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Souhrn
Chronická lymfocytární leukemie (CLL) patří mezi onemocnění, u nichž se po dlouhou dobu nedařilo identifikovat
genové mutace, které souvisí s jejich vznikem a progresí. Nedostatečné pochopení patogeneze CLL zpomalovalo po-
krok na poli cílené léčby. V nedávné době bylo publikováno několik klíčových prací, které s využitím přístupů „vy-
sokokapacitního sekvenování nové generace“ (Next Generation Sequencing – NGS) popsaly mutace v cca 15 prote-
in-kódujících genech potenciálně důležitých v biologii CLL. V následujícím přehledovém článku shrnujeme dopo-
sud získaná data a jejich relevanci pro patogenezi a prognózu CLL.
Klíčová s lova: CLL, SF3B1, NOTCH1, MYD88, sekvenování nové generace, NGS 

Summary
Mráz M.,  Trbušek M.,  Doležalová D. ,  Malčíková J. ,  Šupíková J. ,  Staňo-Kozubík K. ,  Kantorová
B. ,  Mayer J . ,  Pospíš i lová  Š . : Identification of Important Pathogenetic Mutations in Chronic Lymphocytic
Leukemia Using „Next Generation Sequencing“

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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Úvod

Chronická lymfocytární leukemie (CLL) je charakte-
rizována akumulací monoklonálních B-lymfocytů
(CD5+CD19+CD23+smIgslabě) v periferní krvi, kostní
dřeni a lymfatických orgánech (1). Jedná se onemocnění
s výrazně variabilním klinickým průběhem, který byl spo-
jen především s přítomností několika chromozomálních
aberací (del13q14, del17p, del11q, trisomie 12). Žádná
s těchto aberací (s výjimkou delece 13q14), ale pravdě-
podobně přímo nezpůsobuje vznik malignity. U CLL ta-
ké nejsou přítomny chromozomální translokace zahrnu-
jící imunoglobulinové lokusy, které jsou typické pro jiné
B-buněčné malignity (1). S patogenezí onemocnění byla
doposud spojována především delece dvou mikroRNA
(miR-15a, miR-16-1) v oblasti 13q14, která vede ke vzni-
ku CLL u myšího modelu (shrnuto v 2). U pokročilých
stadií onemocnění a u pacientů s chorobou refrakterní na
terapii byly popsány mutace v genech pro p53 a ATM,
které jsou ale málo časté u nově diagnostikovaných pa-
cientů. Přes značnou snahu se nedařilo popsat další ge-
nové mutace, které by mohly být klíčové pro vznik one-
mocnění. Diskutabilní zůstala také otázka existence kme-

nové nádorové buňky s kauzální aberací, z níž pochází
maligní B-lymfocyty (shrnuto v 3).

V posledních měsících bylo publikováno několik pra-
cí, které s využitím technologie „sekvenování nové ge-
nerace“ indentifikovaly u CLL rekurentní mutace v pro-
tein-kódujících genech a částečně odpověděly na někte-
ré výše nastíněné otázky. V následujícím textu se věnu-
jeme shrnutí těchto poznatků a jejich možnému význa-
mu pro biologii CLL.

Sekvenování genomu u pacientů s CLL
Zásadní posun v identifikaci mutací umožnila techno-

logie „sekvenování nové generace“ (Next Generation Se-
quencing – NGS), která dovoluje získat informaci o se-
kvenci celého genomu jednotlivce nebo o sekvenci všech
známých oblastí kódujících geny (tzv. exomové sekveno-
vání – cca 5 % genomu) (shrnuto v 4). NGS nebo také
„masivní paralelní sekvenování“ používá technologie,
které obchází překážky klasického kapilárního sekveno-
vání vycházejícího ze Sangerovy metody. Nejčastěji pou-
žívané platformy NGS využívají principu tzv. pyrosekve-
nování (Roche-454), reverzibilních terminátorů syntézy
DNA (Illumina-Genome Analyzer) nebo přístupu „sekve-
nování založené na ligaci a detekci“ (Life Technologies-
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SOLiD) (shrnuto v 4). Tyto metodiky představují nástroj
pro systematickou identifikaci genetických aberací spo-
jených s patogenezí onemocnění, potenciálních terapeu-
tických cílů a molekulárních markerů. V nedávné době
byly publikovány výsledky čtyř průlomových prací vyu-
žívajících celogenomové a exomové sekvenování pro
identifikaci genových aberací u CLL (5, 6, 7, 8). Byly tak-
to popsány mutace v 15 protein-kódujících genech vysky-
tující se s frekvencí větší než ~ 2 %, jejichž úloha v pa-
togenezi CLL předtím nebyla prakticky vůbec předpoklá-
dána (tab. 1). 

