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1. Uvod

V poslednich letech jsme v hematoonkologii svédky nebyvalého rozvoje terapeutickych
moznosti. S vyvojem novych chemoterapeutik ¢i biologické |écby (zejména
monoklondlnich protilatek) se  vyznamné zlepsilo preziti  pacientd S
nékterymi lymfoproliferativnimi chorobami. Do zna¢né miry se stal pfelomovym lékem
rituximab, chimérickd anti-CD20 monoklondlni protilatka, ktera v kombinovanych
chemoimunoterapeutickych rezimech i v monoterapii v udrzovaci l1écbé vyznamné zvysila
Sance na dobrou terapeutickou odpovéd i celkové preziti u nékterych B-bunécnych
lymfoma.

Pfes nesporné terapeutické uspéchy poslednich let ale zlstdvaji vyznamnym problémem
vedlejsi nezadouci ucinky Iécby i vysoka finanéni narocnost novych Iékl. Proto v soucasné
mediciné nabyva na dlleZitosti lepsi prognosticka stratifikace pacient(, kterda by umoznila
vétsi individualizaci terapie. Tim by bylo moZzné v nékterych pfipadech snizit toxicitu lécby
pfi zachovani jeji dostatecné ucinnosti a zaroven potencidlné snizit ekonomickou
narocnost |écby.

Zejména v pripadé nehodgkinskych lymfom0, kterych WHO klasifikace uvadi nékolik
desitek podtypl, existuje mnohdy znacna heterogenita i vramci jednotlivych diagnoz.
Stejna diagnosticka jednotka mze mit velmi odliSné projevy, klinicky priibéh, odpovéd na
[écbu i biologické pozadi. Z téchto dlvodl v poslednich letech nar(istd potifeba novych
prognostickych faktor(, které by poskytovaly alespon casteéné vysvétleni této
heterogenity a umoznily zvolit spravny terapeuticky postup u konkrétniho pacienta a

presnéji urcit jeho progndzu.



1.1 Maligni lymfoproliferace

Lymfoidni malignity zahrnuji skupinu onemocnéni znacné heterogenni nejen ve
svém klinickém prQbéhu, ale i na drovni morfologie, imunofenotypu ¢i molekularni
genetiky. Soucasna WHO klasifikace nador(t hematopoetickych a lymfoidnich tkani z roku
2008 [1] rozliSuje primarné lymfoidni malignity prekurzorové (,nezralé”) a zralé
(,periferni”). Mezi prekurzorové malignity patfi B a T lymfoblasticka leukemie/lymfom,
které dale nebudou predmétem tohoto textu.

Zralé lymfoidni neoplazie jsou klondlni nadory ze zralych lymfocyt(, které se déli na dvé
velké skupiny B bunécénych a T/NK bunéénych lymfom. Vedle téchto ,ne-hodgkinskych”
lymfom byva tradi¢né zvlast uvadén klasicky Hodgkinlv lymfom (HL), nicméné po objevu
jeho B-lymfocytarniho plvodu se hranice s ostatnimi lymfomy ponékud stirda a WHO
klasifikace nové uvadi i mezni jednotku: B-lymfom s rysy intermediarnimi mezi difuznim
velkobunéénym B-lymfomem a klasickym Hodgkinovym lymfomem. Soucasna klasifikace
vyuzivd kombinace vice poznatkl na rlznych drovnich k definovani jednotlivych
onemocnéni [1]. Ve vétSiné pripadl dostacuje k diagndze morfologicky (histologicky)
nalez a imunofenotypizace, a to predevsim u B-lymfoproliferaci. V pfipadé T/NK
lymfoproliferaci byva imunofenotyp méné konkluzivni a je tfeba se vice spolehnout na
jiné diagnostické metody. U nékterych jednotek je jako rozlisujici znak pouzit i vék
pacienta, jako napf. EBV-pozitivni DLBCL vysSiho véku. V jinych pfipadech je urcujici
specifickd lokalizace ¢i klinicky projev lymfomu — napf. primarni mediastinalni

velkobunécny B-lymfom nebo hepatosplenicky T-lymfom [2].

Nehodgkinské lymfomy

Nehodgkinské lymfomy (NHL) predstavuji zhruba 90 % vSech malignich lymfom, zatimco
zbyvajicich pfiblizné 10 % zaujima Hodgkintv lymfom [3]. V USA jsou lymfoidni neoplazie
(v€etné prekurzorovych) patou nejcastéjsi malignitou s celkovou incidenci 33.65 novych
pripadl na 100.000 osob za rok [4] a udaje z dostupnych registr( v rozvinutych zemich
dokladaji podobné incidence.

V poslednich desetiletich zejména na Zapadé vyznamné stoupa incidence NHL, a to

pfiblizné o 2 — 4 % rocné [5]. Tento vzestup je pozorovan stejné u muzd i Zen, u bélochd i



jinych ras a kromé malych déti rovnéz ve viech vékovych skupinach. Caste¢né mlze byt
vzestup incidence vysvétlen lepsi diagnostikou, kvalitnéjsimi registry ¢i narGstem poctu
lymfom0{ asociovanych s AIDS, nicméné z vétsi casti zUstavaji pric¢iny tohoto vzestupu
nejasné [6].

Nehodgkinské lymfomy se castéji vyskytuji u bélochl a u vétsiny subtypl prevazuji muzi
nad Zzenami (nejvyraznéji u lymfomu z plastovych bunék), pouze u folikularniho lymfomu a
primarniho mediastinalniho velkobunééného B-lymfomu je tomu naopak. Incidence NHL
exponencidlné stoupa s vékem, zhruba 2/3 vsech pfipad( jsou diagnostikovany u osob
starSich 60 let.

Celosvétové tvori 80 — 90 % nehodgkinskych lymfomu B-lymfocytarni neoplazie, ale v
distribuci existuji vyznamné geografické rozdily. Napf. T/NK bunécné lymfomy jsou
Castéjsi v Asii, neZ v jinych regionech; Burkittiv lymfom se nejvice vyskytuje v tropické
Africe; folikularni lymfom je naopak extrémné vzacny v Jizni Americe apod. [6].

Mezi nejcastéji diagnostikované zralé B-lymfocytarni neoplazie na Zapadé patfi difuzni
velkobunéény B-lymfom, sodstupem nasleduje mnohocetny myelom, chronicka
lymfocytarni leukemie/lymfom z malych lymfocytd (CLL/SLL) a folikuldrni lymfom [4,7].
Pfehled WHO klasifikace je uveden v tabulce ¢. 1. T/NK bunécné lymfomy se vyskytuji
vyrazné méneé casto nez B-NHL, na Zapadé tvori asi 5-10% vSech NHL. Mezi nejcastéjsi
podtypy patfi periferni T-lymfom, blize neuréeny (PTCL, NOS), ktery v Evropé nasleduje
angioimunoblasticky T-lymfom a enteropaticky T-lymfom [8]. Kompletni prehled WHO
klasifikace je uveden v tabulce €. 2.

Navzdory intenzivnimu vyzkumu v poslednich letech, zUstava etiologie vétsiny lymfom
nejasna [3,9]. Mezi nejlépe popsané rizikové faktory patfi imunodeficitni stavy. Vyskyt
NHL se vyrazné zvysuje u osob s imunosupresivni terapii po allotransplantaci, u pacient(
s HIV/AIDS ¢i s vrozenymi poruchami imunity. Nékteré lymfomy jsou rovnéz asociovany se
specifickymi infekcemi, a to zejména s lymfotropnimi viry, jako je HTLV-1 (human T-cell
lymphotrophic virus) u leukemie/lymfomu z T-bunék dospélych; herpesvirus HHV-8 u
primdrniho exsudativniho lymfomu; nebo virus Epsteina-Barrové (EBV) u nékterych
lymfom{ (zejména v pritomnosti imunodeficitu). Jinym mechanismem, vyvolavajicim
proliferaci lymfocytl v misté infikované tkdné, plsobi napf. Helicobacter pylori, ktery se
vyskytuje u lymfomu z marginalni zony slizniéni lymfatické tkané (MALT). Infekce virem

hepatitidy C byva asociovana se splenickym lymfomem z B-bunék marginalni zény [10].



Mezi dalsi faktory, které stfedné zvysuji riziko vzniku NHL, patfi nékteré autoimunitni
choroby, napf. revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes (SLE), celiakie,
Sjogrenliv syndrom apod. Rovnéz anamnéza lymfoidni neoplazie u pfimého pfibuzného

zvysuje riziko NHL asi 2-3x [11].

HodgKkiniv lymfom

Hodgkindv lymfom byl prvnim definovanym lymfoidnim nadorem a mnoho let byl
povazovan za chorobu jasné oddélenou od NHL. Nedavné studie odhalily, Ze dysplastické
bunky HL predstavuji monoklonalni B-lymfocyty [12]. Nicméné vyznamné rozdily
v morfologii, bunécném slozZeni, imunofenotypu, klinickém chovani atd. stale opraviuji
kategorizovat HL samostatné [13]. Typické pro HL napftiklad je, Ze vlastni maligni bunky
Hodgkinovy a Reedové-Sternbergovy (HRS) tvofi zhruba 1% z celkové tumordzni masy,
jejiz vétsSinu predstavuje heterogenni smés nenadorovych zanétlivych a dalSich bunék
(lymfocyty, neutrofily, eozinofily, histiocyty, plazmocyty atd.). V naprosté vétSiné (95%)
byva diagnostikovan klasicky HL, zbytek pfipadl tvofi nodularni HL s predominanci
lymfocytd (NLPHL), ktery se vyznamné lisi od klasického HL v histopatologickém nalezu i
klinickém prabéhu [14]. Nenachazime u néj typické HRS burnky a vyvoj onemocnéni byva
pozvolny s velmi dobrou progndzou. Klasicky HL se dale déli na ¢tyfi podtypy (viz tabulku
€. 3), z nichZ celkové nejcasté;jsi je noduldrni sklerdza, nasledovana smiSenou celularitou.
Na rozdil od NHL incidence HL v poslednich desetiletich zlstava na Zapadé stabilni
(zhruba 2-3/100.000 obyvatel), pficemz Castéji se HL vykytuje u muzli [4]. Charakteristické
je bimodalni vékové rozlozeni v populaci — nejvétsi vyskyt je v rané dospélosti a dale az
kolem véku 50 — 60 let. Zastoupeni jednotlivych subtypl HL se méni v zdvislosti na
socioekonomickém statutu. Podtyp nodularni skleréza prevlada u pacientd s vyssim
socioekonomickym postavenim a naopak u nizSiho postaveni nachazime vice smiSenou
celularitu [15]. Podobné rozdily v distribuci subtypl nachazime i mezi vice a méné
ekonomicky rozvinutymi zemémi.

Vzhledem k histopatologickému nalezu, ktery znaéné pfipomind zanétlivy proces, bylo
vyvinuto znacné Uusili s cilem prokazat infekéni plvod HL. V poslednich desetiletich byl
hlavnim kandiddtem virus Epsteina-Barrové. Nékteré studie prokdazaly zvysSené riziko
rozvoje HL u jedincl s anamnézou infekéni mononukledzy, a to zejména u infekce ve

vysSim véku [16]. EBV genom je prokazatelny v malignich bunkach zhruba u tfetiny



pfipadd HL a byva asociovdn predevsim se smiSenou celularitou. Vztah mezi EBV a HL je
jisté plausibilni, nicméné kauzalita zGstava nadale sporna [17]. Kromé EBV bylo studovano
vice virQ, zejména herpesvird (CMV, HHV6, HHV7), aviak nebyly podany dlikazy svédcici
pro jejich dlleZitost v patogenezi HL [18]. Naopak u HIV pozitivhich pacientd bylo
prokdzano vyssi riziko rozvoje HL [19]. ZvySené riziko také nachdzime u nékterych
autoimunitnich onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, SLE, ulcerativni kolitida apod.
Rovnéz lehce vyssi vyskyt HL je u pacientl po allogenni transplantaci kostni difené, nikoli
vSak po transplantaci solidnich organa [20]. Podobné jako u NHL se riziko vzniku HL
zvySuje u primych pfibuznych pacientd s malignim lymfoproliferativnim onemocnénim

[21].

Tabulka €. 1 — Prehled WHO klasifikace zralych B-lymfocytarnich neoplazii

Chronicka lymfocytarni leukemie/lymfom z malych lymfocyt(
B-prolymfocytarni leukemie
Splenicky lymfom z B-bunék marginalni zony
Leukemie z vlasatych bunék
Splenicky lymfom/leukemie, blize neurceny
Splenicky difuzni B-lymfom cervené pulpy
Variantni leukemie z vlasatych bunék
Lymfoplazmocytarni lymfom
Waldenstromova makroglobulinémie
Nemoc z tézkych retézcl
Malignity z plazmatickych bunék
Monoklonalni gamapatie neurcitého vyznamu (MGUS)
Plazmocytarni myelom
Solitarni plazmocytom kosti
Extraosealni plazmocytom
Extranodalni lymfom z marginalni zény slizni¢ni lymfatické tkané
Nodalni lymfom z marginalni zény
Folikularni lymfom
Primarni kozni lymfom folikuldrniho centra
Lymfom z plastovych bunék
Difuzni velkobunécény B-lymfom
Velkobunéény B-lymfom bohaty na T-lymfocyty/histiocyty
Primarni DLBCL centrdlniho nervového systému
Primarni kozni DLBCL, ,leg type“
EBV-pozitivni DLBCL vyssiho véku
DLBCL spojeny s chronickym zdnétem
Lymfomatoidni granulomatoza

Primarni mediastindlni (thymicky) velkobunécny B-lymfom




Intravaskularni velkobunéény B-lymfom

ALK-pozitivni velkobunécny B-lymfom

Plazmoblasticky lymfom

Velkobunéény B-lymfom vznikajici v HHV8-asociované multicentrické Castlemanové nemoci
Primarni exsudativni lymfom

Burkittav lymfom

B-lymfom s rysy intermediarnimi mezi DLBCL a BL

B-lymfom s rysy intermediarnimi mezi DLBCL a CHL

Tabulka ¢. 2 — Piehled WHO klasifikace zralych T a NK bunéc¢nych neoplazii

T-prolymfocytarni leukemie

Leukemie z velkych granularnich T-lymfocyt(

Chronické lymfoproliferativni onemocnéni z NK-bunék

Agresivni leukemie z NK-bunék

Systémové EBV-pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni détského véku

Lymfom vzhledu hydroa vacciniforme

Leukemie/lymfom z T-bunék dospélych

Extranodalni NK/T-lymfom nasélniho typu

Enteropaticky T-lymfom

Hepatosplenicky T-lymfom

PodkozZni panikuliticky T-lymfom

Mycosis fungoides

Sézaryho syndrom

Primarni kozni CD30 pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni
Lymfomatoidni papuldza
Primarni kozni anaplasticky velkobunécny lymfom

Primarni kozni gamma/delta T-lymfom
Primarni kozni CD8 pozitivni agresivni epidermotropicky cytotoxicky T-lymfom
Primarni kozni CD4 pozitivni T-lymfom z mensich/stfedné velkych bunék

Periferni T-lymfom, bliZze neurceny

Angioimunoblasticky T-lymfom

Anaplasticky velkobunécny lymfom ALK pozitivni

Anaplasticky velkobunécény lymfom ALK negativni

Tabulka €. 3 — Prehled WHO klasifikace Hodgkinova lymfomu

Nodularni Hodgkin(iv lymfom s predominanci lymfocyt(
Klasicky HodgkinGv lymfom, blize neurceny
Klasicky Hodgkinv lymfom, nodularni skleréza
Klasicky HodgkinGv lymfom, bohaty na lymfocyty
Klasicky HodgkinGv lymfom, smiSenda bunécénost
Klasicky Hodgkintv lymfom, deplece lymfocytl




1.2 Prognostické faktory

Nehodgkinské lymfomy

NejcastéjsSim agresivnim lymfomem je difuzni velkobunécény B-lymfom (DLBCL — diffuse
large B-cell lymphoma), ktery predstavuje znacné rlznorodé onemocnéni. Rozlisuje se
nékolik morfologickych variant (centroblastickd, imunoblastickd, anaplastickd atd.),
molekuldrnich a imunofenotypovych podskupin i zvlastnich klasifikacnich jednotek [22].
Ale i v ramci jednotlivych klasifikacnich podtyp(l vykazuji pacienti Sirokou $kalu klinickych
projevi a odpovédi na lécbu. Primarnim klinickym prognostickym nastrojem se stal
mezindrodni prognosticky index (IPl — international prognostic index) — viz tabulku €. 4. Na
zakladé pritomnosti nékolika rizikovych faktor( v dobé diagndzy byly identifikovany ctyri
skupiny pacientll s rozdilnym pétiletym prezitim od 26% do 73% [23]. Dalsi vyznamnou
klinickou informaci je pfitomnost ,bulky” choroby, a to zejména u nizce rizikovych

pacientd, kde mlzZe byt divodem pro doplnéni radioterapie [24].

