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Souhrn: Byl retrospektivné hodnocen soubor 144 pacientt (véetné 17 pediatrickych) s de novo akutni promyelocytarni leukemii z databazi
instituci spolupracujicich v rdmci skupiny CELL (The Czech Leukemia Study Group for Life), diagnostikovanych podle WHO kritérii v letech
1989-2006. Cilem bylo ovétit, jak se dafilo v redlném Zivoté viem pacientdim, z nichZ naprosta vétsina nebyla zafazena do klinickych studii.
Ze 140 hodnotitelnych pacientl dosédhlo kompletni remise (CR) 97 (69,3 %). Projekce celkového preZiti (OS) po 4 letech od doby diagnézy
byla 58,9%, po 6 letech 55,3%. U 8 nemocnych (6,0%) nebyla podéna zadna antileukemicka lé¢ba (bud zemteli kratce po pfichodu na
oddélenti, anebo klinicky nebyli ve stavu tinosném pro |é¢bu). Ze 125 pacient(, u kterych bylo dokumentovdno zahdjeni nékteré formy
lé¢by, dosahlo CR 96 (76,8%). Ze 102 nemocnych, v indukci lé¢enych kombinaci antracyklinu a tretinoinu (ATRA), doséhlo CR 84 jedinct
(82,4%; jde o skupinu pacient(, kte#i by mohli byt zatazeni do klinickych studif). Tento vysledek byl lep3i nez u pacientl lé¢enych pouze
chemoterapii (n = 15; CR 46,7 %; P = 0,003), anebo samotnou ATRA (n = 13; CR 62,5%; P = 0,17). Dal3im parametrem s vysoce signi-
fikantnim vlivem na dosaZeni CR byl pocet leukocyt(i v dobé diagndzy: jejich medidn u pacientd, kteti dosdhli, resp. nedoséhli CR, byl
2,1a24,0 x 10%/1 (P < 0,0001), pocet leukocytl ovlivnil i OS (P = 0,0001). Po dosazeni CR se v3ak ptivodni pocet leukocyth pti diagnéze
nepromitl do OS (P = 0,18). Dosazeni CR déle ovlivnil performance status (PS) 0-1 (P = 0,005), ktery vyznamné koreloval s pocty leukocyt
(P=0,0006). Dalsi faktory, spjaté patrné s leukocytézou, ovliviiovaly dosaZeni CR na hranici statistické vyznamnosti: napt. morfologie FAB
M3y, hladina LDH v krvi, hladina fibrinogenu, p¥itomnost interni tandemové duplikace (ITD) genu FLT3 (ta byla silné asociovdna s vy38im
poctem leukocytl a také se zliomem bcr3 v genu PML pti tvorbé flize PML/RARa). Lze usuzovat, Ze FLT3-ITD je jednim z moznych faktort
podmiriujicich leukocytézu. Pocty trombocytl v dobé diagnézy nemély vliv na indukci CR - nepotvrdili jsme tedy opravnénost soudasné
klasifikace rizik (ve smyslu odlideni stfedniho a nizkého rizika) podle skupiny PETHEMA. Nase studie ukazuje na vyznamny rozdil mezi
vysledky v redlném Zivoté a vysledky dosahovanymi u pacient s moznosti vstoupit do klinickych studii. Nejvyznamnéjsimi prognostickymi
faktory jsou pocet leukocytt a od néj odvozeny PS a moznost podani indukéni terapie s antracykliny a ATRA.
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Uvod

Akutni promyelocytarni leukemie
(APL) je hematologickou urgenci se
znacénym rizikem ¢asné smrti nasled-
kem koagulopatie (krvédcivé diatézy,
ev. trombdzy). Na druhou stranu
pokroky v léc¢bé, predeviim zave-
deni tretinoinu (kyseliny transreti-
nové, all-trans retinoic acid - ATRA) do
induké¢ni a ndsledné i udrzovaci a kon-
solida¢nf lé¢by, pFinesly vyrazny zvrat
v osudu nemocnych s APL - z nejma-
lignéjsiho subtypu akutni myeloidnf
leukemie (AML) se stalo pomérné
dob¥e léCitelné onemocnéni, oviem za
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predpokladu, Ze je zavéas zachyceno
[1-5] (viz také dal3i ¢lanky v tomto
¢isle ¢asopisu Vnitini lékaFstvi). Léc-
bou antimetabolity a antifoliky se
dosahovalo kompletnich remisi (CR)
jen sporadicky: ve studii Bernarda
et al to bylo pouze u 1 pacienta ze
20 [1]. Kombinaci antracyklinu a cyta-
rabinu v indukéni [é¢bé se ve studiich
s vice nez 50 pacienty dosahovalo CR
u 50-74% nemocnych, aviak cytara-
bin patrné jiz nezvySuje ucinek ant-
racyklinu, je-li tento podan v dosta-
te¢né vysoké kumulativni ddvce [2,6].
Kombinaci téinku antracyklinu s treti-

noinem (ATRA) se v klinickych studiich
dosahuje 89-95% CR [7,8].

Vzhledem k relativni vzacnosti one-
mocnéni je nutné vysledky terapie
tohoto onemocnén{ posuzovat v ramci
mezidstavni spoluprdce. Tato studie
predstavuje usili neddvno zaloZené sku-
piny CELL zhodnotit vysledky terapie
APL na nékolika ¢eskych pracovistich.
Cilem na8eho hodnoceni bylo prede-
v8im zjisténi situace v redlném Zivoté,;
naprostd vétsina pacient(l nebyla zafa-
zena do Z4dné klinické studie. Do hod-
noceni jsme zatadili naprosto viechny
pacienty - tedy i ty, ktefi zemeli dfive,
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Therapy of acute promyelocytic leukemia in Czechia: results and analysis of prognostic factors

Summary: We have retrospectively evaluated a cohort of 144 patients (including 17 pediatric ones) with de novo acute promyelocytic
leukemia registered in databases of institutions cooperating within the CELL group (The Czech Leukemia Study Group for Life). The
patients were diagnosed according to WHO criteria from 1989 until 2006. The aim was to check how well fared the patients, the majority
of whom was not included into clinical trials, in real life. Of 140 evaluable patients, 97 (69.3%) attained complete remission (CR). The
projected overall survival (OS) 4 years after diagnosis was 58.9%, and 55.3% at 6 years. In 8 patients (6.0%), no antileukemic therapy at
all was given (either they died shortly after admission to the ward or therapy was not feasible due to their clinical status). Of 125 patients
with documented commencement of some kind of therapy, 96 (76.8%) achieved CR. Of 102 patients with induction treatment with
a combination of anthracycline and tretinoin (ATRA), 84 individuals (82.4%) attained CR (typically, this cohort might have been sub-
jected to clinical trials). This result was better than that of patients treated by chemotherapy only (n = 15; CR 46.7%; P = 0.003) or by
ATRA monotherapy (n = 13; CR 62.5%; P = 0.17). Another parameter with a significant impact on attaining CR was the leukocyte (WBC)
count at diagnosis: its median values in patients achieving and not achieving CR were 2.1 and 24.0 x 10%/1, respectively (P < 0.0001). The
WBC counts affected OS as well (P =0.0001). However, when only patients after attaining CR were evaluated, the initial WBC counts
no longer affected OS (P = 0.18). Achieving CR was also influenced by the performance status (PS) 0-1 (P = 0.005), which was in turn
closely correlated to WBC counts (P = 0.0006). Additional factors (most likely connected with leukocytosis) influenced attaining CR with
borderline statistical significance: e.g. FAB M3v morphology, LDH serum level, fibrinogen level, presence of internal tandem duplication
(ITD) of the FLT3 gene (which was strongly associated with leukocytosis and also with the short PML/RARa transcript resulting from the
ber3 break in the PML gene). It may be speculated that FLT3-ITD is just one of the possible factors that lead to leukocytosis. The platelet
counts at diagnosis had no impact on entering CR. Thus, we have not validated the current PETHEMA risk stratification in distinguishing
intertermediate and low risk patients. Our study points to a significant difference of the results obtained in real life and of the results that
could be achieved in patients who were fit to enter clinical trials. Among the prognostic factors, the most important one was the WBC
count, the PS (which is highly affected by the WBC count), and feasibility of administration of the most potent induction therapy with

