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1. Uvod

Folikularai lymfom (FL) je druhy nejéast&i$i ne - Hodgkindv lymfom (NHL)
v zapadni populaci. Je charakteristicky molekulamég genetickymi znaky, a to pfitomnosti
transtokace t(14;18) (q32:q21). Ta z molekularng genctického pahledu zahrnuje lokus 18421
pro gen Bcl-2, kiery je translokovan do oblasti lokusu 14932, ktery koduje t¥2ky fetézec
imunoglebuling (IgH). Bihem translokaéniho procesu &ast chromozomu 18 ocbsahujici
kodugici usek gene: Bel-2 je presunuta do oblasti Jy segmentu eblasti [gH na 14.chromozomu.
Na reciproéné vznikly 18q chromozdm je naopak translokovana &4st chromozomu 14, a to do
oblasti distainé od bel-2 geou. Bel-2 onkogen se tak dostava do oblasti genu pro t€zky fetézec
imunoglobulinu, coZ vede k jeho nadmérng expresi, a tim k nadmémé syntéze proteine bel-2
— mohutrého inhibitoru apoptozy. Tim je vysvétlena skutecnost, Zze buiiky folikularniho
lymfomu jsou nesmrtelné. Samotny rist lymfomu je vtomto piipadé vice zplsoben
prodlouzenym pieZitim lymfomovych bungk nez samotnou zvydenou proliferadni aktivitou,
jak je tomu napfiklad u agresivnich lymfom,

Translokace t(14;18) neni uniformni. Bylo popsano nékolik typli podie zlomového
mista na chromozému 18, v misté Bel-2 genu. Zikladni zlomové body na chromozomu 18
jsou na 2 mistech: MBR (major breakpoint region) a mer - minor cluster region. Jen
vyjimedng byly popisovany zlomy v oblasti VCR {variant cluster region). Dalsi zlomova
mista byla detekovana v oblasti mezi tEmito useky, a to nazyvaném intermediate cluster
region (ICR). Na chromozému 14 jsou zlomova mista ve vEt3iné pfipadd konstantni, a to
v oblasti JH genu pro tézky fetézec imunoglobulinu.

Translokace ((14;18) a jeji zéchyt je pom&meé variabilni a zavisi jak na vySetfovanem
materidlu, tak i na pouZité techmice. Translokace ale byla nalezena také u jedincil s reaktivni
lymfoidni hyperplazii, ale i u zcela zdravych jedinch — zde oviem ve vyrazn€ niZiim poltu
ne# u nemocnych s FL. Frekvence zéchytu t(14;18) je dle literatury variabilni (19-89 %).
Pricincu takto vyznamného rozmezi jsou jednak viivy geograficke (vy35i vyskyt v Evropt a
USA oproti Asii), ale zejména pak technické. Zasadni roli vtomto hraje skutelnost, Ze
identifikace t(14:18), resp.Bel-2/1ghl piestavby je moZna celou Fadou technik, které se lidi
svoji citlivosti, pfesnosti i mirou senzitivity 1 specificity. Od klasické cytogenetiky, pfes PCR
a jeji riizné varianty (standardni PCR, long distance PCR, multiplex PCR, kvantitativni real-
time PCR) a# po fluorescendni in situ hybridizaci (FISH), kterd ma relativnd nejvy3i
zachytnost {a% 100 %). Nevyhodou FISH je jeji vit3i Casova i technickd narocnost, coZ z ni
&ini méné vyhodnou metodu pro sledovani dynamiky cytogenetickych zmén.

Problémem je také stanoveni optimainthe kempartmentu ke sledovani aktivity
onemocndni. Z hlediska geneze NHL by se jevil jako idealni vzorek mizai uzliny. Ten je
zpravidla dostupny pti diagnoze, aviak bshem terapie ¢ po jejim ukondeni jiZ vEtSinou
nikoliv. Z klinického hlediska se proto setkdvime nejéastdji s analyzou vzorki kostnl diené
amebo periferni keve, které jseu technicky snadno dostupné, Mnoho praci se zabyvalo
zkoumanim, jaka je shoda v zachytu t(14;18} mezi perifemi krvi a kostni dfeni. | zde jsou
vysledky rozporupiné, a to pravdépodobné proto, Ze primarné se jedna o uzlinové postizeni a
oba zminéné kompartmenty jsou postizeny az sekundarné.

Z klinického pohledn ma detekce #14;18) nékolikery vyznam. SlouZ zejmena k
potvrzeni diagnézy FL, k posouzeni pfitomnosti minimalni rezidudlni nemoci (MRN) po
16¢pé, ale i k  vyhodnocovani efektu novych 1édebnych postupil z hlediska molekulamg
genetické remise. Vyznam dosaZeni molekularni remise byl studovan nEkolika autory,
bohuzel také s rozporuplnymi vysledky. N&které prace prokazuji, Ze dosaZeni molekulameé
geneticke remise je spojeno s lepsi progndzou onemocnéni, jing nikoliv,

DosaZeni molekulamé genetické remise zdvisi na druhu pouZité 1€tby. Zatimece po
samotné chemoterapii dosihne molekularni remise jen minimum nemocnych, po intenzivai
chemoterapii nebo vysokodavkované chemoterapii s podporou perifernich kmenowvych bunék
je tomu ve vyrazné vyiiim procentu. Nevyhodou téchto intenzivmich postuptt je ale riziko



sekundarniho myelodysplastického syndromu nebo akotni myelotdni leukémic. Dalsi
moznosti je pouiti monokicnalni protitatky anti CD20 — rituximabu, ktery je schopen
navozeni molekularni remise ve vice jak 50 % ptipadd. [ ztohoto divodu je kombinace
rituximabu a chemoterapie v scucasné dobé standardni le¢bou nemocnych s FL v prvni linii
lécby.

