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Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) patii mezi onemocnéni, u nichZ se po dlouhou dobu nedarilo identifikovat
genové mutace, které souvisi s jejich vznikem a progresi. Nedostatecné pochopeni patogeneze CLL zpomalovalo po-
krok na poli cilené 1écby. V nedavné dobé bylo publikovano nékolik klicovych praci, které s vyuzitim pristupi ,,vy-
sokokapacitniho sekvenovani nové generace* (Next Generation Sequencing — NGS) popsaly mutace v cca 15 prote-
in-kodujicich genech potencialné dulezitych v biologii CLL. V nasledujicim prehledovém ¢lanku shrnujeme dopo-
sud ziskana data a jejich relevanci pro patogenezi a prognézu CLL.
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For a long time, there has been little success in identifying gene mutations responsible for disease onset and progres-
sion in chronic lymphocytic leukaemia (CLL). Our insufficient understanding of CLL pathogenesis has impaired the
development of targeted therapy. Several recent publications using Next Generation Sequencing technology have now
identified mutations in approximately fifteen protein-coding genes that may be relevant for CLL biology. In this re-
view, we summarize the data acquired thus far and its relative importance for CLL pathogenesis and prognosis.
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Uvod

Chronicka lymfocytdrni leukemie (CLL) je charakte-
rizovdana akumulaci monoklondlnich B-lymfocytl
(CD5+CD19+CD23+smlgsl2b¢) v periferni krvi, kostni
dfeni a lymfatickych orgdnech (1). Jedna se onemocnéni
s vyrazné variabilnim klinickym pribéhem, ktery byl spo-
jen piedevsim s pfitomnosti nékolika chromozomalnich
aberaci (del13ql4, dell7p, delllq, trisomie 12). Z4dnd
s téchto aberaci (s vyjimkou delece 13q14), ale pravdé-
podobné piimo nezpiisobuje vznik malignity. U CLL ta-
ké nejsou pfitomny chromozomadlni translokace zahrnu-
jict imunoglobulinové lokusy, které jsou typické pro jiné
B-bunééné malignity (1). S patogenezi onemocnéni byla
doposud spojovdna predevs§im delece dvou mikroRNA
(miR-15a, miR-16-1) v oblasti 13q14, kterd vede ke vzni-
ku CLL u mysiho modelu (shrnuto v 2). U pokrocilych
stadii onemocnéni a u pacientti s chorobou refrakterni na
terapii byly popsdny mutace v genech pro p53 a ATM,
které jsou ale mdlo Casté u nové diagnostikovanych pa-
cientli. Pfes znacnou snahu se nedafilo popsat dalsi ge-
nové mutace, které by mohly byt klicové pro vznik one-
mocnéni. Diskutabilni ztstala také otdzka existence kme-

nové nadorové buriky s kauzalni aberaci, z niZ pochdz{
maligni B-lymfocyty (shrnuto v 3).

V poslednich mésicich bylo publikovano nékolik pra-
ci, které s vyuzitim technologie ,,sekvenovani nové ge-
nerace* indentifikovaly u CLL rekurentni mutace v pro-
tein-kédujicich genech a ¢dste¢né odpovédély na nékte-
ré vySe nastinéné otdzky. V ndsledujicim textu se vénu-
jeme shrnuti téchto poznatkil a jejich moznému vyzna-
mu pro biologii CLL.

