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1. Uvod

1.1.Lymfoproliferativni onemocnéni

1.1.1. Lymfoidni neoplazie a klasifikace, historicky kontext a soucasnost

Prvopocatky klasifikace resp. hodnoceni lymfoproliferativnich onemocnéni jsou datovany od prvni
poloviny 19. stoleti s pionyrskou praci sira Thomase Hodgkina a R. L. C. Virchowa a pravé mezi
nasledujici druhou polovinou 19. stoleti a prvni polovinou 20. stoleti bylo popsdano mnoho odliSnych
typl lymfomd. Jeden z prvnich pokust o vytvoreni klasifikace lymfom byl ndvrh pant Galla a F. B.
Malloryho, nicméné klinicka korelace byla vytvofena H. Rappaportem a byla zaloZena pouze na
morfologickém, architektonickém a cytologickém popisu a podobnosti vytvorenych skupin. Teprve az
v Londyné roku 1973 byl poprvé prezentovan novy imunobiologicky pohled na lymfoproliferativni
onemocnéni véetné dopadu na klasifikaci, a to navic dvéma skupinami — z Kielu (Némecko) pod
vedenim K. Lennerta (Kielska klasifikace) a z USA, ktera byla prezentovana R. Lukesem a R. D.
Collinsem. Tyto nasledné vyuZivané klasifikace vedly ke konfuzim pti sou¢asném vyuziti v klinické
praxi a proto jiz v roce 1980 vytvofil ,National Health Institute” (USA) navrh nového lymfomového
projektu, ktery vedl ke konsenzualni klasifikaci nazvané “Working formulation for clinical usage”. Tato
klasifikace umoZznila a zahrnula porovnani obou dvou odlisnych klasifikaci Kielské a dle Lukese a
Collinse a pfiradila klinicky vyvoj kazdého z popsanych typl lymfom(. Prvni Kielska klasifikace byla
navrzena v roce 1978 K. Lennertem pod zastitou ,European Lymphoma Club“ a byla novelizovana v
roce 1988 a nasledné v roce 1992. Kielska klasifikace délila uvedené typy lymfomu na zakladé
definice opirajici se komplexné o anatomicko-klinické hledisko, o histogeneticky plvod z B nebo T
bunék a o hodnoceni velikosti neoplastickych bunék vzhledem k velikosti histiocytarni populace, kdy
bunky vétsi nez histiocyt jsou nazyvany ,transformovanymi lymfomovymi burikami“. BE€hem 80. let
byla zaloZena ,International Lymphoma Study Group“ (ILSG), ktera vytvorila nové klasifikaéni schéma
nazyvané , REAL” (Revised European American Lymphoma) klasifikaci. Tato nova klasifikace vyuZila
téz déleni jednotlivych lymfomovych entit dle B a T bunécéného plvodu, dle podobnosti morfologie k
prekurzorové a maturované lymfoidni burice. Nicméné v roce 1995 byla uréena nova vykonna
skupina pod vedenim WHO, kterd vyzvala deset hematopatologl k pfedsedani deseti pracovnim
skupinam, jez mély za ukol vytvoreni nového navrhu klasifikace hematologickych onemocnéni s tim,
Ze k ziskani vSseobecného konsenzu vznikajici klasifikace byla umoznéna Sirsi diskuze s Iékafi oboru
hematologie a onkologie. Zakladem této nové klasifikace byla klasifikace Kielska a REAL s presnéji
definovanymi lymfomovymi jednotkami a jejich variantami, které jsou poznatelné patologem, a navic

s nedilnou podporou molekuldrniho patologa ¢i hematologa, tedy s délenim lymfoproliferativnich



onemocnéni zaloZeném na morfologickych, imunofenotypickych a genotypickych vlastnostech, které
zaroven nesou klinicky a/nebo biologicky vyznam stanovené diagndzy. Soucasna WHO klasifikace
hematologickych onemocnéni (2001, 2008) se zakladem téchto novych principt déleni (charakter
architektoniky rdstu a histogeneze neoplastické lymfoidni bunky definované dle zakladni morfologie,
imunofenotypu a molekuldrné genetické analyzy) je obsazena v poslednich dvou vydanich tzv. ,WHO

blue books” pojedndvajicich o hematologickych neoplaziich.

Lymfoproliferativni onemocnéni vykazuji v ¢eském narodnim i celosvétovém méfitku stoupajici
incidenci. Velmi rychle se rozsitujici poznatky v biologii lymfomu oteviraji nové moznosti
optimalizovanéjsi diagnostiky a |écby aplikovatelné na konkrétni pfipad hematologického
onemocnéni ("tailored therapy").

V tymu hematoonkologickych spolupracovnik( hraje hematopatologické vysetreni pro stanoveni
diagndzy, progndzy a prip. i stagingu lymfoproliferativhiho onemocnéni jednu z nezastupitelnych roli.
Od pocatku vzniku prvnich klasifikaci malignich hematologickych onemocnéni se postupné
morfologicky a klinicky nahled sdruzuje v komplexni biologicky obraz s pouzitim metod molekuldrni
patologie, ktery umozZnuje kriticky pohled na optimalizaci jak diagndzy, tak i progndzy a predikci
konkrétniho onemocnéni [1-6,18]. V soucasné dobé vyuzivana stratifikovana klasifikace
lymfoproliferativnich onemocnéni [WHO 2008] pohlizi na maligni hematologicka onemocnéni ve vyse
uvedeném kontextu a nese vyznamny prognosticky potencial [1,2,4].

Detekce imunohistochemické exprese proteinli rodiny NF-kappaB vcetné topografie exprese je
jednim z mozZnych faktor( s prognostickym a prediktivnim vyznamem u hematologickych malignit
[7,8,10,18, 21]. K rodiné proteind NF-kappaB nalezi p50/p105, p65/RelA, c-rel, RelB a p52/p100,
které jsou pritomné v cytoplazmé ve formé neaktivnich homodimeru a heterodimer(. Po odstepeni
molekuly inhibitoru oznacovaného IkappaB jeho fosforylaci "up-stream" aktivovanou kindzou IKK a
degradaci proteazomovou cestou dochazi k dedimerizaci NF-kappaB proteinu a jeho jaderné
translokaci, kde plni funkci transkripéniho faktoru. Tato faze jaderné aktivity transkripcniho faktoru
NF-kappaB neni zcela jedoznacné objasnéna, uvaZzuje se o modulaci apoptdzy (regulaci proteint BCL-
2 rodiny - BCL2, BCLXL a A1/Bfl-1, regulaci rodiny inhibitor( apoptdzy IAP - c-IAP1, c-IAP2, a XIAP a
GADD45h) bunééného cyklu a modulaci mikroprostfedni regulovanymi proteiny [9-18].

V soucasné dobé nepfima inhibice (stabilizaci IkappaB) konstitutivni aktivace NF-kappaB inhibitorem
proteazomového komplexu (bortezomib) vykazuje aktivaci apoptotické kaskady a nasledné apoptdzy
a/nebo G1 zastavu bunécéného cyklu, a je schvalena (FDA) pro uziti v terapii jednoho z celé site
malignich hematologickych onemocnéni (mohocetny myelom).

Moznou dalsi klicovou roli iniciace a progrese lymfomageneze hraje overexpresse "cluster" miR-17-

92 s funkci negativniho reguldtoru proapoptotického genu Bim. Cilena experimentdlni inhibice miR-



17-5p, miR-20a (soucast "cluster"” miR-17-92) vedla ke spusténi apoptdzy neoplastické populace
[3,5,19].

V komplexnim biologickém procesu lymfomageneze a naseho nahledu na néj jsme schopni dnesnimi
dostupnymi technikami, at uz rutinnimi nebo experimentalnimi, postupné pozndvat rysy a charakter
prislusnych hematologickych malignit na drovni klinické, morfologické, imunobiologické a
molekuldrné biologické vcetné jejich mozné dalsi evoluce. Soucasné pozndni v této dynamicky se
rozvijejici oblasti mediciny neslouzi jen icelné pro nové klasifikacni postupy, ale ma vidy nedilny
biologicky kontext vcetné aplikace ziskanych poznatk( v cilené ¢i cilenéjsi terapii konkrétniho
lymfoproliferativniho onemocnéni. Pevné vérim, Ze i tato skromna prace napomuze rozsireni aplikace
novych poznatkl popf. metod v bézné praxi a podpofi dalsi rozvoj zajmu nejen v oblasti
lymfoproliferativnich ¢i hematologickych onemocnéni, ale i v SirSim spektru onemocnéni

onkologickych.



Tab. 1 - WHO klasifikace DLBCL [Jaffe et al., 2008]

1. Diffuse large B-cell ymphoma NOS

Common morphologic variants

Centroblastic

Immunoblastic

Anaplastic and other rare morphologic variants

Rare morphologic variants

Molecular subgroups

Germinal centre B-cell-like (GCB)

Activated B-cell-like (ABC)

Immunohistochemical subgroups

CD5-positive DLBCL

Germinal centre B-cell-like (GCB)

Non-germinal centre B-cell-like (non-GCB)

2. Diffuse large B-cell lymphoma subtypes

T-cell/histiocyte-rich large B-cell ymphoma

Primary DLBCL of the CNS

Primary cutaneous DLBCL, leg type

EBV-positive DLBCL of the elderly

3. Other lymphomas of large B cells

Primary mediastinal (thymic) LBCL

Intravascular large B-cell lymphoma

DLBCL associated with chronic inflammation

Lymphomatoid granulomatosis

ALK-positive LBCL

Plasmablastic lymphoma

Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease

Primary effusion lymphoma

4. Borderline cases

B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and Burkitt lymphoma

B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and classical Hodgkin lymphoma




1.1.2. Difuzni velkobunécny lymfom (DLBCL)

Difuzni velkobunécny lymfom (DLBCL, tab. 1) tvofi pfiblizné 30-40% vSech non-Hodgkinovych
lymphom [Anon 1993, Armitage et al. 1998]. Median véku v dobé diagndzy je 7. dekdda [Anon 1993,
Armitage et al. 1998] s lehkou predominanci muzského pohlavi. Potencidlni prognostické a
prediktivni faktory u DLBCL mohou byt ziskavany na podkladé klinickych a morfologickych poznatk(
vCetné zasadniho ptispéni imuhistologického a molekuldrné biologického vysetieni [WHO 2001,

2008].

Histogeneticky vychazi DLBCL z B-lymfocytu v rlizném stadiu svého predpokladaného plvodniho
fyziologického vyvoje. Jeho zakladni morfologickou charakteristikou je dominujici difuzni
rast/infiltrace (formy noduldrniho ¢i mikronodularniho typu rlistu vsak existuji a jsou literarné
popsany), pficemz neoplastickd populace vykazuje typickou velikost jddra shodnou nebo vétsi

s velikosti jadra makrofagu nebo vice nez dvojndsobnou oproti velikosti bézného lymfocytu (Fig. 1-3).
DLBCL muze vznikat de novo jako primarni DLBCL nebo muZe byt soucasti progrese / transformace
méné agresivni B-lymfoidni neoplazie jako sekundarni DLBCL (B-CLL/SLL, FL, MZL, NLPHL). P¥iblizné
60% DLBCL je typicky nodalnich lymfomu, zbyvajicich 40% je lokalizovano extranoddlné, nejéastéji v
oblasti GIT (Zaludek, ileocekdlni pfechod). Charakteristickym klinickym nalezem je rychle se zvétsujici
tumor, at uz v nodalni ¢i extranodalni topografii, ktery mize byt doprovazen B-pfiznaky a také
lokdlnimi pfiznaky dle daného mista proliferace neoplazie. Do diferencidlné diagnostické rozvahy
vzdy spadaji extrameduldrni leukémie, Burkittlv lymfom a blastoidni varianta mantle cell lymfomu

pfi prevazujici stfedni velikosti neoplastické populace.

Nékolik studii vyuZilo vysledkd imunohistologického profilu ke stratifikaci DLBCL [Barranas et al. 2002,
Colomo et al. 2003, Linderoth et al. 2003, McClintock et al. 2003]. NavrZeny byly dva zdsadné odlisné
genové expresni profily [Alizadeh et al. 2000, Rosenwald et al. 2002], které déli DLBCL v prognosticky
signifikantni podskupiny a to v ,,Germinal centre B-cell-like” (GCB) a , Activated B-cell-like” (ABC)
podskupinu. Ocekavané 5-leté celkové preZiti (OS) ve skupiné GCB a ABC je pfiblizné 70%, respektive
39% [WHO 2001].

Prvni publikace popisujici NFkB signalni drahu pochazi z roku 1986 [Sen et al. 1986]. Tato signalni
draha zahrnuje rodinu proteint s funkci transkripéniho faktoru (RelA, RelB, c-Rel, p105, p100, p50,
p52) s duleZitou Ulohou v proliferacni, antiapoptoické aktivité a diferenciaci buriky. NFkB signaini
draha je aktivovdna celou fadou podnétd, zahrnujici i viry a bakterie, a je povaZovana za centralni
mediadtor imunitni reakce a kontroluje expresi mnoha zanétlivych cytokin(, chemokin@, immunitnich

receptord povrchovych adheznich molekul. NFkB signdlni draha reguluje prezivani fyziologického a
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neoplasticky transformovaného B-lymfocytu kontrolou exprese gent bunécné smrti [Karin et al.
2002, Karin et al. 2002]. Konstitutivni aktivace NFkB signdlni drahy nepochybné pfispiva k
lymfomagenezi DLBCL.

1.2.Proteomika DLBCL

1.2.1. Proteomicky profil

1.2.1.1.CD20

B-lymfocytarni antigen CD20 (cluster of differentiation 20) je aktivovany, glykosylovany fosfoprotein,
ktery je pfitomen na povrchu B-lymfocyt(i od stadia pro-B bunék (CD45R a CD117 pozitivni populace)
a jehoZ koncentrace se nasledné zvysuje az do staddia maturované (periferni) B-buriky. Protein CD20
je kddovan genem MS4A1 na chromozomu 11g12 a je (trans)membrdnovym a povrchovym
proteinem, ktery se Ucastni diferenciace B-lymfocytu v plazmocyt. CD20 je exprimovan pouze na B-
lymfoidni populaci od pozdniho stadia pro-B bunék az po stadium pamétovych B-bunék a neni tedy
detekovan na bunkach ¢asného stadia pro-B lymfocytl a na plazmablastech ¢i plazmocytech. Neni
znamy pfrirozeny ligand tohoto proteinu, ktery ma pravdépodobnou funkci kalciového kandlu. Protein
CD20 se ucastni B-imunitni odpovédi proti T-nezavislym antigendim. CD20 je exprimovan u celého
spektra B-lymfoidnich neoplazii (histogeneticky vychazejici z B-lymfocyt(), mlzZe vsak byt

negativni. V takovém ptipadé Ize s Uspéchem vyuzit dalSich ,lineage” specifickych protein(i CD79a a
PAX-5. Exprese CD20 muZe byt téZ detekovana u mnohocetného myelomu, cHL a maligniho

melanomu (neoplastické kmenové buriky melanomu).

1.2.1.2. Bcl-6

B-, cell” lymfomovy protein 6 (Bcl-6) je kddovan genem BCL-6 a nese funkci transkripéniho faktoru se
sekvencné specifickou represi transkripce a s modulaci STAT dependentni odpovédi B-bunék na IL-4.
Protein Bcl-6 je schopen interagovat s dalsSimi korepresorovymi komplexy na inhibici transkripce.
Izoforma s chybéjicim exonem 7 je tvorena kratSi formou proteinu Bcl-6, ktera postrada doménu pro
vazbu k DNA. Protein Bcl-6 je u DLBCL velice ¢asto translokovan nebo podléha hypermutaci. Bézné je
jeho exprese detekovana v germinalnich centrech (GC) sekundarnich lymfoidnich folikuld a u
lymfoproliferativnich onemocnéni, ktera jsou povazovana za histogeneticky vychazejici z GC, jako je
folikularni lymfom (FL), Burkitt(v lymfom (BL), ¢ast DLBCL a Hodgkin(v lymfom s nodularni

lymfocytarni predominanci.
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1.2.1.3.CD10

Protein CD10 (cluster of differentiation 10) nese nékolik synonym a je zndmy téz jako neprilysin,
membranova metaloendopeptiddaza (MME), neutralni endopeptidaza (NEP), ,common acute
lymphoblastic leukemia antigen” (CALLA) s funkci zinek dependentni metaloproteazy kédované
genem MME. CD10 je exprimovan na celé fadé bunék — hematopoetickych progenitorovych
nazyvanych ,,Common Lymphoid Progenitors”, které maji schopnost diferencovat v T-bunky, B-buriky
a NK-buriky, CD10 je exprimovan na B-burikdch GC a u vyvojovych stadii ,early”, pro- a pre-B
lymfoidni buriky. Celd fada hematologickych malignit vykazuje expresi tohoto proteinu, jako jsou
lymfomy derivované z GC — FL, ¢ast DLBCL, Burkittlv lymfom, akutni lymfoblastické leukémie (ALL),
,hairy cell” leukémie (pfiblizné 10%), angioimunoblasticky T-lymfom, chronicka myeloidni leukémie
v blastické krizi (pfiblizné 90%) a ¢ast mnohocetného myelomu. SniZzend aktivita nebo Uplny deficit
proteinu je spojen s depozici amyloidu [ a vyvojem Alzheimerovy choroby. Exprese CD10 je bézné
detekovana u celé fady epitelovych a mezenchymovych neoplazii (svétlobunécny renalni karcinom,
urotelidlni neoplazie, mucindzné cystické neoplazie pankreatu, atypicky fibroxantom, endometrialni

stromalni sarkom, leiomyosarkom, atd.).
1.2.1.4.Bcl-2

Protein B-, cell” lymfomu 2 (Bcl-2) je kédovan genem BCL2 na chromozomu 18 a je soucasti rodiny
regulacnich protein(l Ucastnicich se procesu apoptdzy (anti- a pro-apoptotické proteiny). Konkrétné
Bcl-2 nese funkci anti-apoptotického proteinu, je lokalizovan na vnitfni mitochondrialni membrané a
je povaZovan za onkogen. Existuji dvé izoformy tohoto proteinu (izoforma 1 a 2), které se lisi
schopnosti vazat proteiny BAK a BAD, a také nesou odliSnou antiapoptotickou aktivitu. Aberace genu
BCL-2 jsou popsany v patogenezi celé fady neoplazii (karcinomy plic, prsni ZIazy, prostatické Zlazy,
maligniho melanomu) véetné lymfomd, napf. FL, B-CLL, DLBCL. Patogeneticky fuzni gen (BCL-2/IgVH)
s typickou translokaci t(14;18) je popsan u vétsiny FL a ¢asti DLBCL, dokonce i malé procento
cirkulujicich lymfoidnich bunék v periferni krvi mizZe nést tuto translokaci a ve vétsiné pfipadul se
jedna o zdravé jedince bez znamek lymfoproliferativniho onemocnéni. Nicméné porucha regulace
procesu apoptdzy na podkladé aberantniho genu BCL-2/proteinu Bcl-2 je popsanai u
neurodegenerativnich a autoimunitnich onemocnénich. Exprese proteinu Bcl-2 je béZné vyjadrena

v plastové zéné sekundarnich lymfoidnich folikuld a ve frakci nenadorovych T-lymfocytd lymfatické
uzliny. Exprese Bcl-2 je detekovana u pfiblizné 30-60% DLBCL a ¢astéji u nodalnich nez extranodalnich
forem [de Leval et al., 2003]. Kromé vySe popsané translokace je dalSim mechanizmem overexprese

genu Bcl-2 jeho amplifikace.
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1.2.1.5.CD30

Protein CD30 je membranovym proteinem spadajici pod rodinu receptoru pro ,,tumour necrosis
factor” (TNFR) se synonymem TNFRSF8, ktery je exprimovan na aktivovanych B a T burikach a jsou
popsany jeho dvé izoformy. Ligandy TRAF1-3 a TRAFS5 interaguji s timto receptorem s ndslednou
aktivaci signdlni drahy NFkB. CD30 je pozitivnhim reguldtorem apoptdzy, u autoreaktivnich CD8+ T-
lymfocytl vykazuje snizeni proliferacniho potencialu. Protein CD30 je detekovan u ¢asti DLBCL,
anaplastického velkobunécného lymfomu (ALCL), cHL a také u nelymfoidnich neoplazii, napr.

