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2. Literarni piehled
2.1 Folikularni lymfom — zikladni morfologick: a klinicka charakteristika

Folikularni lymfom (FL) je druhy nej¢astéjsi ne - Hodgkiniv lymfom (NHL)
v zapadni populaci (1,2). V Evrop¥ tvoii asi 20-25 % nehodgkinovych lymfomii u dospéle
populace (1, 3). Na druhou stranu onemocnéni je podstatné vzacnéjsi v oblasti Asie, Afriky a
rozvojovych zemi (4). Jednd se o maligni klonalni zvrat perifernich B lymfocytd ve
folikularnim centru mizni uzliny (4). Onemocnéni se Sast&ji vyskytuje u pacientil star§iho
véku, median v&ku v dobé prezentace je kolem 60 let (5). FL je charakteristicky svymi
morfologickymi znaky — pfitomnosti nadorové populace centrocytil a centroblastd, typickymi
imunofenotypizaénimi markery (CD19, CD20, CD 79a a v60 % i CDI10 pozitivita) a
molekularnd genetickymi znaky — pfitomnosti translokace t(14;18) (q32;q21). Histologicky
rozlisujeme u folikularnich lyﬁlfomﬁ grade 1-3, a to dle procentualniho zastoupeni
centroblastil. Zatimco FL grade 1, 2 a 3a patfi svym klinickym pr&béhem mezi indolentni
lymfomy, FL grade 3b je fazen jiZz mezi agresivni NHL a svym klinickym pribéhem se blizi
nejéast&jfimu nehodgkinovému lymfomu — difiznimu B-velkobunéénému NHL. Obecnou
vlastnosti FL grade 1 a 2 je indolentni pribéh, relativné vysoky polet odpovédi na fivodni
16¢bu (zejména pii kombinaci chemoterapie a monoklonalni protilatky anti CD20 -
rituximabu), ale také velké riziko relapsu onemocnéni, event.transformace do NHL vy35ibo
stupné malignity. Transformace je spojena s cytogenetickymi zménami, mutaci tumor-
supresorového genu p53 na 17.chromozomu nebo deleci chromozému 9p2l1 (6, 7).
Onemocnéni je ¢asto diagnostikovano az v pokrodilém stadiu, s postizenim kostni dien€ (u
vice nez 50 % pacienttt). U vétSiny nemocnych lze dosahnout 1é&bou 1. linie klinické remise,
jejiz délka trvani se pohybuje meii 12-36 mésici (8). VétSina nemocnych ale relabuje (2, 9,
10, 11). Spo¥tem relapsi klesa pravdépodobnost dosazeni nasledné klinické remise a
zkracuje se i délka trvani remise — obdobi bez znamek nemoci se pohybuje kolem 25 % v 5
letech a jen 10 % v deseti letech. U pokrodilych stadii je zatim toto onemocnéni povazovano
v soudasné dobé za nevylélitelné. Jen mald skupina nemocnych, u kterych bylo onemocnéni
diagnostikovano jiz v lokalizovaném stadin (téch je ale jen asi 5-10 %), ma Sanci na
dlouhodobé vyléeni, a to za pomoci lokalizované radioterapie (12). Plirozeny prib&h
onemocnéni je velmi variabilni, popisovany jsou i spontanni regrese choroby, néktefi
asymptomati¢ti nemocni nevyZzaduji v dobé diagnézy 1écbu a je u nich uplatfiovana strategie

.watch and wait“, protoZe nejsou vsouCasné dob& dukazy, ze by <casnd 1éCba



asymptomatickych nemocnych byla piinosnd. Na druhou stranu priib&h nekterych
onemocnéni je relativné velmi agresivni, zejména u nemocnych, kde doSlo k transformaci FL

do agresivngjdiho typu NHL - vét§ina nemocnych z této skupiny umira do 2 let (8, 13).
2.2. Charakteristika genu Bcl-2

Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma) je oznaleni genu, ktery se podili na patogenez: FL.
Produktem exprese tohoto genu je bcl-2 protein, ktery je vyjadien na povrchu bunék FL (ale i
celé tady jinych lymfomd i jinych nador(). Existuje mnoho bunék, které transkribuji gen Bel-
2 — normalni gen kodujici bel-2 protein regulujict apoptozu - nejedna se tedy pouze o buiiky
s charakteristickou t{14;18) u folikularniho lymfomu.

Specifické chromozomalni piestavby, zejména translokace a inverze, jsou pozorovany
u velké vétiny hematologickych malignit (14). Jednou z nejcastéjSich je translokace 1(14;18),
ktera je nalézana u celé fady B-lymfoproliferativnich onemocnéni. Jaka je podstata a funkce
proteinu bcl-2 - produktu transkripce Bel-2 genu? Protein bel-2 je intracelularni membranovy
protein, jehoz distribuce zavisi na bundéném typu. Je nejéastji lokalizovan v mitochondriich
(u vétdiny krevnich bunék), v ndkterych buiikach i v hladkém endoplazmatickém retikulu &i
jaderné membrang (15, 16). Gen Bcl-Z byl poprvé studovan u lymfoproliferativnich
onemocnéni v poloviné 80.let minulého stoleti (Clearly et al. 1986, Tsujimoto a Croce 1986).
Tento gen je zapojen jiz do Casné faze onkogeneze u t(14;18) pozitivnich folikularnich
Iymfomi. Zaujima vice neZ 230 kb deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a skladd se ze 3
exoni, kde exon 2 a mala ast exonu 3 koduje samotny protein bel-2. Exony 2 a 3 jsou
oddsleny intronem o velikosti ¢cca 225 kb (17). Byly identifikovany 3 druhy transkripth o
velikostech 8,5 kb, 5,5 kb resp.3,5 kb. Sekvencni analyzou Bcl-2 DNA bylo zjisténo, Ze
vlastni gen Bcl-2 kéduje 2 rizné bilkovinné produkty — bel-2 alfa a bel-2 beta, které se lisi
karboxylovym koncem, kde jen Gast Bcl-2 alfa je biologicky vyznamna (18). Porovnanim
bylo zjidténo, Ze bcl-2 protein u nemocnych s folikularnim lymfomem je identicky
s normainim bcl-2 proteinem, ktery je produkovan nenadorovymi buitkami (18). Bcl-2 je
unikatni mezi protoonkogeny, protoze neni stimulatorem proliferace jako napf.c-myc
onkogen, nepfispiva k nadorovému rlistu pii ztrat® své funkce jako gen p53, ale jeho hlavni
funkci je ochrana buiiky pfed programovanou bunéénou smrti - apoptézou. Cini tak n&kolika
riznymi mechanismy — blokadou apoptézy indukované inhibitory ristovych faktort,
kyslikovymi radikaly, hypoxii nebo rdznymi cytostatiky — nékteré studie pravé tento

mechanismus uvadéji jako pfiCinu chemorezistence FL na cytostatickou lécbu (19, 20, 21,



22). Patofyziologicky pak inhibici kaspazovych enzymd a ovlivilovanim funkce mitochondrii
— hlavniho vykonného organu apoptotické smrti bungk (23, 24, 25). In vivo Bel-2 inhibuje
nkolik, ale ne vSechny formy apoptézy, které se objevuji béhem vyvoje B-lymfocyta (26).
Ze studii vyplyva, Ze mechanismi apoptdzy je cela fada a nékteré jsou Bcl-2 dependentni,
nékteré nikoliv (26). Ve své ¢innosti bel-2 spolupracuje i s mnoha dalSimi geny, jako napf.c-
myc nebo tumor supresorovym genem p53, ktery dokaZze inhibovat (27). Geny, které fizce
spolupracuji s genem Bcl-2 byly zafazeny do tzv.“rodiny genh Bcl-2 (28). Patfi sem
napiiklad gen BAX, silny promotor apoptdzy, ktery vytvaii s genem Bcl-2 dimery. Na
zékladg teorie tzv. , buné&ného reostatu” se ukazuje, Ze pokud ve zmindném dimeru prevlada
Bcl-2, jedna se o signal pro pfeZivani bunék, naopak pifi dominanci genu BAX je trend
proapoptoticky (29). Vyznam genu Bcl-2 pro zvrat v maligni lymfoproliferativni onemocnéni
byl studovan na transgennich mySich. U skupiny, kde byl Bcl-2 onkogen zabudovan do B-
lymfocytd, se vyvinula nejprve folikularni hyperplazie, a u nékterych poté i nehodgkintv
lymfom (30). Zajimavé je, Ze zvySena exprese Bcl-2 neprovazi pouze lymfoproliferativni
onemocnéni. Bel-2 protein je exprimovan na mnoha miznych tkénich — na krevnich butikach
viech linii, na zralych T-lymfocytech, B-lymfocytech, ale i na buitkach klize, Stitné Zlazy,
epitelu prostaty nebo bunék prsni zlazy (31). ZvySena exprese byla pozorovana napfiklad i u
nékterych karcinomi prsu, prostaty, ale i u akutnich leukémii (32) — zde byla provazena horsi
progndzou, a to diky Spatne odpovédi na chemoterapii zpiisobené rezistenci na cytostatika
(33, 34).

2.3. Charakteristika translokace t(14;18)

Translokace t(14;18) je charakteristickym znakem folikularniho lymfomu. Patii mezi
nejCastéji nalézanou cytogenetickou abnormalitou vramci lymfoidnich malignit. Kromé
nemocnych s folikularnimi lymfomy ji ale mdZeme naleznout i u cca 20 % nemocnych
s difiznim B-velkobundénym lymfomem. Translokace t(14;18) byla poprvé popsana u Spatné
diferencovaného lymfomu z malych lymfocytii (35). U folikularniho lymfomu pak v roce
1982, a to na cytogenetické drovni, analyzou chromozdémil u souboru 19 vySetfovanych
nemocnych s folikularnim lymfomem. Pozitivni nalez t(14;18) byl u 16 nemocnych, tedy u 84
% (36). Z molckularné genetického pohledu zahrnuje lokus 18q21 pro gen Bcl-2, ktery je
translokovan do oblasti lokusu 14q32, ktery koduje t€zky fetézec imunoglobulinu (IgH) (37,
28). Béhem translokadniho procesu ¢ast chromozomu 18 obsahujici kodujici Gsek genu Bel-2

je pfesunuta do oblasti Jg segmentu (nejCastéji Ju6 nebo Ju4) oblasti IgH na 14.chromozomu



(38, 39). Tento aberantni chromozém je z cytogenetického hlediska oznadovan jako 14q". Na
recipro¢né vznikly 18q” chromozom je naopak translokovéna €ast chromozému 14 obsahujici
Vi a2 Dy genové segmenty, a to do oblasti distalng od bel-2 genu (40, 41, 42). Samotny gen
Becl-2 je i po translokaci strukturalng stale nezménén (43). Translokace vznika pravdépodobné
chybou béhem procesu prestavby genii pro tézky fetézec imunoglobul.inu ve stadiu pre-B
lymfoeytu v dob&, kdy dochazi k pfestavbé D a J genovych segmentil oblasti IgH (40, 42, 44,
45). Bcel-2 onkogen se tak dosté,vé.do oblasti genu pro t&Zky fetézec imunoglobulinu, coz vede
k jeho nadmérné expresi, a tim k nadmérné syntéze proteinu bel-2 — mohutného inhibitoru
apoptozy (26, 37, 46, 47, 48, 49, 50, 51). Tim je vysvétlena skuteCnost, Ze buiiky
folikularniho lymfomu jsou ,nesmrtelné“. Bcl-2 protein je pravdépodobné zodpovedny za
vysoké procento Bunék, které pfetrvavaji v Gy fazi bunééného cyklu (52, 53). Samotny rist
lymfomu je v tomto pfipad€ vice zptisoben prodlouZenym pfeZitim lymfomovych bun€k nez
samotnou zvySenou prolifera&ni aktivitou, jak je tomu napfiklad u agresivnich lymfoma (30).
Na druhou stranu mnoho pozorovani ukazuje, Ze samotna zvySena exprese Bcl-2 genu neni
dostatujici pro maligni zvrat lymfocytl v B-lymfom. Genetické experimenty na transgennich
mySich ukazuji, Ze u my#i, které maji Bcl-2/IgH gen, musi prob&hnout jesté daldi zmeéna
(napf.v genu c-myc), aby doslo kvyvoji vB-lymfom (54). Bcl-2/IgH piestavba je tedy
nezbytnou, ale ne dostaCujici zménou v genezi folikularniho lymfomu (54). Moznym
pfistupem k pochopeni procesu nadorové transformace je porovnani genové exprese
nadorovych bunék s jejich normalnimi, benignimi proté€jsky — tedy bufikami germinalniho
centra. V ramci studie americkych autord z M.D.Anderson Cancer Centre byla studovana
exprese gentt bungk folikularniho lymfomu a porovnavana s normalnimi bunkami
germinalniho centra, Bel-2/IgH pozitivnimi. Analyzovano bylo 588 riiznych gent z bunék
tonzil pacientt s FL a zdravych jedinc z hyperplastickych tonzil. Geny s vyznamné odliSnou
expresi byly poté jeité vySetieny kvantitativni real-time PCR. Byla zjifténa signifikantné
zvyiena exprese 24 gent (napf.geni Bcl-2, BSP1, JUN, IL4R) a naopak snizend exprese 8
gentl (napfiklad CD40, p55CDC). Jedna se o geny regulujici bunéény cyklus, adhezi a
mezibuné&né interakce a nékteré transkripéni faktory. Z dalsich chromozomalnich odchylek
jsou studovany 1 zmény genu p53.'Tyto vysledky podporuji teorii né€kolika nasledujicich zmén
v genezi folikularniho lymfomu (55). Na Grovni cytogenetické byly prezentovany klinicky
vyznamné chromozomalni aberace vpraci Viardota a spoluautort (56). Metodou
komparativni genomové hybridizace bylo z parafinovych blocka zpéin€ vysSetfeno 124
nemocnych s folikularnim lymfomem. V 87 pfipadech byly nalezeny chromozomalni

odchylky. Mezi nejdastéj$i patfily 7q+, 12q+, 18¢t+ a 6¢-. U nemocnych s folikularnim



lymfomem grade 2 a 3 podle WHO klasifikace se ast&ji nachazely komplexni pfestavby.
Prognosticky nejvyznamné&j&im prediktivnim faktorem se ukézala ztrita genetického
materialu 6q25q27, ktera byla spojena s vyznamn& krat§im pieZitim (p=0.0001). U vSech
aberaci, které mély klinicky vyznam pro celou skupinu, byl potvrzen jejich vyznam pro
skupinu Bel-2/IgH pozitivnich pacientd (56). Prognosticky vyznam delece 6425 ukazaly i
studie dal§ich autori (57).

Nikteré prace ukazuji, Ze cirkulujici t(14;18) pozitivni lymfomové buidiky pretrvavaji u
nemocnych vice jak 10 let po dosaZeni kompletni remise po radioterapii lokalizovaného
folikularniho lymfomu (58, 59, 60). Na druhou stranu dlouha Zivotaschopnost nadorovych B-
lymfocyti vede ke genové nestabilit® a k riziku transformace v agresivni lymfom - nejCastéji
difizni B-velkobun&ény lymfom (DLBCL). Na zvratu v agresivni lymfoproliferativni
onemocnéni se v ndkterych pfipadech podileji sekundarni zmény, zejména v oblasti c-myc
onkogenu (61, 62, 54).

Na zvy3ené expresi onkogenu Bcl-2 se miiZe podilet i aktivita onkogenu umisténého
piimo na chromozoému 18 v t&sné blizkosti zlomového mista t(14;18), jak bylo popsano
v praci Tsijumota a kol. (37). Tato hypotéza byla potvrzena i ve studii stanfordskych autor
(42).

Zajimavé je, ¥e¢ mnozstvi nemocnych s folikularnim lymfomem exprimujici bel-2 protein je
vy3§i nez podet nemocnych s identifikovatelnou t(14;18) — je to zplsobeno jednak tim, Ze ne u
viech nemocnych jsme schopni technicky detekovat pfestavbu diky alternativnim mistim
zlomil a nelze vyloudit, e na deregulaci genové exprese se podileji jesté dalsi, dosud
nepoznané mechanismy. Podobna diskrepance mezi Bcl-2 expresi a pfitomnosti pfestavby
byla pozorovana i u nemocnych s DLBCL a B-chronickou lymfocytarni leukémii (B-CLL). U
nemocnych s DLBCL byla popséana zvy§end exprese Bcl-2 az v 70 % pfipadu, ale geneticka
piestavba byla zachycena jen v 20-30 % (63, 64, 65, 66). Ve vétsing studii je pfitomnost
t(14;18) u DLBCL povaZovéna za negativni prognosticky faktor odpovédi na lécbu (67). U B-
CLL je tento pomér jesté vyrazn&jsi — vétSina nemocnych s timto onemocnénim exprimuje

bel-2 protein, ale jen u 5 % zaznamenavame genetickou piestavbu — t(14;18) (68, 69).



2.4, Varianty translokace zahrnujici gen Bcl-2

Translokace t(14;18) neni uniformni — bylo popsano né€kolik typl podle zlomového
mista na chromozému 18, v misté Bcl-2 genu. Zéakladni zlomové body na chromozomu 18
jsou na 2 mistech: 150 bp velka oblast lokalizovana v oblasti 3 tfetiho exonu Bcl-2 genu
oznatovana jako MBR (major breakpoint region) a 500 bp velka oblast vzdalena cca 30 kb
distalnd na Bel-2 lokusu ozna&ovana jako mer - minor cluster region. (41, 18, 42, 70, 71, 44).
Pivodng se pfedpokladalo, Ze maximum zlomi na chromozomu 18 probihd v ramei MBR a
mer oblasti. Jen vyjimeéné byly popisovany zlomy v oblasti VCR (variant cluster region)
vexonu 1 gemu Bel-2. Pomoci modernich diagnostickych metod, jakymi jsou long distance
polymerazova fetézova reakce (PCR) nebo inverzni PCR a fluorescence in situ hybridizace
(FISH) se ukazalo, Ze v oblastech MBR a mcr probiha jen zhruba polovina zlomi. Dalsi
zlomova mista byla detekovana v oblasti mezi t&mito Gseky, a to nazyvaném intermediate
cluster region (ICR), které se nachazi 16 kb distalné centromericky od MBR lokusu (74,75),
event.i voblasti 5° exonu 1 Bcl-2 genu (73). Kazuisticky jsou potom popisovany dalsi
variantni translokace, a to napiiklad v oblasti umisténé 10 kb proximainé od Bcl-2 genu na
chromozomu 18 oznalované jako follicular variant translocation gene — FVT1 (76) nebo
translokace £(2;18) a 1(18;22), které zahmuji geny pro lehké fetézce imunoglobulini kappa a
lambda (77, 78). Tyto atypické translokace byly pozorovany i u cca 5 % nemocnych s B-CLL
(79, 80).

Na chromozomu 14 jsou zlomova mista ve vét§in€ pfipadi konstantni, a to v oblasti
JH genu pro tézky fetézec imunoglobulinu, tedy oblasti, ktera podstupuje behem vyvoje B-
lymfocytd nékolik sekvenénich piestaveb. Tato oblast je mistem cytogenetickych piestaveb u
nemocnych s Burkittovym lymfomem (72). Jen zcela vyjimetné byla popsana atypicka
zlomova mista v oblasti Su — tzv.switch region, které vedly ke vzniku chimérického produktu
IwBcl-2 (73). Sekvenéni analyzou nukleotidi DNA zlomového mista na chromozomu 14
bylo prokazano, Ze zlom se nachazi ve spojovaci J4 oblasti nefunkéni alely pro té€zky fetézec
imunoglobulinu.

