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Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukemie je nejcastéjsi typ leukemie v zapadnim svété postihujici ze-
jména starsi dospélé osoby. Navzdory stale se zdokonalujici [é¢bé zUstava z divodu znacné
biologické i klinické variability nadale nevylécitelnym onemocnénim. Patogeneze chronické
lymfocytarni leukemie neni dodnes plné objasnéna, nicméné velkou roli hraji antigenni stimu-
lace, narusena apoptoza a vliv mikroprostredi. Mezi nejvyznamnéjsi molekularni prognostické
faktory s jasnym klinickym dopadem patfi mutacni stav genl pro tézky retézec imunoglobu-
linG (IGHV), cytogenetické aberace a mutace genll TP53 a ATM. Zavedeni novych sekvenacnich
technologii umoznilo v poslednich letech zpfesnéni analyzy stavajicich i detekci novych po-
tencialnich prognostickych marker( chronické lymfocytarni leukemie. Vyznamnymi kandidaty
jsou mutace gend SF3B1, NOTCHT a BIRC3, jejichz klinicky dopad je pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. V neposledni fadé jsou nadale studovany také dalsi mechanizmy patogeneze chro-
nické lymfocytarni leukemie, mezi néz patii deregulace signalizace pres B bunécny receptor
aregulace genové exprese pomoci microRNA. Pfesna charakterizace molekuldrnich abnormalit
je klicova pro lepsi rozdéleni rizikovych skupin pacient(i s chronickou lymfocytarni leukemii,
ktefi mohou profitovat z novych terapeutickych pfistup.
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Summary

Chronic lymphocytic leukemia is the most common leukemia in Western countries affecting
particularly elderly adults. Despite the constantly improving therapy options, chronic lympho-
cytic leukemia is still an incurable disease owing to considerable clinical and biological hete-
rogeneity. Pathogenesis of chronic lymphocytic leukemia is not fully understood; however,
aberrant antigenic stimulation, apoptosis deregulation and microenvironmental interactions
play a crucial role in disease development. The most important molecular prognostic markers
with clinical relevance include mutation status of heavy-chain immunoglobulin genes (IGHV),
presence of cytogenetic aberrations and TP53 and ATM gene mutations. Recent implementa-
tion of next generation sequencing technologies has enabled more accurate analysis of both
well-established and novel potential prognostic markers. The most relevant candidates are mu-
tations in SF3B1, NOTCHT and BIRC3 genes, which are now intensively studied with respect to
their clinical importance. The other examined molecular mechanisms of chronic lymphocytic
leukemia pathogenesis include deregulation of B-cell receptor signalization and abnormal re-
gulation of gene expression by microRNA. The precise characterization of molecular abnor-
malities improves the risk stratification of chronic lymphocytic leukemia patients, which could
possibly benefit from new treatment approaches.
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Uvod

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL)
patii mezi nizce maligni lymfoproli-
ferativni onemocnéni, které je zpravi-
dla charakterizovano akumulaci zralych
monoklonélnich B lymfocytd s typic-
kym imunofenotypem (CD5, CD19,
CD20 a CD23) v periferni krvi, kostni
dfeni a lymfatickych organech [1]. Diky
velmi variabilnimu klinickému pribéhu
choroby a absenci kauzalni genové abe-

race neni prozatim u CLL dostupna uni-
verzalni Ucinna Ié¢ba. Nicméné byla po-
psana celd fada klinicko-biologickych
faktor(, které pfispivaji k objasnéni pa-
togeneze CLL a stanoveni progndzy
pacient( (tab. 1). Zda se, Ze mezi hlavni
molekularni mechanizmy patfi vliv mik-
roprostredi podilejici se na antigenni sti-
mulaci B bunéc¢ného receptoru (B-cell
receptor — BCR) a vnitrobunécna akumu-
lace genetickych defektl (obr. 1) [2,3].

Vyznamna role antigenu ve vyvoji CLL
je podporena existenci pozménéného
repertoaru genl pro tézky retézec imu-
noglobulinG (IGHV) pfi srovnani s fy-
ziologickymi B lymfocyty a rovnéz také
faktem, ze néktefi pacienti vyuzivaji
sekvencné identicky, tzv. stereotypni
BCR [4-6]. Objev cytogenetickych a mo-
lekularné-genetickych markerd vyrazné
napomohl objasnéni heterogenity bio-
logického pozadi CLL. Dle klasického

/Tab. 1. Biologicka a klinicka charakteristika CLL podle mutac¢niho stavu genti IGVH. A
Charakteristika CLL Mutované IGHV geny Nemutované IGHV geny
BCR signalizace | exprese CD38, ZAP-70 1 exprese CD38, ZAP-70
prolifera¢ni aktivita CLL bunék LDT > 12 mésict, dlouhé telomery zkracené telomery
sérové markery { hladina B2M, TK, LDH, VEGF 1 hladina B2M, TK, LDH, VEGF
rekurentni cytogenetické aberace del(13q) del(11q), del(17p)
molekuldrni markery (mutace) MYD88 TP53, ATM, NOTCH1, SF3B1
deregulace microRNA { exprese miR15a 1 exprese miR15a, miR16-1
median OS 8-10 let 25 let
pribéh CLL indolentni progresivni
|écebnd odpoveéd dlouhodobé stabilni opakované relapsy
B2M - 3-2-mikroglobulin, LDH - laktatdehydrogenaza, LDT - zdvojovaci ¢as lymfocytl, TK - tymidinkinaza, OS - celkové preziti,
BCR - B bunécny receptor, VEGF - vaskularni endotelidlni rdstovy faktor
S J
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Obr. 1. Klonalni evoluce CLL a pfitomnost molekularnich lézi v jednotlivych stadiich onemocnéni. Hlavni mechanizmy patogeneze
CLL jsou vypsany v sedém ramecku (podle Gaidano et al, 2012) [117].
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Déhnerova modelu [7] Ize podle pfitom-
nosti cytogenetickych abnormalit urcit
progndzu, ktera je nejhorsi v pfipadé de-
lece 17p (del(17p)), ndsledované deleci
11q (del(11q)). Nedavno publikované
vysledky celogenomového a exomo-
vého sekvenovéni ukézaly, Ze kromé zna-
mych nadorovych supresor(i TP53 a ATM
jsou u CLL rekurentné mutovany i dalsi
geny, jako je SF3B1, NOTCH1 a BIRC3,
které mohou prispivat k horsi prognéze
pacientl [8-11]. Pfitomnost urcitych
molekuldrnich 1ézi odrdzi klinickou fazi
a rovnéz klonalni evoluci choroby, kdy
napf. premaligni 1éze znama jako mo-
noklonalni B lymfocytéza (MBL) je cha-
rakterizovana nizkym poctem abnor-
malit, zatimco agresivni CLL nebo tzv.
RichterGv syndrom (RS) jsou spojovany
s akumulaci zdvaznych genetickych de-
fektd [12-14]. V nasledujicim textu by-
chom radi shrnuli poznatky o moleku-
larni podstaté patogeneze a klondlni
evoluci CLL s dirazem na vyznam klasic-
kych i novych molekuldrnich prognostic-
kych markert pro klinickou praxi.