embryondlniho karcinomu.
1.2.1.6. MUM1/IRF4

MUMZ1/IRF4 protein je ,interferon regulatory factor 4“, ktery je kddovan genem IRF4. Nese funkci
transkripcniho faktoru, ktery se podili na maturaci B a T lymfoidni populace. Bézné je detekovan v B-
lymfocytech vychazejicich z GC, plazmocytech a frakci T-lymfocytt. Cast DLBCL, mnoho&etny myelom
a prolifera¢ni centra B-CLL/SLL vykazuji expresi tohoto proteinu. Malé procento Bcl-6 negativnich B-
lymfoidnich bunék vychazejicich z GC vykazuje pozitivitu MUMZ1/IRF4 a tyto buriky se nachazeji

v apikalni ¢asti svétlé zony germinalniho centra. Exprese MUM1/IRF4 poukazuje na histogenezu
DLBCL z B-bunék pozdné germindlnich ,late-GC” nebo postgermindlnich , post-GC“. Genovy expresni

profil ABC subtypu DLBCL je spojen s expresi MUM1/IRF4.
1.2.1.7. c-Myc

C-Myc protein néleZi k rodiné Myc proteinl s regulacni funkci transkripénich faktora (c-Myc, n-Myc, |-
Myc), mRNA Myc obsahuje IRES (internal ribosome entry system) umoznujici translaci RNA v protein
a to v pfipadé, pokud je 5 -dependentni translace inhibovana, napf. pti virové infekci dané burky.
Myc geny jsou lokalizovany na 8. chromozomu a predpoklada se, Ze ovliviiuji nejméné 15% vSech
genl genomu vazbou na ,,Enhancer Box sequences” (E-boxes) s naslednym navazanim histonovych
acetyltransferaz (HAT's), ¢cimZ ovliviiuje acetylaci histon( a celkovou chromatinovou strukturu.
Nicméné muze hrat i roli transkripéniho represoru pfi vazbé na Miz-1 transkripc¢ni faktor a
odstraniovani p300 koaktivatoru. Konstitutivni exprese Myc protein( vede k neregulované expresi
dalsich gen(/proteind, z nichzZ se ¢ast Ucastni bunécné proliferace (zvysuje expresi cyklinl a sniZuje
expresi p21), apoptdzy (sniZzuje expresi Bcl-2) a bunécéného rlstu (zvysuje expresi rRNA). Myc gen byl
poprvé objeven u Burkittova lymfomu a zde vykazuje typickou translokaci t(8;14) se vznikem fuzniho
genu C-Myc/IgVH. Overexprese Myc podporuje genovou amplifikaci pravdépodobné pomoci DNA
overreplikace. Myc naleZi k silnym protoonkogenim a je velmi ¢asto zvysené exprimovan u celé rady

dalsich nelymfomovych neoplazii (délozniho cipku, tlustého stfeva, prsni Zlazy, zaludku, plic).
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Cytoplasmaticka forma Myc proteinu tzv. Myc-nick vznika ¢astecnou proteolyzou c-Myc a n-Myc
proteinu (proteolyza je konstitutivni, indukovatelna a umoznéna kalpainy) a ma vliv na morfologii
bunky soucasné popsanou acetylaci a-tubulinu. ZvySena exprese Myc-nick proteinu urychluje

terminalni diferenciaci dané bunky.
1.2.2. NFxB signalni draha

Rodina proteind NFkB signalni drahy s funkci transkripénich faktord je cilené studovéna jiz vice nez
dvé desitky let. NFkB proteiny jsou aktivovatelné transkrip¢ni faktory, které hraji dalezitou roli

v regulaci okamzitych kratkodobych a postupné se rozvijejicich dlohoudobych adaptacnich
bunécnych proces, které se fadi k environmentalni plasticité obecné. NFkB rodina reguluje expresi
cytokin(, rGstovych faktorl a efektorovych enzym( v odpovédi na vazbu celé rady ligandl na jejich
pfislusné receptory — T-bunécné receptory, B-bunécné receptory, TNFR, CD40, BAFFR, LtR, Toll/IL-
1R rodinu receptord. A pravé z dlvodu probihajici komplexni aktivace signalni drahy NFkB
(mnohocetné odlisné stimuly buriky s kontextualné propojenou regulaci v cytosolu a karyosolu
véetné epigenetické modulace) je pochopeni jeji integrace v dany jedinécny vysledek vyzvou pro
prislusny vyzkumny tym zabyvajici se timto tématem. NFkB rodina protein( zahrnuje pét ¢len(l a to
p65 (RelA), RelB, c-Rel, NFkB1 (p50/p105), NFkB2 (p52/p100). NFxB proteiny jsou spolecné
charakterizovdny pfitomnosti konzervativni ¢asti 300-AMK Rel homologni domény — RHD, ktera je
lokalizovana u N konce proteinu a je zodpovédna za dimerizaci proteinu, interakci s 1B a vazbu k
DNA. Praveé vazba k kB zabranuje monomerizaci a nasledné translokaci jednotlivych protenint drahy
NFkB do jadra pfislusné burky a timto i udrZuje tuto signdlni drahu inaktivni. NFkB signdlni draha
muze byt aktivovana kanonickou (klasickou) a non-kanonickou (alternativni) cestou. Aktivace
klasickou cestou zahrnuje fosforylaci IkB proteinu 3 podjednotkou IkB kindzového komplexu (IKK).
Alternativni cesta aktivace je spojena s aktivaci kindzového komplexu IKKalfa s fosforylaci proteinu
p100. Fosforylovany IkB je polyubiquitinovdn ubiquitin ligdzou a nasledné degradovan
proteazomovym komplexem. Z vazby uvolnéné monomery NFkB jsou translokovany do jadra, kde se
navazou na specifické sekvence v oblasti promotoru nebo enhanceru cilového regulovaného genu.
V soucasné dobé je popsano sedm ¢len( IkB rodiny proteind — IkBa, IxBp, BCL-3, IkBg, IkBy a
prekurzorové proteiny p100 and p105. IkBa a IkBp jsou vazany k dimerdm p65/p50 or p65/c-Rel a
bylo zjisténo, Ze IkB proteiny maskuji jen sekvenci pro jadernou lokalizaci (NLS) proteinu p65, kdezto
NLS proteinu p50 zUlstava odhalena a dostupna. Dostupnd NLS proteinu p50 je svdzdna se sekvenci
pro jaderny export (NES) v jadre, které jsou soucasti IkBo a proteinu p65 vedouci ke konstantni
vyméné lkBa,/Nf kB komplext mezi jddrem a cytoplazmou, ackoliv “steady-state” lokalizace protein(

NFkB signdlni drahy je vyjddiena v cytosolu. Popsana dynamickd rovnovdha mezi cytoplazmatickou a
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jadernou lokalizaci proteini NFkB je pozménéna degradaci IkBa., ktera je doprovazena ztratou kB
NES s konsekvenéni expozici NLS proteinu p65, a ta vede k dominujici jaderné lokalizaci proteint
NFkB . Degradace IkB je citlivé regulovany proces, ktery je iniciovan specifickou fosforylaci

aktivovanou IKK.

1.3.Transkriptomika DLBCL

1.3.1. Exprese microRNA

MicroRNA jsou skupinou kratkych nekddujicich molekul RNA, které u eukaryont( reguluji genovou
expresi vazbou na komplementarni cilovou sekvenci na 3’'UTR dané mRNA. V soucasné dobé se
predpoklada, Ze 10-30% celkové RNA hraje klicovou regulacni roli v celé fadé signdlnich drah
zahrnujici kontrolu hematopoezy, diferenciace bunék, ¢asovani ve vyvoji (tkané, orgdnu, organizmu),

apoptozy, proliferace bunék a potazmo v dynamice celého vyvoje organizmu.

Potencialni vyznam microRNA molekul v onkogenezi je obecné zaloZzen na recentnim poznatku, Ze
vétsSina lidské microRNA je lokalizovana v oblastech genl, které jsou spojeny s potencidlnim vyvojem
neoplazie a proto se lze i zcela hypoteticky domnivat, Ze dysfunkce téchto drobnych regulacnich

molekul je béZnou soucasti vyvoje maligniho onemocnéni.

Soucasné studie zjistily, Ze microRNA expresni profil je moZné vyuZit pro odliseni jednotlivych
neoplazii a je tedy pouzitelny pro diagnosticky algoritmus neoplazii a navic je odlisny u rliznych stadii
(stage) dané konkrétni neoplazie. V porovnani s analyzou genové exprese je vysetieni expresniho

profilu microRNA validnéjsi metodou.

1.4.Genomika DLBCL

1.4.1. Genovy expresni profil DLBCL

Na urovni genového expresniho profilu a Urovni imunohistochemického vySetrfeni DLBCL je mozné
odlisit tfi zakladni odliSné molekularni subtypy tohoto lymfomu, které (nejspiSe) reprezentuji
predpokladany plivod prvotni klonogenni neoplastické buriky, tedy histogenezu DLBCL.
Molekularnimi podskupinami DLBCL jsou tzv. ,,GCB-like“, ,ABC-like” a ,,Gray-zone“ [Alizadeh et al.
2000, Rosenwald et al. 2002].
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1.4.2. Klonalni pfestavba TCRalg

Detekce klonalni prestavby TCR a Ig je metoda, ktera podstatnym zpUsobem pfrispiva ke stanoveni
kategorizace lymfoproliferativhiho onemocnéni v pfiblizné 5-15% resenych pfipadd [Van Dongen et
al., 1991, Van Krieken et al., 2007]. Samotna metoda a interpretace ziskanych vysledk( prosly zasadni
standardizaci dle rozsahlé studie a ziskanych protokoll evropského konsorcia BIOMED-2 [Van
Dongen et al., 2003]. Biologicky proces klonalni prestavby gent TCR a Ig je v ramci znamych kategorii
lymfoproliferaci [WHO 2008] nadale peclivé studovan, ziskané poznatky jsou nedilnou soucasti
recentniho kritického hodnoceni detekovanych vysledk( [Langerak et al., 2012] a pfislusné studie se
snazi o rozsSifeni standardizace faze pre- a postanalytické, jejiz zaklady byly poloZzeny projektem
BIOMED-2. Proces prestavby gen( Ig a TCR zacind jiz v rannych stadiich vyvoje B, resp. T lymfoidnich
bunék. Pfestavba (ndhodna prestavba) V, D a J genll vede k vytvoreni jedinécnych V(D)J exon( a
potaZzmo unikatnimu spektru antigennich Ig a TCR s odhadovanym moznym vznikem radové priblizné
10" molekul Ig nebo TCR a tedy i s velmi nizkou pravdépodobnosti ziskani identického receptoru Ig
nebo TCR na povrchu daného lymfocytu [Langerak et al., 2012]. Detekce identické prestavby Ig nebo
TCR v lymfoidni populaci tak ukazuje na jeji klonalni evoluci. Jak B tak T-lymfoidni bufiky podstupuji
ve svém vyvoji nékolik diferenciacnich stadii a v oboji populaci probiha hierarchicka prestavba gen
pro lg, respektive TCR [Van Zelm et al., 2005, Dik et al., 2005]. B prekurzorové buriky zacinaji svoji
genovou prestavbu na IGH lokusu, nejdfive v oblasti D-J gen( s nasledujicim pfipojenim V genu,
expresi a kontrolou IgH retezce v preB-bunééném receptorovém komplexu [Langerak et al., 2012].
Poté do prestavby vstupuje IGK lokus s geny V a J, pokud je nelspésnd, dochazi k prestavbé IGL
lokusu taktéZz v genech V a J [Langerak et al., 2012]. Hierarchicka prestavba TCR lokusu, respektive
TCRD lokusu zacina na genech D-D, D-J a VD-J s nasledujici prestavbou TCRG lokusu na genech V-J a
pokud neni ziskan optimalni TCRyd receptor, je iniciovana pfestavba TCRB lokusu na genech D-J a
posléze na genech V-DJ, a pfestavba TCRA lokusu s rekombinovanymi geny V-J [Langerak et al.,
2012]. Vysledkem nahodného procesu rekombinace V(D)J gen(i (doprovazen i ndhodnou inzerci
dalsich nukleotid(l) je jedinecny antigenni receptor Ig nebo TCR, ktery je vysoce afinni k danému
antigenu a nizkoafinni k autoantigeniim. Pokud je vSak porusen ¢teci rdmec tfi nukleotidl (tripletové
kodony) a vznika , out-of-frame” prestavba nebo vznika stop kodon, dochazi ke zcela neefektivni
prestavbé (teoreticky az 75% prestaveb), nicméné vsak soucasné velmi ¢asto probihaji dva pokusy o
prestavbu, tedy na obou alelach prislusného genu, ktera zvysuje Sanci na Uspésnou prestavbu gen(
pro Ig nebo TCR [Langerak et al., 2012]. Lze tedy predpokladat, Ze bialelické prestavby budou (a jsou)
bézné detekovany i u malignich lymfoproliferaci vzhledem k jejich histogenezi vychazejici (nejspise) z
jediného transformovaného lymfocytu, a je tudiz mozné se setkat s monoklonalnimi prestavbami v

kombinaci dvou odlisnych V-(D)J nebo s jednou kompletni V-(D)J a jednou nekompletni D-J
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prestavbou, a nelze je navic interpretovat jako detekci dvou odlisSnych lymfoidnich klon( [Langerak et
al., 2012]. Redlny vyskyt dvou paralelnich neoplastickych lymfoidnich klon dosahuje pfiblizné 5%
malignich lymfoproliferaci [Sanchez et al., 2003, Sanchez et al., 2006] a ve vySetfovaném vzorku je
potvrzen pritomnosti dvou morfologicky, imunohistochemicky nebo flowcytometricky odlisSnych
malignich populaci. Obtizné pfipady mohou pfinaset rozvahu a otazniky nad detekci bialelické
monoklonality nebo biklonality a nebo multiklonality ¢i oligoklonality, pficemz velmi dobrou
pomuckou je peclivé zhodnoceni poctu odlisnych PCR produkt(i na dany lokus [Langerak et al., 2012].
Nicméné pokud pochybnosti pfetrvavaji, je optimalnim feSenim opakovani (duplikace) PCR vysetieni,
které ukaze reprodukovatelnost vysledkd obou kol PCR analyzy v porovnani ziskanych amplikon,
tedy velikosti amplikon( a intenzity jejich signdlu [Langerak et al., 2012]. Zajimavosti je, Ze lokusy IGK
a TCRB jsou vyjmecné tim, ze vzhledem k jejich specifické konfiguraci je mozny soubéh vice prestaveb
(vice nez jedna) na jedné alele s poctem PCR produkt( rovnych nebo vice nez tfi, nicméné je tento
vysledek stdle kompatibilni s pfitomnosti jednoho lymfoidniho klonu. Dlouhodoby zlaty standard
detekce klonality, Southern blot analyzu, nahradila metoda multiplex PCR analyzy dle BIOMED-
2/EuroClonality konsorcia, ktera ziskala vysoky stuper klonalni detekce nejen diky optimalizaci
designu primerd, ale téz implementaci detekce 1G kappa, TCR beta, IGH D-J, TCR beta D-J. Analyticka
faze detekce klonality tak v souc¢asné dobé dospéla ke svému vrcholu a pozornost se nyni presouva
na preanalytickou fazi a fazi interpretace ziskanych vysledku. Drivéjsi vysoky stupern falesSné negativity
byl spojen s limitovanou analyzou klonalni pfestavby, jen s detekci TCR gamma, respektive jen s
detekci kompletni prestavby IGH V-J. Nynejsi snaha vytvoreni postanalytickych algoritmd hodnoceni
vysledkl detekce klonalni prestavby Ig/TCR narazi na fakt, Ze pouZita metoda je kvalitativniho typu a
ne kvantitativni evaluaci. Zasadnimi body v preanalytické fazi optimalizace detekce klonalni prestavby
Ig/TCR jsou kontextudlni klinicky nélez, ziskani reprezentativniho materidlu, uchovani materialu ve
vhodném médiu véetné , handling” materialu, izolace DNA ze vzorku (pole, Cistota a integrita DNA) a
vybér vhodného cile detekce klonalni prestavby Ig/TCR — tedy optimalizovany a standardizovany
preanalyticky , workflow”. NejoptimdalnéjSim materidlem pro detekci klonalni prestavby jsou vzorky
nativni tkané, tkdné mrazené nebo uchované v RNA lateru a nasledné mrazené. BéZné jsou vsak
vzorky suspektni lymfoproliferace dodavany ve FFPE tkanovych blocich, u kterych je oéekdvatelny
vyssi stupen degradace DNA, nicméné i z takto osSetfené tkané lze po Uspésné kontrole Cistoty
(odstranéni PCR inhibitor() a integrity (kontrolni amplikon o velikosti 300bp, s adaptaci koncentrace)
izolované DNA ocekavat validni vysledky PCR vysetteni. Cil PCR vySetfeni klonalni prestavby Ig/TCR se
odviji od predpokladané lymfoproliferace a navrzeny algoritmus je soucasti EuroClonality guidelines.
V ptipadé suspektni B-lymfoproliferace jsou doporuc¢enym cilem tfi odliSné IGH FR a soucasné ¢i
nasledné detekce IGK. Senzitivita detekce klonalniho cile v kombinaci IGH V-J a IGK dosahuje vice nez