V první práci publikované v časopise Nature (5) pro-
vedli autoři sekvenování celého genomu u 4 jedinců
s CLL. Byly analyzovány 2 vzorky s mutovaným IgVH
a 2 s nemutovaným IgVH, které tak reprezentovaly dva
základní subtypy tohoto onemocnění definované přítom-
ností resp. absencí somatických hypermutací ve variabil-
ní oblasti těžkého řetězce imunoglobulinu (IgVH). U těch-
to 4 pacientů autoři detekovali mutace ve 45 protein-kódu-
jících genech a následně se zaměřili na validaci 26 vybra-
ných mutací, které byly nalezeny v genech exprimova-
ných v CLL buňkách. Tento přístup umožnil snížit množ-
ství sekvenování, které bylo provedeno na validačním

souboru 169 pacientů. Byly identifikovány 4 mutace v ge-
nech NOTCH1, MYD88, XPO1 a KLHL6, které se vy-
skytly alespoň u dvou pacientů. Tyto čtyři geny byly dá-
le studovány na větším souboru pacientů. Nejčastěji mu-
tovaným genem (12 % pacientů) byl NOTCH1, kde se
ve většině případů vyskytovala dvou-nukleotidová dele-
ce CT (p.P2515Rfs*4). Tato mutace, společně se dvěma
dalšími méně častými záměnami v této oblasti, vede
ke vzniku předčasného stop kodonu a akumulaci aberant-
ního proteinu. Z výsledků vyplývá, že tyto mutace způ-
sobují stabilizaci proteinu, což vede ke zvýšené aktivitě
celé NOTCH-signalizační dráhy (analýza genové expre-
se pomocí DNA čipů). Je zajímavé, že existence mutací
v NOTCH1 a konstitutivní aktivace této dráhy u CLL by-
la popsána již před nástupem NGS technologie pomocí
klasického Sangerova sekvenování (10–11). Doposud
publikované poznatky jsou v souladu se známou úlohou
mutací v NOTCH1 u T-akutní lymfoblastické leukemie
(T-ALL). Mutace v NOTCH1 jsou přítomny až u 60 %
případů T-ALL a předpokládaným mechanismem je
NOTCH1-dependentní aktivace protoonkogenu c-myc
(12). NOTCH dráha je klíčová i v biologii kmenových bu-
něk, což by mohlo být relevantní také pro CLL, kde by-

Gen Frekvence (% pacientů s mutací)
Puente et al. (5) Fabbri et al. (7) Quesada et al. (8) Wang et al. (6)
n = 160 až 255* n = 48* n = 105 až 279* n = 91*
složení kohorty& složení kohorty& složení kohorty& složení 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–II (33 %) I–II (35 %) I (47 %)
III–IV (9 %) III–IV (13 %) III–IV (3 %) II–IV (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 %

% léčených pacientů: 0 Nespecifikováno: 14 % 
% léčených pacientů: % léčených pacientů:
neuvedeno neuvedeno % léčených pacientů: 32

NOTCH1 12,2 15,1 12,1 4,0
MYD88 2,9 — — 10,0
XPO1 2,4 — — —
KLHL6 1,8 — — —
PLEKHG5 — 3,7 — —
TGM7 — 3,7 — —
BIRC3 — 3,7 — —
SF3B1 — — 9,7 15,0
POT1 — — 4,8 —
CHD2 — — 4,8 —
LRP1B — — 4,8 —
FBXW7 — — — 4,0
ZMYM3 — — — 4,0
DDX3X — — — 3,0
MAPK1 — — — 3,0
TP53# — 7,5 — 15,0
ATM# — — — 9,0

Tab. 1. Frekvence mutací nově popsaných pomocí NGS u CLL (zahrnuty pouze mutace validované a diskutované v jednotlivých publikacích).

