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Sledování exprese genu pro cyklin D1 v korelaci s proliferaãní aktivitou 
u pacientÛ s lymfomem z bunûk plá‰tû.
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Lymfom z bunûk plá‰tû (mantle cell lymphoma, MCL) zahrnuje 3-10% B bunûãn˘ch non-Hodgkinovsk˘ch lymfomÛ (B-

NHL). Jedná se o onemocnûní star‰ích nemocn˘ch vyznaãující se nepfiíznivou prognosou s relativnû agresivním klinick˘m prÛ-

bûhem, rychlou progresí a odolností ke konvenãní terapii pouÏívané k léãbû B-NHL. Medián pfieÏití se pohybuje do 3 let, ale kli-

nick˘ prÛbûh onemocnûní je ãasto variabilní.

Klinicko-terapeutick˘ v˘znam má nejen vãasná a správná diferenciální diagnosa MCL, ale rovnûÏ stanovení markerÛ v aso-

ciaci s nepfiíznivou prognosou onemocnûní.

U MCL dochází k transkripãní deregulaci genu CCND1 vedoucí k patologické expresi cyklinu D1 vlivem translokace t(11;14).

Exprese cyklinu D1 nebo detekce t(11;14) je podle souãasn˘ch WHO kriterií nezbytnou souãástí diferenciální diagnosy MCL.

Hlavním prognostick˘m faktorem pro pacienty s MCL je up-regulace genÛ, které jsou asociovány s proliferaãní aktivitou bunûk.

Rozsáhlá klinickopatologická anal˘za European MCL Network potvrdila v˘znamnou prognostickou roli bunûãné proliferace,

která je lep‰ím prognostick˘m parametrem nadfiazen˘m v‰em ostatním histomorfologick˘m a klinick˘m kritériím. V asociaci se

‰patnou prognosou je u pacientÛ s MCL popsána exprese Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2.

Cílem práce je 1. kvantitativní stanovení exprese molekulárního markeru MCL, cyklinu D1 a 2. zavedení kvantitativní detek-

ce mRNA proliferaãních markerÛ Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2, jejichÏ exprese je popsána jako negativní prognostick˘ fak-

tor u pacientÛ s MCL.

Pomocí reverznû transkriptázové fietûzové reakce v reálném ãase (RT-RQ-PCR) jsme vy‰etfiili expresi mRNA cyklinu D1,

Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2 u 79 kryostatov˘ch a/nebo parafinov˘ch vzorkÛ MCL diagnostikovan˘ch v dobû záchytu one-

mocnûní.

Pro stanovení spolehlivého hraniãního limitu pro diferenciální diagnosu MCL jsme dále vy‰etfiili expresi cyklinu D1 u 50 vzor-

kÛ jin˘ch B-NHL. Kontrolními vzorky byly odbûry od 5 pacientÛ s reaktivní lymfadenopatií. Hladinu cyklinu D1 jsme rovnûÏ

analyzovali u 112 aspirátÛ kostní dfienû (KD) odebran˘ch v dobû diagnosy a/nebo v prÛbûhu onemocnûní od pacientÛ s B-NHL

(72x se jednalo o KD od pacientÛ s MCL, z nichÏ 36 mûlo zaznamenanou infiltraci KD lymfomem). Jako kontrolní skupinu jsme

vy‰etfiili 10 vzorkÛ KD od zdrav˘ch dárcÛ.

Pfii anal˘ze proliferaãní aktivity nádorÛ jsme vy‰etfiili expresi Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2 u 37 bioptick˘ch vzorkÛ NHL

a u 4 vzorkÛ od pacientÛ s reaktivní lymfadenopatií. V 7/37 pfiípadech NHL se jednalo o BurkittÛv lymfom (BL). BL je vysoce

proliferativní onemocnûní, které jsme pouÏili jako positivní kontrolu vy‰etfiení.