Tabulka €. 4 — Mezinarodni prognosticky index

Rizikovy faktor

Vék nad 60 let

Performance status 2 a vyssi dle ECOG

Klinické stadium Ann Arbor IlI/IV

Zvysena hladina LDH

Dvé a vice extranodalnich postizeni

Rizikové skupiny IPI skére | 5leté preiiti
Nizké riziko 0-1 73%
Nizsi stfedni riziko 2 51%
Vyssi stiedni riziko 3 43%
Vysoké riziko 4-5 26%

Po zavedeni imunochemoterapie s vyuzitim anti-CD20 protilatek (R-CHOP) se vyznamné
zlepsily terapeutické vysledky i preziti pacientl s DLBCL. Pfinos rituximabu neni u vSech

prognostickych podskupin stejny, podle nékterych studii z néj vice profituji nizce rizikovi
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pacienti proti vysoce rizikovym [25]. Nicméné pres lehce zménénou stratifikaci rizika
zUstala vesmés zachovana platnost klinickych prognostickych faktor( [26].

Biologickych prognostickych markerd bylo u DLBCL popsdano mnoho, ale jednotlivé studie
Casto dospély k protichGidnym zavérim [27]. Anti-apoptoticky protein Bcl-2 je zvysené
exprimovan priblizné u 40-60% pacient(i s DLBCL a byl asociovan s horsim prezitim, avsak
pridani rituximabu k chemoterapii potlacilo jeho negativni dopad [28]. Podobny efekt po
zavedeni imunochemoterapie nastal u proteinu Bcl-6, ktery byl povazovan za pfiznivy
rizikovy faktor [29].

Metodami genové exprese lze DLBCL rozdélit do dvou molekuldrnich podskupin na
lymfom s agresivnéjsim chovanim odpovidajici aktivovanym B-burikdam (ABC - activated
B-cell) a typ odpovidajici bunikdm germinalniho centra lymfatické uzliny (GCB — germinal
center B-cell), u kterého je signifikantné lepsi celkové preziti (OS — overall survival) bez
zavislosti na skore IPI [30,31]. Vzhledem k praktickym obtizim pfi stanovovani genové
exprese (nutnost nativnich vzorkd apod.) byla snaha nahradit jej pomoci jinych metod,
zejména imunohistochemickych. Pomoci kombinace protilatek proti tfem znakdm (CD10,
BCL6 a MUM1) lze rozdélit pacienty na GCB a non-GCB pfipady [32]. Korelace mezi
molekularnimi a imunohistochemickymi podskupinami se ale v rliznych studiich znacné
lisila [33,34].

Folikuldrni lymfom (FL) je nejcastéjsim indolentnim lymfomem. Ackoli medidn preziti
pacientd s FL je kolem 10 let, existuje znacna variabilita v klinickém prlibéhu — nékteri
nemocni s touto chorobou mohou byt roky jen sledovani bez nutnosti terapie, zatimco u
jinych dochazi k rychlé progresi s nutnosti ¢asné intenzivni terapie. V pripadé FL se klinicky
pouziva upraveny prognosticky index FLIPI (follicular lymphoma international prognostic
index), ktery vyuziva pét rizikovych faktorl krozdéleni pacientd na tfi prognostické
skupiny — viz tabulku €. 5 [35]. | v éfe rituximabu si FLIPI udrzel svou klinickou relevanci
[36].

Histologicky se u FL urcuje grading podle zastoupeni centroblastl, pricemzZ FL grade 1-2
miva spisSe indolentni prabéh, zatimco FL grade 3 se chova agresivnéji [37]. Geneticky je FL
charakterizovan translokaci t(14;18), kterd onkogen BCL2 stavi do juxtapozice k lokusu
tézkého retézce imunoglobulinu, coz vede ke konstitutivni expresi anti-apoptotického
proteinu Bcl-2. To usnadnuje akvizici sekundarnich genetickych aberaci, pricemz

pfitomnost komplexniho karyotypu je povazovana za rizikovy faktor. S horsi progndzou
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jsou také spojeny nékteré specifické chromozomalni aberace (del6q, dell7p, +7, +12) a
mutace TP53 [38]. Prestoze vétSina pacientl s FL vykazuje zvySenou expresi proteinu Bcl-
2, jsou vyssi hladiny asociovany s horSim pribéhem onemocnéni. Na druhou stranu jsou
vyssi exprese znak( germinalnich center (CD10, Bcl-6 atd.) spojeny s pfiznivym pribéhem
[37]. Ddlezitou roli u FL hraje mikroprostredi, vcetné T-lymfocytl, makrofagd,
dendritickych bunék apod. Napf. pocet CD68 pozitivnich makrofagl nad 15 v zorném poli
byl prokazan jako negativni prognosticky faktor [39]. RovnéZ exprese STAT1, molekuly
odpovédné za regulaci funkce makrofagl v kontextu protinddorové imunitni odpovédi,

byla korelovana s horsi progndzou [40].

Tabulka €. 5 — prognosticky index FLIPI

Rizikovy faktor

Vék nad 60 let

Klinické stadium Ann Arbor IlI/IV

Zvysena hladina LDH

Pocet postizenych mist 5 a vice

Hemoglobin pod 120 g/I

Rizikové skupiny FLIPI skére Sleté preziti
Nizké riziko 0-1 90,6%
Stredni riziko 2 77,6%
Vysoké riziko 3 avice 52,5%

Lymfom z plastovych bunék (MCL — mantle cell lymphoma) je agresivni, ¢asto relabujici
onemocnéni s medidnem preziti 3-5 let. Vyskytuje se cCastéji u starSich pacientl a
predstavuje 3-10% pripadd NHL [22]. K uréeni rizikovosti lymfomu u konkrétniho pacienta
se u MCL pouziva adaptovany mezinarodni prognosticky index — MIPI, ktery se stanovuje
podle véku, vykonnostniho stavu dle ECOG, hladiny LDH a poctu leukocytl [41]. Pro
klasicky MCL je charakteristickd monomorfni lymfoidni proliferace, avsak existuje celé
spektrum morfologickych variant. Prognosticky dllezZité jsou blastoidni a pleomorfni
varianty, které se vyznacuji agresivnim chovanim [42]. RovnéZz zvySena proliferace,
hodnocena jako vysoka proporce Ki-67 pozitivnich bunék (zpravidla > 60%), signifikantné

koreluje s progndézou [43]. Cytogenetickou analyzou se typicky nachdzi t(11;14), ktera

12



v dlsledku vede ke zvysené expresi cyklinu D1 a povaZzuje se za primarni genetickou
udalost. S vysokou frekvenci se u MCL nachazeji sekundarni genetické aberace, z nichz
nékteré maji prognosticky dopad [44]. Zejména del(17p), +3g a +13q jsou asociovany s
horsi progndzou nezavisle na morfologii a prolifera¢nim indexu [45].

Periferni T-lymfom, blize neurceny (PTCL, NOS) je nejcastéji diagnostikovanym typem T-
bunéénych lymfomd. Jednd se o heterogenni skupinu nodalnich i extranodalnich
lymfom, které nelze Iépe zaradit do jiné specifické jednotky T/NK bunéénych lymfomi
v soucasné klasifikaci [22]. K uréeni progndzy u PTCL, NOS lze pouzit IPI podobné jako u
vétSiny B-NHL, respektive upraveny index pro periferni T-lymfomy (PIT). Ten zahrnuje
Ctyfi rizikové faktory: vék nad 60 let, vykonnostni stav > 1, zvySenou hladinu LDH a
postizeni kostni diené [46]. Imunohistochemicky zjiSténa vysoka exprese Ki-67 a CD15
pozitivita jsou asociovany s horSim prlibéhem onemocnéni [47]. Zajimavé je, Ze s horsi
progndzou také byla opakované asociovana EBV pozitivita lymfomu, a to u pacientl v Asii

i v Evropé [48,49].

HodgKkiniv lymfom

Prognostické faktory u HL jsou dulezité kuréeni rizikovosti pacienta a ke zvoleni
odpovidajici Ié¢ebné strategie. V bézné praxi je nejdlleZitéjsi stanoveni klinického stadia a
pfitomnost systémovych pfiznaka (,,B-symptomy®). Jiz od roku 1971 se pouzivd k urceni
stadia Ann Arbor klasifikace, kterd pozdéji prosla urcéitymi modifikacemi a jejiz
prognosticky vyznam byl opakované doloZen [50,51,52]. Mezi dal$i dobfe prokazané
prognostické faktory patfi ,bulky” choroba, postizeni lymfomem ve vice lokalizacich,
zvysena sedimentace erytrocytl, extranodalni onemocnéni a vyssi vék [53]. Na zakladé
pritomnosti téchto faktor(i spolu s klinickym stadiem se zpravidla pacienti fadi to tfi
terapeutickych skupin (pocatecni, intermedidrni a pokrocilé stadium). Napf. Némecka
studijni skupina GHSG (German Hodgkin Study Group) vyuzivd kuréeni terapeutické
skupiny nasledujici faktory: masivni mediastinalni tumor, extranodalni postizeni, zvySenou
sedimentaci erytrocytl (FW) a postizeni > 3 region( uzlin. Bylo navrzeno vice klinickych
prognostickych skérovacich systémda, ale nejuzivanéjsi je mezinarodni prognostické skore

(IPS — international prognostic score). To zahrnuje 7 nezavislych rizikovych faktord [54]:
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e albumin <40 g/l

* hemoglobin < 105 g/I

* muzské pohlavi

o vék>45let

e pocet leukocyt > 15,000/l

« lymfopenie < 0,6x10%/I & méné nez 8% z celkového pottu leukocytl

e klinické stadium IV

IPS je definovano pocétem téchto faktor( pfi diagndze, vsechny faktory v multivariantni
analyze jsou asociovany s podobnym relativnim rizikem v rozsahu 1,26-1,49. Predikuje se
zastoupeni bez progrese onemocnéni po péti letech sledovani, pficemz pfi nepfitomnosti
zadného faktoru je to 84% a dale 77%, 67%, 60%, 51% a 42% pro pacienty s 1, 2, 3, 4 nebo
> 5 rizikovymi faktory.

Siroce vyuZivany jsou u HL zobrazovaci vysetfeni, zejména PET nebo PET/CT. Pomoci PET
se lépe detekuje rozsah onemocnéni, coz vede u 15-20% pacientl k prehodnoceni
klinického stadia [55]. Vyznamné je ale zejména dosazeni ¢asné PET negativity pfi 1é¢bé,
které je podle nékolika studii prognosticky vyznamnéjsi nez IPS [56,57].

Byla identifikovana celda rada biologickych marker( s prognostickym dopadem u HL,
zahrnujici povrchové receptory, intracelularni proteiny, cytokiny ¢i genetické abnormality,
v€etné alteraci microRNA v HRS bunkach [58]. Negativni progndza byla asociovana
s pritomnosti makrofagll ve vzorcich biopsii lymfatickych uzlin pacientd s HL [59].
Recentné analyzovali Steidl et al. genovou expresi u 130 diagnostickych nativnich vzorkd u
pacientt s klasickym HL a podafilo se tak identifikovat skupinu, ktera vykazovala zvysenou
expresi genl spojenych s tumor-asociovanymi makrofagy a byla asociovana se selhanim
primarni 1éCby [60]. V dalsi kohorté pacientll potom pomoci imunohistochemické analyzy
prokazali, Ze vysoky pocet CD68 pozitivnich makrofagh koreluje s kratsSim prezZitim bez
progrese (PFS), vysSi pravdépodobnosti relapsu po autologni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (ASCT) a kratSim HL-specifickym prezitim. Navic
v multivariantni analyze tento negativni prognosticky faktor pfekonal vypovédni hodnotu
IPS. Zajimavé je, Ze hodnoceni exprese CD68 rovnéz muze identifikovat pacienty v ¢asném

klinickém stadiu — kde selhava IPS — s excelentni prognézou. Ve zminéné studii nezemfrel
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v desetiletém sledovani na zakladni chorobu Zadny ze 41 pacientd ve stadiu | a |l
s prokdazanym nizkym poctem makrofagl. Znaceni CD68 pred Iéc¢bou by tak mohlo nejen
identifikovat pacienty svysokym rizikem relapsu po indukéni a zachranné terapii, u
kterych by tudiz mély byt zkouSeny nové lécebné strategie, ale i pacienty v ¢asnych
stadiich s vybornou progndzou, u kterych by naopak mohla byt redukovdna chemoterapie
Ci radioterapie s cilem snizZit nezadouci ucinky léCby [58].

Dal$im imunohistochemickym znakem s prognostickym potencidlem je exprese CD20 na
B-lymfocytech v zanétlivém infiltratu i na HRS bunkach. ZvySeny pocet CD20 pozitivnich
malych B-lymfocytll je asociovan s delSim PFS a s preZitim bez nemoci [60], nebo se
zlepSenym prezitim bez udalosti a s celkovym prezitim [61]. Naopak korelace mezi poctem
CD20 pozitivnich HRS bunék a progndzou pacientl nebyla jasné prokazana, resp. zavéry
studii jsou rozporné [60,62,63]. Je pravdépodobné, Ze prognosticka relevance CD20
pozitivity u HL zavisi na lokalizaci (HRS buriky vs. B-lymfocyty), terapeutické modalité i
vlastnich kritériich CD20 pozitivity [58].

DuleZitost mikroprostredi a bunécéné slozeni matrix obklopujici HRS bunky dokladaji dalsi
studie, které se zaméfily na pfitomnost T-lymfocytl v tumordznim infiltratu. Recentni
prace se soustfedily na pomér regulacnich T-lymfocytl, definovanych jako
CD4+25+FOXP3+ T-buriky, a cytotoxickych T-lymfocytQ, urcenych pozitivni expresi TIA-1
nebo granzymu B. Pacienti s méné nez 25 FOXP3+ bunkami v zorném poli, méli pétileté
preziti bez selhani l1écby (FFS — failure free survival) 64%, proti 84% u pripadl s vice nez 25
bunikami [64]. Navic pomér regulaénich FOXP3+ T-lymfocytld vici cytotoxickym T/NK
bunkdam exprimujicim granzym B ve stejné studii nezavisle predikoval preZiti pacientd.
Podobné v jiné praci Alvaro et al. ukazali, Ze pacienti simunohistochemicky zjisténym
vysokym poctem FOXP3+ bunék a nizkym poctem TIA-1+ cytotoxickych T-lymfocytd méli
predikované pétileté preziti 100% oproti 73% u pacientld s malym poctem FOXP3+ bunék
a vysokym zastoupenim TIA-1+ bunék [65]. Zd4 se, Ze nizka infiltrace regulacnimi FOXP3+
burikami ve spojeni svysokou infiltraci cytotoxickymi T/NK burikami predstavuje u
klasického HL prognosticky nepfiznivy biologicky marker.

Dalsi skupinou latek s moznym prognostickym vyznamem u HL jsou cytokiny. ZvySené
sérové hladiny interleukinu 10 (IL-10) se nachdzeji asi u poloviny pacientd s HL, jsou
asociovany s horsim FFS a OS a mohou doplfiovat prognostickou hodnotu IPS [66,67]. HRS

buniky exprimuji funkéni IL-10 receptory a zvySené hladiny IL-10 tak nejspiSe mohou
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inhibovat jejich apoptdzu. Podobné zvySené hladiny solubilni formy antigenu CD30 v séru
pacientd s HL jsou asociovany s horSim FFS a OS a zlepsuji IPS v predikci vysledk
pokrocilych HL [68]. RS bunky secernuji také chemokin TARC (thymus and activation
related chemokine), jehoz chemotaktické vlastnosti mohou vysvétlovat vyssi pritomnost
reaktivnich T-lymfocytli v nddorovém infiltratu u HL [69]. ZvySené hladiny TARC byly
pozorovany u vétsiny pacientl s HL a perzistujici elevace po dokonceni |éCby byla spojena
s horsim prezitim [70].

Pozitivita bcl-2 v HRS burikach byla imunohistochemicky zjisténa pfiblizné u poloviny
pacientd s klasickym HL a byla spojena s horsi prognézou u pacientl Ié¢enych ABVD (i
ekvivalentnim rezimem [71]. Vjiné studii zahrnujici 107 pfipadd klasického HL byla
exprese bcl-2 signifikantné asociovana shorSim FFS, a to v multivariantni analyze
spolecné s vékem 2 45 let a klinickym stadiem Il a IV [72]. Nicméné jiné studie tento vztah
nepotvrdily, proto zlstava prognosticky dopad bcl-2 kontroverzni [58].

Podobné byla s nepfiznivou progndzou u pacientl s klasickym HL v nékterych pracich
asociovana imunohistochemicky detekovanda exprese p53 [73], ale jeji vyznam z(stava

rovnéz sporny.

