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Možnosti molekulární
diagnostiky v klinické
praxi

Centrum molekulární biologie a genové
terapie
Interní hematoonkologická klinika
Fakultní nemocnice Brno a MU Brno
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Klinická praxe
Vyšetřovací metody
morfologické

imunologické

cytogenetické

molekulárně cytogenetické

molekulárně genetické
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Molekulární diagnostika

• Vrozené genetické choroby - DNA změny 
vrozené (monogenní onemocnění, 
chromozomální poruchy, multifaktoriální
poruchy)

• Přímá-nepřímá diagnostika
• Onkologické choroby - DNA změny 
získané

• Diagnostika patogenů - DNA cizorodá
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Molekulární diagnostika

• Detekce přenašečů patologické alely
• Prenatální diagnostika 

• Včasné stanovení diagnózy 
• Diferenciální diagnostika
• Minimální zbytkové onemocnění
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Molekulární diagnostika

• Specificita a senzitivita
• Rychlost výsledku a možnost rychlé
terapeutické intervence
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1 ctcgaggggc ctagacattg ccctccagag agagcaccca acaccctcca ggcttgaccg
61 gccagggtgt ccccttccta ccttggagag agcagcccca gggcatcctg cagggggtgc
121 tgggacacca gctggccttc aaggtctctg cctccctcca gccaccccac tacacgctgc
181 tgggatcctg gatctcagct ccctggccga caacactggc aaactcctac tcatccacga
241 aggccctcct gggcatggtg gtccttccca gcctggcagt ctgttcctca cacaccttgt
301 tagtgcccag cccctgaggt tgcagctggg ggtgtctctg aagggctgtg agcccccagg
361 aagccctggg gaagtgcctg ccttgcctcc ccccggccct gccagcgcct ggctctgccc
421 tcctacctgg gctcccccca tccagcctcc ctccctacac actcctctca aggaggcacc
481 catgtcctct ccagctgccg ggcctcagag cactgtggcg tcctggggca gccaccgcat
541 gtcctgctgt ggcatggctc agggtggaaa gggcggaagg gaggggtcct gcagatagct
601 ggtgcccact accaaacccg ctcggggcag gagagccaaa ggctgggtgt gtgcagagcg
661 gccccgagag gttccgaggc tgaggccagg gtgggacata gggatgcgag gggccggggc
721 acaggatact ccaacctgcc tgcccccatg gtctcatcct cctgcttctg ggacctcctg
781 atcctgcccc tggtgctaag aggcaggtaa ggggctgcag gcagcagggc tcggagccca
841 tgccccctca ccatgggtca ggctggacct ccaggtgcct gttctgggga gctgggaggg
901 ccggaggggt gtaccccagg ggctcagccc agatgacact atgggggtga tggtgtcatg
961 ggacctggcc aggagagggg agatgggctc ccagaagagg agtgggggct gagagggtgc
1021 ctggggggcc aggacggagc tgggccagtg cacagcttcc cacacctgcc cacccccaga
1081 gtcctgccgc cacccccaga tcacacggaa gatgaggtcc gagtggcctg ctgaggactt
1141 gctgcttgtc cccaggtccc caggtcatgc cctccttctg ccaccctggg gagctgaggg
1201 cctcagctgg ggctgctgtc ctaaggcagg gtgggaacta ggcagccagc agggagggga
1261 cccctccctc actcccactc tcccaccccc accaccttgg cccatccatg gcggcatctt
1321 gggccatccg ggactgggga caggggtcct ggggacaggg gtccggggac agggtcctgg
1381 ggacaggggt gtggggacag gggtctgggg acaggggtgt ggggacaggg gtgtggggac
1441 aggggtctgg ggacaggggt gtggggacag gggtccgggg acaggggtgt ggggacaggg
1501 gtctggggac aggggtgtgg ggacaggggt gtggggacag gggtctgggg acaggggtgt
1561 ggggacaggg gtcctgggga caggggtgtg gggacagggg tgtggggaca ggggtgtggg
1621 gacaggggtg tggggacagg ggtcctgggg ataggggtgt ggggacaggg gtgtggggac
1681 aggggtcccg gggacagggg tgtggggaca ggggtgtggg gacaggggtc ctggggacag
1741 gggtctgagg acaggggtgt gggcacaggg gtcctgggga caggggtcct ggggacaggg
1801 gtcctgggga caggggtctg gggacagcag cgcaaagagc cccgccctgc agcctccagc
1861 tctcctggtc taatgtggaa agtggcccag gtgagggctt tgctctcctg gagacatttg

