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Abstrakt

Prace je rozd€lena na dvé studie. Ob¢ jsou vénovany prognostickym faktorim
lymfomu z plastovych bunék (mantle cell lymphoma, MCL).

Prvni Cast se vénuje ovéfeni prognostického vlivu mezinarodniho prognostického
indexu pro lymfom z plastovych bunék (Mantle Cell Lymphoma International Prognostic
Index, MIPI) a proliferacni aktivity u MCL diagnostikovanych v letech 1996-2008 v celé
Ceské republice. Tato popula¢ni studie byla provadéna v ramci Kooperativni lymfomové
skupiny CR a klinicka data pacientdl byla zkompletovana k dubnu 2012. Do studie bylo
zahrnuto 235 pacientl, u nichz byla nasim druhym ctenim preterapeutickych
histologickych vzorki potvrzena diagnéza MCL. Median celkového preziti (OS) Cinil
47 mésicti, median doby pfeziti bez progrese (PFS) 22 mésich. Byl prokdzan vliv
prolifera¢ni aktivity, MIPI i typu 1éCby (intenzivni/neintenzivni) na pieziti pacientli (na OS
i PFS), a to i v multivariatni analyze. Dale byl pomoci univaritni analyzy prokazan vliv na
OS i PFS iu variant indexu MIPI, a to MIPIy, s-MIPI a v r. 2016 nov¢é navrzeného
kombinovaného MIPI, u agresivnich variant oproti ostatnim cytomorfologickym variantam
MCL au nodalni vs. extranodalni lokalizace primarniho vzorku. Prognosticky vliv
architektonické varianty ani vysledki imunohistochemického barveni s protilatkami CD23,
CDS5 ¢i cyklin D1 vSak prokazéan nebyl.

Druha ¢ast prace je vénovana prognostickému vlivu mikrovaskularni denzity (MVD)
U MCL. Jedna se o viubec prvni studii prognostického vlivu MVD u MCL. Do studie bylo
zatazeno 177 pacienti s extrameduldrnimi histologickymi vzorky. Byla pouZzita
imunohistochemicka protilatka CD34. Pro stanoveni mikrovaskularni denzity byla pouZita
metoda systematického rovnomérného nahodného vzorkovani obrazovych poli a nasledné
pocitaci ramecek pro tzv. nevychylené pocitani. Hodnota byla nasledné ptepocitana na
1 mm? Byl prokdzan negativni prognosticky vliv vy$sich hodnot MVD na OS pouze
u souboru pacientii 1é¢enych konvencni (neagresivni) terapii (P = 0,04), nikoli u ptipadt
lécenych agresivni terapii, ani u celého souboru. Vyznamné vyssi hodnoty MVD byly
zjistény u pacientu s infiltraci kostni dfené v dobé diagnézy (P =0,001). MVD koreluje
S hodnotami MIPI, ale nikoli s proliferacni aktivitou, S cytomorfologickou ¢i
architektonickou variantou, s primarni lokalizaci vzorku. MVD se tak u MCL neukazuje
jako vhodny prognosticky faktor na rozdil od jinych lymfomu. Dle multivariatni analyzy se
jako nejvhodnéjsi prognosticky faktor u MCL jevi MIPI a prolifera¢ni aktivita.



Abstract

The doctor thesis is composed of two major studies, both of them focused on the
mantle cell lymphoma (MCL).

The first part deals with the verification of the prognostic influence of Mantle Cell
Lymphoma International Prognostic Index (MIPI) and of the proliferative activity in 235
patients with MCL diagnosed in 1996-2008 in the Czech Republic. This population study
was performed in the collaboration with the Czech Lymphoma Study Group. The clinical
data of patients were completed in April 2012. The diagnosis of MCL was confirmed by
our central histopathologic examination of pretherapeutic histological samples. The median
overall survival (OS) was 47 months, median progression free survival (PFS) was 22
months. We demonstrated the influence of proliferative activity, MIPI and of the therapy
type (intensive/non-intensive) on OS and PFS in univariate and multivariate analysis.
Using univariate analysis we showed the prognostic influence of aggressive/other
cytomorphological variants of MCL, nodal/extranodal localization of primary sample and
also of the variants of MIPI — s-MIPI, MIPI, and a completely new variant of MIPI —
combined MIPI. The prognostic influence of growth pattern and of the results of
immunohistochemical reaction with CD23, CD5 and cyclin D1 antibodies were not
confirmed.

The other part of the thesis is focused on the prognostic influence of the microvessel
density (MVD) in MCL. This is the first study of the prognostic influence of MVD in
MCL. We studied MVD using systematic uniform random sampling and unbiased counting
frames in immunohistochemical reactions with anti-CD34 antibody in extramedullary
MCL samples of 177 patients. The number of microvessels was recounted to 1 mm?. High
MVD is associated with worse OS in patients treated by conventional (non-intensive)
therapy (P = 0.04), but not in the intensive treatment group and in the whole series. Higher
MVD was associated with bone marrow infiltration at the time of diagnosis (P = 0.001).
MVD correlated positively with MIPI scores but not with the proliferation, morphological
variant, growth pattern, or localization. MVD is not a good prognostic marker in MCL in
contrast to other lymphomas. Multivariate analysis showed MIPI and proliferative activity
as the most suitable prognostic markers of MCL.



Pifedmluva

Dizerta¢ni prace je tvofena dvéma studiemi.

Prvni cast tohoto projektu vznikla na zadost naSich klinickych kolegli sdruzenych
v Kooperativni lymfomové skupiné Ceské republiky. Ti jiz dlouhd léta sbiraji data
0 pacientech s riiznymi lymfomy. Po dohod¢ s prof. MUDr. Markem Trnénym bylo nasim
tikolem zajistit z pracovist’ patologie po celé Ceské republice blo¢ky z biopsii, z nichz byl
lymfom z plastovych bunck diagnostikovan, a nasledné centralné potvrdit diagnézu
lymfomu z plastovych bunék u téchto piipadu, aby tato ovéfena data mohla byt v registru
Kooperativni lymfomové skupiny dale zpracovavana. Tim vSak naSe spoluprace neskoncila.
Tehdy v r. 2008 totiZz Hoster publikovala navrh mezinarodniho prognostického indexu pro
lymfom z plastovych bunék MIPI a my jsme se ve spolupraci s MUDr. Davidem Salkem,
Ph.D. rozhodli ho na téchto datech ovétit. Tak vznikla prvni ¢ast této dizertani prace
vénovanad prognostickym faktorim lymfomu z plastovych bunck.

Tato Cast zalind teoretickym uvodem, ktery je vénovan zakladnim informacim
0 lymfomu z plastovych bunék a shrnuti dosavadnich znalosti o jeho prognostickych
faktorech. Nasledné je uvedena vlastni studie pacientt s timto lymfomem. Jejim cilem bylo
ovetit nejen prognosticky vliv proliferacni aktivity a mezinarodniho prognostického indexu
pro lymfom z plastovych bunék MIPI, ale také dalSich parametri, jakymi jsou
cytomorfologicka varianta, architektonicka varianta nebo vysledky imunohistochemického
barveni (jmenovit¢ CDS5, cyklin D1, CD23), jejichz prognosticky vliv jiz sice v minulosti
provétovan byl, avSak vysledky téchto praci jsou rozporuplné.

Material a data z tohoto souboru byly zpracovavany i ve druhé ¢asti této prace. Ta je
vénovana zkoumdni prognostického vlivu mikrovaskularni denzity u lymfomu
z plastovych bunék. Tato Cast zacind teoretickym tvodem, ktery je vénovan
mikrovaskularni denzité a zptsobiim jejiho stanovovani a jsou v ném také shrnuty stavajici
poznatky o mikrovaskularni denzit¢ v lymfomech vcetné jejiho prognostického vlivu.
Vlastni prace je vibec prvni publikovanou studii vé€novanou mikrovaskularni denzité
v lymfomu z plastovych bungk a jejimu prognostickému vlivu. Byla provedena na velkém
souboru 177 ptipadd. Doposud byly publikovany jen malé skupiny piipadi tohoto
lymfomu v ramci srovnavani mikrovaskularni denzity mezi riznymi druhy lymfomd.

V pfilohach je pak v anonymizované podobé uveden seznam jednotlivych piipadi
z obou studii se v8emi pouzitymi Udaji a dale jsou ptilozeny kopie plnych znéni publikaci
autorky, tykajici se této dizerta¢ni prace.
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1 Prognosticke faktory lymfomu
Z plastovych bunék

1.1 Uvod do problematiky lymfomu z plast'ovych

bunék

Lymfom z plastovych bunék (mantle cell lymphoma, MCL) odpovida 3-10 %
nehodgkinskych lymfomua [Swerdlow et al. 2008]. Tento B-lymfom je ¢ast&jsi u muzi nez
uzen (pomér 2:1 [Swerdlow et al. 2008] i 3:1 [loachim et al. 2008b]) a casté&ji se
vyskytuje u bilé rasy [loachim et al. 2008b]. Nejcastéji postihuje pacienty v Sesté a sedmé
dekad¢ zivota. VétSina diagnostikovanych pacientt je jiz v pokrocilych stadiich (stadium III
a IV dle Ann Arbor klasifikace) s generalizovanou lymfadenopatii, u niz velikost uzlin
obvykle nepiesahne 5 cm. Casté je i soutasné extranodélni postizeni, a to kostni dieng,
sleziny, traviciho traktu ¢i jater [Ioachim et al. 2008b].

Histologicky je lymfom z plastovych bunék tvofen monomorfni populaci malych
a sttedné velkych lymfoidnich bunck. Tyto buniky jsou imunohistochemicky pozitivni
v reakcich s B-markery, a to jak s CD79a, PAX-5, tak i s CD20. Dale je v reakci s protilatkou
CD5 v nadorovych bunikach piitomna slaba aberantni koexprese. Nadorové elementy jsou
negativni s protilatkami proti CD23, CD10 i BCLS6, pozitivni s ani-CD43, FMC7 a BCL2
a téméf vzdy byvaji pozitivni v reakci s cyklinem D1 [Swerdlow et al. 2008], viz obrazek 1.

Pozitivita reakce s cyklinem D1, kterd je hlavni imunohistochemickou znamkou pii
diagnostice MCL, je zpusobena translokaci t(11;14)(q13;932), které je pro tento lymfom
typicka. Diagnostika MCL pomoci protilatky cyklinu D1 vSak pfinasi i urcita uskali, a to
proto, Ze tato protilatka neni specificka pouze pro MCL. Pozitivita reakce muze byt zjisténa
I U mnohoc¢etného myelomu [Ioachim et al. 2008b] ¢i u dalSich lymfomu, napf. u leukémie
z vlasatych bunék ¢i u chronické lymfatické leukémie/lymfomu z malych B-bunék
(B-CLL/SLL) [Abboudi et al. 2009, Gradowski et al. 2012, Liu et al. 2015, O’Malley et al.
2005]. Na druhou stranu nékteré lymfomy z plastovych bun€k jsou negativni v reakci
s cyklinem D1. V téchto ptipadech je pro uréeni spravné diagnézy kli¢ovy molekularné
cytogeneticky prukaz translokace t(11;14). DalSi imunohistochemickou protilatkou, ktera
pozitivné reaguje s vétsinou MCL, je SOX11. Avsak ani v tomto pfipadé se nejedna
o protilatku specifickou pouze pro MCL. Byla totiz zjiSténa pozitivita i u piipada
T- i B-akutni lymfoblastické leukémie ¢i u ¢asti piipadii Burkittova lymfomu [Mozos et al.
2009].

Translokace t(11;14)(q13;q32) je cytogeneticky prokazatelna témér ve vsech
lymfomech z plastovych bunék. Tato translokace je mezi genem cyklinu D1 (CCND-1) na
dlouhém raménku chromozému 11 a genem té€zkého fetézce (IgH) na dlouhém raménku
chromozomu 14. Cyklinovy gen normalné tvoii komplexy s cyklin dependentnimi kindzami
4 a 6, které hraji roli v fosforylaci (inaktivaci) retinoblastomového genu (aktivovany gen
potlacuje bunécéné déleni), tento gen tak podporuje progresi z G1 do S faze bunécného cyklu
[loachim et al. 2008b]. Pritomnost této translokace je ke vzniku lymfomu z plastovych
bunék sice nutna, ale sama ke vzniku nadoru nestaci, jsou tieba i dalsi zmény.



Obrézek 1 — typicky vzhled lymfomu z plastovych bunék s obrazem
pfipominajicim aZz tzv. hvézdné nebe (a), v detailu (b) v barveni
hematoxylin-eosin (H-E), imunohistochemicka pozitivita s protilatkou CD20 (c),
typicka slaba aberantni koexprese nadorovych elementi s CD5 se zastizenymi
silngji pozitivnimi reaktivnimi T-lymfocyty (d), pozitivita MCL s cyklinem D1
ve sténé tlustého stfeva (e), negativita MCL s CD23 v nadorovych buiikéach,
CD23 zobrazuje pouze sit” folikularné dendritickych bunék (f); zvétseni (a) 50x,
(b) 400x%, ostatni 200x

V 40-75 % piipadi MCL se vyskytuje delece 11q22-23, kde je téZ uloZen gen pro
ATM Kkindzu. Tato delece vede ke zvySeni instability genomu a ke zvySeni
pravdépodobnosti daldich mutaci, protoZze za normalnich okolnosti tento gen pomoci
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transkripéniho faktoru p53 vede k zastaveni bunécného cyklu a k ptipadné opravé DNA, ¢i
k apoptoze poskozené bunky [Camacho et al. 2002, Stilgenbauer et al. 2000]. Tyto mutace
mohou byt dostacujici pro vznik klasické varianty MCL, avSak pifi vzniku blastoidni
varianty dochazi k dal$im mutacim genti, které pomahaji zvySovat proliferaci [Swerdlow et
al. 2008]. Podrobné&ji jsme se timto tématem zabyvali v nasi publikaci z r. 2013 [Sélek et al.
2013], jejiz plny text je uveden v piiloze 7.

Pritkaz t(11;14) je jednou z diagnostickych metod MCL. Za nejvhodné&jsi metodu pro
jeji prikkaz je povazovana fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH), ktera detekuje 97 %
ptipadi a je rutinn¢ pouzitelnd u béznych bioptickych vzorkd, které jsou fixované
formalinem a zalité v parafinu. Oproti tomu pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) je
prokazatelnych jen 37 % pripadt [Belaud-Rotureau et al. 2002], pomoci Southern Blott
70-80 % ptipadd [Sun et al. 2003], pii uziti PCR spojené s reverzni transkripci (RT-PCR)
dokonce 100 % [Belaud-Rotureau et al. 2002]. Ostatné u imunohistochemického vysetieni
cyklinu DI je v praci Suna uvadéna citlivost jen 69 %, ve zbylych piipadech byl
k diagnostice MCL nutny prukaz t(11;14) [Sun et al. 2003].

1.1.1 Cytomorfologické varianty lymfomu z plastovych bunék

Cytologicky byva MCL obvykle tvofen populaci malych a stfedné velkych
lymfoidnich bunék s nepravidelnou jadernou konturou vzhledu ,nastépenych jader,
s disperznim jadernym chromatinem, se $patné patrnym jadérkem a s chudou cytoplazmou.
Bézné byvaji ziejmé 1 hyalinizované drobné cévy a v mnoha ptipadech i rozptylené
epiteloidni histiocyty pfipominajici obraz hvézdného nebe [Swerdlow et al. 2008]. Tato
nejcastéjsi cytomorfologicka varianta se nazyva klasickd varianta (viz obrazek 2). Ta
odpovida vétsing pripadi MCL, a to 87,5 % [Tiemann et al. 2005], resp. 88 % [Hoster et al.
2016].

Dalsi variantou je malobunécna (small cell) varianta MCL (viz obrazek 2), ktera je
tvofena malymi kulatymi lymfocyty s hutnéj$im chromatinem [Swerdlow et al. 2008]. Tato
varianta napodobuje B-CLL/SLL, odliSeni obou jednotek je s jistotou mozné az za pomaoci
imunohistochemického vySetieni, ptfip. s pouzitim molekularni genetiky. Tato varianta
odpovida 3,6 % ptipadi MCL [Tiemann et al. 2005], resp. 2 % [Hoster et al. 2016].

Dale je to varianta podobna marginalni zoné¢ (marginal zone-like) (viz obrazek 2),
ktera pfipomina elementy marginalni zony. Jsou v ni totiz zastizeny okrsky bunék s bohatou
bledou cytoplazmou. Tato varianta napodobuje B-lymfom marginalni zény [Swerdlow et al.
2008].

Dalsi cytomorfologické varianty jsou né€kdy souhrnné nazyvany agresivnimi
variantami, jmenovité se jedna o pleomorfni a blastoidni variantu. U pleomorfni varianty
jsou pfitomny bunky rozmanitych tvard, z nichz mnohé odpovidaji velkym lymfocytarnim
elementim s ovalnymi ¢i nepravidelnymi jadernymi konturami, bledou cytoplazmou
a v ¢asti bunék s prominujicim jadérkem [Swerdlow et al. 2008]. Tato varianta ptipomina
diftzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), jeji zastoupeni je 5,9 % MCL [Tiemann et al.
2005]. V ptipad¢ blastoidni varianty (viz obrazek 2) bunky piipominaji lymfoblasty
s disperznim chromatinem a s vysokou mitotickou aktivitou (nejméné 20-30
mit6z/10 hpf) [Swerdlow et al. 2008]. Zastoupeni této varianty je 2,6 % [Tiemann et al.
2005]. Vyskyt obou agresivnich variant, tedy blastoidni a pleomorfni varianty, je dle
nékterych zdroji vyssi, a to 10-16 %. V jejich ptipadé jsou uvadény hodnoty kratsiho
medianu pieziti oproti ostatnim variantam [Hoster et al. 2016, Réty et al. 2002].

Cytomorfologicka varianta vS§ak neni stacionarni, ale v pribéhu onemocnéni se miize
meénit, a to jak smérem od neagresivnich k agresivnim variantam, tak i opacnym smérem. Ve
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studii porovnavajici ptipady recidivujicich MCL, kde byl krom¢ priméarniho vzorku odebran
i vzorek pfi recidivé onemocnéni, bylo zjisténo, ze u 22 % ptipadi klasickych/malobunéc-
nych variant zjiSténych z priméarniho vzorku byla ze vzorku pfi recidivé onemocnéni
diagnostikovana blastoidni varianta. Naopak u 50 % blastoidnich variant MCL zjisténych
z priméarniho vzorku byla pfi recidivé prokazana klasicka varianta [Vogt et al. 2013].

cell) (b), z bunék podobnych marginalni zoné (marginal zone-like) (c), blastoidni
(d), barveni H-E, zvétseni 400%

1.1.2 Architektonické varianty lymfomu z plastovych bunék

Nejcastéji lymfom z plastovych bunék postihuje lymfatické uzliny. V nich
rozeznavame né&kolik zplsobi infiltrace tkang, tzv. architektonickych variant. Jednd se
o variantu difGzni, nodularni a plastové zoény (mantle zone) [Swerdlow et al. 2008].
V diftzni varianté je patrna homogenni nadorova infiltrace zcela nahrazujici architekturu
lymfatické uzliny (viz obrézek 3). Tato varianta odpovida 80,5 % piipadid MCL [Tiemann et
al. 2005], resp. 63 % [Hoster et al. 2016].

U nodularni varianty nachazime naznacené noduly, v nichZ nejsou zastizeny ani
rezidualni struktury zarode¢ného centra (viz obrazek 3). Tato varianta se vyskytuje u 18,1 %
MCL [Tiemann et al. 2005], resp. u 27 % [Hoster et al. 2016].

Posledni, nejméné Castou variantou (1,4 % piipadné 11 % piipadid MCL [Hoster et al.
2016, Tiemann et al. 2005]) je varianta plastové zony (mantle zone). V tomto piipadé
nadorové bunky infiltruji pouze rozsifenou plastovou zonu obklopujici mald, ¢i naopak
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Obrazek 3 — architektonické varianty MCL — difazni (a), nodularni (b) a plastové
z6ny (mantle zone) v barveni H-E (c) a zvyraznéni nadorové infiltrace u varianty
plastové zény pomoci imunohistochemického barveni s cyklinem D1 (d),
zvétSeni 50%

hyperplasticka zarode¢na centra (viz obrazek 3).

Specialnim, velmi fidce diagnostikovanym nalezem, je tzv. ,,in situ® varianta lymfomu
z plastovych bunék (,,in situ mantle cell lymphoma®). V tomto piipadé je struktura
lymfatické uzliny zachovald, zarode¢na centra jsou obklopena pfimétené Sirokou ¢i jen
mirné rozSifenou plastovou zonou, v niZz se nachazeji rozptylené elementy MCL
odpovidajici malym az stfedné velkym bunkam s chudou cytoplazmou, s mirn¢ ¢lenitymi
a nepravidelnymi jadry, v nichz neni patrné jadérko. U téchto elementt je typicky nalez pfi
imunohistochemickém vysetieni svédc¢ici pro MCL, tedy pozitivita s cyklinem D1 a CD 5.
Interfolikularné vSak tyto buiiky =zastizeny nejsou. Toto rozvrstveni je patrné
také imunohistochemicky. Tento stav je povazovan za inicialni postizeni lymfatickeé uzliny
lymfomem z plastovych bunek [Agel et al. 2008, Richard et al. 2006], i kdyz pln¢ vyvinuty
MCL, ptipadné jiny B-lymfom, se ¢asem objevi jen u malého procenta téchto pacienti.
Carvajal-Cuenca uvadi z 12 zkoumanych pfipadd, u nichz v dobé diagndzy ,,in
situ“ lymfomu z plastovych bun€k nebyl diagnostikovan jiny lymfom, pouze jednoho
pacienta, u néhoz se po 4 letech od diagnoézy ,,in situ“ lymfomu z plastovych bunék objevil
plné vyvinuty MCL [Carvajal-Cuenca et al. 2012].

Vyse uvedené architektonické varianty odpovidaji mitfe infiltrace lymfatické tkang
elementy MCL. Za inicialni postizeni lymfatické tkan¢ MCL je povazovan ,,in situ” lymfom
z plastovych bunék, ktery prechdzi do varianty infiltrace omezené pouze na plastovou zonu,
kterd Casem progreduje do nodularni a pak do difuzni varianty [Adam et al. 2012,
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Carvajal-Cuenca et al. 2012, Norton et al. 1995, Swerdlow et al. 1983].

1.1.3 Extranodalni lokalizace postizeni lymfomem z plastovych
bunék

Mimo lymfatické uzliny mohou byt lymfomem z plastovych bunék postizeny i dalsi
lokalizace, nejcastéji to byva kostni dfen a slezina [Siddiqui et al. 2009, Thakral et al. 2015].
65 % piipadi MCL je spojeno s extranodalnim postizenim, avSak vétSinou byva soucasné
pfitomna i1 lymfadenopatie (pfitomna u 97 % ptipadi MCL). Extranodalni postiZeni bez
soucasné lymfadenopatie je u MCL malo ¢asté [Baheti et al. 2015].

Nejcastgjsi extranodalni lokalizaci u MCL je infiltrace kostni diené, a to u 60-80 %
piipadi [Ioachim et al. 2008b], nasleduje postiZeni sleziny se splenomegalii u 27-50 %
ptipadd [Baheti et al. 2015, Ioachim et al. 2008b], v 24 % je zjiSténo postizeni traviciho
traktu, ve 13 % postiZeni plic, ve 12 % kuze a podkoZi, postizeni mozku ve 4 % piipadu
[Baheti et al. 2015], ¢asté je téZ postizeni Waldeyerova mizniho okruhu [Siddiqui et al. 2009,
Thakral et al. 2015].

Kostni dfen je nejcastéjsi extranodalni lokalizaci u MCL. Cytologicky maji nadorové
bunky typicky vzhled MCL, tedy stiedné velké lymfoidni bunky s nepravidelnymi
jadernymi konturami vcetné ,,nastépenych jader”. Strukturdlné je vétSinou piitomna
nodularni infiltrace lokalizované spiSe mimo sousedstvi trabekul nez paratrabekularné (viz
obrézek 4). V menSim mnozstvi ptipadi byva zjiStovana infiltrace intersticialni ¢i diftzni
[loachim et al. 2008b]. Rozsahla infiltrace kostni diené byva piedev§im u pacienti
s leukemickou fazi postizeni. V periferni krvi se bézné nachazi malé mnozstvi cirkulujicich
nadorovych lymfocytti u 75 % pacientti s MCL, pfi flow-cytometrickém vySetieni az u 90 %
pacienti [Toachim et al. 2008b]. Za leukemickou fazi u MCL jsou povaZzovany hodnoty
absolutni lymfocytézy, tedy nad 9 x 10%1, néktefi autofi viak za rizikové povazuji jiz
hodnoty nad 5 x 10%1 [Ferrer et al. 2007].

Pti postizeni sleziny byva postizena nejdiive bila pulpa, kterd je vétSinou kompletné
nahrazena nddorem (viz obrazek 4). Pfi rozsahlej$im postizeni mize byt infiltrovana
I Cervena pulpa. Nadorové bunky mohou také nahradit pouze plastovou zonu ¢i plast’ spolu
se zarode¢nym centrem, a imitovat tak B-lymfom marginalni zony [loachim et al. 2008b].

Mimo lymfadenopatie, splenomegalie a postizeni kostni dien¢ se dalsi lokalizace
u MCL vyskytuji v menSiné ptipadli (viz obrazek 4). Z nich je na prvnim misté travici trakt
[Ferry 2008, Siddiqui et al. 2009]. Ten byva obvykle postizen ve form¢ mnohocetné
lymfomatozni polypdzy, ktera se Sifi ze Zaludku do rekta. Tato forma postihuje 10 %
pacienti s MCL. VétSinou byva postiZzeno ileum a cékum, naopak bez postiZeni je obvykle
oblast fiti a jicnu [Romaguera et al. 2003]. Infiltrace traviciho traktu MCL se vSak muze
projevit také jako diftizni infiltrace stény az celého traviciho traktu [Tamura et al. 2004], ¢i
pouze jako jedina objemna nadorova masa vyklenujici se do lumen [Kelkitli et al. 2014],
nebo jako povrchové ulcerovand masa makroskopicky imitujici karcinom [Petranovic et al.
2012]. Avsak i histologické vySetieni u makroskopicky normalni sliznice vykazuje
pozitivitu nadorovych bun¢k az v 84 % vzorki z tlustého stieva a u 45 % vzorki sliznice
Z horni ¢asti traviciho traktu s tim, ze pii postizeni horni ¢asti traviciho traktu byva témér
vzdy postizena i dolni Cast traviciho traktu [Romaguera et al. 2003]. Zajimavé zjiSténi
ohledné zjiSténi rizika postiZeni traviciho traktu ptinasi Geissmann, ktery zkoumal expresi
protilatky proti a4R7 integrinu v lymfatickych uzlindch u malého souboru pacientt s MCL,
u nichz bylo nasledné provedeno vySetieni traviciho traktu, i kdyz klinicky pacienti neméli
Zadné potiZe [Geissmann et al. 1998]. Pozitivita reakce byva u ptipadu s infiltraci traviciho
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traktu (5 ze 7 pripadi), ale nikoli u pfipadd, kde travici trakt postizen neni. o437 integrin
totiz funguje jako receptorovy ligand kontrolujici migraci T- a B-lymfocyti do stfevni
sliznice a je selektivné exprimovan ve stén¢ stfeva a také ve slezin¢. Dle Geissmanna je
mozné pomoci tohoto imunohistochemického vysetieni identifikovat pacienty, u nichz bude
vySetieni traviciho traktu piinosné i v piipadé absence klinickych symptomu. Dalsi prace
ovetujici jeho zaveéry na vétSim souboru pacientli vsak publikovany nebyly.

P X B

o

Obrazek 4 — extranodalni lokalizace MCL — nodularni infiltrace kostni diené (a),
infiltrace bilé pulpy sleziny (b), nadorovy polyp sliznice tlustého stieva (c),
infiltrace prostaty (d), infiltrace plic v barveni H-E (e) a v imunohistochemickém
barveni s cyklinem D1 (f), zvétSeni (a)—(c) 50x, (d)—(f) 100x
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Infiltrace MCL mize byt i ve Waldeyerové miznim okruhu. Obvykle byva postiZzena
patrova mandle. MCL je v této lokalizaci po DLBCL druhym nej¢astéjsim lymfomem
[Vasilakaki et al. 2015].

Postizeni klize se miize projevit jako papularni erytematdzni 1éze ¢i jako ulcerovana
léze [de Paz et al. 2011].

Z extranodalnich lokalizaci MCL je prognosticky nejzavazngj$i infiltrace centralni
nervové soustavy. Ta se vétSinou objevuje az jako pozdni komplikace onemocnéni. Median
doby od diagndzy MCL k rozvoji postiZeni centralni nervové soustavy (CNS) byl 25 mésict,
medidn pieziti po zjiSténi postiZzeni centralni nervové soustavy jsou pouhé 3 mésice, vSichni
pacienti zemieli do 9 mésicii [Ferrer et al. 2008]. V této studii byly rizikovymi faktory pro
rozvoj postizeni CNS uréeny: blastoidni varianta MCL, hodnota Ki-67 nad 50 %, vysok&
hladina laktatdehydrogenazy v séru avysokd hodnota mezinarodniho prognostického
indexu [Pl (Interantional Prognostic Index [International non-Hodgkin's lymphoma
prognostic factors project 1993]).

1.1.4 Diferencialni diagnostika

Lymfom z plastovych bunék je typicky tvofen populaci monomorfnich malych
a stfedné velkych lymfocytd imunohistochemicky pozitivnich s CD5 a cyklinem DI
a s molekularné genetickym prikazem t(11;14).

V nékterych ptipadech miize ¢init obtize odliSeni architektonické varianty plastové
zony u MCL od reaktivni folikularni hyperplazie. Oproti této variant¢ MCL byvaji
u folikularni hyperplazie ten¢i plaStové zony a buniky byvaji mensi, avSak rozhodujici
metodou pro odliSeni obou jednotek je imunohistochemie s nalezem pozitivity reakce s CD5
a cyklinem D1 v MCL, piipadné také molekularné geneticky prukaz t(11;14) [loachim et al.
2008b]. Zajimavy nalez u folikularni hyperplazie ve vztahu k MCL popisuje Edlefsen, ktery
U pacienta s nov¢ diagnostikovanym MCL revidoval 4 roky stary biopticky material
z kolektomie, provadéné pro kolorektalni karcinom, a v mezenterialnich lymfatickych
uzlinach byla prokéazana infiltrace hyperplastickych germinalnich center lymfatické uzliny
elementy pozitivnimi s cyklinem D1 a slabé pozitivnimi s CD5, tedy struktury odpovidajici
»in situ® lymfomu z plastovych bunék, ktery nazyva jeho folikularni variantou [Edlefsen et
al. 2011].

Architektonickd varianta plastové zony MCL miize morfologicky imitovat také
hyalinné vaskularni formu Castlemannovy choroby. U té byvaji pfitomny typicky Siroké
plastové zony tvorené koncentrickymi prstenci z malych lymfocytd. Tyto prstence
obkruzuji ¢aste¢né hyalinizovana atrofickd germinalni centra. Diagnoézu Castlemannovy
choroby lze vSak stanovit az po imunohistochemickém vysetieni vylucujicim pfitomnost
lymfomu, a to nejen MCL, ale i folikularniho lymfomu, lymfomu z marginalni zony ¢i
DLBCL, které mohou morfologii Castlemannovy choroby také imitovat [Siddigi et al.
2011].

Diferencidlni diagnostika vi¢i ostatnim B-lymfomim kopiruje jednotlivé
cytomorfologické varianty MCL. Jmenovit¢ B-chronickd lymfatickd leukémie/lymfom
z malych B bun¢k (B-CLL/SLL) ptichdzi v uvahu u difizni architektonické varianty u mirné
nepravidelnych bunck a obzvlasté u malobunécné (small cell) cytomorfologické varianty.
UB-CLL/SLL vSak byva k infiltraci, tvofené malymi lymfocyty, patrna piimés
prolymfocyti a paraimunoblastii s bohatsi cytoplazmou a prominujicim jadérkem [Zhao
2009]. DalSi znamkou typickou pro B-SLL/CLL v extramedularnich vzorcich byvaji
svétlejsi nodularni okrsky odpovidajici proliferaénim centrim, kterd jsou také nazyvana
pseudofolikly [loachim et al. 2008a]. V nich je vys$si prolifera¢ni aktivita zobrazena
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prolifera¢nimi markery (obvykle Ki-67) oproti zbytku postizené lymfatické tkané. Pii
imunohistochemickém vySetieni 1ze obé jednotky, které jsou obé& pozitivni s CD5, odlisit
pomoci protilatek CD23, kterd je pozitivni u B-CLL/SLL, a cyklinu D1, ktery je obvykle
pozitivni u MCL. Diagnostické potize zptusobuje cca 5-10 % pripadi B-CLL/SLL, které
jsou negativni s CD23, a cca 10% MCL, které jsou naopak pozitivni i s CD23 [loachim et al.
2008a]. Pripady B-CLL/SLL jsou vSak negativni s cyklinem D1, i kdyz je tfeba mit na
paméti, ze v ¢asti pripadll v proliferac¢nich centrech B-CLL/SLL muze byt také zjiSténa
pozitivita cyklinu D1, i kdyz se o MCL nejedna [Abboudi et al. 2009, Gradowski et al. 2012],
a stejné tak mize byt zjiSt€na slabd pozitivita cyklinu D1 v malém procentu elementt
B-CLL/SLL [O’Malley et al. 2005, Zhao 2009]. V téchto ptipadech je k diagnostice
napomocné molekuldrné genetické vySetieni t(11;14), jehoz pozitivita ptipadné potvrdi
diagnézu MCL.

Monocytoidni cytomorfologickéd varianta MCL miZe diky bohaté bled¢ cytoplazmé
bun¢k imitovat lymfom z marginalni zony. V tomto piipadé vSak imunohistochemicka
pozitivita s CD5 a cyklinem D1, pfip. prikaz t(11;14) byvaji dostacujici k zjisténi spravné
diagndzy [loachim et al. 2008b]. Problémem u ¢asti pfipadti monocytoidni varianty MCL je
negativita CDS5, kterd mize vést k chybné diagnoze lymfomu marginalni zony, pokud neni
soucasn¢ provedeno i imunohistochemické vysetfeni s cyklinem D1 ozfejmujici spravnou
diagnozu [Golardi et al. 2009, Hashimoto et al. 2012, Mansoor et al. 2007].

Nodulérni architektonicka varianta MCL muze v nékterych piipadech imitovat
folikularni lymfom, obzvlasté v ptipadech s loziskové zachovalymi germinalnimi centry, ¢i
S pfimési centroblasti. Pro odliSeni jednotek byva dostacujici imunohistochemické
vySetfeni, a to ve folikularnim lymfomu pozitivita s CD10 ¢i BCL6 a negativita s cyklinem
D1, obvykle také s CD5 a CDA43, popiipadé prukaz translokace t(14;18) [loachim et al.
2008b].

Blastoidni  cytomorfologickd  varianta —muze imitovat B-lymfoblastickou
leukémii/lymfoblasticky lymfom, avSak k jejimu odliSeni od MCL je dostacujici
imunohistochemické vySetieni prokazujici pozitivitu s TdT a negativitu s cyklinem D1
a CD5 [Cortelazzo et al. 2011].

Pleomorfni cytomorfologicka varianta je tvoiena sttedn¢ velkymi az velkymi bunikami
ptipominajicimi difizni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), ktery je na rozdil od MCL
obvykle negativni s CD5, cyklinem D1 i SOX11 a neni v ném prokéazéana translokace t(11;14)
[loachim et al. 2008b, Zeng et al. 2012]. Je vsak tieba podotknout, Ze jsou popsany piipady
DLBCL s pozitivitou cyklinu D1, kde byla zjisténa pozitivita MUM-1 ¢i BCL6, u nichz pii
molekularné genetickém vySetieni nebyla prokazana t(11;14) [Ehinger et al. 2008, Lucioni
et al. 2011]. Byly vSak diagnostikovéany také ptipady DLBCL, u nichz byla prokazana mimo
pozitivity cyklinu D1 i translokace t(11;14), avSak dalsi nalezy v¢etné¢ imunohistochemie
(pozitivita s BCL6, MUM-1 a negativita s CD5 a SOX11 a také prukaz rearanze genu BCL6)
sveédcily spise pro DLBCL. Tyto jednotlivé piipady vSak patii spiSe do Sedé zony mezi MCL
a DLBCL [Al-Kawaaz et al. 2015, Ehinger et al. 2008, Juskevicius et al. 2014].

AvSak DLBCL a B-CLL/SLL nejsou jediné lymfomy, u nichZ byla popsana pozitivita
hlavniho diagnostického imunohistochemického markeru MCL, tedy cyklinu D1. Pozitivita
byla popsana také u leukémie z vlasatych bunék [Liu et al. 2015], u jednotlivych ptipadi
folikularniho lymfomu [Rudzki et al. 2013], ale i u T-lymfomu, jmenovité periferniho
T-lymfomu [Aquino et al. 2012], anaplastického velkobunééného T-lymfomu ¢i mycosis
fungoides [Mao et al. 2006] a také u cca 1/4 pfipadi mnohocetného myelomu [Pruneri et al.
2000]. V téchto ptipadech je vSak z morfologie nadoru i z dalSich vysledkt
imunohistochemického, ptip. molekularné genetického vySetieni mozné dovodit spravnou
diagnozu.
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Byl také popsan jeden ptipad folikularniho lymfomu s pozitivitou nejen cyklinu D1,
ale také translokace t(11;14) i t(14;18). Jednalo se morfologicky o b&zné vypadajici
low-grade folikularni lymfom, u néhoz byla i pfes tyto vysledky vyloucena varianta
kompozitniho lymfomu s MCL [Olsen et al. 2009]. Translokace t(11;14) se také nachazi
u ¢asti ptipadtt mnohocetného myelomu [Pruneri et al. 2000], av§ak morfologie odpovidajici
plazmocytim v kombinaci s pozitivitou CD138 a negativitou B-antigeni a CD5 byva
dostacujici ke stanoveni spravné diagnozy [loachim et al. 2008b].

VEtsi potize pii stanoveni diagnézy zpiisobuji ptipady MCL, které jsou cyklin D1
negativni. U téchto nalezli s pozitivitou CD5 a negativitou CD23 je vhodné provést
molekularn¢ genetické vysSetfeni t(11;14), které diagnozu MCL obvykle oziejmi.
Diagnosticky piinos pozitivity cyklinu D2 ¢i cyklinu D3, ktera je u ptipadii negativnich
s cyklinem D1 uvadéna v n¢kterych publikacich [Fu et al. 2005], je na rozdil od cyklinu D1
nizky, nebot’ byla zjiSténa jejich pozitivita také v DLBCL, folikularnim lymfomu,
lymfoplazmocytickém a lymfoblastickém lymfomu, v lymfomu margindlni zo6ny,
Vv klasickém Hodgkinové lymfomu, v T-lymfomech i v akutni myeloidni leukémii [Metcalf
et al. 2010, Quintanilla-Martinez et al. 2009]. Napomocnou u téchto pfipadi muze byt spise
protilatka SOX11, ktera je pozitivni ve vétsiné MCL, véetné piipadi negativnich s cyklinem
D1. U SOX11 byla pozitivita zjisténa i v ¢asti Burkittovych lymfomu, lymfoblastickych
lymfomi, leukémie z vlasatych bunék i jednotlivych piipadi DLBCL a splenického
lymfomu marginalni zény [Dictor et al. 2009, Chen et al. 2010, Mozos et al. 2009,
Nakashima et al. 2014, Zeng et al. 2012].

Samoziejmé pro potvrzeni diagndzy je vhodné nasledné provést vysetieni t(11;14).
Avsak ani toto vysetieni neni pro MCL zcela specifické. Nejenze jsou popsany piipady
mnoho¢etného myelomu [Pruneri et al. 2000] a DLBCL [Al-Kawaaz et al. 2015, Ehinger et
al. 2008] s prokazanou t(11;14) (viz vyse), ale také jsou popsany piipady MCL, u nichz
t(11;14) nebyla prokazana, piestoze morfologicky véetné difizni imunohistochemické
pozitivity cyklinu D1 odpovidaji MCL. U téchto nadorti byly prokazany jiné genetické
abnormality, jmenovité translokace t(6;14), t(11;22), t(11;19), t(2;14) ¢i monosomie
11. chromozomu [Hunt et al. 2008, WIlodarska et al. 2008]. Proto je nutné jednotlivé
vysledky imunohistochemického vySetteni, ale imolekularni genetiky interpretovat
v morfologickém kontextu nadoru.

1.1.5 Prognostické markery lymfomu z plastovych bunék

Délka pieziti u lymfomu z plastovych bunck byva 3—5 let pti pouziti konvenéni terapie
[Hoster et al. 2008], avSak postupné dochazi ke zlepSovani progndzy pacientii diky zavadéni
novych lécebnych postupli, at’ uz to je zavedeni monoklonalni protilatky rituximabu,
intenzivnich 1é¢ebnych protokolti obsahujicich vysokoddvkovy cytarabin ¢i autologni
transplantaci krvetvornych bun¢k a naslednou udrzovaci 1é¢bu rituximabem [Geisler et al.
2008, Kluin-Nelemans et al. 2012]. Existuje v8ak i mala skupina pacientt s indolentnim
prubéhem onemocnéni, u nichz je doba preziti i délka trvani remise po terapii prvni linie
delSi nez 10 let [Hoster et al. 2008, Swerdlow et al. 2008]. Nékteti z téchto pacienti dokonce
po diagn6ze MCL nevyZaduji po dobu nejméné dvou let Zadnou terapii [Fernandez et al.
2010, Nygren et al. 2012]. Podle retrospektivnich studii je téchto pacientt 3-9 % [Nygren et
al. 2012, Ondrejka et al. 2011].

Problémem je, ze ve vétSing€ praci jsou tyto pfipady stanoveny az retrospektivng.
A proto je hledan zplisob, jak tyto skupiny pacientl od sebe jiZ v dobé diagnézy MCL odlisit
a nasledné zvolit terapeuticky postup na jednu stranu dostate¢né ucinny proti nadoru, ale
soucasn¢ co nejSetrn¢j$i k pacientovi. Toto je hlavnim divodem, pro¢ jsou hledany
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prognostické markery, které by tyto skupiny od sebe s vysokou pravdépodobnosti odlisily.

1.1.5.1 Prognosticky vliv cytomorfologickych a architektonickych variant
lymfomu 7 plast’ovych bunék

Dle WHO Klasifikace je jako negativni prognosticky faktor u cytomorfologickych
variant popisovana ptitomnost n¢které z agresivnich variant, tedy blastoidni a pleomorfni
varianty [Swerdlow et al. 2008]. Vysledky publikovanych studii vSak nejsou tak
jednozna¢né. Zatimco Raty negativni vliv agresivnich variant proti ostatnim variantam na
celkové pieziti potvrzuje (median pteziti u agresivnich variant 11 mé&sict, u ostatnich variant
40 mésica, P < 0,001 [Réty et al. 2002]) stejné jako Hoster (median OS 2,6 vs. 8,5 roku,
P < 0,001 [Hoster et al. 2016]), dalsi autofi jej jako nevyznamny nepotvrzuji [Geisler et al.
2008, Romaguera et al. 2003, Tiemann et al. 2005].

U architektonickych variant MCL byl zjistén lepsi prognosticky vliv u varianty
plastové zony oproti ostatnim variantam (tfileté preziti 100 % proti 55 %) [Majlis et al.
1997]. V jinych pracich byl zjistén prognosticky vliv variant nodularni a plastové zony proti
varianté diftizni (mediany OS 43 a 29 m¢sicu, P = 0,0074 [Tiemann et al. 2005]; median OS
nedosazen a 7,8 roku, P = 0,0466 [Hoster et al. 2016]; median OS 70 vs. 35 mésict [Réty et
al. 2002]). Vysledky vSak nejsou jednoznacné, protoze v dalSi praci prognosticky vliv
architektonickych variant prok&zan nebyl [Argatoff et al. 1997].

1.1.5.2  Prognosticky vlivimunohistochemickych markeru pouZivanych pii
diagnostice lymfomu 7 plastovych bunék

Vliv rozdilného imunofenotypu na progndzu oproti klasickému imunofenotypu
(negativita s CD23, pozitivita s CD5 a cyklinem D1) byl zkouman pouze v jednotlivych
studiich. Byla zjisténa lepsi prognoza u ptipadi MCL pozitivnich s CD23 proti pfipadim
negativnim (bezptiznakové Ctytleté preziti u 45 % ptipada proti 19 %, P = 0,02) [Kelemen
et al. 2008]. Byla zjisténa lepsi prognoza u piipadi negativnich s cyklinem D1 oproti
ptipadim pozitivnim (pétileté pieziti 86 % a 30 %, P = 0,0002) [Yatabe et al. 2000], aviak
podle jiné studie se progndza u piipadl negativnich i pozitivnich s cyklinem D1 vyznamnéji
nelisi [Fu et al. 2005]. U pfipadt imunohistochemicky negativnich s protilatkou CD5 jsou
popsany pouze jednotlivé piipady s lepsi progndzou pacientt [Alvarez-Argote et al. 2014,
Hashimoto et al. 2012], ale systematicka studie porovnavajici prognosticky vliv pozitivity
a negativity reakce s CD5 u MCL publikovéna zatim nebyla.

Dalsim diagnostickym imunomarkerem pro MCL je SOX11 (neuronalni transkripéni
faktor SRY (sex determining region Y)-box 11), ktery je popisovan jak ve vétsin¢ MCL
pozitivnich s cyklinem D1, tak i negativnich (93 % a 100 % [Mozos et al. 2009]). V jinych
pripadt [Navarro et al. 2012]. Objevuji se vSak studie, podle nichz je tento marker nejen
diagnostickym, ale i prognostickym. Vysledky jednotlivych studii jsou vSak rozporuplné,
protoze bylo zjisténo jak vyznamné lepsi preziti pacientd s MCL negativnim se SOXI11
oproti pozitivnim piipadim [Fernandez et al. 2010, Navarro et al. 2012], tak i vysledek
opacny, tedy lepsi pieziti pacientti s MCL pozitivnim se SOX11 v porovnani s negativnimi
piipady [Nygren et al. 2012].

19



1.1.5.3 Prognosticky vliv proliferacni aktivity

Pravdépodobné nejuzivanéjsim, jiz delsi dobu znamym prognostickym faktorem MCL
je mira proliferace. Ve starSich studiich byla po¢itana jako pocet mitdz na urcity pocet hpf
[Weisenburger et al. 1981] & na mm®. Dnes je spiSe pouZivano stanoveni procenta
pozitivnich buné¢k pomoci imunohistochemického barveni prolifera¢niho markeru Ki-67
(proliferacni aktivita).

Ki-67 vykazuje pozitivitu jak v interfazi (G1, S, G2 fazi), tak v mitotické (M) fazi
buné&&ného cyklu, ale chybi v klidové (G0) fazi [Scholzen et al. 2000]. Cim vy3§i je procento
pozitivnich bungk, tim je nizs$i ocekavana délka dalsiho preziti pacienta s MCL. Vliv
prolifera¢ni aktivity na pteziti pacientii byl potvrzen mnohymi pracemi [Determann et al.
2008, Garcia et al. 2009, Hoster et al. 2016, Tiemann et al. 2005]. Problémem je cut-off pro
odliseni skupin nizkého a vysokeého rizika, protoze rozptyl této hodnoty je v jednotlivych
pracich obrovsky, pohybuje se od 10 % [Schrader et al. 2004] do 50 % [Martinez et al.
2004].

Je zajimavé, Ze pfi porovnani proliferacni aktivity u ptipadd, kde byl k dispozici
vzorek z primarni diagndzy MCL a z nasledné recidivy, hodnota prolifera¢ni aktivity u 74 %
ptipadl vzrostla, u zbyvajicich 26 % piipadii naopak poklesla, median proliferacni aktivity
byl u prvniho vzorku 15,5 %, u druhého jiz 23,5 %, u tietiho jiz 28,5 %. Prolifera¢ni aktivita
tedy v prabchu recidivujiciho onemocnéni vétSinou postupné roste [Vogt et al. 2013].

1.15.4  Prognosticky vliv dalSich markerii bunécného déleni

DalSi prognostické markery popisované v literatufe jsou proteiny exprimované béhem
nékteré faze bunécného délent, tj. jsou velmi podobné ucelu markeru Ki-67. Jednim z nich je
topoizomeraza llo.. Ukolem topoizomeraz typu Il je zajisténi tercialni struktury DNA, a to
jak jejiho sto¢eni, tak i rozvinuti. Uplatiiuji se béhem replikace, transkripce, kondenzace
a segregace chromozéma [Schrader et al. 2004]. U typu Il jsou znamy dvé formy, a to alfa
a beta. Zatimco hodnoty topoizomerdzy beta jsou konstantni po cely buné¢ny cyklus,
mnozstvi topoizomerazy alfa roste rapidné v proliferujicich buiikach, konkrétné je
exprimovana v S a G2 a M fazi bunééného cyklu [Korkolopoulou et al. 2004]. Také proto je
topoizomerdza llo cilem nékterych cytotoxickych 1éka uzivanych v hematoonkologii
(inhibitory topoizomerdzy llo)) jako je etoposid, teniposid, doxorubicin, epirubicin,
mitoxantron a amsakrin uzivané v n¢kterych kombinacich pro terapii lymfomu z plastovych
bun¢k [Korkolopoulou et al. 2004]. Prognostické vysledky exprese topoizomerazy
lla U nadorovych onemocnéni jsou vSak sporné, napf. u adenokarcinomu Zzaludku
prognosticky vliv prokazan nebyl [Wang et al. 2011], u Hodgkinova lymfomu byl v jedné
studii prokazan negativni prognosticky vliv 4. kvartilu hodnot zastoupeni bunék pozitivnich
v reakci s topoizomerazou llo (hodnoty nad 78 %) [Doussis-Anagnostopoulou et al. 2008],
avsak dle jiné studie maji horsi prognézu piipady s expresi do 30 % [Provencio et al. 2003].
U MCL byla exprese topoizomerazy llo do 10 % spojena s medianem preziti 49 mésici
proti 17 mésicim u piipadd s vice nez 10 % pozitivnich bunék [Schrader et al. 2004].
V uvedené studii [Schrader et al. 2004] je nadiazovana hodnota exprese topoizomerazy lla
ve vztahu Kk peziti pacienta nad Ki-67 i tehdy udavanému mezinarodnim prognostickému
indexu IP1 (Interantional Prognostic Index [International non-Hodgkin's lymphoma
prognostic factors project 1993]), nadfazeny vztah k Ki-67 je vSak zpochybinovan
[Korkolopoulou et al. 2004].

DalSim navrhovanym prognostickym markerem MCL je repp-86 (restrictedly
expressed proliferation associated protein), cozZ je protein 86 kDa, ktery je specificky pro
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faze S, G2 a M mitotického déleni [Schrader et al. 2005], ale nikoli pro fazi G1. Repp-86 je
charakterizovan jako lidsky homolog Xenopus proteinu TPX2, coZ je protein asociovany
s mikrotubuly, ktery je nutny béhem mitézy pro shromazdéni mikrotubulti indukované
chromatinem. V jednotlivych studiich byl zjistén jako prognosticky faktor u karcinomu
hrtanu [Cordes et al. 2010], endometrialniho karcinomu [Bonatz et al. 1999]
a neuroblastomu [Krams et al. 2003]. U MCL byl pfi expresi do 5 % nadorovych bunék
zjistén median preziti 48 mésict, nad 5 % pak pouze 19,9 mésice (P < 0,0001) [Schrader et
al. 2005].

1.1.5.,5 Prognosticky vliv survivinu

Navrhovanym prognostickym markerem u lymfomu z plastovych bunék je také
survivin, coZ je inhibitor apoptozy [Martinez et al. 2004]. Je exprimovan béhem mitozy, jeho
hladina je za normalnich okolnosti nedetekovatelna, je vysokd b&hem embryogeneze
a v nadorech. ZvySena exprese v nadorech je spojena s horSi progndzou a agresivnim
chovanim, naptiklad u karcinomu prsu [Li et al. 2014], Zlu¢niku [Nigam et al. 2015] ¢i
u DLBCL [Markovic et al. 2012]. U MCL byla aktivita survivinu stanovovana pozitivitou
bunék pti imunohistochemickém vysetfeni pomoci anti-survivinove protilatky a analyzou
survivinové m-RNA pomoci RT-PCR. Pii expresi survivinu ve vice nez 20 % nadorovych
bunék odpovidd median celkového pieziti 8 mésicim, pod 20 % pak 60 mésicim
(P =0,0003). Pii pouziti stanoveni m-RNA survivinu je median celkového preziti u vysoké
exprese 24 mésicu a u nizké exprese 80 mésica (P = 0,00023) [Martinez et al. 2004].

1.1.5.6 Molekuldarné geneticke prognostické markery

Dalsi velmi rozsdhlou oblasti vyzkumu je hledani prognostickych markerii
zjiStovanych molekularné¢ genetickymi metodami. Jednim z nich je mutace tumor
supresorového genu p53, kterd byla diagnostikovana pomoci PCR. Ptipady MCL s mutaci
p53 mély median pieziti 1,3 roku, zatimco piipady bez této mutace 5,1 roku (P = 0,023)
[Greiner et al. 1996]. Je vSak tfeba poznamenat, Ze mutace p53 jsou zjiStovany pouze u malé
¢asti ptipadit MCL, konkrétné u 15 % [Greiner et al. 1996]. Pro prikaz zvysené exprese p53
lze samoziejmé pouzit imunohistochemické vySetieni, taktéz zde byl prokédzan negativni
prognosticky vliv zvysené exprese p53, P = 0,001 [Chiarle et al. 2000].

Prognosticky vliv byl také zjistén pii zvysSené degradaci proteinu p27, inhibitoru cyklin
dependentni kinazy, ktery za normalnich okolnosti vyvolava zastaveni buné¢ného cyklu
Vv reakci na inhibi¢ni stimuly, jakymi jsou cyklicky adenosin monofosfat ¢i transformujici
rustovy faktor . U pacientt s nedetekovatelnym p27 pomoci RT-PCR i Western-blotu byl
median preziti 44 mésicli, zatimco u pacientl se stiedni ¢i vysokou expresi 67 mésict,
P = 0,002 [Chiarle et al. 2000].

DalSim navrhovanym zplisobem je stanoveni kvantitativni genové exprese pomoci
miry exprese péti gent, ato RAN, MYC, TNFRSF10B, POLE2 a SLC29A2 [Hartmann et al.
2008]. RAN gen koduje guanosintrifosfat vazici protein slouZici pro translokaci RNA i pro
kontrolu syntézy DNA a kontrolu buné¢ného cyklu. MYC je gen pro transkripéni faktor
ovlivilyjici progresi cyklu a apoptézu. TNFRSF10B je gen, ktery koduje jeden z receptort
tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF), ktery spousti apoptoticky signél k aktivaci cytokinu
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL, ligandu indukujiciho apopt6zu spojeného
s TNF). Jeho inaktivace je popsana u nékterych nadort a nehodgkinskych lymfomut. POLE2
koduje epsilon B-podjednotku DNA polymerazy odpovidajici za replikaci DNA a kontrolu
cyklu. SLC29A2 je protein kodujici gen, ktery patii do rodiny SCL29, tedy nosict
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nukleosidi, které ptrenaseji purinové a pyrimidinové nukleosidy. VySetfovaci metodou je
RT-PCR ve zmrazenych i parafinovych fezech, vliv kazdého z gend je ptiblizné srovnatelny.
Vysoka exprese RAN, MYC, POLE2, SLC29A2 je spojena s horsi progndzou, zatimco
vysoka exprese TNFRSF10B je spojena s vyrazné lepSi progndzou. Tento molekularni test
progndzy pieziti v dob¢ diagnézy ma s progndzou korelacni koeficient 0,76, zatimco Ki-67
jen 0,72, to znamen4, Ze tento ptedpovedni systém se zda nadfazeny imunohistochemickému
stanoveni Ki-67 [Hartmann et al. 2008].

DalSi oblasti je vyzkum v oblasti mikro-RNA, tedy nekodujicich kratkych
jednovlaknovych fetézcii RNA, které se vazi jen k uréitym m-RNA a tim sniZuji jejich
transkripci v proteiny. Na malém poctu pacientd byl navrzen model 6-mikroRNA znamek
(vysokéa exprese miR129-3p, miR-135a, miR-146a, miR-424 a miR-450-5p a nizka exprese
miR-222) odlisujici ptipady MCL s horsi prognézou [Igbal et al. 2012]. V ptipadech
leukemickych MCL byl zji§tén prognosticky vliv v zavislosti na nizké ¢i vysoké mite
exprese miR-34a [Navarro et al. 2013].

Stanoveni vhodného prognostického modelu na podkladé analyzy nékterych geni, ¢i
miry exprese mikro-RNA, je vSak zatim stdle otdzkou dalSiho vyzkumu.

1.1.5.7 Mezindrodni prognosticky index pro lymfom z plastovych bunék

Pro bézné klinické pouziti byly pro rozliSeni rizikovosti pacientll navrZzeny indexy,
pocitané z klinickych a laboratornich parametrti zjistitelnych v dobé diagnézy MCL.
Nejdiive byl u MCL pouzivan mezinarodni prognosticky index IPI (International Prognostic
Index) vyuzivany pro ureni prognézy pacient s nehodgkinskymi lymfomy [International
non-Hodgkin's lymphoma prognostic factors project 1993]. Pro jeho urceni je jeden bod
zapocitan za kazdy z pozitivnich faktord, jmenovité za vék nad 60 let, stav 2—4 podle ECOG
(Eastern  Cooperative Onclogy Group scale), za zvySenou hladinu sérové
laktatdehydrogenazy, za vice jak jednu extranodalni lokalizaci ¢i za stadium IT1I-1V dle Ann
Arbor klasifikace (stadium I odpovida postizeni jedné skupiny lymfatickych uzlin, stadium
Il postiZzeni jedné skupiny lymfatickych uzlin na stejné strané branice, stadium III odpovida
postizeni lymfatickych uzlin na obou stranach branice, stadium IV postiZeni jednoho ¢i vice
extralymfatickych orgént s ¢i bez postizeni lymfatickych uzlin). Celkova hodnota IPI
0-1 bodu odpovida nizkému riziku, 2 body nizkému stfednimu riziku, 3 body vysokému
sttednimu riziku, 4-5 bodl vysokému riziku. Jeho pouziti bylo pro MCL limitované, protoze
vétSina pacientl spadala do skupiny nizkého a vysokého rizika a jen malo pacientl bylo
ve skupinach stiedniho rizika [Hoster et al. 2008].

