
Úvod 

Folikulární lymfom (FL) tvoří zhruba 20–40 % všech ne-
hodgkinských lymfomů (NHL) (1). Je typickým představi-
telem indolentní lymfoproliferace s mediánem přežití mezi
8–10 lety, nicméně zhruba 10-20 % pacientů zmírá do 2 let
od stanovení diagnózy. FL stadia III nebo IV, který tvoří
asi 85 % všech nemocných, se stále považuje za nevyléči-
telné onemocnění. Ačkoliv je pro FL charakteristická dob-

rá senzitivita k léčbě, opakované návraty choroby jsou té-
měř pravidlem. Odhaduje se, že u 25–60 % nemocných do-
chází časem k transformaci do difuzního velkobuněčného
B-lymfomu (DLBCL) (2), který se vyznačuje velmi špat-
nou prognózou (3). Transformace a rezistence k léčbě jsou
nejčastější příčinou úmrtí na FL. Variabilita klinického cho-
vání vedla k úsilí o podrobnější stratifikaci pacientů na zá-
kladě nejrůznějších klinických či laboratorních parametrů.

Morfologická klasifikace WHO rozlišuje dle podílu
centroblastů a difuzní infiltrace FL grade: 1, 2, 3a a 3b.

188 Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008

DNA mikročipy (microarrays) v diagnostice folikulárního
lymfomu: cesta k terapii „šité na míru“ nebo slepá ulička? 

Janíková A.1, Staňo-Kozubík K.2, Tichý B.2, Mayer J.1, Král Z.1, Michalka J.1, Vášová I.1, Pospíšilová Š.2
1Interní hematoonkologická klinika FN Brno Bohunice a LF Masarykovy univerzity Brno
2Centrum molekulární biologie a genové terapie Interní hematoonkologické kliniky FN Brno Bohunice 
a LF Masarykovy univerzity Brno 

Souhrn
Folikulární lymfom (FL) je indolentní B-lymfoproliferace, jehož medián přežití se pohybuje mezi 8–10 lety. U 25–60 %
nemocných však dochází k transformaci do agresivního lymfomu s velmi špatnou prognózou. FL se dosud pokládá za
nevyléčitelné onemocnění, jehož individuální průběh lze jen těžko určit. Translokace (14;18) je tradičně spojována s FL,
avšak její klinický význam je relativně malý. Rovněž dosud používané klinické a laboratorní parametry jsou nedosta-
tečné v individuální stratifikaci pacientů s FL. Stanovení profilu genové exprese s využitím DNA mikročipů nabízí dal-
ší možnost studia nádorů na molekulární úrovni. Takto lze diferencovat v rámci známé histopatologické diagnózy nové
podjednotky, klinicky významné geny, nebo korelovat genovou expresi s prognostickými parametry. Podstatou DNA
mikročipu je hybridizace testované nukleové kyseliny (u expresních čipů RNA) s komplementárními oligonukleotido-
vými sondami pevně lokalizovanými na čipu. Vzhledem k vysokému počtu současně vyšetřovaných genů (obvykle tisí-
ce až desítky tisíc) je nedílnou součástí vyšetření genové exprese statistická analýza. Z výsledků studií zabývajících se
významem profilu genové exprese u FL v různém kontextu této diagnózy lze konstatovat, že FL je z pohledu genové ex-
prese relativně homogenní entita, transformovaný FL je klonálně identický s původním FL a liší se od de novo DLBCL.
Transformace FL je heterogenní proces, který se děje více mechanismy. Z hlediska chování FL a prognózy mají zřejmě
velký význam změny expresního profilu non-B-buněk mikroprostředí uzliny.
Klíčová s lova:  folikulární lymfom, diagnóza, prognóza, profil genové exprese, DNA mikročipy

Summary
Janíková A. ,  Staňo-Kozubík K. ,  Tichý B. ,  Mayer J. ,  Král  Z. ,  Michalka J. ,  Vášová I . ,  Pospíš i lo-
vá Š.:  DNA microchips (microarrays) in follicular lymphoma diagnostics: the pathway to "tailor-made" therapy or
to impasse?

