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SOUHRN

Somatické mutace protoonkogent RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog) vedou k nekontrolované konstitu-
tivni aktivaci RAS indukovanych signalnich drah ovliviujicich procesy proliferace, diferenciace a apoptdzy bunék.
U pacientl s akutni myeloidni leukemii (AML) Ize mutace genl RAS identifikovat u pfiblizné pétiny nemocnych.
Mutace jsou heterozygotni, typu ,missense”, lokalizované predevsim do kodonl G12, G13 a Q61 exond 2 a 3.
Nejc¢astéji mutovanym genem rodiny je NRAS. Vzacné ze identifikovat pfipady pacientl se soucasnym vyskytem
mutaci v genu NRAS i genu KRAS. Priblizné desetina NRAS pozitivnich AML pacient( vykazuje polyklonalitu mutaci.
Mutace genll RAS jsou ¢asto detekovany spole¢né s chromozomalnimi aberacemi inv(16)/t(16;16) ¢i t(8;21), ale také
inv(3)/t(3:3) nebo s normalnim karyotypem a mutacemi v genech NPM1 a DNMT3A. Vétsina velkych publikovanych
studii nepotvrdila vliv mutaci na celkové preziti pacientl. Asociace mutaci s dalSimi klinickymi parametry je ne-
jednoznacna. V procesu leukemogeneze jsou mutace genl rodiny RAS sekundarni udalosti prispivajici k progresi
a proliferaci AML subklon(.

Cilem predkladané prace je shrnuti aktualnich poznatkd o genové rodiné RAS a jejim vyznamu u pacientl s AML.
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SUMMARY

Durinikova A., Folta A., Culen M., Herudkova Z., Al Tukmachi D., Mayer J., Jeziskova I.

Mutations of the RAS family in patients with acute myeloid leukaemia

Somatic mutations in RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog) proto-oncogenes lead to constitutive activation
of RAS signalling pathways impacting cellular proliferation, differentiation and apoptosis. RAS mutations are de-
tected in approximately one fifth of patients with acute myeloid leukaemia (AML). Typically, the aberrations are
missense heterozygous point mutations localized in codons G12, G13 and Q61 in exons 2 and 3, respectively. In AML,
NRAS is the most frequently mutated gene of the RAS family. Simultaneously mutated NRAS and KRAS genes in
one patient are possible, but rare. In approximately 10% of AML patients, multiple NRAS mutations are detected.
The RAS mutations occur with higher frequency in AML patients with chromosomal aberrations inv(16)/t(16;16),
t(8:21), inv(3)/t(3;3). In patients with normal karyotype, the RAS genes are frequently co-mutated with the NPM7 and
DNMT3A genes. Most of the large cohort studies did not demonstrate any implication of RAS mutations on overall
survival, and its occurrence was not significantly associated with any clinical parameters. During leukaemogenesis,
RAS mutations play a role as late secondary events supporting increased proliferation of AML subclones.

The aim of this work is to summarize the current knowledge about the RAS gene family and its significance in
patients with AML.
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uvob

Molekularné-cytogenetickym profilovanim byla
nedavno u pacientti s akutni myeloidni leukemii (AML)
identifikovana fada somatickych zmén, které je mozné
asociovat s riznymi rizikovymi skupinami a prognézou
[1, 2]. Castymi somatickymi aberacemi jsou u pacientl
s AML také mutace gent rodiny RAS (rat sarcoma viral
oncogene homolog) [2-14]. Membranové proteiny rodiny
RAS funguji v butikdch jako molekularni pfepinace
zodpovédné za regulaci signalni transdukce mezi cyto-
plazmou a jadrem. Aktiva¢ni mutace protoonkogent
RAS vedou k nekontrolované konstitutivni signalizaci
a deregulaci bunécnych drah ridicich procesy prolife-
race, diferenciace a apoptézy [15, 16].

Cilem nasledujiciho textu je shrnuti aktudlnich
poznatkd o genové rodiné RAS a jejim vyznamu u pa-
cientli s AML.

RODINA RAS

Proteiny RAS patfi spolu s priblizné stem vice ¢i
méné homolognich proteind rodin ARF, RAB, RAN
a RHO do superrodiny RAS, oznacované téz jako malé
G-proteiny, nebo malé GTPazy. Rodinu genfi RAS tvori

tfi geny kédujici ¢tyfi vysoce homologni 21 kD proteiny:
NRAS (neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog), gen
lokalizovany v lokusu 1pl3.2; HRAS (Harvey rat sarcoma
viral oncogene homolog), gen lokalizovany v lokusu 11pl15.5;
a dvé sestfihové varianty KRAS (Kirsten rat sarcoma viral
oncogenehomolog) - KRAS4A/KRAS4B, gen lokalizovany v lo-
kusu 12p12.1. Geny KRAS a HRAS byly popsany v roce 1982
[17], gen NRAS byl popsan o rok pozdéji [18]. Pivodné
byly geny rodiny RAS identifikovany jako virové geny
transdukované z hlodavéiho genomu, pricemz se zjis-
tilo, Ze prave tyto geny urcuji transformacni vlastnosti
onkogennich retrovird [19].

