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Kap. 6. Akutní promyelocytární leukémie

Úvod

Akutní promyelocytární leukémie (APL) je specifickým a poměrně vzácným subtypem akutní myeloidní leukémie (AML). Reálná incidence této nemoci není jednoznačně stanovena, v našich podmínkách představuje cca 5 % akutních myeloidních leukémií (incidence akutních myeloidních leukémií v Evropě je 2-4/100 000 obyvatel), větší incidence byla zaznamenána v jižní Evropě a Latinské Americe. Přes svojí relativní vzácnost má APL mezi akutními leukémiemi zcela specifické postavení, neboť je jedním z nejúspěšnějších příkladů translačního výzkumu v medicíně. Genetické a fenotypické charakteristiky blastů APL totiž poskytují relevantní cíl pro cílenou personalizovanou a „na míru ušitou“ (tailored) terapii. Unikátní kombinace laboratorního a klinického výzkumu v posledních 20 letech přispěla k tomu, že z někdejšího fatálního onemocnění se APL stala jednou z nejlépe léčitelných leukémií. Navíc, APL reprezentuje unikátní model umožňující odhalit klíčové mechanismy leukomegeneze.
Klinicko-laboratorní obraz APL

APL má na rozdíl od jiných, klinicky i laboratorně poměrně uniformních subtypů AML, zcela typický morfologický a klinický obraz. Jde o unikátní variantu AML charakterizovanou klonální expanzí hematopoetických prekurzorů blokovaných v diferenciaci na úrovni promyelocytů. V kostní dřeni je přítomná masivní infiltrace atypickými promyelocyty s typickými Auerovými tyčemi, často i ve svazcích (fagot cells). Tyto promyelocyty se nacházejí i v periferní krvi, kde na rozdíl od ostatních leukémií bývá častější leukopenie než leukocytóza (ta je přítomná jen u čtvrtiny nemocných).
Významným znakem a hlavní příčinou časné mortality je těžká koagulopatie. Ta je způsobena nekontrolovatelnou produkcí plasminu způsobenou masívní expresí annexinu II (= kofaktor tkáňového aktivátoru plasminogenu) na povrchu maligních promyelocytů. Výsledkem je závažná fibrinolýza, která se kombinuje s diseminovanou intravaskulární koagulopatií (DIC). Tato koagulopatie se ještě prohlubuje při zahájení chemoterapie a tudíž při rozpadu maligních promyelocytů. 
Právě tato těžká koagulopatie byla příčinou druhdy špatné prognózy jinak velmi chemosenzitivní APL a teprve zjištění patognomické (molekulárně) genetické translokace a využití znalosti tohoto mechanismu k tzv. diferenciační terapii revolučně změnilo management léčby a prognózu APL

Biologie APL a její využití pro cílenou léčbu APL. 
Patognomickou genetickou změnou u APL je přítomnost balancované reciproční translokace t(15;17)(q22;q11-12), kterou zjišťujeme prakticky u 100 % pacientů. 
Tato translokace způsobuje fúzi tzv. promyelocytického genu (PML) na chromozomu 15 s genem pro receptor retinové kyseliny-α (RARα): fúzní gen PML/RARα. V důsledku vzniku fuzního genu se tvoří protein PML/RARα, který u APL způsobuje charakteristickou blokádu diferenciace granulocytární řady na úrovni promyelocytu. Fúzní gen je detekovatelný fluorescenční in situ hybridizací (FISH) nebo RT-PCR u > 95 % morfologicky stanovených APL. U zbývajících < 5 % případů APL má RARα gen jiné partnerské geny než PML, nejčastěji promyelocytic leukemia zinc finger- PZLF (11q23), či velmi vzácně NuMA (11q13), NUPM (5q35) či STAT5b (17q21). Tyto alternativní fúzní geny jsou na rozdíl od PML/RARα rezistentní na standardní diferenciační terapii (viz dále). 
RARα je za fyziologických podmínek součástí komplexu navázaného na úseky DNA zvané „retinoic acid response elements (RARE) jež se nacházejí v oblasti promotorů řady genů nezbytných pro diferenciaci. Pokud se naváží retinoidy (za fyziologických podmínek stačí koncentrace 10-9M), změní se konfigurace RARα a z komplexu se uvolní korepresorické molekuly a rekrutují se ko-aktivátory s histon-acetyltransferázovou aktivitou. To vyvolá hyperacetylaci histonů v místech RARE, remodelaci chromatinu a aktivaci transkripce cílových genů RARα (tato transkripce následně vede k difirenciaci). 

