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Kap. 7. Akutní myeloidní leukémie s interní tandemovou duplikací FLT3 genu (FLT3/ITD)

Úvod

Akutní myeloidní leukémie (AML) představuje klinicky, morfologicky, imunologicky a geneticky heterogenní skupinu onemocnění, kterou charakterizuje klonální proliferace nezralých krvetvorných buněk. AML je agresivní onemocnění, které v krátké době může být fatální, pokud není specificky léčeno a není touto léčbou dosaženo kompletní remise (KR) onemocnění. Incidence AML narůstá s věkem. Ve věku 40 let je AML diagnostikována u 1 pacienta na 100000 obyvatel za rok, ale ve věku nad 75 let již u 15 pacientů. Medián věku nemocného v době diagnózy je 69 let. K aktuálním standardním kurativním terapeutickým možnostem léčby AML patří intenzivní cytostatická léčba, která má za cíl navodit KR onemocnění a dále pak léčba konsolidační, která může být buď představována intenzivní cytostatickou léčbou nebo alogenní transplantací krvetvorných buněk, a která jako taková má zajistit dlouhodobé udržení KR AML. I přes významný pokrok v diagnostice a léčbě zůstává AML onemocněním s nepříliš příznivou prognózou, kde při stávajících léčebných možnostech dlouhodobě přežívá asi 40%-50% pacientů mladších 60 let a asi 10% pacientů starších 60 let (1). Nicméně prognóza pacientů s nově diagnostikovanou AML kromě zmíněného věku, který je nezávislým prognostickým faktorem, závisí na dalších individuálních parametrech každého jednotlivého případu. Mezi tyto prognostické faktory patří věk, celkový stav a další onemocnění pacienta, což jsou faktory spojené přímo s každým pacientem. Tyto faktory ovlivňují prognózu nemocného především s ohledem na potenciální rizika mortality při intenzivní cytostatické léčbě případně transplantaci krvetvorných buněk. Druhou skupinou prognostických faktorů jsou ty, které se týkají samotné biologické podstaty AML. Mezi tyto faktory patří vznik onemocnění na podkladě předchozí cytostatické léčby nebo radioterapie jiné malignity, vznik AML na podkladě předchozího jiného hematologického onemocnění a především pak genetické změny v nádorových buňkách AML. Uvedené faktory ovlivňují šanci na dosažení léčebné odpovědi resp. šanci na dlouhodobé ovlivnění AML (2). 
Genetické změny nádorových buněk mají rozhodující význam v určení prognózy AML ve smyslu šance na dosažení léčebné odpovědi a šance na dlouhodobé přežití. Vyšetřením karyotypu nádorových buněk můžeme asi u 55% nemocných dospělého věku prokázat chromozomální změny. AML v závislosti na přítomnosti či nepřítomnosti cytogenetických abnormalit můžeme rozdělit na onemocnění s příznivou, střední a nepříznivou prognózou. K příznivým cytogenetickým změnám u AML patří nález t(15;17)(q22;q12) s více než 90% šancí na dosažení KR onemocnění a s dlouhodobým přežitím 80% při netransplantační léčbě. Dále pak k prognosticky příznivým nálezům patří t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13.1q22) nebo t(16;16)(p13.1;q22) s více než 90% šancí na dosažení KR onemocnění a s dlouhodobým přežitím asi 60% při netransplantační léčbě. Naopak  cytogenetické nálezy, ke kterým patří delece chromozomů 5q, 7q, monozómie chromozomu 7, přestavba 11q23 (s výjimkou t(9;11)(p22;q23)), inverze chromozomu 3, t(3;3)(q21;q26.2), t(6;9)(p23;q34) a nález 3 a více klonálních chromozomálních aberací (komplexní karyotyp) , řadí AML do nepříznivé prognostické skupiny s asi 30-60% šancí na dosažení KR onemocnění a s dlouhodobým přežitím maximálně 10% při netransplantační léčbě (2). K těmto prognosticky nepříznivým chromozomálním změnám lze nyní nově přiřazovat i AML s monozomálním karyotypem tzn. s monozomií dvou autozomálních chromozomů nebo monozomií jednoho autozomálního chromozomu a dalšími aberacemi, jejíž prognóza je velmi špatná s šancí na dosažení KR pouze asi u 20-30% pacientů a přežitím asi 6 měsíců při netransplantační léčbě (3).   K střední prognostické skupině pak patří AML s výše neuvedenými cytogenetickými nálezy a skupina AML s normálním karyotypem, která představuje 45% nově diagnostikovaných AML.  

