr3, 11 ze 31 (35,5 %) pacientŢ 

v t®to skupinŊ bylo pozitivn²ch oproti 10 ze 48 (20,8 %) nemocnĨch s bcr1,2 (P = 0,075) (obr. 20).  

Pacienti s APL nesouc² FLT3/ITD mŊli vĨraznŊ vyġġ² poļty leukocytŢ pŚi z§chytu onemocnŊn² 

(medi§n 6,1 oproti 1,2 x 10
9
/l u negativn²ch; P < 0,0001) (obr. 21). 

Obr. 18: Vliv m²sta zlomu genu PML (bcr1,2, 

resp. bcr3) na incidenci relapsŢ (molekul§rn²ch ļi 

klinickĨch). 

Obr. 19 Vliv m²sta zlomu genu PML (bcr1,2, resp. 

bcr3) na OS pacientŢ. 



45 

 

 

 

 

 

Pozitivita FLT3/ITD nepŚ²znivŊ ovlivŔovala jak ġanci pacientŢ na doc²len² CR, tak i pravdŊ-

podobnost relapsu onemocnŊn², nicm®nŊ tyto rozd²ly nedos§hly statistick® signifikance. CR dos§hlo 

15 z 21 (71,4 %) pacientŢ s FLT3/ITD a 49 z 58 (84,4 %) nemocnĨch bez t®to aberace (P = 0,096) 

(obr. 22). Molekul§rn² ļi klinickĨ relaps APL byl detekov§n u 4 z 15 (26,7 %) pacientŢ s FLT3/ITD, 

kteŚ² doc²lili CR, a pouze u 6 ze 49 (12,2 %) nemocnĨch bez pozitivity  FLT3/ITD (P = 0,089) 

(obr. 23). FLT3/ITD pozitivita nemŊla u pacientŢ s APL vliv na d®lku OS (P = 0,435; obr. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 20: Vliv m²sta zlomu genu PML na vĨskyt 

FLT3/ITD. 

 

ITD. 

Obr. 21: Vliv pozitivity FLT3/ITD na poļet 

leukocytŢ pŚi diagn·ze APL. 

Obr. 22: Vliv pozitivity FLT3/ITD na doc²len² CR. Obr. 23: Vliv pozitivity FLT3/ITD na incidenci 

relapsŢ (molekul§rn²ch ļi klinickĨch). 

Obr. 24: Vliv pozitivity FLT3/ITD na OS 

pacientŢ. 
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5.1.2 CBF-AML 

 

5.1.2.1 Charakteristika pacientŢ 

 

CBF-AML byla diagnostikov§na u 49 pacientŢ ze 762 novĨch pŚ²padŢ AML (6,4 %). Medi§n 

vŊku pacientŢ v dobŊ diagn·zy byl u t®to skupiny 38,7 let (18,5-70,6), pomŊr muģŢ a ģen byl 34:15. 

PŚevaha muģŢ byla patrn§ zejm®na ve skupinŊ AML1/ETO pozitivn²ch pacientŢ (22 muģŢ, 5 ģen), 

u CBFɓ/MYH11 byl pomŊr pohlav² vyrovnanŊjġ² (12 muģŢ, 10 ģen; P = 0,021). Medi§n sledov§n² 

pacientŢ byl 38,1 mŊs²cŢ. F¼zn² gen AML1/ETO mŊlo 27 nemocnĨch, u 22 byl zachycen f¼zn² gen 

CBFɓ/MYH11. VŊtġina pacientŢ mŊla zlom typu A, pouze u dvou byl zachycen zlom D a u jednoho 

zlom J (viz obr. 4, str. 14). U 46 pacientŢ byla k dispozici RNA z doby diagn·zy pro detekci 

sekund§rn²ch molekul§rn²ch aberac² (FLT3/ITD, FLT3/TKD, mutace genŢ C-KIT, K-RAS). MRO 

pomoc² kvantitativn² RT-PCR bylo sledov§no celkem u 39 pacientŢ.    