Chronicka lymfocytarni leukemie

Chronicka lymfocytarni leukemie je na Zapadé nejCastéjsi leukémii a vyznacuje se velmi
variabilnim klinickym pribéhem. K odhadu progndzy jsou jiz vice nez tficet let pouzivany
klasické klinické staZovaci systémy dle Raie ¢i dle Bineta [74 75]. Ty jsou jednoduse
zaloZzeny na fyzikdlnim vysSetfeni a na parametrech krevniho obrazu. Modifikovana
klasifikace dle Raie [76] definuje pacienty s nizkym rizikem, ktefi maji lymfocytézu
s leukemickymi burikami (>30%) v periferni krvi a/nebo v kostni dreni (dfive stadium Rai
0). Pacienti s lymfocytdzou, lymfadenopatii v jakékoli lokalizaci a splenomegalii a/nebo
hepatomegalii (bez ohledu na pfitomnost lymfadenopatie) maji stfedné rizikové
onemocnéni (dfive stadia Rai | a Il). Leukémii s vysokym rizikem maji pacienti s anémii
souvisejici s onemocnénim (Hgb <110 g/l; dfive stadium Rai Ill) nebo s trombocytopenii
(PLT <100x10%/I; d¥ive stadium Rai IV). Medidny preziti byly dle pavodni publikace
nasledujici: stadium 0 > 150 mésicl; stadium |, 101 més.; stadium Il, 71 més.; stadium I,

19 més.; stadium IV, 19 més. [74]. Je nutné zdlraznit, Ze rozsah lymfadenopatie a
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organomegalie se posuzuje pouze na zdakladé fyzikdlniho vysSetfeni. Zda zobrazovaci
vySetteni prinesou klinicky relevantni informace, které ovlivni staging, terapii Ci preziti
pacientl, a méla by se tudiZ rutinné provddét u vSech pacientll, neni dosud jasné. Ve
studii zahrnujici 120 pacientl ve stadiu Rai 0 bylo pfi diagndze provadéno CT vysSetreni,
které prokazalo abnormadlni abdominalni nalez u 27% nemocnych [77]. Pacienti s
abnormalnim CT méli kratsi ¢as do progrese a dfive vyZzadovali terapii, nez nemocni s
normalni CT nalezem.

Vyssi klinicka stadia jsou asociovana svyznamné kratSim prezitim, avsak zejména u
mladsSich nemocnych v nizsSich klinickych stadiich je prognosticky dopad standardniho
stagingu velmi limitovan. Je proto u téchto nemocnych obtizné predpovédét, zda jejich
choroba v nizkém klinickém stadiu bude rychle progredovat a vyZzadovat terapii béhem
mésicl ¢i nékolika let, nebo se naopak bude chovat indolentné a pacient bude dalSich
dvacet let jen sledovan bez nutnosti protileukemické lécby. Vzhledem k tomu, Ze v
soucasnosti je az 80% pacientl diagnostikovano v ¢asném stadiu onemocnéni, jednd se o
vyznamnou limitaci stagingu. Mezi dalsi omezeni klinickych stadii patfi, Ze neberou v
potaz rozsah nadoru (napft. , bulky” chorobu), mechanismus vzniklé cytopenie (infiltrace
kostni dfené vs. imunitni pfic¢ina), ani nejsou schopné predpovédét odpovéd na Iécbu
[78]. Proto bylo jiz identifikovano mnoistvi biologickych rizikovych faktorl, s cilem
presnéji predpovidat vyvoj onemocnéni u konkrétniho pacienta — viz tabulku €. 6.

Mezi tradi¢ni laboratorni parametry s prognostickym dopadem patfi typ infiltrace kostni
drené, pocet prolymfocytd v periferni krvi, zdvojovaci ¢as lymfocytl, absolutni pocet
lymfocytd Ci sérova hladina B-2-mikroglobulinu [79]. Ackoli zdvojovaci c¢as lymfocytl
Castecné koreluje s klinickym stadiem, ma i vlastni prognosticky vyznam. Zdvojovaci ¢as
12 mésicl a méné identifikuje pacienty se Spatnou progndzou, a to rovnéz v casnych
klinickych stadiich, kde kratky zdvojovaci ¢as predpovida rychlou progresi choroby [80].
Vice studii prokazalo, Ze typ leukemické infiltrace kostni dfené koresponduje s klinickym
stadiem a absolutnim pocétem lymfocyt(. Pacienti s difuznim typem infiltrace méli horsi
progndzu, nez nemocni s noduldrni infiltraci [81]. Novéjsi prace ale neprokazaly asociaci
typu infiltrace s celkovym prezitim ani nezavislost tohoto parametru [82]. Zakladnim
sérovym znakem s prognostickym dopadem je B-2-mikroglobulin. Jeho hladina koreluje
s klinickym stadiem a vysoké hladiny se nachazeji u pacient s kratSim prezitim [83].

Vyznam ma B-2-mikroglobulin i v predikci preZiti po chemoimunoterapii [84]. Mezi dalsi
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sérové markery, které odrazeji rychly bunéény obrat, patfi solubilni CD23 a tymidin
kinaza, jejichz zvysené hladiny koreluji s rychlejsi progresi choroby, a to zvlasté v ¢asnych
klinickych stadiich [85,86]. V recentni studii z M. D. Anderson Cancer Center identifikovali
v retrospektivni analyze na populaci 1.674 nemocnych s CLL nékolik nezavislych faktor(,
které sdruzili do prognostického nomogramu a indexu, které predpovidaji celkové preziti
dosud nelécenych pacientll. Mezi tyto faktory patfi: vék, B-2-mikroglobulin, absolutni
pocet lymfocytll, pohlavi, klinické stadium Rai a pocet postizenych skupin lymfatickych
uzlin [87].

Cytogenetické abnormality jsou pomoci interfazni fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
detekovatelné u 80 — 90% nemocnych s CLL. Navic u vyznamné ¢asti pacientl dochazi
v pribéhu onemocnéni kziskani novych genomovych aberaci. Prospektivni studie
prokazala klondlni evoluci u vice nez 25% pacientd béhem pétiletého sledovani [88].
Viniciadlni studii Dohner et al. prezentovali hierarchicky klasifikacni systém, pficemzZ pfi
pouZiti sond proti osmi rdznym regionim nasli genomové abnormality u 82% pacientd
[89]. Ve svém statistickém prognostickém modelu definovali pét skupin pacient(
s rozdilnym preziti: delece 17p, delece 11q, trisomie 12q, normalni karyotyp a izolovana
delece 13qg; mediany preziti vtéchto skupinach byly 32, 79, 114, 111 a 133 mésicu.
Nékteré specifické aberace jsou navic asociovany se zvlastnimi charakteristikami
onemocnéni, jako je vyrazna lymfadenopatie u del(11q) nebo rezistence na konvencni
chemoterapii u del(17p). Zejména del(17p) je spojena se Spatnou progndzou a vyznamné
horsim celkovym prezitim a odpovédi na terapii alkyla¢nimi latkami ¢i purinovymi analogy
s/bez rituximabu. Vzhledem ktomu je del(17p) vsoucasnosti povazovana za prvni
biologicky marker, ktery muze ovlivnit vybér terapie u nemocnych s CLL [90]. U mladSich
pacientd muazZe byt pritomnost del(17p) dlvodem allogenni transplantace jiz v prvni Ci
druhé remisi [91].

Region 17p13 nese tumor-supresorovy gen TP53, ktery kdduje protein p53. Rovnéz
samotnd mutace TP53 (bez delece) je spojena s rychlou progresi CLL, kratSim prezitim a
chemorezistenci [92,93]. Mutace TP53 ma prognosticky vyznam nezavisle na del(17p) a
naopak klinicky dopad del(17p) je ovlivnén stavem TP53 genu na zbyvajici alele. V pfipadé
bialelické insuficience TP53 je progndza horsi nez u monoalelické poruchy — bez ohledu na

to, zda se jedna o dlsledek mutace Ci delece [94].
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Mezi dalsi geny s popsanym prognostickym dopadem patfi exprese genu CLLU1, ktera je
asociovana s kratSim prezitim [95]. Se Spatnou progndzou CLL rovnéz koreluji geny pro
lékovou rezistenci (multidrug resistance gene) MDR-1 a MDR-3 [96]. Podobné jako
v patogenezi u nékterych jinych nadorl byla popsana role microRNA i u CLL.
S indolentnim prlibéhem onemocnéni korelovaly miR15 a mirR16-1, zatimco nékteré jiné
microRNA byly asociovany s horsi progndzou. Zvlasté miR-29 a miR-181 reguluji expresi
onkogenu TCL-1, jehoZ deregulace je zfejmé spojena s agresivnéjsi formou CLL [97].
B-lymfocytarni geny pro tézké retézce imunoglobulinu prochazeji béhem zrani
v zarode¢ném centru somatickymi hypermutacemi, které umoznuji zlepsit protilatkovou
reaktivitu. V roce 1999 publikovali nezdavisle dvé skupiny prognosticky vyznam mutacéniho
stavu variabilniho regionu tézkych retézc imunoglobulinu — IgVH [98,99]. Zhruba 40%
pfipadd CLL vykazuje nemutovanou sekvenci gen( IgVH, zatimco 60% mutovanou.
Definice mutovanych ¢i nemutovanych genll je dana podle arbitrarné zvolené hranice
98% homologie se sekvenci odpovidajici zarodecné linie. Pacienti s nemutovanym IgVH (>
98% homologie) maji horsi progndzu s celkové agresivnéjsi chorobou. V prikopnické praci
Hamblina et al. byl zjistén median celkového preziti 293 mésicl pro pacienty s
mutovanymi vs. 117 mésicl pro nemocné s nemutovanymi IgVH geny [100]. Vyjimkou je
variabilni region genu VH3-21, ktery je spojen shorSim pribéhem onemocnéni bez
ohledu na mutacni stav IgVH [101]. Prognosticky vyznam mutacniho stavu IgVH neni
zavisly na klinickém stadiu ani na cytogenetickych abnormalitach [102].

Vzhledem ktomu, Ze vySetfeni mutacniho stavu IgVH je pomérné narocné casove i
financné, byly Cinény cetné pokusy nalézt zdstupné markery, které by toto vysSetreni
nahradily. V soucasnosti jsou tyto snahy jiz pfekonany a vySetfeni IgVH je zpravidla
soucasti rutinnich vysetieni pfi diagndze CLL (zejména u mladsich nemocnych). Nicméné
se ukazalo, Zze nékteré nalezené ,nahradni“ markery maji vlastni prognosticky vyznam.
Prvnim znakem, u kterého se prokazala korelace s mutacénim stavem IgVH, byla flow-
cytometricky stanovena exprese CD38 na povrchu leukemickych lymfocytl [103]. Nékteré
dalsi prace ale ukazaly pomérné nizkou korelaci s IgVH a navic bylo opakované popsano,
Ze se exprese CD38 muzZe v ase ménit [104,105]. Kromé toho neexistuje standardizovany
postup stanoveni exprese pomoci pritokového cytometru. Vysledek méreni zavisi na
pouzitém klonu protilatky, konjugovaném fluochromu atd. Navic ma exprese CD38 spojity

charakter, a proto velmi zalezi na stanoveni cut-off pro pozitivitu — nejcastéji se pohybuje
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kolem 20 — 30% [106]. Pres Cetné vyhrady lze pozitivni expresi CD38 povazovat za celkem
jednoduse stanovitelny nezavisly negativni prognosticky faktor, a to zvlasté v casnych
klinickych stadiich [107,108,109]. Recentné byla popsana funkéni koexprese znakl CD38 a
CD49d na leukemickych bunkach, pficemZz se zda, Ze exprese CD38 muzZe u CLL
podporovat adhezni procesy zprostfedkované CD49d [110]. Podle nékterych studii
exprese CD49d nezavisle predikuje celkové preziti pacientd s CLL a navic je moznym
terapeutickym cilem [111,112,113]. Dalsim vyznamnym prognostickym znakem, ktery se
pavodné zdal byt nahradou za stanoveni mutacniho stavu IgVH, je tyrozinkindza ZAP-70,
ktera bude podrobné probrana v dalSim textu.

Dulezitym prognostickym parametrem u CLL je odpovéd na IéCbu. Nemocni, ktefi po
[éCbé nemaji detekovatelnou minimalni rezidudlni nemoc pomoci PCR ¢i citlivé
Ctyrbarevné flow-cytometrické metody, maiji lepsi progndzu, a to i ve skupiné pacient(

v kompletni remisi [114].

Tabulka ¢. 6 — Prognostické znaky u chronické lymfocytarni leukemie (upraveno podle
(78], [79])

Klasické prognostické znaky

¢ Klinicka stadia (Rai, Binet)

e Absolutni pocet lymfocytu

e Pocet prolymfocytl v periferni krvi

e Zdvojovaci ¢as lymfocytl

e Typ infiltrace kostni difené

e Pocet postizenych skupin lymfatickych uzlin

Biologické prognostické markery

e Sérova hladina B-2-mikroglobulinu, tymidin-kinazy, solubilniho CD23
* Mutacni stav IgVH

* IgVH3-21

e Cytogenetika (FISH): 13qg-, +12, 11qg-, 17p-

e Mutace p53

e Exprese CD38

e Exprese ZAP-70

vewvys

e Exprese CD49d, CD26, CD69
e MicroRNA
e CLLUZ

20



MDR-1, MDR-3

TCL-1

Cirkulujici endotelialni bunky
Trombospondin-1

IL-6, IL-8

Volné lehké fetézce v séru

Angiopoietin-2

Lipoproteinova lipaza

VEGF (vaskuldrni endotelidlni rastovy faktor)
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1.3 EBV u Hodgkinova lymfomu

Vyskyt EBV u Hodgkinova lymfomu

Rozpoznani asociace mezi Hodgkinovym lymfomem a infekéni mononukleézou
predchdzelo objevu viru Epsteina-Barrové, nicméné jeho role v patogenezi tohoto
lymfomu zUstava dosud nejasna. Zejména prace Hjalgrima et al. prokazaly, Ze sérologicky
potvrzend infekéni mononukledza zvysSuje riziko EBV asociovaného HL, a to zvlasté u
mladSich dospélych [115]. Ackoli je promorenost herpesvirem EBV celosvétové u dospélé
populace vice nez 90%, lze virovou infekci v RS bunkach prokazat pouze u ¢asti pacient(.
Detekce EBV v nadorovych bunkach se provadi pomoci in situ hybridizace EBER
prokazujici virovou RNA, nebo se imunohistochemicky detekuje LMP1 (latentni
membrdanovy protein 1). Proporce EBV pozitivnich HL se méni v zavislosti na geografickém
regionu, véku, histologickém podtypu ¢i socioekonomickém postaveni. Mezi pacienty ve
Spojenych statech a v Zapadni Evropé lze témito technikami prokazat EBV virus pfiblizné u
30 — 50% [116]. Na druhou stranu v nékterych jinych regionech, zejména kde je vysoky
pocet détskych pacientl s HL (Latinska Amerika, Afrika), se zastoupeni EBV pozitivnich
pfipadd blizi 100% [117]. V metaanalyze pacientd ze 14 studii byl EBV signifikantné
Castéjsi u subtypu smiSené celularity proti nodularni skleréze, u muzd oproti Zenam, u

hispanc proti kavkazské rase a u déti z ekonomicky hire rozvinutych regiont [116].

Prognosticky vyznam EBV

Studie zamérené na prognosticky dopad EBV pozitivity u HL pfinesly protichlidné
vysledky: nékteré neprokazaly zadny vyznam, jiné lepsi prognézu u EBV pozitivnich
tumord(, jiné naopak progndzu horsi [118]. Nékteré novéjsi populacni studie naznacily
mozné vysvétleni téchto diskrepanci, kdyzZ popsaly duleZitost véku na prognosticky dopad
EBV pozitivity u HL [119]. Starsi pacienti s EBV pozitivnim lymfomem méli horsi preziti a
naopak mladsi nemocni's EBV pozitivnim HL méli lepsi progndzu.

Nékolik studii popsalo pritomnost EBV-DNA v krvi pacientl s EBV pozitivnim HL [120].
Vyznam méreni virovych kopii EBV-DNA byl studovan u vice EBV asociovanych malignit.

Post-transplantacni lymfoproliferativni onemocnéni (PTLD) je pomérné castou komplikaci
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po allogenni transplantaci solidnich organ( ¢i kostni difené a vétsSina je asociovana s EBV
infekci. Elevace EBV-DNA byla popsana jako ¢asny znak rozvoje PTLD, detekovatelny jesté
pred klinickymi projevy nemoci, umozniuji tak ¢asnou intervenci [121]. Jako velmi uzZitecny
nadorovy marker byla cirkulujici volnda EBV-DNA prokazana a nasalniho typu NK/T
bunécného lymfomu [122]. Rovnéz u nasofaryngedlniho karcinomu je kvantifikace
plazmatické EBV-DNA uZitecna v monitorovani nemoci a v predikci odpovédi na terapii
[123]. EBV-DNA je v plazmé pred lécbou detekovatelnd u naprosté vétsSiny pacient(
s nasofaryngealnim karcinomem, ale po Uspésné terapii se hladina DNA snizi ¢i vymizi.
Navic vyssi hladiny EBV-DNA byly pozorovany u pacientl s pokrocilejSimi klinickymi stadii
[124]. Koncentrace EBV-DNA zlstdva u pacientl v kompletni remisi trvale nizka Ci
nedetekovatelna a naopak u nemocnych s relapsem karcinomu se znovu vyrazné zvysuje.

