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Souhrn

Diagnostika hematologickych malignit je v sou€asnosti zaloZena na morfologickych kritériich, doplnénych o ana-
lyzy nékolika molekularnich markert. Uvnitt fady takto definovanych jednotek vSak pacienti vykazuji hetero-
genni odpovéd na aplikovanou 1é¢bu a odlisny klinicky vyvoj onemocnéni. Vyvstava tedy otazka, co je ptiinou
tohoto stavu? Selhdvaji stidvajici diagnostické metody nebo klasifikacni systémy hematologickych malignit?
Zhoubné novotvary obecné predstavuji chorobu genomu. Z tohoto divodu je nadéje vkladédna do DNA Cipti (DNA
microarrays), nebot se jedna o zafizeni schopné ve velmi kratkém Case paraleln€ detekovat a kvantifikovat expre-
si aZ desitky tisic geni. DNA ¢ipové analyzy ndim umoZiiuji globalni pohled na genovou expresi nddoru a iden-
tifikaci molekularnich markert daleZitych pro diagnostiku, klasifikaci a predikci nddorového onemocnéni, zejmé-
na se zietelem na vyvoj a efektivni pouZiti cilené terapie. V piipadé lymfoidnich malignit DNA Cipy jiZ pfinesly
nékolik vyznamnych objevl s jednozna¢nym klinickym dopadem. Jejich souhrn pfindSime v naSem prehledovém
¢lanku.

Klicova slova: lymfom, leukémie, DNA Cipy, predikce a progndza, cilena 1écba.

Summary

The diagnosis of hematologic malignancies is currently based on morphology and analysis of a few of molecular
markers of cancer cells. Responses to treatment and clinical outcomes of patients within these diagnostic catego-
ries are heterogenous. What is the reason of this situation? The inadequacy of existing diagnostic methods or
diagnostic categories? Cancer is, in essence, a genetic disease. DNA microarrays represents a tool capable of both
detecting and quantifying expression of tens of thousands genes (expression profiling) in a very short period of
time. On this account DNA micrarrays are used to identify new molecular markers important for diagnostic and
clasification of cancer and prediction of treatment outcome. The aim of this review article is to introduce to some

fundamental discoveries provided by microarray technology in lymphoid malignancies.

Key words: lymphoma, leukemia, microarrays, prediction and prognosis, target therapy.

Diagnostika hematologickych malignit je v soucasnosti
zaloZena na morfologickych kritériich, doplnénych o ana-
lyzy nékolika molekuldrnich markerti. Uvnitf fady takto
definovanych jednotek pacienti vykazuji heterogenni odpo-
véd na aplikovanou 1é¢bu a odliSny klinicky vyvoj one-
mocnéni. Vyvstava tedy otdzka, co je pfi¢inou tohoto sta-
vu? Selhdavaji stdvajici diagnostické metody nebo
klasifika¢ni systémy hematologickych malignit? Obecné
1ze konstatovat, Ze zhoubné novotvary piedstavuji choro-
bu genomu, jehoZ patologické alterace (chromozomadlni
aberace nebo genové mutace) vedou k maligni transfor-
maci buiiky a kumulace téchto zmén ovliviiuje vyvoj nado-
rového onemocnéni. Relativné vysoky pocet genl s pri-
marné (onkogeny a supresorové geny), ale zejména se
sekundarné pozménénou expresi je moznou pfi¢inou sta-
vu, kdy na zdkladé€ analyzy jednoho nebo nékolika z nich
nelze vzdy dosdhnout optimélni diagnostické diskrimi-
nanty nebo prediktivniho faktoru daného onemocnéni.
Z tohoto divodu je nadéje vkladdna do DNA cipii (DNA
microarrays), které predstavuji zafizeni schopné ve velmi
kratkém case paralelné detekovat a kvantifikovat expresi
az desitky tisic genil (stanovit profil genové exprese) a nebo

identifikovat variabilitu genetického kddu. DNA c¢ipové
analyzy ndm umoZiuji globélni pohled na genovou expre-
si nddoru a identifikaci molekuldrnich markeri daleZitych
pro diagnostiku, klasifikaci a predikci nddorového one-
mocnéni, zejména se zietelem na vyvoj a efektivni pouZi-
ti cilené terapie (1). V pfipad€ lymfoidnich malignit DNA
Cipy jiz prinesly fadu vyznamnych objevl s jednozna¢nym
klinickym dopadem. Jejich souhrn pfind§ime v naSem pre-
hledovém ¢lanku.

1. DIFUZNI VELKOBUNECNY LYMFOM Z B-LYM-
FOCYTU (DLBCL)

DLBCL ma nejvyssiincidenci z celé skupiny nehodgkinskych
lymfomt (NHL). Jednd se o agresivni onemocnéni, jehoZ
potencidlni kurabilita souvisi zejména se zavedenim kombi-
nované chemoterapie zaloZené na antracyklinech, kterd vede
k vyléc€eni pfiblizné 40% pacientd. Modifikace reZimt che-
moterapie, at uzZ v podobé intenzifikace nebo poctu cytostatik,
nepfinesly presvédCivé zmény v 1é¢ebnych vysledcich. Urci-
t4 nadgje spociva v biologické terapii monoklonalnimi proti-
latkami (2). Klinicka heterogenita onemocnéni proto vede ke
snaze o identifikaci prognostickych markert. Jak se ukizalo
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na zac¢atku osmdesétych let, morfologicka kritéria (definujici
napf. imunoblastickou, centroblastickou, anaplastickou vari-
antu DLBCL) nedosahovala piesvédcivého prognostického
vyznamu (3). S postupnym rozvojem imunohistochemickych
apozdéji zejména molekuldrné genetickych metod, bylo moz-
né studovat expresi jednotlivych markert na proteinové nebo
genové trovni. Ani s touto pomoci v§ak nedoSlo k nalezent sil-
nych prediktor(, nebot u fady z nich existovaly rozporuplné
vysledky (napf. CD10, CD44, BCL-6) (4,5,6). Tyto rozpaky
se staly mnohem znatelnéj$imi ve svétle pozitivnich vysledki
mezindrodniho projektu ,, International Non-Hodgkin’s Lymp-
homa Prognostic Factors Project*, zaloZeného vSak na analy-
ze bézné dostupnych klinickych parametrd a laboratornich
vySetieni. Jeho z4véry byly publikovany v roce 1993, a to
v podobé prognostického indexu ,,IPI* (International Pro-
gnostic Index) (7). Index IPI dosahoval mnohem vy$si pro-
gnostické sily neZ tradi¢n€ pouZivana klinicka st4dia, na dru-
hou stranu nebylo mozné pfehlédnout, Ze mezi pacienty uvnitf
jednotlivych prognostickych skupin stile existovaly vyznam-
né rozdily ve vyvoji choroby. S ohledem na podstatu nadoro-
vého onemocnéni jsou v soucasnosti nadéje vkladany zejmé-
nado komplexnich analyz genové exprese pomoci technologie
DNA ¢ipti (1).

