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SOUHRN

Klasifikace difuzniho velkobunééného B-lymfomu (DLBCL) podle bunécného puvodu (cell-of-origin, COO) rozlisuje dva zékladni biologické podtypy, ABC
(activated B-cell-like) a GCB (germinal center B-cell-like). Ackoli toto rozdéleni odrazi odlisnou patogenezi, jeho prognosticky vyznam prestava byt v kontextu
vyvijejicich se lécebnych postupl relevantni. Nové nabyva na vyznamu molekularni subtypizace DLBCL, kterd vychazi ze spektra postizenych gent a cili
na personalizaci Ié¢ebného pristupu.

V této studii jsme pouzili cilené profilovani genové exprese (GEP) pomoci nami sestaveného panelu Lympho-qPCR, ktery umoznuje rychlou a v praxi
vyuzitelnou ABC/GCB klasifikaci a soucasné stratifikaci pacient( podle rizika progrese. RNA izolovana z 89 vzorku tkani od pacientt s DLBCL slouzila k vytvoreni
tii klasifikacnich modelG. Model A porovnaval expresni profil s imunohistochemickym (IHC) stanovenim COO a ukazal o¢ekdvanou nizsi korelaci (62 %). Model
B vyuziva skorovani exprese vybranych gend k ur¢eni COO bez ohledu na IHC klasifikaci. Model C byl vyvinut jako novy, na IHC nezavisly prognosticky nastroj
umoznujici stratifikaci pacientl podle o¢ekdvaného preziti. Vyznamné horsi prognézu méli pacienti identifikovani jako vysoce rizikovi dle modelu C, bez ohledu
na stavajici klinické prognostické ukazatele. U pacientd s ¢asnou progresi potvrdila paralelni sekvenacni analyza DNA (integrativni panel LYNX) pfitomnost
komplexnich chromozomovych zmén a defektd v genech BCL2, TP53 a CDKN2A/B.

Nase vysledky ukazuji, ze cileny GEP test pfedstavuje robustni, rychly a tedy rutinné vyuzitelny nastroj pro uré¢eni COO subtypu a rizikovou stratifikaci DLBCL
pacientd. V blizké budoucnosti Ize oc¢ekavat narustajici prediktivni vyznam ABC/GCB typizace v souvislosti s novymi cilenymi terapeutickymi rezimy. Integrace
transkriptomickych a genetickych dat bude klicova pro nezavislé a individudlni posouzeni rizika pacientl v molekularni diagnostice DLBCL.

Kli¢ova slova: DLBCL - ABC/GCB subtyp - profilovani genové exprese — prognosticka stratifikace — molekularni diagnostika

Targeted gene expression profiling as a tool for diagnostic cell-of-origin determination and
prognostic stratification in diffuse large B-cell ymphoma

SUMMARY

Classification of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) according to cell-of-origin (COO) distinguishes two main biological subtypes: activated B-cell-like
(ABC) and germinal center B-cell-like (GCB). Although this distinction reflects different pathogenetic mechanisms, its prognostic impact diminishes in the
context of evolving therapeutic strategies. Molecular subtyping of DLBCL, which is based on the spectrum of affected genes and aims to personalize treatment
approaches, is currently gaining importance.

In the study, we applied targeted gene expression profiling (GEP) using a custom Lympho-gPCR panel, enabling rapid and practically applicable ABC/GCB
classification together with risk stratification of patients. RNA isolated from a cohort of 89 DLBCL tissue samples was analyzed using three GEP-based classification
models. Model A compared the expression profile with immunohistochemical (IHC) COO determination and showed the expected lower correlation (62 %).
Model B employed the expression scores of selected genes to predict COO regardless of IHC classification. Model C was developed as a new IHC-independent
prognostic tool allowing patient stratification based on expected survival. Patients identified as high-risk by Model C had significantly worse outcomes,
regardless of existing clinical prognostic indicators. In patients with early progression, parallel DNA sequencing analysis (integrative LYNX panel) confirmed
complex chromosomal aberrations and defects in BCL2, TP53 and CDKN2A/B.