 

5.1.2.2 PŚ²tomnost sekund§rn²ch molekul§rn²ch aberac² 

 

Sekund§rn² aberaci mŊlo 9 ze 26 (34,6 %) pacientŢ s f¼z² AML1/ETO. NejļastŊjġ² sekund§rn² 

aberac² byly mutace genu C-KIT, zachycen® ve 4 pŚ²padech. U 2 pacientŢ byla zachycena FLT3/ITD, 

rovnŊģ u 2 FLT3/TKD, mutace K-RAS byla detekov§na v jednom pŚ²padŊ (tab. 9).  

U pacientŢ s f¼z² CBFɓ/MYH11 byly sekund§rn² aberace ļastŊjġ², neģ u pacientŢ s AML1/ETO. 

Vyskytovaly se u 13 ze 20 (65,0 %) pacientŢ (P = 0,020). Tak® u t®to skupiny byla nejļastŊjġ² 

sekund§rn² aberac² mutace genu C-KIT, mŊlo ji 7 pacientŢ (u 6 z nich to byly delece/inzerce v exonu 

10). U 2 pacientŢ byla zachycena FLT3/ITD, v 5 pŚ²padech byla detekov§na mutace FLT3/TKD a ve 

2 K-RAS mutace. Dva pacienti mŊli v²ce neģ jednu sekund§rn² aberaci (tab. 10). 
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Tab. 9: Charakteristika pacientŢ s f¼zn²m genem AML1/ETO a pŚehled sekund§rn²ch mutac². NT - nebylo 

testov§no, NA - nebylo analyzov§no (u pacientŢ, kteŚ² nedos§hli CR). 1 = ano, 0 = ne. 
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1 28,37 Ģ 6,7 0 0 0 0 1 0 

2 18,47 M 12,8 0 0 0 0 1 0 

3 30,87 M 6,9 0 0 0 0 1 0 

4 32,12 M 10,29 0 0 0 0 1 0 

5 36,32 M 13,0 0 0 0 0 1 0 

6 34,80 M 4,2 0 0 0 0 1 0 

7 41,20 M 21,3 0 0 0 0 1 0 

8 54,33 Ģ 2,2 0 0 0 0 1 0 

9 43,40 Ģ 13,6 0 0 0 0 1 0 

10 25,05 Ģ 1,3 0 0 0 0 1 0 

11 54,50 M 109,0 0 0 0 0 1 0 

12 31,58 M 8,44 0 0 0 0 1 0 

13 47,84 M 5,8 0 0 0 0 1 0 

14 37,19 M 15,8 0 0 0 0 1 1 

15 37,48 M 8,6 0 0 0 0 1 1 

16 38,70 M NT 0 0 0 0 1 1 

17 67,10 M 35,5 0 0 0 0 0 NA 

18 45,22 M 14,3 1 0 0 0 1 0 

19 66,54 M 15,16 0 0 0 1 1 0 

20 40,52 Ģ 9,1 0 0 del. 816 GAC, inz. 816 GGG CCA 0 1 0 

21 37,45 M 7,3 0 835 GAT-GAG 0 0 1 0 

22 21,92 M 19,7 0 0 820 GAT-GGT 0 1 0 

23 20,42 M NT 0 0 816 GAC-CAC 0 1 1 

24 42,51 M 32,3 0 835 GAT-GAG 0 0 1 1 

25 40,53 M 102,0 1 0 0 0 0 NA 

26 54,31 M 15,9 0 0 ITD 573-585 (39 nt) 0 0 NA 

27 43,06 M 7,5 NT NT NT NT 1 0 
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Tab. 10: Charakteristika pacientŢ s f¼zn²m genem CBFɓ/MYH11 a pŚehled sekund§rn²ch mutac². NT - nebylo 

testov§no. 1 = ano, 0 = ne. 
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28 66,2 Ģ 28,2 D 0 0 0 0 1 0 