1.1. Molekularni taxonomie DLBCL

Jak jiz bylo uvedeno, subklasifikace DLBCL na zdkladé mor-
fologickych kritérii neméla v klinickém vyvoji onemocnéni
odpovidajici korelat. AZ pouZziti DNA cipt vedlo k odhaleni
novych variant DLBCL, které se vyrazné 1i$i svym biolo-
gickym chovdnim. Prvni praci na toto téma publikoval A.
Alizadeh s kolektivem svych stanfordskych spolupracovni-
kt. Autofi pro tento ucel pouZili DNA Cipy vlastni produk-
ce, tzv. lymfocipy, nesouci na svém povrchu sondy pro vice
neZ 17 000 gent exprimovanych zejména v lymfocytech
a v lymfatické tkani. Ziskané hodnoty genové exprese byly
podrobeny shlukové analyze, kterd na zaklad¢ jejich podob-
nosti identifikovala dvé dosud nerozpoznané varianty DLB-
CL, oznacené jako: ,,Germinal Center B-cell like DLBCL*
(GCBC-like DLBCL; B-lymfocytim zirodec¢ného centra
podobny DLBCL) a ,,Activated B- cell like DLBCL* (ABC-
like DLBCL; aktivovanym B-lymfocytim podobny
DLBCL). Nazvy byly odvozeny z podobnosti profilt geno-
vé exprese obou variant s profily B-lymfocytl vychazejicich
bud ze zarodecného centra (GC-germinal center) lymfatic-
kého folikulu, nebo z antigenem aktivovanych a mitoticky
aktivnich B-lymfocytl periferni krve. Zajimavé zji$téni
nastalo po korelaci uvedené molekularni klasifikace DLBCL
s klinickymi tdaji. Pacienti s GCBC-like DLBCL (21 piipa-
da) méli signifikantné lep$i vysledky Sti-letého pfeZiti, neZ
pacienti s ABC-like DLBLC (22 ptipadt) (76% vs 16% paci-
entd, p<0,01; obrazek ¢. 1C). Multivariabilni analyza potvr-
dila, Ze tato klasifikace je nezdvislym prognostickym fakto-
rem, schopnym stratifikovat i pacienty se stejnou hodnotou
indexu IPI (8). Stanfordsk4 skupina ve svém vyzkumu pokra-
¢ovala a o dva roky pozdéji publikovala praci, ktera obsaho-
vala vysledky analyzy souboru 240 pacientti s DLBLC. Ziej-
mé vyssi pocet lymfomi zptisobil, Ze mezi ptivodné dvéma
zfeteln€ odliSnymi variantami byla nalezena varianta tfeti,
oznacend jednoduse ,,Type-3 DLBCL* (tfeti typ DLBCL).
VSechny tii varianty DLBLC se liSily profilem genové expre-
se (obrazek ¢. 1A), i kdyZ v parametrech pfeZiti pfetrvaly
jednoznacné rozdily jen mezi ABC-like a GCBC-like
DLBCL (5-leté pteZziti ve skupiné GCBC-like DLBCL 60%
pacienti, ABC-like DLBCL 35%, Type-3 DLBCL 39%,
obrazek ¢. 1B) (9). Uvedena molekularni klasifikace byla po-
zdé&ji transformovéna na proteinovou trovei, kde je zaloZe-
na na imunohistochemické detekci (IHC) n€kolika antigent.
GCBC-like DLBCL jsou od ABC-like DLBCL odliSeny nej-
Castéji na zdkladé pozitivni exprese povrchového antigenu
CD10 a/nebo proteinu BCL-6 a negativni exprese proteinu
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MUM1/IRF4 (multiple myeloma-1/interferon regulatory fac-
tor-4) a povrchového antigenu CD138 (10). I naSe vlastni,
dosud nepublikované, vysledky ziskané z hodnoceni soubo-
ru 48 pacientii s DLBCL ukazuji, Ze obé vySe uvedené vari-
anty DLBCL jsou identifikovatelné pomoci IHC a maji roz-
dilnou prognézu (obrazek ¢.2).
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Obrazek ¢. 1.: (A) Dendrogram shlukové analyzy, na kterém je patrné
rozdéleni DLBCL (sloupce) do tfi skupin definovanych na zakladé podob-
nosti exprese vybrané skupiny genii (fddky): 1. Germinal Center B-cell
like DLBCL,; 2. Type-3 DLBCL,; 3. Activated B-cell like DLBCL. Expre-
se gentl je v dendrogramu kédovana barevné. Zelend barva znaci nizkou,
Cervend barva vysokou a Cernd barva primérnou expresi daného genu
v daném DLBCL. Seda barva oznacuje gen, jehoZ exprese nebyla vyhod-
nocena. Na pravé stran¢ dendrogramu jsou uvedeny geny s nejvyssi dis-
krima¢ni hodnotou. Pfevzato a upraveno z ref. ¢. 9, podrobné viz. text.
(B a C) Kaplan-Meierovy kfivky pravdépodobnosti celkového preZiti
u pacienti s jednotlivymi variantami DLBCL, ktefi byli lé¢eni kombino-
vanou chemoterapii zaloZenou na antracyklinech. Hodnoty na ose ,,x*“ jsou
uvedeny v letech. (B) pfevzato a upraveno z reference ¢. 9, podrobné viz.
text. (C) pfevzato a upraveno z reference €. 8, podrobné viz. text. Jak uka-
zujikiivky Type-3 DLBCL a Activated B-cell like DLBCL maji hor3i pro-
gnozu, neZz Germinal Center B-cell like DLBCL. RovnéZ profil genové
exprese vykazuje vétSi podobnost mezi Type-3 DLBCL a Activated B-
cell like DLBCL.

DNA ¢ipové analyzy pfispély rovnéZ k molekuldrni charakte-
ristice dalsi varianty DLBCL, a to primarn€ mediastindlniho B-
lymfocytarniho lymfomu (mediastinal large B-cell lymphoma,
MLBCL). MLBCL neni histopatologickymi metodami jedno-
znacné odliSitelny (11) a jeho diagnostika se proto opird o kore-
laci klinickych adaji s diagnézou DLBCL. Incidence MLBCL
pfevaZuje u mladSich pacienti, Castéji jsou to Zeny (1,8:1),
medidn véku se nachézi v rozmezi 30-35 let. Onemocnéni typic-
ky postihuje zejména mediastinum, ale miiZe i ,,metastazovat*,
nejcastéji do ledvin, CNS a jater (11,12). MLBCL je agresivni
onemocnéni, na druhou stranu relativné dobfe odpovida na pri-
marni 16¢bu. Nékteré studie prokdzaly dosaZeni lepsich 1éceb-
nych vysledki nez u klasického DLBCL, pakliZe byla chemo-
terapie kombinovédna s radioterapii (3-leté preziti v 82%
pripad) (13). Jak jsme jiZ uvedli, z morfologického pohledu
neni MLBCL od DLBCL jednozna¢né odliSitelny. Obé vari-
anty vykazuji difuzni proliferaci velkych B-lymfocytt s bledou
cytoplasmou a ani na trovni jednotlivych molekuldrnich zna-
ki neni patrna vyrazna diference. Jejichimunofenotyp sdili pii-
tomnost povrchovych antigent typickych pro B-lymfocytarni
linii (CD19, CD20, CD22 a CD79a), ale na rozdil od DLBCL,
MLBCL postradaji imunoglobulinovou komponentu BCR
receptoru a pouze vyjimecné nesou translokaci BCL-2 nebo
BCL-6 genu. Naopak nadmérnou sklerotizaci potvrzuje zvy-
Send exprese genu extraceluldrni matrix ve vzorcich MLBCL,
zejména fibronectinu a kolagenu typ Il aIV (11,12). O buné¢-
ném piivodu MLBCL nebyl dosud ucinén definitivni zavér.
Vysledky CGH (comparative genomic hybridization) a DNA



