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Abstrakt

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) je povazovana za nejcastéji se vyskytujici leukemické
onemocnéni v Evropé a USA, postihujici prevazné osoby vyssiho véku (median, 70 let). Jedna se
o lymfoproliferativni onemocnéni charakteristické akumulaci maturovanych B-lymfocyta v krvi,
kostni dieni a lymfatickych uzlinach. CLL buriky maji delsi dobu preziti nez zdravé B-lymfocyty
v diisledku porusené regulace bunécného cyklu a apoptotické drahy. Pii onemocnéni CLL je
mozné v leukemickych buiikach detekovat velké mnozZstvi chromozomalnich aberaci a genetic-
kych abnormalit. Diky rozsifeni metod sekvenovani nové generace (next generation sequencing,
NGS) bylo objeveno mnoho somatickych mutaci vyskytujicich se v bunikach CLL. Analyza soma-
tickych mutaci u CLL napomaha k detailnéjSimu pochopeni molekularni podstaty onemocnéni a
otevira nové moznosti pro piipadnou personalizovanou lécbu.

Hlavnim pfedmétem této prace je kratkad charakteristika onemocnéni a shrnuti poznatk z

recentnich sekvenacnich studif u B-lymfocytarni chronické lymfatické leukémie.
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variabilni oblast tézkého retézce imunoglobulinu



Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) represents the most prevalent leukemia in Europe and
USA. CLL affects predominatly elderly people (median age, 70y). This lymphoproliferative disor-
der is characterised by an accumulation of mature B-cells in the peripheral blood, bone marrow
and lymph nodes. The lifespan of CLL cells is longer than normal healthy B-cells due to impaired
cell cycle and apoptosis. CLL cells dysplay several chromosomal aberations and genetic abnor-
malities. The next generation sequencing revealed many somatic mutations in CLL cells. Analysis
of these somatic mutations in CLL facilitates detail understanding at the disease molecular basis
and opens new possibilities to the personalised therapy.

The main aim of this thesis is brief description of CLL as disease and to summarise the re-

cent knowledge in the field of next generation sequencing with attention to CLL.
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1 Uvod

B-lymfocytarni chronicka lymfaticka leukémie je nejrozsirenéjsim onemocnénim u dospélé
populace v zapadnich zemich. Pfi tomto onemocnéni dochazi ke klonalni proliferaci a akumulaci
nefunkc¢nich B-lymfocytl. Tyto buriky, odpovédné za narusenou imunitni odpovéd, maji speci-
fickou morfologii i imunofenotyp. Leukemické bunky vznikaji z hematopoetickych kmenovych
bunék v kostni dreni, u kterych doslo v priibéhu ¢asu k nahromadéni mutaci vedoucich ke vzni-
ku onemocnéni. Akumulace leukemickych bunék je zpiisobena nejen v dlisledku ovlivnéni sig-
nalnich drah regulujicich bunéény cyklus a indukci programované bunécéné smrti (apoptédzy),
nybrz casto také jako disledek zvysené schopnosti proliferace narusenych hematopoetickych
bunék.

Projevy chronické lymfatické leukémie jsou velice heterogenni, u rtiznych CLL pacienti se
priznaky onemocnéni vyskytuji v odliSné mire. Néktef{ pacienti s CLL pteZivaji bez 1é¢by mnoho
let, u jinych je v¢asna a intenzivni 1é¢ba nepostradatelna. Zasadni vjyznam ma spravné nacasova-
ni pocatku lécby. Doba preziti s onemocnénim se u jednotlivych pacientti lisi, uvadi se doba od
nékolika desitek mésicl az po desetileti. K predpovédi agresivity onemocnéni i predpokladané
doby preziti napomaha detekce prognostickych markeri u pacientti s CLL. Mezi hlavni prognos-
tické markery vyuZivané v diagnostice chronické lymfatické leukémie patii ur¢ovani muta¢niho
statusu IGHV gend, exprese genu ZAP-70, pritomnost povrchového markeru CD38 ¢i detekce
riznych chromozomalnich abnormalit (delece 13q14, 11q22,...).

V soucasné dobé jsou stale dostupnéjsi rizné metody sekvenace. Nejnovéjsi sekvenacni me-
tody umoznuji detailnéjsi pozorovani genetickych zmén, ovliviiujicich vyvoj a progresi CLL, coz
napomaha lepsimu pochopeni molekularni podstaty onemocnéni. Geny ovlivnéné mutaci u CLL
hraji vyznamnou roli v mnoha bunécnych procesech, napt. regulaci buné¢ného cyklu a indukci
apoptdzy, sestrihu mRNA, remodelaci chromatinu, dale pii regulaci prozanétlivé drahy, Notch
signalni drahy a mnoha dal$ich. V této praci se budu vénovat nejcastéji se vyskytujicim somatic-
kym mutacim u B-lymfocytarni chronické lymfatické leukémie a jejich dopadu na agresivitu a

pribéh onemocnéni.



2 Chronicka lymfaticka leukémie (CLL)

2.1 Charakteristika CLL

Chronicka lymfaticka leukémie je nejrozsirenéjsi leukemické onemocnéni v Evropé a Sever-
ni Americe. Postihuje predevsim starsi osoby, ziidka se objevi i u lidi mladsich nez 50 let. Je po-
psana vyssi prevalence CLL u muzl neZ u Zen (Chiorazzi et al. 2005). Dle Kklasifikace WHO (The
World Health Organization) je CLL zarazena mezi periferni lymfoproliferace maturovanych B-
lymfocyti (Campo et al. 2011). CLL je definovana jako klonalni proliferace a nasledna akumulace
témér nefunkcnich B-lymfocytl v krvi, kostni dieni, lymfatickych uzlinach a ve sleziné (Chiorazzi
et al. 2005). Chronicka lymfaticka leukémie vétSinou zasahuje B-lymfocyty, pouze v méné nez
5 % piipadu se jedna o onemocnéni postihujici T-lymfocyty (Hoyer et al. 1995). V této praci se
zamérim pouze na problematiku B-lymfocytarni chronické lymfatické leukémie. B-lymfocyty
monoklonalnich populaci u chronické lymfatické leukémie maji sviij typicky imunofenotyp. Na
svém povrchu ve zvysené mire exprimuji markery CD19, CD5 a CD23 (Matutes et al. 1994). Imu-
noglobulint je na povrchu leukemickych B-lymfocytii vyrazné méné nez u zdravych B-bunék, a
molekuly asociované s imunoglobuliny, napt. CD79b, v nékterych pripadech dokonce zcela chybi
(McCarron et al. 2000; Hallek 2013).

Hromadéni B-lymfocytd v krvi je zplisobeno predevsim jejich sniZenou schopnosti zanik-
nout pomoci programové bunécné smrti (apoptézy). Leukemické B-buriky se nachazeji prevazné
ve fazi Go/G1 bunécného cyklu (Sieklucka et al. 2008; Chiorazzi 2007). Hromadéni nefunk¢nich
maturovanych B-lymfocytd je zplsobeno nejen deregulaci drah zodpovédnych za spousténi
apoptozy v bunkach, nybrz také odliSnou mirou jejich proliferace. Mira proliferace (pocet nové
vzniklych B-lymfocytG za den) se u jednotlivych pacientii s CLL vyrazné lisi (Messmer et al.
2005).

V hematopoetickych kmenovych buiikach se schopnosti sebeobnovy se v priibéhu casu
ukladaji mutace. Mutace vzniklé jiZ na irovni hematopoetické kmenové buiiky, pak vedou ke
vzniku leukemickych bunék. Bylo prokazano, Ze xenotransplantaci kmenovych bunék od pacien-

tl s CLL do imunodeficientnich mysi se rozvine CLL (Kikushige et al. 2011).

2.2 Etiologie CLL
Castym piedstupném CLL je monoklonalni B-lymfocytéza (MBL). P¥i MBL dochazi k namno-
Zeni prevazné jednoho klonu (miiZe se vSak jednat také o oligoklonalni ptivod) B-lymfocytt

v krvi pacienta, avSak bez priznakl typickych pro CLL (zvétSeni uzlin, sleziny, zvySeny pocet



lymfocyt nad 5000/uL krvi). Priblizné u 5 % osob starsich nez 60 let v populaci je mozné dia-
gnostikovat uvedenou patologii. Frekvence vyskytu MBL stoupa s ptibyvajicim vékem.

V pripadé, Ze nedochazi k leukemizaci i za pritomnosti monoklonalni B bunécné populace v
krvi pacienta, jedna se o malobunéc¢ny lymfom (SLL = small lymphocytic lymphoma). SLL se
v mnoha pripadech transformuje do chronické lymfatické leukémie. U pacienti s SLL je diagnos-
tikovana splenomegalie (zvétSeni sleziny) a lymfadenopatie (zvétSeni lymfatickych uzlin) v di-
sledku akumulace B-lymfocytti v uvedenych organech. Tato patologie neni spojena s vyraznym
zvySenim poctu B-lymfocytl v periferni krvi (Campo et al. 2011).

U priblizné 5 - 20 % pripadd CLL progreduje do tzv. Richterova syndromu, ktery se nejcas-
téji projevuje jako difuzni B-velkobuné¢ny lymfom (DLBCL = diffuse large B-cell lymphoma)
(Tsimberidou & Keating 2005).

2.2.1 Diagnostika CLL

Chronicka lymfatickd leukémie je znacné rtiznorodé onemocnéni. U kazdého pacienta se
mohou vyskytovat projevy choroby v odlisSné mire. Mezi hlavni priznaky chronické lymfatické
leukémie patfi: nahly ubytek hmotnosti, dlouhotrvajici vysoké teploty, zvySena potivost prevaz-
né v noci, poruchy krvetvorby v kostni dfeni a nasledna anémie ¢i trombocytopenie, splenome-
galie, hepatomegalie, lymfadenopatie a dalsi (Hallek 2015).