Nékteré prace uvadéji cca 15 % nemocnych s FL, u kterych nenalezneme pomoci
vefkerych dostupnych diagnostickych metod Zadnou ztranslokaci (tzv. ,germline®
konfigurace). V rameci studie americkych autoru z M.D.Anderson Cancer Centre tito nemocni
méli signifikantn€ hor§i progndézu neZ nemocni s prestavbami v oblasti MBR nebo mocr.
Ttileté obdobi bez sethani bylo u téchto tfi skupin 57 % (germline) vs. 76 % (MBR) vs. 95 %
(mcr). Z tohoto pohledu vypada prognodza skupiny s piestavbou v oblasti mer jako nejiep§i,
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nutno vzit ale na zietel, Ze polty pacientd v této studii byly pomé&rné malé, a tak tento nilez

nutno ovéfit ve vétSich studiich (81).
2.5. Vyskyt t(14;18) a jeji iloha p¥i vzniku lymfomii

Specifické cytogenetické zmény hraji dileZitou roli v genezi celé fady nadorovych
onemocnéni. Stejné tomu tak je i v oblasti nehodgkinovych lymfomil, kde je popsana celé
fada charakteristickych chromozomalnich zmén u jednotlivych typl lymfomi. Jejich detekee
slouzi jednak ke stanoveni diagnozy onemocnéni a jeho prognozy, v n€kterych pfipadech pak
miZe slouZit k monitorovani rezidualni nemoci po 16€b€. Translokace t(14;18) a jeji zachyt je
pomé&rné variabilni a zavisi jak na vySetfovaném materialu, tak i na pouZité technice. VyuZiti
t(14;18) pro sledovéni aktivity onemocnéni je pomémé obtizné, a to jak zhlediska
biologickych, tak i zhlediska technickych aspektd jejiho stanoveni. Biologické aspekty
pfedstavuji zejména velkou wvariabilitu pfestavby a problémy souvisejici s interpretaci
vysledkii. Translokace t(14;18) je nalézana u 60-90 % folikularnich lymfomu (70, 82, 83), ale
iu cca 15-20 % nemocnych s difiznim B-velkobunéénym lymfomem (71, 83, 85, 86). U &asti
nemocnych s DLBCL nesoucich t{14;18) se miZe jednat o transformaci z folikularniho
lymfomu (63). Translokace ale byla nalezena také u jedinct s reaktivni lymfoidni hyperplazii,
ale 1 u zcela zdravych jedinch (23, 86, 87, 88, 89, 90, 91). Porovnanim vzorkii periferni krve
pacientll s prokdzanym folikularnim lIymfomem a zdravych dobrovolniki pomoci
kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR) ale byla zjiSténa u skupiny nemocnych s folikularnim
lymfomem:

a) statisticky vy3si frekvence zachytu t(14;18) — cca 100-200x (92)
b) vy$si hladina cirkulujicich t(14;18) pozitivnich bunck
¢) vy$si pravdépodobnost dosazeni hodnot pfekracujicich statisticky stanoveny limit pro

zdravé dobrovolniky

Procento zachytu t(14;18) pozitivnich bungk pro oblast MBR u obou skupin ziviselo na
mnozstvi vySetfované DNA — pii testovani 2ug DNA byla nalezena pozitivita u 76 % pacientli
s FL. vs.22 % dobrovolnikd (p=0.0008, Fischeriv piesny test), pii testovani 10ug DNA byl
zachyt pozitivity u zdravych darci jiz 40 %. Obdobné vysledky byly nalezeny i pro oblast
mcr (87). Nékteré studie v ramcei prevence fale$né pozitivniho zachytu , benignich“ elementli

s pozitivitou t(14;18) navrhuji vySetfovat pfi PCR pouze lug DNA, &imz klesa riziko detekce
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pfestavby u zdravych jedincd na 6,6 % (88). Pfitomnost t(14;18) pozitivnich bunék
nalezenych v lymfatickych folikulech miznich uzlin s benigni folikularni hyperplazii (93), u
zdravych dobrovolnikil (94), stejn€ jako ve vzorcich autoptickych slezin pacientil, ktefi
zemieli na jiné, nemaligni omemocnéni (95), podporuje hypotézu, Ze zachyt t(14;18)
pozitivnich bun&k neni zaleZitosti jen nemocnych s folikularnimi lymfomy. V jedné ze studii
némeckych autorti (88) byl zaznamenan vyskyt t(14;18) pozitivnich bunék pomoci nested
PCR u 6,6 % zdravych dobrovolnikd (pfi vySetfovaném mnozstvi 2 ug DNA). Po navy3eni
mnoZstvi DNA na 10 ug vzrostl zachyt pozitivity aZ na 45 %. Nejvétsi studii zkoumajici
vyskyt t{14;18) u zdravych jedinch byla studie Summerse a kol., béhem které bylo vySetieno
481 zdravych dobrovolnikii pomoci real-time PCR na pifitomnost t{14;18) s pozitivnim
zachytem u 23 % (97). Jednou z nejnovéjsich praci v této oblasti je studie némeckych autort,
ktera zkoumala stejnou piestavbu u vzorku 204 zdravych jedincit pomoci 2 nezavislych PCR
metod — nested PCR a real-time PCR. Pozitivita t(14;18) byla zjisténa u 39/204 (24 %)
vySetfovanych, coZ odpovida vysledkim zvefejnénym ostatnimi autory (90, 97). V praci
nebyla zjiténa korelace mezi frekvenci vyskytu a vékem &1 pohlavim (98). Jednou z mala
praci, ktera prokazala vyznamné vy$$i zastoupeni t(14;18) mezi zdravymi lidmi, byla prace
Dolkena a kol, kdy byla popsana t(14;18) u 55 % zdravych jedincd v souboru 131
vy$etfovanych. Vysvétlenim mize byt skuteénost, Ze vetSinu souboru tvoiili muZi, u kterych 1
nékteré jiné studie prokazuji vy$si prevalenci ©(14;18) (99). Pii porovnani s vySetfovanymi
vzorky jedinci s folikularnim lymfomem v kompletni remisi po radioterapii pro lokalizované
stadium folikularniho lymfomu byl ale v této skupin€ statisticky vyssi zachyt cirkulujicich
t(14;18) pozitivnich bungk. Jako hranice pro dostacujici zachyt t(14;18) pozitivnich bunék u
zdravych jedinci bylo stanoveno 2,5 ug DNA, coZ reprezentuje cca 250 000 mononuklearnich
bunék (88). Dulezitym zjisténim je skutednost, Ze t(14;18) pozitivni buiiky pacientl
s lymfomy nejsou odliSitelné od stejnych elementi zdravych dobrovolnikd (38, 100).
V dalfich studiich byl prokazan naristajici vyskyt t(14;18) bunék srostoucim vekem
vySetfovanych pacientd. Mezi skupinami nemocnych do 20 let a nemocnymi nad 60 let byl
zaznamenan tfinactinasobny rozdil ve vyskytu 1(14;18) bunek ve prospéch starsi populace.
bunék. Tomuto nalezu odpovida 1 vys§si vyskyt folikularniho lymfomu ve vyssich vékovych
kategoriich (95, 101). Zachyt t(14;18) pozitivanich bunék u zdravych dobrovolniki je vysoky —
cca 50 % nese builky s prestavbou v oblasti MBR Bcl-2 genu. Rozdil oproti jedinctm
s folikularnimi lymfomy (kde je odhadovany zachyt ptestavby v MBR oblasti také cca 40-50

%) je v kvantité pozitivnich bunék. U zdravych jedinch je mnoZstvi t(14;18) pozitivnich
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bunék pouze cca 1:10°%, co? je fadov& méné ne¥ u jedined s FL, kde je vyskyt 100-200x vyssi
(88). Na zakladé t&chto vysledku lze fici, Ze , pre — pre — lymfomové™ buiiky nesouci t(14;18)
vznikaji stochasticky i u zdravych jedinch a diky vysoce citlivym metodam (PCR) je moZnost
jejich detekce. JelikoZ tyto elementy jsou diky exprimovanému bcl-2 proteinu ,,nesmrtelné®,
timto je vysvétlovan vys§i zachyt u starSich jedinch, nebot dochazi ke kumulaci t&chto
elementd v organismu. Pokud dojde k dal§i molekularné genetické zméné€, mohou se tyto
buiiky transformovat v nadorové, lymfomové busiky folikularniho lymfomu. Po 1é€bé miize
dojit k eliminaci téchto lymfomovych bungk, ale pivodni ,pre — pre — lymfomové™ buiiky
mohou pietrvavat po zbytek pacientova Zivota. Tato skuteCnost miize vysvétlit pietrvavajici
PCR pozitivitu u jedincd v dlouhodobé remisi po Gspe€iné terapii folikularniho lymfomu.
Zdali tyto rezidualni elementy jsou skutetné benmignimi elementy nebo rezidualni popuiaci
lymfomovych bunék, v soudasné dobé nelze rozlisit (58, 59, 60). Do budoucna bude nutné

najit dal$i molekularné genetické, specifické zmény, které tyto dveé skupiny dokazou odlisit.

V literatufe je popsan i piipad nemocného s folikularnim lymfomem po alogenni
transplantaci od HLA identického darce, kde byly detekovany 2 riGzné klony t(14;18)
pozitivnich bunék — po alogenni transplantaci doSlo k vymizeni pacientovych t(14;18)
pozitivnich bunék a byl zachycen klon darcovskych t(14;18) pozitivnich bungk benigniho
puvodu. Z tohoto divodu je vhodné pro event. sledovani minimalni reziduaini nemocni u
nemocnych po alogenni transplantaci vysetfit jak nemocného, tak i darce na pfitomnost
t{14;18) pozitivnich bunék, aby bylo mozZno oba klony rozhisit. Tim je 1 mozné eliminovat
riziko ,zbytetné“ 1é¢by molekularné genetického relapsu po transplantaci. Podobnou
koexistenci 2 klong, ,,maligniho“' a ,,benigniho® popsali i dal§i autofi (102). Soucasn€ bylo
potvrzeno, Ze t(14;18) pozitivni darci nejsou vyloudeni z diivodu této pozitivity z moznosti
darovat kmenové¢ butiky pro alogenni transplantaci — benigni klon t(14;18) pozitivnich bungk
muzZe pietrvavat u nemocného v dlouhodobé remisi onemocnéni (103). Zajimava prace
italskych autorii se zabyvala porovnanim kvantity B¢l-2/IgH pozitivnich bunék u skupiny
nemocnych bez nadorového onemocnéni, s nadorovym onemocnénim pied l1écbou a po lécbé
(jednalo se o jiné malignity nez lymfomy). Cilem prace bylo zjistit, zda kvantita Bcl-2/IgH
pozitivnich bun&k se mezi jednotlivymi skupinami 1iSi. Piedpokladem byla hypotéza, Ze
pokud se Bcl-2/IgH pozitivni buitky nachézeji u nemocnych po 1é¢bé chemoterapii
v nezménéné kvantité, jejich prognosticka hodnota k posuzovani rezidualni nemocni by byla
zpochybnitelnd. Byl zji$tén statisticky vyznamny pokles Bcl-2/IgH pozitivnich bunék po

1é¢beé oproti ostatnim dvéma skupinam. Z toho vyplyva, ze ,nenadorové” Be¢l-2/IgH pozitivni
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butiky nehraji zavadéjici roli v posuzovani rezidualni nemoci u nemocnych s malignimi
onemocnénimi nelymfomového typu. Zajimavosti této studie byla 1 skute¢nost, Ze u Bcl-
2/TgH pozitivnich zdravych dobrovolnikd doslo v 50 % ke spontannimu vymizeni Bei-2/IgH
pozitivity po 30, resp.60 dnech a naopak u zbylé poloviny doSlo k perzistenci Bcl-2/IgH
pozitivnich bungk ve stejné kvantité. Nabizi se hypotéza, Ze tyto perzistujici buiiky mohou byt
blize ,nadorovym* element(m folikularniho lymfomu nez transientné se objevujici populace,
ktera vymizela béhem né&kolika tydnd. Doposud tedy neni zcela jasno, zda tato populace
bungk s Bel-2/IgH pfestavbou neni prekancerozni. Nékteré prace nevyluCuji, Ze tyto
nemaligni cirkulujici buiiky mohou byt v né€kterych pfipadech zdrojem budouciho relapsu
onemocnéni (104). Neni ani znamo, nakolik se imunitni systém dokaze t&chto elementl zbavit
(86).

Jisté je, Ze klonalni pfestavba zistava pfed a v pribéhu onemocnéni identicks (105).
Jaky je ale viibec prognosticky vyznam t(14;18) jako takové v dobé stanoveni diagnozy? Ani
zde nepanuji jednoznatné nazory. Podle nékterych studii byla pfitomnost t(14;18) spojena
s lepSi (81, 106) nebo stejnou (106, 108) prognodzou onemocnéni, nekteii autofi ji piipisuji
dokonce negativni prognosticky vyzonam (65, 81, 105, 106, 109).

Zajimavosti je etnickd odlisnost ve frekvenci zachytu t(14;18) — zatimco v japonské
populaci byla tato cytogeneticka zména zachycena jen u 38 % resp.9 % nemocnych
s folikularnim resp.difiznim B-velkobun&énym lymfomem, v evropské populaci tomu bylo
62 % (FL) resp.18 % (DLBCL) piipadi (80, 110, 111). Nckter¢ studie navic ukazuji, Ze FL
vyskytujici se v Asii maji v mz§im procentu prokazanou pozitivitu t(14;18) (80, 110).
Hypotézou, Ze tento nizsi vyskyt t(14;18) pozitivnich lymfomu v asijské populaci je zptisoben
obecné niz§im vyskytem piestavby t(14;18) v populaci, se zabyvala prace americkych autord.
K porovnani slouzily vzorky s benigni lymfoidni hyperplazii od japonskych a amenckych
pacientli. Nebyl zjistén rozdil v zachytu mezi ob&éma populacemi. Tento vysledek podporuje
teorii, e proces lymfomogeneze neni omezen jen na Bel-2/IgH pfestavbu, ale je tvoien vice
kroky, které jsou nezbyiné k pferodu zdravého lymfocytu v lymfomovou buiiku. Svoji tlohu
v tomto mohou hrat i vlivy enviromentalni (23).

Pozoruhodnou (a z klinického hlediska dfileitou) klinickou jednotkou je rovnds
tzv.persistentni polyklonalni B-lymfocytéza. Jednd se o raritni, pravdépodobné bemgni
lymfoproliferativni onemocnéni, které se typicky vyskytuje u mladSich jedinct mezi 20.-
30.rokem Zivota, Castéji u Zen. Poprvé bylo popsano v roce 1982 (90). Klinicky se projevuje
polyklonalni (CD19+, CD5-, normalni pomér exprese kappa/lambda fetézcld) lymfocytdézou

s paraproteinémii IgM u vétSiny nemocnych, cytogenetickymi abnormalitami postihujicimi
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chromozoém 3 a nékdy i mirnou splenomegalii. Etiopatogeneticky jsou zkoumany u tohoto
onemocndni vliv koufeni a/nebo infekce Epstein-Barrovym virem (112). Morfologicky jsou
piitomny typické binukledrni lymfocyty vkrevnim néatéru. U véEtSiny nemocnych byly
nalezeny piestavby Bcl-2/IgH, které byly ale mnoholetné, pfesto ale velmi podobne
piestavbam pozorovanym u nemocnych sNHL, navic vkvantité, ktera 100-1000x
pievySovala ndlezy u zdravych dobrovolnikd (ale stile vyrazné niz§i nez je nalézina u
nemocnych s FL). Zajimavosti je, Ze u tohoto onemocnéni nebyla zjidténa zvySena exprese
bel-2 proteinu (i pies prokazatelnd existujict Bel-2/Ighl piestavbu), coz svédEi o tom, Ze tato
pfestavba je pravdépodobné nefunkéni a mechanismus akumulace zralych B-lymfocytd je
jiny. Hlavni klinicky dopad tohoto onemocnéni je skuteCnost, Ze 1 pfes relativné vyznamnou
Bcl-2/IgH  pozitivitu by nemeélo dojit k mylnému zafazeni mezi nadorova onemocnéni.
V diferencialni diagnostice lymfocytozy nejasné etiologie proto nutno vidy vyloudit tuto
benigni jednotku, a to zejména na zdkladé chybéjicich znakdl klonality, nebot se jedna o

chronické, benigni onemocnéni, které nevyzaduje 1écbu (89, 112).
2.6, Senzitivita t(14;18) pri sledovaini aktivity folikuldrniho lymfomu

Sledovani rezidualni nemoci u kaZdeho nadorového onemocnéni zavisi na pfitomnosti
specifického biologického markeru, ktery jednozna¢né charakterizuje dané onemocnéni.
V piipadé folikuldrniho lymfomu by timto markerem méla byt t(14;18). Frekvence jejiho
zachytu je ale dle literatury pomérné variabilni (19-89 %). Pfidinou takto vyznamnécho
rozmezi jsou jednak viivy geografické, ale zeyména pak technické. Vyskyt folikularniho
lymfomu je obecné nizi ve vychodni Asii, kde pfedstavuje jen 3-13 % lymfomu (113) —
v této oblasti pfevazuji T-lymfomy. Pfi¢inou je odli§na patogeneza lymfomil v této oblasti, jak
lze demonstrovat na piikladu Burkittova lymfomu. V Asii Sasty ,endemicky™ typ ma oproti
Evropskému ,sporadickému typu odliSnd zlomova mista na chromozémech 8 1 14 (114).
Problematice erskytu t(14;18) pozitivnich FL ve svété se zabyva mnoho praci — z
metaanalyzy 27 studii vyplyva rozdil ve vyskytu mezi Vychodni Asii (38 %), Evropou (61 %)
a USA (71 %), jak bylo prezentovano v préaci izraelskych autort (115). Problémem ale mohou
byt odlisné metodiky a techniky stanoveni t{14;18) — i proto se autofi domnivaji, Ze ¢astecné
je ,geograficky* rozdil mezi Asii a Evropou + USA zpusoben spise technickymi odli¥nostmi
stanoveni nez vlastnimi geografickymi rozdily {115). Aster a kol. nenash rozdily ve frekvenci
t(14;18) pozitivnich nalezi v benignich lézich hyperplastickych tonzil mezi japonskou a

americkou populaci — jednalo se ale o pom&rné malou studii o 25 pacientech (23). Oproti
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tomu pomérné velka studie porovnavajici vyskyt Bel-2/IgH piestavby ve vzorcich krve mezi
japonskou (241 probandi) a némeckou (75 probandt} populaci zdravych dobrovolniki
prokazala statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu této pfestavby (16.2 % vs. 52 %) ve
prospéch némecké skupiny. V japonské skupiné nebyt zjistén jinde popisovany narhst vyskytu
t(14;18) s vékem. Rozdilné vysledky mezi vy$e zminénymi 2 studiemi mohou byt zpiisobeny
jednak odlifnym zkoumanym materialem a dale rozdilnymi poéty v obou studiich. PfiCiny
niz§iho vyskytu t(14;18) u zdravych jedincli v Japonsku ale nejsou znadmy. Pfi¢inou mohou
byt genetické priciny nebo vliv Zivotniho prostiedi (116).

Zajimavosti je nizka incidence FL v ekvadorské populaci, kde mezi 6 % nemocnych s FL
nebyl nalezen zadny nemocny s t(14;18) (117). Geografické rozdily v distribuci jednotlivych
subtypli NHL ale byly v literatufe popsany (118).

