CLANEK

Vyuziti detekce somatickjch mutaci
pro pacienty s cytopenii nejasného
vyznamu a u myelodysplastického

syndromu

i Tomas Stopka

BIOCEV a 1. interni klinika — 1. lékaf'ska fakulta UK a VFN, Praha
Autor participuje na narodnim projektu udrZitelnosti center vjzkumu LQ1604.

Abstrakt

Somatické mutace u nidorovych onemocnéni véetné hema-
tologickych malignit jsou vysledkem selekce bunék v pri-
béhu Zivota a nékteré procesy, jako tfeba chemoterapie
nebo radioterapie, vyvoj nadorového onemocnéni v piipa-
dé takové dispozice uspi3i. Zahajeni protinddorové lécby
miize ovlivnit mutaéni spektrum néadorového klonu, a to
zejména u pacientd, ktefi na terapii zareaguji, v opaéném
piipadé terapie napomiiZe propagaci klonu a zvjeni ale-
lické frekvence mutaci rezistentnich klonii. V tomto ¢lanku
bych chtél upozornit na vyhodnost longitudinlniho vjzku-
mu pacientd s chronickjm postupné progredujicim postiZe-
nim krve u myelodysplastického syndromu.

Genetické zmény starnuti

Béhem stirnuti organizmu dochazi prostfednictvim ne
zcela jasnych procest v nékterjch genech, jez kéduji vy-
znamné regulatory metylace DNA a histondi v chromatinu,
k mutacim u zjevné zdravych lidi. Doch4zi tedy k postupné-
mu postiZen{ aparétu, kterj nazyvame epigenetickjm a jez
reguluje genovou expresi na Grovni transkripce DNA. Mezi
nejcastéji postizené geny béhem starnuti patfi DNA metyl-
-transferdza DNMT3A, protein ze skupiny Polycomb ASXL1
a metylcytosin dioxygenaza TET2 (1). Zatimco v 50 letech
Zivota vykazuje mutace krvetvorby asi 1% jedinct, v 65 le-
tech je to jiZ 10 % a toto procento se dale zvysuje se vzriista-
jicim vékem. U nékterfch pacientd s hematologickymi ma-
lignitami, pfedeviim s akutni myeloidni leukemii (AML) (2)
a MDS (3), byly zjistény mutace v téchto a zhruba stovce
geni a bylo dale ukdzano, Ze u zdravych jedinc s pozitivni

detekci téchto mutaci se mohou tato zivaZni onemocné-
ni vyvinout. Vychazi se tedy z pfedpokladu, Ze v pritbéhu
starnuti organizmu dochdazi v krvetvorné kmenové buiice
k mutaci, jeZ vede k bunééné vyhodé, ktera nasledné umoz-
ni zmnoZeni téchto bunék, a tim, vzhledem k omezené
kapacité pro kmenové buiiky, k roziifeni mutovaného klo-
nu v celé krvetvorbé. Pritomnost jedné mutace podmitiu-
je vznik dalsich mutaci a rozvoj selekéniho prostiedi pro
riistovou vjhodu bunék nestejnjch vlastnosti, jemu fika-
me Klonalni vyvoj, a vytvaii dominantni klony s mutacemi
a fadu meziproduktd, takzvanjch minoritnich klonfi. Nej-
méné dvé mutace kli€ovjch genid podmifiuji vznik AML (4).