Zakladni diagnostické metody v piipadé, Ze je u pacienta podezi‘eni na onemocnéni chronic-
kou lymfatickou leukémii, vychazeji z analyzy periferni krve. Pacienti s CLL maji vyrazné zvyse-
nou hladinu leukocytii v krvi. Hodnota 5000 lymfocytli v 1 pl periferni krve se poklada za dia-
gnostickou pro CLL. Toto zvySeni poctu B-lymfocyti musi u pacienta pretrvavat minimalné po

dobu 3 mésict. Nasledné se provadi krevni natér a pozorovani bunék pod mikroskopem.

Obr. 1: Krevni natér pacienta s CLL.

Leukemické B-lymfocyty s jejich charakteristickou morfologif jsou oznaceny cCernou Sipkou (pfevzato z
http://www.clevelandclinicmeded.com/medicalpubs/diseasemanagement/hematology-
oncology/chronic-leukemias).



B-lymfocyty pacienti s chronickou lymfatickou leukémii maji charakteristické morfologické
znaky. Na krevnich natérech je mozné pozorovat leukocyty, na jejichz okraji je vidét slaby, avsak
dobte znatelny prouzek cytoplasmy. Jadro byva vyrazné s ¢astecné agregovanym chromatinem,
jadérko je vétSinou nedetekovatelné (Obr. 1).

V soucasné dobé se k diagnostice ve velké mife pouzivaji rizné imunofenotypiza¢ni metody,
pii kterych se vyuZziva pritomnosti charakteristickych markert postizenych B-lymfocyti. Mezi
imunofenotypizacni metody patii méreni povrchovych diagnostickych a prognostickych marke-
ri CD38 a ZAP-70 ¢i mutacni status tézkého retézce imunoglobulinu (IGHV = Immunoglobulin
heavy chain) (Binet & Caligaris-Cappio 2006).

NiZe se budu vénovat jednotlivym diagnostickym a prognostickym markertm, jejichZ detek-
ce u pacientti s CLL umoznuje predpovidat agresivitu a celkovy priibéh onemocnéni, reakci na

1écbu ¢i pribliznou dobu preziti pacienta.

2.2.2 Mutace genu IGHV (drive uvadény také jako IgVH)

Jednim z vyznamnych prognostickych markert je mutac¢ni status variabilniho useku tézkého
fetézce imunoglobulinu, ktery je soucasti receptoru pro B-bunky (BCR = B-cell receptor). Jako
mutované jsou udavany takové geny pro IGHV (Immunoglobulin variable heavy chain), u kte-
rych byla zjisténa homologie s geny germinalni linie nizsi nez 98 % (Hamblin et al. 1999). CLL
buiiky s mutovanymi IGHV geny pochazeji z pamétovych B-bunék postgerminalniho centra a
CLL buiiky bez mutaci IGHV ptedstavuji butiky marginalni zény (Dighiero 2003).

Udava se, Ze pacienti s nemutovanymi geny pro IGHV maji znatelné horsi a rychlejsi priibéh
onemocnéni a doba preziti od stanoveni diagnézy je vyrazné krat$i v porovnani s pacienty
s mutovanymi geny pro IGHV. B-lymfocyty s IGHV bez vyraznéjsich mutaci vykazuji Casto rizné
morfologické abnormality na genetické arovni (pi. u pacientli s nemutovanym IGHV se ve zvySe-
né mire vyskytuje trisomie 12. chromozomu). Pacienti s nemutovanymi geny pro variabilni ¢ast
tézkého retézce imunoglobulini se potykaji se silnymi projevy symptomi onemocnéni a v€asna

intenzivni 1é¢ba byva v jejich pripadé nevyhnutelna nevyhnutelna (Hamblin et al. 1999).

2.2.3 Exprese proteinu ZAP-70

Pomoci metody DNA mikrocipti (DNA microarrays) bylo zjiSténo, Ze bunky CLL vykazuji
charakteristicky expresni profil. Navic se ukazalo, Ze mnoho rtiznych genti se v burnikach expri-
muje s rozdilnou intenzitou v zavislosti na tom, zda se jedna o buiiky s mutovanymi, ¢i nemuto-

vanymi IGHV geny. Nejvétsi rozdily v expresi byly objeveny u genu pro protein ZAP-70



(Rosenwald et al. 2001). Protein ZAP-70 (zeta-associated protein) se za normalnich okolnosti
vyskytuje u T-lymfocytt a je zodpovédny za spravnou signalizaci pres T-bunécny receptor. Jedna
se o tyrozin kindzu z rodiny Src o velikosti 70 kDa (Chan et al. 1992).

Disledkem rozdilné exprese genu pro ZAP-70 v buiikdch s mutovanym a nemutovanym
IGHV genem je moZné vyuzit tento protein jako biomarker. S témér 100% piresnosti se pomoci
tohoto biomarkeru da ur¢it, zda je gen IGHV mutovany, ¢i nikoli (Rosenwald et al. 2001). Diky
tomuto objevu se urCovani progndzy u pacienti vyrazné zjednodusilo. DNA analyza (zjiStovani a
nasledné porovnavani sekvence IGHV genii) je ndkladna a v mnoha ptipadech i nemozna kvuli
chybéjicimu vybaveni v laboratorich. K ur¢eni miry exprese genu ¢i k nasledné detekci proteinu
je mozno pouzit nékolik alternativnich metod, jako naptiklad Western blot, kvantitativni PCR
(Polymerase Chain Reaction), imunohistochemické metody nebo pritokovou cytometrii
(Montserrat 2006).

Bylo zjiSténo, Ze v burikach pacientli s mutaci variabilni oblasti na tézZkém fetézci imunoglo-
bulinti B-buné¢ného receptoru se gen pro protein ZAP-70 témér neexprimuje. Zatimco u pacien-
tl s nemutovanymi IGHV geny je exprese genu ZAP-70 vyrazné zvySena. Mira exprese, tudiz i
mnozstvi proteinu v bunkach, se v priibéhu onemocnéni témér neméni, proto je pritomnost pro-

teinu ZAP-70 spolehlivym prognostickym markerem CLL (Crespo et al. 2003)

2.2.4 Detekce CD38 na povrchu CLL bunék

Dal$im pouZivanym prognostickym markerem je transmembranovy glykoprotein CD38. Pri-
tomnost CD38 pravdépodobné nema nic spole¢ného s mutaci v IGHV genech. Dalo by se Fici, Ze
glykoprotein reflektuje bunécnou aktivitu. Pacienti s agresivnéjsi formou nemoci a rychlejsim
pribéhem maji na buiikach zvySené mnozstvi CD38, zatimco bunky pacientli s pomalejSim pra-
béhem onemocnéni na sviij povrch CD38 téméi neexprimuji. Mnozstvi CD38 na povrchu bunék
se v pribéhu onemocnéni mize ménit. Opakovanym méfenim poctu CD38+ bunék je mozné
sledovat vliv terapeutik na priibéh onemocnéni. Méreni glykoproteinu CD38 na povrchu CLL
bunék pomaha nejen predpovédét progndzu a pribéh onemocnéni, ale také optimalizovat zpi-

sob 1écby (Damle et al. 1999; Ibrahim et al. 2001).

2.2.5 Vyskyt chromozomalnich aberaci

V genotypu pacientd s chronickou lymfatickou leukémii se ve velké mire vyskytuji riizné
chromozomalni aberace a abnormality. Bylo zjiSténo, Ze vyskyt téchto aberaci mize byt spojen
s urcitou progndézou a mnohé napovida o agresivité onemocnéni. Pro detekci chromozomalnich

aberaci byly, a v mnoha pripadech stale jeSté jsou, pouzivany standardni metody karyotypizace
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spojené s pruhovanim chromozomi (Juliusson et al. 1990). V posledni dobé se v diagnostice CLL
a vurcovani prognézy onemocnéni stala nejcastéji pouzivanou metodou fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Jako nejvétsi vihoda této metody je oznacovana mozZnost detekovat chromo-
zomalni aberace i u bunék, které zrovna neprochazeji mitézou. Pomoci specificky navrzenych
préb je moZné sledovat genetické abnormality a chromozomalni aberace i u bunék nachazejicich
se v interfazi. Pomoci metody FISH je mozné u pacientl s CLL nalézt dvakrat vice genetickych
abnormalit neZ pfi pouziti jinych metod (napi. pruhovani chromozomii). Pomoci této moleku-
larni cytogenetické metody je mozné detekovat alesponl jednu chromozomalni aberaci priblizné
u 80 % pacientti s chronickou lymfatickou leukémii (D6hner et al. 2000).

Jako nejrozsirenéjsi chromozomalni aberace u CLL je oznacovana delece na dlouhém rameni
13. chromozému. Udava se, Ze delece regionu 13q14 se vyskytuje priblizné u 55 % pacientd s
chronickou lymfatickou leukémii. Pacienti, ktefi maji pouze jednu chromozomovou aberaci, a to
pravé deleci vuseku 13q14, maji spolu s pacienty strisomii 12. chromozomu prokazatelné
nejdelsi primérnou dobu preZiti v porovnani se vSemi pacienty s jinou genetickou abnormalitou
(v mnoha pripadech delsi nez 15 let). Pacienti mivaji lepsi progn6zu a mirny priibéh onemocnéni
(Dohner et al. 2000). Delece tiseku 13q14 miiZe byt homozygotni ¢i heterozygotni. Homozygotni,
neboli bialelicka delece, kdy je isek deletovan na obou homolognich chromozémech, se vyskytu-
je u 21 % pacientt s deleci 13q. U ostatnich pacientti s deleci na 13. chromozému se jedna o de-
leci heterozygotni neboli monoalelickou. Také bylo zjiSténo, Ze u vétSiny pacienti s touto chro-
mozomovou aberaci (~84 %) je postiZeno méné nez 80 % analyzovanych krevnich bunék. V
literature se uvadi, Ze pacienti s méné nez 80 % deletovanych bunék mohou Zit déle bez nutnosti
zahajeni terapie a také celkova doba preziti je mirné delsi, nez u pacientt, ktefi maji postizeno
80 % a vice B-lymfocyttl v krvi (Hernandez et al. 2009).