2.7. Je translokace t(14;18) charakteristicka pro viechny folikulirni lymfomy?

Folikularni lymfom je charakteristicky svoji molekularné genetickou pfestavbou —
translokaci £(14;18)(q32;921), ktera vede ke zvySené expresi Bcl-2 genu, ktery za normalnich
podminek neni exprimovan na bufikach germinalniho centra (119, 120). Chromozomalni
zmény jsou u FL ale casto komplexni, a tak v nekterych pripadech miize byt t(14;18)
maskovana sekundarnim zmépami karyotypu. Kromé histologie je pro potvrzeni této
diagnézy pouzivano mnoha dalfich metod. ZvySena exprese bcl-2 proteinu
imunohistochemicky je prokazatelna u vice jak 90 % pfipadu, ale neni specificka jen pro FL
(120, 121). PCR metody 1 pfes svoji vysokou citlivost pfi pouZiti primerdl pro nejcastéji
udavana zlomova mista MBR a mer také nedokazi zachytit 10-15 % pfipadl, kdy zlomové
misto je mimo vySe zminéné 2 nejdastéjsi oblasti (81). Klasické cytogenetické metody jsou
piinosné k detekci chromozomalnich zmén, ale maji své limitace, jako napf .nutnost vy3etieni
Cerstvych, nativnich vzorki. T zde se zachytnost t(14;18) pohybuje jen kolem 75 % pfipadi
(120). Interfazova fluorescendni in situ hybridizace (FISH) se jevi jako nejcitlivéj§i metoda ke
stanoveni t(14;18), a to v 85-100 % pfipadii (122, 123). Jeji vyhodou je i skuteCnost, ze
muzeme vySetiovat vzorky z parafinovych blocki, nikoliv pouze nativni tkan. Nékteré jeji
varianty, jako napf.Godenem prezentovana ,colocalization-based FISH* dokazala
identifikovat translokaci t{14;18) u 63/63 (100 %) vzorki nemocnych s folikularnim
lymfomem (124).
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Vyznam nezbytnosti kombinovani téchto metod ukazuje nasledujici pfiklad: v jedné ze studii
byla provedena podrobna analyza 154 pacientG spodezienim na lymfom pomoci
chromozomalni analyzy, vicebarevného spektralniho karyotypovani (SKY) a interfazove
FISH. Cytogenetické vysledky byly ziskany od 103 piipadid (67 %), piiCemz 38 bylo
normalnich a v 65 piipadech byl zjistén patologicky karyotyp. Z 24 abnormalnich karyotypi u
nemocnych s FL byla zjisténa t(14;18) pomoci klasického karyotypu u 17 piipadd (71 %),
dalsi 3 pozitivni nalezy t(14;18) byly objeveny az pii FISH (a tedy unikly pii PCR) a jen ve 4
piipadech byl vysledek negativni - u téchto 4 pacientii se jednalo ¢ komplexni
chromozomalni pfestavby. U jedinch s prokazanou t(14;18) byly navic Casto objeveny
sekundarni cytogenetické abnormality, které zahrnovaly nejCastéji 6q-, 1p36-, +7, +12, coz
podporuje klonalng evoluéni teorii sekundéarnich zmén jako zékladni krok pro transformaci FL
do agresivnéj§ich lymfomi. (125).

Dalsim diikazem pro nezbytnost kombinace diagnostickych metod pochazi i z Eeského
pracoviité. Autofi Janikova-Obofilova a kol.prokazali pomoci kombinace FISH a PCR metod
t(14;18) pozitivitu u 112/115 nemocnych s FL. (97%). Pfitom samotnou PCR detekovali
t(14;18) pozitivni bunky jen v 54 % (159).

Francouzska studie Tillyho a kolna vzorcich od 66 nemocnych sFL prokazala
vyznamné negativni dopad delece 6q23-26 a delece 17p na prognodzu nemocnych. Tato
skupina méla 1 vys§i riziko transformace v agresivni lymfom (106). Podobné vysledky
publikovali holandsti autofi, ktefi zachytili t(14;18) pomoci interfazické FISH u 35/40 (87,5
%) folikularnich lymfomt. U t(14;18) negativnich pacientii byla pozorovana negativita 1 pi1

imunohistochemickém pritkazu bel-2 proteinu (123).

2.8, Existuji t(14;18) negativni folikularni lymfomy?

Skupina FL t(14;18) negativnich je z diagnostického hlediska velmi zajimava a byla
studovana nékolika autory. U téchto nemocnych, Bcl-2/IgH negativnich, byla naopak zji§téna
zvySena exprese Bcl-6 genu, kterd je zpiisobena piestavbou oblasti 3q27 — nejCastdji
translokaci na chromozém 14. Produkt zvySené exprese Bcl-6 genu, bel-6 protein, je
fyziologicky pfitomen na butikach germinalniho centra a ovliviluje jeho funkci a vyvoj (126).
Jakym zpusobem se podili jeho zvySena exprese, neni zatim vyfeSeno. Nékteré prace hovofti o
jeho proapoptotickém efektu (127, 128), jiné tuto teorii popiraji a hovofi o jeho

antiapoptotické funkci (129). Tato pozorovani ukazuji, ze role Bcl-6 genu neni zatim
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prozkoumana definitivng, nelze vyloudit, Ze zaleZi 1 na bun&ném typu, kde je exprimovan
(130). Vratme se ale k t(14;18) negativnim lymfomtm. Nékteré¢ prace popisuji moZnosti
koexistence obou molekularné genetickych zmén - t(14;18) i t(3;14) u jednoho pacienta (131),
jini autofi popisuji exkluzivnost obou zmén (132). Existuje piedpoklad, Ze FL neexprimujici
t(14;18) a naopak 3q27 pozitivni pfedstavuji samostatny typ folikularntho lymfomu - skupina
téchto nemoenych byla sledovana ve studii Jardina a kol. Oproti klasickému, t(14;18)
pozitivnimu (& 3q27 negativnimu) FL, bylo zjisténo n&kolik rozdili: morfologicky se tento
typ FL odlifoval zvyrazn&nou folikularni strukturou a vétimi folikuly, imunohistochemicky
pak CD10 negativitou a Bcl-6 pozitivitou (jako produktu translokace t(3;14). ZvySena exprese
Bcl-6 je malézéna typicky u DLBCL (133, 134), proto se ale autofi domnivaji, Ze Cast
nemocnych z této skupiny tvofi FL transformujici se do DLBCL. Porovnanim skupiny 3¢27
pozitivnich a t(14;18) negativnich lymfomd sklasickym FL nebyly zjiStény rozdily
v prognéze onemocnéni stran celkového preZiti. Klinicky vyznam této podskupiny ziistiva
proto nadale ne zcela jasny (130).

Porovnanim podskupin FL grade 3A a 3B v praci Otta a kol. bylo zjiiténo, ze vétSina
{73 %) FL gr3A byla t(14;18) pozitivni a naopak 3q27 negativni, skupina FL gr.3B
vykazovala Cast&ji 3q27 pozitivitu (37 %) oproti skupiné FL gr.3A, kde byla zachycena
piestavba 3q27 jen v 18%. Podrobnym cytogenetickym vySetfenim bylo zjisténo, Ze jedinci
s FL. gr.3B jsou Casto t(14;18) negativni a 3q27 pozitivni, jak byva nalézano u DLBCL (132,
135). Viechny tyto vysledky podporuji teorii, Ze FL gr. 3A patii k indolentnim FL, zatimco
FL gr.3B se blizi vice DLBCL (136).

Velka analyza 50 t{14;18) negativnich FL byla publikovana Horsmanem a kol.v roce
2002. Autofi vybrali skupinu 50 nemocnych s FL s jasn€ vyloufenou pfitomnosti 1(14;18)
pomoci kombinované genetické analyzy. 1 piesto byla zji§té€na u 33 % zvySena exprese bcl-2
proteinu — mechanismus zvySené exprese jist€¢ nebyl podminén Bcl-2/IgH pfestavbou. Na
zvySené expresi se proto pravdépodobné podileji i_ jiné, dosud nepoznané mechanismy.
Vétsina souboru (67 %) byla Bcl-2/IgH negativni. VétSina ztéchto nemocnych méla
prokéazanu strukturalni prestavbu 3¢27, a tedy opét zvySenou expresi Bel-6 (50). Odpoved na
vstupni otazku, zda existuji 1(14;18) negativni FL by mohla byt nasledujici: FL t(14;18)
negativni existuji, vétdina z nich ma prokazatelnou deregulaci Bel-6 genu jako nasledek 3q27
pfestavby a histologicky se jedna cCast&i o FL gr3B, tedy lymfom, blizici se svym
biologickym chovanim k DLBCL. Vyznam této podskupiny stran progndzy oproti ostatnim
FL zGistava ale nejasny (137).
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2.9. Jaky je klinicky vyznam translokace t(14;18)?

Detekce tohoto molekularné genetického markeru ma z klinického hlediska nekolikery

vyznam. SlouZi zejména k:

a) potvrzeni diagnézy FL (63)

b) posouzeni minimalni rezidualni nemoci (138, 139)

¢) zhodnoceni prognostického rizika FL a DLBCL (36)

d) vyhodnocovani efektu novych 1édebnych postupi (140)

Z tohoto diivodu je nezbytné, aby senzitivita a specificita viech testtli, které jsou k dispozici

pro detekei t(14;18) pozitivnich elementd, byla validovana.
2.10. Technické aspekty detekce translokace t(14;18)

Zna¢na variabilita prezentovanych vysledkd stran zachytu t(14;18) mezi jednotlivymi
pracemi (19-89 %) je zplisobena pravdépodobné jen v malé mife geografickymi odliSnostmi
(63, 141, 142). Nabizi se tedy otazka, zda je tento problém otazkou technickych schopnosti
dané laboratofe detekovat t(14;18), nebo zda tento molekularné geneticky marker je skuteéng
tak variabilni a nekonstantni. Zasadni roli v tomio hraje skuteCnost, ze identifikace t{14;18),
resp.Bcl-2/1gH piestavby je moZna celou fadou technik a metodik, které se 1idi svoji citlivosti,
piesnosti i mirou senzitivity i specificity. Navic zde hraje dlleZitou roli jiz zminéna
skuteGnost, Ze t(14;18) je pfitomna i u zdravych jedinci, a proto je v nékterych piipadech
t&zké nebo zcela nemozné odlifit rezidualni lymfomové buiky nesouci t(14;18) od zdravych,
nenadorovych elementi se stejnou piestavbou. Jaké tedy mame k dispozici techniky pro
detekci t(14,18)? Pokusime se je probrat jednotlivé a poukazat na vyhody a nevyhody

jednotlivych detek&nich metod:

1. klasickd cytogenetika: jeji vyhodou je technicka i finanéni relativni nenaroCnost

v porovnani s ostatnimi metodami. Navic poskytuje relativn€ nejkomplexnéjsi
moZnost posouzeni vech chromozomalnich zmén, tedy nejen 1(14;18), ale i ostatnich,
pridatnych chromozomalni zmén, které ostatni, , cilené” metody nepostihnou. Metoda

ma ale své limitace:
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a) mutnost vySetfeni Cerstvych, nativnich vzorki (tim padem nelze vySetfovat
vzorky v ramgci retrospektivnich studif) (143).

b) usp&iné chromozomalni analyze u indolentnich lymfomu brani nizka vyt€Znost
viabilnich bun¢k v metafazi (143).

c) karyotyp u FL miZe byt fale§n¢ negativni, protoZe metafdze mohou byt
vySetfovany z normalnich bunék misto nadorovych elementli, které jsou
v minoritnim zastoupeni (143)

d) toto vySetieni neni schopno odlisit t(14;18)(q32;q21) — IgH/Bcl-2 od
t(14;18)(q32;q21) - IgH/MALT], ktera je asociovana extranodalnimi MALT
lymfomy. To pak miiZe &init klinikiim problém v diferencialni diagnostice

obou jednotek (143).

Zachytnost t(14;18) pii klasickém cytogenetickém vySetfeni pohybuje kolem 75 %
(120). Navic v pifpadé komplexnich pfestaveb mtZe byt t€mito zménami t(14;18)
,,maskovana“ a obtizné detekovatelna. Vétsinu z vySe zminénych nevyhod postradaji
dal§i dv8 metody - PCR a FISH. Obé tyto metody jsou sice také limitované

technickymi problémy, vice tomu ale je u PCR.

2. PCR — jeji vyuziti pro detekci t(14;18) je velmi rozSifeno. Jeji vyhodou je snadnost,
rychlost a vysoké citlivost. Princip spodiva ve vyuZiti specifickych primerl, které se
cilené vazou na definované sekvence DNA v ramci vySetfované pfestavby. Po navazani
primerll na specificki vazebni mista v blizkosti pfisluiné genetické zmény dochazi
k procesu amplifikace Gseku mezi primery (opakovanymi zmé&nami teploty).
Amplifikovany produkt v pifipadé pfitomnosti dané chromozomalni zmény je poté
vizualné detekovan pomoci polyakrylamidové elektoforézy. Klinicky je tato metoda
pouZivana jak pro stanoveni diagnozy FL, tak i pro sledovani minimalni rezidualni nemoci
(MRN). Vzhledem ke své jednoduchosti je v soucasné dobé PCR asi nejpouZivanéjsi
metodou pro detekei (14;18). Vyt&Znost zachytu t(14;18)(q32;q21) pomoci PCR zavisi na
pouZitém typu PCR vySetfeni, zda se jedna o jednokolovou, ¢i dvoukolovou, nested &i jiné
varianty PCR. Rozmezi zachytu se pohybuje mezi 42-65 % ze vzorki histologicky
verifikovanych folikularich lymfomi (66, 109, 143, 144, 145, 146).
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a) standardni PCR metodiky byly zaloZeny na pfedpokladu existence 2 zakladnich

zlomovych mist, a to MBR a mcr. Kombinaci primerd pro tato zlomova mista s JH
konsesualnimi primery lze ziskat produkty o velikosti 150-500 kb, a to dokonce i
z parafinovych bloSkd. Touto metodou ale nelze detekovat zlomy spadajici mimo oblast
MCR a mbr — jak vyplyva z vysledkd studii, vyskyt atypickych zlomovych mist je vySsi
nez se pivodné predpokladalo a néktefi autoii uvad&ji az 50 % (74, 75). Napiiklad
v oblasti intermediate cluster region (icr) byla nalezena 3x vys§i frekvence zlomi neZ
v oblasti mer. I kdyz klasickou PCR obohatime o primery specifické pro icr, stale cca 1/3
zlom unika (75). Navic kazda translokace je z ur€itého pohledu ,unikatni* jako vysledek
zloml v odlisnych mistech s moZnosti dal§i, nepravidelné inserce nukleotidd. Takto
miiZeme sleddvat individualng specifické klony béhem celé doby sledovani nemocného.
Z klinického hlediska jsou popisovany 2 typy klasické PCR reakce: méng citlivd,
jednokolova PCR (detekéni mez 1:10* lymfomovych bungk) nebo dvoukolova, nested
PCR (citlivost 1:10° nadorovych bungk). V literatufe je publikovana celd fada pract
z mnoha pracovist ve svét€, které pouzivaji tyto metodiky ke stanoveni (14;18)
pozitivnich bunék. Odliné zavéry nékterych praci ale mohou byt zplisobeny i odliSnostmi
v citlivosti jednotlivych variant téchto teckmik v zavislosti na odliSnych primerech,
metodach amplifikace nebo detekce produktu. Z tohoto diivodu probéhla ke konci 90.let
minulého stoleti multicentricka studie, ktera zahrnovala 20 laboratofi, které prezentovaly
vystedky PCR monitorovani s cilem zjistit miru reprodukovatelnosti vysledkii mezi
laboratofemi. Ze zaveérd této studie vyplyva, Ze od hladiny 100 Bcel-2/IgH pozitivnich
bun&k/ml krve vySe byla nalezena vysoka shoda pfesahujici 90 %, a to jak mezi
laboratofemi, tak i obéma variantami PCR (jednokolova a nested PCR). Pfi vySetfovani
vzorki obsahujici 100 a mén& Bel-2/IgH pozitivnich bunék/ml krve ale jiz byly vysledky
méné uspokojivé, pfitemz vy3si zachytnost byla pozorovana u nested PCR (79 %) oprott
jednokolové PCR (31 %) — rozdil byl statisticky signifikantni (p=0.0002). Zklamanim pak
bylo relativné vysoké procento fale$né pozitivnich vysledki (28 %), které bylo
vyznamng&j$i u nested PCR (33 %), u jednokolové PCR pak 19 % - tento rozdil je dan
vys§i citlivosti nested PCR. Jako moZna pfi¢ina vysokého procenta faleSné pozitivnich
vystedkil byla autory zvaZovina moZnost kontaminace mezi vzorky pii vySetfovani
v laboratofich (142). Vysledky ale celkové nebyly piili§ povzbudivé, a z tohoto dlivodu

byla snaha vyvinout citlivéjsi modifikace PCR. metody.
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b) Iong distance PCR (LD-PCR) je variantou PCR, ktera ma hlavni vyhodu oproti
primer-specifické PCR v moZnosti amplifikace genovych fisekdl o velikosti az 23 kB.
Poprvé byla prezentovana japonskymi autory — Akasaka a kol. (74). Primery jsou
vytvofeny tak, aby nasedaly na dostatetn& vzdalena mista od klasickych zlomovych mist
MBR a mcr. Timto zplisobem je moZno deteckovat podstatné vice typt translokaci nez
klasickou PCR. Senzitivita pii amplifikaci geni do 12kB je 1:10 000 nadorovych bunék.
Ve studii Akasaky a kol.(74) byl prokazan zachyt t(14;18) ve viech 52 vySetfovanych
vzorcich, a to nejéastdji v oblasti MBR (64 %), poté dle frekvence v Far 3" MBR (14 %),
5'mer (12 %), 3 MBR (5 %) a mcr (5 %). Albinger a kol. prokéazali vyskyt t(14;18)
pomoci LD-PCR v 71 % piipadii folikulérnich lymfomi (75)

¢) multiplex PCR — jedna se o variantu PCR, pii které mohou byt amplifikovany 2 a vice
sekvence diky pouZiti vice pari primerti. Tato metoda dokaZe proto uSetiit pfi diagnostice
mnoho &asu a usili. Poprvé byla popsana v roce 1988 (147) a od té doby byla pouZita
v diagnostice DNA v mnoha oblastech — pfi detekcich genovych deleci, polymorfismi,
reverzné-transkriptazové PCR 2j.(148, 149). Muitiplex PCR se asto vyuZiva i v detekci
infekénich agens, jak virovych, tak i bakteridlnich (150). PfestoZe se jedna o zajimavou
metody, jeji hlavni limitace spotivaji ve vysoké naro¢nosti na reakéni podminky (teplota,
koncentrace pufrujicich roztokil, mnoZstvi pouZitych primerti atd.). Otazkou ziistava, jaké
mnoZstvi sekvenci je moZno detekovat soudasné z hlediska spravné interpretace vysledkd
— maximalné bylo referovano 9 najednou amplifikovanych segmentli béhem jednoho
vysetient (151). N&ktefi autofi popisuji variantu multiplex PCR — tzv.multicolor multiplex
PCR, ktera je schopna b&hem 1 reakce diagnostikovat B resp.T klonalitu ve spojeni
s detekei t(11;14) & t(14;18) — tedy 2 nejcastéjsich cytogenetickych zmén u lymfomu
z pla§’tovych bundk, resp.folikularniho lymfomu. Tato metoda by se mohla uplatnit
v rychlé diagnostice lymfoproliferativnich stavil, protoze produkty amplifikace jsou
vyhodnocovany automaticky pfistrojem. Prednosti této metody je i vysoka senzitivita
(152). PiestoZe vSechny varianty multiplex PCR pfedstavuji nadéné zpisoby detekce,

dalsi ovefeni téchto metod je nezbytné.

d) kvantitativni real-time PCR je mozno dosahnout pfesné kvantifikace t(14;18)

pozitivnich bunék. Tato metoda je stejné senzitivni, ale kvantitativné mnohem vice
vytéZna neZ klasicka jednokolova nebo nested PCR (99, 142). Byly vyvinuty 1 dalsi

varianty této metody, jako napf multiplex real-time PCR spojena s kapilarni

22



elektroforézou. Vyhodou této modifikace je moZnost souCasné méfit soucasné t(14;18) i
kontrolni gen (cyclophillin) v jedné reakci - tim se eliminuje riziko chyb spojenych
s dvojim pipetovanim, navic cela reakce je rychlejsi, protoze probiha souasné. Kapilarni
elektroforéza pak umoZiiuje kvalitativni rozlifeni fluorescenéné oznaCencho
amplifikovaného produktu, a tim je moZno vyloucit kontaminaci vzorku. Tato metoda se
Zasto pou¥iva pro prilkaz shodnosti klonality pfed a po 1écbé (153). Tato metodika
v soudasné dobé predstavuje asi nejlepdi variantu kvantifikace t(14;18) u FL.