Follicular lymphoma (FL), an indolent B-lymphoproliferative disorder, is characterized by a long median survival of
8 to 10 years. Transformation to more aggressive lymphoma with poor prognosis occurs in 25–60% of patients with
FL. Up to now; FL is considered to be an incurable disease with unpredictable individual course. Translocation t(14;18),
the traditional genetic hallmark of FL, is of limited clinical importance only. Prognostic and laboratory parameters
actually used have not been successful in individual stratification of FL patients as well. DNA microarrays enables
analyses of the genomic expression program providing new insights into molecular pathogenesis of tumours. Gene
expression profiling can reveal morphologically indistinguishable subgroups with different clinical behaviour in the
frame of single disease, new important genes or prognosis based on molecular features. In principle, DNA microar-
rays are based on hybridization of tested nucleic acids (in expression microarrays RNA) with complementary oligo-
nucleotide probes immobilized on the matrix of microarrays. The quantity of data generated by these techniques (usu-
ally thousands to tens of thousands genes) requires statistical analysis. There are several studies analysing gene ex-
pression profiling in FL from various aspects, published results generally indicate, that expression profiling of FL is
relatively homogenous, transformed FL is clonally identical with its original indolent counterpart and its expression
signature is more similar to those observed in FL than to those observed in de novo DLBCL. Transformation is hete-
rogeneous process proceeded probably by at least two pathways. The nature of infiltrating non-B-cells of microenvi-
ronment seems to be of a great importance, concerning behaviour and prognosis of FL. 
Key words: follicular lymphoma, diagnosis, prognosis, gene expression profiling, DNA microarrays
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Ačkoli stratifikace vypadá jednotná a objektivní, její re-
produkovatelnost kolísá i mezi zkušenými hematopatolo-
gy v rozmezí 61 % až 73 % (4). Histologický grading ko-
reluje sice s celkovým přežitím a přežitím bez nemoci (5),
jeho hodnota pro konkrétního nemocného je však nízká,
zvláště s přihlédnutím ke skutečnosti, že naprostá větši-
na nemocných bývá grade 1 nebo 2 (4).

Klinický index FLIPI (= Follicular Lymphoma Inter-
national Prognostic Index), který byl vytvořen pro potře-
by stratifikace pacientů s folikulárním lymfomem (6, 7),
je v praxi hojně využíván. Jeho diskriminační hodnota je
však omezená, neboť většina pacientů „spadne“ do sku-
piny nízkého nebo středního rizika (8, 9, 10). 

Folikulární lymfom je asociován s chromozomální pře-
stavbou t(14;18), která je příčinou zvýšené exprese anti-
apoptotického proteinu bcl-2. Zdá se, že t(14;18) je sice
důležitým, ale nikoli klíčovým krokem v patogeneze FL,
neboť sama o sobě maligní transformaci nevyvolá.
T(14;18)-pozitivní buňky lze nadto prokázat jak u benig-
ních lymfoidních afekcí tak u ,,zdravých“ lidí (11, 12).
Z uvedeného vyplývá, že dosavadní používané stratifi-
kace a laboratorní markery nejsou dostatečné pro stano-
vení individuální prognózy pacienta s FL. 

DNA microarrays (= DNA mikročipy) reprezentují no-
vou metodu poznání nádorů, která umožňuje stratifikaci
pacientů podle molekulární charakteristiky (profilu geno-
vé exprese) v rámci jediné histopatologické diagnózy. Po-
kusili jsme se, na základě publikovaných výsledků, sys-
tematizovat aktuálně dostupná data a polemizovat o pří-
nosu DNA mikročipů v diagnostice a terapii folikulární-
ho lymfomu. I když je téma úzce vymezeno, úvodní část
je věnována obecné charakteristice, principu a způsobech
interpretace dat získaných z DNA mikročipů, dále násle-
duje výčet nejvýznamnějších studií, který je pro lepší ori-
entaci členěn do několika podkapitol.

Na tomto místě bychom rádi učinili drobnou poznám-
ku k terminologii. V anglicky psané literatuře se vyšetře-
ní profilu genové exprese na principu hybridizace testo-
vané a referenční DNA (= deoxyribonukleová kyselina)
označuje termínem ,,DNA microarray“. Vzhledem k ak-
tuálnímu nedostatku zavedeného českého ekvivalentu
jsme si k překladu vybrali relativně stručné a výstižné
spojení ,,DNA mikročip“.