Prognostické faktory asociované

s deregulaci BCR signalizace

BCR receptor na povrchu lymfocytd
hraje velice vyznamnou fyziologickou
ulohu v rozpoznavani antigenu a spou-
$téni signdini kaskady, kterd je ne-
zbytna pro preziti a proliferaci jak nor-
malnich, tak i malignich B lymfocyt(.
Zakladni komponentou tohoto recep-
toru je membranovy imunoglobulin,
jehoz struktura zahrnujici preferen¢ni vy-
uzivani urcitych typl subgent pro tézky
fetézec (napt. VH3-21, VH1-69) hraje vy-
znamnou roli v patogenezi CLL. Pfitom-
nost somatickych mutaci v genech pro
IGHV je jednim ze zdkladnich prognos-
tickych markerd, ktery umoznuje roz-
liseni dvou skupin pacientl s jasné od-
liSnymi klinicko-biologickymi rysy.
V pfipadé mutovaného IGHV (M-CLL) do-
chazi k vyvoji CLL aZ po reakci B lymfo-
cytu s antigenem, ktery prosel germinal-
nim centrem lymfatické uzliny. Naopak
leukemické buriky s nemutovanym IGHV
(U-CLL) se s antigenem sice setkaly, ale
nebyly po této reakci podrobeny pro-
cesu somatické hypermutace (obr. 1).
Hranice pro U-CLL byla stanovena ar-
bitrarné a odpovida vice nez 98% sek-

ven¢ni homologii s genem zdrode¢né
linie [15]. Tito pacienti maji vyssi frek-
venci nepfiznivych genovych abnorma-
lit a celkové vyrazné horsi prognézu nez
pacienti s mutovanym IGHV, ktefi vyka-
zuji vyznamné delsi celkové preziti (over-
all survival - OS) (tab. 1) [4,5]. Zvlastni
pfipad pak reprezentuje genovy seg-
ment VH3-21, jehoz pfitomnost v leuke-
mickém klonu pfedstavuje nepfiznivou
prognoézu bez ohledu na jeho mutacni
stav [16]. V poslednich letech se objevil
dalsi fakt podporujici vyznam antigenni
stimulace pfi vyvoji a progresi CLL. Bylo
zjisténo, Ze asi 30 % CLL pacientl vyu-
ziva urcity typ tzv. stereotypniho BCR re-
ceptoru, ktery je charakteristicky identic-
kou sekvenci VH CDR3 oblasti (variable
heavy complementarity-determining
region 3) imunoglobulinu (tzv. sub-
set) pro danou skupinu nepfibuznych
pacientt [6,17]. Tito pacienti vykazuji vy-
razné rozdilné genetické pozadi a také
celkovy prabéh choroby. Napfiklad
pacienti ze subsetu #2 vyuzivajici ste-
reotypni VH3-21 maji nepfiznivou pro-
gnézu bez ohledu na mutacni stav gent
IGHV a byla u nich prokazana vyssi frek-
vence vyskytu SF3B1 mutaci a poskozeni
p53 drahy [18,19]. Celkové tedy tato ne-
davnd pozorovani naznacuji, Ze vyvoj
CLL je pravdépodobné fizen vysoce spe-
cifickou antigenni selekci B lymfocytd
spojenou se ziskavanim urcitych gene-
tickych defektd.

Dal3i prognostické markery zapo-
jené do BCR signalizace jsou molekuly
ZAP-70 a CD38, jejichz vy3si uroven ex-
prese je asociovana s U-CLL a tedy agre-
sivnéjsim prabéhem onemocnéni [5,20].
ZAP-70 (zeta asociovany protein) je tyro-
zinkinaza, ktera se fyziologicky vyskytuje
v T lymfocytech a také v rliznych vyvo-
jovych stadiich normdlnich i malignich
B lymfocyt(i [21]. P¥i studiu CLL bylo pro-
kdzano, ze vysoka hladina ZAP-70 mo-
duluje BCR signalizaci a pfispivéa k nut-
nosti diive zahdjit terapii [22]. CD38 je
transmembranovy glykoprotein koope-
rujici se ZAP-70 béhem BCR signalizace,
ktery po aktivaci spousti typickou sig-
ndlni kaskadu pro proliferaci CLL bunék.
Prognoza pacientld CD38+/ZAP-70+ je
horsi nez u nemocnych se zvysenou ex-
presi pouze znaku CD38 [23]. Oba tyto
markery dfive slouzily jako alternativa

k ponékud obtiznému stanoveni mutac-
niho stavu gentd IGHV. Nicméné exprese
ZAP-70 a CD38 se méni spolu s vyvojem
onemocnéni a navic prognosticky vy-
znamna mira exprese je obtizné stanovi-
telnd diky odlisSnym metoddm pouziva-
nym v jednotlivych laboratofich. Proto
dnes slouzi uz jen jako doprovodné
prognostické faktory ke standardizova-
nému vysetfeni genll IGHV.