Nobel Prize in physiology/medicine in 1962

James Dewey Watson

Francis Harry Compton Crick
Maurice Hugh Frederick
Wilkins
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Who (really) discovered the structure of DNA? 
In April of 1953, James Watson, Francis Crick and Maurice Wilkins identified the
substance of life - the structure of DNA. They later shared a Nobel Prize. Their
discovery depended heavily on the work of a woman, chemist Rosalind Franklin, 
whose research was used without her knowledge or permission. Watson's memoir of
the discovery dismisses Franklin as frumpy, hostile and unimaginative. A later work
by a friend casts Franklin as a feminist icon, cheated of recognition. 
It was Franklin's photograph of the DNA molecule that sparked a scientific
revolution. Wilkins showed Watson the photo, Watson said, "My jaw fell open and
my pulse began to race „ The photo showed, for the first time, the essential
structure of DNA - the double-helix shape, which also indicated its method of
replication. 

Rosalind Elsie Franklin (1920-1958)
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Metody molekulární diagnostiky

1.PCR
2.PCR
3.PCR
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1983 K. Mullis

1985 publikace

1993 Nobelova 
cena za chemii

PTC200 (MJR,USA,cca 250000 Kč)



121st cycle 22=4 copies 35th cycle 2 36 = 68 billion copies
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Yellowstone River (1964)

Hot spring near Great Fountain Geyser



15Science, 230 (4732): 1350-1354, 1985 

TaqDNA Polymerase, 1989 
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1 2  3  4   5  6   7  8  9  X
1  2   3   4   5  6   7  8   9 10 11 12
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Původ hematoonkologických
onemocnění

Systémová klonální onemocnění, vznik 
neregulovaným dělením jediné nádorově
transformované buňky
nižší počet genetických změn nutných pro 
vznik, někdy stačí narušení kontroly 
buněčného dělení
změna zahrnující cca 10 6-10 7 bp se může 
projevit bez viditelné změny morfologie 
chromozomu
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Dělení hematoonkologických
onemocnění

A) Podle charakteru
Difúzní (leukémie)
Ložisková (lymfomy)-s nádorovými 

ložisky v lymfatické tkáni
B) Podle postižené krevní vývojové řady

myeloidní prekurzorová buňka (CML nebo AML)
-nádorová choroba vlastního krvetvorného systému
lymfoidní prekurzorová buňka (CLL nebo ALL nebo 
lymfomy)
-nádorová onemocnění imunitního systému
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Hematoonkologická diagnóza

1. Specifické markery pro daný 
typ/subtyp

2. Nespecifické (nezávislé) markery
3. Stratifikace podle rizika

4. Detekce oportunních patogenů
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Proliferace 
granulocytů
různého stupně
maturace 

(CML)

P.C. Nowell,         
D.A.Hungerford, 1960

Janet D. Rowley, 1973
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Multiplex-PCR

Dvoukolová nested-PCR
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               1     2     3     4      5     6      7     8     9     10

Titrační ředění templátové cDNA
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        1         2        3        4        5         6

Titrační ředění kompetitorového templátu

pacient

kompetitor
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     1             2            3             4           5            6

Kompetitivní PCR a vyznačení bodů ekvivalence

pacient

kompetitor
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1: Biotechnology (N Y). 1992 Apr;10(4):413-7.
Simultaneous amplification and detection of specific DNA sequences.
Higuchi R, Dollinger G, Walsh PS, Griffith R.
Roche Molecular Systems, Inc., Emeryville, CA 94608.
We have enhanced the polymerase chain reaction (PCR) such that specific DNA sequences
can be detected without opening the reaction tube. This enhancement requires the addition of
ethidium bromide (EtBr) to a PCR. Since the fluorescence of EtBr increases in the presence
of double-stranded (ds) DNA an increase in fluorescence in such a PCR indicates a positive
amplification, which can be easily monitored externally. In fact, amplification can be
continuously monitored in order to follow its progress. The ability to simultaneously amplify
specific DNA sequences and detect the product of the amplification both simplifies and
improves PCR and may facilitate its automation and more widespread use in the clinic or in
other situations requiring high sample throughput.