U priblizné u 18 % pacientl s CLL je mozné detekovat deleci 11q22-23 (Dohner et al.
2000). Pri nalezu delece na dlouhém rameni 11. chromozdmu pfi cytogenetickém vySetteni je
pacientovi predpovézen vyrazné horsi pribéh onemocnéni a kratsi doba preziti (Neilson et al.
1997). Pri této deleci je také vyrazné zkracena doba, kdy pacienti prezivaji bez nutnosti 1écby.
Udava se, Ze u vétSiny pacientd s deleci 11q je 1é¢ba zahajena mezi 9. a 13. mésicem od urceni
diagnézy (Déhner et al. 2000). Spatna prognéza a rychla progrese onemocnéni je dana i faktem,
Ze se na zminéném deletovaném useku nachazi ATM (ataxia-telangiectasia mutated gene), vy-
znamny tumor supresorovy gen (Stankovic et al. 1999). Tomuto genu se budu podrobné vénovat
v nasledujicich kapitolach.

Dalsi chromozomalni aberace u chronické lymfatické leukémie je trisomie dlouhého rame-
ne 12. chromozomu. Tato abnormalita se vyskytuje ptiblizné u 16 % pacientl. Drive byla tri-
somie chromozomu 12 oznacovana za nejcastéjsi chromozomalni aberaci vyskytujici se u paci-

entll s chronickou lymfatickou leukémii. Pfi moderné;jsi analyze metodou FISH je vSak co do Cet-



nosti az na tiretim misté (Dohner et al. 2000). Vysledky studii zamérenych na vliv této aberace na
prognézu a dobu preziti pacientd se mirné lisi. Dohner et al. ve své studii se 325 vzorky pacienti
s CLL uvadi, Ze progndza stejné jako doba preziti pacientl s trisomii 12q je podobna progndze u
pacientli s normalnim karyotypem (Dohner et al. 2000). Ve studii Escudier et al. je vS§ak uvedeno,
Ze pacienti s trisomii 12q trpi ve zvySené miie splenomegalii, ve vétsiné pripadd je potieba 1écbu
zahajit vyrazné drive. Navic pacienti s trisomii 12q prezivaji i pres intenzivni 1é¢bu vyrazné
kratsi dobu (Escudier et al. 1993).

Jako méné cast4, avSak nejzavaznéjsi mutace u CLL je oznacovana delece na kratkém rameni
17. chromozému. Tato delece se objevuje priblizné u 7 % pacientli s chronickou lymfatickou
leukémii (Dohner et al. 2000). Soucasti iseku 17q13, ktery je deletovan je gen TP53. Tento gen
koduje protein p53, coz je dilezity tumor supresor zodpovédny za spravnou regulaci bunécéného
cykly, indukci apoptdzy, ¢i opravu posSkozené DNA (Zenz et al. 2010). Genu TP53 a mutacim
ovliviiujici jeho funkci bude vénovana celd kapitola. Pacienti s uvedenou deleci maji nejhorsi
prognézu v porovnani s ostatnimi chromosomalnimi aberacemi. I pres rychlou a cilenou 1écbu
pacienti prezivaji kratkou dobu. Jako maximalni doba preziti od diagnézy CLL s deleci 17q13 se
udava 70 meésici (Déhner et al. 2000).

Delece na dlouhém rameni 6. chromozomu (delece 6q-) patii mezi vzacnéjsi
chromozomalni aberace. Vyskytuje se priblizné u 6 % pacientti s CLL (Dohner et al. 2000). Bylo
zjisténo, Ze CLL bunky pacientt s deleci 6q- vykazuji odliSnou morfologii, byvaji vétsi nez bézné
CLL burniky bez této aberace. Cuneo A. a kolektiv ve své studii zjistili, Ze buiiky s deleci na
chromozomu 6 exprimuji na svém povrchu glykoproteiny CD38 ve zvySené mife. Udava se, Ze
pacienti maji primérnou prognoézu. Priibéh onemocnéni i délka Zivota po diagnoze je lepsi nez u
pacienti s delecemi 17p- ¢i 11g-, naopak horsi nez u pacientli s normalnim karyotypem (Cuneo
etal. 2004).

U pacientli s chronickou lymfatickou leukémii je mozné nalézt i dalsi chromozomové
aberace, napriklad trisémii 8q, t(14q32), ¢i trisomii 3q. Tyto genetické abnormality se vSak
vyskytuji pouze u malého procenta pacientti s CLL (Déhner et al. 2000).

Detekce vSech vySe zminénych prognostickych markeri pomahad hematologiim
predpovidat agresivitu a pribéh onemocnéni. Po analyze téchto markerii je mozné lépe
prizplsobit zplsob 1écby danému pacientovi. Spravné nacasovana a zvolena lécba pomaha
zlepsSit zivotni droven pacientli s chronickou lymfatickou leukémii a prodlouzit dobu preziti s

timto onemocnénim (Hallek 2015).



2.3 Lécba CLL

Jedna se o znacné heterogenni onemocnéni. Mnoho pacientti preziva bez 1é¢by i nékolik let,
aniz by pocitili vyraznéjsi priznaky onemocnéni. U jiné skupiny pacientl se i pres vysoké davky
stupovat ke kazdému pacientovi individualné. DtileZitou roli také hraje spravné nacasovani po-
¢atku 1écby. Pro 1é¢bu CLL se nyni pouZivaji nasledujici 1atky: inhibitory tyrozin kinaz (pt. Ibru-
tinib), monoklonalni protilatky (pf. Rituximab), latky indukujici bunéénou smrt (pt. Fludarabin),
imunomodulacni latky (pr. Lenalidomid), inhibitory miRNA (pf. Antagomirs), inhibitory cyklin-
dependentnich kinaz (pi. Flavopiridol). Jako krajni mozZnost 1é¢by u mladsich pacientt je uvadé-

na transplantace kostni dfené (Shahjahani et al. 2015).



3 Progrese CLL na bunécné uarovni

3.1 Klonalni evoluce leukemickych bunék

V literature se uvadi, Ze pouze z jedné abnormalné fungujici kmenové buinky mize vznik-
nout cely nador. Buiiky nddorovych tkani se vyznacuji vysokou genetickou nestabilitou, coz ma
za nasledek zvyseni variability ve tkani, kvili které se zvysSuje vliv selek¢niho tlaku na bunky.
Plivodni populace bunék je stale vytlacovana novymi, vice agresivnimi klony. Timto zptisobem
dochazi u nadori Kk jejich vyrazné progresi. Mutageneze pod vlivem selek¢niho tlaku dava vznik
stale novym klonim. Nador pak neni tvoien pouze jednim typem bunék, ale mozaikou rtznych
bunécénych klonti (Nowell 1976).

Obdobna klondlni evoluce je pozorovana také v pripadé leukémie i pies to, Ze nador
v pravém slova smyslu neni u leukemickych pacientd pfitomen. Fayiaz Notta a jeho spolupra-
covnici publikovali v roce 2011 studii zabyvajici se klonalni evoluci u akutni lymfatické leukémie
(ALL). Notta a kolektiv zjistili, Ze ve vzorcich periferni krve pacienti s ALL je mozné detekovat
mnoho riznych subklont leukemickych bunék. V nékterych pripadech se miize vyvinout jeden
klon s natolik selek¢né zvyhodnujici vlastnosti, Ze populace bunék daného klonu prevladne a
stane se dominantni, pacienti s jednim dominantnim bunécnym klonem mivaji horsi prognézu
onemocnéni (Notta etal. 2011).

U chronické lymfatické leukémie je ve vétSiné pripadi pozorovana klonalni rovnovaha, pri
které se velikosti populaci jednotlivych klond udrzuji v urcitych hodnotach. Nicméné u casti pa-
cientli je detekovan vyskyt dominantniho klonu jakoZto nasledek klonalni evoluce (viz. Obr. 2)
(Landau et al. 2013). Ke klonalni evoluci dochazi priblizné u 20 % pripadt. Navic bylo zjisténo,
Ze probiha vyhradné u pacientli s nemutovanym IGHV genem (Stilgenbauer et al. 2007).

Klonalni evoluce u CLL probiha znatelné pomaleji neZ u ostatnich leukémii. Pomoci FISH by-
lo zjiSténo, Ze doba potirebna pro vyménu kloni s naslednym detekovanim nové chromozomalni
aberace (pr. rozsahlé delece) je nékolik let. Median doby od pocatku FISH analyzy vzorku paci-
entli do objeveni nové cytogenetické aberace je 8 let (Shanafelt et al. 2006). V nékterych pripa-
dech se muze stat, Ze vlivem klonalni evoluce chromozomalni aberace zcela vymizi (Stilgenbauer

etal. 2007).
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Obr. 2.: Model klonalni transformace u CLL. S naristajicim vékem nartista také pocCet somatickych mu-

Vv

taci, panel A. Vznik ranych a pozdéjsich mutaci (t12, del13q, MYD88) typickych pro B-buiiky je znazornén
na panelu B. Mezi klonalni evoluci a 1é¢bou je popsan komplexni vztah. VétSina nelé¢nych a mensina 1éce-
nych CLL bunék zlistava v stabilni klonadlni rovnovaze po dobu nékolik let, panel C. V piipadé, Ze dany
subklon obsahuje vedouci mutaci, 1é¢ba miZe tuto klonalni rovnovahu narusit a urychlit klonalni evoluci,
panel D (Landau et al. 2013).

