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1.   Abstrakt 

Habilitační práce vyuţívá moţnosti dané Lékařskou fakultou MU a je předkládána 

jako soubor komentovaných publikací aspiranta. Ten se v letech 2006-2015 

spolupodílel na celkem dvaceti pěti publikacích spadajících pod vymezené téma 

habilitace, tedy “Dopad rekurentních mutací na potogenezi a léčbu chronické 

lymfocytární leukémie”. Z tohoto počtu bylo do příloh zařazeno a v doprovodném 

textu okomentováno celkem patnáct prací: u dvanácti z nich je aspirant 

korespondujícím autorem (souhrnný IF přibliţně 107) a ve třech případech je 

spoluautorem na mezinárodní publikaci s významným příspěvkem k danému tématu. 

Z hlediska obsahového je práce rozdělena na tři okruhy, z nichţ nejrozsáhlejší tvoří 

výzkum mutací v genu TP53. Lze říci, ţe na tomto poli má v současné době Centrum 

molekulární biologie a genové terapie FN Brno vskutku mezinárodní renomé. 

V komentářích k publikacím je nastíněn vývoj uvaţování nad touto problematikou 

a jsou zmíněny výsledky experimentů od základních mutačních analýz tohoto genu, 

aţ po sofistikovanou analýzu pomocí sekvenování nové generace. Na problematiku 

TP53 pak navazuje část věnovaná genům ATM a SF3B1. Zatímco v případě ATM 

jde o logický krok rozšiřující mapování dysfunkce v dráze okolo proteinu p53, 

u proteinu SF3B1 se jedná o jeho nečekané zapojení do regulace buněčné odpovědi 

na poškození DNA. Dvě komentované publikace jsou pak věnovány tématu in vitro 

testování současných terapeutik, fludarabinu a monoklonálních protilátek, na 

buňkách CLL s charakterizovanými aberacemi. 

Dlouhodobý a systematický výzkum mutací a dalších genových defektů přispěl 

k prognostické a prediktivní stratifikaci pacientů s CLL léčených na IHOK FN Brno. 

Kromě toho postupně vedl k vytvoření unikátní kolekce vitálně zamraţených 

primárních kultur CLL s dobře charakterizovanými genovými defekty. Logickým 

pokračováním výzkumu je tak v současné době probíhající částečný posun od 

mutačních analýz k vývoji a testování inovativní protinádorové terapie.  
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2.   Základní patogeneze chronické lymfocytární leukémie 

Chronická lymfocytární leukémie (CLL), nejčastější lymfoproliferativní onemocnění 

dospělých v západní civilizaci, se projevuje akumulací patologických B-lymfocytů 

o fenotypu CD5(+)CD19(+)CD23(+)sIgdim v periferní krvi, kostní dřeni, lymfatických 

uzlinách, játrech a slezině. V souhrnu se dá říci, ţe tato akumulace CLL buněk je 

stimulována třemi základními faktory působícími ve vzájemné součinnosti: 

(i) signalizací z B-buněčného receptoru (BCR) do nitra buňky navozují základní 

předpoklad pro její přeţití (falešnou potřebnost v hematopoéze resp. imunitě), (ii) 

signalizací mikroprostředí skrze příslušné povrchové receptory B-buněk, rovněţ 

navozující výraznou anti-apoptotickou ochranu a (iii) postupným hromaděním 

vnitřních genetických defektů podporujících maligní transformaci a progresi. Všem 

těmto třem zmíněným aspektům se bude věnovat následný stručný přehled 

patogeneze chronické lymfocytární leukémie.  

B-buněčný receptor. CLL je principiálně (tj. u naprosté většiny pacientů) 

monoklonální onemocnění, coţ znamená, ţe maligní B-lymfocyty nesou jednu 

konkrétní přestavu V-, D-, a J-subgenů variabilní oblasti těţkého řetězce 

imunoglobulinového genu (IGHV). Absence či přítomnost somatických hypermutací 

v této oblasti pak determinuje dva základní subtypy CLL s výrazně odlišnou 

prognózou: pacienti bez somatických hypermutací (homologie s nejbliţší zárodečnou 

linií IGHV ≥98%; v dalším textu U-CLL) vykazují nepříznivý průběh onemocnění 

s brzkou potřebou léčby a střední dobou přeţití přibliţně 8 let, zatímco pacienti 

s mutovaným IGHV (homologie s nejbliţší zárodečnou linií ˂98%; v dalším textu     

M-CLL) léčbu většinou nepotřebují vůbec nebo aţ po delší době a medián přeţití 

u nich dosahuje asi 25 let. Asociace mezi přítomností somatických hypermutací 

a prognózou CLL pacientů byla publikována v roce 1999 dvěma nezávislými 

pracovišti ve Velké Británii a USA (Hamblin et al., 1999, Damle et al., 1999) a dodnes 

patří k největším objevům na poli výzkumu CLL. Rozdělení pacientů na tyto dvě 

prognostické skupiny nebylo prakticky nikdy zpochybněno ţádnou studií. Souvislost 

mezi statusem IGHV a prognózou je tedy zřejmě platná univerzálně a nejinak je tomu 

i na pracovišti Interní hematologické a onkologické kliniky (IHOK) FN Brno. Během 

následujících let se rovněţ podařilo prokázat, ţe pacienti s U-CLL vykazují daleko 

častěji přítomnost dalších negativních prognostických faktorů jakými jsou např. 

cytogenetické aberace 11q- a 17p- nebo mutace v genu ATM. V principu se dá říci, 
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ţe špatná prognóza pacientů s U-CLL je těmito aberacemi ještě dále prohloubena 

(Oscier et al., 2002; Lin et al., 2002; Stankovic et al., 2002). 

Na základě mutačního stavu IGHV vznikl model chronické lymfocytární leukémie, ve 

kterém U-CLL pochází z B-lymfocytu, který ještě neprošel germinálním centrem 

a nesetkal se tudíţ s antigenem, zatímco M-CLL reprezentuje opačnou situaci. 

Nicméně tento model je zpochybněn jedním základním faktem: jak U-CLL tak       

i M-CLL preferenčně vyuţívá určité V(H) subgeny a toto vyuţití je ještě navíc spojeno 

s charakteristickým mutačním stavem (Klein and Dalla-Favera, 2010; Ghia and 

Caligaris-Cappio, 2006). Například u CLL nejčastěji pouţívaný subgen vůbec,   

V(H)1-69, je spojen téměř výlučně s U-CLL, zatímco rovněţ hojně pouţívaný subgen 

V(H)4-34 se naopak typicky nachází u pacientů s M-CLL (Ghia and Caligaris-Cappio, 

2006). Celkově se u kaţdého subtypu CLL vyskytuje řádově několik desítek 

dominantně se opakujících V(H) subgenů a rovněţ celý B-buněčný receptor (tedy 

těţký a lehký řetězec imunoglobulinu posuzovaný dohromady) vykazuje u značné 

části pacientů uniformní sestavu, neboli tzv. stereotypní motivy (Stamatopoulos et al., 

2007). Rovněţ proces somatické hypermutace samotné vykazuje u pacientů        

s M-CLL stereotypní znaky, tzn. vede u jednotlivých protilátek k přesnému cílení na 

určité aminokyseliny, aby tak zůstala zachována specificita vazby na antigen (Murray 

et al., Blood, 2008). Všechny tyto poznatky tedy v souhrnu silně indikují, ţe u obou 

subtypů CLL zřejmě dochází k selekci (stimulaci) leukemického klonu specifickými 

antigeny, moţná autoantigeny (Messmer et al., 2004). 

Opakující se motivy v IGHV vedly výzkumníky zabývající se CLL k vytvoření 

kategorie tzv. stereotypních subsetů. Jak se nakonec ukázalo při analýze více neţ 

sedmi tisíc pacientů, do těchto subsetů spadá celkově aţ 30 % z nich 

(Agathangelidis et al, 2012). Stereotypní subset se dá v podstatě představit jako 

uţší, specifičtější podskupina pacientů nesoucích určitý V(H) subgen. Tak například 

existuje relativně početná skupina pacientů se subgenem V(H)3-21, která vykazuje 

nepříznivou prognózu bez ohledu na mutační stav IGHV, coţ je u CLL výjimka. Část 

těchto pacientů pak spadá do stereotypního subsetu označovaného jako subset #2 

a jsou to ti, kdoţ nesou lehký řetězec IGLV3-21 a určitou specifickou oblast CDR3 

(complementaritydetermining region 3); výmluvné přitom je, ţe přináleţení do 

subsetu dále prohlubuje negativní dopad daného IGHV (Baliakas et al., 2015). Při 

výzkumu pacientů se stereotypními motivy IGHV se následně velmi překvapivě 
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ukázalo, ţe jednotlivé subsety jsou spojeny s určitými typickými genomickými 

aberacemi a/nebo rekurentními mutacemi. Tak například výše zmíněný klinicky 

agresivní subset #2 je asociován s abnormálně vysokou frekvencí mutací v genu 

SF3B1 (Strefford et al., 2013). Naopak jen velmi zřídka vykazují příslušní pacienti 

abnormality v genu TP53 (Malcikova et al., 2014). Naše vlastní výzkumná práce 

(myšleno aspiranta a jeho týmu) pak navázala na tyto poznatky a začlenila do 

subsetu #2 jako typický znak i mutace v genu ATM (viz podrobnější diskuze dále 

v textu).  