Gandhi et al. ukazali, Ze volna EBV-DNA je pred lécbou specificky detekovatelnd a
kvantifikovatelnd v plazmé vsech pacientll s EBV pozitivnim HL [125]. Oproti tomu
pacienti s EBV negativnim HL neméli volnou EBV-DNA detekovatelnou. U pacientl s EBV
pozitivnim HL, ktefi odpovédéli na chemoterapii, doslo po lécbé k poklesu a vymizeni EBV-
DNA. V jiné studii, ktera pouZzila konven¢ni PCR, detekovali EBV DNA u 91% pacientl s EBV
pozitivnim HL a rovnéZ u 23% pacient( s EBV negativnim lymfomem [126]. Musacchio et
al. popsali podobné vysledky, u 91% pacientll s EBV pozitivnim HL prokazali EBV DNA
vplazmé a 16% nemocnych bez imunohistochemické pozitivity LMP1 mélo také
detekovatelnou volnou plazmatickou EBV-DNA [120]. Navic byly hladiny EBV-DNA
vyznamneé vyssi u nemocnych v pokrocilych klinickych stadiich, oproti casnym stadiim HL.

Tato data naznacuji, Ze by monitorovani virové naloze EBV-DNA v plazmé pomoci
kvantitativni PCR mohlo byt uZite¢né u pacientl s EBV pozitivnim HL jako neinvazivni
marker aktivity onemocnéni, k hodnoceni odpovédi na IéCbu Ci k Casné detekci relapsu po

terapii.
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1.4 Gen TP53 u malignich lymfoproliferaci

Struktura a funkce

Gen TP53, nazyvany ,strdice genomu®, je jednim z rozhodujicich Cinitell uvnitf buriky.
Jednd se o tumor supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku 17. chromozomu,
ktery kéduje 53 kDa jaderny fosfoprotein p53 a zastava vyznamnou ulohu pfi regulaci
bunécného cyklu. Protein p53 se sklada zpéti evolucné konzervovanych funkénich
domén, které jsou podstatné pro protinddorovou aktivitu. Plsobi jako transkrip¢ni faktor
zvysujici expresi proteinu p21 (CDKN1A), ktery funguje jako univerzalni inhibitor cyklin-
CDK komplexd. Normalni p53 je schopno zastavit bunécnou proliferaci vG1 fazi
bunécéného cyklu a tim umoznit reparaci poSkozenych mist DNA [127]. Pokud se oprava
DNA nepodafi, vyvola p53 déje vedouci k programované bunécné smrti — apoptoze.
Buniky nesouci nefunkéni p53 nejsou schopné dostatecné zajistit opravy DNA a ve zvySené
mire se u nich objevuji mutace.

Sdm gen TP53 je fizen sloZitou siti mechanism( na nékolika Urovnich. Mezi proteiny, které
zpétnou vazbou reguluji p53 patfi napf. HDM-2 nebo Wip-1. Dalsi formou regulace jsou
post-translacni modifikace a také recentné objevena vyznamna kontrola na transkripc¢ni
urovni, kdy bylo objeveno jiz nékolik sestfihovych variant p53 [128,129].

Germline mutace TP53 genu jsou spojeny s familiarnim vyskytem Li-Fraumeni syndromu
1, ktery je charakterizovan predispozici k asnému vzniku Sirokého spektra nador(, které
zahrnuje sarkomy, leukemie/lymfomy prsu, mozkové tumory, adrenokortikaIni karcinomy
atd. [130]. Cast&jsi neZ vrozené poruchy jsou viak somatické mutace TP53, které dokonce
patfi mezi nejCastéjsi nadorové genetické alterace a vyskytuji se u vice nez 60%

nehematologickych malignit.

TP53 u lymfoidnich malignit

Oproti solidnim tumordm je vyskyt mutaci TP53 u hematologickych malignit obecné
vyznamneé nizsi (cca 14%) a pfi zahrnuti vyhradné lymfoidnich malignit Cini pouze 12,5%
[131]. Nicméné aberantni funkce TP53 prakticky vzdy silné koreluje s horsi progndzou,

kratSim celkovym pfezitim, ¢astéjsSimi transformacemi a rezistenci k chemoterapii [132].
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Naprosta vétSina v soucasnosti znamych mutaci se nachdazi vexonech 5 — 8, doméné
sekvencné specificky vazajici DNA. NejcastéjSimi typy alteraci jsou missense mutace,
nasledované delecemi a inzercemi, nonsense, tichymi a sestfihovymi mutacemi [133].
Vyskyt mutaci TP53 se mezi jednotlivymi malignimi lymfoproliferacemi vyznamné |isi,
indolentnich nehodgkinskych lymfom(, zatimco wvyssi byva u agresivnich podtypd,
zejména pokud vznikly transformaci [132]. U agresivniho Burkittova lymfomu se mutace
TP53 vyskytuje zhruba ve 30% pfripadd, zatimco u folikularniho lymfomu byvd u méné nez
5%. Nicméné casto se nachdzi ve spojitosti s progresi FL do DLBCL (20 — 30%). U de novo
DLBCL se rovnéZz abnormality TP53 wvyskytuji Castéji (kolem 20%). Nuklearni zvySena
exprese TP53 se casto naléza u Hodgkinova lymfomu, ale zfidka je v téchto pfipadech
pfitomna mutace, coz potvrdily i studie na izolovanych jednotlivych HRS burikach [132].

V pripadé chronické lymfocytarni leukemie se incidence mutace TP53 pohybuje kolem 10
— 20% [134]. Ackoli je vétSinou mutace TP53 doprovdzena deleci zbyvajici alely na
chromozomu 17p, ma u CLL prognosticky dopad nezavisle na del(17p). Rossi et al ukazali,
Zze mutace TP53 nezdvisle predikuje kratké preziti a chemorefrakternost CLL [93]. Navic
v jejich skupiné pacientl nalezli 10 ptipadu (22,7%), u kterych se prokazala mutace TP53
bez pritomnosti del(17p). To zdGraznuje nutnost v ramci diagnostiky CLL vySetfovat nejen
pfitomnost chromozomalnich aberaci (delece 17p) pomoci FISH, ale zaroven provadét
mutacni analyzu TP53.

S pfichodem novych genomickych technologii se zacala soustfedit pozornost rovnéz na
polymorfismy TP53. Bylo identifikovano pres 200 jednonukleotidovych polymorfism
(SNP — single nucleotide polymorphism), nicméné vétsina z nich nejspiSe nemad biologicky
vyznam. Nejcastéjsi TP53 polymorfismus R72P (rs1042522; c.215G>C) zpUsobuje zaménu
argininu za prolin na pozici 72 vdoméné proteinu p53, ktera je dllezitd v jeho pro-
apoptotické aktivité. Jako rizikovy a prognosticky faktor byl tento polymorfismus
studovan u mnoha nador(, nejsilnéjsi asociace byla nalezena u hepatoceluldrniho
karcinomu [135]. Nékolik studii s protichGdnymi vysledky bylo publikovano také u
pacientd s NHL, avsak u nemocnych s HL dosud nebyl tento polymorfismus studovan

[136,137,138,139].
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1.5 ZAP-70 u chronické lymfocytdarni leukemie

Struktura a funkce

Mezi zdakladni procesy regulujici bunécné funkce patfi fosforylace a defosforylace
klicovych protein(, kterd je enzymaticky zprostfedkovana kindzami a fosfatazami. Velka
¢ast téchto procest probiha kratce po pfijeti signdlu buriikou z vnéjsiho prostredi a je
proto Casto lokalizovana v blizkosti bunééné membrany. Mezi hlavni cile fosforylace patfi
aminokyseliny serin, threonin a tyrozin, které diky hydroxylové skupiné mohou pfijmout
fosfatovou skupinu prenesenou kinazou z vysokoenergetické molekuly ATP. ZAP-70 patti
do rodiny tyrozinkinaz a je jednou z membrdanovych proximalnich komponent spojenych
s ¢asnou bunécnou aktivaci u T-lymfocytl a NK-bunék [140]. Hraje tak krucialni roli ve
vyvoji T-lymfocytd a v pfenosu signdlu T-bunééného receptoru (TCR — T-cell receptor).

Gen pro ZAP-70 je umistén na dlouhém raménku 2. chromozomu a kéduje 70 kDa protein
obsahujici 619 aminokyselin, ktery je sloZzen ze tfi funkcnich jednotek. Plvodné byla tato
tyrozinkinaza identifikovana jako preferencni fosforylani partner { fetézce CD3 komplexu
asociovaném s TCR, a proto je oznaCovana jako ZAP — zeta-asociovany-protein [141].
V ptripadé T-lymfocytl dojde kratce po aktivaci TCR k aktivovani kindzy Lck (lymphocyte
kinase), kterd fosforyluje tyroziny na imunoreceptorech ITAM (immunoreceptor tyrosine
based activation motifs), lokalizovanych na CD3 a zejména { fetézcich. To vede k navazani
SH2 domény ZAP-70 a jeji fosforylaci. Aktivni kindza ZAP-70 potom miZe reagovat
s dalSimi molekulami v aktivaéni fosforyla¢ni kaskadé [142].

Dfive se soudilo, Ze normalni B-lymfocyty ZAP-70 neexprimuji, protoze pouZivaji
homologickou tyrozinkinazu Syk, kterd hraje podobnou roli ve vyvoji B-lymfocytl a
v prfenosu signalu B-bunécnym receptorem (BCR — B-cell receptor). Avsak pozdéjsi studie
prokazaly, Zze ZAP-70 mohou exprimovat i normalni B-lymfocyty [143,144]. Exprese ZAP-
70 byla zjiSténa napf. na subpopulaci normalnich tonzildrnich a slezinnych B-lymfocyta,
které vykazovaly aktivovany imunofenotyp [143]. Navic byla pozitivita ZAP-70 nalezena u
malé casti B-lymfocytarnich hematologickych malignit, a to zejména u CLL [145]. Zatimco
role ZAP-70 v TCR signalizaci je dobfe zndama, funkce u B-lymfocyt( neni zcela jasna. U CLL
bunék nejspise pUsobi jako adaptorovy protein, ktery usnadnuje BCR signalizaci nezavisle

na jeho tyrozin-kinazové aktivité [146].
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Prognosticky vyznam

ZAP-70 byl pGvodné u CLL identifikovan pfi hledani marker(, které by nahradily relativné
technicky a finanéné narocné stanoveni mutacniho stavu IgVH. Na zakladé studii
pouzivajicich stanoveni profilu genové exprese metodou DNA mikrocCipU (microarrays), byl
objeven vroce 2001 jako jeden z nékolika set genl, ktery nejlépe odliSoval CLL
s mutovanymi a nemutovanymi IgVH [147]. Mutované pripady byly ZAP-70 negativni,
zatimco nemutované CLL vykazovaly pozitivni expresi ZAP-70. Nékolik naslednych studii
potom potvrdilo vysokou korelaci mezi mutacnim stavem IgVH a expresi ZAP-70 a
potvrdilo prognostickou hodnotu ZAP-70 [148,149,150]. Nicméné zastoupeni
diskrepantnich pripadd se v rlznych studiich pohybovalo mezi 8 — 25% [151]. Dlvodu pro
tyto diskrepance je vice, zfejmé hlavnim ovliviiujicim parametrem je zvolend metoda
stanoveni exprese ZAP-70. Zpravidla se nejcastéji pouziva pritokova cytometrie, kterd ale
nemd obecné standardizovany protokol a vysledky se mohou mezi jednotlivymi
laboratofemi vyznamné lisit. DalSim divodem muze byt vybér pacientl i biologické
podklady. Krober et al. ukazali, Ze zastoupeni diskordantnich pripad( bylo vyrazné vyssi
(39%), pokud byly ptitomny nékteré dalsi genetické vysoce rizikové parametry, jako 11qg-,
17p- nebo V3-21 [152]. V pfipadé nalezu V3-21 byly témér vSechny CLL ZAP-70 pozitivni a
zaroven IgVH mutované (89%).

V soucasné dobé je tak exprese ZAP-70 povaZovana za silny a nezavisly prognosticky
faktor, ktery nenahrazuje, ale doplfiuje stanoveni mutacniho stavu IgVH. Rassenti et al.
nejen prokazali, Ze ZAP-70 a mutacni stav IgVH nezavisle predikuji klinicky pribéh CLL, ale
navic v pripadé diskordantnich nalezi méla exprese ZAP-70 silnéjsi prediktivni hodnotu,
nez mutacni stav IgVH [153].

Nevyjasnéno otazkou je stabilita exprese ZAP-70 v prlibéhu onemocnéni. Vétsina studii se
priklani k tomu, Ze se exprese muize v ¢ase zménit, ale neni to jev pfilis ¢asty a mUze byt
spojen s progresi CLL [154,155]. Nicméné stabilita ZAP-70 v pribéhu choroby nebyla
dosud detailné studovana a nékteré prace ukazuji, Ze zména exprese by mohla byt jevem

CastéjsSim [156].

27



Metody stanoveni

Zejména nékteré z prvnich studii vyuzivaly ke stanoveni exprese ZAP-70 Western blotting
s dobrou korelaci s detekci pomoci PCR ¢i imunohistochemie [149,150]. Nicméné je to
metoda citlivda ke kontaminaci T-lymfocyty, vyZadujici vétsi mnoiZstvi materidlu a
laboratorné spiSe ndrocnéjsi, a proto se v praxi pfiliS nevyuziva. Podobnad situace je u
stanoveni mRNA pro ZAP-70 pomoci kvantitativni RT-PCR, coZ je metoda ve srovnani
s Western blotem citlivéjsi a presnéjsi, ale rovnéz vyzaduje separaci CLL bunék a je
financné a technicky narocna [157].

Veétsi praktické vyuZiti pfinasi imunohistochemicka detekce v bioptickém materialu, jejiz
velkou prednosti je moznost pouZiti i na archivnich materialech, neni nutna purifikace CLL
bunék a jedna se o metodu dostupnou a relativné jednoduchou. Naopak nevyhodou je, Ze
v soucasné klinické praxi se jiZz u znacné Casti pacientll neodebira zadny biopticky vzorek a
diagnodza se stanovuje jen na zakladé imunofenotypizace periferni krve. | z tohoto divodu
predstavuje pritokova cytometrie v soucasné dobé nejcastéji uzivanou metodu stanoveni
exprese ZAP-70. Jejimi vyhodami oproti ostatnim metodam jsou dobra dostupnost,
rychlost a rutinni vyuzZiti pfi diagndze. Navic pro ni neni tfeba separovanych B-lymfocyt( a
vysledek neni ovlivnén mirou kontaminace T-lymfocyty ve vzorku. Hlavni a dosud zasadni
nevyhodu prestavuje absence jednotné uzivané, standardizované metodiky, jejiz vysledky

by byly vzajemné dobfe porovnatelné [158].
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2. Cile prace

Zakladnim cilem naSich praci bylo analyzovat vybrané biologické prognostické markery u
malignich lymfoproliferativnich onemocnéni.

V pripadé nasi prospektivni studie u Hodgkinova lymfomu bylo cilem zjistit, zda sériové
stanovovani EBV-DNA jako neinvazivniho biologického markeru mulzZe byt vyuZito
v monitorovani aktivity choroby a zda mlze ¢asné predikovat odpovéd na lécbu ¢i jeji
selhani. V dlouhodobéjsim sledovani potom zjistit, zda tento marker mizZe predpovidat
relaps onemocneéni.

Dalsim nasim cilem bylo zavedeni jednoduché, reprodukovatelné a presnéjsi metody
stanoveni exprese prognostického ukazatele ZAP-70 pomoci pritokové cytometrie
v periferni krvi u pacientll schronickou lymfocytarni leukemii. Tuto metodu poté
validovat pomoci korelace se stanovenim ZAP-70 mRNA v periferni krvi u pacientli s CLL
pomoci kvantitativni Real-Time PCR a rovnéz pomoci imunohistochemické detekce ZAP-
70 v bioptickych vzorcich lymfatickych uzlin a kostni dfené. Nasim zamérem bylo také
zjistit stabilitu exprese ZAP-70 v pribéhu onemocnéni.

V dalsi praci bylo cilem zjistit, zda ¢asty polymorfismus genu TP53 (R72P) ma vyznam jako
rizikovy faktor u nehodgkinskych lymfomU i hodgkinova lymfomu a jestli ma vliv na

progndzu téchto onemocnéni.
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Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) is associated with approximately one third of Hodgkin lymphoma
(HL) cases. EBV-DNA is often present in the plasma and whole blood of EBV-associated HL
patients. However, the significance of EBV-DNA monitoring is debated. In a cohort of 165
adult HL patients EBV-DNA viral load was prospectively monitored both in the plasma and
whole blood. Diagnostic tissue samples of all patients were histologically reviewed, in
72% nodular sclerosis was detected, 24% presented with mixed cellularity, and 5% had
other type of HL. Tissues from 150 patients were also analyzed for the presence of latent
EBV infection using in situ hybridization for EBV-encoded RNA (EBER) and
immunohistochemistry for latent membrane protein (LMP1). Using these methods, 29
(19%) patients were classified as EBV-positive. Using real-time quantitative PCR, 22 (76%)
of EBV-positive HL patients had detectable EBV-DNA in plasma and 19 (66%) patients in
whole blood prior to therapy. In the group of EBV-negative HL cases, 3 (2%) patients had
detectable plasma EBV-DNA and 30 (25%) patients whole blood EBV-DNA before
treatment. EBV-positive HL was significantly associated with EBV-DNA positivity both in
plasma and whole blood in pretreatment samples, increasing age and mixed cellularity
subtype. Serial analysis of plasma EBV-DNA showed that response to therapy was
associated with decline in viral load. Moreover, significantly increased plasma EBV-DNA
level reoccurred before disease relapse in one patient. Our results further suggest that
assessment of plasma EBV-DNA viral load might be of value for estimation of prognosis

and follow-up of patients with EBV-positive HL.

