DNA mikrocipy (microarrays) v diagnostice folikularniho
lymfomu: cesta k terapii ,,Sité na miru‘‘ nebo slepa ulicka?

Janikova A.l, Stano-Kozubik K.2, Tichy B.2, Mayer J.1, Kral Z.1, Michalka J.1, Vasova 1.1, PospiSilova S2
IInterni hematoonkologicka klinika FN Brno Bohunice a LF Masarykovy univerzity Brno

2Centrum molekularni biologie a genové terapie Interni hematoonkologické kliniky FN Brno Bohunice

a LF Masarykovy univerzity Brno

Souhrn

Folikularni lymfom (FL) je indolentni B-lymfoproliferace, jehoz median preziti se pohybuje mezi 8-10 lety. U 25-60 %
nemocnych vsak dochazi k transformaci do agresivniho lymfomu s velmi Spatnou prognoézou. FL se dosud poklada za
nevylécitelné onemocnéni, jehoZz individualni priibéh lze jen tézko urcit. Translokace (14;18) je tradicné spojovana s FL,
avsak jeji klinicky vyznam je relativné maly. Rovnéz dosud pouzivané Kklinické a laboratorni parametry jsou nedosta-
tec¢né v individualni stratifikaci pacientt s FL. Stanoveni profilu genové exprese s vyuzitim DNA mikrocipa nabizi dal-
$i moznost studia nadord na molekularni dirovni. Takto 1ze diferencovat v ramci znamé histopatologické diagnézy nové
podjednotky, klinicky vyznamné geny, nebo korelovat genovou expresi s prognostickymi parametry. Podstatou DNA
mikrocipu je hybridizace testované nukleové kyseliny (u expresnich ¢iptit RNA) s komplementarnimi oligonukleotido-
vymi sondami pevné lokalizovanymi na ¢ipu. Vzhledem k vysokému poctu soucasné vysetrovanych genii (obvykle tisi-
ce az desitky tisic) je nedilnou soucasti vySetieni genové exprese statisticka analyza. Z vysledku studii zabyvajicich se
vyznamem profilu genové exprese u FL v riizném kontextu této diagnozy lze konstatovat, Zze FL je z pohledu genové ex-
prese relativné homogenni entita, transformovany FL je klonalné identicky s pivodnim FL a lisi se od de novo DLBCL.
Transformace FL je heterogenni proces, ktery se déje vice mechanismy. Z hlediska chovani FL a prognézy maji ziejmé
velky vyznam zmény expresniho profilu non-B-bunék mikroprosti-edi uzliny.
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Summary
Janikova A., Statio-Kozubik K., Tichy B., Mayer J., Kral Z., Michalka J., VdSova I., PospiSilo-
va S.: 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.
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Uvod

Folikularni lymfom (FL) tvoii zhruba 20—40 % vSech ne-
hodgkinskych lymfomt (NHL) (1). Je typickym ptedstavi-
telem indolentni lymfoproliferace s medidnem preziti mezi
810 lety, nicméné zhruba 10-20 % pacientti zmira do 2 let
od stanoveni diagnézy. FL stadia III nebo IV, ktery tvoii
asi 85 % vsech nemocnych, se stile povazuje za nevyléci-
telné onemocnéni. Ackoliv je pro FL charakteristickd dob-

rd senzitivita k 16¢bé, opakované nédvraty choroby jsou té-
méf pravidlem. Odhaduje se, Ze u 25-60 % nemocnych do-
chézi ¢asem k transformaci do difuzniho velkobunécného
B-lymfomu (DLBCL) (2), ktery se vyznacuje velmi $pat-
nou prognézou (3). Transformace a rezistence k 1é¢bé jsou

van{ vedla k usili o podrobn&jsi stratifikaci pacientti na za-
klad€ nejriiznéjsich klinickych &i laboratornich parametrg.
Morfologickd klasifikace WHO rozliSuje dle podilu

centroblastl a difuzni infiltrace FL grade: 1, 2, 3a a 3b.
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Ackoli stratifikace vypada jednotnd a objektivni, jejf re-
produkovatelnost kolisa i mezi zkuSenymi hematopatolo-
gy vrozmezi 61 % az 73 % (4). Histologicky grading ko-
reluje sice s celkovym prezitim a prezitim bez nemoci (5),
jeho hodnota pro konkrétniho nemocného je vSak nizk4,
zvlaste s prihlédnutim ke skuteCnosti, Ze naprosta vetsi-
na nemocnych byva grade 1 nebo 2 (4).

