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Souhrn: Bcl-2/IgH prestavba je charakteristickou molekularni prestavbou u nemocnych s folikularnim lymfomem (FL), jeji pro-
gnosticky vyznam je viak stéle nejasny. Cil prdce: Zhodnoceni vyznamu dosazeni Bcl-2/IgH negativity na prognézu nemocnych s FL.
Samotnou chemoterapii (CHT) bylo [é¢eno 27 nemocnych (54 %), chemoterapii v kombinaci s monoklonalni protilatkou anti-
CD20, rituximabem (R-CHT) 23 pacientti (46 %). Vysledky: Molekuldrné genetické remise po R-CHT dosahlo 7 z 11 pacientl (64 %),
po CHT jen 2 ze 14 pacientl (14 %) - tento rozdil byl statisticky vyznamny (p = 0,037). U 17/27 nemocnych, ktefi byli |é¢eni sa-
motnou chemoterapii a nedosahli kompletni remise, byly podany sekvenéné 4 dévky rituximabu po 1 tydnu. 12 ze 17 nemocnych
(71 %) takto lé¢enych bylo pted lé¢bou Bcl-2/1gH pozitivnich. K vymizeni Bcl-2/1gH pozitivity doslo pfi kontrole za 1 mésic u 7/12 ne-
mocnych (58 %), u 2/5 zbyvajicich nemocnych byla zaznamenana negativita Bcl-2/IgH v intervalu 3 (1 pacient), resp. 6 mésict (1 pa-
cient). S dosazenim Bcl-2/1gH negativity kdykoliv béhem |é¢by byly asociovany tyto faktory: vék < 65 let (p = 0,02) a performance
status 0 + 1 dle WHO v tvodu (p = 0,02). Nemocni, ktefi dosahli vymizeni Bcl-2/IgH po [é¢bé, méli v porovnéni se skupinou
Bcl-2/IgH pozitivnich niZ3i riziko relapsu/progrese - 27 % vs 75 % (p = 0,03), ve 2 letech pak vy33i pravdépodobnost preZiti bez
progrese - 81 % vs 38 % (p = 0,004), bez udalosti - 74 % vs 38 % (p = 0,01) a hrani¢né celkové preziti - 87 % vs 74 % (p = 0,05).
Zdvér: Dosazeni Bcl-2/1gH negativity po |é¢bé folikuldrniho lymfomu je dle nasich zkuSenosti spojeno s lepsi prognézou onemocnéni.
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Achieving Bcl-2/IgH negativity in peripheral blood/bone marrow after therapy implies better prognosis for patients
with follicular lymphoma

Summary: Bcl-2/IgH rearrangement is a characteristic molecular rearrangement in patients with follicular lymphoma (FL), yet its pro-
gnostic significance is still unclear. Objective: Evaluation of the implications of achieving Bcl-2/IgH negativity for the prognosis of FL
patients. Twenty seven patients (54 %) were receiving only chemotherapy (CHT), 23 patients (46 %) were receiving chemotherapy com-
bined with monoclonal antibody anti/CD20, rituximab (R-CHT). Results: Molecular genetic remission was achieved in 7 out of
11 patients (64 %) after R-CHT, and only in 2 out of 14 patients (14 %) after CHT - this difference was statistically significant (p = 0.037).
4 weekly doses of rituximab were administered in a sequence to 17 out of 27 patients who had received only chemotherapy and failed
to achieve complete remission. 12 out of 17 patients (71 %) on this therapy were Bcl-2/IgH positive prior to treatment. 7 out of
12 (58 %) patients were no longer Bcl-2/IgH positive in a check performed after one month; the remaining 2 out of 5 patients had a ne-
gative Bcl-2/IgH record for the interval of 3 months (1 patient) or 6 (1 patient) months, respectively. The following factors were asso-
ciated with the achievement of Bcl-2/IgH negativity at any point during the treatment: age < 65 years (p = 0.02) and performance sta-
tus 0 + 1 according to WHO at baseline (p = 0.02). Patients who were Bcl-2/IgH negative after treatment had a lower recurrence/pro-
gression risk rate than the Bcl-2/IgH positive group of patients, i.e. 27 % vs. 75 % (p = 0.03), and a higher chance for progression-free
survival, i.e. 81 % vs. 38 % (p = 0.004), event-free survival, i.e. 74 % vs. 38 % (p = 0.01), and overall survival, i.e. 87 % vs. 74 % (p = 0.05)
at 2 years. Conclusion: In our experience, achieving Bcl-2/IgH negativity after follicular lymphoma therapy implies a better prognosis.