¢ipovych analyz odhalily na drovni genomu podobnost mezi
MLBCL aklasickym Hodgkinovym lymfomem typu nodulér-
ni skler6zy (HL-NS). MLBCL a HL-NS sdileji nékteré chro-
mosomdlni a genové abnormality, naptiklad amplifikaci krat-
kého raménka chromosomu 9 (75% MLBCL) a 2 ( 20%
MLBCL), které zptisobuji zvySenou expresi genit JAK2, PDL2,
PDL1 (9p24) a REL (2p16). Tyto zmény jsou u DLBCL dete-
kovény jen velmi zfidka, stejné€ jako zvySend exprese proteinil
CD30, MAL, STATI1, TRAFI, IL-13R4, CD58 a TARC.
(11,12). Podobnost na molekuldrni drovni z¢asti potvrzuji
ikazuistiky z klinické praxe popisujici pacienty s HL-NS, u kte-
rych dochazi do jednoho roku od ukonceni 1é¢by k relapsu cho-
roby, kterd nese jednozna¢né histopatologické charakteristiky
DLBCL (14). Byly ale zaznamendany i opacné pfipady (12).
Zajimavou préci na toto téma publikoval A. Rosenwald, ktery
se svymi spolupracovniky z NCI (National Cancer Institute,
USA) analyzoval rozséhlou skupinu 274 pacienti s DLBCL.
Autofi identifikovali 46 gen, jejichZ exprese byla statisticky
signifikantné odli§nd (p<0.001) mezi MLBCL (46 pacientl)
a DLBLC (obrazek €. 3). Inicidlné byla diagnéza MLBCL sta-
novena na zdkladé€ klinickych charakteristik, pfi¢emz 76 % téch-
to lymfomi mélo profil genové exprese charakterizujici
MLBCL (35 pacienttl), 15% (7 pacientl) vykazovalo profil
odpovidajici GCBC-like DLBCL a 9% (4 pacienti) profil ABC-
like DLBCL. Pacienti v posledni skupiné méli zna¢né nepiiz-
nivy vyvoj choroby, zemfeli do 2 let od stanoveni diagnézy.
Pokud byli hodnoceni pouze pacienti s MLBCL definovanym
na zakladé profilu genové exprese, pétiletého preZziti dosdhlo
64% pacientl, ve srovnini se 46% DLBCL (11). Z klinického
hlediska mé dosud nejvétsi vyznam aberace chromosomu 2
vedouci ke zvySené expresi genu c-REL a k nasledné aktivaci
signélni drahy NF-xB, kterd je v piipad¢ MLBCL vhodnym
ter¢em k vyvoji cilené terapie (15). V predchazejici ¢asti textu
jsme Cerpali rovnéz z vysledkl prace Savage K. a kol. ktefi
studovali profil genové exprese na souboru 176 pacientil
s DLBLC a 34 pacienti s MLBCL (12).
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Obrazek ¢. 2.: Na podkladé profilu genové exprese je mozné DLBCL
rozdélit na dvé zakladni varianty: Germinal Center B-cell like DLBCL*
(GCBC-like DLBCL; B-lymfocytim zarode¢ného centra podobny
DLBCL) a ,,Activated B-cell like DLBCL* (ABC-like DLBCL; akti-
vovanym B-lymfocytiim podobny DLBCL). Pro obé varianty DLBCL
byl definovan charakteristicky fenotyp, ktery je identifikovatelny
pomoci imunohistochemického vySetieni. Pro lymfocyty zarode¢né-
ho centra je charakteristickd pozitivni exprese CD10 a/nebo Bcl-6,
a naopak negativni exprese MUM1 a CD138, jenZ je typickd pro anti-
genem stimulované mitoticky aktivni plasmatické lymfocyty. Jak uka-

gndzu. Podrobné viz. text.

1.2. Prognostické profily genové exprese DLBCL

Vedle vzniku molekuldrni taxonomie DLBCL, paralelnég pro-
bihd i snaha o identifikaci profild genové exprese, které by
slouzily pouze k prognostickym nebo k prediktivnim ac¢eltim.
V roce 2002 publikovala M. Shipp s kolektivem bostonskych
spolupracovnikul préci, ve které analyzovali genovou expresi
58 DLBCL, pochézejicich od pacientt IéCenych chemoterapii
na bazi CHOP reZimu. V tomto souboru dosdhlo kompletni
remise a minimdlné pétiletého pieZiti bez relapsu onemocné-
ni (RFS) 32 pacientd. Zbyvajicich 23 pacientli zemielo
v disledku progrese choroby a 3 pacienti méli opakovany
relaps onemocnéni, i kdyZ zlstavali na Zivu. Autofi identifi-
kovali profil sloZeny ze 13 gend, jejichZ expresi se liSily lym-
fomy vylécenych pacienti (,,cured®) od pacientt, ktefi neus-
pésné bojovali s chorobou (,.fatal/refractory). V prvnim
pfipadé dosédhlo pétiletého pieZiti 72% pacientl, ve druhém
pipadé 12% (p<0,0001) (16). K sedmi genliim spjatych se Spat-
nou progndzou patily geny kodujici PKCPBII a PDE4B, jejichz
negativni prognosticky vyznam byl pozdé&ji ovéfen i na prote-
inové urovni (17,18).
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Obrazek ¢. 3.: DNA ¢ipové analyzy pfispély rovnéz k molekularni cha-
rakteristice primarné mediastinalniho B-lymfocytarniho lymfomu (medi-
astinal large B-cell lymphoma, MLBCL). Diagnosticky profil MLBCL
tvori46 gent, jejichZ exprese je v dendrogramu kédovéna barevné. Zele-
na barva znaci nizkou, Cervena barva vysokou a ¢ernd barva primérnou
expresi daného genu v daném DLBCL. Sedd barva oznacuje gen, jehoz
exprese nebyla vyhodnocena. Na zaklad€ podobnosti genové exprese
uvedenych 46 gent (fadky) je tedy moZzné odli§it MLBCL od jinych vari-
ant DLBCL (sloupce). Pfevzato a upraveno z reference ¢. 11. Podrobné
viz. text.