Kvantitativní vy‰etfiení hladiny mRNA cyklinu D1 poskytlo spolehliv˘ nástroj diferenciální diagnostiky lymfomÛ. U 78/79

vy‰etfien˘ch MCL jsme prokázali overexpresi cyklinu D1. U Ïádného z testovan˘ch jin˘ch B-NHL ani kontrolních vzorkÛ jsme

vysokou expresi cyklinu D1 nezaznamenali. Sledování hladiny exprese cyklinu D1 má v˘znam pro detekci choroby v kostní dfie-

ni, neboÈ jsme detekovali zv˘‰enou hladinu cyklinu D1 u aspirátÛ KD s infiltrací MCL. Navíc sledování úbytku pfiípadnû nárÛs-

tu hladiny cyklinu D1 je vhodné pro sledování dynamiky onemocnûní. U Ïádného vzorku KD z kontrolní skupiny ani ostatních

B-NHL jsme nezjistili zv˘‰enou hladinu exprese cyklinu D1.

Zavedli jsme nov˘ pfiístup objektivního hodnocení proliferaãní aktivity nádorÛ na kvantitativní úrovni pomocí RT-RQ-PCR

anal˘zy mRNA Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2. Hladina exprese vy‰etfien˘ch proliferaãních markerÛ vzájemnû silnû korelova-

la u v‰ech analyzovan˘ch vzorkÛ. Potvrdili jsme roli Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2 pro stanovení proliferaãní aktivity nádo-

ru. Bunûãná proliferace byla u jednotliv˘ch nádorÛ v testovaném souboru pacientÛ variabilní. Ve skupinû pacientÛ s MCL, jin˘-

mi B-NHL i BL jsme zaznamenali nádory s vysokou, stfiední i nízkou proliferaãní aktivitou. Variabilita exprese proliferaãního

markeru Ki67 mÛÏe odráÏet heterogenní klinick˘ obraz onemocnûní jednotliv˘ch pacientÛ. Celkovû jsme zaznamenali rozdílnou

proliferaãní aktivitu stanovenou pomocí kvantitativní anal˘zy pro jednotlivé skupiny pacientÛ. Podle oãekávání nejvíce prolife-

rovala skupina pacientÛ s BL, nejménû kontrolní skupina pacientÛ s reaktivní lymfadenopatií. Skupina ostatních NHL a MCL

ukázala stfiední míru proliferace, která se statisticky v˘znamnû li‰ila od proliferace vzorkÛ s BL a reaktivní lymfadenopatií.

Hladina mRNA cyklinu D1 je vy‰‰í u pacientÛ s vy‰‰í proliferaãní aktivitou stanovenou pomocí topoisomerasyIIα a TPX2

(markery S, G2 a M fáze bunûãného cyklu). Nezaznamenali jsme statisticky v˘znamnou korelaci hladiny exprese cyklinu D1

s expresí Ki67 (markerem G1, S, G2 a M fáze bunûãného cyklu). Cyklin D1 má zásadní vliv bûhem pozdní G1 fáze a v pfiecho-

du do S fáze bunûãného cyklu. Korelaãní anal˘za nepotvrdila asociaci Ki67 a cyklinu D1, neboÈ hladina Ki67 je zkreslena frak-

cí bunûk v G1 fázi. Cyklin D1 je v pfiímém vztahu k expresi molekul specifick˘ch v S, G2 a M fázi. Nalezen˘ vztah podporuje

kvantitativní model pro fiízení G1/S transice.

Metoda RT-RQ-PCR umoÏÀuje sledovat pacienty s MCL na molekulární úrovni. Z dosaÏen˘ch v˘sledkÛ je patrné, Ïe kvanti-

tativní stanovení hladiny cyklinu D1 je vhodn˘m nástrojem diferenciální diagnostiky MCL. Jak vypl˘vá z korelaãní anal˘zy hladi-

ny cyklinu D1 a proliferaãní aktivity MCL, regulace bunûãného cyklu prostfiednictvím cyklinu D1 pravdûpodobnû probíhá více

na kvantitativní neÏ kvalitativní úrovni. Proliferace má pfiím˘ dopad na urãení charakteru onemocnûní MCL a napomáhá stratifi-
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kaci pacientÛ z hlediska individuální prognosy onemocnûní pfied zahájením léãby. Rutinní kvantitativní detekce proliferaãních

aktivity umoÏní sledovat prognostick˘ v˘znam proliferaãních markerÛ na rozvoj onemocnûní a zlep‰it porozumûní vlivu expre-