Keywords: Bcl-2/1gH - follicular lymphoma 2 minimum residual disease - rituximab - prognosis

Uvod [7]. Medidn véku v dobé prezentace  hujici gen Bcl-2), ktery je transloko-
Folikuldrni lymfom (FL) je druhy nej-  je asi 60 let [2]. Maligni buriky nesou  van do oblasti lokusu 14932, ktery
Castéjsi non-Hodgkinlyv lymfom (NHL)  az v 90 % translokaci t(14;18). Tato  kdéduje tézky Fetézec imunoglobulinu
v zdpadni populaci - v Evropé tvofi  translokace z molekularné genetického  (IgH) za vzniku fiizniho genu Bcl-2/IgH
asi 20-25 % NHL u dospélé populace  hlediska zahrnuje lokus 18921 (obsa- ~ [22]. Samotny gen Bcl-2 zistavd po
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lymfomem.

Pohlavi

Muzi

Zeny

Vék > 65 let
Grade lymfomu
1+2

Stadium
|

Il

11

v

B symptomy

Performance status dle WHO
0-1

2 avice

LDH > norma

B-2-mikroglobulin > norma
Lymfatické uzliny > 5 cm
Extranodalni postizeni (mimo dreri)
Postizeni dfené

FLIPI

0-1 (nizké riziko)

2 (stfedni riziko)

3-5 (vysoké riziko)

Tab. 1. Hlavni klinické charakteristiky souboru 50 pacientd s folikuldrnim

Pocet pacientd (N = 50) %
33 66
17 34
12 24
43 86

3 6

5 10
4 8
38 76
18 36
42 84
8 16
29 58
26 52

5 10
10 20
37 74
19 38
15 30
16 32

translokaci strukturdlné nezménén.
Translokace vznika pravdépodobné chy-
bou béhem procesu prestavby gend
pro tézky fetézec imunoglobulinu ve
stadiu pre-B lymfocytu v dobé, kdy do-
chézi k prestavbé D a ] genovych seg-
mentd oblasti IgH [3]. Bcl-2 onkogen
se tak dostdvd do oblasti genu pro
tézky Fetézec imunoglobulinu, coz vede
k jeho nadmérné expresi, a tim ke zvy-
ené syntéze proteinu Bcl-2 - mohut-
ného inhibitoru apoptézy [22]. Tim
je vysvétlena skutec¢nost, Ze buriky fo-
likularniho lymfomu jsou ,,nesmrtelné®.
Rast nadoru je v tomto pfipadé vice
zpUsoben prodlouzenym prezitim lym-
fomovych bunék nez zvySenou proli-
feracni aktivitou.

Vyznam minimdln{ rezidudlni nemoci
(MRN) u nemocnych s FLv progndze
onemocnénf( byl studovan mnoha au-
tory s rozporuplnymi vysledky. Nékteré
studie ukazujf, Ze vymizeni Bcl-2/IgH
prestavby po |écbé je spojeno s re-
dukei rizika relapsu onemocnént,

1058

a podporuji tak myslenku monitoro-
vani MRN [1,8]. Nékteré studie do-
konce poukazuji na skute¢nost, Ze je-
dinci Bcl-2/IgH negativni po autologn{
transplantaci maji nejen del3i obdobf
bez progrese lymfomu, ale i lepsi cel-
kové preziti oproti skupiné s pretrva-
vajici Bcl-2/1gH pozitivitou [14]. Ne-
vyhodou vysokodavkované terapie je
riziko sekundarnich malignit (zejména
myelodysplastického syndromu nebo
akutni myeloidnf leukemie), proto se
pozornost v otdzce eradikace MRN
upird na oblast imunoterapie - mo-
noklonalnich protilatek. Nejvice zku-
enosti je s monoklonalni protilatkou
anti CD20 - rituximabem. Tato chi-
méricka protilatka je tvorena lidskym
imunoglobulinem t¥idy IgG1 ks my$imi
variabilnimi oblastmi izolovanymi
z mysi anti-CD20 monoklondlni pro-
tilatky IDEC-2B8 [19]. Véze se na CD20
antigen na povrchu B-lymfocyt(i, véetné
bunék lymfomovych. Podani rituxi-
mabu vedlo u ¢asti pacient k dosa-

zeni molekuldrné genetické remise, tedy
konverze z PCR porzitivity Bcl-2/1gH
do PCR negativity [20]. PFiznivy efekt
rituximabu na dosaZeni molekularn{
remise prezentovali i olomoucti autofi
[16]. Cilem nasi prace bylo zhodno-
ceni vyznamu dosaZeni molekuldrné ge-
netické remise pomoci nested PCR po
podani chemoterapie (CHT), chemo-
terapie s rituximabem (R-CHT) a che-
moterapie s naslednym sekvenc¢nim po-
dénf rituximabu jako konsolidaéni 1écby
u skupiny nemocnych, ktefi po samotné
chemoterapii nedosahli kompletni re-
mise a zstali Bcl-2/IgH pozitivni. Po-
rovndvali jsme skupiny pacientd
Bcl-2/1gH negativnich a pozitivnich po
lé¢bé s cilem zjistit, zda dosazeni mo-
lekularné genetické remise ovlivnilo
prognézu onemocnéni.