U APL je však RARE obsazen fúzním proteinem PML/ RARα, který při fyziologických hladinách retinoidů svoji konfirmaci nemění a korepresorické molekuly neuvolní. Tato represe (na rozdíl od wild-type RARα) je uvolnitelná pouze vyššími, farmakologickými dávkami all-trans retinové kyseliny (ATRA) – 10-6M, což je dané tím, že PML/RARα váže histone-deacetyláza (HDAC) rekrutující korepresorický komplex s vyšší afinitou než wild-type PML. DNA genů tak není přístupná pro transkripční mechanismy a dochází k bloku diferenciace. 
Výše zmíněná citlivost na vyšší než fyziologické (tedy farmakologické) dávky all-transretinové kyseliny (ATRA) vedly k využití ATRA jako diferenciačního agens. ATRA je historicky prvním a poměrně spektakulárním příkladem molekulárně cílené léčby leukémií, který revolučně změnil prognózu nemocných s APL. Její podávání zvýší intracelulární koncentraci retinoidů natolik, že se naváží na fúzní protein PML/RARα, který změní konfirmaci , uvolní korepresory a umožní acetylaci chromatinu. Tím tedy ATRA navodí transkripci genů klíčových pro diferenciaci do granulocytů a způsobí vyzrávání leukemického klonu (viz obr. 1). 

Kromě toho, že PML/RARα je cílem účinku ATRA, reprezentuje tento komplex i cíl pro oxid arsenitý (As2O3), což je druhé molekulárně cílené léčivo u APL. As2O3 má duální, dose-dependentní efekt u APL buněk: v nízkých koncentracích indukuje částečnou diferenciaci APL buněk a ve vyšších koncentracích indukuje jejich apoptózu. Buněčná diferenciace probíhá prostřednictvím degradace PML/RARα komplexu a z toho plynoucím odstraněním bloku diferenciace. Nicméně k úplné diferenciaci na rozdíl od podávání ATRA nedojde. Ve vyšších koncentracích inhibuje As2O3 růst buněk in vitro, primárně prostřednictvím apoptózy, která následuje po indukci proenzymů kaspázy 2 a 3 a aktivací jak kaspázy 1 tak kaspázy 3. 

Klinická relevance (molekulárně) genetické diagnózy APL
Diagnóza či jen pouhé podezření na APL patří mezi „oncological emergency“ neboť vysoké riziko časného úmrtí (10-20 %, obvykle na koagulopatii) a současně dostupnost molekulárně specifické léčby s vysokým kurativním potenciálem (> 80%) podtrhují význam rychlé a přesné diagnostiky a promptního zahájeni specifické léčby.

Pokud je již z klinicko-laboratorního obrazu (krvácivé projevy, leukopenie s atypickými promyelocyty v periferní krvi, trombocytopenie) a z morfologického vyšetření kostní dřeně evidentní suspekce na APL, je indikováno ihned zahájení léčby retinovou kyselinou (ATRA), ještě před definitivní, geneticky potvrzenou diagnózou APL. 

Nicméně následná rychlá genetická konfirmace APL je zcela zásadní z těchto důvodů: 
(1) objasní typy APL s ne zcela typickou morfologií buněk APL (např. mikrogranulární varianta APL), které jsou však stejně responzívní na podávání ATRA.