Klinicky index FLIPI (= Follicular Lymphoma Inter-
national Prognostic Index), ktery byl vytvoren pro potfe-
by stratifikace pacientd s folikularnim lymfomem (6, 7),
je v praxi hojné vyuZivén. Jeho diskrimina¢ni hodnota je
vSak omezend, nebot’ vétSina pacienti ,,spadne” do sku-
piny nizkého nebo stfedniho rizika (8, 9, 10).

Folikularni lymfom je asociovan s chromozomalni pie-
stavbou t(14;18), kterd je pri¢inou zvySené exprese anti-
apoptotického proteinu bcl-2. Zd4 se, Ze t(14;18) je sice
dulezitym, ale nikoli kli¢ovym krokem v patogeneze FL,
nebot’ sama o sobé maligni transformaci nevyvola.
T(14;18)-pozitivni bunky lze nadto prokdzat jak u benig-
nich lymfoidnich afekci tak u ,,zdravych® lidi (11, 12).
Z uvedeného vyplyvd, Ze dosavadni pouZivané stratifi-
kace a laboratorni markery nejsou dostate¢né pro stano-
veni individudlni prognézy pacienta s FL.

DNA microarrays (= DNA mikrocipy) reprezentuji no-
vou metodu poznani nadorl, kterd umozinuje stratifikaci
pacientti podle molekularni charakteristiky (profilu geno-
vé exprese) v rdmci jediné histopatologické diagndzy. Po-
kusili jsme se, na zdkladé publikovanych vysledkd, sys-
tematizovat aktudlné dostupnd data a polemizovat o pfi-
nosu DNA mikrociptl v diagnostice a terapii folikuldrni-
ho lymfomu. I kdyZ je téma tizce vymezeno, tivodni{ ¢4st
je vénovana obecné charakteristice, principu a zptisobech
interpretace dat ziskanych z DNA mikrodipti, ddle ndsle-
duje vycet nejvyznamnéjsich studii, ktery je pro lepsi ori-
entaci ¢lenén do nékolika podkapitol.

Na tomto misté bychom radi ucinili drobnou pozndm-
ku k terminologii. V anglicky psané literatuie se vySetfe-
ni profilu genové exprese na principu hybridizace testo-
vané a referenéni DNA (= deoxyribonukleovd kyselina)
oznacuje terminem ,,.DNA microarray*. Vzhledem k ak-
tudlnimu nedostatku zavedeného Ceského ekvivalentu
jsme si k prekladu vybrali relativné stru¢né a vystizné
spojeni ,,DNA mikrocip*“.

DNA mikrocipy

DNA mikrocipy jsou novou molekuldrné biologickou
metodou, stdle ¢astéji vyuzivanou v lékarstvi. Stanoveni
profilu genové exprese vychdzi z tivahy, Ze ackoliv vSech-
ny somatické bunky organismu obsahuji tutéZ vybavu DNA,
vzdy pouze urcitd jeji ¢ast je u dané bunécné subpopulace
prepisovana do medidtorové RNA (mRNA) a jako templat
je vyuzita k proteosyntéze. Na Cipech je lokalizovano vel-
ké mnoZstvi (tisice aZ statisice) sond, které reprezentuji spe-
cifické sekvence DNA. Sondami mohou byt komplemen-
tarni DNA (cDNA) nebo oligonukleotidy o riznych dél-
kéch. DNA mikro¢ipy umoziiuji paralelni hodnocenf trov-

Tab. 1. Piehled potencidlnich vystup, které Ize ziskat vySetfenim DNA
mikrocipy.

v ramci jediné diagndzy rozlisit podskupiny rtizného biologického
chovéani

identifikovat dosud nezndmé geny nesouci klinicky vyznam

odhalit mozné cilové molekuly vyuzitelné pro vyvoj novych 1éka

stanoveni genového profilu s prognostickym vyznamem

né exprese (prepisu) velkého poCtu genl v urCitém Case
u dané buné¢né populace. U expresnich Cipt je z testova-
ného vzorku nejprve Iyzou a extrakei izolovana ribonukleo-
va kyselina (celkovd RNA) a pomoci reverzni transkripta-
zy je ziskdna cDNA. Po fluorescencnim znaceni sledova-
ného a kontrolniho (referenéniho) vzorku je provedena hyb-
ridizace s ¢ipem, kdy dochazi k vazbé komplementarnich
sekvenci ze vzorku s piislusSnymi sekvencemi na Cipu. In-
tenzita a barva fluorescence testované RNA je snimdna la-
serovym skenerem a je imérnd expresi daného genu. Zis-
kanad data lze vyuzit riznym zpisobem (viz tab. 1).