Úroveň (síla) signalizace z BCR má přímý vztah ke klinické agresivitě CLL. Asi 

nejlépe je moţné tuto situaci dokumentovat skrze aktivitu kinázy ZAP-70             

(zeta-associated protein 70 kDa). Tato tyrosin-kináza je za normálních okolností 

exprimována T-lymfocyty a její zvýšená exprese (resp. aktivace) doprovázející 

signalizaci z imunoglobulinového komplexu byla překvapivě nalezena u významné 

části pacientů s CLL, dominantně těch patřících ke skupině U-CLL (Chen et al., 

2002; Wiestner et al., 2003). Zvýšená exprese ZAP-70 byla dokonce navrţena jako 

zástupný marker za mutační status IGHV (Crespo et al., 2003). Zřejmě přesnější 

vymezení je však takové, ţe zvýšená exprese genu resp. proteinu ZAP-70 je 

nezávislým negativním prognostickým faktorem u CLL pacientů bez ohledu na 

mutační stav IGHV (Durig et al., 2003). 

Role mikroprostředí. CLL je prototypové onemocnění pokud se týče závislosti 

maligních lymfocytů na zdravých buňkách hematopoetického systému a prostředí 

krvetvorných tkání. V těsné součinnosti s nimi se odvíjí nejenom postupná progrese 

onemocnění, ale také se determinuje rezistence na terapii (ten Hacken a Burger, 

2014). Rozhodující role mikroprostředí v podpoře přeţívání CLL buněk můţe být 

odpozorována jiţ z jednoduché skutečnosti, ţe osamocené CLL buňky nasazené do 

tkáňové kultury nejsou schopny proliferace a významná část buněk hyne poměrně 

rychle (v řádu dnů) spontánní apoptózou (Collins et al., 1989). Naopak podpora skrze 

patřičné mikroprostředí, vytvořené například prostřednictvím ko-kultivace 

s podpůrnými stromálními buňkami z kostní dřeně, nebo aplikací vybraných cytokinů 

(např. IL-4), vede k výrazně zvýšené viabilitě CLL buněk a jejich účinné ochraně před 

spontánní i léky indukovanou apoptózou (Danescu et al., 1992; Panayiotidis et al., 

1996; Kurtova et al., 2009). K této ochraně je nezbytný přímý fyzický kontakt mezi 

buňkami stromatu a CLL lymfocyty, který je dominantně zprostředkován na straně 
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těch prvních chemokinovým ligandem 12 (CXCL12) a na povrchu CLL lymfocytů 

pakchemokinovým receptorem 4 (CXCR4) (Burger et al., 1999; ten Hacken a Burger, 

2014). Základním vnitřním (v CLL buňkách) molekulárním mechanismem ochrany 

před apoptózou je zřejmě zvýšená hladina proteinů Mcl-1 (Kurtova et al., 2009) 

respektive Tcl-1 (Sivina et al., Leukemia 2012). Také z experimentů analyzujících 

mikroprostředí přímo u CLL pacientů jednoznačně vyplynulo, ţe na přeţívání 

maligních buněk se spolupodílejí různé odlišné populace stromálních buněk 

i nemaligní lymfocyty (Burger a Peled, 2009). 

Při pouţití určité kombinace ochranných a podpůrných faktorů je dokonce moţné 

přimět CLL buňky ve tkáňové kultuře k částečné proliferaci (Pascutti et al., 2013). 

Proliferace CLL buněk v těle pacientů se pak odehrává zejména v kostní dřeni 

a lymfoidních tkáních jako jsou uzliny nebo slezina. Při důmyslném experimentu 

s tzv. těţkou vodou (2H2O; deuterium) schopnou inkorporace do nově syntetizované 

DNA a podávané pacientům po dobu 84 dnů se ukázalo, ţe v těchto proliferačních 

centrech dochází k obměně 0,1 % aţ ˃1 % CLL buněk za den, přičemţ pacienti 

s vyšším obratem maligních lymfocytů vykazovali častěji progresi onemocnění 

a nepříznivou prognózu (Messmerat al., 2005). Tímto experimentem byla, mimo jiné, 

definitivně pohřbena původní hojně rozšířená představa, ţe CLL je onemocnění 

s pomalou akumulací lymfocytů pouze rezistentních na apoptózu, bez výraznější 

proliferace. 

Bylo rovněţ prokázáno, ţe mikroprostředí mění zásadním způsobem metabolismus 

CLL buněk, a to v rámci tzv. Warburgova efektu. Při tomto jevu si nádorové buňky 

vytvářejí jiný mechanismus tvorby ATP: od oxidativní fosforylace v mitochondriích 

přecházejí ke zvýšené akumulaci glukózy a její přeměně na laktát, a to i za podmínek 

dostatečného přísunu kyslíku (Samudio et al., 2009). U CLL bylo experimentálně 

prokázáno, ţe tomuto jevu opět výrazně napomáhá jejich ko-kultivace s podpůrnými 

stromálními buňkami, např. fibroblastovou linií HS-5 odvozenou z kostní dřeně, nebo 

primárními fibroblasty z kostní dřeně (Jitschin et al., 2015). Je zajímavé, ţe 

molekulárně je tento tzv. glykolytický přesmyk řízen signální dráhou Notch-c-Myc. 

Celá situace tak skýtá dvojí potenciální terapeutické vyuţití: je moţné uvaţovat 

o aplikaci látky imitující glukózu, která by byla předloţena CLL buňkám a narušila tak 

jejich metabolismus, nebo o blokování výše zmíněné molekulární dráhy, např. 
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pomocí tzv. γ-sekretázových inhibitorů vedoucích k přerušení aktivace proteinu 

Notch (Jitschin et al., 2015).   

Vnitřní genetické defekty. CLL je charakteristická vysoce variabilním klinickým 

průběhem: toto se týká potřebnosti léčby, primární reakce na ni, délky období bez 

progrese (resp. do relapsu) i celkového přeţití. Bylo tedy zřejmé, ţe stratifikace 

pacientů nemůţe skončit u mutačního stavu IGHV. V roce 2000 vyšla průlomová 

německá studie, která vytvořila prognostický model celkového přeţití pacientů s CLL 

na základě přítomnosti čtyř prominentních chromozomálních aberací: delecí 11q, 17p 

a 13q a trizomie chromozómu 12 (Dohner et al., 2000). Protoţe tyto aberace se 

vyskytují u jednotlivých pacientů jak osamoceně, tak i v různých kombinacích, bylo 

potřeba vytvořit model hierarchický na základě biologické a klinické závaţnosti 

jednotlivých defektů. To znamená, ţe pokud má pacient defekty dva (nebo více), 

spadá do kategorie dle nejzávaţnějšího z nich. Tato hierarchická klasifikace přinesla 

poměrně jasné rozčlenění pacientů - dle nepříznivého dopadu se defekty seřadily 

takto: delece 17p (medián přeţití 32 měsíců), delece 11q (79 měsíců), trizomie 12 

(114 měsíců), normální karyotyp (111 měsíců) a delece 13q (133 měsíců). Zcela 

jasný byl také rozdíl v délce období bez progrese onemocnění po prodělané terapii - 

desetinásobný mezi nejhorším a nejpříznivějším defektem, tedy delecemi 17p a 13q 

(9 vs. 92 měsíců). V dalších letech pak většina světových pracovišť zabývajících se 

výzkumem a léčbou CLL tento hierarchický model potvrdila. 