Ve stejném roce publikoval A. Rosenwald 17ti-genovy pro-
gnosticky profil, ktery vznikl z analyzy DLBCL 240 pacienti
Iécenych kombinovanou chemoterapii zaloZenou na aplikaci
antracyklinii (nejcastéji reZim CHOP). Uvedenych 17 genil
bylo s ohledem na svou biologickou funkci rozdéleno do 5
kategorii. ZvySend exprese genll v prvnich tfech kategoriich
byla spjata s dobrou progndzou onemocnéni, naopak zvySend
exprese genu Ctvrté a paté kategorie s progndzou nepfiznivou.
Prvni kategorii tvorily geny charakteristické pro B-lymfocyty
zérodecného centra (napf. BCL-6), druhou kategorii geny maji-
ci vztah k MHC komplexu II. tfidy (napt. HLA-DPa), tfeti
kategorii geny kédujici proteiny extracelularni matrix (napf.
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kolagen a fibronectin) nebo spjaté s jejich syntézou (napf.
CTGF). Ctvrtou kategorii pfedstavovaly geny regulujici bunéc-
nou proliferaci (napf. c-myc). Do Zadné z uvedenych funkc-
nich kategorii nebyl zataditelny gen kédujici BMP6 protein,
ktery jako jediny utvoril patou kategorii (9). Pro jednotlivé pii-
pady DLBCL bylo na zdklad€ tdajl o expresi uvedenych 17
genill vypocteno skore, které stratifikovalo pacienty do Ctyf
prognostickych skupin. Mezitim co v prvni a ve druhé skupi-
né dosahovalo 5Sti-letého pteZiti 73% a 71% pacientd, ve zby-
vajicich dvou skupinach 34% a 15% pacientt (p<0,001). Dal-
$i prognosticky genovy profil, tentokrat sloZeny ze 6 gend, byl
publikovan I. Lossosem v roce 2004. Opét se jednalo o stan-
fordsky tym autoril, ktefi nikoliv DNA Cipy, ale tentokrat
pomoci multiplexové kvantitativni Real-Time PCR reakce
validovali expresi 36 gentl, jenZ byly soucasti jiz dfive publi-
kovanych prognostickych profilli nebo se z hlediska progno-
zy apredikce zkoumaly samostatné (8,9,16). Na zdklad€ kore-
lace ddaji o genové expresi a parametrli preZiti bylo
uvedenych 36 genli sefazeno podle jejich prediktivni sily a ze
ziskaného poradi byly vybrédny tii geny s nejvyssi dosaZzenou
kladnou (LMO2, BCL-6, fibronectin) a zipornou hodnotou
(cyklin D2, SCYA3, BCL-2). Vznikla sestava Sesti gend, kte-
rd se stala zdkladem pro vypocet MP-skore (mortality-predic-
tor score), jehoZ hodnota rozdélila pacienty s DLBCL do tfi
prognostickych skupin. Pacienti ve skupiné s nizkym rizikem
(20 pacientil) dosahli pétiletého preZiti v 65% ptipadu, ve sku-
piné se stiedni mirou rizika (18 pacienti) ve 49% a v posled-
ni, vysoce rizikové skupiné (20 pacientil), pouze v 15% pfi-
padt (p<0,004). V multivariabilni analyze prokézali autofi
nezavislost MP-skore na ostatnich béZné€ uZivanych klinicko-
patologickych parametrech, v€etn€ indexu IPI (19). Svij pro-
gnosticky model navic ispé$né verifikovali na dvou nezdvis-
lych souborech DLBCL, a to na souboru 58 lymfom M. Shipp
a 240 lymfomut A. Rosenwalda. Obé prace jiZ byly popsany
vyse (9,16).

2. FOLIKULARNI LYMFOM (FL)

Folikul4rni lymfom se v incidenci NHL fadi na druhé misto.
I prestoZe je obecné povazovan za indolentni onemocnéni, kli-
nicky priibéh jednotlivych piipadu je variabilni a mtZe docha-
zet k transformacim do agresivnich lymfom (2).

Velmi zajimavou preklinickou préci zabyvajici se vyhradné
folikuldrnim lymfomem publikoval Hervé Husson. Pomoci
DNA ¢ipti analyzoval a ndsledné porovnal profil genové expre-
se fyziologickych B-lymfocytt vychézejicich ze zarodecného
centra a lymfocyti folikuldrniho lymfomu. Vysledkem analy-
zy byla identifikace 28 genl s nizkou a 37 gend s vysokou
expresi v lymfocytech FL ve srovnani s fyziologickym
protéjSkem. Nezavisla metoda (kvantitativni Real-Time PCR)
potvrdila vysledek DNA cipt ve 32 pfipadech z vySe uvede-
ného poctu genti. Mezi 24 geny s vysokou expresi byly i dva
geny, jejichZ proteiny patff k vyznamnym negativnim regula-
tortim buné¢ného cyklu: p21€P1 a p16!INK4a, Tento nalez kores-
ponduje s pfirozenym, indolentnim, vyvojem onemocnéni.
K nadmérné exprimovanym gentim patfily ty, jejichZ protei-
ny se Gcastni procestt mezibunécnych interakci (TNF, IL2RG
a IL4RA) nebo slouZi jako transkrip¢ni faktory (PAXS a ID-
2). Naopak nizkou expresi u FL vykazovaly geny MRP8
a MRP14. Jejich proteiny hraji vyznamnou roli v buné¢né
adhezi (20).

Prognosticky profil genové exprese publikovalo nékolik auto-
rskych tymu. Glass AM a kol. analyzovali parové vzorky FL
ziskané v pribéhu indolentni a agresivni fize onemocnéni
ujednotlivych pacientii. Pomoci DNA ¢ipti identifikovali pro-
fil genové exprese sloZeny z 81 gend, ktery v kontrolnim sou-
boru s 94% piesnosti odlisil vzorky pochézejici z indolentni,
nebo z agresivni fize choroby. Geny tohoto profilu bylo moz-
né rozdélit do nékolika funkénich kategorii: a) reguldtory bu-
né¢ného cyklu (CCNE2, CCNA2, CDK2, CHEK1); b) regu-
laitory DNA syntézy (TOP2A, PLOD3A, POLE2); c)

392 KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006

reguldtory metabolismu (FRSB, RARS, LDHA); d) zastupci
dalSich signalnich cest (PIK4CA a MAPK1) a e) geny jedn-
oznacné souvisejici s tumor infiltrujicimi T-lymfocyty a mak-
rofagy (CD3D, CXCL12 a TM4SFA?2). Kromé posledni kate-
gorie, byly ostatni geny zvySené exprimovany v agresivni fazi
FL (21).
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Obrazek ¢. 4.: (A) Dendrogram shlukové analyzy pfehledné znézorﬁuje
rozdil v genové expresi dvou zdkladnich skupin B-CLL, které se 1i§i mutac-
ni stavem IgV ;. Nejvyssi diskriminacni hodnotu dosédhl gen pro protein
ZAP-70 (1. ra]aek) Exprese genll (radky) jev dendrogramu kédovédna
barevné. Zelena barva znaci nizkou, ¢ervend barva vysokou a ¢erna bar-
va primérnou expresi daného genu v dané B-CLL (sloupce). Kaplan-Mei-
erovy kiivky Znézorﬁuji Casy do progrese choroby (PFS) u pacientt s B-
CLL v zévislosti na pfitomnosti: (B) exprese genu ZAP-70 (pocet molekul
mRNA) nebo (C) mutace IgV; (gen pro IgV byl v daném piipadé pova-
70vén za mutovany tehdy, sdljl-lel li se Zarodecnou buné¢nou linii v nuk-
leotidové sekvenci méné neZ 98% homologii). (D) Imunohistochemicky
pritkaz proteinu ZAP-70 ve skupin€ B-CLL s mutovanym nebo nemuto-
vanymIgVy. (A-D) pfevzatoa upravenoz reference €. 42. (E) priikaz pozi-
tivni exprese protemu ZAP-70 pomoci flowcytometrické analyzy s fluo-
rescentné znaCenou monoklondlni protilitkou u pacienta s B-CLL
s nemutovanym IgVy,. Pfevzato a upraveno z reference €. 44.

