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Abstrakt

Akitna myeloblastova leukémia je heterogénne hematologic-
ké ochorenie, ktoré sa vyznacuje genetickymi mutdciami, vra-
tane mutdcii v génoch IDHT a IDH2. Tieto mutdcie vedu k
produkcii onkometabolitu 2-hydroxyglutardtu, ktory naridsa
epigenetickd reguldciu a podporuje leukemicki transforma-
ciu. Mutdcie IDHT a IDH2 sd pritomné priblizne v 15 - 20 %
pacientov s akitnou myeloblastovou lekukémiou a majd vy-
znamny prognosticky vplyv. Tento ¢lanok sa zaobera moleku-
lovymi mechanizmami tychto mutdacii, ich klinickym vyzna-
mom a moznostami cielenych terapii prostrednictvom
inhibitorov IDH, ako st ivosidenib a enasidenib. Dalej sa venu-
je diagnostickym pristupom k detekcii tychto mutacif, vratane
technolo6gii sekvenovania novej generdcie, real-time PCR, digi-
talnej PCR a komercného kitu Entrogen IDHT/IDH2 Mutation
Detection Kit. Cielom je poskytnit prehlad o dlohe tychto
mutdcii pri akitnej myeloblastovej leukémii a zdo6raznit
vyznam genetickej diagnostiky a monitorovania minimalne;j
rezidudlnej choroby pre personalizovanu liecbu a optimaliza-
ciu klinickych vysledkov (tab. 1, lit. 25). Text v PDF www.lekar-
sky.herba.sk. 5
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Abstract

Acute myeloid leukemia is a heterogeneous hematologic ma-
lignancy characterized by various genetic mutations, including
mutations in the IDHT and IDH2 genes. These mutations lead
to the production of the oncometabolite 2-hydroxyglutarate,
which disrupts epigenetic regulation and promotes leukemic
transformation. IDHT and IDH2 mutations are present in ap-
proximately 15-20% of AML patients and have significant prog-
nostic implications. This article reviews the molecular mecha-
nisms of these mutations, their clinical significance, and the
potential for targeted therapies with IDH inhibitors, such as
ivosidenib and enasidenib. Furthermore, it discusses diagnos-
tic approaches for detecting these mutations, including next-
-generation sequencing, real-time PCR, digital PCR, and the
commercial Entrogen IDH1/IDH2 Mutation Detection Kit. The
aim is to provide an overview of the role of these mutations in
AML and to highlight the importance of genetic diagnostics
and minimal residual disease monitoring for personalized tre-
atment and improved clinical outcomes (Tab. 1, Ref. 25). Text
v PDF www.lekarsky.herba.sk.
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Uvod

Akdtna myeloblastova leukémia (AML) je komplex-
né a heterogénne ochorenie, ktoré vznika v dosledku
klondlnej proliferacie nezrelych myeloidnych buniek
v kostnej dreni a periférnej krvi (1). Ochorenie je cha-
rakterizované pritomnostou réznych genetickych muta-
ci, ktoré nardsajui bunkovu diferenciaciu a proliferaciu
(2). Medzi klic¢ové mutdcie v AML patria mutacie v gé-
noch IDHT a IDH2, ktoré koduji enzym izocitratdehyd-
rogendzu zodpovedny za konverziu izocitrdtu na o-ke-
toglutarat (o-KG) v Krebsovom cykle (3). Mutdcie
v tychto génoch vedu k vzniku onkometabolitu 2-hydro-

xyglutardatu (2-HG), ktory inhibuje o-KG-dependentné
enzymy a prispieva k epigenetickej deregulacii a leuke-
mickej transformdcii (4). Tento metabolicky posun ma
vyznamnu Glohu nielen v rozvoji leukémie, ale aj
v rezistencii na liecbu a prognéze pacienta (5). AML sa
vyznacuje Sirokym spektrom genetickych abnormalit,
ktoré ovplyviiuju rozne signalne drdhy vratane tyrozin-
kindzovych receptorov, faktora rastu a apoptozy, ¢o robi
diagnostiku a terapiu zlozitejsimi (6, 7).

V poslednych rokoch sa vyskum zameral na perso-
nalizované terapeutické pristupy, ktoré sa snazia vyuzit
genetické a molekulové charakteristiky jednotlivych pa-
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cientov na vyber cielenej terapie (8). Napriklad inhibi-
tory IDHT a IDH2 sa ukdzali ako slubné terapeutické
moznosti, kedZe dokdzu znizit hladiny 2-HG, a tym
zmiernit leukemickd transformdciu (9, 10). Napriek
tymto pokrokom AML nadalej predstavuje velkd vyzvu
pre onkolégov a vyskumnikov (11). Tradi¢né chemote-
rapie su Casto spojené s vysokou mierou relapsu a ne-
priaznivou prognozou, najma u starSich pacientov (12,
13). Preto je dolezité pokracovat v objavovani novych
molekulovych markerov, ktoré by mohli pomdct vcasnej
detekcii, presnejsej diagnostike a vyvoji Gcinnejsich te-
rapeutickych stratégii (14, 15).