29 36,8 M 7,3 A 0 0 0 0 1 0 

30 38,3 M 50,2 A 0 0 0 0 1 0 

31 37,4 Ģ 114,6 D 0 0 0 0 1 0 

32 23,4 M 3,9 A 0 0 0 0 1 0 

33 29,1 M 30,5 A 0 0 0 0 1 1 

34 29,7 M 31,0 A 0 0 0 0 1 1 

35 22,3 Ģ 54,7 A 0 835 GAT-TAT 0 0 1 0 

36 58,3 M 1,7 A 0 836 del. ATC 0 0 1 0 

37 52,6 Ģ 11,5 A 0 0 del. 418-419 TAC GAC 0 1 0 

38 56,2 M 82,9 A 0 0 0 1 1 1 

39 29,6 M 101,7 A 0 835 GAT-GAA 0 0 1 1 

40 30,4 M 105,3 A 0 0 del. 418 TAC, inz. 418 GGG TTT TTC 0 1 1 

41 46,5 Ģ 185,0 A 0 0 inz. 419 TTT TTC 0 1 1 

42 58,8 M 161,4 A 0 0 0 1 1 1 

43 37,2 Ģ 144,5 A 1 0 0 0 1 1 

44 58,4 Ģ 198,0 A 0 835 GAT-GAG del. 419-422 GAC AGG CTC GTG, inz. 419 TAC TCT CCG 0 1 1 

45 30,9 M 256,1 A 0 0 inz. 419 TTC CTC 0 1 1 

46 36,7 M 151,8 A 1 835 GAT-TAT del. 416-419 CTG ACT TAC GAC, inz. CTC CTC 0 1 1 

47 58,5 Ģ 2,9 A 0 0 816 GAC-GTC NT 1 1 

48 70,6 Ģ 9,4 J 0 NT 0 0 1 1 

49 67,0 Ģ 33,8 A 0 0 0 0 1 1 

 

 

5.1.2.3 Poļet leukocytŢ v dobŊ diagn·zy 

 

Medi§n poļtu leukocytŢ v dobŊ diagn·zy byl 15,8 x 10
9
/l a vĨraznŊ se liġil jednak v z§vislosti na 

typu f¼zn²ho genu (obr. 25), jednak v z§vislosti na pŚ²tomnosti sekund§rn² aberace (obr. 26). Vyġġ² 

poļty leukocytŢ mŊli pacienti s f¼zn²m genem CBFɓ/MYH11 (P = 0,004) a pacienti se sekund§rn² 

mutac² (P = 0,010). 
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5.1.2.4 CR a molekul§rn² remise 

  

CR dos§hli vġichni pacienti s pozitivitou CBFɓ/MYH11 a 24 ze 27 (88,9 %) pacientŢ 

s AML1/ETO. Molekul§rn² remise (molekul§rn² negativita alespoŔ u dvou po sobŊ n§sleduj²c²ch 

odbŊrŢ kostn² dŚenŊ s minim§ln²m intervalem 2 mŊs²cŢ) bylo doc²leno u 12 ze 20 (60,0 %) 

sledovanĨch pacientŢ s f¼zn²m genem AML1/ETO a u 7 ze 16 (43,8 %) pacientŢ s f¼z² CBFɓ/MYH11 

(P = 0,166) (obr. 27). Doc²len² molekul§rn² remise bylo nepŚ²znivŊ ovlivnŊno pŚ²tomnost² jak®koli 

ze sledovanĨch sekund§rn²ch aberac², bez ohledu na typ f¼zn²ho genu (P = 0,023; obr. 28). 

 

 

 

 

5.1.2.5 Relapsy a RFS 

 

Molekul§rn² i klinickĨ relaps byl pozdŊji detekov§n pouze u 1 z 19 (5,3 %) pacientŢ, kteŚ² doc²lili 

molekul§rn² remise, zat²mco ve skupinŊ 15 pacientŢ, kteŚ² molekul§rn² remise nedoc²lili, doġlo k 9 

(60,0 %) relapsŢm onemocnŊn² (P = 0,0003) (obr. 29). RFS byl vĨraznŊ delġ² u pacientŢ s CBF-AML , 

Obr. 25: Vliv typu f¼zn²ho genu na poļet 

leukocytŢ v dobŊ diagn·zy. 

Obr. 26 Vliv pŚ²tomnosti sekund§rn² mutace 

na poļet leukocytŢ v dobŊ diagn·zy. 

Obr. 27: Vliv typu f¼zn²ho genu na doc²len² 

molekul§rn² remise. 

Obr. 28 Vliv pŚ²tomnosti sekund§rn² mutace    

na doc²len² molekul§rn² remise. 