Z hlediska obecné onkogeneze je zřejmé, ţe cytogenetická delece určité 

chromozomální oblasti je pouze jednou částí patogenního procesu, který ve svém 

finálním výstupu směřuje k inaktivaci nějakého důleţitého protinádorového genu 

skrze paralelní mutaci na druhé alele. Pokud budeme uvaţovat neznámější       

tumor-supresorový gen vůbec, tedy TP53 kódující protein p53, můţeme na situaci 

“delece vs. mutace” nahlíţet také takto: z obecného modelu p53 mutageneze 

vyplývá, ţe záměnové mutace by měly mít větší dopad na výslednou aktivitu proteinu 

p53 v buňce neţ cytogenetická delece. Zatímco při cytogenetické deleci jedné alely 

se (teoreticky) sníţí výsledné mnoţství proteinu p53 v buňce na polovinu 

(pomineme-li moţnou mírnou kompenzaci skrze zvýšenou expresi ze zachované 

alely), jedna záměnová mutace můţe, opět teoreticky (reálně spíše dle konkrétní 

mutace), narušit aţ 15 ze 16 finálních molekul p53. Tento protein totiţ funguje ve 

výsledné podobě jako tetramer, na jehoţ sloţení se podílí polypeptidová vlákna 
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syntetizovaná dle obou alel genu (Weinberg,2007). Mutace v genu TP53 se skutečně 

ukázaly jako velmi významný, na deleci 17p nezávislý prognostický faktor u pacientů 

s CLL. Situace bude podrobněji diskutována v další části práce v samostatné 

kapitole s komentářem k příspěvku aspiranta, a proto se jí dále v tomhle stručném 

přehledu patogeneze nevěnujeme. Totéţ se dá říct i o mutacích v genu ATM, které 

se vyskytují zhruba u jedné třetiny pacientů s delecí 11q. ATM, klíčová regulační 

kináza proteinu p53, bude rovněţ diskutována podrobněji dále. A do třetice to stejné 

zmiňujeme i pro gen SF3B1, který je jedním z nově objevených cílů mutageneze 

v CLL buňkách. Průlomové práce vyuţívající celogenomové nebo celoexomové 

sekvenování, publikované postupně od roku 2011,  přispěly zásadním způsobem 

k osvětlení některých aspektů patogeneze CLL a k dotvoření portfolia genových 

defektů determinujících toto onemocnění. Vedle TP53, ATM a SF3B1 identifikovaly 

tyto práce jako významně rekurentně mutovaný gen také NOTCH1 (Puente et al., 

2011), u kterého se vyskytuje typická (hot-spot) mutace v podobě dvounukleotidové 

delece vedoucí ke zkrácenému, konstitutivně aktivovanému proteinu (Di Iani et al., 

2009). To bylo velmi zajímavé zjištění, protoţe o proteinu Notch1 bylo jiţ v tu dobu 

známo, ţe jeho aktivita koreluje s přeţitím CLL buněk in vitro a s jejich rezistencí na 

apoptózu (Rosati et al., 2009). V souladu s tímto poznatkem byly následně aktivující 

mutace v NOTCH1 asociovány s agresivitou CLL, rezistencí na chemoterapii, 

a dokonce i s transformací do Richterova syndromu (Fabbri et al., 2011; Rossi et al., 

2012a). 

Většina vědeckých prací diskutujících patogenezi CLL uvaţuje aţ zralý B-lymfocyt, 

který tvoří základní buněčnou populaci tohoto onemocnění. Velmi překvapivé však 

bylo zjištění, ţe predispozice pro CLL se zřejmě ukrývá jiţ v kmenových buňkách 

hematopoetického systému. Japonští autoři (Kikushige et al., 2011) 

xenotransplantovali hematopoetické kmenové buňky (HSC) od pacientů s CLL 

a zdravých kontrol do imunodeficientních myší a sledovali jejich schopnost vyvolat 

klonální expanzi B-lymfocytů. Na rozdíl od zdravých kontrol byly této (oligoklonální) 

expanze schopny pacientské HSC. Protoţe sekvence IGHV ani genomické aberace 

identifikované v této expandované populaci B-lymfocytů se nekryly s původní 

sestavou od jednotlivých pacientů, bylo zřejmé, ţe vývoj onemocnění silně 

připomínajícího CLL proběhl vlastně od počátku - právě díky nějaké dosud 

neobjasněné predispozici ukryté v HSC. Ţe se leccos důleţitého z hlediska 
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molekulární patogeneze děje jiţ dříve, neţ dojde k vytvoření finálního zralého 

maligního B-lymfocytu, podpořila i studie stopující známé patogenní mutace u CLL 

v progenitorových buňkách společných pro B-lymfocyty a jiné krevní řady (Damm 

et al., 2014). Bylo zjištěno, ţe se v těchto progenitorech nacházejí mj. známé mutace 

např. v genech BRAF, NOTCH1 či SF3B1. Výskyt patogenních mutací mimo vlastní 

CLL lymfocyt byl prokázán také například u genu ATM, a to jak v podobě mutace ve 

společném progenitoru B- a T-lymfocytu, tak i v zárodečné formě (Stankovic et al., 

2002; Navrkalova et al., 2013a). 

V souhrnu se dá říci, ţe CLL je v současné době extrémně zajímavým modelem 

maligní transformace a progrese. Lze jen doufat, ţe exploze poznatků molekulární 

biologie povede v brzké době k překonání rezistence na terapii pozorované u značné 

části pacientů a tato leukémie přestane být uváděna s dovětkem “nevyléčitelné 

onemocnění”. Reálnou naději, zdá se, skytají inovativní malé molekuly navozující 

přerušení signalizace z BCR: ibrutinib cílený na Brutonovu tyrosinkinázu (BTK) nebo 

idelalisib blokující fosfoinositid 3-kinázu delta (PI3Kδ) (Crassini et al., 2015). Rovněţ 

na našem pracovišti se budeme snaţit testovat zajímavé inovativní molekuly 

s potenciálním protinádorovým účinkem, pokud budeme mít tu vzácnou přileţitost se 

k některým z nich dostat. Příkladem můţe být inhibitor OH209EN1 cílený na protein 

checkpoint kinase 1 (Chk1), který vyvinul Dr. Kamil Paruch z Ústavu chemie 

Masarykovy univerzity a který vykazuje v dosavadních testech extrémně zajímavé 

účinky na primární buňky CLL (Zemanova et al., 2015). 
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3.   Prognostická a prediktivní stratifikace pacientů s komentářem         
 ohledně vlastního výzkumného přínosu k této problematice 

Při zaloţení Centra molekulární biologie a genové terapie (CMBGT) spadajícího pod 

IHOK FN Brno vyvstala otázka, jaké onemocnění zvolit pro hlavní výzkumnou činnost 

nově vzniklé laboratoře. Po intenzivní diskuzi s vedením kliniky byla nakonec 

vybrána chronická lymfocytární leukémie a čas ukázal, ţe to bylo dobré rozhodnutí. 

Málokteré hematoonkologické onemocnění prodělalo tak intenzivní výzkum 

a bezprecedentní akumulaci principiálně nových poznatků týkajících se i obecné 

onkogeneze. V tomto smyslu můţeme zmínit například roli mikroRNA, jejichţ 

deregulace byla do kontextu onkogeneze zasazena primárně právě díky výzkumu 

CLL (Calin et al., 2002; Calin et al., 2004). Stěţejním pozitivním faktorem ohledně 

výzkumu CLL se ukázala rovněţ skutečnost, ţe lze vyuţít opakovaně odebírané 

vzorky periferní krve pacientů v průběhu onemocnění. Díky ochotnému 

a profesionálnímu přístupu lékařů z IHOK FN Brno se podařilo nastavit velmi kvalitní 

a propracovaný systém odběrů, který umoţnil mj. analyzovat a částečně pochopit 

zákonitosti selekce nových mutací během vývoje CLL a terapie pacientů.   