Déle byla zkouméana pouZitelnost mezinarodniho indexu pro folikularni lymfom
(Follicular Lymphoma International Prognostic Index, FLIPI) [Magller et al. 2006]. Jeho
slabou strdnkou u MCL bylo, ze $patné odlisoval skupiny nizkého a stfedniho rizika
a skupina vysokého rizika méla naopak relativné dobrou prognézu [Hoster et al. 2008].
FLIPI je pocitan po 1 bodu za veék nad 60 let, za stadium III a IV dle Ann Arbor klasifikace,
za postiZeni vice jak 4 skupin uzlin, za serovy hemoglobin pod 12 g/dl a za zvy3eni hladiny
laktat dehydrogenazy v séru. Hodnoty 0—1 bod odpovidaji skupiné nizkého rizika, 2 body
skuping stfedniho rizika a 3 a vice bodu skupina vysokého rizika [Mgller et al. 2006].

Piimo pro MCL byl v r. 2008 navrZzen mezinarodni prognosticky index pro lymfom
z plastovych bun¢k (Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index, MIPI) [Hoster
et al. 2008].
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Ten je pocitan dle vzorce:

MIPI skére = 0,03535 x (v&k) + 1,367 x logio (LDH/ULN)
+0,9393 x logio (WBC/pl) (+ 0,6978 pti ECOG>2)

Ve vzorci je vék uveden v letech, LDH/ULN odpovidd poméru hodnoty
laktatdehydrogenazy v seéru pacienta a horni hranice jeji normy v piislusné laboratofi,
WBC/ul odpovida poctu leukocytit v pul periferni krve, hodnota 0,6978 je pripocitdvana
pouze v ptipadé, ze hodnoceni vykonnostniho stavu dle ECOG je dva a vice (0 — pacient
nema zadné symptomy; 1 — ma& symptomy, ale je chodici; 2 — pacient upoutany na lizko
méné jak polovinu dne; 3 — pacient upoutany na lizko vice jak polovinu dne; 4 — pacient
dlouhodob¢ upoutany na lizko a vyzaduje asistenci s béznymi ¢innostmi).

Pomoci tohoto indexu byly stanoveny ptiblizné stejné velké rizikové skupiny pacient,
kdy hodnota nizkého rizika je pod 5,7, stiedniho rizika od 5,7 (v¢etné) az k 6,2 a vysokého
rizika nad 6,2 véetné. V souboru, na némz byl index vytvoten, spadalo do kategorie nizkého
rizika 44 % pacientil, u nichz median preziti nebyl dosazen, do skupiny stfedniho rizika
35 % pacientd s medianem pieziti 51 mésicti a do skupiny s vysokym rizikem 21 % pacientt
s medidnem pteziti 29 mésicti [Hoster et al. 2008].

Pro snazsi uziti MIPI v klinické praxi byla navrzena zjednodu$ena varianta vypoctu
MIPI (simplified MIPI, s-MIPI), kritéria pro vypocet jsou uvedena v tabulce 1, kde skupina
nizkého rizika odpovida 0-3 bodam, stfedniho rizika 4-5 bodtim a vysokého rizika 6-11
bodim.

Tabulka 1 — kritéria pro vypocet s-MIPI [Hoster et al. 2008

body vék | ECOG | LDH/ULN WBC/ul
0 <50 0-1 <0,67 <6700
1 50-59 — 0,67-0,99 | 6700-9999
2 60-69 2-4 1,00-1,49 | 1000014999
3 >70 - > 1,50 > 15000

Déle byla do vypoctu MIPI mimo klinickych parametrii zapoctena i proliferacni
aktivita stanovena jako procenta pozitivnich bun¢k pomoci imunohistochemického markeru
Ki-67. Varianta indexu MIPI s touto hodnotou byla nazvana kombinovany biologicky index
(combined biologic index, MIP1y):

MIPI1, = MIPI skore + 0,02142 x (hodnota Ki-67 pozitivnich bun¢k v %)

Hrani¢ni hodnoty jsou u skupiny nizkého rizika do 5,7, stfedniho rizika od 5,7 v€etné
do 6,5 a skupina vysokého rizika skupina nad 6,5 véetné [Hoster et al. 2008].

Nasledné publikované studie pacienti s MCL, ktefi jsou léCeni jednotlivymi
lécebnymi protokoly, vétSinou potvrzuji prognosticky vliv MIPI [Budde et al. 2011, Geisler
et al. 2010, Hoster et al. 2008, Hoster et al. 2014, Martin et al. 2009, van de Schans et al.
2010, Todorovic et al. 2012], pouze ve dvou piipadech nebyl prognosticky vliv prokazan
[Shah et al. 2008, Schaffel et al. 2010].

1.1.5.8 Prognosticky vliv lymfocytozy
Za leukemickou fazi MCL jsou povazovany hodnoty absolutni lymfocytdzy, tedy nad
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9 x 10%/1, n&ktefi autofi za rizikové hodnoty povazuji jiz hodnotu nad 5 x 10%1 [Ferrer et al.
2007]. Hodnoty lymfocytézy nad 10 x 10%1 jsou nachazeny u 10 % ptipadi MCL a tito
pacienti maji horsi prognozu [Pittaluga et al. 1996]. Ferrer vSak uvadi vyrazné vyssi polty
pacienttl, a to 35 % pacienttl, a u hladiny 5 x 10%/1 dokonce 52 % pacientii. Median preziti
u pacientt nad 5 x 10%1 byl 23 mésict a pod touto hodnotou 35 mé&sict [Ferrer et al. 2007].
Nékteré zdroje udavaji median pteziti pacientli s leukemickou fazi MCL podstatné niz$i a to
13 mésicii [Wong et al. 1999], resp. 8 mésicti [Molina et al. 2000], taktéz odpoveéd’ na terapii
byva v téchto piipadech horsi. V piipadé splenomegalie je 1écebnym tkonem splenektomie,
ktera snizuje median hladiny leukocytii z 60 x 10%/1 na 29 x 10%/1 [Ruchlemer et al. 2002]
a prodluzuje dobu remise. Ke stabilizaci vede u cca poloviny pacientt. Median pieziti po
splenektomii byl 24 mésict a celkové 71 mésici. Hmotnost sleziny byla primérné 2,6 kg
oproti 1 kg u chronické lymfatické leukémie [Ruchlemer et al. 2002].
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1.2 Cile prace

Stanovili jsme si tyto cile naSi préce:
e Ov¢tit, které z faktoru, jenzZ jsou zjistitelné pii diagnostice
MCL, majl prognosticky vliv, zda:
prolifera¢ni aktivita,

= mezinarodni prognosticky index pro lymfom
z plastovych bun¢k MIPI a jeho varianty
s-MIPI a MIPI,, [Hoster et al. 2008],

= cytomorfologickd ¢i architektonickd varianta
tohoto lymfomu [Swerdlow et al. 2008],

= primarni lokalizace vzorku,

» vysledky imunohistochemického vySetieni
zjisténé pii diagnostice MCL (CDS5, CD23,
cyklin D1).

e Provétit prognosticky vliv jednotlivych faktori pomoci
multivariatni analyzy a podle vysledkli navrhnout
nejvhodnéjsi prognostické faktory u MCL

Tyto faktory byly ovéfovany na retrospektivni populacni studii pacient pochazejicich

z celé Ceské republiky s lymfomem z plastovych bunék diagnostikovanym v letech
1996-2008, ktera byla provadéna v rdmci Kooperativni lymfomové skupiny CR.
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1.3 Material a metody

1.3.1 Vybér pripadi

Databdze Kooperativni lymfomové skupiny je zaloZena na prospektivnim sledovani
pacientli s diagnostikovanou hematologickou malignitou z vétSiny hematoonkologickych
pracoviit’ v Ceské republice. Po podepsani informovaného souhlasu pacientii jsou shirana
data o diagnoze a pokrocilosti onemocnéni (staging), demografické a laboratorni parametry
pacientl, udaje o 1é¢bé onemocnéni a jejich vysledcich. V této databazi bylo nalezeno 279
pacienti s MCL, ktery byl nové diagnostikovan v letech 1999 az 2008. Déle bylo do studie
zatfazeno dalSich 50 pacienti s nové diagnostikovanym MCL z let 1996-2008
z Hematologicko-onkologického oddéleni Fakultni nemocnice v Plzni.

Od téchto celkem 329 pacientii byly pro centralni potvrzeni diagnoézy vyhledavany na
pracovistich patologie po celé Ceské republice parafinové blocky, z nichz byl MCL
diagnostikovan. Celkem byly ziskdny blocky od 265 z 329 pacientti. U téchto pacientl byla
provadéna revize diagnozy. U kazdého pfipadu bylo kromé preparati barvenych
hematoxylin-eosinem provedeno imunohistochemické vysetieni s protilatkami CD20 (L26,
fedéni 1 : 2000, vyrobce DakoCytomation, Glostrup, Dansko), CD5 (NCL-CD5-4C7, fedéni
1:50, vyrobce Novocastra, Newcastle, Velka Britanie), cyklin D1 (cyclin D1/bcl-1 Ab-1
(DCS-6), ftedéni 1:100, wvyrobce Neomarkers, Westinghouse, USA), CD23
(NCL-CD23-1B12, fedéni 1:100, vyrobce Novocastra, Newcastle, Velka Britanie)
a v ptipadech diagnostickych nejasnosti byly pouzity i dalsi protilatky, jmenovit¢ CD3,
CD10, CD21, CD35, CD79a, CD138, lehké fetézce imunoglobulinti kappa a lambda, BCL6,
p27. Diagndéza MCL byla potvrzena u 242 z 265 piipadi. V casti pfipadi byla pro
diagnostiku pouzita i molekularni genetika, konkrétné v 57 ptipadech byla detekovana
translokace t(11;14) pomoci FISH, ve dvou dalSich ptipadech byla juxtapozice bcl1/JHA
genu detekovana pomoci PCR [Lasota et al. 1996]. V celkem 23 ptipadech se zavér nasi
rediagnostiky 1i8il od pivodniho zavéru. V péti ptipadech byla diagnostikovana chronicka
lymfatické leukémie/lymfom z malych B-bun¢k (B-CLL/SLL), v jednom piipad¢ byl zjistén
folikularni lymfom, v jednom piipadé MALT lymfom. Ve 3 piipadech byl zavér blize
nespecifikovany B-lymfom. Ve 13 ptipadech nebylo mozné diagnézu urcit nejéastéji pro
vykréjeni materiélu.

Z potvrzenych 242 ptipadi MCL byly podrobné klinické udaje k dispozici pouze
u 235 pacientu, tyto ptipady byly zarazeny do nasi studie. U pacientii byla stanovena doba
celkového preziti (overall survival, OS), ktera byla po¢itana od data diagndzy do data amrti
pacienta bez ohledu na jeho pfi¢inu, ¢i do data posledni kontroly u Zijicich pacient. Dale
doba pieziti bez progrese (progression free survival, PFS) byla pocitana od data diagnozy
k datu progrese onemocnéni, relapsu, smrti z jakékoli pfi¢iny, nebo do doby posledni
kontroly u pacientti v remisi. Hodnoty MIPI, s-MIPI a MIPI,, byly vypoéteny dle vzorci
abylo provedeno rozfazeni pacientl do skupin podle rizika [Hoster et al. 2008].
Cytomorfologicka varianta a architektonicka varianta byla uréena dle WHO [Swerdlow et al.
2008].

1.3.2 Proliferaéni aktivita

Proliferacni aktivita byla zjiStovana pomoci protilatky MIB1 (Ki-67, fedéni 1 : 1000,
vyrobce DakoCytomation, Glostrup, Dansko). U kazdého vysetfovaného piipadu bylo tieba
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nalézt tii zorna pole tvofenda pouze MCL, nikoli nenddorovou tkéani, kde pii
Ctyficetinasobném zvétseni objektivu v poli vyzna¢eném miizkou v okularu o 10 x 10 polich
(okular WH10/22; mikroskop BX40F4, Olympus Optical Ltd, Japonsko) byly spocteny
pozitivni a negativni bunky pomoci manuédlniho hematologického pocitadla. Nasledné bylo
pocitano procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék. Plocha ohrani¢ena v jednom poli
pomoci miizky odpovidala 0,0625 mm?. Primérny pocet spoctenych bun¢k na ptipad, tj. na
3 tato zornd pole, byl 3780 bunék, median 3942 (rozmezi 1360-6783).

1.3.3 Statistické metody

Pro statistické¢ zpracovani vysledkii byl pouzit pocitacovy program MedCalc, verze
11.2.1.0 (vyrobce MedCalc software, Mariakerke, Belgie). Za statisticky vyznamny
vysledek je povazovano P < 0,05. Vliv hodnot (proliferaéni aktivity, MIPI, s-MIPI, MIPI})
na OS a PFS byl stanoven pomoci Coxovy regresni analyzy relativniho rizika (Cox
proportional-hazards regression) metodou ,stepwise”. Vztah jednotlivych skupin
(cytomorfologicka varianta, architektonicka varianta, skupiny rizika podle MIPI, skupiny
dle proliferacni aktivity, skupiny dle zptisobu 1é¢by, lokalizace vzorku) k OS a PFS byl
stanoven pomoci log-rank testu. Vizualizace kiivek preziti dle téchto skupin byla provedena
pomoci Kaplan—Meierovych kiivek pfeziti. Pfi porovnani rozdilnosti hodnot ve stanovenych
skupinach (napft. hodnoty prolifera¢ni aktivity ¢i hodnoty MIPI u agresivnich vs. ostatnich
variant) byl pouzit Kruskal-Wallisiv test. Multivariatni analyza byla provedena pomoci
multivariatni Coxovy regresni analyzy relativniho rizika procedurou ,,stepwise*.
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1.4 Vysledky studie

1.4.1 Klinicke udaje a terapie pacientu

V souboru 235 pacientd ptrevazuji muzi (68,5 %). Praimérny veék pacientl pfi
diagnostikovani MCL byl 63,7 roku, median 64 let (rozmezi 24-86 let). DalSi klinické Gdaje
jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 — zakladni demograficka data a laboratorni hodnoty 235 pacientii s MCL

l’roceto %
pripadu
|Pohlavi zena 74 31,5
muz 161 68,5
Vék v dobé diagndzy < 50 22 9,4
50-59 57 24,3
60-69 76 32,3
> 70 80 34,0
Klinické stadium dle Ann I 5 2 1)
Arbor Klasifikace ’
I 14 6,0
11 18 1,7
[\ 197 83,8
neznamé 1 0,4
Infiltrace kostni di‘ené zjisténa 182 77,4
nezjisténa 49 20,9
neznamé 4 1,7
|B-symptomy pritomny 109 46,4
chybi 125 53,2
neznameé 1 0,4
[Hladina bilych krvinek v krvi |pod 10000/l 154 65,5
nad 10000/ul 78 33,2
neznama 3 1,3
IHIadl_na laktatdehydrogenazy |niZsi nezv horni limit 104 443
v Krvi laboratoie
\VySSi neg horni limit 128 545
laboratore
neznama 3 1,3
Stav dle ECOG 0 67 28,5
1 104 44,3
2 48 20,4
3 13 5,5
4 2 0,9
neznamy 1 0,4

Udaje o postizeni jednotlivych organti jsou uvedeny v tabulce 3. Postizeni kostni diené
bylo zjistovano pomoci trepanobiopsie, postizeni dalSich organi s pouzitim zobrazovacich
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metod, nejcastéji pocitatové tomografie. Travici trakt a centralni nervovy systém (CNS) byl
vySetfovan pouze pfi klinickém podezieni na jejich postizeni, nikoli rutinné.

Tabulka 3 — postiZeni jednotlivych organt a organovych
soustav u 235 pacientti s MCL v dob¢ jeho diagnozy

Pocet %
pripadi
|Lymfadenopatie 222 94,5
Kostni dfen 182 7.4
Slezina 98 41,7
\Waldeyeriv okruh 51 21,7
Travici trakt (Zaludek, stievo) 38 16,2
Jatra 30 12,8
Plice 13 5,5
Pleura 2 0,9
[Exsudaty 20 8,5
Struktury orbity (vCetné vicek) 10 4,3
Mckkeé tkdné/podkozi 6 2,6
Slinna Zlaza 3 1,3
|[Kosti 3 1,3
Jiné extranodalni lokalizace véetné CNS 12 51

Piehled terapie pacientii je uveden v tabulce 4. Chemoterapie byla pouzita u 231
pacientt, u 158 z nich (67,2 %) v kombinaci s monoklonalni protilatkou Rituximab. Ze
zbyvajicich ptipadd byla ve tfech z nich pouzita pouze radioterapie, v jednom piipade
proveden pouze chirurgicky zakrok. U 11 pacientl byla chemoterapie pouzita v kombinaci
s radioterapii.

Median celkového pieziti (OS) souboru 235 pacientli byl 47 mésicli, median doby
preziti bez progrese (PFS) byl 22 mésict. 85 pacienti piezilo vice nez 60 mésict, tedy
Sti-leté pieziti ¢inilo 36,2 %. Nutno poznamenat, ze u 23 zijicich pacientd jes$té nebyla
dosazena doba sledovani 5 let.

Pro stanoveni vlivu terapie na pteziti byly pfipady rozdéleny do dvou skupin, a to na
ptipady lécené neintenzivni (konvenéni) chemoterapii a intenzivni chemoterapii.

Do prvni skupiny neintenzivni terapie lze zatadit 144 pacientd s 1écebnymi protokoly
R+ CVP (rituximab £ cyklofosfamid, vinkristin, prednison), R+ CHOP (rituxi-
mab + cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison), monoterapii fludarabinem ¢i
chlorambucilem nebo protokoly s kombinaci fludarabinu/cyklofosfamidu.

Do skupiny intenzivni 1é€by lze zatadit 87 pacientli lécenych protokoly jako
R-hyperCVAD/HD-MTX/AraC (davkové intenzifikovany R-CHOP stiidany s vysoko-
davkovym cytarabinem a methotrexatem), R-maxiCHOP/AraC (davkové intenzifikovany
R-CHOP sttfidany s vysokoddvkovym cytarabinem bez ASCT (autologni transplantace
kmenovych krvetvornych bun€k) nebo pfipady, kdy po pouziti indukéni
chemozimunoterapie nasledovala autologni ¢i alogenni transplantace kmenovych
krvetvornych bun¢k. Ze zbyvajicich Ctyt pacientli byla u tfech pouzita pouze radioterapie
a u jednoho pouze chirurgické feSeni. Pii stanoveni vlivu neintenzivni/intenzivni terapie na
OS pomoci log-rank testu zjist'ujeme, Ze u pacientti 1é¢enych intenzivni terapii je median OS
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78 mésicii, zatimco u neintenzivni terapie jen 30 mésicti, P = 0,0004. Obdobnym zplisobem
jsou mediany PFS 43 a 19 mésici, P < 0,0001, viz obrazek 5 a tabulka 5.

Tabulka 4 — metody 1é¢by pouzité u pacienti s MCL

(CVP - kombinace cyklofosfamidu, vinkristinu a prednisonu; CHOP - kombinace
cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu; R-CHOP — kombinace rituximabu,
cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu; CHOP/AraC - kombinace

cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu, prednisonu a cytarabinu; VAD - kombinace
vinkristinu, adriamycinu a dexametazonu; ASCT - autologni transplantace kmenovych
krvetvornych bunék; *napi. R-hyperCVAD/HD-MTX/AraC (davkové intenzifikovany R-CHOP
sttidany s vysokodavkovym cytarabinem a methotrexatem) ¢i R-maxiCHOP/AraC (davkoveé
intenzifikovany R-CHOP sttidany s vysokodavkovym cytarabinem bez ASCT); tnapi. Nordicky
protokol (davkov¢ intenzifikovany R-CHOP stfidany s vysokodavkovym cytarabinem s ASCT)
¢i standardni R-CHOP s ASCT v prvni linii terapie)

. Pocet
Terapie v o %
pripadi
Pouze chirurgické odstranéni 1 0,4
Pouze radioterapie 3 1,3
CVP 14 6,0
CHOP 36 15,3
|R-CHOP 52 22,1
Chemoterapie zalozena na fludarabinu vcetné
monoterapie 20, 8,5
Ostatni neintenzivni protokoly (CHOP/AraC, VAD,
chlorambucil) 22 9,4
Intenzivni indukce bez ASCT * 42 17,9
Chemoimunoterapie nasledovana vysokodavkovou
l[konsolidac¢ni 1é¢bou a ASCT ¥ 41 17,4
Chemo(immuno)terapie nasledovana alogenni
[transplantaci kmenovych krvetvornych bun¢k 4 1,7
100 — Intenzivni terapie, N = 87, % 00 4 — Intenzivni terapie, N = 87,
90 median OS: 78 mésicl 2 90 median PFS: 43 mésici
-] — Neintenzivni terapie, N =144, @ ] — Neintenzivni terapie, N = 144,
280 median OS: 30 mésicd 8 80 ~ median PFS: 19 mésici
= s
707 P = 0,0004 2 P < 0,0001
60 =
)
g 50 ,g
8497 g
8907 g
g20-_ §_
10 4 -2
1 o
0 I T I I I I I I Ll I I T I I I a0 T T T T T T T T T T T T T T T
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cas (mésice)

o
o
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Obrazek 5 — Kaplan—Meierovy ktivky OS (a) a PFS (b) podle typu terapie
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Tabulka 5 — porovnani prolifera¢ni aktivity, MIPI, celkového pieziti a PFS
U pacientd 1é¢enych intenzivni a neintenzivni terapii (Kruskal-Wallistv test
pouzit u proliferacni aktivity a MIPI, log-rank test u OS a PFS; N — pocet ptipadti)

Intenzivni terapie | Neintenzivni terapie
N |Priamér|Median| N |[Pramér|Median
Prolifera¢ni aktivita (%) 79 25,32] 20,35 129 27,70, 24,24P =0,2123

(MIPI 84 5,96 5,90] 140 6,48 6,35|P < 0,0001
OS (mésice) 87 78| 144 30{P = 0,0004
PFS (mésice) 87 43 144 19|P < 0,0001

1.4.2 Prognosticky vliv primarni lokalizace vzorku

Lokalizace jednotlivych vzorku, z nichz byl MCL diagnostikovan, jsou uvedeny
v tabulce 6.

Tabulka 6 — lokalizace primarnich vzorkl véetné medianti OS a PFS u jednotlivych skupin

Lokalizace ?0 ceto % 98 P,FS
pripadi (mésice) (mésice)
Lymfaticka uzlina 155 66,0 39 20
Travici trakt 16 6,8 nedosazen 46
Patrova mandle 22 9,4 58 19
Kostni dien 19 8,1 56 36
Slezina 5 2,1 6 5
OcCnice 4 1,7] nedosazen| nedosazen
Dutina Ustni+hltan véetné nosohltanu 11 4,68/ nedosazen 63
Plice+mediastinum+hrudni sténa 3 1,28 30 14

Pro lepsi ptehlednost a pro provedeni analyzy pteziti byly pfipady rozdéleny do skupin
podle lokalizace obdobné¢ jako u Ambindera, jmenovité se jedna o lymfatické uzliny, travici
trakt, oblast hlavy a krku (patrova mandle, orbita, dutina ustni (kofen jazyka, tvrdé patro) ¢i
¢asti hltanu), hemopoeticky a retikuloendotelovy systém (slezina a kostni dfen), zbyvajici
ptipady byly zafazeny do skupiny ,,0statni [Ambinder et al. 2013]. Kaplan-Meierovy
kiivky preziti jsou na obrazku 6, hodnoty mediant OS a PFS v tabulce 7.

Tabulka 7 — hodnoty mediant OS a PFS ¢lenéné do skupin podle lokalizace vzorku,
vliv jednotlivych skupin na OS a PFS porovnan pomoci log-rank testu.

. Pocet Median OS | Median PFS
Lokalizace “r o « v
pripadu (mésice) (mésice)
Lymfatickd uzlina 155 39 20
Travici trakt 16 nedosazen 46
Oblast hlavy a krku 37 64 41
Kostni dfen a slezina 24 56 36
Ostatni 3 30 14
235| P=0,0469 | P=0,0216

31
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Obrazek 6 — Kaplan—Meierovy ktivky OS (a) a PFS (b) podle primarni
lokalizace vzorku

Z grafii preziti, 1 z hodnot mediant OS, resp. PFS je patrné, ze nejkratsi dobu preziti
maji ptipady primarné lokalizované v lymfatické uzlin€. Proto bylo provedeno porovnani
pteziti v zéavislosti na nodalni vs. extranodalni lokalizaci (viz obrazek 7). Byly zjiStény
medidny OS extranodalnich (80 piipad) vs. nodalnich vzorku (155 pfipadu) 64 vs.
39 mésicu, P = 0,0408, a mediany PFS 36 vs. 20 mésict, P = 0,0049.
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Obréazek 7 — Kaplan—-Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle nodalni/extranodalni
lokalizace vzorku

1.4.3 Prognosticky vliv vysledkii imunohistochemického
barveni cyklinem D1

V nasi studii byly zjistény pouze 2 ptipady MCL, které byly negativni s cyklinem D1.
232 piipadt bylo pozitivnich s cyklinem D1. U OS nebyl median pieziti u piipada
negativnich s cyklinem D1 dosaZen, u pfipadd pozitivnich ¢ini 48 mésicu, P =0,8015.
U PFS také nebyl u piipadt negativnich s cyklinem D1 median pteZziti dosazen, zatimco
u skupiny pozitivnich ¢ini 22 mésict, P = 0,6578.
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1.4.4 Prognosticky vliv vysledkii imunohistochemického
barveni CD23

Pozitivita vySetieni s protilatkou CD23 byla zjisténa u 33 ptipadi MCL. U 197 ptipada
byla sice zjiSténa negativita tohoto barveni ve vlastnim lymfomu, ale ve vétSin€ piipadi byly
patrné folikularné dendritické bunky jako poztstatek ptvodni struktury lymfatické tkdné
(viz obrazek 8). V péti ptipadech byl nalez nehodnotitelny. U ptipadi pozitivnich s CD23 je
delsi OS (72 vs. 46 mésict) i PFS (45 vs. 21 mésicu), avsak dle log-rank testu se jedna
o statisticky nevyznamny rozdil (P = 0,3090, resp. P = 0,0631), viz obrazek 9.

et

Obrazek 8 — imunohisto

dendritickych bunék pomoci barveni CD23, v jejich okoli infiltrace MCL negativni s CD23;
(b) pozitivita ¢asti bunék MCL s CD23; zvétseni (a) 200%, (b) 400x

100 — Pfipady pozitivni s CD23, N = 33, §100 — Pfipady pozitivni s CD23, N = 33,
%0 ] median OS: 72 mésicil o %0 median PFS: 45 mésicl
—_ ] — Pripady negativni s CD23, N =197, @ ] — Pripady negativni s CD23, N = 197,
£ 80 median OS: 46 mésicu g 80 median PFS: 21 mésici
= 1 a 1
B 707 P =0,3090 b s P = 0,0631
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g ] a ]
1;1 40 g 40
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Obrazek 9 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle vysledku reakce
vzorku s CD 23

1.4.5 Prognosticky vliv vysledki imunohistochemického
barveni CD5
U 222 piipadi MCL byla zjisténa pozitivita s protilatkou CDS5, zatimco negativita byla
zjiSténa u 9 ptipadu, ve Ctyiech ptipadech byl nalez nehodnotitelny. P¥ipady negativni s CD5

mély nevyznamné lepsi prognézu proti ptipadim CDS5 pozitivnim (median OS nedosaZen
proti 48 mésict, P = 0,1767, median PFS 37 vs. 22 mésict, P = 0,9797, viz obrazek 10).
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— Pfipady pozitivni s CD5, N = 222, %00 — Pripady pozitivni s CD5, N = 222,
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Obrazek 10 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle vysledku
imunohistochemického vySetteni s protilatkou CD5

1.4.6 Prognosticky vliv cytomorfologické varianty

Pocetni zastoupeni jednotlivych cytomorfologickych variant je uvedeno v tabulce 8,
Kaplan—-Meierovy kiivky preziti v obrazku 11.

Tabulka 8 — zastoupeni jednotlivych cytomorfologickych variant u 235 piipadt
MCL véetné¢ hodnot mediani OS a PFS v mésicich u jednotlivych skupin,
V jednotlivych skupindch jsou zapocteny Cisté varianty, jejich kombinace jsou
zahrnuty ve skupiné€ smiSené (nedos. — median pieziti nedosazen)

Cytomorfologicka varianta p;)i([))cae(;ﬁ % I\/Igjslan Msg?n
[Klasicka 173 73,6 54 22
Malobunééna 260 111 94 47
Pleomorfni 8 34 14,5 12
[Blastoidni 2l 09 12 6
Podobnéd marginalni zéné 4 17 23 16,5
SmiSend 200 85 69 20
klasick&/podobna marginalni zoné 12 51 69 20
malobunééna/klasicka 3 13 nedos. 42
malobunééna/podobna marginalni zoné 2. 09 8 7
pleomorfni/klasicka 3 13 nedos. 46
INehodnotitelna 2 09

Nejdelsi median OS i PFS ma skupina pfipadti s malobuné¢nou variantou MCL
(94 mésici, resp. 47 mésict), naopak nejhorsi vysledky jsou u skupin s blastoidni
a pleomorfni variantou, které byvaji souhrnné oznaCovany jako agresivni varianty
[Swerdlow et al. 2008]. Nejprve tedy porovndme vliv Cisté malobunééné varianty
(26 pfipad) vaci ostatnim piipadim (207 ptipadt), median OS je 94 vs. 46 mésicu,
P =0,1934, median PFS 47 vs. 21 mésict, P = 0,0281. Pfi porovnani vlivu malobunééné
varianty vcetné pripadi v kombinaci s jinou variantou (31 pfipadil) a ostatnich pfipada
(202 ptipadtr) jsou mediany OS 58 a 47 mésict, P = 0,2738, mediany PFS 42 vs. 22 m¢sict,
P =0,0452. Statisticky vyznamny rozdil byl tedy prokazén pouze u vlivu na PFS, a to jak
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Obrazek 11 — Kaplan—-Meierovy ktivky OS (a) a PFS (b) podle cytomorfologickych variant

u skupiny cisté malobunééné varianty, tak u skupiny, kde byly zapocitané i ptipady
v kombinaci s jinymi variantami.

Pii porovnani vlivu ¢istych agresivnich variant (10 pfipadl) proti ostatnim variantdm
(223 ptipadi) je median OS 13 a 54 mésict, P <0,0001, median PFS 10 a 23 mésict,
P =0,0001. V pfipad€¢ porovnani agresivnich variant v€etné¢ piipadli v kombinaci s jinou
variantou (13 pfipadl) a zbyvajicich variant (220 piipadi) je medidn OS 16 vs. 54 mésict,
P =0,0272, median PFS 11 a 23 mésici, P = 0,0565 (viz obrazek 12). Z téchto vysledkt je
patrné, Ze i pouhy okrsek agresivni varianty ma negativni prognosticky vliv, a proto je nutné
cytomorfologickou variantu u MCL peclivé vyhodnotit.

100 — Agreg.ivni varianty, N = 13, :3:100 - — Agresivni varianty, N’= 13,

00 ] median OS: 16 mésici @ 1 median PFS: 11 mésica
_ ] — Ostatni varianty, N = 220, 8 90 — Ostatni varianty, N = 220,
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Obréazek 12 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) dle agresivnich/ostatnich
cytomorfologickych variant, ptipady agresivnich variant jsou uvedeny vcetné ptipada
v kombinaci s ostatnimi variantami

1.4.7 Prognosticky vliv architektonické varianty

Architektonickou variantu bylo mozné urcit u 207 ptipada. Z hodnoceni byly vyfazeny
vzorky kostni dfen€. Zastoupeni jednotlivych skupin a jejich median OS a PFS jsou uvedeny
v tabulce 9. Mezi jednotlivymi variantami neni podle log-rank testu prognosticky rozdil ani
u OS ani u PFS, P =0,4116, resp. 0,2282 (viz obrazek 13).
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Tabulka 9 — zastoupeni jednotlivych architektonickych variant
s uvedenim hodnot medidnu OS a PFS (mésice)

. o . Pocet Median | Median
Architektonicka varianta v o %
pripadi OS PFS
Plastové zony 2 1,0 18,5 16,5
Nodularni 66 31,9 63 21
Difazni 80 38,6 50 22
Plastové zony/nodularni 17 8,2 31 18
Plastové zony/difuzni 11 53 106 32
Nodularni/difazni 31 15,0 56 22
100 —— Diftizni, N = 80 £100 —— Diftizni, N = 80
. —— Noduldmi/difiizni, N = 31 o 1 — Nodulami/difazni, N = 31
_ 90N Plastové zény/difazni, N = 11 $ 901 Plastové zony/difazni, N = 11
£ god ! Plastové zony, N = 2 g 804 Plastové zony, N = 2
= ] ':% | — Plastové zony/odulami, N=17 & 1 —— Plastové zény/nodularmi, N =17
307 % Nodulémi, N = 66 8 70 Nodulémi, N = 66
S 60+ L P=0,4116 = 60 P = 0,2282
4 B E
2 50 92 50
_{o} _ o A
g 40 . _"_H-'L_‘ g 40 §
S 30 2 g 30
3 20- T 8 204 1
a <] g ]
10 S 104
] g
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Obrézek 13 — Kaplan—-Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle jednotlivych
architektonickych variant

V ptedchozich publikacich zabyvajicich se prognostickym vlivem rtstovych variant
bylo zjisténo horsi pfeziti u diftizni varianty proti ostatnim skupindm [Réty et al. 2002,
Tiemann et al. 2005], a naopak lepsi preziti varianty plaStové zony proti ostatnim variantdm
[Majlis et al. 1997]. Pokud porovname v naSem souboru piipady s architektonickou
variantou plastové zony véetné pripadii v kombinaci s jinymi variantami (30 ptipadi) proti
zbyvajicim ptipadim (177 ptipadl), ziskdme medidny OS 33,5 a 54 mésict, P = 0,6670,
a mediany PFS 21 a 22 mé&sict, P = 0,3330. Prognosticky vliv varianty plastové zony proti
ostatnim architektonickym variantdm tedy prokazan nebyl.

Pii srovnani pfipadi s difuzni architektonickou variantou véetné ptipadi v kombinaci
s ostatnimi variantami (122 piipadt) proti pfipadim odpovidajicim varianté nodularni
a plastové zony (85 pripadii) jsou mediany OS 54 a 46 mésicu, P = 0,5782, mediany PFS 22
a 20 mésici, P = 0,0453. Pii uvazované hodnoté P < 0,05 se jednd o statisticky vyznamny
rozdil u PFS, stim, Ze lepSi progndézu méa piekvapivé vici ostatnim architektonickym
variantam varianta difuzni.

1.4.8 Prognosticky vliv proliferaé¢ni aktivity

Hodnotu proliferacni aktivity bylo mozné stanovit u 211 pacientli. Primérna hodnota
prolifera¢ni aktivity byla 27,0 %, median 22,3 % (rozptyl 2,8-80,1 %) (viz obrazek 14).

Pomoci Coxovy univariatni analyzy byl stanovovan vliv hodnot proliferacni aktivity
na OS i PFS pacientd, v obou ptipadech je P < 0,0001, tedy s rostouci prolifera¢ni aktivitou
se zhorSuje prognoza pacientd.
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Obrazek 14 —nizka (a) a Vysoké (c) proﬁfteraéni akivt j j én (b) stanovené pomoci
prolifera¢niho markeru MIB1 (zvétSeni 400x)

-

Nasledné byli pacienti rozdé€leni podle proliferacni aktivity do dvou skupin, jedna
skupina méla prolifera¢ni aktivitu do 30 %, druha od 30 % véetné. Prvni skupina zahrnovala
137 pacientt, druha 74 pacientti. Mediany OS byly 63 a 20 mésicu, P < 0,0001, mediany
PFS 28 a 14,5 m¢sict, P < 0,0001 (viz obrazek 15).
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Obrézek 15 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle prolifera¢ni aktivity
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1.4.9 Prognosticky vliv MIPI

Hodnotu MIPI bylo moZzné stanovit u 228 ptipadii. Primérna hodnota je 6,28, median
6,18, rozptyl 4,46-9,42. Pii pouziti Coxovy analyzy prokazujeme na hodnotach MIPI
zavislost OS (P < 0,0001) i PFS (P < 0,0001).

Ptipady byly déle rozdé€leny do skupin nizkého (50 ptipadir), sttedniho (65 pripadl)
a vysokého rizika (113 ptipadt) [Hoster et al. 2008]. Median OS byl 106, 54 a 24 mésici,
P <0,0001, median PFS 42, 25 a 16 mé&sica, P = 0,0001 (viz obrazek 16).

Nizké riziko, N = 50, 2100 Nizkeé riziko, N = 50,
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Obrazek 16 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) dle skupin nizkého,
sttedniho a vysokého rizika podle MIPI

1.4.10 Prognosticky vliv s-MIPI

Hodnotu s-MIPI bylo mozné stanovit u 228 pacientdi, praimérna hodnota je 5,35,
median 5, rozptyl 0-11. Pomoci Coxovy analyzy byl potvrzen vliv hodnot s-MIPI na OS
i PFS (v obou ptipadech P <0,0001). Statisticky vyznamny vliv byl prokazan také pii
pouziti rozdeleni do skupin dle nizkého (55 ptipadi), stiedniho (70 piipadil) a vysokého
rizika (103 ptipadi), a to jak u OS (median OS je 106, 46 a 23 mésicu, P < 0,0001), tak
i U PFS (median PFS je 42, 24 a 17 mésica, P = 0,0001), viz obrazek 17.
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Obrézek 17 — Kaplan—-Meierovy ktivky OS (a) a PFS (b) podle skupin rizika dle s-MIPI
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1.4.11 Prognosticky vliv MIPI

Hodnotu MIPI, bylo mozné spocitat u 205 piipadi. Median MIPI, byl 6,69,
aritmeticky pramér 6,83, rozptyl hodnot 4,88-9,41. Byl prokazan vliv hodnot MIPI, na OS
(P <0,0001) a PFS (P <0,0001). Pfi rozd¢leni na skupiny nizkého, sttedniho a vysokého
rizika (12, 69, 124 piipadt) byl pomoci log-rank testu prokazan vliv na OS (median OS 100,
92, 24 mésicu, P <0,0001) a PFS (median PFS 43, 39, 16 mésict, P < 0,0001). Protoze
rozdily v pteziti mezi skupinami nizkého a stiedniho rizika jsou malé a také skupina nizkého
rizika je malo pocetna, je vhodné je sloucit do jedné skupiny proti skupin€ vysokého rizika.
Pak je median OS u skupiny nizkého a stfedniho rizika 94 mésict a u skupiny vysokého
rizika 24 mésicu, P < 0,0001, u PFS jsou mediany 41 a 16 mésicu, P < 0,0001, viz obrazek
18.

100 — Nizké a stfedni riziko, N =81, £ 100 - — Nizkeé a stfedni riziko, N = 81,
1 median OS: 94 mésici @ 1 median PFS: 41 mésici
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Obrézek 18 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) podle skupin rizika dle MIPI,

1.4.12 Multivariatni analyza

V multivariatni analyze byly vyhodnocovany vsechny faktory, jejichZz prognosticky
vliv byl zkouman v piedchozich odstavcich. Kompletni data byla k dispozici u 183 ptipadd.
Vysledky univariatni a multivariatni analyzy, které byly ziskany pomoci Coxovy analyzy
rizik metodou ,,stepwise®, jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10 — vysledky univariatni a multivariatni Coxovy regresni analyzy

u 183 ptipadit MCL

Hodnota P u OS

Hodnota P u PFS

Hodnota Porovnavana data | ynijvariatni | Multivariatni | Univariatni | Multivariatni
analyza analyza analyza analyza
Proliferacni absolutni hodnota <0,0001, 0,0068 <0,0001 0,0072
aktivita
MIPI absolutni hodnota <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0091
Reakce s CD23  [pozitivni vs. negativni 0,2465 0,252 0,057, 0,0669
Reakce s CD5 ozitivni vs. negativni 0,6116 0,2486 0,6887, 0,6488
P g
giakce s cyklinem ) itivni vs. negativni 0,8366 0,6496 0,6094 0,8499
uzlina, travici trakt,
Lokalizace hlava a krk, slezina 0,0744 0,1569 0,038 0,0227
a kostni dfen, ostatni
agresivni
Cytomorfologicka |i v kombinaci 0,0292 0,176 0,051 0,3118
varianta s jinymi variantami
vs. ostatni
diflzni, nodularnf,
plastové zony,
Arc_hltektonlcka dlfrljz’m/podularnl, 0,7197 0,3633 0,2283 0,2326
varianta plastové
zony/nodularni,
lastové zony/difuzni
Typ terapie Intenzivni vs. 0,0015 0,0338 <0,0001 0,0012
neintenzivni
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1.5 Diskuze

Lymfom z plastovych bunék je B-nehodgkinsky lymfom, ktery se chova obvykle
agresivné s primérnou délkou preziti 3-5 let [Argatoff et al. 1997, Kimura et al. 2010,
van de Schans et al. 2010, Zucca et al. 1995], i kdyz se zavadénim novych 1é¢ebnych
protokolli se prognéza pacientll postupné zlepSuje. V naSem souboru 235 pacienti s MCL
pacientl byl 47 mésicti, tedy necelé 4 roky. AvSak v rdmci MCL se najde také mald skupina
ptipada (3-9 % [Nygren et al. 2012, Ondrejka et al. 2011]), jejichZ dlouhodobéa prognéza je
naopak dobra a i po 16€bé méné agresivnimi 1é€ebnymi protokoly dosahuji remise a doba
jejich pieziti prevysuje 10 let [Hoster et al. 2008, Swerdlow et al. 2008]. Cést z nich dokonce
nevyzaduje terapii po dobu nejméné 2 let od diagnozy [Nygren et al. 2012] a mohou byt
pouze sledovani.
bylo mozné zvolit dostatecné Ucinné, ale soucasné pro pacienta co nejSetrnéjsi 1éCebné
protokoly. To byl diivod vzniku nasi prace v ramci Kooperativni lymfomové skupiny CR.
V nasi retrospektivni studii pacienti s MCL 1é¢enych riznymi 1é¢ebnymi protokoly byly
srovnavany jednotlivé prognostické markery navrhované dfivéj$imi publikacemi
(proliferacni aktivita, MIPI vCetn€ variant, cytomorfologick4 a architektonick4 varianta,
primarni lokalizace vzorku, odlisnosti od typického imunohistochemického vysSetieni pii
diagnostice MCL) tak, aby byla potvrzena, ¢i vyvracena jejich platnost a nasledné
v multivariatni analyze byl porovnan jejich prognosticky vliv.

1.5.1 Vliv druhu terapie na prognozu

Nejprve byla porovnana skupina pacientii 1éCenych intenzivnimi lé€enymi protokoly
proti pacientim léCenych neintenzivni (konvencéni) terapii. Pacienti 1éCeni intenzivnimi
protokoly maji vyznamné lep$i prognozu oproti druhé skupiné pacientit (mediany OS jsou
78 mésicti a 30 mésica, P =0,0004, mediany PFS 43 a 19 mésict, P <0,0001). Pii
porovnani parametrti prolifera¢ni aktivity a MIPI u obou skupin je vSak zajimavé
(viz tabulka 5, strana 31), ze zatimco prolifera¢ni aktivita obou skupin nebyla vyznamnéji
rozdiln, tak hodnoty MIPI jsou vyrazng vyssi u skupiny 1é€ené neintenzivni terapii. Proto se
nabizi otazka, do jaké miry je za horsi prognézu zodpovédna sama terapie a nakolik tento,
i v nadi préci potvrzeny, prognosticky faktor MCL. Pro porovnani G¢innosti terapie je nutné
srovnavat skupiny, jejichZ vstupni tdaje véetné MIPI nejsou vyznamnéji rozdilné. To vSak
nami ziskana data neumoziuji.

1.5.2 Prognosticky vliv primarni lokalizace vzorku

Bylo zjisténo, ze ptipady s lokalizaci v lymfatické uzliné maji vyznamné horsi
progndzu nez extranodalni piipady, a to jak u OS, tak u PFS. Toto zjisténi je v souladu
s rozséhlou analyzou epidemiologickych dat provedenych Ambinderem, ktery zjistil, Ze
primarni lokalizace v oblasti traviciho traktu a hlavy a krku ma vyznamné lepsi prognézu
neZ primarni lokalizace v lymfatické tkani. Take popisuje, Ze extranodalni lokalizace MCL
je vyznamné Castéjsi u Zluté rasy neZ u cerné a bilé rasy [Ambinder et al. 2013]. Ostatné
pokud nase data rozdélime tak, ze do jedné skupiny dame piipady diagnostikované
z lymfatické uzliny, do druhé skupiny z oblasti traviciho traktu a z oblasti hlavy a krku a do
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tteti skupiny ostatni extranodalni ptipady, je patrné, ze skupina obsahujici ptipady
lokalizované v travicim traktu a v oblasti hlavy a krku ma vyrazn¢ lepSi progn6zu nejen nez
nodalni pfipady, ale také nez ostatni extranodalni ptipady (52 ptipadu travici trakt, hlava
a krk, 28 ostatnich extranodalnich a 155 nodalnich ptipadii, median OS je 76 vs. 50 vs.
39 mésicu, P =0,0233, median PFS 41 vs. 26 vs. 20 mésicia, P =0,0225). Pomoci
Kruskal-Wallisova testu byly zjistény vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami
v hodnotadch MIPI (P =0,0002) a klinickém stadiu (P < 0,0001). Pti¢ina prognostického
rozdilu mezi primarnimi lokalizacemi neni jasna, i kdyz se nabizi tvaha, Ze cast
z extranodalné diagnostikovanych MCL odpovida indolentnim MCL. U nich bylo totiz
zjisténo, ze lymfadenopatie je méné¢ Castd nez u konvencnich MCL (17 % vs. 93 %,
P < 0,001 [Fernandez et al. 2010]).

1.5.3 Prognosticky vliv imunofenotypu

Typicky je MCL pozitivni s CD5 a cyklinem D1 a negativni s CD23. Odlisny
imunofenotyp miize byt nejen zdrojem diagnostickych obtizi, ale miize mit i prognosticky
vliv [Kelemen et al. 2008, Yatabe et al. 2000].

Pozitivita s CD23 byla zjisténa ve 33 ptipadech, u nichz bylo zjisténo statisticky
nevyznamné delsi OS (72 vs. 46 mésicti) i PFS (45 vs. 21 mésict). Tato zjisténi nejsou
V rozporu s jedinou existujici studii vénovanou prognostickému vlivu CD23 u MCL, kde
bylo sledovano 14 ptipadl pozitivnich s CD23 oproti 33 ptipadiim negativnim [Kelemen et
al. 2008]. U piipadu pozitivnich s CD23 bylo zjisténo vyznamné lep$i bezptiznakové
Ctytleté preziti (u 45 % piipadi oproti 19 %, P = 0,02) a pouze nevyznamné lepsi Ctyileté
celkové preziti (75 % proti 51 %, P = 0,07) [Kelemen et al. 2008].

Bylo diagnostikovano 9 piipadi (3,9 %) negativnich s CD5. Toto ¢islo je vyrazné nizsi
nez uvadi Liu, podle jehoZ zjisténi bylo jejich zastoupeni 10,6 % z MCL [Liu et al. 2002].
Avsak z dalSich publikaci je patrné, Ze jejich vyskyt je méné Casty. Jsou popsany pouze
jednotlivé ptipady, jejichZ klinicky pribéh byl méné agresivni oproti klasickym MCL
[Alvarez-Argote et al. 2014, Hashimoto et al. 2012]. AvSak relevantni studie vénovana
prognostickému vlivu vétsiho poctu téchto pripada oproti MCL pozitivnim s CD5 zatim
chybi. Jedind vétsi publikovana sestava 25 ptipadi negativnich s CD5 se vénuje jen
diagnostice a morfologii téchto pfipadii [Liu et al. 2002]. Dle naseho zjisténi vyznamny
rozdil v pfeziti mezi obéma skupinami neni.

U 2 ndmi zjisténych ptipadt negativnich s cyklinem D1 vliv na OS i PFS proti
piipadiim pozitivnim prokazan nebyl. Problémem pti porovnavani byla mnohonasobné vétsi
skupina pfipadi pozitivnich s cyklinem D1 (232 ptipadt). U ptipadi negativnich s cyklinem
D1 jsou u jinych studii vysledky rozporuplné. Zatimco u studie, porovnavajici 23 piipada
negativnich s cyklinem D1 proti 128 ptipadim pozitivnim, bylo zjiSténo lepsi pétileté preziti
u cyklin D1 negativnich piipadu (86 % vs. 30 %, P =0,0002) [Yatabe et al. 2000], tak
ve studii porovnavajici 6 ptipadi negativnich s cyklinem D1 proti 92 pfipadim pozitivnim
vyznamny rozdil v celkovém pieziti zjiStén nebyl [Fu et al. 2005].

1.5.4 Prognosticky vliv cytomorfologickych variant

V piipadé¢ cytomorfologickych variant se prognosticky jevi jako nejvyznamnéjsi
rozliSeni agresivnich variant (pleomorfni a blastoidni) od ostatnich. V naSem souboru bylo
zatazeno 10 pfipadi do skupiny agresivnich MCL jako cisté varianty a ve 3 dalSich
ptipadech byly zastizeny okrsky pleomorfni varianty v kombinaci s klasickou variantou,
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celkem tedy 5,5% piipadi. To je nizSi hodnota nez u dalSich publikovanych studii
(8,5-16 %) [Hoster et al. 2016, Réty et al. 2002, Tiemann et al. 2005]. Hlavnim divodem
téchto rozdild je zna¢na mira subjektivity v jejich hodnoceni, protoZze zatimco u blastoidni
varianty je dle WHO 2008 dano objektivni kritérium (nejméné¢ 20-30
mit6z/10 hpf) [Swerdlow et al. 2008], tak u pleomorfni varianty jde o subjektivni nazor
hodnotitele (bunky rtznych tvarid, ptfitomnost cetnych velkych bunck s ovalnymi ¢&i
nepravidelnymi jadernymi konturami, bledou cytoplazmou, pfipadné s prominujicim
jadérkem) [Swerdlow et al. 2008]. Median OS byl v nasem souboru vyznamné krat$i nez u
ostatnich MCL jak pti porovnani pouze ¢istych agresivnich variant, tak v ptipadé zapocteni i
smiSenych variant do skupiny agresivnich (median OS 13 a 54 mésict, P < 0,0001, resp. 16
a 54 mésica, P = 0,0272). Rity podobné jako naSe prace prokazuje kratSi median OS (11
mésicl) u agresivnich variant proti ostatnim cytomorfologickym variantdm (klasické a
malobunééné, median OS 40 mésict, P < 0,001) [Raty et al. 2002]. Podobné Hoster zjist'uje
u agresivnich variant median OS 2,36 roku, u ostatnich 8,5 roku, P = 0,001 [Hoster et al.
2016]. Naopak Tiemann rozdil neprokazuje [Tiemann et al. 2005].

Je tfeba poznamenat, Ze hor$i progndza u agresivnich variant souvisi s vyssi hodnotou
prolifera¢ni aktivity stanovené pomoci Ki-67 [Klapper et al. 2009]. Garcia zjistuje, ze
u blastoidni varianty odpovida median proliferaéni aktivity 22 % proti 10 % u klasické
varianty (P = 0,0038) [Garcia et al. 2009]. Pervez porovnava hodnoty proliferacni aktivity
u blastoidni a klasické varianty MCL (primérna hodnota je 64,4 % a 29,5 %, P < 0,0001)
a popisuje, ze prolifera¢ni aktivita nad 50 % odpovidala pouze pfipadim blastoidni varianty
a zadnému piipadu varianty klasické, zatimco hodnoty pod 40 % odpovidaly pouze
piipadium klasické varianty a zadnému piipadu varianty blastoidni [Pervez et al. 2015]. Tato
zjisténi v8ak v naSem souboru nepotvrzujeme, protoze i U agresivnich variant je v péti z 13
ptipadl proliferacni aktivita nizsi nez 40 % a naopak v celkem 19 ptipadech z celkem 220
ptipadi ostatnich variant byla hodnota prolifera¢ni aktivity vy3si nez 50 %.

V naSem souboru byla u agresivnich variant (v€etné piipadi v kombinaci, tedy 13
piipadi) zjisténa praimérna hodnota prolifera¢ni aktivity 52,3 % a median 64,3 %, zatimco
u ostatnich variant (198 pfipadt) primérna hodnota 25,3 % a median 21,0 %, P < 0,0001 dle
Kruskal-Wallisova testu. Obdobné vysledky ziskame i porovnanim ¢istych agresivnich
variant proti zbylym piipadim (10 vs. 201 pfipadl, primérné proliferacni aktivita je 61,6 %,
median 67,7 % u agresivnich variant, u ostatnich morfologickych variant je primérna
hodnota 25,2 %, median 21,0 %, P <0,0001). Naopak u MIPI vyznamny rozdil mezi
hodnotami u obou skupin zji§tén nebyl. U Cistych agresivnich variant byla primérna
hodnota 6,6, median 6,6, u ostatnich ptipadd primérna hodnota 6,3, median 6,2, P = 0,1307,
u piipadt agresivnich variant véetné ptipadd v kombinaci s ostatnimi variantami je
prumérna hodnota 6,5, median 6,4, u ostatnich ptipadl je primérna hodnota 6,3, median 6,2,
P =0,2278. Z téchto dat vidime, Ze negativni prognosticky vliv agresivnich morfologickych
variant souvisi s vyznamné vyssi prolifera¢ni aktivitou, tedy hodnotou, kterou 1ze pomérné
objektivné stanovit. Hodnota MIPI naopak neni podkladem rozdilnosti progndzy
u jednotlivych skupin.

DalS8im zjisténym vysledkem je vyznamné lepsi PFS u ptipadi malobunééné varianty
oproti ostatnim variantam. Pfi¢ina tohoto zjisténi neni jasna. Tu vSak nelze na rozdil od
ptedchoziho vysledku vysvétlit rozdilem v dalSich prognostickych faktorech, protoze neni
rozdil patrny ani u proliferaéni aktivity (u pfipadi malobunéénych véetné ptipadi
v kombinaci s ostatnimi variantami je pramér 20,9 %, median 20,2 %, u ostatnich ptipadi
prumérna hodnota 27,7 %, median 22,6 %, P = 0,1039) ani u MIPI (pramér 6,3, median 6,3,
resp. prumér 6,3, median 6,2, P =0,8671).
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1.5.5 Prognosticky vliv architektonickych variant

Prognosticky vliv architektonickych variant u MCL nebyl v naSem souboru prokazan,
a to ani pfi porovnani varianty plastové zony proti ostatnim variantam. Pouze pfi srovnani
difGzni varianty vuéi ostatnim byl prokazan pozitivni vliv na PFS. Tyto vysledky jsou
Vv rozporu s predchozimi zjisténimi, ze progndza Cisté varianty plastové zony (nad 90 %
rozsahu uzliny) je dobra — tileté pieziti bylo uvadéno 100 % oproti 55 % u difdzni varianty
a 50 % u nodularni varianty [Majlis et al. 1997]. V nasem piipadé byl naopak medidn OS
nevyznamné horsi u ptipadd s architektonickou variantou plastové zony, a to jak s Cistou
(18,5 a 50 mésica, P =0,0971), tak i kombinovanou s jinymi variantami (33,5 a 54 mésict,
P =0,6670).

V naSem souboru nebyl zjistén vyznamny rozdil vlivu diflzni varianty a ostatnich
variant na OS, avSak na PFS ano (median PFS 22 a20 m¢sict, P =0,0453). Tiemann
porovnaval pfevazujici varianty noduldrni a plaStové zony proti vzorkim s prevazujici
variantou difdzni, median OS byl 43 a 29 mésicta, P =0,0074 [Tiemann et al. 2005].
Negativni prognosticky vliv difuzni varianty potvrzuji také Raty (mediany OS 70 a 35
mésict [Raty et al. 2002]) i Hoster (median OS nedosazen vs. 7,8 roku, P = 0,0466 [Hoster
et al. 2016]). Na rozdil od vySe uvedenych praci ma v naSem souboru lepsi prognézu
varianta difazni vici ostatnim variantam. Tento na$ vysledek je piekvapivy a jasné
vysvétleni pro néj nemame. Vysvétleni vSak existuje pro diive zjisténé poznatky, ze varianta
plastové zony ma lepsi prognézu a difuzni varianta horsi. To je zdGvodiovano rostouci
mirou infiltrace tkané elementy MCL. Nejdiive se ve tkani objevuje ,in situ“ lymfom
plastové zony, nasledné nodularni a nakonec difuzni varianta [Adam et al. 2012,
Carvajal-Cuenca et al. 2012, Norton et al. 1995, Swerdlow et al. 1983]. Tuto teorii podporuji
také zjisténi zmén architektonickych variant pii recidivé MCL, kdy z pavodnich 7 pfipada
architektonické varianty plastové zony bylo 5 piipadt diagnostikovanych jako jiné varianty
(4 x difdzni, 1 x kombinace nodularni a difuzni). Naopak zména variant nodularni a difuzni
(v€etné kombinace obou typil) do varianty plastové zony byla pozorovana pouze v 8 %
ptipada [Vogt et al. 2013]. Tyto rozdily vSak mohou byt dany také situaci v jedné konkrétni
vysetfované lymfatické uzlin€ a nemusi korelovat s mirou postizeni vétSiny uzlin.