Vliv mikroprostfedi na biologické chovani naddoru studovali
Dave S. akol. na souboru 191 pacientti s FL. Vysledkem byly
dva genové profily (,,Profil imunitni odpovédi 1“a ,,Profil imu-
nitni odpovédi 2) zdmérné sloZené z gentl exprimovanych
pouze v tumor infiltrujicich butikach (T-lymfocyty, makrofa-
gy adendritické buriky). ,,Profil imunitni odpovédi 1*“ byl aso-
ciovany s dobrou progn6zou a obsahoval zejména geny cha-
rakteristické pro T-lymfocyty (CD7, CD8BI1, ITK, LEF1)
a makrofagy (ACTN1 a TNFSF13B), naopak ,,profil imunit-
ni odpovédi 2 obsahoval pfevazné geny zvysené exprimova-
né v dendritickych butikdch a/nebo v makrofazich (TLRS,
FCGR1A, SEPT10,LGMN a C3AR1) akorespondoval se Spa-
tnou prognézou vyvoje FL (22). O prognostickém vyznamu
tumor infiltrujicich makrofagt (TIM) u pacientd s FL hovofti
i Farinhova prace, ve které byly TIM detekovany imunohisto-
chemicky na zdklad€ pfitomnosti CD68 antigenu. Pacienti
s vysokym poctem TIM dosahovali del§iho celkového pieZiti
neZ v opacném piipad€ (<15 TIM/high-power zorné pole) .
Multivariabilni analyza prokdzala nezavislost tohoto parametru
na indexu IPI (23). Z obecného pohledu neni prognosticky
vyznam TIM jednoznacny. V piipadé solidnich tumort exis-
tuji prace, které naopak potvrzuji negativni prognosticky
vyznam TIM. Z tohoto rozporu je evidentni, Ze izolovand
detekce TIM nemusi mit jasnou vypovédni hodnotu. Neni totiZ
vylouceno, Ze existuji jednotlivé subpopulace makrofagu, kte-
ré se li§i svou biologickou funkci (podobné jako v piipadé T-
lymfocytit). Na druhé stran€ mtiZe byt biologicka diverzita TIM
indukovana sekundarné, naptiklad T-lymfocyty nebo samot-



nymi niddorovymi buiikami, tzv. ,,parakrinni smycka* (24).
Za zminku stoji i prace, kterd se zabyvala profilem genové
exprese pacientl s FL s rozdilnou odpovédi na terapii mono-
klondlni protilatkou proti CD20 receptoru (rituximab). Dosud
bez podrobnéjsi interpretace stoji zjiSténi autort, Ze FL s nedo-
state¢nou lécebnou odpovédi na rituximab mély profil geno-
vé exprese podobny vice butikdm pochézejicim z fyziologické
lymfatické tkan€ krénich uzlin a sleziny, neZ skupiné FL, kte-
rd velmi dobfe reagovala na cilenou imunoterapii (25).

3. LYMFOM PLASTOVE ZONY / MANTLE CELL
LYMPHOMA (MCL)

Ivptipadé MCL je moZné sledovat klinickou heterogenitu one-
mocnéni. Ackoliv medidn celkového preZziti dosahuje 3 az 4
let, existuji mezi jednotlivymi pacienty vyrazné rozdily. Na
strané jedné stoji ti, ktefi podlehnou progresi MCL do jedno-
ho roku od stanoveni diagnézy, na druhé strané jsou pacienti
preZivajici vice neZ 10 let. Pro MCL je obecné charakteristic-
ka chromozomadlni aberace t(11;14)(q13;q32), jenz vede
k nadmérné expresi cyklinu D1. Rozdily v jeho kvantité vSak
nevysvétluji odliSnosti v klinickém priibé&hu jednotlivych pii-
padi MCL, i kdyzZ existuji ojedinélé prace, které prokazuji
negativni prognosticky vyznam vysoké hladiny cyklinu D1
(26). Analyzou genové exprese MCL pomoci DNA cipt se
mezi prvnimi zabyvala Rosenwaldova prace. Soubor obsaho-
val 92 pacientll s MCL, jehoZ diagnéza byla stanovena na
zdklad€ morfologickych kritérii a pfitomnosti vysoké hladiny
cyklinu D1 (CCNDI1+). V tvodni fazi analyzy bylo identifi-
kovano vice nez 1000 gend, jejichZ expresi se MCL liSily od
ostatnich NHL. Diagnosticky profil MCL nakonec utvofilo 42
gend, pricemZ gen pro CCND1 byl zdmérné vyfazen. Autofi
testovali uvedeny profil na kontrolnim souboru NHL, kde dosa-
hl spravné identifikace MCL v 98% piipada (27).
Zajimavym zjiSt€énim bylo, Ze sedm piipadi NHL s negativni
expresi cyklinu D1 (CCND1-) bylo na podkladé uvedeného
profilu klasifikovano jako CCND1+ MCL. U téchto lymfoma
bylanésledné nalezena nadmérnd exprese cyklinu D2 nebo D3
(27). Existenci CCND1- MCL s prokdzanou expresi cyklinu
D2 nebo D3 potvrdily i dal§i prace, coZ naznacuje
urcitou ,,funk¢ni zastupitelnost* jednotlivych cyklin D v pfi-
padé patogeneze MCL (28). Rosenwaldova prace vedla rov-
néz k identifikaci prognostického genového profilu MCL, kte-
ry obsahoval 48 genil ve vyznamné vazbé k dobé celkového
preziti (p<0,001) (27).

Studiem prognosticky nepfiznivé blastoidni varianty MCL
(BV-BCL) se zabyvala publikace de Vose a kol. Autofi iden-
tifikovali 118 gent, jejichZ expresi se MCL a BV-MCL vza-
jemné odliSovaly. Ke skupiné genti s vyssi expresi u BV-MCL
pattily napfiklad: cyklin-dependentni kindsa 4 (CDK4); onko-
geny: c-myb, c-piml a c-pim2; inhibitory apoptézy: DAD1
a RSK1; a transkripcni faktory: YY1 a CDC25B. V pfipadé
CDK4 a CDC25B pritom existuje ptima spojitost s CCND1.
Vazba CDK4 a CDC25B na CCND1 umoZiiuje iniciaci pte-
chodu pies kontrolni body buné¢ného cyklu G1/S a G2/M. Oba
posledné jmenované geny byly autory oznaceny za potencidlni
kandidaty k cilené terapii, kterd by u BV-MCL mohla dosédhno-
ut lepSiho terapeutického uspéchu, neZ stivajici cytostaticka
1é¢ba (27,29).

