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Streszczenie

Chloniaki rozlane z duzych komorek B (DLBCL) stanowiq niezwykle heterogenng grupe
chorob w zakresie cech klinicznych, genetycznych © molekularnych. Globalna analiza ekspresji
genow technikq mikvomacierzy znacznie poglebila wiedze dotyczqcq przyczyn tej heterogenno-
sci dzieki wykazaniu roznic transkrypcyjnych miedzy vozmymi typami histologicznymi nowo-
tworu, podobienstw miedzy komorkami nowotworowymi i prawidlowymi limfocytami oraz
poprzez zdefiniowanie podtypow molekularnych DLBCL. Techniki te ujawnily rowniez odreb-
ne mechanizmy patogenetyczne w obrebie DLBCL, ktore mogq byc celem terapii celowanych.
Nowe eksperymentalne strategie tevapeutyczne blokujgce sygnat receptora B-komorkowego,
szlak czynnika jgdrowego xB (NF«B) oraz interakcje komorek nowotworowych z mikrosrodo-
wiskiem sq w trakcie badan klinicznych. Dalsze poszerzanie wiedzy dotyczqcej heterogennosci
DLBCL 1 zglebienie ich mechanizmow patogenetycznych rodzi uzasadnione nadzieje na po-
prawe wynikow leczenia tej grupy chloniakow.

Stowa kluczowe: mikromacierze DNA, klasyfikacja molekularna, DLBCL, PMLBCL,
leczenie celowane
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Abstract

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) exhibits striking heterogeneity at the clinical, genetic,
and molecular levels. Microarray-based gene expression profiling has greatly improved our
understanding of the molecular heterogeneity within DLBCL by highlighting differences be-
tween clinically defined tumor subtypes, similarities between subsets of tumors and normal
B cells, and by defining robust subtypes with comprehensive transcriptional signatures. Such
strategies have suggested distinct pathogenetic mechanisms and have identified promising
therapeutic targets. Novel thevapies conceived by gene expression profiling are under investiga-
tion and include those targeting B-cell receptor signaling, NF«B pathway and microenviron-
ment with monoclonal antibody-based therapies. Increasing molecular understanding of the
heterogeneous subsets within DLBCL will likely improve the current empiric therapy of DLBCL
by identifying rational therapeutic targets in specific disease subtypes.
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Biologiczne uwarunkowania
heterogennos§ci chloniakow rozlanych
z duzych komorek B

Chtoniaki rozlane z duzych komérek B (DLBCL,
diffuse large B-cell lymphoma) stanowia najczestszy
typ chioniaka nieziarniczego u dorostych i niezwykle
heterogenng grupe choréb — zar6wno w zakresie
cech morfologicznych, biologicznych, jak 1 klinicz-
nych. Prawidiowym odpowiednikiem komorki nowo-
tworowej w DLBCL jest germinalny lub postgermi-
nalny limfocyt B, ktory po kontakcie z antygenem
ulegt nowotworowej transformacji [1]. Limfocyty
germinalne sg szczegdlnie narazone na uszkodzenia
DNA i nowotworowg transformacje z racji zachodza-
cych w nich fizjologicznych proceséw remodelingu
DNA — hipermutacji somatycznych (SHM, somatic
hypermutations) oraz zmiany klas (CSR, class switch
recombination) [2]. Procesy te polegaja na edycji
genow immunoglobulinowych i prowadza do dywer-
syfikacji repertuaru przeciwcial oraz zwiekszajg ich
powinowactwo do antygenu. Poniewaz w trakcie
SHM i1 CSR dochodzi do przej$ciowego powstania
peknie¢ podwojnej nici DNA, limfocyty germinalne
sa naturalnie narazone na powstanie translokacji
1 mutacji w obrebie onkogenow (tab. 1) [3]. Zlozo-
no$¢ mechanizmoéw molekularnych, lezacych u pod-
staw patogenezy chtoniakow DLBCL, znajduje swoje
odzwierciedlenie w ich zréznicowaniu klinicznym.
Dostepne obecnie strategie terapeutyczne pozwalajg

na wyleczenie ponad potowy chorych. Kliniczne mo-
dele prognostyczne pozwalaja zidentyfikowac grupy
chorych o zréznicowanym rokowaniu i wplywaja na
rodzaj prowadzonego leczenia, lecz ich zastosowa-
nie ma charakter wylacznie opisowy 1 nie odzwier-
ciedla molekularnych uwarunkowan, ktére moga
wplywac na kliniczng charakterystyke choroby
w indywidualnym przypadku [19]. Dopiero postep
w zakresie biologii systemowej i analiz wielko-
skalowych eksperymentow genetycznych z uzyciem
mikromacierzy, jaki sie dokonal w ciggu ostatnich
lat, pozwolil na uzyskanie szczegélowych sygnatur
molekularnych u poszczegdlnych pacjentéw oraz na
zdefiniowanie wewnetrznej molekularnej substruk-
tury w ramach tej grupy chloniakow. Badania te rzu-
cily nowe $wiatlo na mechanizmy patogenetyczne
w DLBCL i otworzyty droge do nowych terapii ce-
lowanych.

Zastosowanie mikromacierzy
w badaniach heterogennosci DLBCL

Mikromacierze DNA to technologia umozliwia-
jaca rownoczesng analize ekspresji wielu tysiecy
genow 1 uzyskanie caloSciowego obrazu transkryp-
tomu nowotworu. Analiza i interpretacja wynikow
takich eksperymentow wymaga zastosowania tech-
nik inzynierii wstecznej (reverse engineering), czyli
cyfrowych algorytmow pozwalajacych na wyodreb-
nienie z zebranych danych mechanizmow odpowie-

Tabela 1. Zaburzenia genetyczne w chtoniakach rozlanych z duzych komoérek B (DLBCL)

Table 1. Recurrent genetic abnormalities in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)

Defekt genetyczny Czestos¢ [pism.] Lokalizacja Mechanizm deregulacji
BCL6 35-40% [3] 3q27 (3;...), SHM
BCL2 1(14;18) — 13% [4] 18921 t(14;18)

Amplifikacje — 24% [5] i amplifikacje
cMYC 15% [6-7] 8924 t(8;...) i SHM
FAS 20% [8] 10924 Mutacje DD, SHM
SHM 45% [9] BCL6, PIM1, cMYC, Substytucje

PAX5, Rho/TTF, FAS jednonukleotydowe

P53 16% [10] 17p Mutacje, delecje
ATM 15% [11] 11q Delecje, mutacje
SPIB 19-26% [12, 13] 19q Translokacje, amplifikacje
FOXP1 26% [12, 14] 3p Trisomia 3, translokacje, amplifikacje
PRDM1 24% [15] 6921 Mutacje, delecje
CARD11 8-11% [16] 7p22 Mutacje domeny coiled-coil
A20 (TNFAIP3) 2,3-24% [17] 6923 Mutacje
INK4a/ARF 21% [12] 9p21 Mutacje, delecje
CREL 3-17% [18] 2p12-16 Amplifikacje
mir-17-92 Do 12,5% [12] 13q Amplifikacje

SHM (somatic hypermutations) — hipermutacje somatyczne
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dzialnych za nowotworowy fenotyp badanych komo-
rek. Wnioski, jakie z tych eksperymentow mozna
wyciagnac, zaleza od sposobu sformutowania hipo-
tezy 1 rodzaju przeprowadzonej analizy. Analizy
nadzorowane (supervised analyses) polegaja na scha-
rakteryzowaniu roznic w ekspresji gendw miedzy
dwoma zdefiniowanymi a priori fenotypami, na przy-
ktad DLBCL o dobrym i ztym rokowaniu lub DLBCL
weztowych 1 DLBCL o innych pierwotnych lokali-
zacjach. Analizy tego typu pozwalaja zdefiniowaé
transkrypty/sygnatury warunkujace biologiczng
charakterystyke guza, na przyklad odpowiedzialne
za tropizm narzadowy lub warunkujace wieksza
agresywno$¢ nowotworu. Analizy nienadzorowane
(unsupervised analyses) umozliwiajg wyodrebnienie
molekularnych podkategorii w ramach jednostki dia-
gnostycznej bez formulowania zalozen dotyczacych
ich liczby i natury. Zaro6wno liczba podkategorii, jak
1 ich charakterystyka sg odzwierciedleniem domi-
nujacej struktury genetycznej w obrebie analizowa-
nych danych. Celem sterowanych analiz nadzoro-
wanych, podobnie jak analiz nienadzorowanych,
jest zidentyfikowanie podkategorii molekularnych
DLBCL, jednak przy zalozeniu, ze charakterysty-
ka molekularna DLBCL powinna odzwierciedlac po-
dobienistwa do prawidiowych limfocytow B [20].

