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Pacienti s  difuzním velkobuněčným B-lymfomem (DLBCL) 
obvykle vyžadují rychlé zahájení léčby, což omezuje možnosti 
podrobnější rizikové stratifikace pomocí pokročilých a  časově 
náročných molekulárních metod. V důsledku toho je většina pa-
cientů zpočátku léčena standardním režimem R-CHOP, přestože 
DLBCL představuje značně geneticky, fenotypově a klinicky he-
terogenní onemocnění. Přibližně u třetiny nemocných dochází 
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SOUHRN
Klasifikace difuzního velkobuněčného B-lymfomu (DLBCL) podle buněčného původu (cell-of-origin, COO) rozlišuje dva základní biologické podtypy, ABC 
(activated B-cell-like) a GCB (germinal center B-cell-like). Ačkoli toto rozdělení odráží odlišnou patogenezi, jeho prognostický význam přestává být v kontextu 
vyvíjejících se léčebných postupů relevantní. Nově nabývá na významu molekulární subtypizace DLBCL, která vychází ze spektra postižených genů a  cílí 
na personalizaci léčebného přístupu.
V  této studii jsme použili cílené profilování genové exprese (GEP) pomocí námi sestaveného panelu Lympho-qPCR, který umožňuje rychlou a  v  praxi 
využitelnou ABC/GCB klasifikaci a současně stratifikaci pacientů podle rizika progrese. RNA izolovaná z 89 vzorků tkání od pacientů s DLBCL sloužila k vytvoření 
tří klasifikačních modelů. Model A porovnával expresní profil s imunohistochemickým (IHC) stanovením COO a ukázal očekávanou nižší korelaci (62 %). Model 
B využívá skórování exprese vybraných genů k určení COO bez ohledu na IHC klasifikaci. Model C byl vyvinut jako nový, na IHC nezávislý prognostický nástroj 
umožňující stratifikaci pacientů podle očekávaného přežití. Významně horší prognózu měli pacienti identifikovaní jako vysoce rizikoví dle modelu C, bez ohledu 
na stávající klinické prognostické ukazatele. U pacientů s časnou progresí potvrdila paralelní sekvenační analýza DNA (integrativní panel LYNX) přítomnost 
komplexních chromozomových změn a defektů v genech BCL2, TP53 a CDKN2A/B.
Naše výsledky ukazují, že cílený GEP test představuje robustní, rychlý a tedy rutinně využitelný nástroj pro určení COO subtypu a rizikovou stratifikaci DLBCL 
pacientů. V blízké budoucnosti lze očekávat narůstající prediktivní význam ABC/GCB typizace v souvislosti s novými cílenými terapeutickými režimy. Integrace 
transkriptomických a genetických dat bude klíčová pro nezávislé a individuální posouzení rizika pacientů v molekulární diagnostice DLBCL.
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Targeted gene expression profiling as a tool for diagnostic cell-of-origin determination and 
prognostic stratification in diffuse large B-cell lymphoma

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-qPCR 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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určení COO (z diagnostických FFPE řezů), které sloužilo pro se-
stavení tréninkové (26 ABC, 19 GCB) a validační kohorty (10 ABC, 
10 GCB). Zbývajících 24 případů tvořilo experimentální soubor. 
Klinické a biologické údaje shrnuje Tabulka č.1.

Celková RNA byla izolována z čerstvě zmražené tkáně (mirVa-
na™ RNA Isolation Kit , Thermo Fisher Scientific) a  její integrita 
a množství byly posouzeny pomocí systému TapeStation (Agi-
lent); k další analýze genové exprese byly použity pouze vzorky 
s dostatečnou kvalitou RNA.