Zatimco N-terminalni konec RAS proteinti je tvofen
vysoce konzervovanou G-doménou, C-termindlni konec
je hypervariabilni. Prvnich 85 aminokyselin (AMK) je
identickych pro vSechny ctyfi RAS proteiny a specifi-
kuje vazbu na guanozindifosfat (GDP) a guanozintri-
fosfat (GTP). Aminokyseliny 10-16 tvofi fosfat vazajici
smycku (P-loop), ktera se vaze na y-fosfat GTP. Oblasti
aminokyselin 32-38 a 59-67 se nazyvaji spinac I (SwitchI)
a spinac II (Switch II). Nasledujicich 80 AMK (AMK
85-165) vykazuje mezi jednotlivymi RAS izoformami
85-90% sekvencni identitu. Hypervariabilni doména

Hypervariabilni

-domén
_ Bi-Slcr-o . _ oblast _
P loop Switch | Switch Il
1 13 61
110 16 32 38 59 67 85 165 189

Obr. 1. Srovnani izoforem RAS

KKKKKK CVIM

Schéma zndzornuje strukturu jednotlivych izoforem: HRAS, NRAS, KRAS4A a KRAS4B. VSechny izoformy maji homologni vazebné domény
P-loop, Switch | a Switch II; oblast aminokyselin 85-165 vykazuje 85-90% sekvenéni identitu mezi rznymi izoformami. C-terminalni doména
je hypervariabilni, specifikuje membrdnovou lokalizaci izoforem: HRAS - skrze sekvenci aminokyselin CVLS, NRAS - sekvence CVVM,
KRAS4A - sekvence CIIM a KRAS4B sekvence CVIM. Déle se na membranové lokalizaci u HRAS, NRAS a KRAS4A podili specificka pozice
cysteinl (naznaceno). U KRAS4B je membranova lokalizace dana na zakladé repetitivni sekvence lysint (KKKKKK, naznaceno). Barevné

je vyznacen stupen homologie mezi jednotlivymi izoformami: fialové - konzervované domény, svétle rlizové - variabilni oblasti. Kodony

nejcastéji postihované somatickymi mutacemi jsou oznaceny v pozicich 12, 13 a 61.
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C-konce (AMK 165 az 188/189) specifikuje lokalizaci
RAS proteinti v cytoplazmatické membrané pomoci
posttranslac¢nich modifikaci (obr. 1) [15].

VSechny proteiny RAS maji identické vazebné do-
mény, a proto interaguji se stejnymi vazebnymi part-
nery. RAS proteiny se neustale aktivuji a deaktivuji
v zavislosti na vazbé s GTP (RAS + GTP — ,zapnuto*)
nebo GDP (RAS + GDP — ,vypnuto®). Za normalnich
podminek je RAS ptitomny v neaktivnim stavu ve vazbé
s GDP, ve kterém ztistava, dokud nedojde k extracelu-
larnimu stimulu - vazbé ligandu na tyrozinkinazovy
receptor (TKR). Stimulem muiZe byt pfitomnost mi-
togent, cytokinti, hormont nebo riistovych faktorti.
GTP-aktivovany RAS muZe interagovat s vice nez 20
efektorovymi molekulami, a regulovat tak rizné drahy
zapojené do procesti proliferace, diferenciace a prezi-
vani bunék [20].

Pfes aktivovany RAS je signdl pfenaSen dale na
molekuly postavené nize v ramci signalni drahy. Mezi
nejlépe prostudované drahy ovliviiované RAS patii RAF-
MEK-ERK kaskada, kterd je zapojena do regulace expre-
se proteinti kontrolujicich bunéény cyklus (napf. cyklin
D) [21]. Dalsim vyznamnym efektem RAS signalizace je
aktivace PIK3CA drdhy, kterd stimuluje aktivaci AKT ki-
nazy. AKT kindza reguluje prezivani bunék fosforylaci
a deaktivaci pro-apoptotickych proteinti. Proteiny RAS
mohou rovnéz interagovat s aktivacnimi faktory RAL
proteinti, které stimuluji expresi fosfolipazy D a maji
vyznamnou roli v transformaci a onkogenezi rtiznych
bunécnych typa [22].

RAS supresorovymi regulatory jsou predevsim
GTPazové aktivacni proteiny (GAPs), které stimuluji
a nékolikanasobné zvysuji vlastni GTPazovou aktivitu
RAS proteinti vedouci k hydrolyze GTP a deaktivaci RAS
proteindi [23].

RAS ONKOGENY

Aktiva¢ni mutace v genech RAS jsou detekovatelné
u priblizné 30 % vSech lidskych malignit. To je fadi
mezi nejcastéjsi aberace spojené s nadorovym onemoc-
nénim. Znama je asociace mutaci jednotlivych RAS
izoforem s urc¢itymi typy nadorci. Mutace v genu KRAS
jsou typicky spojovany s nadorovym onemocnénim
stfev, pankreatu ¢i délohy, zatimco mutace v genu
NRAS jsou s vys$si Cetnosti detekovany pravé u hemato-
logickych malignit a pacienti s melanomem. Mutace
v genu HRAS jsou obecné raritni, ve zvySené mife se
vyskytuji u pacient s nadory slinnych Zl4z nebo mo-
cového traktu [24].

Mutace genti RAS postihuji oblasti, které urcuji
enzymatickou aktivitu proteinu. U vSech ¢tyf RAS ho-
mologi jsou pozorovany vyhradné substitu¢ni bodové

Lmissense” mutace témeér vylucné lokalizované do ,hot
spot“ oblasti v exonech 2 a 3. Dominantné se jedna
o glycinové substituce [9].