3.1.1 Subklonalni expanze zpuisobujici relaps

Expanze jednoho ze subklonl obsahujiciho ve svém genomu specifické mutace mize zpi-
sobit nahly relaps onemocnéni (Landau et al. 2013). Relaps je pozorovan u mnoha pacientt se
Spatnou prognézou. Jedna se o nahly navrat priznakd onemocnéni po remisi (vymizeni projevi a
priznakd nemoci) nastolené intenzivni 1écbou (Hallek 2015). Navic bylo dokazano, Ze urcité
druhy 1é¢by zvysuji rychlost klonalni evoluce, kvili specifickému selekénimu tlaku. Zvysuje se
tudiz pravdépodobnost, Ze néktery ze subklonid expanduje (Landau et al. 2013).

U mnoha pacientli s kratkou dobou remise bylo mozno detekovat subklon se specifickou

mutaci jeSté pied zahajenim 1é¢by (Landau et al. 2015). Analyza subklonti pomoci sekvenacnich
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metod bude v budoucnu vyuZzivana pro lepsi cilenou 1é¢bu pacientli. Pri spravné zvolené 1écbé
bude mozné zabranit expanzi daného klonu obsahujici subklonalni mutaci a tim zabranit relapsu
pacienta. Opakované sekvenovani subklonti pacienta s CLL napomaha k lepsimu pochopeni klo-

nalni evoluce a progrese onemocnéni (Schuh et al. 2012; Landau et al. 2013).

3.2 Vznik a vyvoj mutaci u CLL

Kazdy klon je charakteristicky vyskytem odliSného poc¢tu mutaci v riznych genech. Mnoz-
stvi mutaci v prevazujicich klonech se navic mize ménit v ¢ase. U nékterych pacientd bunky
podléhaji tzv. klonalni evoluci, jejiz prabeéh je individualni pro kazdého jedince s onemocnénim
CLL (Schuh etal. 2012).

Mutace vyskytujici se u pacientd s CLL se mohou jednodusSe rozdélit na selekéné zvyhodiiu-
jici, zodpovédné za vznik nadoru, tzv. ,driver” mutace (vedouci mutace), a na pasivni, selek¢né
neutralni, tzv. ,passenger” mutace (doprovodné mutace), které se objevily az nasledkem one-
mocnéni, ¢i byly pritomny v buiikdch jesté pred transformaci, nemaji vSak na onemocnéni vy-
razny vliv (Greaves & Maley 2012).

Védecky tym z USA pod vedenim D. A. Landaua predstavil ve své studii z roku 2013 novy
nadhled na progresi chronické lymfatické leukémie. Védci predpokladaji, Ze nejditive dochazi k
pozvolnému hromadeéni selek¢né neutralnich mutaci v buiikach. Nékteré mutace mohou zptiso-
bit transformaci, coz nasledné vede k propuknuti onemocnéni CLL. Vedouci mutace odpovédna
za vznik onemocnéni se nahle stane klonalni. Mezi konzistentné klonalni mutace se radi napfi-
klad delece 13q, trisomie 12 ¢i mutace v genu MYD88. V dalsi fazi onemocnéni mohou v bunky s
nékterou ze subklonalnich mutaci expandovat diky své selek¢éni vyhodé. V tomto piipadé mlu-
vime o subklonalnich vedoucich mutacich. Jako priklady jsou uvedeny mutace v genech ATM,

TP53 ¢i RAS (Landau et al. 2013).
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4 Vybrané somatické mutace u CLL

Hojné pouZzivanou metodou pti diagnostice je fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Uve-
denou metodou je mozné detekovat pouze omezené mnozstvi mutaci vyskytujicich se u CLL.
Stale Castéji jsou pouzivany metody sekvenovani nové generace (NGS). Jde o velmi rychlé, presné
a financné relativné dostupné metody sekvenovani, které umoziuji ziskat sekvenci velkého
mnozstvi DNA fragmentl za kratky ¢as. Pii detekci mutaci u CLL se vyuZivaji dva rozdilné po-
stupy, celoexomové sekvenovani (WES = whole exome sequencing) (Landau DA et al, 2013) a
sekvenace celého genomu buiiky (WGS = whole genome sequencing) (Schuh et al. 2012). Uvede-
né sekvenacni metody ndm pomahaji zprostiedkovat detailnéjsi pohled na genetické zmény CLL
a umoznuji nalézt nové, diive nedetekovatelné mutace ovlivnujici priibéh onemocnéni.

Vyhodou celogenomového sekvenovani WGS je moZnost nalézt také mutace nachazejici se v
nekodujicich oblastech (Schuh et al. 2012). Tyto mutace mohou mit vyznamny vliv na progresi
onemocnéni (Puente et al. 2015).

V rozsahle védecké studii z roku 2013 vedené D. Landauem bylo sekvenovano (sekvenovani
celych exomt genti) 160 vzorka (periferni krev, kostni dren), ziskanych od pacientti s CLL. Po
diikladné analyze byly objeveny stovky rdznych mutaci, vyskytujicich se v exonovych oblastech
DNA leukemickych bunék. Primérné bylo u kazdého pacienta objeveno priblizné 15 rtznych
somatickych mutaci. Navic bylo zjisténo, Ze na mnoZzstvi mutaci v genomu ma vliv vék pacienta a
mutacni status genli pro IGHV. U pacientii s mutovanym IGHV isekem, stejné jako u pacienti ve
vysSim véku se vyskytuje veétSi mnozstvi somatickych mutaci (Landau et al. 2013; Victor
Quesada et al. 2012). Tento fakt je pravdépodobné dan zejména tim, Ze u B-bunék s mutovanym
IGHV tsekem jiZ probéhla mutageneze, konkrétné somatickd hypermutace (probihajici také u
normalnich B-lymfocytti), ktera buiikdm dava urcitou predispozici pro dalsi mutace (McCarthy
etal. 2003).

V nékterych genech se mutace vyskytovaly s vyrazné vyssi Cetnosti. V publikaci védeckého
tymu pod vedenim Dr. Landaua bylo nejdrive detekovano 20 gend, ve kterych se mutace vysky-
tuji s vétsi pravdépodobnosti (Landau et al. 2013). V pozdéjsi praci stejného védeckého tymu se
podatilo detekovat vice nez dvojnasobné mnozstvi (44 gentli) vedoucich somatickych mutaci
asociovanych s CLL (Landau et al. 2015). Jde o geny SF3B1, TP53, NOTCH1, MYD88, ATM, BIRC3,
XPO1, CHD2, POT1, NRAS a dalsi (Obr. 3).

O genech se zvySenym vyskytem mutaci, zodpovédnych za progresi CLL, se da obecné rici,
Ze jsou soucasti sedmi rliznych bunécnych drah a procesi. Konkrétné se jedna o: drahu zodpo-
védnou za opravy poskozené DNA a kontrolu bunécného cyklu, Notch signalni drahu, Wnt sig-

nalni drahu, prozanétlivou drahu, dale drahu signalizace ptes B-bunécny receptor, drahu ovliv-
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nujici modifikace chromatinu a drahu zodpovédnou za RNA sestfih tzv. splicing (Landau et al.
2013). V novéjsi studii bylo zjisténo, Ze mutace velmi ¢asto postihuji i geny proteinti zaclenénych
do MAPK-ERK signaliza¢ni drahy. Témér u 9 % pacientt je tato draha ovlivnéna mutaci nékte-

rého z genti (napi. NRAS, BRAF) (Landau et al. 2015).
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Obr. 3.: Pirehled popsanych vedoucich somatickych mutaci u CLL. Ve sloupcich jsou zanesena data
z jednotlivych vzork (n= 538). Graf v horni ¢asti obrazku zobrazuje pocet subklonalnich (rizové sloupce)
a klonalnich (modré sloupce) mutaci u kazdého pacienta. Pocet mutaci je prepocten na 1 Mb. V fadku na-
zvaném ,Data set” (soubor vzorki) jsou barevné rozliSeny vzorky ziskané z rtiznych zdravotnickych insti-
tuci. V levé casti hlavniho obrazku je seznam vSech dosud objevenych vedoucich genti a chromozomalnich
aberaci asociovanych s CLL. Rzné barevné prouzky oznacuji vyskyt dané mutace ¢i chromozomalni abe-
race v konkrétnim vzorku pacienta. Barevné jsou rozliSeny typy mutaci. V pravé Casti obrazku je mozné
vycist procentudlni zastoupeni dané mutace u pacientt s CLL. Ve spodni ¢asti obrazku se nachazi informa-
ce o jednotlivych vzorcich ve vztahu k 1é¢bé a muta¢nimu stavu IGHV (Cerna: pacient 1éCen/mutovany
IGHV; bila: bez 1é¢by/nemutovany IGHV; ¢ervend: neni zndmo) (ptrevzato, modifikovdno z Landau et al.

2015).
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Mutace i chromozomalni aberace detekované u CLL je mozné rozdélit podle Casu jejich vy-
tvoreni v pribéhu progrese nemoci. Vzniklé mutace bychom mohli zaradit do tfi hlavnich sku-
pin: ¢asné, mutace vyskytujici se ihned po transformaci; stiredni, mutace vznikajici vzapéti po
zaCatku onemocnéni, a pozdni, mutace vznikajici aZ v priibéhu onemocnéni, delsi dobu od jeho
zacatku.