Návrh a provedení cíleného testu Lympho-qPCR
Pro rutinně využitelnou analýzu genové exprese byl vyvinut 

test Lympho-qPCR, založený na cíleném hodnocení exprese 
vybraných genů pomocí qPCR. Výběr cílových genů byl zalo-
žen na důkladném prozkoumání zásadních studií definující 
podtypy ABC/GCB (4,6,10,21–26). Panel zahrnoval 28 genů 
spojených s  COO podtypy a  3 referenční (housekeeping) 
geny. Primery a  sondy byly syntetizovány společností Ge-
neri Biotech (Česká republika) a  lyofilizovány v  tripletech do 
96jamkových destiček (obr. 1A), z nichž každá byla určena pro 
jeden vzorek. Jeden µg RNA byl pomocí reverzní transkripce 
přepsán do cDNA, která byla kvantifikována pomocí přístroje 
qTower³ (Analytik Jena). Relativní exprese genů byla stanove-
na metodou 2^-ΔCt, normalizovaná buď na každý jednotlivý 
housekeeping gen, nebo na jejich geometrický průměr. Tento 
přístup umožnil robustní a reprodukovatelnou kvantifikaci ge-
nové exprese v celé kohortě. 

Genetická analýza pomocí NGS panelu LYNX
U 34 pacientů s nepříznivou prognózou (přežitím bez progre-

se (PFS) kratší než jeden rok) bylo provedeno NGS profilování 
pomocí panelu LYNX, rutinně používaného na našem pracovišti 

i přes tuto léčbu k časné progresi nebo refrakteritě onemocnění 
(1,2). Klinicky významného zlepšení výsledků bylo v posledních 
dvaceti letech dosaženo pouze u režimu Pola-R-CHP (3). Pro za-
vedení nových, personalizovaných léčebných přístupů je proto 
nezbytná rychlá a  spolehlivá identifikace rizikových pacientů, 
kterou dnes umožňují moderní a vysoce výkonné technologie 
molekulární biologie.

Profilování genové exprese (GEP) pomocí čipových technolo-
gií bylo první metodou, která rozdělila DLBCL do dvou kategorií 
podle buněčného původu (COO): podtyp podobný aktivova-
ným B-buňkám (ABC) a podtyp podobný B-buňkám germinální-
ho centra (GCB) (4–6). Nedávno byla navíc popsána podskupina 
tzv. „dark-zone“ GCB lymfomů, která je asociována s agresivněj-
ším průběhem (7,8). Protože původní čipová analýza nebyla 
vhodná pro rutinní praxi, byl pro diagnostické účely zaveden 
imunohistochemický (IHC) algoritmus dle Hansové (9), který 
využívá tři proteinové markery (CD10, BCL6, MUM1) k  rozliše-
ní ABC a GCB subtypu. Tento přístup však naráží na omezenou 
přesnost, reprodukovatelnost a obtížnou identifikaci ABC přípa-
dů. Novější technologie, například platforma NanoString, nabízí 
spolehlivější určení COO pomocí cíleného GEP. Scott a kol. (10) 
navrhli panel 20 genů (Lymph2X assay), který byl úspěšně vali-
dován v prospektivních klinických kohortách (11). Nicméně jeho 
širší implementaci brání vysoké náklady a omezená dostupnost. 

Metody založené na sekvenování nové generace (NGS) od-
kryly hlubší molekulární heterogenitu DLBCL nad rámec dvou 
buněčných subtypů a  vedly k  definici několika genetických 
podtypů s odlišnou prognózou a odpovědí na imunochemote-
rapii (12–14). Algoritmus LymphGen umožňuje jejich klasifikaci, 
avšak vyžaduje komplexní molekulární data zahrnující mutace, 
translokace BCL2/BCL6 i změny počtu chromozomových kopií, 
což výrazně omezuje praktické využití tohoto přístupu v  di
agnostice a managementu DLBCL.  

V současné době se pozornost soustřeďuje na integraci tran-
skriptomických a genetických dat pro predikci efektivity léčby 
první linie (15,16). Například přidání Ibrutinibu, inhibitoru BTK, 
k  režimu R-CHOP prokázalo účinnost u  ABC-DLBCL a  genetic-
kých podtypů MCD a  N1 (17). Slibné výsledky vykazují cílené 
léky také u  relabovaných či refrakterních pacientů (18). I  přes 
snahy vyvinout zjednodušené algoritmy pomocí cílené analýzy 
(19,20) zůstává široké využití molekulárních markerů v  rutinní 
diagnostice a multicentrických studiích omezené, zejména kvůli 
nákladům, dostupnosti technologií a absenci standardizace.