anthracyclines and ATRA.
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nez mohla byt zahdjena lé¢ba (takovi
pacienti jisté nebyvaji bézné zatazo-
vani do klinickych studii). Dal3im dil-
¢im cilem nasi studie bylo identifi-
kovat rizikové faktory pro dosazeni
kompletn{ remise, coz je nejdilezitéjs
meznik vedouci u vétsiny nemocnych
k vylé¢eni. Rada prognostickych uka-
zatel( je jiz zndma a dobfe popsana:
zdaleka nejdilezitéjsi je pocet leuko-
cytl v dobé diagnézy. Na ném zdvis{
nejen mira dosazeni CR, ale podle
nékterych autor( i pravdépodobnost
relapsu [2,9-15]. Nékteré dalsi faktory
jsou spojeny s vy38imi pocty leukocyt
v dobé diagndzy a je otdzkou, zda jde
o nezdvislé prognostické faktory: jde
napf. o variantni M3v morfologii, o p¥i-
tomnost internich tandemovych dupli-
kacf genu FLT3 (FLT3-ITD) [12,14-17],
pritomnost hemoragické diatézy (,,pur-
pury“) v dobé diagnézy [9]. Jako pro-
gnosticky faktor je také uvadén vék,
v nékterych studiich je zdpornym pro-
gnostickym faktorem i muzské pohlavf
[15]. Daldim prognostickym faktorem
je podle nékterych autort pocet trom-
bocytd - hranice 40 x 10%/1 je pouZi-
vana $panélskou skupinou PETHEMA

k odlieni pacientd s < 10 x 10%/|
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leukocyty s nizkym a sttednim rizikem
[11]. Stéle jesté viak existuje Fada spor-
nych otazek, napt. zda vyznamné ovliv-
fiuje prognézu typ transkriptu fuzniho
genu PML/RARa. Vysledky nasi studie
ukazujf, nakolik jsou tyto prognostické
faktory relevantni v redlné praxi mimo
klinické studie, a poukazuji na rozdil
mezi osudem priimérného pacienta
a osudem pacienta, ktery by mohl byt
zatazen do klinické studie.

Pacienti, materialy a metody
Pacienti

Byla ziskdna data o 144 pacientech
s de novo APL z &eskych instituci (Ustav
hematologie a krevni transfuze Praha -
56; Interni hematoonkologickd klinika
FN Brno - 44; Klinika détské hema-
tologie a onkologie Praha-Motol -
17; Oddéleni klinické hematologie
[I. intern{ kliniky FN Hradec Krélové -
12; Oddélenf klinické hematologie FN
Kralovské Vinohrady - 9; dalsi - 6).
APL byla diagnostikovdna podle WHO
kritérif [ 18]. U 143 nemocnych byla pro-
kdzdna cytogeneticky t(15;17) a/nebo
molekularné fuzni gen PML/RARa,
1 nemocny mél t¢(11;17) s fiznim genem
PLZF/RARa. Priimér a median véku byl

431 a 45,7 let, rozsah 4,8-79,2 let.
Pomér muzl a Zen byl 64 : 80 (44 :
56 %). Praméry hodnot poctu leukocytt
(% 10%1), hemoglobinu (g/l) a poctd
trombocytl (x 10%/1) v dobé diagnézy
byly nasledujici: 17,9 - 9,2 - 357,
medidny uvedenych hodnot byly 3,2 -
9,6 - 27,0. Jiné maligni onemocnénf
méli v anamnéze &ty¥i nemocni. Zadny
pacient nemél vdobé diagnézy extrame-
dularni postizeni. Celkovy stav (perfor-
mance status - PS) v dobé diagnézy byl
hodnocen podle kritérii Eastern Coope-
rative Oncology Group (ECOG) [19].

Rizikova stratifikace pacientt: podle
kritérii PETHEMA

Skupina s vysokym rizikem dle téchto
kritérii je definovdna pouze pocdtem
leukocytd (WBC) > 10 x 10°/| v dobé
diagnézy, nehledé na pocet trombo-
cytli. Pacienti s WBC < 10 x 10%/I byli
rozdéleni na stfedné- a nizkorizikové
podle toho, zda jejich pocet trombocyttl
v dobé diagnézy byl > 40 x 107/, anebo
dosahoval hodnoty < 40 x 10%/1 [11].

Podand indukéni terapie

Celkem jsme méli Gdaje o indukénf
[é¢bé u 133 pacientd (tab. 2). Nejvice

Vnitr Lék 2008; 54(7&8): 757-770
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Tab. 1. Sekvence primer a TagqMan sond pouzivanych v UHKT a ve FN Brno pro zachyt PML/RARa, FLT3

(a FLT3-1TD) a kontrolniho genu ABL.

Gen (zlom) Typ primeru  Ndazevprimeru Sekvence Ref.
UHKT Praha

PML/RARa (ber1,2) prednfi M2 5’-AGTGTACGCCTTCTCCATCA-3’ [21]
PML/RARa (bcr3) prednf M4 5’-AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC-3’ [21]
PML/RARa (bcr1,2 i ber3) reverzni R8 5’-CAGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAAT-3’ [21]
FLT3 prednf RS* 5-TGTCGAGCAGTACTCTAAACA-3’ [24]
FLT3 reverzn{ R6 5’-ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC-3’ [24]
ABL prednf ABL, 5’-CGTCCTCCAGCTGTTATCTGG-3’ [22]
ABL reverzn{ ABL, 5’-ACAGGCCCATGGTACCAGGA-3’ [22]
FN Brno

PML/RARa (ber1) prednfi PML 1-F 5’-TCTTCCTGCCCAACAGCAA-3’ [23]
PML/RARa (bcr2) prednf{ PML 2-F 5’-ACCTGGATGGACCGCCTAG-3’ [23]
PML/RARa (bcr3) prednf PML 3-F 5’-CCGATGGCTTCGACGAGTT-3’ [23]
PML/RARa (bcr1,2,3) reverzn{ RARa-R 5’-GCTTGTAGATGCGGGGTAGAG-3’ [23]
PML/RARa (ber1,2,3) sonda RARa-P 5’-FAM-AGTGCCCAGCCCTCCCTCGC-BHQ-3’ [23]
ABL prednf ABL r.F 5’-TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3’ [23]
ABL reverzn{ ABL r.R 5’-GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3’ [23]
ABL sonda ABL-P 5-FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-BHQ-3’ [23]
FLT3 predni T1F** 5’-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ [16]
FLT3 predni RS 5-TGTCGAGCAGTACTCTAAACATG-3’ [16]
FLT3 reverzni 12R 5’-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3’ [16]
* Pozor, jde o naprosto jiny primer neZ stejné oznaceny primer Biondiho et al [21] k detekci PML/RARa. Tento primer byl pivodné
publikovédn Kiyoim et al [16] navic s 2 nukleotidy (TG) na 3’ konci - viz tento primer uZivany ve FN Brno.