Sekvenovani genomu u pacienti s CLL

Zasadni posun v identifikaci mutaci umoznila techno-
logie ,,sekvenovani nové generace™ (Next Generation Se-
quencing — NGS), kterd dovoluje ziskat informaci o se-
kvenci celého genomu jednotlivce nebo o sekvenci vSech
znamych oblasti kédujicich geny (tzv. exomové sekveno-
vani — cca 5 % genomu) (shrnuto v 4). NGS nebo také
»masivni paralelni sekvenovani“ pouzivd technologie,
které obchazi prekdzky klasického kapildrniho sekveno-
vani vychdzejictho ze Sangerovy metody. Nejcastéji pou-
zivané platformy NGS vyuZivajf principu tzv. pyrosekve-
novani (Roche-454), reverzibilnich termindtorti syntézy
DNA (Illumina-Genome Analyzer) nebo piistupu ,,sekve-
novani zaloZené na ligaci a detekci® (Life Technologies-
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Tab. 1. Frekvence mutaci nové popsanych pomoci NGS u CLL (zahrnuty pouze mutace validované a diskutované v jednotlivych publikacich).

% lécenych pacientii: 0
% lécenych pacientii:

Gen Frekvence (% pacientli s mutaci)
Puente et al. (5) Fabbri et al. (7) Quesada et al. (8) Wang et al. (6)
n = 160 az 255* n = 48* n = 105 az 279* n=91*
sloZeni kohorty% sloZeni kohorty& slozeni kohorty slozeni kohorty
stadium dle Rai: stadium dle Rai: stadium dle Rai: stadium dle Rai:
0 (52 %) 0 (54 %) 0 (62 %) 0 (32 %)
I-II (39 %) I-1I (33 %) I-II (35 %) 1.(47 %)
-1V (9 %) -1V (13 %) -1V (3 %) -1V 21 %)
Status IgVH: Status IgVH: Status IgVH: Status IgVH:
Mutované IgVH: 47 % Mutované IgVH: 56 % Mutované IgVH: 57 % Mutované IgVH: 42 %
Nemutované IgVH: 53 % Nemutované IgVH: 44 % Nemutované IgVH: 43 % Nemutované IgVH: 44 %

Nespecifikovdno: 14 %
% lécenych pacientii:

neuvedeno neuvedeno % léCenych pacientii: 32
NOTCHI1 12,2 15,1 12,1 40
MYDS88 29 — — 10,0
XPO1 24 — — —
KLHL6 1,8 — — —
PLEKHGS5 — 3,7 — —
TGM7 — 37 — —
BIRC3 — 37 — —
SF3B1 — — 9,7 15,0
POT1 — — 48 —
CHD2 — — 4.8 —
LRP1B — — 4.8 —
FBXW7 — — — 4,0
ZMYM3 — — — 40
DDX3X — — — 3,0
MAPK1 — — — 3,0
TP53# — 7,5 — 150
ATM# - - - 9.0

* poCet pacientd ve studii, na nichz byla frekvence stanovena

& pro detailni charakteristiku kohorty odkazujeme na materidly zvéfejnéné jako pfiloha origindlni publikace

# mutace jiZ dfive popsané u CLL (20)

SOLiD) (shrnuto v 4). Tyto metodiky predstavuji nastroj
pro systematickou identifikaci genetickych aberaci spo-
jenych s patogenezi onemocnéni, potencidlnich terapeu-
tickych cilti a molekuldrnich marker(. V nedavné dobé
byly publikovany vysledky ¢tyf prilomovych praci vyu-
Zivajicich celogenomové a exomové sekvenovani pro
identifikaci genovych aberaci u CLL (5,6,7,8). Byly tak-
to popsdny mutace v 15 protein-kédujicich genech vysky-
tujici se s frekvenci vétsi nez ~ 2 %, jejichZ tloha v pa-
togenezi CLL pfedtim nebyla prakticky vibec predpokla-
déna (tab. 1).