Cílem této práce bylo vyvinout efektivní a  zejména rychlý 
nástroj pro identifikaci vysoce rizikových pacientů s DLBCL na 
základě cíleného profilování genové exprese, který lze snadno 
začlenit do běžných diagnostických pracovních postupů mo-
lekulárně-patologických laboratoří.

MATERIÁL A METODY

Soubor pacientů a vzorky
Do studie bylo zařazeno 89 diagnostických vzorků pacientů 

s lymfomem (88 DLBCL a jeden HGBL) diagnostikovaných a léče-
ných v letech 2006-2023 na Interní hematologické a onkologic-
ké klinice Fakultní nemocnice Brno. Všichni pacienti podepsali 
informovaný souhlas, který je v souladu s Helsinskou deklarací 
a byl schválen etickou komisí (číslo 23-090621-EK). 

Vzorky byly vybrány retrospektivně podle dostupnosti čerstvě 
zmražené tkáně z diagnostických biopsií. Značný počet pacien-
tů byl ze studie vyloučen z důvodu dostupnosti pouze rutinní 
fixované tkáně (FFPE bloky), která obecně není vhodná pro GEP 
kvůli nízké kvalitě RNA. Přítomnost lymfomových buněk byla 
ověřena hematopatologem. U 65 pacientů bylo provedeno IHC 

Tab.1. Základní klinické a  laboratorní parametry souboru DLBCL pacientů 
(n=89). 

Pohlaví: muž / žena 55 / 34

Věk v Dg: medián (rozsah) 63 (23-84) let

IPI (n=85): 

      nízké (0-1) 13

      nízké střední (2) 23

      vysoké střední (3) 21

      vysoké (4-5) 28

Imunofenotyp (n=80):  

      GCB 35

      non-GCB 45

Rizikové faktory: 

      Dvojitý expresor (IHC) 15/62 (24 %)

      Ki67 >60% 66/86 (77 %)

      Přestavba MYC, BCL2, BCL6 (FISH) 1/14, 1/6, 0/5 

Léčebná odpověď (dle Cheson 2007) 

      Kompletní remise 55

      Částečná remise 9

      Stabilní choroba 1

      Relaps/progresivní choroba 10

      Neurčena 14

Sledování: medián (rozsah) 29 (0-266) měsíců

Legenda: Dg – diagnóza, DLBCL – difúzní velkobuněčný B lymfom, IPI – 
mezinárodní prognostický index, GCB – germinal center B-cell-like subtyp, 
IHC – imunohistochemie.
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z biopsií lymfatických uzlin (94 %), menší část z extranodálních 
lokalit (kůže, varlata, slezina). 

Izolovaná RNA vykazovala uspokojivou kvalitu (RNA Integrity 
Number (RIN) >7 u 76 vzorků, RIN >6 u 13 vzorků). Gen SERPINA9 
byl z analýz vyloučen kvůli trvale nízké expresi. Variační koefici-
enty (CV) referenčních genů HPRT1, GAPDH a  B2M byly 6,3  %, 
6,3 % a 8,8 %, což potvrzuje dobrou technickou reprodukova-
telnost. Hodnoty relativní kvantifikace (2^-ΔCt) byly použity 
pro vytvoření tří GEP klasifikačních modelů (obr. 1B): i) model 
A  byl natrénován na základě stanoveného subtypu non-GCB/
GCB podle IHC, ii) model B byl založen čistě na expresi genů pro 
klasifikaci podtypu COO a iii) model C je prognostický model pro 
stratifikaci rizika přežití. 