Mozliwo$¢ uzyskania catoSciowego obrazu trans-
kryptomu, jakg przyniosly mikromacierze, catkowicie
zmienila sposéb prowadzenia podstawowych badan
genetycznych w chorobach nowotworowych. Dotych-
czas takie badania prowadzono w sposob celowany na
pojedyncze geny, ktorych ekspresja roznita sie w ko-
morce nowotworowej ijej prawidiowym odpowiedni-
ku lub, na przykiad, u pacjentéw z r6znym przebie-
giem choroby. Mikromacierze pozwolily na analize
takich réznic w ujeciu globalnym. Roznica, cho¢ po-
czatkowo wydawala sie tylko ,,iloSciowa”, okazala sie
siega daleko glebiej. Wraz z rozwojem nowych na-
rzedzi analizy statystycznej, dzieki mikromacierzom
zdotano uzyskac wiecej niz statyczny obraz transkryp-
tomu roznicujacy dwa stany biologiczne — uzyskano
dynamiczny obraz nowotworowego fenotypu warun-
kowany przez aktywowane/inaktywowane komorko-
we szlaki sygnalowe 1 metaboliczne oraz interakcje
nowotworu z mikroSrodowiskiem.

Ro6znice molekularne miedzy chloniakami
o roznych pierwotnych lokalizacjach:
PMLBCL i pierwotne DLBCL
oSrodkowego ukladu nerwowego

Mozliwo§¢ zbadania i1 zrozumienia powigzan
miedzy transkryptomem nowotworu i jego fenoty-
pem, jaka przyniosty mikromacierze, wykorzystano

do wykazania genetycznych r6znic miedzy chionia-
kami o r6znych pierwotnych lokalizacjach [21-22].
Pierwotne Srodpiersiowe chioniaki z duzych komo-
rek B (PMLBCL, primary mediastinal large B-cell
lymphoma) ro6znig sie klinicznie 1 patomorfologicz-
nie od DLBCL. Chloniaki te charakteryzujg sie bra-
kiem ekspresji powierzchniowych receptorow B-
-komorkowych (BCR, B-cell receptor), rzadszymi
translokacjami BCL2 1 BCL6 oraz czestszymi am-
plifikacjami regionu 9p24 [22]. Roznice kliniczne,
patomorfologiczne 1 cytogenetyczne sugerowaly
rowniez istnienie roznic transkrypcyjnych miedzy
PMLBCL 1 DLBCL. Poréwnanie profilu ekspresji
gendéw w tych dwoch chorobach wykazalo istotne
roznice miedzy PMLBCL i DLBCL, ktore moga
warunkowac ich odmienng charakterystyke kli-
niczng, fenotypowa i1 histopatologiczng [21-22].
Pierwotne Srodpiersiowe chioniaki z duzych komo-
rek B charakteryzowaly sie nizsza ekspresja genow
kaskady sygnalowej BCR, antygenow leukocytow
ludzkich (HLA, human leukocyte antigens) i marke-
row limfocytow germinalnych. W odréznieniu od
DLBCL, PMLBCL charakteryzuja sie wyzsza eks-
presja gendéw cytokinowych (IL-13, interleukin 13)
1 biatek transdukcji sygnatu z receptorow cytokino-
wych (JAK2), genéw indukowanych przez interfe-
ron (IFN), czynnik martwicy nowotworow (TNF, fu-
mor necrosis factor), molekut adhezyjnych i kosty-
mulacyjnych [21-22]. Istotng czeS$cig sygnatury
molekularnej PMLBCL byla nadekspresja genow
regulowanych przez czynnik jadrowy «B (NF«B,
nuclear factor kappa B), w tym TRAF-1. Do aktywa-
¢ji NFkB prowadza czestsze amplifikacje genetycz-
ne dotyczace locus c-Rel oraz interakcje z mikro-
Srodowiskem, a celowana inhibicja aktywnoSci tego
czynnika transkrypcyjnego powodowata apoptoze
w liniach komérkowych PMLBCL [18]. W PMLBCL
obserwowano rowniez wyzsza ekspresje PD-L2
— bialka z rodziny kostymulatoréw B7 funkcjonu-
jacego jako ligand T-komoérkowego receptora PD-1
(programmed death-1) [21, 23-24]. Aktywacja recep-
tora PD-1 na powierzchni komorki T przez jego li-
gandy prowadzi do zmniejszonej proliferacji w od-
powiedzi na antygen, zmniejszonej produkcji [FNy,
zaburzen degranulacji i obnizonej cytotoksycznoSci,
okreslanych wspolnie jako zjawisko ,,wyczerpania”
(T-cell exhaustion) [23-24]. Zjawisko to moze
w znacznym stopniu ograniczaé skuteczno$¢ odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza na obecno$¢é
nowotworu. Obserwacje te wskazuja na odmienne
mechanizmy patogenetyczne w PMLBCL, obejmuja-
ce istotny udzial mikro§rodowiska w tym procesie,
1nasuwaja podobienstwa do klasycznych postaci chlo-
niaka Hodgkina (cHL, classical Hodgkin lymphoma).
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Zatem roznice genetyczne, odzwierciedlajace odreb-
ne mechanizmy patogenetyczne miedzy PMLBCL
1 DLBCL, w pelni uzasadniajg wyodrebnienie
PMLBCL jako osobnej jednostki chorobowej, a po-
nadto uscislaja jej kryteria diagnostyczne (szczegoly
nizej) 1 wskazuja na istnienie mechanizmoéw warun-
kujacych wzrost nowotworu, ktore moga by¢ obiek-
tem celowanej interwencji terapeutyczne;j.

