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Souhrn

Cil: Ovérit, zda punkéni biopsie (FNA) dostacuje pro detekci t(14;18) v uzliné postizené folikularnim lymfomem
(FL). Pokusit se stanovit vyznam molekularni remise méiené v uzliné u pacienta v kompletni i molekularni remisi.
Metody: Nejprve jsme t(14;18) testovali v parovych vzorcich z FNA a klasické biopsie (z autopsii a peroperacnich
biopsii). U pacienti s dobie dostupnou periferni lymfadenopatii jsme provedli FNA pod kontrolou ultrazvuku
(UZV), t(14;18) byla testovana FISH (fluorescent in situ hybridization) anebo PCR (polymerase chain reaction).
U vhodnych pacientii byla FNA z priblizné téZe uzliny provedena v kompletni (CR) a molekularni remisi po 1écbé.
Vysledky: t(14;18) jsme testovali u 22 parovych vzorku (FNA vs. biopsie). 1/22 (4,5 %) FNA-vzorka byl negativni
oproti biopsii. FNA uzliny pod kontrolou UZV bylo provedeno 31, u rozvinutého FL byla tspésnost FNA 100 %.
FISH ve FNA identifikovala t(14;18) v 89 %, PCR v 67 %. 12 FNA bylo provedeno v CR (CT i PET) a bez deteko-
vatelné t(14;18) v krvi: ve 4/12 pripada nebyl vzorek z technickych diivodii odebran, ve 3/12 odbérii bylo zastiZeno
vazivo. 6/7 téchto pacienti je v CR s medidanem 19 mésici, 1/7 pacientt zrelaboval. 5/12 FNA (u 4 pacientii) bylo dia-
gnostickych, v 5/5 (100%) pripada jsme detekovali t(14;18). 3 pacienti zrelabovali za 3, 6 a 12 mésici, avSak 1
nemocna zuastava v CR vice nez 20 mésict, pri opakované FNA (za 12 mésicti) byla prokazana opét t(14;18) v uzli-
né. Zdvéry: FNA je potencialné vhodna pro detekci t(14;18) v uzlinach u FL. Pretrvavani t(14;18) v uzliné v CR je
relativné casty jev, ktery lze povaZovat za skutecnou minimalni zbytkovou nemoc. Jeho biologicky vyznam bude
treba dale zkoumat, nebot’ priikaz t(14;18) v uzliné neznamena vZdy klinicky relaps.
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Summary .

Janikova-Obovtilova A., Mayer J., Kfen L., Kroupova I., Smardova J., Dvorakova D., Mejstrik
P., Neubauer J.,Vasova I.: Detection of the t(14;18) chromosomal translocation from fine-needle aspiration in
follicular lymphoma and the significance of so called molecular nodal remission

Aim: To prove, if fine needle aspiration (FNA) is sufficient for detection of t(14;18) in lymph node infiltrated by fol-
licular lymphoma (FL). To determine value of molecular remission in lymph node in patients in complete and mole-
cular remission. Methods: First we tested t(14;18) in paired-specimens taken by FNA and by classical biopsy (from
autopsies and operation biopsies). We continued to perform FNAs guided by ultrasound (US) in patients with easy
accessible lymphadenopathy, t(14;18) was tested by FISH (fluorescent in situ hybridization) and by PCR (polyme-
rase chain reaction). FNA of near the same lymph node was repeated in suitable patients in complete (CR) and mole-
cular remission. Results: We tested for t(14;18) 22 paired samples (FNA vs. biopsy). 1/22 (4.5 %) FNA was negative
compared to the biopsy. 31 FNA of lymph node guided by US were done, success of FNA was 100 % in advanced FL.
FISH identified t(14;18) in 89 %, PCR in 67 %. 12 cases of FNA were done in CR (CT and PET) and molecular
remission in blood (PCR): in 4/12 cases samples were not taken for technical reason, in 3/12 FNA fibrosis was detec-
ted. 6/7 patients with non-diagnostic FNA are in remission (median 19 months), 1 patient relapsed. 5/12 FNA were
diagnostic (in 4 patients), t(14;18) was identified in 5/5 (100%) cases. 3 patients relapsed 3, 6 and 12 months later, 1
patient remains in remission (>20 months), in spite of repeated FNA identified t(14;18) after 12 months again. Conc-
lusion: FNA is potentially suitable for detection t(14;18) in lymph nodes in FL. Persistence of t(14;18) in lymph node
in CR is relatively frequent and this could be considered as real minimal residual disease. Further study is needed
to define its biological importance, because persistence of t(14;18) in lymph node does not mean clinical relapse.
Key words: t(14;18), follicular lymphoma, fine needle aspiration, minimal residual disease, FISH, PCR
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Pfestavba zahrnuje gen pro téZky imunoglobulinovy
fetézec (IgH) na chromozomu 1432 a gen B-leuke-

mie/lymfomu-2 (bcl-2) na chromozomu 18q21 (4, 11).