Key words: Hodgkin lymphoma, Epstein-Barr virus, PCR, LMP1, EBER
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Introduction

Hodgkin lymphoma (HL) is one of the most frequent lymphomas in the Western world
representing 20-30% of all malignant lymphomas. HL is characterized by the presence of
neoplastic Hodgkin/Reed-Sternberg cells. However, generally over 99% of tumor mass
constitutes of reactive inflammatory and accessory cells, suggesting that HL may have an
infectious etiology. An association between Epstein-Barr virus (EBV) and HL has been
shown in numerous studies, but the role in the pathogenesis of HL remains unclear. The
proportion of EBV-positive HL (The detection of EBV nucleic acids — EBER — or protein
LMP1 in tumor cells defines EBV-positive HL) varies with geographic region, age,
histologic type and socioeconomic status (1, 2). Latent EBV genomes are found in the
malignant Reed-Sternberg/Hodgkin cells in approximately 30% to 50% of patients with HL
in Western countries. Several studies have reported presence of EBV-DNA in the blood of
patients with EBV-positive HL (3). The value of assessment of cell-free EBV-DNA viral copy
number has been explored in several EBV-associated malignancies. Elevation in EBV-DNA
has been proposed as a marker for development of post-transplant lymphoproliferative
disease (4, 5). Furthermore, circulating free EBV-DNA has proven to be a very useful
tumor marker both in nasopharyngeal carcinoma and nasal type of NK/T-cell lymphoma
(6 — 8). Recent study has shown that free EBV-DNA can be detected and quantified in the
plasma of virtually all patients with EBV-positive HL before treatment, but subsequently
declines and becomes undetectable in patients responding to chemotherapy (9). These
data suggest that assessment of plasma EBV-DNA viral load might be of value for
estimation of prognosis and follow-up of patients with HL.

The present prospective study aims to assess prevalence of EBV-positive HL in the Czech
Republic and to evaluate the possible use of serial free plasma EBV-DNA as a noninvasive

biomarker for monitoring disease activity and response to treatment.

Patients and Methods

Patients

Between April 2006 and February 2009, we enrolled 165 consecutive adult patients (76
men and 89 women) with newly diagnosed or relapsed classical HL or with progression of
the disease. Informed consent approved by local research ethical committee was

obtained from all patients. Patients were treated generally according to the protocols of
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German Hodgkin Study Group, involving chemotherapy ABVD (adriamycin, bleomycin,
vinblastine, dacarbazine), BEACOPP (bleomycin, etoposide, adriamycin,
cyclophosphamide, vincristin, procarbazine, prednisone) and irradiation. Whole blood
and plasma samples were drawn before the start of treatment, following 2, 4, and 6
cycles of chemotherapy, after the end of chemotherapy and radiotherapy, and 3 months,
1 year, and 2 years post treatment, and during subsequent follow-up visits.
Immunohistochemistry and in situ hybridization

In all cases, hematoxylin/eosin-stained slides were centrally reviewed and the WHO
classification system was used for histological subtyping. EBV status was determined by
immunohistochemical detection of latent membrane protein (LMP1) and in situ
hybridization for EBV-encoded RNA (EBER), as previously described (10). Briefly, 5 um
thick sections cut from formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples were used.
Endogenous peroxidase activity was inhibited by 3% H,0, in methanol for 30 minutes
followed by 15 minutes rinsing in tap water. Non-specific reactivity was avoided by pre-
treatment sections with 1% normal goat serum (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)
and with 1% bovine fetal albumin for 2 hrs. The slides were incubated with monoclonal
mouse LMP-1 (Clone CS1-4, dilution 1:400, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark), En
Vision system (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) was used to visualize sections
incubated with primary antibodies. The chromogen 3, 3-diaminobenzidine (Liquid
DAB+Substrate, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) was applied to all sections and
counterstaining was performed with Mayer’s hematoxylin. The detection of EBER 1-2
mMRNA was carried out by in situ hybridization on 4 um paraffin tissue sections using a
fluorescein-conjugated EBV (EBER) peptide nuclear acid probe (DAKO Cytomation,
Glostrup, Denmark). The reaction was visualized using alkaline phosphatase conjugated
anti FITC rabbit IgG Fab fragments (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) followed by 5-
bromo-4-chloro-3 indolyl-phosphatase, 4-nitrobluetetrazolium (Roche, Mannheim,
Germany) and MgCl,. Known cases of EBV- positive and negative lymphomas were used
as positive and negative controls, respectively. Samples with stained tumor cell nuclei
were interpreted as positive. Tissue sections incubated without primary antibodies were
also used as negative controls.

Viral load quantification
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QlAamp Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany) were used for extraction of DNA from
whole blood and plasma, according to the manufacturer’s instructions. The EBV viral load
and albumin gene were quantified using real-time PCR technology according to previously
published assays (11, 12). Results from the whole blood and tissue samples were
normalized to 100,000 copies of human genome equivalents and hence expressed in
normalized viral copies (NVCs) or as copies per 1 mL in plasma. All PCR reactions were
performed in duplicates with the total volume of 25 pl. The reactions used for EBV
detection contained 1xPCR buffer, 3.5 mM MgCl, (both Qiagen, Hilden Germany), 5%
glycerol, 100 uM of each dNTP (Sigma, St. Louis, USA), 500 nM of primers, 200 nM of
probes, 0.5 units of HotStar Taq Polymerase (Qiagen, Hilden, Germany) and 2 pul of DNA
sample. Albumin gene quantification was performed with a similar PCR mix differed only
by the absence of glycerol and use of 2.5 mM MgCl,. The temperature profile for both
was: 15 minutes at 95°C followed by 45 cycles of 15 seconds at 94°C and 1 minute at
60°C. Fluorescence was measured during the annealing and synthesis phase. Quantity
was tested using Applied Biosystems ABI 7300 (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA)
and IQcycler machines (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Standard curve was constructed
using the plasmid with target sequence provided kindly by Dr. Hiroshi Kimura, Nagoya,
Japan. Five- point standard curve (decimal dilution from 10° to 10" copies per ul) was
determined in every run. The standard curve for albumin gene quantification was
constructed by diluting spectrophotometrically measured human DNA. Samples bellow
0.5 copies of EBV per pl were considered negative.

Statistical analysis

Associations between variables were tested using Fischer’s exact test or logistic
regression analysis where appropriate. Statistical analyses were performed in R, version

2.10.1 (The R Project for Statistical Computing, www.r-project.org).

Results

Table 1 provides details of the patient characteristics. Median age at diagnosis was 32
years (range, 18 — 83 years). One hundred fifty-eight patients (96%) were newly
diagnosed, 3 relapsed, and 4 patients had progressive disease. With the median follow-up
of 1.8 years (range, 4 months to 4.1 years), 156 (95%) of 165 patients are alive; 4 patients

died of causes related to HL, two of them were EBV-positive. One hundred fifty-one (97%)
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patients achieved complete remission (CR) after treatment. In 118 patients (72%) nodular
sclerosis (NS) was detected, 39 patients (24%) presented with mixed cellularity (MC) type,
and 8 patients (5%) had other histologic type of HL. We had prospectively collected and
tested 906 whole peripheral blood samples and 900 plasma samples. Free plasma EBV-
DNA was detected in 24 patients (15%) and whole blood EBV-DNA in 56 patients (34%) in
pretreatment samples. Mean detected quantity was 6,000 copies/mL in plasma (600-
182,600) and 4.6 NVCs in whole blood (0.1-4,762). In 14 EBV-positive patients we had also
tested lymph node samples with the mean quantity of 49.3 NVCs (0.8-10,966), Figure 1.
Diagnostic tissue samples from 150 patients (90%) were available for detection of LMP1
and EBER. Twenty-nine HL cases (19%) were classified as EBV-positive (Table 1) with all
samples being LMP1 positive, while EBER was negative in 4 patients. In 18 patients (62%)
with EBV-positive HL MC subtype was detected, and 11 patients (38%) presented with NS.
Histologic EBV-positivity of HL was significantly associated with the histologic subtype MC
(p <0.0001).

Median age at diagnosis was 43 years (range 21 - 76). Mann-Whitney test showed
significant difference between the age of EBV-positive and EBV-negative HL cases (p =
0.001), and logistic regression analysis indicated a significant trend for an increase of EBV-
positive HL with increasing age (p = 0.0003). There was no significant difference in the
proportion of EBV-positive HL patients according to sex. EBV-positive HL cases constituted
15 of 71 males (21%) and 14 of 79 females (18%).

EBV-positive HL was strongly associated both with EBV-DNA positivity in plasma and
whole blood (p < 0.0001); twenty-two patients (76%) with EBV-positive HL were also EBV-
DNA positive in plasma, and 19 patients (66%) were positive in whole blood prior to
therapy.

In the group of EBV-negative HL cases, 3 patients (2%) had detectable plasma EBV-DNA
and 30 patients (25%) whole blood EBV-DNA before treatment.

Viral load of EBV-DNA both in plasma and whole blood significantly declined during the
treatment of the disease. Three patients (2%) remained EBV-DNA positive in plasma and
17 patients (12%) were EBV-DNA positive in whole blood after 2 cycles of chemotherapy
(Figure 2).

The statistical analysis revealed higher probability of detection of EBV-DNA in whole

blood when “B-symptoms” were present at diagnosis (p = 0.019). Nevertheless,
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association of “B-symptoms” with histologic EBV-positivity or plasma EBV-DNA did not

reach statistical significance (p = 0.752; p = 0.229).

Discussion

The percentage of EBV-positive cases of HL (19%) assessed by immunohistochemistry for
LMP1 and in situ hybridization for EBER was lower in our study compared to so far
published data from Western countries. Among patients from the United States and most
parts of Europe, approximately 30% to 50% HL cases have Hodgkin/Reed-Sternberg cells
that harbor EBV virus (1, 2). In contrast, in some regions (particularly in Latin America,
Africa, and Asia) a very high EBV association has been found, with the percentage
approaching 100% (1, 13, 14). Macak et al. in a previously published study from the Czech
Republic (15) found 47 EBV-positive HL in the series of 142 patients (33%). The most
frequent histologic types of HL found were NS (45%) and MC (44%), respectively.
According to our results and other published data (16 — 18), NS subtype is more likely to
be EBV negative than MC. Therefore significantly higher proportion of histologic subtype
NS in our cohort (72%) may explain lower frequency of EBV-positive HL in the present
study.

Glaser et al. (2) in a compilation of data from 1,546 patients in 14 studies have found that
young adult females were half as likely as males to have EBV-positive HL. However, we
did not found statistically significant difference in the proportion of EBV-positive HL
patients according to sex, which could be most probably explained by limited number of
EBV-positive HL cases in our study.

A strong correlation between the presence of free circulating EBV-DNA and the presence
of advanced disease was observed by Musacchio et al. (3). Plasma EBV-DNA levels in
advanced cases were significantly higher than those in early-stage HL. Analogous results
have been observed in patients with nasopharyngeal carcinoma (6). However, e.g. Ghandi
et al. (9) have not described similar associations, and also our data did not show any
evidence of significant association of the stage of HL with the presence of EBV-DNA in
plasma/whole blood or with the histological EBV-positivity. Similarly, the presence of
constitutional “B-symptoms” was not associated with plasma EBV-DNA viral load at

diagnosis.
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Gledhill et al. (19), using immunohistochemistry for LMP, did find that EBV positivity was
significantly associated with increasing age. Some studies have found an increased
incidence of EBV positivity in adults over 50 years of age as opposed to young adults (18,
20, 21). We confirm the above age distribution pattern of EBV-positive HL patients. Forty-
three percent of patients (13 of 30 cases) older than 50 years of age were EBV-positive,
comparing to only 13% EBV-positive HL cases between the ages of 18 and 50. The high
prevalence of EBV-positive HL in older adults might be attributed to loss of immunological
control of latent infection and increased viral reactivation (22).

Gandhi and colleagues showed that EBV-DNA is specifically detected in plasma of EBV-
positive HL patients before treatment (9). EBV-DNA was detected in all 8 EBV-positive HL,
whereas plasma samples of EBV-negative HL patients did not show any evidence of EBV-
DNA. Gallagher et al. (23) reported that EBV-DNA was detected by conventional PCR in
91% (30/33) of serum samples from patients with EBV-positive HL, whereas 23% (6/26) of
EBV-negative HL had detectable EBV-DNA. Their real-time quantitative PCR resulted in a
lower overall positivity rate: 69% (18/26) samples from EBV-positive HL and 10% (2/20)
samples from EBV-negative cases were positive. Using conventional PCR, Musacchio et al.
(3) observed similar results: 91% (10/11) of EBV-positive HL patients were EBV-DNA
positive in plasma, and 16% (3/19) of cases without LMP1 had detectable free circulating
EBV-DNA.

In our cohort of 29 EBV-positive and 121 EBV-negative HL patients, the EBV-DNA load in
plasma was significantly, however not specifically, correlated with EBV status of HL. We
found that plasma EBV-DNA was detectable in 76% and 2% pretreatment samples of EBV-
positive and EBV-negative HL patients, respectively. Detailed characteristics of the 3 EBV-
negative HL cases with plasma EBV-DNA positive pretreatment samples are provided in
Table 2.

Serial analysis performed in all patients showed that both plasma and whole blood EBV-
DNA significantly declines after chemotherapy (Figure 2). Nevertheless, the proportion of
whole blood EBV-DNA positive samples remains relatively high during therapy (up to
28%), albeit 97% patients achieved CR. Elevated levels of whole blood viral load both in
EBV-positive patients in remission and in a significant proportion (25%) of EBV-negative

HL patients, may represent an increased frequency of nonneoplastic EBV-infected cells
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(9). Thus, whole blood EBV-DNA cannot be recommended as a reliable marker of disease
response.

On the other hand, free plasma EBV-DNA most likely represent tumor (H-RS cells) derived
viral DNA and plasma viral load might correspond to disease activity in EBV-positive HL
patients (3, 9). In our cohort, plasma samples from only 3 patients contained detectable
EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy. Two of them achieved partial remission, and
one patient complete remission. Another patient who had achieved a complete remission
(PET negative) had undetectable plasma EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy.
However, a relapse occurred 2 years after the end of chemotherapy. Interestingly, plasma
EBV-DNA became again detectable 6 months prior to clinical or radiographic evidence of
disease relapse (Figure 3).

In summary, free plasma EBV-DNA was found in most patients with EBV-positive HL prior
to treatment by quantitative real-time PCR and response to therapy was associated with
decline in viral load. The number of EBV-positive HL cases in this study was relatively
small and the median follow-up period short. However, the results suggest that plasma
EBV-DNA monitoring in EBV-positive HL may be useful as a prognostic marker. Further
long-term follow-up studies are required to determine the value of serial plasma EBV-

DNA monitoring as a predictor of relapse.
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Table 1: Characteristics of HL patients

Characteristic Total EBV-positive HL
Overall 165 29
Gender

Female 89 (54%) 14 (48%)
Male 76 (46%) 15 (52%)
Age — median (range) 32 (18-383) 43 (21 -76)
Histologic subtype

Nodular sclerosis 118 (72%) 11 (38%)
Mixed cellularity 39 (24%) 18 (62%)
Other 8 (5%) 0

Ann Arbor stage

| 9 (5%) 4 (14%)
I 82 (50%) 13 (45%)
I 37 (22%) 6 (21%)
\Y 37 (22%) 6 (21%)
“B-symptoms”

Present 118 (71%) 21 (72%)
Absent 47 (28%) 8 (28%)
Plasma EBV-DNA

Detectable at diagnosis 24 (14%) 22 (76%)
Whole blood EBV-DNA

Detectable at diagnosis 56 (34%) 19 (66%)




Table 2: EBV-negative HL cases with plasma EBV-DNA positivity in pretreatment

samples
Characteristic Patient No. 58 Patient No. 106 | Patient No. 122
Gender Male Female Male
Age at diagnosis 59 25 63
Ann Arbor stage IVB A B
Histologic subtype MC NS NS
LMP1 Negative Negative Negative
EBER Negative Negative Negative
Whole blood EBV-DNA at 4.6 0.0 0.9
diagnosis (NVCs)
Plasma EBV-DNA at diagnosis 7,200 600 1,200
(copies/mL)
Figure 1: Viral quantity in different biological samples at diagnosis
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Figure 2: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in HL patients

34% 15% 12% 2% 1% 2% 12% 3% 20% 2% 28% 0%

No. of PCR tested and positive samples

Atdg. After 2¢ After 4c After 6¢c 3 mths 1 year

EBV-DNA positivity in plasma and whole blood (%) in HL patients during the course of

disease.