O ile patogenetyczne znaczenie odrebnoSci
genetycznej PMLBCL wydaje sie zrozumiale, o tyle
wyjasnienie przyczyn tych roznic pozostaje osobng
kwestig. W przypadku PMLBCL r6znice te sa przy-
najmniej czeSciowo uwarunkowane pochodzeniem
ontogenetycznym komoérek nowotworowych z gra-
siczych limfocytow B, innym niz w przypadku
DLBCL [25-26]. W przypadku pierwotnych DLBCL
o lokalizacji w oSrodkowym ukladzie nerwowym
(OUN) komorki nowotworowe wywodza sie z tych
samych prekursorow, co DLBCL o typowych loka-
lizacjach weztowych, czyli limfocytow germinalnych
lub postgerminalnych [27-29]. Tropizm narzadowy
pierwotnych DLBCL OUN nie jest zatem wynikiem
réznic ontogenetycznych, a wynika raczej z odreb-
noSci w charakterystyce molekularnej komorek
chloniakowych wykazujacych predylekcje do OUN.
Pierwotne DLBCL OUN wykazuja wyzsza niz
DLBCL o innych lokalizacjach (w tym wezlowych
1 pozawezlowych) ekspresje genow dla molekut ad-
hezyjnych i genow aktywowanych wskutek interak-
cji z podScieliskiem oraz gendw zwiazanych z mi-
gracja 1 aktywacja limfocytow [30]. Istotnym ele-
mentem molekularnej sygnatury pierwotnych
DLBCL OUN jest aktywacja genow kaskady prze-

kazywania sygnatu i regulowanych przez interleu-
kine 4 (IL-4, interleukin 4), w tym JAK1, STAT6
1 XBP-1. Poniewaz Zrodiem IL-4 moga by¢ komorki
Srédbionka w OUN, mechanizm ten moze ttumaczy¢
angiotropizm pierwotnych DLBCL o tej lokalizacji
narzadowej [31]. Ponadto chioniaki o tej lokalizacji,
znacznie czeSciej niz wezlowe, cechuje utrata infor-
macji genetycznej chromosomu 6p zwigzana z nizsza
ekspresja HLA klasy I 1 II [32-33]. Zjawisko to do-
tyczy rowniez czeSciej pierwotnych DLBCL jadra,
sugerujac wspolny mechanizm patogenetyczny
w chloniakach o pierwotnej lokalizacji w miejscach
uprzywilejowania immunologicznego [33].

Molekularna klasyfikacja Cell of Origin
(COO0): identyfikacja substruktury
molekularnej DLBCL na podstawie

analizy podobienstw
komorek nowotworowych
do prawidlowych limfocytow

Pierwsze proby poznania 1 usystematyzowania
wewnetrznej heterogenno$ci DLBCL na podstawie
ich molekularnych cech przeprowadzono przy zato-
zeniach, ze komorki nowotworowe powinny wyka-
zywac cechy prawidlowych limfocytow B o réznym
stopniu zro6znicowania i aktywacji [20]. Na podsta-
wie tych badan wyodrebniono dwie klasy DLBCL,
odzwierciedlajace stopien zrdznicowania prawidio-
wego limfocyta B, ktory ulegl transformacji, 1 roz-
nigce sie mechanizmami patogenetycznymi (tab. 2).
Pierwsza z nich, nazwang GCB (germinal center
B-cell), charakteryzowala ekspresja genow ulegaja-

Tabela 2. Charakterystyka molekularna DLBCL z aktywowanych komorek B (ABC) i z komérek B osrodkéw roz-

mnazania (GCB)

Table 2. Molecular features of activated B-cell (ABC) and germinal center B-cell (GCB) DLBCL subtypes

GCB

ABC

Pochodzenie ontogenetyczne
Aberracje chromosomalne

Germinalny limfocyt B

t(14;18) (BCL2)
Amplifikacje 13q (mir-17-927?)
Amplifikacje 2p (cREL)
Amplifikacje 12q (MDM?)

Postgerminalny limfocyt B

Amplifikacje 19q (SPIB)
Aberracje 3p (FOXPT1)
Delecje 60g21-922
Delecje 9p21 (INK4a/ARF)

Delecje 10q (PTEN?)
Delecje 1p (TP73?)

Mechanizmy onkogenne

Aktywne mutacje Ig Tak

Rokowanie

Translokacje BCL2
Deregulacja BCL6

Lepsze

Konstytutywna aktywnos¢ NF«B
Delecje PRDM1
Translokacje SPIB
Nadekspresja BCL2, MYC
Nie
Gorsze

NF«B (nuclear factor kappa B) — czynnik jagdrowy kB
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cych ekspresji w trakcie reakcji germinalnej,
a zwlaszcza jej kluczowego regulatora — czynnika
transkrypcyjnego BCL6 [20, 34]. Profil ekspres;ji
drugiej grupy, nazwanej ABC (activated B-cell), byt
zblizony do obwodowych limfocytow B aktywowa-
nych mitogennie iz vitro 1 obejmowal miedzy inny-
mi nadekspresje gendow regulowanych przez czyn-
nik transkrypcyjny NFxB oraz nadekspresje onko-
genu MYC [20, 34].

Chtoniaki typu GCB charakteryzuja sie dere-
gulacja ekspresji onkogenu BCL6 1 aktywna SHM
genow immunoglobulinowych [35]. Konstytutywna,
wyzsza niz w pozostatych grupach, ekspresja BCL6
wydaje sie podstawowym czynnikiem warunkuja-
cym molekularne podobienstwo komorek nowotwo-
rowych do centroblastow/centrocytow, poniewaz
ten czynnik transkrypcyjny jest niezbedny do inicja-
¢jiiprawidlowego przebiegu reakcji w obrebie osrod-
kow rozmnazania. W chioniakach GCB-DLBCL
czestsze sg rowniez amplifikacje regionu 12q, obej-
mujacego locus MDMZ2. Amplifikacja MDM2 — ne-
gatywnego regulatora p53 prowadzi do funkcjonal-
nego wylaczenia p53. Podobne konsekwencje moze
mie¢ utrata kopii genu p73, kodujacego biatko z ro-
dziny p53 o charakterystyce nowotworowego genu
supresorowego [12].

Najbardziej charakterystyczng cechg chlonia-
kéw DLBCL o charakterystyce ABC jest konsty-
tutywna aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego
NF«B [17, 36]. Aktywacja NFkB w warunkach fi-
zjologicznych jest $ciSle regulowana i zalezy od ak-
tywacji powierzchniowych receptorow, miedzy in-
nymi BCR i/lub CD40 [37]. Aktywacja NF«B, w od-
powiedzi na wigzanie ligandu CD40, prowadzi do
zakonczenia programu reakcji germinalnej oraz dal-
szego roznicowania w kierunku limfocyta B pamie-
ci lub komoérki plazmatycznej [2]. W mechanizmie
tym istotng role odgrywa rowniez aktywacja czyn-
nikéw transkrypcyjnych IRF4 i PRDM1 [2]. Utrata
lub dysfunkcja tych mechanizméw powoduje zablo-
kowanie réznicowania komorki B na etapie limfo-
cyta postgerminalnego. Konstytutywna aktywno$¢
NF«B 1 IRF4, czestsze mutacje inaktywujace
PRDM1 oraz nizsza ekspresja BCL6 w tej grupie
chioniakow sugeruja, ze wywodza sie one wlasnie
z tego etapu ontogenetycznego [15, 20]. Jadrowa lo-
kalizacja NF«B, Swiadczaca o jego aktywnoSci, wy-
stepuje w ponad 60% przypadkow chloniakow o tej
charakterystyce [17]. Gléwnym mechanizmem ak-
tywacji tej Sciezki sygnalowej sa obecne w ponad
50% przypadko6w mutacje somatyczne dotyczace
gendw kodujacych biatka regulujace aktywnos$é
NF«B, w tym: A20, RANK, TRAF2, TRAF5, TAKI
1 CARD11 [17]. CARD11 jest hiatkiem kompleksu

CBM (CARD11-BCL10-MALT1) niezbednym do
aktywacji NFxB w odpowiedzi na niektore sygnaly,
ajego obecno$c jest niezbedna do utrzymania aktyw-
nosci NF«xB w czeSci chtoniakow ABC-DLBCL iich
wzrostu [16, 38-39]. Konsekwencja konstytutyw-
nej aktywnos$ci NF«B jest miedzy innymi ekspre-
sja genow warunkujacych progresje cyklu komor-
kowego 1 proliferacje (cyklina D2) oraz genéw an-
tyapoptotycznych (BCL2, BFL1/A1, BCL-xL,
TRAF-1, TRAF-2, c-IAP, cFLIP) [18].