DNA mikročipy

DNA mikročipy jsou novou molekulárně biologickou
metodou, stále častěji využívanou v lékařství. Stanovení
profilu genové exprese vychází z úvahy, že ačkoliv všech-
ny somatické buňky organismu obsahují tutéž výbavu DNA,
vždy pouze určitá její část je u dané buněčné subpopulace
přepisována do mediátorové RNA (mRNA) a jako templát
je využita k proteosyntéze. Na čipech je lokalizováno vel-
ké množství (tisíce až statisíce) sond, které reprezentují spe-
cifické sekvence DNA. Sondami mohou být komplemen-
tární DNA (cDNA) nebo oligonukleotidy o různých dél-
kách. DNA mikročipy umožňují paralelní hodnocení úrov-

ně exprese (přepisu) velkého počtu genů v určitém čase
u dané buněčné populace. U expresních čipů je z testova-
ného vzorku nejprve lýzou a extrakcí izolována ribonukleo-
vá kyselina (celková RNA) a pomocí reverzní transkriptá-
zy je získána cDNA. Po fluorescenčním značení sledova-
ného a kontrolního (referenčního) vzorku je provedena hyb-
ridizace s čipem, kdy dochází k vazbě komplementárních
sekvencí ze vzorku s příslušnými sekvencemi na čipu. In-
tenzita a barva fluorescence testované RNA je snímána la-
serovým skenerem a je úměrná expresi daného genu. Zís-
kaná data lze využít různým způsobem (viz tab. 1). 

Na podobném principu jsou založeny i CGH mikročipy
(CGH – komparativní genomová hybridizace) pro detekci
chromozomových aberací. Fluorescenčně označená testo-
vaná a referenční DNA hybridizuje s komplementárními
sondami na podložním skle CGH mikročipu. Tato metoda
poskytuje podrobnější informace o lokalizaci a rozsahu ne-
balancovaných chromozomových aberací než klasická cy-
togenetická CGH. 

Nedílnou a klíčovou součástí čipových analýz je norma-
lizace získaných dat a statistické vyhodnocení výsledků s cí-
lem odlišit odchylky charakteristické pro dané patologické
procesy od náhodných změn (šumu). Jedním za zásadních
biostatistických přístupů jsou shlukovací (clusterové) ana-
lýzy dat. Clusterové analýzy lze provádět v zásadě dvojím
způsobem. První z nich využívá myšlenky, že data mohou
být vypovídající sama o sobě bez dalších informací. Tento
postup je označován jako „unsupervised approach“ a nej-
častěji je v tomto případě využita technika hierarchického
klastrování („hierarchical clustering“). Zde je využito spon-
tánního sdružování (= klastrování) vzorků na základě po-
dobné nebo shodné genové exprese. Příkladem může být
objev dvou odlišných podskupin v rámci DLBCL označo-
vaných jako ABC (activated B-cell-like) a GCB (germinal-
center-B-cell-like) profil, které vynikají odlišným biologic-
kých chováním a klinickým průběhem (13).

Druhá metoda analýzy je založena na koncepci, že zís-
kaná data musí být vztažena ke známým biologickým pro-
měnným a je označována jako „supervised analysis“. Pří-
kladem tohoto přístupu může být stanovení rozdílné geno-
vé exprese u předem definovaných podskupin pacientů
s CLL na základě jejich mutačního statusu (14).

DNA analýza buněčných linií t(14;18)
-pozitivních buněk

Ve snaze vnést světlo do patogeneze FL se autoři ně-
kolika studií pokusili využít DNA mikročip ke srovnání
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v rámci jediné diagnózy rozlišit podskupiny různého biologického
chování 
identifikovat dosud neznámé geny nesoucí klinický význam
odhalit možné cílové molekuly využitelné pro vývoj nových léků
stanovení genového profilu s prognostickým významem

Tab. 1. Přehled potenciálních výstupů, které lze získat vyšetřením DNA
mikročipy.
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genového profilu t(14;18)-pozitivních buněčných linií
s nemaligními B-buňkami nebo s B-buňkami jiných lym-
foproliferací. 