Our results demonstrate that targeted GEP testing represents a robust, rapid, and clinically applicable method for COO determination and risk stratification in
DLBCL patients. In the near future, the predictive value of ABC/GCB classification is expected to increase in relation to novel targeted therapeutic regimens.
Integration of transcriptomic and genetic data will be essential for independent and individualized risk assessment in the molecular diagnostics of DLBCL.
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i pfes tuto lé¢bu k ¢asné progresi nebo refrakterité onemocnéni
(1,2). Klinicky vyznamného zlepseni vysledkd bylo v poslednich
dvaceti letech dosazeno pouze u rezimu Pola-R-CHP (3). Pro za-
vedeni novych, personalizovanych lécebnych pfistupl je proto
nezbytna rychla a spolehliva identifikace rizikovych pacientd,
kterou dnes umoznuji moderni a vysoce vykonné technologie
molekuldrni biologie.

Profilovani genové exprese (GEP) pomoci ¢ipovych technolo-
gii bylo prvni metodou, kterd rozdélila DLBCL do dvou kategorii
podle buné¢ného pivodu (COO): podtyp podobny aktivova-
nym B-burikam (ABC) a podtyp podobny B-burkdm germinalni-
ho centra (GCB) (4-6). Nedavno byla navic popsana podskupina
tzv.,dark-zone” GCB lymfomd, kterd je asociovana s agresivnéj-
$im prabéhem (7,8). ProtoZze plvodni Cipova analyza nebyla
vhodna pro rutinni praxi, byl pro diagnostické Ucely zaveden
imunohistochemicky (IHC) algoritmus dle Hansové (9), ktery
vyuziva tfi proteinové markery (CD10, BCL6, MUMT) k rozlise-
ni ABC a GCB subtypu. Tento pfistup vSak narazi na omezenou
presnost, reprodukovatelnost a obtiznou identifikaci ABC pfipa-
dU. Novéjsi technologie, napfiklad platforma NanoString, nabizi
spolehlivéjsi uré¢eni COO pomoci cileného GEP. Scott a kol. (10)
navrhli panel 20 genl (Lymph2X assay), ktery byl ispésné vali-
dovan v prospektivnich klinickych kohortach (11). Nicméné jeho
sirsi implementaci brani vysoké naklady a omezena dostupnost.

Metody zaloZzené na sekvenovani nové generace (NGS) od-
kryly hlubsi molekuldrni heterogenitu DLBCL nad rdmec dvou
bunécnych subtypl a vedly k definici nékolika genetickych
podtypl s odlisSnou prognézou a odpovédi na imunochemote-
rapii (12-14). Algoritmus LymphGen umoznuje jejich klasifikaci,
avsak vyzaduje komplexni molekularni data zahrnujici mutace,
translokace BCL2/BCL6 i zmény poctu chromozomovych kopii,
coz vyrazné omezuje praktické vyuziti tohoto pfistupu v di-
agnostice a managementu DLBCL.

V soucasné dobé se pozornost soustfeduje na integraci tran-
skriptomickych a genetickych dat pro predikci efektivity [é¢by
prvni linie (15,16). Napfiklad pfidani Ibrutinibu, inhibitoru BTK,
k reZimu R-CHOP prokazalo uc¢innost u ABC-DLBCL a genetic-
kych podtypd MCD a N1 (17). Slibné vysledky vykazuji cilené
Iéky také u relabovanych ¢i refrakternich pacientd (18). | pfes
snahy vyvinout zjednodusené algoritmy pomoci cilené analyzy
(19,20) zlstava siroké vyuziti molekuldrnich markerd v rutinni
diagnostice a multicentrickych studiich omezené, zejména kvl
nakladiim, dostupnosti technologii a absenci standardizace.

Cilem této prace bylo vyvinout efektivni a zejména rychly
nastroj pro identifikaci vysoce rizikovych pacientd s DLBCL na
zakladé cileného profilovani genové exprese, ktery Ize snadno
zaclenit do béznych diagnostickych pracovnich postupd mo-
lekuldrné-patologickych laboratofi.