Stcasny vyskum sa okrem genetickych mutdcii za-
meriava aj na mikroprostredie kostnej drene, ktoré ma
kld¢ovu dlohu pri reguldcii rastu leukemickych buniek
(6). Pochopenie vzdjomnych interakcii medzi
leukemickymi bunkami a ich mikroprostredim by mohlo
viest k vyvoju novych terapeutickych pristupov, ktoré by
zasiahli nielen samotné leukemické bunky, ale aj faktory,
ktoré podporuju ich prezitie a rezistenciu na liecbu (6,
16). Takéto multidisciplindrne pristupy predstavuji nade;j
na zlepsenie liecby AML a dlhodobych vysledkov pa-
cientov, ¢im by sa mohla zlepsit aj kvalita Zivota postih-
nutych tymto zdvaznym ochorenim (6, 17).

Mutacie IDH1/IDH2 st pritomné priblizne v 15 az
20 % pacientov s AML a majd vyznamnd dlohu v pa-
togenéze ochorenia (8). V poslednych rokoch sa stali
dolezitym cielom cielenych terapii, ktoré umoznujd lep-
Siu kontrolu nad chorobou a zlepsenie progndzy pa-
cientov (2). Genetickd diagnostika tychto mutdcii je ne-
vyhnutnd pre personalizdciu liecby (18). Tento ¢lanok sa
zaobera molekulovymi mechanizmami tychto mutacii,
ich klinickym vyznamom, terapeutickymi pristupmi
a diagnostickymi metédami (2, 19).

Patofyziologia AML
Komplexna patofyziologia AML je podmienenad $i-
rokym spektrom genetickych zmien. Medzi najvyznam-
nejsie patria:

1. Mutacie v transkrip¢nych faktoroch: Génové muta-
cie, ktoré ovplyvriuju transkripcné faktory, ako napri-
klad RUNXT, CEBPA a GATA2, st Casté v AML (20).
Tieto faktory s nevyhnutné pre normalnu diferencia-
ciu myeloidnych buniek a ich mutdcie vedu k naruse-
niu tejto reguldcie, o spdsobuje zastavenie diferen-
cidcie a hromadenie nezrelych buniek.

2. Aberacie signalnych drah: Mnohé signalne drahy,
ktoré reguluji bunkovy cyklus a prezitie buniek, su
v AML dysregulované. Napriklad aktivujice mutacie
v génoch ako FLT3 a KIT vedu k neustalej aktivacii ty-
rozinkindzovych receptorov, ¢o zvysuje proliferaciu
leukemickych buniek (7). Mutdcie v géne NPMT sa
tiez Casto vyskytuju a su spojené s abnormalnou loka-
lizaciou proteinu NPM1 v cytoplazme, Co prispieva
k leukemickému fenotypu (21).

3. Epigenetické zmeny: Okrem genetickych mutacii
majd dolezitd dlohu aj epigenetické zmeny, ktoré
ovplyviiuji expresiu génov bez zmeny samotnej
DNA. Tieto zmeny zahfaji mutdcie v epigenetickych

reguldatoroch, ako si DNMT3A (DNA metyltransfera-
za), TET2 a ASXL1. Tieto mutdcie menia profilovanie
DNA metyldcie a histénovych modifikacii, co vedie k
aberantnej expresii génov a prispieva k leukemogené-
ze (22, 23). Obzvlast mutdcie v IDHT a IDH2 produ-
kujd onkometabolit 2-hydroxyglutarat, ktory nardsa
epigenetické procesy, co vedie k blokade diferencia-
cie (3).

4. Chromozomové zmeny: Chromozémové transloka-
cie, ako napriklad t(8;21) a inv(16), st bezné pri nie-
ktorych podtypoch AML a vedud k tvorbe fiznych
génov, ktoré maju onkogénny potencial. Tieto fizne
proteiny Casto funguji ako abnormalne transkripéné
faktory, ktoré narusujd normdlnu diferencidciu buniek
(6). Translokdcia (15;17) je charakteristicka pre akdtnu
promyelocytovd leukémiu (APL), podtyp AML,
a vedie k vzniku fuzneho génu PML::RARA, ktory blo-
kuje diferencidciu promyelocytov.