Inny stopien zréznicowania prawidtowego lim-
focyta ulegajacego transformacji w chioniakach
DLBCL-GCB1-ABC w znacznym stopniu determi-
nuje ich charakterystyke biologiczna i kliniczna.
Limfocyty germinalne sa komorkami szybko proli-
ferujacymi, w ktorych zachodza losowe zjawiska
edycji genow immunoglobulinowych, majace na celu
zwiekszenie powinowactwa powstajacego przeciw-
ciata do antygenu [2]. Znaczna cze$¢ tych edycji
powoduje zmniejszenie powinowactwa lub wrecz
utrate funkcjonalnego BCR i w konsekwencji apop-
totyczng Smieré limfocyta. Ten unikatowy proces
wymaga zatem, z jednej strony, wysokiej aktywno-
Sci proliferacyjnej przy zachodzacych fizjologicz-
nych uszkodzeniach DNA, a z drugiej — wysokiej
gotowoSci apoptotycznej, egzekwowanej przy bra-
ku egzogennych sygnaléw podtrzymujacych proces
proliferacji [2]. Limfocyty postgerminalne, ktore
zakonczyly proces edycji genéw immunoglobulino-
wych 1 wskutek interakcji z limfocytami T otrzymaty
sygnal do zakonczenia reakcji germinalnej, nie wy-
magaja gotowosci apoptotycznej charakterystycznej
dla swoich prekursorow, proliferuja intensywnie
1 rozpoczynaja roznicowanie w kierunku komorek
plazmatycznych [2]. Zgodnie z t3 biologiczna cha-
rakterystyka chioniaki typu GCB klinicznie cechuja
sie lepszym rokowaniem niz chioniaki ABC. Roz-
nice w odpowiedzi na leczenie dotycza zar6wno
chorych leczonych rytuksymabem, jak i chorych
poddanych chemioterapii wielolekowej bez uzycia
tego przeciwciala i sa czynnikiem prognostycznym
niezaleznym od miedzynarodowego indeksu pro-
gnostycznego (IPI, International Prognostic Index)
[20, 34, 40-41].

Mimo arbitralnoS$ci zatozen klasyfikacji Cell of
Origin (COO), jej prognostyczne znaczenie, intu-
icyjno$S¢ 1 rozne mechanizmy patogenetyczne
w obrebie grup ABC i GCB przyczynily sie do du-
zego sukcesu tego podzialu, ktory uwzgledniono
w klasyfikacji nowotworéw limfoidalnych wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization). Jednak w klasyfikacji COO, z zalo-
zenia, zidentyfikowano tylko dwie grupy, pozosta-
wiajac 17-40% chorych bez przydziatu do zadne;j
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z nich [4, 34]. Istotnym problemem wydaje sie row-
niez przyjecie spojnych kryteriow klasyfikacyjnych.
Kryteria klasyfikacji COO ewoluowaly w kolejnych
badaniach, a stopien powtarzalnoS§ci tych systemow
klasyfikacyjnych, zwlaszcza w zakresie predykcji
przynaleznoSci do niezdefiniowanej kategorii 3, byt
niezadowalajacy [20, 34, 42-43]. Zatem klasyfika-
cja ta nie jest w stanie opisac calej heterogennoSci
molekularnej w obrebie chtoniakow DLBCL. Istnie-
nie dodatkowej, pomijanej w klasyfikacji COO, sub-
struktury w obrebie tej grupy choréb sugerujg row-
niez badania wskazujace na istnienie sygnatur pro-
gnostycznych, niezaleznych od klasyfikacji COO,
ktore rokowniczo stratyfikujg chorych rowniez
w obrebie grup ABC 1 GCB [34, 44]. Wyodrebnione
sygnatury prognostyczne odzwierciedlajg procesy
proliferacyjne, proces reakcji germinalnej oraz in-
terakcje z mikroSrodowiskiem lub wrecz sama cha-
rakterystyke mikrosrodowiska (sygnatura MHC II,
sygnatura wezlowa i sygnatury stromalne). Z wy-
jatkiem sygnatury proliferacyjnej, ktéra ma zwigzek
z grupa ABC, 1 sygnatury germinalnej, zwigzanej
z grupa GCB, sygnatury zalezne od mikroSrodowi-
ska nie sg zwigzane z zadng z tych grup, a wykazuja
istotne znaczenie prognostyczne [34, 44]. Poniewaz
w klasyfikacji COO chloniaki sa klasyfikowane na
podstawie ich podobienstwa do izolowanych limfo-
cytow B, z definicji rola mikro§rodowiska jest wy-
kluczona. Obserwacje te maja dwie istotne impli-
kacje: po pierwsze dowodza, ze klasyfikacja COO
upraszcza strukture molekularng DLBCL 1 jest nie-
kompletna; po wtore, wskazujg na istotng role mi-
kro$rodowiska w ksztattowaniu biologicznej 1 kli-
nicznej charakterystyki chloniaka.

Molekularna klasyfikacja Comprehensive
Cluster: identyfikacja substruktury
molekularnej bez zalozen a priori

Klasyfikacja molekularna chtoniakow DLBCL,
przeprowadzona bez zalozen a priori dotyczacych
podobienstw komorki nowotworowej do prawidto-
wych limfocytow, z zalozenia powinna precyzyjniej
oddawac wewnetrzng substrukture grupy 1 wyodreb-
ni¢ kategorie odzwierciedlajagce dominujace proce-
sy genetyczno-biologiczne. Strukture takg wyodreb-
niono z zastosowaniem algorytmow analizy nienadzo-
rowanej, ktore pozwolily podzieli¢ grupe 173 chorych
na DLBCL na trzy kategorie, charakteryzujace sie
odmiennym profilem ekspresji genow [4]. Istnienie
takiej samej substruktury wykazano w niezalezne;j
grupie 221 chorych [34]. Pierwsza ze zidentyfiko-
wanych grup, nazwana HR (host response), charakte-
ryzowala sie nadekspresja genow T-komorkowych,

NK-komorkowych, genéw komorek dendrytycz-
nych oraz genéw regulowanych przez I[FNy [4]. Pro-
fil ekspresji drugiej ze zidentyfikowanych grup
(,BCR”, B-cell receptor signaling/proliferation) cha-
rakteryzowala nadekspresja genow kodujacych bial-
ka BCR i kaskady transdukcji sygnatu z tego recep-
tora, niektore B-komorkowe czynniki transkrypcyj-
ne oraz biatka biorace udzial w naprawie DNA
1 progresji cyklu komorkowego [4]. Trzecia ze zi-
dentyfikowanych grup (,,OXP”, oxidative phospho-
rylation) charakteryzowala nadekspresja genéw mi-
tochondrialnych biatek fancucha transportu elektro-
now 1 biatek antyapoptotycznych [4].

Profil ekspresji gendw w chloniakach typu HR
byt w znacznym stopniu uwarunkowany histopato-
logiczng architektonika podScieliska nowotworu,
naciekow komorkowych i obejmowat nadekspresje
genow T- 1 NK-komorkowych (w tym kaskady re-
ceptora T-komorkowego), kaskady dopelniacza
1 cytokin prozapalnych (IFNy i rodziny TNF). Ko-
morki chloniakowe czesciej niz w innych typach cha-
rakteryzowala konstytutywna aktywno$c¢ 1 jadrowa
lokalizacja czynnika transkrypcyjnego NF«B [4, 18].
Nacieki prozapalne w chioniakach HR charaktery-
zowala miedzy innymi obecno§¢ limfocytow CD2+/
/CD3+ i komorek dendrytycznych S100+/GILT +/
/CD1a—/CD123-, $wiadczace o aktywnej odpowie-
dzi immunologicznej [4]. Chloniaki te charaktery-
zuja sie rowniez rzadszymi aberracjami genetycz-
nymi, co moze sugerowac alternatywne mechani-
zmy patogenetyczne w tej grupie [4, 45]. Klinicznie,
chioniaki DLBCL typu HR wykazuja cechy charak-
terystyczne dla podtypu DLBCL wyodrebnionego
w Kklasyfikacji WHO, T-cell/histiocyte-rich DLBCL,
w tym mlodszy wiek chorych, czestsze zajecie szpi-
ku i §ledzionowa lokalizacja choroby [4].