MATERIAL A METODY

Soubor pacientti a vzorky

Do studie bylo zafazeno 89 diagnostickych vzork( pacient(
s lymfomem (88 DLBCL a jeden HGBL) diagnostikovanych a léce-
nych v letech 2006-2023 na Interni hematologické a onkologic-
ké klinice Fakultni nemocnice Brno. Vsichni pacienti podepsali
informovany souhlas, ktery je v souladu s Helsinskou deklaraci
a byl schvalen etickou komisi (Cislo 23-090621-EK).

Vzorky byly vybrany retrospektivné podle dostupnosti cerstvé
zmrazené tkané z diagnostickych biopsii. Zna¢ny pocet pacien-
th byl ze studie vyloucen z dlivodu dostupnosti pouze rutinni
fixované tkané (FFPE bloky), kterd obecné neni vhodné pro GEP
kvali nizké kvalité RNA. Pfitomnost lymfomovych bunék byla
ovéfena hematopatologem. U 65 pacientd bylo provedeno IHC
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Tab.1. Zakladni klinické a laboratorni parametry souboru DLBCL pacientt
(n=89).

Pohlavi: muz / zena 55/34
Vék v Dg: median (rozsah) 63 (23-84) let
IPI (n=85):

nizké (0-1) 13

nizké stfedni (2) 23

vysoké stredni (3) 21

vysoké (4-5) 28
Imunofenotyp (n=80):

GCB 35

non-GCB 45

Rizikové faktory:

Dvojity expresor (IHC)

Ki67 >60%

Prestavba MYC, BCL2, BCL6 (FISH)
Lécebna odpovéd (dle Cheson 2007)

15/62 (24 %)
66/86 (77 %)
1/14,1/6, 0/5

Kompletni remise 55
Céste¢na remise 9
Stabilni choroba 1
Relaps/progresivni choroba 10
Neurcena 14

Sledovani: median (rozsah) 29 (0-266) mésicl
Legenda: Dg - diagnéza, DLBCL - diftizni velkobuné¢ny B lymfom, IPI -
mezinarodni prognosticky index, GCB — germinal center B-cell-like subtyp,

IHC - imunohistochemie.

ur¢eni COO (z diagnostickych FFPE fez(), které slouZilo pro se-
staveni tréninkové (26 ABC, 19 GCB) a validac¢ni kohorty (10 ABC,
10 GCB). Zbyvajicich 24 ptipadl tvofilo experimentalni soubor.
Klinické a biologické udaje shrnuje Tabulka ¢.1.

Celkova RNA byla izolovana z Cerstvé zmrazené tkdné (mirVa-
na™ RNA Isolation Kit , Thermo Fisher Scientific) a jeji integrita
a mnozstvi byly posouzeny pomoci systému TapeStation (Agi-
lent); k dalsi analyze genové exprese byly pouzity pouze vzorky
s dostate¢nou kvalitou RNA.

Navrh a provedeni cileného testu Lympho-qPCR

Pro rutinné vyuzitelnou analyzu genové exprese byl vyvinut
test Lympho-gPCR, zalozeny na cileném hodnoceni exprese
vybranych genl pomoci qPCR. Vybér cilovych gent byl zalo-
Zzen na dikladném prozkoumani zasadnich studii definujici
podtypy ABC/GCB (4,6,10,21-26). Panel zahrnoval 28 geni
spojenych s COO podtypy a 3 referen¢ni (housekeeping)
geny. Primery a sondy byly syntetizovdny spole¢nosti Ge-
neri Biotech (Ceska republika) a lyofilizovany v tripletech do
96jamkovych destic¢ek (obr. 1A), z nichz kazda byla ur¢ena pro
jeden vzorek. Jeden pg RNA byl pomoci reverzni transkripce
prepsan do cDNA, kterd byla kvantifikovana pomoci pfistroje
gTower® (Analytik Jena). Relativni exprese gen( byla stanove-
na metodou 2A-ACt, normalizovana bud' na kazdy jednotlivy
housekeeping gen, nebo na jejich geometricky prdmér. Tento
pfistup umoznil robustni a reprodukovatelnou kvantifikaci ge-
nové exprese v celé kohorté.