5. Narusena apoptoza: Dysreguldcia apoptotickych
drah je dalsou klicovou vlastnostou AML. Mutacie v
géne TP53, ktory je hlavnym reguldtorom bunkovej
smrti, si spojené s agresivnejsimi formami AML a hor-
Sou prognodzou (6). Tieto mutdcie nardsaju normalnu
odpoved’ na bunkovy stres a DNA poskodenie, ¢im
leukemické bunky ziskavajud schopnost preZit aj v pri-
tomnosti terapeutickych zasahov.

6. Mikroprostredie kostnej drene: Leukemické bunky
interaguju s mikroprostredim kostnej drene, ¢o pri-
spieva k ich prezitiu a rezistencii voci liecbe. Narusend
signalizacia medzi leukemickymi bunkami a stromal-
nymi bunkami kostnej drene méze posilnit leukemic-
ky proces a znizit citlivost na chemoterapiu (17).

V dosledku tejto genetickej a molekulovej heteroge-
nity je AML velmi variabilné ochorenie z hladiska kli-
nického priebehu, odpovede na liecbu a prognozy.
Kombindcia genetickych mutdcii a epigenetickych zmien
vedie k vyvoju AML s r6znymi fenotypmi a biologickymi
vlastnostami, ¢o stazuje univerzalny terapeuticky pristup
(14). Personalizované terapie zamerané na konkrétne
mutdcie a mechanizmy, ako su inhibitory tyrozinkinaz a
epigenetické moduldtory, predstavuji novd nadej pre
efektivnejsiu liecbu AML a zlepsenie dlhodobych vy-
sledkov pacientov (9).

Molekulovy mechanizmus mutacii IDH1/2

Gény IDH1 a IDH2 koéduju izocitratdehydrogena-
zu, klticovy enzym podielajici sa na konverzii izocitratu
na a-ketoglutarat (a-KG) v Krebsovom cykle. Tato reak-
cia ma zdsadny vyznam nielen pre bunkovy metaboliz-
mus, ale aj pre epigenetickd reguldciu génovej expresie,
kedZze a-KG sldzi ako kofaktor pre DNA a histénové
demetylazy. Tymto spdsobom je udrziavand rovnovaha
medzi bunkovou proliferdciou a diferencidciou, ¢o je
kritické pre normdlny vyvoj a fungovanie tkaniv (3).
Mutacie v génoch IDHT a IDH2 vsak spbsobuji ,gain-
-of-function” efekt, ¢o znamend, Ze zmenend forma en-
zymu nadobuda novu aktivitu, ktord sa liSi od normalnej
funkcie (2). Namiesto produkcie o-KG vedd tieto muta-
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cie k zvySenej tvorbe onkometabolitu 2-hydroxyglutara-
tu (2-HG), ktory md dalekosiahle nasledky na bunkovy
metabolizmus a epigenetickd reguldciu (2, 3). Tento
onkometabolit totiz inhibuje a-KG-dependentné enzy-
my, ku ktorym patria DNA a histénové demetylazy,
ktoré majui kltcovi ulohu pri udrziavani normalnych
epigenetickych profilov. Blokdda enzymov sp&sobena
nahromadenim 2-HG vedie k hypermetylacii DNA a his-
ténov, o md za ndsledok rozsiahle zmeny v expresii
génov (22). Tato epigenetickd zmena nardsa normadlnu
diferencidaciu hematopoetickych progenitorovych bu-
niek, ¢o vedie k ich hromadeniu v nezrelej forme a je
hlavnym mechanizmom vzniku leukemickych blastov
(3). Nezrelé bunky sa hromadia v kostnej dreni a zabra-
nuji normalnej tvorbe krvnych buniek, ¢o vedie k kli-
nickym priznakom akdtnej myeloblastovej leukémie (6).
Tento mechanizmus je Specificky pre mutdcie v IDH1
a IDH?2 a predstavuje dolezity ciel pre vyvoj novych te-
rapeutickych pristupov (9). Cielené terapie zamerané na
inhibiciu mutovanej izocitratdehydrogendzy, ako sd inhi-
bitory IDHT a IDH2, sa javia ako slubné v klinickych
skaskach (10). M6zu obnovit normélnu produkciu a-KG,
znizit hladiny 2-HG, a tym zmiernit epigenetické abera-
cie a podporit diferencidciu leukemickych buniek (9,
10). Pristup zaloZeny na $pecifickych genetickych muta-
ciach pacienta otvdra nové moznosti liecby, ktoré mézu
zlepsit progndzu aj kvalitu Zivota pacientov s akdtnou
myeloblastovou leukémiou. (10).