Analýza genové exprese na cDNA mikročipu odlišila
hierarchickým klastrováním linie t(14;18)-pozitivních bu-
něk (DLBCL) od linií t(11;14)-pozitivních buněk (MCL
= mantle cell lymphoma) a purifikovaných nemaligních
tonzilárních B-buněk. Při srovnání t(14;18)-pozitivních
buněk s tonzilárními B-buňkami bylo nalezeno 137 genů
s odlišnou expresí: 68 genů se zvýšenou expresí (geny
proliferace, přežití a metabolismu) a 69 genů se sníže-
nou expresí (negativní regulátory buněčné aktivace a rů-
stu, geny apoptózy, buněčné adheze, cytoskeletu, hlavní-
ho histokompatibilního komplexu apod.), přičemž 29
z těchto genů (20 %) mělo neznámou funkci (15).

V jiné studii byly srovnány profily genové exprese růz-
ných buněčných linií B-lymfomů. 9 linií transformované-
ho FL (tFL), 5 linií EBV+Burkitova lymfomu, 6 linií
EBV-Burkitova lymfomu a 5 linií de novo DLBCL.
Hierarchické klastrování odlišilo jednoznačně uvedené ty-
py lymfomů (tFLvs EBV+Burkit vs EBV-Burkit vs
DLBCL) navzájem a také od nemaligních B-buněk. De
novo DLBCL vykazovaly poměrně variabilní genovou ex-
presi a profil de novo DLBCL se lišil od tFL (16). 

Výsledky získané na buněčných liniích mohou být
zkresleny oproti reálným tumorům, avšak závěry studie
CGH a expresních čipů srovnávající FL s liniemi t(14;18)-
pozitivních buněk dokládají jejich překvapivou vzájem-
nou shodu. Distribuce a četnost většiny cytogenetických
odchylek se vyskytovala v podobné míře jak u FL tak
u buněčných linií, u linií byla však pozorována výrazně
častěji zvýšená exprese c-MYC (17). 

Profil genové exprese folikulárního lymfomu
versus nemaligní lymfoidní tkáně 

Z hlediska patogenezy folikulárního lymfomu je ex-
trémně zajímavé sledovat změny na úrovni genové expre-
se mezi benigní lymfoidní tkání, folikulární hyperplázií
a tkání folikulárního lymfomu. 

Globální rozdíly v profilu genové exprese byly ve stu-
dii zkoumány mezi směsnými vzorky buněk benigní lym-
foidní hyperplázie, folikulárního lymfomu, MCL
a CLL/SLL (chronická lymfatická leukemie/malobuněč-
ný lymfom). Autoři izolovali postupně mRNA od jedno-
tlivých pacientů, kterou následně v rámci jedné diagnó-
zy smísili, čímž dostali v určitém smyslu slova “zprůmě-
rovaný” vzorek. Pomocí cDNA mikročipu (celkem cca 15
000 spotů/7500 unikátních genů) bylo identifikováno ví-
ce než 120 genů s různou expresí mezi diagnózami, po
validaci jich bylo definováno 23, avšak nebyl nalezen žád-
ný profil charakteristický výhradně pro FL ani profil od-
lišující FL od hyperplázie (18).

Husson a kolektiv srovnávali profil genové exprese B-
buněk u 6 vzorků uzlin FL se 6 vzorky folikulární hyperp-
lazie. B-buňky byly izolovány imunomagnetickou dep-
lecí, profil genové exprese byl získán na cDNA mikroči-

pu o 588 genech, validace byla provedena RQ-PCR (re-
al-time polymerase chain reaction). Zvýšenou expresi
u FL (oproti hyperplázii) mělo 24 genů významných pro
regulaci buněčného cyklu, diferenciaci B-buněk, cytoki-
nových receptorů a celulárních interakcí; 7 genů vykáza-
lo u FL sníženou expresi (geny negativní regulace bu-
něčného cyklu a geny uplatňující se v mezibuněčných in-
terakcích) (19). Obdobné výsledky byly potvrzeny i jinou
studií (13 ).