Mezi Casné mutace, které se u pacientl daji detekovat ihned po nadorové transformaci, mi-
Zeme radit deleci 13q14, trisomii 12 ¢i mutaci v genu NOTCHI (Wang et al. 2014; Landau et al.
2015). Mutace v genech TP53, BIRC3 a SF3B1 se u pacienti objevuji déle po vzniku onemocnéni.
Navic se udava, ze mutace TP53 se vyskytuje vétsinou u pacienti s trisomii 12 (Wang et al.
2014), zatimco u pacientl s deleci 13q14 se v priibéhu casu s velkou pravdépodobnosti objevi

mutace v genu SF3B1 (Obr. 4) (Landau et al. 2015).
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Obr. 4.: Priibéh vzniku mutaci u CLL. Na zikladé sekvenac¢ni analyzy (WES) klonalnich a subklonalnich
mutaci vzorkid pacienti s CLL bylo mozZné stanovit predpokladany evolu¢ni strom mutaci u chronické
lymfatické leukémie a rozdélit jednotlivé mutace na Casné (oznacené riizove), stiedni (oznacené Cerné) a
pozdni (oznacené modi€)(prevzato, modifikovano z Landau et al. 2015).

4.1 Gen TP53

4.1.1 Charakteristika proteinu p53

Na konci 80. let byl objasnén vyznam proteinu p53 a jeho nezastupitelna role pfi ochrané
organismu pied vznikem nadord. Nasledovalo nespocetné mnozstvi studii, ve kterych se védci

snazili objasnit mechanismus funkce noveé objeveného tzv. ,strazce genomu®, proteinu p53 (Lane
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1992). V roce 1986 bylo zjisténo, Ze gen pro protein p53 se v lidském genomu nachazi na chro-
mozomu 17 (Miller et al. 1986). Védeckému tymu pod vedenim Michaela B. Kastana se dale po-
darilo objasnit fakt, Ze hladina proteinu p53 v buiikach vyrazné vzroste pti poSkozeni DNA. Zvy-
Sené mnozstvi proteinu p53 zpUlsobi, Ze buiika pozastavi sviij bunécny cyklus tésné pred synte-
tickou fazi. Timto se zabrani replikaci poSkozené DNA a naslednému déleni burky, ktera by
mohla dat vznik potencionalné nadorové tkani (Kastan et al. 1991).

V dnesni dobé je jiz role proteinu p53 dobfe zndm4, stejné jako struktura signalizac¢nich
drah, které ovliviiuji jeho funkci. p53 je vyznamny tumor supresorovy protein. Mutace v genu
TP53 nebo delece tiseku na chromozomu 17 ovliviiujici funkci proteinu p53 se projevi zvySenou
nachylnosti bunék ke vzniku riznych forem nadori a malignich onemocnéni (Vousden & Lane
2007).

Jednim z hlavnich mechanism, kterym p53 ridi spravny pribéh zakladnich procest v bun-
ce a udrZuje integritu genomu, je regulace transkripce. Protein p53 je oznacovan jako sekvenc¢né
specificky transkripéni regulator, ktery pomoci svych koaktivatorti a korepresori reguluje ex-
presi velkého mnozstvi genti. Proteiny, jejichZ exprese je regulovana mimo jiné i proteinem p53,
jsou soucasti riznych signalizac¢nich drah. Jedna se napiiklad o proteiny regulujici bunécny cyk-
lus (napt. p21). V ptipadé, Ze dojde k posSkozeni DNA, pod vlivem proteinu p53 se pozastavi bu-
nécny cyklus, ¢imz dojde k zadrZeni ,podezielé - geneticky pozménéné“ buiiky v Go fazi bunéc-
ného cyklu, pripadné k indukovani apoptézy. Regulace bunécného cyklu a indukce apoptdzy jsou
oznacovany jako nejvyznamnéjsi déje, na jejichz regulaci se podili protein p53. V desitkach studii
bylo zjiSténo, Ze regulace transkripce proteinem p53 ma dalekosahly vyznam také v jinych me-
tabolickych ¢i signalizacnich drahach a bunécnych déjich. Bylo prokazano, Ze protein p53 hraje
roli také v regulaci glykolyzy, autofagii, opravé poSkozenych DNA molekul, v reakci bunék na
rizné druhy stresu (naptiklad oxidativniho). Protein p53 také ovliviiuje bunécnou diferenciaci,
citlivost bunék k vnéjsim vliviim; u specializovanych bunék je zodpovédny i za jejich pohyb a
invazivitu. Velké mnozstvi informaci o proteinu p53 bylo shrnuto v nasledujicich review

(Vousden & Lane 2007; Vogelstein et al. 2000).

4.1.2 Mutace TP53 u CLL

Mutace v genu TP53 se vyskytuji priblizné u 8 - 15 % pacienti s chronickou lymfatickou
leukémii (Zenz et al. 2009; Wang et al. 2011). Ve vétSiné pripadi je tato mutace spojena s deleci
17q13, to znamenj, Ze jedna alela genu TP53 je postiZena deleci a druha je mutovana. Jsou vSak
zaznamenany i pripady pacientd, u kterych neni pri vysetieni karyotypu nalezena delece na 17.
chromozomu a mutace se vyskytuje v obou aleldch genu TP53 (Zenz et al. 2010). Thorsten Zenz

ve své studii dale zminuje fakt, Ze v pripadé pacientli s mutaci na obou alelach se ve vice jak po-
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loviné piipadl jedna o uniparentalni disémii, coz znamena, Ze pacient ma obé alely ptivodem od
jednoho rodice (Zenz et al. 2009).

Je prokazano, Ze pacienti s mutaci genu TP53 bez delece 17q13 maji Spatnou prognézu
onemocnéni, snizenou dobu pieZiti a obdobné piiznaky jako pacienti s deletovanym tsekem na
chromosomu 17. Diky tomuto zjiSténi poukazuji autofi studie na fakt, Ze by se testovani mutaci
genu TP53 mélo zahrnout mezi zakladni genetické testy pti diagnostice chronické lymfatické
leukémie (Zenz et al. 2010).

V genu TP53 se mohou vyskytovat rtizné druhy mutaci. Nejcastéji byvaji detekovany , mis-
sense” mutace zpravidla v exonech 5 az 8 (Zenz et al. 2010), pricemz tranzice byva Castéjsi nez
transverze, tranzice v CpG (cytosin-fosfat-guanosin) se vyskytuje pouze ziridka (Zenz et al.
2009). U pacientti s CLL je mozné nalézt také rtizné inzerce, delece, mutace na exon-intronovém
rozhrani, ovliviiujici spravny sestrih transkriptu, dale mutace ovliviiujici ¢teci ramec, tzv. ,fra-
meshift“ mutace. Missense a frameshift mutace jsou velice ¢asto lokalizovany v useku pro DNA-
vazebnou doménu proteinu p53, coZ miize zplisobit nestabilni vazbu proteinu, nebo dokonce
uplné znemoZnit jeho navazani na molekulu DNA (Zenz et al. 2010). V sekvenci genu TP53 se
vyskytuji tzv. ,hot-spot” mista se zvySenou frekvenci mutaci. Za zminku stoji predevsim kodon v
pozici 220, v némz se mize vyskytnout p.Y220C ,missense” mutace (Zenz et al. 2009). Mutace
v uvedeném misté zplisobuje sniZzenou stabilitu proteinu, ktery pak snadnéji denaturuje a neplni
svou funkci. Frank Boeckler a jeho spolupracovnici publikovali v roce 2008 studii, ve které na-
vrhli moznost pouzit triplet 220 s, missense“ mutaci jako cilovou sekvenci pro vazbu terapeutik.
Po navazani terapeutické latky se protein stane stabilnéjSim a zvysi se jeho polocas rozpadu.
V budoucnu by se mohlo jednat o Ucinnou terapii pro pacienty s touto mutaci v genu TP53
(Boeckler et al. 2008).

U pacientii s mutaci TP53 je ve zvySené mile pozorovana rezistence na urcity typ lécby,
konkrétné na alkylacni ¢inidla ¢i analogy purint (Rossi et al. 2009). Navic se udava, Ze pri nah-
1ém relapsu po 1éCbé je u pacientd detekovan zvySeny pocet bunék s mutaci v genu TP53. Pred-
poklada se, Ze bunky s touto mutaci maji jistou selek¢ni vyhodu, ktera jim pomaha prezit pri

selek¢nim tlaku zplisobenym terapeutiky (Landau et al. 2015).

4.2 Gen SF3B1

4.2.1 Charakteristika proteinu SF3b155

Gen SF3B1 (v nékterych publikacich oznacovan téz jako SF3B155) kéduje subjednotku 1
sestrihového (splicing) faktoru B3. Protein SF3b155 (oznacovan téz jako SAP155) tvori spolecné

s dalsimi komponenty SF3b komplex, ktery je asociovan s malym jadernym ribonukleoprotei-
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nem (snRNP) U2 (Wahl et al. 2009). Tento ribonukleoprotein je jednou z hlavnich ¢asti spliceo-
zomu, organely zodpovédné za spravny sestrih ,messengerové“ RNA (mRNA). Béhem sestrihu
dochazi k odstranovani introni (nekédujici oblast) z prekurzorové-mRNA (Wang et al. 1998).