95% a zbyvajici pripady s klondlni pfestavbou je mozné detektovat v druhém kole za pouziti IGH D-J a
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IGL [Langerak et al., 2012]. Optimalnim cilem PCR vysetfeni klondlni prestavby TCR u suspektni T-
lymfoproliferace jsou TCRG a TCRB, at uz paralelné ¢i nasledné detekované. TCRD je spole¢né s TCRG
preferenénim cilem analyzy vymezenym jen pro suspektni TCRyd a lymfoblastické T-lymfoproliferace
z divodu mozZné detekce pseudoklonality (TCRD prestavby jsou béhem prestavby TCRA odstranény,
vysledkem je dostatek TCRD templatu s preferen¢ni amplifikaci). Navic detekce TCRD mimo uvedené
kategorie muze vest k detekci redlné klondlni prestavby, ktera neni spojena s maligni lymfoproliferaci
[Beldjord et al., 1993]. Pro detekci klonalni prestavby Ig/TCR pfi dostate¢né integrité DNA jsou
vhodné cile i s vétsimi amplikony (do 300-400bp), jako je IGH FR1, FR2, IGK Kde, TCRB. Pokud je vsak
fragmentace izolované DNA vyssiho stupné, nicméné stale s dostatecnou integritou do 200bp, jsou
optimalnimi cili IGH FR3, IGK V-J a TCRG. IGH D-J a IGK Kde nevykazuji tendenci k somatickym
hypermutacim a jsou vhodnym/vhodnéjsim cilem detekce klonalni prestavby u late/post-GC
malignich B-lymfoproliferaci (extenzivni somaticka hypermutace brani optimalnimu annealingu
pouzitych primer() v ramci komplementarity detekovanych cild klonality. U pfipadd s malym
zastoupenim suspektni maligni B ¢i T populace je zcela zasadnim krokem zvySeni koncetrace
izolované DNA nebo provedeni laserové mikrodisekce suspektnich bunék s naslednou analyzou
ziskané DNA. Béhem hodnoceni vysledk(l postanalytické faze musi byt respektovano nékolik aspekt(,
z nichz klicové jsou ,cross-lineage infidelity” a nespecifické amplifikace [Rothberg et al., 2012, Sproul
et al., 2012, Lenze et al., 2012, Langerak et al., 2012, Groenen et al., 2012]. Falesné negativni
vysledky detekce klonality mohou byt spojeny s jiz vySe zminénou extenzivni somatickou
hypermutaci, rozsahlou degradaci izolované DNA (prevazné FFPE tkané) nebo také s aberantni
prestavbou IGH pfi translokaci t(14;18) a t(11;14), které nejsou amplifikovany v IGH multiplex PCR.
Velikost ziskanych amplikond v multiplex PCR m(iZe byt velmi variabilni (interval 5-95%), nicméné
detekované definované variabilni amplikony (hlavnim dlvodem je proces somatické hypermutace)
stdle predstavuji prikaz klondlni pfestavby a v pfipadé presahu definovaného intervalu amplikonu
(,over”a ,undersized” amplikony) je mozné urcit klonalitu pouze pti absenci nespecifickych produktd
PCR [Rothberg et al., 2012, Vargas et al., 2008, Liao et al., 2010]. Vice detekovanych peakd ¢i bandl
jako vysledek identické V-J pfestavby mlzZe byt soucasti ,,cross-annealing” procesu, kdy rodina V-
specifickych primer( se vazZe na geny odlisné V-rodiny [Van Dongen et al., 2003]. VSeobecnou
nevyhodou multiplex PCR oproti monoplex PCR je relativné vysoké riziko vzniku nespecifickych
amplifikaci v pfipadé malého poctu B/T populace v analyzovaném vzorku a potazmo omezena
kompetice o realny Ig/TCR templat [Van Dongen et al., 2003, Langerak et al., 2012].
EuroClonality/BIOMED-2 guidelines popisuji recentné znamé nespecifické produtky [Van Dongen et
al., 2003, Langerak et al., 2012]. Vétsina lymfoidnich bunék prochazi klonalni prestavbou pfislusného
Ig nebo TCR lokusu na obou alelach (bialelicka klonalni prestavba) a proto detekce dvou bandt ¢i

peakll béZné nepredstavuje biklonalitu. Nicméné realna biklonalita jako biologicky fenomén existuje,
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vyskytuje se pfiblizné v 5% maturovanych malignich B-lymfoproliferaci a v takovych pfipadech je
zapotrebi zjisténou biklonalni pfestabu IGH/IGK korelovat s pfislusnou morfologii,
imunohistochemickym vySetfenim a imunoflowcytometrii [Sanchez et al., 2003, Sanchez et al., 2006].
Specificka konfigurace nékterych lokust Ig a TCR, prevazné IGK a TCRB, mUze vést k viceCetnym
klondlnim prestavbam na identické alele a k detekci az Ctyr riznych prestaveb IGK ¢i TCRB, které jsou
stdle v souladu s pfitomnosti monoklondlni B, respektive T-populace [Langerak et al., 2012].
Limitovany pocet T nebo B bunék ve vysSetfovaném vzorku mize byt pricinou preferenéni amplifikace
a falesné detekované monoklonality, tedy pseudoklonality, kterd mize byt fesena duplikaci
provedené PCR analyzy ke stanoveni reprodukovatelnosti vysledku klondIni pfestavby [Sproul et al.,
2012]. Béhem vystupriované imunitni reakce mlze byt detekovano mnoho klonalnich peakd ci
band(, které vsak souviseji s imunitni klonalni expanzi lymfoidnich bunék a nelze je tedy
interpretovat jako zndmku probihajicitho maligniho procesu [Langerak et al., 2007, Nam-Cha et al.,
2008]. Detekce oligoklonalni T-populace v periferni krvi nebo tkani jedinci ve vyssi vékové kategorii,
u pacientl s imunodeficitem ¢i vimunosupresi predstavuje imunosenescentni vyvoj T-lymfocyt(
(restrikce repertoaru T-bunék), respektive redukovanou nebo suprimovanou produkci T-lymfocyt(
[Van Dongen et al., 1991]. Identické procesy senescence i suprese lIze o¢ekavat i u B-lymfoidni

populace [Langerak et al., 2012].

1.4.3. Somaticka hypermutace u ,normalni” — fyziologické a neoplasticky transformované B-

lymfoidni buriky

,Pre-germinal center” stadium vyvoje B-lymfocytu je spojeno s expresi IgM, IgD a CD5 a expresi
nemutovanych V-gen( IgH. Kompartment pamétovych B-lymfocytl je charakterizovan pfitomnosti
somatickych mutaci V-gen(l. BEhem vyvoje a diferenciace B-lymfocytu geny pro Ig prochazeji
specifickymi zménami. B-lymfoidni prekurzorové bunky vyuzivaji V(D)) rekombinacni proces pro
sestaveni genl regionl VH a VL a pokud jsou tyto B-lymfoidni buriky Gspésné ve vytvoreni funkénich,
affinnich a neautoreaktivnich antigennich receptor(i, pak jsou nasledné uvolnény do periferniho
,kompartmentu“ jako pool perifernich B-lymfocyti — tzv. ,nédive” B-lymfoidnich bunék. V prostiedi
germinalniho centra (GC) sekundarnich lymfoidnich folikull prochazeji geny pro Ig modifikacnim
procesem tzv. ,class-switch” rekombinace (rekombinace na tfidu Ig) a nasledné i somatickou
hypermutaci (bunky ,late-GC“), ktera zajistuje ziskani vyssi afinity Ig daného klonu bunék. V pfipadé
snizujici se afinity k danému antigenu je u této populace B-lymfocytl spusténa apoptdza. Somaticka
mutace V-regionll gen( pro IgH jsou tedy znamkou ,late-GC” B-bunék a i jejich naslednych

vyvojovych stuprili post-GC.
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Vétsina perifernich krevnich B lymfocytl vykazuje expresi IgM (pfiblizbé 90%) a lze ji rozlisit na dvé
skupiny IgD+ (pfiblifné 90%) a IgD- (pfiblizné 10%) B lymfocytd. IgM+ IgD- B lymfoidni buriky vykazuji
pritomnost somatickych hypermutaci genl pro Ig a naopak IgM+ IgD+ B-lymfoidni buriky a non-GC B-
lymfocyty, které neprosly GC, nenesou Zadné nebo jen malo somatickych hypermutaci gent pro Ig.
Praveé tyto B-lymfocyty zahrnuji populaci s ,,naive” a nemutovanym repertodrem imunoglobuling.
Avsak mezi ,class-switched” a ,,IgM-only“ B-populaci se nachazi téZ podskupina IgM+IgD+ B-bunék,
ktera exprimuje téz CD27. CD27 exprimujici B-buriky jsou pamétovymi lymfocyty a pravé IgM+IgD+ a
CD27+ B-lymfocyty béiné nesou somaticky mutované geny pro Ig. Kdezto IgM+ IgD+ a CD27- B-

populace obsahuje somaticky nemutované geny pro imunoglobuliny.

Existuje populace B-lymfocyt(, ktera vykazuje fyziologickou pozitivitu CD5 a tyto buriky prezentuji
hlavni ¢ast B-populace v ¢asném vyvoiji jedince ¢lovéka. Nasledné se béhem Zivota jedince snizuje
zastoupeni CD5 pozitivni subpopulace na pfiblizné 10-25% vSech perifernich B-lymfocyt( .

V dospélosti vétsina ,,class-switched” B-lymfocytl periferni krve exprimuje 1gG a IgA a jsou CD5
negativni. CD5 pozitivni B bunky bézné exprimuji IgM a IgD (90%) a jen v minorité IgM (10%). Prvni
skupina a vétSina z druhé skupiny (IgM ,,only“) nese geny pro Ig bez somatickych mutaci. Vétsina CD5
pozitivnich B-bunék ziskanych od zdravych jedincli obsahuje somaticky nemutované geny pro
imunoglobuliny podobné jako tonzilarni CD5 pozitivni B-populace a vykazuji tvorbu stejného izotypu
lg. B-populace je kaskadou antigeni stimulace atrahovana do GC a somatické mutace jsou vloZzeny do
jejich prestavénych V gent. V mikroprostiedi GC Ize odlisit dvé zakladni B-bunécéné subpopulace —
proliferujici centroblasty a , resting” centrocyty. BEhem ,class switch recombination” ¢ast B-bunék
GC preskupuji geny pro izotyp IgM na IgG, IgA nebo IgE. VHDHIJH segmenty u GC B-lymfocyt(, které
exprimuji pu-fetezce, vykazovaly signifikantné nizsi stupen somatickych mutaci nez tytéz segmenty u
B-lymfocytl exprimujici y-fetézce. Primérné zastoupeni mutaci bylo pfiblizné 2% u B-lymfocytl s p-
fetezci a 4% u B lymfocytd s y-fetezci. Dva zakladni typy B-lymfocytll jsou tvoreny v GC a jsou to
(sekretni, funkéni) plazmocyty a pamétové B-lymfocyty. Antigen specifické, somaticky mutované B-
lymfocyty produkované béhem T-bunécné dependentni imunitni reakci bézné preskupuji geny pro
imunoglobulin IgM na jiny izotyp. Soucasné studie na ,class-switched” B lymfoidni populaci ukazuji,
Ze témér veskeré tyto bunky nesou somaticky mutované V geny. Somaticky mutované V geny jsou
také detekovany u IgM exprimujicich bunék, a to u IgM ,,only” a u IgM+ IgD+ CD27+ podskupiny B-
lymfocytl. IgM ,,only” B-buriky jsou ,resting” populaci, ktera neexprimuje Zadny z marker( populace
GC - CD10, CD38 nebo CD77 a neexprimuji ,,aktivacni“ molekuly - CD25, CD71. Po aktivaci receptoru
CD40 a spusténi prislusné signalni drahy tvofi ,class switched” a IgM ,,only” B-bunky daleko vice
solubilnich imunoglobulinl neZ aktivované ,naive” B-bunécné populace. Vyznamnym rozdilem mezi

IgM ,,only“ a ,class switched” populaci B-bunék je dvojnasobny rozdil v primérném objemu
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somatickych mutaci pfislusnych prestavénych gen( pro imunoglobuliny, které dosahovaly pfiblizné
2% u IgM ,,only“ a 3,9% u ,,class switched“ B-populaci. Dosud neexistuje pfimé potvrzeni, Ze IgM
,only” buniky reprezentuji populaci pamétovych B-bunék derivovanych v GC, ale zastoupeni
somatickych mutaci gen( pro Ig je u IgM ,,only” a IgM pozitivnich B-bunék germinalniho centra
obdobné (cca 2%) a také u ,class-switched” perifernich B-bunék a B-bunék z GC bylo zjisténo
obdobné zastoupeni somatickych mutaci (cca 3,3- 4%). Inicialné jsou Ig-M exprimujici B-buriky
atrahovany v pamétovy kompartment a jsou nasledovany ,class switched” populaci B-bunék. Tyto B-
bunky projdou nékolika koly somatickych mutaci, na které navazuje selekce B-bunék dle afinity
produkovanych imunoglobulint (cilem je tedy ziskat co nejafinnéjsi strukturu imunoglobulint). IgM+
IgD+ CD27+ B-lymfocyty jsou tfeti potencialni podskupinou pamétovych bunék (ke kterym nalezi
skupina ,class switched” a IgM ,,only” B-bunék) ktera je CD23 negativni a nese obdobny objem
somatickych mutaci jako IgM ,,only” populace (cca 2%). Pamétové B-lymfocyty ,,class switched” a IgM
»only” zahrnuji pfiblizné 10-15% perifernich B-lymfocytl (B-lymfocytl periferni krve). IgM+ 1gD+
CD27+ B-buriky jsou pravdépodobné generovany GC-dependentni a GC-independentni cestou.
Efektorové sekrecni plazmatické bunky — efektorové buriky humoraini imunity — mohou byt téz
vytvareny GC-dependentnim a GC-independentnim zplsobem, avsak prevazna vétsina plazmatickych

bunék ma plvod v kompartmentu germinalniho centra.

Somatické mutace V-genu u lidskych malignich B-bunék (vybrané B-nonHodgkinské lymfomy — B-
NHL) dosahuji 0% u nemutovanych forem B-CLL (IgM+IgD+), 1-10% u mutovanych forem B-CLL
(IgM+/-, 1gD+, 1gG+), 3,7-8,0% u lymfomu z marginalni zény - MZL (IgM+) a 2,0-25,9% u DLBCL NOS

1.5.Proces nazyvany ,homing“ lymfoidnich bunék

“Homing“ lymfoidnich bunék je proces, jehoz podkladem je koordinovana lymfocytdrni migrace a
recirkulace v mikroprostredi, které kontroluje jejich diferenciaci, preZziti a distribuje imunologicky
,repertoar” véetné cilujicich efektorovych lymfocytl k mistu antigenni stimulace. Lymfocytarni
homing je proces o mnoha krocich, ktery vyuzivd chemotaxi a bunéénou adhezi. A pravé diseminace
neoplastické populace lymfomu je bézné a spise konzervativnim fyziologickym chovanim nez
odrazem biologické progrese tohoto typu neoplazie obecné. Charakteristické vzorce diseminace
lymfomu casto pripominaji zakladni proces homingu lymfocyt(, coz vysvétluje pfisné tkarnové
specifickou diseminaci , napf. u slizni¢nich lymfoma, koznich lymfom( a mnohocetného myelomu.
Pochopeni molekularniho mechanizmu, ktery je souc¢asti homingu, mize ptinést zasadni nové
poznatky pfirozeného chovani lymfoidni neoplazie, ale také ptispét k optimalizované;jsi diagnostice a

oznacit nové potencialni cile terapie lymfomd.
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Dvéma zakladnimi pilifi lidského organizmu proti mikrobialni invazi jsou specifické rozpoznani ciziho
antigenu a efektivni imunologicky dohled. Proces evoluce je podkladem Sirokého spektra antigenni a
tim i receptorové skaly a zaroven i podkladem vlastnosti lymfoidnich bunék — kromé jiného jsou
obdareny vysokou motilitou a migracni schopnosti. Jiz pred ¢tyfmi desetiletimi byla Gowanem a
Knightem objevena recirkulace maturovanych lymfocyt(, které se kontinualné premistuji z periferni
krve do tkani a zpét do krevniho obéhu. Tato recirkulace je regulovdana mechanizmem, ktery
umoznuje lymfocytim diapedezu na prisluSném misté a sméruje jejich migraci na cilovou destinaci

v tkani. PFimo ve tkani vykazuji lymfoidni buriky charakteristickou ameboidni formu bunééné migrace,
ktera je fyzikalné optimalizovanym typem pohybu umoziujici snadny modus migrace do tkdni a mezi
jednotlivymi typy tkani a tkanovymi kompartmenty. Lymfocytarné-endotelidlni rozpoznavaci proces
hraje nezastupitelnou roli kontrolujici pfistup specializované podskupiny lymfocyt( do prislusné
tkané a tkani a tak ovlifujici vyvoj mistni imunitni reakce a reakce zanétlivé. Na molekularni drovni je
proces homingu regulovan adheznimi molekulami v souhte s chemokiny. Lymfocytarni bunky a
endotelie specificky programuji expresi svych adheznich molekul, chemokint a receptorl pro
chemokiny, coZ dovoluje selektivni migraci lymfocyt do specifickych funkénich kompartmenti
imunitniho systému. Celkova distribuce neoplastické lymfoidni populace zavisi na rovnovaze mezi

vstupem do kompartmentu, proliferaci a retenci /vystupem v daném kompartmetu.
1.5.1. Migrace lymfoidnich bunék

Bunécna migrace je univerzalnim procesem a celd fada bunék md schopnost a moznost migrace
béhem svého vyvoje a diferenciace. Tento typ migrace je esencialni pro tkdnnovou morfogenezi,
leukocytarni cirkulaci, epitelidlni obménu a obecné regeneraci a reparaci. Deregulace bunécné
migrace je proces probihajici v neoplazii béhem jejiho vyvoje a diseminace, ma tedy podstatny podil
na nadorové invazi a metastazovani. Existuje bunécné specificky typ migrace a dnes rozpoznavame
nejméné 3 charakteristické typy migrace bunék a to mezenchymalni a améboidni typ migrace
jednotlivych bunék, tfetim typem je soupohyb bunék nazyvany kolektivni migraci. Jsou zndmé
nékteré z molekul, které hraji krucidlni dlohu v migraci bunék véetné kontroly této migrace a v uréeni
specifického typu bunééného pohybu. Mezi tyto molekuly ndleZi 31 a B3 integriny, resp. jejich rodiny,
které umoznuji interakci s extraceluldrni matrix (ECM), matrix metaloproteindzami (MMP) a
serinovymi proteindzami (UuPA/uPAR), jeZ jsou zodpovédné za degradaci ECM. Taktéz dalsi molekuly
se podili na bunécné migraci - cadheriny a asociované molekuly, které udrzuji stabilni intercelularni
adhezi, signalni molekuly, které udrzuji stabilitu a aktivitu aktinového cytoskeletu — malé GTPazy
RhoA, Rac a Cdc42 a jejich ,downstream” efektorové molekuly. BEhem mezenchymalni migrace,
ktera patfi k jednomu z archetypl bunécné migrace, buriky vyuZivaji sekvenci zmén, které zahrnuji (1)

bunécnou polarizaci (umoznéna lokaIni polymerizaci aktinu s vytvofenim hlavniho pseudopddia), (2)
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ukotveni tohoto pseudopddia k ECM ligandlim via B1 a B3 integrinovych nakupeni (fokaIni adheze),
mista interakce, kterd vyuzivaji cytoplazmaticky adaptor, signalni a cyoskeletdlni proteiny a
povrchové protedzy jako napf. MMP a uPA/uPAR komplexy, (3) lokalni proteolyzu ECM, rozsiteni
prostoru pro bunécny pohyb vpred, (4) aktivaci kontraktilnich proteinl (napf. myosin Il) a nasledné
zkraceni membranové ukotvenych aktinovych filament, (5) kontrakci buriky — retrakce zadniho pélu
bunky s dopfednym pohybem. Tento pétistupnovy migracni program je typicky pro pohyb jednotlivé
bunky — fibroblasty, keratinocyty, neoplastické buriky, které prosly epitelidlné mezenchymalni tranzici
(EMT), a tento pohyb je migraci s nizkym stupném rychlosti, pfiblizné 0,1 — 2,0 um/min. Kolektivni
bunéény pohyb vyuziva identicky zavislou migraci na integrinech a proteazach, kde bunécné junkce
jsou stabilizovany cadheriny a ,,gap-junctions”. Soucastné studie poukazuji, ze lymfocyty nespadaji do
skupiny bunék s ,klasickou” pétistupriovou bunéénou migraci. Lymfocytarni populace vykazuje
charakteristickou formu bunécné migrace, ktera byla nazvdna améboidni. U tohoto typu bunééného
pohybu je integrinem zajistovana adheze parcialné rozvolnitelnd a fokalni stabilni kontakty nejsou
vytvoreny. Pohyb lymfoidni buriky je umoZnén kratkodobymi, relativné malo intenzivnimi
interakcemi se siti stromalnich bunék v zdnach T a B bunécné populace lymfoidni tkané. Chybéni
fokalnich kontakt( a vysoka deformovatelnost lymfocytl dovoluje bunécny pohyb s velkou rychlosti,
pfiblizné 2-30 um/min. Rychld deformovatelnost lymfoidnich bunék jim dovoluje projit matrikalnimi
bariérami diky fyzikalnim mechanizm(m — kontaktnim vedenim (adaptace bunécného tvaru

k prislusné matrix), ,,elbowing” (extenze bocnich ,,foodholds”), kontrakéni prstence (zizeni a
protaZeni bunék skrz tésné prostory). Migrace lymfocytarnich bunék je umoznéna tvarovou zménou,
lymfocyty vyuZivaji fyzikalnich mechanizmi nezavislych na proteazach, které umoznuji relativné
snadny bunécny pohyb k riznym tkanovym kompartmentim a mezi rlznymi tkanovymi
kompartmenty. Lymfocyty vystupuji z krevniho obéhu diky sérii interakci s cévnimi endoteliemi ve
specializovanych postkapilarnich venulach, které se nazyvaji ,high endothelial venules” (HEV) a tyto
cévy se nachazeji v lymfatickych uzlinach a v Peyerovych platech. Prvnim krokem je malo adhezivni
primknuti k endoteliim, tzv. “tethering”, které vede k ,rolovacimu” pohybu lymfocytu po pfislusnych
endoteliich. Lymfocytarni rolovani je umoznéno molekulami, které nalezi do rodiny selektin( a tyto
jsou lokalizovany na vrcholcich mikroklkd bunééné membrany a dovoluji efektivni interakce se
sialomucinovymi ligandy. Lymfocytarni ,rolling” je pfechodny, reverzibilni a pod chemokinovou
signalizaci / stimulaci vede k aktivaci integrinG. Heparansulfatové proteoglykany exprimované na
endoteliich a extracelularni matrix pfispivaji k aktivaci integrint a podileji se na zahajeni procesu
diapedeze prezentovanim chemokinl prislusnym receptorlim. Interakce G proteinu spojeného

s receptorem s naslednou aktivaci celé rady signalnich molekul (napt. PI3K, CXCL10, CXCL12,