1.5.6 Prognosticky vliv prolifera¢ni aktivity

Nase vysledky potvrzuji, Ze proliferacni aktivita je vyznamnym prognostickym
markerem u MCL. K obdobnym vysledktim dochazi jak studie, které zahrnuji pouze ptipady
lécené shodnou terapii [Determann et al. 2008, Garcia et al. 2009], tak populacni studie
[Tiemann et al. 2005]. Problémem pro piesnéjsi porovnani vysledka jednotlivych studii je
nejen rozdilna analytickd metodika stanoveni proliferacni aktivity (pocitani rizného poctu
bunék v rizném poctu zornych poli), ale i zjisténi, ze v nékterych studiich jsou ptipady
rozdéleny podle prognostického vlivu na dvé skupiny a v nékterych piipadech na tfi skupiny
a tato hranice (cut-off) proliferacni aktivity se u jednotlivych skupin v raznych studiich lisi.
Jmenovité u studie pacientil léCenych pouze CHOP byl median OS 112 mésicii u proliferaéni
aktivity do 10 %, 59 mésict u 10-30 %, 30 mésicti u prolifera¢ni aktivity nad 30 %, 3 leté
pieziti je uvadéno 81 %, 75 % a 46 % (P = 0,001). U terapie R-CHOP nebyl median OS
v této studii dosazen u prolifera¢ni aktivity do 10 % a 10-30 %, u skupiny nad 30 % byl 52
mésict, 3 leté preziti odpovida 93 %, 74 % a 66 %, P = 0,013 [Determann et al. 2008].
Podobné¢ u  agresivnéjsi  terapie = R-hyper-CVAD  (kombinace  rituximabu
s hyperfrakcionovanym cyklofosfamidem, vinkristinem, doxorubicinem a dexametazonem
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stiidanym s kombinaci rituximabu a vysokodavkoveho metotrexatu a cytarabinu) bylo
pétileté preziti 53,1 % u pacientl s proliferani aktivitou do 20 % a jen 28,6 % u piipadi
s prolifera¢ni aktivitou nad 20 %, P = 0,003 [Garcia et al. 2009]. Obdobné vysledky jsou
také u popula¢nich studii, tedy bez ohledu na pouzity typ 1écby. Napt. ve studii Evropské
skupiny pro lymfom z plastovych bunék byl median OS 42 mésicti u skupiny do 10 %,
30 mésict u skupiny 10-40 % a 15 mésict u skupiny s proliferaéni aktivitou nad 40 %,
P < 0,0001 [Tiemann et al. 2005].

Studie vénovana recidivdm MCL pfi porovnani prognostického vlivu proliferacni
aktivity u primarnich diagnostickych vzorkti zjistuje vyznamny rozdil mezi piipady
s prolifera¢ni aktivitou nad 30 % a piipady s prolifera¢ni aktivitou 10-30 % a do 10 %
(median pieziti 1400 dni vs. 2922 a 3415 dni, P = 0,0089), avsak jiZ nikoli mezi skupinami
do 10 % a 10-30 % [Vogt et al. 2013]. V dalSi préaci byl median OS 9 mésict pti hodnotach
prolifera¢ni aktivity nad 50 % a 62 mésicti u ptipadi s prolifera¢ni aktivitou nizsi nez 50 %,
P =0,0006 [Martinez et al. 2004]. Dal3i préace se statisticky vyznamnym vztahem
proliferacni aktivity a pfeZiti ma cut-off prolifera¢ni aktivity 26 %, coz odpovidalo tfetimu
tercilu vs. zbytek ptipadid. V tomto ptipadé byly mediany preziti 13 vs. 45 mésici, P < 0,001
[Raty et al. 2002]. Hoster uvadi jako nejvyznamné&jsi hranici prognostického vlivu
prolifera¢ni aktivity kategorie do a nad 30 %, a to jak u agresivnich, tak u neagresivnich
cytomorfologickych variant [Hoster et al. 2016]. Prognosticky vliv byl prokazan i u studie
pieziti 48 a 23 mésicu. Cut-0ff je tedy v pracich stanovovan ruzné.

NaSim cilem bylo rozdélit pacienty do dvou srovnatelné velkych skupin, mezi nimiz
by byl co nejvétsi rozdil v délce preziti. Proto byl, s ohledem na median prolifera¢ni aktivity
(22,3 %) a jeji primérnou hodnotu (27 %), zjistovan vliv prolifera¢ni aktivity u cut-off
20 % (92 a 119 pacientt), 25 % (116 a 95 ptipadi) a 30 % (137 a 74 ptipadt). Statisticky
vyznamny rozdil v celkovém preziti (OS) mezi obéma skupinami byl dosaZen ve vSech tfech
ptipadech. V ptipadé hodnoty 30 % byl rozdil nejvyrazngjsi (u 20 % median OS 64 vs. 28
mésici, P = 0,0059, u 25 % 69 a 21 mésicu, P = 0,0002, u 30 % 63 a 20 mésict, P < 0,0001).
Vysledky u PFS navrzené rozdéleni podporuji (u 20 % median PFS 29 vs. 17 mésicu,
P =0,0034, u 25 % 29 a 16 mésicu, P <0,0001, u 30 % 27 a 15 mésict, P < 0,0001).

Hodnotu proliferac¢ni aktivity je vhodné uvadét jiz pti diagnéoze MCL, protoze
Vv pfipadech agresivnéjSich nddori s vysokou prolifera¢ni aktivitou je vhodnéjsi uzit
agresivnéjsi chemoterapii, pokud to stav pacienta dovoluje. Zptisob stanoveni proliferacni
aktivity, ktery byl pouzit v nasi studii, je sice vzhledem k zapocteni velkého mnozstvi buné¢k
pfesny, avSak jeho rutinni pouziti v bioptickém provozu je velmi problematické, nebot
spocitani bunék vyznacenych miizkou okularu ve 3 zornych polich trvalo u jednoho ptipadu
cca 30-45 minut. Misto tohoto ¢asové naro¢ného postupu je ve studiich vyuzZivana metoda
oznacovana jako tzv. zlaty standard, tj. spocitdni 500 bunék ve 2 zornych polich pfi
400 nasobném zvétSeni (high power field, hpf). Avsak i tento postup je pro bézny biopticky
provoz ¢asoveé naroény, proto byl proveden srovnavaci test jednotlivych pouzivanych metod
[Klapper et al. 2009], a to odhadu, poc€itani po sto bunkach v kazdém z 5 zornych poli
a digitalni analyzy. U jednotlivych metod byla stanovena hodnota korela¢niho koeficientu
stzv. zlatym standardem (hodnota 1=shoda, O=nesoulad). Pro digitalni analyzu je jeho
hodnota pouze 0,37. Pravdépodobnou pficinou je splyvani na sebe natlacenych bunék
v digitalnim obraze, které nejsou pocitany jako jednotlivé buriky, ale jen jako jedna, protoze
korela¢ni koeficient na pocet bunék je proti tzv. zlatému standardu pouze 0,24. Pro odhad
prostym okem, coz je v praxi nejpouzivanéjs$i metoda, byla hodnota korela¢niho koeficientu
stanovena na 0,53. Pfi pocitani 100 bun€k v kazdém z péti zornych poli byl korela¢ni
koeficient v jednom poli 0,68, ve dvou polich 0,74, pak uZ K jeho ristu se vzristajicim
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pocétem pocitanych zornych poli nedochazelo. Z uvedeného vyplyva, Ze nejblize ,,zlatému
standardu®, a ptitom nejrychleji stanovitelna, je tedy hodnota prolifera¢ni aktivity zjisténa
spo¢itdnim 100 bunék ve dvou reprezentativnich zornych polich hpf. Podminkou
hodnotitelnosti je ptitomnost alespon péti hpf infiltrovanych lymfomem ve vzorku. Déle je
doporu¢ovano hodnotu proliferacni aktivity urCovat pouze v lymfatické uzliné C¢i
extranodalni lokalizaci lymfomu z plastovych bunék, a nikoli v kostni dieni [Klapper et al.
2009].

1.5.7 Prognosticky vliv mezinarodniho prognostického indexu
pro lymfom z plas€ovych bunék

Potvrzujeme, Ze mezinarodni prognosticky index pro lymfom z plastovych bunék
MIPI i jeho varianty s-MIPI a MIPI, [Hoster et al. 2008] jsou vyznamnym prognostickym
faktorem MCL. Nase prace je ptinosna v tom, ze ovétuje jejich platnost pro klinickou praxi
V neselektované populaci (bez ohledu na vek, klinické stddium, zptsob terapie). Oproti
pavodnim studiim, z nichz bylo pfi tvorbé MIPI vychazeno [Dreyling et al. 2005, Lenz et al.
2005, Nickenig et al. 2006], byli nasi pacienti starSi (median 64 vs. 60 let) av hor§im
vykonnostnim stavu hodnoceném dle ECOG - stav dle ECOG 2 a vyssi byl zjistén u 27 %
pacientt oproti 9 %. Do nasi studie téz byli zahrnuti pacienti s klinickym stadiem I a 11 dle
Ann Arbor Klasifikace (celkem 19 pacientt, 8 %), ktefi do originalni prace zahrnuti nebyli
[Hoster et al. 2008] a nebyli obsazeni ani v pracich potvrzujicich platnost tohoto indexu
[Hoster et al. 2014, van de Schans et al. 2010], pro néz byla vstupni kritéria stadium IIT a IV
dle Ann Arbor klasifikace.

Pokud provedeme prognostické testovani pouze pro tuto malou skupinu
pacienti — stadium | a 11, pak dle MIPI je 6 pacientti ve skupiné vysokého rizika, 8 pacientt
ve skupiné stiedniho rizika a 5 pacientli ve skupin€ nizkého rizika. Medidn OS u skupiny
nizkého rizika ¢ini 101 mésict, u stfedniho rizika 28 mésicl a u skupiny vysokého rizika
47 mésicu, P =0,3183, mediany PFS jsou 43, 21,5 a 20 mésict, P = 0,1865. Tedy v této
skupiné nepotvrzujeme vliv MIPI na OS a PFS. OvSem nelze vyloucit, Ze je to pouze kvili
malému poctu piipadd v jednotlivych skupinach, protoze napi. u MIPI, je median OS
u skupiny nizkého + stiedniho rizika 64 mésict (7 piipadt), u vysokého rizika 32 mésict
(9 ptipadt), P = 0,1836, mediany PFS jsou 46 a 21 mésici, P = 0,013.

Je nutno poznamenat, Ze vétSina publikovanych studii pacientd s MCL svédci pro
platnost MIPI [Budde et al. 2011, Geisler et al. 2010, Hoster et al. 2008, Hoster et al. 2014,
Martin et al. 2009, van de Schans et al. 2010, Todorovic et al. 2012], pouze ve dvou
pfipadech nebyla potvrzena [Shah et al. 2008, Schaffel et al. 2010]. Studie vyvracejici
platnost MIPI se vénuji také ostatnim variantdam MIPI, jmenovité Shah nepotvrzuje platnost
s-MIPI [Shah et al. 2008] a Schaffel nejen s-MIPI, ale ani MIPI, [Schaffel et al. 2010].
Naopak prognosticky vliv s-MIPI i MIPI, byl potvrzen ve studii pacienta léCenych
nordickym protokolem [Geisler et al. 2010], a také ve studii Evropské skupiny pro lymfom
z plastovych bunék [Hoster et al. 2014]. V této studii je zajimavé, Ze jsou, stejné jako
V nasem piipadé, rozdily v pteziti u pacientl s nizkym a stfednim stupném rizika dle MIPI,
jen minimalni a vyrazny rozdil je u obou téchto skupin pouze oproti skupiné vysokého rizika
[Hoster et al. 2014].

Hoster povazuje rozdéleni pacienti pouze do dvou skupin podle rizika dle MIPI, za
nedostacujici, a proto nyni nové navrhuje jesté tzv. kombinované MIPI (c-MIPI), které je
roz¢lenéno do ¢tyt skupin podle rizika. Jeho hodnota je pocitana jako kombinace po¢tu bodtu
za rizikové skupiny podle MIPI a podle hodnoty proliferacni aktivity, viz tabulka 11 [Hoster
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et al. 2016]. Vysledky z naSeho souboru, kam bylo mozno zahrnout 205 pacientd, jSou
uvedeny v tabulce 12 a Kaplan—-Meierovy kiivky pieziti jsou na obrazku 19. Nase vysledky
potvrzuji platnost nyni nové navrzeného c-MIPI (dle log-rank testu P < 0,0001 u OS i PFS).
Tento novy index c-MIPI by mohl nahradit MIPI,, a to diky vétsimu poctu skupin, které

povedou k lep$imu rozdéleni pacientti podle progndzy, ale také diky snazSimu vypoctu.

Tabulka 11 — vypocet rizikovych skupin dle c-MIPI [Hoster et al. 2016]
Rizikovéa skupina dle | Rizikové skupina | Prolifera¢ni
c-MIPI podle MIPI aktivita

Nizké riziko (0) nizka (0) < 30 % (0)
Nizké stiedni riziko (1) nizka (0) >30 % (1)

stiedni (1) < 30 % (0)
Vysoké sttedni riziko (2) stiedni (1) >30 % (1)

vysoka (2) < 30 % (0)
Vysoké riziko (3) vysoka (2) >30 % (1)

Tabulka 12 - rizikové skupiny podle c-MIPI a jejich prognosticky vliv na OS a PFS,
hodnoty mediant OS a PFS jsou uvedeny v mésicich

Rizikova skupina Pocet Median Pocet Median
dle c-MIPI pripadua OS pripadi PES
Nizké riziko 35 106 35 46
Nizké stiedni riziko 48 54 48 25
Vysoké stredni riziko 79 31 79 20
V/ysoke riziko 43 17 43 13
205|P < 0,0001 205 |P < 0,0001
100 ~ —— Nizké riziko 2100~ —— Nizké riziko
} —— Nizké stredni riziko P E —— Nizké stredni riziko
.. 904 Vysokeé stiedni riziko 90 Vysoké stiedni riziko
£ g0 Vysoke riziko 8 80 Vysoksé riziko
§ 70 _ P < 0,0001 g 70 _ P < 0,0001
S 60+ = 60
£ 50 g 50
1;1 40 % 40
9 30 5 20
& 20 ] 8 204
a i 2 ]
10 T 10
] 5
0 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 E‘ 0 1 1 L) I 1 I 1 I 1 1 L) I 1 I 1
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 9 120 144 168
a €as (mésice) b

cas (mésice)

Obrazek 19 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) vlivu rizikovych skupin dle c-MIPI

1.5.8 Multivariatni analyza

Pti porovnani prognostického vlivu jednotlivych faktori pomoci multivariatni analyzy
byl prokéazan vliv MIPI, proliferacni aktivity a typu terapie (intenzivni/neintenzivni) na OS
i PFS, a také vliv lokalizace primarniho vzorku na PFS. V ptipadé univariatni analyzy byl
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mimo to zjiStén vliv cytomorfologické varianty (agresivni vCetné¢ kombinace s ostatnimi
variantami/ostatni). Porovnavani naSich vysledkl s diive publikovanymi multivariatnimi
analyzami je problematické v tom, Ze kazda z nich srovndva jiné faktory. Schaffel
v multivariatni analyze u OS prokazuje vliv pouze prolifera¢ni aktivity (cut-off 30 %), u
PFS také vliv intenzivni terapie, av3ak nikoli MIPI [Schaffel et al. 2010]. Romaguera oproti
tomu pifi multivariatni analyze prokazuje vliv MIPI na OS i PFS a navic i1 hladiny
beta-2-mikroglobulinu v séru, nikoli vSak cytomorfologické varianty [Romaguera et al.
2010]. Multivariatni analyza publikovana Geislerem zjiStuje vliv prolifera¢ni aktivity pouze
u PFS a v pfipadé OS vliv tehdy vySetfovaného IPI (International Prognostic Index
[International  non-Hodgkin's  lymphoma  prognostic ~ factors  project  1993])
a cytomorfologické varianty (agresivni vs. ostatni). Vliv architektonické varianty, véku ¢i
pohlavi prokdzéan nebyl [Geisler et al. 2008]. Tiemann prokazuje v multivariatni analyze OS
vliv jen v€ku a mitotického indexu, nikoli proliferacni aktivity, infiltrace kostni diené,
architektonické varianty, klinického stadia, hladiny laktatdehydrogenazy v séru, ptitomnosti
B-symptomt a pfitomnosti extranodalniho postiZeni, u nichz byl prokdzan vliv na OS pfti
univariatni analyze, ani u cytomorfologické varianty ¢i pohlavi, u nichZ nebyl zjistén vliv na
OS ani pfi univariatni analyze [Tiemann et al. 2005]. Schrader v multivariatni analyze
prokazuje na OS vliv hodnoty laktatdehydrogendzy v seru, exprese topoizomerazy Il alfa
a hodnot indexu IPI, nikoli proliferacni aktivity, infiltrace kostni dfen¢, véku [Schrader et al.
2004]. Raty v multivariatni analyze prokazuje prognosticky vliv prolifera¢ni aktivity, véku
a klinického stadia dle Ann Arbor klasifikace, multivaruatni analyza vSak neprokazuje vliv
hladiny laktatdehydrogenazy v séru, cytomorfologické varianty ¢i stavu dle ECOG [Réty et
al. 2002]. Z vyse uvedeného je tedy patrné, Ze vysledky jsou zna¢né rozdilné a to, co
potvrzuje jedna prace, néktera z dalSich vyvraci. NaSe vysledky, tedy prikaz vlivu
proliferacni aktivity a MIPI na OS i PFS, jsou v souladu s n¢kolika z uvedenych praci
[Geisler et al. 2008, Raty et al. 2002, Romaguera et al. 2010, Schaffel et al. 2010]. Jak uZz
bylo uvedeno, hlavnim problémem je, Ze v kazdé studii se porovnavaji riizné parametry a jen
¢ast je jich shodnych. Vysledky univariatnich analyz vliv MIPI a prolifera¢ni aktivity na
preziti potvrzuji konzistentnéji.
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1.6 Zavér

V ramci retrospektivni studie, ktera byla provedena v neselektované populaci
235 pacienti s lymfomem z plastovych bunék v ramci Kooperativni lymfomové skupiny
Ceské republiky:
o0 byl prokazan:

e prognosticky vliv prolifera¢ni aktivity, MIPI, typu
1é¢by  (intenzivni/neintenzivni) na OS i PFS
Vv univariatni i multivariatni analyze;

e prognosticky vliv indexd MIPI, a s-MIPI, agresivni
vs. ostatni cytomorfologické varianty a nodalni vs.
extranodalni lokalizace primarniho vzorku i nové
navrzeného c-MIPI v univariatni analyze.

0 nebyl prokazan:

e prognosticky  vliv  architektonické  varianty
a vysledkd imunohistochemického barveni CD23,
CDS5 ¢i cyklinu D1.

Prolifera¢ni aktivita a MIPI se 1 podle multivaridtni analyzy jevi jako nejvyznamnéjsi
prognostické faktory u MCL, dle nichz pak muzZe byt lépe zvolen 1écebny protokol pro
daného pacienta. Zatimco data pro vypocet hodnoty MIPI ma oSetfujici 1ékat k dispozici
z klinickych tdaju pacienta a z laboratorniho vySetfeni periferni krve, stanoveni miry
proliferacni aktivity je Ukolem patologa a mélo by byt nedilnou soucasti bioptického
vySetfeni, z n¢hoz byla diagnéza MCL ucinéna. Jako optimalni hrani¢ni hodnota
prolifera¢ni aktivity, odliSujici vysoce a nizce rizikové pacienty, se v naSem souboru jevi
30 %. Jako vyhoda se také, na rozdil od molekularn€ genetickych metod, jevi vyrazné nizsi
cena zjisténi t€chto prognostickych markert a jejich Sirokéd dostupnost.
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2 Mikrovaskularni denzita v lymfomu
Z plastovych bunék

2.1 Uvod do angiogeneze v lymfomech

Angiogeneze se stava predmétem zdjmu vyzkumu nejen u solidnich nadort, ale
i u hematologickych malignit. Hlavnim dtivodem je postupny rozvoj antiangiogenni terapie
a snaha o vyhledavani pacient, u nichz 1écba bude mit co nejvétsi kyzeny efekt. Velkou
vyhodou antiangiogenni terapie je, Ze inhibici angiogeneze je mozné vyvolat stejnym
mechanismem u morfologicky zcela odlisnych nadori a Ze vyuziti téchto latek v praxi je
vyrazné $irsi.

2.1.1 Mechanismus angiogeneze v nadorech

To, ze nedilnou soucasti nddorového rustu je i aktivni angiogeneze v nadoru, bylo
popsano Folkmanem u solidnich nadort jiz zaéatkem sedmdesatych let. Podle jeho poznatki
se prostou diftizi nadorova tkan muze zivit jen do velikosti 1-2 mm in vivo a 2-4 mm in
vitro. Pro dalsi rust je jiz zcela nutné vlastni cévni zasobeni nadoru [Folkman 1974]. Tehdy
dochdzi k tzv. angiogennimu piepnuti (angiogenni switch), kdy pfevazi angiogenni faktory
nad antiangiogennimi a dochézi k novotvorb¢ cév.

K novotvorbé cév dochazi jak v solidnich, tak v hematologickych malignich nddorech
dvéma zpusoby. Jednim z nich je vaskulogeneze, tj. migrace progenitorovych endotelialnich
bun¢k z kostni dfené, které se nasledné diferencuji do zralych endotelii. Tento zptisob je
nezavisly na preexistujicich cévach a ve tkanich se uplatiiuje jiZz v embryonalnim vyvoji.

Druhym, v nadorech ptevazujicim, zptisobem novotvorby cév je angiogeneze, tedy
novotvorba cév v S$irSim slova smyslu, pii niz dochazi k puceni jiz existujicich cév
s naslednou migraci zralych endotelidlnich bunck. Jejim spoustécim mechanismem je
tzv. angiogenni switch (angiogenni pfepnuti), které vznika na zakladé pfevahy angiogennich
faktorti nad antiangiogennimi. Angiogenni faktory lze rozdélit na genetické (na podkladé
aktivovanych onkogenli napf. RAS ¢i tyrozinkindzy SRC) a epigenetické, kterymi jsou
hypoxie, cytokiny, oxid dusny ¢i rustové faktory — PDGF (platelet derived growth factor),
bFGF (basic fibroblast growth factor), EGF (epidermal growth factor) [Klener 2010, Ruan et
al. 2009].

NejcastéjSim spoustécem angiogeneze je hypoxie, pfi niZ se uplatiuje tumor
supresorovy gen VHL (von Hippel-Lindau), ktery pfi normoxii sniZzuje produkci VEGF
(vascular endothelial growth factor) pomoci degradace transkripéniho faktoru HIF-1 alfa
(hypoxia inducible factor alpha), zatimco pii hypoxii napomahd jeho stabilizaci
a naslednému transportu do jadra, v némz se vaze s specifickou sekvenci HRE (hypoxia
response element), a tak stimuluje transkripci a navazujici expresi VEGF. VEGF je hlavnim
angiogennim faktorem. OdliSujeme u néj podtypy A-E a déle placentarni rtistovy faktor
(placental induced growth factor, PIGF). VEGF-A, VEGF-B a VEGF-E stimuluji proliferaci
a migraci endotelii a zvySuji cévni permeabilitu, zatimco VEGF-C a VEGF-D vedou
k stimulaci lymfangiogeneze [Klener 2010]. VEGF vsak neni faktorem specifickym pouze
pro nadorové lymfatické uzliny, nybrz je exprimovan i v normélnich miznich uzlinach
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[Turley et al. 1998, Wolfesberger et al. 2007]. U¢inek VEGF-A na endotel je zprostiedkovan
prostfednictvim receptori  VEGFR-1 (vascular endothelial growth factor receptor)
a VEGFR-2 [Quinn et al. 1993], které prostiednictvim své tyrosinkindzové aktivity spoustéji
kaskadu intracelularnich informacénich molekul (,,druhych posli*). Zatimco stimulace
VEGFR-2 je povazovana za jednozna¢né mitogenni faktor endotelii, VEGFR-1 ma nejspise
dualni funkci a mize se uplatiovat nejen pti podpote, ale i pfi Utlumu angiogeneze [Ferrara
et al. 2003, Rahimi 2006, Roskoski Jr. 2008, Shibuya 2006]. Oba typy receptortt mohou byt
take v cilovych tkanich tumoru zvySené externalizovany (up-regulace), coz vede k vyssi
senzitivité¢ na VEGF, nebo internalizovany (down-regulace), coz naopak snizuje odpovéd’ na
VEGF [Ferrara et al. 2003].

2.1.2 Mikrovaskularni denzita

Mikrovaskularni denzita (MVD) je nejuzivangj$im zplisobem popisu miry
angiogeneze v tkani. Tento parametr popisuje intenzitu angiogeneze ve tkanich, nejcastéji
nadorovych. Pod pojmem mikrocévy (angl. microvessels) rozumime nejdrobn&jsi cévy,
jmenovité arterioly, metarterioly, prekapilary, vlastni kapilary, postkapilary a venuly.
Hodnota mikrovaskuldrni denzity odpovidd hustoté téchto cévnich profild, kterd je
prepoctena na jednotku plochy, pfip. na jedno zorné pole. Metodika stanoveni
mikrovaskularni denzity vSak ve studiich neni dodnes jednotna, jednotlivé prace se lisi jak
vybérem protilatky znacici cévni struktury, tak zplGsobem vlastniho zjiStovani poctu
mikrocev.

2.1.2.1 Protilatky uZivané pii stanoveni mikrovaskuldrni denzity

Pro vyznaceni cévnich struktur jsou vyuzivany protilatky bud’ panendotelialni, nebo
protilatky vazici se na aktivované/proliferujici endotelie.

Z panendotelialnich protilatek je nejuzivanéj$i CD31. Jejim pozitivnim rysem je, Ze
nebarvi lymfatické cévy. Jako problematické se u nadort s vétsim zanétlivym pozadim muiize
jevit to, Ze reaguje i se zanétlivymi bunkami (makrofdgy, plazmocyty, neutrofily ¢i
lymfocyty), coz mlize zpisobovat problémy jak pii manuélnim pocitani, tak zejména pti
pocitacové analyze obrazu [Vermeulen et al. 1996]. Dalsi protilatkou je CD34, u niz jsou
obecné omezeni v piipadé n€kterych stromalnich nadori. U MVD zji§téné pomoci protilatky
CD34 je u absolutnich hodnot nutné vzit v Uvahu pti porovnani hodnot ziskanych s CD31, zZe
CD34 barvi 1 cast lymfatickych cév podobné jako faktor VIII, coz je dalsi
z panendotelidlnich markert. Omezenim pii pouziti faktoru VIII je, Ze podle nékterych
studiich neni exprimovan na ¢asti endotelidlni populace v nékterych organech [Nico et al.
2008, Vermeulen et al. 1996]. Prace, které srovnavaji dvé a vice panendotelialnich protilatek
na sousednich fezech identickymi blo¢ky nadorové tkanég, jsou vzacné [Norrby et al. 2003]
anelze je zcela zobecnovat, protoze maji vypovidaci hodnotou omezenou pouze na
konkrétni organ.

Druhou skupinou jsou protilatky vaZici se na aktivované/proliferujici endotelie. Jako
ptiklad jmenujme nestin, ktery znaci proliferujici endotelie [Tichy et al. 2010], E-9, jez se
vaze jen na malé intratumorozni cévy [Nico et al. 2008], ¢i CD105 (endoglin), coz je
receptor transformovanych ristovych faktorti beta 1 a beta 3, ktery je exprimovan na
proliferujicich cévach a pouze slabg¢, ¢i viibec na endotelu ostatnich cév [Sugita et al. 2007].
Zpusobem zjisténi miry proliferace endotelii mize byt také dvojité imunohistochemické
barveni, tvofené proliferatnim markerem Ki-67 a endotelialnim markerem [Vermeulen et al.
2002].
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2.1.2.2 Zpusoby stanoveni mikrovaskuldrni denzity

Vlastni stanoveni hodnoty MVD lze provést mnoha riznymi zpisoby [Nico et al. 2008,
Vermeulen et al. 2002, Vermeulen et al. 1996]. Metoda tzv. ,,hot spots“, nazyvana také
metoda podle Weidnera [Weidner et al. 1991], je patrné nejuzivanéjsi. Nejdiive je nutné pii
malém zvétSeni nalézt okrsky ,,hot spots”, tedy okrsky s nejvyssi mikrovaskularni denzitou,
a Vv nich je pak v ur€ené ploSe pfi vétSim zvétSeni spocitan pocet drobnych cévnich prostor
(napf. jedno zorné pole pii zv&tieni 200x odpovidé plode 0,74 mm? [Weidner et al. 1991]).
Kritériem pro zapocteni mikrocévy je pouze imunohistochemicka pozitivita vybraného
endotelového markeru v endotelové bunce nebo jejich clusteru, neni to pfitomnost
erytrocyti ¢i vlastniho lumen, které muze kolabovat ¢i byt komprimovano at’ uz pii odbéru,
nebo pii zpracovani blocku. Na druhou stranu cévy vétsiho kalibru s pfitomnosti hladké
svaloviny ve stén¢ se jiz jako mikrocévy nezapocitavaji [Tonar et al. 2008]. Princip ,,hot
spots® byva pouzivéan jak pfi manudlnim pocitani jednotlivych mikrocév, tak pii pouziti
pocitacové analyzy obrazu, kdy jsou jednotlivé ,hot spots“ manualné nalezeny a teprve
vyfotografovana zorna pole analyzuje pocita¢. Je nutné podotknout, Ze ,,hot spots* se
nachézeji predev§im na periferii nadoru. MVD je totiz nejvyssi pii kontaktu nadoru se
zdravou tkani, smérem do centra se snizuje [Nico et al. 2008]. Neékteré studie vSak
upozoriuji na nedostateCnou opakovatelnost subjektivniho vybéru téchto oblasti maximalni
vaskularizace [Fox et al. 2004, Preusser et al. 2006, Tonar et al. 2008]. Mikrovaskularni
denzita ziskana analyzou ,,hot spots* je interpretovana jako ¢iselny popis zastoupeni nejvice
prokrvenych mist tumoru s nejvy3si novotvorbou cév [Tonar et al. 2008]. Charakter
rozmisténi mikrocév v tumorech (tzv. vascular pattern) mize byt vSak velmi heterogenni
a takto ziskana mikrovaskularni denzita nemusi vypovidat o nadoru jako celku, ale pouze
0 jeho biologicky nejaktivnéjSich oblastech s tim, ze nedokéze rozlisit pomérné zastoupeni
téchto center angiogeneze ve vySetfovaném vzorku. Piipady s nékolika izolovanymi ,,hot
spots“ s vyssi MVD pak vedou ke stejnému c¢iselnému vysledku jako tumor, jehoz cela
periferie ma vyssi MVD.

Jinym zplsobem vyuziti pocitatové analyzy pii zjiStovani hodnot MVD je spocitani
cévnich profilli v tzv. systematicky ndhodné vybranych arbitrarné stanovenych zornych
polich [Brawer et al. 1994, Tonar et al. 2008], tedy v zornych polich v pfesné stanovené
vzajemné vzdalenosti. Proto je jako prvni krok provedeno systematické vzorkovani zornych
poli v ramci fezu, jehoz cilem je zajistit standardizovany rozestup mezi snimanymi zornymi
poli, viz obrdzek 20 (a). Ten lze garantovat jak pomoci mikroskopu s motorizovanym
stolkem, tak i pouze manudlnim posuvem mikroskopu o urcity pocet zornych poli, coz je
v praxi ukon proveditelny s dostate¢nou piesnosti. Pomoci tohoto zptisobu vzorkovani se
oblasti mnohdy s riznou hustotou mikrocév podileji na vysledné hodnoté tmérné svému
zastoupeni ve vzorku. Pro vlastni poc¢itani cévnich profild v zorném poli lze pouzit
klasického pocitaciho ramecku, kde jsou pocitacovym programem s interaktivni kontrolou
odecitajiciho nalézany profily odpovidajici mikrocévam [Tonar et al. 2008], viz obrazek
20 (b). Hodnoty MVD ziskané pocitacovou analyzou vybranych poli koreluji s hodnotami
ziskanymi manualnim pocitanim jak pfi uziti metody ,,hot spots“ [Rana et al. 2010], tak
U metody systematicky ndhodné vybranych poli [Brawer et al. 1994]. Mezi vyhody
pocitacové analyzy obrazu patii nejen Casova uspora a omezeni subjektivnich vlivi
jednotlivych odecitajicich, ale jsou zde i moznosti ziskat dal$i informace o vaskularité
vV daném vzorku, jmenovité o ploSe ¢i priméru cévnich lumen [KaSparova et al. 2007].
Problémem muze byt, Ze zapojeni obrazové analyzy klade vysoké naroky na eliminaci
artefaktli a uniformitu barveni.
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Obrazek 20 — stanoveni mikrovaskularni denzity pomoci metody systematického
nahodného vybéru zornych poli v definované oblasti; (a) vzorkovani v lymfomu
z plastovych bungk infiltrujicim sliznici tlustého stfeva, barveni H-E, zvétSeni 50%;
(b) oznaceni pocitanych profild mikrocév v jednom zorném poli MCL v lymfatické
uzling s vyuzitim pocitaciho ramecku pro tzv. nevychylené pocitani [Gundersen 1977],
(zakazané linie cervené, protinajici cévni profily nejsou zapocitany; povolené linie
zelené preruSované, dotykajici se cévni profily jsou zapocitany), protilatka CD34,
zvétSeni 200x

Pocitacovou analyzu obrazu je mozné pouzit také pii skenovani celého preparatu
a pocitani mikrocév na celé ploSe vzorku s naslednym ptepoctenim na jednotku plochy
[Chantrain et al. 2003]. Nejdfive je vytvofen virtudlni fez pomoci skeneru pro digitalizaci
skla, ktery je poté pomoci programil pro analyzu obrazu vyhodnocen v celém rozsahu. Pro
tuto strategii jsou také pouzivany nazvy ,,whole mount pathology* ¢i ,,whole slide imaging*.
Tato metoda umoznuje systematické vySetieni celé plochy fezu tak, aby i zde méla data
ziskana z jednotlivych oblasti vahu tmérnou svému zastoupeni [Liu et al. 2011]. Pomoci
analyzy po sob¢ nasledujicich ezl je mozné vytvofit trojrozmérny obraz cévnich struktur,
z kterého je mozno zjistit procentualni objemové zastoupeni cév na objemu vySetiované
tkan¢ (mikrovaskularni objem) [Liu et al. 2013]. Trojrozmérné rekonstrukce cévnich
struktur nabizeji sice 1 zajimavé vizualizace, svou pracnosti vSak pifesahuji obvyklé
poZadavky rutinniho stanoveni miry zastoupeni mikrocév.

Tzv. ,,Chalkley count” je dal$i moznosti zjistovani hodnot MVD [Chalkley 1943]. Zde
jsou také nalezeny okrsky nejvyssiho zastoupeni mikrocév, poté se na toto zorné pole
pouzije specialni okular s miizkou s 25 nahodné rozlozenymi body na velkém zvétSeni
200-250x%. Okulér je pak rotovan tak, aby co nejvice bodi bylo ve sténé cév ¢i uvnitf jejich
lumen a tyto body jsou pak pocitany (viz obrazek 21). Tato hodnota se pak porovnava mezi
jednotlivymi zkoumanymi vzorky. Tento zptsob spiSe popisuje miru plochy cév v daném
zorném poli nezZ jejich hustotu [Jorgensen et al. 2007].

Vyjimecné se jiz nyni pouziva semikvantitativni stanoveni MVD, tedy urceni nizké,
stiedni a vysoké MVD dle subjektivniho hodnoceni posuzovatele. Hlavnim problémem
tohoto zptisobu zjistovani MVD je velmi subjektivni hodnoceni s vysokou variabilitou mezi
posuzovateli. Za vyhodu lze povazovat nizkou ¢asovou naro¢nost. U solidnich nadort byla
zjisténa korelace mezi kvantitativni a semikvantitativni metodou [Fox et al. 1995].

53



PR Gk 1

Lt

Obrazek 21 -,,C
z plastovych bungk, protildtka CD34, zvétseni 200x.

2.1.3 Prakticke vyuziti mikrovaskularni denzity v nadorech

Moznosti praktického vyuziti zjisténych hodnot mikrovaskularni denzity se nabizeji
dvé: 1. kindikaci antiangiogenni terapie a ke sledovani jeji ucinnosti;
2. MVD jako prognosticky faktor.

2.1.3.1 Mikrovaskularni denzita v hodnoceni efektivity antiangiogenni
léchy

U MVD se v ptipadé aplikace antiangiogenni terapie nabizi moznost vyuzit ji jako faktor
ukazujici efektivitu této 1écby. Pii tomto vyuziti roste vyznam hodnoceni zaloZzeného na
kvantifikaci celého fezu tak, aby statisticka vaha riznych oblasti nddoru byla umérna jejich
zastoupeni na fezu [Liu et al. 2011]. Je tieba pfipomenout, ze MVD je ¢iselnym zlomkem,
kdy pfi antiangiogenni terapii miize byt ovlivnén jak jeho Citatel (mnoZstvi cév), tak
jmenovatel (plocha fezu, v niz se tyto cévy vyskytuji). Proto Ubytek ceév provéazeny
zmenSenim tumoru vyusti v nezménénou MVD, piestoze terapeutického ovlivnéni mohlo
byt Castecné dosazeno. Pii interpretaci hodnot MVD je tfeba mit na zieteli, z2 MVD
nepopisuje vaskularni inhibici nezavisle na ostatnim prosttedi, ale je to spiSe komplex zmén
ovlivnény inicialni vaskularni supresi a nasledné interakci mezi vaskularnimi a nadorovymi
elementy. Pfi podani antiangiogenni 1écby totiz nejprve dochazi k inhibici, ptfipadné
eliminaci kapilar, nasledované eliminaci nadorovych bunék a cely tento proces ovliviiuje
hodnoty MVD. Nejdiive dochazi k rychlejsimu poklesu hodnot MVD a pozd¢ji se pokles
hodnot MVD ve vzorcich odebranych béhem 1é¢by zpomali [Hlatky et al. 2002].
V nékterych ptipadech mize dojit po ukonceni 1écby ke zvySeni hodnot MVD na
predterapeutické hodnoty, pfestoze efekt antiangiogenni 1éCby u pacienta byl
zdokumentovan. Dochazi k tomu v piipadech, kdy terapie vyznamné nenarusi metabolické
potieby ¢i produkci angiogennich faktorti nadorovych bunék. U solidnich nddort se ukazuje,
ze efekt antiangiogenni terapie se vyznamnéji neli$i u pfipadd s nizkou ani vysokou
hodnotou MVD néadoru [Hlatky et al. 2002]. Bylo pouze popsano, ze pti poklesu MVD ve
vzorku z doby terapie je terapie ucinnd [Nico et al. 2008], ale pokud k poklesu nedochazi, ¢i
naopak dochazi k zvySeni hodnoty MVD, viibec to nevylucuje efektivitu terapie [Hlatky et
al. 2002]. Tento jev byl mimo jiné popsan pti pouziti thalidomidu u mnohocetného myelomu,
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u né¢hoz byl patrny vyznamny pokles MVD pouze u ¢asti piipadi s terapeutickym efektem
[Singhal et al. 1999]. U lymfomul tyto poterapeutické zmény jeSté nebyly podrobnéji
zkoumany.

2.1.3.2  Prognosticky vliv mikrovaskularni denzity v lymfomech

Studie vénované prognostickému vlivu hodnot MVD zjisténych z predléCebnych

histologickych vzorkti nadorii jej Casto potvrzuji, a to jak u solidnich nadord napft.
u karcinomu prsu [Heimann et al. 1996, Kumar et al. 1999, Uzzan et al. 2004], prostaty
[Bono et al. 2002, Concato et al. 2009] ¢i u kolorektalniho karcinomu [Li et al. 2003], tak
U hematologickych malignit napf. u mnohoc¢etného myelomu [Kumar et al. 2004] nebo
u ne¢kterych lymfomt [Gratzinger et al. 2008, Korkolopoulou et al. 2005].
S nizkym stupném malignity a nejvyssi hodnoty u lymfoma s vysokym stupném malignity
[Ribatti et al. 1996]. Oproti tomu Ridell popisuje, Ze mimo chronické lymfatické
leukémie/lymfomu z malych B-bunék (B-CLL/SLL) jsou hodnoty MVD ostatnich lymfomu
niz8i nez u lymfadenitidy [Ridell et al. 2001]. Tato data jsou podobna zjisténim u solidnich
nadort, protoze u mnohych z nich je hodnota MVD niz§i nez u piivodni nenadorové tkane.
Tento jev byl popsan u multiformniho glioblastomu, karcinomu prsu, tlustého stfeva,
Vv rendlnim karcinomu, pouze u prostaty byla v karcinomu zjist¢na MVD vyssi [Eberhard et
al. 2000]. Za pric¢inu tohoto stavu je povazovan fakt, ze spotieba kysliku je vétSinou
v nadorové tkani nizsi nez v normalni tkani, za vyjimku je povaZzovan pravé karcinom
prostaty a germinalni nadory varlete [Hlatky et al. 2002].

Pfi porovnani hodnot MVD mezi jednotlivymi typy lymfomi lze ucinit zavér, ze
agresivnéjsi lymfomy mivaji vyssi absolutni hodnotu MVD. Konkrétné Tzankov pomoci
protilatky CD34 zjistuje nejvyssi hodnotu MVD u diftzniho velkobunééného B-lymfomu
(DLBCL). DalSimi v potadi jsou folikularni lymfom a lymfom z plastovych bun¢k (MCL),
B-CLL/B-SLL [Tzankov et al. 2007]. Jorgensen s vyuzitim protilatky CD34 zjistuje, ze
nejvyssi hodnotu MVD ma periferni T-lymfom (PTCL), stfedni hodnotu DLBCL a nejnizsi
hodnotu MVD ma folikularni lymfom, a to v intrafolikul&rni oblasti. Je zajimave, Ze kdyZ
byly hodnoty MVD zjistovany v interfolikularnich oblastech, byly hodnoty vyrazné vyssi
nez jsou hodnoty MVD u PTCL. Vysledky byly v této studii shodné, at’” byla pouZita
,Chalkley count” metoda ¢i metoda ,,hot spots* [Jorgensen et al. 2007]. Naproti tomu Ridell
pomoci imunoprotilatky CD34 popisuje vyssi MVD u chronické lymfatické leukémie,
nasledované lymfadenitidou, zatimco agresivnéjsi lymfomy (MCL, DLBCL) ji maji nizsi
[Ridell et al. 2001].

Problémem pii porovhavani jednotlivych studii, vénovanych prognostickému vlivu
MVD u jednotlivych typli lymfomd, je jednak uZiti riznych protilatek, ale také metod
stanoveni hodnot MVD.

U DLBCL byla jedna studie provedena pomoci protilatky CD34 [Gratzinger et al. 2008],
zatimco druha pomoci CD31 [Cardesa-Salzmann et al. 2011]. Ob¢& byly vyhodnocovany
pouzitim pocitacové analyzy obrazu. V prvni studii [Gratzinger et al. 2008] bylo zjiSténo, Ze
zvy$ené hodnoty MVD jsou spojeny s horSim piezitim (P = 0,047), aviak nebylo mozné
stanovit jasny ptfedél v hodnot¢ MVD mezi skupinami s lep$i a horSi prognézou. Pii
rozdéleni dle medidnu nebyl rozdil mezi skupinami prokdzdn ani u celkového pieziti
(median OS 77 a 48 mésict, P = 0,065), ani u doby preziti bez progrese (median PFS 47 a 28
mésict, P =0,17). Ve druhé studii [Cardesa-Salzmann et al. 2011] se ptipady délily dle
medianu MVD a byl prokdzan vliv téchto skupin na 4 leté celkové pieziti (78 vs. 54 %,
P =0,001) a 4 leté PFS (65 vs. 48 %, P = 0,048). Piestoze v obou publikacich byl prokazan
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negativni vliv vysSich hodnot MVD na pteziti pacientl, vysledky obou studii jsou vzhledem
k nastaveni jejich parametrii vzdjemné neporovnatelné.

U klasického Hodgkinova lymfomu, kde vétSina ptipadii odpovidala varianté nodularni
sklerdzy, byla hodnota MVD zjistovana pomoci protilatky CD34 s vyuzitim pocitacové
analyzy obrazu ve 3 vybranych ,hot spots* [Korkolopoulou et al. 2005]. Piipady byly
rozdéleny dle medianu, u pfipadt s nizkou MVD je 5 leté pieziti 94 %, u vysoke MVD 84 %,
P =0,0397.

V ptipad¢ folikuldrniho lymfomu byly publikovany dvé studie s odliSnymi zavéry.
Prvni z nich byla provddéna pomoci protilatky CD34 a pomoci manuélniho pocitani
mikrocév v 3 digitalnich fotografiich ,,hot spots* [Koster et al. 2005]. Zde byly ptipady
rozdéleny na tfeti tercil a zbyvajici ¢ast piipada. V ptipade 3. tercilu dle hodnot MVD je
lepsi celkové preziti (94 vs. 50 mésict, P = 0,03) i PFS (47 vs. 13 mésict, P = 0,02). Naopak
u studie s pouzitim protilatky CD31 je u ptipadl s vys§i MVD horsi celkové preZiti i PFS
[Taskinen et al. 2010].

U B-chronické lymfatické leukémie v kostni dfeni nebyl ve 2 studiich provadénych
pomoci metody ,,hot spots* pomoci faktoru VIII ¢i protilatky CD34 zjistén prognosticky
vliv MVD, pouze hodnoty MVD zji§téné pomoci CD34 jsou vyznamné vyssi nez hodnoty
ziskané pomoci faktoru VIII [Antic et al. 2010, Smolej et al. 2008].

V ptipadé¢ lymfomu z plastovych bunék dosud nebyla publikovana komplexni studie
vénovand prognostickému vlivu MVD, pouze prace vénované porovnani hodnot MVD
s jinymi lymfomy, kde bylo zkoumano pouze nékolik lymfomu z plastovych bunék,
konkrétn€ 9 [Ridell et al. 2001], resp. 19 ptipadi [Tzankov et al. 2007].
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2.2 Cile studie mikrovaskularni denzity
v lymfomu z plast'ovych bunék

Cilem nasi studie je:

1. ovéfit prognosticky vliv mikrovaskularni denzity (MVD) u vétSiho souboru

ptipadl lymfomu z plastovych bunék;

2. ovefit vztah mikrovaskularni denzity k proliferacni aktivité, variantdm indexu
MIPI, jednotlivym cytomorfologickym a architektonickym variantam,
k infiltraci kostni dfen¢ v dob¢ diagnozy;
porovnat hodnoty MVD u riznych lokalizaci primarnich vzorki,

4. provést multivariatni analyzu souboru pro porovnani prognostického vlivu

MVD a ostatnich faktort.

w
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2.3 Material a metody

2.3.1 Vybér pacientii

Pro studii bylo z pfedchoziho souboru ¢itajiciho 235 pacient vybrano 177 pacientii
s lymfomem z plastovych bunék. Ze studie byly vytazeny ptipady, u nichz diky vykréjeni
diagnostického blocku jiz nebylo mozné provést dalsi imunohistochemické vySettenti, pfilis
malé vzorky, u nichZ nebylo mozné provést vyhodnoceni dostate¢ného poctu zornych poli
pro stanoveni MVD, a dale ptipady, u nichZz diagnosticky vzorek MCL pochazel z kostni
diené. U pacientti byly z predchozi studie k dispozici klinické udaje vcetné nékterych
laboratornich vysledki, data o cytomorfologické a architektonické varianté, hodnoty
prolifera¢ni aktivity a MIPI, v¢etné s-MIPIl a MIPIy,.

2.3.2 Mikrovaskularni denzita

Pro stanoveni MVD byla pouZita protilatka CD34 (CD 34 Class 2, fedéni 1 : 100,
vyrobce DakoCytomation, Glostrup, Dansko), viz obrazek 22.
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Obrézek 22 — nizké (a) a vysoka (b) mikrovaskuléarni denzita
zji$téna pomoci protilatky CD34

Pro stanoveni hodnot MVD byl uzit pocitacovy program Ellipse software (vyrobce
ViDiTo, Kosice, Slovensko). Nejdiive bylo nutné potvrdit vybér tvofeny vlastni tkani
vzorku a v ptipad¢, kdy MCL infiltroval pouze ¢ast vzorku, ohranicit pouze tuto oblast (napf.
pouze submukoézu sliznicniho polypu). Néasledné¢ bylo ve vybéru pomoci metody
systematického rovnomeérného nahodného vzorkovani obrazovych poli [Gundersen et al.
1987, Wolfesberger et al. 2008] z kazdého fezu vybrano 20 zornych poli. Z nich byly pii
Ctyficetindsobném zvétSeni objektivu pofizeny digitadlni fotografie, kazda o plose
0,096958 mm?. Vzorkovéni nebylo nijak ovlivnéno piipadnou zvySenou piitomnosti
cévnich profili v dané oblasti a fotografie byly z vybrané oblasti vzorku potizeny
rovnomérné (viz obrazek 20 (a), strana 53). Poté na jednotlivé fotografie byl pouZzit 2D
ramecek, kde byly pocitaem oznacovany a nasledné odeéitajicim potvrzovany jednotlivé
mikrocévy. Kritériem zapocitani byl jakykoli profil CD34 pozitivnich endotelialnich bunék
oddéleny od ptilehlych mikrocév, nddorovych bunék ¢i pojivové tkané€. Pritomnost cévniho
lumina ¢i erytrocyti nebyla podminkou zapocteni mikrocévy, naopak cévy s jasné

58



mnohovrstevnou sténou ¢i s hladkou svalovinou ve stén¢ zapocitany nebyly [Tonar et al.
2008, Wolfesberger et al. 2008]. Pro oblast okraji byly zapocitany i profily dotykajici se
zelenych akceptacnich linii, naopak profily dotykajici se cervenych rejekénich linii
zapocteny nebyly (viz obrazek 20 (b), strana 53). U kazdého piipadu bylo vyhodnoceno
20 mikrofotografii zornych poli. Kazd4 z nich mé&la plochu 0,096958 mm?, tedy celkova
plocha, z niZ byly mikrocévy spocitany, byla 1,94 mm?® Nésledns byla ziskana hodnota
pfepoctena na jeden milimetr ¢tverecni.

2.3.3 Statisticke zpracovani

Pro statistické vyhodnoceni vysledki byl pouzit pocitacovy program MedCalc, verze
11.2.1.0 (vyrobce MedCalc software, Mariakerke, Belgie). Jako statisticky vyznamny
vysledek je povazovano P < 0,05. Celkové pieziti (overall survival — OS) bylo poc¢itano od
data diagnozy do doby smrti, bez ohledu na jeji ptic¢inu, ¢i do doby posledni znamé kontroly
u zijicich pacientd. Doba pfeziti bez progrese (progression free survival — PFS) pak byla
pocitana od data diagnozy do data zjisténi progrese, relapsu, smrti z jakékoli piiciny, nebo
posledni zndmé kontroly. Klinicka data byla aktualizovana k dubnu 2012. Vliv jednotlivych
hodnot (MVD, MIPI, ...) na pfeziti byl uréen pomoci Coxovy regresni analyzy relativniho
rizika (Cox proportional-hazards regression). Vizualizace kiivek pieziti byla provedena
pomoci Kaplan—Meierovych ktivek pieziti, vztah jednotlivych skupin (napt. skupiny dle
hodnot MVD) na pteziti pomoci log-rank testu. Vztah jednotlivych hodnot k MVD byl
urcen pomoci linearni regresni analyzy a v pfipad¢ faktoru s nékolika skupinami pomoci
Kruskal-Wallisova neparametrického testu. Multivariatni analyza byla provedena pomoci
multivariatni Coxovy regresni analyzy relativniho rizika procedurou ,stepwise”. Pro
zjistovani vhodnosti rozdé€leni jednotlivych skupin u proliferacni aktivity ve vztahu
k mikrovaskularni denzité byla pouzita ROC analyza.
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2.4 Vysledky studie mikrovaskularni denzity
v lymfomu z plastovych bunék

2.4.1 Klinicka data a terapie pacientu
Do studie bylo zatazeno 177 pacienti s MCL (viz tabulka 13).

Tabulka 13 — klinické udaje 177 pacientti s MCL vybranych do studie MVD

Pocet %
pripadi
[Pohlavi Zena 58 33
muz 119 67
VEk v dobé diagnozy < 50 17 9,6
50-59 43 24,3
60-69 60 33,9
> 70 57 32,2
Klinické stadium dle Ann I 4 23
Arbor klasifikace ’
I 11 6,2
11 18 10,2
[\ 143 80,8
neznameé 1 0,6
Infiltrace kostni diené zjiSténa 133 76,9
nezjisténa 40 23,1
|B-symptomy fitomny 79 44,6
chybi 98 55,4
Lokalizace vzorku lymfaticka uzlina 133 75,1
travici trakt 9 5,1
patrova mandle 17 9,6
slezina 5 2,8
ocnice 2 1,1
dutina Ustni 9 51
mediastinum-+hrudni sténa 2 1,1
[Hladina bilych krvinek v krvi |pod 10000/l 127 71,8
nad 10000/ul 50 28,2
[Hladina laktatdehydrogenazy |nizsi nez horni limit
v Krvi laboratoie 78 44,1
vySSi nez horni limit
laboratofe 97 54,8
Stav dle ECOG 0-1 131 74,4
2—4 45 25,6

Z 177 ptipadia bylo 67 % muza (119 pfipada) a 33 % zen (58 piipadi). Jejich vék byl
v rozmezi 28-86 let, primérny vék i median véku byl shodny, a to 64 let. V dobé¢ aktualizace
klinickych udaju v dubnu 2012 zilo jesté 59 pacientt (33,3 %). Median doby sledovani
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u zijicich pacient byl 76 mésict v¢etné 2 pacientl ztracenych ze sledovani po 3, resp. 12
mésicich (rozmezi 3—182 mésicl). Mimo téchto dvou ptipadi byla nejkratsi doba sledovani
pacienta 39 mésicti. Median celkového preziti (OS) byl 45 mésict. Péti let od doby diagnozy
se doZilo 41,7 % pacientti. Median doby preziti bez progrese (PFS) byl 22 mésic.

V tabulce 14 jsou zahrnuty tdaje o 1é¢b¢ pacientt ze studie MVD. Chemoterapii bylo
léCeno 175 z nich. Pacienty lze podle typu chemoterapie rozdélit do dvou skupin —
neintenzivni (konvencni) terapie a intenzivni terapie (rozpis jednotlivych protokolt — viz
kapitola 1.4.1). Do prvni skupiny neintenzivni terapie lze zafadit 111 pacientt, do skupiny
intenzivni 1é¢by 64 pacientd. Rituximab byl pouzit k 16¢bé 121 pacientt (68 %), udrzovaci
terapie rituximabem byla uzita u 13 pacientt.

Tabulka 14 — terapie prvni volby u 177 pacienti s MCL
(CVP — kombinace cyklofosfamidu, vinkristinu a prednisonu, CHOP — kombinace cyklofosfamidu,
doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu, VAD — kombinace vinkristinu, adriamycinu a dexametazonu,
ASCT -  autologni  transplantace  kmenovych  krvetvornych  bunék, *napt.
R-hyperCVAD/HD-MTX/AraC (davkové intenzifikovany R-CHOP stfidany s vysokodavkovym
cytarabinem a methotrexatem), ¢i R-maxiCHOP/AraC (davkové intenzifikovany R-CHOP sttidany
s vysokodavkovym cytarabinem bez ASCT), tnapt. Nordicky protokol (davkové intenzifikovany
R-CHOP stfidany s vysokodavkovym cytarabinem s ASCT), ¢i standardni R-CHOP s ASCT v prvni

linii terapie)
. Pocet

Terapie pFipadii %
Pouze chirurgické odstranéni 1 0,6
Pouze radioterapie 1 0,6
CVP 10 11,3
CHOP 29 16,6
[R-CHOP 40 22,9
Chemoterapie zaloZena na fludarabinu 19 10,7
Ostatni neintenzivni chemoterapeutické protokoly
(CHOP/AraC, VAD, chlorambucil) 13 7,3
Intenzivni indukce bez ASCT * 34 19,2
Chemoimunoterapie nasledovana vysokodavkovou
lkonsolidaéni 1é€bou a ASCT ¥ 27 15,3
Chemo(immuno)terapie nasledovana alogenni
[transplantaci kmenovych krvetvornych bunék 3 1,7

2.4.2 Mikrovaskularni denzita a preziti

Primémé hodnota mikrovaskularni denzity (MVD) byla 172,71 mikrocév/mm?,
median 158,23 mikrocév/mm?, hodnoty 54,63-503,58 mikrocév/mm?. Pro posouzeni vlivu
hodnot MVD na dobu celkového pieziti (OS) a dobu pieziti bez progrese (PFS) byla pouzita
univariatni Coxova regresni analyza relativniho rizika (Cox proportional hazard regression).
Vliv hodnot MVD na OS ani PFS prokazan nebyl (P = 0,1378, resp. P = 0,0628). Aby byl
zjistén pripadny vliv jen nckteré skupiny hodnot MVD (nizkych ¢i vysokych) na pieziti,
byly ptipady rozdéleny do étyi skupin na kvartily. Konkrétné v prvnim kvartilu jsou ptipady
s MVD niz&i nez 117,4 mikrocév/mm?, ve druhém kvartilu jsou zahrnuty piipady s MVD od
117,4 mikrocév/mm? véetné do 158,2 mikrocév/mm?, do tietiho kvartilu spadaji pripady
s MVD mezi 158,2 mikrocév/mm? véetné a 206,6 mikrocév/mm? a do &tvrtého kvartilu
s MVD v&tsi & rovnou 206,6 mikrocév/mm?. Hodnoty mediantt OS a PFS u jednotlivych
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skupin jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15 — hodnoty medianti OS a PFS podle kvartild hodnot MVD
(porovnani jednotlivych skupin pomoci log-rank testu)

[Kvartil dle hodnot MVD | prvni | druhy | treti | &tvrty

Pocet pripadi 44 44 44 45

[IMedian OS (mésice) 63 46 59 30|P = 0,2681
|Media’1n PFS (mésice) 21 23 24 18P = 0,2813

Z vysledki je patrné, ze mezi prvnim, druhym a tfetim kvartilem nejsou vyraznéjsi
rozdily medidna OS a PFS, vyraznégjsi rozdil je patrny az u ¢tvrtého kvartilu. Proto byly
prvni tfi skupiny slouceny do jedné (132 ptipadll) a porovnany se Ctvrtym kvartilem
(45 pfipadt). Median OS byl u skupiny 1.-3. kvartilu 56 mésica, u ¢tvrtého kvartilu 30
mésict, mediany PFS byly 22 a 18 mésicti. Pomoci log-rank testu byla zjist'ovana hladina
vyznamnosti P, ktera u OS ¢ini 0,0842 a u PFS 0,0688. S ohledem na kritérium P < 0,05
i pres viditelny rozdil mezi skupinami (viz obrazek 23) prognosticky vliv téchto skupin na
OS i PFS prokézan nebyl.