SF3b155 protein je lokalizovan ve stiredu spliceozomu a je zodpovédny za vazbu pre-mRNA
v misté vétveni. Mlizeme Fici, Ze protein SF3b155 ¢i SAP155 je jednou z dulezitych ¢asti aktivni-
ho mista spliceozomu. Protein SF3b155 je béhem procesu sestrihu fosforylovan, cozZ ma pravdé-
podobné za nasledek konformaéni zménu, nutnou k provedenti stfihu (Wang et al. 1998).

Na C-terminalni ¢asti proteinu SF3b155 se nachazi HEAT doména s 22 repeticemi, ktera za-
ujima priblizné 70 % délky proteinu a dava proteinu specifickou helikalni strukturu. Tato struk-
tura je nepostradatelna pti spravném procesu sestrihu (Golas et al. 2003). N-terminalni doména
je daleko méné strukturovana a pravdépodobné se podili na vazbé RNA a dalSich proteinti asoci-
ovanych se spliceozomem (Cass & Berglund 2006).

Navic bylo zjiSténo, Ze protein SF3b155 hraje také vyznamnou roli pfi represi Hox gent

v organismu (Isono et al. 2005).

4.2.2 Mutace SF3B1 u CLL

U chronické lymfatické leukémie se mutace v genu SF3B1 vyskytuji s pomérné vysokou
frekvenci. Uvadi se, Ze gen SF3B1 je mutovan u 10 - 15 % pacientd s CLL (Wang et al. 2011;
Victor Quesada et al. 2012). Mutace v genu SF3B1 se navic vyskytuji priblizné v 17 % pripadi
pacientt s rezistenci na 1é¢bu alkyla¢nimi ¢inidly, napriklad Fludarabinem (Rossi et al. 2011). U
CLL pacientd s nemutovanymi IGHV geny jsou pozorovany mutace v genu SF3B1 Castéji nez u
pacientli s mutovanymi IGHV geny (Wang et al. 2011; Victor Quesada et al. 2012).

PribliZzné u 36 % pripadi jsou mutace v genu SF3B1 asociovany s deleci 11q chromosomu
(Wang et al. 2011). Prevazné se jedna o subklondlni vedouci mutace. Klonalni mutace SF3B1 se
vyskytuji méné casto (Landau et al. 2013).

VétSina mutaci v genu SF3B1 je lokalizovana v misté pro C-termindlni doménu proteinu
(Wang et al. 2011). Jednéa se vyhradné o ,missense“ mutace, které se vyskytuji v nékteré z repetic
uvniti HEAT domény (Rossi et al. 2011). Lili Wang et al. ve své studii z roku 2011 ptedpoklada,
Ze mutace v genu SF3B1 je zodpovédna za nespravnou funkci spliceozomu, ¢imz vznikaji Spatné
sestrizené transkripty dalSich specifickych genti. Chyba v sestfihu se nasledné miiZe projevit na
funkci vzniklych proteind, coz miize vést ke zvySené agresivité CLL (Wang et al. 2011). Neni vSak
vylouceno, Ze chybna represe Hox genli nema vliv na progresi onemocnéni. Za zvySenou agresi-
vitu CLL mohou byt zodpovédny taktéz faktory nezavislé na sestrihu RNA (Quesada et al. 2013).

Pacienti s mutaci v genu SF3B1 maji vyrazné horsi pribéh onemocnéni. Ve vétsiné pripadu

je nutné zahajit 1écbu drive ve srovnani se skupinou pacienti bez uvedené mutace. Celkova doba
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preziti pacientli s uvedenou mutaci je ve vétSiné pripadi krat$i nez 10 let (Wang et al. 2011;

Rossi et al. 2011; Victor Quesada et al. 2012).

4.3 Gen ATM

4.3.1 Charakteristika proteinu ATM

Gen ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) je vlidském genomu lokalizovdn na 11q22-23
chromosomu (Gatti et al. 1988). Tento gen nese nazev podle onemocnéni Ataxia telangiectasia.
Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni, pti kterém dochazi k degeneraci mozecku a
k vyrazné imunodeficienci (Uziel et al. 1996). Bylo objeveno, Ze pacienti s timto onemocnénim
nesou mutaci v genu ATM (Savitsky et al. 1995).

Jedna se o pomérné dlouhy gen (150 kb), ze kterého se prepisuje transkript o délce pribliz-
né 13 kb a je tvoren 66 exony. Naslednou translaci vznika protein o velikosti 350 kDa (Uziel et al.
1996). Pri detailnéjSim zkoumani proteinu ATM bylo zjisténo, Ze se na C-terminalnim konci na-
chazi vysoce konzervovana doména, zodpovédna za katalyzac¢ni funkci u vSech fosfatidyinositol-
3-kinaz. Vzhledem k tomuto faktu lze pfedpokladat, Ze protein ATM ma kindzovou aktivitu, jed-
né se o serin/treonin kindzu (Savitsky et al. 1995).

Protein ATM je v buiice zodpovédny za spravnou regulaci bunécného cyklu, opravy posko-
zené DNA a spravny pribéh homologni rekombinace (Kastan & Lim 2000). Protein ATM pfi re-
akci na poskozeni DNA uzce kooperuje s proteinem p53. Spolecné tvori ATM/p53 drahu, zodpo-
védnou za opravu poskozené DNA, pirevazné dvouvlaknovych zlomd. V pripadé rozsahlého po-
Skozeni DNA miize bunka diky pisobeni ATM/p53 drahy zastavit sviij bunécny cyklus a pripad-
né iniciovat apoptézu (Stankovic et al. 2004). Diky této draze jsou v organismu eliminovany
buriky, jejichZ pritomnost by mohla vést k nddorové transformaci a nasledné vzniku maligniho
onemocnéni. Protein ATM je vramci vySe zminéné regulac¢ni drahy nadrazeny nad p53. ATM
fosforyluje protein p53 na aminokyseliné serin v pozici 20, ¢imz se zvySuje stabilita p53. Protein
nasledné ptlisobi jako dilezity regulator exprese genii (Kastan & Lim 2000).

Mutace v obou alelach genu ATM zptsobuje imunodeficienci, chromozomalni nestabilitu,
rychlejsi zkracovani koncti telomer ¢i vétsi senzitivitu k radiaci. Pacienti, ktefi nemaji funk¢ni ani
jednu alelu genu ATM, maji vyrazné vyssi pravdépodobnost vyskytu maligniho onemocnéni

(Kastan & Lim 2000; Savitsky et al. 1995).
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4.3.2 Mutace ATM u CLL

Mutovany gen ATM je mozné detekovat priblizné u 6 - 14 % pacientti s chronickou lymfatic-
kou leukémii (Bullrich et al. 1999; Austen et al. 2005; Guarini et al. 2012). Bylo dokazano, Ze
mutace v genu ATM se mohou ojedinéle vyskytovat jiZ v germinalnich buiikach. V téchto ptipa-
dech je mozné detekovat mutaci ATM i v ostatnich buiikach téla, nesouvisejicich s onemocnénim
CLL (Stankovic et al. 1999).

Vy$si procento mutaci ATM genu se nachazi ve skupiné pacientd s nemutovanym IGHV tuse-
kem (Austen et al. 2005). Navic bylo zjiSténo, Ze mutace ATM genu je zodpovédna za zvySeny
vyskyt riznych chromozomalnich aberaci (pr. delece 13q14,...) u pacientli s CLL (Guarini et al.
2012).

U chronické lymfatické leukémie se v genu ATM vyskytuji rizné mutace. Byly zaznamenany
intragenni delece i inzerce ¢i ,missense” mutace, ovlivitujici napriklad spravny sestiih pre-
mRNA (Stankovic et al. 1999; Bullrich et al. 1999); ,nonsense” ¢i ,frameshift“ mutace se vyskytu-
ji zridka (Guarini et al. 2012). Pfi mutaci v genu ATM Casto vznika protein zkraceny na C-konci, je
tudiz postizena konzervovana PI3K doména, coz miliZe mit vyrazny vliv na spravnou funkci pro-
teinu (Bullrich et al. 1999). Pii mutaci ATM je znac¢né ovlivnén expresni profil buiiky. Ke zménam
exprese dochazi napiiklad u gend TGFB, XBP1, EIF4A a mnoha dalSich (Guarini et al. 2012).

U pacientl sinaktivnim genem ATM je zkracené stadium onemocnéni nevyzadujici 1é¢bu,
udava se primérné 25 meésici od zjiSténi diagnézy (Guarini et al. 2012). Také doba preziti je

kratsi nez u ostatnich pacientii (Austen et al. 2007).

4.4 Gen NOTCH1

4.4.1 Charakteristika Notch proteinu

Jako prvni byly geny NOTCH dokumentovany v prvni poloviné 20. stoleti u octomilky (Dro-
sophila melanogaster), bylo zjisténo, Ze haploinsuficience zpisobuje u octomilek vrubovani (ang.
notching) na konci kridel (Mohr 1919). V roce 1985 byla podrobnéji zkoumana struktura Notch
transkriptu, pricemz bylo zjiSténo, Ze geny NOTCH kéduji membranovy receptor, jehoz aktivita je
soucasti mechanismu mezibunécné interakce (Wharton et al. 1985).

U savci jsou na povrchu bunék vystaveny ctyri rtizné Notch receptory tvorené proteiny
Notch1 - Notch4. Kazdy z téchto proteint vznika v Golgiho aparatu a nasledné je Stépen na dvé
podjednotky, které se na povrchu bunky opét spoji disulfidickou vazbou a vytvori heterodimer

membranového Notch receptoru typu I (Blaumueller et al. 1997).
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Pti navazani Notch ligandu na receptor dojde k aktivaci signalni drahy, coz vede ke Stépeni
receptoru. Vystépena extracelularni ¢ast je transportovana cytoplasmou az do jadra, kde spolec-
né s kooperujicimi proteiny reguluje transkripci dalsich genii (napf. gend z rodiny HES ¢i HRT)
(Leong & Karsan 2006). Aktivace Notch signalni drahy vede u bunék ke zvySené proliferaci a
k inhibici apoptdzy. Pii nespravné regulaci tato draha muze vyrazné prispivat k tumorigenezi
(Leong & Karsan 2006).