Model A: COO klasifikátor postavený na základě IHC 
Model A byl vytvořen na tréninkové kohortě 26 non-GCB a 19 

GCB případů, přičemž nezávislá validační kohorta zahrnovala 10 
non-GCB a 10 GCB pacientů. Normalizace exprese byla testová-
na zvlášť pro každý referenční gen i pro jejich geometrický prů-
měr. Nejlepších výsledků pro rozlišení podtypů ABC/GCB bylo 
dosaženo při použití B2M a HPRT1, kdy oba shodně vykazovaly 
70% přesnost klasifikace. Vzhledem ke stabilnější expresi byl 
jako hlavní normalizační gen zvolen HPRT1 (CV 6,3 % vs. 8,8 % 
u B2M). V experimentální kohortě model klasifikoval 18 vzorků 
jako ABC a 6 jako GCB. Z nich pouze tři vzorky spadaly do nejis-
tého prahového rozmezí pravděpodobnosti 30-70 %. Porovnání 
s výsledky IHC ukázalo 62% shodu (8/13) s klasifikací dle Hanso-
vé (obr. 2A).

Model B: Predikce COO dle multigenního skóre exprese
S ohledem na limity IHC jsme vytvořili model nezávislý na IHC, 

vycházející výhradně z GEP hodnot ze sloučené trénovací a va-
lidační kohorty (n=65). Testovány byly dva skórovací přístupy: 
skóre 1 zahrnovalo všechny geny v panelu se stejnou váhou vý-
znamu, zatímco skóre 2 bylo omezeno na geny IRF4, BCL6 a MME 
analogicky k  Hans algoritmu. Prahová hodnota pro klasifikaci 
byla nastavena na medián skóre (ABC skóre > medián, GCB skó-
re < medián); v jeho blízkosti se vyskytuje neurčitá zóna, kde je 
snížena klasifikační jistota. 

(27). Ten umožňuje integrativní genomické profilování u  lym-
foproliferativních onemocnění zahrnující detekci genových va-
riant, chromozomálních změn, přestaveb antigenních receptorů 
a typických translokací. 

DNA byla izolována ze vzorků tkání pomocí MagCore Geno-
mic DNA Tissue kit 401 (RBC Bioscience, Tchaj-wan) a kvantifi-
kována pomocí fluorometru Qubit (Thermo Fisher Scientific,  
MA, USA). Příprava NGS knihoven a  bioinformatická analýza 
byly provedeny podle publikovaných postupů (27,28). Nalezené 
aberace byly korelovány s klasifikačními GEP modely pro odha-
lení potenciální asociace genotyp-fenotyp související s agresivi-
tou onemocnění. 

Statistická analýza dat
Na základě hodnot exprese 2^-ΔCt byly vyvinuty tři modely: 

i) model A pro určení ABC/GCB trénovaný podle IHC klasifikace, 
optimální kombinace prediktivních genů byla nalezena pomo-
cí mnohorozměrné logistické regrese a  obousměrné krokové 
selekce; ii) model B pro nezávislou klasifikaci ABC/GCB pomocí 
multigenního expresního skóre (součet hodnot ΔCt vynásobený 
+1 pro ABC geny a -1 pro GCB geny). Medián skóre byl použit 
jako dělící hodnota; iii) prognostický model C hodnotící indivi-
dualizované rizikové skóre pro celkové přežití (OS) a PFS, založe-
ný na Coxově regresi zahrnující genovou expresi a věk.

Přežití (OS a  PFS) bylo hodnoceno dle kritérií Cheson a  kol. 
(29). Výsledky byly vizualizovány pomocí Kaplan-Meierových 
křivek a rozdíly ověřovány log-rank testem. Statistická význam-
nost byla stanovena na hladině p ≤ 0,05. Všechny analýzy byly 
provedeny v programu R.