** Primer 11F byl pouZit pouze pro detekci FLT3-ITD z genomové DNA.

Tlustym pismem jsou ve sloupecku Sekvence oznaceny fluorochromy.

(n=83) bylo lé¢eno indukci podle pro-

Tab. 2. Ty dané |é¢by a indukce CR.
tokolu AIDA [7], tj. kombinacf idaru- 2 Yp pocancechy & Indukce

bicinu 12mg/m? x 4 dny + ATRA Typ lécby Pocet (n) CR(n) CR (%)
45mg/m? do dosazeni CR. Tato CT + ATRA 102 84 82,4
indukce byla stejna jak v protokolu AIDA* 83 68 81,9
AIDA skupin GIMEMA a EORTC, tak | AIE*+ATRA14 (déti) / 6 85,7
v rtiznych verzich protokoll PETHEMA ADXE + ATRVAAM (dédi) 3 3 100,0
LPA. Pediatri¢ti pacienti (n = 10) byli Cellem déi 10 o 90,0
.. R . Dnr + Ara-C (3+7) + ATRA 7 6 85,7
|é¢eni podle protokol& Berlin-Frank- CT (neuvedend) + ATRA 2 1 50,0
furt-Minster (BFM) a byli randomi- A 3 5 62,5
zovani budto do vétve s indukei AIE Celkem s ATRA 110 89 80,9
[Arabinosyl-cytozin (Ara-C) + Idaru- CT bez ATRA 15 7 46,7
bicin + Etoposid], anebo do vétve ADxE Dnr + Ara-C (3+7) 12 6 50,0
[Ara-C + Daunorubicin (Dnr) v lipozo- Jiné* 3 1 33,3

malni formé + Etoposid], v obou vét-
vich byla podavdna ATRA v 14dennich

pulzech s tydenni prestavkou mezi Celkem 133 96 72,2

nimi. Néktefi pacienti (n = 19) byli CR - kompletni remise, CT - chemoterapie, ATRA - tretinoin kontinudlné do CR,
léceni kombinaci Dnr + Ara-C: 7 z nich ATRA14 - tretinoin v blocich po 2 tydnech + tyden pauza, AIDA - ATRA + idarubicin,
dostalo zaroveri ATRA, 12 ji nedostalo. AIE - Ara-C + idarubicin + etoposid, ADXE - Ara-C + lipozomalni Dnr + etoposid,

Jini nemocnf (n = 8) dostali ATRA Ara-C - arabinosyl-cytozin, Dnr - daunorubicin, 3+7 - 3 dny léku 1 a 7 dnf léku 2
*2 pacienti ve véku 67 a 76 let dostali redukované davky idarubicinu (ale doséhli CR)

#modifikace Dnr + Ara-C: 1krat 3+6, Tkrat 5+7, Tkrat dvojndsobna davka Ara-C
nedostalo Zadnou lé¢bu - budto (200 mg/m?)

v monoterapii. Celkem 8 pacientl

zemteli bezprostfedné po ptichodu na
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oddéleni, anebo méli natolik zdvazné
komplikace (na které posléze zemteli),
Ze |é¢ba nebyla tnosna. Podrobné
vysledky jsou uvedenyvtab. 2. Pacienti,
ktefi dosahli CR, dostali (az na nékteré
vyjimky) 3 konsolidaéni chemoterapie
(bez ATRA) a dale absolvovali 2 roky
udrzovaci terapie, v naprosté vét-
$iné s ATRA, podavanou v 15dennich
cyklech jednou za 3 mésice, mensina
z nich dostdvala po tuto dobu navic
denné 6-merkaptopurin a Tkrat tydné
metotrexat.

Morfologie

Odliseni mezi typickym a variant-
nim subtypem APL (tj. mezi akutnf
myeloidni leukemii M3 a M3v) bylo
provedeno dle francouzsko-ame-
ricko-britské (FAB) skupiny [20] ana-
lyzou panopticky obarvenych preparatt
kostni dfené a perifernf krve. Atypické
morfologické nélezy inkompatibilnf
s obéma kategoriemi byly pfifazeny ke
kategorii M3v.

Analyza karyotypu

Vzorky kostni dfené byly zpracovany
po 24hodinové kultivaci v médiu RPMI
doplnéném 10% fetdlniho bovinniho
séra, bez pouZiti mitogenu, podle stan-
dardnich cytogenetickych postupd.
Bylo hodnoceno nejméné 20 mitdz,
obarvenych dle Wrighta na ziskanf
G-pruhli na chromozomech, pokud
byly na prepardtech p¥itomny. Kromé
t(15;17) byly konvenéni cytogeneti-
kou zjistovany ptipadné dalsi aberace
v karyotypu.

Zachyt fizniho genu PML/RARa.
pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH)

Pomoci sondy DNA LSI PML/RARA
Dual color a v pozdéjsich letech son-
dou LSI PML/RARA Dual Color Dual
Fusion (Abbott-Vysis, Downers Grove,
IL, USA) byla vySetfena pfitomnost
fuzniho genu v mitézéach i v nedélicich
se jadrech metodou FISH. P¥i kazdém
vysetieni bylo hodnoceno nejméné
20 mitdz, resp. 200 interfazickych
jader. Hranice pozitivity (,cut-off*)
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pro vySetteni touto sondou byla stano-
vena na 5%.

Zachyt fizniho genu PML/RARa
pomoci polymerazové etézové
reakce po reverzni transkripci
(RT-PCR) a stanoveni bodu zZlomu
(bcr) genu PML

Mononukledrni buriky z periferni krve
nebo kostni dfené byly separovany
gradientovou centrifugaci v prostfedi
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Separované buriky
byly 2krat promyty v PBS (fyziologic-
kém roztoku pufrovaném fosfatem).
V p¥ipadé pFfitomnosti vétsiho poctu
erytrocytll byla suspenze bunék lyzo-
vdna (roztokem 155 mmol NH CI,
10 mmol NH,HCO,, 0,1 mmol EDTA)
k odstranénf erytrocytil. Alikvoty po
5 x 10 burikach byly dale lyzovany TRI-
zol Reagentem (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) a podle navodu vyrobce byla
izolovana RNA (a jako vedlejsi produkt
navic DNA a protein).