Jaka je ale reprodukovatelnost vysledkil testovani vzorkdi pomoci real-time PCR?
V minulosti byly prezentovany Johnsnem a kol. velmi rozporuplné vysledky, kdy pfi
porovnani 20 laboratofi v ramci testovani konvenéni PCR techniky byla ukazéana az 28 %
fale$na pozitivita vysledkd (152). Reprodukovatelnosti vysledkl( real-time PCR se
zabyvala multicentrickd studie porovnavajici vystedky z 12 mezinrodnich laboratofi,
kterym byly s &asovym odstupem v ramci dvoukolového méfeni zaslany zaslepene 2
vzorky krve od zdravého darce s piesnd definovanym mnozstvim t(14;18) pozitivnich
bungk ziskanych z bun&éné linie s translokaci v oblasti MBR. VSechna centra pouzivala
stejny piistroj pro detekci (ABI 7700) a stejné enzymy. PouZiti primer specifickych prob
zdviselo na praxi jednotlivych center. Z vysledkii vyplyva, Ze vétSina center dokazala
detekovat pozitivitu od hranice 100 t(14;18) pozitivnich buntk na mililitr (ml) — a to v
80 %, resp.94 % vzorkl v prvnim, resp.druhém kole stanoveni. Pouze v jednom piipadé
byl nalezen fale$né pozitivni vysledek, a to ziejm& diky kontaminaci (odliSny
amplifikovany produkt). I pies tyto, relativné povzbudivé vysledky byly nalezeny
odchylky — a to v ramci nékterych center aZ v fadu 2 logaritmi. Navic u vzorki pod
hranici 20 resp.jednu t(14;18) buitku na ml byl zji§tén pozitivni vysledek jen v 50 %
resp.9 %. Pfes tyto limitace zistava real-time PCR velmi vhodnou metodou detekce

t(14;18) pozitivnich bunck (154).

3. FISH - usp&snost detekce t(14;18) pomoci fluorescenéni in situ hybridizace miiZe
rovoé ovlivnit nékolik faktord — stafi blogku, typ fixaéniho prostiedku & proces ukladani
vzorku do parafinu. FISH je jist& vice senzitivni nez PCR, protoZe je schopna detekovat
zlomova mista, ktera lezi i mimo oblasti vySetfitelné specifickymi PCR primery, a neni
tudiz vyZadovana absolutni komplementarita. Zachytnost t(14;18) pomoci FISH se
pohybuje mezi 56-100 % (123, 124, 155, 156, 157). FISH ma oproti PCR vyhodu ve vy§si
uspésnosti detekce a lepsi senzitivité, miiZe od sebe rozlifit podobné cytogenetické zmény

jako jsou IgH/Bcl-2 u FL od IgH/MALT1 u MALT lymfomu, dokaZe detekovat i atypické

23



translokace zaujimajici chromozém 18, jako jsou t (2;18) a t(18;22), které zahrnuji geny
pro lehké Yetézee imunoglobulind kappa a lambda (77, 78). V porovnani s PCR jsme diky
FISH schopni detekovat i komplexni signaly, ukazujici na mozné komplexni zmény
karyotypu (143). Nevyhodou FISH je jeji véts{ Casova i technicka néronost, coZ z ni Cini

méng vyhodnou metodu pro sledovani dynamiky cytogenetickych zmén.

2.11. Jaky je optimalni kompartment pro sledovani t(14;18)?

Problémem je také stanoveni optimainiho kompartmentu ke sledovani aktivity
onemocnéni. Z hlediska geneze NHL by se jevil jako idealni vzorek mizni vzliny. Ten je
zpravidla dostupny pti diagnoze, aviak b&hem terapie €i po jejim ukonleni jiz vétsinou
nikoliv. Rebiopsie je vét§inou indikovéana jen v piipadé podezieni na transformaci lymfomu
do agresivngjsiho typu — podezieni na transformaci mame pfi rychle rostouci nadorové mase,
zejména v jedné oblasti, spojené se vzestupem laktatdehydrogenazy (LDH). Z tohoto duvodu
je lymfaticka uzlina jako material z hlediska dlouhodobého sledovani nemocnych nevhodna.
Z klinického hlediska se proto setkavame nejéastéji s analyzou vzorkl kostni dfené a/nebo
periferni krve. Je oviem otdzkou, zda nélezy v periferni krvi i kostni dfeni koreluji
s aktivitou onemocnéni, které je primarné lokalizovano v miznich uzlinach. Ani v této oblasti
nepanuje v literatufe shoda. Nékteré prace prokazuji shodu mezi zichytem t(14;18)
v lymfatické uzling a v kostni dfeni. Ve studii z roku 1991 byla sledovana shoda mezi PCR
vySetienim miznich uzlin a kostni dfen® na piitomnost t(14;18). Mizni uzlina méla z tohoto
hlediska stejnou vyt&znost jako vzorek kostni dfené v dob& diagnozy folikularniho lymfomu
(158). Naopak v praci brnénskych autord, ktefi zkoumali pomoci kvantitativni real-time PCR
mnoZstvi bel-2/IgH pozitivnich bundk ve vzorcich uzlin i kostni dfeng, byl zjistén v miznich
uzlinach statisticky vyznamné vy$§i podet oproti kostni dieni (p=0,036), a oproti periferni krvi
(p=0,014) rovndz (159). Zajimavosti je, ¥¢ nékteré studie prokazuji pfetrvavani 1(14;18)
pozitivnich bungk v periferni krvi i u jedincii v dlouhodobé kompletni remisi po 1écbé
lokalizovanych stadii FL pomoci samotného ozafeni (60). Obdobné zavéry byly publikovany i
jinymi autory (58). Existuji ale i prace, které shodu mezi zachytem (14;18) v lymfatickych
uzlinach a kostni dieni, resp.periferni krvi neprokazuji. V ramci 2 pilotnich studii tykajicich
se zkoumani efektu monoterapie rituximabem u relabujicich folikularnich lymfomi byla
zjiténa piitomnost t(14;18) pozitivnich bun&k ve vzorcich uzlin v 80 %, zatimco v kostni
dfeni a periferni krvi jen v cca 40-45 %, tedy poloviCni (146). Oproti tomu u nemocnych

s nové diagnostikovanym onemocnénim je ze vzorkd periferni krve prezentovan zachyt
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1(14;18) bungk aZ 82 % (160). N&kolik daliich praci se zabyvalo otazkou, nakolik jsou kostni
dieii a periferni krev srovnatelné pro monitorovani rezidualni nemoci po 16¢bé. Summersova a
kot. zkoumali shodu mezi nalezy t{14;18) pozitivaich bungk v kostni dfeni a periferni krvi u
souboru 38 pacientii s FL — &ast z nemocnych byla v remisi, &ast méla aktivni onemocnéni. U
obou skupin konstatovali relativai shodu mezi vysledky t(14;18) ze vzork{ periferni krve a
kostni diens — prestoZe celkovy podet t(14;18) bunék nalezenych v kostni dfeni byl vySsi nez
\}periferni krvi, nebyl tento rozdil vétsi neZ jeden logaritmus. Pro sledovani nemocnych
vremisi by dle této prace bylo dostadujici vyfetfovani periferni krve (161). Obdobné
informace byly prezentovany i z M.D.Anderson Cancer Centre (160). Ze stejného pracoviste
pochazi i prace srovnavajici oba kompartmenty pomoci real-time PCR v kombinaci
s kapilarni elektroforézou s vysokym rozlifenim. Jedna se asi o nejpfesn&jsi metodu detekce
t(14;18) pozitivnich bundk - krom& moZnosti kvantifikace produktu lze diky
elektroforetickému vySetfeni uréit presny typ Bcl-2/IgH sekvence, a porovnat tak napiiklad
vzorek vydetiované periferni krve &i kostni dieng s pivodnim vzorkem mizni uzliny. V této
studii bylo vysetfeno 60 konsekutivnich nemocnych s FL. Byla shledana vyznamné (82 %)
shoda mezi vzorky periferni krve a kostni dfens, a to je§té vyznamnéjsi u téch pacientd, kde
bylo masivni postiZeni dfen& lymfomem. Pro tuto skupinu byly vysledky natolik pfesvédCive,
e autoli zvaZuji, Ze tato molekularnd genetickda metoda by mohla v n&kterych piipadech
nahradit klasické vysetfeni nadorové tkané pii stanoveni diagnozy. U vzorkil, kde bylo
postizeni naopak minimalni, uvad&ji autofi jako dolni hranici jednu t(14;18) pozitivni buitku
na 3000 zdravych — pod tuto mez lze uvaZovat o ,faleSné pozitivit€“, kterd miiZe byt
zpisobena pfitomnosti nenddorovych t(14;18) pozitivnich elementli — jednd se o jakési
hranice ,pfirozeného pozadi“. V pfipadé hrani¢nich hodnot t(14;18) pozitivnich bun¢k a
vznikajici pochybnosti o jejich lymfomovém piivodu je doporuceno soucasné zanalyzovat typ
pfestavby ve vzorki pivodniho tumoru. Na zakladé vySe uvedenych vysledk autofi
konstatuji, Ye pfi pouziti této velmi citlivé PCR metodiky lze pro ulel sledovani MRN
vySetfovat jen periferni krev (162).

Periferni krev byla shledana jako spolehlivy kompartment pro sledovani reziduélni
nemoci i u nemocnych po autologni transplantaci (144). Jiné prace ale tuto shodu
nepodporuji. Podle Gribbena a spoluautort, ktefi studovali nemocné s FL pfed a po autologni
transplantaci, bylo prokéazéno, Ze periferni krev je podstatné méné vypovidajici stran zichytu
t(14;18) pozitivnich bundk neZ kostni dfefl. Pfestoze postiZeni kostni dfené t(14;18) elementy
bylo v dob& pted sb&rem perifernich kmenovych bundk nalezeno u 99 % pacientii, pozitivni

nalez v periferni krvi ve stejnou dobu mélo jen 49 % nemocnych. Autofi této prace proto
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konstatuji, ze kostni diefi je vice vypovidajici stran rezidualni nemoci neZ periferni krev a
navic, vysledky ze dfené jsou signifikantné vice prediktivni stran relapsu onemocnéni.
Zajimavym nalezem v této studii byla skuteCnost, ze pomoci PCR bylo mozZno detekovat
cirkulujici lymfomové bufiky do 2 hodin od pfevodu kostni diené obsahujici t(14;18)
pozitivni elementy. Celkové lze shrnout, Ze pfestoze nékteré studie nazmaluji moznou
zaménitelnost kostni dieng a periferni krve v detekei rezidualni nemoci u FL, vysledky
vét§iny studii se shoduji na tom, Ze k monitorovani minimalni rezidualni nemoci po 1€¢b& je
presndjsi vySetfovani kostni diend nebot’ po dosaZeni molekularni remise v periferni krvi

pretrvava u mnoha nemocnych molekularni pozitivita v kostni dfeni (163, 164, 165).

2.12. Vyznam molekulirni remise po 1éché

2.12. 1. Vyznam molekuliarni remise po standardni terapii

Podani samotné chemoterapie umoZziiuje dosaZeni molekularné genetické remise. Ve
studii z M.D.Anderson Cancer Centre v Houstonu u 116 nemocnych s FL a detekovatelnou
piestavbou t(14;18) z periferni krve celkem 88 % nemocnych mélo pomoci jednokolové PCR
detekovatelnou pfestavbu v oblasti MBR, 12 % pak v mcr oblasti. Nemocni byli léeni
protokolem ATT (tzv.“alternative triple therapy”) nebo rezimem FND (fludarabin,
mitoxantron, dexamethason) s naslednou udrZovaci lé€bou INF alfa. Bé¢hem prvniho roku
1é¢by dosahlo 80 % klinicky kompletni remise, 69 % z nich dokonce molekularné genetické
remise. Nebyl pozorovan rozdil mezi pravdépodobnosti dosaZeni remise mezi ob&ma uzitymi
rezimy. Pétileté pieZiti bez nemoci bylo vyznamné lepsi ve skupiné pacientd, ktefi dosahli
molekularni remisi (73 %) oproti non-respondérdm (28 %) — p<0.001, piesto ale nebylo na
kiivce ,respondéri” dosaZeno platd, a tudiz lze pledpokladat, Zze 1 u nemocnych
v molekularné genetické remisi trva riziko relapsu (165, 166). Price tak jen potvrzuje
vysledky ze stejného pracovisté prezentované vroce 1998 (160). Vyznam 1(14;18) jako
prognostického faktoru po standardni chemoterapii potvrzuje studie poroviavajici efektivitu
rezimu FND a ATT u primarni terapie pokrogilych stadii folikularnich lymfomi. Oba rezimy
dosahly vysokého procenta é&ebnych odpovédi (97 %). V molekularné genetické ¢asti studie
byl potvrzen vyznam dosaZeni PCR negativity — jedinci, ktefi b&hem 1éEby dosahli t(14;18)
negativity, méli pétileté pfeZziti 95 % oproti jedincim, ktefi nedosahli PCR negativity (76 %).

Mezi obéma lé€ebnymi rameny nebyl zji$tén rozdil v dosaZenych molekularné genetickych
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remisich, z klinického hlediska jedinci 1éeni ATT méli pravdépodobnost del§iho obdobi bez
selhani terapie neZ skupina 1éZena FND. Celkové pieziti bylo v obou skupinach shodné (167).

Ve studii publikované italskymi autory (Rambaldi a kol.) doséhlo po 6 cyklech CHOP
molekularné genetické remise vice jak tfetina nemocnych. U dal§i €asti nemocnych doslo
k dosa¥eni molekularni negativity po 4 davkach rituximabu, ktery byl v této studii podavan
nemocnym, u kterjch pfetrvavala po chemoterapii CHOP PCR aktivita t(14;18) (164). Ze
stejného pracovité i studie jsou pak i vysledky kvantitativniho monitorovéni t(14;18) pomoci
kvantitativni real-time PCR, ktera prokazala v 5 letech od 1écby signifikantn€ vySSi procento
nemocnych bez rekurence choroby (64 %) nez ve skupin¢ s pfetrvé.vajici. t(14;18) pozitivitou
(32 %, p<0.006) (168). Pozitivni korelaci mezi dosaZenim molekularni remise a lepsi
prognoézou nemocnych s FL prokazala i prace francouzskych autort, ktefi vySetfili 180 vzorkd
periferni krve od 25 pacientd s FL pfed 1é&bou a pak opakované béhem I1€¢by a po jejim
ukondeni. Pfestoze se nejednalo 0 homogenni skupinu stran pouZzité 1éSby (COP, chlorambucil
v monoterapii, Fludarabin a dalsi), byla zji§téna vyznamna korelace jak mezi dosazenim
molekularni remise a klinickou remisi (p=0.002), tak obdobim do progrese (p=0.005), i byl
naznaden trend lepSiho celkového preZiti (p=0.06) u skupiny, kterd dosahla t(14,18) PCR
negativity (169).

N&které studie ale vztah mezi dosaZenim molekularné genetické remise a prognozou
onemocnéni neprokazaly (170). Ve studii holandskych autorti bylo sledovano 34 pacient(
snové diagnostikovanym FL pokrodilého stadia. Nemocni byli léCeni 8 cykly COP
s naslednou udrzovaci terapii interferonem alfa-2b. Molekularng genetickd studie byla
provadéna pomoci real-time PCR. PfestoZe procento nemocnych, ktefi dosahli t(14;18)
negativity, bylo pomémé vysoké (76 %), dosazent molekularni remise naprosto nekorelovalo
s klinickym efektem. Ve skupiné nemocnych, kde do$lo krychlému poklesu t(14;18)
pozitivaich bunék, byli i 4 nemocni se selhanim Jécby a naopak ve skupiné nemocnych, kde
bylo klinicky dosaZeno kompletni remise, pfetrvavaly t(14;18) pozitivni buiiky. Vedlejsim
nilezem bylo niZz8i zastoupeni t(14;18) pozitivnich bunék u nemocnych s, bulky“
onemocnénim, coZ je vysvétlovano zvySenou expresi receptorit adhezivnich molekul (jako
napi L-selektin) v bulky maséch, coZ vede k tzv. “homingu” lymfomovych bungk do téchto
konglomeratd misto osidlovani kostni dfené ¢i periferni krve (171).

Rozporuplné vysledky na otdzku vyznamu dosaZeni molekularné — genetické remise
na prognézu nemocnych s folikularnim lymfomem prezentovala i Janikova a kol.v roce 2007.
Autofi sledovali 115 pacientti s folikularnim Iymfomem pomoci FISH, dvoukolové nested

PCR a multiplex PCR. Vysetfovalt vzorky periferni krve, dfené i uzlin u nemocnych
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lédenych nékolika typy standardni chemoterapie. Pacienty s piestavbou v oblasti MBR pak
sledovali dlouhodob& pomoci kvantitativni real-time PCR. Pfestoze u 61 % nemocnych
koreloval klinicky a molekuiarnd geneticky pribéh onemocnéni velmi dobie, 21 %
sledovanych pacienth klinicky zrelabovala v trvalé molekularni remisi. Autofi se proto
domnivaji, ¢ vyznam molekularng genetického sledovani z hlediska klinického prib&hu a
volby 1é8by je stale omezeny (159).

Gribben a kol.vySetfoval u nemocnych s FL pfed autologni transplantaci §tép kostni
dfené na piitomnost lymfomovych, t(14;18) pozitivnich bungk, a zjistii pomoci PCR
kontaminaci u viech 74 nemocnych. Z toho vyplyva, Ze podani indukéni chemoterapie CHOP
nevedlo k dosaZeni molekularnd genetické remise u Zadného z nemocnych (82). Obdobné
vysledky pfinesli i &eSti autofi zolomouckého pracovists, kde po podani samotné
chemoterapie bylo dosazeno molekularné geneticke refnise stran t(14;18) negativity jenu 6 %
nemocnych s folikularnim lymfomem, na druhou stranu ale 3/5 nemocnych s DLBCL
molekularni remise po samotné chemoterapii dosahli (66).

Pozoruhodné sdéleni se tyka moZnosti dosaZeni molekularni remise po samoiné
radioterapii. Ha a kol. spoluautord z M.D Anderson Cancer Centre prezentovali vysledky
molekularné genetického sledovani 20 pacientd stadia I-IIT folikularniho lymfomu, kteit byli
16Ceni samotnou radioterapii - ozéfenim viech oblasti miznich uzlin (TLNI — total lymph
node irradiation). U vSech nemocnych byly detekovany vuvodu onemocnéni t(14;18)
pozitivni bufiky pomoci PCR. K velkému piekvapeni zjistili, Ze u u 8 z9 pozitivoich vzorkl
z periferni krve a u 2 ze 3 pozitivnich vzorkd kostni dfené doslo po radioterapii ke konverzi
do negativity {postiZeni dfeng v avodu onemocnéni bylo okultni — jednalo se o pacienty stadii
I-II). Vsichni pacienti dosahli po této 1écbé kompletni remise pfi medianu sledovani 22
mésich v dobé hodnoceni. Mechanismus vymizeni t(14;18) pozitivnich bun&k nent vysvétlen,
ale pravdépodobné se pii ozafeni uplatiiuje nejen samotny lokalni efekt radioterapie (172).
PiestoZe vysledky prezentovanych studii jsou rozporuplné, lze konstatovat, Ze nékteré
chemoterapeutické reZimy (vétSinou intenzivngjsi) jsou schopny dosaZeni molekularné
genetické remise. Jeji vyznam pro osud onemocnéni nutno ovéfit vramci dalSich

prospektivnich studii.

28



2.12.2. Molekulirni remise a autologni transplantace

Vysokodavkovana 1é¢ba s autologni transplantaci perifernich kmenovych bunék
(ASCT) byla zavedena do lé¢by NHL od osmdesatych let minulé¢ho stoleti (173). U
nemocnych s relapsem folikularnibo lymfomu bylo publikovano n&kolik studii s velmi
povzbudivymi vysledky, véetn& vysokého procenta dosaZenych CR i molekularnich remisi
(174-176). 1 pfes prodlouZeni trvani remise onemocnéni a prodiouZeni obdobi bez znamek
nemoci ¥adna studie neprokézala benefit v celkovém pfeziti oproti nemocnym léCenym
konvenéni 1é&bou (174, 177). PouZiti ASCT v 16€bé prvni linie je vénovano také n€kolik praci
srovndZ slibnymi vysledky, pfestoZe tato indikace je mnohem kontroverzngjsi (146, 177,
178), a to zdivodu pom&rn& vysokého rizika zejména pozdni toxicity, kterd se miZe
projevovat sekundarnim myelodysplastickym syndromem (MDS), akutni myeloidni leukémii
(AML) & jinymi nadory. N&které prace popisuji az 20 % riziko v 10 letech (178), coZ je u
onemocndni se znatné variabilnim pfirozenym pribéhem, kde €ast nemocnych nevyZzaduje
dlouho Zadnou Iébu, pomérné vysoké riziko.