Na podobném principu jsou zaloZeny i CGH mikroCipy
(CGH - komparativni genomova hybridizace) pro detekci
chromozomovych aberaci. Fluorescen¢né oznacena testo-
vand a referenéni DNA hybridizuje s komplementarnimi
sondami na podloznim skle CGH mikrocipu. Tato metoda
poskytuje podrobnéjsi informace o lokalizaci a rozsahu ne-
balancovanych chromozomovych aberaci nez klasicka cy-
togenetickd CGH.

Nedilnou a klicovou soucasti ¢ipovych analyz je norma-
lizace ziskanych dat a statistické vyhodnoceni vysledkd s ci-
lem odliSit odchylky charakteristické pro dané patologické
procesy od ndhodnych zmén (Sumu). Jednim za zdsadnich
biostatistickych pristupt jsou shlukovaci (clusterové) ana-
lyzy dat. Clusterové analyzy lze provadét v zdsadé dvojim
zptusobem. Prvni z nich vyuZivd myslenky, Ze data mohou
byt vypovidajici sama o sobé bez dalSich informaci. Tento
postup je oznacovan jako ,,unsupervised approach” a nej-
Castéji je v tomto piipadé vyuzita technika hierarchického
klastrovani (,.hierarchical clustering®). Zde je vyuZito spon-
tanniho sdruzovani (= klastrovani) vzorkd na zdkladé po-
dobné nebo shodné genové exprese. Piikladem muze byt
objev dvou odlisnych podskupin v rdmci DLBCL oznaco-
vanych jako ABC (activated B-cell-like) a GCB (germinal-
center-B-cell-like) profil, které vynikaji odliSnym biologic-
kych chovanim a klinickym pribéhem (13).

Druhd metoda analyzy je zalozena na koncepci, Ze zis-
kand data musi byt vztazena ke zndmym biologickym pro-
ménnym a je oznacovana jako ,,supervised analysis®. Pfi-
kladem tohoto pfistupu miZe byt stanoveni rozdilné geno-
vé exprese u predem definovanych podskupin pacientt
s CLL na zdkladé jejich mutacniho statusu (14).

DNA analyza bunécnych linii t(14;18)
-pozitivnich bunék

Ve snaze vnést svétlo do patogeneze FL se autofi né-
kolika studif pokusili vyuzit DNA mikrocip ke srovnani
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genového profilu t(14;18)-pozitivnich bunéénych linif
s nemalignimi B-bunikami nebo s B-bunkami jinych lym-
foproliferaci.

Analyza genové exprese na cDNA mikrocipu odliSila
hierarchickym klastrovanim linie t(14;18)-pozitivnich bu-
nék (DLBCL) od linif t(11;14)-pozitivnich bunék (MCL
= mantle cell lymphoma) a purifikovanych nemalignich
tonzilarnich B-bunék. Pfi srovnani t(14;18)-pozitivnich
bunék s tonzilarnimi B-butikami bylo nalezeno 137 genti
s odliSnou expresi: 68 genl se zvySenou expresi (geny
proliferace, preziti a metabolismu) a 69 genil se sniZe-
nou expresi (negativni regulatory bunééné aktivace a ri-
stu, geny apoptdzy, bunécéné adheze, cytoskeletu, hlavni-
ho histokompatibilntho komplexu apod.), pficemz 29
z téchto genti (20 %) mélo nezndmou funkci (15).

V jiné studii byly srovnany profily genové exprese riiz-
nych bunéénych linif B-lymfom. 9 linii transformované-
ho FL (tFL), 5 linii EBV+Burkitova lymfomu, 6 lini{
EBV-Burkitova lymfomu a 5 linii de novo DLBCL.
Hierarchické klastrovani odliSilo jednozna¢né uvedené ty-
py lymfomt (tFLvs EBV+Burkit vs EBV-Burkit vs
DLBCL) navzdjem a také od nemalignich B-bunék. De
novo DLBCL vykazovaly pomérné variabilni genovou ex-
presi a profil de novo DLBCL se l1iSil od tFL (16).