Cytoplazmaticka BCR signalizace
je zprostfedkovana fadou kindz ak-
tivujicich nezbytné pro-proliferaéni
a anti-apoptické procesy v CLL buni-
kach [24]. Fosforyla¢ni kaskada zahr-
nuje pfedevsim kindzy Lyn, Syk a Btk.
Zajimavé je, Zze Lyn neni pro BCR sig-
nalizaci nezbytna tak jako ostatni zmi-
néné kindzy, ale naopak hraje klicovou
roli v ukonceni BCR aktivace. Fosfory-
laci jsou dale aktivovany proteiny PI3K
a PLCy2 odpovédné za tvorbu tzv. dru-
hych posll, které zprostiedkovavaji ak-
tivaci pfislusnych drah (napf. RAS, NFkB,
AKT, MAPK, PKC atd.) [25]. Pochopeni
mechanizm( BCR signalizace vedlo k na-
vrzeni novych terapeutickych postupt
zaloZzenych na inhibici jednotlivych
komponent této drahy. Tyto tzv. BCR in-
hibitory maji pro nddorovou burku fa-
talni nasledky; vedou nejenom k inhibici
signalll pro preziti, ale ovliviuji také mi-
graci malignich bunék [26]. Mezi klinicky
testovand léciva patii napf. ibrutinib
jako inhibitor Btk dosahujici velmi dob-
rych klinickych vysledkd (schvalen v USA
v roce 2014 pro lécbu relabujici/refrak-
terni CLL v druhé lé¢ebné linii), fostama-
tinib pro inhibici Syk a nebo PI3K inhibi-
tor idelalisib [27].

Cytogenetické prognostické
faktory

Ziskané genetické zmény se vyskytuji
v dobé diagnézy CLL u vice nez 80 % ne-
mocnych a hraji vyznamnou roli v pato-
genezi onemocnéni. Jejich identifikace
ma vyznam pro progndézu, volbu lé-
Cebné strategie, a tedy OS nemocnych.
Na jejich uréenise uz od 70. let minulého
stoleti podili fada cytogenetickych a mo-
lekuldrné-cytogenetickych metod, jako
je klasicka cytogenetika, fluorescencni
in situ hybridizace (FISH), Cipové techno-
logie a v posledni dobé i nejmodernéjsi
technologie sekvenovani nové generace
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Obr. 2. Rekurentni cytogenetické zmény u CLL s vyznacenim nejvyznamnéjsich zasaze-
nych gent na jednotlivych chromozomech (podle Puiggros et al, 2014) [116].

(next-generation sequencing - NGS).
Pres vyskyt velkého spektra genetickych
zmén byly uréeny rekurentni zmény pro-
gnostického vyznamu.

Milnikem ve vyvoji cytogenetiky CLL
a jejiho klinického vyznamu byla prace
z roku 2000, kdy Déhner et al urcili na
zdkladé cytogenetické (FISH) analyzy
325 CLL nemocnych prognosticky vy-
znam nejcéastéjsich chromozomovych
zmén v hierarchickém usporadani [7].
Tato ,Déhnerova prognostickd klasifi-
kace” ukdzala, ze nemocni s deleci 13q
(del(13q)) jako jedinou zménou v ka-
ryotypu maji dobrou prognézu, za-
timco pacienti s del(17p) zahrnujici
gen TP53 a del(11q) zahrnujici gen ATM,
maji nepfiznivou prognézu. Nélez trizo-
mie chromozomu 12 (tris(12)) je spojo-
van se stfedni prognézou spole¢né s na-
lezem normalniho karyotypu. Pravé tato
cytogenetickd prognosticka stratifikace
doplnila a upfesnila jiz existujici hod-
noceni klinického stadia podle Bineta
a Raie [28,29].

Kromé uvedenych chromozomo-
vych zmén, které jsou soucasti rutin-
niho CLL panelu FISH vySetfeni, existuji
i dalsi chromozomové aberace, jez byly
urceny klasickou cytogenetickou nebo
Cipovou technologii. K takovym zmé-

nam patfi zmnozeni kratkych ramen
chromozomu 2, které bylo pozorovano
u 8-28 % CLL nemocnych [30,31]. Zmno-
Zeni zahrnuje oblast s lokalizaci vyznam-
nych onkogenu jako MYCN, REL a nebo
MSH2 a Castéji se vyskytuje u nemoc-
nych v pokrocilejsim stadiu onemoc-
néni (Binet B a C) a také jako sekundarni
zména spojena s kratsim OS a transfor-
maci do RS [31,32].

Zmény chromozomu 13q

Del(13q) se vyskytuje az u 50 % CLL ne-
mocnych v dobé diagndzy a je nejcas-
téjsi zménou detekovanou metodou
FISH. B&hem poslednich nékolika let byla
tato oblast obzvlast intenzivné studo-
vana a byla navrzena fada kandidatnich
genu (obr. 2), které by mohly byt odpo-
védné za patogenezi stejné jako za pro-
gnostickou heterogenitu nemocnych
s del(13q). V deletované oblasti byly ur-
¢eny geny kédujici microRNA (miRNA),
miR15a a miR16-1 [33,34], ale jasna ko-
relace s expresi a poctem alel nebyla
pfesné stanovena. Kromé téchto miRNA
bylo studovano nékolik dalsich gend lo-
kalizovanych v deletované oblasti 13q,
jako gen DLEU7 nebo DLEU2, které by
mohly hrat vyznamnou roli v aktivité na-
dorovych supresort [35]. Jednoznacny

zavér vsak zatim nebyl proveden. Ana-
lyzy deletované oblasti dale ukazaly, ze
velka delece zahrnujici gen RB1 (typ 1) je
spojena s kratS$im ¢asem do prvni l1écby
(time to first treatment — TTFT) a OS, ve
srovnani s nemocnymi, ktefi maji kratsi
delece zahrnujici jen geny miR15a and
miR16-1 (typ Il) [35-38]. Pacienti mohou
mit také bialelickou del(13q), ktera je
pozorovéana az ve 30 % pripadd [39].
Bialelicka delece je &asto spojena
s malou deleci nezahrnujici RBT gen.
Klinicky vyznam bialelické delece je
stéle kontroverzni, avsak castéji je po-
zorovédna u nemocnych s agresivnéj-
$im pribéhem onemocnéni [40,41].
Prognosticky vyznam bialelické delece
je obtizné stanovit také proto, Ze mGze
byt ovlivnén fadou dalsich faktord, ke
kterym fadime zejména velikost klonu
s touto deleci. Orlandi et al ukazali, ze
klon, ktery tvofi 65-90 % bunécéné po-
pulace, mGze znamenat prognostické
zhorseni u nemocnych s izolovanou
del(13q) [41].