Profil ekspres;ji drugiej ze zidentyfikowanych
grup (,BCR”) cechowala nadekspresja genow ko-
dujacych biatka BCR i kaskady transdukcji sygnatu
z tego receptora (w tym $ledzionowej kinazy tyro-
zynowej [SYK, spleen tyrosine kinase]) oraz niekto-
re B-komorkowe czynniki transkrypcyjne, w tym
BCL6 [4]. Zaroéwno linie komorkowe o charaktery-
styce molekularnej odpowiadajacej chioniakom
typu,,BCR”, jak i pierwotne izolowane komorki no-
wotworowe pobrane od chorych wykazujg konsty-
tutywna, toniczng aktywno$¢ SYK 1 jej bezposred-
niego substratu, biatka adaptorowego BLNK (B-cell
linker protein) [46]. Na istotng role tonicznej aktyw-
no$ci BCR jako czynnika warunkujacego przetrwa-
nie prawidlowych i1 niektérych nowotworowych
limfocytow B wskazuja rzadkie przypadki utraty po-
wierzchniowych BCR mimo zachodzacych aktyw-
nie SHM lub w wyniku zastosowania przeciwciat
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antyidiotypowych [3]. Druga podstawowa charak-
terystyka chioniakow DLBCL typu ,,BCR” jest na-
dekspresja czynnika transkrypcyjnego BCL6
1 czestsze translokacje dotyczace tego onkogenu [4].
Chtoniaki DLBCL typu ,,BCR” wykazuja skoordyno-
wany profil ekspresji genéw kontrolowanych przez
BCLS6, odrebny od profilu chloniakéw niezaleznych
od tego onkogenu, co moze sugerowac, ze program
genetyczny uruchamiany przez BCL6 jest w znacz-
nym stopniu odpowiedzialny za biologiczny charakter
tej grupy chioniakdw [47]. Istotnych roznic w ekspre-
sji gendw regulowanych przez BCL6 nie obserwowa-
no natomiast miedzy chioniakami klasyfikowanymi
jako GCB 1 ABC wediug klasyfikacji COO [47].

Trzecia ze zidentyfikowanych grup (,,0XP”,
oxidative phosphorylation) charakteryzowala nade-
kspresja genow mitochondrialnych biatek tancucha
transportu elektrondéw, wskazujac na istotng role
procesOw generowania 1 utylizacji energii w ich
patogenezie [4]. Chloniaki ,,OXP” wykazywaly row-
niez czestsze zaburzenia prowadzace do deregula-
cji egzo- 1 endogennej Sciezki apoptotycznej, w tym
translokacje locus BCL2, wyzsza ekspresje mito-
chondrialnych biatek antyapoptotycznych z rodziny
BCL2, w tym BFL-1/A1, oraz czestsze delecje do-
tyczace domeny $mierci receptora FAS [4, 45]. Na
istnienie alternatywnych mechanizmoéw patogene-
tycznych, podtrzymujacych proliferacje komorek
chioniakowych, wskazuje rowniez czestsza nieobec-
no$¢ lub dysfunkcje powierzchniowych BCR niz
w innych grupach [46].

Roznice miedzy klasyfikacjami
CO0iCCC

Stopien zbiezno$ci miedzy klasyfikacjami COO
1 CCC jest marginalny i dotyczy tylko czeSci chorych
klasyfikowanych jako GCB wedtug klasyfikacji COO
1 ,,BCR” wedlug CCC [4]. W przeciwienstwie do
klasyfikacji COO, w zadnej z wyodrebnionych grup
CCC nie obserwowano roznic w odpowiedzi na che-
mioterapie [4]. Obserwacje te sugeruja zatem, ze
kazda z tych klasyfikacji odzwierciedla inny aspekt
biologii DLBCL. Rozbiezno§ci miedzy oboma sys-
temami wydaja sie bardziej zrozumiale, gdy wezmie
sie pod uwage roznice w zalozeniach, ktore przyje-
to przy ich opracowaniu. Podstawowym atutem kla-
syfikacji COO jest jej intuicyjnoS¢ i — poprzez jej
wartoS¢ prognostyczng — uzytecznoS¢ kliniczna.
Kryteria tej klasyfikacji rowniez wydajg sie prost-
sze do zastosowania w praktyce. ,,Ztotym standar-
dem” wciaz pozostaje klasyfikacja oparta na anali-
zie mikromacierzy (niezaleznie od typu uzytej plat-
formy), ale klasyfikacje te technicznie mozna up-

roSci¢ do kilku markeréw immunohistochemicz-
nych, ktéore w sposob niedoskonaly, ale zadawala-
jacy pozwalaja na sklasyfikowanie chorych do grup
GCB versus non-GCB [41-42, 48-49]. Klasyfikacja
ta jednak mniej precyzyjnie odzwierciedla mecha-
nizmy patogenetyczne w obrebie DLBCL, poczaw-
szy od pominiecia znacznej grupy chloniakow, kto-
re zostaja niesklasyfkowane wedlug kryteriow
COO, a konczac na pominieciu roli tonicznego sy-
gnalu z BCR. W tym aspekcie przewage zyskuje
klasyfikacja CCC, ktora z zalozenia precyzyjniej
oddaje wewnetrzng substrukture grupy i pozwala
scharakteryzowac patogenetyczne procesy gene-
teczno-biologiczne warunkujace inicjacje i prolifera-
cje komorek chtoniakowych. Poniewaz klasyfikacja
ta z zalozenia identyfikuje najbardziej dominujaca
substrukture genetyczna, zrozumialy jest rowniez
brak znaczenia prognostycznego klas wedtug CCC.
Dominujace sygnatury zidentyfikowane w klasyfi-
kacji CCC odzwierciedlajg zréznicowane mechani-
zmy patogenetyczne prowadzace do wystapienia
chloniaka, a nie mechanizmy determinujace jego
dalszy przebieg. Innymi stowy, klasyfikacja CCC
najprawdopodobniej odzwierciedla te mechanizmy,
ktorych limfocyt potrzebuje, by sta¢ sie nowotwo-
rowym — niezaleznie od tego, jakie bedg jego dal-
sze losy 1 odpowiedzZ na leczenie.