* počet pacientů ve studii, na nichž byla frekvence stanovena
& pro detailní charakteristiku kohorty odkazujeme na materiály zvěřejněné jako příloha originální publikace
# mutace již dříve popsané u CLL (20)
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la postulována existence kmenové nádorové buňky (13).
Druhým nejčastěji mutovaným genem byl MYD88

(cca u 3 % pacientů), jehož mutace byly také popsány
u lymfomů (14). Tento protein se účastní signalizační kas-
kády interleukinu 1 a Toll-receptoru. Podobně jako
u NOTCH1 se předpokládá, že se jedná o mutaci aktivu-
jící, neboť buňky pacientů s mutací v MYD88 produko-
valy po stimulaci Toll-like receptoru nebo interleukin-1
receptoru větší množství interleukinu 6 a chemokinových
ligandů (CCL2, CCL3, CCL4). Je známo, že vysoká pro-
dukce těchto cytokinů napomáhá vytváření mikroprostře-
dí, které podporuje přežívání CLL buněk. Je zajímavé,
že mutace MYD88 byla mnohem častější u pacientů s mu-
tovaným IgVH (7 z 8 detekovaných mutací), což bylo po-
tvrzeno také další studií (6). 

Zbývající dvě popsané mutace v genech XPO1
a KLHL6 byly přítomny u méně než 3 % pacientů. Stojí
za povšimnutí, že všechny 4 detekované mutace v XPO1
genu (exportin receptor 1) byly lokalizovány v jednom
kodonu a pravděpodobně ovlivňují funkce XPO1 v tran-
sportu mRNA z jádra. V případě KLHL6 vykazovaly mu-
tace rysy charakteristické pro vznik mechanismem soma-
tických hypermutací, což by u tohoto proteinu důležité-
ho v tvorbě germinálního centra mohlo být logické. 

Výsledky studie Puente a kolegů (5) byly následně roz-
šířeny dalšími publikacemi (tab. 1). Práce autorů Fabbri
a kol. (7) potvrdila vysokou četnost mutací v genu
NOTCH1 (zde u 15 % pacientů) a detailně analyzovala
jejich vztah k transformaci do Richterova syndromu (RS).
Frekvence mutací v NOTCH1 u RS byla dvojnásobná (31
%) ve srovnání s kohortou CLL pacientů (15 %). Tento
rozdíl byl ještě markantnější při zohlednění CLL vzorků
analyzovaných pouze při diagnóze – 10 % pacientů s mu-
tací v NOTCH1 – vs 31 % pacientů při transformaci do
RS. Autoři se také pokusili o analýzu evoluce NOTCH1
mutací u pacientů s RS a za tímto účelem sekvenovali
NOTCH1 ve vzorcích před vznikem transformace. Ten-
to přístup odhalil, že 11 z 16 pacientů mělo buď klonální
mutaci NOTCH1 (n = 6), nebo mutaci genu v malém klo-
nu CLL buněk (n = 5). Z toho vyplývá, že během průbě-
hu choroby došlo k selekci agresivnějšího klonu, který ne-
se mutaci. Podobné výsledky ve vztahu k evoluci muta-
cí byly získány také při studiu aberací v ge-
nu TP53 (manuskript v přípravě). 

Ve výše zmíněných studiích bylo vždy ce-
logenomovému nebo exomovému sekveno-
vání podrobeno jen několik pacientů. Autoři
dvou recentně publikovaných studií (6, 8)
zvolili přístup založený na exomovém sekve-
nování několika desítek CLL pacientů, což
vedlo k objevu dalších mutací. Při sekvenaci
exomů u 105 CLL pacientů byly identifiko-
vány mutace celkově u 1100 různých prote-
in-kódujících genů (7). Největším překvape-
ním byla identifikace mutací v genu SF3B1,
která je podobně častá jako mutace NOTCH1
(9,7 % CLL pacientů). Gen SF3B1 kóduje
protein, který je součástí komplexu spliceo-

somu, nezbytného pro sestřih (splicing) RNA. Vysoká mí-
ra konzervovanosti sekvence SF3B1 genu naznačuje je-
ho důležitou úlohu v regulaci genové exprese. Je zajíma-
vé, že mutace v SF3B1 byly prakticky souběžně popsá-
ny také u myelodysplastického syndromu (15). U CLL
bylo také detekováno několik dalších mutací v jiných ge-
nech zapojených do sestřihu RNA. Neočekávaným pozo-
rováním je úplná absence mutací v SF3B1 u 156 sekve-
novaných nehodgkinských lymfomů (8) a zůstává tak za-
tím neobjasněno, proč by deregulace mechanismu sestři-
hu RNA měla být podstatná právě u CLL a MDS. 