Trizomie chromozomu 12

Tris(12) je druhd nejcastéjsi cytogene-
tickd zména u nemocnych s CLL s frek-
venci 20-30 %, z ¢ehoz az v 60 % pripad
se vyskytuje jako jedind zména karyo-
typu. Pokud se objevuje spolu s dal-
$imi cytogenetickymi aberacemi, pak
¢asto s trizomii chromozomuU 18 a 19,
ale také s del(11q), del(13q), del(14q),
del(17p) anebo s translokacemi zahr-
nujicimi gen IGH [7]. Tris(12) je pova-
Zovana za marker stiedni prognoézy,
i kdyz nékteré prace potvrdily vyskyt
u pacientl s agresivnéjsim pribéhem
onemocnéni [42]. Tato aberace je pova-
Zovana za zménu ¢asného stadia one-
mocnéni, kterd podporuje akumu-
laci dalSich zmén, napf. mutaci gen(
NOTCH1 nebo TP53 [43]. Tris(12) vede
déle ke zvysené regulaci fady gen( loka-
lizovanych na chromozomu 12 (obr. 2),
pficemz za hlavni patogeneticky mecha-
nizmus této zmény je povazovana davka
genu [44].

Delece chromozomu 11

Del(11q) je pozorovana u 5-20 % CLL
nemocnych [2,7]. Tato delece je znac¢né
heterogenni a je klasifikovana bud
jako ,velkd delece” vyskytujici se cas-
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té&ji, nebo jako ,mald delece’, kterd je
mnohdy spojena s mutacemi na druhé
parové alele. Delece se casto vyskytuje
spole¢né s dalsimi defekty a je soucasti
komplexnich zmén, coz potvrzuje ne-
stabilitu nddorového genomu [45,46].
Minimalné deletovand oblast téméf
vzdy zahrnuje gen ATM. Homozygotni
delece nebyla zatim u CLL nemocnych
pozorovana, ale 20-30 % nemocnych
s heterozygotni del(11q) ma mutaci pa-
rové ATM alely [46]. V blizkosti genu
ATM, v oblasti 11922, je lokalizovan také
gen BIRC3 (obr. 2), jehoz role v patoge-
nezi a progndze CLL je v soucasnosti in-
tenzivné studovéna. Bylo pozorovano,
Zze nemocni s deleci nebo mutaci genu
BIRC3 jsou casto rezistentni na lécbu
fludarabinem [47].

Delece chromozomu 17

Del(17p) je pozorovana u 3-10 % ne-
mocnych v dobé diagnézy CLL [7,47,48],
avdak az u 30 % lécenych a refrakternich
pacientU [48]. Delece mUze byt pfitomna
de novo v dobé diagnézy nebo se mize
objevit az v prlibéhu onemocnéni jako
vysledek klonalniho vyvoje [49]. V sou-
Casnosti prevlada nazor, Zze pfitomnost
vice nez 25 % pozitivnich jader uréenych
metodou FISH predpovidd horsi pra-
béh onemocnéni [48,50]. Vice nez 75 %
nemocnych s deleci genu TP53 ma mu-
taci v parové alele (obr. 2). Tito nemocni
s bialelickym defektem maji horsi pru-
béh onemocnéni, kratdi dobu preziti bez
progrese (progression-free survival — PFS)
i OS [51]. Nicméné negativni vliv na pro-
gnoézu ma ale také samotna delece nebo
mutace genu TP53, coz potvrzuje, ze
kazdd tato zména je dostatecnd pro re-
zistenci a klonalni vyvoj. Pomoci sekveno-
vani nové generace s vysokym pokrytim
(tzv. ultradeep NGS) se ukazalo, ze vyskyt
TP53 mutaci je prognosticky nepftiznivy
i v pfipadé, Ze jsou pfitomny v malych
subklonech [52]. Del(17p) je ¢asto sou-
casti komplexnich karyotypd, vyskytujici
se spolecné s deleci chromozomu 4p, 18p,
20p a zménami chromozomu 8 [53,54].

Komplexni karyotyp a chromotripse

Komplexni karyotyp (CK) je obecné de-
finovan jako nélez tfi a vice zmén v ka-
ryotypu. U nemocnych s CLL se vysky-
tuje pfiblizné u 16 % nemocnych [55,56].

Nélez CK je velmi ¢asto asociovan s ne-
mutovanym stavem [GHV, expresi
CD38 a kratkym OS. Provedena analyza
poctu zmén v komplexnim karyotypu
ukazala, ze prognostickd hodnota CK je
vyssi u nemocnych s nalezem péti a vice
zmén, a dale byla potvrzena vysoka
asociace CK s del(11q) a del(17p) [57].
Baliakas et al analyzovali celkem 1 001 ne-
lé¢enych CLL nemocnych a CK pozo-
rovali u 157 (15,6 %) nemocnych [56].
Tento nélez byl asociovdn s nemutova-
nym stavem /IGHV a zménami 17p. Nélez
CK se ukazal jako nezavisly prognos-
ticky faktor pro prezivani bez udalosti
(event-free survival — EFS) u nelécenych
CLL pacientl. Cytogenetickd analyza
72 nemocnych s relabujici/refrakterni
CLL, ktefi byli 1é¢eni kombinaci s ibruti-
nibem, odhalila CK u 26 (36 %) nemoc-
nych, pficemz u 22 z nich byla soucasti
del(17p). Tato studie dale ukazala, ze
CK je nezdvisly faktor spojeny s nepfi-
znivym EFS a OS u téchto nemocnych.
Toto nebylo potvrzeno u nemocnych
s del(17p) bez CK, coz vedlo k zavéru,
Ze s nepfiznivym pribéhem relabu-
jici/refrakterni CLL je spojen spiSe CK nez
del(17p) [58].

Chromotripse je pojem odvozeny
z feckych slov ,chromos” pro chromo-
zom a ,thripsis” pro rozpad chromo-
zomu na kousky. Tento proces Uzce sou-
visi se vznikem komplexniho karyotypu
a oznacuje jednu katastrofickou uda-
lost, béhem niz se chromozom nebo
vice chromozomu rozpadne na mnoho
kouskd, které se pak spojuji zpét po-
moci DNA opravnych procesd v nahod-
ném poradi. Takto mohou byt vysvétleny
komplexni chromozomové prestavby
s fadou zlomU predstavujici tzv. marker
chromozomy. V nadorovych burkéach
vede chromotripse ke ztraté nadorovych
supresorl a mize byt pficinou amplifi-
kace onkogenu. Chromotripse se mize
vyskytovat u 2-3 % nador( a byla po-
zorovana az u 25 % nadorQ kosti [59].
V pfipadé CLL byl tento jev objeven ne-
davno pomoci metody NGS, kdy se jed-
nalo o chromotripsi chromozomu 4 [59].
Kombinaci celogenomového sekveno-
vani, komparativni genomové hybridi-
zace (arrayCGH) a SNPs array se povedlo
analyzovat a urcit chromotripsi i u fady
dalsich nadord [60,61].