Role starnuti pii vzniku MDS je zfejma i vzhledem k tomu,
Ze se jednd o onemocnéni pfedeviim Sesté aZ sedmé de-
kady Zivota. MDS narusuje zpétnovazebné vztahy mezi
potiebou a moZnostmi organizmu a vede k nedostateé-
nému vyvoji myeloidnich linii a tvorbé leukocytd, erytro-
cytli a trombocyti. Postupnym vyvojem dochazi ke ztraté
schopnosti diferencovat, coZ zptisobuje akumulaci mye-
loblastl v kostni dfeni a periferni krvi. PostiZeni myeloid-
ni linie vétSinou nebjvad doprovazeno klondlnim posti-
Zenim lymfoidnich bunék (5), i kdyZ duplicitni malignity
lymfoidniho typu, pfedev$im nehodgkinské lymfomy, se
u MDS neziidka vyskytuji. Nékteré z nich, jako napiiklad
chronicka lymfaticka leukemie (CLL), jsou téZ povaZovany
za onemocnéni star§iho véku s indolentnim priibéhem.
Predpokladé se proto, Ze porucha na trovni kmenovych
bunék mizZe do jisté miry vyustit v hematologické one-
mocnéni s riznym projevem.
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Genetické zmény v pfedchorobi MDS

Charakteristické u starSich nemocnych jsou jednoduché &
mnohodetmé cytopenie. Vétiina pacienti viak spiSe patii
do skupin anémii sideropenickych (zejména pii chronickém
krvaceni na ASA), deficience folath a B12 (poruchy vstieba-
véni) ¢i anemie chronickjch nemoci (ACD). Méné poletna je
naopak skupina imunitnich trombocytopenii (ITP) a virovych
infekci, napiiklad parvovirem B19. Vylouceni piedevsim
téchto rozliénjch, aviak ovlivnitelnjch etiologii vede k iden-
tifikaci pacientd, ktefi zhruba se stejnou frekvenci jako MDS,
vykazuji cytopenie nejasného vjznamu (ICUS, Idiopathic Cy-
topenia of Unknown Significance). Vedle této skupiny naopak
stoji skupina pacient bez zjevné poruchy krvetvorby se
zndmkami klonality véetné piitomnosti somatickjch mutaci,
tzv. CHIP (Clonal Hematopoiesis of Indetermined Potential)
(6). V téchto dvou skupinach (ICUS, CHIP) tvoficich zjevné
predchorobi MDS se relativné casto nachazeji pacienti dfive
léceni chemo/radioterapii pro rozliéné malignity, napfiklad
prsu, stfeva & $titné Zlazy. Prace na toto téma publikovana
v minulosti na ASH ukazala, Ze mutace p53 zji§téné u tMDS
po lécbé Hodgkinova lymfomu jsou detekovatelné jesté pied
terapii lymfomu, chemoterapie tedy posiluje selekéni pro-
stfedi pro klonalni v{voj kmenovych bunék. Proto je v tuto
chvili jisté na misté, aby pacienti, ktefi absolvovali chemote-
rapii, byli kontrolovani na piitomnost somatickjch mutaci
za (elem odlisit ty jedince, ktefi maji vy33i riziko pro trans-
formaci do AML ¢&i MDS. Pro tyto tdely se jevi jako vyhodné
vyuZit amplikonové sekvenovani nové generace s hloubkou
kolem 10 000 ¢teni kazdé baze v opakované vytvofenjch
knihovnach idealné dvou vzorki kostni dfené a porovnat v{-
skyt takovych zmén s jinou tkdni daného pacienta. Pokud se
takové mutace identifikuji, mély by se dale monitorovat stej-
né jako i pacienti nesouci tyto mutace s ochledem na moZnou
transformaci do MDS & AML.

MDS a dynamika klonélnich zmén

Odstranéni mutacemi postiZenych MDS kloni se zdé proza-
tim nerealistické, pfesto pacienti, ktefi béhem lé¢by dosah-
nou kompletni remise, vykazuji vyrazny pokles ¢i docasné
vymizeni mutaci (Stopka, et al.,, nepublikovano). Naopak,
pacienti, ktefi nedosihnou lé¢ebné odpovédi, maji trvaly
vzorec mutaci takika nezménén. Problém tedy pfedstavu-
ji omezené lécebné moznosti, jez v piipadé MDS zahrnuji
inhibitory DNA metylace: 5-azacitidin (AZA) (7) a 5-aza-2'-
-deoxycytidin (Decitabine) (8). Asi tfetina pacient s MDS
reaguje na AZA hematologickou odpovédi. Pacienti, ktefi
na lécbu zareaguji, viak selZou, a to vétSinou v progresi
do AML (9). Za rezistenci k AZA a progresi do AML lze vy-