Mutacie v génoch IDHT a IDH2

Mutacie v génoch IDHT a IDH2 su povaZované za
ziskané (gain-of-function) mutdcie, ktoré vedd k vzniku
novej enzymatickej aktivity (2). NajcastejSie mutacie
v IDHT sa nachddzaji v kédéne R132, kde dochddza
k substittcii argininu za iné aminokyseliny - histidin (H)
alebo cystein (C) (napr. R132H, R132C). Tieto mutacie
sposobuju produkciu 2-HG a blokadu diferencidcie bu-
niek (3). Na druhej strane sa mutdcie v IDH2 vyskytuju
najmda v kédénoch R140 a R172, pri¢om mutdcia
R140Q je castejsia a spojend s lepsou odpovedou na
terapiu v porovnani s mutdciou R172K, ktord je asocio-
vand s horSou progndézou (2). Mutdcie génov IDH1
a IDH2 su Castejsie pritomné u pacientov s normdlnym
karyotypom, ¢o zaraduje tychto pacientov s akitnou
myeloblastovou leukémiou (AML) do intermedidrneho
rizika a naznacuje dolezitd dlohu tychto mutdcii v prie-
behu ochorenia (8). Mutdcie tychto génov su casto pri-
tomné sucasne s dalsimi mutdciami, ako si NPM1 alebo
FLT3, ktoré mozu ovplyvnit prognézu pacienta a odpo-
ved' na liecbu (7).

Klinicky vyznam mutacii IDH1/2

Mutdcie v génoch IDHT a IDH2 maji zasadny kli-
nicky vyznam, pretoze vyrazne ovplyviiuji odpoved na
liecbu a prognézu pacientov s akitnou myeloblastovou
leukémiou (AML) (8). Nové stidie o mutdcidch v IDH1/2
otvorili moznosti pre vyvoj specifickych terapeutik, ktoré
cielene inhibujd abnormdlnu aktivitu mutovanych pro-
teinov.

Ivosidenib (inhibitor IDHT)

Ivosidenib je perordlny inhibitor IDH1, ktory bol schva-
leny pre pacientov s relabujicou alebo refraktérnou AML
s mutdciou v IDH1. Klinické stddie ukazali, Ze ivosidenib
znizuje hladiny 2-HG a podporuje obnovu diferencidcie
leukemickych buniek, ¢o u mnohych pacientov vedie k
Uplnej remisii. Tento liek preukdzatelne zlepsuje celkové
prezivanie a je doleZitou terapeutickou moznostou pre pa-
cientov, ktori nereaguji na Standardné liecby (10).

Enasidenib (inhibitor IDH2)

Enasidenib je inhibitor IDH2 schvdleny na liec¢bu
pacientov s relapsujicou alebo refraktérnou AML s mu-
taciou IDH2. Podobne ako ivosidenib, aj enasidenib
vedie k zniZeniu hladin 2-HG a zlepSuje preZivanie pa-
cientov. Obnova diferencidcie buniek umoZzniuje dosiah-
nutie dlhodobej remisie, ¢im sa enasidenib stava vy-
znamnou moznostou liecby pre pacientov s tymito
mutdciami (10).

Vyznam genetickej diagnostiky v AML
Mutacie v génoch IDHT a IDH2 ovplyviuji bunko-
vy metabolizmus a epigeneticki reguldciu, ¢im prispie-
vaju k leukemickej transformdcii (3). Genetické testova-
nie tychto mutdcii je preto obzvlast dolezité u pacientov

s akdtnou myeloblastovou leukémiou (AML), najmd u

tych s intermediarnym karyotypom, kde mézu tieto mu-

tacie vyznamne ovplyvnit klinicky priebeh a prognézu
ochorenia (8). Diagnostika tychto mutacii sa stala bez-
nou klinickou praxou, pretoze umoznuje:

1. presnu stratifikaciu rizika: na zaklade pritomnosti
alebo nepritomnosti mutacii IDHT a IDH2 mozno kla-
sifikovat pacientov do rdznych rizikovych skupin, ¢o
pomdha pri rozhodovani o intenzivite liecby (20);

2. urcenie vhodnej cielenej liecby: pacienti s mutacia-
mi IDH1 alebo IDH2 mbzu profitovat z liecby inhibi-
tormi IDH (napr. ivosidenib pre mutdcie IDHT a ena-
sidenib pre mutdcie IDH2), ¢im sa zvysuje ich Sanca
na Gspesnu liecbu, najma v pripadoch relapsujlcej
alebo refraktérnej AML (10);

3. monitorovanie odpovede na liecbu a MRD (mini-
mal residual disease): dynamika poklesu alebo per-
zistencie mutovanych alel v priebehu liecby predsta-
vuje klticovy biomarker, ktory umoznuje hodnotit
Gcinnost eradikdcie leukemickych buniek a identifiko-
vat riziko pretrvavajiceho minimalneho rezidualneho
ochorenia a mozného relapsu (15). Monitorovanie
MRD sa stdva klicovym ndstrojom pre manaZzment
ochorenia (24).