2. Cil pracé

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt Bel-2/1gH pozitivity ve vzorcich periferni krve a
kostni diené u nemocnych s folikularnim lymfomem, a to pomoci dveukelové nested PCR.
K vySetfovani byly ztechnickych divodi vybrany dvé nejéastffi pepisované varianty
translokace t(14:18) dle zZlomovych mist na chromozému £8: MBR (major breakpoint region)
a mer (minor cluster region). Soudasné byla sledovana shoda zachytu pozitivity Bel-2/igH
mezi obéma vydetfovanymi kompartmenty (kostni dfefi, periferni krev), shoda mezi
molekulamé genetickym vy3etfenim pomoci PCR a imunohisiochemickym stanovenim
proteinu bel-2 v trepanobioptickych vzorcich kostni dfené. Z klinického pohiedu bylo
hlavnim tdkolem préace stanovit, jaka Gast nemocnych dosahia molekularné genetické remise
onemocnéni po jednotlivych liniich terapie, a zda se 1i8ily mezi sebou vysledky leécby
v dosaZeni molekuldmég geneticke remise u skupiny nemocnych, které byly léCeny samotnou
chemoterapii a chemoterapii v kombinaci s monoklonalni protifatkou  anti-CD20,
rituximabem. Daldim cilem prace bylo porovnat 2 hlavni skapiny: nemocné sFL
s prokdzanou vstupni Bel-2/1gH pezitivitou oproti skuping Uvedem Bet-2/1gH negativnich.
Cilem této analyzy byle zistit, zda vstupni Bel-2/1gH  pozitivita ovliviiuje prognozu
onemocnéni.

3. Metodika

Do sousboru byli zafazeni zegjména nemoceni s nové diagnostikovanym FL, u 7/50 sc
jednalo o refaps onemocnéni. Pfed zahajenim [écby byly od 41/50 nemocnych k dispozici
vzorky periferni krve i kostni dfeng, u 5 nemocnych byl z technickych divedd vysetfen jen
vzorek periferni krve, u 4 nemoenych jen vzorek kostni dene. Cast souboru byla léGena
samoinou chemoterapii  {28/50), zbyvajici nemocni pak chemoterapii v kombinaci
s rituximabem. Voiba mezi ob&ma zplsoby 1écby nebyia provedena pomeci randomizace —
vybdr typu {éby {s rituximabem nebo bez n&ho) zévisela zejména na obdobi, ve kterém byl
nemeeny indikovan k 1€¢bg, nebot’ rituximab byt pouZivan v ramci 1écby 1.linie nemocnych
s folikularnim na naSem pracovisti az od roku 2004. Z tohoto pohledu se jedna vlastné o
porovnani 2 obdebi — pied zavedenim rituximabu a po ném. U &asti souboru byl rituximab
podavan jako konsolidagni terapie po podani samotné chemoterapii. Jednalo se o pedskupinu
nemocnych, kde samotnou chemoterapii nebylo dosaZeno klinickeé remise onemocnéni, a kde
byl rituximab podan s cilem odstranit rezidualni iymfomovou aktivitu.

V nadem souboru byly nasledné porovnavany kfivky ceclkového pieZiti (O8), pfeziti
bez progrese {PFS) a pfeZiti bez udalosti (EFS) — a to u skupiny Bel-2/1ghl pozitivnich
vs.negativnich po 1é¢b& llinie i po ukondeni celé terapic. U vech nemocnych byly
analyzovany nasledujici klinické a laboratorni charakteristiky ve vztahu k pritkkazu Bel-2/1gH
piestavby: vék, pohlavi, performance status dic WHO klasifikace, B-symptomy, histologicky
grade lymfomu, hladina laktat dehydrogendzy, befa 2-mikroglobulin, klinické stadium dle
Ann Arbor Kklasifikace, mezinarodni prognosticky index FLIPI (Follicular Lymphoma
[nternational Prognostic Index), bulky disease > Scm, extranodalni léze (mimo dfei) a
postiZeni dfené.



4. Soubor nemocnych

Za obdobi od gervna 2002 do ledna 2005 bylo na [Linterni klinice, oddéleni klinické
hematologie FN a LF UK Hradec Krilové, =zafazeno do sledovani 50 nemocnych
s folikularnim tymfomem. V&ichni nemocni zafazeni do sledovani podepsali informovany
souhlas. Diagndza byla u viech peipadd stanovena histologickym vysetfenim lymfatické
uzliny a ovéfena-druhym Glenim. V souboru bylo 33 muZit a 17 Zen, vEkovy median byl 56,5
let (33-76). Vstupni klinické stadium VII/HIAY dle Ann Arber klasifikace bylo pfitomno u
3/5/4/38 nemocnych — véidina tedy byla diagnostikovana v pokrogilém stadiu. Histologicky
byl prokazan v lymfatické uzling FL grade 1/2/3 u 17/26/6 pacientli, v 1 pfipadé nebyl grade
urden. Ve vétging piipadl se jednalo ¢ nové diagnostikované onemocnéni (43 pacienti), u 7
nemocnych pak o relaps FL. Vstupni prognostické skére FLIPI - nizké/stfedni/vysoké riziko -
bylo u 19/15/16 nemocnych. B-symptomy (vahovy (bytek, teploty neinfekniho plvodu nad
38 st. Celsia nebo profizni noéni poty) mélo 18 nemocnych (36 %), vstupni performance
status die WHO 0/1/2 byl u 11/31/6 nemocnych. 10 % pacientd méle v dob€ zafazeni do
sledovani ,.bulky disease™ (rozsahlou lymfadenopatii >5cm). Zvyiend hodnota laktat
dehydrogenazy {LDH) byla zaznamenana u 29/50 pacientd, postiZeni kostni dieng mdla
vétsina semocnych — 37 (74 %). Hiavni klinické charakteristiky souboru jsou shrouty v tab. 1.