Navic bylo zjisténo, Ze v B-lymfocytech u CLL se Konstitutivné exprimuji proteiny Notch1 a
Notch 2, stejné jako jejich ligandy Jagged1 a Jagged2. Nadbytek téchto receptort a ligandli ma za
nasledek zvysenou aktivitu Notch signalni drahy, coz zptisobuje zvysenou proliferaci a nedosta-

te¢nou indukci apoptézy leukemickych bunék (Rosati et al. 2009).

4.4.2 Mutace NOTCH1 u CLL

Mutace genu NOTCHI je detekovana u 5 - 11 % pacienti s CLL, castéji se vyskytuje
v pripadech s mutovanym IGHV Gsekem (Sportoletti et al. 2010; Rossi, Rasi, et al. 2012). U paci-
entll s mutovanym NOTCH1 je vyssi pravdépodobnost progrese onemocnéni do Richterova syn-
dromu (Fabbri et al. 2011).

Ve vétsiné piipadi je v genu NOTCH1 detekovana 2-nukleotidova delece s posunem cteciho
vznika krat${ transkript. Vysledkem je protein s chybéjici PEST doménou, sekvenci bohatou na
prolin (P), kyselinu glutamovou (E), serin (S) a treonin (T). Ztrata PEST domény zptisobi vétsi
stabilitu proteinu Notch1 (Puente et al. 2011). V genu NOTCH1 se mohou vyskytovat také riizné
delece i inzerce. Ve vSech pripadech je vsak v dliisledku mutace protein zkracen o doménu PEST,
coz ma za nasledek hromadéni izoformy Notch1 proteinu a naslednou deregulaci signalni drahy
(Rossi, Rasi, et al. 2012).

Pacientlim s mutaci v genu NOTCH1 je predpovidana horsi prognéza, priibéh onemocnéni, a
pacientii sniZena, Casto se vyskytuji rezistence na nékteré druhy chemoterapeutik (Sportoletti et

al. 2010; Fabbri et al. 2011).
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4.5 Gen BIRC3

4.5.1 Charakteristika proteinu c-IAP2

Z genu BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3 gene), ktery je Casto také nazyvan jako
CIAP2, se exprimuje protein c-IAP2. Tento protein je soucasti rodiny bakuloviralnich inhibitort
apoptdézy (IAP). Tvori ho dvé domény N-terminalni BIR repetitivni motiv a C-terminalni RING
finger doména (Rothe et al. 1995).

Protein c-AIP2 je soucasti TNF (tumor necrosis factor) signalni drahy, jelikoZ se pres BIR
motiv na N-konci vaZe na proteiny TRAF2 a TRAF3 (TNF-receptor associated factor) (Rothe et al.
1995). Komplex proteint c-AlP2, TRAF2, TRAF3 svou vazbou negativné reguluje aktivitu NIK
proteinu (NF-kB inducing kinase), dobi'e zndmého téZ jako MAP3K14 (mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 14). Protein c-AIP2 je prostirednictvim své RING domény s ubikvitin ligazo-
vou aktivitou zodpovédny za ubikvitinylaci NIK proteinu, a tim i za jeho rozStépeni
v proteazomu. Timto sledem reakci je regulovana hladina NIK kinazy v buiice.

Volna NIK kinaza, nenavazana na vySe zminény komplex proteinti, neni ubikvitinylovana a
nasledné degradovana. Za pomoci jeji fosforylatni aktivity iniciuje signal v alternativni NF-xB
draze. Dalo by se fici, Ze protein c-IAP2 za normalnich okolnosti funguje jako inhibitor NF-xB

signalizace (Vallabhapurapu & Karin 2009).

4.5.2 Mutace BIRC3 genu u CLL

Mutace BIRC3 patii u chronické lymfatické leukémie ke vzacnéjsSim. Je detekovatelna pri-
blizné u 4 % pacienti s CLL (Rossi, Fangazio, et al. 2012).

V genu BIRC3 se mohou vyskytovat riizné typy mutaci, rozsahlé delece i jednobodové ,fram-
shift” ¢i ,nonsense” mutace ovliviiujici aktivitu proteinu. Nasledkem vétSiny mutaci se vytvori
kratsi transkript, ze kterého po translaci vznikne protein s netplnou ¢i naprosto chybéjici C-
terminalni RING doménou. Protein bez RING domény ztraci E3 ubikvitin ligdzovou aktivitu, di-
lezitou pro degradaci NIK proteinu, a tim i regulaci NF-xB drahy. Pti zvySené signaliza¢ni aktivité
NF-xB drahy dochazi k nadmérné expresi antiapoptotickych proteinti, cozZ zvysSuje Zivotnost leu-
kemickych bunék (Rossi, Fangazio, et al. 2012).

Pacienti s mutaci BIRC3 se adi mezi nejrizikovéjsi pripady, maji silné projevy onemocnéni a
vyrazné zkracenou dobu preziti. Polovina pacienti s této rizikové skupiny se nedozije vice jak 5

let od urceni diagnézy CLL (Rossi et al. 2013).
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Mutace v genu BIRC3 jsou ve mnoha pripadech asociovany s rezistenci na nékteré druhy
1écby. Uvadi se, Ze az 40 % pacientli s nemutovanym TP53 a s prokazatelnou rezistenci na Fluda-

rabin nese nékterou z mutaci v genu BIRC3 (Rossi, Fangazio, et al. 2012).

4.6 Gen MYDS88

4.6.1 Charakteristika proteinu MyD88

Protein MyD88 (Myeloid differentiation primery response protein 88) byl poprvé popsan
vroce 1990 (Lord et al. 1990). Je sloZen ze tfi domén. N-terminalni doména je zodpovédna za
vazbu protein IRAK (IL-1 receptor associated kinase), C-terminalni doména, homologni
s doménou interleukinového receptoruy, je nazyvana TIR (Toll/Interleukin-1 receptor) doména,
mezi témito doménami je treti, spojovaci doména (Wesche et al. 1997).

Jedna se o dilezity adaptorovy protein TLR (Toll like receptor) a IL-1 receptorovych signal-
nich drah. Protein MyD88 hraje nezastupitelnou roli pti spravné funkci prozanétlivé drahy a
celkové B-lymfocytarni imunitni odpovédi organismu (Rawlings et al. 2012). Pti aktivaci TLR
dochazi k fosforylaci MyD88 proteinu, to umozni navazani IRAK proteinti, coZ ma za nasledek

aktivaci NF-kB signalni drahy (Rawlings et al. 2012).

4.6.2 Mutace MYD88 u CLL

Mutace v genu MYD88 se vyskytuje priblizné u 2 - 3 % pacientii s chronickou lymfatickou
leukémii (Jeromin et al. 2014; Puente et al. 2011; Baliakas et al. 2015). Témér ve vSech piipa-
dech se jedna o ,missense” mutaci uvnitf TIR domény (Wang et al. 2011). Mutace MYD88 byva
Casto asociovana s heterozygotni deleci 13q a mutovanym IGHV tsekem. (Wang et al. 2011).
Casto se vyskytuje u pacient@ nizsiho véku (Puente et al. 2011).

Pii mutaci v genu MYD88 je konstitutivné aktivovana NF-kB signalni draha, coz vede ke
zvySené produkci chemokint a cytokint, podporujicich proliferaci a zvySujicich zivotaschopnost
CLL bunék (Puente et al. 2011)

Pacienti s mutaci MYD88 genu maji mirnéjsi priibéh onemocnéni a dobu preziti ¢asto delsi
nez 20 let (Martinez-Trillos et al. 2014). V nékterych studiich se uvadi, Ze mutace nema vyrazny
vliv na priibéh onemocnéni a dobra prognéza je dana nizkym vékem pacientli s danou mutaci

(Jeromin et al. 2014)
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4.7 Gen POT1

4.7.1 Charakteristika proteinu POT1

Lidsky gen POT1 (Protection of telomeres 1 gene) je tvotfen 22 exony. Pri expresi dochazi
k alternativnimu sestiihu, diky kterému miize z jednoho genu vzniknout az pét mirné odlisSnych
proteind. OdliSnost proteinli spociva vjejich afinité a sile vazby najedno-retézcovou DNA
(Baumann et al. 2002).

Protein POT1 obsahuje dvé N-terminalni OB (oligonucleotide-binding) domény, zodpovéd-
né za vazbu na DNA. Zpocatku se protein POT1 na telomery nevaze pfimo, ale prostrednictvim
dalsiho proteinu nazyvaného TRF1. Za normalnich okolnosti nasledné dochazi taktéz k vazbé
POT1 pies OB doménu na jedno-fetézcové presahujici vldkno na konci telomer (Loayza & De
Lange 2003).

POT1 spole¢né s dalS$imi proteiny (pt. TIN2, RAP1,...) tvofi tzv. ,telosom“, proteinovy kom-
plex na konci telomer, zodpovédny za regulaci délky a celkovou ochranu telomernich koncti
chromosom. Vazba k proteinovému komplexu je zprostiedkovana C-terminalni doménou pro-

teinu POT1 (Liu et al. 2004).