VÝSLEDKY

Soubor pacientů a zpracování qPCR dat
Studie zahrnovala 89 pacientů s převahou mužů a mediánem 

věku 63 let. Soubor obsahoval pacienty s vysokým rizikem: 58 % 
pacientů mělo vysoké IPI skóre, 56 % bylo imunofenotypu ABC 
a  77  % vykazovalo proliferační index Ki-67 nad 60  %. Medián 
sledování činil 29 měsíců (tabulka 1). Většina vzorků pocházela 

Obr. 1. Souhrn pracovního postupu studie. Vybrané geny pro Lympho-qPCR test (A) a metodický postup od sběru vzorků po analýzu dat (B).
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mickou komplexitu (obr. 3). Zvláště časté byly komplexní chro-
mozomální aberace (> 5 změn), které byly pozorovány u 82 % 
těchto pacientů (n=28). Nejčastější genetické změny zahrnovaly 
geny BCL2 (n=19), TP53 (n=18) a CDKN2A/B (n=16), následované 
mutacemi v signální dráze BCR (MYD88, CD79B). Častá byla bi
alelická inaktivace TP53 a CDKN2A/B přítomná u 13 a 8 pacientů. 
Naopak očekávané změny genu MYC byly vzácné (jedna muta-
ce, jedna translokace, šest zisků 8q) a nebyly detekovány žádné 
případy tzv. double- nebo triple-hit lymfomů. Fenotyp DE byl 
zaznamenán u 8 pacientů.

Zvláštní pozornost byla věnována pacientům s časnou pro-
gresí, kteří měli podle prognostického modelu C nízké riziko 
(PFS < 1 rok a skóre rizika < -1; pacienti č. 7, 12, 30, 57, 71, 73 
na obrázku 3). Všichni měli komplexní karyotyp a  čtyři z  nich 
nesli aberace TP53 a/nebo BCL2, což naznačuje možnou příčinu 
progrese onemocnění. Pacienti bez detekovatelných moleku-
lárních defektů (č. 43, 45, 46, 65) měli ve třech případech ne-
příznivý podtyp ABC a pouze jeden byl GCB se středním skóre 
rizika GEP. 

Integrace výsledků cíleného GEP a NGS ukazuje, že časná pro-
grese je často i u pacientů s nízkým GEP-rizikem spojena s kom-
plexními genetickými aberacemi. Jejich vyšetření je časově ná-
ročnější, ale může zlepšit rizikovou stratifikaci pacientů stanove-
nou pomocí rychlého GEP testu.

DISKUZE

Klasifikace pacientů podle COO hraje již téměř dvacet let dů-
ležitou roli v diagnostice DLBCL. Starší studie před zavedením 
rituximabu a  rovněž v  éře R-CHOP léčby jednoznačně proka-
zovaly horší prognózu u subtypu ABC oproti GCB (4,6). Novější 
prospektivní studie (30,31) u  pacientů léčených jednotně mo-
derní imunochemoterapií však tento rozdíl zpochybňují. Napří-
klad studie GOYA (30) nezjistila významný rozdíl v přežití mezi 
oběma subtypy pacientů léčených R-CHOP, což naznačuje, že 
COO rozdělení dnes již nemusí mít samostatnou prognostickou 
hodnotu. 

Po analýze experimentální kohorty vykazovalo dle očekává-
ní nejvyšší shodu s  IHC skóre 2 (77 %). Avšak jako preferovaný 
model bylo vybráno skóre 1, které zachycuje širší biologickou 
variabilitu než IHC (obr. 2B).

Následně jsme zkoumali schopnost identifikovat fenotyp tzv. 
dvojitých expresorů (DE) a  jejich prognózu. Testovali jsme tři 
hranice exprese: 25., 50. a 75. percentil ΔCt hodnot genů MYC 
a BCL2, které umožnily identifikaci 39, 22 a 10 případů DE. Paci-
enti klasifikovaní jako DE podle 50. percentilu vykazovali trend 
ke kratšímu OS (p=0,08), PFS nedosáhlo statistické významnosti 
(p=0,1). Při porovnání s identifikací DE dle IHC (n=51) byla nej-
vyšší shoda 76% pozorována při použití vyšší hranice 75. per-
centilu. To ukazuje na potřebu dosažení vyšších hladin mRNA 
pro přiblížení se prahovým hodnotám stanovení proteinů po-
mocí IHC (MYC >40 %, BCL2 >50 %).