V prvni prici publikované v ¢asopise Nature (5) pro-
vedli autofi sekvenovani celého genomu u 4 jedinct
s CLL. Byly analyzovany 2 vzorky s mutovanym IgVy
a 2 s nemutovanym IgVy, které tak reprezentovaly dva
zakladni subtypy tohoto onemocnéni definované pritom-
nosti resp. absenci somatickych hypermutaci ve variabil-
ni oblasti t€Zkého fetézce imunoglobulinu (IgVy). U téch-
to 4 pacientt autofi detekovali mutace ve 45 protein-kédu-
jicich genech a nasledné se zamérili na validaci 26 vybra-
nych mutaci, které byly nalezeny v genech exprimova-
nych v CLL bunkach. Tento pfistup umoznil sniZit mnoz-
stvi sekvenovani, které bylo provedeno na validaénim

souboru 169 pacientti. Byly identifikovany 4 mutace v ge-
nech NOTCHI1, MYDS88, XPO1 a KLHLG6, které se vy-
skytly alesporti u dvou pacientt. Tyto Ctyfi geny byly da-
le studovany na vétsim souboru pacienti. Nejéast€ji mu-
tovanym genem (12 % pacientti) byl NOTCHI1, kde se
ve vétsiné pripadl vyskytovala dvou-nukleotidova dele-
ce CT (p.P2515Rfs*4). Tato mutace, spole¢né se dvéma
dal$Simi méné Castymi zdménami v této oblasti, vede
ke vzniku pfedcasného stop kodonu a akumulaci aberant-
niho proteinu. Z vysledkl vyplyvd, Ze tyto mutace zpa-
sobuji stabilizaci proteinu, coz vede ke zvySené aktivité
celé NOTCH-signaliza¢ni drdhy (analyza genové expre-
se pomoci DNA Cipt). Je zajimavé, Ze existence mutaci
v NOTCHI1 a konstitutivni aktivace této drahy u CLL by-
la popséna jiz pfed nastupem NGS technologie pomoci
klasického Sangerova sekvenovéani (10—11). Doposud
publikované poznatky jsou v souladu se zndmou tlohou
mutaci v NOTCHI u T-akutni lymfoblastické leukemie
(T-ALL). Mutace v NOTCHI jsou pfitomny az u 60 %
pripadd T-ALL a pfedpokldidanym mechanismem je
NOTCHI1-dependentni aktivace protoonkogenu c-myc
(12). NOTCH dréha je klicova i v biologii kmenovych bu-
nék, coz by mohlo byt relevantni také pro CLL, kde by-
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la postulovéna existence kmenové nadorové bunky (13).

Druhym nej€astéji mutovanym genem byl MYDS88
(ccau 3 % pacientd), jehoZ mutace byly také popsdny
u lymfomti (14). Tento protein se Gcastni signalizani kas-
kady interleukinu 1 a Toll-receptoru. Podobné jako
u NOTCHI se predpoklada, Ze se jednd o mutaci aktivu-
jici, nebot’ bunky pacientd s mutaci v MYDS88 produko-
valy po stimulaci Toll-like receptoru nebo interleukin-1
receptoru vétSi mnozstvi interleukinu 6 a chemokinovych
ligandt (CCL2, CCL3, CCL4). Je zndmo, Ze vysoka pro-
dukce téchto cytokini napoméhd vytvareni mikroprostie-
di, které podporuje prezivani CLL bunék. Je zajimavé,
Ze mutace MYDS88 byla mnohem ¢astéjsi u pacientil s mu-
tovanym IgVH (7 z 8 detekovanych mutaci), coZ bylo po-
tvrzeno také dalsi studif (6).

Zbyvajici dvé popsané mutace v genech XPOl
a KLHL6 byly pfitomny u méné nez 3 % pacientl. Stoji
za povSimnuti, Ze vSechny 4 detekované mutace v XPO1
genu (exportin receptor 1) byly lokalizovdny v jednom
kodonu a pravdépodobné ovliviiuji funkce XPO1 v tran-
sportu mRNA z jadra. V pripadé KLHL6 vykazovaly mu-
tace rysy charakteristické pro vznik mechanismem soma-
tickych hypermutaci, coZ by u tohoto proteinu dileZité-
ho v tvorbé germindlniho centra mohlo byt logické.