Hodnocenim molekularné genetické remise po ASCT se zabyva nékolik autorii.
Apostolidis a kol. prezentovali vysledky autologné transplantovanych na souboru 99 pacienttl
v 1.nebo nasledné CR nebo velmi dobré parcialni remisi. Separace kmenovych bungk byly
doplnény in vitro purgingem pomoci anti-CD20 monoklonalni protilatky s komplementem.
Pipravnym reZimem pfed autologni transplantaci byl vysokodavkovany cyklofosfamid a
celotélové ozafeni (TBI). Pii sledovz’mi MRN po transplantaci bylo v multivariantni analyze
prokazano, ze PCR negativita Bcl-2/IgH byla spojena se signifikantné nizSim rizikem relapsu
(p<0.001) a smrti (p=0.02) ve srovnanim se skupinou s pfetrvavajici PCR pozitivitou. Na
druhou stranu relativné vysoké riziko sekundarnich MDS ¢ AML (12 %) je pomémé
alarmujici (163, 177).

V jiné praci autoii sledovali pomoci nested a kvantitativni real-time PCR (14;18)
v periferni krvi 15 nemocnych pied a po ASCT - jednalo se o nemocné v 1.nebo nasledujici
CR. U 9 znich detekovali Bel-2/IgH piestavbu. Po ASCT doslo k dosaZzeni molekularné
genetické remise u 5/7 nemocnych. Bé&hem nasledujicich 2 let doslo k molekularnimu relapsu
u viech nemocnych, pii¢emZ byl zaznamenan dvoji pribéh: u jednoho nemocného byl
zaznamenan logaritmicky nardst t(14;18) pozitivnich bungk, u druhého pak byl pfitomen
velmi pozvolny (85). Gribben a kol. ve své praci rovnéZz prokazali, Ze pfitomnost nebo
znovuobjeveni t(14;18) pozitivnich bunék v kostni dieni po autologni transplantaci je spojeno

s vySsim rizikem relapsu onemocnéni (138)
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Ladetto a spoluautofi prezentovali v roce 2002 vysledky 1é¢by 92 nemocnych s FL,
kdy ASCT byla pouzita jako konsolidace intenzivniho sekvencniho protokolu u pacientt
v 1.linii 1éSby. Jednalo se o multicentrickou studii, kterda méla potvrdit slibné vysledky
dosaZené stejnym protokolem v ramci 1 centra (179). Celkem 81 nemocnych (88 %) dosahlo
CR, ztoho 49 po vysokodavkovaném sekvenénim protokolu a 32 po ASCT. V ramci
molekularné genetické studie bylo zjist€no, Ze po sekvenénim protokolu bylo 47 % $tépl
kmenovych bunék PCR negativnich stran prikazu t(14;18) a po ASCT dosghlo molekularné
genetické remise 65 % pacientd. Tato skupina méla extrémné nizké riziko relapsu
onemocnéni (12 %) oproti skupingé PCR pozitivnich (77 %), coZ se promitlo ve vyznamné
lepim obdobim bez znamek nemoci (DFS) u molekularné geneticky negativni skupiny
(p<0.001). Zavéry této multicentrické studie tedy potvrdily vysledky publikované
z unicentrické studie, véetné obdobnych molekularng genetickych nalezii. Nekteré studie
dokonce poukazuji na skuteSnost, Ze jedinci t(14;18) negativni po ASCT maji nejen delsi
obdobi bez progrese lymfomu, ale i lep§i celkové pieZiti oproti skupiné t(14;18) pozitivnich
(180). Z &eskych autord prezentovali zajimavé vysledky olomouéti autofi, ktefi prokazali
rovndz 80 % efektivitu ASCT stran schopnosti konverze PCR pozitivity t(14;18) do negativity
(66).

Jaké je tedy postaveni autologni tramsplantace u FL, zejména ve svétle vysokého
procenta dosaZenych molekularné genetickych remisi? Odpovéd na tuto otazku je stale
nejasna, zejména v dobé monoklonalnich protilatek, a to zejména z diivodu relativn€ vysoké

toxicity [éCby.
2.12.3. Molekularni remise a purging

S autolognimi transplantacemi zce souvisi problematika tzv.“purgingu®, tedy Cisténi
$tépu od kontaminace lymfomovymi elementy. Mnoho studii se zabyvalo otazkou, zda infize
$tépu kontaminovaného lymfomovymi butikami zvySuje riziko nasledného relapsu. Nekolik
praci tuto hypotézu potvrzuje (182, 183). Otazkou ale je: pokud podame $t€p kontaminovany
lymfomovymi bufikami, mélo by dojit k systémovému relapsu onemocnéni — pfesto vétsina
nemocnych relabuje v mistech pivodniho postizeni. Nabizi se mozné vysvétleni, které
spoliva vtzv, homingovém mechanismu, kdy lymfomové bufiky putuji na zaklad
imunologickych mechanismt do puvodné postizenych uzlin (183).

Z technického hlediska existuji 2 zpusoby Cisténi $t€pu kmenovych bunck od

nadorovych elementa — in vitro a in vivo purging. Vyvinuti ex vivo (= in vitro) purgingu
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pfedstavovalo velkou nad&ji ve vyzkumu ASCT u nehodgkinovych lymfomd (184).
Apostolidis a kol. ve své praci prezentovali vysledky in vitro purgingu pomoci anti-CD20
monoklonlni protilatky a komplementu, ktery provadéli u nemocnych s FL pfed autologni
transplantaci. V cca 30 % pfipadd doSlo k vymizeni Bel-2/IgH pozitivnich bunék ze Stépu po
pouziti této metody (163). PouZiti isténého §té€pu ale nemelo vliv na zlepSeni prognozy
nemocnych, &im¥ se potvrdily vysledky jinych autord (182, 185). Navic in vitro purging ma
nékolik nevyhod: je technicky a laboratorné narolny, z hematologického hlediska n€které
préace popisuji prodlouZeni pfihojeni 3t&pu po ASCT a v neposledni fadé zvySuje 1 naklady na
16bu (186). |

Usp&sny in vivo purging v dob& pied zavedenim monoklonalnich protilatek, tedy po
podani samotné chemoterapie, byl popsan nékolika autory. Po podani intenzivniho
sekvenéniho protokolu bylo dosaZeno ve 47 % piipadii PCR negativity $t€pu pfi pritkazu Bel-
2/IgH pfestavby (187). Podobné, i kdyZ ne tak dspésné vysledky prezentoval i Corradini
(139). Zavedeni monoklonalni protilatky anti-CD20, rituximabu, do 1é¢by nehodgkinovych
lymfomii piineslo piiznivé vysledky v oblasti in vivo purgingu. V praci Magniho a kol. (189)
bylo na souboru 15 nemocnych s FL a mantle cell lymfomem, u nichZ byl podan rituximab
v kombinaci s chemoterapii v ramei in vivo purgingu, dosaZeno 93 % molekulérn¢ genetické
remise ve §t&pu, coZ bylo signifikantné vice neZ v obdobné skupiné bez rituximabu (40 %,
p=0.007). Slovensti autofi prezentovali efektivitu in vivo purgingu rituximabem u souboru 27
nemocnych s indolentnimi lymfomy. Po ASCT bylo ve skupin€ s podanym rituximabem 100
% klinickych remisi, véetné 79 % molekularné genetickych remisi, coz .bylo statisticky vice
oproti kontrolni skupiné bez rituximabu (p<0.01) (189).

Lze tedy shrout: in vivo purging v dob& monoklonalnich protilatek zcela jednoznacné
nahrazuje diive pouZivané in vitro metody, a to jednak zdivodu menSi technické a
laboratorni naroénosti, ale zejména pro svoji vy8si efektivitu na odstranéni rezidualnich
lymfomovych bundk ve §tépu. Obecné ale stale neni zcela jasné, zda CiSténi $t€pu piispéje ke

zlepSeni vysledka 1é¢by stran celkového preziti.
2.12.4. Molekularni remise 2 alogenni transplantace

Alogenni transplantace je u folikularnich lymfomi indikaci zatim spise okrajovou, ale
do budoucnosti nad&jnou. Je to z toho diivodu, Ze pfirozeny priibdh onemocnéni je indolentni
a alogenni transplantace s myeloablativni pfipravou byly spojeny s vysokou peritransplantaCni

mortalitou (TRM). Na druhou stranu pro mladé nemocné s prognosticky nepfiznivymi
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charakteristikami je to metoda, kterou musime zvaZovat. Navic v posledni dobé se zaginaji u
nemocnych s folikularnimi lymfomy uplatfiovat alogenni transplantace po nemyeloablativnim
piipravném reZimu, které jsou spojeny s vyrazné niz§i peritransplantalni mortalitou. Na
druhou stranu, nékolik studii ukazuje, Ze riziko relapsu je po alogenni transplantaci cca
poloviéni oproti autologni transplantaci — jedna se ale vét§inou o retrospektivni porovnani dat
z registr, nikoliv randomizované studie (190). Vjedné zmala prospektivnich studii
americkych autor se potvrdil vyznam alogenni transplantace oproti autologni transplantaci
stran niz§iho rizika relapsu onemocnéni, ale doba do progrese byla bez rozdilu mezi obéma
skupinami (191). Pfesto néktefi pacienti zalogenni transplantace profituji ve formé
dlouhodobé remise (190, 192). Nékolik autori se zabyvalo otdzkou molekularné genetické
remise u FL po alogenni transplantaci a jejiho vyznamu pro prognézu nemocnych. V praci
rakouskych autor byly prezentovany vysledky alogenni transplantace u souboru 35
nemocnych s NHL (z nich u 9 se jednalo o folikularni lymfom). Ve v3ech pfipadech se
jednalo o prognosticky nepiiznivé piipady, 77 % mélo v€kov€é upraveny mezinarodni
prognosticky index (AA IPI) 2 a vice. Molekularn® genetickd studie u FL byla provadéna
nested PCR u celkem 7 nemocnych. Vichni dosahli molekularni remise do 6 mésiclt po
transplantaci, 3 z nich jsou v dlouhodobé remisi, 3 zemfeli na TRM a u jednoho se objevil
relaps 1 rok po transplantaci. PfestoZe se jednalo o vyrazn€ predleCené nemocné, 93 %
kompletnich remisi pFedstavuje velice slibny vysledek — pfi pétiletém sledovani bylo 40 %
nemocnych bez znimek choroby (193). V praci Jucketta a kolbylo 6/7 pacientii Bel-2/IgH
pozitivnich po alogenni transplantaci s pouzZitim T-bun&éné deplece Stépu. Zatimco u 2 z nich
se dostavil klinicky relaps onemocnéni, ostatni zistavaji v klinické remisi pfi medianu
sledovani 5 let (192). Pouziti T-bun&éné deplece miZe vysvétlit rozdily mezi dosazenymi
molekularng genetickymi remisemi v obou vyfe uvedenych studiich. Podobné vysledky stran
dosaZeni molekularni remise po alogenni transplantaci u relabujicich FL prezentoval 1 Masada
a kol.(194). T pfes skutednost, Ze molekularné genetickému sledovani t(14;18) po alogenni
transplantaci se nezabyvéa tolik praci, lze konstatovat, Ze vétSina autori se shoduje, Ze
eliminace t(14:18) pozitivnich bun€k je sdruZeno sklinicky piizniv&j§im prib&hem

onemocnéni (103, 195).
2.12.5. Molekulirni remise a rituximab

Monoklonalni protilatka anti-CD20 byla vyvinuta jak pro diagnostické, tak i pro
terapeutické aely (196). Rituximab je chimericka protilatka tvofend lidskym
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imunoglobulinem tfidy 1gG1 kappa s mySimi variabilnimi oblastmi izolovanymi z mysi anti-
CD20 monoklonalni protilatky TDEC-2B8 (197). Jedna se o transmembranovy protein, ktery
funguje jako kalciovy kanal a hraje dileZitou roli v bunécné diferenciaci (196). VaZe se na
CD20 antigen na povrchu B-lymfocyti, vetné bunék lymfomovych. CD20 antigen chybi na
nezralych B-lymfocytech (pre-pre B), proto nedochazi k jejich likvidaci (198). Pocet zralych
B-lymfocytfi po 16¢bé rituximabem ale klesa. Podle studii na zvifatech B-buné€na deplece
neni rovnomérna ve vech kompartmentech a klesa od periferni krve > kostni dfefi > uzliny.
Podobny gradient miizeme sledovat i u lidi (199). Po 1é€bé naopak dochézi k restituci
normalnich B-lymfocytll z téchto intaktnich bunék, a proto nebyl pozorovan u nemocnych
lé&enych rituximabem vyrazngj§i dlouhodoby protilatkovy imunodeficit a Cast&jsi vyskyt
infekei.

Mechanismus piisobeni rituximabu je komplexni. Ke zni¢eni nadorové burky dochazi

nékolika mechanismy:

a) bunkami zprostfedkovanou cytotoxicitou (ADCC — antibody dependent cellular
cytotoxicity)
b) aktivaci komplementu

¢) indukci apoptozy

Rituximab prokazal svoji klinickou efektivitu v 1é€bé nemocnych s folikularnim lymfomem
vramci monoterapie v nékolika studiich. Lédebnd odpovéd se pohybovala vramci
monoterapie relapsu onemocnéni mezi 46 % - 50 %, z toho vétSina remisi byla jen parcialnich
(146, 200). Trvani 1é¢ebné odpovédi se pohybovalo mezi 11-13 mésici (146, 159). Rituximab
prokazal efektivitu i v 8 tydennim schématu podavani (201), stejn€ jako pfi opakovani 1écby,
kde nebyly vysledky 1é¢by horsi neZ vramci 1écby prvni linie (202). Podani rituximabu,
chimerické monokionalni protilatky anti-CD20, vedlo u nékterych pacientii k dosaZeni
molekularné genetické remise, tedy konverze z PCR pozitivity do PCR negativity (203). Ve
Foranové praci je prezentovano 62 % nemocnych, kteii dosahli po 4 davkach rituximabu
molekularné genetické remise onemocnéni — tato skuteCnost ale nekorelovala s klinickou
odpovédi (146). Piiznivy efekt rituximabu na dosazeni molekularni remise prezentovali i
olomoucti autofi (66). _

Czuczman prezentoval vroce 2001 vysledky studie 70 nemocnych s relabujicim
folikularnim lymfomem, ktefi byl 1éceni rituximabem nebo kombinaci R-CHOP (rituximab +

cyklofosfamid, doxorubicin, vincristin, prednison). Molekularné geneticka analyza byla
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provadéna ze vzorkl periferni krve a kostni dfené pred a po 1é¢b& pomoci PCR. Ve skupiné
lédené samotnym rituximabem dosdhlo 36/70 t(14;18) negativity (51 %), u 13 pacientd
pfetrvavala pozitivita a 21 nemocnych bylo kolisavé pozitivni/negativni. Celkova léCebna
odpovéd byla ve zminénych 3 skupinich 72 % vs. 31 % vs. 57 %.Ve skupin€ 18 pacientl
lé¢enych kombinaci R-CHOP bylo 8 t(14;18) pozitivnich pied 1é¢bou. 7 z nich doséhlo po
16&bE 1(14;18) negativity (87.5 %), celkova 1é€ebna odpovéd byla vtéto skupiné 100 %.
Hlavni rozdil mezi obéma skupinami byl ten, Ze pfestoze nemocni, ktefi byli 1éZeni samotnym
rituximabem, doséhli v relativag vysokém procentu molekularni remise (51 %), vét3ina z nich
nebyla podle rozsahu uzlinovych 1ézi v klinické remisi. Naopak viech 7 nemocnych, ktefi byli
kombinalni terapii R-CHOP t(14;18) negativni, dosahli soudasné i kompletni regrese
uzlinovych 1ézi, 1ze tedy hovofit 0 molekularni korpletni remisi {204).

Rambaldi publikoval vysledky studie 128 nemocnych s nové diagnostikovanym FL.
Viichni nemocni byli v ivodu onemocnéni t(14;18) pozitivni (90 % MBR, 10 % mcr). Po 6
cyklech chemoterapie CHOP byli ze studie vyfazeni nemocni, ktefi dosahli jiz po
chemoterapii molekularni remise (36 %) a soudasnd i pacienti, ktefi na dGvodni lécbu
nereagovali. Zbyvajici skupiné 79 1(14;18) pozitivnim pacientim (39x CR, 40x PR) byly
podany 4 davky rituximabu 375mg/m* po tydnu k odstranéni minimalni residualni nemoci.
P¥i kontrole po 12 tydnech doslo u 59 % ke konverzi do PCR negativity, pfi¢emZ pfi dalsi
kontrole po 28 tydnech bylo jiz 74 % t(14;18) negativnich. Jedinci, ktefi dosahli molekularné
genetické remise, pak mé&li statisticky del3i (p<0.001) obdobi do navratu choroby (57 %)
oproti skupiné, ktera PCR negativity nedosahla nebo ji ztratila (20 %) (164).

Ve studii francouzské skupiny prezentované Colombatem bylo 1é€eno 50 nemocnych
s nové diagnostikovanym FL s malou nadorovou masou lé¢eno 4 davkami nituximabu ve
standardnim davkovani. Léebna odpovéd byla 73 % (z toho 20 % CR), coz je vysledek lepsi
nez v diive prezentovanych studiich (146, 204), coz miiZze byt zpisobeno skuteCnosti, Ze se
jednalo o 1.linii 16&by a navic s velkou nadorovou masou nebyli do této studie zafazeni.
V molekularng genetické &asti studie bylo hodnoceno 32 nemocnych s t(14;18) pozitivitou ve
dieni nebo periferni krvi. Z nich 57 % bylo 50 dni po terapii t(14;18) negativnich v periferni
krvi a 31 % vkostni dfeni. I zde se potvrzuje jiZz dfive zminény gradient clearance
lymfomovych bunék (197). DosaZeni molekulérné genetické remise vtéto studii jasné
korelovalo s klinickou odpovedi. Podobné vysledky prezentovali 1 dalsi autofi (146).

Celkové lze fici, Ze rituximab je velmi potentni lék stran dosaZeni molekularné geneticke
remise u pacientd s FL. Jeho hlavni vyhodou je minimalni toxicita velmi dobra tolerance, coz

zndho &ni optimalni Iék pro kombinaci s chemoterapii. I pfes vysledky nekolika studii

34



prokazujici vyznam dosaZeni molekularng genetické remise na klinicky priibéh onemocnéni je
v této oblasti stale mnoho otaznikd, které byly zminény vySe. I proto je zatim vy3etfovani
molekularnich markeri a MRN povazovano stale za experimentalni zalezitost a v souCasné
dobé z ngj nevyplyvaji Z2adné zasadni konsekvence léby. Nelze ale vylouéit, Ze do budoucna

(zejména v éfe udrzovaci lé&by monoklonalnimi protilatkami) se tento pfistup zmeni.