Vysledky ziskané na bunécnych liniich mohou byt
zkresleny oproti realnym tumortim, avsak zavéry studie
CGH a expresnich ¢ipl srovnavajici FL s liniemi t(14;18)-
pozitivnich bunék dokladaji jejich prekvapivou vzdjem-
nou shodu. Distribuce a ¢etnost vétSiny cytogenetickych
odchylek se vyskytovala v podobné mife jak u FL tak
u bunénych linii, u linif byla vSak pozorovana vyrazné
Castéji zvySend exprese c-MYC (17).

Profil genové exprese folikularniho lymfomu
versus nemaligni lymfoidni tkané

Z hlediska patogenezy folikuldrniho lymfomu je ex-
trémné zajimavé sledovat zmény na irovni genové expre-
se mezi benigni lymfoidni tkéni, folikularni hyperplazi{
a tkén{ folikuldrntho lymfomu.

Globadlni rozdily v profilu genové exprese byly ve stu-
dii zkoumény mezi smésnymi vzorky bunék benigni lym-
foidni hyperpldzie, folikuldrntho lymfomu, MCL
a CLL/SLL (chronicka lymfatickd leukemie/malobuné¢-
ny lymfom). Autofi izolovali postupné mRNA od jedno-
tlivych pacientd, kterou nasledné v ramci jedné diagné-
zy smisili, ¢imz dostali v ur¢itém smyslu slova “zprimé-
rovany” vzorek. Pomoci cDNA mikrocipu (celkem cca 15
000 spotl/7500 unikdtnich genti) bylo identifikovéano vi-
ce nez 120 genu s riznou expresi mezi diagnézami, po
validaci jich bylo definovano 23, av§ak nebyl nalezen zad-
ny profil charakteristicky vyhradné pro FL ani profil od-
liSujici FL od hyperplazie (18).

Husson a kolektiv srovnavali profil genové exprese B-
bunék u 6 vzorkil uzlin FL se 6 vzorky folikuldrni hyperp-
lazie. B-bunky byly izolovany imunomagnetickou dep-
lect, profil genové exprese byl ziskdn na cDNA mikroci-

pu o 588 genech, validace byla provedena RQ-PCR (re-
al-time polymerase chain reaction). ZvySenou expresi
u FL (oproti hyperplazii) mélo 24 genil vyznamnych pro
regulaci bunécéného cyklu, diferenciaci B-bunék, cytoki-
novych receptori a celuldrnich interakc{; 7 genl vykdza-
lo u FL sniZenou expresi (geny negativni regulace bu-
nécného cyklu a geny uplatiujici se v mezibunécnych in-
terakcich) (19). Obdobné vysledky byly potvrzeny i jinou
studif (13 ).

Studie zaméfena na expresi genli (cDNA mikrocip) riiz-
nych chemokint a jejich receptord byla provedena na 5
vzorcich FL a 5 vzorcich reaktivni folikuldrni hyperpla-
zie (RFH). Mezi FL a RFH byla nalezena vyznamn4 di-
ference v profilu genové exprese pro cytokiny a jejich
receptory (u RFH byla exprese globalné nizsi). Nejvyraz-
néjsi rozdil byl pozorovan v genu pro IL-3Ra., ktery byl
masivné exprimovan u viech vzorkti FL. Pozoruhodné je,
Ze dle imunohistochemie byla tato exprese lokalizovdna
do non-B-bunék, respektive do dendritickych bunék uzli-
ny (20).