pozorovat vjznam mutovanjch kmenovjch bunék, je jsou
schopny krétkodobé omezit bunééné déleni a pfekonat
supresivni prosttedi terapie, zatimco nasledné, po vytvore-
ni mechanizmi rezistence, jsou schopny se vratit do bu-
nééného cyklu a zplsobit expanzi nadorového klonu (10).
Zminéné mechanizmy rezistence na AZA jsou v tuto chvili
nejasné, ale lze se domnivat, Ze existuji varianty, jeZ maji
rozli¢nou senzitivitu k AZA, a tudiZ nékteré z téchto variant
mohou pfispivat k znovuobnoveni klonélni expanze. Na ob-
razku je znazornéna soucasnad predstava spojujici vyuZiti
hluboké muta¢ni analjzy v kostni dfeni postiZenych paci-
entd. Zatimco stabilni nemoc bez odpovédi na lé¢bu je cha-
rakterizovana stabilnim vzorcem mutaci, odpovéd na lé¢bu
vede k poklesu alelické frekvence mutaci v prib&hu terapie.
Progrese nemoci je naopak charakterizovana vzestupem
alelické frekvence piivodnich mutaci & vznikem novjch
(obrazek ¢. 1).

Obrézek &. 1: Klonélni onemocnéni véetné MDS se projevuji pfitomnosti
hlavniho a vedlejsich klond se somatickjmi mutacemi asi v 95 % pfipadi.
Piitomnost somatickych variant ize detekovat skrze hlubokou mutaéni analjzu
v kostni dfeni postiZenych pacientu, Stabilni nemoc bez odpovédi na 1é¥bu je
charakterizovana stabilnim vzorcem mutaci. Naopak, edpovéd na 1é¢bu vede

k poklesu alelické frekvence v priibéhu terapie. Progrese nemoci je naopak
charakterizovana vzestupem alelické frekvence piivodnich mutaci & vznikem
novych. Zapojeni minoritnich klon pii terapeutické rezistenci a nasledném
progresu klonu bylo téZ pozorovano.

* stablinf nemoc
? \ /
% 7 .
- terapie v tase

Zdroj: archiv autora

Mezi viznamné otdzky v biologii MDS patii téZ otézky
mutaéni dynamiky, potencidlu rozliénjch minoritnich klo-
nd a v neposledni fadé i otazky eradikace klonalnich nédo-
rovjch bunék. Studie 213 MDS pacientii viech rizikovjch
skupin léfenych hypometylaéni terapii ukazala asociaci
mutaci v dioxigendze TET2 s lé¢ebnou odpovédi. Pritom-
nost mutace ASXL1 u téchto pacientti (s mutaci TET2) byla
naopak asociovana s nizsi odpovédi, coZ naznacuje, Ze né-
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které varianty mohou byt senzitivni k demetylaéni terapii,
zatimco jiné ne, a tedy fakt, zda pacient na AZA odpovida &
nikoli, souvisi vice se vzorcem mutaci ne# s postiZenim pou-
ze jednoho genu (11). N&které mutace maji vztah k délce
Zivota pacientd, ¢asto jsou povaZovany za rizikové faktory,
ikdyZ jako v pfipadé mutaci TP53 jejich mutace nesouviseji
s navozenim lécebné odpovédi hypometylaéni terapii (11),
nemluvé o tom, Ze asi tfetina pacientfi s mutaci TP53 ma
zcela srovnatelné pfeZivani s TP53 nemutovanymi pacienty.
Z toho vypljvé, Ze jde predevim o typ varianty, a nikoli opét
0 postiZeny gen, a cilem sekvena¢niho tsili je tedy pfede-
vsim vytvofit kolekci funkéné ovéfenjch a klinicky zkou-
manych variant, jez maji zfetelné& negativni prognosticky
dopad, a tak eventualné odlisit ty varianty, které pfeivani
pacientd neovliviiuji.