4. CHRONICKA LYMFATICKA LEUKEMIE

Z B-LYMFOCYTU (B-CLL)

Dalsi hematologickou malignitou, pfi jejimZ studiu jsou
s uspéchem vyuZivany DNA (ipy, je B-CLL. Onemocnéni
postihuje zejména jedince nad 50 let véku a s incidenci
3:100 000 patii k nejrozsitenéj$imu typu leukémie (pozn.
WHO Kklasifikace fadi B-CLL k hematologickym malignitim
vychézejicich ze zralych forem B-lymfocytt, tedy do stejné
skupiny, jako NHL) (30,31). V histopatologickém obraze je
pro B-CLL charakteristickd akumulace zralych monomorfnich
monoklondlnich B-lymfocytl s typickym imunofenotypem

(32). Klinicky je B-CLL charakterizovana jako lymfoprolife-
rativni onemocnéni relativné nizké malignity, nicméné s vel-
mi variabilnim pribéhem. Mezitim co u vétSi ¢asti pacienti se
jedna o indolentni onemocnéni, se kterym se mohou potykat
ipodesetileti, ve druhé skupiné dochazi k rychlé progresi cho-
roby, které mohu podlehnout béhem nékolika mésicii. Klinic-
ké klasifikace B-CLL navrZené Raiem nebo Binetem maji jen
omezeny prognosticky vyznam, a to zejména u ¢asnych stadii
nemoci (Binet A, Rai 1 a 2), ve kterych je vSak diagnostiko-
véna vétSina pacientl (34,35). Proto nastala potfeba identifi-
kace molekularnich prognostickych markerti. Zpoc¢atku byl
vyzkum zaméten predevsim na hledédni chromosomalnich abe-
raci. Bohuzel, konvencni cytogenetické techniky u pomalu pro-
gredujicich bunécnych populaci selhdvaly, v disledku ¢ehoz
byly chromosomaélni aberace detekovany pouze u 40-50% pii-
padit B-CLL. Vyrazny posun pfineslo aZ zavedeni metody
FISH, ktera prokéizala nejenom vy$si frekvenci (az 85% pii-
padu), ale i vétsi spektrum chromosomalnich zmén u B-CLL.
K prognosticky vyznamnym patii delece 17p13 a 11922-q23,
které jsou spjaty se Spatnou prognézou (medidn preziti 32 a 79
mésici) a s vysSi pokrocilosti choroby v dobé diagndzy, nao-
pak trisomie 12q, normélni karyotyp a delece 13q14 byly Cas-
t&ji detekovany u pacienti s delSim pfeZitim (median 114,111
a 133 mésich) (35). Autofi Haslinger a kol. porovnavali expres-
ni profily B-lymfocyti 11 zdravych darct a 100 B-CLL paci-
entl nesouci nékterou z téchto aberaci. Lokalizace rozdilng
exprimovanych gent u jednotlivych skupin pomérné dobie
korelovala s lokalizaci relevantnich aberaci, je tedy pravdé-
podobné, Ze chromozomadlni aberace hraji roli v patogenezi
B-CLL a jsou jednou z pficin klinické heterogenity onemoc-
néni B-CLL (36).

Dalsi studie prokézaly, Ze rovnéz vyskyt somatickych mutaci
v genech kodujicich variabilni Casti t€Zkého (Vi) fet€zce imu-
noglobulinil (Ig) m4 vztah k predikci klinického vyvoje one-
mocnéni (obrdzek €. 4C). Na zédkladé vyskytu nebo absence
téchto mutaci je moZné B-CLL ¢lenit do dvou skupin. B-CLL
vychdzejici z ,,pamétovych® B-lymfocytd, které jiz prosly zaro-
deCnym centrem a jsou nositely IgV; mutaci (M-B-CLL, muta-
ted B-CLL), a B-CLL z ,,naivnich* B-lymfocyti (pre-GC B-
lymfocyty), které do zarode¢ného centra dosud nevstoupily,
nebo se v ném nesetkaly s antigenem, a proto nenesou Zadnou
somatickou mutaci gen IgV; (UM-B-CLL, unmutated B-
CLL) (37,38). Median celkového preziti (OS) pacienti ve sku-
piné¢ UM-B-CLL se pohybuje v rozmezi 79-119 mésict, mezi-
tim co ve skupiné M-B-CLL je nékolikanasobné delsi a u fady
téchto pacientl onemocnéni vitbec nevyZaduje 1é€bu. Mutac-
ni status IgVH je nezavislym prognostickym faktorem, ktery
pacienty stratifikuje bez ohledu na klinické stddium B-CLL.
Tak napriklad u pacientt klinického stddia ,,.Binet A“ byl ve
skupiné UM-B-CLL medi4n OS 95 mésicii a ve skupiné MB-
CLL 293 mésict (P =0.0008) (37-39).

Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost nebo absence somatické
mutace gend pro IgVy, je vazana na odli$né maturacni stadi-
um B-lymfocytd, bylo ptekvapenim, Ze prvni mikroc¢ipové ana-
lyzy genové exprese B-CLL nevedly pfi pouZiti nezavislych
(unsupervised) shlukovych analyz k identifikaci profilu geno-
vé exprese, ktery by obé skupiny B-CLL odlisil. Tato skutec-
nost naopak podporuje hypotézu, Ze B-CLL sdileji spole¢ny
bunécny plvod, ve kterém prochdzeji stejnym mechanismem
maligni transformace (40). Problematickou interpretaci vyvo-
lavaji vysledky dalsi studie, ve které autofi na souboru 100
pacientd vyselektovali genovy profil, na jehoZz zdkladé bylo
moZzné odliSit M-B-CLL od UM-B-CLL. Kuriézni v§ak bylo,
Ze pouze u muzil. Autofi pfitom analyzovali zpocatku cely sou-
bor, nasledné zv14ast muzskou a Zenskou populaci. Jak u muza
(62 pacientn), tak i u Zen (38 pacientek) predstavovala skupi-
na M-CLL pfibliZné 55% piipadt (36). Je snad prislu$nost
k pohlavi determinantou genové exprese leukemickych bunék?
Myslenka to neni tak aplné zavrZeni hodnd, uvédomime-li si,
Ze incidence B-CLL je u muZl priblizné 2x vys$i nez u Zen,
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a 7e v nékolika studiich byla prokdzana jednoznacna souvis-
lost mezi vyskytem UM-B-CLL a muZskym pohlavim. Nap-
fiklad v Damleové praci byl pomér muZi a Zen ve skupiné UM-
B-CLL 11:1 a 1,1:1 ve skupiné M-B-CLL (p<0,003),
v Oscierové souboru 2,4:1 u UM-B-CLL a 1:1,1 u M-B-CLL
(p=0,003) a v Hamblinové souboru 2:1 u UM-B-CLL a 1,1:1
u M-B-CLL (p>0,05) (37-39). Oscier navic prokézal pii-
sluSnost k muzskému pohlavi jako negativni prognosticky fak-
tor, nebot po 10 letech v jeho souboru pfezivalo 64% muZzi
a87% zen (p=0,01) (39). Vzhledem k tomu, Ze incidence hema-
tologickych malignit je obecné€ vy$§i u muZa nezZ u Zen, pfi-
¢emZ v ojedinélych pfipadech se miZe jednat o vyrazné roz-
dily (napt. HCL 5:1, Burkittv lymfom sporadickd forma 2-3:1,
endemickd forma 2:1, MCL 2:1), stoji souvislost pohlavi
a hematologickych malignit za bliZ§i prozkoumani (30,31).
Po ,,selhdni* nezavislych shlukovych analyz byl k identifika-
ci genovych profilii specifickych pro M-B-CLL a UM-B-CLL
pouzity jiny biostatisticky prfistup, pracujici jiZz od pocatku
s informaci, ktery ze vzork je, a nebo neni nositelem mutace
IgVy;. Timto zpisobem byl na pilotnim souboru 28 pacientl
identifikovan prvni genovy profil ¢itajici 175 gend, jejichz
exprese se mezi vzorky UM-B-CLL a M-B-CLL vyrazné lisi-
la. Ke tfem genlim s nejvys$si diskrimina¢ni hodnotou patfil
i ZAP-70, kodujici stejnojmennou proteinkindzu. Gen ZAP-
70 byl exprimovén ve vSech ptipadech UM-B-CLL, a naopak
v Zadném vzorku M-B-CLL (41). O dva roky pozdé&ji publi-
kovali stejni autofi préci, ve které podrobili DNA ¢ipové ana-
lyze celkem 107 pacientti s B-CLL, pficemZ v 74% se jedna-
lo o M-B-CLL (obrazek ¢. 4A). I v tomto ptipadé€ byla exprese
ZAP-70 vyrazné vys$§i u UM-B-CLL neZ u M-B-CLL
(p<0,001) a ze vSech 240 gent v profilu ZAP-70 dosahoval
nejvys§iho diskrimina¢niho potenciélu k odliSeni obou skupin
B-CLL (spravné klasifikoval 93% vzorki, p<0,001) (42).
Podobné vysledky pfinesla i dalsi prace (43).