Vysledky studie Puente a kolegt (5) byly ndsledné roz-
Sifeny dal$imi publikacemi (tab. 1). Prace autor Fabbri
a kol. (7) potvrdila vysokou cetnost mutaci v genu
NOTCHI (zde u 15 % pacienttl) a detailné analyzovala
jejich vztah k transformaci do Richterova syndromu (RS).
Frekvence mutaci v NOTCHI u RS byla dvojndsobnd (31
%) ve srovnani s kohortou CLL pacienti (15 %). Tento
rozdil byl jesté markantné&jsi pti zohlednéni CLL vzorku
analyzovanych pouze pfi diagnéze — 10 % pacientl s mu-
taci v NOTCHI1 — vs 31 % pacientt pfi transformaci do
RS. Autofi se také pokusili o analyzu evoluce NOTCH1
mutaci u pacientii s RS a za timto dcelem sekvenovali
NOTCHI1 ve vzorcich pred vznikem transformace. Ten-
to piistup odhalil, Ze 11 z 16 pacientt mélo bud klondlni
mutaci NOTCHI (n = 6), nebo mutaci genu v malém klo-
nu CLL bunék (n = 5). Z toho vyplyvd, Ze béhem pribé-
hu choroby doslo k selekci agresivnéjStho klonu, ktery ne-
se mutaci. Podobné vysledky ve vztahu k evoluci muta-
ci byly ziskany také pfi studiu aberaci v ge-

somu, nezbytného pro sestfih (splicing) RNA. Vysoka mi-
ra konzervovanosti sekvence SF3B1 genu naznacuje je-
ho dileZitou dlohu v regulaci genové exprese. Je zajima-
vé, Ze mutace v SF3B1 byly prakticky soub&zné popsa-
ny také u myelodysplastického syndromu (15). U CLL
bylo také detekovano nékolik dalSich mutaci v jinych ge-
nech zapojenych do sestfihu RNA. Neoc¢ekdvanym pozo-
rovanim je Uplnd absence mutaci v SF3B1 u 156 sekve-
novanych nehodgkinskych lymfomi (8) a ztstdva tak za-
tim neobjasnéno, pro¢ by deregulace mechanismu sestfi-
hu RNA méla byt podstatnd pravé u CLL a MDS.

Distribuce nové popsanych mutaci u subtypa CLL
a jejich vztah k prognoze

Nejnovéji zvetejnénd studie Wanga a kolegti (6) se ta-
ké zabyvala identifikaci mutaci pomoci exomového se-
kvenovani u CLL vzorkd (n =91) a specificky predevsim
jejich distribuci u jednotlivych subtypi CLL. Celkem by-
lo v této praci popsdno 9 genl (TP53, ATM, MYDSS,
NOTCHI1, SF3B1, FBXW7, ZMYM3, DDX3X,
a MAPK 1) mutovanych ve vice nez 3 % vzorkd, z nichz
prvnich pét bylo jiZ zminéno vySe. Mutace SF3B1 byly
v této kohorté pfitomny u 15 % pacientil (vice neZ ve stu-
dii Quesada et al.), coZ pravdépodobné reflektovalo spe-
cifické sloZeni kohorty. Kli€ovym poznatkem byla aso-
ciace mutaci v SF3B1 s deleci ¢i mutaci ATM genu (mu-
tace SF3B1 u 36 % pacientl s deleci 11q). Zaroven byly
mutace v tomto genu spojeny s horsi prognézou, coZ by-
lo potvrzeno také nezdvislou studii na velkém souboru pa-
cienti (n = 301) (16) (obr. 1A). Autofi také jako prvni
demonstrovali funkéni dopad mutace SF3B1, kterd zpu-
sobila neefektivni sestfih RNA u testovanych gent.
Funkénost komplexu spliceosomu je dilezitd pro mnohé
bunécné funkce vcetné opravy DNA, coZ by mohlo byt
podkladem moZné synergie mutaci v SF3B1 a delece/mu-
tace ATM.