Tabulka 1, Hlavni klinické charakteristiky celého spuboru pied lé€bou (n=30)

Podet pacienti, %
n=50

Pohlavi

Muzi 33 &7

Zeny 17 33
Vek > 65 let 12 24
Grade lymfomu

Y2 43 36
Stadium lymforu

[ 3 6

1 5 10

il 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
IZxtranodilni postizeni {mimo dicii) 10 20
Postizeni difené 37 74
FLIPT

0-1 {nizké riziko) 19 38

2 (stfedni riziko) 15 30

3-5 (vysoké riziko) 16 2

L



4.1. Lécba

Nemoeni byl ncjCast@ji  1ééeni vié dobé standardni chemoterapii CHOP
(cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison) — ve 23 p¥ipadech, u ostatnich nemocnych
byly pouzity nasledujici reZimy: 9x R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid, doxorubicing,
vinkristin, prednison}, §x R-COP (rituximab, cyklofosfamid, vinkristin, prednison), 3x R-
FND (ritufimab, fludarabin, mitoxantron, dexamethason) a 5x COP (cyklofosfamid,
vinkristin, prednison). Monoklonahni protilatka anti CD20 — rituximab — byla podina v ramci
imunochemoterapie v prvni linil 16&by u 22 pacientd (44 %), ostatnich 28 nemocnych bylo
JéZeno samotnou chemoterapii. U 17/27 (52 %) nemocnych, kiefi byli lé€ent samotnou
chemoterapii (1 nemocny nehodnocen, zemiel pii 1€¢bé), ale kde nebylo dosazcno klinicky
kompletni remise onemocnéni, byl podan sekvenéng rituximab 4 x 375 mg/m?® v tydennich
intervalech s cilem odstrangni rezidualni nemoci. Molekularné genetickd odpoved na 1&bu
byla hodnocena u 25 nemocnych (1 zemfel pfi 166bE). U viech vstupn& Bel-2/igH pozitivnich
nemecnych byly vySetfeny vzorky periferni krve i kostni dfené pfed légbou i po jejim
skondeni. U 12/17 (71 %) nemoenych, kde byl rituximab podan sekvenin€ po samotne
chemoterapii, byla vstupné zjiténa Bel-2/igH pozitivita. U této podskupiny bylo sledovino,
zda po podani ritoximabu dolo k vymizeni Bel-2/1gH pozitivity a pii jejim pfetrvavani bylo
vySetfeni opakovano jedté po 3 a 6 mésicich. U nemocnych v molekuldmé genetické remisi
bylo hodnoceno, zda dosaZeni remise ovlivnilo prognézu onemocnéni ve vztahu k deldimu
celkovému preZiti, preZiti bez znamek progrese a pieZiti bez udalosti oproti skuping, kde
nebylo Bel-2/1gH negativity dosaZeno. Klinicky byla 1égebnd odpovéd’ hodnocena dle
standardnich Chesonovych kriterii.

4.2, DNA extrakce a analyza

DNA ze vzorkd periferni krve a kostni{ dfeng byla extrahovana fenol-chloroformovou
extrakei po inkubaci 200 ul vzorku s proteinazou K pii 36°C po dobu 16 hodin nebe pomoci
komer&nich mikrokolonek (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen. Hilden, SRN) dle doporudeni
vyrobee. Pro amplifikaci byia pouZzita dvoukolova nested PCR. Produkty definované pomoci
systému zevnich a vnitfnich primerd zahrnovaly oblasti major breakpoint region {MBR) a
minor cluster region (mcr) na chromozomu [8. Sckvence primerli byly pievzaty z prace
Gribbena a kol. Ob& PCR reakee byly provedeny v 25 pl reakéni smési obsahujici: 150 ng
nebo 500 ng DNA (v PCR I reakei) nebo 1ul PCR [ produktu (PCR I reakce), 2,5 pl 10x
PCR pufru (TaKaRa Schuzo, Otsu, Shiga, Japonsko), 200 uM koncentraci kaZdého dNTP
{TaKaRa), 0.8 pM koncentraci primerd, 2 mM chloridu hofenat€ho a tU Taq polymerazy
(TaKaRa). Amplifikace byla provedena v termocykléru GeneAmp PCR System 9600 (Perkin
Elmer, Norwalk, USA). Po Uvodni denaturaci (5 min pii 96°C) probéhly PCR I and PCR I
reakce v 30 reakénich cykiech: 60 sekund denaturace pii 95 °C, 60 sekund anneafing pfi
69°C a 60 sekund polymerace pii 72°C. Detekce PCR produkili byla provedera pomoci
elektroforézy na 2 % agardzovém gelu s ethidiumbromidem. Pro vyloudeni faleSné pozitivity
byle vy3etfeni provedeno paralernd i metodou extrakénich mikrokolonek se shodnymi
vysledky.



4.3. Statisticka anaiyza

Zakladnimi sledovanymi parametry naeho souboru byly: }étebna odpovEd - tedy
procento dosaZeni kompletni remise, parcidini remise nebo stabilniho onemocnéni, dale
molekularm@ geneticka semise v kostni dfeni a/nebo v perifemni krvi. Cely soubor byl
vyhodnocen pomoci nastedujicich parametrii; celkové preZiti, které byle definovano jako
obdebi od zahdjeni terapie do tunrti nemocnéhe neho ztraty ze sledovani, obdobi do progrese,
které bylo urceno jako doba od zahajeni 1éby do relapsu/progrese onemocnéni. Za udalost
byla povazovana progrese/relaps lymfomu, zahdjeni daldi protinadoraveé 1é¢by nebo amrti
z jakékoliv pfitiny. K porovnani shody vstupnich charakteristik souboru nemocnych bylo
pouzito Fisherova presného lestu, kfivky pieziti byly vytvofeny dle metody Kaplana a Meiera,
shoda kiivek byla testovana log rank testem. Klinicky byla léebna odpoved hodnocena dle
standardnich Chesonovych kriterii. Z molekularné genetického hlediska byla dvoukolova
nested PCR schopna detekce 1 nadorové buiiky z 107 molekul zdravych, Pro spolehlivost
metody bylo vydetfeni provedeno paralelng 2 metodami — fenol/chloroformovou extrakei i
metodou extrak&nich mikrokolonek.