Geneticka diagnostika mutacii IDH1/2
Genetické testovanie mutacii v génoch IDHT a IDH2
moéze byt vykonané réznymi technikami, z ktorych
kazdd ma svoje vyhody v rdmci presnosti, rychlosti
a nakladov.

Najcastejsie pouzivané metody
1. Sekvenovanie novej generacie (NGS Next-
Generation Sequencing)

16

www.lekarskyobzor.sk



Sekvenovanie novej generdcie (NGS) predstavuje
modernu technolégiu, ktord umoZzniuje simultannu
analyzu velkého mnozstva génov s velkou kapacitou.
Paralelnym sekvenovanim poskytuje komplexné gene-
tické profilovanie, pricom sa vyznacuje vysokou citli-
vostou a presnostou. Tieto vlastnosti z nej robia neo-
cenitelny ndstroj na identifikdciu genetickych mutacif,
detekciu minimdlnej rezidudlnej choroby (MRD)
a optimalizaciu personalizovanej liecby v oblasti onko-
l6gie a hematolégie (17). Vdaka svojej robustnosti
a schopnosti detegovat mutdcie v génoch IDHT
a IDH2 aj pri nizkej frekvencii mutovanych alel je NGS
kli¢ova pre efektivne monitorovanie MRD (18).
Vyhody NGS zahfnaju:

vysoka citlivost a presnost: NGS je schopné

detegovat nizke hladiny mutantnych alel, ktoré

by mohli byt prehliadnuté inymi metédami (18);

- komplexna analyza: NGS umoznuje analyzu
viacerych génov naraz, ¢o je uZito¢né najma
v pripadoch, ked je potrebné vyhodnotit cely
panel mutacii v AML (napr. mutdcie FLT3, NPM1
ainé) (17);

- monitorovanie MRD: vdaka schopnosti dete-
govat nizke hladiny mutovanych alel sa NGS
vyuziva na sledovanie zvyskovych leukemickych
buniek po liecbe, ¢o pomdha pri vcasnej
identifikacii relapsu (15).

2. Real-time PCR (RT-PCR)

RT-PCR (reverzna transkriptazova polymerazova reta-
zova reakcia) je ndkladovo efektivna a rychla metéda,
Casto vyuzivana v klinickej praxi na detekciu $pecific-
kych mutdcii v génoch IDHT a IDH2 (25). Princip tejto
technolégie spociva v reverznej transkripcii RNA do

cDNA, ktord sa nasledne amplifikuje pomocou PCR,
¢o umoznuje detegovat Specifické genetické zmeny.
Vzhladom na svoju vysoki Specificitu a rychlost je
RT-PCR vhodna pre rutinné klinické pouzitie, ¢o umoz-
nuje véasné rozhodovanie o terapeutickych interven-
cidch na zdklade pritomnosti mutdcii (20).
Vyhody RT-PCR zahfnaju:
rychlost: vysledky mézu byt dostupné uz
v priebehu niekolkych hodin, ¢o je dolezité
v urgentnych pripadoch, ked’ je potrebné rychlo
rozhodndt o liecbe (18);

- citlivost: RT-PCR dokdze detegovat mutdcie na
drovni jednotlivych bodovych zmien v IDH1
(napr. R132H) a IDH2 (napr. R140Q alebo
R172K) (18);

- jednoduchost a dostupnost: tito metdda je
Siroko dostupna v klinickych laboratériach (20).
Entrogene kit je moderny molekulovy diagnos-
ticky ndstroj, ktory umoznuje rychlu a presnd
detekciu mutacii v génoch IDHT a IDH2 (17).
Tento kit vyuziva technolégiu PCR v redlnom
Case (gPCR), ktora zabezpecuje vysoku citlivost
a specifickost pri identifikacii aj nizkozastipe-
nych mutacii v nadorovych vzorkach (17).

V tabulke 1 je uvedeny zoznam mutdcii, ktoré mozno
zachytit pouzivanou metédou. Postup zahina izoldciu
DNA zo vzorky, amplifikdciu cielovych génov a nasled-
nu detekciu pritomnych mutacii. Vysledky su k dispo-
zicii v priebehu niekol'kych hodin, ¢o umozriuje rychle
rozhodovanie v klinickej praxi (18). Vysledky su inter-
pretované na zdaklade analyzy krivky amplifikdcie
a intenzity fluorescencie. Pozitivna detekcia mutdcie
sa prejavi $pecifickym signdlom, ktory umoznuje iden-

Tabul'ka 1. Zoznam mutacii IDH zistenych pouzivanym kitom.
Table 1. List of IDH Mutations Detected by the Kit Used.