Model C: prognostický model nezávislý na COO
V  naší kohortě jsme nepozorovali významný rozdíl v  přežití 

ABC a GCB pacientů, ať už podle IHC nebo GEP. Proto byl vytvo-
řen model C, který integruje věk, úroveň genové exprese a pře-
žití (OS a PFS). Věk se ukázal jako silný prognostický faktor, který 
významně ovlivňuje OS (p < 0,001) i PFS (p < 0,002). Po testování 
různých způsobů normalizace byla jako nejspolehlivější zvole-
na kombinace věk a exprese genů LMO2, IL16, MYC, FN1 a ITPKB 
(normalizovaná na geometrický průměr housekeeping genů) 
asociující s OS (obr. 2C). Tento model má silnou prediktivní sílu 
pro pětileté přežití (AUC 78,6 % v ROC analýze přežití) a spoleh-
livě rozlišil  v experimentální kohortě vysoce rizikové pacienty 
s kratším OS (p < 0,002; obr. 2C). Tito pacienti měli špatné vý-
sledky bez ohledu na COO subtyp (2 ABC, 4 GCB, 6 nemá IHC 
údaj). Multivariační analýza potvrdila nezávislost modelu C na 
klasických prognostických kritériích ECOG, klinické stadium 
a skóre IPI (p < 0,001).

Genetické pozadí časné progrese u pacientů s nízkým 
rizikem dle GEP 

U většiny pacientů s brzkou progresí (PFS < 1 rok; n=34) jsme 
detekovali četné nepříznivé genetické změny a značnou geno-

Obr. 2. Schematický přehled GEP modelů poskytující nejspolehlivější výsledky. (A) Model A odvozený od IHC stanovení COO subtypu, (B) model B založený na 
expresi genů a výpočtu multigenního skóre (tečky představují jednotlivé pacienty seřazené podle skóre) a (C) model C předpovídající individuální rizikové skóre 
pro přežití pacientů.
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aberací MYC, která ukazuje, že samotná zvýšená exprese může 
postačovat k  identifikaci vysoce rizikových pacientů. Do bu-
doucna lze předpokládat, že význam tradičního dělení na ABC/
GCB postupně ustoupí přesnější molekulární klasifikaci založe-
né na genetických a transkriptomických znacích.

Z praktického pohledu náš Lympho-qPCR test nabízí rychlou, 
modulární a diagnosticky využitelnou metodu pro současné ur-
čení COO subtypu a stratifikaci DLBCL pacientů dle rizika. Krátká 
doba vyšetření do dvou dnů umožňuje včasné rozhodnutí o léč-
bě a  výběr pacientů vhodných pro intenzivnější režimy nebo 
klinické studie. Cílené doplnění o molekulární testy (FISH, San-
gerovo sekvenování nebo NGS) dále zlepšuje prognostifikaci, 
zejména při cílené detekci defektů BCL2, TP53 a CDKN2A/B, které 
byly v našem souboru i v nezávislých studiích (36,41,43–45) kon-
zistentně spojeny s časnou progresí. Dalším přínosem je analýza 
komplexních chromozomálních přestaveb, která ale prozatím 
vyžaduje přijetí náročných celogenomových metod (jako je 
WGS nebo optické mapování).

Naše práce nese také svá omezení, neboť byla provedena na 
vzorcích s  vysoce kvalitní RNA z  čerstvě zmrazené tkáně (bez 
zahrnutí běžněji dostupného FFPE materiálu), je retrospektivní 
a postrádá externí validační kohortu. Přesto tato studie odráží 
dlouhodobou zkušenost jednoho hematoonkologického cent-
ra, což zvyšuje její translační potenciál. Navazující práce směřují 
na rozšíření metody na FFPE vzorky a validaci v prospektivních 
multicentrických kohortách.