CXCL13, CCL21, CCL17) zesiluje afinitu a aviditu lymfocytarnich integrind, coz vyustuje ve velmi rychlé
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zachyceni lymfoidnich bunék (fddové ms) v krevnim proudu. Specifické integriny (LFA-1 - alLB2, a4pl,
a4P7) umoznuji vytvoreni stabilni adheze a zahajuji migraci lymfocytd skrz sténu pfislusné cévy. Tato
transmigrace je dale podporovana interakci s junkénimi adheznimi molekulami (JAMs), PECAM-1
(CD31) a CD99. Tkanové lymfocyty jsou schopny rozpoznat gradient chemoatraktantu a zacilit svoji
migraci k pfislusnému cilovému mistu. Vystup tkariového lymfocytu do cirkulace je vicestupriovy
proces interakce lymfocytu a endotelii (rolling, activation, adhesion, diapedesis) a je pfedurcen
unikatni kombinaci adheznich molekul a chemokinovych receptor(i na bunééném povrchu, podobné
jako kli¢ patfici ke svému zamku. Tato domovska zndmka ,,homing signature” umoznuje pfislusné
burice rozpoznat své misto vystupu do krevniho recisté pravé na specializované endotelidlni
,adrese”, kterd vykazuje expresi relevantnich ligandl a tak umoznuje tkanoveé specificky ,homing“.
Lymfocytarni homingova signatura je zavisla na stadiu diferenciace a antigeni stimulaci / zkusenosti
lymfocytu. Maturované ,ndive” lymfocyty vykazuji jednoznacné znamky tropizmu k rlznym
sekundarnim lymfoidnim organiim a nevyskytuji se obecné v nelymfoidnich topografiich. Ta B
bunécéné lymfoidni prekurzory béhem pozdnich stadii své ontogeneze v thymickém kompartmentu a
kompartmetu kostni dfené up-reguluji L-selectin a taktéZ chemokinovy receptor CCR7. Ligandy
téchto receptort — ,, peripheral lymph node addresin“ (PNAd) a chemokin CCL21 — jsou exprimovany
na lumindlnim povrchu HEV. Naivni lymfocyty také exprimuji integrin a4p7 - dalezity mediator
lymfocytarniho rolingu a adheze v topografii ,gut-associated lymphoid tissues” (GALTSs).
Kombinovana exprese L-selectinu, a4B7, LFA-1 a CCR7 dovoluje naivnim lymfocytlim pfistup jak

do periferni lymfoidni tkané, tak i do GALTSs, coz zajistuje ucinny dohled téchto ,kfiZovatek”
imunitniho systému. Pfi absenci antigenni stimulace vycestovavaji naivni lymfocyty ze sekundarnich
lymfoidnich tkani cestou eferentnich lymfatickych cév a navraceji se k recirkulujicimu lymfocytarnimu
,poolu“. Naopak antigenni stimulace blokuje tento vystup a nasleduje klonalni expanze antigenné
specifickych lymfocytl a jejich diferenciace ve funkcéné specializovanou efektorovou lymfoidni
populaci nebo populaci pamétovych bunék. Jako integralni ¢ast tohoto diferenciaéniho procesu
lymfocytll je ,homing signature” revidovana na unikatni kombinaci adheznich molekul a
chemokinovych receptord dovolujici preferencni vystup z krevniho proudu do mista lymfoidni tkané,
kde dochazi k inicidIni aktivaci pfislusSného lymfocytu. Navic nové ziskany ,homing” profil umoznuje
danému lymfocytu opustit krevni proud do nelymfoidni tkané, kterd je drénovdana pfislusnou
regionalni lymfatickou uzlinou. Kompletni molekuldrni mechanizmus kontrolujici reprogramovani
,homing signature” lymfocytl neni v soucasné dobé zcela znam a plné vysvétlen. Recentni studie
ukazuji, Ze interakce s dendritickymi burikami (DCs) hraje nezastupitelnou roli, napt. priming
lymfocytl slizniénimi DCs (stfevni sliznice) zvySuje expresi o437 a CCR9, molekul, které zahajuji

specificky homing do topografie stfeva. Naopak aktivace lymfocytl koZnimi DCs sniZzuje o437 a CCR9
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a zvysSuje expresi kozniho homing receptoru — ,, Cutaneous lymphocyte antigen” (CLA). Nejznaméjsi a
nejlépe popsané drahy homingu lymfocytd jsou ty, které umoznuji homing v ,gut-associated lymhoid
tissue” (GALT) a ,,skin associated lymhoid tissue” (SALT). Jak klze, tak i stfevni sliznice predstavu;ji
bariérové tkané, které jsou exponovany velkému mnoZzstvi antigenu. Je tedy predstavitelné, Ze tyto
specializované homingové cesty se vytvorily pro oddéleni intestinalni a koZni imunity, které ochranuji
robustni sekundarni imunitni odpovédi pfed tkanové vazanymi (tkdnovy tropizmus) patogeny.
Efektorové/pamétové T-lymfocyty se specifickym homingem ke stfevu a kiizi mohou byt lehce
identifikovany v krvi zdravych darct diky jejich exkluzivné odliSné expresi a437 a CLA. Tyto molekuly
umoznuiji ,rolling” diky interakci s jejich endotelidlnimi ,counterreceptory”, respektive MAdCAM-1 a
E-selektinem. Po chemokiny zesilené aktivaci zpUsobuje integrin a4p7 ,arrest” (uvéznéni)
intestinalniho lymfocytu na endotelu. Navic kromé zprostfedkovani T-bunééného homingu do stfeva
hraje a4p7 zasadni roli i v migraci B-lymfocytd a plazmablast(i do Peyerovych plak(i a do stfevni
lamina propria. Na rozdil od stfevnich a koZnich homingovych efektorovych pamétovych bunék
udrzuje populace tzv. centralnich pamétovych bunék svoji expresi L-selektinu a CCR7 a zlistava

v recirkulaci skrze periferni lymfatické uzliny. Kromé tkanoveé specifické exprese adheznich molekul
hraje klicovou roli v homingu kozZnich a intestinalnich T-lymfocyt(l i topograficky specificka produkce
chemokin(. CLA pozitivni T-buriky selektivné exprimuji CCR4 a CCR10, jejichZ ligandy CCL17 a CCL27
jsou prezentovany na luminalnim povrchu postkapilarnich venul kiiZze. Blokovani téchto chemokint
nebo jejich receptort znemoziiuje migraci CD4+ lymfocytd do kiZe. CCR9 a jeho ligand CCL25 nesou
analogickou ulohu u migrace T-bunék do stfeva. CCR9 je exprimovan podskupinou T-bunék

s vyraznou expresi o437 tak jako u T-lymfocytl vystelky a lamina propria tenkého stfeva, zatimco
CCL25 je produkovan vystelkou krypt tenkého stfeva a je prezentovdn na luminalnim povrchu
endotelidlnich bunék intestinalnich postkapilarnich venul. Blokovani CCL25 inhibuje akumulaci
antigen specifickych efektorovych T-lymfocytl ve sliznici tenkého stfeva. Migrace B-lymfocytl do
lymfatickych uzlin vyZaduje kombinovanou expresi CCR7 a CXCR4 na povrchu B-lymfocyt(. Vstup do
Peyerovych platli navic vyZzaduje expresi CXCR5. Ligandy CCL21 a CXCL12 jsou Siroce exprimovany na
HEV, zatimco ligand CXCL13 je pfitomen pouze selektivné na HEV Peyerovych platl. Interakce ligandu
CCL25 a receptoru CCR9 prispiva také k migraci IgA plazmablastl do tenkého stfeva. Migrace
plazmablasti je dale ovlivnéna epitelidlnim chemokinem CCL28, ktery se vaze na receptor CCR10
plazmablasti. CCL28 je také exprimovan na epiteliich sliznic v jinych topografiich, které nélezeji
obecné k slizni¢nimu imunitnimu systému. Jakmile lymfocytarni populace respektive jednotlivé
lymfocyty opusti krevni proud, jsou atrahovany ke své specifické tkani a jejimu mikroprostredi
gradientem rozhodujiciho chemokinu. Ligand CXCL13 je specificky exprimovan folikularné

dendritickymi burikami (FDC’s) a ztrata jeho funkce vede k poruseni vyvoje primarnich lymfatickych
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folikulG a germindlnich center sekundarnich folikulG. Uvniti germindlniho centra pravé a4f1
v souhte s LFA-1 umoznuje interakci B-bunék s FDC’s. Tyto interakce kontrolované B-bunéénym
receptorem a mediované integrinem inhibuji apoptézu B-bunék gemindiniho centra a mohou byt

jednim ze zasadnich krokd v tzv. afinitni maturaci lymfoidnich bunék.
1.5.2. Molekularni podstata diseminace lymfom(

Celd fada klinickych pozorovani vede k zavéru, Zze zachovaly homing program neoplastické lymfoidni
burniky umoznuje empiricky znamou diseminaci non-Hodgkinovych lymfom (NHL), napt. B-chronické
lymfocytarni leukémie/malobunééného lymfocytarniho lymfomu a mantle-cell lymfomu, které
obvykle vykazuji systémovou diseminaci v dobé diagndzy. Zatimco NHL, které vychazeji z lymfocytl u
nichZ probiha aktivni proliferace a diferenciace, napf. DLBCL a Burkittlv lymfom (BL), jsou inicialné
Casto a typicky pouze lokalnim procesem. Neoplasticka diseminace do mist traumatu nebo zanétu je
beZné pozorovana u pacientl s diagndzou neoplastického lymfoproliferativniho onemocnéni a
podporuje hypotézu specifického ovlivnéni migrace neoplastickych bunék lokalné produkovanymi
chemokiny a aktivovanymi endoteliemi. Extranodalni lymfomy vznikajici v GALT (gut-associated
lymphoid tissue) nebo v kizi (SALT) vykazuji silnou tendenci k diseminaci do oblasti sliznice GIT resp.
do kilize, eventudlné mohou infiltrovat regiondlni lymfatické uzliny, které se podileji na fyziologické

recirkulaci jejich nenaddorovych protéjska.

A jaky podklad vyuZiva diseminace T lymfom0? Virtualné vsechny maturované T-bunécéné lymfomy
jsou derivovany z pamétovych T-bunék (CD45R0+) a jsou oznaceny jako periferni T-bunééné lymfomy
oproti centralnim / thymocytarné derivovanym prekurzorovym T-lymfomdam. Periferni T lymfomy
predstavuji heterogenni skupinu neoplazii zahrnujici nékolik dobfe definovanych jednotek

s vyhranénymi molekularnimi, patomorfologickymi znaky a klinickou prezentaci. Charakteristika
téchto neoplazii v misté vzniku (primarni misto) a v mistech jejich diseminace (sekundarni
metachronni mista) byla jiz poznana, resp. byla rozpoznavacim znakem a dalezitym kritériem pro
klasifikaci lymfom0 na odlisné / vyhranéné klinicko-patologické jednotky. Tato historicky dana
empiricka praxe muze byt dnes podloZena i molekularni podstatou procesu. Kozni T lymfomy (CTCL)
predstavuji dobry pfiklad typu lymfomu vykazujiciho tkanoveé specifickou diseminaci. CTCL bézné
exprimuji jak kozni lymfocytarni homing receptor CLA, tak i chemokinovy receptor CCR4 ¢asto

v kombinaci s CCR10 a/nebo CXCR3. Exprese téchto receptord na neoplastickych lymfocytech
pritomnych nejen v klzZi, ale také na cirkulujicich v periferni krvi umozniuje témto bunkam efektivni
homing do topografie kiZe. Neoplasticka populace mycosis fungoides (MF) a Sezaryho syndromu
(SS), pfibuzné CTCL subtypy, vykazuji velmi odliSnou homingovou signaturu, ktera koresponduje

s odlisSnymi typy diseminace typické pro tyto dva lymfomy. Mycosis fungoides vykazuje
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charakteristicky minimalni nebo Zadnou infiltraci lymfatickych uzlin béhem vzniku a vyvoje této
neoplazie a neoplasticka populace vykazuje nizkou hladinu exprese PLN homingovych receptor( L-
selectinu a CCR7. Béhem progrese MF je infiltrace lymfatickych uzlin spojena se ztratou kozné
specifickych receptor( a se zvySenou produkci CCR7. Pro SS je obvyklé rozsahlé systémové postizeni.
Neoplastické lymfoidni buriky SS koexprimuji signatury pro kozni homing a homing do perifernich
lymfatickych uzlin - L-selectin + CCR7 a CLA + CCR4. Z hlediska neoplastické disseminace predstavu;ji
intestinalni T-bunécéné lymfomy (ITLs) zrcadlovy obraz svych koZnich protéjskl (CTCLs). ITLs, které
jsou velmi ¢asto spojeny s enteropatii, exprimuji slizni¢ni receptor pro homing a4p7, ktery jim
umoznuje interagovat s MAdCAM-1 na endoteliich slizni¢nich postkapilarnich venul, ale postradaji
CLA a L-selectin. Obecné exprimuji integrin aEB7, ktery umoziiuje interakci s E-cadherinem
epitelialnich bunék stfevni sliznice. Soucasna data predpoklddaji, Ze s enteropatii asociované T-
lymfomy neexprimuji chemokinovy receptor CCR7, ktery hraje ulohu v infiltraci PLN. Nodalni forma T-
lymfomU prezentuje heterogenni skupinu nador(, které mohou byt subklasifikovany na odlisné
,vyhranéné“ jednotky na Grovni molekuldrné biologické, patologické a klinické. Cast téchto nodélnich
T-lymfom( pravdépodobné vychazi z ,poolu” centralnich pamétovych T-bunék, coz je spojeno

s dominujici expresi L-selectinu a sou¢asnym neexprimovanim receptoru pro kozni homing — CLA a
receptoru pro slizni¢ni homing - a4p7. Anaplasticky velkobunéény lymfom (ALCL) je L-selectin
negativni a tato negativita je pravdépodobné spojena s ,,aktivovanym® fenotypem neoplastické

populace.

Expresni profil chemokinovych receptord nodélnich T-lymfomU neni zcela zndm a popsan, nicméné
v soucasné dobé dostupné informace predpokladaji odliSnou expresi u jednotlivych podtyp( T-
lymfom(. CCR4 je receptor pro koZzni homing a je detekovan pouze na minorité nodalnich T-lymfomu
a priblizné polovina téchto neoplazii exprimuje Th1l chemokinovy receptor CXCR3 a/nebo CCRS5.
Exprese téchto receptorl byla u perifernich T-bunéénych lymfom( NOS (PTCLU) spojena s lepsi

progndzou.

Diseminace B-bunécénych lymfomu je zaloZena na odlisnych zdkladech cest pohybu neoplastické B-
lymfoidni buriky a to vzhledem k odli$né roli B-lymfocyt( v imunitni odpovédi/reakci oproti T-
lymfocytiim. Uspé&$ny antivirovy imunitni dohled (proti virem infikované populaci bunék) vyzaduje
efektorové T-bunky, které disponuji moznosti pfimého fyzického pristupu k nelymfoidnim tkanim a
cilovym infikovanym burikdm. Efektorové B-lymfocyty jsou maturované plazmocyty, jejichz ukolem je
produkce specifickych protilatek v daném regionu / topografii a tyto protilatky (Ab’s) jsou
»solubilizovany" v télnich tekutinach a mohou tak pUsobit na riznou vzdalenost. Nutnosti Uspésné
funkce protilatek je migrace B-bunék, potazmo plazmocytl, do periferni oblasti mista s chronickym

zanétem s mistné perzistentni antigenni stimulaci (Borrelia Burgdorferi v oblasti kliZze, Helicobacter
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pylori v oblasti Zaludku, Sjégrenlv syndrom v oblasti slinné Zlazy). Tato perzistujici antigenni
stimulace bézné vede k ,,neoformaci“ organizované lymfoidni tkané s mistni expresi vaskularnich
adresin( a chemokind, které jsou zcela béznou, ,fyziologickou” soucasti somatické lymfoidni tkané.
V mistech dlouhodobé / chronické antigenni stimulace, at uz se jedna o jiZz zmifiovanou topografii
klGze, Zaludku, slinné zlazy Ci i napt. orbity, mize dojit k procesu lymfomageneze a nejcastéjSimi typy
B-lymfom{ v téchto lokalitach jsou lymfom z marginalni zony MALT-typu a folikularni lymfom. Naivni
B-lymfocyty pottebuji recirkulovat zcela volné v periferni a slizni¢ni lymfoidni tkdni tak, aby mély co
nejvétsi prileZitost setkat se s antigeny, kdezto pamétové B-buriky a plazmocyty vyzaduji migraci do
své domovské a specifické sublokalizace periferni a slizni¢ni lymfoidni tkané vzhledem k jejich
efektorové funkci. B-lymfocyty taktéz upravuji svoji homing signaturu k danému specifickému stadiu
vyvoje. Tento maturacné zavisly homingovy profil je pfevazné dobfe zachovan u B-lymfom( a
predurcuje diseminaci konkrétniho B-lymfomu, napf. naivni B-lymfocyty koexprimuji PLN-homingovy
receptor L-selectin a intestindlni-homingovy receptor a4p7, a pravé tato kombinovana exprese byla
zjisténa u ¢asti mantle-cell lymfomu — lymfom( z plastové zony (MCL), které bézné postradaji
somatické hypermutace ve svych genech pro variabilni ¢ast imunoglobulinu, coZ poukazuje na jejich
puvod derivovany z naivnich B-lymfocytl. Exprese a4B37 u MCL je spojena se zvlastnim typem
klinického obrazu infiltrace, ktery je nazyvan maligni lymfomatdzni polypdzou (MLP). Pro MLP je
charakteristické multifokalni postizeni gastrointestinalniho traktu (GIT) a rozsahla infiltrace
lymfatickych uzlin. K adheznimu profilu MCL se pfidava téz profil chemokinovych receptort zahrnujici
expresi CCR7 a CXCR4, které opét pfispivaji k diseminaci MCL do oblasti sliznic GIT a lymfatickych
uzlin. Intestinalni homingovy receptor o437 ma zasadni tlohu v homingu pamétovych B-lymfocytl a
plazmocytl produkujicich IgA do oblasti marginalni zony Peyerovych plat(, respektive stfevni lamina
propria. Maligni protéjsky - extranoddlni B-lymfom z margindlni zény MALT typu exprimuje a4p7 a
koexprese L-selectinu ,udrzuje” tento lymfom lokalizovany a diseminujici pouze v topografii sliznice.
Taktéz primarni GIT folikularni lymfom exprimuje a4p7 a je ¢asto IgA pozitivni oproti jeho nodalnimu
typu, nicméné DLBCL a Burkittlv lymfom v primarni GIT lokalizaci neexprimuji a4p7 a jejich primarni
GIT lokalizace je nejspiSe spojena s expresi jiného homingového profilu, ktery taktéz udrzuje GIT
lokalizaci. K hlavnim chemoatraktantim B-lymfocytl nalezi ligandy CXCL12 a CXCL13, které jsou
prezentovany na povrchu endotelii HEV lymfatickych uzlin a Peyerovych platd, a jsou pfitomny i na
vystelce cév podobnych HEV (HEV-like vessels) na mistech lymfoidni neogeneze, napf. chronicky
zanét / reaktivni lymfoproliferace u infekce Borrelia Burgdorferi a Sjogrenova syndromu. Ligand
CXCL12 navadi CXCR4-pozitivni B-lymfocyty do ,,tmavé“ oblasti (dark zones) GC sekundarnich folikuld,
kdeZto ligand CXCL13, ktery je tvoren folikularné dendritickymi burikami (FDC’s) lymfoidnich folikuld,