100 - —— 1-3.kvartil, N=132,  £100 —— 1.-3. kvartil, N = 132,
00 ] median OS: 56 mésici é’ 90 ] median PFS: 22 mésicl
s —— 4. kvartil, N = 45, o | —— 4. kvartil, N = 45,
< 80 median OS: 30 mésica & 80 medién PFS: 18 mésici
3 707 P =0,0842 § 707
2 =0, @ P = 0,0688
_; 60 £ 60
g 50 1 g 50
o
© 40 4 o 40 4
S . e
0 30 - 5 30+
p [=]} 4
& o
© 20 g 204
o o % 4
10 % 10
0 1 1 1 ] ] 1 1 1 1 1 I I L] 1 1 1 ‘é_ 0 T L) T T 1 1 1 1 T 1 I T 1 1 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 b 0 24 48 72 96 120 144 168
a ¢as (mésice) ¢as (mésice)
Obrézek 23 — Kaplan—Meierovy kiivky OS (a) a PFS (b) pro 1.-3. vs. 4. kvartil
hodnot MVVD

Piipady byly nasledné rozdéleny podle druhu terapie — neintenzivni a intenzivni
(kapitola 1.4.1). Celkem se jedna o 175 pacientdi, 2 pacienti z naeho souboru chemoterapii
lé¢eni nebyli (viz tabulka 14), Kaplan—-Meierovy ktivky pfeziti jsou na obrazku 24.
V tabulce 16 jsou hodnoty prognostickych faktord MCL a mediany pieziti rozdélené podle
druhu terapie.

Pii zjistovani vlivu hodnot MVD na OS a PFS dle vySe uvedenych skupin terapie byla
pouzita univariatni Coxova regresni analyza relativniho rizika. U 111 piipadi 1écenych
neintenzivnimi 1é¢ebnymi protokoly byla na hodnotach MVD prokéazana zavislost u OS
(P =0,0419), ale u PFS nikoli (P=0,0551). Naproti tomu u 64 piipadi léCenych
intenzivnimi 1é¢ebnymi protokoly nebyla prokazana zavislost OS ani PFS na hodnotach
MVD (P = 0,6208, resp. 0,2052).
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Tabulka 16 — porovnani mikrovaskularni denzity, proliferacni aktivity, MIPI,
celkového preziti a PFS u pacientl 1é¢enych intenzivni a neintenzivni terapii
(Kruskal-Wallistiv test pouzit u MVD, proliferaéni aktivity a MIPI, log-rank test
u OS a PFS; N — pocet ptipadii; hodnoty MVD udavaji pocet mikrocév/mm?)

Intenzivni terapie | Neintenzivni terapie
N | Pramér | Median| N | Pramér | Median
Proliferac¢ni aktivita 64 25,27 20,06 111 27,70, 24,24 P =0,5686
[Mikrovaskularni denzita| 64 | 175,96 146,93 111 | 171,58/ 168,28 P =0,3140
[MiPI 64 5,86 5,80] 108 6,43 6,34 P < 0,0001
OS (mésice) 64 72| 111 31} P=0,0169
PFS (mésice) 64 40 111 19 P =0,0001
100 —— Intenzivni 1é€ba, N = 64, ;‘?1 00 —— Intenzivni lécba, N = 64,
- median OS: 72 mésici @ median PFS: 40 mésicd
S @0 4 — Neintenzivni l6¢ba, N = 111,  © 0 ——Neintenzivni é&ba, N = 111,
?:4 80-_ median OS: 31 mésici g 80-_ median PFS: 19 mésicl
Eg ;z ] P =0,0169 3 0 P = 0,0001
E 50 Ei
8 401 3
;ﬂ;’ 30 5
g
104 e
0 ] 1 1 1 ] ] 1 1 1 1 1 T T T L) 1 1 g 0 1 L) T I 1 1 1 1 1 1 I T 1 1 1
a 0 24 48 72 96 120 144 168 192 b 0 24 48 72 96 120 144 168

¢as (mésice) ¢as (mésice)

Obrézek 24 — Kaplan—Meierovy ktivky OS (a) a PFS (b) pfi porovnani skupin dle terapie

2.4.3 Mikrovaskularni denzita a lokalizace primarniho vzorku

Hodnoty MVD v MCL v jednotlivych lokalizacich jsou v tabulce 17. Vliv lokalizace
vzorku na hodnoty MVD pomoci Kruskal-Wallisova testu zjistén nebyl, P =0,2949.
Podobné¢ pti porovnani nodalni (133 ptipadi) vs. extranodalni lokalizace (44 piipadu) nebyl
prokazan rozdil hodnot MVD mezi skupinami (praméry MVD 176,0
mikrocév/mm? a 162,8 mikrocév/mm?,
mediany 168,3 mikrocév/mm?a 137,2 mikrocév/mm?, P = 0,2120). Také nebyl zjistén rozdil
V porovnani jednotlivych lokalizaci vii¢i zbytku souboru.

Tabulka 17 — hodnoty MVD (pocet mikrocév/mm®) podle lokalizace jednotlivych vzorkd,

L okalizace Pocet % Priamér | Median
pFipadi MVD MVD

Lymfaticka uzlina 133 751 175,99 168,28
Travici trakt 9 51 156,51 141,09
Patrova mandle 17 9,6 144,78 129,98
Slezina 5 2,8/ 195,15 109,88
OcCnice 2 1,1 165,45 165,45
[Dutina Gstni 9 51 161,55 163,26
Mediastinum+hrudni sténa 2 1,1 265,92 265,92
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| \ 177| 100,00 172,71 158,23

2.4.4 Mikrovaskularni denzita a cytomorfologicka varianta

Pocet pripadt dle cytomorfologickych variant dle WHO 2008 [Swerdlow et al. 2008]
a hodnoty MVD u téchto skupin jsou uvedeny v tabulce 18. Pomoci Kruskal-Wallisova
testu nebyl prokdzan vliv jednotlivych cytomorfologickych variant MCL na MVD
(P =0,7846).

Tabulka 18 — hodnoty MVD (pocet mikrocév/mm?) podle cytomorfologickych variant

Cytomorfologicka varianta p;‘]’;e;ﬁ % Plf/lll\';gr thsl/lgn
Klasicka 132 74,6 171,66 163,57
Malobunééna 14 7,9 194,58 146,93
Podobnd marginélni z6né 4 2,3 173,46 170,16
Pleomorfni 8 4,5 180,44 171,10
Blastoidni 2 1,1 171,73 171,73
Klasicka+pleomorfni 3 1,7 191,30 194,02
Klasickd+podobnd marginalni z6né 10 5,6 142,74 137,20
Klasicka+malobunééna 3 1,7 164,09 173,30
Malobunécna+podobnd marginalni zoné 1 0,6 211,60 211,60
177 100,0 172,71 158,23

Nésledné byl vyhodnocovan na MVD vliv tzv. agresivnich variant, tedy Ccisté
pleomorfni a blastoidni varianty v¢etn¢ 3 piipadii v kombinaci pleomorfni a klasické
varianty (celkem 13 piipadi — viz tabulka 18) proti ostatnim typtim (celkem 164 ptipadd).
Ten pomoci Kruskal-Wallisova testu prokézéan nebyl (priméry MVD 181,6 mikrocév/mm?
a 172,0 mikrocév/mm?, mediany 186,5 mikrocév/mm? a 157,9 mikrocév/mm?, P = 0,2728).

2.4.5 Mikrovaskularni denzita a architektonicka varianta

Architektonicka varianta byla hodnocena dle WHO 2008 [Swerdlow et al. 2008],
zjisténé typy rastu a hodnoty MVD jsou uvedeny v tabulce 19. Jednotlivé typy rlistu nemaji
vliv na hodnoty MVD (P = 0,6601). Ani pfi porovnani varianty difizni, a to véetné ptipadi
v kombinaci s ostatnimi variantami (101 p#ipadu), proti ostatnim variantam (73 pfig)adﬁ)
neni zjistén vyznamny rozdil hodnot MVD (pramér 167,4 mikrocév/mm® vs.
179,0 mikrocév/mm?, mediany MVD 1482 mikrocév/mm? a 165,1 mikrocév/mm?,
P =0,1816).

Tabulka 19 — hodnoty MVD (po&et mikrocév/mm?) u jednotlivych architektonickych variant

Architektonicka varianta p;(;)?(;ﬁ % Plf/lu\l;l[gr Ml\js;gn

[Difazni 61 34,5 167,58 150,70
Nodularni 56 31,6 175,72 161,69
Plastové zony 1 0,6 180,21 180,21
[Difuzni+nodularni 29 16,4 166,30 158,23
Diflzni+plastové zony 11 6,2 168,85 119,93
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Plastové zony+nodularni 16 9,0 190,26 167,34
177 100,0 172,71 158,23

2.4.6 Mikrovaskularni denzita a proliferacni aktivita

Hodnota proliferacni aktivity byla zjisténa u vSech 177 ptipada, jeji pramér Cini
26,7 %, median 21,7 %. Pomoci regresni analyzy byly srovnavany hodnoty prolifera¢ni
aktivity a MVD, jejich zavislost pomoci linearni regrese prokazana nebyla (P = 0,689),
regresni ptimka viz obrazek 25.

Nasledné byly vytvofeny dvé skupiny ptipadt s hodnotami proliferac¢ni aktivity pod
a nad 40 %, ¢itajici 145, resp. 32 pacientd. Cut-off 40 % byl vybran podle ROC analyzy, kde
hodnota AUC (area under the curve — plocha pod kiivkou) je 0,607. Avsak ani v téchto dvou
skupinach nebyl prokazan vliv prolifera¢ni aktivity na hodnoty MVD (priméry MVD
167,9 mikrocév/mm® a 194,6 mikrocév/mm?, medidny MVD 154,5 mikrocév/mm?
a 193,4 mikrocév/imm?, Kruskal-Wallistv test — P = 0,0577).
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Obrazek 25 — bodovy graf hodnot prolifera¢ni aktivity a MVD
s proloZenou regresni piimkou

2.4.7 Mikrovaskularni denzita a mezinarodni prognosticky
index pro lymfom z plast’ovych bunék

Hodnota MIPI byla zjisténa u 174 piipadi ze souboru pacientil se zndmou MVD,
primé&rnd hodnota MIPI je 6,2, medidn 6,1. Také u tohoto souboru byl po provedeni Coxovy
univariatni analyzy prokazéan vliv hodnot MIPI na OS (P <0,0001) a PFS (P < 0,0001).
Shodné vysledky byly ziskany také pii provedeni univariatni analyzy pro s-MIPI a MIPl.

Dale byla zjiStovana zavislost hodnot MVD na hodnotdch MIPI pomoci regresni
analyzy (linearni regrese). V ptipadé¢ MIPI je P = 0,021, v ptipad¢ s-MIPI je P =0,013,
u MIPI, P = 0,044 (viz tabulka 20). Prokazujeme tedy z&vislost hodnot MVD na hodnotéch
MIPI, s-MIPI i MIPlI,.
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Tabulka 20 — korela¢ni tabulka mezi MVD, MIPI, s-MIPI, MIPI,, a prolifera¢ni
aktivitou s Pearsonovym korelaénim koeficientem

Prgl?tfiffii‘;m MIPI | MIPI, | s-MIPI

) | Korela¢ni koeficient 0,03 0,174 0,153 0,187
gﬂe'n‘;ri‘i;’as““'am' Hladina vyznamnosti P 0,689| 0021] 0044| 0013
Pocet ptipadi 177 174 174 174

) - Korelaéni koeficient 0,235 0,616 0,229
aplﬁ’il\lliff;acm Hladina vyznamnosti P 0,002|<0001| 0,002
Pocet pripad 174 174 174

Korela¢ni koeficient 0,91| 0,932

MIPI Hladina vyznamnosti P <0,001| <0,001
Podet pipada 174 174

Korela¢ni koeficient 0,853

MIPI, Hladina vyznamnosti P < 0,001
Pocet piipadt 174

Déle byly porovnavany skupiny dle MIPI, tedy skupina nizkého, stiedniho a vysokého
rizika. Vzhledem k malym rozdiltiim hodnot MVD mezi skupinou nizkého a stfedniho rizika
byly tyto dvé skupiny slouc¢eny do jedné. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 21.

Tabulka 21 — porovnani hodnot MVD a pteziti (OS a PFS) dle skupin rizika podle
MIPI, MIPIy, a s-MIPI (pro stanoveni vlivu rizikovych skupin na OS a PFS pouZzit
log-rank test, pro stanoveni vlivu skupin dle rizika na MVD Kruskal-Wallisiv

test)
IRizikova skupina dle MIP1 | Vysoké riziko | 2ke a stredni
riziko

Pocet pripadt (%) 80 (45,2 %) 94 (53,1 %)

Median MVD (mikrocévy/mm?) 191,2 141,50 P = 0,0009
Median OS (mésice) 23 68 P < 0,0001
Median PFS (mésice) 16 35 P <0,0001
[Rizikova skupina dle MIPIy Vysoke riziko Nleﬁi;skgedm

Pocet ptipadt (%) 100 (57,5 %) 74 (42,5 %)

Median MVD (mikrocévy/mm?) 180,5 149,41 P =0,0403
Median OS (mésice) 23 94 P <0,0001
Median PFS (mésice) 16 41 P <0,0001
[Rizikova skupina dle s-MIPI | Vysoké riziko lek;:i;isktoredm

Pocet piipada (%) 71 (40,8 %) 103 (59,2 %)

Median MVD (mikrocévy/mm?) 186,5 150,7| P = 0,0154
Medidn OS (mésice) 23 64| P <0,0001
Medidn PFS (mésice) 16 27) P =0,0001
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2.4.8 Mikrovaskularni denzita a infiltrace kostni direné v dobé
diagnozy

U 173 pacientti z 177 mame k dispozici informace ohledné vysledku trepanobiopsie
Kostni diené v dob¢ diagnozy. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22 — vliv infiltrace kostni dfené v dobé diagnézy na MVD, MIPI,
s-MIPI, MIPIy, proliferacni aktivitu, OS, PFS (analyzy pteziti délany pomoci
log-rank testu, ostatni pomoci Kruskal-Wallisova testu)

Nezjisténa Zjisténa

Pocet pripadt (%) 40 (23,1 %) 133 (76,9 %)

Median OS (mésice) 66 41 P =0,0833
Median PFS (mésice) 41 20| P =0,0443
Median MVD (mikrocévy/mm?) 1228 180,8 P = 0,0001
Median proliferacni aktivity (%) 21,7 21,1 P=0,7134
Median MIPI 5,9 6,2 P =0,0012
Median MIPI, 6,5 6,7 P =0,0299
Median s-MIPI 4 5 P =0,0003

2.4.9 Vysledky multivariatni analyzy prognostického vlivu
jednotlivych faktori

Pro porovnani prognostického vlivu jednotlivych faktord zkoumanych v piedchozich
kapitolach (MVD, prolifera¢ni aktivity, hodnot MIPI, pfitomnosti infiltrace kostni diené¢
MCL v dob¢ diagnozy, agresivnich vs. ostatnich morfologickych variant) byla pouzita
multivariatni Coxova analyza rizik (viz tabulka 23). Bylo vybrano pouze 160 pacientt,
u nichz jsou k dispozici kompletni udaje véetné laboratornich vysledkd.

Tabulka 23 - wvysledky univaridtni a multivariatni Coxovy analyzy rizik
prognostického vlivu MVD, MIPI, proliferacni aktivity, infiltrace kostni diené
v dob¢ diagndzy a cytomorfologické varianty na OS a PFS u 160 pacientti

Porovnavana Hodnota P u OS Hodnota P u PFS
data univariatni | multivariatni | univariatni | multivariatni
IMlkr_ovaskuIarnl absolutni 0,2906 0,6670 0,0858 0,6645
denzita hodnota
[MiPI absolutni <0,0001]  <0,0001] <0,0001 0,0005
hodnota
Proliferatni  @bsolutni <0,0001 0,0105 < 0,0001 0,0174
aktivita hodnota
Infiltrace kostni zjisténa vs. 0,0587 02124 00436 0,1487
dren¢ nezjisténa
Cyt_omorfolog|ckaagre3|yn| VS. 0,0117 0,2642 0,0044 0,1643
varianta ostatni
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Vzhledem k vyznamnému vlivu MIPI na OS i PFS byla provedena nasledné
multivaridtni analyza jednotlivych komponent, z nichz se hodnota vypocitdva (viz

tabulka 24).

Tabulka 24 — vysledky univariatni a multivariatni Coxovy analyzy rizik vlivu
komponent MIPI (stav dle ECOG, v&k pfi diagnoze, hladina leukocyti v krvi (x 10°°1),
pomér laktatdehydrogenazy (LDH) v séru k normé laboratofe) na OS a PFS u 160

pacientll
Porovnavana Hodnoty P u OS Hodnoty P u PFS
data univariatni |multivariatni|univariatni |multivariatni
absolutni
Stavdle ECOG 0 jota <0,0001 0,0027  <0,0001 0,0039
Vek absolutni
hodnota 0,0002 < 0,0001 0,0058 0,0033
|ILDH/norma absolutni
laboratoie hodnota 0,0018 0,0108 0,0014 0,0329
Leukocyty v krvi absolutni
hodnota 0,0150 0,0703 0,0680 0,2252

Do dal$i multivaridtni Cox analyzy jsou kromé vySe zkoumanych faktorti zahrnuty
i laboratorni vysledky nezapocitavané do MIPI (% lymfocytl z leukocytti v periferni krvi,
hodnota krevnich desticek (x 10°l) a hladina hemoglobinu v periferni krvi (g/l)), dale
klinické stadium dle Ann Arbor klasifikace, pfitomnost systémovych B-symptomt a zptisob
terapie (intenzivni/neintenzivni). Vzhledem k tomu, Ze u 2 pacientil z tohoto souboru nebyla
pouzita chemoterapie (pouze radioterapie, resp. jen chirurgické feSeni), je tato analyza
provedena pouze u 158 pacientli. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 25.
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Tabulka 25 — vysledky univariatni a multivariatni Coxovy analyzy rizik zahrnujici
MVD, MIPI, proliferaéni aktivitu, infiltraci kostni dfené¢ v dobé diagnozy,
cytomorfologickou variantu,
hemoglobinu a trombocyta v krvi, procentuélni zastoupeni lymfocyti z leukocytu),
klinické stadium dle Ann Arbor klasifikace, systémové B-symptomy, zptsob terapie
v zavislosti na OS a PFS u 158 pacienti

laboratorni vysledky z periferni krve (hladinu

Porovnavana Hodnota P u OS Hodnota P u PFS
data univariatni |multivariatni| univariatni [multivariatni

Mlkr_ovaskularnl absolutni 0,2549 0,7505 0,0755 0,6760

denzita hodnota

MIPI absolutni <0,0001 00066/ < 0,0001 0,5206
hodnota

Proliferacni aktivita/2 2SOt < 0,0001 00023  <0,0001 0,0068
hodnota

Infiltrace kostni zjisténa vs. 0,0329 02549 00268 04772

diené nezjisténa

Cyt_omorfologlcka agre5|yn| VS. 0,0105 0,3260 0,0039 0,1194

\varianta ostatni

Systemove pritomny vs. 0,0027 0.1150 0,0020 0,0402

B-symptomy nepiitomny

Klinické stadium  osolutni 0,1905 0,7887 0.1267 08176
hodnota

Hladina _ absolutni 0,0004 06449 < 0,0001 0,2853

hemoglobinu v krvi hodnota

Krevni desticky ~ osolutni 0,2037 04897  0,1199 0,8925
hodnota

Vo lymfocytiz - @absolutni 0,0065 0,5266 0,0812 09850

leukocytl hodnota

Typ terapie Intenzivni vs. 0,0283 02614  0,0014 0,0040
neintenzivni
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2.5 Diskuze

Mikrovaskularni denzita (MVD) popisuje miru novotvorby cév. Prognosticky vliv
hodnot MVD byl popsan jak u solidnich nadort, napt. u karcinomu prsu [Uzzan et al. 2004]
¢i prostaty [Bono et al. 2002], tak u hematologickych malignit, napf. u mnohoc¢etného
myelomu [Kumar et al. 2004], Hodgkinova lymfomu [Korkolopoulou et al. 2005], DLBCL
[Cardesa-Salzmann et al. 2011, Gratzinger et al. 2008]. Piestoze n¢které antiangiogenni 1éky
jiz byly u MCL uvedeny do praxe (bortezomib, temsirolimus) a dalSi jsou testovany
v klinickych studiich (lenalidomid, bevacizumab, ibrutinib a jiné) [Ansell et al. 2008,
Galimberti et al. 2010, Habermann et al. 2009, Kane et al. 2007, Robak et al. 2015, Ruan et
al. 2009, Ruan et al. 2010, Stopeck et al. 2009, Wang et al. 2010, Wang et al. 2012, Zaja et al.
2012], o angiogenezi u MCL je k dispozici jen malo informaci. Ostatné jen jedna z praci
vénovanych klinickému efektu antiangiogennich 1ékd se vénovala i vlastnimu
antiangiogennimu efektu terapie na MCL. Antiangiogenni ucinek byl prokazan
u temsirolimu s vyznamnym poklesem MVD ve vzorku odebraném po 1é¢bé oproti vzorku
pied terapii [Wang et al. 2010]. Jednalo se vSak o popis pouze jednoho piipadu, nikoli
0 vyhodnoceni vétsSiho souboru piipadu. Prace vénovana popisu MVD u vét§iho mnozstvi
ptipadi MCL doposud chybéla.

Jediné udaje k porovnani hodnot MVVD u MCL byly v pracich vénovanych porovnani
hodnot u rtiznych typti lymfomii. Jmenovit¢ Tzankov zjistuje nejvyssi hodnoty MVD
u DLBCL, nésledovaného folikularnim lymfomem, a pak MCL a B-CLL/SLL [Tzankov et
al. 2007]. Naproti tomu vysledky zjisténé Ridellem ukazuji, ze nejvyssi hodnota MVD je
u B-CLL/SLL, coZ kontrastuje s vyznamné niz§imi hodnotami zjisténymi u agresivnéjsSich
lymfomt jako MCL (9 pifipadi) a DLBCL [Ridell et al. 2001]. Pokud porovname
v jednotlivych pracich absolutni hodnoty MVD u MCL, zjistime vyznamné rozdily.
V ptipadé Tzankova byla u 19 pfipadd MCL pramérma hodnota MVD 19 mikrocév na
0,57 mm?, tedy 33,3 mikrocév/mm?[Tzankov et al. 2007]. V pripadé Ridella je u 9 piipada
MCL primérna hodnota MVD 71,1 mikrocév na mm? [Ridell et al. 2001]. V obou p¥ipadech
je hodnota MVD vyznamné niZsi, nez byla zjiSténa v nasem ptipad¢ (pramérnd hodnota
172,71 mikrocév/mm?®). Jako mozné vysvétleni téchto velkych rozdilii se nabizi odlisné
technické provedenim zjistovani MVD. V prvni studii byla hodnota MVD ur¢ovana ve dvou
vzorcich ziskanych z pivodniho blo¢ku metodou tkanovych microarray jako pocet
vaskul&rnich lumen pozitivnich s CD34 [Tzankov et al. 2007]. Ve druhé studii byla MVD
zjisStovana v 20 mikrofotografiich nejen jako pocet vaskularnich struktur s lumen, které jsou
pozitivni s CD34, ale také bunéénych struktur cytoplazmaticky vyrazné pozitivnich s CD34
[Ridell et al. 2001]. V nasi praci byl zapoéten kazdy profil endotelialnich bunék pozitivnich
s CD34 oddéleny od prilehlych mikrocév. Hodnota MVD byla urcovdna ve
20 mikrofotografiich. Oproti prvni uvedené praci [Tzankov et al. 2007] tedy byly v naSem
pfipadé zapocteny navic i elementy bez pfitomnosti lumen. V nasi praci byla obdobna
kritéria jako v druhé uvedené praci [Ridell et al. 2001], shodn¢& byly obé studie hodnoceny
pocitaéovym programem. Pfesny diivod rozdilu hodnot MVD mezi obéma studiemi neni
zcela jasny. Je mozné, Ze v nasi praci bylo zapoc¢teno vice bunék se slabsi pozitivitou s CD34,
protoze Ridell v textu uvadi, Ze ,,vagné pozitivni“ jednotlivé bunky zapoditany nebyly.
V nasem piipadé byly poéitany vSechny i jednotlive elementy pozitivni s CD34 bez ohledu
na intenzitu této pozitivity. V naSi praci je také spoCtena nejvétsi, a tedy
nejreprezentativn&jsi, plocha vzorku (1,97 mm?vs. 0,57 mm? [Tzankov et al. 2007] vs. 1,6
mm? [Ridell et al. 2001]).

Median celkového pteziti (OS) byl v nasem souboru 46 mésicti, obdobné hodnoty byly
zjistény 1 v dalSich populaénich studiich pacientd s MCL, kde se median OS pohyboval mezi
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26 a 56 mésici [Argatoff et al. 1997, Kimura et al. 2010, Raty et al. 2002, van de Schans et al.
2010]. Vliv hodnot MVD na OS ani PFS pomoci Coxovy analyzy proporcionalnich rizik
prokézan nebyl (P = 0,1378, resp. 0,0628). Ani v piipadé, kdy byla hledana mezni hodnota
MVD délici skupiny s lepsi a horsi progndzou, prognosticky vliv pomoci log-rank testu
prokazan nebyl. Nejvyraznéjsi byl rozdil hodnot mezi 4. kvartilem hodnot MVD (pfipady
s MVD vyssi & rovnou 206,6 mikrocév/mm?) proti zbyvajicimu 1.-3. kvartilu (MVD do
206,6 mikrocév/mm?). Median OS byl u 1.-3. kvartilu hodnot MVD 56 mésicii, u étvrtého
kvartilu 30 mésict, mediany PFS byly 22 a 18 mésici. Log-rank testem vSak statisticky
vyznamny rozdil mezi skupinami prokazan nebyl (P = 0,0842, resp. 0,0688). Prognosticky
vliv hodnot MVD byl pomoci Coxovy analyzy prokazan pouze u podskupiny pacientt
lécenych konven¢ni terapii, a to pouze u OS (P =0,0419), nikoli u PFS (P =0,0551).
U piipadt lé¢enych intenzivni terapii prognosticky vliv MVD prokézan nebyl. Davod
tohoto rozdilu neni jasny. Na rozdil od nasi studie byly vyssi hodnoty MVD jako negativni
prognosticky faktor prokdzany u nékterych B-lymfomid, jmenovit¢ u DLBCL
[Cardesa-Salzmann et al. 2011, Gratzinger et al. 2008] a u jedné prace vénované MVD
u folikularniho lymfomu [Taskinen et al. 2010]. Je zajimavé, Ze u druhé publikované prace
vénované folikularnimu lymfomu byla naopak s rostouci MVD zjisténa lepSi progndza
pacientu [Koster et al. 2005]. Porovnatelna data u MCL nejsou k dispozici.

Neprtitomnost infiltrace kostni diené v dob¢ diagndzy je pozitivni prognosticky faktor
na PFS (median PFS 41 a 20 mésict, P = 0,0443). U OS i pies rozdil mediani obou skupin
(66 vs. 41 mésict) vliv neni prokazatelny (P = 0,0833). Taktéz diive publikované vysledky
jsou rozporuplné. Pittaluga zjist'uje lepsi pieziti u pacientli bez pfitomnosti infiltrace kostni
dfené¢ [Pittaluga et al. 1996], oproti tomu Argatoff neprokazuje prognosticky vliv
pfitomnosti infiltrace kostni dfené na svych 80 pacientech s MCL [Argatoff et al. 1997].
Pokud porovname hodnoty MVD u naSich extrameduldrnich ptipadd MCL, u nichz byla,
¢inebyla prokéazéna infiltrace kostni diené v dobé diagndzy, je patrné, ze piipady bez
infiltrace kostni difené¢ maji vyznamné niz§i hodnoty MVD (medidn MVD
122,8 mikrocév/mm? a 180,8 mikrocév/mm?, P = 0,0001). Tato zjisténi sv&dei o tom, Ze
ptipady s vys$s§i MVD se chovaji agresivnéji, avSak pfi¢ina tohoto chovani neni jasna. Vztah
MVD a infiltrace kostni dfené zatim nebyl u lymfomua zkouman. Vyjimkou je pouze popis
Sesti ptipadi MCL, u nichz byla zjiSténa vyssi hodnota MVD v kostni dieni po terapii
lenalidomidem ve srovnani se stavem pied 1é¢bou (P = 0,033). Jako pfi¢inu tohoto stavu
autofi uvadéji neptimou angiogenezi pii aktivaci makrofagti pomoci lenalidomidu [Zaja et al.
2012]. Taktéz ptipady s infiltraci kostni diené maji vyznamné vyssi hodnoty MIPI, coz plati
i pro varianty MIPI, a s-MIPI. Piekvapivé je, Ze neni pfitomna také korelace s proliferaéni
aktivitou. Naopak median je u 40 pfipadt bez infiltrace kostni diené nevyznamné vyssi
(21,7 % a 21,1 %), stejné jako pramér (28,1 % vs. 26,3 %).

Z vysledkt je patrné, ze u hodnot MVD je pii porovndni podle skupin vysokého
vs. skupinou nizkého a stiedniho rizika stanoveného dle MIPI, MIPI, a s-MIPI vyznamny
rozdil. S ohledem na fakt, Ze index MIPI, v¢etn¢ jeho variant, je vyznamnym prognostickym
faktorem preziti pacientt, tento vysledek nepfimo ukazuje na negativni prognosticky vliv
vysokych hodnot MVD u MCL. Vy3Si hodnoty MVD také koreluji s jednotlivymi
komponentami, z nichz se MIPI vypocéitava. Konkrétné se jednd o vysSi leukocytozu,
hladinu LDH a horsi hodnoceni stavu dle ECOG. Proti tomu u véku nad a pod 60 let rozdil
neni vyznamny. AvSak jiZz u vékové hranice 55 let je rozdil vyznamny (P = 0,003), median
MVD u pacientd do 54 let v&etné (32 pripadii) &ini 173 mikrocév/mm?, zatimco u pacienti
od 55 let vyde (145 pripadi) je 1476 mikrocév/mm?, priméry jsou
208,3 mikrocév/mm?a 164,9 mikrocév/mm®,

Naopak u proliferaéni aktivity zavislost s hodnotami MVD prokdzdna nebyla
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(P =0,689), a to ani pii rozd€leni na skupinu do a nad 40 % (P = 0,0577), cozZ se dle ROC
analyzy jevilo jako nejvhodnéjsi rozdéleni. Oproti tomu Tzankov u série 266 B-lymfomu
zjistuje korelaci mezi prolifera¢ni aktivitou a MVD, avsSak data pfimo k jednotlivym
lymfomim vcetné¢ zkoumanych 19 piipadi MCL neuvadi [Tzankov et al. 2007].
Z jednotlivych hematologickych malignit byl vztah MVD k prolifera¢ni aktivité zkouman
pouze u mnohocetného myelomu, kde byl prokazan [Alexandrakis et al. 2004].

Nebyl prokézan vztah mezi hodnotami MVD a cytomorfologickymi variantami
(agresivni x ostatni), ani MVD a architektonickymi variantami, ani nebyly zjistény
vyznamné rozdily v hodnotach MVD s ohledem na lokalizaci vzorku. V tomto ohledu
nejsou k dispozici Zadna data ke srovnani.

Z vysledkti multivariatni analyzy je patrné, ze na OS ma vliv proliferacni aktivita
a MIPI, na PFS navic jest¢ cytomorfologickd varianta (agresivni/ostatni), typ terapie
(intenzivni vs. konven¢ni) a pfitomnost systémovych B-symptomi. V piipad¢ univariatni
analyzy maji statisticky vyznamny vliv na OS i PFS mimo prolifera¢ni aktivity a MIPI také
cytomorfologicka varianta, infiltrace kostni dfené v dobé diagnozy, systémové B-symptomy,
hladina hemoglobinu v krvi a typ terapie, pouze u OS navic jes$té hodnota procentualniho
zastoupeni lymfocytt v leukocytech.

Z vysledkti multivariatni analyzy je ziejmé, Zze nejvyznamnéjSimi prognostickymi
faktory u lymfomu z plastovych bunék je prolifera¢ni aktivita a MIPI, u nichz byl prokéazan
vliv na OS i PFS. Vysledky jinych multivariatnich analyz jsou rozporuplné, protoze
multivariatni analyzou byl vliv MIPI na OS potvrzen [Romaguera et al. 2010] i vyvracen
[Schaffel et al. 2010] a podobné je to i u proliferacni aktivity, kde byl vliv prokazan [Geisler
et al. 2008, Raty et al. 2002, Schaffel et al. 2010] i nepotvrzen [Schrader et al. 2004,
Tiemann et al. 2005]. To, Ze agresivni varianty MCL maji horsi prognozu, je ocekavatelné
nejen vzhledem k jejich ndzvu, ale také proto, Ze tyto piipady maji vétSinou i1 vyssi
prolifera¢ni aktivitu (median 64 %, rozptyl 18-76 %). Podobné¢ i zde se vysledky
multivariatnich analyz vlivu na celkové pteziti rozchazeji a zatimco Geisler [Geisler et al.
2008] vliv agresivnich variant potvrzuje, ostatni prace jej vyvraceji [Réty et al. 2002,
Romaguera et al. 2010, Tiemann et al. 2005].

Dalsi mozné prognostické faktory zjisténé pomoci univariatni analyzy odpovidaji
pokrocilejS$imu onemocnéni pacienta, jmenovit¢ se jednd o piitomnost systémovych
B-symptomt (horecka nad 38°C, ubytek hmotnosti vice jak 10 % v poslednich 6 mésicich,
zvysené poceni obzvlasté v noci), procentudlni zastoupeni lymfocytd z leukocyti, infiltraci
kostni dfené v dob¢ diagnézy a hladinu hemoglobinu v krvi. Zatimco v naSem souboru byl
negativni prognosticky vliv pfitomnosti B-symptomu prokazan u univariatni analyzy u OS
i PFS a u multivariatni analyzy u PFS, Tiemann [Tiemann et al. 2005] jej popisuje pouze
u OS u univariatni analyzy, zatimco Schrader [Schrader et al. 2004] jej nepotvrzuje.
Infiltrace kostni diené souvisi s hladinou hemoglobinu v krvi, protoze pfi rozsahlejsi
infiltraci kostni dfen¢ dochazi k redukci krvetvorby Cervené fady. Vyrazné nizsi hodnoty P
u hladiny hemoglobinu v krvi jsou nejspiSe proto, Ze nizka hladina hemoglobinu se projevi
az pii rozséhlé infiltraci kostni diené€, tedy pii pokrocilejSim onemocnéni, zatimco pfi
trepanobiopsii se u ¢asti ptipadil zjisti nodularni ¢i intersticidlni infiltrace kostni diené, kde
krvetvorba jesté neni vyznamnéji postizena. Také hodnoty hladiny hemoglobinu v krvi jsou
u pacienti bez postizeni kostni diené¢ vyznamné vyssi. Konkrétné median hodnot
hemoglobinu v krvi u 123 pfipada s infiltraci kostni diené je 123 g/l, rozptyl 5-170 g/I,
u 37 ptipadi bez infiltrace kostni diené je median 141 g/l, rozptyl 102-162 g/I, P = 0,0001
dle Kruskal-Wallisova testu. Podobné¢ pfi zjisténi lymfocytozy v periferni krvi se jedna jiz
o0 leukemizaci MCL, tedy o pokrocilejsi onemocnéni. AvSak klinické stadium dle Ann Arbor
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ani PFS vyznamngéjsi vliv, pfestoze popisuje rozsah postizeni organismu lymfomem.

Podle o¢ekavani, agresivnéjsi terapie dosahuje lepSich vysledka. Pii porovnani obou
téchto skupin pfipadl je patrné, ze zatimco proliferaéni aktivita a mikrovaskularni denzita se
vyznamnéji neli$i, hodnoty MIPI jsou vyznamnéji niz§i u pacientd, kteti byli 1éceni
intenzivni chemoterapii (mediany hodnot MIPI jsou 5,8 a 6,3, P < 0,0001). U celkového
preziti (OS) a PFS je patrné, Ze prognodza pacientl lé¢enych intenzivni chemoterapii je
vyznamné lepSi (P =0,0169, resp. 0,0001). Tyto vysledky potvrzuji vy$$i G¢innost
intenzivni 1écby. OvSem nelze spolehlivé odpoveédét na otazku, nakolik je vyznamné lepsi
preziti u téchto pacientll v naS§em souboru ovlivnéno pouze vyssi efektivitou vlastni terapie
a jaky ptipadny podil na tom mél v naSem souboru vyrazné lepsi prognosticky faktor MIPI.
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2.6 Zavér

Mikrovaskularni denzita byla zjiStovdana u 177 preterapeutickych histologickych
vzorkll s lymfomem z plastovych bunék, které byly z jiné lokalizace nez z kostni dien¢.
Jednalo se viibec o prvni rozsahlejsi studii vénovanou mikrovaskularni denzit¢ v MCL.
V nasem souboru:

Nebyl prokézan prognosticky vliv MVD na OS ani PFS. Pouze u pacienti
lécenych konvencéni (neintenzivni) terapii byl prokdzan vliv hodnot MVD
na celkové preziti.

Je vyznamné vyssi hodnota MVD u pfipadi, u nichz byla zjisténa infiltrace
lymfomem z plastovych bunék v kostni dieni.

Byla prokdzana zavislost hodnot MVD na MIPI, vcetné variant MIPI,
a s-MIPI.

Nebyl prokazan vztah MVD k proliferacni aktivité, cytomorfologické ¢i
architektonické varianté.

Nebyl prokazan vliv primarni lokalizace vzorku na hodnoty MVD.

V multivariatni analyze byl prokazan vliv proliferac¢ni aktivity a MIPI na
OS i PFS, u PFS také vliv cytomorfologické varianty (agresivni/ostatni),
typu terapie a pfitomnosti systémovych B-symptomd.

Z uvedenych zavéru je patrné, ze mikrovaskularni denzita se v naSem souboru
neukézala jako vhodny prognosticky marker pro lymfom z plastovych bunék. Podle
multivariatni analyzy jsou nejvyznamnéj$imi prognostickymi faktory tohoto lymfomu
prolifera¢ni aktivita a mezinarodni prognosticky index pro lymfom z plastovych bunék

MIPI.
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Priloha 1 — Seznam zkratek pouzitych v tabulkach prilohy 2 a 3

A

Aden. vegetace

Archit.v.
B-sy.
CNS
CR

CRu
CVP
Cykl.

C.

EC.

Ex.

Flu

GIT

Hb.
Chir.res.
CHOP

Int.bez ASCT

Int.s allo.

Int.s ASCT

J

K
Klas.+SC
Klas.+MZ

Klas.+pleo.
Komp.l.

KS

LDH/n

Leu.

Lok. vzorku
LU

Ly.

M
M.pr.

ano

adenoidni vegetace

architektonicka varianta dle WHO 2008

pritomnost B-symptomt

klinicky zjisténé postiZzeni centralni nervové soustavy
kompletni odpovéd

nepotvrzend kompletni odpoveéd’

kombinace cyklofosfamidu, vinkristinu a prednisonu
cyklin D1

identifikacni ¢islo piipadu

vykonnostni stav dle ECOG

ptitomnost exsudatl v té€lnich dutinach

chemoterapie zaloZena na fludarabinu véetné monoterapie
klinicky zjisténé postiZeni traviciho traktu

mnoZzstvi hemoglobinu v periferni krvi (g/l)

pouze chirurgicka resekce, nikoli chemoterapie
kombinace cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu

intenzivni indukce bez ASCT (autologni transplantace krvetvornych bun¢k), napft.
R-hyperCVAD/HD-MTX/AraC (davkové intenzifikovany R-CHOP stfidany

s vysokodavkovym cytarabinem a methotrexatem) ¢i R-maxiCHOP/AraC
(davkove intenzifikovany R-CHOP stiidany s vysokodavkovym cytarabinem bez
ASCT)

chemo(immuno)terapie nasledovana alogenni transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék

chemoimunoterapie nasledovana vysokodavkovou konsolidacni 1é¢bou a ASCT,
napt. Nordicky protokol (davkove intenzifikovany R-CHOP sttidany

s vysokodavkovym cytarabinem s ASCT) ¢i standardni R-CHOP s ASCT v prvni
linii terapie).

klinicky zjisténé postiZeni jater

postizeni kostnich struktur

kombinace cytomorfologické varianty klasické a malobunééné

kombinace cytomorfologické varianty klasické a varianty podobné marginalni
zong

kombinace klasické a pleomorfni cytomorfologicke varianty

komplikace 1é¢by - GvHD

klinické stadium dle Ann Arbor klasifikace

pomeér hladiny laktatdehydrogenazy v séru pacienta k norme laboratote

mnozstvi leukocytil v periferni krvi v 107 litru

primarni lokalizace vzorku

klinicky zjisténé postiZzeni lymfatickych uzlin

procentuelni zastoupeni lymfocytl z celkového mnozstvi leukocyta v periferni
krvi

muz

ey

mésice preziti do umrti z jakékoli pri¢iny ¢i do data posledni kontroly u zijicich
pacient
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M.z.+dif. kombinace architektonickych variant plastové zony a difuzni

M.z.+nod. kombinace architektonickych variant plastové zony a nodularni

M.zone architektonicka varianta plastové zony

Morf.v. cytomorfologicka varianta dle WHO 2008

MVD mikrovaskularni denzita (po&et mikrocév/mm?)

MZ+SC kombinace cytomorfologickych variant malobunééné a varianty podobné
marginalni zoné

MZ-like cytomorfologicka varianta podobné marginalni zoné

N ne

Neg. negativni

Neh. nehodnotitelné

Neintenz. neintenzivni (konvenéni) chemoterapie

Nod.+dif. kombinace nodularni a diftzni architektonické varianty

O klinicky zjisténé postiZeni struktur orbity v€etné ocnich vicek

Odp. odpovéd na terapii 1. linie

Oj. FDB ojedin¢lé folikularné dendritické buiky

Os. klinicky zjisténé postiZeni ostatnich extranodalnich lokalizaci (ledviny, mekké
tkang,...)

Ost.neint. ostatni neintenzivni protokoly (CHOP/AraC, VAD, chlorambucil)

P klinicky zjisténé postizeni plic

P.d. doba do progrese onemocnéni (progression free survival), ptip. do amrti,
Vv piipad¢, ze nedoslo u Zijicich pacientd k progresi onemocnéni doba do posledni
kontroly

PD progredujici onemocnéni

Pl klinicky zji§téné postiZeni pleury

Poh. pohlavi

Polypy tl. polypy tlustého stieva

poz. pozitivni

PR parcialni odpovéd’

Pr. progrese ano/ne

Prol.a. prolifera¢ni aktivita

Pf.smrti pricina smrti

Rad. uziti radioterapie pii 1écb¢ 1. linie

R-CHOP kombinace rituximabu, cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu

Rit. uziti Rituximabu v chemoterapii I. linie

S slezina

SD stabilni onemocnéni

Sit FDB sit’ folikularné dendritickych bunék

Small cell malobuné¢na cytomorfologicka varianta MCL

Y4 klinicky zjisténé postiZeni slinnych zlaz

SZ submand. slinna zlaza submandibularni

T-dif. trepanobiopsie — difuzni rist

T-int.+dif. trepanobiopsie — intersticialni az difuzni rast

T-interst. trepanobiopsie — intersticialni rast

T-nod.+int. trepanobiopsie — nodulérni a intersticialni rist
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Tonsila patrova mandle

Tro. mnozZstvi trombocyti v periferni krvi v 10°° litru

U. amrti ano/ne

UNK neznamy

Uzlina lymfatickd uzlina

Vek vek pii diagndze

w klinicky zjisténé postizeni Waldeyerova mizniho okruhu
z Zena
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Priloha 2 — Seznam 235 pripadi s daty ze studie prognostickych faktorti lymfomu z plastovych bunék
C. [Poh]Vék| Lok. vzorku |CD20|Cykl] CD5| CD23 |Prol.a] Morf.v. | Archit.v. |[EC|Leu.[LDH/n|MIPI|b-MIPI1]|s-MIPI|Pr.[P.d]KS|B-sy.
1 [{M]60 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,78 | klasicka | nodularni| 1 [12,3] UNK Al19] 4] N
2 | M |43 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 12,84 | klasicka | nodularni| 1 ] 9,1 0,71 | 504 | 5,31 2 Al29]1 4] A
3 | M |63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 9,78 | klasickad | nodularni| 2 | 6,8 0,65 | 6,26 | 6,47 5 Al31] 4] N
4 |7 |54 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,52 | klasicka | nodularni| 1 [40,3] 1,05 | 6,26 | 6,55 6 Al29]1 4] A
5 | M |47 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 19,49 [klas.+pleo.| difuzni | 1 {11,9] 7,85 | 6,71 ] 7,13 5 N[168] 4| A
6 | M |69 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,66 | klasicka | difuzni | 1 | 7,3 ] UNK Al13] 4] N
7 | M |46 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 14,64 | klasicka | difazni | 2 | 11| 1,06 | 6,16 | 6,47 6 Al48| 4] A
8 | M |44 slezina poz. | poz.| poz.| nehod. | 59,37 | klasickd | nodularni| 3 |14,1] 558 | 7,17 | 8,44 7 Al 4]14] A
9 | M | 66 uzlina poz. | poz.| poz. {oj. FDB] 21,70 | Klasicka | difuzni | 2 | 8 | 150 | 6,94 ] 7,40 8 Al9]14] A
10| M [ 42 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,38 | small cell | difuzni | 2 [53,2] 158 | 6,89 | 7,14 8 Al201 4] A
11 (M |70 uzlina poz. | poz.| poz. [oj. FDB| 29,45 | klasickd | m.z.+nod.| 1 [151] 1,85 | 7,71 | 8,34 9 Af18]14] A
12| M | 47 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 14,64 | klasicka | nodularni| 1 ]12,1] 0,79 | 5,36 | 5,67 3 Al20] 2] N
13| M | 39 uzlina poz. | poz.| neg. |sit FDB| 8,62 | small cell | nodularni] 1 | 55| 0,85 | 4,80 | 4,98 1 Al43] 4] N
14 [ M | 52| Kkostni dien | poz. | poz.| poz.| poz. small cell | T-interst. | 1 JUNK[ UNK Af158] 4] N
15| M | 61 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 20,54 | small cell neh. 1]141f 094 | 551] 5,95 3 All16] 4] N
16 [ M | 70| Kkostni dfen | poz. | poz.| poz.| neg. klasicka [T-nod.+int{ 1 ]122,8| 0,73 | 6,38 7 Af[58] 4] N
17 | M | 53 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 2,84 | small cell | nodularni| 3 |1 6,3| 1,90 [ 6,52 | 6,58 6 Al21| 4] A
18| 7 |67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 5,14 | klasickd | diftzni | 2 1 2,7| 1,08 | 6,34 | 6,45 6 Al24| 4] A
19 [ M | 49| tenké stievo | poz. | poz.| poz.| poz. | 17,90 |klas.+pleo.] nod.+dif.| 1 | 9,7| 0,61 | 519 | 5,57 1 Al46] 4] A
20 | M | 67 uzlina poz. | poz.| poz.|oj. FDB| 28,78 | klasickd | nodularni| 3 |78,1] 4,06 | 8,49 | 9,11 10 [A]j4]14] A
21 | M | 73 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,39 | klasicka | difazni | 1 | 75] 1,23 [ 6,34 | 6,71 6 Al22] 4] N
22 | M | 68 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 73,15| klasickd | nod.+dif.| 2 | 6,6 | 2,23 | 7,16 | 8,73 7 Al1]4] A
23| Z | 60| Kkostnidien | poz. | poz.| poz.|oj. FDB small cell | T-int.+dif.] 1 ]29,5( 0,79 | 6,18 6 Af[56]4] A
24 | M [ 72 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 56,97 | MZ-like | nodularni| 1 {27,9] 1,84 | 7,08 | 8,30 9 Al25] 4] N
25 | M [ 64 ] Kkostnidien | poz. |poz.| poz.|oj. FDB| 20,34 | klasickd |T-int.+dif.| 1 [10,6] 1,31 | 6,20 | 6,64 6 Al74]1 4] A
26 | 2z [ 71 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 33,38 | small cell | nod.+dif.| 2 [ 98] 185 | 7,32 | 8,04 9 Al 6]4] A
27 | M [ 70 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 14,40 klasickd | difuzni | 1 [ 59| 098 | 6,01 | 6,32 4 All15]1 4] A
28| z | 67 uzlina poz. | poz.| neg. |oj. FDB| 26,59 | klasickd | nod.+dif.| 1 | 16 | 2,54 | 6,87 | 7,44 8 Al23]14] A
29 | M [ 54| Kkostnidfen | poz. | poz.| poz.|oj. FDB small cell |T-nod.+int] 1 |49,1] 0,92 | 6,27 5 N|74]1 4] A
30| M |71 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 34,75 | klas.+MZ | m.z.+nod.| 2 [ 65| 1,11 | 6,85| 7,59 7 All15]1 4] A
[ 31| M [ 73 tonsila poz. | poz. | poz. [sit FDB| 16,77 | Kklasickd [ m.z+dif. | 1 | 5 | 105 | 608 | 644 5 |AlT7]3]N
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C. [M.pr]U.| P¥.smrti | LU[GIT] J|CNS| P| PI| K|SZ|O[ Ex.]Os.|KD|W[ S| Ly. | Hb. [ Tro. | Lé¢ba Llinie|[Typ 1é¢byl Rit.|Rad] Odp.|Spoé.b.
1 [182N A] N |N] N [N[NIN|N|N| NI N|AJA|N] 41 | 148] 253 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 4790
2 | 78 | A] jinad Al N [N] N ININJNIN|IN| N| N|A[A[N] 25 | 155] 282 | Int.s ASCT Jintenzivnilf N | N | CR | 4300
3] 73 [Alprogrese| A N N[ N NI NJN|NIN] N]NJA[N|N|] 28 | 138] 169 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 4517
4 | 72 | Al progrese | Al N |N|] N [N N|IN|JNJN] A]NJ]A]|N]JA] 88 | 114| 171 | Int.s ASCT [intenzivnif N | N | CR | 4452
5 168 | N Al N |N] N IN[NINININ| NINJA|[N[A 135] 118 [ Int.s ASCT Jintenzivnil N | N | CR | 3452
6 | 63 [ Alprogrese| A] N |Nf N NI N|N|NIN] N]NJ]A[N|N 1331 198 CHOP neintenz.| N [ N | SD | 4931
7 | 48 | A] jinad A] N |A] N IN[NJNIN|N| NINJ]A|[NIN 130| 180 [ Int.sallo. Jintenzivnif N | N | CR | 5984
8 6 [A]progrese] A] N [N|] N IN]NIN|NIN] AJNJA[N]JA] 67 ] 91| 36 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 3465
9 [ 12 J|A] jind Al N |N] N IN[NJNIN|IN] A N]A[NIN 142 ] 143 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 4028
10| 30 | A| jind Al N [A] N ININININ|N] N|N|A[NJA] 89 | 68 | 47 | Int.s ASCT Jintenzivnii N [ N | CR | 5564
11| 24 | Al progrese | A[ N JA] N IN[N|NIN|N] N|N]A|INJA] 9% | 5 ] 176 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 4544
12 [ 59 | Al progrese | A[ N [N] N IN[N|INJAIN| N| N| N|N|N CHOP neintenz.| N [ A | CR | 4344
13150 | N Al N [N] N JAINININ|IN| N| N|A[NJA] 35 ]170] 198 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 5890
14 1176 | Al komp.. [ A] N [NJ N NI NJNIN|N| N[{NJ]A|[N[A Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | CR | 3748
15| 40 | Afprogrese [ A] N [N N N NJNIN|N| N[ NJ]AJAIN] 17 J115{ 203 | Ost.neint. |neintenz.| A | N | PR | 5409
16| 64 | A| jind N| N [N|] N IN|N|N|N|INfN]N[AJIN|N|] 73 ]139] 232 | Ost.neint. [neintenz.] A [ N | CR | 2177
17| 41 | Al progrese [ A A |Al N [N N[N|NJN] N|N|] A|NJA] 43 | 90 | 196 | Int.s ASCT [intenzivnif A [ N | CR | 4723
18| 60 | Al progrese [ A] N [N N A NJNININ] N[ NJ]A|[N[NJ] 21 J115{ 134 | Ost.neint. |neintenz.| A | N | CR | 5216
19 | 117 | N Al A [N] N ININJNIN|IN| N|NJA[N[N] 26 | 128] 185 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 3771
20 5 | A]lprogrese] A[ N [A] N INIJNINININf AfNJA|IN[A] 88 | 61 | 42 Ost.neint. | neintenz.{ N | N | PD | 2804
21 | 32 [ Al progrese] A| N [N] N [NIN|N|N|N| N]JNJ|AJA|N] 22 ]149] 135| Ost.neint. [neintenz.| A | N | CR | 2961
221 1 [A] jina A] N |A] N IN[NIN|JNIN| NI N|JA[NJA] 16 | 135] 46 CHOP neintenz.| N [ N | NA | 3866
23] 58 [ A| jina N| NJA] N |IN]N|NIN[Nf N[NJAJIN[A| 89 | 124]| 82 [ Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 2565
24 1 38 [ A| jina Al A|N] N [N[NIN|JN|N] NI N|JA[NJA] 64 |]125] 233 R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 3444
251 78 [ A] jina Al N [N] N IN|NIN[NIN| N|NJA[N[A] 65 ] 83 ] 90 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 4817
26 | 8 | Al progrese] A| N [N] N |NJNININ|IN] NINJ[A|NINJ] 60 |103] 250 | R-CHOP |neintenz.{ A | N | PR | 4353
271 25 | Al progrese ] A| N [N] N |NJNININ|IN| N[ NJ| AJA[A] 24 |148] 172| R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 4154
28 | 41 | Al progrese| A| N [N] N |N]N|NININ|] N[NJ]A]|INJN| 23 [122| 59 R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 4842
29 74 [N Al N [A] N IN|ININ[NIN| N|NJA[N[A] 95 ]|123] 329 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 2723
30 ] 18 [ Al progrese| A] N [A] N [N]NININ|IN] AJNJA|INJA] 29 152 79 | Int.s ASCT [intenzivnif A | N | PR | 4331
311 29 | Afprogrese] A1 N [N] N INJNINIJNJN] NJN|NJAINf 50 [154f 193 | R-CHOP [neintenz.{ A [ N | CR | 4764
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C. Poh.VéMok. vzorku |CD20ICYklI CD5| CD23 [Prol.a.) Morf.v, | Architv. |EC.ILeulLDH/n|MIPIIb-MIPI|s-MIPI|Pr.|P.d.|KS[B-sy.
32| M |54 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 34,55 | klas.+MZ | difazni | 1 |11,7] 1,10 [ 5,78 | 6,52 5 Ald42| 4] A
33| M [ 59| Kkostnidfen | poz.|poz.|poz.| neg. small cell | T-interst.| 1 |30,5| 1,13 | 6,37 6 N|100] 4| N
34| M |63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 16,30 | small cell neh. 1]141f 186 | 599] 6,34 5 Al48] 4] N
35| M |47 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,62 | klas.+MZ| m.zone | 2 |54,4] 0,92 [ 6,76 | 7,05 6 Afl1]14] A
36| M |77 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 34,10 | klasickd | m.z.+nod.| 1 | 6,8| 1,05 [ 6,35 7,08 6 All7] 4] A
37| M | 58 tonsila poz. | poz.| poz.|oj. FDB| 35,02 | klasickd | nodularni| 1 |17,96] 0,56 | 5,37 | 6,13 2 Al41] 3] N
387 [76 uzlina poz. | neg.| poz.| poz. | 13,99 | klasickd | nodularni| 1 | 86| 1,31 [ 6,54 | 6,84 6 Nf3[3] N
39| M |73 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 80,10 | klasickd | diftzni | 1 ]8,2| 098 [ 6,24 7,96 5 Al24] 2] N
40 | M | 59 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,19 | klasicka | m.z.+dif. | 1 | 42] 0,89 [ 542 | 5,71 2 Al21] 4] N
41 | M | 76 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,27 | klasickd | nod.+dif.| 2 1 9,7| 1,31 [ 7,29 | 7,66 8 All1]4] A
42 | M | 53 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 22,50 | MZ-like | nodularni| 2 | 76| 159 | 6,49 | 6,98 7 Al 2|4] A
43 | M | 46 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,47 | klasicka | nodularni| 0 | 53] 0,69 | 490 | 5,19 1 Al67] 3] N
44 1M | 75 uzlina poz. | poz. sitt FDB| 52,72 | klasicka | nodularni| 1 | 6,5] 1,12 | 6,30 | 7,43 5 Allel 4] A
45| 7 | 72 Zaludek poz. | poz.| poz.| neg. | 30,68 | klasicka neh. 2] 8| 1,06 [6,95] 7,60 8 Al 8]4] A
46 | M | 64 uzlina poz. | poz.| poz. [oj. FDB| 32,36 | klasicka | difuzni | 1 {9,4] 1,12 | 6,06 ] 6,75 5 Al 2]4] N
47 | M | 67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 12,80 | klasicka | m.z.+nod.] 0 | 6,1 ]| 0,60 | 562 | 5,89 2 Al46]1 1] A
48 [ 7z | 68 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 7,54 | klasickd | m.z.+nod.| 1 | 7,8 | 1,35 [ 6,24 | 6,40 5 Al24]1 4] A
49 | Z | 56 | aden. vegetace | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,63 | klasicka | nodularni|{ 1 [ 55| 1,03 | 551 ] 5,89 3 N[fo93[ 4] A
50 [ M ] 60 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 32,06 | klasicka | nod.+dif.| 1 | 54 ] 1,25 | 576 | 6,44 4 Al24]1 4] A
51 [ M | 50 ileum poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,20 | klasicka | difuzni | 0 | 6,9 Al53] 4] N
52| 7z [ 59 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 20,32 | klasickd | nod.+dif.| 2 |144,6] 1,34 | 7,32 | 7,76 8 Al38]4] A
53| 7z [ 63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 35,51 | klasickd | difazni | 0 | 58| 0,61 [ 547 | 6,23 2 N|78] 4] N
54 | M [ 73| kostni dien | poz. | poz.| poz.| neg. klasicka |T-int.+dif.| 2 | 123] 1,60 | 8,34 11 [A]J20]1 4] A
55 | M | 62 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 10,99 | klasickd | difazni | 1 169| 1,01 [ 581 ]| 6,04 5 Al32]1 4] A
56 | M | 74 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 6,81 | klasickd | diftzni | 1 138,6] 0,83 [ 6,81 | 6,96 7 Al22] 4] N
57| M | 80 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 16,17 | klasickd | m.z.+nod.| 3 | 3,3| 0,96 [ 6,81 | 7,15 6 Al5]4] A
58 | M | 61 tonsila poz. | poz. neg. | 59,21 | klasickd | diftzni | 1 ]88 087 | 578] 7,05 4 Al 6]3] A
59 [ M | 44| dutinaGstni | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 7,94 | small cell neh. 065 0,79 | 500] 5,17 1 Al47]1 3] N
60 | M [ 73 tonsila poz. | poz.| poz.| neg. | 38,15 [pleomorfni| difazni | 0 | 86| 0,58 [ 596 | 6,77 4 Al13] 2] N
61| M [ 75 Zaludek poz. | poz.| poz.{ neg. | 45,39 | klasicka | difuzni | 1 {10,6] 1,17 | 6,53 ] 7,50 7 N[f69[ 4] A
62 | M [ 73| kostni dfen | poz. | poz.| poz. | nehod. klasicka | T-interst.| 3 | 450| 4,03 | 9,42 11 A 7]14] A
63| M |64 orbita poz. | poz. | poz. [sit FDB| 6,78 | klasicka | nodularnij 1 | 57] 075 | 562 | 576 3 |AI9]4] N
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C. M.prfU.| PE.smrti | LUIGITI JICNS| P | P11 K SQQEX. Os.]KDIW| S| Ly. | Hb. | Tro.|Lécba LlinieTyp léEbyl Rit.[RadOdp. Spoé.b.|
321 95 [N Al N |N] N IN[NININ|JN| NI N|] A[NJA] 59 ] 135] 131 | Int.s ASCT lintenzivnif A | N | CR | 3421
33| 100 [ N N| N J|N] N |N]N|IN[N[Nf N[NJAIN[A| 86 | 149 149 [ Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 2096
34| 94 [ Alprogrese] A| N [N] N IN|N|N|N|Nf N|]NJA|IN|N| 52 | 111] 122 | Int.s ASCT [intenzivnif A | N | CR | 3214
35| 13 | Al progrese | A N [N] N |N]NIN[NIN| N|NJA[IN[fA] 91 | 141] 184 [ Int.s ASCT Jintenzivnilf A | N | PR | 3569
36| 21 [ Al progrese] A| N [N] N JAIN|N|N|N[f N| N[A]|NJA] 23 | 143] 243 | R-CHOP [neintenz.] A | N | CR | 4346
371 47 | A jina Al N INJ] N [NININ|JNIN| NJN|] NJAIN 135| 274 | Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | CR | 2883
38| 3 [N Al N INJ] N [N NINJNIN| NI NJ] NJNJN| 20 | 134{ 201 CHOP neintenz.| N [ N | CRu| 3802
39| 32 [ Afprogrese [ A N |NJ] N [N]N|INJNIN| NJNJ] N|NJN| 39 | 135{ 232 R-CHOP |neintenz.| A | N | CR | 3251
40 | 124 | N N[ A |N] N |NIN|IN[NINf NJNJ]A]|IN|N CHOP neintenz.{ N | N | PR | 4573
411 2 | Afprogrese[ A| N JA] N IN|N|N|NJA] NI N] A[NJA] 31 ]110]| 117 CHOP neintenz.| N [ N | PD | 2797
421 3 | Alprogrese| A N IN] N IN[NIN|IN|NJA]INJ]A|NJA] 32| 86 | 98 CHOP neintenz.{ N | N | PD | 3937
43 | 121 | N Al N INJ] N [N|NINJNIN| NJNJ] N|NJN| 23 J159] 214 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 3780
44 | 30 | A progrese| A N |N] N IN[NIN|ININ] N|JNJ]A|NJA] 23 |122] 179 R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 3130
451 9 [ Al progrese| A|] A JA] N IN[NININ|N] N|JNJ]A|N]JA]40,1] 90 | 216 CVP neintenz.{ N | N | SD | 2265
46| 19 | Al progrese | A| A IN|] A NI NINININ] N|NJ]AJAJA]| 51 | 164 | 139 |Int.bez ASCT]intenzivniif N | N | PD | 4620
471 46 | Al UNK [A] N IN] N IN|NIJN|ININ] N|J NJ] N[N|NJ| 18 | 162| 217 Flu neintenz.| N [ N | CR | 4196
48 | 103 [ N Al AIN] N [N|NINJNIN| NJNJ]A|INJA| 33 J101] 124 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 5755
49 | 93 [ N A]l N |N] N [N[NINININ| NI N| A[AIN] 15 | 124] 284 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 4305
50| 97 |A] UNK JA] N |N] N INJAIN[N[N|f A[NJAIN[N| 28 | 130| 128 [Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 3964
51| 76 | A] kompl. | N| A [N] N IN|JN|N|N|N| N| N[ NJ|N|N| 29 | 147] 219 |Int.bez ASCT|intenzivni| A | N | CR | 4541
52| 78 | Al progrese [ A A IN] N [N]N|INJNIN| NJNJ] A|NJA| 74 | 109 | 203 R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 4374
53| 78 [ N Al N [N] N ININJNIN|IN| N| NJ|A[N[N] 33 ] 140]| 237 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 3962
54 1 23 | Afprogrese [ Af N |N] N INJAIN|NIN| A NJ] A|IN|NJ|829] 82 | 42 R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 5701
55| 54 | A jina Al AIN] N [NININJNINJ] AJNJ]A|IN|N| 12 | 141 | 269 Flu neintenz.| A | N | CR | 5588
561 29 [ Al progrese| A| N |N| N IN]NIN|NIN]| N]JA] A[N]A] 83 ] 149] 311 Flu neintenz.| A | A | CR | 3936
571 5 [Afprogrese[ Al N |NJ] N [N]N|IN|JNIN| NI NJ] AJAJA[369] 91 | 56 CVP neintenz.{ N | N | SD | 3351
58 | 13 | Al progrese| A| N [N] N [N|JN|N|N|N| N| N[ NJA]A]27,8] 136 ] 165 |Int.bez ASCT|intenzivnij A | N | PD | 3927
591 71 [N A] N |N] N [N[NINJN|N| N]N| N[A]INJ] 30 | 152] 278 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 5854
60| 18 | A jina Al N |N] N |IN|NJN|NIN| N]N|] NJA|N[249]148| 310| R-CHOP |neintenz.]| A | N | CR | 4440
61 69 | N Al A JA] N |IN|NIN|INJN] A N]A]|INJA] 50 | 139] 109 Flu neintenz.| A | N | PR | 4153
62| 7 | A jina Al N |INJ] N [NIN|INJNIN| NI NJ] AINJN|60,1]135{ 156 Flu neintenz.| A [ N | CR