1: Biotechnology (N Y). 1993 Sep;11(9):1026-30. Related Articles, Links
Kinetic PCR analysis: real-time monitoring of DNA amplification
reactions.
Higuchi R, Fockler C, Dollinger G, Watson R.
Roche Molecular Systems, Inc., Alameda, CA 94501.
We describe a simple, quantitative assay for any amplifiable DNA sequence that uses a video
camera to monitor multiple polymerase chain reactions (PCRs) simultaneously over the
course of thermocycling. The video camera detects the accumulation of double-stranded
DNA (dsDNA) in each PCR using the increase in the fluorescence of ethidium bromide
(EtBr) that results from its binding duplex DNA. The kinetics of fluorescence accumulation
during thermocycling are directly related to the starting number of DNA copies. The fewer
cycles necessary to produce a detectable fluorescence, the greater the number of target
sequences. Results obtained with this approach indicate that a kinetic approach to PCR
analysis can quantitate DNA sensitively, selectively and over a large dynamic range. This
approach also provides a means of determining the effect of different reaction conditions on
the efficacy of the amplification and so can provide insight into fundamental PCR processes.

1: Nucleic Acids Res. 1993 Aug 11;21(16):3761-6. Related Articles, Links
Allelic discrimination by nick-translation PCR with fluorogenic probes.
Lee LG, Connell CR, Bloch W.
Applied Biosystems, Division of Perkin-Elmer, Foster City, CA 94404.
Nick-translation PCR was performed with fluorogenic probes. Two probes were used: one
complementary to a sequence containing the F508 codon of the normal human cystic fibrosis
(CF) gene (wt DNA) and one complementary to a sequence containing the delta F508 three
base pair deletion (mut DNA). Each probe contained a unique and spectrally resolvable
fluorescent indicator dye at the 5' end and a common quencher dye attached to the seventh
nucleotide from the 5' end. The F508/delta F508 site was located between the indicator and
quencher. The probes were added at the start of a PCR containing mut DNA, wt DNA or
heterozygous DNA and were degraded during thermal cycling. Although both probes were
degraded, each probe generated fluorescence from its indicator dye only when the sequence
between the indicator and quencher dyes was perfectly complementary to target. The identify
of the target DNA could be determined from the post-PCR fluorescence emission spectrum.

ABI PRISM 7700 (Perkin
Elmer/ABI) první dostupný RQ-PCR 
systém s laserem /1996

Light Cycler (Roche Molecular 
Biochemicals) extrémní rychlost, 
kapiláry

5700SDS (Perkin Elmer/ABI) 
halogen, CCD /1998

…
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LightCycler (Roche) SDS 5700 (Applied Biosystems)

7300 System (Applied Biosystems) RotorGene 3000 (CorbettResearch)
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RotorGene RG 3000 (CorbettResearch, 
Australia, cca 1 mil Kč)
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Příprava standardní DNA
-- klonovklonováánníí PCR produktu do PCR produktu do plazmidovplazmidovééhoho vektoruvektoru
-- transfekcetransfekce plazmiduplazmidu do E.do E.colicoli
-- izolace namnoizolace namnožženenéé plazmidovplazmidovéé DNADNA
--vytvovytvořřeneníí řřededííccíí řřady o znady o znáámméém pom poččtu kopitu kopiíí sledovansledovanéého genuho genu

Gelová elektroforéza specifického 
PCR produktu po rozklonování a 
vložení do E.coli
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2.RI
%EXPRESE

DNY

DNY 0 49 88 126 152 172 180 214 250 272 285 348 388
%EXP.- BM 149 11,74 21,77 0,00003 0,03 0,04 0,02 0,09 12,68 74 204 127 133
%EXP.- PB 42
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AML M5 s CBFβ/MYH11 (61 let)
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%EXP.- PB 0,05 0,27 6,07 35,96
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AML M2 s AML1/ETO (27 let)
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DNY 0 23 62 99 118 160 198 232 241 289
%EXP.- BM 252 1,19 0,0013 0,001 0 0 0,008 0,39 0,97 0,015
%EXP.- PB 0,74 0 0 0,01
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AML M0 s MLL/AF9 (26 let)
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Detekce buněčného chimérismu po HSCT
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Hematologický relaps-příklad 
monitorování pacientů po HSCT