5. Vysledky:

5.1. Stanoveni Bel-2/IgH a jejiho typu pied Ié€bou:

Pred zahdjenim lé¢by bylo analyzovano 91 vzorki: 46 z periferni krve & 45 z kostni
diené. Od 4t nemocnych byly k dispozici vzorky z obou vyde uvedenych kompartmentd, u $
nemoenych byl vyetten jen vzorek periferni krve, u 4 nemocnych jen vzorek kostni diieng.
Bel-2/1gH pozitivita z periferni krve a/nebo kostni dieng byla nalezena u 26/50 nemocnych
(52 %), u zbyvajicich 24 nemocnych (48 %) ncbyla Bel-2/1gH presiavba pomoci nested PCR
zachycena. Median viku u skupiny vstupné PCR pozitivnich semocnych byl 56,5 let (35-74
let), u skupiny vstupng PCR negativni také 56,5 let {33-76 let). Hiavni kiinické a laboratomi
charakteristiky obou podskupin (vstupné Bet-2/1gH pozitivni vs.Bel-2/IgH negativni) a jejich
porovaani ukazuji tab.] a 2. Z ni je patrné, ze ob& podskupiny se statisticky vyznamné lisily
jen ve vitku a v pravdépodobnosti postiZzeni kostni dfené pfed zahajenim 1cby — vék do 65 let
a Castdjii postizeni dfené byly shledany u skupiny vstupné Bel-2/Igh pozitivaich. Pritomrost
Bcl-2/1gH piestavby vstupné nebyia dle naseho sledovani asociovana s gradingem lymfomu,
pritomnosti B-symptomi ani dal3imi klinickymi charakteristikami. Z 26 nemocnych Bel-
2/1gH pozitivnich pfed 1é8bou se ve 24 piipadech (92 %) jednaio o pfestavbu MBR. u2 p (8
%) pak byla prokdzina ptestavba ve zlomovém misté mor. U 23 ze 26 vstupné Bci-2/1gH
pozitivnich nemocnych bylo diagnostikovane postiZeni obou kompartmentd soufasné (ve 21
pitpadech MBR, u 2 nemocnych mer). U dvou pacientil byla Bel-2/1gH pozitivita kostni dfen&
pfi negativité Bel-2/1gH v periferni krvi, u jednoho nemocného naopak byl zachyt Bel-2/lgH
elementll jen v periferni krvi pfi negativiim nélezu v kostni dfeni.



Tabuika 1. Klinické a laboratorni charakteristiky souboru nemocnych ve vztahu
k pFitomnosti Bel-2/1gH piestavby pied 1éébou

vstupné Bel-

vstupn¢ Bel-

2/1gH negativni, | 2/1gH pozitivni, P-
n=24 (%) n="26 (%) hodnota

Muzskeé polilavi 33 61 NS
Vik < 65 tet 58 88 0.02
Grade FL.

T+I1 80 81 NS

11} 17 19 NS
Stadium

I+I1 25 8 NS

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

0-1 79 88

2 avice 21 12 NS
LDH > gorma 63 534 NS
Beta 2 mikroglobulin > norma 48 69 NS
Bulk > 5¢cm 13 12 Ns
Extranodélni postizeni (mimo diefi) 29 12 NS
PostiZeni di'ené 58 88 0.02
FLIPI

0-1 {nizké riziko} 50 27 NS

2 (stiedni riziko) 25 k& NS

3-5 (vysoké riziko) 25 38 NS

Tabuika 2. Léfebné charakteristiky souboru nemocnych ve vztahu k piritomnosti Bel-

2/IgH piestavby pred 1é¢bou

vstupné Bcl-

vstupné Bel-

2/1gH rmegativni, | 2/1gH pozitivni, P-
n =24 (%) n=26 (%) hodnota
DosaZeni uCR + CR 57 53 NS
Radioterapic 17 15 NS
Rituximab v {éche 46 42 NS
ReZzimy podanég &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 nemocgni 7i 81 NS
Délka sledovani {(medidn, mésice} 283 34 NS




5.2. Vyznam vstupni Bel-2/1gH pozitivity na vysledky lé¢by a prognézu

V1éto &asti studie bylo zkoumano, zda nemocni s prokazanou vstupni Bcl-2/1gH
pozitivitou folikulirniho lymfomu msli odliSnou Klinickou a molekulamé genetickon
odpovéd’ na 1&¢bu oproti skuping vstupng Bel-2/1gH negativnich. U celého souboru 50
pacientii byla klinicky zaznamenana léebnd odpovid u 40/50 nemoenych (80 %). Ve 22
pripadech (44 %} bylo dosaZeno nejisté kompletni remise (uUCR) a kompletni remise (CR), u
18 nemocnj;ch (36 %) byla dosaZena parciaini remise (PR). Nebyl shledan z&dny statisticky
vyznamny rozdil v ceikové lé¢ebné odpovédi (uCR+CR+PR} mezi skupinou vstupa¢ Bel-
2/1gH pozitivnich a vstupné Bei-2/1gH negativnich nemocnych (85 % vs. 86 %, p=NS8). Obg
podskupiny sc ale ligily v pravdépodobnosti nasledného refapsu/progrese, Tyto udalosti byly
zaznamendny u 15/25 (6{ %) vstupn Bel-2/1gH pozitivnich nemocnych s medidnem doby do
relapsu/progrese 16 mésicll, ale jen u 5/20 (25 %) vstupné Bel-2/1gH negativnich nemocnych
{u 4 nemocnych nebyl hodnocen pro tento parametr, nebotf dodlo k tmrti b&hem 1é&by)
s medidnem deby do relapsw/progrese 14 mésici. Tento rozdil mezi ob&ma skupinami byl
statisticky vyznamny {p=0.03). Pravd&podebnost 2-1¢tého celkového pfeZiti u celého souboru
byla 82 % (viz obr.1). U podskupiny vstupng Bei-2/1gH pozitivnich byla pravdépodobnost 2-
letého celkového preziti 83 %, u vstupné Bel-2/1gH negativnich pak 68 %4, tento rozdil nebyt
statisticky vyznamny (p=0,35) — viz obr.2.