Vlastní výzkumná práce aspiranta a jeho nejbliţších spolupracovníků na poli CLL 

započala v roce 2002 a od počátku se zaměřila zejména na analýzu defektů v genu 

TP53 a jejich funkční dopad. Bylo tak činěno ze zřejmého důvodu: pacienti s CLL 

s delecí 17p vykazovali konzistentně špatnou prognózu napříč tehdejšími 

publikacemi a také bylo dobře známo, ţe dysfunkce proteinu p53 je spojena 

s agresivním klinickým průběhem u řady dalších hematoonkologických onemocnění 

(Robles and Harris, 2010). K úspěšnému rozvoji výzkumu přispělo navázání 

spolupráce s Ústavem patologie FN Brno, konkrétně s výzkumnou skupinou 

prof. Jany Šmardové, kde byla zavedena pro účely analýzy pacientů s CLL 

kvasinková funkční analýza FASAY. Ta umoţnila efektivní predikci pacientů s mutací 

v genu TP53, přičemţ konkrétní záměna v DNA pak byla následně identifikována 

v CMBGT sekvenačními metodikami. Společně s výsledky analýz delecí 17p 

prováděných pomocí fluorescentní in situ hybridizace (FISH; nejprve na Oddělení 

lékařské genetiky FN Brno a později v CMBGT) se podařilo vytvořit unikátní systém 

pro sledování obou alel TP53 a vymezení jejich vzájemného vztahu. Později, 

konkrétně v roce 2009, jsme započali rovněţ s výzkumem mutací v genu ATM, 

kódujícím kinázu se stěţejním významem pro aktivaci proteinu p53 po vzniku 
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dvouřetězcových zlomů v DNA. Sledování dvou genů zapojených do jedné signální 

kaskády nám umoţnilo lépe pochopit některé zákonitosti selekce dysfunkce 

v buněčné odpovědi na poškození DNA a také rozšířit okruh rizikových pacientů 

z hlediska moţné špatné reakce na terapii a negativní prognózy onemocnění. 

O dalších několik let později, zhruba od roku 2013, jsme pak začlenili do našeho 

výzkumu i gen SF3B1. Jeho mutace se hojně vyskytují u pacientů na naší klinice, 

v souladu s publikacemi predikujícími jejich výskyt na základě pilotních 

celogenomových resp. celoexomových analýz. Poslední oblastí výzkumu aspiranta 

a jeho pracovního týmu se pak stalo testování vybraných látek s antileukemickým 

účinkem na buňkách CLL a příbuzných modelech. Toto testování doprovázelo 

v některých případech základní mutační analýzy a stalo se tak součástí příslušných 

publikací. V některých případech pak testování protirakovinných látek tvořilo 

samostatný výzkumný projekt. K celkové filozofii budiţ řečeno, ţe nevyuţít potenciál 

mnoha set kultur CLL vitálně zamraţených v tekutém dusíku s dobře 

chakterizovanými mutacemi a dalšími genovými defekty by byla ohromná škoda 

a nevyuţitá šance. Proto se toto in vitro testování stává v současné době stěţejní 

částí výzkumu aspiranta a jeho týmu. Důleţité bude rovněţ začlenit do tohoto 

testování myší model, k čemuţ jiţ byly podniknuty patřičné kroky (Verner et al., 

2015). 

Dle výše nastíněné stručné geneze výzkumu na pracovišti je habilitační práce 

v dalším textu rozdělena na kapitoly pojednávající o výzkumu (a) mutací v genu 

TP53 a jejich funkčním dopadu, (b) mutací v genech ATM a SF3B1 a jejich funkčním 

dopadu a (c) testování látek s antileukemickým účinkem na buňkách CLL in vitro. 

Vlastní výzkum je vţdy zasazen do kontextu celosvětového výzkumu. Do příloh jsou 

zařazeny publikace, u kterých je aspirant korespondujícím autorem a zaštiťoval tak 

daný projekt, a dále pak několik publikací mezinárodních, u kterých je aspirant 

spoluautorem, vţdy však jen v případě, pokud byl jeho příspěvek k danému projektu 

opravdu významný. Všechny další spoluautorské práce, domácí i zahraniční, jsou 

uvedeny pouze v přehledu publikací.  
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3.1   Analýza mutací v genu TP53 a jejich fukční dopad 

Publikace aspiranta vztahující se k tématu (chronologicky 2006-2015) 

Inactivation of p53 and deletion of ATM in B-CLL patients in relation to IgVH mutation 
status and previous treatment.Trbusek M, Malcikova J, Smardova J, Kuhrova V, 
Mentzlova D, Francova H, Bukovska S, Svitakova M, Kuglik P, Linkova V, Doubek M, 
Brychtova Y, Zacal J, Kujickova J, Pospisilova S, Dvorakova D, Vorlicek J, Mayer J. 
Leukemia 2006;20(6):1159-61. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 1) 
IF=10,4 

 
Identification of somatic hypermutations in the TP53 gene in B-cell chronic 
lymphocytic leukemia. Malcikova J, Smardova J, Pekova S, Cejkova S, Kotaskova J, 
Tichy B, Francova H, Doubek M, Brychtova Y, Janek D, Pospisilova S, Mayer J, 
Dvorakova D, Trbusek M. Mol Immunol 2008;45(5):1525-9. (M. Trbušek 
korespondující autor – příloha 2) 
IF=2,9 

 
miR-34a, miR-29c and miR-17-5p are downregulated in CLL patients with TP53 
abnormalities. Mraz M, Malinova K, Kotaskova J, Pavlova S, Tichy B, Malcikova J, 
Stano Kozubik K, Smardova J, Brychtova Y, Doubek M, Trbusek M, Mayer J, 
Pospisilova S. Leukemia 2009;23(6):1159-63. 
IF=10,4 
 
Inactivation of p53 and amplification of MYCN gene in a terminal lymphoblastic 
relapse in a chronic lymphocytic leukemia patient. Stano-Kozubik K, Malcikova J, 
Tichy B, Kotaskova J, Borsky M, Hrabcakova V, Francova H, Valaskova I, Bourkova 
L, Smardova J, Doubek M, Brychtova Y, Pospisilova S, Mayer J, Trbusek M. Cancer 
Genet Cytogenet 2009;189(1):53-8. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 3)  
IF=1,5 

 
Monoallelic and biallelic inactivation of TP53 gene in chronic lymphocytic leukemia: 
selection, impact on survival, and response to DNA damage. Malcikova J, Smardova 
J, Rocnova L, Tichy B, Kuglik P, Vranova V, Cejkova S, Svitakova M, Skuhrova 
Francova H, Brychtova Y, Doubek M, Brejcha M, Klabusay M, Mayer J, Pospisilova 
S, Trbusek M. Blood 2009;114(26):5307-14. (M. Trbušek korespondující autor – 
příloha 4) 
IF=10,4 

 
Analysis of the DNA-binding activity of p53 mutants using functional protein 
microarrays and its relationship to transcriptional activation. Malcikova J, Tichy B, 
Damborsky J, Kabathova J, Trbusek M, Mayer J, Pospisilova S. Biol Chem 
2010;391(2-3):197-205.  
IF=3,2 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16572201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16572201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17920683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17920683
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19158830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19158830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19167613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19167613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19850740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19850740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20128691
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20128691
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TP53 mutation profile in chronic lymphocytic leukemia: evidence for a disease 
specific profile from a comprehensive analysis of 268 mutations. Zenz T, Vollmer D, 
Trbusek M, Smardova J, Benner A, Soussi T, Helfrich H, Heuberger M, Hoth P, Fuge 
M, Denzel T, Häbe S, Malcikova J, Kuglik P, Truong S, Patten N, Wu L, Oscier D, 
Ibbotson R, Gardiner A, Tracy I, Lin K, Pettitt A, Pospisilova S, Mayer J, Hallek M, 
Döhner H, Stilgenbauer S; European Research Initiative on CLL (ERIC). Leukemia 
2010;24(12):2072-9. (zahraniční práce s významným spoluautorským příspěvkem - 
příloha 5) 
IF=10,4 

 
Selection of new TP53 mutations by therapy in chronic lymphocytic leukemia. 
Trbusek M, Malcikova J, Mayer J. Leuk Res. 2011;35(7):981-2. Komentář na jinou 
publikaci. 
IF=2,3 

 
Missense mutations located in structural p53 DNA-binding motifs are associated with 
extremely poor survival in chronic lymphocytic leukemia. Trbusek M, Smardova J, 
Malcikova J, Sebejova L, Dobes P, Svitakova M, Vranova V, Mraz M, Francova HS, 
Doubek M, Brychtova Y, Kuglik P, Pospisilova S, Mayer J. J Clin Oncol 
2011;29(19):2703-8. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 6) 
IF=18,9 

 
Specific p53 mutations do not impact results of alemtuzumab therapy among patients 
with chronic lymphocytic leukemia. Doubek M, Trbušek M, Malčíková J, Brychtová Y, 
Smardová J, Lochmanová J, Panovská A, Skuhrová Francová H, Mráz M, Tichý B, 
Sebejová L, Navrkalová V, Plevová K, Kuglík P, Mayer J, Pospíšilová S. Leuk 
Lymphoma 2012;53(9):1817-9. 
IF=2,8 
 
ERIC recommendations on TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia. 
Pospisilova S, Gonzalez D, Malcikova J, Trbusek M, Rossi D, Kater AP, Cymbalista 
F, Eichhorst B, Hallek M, Döhner H, Hillmen P, van Oers M, Gribben J, Ghia P, 
Montserrat E, Stilgenbauer S, Zenz T; European Research Initiative on CLL (ERIC). 
Leukemia 2012;26(7):1458-61. (zahraniční práce s významným spoluautorským 
příspěvkem – příloha 7) 
IF=10,4 
 