Pacienti a metody
Od cervna roku 2002 do ledna roku
2005 bylo do sledovéni zafazeno 50 ne-
mocnych lé¢enych pro folikularni lym-
fom na Oddéleni klinické hematolo-
gie . internf kliniky LF UK a FN Hra-
dec Krélové. V souboru bylo 33 muzii
a 17 zen, vékovy median byl 56,5 let
(rozmezi 33-76). Vstupnf klinické sta-
dium I/11/111/1V dle Ann Arbor klasifi-
kace bylo u 3/5/4/38 nemocnych. His-
tologicky byl prokdzidn v lymfatické
uzliné FL grade 1/2/3 u 17/26/6 pa-
cientd, v jednom p¥ipadé nebyl grade
urcen. Ve vétsiné ptipadd se jednalo
o nové diagnostikované onemocnénf{
(43 pacienttl), u 7 nemocnych pak o re-
laps. Vstupni prognosticky FLIPI index
(Follicular Lymphoma International
Prognostic Index) pro nizké/stfedni/
vysoké riziko byl u 19/15/16 nemoc-
nych, B symptomy mélo 36 % pacientdl,
vstupni performance status dle WHO
0/1/2 byl u 11/31/8 pacientt. Posti-
zenf kostni dfené méla vétsina nemoc-
nych (74 %). Hlavnf klinické charakte-
ristiky souboru jsou shrnuty v tab. 1.
27 pacienttl bylo lé¢eno chemotera-
pif (CHOP, COP), 23 chemoterapif s ri-
tuximabem (R-CHOP, R-COP, R-FND)
- slozeni chemoterapii je uvedeno
vtab. 2. U 17/27 (52 %) nemocnych,
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kteti byli léceni samotnou chemotera-
pif, u nichz viak nebylo dosazeno kom-
pletni remise onemocnéni, byl podan
rituximab 4krat 375 mg/m’ v tyden-
nich intervalech s cilem odstranit re-
zidudlni nemoci. Celkem 12/17 (71 %)
nemocnych takto lécenych bylo v do-
bé pred lé¢bou Bcl-2/1gH pozitivnich.
U této podskupiny bylo sledovéno,
zda po podani rituximabu doslo k vy-
mizeni Bcl-2/IgH pozitivity a pti jejim
pretrvavani bylo vysetteni opakovano
jesté po 3 a 6 mésicich. Molekuldrné
genetickd odpovéd na lécbu byla hod-
nocena u 25 nemocnych (1 zemfel
pfi [écbé). U viech vstupné Bcl-2/1gH
pozitivnich nemocnych byly vySetteny
vzorky periferni krve i kostni dfené pred
lé¢bou i po jejim skonceni. U nemoc-
nych v molekuldrné genetické remisi
bylo hodnoceno, zda dosazeni remi-
se ovlivnilo prognézu onemocnéni ve
vztahu k del$imu celkovému preziti
(OS), preZiti bez zndmek progrese (PFS)
a preziti bez udalosti (EFS) oproti
skupiné nadale Bcl-2/IgH pozitiv-
nich. Lé¢ebnd odezva byla hodnocena
dle standardnich Chesonovych kritérif
[10].

DNA extrakce a analyza

DNA ze vzorkd periferni krve a kostni
drené byla extrahovéna fenol-chloro-
formovou extrakei po inkubaci 200 pl
vzorku s proteindzou K p#i 56 °C po
dobu 16 hod nebo pomoci komer¢-
nich mikrokolonek (QlAamp DNA Mini
Kit, Qiagen, Hilden, SRN) dle dopo-
ruceni vyrobce. Pro amplifikaci byla
pouzita dvoukolové nested PCR. Pro-
dukty definované pomoci systému
zevnich a vnittnich primerd zahrno-
valy oblasti major breakpoint region
(MBR) a minor cluster region (mcr)
na chromozomu 18. Sekvence primert
byly ptevzaty z prace Gribbena et al
[9]. Obé PCR reakce byly provedeny
v 25 pl reakéni smési obsahuijici: 150 ng
nebo 500 ng DNA (v PCR | reakci) nebo
1 pl PCR | produktu (PCR Il reakce),
2,5 pl 10krat PCR pufru (TaKaRa Schu-
zo, Otsu, Shiga, Japonsko), 200 pM
koncentraci kazdého dNTP (TaKaRa),
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Tab. 2. Schéma pouzitych chemoterapeutickych rezimd.