Obrizek 1. Graf cell\meho pi‘eZiti celého souboru — medidn pieZiti nebyl dosaZen, treti
kvartil byl 37 mésicii
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Z klinickéhe pohledu nemocni po R-CHT dosalli vyznamng vyisiho procenta uCR +
CR oproti skuping 1é¢ené samotnou CHT (71% vs.28 %, p=0,007). Vysledky kiinické a
molckuolarni edpovédi skupiny 1é&ené CHT 1 R-CHT jsou shmuty v tab.3.

Fabulka 3. Klinicki a molekulirni odpovéd® po chemoterapii (CHT) a chemoterapii s
rituximabem (R-CHT)

-

Klinicka odpovéd’ N | % pied 1€cbou po 1écbé po lécbe
PCR + PCR + PCR -

po podani CHT: 25 N=14 i

uCR +CR 7 | 28 2/3 /3

PR 14 | 56 §/9 1/9

SD 4 116 22 072
CELKEM 12/14 2/14 (14 %)
po podani R-CHT: | 21 N=}1

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

PR 4 i9 Vo 1/2

SD 2 |10 1/1 0/1
CELKEM 411 1L (64 %)

Podrobnéjsi analyzou bylo zjist&no, Ze vyS8i pravdépodobnosti dosaZeni klinické odpovédi ve
smystu uCR+CR bylo dosaZeno u pacientil s grade 3 folikulamiho lymfomu, u jedinci bez B
symptoma a e pacientd, kiefi byli 1éceni v 1&¢b& | linie rituximabem — viz tabulka 4.

Tabulka 4. Pravdépedobnost dosaZeni uCR + CR po Llinii 1é¢by ve vztahu ke vstupnim
charakteristikam (n=47}

Parametr UCR+ CR uCR + CR P
n=47 (%} n=47 (%)
Vik < 65 let 50 > 65 let 36 NS
Pohlavi Muzi 45 Feny 50 NS
Grade FL 1+2 38 3 180 0.005
Linie 1é¢by Prvni 40 relaps 50 NS
Stadium I+11 71 [H+1V 43 0.23
B-symptomy ano 18 ne 63 6.005
PS 0+1 48 2-5 33 NS
LLDH N 37 N 54 NS
Beta 2 mikroglobulin >N 61 >N 38 NS
FLIPI 0-1 59 2-5 40 NS
Extranodélni 1éze ano 70 ng 42 NS
PostiZeni diené ano 40 ne 67 NS
Radioterapie ano 50 ne 46 NS
Podani rituximabu ano 68 ne 28 0.009
PCR stav pied léCbou + 42 - 52 NS




Z moiekulamné genetického pohledu na stejny problém bylo zjisténo, Ze pouze podini
rituximabes v 1.linii statisticky vyznamné ovlivailo dosaZeni molekuldarné genetické remise.
Viechny ostatni parametry v naSem souboru nebyly statisticky vyznamn& spojeny s
vymizenim Bel-2/1gH pfestavby po 16¢bé 1 linie. — viz tab.5.

Tabulka 5. Pravdépodobnost dosaZeni Bel-2/1gH negativity po Llinii 1é€by ve vztahu ke
vstupnim charakteristikim (n=25)

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

n=25 (%) n=25 (%)
Vik < 65 let 45 = o5 et 0 NS
Pohlavi Muzi 44 Fising 22 NS
Grade FL t+2 30 3 106 NS
Lini¢ Jé¢by prvid 36 relaps 33 NS
Stadium [+1i 50 131+HV 35 NS
B-symptomy ano 13 ne 47 NS
PS 0+1 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
Extranoddlni Jéze ano 67 ne 32 NS
PostiZeni diens anoe 36 ne 33 NS
Podani rituximabu ano 64 ne 14 0.01

5.4. Klinickd a molekuldrni odpovéd’ na sckven&ni podsni rituximabu po chemoterapii

Sekvenend byt podan rituximab u 7 z 27 nemocnych, ktefi byl 1éfem samotnon
chemolterapii, ale u kterveh nebylo dosaZeno kompletni remise onemocnéni s pietrvavajici
Bei-2/1gH pozitivitou. Z klinického pohledu bylo pfed podanim rituximabu ze 17 nemocnych
14 v parcialai remisi a 3 v nejisté kompletni remisi.

Rituximab byl podan ve standardnim davkovani {tedy 373 mg/m2 po | tydnu, cclkem
4x) s cilem odstranéni rezidualni nemoci. Z klinického pehledu pe podani rituximabu 8 ze 14
nemocnych pivodng v PR doséhle CR, 2 pak uCR a 4 zlstali v PR. V3ichni 3 nemocni, ktefi
byli hodnoceni jake uCR pied podanim rituximabu, dosahli nasledné klinicky CR. Celkem u
13/17 (76 %) nemocnych dodle klinicky ke zlepdeni celkové odpovédi po podani 4 davek
rituximabu.