Studium krystalové struktury GDP-RAS komplexil
pomohlo pochopit interakci, ke které dochazi mezi GDP
a RAS. VSechny dosud zndmé transformacni lokusy
mutaci RAS jsou seskupeny v blizkosti vazby guani-
nového nukleotidu. Srovnanim neaktivnich GDP-RAS
komplext s ,wild type” nebo onkogennim RAS protei-
nem nebyly zjistény zadné vyrazné strukturni roz-
dily. Naproti tomu srovnani aktivovanych GTP-RAS
komplextt odhalilo zpfisob, jakym je u mutovaného
RAS zabranéno hydrolyze GTP. Déje se tak pfedevsim
zménou orientace y-fosfatu nebo zabranénim jeho
participace na hydrolyze GTP. Mutace vedou k zasta-
veni indukce hydrolyzy GTP, a tedy ke konstitutivni
[25]. Zatimco mutace v kodonu 61 vedou k aktivaci RAS
narusenim jeho GTPazové aktivity, mutace v kodonech
12 a 13 dosahuji stejného efektu snizenim senzitivity
RAS proteinu k supresorovym regulatorm GAPs [26].

MUTACE GEONIDJ RODINY RAS
UPACIENTU S AML

Typy mutaci
Mutace gent rodiny RAS byly u pacientt s AML

identifikovany pfed vice nez 30 lety [27]. Publikované
frekvence mutaci, které jsou odrazem pouzité metody
analyzy a také rizné struktury testovaného soubo-
ru pacientli s AML, se pohybuji v pomérné Sirokém
rozmezi od 3 do 30 % (podrobné v tabulce 1). Vice nez
tfi ¢tvrtiny aberaci genti rodiny RAS pripadaji na gen
NRAS; gen KRAS je mutovan méné ¢asto a mutace genu
HRAS jsou u pacientli s AML zcela ojedinélé [2-14]. Podle
dostupnych studii se mutace v genech rodiny RAS ve
vyvoji AML objevuji az jako pozdni udalost prispivajici
spise k progresi a proliferaci AML subklont [2, 28, 29].
Z hlediska klonalni hierarchie de novo AML jim zpravi-
dla predchézi vznik chromozomalnich aberaci nebo
vznik mutace v genu NPMI nebo jiném genu plnicim
funkci transkripéniho faktoru AML (RUNXI, CEBPA,
GATA2). Teprve na né obvykle navazuje mutace genu
ucastniciho se bunécné signalizace (genti rodiny RAS
nebo téZ genu FLT3 ¢i KIT). Tomuto usporadani mtize
jako preleukemicky stupen pfedchazet vznik mutaci
v genech ticastnicich se epigenetické regulace (zejména
DNMT3A a TET2) [30].

Mutace genfi rodiny RAS nejcastéji postihuji kodon
G12. Nejfrekventovanéjsi aberaci je u pacientti s AML
mutace G12D v genu NRAS, Kktera tvoii vice nez 40% podil
vSech RAS detekovanych mutaci. Z hlediska typu mu-
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Pacienti

vékova skupina

Tab. 1. Frekvence mutaci v genech rodiny RAS u pacientl s AML

charakteristika

Pouzita metoda
detekce

NRAS (%)

KRAS (%)

HRAS (%)

Farr et al. 1988 [12] 574 neuvedeno de novo AML alelové specificka 27 0 0
dot-blot hybridizace
Neubauer et al. 1994 99 <60 de novo AML hybridizace s alelové | 13 8 ND
(] specifickymi
oligonukleotidy
Bowen et al. 2005 [10] | 1106 18-60 de novo AML denaturaéni ll 5 0
vysokoucinna
kapalinova
chromatografie
Bacher et al. 2006 [9] | 2502 18-92 de novo AML, sAML, | vysokorozliSovaci 10 ND ND
tAML analyza krivek tani
Schlenk et al. 2008 [8] | 872 18-60 CN-AML primé sekvenovani 13 ND ND
Kadia et al. 2012 [54] 609 17-88 de novo AML primé sekvenovani 8 3 ND
Yang et al. 2013[55] 504 16-83 de novo AML vysokorozliSovaci 10 3 ND
analyza krivek tani
Dunna et al. 2014 [7] 135 neuvedeno de novo AML primé sekvenovani 5 ND ND
Reuter et al. 2014 204 18-60 CN-AML primé sekvenovani 12 2 ND
[16]
Krauth et al. 2014 [13] | 139 18-84 de novo AML, tAML | neuvedeno 14 4 ND
s £(8;21)/RUNX1- de novo de novo
RUNXIT1 AML; 9 tAML | AML; 5
tAML
Shin et al. 2016 [5] n4 <60 de novo AML, SAML | masivné paralelni 7 0 ND
sekvenovani (lllumina
Miseq)
Ley et al. 2013 [4] 200 39-71 de novo AML masivné paralelnf 8 4 ND
sekvenovani (lllumina
HiSeq)
Metzeler et al. 2016 [3] | 664 18-86 de novo AML, sAML, | celoexomové 22 6 ND
tAML sekvenovani (lllumina
MiSeq)
Papaemmanuil et al. 1540 18-84 de novo AML, sAML, | masivné paralelni 18 5 ND
2016 [20] tAML sekvenovani (lllumina
HiSeq)