atrahuje CXCR5 pozitivni B-lymfocyty do ,,svétlé“ oblasti (light zones) GC sekundarnich lymfoidnich
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folikull. Chemokinové receptory CXCR5 a CXCR4 jsou exprimovany u vétsiny B-lymfoidnich neoplazii
zahrnujici B-CLL, HCL, MCL, MALT lymfomy, FL a DLBCL a tyto receptory ovliviiuji migraci/diseminaci
téchto lymfomu. Ektopicka exprese chemokinl v misté chronického zanétu s konsekvenci lokalni
lymfoidni neogeneze je pravdépodobné klicovym faktorem selektivniho neoplastického homingu
lymfom( do téchto lokalit. Autokrinni exprese ligandu CXCL13 byla jiZ popsdna u FL a primarnich
lymfomu CNS. Diferenciace B-lymfocytl v plazmocyty je spojena tézZ s koordinovanou zménou profilu
exprese chemokinovych receptord, CXCR5 a CCR7 jsou down-regulovany, coz vede ke ztraté
odpovédi na chemokiny B a T-bunécné zény — ligandy CXCL13, CCL19, CCL21. Oproti tomu je receptor
CXCR4, s ligandem CXCL12, up-regulovan a jejich spole¢na interakce je zapotrebi pro homing
plazmocytl do oblasti kostnich sklipkl kostni dfené - komplexné pro homing a retenci. Kostni sklipky
jsou zasadnim mistem (plazmatické) produkce protilatek v dospélém véku a plazmocytarni maturace
a prezivani je kontrolovano stromalni produkci interleukinu IL-6. Ligand CXCL12 umozniuje
transendotelidlni migraci plazmocytd a indukci adheze k VCAM-1 a fibronektinu, ktera je
zprostfedkovana pres a4p1. VCAM-1 a fibronektin jsou exprimovany stromalnimi burikami kostnich
sklipka. Jak fyziologické, tak i neoplastické plazmocytoidni buriky (buriky mnohocetného myeolomu —
MM) exprimuji i dalsi chemokinové receptory, napf. CXCR6, CCR3, CCR6, CCR10 a mohou tak
reagovat na celou fadu ligand(i/chemoatraktant(. Receptor CCR5 je pfitomen na povrchu
neoplastickych plazmocytoidnich bunék a jeho pfislusny ligand CCL3 je taktéz tvoren nadorovymi
plazmocytoidnimi burikami, jedna se tedy smyckovou (autokrinni/parakrinni) pozitivni zpétnou vazbu
myelomovych bunék. Vysoké hladiny tohoto ligandu jsou zcela béZné detekovany v kostni dfeni
infiltrované myelomovou populaci. Homing populace MM v prostredi kostnich sklipkd je modulovan
mnoha faktory a jejich ovlivnéni mlze byt pouzito k blokovani tohoto homingu, popf. zastaveni
proliferace myelomovych bunék v kostni dreni. Protilatky blokujici adhezi nadorovych plazmocytd,
kterd je zprostfedkovana pres interakci s a41, zastavuji jak chemoatraktanty indukovanou migraci a
adhezi, tak i inhibuji proliferaci myelomovych bunék. Pravé adheze lidskych myelomovych bunék ke
stromalnim bunikam kostni dfené vyznamné stimuluje sekreci IL-6, ktery ma znacény proliferacni a
antiapoptoticky efekt na MM. TaktézZ blokovani integriny zprostfedkované interakce mezi
stromalnimi burikami kostni dfené a myelomovou populaci méni ,,niche” potfebné pro expanzi MM.
Onkogen c-Maf kromé jiného podporuje expresi proteinu cyclin D2 a expresi integrind 37 zvysujici
adhezi myelomové populace ke stromalnim bufikdm a zvysujici produkci VEGF, ktery ma vliv na
proliferaci, pfezivani MM a zdroven stimuluje i neoangiogenezu v infiltrovanych kostnich sklipcich.
Ackoliv oboji plazmocytoidni populace, dlouhodobé prezivajici plazmocyty a neoplasticka populace
mnohocetného myelomu, jsou pred aktivaci apoptdzy chranény integriny mediovanymi interakcemi
se stromatem kostnich sklipkl, schopnost proliferace v daném mikroprostfedi je unikatni vlastnosti

neoplastické populace MM. Cytokiny IL-6, HGF and WNTs, které jsou produkované stromalnimi
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bunkami kostnich sklipkd, poskytuji populaci MM signalni profil potfebny pro prezivani, proliferaci a
expanzi. Adheze umoznéna integriny 41 a a5B1 k fibronektinu miZe a pravdépodobné poskytuje
ochranu burikdm MM pred terapii indukovanou apoptdzou — fenomén znamy jako bunécnou adhezi
mediovana rezistence k terapii (,,cell adhesion mediated drug resistance” - CAM-DR). Kostni dfen je
prostfedi s bohatou produkci variabilnich chemokin( a rdstovych faktor(, které stimuluji integriny
zprostredkovanou adhezi a prispivaji k rezistenci populace MM k 1éCbé. Exprese integrind a jejich
chemokinova regulace nese komplexni tlohu v homingu, expanzi a [éCebné rezistenci MM. Novou
perspektivni terapii je uZiti natalizumabu, protilatky namitené proti integrinu a4 a MLNO2 proti
integrinu a4p7. Obecné Ize antiitegrinovou terapii povaZzovat za jednu z moznych budoucich modalit
v cilenéjsi terapii neoplastickych lymfoidnich malignit, nicméné je nutno zminit i mozny a

predpokladany vliv na fyziologicky homing a prezivani populace nenadorovych lymfocytd.

2. Cil projektu

Zhodnotit, popt. stanovit diagnosticky imunoprofil dle WHO vySetfovanych lymfoproliferativnich
onemocnéni [WHO 2008], konkrétné de novo DLBCL NOS. Stanovit imunohistochemickou expresi
vySe uvedenych proteini CD10, Bcl-6, Bcl-2, MUM1/IRF4, CD30, proteint rodiny NFkB (p50, p52,
p65) a proliferacni aktivity pfi stanoveni Ki67 u jednotlivych kategorii vySetfovanych B-
lymfoproliferativnich onemocnéni (DLBCL) v retrospektivné a prospektivné ziskaném souboru.
Statisticky zhodnotit vztah mezi imunohistochemickou expresi vySetfovanych proteint a délkou
bezptiznakového obdobi/obdobi bez progrese, a obdobim celkového preZiti. Statisticky zhodnotit
vztah mezi imunohistochemickou expresi vySetfovanych proteinG a sledovanymi
morfologickymi/laboratornimi parametry (zakladni morfologie, PKO, LDH, 32mikroglobulin, sTK, IL-2,
rIL-2, CA125, infiltrace KD, cytogenetické zmény), radiologickymi (zobrazovacimi) parametry (pocet
pozitivnich LU, velikost LU), klinickymi parametry (zakladni klinické Gdaje, staging onemocnéni,
klinicky prabéh s odpovédi na terapii dle Cheson et al., B-symptomy, indexy IPIl, aa-IPI, PS). VyuZiti
vysledk( projektu ve zjisténi biologické aktivity/agresivity neoplastické lymfoproliferace, v rutinni
diagnostické praxi s predpoklddanym vyznamem pro moznou prognostickou stratifikaci, popfr.

cilengjsi terapii, tzv. "tailored therapy".

2.1.Pracovni hypotéza
V biologii diferenciace lymfatické buriky a nadorové lymfoidni buriky se méni exprese celé rady
proteinl (napf. CD1a, TdT, CD79a, CD20, CD23, CD5, CD10, Bcl-6, Bcl-2, MUM1/IRF4, CD30, PAX5),

které mohou hrat roli v biologickém chovani pfislusné lymfoproliferace. Nékteré z exprimovanych
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proteint maji klicovou ulohu pro prezivani lymfoidni buriky a zde figuruje aktivace proteinl rodiny
NFkB signalni drahy. NFkB rodina proteint s funkci transkripénich faktord reguluje celé spektrum
"down-stream" proteint Ucastnych na modulaci apoptdzy, bunééného cyklu a mikroprostfedni,

z nichZ je ¢ast zndma a ¢éast studovana [9-17]. Obdobnou roli NFkB jako u fyziologického protéjsku
[10,11] Ize predpokladat i u neoplastickych lymfoidnich bunék [8]. Hypoteticky mohou byt sledované
proteiny (CD10, Bcl-6, Bcl-2, MUM1/IRF4, CD30), viazana subtypizace DLBCL NOS [Hans et al. 2004] a

exprese proteint NFkB dobrym prognostickym a prediktivnim indikatorem.

3. Materidl a metody

3.1.Materidl a metody

Byly vyuzity retrospektivné a prospektivné ziskané tkanové blocky fixované ve formalinu a zalité do
parafinu (FFPE) a byly téZ zpracovany do bloc¢k( pro tkariovou mikroarray (TMA, ISE S.r.l. Galileo TMA
CK 3500). Ziskané tkanové fezy optimalné hloubky do 5um byly standardné zpracovany a
zamontovany po aplikaci nize uvedenych imunohistochemickych metod na skla pokryta silanem (3-
aminopropyl-triethoxysilan, Sigma, USA) nebo na skla s pozitivnim nabojem. U sledovaného souboru
pacientl byly zaznamendny relevantni klinické udaje, pfislusné laboratorni hodnoty a molekularné
biologické parametry (tab. 2-5). Veskeré statistické analyzy byly provedeny s vyuZitim softwaru
STATISTICA 10 (Statsoft, Inc.). Hodnota p<0,05 byla povazovana za statisticky signifikantni. Pro
statistickou multivariantni analyzu detekovanych imunohistochemickych znak( byla vyuzita Cox
regresni analyza [Cox 1972], Mann-Whitney a Kruska-Wallis test. Interval PFS a OS byl stanoven dle

Kaplan-Meierovy analyzy.
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Tab. 2 Popisné hodnoty souboru

N Mean Median Min Max 25% 75% SD
quantile  quantile

Vék 59 59,7966 64,0000 26,00000 84,0000 47,0000 73,0000 16,4953
Pocet pozitivnich LU 59 2,8814  2,0000 0,00000 16,0000 1,0000 3,0000 3,2221
Max. rozmér LU v.cm 51 8,8745  7,0000 1,80000 25,4000 4,0000 13,0000 6,1289
Hladina Hb 59 123,5254 124,0000 77,00000 160,0000 114,0000 133,0000 17,2720
Pocet leukocytl 59 8,3412  7,9600 2,90000 20,2700 6,1000 9,4300 3,4880
Pocet trombocytt 59 277,3559 254,0000 64,00000 588,0000 179,0000 372,0000 121,8035
Pocet lymfocytl 59 1,7693  1,3900 0,33000 8,5000 0,8700 2,2000 1,4915
Hladina 2mikroglobulinu|51 3,9408 3,0600 1,29000 15,2600 2,0700 5,3800 2,6982
Hladina s-TK 58 28,4466 13,9000 2,00000 100,0000 7,3000 31,3000 31,5298
Hladina CA 125 49 66,5388 33,0000 3,50000 595,5000 13,8000 67,5200 102,3649
Hladina IL-2 28 1,3071  1,0000 1,00000 6,4000 1,0000 1,0000 1,1668
Hladina riL-2 41 144,2756 87,3000 13,00000 400,0000 47,5000 207,9000 129,9037
IPI 59 2,1356  2,0000 0,00000 5,0000 1,0000 3,0000 1,5252
aa-IPI 38 1,1053  1,0000 0,00000 3,0000 0,0000 2,0000 1,0343
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Tab. 3 Popisné hodnoty souboru

N %

ano 25 42,37%
B symptomy

ne 34 57,63%

ano 5 8,62%
Infiltrace KD

ne 53 91,38%

zvydend |28 47,46%
LDH

normalni (31 52,54%

- p N
CytogenetickéS'mplexm 22 81,48%
zmeny komplexnil5 18,52%

PACEBO [9 15,25
CHT CHOP 30 50,85

Jind 19 32,2

0 12 20,34%

1 38 64,41%
PS

2 5 8,47%

3 4 6,78%

Zkratky: BM — bone marrow, LDH — lactate dehydrogenase, CHT — chemotherapy, PS — perfomance
status

Tab. 4 Ann Arbor staging

| 9 15,25%

Il 16 27,12%
Stage

1l 10 16,95%

v 24 40,68%
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Tab. 5 Pohlavi

F 32 54,24%
Pohlavi
M 27 45,76%

3.2.Metoda nepfimé imunohistochemie

Po obnoveni antigenicity natrdvenim nebo mikrovinnym osettenim byla metodou nepfimé
imunohistochemie s pouZitim komeréné dostupnych primarnich protilatek pro zjistovany znak /
protein, resp. proti jeho antigenni determinanté ve stanoveném fedéni, a sekundarni protilatky pro
vizualizaci stadardni technikou avidin-biotin (ABC) sledovana pozitivita (Fig. 4-11) v procentech a
topografii u pfislusného sledovaného proteinu (jadro, cytoplazma, membrdana). Parafinové blocky
byly nafezany na cca 4-6um vzorky (optimélné 5um), inkubovény v termostatu pfes noc pfi 60°C,
nasledné deparafinovdny v xylénu, rehydratovany sestupnou fadou alkoholu. Tepelné indukovany

Ill

,retrieval” cilového epitopu antigenu daného vzorku na sklicku byl proveden v EDTA pufru pfi pH 8,9
v mikrovinné troubé pti 1000W po dobu 20 min (4x5 min), ndsledné byly vzorky zchlazeny pfi
pokojové teploté (priblizné 20 min), oplachnuty destilovanou vodou a umistény do solného roztoku
Tris pufru po dobu pfiblizné 5 min. Endogenni peroxidazova reakce byla zablokovana standardné
dodavanym roztokem ,,peroxidase block solution” v kitu EnVision kit a to po dobu pfiblizné 5 min.
Nasledné byla sklicka se vzorky opét oplachnuta v solném roztoku Tris pufru. Kazdy ze vzork( byl
inkubovan s primarni protildtkou po dobu pfiblizné 30 min pfi pokojové teploté. Seznam pouzitych
protilatek véetné daného klonu a pouZitého rfedéni je uveden v tabulce €. 6. Pro vizualizaci
imunohistochemického vysetfeni byl pouzit EnVision kit s uvedenym metodickym postupem dle
vyrobce (DAKO, Glostrup, Denmark). Pro semikvantitativni uréeni pozitivity imunohistochemického
vySetieni bylo hodnoceno procento pozitivnich neoplastickych bunék se svoji jaderné,
cytoplazmaticky nebo membranové vyjadienou expresi sledovaného znaku. Blo¢ky tkanové
microarray (TMA) byly imunohistochemicky vySetfeny a hodnoceny identickym, vySe popsanym

postupem.
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Tab. 6

Protilitka anti- klon antigen retrieval Fedéni firma
CD20 L26 MW 1:100 Dako
CD10 56C6 MW, odblokovani 1:40 Novocastra
metanolem
CD30 Ber-H2 Vodni lazen EDTA, | 1:100 Dako
pH 9,0
Bcl-2 100 (124) MW 1:10 (1:100) Biogenex (Dako)
Bcl-6 PG-Bo6p Vodni lazen pH 9,9 | 1:20 Dako
40min, CSA kit
20min, vodni lazen
pH 9,9
MUMI/IRF4 MUMI1p MW 1:50 YbuxCytomation
(Dako)
Ki67 MIB-1 MW 1:200 Dako
pS0 polyklonalni MW 1:400 Cell Signaling
p52 18D10 MW 1:50 Cell Signaling
p65 F-6 MW 1:400 Santa Cruz

Fig.1 — Centroblasticka varianta DLBCL NOS, Giemsa, zvétSeni 400x
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Fig. 2 — Imunoblastickd varianta DLBCL NOS se ,,starry-sky pattern“, HE, zvétSeni 200x
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Fig. 4 — Pozitivni exprese Bcl-6 (jadro), zvétSeni 400x
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Fig. 5 — Pozitivni exprese CD10 (membrana), zvétseni 400x
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Fig. 6 — Pozitivni exprese MUM1/IRF4 (jadro), zvétSeni 400x
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Fig. 7 — Pozitivni exprese Bcl-2 (cytoplazma), zvétseni 400x
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Fig. 8 — Pozitivni exprese p50 v jadre a cytoplazmé, zvétSeni 400x
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Fig. 9 — Pozitivni exprese p50 v cytoplazmé, zvétseni 400x
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Fig. 10 — Pozitivni exprese p65 v jadie a cytoplazmé, zvétseni 400x
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Fig. 11 — Pozitivni exprese Ki67, TMA, zvétseni 400x

4. Vysledky studie:

Soubor 59 pacientli s 27 muZzi (45,76%) a 32 Zenami (54,24%) s diagndézou DLBCL NOS (viz tab. 5),
median véku 64 (26-84) let, pocet postizenych uzlin dosahoval az 16 s medianem 2 lymfatické uzliny.
V souboru byly sledovany nasledujici znaky - IPI, aa-IPI, periferni krevni obraz a nékteré

z laboratornich hodnot , B -symptomy, postizeni KD (trepanobiopticky vzorek), cytogenetické zmény
jednotlivych lymfom (simplexni/komplexni karyotyp dle konvenéni cytogenetiky), protokol pouzité
chemoterapie a PS (viz tab. 2, 3), odpovéd na terapii dle Cheson [Cheson et al. 1999] (tab. 11). U
kazdého z pacientt byl vySetfovan imunohistochemicky profil (IHC profil) dle vySe uvedené IHC
metodiky (tab. 6) a byly sledovany znaky CD10 (hodnoceno jako pozitivni s detekci exprese 30% a
vice neoplastické populace), Bcl-6 (hodnoceno jako pozitivni s detekci exprese 30% a vice
neoplastické populace), MUM1/IRF4 (hodnoceno jako pozitivni s detekci exprese 30% a vice

neoplastické populace), Bcl-2 (hodnoceno jako pozitivni s detekci hladin pozitivity exprese 5-9%, 10-
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29%, 30% a vice neoplastické populace), Ki67 detekovana pozitivita je uvadéna v procentech, min.
40% pozitivita Ki67 byla diskriminacni pro diagnézu DLBCL NOS, a sledovéna byla hladina pod 70%
(40-69%), nad 70% do 89% a nad 90% vcetné. Hladina (,cut-off point“) pozitivity u experimentalniho
sledovani exprese proteinl p50, p52, p65 nebyla stanovena, uvadi se v detekovaném % pozitivnich
bunék. Jadernou pozitivitu p50 vykazovalo 17 ptipadu (28,81%), pozitivitu p65 pouze jeden pfipad
(1,69%) a nebyla zaznamenadna pozitivita p52. Vysledky vSsech imunohistochemnicky sledovanych
znak( viz tab. 7. Dle Hans classifier [Hans et al., 2004] bylo moZné selektovat 31 GCB-like DLBCL a 17
nonGCB-like DLBCL, v 11 pfipadech (18,65%) nebylo moZné jednoznacné zarazeni ani do jedné ze
skupin (viz tab. 8). Nejpocetnéjsi stadium dle Ann Arbor staZzovaciho systému bylo stadium IV
(40,68%, viz tab. 4). Byla sledovana morfologie neoplastické populace (centroblasticka,
imunoblastickd, anaplastickd) a korelovana k proliferacni aktivité a znaku CD30 bez zndmek statisticky
vyznamné signifikance. Znaky Bcl-2, Bcl-6, CD10, MUM1/IRF4, CD30, Ki67, p50, p65 a rozdéleni na
skupiny GCB-like a nonGCB-like byly vztazeny k celkovému preziti (OS) a doby do progrese choroby
(PFS). Statisticky signifikantni byl rozdil doby do progrese a v poctu relabujicich/progredujicich
ptipad( s CD10 pozitivni a negativni expresi (viz graf 2 a tab. 9, p<0,04, resp. p<0,025). Statisticky
signifikantni byl rozdil doby do progrese a v poctu relabujicich/progredujicich pfipadd u GCB-like a
nonGCB-like/, tfeti” podskupiny DLBCL NOS (viz graf 4 a tab. 10, p<0,035, resp. p<0,04). U vSech
relabujicich pfipadl (n=11) byla zjiSténa negativita CD10 a 28 pfipad( bez relapsu vykazovalo
pozitivitu CD10. Vétsina GCB-like pripadl (n=26) byla bez zndmek progrese onemocnéni, pouze 11
pripadl nonGCB-like nevykazovalo progresi a zaroven i progrese u této podskupiny byla ¢etnéjsi (n=5
u nonGCB-like versus n=2 u GCB-like). Nezafaditelné pripady do GCB a nonGCB-like podskupiny
(,treti” skupina, 18,65%) mély velmi podobnou kfivku PFS jako podskupina nonGCB-like a statisticky
nesignifikantné horsi kiivku OS (viz graf 4). Lepsi odpovéd na chemoterapii (CR) bliZici se statistické
signifikanci (p<0,07) vykazovaly ptipady Bcl-2 pozitivni s pozitivitou nad 30% véetné (n=30) a pouze