Geneticka analyza pomoci NGS panelu LYNX

U 34 pacientl s nepfiznivou prognézou (prezitim bez progre-
se (PFS) kratsi nez jeden rok) bylo provedeno NGS profilovani
pomoci panelu LYNX, rutinné pouzivaného na nasem pracovisti
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Obr. 1. Souhrn pracovniho postupu studie. Vybrané geny pro Lympho-gPCR test (A) a metodicky postup od sbéru vzorkid po analyzu dat (B).

(27). Ten umoziuje integrativni genomické profilovani u lym-
foproliferativnich onemocnéni zahrnujici detekci genovych va-
riant, chromozomadlnich zmén, pfestaveb antigennich receptoru
a typickych translokaci.

DNA byla izolovana ze vzork( tkdni pomoci MagCore Geno-
mic DNA Tissue kit 401 (RBC Bioscience, Tchaj-wan) a kvantifi-
kovdna pomoci fluorometru Qubit (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA). Priprava NGS knihoven a bioinformaticka analyza
byly provedeny podle publikovanych postupt (27,28). Nalezené
aberace byly korelovany s klasifika¢nimi GEP modely pro odha-
leni potencidlni asociace genotyp-fenotyp souvisejici s agresivi-
tou onemocnéni.

Statisticka analyza dat

Na zékladé hodnot exprese 2A-ACt byly vyvinuty tfi modely:
i) model A pro urc¢eni ABC/GCB trénovany podle IHC klasifikace,
optimalni kombinace prediktivnich genl byla nalezena pomo-
ci mnohorozmérné logistické regrese a obousmérné krokové
selekce; i) model B pro nezavislou klasifikaci ABC/GCB pomoci
multigenniho expresniho skére (soucet hodnot ACt vynasobeny
+1 pro ABC geny a -1 pro GCB geny). Median skére byl pouzit
jako délici hodnota; iii) prognosticky model C hodnotici indivi-
dualizované rizikové skore pro celkové preziti (OS) a PFS, zaloze-
ny na Coxové regresi zahrnujici genovou expresi a vék.

PreZiti (OS a PFS) bylo hodnoceno dle kritérii Cheson a kol.
(29). Vysledky byly vizualizovany pomoci Kaplan-Meierovych
kfivek a rozdily ovéfovany log-rank testem. Statisticka vyznam-
nost byla stanovena na hladiné p < 0,05. V3echny analyzy byly
provedeny v programu R.

VYSLEDKY

Soubor pacientti a zpracovani qPCR dat

Studie zahrnovala 89 pacient(i s pfevahou muz{ a medidnem
véku 63 let. Soubor obsahoval pacienty s vysokym rizikem: 58 %
pacientd mélo vysoké IPI skére, 56 % bylo imunofenotypu ABC
a 77 % vykazovalo prolifera¢ni index Ki-67 nad 60 %. Median
sledovani cinil 29 mésicu (tabulka 1). Vétsina vzorkd pochazela
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z biopsii lymfatickych uzlin (94 %), mensi ¢ast z extranodalnich
lokalit (kGize, varlata, slezina).

Izolovana RNA vykazovala uspokojivou kvalitu (RNA Integrity
Number (RIN) >7 u 76 vzorkd, RIN >6 u 13 vzorkl). Gen SERPINA9
byl z analyz vylou¢en kvili trvale nizké expresi. Varia¢ni koefici-
enty (CV) referen¢nich genl HPRT1, GAPDH a B2M byly 6,3 %,
6,3 % a 8,8 %, coz potvrzuje dobrou technickou reprodukova-
telnost. Hodnoty relativni kvantifikace (2A-ACt) byly pouzity
pro vytvofeni tii GEP klasifika¢nich modelG (obr. 1B): i) model
A byl natrénovan na zakladé stanoveného subtypu non-GCB/
GCB podle IHC, ii) model B byl zaloZen ¢isté na expresi genti pro
klasifikaci podtypu COO aiiii) model C je prognosticky model pro
stratifikaci rizika preziti.