V rámci snahy dále upřesnit prognózu velké skupiny AML s normálním karyotypem a díky rozvoji molekulárně genetických metod byla identifikována a dále se doplňuje řada molekulárních změn, které ovlivňují ať už příznivě či nepříznivě prognózu AML s normálním karyotypem, a které se současně stávají potenciálním cílem pro vývoj léků, které by dále mohly zásadně změnit či doplnit léčbu AML. V současné době se jedná především o genové mutace či změny exprese jednotlivých genů. Somatické mutace genů nacházíme nejčastěji v genech FLT3 (Fms-related tyroxine dinase 3), NPM1 (nucleophosmin), CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha), MLL (mixed-lienage leukemia), RUNX1 (runt-related transcription factor 1), NRAS (neuroblastoma RAS viral oncogene), WT1 (Wilm´s tumor 1) a nově se popisují další mutace například IDH1 resp. IDH2 (isocitrate dehydrogenase 1 resp. 2)  atd. K nejvíce popisovaným změnám exprese genů patří geny BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmatic), ERG (ETS-related gene), WT1 (Wilm´s tumor 1), MN1 (meningeoma atd. (4). Některé z uvedených molekulárně genetických změn již byly dokonce zohledněny v rámci WHO klasifikace AML (5).  
Akutní myeloidní leukémie s interní tandemovou duplikací FLT3 genu (FLT3/ITD)

Mutace FLT3 genu patří k nejčastějším molekulárně geneticky prokazovaným změnám u AML. Mutace FLT3 genu má zásadní prognostický význam v případě jejího průkazu u AML a současně se mutace FLT3 genu stává potenciálním  cílem pro léčbu AML.

Struktura a funkce FLT3

FLT3 (FMS-like tyroxine dinase 3) je membránový receptor s vnitřní tyroxin kinázovou doménou. Skládá se ze 4 částí, mezi které patří extracelulární vazebná doména pro FLT3 ligand, transmembránová doména, juxtamembránová doména a intracelulární kinázová doména.  FLT3 je primárně exprimován na myeloidních a lymfoidních progenitorových buňkách a s variabilní expresí pak na zralých elementech monocytární řady. FLT3 exprese byla též popsána v játrech, slezině a thymu (6,7,8). Pokud není FLT3 receptor stimulován je v monomerní formě s inaktivovanou, nefosforylovanou intracelulární kinázovou doménou. V případě navázání FLT ligandu prochází receptor konformační změnou a dochází k dimerizaci receptoru, což vede k aktivaci tyroxin kinázové domény. V důsledku její aktivace pak dochází prostřednictvím dalších cytoplasmatických proteinů (SHC proteiny, GRB2, GAB2, SHIP, CBL atd.) ke kaskádové fosforylaci, což dále vede k aktivaci sekundárních  mediátorů (MAP kinase, STAT, AKT/PI3) a finálně pak v buněčném jádře k aktivaci a regulaci buněčné diferenciace, proliferace a apoptózy (obr. 1). FLT3 aktivace obecně tedy vede k regulaci řady buněčných procesů, které jsou kritické pro řízení normální krvetvorby a buněčného růstu (8,9,10). 
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I FLT3 receptor monomer is composed of an extracellular domain (ECD), a transmemberane domain (TMD), a Juxtamembrane domain (JMD) and a tyrosine kinase domain
Z  (TKD) interrupted by a short kinase insert. Binding to FLT3 ligand (FL) leads to receptor dimerization and activation of the intracellular kinase. Tyrosine kinase activation
£ leads to phosphorylation of multiple sites in the intracellular kinase moiety. The activated receptor recruits a number of proteins in the cytoplasm including SHC and GRB2 to
£ form a complex of protein-protein interactions, leading to activation of a number of intracellular mediators including AKT, MAPK and STAT. Activated mediators interact with
% HSPgo which protects them from inactivation and chaperones the active mediators to the nuclear interphase, where they are released into the nucleus and act to mediate vital
cellular functions including cell growth, differentiation, apoptosis, DNA repair and proliferation. &
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   Obr. 1 FLT3 signální dráha (Meshennchi, Clin Cancor Res 2009)
Mutace FLT3 genu u AML
K základním mutacím FLT3 genu u AML patří interní tandemová duplikace FLT3 genu (FLT3/ITD), která postihuje juxtamembránovou doménu a mutace v oblasti aktivační smyčky tyrosinkinázové domény (FLT3/ALM). FLT3/ITD je pak mutací frekventnější s jasně definovaným prognostickým významem.