Mutace v NOTCHI1 byly spojeny s pritomnosti triso-
mif 12. chromozomu, coZ bylo pozorovano také v dal§ich
studiich (5, 7, 17). Je zajimavé, Ze zamény v NOTCH1
jsou obecné spojeny s horsi prognézou (obr. 1B) a prav-
dépodobné jsou zodpovédné za agresivni fenotyp one-
mocnéni u nékterych CLL pacientd s trisomii 12, ktef{

nu 7P53 (manuskript v priprave). A B

Ve vySe zminénych studiich bylo vZdy ce- A100— A100~
logenomovému nebo exomovému sekveno- 8 o0 8 8-
véani podrobeno jen nékolik pacientl. Autofi E =
dvou recentné publikovanych studii (6, 8) '8 60 wiSESS] :g 601 I
zvolili pristup zaloZeny na exomovém sekve- \% _3
novani nékolika desitek CLL pacientti, coZ g M it 3 40
vedlo k objevu dalsich mutaci. Pfi sekvenaci %‘, 20~ % 20- mut NOTCH1
exomtl u 105 CLL pacientt byly identifiko- = =
vany mutace celkové u 1100 rtiznych prote- 0 i 0 i
in-kédujicich genii (7). Nejvétsim prekvape- 0 5 10 15 20 2% % 0 5 10 15 0 2%
nim byla identifikace mutaci v genu SF3B1, roky roky

kterd je podobné Castd jako mutace NOTCH1
(9,7 % CLL pacientti). Gen SF3B1 kdduje
protein, ktery je soucdsti komplexu spliceo-

Obr. 1. Vliv mutaci v genech SF3B1 a NOTCHI1 na celkové preziti pacientd s CLL
(dle Rossi et al. 201116, Rossi et al. 201118) mut-mutovany gen; wl - wild - type gen.
*Prejato se souhlasem vydavatele.
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jsou jinak povaZovéni za relativné indolentni subtyp CLL.
Pacienti s mutaci v NOTCH1 maji podobné $patnou pro-
gndzu jako pacienti s mutaci v TP53, NOTCH1 mutace
jsou také spojeny s CLL refrakterni na chemoterapii (18)
a s vyS8§i pravdépodobnosti transformace do Richterova
syndromu (5, 7, 18).

Dilezitym poznatkem ze vSech zminénych studii je, Ze
nové popsané mutace jsou ve vétsiné piipadli vzdjemné
exkluzivni, tj. u pacienta je pfitomna mutace jen v jed-
nom z popsanych genil. Pacienti s TP53 abnormalitami
jsou také specifickou skupinou, kterd ma méné casto mu-
tovany jiné geny (mutace TP53 a mutace v nové identi-
fikovanych genech se vétSinou vylucuji).

Zavér

Ve velmi kratkém obdobi doSlo diky zavedeni techno-
logie ,,sekvenovani nové generace™ k priilomovym obje-
vim na poli chronické lymfocytarni leukemie. V nado-
rovych burikdch CLL pacienti byla identifikovdna fada
mutaci (tab. 1), které nejcastéji zasahuji drahy opravy
DNA (dominantné jiz zndmé mutace TP53 a ATM),
NOTCH drahy (mutace NOTCH1, FBXW7), sestfihu
a transportu RNA (mutace SF3B1, XPO1) a zanétlivych
procest (mutace MYD88, DDX3X, MAPK1). Mutace
v NOTCHLI1 byly popsény také v preklinickém stadiu CLL
u 3 % pacientl s monoklonalni B-lymfocytézou (MBL)
(19). Dal3i pfesnd charakteristika dusledkd nalezenych
mutaci na funkce proteinii a molekuldrnich drah bude
predmétem intenzivniho studia a predevsim nabizi nové
moznosti cilené terapie pomoci inhibitord/aktivatora po-
Skozenych drah.
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