Reverzni transkripce: 1 pg izolované
RNA byl inkubovédn s 25 pmol ndhod-
nych hexamerd (Invitrogen) 10 min pi
65 °C a poté zchlazen na 4 °C. Byl pfi-
dan master mix obsahujici: 200 pmol
dNTP, 10 mmol dithiothreitolu, Tkrat
First Strand Buffer, 100 U reverzni tran-
skriptdzy Superscript Il (Invitrogen),
10 U RNasinu® (Promega, Madison,
WI, USA) a sterilni vodu do kone¢ného
objemu 10 pl. Reakéni smés byla inku-
bovana pfi 42 °C 60 min s ndslednym
zahtatim na 95 °C po dobu 2 min.
Alternativné (na brnénském pracovisti)
byl k reverzni transkripci pouzit RNA
PCR Core Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

K detekci PML/RARq bylo uZito
2 soubéznych PCR amplifikaci. Kazda
PCR probihala v celkovém objemu
25 pl v obou master mixech. PFi
detekci PML/RARa se zlomy v PML
genu ber1 a ber2 obsahoval master mix
predni primer M2, druhy master mix,
urceny pro detekci zlomu bcr3, obsa-
hoval pfedni primer M4. Reverzn{ pri-
mer byl pro obé reakce stejny, a sice R8.
Tyto primery byly ptivodné publikovéany

Biondim et al [21], v UHKT byly mirné
modifikovany. Sekvence uzitych pri-
merd jsou uvedeny v tab. 1. Jako kont-
rola pro ovéreni kvality RNA a pribéhu
reverzni transkripce byl vsoubézné PCR
amplifikovan i kontrolni gen ABL, pfi
pouZiti primert dle Crosse et al [22].
Master mixy byly pro vechny 3 reakce
shodné (s vyjimkou primert). Obsa-
hovaly: 10 pmol kazdého z dvojice pri-
mer( (Invitrogen), 200 pmol dNTP,
1krat PCR reaction buffer, 1 mmol
MgCl,, 0,5 U Platinum Taq DNA poly-
merazy (Invitrogen), 1 pul cDNA a ste-
rilni vodu do celkového objemu 25 pl.
Pouzity PCR program byl shodny jak
pro amplifikaci PML/RARa, tak i kon-
trolntho genu ABL: po tvodni 5minu-
tové denaturaci pfi 95 °C nasledovalo
40 cykld s profilem: denaturace po
dobu 15 s pfi 95 °C, annealing 30 s pfi
58 °C a polymerace 30 s pfi 72 °C.
PCR produkty byly analyzovany pod
UV svétlem pomoci elektroforézy ve 2%
agarézovém gelu, obarveném ethidium
bromidem. Jako pozitivni kontroly byly
pouzity plazmidy se zaklonovanym PCR
produktem pacient s dlouhym (L)
transkriptem (se zlomem bcrl v genu
PML) a s kratkym (S) transkriptem (se
zlomem bcr3). Nesouhlasila-li délka
PCR produktu pacienta pfi amplifikaci
PML/RARa s ber1,2 s délkou kontrol-
niho amplifikdtu transkriptu s ber1,
podezirali jsme u pacienta p¥tomnost
variabilniho (V) transkriptu se zlomem
bcr2, coz jsme nédsledné ovérovali sek-
venaci produktu po jeho purifikaci
z agarézového gelu. Byly tak vylouceny
pfipadné nespecifické amplifikace
(falesné pozitivity). Negativnimi kon-
trolami byly amplifikace master-mixd
bez pfidani pacientovy cDNA. Alter-
nativni metodou zachytu fuzniho
genu PML/RARa., uZivanou na brnén-
ském pracovisti, byla RT-PCR v redl-
ném case. Slo o 3 soubé&zné ampli-
fikace pro kazdy typ transkriptu (L-,
V- a S-formu) zvlast, pricemz reverznf
primer a TagMan sonda byly spole¢né
pro viechny reakce, zatimco prednf
primer se lisil podle zlomového mista
v genu PML (tab. 1). Jako referenéni
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gen byl stejnou metodou amplifikovan
gen ABL [23].

Zachyt FLT3-ITD pomoci RT-PCR
Krok izolace RNA a prepis do cDNA
byl totozny s postupem p¥i detekci flize
PML/RARq.. P¥ivlastni PCR byly ampli-
fikovany exony 11 a 12 genu FLT3.
Master mix mél nasledujici slozenf:
100 pmol obou primert R5 a R6 [24]
(jejich sekvence je uvedena v tab. 1),
200 pmol dNTPs, Tkrat PCR reaction
buffer, 2 mmol MgCl, 0,5 U Platinum
Taq DNA polymerazy (Invitrogen),
1 pl ¢cDNA a sterilni voda do celko-
vého objemu 25 pl. Pouzity PCR pro-
gram mél tyto charakteristiky: tdvodnf
denaturace 94 °C 5 min, potom
10 cykld s profilem: denaturace 94 °C
15 s, annealing 56 °C 30 s, polyme-
race 72 °C 45 s a déle 30 cyklt s profi-
lem: denaturace 94 °C 15 s, annealing
52 °C 30 s, polymerace 72 °C 45 s.
Vysledné PCR produkty byly analy-
zovany po separaci elektroforézou ve
2,5% agarézovém gelu, ktery byl obar-
ven ethidium bromidem a hodnocen
pod UV svétlem. Pacienti pozitivni na
délkovou mutaci (ITD) méli kromé
produktu odpovidajicitho wild-type
genu navic druhy, del$f PCR produkt.
Kazdy ze zachycenych del$ich produkt
(s ITD) byl po purifikaci z gelu sekve-
novan. Na brnénském pracovisti bylo
uzito velmi podobné RT-PCR meto-
diky, ale s jinymi primery (R5 a 12R),
konstruovanymi podle pivodni publi-
kace [16] (tab. 1). V nékterych ptipa-
dech byl v3ak gen FLT3 amplifikovan
z genomové DNA pomocf primerd 11F
a 12R dle stejné publikace.

Statistické analyzy

Vztahy mezi naméfenymi parametry
v kontingenéni tabulce byly analyzo-
vany pomoci y? testu. Pro hodnocenf
kvantitativnich dat ve 2 skupindch byly
zjistény medidny naméfenych hodnot
a statistickd analyza byla provedena
pomoci neparametrického dvoustran-
ného Mann-Whitneyho testu. Pro hod-
noceni celkového preziti bylo uZito
Kaplanovy-Mayerovy regresni metody
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Obr. 1. Celkové preZiti viech pacientl a téch pacientd, kteti dosahli CR.
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Obr. 4. Pocty leukocytli (hranice WBC 10 x 10°/1) a OS.
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Obr. 6. Skupiny s nizkym a sttednim rizikem dle PETHEMA [11] a OS.
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hodnocenf k¥ivek preZitf, odlidnost k¥i-
vek byla hodnocena pomocf log-rank
testu Mantela-Haenschelové. Pro ana-
lyzu preziti ve vékovych skupindch
jsme poutZili log-rank test na trend.
Vsechny statistické testy byly prove-
deny na drovni 95% intervalu spoleh-
livosti a pFislusné hodnoty P (odpovi-
dajici moznosti chybného odmitnutf
nulové hypotézy) byly nalezeny pomoci
softwaru GraphPad Prism verze
3.03 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Vysledky

Indukce CR celkem a celkové preziti
Ze 140 hodnotitelnych pacientd
dosahlo CR 97 (69,3%). Projekce cel-
kového preziti po 4 letech od doby
diagnézy je 58,9%, po 6 letech 55,3 %.
Pacienti, ktet{ dosdhli CR, maji prav-
dépodobnost preziti po 4 a 6 letech
84,5%, resp. 79,3% (obr. 1). K umrti
pacientd doslo nejpozdéji do 4 let od
doby diagnézy.