Z molekularne genctického hlediska celkem 12/17 (71 %) nemocnych bylo PCR
pozitivaich pro prestavbu Bel-2/1gH pied sekvenénim podanim rituximabu. K vymizeni Bel-
2/lgH pozitivity doslo pfi kontrole za | mésic od posledni davky rituximabu u 7/12
nemoenych (58 %). Zbyvajicich 5 Bel-2/IgH pozitivnich pacientd bylo poté sledovanc po 3
mésicich a u 2 z 5 dodlo k vymizeni Bel-2/igH plestavby v intervalu 3 (1 pacient), resp.6
mésiel (1 pacient), coZ ukazuje na dlouhodoby biologicky efekt poddvanéhe rituximabu.
Molckularné geneticka odpovéd’. byla zaznamenana u 9/12 nemocnych z této skupiny
acmocnyck lééenych sekvenénim podanim rituximabu po podéni samotné CHT (75 %).



5.5. Klinickd a molekuldrni odpovéd’ po celé [6EbE

Z klinického pohledu v naSem souboru z 50 nemocnych bylo hednotitelnych stran
klinické odpovédi celkem 46 nemocnych (4 zemieli pfi l6¢be}). Po R-CHT dosahlo uCR+CR
15/21 nemoenych, po samotné CHT 7/25 nemoenych. Ze zbyvajicich 18 nemocaych, ktefi
nedosahli kompletri remise po CHT, byle 17 1é&eno konsolidaéni 1é¢bou rituximabem. Po
této keEbé s& 13/17 nemocnych dostalo do kompletni remise. Celkem tedy 33/46 nemocnych
dosahlo v kterékoliv fazi 1é¢by kompletni nebo nejisté kompletni remise onemocnéni. Celkem
28 ztéchto 35 nemocnych dostalo v aékferé fazi 1é¢by rituximab. Osud nmemocnych
7 klinického hlediska stran dosaZeni uCR + CR b&hem jednotlivych fazi léby je zndzomdén na
obr.5.

Obrizek 5. Piehled klinické odpevédi — dosaZeni uCR + CR- u celého souboru dle
jednotlivyeh linii 1é¢by.

CHT (1=25) R- CHT (n=21)
TAUCR‘{“CR 41 18x non-CR 15x 1.1CR+CR 6x non-CR

b

4x rituximab a
1 tyden (n=17)

4x non CR

Z molekularniho hlediska ze 26 vstupné Bcl-2/1gH nemocnych bylo 25 pacientl
hodnotitelnych stran melekulami odpovédi (1 zemfel p¥i 168b&). Po R-CHT dosdhlo Bel-
2/1gH negativity 7/11 nemocnych, po samotné chemoterapii jen 2/14 nemocnych. Ze
zbyvaticich 12 nemocnych, ktefi nedosahli molekularni remise, byli v3ichni IéCeni
konsolidagni 1é3bou rituximabem (protoZe klinicky nedosahii uCR nebo CR). Po této 1€CbE se
9/12 nemocnych dostalo do molekularng genetické remise. Celkem tedy 18/25 nemocnych
dosahlo v kterékoliv fazi 16Eby molekularni remise onemocnéni. Piehledné je tote zndzornéno
na obr.6.



Obrizek 6. Prehled molekutirng genetické odpovédi (= Bel-2/IgH negativita) u cefého
souboru

24x vstupné PCR -

J4x CHT - 11X R-CHT
- [2¢ PCR+ | [Tk PCR 4x PCR +
r - 9% PCR -
12x rituximab 4 e
davky al tyden 3x PCR +

Statisticky byla analyzovana pravdépodobnost dosaZeni PCR negativity Bel-2/1gH
podle jednotlivych vstupnich parametri po ukonfeni celé 16&by. PH  sledovini
pravdépodobrosti dosazeni molekulami remise po celé [65b& se jako statisticky vyznamné
parametry ukdzaly: v&k pod 65 let, lepdi performance status a hranién® i FLIP] index —viz
tab.6.

Tabulka 6. Pravdépodobnost desaZeni Bel-2/IgH negativity po ukondeni eelé 16¢by ve
vztahu ke vstupnim charakteristikim {N=25)

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

n=25 (%) n=25 (%)
Yk < 65 let 94 =65 let 50 0.62
Pghlavi Muzi 75 Zeny 56 NS
Grade FL. 1+2 65 3 100 NS
Linie 1écby Prvni 73 relaps 67 NS
Stadium 1+11 50 [NI+1V 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
FLIP1 : 0-1 100 2-5 56 0.05
Extrancdalni iéze Ano 100 ne 64 NS
PostiZent diend Ano 68 ng 67 NS
Rituximab v 1.linii Ano 64 ne 71 NS




5.6. Vyznam dosaZeni Bel-2/IgH negativity na prognéza onemocnéni

Ze souboru 26 nemocnych vstupné Bel-2/1gH pozitiviich ke dni hodnoceni zemielo 5
nemocnych - vEichni na progresi lymfomu, 3 z nich byli ze skupiny, kterd nedosahia nikdy
Bcl-2/1gH negativity. Nasledny relaps/progrese lymfomu byly pe l&¢bg zaznamenany u 10 ze
23 (43 %) hednotitelnych pacientd (3 nermocni zemfeli b&hem lédby) s medidnem doby do
relapsu/progrese 15,5 mésich. U skupiny, kde behem 1écby v kierékoli fazi bylo dosaieno
Bel-2/1gH negativity, doslo k relapsu &i progresi u 4/15 pacientil (27 %), u nadéle Bel-2/1gH
pozitivaick pak u 6/8 pFipadd (75 %) — tento rozdil byl statisticky vyznamny {p=0,004).
Pravdépodobnost 2-letého pieZiti bez progrese byla u pacientd s pfetrvavajici Bel-2/1gH
pozitivitou 38 %, u Bel-2/igH negativnich 81 % — viz.obr.7.