B, whole peripheral blood; P, plasma; At dg., samples drawn at diagnosis; After 2c, after
two cycles of chemotherapy; After 4c, after four cycles of chemotherapy; After 6¢, after
six cycles of chemotherapy; 3 mths, three months after the end of chemotherapy; 1 year,

one year after the end of chemotherapy.
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Figure 3: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in an EBV-

positive HL patient
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Patient No. 76, 70-year old female, EBV-positive HL (LMP1+, EBER+) was diagnosed in
June 2007, NS subtype, stage IVB. Plasma EBV-DNA became undetectable after 2 cycles of
chemotherapy and complete remission was achieved after 6 cycles. However, a relapse of

the disease occured in November 2009, six months after the increase of plasma EBV-DNA

viral load.

2¢, 2 cycles of chemotherapy; CR, complete remission; 1yr, one year after treatment; 1,5,

one and half years after treatment.
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3.2 Can we use EBV-DNA monitoring to predict disease relapse in EBV-
positive Hodgkin lymphoma patients?

Spacek M, Hubacek P, Markova J, Zajac M, Vernerova Z, Kozak T. Acta Haematol.

2010;124(1):23-6. [IF 1.316]
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Hodgkin lymphoma (HL) is one of the most frequent lymphomas in the Western world
representing 20-30% of all malignant lymphomas. Epstein-Barr virus (EBV) is frequently
associated with HL; nevertheless the role in the pathogenesis of HL remains unclear. The
proportion of EBV-positive HL varies with geographic region, age, histologic type and
socioeconomic status [1, 2]. Latent EBV genomes are found in the malignant Reed-
Sternberg/Hodgkin cells in approximately 30% to 50% of patients with HL in Western
countries. Several studies have reported presence of EBV-DNA in the blood of patients
with EBV-positive HL [3]. However, the significance of EBV-DNA monitoring is debated.
The value of assessment of cell-free EBV-DNA viral copy number has been explored in
several EBV-associated malignancies. Circulating free EBV-DNA has proven to be a very
useful tumor marker both in nasopharyngeal carcinoma and nasal type of NK/T-cell
lymphoma [4 — 6]. Recent study has shown that free EBV-DNA can be detected and
guantified in the plasma of virtually all patients with EBV-positive HL before treatment,
but subsequently declines and becomes undetectable in patients responding to
chemotherapy [7].

These data suggest that plasma EBV-DNA monitoring may be useful as a prognostic
marker in EBV-positive HL.

The present prospective study aims to evaluate the possible use of serial free plasma EBV-
DNA as a noninvasive biomarker for monitoring disease activity and response to
treatment.

Between June 2006 and February 2009, we enrolled 150 adult patients (79 women and 71
men) with newly diagnosed HL. Informed consent approved by local ethical committee
was obtained from all patients. Patients were treated generally according to the protocols
of German Hodgkin Study Group, involving chemotherapy ABVD (adriamycin, bleomycin,
vinblastine, dacarbazine), BEACOPP (bleomycin, etoposide, adriamycin,
cyclophosphamide, vincristin, procarbazine, prednisone) and irradiation. Whole blood
and plasma samples were drawn before the start of treatment, following 2, 4, and 6
cycles of chemotherapy, after the end of chemotherapy and radiotherapy, and 3 months,
1 year, and 2 years post treatment, and during subsequent follow-up visits.

In all cases EBV status was determined by immunohistochemical detection of latent
membrane protein (LMP1) and in situ hybridization for EBV-encoded RNA (EBER), as

previously described [8]. Briefly, immunohistochemistry was performed using monoclonal
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antibodies against LMP1 (Clone CS1-4, DAKO) followed by avidin-biotin and peroxidase
based visualization technique (EnVision kit, DAKO). The detection of EBER 1-2 mRNA was
carried out by in situ hybridization on 4 um paraffin tissue sections using a fluorescein-
conjugated EBV (EBER) peptide nuclear acid probe (DAKO). The reaction was visualized
using alkaline phosphatase conjugated anti FITC rabbit IgG Fab fragments (DAKO)
followed by 5-bromo-4-chloro-3 indolyl-phosphatase, 4-nitrobluetetrazolium (Roche) and
MgCl,. Tumors were considered negative if both assays were negative in Hodgkin/Reed-
Sternberg cells.

QlAamp Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany) were used for extraction of DNA from
whole blood and plasma, according to the manufacturer’s instructions. The EBV viral load
and albumin gene were quantified using real-time PCR technology according to previously
published assays [9, 10]. Results from the whole blood and tissue samples were
normalized to 100,000 copies of human genome equivalents and hence expressed in
normalized viral copies (NVCs) or as copies per 1 mL in plasma.

Table 1 provides details of the patient characteristics. Twenty-nine HL cases (19%) were
classified as EBV-positive with all samples being LMP1 positive, while EBER was negative
in 4 patients. Histologic EBV-positivity of HL was significantly associated with the
histologic subtype mixed cellularity (MC) (p < 0.0001). Mann-Whitney test showed
significant difference between the age of EBV-positive and EBV-negative HL cases (p =
0.001), and logistic regression analysis indicated a significant trend for an increase of EBV-
positive HL with increasing age (p = 0.0003).

EBV-positive HL was strongly associated both with EBV-DNA positivity in plasma and
whole blood (p < 0.0001); twenty-two patients (76%) with EBV-positive HL were also EBV-
DNA positive in plasma, and 19 patients (66%) were positive in whole blood prior to
therapy.

In the group of EBV-negative HL cases, 3 patients (2%) had detectable plasma EBV-DNA
and 30 patients (25%) whole blood EBV-DNA before treatment.

Viral load of EBV-DNA both in plasma and whole blood significantly declined during the
treatment of the disease (Figure 1). Three patients (2%) remained EBV-DNA positive in
plasma and 17 patients (13%) were EBV-DNA positive in whole blood after 2 cycles of

chemotherapy.
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The percentage of EBV-positive cases of HL was lower in our study compared to so far
published data from Western countries. Among patients from the United States and most
parts of Europe, approximately 30% to 50% HL cases have Hodgkin/Reed-Sternberg cells
that harbor EBV virus [1, 2]. According to our results and other published data [11 — 13],
nodular sclerosis (NS) subtype is more likely to be EBV negative than MC. Therefore
significantly higher proportion of histologic subtype NS in our cohort (71%) may explain
lower frequency of EBV-positive HL in the present study.

Gandhi and colleagues showed that EBV-DNA is specifically detected in plasma of EBV-
positive HL patients before treatment [7]. They detected EBV-DNA in all 8 EBV-positive
HL, whereas plasma samples of EBV-negative HL patients did not show any evidence of
EBV-DNA. Gallagher et al. [14] reported that EBV-DNA was detected by conventional PCR
in 91% (30/33) of serum samples from patients with EBV-positive HL, whereas 23% (6/26)
of EBV-negative HL had detectable EBV-DNA. Their real-time quantitative PCR resulted in
a lower overall positivity rate: 69% (18/26) samples from EBV-positive HL and 10% (2/20)
samples from EBV-negative cases were positive. Using conventional PCR, Musacchio et al.
[3] observed similar results: 91% (10/11) of EBV-positive HL patients were EBV-DNA
positive in plasma, and 16% (3/19) of cases without LMP1 had detectable free circulating
EBV-DNA.

In our cohort of 29 EBV-positive and 121 EBV-negative HL patients, the EBV-DNA load in
plasma was significantly, however not specifically, correlated with EBV status of HL. We
found that plasma EBV-DNA was detectable in 76% and 2% pretreatment samples of EBV-
positive and EBV-negative HL patients, respectively.

Serial analysis performed in all patients showed that both plasma and whole blood EBV-
DNA significantly declines after chemotherapy. Nevertheless, the proportion of whole
blood EBV-DNA positive samples remains relatively high during therapy (up to 18%),
albeit 97% patients achieved complete remission. Thus, whole blood EBV-DNA cannot be
recommended as a reliable marker of disease response. On the other hand, plasma
samples from only 3 patients contained detectable EBV-DNA after 2 cycles of
chemotherapy. Two of them achieved partial remission, and one patient complete
remission. Another patient who had achieved a complete remission (PET negative) had

undetectable plasma EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy. However, a relapse
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occurred 2 years after the end of chemotherapy. Interestingly, plasma EBV-DNA became
again detectable 6 months prior to clinical or radiographic evidence of disease relapse.

In conclusion, free plasma EBV-DNA was found in most patients with EBV-positive HL
prior to treatment by quantitative real-time PCR and response to therapy was associated
with decline in viral load. Moreover, significantly increased plasma EBV-DNA level
reoccurred before disease relapse in one patient. The number of EBV-positive HL cases in
this study was relatively small and the median follow-up period short (1.8 years).
However, our results further suggest that assessment of plasma EBV-DNA viral load might
be of value for estimation of prognosis and follow-up of patients with EBV-positive HL.
Further long-term follow-up studies are clearly needed to determine the value of serial

plasma EBV-DNA monitoring as a predictor of relapse.
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Table 1: Characteristics of HL patients

Characteristic Total EBV-positive HL EBV-negative HL
Overall 150 29 (19%) 121 (81%)
Gender

Female 79 (53%) 14 (48%) 65 (54%)
Male 71 (47%) 15 (52%) 56 (46%)
Age — median (range) 32(18-78) |43(21-76) 31(18-78)
Histologic subtype

Nodular sclerosis 109 (73%) 11 (38%) 98 (81%)
Mixed cellularity 32 (21%) 18 (62%) 14 (12%)
Other 9 (6%) 0 9 (7%)
Plasma EBV-DNA

Detectable at diagnosis 25 (17%) 22 (76%) 3(2%)
Whole blood EBV-DNA

Detectable at diagnosis 49 (33%) 19 (66%) 30 (25%)
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Figure 1: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in HL patients.
EBV-DNA positivity (%) in whole blood (B) and plasma (P) in HL patients during the course
of disease. Samples drawn at diagnosis, after two cycles of chemotherapy, after four
cycles of chemotherapy, three months after the end of chemotherapy, and one year after
the end of chemotherapy.
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3.3 No association between the TP53 codon 72 polymorphism and risk

or prognosis of Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma

Havranek O, Spacek M, Hubacek P, Mécikova H, Bene$ova K, Soucek P, Trnény M, Kleibl Z.
Leuk Res. 2011;35(8):1117-9. [IF 2.555]
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Abstract

The role of the TP53 gene’s R72P polymorphism in non-Hodgkin lymphoma (NHL) has
been analyzed in several studies but it has not been studied in Hodgkin lymphoma (HL).
We have evaluated the role of R72P in 340 NHL and 298 HL patients. There was no
difference in the R72P frequency between analyzed lymphoma cases and 749 controls.
We found no association of R72P with the risk of NHL and HL development [ORArgpro/propro
=0.9(95% Cl 0.7-1.2) and 1.2 (95% Cl 0.9-1.5), respectively] or with survival. Our results
support the evidence that R72P is not a prognostic factor in Caucasian NHL patients, and

they indicate its irrelevance for HL development or prognosis.
Keywords

TP53 gene (p53), Arg72Pro polymorphism (R72P), non-Hodgkin lymphoma, Hodgkin

Lymphoma, Genetic predisposition, Prognosis
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1. Introduction

The TP53 (OMIM 191170) tumor suppressor gene located on the short arm of
chromosome 17 codes for p53 protein that plays critical role in complex signal
transduction network regulating cell-cycle arrest, apoptosis, senescence and DNA repair
in response to cell stress of various etiology [1]. Germ-line mutations in TP53 are
responsible for Li-Fraumeni syndrome 1 (MIM ID #151623), a familial cancer syndrome
characterized by early onset of tumors including sarcoma, leukemia/lymphoma and
breast, brain or adrenocortical tumors [2]. Besides the inherited alterations, somatic
mutations in TP53 gene are commonly present in wide variety of cancer types with
variable frequencies (http://www-p53.iarc.fr/). The frequency of TP53 mutations is lower
in hematological malignancies compared to non-hematological tumors; however, the
negative influence of TP53 mutations on the clinical outcome in lymphoid tumors has
been well documented (reviewed in [3]). The prognostic value of the common TP53
polymorphism —rs1042522 (c.215G>C) — located in exon 4, which changes arginine 72 to
proline (R72P) has been analyzed in numerous cancer types, and the prognostic effect of
proline-coding genotypes (c.215GC or ¢.215CC) has been reported only in several of them
(reviewed in [4]). Several studies in non-Hodgkin lymphoma (NHL) patients have been
published with contradictory results [5—11] but the role of R72P in Hodgkin lymphoma
(HL) patients has not been studied so far. Therefore, we performed a study evaluating the
effect of the TP53 R72P polymorphism on lymphoma risk and survival in Czech NHL and

HL patients.

2. Materials and Methods

2.1. Study population

The study involved 638 lymphoma cases including 340 NHL and 298 HL patients treated
with first line therapy (Table 1). Histologically confirmed diagnosis of NHL or HL according
to the WHO Classification was the only study enrollment criterion. Samples were
collected at three hematological departments in Prague between 2000 and 2010.
Population frequency of R72P was estimated by analysis of 749 samples of non-cancer
individuals. Their characteristics and recruitment were described previously [12]. All cases

and controls were of Caucasian origin from the same geographical area in the Czech
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Republic. All subjects signed informed consent with the participation in the study

approved by the local ethical committees.

2.2. Genotyping

Genomic DNA was isolated from whole peripheral blood using standard procedures. The
amplicon covering exon 4 of the TP53 gene was PCR amplified in 25 pl reaction containing
15 pmol of each primer (P42f 5’-ACCTGGTCCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’ and P43r 5'-
GCCAGGCATTGAAGTCTCAT-3’), 2.0 mM MgS0Q,4, 0.2 mM dNTPs (Invitec), 2% DMSO
(Sigma), 0.6 U AmpliTag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems), and 50 ng of
genomic DNA using touch-down PCR protocol (95°C 10’; 13 cycles of 95°C 30”, 68°C -
1°C/cycle 30", 72°C 1’ followed by 25 cycles of 95°C 30", 55°C 30", 72°C 1’ and final
extension 72°C 10’). PCR products were consequently analyzed by denaturing high-
performance liquid chromatography (DHPLC; WAVE3500; Transgenomic) at 63.9°Cin a
gradient of 54.3 - 63.3% WAVE Optimized Buffer B containing 25% of acetonitrile
(Transgenomic). The DHPLC elution profiles in heterozygotic samples were confirmed by
sequencing on ABI3130 using BigDye ver. 3.1 (Applied Biosystems). The homozygotes
were distinguished from each other by subsequent DHPLC performed under same
conditions after addition of equimolar amount of PCR amplified from wt sequence and

denaturation-renaturation step.

2.3. Statistical analysis

The two-sided Chi-square tests were used for evaluation of differences in alteration
frequencies between analyzed groups. Odds ratios (OR) were calculated from 2 x 2
contingency tables. Differences in patient’s clinical characteristics were tested by
nonparametric Wilcoxon or Kruskal — Wallis tests. Survival analysis (in patients with
available data, Fig. 1) was performed using Kaplan-Meier method; differences of survival
curves were evaluated by Wilcoxon and Log-rank tests. Progression-free survival (PFS)
was defined as an interval from the date of diagnosis to the date of progression, relapse
or death from any cause or last follow-up date after the first line treatment. Overall
survival (OS) was defined as an interval from the date of diagnosis to the date of death

from any cause or last follow-up date. The median follow-up of NHL and HL patients was
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45.3 and 23.1 months, respectively. All analyses were performed using SW Statistica 9.0

(StatSoft).

3. Results and discussion

Genotyping of TP53 R72P polymorphism (c.215G>C) was performed in 1 387 individuals.
The genotype distribution of TP53 R72P polymorphism among 638 lymphoma cases and
749 non-cancer controls did not differ significantly with similar minor allele frequencies
(MAFp,072) in NHL patients, HL patients and controls (21.8%, 24.3%, and 22.4%,
respectively). The genotypes coding for ArgPro, ProPro, or combined ArgPro/ProPro were
not associated with the risk of lymphoma in general or NHL and HL separately (Table 2).
The genotype coding for ProPro was marginally associated with a lower age at the HL
diagnosis compared to the ArgArg variant (p = 0.03; median age at diagnosis 29.4 vs. 32.7
years, respectively). The R72P polymorphism was not associated with any other clinical
characteristics (listed in Table 1) in NHL and HL patients and had no impact on PFS (data
not shown) or OS (Fig. 1) in all ymphoma patients and in NHL, HL, diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL), and follicular lymphoma (FL) subgroups in general. Despite the lack of
statistical significance, the analysis of OS in DLBCL patients suggests that the Pro allele
may be associated with an early survival disadvantage. A worse OS in DLBCL patients has
recently been shown for carriers of somatic TP53 mutations affecting the codons of
distinct structurally significant regions in the p53 protein [13]. However, careful meta-
analyses and further independent studies will be necessary to evaluate the prognostic
parameters of the Pro 72 allele in DLBCL patients and its potential value in the
identification of those patients requiring distinct and more aggressive treatment
approaches. Two other TP53 variants in exon 4 were identified [silent mutation c.108G>A
(p.P36P) and intronic variant IVS3-9C>T]. There was no difference in the frequency of
c.108G>A between lymphoma patients (13/638; 2.0%) and controls (in 22/749; 2.9%; p =
0.3). The rare IVS3-9C>T variant of unknown significance was identified in one HL patient
and two control individuals.