3. Experimentilni st
3.1. Cil price

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt Bcl-2/IgH pozitivity ve vzorcich periferni krve a
kostni diené u nemocnych s folikularnim lymfomem, a to pomoci nested PCR. K vySetfovani
byly z technickych divoda vybrany dvé nejlastéji popisované varianty translokace t(14;18)
dle zlomovych mist: MBR (major breakpoint region) a mer (minor cluster region). Soucasné
byla sledovana shoda =zachytu pozitivity Bel-2/IgH  mezi obéma vySetfovanymi
kompartmenty (kostni diefi, periferni krev), shoda mezi molekularné genetickym vySetfenim
pomoci PCR a imunohistochemickym stanovenim proteinu bcl-2 v trepanobioptickych
vzorcich kostni diené. Z klinického pohledu bylo hlavnim tkolem prace stanovit, jakd Cast
nemocnych dosahla molekularné genetické remise onemocnéni po jednotlivych liniich
terapie, a zda se li§ily mezi sebou vysledky 1é¢by v dosazeni molekularné genetické remise u
skupiny nemocnych, které byly IéGeny samotnou chemoterapii a chemoterapii v kombinaci
s monoklonalni protilatkou anti-CD20, rituximabem. DalSim cilem prace bylo porovnat 2
hlavni skupiny: nemocné s FL s prokazanou vstupni Bel-2/IgH pozitivitou oproti skupiné
uvodem Bcel-2/IgH negativnich. Cilem této analyzy bylo zjistit, zda vstupni Bcl-2/IgH

pozitivita ovliviluje prognoézu onemocnéni.
3.2. Metodika

Do souboru byli zafazeni zejména nemocni s nové diagnostikovanym FL, u malé asti
se jednalo o relaps onemocnéni (jen 7/50 nemocnych). Pied zahajenim l¢Cby byly od 41/50
nemocnych k dispozici vzorky periferni krve 1 kostni diené, u 5 nemocnych byl z technickych
divodit vySetfen jen vzorek periferni krve, u 4 nemocnych jen vzorek kostni dfend. Cast

souboru byla léena samotnou chemoterapii (28/50), zbyvajici nemocni pak chemoterapii
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v kombinaci s rituximabem. Volba mezi obéma zpisoby lééby nebyla provedena pomoci
randomizace — vyb&r typu 1é¢by (s rituximabem nebo bez rituximabu) zavisel zejména na
obdobi, ve kterém byl nemocny indikovan k 16&bé, nebot rituximab byl pouzivan v ramci
1é¢by 1.linie nemocnych s folikularnim na naSem pracovidti az od roku 2004. Z tohoto
pohledu se jedna vlastng o porovnani 2 obdobi — pfed zavedenim rituximabu a po ném. U
Sasti souboru byl rituximab podavan jako konsolidalni terapie po podani samotne
chemoterapii. Jednalo se o podskupinu nemocnych, kde samotnou chemoterapii nebylo
dosazeno klinické remise onemocnéni, a kde byl rituximab podan s cilem odstranit reztdualni
lymfomovou aktivitu,

V nafem souboru byly nasledné porovnavany kfivky celkového pfeziti (OS), preZiti
bez progrese (PFS) a preZiti bez udalosti (EFS) — a to u skupiny Becl-2/IgH pozitivnich
vs.negativnich po 1¢b&é 1.linie i po ukonfeni celé terapie. U vSech nemocnych byly
analyzovany nasledujici klinické a laboratorni charakteristiky ve vztahu k prikazu Bcl-2/IgH
piestavby: v&k, pohlavi, performance status dle WHO klasifikace, B-symptomy, histologicky
grade lymfomu, hladina laktat dehydrogenazy, beta 2-mikroglobulin, klinické stadium dle
Ann Arbor klasifikace, mezinirodni prognosticky index FLIPI (Follicular Lymphoma
International Prognostic Index), bulky disease > 5cm, extranodalni léze (mimo dfen) a

postizeni diené.

3.3. Soubor nemocnych

Za obdobi od &ervna 2002 do ledna 2005 bylo na ILinterni klinice, oddé€leni klinické
hematologie FN a LF UK Hradec Kralové, zafazeno do sledovani 50 nemocnych
s folikularnim lymfomem. VSichni nemocni zafazeni do sledovani podepsali informovany
souhlas Diagnoza byla u v8ech pfipadi stanovena histologickym vySetfenim lymfaticke
uzliny a ovéfena druhym &tenim. V souboru bylo 33 muzi a 17 Zen, vékovy median byl 56,5
let (33-76). Vstupni klinické stadiom I/IVIIVIV dle Ann Arbor klasifikace bylo pfitomno u
3/5/4/38 nemocnych — vétina tedy byla diagnostikovana v pokrocilém stadiu. Histologicky
byl prokazan v lymfatické uzlingé FL grade 1/2/3 u 17/26/6 pacient(i, v 1 piipad€ nebyl grade
urlen. Ve v&tdiné piipadi se jednalo o nové diagnostikované onemocnéni (43 pacienti), u 7
nemocnych pak o relaps FL. Vstupni prognostické skore FLIPI - nizké/stfedni/vysoké riziko -
bylo u 19/15/16 nemocnych. B-symptomy {vahovy ubytek, teploty neinfekéniho plivodu nad
38 st. Celsia nebo profiizni noéni poty) mélo 18 nemocnych (36 %), vstupni performance
status dle WHO 0/1/2 byl u 11/31/6 nemocnych. 10 % pacientii mélo v dobé zafazeni do
sledovani ,,bulky disease” (rozsahlou lymfadenopatii >5cm). ZvySena hodnota laktat
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dehydrogenazy (LLDH) byla zaznamenana u 29/50 pacientli, postiZeni kostni dfen¢ mela
vétsina nemocnych - 37 (74 %).

Hlavni klinické charakteristiky souboru jsou shrouty v tab.1.

Tabulka 1. Hlavni klinické charakteristiky celého souboru pied lé¢bou (n=50).

Podet pacientu, %
=30

Pohlavi

Muzi 33 67

Zeny 17 33
VEk > 65 let 12 24
Grade lymfomu

1+2 43 86
Stadium lymfomu

1 3 6

1 5 10

11| 4 8

v 38 76
B-symptomy 18 36
Performance status

0-1 42 84

2-3 8 16
LDH > norma 29 58
Beta 2 mikroglobulin > norma 26 52
Masa lymfomu > Scm 5 10
Extranodalni postiZzeni (mimo dfedi) 10 20
Postizeni diene 37 74
FLIPI

0-1 (nizké riziko) 19 38

2 (stfedni riziko) 15 30

3-5 (vysoke riziko) 16 32
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3.4. Lécba

Nemocni byli nejdastéji 1é&eni vté dobé standardni chemoterapii CHOP (cyklofosfamid,
doxorubicin, vinkristin, prednison) — ve 23 pfipadech, u ostatnich nemocnych byly pouZzity
nasledujici rezimy: 9x R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid, doxorubicine, vinkristin,
prednison), 8x R-COP (rituximab, cyklofosfamid, vinkristin, prednison), 5x R-FND
(rituximab, fludarabin, mitoxantron, dexamethason) a 5x COP (cyklofosfamid, vinkristin,

prednison). SloZeni chemoterapii je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2. Schéma pouZzitych chemoterapeutickych rezimii.

(R) - CHOP: (rituximab 375 mg/m?) IV D1, cyklofofamid 750 mg/m* TV D 1,
doxorubicin 50 mg/m” IV D 1, vinkristin 1,4 mg/m® TV D 1 (maximum 2 mg),
prednison 100 mg PO D 1-5

(R) - COP: (rituximab 375 mg/m®) IV D1, cyklofosfamid 750 mg/m’* IV D 1,
vinkristin 1,4 mg/m* IV D 1 (maximum 2 mg), prednison 40 mg/m*> PO D 1-5

R - FND: rituximab 375 mg/m2 1V D1, fludarabin 25 mg/m2 IV D1-3, mitoxantron 10
mg/m” IV D 1, dexamethason 20 mg PO D 1-5

Monoklonalni protilatka anti CD20 -~ rituximab — byla podana vramci
imunochemoterapie v prvni linii 1é¢by u 22 pacienta (44 %), ostatnich 28 nemocnych bylo
1é¢eno samotnou chemoterapii. U 17/27 (52 %) nemocnych, ktefi byli lé€eni samotnou
chemoterapii (1 nemocny nehodnocen, zemfel pii 1éCbe€), ale kde nebylo dosazeno klinicky
kompletni remise onemocnéni, byl podan sekventné rituximab 4 x 375 mg/m” v tydennich

intervalech s cilem odstranéni rezidualni nemoci. Charakteristika této podskupiny je v tab.3.
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Tabulka 3. Charakteristika 17 nemocnych indikovanych k sekvenénimu podani

rituximabu.
N=17 Pocet pacient %

Pohlavi

MuZi 11 65
Vék > 65 let 4 24
Grade lymfomu

1+2 17 100
Stadium

+Iv 16 94
B-symptomy 8 47
Performance status

0-1 15 88
LDH > normu 8 47
Beta 2 mikroglobulin > normu 14 82
Masa lymfomu > 5cm i 6
Postizeni diené 15 88
FLIPI

0-1 (nizke riziko) 4 24

2 (stiedni riziko) ' 6 35

3-5 (vysoké riziko) 7 41

Molekularné geneticka odpovéd na 1é¢bu byla hodnocena u 25 nemocnych (1 zemiel
pfi 1é¢b&). U viech vstupné Bel-2/IgH pozitivnich nemocnych byly vySetfeny vzorky periferni
krve 1 kostni dfené pied 1é&bou i po jejim skondeni. U 12/17 (71 %) nemocnych, kde byl
rituximab podan sekveniné po samotné chemoterapii, byla vstupné€ zjisténa Bcl-2/IgH
pozitivita. U této podskupiny bylo sledovano, zda po podéni rituximabu doslo k vymizeni
Bcl-2/IgH pozitivity a pfi jejim pietrvavani bylo vySetieni opakovano jedté po 3 a 6 mésicich.
U nemocnych v molekularné genetické remisi bylo hodnoceno, zda dosaZeni remise ovlivnilo

progndzu onemocnéni ve vztahu k del§imu celkovému pfeZiti, pfeZiti bez znamek progrese a
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pieZiti bez udalosti oproti skuping, kde nebylo Bcl-2/IgH negativity dosaZzeno. Klinicky byla
l1éebna odpovéd hodnocena dle standardnich Chesonovych kriterii (205). Pfehledne je

zpusob 1é¢by nemocnych ve skupiné PCR vstupné pozitivnich uveden na obr.1

Obriazek 1. Zpisob 1é¢by u podskupiny vstupné bel-2/IgH pozitivnich (n=25).

11x R-CHT

12x CHT = R

2x CHT

3.5. DNA extrakce a analyza

DNA ze vzorki periferni krve a kostni dfené byla extrahovana fenol-chloroformovou
extrakci po inkubaci 200 pl vzorku s proteinazou K pii 56°C po dobu 16 hodin nebo pomoci
komer¢nich mikrokolonek (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, SRN) dle doporuceni
vyrobee. Pro amplifikaci byla pouzita dvoukolova nested PCR. Produkty definované pomoci
systému zevnich a vnitinich primerd zahrnovaly oblasti major breakpoint region (MBR) a
minor cluster region (mcr) na chromozému 18. Sekvence primeri byly pfevzaty z prace
Gribbena a kol. (60). Obé PCR reakce byly provedeny v 25 ul reakéni smeési obsahujici: 150
ng nebo 500 ng DNA (v PCR I reakci) nebo 1ul PCR 1 produktu (PCR I reakee), 2,5 pl 10x
PCR pufru (TaKaRa Schuzo, Otsu, Shiga, Japonsko), 200 uM koncentraci kazdého dNTP
(TaKaRa), 0.8 uM koncentraci primert, 2 mM chloridu hofecnatého a 1U Taq polymerazy
(TaKaRa). Amplifikace byla provedena v termocykléru GeneAmp PCR System 9600 (Perkin
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Elmer, Norwalk, USA). Po Gvodni denaturaci (5 min pii 96°C) probéhly PCR I and PCR II
reakce v 30 reakénich cyklech: 60 sekund denaturace pii 95 °C, 60 sekund annealing pfi
60°C a 60 sekund polymerace pii 72°C. Detekce PCR produktd byla provedena pomoci
elektroforézy na 2 % agarézovém gelu s ethidiumbromidem. Pro vylouceni fale§né pozitivity
bylo vy§etfeni provedeno paralerné i metodou extrakCnich mikrokolonek se shodnymi

vysledky.

4, Statisticka analyza

Zakladnimi sledovanymi parametry naSeho souboru byly: 1éebné odpovéd - tedy
procento dosazeni kompletni remise, parcialni remise nebo stabilniho onemocnéni, dale
molekularné genetickd remise v kostni dfeni a/nebo v periferni krvi. Cely soubor byl
vyhodnocen pomoci nasledujicich parametrii: celkové pfeziti, které bylo definovano jako
obdobi od zahajeni terapie do umrti nemocného nebo ztraty ze sledovani, obdobi do progrese,
které bylo ureno jako doba od zahajeni 1é€by do relapsu/progrese onemocnéni. Za udalost
byla povazovana progrese/relaps lymfomu, zahéjeni dal3i protinadorové 1é€by nebo umrti
z jakékoliv pfiCiny. K porovnani shody vstupnich charakteristik souboru nemocnych bylo
pouzito Fisherova pfesného testu, kitvky pieziti byly vytvofeny dle metody Kaplana a Meiera
(206), shoda kiivek byla testovana log rank testem. Klinicky byla léfebna odpoved
hodnocena dle standardnich Chesonovych kriterii (205). Z molekulérné genetického hlediska
byla dvoukolova nested PCR schopna detekce 1 nadorové buiiky z 10° molekul zdravych. Pro
spolehlivost metody bylo vySetieni provedeno paralerné 2 metodami — fenol/chloroformovou

extrakei 1 metodou extrakénich mikrokolonek, jak bylo popséano v kapitole 3.5.
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5. Vysledky
5.1. Stanoveni Bel-2/IgH a jejiho typu pred 1é¢bou

Pfed zahajenim 1é¢by bylo analyzovano 91 vzorki: 46 z periferni krve a 45 z kostni
dieng. Od 41 nemocnych byly k dispozici vzorky z obou vyde uvedenych kompartmentd, u 5
nemocnych byl vySetien jen vzorek periferni krve, u 4 nemocnych jen vzorek kostni diené.
Bcl-2/IgH pozitivita z perifernt krve a/nebo kostni dfené byla nalezena u 26/50 nemocnych
(52 %), u zbyvajicich 24 nemocnych (48 %) nebyla Bcl-2/IgH pfestavba pomoci nested PCR
zachycena. Median véku u skupiny vstupné PCR pozitivnich nemocnych byl 56,5 let (35-74
let), u skupiny vstupné PCR negaﬁvni také 56,5 let (33-76 let). Hlavni klinické a laboratorni
charakteristiky obou podskupin (vstupné Bcel-2/IgH pozitivni vs.Bcl-2/IgH negativni) a jejich
porovnani ukazuje tab.4. Z ni je patrné, Ze ob& podskupiny se statisticky vyznamné lisily jen
ve véku a v pravdépodobnosti postizeni kostni difené pfed zahajenim 1é€by — veék do 65 let a
Cast&j§i postizeni diené byly shledany u skupiny vstupné Bel-2/IgH pozitivnich. Pritomnost
Bel-2/igH prestavby vstupné nebyla dle nafeho sledovani asociovana s gradingem lymfomu,
piitomnosti B-symptomi ani dal§imi klinickymi charakteristikami. Z 26 nemocnych Bcl-
2/1gH pozitivnich pied 1é6bou se ve 24 piipadech (92 %) jednalo o pfestavbu MBR, u 2 p (8
%) pak byla prokazana pfestavba ve zlomovém misté mecr. U 23 ze 26 vstupné Bcel-2/IgH
pozitivnich nemocnych bylo diagnostikovano postiZeni obou kompartmentil soucasné (ve 21
pfipadech MBR, u 2 nemocnych mcr). U dvou pacientli byla Bcl-2/IgH pozitivita kostni dfené
lﬁfi negativité Bcl-2/IgH v periferni krvi, u jednoho nemocného naopak byl zéchyt Bcl-2/1gH

clementt jen v periferni krvi pfi negativnim nalezu v kostni dfeni.
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Tabulka 4. Klinické a Iaboratorni charakteristiky souboru nemocnych ve vztahu

k pritomnosti Bel-2/IgH prestavby pied 1é¢bou.

vstupné Bel- vstupné Bcel-
2/1gH negativni, | 2/IgH pozitivni, | P -
n =24 (%) n=26 (%) hodnota

Muzské pohlavi 33 61 NS
Vék < 65 let 58 38 0.02
Grade FL

I+ 30 81 NS

i 17 19 NS
Stadium

I+ 25 3 NS

mi+1v 75 92 NS
B-symptomy 42 30 NS
Performance status

0-1 79 88

2 a vice 21 12 NS
LDH > norma 63 54 NS
Beta 2 mikroglobulin > norma 48 69 NS
Bulk > 5cm 13 12 Ns
Extranodalni postiZzeni (mimo dfen) 29 12 NS
Postizeni diené 58 88 0.02
FLIPI

0-1 (nizké riziko) 50 27 NS

2 (stfedni riziko) 25 35 NS

3-5 (vysoké riziko) 25 38 NS
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Tabulka 5. Lé¢ebné charakteristiky souboru nemocnych ve vztahu k pfitomnosti Bel-

2/IgH prestavby pred lécbou.

vstupné Bel- vstupné Bel-
2/IgH negativni, | 2/IgH pozitivni, P-
n =24 (%) n =26 (%) hodnota
DosaZeni uCR + CR 57 53 NS
Radioterapie 17 15 NS
Rituximab v 1é¢bé 46 42 NS
Rezimy podané 1é€by
CHOP 42 50 NS
R-CHOP 16 19 NS
R-COP 13 19 NS
COP 16 4 NS
R-FND 13 8 NS
Radioterapie 17 15 NS
Relaps/progrese 25 50 NS
Zijici nemocni 71 81 NS
Délka sledovani (mediin, mésice) 28.5 , 34 NS

5.2. Vyznam vstupni Bcl-2/IgH pozitivity na vysledky lécby a prognézu

Vtéto &asti studie bylo zkouméano, zda nemocni s prokazanou vstupni Bcl-2/IgH
pozitivitou folikularniho lymfomu mé&li odlinou klinickou a molekularné genetickou
odpovéd’ na 1é¢bu oproti skuping vstupné Bcl-2/IgH negativnich. U celého souboru 50
pacientd byla klinicky zaznamenéana létebna odpovéd u 40/50 nemocnych (80 %). Ve 22
piipadech (44 %) bylo dosaZeno nejisté kompletni remise (uCR) a kompletni remise (CR), u
18 nemocnych (36 %) byla dosaZena parciélni remise (PR). Nebyl shledan Zadny statisticky
vyznamny rozdil v celkové 1é¢ebné odpovédi (uCR+CR+PR) mezi skupinou vstupné Bcl-
2/IgH pozitivnich a vstupné Bel-2/IgH negativnich nemocnych (85 % vs. 86 %, p=NS). Obé
podskupiny se ale lifily v pravdépodobnosti nasledného relapsu/progrese. Tyto udélosti byly
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zaznamenany u 15/25 (60 %) vstupné Bcl-2/IgH pozitivnich nemocnych s medidnem doby do
relapsu/progrese 16 mésicd, ale jen u 5/20 (25 %) vstupné Bcl-2/IgH negativnich nemocnych
(u 4 nemocnych nebyl hodnocen pro tento parametr, nebof doSlo k dmrti b&hem IéCby)
s medianem doby do relapsu/progrese 14 mésicli. Tento rozdil mezi ob&ma skupinami byl
statisticky vyznamny (p=0.03). Pravdépodobnost 2-letého celkového preZiti u celého souboru
byla 82 % (viz obr.2). U podskupiny vstupné Bcl-2/IgH pozitivnich byla pravdépodobnost 2-
letého celkového preziti 83 %, u vstupné Bcl-2/IgH negativnich pak 68 %, tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny {p=0,35) — viz obr.3.

Obrazek 2. Graf celkového preziti celého souboru — medidn pieziti nebyl dosazen, tieti

kvartil byl 37 mésicik.
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Obrazek 3. Kaplan — Meierovy kfivky celkového preziti u skupiny vstupné Bel-2/IgH

pozitivnich (Cervené) a Bcl-2/IgH negativnich nemocnych.
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Dalsim hodnocenym parametrem byla doba do progrese. Pravdépodobnost 2-letého pieZiti
bez progrese byla cetkové 70 % (obr.4), u skupiny vstupné Bcl-2/IgH pozitivnich 63 %, u
Bcl-2/TgH negativnich 75 % (p=0,27) — viz obr.5.
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Obrazek 4. Graf obdobi do progrese u celého souboru. Mediin doby do

relapsu/progrese (PFS) celého souboru zatim nebyl dosaZen, tieti kvartil byl 20 mésicit.
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Obrazek 5. Porovnani kfivek doby do progrese u skupiny vstupné Bcl-2/IgH pozitivnich

(Cervené) a Bel-2/IgH negativnich nemocnych.
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Pravdépodobnost 2-letého pieZiti bez udalosti byla u celé skupiny 67 % (obr.6), u skupiny
vstupné Bel-2/1gH pozitivnich 60 % vs. 68 % u podskupiny vstupné Bel-2/IgH negativnich —

ani tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (p=0.81) — viz obr.7.