Poskozeni ATM/p53 apoptické
drahy

Naruseni apoptotické drahy je dalsi ve-
lice dllezity mechanizmus patogeneze
CLL, které umoznuje prezivani B lymfo-
cytQ v periferni krvi. Molekularni defekty
branici spravnému pribéhu apoptézy
zahrnuji zvysenou expresi antiapoptic-
kych proteinl rodiny Bcl-2 a aberace
(delece a/nebo mutace) nadorovych
supresorll TP53 a ATM, které predstavuji
vyznamné negativni prognostické fak-
tory CLL. ATM/p53 signalni drdha spou-
sti v odpovédi na bunécny stres mecha-
nizmy zabezpecujici potlageni klonélni
expanze bunék a udrZeni integrity ge-
nomu [62]. Samotny prognosticky vy-
znam hladiny proteinu Bcl-2 nebyl pro-
kdzdn a nékteré studie ukazuji spise
na vyznamny pomér hladin molekul
Bcl-2/Bax pfi regulaci apoptézy [63].

Aberace genu TP53

Protein p53 je jaderny transkrip¢ni fak-
tor, ktery se v zavislosti na rozsahu
a typu bunécného poskozeni podili ze-
jména na reparaci DNA, blokaci bunéc¢-
ného cyklu a iniciaci apoptdzy. Soma-
tické poskozeni genu TP53 bylo popsano
u vice nez poloviny onkologickych ma-
lignita v pfipadé leukemii a lymfomd ma
jeho stanoveni silny prognosticky a pre-
diktivni vyznam [64,65]. Vyskyt zérodec-
nych aberaci genu TP53 je navic spjat
s autozomalné dominantnimi Li-Frau-
meni a Li-Fraumeni-like syndromy, vy-
znacujicimi se rodinnou predispozici
k vyvoji ¢etnych nddorovych onemoc-
néniv mladém véku (zpravidla v < 45 le-
tech) [66]. Nejcastéjsimi zpUsoby dere-
gulace proteinu p53 je naruseni vazebné
a/nebo transaktivacni schopnosti to-
hoto nadorového supresoru; popsano
je oviem také ziskani onkogenni akti-
vity p53 u CLL mutovanych bunék [67].
U nové diagnostikované CLL jsou abe-
race genu TP53 detekovany u 5-10 %
pacientl a zpravidla asociuji se zdaleka
nejhorsi prognézou onemocnéni [7,68].
Nejkratsi OS pfitom vykazuji ne-
mocni s bialelickym poskozenim genu
TP53 (median ~19 mésicu) [68,69], kdy je
del(17p) nejcastéji kombinovana s mu-
tacemi lokalizovanymi v oblasti DNA-va-
zebné domény [70]. Vyskyt samostatné
mutace genu TP53 je u nelécené CLL
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pozorovan vcelku ojedinéle (3-5 %
pacientll), ovsem stejné jako biale-
licky defekt pfispiva k rezistenci nddo-
rovych klonl na standardni chemoimu-

noterapii a celkovou lé¢ebnou odpovéd

tak dosdahne pouze zhruba 30-60 %
pacientl [68,71]. Pfi relapsu onemoc-
néni jsou navic ¢asto leukemické buriky
nesouci TP53 aberace v ramci klonal-
niho vyvoje selektovany [13,72]. Tyto
aberace je pak mozné zaznamenat
u 30-40 % chemorefrakterni CLL a az
u poloviny pfipadd RS [14,73]. Detekce
minoritnich TP53 mutaci je ovéem v dia-
gnostickych vzorcich ¢asto z dlivodu
nedostacujici senzitivity konvenéné
pouzivanych metod velmi problema-
tickd a v téchto pripadech je doporu-
¢ovano vyuziti pristupl NGS [52,72,74].
Nezbytnd soucdst mutacni analyzy je
také stanoveni funkéniho dlsledku
kazdé detekované TP53 varianty, at uz
pomoci specifickych testl (zejména
FASAY) nebo dohledanim v dostup-
nych databazich (http://p53.iarc.fr/,
http://p53.free.fr/). Soucasné poznatky
tykajici se analyzy mutaci genu TP53
vCetné charakterizace nejcastéji pou-
zivanych detekcénich metodik, které
Ize vyuzit také u ostatnich nadorovych
onemocnéni, jsou prehledné shrnuty
v mezindrodné platnych doporucenich
Evropské iniciativy pro vyzkum CLL [74].
Nemocnym s jakoukoliv prokézanou pa-
togenni TP53 aberaci je standardné do-
porucovana Ucast v klinickych studiich
testujicich 1é¢iva nezdvisla na funkci
p53 signdini drahy, popfipadé jsou indi-
kovanik alogennitransplantaci krvetvor-
nych bunék [1,75]. V minulém roce bylo
v USA organizaci FDA pro lé¢bu téchto
pacientll a nemocnych s relabovanou
nebo refrakterni CLL schvéleno pouziti
nového tyrozinkindzového inhibitoru
ibrutinibu na zakladé vysledki studie
RESONATE [76].

Inaktivace genu ATM

ATM je pfevazné jadernd kinaza, ktera
je aktivovédna po vzniku dvouretézco-
vych zlom0 DNA a prostrednictvim fos-
forylace aktivuje fadu efektorovych
molekul zahrnutych v odpovédi na po-
$kozeni DNA [77]. Kindzovd kaskada
sméfuje k mnoha cilovym moleku-
I[dm, z nichZ nejvyznamnéjsi je protein