Indukce CR v zavislosti

na podané terapii

Ze 133 pacientl, u kterych byly
dodédny zdznamy o terapii, dostalo
125 néjakou indukéni [é¢bu. Naopak
8 pacientd (6,0%) lécbu z raznych
divodt nedostalo (Umrti pred zaha-
jenim [é¢by anebo celkovy klinicky stav
nedovolujici |é¢bu). Ze viech 125 |éce-
nych pacientl dosahlo CR 96 (76,8 %).
Z 15 pacientt lé¢enych pouze chemo-
terapii dosahlo CR 7 (46,7 %). Celkem
110 pacientll dostalo v indukci ATRA
(at jiz v kombinaci s chemoterapifi,
nebo bez nf), CR dosahlo 89 (80,9%),
cozjesignifikantné lepsivysledek oproti
pacientim, ktefi absolvovali pouze
chemoterapii bez ATRA (P =0,003). Ze
102 pacientd, ktefi dostali kombinaci
chemoterapie a ATRA, dosdhlo CR
84 (82,4%), coz je podstatny rozdil ve
srovnan{ s pacienty, ktef{ absolvovali
samotnou chemoterapii (P = 0,002).
Mezi pacienty lé¢enymi monoterapif
ATRA dosédhlo CR 5 z 8 (62,5%), coz
je nesignifikantné horsi vysledek nez
u zminénych pacientl s [é¢bou kombi-
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naci chemoterapie a ATRA (P = 0,17).
Z pediatrickych pacientl dosédhlo CR
kombinaci chemoterapie a pulzdl ATRA
9z 10 nemocnych (90,0 %).

Indukce CR a celkové

preziti v zavislosti na poctu
leukocytd

U pacientd, ktefi doséhli, resp. nedo-
sédhli CR, byly signifikantné rozdilné
pocty leukocytl v dobé diagnézy: hod-
noty medidnu byly u téchto 2 sku-
pin 2,1 a 24,0 x 10°/1 leukocytd
(P <0,0001; obr. 2). 42 ze 136 hodno-
titelnych pacientt (30,9 %) mélovdobé
diagndzy pocet leukocytd > 10 x 10%/|
(skupina oznadena WBC > 10).
Tito pacienti dosahovali CR signifi-
kantné hlife nez pacienti s poctem
leukocytd < 10 x 10°/1 (45% oproti
83%; P < 0,0001; obr. 3). Velice
podobny vysledek se stejnou statistic-
kou signifikanci byl ziskan, kdyz jsme
analyzovali pacienty s pouZitim meze
v poctu leukocytt 5 x 10%/I: celkem
53 ze 136 (39,0%) nemocnych mélo
pocet leukocytti > 5 x 10°/| (WBC > 3).
CR dosahlo 49% z téchto pacientd, ve
skupiné s leukocyty < 5 x 10%/| dosédhlo
CR 86% pacientd (P < 0,0001).
Pacienti s WBC > 10 méli signifikantné
horsi celkové preziti nez pacienti
s WBC < 10 (P = 0,0001): median
preziti ve skupiné s WBC > 10 byl
0,83 mésict, zatimco ve skupiné
s WBC < 10 medidnu nebylo dosazeno
(obr. 4). Podobné byly i vysledky ana-
lyzy celkového preZiti p¥i srovnani
skupin WBC > 5 a WBC < 5 (P =
0,0008). Median preziti ve skupiné
s WBC > 5 byl 8,7 mésica, zatimco ve
skupiné s WBC < 5 medidnu nebylo
dosaZzeno. Ddle jsme zjistovali, zda
pocty leukocytd v dobé diagndzy
mohou ovlivnit OS u pacientd, ktefi
jiz dosahli CR. Nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v OS mezi 76 pacienty
s poc¢tem WBC < 10 a 19 pacienty,
ktefi dosdhli CR pti pocate¢nim poctu
WBC > 10 (P = 0,18). Naopak pro-
jekce OS po 6 letech od diagnézy byla
lepsi pro druhou skupinu nemocnych
(76,3%vs 92,8%).
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Obr. 7. Hladina fibrinogenu (hranice 1,5 g/l) a indukce CR.
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Obr. 8. Hladina fibrinogenu a indukce CR.

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na poc¢tu trombocyti,
resp. rizikové skupiny definované
skupinou PETHEMA

Obr. 5 ukazuje rozdily v procentech
indukce CR (89% - 81% - 45%) v jed-
notlivych rizikovych skupindch (s niz-
kym, stfednim, resp. vysokym rizikem),
definovanych skupinou PETHEMA[11]
(P < 0,0001). Nebyl v3ak zjistén rozdil
v indukci CR mezi skupinou s nizkym
a stfednim rizikem (P = 0,34). Horsi
celkové preziti pacientd s vysokym
rizikem (definovanym WBC > 10 dle
PETHEMA) oproti pacientim s niz-
kym a stfednim rizikem (s WBC < 10)

je zachyceno na obr. 4 (viz pfedchozi
odstavec). Obr. 6 ukazuje, Ze nebyl
zjistén rozdil v celkovém preZiti ve sku-
pindch s nizkym a stfednim rizikem,
ktivky preziti se prolinaji (P = 0,76).

Indukce CR a hladina fibrinogenu

Pacienti byli rozdéleni do 2 sku-
pin podle hladiny fibrinogenu, mez
byla na hladiné 1,5g/1. Z pacientd
s hodnotou pod touto hladinou
dosdhlo CR 64%, z pacient( s fibri-
nogenem > 1,5g/| dosdhlo CR 76%
(P = 0,15, %? test o dvoustranné alter-
nativé; obr. 7). Kdybychom testovali
hypotézu, zda pacienti s hladinou fib-
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Obr. 9. Morfologie APL dle FAB [20] a indukce CR.
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Obr. 10. Morfologie APL dle FAB [20] a OS.
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Obr. 11. Prtikaz FLT3-ITD a indukce CR.
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rinogenu < 1,5g/| dosahuji méné c¢asto
remisi, vysledné P pfi uZitf jednostran-
ného testu by mélo hodnotu 0,075, coz
by se dalo hodnotitjako statisticky trend.
Tento trend je také zfejmy p¥i hodnoceni
konkrétnich hladin fibrinogenu ve sku-
pindch nemocnych, kteti dosdhli, resp.
nedosahli kompletni remisi (P = 0,10,
dvoustranny Mann-Whitneyho test;
obr. 8). PFi testovani hypotézy, zda
pacienti, kteti nedosahnou CR, majf
niz8i hladinu fibrinogenu, by vysledné
P pt#i uziti jednostranného testu mélo
hodnotu 0,05, coz by se rovnalo hra-
ni¢ni statistické signifikanci.

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na morfologii APL bunék
U 115 pacientl byla zhodnocena
morfologie bunék podle FAB klasifi-
kace [20], u 92 z nich (80%) byl zjis-
tén klasicky subtyp M3. U 22 pacientd
byl morfologicky zavér M3v. U zby-
vajici pacientky (s datem diagndzy
14. 6. 1994) ukazoval zavér morfolo-
gické analyzy na AML M2. Az vzhle-
dem k pozdéj$imu prakazu PML/RARo.
u této pacientky byl morfologicky nélez
prehodnocen na M3y, takze celkovy
pocet pacient( s timto subtypem byl
23 (20%). Z pacientd s M3 subtypem
dosdhlo CR 65 jedinct (70,7%), se
subtypem M3v 13 nemocnych (56,5 %;
P = 0,19; obr. 9). Kdybychom testo-
vali hypotézu, zda pacienti s M3v mor-
fologii dosahuji méné casto remisi,
vysledné P by pFi uZiti jednostranného
testu mélo hodnotu 0,097, cozZ by se
dalo hodnotit jako statisticky trend.
Rozdil v morfologii bunék (M3 vs M3v
subtyp) se nepromitnul do celkového
preziti pacientd (P = 0,62; obr. 10).