631 9 |A jind Al NINJ] N ININININJAINJA]JAIN]JAJ19,7]155] 173 Flu neintenz.]| A | N | SD | 6783
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C. Poh.VéMok. vzorku |CD20ICYklI CD5| CD23 [Prol.a.) Morf.v, | Architv. |EC.ILeulLDH/n|MIPIIb-MIPI|s-MIPI|Pr.|P.d.|KS[B-sy.
64 | M | 52 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 24,14 | klasicka | difazni | 2 |14,4] 2,05 | 6,87 | 7,39 8 Alll| 4] A
65| 7z [ 28 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 21,96 | small cell | diftzni | 0 ) 85| 0,86 | 459 | 5,06 2 N|61] 4] N
66| Z |85 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 8,25 | klas.+MZ | noduléarni| 2 {8,12] 0,72 | 7,18 | 7,36 7 Al18]1 4] A
67 | M | 63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 16,41 | klasickd | nodularni| 2 | 6,4| 1,73 | 6,83 | 7,18 7 N|56| 4] A
68 | Z | 57 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,35 | small cell | diftzni | 1 |1 7,6 | 1,33 [ 5,87 | 6,24 4 N|[54] 4] A
69 | M | 49 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 8,26 | Klasicka | difuzni | 1 ]7,9] 1,78 | 574 | 5,91 4 N[bB2[{4] A
70| M [ 60 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 64,32 [pleomorfni] difuzni | 2 {29,2] 2,81 | 7,63 ] 9,00 10 JAJ10]1 4| A
71 7 [ 65 spojivka poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,51 | small cell | difdzni | 0 ) 6,3] 1,08 [ 591 | 6,16 4 N|47] 4] N
72| M |24 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB klasicka | nodularni| 2 ]12,1] 0,80 | 5,25 5 Al55]14] A
73| M | 44 uzlina poz. | poz.| poz.| neg. klasickd | nodularni| 1 | 3,9 ] 0,45 | 4,46 0 Al20] 4] N
741 7 |69 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,15 | Klasicka | nodularni| 1 | 2,2| 0,56 | 523 | 5,51 2 Al3]14] A
7517 [78 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 10,98 | klasickd | difazni | 3 ]13,7| 091 [ 6,75]| 6,98 6 All4]1 4] A
76| M | 70 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 53,52 | klasicka | nodularni| 2 |18,7] 1,60 | 7,47 | 8,61 11 |A| 34| A
77| M [ 54 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB klasicka | nodularni| 1 | 5,7 0,57 | 5,10 1 Al43] 1] N
78 | M | 59 uzlina poz. | poz. | poz. |sit FDB| 35,37 | klasickd | nodularni| 0 | 6,5] 0,59 [ 536 | 6,11 1 Al25] 3] N
79 | M [ 51 uzlina poz. | poz.| neg.| neg. klasickd | nodularni| 0 |13,8] 0,57 | 5,36 3 Al37]1 4] N
80 [ z |62 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB klasicka | nodularni| 0 ]16,7| 0,92 | 6,11 6 Al19] 4] N
81 [M |67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB klasicka | nodularni| 1 ] 2,2| 0,98 | 5,49 3 Al13] 4] N
82 | M [ 55 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 25,50 smallcell | m.z.+dif.| 1 [ 69| 0,84 | 544 | 5,99 3 A]106] 3| N
83| M |79 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 25,00 | klasickd | difazni | 1] 7 | 0,72 [ 6,21 | 6,75 5 Al42] 2] N
84 | M |69 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,35 | klasickd | nodularni| 2 |123,8] 1,16 | 7,34 | 7,58 9 Al 3]4] A
85| 7 |62 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 18,04 | klas.+MZ | nodularni| 2 | 2,2 ] 1,22 | 6,15] 6,53 6 Al53] 3] A
86 | M | 65 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 21,07 | klasicka | nod.+dif. | 2 |21,5] 0,92 | 7,01 | 7,47 8 A[19]14] A
87|z |72 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 22,50 | klasicka | difuzni | 2 JUNK] 1,42 Al4]14] A
88| Z [ 60 uzlina poz. | poz.| poz.|oj. FDB| 53,45 | klasickd | diftzni | 1 ) 35] 1,66 [ 575] 6,90 5 Al87] 3] A
89 | M |72 uzlina poz. | poz.| poz.| neg. 9,50 | klasickd | nod.+dif.| 2 |6,29] 0,67 | 6,58 | 6,78 6 N|100] 4| N
90 | Z [ 53] sliznice rekta | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 29,30 | klasicka | difuzni | 1 |17,5] 1,12 | 593 | 6,56 6 Al13] 4] A
91 [ z [ 50 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 52,00 | klasickd | nod.+dif.| 3 |16,6] 2,22 | 6,90 | 8,02 9 NJ101] 4| A
92|27 |59 uzlina poz. | poz.| poz. {oj. FDB| 38,41 | Klasicka | difuzni | 1 |4,7| 1,43 | 575| 6,57 3 Al6d]l 4] A
93| M | 62 uzlina poz. | poz.| neg. |sit FDB| 9,56 | klas.+MZ|m.z.+nod.| 1 [15,6] 0,93 | 6,09 | 6,29 6 All]4] A
94| 7 |82 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB klasickd | m.z.+nod.| 2 | 7,2 ] 1,15 | 7,30 8 Af[16] 2] N
95 [ M [ 50| epifarynx poz. | poz.| poz.| neg. klasicka | difazni | 0 | 73] 087 | 532 3 |Al72] 2] N
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C. |M.pr. Ul PF.smrti | LUIGIT]| JICNS| P | P11 K SQQEX. Os.]KDIW| S| Ly. | Hb. | Tro.|Lécba LlinieTyp léEbyl Rit.[RadOdp. Spoé.b.|
64| 58 [N Al A [N] N ININJNJAIN] N| N[ A[NJA]692] 78 | 92 |Int.bez ASCT]intenzivnii A [ N | PR | 2544
65| 61 [N Al N [N] N ININJNININ| N|NJ|A[N[A] 35 ]148] 256 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 4653
66 | 18 | Al progrese | A| N [N] N N N[NIN|IN]J A[N[A|N|IN]40,2]109] 222 CVP neintenz.| N [ N | SD | 4486
67| 56 [N Al N [N] N INININININ| N|NJ|A[A[A] 26 | 124] 201 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 4423
68| 54 [N Al A|N] N IN[NINININ| NI NJA|[N[A 110 | 357 [ Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | CRu| 3965
69| 52 [N Al N [N] N ININJNIN|IN| N| NJ| A[NDPNH 16,7] 117 ] 262 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 3706
70| 11 | Al progrese| A| N [N] N [NINJN|JN|N| N]JN|] A[NJA]69,6] 99 | 63 [Intbez ASCT|intenzivnif A | N | PR | 2724
71| 47 [N Al N [N] N ININININJA] N|A] A[N[N] 32 | 157 | 283 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 5263
72 1 149N Al N [N] N IN|JNJN[N|IN|]| N|N|A[NJA] 68 | 137] 100 | Int.s ASCT Jintenzivnif N | N [ CR
73 | 135 [ A| jina A]l N |A] N [N[NIN|N|N| NJN|JA[INJA] 50 | 124] 108 CHOP neintenz.| N [ N | CR
74 1 100 | Al progrese | A| N [N] N IN]JN[ININ|IN] N[N[AJAIN] 20 [121] 206 CHOP neintenz.| N [ N | CRu| 5141
75| 72 | Al progrese] A| N [N] N [NIN|N|N|N|] AJA] A|IN|N]153]117] 124 | Ost.neint. [neintenz.| N [ N | PR | 4883
76 | 5 | Alprogrese] A| N [A] N [NJNININ|IN] NI NJA|NJA] 36 ]145] 264 CHOP neintenz.| N [ N | SD | 4256
77 | 101 [ A progrese | N| N [N] N [NIN|N]N|N| NJN| NJA|N]23,1] 144] 260 |jen radioterapie N| A]CR
78 | 131 | N Al N |N] N [N[NJN|N|N| N]JN| N[IN|NJ229] 155] 250 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 4246
79 1129 N Al A[N] N JAINJNIN|N|] N| N[ A[N|NJ415]148] 235| Intsallo. Jintenzivnifi N | N [ CR
80| 81 [ Afprogrese [ A N |NJ] N [N]N|INJNIN| NJNJ] AINJN|533]128| 383 R-CHOP |neintenz.{f A | N | CR
8l ]| 39 [ Afprogrese [ A N |N] N [N N|IN|JNIN| NJNJ] A|NJA|623] 117 105 CHOP neintenz.{ N | N | CR
82| 106 | A] jinad Al N [N] N ININJNIN|IN| N| NJ|N[N[NJ26,1]142] 225 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 5185
83| 58 [ Al progrese| A| N [N] N IN|IN|N|N|N| N|NJ]NJA|N|17,7] 145] 221 ]jen radioterapie N| A]CR
841 5 [A]progrese] A] N I[N| N IN]NIN|NIN] N|NJA[N]A] 65 ] 130]| 227 CHOP neintenz.| N [ N | PD | 2440
85| 69 | Al progrese ] A| N [N] N |N]N]IN[NIN| N|NJ|NJ[IN[N|] 15 | 134] 196 [Int.bez ASCT]intenzivnil A | A | CR | 2406
86| 32 | Al progrese ] A| N [N] N |NJN]IN[NIN| N|NJA[IN[N]153]146] 219 [Int.bez ASCT]intenzivnil A | N | CR | 3503
87| 4 |A] jind A] N |N] N JA[NJNIN|N| NI N| N[NIN CHOP neintenz.| N [ N | PR
88| 89 | Al progrese| A| N [N] N IN|JN|N|N|N| N|]NJ|NJN|N| 34 | 125] 170 |Int.bez ASCT|intenzivnij A | N | CR | 2288
89 [ 100 | N Al N |N] N [N[NIN|N|N| NJN|JA[IN|N] 16 | 93 | 445 R-CHOP |neintenz.{ A [ N | CR
90 | 17 | Al progrese | A A [N] N |N]N|IN[NIN| N|NJA[IN[N|] 49 | 115] 278 [ Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | PR | 5368
91 [ 101 | N Al N [N] N ININININ|IN| N|N|A[N[A] 43 J111] 73 [Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2856
92 [ 102 | N Al N [N] N ININJNIN|IN| N| NJA[N[N] 56 | 112] 134 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2385
93| 1 |A] jind Al A [N] N JAINININ|IN| N| NJA[N[N] 20 | 85 | 546 |Int.bez ASCT]intenzivnif N | N [UNK]| 1852
941 36 [ Al progrese| A] N [N|] N [N]NIN|N|IN] NJNJ]NJA|N| 37 | 116 222 | Ost.neint. [neintenz.| N | N | PR
95 | 98 | N AL N JINJ] N INININININI NJN]NJAINJ284]133] 237 Flu neintenz.| A | N | CR
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C. Poh.VéMok. vzorku |CD20ICYklI CD5| CD23 [Prol.a.) Morf.v, | Architv. |EC.ILeulLDH/n|MIPIIb-MIPI|s-MIPI|Pr.|P.d.|KS[B-sy.
9% | M | 74 tonsila poz. | poz.| poz. | nehod. | 25,33 | MZ-like | nod.+dif.| 0 [ 59| 0,96 | 6,14 | 6,68 4 N|]98| 4] N
97 | M | 54 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 19,90 | klasickd | difazni | 0 |8,65| 1,23 [ 5,73 | 6,16 4 All7]14] A
98 | Z | 62| kostnidrenn | poz. |poz.|poz.|[ neg. neh. T-interst. | 3 |10,7] 3,48 | 7,41 9 Al4]14] A
99 | M | 73 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 4,90 | klasicka | difazni | 1 |8,89] 0,62 | 6,01 | 6,11 4 Al49]1 4] A
100] Z | 80 slezina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 60,55 | klasickd | diftzni | 2 |14,6] 1,08 | 7,48 | 8,78 9 Al1]14] A
1011 M | 70 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 12,48 | klasickd | difazni | 0 |12,4] 1,02 | 6,33 | 6,60 7 All6| 4] N
102| M | 68 | Kkostni dfen | poz. | poz.| poz.| neg. klasicka | T-interst. | 1 47,6 1,73 | 7,12 8 Af36]4] N
103| M | 79 orbita poz. | poz.| poz. |sit FDB| 33,29 | klasickd | nod.+dif.| 1 ]110,9] 0,92 [ 6,54 | 7,25 6 Al13]4] A
1041 M | 49 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 46,51 | klas.+MZ | nodularni| 1 | 57| 1,31 [ 542 | 6,42 2 Al 6|4 N
105 Z | 64 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 38,34 | small cell | diftzni | 2 1 85| 156 [ 6,91 | 7,74 8 All17]1 4] N
106 72 | 79 tonsila poz. | poz.| poz. {oj. FDB| 27,20 | Klasicka | difuzni | 1 | 55| 0,85 | 6,21 | 6,79 4 Al 8l4] A
107] Z | 58 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 18,14 | klasickd | nodularni] 0 | 8 | 0,56 | 5,37 | 5,76 2 N|84| 4] N
108] Z | 55 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 45,06 | klasickad | nod.+dif.| 0 |9,55] 0,90 | 5,62 | 6,59 3 Al21] 4] N
109| M | 67| duodenum poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,53 | klasickd | nod.+dif.| 0 | 7,8 | 0,93 [ 5,98 | 6,36 4 Al22] 4] N
110 7z | 32 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 57,75 | klasicka | nod.+dif.| 0 {6,11] 0,96 | 4,66 ] 5,90 1 Af25] 4] N
1111 M | 63 uzlina poz. | poz.| neg.{ neg. | 27,50 | Klasicka | difuzni | 0 | 11 | 0,78 | 5,88 | 6,47 5 Al48]1 4] A
112 M | 51 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 18,61 | klasickd | nodularni| 1 | 7,3 | 3,86 | 6,23 | 6,63 5 AlB2| 4] A
113| M | 76 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 29,99 | Klasicka | nodularni| 2 [15,9] 0,94 | 7,29 | 7,94 9 Al5]14] A
1141 M | 64 uzlina poz. | poz. sitt FDB| 66,48 | klasicka | difuzni | 4 [43,7] 1,27 | 7,46 | 8,88 9 Al5]14] A
115 M | 78| koien jazyka | poz. | poz.| poz.| poz. | 11,81 klasicka | difuzni | 0 | 45| 0,58 | 587 | 6,12 3 Nf48] 2] N
116 M | 53| kostni diein | poz. | poz.| poz. | neg. klasicka | T-interst.{ 0 |136,4| 0,90 | 6,09 5 |A|5]4| N
117 7z | 82 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 24,23 | klasickd | nodularni| 3 |15,1] 1,03 | 7,54 | 8,06 10 Al 2]4]| A
118| M | 55 uzlina poz. | neg.| poz.| poz. | 42,21 [pleomorfni| diftzni | 2 |10,4] 4,34 | 7,29 | 8,19 8 Al2|4] A
119[ 7z | 37 uzlina poz. | poz.| poz. {oj. FDB| 73,97 | blastoidni| difuzni | 0 |5,38] 1,39 | 501 | 6,59 2 |A]| 63| N
1201 M | 67 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 18,12 | klas.+MZ | m.z.+dif. | 0 |17,92] 0,98 [ 6,02 | 6,40 4 Af60] 2] N
121 M | 72 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 19,22 | klasickd | m.z.+nod.| 1 {7,53] 1,40 | 6,39 | 6,80 6 A[{8]4] N
1221 M | 37 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 8,14 | klas.+MZ | noduléarni| 0 |[5,74] 0,80 | 4,71 | 4,88 1 Al38] 4] N
1231 M | 70| hrudni sténa | poz. | poz.| poz.| neg. | 28,34 | klasickd | difuzni | 3 |8,64| 1,37 | 7,06 | 7,67 8 Al26] 4] N
124 M | 74 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 17,92 | klasickd | nod.+dif.| 0 |8,88] 1,03 | 6,34 | 6,72 6 Al57] 4] A
125| M | 56 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,09 | klasickd | m.z.+nod.| 0 {37,3] 0,83 | 6,16 | 6,53 5 Al28] 4] N
126| M | 53 uzlina poz. | poz.| poz.| neg. | 25,18 | Klasickd | difazni | 2 |7,42] 1,70 | 6,52 | 7,06 7 A[19]4] N
(1271 2 [ 76 uzlina poz. | poz.| poz.| neg. | 38,60 [pleomorfni|] difuzni | 2 1939] 179 | 746 | 829 9 |A|16]4] N
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96 | 98 | N Al N |N] N IN[NJN|IN|N]| NI NJ] A[AIN]54,3]155] 194 Flu neintenz.| A [ N | CR | 4263
97 | 31 | Al progrese| A N [N] N |N]N]IN[NIN| N|NJA[IN[N|] 21 ] 134] 190 [Int.bez ASCT]intenzivnil A | N | CR | 5588
98| 5 [Afprogrese| A N |NJ] N [N]N|IN|JNIN| NJNJ] A|INJA|36,7] 112 142 Flu neintenz.{ A | N | PD

99| 98 | N A] N |N] N IN[NININ|N] NI NJ]A[NINJ] 69 J]103] 79 R-CHOP |neintenz.{f A | N | CR | 5086
100] 2 | Al progrese] Al N [N|] N INJNIN|IN|N] N|NJAJIN|N|] 22 | 106 | 688 Flu neintenz.{ N | N | PD | 3815
101 63 | A| jind A] N |N] N IN[NIN|N|IN] NI N]JA[NINJ] 16 ] 166] 191 | R-CHOP |neintenz.{ A | N | CRu| 4470
102] 56 | A progrese| N| N |N|] N NI N|N|IN|N] N| N|AJINJA]24,7] 115] 139 Flu neintenz.{ N | N | CR

103] 17 | A progrese| A| N |N|] N NI N|N|NJA] N|A] AIN|INJ] 59 |118] 170 CVP neintenz.{ N | A | PR | 2277
104] 7 | Al progrese | A| N |N| N NI NINNIN] N|NJ]A|N|N| 21 |148] 271 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | PD | 3687
105 25 | Al progrese| A| N |N] N [N N|NJNJN] A]JA] A|N|NJ] 1,6 | 156 | 308 |Int.bez ASCT|intenzivnif A | N | CRu| 4504
106] 17 | A progrese| A| A IN|] N INJN|IN|IN|N] A|N|AJA|N] 17 | 117] 298 CVP neintenz.{ N | N | CRu| 2625
107| 84 | N Al N |N] N [N[NIN|N|N| N] N|J] A[N|NJ13,4] 152] 185 Flu neintenz.| A [ N | CR | 2310
108] 91 | N Al N [N] N ININJNIN|IN| N| N|A[N[N] 27 | 150] 208 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 4361
109] 88 | N N| AIN|] NIN]N|N|NJA[ NI NJA]|IN|NJ|27,7] 151| 242 Flu neintenz.| A | N | CR | 3594
110 37 | A| jind Al N [N] N ININJNIN|IN| N| NJ|A[N[A] 23 | 138] 137 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2755
111] 89 | N Al N [N] N IN|JNJN[N|IN|] N| N|A[N|NJ]40,1] 143 | 323 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N [ CR

112] 91 | N Al N [N] N ININJN[N|IN| N|NJA[N[N|] 11 | 116] 234 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 4449
113] 8 | Al progrese[ A| N |N] N NI N|IN|INJNJ] N|N|] A|INJA] 60 |103] 70 Flu neintenz.| N [ A | PD | 2594
114] 8 | Al progrese | A A IN| N JAI N[NININ] A N] AJA|N|828|121]| 226 | R-CHOP |neintenz.] A | N | CR [ 3938
115| 48 | N N| N [N|] NIN|N|N|N|INf N]N[NJA|N|234] 149] 168 | R-CHOP [neintenz.] A [ N | CR | 4706
116 5 | A] jind Al N [N] N INININ[N|IN| N|N|A[NJA] 88 | 126| 160 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N [UNK

1171 3 | Aflprogrese{ A] N JA] N |N|N|N|NJN] N|N N| A]56,8|87,9] 244 Flu neintenz.| N [ N | PD | 3627
118] 3 | Al progrese| Al N [N|] N INJN|IN|IN|N] N| NJ|AIN|JA] 44 | 122] 127 R-CHOP |neintenz.| A | N | PD | 2253
119] 17 | Al progrese | A| N |N| N NI NININJINJ] N| N|] N|NJAJ19,2| 125| 189 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | PD | 2758
120| 77 | N N| N [N|] N ININ|IN|N|INf N]N|[NJA|N|24,3] 141] 247 | Ost.neint. [neintenz.] A [ N | CR | 4085
121] 8 | A| jind Al N |N] N [N[NIJN|N|N| N]N| A[N|N]26,7] 146 | 288 Flu neintenz.| A | N | CRu| 3969
122 74 | N Al N [N] N JAINININ|IN| N| N|A[A[N] 36 ]99,7] 167 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2469
123] 50 | A progrese] Al N |N|] N |NINJIN|N|N] N|A N|NJ22,6] 148] 255 | Ost.neint. |neintenz.]| A | N | CR | 3875
1241 76 | N Al N |N] N [N[NIJN|N|N| NI N| AJA|N] 23 | 154] 228 Flu neintenz.| A [ N | CR | 4915
125 50 | A progrese| A| N |N] N [N N|NJNJNJ] NJN]J] A|N]A|785] 126 | 151 |Int.bez ASCT|intenzivnif A | N | CR | 4564
126| 54 | Al progrese [ A| N |N] N [N N|IN|NJN| N| N| A|N|INJ19,9] 112 186 |Int.bez ASCT]intenzivnil A | N | CRu| 3130
[127] 16 | Alprogrese | A1l A INJT N INJNINJNININ | N[ NJINJN]| 18 ]129]| 714 | Ost.neint. |neintenz.{ N | N | CRu| 2933
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1281 M | 57 uzlina poz. | poz.| poz. [sit FDB| 26,31 | klasicka | nodularni| 1 {10,4] 1,25 | 592 | 6,48 5 Al25]1 4] A
1291 M | 66 uzlina poz. | poz.| poz. {oj. FDB| 30,22 | klasicka | nod.+dif.| 0 |9,51] 1,17 | 6,16 | 6,81 5 A[91]14] A
130 7 | 63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 64,38 [pleomorfni] m.z.+dif. | 0 | 8,1 ] 2,40 | 6,42 ] 7,80 6 Al 7]14] N
131 M | 73 hltan poz. | poz.| poz. |sit FDB| 30,06 | small cell | nod.+dif.| 1 |8,09] 1,18 [ 6,35 | 6,99 6 Al63] 4] N
132| M | 65 |polypy tl. stieval poz. | poz.| poz.| poz. | 24,74 | Klasickd | difuzni | 1 |6,15( 0,75 | 5,69 | 6,22 3 N|69| 4] A
133| M | 58| tvrdé patro | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 23,44 | klas.+SC | difuzni | 1 19,34 0,73 | 5,59 | 6,09 3 Al42] 2] N
134 7 | 72 jazyk poz. | poz.| neg.| neg. | 26,38 | klasickad | nodularni| 0 |11,6] 1,16 | 6,45 | 7,02 7 Al54] 4] N
135| M | 82 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 12,18 | klasicka | difuzni | 0 |[5,52] 0,67 | 6,18 | 6,44 3 Al16] 1] N
136| M | 79 tonsila poz. | poz.| poz.|oj. FDB| 33,56 | klasickd | difazni | 0 |6,85] 0,86 | 6,31 | 7,03 5 Al12] 4] N
137| M | 80| Kkostni dfen | poz. | poz.| poz.| neg. klasicka | T-interst.{ 1 ] 23 | 2,71 | 7,52 9 A[f1]14] N
138 Z | 64 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 46,46 | klasickd | nod.+dif.| 0 |7,75] 1,05 [ 5,94 | 6,94 5 AJ19] 2| N
139 M | 65 uzlina poz. | poz.| poz. {oj. FDB| 37,21 | small cell | difuzni | 0 | 40 | 1,09 | 6,67 | 7,47 7 Al13]1 4] A
140| Z | 68| kotenjazyka | poz. | poz.| poz. |sit FDB]| 16,27 | klasicka | nodularni| 0 |7,47] 1,01 | 6,05] 6,40 5 N|62| 4] N
1411 M | 67 uzlina neh. | poz. | poz. |sit FDB| 33,96 | small cell | nodularni| 1 | 429] 165 | 7,96 | 8,69 8 All12]1 4] A
142]| Z [ 59| kostnidien | poz. |poz.|poz.| neg. klasicka | T-interst.| 2 | 63 | 3,41 | 8,02 9 All2] 4] A
143| M | 62| tenké stievo | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 30,14 | klasicka | m.z+dif.| 0 [ 7,1 | 2,64 | 6,39 ] 7,03 6 Al32] 2] N
1441 M | 74 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 29,32 | klasickd | difazni | 1 16,07] 1,35 [ 6,35 | 6,98 5 Al 2|4] A
145] 7 | 59 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 56,75 | klasickd | m.z.+nod.| 0 |7,14] 1,26 | 5,84 | 7,06 4 All12]3] A
146 M | 68 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 36,01 Klasicka | difuzni | 0 {7,52] 1,11 | 6,11 ] 6,88 5 Al10] 4] N
1471 M | 67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 22,82 | klasicka | difuzni | 1 {9,01] 0,97 | 6,07 ] 6,55 4 N[{50]4]| N
1481 M | 67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 50,75 | klasicka | nod.+dif.| 2 [8,14] 1,74 | 7,07 | 8,15 8 Al 2]14] A
149 7 | 78 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 15,74 | klasicka | difuzni | 1 | 95| 0,88 | 7,36 | 7,70 7 Al23]1 4] A
150| M | 58 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 9,00 | klasicka | diftzni | 1 |32,3] 1,78 | 6,63 | 6,82 7 Nj46| 4] A
151 M | 55 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 30,00 | klasicka | difuzni | 2 {10,4] 0,97 | 6,40 | 7,04 6 Al43]1 4] A
152 M | 76 | kostni diein | poz. | poz.| poz. | neg. klasicka | T-interst.{ 0 ]19,48| 0,89 | 6,36 5 N|[43] 4] N
153 72 | 71| kostni dteri | poz. | poz.| poz.| neg. klasicka | T-interst.| 0 ]12,2] 1,33 | 6,52 7 Al 2]14] A
154] 7 | 69 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 31,98 | klasickd | m.z.+dif. | 0 |5,33] 0,97 [ 5,92 | 6,60 3 AJ2l]1 2] N
155| M | 53 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 70,00 | klasicka | difazni | 2 | 90 | 3,16 [ 791 | 9,41 9 Al 8]4] A
156| M | 53 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,19 | klasickd | nodularni| 3 | 4 | 1,10 [ 6,01 | 6,25 5 All12]1 4] A
1571 M | 54 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 7,49 | Klasicka | difuzni | 1 ]8,4] 093 | 555| 5,71 3 N[128] 3| N
158| M | 46 | tlusté stievo | poz. | poz.|{ poz.| neg. | 20,55 | small cell | difazni | 0 JUNK| 0,97 N |125] 4
[159]| M | 70| kostni dfenn | poz. | poz.| poz.| neq. | 57,96 | klasicka T-dif. 2167 183 | 713] 837 9 Nj16f4] A
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C. M.prfU.| PE.smrti | LUIGITI JICNS| P | P11 K SQQEX. Os.]KDIW| S| Ly. | Hb. | Tro.|Lécba LlinieTyp léEbyl Rit.[RadOdp. Sgoé.b.|
128] 67 | N Al N [N] N INININININ| N|NJ|A[N[A] 43 ] 138] 134 [Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2950
129] 19 | Al progrese | A| N |N| N NI NIN|NIN] N| NJ] AJA|N| 39 | 147 | 117 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2217
130] 9 | Al progrese | A| N |N| N NI N[NININ] N|NJ]A|NJA]236| 95| 97 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | PD | 1780
131] 68 | N N[ N|N|] N |INININ[NINf N|NJ] AJA[NJ]315]|148] 292 | Ost.neint. |neintenz.| A | A | CR | 5595
132] 69 | N Al A [N] N ININJNININ| N|NJ|NfN[NJ|344] 90 | 356 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 5670
133] 71 | N A] N |N] N [N[NININ|N| NI N| N[AINJ] 21 ]142] 231 | Ost.neint. |neintenz.{ A | A | CR | 1971
134] 63 | N Al A|N] N [N[NIN|JN|N] NI N| N[AINJ] 11 ]126] 317| R-CHOP |neintenz.{f A | N | CR | 4345
135] 18 | A progrese| A| N |N|] N NI NJN|IN|N] N| NI NJN|INJ|34,6|139]| 176 chir.res. N [ N |CRu| 2841
136] 20 | Al progrese [ A| N |[N] N NI N|N|INJN] N|N|]AJA|INJ] 20 | 135] 131 Flu neintenz.| A | N | PR | 4345
1371 1 | Al progrese] A| N [N| N INJN|N|N|N] N|NJ|AJIN|JA]|57,8]| 126 | 252 Flu neintenz.{ N | N | PD

138 20 | A progrese | A| N |N] N |N]N|NJNJNJ] NJN] NJA|N[30,1] 153| 171 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 2983
139] 16 | A progrese| A| N |A] N NI N|N|N|N]| N| NJ AJNJA]|895]| 84 | 56 Ost.neint. | neintenz.| A | N | CR | 3942
140] 62 | N Al N |N] N |IN|NJN|NIN| N]NJ] AJA|IN|[343]134| 373 | Ost.neint. |neintenz.]| A | N | CR | 4820
141 12 | Al progrese [ A| N |N] N NI N|IN|NJN| N| N| A|N|JNJ93,1]86,6] 157 | Ost.neint. |neintenz.]| A | N | CR | 4172
142 22 | Al progrese| A| N |N] N |N|N|INJNJN|f N|N] A|JNJA[89,6] 97 | 16 [Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR

143] 60 | N Al AIN] N [IN[NINJNIN|]N | N| N[NINJ18,8]104] 761 | Ost.neint. |neintenz.{ A | N | CR | 2475
1441 3 | Alprogrese[{ A| N |N] N [N N|IN|NJN] N|N|] A|IN]JA[285] 88 |81,3 CVP neintenz.| N [ N | PD | 3278
145] 21 | Al progrese | A| N |N| N NI NINININJ] N | N] N|N|N| 38 |152] 176 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 3223
146] 20 | Al progrese [ A| A [N] N [N N|IN|NJN| N| N| A|N|NJj24,6] 147] 188 | Ost.neint. |neintenz.]| A | N | PR | 3332
147] 50 | N Al AIN|] N ININININJA| N | NfN[NfN| 14 ] 133] 164 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 4706
148] 3 | Al progrese | A[ N IN| N [N|IN[N|INJIN]JN | N]JAINJA| 38 [134]61,9] R-CHOP |neintenz.] A | N | PD | 3380
149] 23 | Al progrese | A[ N IN| N |[N|N[N|INJINJN | N]JA|IN|N|94,2|118] 179| R-CHOP |neintenz.] A | N | PR [ 5815
150] 46 | N A[N [N N INIJNIN[NIN|N | NfA[NJA] 77 |81,9]13,1| Int.s ASCT Jintenzivnifi A [ N | CR

151| 47 | N A[N [N N INIJNIN[N|N|N | NfA[NJA] 57 | 112]| 168 | Int.s ASCT Jintenzivnifi A [ N [ CR

152| 43 | N A]l N NI N [N[NINININ|N | NJAININ] 46 | 146] 252 R-CHOP |neintenz.{ A [ N | CR

153] 2 | Al progrese] Al N [N|J N INJNIN|ININ|N | N] AIN|N]| 57 | 124 | 232 R-CHOP |neintenz.{ A | N | PD

1541 21 | Al UNK [A[ N IN| N IN|IN[NINJIN]JN | N]NJAIN| 28 [129] 300 | Ost.neint. |neintenz.]| A | N | CR [ 4618
155] 20 | Al progrese | A| N JA[ N |[N|NIN[NJIN|N | N] AIN[A| 66 | 131| 288 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR

156 32 | Al progrese| A| N IN| N AN |NJNINJA | N] AIN|N| 20 | 134 149 |Int.bez ASCT]intenzivnil N | N | SD | 4986
157| 128 | N Al A INI N IN|ININ|NIN|N | N| NIN|IN 147 | 223 | Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | CR | 3780
158| 125 | N Al A|N] N [N[NINJNJN| N | NJ]A[N|N]30,1]151] 244 [ Int.s ASCT Jintenzivnif N | N | CR | 5094
[159] 16 | N AN NI N ININININININ | NJAIN|N[485] 93 | 271 | Ost.neint. |neintenz.{ N | N | PR | 2281
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C. Poh.VéMok. vzorku |CD20ICYklI CD5| CD23 [Prol.a.) Morf.v, | Architv. |EC.ILeulLDH/n|MIPIIb-MIPI|s-MIPI|Pr.|P.d.|KS[B-sy.
160| M | 64 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 20,08 | klasickd | nodularni] 1 | 65| 0,74 [ 5,67 | 6,10 3 Al30] 4] A
161| M | 86 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 15,74 | klasickd | m.zone | 0 | 6,3] 0,96 | 6,58 | 6,92 4 Al22] 3| N
162] Z | 53 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 14,58 | klas.+MZ| m.z.+dif.| O [ 86 | 0,98 | 5,56 | 5,87 3 N|115] 3| N
163| M | 57 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,64 | klasickad | nodularni| 0 | 85| 0,64 | 545| 5,69 2 A[53] 4] N
164]| 7 | 63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 20,64 | klasickd | difazni | 0 ) 95| 1,09 [ 6,01 | 6,46 5 A[10] 4] N
165| M | 66 slezina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 14,59 | klasickd | difazni | 0 1 6,1| 092 [ 584 | 6,15 3 NJ103] 4| N
166| M | 49 uzlina poz. | poz. | poz. |sit FDB| 20,04 | klasickd | nodularni| 0 |11,4] 0,87 | 5,46 | 5,89 3 N 102 4| N
167| M | 70 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 10,91 | Klasicka | nodularni| 2 ]10,5| 1,26 | 7,08 | 7,32 9 Al13]14] A
168| M | 60 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 13,55 | klasickad | nodularni| 0 |10,1] 0,78 | 5,73 | 6,02 5 Al53] 4] N
169]| Z | 75| tlusté sttevo | poz. | poz.| poz.|oj. FDB| 25,47 | small cell | nodularni| 0 | 9,4 0,48 | 594 [ 6,49 4 Al12] 4] N
170 M | 55 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 20,73 | klas.+MZ | nod.+dif.| 0 [ 79| 0,68 | 5,37 | 5,82 3 AlJ20] 4] N
171 M | 58 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 19,82 klasickd | nod.+dif.| 0 |27,7] 1,47 | 6,45| 6,87 6 Al 1]4]| N
1721 M | 62 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 32,32 | MZ+SC | nod.+dif.| 1 | 7,7 | 0,87 [ 576 | 6,45 4 A[10] 4] N
173]| Z | 63| kostnidien [ poz. [ poz.| neg.| nehod. T-interst.| 0 | 14 | 0,85 | 6,03 5 N|52] 4| N
1741 M | 62 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 9,83 | small cell | noduléarni| 2 {28,5] 1,18 | 7,17 | 7,38 9 All18]1 4] A
175| M | 65 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 19,08 | klasickd | nodularni| 1 | 8,4| 0,67 [ 5,75| 6,15 3 A[19] 4] N
176| M | 50 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 21,03 | klasickd | nodularni| 0 |14,3] 0,57 | 5,34 | 5,79 3 Al[13] 4] N
77| M | 73 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 35,24 | klasicka | nod.+dif.| 1 | 6,5] 0,67 | 593 | 6,68 4 A[O0O]4] N
178| M | 76 | kofen jazyka | poz. | poz.| poz.| poz. | 19,56 | klasicka | difuzni | 0 | 7,2| 057 | 598 ] 6,40 4 N|64| 1| N
179| 7 | 47 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 9,03 | klasickd | m.z.+dif. | 2 | 3 | 1,73 | 595] 6,15 5 Al43]1 4] A
180| M | 75| mediastinum | poz. | poz.| poz.| neg. | 30,76 | klasicka | difuzni | 1 [ 58| 1,20 | 6,29 ] 6,95 5 Al14] 4| N
181 M | 59 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 21,19 Klasicka | difuzni | 0 | 56| 1,02 | 562 | 6,07 3 Nf61]4]| N
182] 7 | 63 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 3,83 | klasickd | nod.+dif.| 0 |22,7] 1,00 | 6,32 | 6,40 7 N|41] 4| N
183| M | 61 slezina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 15,12 | klas.+SC | nod.+dif.| 0 [ 8,1 | 1,50 | 6,07 | 6,39 6 N|54] 4| N
184 7z | 70 Zaludek poz. | poz.| poz.{ neg. | 15,12 | Kklasicka neh. 0]6,1] 101 | 6,03] 6,36 5 Af20] 4] N
185| M | 70| kostni diett | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 32,25 | klasicka | T-interst.| 1 [ 6,7 | 1,34 | 6,24 ] 6,93 6 N|15] 4| A
186| M | 75 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 9,64 | MZ+SC | nodularni| 1 | 8,2] 098 | 631 | 6,52 5 Al4]14] A
187| Z [ 57| tlusté sttevo | poz. | poz.| poz. [sit FDB]| 15,16 | klasicka neh. 0]53| 1,07 | 555] 5,88 3 N|125| 4| N
188| M | 54 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 11,75 | klasicka | nodularni| 1 | 54| 1,47 | 5,64 ] 5,90 3 Al48] 4] N
189] 7 | 58 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 15,10 | klasickd | nod.+dif.| 0 | 99| 0,59 [ 549 | 5,81 2 Al[39] 4] N
190] 2 | 71 uzlina poz. | poz.| poz. |oj. FDB{ 30,20 | klasickd | nodularni| 1 [ 48| 0,69 | 5,75 6,39 4 Al251 4] A
[101] z [ 83 tonsila poz. | poz.| poz. {oj. FDB]| 1566 | small cell { difuzni | 2 | 73] 083 | 7,15| 748 7 _|JAJ12] 4] N

Priloha 2.11



C. M.prfU.| PE.smrti | LUIGITI JICNS| P | P11 K SQQEX. Os.]KDIW| S| Ly. | Hb. | Tro.|Lécba LlinieTyp léEbyl Rit.[RadOdp. Spoé.b.|
160 92 | A| jind Al AIN] N INININININ|N | NfA[N[A]305]128] 178 [Int.bez ASCT]intenzivnil N | N | CRu| 3347
161] 24 | Al progrese{ A N |[N] N NN IN|N|IN|N |N NIN|] 45 | 1241 285 Flu neintenz.| N [ N | CR | 4867
162] 115| N A[N [N] N INININ|ININ|]N | NfN[NINJ]20,4|149] 198 | Int.s ASCT Jintenzivnii N [ N | CR | 3264
163] 97 | Al progrese | A| N IN| N |N|N[NINJN|JN | A] AIN|IN| 24 [149]| 273 | Int.s ASCT Jintenzivnil A | N | CR | 3204
164[ 15 | Al progrese| A| N IN| N NN |NJNJIN|N JA] A|IN|JN[31,6] 141 248 |Int.bez ASCT]|intenzivnil N | N | CR | 3628
165] 103 | N Al N IN]J N INININ|ININ|N | NJ]AINJA]375]118] 421 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 4195
166] 102 | N Al A NI N INININININ|N | NJfA[NJA]37,1]138] 289 | Int.s ASCT Jintenzivnif N | N | PR | 4456
167] 19 | Al progrese [ A| N JA] N |[N|ININ|ININJA | N] AINJA] 84 | 101] 152 CHOP neintenz.| N [ N | PD | 5014
168] 103 | N Al N IN|J N ININJAININ|N | N]J]AJAIN]123]134] 196 CHOP neintenz.| N [ N | CRu| 4044
169] 16 | Al progrese [ A| A IN] N JAIN|IN|INJAIN | N]AIN|N]J] 88| 83 ] 369 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 2646
1701 95 | N Al N IN]J N INININ|ININ|N]JA] NJAIN]295]151] 270 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 1852
1711 3 | Alprogrese[ A| N [NJ] N |[NIN|IN|ININ|JN | N]AINJA]955] 127] 156 CHOP neintenz.| N [ N | PD | 3038
1721 12 | Al progrese [ A| N JA] N |[N|ININ|ININ|JN | A] AINJA]358] 122] 163 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 2172
173] 93 | N Al N IN] N INININ|NIN|JN | NJAINJA[B9,9]150| 214 CHOP neintenz.| N [ N | CR

1741 22 | Al UNK [A[ N IN| N I[NJN[NININ]JN | NJ]AINJA| 84 [113] 168 | R-CHOP |neintenz.] A | N | PR [ 5309
175] 49 | N AN [N|J N IN[NINININ|N | NJ]A[NINJ] 31 ]145]220| R-CHOP |neintenz.{ A | N | PR | 4959
176] 14 | A progrese | A| N |[A] N INIJNJAININ|N | N]J] AINJA]| 81 | 138]| 48 Flu neintenz.{ A | N | SD | 5127
1771 05 | Al progrese | A[ N IN| N |[N|IN[N|INJIN]JN | N]A|INJA|24,2|139]| 117| R-CHOP |neintenz.] A | N | PD | 1680
178 64 | A| jind N[N |[N| N IN[NINININ|N | NJ]NJAIN] 39 | 156 ] 255 Flu neintenz.| A | A | CR | 3624
179 46 | A] komp.l. | A N JA] N NN |NJNJIN|JN | N] AINJA[158] 102| 72 | Int.s ASCT [intenzivnif A | N | PR | 5667
180] 30 | A progrese| A| N |N| N INJNIN|ININ|N | NJAIN|N] 29 | 134 ] 195 CHOP neintenz.{ N | N | SD | 3192
181] 61 | N A|[N [N|] N ININJA[NIN|N | Nf N[NfN]385]104] 229 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | PR | 1491
182] 41 | N AN [N|J N [IN[NINININ|N | NJ]A[NIN]745]149] 226 | R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 4147
183] 54 | N A[ N [N|] N INININININ|N | N A[N|JA]33,2]142] 195| Intsallo. Jintenzivnif A | N | CR | 2262
184] 27 | Al progrese | A A IN| N |[N|IN[N|INJINJN | N]JA|IN|N|371|143]| 264 | R-CHOP |neintenz.] A | N | SD | 2183
185] 15 | N A| N [N|J N [IN[NINININ|N | NJ]A[NJA]57,7] 74 ]116| R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 3798
186] 4 | Al progrese|] Al N |[N|J N INJNIN|ININ|N | N] AINJA]25,2]130] 195 R-CHOP |neintenz.| A | N | PR | 2831
187] 125 | N Al A NI N INININININ|N | N| N [NfA]27,2]114] 370 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 2559
188 75 | Al progrese| A| N IN| N |N|N |NJNINJN | N] AJAIN[20,5] 119 298 | Int.s ASCT [intenzivnif A | N | CR | 4458
189] 56 | A| progrese | A[ N IN| N |N|IN[N|INJINJN | N] AIN|N|311|139]| 339 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CRu| 4193
190 27 | Al progrese{ A N INJ N |[N|ININ|NJIN|N | N]J]AIN|N 1171 96 R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 5080
[191] 14 |Alprogrese | AT N INJ N ININININININ JN]NJAIN 104 | 253 CVvP neintenz.]| N | N | SD | 5684
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C. Poh.VéMok. vzorku |CD20ICYklI CD5| CD23 [Prol.a.) Morf.v, | Architv. |EC.ILeulLDH/n|MIPIIb-MIPI|s-MIPI|Pr.|P.d.|KS[B-sy.
1921 Z2 | 72 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 25,54 | klasicka | nod.+dif. 59 2,79 N|78]1 4] A
193| 7 | 76 [ koten jazyka | poz. | poz.| poz.| neg. | 15,02 klasicka | difuzni | 1 181] 0,64 | 6,10] 6,42 4 Al24]1 4] N
194| M | 53 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 14,12 | klasickd | difazni | 1 ] 48] 0,80 [ 5,20 | 5,50 2 N|39| 3| N
195| M | 70 uzlina poz. | poz.| poz.| poz. | 19,87 | small cell neh. 1{114] 094 | 7,19 ] 7,61 7 Af23]14] A
196| M | 55 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 23,58 | klasicka | nodularni| 0 |3,71] 0,86 | 520 | 5,71 2 N|63| 4| N
197| M | 65 plice poz. | poz.| poz.| nehod. | 31,47 | klasicka neh. 11172 2,23 | 7,69 8,37 8 Al 24| N
198| M | 78 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 16,46 | klasickd | nodularni| 2 |7,54] 1,39 | 7,29 | 7,64 8 Al71]1 4] N
199] 7 | 59 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 25,95 | klasickd | m.z.+nod.| 1 |7,93] 0,92 [ 5,70 | 6,26 3 Al44] 4] N
2001 M [ 70 uzlina poz. | poz.| neg. |sit FDB| 76,47 [pleomorfni] difuzni | 1 {9,46] 0,90 | 6,15] 7,78 5 Al22] 2] N
201| M | 61 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 28,65 | klasicka | nodularni| 0 [8,99] 1,17 | 596 | 6,58 5 |A|6]4| N
2021 M [ 72 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 32,02 | Klasicka | nodularni| 1 {7,86] 1,30 | 6,36 | 7,04 6 Al45] 3] N
203] Z | 70 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 32,86 | klasicka | nodularni| 1 |5,66] 1,01 [ 6,01 | 6,71 5 Al15] 4] N
2041 M | 77 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 58,04 | klasicka | nodularni| 1 ]11,8] 1,89 | 6,92 | 8,17 8 Al5]14] A
205| M | 65 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 31,18 | klasicka | nodularni| 1 {11,9] 1,27 | 6,27 | 6,94 6 Al2]4] A
206| M | 67 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 27,38 | Klasicka | difuzni | 1 ]19,8] 1,23 | 6,53 | 7,12 7 Al30] 4] N
207 2 | 75 uzlina poz. | poz.| poz.{ poz. | 71,02 [pleomorfni] difuzni | 2 {5,83] 2,49 | 7,43 | 8,95 8 Al13] 4] N
208| 7z | 67 uzlina poz. | poz.| neg. |sit FDB| 73,28 [pleomorfni| m.z.+dif. | 1 |4,15] 154 | 6,02| 7,59 5 Alll]l 4] A
2091 M | 60 uzlina poz. | neg. | poz. |sit FDB| 10,67 | klasicka | m.z.+dif. | 1 |16,4] 0,86 [ 599 | 6,22 6 N|53] 4] N
210] Z | 80 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 46,93 | klas.+SC | diftzni | 2 1 59| 1,25 [ 7,20 | 8,20 7 Al[18] 4] N
211 2 | 64 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 47,09 | klasickd | m.z.+nod.| 2 |71,1] 1,43 | 7,73 | 8,74 9 Al38] 4] A
212| M | 67 uzlina poz. | poz. | poz. |sit FDB| 32,89 | klas.+MZ | nodularni| 1 |8,42] 0,90 [ 599 | 6,69 4 Al47]1 4| N
2131 M | 66 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 54,91 | klasickd | m.z.+nod.| 1 |9,69] 1,09 | 6,13 | 7,31 5 Al34] 4] N
2141 M [ 70| o¢ni vicko | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 53,39 | klasicka | difuzni | 0 | 81| 0,84 | 6,04 7,18 5 N[{52] 3] N
215 72 | 76 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 55,31 | klasickd | m.z.+nod.| 1 {7,33] 1,10 | 6,38 | 7,56 6 Af27]1 4] N
216 M | 61 slezina poz. [ neh.| poz.{ neg. | 10,10 | Klasickd | m.z.+nod.| 1 [24,2] 0,68 | 6,04 | 6,26 6 A[5]14] A
2171 M | 66 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 10,68 | klasicka | difuzni | 1 | 2 | 0,78 | 529 | 5,51 3 All1]l4] A
218| M [ 56 cékum poz. | poz.| poz.{ poz. | 8,44 | smallcell| difuzni | 1 {9,2] 0,82 | 558] 5,76 3 N[106] 4| A
2191 M [ 76 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 42,44 | klasicka | nodularni| 2 | 54 ] 1,12 | 6,96 ] 7,86 7 Al 6]14] A
2201 M [ 57 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 23,10 | klasicka | nodularni| 0 {11,8] 0,87 | 5,76 | 6,25 4 Al39] 4] N
221] 7 | 63 tonsila poz. | poz.| poz.| neg. 9,56 | klasickd | difazni | 3 19,7] 1,08 | 671 | 6,92 7 All6] 4] A
222| Z | 74| tlusté sttevo | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 33,43 | Kklasicka | diftzni [ 1 [ 41| 0,83 [ 590] 6,62 4 Al52]l4] A
[223] M | 58| tenké stievo | poz. | poz.| poz. [sit FDB| 30,14 | Kklasicka | difuzni | 1 ]64] 103 | 564 629 3 |Al3]4] N
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C. M.prfU.| PE.smrti | LUIGITI JICNS| P | P11 K SQQEX. Os.]KDIW| S| Ly. | Hb. | Tro.|Lécba LlinieTyp léEbyl Rit.[RadOdp. Spoé.b.|
1921 78 | N AN [N]J N [IN[NINININ| N | N]A[NIN]29,7]163] 300| R-CHOP |neintenz.|{| A | N | CR | 3860
193] 39 | Al progrese | A[ N IN| N |[N|IN[N|INJIN]JN | N]J]AJA|IN|289|116]| 344| R-CHOP |neintenz.] A | N | PR [ 5547
1941 39 | N Al N [N] N INININININ|N | NfN[NINJ| 19 | 154 ] 220 |Int.bez ASCT]intenzivnif A | N | CR | 4951
195] 27 | Al progrese [ A| N JA] N [N|ININ|ININ|N | N]JAINJA]93,1]104] 74 CHOP neintenz.| N [ N | CR | 795
196] 63 | N A|[ N [N] N INININININ|N | N|A[A[N]29,4] 143 ] 155 | Int.s ASCT Jintenzivnifl A | N | CR | 4126
197 6 | Al progrese] A| N JA] N A N|INJNJN] NJN] A]|INJA] 78 | 97 | 144 |Int.bez ASCT]intenzivnif N | N | PD | 1360
198 71 | A| jind A|l N |A] N [IN[NIN|N|N| NI N|JA[NJA] 54 |114] 214| R-CHOP |neintenz.{f A | N | CR | 4951
199] 82 | N A] N |N] N IN[NIN|NIN| NI N| A[A]JA] 28 |]132] 212| R-CHOP |neintenz.{ A | N | CRu| 2266
200] 35 | Al progrese [ A|] N |N] N N NJNJN|N| NfN] N|ININJ 34 ]150] 283 | R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 2197
201 46 | Al progrese [ A|] N [N] N NI NJNJN|N| NI NJ]A[ININJ] 14 J150] 232| R-CHOP |neintenz.{ A | N | PD | 1773
2021 65 | N A] N |N] N [N[NIN|N|N] NI N| N[NJNJ 19 ]136] 197| R-CHOP |neintenz.{ A | N | CRu| 2592
203] 15 | Al progrese [ A| N |A] N NI NJN|JN|N]| NI NJ] A[NJA] 27 ]123] 175 R-CHOP |neintenz.{f A | N | CRu| 2094
2041 5 | A]lprogrese] Al A [A] N ININ|ININ|INf N[NJ|A]|N[A] 44 | 88| 65 R-CHOP |neintenz.{ A | N | PD | 1430
205] 2 | Aflprogrese|{ A] N |A] N N NJNIJN|N] A[N]JA[INJA] 21 ] 98 | 100| R-CHOP |neintenz.{ A | N | PD | 1767
206 62 | N A] N |N] N IN[NINJN|JN] NI N]A[NJA] 38 |]136] 131| R-CHOP |neintenz.{ A | N | PR | 4610
207 13 | A| jind A] N |N] N IN[NIN|NJA] AIN] A[AIN] 19 ]118] 245| R-CHOP |neintenz.{ A | N | CRu| 2371
208] 28 | Al progrese [ A| N [N] N N[ NJN|JN|N]| NI NJ] A[NJA] 18 | 112] 169 R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 1774
209 53 | N Al N [N] N ININJN[N|IN| N|N|A[N[A] 68 | 136] 189 |Int.bez ASCT]intenzivnil A | N | CRu| 4460
2101 23 | A| jind Al N |INJ] N NI NININJN] N NJAJIN|NJ] 23 | 92 | 213 CVP neintenz.| A | N | CR | 3437
211] 54 | N Al N |INJ] N NI NIN|INJN| N]NJ]A]INJA] 14| 82| 15 R-CHOP | neintenz.{f A | N | CR | 2850
212] 51 | N Al N |IN] N |IN|NJN|JNJN] NI NJ]AIN|N 1541 146 | R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 1788
2131 50 | N A] A|N] N [N[NIN|JN|N| NI N|JA[A|N] 25 ]146] 159 R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 2524
214 52 | N A] N |N] N [N[NIN|NJA] NI N| N[AINJ] 23 ]151]130| R-CHOP |neintenz.{ A | N | CR | 3111
215|] 31 | A| jind Al N |INJ] N NI NININJN] N NJ]A]|IN|NJ] 42 | 115] 180 CVP neintenz.| A | N | CRu| 2421
2161 6 | Al progrese] Af N [N] N N[N|NINJN| N|N|AJAJA] 57 | 108] 576 CHOP neintenz.| N [ N | PR | 4723
2171 1 | Al progrese] Af N [N] N NINININ|IN] A[NJ|A|N[A] 48 [102] 46 CHOP neintenz.| N [ N | PD | 5813
218[ 106 | N Al A[N] N JAINININ|N| N| N|A[N[A]50,3]129] 148 | Int.s ASCT Jintenzivnif A | N | CR | 3946
219] 6 | A| jind Al N |INJ] N NI NIN|NJN] N]NJ]A]INJA] 30 | 87 ] 98 Flu neintenz.| A | A | SD | 3075
2201 63 | A| jina Al N |IN] N NI NININJN| N]JA] AJA|N] 18 | 149] 212 Flu neintenz.| A [ N | PR | 4580
2211 31 | Al progrese ] Al N [N] N N[N|NINJA] N| N| N]JA|NJ295] 154] 279 CVP neintenz.| A | N | CRu| 5292
222 68 | Al jind Al A|N] N IN[NIN|JN|N| NI N|] A[AIN]23,9]133] 154| R-CHOP |neintenz.{ A | A | CR | 3952
[223] 3 | A jina Al A IN] N INININININI N]NJNJINJNJ253] 102 249 [Int.bez ASCT]intenzivnif A | N JUNK] 4160
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|_C. [Poh]vekl Lok, vzorku 1CD20ICykl] CD5] CD23 |Prolal Morf.v. | Archityv. [ECILeulLDH/nIMIPI1b-MIP1|s-MIPI[Pr.|P.dJKSIB-sv/
224| 7z | 81| Kkostnidfen | poz. | poz.| poz.| neg. small cell | T-int.+dif.] 3 | 87| 1,05 | 7,29 8 Al23] 4] A
225 Z | 57 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 40,20 | klasickd | difuzni | 4 [27,9] 2,51 | 7,43 | 8,29 9 All1|4] A
226| Z | 63| tlusté sttevo | poz. | poz. 0j. FDB| 22,26 | klasicka | difuzni | 2 [ 79| 059 | 6,28| 6,75 5 N|l42] 4| N
227 Z | 56 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 22,61 | MZ-like | difuzni | 1 [ 53] 091 | 5,42 | 5,90 2 Al 8|4 N
228 M | 61 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 17,98 | klasickd | nodularni| O [ 5,8 | 1,22 | 5,81 | 6,20 4 Al 4]4] N
229 Z | 72 tonsila poz. | poz.| poz. |sit FDB| 12,26 | klasickd | nod.+dif.| 1 [ 58] 1,79 | 6,43 | 6,69 6 Al13] 1| N
230{ M | 79 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 26,24 [klas.+pleo.| nodularni| 1 [ 49| 1,12 | 6,33 | 6,89 5 Al 6 N
231 72 | 66 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 16,24 | klasickd | nod.+dif.| 1 [45,2] 0,64 | 6,44 | 6,79 5 Al27]1 4] A
232| Z | 86| SZsubmand. | poz. | poz.| poz. |sit FDB| 14,86 | klasicka | difuzni | 1 [ 54| 091 | 649 | 6,81 4 Al 7]12] N
233 M | 56 uzlina poz. | poz.| poz. |oj. FDB{ 42,19 | klasickd | nodularni| O [ 5,8 | 1,16 | 5,60 | 6,51 3 All14] 4] N
234 M | 65 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 73,89 | blastoidni | nod.+dif.| 1 [ 33| 1,30 | 6,70 | 8,28 7 Al 6]4] N
[235] Z | 74 uzlina poz. | poz.| poz. |sit FDB| 4429 | Klasicka |m.z.+nod.] 2 |10.1) 104 | 710 ] 8,05 9 Af20]4] A
C. MpriU. | Pismrti[LUIGIT[JICNS[ P PITKISZ]Ol Ex.]Os.JKDIW| S| Lv. [ Hb.| Tro.[Légba Llinie|Typ lé¢byl Rit.[Rad) Odp.|Spoé.b.]
2241 23 | A| jina Al N [N] N ININJN[N|IN| N|N|A[N[A]446] 94 | 203 Flu neintenz.] N | N | PR | 2793
2250 1 | Al progrese| A| N |Al N [N|NIN|JNJN] N|]N|] A|NJA] 32 | 84 | 44 CHOP neintenz.| N | N | PD | 4015
226| 82 | N Al A[N] N IN|JNJNIN|IN| N|NJ|N[A[N] 17 ] 118] 161 Flu neintenz.| A | N | CR | 4416
2271 8 | A| jina Al N [N] N ININJNIN|IN| N|N|A[N[N| 18 | 140] 206 | Intsallo. Jintenzivnif A | N J[UNK]| 3405
228] 4 | A| jina Al N [N] N ININJNIN|IN| N|N|A[N[A] 58 | 84 | 127 |Int.bez ASCT]intenzivnil A | N [UNK]| 5323
229] 76 | N N| N JN|] N N|N|IN|JNIN[ N|N]NJA|N[26,2] 126 211 CHOP neintenz.] N | N | CR | 3059
230] 6 |A| komp.l. [ A| N |N| N [N|N|IN|N|JN| N|N N|N|[38,9] 127 | 136 CHOP neintenz.| N | A JUNK] 2649
231| 44 | Al progrese [ A| N |Al N [N NIN|JNJN] N|N|] A|NJA] 82 | 94 | 187 | R-CHOP [neintenz.| A [ N | PR | 5097
232 13 | Al progrese ] Al N [N] N |NIN|IN[AIN[ N|NJ| N|N[NJ] 32 | 110 ] 218 |jen radioterapie N | A ]| PD | 4415
233] 28 | Al progrese [ A| N [Nf N [N NIN|JNJN] N|N|] A|NJA] 32 [130] 210 | R-CHOP [neintenz.| A [ N | CR | 4309
2341 7 | Al progrese[ Al N [A]l N JA[N[N|NJN] N|N|] A|N|N] 75 | 139] 254 | R-CHOP [neintenz.| A [ N | PD | 2463
235] 52 | N Al N IN] N INJNINININ| N|NJ|A[IN[A] 68 | 67 | 115 CVP neintenz.] N | N | CR | 2100
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Priloha 3 — Seznam 177 pripadu studie mikrovaskularni denzity v lymfomu z plastovych bunék