p53 spoustéjici procesy na ochranu in-
tegrity genomu [78]. Zdrode¢né mu-
tace v genu ATM vedou k autozomalné
recesivnimu syndromu ataxia-telan-
giectasia, ktery je spojen se zvySenym ri-
zikem infekci a vzniku nadorovych one-
mocnéni, zejména leukemii, lymfoma
a nadorl prsu [79]. Gen ATM mUze byt
u CLL pacientt zasazen prostrednictvim
del(11q) a/nebo somatické (pfipadné
germinalni) mutace. Pfi analyze obou
typl defektl se ukdzalo, Ze dohromady
predstavuji nejcastéjsi abnormalitu spo-
jenou s negativni progndézou pfi dia-
gnoéze CLL, kdy se vyskytuji u pfiblizné
25 % pacientt [80]. U pacientl vyzaduji-
cich 1é¢bu muze byt tato frekvence jesté
vyssi [81]. Dopad ATM defektl na pro-
gndzu pacientl byl prokazan v radé stu-
dii, které ukazuji jejich negativni vliv na
preziti a také jejich potencidlni predik-
tivni charakter [80-84]. Nicméné ana-
lyza mutaci v tomto extrémné dlouhém
genu (62 kédujicich exont) je pro vét-
Sinu laboratofi naro¢nd, a proto se ru-
tinné vysetfuje pouze del(11q). Pfestoze
NGS technologie zna¢né zjednodusily
tento proces, interpretace identifikova-
nych variant z{istdva nadale problema-
tickd. Je proto velmi vhodné vyuzit né-
ktery z funk¢nich test(, ktery by vyclenil
skute¢né patogenni mutace s jedno-
zna¢nym vlivem na funkci proteinu. Tyto
testy jsou zaloZeny zejména na sledo-
vaniindukce exprese p53 a jeho cilového
genu p21 po poskozeni DNA ionizujicim
zatenim nebo vybranymi chemotera-
peutiky [85-88]. Prdvé pomoci funkénich
analyz bylo zjisténo, ze kompletni inak-
tivace ATM je u CLL pacientl zprostied-
kovédna zejména bialelickymi defekty
(del(11g)/mutace nebo mutace/mu-
tace), které vedou k trvalému naru-
Seni p53 drahy po poskozeni DNA [81].
Samotna del(11q) k inaktivaci ATM ne-
vede, protoze transkripce z druhé alely
je schopna zajistit dostacujici syntézu
funk¢niho proteinu, avsak muze ovliv-
novat prlbéh choroby prostiednic-
tvim haploinsuficience dal$ich gent lo-
kalizovanych v oblasti 11q22-23 (napf.
BIRC3) [80]. Klinicky dopad jednotlivych
ATM defektd u CLL pacientl byl podrob-
néji popsan teprve nedavno, protoze
starsi studie sledovaly pouze vlivdel(11q)
bez analyzy mozné pfritomnosti ATM mu-

taci. Efekt mutace doprovazejici asi ve
tretiné pripadl deleci se projevuje ve vy-
znamném zkraceni TTFT a OS ve srovnani
se samotnou deleci [81]. Pradce Skowron-
ské et al prokdzala signifikantni zhorseni
PFS a OS pouze u pacientd s bialelickym
ATM defektem [83]. Navic bylo zjisténo,
Ze tito pacienti jsou rezistentni na stan-
dardné pouzivanou cytotoxickou che-
moterapii, jejiz mechanizmus ucinku
je zavisly na funk¢ni p53 draze [81,83].
Proto je do budoucnosti velice zadouci
hledat nové moznosti lIé¢by s p53 neza-
vislym mechanizmem ucinku, které by
byly vhodné pro ATM-defektni pacienty.
Jednou z moznosti by mohlo byt pou-
Ziti inhibitor( BCR signalizace [89] nebo
také nékterého z novych terapeutickych
pristupl zalozenych na konceptu syn-
tetické letality, ktery k usmrceni nado-
rovych bunék vyuzivd dysfunkce ATM
spolu s terapeutickym zvySenim genoto-
xického stresu [90].

Vyznam deregulace miRNA

MiRNA jsou kratké nekddujici iseky RNA
podilejici se naregulaci exprese nejméné
20-30 % vsech protein kédujicich gend,
zahrnutych zejména v bunécné prolife-
raci, diferenciaci a apoptéze. Jejich vy-
znam v iniciaci a progresi onkologickych
malignit podtrhuje fakt, Ze zhruba polo-
vina znamych lidskych miRNA je lokali-
zovana v genomovych oblastech asocio-
vanych s karcinogenezi [33]. Nadorové
supresorovd, popfipadé onkogenni
funkce miRNA byla popséna také u CLL,
kde je mozné na zdkladé specifického
expresniho profilu téchto marker( od-
lisit nddorové bunky od fyziologickych
B lymfocytd [91]. Pomoci vytipovaného
panelu miRNA vyznacujicich se v rdmci
CLL rozdilnou expresi Ize do urcité miry
ve spojitosti s ostatnimi molekuldrnimi
markery rovnéz predikovat pribéh to-
hoto onemocnéni [91,92]. Zdaleka nej-
castéji (> 60 % pfripadu) je u CLL po-
zorovana deregulace klastru miR15a
a miR16-1 lokalizovanych v ¢asto deleto-
vané oblasti 13q14 [33], kterd vede k na-
vyseni exprese antiapoptotického pro-
teinu Bcl-2 [93]. Vztah mezi hladinou
exprese miRNA, rekurentnimi genomo-
vymi defekty a klinickym pribéhem CLL
byl prokézan rovnéz u gentd kédujicich
miR34b/c (lokus 11q22.3) a miR34a regu-
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lovanych proteinem p53 [94]. Vyznam
aberantni exprese téchto a dalsich
miRNA (napf. miR150 a miR155) u CLL je
davan do spojitosti také s aktivni BCR sig-
nalizaci asociovanou se zvysenou proli-
feraci leukemickych bunék [27,95,96].
Pfi¢cinou deregulované exprese miRNA
mohou byt také mutace v téchto marke-
rech (detekované napt. u miR16-1), které
byly sporadicky nalezeny u pacientl
s familiarni CLL, a poukazuji tak na vy-
znam genetické predispozice pfi jejim
vyvoji [91]. Navzdory prokdzané uloze
pfi patogenezi CLL neni prozatim abe-
rantni exprese miRNA u tohoto onemoc-
néni z dlivodu nestandardizované de-
tekéni metodiky rutinné vysetfovana.