R
154 dní

RQ-PCR

FA
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Detekce bodových mutací
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Detekce mutací metodou fragmentační analýza CEQ 8000 Genetic Analysis
System (Beckman Coulter,CA)
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Detekce mutace V617F JAK-2
metodou alelické diskriminace

3) 3) RQ RQ –– PCRPCR
-- izolace DNAizolace DNA
-- RQ RQ –– PCR s vyuPCR s využžititíím fluorescenm fluorescenččnněě znaznaččených ených LNALNA

modifikovaných hybridizamodifikovaných hybridizaččnníích ch sond sond ((LockedLocked NucleicNucleic
AcidsAcids))

-- vyznavyznaččujujíí se 100% se 100% alelickoualelickou diskriminacdiskriminacíí obou genotypobou genotypůů
-- citlivost detekujcitlivost detekujííccíí 10% p10% přříímměěs s granulocytgranulocytůů nesoucnesoucíích ch 

mutantnmutantníí alelualelu na pozadna pozadíí zdravzdravéé populacepopulace
-- fluorescenfluorescenččnníí znaznaččeneníí FAM pro sondu s WT sekvencFAM pro sondu s WT sekvencíí a a 

JOE pro sondu s MUT sekvencJOE pro sondu s MUT sekvencíí
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RQ – PCR analýza

AmplifikaAmplifikaččnníí kkřřivky ivky plasmiduplasmidu wtwt a mutant V617Fa mutant V617F
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RQ – PCR analýza

Pacient Pacient -- wtwt

Pacient Pacient ––
heterozygotheterozygot

Pacient Pacient –– mutmut. . 
homozygothomozygot
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Akutní myeloidní leukémie
• heterogenní skupina onemocnění
• různé chromozomální aberace 
• 40-50% případů AML s molekulárním markerem
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Prognostické faktory AML

Fúzní geny s diagnostickým významem
– PML/RARa ® dobrá prognóza
– AML1/ETO ® dobrá prognóza
– CBFb/MYH ® dobrá prognóza
– přestavby MLL genu ® špatná prognóza

změny genů s prognostickým významem
– interní tandemové duplikace ITD-FLT3 genu
– bodové mutace aktivační smyčky FLT3 genu
– mutace CEBPa genu, parciální tandemové

duplikace MLL genu
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Rozšiřování spektra molekulárních  markerů v pozici 
nezávislých prognostických faktorů - snaha o prognostickou 
stratifikaci leukemických pacientů a sledování minimální
residuální choroby i u pacientů s normálním karyotypem : 
(AML 40-50%!)                                                           
gen NPM-1 mutace, příznivá prognóza

gen FLT3/ITD a FLT3/D835 : negativní prognóza (AML)

gen WT-1 , tumor-supresor gen na 11p13, zvýšená exprese 
negativní prognóza (akutní leukémie a MDS) 

mutace v genu pro myeloidní transkripční faktor CEBPA
(CCAAT/enhancer binding protein-alfa): je zahrnut v 
neutrofilní diferenciaci, příznivá prognóza (myeloblastická
AML, M1 a M2)

gen BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic): 8q22.3, 
progenitorové buňky, vysoká exprese negativní prognóza (AML 
a CML pouze BC)

aktivující bodová mutace v genu JAK2 V617F (Janus kinases) 
nepříznivá prognóza (cMPD-PV, také AML M6 a M7)
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FLT3 (FMS-like tyrosine
kinase)                STK1 
(Stem cell kinase1)               
flk2 (Fetal liver kinase2)
lokalizace 13q12

je členem rodiny receptorových 
tyrozinových kináz, exprimován na 
hematopoetických kmenových 
buňkách a také na buňkách 
leukemických. Mutace dvou typů
popsány: 

1) délkové v JM doméně (ITD, 
interní tandemové duplikace části 
genu) v exonu 14 (příp.15) 