Obrizek 6. Graf obdobi do udalosti u celého souboru. Mediin doby do uddlosti u celého

souboru nebyl dosaZen, tfeti kvartil byl 17 mésicii.
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Obrazek 7. Porovnani kiivek doby do udilosti u skupiny vstupné Bel-2/IgH pozitivaich

(€ervené) a Bel-2/IgH negativnich nemocnych (modre).
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K datu hodnoceni Zije 38/50 nemocnych (76 %), ve skupiné vstupné Bel-2/IgH pozitivaich je
to 21/26 pacientt (81 %), ve skuping Bel-2/IgH negativnich Zije 17/24 (71 %). Tento rozdil

neni statisticky vyznamny. Median sledovani celého souboru je 29,5 mésic (2-54).

5.3. Klinicka a molekularni odpovéd’ po indukéni lécb€ chemoterapii a

imunochemoterapie

Ve skuping 50 nemocnych zafazenych do sledovani byla zji§téna Bcl-2/IgH pozitivita
z periferni krve a/nebo kostni dfend pomoci nested PCR u 26 pacientil (52 %), zbyvajicich 24
nemocnych (48 %) bylo Bcl-2/IgH negativnich. Z 26 nemocnych Bcl-2/IgH pozitivnich pfed
16¢bou se ve 24 piipadech (92 %) jednalo o pfestavbu v oblasti major breakpoint region
(MBR), u 2 pacient( (8 %) pak v oblasti minor cluster region (mecr).

28 pacientli bylo 1é¢eno samotnou chemoterapii (CHT), 22 chemoterapii v kombinaci
s rituximabem (R-CHT). Z 28 nemocnych po podani CHT bylo 25 hodnotitelnych (3 nemocni

zemieli béhem 1é¢by), u 21 znich byla zaznamenana klinicky 1é¢ebna odpovéd (84 %),
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z toho u 7 nejista kompletni remise (uCR) a kompletni remise (CR) - 28 %, u 14 pak parciélni
remise (PR) - 56 %. Ctyti nemocni hodnoceni jako stabilni onemocnéni (SD).

Ze molekularné genetického pohledu ze 14 vstupné Bel-2/IgH pozitivnich nemocnych
7 této podskupiny 1é&enych samotnou CHT dosahli vymizeni Bcl-2/IgH piestavby po CHT
jen 2 nemocni (14.%), v 1 piipadé se jednalo o pacienta v CR, u 1 v parcialni remisi.

Ze 22 nemocnych lé¢enych kombinaci rituximabu a chemoterapie (R-CHT) bylo 21
klinicky hodnotitelnych (1 nemocny zemfel pii 16¢bé). Z klinického pohledu dosahlo CR +
uCR celkem 15/21 pacientl (71 %), u 4 bylo dosaZeno PR (19 %), 2 nemocni hodnoceni jako
SD. Celkova klinicka 1éZebna odpovéd’ (tedy uCR -+ CR + PR) v této skupin€ byla 90 %.

7 molekularniho hlediska ze skupiny 11 pacienti 1é€enych R-CHT, a vstupné Bcl-
2/IgH pozitivnich, dosahlo po 16¢b& celkem 7 molekularni remise (64 %) - 6 znich b.ylo
klinicky v uCR + CR, jeden v PR. Porovnanim obou skupin bylo zjiSténo, Ze nemocni 1éCeni
R-CHT dosahli statisticky vyznamné vice molekularnich remisi neZ pacienti léfeni samotnou
CHT (64 % vs. 14 %, p=0,037).

Z klinického pohledu nemocnt po R-CHT dosahli vyznamné vyi§iho procenta uCR +
CR oproti skuping légené samotnou CHT (71% vs.28 %, p=0,007). Vysledky kiinické a
molekularni odpov&di skupiny 1é€ené CHT i R-CHT jsou shrnuty v tab.6.

Tabulka 6. Klinickd a molekularni odpovéd® po chemoterapii (CHT) a chemoterapii s
rituximabem (R-CHT).

Klinicka odpovéd N | % pied lé¢bou po lecbe po 1éEbé
PCR + PCR + PCR -

po podani CHT: 25 N=14

uCR + CR 7 28 2/3 1/3

PR 14 | 56 - 89 1/9

SD 4 16 2/2 0/2
CELKEM 12/14 2/14 (14 %)
pe podani R-CHT: ;| 21 N=11

uCR + CR 15 | 71 2/8 6/8

PR 4 119 Va 1/2

SD 2 110 171 0/1
CELKEM 4/11 7/11 (64 %)
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Podrobngjsi analyzou bylo zjisténo, Ze vy$si pravddpodobnosti dosaZeni klinické odpovédi ve
smyslu uCR+CR bylo dosaZeno u pacientd s grade 3 folikularniho lymfomu, u jedincil bez B

symptomil a u pacienti, kteii byli lé&eni v 16¢bé€ 1 linie rituximabem - viz tabulka 7.

Tabulka 7. Pravdépodobnost dosaZeni uCR + CR po Llinii lééby ve vztahu ke vstupnim
charakteristikim (n=47).

Parametr uCR+ CR uCR + CR P
=47 (%) n=47 (%)

Veék <65 let 50 > 65 let 36 NS
Pohlavi MuZi 45 Zeny 50 NS
Grade FL 1+2 38 3 100 0.005
Linie 1écby Prvni 46 relaps 50 NS
Stadium jEpii 71 OI+Iv 43 0.23
B-symptomy ano 18 ne 63 0.005
PS 0+1 48 2-5 33 NS
LDH N 37 N 54 NS
Beta 2 mikroglobulin >N 61 >N 38 NS
FLIP1 0-1 59 2-5 40 NS
Extranodalni 1éze ano 70 ne 42 NS
Postizeni diené ano 40 ne 67 NS
Radioterapie ano 50 ne 46 NS
Podani rituximabu ano 638 ne 28 0.009
PCR stav pied 1é€bou + 42 - 52 NS

Z molekularné genetického pohledu na stejny problém bylo zjisténo, Ze pouze podani
rituximabu v 1 linii statisticky vyznamné& ovlivnilo dosaZeni molekularné genetické remise.
V3sechny ostatni parametry v naSem souboru nebyly statisticky vyznamné spojeny s

vymizenim Bcl-2/1gH pfestavby po 1é¢be 1 linie. — viz tab.8
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Tabulka 8. Pravdépodobnost dosazeni Bcl-2/IgH negativity po Llinii 1é¢by ve vztahu ke
vstupnim charakteristikim (n=25).

Parametr Bel-2/1gH Bel-2/IgH
negat. negat . P

=25 (%) =25 (%)
Veék <65 let 45 > 65 let 0 NS
Pohlavi Muzi 44 Zeny 22 NS
Grade FL 1+2 30 3 100 NS
Linie 1é&by prvni 36 relaps 33 NS
Stadium I+II 50 I+Hv 35 NS
B-symptomy ano 13 ne 47 NS
PS 0+l - 41 2-5 0 NS
LDH N 50 >N 23 NS
Beta 2mikroglobulin N 63 >N 27 NS
FLIPI 0-1 57 2-5 28 NS
Extranodalni léze ano 67 ne 32 NS
Postizeni diené ano 36 ne 33 NS
Podani rituximabu ano 64 ne 14 0.01

5.4. Klinicka a molekuldrni odpovéd® na sekvenéni podani rituximabu po chemoterapii

Sekvenné byl podan rituximab u 17 z 27 nemocnych, ktefi byli léCeni samotnou
chemoterapii, ale u kterych nebylo dosaZeno kompletni remise onemocnéni s pretrvavajici
Bcl-2/IgH pozitivitou. Z klinického pohledu bylo pfed podanim rituximabu ze 17 nemocnych
14 v parcialni remisi a 3 v nejisté kompletni remisi.

Rituximab byl podan ve standardnim davkovani (tedy 375 mg/m® po 1 tydnu, celkem
4x) s cilem odstranéni rezidualni nemoci. Z klinického pohledu po podani rituximabu 8 ze 14
nemocnych piivodn& v PR dosahlo CR, 2 pak uCR. a 4 zistali v PR. V3ichni 3 nemocni, ktefi
byli hodnoceni jako uCR pied podanim rituximabu, doséhli nasledné klinicky CR. Celkem u
13/17 (76 %) nemocnych doslo klinicky ke zlepSeni celkové odpovédi po podéani 4 davek

rituximabu.
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Z molekularnd genetického hlediska celkem 12/17 (71 %) nemocnych bylo PCR
pozitivnich pro pfestavbu Bel-2/IgH pfed sekvenénim podanim rituximabu. K vymizeni Bel-
2/IgH pozitivity dollo pfi kontrole za 1 mésic od posledni davky rituximabu u 7/12
nemocnych (58 %). Zbyvajicich 5 Bcl-2/IgH pozitivnich pacientli bylo poté sledovano po 3
mésicichau 2 z lS doslo k vymizeni Bcl-2/IgH piestavby v intervalu 3 (1 pacient), resp.6
mésicti (1 pacient), coZ ukazuje na dlouhodoby biologicky efekt podavaného rituximabu.
Molekularng geneticka odpovéd byla zaznamenana u 9/12 nemocnych z této skupiny

nemocnych 1éenych sekvenénim podanim rituximabu po podani samotné CHT (75 %).
5.5. Klinicka a molekularni odpovéd’ po celé Iéché

Z klinického pohledu v najem souboru z 50 nemocnych bylo hodnotitelnych stran
klinické odpovédi celkem 46 nemocnych (4 zemieli pii 16¢b&). Po R-CHT doséhlo uCR+CR
15/21 nemocnych, po samotné CHT 7/25 nemocnych. Ze zbyvajicich 18 nemocnych, kteft
nedosahli kompletni remise po CHT, bylo 17 lé¢eno konsolidacni 1éEbou rituximabem. Po
této 168b& se 13/17 nemoenych dostalo do kompletni remise. Celkem tedy 35/46 nemocnych
dosahlo v kterékoliv fazi 1é&by kompletni nebo nejisté kompletni remise onemocnéni. Celkem
28 ztdchto 35 nemocnych dostalo vn&které fazi léCby rituximab. Osud nemocnych
z klinického hlediska stran dosaZeni uCR + CR béhem jednotlivych fazi 1éEby je znazornén na
obr.8.
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Obrizek 8. Piehled Klinické odpovédi — dosaZeni uCR + CR- u celého souboru dle
jednotlivych linii Iécby.

CHT (n=25) R- CHT (n=21)

o N N

18x non-CR

l

4x rituximab a
1 tyden (n=17) <

6x non-CR.

>
\ 4x non CR

Statisticky byla analyzovana pravdépodobnost dosazeni uCR + CR podle jednotlivych
vstupnich parametri po ukondeni celé 16Eby. Z této analyzy vyplynulo, Ze jedinci mladsiho

v8ku a s lep§im performance statusem dosahli ¢astéji uCR+CR.
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Tabulka 9. Pravd&podobnost dosaZzeni uCR + CR po celkovém ukondeni Iécby ve vztahu

ke vstupnim charakteristikim (n=46).

Parametr uCR + CR uCR +CR P
n=46 (%) =46 (%)

Vék < 65 et 81 > 65 let 36 0.009
Pohlavi Muzi 68 Zeny 75 NS
Grade FL 1+2 65 3 100 NS
Linie lé€by prvni 71 relaps 67 NS
Stadium I+IT 71 HI+Hv 70 NS
B-symptomy ano 56 ne 77 NS
PS 0+1 76 2-5 33 0.05
LDH N 75 N 67 NS
Beta 2 mikrogltobulin <N 83 >N 63 NS
FLIP1 0-1 32 2-5 63 NS
Extranodaini 1éze ano 90 ne 65 NS
PostiZeni diené ano 69 ne 75 NS
Rituximab v 1.linii ano 73 ne 68 NS
PCR stav pied 1écbou + 71 - 69 NS

Z molekularniho hlediska ze 26 vstupné Bel-2/IgH nemocnych bylo 25 pacientt
hodnotitelnych stran molekularni odpovédi (1 zemfel pii 1écbé€). Po R-CHT dosahlo Bcl-
2/TgH negativity 7/11 nemocnych, po samotné chemoterapii jen 2/14 nemocnych Ze
zbyvajicich 12 nemocnych, ktefi nedosahli molekularni remise, byli vSichni lédeni
konsolidaéni 1é&bou rituximabem (protoze klinicky nedosahii uCR nebo CR). Po této 1é€bé se
9/12 nemocnych dostalo do molekularng genetické remise. Celkem tedy 18/25 nemocnych
dosahlo v kterékoliv fazi 1é¢by molekularni remise onemocnéni. Pfehledné je toto znazornéno

na obr.9
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Obriazek 9. Piehled molekuliarné genetické odpovédi (= Bel-2/IgH negativita) u celého

souboru .

24x vstupné PCR -
/ ~a
14x CHT 11x R-CHT
12x PCR + 4x PCR +
12x rituximab 4 <
davky al tjfden ~a 3x PCR 4

Statisticky byla analyzovana pravdépodobnost dosazeni PCR negativity Bcl-2/IgH
podle jednotlivych vstupnich parametri po ukonceni celé lécby. Pfi sledovani
pravd&podobnosti dosazeni molekularni remise po celé 1é¢bé se jako statisticky vyznamne

parametry ukazaly: v&k pod 65 let, lep$i performance status a hrani¢n€ i FLIPI index —viz

tab.10.
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Tabulka 10. Pravdépedobnost dosaZeni Bel-2/IgH negativity po ukonéeni celé 1€¢by ve

vztahu ke vstupnim charakteristikam (N=25).

Parametr Bcl-2/1gH Bel-2/1gH
negat. negat. P

n=25 (%) n=25 (%)
Vék < 65 let 94 > 65 let S0 0.02
Pohlavi MuZi 75 Zeny 56 NS
Grade FL. 1+2 65 3 100 NS
Linie 1é€by Prvni 73 relaps 67 NS
Stadium I+ 50 OI+v 70 NS
B-symptomy Ano 63 ne 71 NS
PS 0+1 77 2-5 0 0.02
LDH N 83 N 54 NS
Beta 2mikroglobulin >N 88 >N 60 NS
FLIPI 0-1 100 2-3 56 0.05
Extranodélni léze Ano 100 ne 64 NS
Postizeni dfené Ano 68 ne 67 NS
Rituximab v 1.int Ano 64 ne 71 NS

5.6. Vyznam desaZeni Bel-2/IgH negativity na prognézu onemocnéni.

Ze souboru 26 nemocnych vstupné Bel-2/TgH pozitivnich ke dni hodnoceni zemielo $
nemocnych - viichni na progresi lymfomu, 3 z nich byli ze skupiny, ktera nedosahla nikdy
Bcl-2/TgH negativity. Nasledny relaps/progrese lymfomu byly po 1€¢b€ zaznamenany u 10 ze
23 (43 %) hodnotitelnych pacientl (3 nemocni zemfeli béhem 1éby) s medianem doby do
relapsu/progrese 15,5 mésici. U skupiny, kde be&hem 1éby v kterékoli fazi bylo dosaZeno
Bcl-2/IgH negativity, doslo k relapsu & progresi u 4/15 pacientli (27 %), u nadéle Bel-2/1gH
pozitivnich pak u 6/8 piipadi (75 %) — tento rozdil byl statisticky vyznamny (p=0,004).
Pravdépodobnost 2-letého pieZiti bez progrese byla u pacienti s pietrvavajici Bcl-2/IgH
pozitivitou 38 %, u Bcl-2/IgH negativnich 81 % —viz.obr.10
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Obrazek 10. Porovaini kiivek doby do progrese u skupiny s dosazenou Bel-2/1gH
negativitou v kterékoliv fazi 1ééby (modie) se skupinou Bel-2/IgH pozitivnich po celé

1écbé (Cervené).

Survivorship: S(i) Plot
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Ke dni hodnoceni Zije 21/26 nemocnych (81 %), ve skupiné nadale Bcl-2/IgH
pozitivnich Zije 4/8 nemocnych (50 %), ve skupiné Bcl-2/IgH negativnich Zije 17/18 pacientll
(94 %). Pravdépodobnost dvouletého pieZiti u obou podskupin byla 74 % vs. 87 % - tento
rozdil byl hraniéné statisticky vyznamny (p=0,05) — viz obr.£.11.
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Obrizek 11. Porovnini kfivek celkového pFeZiti skapiny s dosaZzenou Bcl-2/IgH
negativitou v kterékoliv fizi 1é¢by (modie) se skupinou Bcl-2/IgH pozitivnich po celé

lé¢bé (Cervené).

Survivorship: S(t) Piot
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Stejné tak i pravdSpodobnost dvouletého pieziti bez udalosti byla u skupiny
s pfetrvavajici Bel-2/1gH pozitivitou 37 %, u Bel-2/IgH negativnich 75 %. Tento rozdil byl
statisticky vyznamny (p=0,01) —-viz obr.12
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Obrizek 12. Porovnani kitvek preZiti bez udalosti u skupiny s dosazenou Bcl-2/IgH
negativitou v kterékoliv fizi lé¢by (modie) se skupinou Bcl-2/IgH pozitivnich po celé

Iéché (Cervené).

Survivorship: S(t) Plot

ErndPCR

0
1

1.000

0.750

Bel-2/1gHl negat.

p=0,01

0.250

Bcl-2/IgH pozit.

Survivership: S(t)
0.500
1 | 11 1 I | I RN IO I | I - | S| ! i1l L1 ‘

0.000

LU L R S TR L L B L L IR LB B L

0.0 15.0 30.0 450 60.0
MesUd

Median sledovani této Casti souboru je 34 mésici (4-54 mésict). Porovnanim
vstupnich charakteristik s vysledky 1é€by bylo zjisténo, Ze v nafem souboru bylo dosaZeni
Bcl-2/IgH negativity asociovano s témito faktory: vék < 65 let (p=0,02), performance status
0+1 v avodu (p=0,02) a hrani¢né i index FLIPI (p=0,05) — viz tab.9. Porovnanim léfebnych
vysledkil nemocnych, ktefi kdykoliv béhem 1é¢by dosahli Bel-2/IgH negativity se skupinou, u
kterych pfetrvavala Bcl-2/IgH pozitivita, byl nalezen rozdil mezi obéma skupinami v delsi
dob& do progrese, dobé do udalosti a hraniéné i v delsim preZiti ve prospéch skupiny Bcl-
2/IgH negativnich po 16¢b&. PCR negativni status po 16€bé tak byl dle naseho sledovani spojen
s dlouhodob&j§i remisi onemocnéni, niZz§im rizikem relapsu a snaznafenym trendem k
del§imu celkovému pieZiti. Pomoci univariantni analyzy bylo zkoumano, které faktory byly
asociovany s vymizenim Bcl-2/IgH piestavby po celé 1é¢bé. Z analyzy vyplyva, Ze jedinci, u

kterych bylo dosazeno molekularni remise, jsou mladiiho véku a slepSim performance
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statusem. DosaZeni PCR negativity je pak spojeno s niZ§im rizikem relapsu onemocnéni — viz

tab.11.

Tabulka 11. Klinické, laboratorni a lé¢ebné charakteristiky nemocnych ve vztahu

k vymizeni & pretrvavini Bel-2/IgH prestavby po celé 1é¢hé.