(R)-CHOP: (rituximab 375 mg/m?) IV D1, cyklofofamid 750 mg/m?* IV D 1,
doxorubicin 50 mg/m?* IV D 1, vinkristin 1,4 mg/m? IV D 1 (maximum 2 mg),

prednison 100 mg PO D 1-5

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

R-FND: rituximab 375 mg/m? IV D1, fludarabin 25 mg/m?* IV D1-3, mitoxantron
10 mg/m* IV D 1, dexametazon 20 mg PO D 1-5

0,8 pM koncentraci primert, 2 mM
chloridu hote¢natého a 1 U Taq poly-
merdzy (TaKaRa). Amplifikace byla pro-
vedena v termocykléru GeneAmp PCR
System 9600 (Perkin Elmer, Norwalk,
CT, USA). Po udvodni denaturaci
(5 min pfi 96 °C) probéhly PCR |
and PCR Il reakce v 30 reakénich cyk-
lech: 60 sekund denaturace pti 95 °C,
60 sekund annealing pfi 60 °C a 60 se-
kund polymerace pfi 72 °C. Detekce
PCR produktt byla provedena pomoci
elektroforézy na 2% agarézovém gelu
s etidiumbromidem.

Statistickd analyza

Vsichni nemocni zarazeni do sledovani
podepsali informovany souhlas. Sle-
dovanymi parametry byly: celkové
preziti, které bylo definovdno jako
obdobi od zahdjenf terapie do umrti
nemocného nebo ztraty ze sledovéni,
déle obdobi do progrese, které bylo
ureno jako doba od zahdjeni lécby
do relapsu/progrese onemocnéni. Za
udalost byla povaZovadna progrese/
relaps lymfomu, zahdjenf dalsi proti-
nadorové |écby nebo umrti z jakéko-
liv pFiciny. K porovnani shody vstup-
nich charakteristik souboru nemoc-
nych bylo poutZito Fisherova presného
testu, krivky preziti byly vytvoreny dle
metody Kaplana a Meiera [11], shoda
kiivek byla testovana log rank testem.

Vysledky

Klinicka a molekuldrni

odpovéd po lécbé chemoterapii

a imunochemoterapii

Ve skupiné 50 nemocnych zafazenych
do sledovani byla zjisténa Bcl-2/IgH

pozitivita z periferni krve a/nebo kostnf{
drené pomoci PCR u 26 (52 %), zby-
vajicich 24 nemocnych (48 %) bylo
Bcl-2/1gH negativnich. Z 26 nemoc-
nych Bcl-2/IgH pozitivnich pred |é¢-
bou se ve 24 pripadech (92 %) jednalo
o prestavbu v oblasti major break-
point region (MBR), u 2 pacient( (8 %)
pak v oblasti minor cluster region (mcr).
27 pacientl bylo léceno samotnou
chemoterapii (CHT), 23 chemoterapif
v kombinaci s rituximabem (R-CHT).
Z 27 nemocnych po podani CHT bylo
25 hodnotitelnych (2 nemocni zemveli
béhem lé¢by), u 21 z nich byla zazna-
mendna klinicky |é¢ebnd odpovéd
(84 %), z toho u 7 nejista kompletn{ re-
mise (UCR) a kompletni remise (CR)
- 28 %, u 14 pak parcidlni remise (PR)
- 56 %. 4 nemocni nezareagovali na
lé¢bu - hodnoceni jako stabilni one-
mocnén{ (SD). Ze 14 Bcl-2/IgH infor-
mativnich nemocnych z této podsku-
piny dosdhli vymizeni Bcl-2/IgH pre-
stavby po CHT jen 2 nemocni (14 %),
v 1 piipadé se jednalo o pacientav CR,
u 1 v parcidlni remisi. Ze 23 nemoc-
nych lé¢enych kombinaci rituximabu
a chemoterapie (R-CHT) bylo 21 kli-
nicky hodnotitelnych (2 nemocnf ze-
mreli p¥i [é¢bé). CR + uCR dosdhlo
15 z 21 pacient(i (71 %), u 4 bylo do-
sazeno PR (19 %), 2 nemocni nedo-
sahli 1écebné odezvy, efekt |é¢by hod-
nocen jako SD. Celkova lé¢ebnd od-
povéd v této skupiné byla 90 %.
Z molekularniho hlediska ze skupiny
11 pacientt Bcl-2/IgH pozitivnich do-
sahlo molekularni remise po R-CHT
7 nemocnych (64 %), z toho 6 bylo
v uCR + CR, jeden v PR. Porovnanim
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Klinickd odpovéd’ N %
po podéni CHT: 25

uCR + CR 7 28
PR 14 56
SD 4 16
Celkem

po podéni R-CHT: 21

uCR + CR 15 71
PR 4 19
SD 2 10
Celkem

Tab. 3. Klinickd a molekularni odpovéd po chemoterapii (CHT)
a chemoterapii s rituximabem (R-CHT).