Vysvétlivky: ND - nedetekovano; CN-AML - AML s normalnim karyotypem; sAML - sekundarni AML; tAML - AML vznikla v disledku pfedchozi terapie
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tacije vkodonech G12, G13 a Q61 nejcastéji detekovana
substituce bazi G > A (60 %), nasledovana transverzemi
G>C,G>TacC>AI[l0, 11]. NejcastéjSimi aminokyse-
linovymi substitucemi jsou pro kodony 12 a 13 zamény
glycin — kyselina asparagova (G12D, G13D), glycin —
serin (G12S, G13S) a glycin — alanin (GI12A, G13A). Pro
kodon 61 jsou typické substituce C > Aa A > G zpisobu-
jici aminokyselinové zamény glutamin —lyzin (Q61K)
a glutamin — arginin (Q61R). Spektrum mutaci s pre-
dominanci substituci G > A je typické pro onemocnéni
myeloidni fady (AML, myelodysplasticky syndrom -
MDS), zatimco u onemocnéni lymfoidni krevni fady,
resp. lymfomu jsou popisovany spiSe transverze G > T.
Mutace v kodonu 61 jsou s vySsi frekvenci detekovany
predevsim u pacientd s myelomem [10].

Vedle ,hot spot“ mutaci 1ze u pacienti s AML raritné
detekovat také dalsi somatické zmény postihujici jiné
kodony genu. Tyner et al. popsali ¢tyfi vzacné (ne-
kanonické) mutace - V141, Al46T a T74P v genu KRAS
a mutaci G60E v genu NRAS - u skupiny 7 z celkové 341
vySetfenych pacienti s AML [31]. Pro vSechny uvedené
mutace byl stanoven stejny onkogenni potencial jako
pro casté (kanonické) RAS mutace.

U NRAS pozitivnich AML pacientti 1ze bézné identi-
fikovat simultanni vyskyt nékolika mutaci genu NRAS
soucasné. Tato tzv. polyklonalita mutaci je detekovana
u priblizné 15 % NRAS pozitivnich pacientdl, pficemz
jeji vyznam neni zfejmy. Analyzy klonalniho pozadi
viceCetnych NRAS mutaci nicméné identifikovaly jed-
notlivé aberace lokalizované samostatné na dil¢ich
alelach gent, tj. v jednotlivych AML subklonech [2,
12, 28]. Pouze stars$i prace Kubo et al. popisuje detekci
klonu se dvéma mutovanymi lokusy na jedné alele
genu u AML pacienta s celkové 4 mutacemi genu NRAS
lokalizovanymi ve 3 riznych kodonech [32].

Provedené analyzy mutaci gent rodiny RAS na paro-
vych vzorcich z doby diagnodzy a relapsu onemocnéni pa-
cientli s AML ukazuji, Ze mutace v relapsu onemocnéni
Casto absentuji. Divodem pro to muize byt vyssi senziti-
vita bunék nesoucich mutace genti RAS k chemoterapii
nebo uz dfive zminovany druhotny vyznam mutaci
ve vyvoji AML [29, 33]. Raritné vSak lze identifikovat
pripady pacienti s AML, unichZ v relapsu onemocnéni
dochazi ke zméné typu mutace [34], nebo kdy se mutace
v genech rodiny RAS objevuji de novo [9, 35].

Koexistence mutaci

Mutace v genech rodiny RAS jsou u pacientti s AML
Casto asociovany s jinymi somatickymi aberacemi se
znamym vztahem k AML. S Cetnosti 9-45 % byly mutace
v genech RAS detekovany ve skupiné pacientti s t(8;21),
resp. fuznim genem RUNXI/RUNXITI (dfive AMLI/ETO)

[36-38]. Studie Zuber et al. a Zhao et al. prokazaly na
RUNXI/RUNXITI pozitivnich mySich modelech korelaci
mezi pritomnosti mutaci G12D v genu NRAS a G12D
v genu KRAS a rychlejsi progresi onemocnéni. Negativni
korelaci identifikovali pro pfitomnost mutaci a celkové
preziti [37, 38].

Také priblizné tfetina pacientl s inv(16)/t(16;16),
tj. fuznim genem CBFB/MYHII, nese soucasné mutace
gentirodiny RAS. Valk et al. identifikovali mutace gent
rodiny RAS u priblizneé 33 %, a Bacher et al. u necelych
38 % AML pacientd s inv(16)/t(16;16) [9, 40].

Také pacienti s inv(3)/t(3;3) vykazuji zvysenou frek-
venci mutaci gent NRASaKRAS[9, 10, 41, 42]. Pfimym
dtisledkem inv(3)/t(3;3) byva aberantni exprese genu
EVITvlokusu MECOM [43]. Deregulace exprese genu EVII
byla u leukemickych malignit popsana jako vyznamny
faktor progrese onemocnéni [44]. Studie provedené za
pomoci mySich modeld naznacuji, Ze samotna aberant-
ni zvySené exprese genu EVII neni pro leukemogenezi
AML dostatecna a vyzaduje pritomnost dalsich zmén,
resp. urcitého prolifera¢niho signalu [43]. Groschel et al.
ukazali, Ze 98 % analyzovanych pacienti s inv(3)/t(3;3)
nese soucasné aktivacni mutace gent rodiny RAS
[45]. Vysoka frekvence mutaci v genech RAS byla
u pacientt s inv(3)/t(3;3) identifikovana také v praci
Lavallée et al. [46]. Spole¢ny vyskyt uvedenych abe-
raci tak naznacuje, Ze se na plné leukemické trans-
formaci pacientli s inv(3)/t(3;3) podili také mutace
gent rodiny RAS [43].