4.7.2 Mutace POT1 u CLL

Mutaci genu POT1 je mozné detekovat priblizné ve 3 % piipadd onemocnéni chronické lym-
fatické leukémie. Je popsan zvySeny vyskyt téchto mutaci u pacientd s nemutovanym IGHV UGse-
kem. Uvadi se, Ze u 9 % pacientli s nemutovanym IGHV se nachazi mutace POT1 (Ramsay et al.
2013).

Ve studii A. ]. Ramsaye a jeho spolupracovnikl bylo detekovano 12 rtznych bodovych mu-
taci, z nichz vétSina ma za nasledek zhorseni nebo Uplnou ztratu schopnosti vazby na DNA pres
OB doménu. Protein POT1 s mutovanou OB doménou je navazan na telomery pres proteinovy
komplex, nemtze vsak dojit k pfimé interakci jedno-retézcového presahu DNA s proteinem
POT1, a tim ke spravné ochrané koncti telomer (Ramsay et al. 2013). Spatné fungujici proteinovy
komplex ,telosom“ vede ke zvySené genetické nestabilité, coZ miize mit za nasledek vznik riz-
nych chromozomalnich aberaci (Martinez & Blasco 2011).

Pacienti s mutaci genu POT1 mivaji horsi priibéh onemocnéni (Ramsay et al. 2013).
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4.8 Shrnuti konkrétnich mutaci u CLL

Pfi Zadné studii nebyla nalezena somatickd mutace, ktera by byla detekovatelna u vice nez
20 % pacienttli s CLL. Pfitomnost konkrétnich somatickych mutaci mize zaviset na mnoha fak-
tech, jako je napriklad absolvovana lé¢ba ¢i mutacni status IGHV gend. Bylo prokazano, Ze muta-
ce vgenech ATM, TP53 ¢i SF3B1 se vyskytuji Casto jako disledek 1é¢by (Wang et al. 2011; Landau
et al. 2013). Nedavné studie poukazaly na odliSnosti ve vyskytu genomickych abnormalit u paci-
entll s mutovanym a nemutovanym [GHV Usekem. Nemutované IGHV geny jsou asociovany
s mutacemi v genech NOTCH1, SF3B1, POT1, zatimco mutace v genu MYD88 byva spojena

s mutovanym [GHV Gsekem. Uvedené somatické mutace zasahuji do nékolika signalnich drah
buriky (Obr. 5.).
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Obr. 5.: Schéma bunécnych procesii ovlivnénych somatickymi mutacemi u CLL. V genech proteinti
oznacenych Cervenou ¢i fialovou barvou byla detekovana zvySena mira mutaci u CLL. U proteinti oznace-
nych Cervenou barvou byla mutace objevena jiz diive. Mutace v genech fialové oznacenych proteint byly
objeveny az ve studii D. A. Landau a jeho spolupracovniki v roce 2015 (prevzato z Landau et al. 2015).

24



5 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo shrnout poznatky tykajici se somatickych mutaci u chro-
nické lymfatické leukémie a jejich dopadu na vyvoj onemocnéni.

Metody sekvenovani nové generace pomohly rozsitit znalosti genomickych zmén a lépe po-
chopit problematiku klonalni evoluce u CLL.

Vysledky rozsahlych sekvencnich studii analyzované nejmodernéjSimi bioinformatickymi
metodami umoznily nalézt velké mnozstvi genti, ve kterych se pti CLL vyskytuji mutace se zvy-
Senou pravdépodobnosti. Klinické a funk¢ni studie nové objevenych mutaci napomahaji odhalit
nové mechanismy ovliviiujici prabéh a progresi CLL.

Hodnoty udavajici procento mutaci vyskytujicich se u pacientl s CLL se v jednotlivych vy-
zkumech nepatrné lisi. To mlze byt dano odlisSnosti pouZzitych metod, ¢i riizné obsahlymi skupi-
nami zkoumanych vzorki. Zalezi také na stavu pacientt, jejichZ vzorky byly do studie zahrnuty.
Data ovliviiuje napiiklad absolvovana 1écba ¢i mutacni status IGHV useku pacientt s CLL.

Ve védecké studii V. Quesada a kol. bylo nalezeno vice nezZ 1000 odliSnych somatickych
mutaci. Median po¢tu mutaci detekovanych v jednom vzorku pacienta s CLL je 45, coZ v pfepoctu
vychazi na jednu mutaci na megabazi (Victor Quesada et al. 2012). Presto se somatické mutace u
chronické lymfatické leukémie vyskytuji v mensi mitfe (5x -20x méné), neZ u dalSich nadorovych
onemocnéni (Fabbri et al. 2011).

Je nutné fici, Ze progresi chronické lymfatické leukémie neovliviiuji pouze mutace
v dilezitych genech, nybrz také odlisSna epigenetika ¢i dalsi vlivy okolniho prostiedi (Guiéze &
Wu 2015).

Velké mnozstvi dat ziskané z rozsahlych sekvenacnich studii bude mozné vyuZit pro lepsi
predvidani priibéhu klonalni evoluce leukemickych bunék, coz miize pomoci k presnéjsimu od-
hadu progresivity onemocnéni. Ziskavani poznatkl o somatickych mutacich pti chronické lymfa-

tické leukémii napomaha pri objevovani novych moznosti cilené 1é¢by a to nejen u CLL.

25



Seznam zkratek

pL mikrolitr

ALL akutni lymfaticka leukémie

ATM/ATM protein/gen (ataxia-telangiectasia mutated protein/gene)

BCR B-bunécny receptor (B-cell receptor)

BIR proteinova repetitivni doména ( baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat)
BIRC3 gen (baculoviral IAP Repeat Containing 3 gene)

BRAF gen - protoonkogen

c-AIP2/C-AIP2 protein/gen (cellular inhibitors of apoptosis protein 2/gene)

CD19 povrchovy marker diferenciacni skupiny 19 (cluster of differentiation)
CD23 povrchovy marker diferenciacni skupiny 23 (cluster of differentiation)
CD38 povrchovy marker diferenciacni skupiny 38 (cluster of differentiation)
CD5 povrchovy marker diferenciacni skupiny 5 (cluster of differentiation)
CD79b povrchovy marker diferenciacni skupiny 79b (cluster of differentiation)
CLL chronicka lymfaticka leukémie

CpG cytidin-fosfat-guaninosin

DLBCL Diftzni velkobunécny B-lymfom (Diffuse Large B-cell Lymphoma)
DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EIF4A gen (eukaryotic initiation factor-4A gene)

etal. a kolektiv

FISH fluorescencni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridisation)
GO, G1 faze bunécného cyklu (Gap 0, Gap 1)

HEAT proteinova doména

HES rodina gent (hairy and enhancer of split genes)

Hox homeoticky gen (homeobox gene)

HRT rodina gent (Hairy-related transcription-factor genes)

CHDZ2 gen (chromodomain helicase DNA binding protein 2 gene)

IAP inhibitor apoptézy (Inhibitor of apoptosis)

IGHV variabilni ¢ast tézkého retézce imunoglobulinu (immunoglobulin heavy chain variable regi
IL-1 protein - cytokin (interleukin-1)

IRAK protein - kinaza (Interleukin-1 receptor-associated kinase)

Jagged 1/Jagged

2 proteiny, ligandy receptoru Notch

kb kilobaze
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kDa
MAP3K14

MAPK-ERK sig.

Mb
MBL
miRNA
mRNA

MYD88/MYD88

NF-xB
NGS
NIK

NOTCH1/NOTCH1

NRAS

OB

Obr.

p

p53

PCR

PEST

PI3K
POT1/POT1
pre-mRNA
q

RAP1

RAS

RING

RNA
SAP155
SF3b1/SF3B1
SF3b155
SLL
snRNP

Src

t

TGFB
TIN2

kilodalton

protein-kinaza (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14)
signaliza¢ni draha

megabaze

monoklonalni B-lymfocyt6za (Monoclonal B-cell lymphocytosis)

mikro RNA

mediatorova RNA (messenger RNA)

protein/gen (Myeloid differentiation primary response 88 protein/gene)
komplex proteinti (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

protein-kinaza (NF-kB inducing kinase)

transmembranovy protein/gen

gen (neuroblastoma RAS viral oncogene homolog gene)

usek vazici oligonukleotidy (oligonucleotide-binding fold)

obrazek

kratké rameno chromozomu

tumor supresorovy protein

polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)

proteinova doména

enzym (phosphatidylinositide 3-kinase)

protein/gen (protection of telomeres 1protein/gene)

prekurzorova - mediatorova RNA (precursor-messenger RNA)

dlouhé rameno chromozomu

protein-GTPaza (Ras-related protein 1)

gen - protoonkogen

proteinova doména obdobna zinkovému prstu (realy interesting new gene domain)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

protein viz SF3B1

protein - sestiihovy faktor / gen (splicing factor 3b subunit 1 protein/gene)
protein viz SF3B1

malobunécny B-lymfom (small lymphocytic lymphoma)

maly jaderny ribonukleoprotein (small nuclear ribonucleoprotein)
protein - nereceptorova tyrozin-kinaza

trisomie

gen (transforming growth factor beta gene)

protein (TRF1-interacting nuclear factor 2)
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TIR

TNF

TP53

TRAF 2/TRAF 3
TRF1

WES

WGS

WHO

XBP1

XPO1
ZAP-70/ZAP-70

proteinova doména (Toll/interleukin-1 receptor homology domain)
protein - cytokin (tumor necrosis factor)

gen kddujici protein p53 (tumor protein p53 gene)

protein (TNF receptor-associated factor 2,3)

protein (telomeric repeat-binding factor 1)

celoexomové sekvenovani (whole exome sequencing)
celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

gen (X-box binding protein 1 gene)

gen (exportinl gene)

protein -tyrozin kinaza/gen (zeta-chain-associated protein kinase 70)
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