Studie zaměřená na expresi genů (cDNA mikročip) růz-
ných chemokinů a jejich receptorů byla provedena na 5
vzorcích FL a 5 vzorcích reaktivní folikulární hyperpla-
zie (RFH). Mezi FL a RFH byla nalezena významná di-
ference v profilu genové exprese pro cytokiny a jejich
receptory (u RFH byla exprese globálně nižší). Nejvýraz-
nější rozdíl byl pozorován v genu pro IL-3Rα, který byl
masivně exprimován u všech vzorků FL. Pozoruhodné je,
že dle imunohistochemie byla tato exprese lokalizována
do non-B-buněk, respektive do dendritických buněk uzli-
ny (20). 

Zajímavá práce srovnávala profil genové exprese B-
a non-B-buněk ve vzorcích FL a vzorcích nemaligních
uzlin. Na oligonukleotidovém mikročipu (Affymetrix) by-
lo testováno celkem 35 vzorků (26 FL a 9 nemaligních
uzlin). ,,Unsupervised“ analýza odlišila 4 buněčné popu-
lace: B-buňky FL, non-B-buňky FL, B-buňky nemalig-
ních uzlin, non-B-buňky nemaligních uzlin. ,,Supervised“
analýza nalezla významně odlišnou expresi mezi FL a ne-
maligní tkání uzliny jak mezi B-buňkami, tak i mezi non-
B-buňkami. U FL byly v B-buňkách zvýšeně exprimo-
vány onkogeny (bcl2, AURK2), geny germinálního cent-
ra, naopak snížená exprese byla u interferonem – stimu-
lovaných genů. V non-B-buňkách byly u FL zvýšeně ex-
primovány geny T- helperů a aktivovaných T-buněk (21).

Genová exprese indolentního versus
transformovaného folikulárního lymfomu 

Transformace FL je spojena s velmi špatnou prognózou
a je obvykle provázena dalšími cytogenetickými změnami.
Tato fakta byla impulzem pro hledání rozdílů v genové ex-
presi mezi ,,indolentním” a ,,transformovaným/agresivním”
folikulárním lymfomem a snahou definovat ,,rizikový” pro-
fil časné transformace. Několik studií analyzovalo profil ge-
nové exprese na párových vzorcích folikulárních lymfomů
před a v transformaci.

Analýza 12 párových vzorků provedená metodou mik-
ročipové komparativní genomové hybridizace (,,genome-
wide microarray based CGH”) doplněná expresním
cDNA mikročipem potvrdila shodný klonální původ in-
dolentních a transformovaných FL. Transformace byla
u všech vzorků provázena sekundárními cytogenetický-
mi změnami, avšak značně heterogenními. V rámci tFL
bylo možné pozorovat dva různé profily: 1. skupina se
zvýšenou proliferací a expresí MYC, 2. skupina se sní-
ženou expresí MYC. (17). Výsledky v plném rozsahu po-
tvrdila i podobně koncipovaná studie s využitím ,,Lymp-
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hochipu”, kde byly srovnány profily geno-
vé exprese u 20 párových vzorků FL a tFL.
I zde byly identifikovány dva odlišné pro-
fily. První charakteristický zvýšenou mí-
rou proliferace a zvýšenou expresí c-MYC
(při současně snížené expresi genů dend-
ritických a T-buněk) a druhý – alternativ-
ní profil bez zvýšené proliferace (22, 23).
Dále byl nalezen výrazný rozdíl v expresi
genů mezi tFL a de novo DLBCL (24).
Obdobně bylo v analýze 12 (testovacích)
a 20 (validačních) párových vzorků FL vs
tFL/DLBCL zjištěno, že FL i tFL jsou klo-
nálně identické. tFL odpovídají profilem
genové exprese spíše buňkám germinální-
ho centra a odlišují se od de novo DLBCL.
Proces transformace byl i zde provázen
změnami genové exprese, zejména v ge-
nech receptorů pro růstové faktory. Analý-
zou na 3D-modelu odlišily FL od tFL pou-
hé tři geny: PLA2, PDGFRß, Rab6. Pozo-
ruhodná byla zvýšená exprese genu pro
p38MAPK u tFL. Nález byl ověřen i imu-
nohistochemickým průkazem proteinu
a význam v patogeneze FL byl potvrzen
zastavením růstu t(14;18)+ linií po farma-
kologické inhibici p38MAPK (25).
Profil genové exprese korelující s agresi-
vitou folikulárního lymfomu se pokusila
definovat studie 80 vzorků FL (grade
1–3b). Exprese na cDNA mikročipu o
19 200 spotech byla korelována s ,,indo-
lentním“ nebo ,,agresivním“ průběhem FL
stanoveného na základě klinických, labo-
ratorních a histologických kritérií. ,,Unsupervised“ ana-
lýza se ukázala jako nedostačující pro rozlišení podtypů
v rámci FL. ,,Supervised“ analýza nalezla 81 genů s vý-
razně odlišnou expresí mezi indolentními a agresivními
FL. Korelace vybraných genů s histologickým typem
a klinickým průběhem byla excelentní, velmi slabá však
s IPI (= International Prognostic Index). Geny se zvýše-
nou expresí u ,,agresivního“ FL byly geny buněčného
cyklu, DNA syntézy a buněčného metabolismu. Geny se
zvýšenou expresí u ,,indolentního“ FL byly geny infilt-
rujících T-buněk a makrofágů (26). Autoři pokračovali
v navazující studii, jejímž cílem bylo stanovit profil ge-
nové exprese předpovídající časnou transformaci FL. Ge-
nová exprese byla korelována s typem biologického cho-
vání FL: 31 FL s časnou transformací do 3 let od diagnos-
tické biopsie, 35 FL s dlouhodobě indolentním průběhem
(≥ 7 let) a 24 vzorků tFL/DLBCL. Součástí práce bylo
i imunohistochemické hodnocení párových parafinových
bloků. ,,Unsupervised“ analýza odlišila FL od tFL/
/DLBCL, nicméně nerozlišila v rámci FL žádné podsku-
piny. Dle ,,supervised“ analýzy vykazovaly časně trans-
formující FL překvapivě podobnost s profilem folikulár-
ní hyperplazie. Imunohistochemickým vyšetřením nebyl
zjištěn žádný výrazný rozdíl v celkové distribuci a počtu