Dalsi studie se 107 MDS pacienty léfenymi hypometylaé-
ni terapii ukazala, Ze Zadny z 26 analyzovanyjch cilt so-
matickych mutaci neovliviiuje lé¢ebnou odpovéd, aviak
nékteré z variant, pfedeviim u TP53 a DNMT3A byly spo-
jeny s niZ§im pfeZivanim a doby do AML progrese (12).
Daldi studie 134 pacientli lé¢enjch s AZA prokazaly
asociaci variant v TP53 s krat3i dobou pfeZivani, aviak
bez vlivu na odpovéd (13). Nékteré univariantni analjzy
ukazovaly naopak, Ze existuji asociace mutaci epigene-
tického apardtu (EZH2, ASXL1) s del3im preZivanim na
AZA (13). Pfes tyto nadé&jné studie je pfenos poznatkii
o somatickjch mutacich do klinické praxe zna¢né ome-
zen, a to piedeviim proto, Ze mutace u MDS se vyskytuji
asi ve stovce genti a jejich kombinace se jevi prozatim
veskrze jako ndhodna. Recentni studie obsahujici opa-
kované sekvenace 41 MDS pacientll v dob& diagnozy
a pi progresi viak ukazala, Ze existuji urité cilové geny,
které spiSe modifikuji priibéh MDS a asociuji s progre-
si vietné ASXL1, RUNX1 a TP53 (14), pfestoZe statisticka
evaluace tohoto pozorovéni byla zaloZenim studie dosti
komplikovana. Data z naSeho pracoviité nicméné potvr-
zuji, Ze pravé tyto geny jsou v pozadi progrese do AML
a zatimco TP53 a ASXL1 patfi spiSe mezi stabilni mutace,
mutace v RUNX1 (a téZ BCORLI) se objevuji aZ jako nasle-
dek klonalni selekce AML na terapii AZA. Hlavnim cilem
Vv terapii rezistence AZA nicméné ziistava pfedevsim roz-
§ifit terapeutické moZnosti pro rizikové pacienty s po-
tencidlem ovlivnit pacienty nereagujici na AZA, & vyuzit
tyto latky v dobé, kdy ztratily molekularni nebo klinickou
odpovéd. Mezi nadéjné studiové zkoumané latky v sou-
Casnosti jisté patfi rigosertib (15), jeZ pfedstavuje latku
blokujici rozli¢né proteiny obsahujici vazebnou doménu

pro onkogen RAS (16). Dalsi nadéjné latky pro eventudlni
zachrannou nebo primérni lé&bu predstavuji napfiklad
inhibitory produktl gent ¢etné mutovanjch u MDS, jako
jsou IDH1/2 nebo EZH2.

Zavéry tohoto sdéleni tkvi v nékolika novéjsich aspektech.
Piedevsim je vhodn& monitorace somatickjch zmén u pacien-
tli s ICUS/CHIP, coZ jsou nové klinické entity, jeZ je nutné
vazné zvaZovat v diferencialni diagnostice cytopenii. Dy-
namika sledovéni je kriticky ddleZit4 proto, %e na zakladé
proménlivosti somatickjch zmén lze usuzovat o stupni klo-
nalni selekce. V neposledni fadé je prozatim nejasné, jak se
somatické mutace ve vztahu ke starnuti mohou projevovat
ve vzniku hematologickjch malignit a eventudlné i solid-
nich nadorovych onemocnéni, jejichZ prevalence u starsich
lidi vzriistd podobné jako u MDS.
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