_('I. Poh.{ Vék | Lok.vzorku | CD20 | cykl. | CDS5 [ CD23 [Prola | Morfyv. | Architv. | EC.|Leu.| LDH/n] MIPI | b-MIPI|s-MIPI

1 | M| 60 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 13,78| Kklasickd [nodularmi| 1 | 12,3] UNK

2 | M | 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 9,78 Kklasicka | nodularni| 2 6,8 0,65 6,26 6,47 5
3 Z 54 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 13,52| Kklasickd [nodularni| 1 [ 40,3 1,05 6,26 6,55 6
4 [ M | 47 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 19,49] klas.+pleo. | difuzni 1 1119 7,85] 6,71 7,13 5
5[ M| 69 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 11,66 klasickd | difazni 1 7,3] UNK

6 | M | 46 uzlina poz. poz. poz. poz. 14,64 Kklasicka | difazni 2 11 1,06] 6,16 6,47 6
7| M| 44 slezina poz. poz. poz. | nehod. 59,37 klasickd |[nodularni| 3 | 14,1 5,58 7,17 8,44 7
8 | M | 66 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 21,70| Klasickd | difuzni 2 8 150 6,94 7,40 8
9 [ M | 42 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,38 small cell | difazni 2 | 532 1,58 6,89 7,14 8
10| M | 70 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 29,45| Klasickd |m.z.+nod.[ 1 151 1,85 7,71 8,34 9]
11| M | 47 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 14,64| Kklasickd [nodularmi| 1 [ 12,1 0,79 5,36 5,67 3
12| M | 39 uzlina poz. poz. neg. | sit FDB 8,62| small cell | nodularni| 1 5,5 0,85 4,80 4,98 1
13| M | 53 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 2,84| small cell | nodularni| 3 6,3 1,90 6,52 6,58 6
14 | 7z | 67 uzlina poz. poz. poz. [sit FDB 5,14| Klasickd | difuzni 2 2,7 1,08 6,34 6,45 6
15| M | 49 | tenké sttevo | poz. poz. poz. poz. 17,90] klas.+pleo. | nod.+dif. | 1 9,7 0,61 5,19 5,57 1
16 [ M | 67 uzlina poz. poz. poz. | oj. FDB| 28,78| Klasickd | nodularni| 3 | 78,1 4,06] 8,49 9,11 10}
17 | M 73 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 17,39| klasicka difazni 1 7,5 1,23 6,34 6,71 6
18 M 68 uzlina poz. poz. poz. poz. 73,15| klasicka | nod.+dif.| 2 6,6 2,23 7,16 8,73 7
19| M 72 uzlina poz. poz. poz. poz. 56,97 MZ-like |[nodularni| 1 | 27,9 1,84 7,08 8,30 9
20 2z | 71 uzlina poz. poz. poz. poz. 33,38[ small cell | nod.+dif.| 2 9,8 185 7,32 8,04 )|
21| Z 67 uzlina poz. poz. neg. |oj. FDB| 26,59| klasickd | nod.+dif.| 1 16 2,54 6,87 7,44 8
2 | M | 71 uzlina poz. poz. poz. |[sit FDB| 34,75| klas.+MZ |m.z.+nod.[ 2 6,5 1,11 6,85 7,59 7
23 | M 73 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 16,77| klasickd | m.z.+dif. [ 1 5 1,05 6,08 6,44 5
24 | M | 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 16,30| small cell neh. 1 4,1 1,86] 5,99 6,34 5
25| M 77 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 34,10| klasickd |m.z.+nod.[ 1 6,8 1,05 6,35 7,08 6
26 | M | 58 tonsila poz. poz. poz. |oj. FDB| 35,02| Klasickd [nodularni| 1 [ 7,96 0,56 5,37 6,13 2
27 | Z 76 uzlina poz. neg. poz. poz. 13,99| klasicka | nodularni| 1 8,6 1,31 6,54 6,84 6
28| M | 73 uzlina poz. poz. poz. poz. 80,10| Klasicka | difuzni 1 8,2 0,98 6,24 7,96 5
29 | M 59 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 13,19 klasickd | m.z.+dif. [ 1 42 0,89 5,42 5,71 2
30| M | 53 uzlina poz. poz. poz. poz. 22,50| MZ-like |nodulari| 2 7,6 1,59 6,49 6,98 7
31| M | 46 uzlina poz. poz. poz. [sit FDB| 13,47 klasickd | nodulami| 0 5,3 0,69 4,90 5,19 1
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L C. [ MVD |Pr.IPdl U [Pismrtil] M.pr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.[ Tro.| Terapie |, linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
1] 158,23] A | 19] N 182 A| 4 N 41] 148[ 253 CHOP neintenz. | N[ N | CR
2] 229,18] A| 31| A | progrese 73]l A 4 N 28| 138| 169 CHOP neintenz. | N [ N PR
3| 202,81 A | 29| A | progrese 72| Al 4 A 88| 114| 171] IntsASCT |intenzivni| N[ N CR
4] 221,65 N |168] N 168 A| 4 A 135| 118] Int.s ASCT intenzivni | N N CR
5| 117,421 A | 13| A | progrese 63| A| 4 N 133] 198 CHOP neintenz. | N N SD
6] 264,97 A | 48] A jind 48[ Al 4 A 130 180 Int.s allo. intenzivni| N | N CR
7] 449,58] A 4 A | progrese 6|l A| 4 A 67| 91| 36 CHOP neintenz. | N N PR
8| 180,84 A 9] A jind 12 A| 4 A 142( 143 CHOP neintenz. | N [ N PR
9| 221,65 A | 20| A jind 30l A| 4 A 89| 68| 47| Int.sASCT |intenzivni| N[ N [ CR
10| 163,88 A [ 18] A | progrese 24 A| 4 A 96 5] 176 CHOP neintenz. | N | N PR
11f 198,42 A | 20| A | progrese 50 N| 2 N CHOP neintenz. | N | A CR
12) 251,79 A | 43] N 150 A| 4 N 35| 170 198 Int.s ASCT | intenzivni| A|[ N | CR
13| 447,69 A | 21| A | progrese 411 A| 4 A 43 90| 196] Int.s ASCT | intenzivni| A | N CR
14] 148,19 A | 24| A | progrese 60l A| 4 A 21] 115 134| Ost.neint. neintenz. | A [ N CR
15| 194,02 A | 46] N 117) A | 4 A 26| 128 185| Int.s ASCT | intenzivni| A | N [ CR
16 135 A 4] A | progrese 5| A| 4 A 88| 61| 42| Ost.neint. neintenz. | N | N PD
17| 189,63 A [ 22| A | progrese 32| A 4 N 22| 149] 135 Ost.neint. neintenz. | A N CR
18| 133,12 A 1l A jind U Al 4 A 16| 135| 46 CHOP neintenz. | N | N | UNK
19] 203,44 A | 25| A jind 38| A| 4 N 64] 125 233 R-CHOP neintenz. | A [ N | CR
20{ 249,91 A 6] A | progrese 8| A| 4 A 60{ 103] 250 R-CHOP neintenz. | A | N PR
21{ 97,953] A | 23] A | progrese 41 A | 4 A 23 122] 59 R-CHOP neintenz. | A | N PR
22| 291,35] A | 15| A | progrese 18] A| 4 A 29| 152] 79| Int.s ASCT |intenzivni|{ A [ N PR
23| 94,813 A 7| A | progrese 29 N[ 3 N 50f 154] 193 R-CHOP neintenz. | A | N CR
24| 131,86] A | 48] A | progrese 94| A| 4 N 52| 111] 122 Int.s ASCT |intenzivni| A [ N CR
25| 264,97 A | 17| A | progrese 21 A| 4 A 23] 143| 243 R-CHOP neintenz. | A| N | CR
26| 128,09 A | 41| A jind 47 N | 3 N 135[ 274] Int.s ASCT | intenzivni| A | N CR
27| 111,14 N 3] N 3] N| 3 N 20] 134| 201 CHOP neintenz. | N | N | CRu
28| 140,02 A | 24| A | progrese 32 N[ 2 N 39| 135] 232 R-CHOP neintenz. | A | N CR
29| 106,74] A | 21| N 124 A| 4 N CHOP neintenz. | N [ N PR
30{ 260,58] A 2| A | progrese 3] A| 4 A 32| 86| 98 CHOP neintenz. | N | N PD
31] 15321 A | 67 N 121 N | 3 N 23] 159| 214 CHOP neintenz. | N[ N | CR
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| C. |Poh.]Vek] Lok vzorku | CD20 | cykl. | CD5 | CD23 |Prola.| Morfv. |Architv.| EC |Leu.|LDH/n| MIPI [b-MIPI|s-MIPI
32| M | 64 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 32,36] Kklasickd | difuzni 1 9,4 1,12 6,06 6,75 5
33 M 67 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 12,80| KklasickA [m.z.+nod.| 0 6,1 0,60 5,62 5,89 2
34| Z | 68 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 7,54 Kklasickd |m.z.+nod.| 1 7,8 1,35 6,24 6,40 5
35 M 60 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 32,06| Kklasickd | nod.+dif.| 1 5,4 1,25 5,76 6,44 4
36| 2 | 59 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 20,32| klasickd | nod.+dif.| 2 [ 44,6 1,34 7,32 7,76 8
37 | Z 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 35,51| Kklasicka diftzni 0 5,8 0,61 5,47 6,23 2
38| M | 62 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 10,99| Kklasickd | difuzni 1 6,9 101 581 6,04 5
39 [ M 74 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 6,81 klasicka diftzni 1 | 38,6 0,83 6,81 6,96 7
40 | M 80 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 16,17| klasickd |m.z.+nod.[ 3 3,3 0,96 6,81 7,15 6
41 | M 61 tonsila poz. poz. neg. 59,21 klasicka diflzni 1 8,8 0,87 5,78 7,05 4
42 | M | 44 | dutina Gstni poz. poz. poz. |sit FDB 7,94 small cell neh. 0 6,5 0,79 5,00 517 1
43 | M 73 tonsila poz. poz. poz. neg. 38,15| pleomorfni | difazni 0 8,6 0,58 5,96 6,77 4
44 | M | 64 orbita poz. poz. poz. |sit FDB 6,78| klasicka |nodularni| 1 57 0,75 5,62 5,76 3
45 M | 52 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 24,14 Kklasicka diftzni 2 | 144 2,05 6,87 7,39 8
46 | Zz | 28 uzlina poz. poz. poz. poz. 21,96] small cell | difuzni [ 0 8,5 0,86 4,59 5,06 2
47 | 7 85 uzlina poz. poz. poz. poz. 8,25| klas.+MZ | nodularni| 2 | 8,12 0,72 7,18 7,36 7
48 | M 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 16,41 klasickd | nodularni| 2 6,4 1,73 6,83 7,18 7
49 | 7 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 17,35| small cell | difazni 1 7,6 1,33 5,87 6,24 4
50 | M | 49 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 8,26 Kklasicka difazni 1 7,9 1,78 5,74 5,91 4
50 | M 60 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 64,32| pleomorfni| difazni 2 | 292 2,81 7,63 9,00 10}
52| Z | 69 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 13,15| Kklasickd | noduldrni| 1 2,2 0,56] 5,23 5,51 2
53 | Z 78 uzlina poz. poz. poz. poz. 10,98| Kklasicka diftzni 3 3,7 0,91 6,75 6,98 6
54 | M | 59 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 35,37| klasickd | nodularmi| O 6,5 0,59] 5,36 6,11 1
55 M | 55 uzlina poz. poz. poz. poz. 25,50 small cell | m.z.+dif.| 1 6,9 0,84 5,44 5,99 3
56 | M | 69 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,35| Klasickd |noduldrni| 2 | 23,8 1,16] 7,34 7,58 9
57 | Z 62 uzlina poz. poz. poz. poz. 18,04| klas.+MZ | nodularni| 2 2,2 1,22 6,15 6,53 6
58 | M 65 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 21,07| klasickd | nod.+dif.| 2 | 215 0,92 7,01 1,47 8
5 | Z 60 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 53,45| Kklasicka diftzni 1 3,5 1,66 5,75 6,90 5
60 | Z | 53 | sliznice rekta | poz. poz. poz. |sit FDB| 29,30 Kklasickd | difuzni 1 ]175 1,12 5,93 6,56 6
6l | Z 50 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 52,00| Klasickd [ nod.+dif.| 3 | 16,6 2,22 6,90 8,02 9
62 | Z | 59 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 38,41] Kklasickd | difuzni 1 4,7 1,43] 5,75 6,57 3
63 | M 62 uzlina poz. poz. neg. |sit FDB 9,56| klas.+MZ |m.z.+nod.| 1 | 15,6 0,93 6,09 6,29 6
64| M | 74 tonsila poz. poz. poz. | nehod. | 25,33] MZ-like | nod.+dif.| 0 5,9 0,96 6,14 6,68 4
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L C. [ MVD |Pr.lPd] U | Pismrtil] M.pr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.| Tro.| Terapie I linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
32| 352,88] A 2| A | progrese 19 A 4 N 51[ 164| 139| Int.bez ASCT | intenzivni| N | N PD
33| 154,46] A | 46| A jind 46| N | 1 A 18| 162| 217 Flu neintenz. | N | N CR
34 170,791 A | 24| N 103| A | 4 A 33| 101] 124 CHOP neintenz. | N [ N PR
35| 230,44 A| 24| A UNK 97| A| 4 A 28] 130 128| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
36| 18523 A | 38| A | komp.l. 78 A| 4 A 74( 109| 203 R-CHOP neintenz. | A | N PR
37| 67,186] N | 78] N 78] A| 4 N 33| 140 237| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
38| 114,28 A | 32| A jind 54 A| 4 A 12| 141| 269 Flu neintenz. | A | N CR
39| 264,971 A | 22| A | progrese 29| A| 4 N 83| 149 311 Flu neintenz. | A | A CR
40| 208,46] A 5| A | progrese 5| A| 4 A 36,9 91 56 CVP neintenz. | N | N SD
41| 113,021 A 6] A | progrese 13| N 3 A |27,8]|136| 165]| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N PD
42] 336,56] A | 47| N 71 N[ 3 N 30{ 152| 278| Int.s ASCT |intenzivni| A | N CR
43] 129,98] A | 13| A jind 18 N| 2 N |24,9|148| 310 R-CHOP neintenz. | A | N CR
44| 206,58] A 9] A jind 9l A| 4 N |19,7 155| 173 Flu neintenz. | A | N SD
45| 339,07 A | 11| N 58| A| 4 A 692 78] 92| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N PR
46| 143,16 N | 61| N 61| A| 4 N 35| 148| 256] Int.s ASCT |intenzivni| A | N CR
47| 179,12] A | 18| A | progrese 18| A| 4 A |40,2] 109] 222 CVP neintenz. | N N SD
48] 186,491 N | 56/ N 56| A| 4 A 26| 124] 201| Int.s ASCT |intenzivni| A | N CR
49 109,26] N | 54| N 54| A | 4 A 110 357| Int.s ASCT intenzivni| A | N | CRu
50 69,697 N | 52| N 52 A | 4 A 16,71 117 262 Int.s ASCT | intenzivni| A | N CR
51| 129,35] A | 10| A | progrese 11l A | 4 A 69,6/ 99| 63| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N PR
52| 197,79] A | 35| A | progrese| 100 A | 4 A 20[ 121] 206 CHOP neintenz. | N | N | CRu
53| 126,21 A | 14| A | progrese 72| A| 4 A |15,3| 117 124 Ost.neint. neintenz. | N N PR
54 182,09 A | 25| N 131 N | 3 N |22,9|155| 250 CHOP neintenz. | N [ N CR
55| 119,931 A | 106 A jind 106 N 3 N |26,1| 142 225| Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N CR
56( 145,67 A 3| A | progrese 5| A| 4 A 65| 130] 227 CHOP neintenz. | N | N PD
57| 67,186] A | 53| A | progrese 69l N| 3 A 15| 134] 196 Int.bez ASCT | intenzivni|{ A| A | CR
58| 183,35 A | 19| A | progrese 32 A| 4 A |15,3] 146 219| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
59| 190,25 A | 87| A | progrese 89| N| 3 A 34| 125| 170| Intbez ASCT | intenzivni| A | N CR
60 141,091 A | 13| A | progrese 17 A 4 A 49| 115 278] Int.s ASCT | intenzivni| A [ N PR
61| 307,67] N | 101| N 101l A| 4 A 43| 111] 73| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
62| 109,88] A | 64 N 102] A | 4 A 56| 112| 134| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
63| 138,14 A 1] A jind 1l A| 4 A 20| 85| 546| Int.bez ASCT | intenzivni| N N | UNK
64| 136,88] N | 98] N 98 A| 4 N [54,3[ 155] 194 Flu neintenz. | A| N CR
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| C. |Poh.]Vek]| Lok vzorku | CD20 | cykl. | CD5 | CD23 |Prola| Morfv. |Architv.| EC |Leu|LDH/n| MIPI [b-MIPI|s-MIPI
65 | M | 54 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 19,90] Kklasickd | difuzni 0 [ 8,65 123 5,73 6,16 4
66 | M 73 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 490| Kklasicka diflzni 1 | 8,89 0,62 6,01 6,11 4
67 | 2 | 80 slezina poz. poz. poz. |sit FDB| 60,55| Klasickd | difuzni 2 | 14,6 1,08 7,48 8,78 9
68 | M 70 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 12,48| Kklasicka difazni 0 | 124 1,02 6,33 6,60 7
69 | M | 79 orbita poz. poz. poz. |sit FDB| 33,29| Klasickd | nod.+dif.| 1 | 10,9 0,92] 6,54 7,25 6
70 M | 49 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 46,51| klas.+MZ [ nodularni| 1 5,7 1,31 5,42 6,42 2
711 2 | 79 tonsila poz. poz. poz. |oj. FDB| 27,20] Kklasickd | difuzni 1 5,5 0,85] 6,21 6,79 4
72 | Z 58 uzlina poz. poz. poz. poz. 18,14| klasicka | nodularni| O 8 0,56 5,37 5,76 2
73] Z | 55 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 45,06] Klasickd | nod.+dif.| O | 9,55 0,90] 5,62 6,59 3
74 | M 67 duodenum poz. poz. poz. |sit FDB| 17,53| Klasickd | nod.+dif.| 0 7,8 0,93 5,98 6,36 4
75| Z | 32 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 57,75| Klasickd | nod.+dif.| O | 6,11 0,96] 4,66 5,90 1
76| M | 51 uzlina poz. poz. poz. poz. 18,61| klasicka | nodularni| 1 7,3 3,86 6,23 6,63 5
77| M | 76 uzlina poz. poz. poz. poz. 29,99| Klasickd | noduldrni| 2 | 15,9 0,94 7,29 7,94 9
78 | M 64 uzlina poz. poz. sit FDB| 66,48| klasicka diftzni 4 | 43,7 1,27 7,46 8,88 9
79 | M | 78 | kofen jazyka | poz. poz. poz. poz. 11,81 Kklasicka | difazni | O 4,5 0,58] 5,87 6,12 3
80 | Z 82 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 24,23| Kklasickd [nodularni| 3 | 15,1 1,03 7,54 8,06 10}
8l | M | 55 uzlina poz. neg. poz. poz. 42,21| pleomorfni | difuzni 2 | 104 4,34 7,29 8,19 8
82| Z 37 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 73,97| blastoidni | difazni 0 | 5,38 1,39 5,01 6,59 2
83| M | 67 tonsila poz. poz. poz. |[sit FDB| 18,12| klas.+MZ | m.z.+dif.| 0 [ 7,92 0,98 6,02 6,40 4
84 | M 72 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 19,22| KklasickA [m.z.+nod.| 1 [ 7,53 1,40 6,39 6,80 6
8 | M | 37 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 8,14 klas.+MZ | nodularni| 0 | 5,74 0,80 4,71 4,88 1
86 | M 70 | hrudni sténa | poz. poz. poz. neg. 28,34| klasicka diftzni 3 | 8,64 1,37 7,06 7,67 8
87 | M | 74 uzlina poz. poz. poz. poz. 17,92 klasicka | nod.+dif.| O | 8,88 103] 6,34 6,72 6
88 | M | 56 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 17,09] KlasickA [m.z.+nod.| 0 [ 37,3 0,83 6,16 6,53 5
89 | M | 53 uzlina poz. poz. poz. neg. 25,18| klasicka difazni 2 | 742 1,70 6,52 7,06 7
Q| Z 76 uzlina poz. poz. poz. neg. 38,60]| pleomorfni | difazni 2 1939 1,79 7,46 8,29 9
91 | M | 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 26,31 Klasickd |nodulédrni| 1 | 10,4 1,25 5,92 6,48 5
92 [ M 66 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 30,22| Klasickd [ nod.+dif.| 0 [ 9,51 1,17 6,16 6,81 5
93| Z 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 64,38] pleomorfni| m.z.+dif. [ 0 8,1 2,40 6,42 7,80 6
94 [ M 73 hltan poz. poz. poz. |sit FDB| 30,06| small cell | nod.+dif.| 1 [ 8,09 1,18 6,35 6,99 6
95 | M | 58 | tvrdé patro poz. poz. poz. |sit FDB| 23,44 klas.+SC | difazni 1 ]934 0,73] 5,59 6,09 3
% | Z | 72 jazyk poz. poz. neg. neg. 26,38| klasicka |nodulami| 0 | 11,6 1,16 6,45 7,02 7
97 | M | 82 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 12,18] Klasickd | difuzni [ 0 | 5,52 0,67] 6,18 6,44 3

Pfiloha 3.5



L C. [ MVD |Pr.lPd] U | Pismrtil] M.pr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.| Tro.| Terapie I linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
65| 127,46] A | 17] A | progrese 31 Al 4 A 21] 134] 190| Int.bez ASCT | intenzivni| A N | CR
66| 176,44] A | 49| N 98] A| 4 A 69] 103| 79 R-CHOP neintenz. | A | N | CR
67{ 109,26] A 1| A | progrese 2| A 4 A 22| 106] 688 Flu neintenz. | N | N PD
68| 112,391 A | 16| A | progrese 63| A| 4 N 16[ 166] 191 R-CHOP neintenz. | A | N | CRu
69| 124,32 A | 13| A | progrese 17 A 4 A 59( 118] 170 CVP neintenz. | N | A PR
70| 116,16] A 6] A | progrese 7A| 4 N 21| 148| 271| Intbez ASCT | intenzivni| A | N PD
71| 60,146 A 8] A | progrese 171 A| 4 A 17] 117] 298 CVP neintenz. | N | N | CRu
72| 206,58 N | 84| N 84| A| 4 N |13,4]| 152] 185 Flu neintenz. | A [ N | CR
73] 204,071 A | 21| N 91l A | 4 N 27| 150 208| Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N | CR
74] 350,73] A | 22| N 88| A| 4 N |27,7] 151] 242 Flu neintenz. | A [ N | CR
75| 158,23] A | 25| A jind 371 A 4 N 23| 138 137 Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N | CR
76| 103,6] A | 52| N 91l A | 4 A 11] 116] 234| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N [ CR
77] 109,26f A 5] A | progrese 8| Al 4 A 60| 103] 70 Flu neintenz. | N | A | PD
78( 196,53 A 5] A | progrese 8| A| 4 A |82,8]121] 226 R-CHOP neintenz. | A N CR
79| 75,348 N | 48| N 48] N | 2 N |23,4] 149] 168 R-CHOP neintenz. | A [ N | CR
80| 236,72 A 2| A | progrese 3 4 A |56,8] 88| 244 Flu neintenz. | N N PD
81| 287,58 A 2| A | progrese 3] A| 4 A 441122 127 R-CHOP neintenz. | A | N PD
82| 142,53 A 6] A | progrese 171 N 3 N | 19,2 125 189| Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N PD
83| 144,42 A | 60| N 77) N | 2 N |24,3] 141] 247] Ost.neint. neintenz. | A [ N | CR
84| 157,6] A 8| A jind 8| A| 4 N |26,7| 146] 288 Flu neintenz. | A | N | CRu
85| 153,84 A | 38| N 74 A 4 N 36| 100 167| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N [ CR
86| 219,77] A | 26] A | progrese 50 4 N |22,6[148| 255 Ost.neint. neintenz. | A [ N CR
87] 239,23] A | 57| N 76 A| 4 A 23] 154| 228 Flu neintenz. | A | N | CR
88| 340,32 A | 28] A | progrese 50 A| 4 N | 78,5( 126 151| Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N CR
89( 110,51] A | 19| A | progrese 54 A | 4 N ]19,9|112] 186| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N | CRu
90| 120,56] A | 16| A | progrese 16| N| 4 N 18] 129] 714 Ost.neint. neintenz. | N | N | CRu
91| 126,21 A | 25| N 67] A| 4 A 43| 138 134| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N | CR
92| 102,35 A 9] A | progrese 191 A| 4 A 39| 147] 117| Intbez ASCT | intenzivni| A | N CR
93[ 232,95 A 7| A | progrese 9 A| 4 N ]23,6| 95 97| Intbez ASCT | intenzivni| A | N PD
94| 220,11 A | 63| N 68| A| 4 N |31,5[148]| 292 Ost.neint. neintenz. | A | A CR
95| 173,3] A | 42| N 71 N| 2 N 21] 142| 231| Ost.neint. neintenz. | A| A | CR
96| 111,771 A | 54| N 63] N| 4 N 11] 126] 317 R-CHOP neintenz. | A [ N | CR
97{ 99,837] A | 16| A | progrese 18] N[ 1 N [34,6[139] 176 chir.res. N| N [CRu
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| C. 1Poh.| Vek [ Lok vzorku | CD20 [ cvkl | CD5 | CD23 | Prola. | Morfv. | Architv. | EC [Leu. | LDH/M | MIPI {b-MIPIl|s-MIPI
98 [ M ] 79 tonsila poz. poz. poz. |oj. FDB| 33,56] Klasickd | difuzni | 0 | 6,85 0,86 6,31 7,03 5
9| 7z 64 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 46,46] Kklasickd [ nod.+dif.| 0 [ 7,75 1,05 5,94 6,94 5
100| Z | 68 | kofen jazyka | poz. poz. poz. |sit FDB| 16,27 Klasickd | noduladrni| 0 | 7,47 1,01 6,05 6,40 5
101 M 67 uzlina neh. poz. poz. |sit FDB| 33,96] small cell | nodularni| 1 429 1,65 7,96 8,69 8
102 M | 62 | tenké stievo | poz. poz. poz. |sit FDB| 30,14| Klasickd | m.z.+dif. [ 0 7,1 2,64 6,39 7,03 6
103| M 74 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 29,32| Kklasicka diflzni 1 | 6,07 1,35 6,35 6,98 5
104 Z | 59 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 56,75| Klasickd |m.z.+nod.| 0 | 7,14 1,26] 5,84 7,06 4
1051 M 67 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 22,82| Kklasicka diftzni 1 |901 0,97 6,07 6,55 4
106 M | 67 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 50,75| Klasickd | nod.+dif.| 2 | 8,14 1,74 7,07 8,15 8
107 Z 78 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 15,74| Kklasicka diflzni 1 95 0,88 7,36 7,70 7
108 Z | 69 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 31,98| Klasickd | m.z.+dif.| 0 | 5,33 0,97] 5,92 6,60 3
109| M | 53 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,19| Klasickd [nodularni| 3 4 1,10 6,01 6,25 5
110 M | 54 uzlina poz. poz. poz. [sit FDB 7,49) Kklasicka | difazni 1 8,4 0,93] 5,55 5,71 3
1111 M 64 uzlina poz. poz. poz. poz. 20,08 klasicka | nodularni| 1 6,5 0,74 5,67 6,10 3
112{ M | 86 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 15,74 Kklasickd | m.zone 0 6,3 0,96 6,58 6,92 4
113 Z 53 uzlina poz. poz. poz. poz. 14,58| klas.+MZ | m.z.+dif.| O 8,6 0,98 5,56 5,87 3
114 M | 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,64 Kklasickd | nodularni| 0 8,5 0,64 5,45 5,69 2
115| Z 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 20,64| Kklasicka diftzni 0 9,5 1,09 6,01 6,46 5
116| M | 66 slezina poz. poz. poz. |sit FDB| 14,59| Klasickd | difuzni [ 0 6,1 0,92] 584 6,15 3
1171 M | 49 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 20,04| Klasickd [nodularni| 0 [ 114 0,87 5,46 5,89 3
118| M | 70 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 10,91| Klasickd |noduldrni| 2 | 10,5 1,26] 7,08 7,32 9
1191 M 60 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 13,55| Klasickd [nodularni| 0 [ 10,1 0,78 5,73 6,02 5
120 Z | 75 | tlusté stievo | poz. poz. poz. | oj. FDB| 25,47 small cell | nodulérni| 0 9,4 0,48] 594 6,49 4
1211 M | 55 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 20,73| klas.+MZ | nod.+dif.| 0 79 0,68 5,37 5,82 3
122 M | 58 uzlina poz. poz. poz. poz. 19,82 klasicka | nod.+dif.| 0 | 27,7 1,47 6,45 6,87 6
1231 M 62 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 32,32 MZ+SC | nod.+dif.| 1 7,7 0,87 5,76 6,45 4
1241 M | 62 uzlina poz. poz. poz. [sit FDB 9,83| small cell | noduldrni| 2 | 28,5 1,18 7,17 7,38 9|
1251 M 65 uzlina poz. poz. poz. poz. 19,08| klasicka | nodularni| 1 8,4 0,67 5,75 6,15 3
126| M | 50 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 21,03] Klasickd |nodulédrni| 0 | 14,3 0,57 5,34 5,79 3
1271 M 73 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 35,24| Klasickd | nod.+dif.| 1 6,5 0,67 5,93 6,68 4
128| M | 76 | kofen jazyka | poz. poz. poz. poz. 19,56 klasicka | difazni | O 7,2 0,57] 5,98 6,40 4
129 Z 47 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 9,03 klasicka | m.z.+dif.| 2 3 1,73 5,95 6,15 5
130| M | 75 | mediastinum | poz. poz. poz. neg. 30,76) Klasicka | difuzni 1 5,8 1,20 6,29 6,95 5
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L C. [ MVD |Pr.IPd] U | Pismrtil] M.pr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.| Tro.| Terapie I linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
98 24551] A | 12] A | progrese 200 Al 4 N 20f 135] 131 Flu neintenz. | A | N PR
99| 123,07] A | 19] A | progrese 201 N 2 N |30,1f 153 171| Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N CR
100 57,139 N | 62| N 62| A| 4 N |34,3[ 134 373 Ost.neint. neintenz. | A N CR
101] 141,28 A | 12| A | progrese 12 A 4 A 93,1 87| 157 Ost.neint. neintenz. | A N CR
102| 79,116] A | 32 N 60| N 2 N |[18,8] 104 761 Ost.neint. neintenz. | A | N CR
103| 194,65 A 2| A | progrese 3| A 4 A |285| 88| 81,3 CVP neintenz. | N N PD
104] 99,2091 A | 12| A | progrese 21f N[ 3 A 38| 152 176 Int.s ASCT | intenzivni| A [ N CR
105( 109,88 N | 50| N 50l N| 4 N 14| 133| 164| Int.s ASCT |intenzivni| A | N CR
106] 98,581] A 2| A | progrese 3] Al 4 A 38[ 134] 61,9 R-CHOP neintenz. | A | N PD
107] 219,771 A | 23| A | progrese 23| A 4 A 194,2]118] 179 R-CHOP neintenz. | A N PR
108| 79,7441 A | 21| A jinad 21| N 2 N 28] 129 300 Ost.neint. neintenz. | A | N CR
109| 165,14 A | 12| A | progrese 32| A| 4 A 20| 134| 149| Intbez ASCT | intenzivni| N [ N SD
110| 121,191 N | 128 N 128| N 3 N 147] 223] Ints ASCT |intenzivni| A | N CR
111| 117,42 A | 30| A jind 92| A| 4 A |30,55]128| 178| Int.bez ASCT | intenzivni| N N | CRu
112{ 180,21 A [ 22| A | progrese 24 3 N 45( 124 285 Flu neintenz. | N [ N CR
113f 112,39 N | 115] N 115 N 3 N [20,4] 149 198| Int.s ASCT | intenzivni| N N CR
114f 175,18] A | 53| A | progrese 971 A | 4 N 24| 149] 273| Int.s ASCT |intenzivni|{ A [ N CR
115[ 165,14] A | 10| A | progrese 151 A| 4 N |31,6] 141| 248| Int.bez ASCT | intenzivni| N N CR
116| 205,95 N | 103 N 103| A| 4 N |[37,5]118| 421 CHOP neintenz. | N N PR
117| 138,77 N | 102] N 102 A| 4 N |[37,1] 138 289| Int.s ASCT | intenzivni| N N PR
118] 168,28] A | 13| A | progrese 19 A 4 A 84f 101] 152 CHOP neintenz. | N | N PD
119( 117,42 A | 53] N 103 A| 4 N 112,3]134| 196 CHOP neintenz. | N N | CRu
120{ 113,02] A [ 12| A | progrese 16| A| 4 N 8,8] 83| 369 CHOP neintenz. | N [ N CR
121| 88,534 A | 20| N 95| N| 4 N |29,5]151| 270 CHOP neintenz. | N N CR
122] 99,209 A 1| A | progrese 3l A 4 N 95,5| 127] 156 CHOP neintenz. | N N PD
123] 211,6] A | 10[ A | progrese 12| A| 4 N |35,8]122( 163 CHOP neintenz. | N N PR
124| 87,278] A | 18] A jind 22| A| 4 A 84| 113| 168 R-CHOP neintenz. | A | N PR
125 74,026 A | 19] N 9 Al 4 N 31| 145 220 R-CHOP neintenz. | A | N PR
126( 136,88] A [ 13| A | progrese 14 A| 4 N 81| 138] 48 Flu neintenz. | A [ N SD
127] 80,636 A 0] A | progrese 05 A 4 N 24,21 139 117 R-CHOP neintenz. | A N PD
128| 122,441 N | 64| A jind 64| N 1 N 39| 156 255 Flu neintenz. | A | A CR
129( 503,58] A | 43| A | komp.l. 46 A| 4 A |15,8(102] 72| Int.sASCT intenzivni| A | N PR
130[ 312,07] A [ 14] A | progrese 30l A 4 N 29] 134 195 CHOP neintenz. | N N SD
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| C. |Poh.]Vek]| Lok vzorku | CD20 | cykl. | CD5 | CD23 |Prola| Morfv. |Architv.|EC |Leu|LDH/n| MIPI [b-MIPI|s-MIPI

131 M | 59 uzlina poz. poz. poz. poz. 21,19] Klasickd | difuzni 0 5,6 1,02 5,62 6,07 3
132 Z 63 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB 3,83] Kklasicka | nod.+dif.| 0 | 22,7 1,00 6,32 6,40 7
133| M | 61 slezina poz. poz. poz. |[sit FDB| 15,12 klas.+SC | nod.+dif.[ O 8,1 150 6,07 6,39 6
1341 M | 54 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,75| Kklasickd |[nodularni| 1 5,4 1,47 5,64 5,90 3
135| 2z | 58 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 15,10] Kklasickd | nod.+dif.[ O 9,9 0,59] 5,49 5,81 2
136 Z 71 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 30,20| Klasickd [nodularni| 1 4.8 0,69 5,75 6,39 4
137 2 | 72 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 25,54] klasickd | nod.+dif. 5,9 2,79

138 Z 76 | kofen jazyka | poz. poz. poz. neg. 15,02| klasicka diftzni 1 8,1 0,64 6,10 6,42 4
1391 M | 53 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 14,12| klasicka difazni 1 4,8 0,80 5,20 5,50 2
140 M | 55 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 23,58| Kklasickd [nodularni| 0 [ 3,71 0,86 5,20 571 2
141 M | 78 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 16,46] Klasickd |noduldrni| 2 | 7,54 1,39 7,29 7,64 8
142 Z 59 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 25,95| KklasickA [m.z.+nod.| 1 [ 7,93 0,92 5,70 6,26 3
1431 M | 70 uzlina poz. poz. neg. |sit FDB| 76,47] pleomorfni| difuzni 1 ] 9,46 0,90] 6,15 7,78 5
1441 M 61 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 28,65| Kklasickd [nodularni| 0 [ 8,99 1,17 5,96 6,58 5
145 M | 72 uzlina poz. poz. poz. poz. 32,02] klasickd | nodularni| 1 | 7,86 1,30 6,36 7,04 6
146 | Z 70 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 32,86| Kklasickd [nodularni| 1 [ 5,66 1,01 6,01 6,71 5
1471 M | 77 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 58,04| Klasickd |noduldrni| 1 | 11,8 1,89 6,92 8,17 8
1481 M 65 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 31,18| Klasickd [nodularni| 1 [ 11,9 1,27 6,27 6,94 6
1491 2 | 75 uzlina poz. poz. poz. poz. 71,02{ pleomorfni | difuzni 2 | 5,83 2,49] 7,43 8,95 8
150 Z 67 uzlina poz. poz. neg. |sit FDB| 73,28| pleomorfni| m.z.+dif.| 1 [ 4,15 1,54 6,02 7,59 5
151 M | 60 uzlina poz. neg. poz. |sit FDB| 10,67 Klasickd | m.z.+dif.| 1 | 16,4 0,86] 5,99 6,22 6
152 Z 80 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 46,93| klas.+SC [ difazni 2 59 1,25 7,20 8,20 7
153 Z | 64 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 47,09] Klasickd |m.z.+nod.| 2 | 71,1 1,43 7,73 8,74 9]
1541 M 67 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 32,89| klas.+MZ |[nodularni| 1 | 8,42 0,90 5,99 6,69 4
155 M 66 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 54,91| klasickA |m.z.+nod.| 1 [ 9,69 1,09 6,13 7,31 5
156 | Z 76 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 55,31| KlasickA [m.z.+nod.| 1 [ 7,33 1,10 6,38 7,56 6
157{ M | 61 slezina poz. neh. poz. neg. 10,10 klasicka |[m.z.+nod.| 1 | 24,2 0,68 6,04 6,26 6
158 M 66 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 10,68| Kklasicka diflzni 1 2 0,78 5,29 5,51 3
159| M | 56 cekum poz. poz. poz. poz. 8,44| small cell | difuzni | 1 9,2 0,82 5,58 5,76 3
160 M 76 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 42,44| Klasickd [nodularni| 2 5,4 1,12 6,96 7,86 7
161 M | 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 23,10| Klasickd |nodulédrni| 0 | 11,8 0,87] 5,76 6,25 4
162 Z 63 tonsila poz. poz. poz. neg. 9,56 klasicka diflzni 3 9,7 1,08 6,71 6,92 7
163 Z | 74 | tlusté stievo | poz. poz. poz. [sit FDB| 33,43] klasickd | difuzni 1 4,1 0,83 5,90 6,62 4
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L C. [ MVD |Pr.lPd] U. | Pismrtil] M.pr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.| Tro.| Terapie | linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
131f 76,604] N [ 61 N 61l N| 4 N [38,5] 104 229 Int.s ASCT | intenzivni| A [ N PR
132) 192,77] N | 41| N 411 A | 4 N | 74,5] 149 226 R-CHOP neintenz. | A [ N CR
133] 109,881 N | 54 N 54 A | 4 N |33,2] 142] 195 Int.s allo. intenzivni| A | N CR
134| 180,84 A | 48] A | progrese 751 A| 4 N 1205|119 298| Int.s ASCT intenzivni| A | N CR
135 74,72] A | 39] A | progrese 56| A| 4 N ]31,1] 139] 339| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N | CRu
136] 185,86 A | 25| A | progrese 2711 A| 4 A 1171 96 R-CHOP neintenz. | A | N CR
137{ 99,837] N | 78] N 78] A| 4 A 29,7 163 300 R-CHOP neintenz. | A | N CR
138] 194,021 A | 24| A | progrese 39| A 4 N 28,9( 116] 344 R-CHOP neintenz. | A N PR
139f 190,25] N [ 39 N 39l N| 3 N 19] 154| 220| Int.bez ASCT | intenzivni| A | N CR
140] 196,53] N | 63| N 63] A| 4 N |29,4] 143 155[ |Int.s ASCT | intenzivni| A [ N CR
141( 201,56] A | 71| A jinad 711 A 4 N 54| 114 214 R-CHOP neintenz. | A | N CR
142) 210,98] A | 44 N 82| A| 4 N 28| 132| 212 R-CHOP neintenz. | A | N | CRu
143[ 155,72] A | 22| A | progrese 35 N| 2 N 34| 150| 283 R-CHOP neintenz. | A | N CR
144] 128,09] A 6] A | progrese 46| A | 4 N 14| 150 232 R-CHOP neintenz. | A | N PD
145[ 131,86] A | 45 N 65| N | 3 N 19] 136 197 R-CHOP neintenz. | A | N | CRu
146] 141,911 A | 15| A | progrese 15| A 4 N 27| 123] 175 R-CHOP neintenz. | A | N | CRu
147] 372,35] A 5| A | progrese 5| A| 4 A 44] 88| 65 R-CHOP neintenz. | A | N PD
148] 207,84] A 2| A | progrese 2| A| 4 A 21 98] 100 R-CHOP neintenz. | A | N PD
149( 200,93] A | 13| A jind 13l A| 4 N 19] 118] 245 R-CHOP neintenz. | A | N | CRu
150] 186,491 A | 11| A | progrese 28| A| 4 A 18| 112 169 R-CHOP neintenz. | A | N CR
151f 197,16] N [ 53| N 53l A| 4 N 68| 136/ 189 Int.bez ASCT | intenzivni| A | N | CRu
152 209,09 A | 18] A jind 23| A| 4 N 23| 92 213 CVP neintenz. | A [ N CR
153[ 271,88] A | 38 N 54 A| 4 A 14] 82| 15 R-CHOP neintenz. | A | N CR
154) 136,25] A | 47| N 51 A| 4 N 154| 146 R-CHOP neintenz. | A [ N CR
155[ 137,51] A | 34| N 50l A| 4 N 25| 146] 159 R-CHOP neintenz. | A | N CR
156 129,98 A | 27| A jind 31| A| 4 N 42| 115| 180 CVP neintenz. | A | N | CRu
157] 101,09] A 5] A | progrese 6| A| 4 A 57{ 108] 576 CHOP neintenz. | N | N PR
158| 238,6] A 1| A | progrese 1l A| 4 A 48] 102 46 CHOP neintenz. | N | N PD
159 150,7] N [ 106 N 106 A| 4 A [50,3[129] 148] Int.s ASCT [intenzivni{ A | N CR
160| 230,44 A 6] A jind 6| A| 4 A 30| 87 98 Flu neintenz. | A | A SD
161f 143,791 A | 39| A jind 63|l A| 4 N 18| 149| 212 Flu neintenz. | A | N PR
162| 277,53] A | 16/ A | progrese 31 N 4 A |29,5|154| 279 CVP neintenz. | A N | CRu
163[ 190,25] A | 52| A jind 68l A| 4 A 23,9 133] 154 R-CHOP neintenz. | A| A | CR
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Pfiloha 3.11

_C. Poh.{ Vék | Lok.vzorku | CD20 | cykl. | CDS5S [ CD23 [Prola | Morfv. | Architv. | EC. ILeu.| LDH/n] MIPI | b-MIPI|s-MIPI
164 M | 58 [ tenké stievo | poz. poz. poz. |sit FDB| 30,14] Kklasicka difdzni 1 6,4 1,03 5,64 6,29 3
165| Z | 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 40,20| Kklasickd | difuzni 4 | 279 2,51 7,43 8,29 9
166 | Z 63 | tlusté stievo | poz. poz. 0j. FDB| 22,26| Kklasicka diflzni 2 79 0,59 6,28 6,75 5
167 Z | 56 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 22,61 MZ-like | difuzni 1 5,3 0,91] 542 5,90 2
168 M 61 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 17,98| Kklasickd [nodularni| 0O 5,8 1,22 5,81 6,20 4
169 2 | 72 tonsila poz. poz. poz. |sit FDB| 12,26 Kklasickd | nod.+dif. [ 1 5,8 1,79] 6,43 6,69 6
1701 M 79 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 26,24| klas.+pleo. [ nodularni| 1 49 1,12 6,33 6,89 5
171 Z | 66 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 16,24| Klasickd | nod.+dif.| 1 | 45,2 0,64 6,44 6,79 5
172 Z 86 | SZsubmand.| poz. poz. poz. |sit FDB| 14,86| Kklasicka diflzni 1 5,4 0,91 6,49 6,81 4
173| M | 56 uzlina poz. poz. poz. |oj. FDB| 42,19]| Kklasickd | nodularni| 0 5,8 1,16] 5,60 6,51 3
1741 M 65 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 73,89| blastoidni | nod.+dif.| 1 33 1,30 6,70 8,28 7
175 2 | 74 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 44,29]| Klasickd |m.z.+nod.| 2 | 10,1 1,04 7,10 8,05 9|
176 | M | 57 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 11,273| Kklasickd |[nodularni| 1 16 0,68 5,73 5,97 5
1771 M | 78 uzlina poz. poz. poz. |sit FDB| 9,2568| Kklasicka | difuzni 1 9,8 0,91 6,45 6,65 5
L C. [ MVD |Pr.IPd] U | Pismrtil] Mpr /KD KS | B-sy.| Lv. IHb.| Tro.| Terapie | linie| Typ lé¢by | Rit.| Rad.| Odp.
164 135 A 3] A jind 3] N| 4 N ]25,3] 102] 249] Int.bez ASCT | intenzivni| A | N [UNK
165| 237,35] A 1| A | progrese 1l A| 4 A 32| 84| 44 CHOP neintenz. | N | N PD
166| 54,628] N | 42| N 82| N| 4 N 17| 118| 161 Flu neintenz. | A [ N | CR
167 92,93 A 8| A jind 8| A| 4 N 18] 140| 206 Int.s allo. intenzivni| A | N |UNK
168| 180,84] A 4 A jind 4 A 4 N 58| 84| 127 Int.bez ASCT | intenzivni| A [ N | UNK
169 113,02] A | 13| N 76 N | 1 N |26,2] 126] 211 CHOP neintenz. | N [ N | CR
170| 158,23] A 6 A | komp.l. 6 N ]38,9]|127] 136 CHOP neintenz. | N [ A JUNK
171] 212,231 A | 27| A | progrese 44 A | 4 A 82| 94| 187 R-CHOP neintenz. | A | N PR
172| 163,25] A 7| A | progrese 13 N[ 2 N 32] 110 218( jen radioterapie N|] A | PD
173] 257,741 A | 14| A | progrese 28| A| 4 N 32| 130] 210 R-CHOP neintenz. | A | N CR
174{ 200,93] A 6] A [ progrese 71A| 4 N 75| 139| 254 R-CHOP neintenz. | A [ N PD
175] 202,811 A | 20| N 52| A| 4 A 68| 67| 115 CVP neintenz. | N [ N | CR
176] 236,09 A [ 66 A jina 66] N[ 3 A 35| 153 297 Int.s ASCT | intenzivni| A [ N PR
177] 197,161 A | 18| A | progrese 22 A| 4 N [315[141] 172 CVP neintenz. | A| N | CRu
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Abstract

Although a prognostic model (MIPI, Mantle Cell Lymphoma
International Prognostic Index) for patients with mantle cell
lymphoma (MCL) has been established, its clinical significance
for daily practice in the rituximab era remains controversial. Data
of 235 unselected patients with MCL from the Czech Lymphoma
Project Database were analyzed. MIPI, simplified MIPI (s-MIPI)
and Ki-67 proliferationindex were assessed for all patients and for
a subgroup of 155 rituximab-treated (RT) patients. MIPI divided
all patients into subgroups of low-risk (22%), intermediate-risk
(29%) and high-risk (49%), with median overall survival 105.8 vs.
54.1 vs. 24.6 months, respectively (p <0.001). s-MIPI revealed
similar results. The validity of both indexes was confirmed in RT
patients. We confirmed the Ki-67 index to be a powerful single
prognostic factor for overall survival (64.4 vs. 20.1 months,
p<<0.001) for all patients and for the RT subset. Our results
confirm the clinical relevance of MIPI, s-MIPI and Ki-67 for risk
stratification in MCL also in the rituximab era.

Keywords: Mantle cell lymphoma, MIPI, Ki-67, proliferation,
immunochemotherapy, prognosis

Introduction

Mantle cell lymphoma (MCL) is a well-defined entity which
constitutes approximately 6% of all non-Hodgkin lympho-
mas [1-3]. MCL is characterized by a specific chromosomal

translocation t(11;14)(q13;932) resulting in cyclin D1 over-
expression and cell-cycle deregulation [4]. In general, MCL
represents a lymphoma with aggressive behavior, and is still
considered incurable with conventional therapeutic
approaches, with a median overall survival of only 3-5
years, even though some improvement and prolongation of
survival has been observed [5-9]. Notwithstanding, in some
patients the disease has an indolent clinical course with
prolonged survival despite the absence of immediate ther-
apy [10,11]. On the other hand, there are patients who are
primarily chemoresistant or relapse early and die within 1
or 2 years after the diagnosis. Such prognostically different
groups might profit from a risk-adapted therapeutic
approach.