Za zajimavy lze povaZovat fakt, Ze u pacientl ne-
soucich vyse uvedené chromozomalni aberace, jsou
mutace v genech rodiny RAS soustfedény primarné
do kodonu 61. To mlZe naznacovat, ze je urcity typ
chromozomalni aberace asociovan s konkrétnim typem
mutace v genu rodiny RAS [9, 47, 48].

Aberace genti rodiny RAS jsou Casto detekovany také
ve skupiné AML pacienti s normalnim karyotypem,
a to spolecné se somatickymi mutacemi gentt NPMI
a/nebo DNMT3A [2, 6, 49]. Pfekvapivé jsou rozdily ve
specifickém vyskytu mutaci RAS v ramci jednotlivych
Lhot spot“ genti. Pfikladem mohou byt mutace v genu
NPMI, které jsou pfednostné asociovany s NRAS muta-
cemi v kodonech G12 a G13, nikoliv vSak s Q61. Z toho 1ze
usuzovat, ze funkéni disledky ,hot spot“ mutaci v ramci
jednoho genu nejsou rovnocenné a jakakoliv klinicka
asociace s témito mutacemi muZe byt ovlivnéna jinymi,
soucasné mutovanymi geny [2].

U malého procenta AML pacienti (0,3-3 %) 1ze dete-
kovat soucasny vyskyt mutaci ve dvou riiznych genech
rodiny RAS (KRAS a NRAS) [10, 11]. Podle Hiorns et al. se
v tomto piipadé pravdépodobné jedna o proces postup-
né akumulace jednotlivych mutaci [50]. U studované-
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ho pacienta byla mutace v genu KRAS detekovana jiz
v leukemické kmenové burice a mutace v genu NRAS
se objevila aZ v pozdéjsi fazi leukemogeneze. Vyznam
tohoto simultidnniho vyskytu mutaci RAS zatim neni
objasnén.

Mutace v genech rodiny RAS se jen vzacné vyskytu-
jispoletné s mutacemi gent FLT3, KIT a KMT2A (dfive
MLL), které jsou podobné jako geny RAS zapojeny do
signalni regulace proliferace [6, 38]. Raritni koexis-
tenci mutaci RAS a FLT3 1ze pravdépodobné vysvétlit
tim, Ze oba geny poskytuji leukemické burice proli-
fera¢ni vyhodu zapojenim stejnych signalnich drah,
pficemz je znamo, Ze FLT3-ITD ¢aste¢né vyuziva RAS
signalizaéni drahu [4, 10]. Tento jev zfejmé stojiiza
velmi nizkym vyskytem mutaci genti NRAS u pacientti
s akutni promyelocytarni leukemii (APL) - vyskytuji
se jen u cca 2 % pripadil, u nichZ je zndma silna aso-
ciace s mutacemi v genu FLT3 [9, 51, 52]. Dale byvaji
mutace gent rodiny RAS s nizkou Cetnosti zastoupeny
také u podskupiny starsich pacientdi s mutacemiv ge-
nu TP53, komplexnim karyotypem, aneuploidiemi
nebo jejich vzajemnou kombinaci [2, 53].

Prognosticky vyznam mutaci

Prognosticky vyznam mutaci gend rodiny RAS byl
u pacientdi s AML analyzovan v nékolika studiich (po-
drobné viz tabulka 1). Rozsahla analyza 1106 AML pa-
cientdl byla provedena v roce 2005 skupinou Bowen
et al., ktefi prokazali, Ze pfitomnost mutaci v genu
NRAS nema u pacienth s AML signifikantni vliv na
dosazeni kompletni remise (CR), pfeziti bez nemoci
(DES) a celkové preziti (0OS). Dale Bowen et al. uvadéji,
Ze pritomnost mutaci v genech rodiny RAS neni asocio-
vana s vékem, pohlavim, poc¢tem bilych krvinek nebo
de novo vs. sekundarnim vyskytem AML (sAML) [10].
Bacher et al. analyzovali pocetnou skupinu 2502 AML
pacienti. Mutace v genu NRAS nebyly v testovaném
souboru signifikantné asociovany s OS, prezitim bez
udalosti (EFS) nebo prezitim bez relapsu (RFS). Studie
dale potvrdila, Ze mutace genu NRAS nejsou asociova-
ny s vékem a historii AML (de novo vs. SAML vs. AML
asociovana s predchozi terapii - tAML). Na rozdil od
predchozi prace ale studie identifikovala signifikantni
asociaci mezi pritomnosti mutaci v genu NRAS a niz-
§im poctem bilych krvinek [9]. Kadia et al. publikovali
analyzu 609 pacientli s de novo AML. Studie ukazala,
Ze pacienti s mutacemi v genech rodiny RAS jsou sig-
nifikantné mladsi nez pacienti bez mutaci (53 vs. 63
let) a maji vyssi pocet bilych krvinek a procento blastli
v kostni dfeni v dobé diagnézy. Prace neidentifikovala
vyznamny vliv pfitomnosti mutaci v genech RAS na
celkové OS ani dosazeni CR [54]. Dal$i rozsahlou stu-
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dii zamérenou na hodnoceni klinickych parametrit
pacientd s mutacemi v genech rodiny RAS provedli
Yang et al. Studie na 504 AML pacientech ukazala,
Ze mutacni status gent rodiny RAS neni ovlivnén
vékem (i pohlavim pacientti, ale Ze pacienti s muta-
cemi gen® rodiny RAS maji signifikantné vyssi pocet
bilych krvinek. Oproti pfedchozim studiim bylo touto
studii identifikovano vyznamneé kratsi OS u pacienti
nesoucich mutace genti RAS [55]. Reuter et al. analyzo-
vali skupinu AML pacienti s normalnim karyotypem
(CN-AML). Ve studii nebyly identifikovany signifi-
kantni rozdily pro vék, pohlavi, pivod AML (de novo
vs. SAML) ani pocet bilych krvinek mezi testovanymi
skupinami pacientfi. Pro mutac¢ni status genti rodiny
RAS nebyl ve studii identifikovan signifikantni vliv
na OS ¢i RFS [6]. Komplexni analyza vlivu interakci
mezi mutacemi v genech rodiny RAS a aberacemi v dal-
Sich genech s ohledem na OS byla provedena v praci
Papaemmanuil et al. Studie identifikovala u skupiny
progndzu nez u pacientli bez kombinace uvedenych
mutaci [2]. Nedavno byla provedena rozsahla meta-
analyza dat zameéfena na vliv mutaci v genech rodiny
RAS na celkové preziti pacientli s AML skupinou Liu et
al. Metaanalyza zahrnovala celkem 24 studii (véetné
5 pediatrickych) z obdobi let 1990-2018. Vysledky stu-
die ukazaly, Ze u dospélych pacienti s AML nemaji
mutace gend rodiny RAS signifikantni vliv na celkové
preziti. Nicméné studie uvadi, Ze u détskych pacientti
by mutace v genu NRAS mohly byt prognostickym
markerem pro krats$i OS [56].