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na hladiné LDH v krvi

U relativné malého poctu nemocnych
jsme méli k dispozici idaje o hladiné
LDH v dobé diagnézy. Rozdélili jsme
je podle arbitrdrni meze 15 pkat/I
(norma pro LDH uzivana v UHKT
byvala do 7,7 pkat/l; od roku 2005,
kdy byla norma zménéna, jiZ nejsou
hodnoty do analyzy zahrnuty). Zvo-
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lend mezni hladina LDH muZe jen velmi
zhruba odlisit pacienty, ktefi dosdh-
nou, resp. nedosahnou CR (P = 0,11).
Kdybychom postulovali hypotézu, Ze
pacienti s LDH nad 15 pkat/| dosa-
huji méné casto remisi, vysledné P by
pti uZiti jednostranného testu mélo
hodnotu 0,065, coz by se dalo hodno-
tit jako statisticky trend. Hladina LDH
v dobé diagndzy nikterak neovlivnila
celkové preziti pacientdi (P = 0,35).

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na pfitomnosti FLT3-ITD
CR se podatilo dosdhnout u 80%
nemocnychsnemutovanym (wild-type-
wt) genem a u 71% pacient(i s FLT3-ITD
(P = 0,15, y?* test o dvoustranné alter-
nativé; obr. 11). Kdybychom testo-
vali hypotézu, zda pacienti s FLT3-ITD
dosahuji méné casto remisi, vysledné P
p¥i uZiti jednostranného testu by mélo
hodnotu 0,075, coz by se dalo hodno-
tit jako statisticky trend. P¥i hodnocen(
celkového preZiti nebyl zjistén vyznamny
rozdil mezi pacienty s wt konfiguracf
as[TD genu FLT3 (P = 0,14; obr. 12).

Spojitost mezi pfitomnosti
FLT3-ITD a po¢tem leukocytti
Zachycuje ji obr. 13. Hodnoty me-
didnd poctu leukocytl u pacientd
s Wt-FLT3 a s FLT3-ITD byly 1,80
a 18,1 x 10%/1. Asociace byla statisticky
vysoce vyznamnd (P < 0,0001).

Spojitost mezi pfitomnosti
FLT3-ITD a typem zlomu v genu PML
Pacienti se zZlomy v genu PML typu bcr1,
bcr2 a ber3 méli zaroveri FLT3-ITD ve
13%, 12% a 45% (P = 0,003). Vzhle-
dem k témé¥ totoznému vysledku mezi
becrl a ber2 byli srovnani pacienti
sbcr1,2 proti pacientlim s ber3: pacienti
se zlomem bcr3 méli vysoce signifikantné
castéji FLT3-ITD (P = 0,0007; obr. 14).

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na typu zZlomu v genu PML
Mezi 107 pacienty s hodnotitelnym ty-
pem zlomu v genu PML byly zlomy ber1,
bcr2 a ber3 zachyceny u 45 (42,1%),
8 (7,5%), resp. 54 (50,4%) jedincd.
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Obr. 16. Vékové skupiny pacientd a dosazeni CR.

Pacienti s uvedenymi typy zlomu
doséhli CR v 84,4% - 62,5% - 77,8%
(P=0,43). Analyza k¥ivek preziti neuka-
zala Zddny rozdil ve skupindch nemoc-
nych definovanych podle typu zlomu
(P=0,10).

Indukce CR a celkové preziti

v zivislosti na véku

Obr. 15 ukazuje procenta indukce CR
v jednotlivych vékovych skupindch,
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odlienych v intervalech po 15 letech.
Nebyl mezi nimi zjistén zadny signi-
fikantnf rozdil (P = 0,27), prekvapivé
nebyl zaznamendn ani vyraznéjsi roz-
dil mezi nejmladsi vékovou skupi-
nou (0-15 let) a nejstarsimi pacienty
(60 a vice let). Obr. 16 ukazuje celkové
prezitl pacient( jednotlivych vékovych
skupin. Nebyl zjistén vyznamny rozdil,
ani kdyz jsme uZili log-rank testu na
trend (P = 0,12).

Indukce CR, celkové prezZiti a celkovy
stav (performance status - PS)
Nemocni, ktefi méli v dobé diagnézy
PS 0, 1,2 a 3-4, dosahli CR v 84,6 % -
84,2% - 60,0% - 44,4% (P = 0,04).
Kdyz jsme srovnali navozeni CR
u nemocnych s PS 0-1 proti nemoc-
nym s PS 2-4, byl vysledek signifi-
kantni (P = 0,005; obr. 17). Déle bylo
porovnano celkové preziti u (pomérné
malého poctu) pacientl se zndmym
PS, ktefi dosdhli CR. Ktivka preziti
pacient(s pavodnim PS 0-1 byla p¥izni-
véj$i nez u pacientd s PS 2-4 (P = 0,08;
obr. 18).

Performance status a pocet bilych
krvinek v dobé diagnézy

Na obr. 19 je zndzornéna souvislost
mezi hor$im PS 2-4 a vysokymi pocty
leukocyt. Medidny poctd leukocytd
ve skupindch s PS 0-1 a s PS 2—4 byly
1,82 16,5 x 10%/1 (P = 0,0006).

Indukce CR a celkové preziti

v zavislosti na dobé od p¥iznakd
onemocnéni do diagnézy

Pacienti, ktefi doséhli, resp. nedo-
sahli CR, méli totoZnou dobu od obje-
ven( se prvnich pfiznakd onemocnénf
do okamziku diagnézy. U nemoc-
nych s dosazenim kompletni remise
(n = 53) i u pacientll, ktefi remise
nedosdhli (n = 29), byl median doby
do okamziku diagnézy shodné 21 dnf
(P =10,47). Podobné se nelisilo celkové
preziti pacientd, u kterych byla doba
od ptiznakli do okamziku stanoveni
diagnézy kratdi (n = 60), resp. delsf
(n=22) nez28 dni (P=0,50).

Celkové preziti v zavislosti

na roku diagnézy

Toto preziti se nikterak nelisilo ve
skupindch pacientd diagnostikova-
nych v letech 1989-1997, 1998-2002
a 2003-2006. Pacienti diagnostiko-
vani v poslednim ¢asovém rozmezi méli
tendenci k lepsimu OS po 12 mési-
cich sledovanf (v uvedenych skupinach
v této dobé prezivalo 58,1% - 67,1%
a 84,1% pacientll), aviak pozdéji doslo
k vyrovnani k¥ivek preziti a rozdily mezi
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nimi nejsou signifikantni (P = 0,18;
obr. 20).