Zajimava prace srovndvala profil genové exprese B-
a non-B-bunék ve vzorcich FL a vzorcich nemalignich
uzlin. Na oligonukleotidovém mikrocipu (Affymetrix) by-
lo testovano celkem 35 vzorkd (26 FL a 9 nemalignich
uzlin). ,,Unsupervised* analyza odliSila 4 buné¢né popu-
lace: B-bunky FL, non-B-bunky FL, B-buiiky nemalig-
nich uzlin, non-B-buniky nemalignich uzlin. ,,Supervised*
analyza nalezla vyznamné odliSnou expresi mezi FL a ne-
maligni tkani uzliny jak mezi B-burikami, tak i mezi non-
B-bunikami. U FL byly v B-bunkéch zvySené exprimo-
vany onkogeny (bcl2, AURK?2), geny germinélniho cent-
ra, naopak sniZzend exprese byla u interferonem — stimu-
lovanych gent. V non-B-burikdch byly u FL zvy$ené ex-
primovény geny T- helpert a aktivovanych T-bunék (21).

Genova exprese indolentniho versus
transformovaného folikularniho lymfomu

Transformace FL je spojena s velmi Spatnou prognézou
a je obvykle provdzena dal$imi cytogenetickymi zménami.
Tato fakta byla impulzem pro hledani rozdili v genové ex-
presi mezi ,,indolentnim” a , transformovanym/agresivnim”
folikuldrnim lymfomem a snahou definovat , rizikovy” pro-
fil asné transformace. Nékolik studif analyzovalo profil ge-
nové exprese na parovych vzorcich folikularnich lymfomu
pred a v transformaci.

Analyza 12 parovych vzorkd provedend metodou mik-
ro¢ipové komparativni genomové hybridizace (,,genome-
wide microarray based CGH”) doplnénd expresnim
c¢DNA mikro¢ipem potvrdila shodny klondlni pivod in-
dolentnich a transformovanych FL. Transformace byla
u vSech vzorki provdzena sekundarnimi cytogeneticky-
mi zménami, avSak znané heterogennimi. V rdmci tFL
bylo mozné pozorovat dva rizné profily: 1. skupina se
zvySenou proliferaci a expresi MYC, 2. skupina se sni-
Zenou expresi MYC. (17). Vysledky v plném rozsahu po-
tvrdila i podobné koncipovand studie s vyuZitim ,,.Lymp-
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hochipu”, kde byly srovnany profily geno- A
vé exprese u 20 parovych vzorkl FL a tFL.
I zde byly identifikovdny dva odli§né pro-
fily. Prvni charakteristicky zvySenou mi-
rou proliferace a zvySenou expresi c-MYC
(pfi soucasné snizené expresi genli dend-
ritickych a T-bunék) a druhy — alternativ- 20
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ni profil bez zvySené proliferace (22, 23).

Specimen 1

Specimen 2 Specimen 3 Specimen 4

Dale byl nalezen vyrazny rozdil v expresi
gend mezi tFL a de novo DLBCL (24).
Obdobné bylo v analyze 12 (testovacich)
a 20 (valida¢nich) parovych vzorkd FL vs
tFL/DLBCL zji§té€no, Ze FL i tFL jsou klo-
ndlng identické. tFL odpovidaji profilem
genové exprese spiSe buntkdm germinalni-
ho centra a odliSuji se od de novo DLBCL.
Proces transformace byl i zde provdzen
zménami genové exprese, zejména v ge-
nech receptort pro ristové faktory. Analy-
zou na 3D-modelu odliSily FL od tFL pou-
hé tfi geny: PLA, PDGFRS, Rab6. Pozo-
ruhodnd byla zvf;éené exprese genu pro
p38MAPK u tFL. Nélez byl ovéten i imu-
nohistochemickym prikazem proteinu
a vyznam v patogeneze FL byl potvrzen
zastavenim rustu t(14;18)+ linif po farma-
kologické inhibici p38MAPK (25).