Gene | Exon | AA Change | nt Change HGVS AA Change

IDH1 4 R132H c.395G>A LRG_610p1:p.(Arg132His)
R132C c.394C>T LRG_610p1:p.(Arg132Cys)
R132S c.394C>A LRG_610p1:p.(Arg132Ser)
R132G c.394C>G LRG_610p1:p.(Arg132Gly)
R132L c.395G>T | LRG_610pT:p.(Arg132Leu)
R132P c.395G>C | LRG_610p1:p.(Arg132Pro)
R132V €.394_395 | NM_005896.4(IDH1_i001):p.

CG>GT (Arg132Val)

R100Q c.299G>A | LRG_610p1:p.(Arg100GlIn)

IDH2 | 4 R172K c515G>A | LRG_611p2:p.(Argl72lys)
R172M ¢.515G>T | LRG_611p2:p.(Arg172Met)
R172W c.514AsT | LRG_611p2:p.(Arg172Trp)
R172G c.514A>G LRG_611p2:p.(Arg172Gly)
R172S c.516G>T LRG_611p2:p.(Arg172Ser)
R140Q c.419G>A | NM_002168.4(IDH2_i001):p.

(Arg140GIn)

R140W c.418C>T LRG_611p2:p.(Arg140Trp)
R140L c.419G>T LRG_611p2:p.(Arg140Leu)
R140G c.418C>G LRG_611p2:p.(Arg140Gly)

HGVS nt Change Cosmic ID Detected by
Primer No.
LRG_610t1:c.395G>A COSM28746 1
LRG_610t1:c.394C>T COSM28747
LRG_610t1:c.394C>A COSM28748
LRG_610t1:c.394C>G COSM28749
LRG_610t1:c.395G>T COSM28750
LRG_610t1:¢.395G>C COSM221574
NM_005896.4:c.394_395delinsGT | COSM28751
LRG_610t1:c.299G>A COSM88208 2
LRG_611t2:c.515G>A COSM33733 3
LRG_611t2:c.515G>T COSM33732
LRG_611t2:c.514A>T COSM34039
LRG_611t2:c.514A>G COSM33731
LRG_611t2:c.516G>T COSM34090
NM_002168.4:c.419G>A COSM41590 4
LRG_61112:c.418C>T COSM41877
LRG_611t2:c.419G>T COSM41875 5
LRG_611t2:c.418C>G COSM17378
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tifikovat pritomnost bodovych mutdcii v cielovych
miestach génov IDH. V pripade heterozygotnych
mutdcii moZno zaznamenat signdl pre obe alely, ¢o
umoznuje presnejsiu genotypizaciu (17).
Dolezitost detekcie mutacii IDH je obzvlast zretelnd
v oblasti personalizovanej mediciny (10). Pacienti
s mutdciami IDH mozu profitovat z cielenych terapii,
ktoré su specificky navrhnuté na inhibiciu mutantného
enzymu IDH, ¢im sa zvySuje Gcinnost liecby a znizuje
toxicita tradi¢nej chemoterapie (10, 23). V praxi je
pouzitie Entrogene kitu cennym prinosom pre onkol6-
gov a hematologov, pretoZe poskytuje presné a rychle
vysledky, ktoré mdzu zlepsit klinické vysledky pacien-
tov s nadorovymi ochoreniami spojenymi s mutdciami
IDH (17). Tato metdda je menej ndkladna v porovnani
s NGS (18).

3. Sangerovo sekvenovanie
Sangerovo sekvenovanie je klasicka sekvenac¢nd tech-
nika zaloZzend na metdde dideoxy sekvenovania, pri
ktorej sa syntéza DNA ukon¢i pomocou dideoxynuk-
leotidov, ¢o umoznuje presné Citanie sekvencie nukle-
otidov (19). Hoci md niZsiu senzitivitu v porovnani so
sekvenovanim novej generdcie (NGS) alebo RT-PCR,
Sangerovo sekvenovanie zostdva spolahlivou meté-
dou pre detekciu znamych bodovych mutaciiv génoch
IDH1 a IDH2 (18). Vzhladom na svoju vysokdu
$pecificitu a presnost je tdto metdda casto vyuZivana
ako potvrdzujtca technika na validaciu vysledkov zfs-
kanych inymi metodikami, co je kli¢ové pre zabezpe-
Cenie spolahlivosti diagnostickych procesov (19).
Vyhody tejto metddy zahinaju:

- vysoka Specificita: poskytuje presné vysledky
pre konkrétne bodové mutacie, napriklad IDH1
R132H alebo IDH2 R140Q (18);

- spolahlivost: je zlatym standardom pre potvrdzo-
vanie vysledkov sekvenovania alebo PCR (19).