Rozbor relapsti

Alespori k jednomu relapsu doslo cel-
kem u 17297 nemocnych (17,5 %), ktefi
predtim dosahli CR. Celkové preziti
pacient(, ktefi dosahli CR, je zndzor-
néno na obr. 1. Projekce pteziti po
6 letech od dobydiagndézyvtéto skupiné
je 79,3%. Ze 17 pacientd s relapsem
7 (41,2%) dlouhodobé prezivav 2. CR.
P¥i srovnani skupiny pacientd, u nichz
doslo k relapsu, a skupiny bez relapsu
jsme nenalezli rozdil v poctu leukocyt(
v dobé diagndzy (primeéry: 13,0, resp.
12,5 x 10%/1) ani jsme negzjistili rozdil
v nélezu FLT3-ITD v dobé diagndzy.
Mélo ji 23/82 (28,0%) pacientd bez
relapsu a 5/7 (71,4%) hodnotitelnych
pacientd s relapsem (P = 0,34). Mezi
skupinami pacient(l s relapsem a bez
néj nebylo rozdilné zastoupeni typd
zlomu v genu PML.

Relaps se projevil ¢asto u pacientd,
ktefi byli nedostate¢né léceni. 3 pa-
cienti neméli ATRA v indukci i konso-
lidaci, 2 méli redukci davek chemo-
terapie v indukci vzhledem k véku,
3 nemocni dostali méné nez 3 kon-
solida¢ni cykly a 1 pacient mél gene-
tickou aberaci se $patnou progné-
zou - PLZF/RARa. K relapsu doslo
také u 2 ze 17 déti v souboru. Ze 7 Ziji-
cich pacientd po relapsu jsouv 2. kom-
pletni remisi 4 pacienti po transplan-
taci krvetvornych kmenovych bunék
(3 po alogenni a 1 po autolognf trans-
plantaci po predchozi vysokoddvkové
chemoterapii) a 3 nemocni po stan-
dardni kombinaci ATRA + chemo-
terapie (z toho 1 pacientka, u které
doslo k relapsu po konsolidaéni tera-
pii s autologn( transplantaci, pred-
tim nebyla |é¢ena pomoci ATRA,
a 2 dalsi pacientky dostaly pti tera-
pii 1. linie snizené kumulativni davky
chemoterapie).

Diskuze

Uvedené vysledky ukazuji redlnou si-
tuaci pacientd s APL tak, jak postupné
prichdzeli na nase oddéleni. NékteFi
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pocet pacientl
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Obr. 17. Performance status (PS) dle ECOG [19] a indukce CR.
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Obr. 18. Performance status (PS) dle ECOG [19] v dobé diagnézy a OS u pa-

cient(l po dosazeni CR.

(n = 8; 6% z pacientll s vyplnénym
Gdajem o terapii) ani nemohli dostat
z4dnou lécbu, nebot zemveli dfive nez
za 24 hod po prichodu na oddéleni,
anebo méli tak $patny celkovy stav
(PS), ze lé¢ba nebyla v tu chvili tinosna.
Ze viech hodnotitelnych nemocnych
(n = 140) dosdhlo kompletni remise
pouze 97 jedinct (69,3 %). Tento vysle-
dek je vyrazné horsi nez vysledky kte-
rékoli studie za poslednich 20 let
v éfe ATRA (ev. arzeniku), kdy se
mira dosaZeni CR bézné pohybuje
mezi 80 a 95% [2,4-7,10,13,25-27].

Jsou-li nase léc¢ebné mozZnosti srovna-
telné s pracovisti publikujicimi uve-
dené vysledky (a véfime, Ze v zasadé
jsou), pak nas vysledek ukazuje na roz-
dil reality klinickych studii a reality
bézného medicinského Zivota. Studie
jsou totiz zaloZeny na znac¢né vybéro-
vosti vstupnich kritérii - napt. nelze
do nich vstoupit ve $patném celko-
vém klinickém stavu (PS > 2), nékteré
dokonce vylucuji z hodnocenf pacienty
s ¢asnym dmrtim (a takovych je jesté
stale pti diagnéze APL dost). Sdm fakt
zahdjeni terapie je jiZ vybérem per se -
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Obr. 19. Performance status (PS) dle ECOG [19] a pocty leukocytd.
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Obr. 20. OS pacientti diagnostikovanych v riiznych ¢asovych tddobich.

podivdme-li se na vlastni vysledky, tak
ze 125 pacientd, u kterych byla zah4-
jena nékterd forma |écby, dosédhlo CR
96 (76,8%). To je jiz lépe zngjici cislo,
prihlédneme-li i ke skute¢nosti, Ze fada
z téchto pacientl nedostala ani [é¢bu
ATRA (bylo jich 15 ze 125). Jistym pte-
kvapenim nasi studie je skutecnost,
Ze pacienti lé¢eni ATRA (v kombinaci
s chemoterapii anebo v monoterapii)
dosahli vysoce signifikantné ¢astéji CR
neZz nemocni lé¢enf pouze chemotera-
pii. V randomizovanych multicentric-
kych studiich z pocétku 90. let 20. sto-
leti se sice ukdzalo, Ze pacienti, kte¥f
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dostanou ATRA, pteZivaji |épe, aviak
vyhoda uzivani ATRA se v téchto kli-
nickych pokusech projevila az na OS,
zatimco procenta dosazen{ CR nebyla
signifikantné lepsi [28,29]. Tento roz-
dil v nasich vysledcich je patrné dan
velmi slabym vysledkem dosaZeni CR
(46,7%) u pacientd, ktefi nedostali
ATRA a byli lé¢eni pouze chemotera-
pii. Ve svété se v pre-ATRA é¥e chemo-
terapii bézné dosahovalo v 50-74%
CR [2,6]. Je v8ak t¥eba vzit v tvahu
velmi maly pocet pacient(, ktefi byli
v nasi studii lé¢eni pouze chemotera-
pii. Nicméné vétdina z nasich pacientd

(n = 102) byla lé¢ena moderni kom-
binaci antracyklinu a ATRA. Vysledky
u téchto pacient( jsou pak téméF srov-
natelné s vysledky klinickych pokusi
italské skupiny GIMEMA a $panélské
PETHEMA - CR dosdhlo na nasich
pracovistich 84 (82,4%) nemoc-
nych, zatimco ve zminénych zahranié-
nich studiich 89-95% [7,8]. Z malého
poctu pediatrickych pacientd, [é¢enych
podobnou kombinaci, dosahlo remisi
9/10 (90 %) déti. Shrneme-li vysledky
komentované v tomto odstavci, je
jasné, ze jednim z nejdilezitéjsich pro-
gnostickych faktor(i pro osud pacient(
je typ podané |écby - evidentné Iépe se
dafilo pacientim lé¢enym ATRA, nej-
lépe v kombinaci s chemoterapif ant-
racykliny. Je jisté, Ze celkovy klinicky
stav (uddvany jako PS) musel hrét roli
v tom, komu byla nasazena terapie
(PS - viz nize).