pied lé¢bou  po lécbé po lécbé
PCR + PCR + PCR -
N =14
2/3 1/3
8/9 1/9
2/2 0/2
12/14  2/14 (14 %)
N=1
2/8 6/8
1/2 1/2
1/1 0/1
4/11 7/11 (64 %)

obou skupin bylo zjisténo, Zze nemocnf
léceni R-CHT dosahli statisticky vy-
znamné vice molekuldrnich remisi nez
pacienti [éceni samotnou CHT (64 %
vs 14 %, p = 0,037). Z klinického po-
hledu nemocni po R-CHT dosahli vy-
znamné vys$siho procenta uCR + CR
oproti skupiné lé¢ené samotnou
CHT (71 % vs 28 %, p = 0,007). Vy-
sledky klinické a molekularni odpové-
di skupiny lé¢ené CHT i R-CHT jsou
shrnuty v tab. 3.

Klinicka a molekularni odpovéd’
na sekvenéni poddani rituximabu
po chemoterapii

Sekven¢né byl podan rituximab u 17 ze
27 nemocnych, ktefi byli |é¢eni samot-
nou chemoterapii, ale u kterych ne-
bylo dosazeno kompletni remise one-
mocnén{s pretrvavajici Bcl-2/IgH po-
zitivitou. Z klinického pohledu bylo
pred poddnim rituximabu ze 17 ne-
mocnych 14 v parcidlni remisi a 3 v ne-
jisté kompletni remisi. Rituximab byl
poddn ve standardnim davkovani, tedy
4krat 375 mg/m? po 1 tydnu s cilem
odstranénf rezidudlni nemoci. Po po-
dani rituximabu 8 ze 14 nemocnych
pGvodné v PR dosdhlo CR, 2 pak uCR
a 4 zastali v PR. VSichni 3 nemocni,
ktefi byli hodnoceni jako uCR pted
podanim rituximabu, dosdhli poté
CR. Celkem u 13/17 (76 %) nemoc-
nych doslo ke zlepSeni celkové odpo-
védi po podani 4 davek rituximabu.
Z molekularné genetického hlediska
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celkem 12/17 (71 %) nemocnych bylo
pozitivnich na prestavbu Bcl-2/IgH
pred sekvenénim poddnim rituximabu.
K vymizeni Bcl-2/1gH pozitivity doslo
pti kontrole za 1 mésic od posledni
davky rituximabu u 7/12 nemocnych
(58 %). Zbyvajicich 5 Bcl-2/IgH pozi-
tivnich pacientll bylo poté sledovdno
po 3 mésicich a u 2 z 5 doslo k vymi-
zeni Bcl-2/1gH prestavby v intervalu
3 (1 pacient), resp. 6 mésict (1 pa-
cient), coz ukazuje na dlouhodoby bio-
logicky efekt poddvaného rituximabu.
Molekularné geneticka odpovéd byla
zaznamendna u 9/12 nemocnych
z této skupiny (75 %).

Zachyt Bcl-2/IgH v jednotlivych
kompartmentech pied lécbou

a po lécbé

U 23 ze 26 vstupné Bcl-2/IgH pozitiv-
nich nemocnych bylo diagnostikovédno
postizeni obou kompartment( sou-
¢asné (ve 21 pfipadech MBR, u 2 ne-
mocnych mcr). U dvou pacientd byla
Bcl-2/IgH pozitivita kostni dfené pfi
negativité Bcl-2/IgH v periferni krvi,
u 1 nemocného byl naopak zachyt
Bcl-2/1gH elementd jen v perifern kr-
vi p¥i negativnim nalezu v kostni de-
ni. Po 1é¢bé samotnou chemoterapif
zlistalo 14 pacient Bcl-2/IgH pozi-
tivnich v periferni krvi a/nebo v kost-
ni dfeni, po podani rituximabu s che-
moterapii 4 nemocni - celkem tedy
u 18 nemocnych byla zkoumdna ko-
relace mezi nalezy v kostnf dreni a pe-

riferni krvi i po lé¢bé. U 11 z 18 ne-
mocnych (61 %) byla nalezena Bcl-2/
IgH pozitivita v obou kompartmen-
tech, 5z 18 nemocnych bylo Bcl-2/IgH
negativnich v periferni krvi s pretrva-
vajici pozitivitou ve dfeni a naopak
2z 18 nemocnych doséhli vymizeni
Bcl-2/IgH v periferni krvi, ale pretrva-
vala u nich pozitivita v periferni krvi.
Onemocnéni se tak jevi vice rezistentn{
k 1écbé v kostni dfeni nez v periferni
krvi.