Overview of available p53 function tests in relation to TP53 and ATM gene alterations 
and chemoresistance in chronic lymphocytic leukemia. te Raa GD, Malcikova J, 
Pospisilova S, Trbusek M, Mraz M, Garff-Tavernier ML, Merle-Béral H, Lin K, Pettitt 
AR, Merkel O, Stankovic T, van Oers MH, Eldering E, Stilgenbauer S, Zenz T, Kater 
AP; European Research Initiative on CLL (ERIC). Leuk Lymphoma 
2013;54(8):1849-53. Review. 
IF=2,8 
 
TP53 aberrations in chronic lymphocytic leukemia.Trbusek M, Malcikova J. Adv Exp 
Med Biol 2013;792:109-31. Review. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 8) 
IF=2,0 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20861914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20861914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21376395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21606432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21606432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22263566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22263566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22297721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23614766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23614766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24014294
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The frequency of TP53 gene defects differs between chronic lymphocytic leukaemia 
subgroups harbouring distinct antigen receptors. Malcikova J, Stalika E, Davis Z, 
Plevova K, Trbusek M, Mansouri L, Scarfò L, Baliakas P, Gardiner A, Sutton LA, 
Francova HS, Agathangelidis A, Anagnostopoulos A, Tracy I, Makris A, Smardova J, 
Ghia P, Belessi C, Gonzalez D, Rosenquist R, Oscier D, Pospisilova S, 
Stamatopoulos K. Br J Haematol 2014;166(4):621-5. 
IF=4,9 
 
Assessment of TP53 functionality in chronic lymphocytic leukaemia by different 
assays; an ERIC-wide approach. Te Raa GD, Malčiková J, Mraz M, Trbusek M, Le 
Garff-Tavernier M, Merle-Béral H, Greil R, Merkel O, Pospíšilová S, Lin K, Pettitt AR, 
Stankovic T, van Oers MH, Eldering E, Stilgenbauer S, Zenz T, Kater AP; European 
Research Initiative on CLL (ERIC). Br J Haematol 2014;167(4):565-9.  
IF=4,9 
 
Detailed analysis of therapy-driven clonal evolution of TP53 mutations in chronic 
lymphocytic leukemia. Malcikova J, Stano-Kozubik K, Tichy B, Kantorova B, Pavlova 
S, Tom N, Radova L, Smardova J, Pardy F, Doubek M, Brychtova Y, Mraz M, 
Plevova K, Diviskova E, Oltova A, Mayer J, Pospisilova S, Trbusek M. Leukemia 
2015;29(4):877-85. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 9) 
IF=10,4 
 
TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia: comparison of different 
detection methods. Kantorova B, Malcikova J, Smardova J, Pavlova S, Trbusek M, 
Tom N, Plevova K, Tichy B, Truong S, Diviskova E, Kotaskova J, Oltova A, Patten N, 
Brychtova Y, Doubek M, Mayer J, Pospisilova S. Tumour Biol 2015;36(5):3371-80.  
IF=2,8 
 
Assessment of p53 and ATM functionality in chronic lymphocytic leukemia by 
multiplex ligation-dependent probe amplification. Te Raa GD, Moerland PD, Leeksma 
AC, Derks IA, Yigittop H, Laddach N, Loden-van Straaten M, Navrkalova V, Trbusek 
M, Luijks DM, Zenz T, Skowronska A, Hoogendoorn M, Stankovic T, van Oers MH, 
Eldering E, Kater AP. Cell Death Dis 2015 Aug 6;6:e1852. doi: 
10.1038/cddis.2015.223. 
IF=5,0 
 
Komentář: 

Z přehledu patogeneze CLL uvedeného výše je zřejmé, ţe pacienti s delecí jedné 

kopie genu TP53 (17p-) vykazují jednoznačně nejhorší prognózu. A to v nejširším 

moţném smyslu slova: terapii potřebují většinou brzy po diagnóze, téměř uniformně 

na ni reagují špatně a výsledkem je nejkratší střední doba přeţití ze všech 

genetických skupin. Podle oficiálních doporučení (guidelines) pro diagnostiku a léčbu 

CLL, by mělo být pacientům s defekty TP53 nabídnuto zařazení do klinických studií 

testujících alternativní léčebné přístupy, nebo by jim měla být nabídnuta allogenní 

transplantace kostní dřeně (Hallek et al., 2008).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24725250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24725250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25287991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25287991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25527155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25527155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26247737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26247737
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Tato neuspokojivá situace vedla následně k otázce, jak je to s výskytem mutací 

v genu TP53 u pacientů s CLL. Budou tyto mutace doprovázet deleci 17p 

a prohlubovat dále nepříznivou prognózu? Budou se tyto mutace vyskytovat i bez 

delece 17p jako monoalelické nebo bialelické defekty? Přispívat k odpovědi na tyto 

otázky jsme začali od roku 2006, kdy jsme publikovali v časopise Leukemia naši 

první významnější práci (letter to the editor) na souboru 168 pacientů (Trbusek et al., 

2006) (příloha 1). Výzkum pak pokračoval popisem netradičních případů pacientů se 

somatickými hypermutacemi v genu TP53, vzniklými jako důsledek patologického 

působení aktivací-indukované cytidin deaminázy (AID), resp. opravných mechanismů 

po jejím působení (Malcikova et al., 2008; Stano-Kozubik et al., 2009) (přílohy 2 

a 3).  

Zásadní odpověď na otázku významu mutací v genu TP53 však přinesl aţ paralelní 

výzkum několika evropských pracovišť včetně naší laboratoře publikovaný v letech 

2008 a 2009. Tyto práce přinesly z větší části shodné a z menší části odlišné výstupy 

ohledně této problematiky. První prací byla německá studie (Zenz et al., 2008), která 

prokázala (na relativně malém souboru pacientů) na deleci 17p nezávislý negativní 

prognostický dopad mutací v genu TP53. Náš výzkum probíhal na souboru vzorků 

odebraných od 400 pacientů s CLL, z nichţ 70 vykazovalo nějaký defekt v genu 

TP53, a byl publikován v časopise Blood (Malcikova et al., 2009) (příloha 4). Hlavní 

výstupy práce byly následující: 

(a) Nejčastější variantou narušení TP53 je společná inaktivace obou alel, a to 

dominantně v podobě cytogenetické delece jedné a bodové mutace druhé 

alely. Prognóza příslušných pacientů je velmi špatná. 

(b) Samostatné cytogenetické delece se vyskytují spíše ojediněle (˂1 % všech 

TP53  defektů), jejich selekce v leukemických buňkách je slabá. 

(c) Samostatné mutace se naopak vyskytují poměrně často (přibliţně 20 % všech 

TP53 defektů). Nejčastějším typem alterací jsou (podobně jako u jiných typů 

nádorů) záměnové mutace. Prognóza pacientů s monoalelickými mutacemi je 

rovněţ špatná. Přeţití této skupiny pacientů bylo výrazně zkrácené oproti 

wild-type (wt) skupině, i kdyţ na druhé straně přece jen o něco lepší neţ 

u skupiny s bialelickým defektem.  
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(d) Leukemické buňky příslušných pacientů reagují slabě, nebo nereagují vůbec 

na chemoterapii (v práci byl pro toto testování pouţit nukleosidový analog 

fludarabin).   

(e) Konvenční terapie výrazně přispívá k selekci nových mutací v TP53 

u pacientů, kteří před léčbou vykazovali wt status. 

(f) Samostatné mutace v p53 se zřejmě selektují společně s delecí 11q, tedy 

společně se ztrátou jedné alely ATM.  

Téměř souběţně s touto naší publikací vyšly ještě dvě další práce na podobné téma 

(Rossi et al., 2009; Dicker et al., 2009). Na základě závaţnosti poznatků o mutacích 

v p53 u pacientů s CLL vykrystalizovalo okolo roku 2009 přesvědčení, ţe mutační 

analýza TP53 by měla doprovázet vyšetření delece 17p pomocí FISH. První 

relevantní výstup v tomto smyslu byl obsaţen v závěrečném doporučení 

z XIII. Světového workshopu na chronickou lymfocytární leukémii (IWCLL) konaném 

v září 2009 v Barceloně. Bylo rovněţ navrţeno vymezení skupiny pacientů 

s extrémně vysokým rizikem (tzv. ultra high-risk group) (Stilgenbauer and Zenz, 

2010), u které tvořili pacienti s abnormalitami TP53 významný podíl. Skupina je 

charakteristická silnou rezistencí na jinak relativně efektivní léčebné reţimy 

kombinující chemoterapii s monoklonálními protilátkami, včetně reţimu “zlatého 

standardu”, tedy fludarabin, cyklofosfamid, rituximab (FCR). Později se ukázalo, ţe 

vedle defektů v genu TP53 se budou u části pacientů na této rezistenci zřejmě 

podílet i mutace v jiných genech, například BIRC3 (Rossi et al., 2012b). 