v osmi pfipadech byla zjisténa PR a ve ¢tyrech pripadech PD (tab. 11). U identické hladiny pozitivity
Bcl-2 (nad 30%) byly detekovany statistiky nesignifikantné vyssi intervaly OS a PFS (graf 1), tedy delsi
interval celkového preZiti a doby do progrese (p<0,19, resp. p<0,11). Vyssi leukocytdza byla statisticky
nesignifikantné spojena s pozitivitou Bcl-6 (tab. 12, graf 6) a s expresi p50 (tab. 13, graf 7). Vyssi
hladina lymfocytdzy vykazovala statisticky signifikatni korelaci s pozitivitou CD10 (tab. 14, graf 8,
p<0,045) a statisticky nesignifikatni korelaci s negativitou CD30 (tab. 15, graf 9, p<0,08). Vyssi hladiny
IL-2 byly detekovany u pfipad( s proliferacni aktivitou Ki67 vyssi nez 90% (graf 12, p<0,075).
Statisticky nesignifikantni byla vy$si hladina LDH u ptipad( p50 negativnich (tab. 18, p<0,08).
Statisticky nesignifikantni lepsi OS a PFS vykazovaly pfipady s vyssi rovni proliferacni aktivity dle
indexu Ki67 (s pozitivou vice nez 70%) v porovnani s detekovanou nizsi proliferacni aktivitou dle

indexu Ki67 (s pozitivou pod 70%) (graf 3, p<0,4, resp. p<0,82). Statisticky nesignifikantni vztah
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vykazovala exprese p50 a zjistény OS/PFS (graf 5, p<0,60, resp. p<0,73). Statisticky signifikantné vyssi
hladina s-TK byla detekovana u pfipad( DLCBL NOS s pozitivitou Bcl-2 vy$si nez 5% (tab. 16, graf 10,
p<0,03). Negativni exprese MUM1/IRF4 vykazala statisticky signifikantni vyssi hladinu
B2mikroglobulinu (tab. 17, graf 11, p<0,003). Interval minima a maxima poctu pozitivnich
lymfatickych uzlin vykazoval nejvétsi rozptyl u GCB-like podskupiny a zdZovani v porovnani mezi
podskupinami (v tomto poradi) DLBCL NOS GCB-like, nonGCB-like a ,treti” podskupinou s tim, Ze
like(graf 15, p<0,09). Nicméné statisticky signifikantni rozdil v poctu pozitivnich lymfatickych uzlin byl
detekovan pouze mezi skupinou GCB- a nonGCB-like DLBCL NOS (tab. 19, graf 13, p<0,045).
Statisticky nesignifikantné vyssi hladina trombocytdzy a vyssi hladina leukocytdzy blizici se statistické
signifikanci byla detekovdna u podskupiny GCB-like (graf 14, 16, p<0,08, resp. p<0,055) a soucasné
byl zjistén i nejvyssi rozptyl intervalu drovné trombocytdzy a leukocytdzy u téze podskupiny
vzhledem k nonGCB-like (p<0,055) a , tfeti“ (p=0,05) podskupiné DLBCL NOS. Vyuzita byla i metoda
tkanové mikroarray (TMA), avSak vzhledem k neziskani optimdlniho poctu a objemu reprezentativni

tkané s pritomnosti DLBCL NOS nebyla dosaZzena uroven pro korektni statistické zhodnoceni.

Tab. 7 - Imunohistochemicka data zpracovaného souboru (imunohistochemicky detekovana exprese

sledovanych znak)

N %

>=5% 52 88,14%
Bcl2

<5% 7 11,86%

>=10% |50 84,75%
Bcl2

<10% 9 15,25%

>=30% |46 77,97%
Bcl2

<30% 13 22,03%

negativnif23 38,98%
Bcl6

pozitivni 36  61,02%
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negativni4l  69,49%
CD10
pozitivni [18  30,51%

Tab. 7 - Imunohistochemicka data zpracovaného souboru (imunohistochemicky detekovana exprese

sledovanych znaku) - pokracovani

N %

negativnil43 72,88%
CD30
pozitivni |16  27,12%

negativnil34  57,63%
MuM1
pozitivni 25  42,37%

<70% [10 16,95

Ki67 70--90% 120 33,9

>=90% |29 49,15

negativnif58 98,31%
p65

=

pozitivni 1,69%

negativni42  71,19%
p50
pozitivni |17  28,81%

Tab. 8 - DLBCL podskupiny dle ,,Hans classifier” [Hans et al., 2004]

GCB-like 31 52,54%

NonGCB-like (17 28,81%

Negativni
11 18,65%
Jtreti”
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Fpodskupina

Graf 1 - OS a PFS v korelaci k expresi Bcl2
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Graf 2 - OS a PFS v korelaci k expresi CD10
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Graf 3 -0S a PFS v korelaci k prolifera¢nimu indexu Ki67
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Graf 4 - OS a PFS v korelaci k GCB, nonGCB-like a “tfeti” podskupiné DLBCL
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Tab. 9 - Korelace exprese CD10 k relapsu Ci progresi onemocnéni

CD10
p<0,025 |negativni pozitivni
ano 11 0
relaps/progrese
ne 28 15
celkové 39 15

Tab. 10 - GCB/nonGCB-like/“tfeti” podskupina DLBCL v korelaci k relapsu ¢i progresi onemocnéni

celkové

11

43

54

p<0,04 |GCB nonGCB “treti” celkové

ano 2 5 4 11
relaps/progrese

ne 26 11 6 43

celkové 28 16 10 54
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Tab. 11 - Korelace exprese Bcl-2 a odpovéd na CHT (odpovéd na terapii hodnocena dle Cheson et al.)

Bcl2 exprese

p<0,07 [<30% >=30% celkové
SD 1 0 1

CR 6 30 36

CHT odpovéd

PR 5 8 13

PD 0 4 4
celkové 12 42 54

Zkratky: SD — stabile disease, CR — complete remission, PR — partial remission, PD — progressive disease

54



Graf 5- OS/PFS a exprese p50
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Tab. 12, graf 6 - Korelace exprese Bcl-6 a leukocytdzy

Bcl6

N N p-value (Mann- 2

negat posit Whitney) D _
vk 23 36 0,196018 (M-r{{%@)
Pocet postiz. uzlin | 23 36 0,318807 ®
max. rozmeér tu/cm| 19 32 0,735555 ® -1
Hb 23 36 0,627069 "
leuko 23 36 0,094968 Ls ©
trombo 23 36 0,134491 0
lymfo 23 36 0,296693 8 . '
B2M 21 30 0,857035 6
5-TK 23 35 0,647381 4 1
Ca 125 20 29 0,709267 2 —
IL-2 13 15 0,963860 e b6 P
riL-2 17 24 0,723868
IPI 23 36 0,694153
aa-1PI 15 23 0,496848
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Tab. 13, graf 7 - Korelace exprese p50 a leukocytdzy

p50

N N p—val;:}e (Ma;nn— 2
negat  posit itney, —_ 07

= 42 17 0,208530 = MTWM)
Pocet postiz. uzlin | 42 17 0,966956 ®
max. rozmér tufcm | 35 16 0,328449 ® T
Hb 42 17 0,940559 "
leuko 42 17 0,066519 g
trombo 42 17 0,797259 0
lymfo 42 17 0,153770 8 . .
B2M 35 16 0,943969 6
s-TK 41 17 0,415901 4 —
Ca 125 34 15 0,296308 2 I
IL-2 19 9 0,663830 s o) pos
riL-2 28 13 0,397692
Pl 42 17 0,746519
aa-1PI 26 12 0,816401
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Tab. 14, graf 8 - Korelace exprese CD10 a lymfocytdzy

CD10

N N p-value (Ma)nn- 9

negat posit Whitney —_—
vek 41 18 0,235057 8 nerfSre
Pocet postiz. uzlin | 41 18 0,762854 7
max. rozmér tu/cm | 36 15 0,942972 6
Hb 41 18 0,725813 5
leuko 41 18 0,262129 g 4
trombo 41 18 0,595838
lymfo 4 18 0,044770 3
B2M 35 16 0,636737 2 .
s-TK 41 17 0,359780 1 . J_
Ca 125 33 16 0,547339 0 _I_
IL-2 21 7 0,755748 i @0 Pt
rlL-2 30 1" 0,476596
IPI 41 18 0,762854
aa-1PI 25 13 0,855500
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Tab. 15, graf 9 - Korelace exprese CD30 a lymfocytdzy

CD30

N N p-value (Mann- 9

negat posit Whitney) 8 —_—
vék 43 16 0,504462
Pocet postiz. uzlin | 43 16 0,560040 7 M%)
max. rozmér tu/cm | 36 15 0,329913 6
Hb 43 16 0,297619 5
leuko 43 16 0,606497 §.4
trombo 43 16 0,238684
lymfo 43 16 0,080474 3
B2M 37 14 0,609019 2 .
s-TK 42 16 0,412421 1 J_
Ca 125 36 13 0,211653 0
IL-2 19 9 0,356803 e an
riL-2 30 11 0,827901
IPI 43 16 0,899296
aa-1PI 29 9 0,787294
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Tab. 16, graf 10 - Korelace exprese Bcl-2 a s-TK

Bcl2, hranice 5%

N N p-value (Mann-

<5% >=5%, Whitney)
vek 7 52 0,512224
Pocet postiz. uzlin 7 52 0,621488
max. rozmer tu/cm 7 44 0,311899
Hb 7 52 0,282394
leuko 7 52 0,845465
trombo 7 52 0,400330
lymfo 7 52 0,774325
B2M 6 45 0,321752
s-TK 7 51 0,027573
Ca 125 6 43 0,917149
IL-2 4 24 0,824811
riL-2 5 36 0,772038
IPI 7 52 0,303960
aa-IPI 5 33 0,556610
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Tab. 17, graf 11 - Korelace exprese MUM1/IRF4 a B2mikroglobulinu

IL-2

N N p-value (Mann- 6
posit negat Whitney) S
sk 25 34 0,423552 W neri e
Pocet postiz. uzlin | 25 34 0,631480 2
max. rozmér tu/cm | 20 31 0,163318 0
Hb 25 34 0,709172
leuko 25 34 0,642361 8
trombo 25 34 0,469167 6
lymfo 25 34 0,755009 4 ]
B2M 21 30 0,002746
s-TK 25 33 0,839524 2
Ca 125 21 28 0,476767 0 _
IL-2 9 19 0,663830 |
riL-2 18 23 0,594024
IPI 25 34 0,507502
aa-IP| 20 18 0,965442
Graf 12 - Korelace hladiny IL-2 a Ki67
(e Vg T
——— ——
« Mdan
<o oI =6 5
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Tab. 18 - Korelace hladiny LDH a exprese p50

p50
negativni pozitivni celkové
p<0,08
zvydena 23 5 28
LDH
snizena 19 12 31
celkové 42 17 59

Tab. 19, graf 13 — Korelace poctu pozitivnich LU/trombocytdzy a GCB/nonGCB-like podskupiny DLBCL
NOS

GCB/nonGCB-like

N N p-value (Mann-

nonGCB __ GCB Whitney) B 05 —_—
vék 17 31 0,150008 M“FW‘W)
Pocet postiz. uzlin| 17 31 0,041875 “
max. rozmér tu/cm | 15 27 0,697116 -1
Hb 17 31 0,521682 e
leuko 17 31 0,304160 g 0
trombo 17 31 0,076980 %
lymfo 17 31 0,132325 L) 8
B2M 15 26 0,253329 g 6
s-TK 17 30 0,238951
Ca 125 15 25 0,638731 4
IL-2 6 16 0,857733
riL-2 12 22 0,873084 2
IPI 17 31 0,732816 0
aa-IPI 13 19 0,791267 ronGC &
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Graf 14 - Korelace trombocytézy a GCB/nonGCB-like podskupiny DLBCL NOS

GCB/nonGCB-like
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Graf 15, 16 - Korelace poctu pozitivnich LU/leukocytdzy a GCB/nonGCB-like/“tfeti” podskupiny DLBCL
NOS

GCB/nonGCB-like/“third” subgroup

8 2
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5. Diskuze

Jiz od prvopocatkd vyvoje klasifikaénich schémat malignich lymfoproliferativnich a potazmo
hematologickych onemocnéni je velmi dobfe zndmo, Ze postupné separdtné vytvarené diagnostické
jednotky véetné rozsahlé skupiny DLBCL nejsou zcela uniformnimi a jejich heterogenita se odrazi na
vSech diagnostickych urovnich — klinické, morfologické, laboratorni a molekularni. Navic zcela
unikatni vyvoj daného konkrétniho lymfoproliferativniho onemocnéni v ¢ase a v odpovédi na
aplikovanou terapii musi byt bran vidy na ztetel. Prognosticka a prediktivni stratifikace DLBCL
vzhledem ke genové expresni analyze (GEP) je velmi dobfe zndma a pIné akceptovana [Alizadeh et
al., 2000, Rosenwald et al., 2002], nicméné neni Siroce aplikovana v bézné rutinni praxi vzhledem

k finan¢ni narocnosti. Proto jsou i nadale hledany dostupnéjsi racionalnéjsi metodické postupy a

algoritmy se vztahem k progndze popft. i k moZznému stanoveni predikce na terapii.
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Imunohistochemie patfi k Siroce dostupnym a dobre zavedenym znamym metodam, ktera vykazuje
ptiblizné 80% konkordanci s GEP pfi vyuZiti algoritmu dle Hans [Hans et al., 2004] a pfiblizné 93%
konkordanci s GEP pfi vyuziti postupu dle Choi [Choi et al., 2009], navic v analyzovaném vzorku
muazeme urcit topografii detekované pozitivni exprese (neoplasticka lymfoidni populace versus non-
neoplastické milieu). Konkrétné imunohistochemické déleni DLBCL na podskupiny hraje dllezitou roli
nejen v odliSovani “GCB-like” a “nonGCB-like”, ale i jednotliva pozitivita exprese CD5 ¢i c-Myc je
nepfriznivym prognostickym faktorem [WHO 2008, Klapper et al., 2008] u de novo DLBCL. CD40 a
CD23 exprese je naopak prognosticky pfiznivym znamenim a je pravdépodobné spojena

s histogenetickym plvodem neoplastickych bunék z GC (u CD40+ priblizné 76%), resp. preGC nebo
¢asnym GC plvodem (u CD23+ priblizné 16%) a navic je téZ spojena s vyssi stupném apoptdzy
vzhledem k indukci genu bax nebo zesilené interakci s T-bunéénym milieu [211]. VétSina DLBCL
noddlnich i extranodalnich vykazuje expresi Bcl-6 s tim, Ze cut-off bylo stanoveno variabilné od 10%
po 30% [de Leval et al., 2003, Hans et al., 2004]. Pozitivita Bcl-6 mGze u DLBCL reflektovat
histogeneticky plivod z GC nebo deregulaci translokaci (pfiblizné 40% pfipadd) ¢i mutaci
5’nontranslacniho regulacniho regionu [Butler et al., 2002, Lo Coco et al., 1994, Capello et al. 2000,
Artiga et al., 2002, Ye et al., 1995]. Dfivéjsi nejednoznacnost zafazeni pozitivni exprese Bcl-6 k
pozitivnimu, negativnimu ¢i neutralnimu prognostickému vyznamu/faktoru [Lo Coco et al., 1994,
Jerkeman et al., 2002, Bastard et al., 1994, Barrans et al., 2002] byla (vy)feSena sofistikovanéjsim
hodnoceni v rdmci jiz vyse zminéného algoritmu dle Hansové [Hans et al., 2004] nebo novéjsiho
algoritmu dle Choi [Choi et al., 2009], které se vice pfibliZily biologické realité a GEP DLBCL NOS. Také
detekovany translokacni partner pro Bcl-6 nese prognosticky vyznam, ktery je u non-Ig translokaci
negativni oproti Ig translokacim. Zjisténd spojitost exprese Bcl-6 s delSim prezivanim je nejspise
vazana na vyssi senzitivitu neoplastické populace k apoptéze. Exprese znaku CD10 je témér ve vSech
pfipadech DLBCL doprovazena expresi Bcl-6, nicméné tato koexprese neni vdzdna reverzné [de Leval
et al., 2003]. Pozitivni exprese MUM1/IRF4 v minimalné 30% neoplastickych bunék DLBCL je
asociovana se signifikantné horsi progndzou [Hans et al., 2004]. DalSim z nepfiznivych prognostickych
faktor( je aktivace signdlni drahy NFkB, konstitutivni aktivace této drahy se predpoklada u ABC-typu
DLBCL [Davis et al., 2001]. Obecné typ DLBCL s aktivovanou signalni drahou NFkB ndleZi v klinickém
obraze k biologicky agresivnéjsim formam DLBCL a analyza NFkB aktivace miZe byt vyuZita i

k pfipadné cilenéjsi terapii bortezomibem (inhibitor proteazomového komplexu). Ptripady DLBCL NOS
s detekovanou pozitivni expresi p50 a p65 nevykazovaly v nasi studii statisticky signifikantni korelaci
se sledovanymi znaky véetné OS/PFS, nicméné i pfesto byly imunohistochemické znamky NFkB
aktivace v souboru DLBCL NOS detekovany a pfislusni pacienti by tak mohli z cilené inhibice této

signalni drahy profitovat. Otazkou je vSak mozny biologicky vyznam ziskanych vysledkl vzhledem ke
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komplexnosti regulace signalni drahy NFkB a bude tudiz zapotFebi Sirsi analyza. Zakladni soucasti
signalni drahy NFkB je pét monomerU p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 a p52. Zasadnim clenem signalni
drahy NFkB je heterodimer p65/p50, jehoZz monomer p65 obsahuje transaktivaéni doménu (doména
stimulujici transkripci), ktera je lokalizovana na C konci Rel homologni domény [Hou et al., 2003].
Transaktivaéni doména neni soucdsti monomeru p50, ktery nese Ulohu vazebné regulacni k DNA
[Perkins et al., 1992, Ballard et al., 1992]. Vazba proteinu p50 na DNA ve formé& monomeru je spojena
s fosforylaci Ser®, Ser®®’ a Ser**?, které jsou pro tuto vazbu kli¢ové [Hou et al., 2003]. Protein p50

s fosforylovanym Ser®*’ vykazuje nejvy$si vazebnou aktivitu k DNA, pficem? fosforylace Ser®* je
vyuzivana i pro regulaci vazebné aktivity p50 k DNA [Hou et al., 2003]. Homodimer p50/p50 (s
transrepresorem p50) je negativnim regulatorem NF«kB aktivity pfi kompetici s heterodimerem
p65/p50 (s transaktivatorem p50) o vazebna mista na DNA a pres svoji asociaci s korepresorem
histonovou deacetylazou (HDAC) [Ashburner et al., 2001, Zhong et al., 2002]. Protein p50 je tedy
soucasné jak pozitivnim, tak i negativnim kontrolnim ¢i spiSe souhrnné modula¢nim mechanizmem
NFkB aktivity a transkripce [Hou et al., 2003]. Jaderna lokalizace NFkB je regulovana reverzibilni
acetylaci své podjednotky p65, kdy acetylovana forma zabraruje navazani IkB-a (podjednotka p65
zUstava v jadre), zatimco deacetylovana forma p65 (pomoci HDAC) s navdzanym IkB-a je z jadra
exportovana [Chen et al., 2001]. Hypofosforylovana jednotka p50 je schopna translokace do jadra,
nicméné NFkB zaroven postrada vazebnou aktivitu k DNA [Kushner et al., 1999]. Pfi obnoveni
fosforylovaného stavu p50 si NFkB udrZuje svoji vazbu k DNA [Hou et al., 2002]. Fosforylovana forma
jednotky p65 reguluje transkripéni aktivitu NFkB pres svoji asociaci s koaktivatorem CBP/p300,
kdeZto nefosforylovana forma p65 se vaze s korepresorem HDAC [Zhong et al., 1997, Zhong et al.,
1998, Zhong et al., 2002]. Signalni draha NFxB je tedy velice filigransky regulovana specifickou
fosforylaci svych podjednotek, pficemz fosforylace p50 na Ser** je kli¢ova pro vazbu NFkB k DNA a