One way to predict the risk of treatment failure in MCL is
to determine the proliferation rate of tumor cells using the
Ki-67 index [6,12-14]. The prognostic role of Ki-67 is gener-
ally accepted; however, a disadvantage for clinical practice
may be a possible interobserver variability in the interpreta-
tion of results. Risk stratification according to the Interna-
tional Prognostic Index (IPI) used in aggressive lymphomas
[15] or Follicular Lymphoma International Prognostic Index
(FLIPI) in follicular lymphomas [16] brings inconsistent
results in MCL [5,17,18]. Consequently, considering the
need for a specific scoring system for MCL, a new risk index
called the Mantle Cell Lymphoma International Prognostic
Index (MIPI) was developed by Hoster et al. in 2008 [18].
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The MIPI was based on data analysis of 455 untreated
patients with MCL with advanced clinical stages and was
confirmed later in other study cohorts [19,20]. This index
includes four independent risk factors: age, performance
status according to Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) status, leukocyte (white blood cell, WBC) count
and lactate dehydrogenase (LDH) value. According to the
MIP], patients with MCL can be divided into three prognos-
tic groups. Classification according to the original MIPI
involves some complicated mathematical operation requir-
ing an electronic calculator. For daily clinical practice and
bedside use, a simplified MIPI (s-MIPI) has also been pre-
sented, using a simple scoring system defining low risk (LR,
0-3 points), intermediate risk (IR, 4-5 points) and high risk
(HR, 6 points or over) categories. The risk factors used are
easily accessible and usually known from the basic evalua-
tion of each patient. The MIPI score can also be combined
with the Ki-67 rate, setting up the combined biological MIPI
(b-MIPI) [18].

However, the MIPI is not accepted by all. Some investiga-
tors [21,22] deny the validity of this index, referring to some
limitations of the analysis: variability in induction and post-
remission treatment and use of immunochemotherapy as
current standard in only approximately one-third of patients.
More importantly, the majority of presented reports trying to
confirm MIPI are limited to smaller cohorts of patients with
MCL [23-26]. Two larger analyses were either focused on
younger patients [20] or partially calculating using the same
source data [19].

Therefore, an external MIPI validation is particularly
important in a population-based setting to approve rele-
vance of the index in daily practice outside of a clinical trial,
also including patients with more advanced age and/or
comorbidity. Restrictive eligibility criteria, such asadvanced
age, severe concomitant disease, poor performance status
and impairment of organ function, may influence the
results of the trial-based analyses. Thus we proceeded to a
retrospective analysis of patients with MCL recruited into
the Czech Lymphoma Project (CLP). During data collection
and processing, a Dutch population-based validation of the
MIPI in a registry cohort was published [27]. Our work
represents, however, another independent confirmation,
also including a subanalysis of patients treated with a com-
bination of rituximab and chemotherapy to confirm the
validity and applicability of the MIPI, the simplified MIPI
and the combined biological MIPI, in the rituximab era.

Materials and methods

Patients

From 1999 to the middle of 2008 there were a total of 279
adult patients with newly diagnosed MCL in the Czech Lym-
phoma Project Database. This project of the Czech Lym-
phoma Study Group (CLSG) is based on registration and
prospective collection of data on diagnosis, demographics,
staging, baseline parameters, treatment and outcome of
patients from the majority of lymphoma-treating centers in
the Czech Republic. All patients signed an informed consent
for data collection and analysis.

The mandatory inclusion criterion was a tumor sample
available for central pathology review, although most diag-
noses were made in academic centers. Ultimately, 265
tumor samples were available for this review, and diagnosis
of MCL was confirmed in 242 cases. All clinical data were
available in 235 cases and these patients were further evalu-
ated (Table I).

Staging procedures (computed tomography [CT], bone
marrow) were performed according to the Cheson
criteria (1999) [28]; the gastrointestinal tract and central
nervous system were not routinely examined (only in
cases with clinical symptoms). Treatment responses were
assessed locally by investigators from the participating
centers.

Treatment characteristics

Induction chemotherapy was administered in 231/
235 patients. In the remaining four patients with limited
disease, radiotherapy only was used in three cases and
a surgical intervention in the remaining case. Chemother-
apy combined with adjuvant radiotherapy was used in

Table I. Baseline demographic, clinical and laboratory characteristics.

n %
Gender 235 100
Female 74 31.5
Male 161 68.5
Age, years™ 235 100
<50 22 9.4
50-59 57 24.3
60-69 76 32.3
=70 80 34.0
ECOG 2348 100
0-1 171 73.1
2-4 63 26.9
LDH/ULN ratio® 2318 100
<0.67 24 10.4
0.67-0.99 79 34.2
1.00-1.49 81 35.1
=1.50 47 20.3
WBC count, X 10%/L* 231§ 100
<6.70 70 30.3
6.70-9.99 83 35.9
10.00-14.99 30 13.0
=15.00 48 20.8
B-symptoms 235 100
Present 109 46.4
Clinical stage 2345 100
I 5 2.1
I 14 6.0
111 18 7.7
v 197 84.2
Site of involvement 235 100
Lymphadenopathy 222 94.5
Bone marrow 182 77.4
Spleen 98 41.7
Waldeyer’s ring 51 21.7
Gastrointestinal tract (stomach, intestine) 38 16.2
Liver 30 12.8
Exudates 20 8.5
Lungs 13 5.5
Orbital structures (including eyelids) 10 4.3
Soft tissues/subcutis 6 2.6
Other extranodal sites 16 6.9

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group performance status; LDH, lactate
dehydrogenase; ULN, upper limit of normal; WBC, white blood cells.

*Median age 64 years, min-max 24-86.

TLDH/ULN ratio: median 1.0, min-max 0.5-7.9.

*WBC count: median 8.1, min-max 2.0-449.6.

SResults of examination are not known in all patients.
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11 patients. Altogether 158 from 235 patients (67.2%) were
treated with a combination of chemotherapy and anti-
CD20 monoclonal antibody rituximab. Chemotherapeutic
regimens used in the first line reflect the heterogeneity
of MCL treatment. The broad spectrum varying from low-
to high-intensive approaches including high-dose chemo-
therapy with autologous stem cell transplant (ASCT) is
depicted in Table II.

Central pathology review and Ki-67 index scoring
technique

A central histopathological review was performed on
blocks of formalin-fixed, paraffin-embedded primary diag-
nostic biopsies by two hematopathologists (PV. and L.B.),
resulting in the confirmation of MCL. The diagnosis of MCL
was based on the criteria of the World Health Organization
classification [1].

For the diagnosis confirmation, hematoxylin-eosin
and Giemsa stains and immunohistochemical reactions
were performed on standard 2 pm thick tissue sections, in all
cases using the basic panel of antibodies against cyclin D1,
CD20, CD23, CD5 and Ki-67 (MIB-1; Dako Cytomation,
Glostrup, Denmark). In some cases, additional immunore-
actions were needed for the differential diagnosis (CD3,
CD10, CD21, CD35, CD79a, CD138, immunoglobulin light
chains, BCL6, p27).

Immunohistochemical staining for Ki-67 antigen was
performed centrally in 210/235 cases. Only specimens of
appropriate size and quality were analyzed (by PV. and

Table II. Baseline treatment characteristics and overall outcomes.

n %
Type of therapy 235 100
No chemotherapy 4 1.7
Low-dose chemotherapy™ 26 11.1
CHOP 36 15.3
R-CHOP 52 22.1
Fludarabine-based combined regimen 16 6.8
Other medium-intensive regimen’ 14 6.0
Intensive induction without ASCT* 42 17.9
Intensive induction with ASCT$ 21 8.9
Medium-intensive induction with ASCTY 20 8.6
Allogeneic stem cell transplant 4 1.7
Rituximab 235 100
Yes 158 67.2
ASCT 235 100
Yes 41 17.5
Therapy response 228%* 100
Complete response (CR) 125 54.8
Complete response - unconfirmed (CRu) 21 9.2
Partial response (PR) 41 18.0
Stable disease (SD) 12 5.2
Progressive disease (PD) 29 12.7
Progression/relapse 235 100
Yes 193 82.1
Death 235 100
Yes 155 66.0

CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone; R,
rituximab; ASCT, autologous stem cell transplant; CVP, cyclophosphamide,
vincristine and prednisone.

*CVP = R, chlorambucil or fludarabine monotherapy.

fe.g. R-CHOP combined with high-dose cytarabine.

fe.g. R-hyperCVAD (dose-escalated CHOP) alternating with high-dose cytarabine
and methotrexate.

Se.g. Nordic MCL2 protocol (R-maxiCHOP alternating with R-high-dose
cytarabine, with ASCT consolidation).

9e.g. CHOP = R with ASCT consolidation.

**Data are not known in all patients.

Validation of MIPI in the rituximab era 3

L.B.). On each slide, three representative microscopic high
power fields (HPFs) of the tumor were evaluated using
a X 40 objective with an eyepiece grid of 10 X 10 squares
(eyepiece WH10/22, microscope BX40F4; Olympus Optical
Ltd, Japan) and a hematological manual cell counter. Thus
the counted area of the grid was 0.0625 mm?. MIB1-positive
and -negative nuclei were distinguished. The numbers
of cells counted per case (in three HPFs) were as follows:
average 3780, median 3942, range 1360-6783. The Ki-67
index was calculated as the percentage of positive cell
nuclei. Germinal centers and areas of T-cells were excluded.
As a cut-off value for survival analysis, a proliferation rate
of 30% was stated.

Statistics
Descriptive statistics such as the mean, median, minimum
and maximum were used for summarizing characteristics
of the patients. Survival according to monitored parameters
was performed using Kaplan-Meier survival curves.
Kaplan-Meier analysis of overall survival (OS) and
progression-free survival (PFS) was performed according
to the new Cheson criteria [29]. OS was calculated from
the date of diagnosis to death or last follow-up. The event
in survival analysis was the death of a patient irrespective
of cause. PFS was calculated from the date of diagnosis to
disease progression, relapse, death from any cause or
last follow-up. Events in PFS were disease progression,
relapse or death. Differences in survival were tested using
the log-rank test. The relationship between the survival of
patients and risk factors was explored using the Cox
proportional hazards model. As a level of statistical signifi-
cance, o. = 0.05was used. Analysis and graphic visualization
were performed using statistical software SPSS 16.0.1 for
Windows and STATISTICA 8.0 for Windows.

The original MIPI, s-MIPI and b-MIPI were assessed as
published in the original report of Hoster et al. [18].

Results

Overall treatment outcomes

Relevant patient characteristics are summarized in Table I.
Overall, 228/235 patients were evaluable for the treatment
response. In total 146 patients (64.0%) achieved a complete
remission (CR) or unconfirmed CR (CRu), with an overall
response rate of 82.0% (Table II). During follow-up 193
relapses and 155 deaths were noted. Lymphoma progression
was the most common cause of death (80%). With a median
follow-up of 75 months in living patients (range 3-182), the
median OS was 47.3 months (3.9 years) and estimated 5-year
OS 44.0%. The median progression-free survival was 21.7
months (Figure 1).

Patients treated with immunochemotherapy including
rituximab (n = 158, median follow-up 68 months) had sig-
nificantly better OS and PFS compared to patients treated
without rituximab (n = 77). The median OS was 57.8 vs. 24.6
months and the estimated 5-year OS 48.5 vs. 34.9 months
[p =0.049; Figure 2(A)]. The median PFS was 25.7 vs. 16.0
months [p <0.001; Figure 2(B)].
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Figure 1. Overall and progression free survival of all patients (n = 235).

Original MIPI
The median MIPI was 6.2 (range 4.5-9.4) in 227/235
evaluable patients. In the univariate Cox regression analysis,
all risk parameters (ECOG, LDH, age, WBC) were signifi-
cantly associated with a worse prognosis (Table III). Statisti-
cally significant differences in overall survival were found
between separate risk categories (LR vs. IR vs. HR) in all
patients [median OS 105.8 vs. 54.1 vs. 24.6 months; p < 0.001;
Table IV; Figure 3(A)] and also in 155 patients treated
with rituximab [median OS 105.8 in LR vs. 63.0 in IR vs.
32.2 months in HR, p = 0.002; Table IV; Figure 3(B)].
Interestingly, the wunivariate Cox regression model
revealed that the MIPI did not precisely differentiate
between the intermediate and high risk groups in rituximab-
treated patients (p=0.101). The low-risk category was
distinguished clearly from intermediate-risk both in the
whole cohort of patients and in the rituximab-treated sub-
group (p = 0.003 and 0.031, respectively) (Table V).

Simplified MIPI

The median s-MIPIwas 5.0 points (range 0-11). Most patients
were in the high-risk group (45.4%). According to the
log-rank test, OS was significantly different between LR,
IR and HR categories (median OS 105.8 vs. 45.9 vs. 22.8
months, p<0.001) [Table IV; Figure 4(A)]. The rituximab-
treated subgroup could also be divided with statistical
significance into three risk groups, and estimated 5-year
survivals were 67.0 vs. 46.9 vs. 36.5 months in LR, IR
and HR categories, respectively, p=0.001 [Table IV;
Figure 4(B)].

Univariate Cox regression confirmed that s-MIPI could
distinguish exactly between all three risk categories when
analyzing all patients, but - analogous to MIPI - it failed
to significantly separate the IR from the HR category in the
rituximab subgroup (p=0.135). Low risk patients were
clearly differentiated both in the entire cohort and in
the rituximab subgroup (p = 0.004 and 0.014, respectively)
(Table V).
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Figure 2. Survival of all patients (n=235) according to induction
therapy with or without rituximab. (A) Overall survival (OS).
(B) Progression-free survival (PFS).

Proliferation index Ki-67

In total, 210 samples of confirmed MCL were evaluated for
the proliferation index Ki-67. The mean Ki-67 rate was
27%, median 22% (range 2.8-80.1%). Patients were divided
into two categories (cut-off 30% Ki-67 positive cells). Most
patients (136/210, 64.8%) fell into the low-proliferation

Table III. Risk factors included in MIPI and simplified MIPI calculations
and associated relative risk for overall survival of all patients according
to univariate Cox proportional hazards model.

Risk category/ Relative
Risk factor baseline category risk 95% CI ~ p-Value
ECOG 2-4/0-1 2.40 1.64;3.50 < 0.001
LDH above ULN Yes/no 2.12 1.45;3.11 <0.001
LDH/ULN One-unit increase 1.17 1.02;1.34 0.027
Age One-unit increase 1.05 1.03; 1.07 < 0.001
WBC count One-unit increase 1.01 1.00; 1.01 < 0.001

MIPI, Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index; CI, confidence
interval; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group performance status;
LDH, lactate dehydrogenase; ULN, upper limit of normal; WBC, white
blood cells.

Priloha 4.4



Validation of MIPI in the rituximab era 5

Table IV. Overall survival (OS) according to MIPI, simplified MIPI (s-MIPI), Ki-67 and combined biological

MIPI (b-MIPI).

Median
No. of survival,  5-Year survival,
Risk category n (%) events  months % (95% CI) p-Value*
MIPI (all patients) 227 (100)
Low risk 50 (22.0) 23 105.8 69.7 (56.9; 82.5) < 0.001
Intermediate risk 65 (28.6) 42 54.1 46.0 (33.3; 58.6)
High risk 112 (49.4) 85 246  28.3(19.6;37.1)
MIPI (rituximab-treated patients) 155 (100)
Low risk 33(21.3) 14 105.8 66.3 (50.0; 82.5) 0.002
Intermediate risk 53(34.2) 33 63.0 50.5(36.2; 64.8)
High risk 69 (44.5) 48 322 35.3(23.6;47.1)
s-MIPI (all patients) 227 (100)
Low risk 55 (24.2) 25 1058  68.7(56.3;81.0) <0.001
Intermediate risk 69 (30.4) 45 45.9 43.8 (31.8; 55.8)
High risk 103 (45.4) 80 228  27.6(18.4;36.8)
s-MIPI (rituximab-treated patients) 155 (100)
Low risk 37(23.9) 15 105.8  67.0(51.7; 82.4) 0.001
Intermediate risk 52(33.5) 33 49.5 46.9 (33.0; 60.8)
High risk 66 (42.6) 47 324  36.5(24.2;48.8)
Ki-67 (all patients) 210 (100)
1-29.9% 136 (64.8) 81 64.4 53.0 (44.4; 61.6) < 0.001
=30% 74 (35.2) 56 20.1  26.7(16.4;37.0)
Ki-67 (rituximab-treated patients) 144 (100)
1-29.9% 85 (59.0) 43 76.4 61.8 (51.1; 72.5) <0.001
=30% 59 (41.0) 44 226 29.4(17.6;41.2)
b-MIPI (all patients) 204 (100)
Low + intermediate risk 81(39.7) 40 93.0 62.8 (52.0; 73.7) < 0.001
High risk 123 (60.3) 94 23.0  28.8(20.6;37.1)
b-MIPI (rituximab-treated patients) 142 (100)
Low + intermediate risk 58 (40.8) 26 97.5 65.2(52.3; 78.0) < 0.001
High risk 84 (59.2) 60 31.5 35.8(25.3; 46.2)

MIPI, Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index; CI, confidence interval.

*Log-rank test.

group (Ki-67 1.0-29.9%); the remaining patients (74/210,
35.2%) belonged to the group with high proliferation (Ki-67
rate over 30.0%). Overall survival differed significantly in
the log-rank test between these two cohorts (median OS
64.4 vs. 20.1 months, p <0.001) [Table IV; Figure 5(A)]. The
analysis of 144 rituximab-treated patients revealed similar
results (median OS 76.4 vs. 22.6 months, p < 0.001) [Table 4;
Figure 5(B)]. Patients with a proliferation rate 30% and
above had a significantly higher relative risk of death
(p<0.001, Table V).

Combined biological MIPI

Overall 204 patients having adequate information to
calculate the combined MIPI (MIPI score + 0.02142 times
Ki-67 percent value) were analyzed for overall survival
and progression-free survival. Due to the low number of
patients in the low risk group (n=12) it was merged with
the intermediate risk group. Most patients had a high-risk
profile anyway (n = 123, 60.3%).

Survival curves for both risk categories (LR + IR vs. HR)
were clearly separated with statistically significant differ-
ences (p<0.001) in the entire cohort of patients (median
0S 93.0 vs. 23.0 months) as well as in the rituximab-treated
subgroup (median OS 97.5 vs. 31.5 months). Biological
MIPI remained fully valid in both the univariate Cox
regression analysis and the log-rank test (Tables IV and V).

Discussion

Prognostic models should be valid and feasible for daily
clinical practice, allowing risk stratification assessment and

giving a rationale for treatment strategy. Validation of a
prognostic index outside of clinical trials in an unselected
population is therefore extremely important. In contrast to
the original work of Hoster et al. [18], we have analyzed a
population-based setting of non-study patients, thus reflect-
ing a normal epidemiological situation. We have included
elderly (median age 64 vs. 60 years) or clinically worse
patients (26.9% vs. 9% ECOG 2 and higher), who would not
be eligible to enter the clinical trials that the MIPI was based
on [30-32]. Because both ECOG status and age are among
the assessed risk factors, this is also reflected in a proportion
of patients with a higher MIPI category (median MIPI 6.2
in our cohort vs. 5.78 in the original cohort). In our cohort,
LR, IR and HR groups formed 22%, 29% and 49%, respec-
tively, compared with 44%, 35% and only 21% of high risk
patients in the original study. Despite these facts, our results
were fully comparable with the data of the original German
study. MIPI and simplified MIPI can clearly separate the low,
intermediate and high risk groups of patients when analyz-
ing the entire cohort. Overall survival differed significantly
among risk categories (LR vs. IR vs. HR): median OS 105.8 vs.
54.1 vs. 24.6 months according to MIPI, p<0.001. The OS
analysis according to s-MIPI showed very similar results
(median OS 105.8 vs. 45.9 vs. 22.8 months, p <0.001).

With the exception of the original report [18] and a sub-
sequent analysis presented later [19], there are several
papers dealing with validation of the MIPI in smaller cohorts
of patients [24-26,33]. The most robust and similar study
to our setting was published by Van de Schans et al.
[27]. This precise validation analysis was based on a Dutch
population with a significantly lower number of patients
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Figure 3. Overall survival (OS) according to MIPIL. (A) All patients
(n=227). (B) Rituximab-treated patients (n = 155).

(178 vs. 235 in our study), and no analysis of s-MIPI or Ki-67
was included. Distribution of patients in risk subgroups
according to the MIPI was comparable to our study, but the
overall survival was shorter (47.3 vs. 26 months). In accor-
dance with the Dutch patient-based study, we observed that
the MIPI discriminated our cohort nearly as well as the origi-
nal cohort. Unlike work by Van de Schans and Hoster, we also
included patients with limited clinical stages I + II, but they
constituted only a minority of all cases (about 8%). Out of 19
patients with stage I + II, eight patients (42%) belonged to
the LR, eight (42%) to the IR and three (16%) to the HR group.
Kaplan-Meier analysis of OS showed no statistically signifi-
cant difference between stages I + Il and IIT + IV (p = 0.702,
data not shown), which can be attributed to the low number
of patients.

As immunochemotherapy is the standard of care
today, the MIPI prognostic model should be confirmed
independently even under such conditions. Therefore we
also performed a subanalysis of rituximab-treated patients,

Table V. Prognostic indexes and associated relative risk for overall
survival according to univariate Cox proportional hazards model.

Hazard

Risk category/baseline category ratio 95% CI p-Value
MIPI (all patients)

Intermediate risk/low risk 2.19 1.30; 3.68 0.003

High risk/low risk 3.56 2.21;5.75  <0.001

High risk/intermediate risk 1.63 1.12; 2.36 0.010
MIPI (rituximab-treated patients)

Intermediate risk/low risk 2.03 1.07; 3.88 0.031

High risk/low risk 2.95 1.59; 5.49 0.001

High risk/intermediate risk 1.45 0.93; 2.26 0.101
s-MIPI (all patients)

Intermediate risk/low risk 2.10 1.27; 3.44 0.004

High risk/low risk 3.84  2.40;6.14 <0.001

High risk/intermediate risk 1.83 1.26; 2.65 0.001
s-MIPI (rituximab-treated patients)

Intermediate risk/low risk 2.20 1.17;4.14 0.014

High risk/low risk 3.10 1.69;5.68  <0.001

High risk/intermediate risk 1.41 0.90; 2.20 0.135
Ki-67 (all patients)

Over 30%/1-29.9% 2.05 1.45;2.89 <0.001
Ki-67 (rituximab-treated patients)

Over 30%/1-29.9% 2.63 1.72; 4.04 <0.001
b-MIPI (all patients)

High risk/low + intermediate risk 2.70 1.85;3.94  <0.001
b-MIPI (rituximab-treated patients)

High risk/low + intermediate risk 2.47 1.54; 3.95 <0.001

CI, confidence interval; MIPI, Mantle Cell Lymphoma International Prognostic
Index; s-MIPI, simplified MIPI; b-MIPI, combined biological MIPI.

although we did not analyze the impact of different chemo-
therapeutic regimens. When evaluating the survival of the
rituximab-treated subgroup, overall results also showed sig-
nificant differences between LR, IR and HR groups (p = 0.002
for MIPI and p = 0.001 for s-MIPI). However, the univariate
Cox analysis showed that both MIPI and s-MIPI failed in
clear separation of rituximab-treated IR and HR subgroups
(p=0.101 and 0.135, respectively). We cannot easily explain
these findings and we could not find similar observations in
the literature. Worse separation of HR and IR curves in
our analysis compared to the original study published by
Hoster and similar independent analysis published by
Van de Schans may be caused by the significantly higher
proportion of rituximab-treated patients, 67% vs. 31% and
15%, respectively [18,27]. The addition of rituximab to
first-line chemotherapy is associated with significantly pro-
longed survival in elderly patients with MCL [34]. Regarding
these observations we can speculate that rituximab might
have improved the results most effectively especially in the
elderly subgroup of patients (34% of cases =70 years in our
setting), which was transformed into partial disappearance
of the survival difference between HR and IR subgroups.
However, no such thorough analysis was performed.

The proliferation rate assessed as the Ki-67 index on
immunohistochemical slides has been shown to be a
strong prognostic biomarker for overall survival, in both
homogeneous and heterogeneous populations of patients
with MCL, independent of other clinical parameters
[6,12,13]. The blastoid and pleomorphic variants of MCL
usually show an aggressive behavior [1,6]. Indeed, eight
of nine patients with these variants in our cohort died
within a year after diagnosis, leaving only one patient alive in
progression. However, the low number of patients precluded
a statistical comparison.
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Figure 4. Overall survival (OS) according to simplified MIPI.
(A) All patients (n = 227). (B) Rituximab-treated patients (n = 155).

Our study assessing Ki-67 in 210 cases of MCL represents
the second largest series published so far, as the large series
of Determann et al. [12] (249 cases) and Hoster et al. [18]
(236 cases) appear to be, for the most part, based on the
data of patients included in the same clinical trials [30-32].
Different cut-off values for Ki-67 index were identified in
retrospective studies, ranging from 10 to 50% [12-14,35].
Application of the Ki-67 index in experimental as well as
routine management is limited by the relatively high
interobserver variability. The cut-off used in our study, 30%
Ki-67 positive cells, was defined based on published
data, and allowed two clinically different subgroups to be
discriminated. In accordance with previously reported
results, we confirmed the Ki-67 index to be a very powerful
single prognostic factor for overall survival. We also
demonstrated that the Ki-67 index retained its prognostic
relevance in patients treated with rituximab.

Despite certain improvements in recent years, the
prognosis of patients with MCL is still disappointing, and
the optimal management of treatment remains a matter of
debate. A mixture of induction regimens in our cohort
reflects this situation. Because of the B-cell phenotype
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Figure 5. Overall survival (OS) according to Ki-67. (A) All patients
(n=1210). (B) Rituximab-treated patients (n = 144).

with CD20 positivity, the addition of the monoclonal anti-
body rituximab to chemotherapy is generally accepted. It
may improve response rates (CR and partial response
[PR]) [30,35], prolong time-to-treatment failure [30] and
possibly even improve the overall survival [36]. In accor-
dance with these observations, our data from daily clinical
practice show a significant survival improvement with
rituximab addition in first-line treatment, resulting in a
doubled median OS. Similar results were observed when
analyzing PFS (median OS 57.8 vs. 24.6 months, p = 0.049,
median PFS 25.7 vs. 16.0 months, p <0.001, both in favor
of the rituximab-treated population). We are wary of the
limitation of this observation, because significant global
changes in treatment strategy (not only rituximab addi-
tion) have been made since the year 2000, which are mir-
rored in a general improvement of overall survival in
patients with MCL. Nevertheless, even if no detailed anal-
ysis between both subgroups (rituximab vs. no rituximab)
was performed in terms of variability in given therapy,
demographic and other factors, our global results are
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similar to published data [7]. A retrospective analysis
comparing data from the Kiel Lymphoma Study Group
(KLSG; data from 1975-1982) and German Lymphoma
Study Group (GLSG; data from 1996-2000) showed a sig-
nificantimprovement in median OS, 2.7 years vs. 4.8 years,
between study groups [7]. Patients from the later subgroup
(GLSG) were treated more intensively (including high-
dose chemotherapy), and a standard part of treatment was
anthracyclines and rituximab in most of them, in com-
parison with the KLSG group. Other independent analyses
from the USA and Sweden are concordant with our results,
and suggest that the development of new treatment strate-
gies over the past decade may be impacting on the survival
of patients with advanced MCL [8,9].

In our cohort, we observed a relatively high proportion of
patients achieving CR/CRu (about 64%) with a correspond-
ing overall response rate (ORR) of 82%. Despite the fact that
most of the patients were treated with “conventional” doses
of therapy, nearly half of the cases (43%) received a more
intensive treatment (combination with high dose AraC and
high dose methotrexate), and moreover a significant pro-
portion of patients underwent some type of high dose che-
motherapy with stem cell transplant (20%). On the other
hand, there is evidence from other studies that conventional
immunochemotherapy can alsolead to a very good response
rate, with 58-87% CR/CRu [5,30,37,38]. A high response rate
in our patients with MCL could also be overestimated by
local investigators’ subjectivity, because no central review of
CT was performed. It is necessary to mention that response
rate evaluation was only a marginal outcome of our retro-
spective analysis, and similar validation studies did not
present such data [26,27].

In summary, we have confirmed the validity of the MIPI
and simplified MIPI for the prognosis of patients with MCL
even in the era of rituximab. The general results of both
indexes are fully comparable, facilitating the broad applica-
tion of s-MIPI as a simple bedside prognostic tool. The Ki-67
index represents another independent marker reflecting
tumor behavior, and therefore the biological MIPI with incor-
porated Ki-67 seems to be the most reliable prognosticator
for MCL.
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Abstract The clinical course and therapy of mantle cell lym-
phoma (MCL) are heterogeneous and often unsatisfactory.
Prognostic factors are needed to stratify the patients.
Microvessel density (MVD) has prognostic significance in
some malignancies. There is little information about the vas-
culature of MCL, although some antiangiogenic drugs are in
use. We studied MVD using systematic uniform random
sampling and unbiased counting frames in immunohisto-
chemical reactions with anti-CD34 antibody in pre-
therapeutic extramedullary MCL samples of 177 patients.
We analyzed the relationship of MVD to overall survival
(OS) and progression-free survival (PFS), as well as to prolif-
erative activity (Ki-67), mantle cell lymphoma prognostic

P. Vesela - M. Michal - L. Boudova (I<)

SikI’s Department of Pathology, Faculty of Medicine in Pilsen,
Charles University in Prague and University Hospital Pilsen, Alej
Svobody 80, 304 60 Pilsen, Czech Republic

e-mail: boudova@medima.cz

Z. Tonar
Biomedical centre, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University,
Pilsen, Czech Republic

D. Salek
Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology,
University Hospital and Masaryk University, Brno, Czech Republic

S. Vokurka

Department of Hematooncology, Faculty of Medicine in Pilsen,
Charles University and University Hospital,

Pilsen, Czech Republic

M. Trnény
First Department of Medicine, Charles University and General
University Hospital, Prague, Czech Republic

index (MIPI), morphological variant, pattern of growth, and
localization. MVD varied widely: range 54.6-503.6 vessels/
mm?, median 158.2 vessels/mm?. Higher MVD was associat-
ed with bone marrow infiltration at the time of diagnosis (P=
0.001). High MVD was associated with significantly worse
OS (P=0.04) only in patients treated with non-intensive
(conventional) therapy. MVD correlated positively with MIPI
scores but not with the proliferation, morphological variant,
growth pattern, or localization. Univariate analysis identified a
prognostic influence of morphological variant, MIPI, and
proliferative activity on OS and PFS and a prognostic influ-
ence of bone marrow infiltration at the time of diagnosis on
PFS. Multivariate analysis showed prognostic influence of
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MIPI and proliferative activity on OS and PFS only. In con-
clusion, this is the first clinicopathological study of MVD of
MCL with long-term follow-up showing negative prognostic
trends of high MVD in MCL and positive correlation of MVD
and MIPI.

Keywords Angiogenesis - Mantle cell lymphoma - Mantle
cell lymphoma international prognostic index - Microvessel
density - Prognosis - Proliferative activity

Introduction

Mantle cell lymphoma (MCL) represents about 6 % of non-
Hodgkin lymphomas. Its genetic hallmark is the translocation
t(11;14)(q13;q32) leading to constitutional overexpression of
cyclin D1 and cell cycle dysregulation. Regarding biological
behavior and therapy, MCL is heterogeneous. It is aggressive
with, in most cases, a poor prognosis. Median survival varies
between 3 and 5 years with conventional therapies [1] but has
been improved by the implementation of rituximab, intensive
induction regimens containing high-dose cytarabin, frontline
autologous stem cell transplantation (ASCT), and by rituxi-
mab maintenance [2, 3]. In contrast, a minority of patients
may have an indolent course, surviving more than 10 years [1,
4] and some may even need no treatment for a long period of
time [5].

Considering the variable clinical course and the spectrum
of therapies including highly aggressive regimens, it is neces-
sary to identify prognostic factors to stratify patients and to
select the optimal individual risk-adapted treatment.

The mantle cell lymphoma international prognostic index
(MIPI) comprising the patient’s age, performance status ac-
cording to Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG),
leukocyte count, and serum level of lactate dehydrogenase
has been proved to be a powerful prognostic factor in several
clinical studies [1, 6-9], although questioned by others [10].
Blastoid morphology [11], a high mitotic count, and a high
proliferative activity assessed with the Ki-67 index using
immunohistochemistry [12—14], represent well-recognized
adverse histological prognostic factors [4, 14].

Some new drugs have been already introduced into practice
(bortezomib, temsirolimus) or are currently being tested in
clinical trials, such as lenalidomid, bevacizumab, and ibrutinib
[15—-18]. Besides immunomodulatory and other effects, some
of these influence angiogenesis, which may play an important
role in the growth and spread of tumors. Angiogenesis can be
characterized in part by microvessel density (MVD), which is
known to have a prognostic impact on solid tumors [19, 20],
as well as on multiple myeloma [21] and diffuse large B cell
lymphoma (DLBCL) [22, 23]. So far, little information has
been available about the vascular parameters of MCL, al-
though they could help improve understanding of the effects
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of antiangiogenic antitumor therapy and thus may be clinically
useful [15, 24].

The aims of this study were to assess MVD in a well-
characterized retrospective series of MCL patients by means
of immunohistochemistry using anti-CD34 antibody, to ana-
lyze the influence of MVD on the outcome of patients as
measured by progression-free survival (PFS) and overall sur-
vival (OS), and to compare these vascular features with other
clinical and histopathological parameters: MIPI and its vari-
ants, Ki-67 ratio, morphological variants, and architecture of
the tumor. To our knowledge, this is the first study to assess
MVD and its prognostic role in a large series of MCL.

Materials and methods
Cases

Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks of pre-
therapeutic biopsies of 177 cases of MCL diagnosed between
1996 and 2008 were included. Information about staging,
laboratory, and clinical findings were collected at the time of
diagnosis; data regarding therapy, survival, and progression-
free survival were updated in 2012.

This project of the Czech Lymphoma Study Group (CLSG)
is based on registration and prospective collection of data on
diagnoses, demographics, staging, baseline parameters, treat-
ment, and outcome of patients from the majority of
lymphoma-treatment centers in the Czech Republic. All pa-
tients signed an informed consent for data collection and
analysis. As no active intervention or commercial activities
were carried out on the patients and the project, no ethics
board approval was needed.

Histopathological diagnosis

The diagnosis of MCL was based on the criteria of the World
Health Organization (WHO) classification, including
cytomorphology and architecture [4]. For the central patho-
logical confirmation of the diagnosis, hematoxylin-eosin and
Giemsa stains and immunohistochemical reactions were per-
formed on standard 2-pum thick tissue sections in all cases,
using antibodies against cyclin D1, CD20, CD23, CDS5, and
Ki-67 (MIB-1, DakoCytomation, Glostrup, Denmark). In
some cases, additional immunoreactions were evaluated for
the differential diagnosis.

In 50 cases, t(11;14)(IgH/CCNDI1) was detected by means
of fluorescence in situ hybridization using LSI IGH/CCND1
XT Dual Color, Dual Fusion or LSI IGH/CCND1 Dual Color,
Dual Fusion Translocation Probes (Abbott Molecular, USA).
In two additional cases, juxtaposition of bcl1/JHA was detect-
ed using polymerase chain reaction [25].

Pfiloha 5.2



Virchows Arch (2014) 465:587-597

589

Proliferative activity

The immunohistochemical staining for Ki-67 antigen was
evaluated as detailed previously [8]. In each slide, three rep-
resentative high-power fields (HPF) were evaluated using ax
40 objective with an eyepiece grid of 10x 10 squares (mea-
suring 0.0625 mm?; eyepiece WH10/22; microscope
BX40F4, Olympus Optical Ltd., Japan) and a hematological
manual cell counter.

Assessment of microvessel density

A uniform random digital sampling was used to evaluate
MVD [26, 27] in immunohistochemical slides with the anti-
CD34 antibody (CD 34 Class 2, 1:100, DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). An unbiased counting frame was applied
to each micrograph to estimate the number of profiles of
microvessels per unit area (Q 5, quantity per area). A countable
vessel was defined as any profile of CD34-positive endothelial
cells or endothelial cell clusters separate from adjacent
microvessels, tumor cells, or connective tissue elements. Pro-
files appearing to be derived from an adjacent vessel were also
counted. The existence of vessel lumina, vessel diameter, and
the presence of erythrocytes were not included in the criteria
defining a microvessel. Vessels with clearly multilayered or
even muscular walls were not counted [26]. Vessel profiles
located fully inside the frame or those cutting the acceptance
line, but not the rejection line, were counted, giving the
number of vascular profiles per unit area. The unit areca was
estimated with a point grid consisting of 35 points per
counting frame (i.e., 700 points per 20 image fields in each
specimen) and calculated as the frame area multiplied by the
relative fraction of selected points (i.e., lymphoid tissue ex-
cluding connective tissue, necrotic areas, and areas not cov-
ered with tissue) within the total number of points. Ellipse
software (ViDiTo, Kosice, Slovak Republic) was used for all
operations described above. In every case, microvessels were
counted in 20 HPF (area of each 0.096958 mm?, total counted
area 1.94 mm? per case) and the quantity of microvessels was
recalculated to 1 mm?.

Statistics

OS was calculated from the date of diagnosis to the death of
the patient irrespective of its cause or to the last follow-up in
living patients. PFS was calculated from the date of diagnosis
to the date of disease progression, relapse, death of any cause,
or the last follow-up. The influence of single values (prolifer-
ative activity, MIPI, MVD) on OS and PFS was established by
Cox proportional hazards regression (univariate analysis).
Furthermore, Cox proportional hazards regression was used
for multivariate analysis. The relationship of groups of values
(quartiles of MVD, bone marrow infiltration, morphological

variants, type of growth, risk groups according MIPI) and of
OS and PFS was analyzed by a log-rank test. Kaplan-Meier
survival curves were used for visualization. The relationship
between single values (proliferative activity and MIPI) and
MVD was characterized by linear regression analysis and
Pearson correlation coefficients. MVD values were compared
with groups of values (MIPI, proliferative activity, MIPI con-
stituents, morphological type, and type of growth) using the
Kruskal-Wallis test. P<0.05 was considered statistically sig-
nificant. For statistical evaluation, the program MedCalc,
version 11.2.1.0 (MedCalc software, Mariakerke, Belgium)
was used. MIPI, simplified MIPI (s-MIPI), and biological
MIPI (b-MIPI) scores were calculated as published [1].

Results
Clinical data

The main data are summarized in Table 1. Of 177 patients
with MCL, there were 119 men (67 %) and 58 women (33 %)
with both the mean and median age at the time of diagnosis
being 64 years (range 28—86). The median follow-up of 59
living patients was 76 months (range 3—182) including 2
patients lost to follow-up (3 and 12 months after the diagnosis;
otherwise the follow-up is at least 39 months). The median OS
was 46 months, with an OS of 41.7 % at 5 years. The median
PFS was 22 months.

Treatment

The information about treatment is summarized in Table 1. It
was varied, reflecting the retrospective character of our series
as well as the heterogeneity of MCL therapy in daily practice.
All but two patients (one, surgery only; the other, radiotherapy
only) were treated with frontline chemotherapy (N=175); in
121 of them, it was combined with anti-CD20 monoclonal
antibody rituximab. In 11 out of 175 cases, a combination of
induction chemotherapy and adjuvant radiotherapy was used.

Of 175 patients, 111 (63 %) were considered to be a non-
intensive (conventional) treatment group (i.e., treated with R
CVP ({rituximab + cyclophosphamide, vincristine, predni-
sone}, R + CHOP {rituximab + cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine, and prednisone}, fludarabine or
chlorambucil monotherapy or fludarabine/cyclophosphamide
combinations protocols), whereas 64/175 (37 %) patients
received intensive treatment (i.e., R-hyperCVAD/HD-MTX/
AraC {rituximab-cyclophosphamide, vincristine,
doxorubicine, dexamethasone/high-dose methotrexate/
arabinoside}, maxiCHOP/AraC {cyclophosphamide,
doxorubicine, vincristine, prednisone/arabinoside} without
ASCT, chemoimmunotherapy induction followed by
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Table 1 Clinical features and

baseline treatment characteristics Number Percent (%)
of patients with mantle cell
lymphoma All patients 177 100
Gender Female 58 33
Male 119 67
Age at the time of diagnosis <50 17 9.6
50-59 43 243
60-69 60 339
>70 57 322
Clinical stage (Ann Arbor) 1 4 2.3
I 11 6.2
I 18 10.2
v 143 80.8
Unknown 1 0.6
B-symptoms Present 79 44.6
Localization of specimen Lymph node 133 75.1
Gastrointestinal tract 9 5.1
Tonsil 17 9.6
Spleen 5 2.8
Orbit 2 1.1
Oral cavity 9 5.1
Mediastinum + thoracic wall 2 1.1
Bone marrow infiltration Positive 133 76.9
White blood cells over 10,000/l 50 28.2
CVP cyclophosphamide, vincris- Lactate dehydrogenase Elevated 97 54.8
tine, prednisone, CHOP cyclo- ECOG status 2-4 45 25.6
phosphamide, doxorubicine, vin- MIPI Low 39 224
cr.istir.lei and pr.edniso.ne, VAD Intermediate 55 316
vincristine, adriamycin, dexa- .
methasone, ASCT autologous High 80 46.0
stem cell transplantation Treatment Rituximab combined with chemotherapy 121 68
*For example, R-hyperCVAD No chemotherapy 2 1.2
(dose-escalated CHOP) alternat- CVP 10 11.3
ing with high-dose cytarabine CHOP 69 390
and methotrexate or .
R-maxiCHOP alternating with Fludarabine-based 19 10.7
high-dose cytarabine without Other (CHOP/AraC, VAD, chlorambucil) 13 7.3
ASCT Intensive induction without ASCT® 34 19.2
* For example, Nordic MCL2 pro- Chemoimmunotherapy followed with 27 153
t0f301 (R-max1CHOP altf:matlpg high-dose consolidation and ASCT®
with high-dose cytarabin, with Chemoimmunotherapy followed with 3 1.7

ASCT) or standard R-CHOP with
frontline ASCT

allogeneic stem cell transplantation

autologous or allogeneic stem cell transplantation). Mainte-
nance treatment with rituximab was used in only 13 patients,
following various firstline protocols.

Microvessel density and its relationship to prognosis and other
factors

The vascularity of the lymphomas varied widely: the median
MVD 158.2 vessels/mm?, range 54.6-503.6 vessels/mm?
(Fig. 1). No significant influence of MVD values on OS and
PFS was identified (P=0.1378 and P=0.0628, respectively)

@ Springer

by the Cox proportional hazards regression when tested for
the whole series with no subdivisions. To make more detailed
analyses, subdivisions according to MVD values and therapy
were used. According to their MVD values, the cases were
divided arbitrarily into quartiles to enable better identification
of the influence of MVD on survival and the construction of
the Kaplan-Meier survival curves. The MVD values of the
individual quartiles, expressed in vessels per square millime-
ter, were as follows: the first quartile MVD<117.4, the second
quartile 117.4<MVD<158.2, the third quartile 158.2<MVD
<206.6, and the fourth quartile >206.6. The only visible
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Fig. 1 Microvessels in mantle cell lymphoma: low (a), medium (b), and
high (¢) microvessel density (CD34, magnificationx200)

difference concerning survival is between the fourth quartile
and the grouping of the first three quartiles. The median OS in
the first three quartiles (132 cases) vs. the fourth quartile (45
cases) is 56 vs. 30 months (P=0.0842), and the median PFS is
22 vs. 18 months (P=0.0688); Kaplan-Meier survival curves
are shown in Fig. 2.

Furthermore, we assessed the prognostic value of MVD in
a comparison of the non-intensive treatment group (N=111)
with the intensive treatment group (N=64). There was a
significant difference in the median PFS and OS between the
two groups: 19 vs. 40 months (P=0.0001) and 31 vs.
72 months (P=0.01), respectively. In the Cox proportional
hazards regression, higher MVD showed negative prognostic
relevance for OS (P=0.0419) in the non-intensive treatment
group but not for PFS (P=0.0551). No impact of MVD was
observed for either PFS (P=0.2052) or OS (P=0.6208) in the
intensive treatment group.

There were no significant differences in MVD values re-
lated to the tumor localization (nodal vs. various extranodal
specimens; data not shown), the morphological variant, or the
architecture of the tumor (see the following paragraphs).

The architecture and morphology

The patterns of growth and morphological variants were
assessed according to the WHO [4] (Table 2). No correlation
was identified between the type of growth and the following:
survival, prognosis, Ki-67, MIPL, and MVD (data not shown).

With regard to morphology, in 132 cases, the classical
morphological variant prevailed. In 10 cases, aggressive var-
iants (blastoid and pleomorphic) made up the sole morpho-
logical appearance; however, three of the 17 mixed cases
displayed a combination of classical and pleomorphic vari-
ants, and the remainder of the mixed cases consisted of a
combination of classical, small cell, and marginal-zone-like
variants.

Comparing the 13 cases with morphological aggressive
MCL variants to cases with other morphological variants
(N=164), MVD values do not differ statistically significantly,
but the proliferative activity, OS, and PFS do differ (Table 3).
In the 13 cases with the aggressive variants, the median OS
was 16 months, yet in the remaining 50 months (P=0.0309),
and similarly, the median PFS was 11 vs. 22 months (P=
0.0548).

Bone marrow infiltration and its relationship to survival
and MVD

An initial bone marrow (BM) histology was available in 173
of 177 cases. Patients without BM infiltration (N=40) were
compared to patients with involved BM (N=133) at presenta-
tion using log-rank test. Patients without BM infiltration have
better PFS (median PFS 41 vs. 20 months, P=0.0443) but not
OS (median OS 66 vs. 41 months, P=0.0833). Furthermore,
cases with BM infiltration at the time of diagnosis (N=
133) have a significantly higher MVD in the parallel
tumor sample taken outside the BM than the cases with-
out BM infiltration (N=40), median MVD 180.8 vs. 122.8
Vessels/mmz, P=0.0001.
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Proliferative activity and its relationship to survival
and microvessel density

The median number of cells counted per case (in three HPF)
was 3,952 (range 1,430-6,783). The median Ki-67 value was
21.7 % (range 2.8-80.1 %). The statistically significant influ-
ence of Ki-67 index on OS (P<0.0001) and PFS (£<0.0001)
was confirmed by Cox proportional hazards regression. The
relationship between proliferative activity and MVD was not
found to be significant using linear regression analysis (P=
0.689). In the cases with a Ki-67 index below 40 % (145
cases), the median MVD was 154.5 vessels/mmz; in the cases
with a Ki-67 index above 40 % (32 cases), the median MVD
was 194.6 vessels/mm?® (P=0.0577).

MIPI and its variants
MIPI, b-MIPI, and s-MIPI were assessed in 174 cases [1]. A
statistically important influence of MIPI, b-MIPIL, and s-MIPI

values on OS and PFS was demonstrated using Cox

Table 2 Morphological variants and pattern of growth of MCL

Morphological variant Number Percent (%)
Classical 132 74.6
Small cell 14 7.9
Marginal zone-like 4 23
Mixed 17 9.6
Pleomorphic 8 4.5
Blastoid 2 1.1
Total 177 100.0

Pattern of growth Number Percent (%)
Diftuse 61 35.1
Nodular 56 322
Mantle zone 1 0.6
Nodular + diffuse 29 16.7
Mantle zone + diffuse 11 6.3
Mantle zone + nodular 16 9.2
Total 174 100.0
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proportional hazard regression (in all instances, P<0.0001).
A correlation was found between MIPI including its variants
and MVD values (Table 4). According to the values of MIPI
(as well as b-MIPI and s-MIPI, respectively), the cases were
divided into three risk groups [1]. As the low- and
intermediate-risk groups do not show any significant differ-
ences in MVD values, they were grouped together and com-
pared with the high-risk group (Table 3). In this way, we found
a significant difference concerning MVD between the high-
risk group and the low- + intermediate-risk cases.

Furthermore, a significant influence of some constituents
of the MIPI score on MVD was found using Kruskal-Wallis
test, namely, ECOG performance and white blood cell count
(Table 3).

Univariate and multivariate analysis of prognostic influence

Complete data were available in 160 cases. The results of
univariate and multivariate analyses are summarized in Ta-
ble 5. In univariate analysis prognostic influence of morpho-
logical variant, MIPI, and proliferative activity was proved
both for OS and PFS. The prognostic influence of bone
marrow infiltration at the time of diagnosis was demonstrated
for PFS. In multivariate analysis, MIPI and proliferative ac-
tivity were proved to be prognostic markers both for OS and
PFS, but other markers are not significant.

Discussion

There have been little available data about the vascular pa-
rameters of MCL [24] although some recent approaches in
therapy, including drugs with antiangiogenic effects [15-18],
have resulted in improved survival. Only a few studies have
investigated the antiangiogenic effects of the therapy in MCL,
but they have lacked baseline vascular parameters [16, 28].
This is why we evaluated MVD using anti-CD34
immunoreactions in our retrospective series of 177 MCL
cases. In addition, we have investigated the relationship
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Table 3 The relationship of clinical and morphological factors in mantle
cell lymphoma (MCL); relationship of aggressive and other morpholog-
ical variants to microvessel density (MVD), proliferative activity, and
MCL international prognostic index (MIPI); relationship of high-versus

low- + intermediate-risk group of MIPI to MVD, median overall survival
(0S), and progression-free survival (PFS); and relationship of MIPI
constituents to MVD (survival by log-rank test, the remaining by
Kruskal-Wallis test)

Morphological variants Blastoid/Pleomorphic
N (%) 13 (7.3)
Median MVD (vessels/mm?) 186.5
Median Ki-67 (%) 64.3
Median MIPI 6.4
Median b-MIPI 7.8
Median s-MIPI 5.0

MIPI risk group High-risk
N (%) 80 (45.2)
Median MVD (vessels/mm?) 191.2
Median OS (months) 23
Median PFS (months) 16

b-MIPI risk group High-risk
N (%) 100 (57.5)
Median MVD (vessels/mm?) 180.5
Median OS (months) 23
Median PFS (months) 16

s-MIPI risk group High-risk
N (%) 71 (40.8)
Median MVD (vessels/mm?) 186.5
Median OS (months) 23
Median PFS (months) 16

Age <60 years
N (%) 60 (33.9)
Median MVD (vessels/mm?) 161.7

White blood cells Below 10,000/l
N (%) 127 (71.8)
Median MVD (vessels/mm?) 153.8

Lactate dehydrogenase

N (%) 78 (44.1)

Median MVD (vessels/mm?) 154.2
ECOG status 0-1

N (%) 131 (74.4)

Median MVD (vessels/mm?) 144.4

Lower than upper limit of laboratory

Other Kruskal-Wallis test,

in survival log-rank test

164 for MVD, MIPI (92.5), 161
for Ki-67, b-MIPL, s-MIPI (92.6)

157.9 P=0.2728
20.7 P<0.001
6.1 P=0.1397
6.6 P=0.0015
5.0 P=0.3081
Low- + intermediate-risk

94 (53.1)

141.5 P=0.0009
68 P<0.0001
35 P<0.0001
Low- + intermediate-risk

74 (42.5)

149.4 P=0.0403
94 P<0.0001
41 P<0.0001
Low- + intermediate-risk

103 (59.2)

150.7 P=0.0154
64 P<0.0001
27 P=0.0001
>60 years

117 (66.9)

158.2 P=0.3622
Over 10,000/pl

50 (28.2)

189.0 P=0.024
Higher than upper limit of laboratory

97 (54.8)

165.1 P=0.2052
2-4

45 (25.6)

200.9 P=0.0017

between MVD and other histopathological and clinical
characteristics.

Our results show a broad distribution of MVD in MCL
(range 54.6-503.6 vessels/mm?”, median 158.2 vessels/mm?).
So far, MVD values obtained in various studies have been
difficult to compare because vascular markers, as well as
microscopic and mathematical evaluations, have differed
greatly. Furthermore, the MVD and its role may vary accord-
ing to the type of hematolymphoid neoplasm [22-24, 29-31].
Tzankov showed a markedly lower MVD in their 19 cases of

MCL than our present analysis, likely to be due to technical
reasons. Using anti-CD34 antibody, they found MVD highest
in DLBCL, followed by follicular lymphoma, and then by
MCL and CLL [24]. A study by Ridell showed contradictory
results: a markedly higher MVD in CLL contrasting with
much lower counts in more aggressive lymphomas, namely,
in MCL (nine cases) and DLBCL [29].

For the whole of our series, the median OS was 46 months
and the median PFS 22 months, in concordance with other
population-based studies of MCL [7, 32-34]. We found

@ Springer

Pfiloha 5.7



594

Virchows Arch (2014) 465:587-597

Table 4 Correlations between

MVD, MIPI, s-MIPI, b-MIPI, and Ki-67 MIPI b-MIPI s-MIPI
Ki-67 with Pearson correlation
coefficients Microvessel density Correlation coefficient 0.03 0.174 0.153 0.187
Significance level P 0.689 0.021 0.044 0.013
N 177 174 174 174
Ki-67 Correlation coefficient 0.235 0.616 0.229
Significance level P 0.002 <0.001 0.002
N 174 174 174
MIPI Correlation coefficient 091 0.932
Significance level P <0.001 <0.001
N 174 174
b-MIPI Correlation coefficient 0.853
Significance level P <0.001
N 174

statistically significantly worse OS in cases with higher MVD
only in the non-intensive treatment group yet not in the
intensive treatment group and in the whole series. Additional
analyses would be needed, however, to verify whether a
higher MVD confers a worse OS in patients indicated only
for conventional chemoimmunotherapy. Other studies identi-
fied a higher MVD as a negative prognostic factor in some
hematolymphoid tumors, namely, in multiple myeloma [21]
and DLBCL [22, 23], while in follicular lymphoma, results
have been contradictory [30, 31]. Further, Tzankov did not
prove a prognostic role of MVD in their series of 266 B cell
lymphoma [24]. Thus far, the prognostic role of MVD in
lymphomas remains far from settled.

We have shown, for the first time, that BM infiltration by
MCL at presentation correlates with a higher MVD in
extramedullary MCL specimens. Thus a higher MVD seems
to correspond with a higher biological aggressiveness in
MCL. The exact mechanisms by which these features can be
associated have not been elucidated. The relationship of MVD
and of BM infiltration have not yet been analyzed in lympho-
mas, except for a single MCL case reported to have a higher
MVD in the bone marrow after therapy with lenalidomide in
comparison to that before the therapy, likely due to

immunomodulatory effects of lenalidomide activating macro-
phages [18].

In our study the BM infiltration correlates with shorter PFS
but not with OS. Pittaluga also found a worse prognosis
associated with BM infiltration in their 55 cases [35], but in
contrast, Argatoff did not identify any influence of BM infil-
tration in their 80 patients with MCL [32].

Importantly, we identified a correlation of MVD values
with MIPI, b-MIPI, and s-MIPI: MVD values are higher in
the high risk groups of all of these MIPI variants. Taking a
more detailed look, we can see higher MVD values correlating
with the individual constituents of MIPI: a worse ECOG
performance status and higher leukocytosis. Comparing age,
higher MVD is seen in younger patients than in those above
60 years of age but without any statistical significance.

Importantly, we did not find any dependence of MVD
values on the proliferative index (Ki-67). Similarly, a compar-
ison of MVD between the two subgroups of MCL divided
according to the Ki-67 index—namely, below and above
40 %—shows only statistically non-significant results. In
contrast, Tzankov found a strong correlation of Ki-67 and
MVD in their series of 266 B-non-Hodgkin lymphomas of
various types. However, data concerning MCL were not

Table 5 Univariate and multivariate Cox proportional hazards regression of prognostic influence of MVD, MIPI, proliferative activity, morphological

variant, and infiltration of bone marrow on OS and PFS

Characteristics (160 cases) Reference level OS P value PES P value

Univariate Multivariate Univariate Multivariate
Microvessel density Absolute value 0.2906 0.667 0.0858 0.6645
MIPI Absolute value <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0005
Ki-67 Absolute value <0.0001 0.0105 <0.0001 0.0174
Bone marrow infiltration Detected vs. not detected 0.0587 0.2124 0.0436 0.1487
Morphological variant Aggressive vs. other 0.0117 0.2642 0.0044 0.1643
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specifically stated [24]. Regarding other hematological malig-
nancies, the relationship between MVD and Ki-67 has not
been studied except for multiple myeloma in which a strong
positive correlation was proven between these factors [36].

We did not find any statistically significant difference in
MVD values when comparing the classical, aggressive, and
other morphological variants in our series, and similarly, no
such differences were identified between individual growth
types. There have been no other data published on this subject
with which to compare.

In multivariate analysis, we confirmed proliferative activity
(Ki-67 index) and MIPI to be reliable prognostic markers of
MCL. Neither morphological variants (aggressive vs. other),
bone marrow infiltration at the time of diagnosis, nor MVD
have a prognostic influence in multivariate analysis. In our
univariate analysis, the prognostic influence of morphological
variants (on OS and PFS) and bone marrow infiltration (on
PFS) was identified. A majority of other authors showed a
prognostic influence of proliferative activity [33, 37-39].
Regarding MIPI and its prognostic role, there have been
conflicting results both in univariate and multivariate analyses
[9, 37, 40, 41]. In concordance with our results, Romaguera
[40], Réty [33], and Tiemann [38] found no prognostic influ-
ence of aggressive morphological variants in multivariate
analysis, but in contrast, it was demonstrated by Geisler [2].

We are aware of the limitations of this retrospective study.
First, the therapy of our patients diagnosed between 1996 and
2008 was heterogeneous, and thus, their outcome may be
strongly influenced by individual therapy types as well as by
other factors such as clinical stage, BM infiltration, and MIPI
[6,7,9,32,35]. Second, our series does not include non-nodal
leukemic MCL cases. This is because our case inclusion
criterion was a reliable diagnosis of MCL requiring an
extramedullary FFPE specimen for a review, suitable for the
Ki-67 and MVD assessment, thus practically excluding non-
nodal leukemic cases of MCL [5].

One has to be aware that MVD only represents partial
information about the tumor angiogenesis which may be
characterized further by, e. g., analysis of other endothelial
markers, the expression of vascular endothelial growth factor,
and its receptors by means of immunohistochemistry, gene
expression profiling, or serum studies. There is a need for
future studies to better understand lymphoma-specific and
drug-specific antiangiogenetic mechanisms and subsequently
to validate clinically useful biomarkers [15]. To this end, the
data presented in our article provide the first systematic view
of the vascular parameters of MCL and so may serve as a basis
for such analyses.