ZAVER

Aberace genti rodiny RAS jsou u pacientfi s AML iden-
tifikovany s vysokou Cetnosti. Mutace lze detekovat na-
ptic vSemi prognostickymi skupinami AML, ¢asto jako
dalsi genetickou zménu vedle somatickych chromozo-
malnich ¢i genovych aberaci. Relapsy onemocnéni jsou
bézné spojeny s absenci mutaci detekovanych v dobé
diagnézy. Vétsina velkych studii neidentifikovala vliv
mutaci v genech rodiny RAS na celkové preziti pacientli
s AML, spojeni mutaci s dal§imi klinickymi parametry
nenijednoznacné. To vSe, navzdory frekventovanému
vyskytu, aktudlné nepredikuje $ir§i moznost vyuziti
mutaci v genech rodiny RAS v rutinni diagnostice. Do
budoucna, v souvislosti s pfichodem novych 1é¢iv, vSak
nelze vyloucit uplatnéni mutaci jako prediktivnich
markerti odpovédi na uréity typ terapie.

PouzZité zkratky
AKT - serin/threonin protein kinaza; AMK - aminoky-
selina; AML - akutni myeloidni leukemie; APL - akutni
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promyelocytarni leukemie; CBF AML- core-binding factor
AML (AML s t(8;21) nebo inv(16)/t(16;16)); CN-AML -
AML s normalnim karyotypem; EFS - preziti bez uda-
losti; ERK - skupina signaliza¢nich kinaz i¢astnici se
signalizace v rAmci MAPK drahy; GDP - guanozindi-
fosfat; GTP - guanozintrifosfat; MDS - myelodysplas-
ticky syndrom; MEK - pro-apoptoticka protein kinaza,
aktivujici MAPK; OS - celkové preZiti;RAS - rat sarcoma
viral oncogene homolog; RFS - preziti bez relapsu; SAML
- sekundarni AML; tAML - AML vznikla v disledku
pfedchozi terapie; TKR - tyrozin kinadzovy receptor;
VAF - frekvence variantni alely

LITERATURA

1. Déhner H, Estey E, Grimwade D, et al. Diagnosis and management
of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an international
expert panel. Blood 2017;129(4):424-447.

2. Papaemmanuil E, Gerstung M, Bullinger L, et al. Genomic classi-
fication and prognosis in acute myeloid leukemia. N Engl J Med
2016;374(23):2209-2221.

3. Metzeler KH, Herold T, Rothenberg-Thurley M, et al. Spectrum and
prognostic relevance of driver gene mutations in acute myeloid leu-
kemia. Blood 2016;128(5):686-698.

4. Ley TJ, Miller C, Ding L, et al. Genomic and epigenomic land-
scapes of adult de novo acute myeloid leukemia. N Engl J Med
2013;368(22):2059-2074.

5.Shin SY, Lee ST, Kim HJ, et al. Mutation profiling of 19 candidate genes
in acute myeloid leukemia suggests significance of DNMT3A muta-
tions. Oncotarget 2016;7(34):54825-54837.

6. Reuter CW, Krauter J, Onono FO, et al. Lack of noncanonical RAS
mutations in cytogenetically normal acute myeloid leukemia. Ann
Hematol 2014;93(6):977-982.

7.Dunna NR, Vuree S, Anuradha C, et al. NRAS mutations in de novo
acute leukemia: prevalence and clinical significance. Indian J Biochem
Biophys 2014;51(3):207-210.

8. Schlenk RF, Déhner K, Krauter J, et al. Mutations and treatment out-
come in cytogenetically normal acute myeloid leukemia. N Engl J Med
2008;358(18):1909-1918.

9. Bacher U, Haferlach T, Schoch C, Kern W, Schnittger S. Implications
of NRAS mutations in AML: a study of 2502 patients. Blood
2006;107(10):3847-3853.

10. Bowen DT, Frew ME, Hills R, et al. RAS mutation in acute myeloid
leukemia is associated with distinct cytogenetic subgroups but does
not influence outcome in patients younger than 60 years. Blood
2005;106(6):2113-2119.