4. Digitalna PCR (dPCR)

Digitdlna PCR (dPCR) je najmodernejsia metdda,
ktora umozriuje vysokopresnu kvantifikdciu mutova-
nych alel (17). Princip dPCR spociva v rozdeleni vzor-
ky na tisice alebo miliény jednotlivych reak¢nych kva-
piek, v ktorych prebieha amplifikacia cielovej sekven-
cie, Co umoznuje detegovat aj nizke mnoZstvo muto-
vanych alel. Tato technoldgia sa ukdzala ako mimo-
riadne uzito¢nd pri monitorovani minimalnej rezidudl-
nej choroby (MRD), pretoze dokdaze identifikovat
velmi nizke frekvencie mutdcii, o je klicové pre
zhodnotenie rizika relapsu a efektivnosti liecby (7).
Hlavné vyhody dPCR zahfnaju:

- extrémna citlivost: dosahuje vysoku citlivost
detekcie, pricom je schopna identifikovat muto-
vané alely v koncentracii az 0,001 % az 0,01 %
z celkového poctu normdlnych alel (7);

- presna kvantifikacia: umoznuje presné mera-
nie mutacného zatazenia, ¢o je uZito¢né na mo-
nitorovanie odpovede na lieCbu a progresie
ochorenia (7);

- pouzitie pri MRD: digitalna PCR je jednou
z najlepsich metéd na monitorovanie MRD, ¢o

poskytuje lekdrom hodnotné informacie o stave
pacienta po liecbe (7).

Klinicka implementacia genetickej diagnostiky

Genetickd diagnostika mutdcii IDHT a IDH2 sa stala stcas-
fou Standardného diagnostického panelu pre AML
v mnohych klinickych institdciach (5). Detekcia tychto
mutacii ma vyznamny dopad na rozhodovanie o lie¢-
be najma vzhladom na dostupnost inhibitorov IDH pre
pacientov s relapsujicou alebo refraktérnou AML
(10). Lekdrom umoznuje aj monitorovat MRD a vcas-
ne identifikovat riziko relapsu (15). V klinickej praxi je
dolezité zvolit vhodnid metddu diagnostiky v zavislosti
od ciela testovania (diagndza vs. monitorovanie MRD)
a dostupnosti technologii (17). Kym NGS poskytuje
komplexné informdcie a je vhodné pre inicidlnu diag-
nostiku a stratifikdciu, RT-PCR a digitdlna PCR su pre-
ferované pre rychle rozhodnutia a monitorovanie po
liecbe (7, 18). Mutacie v génoch IDHT a IDH2 pred-
stavuji vyznamny molekulovy marker v AML (8).
Genetickd diagnostika tychto mutdcii je klticova pre
personalizovanu lie¢bu a monitorovanie choroby (3).
Vdaka pokrokom v molekulovej diagnostike a vyvoju
cielenych inhibitorov IDH sa otvdraji nové terapeutic-
ké moznosti pre pacientov s AML, ¢o vedie k zlepSe-
niu klinickych vysledkov a zniZeniu rizika relapsu (10,
15).