Vyznam dosazeni Bcl-2/IgH

negativity na prognézu onemocnéni
Ze souboru 26 nemocnych vstupné
Bcl-2/IgH pozitivnich ke dni hodno-
ceni zemfelo 5 nemocnych - vSichni
na progresi lymfomu, 3 z nich byli ze
skupiny, kterd nedosahla nikdy Bcl-2/
IgH negativity. Nasledny relaps/pro-
grese lymfomu byly po 1é¢bé zazna-
mendany u 10 ze 23 (43 %) hodnoti-
telnych pacientl (3 nemocni zemreli
béhem lé¢by) s medidnem doby do
relapsu/progrese 15,5 mésice. U sku-
piny, kde béhem [é¢by v kterékoli fazi
bylo dosazeno Bcl-2/IgH negativity,
doslo k relapsu u 4/15 pacientti (27 %),
u nadale Bcl-2/IgH pozitivnich pak
u 6/8 pripadl (75 %) - tento rozdil
byl statisticky vyznamny (p = 0,03).
Median OS u celé skupiny 26 vstupné
Bcl-2/IgH pozitivnich nemocnych ne-
byl dosazen, 3. kvartil byl 37 mésica.
Ke dni hodnoceni Zije 21/26 nemoc-
nych (81 %), ve skupiné nadale Bcl-
2/IgH pozitivnich Zije 4/8 nemocnych
(50 %), ve skupiné Bcl-2/IgH negativ-
nich Zije 17/18 pacient( (94 %). Prav-
dépodobnost 2letého preziti u obou
podskupin byla 74 % vs 87 % - tento
rozdil byl hrani¢né statisticky vy-
znamny (p = 0,05). Median doby do
relapsu/progrese celého souboru ne-
byl dosaZen, 3. kvartil byl 20 mésica.
Pravdépodobnost 2letého preziti bez
progrese byla u pacient( s pretrvava-
jici Bcl-2/IgH pozitivitou 38 %, u Bcl-2/
IgH negativnich 81 % (p = 0,004).
Pravdépodobnost dvouletého preZiti
bez udalosti byla u skupiny s pretrva-
vajici Bcl-2/IgH pozitivitou 37 %,
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Graf 1. Graf celkového preziti u pacientd, ktefi dosahli
Bcl-2/IgH negativity po terapii vs nemocni Bcl-2/1gH

pozitivni.

u Bcl-2/1gH negativnich 75 % (p = 0,01).
Medidn sledovani této casti souboru
je 34 mésicl (rozmezi 4 - 54). K¥ivky
porovnévajici OS a PFS u obou sku-
pin po |é¢bé jsou uvedeny v grafech 1
a 2. Porovnanim vstupnich charakte-
ristik s vysledky |é¢by bylo zjisténo, ze
v nasem souboru bylo dosazeni Bcl-2/
IgH negativity asociovano s témito
faktory: vék < 65 let (p = 0,02), perfor-
mance status 0 + 1 v tvodu (p = 0,02)
a hrani¢né i index FLIPI (p = 0,05),
tab. 4. Porovndnim lé¢ebnych vysled-
k& nemocnych, ktefi kdykoliv béhem
lécby dosahli Bcl-2/1gH negativity se
skupinou, u kterych pretrvavala Bcl-
2/IgH pozitivita, byl nalezen rozdil
mezi obéma skupinami v delsi dobé
do progrese, dobé do udalosti a hra-
niéné i v delsim preziti ve prospéch
skupiny Bcl-2/IgH negativnich po lé¢bé.
PCR negativni status po |é¢bé tak byl
dle naseho sledovani spojen s dlou-
hodobéjsi remisi onemocnéni, niz§im
rizikem relapsu a s naznacenym tren-
dem k del$imu celkovému preziti.

Diskuse

V nasem souboru 50 nemocnych
jsme prokazali pfitomnost Bcl-2/IgH
prestavby v MBR nebo mcr oblasti
u 52 % nemocnych, coz odpovida vy-
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pozitivni.

Graf 2. Graf doby do progrese u pacientt, ktefi dosdhli
Bcl-2/IgH negativity po terapii vs nemocni Bcl-2/1gH

Tab. 4. Klinické, laboratorni a |é¢ebné charakteristiky nemocnych
ve vztahu k vymizenf ¢ pretrvavani Bcl-2/IgH prestavby po celé [é¢bé.

Muzské pohlavi

Vék 2 65 let
Grade FL
|+ 11
Stadium
|+ 11

B symptomy

Performance status dle WHO
0-1
LDH > norma
B-2-mikroglobulin > norma
Lymfatické uzliny > 5 cm
Extranoddlni postizeni (mimo dreri)
Postizeni dfené
FLIPI
3-5 (vysoké riziko)
Dosazeni uCR + CR
Rituximab v lé¢bé
Rezimy podané lécby
CHOP-like + rituximab

Relaps/progrese
Zijici nemocni
Délka sledovani (median, mésice)

Bcl-2/1gH Bcl-2/1gH P-hodnota

negativni, pozitivni,
n =18 (%) n=7 (%)