Náš výzkum poté pokračoval mezinárodní publikací, ve které jsme - zejména ve 

spolupráci s německou skupinou - vymezili základní spektrum mutací v genu TP53 

u pacientů s CLL (Zenz et al., 2010) (příloha 5). Tato publikace byla zamýšlena jako 

referenční, tedy slouţící pro srovnání profilu TP53 mutací u dalších publikací na 

dané téma. Vzhledem k citovanosti (počtu citací i jejich kontextu) lze říci, ţe naše 

společná publikace v časopise Leukemia tento účel splnila. Další stěţejní prací 

našeho výzkumu genu TP53 u pacientů s CLL se pak stala publikace v časopise 

Journal of Clinical Oncology (Trbusek et al., 2011) (příloha6). V tu dobu jsme jiţ měli 

k dispozici výsledky vyšetření genu TP53 u 550 pacientů. To nám umoţnilo přejít od 

základního srovnání „mutace vs. wt skupina“ k podrobnější analýze provedené dle 

typu jednotlivých mutací v proteinu p53. Provedli jsme několik rozčlenění mutací 

podle různých kritérií, z nichţ jako naprosto nejlepší se nakonec ukázalo být 
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vyčlenění záměnových mutací v tzv. DNA-vazebných motivech (DBMs;               

DNA-bindingmotifs) proteinu p53. Tyto motivy byly definovány na základě 

krystalografické analýzy proteinu p53 jakoţto místa, která zajišťují fyzický kontakt 

proteinu p53 s DNA (Cho et al., 1994). Při srovnání této skupiny (a) s ostatními 

záměnovými mutacemi a (b) se záměnami vedoucími k eliminaci proteinu p53 se 

ukázala dramaticky horší prognóza pacientů s mutacemi v DBMs. A to jak z hlediska 

času do první terapie, tak zejména co se týče celkového přeţití. Tato analýza měla 

velkou vypovídací hodnotu zejména proto, ţe uvaţovala pouze pacienty 

s nemutovaným IGHV. I v této jiţ a priori nepříznivé prognostické kohortě se dopad 

jednotlivých typů mutací v proteinu p53 projevil s plnou přesvědčivostí. Důvodem pro 

výrazně horší prognózu pacientů s CLL s mutacemi v DBMs je zřejmě zisk nějaké 

onkogenní funkce příslušných mutantů (gain-of-function) (Oren and Rotter, 2010). 

Výsledky na poli výzkumu TP53 mutací nám následně umoţnily spolupodílet se na 

vytvoření mezinárodních doporučení pro jejich analýzu vypracované v rámci 

Evropské společnosti pro chronickou lymfocytární leukémii (ERIC) (Pospisilova et al., 

2012) (příloha 7) a rovněţ sepsat vyţádané review (prof. Sami Malek, University 

of Michigan, USA) o tomto tématu do knihy Advances in Chronic Lymphocytic 

Leukemia (nakladatelství Springer, New York) (Trbusek and Malcikova, 2013) 

(příloha 8). 

Naše dosavadní práce na poli výzkumu mutací TP53 u pacientů s CLL byla prozatím 

završena recentní publikací v časopise Leukemia (Malcikova et al., 2015) (příloha 

9). V této studii jsme jiţ naplno vyuţili všech předností technologie tzv. sekvenování 

nové generace (NGS), umoţňující identifikovat záměny v DNA s extrémní citlivostí 

(aţ 0,2 % mutované DNA). Práce byla postavena na retrospektivní analýze vzorků 

odebraných před aplikací terapie u následujících skupin pacientů: 

(a) Se selekcí mutace TP53 léčbou (mutace byla jasně patrná v relapsu 

standardním sekvenováním). 

(b) Bez selekce mutace TP53 léčbou (vzorek vykazoval v relapsu status wt 

standardním sekvenováním). 

U 18 ze 20 vzorků z první skupiny jsme prokázali pomocí NGS přítomnost mutace jiţ 

před terapií, v podobě malého subklonu v rozmezí 0,2 - 3,7 % mutované DNA. 

Naproti tomu ve druhé skupině vykazoval jen 1 pacient ze 40 takovouto minoritní 
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mutaci. Tímto experimentem se nám podařilo prokázat, ţe tyto “malé” mutace 

představují značné riziko selekce léčbou do podoby dominantního klonu. V souladu 

s tímto poznatkem pak pacienti s minoritními mutacemi vykazovali zkrácené přeţití 

ve srovnání se skupinou wt-TP53 před terapií. V práci jsme ve finále zesumarizovali 

více a méně pravděpodobné scénáře toho, co se během terapie ohledně selekce 

TP53 mutací odehrává. Snaţili jsme se také pečlivě oddiskutovat, na jaké aspekty je 

potřeba brát zřetel při vyuţívání technologie NGS v diagnostice TP53 mutací. 

Celkově naše práce vhodně doplnila italskou studii na podobné téma, která byla 

publikována těsně před námi (Rossi et al., 2014).  

V dalším výzkumu se nyní chceme zaměřit na analýzu selekce TP53 defektů 

u pacientů léčených terapeutiky působícími (předpokládaně) nezávisle na proteinu 

p53, zejména ibrutinibem. Zajímá nás, zda dysfunkce p53 dráhy můţe přinášet CLL 

buňkám nějakou selekční výhodu i při léčbě cílené prokazatelně mimo protein p53 

a bude se tak objevovat při relapsu onemocnění, podobně jako je tomu nyní 

u konvenční terapie. 
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3.2   Analýza mutací v genech ATM a  SF3B1 a jejich funkční dopad 

Publikace aspiranta vztahující se k tématu (chronologicky 2013-2015) 

ATM mutations uniformly lead to ATM dysfunction in chronic lymphocytic leukemia: 
application of functional test using doxorubicin. Navrkalova V, Sebejova L, Zemanova 
J, Kminkova J, Kubesova B, Malcikova J, Mraz M, Smardova J, Pavlova S, Doubek 
M, Brychtova Y, Potesil D, Nemethova V, Mayer J, Pospisilova S, Trbusek M. 
Haematologica 2013;98(7):1124-31. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 10) 
IF=5,9 
 
The p53 pathway induction is not primarily dependent on Ataxia Telangiectasia 
Mutated (ATM) gene activity after fludarabine treatment in chronic lymphocytic 
leukemia cells. Navrkalova V, Sebejova L, Zemanova J, Jaskova Z, Trbusek M. Leuk 
Lymphoma 2013;54(8):1840-3. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 11) 
IF=2,8 
 
The impact of SF3B1 mutations in CLL on the DNA-damage response. Te Raa GD, 
Derks IA, Navrkalova V, Skowronska A, Moerland PD, van Laar J, Oldreive C, 
Monsuur H, Trbusek M, Malcikova J, Lodén M, Geisler CH, Hüllein J, Jethwa A, Zenz 
T, Pospisilova S, Stankovic T, van Oers MH, Kater AP, Eldering E. Leukemia 
2015;29(5):1133-42. (zahraniční práce s významným spoluautorským příspěvkem – 
příloha 12) 
IF=10,4 
 
Targeted next-generation sequencing in chronic lymphocytic leukemia: a high-
throughput yet tailored approach will facilitate implementation in a clinical setting. 
Sutton LA, Ljungström V, Mansouri L, Young E, Cortese D, Navrkalova V, Malcikova 
J, Muggen AF, Trbusek M, Panagiotidis P, Davi F, Belessi C, Langerak AW, Ghia P, 
Pospisilova S, Stamatopoulos K, Rosenquist R. Haematologica 2015;100(3):370-6. 
IF=5,9 
 
ATM mutations in major stereotyped subsets of chronic lymphocytic leukemia: 

enrichment in subset 2 is associated with markedly short telomeres. Navrkalova V, 
Young E, Baliakas P, Radova L, Plevova K, Sutton LA, Mansouri L, Ljungström 
V,Ntoufa S, Davis Z, Juliusson G, Smedby KE, Belessi C, Panagiotidis P, Davi F, 
Langerak AW, Ghia P, Strefford JC, Oscier D, Mayer J, Touloumenidou T, 
Stamatopoulos K, Pospisilova S, Rosenquist R, Trbusek M. Přijato do časopisu 
Haematologica 24.5.2016. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 13) 