78 Ser’®® a Ser>*® je zasadni pro NFkB transaktivaci [Zhong et al.,

fosforylace podjednotky p65 na Ser
1997, Zhong et al., 1998, Wang et al., 2000, Sizemore et al., 2000]. Dalsi klicCovou analyzou by bylo
odliseni izoforem sledovanych proteind véetné wt (wilde type) a mutovanych forem s jejich moznym
biologickym impaktem. Nerovnovdha mezi neoplastickou bunécnou proliferaci a bunéénou smrti je
zcela univerzalni znak vétsiny neoplazii a proto sledovani proliferujici frakce za pomoci anti-Ki67
(MIB-1) je dobrym diagnostickym a prognostickym znakem, ktery detekuje expresi proteinu ve vSech
fazich bunécného cyklu (G1 az M) kromé GO faze. Statisticky nesignifikantné lepsi celkové preziti (OS)
a obdobi bez progrese (PFS) bylo zaznamenano u pripadd DLBCL NOS s vyssi proliferaci (proliferacni
index Ki67 vice nez 70%) v porovndni s pfipady s nizSim proliferacnim indexem Ki67 pod 70% a to
pravdépodobné vzhledem k lepsi terapeutické odpovédi na aplikované chemoterapeutické protokoly

u vysoce proliferujicich DLBCL, které by ve svém pfirozeném pribéhu bez 1écby spadaly do
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podskupiny biologicky agresivnéjsich forem DLBCL. Nicméné prognosticky vyznam proliferacniho
indexu Ki67 byl u probéhlych studii nekonzistentni [de Leval et al., 2003], avSak vétsina z téchto
studii oznacila vysoky proliferacni index jako negativni prognosticky faktor [Miller et al., 1994, Slymen
et al., 1990, Grogan et al., 1988]. V podobném duchu predpokladand konstitutivni aktivace NFkB
signalni drahy, jako negativni prognosticky faktor, mize néleZet k pozitivnim prediktivnim faktorim
pfi vyuZiti cilené inhibice této signalni drahy. Proto komplexni ¢i komplexnéjsi imunohistochemicky
profil DLBCL véetné detekce aktivace signalni drahy NFkB muZe byt navrZen k optimalizaci
biologického hodnoceni/déleni DLBCL a to nejen v rdmci podskupin, ale i subtypt, podobné jako u
detekce pozitivity Bcl-2 u GCB-like a nonGCB-like DLBCL NOS, ktera umoznuje odlisit biologicky a
prognosticky nejpfiznivéjsi GCB-like DLBCL NOS Bcl-2 pozitivni a biologicky nejméné priznivé DLBCL
NOS nonGCB-like Bcl-2 pozitivni v dobé R-CHOP protokolu [Coiffier, 2007]. Na prelomu tisicileti, pred
zavedenim terapeuticého protokolu R-CHOP, byla pozitivita exprese Bcl2 u de novo DLBCL hodnocena
jako nezavisly negativni prognosticky faktor (kratsi DFS i OS) i pfes vyrazné variabilni cut-off od 10%
po min. 50% pozitivnich neoplastickych bunék [de Leval et al. 2003]. Nutno poznamenat, Ze se dosud
neustalil jednoznacny konsensus cut-off pro Bcl-2 negativitu a pozitivitu [Sanchez et al. 1998,
Gascoyne et al. 1997, Hermine et al. 1996, Hill et al. 1996, Kramer et al. 1996, Barrans et al. 2002, de
Leval et al. 2003]. Zajimavym detekovanym biologickym fenoménem byl odlisny interval poctu
pozitivnich lymfatickych uzlin u podskupin GCB-like, nonGCB-like a ,tfeti” nezaraditelné podskupiny,
ktery by mohl byt chapdn jako postupné se rozvijejici diseminujici (kolonizujici) lymfoproliferativni
onemocnéni u GCB-like DLBCL NOS (Sirsi interval poctu pozitivnich lymfatickych uzlin a nizsi median
poctu pozitivnich lymfatickych uzlin) s pravdépodobné nizsim potencidlem pro agresivné;si lokalni
biologické chovani, které se (vtomto poradi) nejspiSe zvysuje u podskupiny nonGCB-like a ,tfeti”
(uzsi interval poctu pozitivnich lymfatickych uzlin a vy$si median poctu pozitivnich lymfatickych uzlin).
Vyssi hladinu leukocytdzy a trombocytdzy u GCB-like podskupiny Ize vysvétlovat mnoha rlznymi
zpUsoby, avsak ve spojitosti se soucasné detekovanym sirsim intervalem poctu pozitivnich
lymfatickych uzlin je mozné zcela hypoteticky predpokladat biologickou odpovéd na cirkulujici a
kolonizujici neoplastickou lymfoidni populaci (neoplasticky ,homing“). Nicméné je stale zapotrebi
vnimat DLBCL jako vysoce heterogenni diagnostickou , jednotku” tak, jak nam ukazuji recentni
publikované studie zahrnujici klinicky vyvoj véetné odpovédi na terapii, morfologicky obraz,
imunohistochemicky a geneticky profil a vliv mikroprostfedni, tedy kontextualni biologicky vyvoj a
jeho interakce s dostupnou terapeutickou intervenci. Zakladni znamé znaky celé skupiny DLBCL dle
WHO 2008 a jejich vysoka variabilita na arovni morfologické, imunohistochemické a genetické jsou

souhrnné oznaceny v tab. 20.
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Tab. 20 Typické morfologické, imunofenotypické a genetické znaky velkobunécnych B-lymfom(

(Flodr et al., 2014)

DLBCL Main histologic feature(s) Immunoprofile Genetic feature(s)
Centroblastic variant More than 90% of Variable Variable
centroblasts
Immunoblastic variant More than 90% of Variable Variable
immunoblasts
Anaplastic variant Large and very large cells Variable, usually CD30 | Variable
with distinct anaplasia, HRS- | positive
like cells
Rare variants Spindle-shaped, signet ring Variable Variable
cells, etc.
GCB-like Variable Variable GEP of GC B-cells
ABC-like Variable Variable GEP of activated B-cells
CD5-positive Variable Usually de novo, only Variable
rarely arising from B-
CLL/SLL, cyclin D1
negative
GCB-like Variable Immunophenotype acc. Doesn'’t correlate
Hans’ classifier exactly with GEP
Non-GCB-like Variable Immunophenotype acc. Doesn’t correlate
Hans’ classifier exactly with GEP
THRLBCL Scattered and single Usually Bcl-6 positive, Variable
neoplastic B-cells, usually EMA and Bcl-2 variably
centroblasts and HRS-like positive
cells, in a dominant
,background*
Primary of the CNS Usually centroblasts Usually express High load of ongoing

characteristically in

MUM/IRF4 and Bcl-6,

somatic hypermutations,

perivascular spaces only minority CD10 up to 40% with BCL-6
positive translocations
PCLBCL, leg type Confluent sheets of Strong expression of Amplification of the
centroblasts and Bcl-2, MUM1/IRF4, BCL-2 gene,

immunoblasts

usually Bcl-6 positive

translocation of ¢c-MYC

and CD10 negative and BCL-6, GEP of
ABC-like
EBV-positive of the Diffuse infiltration with MUM1/IRF4 usually Variable
elderly effacement, large cells, positive, CD10 and Bcl-
centroblasts, HRS-like cells 6 typically negative,
variably CD30 positive,
usually LMP1 positive
PMLBCL Usually ass. with CD30, CD23 and High load of ongoing
compartmentalizing alveolar MUM 1/IRF4 usually somatic hypermutations,
fibrosis, medium to large cells | expressed, Bcl-6 and GEP shares features
with pale cytoplasm, HRS- Bcl-2 variably expressed | with cHL,
like cells may be detected rearrangements of BCL-
2, BCL-6 and c-MYC
are rare
Intravascular Intravascular localization of Expression of CD5 and Few cases have been

neoplastic B-cells in small
and intermediate vessels
including sinusoids

CDI10 may be detected

studied
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Tab. 20 Typické morfologické, imunofenotypické a genetické znaky velkobunécnych B-lymfom(

(Flodr et al., 2014) - pokracovani

ass. with chronic Usually In cases with Complex karyotypes,
inflammation centroblasts/immunoblasts plasmacytic overexpression of IF127,
differentiation loss of downregulation of HLA
pan B-cell positivity is class I expression
detected with expression
of CD138 and
MUMI1/IRF4, LMP1
positive, CD30 variably
expressed
LyG Angiocentric and CD30 variably Demonstration of clonal

angiodestructive
polymorphous lymphoid
infiltrate, EBV-positive cells
with immunoblast and HRS-

like morphology, Grading acc.

proportion of EBV-positive
cells

expressed, CD15
negative, LMP1 positive

rearrangement of
immunoglobulin genes
is more consistent in
grade 2 and 3

ALK-positive

Immunoblasts, plasmablasts,
multinucleated giant cells

Usually granular
cytoplasmic ALK1
positivity, EMA and
CD138 expression,
CD30 usually negative

The most frequent is
t(2;17)(p23;q923) with
CTLC-ALK fusion
protein

Plasmablastic

Immunoblasts, plasmablasts

Commonly positive for
CD138, MUM1/IRF4,
EMA, CD30, weak
positivity of CD20,
PAXS, usually negative
for CD56

Variable

arising in HHV8-ass.
multicentric Castleman
disease

Milieu MCD with neoplastic
plasmablasts in mantle zones,
scattered in interfollicular
areas, in progression
neoplastic cells form sheets

clgM positive, lambda
light chain restriction,
LANA-1 positive

Microlymphomas may
be mono or polyclonal,
unambiguous PL is
monoclonal,
immunoglobulin genes
are unmutated

Primary effusion
lymphoma

Serous effusion without
tumour masses,
immunoblasts, plasmablasts,
anaplastic cells, HRS-like
cells

Lack pan B-cell markers
positivity, usually
positive for CD138,
CD30, EMA

Immunoglobulin genes
are clonaly rearranged,
T-cell receptor genes
may be clonaly
rearranged

B-UCL with features
intermediate between
DLBCL and BL

Medium to large neoplastic
cells, starry sky pattern,
prominent mitotic and
apoptotic activity

Usually CD10 and Bcl-6
positive, Bcl-2 and
MUM /IRF4 varaibly
positive or negative

Up to 50% with c-MYC
translocation, up to 15%
with BCL-2
translocation, both
detected in double hit
lymphoma, BCL-6
translocation is less
frequent

B-UCL with features
intermediate between
DLBCL and cHL

Confluent growth with
pleomophic cells that show
variable cytologic appearence
in a diffusely fibrotic stroma

Pan B-cell markers
positive, PAX-5, CD30
and CD15 usually
positive, Bcl-6 variably
positive, CD10 negative

Specific genomic
studies have not been
performed

Zkratky: GCB — germinal centre B-cell, ABC — activated B-cell, GEP — gene expression profiling , THRLBCL — T-cell/histiocytic reach large B-cell

lymphoma, PCLBCL — Primary cutaneous large B-cell ymphoma, PMLBCL — Primary mediastinal large B-cell lymphoma, HRS —
Hodgkin/Reedberg-Sternberg cell, B-UCL - B-cell lymphoma unclassifiable, cHL — classical Hodgkin lymphoma, BL — Burkitt lymphoma, LyG —

Lymphomatoid granulomatosis, HHV-8 —Human herpes virus-8
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Nasledujicim krokem je dalsi rozsifovani souboru DLBCL nejen v ramci NOS, ale i dalSich podskupin
DLBCL véetné doplniovani pfrislusnych klinickych, laboratornich, morfologickych a
imunohistochemickych dat. Nové aplikovanou metodou bude hmotnostni spektrometrie

s komparativni proteinovou analyzou (mass spectrometry — MS, MS based comparative protein
analysis) pro ziskani optimalnéjsi proteinové studie (proteinového profilu) lymfoma [12, 27, 28],
ktera mlze pfinést a pravdépodobné i pfinese blizsi pohled nejen na biologii DLBCL, ale | vy3si stupen
diagnostické presnosti uréeni lymfomd obecné ,,uniquely lymphoma associated expressions of
protein clusters” s prekryvem/vztahem k znamé morfologii a imunoprofilu [27, 28]. Navic mohou byt
odhaleny nové prognostické popf. i prediktivni proteinové markery a faktory vzniku a progrese
daného lymfoproliferativhiho onemocnéni (lymfomageneze) [28]. Microarray mRNA expresni profil
bohuzel postrada moznost uréeni lokalizace prislusného proteinu a také post- a ko-translacni
modifikace. Proteinovy profil véetné modifikaci v rdmci celého (neoplastického) proteomu (konkrétni
exprimované proteiny a jejich izoformy) mize byt zjistén pfimo hmotnostni spektrometrii MS [27,
28], a aby byl korektné oznacen kontextudlni patogeneticky vyznam potencidlnich biomarker(, musi
resting, proliferating” nenadorové B-lymfocyty. Deregulace exprese proteind a jejich funkce
(mislokace, trunkace, post- a ko-translacni modifikace) jsou také Uzce spjaty se staddiem/rozsahem a
dalsim biologickym vyvojem lymfomu (dynamickd lymfomageneze) a pravé MS by mohla pfinést blizsi
pozndni a moznost sledovani této dynamiky u konkrétniho lymfoproliferativhiho onemocnéni i

v odpovédi na terapii [28].

Recentné popsané nové epigenetické seskupovani (déleni) DLBCL vzhledem k DNA metylacni
variabilité (neoplasticky versus ,fyziologicky” a interneoplasticky metylom) je také zasadné
prispivajici k optimalnéjsimu (redlnéjsimu) biologickému déleni [19, 29] a je spojeno s
charakteristickym ovlinénim specifické signalni drahy (,cytokine-mediated, ephrin signaling,
apoptosis, cell cycle regulation”) [29]. Obecna onkogeneze popisuje proces hypermetylace
promotord tumor supresorovych gend, ktera prispiva k neoplastické transformaci [Oricchio et al.,
2011, 26]. Globalni DNA hypometylace (detekovana jako globdlni ztrata 5-methylcytosinu vzorku
DNA DLBCL) vede ke genomové nestabilité [Herman et al., 2003] a rozsah DNA metylacnich zmén
(,,high and low risk group” vzhledem k vy$simu a nizSimu stupni metyla¢nich zmén) predikuje

preZivani pacientl s dg. DLBCL [19, 29].

Souhrnné lze Fici, Ze védni discipliny znamé jako ,,omics” (genomics, transcriptomics, epigenomics,
methylomics, proteomics, proteogenomics, metabolomics, metabonomics, interactomics etc.) a
souvisejici biologicky podklad hraji zdsadni Glohu v poznani komplexniho vyvoje lymfoproliferativnich

onemocnéni véetné nedilné soucdsti odpovédi na aplikovanou lé¢bu. Neustdle se rozsitujici
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biologické poznatky a databaze obohacujici nase recentni souhrnné védomosti o
lymfoproliferativnich onemocnénich mohou byt uzity v presnéjsi a cilenéjsi tzv. ,tailored diagnostics”
a potaZzmo stale vice Zadanéjsi ,tailored therapy”, tedy diagnostice a terapii Sité (i ,,pfeSivané”) na

miru daného onemocnéni.

Vzhledem k rozsahu, multidisciplinarité a dynamickému rozvoji biologického poznani
lymfoproliferativnich onemocnéni bylo vytvoreno nékolik projektl (po dobu trvani feseni této prace)
se 7adosti o grantovou podporu (IGA NS9946-4, IGA NT11090, IGA NT13583, IGA NT14298, IGA
NT14412, IGA NT11103, IGA NT14393, CZ.1.07/2.2.00/07.0294), z nichZ IGA NT11103, IGA NT14393,
MSM 6198959205, CZ.1.07/2.2.00/07.0294 byly financovany a feseny, a u projektu IGA NT14393 v

soucasné dobé probiha reseni.

6. Nové vize, horizonty a konsekvence v potencialni terapii

6.1.Idiotypicka vakcinace v lécbé B-lymfom

B-NHL lymfomy vykazuji znamky imunogenicity, kterd mlze byt uzita v nové imunoterapeutické
strategii s anti-nddorovymi vakcinami vzhledem k nadorové specifické imunitni odpovédi a dokonce i
dosazeni remise na molekuldrni urovni sou¢asné popsané u folikularniho lymfomu (Muraro et al.,
2013). Nicméné vyvoj ,,anti-lymfomovych” vakcin (individualizované idiotypické vakciny) je stale
vysoce Casoveé a finanéné ndrocny komplexni proces, presto se z prvnich studii zda byt jednim z

»(nej)fyziologictéjsich” pristupl k onkologické terapii s minimem neZadoucich ucinka.