Model A: COO klasifikator postaveny na zakladé IHC

Model A byl vytvofen na tréninkové kohorté 26 non-GCB a 19
GCB pfipad, pticemz nezavisla valida¢ni kohorta zahrnovala 10
non-GCB a 10 GCB pacientt. Normalizace exprese byla testova-
na zvlast pro kazdy referencni gen i pro jejich geometricky pru-
mér. Nejlepsich vysledkl pro rozliseni podtypl ABC/GCB bylo
dosazeno pfi pouziti B2M a HPRT1, kdy oba shodné vykazovaly
70% presnost klasifikace. Vzhledem ke stabilngjsi expresi byl
jako hlavni normalizacni gen zvolen HPRTT (CV 6,3 % vs. 8,8 %
u B2M). V experimentalni kohorté model klasifikoval 18 vzork(
jako ABC a 6 jako GCB. Z nich pouze tfi vzorky spadaly do nejis-
tého prahového rozmezi pravdépodobnosti 30-70 %. Porovnani
s vysledky IHC ukdazalo 62% shodu (8/13) s klasifikaci dle Hanso-
vé (obr. 2A).

Model B: Predikce COO dle multigenniho skdre exprese

S ohledem na limity IHC jsme vytvofili model nezavisly na IHC,
vychazejici vyhradné z GEP hodnot ze slou¢ené trénovaci a va-
lida¢ni kohorty (n=65). Testovany byly dva skérovaci pfistupy:
skére 1 zahrnovalo viechny geny v panelu se stejnou vahou vy-
znamu, zatimco skére 2 bylo omezeno na geny IRF4, BCL6 a MME
analogicky k Hans algoritmu. Prahova hodnota pro klasifikaci
byla nastavena na median skére (ABC skére > median, GCB sko-
re < median); v jeho blizkosti se vyskytuje neurcitd zéna, kde je
snizena klasifika¢ni jistota.
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Po analyze experimentalni kohorty vykazovalo dle o¢ekava-
ni nejvyssi shodu s IHC skére 2 (77 %). Aviak jako preferovany
model bylo vybrano skére 1, které zachycuje $irsi biologickou
variabilitu nez IHC (obr. 2B).

Nasledné jsme zkoumali schopnost identifikovat fenotyp tzv.
dvojitych expresord (DE) a jejich prognézu. Testovali jsme tfi
hranice exprese: 25., 50. a 75. percentil ACt hodnot genl MYC
a BCL2, které umoznily identifikaci 39, 22 a 10 pfipadl DE. Paci-
enti klasifikovani jako DE podle 50. percentilu vykazovali trend
ke krat$imu OS (p=0,08), PFS nedosahlo statistické vyznamnosti
(p=0,1). Pii porovnani s identifikaci DE dle IHC (n=51) byla nej-
vyssi shoda 76% pozorovana pfi pouziti vyssi hranice 75. per-
centilu. To ukazuje na potfebu dosazeni vyssich hladin mRNA
pro pfiblizeni se prahovym hodnotam stanoveni protein{i po-
moci IHC (MYC >40 %, BCL2 >50 %).

Model C: prognosticky model nezavisly na COO

V nasi kohorté jsme nepozorovali vyznamny rozdil v preziti
ABC a GCB pacientd, at uz podle IHC nebo GEP. Proto byl vytvo-
fen model C, ktery integruje vék, Urover genové exprese a pre-
Ziti (OS a PFS). Vék se ukazal jako silny prognosticky faktor, ktery
vyznamné ovliviiuje OS (p < 0,001) i PFS (p < 0,002). Po testovani
rlznych zpdsobl normalizace byla jako nejspolehlivéjsi zvole-
na kombinace vék a exprese genli LMO2, IL16, MYC, FN1 a ITPKB
(normalizovana na geometricky priimér housekeeping gena)
asociujici s OS (obr. 2C). Tento model ma silnou prediktivni silu
pro pétileté preziti (AUC 78,6 % v ROC analyze pfreziti) a spoleh-
livé rozlisil v experimentdlni kohorté vysoce rizikové pacienty
s kratsim OS (p < 0,002; obr. 2C). Tito pacienti méli Spatné vy-
sledky bez ohledu na COO subtyp (2 ABC, 4 GCB, 6 nema IHC
udaj). Multivaria¢ni analyza potvrdila nezéavislost modelu C na
klasickych prognostickych kritériich ECOG, klinické stadium
a skore IPI (p < 0,001).