73 57 NS

6 57 0,02

89 100 NS

6 14 NS

28 43 NS

100 57 0,02

44 71 NS

59 71 NS

6 14 NS

17 0 NS

89 86 NS

33 43 NS

50 43 NS

89 100 NS

67 71 NS

27 71 0,04

94 43 0,02

33 38 NS

sledk&im prezentovanym ostatnimi au-
tory z evropskych pracovist. Italsti au-
tofi nalezli Bcl-2/IgH pozitivitu u 69 %

[17], francouzsti pak v 64 % [4]. Re-
lativné nizsi vyskyt mize byt zplso-
ben skute¢nosti, Ze v nasem souboru
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byla testovana jen 2 nejc¢astéjsi zlo-
mova mista - MBR a mcr. Tento rozdil
ale nenf signifikantni. Samotna che-
moterapie vede k dosazeni Bcl-2/IgH
negativity jen u malé ¢asti nemocnych
- v nasem souboru dosdhlo negativity
14 % nemocnych. V préci italskych
autordl tomu bylo po chemoterapii
CHOP u 30 % nemocnych [19]. Nizsf
procento molekuldrnich remisi po
samotné chemoterapii bylo spojeno
v nasem souboru i se statisticky signi-
fikantné nizsi pravdépodobnosti do-
sazenfi klinické kompletni remise oproti
skupiné lé¢ené kombinaci rituximabu
a chemoterapie (28 % vs 71 %, p =
= 0,007). PFidani rituximabu k chemo-
terapii vedlo u nasich nemocnych ke
statisticky vy$§imu dosazeni moleku-
larnich remisi nez po podani samotné
CHT (14 %), a to u 64 % nemocnych
- tento rozdil byl statisticky vyznamny
(p = 0,037). Vyznam rituximabu pro
dosazeni molekuldrné genetické re-
mise onemocnéni byl prezentovdn
mnoha autory, a to jak pfi podani
v monoterapii [4], tak v kombinaci
s chemoterapii CHOP [5]. Z 18 ne-
mocnych ve studii Czuczmana et al
bylo informativnich pro Bcl-2/IgH
pfestavbu 7 pacientl - u vech doslo
po podani 6 cyklt R-CHOP k dosazenf
molekularné genetické remise. U nasf
skupiny nemocnych lé¢enych samot-
nou CHT, kterym byly poddny 4 dévky
rituximabu po 1 tydnu, dosdhlo 9/12
(75 %) molekularni remise. Nastup
Bcl-2/1gH negativity byl pozvolny,
7/12 nemocnych dosahlo vymizen{
Bcl-2/IgH prestavby pti kontrole za
1 mésic po skonceni |é¢by rituxima-
bem, 2 ze zbyvajicich 5 pak v intervalu
3, resp. 6 mésict po |é¢bé. Doznivajici
efekt rituximabu je zplsoben pretrva-
vanim jeho hladiny nékolik mésicti po
posledni ddvce. Rambaldi et al pre-
zentovali vysledky sledovani MRN po
chemoterapii CHOP s naslednym sek-
venénim poddnim rituximabu u sku-
piny 128 nemocnych s FL. Po chemo-
terapii CHOP bylo zatazeno do sle-
dovani MRN 77 nemocnych, kterym
byly podany sekvenéné 4 dévky rituxi-
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mabu po 1 tydnu. Molekularné gene-
tickd odpovéd byla sledovana 12,
28 a 44 tydnt po poddnf rituximabu.
PCR negativity doséhlo v danych ¢a-
sovych obdobich 59 %, 74 %, resp. 63 %
nemocnych. Dosazeni Bcl-2/IgH ne-
gativity v této préci korelovalo s lepsi
prognézou onemocnéni [19]. Skutec-
nost, ze podani rituximabu kdykoliv
béhem terapie v nasem souboru ne-
bylo statisticky signifikantné spojeno
s lepsi molekularné biologickou od-
povédi, je zplsobena tim, Ze pocet
nemocnych, kteff rituximab nedostali,
byl velmi nizky.

Hlavnim cilem nasi préce bylo zhod-
notit klinicky vyznam dosaZeni Bcl-2/
IgH negativity na osud nemocnych.
DosaZeni molekuldrni remise v které-
koliv fazi [é¢by bylo v nasem sledovéni
spojeno se statisticky vyznamné del-
$im obdobim do progrese (p = 0,004)
i obdobf do udalosti (p = 0,01) oproti
skupiné Bcl-2/1gH pozitivnich. Vliv na
prodlouzeni celkového preZiti byl shle-
dén jako hrani¢ni (p = 0,05) ve pro-
spéch Bcl-2/IgH negativnich pacientd.
Pozitivni vyznam dosazeni molekularné
genetické remise na prognézu one-
mocnéni byl prezentovan mnoha au-
tory, a to jak po podani intenzivnf
chemoterapie - ,alternative tripple
therapy“ a FND [13], tak po podani
samotného rituximabu [4] ¢i vysoko-
davkované lé¢by s podporou kmeno-
vych bunék [12]. Existuji ale i prace,
které tuto hypotézu nepodporuji. Ve
Foranové praci je prezentovano 62 %
nemocnych, ktefi dosahli po 4 davkach
rituximabu molekuldrné genetické re-
mise onemocnéni - tato skute¢nost
ale nekorelovala s klinickou odezvou
[6]. Podobné rozporuplné vysledky pre-
zentoval Mandigers, ktery vySetfoval
Bcl-2/IgH prestavbu u nemocnych
po chemoterapii COP s interfero-
nem a. Dosazeni molekuldrné gene-
tické remise v této studii nekorelovalo
s klinickou prognézou nemocnych [15].
Zavérem lze shrnout, Ze nase studie
prokazala statisticky vyznamné vySsi
procento CR i molekuldrnich remisf
po poddni imunochemoterapie s ri-