(2) umožní stanovit vzácné formy APL, které jsou naopak resistentní k ATRA (jiný fúzní gen než je PML– viz výše oddíl III)

(3) umožní stanovit přesný isotyp fuzního genu PML/RARα a tudíž i cíl molekulárně- genetického sledování nemoci a její léčby.
V ideálním případě by měla být APL specifická genetická aberace definována všemi dostupnými metodikami, tedy jak klasickou cytogenetickou, tak FISH a RT-PCR. 

Současná léčba a prognóza APL

Léčba APL se od léčby ostatních AML významně liší, neboť vychází z genetického podkladu APL a využívá molekulárně cílená farmaka – tedy ATRA a As2O3. Mechanismus jejich účinku je popsán v části III kapitoly a spolu s dalšími budoucími možnostmi molekulárně cílené léčby jej shrnuje obraz 1. Kombinuje léčbu diferenciační s chemoterapií. Diferenciaci navodí ATRA, která však nenavodí trvalé remise a proto se kombinuje s antracyklinem (idarubicin). Důležité však je, že ATRA mechanismem diferenciace maligních promyelocyty do granulocytů vede během několika dnů k úpravě koagulopatie, což spolu s účinnější podpůrnou léčbou snížilo časnou mortalitu nemocných s APL a tím zásadně zlepšilo jejich prognózu. Kombinovaná indukční chemoterapie typu AIDA (ATRA+ idarubicin) v současnosti navodí remisi takřka u 100 % pacientů, resistentní onemocnění je zcela raritní. V další fázi léčby se podávají 2-3 cykly konsolidační chemoterapie (ATRA + antracyklin/cytosinarabinosid) a léčba končí cca 2-letou udržovací terapií (alternace ATRA/6-merkaptopurin). 

V současnosti má APL excelentní prognózu, s dlouhodobým (5-letým) přežitím u cca 90 % pacientů. Relaps APL lze dobře léčit oxidem arsenitým, který opětovně navodí remisi u více než 80% pacientů s relapsem.
Důležitým faktorem ve zlepšení prognozy APL byla i implementace molekulárně-genetické monitorace léčby. Ta byla umožněna především zavedením kvantitativní PCR v reálném čase (RQ-PCR), která umožnila přesné a reprodukovatelné stanovení hladiny specifického transkriptu PML/RARα. Bylo doloženo, že pravidelná monitorace PML/RARα pomocí RQ-PCR umožní identifikovat pacienty s vysokým rizikem relapsu (trvající přítomnost či pozitivita PML/RARα po předchozí negativizaci) a naopak snížit intenzitu terapie u nemocných s nízkým rizikem relapsu (rychlá a trvalá negativizace PML/RARα). To umožnilo definovat tzv. „risk-adapted“ léčebné protokoly, které jsou „šité“ na míru (tailored therapy) individuálním pacientům s APL na základě jasně definované risk-stratifikace.  
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Obr1. Molekulárně.genetická léze u APL a mechanismus účinku léčby APL retinovou kyselinou a oxidem arsenitým. Současně demonstrovány potenciální nová léčiva a jejich působení. 

Závěr
Akutní promyelocytární leukémie je prvním ukázkovým příkladem, kdy poznání molekulárně-genetického mechanismu stojícího za genotypem/genotypem nemoci umožnilo používat specifickou, molekulárně cílenou léčbu a tak zlepšit prognózu malignity. Tento příklad současně ukázal na význam komplexního pojetí „managementu“ akutních leukémií (a malignit obecně), tedy na nutnost úzkého propojení (molekulárně) genetické diagnostiky s klinickým oddělením. 

Úspěch této léčby u APL podnítil výzkum a vývoj podobných léčiv i u jiných, nejen hematologických malignit. Přestože podobného úspěchu zatím u ostatních typů leukémií nebylo na rozdíl od APL dosaženo, intenzívní výzkum nadále probíhá. V současnosti je u leukémií testována řada potenciálně molekulárně účinných léků (inhibitory histon-deacetylázy –HDAC inhibitory, Flt3 inhibitory), řada z nich s předběžně slibnými výsledky. Nicméně tato léčba, na rozdíl od APL, nebyla zatím zavedena do rutinní klinické praxe. 