Genetické pozadi ¢asné progrese u pacientu s nizkym
rizikem dle GEP

U vétsiny pacientd s brzkou progresi (PFS < 1 rok; n=34) jsme
detekovali ¢etné nepfiznivé genetické zmény a zna¢nou geno-
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mickou komplexitu (obr. 3). ZvIasté casté byly komplexni chro-
mozomalni aberace (> 5 zmén), které byly pozorovény u 82 %
téchto pacientl (n=28). Nejcasté&jsi genetické zmény zahrnovaly
geny BCL2 (n=19), TP53 (n=18) a CDKN2A/B (n=16), nasledované
mutacemi v signalni draze BCR (MYD88, CD79B). Casta byla bi-
alelicka inaktivace TP53 a CDKN2A/B pfitomna u 13 a 8 pacient(.
Naopak ocekavané zmény genu MYC byly vzacné (jedna muta-
ce, jedna translokace, Sest ziskd 8q) a nebyly detekovany zadné
pfipady tzv. double- nebo triple-hit lymfom{. Fenotyp DE byl
zaznamenan u 8 pacientd.

Zvlastni pozornost byla vénovana pacientiim s ¢asnou pro-
gresi, ktefi méli podle prognostického modelu C nizké riziko
(PFS < 1 rok a skére rizika < -1; pacienti ¢. 7, 12, 30, 57, 71, 73
na obrazku 3). Vichni méli komplexni karyotyp a ¢tyfi z nich
nesli aberace TP53 a/nebo BCL2, coz naznacuje moznou pficinu
progrese onemocnéni. Pacienti bez detekovatelnych moleku-
larnich defektl (¢. 43, 45, 46, 65) méli ve trech pfipadech ne-
pfiznivy podtyp ABC a pouze jeden byl GCB se stfednim skére
rizika GEP.

Integrace vysledkl cileného GEP a NGS ukazuje, ze ¢asna pro-
grese je ¢asto i u pacientl s nizkym GEP-rizikem spojena s kom-
plexnimi genetickymi aberacemi. Jejich vysetteni je casové na-
rocnéjsi, ale mze zlepsit rizikovou stratifikaci pacientd stanove-
nou pomoci rychlého GEP testu.

DISKUZE

Klasifikace pacientli podle COO hraje jiz témér dvacet let dU-
lezitou roli v diagnostice DLBCL. Starsi studie pfed zavedenim
rituximabu a rovnéz v éfe R-CHOP |é¢by jednoznacéné proka-
zovaly horsi prognézu u subtypu ABC oproti GCB (4,6). Novéjsi
prospektivni studie (30,31) u pacientd lé¢enych jednotné mo-
derni imunochemoterapii viak tento rozdil zpochybriuji. Napfi-
klad studie GOYA (30) nezjistila vyznamny rozdil v preZiti mezi
obéma subtypy pacientll lé¢enych R-CHOP, coz naznacuje, ze
COO rozdéleni dnes jiz nemusi mit samostatnou prognostickou
hodnotu.

&4 | ABC veess?

oot
aer

Mulligenic score
o
o
&
.