Komentář: 

Kináza ATM hraje stěţejní roli v odpovědi buňky na poškození DNA v podobě 

dvouřetězcových zlomů (DNA DSBs), zejména během S-fáze buněčného cyklu resp. 

replikace (Johnson et al., 1999). Tyto zlomy představují nejnebezpečnější typ 

poškození, se kterým se buňka můţe setkat, a to jak z hlediska jejího vlastního 

přeţití (s těmito zlomy se nelze dělit), tak i z hlediska moţného vzniku neţádoucích 

aberací vedoucích naopak k její maligní transformaci (Bartek et al., 2007). Samotné 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23585524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23585524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23808769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23808769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23808769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25371178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25480502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25480502
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dvouřetězcové zlomy jsou nejprve rozpoznány proteinovým komplexem MRN 

(MRE11-Rad51-Nbs1) a poté je signalizace přenesena prostřednictvím proteinu ATM 

na další proteiny zastavující buněčný cyklus a navozující podmínky pro opravu DNA 

(Uziel et al., 2003). Klíčová signalizace od ATM se odehrává směrem k proteinu p53, 

a to prostřednictvím fosforylace p53 na Ser15 vedoucí k jeho stabilizaci (akumulaci 

v buňce) (Banin et al., 1998; Canman et al., 1998). Z tohoto pohledu je zřejmé, ţe 

identifikace mutací v genu ATM tvořila logické navazující pokračování výzkumu 

dysfunkce dráhy p53 u pacientů s CLL. 

Identifikace pacientů s mutacemi ATM  je ovšem komplikovaná a to ze dvou důvodů:  

(a) i kdyţ minimálně deletovaná oblast 11q- zahrnuje gen ATM (lokus 11q22.3), 

není překryv mezi delecí 11q a mutací ATM velký: jen asi jedna třetina 

pacientů s 11q- nese mutaci na druhé alele. Naopak existují i pacienti s CLL 

bez této delece nesoucí mutaci ATM na jedné, nebo obou alelách (Austen 

et al., 2007); 

(b) gen ATM je rozsáhlý (62 kódujících exonů) a vykazuje nepřítomnost 

preferenčních míst (hot-spot oblastí) pro vznik mutací.  

Zaměřili jsme se tedy na podrobnou analýzu genu ATM s vyuţitím těchto metodik: 

1) I-FISH pro detekci chromozomálních delecí 11q; 

2) resekvenační čip platformy Affymetrix pro identifikaci bodových záměn 

a krátkých delecí; 

3) Western blotting proteinu ATM pro stanovení jeho celkové hladiny; 

4) funkční testování dráhy ATM→p53 zaloţené na sledování indukce genu 

CDKN1A (p21) po in vitro ošetření CLL buněk fludarabinem resp. 

doxorubicinem - v případě mutace ATM jsme předpokládali, ţe dojde k indukci 

p21 po fludarabinu (vyvolává několik typů poškození DNA), nikoli však po 

doxorubicinu (vyvolává převáţně DNA DSBs a měl by tedy vést k ATM-závislé 

odpovědi); 

5) funkční testování ATM po ošetření CLL buněk γ-zářením se sledováním 

aktivace proteinu ATM (fosforylace na Ser1981) a indukce cílových genů 

proteinu p53 (p21, PUMA, BAX a GADD45); 
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6) přímé sekvenování vybraných exonů s mutacemi identifikovanými 

resekvenačním čipem, nebo celého genu ATM v případě dysfunkce v testu či 

nulové hladiny proteinu ATM na western blotu. 

Jako stěţejní pro úspěch naší práce se ukázala skutečnost, ţe spolehlivě fungoval 

námi navrţený funkční test, a to s vysokou specificitou a citlivostí. Komplexní práci 

na téma identifikace ATM mutací u pacientů s CLL jsme publikovali v časopise 

Haematologica (Navrkalova et al., 2013a) (příloha 10). Náš test nám umoţnil 

(a) potvrdit funkční dopad mutací identifikovaných resekvenačním čipem 

a (b) identifikovat i několik dalších pacientů, u kterých resekvenační čip mutaci 

nenašel. Rovněţ analýza proteinové hladiny pomocí western blotu se ukázala jako 

uţitečná: takto jsme například potvrdili, ţe dysfukce v testu u pacienta SM spadala 

skutečně na vrub nefunkčnímu (tedy v tomto případě nepřítomnému) proteinu ATM. 

Ţádnou mutaci v genu ATM jsme přitom u tohoto pacienta nenašli v několika 

následných odběrech. Přesnější molekulární účinky fludarabinu a doxorubicinu při 

indukci proteinu ATM jsme pak popsali v navazující technické práci (Navrkalova 

et al., 2013b) (příloha 11). Celkově naše studie doplnila existující portfolio funkčních 

testů pro predikci mutací v genu ATM, přičemţ nespornou výhodou našeho testu 

oproti některým jiným přístupům bylo vyhnutí se ošetření CLL buněk γ-zářením 

(Carter et al., 2004; Johnson et al., 2009; Lin et al., 2012; te Raa et al., 2013; te Raa 

et al., 2014; te Raa et al., 2015a). 

V roce 2012 se pak na nás obrátila výzkumná skupina z Acamedic Medical Center 

Amsterdam (Dr. Eric Eldering, Dr. Arnon Kater) s tím, ţe po poškození DNA pozorují 

u vzorků CLL s mutacemi v genu SF3B1 (sestřihový faktor 3 podjednotka 1) 

podobnou dysfukci dráhy p53 jako u vzorků s mutacemi ATM. Tím byl dán základ 

naší zhruba dvouleté spolupráce, která byla úspěšně završena spoluautorskou 

publikací v časopise Leukemia (te Raa et al., 2015b) (příloha 12). Tato práce 

prostřednictvím několika paralelních experimentů prokázala, ţe u vzorků se 

samotnou mutací v genu SF3B1 (bez doprovodných defektů v genech ATM či TP53) 

je skutečně narušena odpověď buňky na poškození DNA, a to zejména z hlediska 

sníţené indukce genů regulovaných po poškození DNA proteinem p53. Protoţe 

klíčové experimenty ve výše zmíněné publikaci byly prováděny našimi zahraničními 

kolegy, ověřovali jsme posléze v naší laboratoři rozsah popsané dysfunkce. 

Prostřednictvím experimentu zaloţeného na stejném designu jako ve zmíněné 
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publikaci (ošetření CLL buněk γ-zářením se sledováním indukce p53-závislých genů) 

jsme pozorovanou dysfunkci povrdili, a navíc jsme ukázali, ţe je nejvýraznější 

v případě genu GADD45 (growth arrest and DNA damage). Ve výzkumu dopadu 

mutací vgenu SF3B1 u pacientů s CLL v současné době intenzivně pokračujeme.    

Poslední částí našeho výzkumu mutací v genu ATM  je pak analýza jejich výskytu 

u pacientů s CLL spadajících do tzv. stereotypních subsetů IGHV (viz Úvod). Zde 

jsme byli poţádáni koordinátorem výzkumných aktivit v této oblasti (Dr. Richard 

Rosenquist, University of Uppsala), abychom daný projekt vedli vzhledem k našim 

dosavadním zkušenostem s genem ATM u pacientů s CLL. Výsledkem práce je 

mezinárodní manuskript, který byl recentně přijat k publikaci v časopise 

Haematologica (Navrkalova et al., 2016) (příloha 13). Hlavní výstupy práce jsou 

následující: 

a) Ze všech velkých stereotypních subsetů IGHV (#1-8) je výskyt ATM mutací 

nejvyšší v subsetu #2 (26 %). U tohoto klinicky agresivního subsetu byla jiţ 

dříve prokázána vysoká frekvence mutací v genu SF3B1, a naopak spíše 

ojedinělý výskyt abnormalit v genu TP53 (obě skutečnosti potvrdila i tato 

studie). 

b) V subsetu #2 je bialelická inaktivace ATM (tedy dysfunkce proteinu ATM) 

spojena s přítomností extrémně krátkých telomér. To naznačuje jednak 

vysokou proliferaci CLL buněk, a také vysoké riziko vzniku chromozomálních 

aberací, které jsou s extrémně krátkými telomérami (tzv. telomerecrisis) 

obecně spojeny. 

c) Aberace ATM (11q-, monoalelická mutace ATM i bialelický defekt) jsou 

spojeny se zkráceným přeţitím pacientů s CLL ze subsetu #2. 