Distribuce nově popsaných mutací u subtypů CLL
a jejich vztah k prognóze

Nejnověji zveřejněná studie Wanga a kolegů (6) se ta-
ké zabývala identifikací mutací pomocí exomového se-
kvenování u CLL vzorků (n = 91) a specificky především
jejich distribucí u jednotlivých subtypů CLL. Celkem by-
lo v této práci popsáno 9 genů (TP53, ATM, MYD88,
NOTCH1, SF3B1, FBXW7, ZMYM3, DDX3X,
a MAPK1) mutovaných ve více než 3 % vzorků, z nichž
prvních pět bylo již zmíněno výše. Mutace SF3B1 byly
v této kohortě přítomny u 15 % pacientů (více než ve stu-
dii Quesada et al.), což pravděpodobně reflektovalo spe-
cifické složení kohorty. Klíčovým poznatkem byla aso-
ciace mutací v SF3B1 s delecí či mutací ATM genu (mu-
tace SF3B1 u 36 % pacientů s delecí 11q). Zároveň byly
mutace v tomto genu spojeny s horší prognózou, což by-
lo potvrzeno také nezávislou studií na velkém souboru pa-
cientů (n = 301) (16) (obr. 1A). Autoři také jako první
demonstrovali funkční dopad mutace SF3B1, která způ-
sobila neefektivní sestřih RNA u testovaných genů.
Funkčnost komplexu spliceosomu je důležitá pro mnohé
buněčné funkce včetně opravy DNA, což by mohlo být
podkladem možné synergie mutací v SF3B1 a delece/mu-
tace ATM. 

Mutace v NOTCH1 byly spojeny s přítomností triso-
mií 12. chromozomu, což bylo pozorováno také v dalších
studiích (5, 7, 17). Je zajímavé, že záměny v NOTCH1
jsou obecně spojeny s horší prognózou (obr. 1B) a prav-
děpodobně jsou zodpovědné za agresivní fenotyp one-
mocnění u některých CLL pacientů s trisomií 12, kteří

Obr. 1. Vliv mutací v genech SF3B1 a NOTCH1 na celkové přežití pacientů s CLL
(dle Rossi et al. 201116, Rossi et al. 201118) mut-mutovaný gen; wl - wild - type gen.
*Přejato se souhlasem vydavatele.
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jsou jinak považováni za relativně indolentní subtyp CLL.
Pacienti s mutací v NOTCH1 mají podobně špatnou pro-
gnózu jako pacienti s mutací v TP53, NOTCH1 mutace
jsou také spojeny s CLL refrakterní na chemoterapii (18)
a s vyšší pravděpodobností transformace do Richterova
syndromu (5, 7, 18). 

Důležitým poznatkem ze všech zmíněných studií je, že
nově popsané mutace jsou ve většině případů vzájemně
exkluzivní, tj. u pacienta je přítomna mutace jen v jed-
nom z popsaných genů. Pacienti s TP53 abnormalitami
jsou také specifickou skupinou, která má méně často mu-
továny jiné geny (mutace TP53 a mutace v nově identi-
fikovaných genech se většinou vylučují). 

Závěr

Ve velmi krátkém období došlo díky zavedení techno-
logie „sekvenování nové generace“ k průlomovým obje-
vům na poli chronické lymfocytární leukemie. V nádo-
rových buňkách CLL pacientů byla identifikována řada
mutací (tab. 1), které nejčastěji zasahují dráhy opravy
DNA (dominantně již známé mutace TP53 a ATM),
NOTCH dráhy (mutace NOTCH1, FBXW7), sestřihu
a transportu RNA (mutace SF3B1, XPO1) a zánětlivých
procesů (mutace MYD88, DDX3X, MAPK1). Mutace
v NOTCH1 byly popsány také v preklinickém stadiu CLL
u 3 % pacientů s monoklonální B-lymfocytózou (MBL)
(19). Další přesná charakteristika důsledků nalezených
mutací na funkce proteinů a molekulárních drah bude
předmětem intenzivního studia a především nabízí nové
možnosti cílené terapie pomocí inhibitorů/aktivátorů po-
škozených drah. 
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