* IHC nonGCB
coe” + IHCGCB

0 10 20 0 40 50 60

Experimentalni sk. 16 ABC
L’ ( 24 vz. — 3GCB —> shodasIHC 62 %

Obr. 2. Schematicky prehled GEP modeld poskytujici nejspolehlivéjsi vysledky. (A) Model A odvozeny od IHC stanoveni COO subtypu, (B) model B zalozeny na
expresi genll a vypoctu multigenniho skdre (tecky predstavuji jednotlivé pacienty sefazené podle skére) a (C) model C pfedpovidajici individuaIni rizikové skére

pro preziti pacient.
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Pacient €. 8
PFS (mésice) 1.
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COOsubtyp GCB GCB ABC ABC ABC NA GCB ABC GCB ABC GCB GCB ABC ABC ABC ABC ABC GCB GCB NA GCB GCB ABC ABC ABC ABC GCB ABC ABC GCB GCB ABC ABC GCB
TP53 mut
Del17p cnlOH
CDKN2A/B mut
Del9p bi mo mo mo bi mo mo bi bi bi mo bi

MyD88 mut

CD79B mut
BCL2 aberace g g g g m+g g g g m m m+g g g g g g m g g
CK (>5 aberaci) ] [ [ T C I I ]

Translokace BCL2 BCL6 BCL6 BCL2 BCL6 BCL2 MYC BCL2 BCL2 BCL2
DE (50% perc.)

Legenda: t mrtvy, * Zivy, cnLOH - ztrata heterozygozity bez ztraty poctu kopii, bi - bialelicky, mo - monoalelicky, g - zisk, m - mutace, CK - komplexni karyotyp, DE - dvojity expresor, barevné - detekovano, $edé -

neanalyzovano

Obr. 3. Nepiiznivé genetické defekty identifikované pomoci integrativniho NGS profilovani u pacientll s ¢asnou progresi onemocnéni. Pacienti jsou sefazeni

podle délky preziti bez progrese (PFS) do jednoho roku.

Naopak s rozvojem cilenych terapii roste prediktivni vyznam
COO Kklasifikace. Inhibitor BTK, ibrutinib, ma vyssi Gcinnost
u ABC-DLBCL v disledku chronicky aktivni BCR signalizace (17),
zatimco lenalidomid prokazal efektivitu u ABC relabovanych ¢i
refrakternich piipadu (32). Podobné studie Polarix a REMoDL-B
potvrdily pfinos rezimu polatuzumab-R-CHP (3) a bortezomib-
-R-CHOP (33) predevsim v podskupiné ABC. COO klasifikace se
tedy stava dulezitym prediktivnim biomarkerem pro personali-
zovany vybér lécby.

Navzdory své klinické hodnoté stanoveni COO stale nardzi na
technické prekdazky. IHC algoritmus dle Hansové je rychly, ale
vykazuje omezenou reprodukovatelnost a pfiblizné 70% shodu
s referen¢nim (,gold standard” metoda) profilovdnim genové
exprese (9,20,34). Dalsi metody jako je sekvenovéni RNA nebo
mikrocipové technologie jsou nakladné, ¢asové narocné a ne-
jsou bézné dostupné pro rutinni pouziti. V reakci na tato omeze-
ni jsme vyvinuli vlastni Lympho-gPCR test, ktery umoznuje rych-
lou, ekonomickou a spolehlivou klasifikaci COO na Urovni RNA.
Navrhli jsme tfi modely r(izné Urovné klinické pouzitelnosti. Mo-
del A, trénovany na IHC, sdili jeji omezeni a dosahuje nizsi pres-
nosti. Model B, zalozeny ¢isté na expresnich datech, umoznuje
nezavislé ur¢eni COO a zarover identifikaci dvojitych expresoru
MYC/BCL2. Je v3ak tieba pfipomenout, ze hladiny mRNA téch-
to gend nejsou pfimo srovnatelné s proteinovou expresi v IHC
(35,36), diky rozdilné stabilité a subcelularnilokalizaci. Nase data
ukazuji, Zze 75% prah GEP odpovida bézné uzivanym meznim
hranicim IHC (MYC >40 %, BCL2 >50 %).