Profil genové exprese korelujici s agresi-
vitou folikuldrniho lymfomu se pokusila
definovat studie 80 vzorkt FL (grade
1-3b). Exprese na cDNA mikroCipu o
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19 200 spotech byla korelovana s ,.indo-
lentnim* nebo ,,agresivnim* pribéhem FL
stanoveného na zdakladé klinickych, labo-
ratornich a histologickych kritérii. ,,Unsupervised ana-
Iyza se ukazala jako nedostacujici pro rozliSeni podtypt
v ramci FL. ,,Supervised analyza nalezla 81 geni s vy-
razné odliSnou expresi mezi indolentnimi a agresivnimi
FL. Korelace vybranych gent s histologickym typem
a klinickym priibéhem byla excelentni, velmi slabd v§ak
s IPI (= International Prognostic Index). Geny se zvySe-
nou expresi u ,,agresivniho FL byly geny bunétného
cyklu, DNA syntézy a bunééného metabolismu. Geny se
zvySenou expresi u ,,indolentntho* FL byly geny infilt-
rujicich T-bunék a makrofdgti (26). Autofi pokracovali
v navazujici studii, jejimz cilem bylo stanovit profil ge-
nové exprese predpovidajici casnou transformaci FL. Ge-
novd exprese byla korelovana s typem biologického cho-
vani FL: 31 FL s ¢asnou transformaci do 3 let od diagnos-
tické biopsie, 35 FL s dlouhodobé indolentnim pribéhem
(= 7 let) a 24 vzorkd tFL/DLBCL. Souédsti price bylo
1 imunohistochemické hodnoceni parovych parafinovych
blokt. ,,Unsupervised analyza odliSila FL od tFL/
/DLBCL, nicméné nerozliSila v rdmci FL Zadné podsku-
piny. Dle ,supervised* analyzy vykazovaly ¢asné trans-
formujici FL prekvapivé podobnost s profilem folikular-
ni hyperplazie. Imunohistochemickym vySetfenim nebyl
zji§tén zadny vyrazny rozdil v celkové distribuci a poctu

Obr. 1.

tumor-infiltrujicich, pfedevsim T-bunék. Naopak byl po-
zorovan rozdil v distribuci na drovni jednotlivych podty-
pl T-lymfocytd. U Casné transformujicich FL byly CD4+
buiiky dominantné intrafolikuldrné, zatimco u indolent-
nich FL dominantné interfolikularné. Aktivaéni marker T-
bunék CD 69 byl asociovén s ¢asné transformujicimi FL
27).

Genova exprese a vyznam mikroprostiedi
uzliny

Charakteristickou vlastnosti folikuldrniho lymfomu je
nejen pomaly riist a rekurentni pribéh, ale i spontanni re-
grese ¢i remise. U FL Ize predpoklddat, Ze vysledné kli-
nické chovani je ddno nejen agresivitou nddorovych bu-
nék, ale také interakci s ostatnimi elementy imunitniho
systému.

Prognosticky vyznam tumor-infiltrujicich bunék (non-
B-bunék) pozorovali autofi rozsahlé analyzy 191 vzorkt
nové diagnostikovanych folikularnich lymfomu. Expres-
ni profil byl ziskdn na celogenomovém oligonukleotido-
vém mikroCipu (Affymetrix). Multivariantni analyza ge-
nové exprese a prezivani byla provedena na , testovacim
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souboru 95 vzorkti a ovéfena na souboru dal$ich 96 vzor-
ki. V zavislosti na celkovém piezivani byly geny s od-
liSnou expresi rozdéleny do dvou profili, autory oznace-
né jako ,,immune response® (imunitni odpovéd’). Profil
,mmune-response 1 (IR-1) s pfiznivou prognézou za-
hrnuje geny pro T-bunécné markery, geny aktivace mik-
rofagli (ACTNI1 a TNFSF13B). Profil ,,immune-respon-
se 2 (IR-2) s nepfiznivou prognézou zahrnuje dominant-
né geny aktivace makrofdgl, dendritickych bunék. Z ana-
lyzy genové exprese provedené zvlast pro CD19+
a CD19- bunky plyne, Ze za rozdily v profilech (IR-1, IR-
2) jsou odpovédné non-B-bunky tvorici mikroprostiedi
uzliny (viz obr. 1) (28). Funk¢nost tohoto modelu byla
ovéfena také na souboru 170 pacientl s FL, s tim, Ze pro
celkové preziti je model platny, méné presny je pro ur-
Ceni rizika Casné transformace (29).