Implikacje diagnostyczne
wielkoskalowych badan molekularnych

Niezaleznie od systemu klasyfikacji, scharak-
teryzowanie odrebnych mechanizmow patogene-
tycznych u roznych chorych z DLBCL umozliwilo
zdefiniowanie nowych ,,molekularnych” podtypow
choroby i nowych potencjalnych terapii celowanych.
Z klinicznego punktu widzenia te molekularne pod-
kategorie DLBCL wymagaja przynajmniej robo-
czych kryteriow diagnostycznych, ktore pozwolg
w pelni wykorzystac ich wartoS¢ w praktyce. Zro-
zumienie biologicznej informacji zawartej w danych
uzyskanych za pomoca mikromacierzy pozwala na
zawezenie sygnatur genetycznych do kilku biomar-
kerow mozliwych do oceny za pomocg standardo-
wej immunohistochemii. Konstytutywna aktywnoS¢
kanonicznej $ciezki sygnalowej NFxB (oceniana
jako jadrowa lokalizacja cREL), prowadzaca do na-
dekspresji czastki adaptorowej TRAF1, jest
wspolng cechag cHL 1 PMLBCL 1 moze stuzy¢ jako
diagnostyczny marker odrozniajacy te chioniaki od
chtoniakéw DLBCL z 98-procentowa swoistoScig
[50-51]. Uzupelnienie tej histochemicznej sygna-
tury diagnostycznej o analize aktywnoS$ci czynnika
transkrypcyjnego cJun moze by¢ uzytecznym sche-
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matem postepowania w watpliwych diagnostycznie
przypadkach chioniakow ,,szarej strefy” [50-52]. Ta
kombinacja biomarkeréw, poza niewatpliwg uzy-
tecznoScig diagnostyczng, umozliwia identyfikacje
chloniakow, w ktorych konstytutywna aktywno$¢
Sciezki sygnalowej prowadzaca do ekspresji biomar-
kera moze byc¢ obiektem interwencji terapeutycznej.

Standardem klasyfikacji DLBCL do kategorii
ABC i GCB, uwzglednionych w klasyfikacji WHO,
jest analiza z uzyciem mikromacierzy i naiwnego
Kklasyfikatora probabilistycznego Bayesa [42]. Usta-
lenie molekularnej charakterystyki choroby wedtug
schematu COO, poza dodatkowa informacja rokow-
nicza, moze miel istotne znaczenie w klasyfikacji
chorych do badan klinicznych, a w dalszej perspek-
tywie — do terapii celowanymi lekami. Z oczywi-
stych wzgledow rutynowa analiza z uzyciem wyzej
wymienionego ,,zlotego standardu” nie jest mozli-
wa nawet u chorych leczonych w ramach badan kli-
nicznych. Proby jego zastapienia przez immunohi-
stochemiczne surogaty (algorytm Hansa [48]) byly
nieskuteczne ze wzgledu na niezadawalajaca zgod-
no$¢ z wynikami uzyskanymi na podstawie naiwne-
go klasyfikatora probabilistycznego [41, 48]. Wraz
z pojawieniem sie nowych przeciwcial dla marke-
row o$rodkéw rozmnazania, walidowanych dla pa-
rafinowych skrawkow diagnostycznych, mozliwe
stalo sie opracowanie rozszerzonego klasyfikatora
opartego na immunohistochemicznej ocenie GCET1,
CD10, BCL6, MUM1/IRF4 oraz FOXP1 (ryc. 1)
[41]. Algorytm ten jest zgodny ze ,,zlotym standar-
dem” w 93% przypadkow i zachowywal warto$¢

predykcyjna w zakresie calkowitego czasu przezy-
cia (OS, overall survival) oraz czasu wolnego od pro-
gresji choroby (PFS, progression free survival) u cho-
rych leczonych rytuksymabem w polaczeniu ze sche-
matem cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna
i prednizon (CHOP, cyclophosphamide, doxorubicine,
vincristine, prednisone) (R-CHOP) [41].

Implikacje terapeutyczne
wielkoskalowych badan molekularnych

Poznanie biologicznej natury molekularnych me-
chanizmow patogenetycznych w DLBCL 1 PMLBCL
pozwolilo na zidentyfikowanie krytycznych dla
wzrostu nowotworu szlakow transdukcji sygnalu
1 mechanizméw immunoedycji, warunkujacej
wymkniecie sie nowotworu spod nadzoru immuno-
logicznego. Zatem z patogenetycznego punktu wi-
dzenia interwencja terapeutyczna przerywajaca te
selektywnie deregulowne szlaki moze sie stac le-
czeniem wybiorczym, potencjalnie skutecznym
1 dobrze tolerowanym. Na podstawie dotychczaso-
wych badan mozna wskazac trzy strategie testowa-
nia, walidowania 1 wdrazania takich celowanych te-
rapii: zahamowanie konstytutywnej aktywnoSci
1 transdukcji sygnatu wyzwalanego przez BCR, za-
hamowanie aktywno$ci deregulowanych czynni-
kow transkrypcyjnych NF«B i BCL6 oraz ingeren-
cja w interakcje komorek nowotworowych z mikro-
Srodowiskiem. Badania kliniczne dotyczace miejsca
inhibicji tych mechanizméw w leczeniu DLBCL
przedstawiono w tabeli 3.

Rycina 1. Réznicowanie immunochistochemiczne chtoniakéw rozlanych z duzych komérek B (DLBCL) z o$rodkéw
rozmnazania (GCB) i z aktywowanych komérek B (ABC) wedtug klasyfikacji Ce/l of Origin (COO) [41]

Figure 1. Prediction of activated B-cell (ABC) and germinal center B-cell (GCB) diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
subclasses according to Cell of Origin (COO) classification based on immunostaining [41]
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Tabela 3. Deregulowane mechanizmy sygnatowe i potencjalne cele terapeutyczne w chtoniaku rozlanym
z duzych komérek B (DLBCL) zidentyfikowane w badaniach wielkoskalowych z uzyciem mikromacierzy DNA

Table 3. Deregulated signaling pathways and therapeutic targets identified by diffuse large B-cell lymphoma

(DLBCL) gene expression profiling

Deregulowany Typ DLBCL Cel Inhibitor Badania kliniczne
mechanizm terapeutyczny [pism. lub identyfikator
sygnatowy wg www.clinicaltrials.gov]
Toniczna BCR-DLBCL SYK R406 [53]
aktywnos¢ BCR PKCB1 Enzastauryna [54] NCT00332202
PI3K CAL-101 NCT00710528
mTORC1 Ewerolimus NCT00869999
NF«B ABC-DLBCL IkB (inhibicja Bortezomib [55] NCT00379574,
HR-DLBCL degradacji NCT00931918 (DLBCL),
PMLBCL proteasomalnej) NCT00361621(PMLBCL)
MALT-1 Brak klinicznie N/A
dostepnego inhibitora
BCL6 BCR-DLBCL BCL6 Brak klinicznie N/A

GCB-DLBCL (?) (kompetycyjna

inhibicja rekrutacji

korepresorow)
Interakcje DLBCL z sygnaturg VEGF
z mikro- angiogenng
srodowiskiem
PMLBCL PD1/PD-L2

dostepnego inhibitora

Bewacizumab

CT-010

[56] NCT00788606,
NCT00486759,
NCT00121199

[57]

SYK (spleen tyrosine kinase) — $ledzionowa kinaza tyrozynowa; BCR (B-cell receptor) — receptor B-komadrkowy; PMLBCL (primary mediastinal large B-cell
lymphoma) — pierwotny chtoniak srodpiersia z duzych komorek B; ABC (activated B-cell) — aktywowane komérki B; NF«B (nuclear factor kappaB) — czynnik jadrowy «B;
GCB (germinal center B-cell) — komorki B z osrodkéw rozmnazania; VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego

Inhibicja tonicznego sygnalu z BCR
Toniczny sygnal BCR jest istotnym czynnikiem
warunkujacym roznicowanie i przetrwanie obwodo-
wych limfocytow B 1 komorek chloniakow DLBCL
typu ,,BCR”. Sygnat z BCR jest przekazywany za
posrednictwem SYK w kierunku trzech podstawo-
wych szlakow sygnatowych: zaleznej od PKCA1
aktywacji kompleksu CBM 1 NF«B, zaleznej od ki-
nazy BTK aktywacji PI3K 1 AKT oraz aktywacji
kaskady kinaz MAP [58-59] (ryc. 2). W tej kaska-
dzie SYK stanowi najbardziej proksymalng do BCR
kinaze odpowiedzialng za transdukcje oraz amplifi-
kacje sygnalu i stanowi racjonalny cel interwencji
terapeutycznej [59]. Zastosowanie wysokospecy-
ficznego, ATP-kompetycyjnego inhibitora SYK
(R406, fostamatinib) i vitro powodowalo zahamowa-
nie tonicznej i aktywowanej ligandem aktywnoSci
BCR 1 prowadzito do apoptozy badanych komorek.
W badaniu klinicznym I/II fazy u chorych z nawro-
towymi/pierwotnie opornymi DLBCL leczonymi fo-
stamatinibem, stosowanym w monoterapii, obser-
wowano dobrg tolerancje tego leku i odpowiedz
w 22% (5/23) przypadkow, a stabilizacje choroby
u dalszych 17% (4/23) chorych (tab. 3) [53].
Jednym z kluczowych dystalnych szlakow ak-
tywowanych przez SYK jest szlak kinazy PKCA1.
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Rycina 2. Kaskady przekazywania sygnatu z receptora

B-komoérkowego (BCR)

Figure 2. B-cell receptor (BCR) signal transduction cascade
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Rycina 3. Sciezki sygnatowe wyzwalane przez receptor B-komérkowy (BCR) i potencjalne miejsca terapii celowanej

Figure 3. Signaling pathways triggered by B-cell receptor (BCR) and potential therapeutic targets

Nadekspresja tej kinazy to negatywny czynnik ro-
kowniczy u chorych z DLBCL, co moze sugerowac
jej istotne znaczenie patogenetyczne. Selektywny
inhibitor PKCA1 — enzastauryne stosowano w mo-
noterapii u chorych z nawrotowymi i opornymi na
leczenie DLBCL w I/II fazie badan [54]. U 12/55
(22%) pacjentow obserwowano brak progresji cho-
roby przez okres 2 cykli terapii, u dalszych 8 cho-
rych — przez okres 4 lub wiecej cykli, a u 4 cho-
rych — dlugotrwala remisje (32-64 miesiecy) [54].
Te obiecujace wyniki staly sie podstawa do rozpo-
czecia wielooSrodkowego badania klinicznego
IIT fazy stuzacego ocenie roli enzastauryny w te-
rapii podtrzymujacej u chorych z DLBCL, ktorzy
zakonczyli leczenie wedlug schematu R-CHOP
(PRELUDE, Prevention of Relapse in Lymphoma
Using Daily Enzastaurin) (tab. 3).

Drugim ramieniem sygnalu BCR jest aktywa-
cja kinaz BTK, PI3K 1 AKT. Ramie to wydaje sie
szczegoblnie istotne, poniewaz u myszy z wylaczong
na etapie limfocyta germinalnego ekspresja BCR,
u ktorych dochodzi do delecji dojrzatych komorek
B, wymuszenie ekspres;ji aktywnej formy PI3K spo-
wodowalo przetrwanie komorek B [60]. Obserwa-
cje te moga sugerowac, ze terapeutyczna inhibicja
tego ramienia moze wykazywac synergistyczny efekt
z inhibicjg SYK 1 PKCB1. Swoisty inhibitor PI3K
CAL-101 jest dostepny klinicznie i obecnie testo-
wany w I fazie badan u chorych z przewlekia bia-
taczka limfocytowa i chloniakami nieziarniczymi
(tab. 3).

Rozgatezienie sygnatu BCR ma istotne impli-
kacje biologiczne i terapeutyczne w DLBCL, ponie-

waz w sytuacji wylaczenia proksymalnych elemen-
tow kaskady transdukcji sygnalu elementy dystal-
ne moga kompensacyjnie przejac czes$¢ funkcji bra-
kujacego ogniwa. Skojarzona inhibicja tych krytycz-
nych szlakow sygnalowych moze by¢ zatem bardziej
skuteczna terapeutycznie (ryc. 3).

Inhibicja aktywnos§ci NF«<B i BCL6
Konstytutywna aktywacja NF«B w wyniku od-
dziatywania egzogennych czynnikow wydzielanych
przez mikro§rodowisko lub endogennych mechani-
zmow genetycznych, prowadzacych do aktywacji tej
Sciezki sygnatowe] poprzez kompleks CBM, w czes-
ci chloniakow DLBCL jest waznym mechanizmem
antyapoptotycznym, wzrostowym i zwiekszajacym
oporno$¢ komorek na chemioterapie [16, 18, 36, 39,
61]. Wprowadzenie do komérek zmutowanej, nie-
poddajacej sie fizjologicznej regulacji formy IxBa
(super-represor IxB) prowadzi selektywnie do ogra-
niczenia ekspresji gendow regulowanych przez NFxB
1 apoptozy linii komérkowych DLBCL z konstytu-
tywna aktywno$cig tego czynnika transkrypcyjnego
oraz linii PMLBCL [18, 36]. Podobne wyniki obser-
wowano w przypadku uzyciu matoczasteczkowych
inhibitorow IxB [62]. Poniewaz NF«B zwieksza
oporno$¢ komorek na chemioterapie [61], obserwa-
cje te mogg sugerowac, ze inhibicja NFxB moze by¢
terapeutycznie korzystna zaro6wno w monoterapii,
jak 1 w skojarzeniu z chemioterapia. Dostepnag Kkli-
nicznie strategia inhibicji NF«B jest zastosowanie
inhibitora proteasomu (bortezomibu), ktory niespecy-
ficznie hamuje degradacje IxBa/e 1 prowadzi do cyto-
plazmatycznej sekwestracji i inaktywacji NF«B [63].

24 www.hematologia.viamedica.pl



Przemystaw Juszczynski, Mikromacierze w DLBCL: implikacje kliniczne

W pilotazowych badaniach w malej grupie chorych
z nawrotem DLBCL zastosowanie bortezomibu
w skojarzeniu z chemioterapig bylo skuteczniejsze
w ABC-DLBCL niz w GCB-DLBCL [55]. Badanie
to wskazuje, ze taka kombinacja moze poprawic
wyniki leczenia w tej molekularnie zdefiniowanej
grupie chorych o gorszym rokowaniu oraz otwiera
droge do dalszych badan nad miejscem inhibitorow
NF«B w leczeniu DLBCL. Z praktycznego punktu
widzenia wydaje sie rowniez, ze uzycie jadrowej
lokalizacji NF«B jako immunohistochemicznego
markera aktywnoS$ci tego czynnika, identyfikujace-
go chorych, ktorzy moga by¢ kandydatami do takie-
go leczenia, jest strategia prostsza i bardziej pre-
cyzyjna. Ponadto, ze wzgledu na malo specyficzny
charakter dzialania bortezomibu, dalsze badania
powinny zostaé przeprowadzone z uzyciem bardziej
swoistych inhibitorow tego czynnika transkrypcyj-
nego. Obiecujacym celem terapeutycznym moze
by¢ sam deregulowany kompleks CBM. Inhibicja
wchodzacej w sktad kompleksu parakaspazy MALT-1
prowadzi do zahamowania proteolizy jej substratow,
ograniczenia aktywnoS$ci NF«B 1 apoptozy linii
komorkowych DLBCL typu ABC [38, 64]. Ponie-
waz myszy ze znokautowanym genem Malt-1 s3
zywotne 1 wykazuja tylko niewielkie zaburzenia
immunologiczne, niskoczasteczkowe inhibitory
MALT-1 mogg sie sta¢ leczeniem dobrze tolerowa-
nym i znacznie bardziej swoistym niz bortezomib
[65]. Inhibicja NF«xB moze rowniez korzystnie wply-
wac na wyniki leczenia PMLBCL charakteryzuja-
cych sie konstytutywna aktywnos$cia tego czynni-
ka transkrypcyjnego [18, 21-22].

Kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktorego
konstytutywna aktywno§¢ w znacznym stopniu wa-
runkuje fenotyp komoérek nowotworowych w czes-
ci DLBCL, jest BCL6 [47]. Chtoniaki DLBCL, za-
lezne od szlakow molekularnych regulowanych
przez ten czynnik transkrypcyjny, wykazuja skoor-
dynowany profil ekspresji genéw kontrolowanych
przez BCL6, odrebny od profilu chioniakéw nieza-
leznych od BCL6 [47, 66]. Do swej funkcji represo-
ra transkrypcji BCL6 wymaga korepresorow BCoR,
NCoR oraz SMRT, zatem rozerwanie tej interakcji
za pomoca peptydu BPI (BCL6 peptide inhibitor)
wylacza funkcje BCL6 [67-68]. W badaniach iz vitro
BPI powodowat zahamowanie proliferacji 1 apopto-
ze w liniach komorkowych DLBCL o charaktery-
styce molekularnej ,,BCR” [47, 67]. Podobny efekt
obserwowano w badaniach i vivo z uzyciem ludz-
kich DLBCL ksenotransplantowanych immunonie-
kompetentnym myszom [67]. Peptyd BPI, ze wzgle-
du na swoj niski stopien helikalno§ci i stabilno§ci
w roztworach, wymaga wysokich stezen, co nie

wyklucza stosowania go jako zwigzku ,,narzedzio-
wego” w celu udokumentowania hipotezy, lecz
wyklucza jego zastosowanie w terapii. Tych wad
moze by¢ pozbawiony peptyd inhibitorowy sztucz-
nie stabilizowany ,,klamra” weglowodorowa obej-
mujaca jeden skok helisy (hydrocarbon-stapled
peptide) [69].

Inhibicja interakcji komorek
chloniakowych z mikroSrodowiskiem

Obrazy histopatologiczne DLBCL i PMLBCL
oraz ich mikroarchitektonika sg wynikiem zlozo-
nych, dwustronnych oddziatywan miedzy komorka-
mi nowotworowymi i pod§cieliskiem [70]. Oddzia-
tywania te odzwierciedlaja procesy zapalne, wiok-
nienia i angiogenezy zachodzace w obrebie guza.
W DLBCL obecno$¢ naciekéw komodrkowych od-
zwierciedlajacych procesy neoangiogenetyczne,
wyrazona poprzez nadekspresje miedzy innymi
markerow komorek Srodblonka, czynnikow adhe-
zyjnych 1 proangiogennych (w tym czynnika wzro-
stu $rodblonka naczyniowego [VEGF, vascular en-
dothelial growth factor]) wiaze sie z gorsza odpowie-
dzia na leczenie wedlug schematu R-CHOP [44].
Obecno$¢ tej molekularnej sygnatury korelowata
z histologiczng gestoScig mikronaczyn w obrebie
tkanki nowotworowej [44]. Czynnik wzrostu Srod-
btonka naczyniowego, poza funkcja proangiogenna,
wykazuje rowniez dzialanie wzrostowe dla samych
komorek chtoniakowych w mechanizmach para-
1 endokrynnym [71], zatem inhibicja osi VEGF-
-VEGF-R moze by¢ racjonalng terapig u czeSci cho-
rych z DLBCL wykazujacymi intensywne cechy
neoangiogenezy. Wstepne wyniki badan na mode-
lach zwierzecych, guzach litych oraz pilotazowych
badan klinicznych u chorych z DLBCL wskazujg na
lepsze wyniki zastosowania przeciwcial monoklo-
nalnych neutralizujacych VEGF (bewacizumab)
w skojarzeniu z chemioterapig niz w monoterapii
[56, 72]. Trwaja badania II i III fazy u chorych
z DLBCL z uzyciem tego przeciwciala w skojarze-
niu z chemioterapig (tab. 3).

Inny aspekt patogenetyczny mikro§rodowiska
to jego rola w procesach zapalnych wywotanych
obecno$cig nowotworu. Przeciwnowotworowa od-
powiedz zapalna moze prowadzi¢ do immunoedycji,
czyli ewolugji klonalnej komoérek nowotworowych
1wzrostu tych spo$rod nich, ktére wyksztatcity sku-
teczne mechanizmy unikniecia mechanizmo6w nad-
zoru immunologicznego. Jednym z takich mechani-
zmoOw jest ekspresja biatka PD-L2 w chioniakach
PMLBCL [21]. Mechanizm ten nie jest specyficz-
ny wylacznie dla PMLBCL i wystepuje w innych no-
wotworach, w ktorych inhibicja interakcji T-komor-
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kowego receptora PD-1 z jego ligandami za pomoca
przeciwcial monoklonalnych moze przywracac sku-
teczna odpowiedz immunologiczng [23, 73-75].
W I fazie badan klinicznych u chorych na nowotwo-
ry uktadu krwiotworczego 1 chtonnego przeciwcia-
to CT-011 neutralizujace PD-1 bylo leczeniem bez-
piecznym 1 dobrze tolerowanym [57]. Kolejne fazy
badan, z uzyciem przeciwcial neutralizujacych za-
rowno receptor PD-1, jak 1 jego ligandy u chorych
na PMLBCL i HL sa w trakcie przygotowan.

Podsumowanie

Dzieki rozwojowi technologii biologii systemo-
wej 1 metod analizy wielkoskalowych eksperymen-
tow genetycznych w ostatnich latach dokonat sie
istotny postep w poznaniu charakterystyki trans-
krypcyjnej chioniakow DLBCL i PMLBCL. Wstep-
nie scharakteryzowano wewnetrzng heterogenno§é
molekularng chorob o identycznym lub prawie iden-
tycznym obrazie histopatologicznym. Odkrycia te
przyniosly korzySci w postaci klinicznie uzytecz-
nych algorytmow diagnostycznych, ktére pozwalajg
na uszczegoblowienie diagnostyki tych choréb i mogg
wnie$§¢ dodatkowe informacje rokownicze. Naj-
wieksza 1 najbardziej obiecujgca zdobycza wydaje sie
jednak scharakteryzowanie niektérych mechani-
zmOw patogenetycznych warunkujacych wzrost no-
wotworu, ktore moga sie sta¢ obiektem interwen-
cji terapeutycznych.

Mikromacierze DNA nie s3 jednak ,,szklang
kula”, w ktorej biolodzy 1 klinicySci ujrza odpowie-
dzi na wszystkie pytania dotyczace patogenezy tych
chorob. Istniejace molekularne , klasyfikacje”
DLBCL nie sa w pelni precyzyjne i nie oddaja w ca-
foSci molekularnej heterogennoSci tych schorzen.
Te ograniczenia sa w pelni zrozumiale, zwazywszy,
ze mikromacierze DNA pozwalaja wylacznie na ana-
lize zmienno$ci transkryptomu. Glebsze zrozumie-
nie tego, co sie naprawde dzieje w komorkach no-
wotworowych i1 odpowiada za ich fenotyp, bedzie
bardziej prawdopodobne dzieki platformom wielko-
skalowym do oceny integralnosci genomu (mikro-
macierze SNP), ekspresji mikroRNA, metabolomi-
ki, struktury proteomicznej, ,,kinomiki” (stanu fos-
forylacji bialek) i sekwencji calego genomu
komorek nowotworowych, a zwlaszcza ich zintegro-
wanej analizie uwzgledniajace] interakcje miedzy
badanymi zjawiskami. Co wiecej, technologie te
stwarzajg uzasadnione nadzieje, ze poznanie dzia-
tania tych wyjatkowo skomplikowanych systemow
pozwoli na skuteczne ich wykorzystanie w celach
terapeutycznych.
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