The first study evaluating the R72P polymorphism in NHL patients was performed by
Hishida et al. [5], who reported a borderline association of R72P with an increased risk of
NHL in 103 Japanese patients (ORArgPro/ProPro = 1.59; 95% Cl 0.99-2.57). This

observation was confirmed by a recent study of Kim et al. [6] involving 945 Korean NHL

71



patients (MAF = 34%) that showed an increased risk of NHL in the carriers of genotypes
coding for ProPro (OR =1.32; 95% Cl 1.02-1.72) and ArgPro/ProPro (OR = 1.21; 95% ClI
1.02-1.42) variants. A study of Bittenbring et al. [7] involving 311 central European NHL
patients found no association between R72P genotypes and the risk of NHL onset. The
MAF in this study was comparable to that in our subgroup of NHL patients (26 and 22%,
respectively). Two other large-scale SNP studies involving also an analysis of R72P in NHL
patients from the USA and Australia [8] and the USA alone [9], respectively, found no
correlation of R72P with NHL risk. The lack of the prognostic impact of R72P in NHL
patients was reported by Wrench et al. [10] in 226 FL patients, and Wang et al. [11] in 215
DLBCL and 192 FL patients. The above-mentioned studies and our results suggest the risk
of NHL is not influenced by the R72P polymorphism in the TP53 gene in general; however,
the association of R72P with NHL risk could be restricted only to individuals of Asian
origin. It has been shown that the association between the R72P polymorphism and
cancer risk is also modified by ethnicity in various other cancer types, e.g. hepatocellular
carcinoma or gastric and lung cancers [4].

Contrary to NHL, an analysis of R72P in patients with HL has not been performed so far,
but our results based on an analysis of 298 HL cases indicate that this TP53 polymorphism
is unlikely to modify the HL risk and disease prognosis.
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Table 1

Clinical characteristics of lymphoma patients (n = 638).

Histological type NHL HL

Gender N (%)
Male 187 (55.0) 150 (50.3)

Female 153 (45.0) 148 (49.7)

Age at diagnosis
59.6 (17.4-86.4) 32.2 (14.0-83.7)
median of years (range)

Clinical stage N (% of known)

I 63 (19.4) 19 (6.5)
[ 57 (17.5) 140 (48.1)
Il 46 (14.2) 62 (21.3)
\Y 159 (48.9) 70 (24.3)
Unknown 15 7
Histological subtype of NHL
N (%)
DLBCL 180 (52.9) -
FL 71 (21.8) -
Other 89 (26.2) -
Histological subtype of HL
N (%)
NS - 199 (66.8)
MC - 69 (23.2)
NLPHL - 14 (4.7)
Other - 16 (5.4)

DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; FL, follicular lymphoma; NS, nodular sclerosis
classical Hodgkin lymphoma; MC, mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma; NLPHL,
nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma.
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Table 2

Distribution of TP53 R72P genotypes and allele frequencies in lymphoma patients and controls with related odds ratios.

Controls All lymphoma cases NHL HL

(N =749) (N=638) (N =340) (N =298)
Genotype N (%) N (%) OR(95%Cl) p N (%) OR(95%CI) p N (%) OR(95%Cl) p
ArgArg 465 (62.1) 392 (61.4) 1.0 218 (64.1) 1.0 174 (58.4) 1.0
ArgPro 233(31.1) 199(31.2) 1.0(0.8-1.3) 0.95 96(28.2) 0.9(0.7-1.7) 0.39 103 (34.6) 1.2(0.9-1.6) 0.26
ProPro 51 (6.8) 47 (7.4)  1.1(0.7-1.7) 0.75 26(7.6) 1.1(0.7-1.8) 0.80 21(7.0) 1.1(0.6-1.9) 0.78
ArgPro/ProPro 284 (37.9) 246(38.6) 1.0(0.8-1.3) 0.82 122(35.9) 0.9(0.7-1.2) 0.54 124 (41.6) 1.2(0.9-1.5) 0.29
Arg allele 1163 (77.6) 983 (77.0) 1.0 532(78.2) 1.0 451 (75.7) 1.0
Pro allele 335(22.4) 293(23.0) 1.0(0.9-1.2) 0.72 148(21.8) 1.0(0.8-1.2) 0.78 145(24.3) 1.12(0.9-1.4) 0.36

OR, odds ratio; Cl, confidence interval.

76



Figure legend

Fig.1. Overall survival curves (OS) of (A) non-Hodgkin lymphoma (NHL) patients, (B)
Hodgkin lymphoma (HL) patients, (C) patients with diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL)
and (D) follicular lymphoma (FL) divided according to the genotype coding for Arg72Pro
polymorphism. Log-rang test p-values are displayed in each graph. * Number of patients
with available survival data.
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3.4 Rizikové faktory u chronické lymfocytdrni leukemie, validace flow-

cytometrické detekce ZAP-70 pomoci RT-PCR a imunohistochemie

Spacek M, Pekova S, Bezditkova L, Kozak T. Transfuze Hematol. dnes 2009;15(2): 91-96.
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Rizikové faktory u chronické lymfocytarni leukemie, validace flow-cytometrické detekce

ZAP-70 pomoci RT-PCR a imunohistochemie

Risk factors in chronic lymphocytic leukemia, validation of flow cytometric detection using
RT-PCR and immunohistochemistry

Spatek M.}, Pekova S.%, Bezditkova L.}, Kozak T.!

! 0ddélenf klinické hematologie, 3. Iékatska fakulta Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni
nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha

20ddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie, Nemocnice Na Homolce, Praha

Souhrn

Progndza pacientl s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) mGZe byt upresnéna
nékterymi biologickymi rizikovymi faktory, jejichz stanoveni ale musi byt prfed zavedenim
do klinické praxe dostatecné standardizovano. V této studii se u 73 pacient( stanovoval
mutacni stav variabilnich segmentU genl pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgVy), mutace
genu p53 a pomoci flow-cytometrie (FCM) exprese CD38 a tyrozinkinazy ZAP-70.
Nemutovany stav IgVy mélo 58 % nemocnych, mutaci p53 19 %, pozitivni expresi CD38 26
% a pozitivni expresi ZAP-70 dle FCM 62 %. Pacienti s nemutovanym IgVy, pozitivni expresi
ZAP-70 dle FCM a mutaci p53, méli statisticky vyznamné kratsi ¢as od diagndzy do
zahajeni terapie. Celkova konkordance mezi expresi ZAP-70 a mutacnim stavem IgVy byla
85 %. Validace FCM analyzy exprese ZAP-70 byla provedena srovnanim

s imunohistochemickou detekci ZAP-70 na histologickych preparatech a kvantitativni
Real-Time PCR na urovni ZAP-70 mRNA, kdy celkova shoda byla 86 %. Exprese ZAP-70 se
ukazala byt stabilni v pribéhu onemocnéni; pti medianu 12 mésicli mezi odbérem
prvniho a posledniho vzorku byla zaznamenana kvalitativni zména exprese ZAP-70 pouze

u jednoho pacienta, kdy se stala pozitivni pfi progresi onemocnéni.
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Summary

Individual prognosis in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) may be specified
by biological risk factors, detection of which must however be sufficiently standardized
prior to their introduction into clinical practice. In the presented study of 73 patients we
have assessed immunoglobulin variable heavy-chain gene (IgVy) status, presence of
mutation in p53 gene and with the use of flow cytometry (FCM) expression of CD38 and
ZAP-70 tyrosine kinase. Unmutated IgVy status was present in 58 % patients, p53
mutation in 19 %, positive expression of CD38 in 26 % and positive expression of ZAP-70
using FCM in 62 %. Patients with unmutated IgVy, positive expression of ZAP-70 assessed
by FCM and p53 mutation had significantly shorter time from diagnosis to initiation of
therapy. Overall concordance between ZAP-70 expression and IgVy mutational status was
85 %. Validation of the FCM ZAP-70 detection was performed by comparison to the
immunohistochemical analysis on histological sections and quantitative real-time PCR on
the mRNA level; overall concordance was 86 %. Expression of ZAP-70 showed to be stable
over time; with median time of 12 months from the acquisition of the first sample to the
last, qualitative change of ZAP-70 expression was noted in only one patient, who became

positive upon disease progression.

Key-words

Chronic lymphocytic leukemia, ZAP-70, IgVy mutation status, CD38, p53, prognosis

Uvod

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je na Zapadé nejcasté;jsi leukemii u dospélych a
vyznacuje se velmi variabilnim klinickym pribéhem. Kromé standardnich klinickych
stdZovacich systému dle Raie a Bineta (1,2), jsou v soucasnosti k dispozici rizné biologické
rizikové faktory, které nam umoznuji [épe predpoveédét progndzu konkrétniho pacienta,
coZ je potfebné zejména v nizkych klinickych stadiich. Mezi laboratorni parametry
ukazujici na aktivitu choroby patfi napr. elevace laktatdehydrogenazy, zdvojovaci ¢as

lymfocytl (3), typ infiltrace kostni dfené (4); v séru Ize mérit B-2-mikroglobulin, solubilni
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CD23 a tymidin kinazu (5,6). Mezi genetické markery se radi zejména cytogenetické
aberace (delece 17p13, delece 11q), mutace gentl (p53, ATM) a mutacni stav variabilnich
segmentl gend pro tézky retézec imunoglobulinu (IgVy) (7-9). V souvislosti s objevem
mutacniho stavu IgVy byl popsan i vyznam exprese CD38, ktera je v soucasnosti
povaZovana za nezavisly prognosticky faktor, nicméné hladina exprese se mlZe vyznamné
ménit v ¢ase (8,10,11). PGvodné jako nahrada za relativné obtizné stanoveni mutacniho
stavu IgVy byl nalezen i dal$i marker — tyrozinkindza ZAP-70 (12,13). Ukazalo se, Ze se
jedna o nezavisly silny prognosticky faktor, avSak jeho stanoveni je spojeno s urcitymi
metodickymi limitacemi. Analyza se nejcastéji provadi pomoci pritokové cytometrie
(FCM), stale vsak pres velké usili chybi standardizovany protokol a ani stabilita tohoto
markeru v ¢ase neni zcela jista (14-16).

Cilem nasi studie bylo zaprvé zhodnotit prognosticky vyznam vybranych biologickych
markeru; zadruhé validovat nami zvolenou FCM metodu méreni ZAP-70 pomoci jiné

relevantni metody a sledovat stabilitu exprese ZAP-70 v pribéhu onemocnéni.

Pacienti a metodika

Soubor pacientt

Do studie bylo po podepsani informovaného souhlasu schvaleného mistni etickou komisi
zafazeno 73 pacient( (tab. 1), spliujicich diagnosticka kritéria pro CLL dle National Cancer
Institute Working Group (17). Median véku pfi diagnoze byl 59 let (31-79 let). RozloZeni
pacientl podle klinického stadia (Rai low-intermediate-high risk) bylo 52 %, 30 % a 18 %.
Pti diagndze byly odebrany vzorky periferni krve od 32 pacientt (44 %) a celkem od 43
pacientd (59 %) byly vzorky ziskany pred Ié¢bou. Rovnéz byly analyzovany vzorky periferni

krve od 11 zdravych darc(.

Prutokovad cytometrie

Vzorky periferni krve v EDTA byly zpravidla zpracovany do 3 hodin po odbéru (prvni
vySetfeni u daného pacienta vzdy), nejpozdéji vSak béhem 24 hodin (v ojedinélych
ptipadech u naslednych odbéra); 50 pl plné krve obsahujici pfiblizné 5 x 10° leukocytd
bylo inkubovano s konjugovanymi protildtkami proti CD3-PE, CD16-PE, CD56-PE (Beckman
Coulter), CD5-APC, CD19-PerCP-Cy5.5 (BD Bioscience). Poté byl vzorek pomoci Fix & Perm

kitu (Caltag) dle instrukci vyrobce intracelularné znacen protilatkou proti ZAP-70 Alexa
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Fluor 488 (klon 1E7.2, Caltag) a ihned méfen na pritokovém cytometru FACSCanto Il (BD
Bioscience). Denné byla kontrolovana kvalita méreni pomoci BD FACS 7-color setup beads
(BD Biosciences). Aby byla zaru¢ena validni vnitini kontrola, bylo naméfeno minimalné
2,000 T-lymfocyta. Vysledky byly vyjadrovany jako pomér stfedni intenzity fluorescence
(MFI1) ZAP-70 na T-lymfocytech / CLL burikach (obr. 1a,b). Vzorek byl oznacden jako
pozitivni, pokud byl pomér < 4 (18,19).

K hodnoceni exprese CD38 na B-lymfocytech bylo pouzito povrchového znaceni (CD38-PE,
BD Pharmingen) a exprese hodnocena jako pozitivni, pokud bylo vice nez 30 % B-

lymfocytl pozitivnich dle negativni kontroly isotypovou protilatkou.

Imunohistochemickd detekce

K imunohistochemické detekci byly pouzity béZzné zpracované a v parafinu zalité bioptické
vzorky lymfatickych uzlin a kostni dfené. Monoklonalni protilatka proti ZAP-70 (klon
2F3.2, Upstate) byla pti fedéni 1:400 inkubovana 1 hod pfi pokojové teploté. Detekce
primarni protilatky byla dle ndvodu vyrobce provedena pomoci LSAB2 kitu
(DakoCytomation), ktery obsahuje sekundarni protilatku znaéenou biotinem a avidin-
biotinovy komplex s kfenovou peroxidazou. Vzorek byl hodnocen jako ZAP-70 pozitivni,

pokud se znacilo vice nez 20 % nadorovych bunék.

Analyza mRNA ZAP-70

Z periferni krve byly pomoci gradientové centrifugace (Histopaque, Sigma) izolovany
mononuklearni bunky. B-lymfocyty byly ziskany pozitivni selekci navazanim CD19
protilatky pomoci EasySep kitu dle ndvodu vyrobce (Stem Cell Technologies). Cistota
kazdého vzorku byla ovérena na pritokovém cytometru a dosahovala minimalné 98 %
CD19+ elementl. RNA byla izolovdna pomoci TRI Reagentu (Molecular Research Center).
Celkova RNA byla reverzné transkribovana pomoci Verso™ reverzni transkriptazy (AB-
Gene, UK) pfi 42°C po dobu 30 minut. Pripravena cDNA byla pouZita jako templat pro
kvantitativni Real-Time PCR. Jako kontrolni gen byl pouzit GAPDH. Reakéni podminky pro
kvantifikaci ZAP-70 i GAPDH byly nasleduijici: hledany i kontrolni gen byl amplifikovan

v tripletu; kalibracni kfivka se 3 logaritmickymi Fedénimi byla amplifikovana v doubletu.
Mastermix pro amplifikaci obou cild se skladal z: 1 U ThermoStart DNA polymerase (AB-

Gene, UK), 4 mM MgCl,, 1x PCR pufr, 200 umol dNTPs, 200 nmol TagMan hybridiza¢ni
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sondy, 500 nmol kazdého primeru. Teplotni profil reakce byl nasledujici: 95°C 8 min, s
cyklovanim 95°C 20 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30 sec, a snimanim fluorescence v kanalu FAM
pri 60°C.

Sekvence primeru a sond pouzitych v analyzach:

GAPDH forvard: atcttccaggagcgagatcc

GAPDH reverse: cttgaggctgttgtcatact

ZAP-70 forward: caacgcctcaggggctgetgcete

ZAP-70 reverse: gtccatgggcatcggecgeggtt

GAPDH sonda: FAM — atgctggcgctgagtacgtcgtgga — BHQ1

ZAP-70 sonda: FAM — cccagcccacccatccacgttgaccata — BHQ1

Relativni exprese ZAP-70 byla stanovena podle vztahu 2722

. Jako kontrolni vzorky byly
pouzity CD19+ separaty zdravych ddrcu. Relativni exprese ZAP-70 u CLL pacient( 3x vyssi

nezZ relativni exprese ZAP-70 u zdravych darcd byla povaZovana za pozitivni.

Mutacni stav IgVy

Mutacni stav IgVy byl stanoven jak detailné popsano (20). Pomoci konsensnich primeru
pro amplifikaci 7 rodin imunoglobulinovych genl byla amplifikovdna oblast IgVy
prestavby. Klonalni produkt byl purifikovan a pfimo sekvenovan na kapilarnim
sekvenatoru ABI3130. Ziskana sekvence byla srovnana s databazi referencnich
germinalnich sekvenci, deponovanych na strankach NCBI, a bylo ur¢eno procento

hypermutace.