Objeveni ZAP-70 patfi dosud k nejvyznamnéj$im prispévkim
DNA ¢ipti do klinické praxe v oblasti prediktivni diagnostiky
lymfoidnich malignit. Jeho exprese je silnym a nezavislym
molekuldrnim prediktorem nepfiznivé prognézy (obrizek c.
4B) (42,44). Jako nazorny piiklad uvadime vysledky prace
Orchardové a kol., jenZ studovali expresi ZAP-70 v souboru
167 pacientd s B-CLL. JednoznaCnd mutace IgVy byla
detekovéana u 65% pacientil. Medi4n celkového preZiti ve sku-
piné s negativni expresi ZAP-70 pfesahoval 24 let, zatimco ve
skupiné s pozitivni expresi byl 9,3 roku (p<0,0001) (44). Pro
klinickou praxi je zasadni i skutecnost, Ze genové expresi ZAP-
70 odpovidé vyskyt proteinu, ktery lze velmi jednoduse sta-
novit pomoci flowcytometrie (obrazek ¢. 4E) nebo imunohis-
tochemie (obréazek €. 4D), pfiCemZ senzitivita a specificita
téchto metod se pohybuje nad 95%. Z hlediska technické
variability, ale rovnéZ s ohledem na korelaci s proteinovou
expresi ZAP-70 a s tidaji o klinickém pribéhu choroby, je gen
pro IgV, povaZovan za mutovany tehdy, sdili-li se zérodec-
nou buné¢nou linif v nukleotidové sekvenci méné€ nez 97%
homologii (40,44).

Jako posledni piiklad vyuZiti DNA ¢ipti u B-CLL uvedeme
identifikaci profilu genové exprese predikujiciho odpovéd na
fludarabin. Rosenwald a kol. tak ucinili na souboru 7 pacien-
td. Vétsina genii z tohoto profilu méla funk¢ni vztah k signél-
ni dréze proteinu p53, coZ odpovida situaci v in-vitro systé-
mech, kde kultivace malignich lymfocytt s fludarabinem
vyvolava odpovéd zavislou na stavu signdlni drédhy p53 a vede
k pozitivni selekci bunék s mutovanym proteinem. Timto
mechanismem dochazi k indukci sekundarni rezistence
a k selhdni protinddorové 1écby (45).

5. AKUTNI LYMFOBLASTICKA LEUKEMIE (ALL)

ALL je jednim z nejcastéjSich nddorovych onemocnéni v dét-
ském véku. I prestoZe v poslednich desetiletich bylo dosaZe-
no vynikajicich 1é¢ebnych vysledkd, stale existuje skupina
pacientd, kterd tomuto onemocnéni podlehne. Rizikové paci-
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enty spolehlivé neodhali ani pouZiti stavajicich klinickych,
cytogenetickych a molekuldrnich markert (46). DNA Cipy se
proto nabizi jako vhodna metoda ke hledani novych predik-
tivnich a prognostickych ukazateld. Jedny z prvnich mikroci-
povych analyz, které byly na souborech primérnich lidskych
tumori viibec provedeny, se tykaly praveé pacientl s akutnimi
leukémiemi. V roce 1999 publikovala skupina T. Goluba
v Casopisu Science préci, ve které autofi na zdklad€ profilu
genové exprese dokdzali odliSit ob€ hlavni skupiny akutnich
leukémii (ALL a AML) (47). Optimismus autort tehdy spo-
¢ival zejména v budoucnosti DNA ¢ipi, které povazovali za
hlavni néstroj rozvijejici se prediktivni diagnostiky. Predsta-
vovali si, Ze pro kazdou skupinu niddorovych onemocnéni
budou existovat specifické DNA Cipy, nesouci na svém povr-
chu sondy pouze pro omezeny pocet relevantnich geni, a jejich
pomoci bude moZné stanovit pfesnou diagnézu choroby, urcit
nejvhodnéj$i moznou 1écbu a predpovédét progndzu pacien-
ta. Je pfijemné sledovat, jak se jejich vize postupné napliiuji.
O tfi roky pozdgji publikovali Armstrong a kol. prici, ve kte-
ré identifikovali profil genové exprese specificky pro skupinu
leukémii s chromosomalni aberaci postihujici mixed-lineage
leukemia (MLL) gen. Tato skupina ALL m4 z hlediska svého
biologického chovani nepifiznivou prognézu a pravé odliSny
klinicky prabéh a pritomnost patognomické chromosomalni
aberace vedly k jejimu vyclenéni a ozna¢eni MLL (mixed-
lineage leukemia; nebo Re-MLL-ALL, Rearrangements-MLL-
ALL). Armstrogova prace byla realizovana na souboru 37
pacienti a profil genové exprese dokdzal jednoznacné od sebe
odlisit ALL, MLL a AML. Pfi podrobnéj$i analyze autofi zji-
stili, Ze profil MLL se ndpadné podobd profilu genové expre-
se hematopoetickych progenitort stojicich ve vyvojové fadé
narozcesti myeloidnich a lymfoidnich linii. Tim potvrdili vy-
sledky jinych praci, které poukazovaly na rozporuplny feno-
typ téchto nadorovych bunék (exprese lymfoidnich znaki
CD79B, CD44 a CD19, naopak ztrata exprese lymfocytarni-
ho antigenu CD10, nebo koexprese myeloidnich antigent
CD15 a CD65). Z mikro¢ipové analyzy dale vyplynulo, Ze
MLL, ve srovnani s ALL a AML, ve zvySené mife exprimuji
geny HOXA9, HOXAS a HOX A4, které se podileji na regu-
laci diferenciace pluripotentni hematopoetické buiiky a jejich
progenitort, a ddle FLT3 gen, kddujici stejnojmenny receptor
rustového faktoru, jenZ se vyskytuje vyhradné u hematopoie-
tickych kmenovych bunék (CD34+). Pfitomnost interni tan-
demové mutace FL'T3 genu je detekovana pfiblizn€ u 20-30%
procent pfipadit AML a je jednoznacnym nepfiznivym pre-
diktivnim a prognostickym faktorem (48). Podrobné&j$im stu-
diem expresniho profilu MLL se zabyval i Tsutsumi a kol. (49).
Proteiny vySe popisovanych gentt mohou byt vhodnymi kan-
didaty pro cilenou 1é¢bu. Z tohoto pohledu si nelze pfat nic
jiného, neZ aby i v ptipadé MLL byl objeven dalsi ,,Gleevec®,
jako v pripadé CML s fuznim BCR/ABL genem. V této sou-
vislosti se v sou¢asnosti vkladaji nemalé nadéje do inhibitora
tyrozin-kindzové aktivity FLT3 receptoru (50).