2) mutace v katalytické doméně
TKD, kde kodóny D835 a I836 
jsou kódovány nt GATATC, tvořící
restrikční místo pro EcoRV
(FLT3/D855) 

Mutace jsou detekovány u ~30%
AML s normálním karyotypem, 
představují nepříznivou prognózu
často jsou považovány za 
sekundární aberaci a nejsou 
stabilní v průběhu follow-up.
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R5: 5´-TGTCGAGCAGTACTCTAAACATG-3´

12R: 5´-CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3´, PCR produkt 456 bp
Kiyoi, H. et al., Leukemia, 11, 1447-1452, 1997

RT-PCR detekce interních tandemových duplikací v exonu
12 genu FLT3



48Yamamoto, Y., et al., Blood, 97, 2434-2439, 2001

Restrikční analýza - Detekce mutací D835 v katalytické
doméně TKD v exonu 20 (17) genu FLT3 
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Ethidium bromide-stained agarose 
gel

32P probe
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CLL
Oligonukleotidové DNA čipy pro stanovení exprese > 19.000 
genů

Geny s největšími rozdíly v expresi mezi CLL pacienty s mutovaným 
a nemutovaným IgVH
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LymfoChip
Oligonukleotidové DNA čipy s 15.000 sondami pro 4.000 genů

Až 8 pacientů na jednom čipu  

Geny s rozdílnou expresí u pacientů s Folikulárním 
lymfomem a DLBCL nebo Burkittovým lymfomem
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ArrayCGH

Různý rozsah delece krátkého raménka chromozomu 17 u 
dvou pacientů s CLL – v prvním případě jde o deleci celého 
raménka, ve druhém o deleci úseku o velikosti asi 1,2 Mb

Oligonukleotidové DNA čipy >40.000 sond rovnoměrně
pokrývajících všechny chromozomy
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Nástup nových terapeutických možností
přináší obrovské úspěchy...

Hungerford D.A. et al. Chromosomes of three elephants, two Asian (Elephas maximus) and one African (Loxodonta
africana). Cytogenetics. 1966;5(3):243-6. No abstract available.PMID: 5921502; UI: 67022018.
Hungerford D.A., Snyder R.L., Chromosomes of the rock hyrax, Procavia capensis (Pallas), 1767. Experientia. 1969
Aug 15;25(8):870. No abstract available.PMID: 5348560; UI: 70027232.



56

Mutace v ABL kinázové doméně
• Kinázová doména ABL: zahrnuje aminokyseliny 220-498
• Mutace v oblasti P-loop: 

– způsobují změnu konformace, vedou k aktivní konformaci, špatná
prognoźa, G250E, Q252H, E255K

• T315I mutace: vodíková vazba s imatinibem, allosterické působení na 
vazbu léku

• Mutace katalytické oblasti: 
– M351T mutace: destabilizace autoinhibiční konformace Abl, 

porušením vazby s SH2, F359C
• Mutace v oblasti A-loop: 

– zabraňují dostat se do „vypnutého“ stavu, F382L, H396R

Schéma struktury Abl kinázové domény
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Detekce bodových mutací
Amplifikace BCR-ABL Expand High Fidelity Enzyme (Roche) 
Primery F-BCR-A (exon e12/e13) x R-ABL-A (exon a8)

Sekvenace oblasti exonů a4-a8 na AbiPrism 310 sekvenátoru
za použití primeru ABL-ALT a BigDye®Terminator v1.1 Seq.kit
Srovnání získaných sekvencí se standardními sekvencemi X16416

5´-CTC TAG CAG CTC ATA CAC CTG GG-3´R-ABL-A

5´-GAG CAG CAG AAG AAG TGT TTC AGA-
3´

F-BCR-A*

5´-GCG CAA CAA GCC CAC TGT CTA TGG-
3´

ABL-ALT*

Sekvence 5´ 3´Název 
primeru

Gorre M.E. et al. 2001 Science*, Soverini S. et al. 2004 Clin.Chem.*
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rok léčby: pouze 
hematologická remise

bez cytogenetické
remise

akcelerace nemoci

ATG ACG

XI/03´ T/C VI/04´ C/T III/05´ C

Vývoj mutace u pacienta 
rezistentního na imatinib s mutací

Met351Thr
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Granulocyty a 
erytroblasty
(BM normal)