Prognosticky pfiznivou roli infiltrace T-bun¢k dokla-
daji vysledky i jinych studii (26, 27, 30). T-infiltrace by-
vd asociovdna vice s indolentnim typem FL (26) a také
s niz$im rizikem brzké transformace (27). Situace vSak
neni rozhodné jednoduchd, expresni profily ziskané rtz-
nymi studiemi se jen velmi malo prekryvaji. Imunohis-
tochemickym vysetfenim parovych vzorkt bylo navic
zjisténo, Ze exprese genl T-bunék neodpovidd kvantité
morfologicky definované T-infiltrace, ale spiSe jde o mi-
ru aktivace jisté podskupiny T-bunék a typ jejich distri-
buce. Podle nékterych autoril je pozoruhodny vyznam
takzvanych lymfom-asociovanych mikrofagt (LAM) a T-
regulac¢nich bunék (TREG; FOXP3+). Vysokd pomérna
zastoupeni LAM i TREG ve vzorcich predstavuji nega-
tivni prognostické faktory. Rizikovym faktorem casné
transformace je folikuldrni typ infiltrace TREG (FOXP3+
buriky), toto pozorovani vSak nebylo potvrzeno v jiné stu-
dii (31, 27). V nékterych studiich byl pozorovédn nega-
tivni prognosticky vyznam aktivace makrofdgl (gen pro
CCR1 — marker monocytérni aktivace, CD68+) (30).

Genova exprese a lécebna odpovéd’

Vyuzitim profilu genové exprese v predpovédi 1é¢ebné
odpovédi u folikuldrniho lymfomu se zabyvaji niZze uvede-
né prace. V jedné studii byla genovd exprese na cDNA mik-
rocipu a ,.Lymphochipu‘ korelovdna s 1écebnou odpovédi
po rituximabu v monoterapii u 24 vzorki pacientd s rela-
bujicim FL (grade 1-3). Na zakladé odliSné exprese 2037
genl byly identifikovany dvé skupiny FL. Jedna podsku-
pina byla spiSe podobnd nemaligni lymfoidni tkéni, druha
se od ni expresnim profilem vyrazné liSila. Pozoruhodné
je, Ze pacienti se Spatnou odpovédi na rituximab méli ge-
novou expresi spiSe podobnou profilu normdlni sleziny ne-
bo tonzily. ,,Supervised* analyza (dle odpovédi na rituxi-
mab) ukdzala, Ze 71 genti s vyssi expresi u pacienti se Spat-
nou odezvou na rituximab figuruje v bunécné imunitn{ od-
povédi, kdduje cytokiny, TNF, TCR apod., neboli tyto ge-
ny odpovidaji spiSe gentim non-B-bunék (32).

Dalsi studie hodnotila profil genové exprese (Affymet-
rix) v zdvislosti na 1é¢ebné odpovédi po CHOP (cyklofos-

famid, adriamycin, vinkristin, prednizon) u 57 FL (grade
1-3). ,,Supervised* analyzou bylo nalezeno 14 genti s vy-
znamné zvy$enou expresi u pacientd s dobrou odpovédi
na CHOP, 11 z téchto gend hraje roli v G2/M pfechodu
bunécného cyklu, mitéze a DNA modulaci, 3 geny mély
nezndmou funkci. NejsilnéjSim a nezdvislym prognostic-
kym faktorem 1é¢by po CHOP se jevila exprese CCNB1
(cyklin B1) (33).

Korelace 1écebné odpovédi po RCHOP (rituximab+
+CHOP) s profilem genové exprese byla hodnocena ve stu-
dii u 66 FL (grade 1-3). ,,Unsupervised*‘ analyza na oligo-
nukleotidovém ¢ipu (Agilent/ 18 716 spotit) potvrdila rela-
tivnf homogenitu genové exprese u FL. , Supervised ana-
lyza nalezla rozdily v genové expresi mezi pfiznivou (do-
ba do selhani 1é¢by > 36 mésict) a nepfiznivou léebnou
odpovédi (doba do selhani 1é¢by < 23 mésicit). S pfiznivou
odpovédi a delSim prezitim bez progrese (PFS = progressi-
on free survival) je asociovdna vysokd exprese genu
EPHALI, sniZend exprese SMAD1 a MARCO. Zména ex-
prese uvedenych gent byla vSak zjisténa mimo nadorové
bunky v infiltrujicich granulocytech a endoteliich (34).

Diskuse

Jaké praktické zdvéry lze na zdkladé dostupnych vy-
sledkd u¢init? Mnohé studie se shoduji na tom, Ze tzv. un-
supervised analyzy nejsou schopny definovat v ramci FL
zadné vyznamné;jsi podskupiny, z pohledu genové expre-
se je tedy FL relativné homogenni entita (26, 27). Je zfej-
mé, Ze FL se li§{ genovou expresi od nemaligni lymfoid-
ni tkdn€ i od folikuldrni hyperplazie a to jak na tdrovni
B- tak i non-B-bunék (21). FL se ostfe vydéluje profilem
genové exprese oproti jinym B-lymfoproliferacim. Nel-
ze vsak hovofit o existenci jakéhokoli charakteristického
profilu genové exprese pro FL, ktery 1ze vyuzit napriklad
v diferencidlni diagnostice (18).