tumor-infiltrujících, především T-buněk. Naopak byl po-
zorován rozdíl v distribuci na úrovni jednotlivých podty-
pů T-lymfocytů. U časně transformujících FL byly CD4+
buňky dominantně intrafolikulárně, zatímco u indolent-
ních FL dominantně interfolikulárně. Aktivační marker T-
buněk CD 69 byl asociován s časně transformujícími FL
(27). 

Genová exprese a význam mikroprostředí
uzliny 

Charakteristickou vlastností folikulárního lymfomu je
nejen pomalý růst a rekurentní průběh, ale i spontánní re-
grese či remise. U FL lze předpokládat, že výsledné kli-
nické chování je dáno nejen agresivitou nádorových bu-
něk, ale také interakcí s ostatními elementy imunitního
systému. 

Prognostický význam tumor-infiltrujících buněk (non-
B-buněk) pozorovali autoři rozsáhlé analýzy 191 vzorků
nově diagnostikovaných folikulárních lymfomů. Expres-
ní profil byl získán na celogenomovém oligonukleotido-
vém mikročipu (Affymetrix). Multivariantní analýza ge-
nové exprese a přežívání byla provedena na „testovacím“

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008 191

DNA MIKROČIPY V DIAGNOSTICE FOLIKULÁRNÍHO LYMFOMU

Obr. 1.

proLékaře.cz | 7.12.2025



souboru 95 vzorků a ověřena na souboru dalších 96 vzor-
ků. V závislosti na celkovém přežívání byly geny s od-
lišnou expresí rozděleny do dvou profilů, autory označe-
né jako „immune response“ (imunitní odpověď). Profil
,,immune-response 1“ (IR-1) s příznivou prognózou za-
hrnuje geny pro T-buněčné markery, geny aktivace mik-
rofágů (ACTN1 a TNFSF13B). Profil ,,immune-respon-
se 2“ (IR-2) s nepříznivou prognózou zahrnuje dominant-
ně geny aktivace makrofágů, dendritických buněk. Z ana-
lýzy genové exprese provedené zvlášť pro CD19+
a CD19- buňky plyne, že za rozdíly v profilech (IR-1, IR-
2) jsou odpovědné non-B-buňky tvořící mikroprostředí
uzliny (viz obr. 1) (28). Funkčnost tohoto modelu byla
ověřena také na souboru 170 pacientů s FL, s tím, že pro
celkové přežití je model platný, méně přesný je pro ur-
čení rizika časné transformace (29).

