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Lymfom z bunék plasté (mantle cell lymphoma, MCL) zahrnuje 3-10% B buné¢nych non-Hodgkinovskych lymfomi (B-
NHL). Jedn4 se o onemocnéni star§ich nemocnych vyznacujici se nepfiznivou prognosou s relativné agresivnim klinickym pra-
béhem, rychlou progresi a odolnosti ke konvenc¢ni terapii pouZzivané k 1é¢bé B-NHL. Medidn pfeZiti se pohybuje do 3 let, ale kli-
nicky pribéh onemocnéni je ¢asto variabilni.

Klinicko-terapeuticky vyznam m4 nejen v¢asna a spravnd diferencidlni diagnosa MCL, ale rovnéZ stanoveni markerd v aso-
ciaci s nepfiznivou prognosou onemocnéni.

U MCL dochézi k transkrip¢ni deregulaci genu CCND1 vedouci k patologické expresi cyklinu D1 vlivem translokace t(11;14).
Exprese cyklinu D1 nebo detekce t(11;14) je podle soucasnych WHO Kkriterii nezbytnou soucasti diferencidlni diagnosy MCL.
Hlavnim prognostickym faktorem pro pacienty s MCL je up-regulace gen, které jsou asociovany s proliferacni aktivitou bunék.
Rozsahl4 klinickopatologicka analyza European MCL Network potvrdila vyznamnou prognostickou roli buné¢né proliferace,
kterd je lep§im prognostickym parametrem nadfazenym vSem ostatnim histomorfologickym a klinickym kritériim. V asociaci se
$patnou prognosou je u pacientll s MCL popsdna exprese Ki67, topoisomerasylla a TPX2.

Cilem préace je 1. kvantitativni stanoveni exprese molekuldrniho markeru MCL, cyklinu D1 a 2. zavedeni kvantitativni detek-
ce mRNA proliferacnich markerti Ki67, topoisomerasylla a TPX2, jejichZ exprese je popsdna jako negativni prognosticky fak-
tor u pacienti s MCL.

Pomoci reverzné transkriptdzové fetézové reakce v redlném case (RT-RQ-PCR) jsme vySetfili expresi mRNA cyklinu D1,
Ki67, topoisomerasyllo a TPX2 u 79 kryostatovych a/nebo parafinovych vzorkt MCL diagnostikovanych v dobé zachytu one-
mocnéni.

Pro stanoveni spolehlivého hrani¢niho limitu pro diferencidlni diagnosu MCL jsme déle vySetiili expresi cyklinu D1 u 50 vzor-
kt jinych B-NHL. Kontrolnimi vzorky byly odbéry od 5 pacientt s reaktivni lymfadenopatii. Hladinu cyklinu D1 jsme rovnéz
analyzovali u 112 aspiratl kostni dfen¢ (KD) odebranych v dobé diagnosy a/nebo v pribéhu onemocnéni od pacientti s B-NHL
(72x se jednalo o KD od pacientii s MCL, z nichZ 36 mélo zaznamenanou infiltraci KD lymfomem). Jako kontrolni skupinu jsme
vySetiili 10 vzorkti KD od zdravych darci.

Pii analyze proliferacni aktivity naddori jsme vySetfili expresi Ki67, topoisomerasyllo a TPX?2 u 37 bioptickych vzorktt NHL
a u 4 vzorkl od pacientll s reaktivni lymfadenopatii. V 7/37 ptipadech NHL se jednalo o Burkittiv lymfom (BL). BL je vysoce
proliferativni onemocnéni, které jsme pouZili jako positivni kontrolu vySetfeni.

Kvantitativni vySetfeni hladiny mRNA cyklinu D1 poskytlo spolehlivy nastroj diferencidlni diagnostiky lymfoma. U 78/79
vySetienych MCL jsme prokdzali overexpresi cyklinu D1. U Zadného z testovanych jinych B-NHL ani kontrolnich vzorkl jsme
vysokou expresi cyklinu D1 nezaznamenali. Sledovani hladiny exprese cyklinu D1 ma vyznam pro detekci choroby v kostni dfe-
ni, nebot jsme detekovali zvySenou hladinu cyklinu D1 u aspiratt KD s infiltraci MCL. Navic sledovéni ubytku pfipadné naris-
tu hladiny cyklinu D1 je vhodné pro sledovani dynamiky onemocnéni. U Zadného vzorku KD z kontrolni skupiny ani ostatnich
B-NHL jsme nezjistili zvy$enou hladinu exprese cyklinu D1.