Obrizek 7. Porovnani kiivek doby do progrese u skupiny s dosaZenou Bei-2/IgH
negativitou v kterékoliv f4zi 16€by se skupinou Bel-21gH pozitivnich po celé 16EbE
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Ke dni hodnoceni zije 21/26 nemocnych (81 %), ve skupiné nadale Bel-2/1gH
pozitivaich Zije 4/8 nemocnych {50 %), ve skuping Bel-2/1gH negativnich Zije 17/18 pacienti:
(94 %), Pravdépoedobnost dvoutetého pieZiti u obou podskupin byla 74 % vs. 87 % - tento
rozdil byl hrani¢ng statisticky vyznamny (p=0,03) — viz obr.C.8.



Obrdzek 8. Porovaani kiivek celkového preziti skupiny s dosaZenou Bel-2/IgH
negativitou v kterékoliv fazi 1é¢by se skupinou Bel-2/IgH pozitivnich po celé 1688,
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Median sledovini této Gasti souboru je 34 mésicl (4-54 mésicd). Porovnanim
vstupnich charakteristik s vysledky [€¢by bylo zjiténo, e v nafem souboru bylo dosaZeni
Bel-2/1gH negativity asociovano s témito fakiory: vek < 65 let (p=0,02), performance status
0+1 v ivodu (p=0,02) a hraniéng i index FLIPE (p=0,05) — viz tab.9. Porovnanim légebnych
vysledkil nemocnych, kiefi kdykotiv behem 1écby dosahli Bel-2/1gH negativity se skupinow, u
kteryeh ptetrvavala Bel-2/IgH pozitivita, byl nalezen rozdil mezi obéma skupinami v delsi
dobe do progrese, dobé do udalosti a hranitng i v delSim pfeziti ve prospéch skupiny Bel-
2/1gH negativnich po 1é¢b&. PCR negativni status po 168b& tak byl die na$eho sledovani spojen
s dlouhodob&jsi remisi oncmocnéni, niZ§im rizikem relapsu a s naznagenym trendem k
deldimu celkovému pfeZiti. Pomoci univariantni analyzy bylo zkoumano, keeré faktory byly
asociovany s vymizenim Bel-2/1gH prestavby po celé 168bé. Z analyzy vyplyva, e jedinci, u
kterych bylo dosazeno molekulari remise, jsou mladstho véku a s lepdim performance
statusent. Dosazeni PCR negativity je pak spojenc s ni23im rizikem relapsu onemocnén.

5.7. PCR analyza Bel-2/IgH v periferni krvi a kostni dfeni - porovnani s vysledky
imunohistochemického prikazu bel-2 ve vzorcich kostni dirend

V této Gasti prace byla zkoutnana korelace mezi PCR pozitivitou Bel-2/1gH v periferni
krvi a/nebo kostani dfeni a pozitivnim imunohistochemickym (IHCH) prikazem bel-2 proteinu
v histologickém vzorku kestni dieng, ktery byl k dispozici od viech 26 pacient? vstupné Bel-
2/1gH pozitivnich. THCH pozitivita byla nalezena u 24 z 26 vzorkd kostni dené (92 %) PCR
pozitivnich nemocaych. Zajimavosti bylo, Z¢ 5 IHCH pozitivnich vzorki diend (21 %) bylo
nalezeno j ve skuping 24 vstupag Bel-2/igH negativnich pacientdi p¥i PCR vyetfeni pro oblast
MBR a mer. Svédiéi to pro skutenost, Ze jisté existuji dal¥i zlomovA mista na
| &.chromozdmu, kterd nebyla ndmi pouzivancu PCR metodikou odhalena.



Souhrn: Bel-2/1gH prestavba je charakteristickou molekularni prestavbou u nemocnych
s folikularnim lymfomem {FL), jeji prognosticky vyznam je viak stale nejasny. Cilem prace
bylo zhodnoceni vyskytu Bel-2/1gH pfestavby u 50 nemocnych s FL pied zahajenim 1€&by
pomoci mested PCR s naslednym zhodnocenim vyznamu molekularng genetického ndlezu
v korelaci s klinickou charakteristikou a vysledky i¢&by obou skupin - s prokdzanou Bel-
2/1gH pfestavhou a bez ni. Pomoct nested PCR byla detekovéna piestavba ve 2 nejastéjsich
oblastech — major breakpoint region (MBR) a minor cluster region (mcr), a to celkem u 26/30
nermocnych (52 %) - ve 24 piipadech pro oblast MBR, ve dvou pak mer, zbylych 24 pacientil
bylo Bel-2/1gH negativnich. Byla zjidténa vyznamna shoda mezi zichytem Bel-2/1gH
pozitivnich bunék v kostni dfeni a periferni krvi, stejn& jako mezi PCR stanovenim Bel-2/IgH
piestavby a imunohistochemickym stanovenim proteinu bel-2 pii vySetfeni kostni dieng .
Mezi Bcl-2/igH pozitivni a Bei-2/IgH  negativii  skupinou nebyl nalezen rozdil
v pravd&podobnosti dosaZeni kompletni remise po 1¢Ebé ani v progndze onemocnéni stran
celkového preziti & obdobi do progrese onemocnéni. Daldim cilem zhodnoceni dosaZeni Bel-
2/1gH negativity na prognézu nemocnych s FL. Samotnou chemoterapil (CHT) bylo 1é¢eno 28
nemocnych (56 %), chemoterapii v kombinaci s monakfonalni protilatkou anti-CD20,
rituximabem (R-CHT) 22 pacientii (44 %). Molekulémé genetické remise dosdhlo po R-CHT
7 z 11 pacientll (64 %), po CHT jen 2 ze 14 pacientd (14 %) — tento rozdil byl statisticky
vyznammny (p=0,037). U 17/28 nemocnych, ktefi byli Ié%eni samotnou chemoterapii a
nedosahli kompletni remise, byly podiny sekvendn® 4 dévky rituximabu po | tydnu. 12 ze 17
nemocnych (71 %) takto 1é8enych bylo pfed 1é¢hou Bel-2/1gH pozitivnich. K vymizeni Bel-
2/IgH pozilivity doglo pfi konirofe za | mésic u 7/12 nemocnych (58 %), u 2/5 zbyvajicich
nemocnych byla zaznamenana negativita Bet-2/IgH v intervalu 3 {1 pacient), resp.6 mésici (1
pacient). S dosafenim Bel-2/IgH negativity kdykoliv behem l&¢by byly asocioviny tyto
faktory: vE&k < 65 let (p=0.02) a performance status O+1 dle WHO v ivedu (p=0,02).
Nemocni, ktefi dosahli vymizeni Bel-2/1gH po 16¢bE, m&li v perovnani se skupinou Bel-2/IgH
pozitivnich niZéi riziko relapsu/progrese — 27 % vs. 75 % (p=0,03), ve 2 letech pak vy35(
pravdépodobrost preZiti bez progrese (81 % vs. 38 %, p=0.004), bez uddlosti (74 % vs. 38 %,
p=0,01) a hraniéng celkové preziti (87 % v5.74 %, p=0,05). DosaZeni Bcl-2/1gH negativity po
1é¢bi folikulamiho lymfomu je dle nasich zkusenosti spejeno s lepsi progndzou onemosndni.