FLT3/ITD 

FLT3/ITD postihující juxtamembránovou doménu receptoru je variabilní duplikace nukleotidů obvykle postihující oblast 14.exonu  FLT3 genu. Místo inzerce a délka duplikované genové oblasti se liší (obr.2). U některých pacientů s AML pak můžeme někdy i zastihnout několik patologických klonů s různou délkou duplikované části. Obvykle je mutována pouze jedna alela genu FLT3, což znamená, že je prokazován i normální FLT3 gen. Nicméně u některých pacientů dominuje přítomnost FLT3/ITD, kde se za biologickou podstatu tohoto jevu považuje mechanismus unipaternální dizómie chromozomu 13, která může už v počátečním stádiu leukemogeneze vést ke vzniku leukemického klonu s převahou FLT3/ITD. V průběhu progrese AML pak může identický efekt navodit mechanismus mitotické rekombinace a vysvětlit homozygotní stav u pacienta, který se původně vyznačoval heterozygotním zastoupením FLT3/ITD. Současně se zdá, že hladina FLT3/ITD má i klinický prognostický význam.
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Obr.2 schematické znázornění normálního FLT3 genu a genu s duplikací v oblasti exonu 14 FLT3 genu tzn. FLT3/ITD (Derek L, Nature Review Cancer 2003) 
V případě AML je FLT3/ITD prokazována asi 15%-30% a v případě AML s normálním karyotypem pak asi u 30-40% pacientů. Prevalence FLT3/ITD je závislá na věku. Frekvence výskytu u dětských pacientů s AML je řídká a s vyšším věkem pak narůstá. Kromě AML byla přítomnost FLT3/ITD prokazována i u pacientů s chronickou myeloidní leukémií,  s myelodysplastickým syndromem nebo s akutní lymfoblastickou leukémií (8,11,12).
In vitro studie prokázaly, že FLT3/ITD způsobuje i bez přítomnosti FLT ligandu spontánní dimerizaci receptoru a tím aktivaci jeho intercelulární tyrosinkinázové domény , což aktivací dalších drah vede k nezávislé buněčné proliferaci. Juxtamembránová doména receptoru, která je mutací ovlivněna tedy zřejmě hraje významnou roli v dimerizaci a tím i aktivaci receptoru a změna její délky vede zřejmě v závislosti na velikosti změny k různému stupni spontánní dimerizace a aktivace tyrosinkinázové domény. (8,12, 13)
Klinický význam FLT3/ITD u AML
Pacienti s AML a FLT3/ITD mají obvykle normální karyotyp a obvykle je přítomna leukocytóza. Při standardní intenzivní chemoterapii mají pacienti s FLT3/ITD signifikantně vyšší riziko relapsu AML a signifikantně horší přežití bez nemoci a celkové přežití ve srovnání s pacienty, u kterých nebyla FLT3/ITD prokázána (obr. 3, 4). Některé práce pak dokladují i nižší šanci na dosažení KR AML v případě průkazu FLT3/ITD. Průkaz FLT3/ITD u AML  je tedy nezávislým nepříznivým prognostickým  faktorem (13,14,15).
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Obr. 3 Srovnání dosažení léčebné odpovědi, incidence relapsu AMl a přežití mezi pacienty s AML a FLT3/ITD pozitivitou a bez FLT3/ITD pozitivity (Kottaridis PD, Blood 2001)
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Obr 4. Kaplan-Meierovi křivky srovnání pacientů s AML s pozitivitou nebou nepřítomností FLT3/ITD: A) incidence relapsů B) přežití bez nemoci C) celkové přežití (Kottaridis PD, Blood 2001)