Monitorovanie minimalnej rezidualnej choroby
(MRD) pri AML

Monitorovanie minimdlnej rezidudlnej choroby
(MRD) je klicovym prvkom v manaZovani pacientov
s akitnou myeloblastovou leukémiou (AML), pretoze
poskytuje cenné informdcie o pritomnosti rezidudlnych
leukemickych buniek po liecbe (7). MRD oznacuje
nizke mnozstvo leukemickych buniek, ktoré si pritomné
aj po dosiahnuti klinickej remisie a nie si detegovatelné
standardnymi molekulovo-cytogenetickymi metédami
(1). Tieto zvyskové bunky mo6zu byt zodpovedné za re-
laps ochorenia, preto je ich vcasna detekcia a monito-
rovanie kli¢ové pre dalsi manazment pacienta (15).
Senzitivita metodik na detekciu minimadlnej rezidudlnej
choroby (MRD) urcuje schopnost odhalit aj velmi nizke
mnozstvo zvyskovych nadorovych buniek, ktoré zosta-
vaju po liecbe. Metddy s vysokou senzitivitou, ako kvan-
titativna polymerazova retazova reakcia (qPCR), prieto-
kovd cytometria alebo technolégie zalozené na
sekvenovani novej generdcie (NGS), umoznuji detego-
vat MRD na urovni jedného nddorového klonu na 10*
az 10° normalnych buniek. Vyber metodiky zavisi od
typu malignity, dostupnych molekulovych markerov
a pozadovanej citlivosti, o ma zasadny vplyv na strati-
fikaciu pacientov a ddvkovanie dalSej terapie. Existuje
niekol'ko citlivych molekulovych metéd, ktoré umoZzniuji
detekciu MRD v AML (18). Medzi najcastejsie patri sek-
venovanie novej generacie (NGS), ktoré umoznuje
identifikaciu a kvantifikaciu mutacii na drovni DNA, vra-
tane mutdcii v génoch IDHT a IDH2 (17). Tato metdda
ma vysokd citlivost a je schopnd detegovat nizke hladi-
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ny mutantnych alel, ¢o je dolezité pre sledovanie MRD
po terapii a identifikdciu skorého relapsu (7). Real-time
PCR (RT-PCR) sa Siroko pouZiva na monitorovanie
MRD u pacientov s AML, pretoZe umoznuje rychlu de-
tekciu Specifickych mutdcii, napriklad v génoch NPM1,
FLT3, IDH1 a IDH2 (18). Tato metéda je velmi citliva
a lacng, a preto je vhodna pre rutinné klinické pouzitie
pri monitorovani rezidudlnych leukemickych buniek
(20). Digitalna PCR (dPCR) poskytuje este vyssiu citli-
vost v porovnani s tradicnou PCR (7). Je schopna kvan-
tifikovat mutované alely s extrémnou presnostou, ¢o
z nej robf idedlny nastroj na sledovanie MRD (7). Tato
metéda umoznuje detekciu aj velmi nizkych frekvencii
leukemickych buniek, ¢o je nevyhnutné pri hodnoteni
odpovede na liecbu a predpovedani relapsu (15).
Pacienti s detegovatelnou MRD maji vyznamne vyssie
riziko recidivy ochorenia, ¢o moéze vyzadovat intenziv-
nejsie terapeutické stratégie, ako su alogénne transplan-
tacie kmenovych buniek alebo pridanie dalsich lie-
Cebnych cyklov. Monitorovanie MRD umoziuje
personalizovany pristup k liecbe AML (10). Pacienti bez
detegovatelnej MRD mozu byt menej vystaveni inten-
zivnym lieCebnym postupom, ¢im sa znizuje riziko toxi-
city (15). Na druhej strane ti s pretrvavajicou MRD
mozu profitovat z véasnej intervencie, aby sa zabranilo
relapsu (10). Dlhodobé monitorovanie MRD poskytuje
lekarom ndstroj na sledovanie odpovede pacienta na
liecbu v realnom case (7). Identifikdcia relapsu v ranom
stadiu méze umoznit rychlu Gpravu liecby a zvysit Sance
na Uspesnd eradikdciu ochorenia (15).

Zaver

Mutacie v génoch IDHT a IDH2 majd vyznamnu
dlohu v patogenéze a liecbe akitnej myeloblastovej leu-
kémie (AML) (3). Ich identifikdcia md vyznamny dopad
na stratifikdciu rizika a vyber liecby (7). Tvorba onkome-
tabolitu 2-hydroxyglutaratu (2-HG) vedie k rozsiahlym
epigenetickym zmendm, ktoré podporuji leukemickd
transformdciu, ¢im sa inhibicia tychto mutacii stdva
atraktivnym cielom pre cielenu terapiu. Tento mechaniz-
mus umoznuje blokovat proonkogénne signdlne drahy
a obnovit normdlnu epigenetickd reguldciu, ¢im prispie-
va k lepsiemu zvladaniu ochorenia (10). Inhibitory IDH,
ako ivosidenib a enasidenib, prindsaji nové terapeutické
moZnosti pre pacientov s relapsujicou alebo refraktér-
nou AML, pricom zlepsujd ich Sance na remisiu a dlho-
dobé prezivanie (14, 21). Genetické testovanie mutacii
IDH1/2 a monitorovanie minimdlnej rezidualnej choro-
by (MRD) sa stdva neoddelitelnou sicastou personali-
zovaného pristupu k liecbe AML, ¢o moéze vyrazne
ovplyvnit vyvoj liecby a prognézu pacientov (7). Pokroky
v technolégidch, ako je NGS a dPCR, zlepsujd moznos-
ti monitorovania MRD a umoZznuju presnejsie prispdso-
benie liecby pacientom s AML (7, 18). Integracia tych-
to pokrocilych metod do klinickej praxe predstavuje
novy Standard starostlivosti, ktory moze zlepsit celkové
preZivanie pacientov tym, Ze umoZriuje v¢asnu identifi-
kdciu relapsu a presnejsiu individualizaciu liecby (15).
Pokroky v oblasti molekulovej diagnostiky a cielenej te-

rapie tak ponukajd novi nadej v boji proti tomuto typu
leukémie, pretoZze umoznuje selektivne zasahovat do
patologickych procesov, ktoré podporuji nadorovy rast
a progresiu ochorenia (10, 21).*

Konflikt zaujmov: Autori v sivislosti s uverejnenim tohto ¢lanku nema-

ju Ziadny konflikt zaujmov.
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