Zavedli jsme novy piistup objektivniho hodnoceni proliferacni aktivity nddorti na kvantitativni drovni pomoci RT-RQ-PCR
analyzy mRNA Ki67, topoisomerasylla a TPX2. Hladina exprese vySetfenych proliferacnich markerd vzajemné silné korelova-
la u v8ech analyzovanych vzorku. Potvrdili jsme roli Ki67, topoisomerasylla a TPX2 pro stanoveni proliferacni aktivity nddo-
ru. Buné¢na proliferace byla u jednotlivych nadori v testovaném souboru pacientl variabilni. Ve skupiné pacienti s MCL, jiny-
mi B-NHL i BL jsme zaznamenali nddory s vysokou, stfedni i nizkou proliferacni aktivitou. Variabilita exprese proliferacniho
markeru Ki67 miiZe odraZet heterogenni klinicky obraz onemocnéni jednotlivych pacientli. Celkové jsme zaznamenali rozdilnou
proliferacni aktivitu stanovenou pomoci kvantitativni analyzy pro jednotlivé skupiny pacientii. Podle o¢ekavéni nejvice prolife-
rovala skupina pacientd s BL, nejméné kontrolni skupina pacientt s reaktivni lymfadenopatii. Skupina ostatnich NHL a MCL
ukdzala stfedni miru proliferace, kterd se statisticky vyznamné liSila od proliferace vzorki s BL a reaktivni lymfadenopatii.

Hladina mRNA cyklinu D1 je vy$si u pacientt s vysSi proliferacni aktivitou stanovenou pomoci topoisomerasyllo a TPX2
(markery S, G2 a M faze buné¢ného cyklu). Nezaznamenali jsme statisticky vyznamnou korelaci hladiny exprese cyklinu D1
s expresi Ki67 (markerem G1, S, G2 a M faze buné¢ného cyklu). Cyklin D1 m4 zasadni vliv béhem pozdni G1 faze a v pfecho-
du do S faze bunécného cyklu. Korela¢ni analyza nepotvrdila asociaci Ki67 a cyklinu D1, nebot hladina Ki67 je zkreslena frak-
ci bunék v G1 fazi. Cyklin D1 je v pfimém vztahu k expresi molekul specifickych v S, G2 a M fazi. Nalezeny vztah podporuje
kvantitativni model pro fizeni G1/S transice.

Metoda RT-RQ-PCR umoZiiuje sledovat pacienty s MCL na molekuldrni drovni. Z dosaZenych vysledk je patrné, Ze kvanti-
tativni stanoveni hladiny cyklinu D1 je vhodnym néstrojem diferencidlni diagnostiky MCL. Jak vyplyva z korelacni analyzy hladi-
ny cyklinu D1 a prolifera¢ni aktivity MCL, regulace buné¢ného cyklu prostfednictvim cyklinu D1 pravdépodobné probiha vice
na kvantitativni neZ kvalitativni Grovni. Proliferace ma pfimy dopad na urceni charakteru onemocnéni MCL a napoméaha stratifi-
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kaci pacientl z hlediska individudlni prognosy onemocnéni pfed zahajenim 1é¢by. Rutinni kvantitativni detekce prolifera¢nich
aktivity umozni sledovat prognosticky vyznam prolifera¢nich markeri na rozvoj onemocnéni a zlepS$it porozuméni vlivu expre-
se prolifera¢nich markert v patogenezi nejen MCL. Hladina exprese Ki67, topoisomerasyllo. a TPX2 umoZiiuje stanovit proliferac-
ni aktivitu nadoru, kterou Ize vyuZit k predikci klinického vyvoje onemocnéni a individualizaci terapie podle rizika.
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