Prognosticky příznivou roli infiltrace T-buněk doklá-
dají výsledky i jiných studií (26, 27, 30). T-infiltrace bý-
vá asociována více s indolentním typem FL (26) a také
s nižším rizikem brzké transformace (27). Situace však
není rozhodně jednoduchá, expresní profily získané růz-
nými studiemi se jen velmi málo překrývají. Imunohis-
tochemickým vyšetřením párových vzorků bylo navíc
zjištěno, že exprese genů T-buněk neodpovídá kvantitě
morfologicky definované T-infiltrace, ale spíše jde o mí-
ru aktivace jisté podskupiny T-buněk a typ jejich distri-
buce. Podle některých autorů je pozoruhodný význam
takzvaných lymfom-asociovaných mikrofágů (LAM) a T-
regulačních buněk (TREG; FOXP3+). Vysoká poměrná
zastoupení LAM i TREG ve vzorcích představují nega-
tivní prognostické faktory. Rizikovým faktorem časné
transformace je folikulární typ infiltrace TREG (FOXP3+
buňky), toto pozorování však nebylo potvrzeno v jiné stu-
dii (31, 27). V některých studiích byl pozorován nega-
tivní prognostický význam aktivace makrofágů (gen pro
CCR1 – marker monocytární aktivace, CD68+) (30). 

Genová exprese a léčebná odpověď 

Využitím profilu genové exprese v předpovědi léčebné
odpovědi u folikulárního lymfomu se zabývají níže uvede-
né práce. V jedné studii byla genová exprese na cDNA mik-
ročipu a ,,Lymphochipu“ korelována s léčebnou odpovědí
po rituximabu v monoterapii u 24 vzorků pacientů s rela-
bujícím FL (grade 1–3). Na základě odlišné exprese 2037
genů byly identifikovány dvě skupiny FL. Jedna podsku-
pina byla spíše podobná nemaligní lymfoidní tkáni, druhá
se od ní expresním profilem výrazně lišila. Pozoruhodné
je, že pacienti se špatnou odpovědí na rituximab měli ge-
novou expresi spíše podobnou profilu normální sleziny ne-
bo tonzily. ,,Supervised“ analýza (dle odpovědi na rituxi-
mab) ukázala, že 71 genů s vyšší expresí u pacientů se špat-
nou odezvou na rituximab figuruje v buněčné imunitní od-
povědi, kóduje cytokiny, TNF, TCR apod., neboli tyto ge-
ny odpovídají spíše genům non-B-buněk (32).

Další studie hodnotila profil genové exprese (Affymet-
rix) v závislosti na léčebné odpovědi po CHOP (cyklofos-

famid, adriamycin, vinkristin, prednizon) u 57 FL (grade
1–3). ,,Supervised“ analýzou bylo nalezeno 14 genů s vý-
znamně zvýšenou expresí u pacientů s dobrou odpovědí
na CHOP, 11 z těchto genů hraje roli v G2/M přechodu
buněčného cyklu, mitóze a DNA modulaci, 3 geny měly
neznámou funkci. Nejsilnějším a nezávislým prognostic-
kým faktorem léčby po CHOP se jevila exprese CCNB1
(cyklin B1) (33).

Korelace léčebné odpovědi po RCHOP (rituximab+
+CHOP) s profilem genové exprese byla hodnocena ve stu-
dii u 66 FL (grade 1–3). ,,Unsupervised“ analýza na oligo-
nukleotidovém čipu (Agilent/ 18 716 spotů) potvrdila rela-
tivní homogenitu genové exprese u FL. ,,Supervised“ ana-
lýza nalezla rozdíly v genové expresi mezi příznivou (do-
ba do selhání léčby > 36 měsíců) a nepříznivou léčebnou
odpovědí (doba do selhání léčby < 23 měsíců). S příznivou
odpovědí a delším přežitím bez progrese (PFS = progressi-
on free survival) je asociována vysoká exprese genu
EPHA1, snížená exprese SMAD1 a MARCO. Změna ex-
prese uvedených genů byla však zjištěna mimo nádorové
buňky v infiltrujících granulocytech a endoteliích (34).