Dalsi rozséahlé préce byla provedena na souboru 360 vzorki
ALL pochézejicich od détskych pacientii. Autofi na zaklade
profilu genové exprese sloZeného z 271 genti rozdélili ALL do
sedmi skupin: 1. BCR-ABL, 2 . E2A-PBX1, 3. TEL-AML1, 4.
MLL, 5. hyperploidni karyotyp, 6. T-ALL a sedmd skupina
s dosud nejasnym vyznamem. Profil genové exprese kla-
sifikoval v8echny analyzované vzorky ALL s mnohem vé&tsi
presnosti, neZ by se stalo pouze s ohledem na vyskyt specific-
kych genovych alteraci. Tak napiiklad ¢tyfi piipady ALL byly
zatazené do skupiny TEL-AMLI1 i pfesto, Ze u nich nebyla RT-
PCR reakci nalezena Zddnd zndmd chimerickd prestavba.
Sekvenacni analyza TEL vSak prokézala jeho mutaci (51). O rok
pozdéji publikoval stejny autorsky tym préci potvrzujic-
iexistenci uvedenych 7 molekuldrné definovanych skupin ALL,
pfiemzZ tentokrat s pouZitim jiné DNA ¢ipové platformy (52).
Zajimavé préace byly publikovény se specifickym zaméfenim
na akutni lymfatické leukémie vychézejici z T-lymfocytarni



fady (T-ALL). Z jejich vysledkil vyplyva, Ze na zdkladé profi-
lu genové exprese je mozné T- ALL rozdélit do ti skupin, pro
které je charakteristickd nadmérna exprese jednoho ze tff tran-
skrip¢nich faktort: LYL1, HOX11, nebo TAL1. Genovy pro-
fil T-ALL s nadmérnou expresi LYL1 a gent podléhajicich jeho
regulaci byl podobny profilu genové exprese pro-T-lymfocy-
td, a podobné v pfipadé T-ALL s nadmérnou expresi HOX11,
nebo TAL1, byla pozorovéna shoda s profilem ¢asnych, nebo
pozdnich kortikalnich T- lymfocyt. Na rozdil od molekularni
klasifikace DLBCL, rozd€leni T-ALL na zaklad€ podobnosti
k jednotlivym vyvojovym staddiim T-lymfocyti jenom potvr-
dilo stavajici imunologické déleni T-ALL (53,54).

Mechanismy chemorezistence a predikce vnimavosti na vybra-
nd cytostatika a kortikoidy se staly ptedmétem nékolika pra-
ci. Holeman a kol. sledovali zmény genové exprese v lym-
foblastech pacientll s ALL, které byly v in-vitro podmink4ch
kultivovény s prednisolonem, vinkristinem, cytosinarabinosi-
dem a daunorubicinem. Pomoci DNA ¢ipt autofi identifikovali
genové profily predikujici chemosenzitivitu k aplikovanym 13-
tkdm a potvrdili zndmou skute¢nost, Ze in-vitro detekovana
chemorezistence jednoznacné koreluje s vysokym rizikem
relapsu choroby (55). PouZiti DNA ¢ipt vedlo rovnéZ k urce-
ni gend, jejichZ exprese se vyznamné liSila mezi ALL s niz-
kou, nebo s vysokou kumulaci metotrexatpolyglutamatt -
metabolity metotrexatu. Toto zji$téni by mohlo v budoucnosti
vést k individualizaci terapeutickych protokoll pacientl
s ALL ve smyslu intenzity divky metotrexatu nebo jeho upl-
né zamény za jiné cytostatikum (56). Cytoprotektivni u¢inek
mikroprostfedi, ve kterém se lymfoblasty nachazeji, miZe byt
dalsi pficinou relapsi leukémii po induk¢ni terapii. Za nor-
maélnich okolnosti jsou hematopoetické buiiky v mikropro-
sttedi kostni dfené v kontaktu se stromdalnimi butikam-
i a s okolnimi sloZkami extracelularni matrix (ECM). Kromé
fady esencidlnich ristovych faktori, které produkuji stromal-
ni buiiky, je pro preZivani hematopoietickych bunék dileZity
JjiZ prosty kontakt s t€mito butikami a s vldknitymi sloZkami
ECM (napt. fibronectin, vimentin, laminin, kolagen) zpro-
sttedkovany pomoci receptorti adheze (napf. integrinové recep-
tory, VCAM-1). A pravé stimulace receptorti adheze mimo
jiné spousti signélni drdhy vedouci k inhibici apoptdzy. Uve-
deny cytoprotektivni i¢inek se stdvd vyznamnym zejména za
nepfiznivych podminek, napiiklad v pfitomnosti cytostatika.
Astier a Svoboda jako prvni publikovali profil genové expre-
se B-lymfoblastil, které po stimulaci integrinovych receptorti
prezivaly i ve stresovych podminkach (bez pfitomnosti rasto-

vych faktorti nebo pfi kultivaci s doxorubicinem). Vysledkem
jejich prace byla identifikace nékolika signdlnich drah rea-
lizujich antiapoptoticky tcinek integrinovych receptort (napf.
signdlni drdha PI3K-Akt a XIAP/Survivin-Caspasa-3/7)
(57,58). O vyznamu receptort adheze svédci existence fady
klinickych studii s monoklonalnimi protildtkami proti integri-
novym receptoriim nebo s inhibitory jednotlivych kinéz inte-
grinovych signalnich drah (obrazek €. 5).

Zaver:

Komplexni analyzy genové exprese pomoci DNA ¢ipli umoz-
fuji realizovat novy pohled na genom nidorovych bunék.
V pfipadé¢ lymfoidnich malignit uvedené analyzy jiZ pfinesly
prvni vysledky pouZitelné v klinické praxi pro diagnostiku,
klasifikaci a predikci vyvoje nddorového onemocnéni.

Obr. £.5
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