Summary: Becl-2/lgH rearrangement is the molecular hallmark of follicular lymphoma.
Howewer, its clinical significance remains unclear. The aim of this study was to evaluate Bel-
2/1gH rearrangement in 50 patients with follicular lymphoma before treatment by means of
nested PCR technique and te correlate melecular genetic findings with clinical characteristics
and results of treatment in subgroups — with vs. without Bcl-2/1gH rearraangement, 91
samples from peripheral blood and/or bone marrow from fifty patients (median age. 56.5
years; male/female ratio: 33/17) were analysed, Samples from both compartments were
available in 41 cases. Bel-2/1gH rearrangement was analysed by nested PCR technique for
both major breakpoint region {MBR) and minor cluster region (mer). Twenty-six out of fifty
patients {52 %) were positive for Bel-2/IgH rearrangements; 24 in MBR and 2 in mer.
remaining 24 patients were negative. High correlation between Bel-2/1gH rearrangement in
peripheral blood and bone marrow was noted as well as correlation between PCR Bel-2/igH
detection and immunohistechemistry bel-2 detection in bone marrow. No differences were
found according to imitial Bcl-2/1gH status with respect to clinical course of disease in terms
of complete remission achievement, improved overall survival or progression-free survival in
comparison with Bcl-2/1gH negative group. The other aim of this study was to evaluate the
impact of molecular remission achievement to prognosis of fifty patients with follicular
lymphoma. Twenty-eight patients (36 %) were treated with chemotherapy (CHT) alone, 22
patients (44 %) with chemotherapy in combination with monoclenal anti-CD20 antibody
rituximab (R-CHT). Molecular remission has been achieved more likely after R-CHT (64 %)



than after CHT (14 %), p=0,037. Seventeen ocut of twenty seven patients treated with CHT
alone who did not achieve compiete remission were treated with consolidation treatment with
4 doses of weekly rituximab. 12/17 (7% %) were positive in Bel-2/[gH rearrangement, Five
out of twelve patients (58 %) become negative | month later, in 2/5 remaining pacients
molecular remission has been achieved after 3 and 6 months, respectively. Bel-2/1gH
negativity during treatment was associated with: age under 65 years (p=0.02) and with good
performance status (0+1) (p= 0.02). Patients in molecular genetic remission in comparison
with group remaining Bel-2/IgH positive had lower risk of relapse/progression (27 % vs. 75
%, p=0.03), better 2-year progression free survival {81 % vs. 38 %, p=0.004), event free
survival (74 % vs. 38 %, p=0.01) and borderline overall survival (87 % vs.74 %, p=0.05). In
conclusion, PCR negativity in Bel-2/IgH rearrangement in our study has been associated with
better clinical outcome of discase,

6. Sezram pouZitych zkratek

AA 1P] - age adjusted international prognostic index (v&kové upraveny mezinirodni
prognosticky index)

ADCC — cytotoxicita zdvisla aa protilitkich

AML — akutni myeloidni leukémie

ASCT — autologous stem cell transplantation

ATT — alternative trippic therapy

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

CD — cluster of differenciation

CLL = chronicka B-lymfocytarni leukémie

CR — kompletni remise

DNA ~ deoxyribonucleotid acid (deoxyribonukleova kyselina)

DLBCL --diffuse large B-cell lymphoma (difizni B-velkobunéény lymfom)

EFS — event free survival {obdobi bez udalosti)

FLIPI — Follicular Lymphoma Internatienal Prognostic Index

FISH — flucrescenéni in situ hybridizace

FL — folikularni lymfom

HLA — human leukocyte antigens

CHT - chemoterapie

ICR — intermediate cluster region

IgH — t&zky fetézec imunoglobulinu

LDH — laktat dehydrogenaza

LD-PCR - long distance polymerazova fetézova reakoe

MALT lymfom — mucosa associated lymphoma tissue lymphoma

MBR — major breakpoint region

MDS — myelodysplasticky syndrom

Mce ~ minor cluster region

MRN — minimalsi rezidualni nemoc

NHL - nchodgkintv lymfom

08 — overall survival {celkové piediti)

PCR — polymerizové fetézova reakce

PD — progresivni onemocnéni

PFS — progression free survival (obdobi bez progrese)

PR — parcialni remise

PS — performance status

QRT-PCT — kvantitativni real time pelymerazeva fetézova reakce

R-CHT - rituximab + chemoterapie



RT —radioterapie
SD - stabilni onemocngni

SKY -

vicebarevné spektralni karyotypovini

TLNI —total lymph node irradiation

TRM ~

peritransplantaéni mortalita

uCR — nepotvrzena kempletni remise

VCR -

variantcluster region

WHO - World Health Organization
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