se proliferaãních markerÛ v patogenezi nejen MCL. Hladina exprese Ki67, topoisomerasyIIα a TPX2 umoÏÀuje stanovit proliferaã-

ní aktivitu nádoru, kterou lze vyuÏít k predikci klinického v˘voje onemocnûní a individualizaci terapie podle rizika.
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Úvod
Angiogeneze (AG), hraje v˘znamnou roli v patogenezi a progresi zhoubn˘ch nádorÛ. V posledních 10 letech do‰lo k mohut-

nému rozvoji v˘zkumu AG v oblasti hematologick˘ch malignit. Zv˘‰ená AG byla prokázána u akutních i chronick˘ch leukémií,

lymfomÛ, mnohoãetného myelomu, myelodysplastick˘ch i myeloproliferativních onemocnûní. Charakteristick˘m rysem chro-

nické lymfocytární leukémie (CLL) je vysoká rÛznorodost stran prognózy – tfietina nemocn˘ch nikdy nevyÏaduje léãbu a délka

jejich pfieÏití je prakticky shodná se zdrav˘mi vrstevníky, naproti tomu nûktefií nemocní s agresivním prÛbûhem choroby Ïijí ménû

neÏ 5 let. Dosavadní stagingové systémy dle Raie a Bineta nejsou schopny identifikovat nemocné prezentující se v úvodu nízkou

nádorovou masou, ktefií mají pfiesto velmi nepfiíznivou prognózu a chemorezistentní onemocnûní. Proto se hledají nové pro-

gnostické faktory, které by napomohly k pfiesné stratifikaci nemocn˘ch dle rizika a umoÏnily více individualizovat intenzitu a typ

léãby. Recentní publikace vyzdvihují v tomto smyslu v˘znam AG pro progresi CLL a citlivost na léãbu. Cílem studie bylo kom-

plexní hodnocení angiogeneze v periferní krvi i kostní dfieni u nemocn˘ch s CLL. 

Metodiky
AG jsme hodnotili tfiemi odli‰n˘mi metodami: 1) stanovením koncentrací angiogenních cytokinÛ (VEGF, bFGF, sCD105,

endostatin) v periferní krvi, pomocí sendviãové ELISA; 2) hodnocením neovaskularizace v kostní dfieni pomocí imunohistoche-

mického prÛkazu endoteliálního antigenu vWF a stanovením tzv. mikrovaskulární denzity (MVD). U v‰ech cytokinÛ mûfien˘ch

ELISA v periferní krvi bylo nalezeno statisticky signifikantní zv˘‰ení v porovnání s kontrolní skupinou zdrav˘ch dobrovolníkÛ;

nejvy‰‰í rozdíl byl zji‰tûn v koncentracích zásaditého rÛstového faktoru pro fibroblasty (bFGF). MVD byla statisticky signifi-

kantnû zv˘‰ena u CLL v porovnání s kontrolními preparáty; zjistili jsme signifikantní zv˘‰ení neovaskularizace ve dfieni CLL

pacientÛ nezávisle na typu infiltrace. 

Závûr
Zjistili jsme zv˘‰ení angiogenních cytokinÛ v periferní krvi i zv˘‰enou neovaskularizaci ve dfieni u nemocn˘ch s CLL a tím

potvrdili v˘znamnou úlohu angiogeneze v patogenezi CLL. Tento v˘zkum je dÛleÏit˘ nejen diagnosticky a prognosticky, ale do

budoucna bude pfiínosn˘ i pro volbu typu léãby, terapii, neboÈ jiÏ nyní se v rámci klinick˘ch studií pouÏívají preparáty s antian-

giogenním pÛsobením, napfi. thalidomid a lenalidomid. 
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Introduction: Angiogenesis is nowadays considered an important factor in biology of various hematological malignancies inc-

luding chronic myeloid leukemia (CML). Several studies have recently reported elevated levels of angiogenic activators such as

vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) in CML patients. However, there have been

only few data on the influence of imatinib mesylate (IM) treatment on the levels of angiogenic cytokines in CML. Aims: To ana-

lyze peripheral blood levels of angiogenic activators in patients with newly diagnosed CML and during imatinib treatment. Met-
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