Celkově naše práce vůbec poprvé asociuje výskyt ATM mutací s výskytem 

konkrétních stereotypních motivů IGHV a potvrzuje tak dosavadní náhled, ţe 

patogeneze CLL v sobě zahrnuje delikátní „kooperaci“ mezi signalizací z BCR 

a přítomností specifických genových defektů (Marincevic et al., 2010; Strefford et al., 

2013).  
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3.3   Testování látek s protinádorovým účinkem na buňkách CLL 
 s charakterizovanými aberacemi 

Publikace aspiranta vztahující se k tématu 

Presence of heterozygous ATM deletion may not be critical in the primary response 
of chronic lymphocytic leukemia cells to fludarabine. Cejkova S, Rocnova L, Potesil 
D, Smardova J, Novakova V, Chumchalova J, Zezulkova D, Borsky M, Doubek M, 
Brychtova Y, Pospisilova S, Klabusay M, Mayer J, Trbusek M. Eur J Haematol 
2009;82(2):133-42. (M. Trbušek korespondující autor – příloha 14) 
IF=2,4 
 
Distinct in vitro sensitivity of p53-mutated and ATM-mutated chronic lymphocytic 
leukemia cells to ofatumumab and rituximab. Sebejova L, Borsky M, Jaskova Z, 
Potesil D, Navrkalova V, Malcikova J, Sramek M, Doubek M, Loja T, Pospisilova S, 
Mayer J, Trbusek M. Exp Hematol 2014;42(10):867-74. (M. Trbušek korespondující 
autor – příloha 15) 
IF=2,4 
 
Komentář: 

Jak je patrné z předchozího textu, mutační analýzy genů klíčových pro patogenezi 

CLL by nebyly moţné (resp. byly by značně nekompletní) bez ověření funkčního 

dopadu identifikovaných mutací. Analýza celkové viability CLL buněk po jejich 

ošetření cytostatiky se ukázala být jedním z vhodných nástrojů pro sledování účinku 

mutací. Takto se nám například podařilo prokázat, ţe monoalelické a bialelické 

defekty TP53 se liší v citlivosti na fludarabin (Malcikova et al., 2009) nebo ţe celková 

citlivost CLL buněk na fludarabin a doxorubicin velmi dobře koreluje se schopností 

indukovat p53 dráhu (Navrkalova et al., 2013a, 2013b).  

Během období, kdy stěţejní náplní práce aspiranta a jeho výzkumné skupiny byly 

mutační analýzy pacientů a záleţitosti s nimi spojené (2002-2014), se podařilo naší 

výzkumné skupině publikovat rovněţ dvě práce primárně zaměřené na testování 

citlivosti CLL buněk na terapeutika. V první práci (Cejkova et al., 2009) (příloha 14) 

jsme ukázali, ţe samotná delece 11q (bez mutace ATM na druhé alele) nevede 

k rezistenci CLL buněk na nukleosidový analog fludarabin. Tento výsledek byl 

v souladu s faktem, ţe zachovaná jedna alela by měla být dostatečná pro pokrytí 

funkce proteinu ATM (Pettit et al., 2001; Austen et al., 2007). Kromě toho naše práce 

potvrdila, ţe CLL buňky s defekty TP53 reagují na fludarabin podstatně hůře neţ 

vzorky TP53-wt (Rosenwald et al., 2004). 
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V naší recentní práci publikované v časopise Experimental Hematology (Sebejova et 

al., 2014) (příloha 15) jsme se pak zaměřili na in vitro analýzu citlivosti CLL buněk 

s mutacemi v genech TP53 a ATM na monoklonální protilátky ofatumumab 

a rituximab. I kdyţ se před započetím experimentů nezdálo pravděpodobné, ţe by 

mutace v předmětných genech mohly nějak výrazněji ovlivňovat reakci na 

monokonální protilátky - vzhledem k tomu, ţe jejich mechanismus účinku leţí 

primárně mimo indukci apoptózy (Villamor et al., 2003; Wang and Weiner 2008) - 

realita byla nakonec jiná. Zatímco vzorky s mutacemi TP53 odpovídaly na protilátky 

slabě nebo neodpovídaly vůbec, kultury s inaktivním proteinem ATM vykazovaly 

velmi překvapivě značnou citlivost. Tato odlišná reakce byla podloţena 

odpovídajícími rozdíly v hladině cílového antigenu CD20 i klíčových inhibitorů 

komplementu, molekul CD55 a CD59. Naše práce byla celosvětově druhá, která 

ukázala, ţe hladina CD20 asociuje s nějakou rekurentní genetickou abnormalitou 

v CLL buňkách a tím pádem i s in vitro odpovědí na anti-CD20 protilátky -tedy vedle 

dříve popsané souvislosti mezi trizomií chromozómu 12 a vysokou hladinou CD20 

(Tam et al., 2008). Později jsme rovněţ zjistili, ţe špatná primární reakce na 

testované monoklonální protilátky se pojí i s mutacemi v genu NOTCH1 (manuskript 

v přípravě). Další rozkrývání vztahu mezi rekurentními mutacemi CLL buněk a jejich 

reakcí na anti-CD20 monoklonální protilátky tak můţe ještě přinést mnohé zajímavé 

poznatky a zejména (snad) přispět k lepší prognostické stratifikaci pacientů. 
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4. Závěr 

Práce na analýzách rekurentních mutací u pacientů s CLL sledovaných a/nebo 

léčených na IHOK FN Brno přinesly za 14 let výzkumu řadu zajímavých poznatků 

a přispěly svým dílem k prognostické a prediktivní stratifikaci nemocných. To se týká 

zejména defektů v genu TP53, kde je situace přehledná a jednoznačná: prakticky 

bez výjimek se všechna světová pracoviště shodují v názoru, ţe dotyční pacienti mají 

velmi špatnou prognózu – budou reagovat slabě, nebo nebudou reagovat vůbec na 

terapii navozující apoptózu skrze poškození DNA a při pouţití konvenčních přístupů 

tak prakticky nemají šanci na delší remisi natoţ vyléčení. I díky naší práci se podařilo 

vymezit v mezinárodních doporučeních, jak k těmto pacientům přistupovat z hlediska 

identifikace a validace TP53 mutací a také jakým způsobem přistoupit k jejich léčení.  

Mutace v genech ATM a SF3B1 jsou u našich pacientů rovněţ velmi časté a na 

základě mnoha našich experimentů můţeme zodpovědně říci, ţe významně mění 

biologii CLL buněk. Jak s nimi však naloţit v klinickém kontextu zůstává otázkou. 

Léčba pacientů s CLL je ve své podstatě komplexní, zahrnuje tedy povětšinou 

několik léků s rozdílnými mechanismy účinku, přičemţ z hlediska přítomnosti 

rekurentních mutací mohou být některé tyto účinky příznivé zatímco jiné nepříznivé. 

Pokud budeme uvaţovat reţim “zlatého standardu”, tedy fludarabin, cyklofosfamid, 

rituximab, můţeme se například ptát, jakým způsobem budou ovlivňovat výsledek 

terapie mutace v genu ATM: na základě našich analýz víme, ţe jsou tyto mutace 

asociovány s vyšší hladinou CD20, coţ by mělo vést k dobré reakci na rituximab; na 

druhou stranu se však dá předpokládat, ţe chemoterapie poškozující DNA bude mít 

u ATM-mutovaných CLL buněk účinnost sníţenou. Těţko tedy soudit, na kterou 

stranu se výsledný efekt převáţí. V tomto smyslu hodláme v nejbliţší době provést 

analýzu klinických dat u našich pacientů nesoucích mutace v ATM a léčených reţimy 

FCR, Q-FCR (sníţené dávky léků) a RB (rituximab, bendamustin).. 

Z hlediska našich (myšleno aspiranta a jeho skupiny) dalších výzkumných plánů 

a strategií lze říci, ţe budou i nadále zahrnovat analýzy rekurentních mutací 

s ohledem na jejich dopad na osud pacientů s CLL. Vedle toho se však hodláme 

intenzivně věnovat i vývoji a testování nových terapeutických strategií, coţ by mělo 

v optimálním případě směřovat k návrhu inovativní terapie pro pacienty s CLL. 

Prvním krokem v tomto smyslu je jiţ nyní běţící grant Agentury zdravotnického 
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výzkumu MZ ČR (reg. č. 15-33999A) zaměřený na vývoj malých inovativních molekul 

fungujících na principu syntetické letality. 
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