1. Neubauer A, Dodge RK, George SL, et al. Prognostic importance of
mutations in the ras proto-oncogenes in de novo acute myeloid leu-
kemia. Blood 1994;83(6):1603-1611.

12. Farr CJ, Saiki RK, Erlich HA, McCormick F, Marshall CJ. Analysis
of RAS gene mutations in acute myeloid leukemia by polymera-

se chain reaction and oligonucleotide probes. Proc Natl Acad Sci
U S A1988;85(5):1629-1633.

13. Krauth MT, Eder C, Alpermann T, et al. High number of additional ge-
netic lesions in acute myeloid leukemia with t(8;21)/RUNXI-RUNXITI:
frequency and impact on clinical outcome. Leukemia 2014;28:1449.

14, Preston R, Dabritz J, Hanfler J, Oettle H. Mutational analysis of K-ras
codon 12 in blood samples of patients with acute myeloid leukemia.
Leuk Res 2010;34(7):883-891.

15. Schubbert S, Shannon K, Bollag G. Hyperactive Ras in developmental
disorders and cancer. Nat Rev Cancer 2007;7(4):295-308.

16. llimer T, Thiede C, Fredersdorf A, et al. Activation of the RAS path-
way is predictive for a chemosensitive phenotype of acute myeloge-
nous leukemia blasts. Clin Cancer Res 2005;11(9):3217-3224.

17. Chang EH, Gonda MA, Ellis RW, Scolnick EM, Lowy DR. Human ge-
nome contains four genes homologous to transforming genes of
Harvey and Kirsten murine sarcoma viruses. Proc Natl Acad Sci
U S A1982;79(16):4848-4852.

18. Hall A, Marshall CJ, Spurr NK, Weiss RA. Identification of transforming
gene in two human sarcoma cell lines as a new member of the ras
gene family located on chromosome 1. Nature 1983;303(5916):396-
400.

19. Malumbres M, Barbacid M. RAS oncogenes: the first 30 years. Nat
Rev Cancer 2003;3(6):459-465.

20. Mitin N, Rossman KL, Der CJ. Signaling interplay in Ras superfamily
function. Curr Biol 2005;15(14):R563-R574.

21. Pruitt K, Der CJ. Ras and Rho regulation of the cell cycle and oncoge-
nesis. Cancer Lett 2001;171(1):1-10.

22.Lim KH, Baines AT, Fiordalisi JJ, et al. Activation of RalA is criti-
cal for Ras-induced tumorigenesis of human cells. Cancer Cell
2005;7(6):533-545.

23. Rajalingam K, Schreck R, Rapp UR, Albert S. Ras oncogenes and their
downstream targets. Biochim Biophys Acta 2007;1773(8):1177-1195.

24. Forbes SA, Bindal N, Bamford S, et al. COSMIC: mining complete
cancer genomes in the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer.
Nucleic Acids Res 2011;39(Database issue):D945-D950.

25. Adjei AA. Blocking oncogenic Ras signaling for cancer therapy. J
Natl Cancer Inst 2001,93(14):1062-1074.

26. Colicelli J. Human RAS superfamily proteins and related GTPases.
Sci STKE 2004;2004(250):RE13.

27. Gambke C, Hall A, Moroni C. Activation of an N-ras gene in acute
myeloblastic leukemia through somatic mutation in the first exon.
Proc Natl Acad Sci U S A 1985;82(3):879-882.

28. Bashey A, Gill R, Levi S, et al. Mutational activation of the N-ras on-
cogene assessed in primary clonogenic culture of acute myeloid
leukemia (AML): implications for the role of N-ras mutation in AML
pathogenesis. Blood 1992;79(4):981-989.

29. Welch JS. Mutation position within evolutionary subclonal archi-
tecture in AML. Semin Hematol 2014;51(4):273-281.

30. Martignoles JA, Delhommeau F, Hirsch P. Genetic Hierarchy of acute
myeloid leukemia: from clonal hematopoiesis to molecular residual
disease. Int J Mol Sci 2018;19(12).

31. Tyner JW, Erickson H, Deininger MW, et al. High-throughput sequen-

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

337



DURINIKOVA A. et al.

338

cing screen reveals novel, transforming RAS mutations in myeloid
leukemia patients. Blood 2009;113(8):1749-1755.

32. Kubo K, Naoe T, Kiyoi H, et al. Clonal analysis of multiple point muta-
tions in the N-ras gene in patients with acute myeloid leukemia. Jpn
J Cancer Res 1993;84(4):379-387.

33. Kronke J, Bullinger L, Teleanu V, et al. Clonal evolution in relapsed
NPMI-mutated acute myeloid leukemia. Blood 2013;122(1):100-108.

34. Nakamura H, Inokuchi K, Yamaguchi H, Dan K. Abnormalities of p51,
p53, FLT3 and N-ras genes and their prognostic value in relapsed
acute myeloid leukemia. J Nippon Med Sch 2004;71(4):270-278.

35. Nakano Y, Kiyoi H, Miyawaki S, et al. Molecular evolution of acute
myeloid leukaemia in relapse: unstable N-ras and FLT3 genes com-
pared with p53 gene. Br J Haematol 1999:104(4):659-664.

36. Kuchenbauer F, Schnittger S, Look T, et al. Identification of additional
cytogenetic and molecular genetic abnormalities in acute myeloid leu-
kaemia with t(8;21)/AMLI-ETO. Br J Haematol 2006;134(6):616-619.