Bcl-2/1gH Bcl-2/1gH
negativni, N = 18 { pozitivni, N=8 { P value
(%) (%)

Muzskée pohlavi 73 50 NS
Vék = 65 let 6 50 0.02
Grade FL

I 89 100 NS
Stadium

I+ ) 13 NS
B-symptomy 28 38 NS
Performance status

6-1 100 63 0.02
LDH > normu 44 75 NS
Beta 2 mikroglobulin > normu 59 86 NS
Bulk > 5cm ' 6 13 NS
Extranodalni postiZzeni (mimo dfer) 17 0 NS
Postizeni diené 89 88 NS
FLIPI

3-5 (vysoké riziko) 33 50 NS
DosaZeni uCR + CR 50 25 NS
Rituximab v 1écbé 94 88 NS
Rezimy podané lécby

CHOP-like -+- rituximab 67 75 NS
Relaps/progrese 27 75 0.04
Zijici nemocni 94 50 0.02
Délka sledovant {median, mésice) 33 38 NS
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5.7. Zachyt Bel-2/IgH v jednotlivych kempartmentech pied lé¢bou a po 1écbé.

U 23 ze 26 vstupné Bel-2/IgH pozitivnich nemocnych bylo diagnostikovano postiZeni
obou kompartment souasné (ve 21 ptipadech MBR, u 2 nemocnych mcr). U dvou pacienti
byla Becl-2/IgH pozitivita kostni dfené pii negativité Bcl-2/IgH v periferni krvi, u jednoho
nemocného naopak byl zachyt Bel-2/IgH elementi jen v periferni krvi pfi negativnim nalezu
v kostni dieni. Po 16&bé samotnou chemoterapii zistalo 12 pacient Bcl-2/IgH pozitivnich
v periferni krvi a/nebo v kostni dfeni, po podani rituximabu s chemoterapii ziistali 4 pacienti
Bel-2/IgH pozitivni. Celkem u 16 nemocnych tedy byla zkoumana korelace mezi nalezy
v kostni dfeni a periferni krvi i po 16€b&. U 12 z 16 nemocnych (75 %) byla nalezena Bcl-
2/IgH pozitivita po 168b& v obou kompartmentech. Ze zbyvajicich 4 nemocnych 3 byli Bel-
2/IgH negativni v periferni krvi s pfetrvavajici pozitivitou ve dfeni a naopak u jednoho
nemocného jsme dosahli vymizeni Bel-2/IgH v kostni dffeni, ale pfetrvavala u nich pozitivita
v periferni krvi. Onemocnéni se tak jevi vice rezistentni k 16¢b& v kostni dieni neZ v periferni

krvi.

5.8. PCR analyza Bcl-2/IgH v periferni krvi a kostni dieni - porovnani s vysledky

imunohistochemického pritkazu bel-2 ve vzorcich kostni diené.

V této dasti prace byla zkoumana korelace mezi PCR pozitivitou Bel-2/IgH v periferni
krvi a/nebo kostni dfeni a pozitivaim imunohistochemickym (IHCH) pritkkazem bel-2 proteinu
v histologickém vzorku kostni dfeng, ktery byl k dispozici od vSech 26 pacienti vstupné Bcl-
2/1gH pozitivnich. THCH pozitivita byla nalezena u 24 z 26 vzorki kostni dfené (92 %) PCR
pozitivnich nemocnych. Zajimavosti bylo, ze 5 THICH pozitivnich vzorkd dfen€ (21 %) bylo
nalezeno i ve skupiné 24 vstupné Bcl-2/IgH negativnich pacientl pfi PCR vySetfeni pro oblast
MBR a mcr. Svédéi to pro skutefnost, Ze jist¢ existuji dal$i zlomova mista na

18.chromozomu, ktera nebyla nami pouZivanou PCR metodikou odhalena.
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6. Diskuse

Detekce translokace t(14;18) pfedstavuje na prvni pohled idealni cil pro sledovani
aktivity folikularniho lymfomu. Jeji vyskyt u nemocnych s FL je relativné vysoky, existuje
cela fada metod k jeji detekci. Presto v této oblasti zistava stale mnoho nejasného - a to jak
z diivodu vy§e popsanych biologickych aspektit (zachyt u zdravych jedinch, rizna zlomova
mista), tak i technickych diivodii (rizné metody pouZivané pro stanoveni pfestavby). V naSem
souboru 50 nemocnych jsme prokazali pfitomnost Bel-2/IgH piestavby v MBR nebo mer
oblasti u 52 % nemocnych, coZ odpovida vysledkiim prezentovanym ostatnimi autory
z evropskych pracovist. Ttalti autofi nalezli Bcl-2/IgH pozitivitu u 69 % (108), francouzsti
pak v 64 % (207). Relativnd niZ§i vyskyt v naem souboru je pravdépodobné zpiisoben
skutetnosti, Ze z technickych dfivodd byla testovana jen 2 nejCast&j$i zlomova mista - MBR a
mer.

Frekvence zichytu translokace t(14;18) je podle literatury velmi variabilni. P¥iCinou
jsou jednak vlivy geografické, ale i technické. Vyskyt folikularniho lymfomu je obecné niZsi
ve vychodni Asii (110). Problematice vyskytu t(14;18) pozitivnich FL ve sv&t€ se zabyva
mnoho praci — z metaanalyzy 27 studii vyplyva rozdil ve vyskytu mezi Vychodni Asif (38
%), Evropou (61 %) a USA (71 %), jak bylo prezentovano v praci izraelskych autord (115).
Problémem ale mohou byt odli¥né metodiky a techniky stanoveni t(14;18) — i proto se autofi
domnivaji, ze Sastedné je ,,geograficky* rozdil mezi Asii a Evropou + USA zpiisoben spife
technickymi odli$nostmi stanoveni neZ vlastnimi geografickymi rozdily (115). K detekci Bcl-
2/IgH prestavby mame k dispozici n&kolik metod — od klasické cytogenetiky se zéachytnosti
maximalné v 70 % piipadd, pfes FISH (literarné popisovany zachyt 70-100 %) az po celou
fadu variant PCR metod (standardni PCR, nested PCR, multiplex PCR, long distance PCR,
kvantitativni real-time PCR) & Southern blotting. Hlavni vyhodou PCR metodik je vysoka
senzitivita (1:10% nadorovych bungk) a relativni rychlost. Nevyhodou pak zatim nedostatecnd
reprodukovatelnost jednotlivych metod mezi jednotlivymi laboratofemi {142) a nutnost
existence specifickych primerti pro jednotliva zlomova mista. RovnéZ pomér mezi vyskytem
MBR a mcr piestavby je popisovan v literatufe variabiln€. V naSem souboru byl zichyt Bcl-
2/TgH pfestavby pro oblast mer jen v 8 %, zatimco jiné prace uvadeji vyskyt az 31 % (63).
Tento rozdil miZe ale byt zpusoben velikosti naSeho souboru.

V otazce korelace mezi nalezem vstupni Bel-2/IgH  pozitivity a klinickou
charakteristikou pied zah&jenim 1éCby jsme shledali pouze 2 faktory, které byly spojeny
s vyssim vyskytem Bcl-2/IgH pozitivity v uvodu: postizeni dfen€ a v&k do 65 let. Miadsi
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nemocni méli v nafem souboru statisticky ast&j§i vyskyt Bel-2/IgH piestavby neZ jedinci
star$i 65 let. Obdobné vysledky prezentovali i $panélsti autofi (109). Celkove ale pfitomnost
Bcl-2/IgH prestavby vivodu v naSem souboru neovlivnila dosaZené vysledky 1écby ani
parametry celkového pleZiti oproti podskupiné Bel-2/IgH negativnich nemocnych pred
lébou. Jediny rozdil mezi ob&ma skupinami byl shledin v pravdépodobnosti nasledného
relapsu/progrese. Tyto udalosti byly zazmamenany u 15/25 (60 %) vstupn¢ Bcl-2/IgH
pozitivnich nemocnych s medianem doby do relapsu/progrese 16 mésici, ale jen u 5/20 (25
%) vstupnd Becl-2/IgH negativnich nemocnych. Tento rozdil miiZeme vysvetlit tim, Ze ve
skuping vstupné Bcl-2/IgH negativnich se nachazelo relativné vice jedinci v vyS§im
gradingem lymfomu (tedy FL gr.3 v pfechodu do DLBCL), kde je riziko nasledného relapsu
niz# ne¥ u indolentnich lymfoproliferaci. V otazce vyznamu vstupni Bcl-2/IgH pozitivity na
prognoézu nemocnych s FL jsou literarné publikované vysledky rozporupliné - zatimco nekteré
prace jsou ve shodé snafimi vysledky — tedy, Ze nema vliv na OS (109), nektefi autofi
publikovali vztah mezi Bel-2/IgH negativitou ve vztahu k delsimu OS (36), jni naopak ve
vztahu ke krat§imu OS (164, 204). Tyto diskrepance mohou souviset v nedostateiné
homogenité a obtizné porovnatelnosti analyzovanych souborli a metodik. Na tomto misté
nutno upozornit na dilleZity limitujici faktor naSeho souboru, a tim bylo stanoveni pouze 2
nejéastéjsich zlomovych mist — MBR a mer, které mohlo ovlivnit ziskané vysledky této Casti
analyzy.

Samotna chemoterapic vede k dosazeni Bel-2/IgH negativity jen u malé &asti
nemocnych — v naem souboru dosahilo negativity 14 % nemocnych. V praci italskych autoni
tomu bylo po chemoterapii CHOP u 30 % nemocnych (164). Nizsi procento molekulamich
remisi po samotné chemoterapii bylo spojeno v naSem souboru i se statisticky signifikantné
niz§i pravdépodobnosti dosaZeni klinické kompletni remise oproti skupin€ léfené kombinaci
rituximabu a chemoterapie (28 % vs. 71 %, p= 0,007). Pfidéani rituximabu k chemoterapii
vedlo u nasich nemocnych ke statisticky vy$§imu procentu dosazeni molekularnich remisi nez
po podani samotné CHT (14 %), a to u 64 % nemocnych. Tento rozdil byl statisticky
vyznammy (p=0,037). Vyznam rituximabu pro dosazeni molekularné genctické remise
onemocnéni byl prezentovan mnoha autory, a to jak pfi podani v monoterapii (207), tak
v kombinaci s chemoterapii CHOP {204). Z 18 nemocnych ve studii Czuczmana a kol. bylo
informativnich pro Bcl-2/IgH pfestavbu 7 pacientd - u vech doslo po podani 6 cykli R-
CHOP k dosazeni molekularé genetické remise. U na$i skupiny nemocnych léCenych
samotnou CHT, kterym byly podéany 4 davky rituximabu po 1 tydou, dosahlo 9/12 (75 %)
molekularni remise. Nastup Bcl-2/IgH negativity byl pozvolny, 7/12 nemocnych dosahlo
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vymizeni Bel-2/IgH piestavby pii kontrole za 1 mésic po skonCeni 1écby rituximabem, 2 ze
zbyvajicich 5 pak v intervalu 3, resp.6 mésich po 16&b& Doznivajici efekt rituximabu je
zpUsoben pretrvavanim jeho hladiny nékolik mésic po posledni divce. Rambaldi a kol.
prezentovali vysledky sledovani MRN po chemoterapii CHOP s naslednym sekvencnim
podanim rituximabu u skupiny 128 nemocnych s FL. Po chemoterapii CHOP bylo zafazeno
do sledovani MRN 77 nemocnych, kterym byly podany sekvenéné 4 davky rituximabu po 1
tydnu. Molekularng geneticka odpovéd’ byla sledovana 12, 28 a 44 tydnd po podéni
rituximabu. PCR negativity dosahlo v danych Casovych obdobich 59 %, 74 % resp.63 %
nemocnych. DosaZeni Bcl-2/IgH negativity v této praci korelovalo slepsi prognozou
onemocnéni (164). Skutednost, Ze¢ podani rituximabu kdykoliv b&hem terapie v naSem
souboru nebylo statisticky signtfikantné spojeno s lep§i molekularné biologickou odpovedi je
zplisobena tim, Ze podet nemocnych, ktefi rituximab nedostali, byl velmi nizky.

Hlavnim cilem nadi prace bylo zhodnotit klinicky vyznam dosaZeni Bcl-2/1gH
negativity na osud nemocnych. DosaZeni molekularni remise v kterékoliv fazi léby bylo
v nafem sledovani spojeno se statisticky vyznamnég del§im obdobim do progrese (p=0,004)
obdobi do udalosti (p=0,01) oproti skuping Bcl-2/IgH pozitivnich. Vliv na prodlouZeni
celkového preZiti byl shledin jako hranidni (p=0,05) ve prospéch po 1é¢bé Bel-2/IgH
negativnich pacientli. Pozitivni vyznam dosaZeni molekularné geneticke remise na prognozu
onemocnéni byl prezentovan mnoha autory, a to jak po podani intenzivni chemoterapie —
,alternative tripple therapy* a FND (166), tak po podani samotného rituximabu (207) &
\}ysokodé.vkované 16&by s podporou kmenovych bunék (187). Existuji ale i prace, které tuto
hypotézu nepodporuji. Ve Foranové praci je prezentovano 62 % nemocnych, ktefi dosahli po
4 davkach rituximabu molekularné genetické remise onemocnéni — tato skuteCnost ale
nekorelovala s klinickou odpovédi (146). Podobné rozporuplné vysledky prezentoval
Mandigers, ktery vySetioval Bcl-2/IgH plestavbu u nemocanych po chemoterapii COP
s interferonem alfa. DosaZeni molekularné genetické remise v této studii nekorelovalo
s klinickou prognézou nemocnych (208). Zavérem lze shrnout, ze nase studie prokazala
statisticky vyznamné vy$§i procento CR i molekutérnich remisi po podéni imunochemoterapie
s rituximabem oproti samotné chemoterapii a soufasnd i unikatni schopnost rituximabu
dosahnout eliminace Bel-2/IgH pozitivnich bunék v periferni krvi a/nebo v kostni dfeni, které
pfetrvavaly po podani chemoterapie samotné (v 75 %). Z tohoto pohledu je oproti jinym
postuplim, které jsou schopny vést kdosaZeni molekularni remise (napf.autologni
transplantace) hlavni vyhodou rituximabu nizka toxicita, ¢imZ odpada riziko pozdni toxicity,

tedy vzniku sekundarnich malignit (zejména MDS a AML). PfestoZze nemocni po dosaZeni
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Bcl-2/igH negativity jiz nebyli dale dlouhodobé& molekularné geneticky sledovani, lze
konstatovat, ¥¢ dosaZeni molekularni remise do 6 mésici po 1é8b& bylo v na$i praci spojeno
s lepsi prognézou nemocnych stran PFS a EFS. Vyznam dosazeni Bel-2/IgH negativity stran
del3iho pieziti byl hrani&ni, z tohoto pohledu bude nutné delsi sledovani souboru. SkuteCnosti,
¥e podani rituximabu v prvni linii nevedlo ke statisticky vy3§imu procentu dosaZenych
molekularnich i ktinickych remisi po ukonleni celé 1é8by je zpisobena tim, Ze ve druhe
skuping, vstupné 1é¢ené samotnou chemoterapii, dostala relativng velka &ast nemocny
rituximab sekvendné v ramci konsolidadni terapie, ¢imZ se vstupni rozdily mezi obéma

skupinami stiraji.

Hiavni problém pro zavedeni monitorovani Bel-2/IgH pozitivnich bunék v periferni
krvi/kostni dfeni v b&Zné klinické praxi vyplyva ztoho, Ze i pies dosazeni Bcl-2/IgH
negativity nemusi dojit k eliminaci vlastniho nadoru v uzlinach. Oba kompartmenty (periferni
krev i kostni dfefl) jsou totiz aZz sekundarné postiZenymi oblastmi — primarné€ se jedna o
uzlinové onemocnéni. Tim se onemocnéni lidi cd jinych hematologickych malignit (jako
napiiklad chronicka myeloidni leukémie), kde je monitorovani minimalini reziduini nemoci
jiz soudasti rutinni praxe a fidi se podle ného i 1éba nemocnych. Naopak u lymfomd i pfes
dosazeni Bcl-2/1gH negativity v periferni krvi/kostni dieni nelze vylouit pfitomnost
rezidualnich nadorovych bunék v piivodné postizenych uzlinach. Ovéfovani pfitomnosti této
rezidualni nemoci pomoci biopsii by z praktického hlediska bylo obtizné.

Dal§im problémem je rozdilna zachytnost Bcl-2/IgH pozitivnich bunék v periferni kevi
oproti kostni dieni. V nafem souboru bylo u 23 ze 26 Bcl-2/IgH pozitivnich nemocnych
zjifténo postizeni obou kompartmentd soucasné. Korelace mezi ob&ma kompartmenty tedy
byla v nasem souboru velmi dobra. Podobné vysledky prezentoval Summers (161), naopak
elementd neZ periferni krev (158). Po 16€b& u skupiny s pfetrvavajici Bel-2/IgH pozitivitou
byla shledina shoda mezi periferni krvi a kostni dfeni u 11 z 18 nemocnych (61 %). U 5z 18
nemocnych bylo dosaZeno Bcl-2/IgH negativity v periferni krvi pfi pfetrvavajici pozitivité
v kostni dfeni a naopak u 2 z 18 nemocnych dosahli vymizeni Bcl-2/IgH v kostni dfent
s detekovatelnymi Bel-2/IgH pozitivnimi elementy v periferni krvi. Utinnost 1é¢by (zejména
rituximabu) pfi eliminaci Bcl-2/IgH pozitivnich bunék se jevi vy3§i v periferni krvi neZ
v kostni dfeni. K obdobnym zav&rim dospéli napiikiad i italsti autofi (164). Zavérem lze
konstatovat, e pro zavedeni monitorovani Bel-2/IgH do bézné klinické praxe je nezbytné

sjednoceni metodik stanoveni této piestavby mezi laboratofemi a souCasné 1 stanoveni
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optimalniho kompartmentu, ve kterém by mé&lo byt sledovani provadéno - zda jim bude
periferni krev, kostni dfefi nebo lymfaticka uzlina, neni dosud zcela jasné. Z technického
hlediska je nejjednodussi vySetfovani periferni krve, eventkostni diené. Nejcitlivéj§im
ukazatelem by pravdépodobné bylo vySetfovani uzlin pomoci punkce tenkou jehlou, tato
metoda narai ale na technické problémy s jejim provedenim.

Zavérem nutno konstatovat, e prestoze Bcl-2/IgH pfestavba zatim predstavuje
nejschiidngjsi zpfisob sledovani MRN u nemocnych s FL, k iplnému pochopeni biologie a jeji

role pro stanoveni jednoznatné prognozy nemocnych s F1. je tieba dalsich vyzkumu.
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7.2. Seznam pouzitych zkratek

AA TP] - age adjusted international prognostic index (vE€kove upraveny mezinarodni
prognosticky index)

ADCC — cytotoxicita zavisla na protilatkach

AML - akutni myeloidni leukémie

ASCT — autologous stem cell tranépiantation

ATT — alternative tripple therapy

BCL-2 gen — B-cell leukemia/lymphoma 2 gen

CD - cluster of differenciation

CLIL — chronicka B-lymfocytarni leukémie

CR — kompletni remise

DNA - deoxyribonucleotid acid (deoxyribonukleova kyselina)
DLBCIL —diffuse large B-cell lymphoma (difizni B-velkobun&eny lymfom)
EFS — event free survival (obdobi bez udalost)

FLIPI - Follicular Lymphoma International Prognostic Index
FISH - fluorescencni in situ hybridizace

FL - folikularni lymfom

HLA — human leukocyte antigens

CHT - chemoterapie |

ICR - intermediate cluster region

IgH — tézky fetézec imunoglobulinu

LDH - laktat dehydrogeniza

LD-PCR — long distance polymerazova fetézova reakce

MALT lymfom — mucosa associated lymphoma tissue lymphoma
MBR — major breakpoint region

MDS — myelodysplasticky syndrom

Mcr — minor cluster region

MRN — miniméalni rezidualni nemoc

NHL - nehodgkinuv lymfom

OS — overall survival (celkové preziti)

PCR - polymerazova feté€zova reakce

PD - progresivni onemocnéni
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PFS — progression free survival (obdobi bez progrese)
PR — parcialni remise

PS — performance status

QRT-PCT - kvantitativai real time polymerazova fetézova reakce
R-CHT - rituximab + chemoterap'ie

RT —radioterapie

SD - stabilni onemocnéni

SKY — vicebarevné spektralni karyotypovani

TLNI —total lymph node irradiation

TRM - peritransplantacni mortalita

uCR — nepotvrzena kompletni remise

VCR - variant cluster region

WHO — World Health Organization
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