Model C rozdituje pouziti GEP nad rémec klasifikace COO
a predstavuje samostatny prognosticky néstroj, ktery kombinu-
je expresi vybranych gen( a vék pacienta. Tento model predpo-
vida preziti nezavisle na standardnim IPl indexu a tim doplnuje
klinické hodnoceni o biologické aspekty nddoru. Podobné jako
jiné studie (34,37-40) i nase vysledky podporuji integraci tran-
skriptomickych dat pro vylepseni rizikové stratifikace pacientq,
které presahuje binarni zafazeni do ABC/GCB subtypu. Jejich
kombinace s genetickymi a klinickymi parametry umoznuje
presnéji vytipovat pacienty s agresivnim prlbéhem nemoci
vhodnych pro Upravu terapie.

Molekularni profilovani se stava dudlezitou soucasti precizni
onkologie u DLBCL. Popsané molekularni subtypy maji riznou
progndzu a potencial cilené 1é¢by (12,14-18), napt. podtyp MCD
(typicky s mutacemi MYD88) profituje z l1écby ibrutinibem plus
R-CHOP. Nase molekuldrni analyzy ukazaly v souladu s dostup-
nou literaturou (36,41-43), ze Casna progrese je spojena s defek-
ty v TP53, CDKN2A/B a BCL2 a komplexnimi chromozomalnimi
aberacemi. Tyto nepfiznivé zmény se objevuji i u pacient(, ktefi
byli podle GEP hodnoceni jako nizké riziko (model C), coz na-
znacuje, ze kombinovany pristup mUze zpresnit rizikovou stra-
tifikaci pacientl. Zajimavym zjisténim je absence genetickych

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 1 2026

aberaci MYC, kterd ukazuje, Ze samotna zvysena exprese mize
postacovat k identifikaci vysoce rizikovych pacientd. Do bu-
doucna Ize predpokladat, ze vyznam tradi¢niho déleni na ABC/
GCB postupné ustoupi presnéjsi molekularni klasifikaci zaloze-
né na genetickych a transkriptomickych znacich.

Z praktického pohledu nas Lympho-gPCR test nabizi rychlou,
moduldarni a diagnosticky vyuzitelnou metodu pro soucasné ur-
¢eni COO subtypu a stratifikaci DLBCL pacientt dle rizika. Kratka
doba vysetieni do dvou dnll umoznuje v¢asné rozhodnuti o 1é¢-
bé a vybér pacientl vhodnych pro intenzivnéjsi rezimy nebo
klinické studie. Cilené doplnéni o molekuldrni testy (FISH, San-
gerovo sekvenovani nebo NGS) dale zlepsuje prognostifikaci,
zejména pfi cilené detekci defekt(i BCL2, TP53 a CDKN2A/B, které
byly v nasem souboru i v nezavislych studiich (36,41,43-45) kon-
zistentné spojeny s ¢asnou progresi. Dal$im pfinosem je analyza
komplexnich chromozomadlnich prestaveb, kterd ale prozatim
vyzaduje pfijeti naroc¢nych celogenomovych metod (jako je
WGS nebo optické mapovani).

Nase prace nese také svd omezeni, nebot byla provedena na
vzorcich s vysoce kvalitni RNA z cerstvé zmrazené tkané (bez
zahrnuti béznéji dostupného FFPE materialu), je retrospektivni
a postrada externi valida¢ni kohortu. Pfesto tato studie odrazi
dlouhodobou zkusenost jednoho hematoonkologického cent-
ra, coz zvysuje jeji transla¢ni potencial. Navazujici prace sméruji
na rozsifeni metody na FFPE vzorky a validaci v prospektivnich
multicentrickych kohortéach.

Zavérem lze shrnout, ze cilené profilovani genové exprese za-
loZené na qPCR umoznuje rychlou COO klasifikaci a prognostic-
kou stratifikaci DLBCL pacientl v rdmci jednoho diagnostického
vysetfeni. V kombinaci s malym, ale informativnim souborem
genetickych marker(l pfedstavuje prakticky krok k implementa-
Ci personalizované mediciny u DLBCL. Viceurovriové hodnoceni
rizika, které zachycuje transkriptomicky fenotyp i genetickou
nestabilitu, mGze podpofit casnéjsi identifikaci pacientd s vyso-
kym rizikem a zhodnoceni |é¢ebné strategie.
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