Nové potencialni prognostické
markery CLL
Rychle se vyvijejici technologie NGS
umoznily pomoci celogenomového ¢ci
celoexomového pfistupu objeveni dal-
Sich rekurentné se vyskytujicich ge-
novych aberaci u CLL [8,9,11]. Jsou
to zejména mutace v genech SF3B1,
NOTCHT nebo BIRC3, které se vysky-
tuji u 5-15 % nové diagnostikovanych
pacientl a zejména pak v pozdéjsich
fazich onemocnéni (obr. 1). Jejich kli-
nicky dopad a moznost vyuziti jako no-
vych ,biomarkerd” je v soucasné dobé
intenzivné studovan [97-99]. V nedavné
dobé bylo popsano, Ze jsou asociovany
s nepfiznivymi cytogenetickymi abera-
cemi a také s celkové horsim pribéhem
choroby, odrazejicim se v rychlejsi pro-
gresi, rezistenci na [é¢bu a kratSim PFS
a OS pacienta (tab. 1) [19,47,98-100].
Na druhé strané ale neni pfesné znam
funkéni dopad téchto mutaci a také
chybi standardizované detek<ni metody,
coz prozatim znemoznuje zavedeni
téchto analyz mezi rutinni vysetfeni CLL
pacientd. Dalsi rekurentné mutovany
gen MYD88, jehoz proteinovy produkt
se podili na iniciaci imunitni odpovédi
spojené se zanétem, byl v nedévné dobé
asociovan s mutovanym IGHV a del(13q)
a zfejmé je tedy spojen s piiznivéjsi pro-
gnozou CLL pacient(l (tab. 1) [11,43].
Rossi et al integrovali tyto nové na-
lezené molekularni defekty do klasic-
kého cytogenetického hierarchického
modelu a navrhli tak potencialné do-
konalejsi prognostickou stratifikaci

CLL pacientd [101]. Rozlisuji Ctyfi sku-
piny: 1. vysoce rizikovi pacienti s de-
fekty v genech TP53 a/nebo BIRC3,
2. pacienti se stfednim rizikem s muta-
cemi v NOTCH1 a/nebo SF3BT a/nebo
s del(11q), 3. pacienti s nizkym rizikem
nesouci tris(12) nebo normalni karyo-
typ a 4. pacienti s velmi nizkym rizikem
nesouci pouze del(13q). V nedavné stu-
dii Baliakas et al podpofili klinickou vy-
znamnost zejména SF3B1 a NOTCHT mu-
taci [19]. Nicméné tento prognosticky
model bude potieba jesté ovéfit na za-
kladé prospektivnich klinickych stu-
dii. Prediktivni potencidl téchto novych
markerd s cilem vyuziti v personalizo-
vané |é¢bé je stéle predmétem diskuzi.

Mutace genu SF3B1

SF3B1 je jedna z proteinovych kompo-
nent sestfihového aparatu bunky (spli-
cezom), ktery se podili na Upravé prekur-
zorové mRNA do jeji zralé formy [102].
Gen SF3B1 je lokalizovan na 2. chromo-
zomu a jeho mutace se vyskytuji ze-
jména v exonech 14-16 v tzv. HEAT
doménach v nékolika preferen¢né mu-
tovanych kodonech. Nejcastéjsi mutaci
je zaména K700E, vyskytujici se asi ve
40-50 % pfipadU. Frekvence mutaci roste
od diagndzy (5-10 %), pfes progresi cho-
roby (17 %) az k refrakterni formé CLL
(20 %) [8,11,98,99]. Mutace v SF3BT jsou
asociovdny s nemutovanym [GHV,
s del(11q) a zda se, ze také s mutacemi
genuATM[11,99], ¢imz déle zhorsuji uz tak
nepfiznivou progndzu téchto pacienty;
klinicky se projevuji zna¢né zkracenym
TTFT a kratsim OS pacientd [99,103].
Jejich funkéni dopad neni prozatim
pfesné objasnén, nicméné Paulsen et al
ve své studii ukazali stéZejni roli sestfiho-
vého aparatu v udrZzovani genomické sta-
bility, kdy pfi zablokovani jednotlivych
komponent splicesomu doslo k akumu-
laci poskozeni DNA [104]. Je tedy mozné,
ze mutace SF3B7 vedou k naruseni odpo-
védi na poskozeni DNA, podobné jako
mutace v ATM [105].

Mutace genu NOTCH1

Gen NOTCHI, lokalizovany v oblasti
9g34.3, koduje heterodimerni trans-
membranovy protein podilejici se na re-
gulacibuné¢né proliferace (NF-kB draha),
diferenciace a apoptoézy. Aberace tohoto

transkripéniho faktoru byly asociovény
s patogenezi fady nddorovych onemoc-
néni, kdy v ramci hematoonkologickych
malignit je vyskyt prognosticky nepfiz-
nivych mutaci genu NOTCHI1 pozoro-
van zejména u T-akutni lymfoblastické
leukemie (~50 % pfipadl) [106]. V pfi-
padé CLL jsou somatické onkogenni mu-
tace genu NOTCH1 detekovény u 8-12 %
nové diagnostikovanych pacient( [9,10]
a zpravidla vedou ke konstitutivni ak-
tivaci NOTCH1 signalni drahy. Zdaleka
nejcastéji je pfitom u CLL analyzovana
hot spot mutace c.7544_7545delCT
(70-80 % NOTCHT mutaci) vedouci ke
vzniku pfedcasné zkracené aktivni formy
proteinu. Spolu s ostatnimi NOTCH1 de-
fekty je tato mutace pozorovana ze-
jména u pacientl s nemutovanym sta-
vem genl IGHV a také s tris(12) [9,100].
Z hlediska prognézy CLL je vyskyt pato-
gennich mutaci genu NOTCHT zpravidla
spojen se zkracenym PFS a OS pacientu
(medidn ~55 mésicl) [98] a také zvy-
Senym rizikem Richterovy transfor-
mace [10,107]. Pfedbézné vysledky
klinickych studii poukazuji téz na predik-
tivni vyznam pfitomnosti NOTCHT mu-
taci u CLL, kdy u téchto pacientl nebyl
prokdzadn lécebny prospéch z pfi-
déni rituximabu k rezimu fludarabin-
-cyklofosfamid [97].

Defekty genu BIRC3

BIRC3 je negativni regulator kindzy MAPK,
kterd aktivuje nekanonickou NF-kB drahu
stimulujici proliferaci bunék [108]. U CLL
pacientl mlze byt BIRC3 inaktivovéan po-
moci del(11q) a/nebo mutace, podobné
jak je tomu v piipadé ATM [19,47]. Gen
BIRC3 je lokalizovan do oblasti 11922.2,
ale nemusi vzdy v pfipadé del(11q) chy-
bét. Studie Rose-Zerilliho et al deteko-
vala deleci BIRC3 v 83 % pfipadl delece
genuATM a ukazala, ze spise ATM mutace
nez BIRC3 delece a/nebo mutace ovliv-
nuji preziti pacientd s del(11q) [109].
Inaktivace proteinu BIRC3 je spojena pre-
devsim s posunovymi mutacemi nebo
mutacemi vedoucimu ke vzniku stop ko-
donu, které zplsobuji ztratu E3 ubikvi-
tin ligdzové aktivity smérem ke kinaze
MAPK a nasledné vedou ke konstitu-
tivni aktivaci nekanonické NF-kB drahy.
Vyskyt mutaci pfi diagnéze je nizky
(5 %), zatimco u relabujicich a fludara-
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bin-refrakternich pacientd je pomérné
vysoky (25 %) [47].