7. Souhrn

Komplexni hematopatologické vySetieni hraje pro stanoveni diagndzy, progndzy a stagingu
lymfoproliferativniho onemocnéni jednu z nezastupitelnych roli. Od pocatku vzniku prvnich klasifikaci
malignich hematologickych onemocnéni se postupné morfologicky a klinicky nahled sdruzuje

v kontextualni biologicky obraz s pouZzitim metod molekuldrni patologie. Novy kriticky pohled
umoznuje optimalizaci stanoveni jak diagndzy, tak i progndzy a popf. predikci konkrétniho
lymfoproliferativniho onemocnéni. Tento pristup vyuZiva recentni stratifikovana klasifikace
lymfoproliferativnich onemocnéni [WHO 2008]. Cilem projektu bylo stanovit a zhodnotit imunoprofil
vySetfovanych lymfoproliferativnich onemocnéni, konkrétné de novo DLBCL NOS. Soucasné byl
vytvoren a je déle rozsifovan soubor T-lymfoproliferativnich onemocnéni a mnohocetného myelomu.
V retrospektivné a prospektivné ziskaném souboru de novo DLBCL NOS byla stanovena
imunohistochemicka exprese proteini CD10, Bcl-6, Bcl-2, MUM1/IRF4, CD30, proteinl rodiny NFkxB
(p50, p52, p65) a proliferacni aktivity pfi stanoveni indexu Ki67. Statisticky byl zhodnocen vztah mezi

imunohistochemickou expresi vySetfovanych protein( a délkou bezptiznakového obdobi/obdobi bez
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progrese, délkou obdobi celkového preZiti, sledovanymi morfologickymi, laboratornimi parametry
(zakladni morfologie, PKO, LDH, B2mikroglobulin, sTK, IL-2, rIL-2, CA125, infiltrace KD, cytogenetické
zmény — konvenc¢ni cytogenetika s detekci simplexni/komplexni genotyp), radiologickymi
(zobrazovacimi) parametry (pocet pozitivnich LU, velikost LU), klinickymi parametry (zakladni klinické
udaje véetné chemoterapeutického protokolu, staging onemocnéni dle Ann Arbor, klinicky pribéh, B-
symptomy, indexy IPI, aa-IPI, PS). Po kompletnim zpracovanim (dle dostupnosti reprezentativniho
materidlu, klinickych, laboratornich, zobrazovacich a molekularné biologickych metod) byl ziskan
soubor 59 pacientl s 27 muzi (45,76%) a 32 Zenami (54,24%) s diagnézou de novo DLBCL NOS s
median véku 64 (26-84) let. Pocet postizenych lymfatickych uzlin dosahoval maxima 16 s medianem 2
lymfatické uzliny. Ve vysetfovaném imunohistochemickém profilu dle vyse uvedené IHC metodiky a
byly sledovéany znaky CD10 (pozitivni nad 30%), Bcl-6 (pozitivni nad 30%), MUM1/IRF4 (pozitivni nad
30%), Bcl-2 (pozitivni nad 5%, 10% a 30%), Ki67 - zde pozitivita uvadéna v procentech, min. 40%
pozitivita Ki67 byla diskriminacni pro diagnézu DLBCL, sledovana byla hladina Ki67 pod 70%, nad 70%
vcetné do 90% a nad 90% vcetné. Hladina (,,cut off point”) pozitivity u experimentalniho sledovani
exprese proteinll p50, p52, p65 nebyla stanovena, uvadi se v detekovaném % pozitivnich bunék.
Jadernou pozitivitu p50 vykazovalo 17 pfipadl (28,81%), pozitivitu p65 pouze jeden pripad (1,69%) a
nebyla zaznamenana jaderna pozitivita p52. Vysledky vSech imunohistochemnicky sledovanych znakl
viz tab 7. Dle Hans classifier (Hans et al., 2004) bylo selektovano 31 GCB-like DLBCL a 17 nonGCB-like
DLBCL, v 11 pfipadech (18,65%) nebylo moZné jednoznacné zafazeni ani do jedné ze skupin (viz tab.
8). Nejpocetnéjsi stadium dle Ann Arbor stdZovaciho systému bylo stadium IV (40,68%, viz tab. 4).
Sledovana morfologie neoplastické populace (centroblasticka, imunoblasticka, anaplasticka) byla
korelovana k prolifera¢ni aktivité a znaku CD30 bez zjiSténi statisticky vyznamné signifikance. Znaky
Bcl-2, Bcl-6, CD10, MUM1/IRF4, CD30, Ki67, p50, p65 a rozdéleni na skupiny GCB-like a nonGCB-like
byly vztazeny k celkovému preziti (OS) a doby do progrese onemocnéni (PFS). Statisticky signifikantni
byl rozdil doby do progrese a v poctu relabujicich/progredujicich pfipadl s CD10 pozitivni a negativni
expresi (viz graf 2 a tab. 9, p<0,04, resp. p<0,025). Statisticky signifikantni byl rozdil doby do progrese
a v poctu relabujicich/progredujicich pfipadd u GCB-like a nonGCB-like/, tfeti” podskupiny DLBCL NOS
(viz graf 4 a tab. 10, p<0,035, resp. p<0,04). U vSech relabujicich pfipadl (n=11) byla zjisténa
negativita CD10 a 28 pfipadl bez relapsu vykazovalo pozitivitu CD10. Vétsina GCB-like pripad( (n=26)
byla bez znamek progrese onemocnéni, pouze 11 pfipadd nonGCB-like nevykazovalo progresi a
zaroven i progrese u této podskupiny byla ¢etnéjsi (n=5 u nonGCB-like versus n=2 u GCB-like).
Nezaraditelné pfipady do GCB a nonGCB-like podskupiny (,,tfeti“ skupina, 18,65%) mély velmi
podobnou krivku PFS jako podskupina nonGCB-like a statisticky nesignifikantné horsi kfivku OS (viz
graf 4). Lepsi odpovéd na chemoterapii (CR) bliZici se statistické signifikanci (p<0,07) vykazovaly
pripady Bcl-2 pozitivni s pozitivitou nad 30% vcetné (n=30) a pouze v osmi pfipadech byla zjisténa PR

72



a ve Ctyrfech pfipadech PD (tab. 11). U identické hladiny pozitivity Bcl-2 (nad 30%) byly detekovany
statistiky nesignifikantné vyssi intervaly OS a PFS (graf 1), tedy delsi interval celkového preziti a doby
do progrese (p<0,19, resp. p<0,11). Vyssi leukocytdza byla statisticky nesignifikantné spojena

s pozitivitou Bcl-6 (tab. 12, graf 6) a s expresi p50 (tab. 13, graf 7). Vyssi hladina lymfocytdzy
vykazovala statisticky signifikatni korelaci s pozitivitou CD10 (tab. 14, graf 8, p<0,045) a statisticky
nesignifikatni korelaci s negativitou CD30 (tab. 15, graf 9, p<0,08). Vyssi hladiny IL-2 byly detekovany
u pfipadu s proliferac¢ni aktivitou Ki67 vyssi nez 90% (graf 12, p<0,075). Statisticky nesignifikantni byla
vyssi hladina LDH u pfipadd p50 negativnich (tab. 18, p<0,08). Statisticky nesignifikantni lepsi OS a
PFS vykazovaly pripady s vyssi Urovni proliferacni aktivity dle indexu Ki67 (s pozitivou vice nez 70%)
v porovnani s detekovanou nizsi proliferacni aktivitou dle indexu Ki67 (s pozitivou pod 70%) (graf 3,
p<0,4, resp. p<0,82). Statisticky nesignifikantni vztah vykazovala exprese p50 a zjistény OS/PFS (graf
5, p<0,60, resp. p<0,73). Statisticky signifikantné vyssi hladina s-TK byla detekovana u pripad( DLCBL
NOS s pozitivitou Bcl-2 vyssi nez 5% (tab. 16, graf 10, p<0,03). Negativni exprese MUM1/IRF4
vykazala statisticky signifikantni vy3si hladinu B2mikroglobulinu (tab. 17, graf 11, p<0,003). Interval
minima a maxima poctu pozitivnich lymfatickych uzlin vykazoval nejvétsi rozptyl u GCB-like
podskupiny a ziZovani v porovnani mezi podskupinami (v tomto pofadi) DLBCL NOS GCB-like,

u GCB-like podskupiny a nejvyssi u nonGCB-like(graf 15, p<0,09). Nicméné statisticky signifikantni
rozdil v poctu pozitivnich lymfatickych uzlin byl detekovan pouze mezi skupinou GCB- a nonGCB-like
DLBCL NOS (tab. 19, graf 13, p<0,045). Statisticky nesignifikantné vyssi hladina trombocytdzy a vyssi
hladina leukocytdzy bliZici se statistické signifikanci byla detekovana u podskupiny GCB-like (graf 14,
16, p<0,08, resp. p<0,055) a soucasné byl zjistén i nejvyssi rozptyl intervalu Urovné trombocytdzy a
leukocytdzy u téze podskupiny vzhledem k nonGCB-like (p<0,055) a , tfeti” (p=0,05) podskupiné
DLBCL NOS. VyuZita byla i metoda tkarniové mikroarray (TMA), avSak vzhledem k neziskani
optimalniho poctu a objemu reprezentativni tkané s pritomnosti DLBCL NOS nebyla dosaZzena Uroven

pro korektni statistické zhodnoceni.

V kratkosti Ize Fici, Ze DLBCL (a také lymfoproliferativni onemocnéni obecné) vykazuji rozsahlou a
stale se rozsifujici heterogenitu v roviné klinické, morfologické a molekularné biologické at uz v bézné
diagnostice, tak v experimentu a jediné Uzka spoluprace celého hematololgického tymu (renomovany
klinik, hematopatolog , molekularni biolog a statistik) se stava skute¢nym benefitem pro stanoveni
korektni diagndzy s jednoznaénym dopadem na (stale vice) cilenou a na miru Sitou (,tailored”) terapii
prislusného lymfoproliferativniho onemocnéni. Je také nedilnou soucasti novych vhledd do biologie
lymfoidnich bunék, at uz nddorovych nebo nenadorovych, a designi hypotetickych testovanych

experimentalnich algoritm a zjisténych novych uzitecnych algoritm( v translacnim lékarstvi, které se
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promitaji v redlnéjsim biologickém hodnoceni a terapeutické intervenci (sledované prognostické a
prediktivni faktory) kazdého jednotlivého lymfoproliferativniho (a obecné i onkologického)

onemocnéni daného jedince, tedy realného jednotlivého pacienta.

8. Pouzité zkratky

a4 — Integrin alfa

04P1 — Integrin alfa 4 beta 1

0a4P7 — Integrin alfa 4 beta 7

o5B1 — Integrin alfa 5 beta 1

oEP7 — Integrin alfa E beta 7

A1/Bfl1 — BCL-2-related protein Al (Bcl2al /Bfl1/A1)
aa-IPl — Age adjusted International prognostic index
Ab’s — Antibodies

ABC - Avidin-biotin

ABC-like — Activated B-cell like

ALCL — Anaplastic large cell lymphoma

ALCL — Anaplastic large cell lymphoma

ALK — Anaplastic large cell ymphoma kinase
ALL — Acute lymphoblastic lymphoma/leukemia
AMK — aminokyselina

B1integrin — Betal integrin

B2mikroglobulin — Beta 2 mikroglobulin

3 integrin — Beta3 integrin

BAD — Bcl-2-associated death promoter

BAFFR — B-cell activating factor receptor

BAK — Bcl-2-antagonist/killer

BCL-2 — B-cell CLL/lymphoma 2
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BCL-3 — B-cell CLL/lymphoma 3

BCL-6 — B-cell CLL/lymphoma 6

B-CLL/SLL — B-chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
BCLXL — B-cell ymphoma-extra large (Bcl-xl, BCL2L1 — Bcl-2-like protein 1)
Bim — Bcl-2 interacting mediator of cell death

BIOMED-2 — The EuroClonality consortium

BL — Burkitt lymphoma

B-NHL — B-cell non-Hodgkin lymphoma

bp — base pair(s)

B-UCL — B-cell lymphoma unclassifiable

CA125 — Cancer antigen 125

CALLA — Common acute lymphoblastic leukemia antigen
CAM-DR — Cell adhesion mediated drug resistance
CCL17 — Chemokine ligand 17

CCL19 — Chemokine ligand 19

CCL21 — Chemokine ligand 21

CCL25 — Chemokine ligand 25

CCL27 — Chemokine ligand 27

CCL28 — Chemokine ligand 28

CCL3 — Chemokine ligand 3

CCR10 — Chemokine receptor 10

CCR3 — Chemokine receptor 3

CCR4 — Chemokine receptor 4

CCR6 — Chemokine receptor 6

CCR7 — Chemokine receptor 7

CCR9 — Chemokine receptor 9

CD — Cluster of differentitation (cluster of designation, classification determinant)
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CD10 - Cluster of differentitation 10

CD1a — Cluster of differentitation 1a

CD20 - Cluster of differentitation 20

CD23 — Cluster of differentitation 23

CD30 — Cluster of differentitation 30

CDA45R0+ — Cluster of differentitation 45R0+

CD5 — Cluster of differentitation 5

CD79a — Cluster of differentitation 79a

CD99 — Cluster of differentiation 99

Cdc42 — Small GTPase

cHL — Classical Hodgkin lymphoma

c-IAP1 — Cellular inhibitor of apoptosis protein-1
c-IAP2 - Cellular inhibitor of apoptosis protein-2

CLA — Cutaneous lymphocyte antigen

c-Maf — Proto-oncogen, musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
c-Myc — Proto-oncogen, myelocytomatosis oncogene

CR — complete remission

CTCL — Cutaneous T-cell lymphoma

CXCL10 — C-X-C motif chemokine ligand 10
CXCL12 — C-X-C motif chemokine ligand 12
CXCL13 — C-X-C motif chemokine ligand 13
CXCR3 — C-X-C motif chemokine receptor 3
CXCR4 — C-X-C motif chemokine receptor 4
CXCR5 — C-X-C motif chemokine receptor 5
CXCR6 — C-X-C motif chemokine receptor 6
Cyclin D2 — G1/S-Specific Cyclin D2

D gene — Genes between the V and J genes, coding D region of heavy-chain Ig or beta/delta-chain of
the T-cell receptor
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DC’s — Dendritic cells

DLBCL — Diffuse large B-cell lymphoma
DNA — Deoxyribonucleic acid

E-boxes — Enhancer Box sequences

EBV — Epstein-Barr virus

ECM — Extracellular matrix

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid
EMT — Epithelial mesenchymal transition

E-selectin — CD62 antigen-like family member E (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1,
endothelial-leukocyte adhesion molecule 2)

EuroClonality/BIOMED-2 — EuroClonality consortium
F — Femininum

FDA — Food and Drug Administration

FFPE — Formaline-fixed, paraffin-embeded

FL — Follicular lymphoma

GO — Cell cyclus phase GO

G1 — Cell cyclus phase G1

GADD45h — Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45 protein
GALTs — Gut-associated lymphoid tissues

GC - Germinal center

GCB — Germinal center B-cell

GCB-like — Germinal centre B-cell like

GEP — Gene expression profile

GIT — Gastrointestinal tract

G-protein — Guanosine nucleotide-binding proteins
HAT’s — Histone acetyltransferases

HDAC - Histone deacetylase

HEV — High endothelial venules
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HEV-like vessels — High endothelial like vessels

HGF — Hepatocyte growth factor (hepapoietin A, scatter factor)
HHV8 — Human herpes virus 8

HRS — Hodgkin/Reedberg-Sternberg cell

CHOP — Chemoterapy regimen - Cyclophosphamide, Hydroxydaunorubicin, Oncovin (vincristine),
Prednisone/Prednisolone

CHT — Chemotherapy

IAP — Inhibitor of apoptosis

IgD — Immunoglobulin heavy-chain D

IGH FR1 — Immunoglobulin heavy-chain framework 1
IGH FR2 — Immunoglobulin heavy-chain framework 2
IGH FR3 — Immunoglobulin heavy-chain framework 3
IGK — Immunoglobulin kappa light chain gene

IGK Kde — Immunoglobulin kappa-deleting element
IGK V-J — The variable and the joining regions of immunoglobulin kappa light-chain locus
IgM — Immunoglobulin heavy-chain M

IgVH — Immunoglobulin variable region heavy-chain gene
IHC — Immunohistochemistry

IKK — Inhibitor kappa B kinase

IL-2 — Interleukine 2

IL-4 — Interleukin 4

IL-6 — Interleukine 6

ILSG — International Lymphoma Study Group

IPI — International prognostic index

IRES — Internal ribosome entry system

ITLs — Intestinal T-cell lymphomas

IxB — Inhibitor kappa B

IkBa — Inhibitor kappa B alfa
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IxBp — Inhibitor kappa B beta

IkBd — Inhibitor kappa B delta

IxBy — Inhibitor kappa B gamma

J gen — Genes coding J region of heavy-chain Ig or beta/delta-chain of the T-cell receptor
JAM —Junctional adhesion molecule

KD — Kostni dfen

lateGC — Late germinal center

LBCL — Large B-cell ymphoma

LDH — Lactate dehydrogenase

LFA-1 - a4P1 — Integrin

LFA-1 - aLP2 — Integrin

LFA-1 -a4B7 — Integrin

L-Myc — Proto-oncogen L-myc, lung carcinoma myc related oncogen
LtBR — Lymphotoxin-betta receptor

LU — Lymfatickd uzlina

LyG — Lymphomatoid granulomatosis

M — Masculinum

M — Mitotic phase of the cell cyclus

MAdCAM-1 — Addressin, mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1
MALT — Mucosa associated lymphoid tissue

Max — Maximum

MF — Mycosis fungoides

Min - Minimum

miR-17-5p — micro RNA 17-5p

miR-20a — microRNA 20a

miRNA-17-92 — cluster microRNA 17-92

Miz-1 — Myc-interacting zing finger protein 1
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MLNO2 — Humanized antibody to integrin o437

MLP — Malignant lymphoid polyposis

MM — Multiple myeloma

MME — Membrane metaloendopeptidase

MMP — Matrix metaloproteinase

MRNA — messenger RNA

MS — Mass spectrometry/MS based comparative protein analysis

MS4A1 — Membrane-spanning 4-domains subfamily A member 1
MUM1/IRF4 — Multiple myeloma oncogene 1/interferon regulatory factor 4
Myc — Myelocytomatosis viral oncogene

Myc-nick — Cytoplasmic variant of c-Myc (transcriptionally inactive cleavage product)
MZL — Marginal zone lymphoma

N — Nitrogen

N (No.) — Number

NEP — Neutral endopeptidase

NES — Nuclear exporting sequences

NFkappaB — Nuclear factor kappa light-chain enhancer of activated B cells
NK — Natural killer

NLPHL — Nodular lymphocytic predominance Hodgkin lymphoma

NLS — Nuclear localisation sequences

n-Myc — v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene neuroblastoma derived homolog
nonGCB — Nongerminal center B-cell

nonGCB — Non-germinal centre B-cell like

NOS — Not otherwise specified

,omics” —Genomics, transcriptomics, epigenomics, methylomics, proteomics, proteogenomics,
metabolomics, metabonomics, interactomics etc.

OS — Overall survival

p — Kratké raménko chromozomu
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p21 — Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (CIP1, WAF1)

PACEBO — Chemotherapy regimen, Cyclophosphamide, Adriamycin, Etoposide, Bleomycin,
Prednison/Prednisolon

PAX5 — Paired box 5 (Family of transcription factors, B-cell lineage specific activator protein - BSAP)
PCLBCL — Primary cutaneous large B-cell lymphoma
PCR — Polymerase chain reaction

PD — progressive disease

PECAM-1 (CD31) — Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
PFS — Progression free survival

pH — potential of hydrogen (pondus hydrogenia)

PI3K — Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

PKO — Periferni krevni obraz

PLN — Peripheral lymph node

PMLBCL — Primary mediastinal large B-cell lymphoma

PNAd — Peripheral lymph node addressin

PR — Partial remission

preGC — Pre germinal centre

PS — Performance status

PTCLU — Peripheral T-cell ymphoma unspecified

g — Dlouhé raménko chromozomu

Rac —small GTPase

REAL — Revised European American Lymphoma

RelA — Avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (p65, NFkappaB3)
RelB — Avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
RHD — Rel homologous domain

RhoA — small GTPase

R-CHOP

riL-2 — Interleukine 2 receptor
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RNA — Ribonucleic acid
rRNA —ribosomal RNA
SALT — Skin associated lymhoid tissue
SD — Standard deviation (contextual)

SD — Stable disease (contextual)

SS — Sézary syndrome

Stage — Stadium

Staging onemocnéni — Stadium onemocnéni

STAT — Signal transducers and activators of trascription pathway
sTK — Serum thymidine kinase

TCR — T-cell receptor

TCRA — T-cell receptor alfa

TCRB — T-cell receptor beta

TCRG — T-cell receptor gamma

TCRD — T-cell receptor delta

TCRyd — T-cell receptor gamma delta

TdT — Terminal deoxynucleotidyl transferase

THRLBCL — T-cell/histiocytic reach large B-cell lymphoma
TMA — Tissue microarray

TNF — Tumor necrosis factor

TNFR — Tumor necrosis factor receptor

TNFRSF8 — Tumor necrosis factor receptor superfamily 8
Toll/IL-1R — Toll/interleukin 1 receptor (TIR)

TRAF1-3 — TNF receptor associated factor 1-3

TRAF5 — TNF receptor associated factor 5

Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethane

uPA/uPAR — Urokinase-type plasminogen activator/urokinase-type plasminogen activator receptor
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USA — United States of America

3’UTR — The three prime untranslated region (trailer sequence)
5'UTR —The five prime untranslated region (leader sequence)
V gene — Genes coding V region of heavy-chain Ig or beta/delta-chain of the T-cell receptor
VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule 1

VEGF — Vascular endothelial growth factor

VH — Variable heavy-chain gene region

VHDHIJH — In frame (productive/non-productive) joints

VL — Variable light chain-gene region

W — Watt

WHO — World Health Organisation

WNTs — Wnt signaling pathways (Wingless and Integrase-1)

XIAP — X-linked inhibitor of apoptosis
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