Závěrem lze shrnout, že cílené profilování genové exprese za-
ložené na qPCR umožňuje rychlou COO klasifikaci a prognostic-
kou stratifikaci DLBCL pacientů v rámci jednoho diagnostického 
vyšetření. V  kombinaci s  malým, ale informativním souborem 
genetických markerů představuje praktický krok k implementa-
ci personalizované medicíny u DLBCL. Víceúrovňové hodnocení 
rizika, které zachycuje transkriptomický fenotyp i  genetickou 
nestabilitu, může podpořit časnější identifikaci pacientů s vyso-
kým rizikem a zhodnocení léčebné strategie.
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Naopak s rozvojem cílených terapií roste prediktivní význam 
COO klasifikace. Inhibitor BTK, ibrutinib, má vyšší účinnost 
u ABC-DLBCL v důsledku chronicky aktivní BCR signalizace (17), 
zatímco lenalidomid prokázal efektivitu u ABC relabovaných či 
refrakterních případů (32). Podobně studie Polarix a REMoDL-B 
potvrdily přínos režimu polatuzumab-R-CHP (3) a bortezomib-
-R-CHOP (33) především v podskupině ABC. COO klasifikace se 
tedy stává důležitým prediktivním biomarkerem pro personali-
zovaný výběr léčby.

Navzdory své klinické hodnotě stanovení COO stále naráží na 
technické překážky. IHC algoritmus dle Hansové je rychlý, ale 
vykazuje omezenou reprodukovatelnost a přibližně 70% shodu 
s  referenčním („gold standard“ metoda) profilováním genové 
exprese (9,20,34). Další metody jako je sekvenování RNA nebo 
mikročipové technologie jsou nákladné, časově náročné a ne-
jsou běžně dostupné pro rutinní použití. V reakci na tato omeze-
ní jsme vyvinuli vlastní Lympho-qPCR test, který umožňuje rych-
lou, ekonomickou a spolehlivou klasifikaci COO na úrovni RNA. 
Navrhli jsme tři modely různé úrovně klinické použitelnosti. Mo-
del A, trénovaný na IHC, sdílí její omezení a dosahuje nižší přes-
nosti. Model B, založený čistě na expresních datech, umožňuje 
nezávislé určení COO a zároveň identifikaci dvojitých expresorů 
MYC/BCL2. Je však třeba připomenout, že hladiny mRNA těch-
to genů nejsou přímo srovnatelné s proteinovou expresí v IHC 
(35,36), díky rozdílné stabilitě a subcelulární lokalizaci. Naše data 
ukazují, že 75% práh GEP odpovídá běžně užívaným mezním 
hranicím IHC (MYC >40 %, BCL2 >50 %). 

Model C rozšiřuje použití GEP nad rámec klasifikace COO 
a představuje samostatný prognostický nástroj, který kombinu-
je expresi vybraných genů a věk pacienta. Tento model předpo-
vídá přežití nezávisle na standardním IPI indexu a tím doplňuje 
klinické hodnocení o biologické aspekty nádoru. Podobně jako 
jiné studie (34,37–40) i naše výsledky podporují integraci tran-
skriptomických dat pro vylepšení rizikové stratifikace pacientů, 
které přesahuje binární zařazení do ABC/GCB subtypu. Jejich 
kombinace s  genetickými a  klinickými parametry umožňuje 
přesněji vytipovat pacienty s  agresivním průběhem nemoci 
vhodných pro úpravu terapie. 

Molekulární profilování se stává důležitou součástí precizní 
onkologie u DLBCL. Popsané molekulární subtypy mají různou 
prognózu a potenciál cílené léčby (12,14–18), např. podtyp MCD 
(typický s mutacemi MYD88) profituje z léčby ibrutinibem plus 
R-CHOP. Naše molekulární analýzy ukázaly v souladu s dostup-
nou literaturou (36,41–43), že časná progrese je spojena s defek-
ty v  TP53, CDKN2A/B a  BCL2 a  komplexními chromozomálními 
aberacemi. Tyto nepříznivé změny se objevují i u pacientů, kteří 
byli podle GEP hodnoceni jako nízké riziko (model C), což na-
značuje, že kombinovaný přístup může zpřesnit rizikovou stra-
tifikaci pacientů. Zajímavým zjištěním je absence genetických 

Obr. 3. Nepříznivé genetické defekty identifikované pomocí integrativního NGS profilování u pacientů s časnou progresí onemocnění. Pacienti jsou seřazeni 
podle délky přežití bez progrese (PFS) do jednoho roku.
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