In conclusion, this is the first clinicopathological study of
MVD in MCL, assessed retrospectively using immunohisto-
chemical reactions with anti-CD34 antibody in a series of 177
patients with long-term follow-up. Higher MVD in MCL is
associated with more aggressive behavior, namely, with BM

infiltration at the time of diagnosis. Furthermore, in our series,
high MVD is associated with worse OS in patients treated by
conventional (non-intensive) therapy but not in the intensive
treatment group and in the whole series. Univariate analysis
identified a prognostic influence of morphological variant,
MIPI, and proliferative activity on OS and PFS and a prog-
nostic influence of bone marrow infiltration at the time of
diagnosis on PFS. Multivariate analysis showed prognostic
influence of MIPI and proliferative activity on OS and PFS
only. Importantly, MVD correlates positively with the prog-
nostic scores of MIPI and its variants but not with the prolif-
eration Ki-67 index, the morphological variant, the pattern of
growth, or with the localization.
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SOUHRN

V poslednich letech je u solidnich nadort i u lymfoma zavadéna do lécebnych protokolt antiangiogenni terapie. To je jednim z ddivodd, pro¢ se podrobnéji
zkoumaji parametry popisujici nadorovou vaskularizaci, z nichz nejvyznamnéjsi jsou mikrovaskularni denzita a imunohistochemicka exprese VEGF (vascular
endotelial growth factor) a jeho receptort. Tento text shrnuje rizné metody zjistovani mikrovaskularni denzity a prognosticky vliv mikrovaskularni denzity

u lymfoma.

Klicova slova: mikrovaskularnidenzita - lymfom - prognéza

Microvascular density in lymphomas - evaluation methods and clinical impact

SUMMARY

In recent years antiangiogenic therapy has become a part of treatment protocols of solid tumors as well as of lymphomas. This is why tumor vascularization
has been explored, the most important parameters to describe it being the microvascular density and immunohistochemical assessment of the expression of
VEGF (vascular endothelial growth factor) and of its receptors. This review summarizes various methods of assessment of the microvascular density and the

prognostic impact of microvascular density in lymphomas.

Keywords: microvascular density - lymphoma - prognosis

Nedilnou soucasti nadorového rlstu je aktivni angiogeneze
v nddoru. Tento poznatek jiz zacatkem sedmdesatych let popsal
u solidnich nadorG Folkman (1), dle néhoz se prostou diflizi na-
dorova tkan maze Zivit jen do 1-2 mm in vivo a 2 - 4 mm in vitro.
Pak je jiz zcela nutné vlastni cévni zasobeni a tehdy dojde k tzv.
angiogennimu pfepnuti (angiogenni switch), kdy prevazi an-
giogenni faktory nad antiangiogennimi a dochézi k novotvor-
bé cév. Hlavni pficinou spusténi tohoto procesu je tkanova hy-
poxie. U hematologickych malignit novotvorba cévnich struktur
probihd podobné jako v jinych tkanich za pomoci dvou cest.
Jednou z nich je vaskulogeneze, tj. migrace progenitorovych
endotelidlnich bunék z kostni dfené, které se nasledné diferen-
cuji do zralych endotelii. Tento zplsob je nezavisly na preexis-
tujicich cévach. Druhym mnohem vyznamnéjsim zplGsobem je
angiogeneze, odpovidajici puceni jiz existujicich cév s migraci
zralych endotelidlnich bunék (2). Hlavnim spoustécim faktorem
je hypoxie, dale napf. cytokiny ¢i rdstové faktory jako PDGF (pla-
telet derived growth factor), ¢i bFGF (basic fibroblast growth
factor). Pfi hypoxii se uplatiuje von Hippel-Lindaudv gen, ktery
napomahd stabilizaci a ndslednému transportu transkripcniho
faktoru HIF-1 alfa (hypoxia inducible factor alpha) do jadra, kde
se vaze se specifickou sekvenci HRE (hypoxia response element)
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a tak stimuluje transkripci a navazujici expresi VEGF (vascular en-
dotelial growth factor), ktery je povazovan za hlavni angiogenni
faktor. Jeho podtypy VEGF-A, VEGF-B a VEGF-E stimuluji proli-
feraci a migraci endotelii a zvy3uji cévni permeabilitu, zatimco
VEGF-C a VEGF-D vedou k stimulaci lymfangiogeneze (2). VEGF
neni faktorem specifickym pro lymfatické uzliny s nadorem, ny-
brz je exprimovan i v normalnich uzlinach (3,4). VEGF-A puasobi
na endotel prostrednictvim receptord VEGFR-1 (vascular endo-
telial growth factor receptor) a VEGFR-2 (5), které prostrednic-
tvim své tyrosinkindzové aktivity spoustéji kaskadu intracelu-
larnich informacnich molekul (,druhych posl(”). VEGFR-1
ma pravdépodobné dudlni funkci a maze se uplatnovat pfi
podpore, ale i Gtlumu angiogeneze, zatimco stimulace VEGFR-2
je povazovana za jednoznacné mitogenni faktor endotelii (6-9).
Oba typy receptord mohou byt navic v cilovych tkanich tumoru
zvysené externalizovany (up-regulace), coz vede k vyssi senziti-
vité na VEGF, nebo internalizovény (down-regulace), cozZ snizuje
odpovéd na VEGF (6).

Nejrozsitenéjsim zplsobem popisu miry angiogeneze v tka-
ni je mikrovaskularni denzita, o ¢emz svéd¢i mimo jiné vice nez
9000 publikaci s heslem ,microvessel density” v databazi Pub-
Med. Tato metoda je pro svou jednoduchost velmi oblibena. Jeji
aplikace a interpretace vSak ma kromé vyhod i néktera omezeni.

MIKROVASKULARNI DENZITA

Mikrovaskularni denzita (MVD) je velmi ¢asto pouzivana s ci-
lem popsat intenzitu angiogeneze ve tkanich, nej¢astéji nadoro-
vych. Pojmu mikrocévy (angl. microvessels) odpovidaji nejdrob-
né&jsi cévy, tedy arterioly, metarterioly, prekapildry, vlastni kapi-
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Obr. 1. Stanoveni mikrovaskularni denzity pomoci metody systematického nahodného vybéru zornych poli v definované oblasti.
A: vzorkovani v mantle cell lymfomu (MCL) infiltrujicim sliznici tlustého stfeva (hematoxylin-eosin, zvétieni 50x). B: oznaceni poci-
tanych profildi mikrocév v jednom zorném poli MCL v lymfatické uzliné s vyuzitim pocitaciho ramecku pro tzv. nevychylené pocitani
(42), ktery sestava ze zakazanych linii (¢ervené, protinajici cévni profily nejsou zapocitany) a povolenych linii (zelené pferudované,
dotykajici se cévni profily jsou zapocitany) (protilatka CD34, zvéteni 200x).

lary, postkapilary a venuly. Mikrovaskuldrni denzita pak odpovi-
dé hustoté cévnich profilli zastizenych na fezu pfepoctené na
jednotku plochy tkanového fezu nebo jeho analyzované ¢asti.
Problémem u mikrovaskularni denzity je zpUsob jejiho stanove-
ni, protoze najit dvé studie u jednoho typu nddoru provadéné
stejnou metodou s pouzitim shodné protilatky je spise vyjimkou
nez pravidlem.

Pouzivané imunoprotilatky

Odlisnosti ve studiich jsou uz pfi pouZiti jednotlivych endo-
telidlnich protilatek pro vyznaceni cévnich struktur. Lze pouzit
bud’ panendotelidlni markery ¢i markery vazici se na aktivova-
né/proliferujici endotelie.

Z panendotelidlnich marker( je nejuzivanéjsim CD31. Jeho
vyhodou je, Ze nebarvi lymfatické cévy. Naopak nevyhodou
vsak muze byt, Ze reaguje i se zanétlivymi bunkami jako jsou
makrofagy, plazmocyty, neutrofily ¢i lymfocyty, coz mlze byt
problém u nadort s vyraznéjsim zanétlivym pozadim, obzvlast
pfi pocitacové analyze obrazu. DalSim je CD34, u néhoz jsou
omezeni v pfipadé nékterych stromalnich nadord. U absolut-
nich hodnot MVD stanovenych imunoreakci s protildtkou CD34
je pfi porovnani s CD31 tfeba vzit v Uvahu, ze CD34 barvi i ¢ast
lymfatickych cév, podobné jako dalsi panendotelidlni marker -
faktor VIIIl. Omezenim pro vyuziti u faktoru VIII jsou také zjisténi,
Ze v nékterych orgdnech chybi na ¢asti endotelialni populace,
ktera neni co do exprese imunohistochemicky vyuzitelnych po-
vrchovych molekul zcela homogenni (10,11). Studie porovnava-
jici dva a vice panendotelidlnich marker( na sousednich fezech
identickymi blocky nadorové tkané jsou vzacné (12) a nelze je
bohuzel zcela zobecriovat, protoze maji vypovidaci hodnotou
omezenou na konkrétni organ, na némz byly provedeny.

Druhou skupinou jsou markery vazici se na aktivované/proli-
ferujici endotelie. Pfikladem je nestin (13) a CD 105 (endoglin)
(14), které znaci proliferujici a nezralé endotelie. Zpisobem zjis-
téni miry proliferace endotelii mGze byt také dvojité imunohis-
tochemické barveni spojujici proliferacni marker Ki-67 a endo-
telidlni marker (15).

Zpusoby hodnoceni MVD
Vlastni stanoveni hodnoty MVD Ize provést réiznymi zplsoby

(10,11,15). Metoda tzv. hot spots, zvana také podle Weidnera
(16), je patrné nejuzivanéjsi. Je zalozena nejdfive na nalezeni
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tzv. hot spots, tj. pfi malém zvétseni nalezeni okrskl s nejvyssi
mikrovaskularni denzitou, a v nich je pak v definované plose
pfi vétsim zvétSeni spocitan pocet drobnych cévnich prostor
(jedno zorné pole pfi zvétseni 200x odpovida plose 0,74 mm?,
u 400x 0,19 mm?). Kritériem pro zapocteni mikrocévy neni
pfitomnost vlastniho lumen (muGze kolabovat ¢i byt kompri-
movano pii odbéru ¢i zpracovani blocku) ¢i erytrocytd, je to
pouze imunohistochemicka pozitivita vybraného endotelové-
ho markeru v endotelové burice ¢ijejich clusteru. Naopak cévy
vétsiho kalibru s pfitomnosti hladké svaloviny ve sténé se jiz
jako mikrocévy nezapocitavaji. Tento zplsob je pouzivan jak
pfi manualnim pocitani jednotlivych mikrocév, tak pti pouziti
pocitacové analyzy obrazu, kdy jsou jednotlivé tzv. hot spots
manualné nalezeny a teprve vyfocenad zornd pole analyzuje
pocitac. Je nutno poznamenat, ze tzv. hot spots se nachazeji
pfedevsim na periferii nddoru, MVD je nejvyssi pfi jeho kontak-
tu se zdravou tkani, smérem do centra se snizuje (11). Nékteré
studie v8ak upozornuji na nedostate¢nou opakovatelnost sub-
jektivniho vybéru téchto oblasti maximalni vaskularizace (17-
19). Mikrovaskuldrni denzita ziskand analyzou tzv. hot spots je
interpretovana jako ciselny popis zastoupeni nejvice prokrve-
nych mist tumoru s nejvyssi novotvorbou cév (18). Charakter
vzorcl rozmisténi mikrocév v tumorech (tzv. vascular pattern)
muze byt vSak velmi heterogenni a takto ziskana mikrovas-
kuldrni denzita nemusi vypovidat o nadoru jako celku, nybrz

Obr. 2. Projekce Chalkley count mifzky na mantle cell lymfom
(protilatka CD34, zvétseni 200x).
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o jeho biologicky nejaktivnéjsich oblastech s tim omezenim, ze
nedokaze rozlisit pomérné zastoupeni téchto center angioge-
neze ve vysetfovaném nadoru nebo jeho Castce. Pripady s né-
kolika izolovanymi hot spots pak vedou ke stejnému ¢iselnému
vysledku jako tumor, jehoz celé rdstové celo ¢i dokonce cela pe-
riferie jevi zvySenou neovaskularizaci.

Dalsi moznosti vyuziti pocitacové analyzy pfi zjistovani hod-
not MVD je pocitani v systematicky ndahodné vybranych arbi-
trarné stanovenych zornych polich (18,20), tedy zornych poli
v presné stanovené vzdalenosti od sebe. Proto nejprve prova-
dime systematické vzorkovani zornych poli v ramci fezu s ci-
lem zajistit standardizovany rozestup mezi snimanymi zornymi
poli (obr. TA). Po technické strance lze systematicky rozestup
zornych poli v osach XY mikroskopického posuvu garantovat
budto pomoci mikroskopu s motorizovanym stolkem, nebo
i manualnim posuvem o urcity pocet zornych poli, coz je v pra-
xi Ukon proveditelny s dostate¢nou pfesnosti. Tento zplsob
vzorkovani zajisti, aby se jednotlivé oblasti fezu s mnohdy
rozmanitou hustotou mikrocév podilely na vysledné hodnoté
reprezentujici cely fez vahou iumérnou Cetnosti svého vyskytu
v preparatu. K vlastnimu pocitani cévnich profilli v zorném poli
Ize pak s vyhodou pouzit klasického pocitaciho rdmecku, kde
jsou pocitacovym programem s interaktivni kontrolou ode-
¢itajiciho nalézény profily odpovidajici mikrocévam (obr. 1B)
(18,21). Vysledky MVD ziskané pocitacovou analyzou vybra-
nych poli koreluji s vysledky ziskanymi manudlnim pocitanim
jak u metody hot spots (22), tak u metody systematicky nahod-
né vybranych poli (20). Obecné je hlavni vyhodou pocitaové
analyzy obrazu casova Uspora a omezeni subjektivnich vliv(
jednotlivych odecitajicich. Je zde i moznost ziskat dalsi udaje
o vaskularité v daném zorném poli, jmenovité o plose ¢i pra-
méru cévnich lumen (23). Je nutné poznamenat, Ze zapojeni
obrazové analyzy klade vysoké naroky na uniformitu barveni
a eliminaci artefaktd.

Dalsim zpGsobem pocitacové analyzy obrazu je skenovani ce-
Iého preparatu a pocitani mikrocév na celé plose s naslednym
prepoctenim na jednotku plochy (24), kde je vytvoren virtualni
fez pomoci skeneru pro digitalizaci skla, ktery je nasledné cely
pomoci program(l pro analyzu obrazu vyhodnocen. Tato stra-
tegie se nazyva ,whole mount pathology” ¢i ,whole slide ima-
ging” a umoznuje systematické vysetieni celé plochy fezu tak,
aby i zde méla data ziskana z jednotlivych oblasti vahu imérnou
svému zastoupeni (25). Analyzou po sobé nasledujicich fezd je
mozné rovnéz vytvofrit trojrozmérny obraz cévnich struktur,
z néhoz je mozné zjistit procentudlni objemové zastoupeni cév
na objemu vysetfované tkané (mikrovaskularni objem)(26). Troj-
rozmérné rekonstrukce cévnich stromu nabizeji sice soucasné
i zajimavé vizualizace, svou pracnosti se vsak obvykle vymykaji
pozadavkdm rutinniho odectu mikrocév.

Dalsi zplisobem zjistovani hodnot MVD je tzv. Chalkley count.
V tomto pfipadé se po nalezeni oblasti obsahujici nejvice drob-
nych cév pouzije specialni okuldr s m¥izkou s 25 nahodné rozlo-
Zenymi body na velkém zvétseni 200 - 250x, ten je pak rotovan
tak, aby co nejvice bodl bylo na sténé cév &i uvniti jejich lu-
men a tyto body jsou pak spocitany (obr. 2), tato hodnota je pak
pouZita pro porovnani mezi jednotlivymi vzorky. Tento zpGsob
spise popisuje miru plochy cév vdaném zorném poli nez jejich
hustotu (27).

Vyjimecné pouzivanou metodou je semikvantitativni sta-
noveni MVD, tedy ureni nizké, stiedni a vysoké MVD dle
subjektivniho hodnoceni posuzovatele. Hlavnim problémem
tohoto zplsobu je velmi subjektivni hodnoceni s vysokou va-
riabilitou mezi posuzovateli, naopak za vyhodu Ize povazovat
nizkou ¢asovou naro¢nost. U solidnich nadort byla prokaza-
na korelace mezi kvantitativni a semikvantitativni metodou
(28).

96

PROGNOSTICKY VLIV MIKROVASKULARNI
DENZITY V LYMFOMECH

Mikrovaskularni denzita je dle Ribattiho vyrazné vyssi u lym-
fom0 s nizkym stupném malignity nez u zdravé tkané a jesté
vyrazné vyssi u lymfomd s vysokym stupném malignity (29).
Naopak Ridell popisuje, Ze mimo chronické lymfatické leukémie
jsou hodnoty MVD ostatnich lymfoma nizsi nez u lymfadenitidy
(30). Jeho vysledkdim jsou podobna zjisténi od solidnich nador,
kdy umnohych z nich (prs, mozek, plice, tlusté stievo) je hodno-
ta MVD nizsi nez u ptvodni nenddorové tkané (31). Za davod
se povazuje fakt, Ze hodnoty MVD jsou nizsi proto, Ze nadorova
tkan ma nizsi spotrebu kysliku nez normalni tkan (32).

U jednotlivych typl lymfoml Ize ze stavajicich studii ohled-
né hodnot mikrovaskularni denzity ucinit zavér, ze agresivnéjsi
lymfomy mivaji vyssi absolutni hodnotu MVD. Jmenovité Tzan-
kov pomoci protilatky CD34 (33) zjistuje nejvyssi hodnotu MVD
u diftzniho velkobuné¢ného B-lymfomu (DLBCL), dal$imi v po-
fadijsou folikularni lymfom, lymfom z plastovych bunék (mantle
cell lymfom, MCL), lymfom z malych B-lymfocyt(/chronicka
lymfatickd leukémie (B-SLL/B-CLL). Jorgensen (27) s vyuzitim
protilatky CD34 zjistuje, ze nejvyssi hodnotu MVD ma periferni T
lymfom, a to v intrafolikularni oblasti, je zajimavé, ze kdyz byly
hodnoty MVD zjistovany v interfolikularnich oblastech, byly
hodnoty vyrazné vyssi nez jsou hodnoty MVD u PTCL. Vysledky
byly v této studii shodné, at byla pouzita Chalkley count metoda
¢i metoda hot spots. Naproti tomu Ridell pomociimunoprotilat-
ky CD34 popisuje vyssi MVD u chronické lymfatické leukémie,

Problémem pii porovnani studii vénovanych prognostickému
vlivu MVD u jednotlivych typ( lymfomd je jednak razny zplsob
zjistovani MVD a také pouziti riznych protilatek.

Toto Ize dokumentovat u DLBCL, kde jedna studie byla prove-
dena pomoci protilatky CD34 (34), zatimco druha pomoci CD31
(35). V prvni studii (34) bylo zjisténo, Ze zvysené hodnoty MVD
jsou spojeny s horsim prezitim (P = 0,047), avsak nebylo moz-
né stanovit jasny predél v hodnoté MVD mezi skupinami s lepsi
a horsi prognézou, pfi rozdéleni dle medianu nebyl rozdil mezi
skupinami prokazan u celkového preziti (median preziti 77 a 48
meésicd, P = 0,065), ani u doby preziti bez progrese (progression
free survival - PFS) (median PFS 47 a 28 mésic(, P =0,17). Naproti
tomu, ve druhé studii (35) se pfipady délily dle medidnu MVD
a je zde vliv téchto skupin MVD na 4 leté celkové preziti (78 resp.
54 %, P =0,001) a 4 leté PFS (65 resp. 48 %, P = 0,048). Prestoze
v obou publikacich byl prokdzan negativni vliv vyssich hodnot
MVD na preziti pacient, vysledky obou studii jsou vzhledem
k parametriim vzdjemné neporovnatelné.

V piipadé klasického Hodgkinova lymfomu (vétsina pfipadd
odpovidala varianté nodularni skleréza) byla hodnota MVD zjis-
tovana pomoci protilatky CD34 (36). Pripady byly rozdéleny dle
medianu, u piipadu s nizkou MVD je 5Sleté preziti 94%, u vysoké
MVD 84% (P = 0,0397).

V pripadé folikularniho lymfomu byla publikovédna studie pro-
vadéna pomoci protilatky CD34 (37), kde byly pfipady rozdéle-
ny na teti tercil a zbyvajici ¢ast pfipadd. V ptipadé 3. tercilu dle
hodnot MVD je lepsi celkové preziti (94 vs. 50 mésicd, P = 0,03)
i PFS (47 vs. 13 mésicl, P = 0,02). Naopak ve studii s pouzitim
protilatky CD31 (38) je u pfipadd s vyssi MVD horsi celkové pre-
Ziti'i PFS.

U chronickeé lymfatické leukémie v kostni dieni nebyl ve 2 stu-
diich pomoci faktoru VIII & CD34 zjistén prognosticky vliiv MVD,
pouze hodnoty MVD zjisténé pomoci CD34 jsou vyznamné vyssi
nez hodnoty ziskané pomoci faktoru Vill (39,40).

V piipadé lymfomu z plastovych bunék byla studie provade-
na pomoci imunoprotilatky proti CD34 pfi vyuziti pocitacové
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analyzy ndhodné vybranych 20 poli, prognosticky vliv MVD byl
zjistén pouze u celkového preziti u skupiny pacientll lécenych
konvencni terapii (P = 0,04), nikoli u pacientt s intenzivni terapif
ani u celého souboru pacient( z populacni studie (21).

MIKROVASKULARNI DENZITA V HODNOCENI
UCINNOSTI ANTIANGIOGENNI TERAPIE

U MVD se v piipadé aplikace antiangiogenni terapie nabizi také
moznost vyuzit ji jako faktor ukazujici efektivitu této lécby. Pri
tomto pouziti roste vyznam hodnoceni zalozeného na kvantifika-
cicelého fezu tak, aby statistickd vaha rliznych oblasti nadoru byla
umérnd jejich zastoupeni na fezu (25). Je vhodné mit na paméti,
Zze MVD je ¢iselnym zlomkem, pfi¢emz pfi antiangiogenni terapii
muze byt ovlivnén jak jeho Citatel (mnozstvi cév), tak jmenovatel
(plocha fezu, v niz se tyto cévy vyskytuji). Napfiklad Ubytek cév
provéazeny proporcionalnim zmensenim tumoru vyusti v nezmé-
nénou MVD, prestoze terapeutického ovlivnéni mohlo byt ¢astec-
né dosazeno. U nador( obsahujicich slozku, kterd z principu neni
nositelem vaskularizace (epitelova slozka karcinomu), se do vy-
sledné MVD promita i pomér mezi epitelovymi nadorovymi buni-
kami a nadorovym vaskularizovanym stromatem. Tento aspekt
sice u lymfom( odpada, ale pfi interpretaci dat MVD je vhodné
mit na paméti, ze MVD nepopisuje vaskularni inhibici nezavisle
na ostatnim prostiedi, ale je to spise komplex zmén ovlivnény
inicialni vaskularni supresi a nasledné interakci mezi vaskularni-
mi a nadorovymi elementy. Pfi podani antiangiogenni léCby totiz
nejdfive dochdzi k inhibici, pfipadné eliminaci kapilar, nasledo-
vané eliminaci nadorovych bunék a cely tento proces ovliviuje
hodnoty MVD. Nejdfive dochazi k jejich rychlejsimu poklesu
a pozdéji se pokles hodnot MVD v odebranych vzorcich béhem
lécby zpomaluje. U nékterych nddor( mize dojit po ukonceni te-
rapie k zvyseni hodnot MVD na predterapeutické hodnoty, pres-
toze efekt antiangiogenni lécby u pacienta je zdokumentovan,
atov pfipadech, kdy terapie vyznamné nenarusi metabolické po-

treby ¢i produkci angiogennich faktor(i nddorovych bunék (32).
U solidnich nadora se ukazuje, Ze efekt antiangiogenni terapie se
vyznamnéji nelisi u pfipadl s nizkou ani vysokou hodnotou MVD
nadoru. Jen je popsano, Ze pfi poklesu MVD ve vzorku z doby te-
rapie je terapie efektivni (11), aviak pokud k poklesu nedochazi
¢i naopak dochazi k zvyseni hodnoty MVD, viibec to nevylucuje
efektivitu terapie (32). Tento jev byl mimo jiné popsan pfi pouziti
thalidomidu u mnohocetného myelomu, kde byl patrny vyznam-
ny pokles MVD pouze u ¢asti pfipadl s terapeutickym efektem
(41). Ulymfom0 tyto poterapeutické zmény jesté nebyly podrob-
néji zkoumany.

ZAVER

MVD je v pfipadé mnoha hematologickych malignit prokazan
jako dalsi prognosticky faktor. Problémem je, Zze u vétsiny typ(
nadorovych onemocnéni jsou k dispozici pouze jedna ¢i dvé
studie, tedy praktické vyuZiti je tieba podrobnéji a rozsahleji
studovat a také stanovit standardné opakovatelny a rychly zpG-
sob, jak hodnotit MVD v denni praxi patologa. Pro hodnoceni
efektivity antiangiogenni 1é¢by se stanovovani hodnot béhem
a po terapii dosud nejevi jako pfinosné, stejné jako pro vybér
pacient vhodnych k antiangiogenni lécbé.
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Nove perspektivy v patogenezi a diagnostice
lymfomu z pldastovych bunék (mantle cell lymfomu)

David Salek’, Andrea Janikova', Pavla Vesela?, Jiti Mayer’
'Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice a Masarykova univerzita Brno
2SiklGv Ustav patologie, Lékafska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen

Mantle cell lymfom (MCL) neboli lymfom z plastovych bunék patii mezi vzacnéjsi B-lymfoproliferace s podilem asi 7-8 % na celkovém mnozstvi
vSech nehodgkinovych lymfom. Klinicky se MCL vyznacuje neblahou kombinaci vlastnosti indolentnich (rekurentni prabéh) a agresivnich
(vysoka proliferacni aktivita, chemorezistence) lymfomu. Progn6za onemocnéni zlistava stale neuspokojiva s medianem preziti 4-5 let.

V soucasné dobé se predpoklada, ze pro vznik klinicky manifestniho MCL je nutny soubéh nékolika patologickych udalosti na genové
urovni. Nezbytnym predpokladem je porucha regulace bunécéného cyklu fizené cyklinem D1, za dalsi krok se povazuje defekt v bunéc-
né odpovédi na poskozeni DNA. Prvotni a zdsadni genovou prestavbou je u MCL pravdépodobné translokace t(11;14), pfi niz vznika
patologicky fuzni gen BCL1/IGH. Produktem této pfestavby je nadmérna produkce cyklinu D1, ktera vsak ke vzniku maligniho lymfomu
sama o sobé nestaci. U MCL je také ¢astd delece 11q22-23. Na tomto lokusu je umistén gen pro ATM kindzu. V pripadé delece ATM genu
se vyrazné zvysuje genomicka nestabilita a vzrista tak frekvence dalSich mutaci. Na zakladé studii genové exprese byly identifikovany
dalsi patogenetické mechanizmy. Jednim z nich je napfiklad konstitutivni aktivace transkripéniho faktoru NF-kappaB majiciho anti-
apoptoticky ucinek nebo aktivace systému mTOR zvysujiciho translaci mRNA. Je dulezZité zminit mozZnost cileného terapeutického
ovlivnéni vyse zminénych drah (bortezomib, temsirolimus). Dalsimi sekundarnimi aberacemi je rekurentni somaticka mutace NOTCH1
a SOX 11 (neuronalni transkrip¢ni faktor), jejich vyznam v prognéze a patogenezi zGstava nejednoznacny.

Kli¢ova slova: mantle cell lymfom, cyklin D1, t(11;14), SOX-11, NOTCH1.

New perspectives in the pathogenesis and diagnosis of mantle cell lymphoma

Mantle cell lymphoma represents about 7-8 % of all non-Hodgkin lymphomas. This entity is characterized by a combination of mostly
aggresive clinical course and frequent relapses. The prognosis remains poor with a median overall survival of 4-5 years. It is hypothesized
that a coincidence of several pathological events is necessary for arise of clinically manifest MCL. The primary oncogenic mechanism is
considered to be a chromosomal translocation t(11;14) with juxtaposition of BCL1 gene to the IGH gene. It results in overexpression of cyclin
D1, which positively affects the G1-S transition of cell cycle. Another frequent mutation is a deletion 11g22-23 leading to the inactivation of
the ATM gene responsible for the DNA damage response. In such case, the genomic instability and subsequently the frequency of another
mutations is highly increased. The gene expression profiling revealed many additional genetic alterations, such as constitutive activation
of trancription factor NF-kappaB with anti-apoptotic effect or activation of mTOR system. Importantly, these pathways can be influenced
by new targeted drugs (bortezomib, temsirolimus). Another secondary aberrations found in MCL are mutations in NOTCH1 gene and
overexpression of neuronal transcription factor SOX11. However their significance for the pathogenesis and prognosis remains unclear.

Key words: mantle cell ymphoma, cyclin D1, t(11;14), SOX-11, NOTCH1.
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Uvod

Lymfom z plastovych bunék — z anglic-
kého terminu ,mantle cell lymphoma“ (MCL)
— tvoff zhruba 6-8% viech ne-Hodgkinovych
lymfom (NHL). Dle aktudlni klasifikace malignit
hematopoetické a lymfoidni tkdné WHO (Health
Organization) z roku 2008 je definovan jako zrala
neoplazie B-fady, kterd je obvykle tvofena mo-
nomorfni populaci malych az stfedné velkych
lymfoidnich bunék s nepravidelnym jadrem,
nesoucich pro MCL typickou chromozomal-
ni translokaci t(11;14) (q13;932) (1). Tato prestavba
postihujici gen pro cyklin D1 byla v souvislosti
s lymfoproliferacemi popsana sice jiz v roce 1979
(2), nicméné az s pochopenim jeji zasadni role
U MCL pocatkem 90. let se vlastné zacala psat
novodoba historie této jednotky (3, 4). Mantle

cell lymfom byl poprvé pod timto oznacenim
jasné definovan v evropsko-americké klasifikaci
REAL z roku 1994 (5) a nasledné v prvnf verzi
klasifikace WHO z roku 2001. V dfivéjsich sché-
matech lymfomu z plastovych bunék odpovi-
dal centrocyticky lymfom dle Kielské klasifikace
a intermedidrné diferencovany lymfocyticky
lymfom dle klasifikace Rappaportovy.
Nasledujici sdélenf pfindsi podrobny pfehled
poznatkl o tomto typu maligniho lymfomu,
od klinického obrazu pres morfologii az po sou-
¢asny pohled na patogenezi s potencidlnim
ovlivnénim nékterych drah cilenymi léky.

Klinicky obraz

Mantle cell lymfom je onemocnéni spise
vyssiho véku s medidnem vyskytu okolo 64 let,
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s prevahou muzl nad Zzenami (pfiblizné 2:1).
U naprosté vétsiny pacientd (80-90 %) je nemoc
diagnostikovana v pokrocilém klinickém stadiu
(-1 dle Ann Arbor), typicky s generalizovanou
lymfadenopatif (az 80 % pacient), infiltraci kostni
drené (70-80%) a leukemizaci, pripadné i se sple-
nomegalil (40%) (6-8). Pomeérné casté je posti-
Zeni rlznych extranodélnich organd, zejména
gastrointestinalniho traktu (GIT) a Waldeyereova
mizniho okruhu (17-22 % pffpad; dle Udajd z da-
tabdze Ceské Kooperativni lymfomové skupiny
(KLS). Infiltrace GIT v3ak bude ve skute¢nosti
zfejmé mnohem casté&jsi. Naptiklad dle prace
Salara et al, Ize podrobnym vysetienim travici-
ho traktu u vdech nove diagnostikovanych MCL
lymfom histologicky prokézat az u 90% pacientd,
v€etné 2/3 pfipadl s makroskopicky normalni

www.onkologiecs.cz | 2013;7(3) | Onkologie



Obrdzek 1. Cytologické varianty MCL: klasicka (A),
malobunécné (B), marginal zone-like (C), blastoidni
(D). Ve zvétseni 400x, barveni hematoxylin-eosin
e )

sliznici (9). Postizenf traviciho traktu mizZe byt
diagnostikovano i pod obrazem tzv. mnohocetné
lymfomatdzni polypdzy.

Stagingové procedury se nijak zésadné
nelisi od jinych lymfomd. Zahrmuji zhodnocenti
krevniho obrazu a biochemie veetné laktat-de-
hydrogenazy, histologické a cytomorfologické
vysetieni kostni diené (idedlné trepanobiopsie),
flowcytometrii a pfipadné i PCR periferni krve
a kostni drené (k prdkazu klonality ¢i specific-
kého fuzniho genu bcl-1/IgH). Ze zobrazovacich
metod je standardem CT v rozsahu hrudnik,
bficho a panev, pfipadné dle kliniky i CT ¢i MR
krku a hlavy. Vzhledem k pravidelné FDG avidité
Ize ke zpfesnéni stagingu ¢i hodnoceni lécebné
odpovédi s vyhodou vyuzit i pozitronové emis-
ni tomografie (PET). Jeji indikace by nicméné
méla byt individudini, pausalné neni PET u MCL

Onkologie | 2013;7(3) | www.onkologiecs.cz

doporucena (10). Kolonoskopie a gastrofibrosko-
pie rovnéz nepatii mezi standardni procedury,
mély by viak byt provedeny u viech pacientd
s pislusnou GIT symptomatologif ¢i suspektnim
CT nélezem. Lumbalni punkce je indikovana
u blastoidnich MCL, jinak se rutinné pfi absenci
neurologickych pfiznak neprovadi.

Progndza mantle cell lymfomu je obecné
nepfizniva. Navzdory pomeérné vysokému pro-
centu lé¢ebnych odpovédi po indukeni 1é¢bé
lymfom pravidelné relabuje a v dal$im pribéhu
nemoci se dfive ¢i pozdéji rozviji chemorezis-
tence. | pfes urcity pokrok v poslednich letech
(v dusledku napt. intenzifikace terapie, G¢innéjsi
|é¢by relapst Ci zlepseni podplrné péce) zlsta-
véa median celkového preziti (OS) po konven¢ni
lé¢bé stale okolo 4-5 let, s medidnem doby
do progrese (PFS) okolo 1-2 let (7, 8, 11).

Morfologie a imunofenotypizace

Lymfom z pldstovych bunék se dle WHO
2008 déli na nékolik morfologickych variant (ob-
razek 1A-D). Nejcastejsi je klasicka varianta (ko-
lem 87 %) tvofend monotéonni populaci malych
az stfedné velkych lymfocytd s nepravidelnou
jadernou konturou (se ,zafezem”), s disperznim
jemnym chromatinem a nezfetelnym jadérkem.
Dalsi dvé varianty pfipominaji jiné lymfomy.
Jednak je to tzv. varianta malobunécnd, kterd
je tvofena malymi kulatymi lymfocyty s hustym
chromatinem imitujicimi chronickou lymfatic-
kou leukemii/lymfom z malych B-bunék (B-CLL/
SLL), jednak varianta marginal zone-like typicka
burikami s bohatsi svétlou cytoplazmou, které
napodobuji lymfom z bunék margindini zény.
Z praktického hlediska jsou ovsem nejdulezitéj-
$i tzv. agresivni varianty tvorici 8-21% pfipadd
MCL s velmi $patnou prognézou (11-13). Radime
sem variantu blastoidni s burikami pfipominaji-
cimi lymfoblasty s vysokou mitotickou aktivitou
a variantu pleomorfni, jejiz buriky maji velka ne-
pravidelnd jadra s prominujicim jadérkem pfi-
pominajici tak difuzni velkobunécny B-lymfom.
Nutno poznamenat, Ze histologicka transformace
do difuzniho velkobunéc¢ného lymfomu se u MCL
nepopisuje.V piipadé relapsu se vsak cytologické
varianty ¢asto mén, je popisovana transformace
u 22% plvodné klasickych/malobunécnych pri-
padl do agresivnich variant, naopak polovina
plvodné agresivnich subtypd mdze vykazovat
v relapsu klasickou morfologii (12).

ZpUsoby infiltrace lymfatické uzliny odpovidajf
mife postupu MCL ve tkani (obrdzek 2). Za vyvojo-
vé asnou variantu je povazovana infiltrace pouze
plastové zony lymfatického foliklu (z anglického
mantle zone také pochdzi i viastni pojmenova-
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ni tohoto typu lymfomu), pokrocilejsi je varianta
noduldrni s vagné naznacenymi uzliky, u nichz
jiz nenf pfitomen ani zbytek zarode¢ného centra.
Za nejpokrocilejsi je povazovana difuzni varianta
odpovidajict homogenni infiltraci zcela nahrazujict
strukturu lymfatické uzliny, kterd je také nejcastéj-
$im pifpadem (asi 80%) (11, 14). PfestoZe nékteré
studie prokazuji lepsi progndzu u varianty s infil-
traci pouze plastové zény proti ostatnim (8, 15),
jinymi tento vliv prokdzan nebyl (9, 14).

V této souvislosti je nutné jesté zminit velmi
fidce se vyskytujici variantu, ktera je povazovéna
za prekurzor manifestniho MCL - tzv. ,MCL in si-
tu”. Tento byva diagnostikovan ¢asto ndhodné pfi
imunohistochemickém vysetfen histologickych
fez(, v nichz je zastizena infiltrace tvofend malym
mnozstvim cyklin D1 pozitivnich bunék ve vnitfni
Casti plastové zény jinak normélniho reaktivniho
foliklu. U téchto bunék byva prokazana i typic-
kd translokace t (11, 14). Problémem této jednotky
je, Ze MCL nebo pfipadné jiny B-lymfom se vyvine
jenu naprosté mensiny pacientd s touto diagné-
zou (asi jen 8% pfipadu) (16). Pfi popisu této jed-
notky se proto doporucuje pouzivat spise termin
,MCl-podobné B-buriky nejasného vyznamu”
nez termin ,MCL-in situ”, aby se pfedeslo pfipadné
zbytecné lécbé.

Dnes jiz standardni soucasti diagnostiky byva
flowcytometrické analyza lymfocytl uzliny, kostni
drené ¢i periferni krve. Pritokovou cytometrii
Ize vyuzit jak ke zpfesnéni rozsahu postizenti, tak
k diferenciadlni diagnostice v{ci ostatnim typlm
lymfom ¢i leukémii. Buriky MCL exprimujf hlavni
znaky zralych B-lymfocytd CD19 a CD20, pravidel-
né nachédzime i povrchovou expresi imunoglobu-
linG tfidy IgM a IgD, na rozdil od ostatnich lymfo-
mU Castéji s restrikci lehkého fetézce lambda nez
kappa. Déle byva typicky pozitivni T-lymfocytarni
antigen CD5. Tato aberantni koexprese CD5+19+
se nachazi jen u B-CLL/SLL a MCL, a je tak dUle-
zitym diferencidiné diagnostickym ukazatelem
(obrazek 3). Znak CD10 je na rozdil od folikuldrniho
lymfomu negativni, k odliseni od vyse zminéné
B-CLL/SLL pfispfva negativni & jen slabé pozitivni
(D23 a negativni CD200 (17). BCL2 byva pozitivni,
BCL6 naopak pravidelné negativni. Vyjimecné Ize
nalézti CD5 negativni pifpady MCL, coz mUze né-
kdy myIné vést k diagndze jiné B-lymfoproliferace.
CD5 negativni pfipady nejsou vazany na zadnou
konkrétni cytomorfologickou variantu (18).

Patogeneze

Jiz na Urovni ¢asného B-prekurzoru probiha
u vsech pripadd MCL prestavba V-D-J oblastf
v genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IGH),
kterd dava vzniknout DNA sekvenci unikatni pro



Obrdzek 2. Varianty MCL dle zpUsobu infiltrace
lymfatické tkdné: difuzni (A), noduldrni tvofici
drobné uzliky (B), infiltrace pouze plastové zény
lymfatického foliklu v barveni hematoxylin-eosin,
sipkou oznaceno zdrodec¢né centrum (C) a zobra-
zeni nadorové infiltrace v imunohistochemickém
barveni cyklinem D1 (D). Vse zvétseni 50x

kazdy klon B-lymfocytl. Tato klondlni genova
prestavba tak predstavuje vysoce specificky
marker, ktery Ize vyuZit napfiklad pro sledovanf
minimaln{ zbytkové nemoci pomoci PCR metod.

Variabilnf oblasti IGHV genu nejsou u vét-
siny pfipadl mutovany (hranicf je standardné
98% homologie), coz vede k predstave, ze fy-
ziologickym protéjskem MCL je antigen-naivni
B-burika pregerminélniho typu. Nicméné asi
u 15-40% MCL |ze somatické hypermutace de-
tekovat a v téchto pfipadech se predpoklada

Obrdzek 3. Typicky flowcytometricky nédlez patologické populace B-lymfocytd fenotypu CD5+19+
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vznik z antigenem aktivované B-buriky, analo-
gicky jako je tomu u B-CLL. Prognostickad role
mutacniho stavu genu IGHV nenf viak na rozdil
od B-CLL vyjasnéna. Drive tradi¢né prevladal
nazor, ze se nelisi celkové preziti mezi pfipady
s mutovanym a nemutovanym IGHV (19), nicmé-
né nékteré posledni prace dokladajf lepsi preZiti
ve skupiné s mutovanym IGHV (20).

V soucasné dobé se predpoklada, Ze stej-
né jako u vétsiny jinych nadord, tak i pro vznik
klinicky manifestniho MCL je nutny soubéh né-
kolika patologickych udélosti na genové trovni.
Nezbytnym pfedpokladem je porucha regulace
bunécného cyklu fizené cyklinem D1, za dalsf
krok se povazuje defekt v bunécné odpovedi
na poskozeni DNA (21).

Porucha regulace bunécéného cyklu
Primarni onkogenetickou zménou u MCL je
patrné translokace t(11;14) (913,g32). Tato chromo-
zomalIni aberace je prokazatelnd téméf u viech
piipadd MCL a povazuje se za vysoce specifickou
pro tuto jednotku. Dochézi pfi ni ke zZliomu v joi-
ning (J) regionu genu pro tézky imunoglobulino-
vy fetézec (IGH) na 14.chromozomu a dale ke zlo-
mu v blizkosti genu BCL1 (syn. CCNDT1) kédujiciho
cyklin D1 na dlouhém raménku chromozomu 11.
Asi 30-409% zlomU na 11. chromozomu nastava
v uzsi oblasti zvané MTC (major translocation
cluster). Pfi pfestavbé chromozom 11 a 14 vznika
patologicky fuzni gen BCL1/IGH. Takto se gen
pro cyklin D1 dostava do oblasti vlivu silného
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zesilovace transkripce, ktery za normélnich pod-
minek zajistujictho dostate¢nou transkripci genu
pro tézky fetézec Ig. Vysledkem je patologicky
zvysend transkripce BCL1 a nasledné nadmérna
exprese jeho produktu cyklinu D1, ktery jinak
u normélnich B-lymfocytl nebyva detekovatelny.

Cyklin D1 se podili zasadné na genezi lym-
fomu, nebot mé fidici roli v requlaci prechodu
bunécného cyklu zG1 do S faze (obrézek 4).
Tvoff aktivni komplexy s cyklin-dependentnimi
kindzami CDK4 a CDK®, které fosforylujf a inakti-
vUji supresni gen pro retinoblastom (Rb1), ¢imz
je zablokovan jeho inhibi¢ni na fadu transkripc-
nich faktord (napf. E2F1), které pak umoziuji
lymfocytu vstup do S-faze buné¢ného cyklu.
Nefyziologické mnozstvi komplex( cyklin D1-
CDKI1-CDK4 vyvazuje také jiné inhibitory cykli-
novych kindz, jako je napfiklad protein p27Kip1.
Tim je omezena inhibice ostatnich typU cyklinC
(napf. cyklinu E v komplexu s kindzou CDK2),
které pak mohou volné opét pres fosforylaci Rb
proteinu pUsobit jako promotory bunécného
cyklu. Kromé vlivu na deregulaci buné¢ného
cyklu se predpokladé i modula¢ni viiv cyklinu
D1 na transkrip¢ni faktory a také na enzymy
modifikujici chromatin a histony (22).

Mezi dalsi patogenetické mechanizmy, které
mohou potencovat efekt cyklinu D1 a ve svém
kone¢ném ddsledku tak rovnéz pozitivné ovliv-
novat bunéc¢ny cyklus, patii genomicka ampli-
fikace kindzy CDK4, delece inhibitoru p16INK4a
(zamezuje vazbé mezi cyklinem D1 a CDK4/6)
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Obrdzek 4. Ridici role cyklinu D1 v regulaci pfechodu z G1 do S faze bunécného cyklu

Genova instabilita/
interakce s chromatinerm/
enzymy modifikujici histony

‘:.‘ N

Poskozeni DNA

Degradace

v
piechod z G1 do S faze bunééného cyklu

a nadmérna exprese BMI-1, coZ je inhibitor tran-
skripce lokusu p16INK4a (23).

K translokaci t(11;14) dochazi béhem prestav-
by t&zkych fetézcd imunoglobulinu jiz na drovni
pre-B buriky v kostni dfeni. Navzdory tomu je
nador sloZen ze zralych perifernich B-lymfocytd,
které jsou lokalizovany v plastové zéné kolem
germinélnich center lymfatickych folikuld a ma-
ji tomu odpovidajici fenotyp. Jednotlivé kroky
malignizace od prvotni zmény az do klinicky
evidentniho lymfomu nejsou dosud zcela zna-
my, ale pravdépodobné zahrnuji hromadici
se sekunddrni genetické alterace, které pod-
poruji progresi maligniho klonu, pficemz tento
vyvoj mUze trvat mnohdy i nékolik let (24). Je
zajimavé, ze bunky nesouci t(11;14) Ize detekovat
pomoci PCR i u nékterych zdravych jedincd,
i kdyZ na rozdil od translokace t(14;18) nacha-
zené u lymfomu folikuldrniho jen s velmi malou
frekvenci (25).

Porucha bunécné odpovédi
na poskozeni DNA

Jak jiz bylo vySe zminéno, mezi zasadni
patogenetické mechanizmy u MCL patii i po-
rucha bunécné odpovédi na poskozeni DNA.
Jako pfiklad Ize uvést jednu z nejcastéjsich
cytogenetickych abnormalit, vyskytujici se asi
u 40-75% MCL, a to deleci 11g22-23. Na tomto
lokusu je umistén gen pro ATM kindzu (z ang-
lického ,ataxia telangiectasia mutated”). Tato
fosfokindza je fyziologicky aktivovana pfi de-
tekci Uplného zlomu v dvousroubovici DNA,
kdy cestou transkrip¢niho faktoru p53 iniciuje
zastavu bunécného cyklu, opravu DNA a pfipad-
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né apoptdzu bunky s kriticky poskozenou DNA.
V piipadé delece ATM genu se vyrazné zvysuje
genomickd nestabilita a vzrlsta tak frekvence
dalsich mutaci. Obdobné nasledky ma i inakti-
vace dalsich ¢lent ATM kaskady, napfiklad kindz
CHK-1 a CHK-2 (26, 27).

Podobné jako u jinych typl nadord, i u MCL
je popsdna mutace samotného protoonkogenu
TP53 nebo delece jeho lokusu na chromozomu
17p13. Mutace TP53 se vyskytuji az u 30% blas-
toidnich variant MCL a jsou spojeny s agresivnim
klinickym prlbéhem a vyrazné horsi progné-
zou (28). Za normélnich okolnosti je protein p53
imunohistochemicky neprokazatelny, zatimco
v piipadé mutace kodujiciho genu je v disledku
prodlouzeného polocasu nefunkeniho proteinu
v burice detekovatelnd jeho nadmeérna exprese.

Pridatné genetické aberace
a agresivni varianty MCL

Na zdkladé studif genové exprese a in vitro
pokust byly identifikovany dalsi patogenetické
mechanizmy, které jsou aktivni hlavné u pro-
gnosticky nepfiznivych agresivnich (blastoid-
nich a pleomorfnich) variant MCL (29). Jednim
z nich je napfiklad konstitutivni aktivace drahy
PI3K/Akt. V tomto pripadé mutovana fosfatidyl-
-inositol 3 kindza (P13K) nadmérné fosforyluje
kindzu Akt, coZz ma za nasledek stalou aktivaci
jedné z hlavnich signéinich drah zajistujici pre-
nos extraceluldrnich stimul a regulujici zasadni
bunécné déje, jako je bunécny cyklus, transkrip-
ce Ciapoptoza. Dlsledkem této mutace je napfi-
klad aktivace transkripcniho faktoru NF-kappaB
(,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
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activated B cells”) majiciho antiapoptoticky Uci-
nek nebo aktivace systému mTOR (,mammali-
an target of rapamycin”) zvysujiciho translaci
mMRNA, v pfipadé MCL napf. pro cyklin D1 (30).
V této souvislosti je nutné zminit i moznost te-
rapeutického ovlivnéni vyse zminénych drah.
Prepardt bortezomib, schvéleny americkym FDA
(Food and Drug Administration) v roce 2006
pro lé¢bu relabovaného MCL, cestou inhibice
proteasomu findlné blokuje i systém NF-kappaB,
coz ma za nasledek mimo jiné apoptdzu buriky,
snizeni produkce adhezivnich molekul i inhibici
angiogenezy. V pokrocilém stadiu klinického
zkouseni u relabovanych pacientl je i dihydro-
ester rapamycinu temsirolimus, jehoZ protina-
dorovy Ucinek spociva v inhibici mTOR kindzy.

Ukazuje se, ze minimélné u ¢asti MCL
se na onkogenezi podili i patologicka aktivace
Whnt kanonické signalni drahy (31). U téchto pfi-
padl byva zvysené exprimovan tzv. Wnt ligand,
ktery po vazbé na specificky cytoplazmaticky
receptor blokuje degradaci B-cateninu. Tento
protein se jinak v klidové burice vyskytuje v mi-
nimalnim mnozstvi, protoze je plynule fosfo-
rylovan a odbouravan ubiquitin-proteazomo-
vym systémem. B-catenin se viak pfi zvyseni
Wnt hromadi v cytoplazmé a poté prestupuje
do bunécného jadra, kde vytvari komplexy
s rznymi transkripcnimi faktory. Tim se aktivu-
je transkripce vicecetnych efektorovych gend,
vcetné prolifera¢né plsobicich CCND1 a -MYC.

Jednou z dalsich sekundarnich genetic-
kych aberacf je i rekurentni somatickd mutace
NOTCH1, kterd byla nalezena u 12-20% pripa-
dd MCL. Tato aberace byla jiz dfive popsana
u vetsiny akutnich T-lymfoblastickych leuke-
mif (60% pfipadd) a u tfetiny pfipadd B-CLL
s transformaci do agresivniho velkobuné¢ného
B-lymfomu. Gen NOTCH1 kdduje transmem-
branovy protein, ktery se po navazani ligandu
rozstépi a jeho intraceluldrnf ¢ast se translo-
kuje do bunécného jadra. Zde pak zplsobuje
aktivaci transkripce rozli¢cnych genl hrajicich
dulezitou roli v bunécné diferenciaci, proliferaci
a apoptoze (napt. -MYC). U viech zminénych
diagnoz véetné MCL znamend mutace NOTCH1
$patnou progndzu (32).

Metodou komparativni genomové hyb-
ridizace bylo zjisténo, ze blastoidni MCL ma
signifikantné vyssi zastoupeni raznych chro-
mozomalnich aberaci ve srovnani s klasickym
MCL - prmérné 10 aberaci u agresivnich va-
riant oproti 4 aberacim u klasickych MCL. Jako
nejcastéjsi zmény byly popsany 3g+, 7p+, 129+
(CDK4) a 17p- (TP53), u MCL nachazime i Castéjsf
aneuplodii nebo tetraploidii (33).



SOX11 a dalsSi varianty MCL - cyklin
D1 negativni MCL a indolentni MCL

I kdyZ je t(11;14) a zvy3end exprese cyklinu
D1 diagnostickou zndmkou MCL, ojedinéle
se vyskytuji i tzv. cyklin D1 negativni MCL, které
jsou jinak neodlisitelné od ,klasickych” MCL -
maji typickou morfologii, fenotyp i kliniku, ale
hlavné s vyjimkou absence bcl1/IgH prakticky
shodny profil genové exprese. Ohledné pfipad-
nych rozdild v progndze se zavéry nékolika stu-
dif rozchézeji a jasny prognosticky rozdil oproti
cyklin D1 pozitivnim piipaddm prokdzan nebyl
(34-36). Tyto pfipady vétdinou mivaji vysokou
expresi cyklinu D2 nebo D3, popfipadé cyklinu
E. Pfiblizné polovina cyklin D1 negativnich MCL
napfiklad vykazuje translokaci genu pro cyklin
D2 s genem pro lehky fetézec Ig kappa (34, 35).
Nicméné vzhledem k tomu, Ze tyto cykliny ne-
jsou zcela specifické a mohou byt prokazatelné
i ujinych typl lymfoma, je nutny k potvrzeni
,opravdového” CCND1 negativniho MCL dalsi
biomarker — z analyz profild genové exprese
se zdd, ze by jim mohl byt SOX11.

Neuronalni transkripcni faktor SOX11, fyzi-
ologicky se podilejici na embryonalnim vyvoji
CNS, je u MCL aberantné exprimovan u 90-95 %
ptipadl veetné klasickych i agresivnich variant,
vcetné zminénych cyklin D1 negativnich pfipa-
du. Exprese SOX11 je dle prokazatelnd u vlasato-
bunécné leukemie, u Burkitovych lymfom (30—
50%) a u lymfoblastického lymfomu, jinak byva
negativni vcetné fyziologickych B-lymfocytl
(37). SOX11 by mohl byt jednim z kli¢ovych on-
kogenl u MCL. Predpoklada se, ze zastresuje
regulaci transkripce dlleZitych efektorovych
genl zodpovédnych za transformaci predispo-
nované B-bunky do klinicky agresivni malignity.
Disledkem této mutace je napfiklad zvysend
exprese proteinu PAX5, ktery cestou inihibice osy
PRDM1/BLIMP1 potlacuje termindIni diferenciaci
B-lymfocytu do plazmocytu. Otevienou otézkou
zUstéva, co vlastné zpUsobuje nadmérnou ex-
presi SOX11 u MCL (38).

Vyjimkou vyznacujici se SOX11 negativitou
je urcitd mala ¢ast pfipadd cyklin D1 pozitiv-
nich MCL (5-10%), které se typicky projevujf
leukemizaci s dominantni lymfocytdzou, ab-
senci lymfadenopatie a dobrou progndzou
(39). Lymfomy tohoto typu, zndmé téz jako tzv.
indolentnivarianta MCL, nesou klasicky translo-
kaci t(11;14), maji vy33i zastoupeni somatickych
hypermutaci IGHV a témér zadné sekundarni
genetické zmény. Tato podskupina pacientd
se SOX11-/cyklinD14+ MCL s dlouhodobym pfezi-
tim, ¢asto bez nutnosti okamzité lé¢by, ponékud
,Nabouravd"” zazitou predstavu o MCL jakoZto

agresivniho lymfomu s nepfiznivym klinickym
pribéhem. To, Ze existuji indolentni pfipady
MCL, se vSeobecné sice uznava, nicméné pro-
gnosticky vyznam exprese SOX11 zatim zdstava
kontroverzni, dalsi prace totiz lepsi preziti ve sku-
piné SOX11 negativnich MCL nepotvrdily (40).

Mikroprostiedi MCL

V kontextu opakovanych relapsti a postup-
ného vyvoje rezistence na lécbu se bunky MCL
zdaji v organizmu pacient ,nesmrtelné”, pfi
kultivaci in vitro vsak podléhaji spontanni apo-
ptéze. Tento jev podporuje hypotézu, ze k vy-
voji klinicky plnohodnotného nadoru je tfeba
,Néco’, co lezi ztejmé mimo vlastni nddorovou
bunku a je naopak souc¢asti nenddorového pro-
stfedf uzliny ¢i kostni dfené. Vyznam bunék
mikroprostiedi byl potvrzen u mnoha nadord,
napriklad u folikuldrniho lymfomu, mnohocet-
ného myelomu (MM) ¢i B-CLL. U MCL je v3ak
informaci tohoto druhu velmi malo a vyznam
mikroprostiedi zatim neni povazovén za zasad-
ni. Nicméné vyzkumy poslednich let ukazujf,
ze i u MCL hraji mezibunécéné interakce nado-
rovych a stroméalnich bunék vyznamnou roli
v pfeZiti a rezistenci nadoru vicilé¢bé (41). MCL
podobné jako MM velmi ¢asto a zahy infiltruje
kostni dien. Zda se, ze analogicky jako u MM,
ktery je zndm svou ,zavislosti” na mikropro-
stfedf kostni dfené, i MCL bunky jsou zavislé
na sekreci interleukinu-6 (IL.-6) autokrinniho
a parakrinniho plvodu. IL-6, jenZ je dtlezitym
rlstovym a protektivnim faktorem i u fady ji-
nych nadord, chrani MCL buriky pred ucinky
chemoterapie a apoptdzou (42)

Zaveér

Lymfom z plastovych bunék patfi v bézné
klinické praxi mezi raritnéjsi diagnézy. Mdzeme
fici ,nastésti”, protoze progndza vétsiny pacientd
s MCL zUstava i v dnesni dobé neuspokojiva.
S pomoci konvencni imunochemoterapie jiz
velmi pravdépodobné nenf mozné dalsi zésadnf
zlepSeni lécebnych vysledkd. Postupujici hlubsi
poznani patogeneze MCL v3ak odhaluje fadu
potencidlnich terapeutickych cilG, které Ize ovliv-
nit ,chytrymi” cilené pdsobicimi molekulami.
Rada téchto 1ékd je v pokrocilych fazich klinic-
kého zkousenf a nékteré se jiz také Uspésné pro-
sazujf v klinické praxi. Jsme tak svedky toho, jak
se lé¢ba MCL na zakladé primarniho vyzkumu
posouva od klasické nespecifické chemoterapie
se vsemi svymi nezadoucimi Ucinky do nové éry
biologické 1é¢by, kterd by mohla mit potencial
zasadné zlepsit celkovou prognézu tohoto fa-
tdlniho onemocneéni.
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