Z prognostickych faktord byl jediny,
ktery dosahl vysoké signifikance, a to
pocet leukocytl v dobé diagndzy. Ten
nejpodstatnéji ovlivnil jak indukci CR,
tak OS. Vysledky byly podobné, at jsme
jako hraniéni pocet leukocyt pouzili
hodnotuWBC 5 x 10%/1, nebo 10 x 10%/I
(v literatufe jiz bylo zminéno, Ze jaké-
koli rozhrani mezi 2 a 10 x 10°/1 leuko-
cytl mdzZe mit prognosticky dopad
[13]). Je pochopitelné, Ze fada dal-
Sich faktorti mdze byt spojena s vyso-
kymi pocty leukocytl - avsak pouze
jediny z nich, a to PS, sdm o sobé sta-
tisticky jesté signifikantné ovlivnil jak
indukci CR, tak OS. Ponékud prekva-
pivé v3ak je, Zze PS v dobé diagndzy si
zachoval mirny prognosticky dopad
na OS i mezi pacienty, ktet{ dosahli
CR. U ostatnich zkoumanych parame-
trd, které mohou byt spojeny s vyso-
kym poctem leukocytl, jsme obvykle
zaznamenali pouze urcity prognosticky
trend - tykd se to napt. FLT3-ITD, mor-
fologického typu M3y, hladiny fibrino-
genu, hladiny LDH v krvi. Zatimco vét-
Sina téchto parametrl se zda byt bud
pfimym dtsledkem, nebo paralelou
(druhou stranou mince) vy$siho poctu
leukocytdi, prvni z nich (FLT3-ITD)
by logicky mohl byt pfi¢inou vedouci
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k leukocytdze: jde prece o konstituénf
aktivaci receptorové tyrozinové kinazy,
kterd dava burikdm s matura¢nim blo-
kem navic prolifera¢ni impuls. Je proto
pochopitelné, Ze existuje vysoce sig-
nifikantn{ vztah mezi pocty leukocytd
a nédlezem FLT3-ITD. Nicméné statis-
tickd signifikance FLT3-ITD s ohledem
na (ne)dosazeni CR nenf zdaleka tak
vyraznd jako u poctu leukocytdl. Ani
v pavodnf( japonské prici o vyznamu
FLT3-ITD u APL, ani v dal$i podobné
studii z Hongkongu nebyl prokazéan
dopad duplikace na indukci CR, ackoli
byla také zjisténa asociace s vysokymi
polty leukocytl [15,16]. Z tohoto
dtvodu lze spekulovat, ze FLT3-ITD je
pouze jednim z moZnych faktor(, které
vedou k leukocytéze. Dalsim fakto-
rem, ktery by mohl indukovat leuko-
cytézu, je napt. infekéni onemocnénf
v dobé diagndzy. Infekce muze také
zhor3ovat celkovy klinicky stav (PS).
Nase vysledky nepotvrzuji, Ze by typ
zlomu v genu PML byl duleZity z hle-
diska navozeni CR. Na druhou stranu
viak je zfejmé, Ze zlom bcer3 je signifi-
kantné spojen s FLT3-ITD. Zd4 se tedy,
Ze tento zlom predisponuje k duplikaci
genu FLT3. NedokaZzeme vsak interpre-
tovat, jakym mechanizmem k tomu
dochézi.

Z faktor zjistovanych v dobé
diagnézy mél signifikantni dopad na
OS pouze pocet leukocytl (a hrani¢né
také PS). Nicméné dalsf analyza uka-
zala, Ze se do OS musel vyznamné pro-
mitnout rozdil v dosazeni CR: pfi srov-
néni OS pacientd s WBC nad a pod
10 x 10%/1, kteti jiz dosdhli CR, nebyl
zjistén zadny signifikantni rozdil (nao-
pak, po dosazeni{CRzdanlivé 1épe prezi-
vali nemocni s WBC > 10; P = 0,18).
Horsi OS ve skupiné s WBC > 10 tedy
nen{ vysledkem vétsi incidence relapst,
nybrz pouze horsi $ance na navozenf
CR. To je dosti v rozporu se zavéry
metaanalyzy dat Spanélské skupiny
PETHEMA a italské skupiny GIMEMA,
publikované Sanzem et al [11]. Leuko-
cytéza byla v této metaanalyze jedi-
nym dalezitym rizikovym faktorem
i pro relaps (a proto ve své soucasné
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studii LPA 2005 zintenzivnila konso-
lida¢ni |é¢bu u pacientd s leukocyté-
zou). Dal$im bodem rizikové stratifi-
kace skupiny PETHEMA, ktery nebyl
podpofen nasimi vysledky, je odliseni
pacient( se stfedni a dobrou progné-
zou na zékladé poctu trombocytl p¥i
diagnéze. Sanz et al totiz také dosli
k zavéru, Ze pocet trombocytd v dobé
diagndzy (s hranici 40 x 10°/1) maze
ovlivnit incidenci relapst [11]. Proto
se skupina PETHEMA rozhodla ve své
dal3i studii LPA99 pfidat ATRA v kon-
solida¢nich kurach u pacient( se stred-
nim (tj. s WBC < 10 a Plt 2 40) a vyso-
kym rizikem (WBC 2 10), coz pomohlo
vyznamné redukovat pocet relapst
v téchto skupindch [30]. Davod, pro¢
nase vysledky nepodporuji nékteré pro-
gnostické vyvody ze studii PETHEMA,
nenf zcela zfejmy. Lze spekulovat, Ze ve
studiich PETHEMA bylo vice pacient(
nez v nasem souboru a Ze tito pacienti
byli (na rozdil od nasich) zcela homo-
genné léceni dle jediného protokolu
(byt se 3 vétvemi podle rizikové stra-
tifikace). Nase vysledky ale na druhou
stranu naznacujf, Ze vySe uvedené Spa-
nélské vysledky nejsou natolik robustnf,
aby mohly byt aplikovdny v nasem redl-
ném prostredi pfi poddvani nejednotné
[écby, a nemaji patrné z hlediska jed-
notlivce s APL zdsadni vyznam. Konec-
konct i ve zminéné metaanalyze dat
Sanze et al [11] nemél pocet desticek
z hlediska predikce relapsu p¥ilis velky
vyznam - jednalo se pouze o trend.
Jiné skupiny v soudasnosti rovnéz
nerozliduji skupinu se stfednim rizikem
a uZivaji prosté rozdéleni na vysoko-
a nizkorizikové nemocné podle poctu
leukocytd.

Zaveér

Lze uzavfit, Ze nase studie je prvnf,
ktera ukazuje vysledky nemocnych
v redlném Zivoté mimo klinické stu-
die, a Ze vysledky téch pacient(, které
by bylo mozné zatadit do studif,
zhruba odpovidaji vysledkiim ze stu-
dii zahrani¢nich. Co se tyce prognos-
tickych faktord, potvrzujeme krucidlnf
dlohu poctu leukocytl pti diagndze
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(a proto jsou legitimni snahy sku-
piny CELL upozoriiovat na nékdy pfi-
i pomalou diagnostiku APL v Cesku
[3], nebot leukocytdza je pouze zndm-
kou pokrocilosti onemocnéni). Dal-
§im klicovym faktorem pro preziti
pacient( je typ poddvané terapie (jed-
noznacné nejlépe si vedou pacienti
s indukci ATRA + chemoterapie). Nenf
proto prekvapenim, Ze velmi vyznam-
nym faktorem v dobé diagndzy je cel-
kovy stav (PS), ktery jisté ovlivriuje roz-
hodnuti klinikd podat tu ¢i onu lécbu.
Dopad dalsich prognostickych faktort
je vyrazné nizsi. Rizné nuance |écby je
v8ak nutno hodnotit v klinickych stu-
diich; zde bychom mohli doporucit
v dal$ich studiich nerozlisovat stfednf
a nizkorizikovou skupinu dle definice
PETHEMA [11].

Podékovani

Podékovdni patfi viem oSetfujicim
lékaram, sestrdm a persondlu labo-
ratofi, ktefi vySetfovali a oSetfovali
nase pacienty s APL - bez jejich prace
bychom neméli co hodnotit. Prace
byla podpofena Vyzkumnym zdmé-
rem Ministerstva zdravotnictvi CR
00237360001.
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