Ze studii je rovnéZ patrné, Ze transformovany FL je klo-
ndlné identicky s piivodnim indolentnim lymfomem (17,
24, 25). Genové exprese tFL se dle nékterych praci po-
dobd profilu bunék germindlniho centra a 1i8i se od de no-
vo DLBCL (25). Transformace je pravdépodobné hete-
rogenni proces, ktery mize probihat riznymi patogene-
tickymi cestami. U ¢4sti tFL byla identifikovdna zvySe-
na exprese genl bunééné proliferace (zejména c-MYC)
(17,22, 23). Pro tFL je také charakteristickd sniZend ex-
prese gend pro dendritické a T-bunky, kterou vsak Ize vy-
svétlit pouhym vytésnénim pivodni T-bunééné populace
prevazujicimi B-bunkami agresivniho lymfomu (v kore-
laci s histologickym nélezem T-infiltrace, kterd se u FL.
pohybuje mezi 40 az 70 %, ale jen mezi 20 % az 50 %
u DLBCL) (26). Ponékud prekvapivé a obtizné vysvétli-
telné je zjiSténi, Ze molekuldrni profil FL s rizikem Cas-
né transformace je blizky profilu folikuldrni hyperplazie
(27). Podobné i rituximab-rezistentni FL. mély molekular-
ni profil podobny spiSe nemaligni hyperplazii (32).

V soucasné dobé vysledky imunohistochemickych stu-
dif a studif genové exprese podporuji model folikuldrni-
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ho lymfomu jako choroby imunonologicky funkénich bu-
nék, kde vzdjemna interakce vlastnich nadorovych a okol-
nich nenadorovych bunék urcuje klinické chovani FL ja-
ko celku. Bunécné sloZeni nemaligniho mikroprostredi
md vztah k prognéze, ale mechanismus, jakym funguje,
neni dosud znam (26-29). Predpoklada se, Ze specifické
genové alterace bunék FL predurcuji funkéni kompozici
mikroprostfedi nadorové zménéné uzliny. Tyto dvahy od-
razi zajimavé vysledky recentnich praci zkoumajicich roz-
dily v genové expresi mezi bunkami FL a jejich vliv na
distribuci a chovani T-bunék okoli (35, 36).

Interpretace a srovnani{ vysledkd DNA ¢ipové analyzy
(nejen v pripadé folikularntho lymfomu) narazi na znac-
nou riiznorodost v pojeti jednotlivych praci. Uskali spo-
¢ivaji kromé vlastni koncepce studie, v pouZité metodice
(typu DNA ¢ipu, skladbé a poctu gentl na ¢ipu), riznych
kritériich vybéru pacientdl a zejména pouZiti odlisnych
statistickych algoritmd. Je tfeba si uvédomit, Ze dosud ne-
ni zaveden Zadny ,,zlaty standard* ve statistickém zpra-
covani dat ziskanych na DNA &ipech (37). V neposledni
fadé je tfeba vzit v dvahu relativné nizké pocty vzorku
(vétsinou v fadu nékolika malo desitek), kterymi naprostd
vétSina studif s FL disponuje.

Technologie DNA mikrocipil je nepochybné dal$im
kvalitativnim krokem v poznani nadorovych chorob a po-
tazmo i folikuldrntho lymfomu. Aplikace DNA ¢ipt
u agresivnich lymfomi pfinesla zdhy elegantni vysledky
s rozliSenim podtypi DLBCL, Burkittova lymfomu a po-
dobné. Tento optimismus byl v pripadé folikularniho lym-
fomu prozatim vystiidan spiSe rozpaky a jistym zklama-
nim z nejednoznaénych vysledkt. Lze pfedpokladat, Ze
vyuziti DNA ¢ipti u FL pro nejbliz§i budoucnost pravdé-
podobné nepiekro¢i prah experimentdlnich laborator{
a vyznam této technologie v rutinni klinické praxi bude
nutné teprve stanovit.
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