tuximabem oproti samotné chemo-
terapii a soucasné i unikatni schop-
nost rituximabu dosdhnout eliminace
Bcl-2/1gH pozitivnich bunék v perifern{
krvi a/nebo v kostni d¥eni, které pre-
trvavaly po podani chemoterapie sa-
motné (v 75 %). Z tohoto pohledu je
oproti jinym postuptim, které jsou
schopny vést k dosazeni molekularnf
remise (napr. autologni transplantace)
hlavni vyhodou rituximabu nizka toxi-
cita, ¢imz odpada riziko sekunddrnich
nadord. Prestoze nemocni po dosa-
Zeni Bcl-2/1gH negativity jiZ nebyli déle
dlouhodobé molekularné geneticky
sledovani, |ze konstatovat, ze dosazenfi
molekuldrni remise do 6 mésici po
lé¢bé bylo v nasi praci spojeno s lepsi
prognézou nemocnych stran PFS
a EFS. Vyznam dosaZeni Bcl-2/IgH ne-
gativity stran delstho preziti byl hra-
ni¢ni, z tohoto pohledu bude nutné
delsi sledovan{ souboru. Hlavni pro-
blém pro zavedeni monitorovani
Bcl-2/1gH pozitivnich bunék v periferni
krvi/kostni dfeni v bézné klinické praxi
vyplyvd z toho, Ze i pres dosazeni
Bcl-2/1gH negativity nemusi dojit k eli-
minaci vlastniho nddoru v uzlindch.
Oba kompartmenty (periferni krev
i kostni d¥en) jsou totiz aZ sekundarné
postizenymi oblastmi - primarné se
jednd o uzlinové onemocnéni. | pres
dosazeni Bcl-2/IgH negativity v peri-
fernf krvi/kostni dfeni proto nelze vy-
loudit pfitomnost rezidudlnich nddo-
rovych bunék v plivodné postizenych
uzlindch. Dals$im problémem je roz-
dilnd zachytnost Bcl-2/1gH pozitivnich
bunék v periferni krvi oproti kostn{
dreni. V nasem souboru bylo u 23 ze
26 Bcl-2/1gH pozitivnich nemocnych
zjisténo postizeni obou kompart-
ment( soucasné. Korelace mezi obé-
ma kompartmenty tedy byla v nasem
souboru velmi dobrd. Podobné vy-
sledky prezentoval Summers [21], na-
opak nékteré priace poukazuji na
kostni dren jako spolehlivéjsi kom-
partment pro prikaz Bcl-2/IgH ele-
mentd nez periferni krev [12]. Po |é¢-
bé u skupiny s pretrvavajici Bcl-2/1gH
pozitivitou byla shleddna shoda mezi
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periferni krvi a kostni dfeni u 11 z 18 ne-
mocnych (61 %). U 5z 18 nemocnych
bylo dosazeno Bcl-2/IgH negativity
v periferni krvi p¥i pretrvavajici poziti-
vité v kostni deni a naopak u 2z 18 ne-
mocnych dosahli vymizeni Bcl-2/IgH
v kostnfi dfeni s detekovatelnymi Bcl-2/
IgH pozitivnimi elementy v periferni
krvi. Ucinnost 1é¢by (zejména rituxi-
mabu) pfi eliminaci Bcl-2/IgH pozi-
tivnich bunék se jevi vy3si v perifernf
krvi nez v kostni dreni. K obdobnym
zavériim dospéli napiiklad i italSti au-
tofi [18]. Zavérem lze konstatovat, Ze
pro zavedeni monitorovani Bcl-2/1gH
do bézné klinické praxe je nezbytné
sjednoceni metodik stanovenf této pre-
stavby mezi laboratofemi a soucasné
i stanoveni optimélniho kompart-
mentu, ve kterém by mélo byt sledo-
vani provddéno - zda jim bude peri-
ferni krev, kostni dferi nebo lymfaticka
uzlina, nenf dosud zcela jasné.
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