Mutace p53
Mutacni stav genu p53 byl analyzovan technikou FASAY (21) a pfimého sekvenovani

kodujici sekvence (exon 4 —exon 9).

Statistickd analyza

Statistické zpracovani vysledk( bylo provedeno v programu SPSS (ver. 16.0), asociace
mezi proménnymi byla testovana v kontingencnich tabulkach za pouziti Pearsonova chi-
kvadrat testu, v pfipadé malych pocta Fischerovym testem. Kfivky ¢asli od diagnézy do
zahdjeni terapie byly konstruovany podle Kaplan-Maiera a pro porovnani pouzit log-rank

test.
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Vysledky

Jednotlivé rizikové faktory a vztah mezi nimi

Vsichni zatazeni pacienti byli vySetfeni na pritomnost znaku ZAP-70 pomoci FCM,
hodnoceno jako ZAP-70 pozitivni bylo 45 pacientt (61,6 %). Exprese znaku CD38 byla
stanovena u 69 pacientd, jako pozitivni byla hodnocena u 18 (26,1 %) nemocnych.
Vysetieni mutacniho stavu IgVy bylo provedeno u viech pacientl a 42 (57,5 %) bylo
hodnoceno jako nemutovanych. Analyza mutace p53 byla provedena u 69 pacientl a
funkéné vyznamna mutace byla nalezena u 13 pacient( (18,8 %) (tab. 2).

Shoda mezi expresi ZAP-70 a mutacnim stavem IgVy byla 84,9 % (p<0,001), pficemz 7
pacientd s pozitivnim ZAP-70 mélo mutovany stav IgVy a 4 nemocni s negativnim ZAP-70
vykazovali nemutovany stav IgVy.

Statisticky vyznamné rovnéz korelovala ZAP-70 pozitivita a CD38 pozitivita (p=0,027).

S vys$im klinickym stadiem dle Raie také rostl podil ZAP-70 pozitivnich pacientud (p=0,01).
Naproti tomu jsme nenasli signifikantni vztah mezi ZAP-70 pozitivitou a mutaci p53
(p=0,11), ani mezi mutacnim stavem IgVy a expresi CD38 (p=0,41), nebo mutacnim

stavem IgVy a mutaci p53 (p=0,154).

Asociace rizikovych faktoru s casem do zahdjeni Ié¢by

Nemocni byli lé¢eni na zakladé klinického stadia, pritomnosti symptom a v pripadé
aktivity choroby dle kritérii NCIWG. Pfi medianu sledovani 3,6 roku ze 73 pacientt lécbu
zahdjilo 48 (65,8 %) a celkem 9 (12,3 %) nemocnych zemrelo. Hodnotili jsme vztah mezi
jednotlivymi rizikovymi faktory a ¢asem od diagndzy do zahdjeni terapie (Treatment Free
Interval — TFI).

Exprese ZAP-70 dle FCM se ukazala statisticky vyznamnym prediktorem nutnosti zahajeni
|éCby (obr. 2). Pacienti se ZAP-70 negativni CLL méli median TFI 8,3 rokd, zatimco pfi ZAP-
70 pozitivité to byl 1 rok (p<0,001). Rovnéz jsme prokazali, Ze nemocni s nemutovanym
stavem IgVy méli signifikantné kratsi TFI, kdy median byl 1 rok, neZ skupina s mutovanou
variantou IgVy s medidnem TFI 5,6 roku (p=0,001) (obr. 3). Podobné i v pfipadé mutace

p53 byl shledan signifikantni rozdil v TFI (p=0,042) (obr. 4).
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Naproti tomu pfi hodnoceni vyznamu exprese CD38 jsme nenalezli statisticky vyznamny
rozdil v TFI mezi pacienty s CD38 pozitivnimi B-lymfocyty, kde byl median TFI 1 rok a

skupinou negativni pro tento znak s medidanem TFI 3 roky (p=0,091) (obr. 5).

Validace ZAP-70 FCM

U vSech pacientl byla zaroven se stanovenim exprese proteinu ZAP-70 pomoci FCM
analyzovana i hladina ZAP-70 mRNA pomoci RT-PCR. Vzhledem ke zjisténé relativné rychlé
degradaci mRNA ZAP-70 (data nezobrazena) byly z konecné analyzy vylouceny vzorky
zpracované pozdéji nez 4 hod od odbéru. Celkova shoda mezi obéma metodami byla 86,3
% (p<0,001), pficemz 8 pacientl s PCR negativitou bylo FCM pozitivnich a 2 nemocni s PCR
pozitivitou byli FCM negativni.

K ovéreni exprese ZAP-70 zjisténé pomoci FCM jinou metodou pfimo na uUrovni proteinu,
bylo u 8 pacientl provedeno rovnéz imunohistochemické vysetieni na histologickych
preparatech (8 vzork( kostni dfené a 4 vzorky lymfatické uzliny). Vysledek vysettfeni na
lymfatické uzliné a v kostni dfeni se shodoval ve vSech 4 ptipadech. Shoda FCM a
imunohistochemického vysetreni byla ve vzorcich 7 pacientq, pficemz 1 diskordantni byl

imunohistochemicky v kostni dfeni negativni a dle FCM hrani¢né pozitivni.

Stabilita exprese ZAP-70

Ke zjisténi stability exprese ZAP-70 v prlibéhu onemocnéni byly opakované analyzovany
vzorky periferni krve pomoci FCM. Celkem bylo vySetfeno 200 vzork(i, median 3 vzorky na
pacienta (rozptyl 1 — 7). Mezi prvnim a poslednim mérenim uplynulo 12 mésicl (median)
a celkem 18 (24,7 %) pacientd absolvovalo mezi jednotlivymi mérenimi I1écbu. Z celého
souboru 73 pacient( byla zjisténa zména exprese ZAP-70 v ¢ase pouze u 1 (1,4 %)
nemocného, kde se plvodné negativni vzorky staly pozitivnimi, a to pfi progresi

onemocnéni (ovéreno i na Urovni ZAP-70 mRNA).

Diskuse

V poslednich letech se vyznamné zlepsily terapeutické moznosti u pacientd s CLL.
NejvétSim pokrokem bylo zejména zavedeni [éCebnych strategii zaloZenych na purinovych
analozich a monoklondlnich protilatkach. K odhadu progndzy se jiz desitky let pouzivaji

stdZovaci systémy (Rai, Binet), které jsou zaloZeny na fyzikdlnim vySettfeni rozsahu
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lymfadenopatie, splenomegalie a hepatomegalie, a na stupni anémie a trombocytopenie
v periferni krvi. Avsak jiz dlouho je zndmo, Ze tyto staZovaci systémy nejsou s to
dostatecné predpovédét progndzu konkrétniho pacienta, a to predevsim u mladych
nemocnych a v nizkych klinickych stadiich. Proto bylo jiz identifikovdno mnozstvi
biologickych rizikovych faktor(, s cilem presnéji predikovat vyvoj choroby (22). Podle
aktualnich doporuceni pro diagndzu a lécbu CLL se ma stéle rozhodnuti o |écbé Fidit pouze
klinickym stadiem, pfitomnosti symptomu a aktivitou choroby (23). Nicméné jiz

v soucasnosti probihaji klinické studie, které se snazi prokazat, Ze nemocni s CLL v nizkém
klinickém stadiu, ale s pritomnosti biologickych rizikovych faktor, mohou profitovat

z Casné zahajené |écby (napf. studie CLL7 Némecké studijni skupiny pro CLL).

V nasi studii jsme ve shodé s publikovanymi udaji prokazali vyznamné kratsi TFl u pacientt
s CLL s pozitivni expresi ZAP-70, nemutovanym stavem IgVy a mutaci p53. Oproti tomu

v naSem souboru pacientll nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil v TFI mezi skupinou s
CD38 pozitivnimi B-lymfocyty a skupinou bez pozitivni exprese CD38. To mlze byt
zpUsobeno nedostatecné velkym souborem pacientd, ale také tim, Ze ¢ast pacient(
nebyla vySetfena pfi diagndze, ale az v priibéhu nemoci, kdy mize dochdazet ke zménam
exprese CD38.

Tyrozinkindza ZAP-70 byla zprvu objevena jako mozny surogat za ¢asové i financné
naro¢né stanoveni mutaéniho stavu IgVy (12,13). Nyni je jiz vSak jisté, Ze analyza
mutacniho stavu IgVy nahrazena nebude, a to z nékolika ddvod(. Jednak se jedna o
metodu stale dostupnéjsi v béZzném provozu, dale korelace se ZAP-70 se ukazala

v nékterych studiich jako nedostatecna (24), a v neposledni radé se stanoveni ZAP-70
potyka s urcitymi metodickymi problémy. Tim hlavnim je chybéjici standardizovany a
jednotny protokol FCM méreni, které je v praxi nejvice pouzivanou metodou. Mezi
limitace patfi v soucasnosti i vétsi pocet komeréné dostupnych protilatek proti ZAP-70,
konjugovanych s rliznymi fluorochromy, které vsak mohou davat pfi stejném postupu
velmi rozdilné vysledky (25-27). Jako zasadni se ale jevi volba strategie gatingu, pozitivni a
negativni kontroly a uréeni hranice pro pozitivitu (28). Ackoli byla jiz publikovana celd fada
praci s cilem optimalizovat metodu FCM analyzy a ujednotit postup i na mezinarodni
urovni (18), nezda se ani v budoucnosti jako realné implementovani jednotné metody
ZAP-70 FCM stanoveni v jednotlivych cytometrickych laboratofrich. Z tohoto dlivodu jsme

v nasi studii pomoci referencni metody kvantitativni RT-PCR i imunohistochemie ovéfili
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vysokou validitu nami pouzité FCM analyzy, prevzaté ze dvou velkych mezilaboratornich
harmonizacnich studii (18,19).

Diskutovanou otazkou zlstava stabilita ZAP-70 exprese v priilbéhu onemocnéni. Nékteré
publikace poukazaly na nezanedbatelné procento pacientli se zménou exprese ZAP-70
(29,30). V nasi skupiné pacientl byla pfi zvolené FCM metodé exprese ZAP-70 relativné
stald, a to i po podané |éCbé, pficemZ jsme zaznamenali pouze v jednom pripadé
kvalitativni zménu (pocatecni negativity v pozitivitu), a to jednoznaéné v souvislosti

s progresi onemocnéni.
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Tab. 1. Charakteristika souboru pacientd.

Celkovy pocet pacient( 73

MuZi 47 (64%)

Vék pfi diagndze - median 59 let (31-79)

Klinické stadium (Rai)

nizkeé riziko 52%
stfedni riziko 30%
vysoké riziko 18%
Dosud nelééeno 25 (34%)

Tab. 2. Analyza rizikovych faktord.

ZAP-70 pozitivni dle FCM 45 (62%)
ZAP-70 pozitivni dle PCR 39 (53%)
CD38 pozitivni 18 (26%)
Nemutovany stav IgVH 42 (58%)
Mutace p53 13 (19%)
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Obr. 1a,b

Vystupy analyzy ZAP-70 pomoci FCM. Zobrazeny jsou grafy identifikujici populace CLL
bunék, T-lymfocytd, NK bunék a rezidudIni populace normalnich B-lymfocytu dle
prislusnych povrchovych antigen(i. Pomér MFI T-lymfocytl/CLL bunék je 2,6, coz znamena
pozitivni expresi ZAP-70 (cut-off = 4). Oproti tomu rezidualni populace zdravych B-
lymfocytl je pro tento znak negativni (pomér TFI T-lymfocyty/B-lymfocyty = 6,7).
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Obr. 2
Srovndni TFI: Exprese ZAP-70 dle FCM (p<0,001).
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Obr. 3
Srovndni TFl: Mutacni stav IgVy (p=0,001).
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Obr. 4
Srovndni TFI: Mutace genu p53 (p=0,042).

100
80 ‘
g |
S 60 b |
2 .
T} :
% 40 L P53 nemut
@ “+
20 =
|
p53 mut
0_.
T T I T T
0 50 B 100 150 200
Cas (mésice)
Obr. 5
Srovnani TFI: Exprese CD38 (p=0,091).
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4.7aver

V prospektivni studii jsme u 165 pacientd s Hodgkinovym lymfomem stanovovali
plazmatickou EBV-DNA. Vétsina pacientl (76%) s EBV pozitivnim HL méla pred zahdjenim
terapie detekovatelnou EBV-DNA v plazmé. Nasledné sériové meéreni ve vzorcich
odebranych béhem terapie a po ni ukdzalo, Ze odpovéd na l|écbu byla asociovana
s poklesem az vymizenim detekovatelné virové ndloze EBV-DNA. U jednoho pacienta se
navic objevil signifikantni novy vzestup EBV-DNA po dokonceni terapie, ktery byl posléze
nasledovan klinickym relapsem onemocnéni. Nase vysledky ukazaly, Ze méreni EBV-DNA
v plazmé muZe mit vyznam k upresnéni progndzy u pacientll s EBV pozitivhim HL, Ze
vymizeni plazmatické EBV-DNA béhem terapie koreluje s dobrou odpovédi na Iécbu a
naznacily, Ze by tento marker mohl ¢asné upozornit na relaps onemocnéni.

V dalsi praci jsme analyzou castého polymorfismu genu TP53 R72P u pacientd
s Hodgkinovym lymfomem i nehodgkinskymi lymfomy prokazali, Ze polymorfismus R72P
nemad vyznam jako rizikovy faktor pro vznik lymfomu, ani nema vliv na preziti téchto
pacient(.

U nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii jsme v periferni krvi stanovovali expresi
ZAP-70 na CLL bunkach pomoci zvolené flow-cytometrické metody. Srovnanim
s paralelnim mérenim ZAP-70 pomoci PCR a imunohistochemické detekce jsme prokazali
vysokou korelaci mezi témito metodami a potvrdili tak validitu zvoleného méreni
pratokovou cytometrii. Navic jsme prokazali znac¢nou stabilitu exprese ZAP-70 v priibéhu
onemocnéni, prfi medianu 12 mésicl mezi odbérem prvniho a posledniho vzorku byla
zaznamenana kvalitativni zména exprese ZAP-70 pouze u jednoho pacienta, kdy se stala

pozitivni pfi progresi onemocnéni.
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5. Seznam zkratek

ASCT
Bcl-2, 6
BCR
CDKN1A
CLL
CLLU1
CMV
DLBCL
EBER
EBV
ECOG
FISH
FFS

FL

FLIPI
FOXP3
GCB
GHSG
HDM-2
HHV-6, 7, 8
HL

HRS
HTLV-1
IgVH
IPI

IPS
ITAM
LDH

Autologous stem cell transplantation

B-cell lymphoma 2, 6

B-cell receptor

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

Chronicka lymfocytarni leukemie

Chronic lymphocytic leukemia up-regulated 1
Cytomegalovirus

Difuzni velkobunéény lymfom (diffuse large B-cell lymphoma)
EBV-encoded RNA

Virus Epsteina-Barrové

Eastern cooperative oncology group

Fluorescence in situ hybridization

Preziti bez selhani |écby (failure free survival)

Folikularni lymfom

Follicular lymphoma international prognostic index

Forkhead box P3

Germindlni centrum lymfatické uzliny (germinal center B-cell)
German Hodgkin Study Group

Human homologue of murine mdm?2

Human Herpesvirus 6, 7, 8

Hodgkindv lymfom

Hodgkinovy a Reedové-Sternbergovy buriky

Human T-cell lymphotrophic virus

Immunoglobulin heavy chain variable region

Mezinarodni prognosticky index (international prognostic index)
International prognostic score

Immunoreceptor tyrosine based activation motifs

Laktatdehydrogenaza
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LMP1 Latent membrane protein 1
MALT Lymfom z marginalni zény slizni¢ni lymfatické tkané (extranodal

marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue)

MCL Mantle cell lymphoma

MDR Multidrug resistance gene

MUM-1 Multiple myeloma oncogene 1

NHL Nehodgkinsky lymfom

NLPHL Nodularni Hodgkintv lymfom s predominanci lymfocyt( (nodular

lymphocyte-predominant Hodgkin lymphoma)

0sS Celkové pretziti (overall survival)
PFS PreZiti bez progrese (progression free survival)
PTCL, NOS Periferni T-lymfom, blize neurceny (peripheral T-cell ymphoma, not

otherwise specified)

PTLD Post-transplant lymphoproliferative disorder

SLE Systémovy lupus erythematodes

SLL Lymfom z malych lymfocyt( (small lymphocytic lymphoma)
SNP Single nucleotide polymorphism

STAT-1 Signal transducers and activators of transcription
TARC Thymus and activation related chemokine

TCR T-cell receptor

TIA-1 T-cell-restricted intracellular antigen-1

TCL-1 T Cell Leukemia/Lymphoma 1

VEGF Vascular endothelial growth factor

WHO World health organization

WIP-1 Wild-type p53-induced phosphatase 1

ZAP-70 Zeta-chain-associated protein kinase 70
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