Diskuse

Jaké praktické závěry lze na základě dostupných vý-
sledků učinit? Mnohé studie se shodují na tom, že tzv. un-
supervised analýzy nejsou schopny definovat v rámci FL
žádné významnější podskupiny, z pohledu genové expre-
se je tedy FL relativně homogenní entita (26, 27). Je zřej-
mé, že FL se liší genovou expresí od nemaligní lymfoid-
ní tkáně i od folikulární hyperplazie a to jak na úrovni
B- tak i non-B-buněk (21). FL se ostře vyděluje profilem
genové exprese oproti jiným B-lymfoproliferacím. Nel-
ze však hovořit o existenci jakéhokoli charakteristického
profilu genové exprese pro FL, který lze využít například
v diferenciální diagnostice (18).

Ze studií je rovněž patrné, že transformovaný FL je klo-
nálně identický s původním indolentním lymfomem (17,
24, 25). Genová exprese tFL se dle některých prací po-
dobá profilu buněk germinálního centra a liší se od de no-
vo DLBCL (25). Transformace je pravděpodobně hete-
rogenní proces, který může probíhat různými patogene-
tickými cestami. U části tFL byla identifikována zvýše-
ná exprese genů buněčné proliferace (zejména c-MYC)
(17, 22, 23). Pro tFL je také charakteristická snížená ex-
prese genů pro dendritické a T-buňky, kterou však lze vy-
světlit pouhým vytěsněním původní T-buněčné populace
převažujícími B-buňkami agresivního lymfomu (v kore-
laci s histologickým nálezem T-infiltrace, která se u FL
pohybuje mezi 40 až 70 %, ale jen mezi 20 % až 50 %
u DLBCL) (26). Poněkud překvapivé a obtížně vysvětli-
telné je zjištění, že molekulární profil FL s rizikem čas-
né transformace je blízký profilu folikulární hyperplazie
(27). Podobně i rituximab-rezistentní FL měly molekulár-
ní profil podobný spíše nemaligní hyperplázii (32). 

V současné době výsledky imunohistochemických stu-
dií a studií genové exprese podporují model folikulární-
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ho lymfomu jako choroby imunonologicky funkčních bu-
něk, kde vzájemná interakce vlastních nádorových a okol-
ních nenádorových buněk určuje klinické chování FL ja-
ko celku. Buněčné složení nemaligního mikroprostředí
má vztah k prognóze, ale mechanismus, jakým funguje,
není dosud znám (26–29). Předpokládá se, že specifické
genové alterace buněk FL předurčují funkční kompozici
mikroprostředí nádorově změněné uzliny. Tyto úvahy od-
ráží zajímavé výsledky recentních prací zkoumajících roz-
díly v genové expresi mezi buňkami FL a jejich vliv na
distribuci a chování T-buněk okolí (35, 36). 

Interpretace a srovnání výsledků DNA čipové analýzy
(nejen v případě folikulárního lymfomu) naráží na znač-
nou různorodost v pojetí jednotlivých prací. Úskalí spo-
čívají kromě vlastní koncepce studie, v použité metodice
(typu DNA čipu, skladbě a počtu genů na čipu), různých
kritériích výběru pacientů a zejména použití odlišných
statistických algoritmů. Je třeba si uvědomit, že dosud ne-
ní zaveden žádný „zlatý standard“ ve statistickém zpra-
cování dat získaných na DNA čipech (37). V neposlední
řadě je třeba vzít v úvahu relativně nízké počty vzorků
(většinou v řádu několika málo desítek), kterými naprostá
většina studií s FL disponuje. 

Technologie DNA mikročipů je nepochybně dalším
kvalitativním krokem v poznání nádorových chorob a po-
tažmo i folikulárního lymfomu. Aplikace DNA čipů
u agresivních lymfomů přinesla záhy elegantní výsledky
s rozlišením podtypů DLBCL, Burkittova lymfomu a po-
dobně. Tento optimismus byl v případě folikulárního lym-
fomu prozatím vystřídán spíše rozpaky a jistým zklamá-
ním z nejednoznačných výsledků. Lze předpokládat, že
využití DNA čipů u FL pro nejbližší budoucnost pravdě-
podobně nepřekročí práh experimentálních laboratoří
a význam této technologie v rutinní klinické praxi bude
nutné teprve stanovit.
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