Kromě samotného průkazu FLT3/ITD byla v rámci výzkumu a klinických studií vynaložena snaha o další diferenciaci prognózy v samotné skupině pacientů s AML a průkazem FLT3/ITD. V rámci skupiny pacientů s AML a průkazem FLT3/ITD se zdá, že nejhorší prognózu ve smyslu vyššího rizika relapsu a nižšího celkového přežití mají pacienti s vysokou hladinou FLT3/ITD (>50 %) ve srovnání s pacienty s nižší hladinou FLT3/ITD a s pacienty s AML bez FLT3/ITD (obr. 5)(14). Přes potenciálně příznivější prognózu nižší hladiny FLT3/ITD však některé studie prokazují rezistenci jakéhokoliv FLT3/ITD pozitivního patologického klonu ke klasické chemoterapii a tím nadále vyššímu riziku relapsu AML(16). Naopak délka samotné duplikace nebo vyšší počet zastižených mutací FLT3/ITD  neovlivňovaly statisticky významně riziko relapsu či celkové přežití (14). Některé práce pak v případě průkazu prognosticky příznivé mutace NPM1 u pacientů s AML a FLT3/ITD pozitivitou dokladovaly zlepšení jejich prognózy ve srovnání s pacienty s izolovanou FLT3/ITD pozitivitou (obr. 6) (14).
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  Obr. 5 A) frekvence relapsu B) celkové přežití v závislosti na hladině FLT3/ITD (Gale RE, Blood 2008)
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Obr. 6 B) Frekvence relapsu D) celkové přežití u pacientů s AML s FLT3/ITD a NPM1 mutací 
Molekulárně genetické markery se dají též v některých případech využít k detekci minimální reziduální nemoci, což umožňuje citlivou detekci odpovědi AML na podanou terapii, kdy významný pokles resp. negativita daného markeru má příznivou prognostickou hodnotu.  Sledování minimální reziduální nemoci na molekulární úrovni může naopak v případě znovuobjevení či nárůstu sledované molekulární aberace časně předikovat relaps onemocnění a tím umožnit včasnou léčebnou intervenci, která může zabránit hematologickému relapsu AML,  Též FLT3/ITD lze využít k monitoraci minimální reziduální nemoci u AML s FLT3/ITD pozitivitou, nicméně se na základě publikovaných dat  ukazuje, že FLT3/ITD je změnou nestabilní, kdy u asi 5-25% pacientů v době relapsu FLT3/ITD neprokazujeme, i když v době diagnózy byla tato změna prokázána nebo se FLT3/ITD liší v době relapsu od varianty FLT3/ITD v době diagnózy. Vzhledem k těmto faktům je využítí monitorace minimální reziduální pomocí průkazu FL3/ITD významně limitováno (17).
Léčba AML s FLT3/ITD
Jak již bylo výše uvedeno klasická intenzivní cytostatická léčba nedosahuje v případě AML s FLT3/ITD pozitivitou uspokojivých výsledků a to především z důvodu vysokého rizika (80%) relapsu onemocnění. (13,14,15). Ve snaze o zlepšení této nepříznivé prognózy bylo do léčby AML s FLT3/ITD pozitivitou zařaženo provedení alogenní transplantace krvetvorných buněk a v posledních letech se též intenzivně vyvíjí a klinicky testuje cílená léčba k inhibici FLT3.

Role alogenní transplantace v léčbě AML s FLT3/ITD
Výsledky provedených studiích prokázaly, že zařazení alogenní transplantace krvetvorných buněk do konsolidační léčby AML s FLT3/ITD pozitivitou vede ve srovnání s pacienty, kteří byli v rámci konsolidace léčeni pouhou chemoterapií, ke snížení rizika relapsu a zlepšení celkového přežití.(18) Alogenní transplantace krvetvorných buněk tedy částečně dokáže zmírnit nepříznivý prognostický vliv FLT3/ITD.
Inhibice FLT3

Aktivace FLT3 vede následně k ovlivnění dalších buněčných drah a výsledně k ovlivnění proliferační a diferenciační aktivity krvetvorných buněk. Vzhledem k spontánní aktivaci FLT3 u pacientů s AML, kde je prokazována mutace FLT3, se možnost blokace FLT3 signální dráhy nabízí jako potenciální léčebný cíl. Způsobem jak blokovat aktivitu FLT3 je inhibice intracelulární tyrosinkinázové části pomocí inhibitorů tyrosinkináz (TKI). Iniciální in vitro testování nespecifických TKI (herbimycin, AG1296, AG1295) prokázalo, že tyto léky dokáží blokovat aktivitu FLT3/ITD a vedou ke smrti buněk, které nesou FLT3/ITD. (19) Následné testování pak identifikovalo řadu dalších TKI, jenž blokují FLT3 aktivaci (MLN518, PKC412, SU5416, SU5614, SU11248,CEP-701, CEP-5214). V současné době probíhají s řadou těchto léků studie a současně jsou vyvíjeny další inhibitory FLT3. Do současné doby byly publikovány výsledky klinických studií s lestaurtinibem (CEP-701), midostaurinem (PKC412), sunitinibem (SU11248) a tandutinibem(MLN518). (20,21,22,23,24). Ve všech případech byli léčeni pacienti s relabující nebo chemorezistentní AML. Léčba byla obvykle dobře tolerována. Byla doložena inhibice FLT3 fosforylace. Klinicky pak bylo u 30-50% pacientů dosaženo redukce cirkulujících blastů v periferní krvi a v kostní dřeni došlo k zhruba dvojnásobnému poklesu zastoupení blastů.  Bohužel účinnost byla jen krátkodobá s trváním odpovědi v řádů několika týdnů. Vzhledem k těmto zatím nepříliš uspokojivým výsledků v případě monoterapie TKI  byly zahájeny i studie, kde byla léčba TKI kombinována s klasickou chemoterapií, kdy lze předpokládat synergický účinek. Studie s kombinovanou léčbou zatím probíhají a předběžné výsledky ukazují na dosažení vysokého procenta CR v případě kombinované léčby, ale na definitivní zhodnocení tohoto přístupu musíme prozatím vyčkat. (25,26) V současnosti též byly vyvinuty protilátky, které vedou k inhibici FLT3 (IMC-EB10). Efektivita těchto protilátek byla dokladována na zvířecích modelech (27), ale na klinické zhodnocení tyto léky teprve čekají. 
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