37.Zuber J, Radtke |, Pardee TS, et al. Mouse models of human
AML accurately predict chemotherapy response. Genes Dev
2009;23(7):877-889.

38. Schessl C, Rawat VP, Cusan M, et al. The AMLI-ETO fusion gene and
the FLT3 length mutation collaborate in inducing acute leukemia in
mice. J Clin Invest 2005;115(8):2159-2168.

39.Zhao S, Zhang Y, Sha K, et al. KRAS (G12D) cooperates with AML1/
ETO to initiate a mouse model mimicking human acute myeloid leu-
kemia. Cell Physiol Biochem 2014;33(1):78-87.

40. Valk PJ, Bowen DT, Frew ME, Goodeve AC, Loéwenberg B, Reilly JT.
Second hit mutations in the RTK/RAS signaling pathway in acute

myeloid leukemia with inv(16). Haematologica 2004;89(1):106.

41, Lugthart S, Groschel S, Beverloo HB, et al. Clinical, molecular, and
prognostic significance of WHO type inv(3)(0921926.2)/t(3;3)
(g21:926.2) and various other 3g abnormalities in acute myeloid leu-
kemia. J Clin Oncol 2010;28(24):3890-3898.

42. Haferlach C, Bacher U, Haferlach T, et al. The inv(3)(021026)/t(3;3)
(021;026) is frequently accompanied by alterations of the RUNXI,
KRAS and NRAS and NF1 genes and mediates adverse progno-
sis both in MDS and in AML: a study in 39 cases of MDS or AML.
Leukemia 2011;25(5):874-877.

43 Hinai AA, Valk PJ. Review: Aberrant EVI1 expression in acute my-
eloid leukaemia. Br J Haematol 2016;172(6):870-878.

44. Kataoka K, Kurokawa M. Ecotropic viral integration site 1, stem cell
self-renewal and leukemogenesis. Cancer Sci 2012;,103(8):1371-1377.

45, Groschel S, Sanders MA, Hoogenboezem R, et al. Mutational
spectrum of myeloid malignancies with inv(3)/t(3;3) reveals a pre-
dominant involvement of RAS/RTK signaling pathways. Blood
2015;125(1):133-139.

46. Lavallée VP, Gendron P, Lemieux S, D'Angelo G, Hébert J, Sauvageau
G. EVIl-rearranged acute myeloid leukemias are characterized by
distinct molecular alterations. Blood 2015;125(1):140-143.

47. Goemans BF, Zwaan CM, Miller M, et al. Mutations in KIT and RAS
are frequent events in pediatric core-binding factor acute myeloid
leukemia. Leukemia 2005;19:1536.

48. Boissel N, Leroy H, Brethon B, et al. Incidence and prognostic impact

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

of c-Kit, FLT3, and Ras gene mutations in core binding factor acute
myeloid leukemia (CBF-AML). Leukemia 2006;20:965.

49. Wang M, Yang C, Zhang L, Schaar DG. Molecular mutations and their
cooccurrences in cytogenetically normal acute myeloid leukemia.
Stem Cells Int 2017;2017:6962379.

50. Hiorns LR, Cotter FE, Young BD. Co-incident N and K ras gene mu-
tations in a case of AML, restricted to differing cell lineages. Br J
Haematol 1989;73(2):165-167.

51. Kuchenbauer F, Schoch C, Kern W, Hiddemann W, Haferlach T,
Schnittger S. Impact of FLT3 mutations and promyelocytic leu-
kaemia-breakpoint on clinical characteristics and prognosis in acute
promyelocytic leukaemia. Br J Haematol 2005;130(2):196-202.

52. Gale RE, Hills R, Pizzey AR, et al. Relationship between FLT3 muta-
tion status, biologic characteristics, and response to targeted thera-
py in acute promyelocytic leukemia. Blood 2005;106(12):3768-3776.

53. Stirewalt DL, Kopecky KJ, Meshinchi S, et al. FLT3, RAS, and TP53
mutations in elderly patients with acute myeloid leukemia. Blood
2001,97(11):3589-3595.

54. Kadia TM, Kantarjian H, Kornblau S, et al. Clinical and proteomic cha-
racterization of acute myeloid leukemia with mutated RAS. Cancer
2012,18(22):5550-5559.

55.Yang X, Qian J, Sun A, et al. RAS mutation analysis in a large co-
hort of Chinese patients with acute myeloid leukemia. Clin Biochem
2013;46(7-8):579-583.

56. Liu X, Ye Q, Zhao XP, et al. RAS mutations in acute myeloid leu-
kaemia patients: A review and meta-analysis. Clin Chim Acta
2019;489:254-260.

Podil autorii na pripravé rukopisu

AD - ndvrh a pfiprava prvni verze rukopisu, finalizace
rukopisu

DAT, AF, MC, ZH, JM - revize rukopisu

IJ] - revize rukopisu a schvaleni finalni verze

Podékovani
Prace vznikla za finan¢ni podpory projektu MSMT
(MUNI/A/1105/2018) a MZ CR - RVO (FNBT, 65269705).

Do redakce doruceno dne 2. 8. 2019.
Prijato po recenzi dne 10.10. 2019.

Mgr. Anna Durinikova

Centrum molekuldrni biologie a genové terapie
Interni hematologickd a onkologicka klinika FN Brno
Cernopolni 9

613 00 Brno

e-mail: Durinikova.Anna@fnbrno.cz

Inzerce A191005295 ¥