Klonalni evoluce molekularnich
aberaci u CLL

CLL je klonalni onemocnéni, které pro-
chazi nékolika klinickymi stadii od bez-
priznakové faze, pres symptomatickou
CLL, kterd maze prejit az ve vysoce ag-
resivni formu znamou jako RS. V pra-
béhu CLL je mozné detekovat rizné
molekuldrni léze, které mohou byt klo-
nalné zvyhodnovany a pfispivat tak
k progresi onemocnéni (obr. 1). Biolo-
gicka variabilita CLL je tedy dana rdznou
kombinaci genetickych abnormalit a pfi-
tomnosti subklondlnich defektd [110].
Ackoliv se prozatim u CLL nepodafilo
ptimo urcit kauzalni (tzv. founder) abe-
raci podilejici se na prvotni iniciaci one-
mocnéni, byly odhaleny genomové
zmény spojené s vyvojem a progresi CLL.
Tyto tzv. driver aberace se mohou vysky-
tovat klonalné nebo subklonalné v cas-
néjsich, resp. pozdéjsich fazich evoluce
CLL[9,43,111].

Mezi nejcastéji deregulované bunécéné
mechanizmy u CLL patfi zejména naru-
$eni DNA reparace a kontroly buné¢ného
cyklu (aberace TP53, ATM, BIRC3), ovliv-
néni RNA zpracovani a sestfihu (mutace
SF3B1, XPOT), navyseni intenzity proli-
ferace (mutace NOTCH1, FBXW?7, KRAS,
NRAS, MED12), modulace imunitnich
mechanizm( (mutace MYD88) a zména
modifikace chromatinu (CHD2) [11,43].
Radu téchto patogenetickych klonalnich
defektl je pfitom mozné zaznamenat uz
na Urovni hematopoetickych prekurzort
a také u myeloidnich bunék pacientt
s CLL [112,113] a mohou se uplatnit rov-
néz pfi vyvoji MBL. Tento premaligni leu-
kemicky stav nevyZzadujici hematolo-
gickou lé¢bu je mozné diagnostikovat
az u ~13 % ptibuznych pacientl s CLL,
z nichz 1-2 % pfipadl rocné progreduje
do klinicky vyjadfené CLL [114].

V casnych stadiich neléc¢ené CLL
jsou pomoci konven¢né dostupnych
metod ve vétiiné nadorovych bunék
nalézany spise klinicky pfiznivé geno-
mové defekty (nejcastéji del(13q) a mu-
tace genu MYDS88), které jsou predomi-
nantné klonalniho plvodu [43]. Az ve
20 % ptipadd oviem v pribéhu CLL do-
chazi také k narlstu subklonalnich po-

pulaci nesoucich prognosticky nepfiz-
nivé genové aberace (napf. TP53, ATM
a SF3BT), které prispivaji k agresivnimu
fenotypu onemocnéni véetné rezistence
na standardné poddvanou chemoimu-
noterapii (obr. 1). Riziko vyvoje geno-
movych aberaci se pfitom znacné zvy-
Suje s pfitomnosti nemutovaného IGHV
a podanim terapie, kterd poskytuje vy-
znamny selekéni tlak [13,72,101]. Naru-
Seni reparacnich a apoptotickych me-
chanizm@ u leukemickych bunék ve
spojeni s navysenim intenzity jejich
proliferace napomaha akumulaci dal-
Sich patogenetickych zmén [43,110].
Dulsledkem mUze byt progrese CLL do
malignit vyssiho stupné, nejcastéji di-
fuzniho velkobuné¢ného B lymfomu,
popfipadé prolymfocytarni leukemie,
které Ize detekovat u 5-15 % pacientu
a jsou spojeny s infaustni prognézou
onemocnéni [115].

Dosud ne zcela objasnénou otazkou
klonalniho vyvoje CLL z{stav4, zda jsou
pozdéji detekované mutace nasledkem
spontanni mutageneze nadorové bunky
nebo zda jsou do DNA vnaseny agresivni
genotoxickou terapii. Nejnovéjsi studie
ukazuji, Ze minoritné mutované sub-
klony jsou pfitomny v CLL bunkach jiz
pred terapii, kterd nasledné pfispivé k je-
jich expanzi, a to az ve chvili, kdy je elimi-
novdana vétsina nadorové populace sen-
zitivni na 1é¢bu [43,72,111].

Zavér

Klinickd heterogenita CLL se zda byt
v piimé souvislosti s biologickou pod-
statou tohoto dosud nelécitelného
onemocnéni. Nejsilnéjsimi klinicky vy-
znamnymi prognostickymi markery
CLL nadale zlstavaji analyza mutac-
niho stavu genl IGHV ve spojeni s vy-
Setfenim stdvajicich rekurentnich chro-
mozomalnich a genovych aberaci. Pfi
predikci lé¢ebné odpovédi je kromé
del(17p) a del(11q) doporucovano také
stanoveni mutac¢niho profilu kédujicich
oblasti genl TP53 a ATM, které spolec¢né
pomahaji urcit pacienty schopné profi-
tovat z alternativnich lé¢ebnych modalit.
V souvislosti s novymi poznatky o pato-
genezi CLL a vyvojem sofistikovanéjsich
detekcnich pristupl Ize do budoucna
ocekavat rozsifeni portfolia vysetfova-
nych molekuldrnich markerd. Dikladné

rozdéleni pacientd dle pfitomnosti ri-
zikovych genomovych abnormalit by
mohlo napomoci pfi vybéru efektivni
cilené terapie urcené pro danou sku-
pinu pacientl. Nicméné pro presné sta-
noveni prognostického a prediktivniho
vyznamu nové detekovanych geno-
vych aberaci je nezbytna jejich analyza
v ramci klinickych studii.
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