Translokace t(14;18) je téméf pravidelné asociovana
s folikularnim lymfomem (FL) (1-3). Z literatury i na
zdkladé vlastnich zkuSenosti vime, Ze t(14;18) je mozné
nalézt Casto i u jinych lymfoproliferact, ,,zdravych* dobro-
volnikd i pacientti s neonkologickym onemocnénim (4-10).

Ke zlomu na lokusu 14q32 doch4zi relativné konstantné
v oblasti IgH J-segmentt (12). Na lokusu 18q21 je situ-
ace slozit€jsi, 50-60 % zlomu spada do oblasti 150 bp
zvané MBR (major breakpoint region) (13), 10-20 % do
oblasti 500 bp zvané mcr (minor cluster region), ktera je
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cca 20 kilobazi vzddlena od MBR (14). Zbyvajicich
10-20 % tvori ,,atypickd” zlomova mista, kterd jsou vét-
Sinou roztrousena mezi obéma oblastmi MBR a mcr (15,
16). Pro vysokou variabilitu zlomovych mist PCR (poly-
merase chain reaction) uZivajici konvenéni primery pro
MBR, mcr a JH zachyti obvykle t(14;18) jen u 60-70 %
pacientd (17, 18, vlastni nepublikovand data). Pro pokry-
tf vSech zlomovych mist t(14;18) je mozné pouZit speci-
alnf modifikace jako jsou multiplex PCR (19) nebo long-
distance PCR (15), které jsou nejen finan¢né ale i Casové
ndro¢né a pro rutinni praxi se zatim pfili§ nehodi. Nejuis-
pésnéjsi metoda v identifikaci t(14;18) je FISH (fluores-
cent in situ hybridization) z tkdné uzliny (zachyt 85-100
%) (20, 21,22, vlastni nepublikovand data). FISH vyuzi-
véa hybridizace nukleovych kyselin velmi podobné pri-
marni (tj. sekvence nukleotidt) struktury. Testovaci defi-
nované useky DNA (préby) o délce v fadech set kilobazi
jsou oznaceny fluoroscen¢nim barvivem. V misté translo-
kace dojde k hybridizaci préb specifickych pro oba tiseky
translokace, coZ se projevi dvojitym barevnym signdlem
v cytologickém nebo histologickém preparatu. FISH je
schopna pokryt prakticky celou pfestavbu t(14;18), opro-
ti PCR ma vSak nepomérné niZsi citlivost (cca 1:1000
bunék), metodu lze vyuZit pouze u vzorki uzlin respekti-
ve extranoddlnich infiltrata.

Relativné konstantni prikaz t(14;18) u folikuldarntho
lymfomu se pfimo nabizi ke sledovani minimalni zbytko-
vé nemoci. Za poslednich 20 let bylo publikovdno nékolik
desitek praci zabyvajicich se vyznamem cirkulujicich
t(14;18)-pozitivnich bunék u folikularniho lymfomu. Pre-
vlada ndzor, Ze dlouhodobd molekuldrni negativita v peri-
ferni krvi je sdruZena s lepsi prognézou a delSim obdobim
bez nemoci (10, 23, 24, 25), naopak perzistujici pozitivita
je asociovdna s rekurenci choroby (26, 27, 28, 29, 30).
Existuji vSak autori, ktefi Zadnou korelaci zachytu
t(14;18) v krvi s klinickym chovanim FL nepozorovali
(31, 32, 33, 34). Prognosticky vyznam t(14;18) pro kon-
krétniho pacienta s folikuldarnim lymfomem zGstava tedy
stale nejasny. Folikularni lymfom svym charakterem koli-
sé od leukemie k solidnimu nddoru. Lze se proto opravné-
né domnivat, Ze periferni krev neni naprosto spolehlivym
kompartmentem pro sledovani minimdlni zbytkové nemo-
ci u FL. Optiméalnim zdrojem informac{ o vztahu t(14;18)
a folikularniho lymfomu je velmi pravdépodobné ptivod-
né postizend uzlina, systematické sledovani tohoto kom-
partmentu je vSak technicky velmi sloZzité. Informaci
z literatury zabyvajici se pouhym srovnanim t(14;18)
v riznych tkanich je malo a pochazeji prakticky vyhradné
z jednorazového odbéru v dobé stanoveni diagndzy. Dle
jedné prace nebyl pozorovan rozdil v zachytu t(14;18)
mezi tkdni uzliny a krvi, jinde byl popsdn lepsi zachyt
t(14;18) v kostni dfen nez v krvi (16, 35, 36, 37).

Punkéni biopsie (FNA = fine needle aspiration) je
znama jako diagnostickd metoda od 30. let minulého sto-
leti (38). Ne-Hodgkinské lymfomy (NHL) lze punkéni
biopsii uspesné diagnostikovat az v 80-90 %, pficemz
presnd klasifikace je moznd v 67-86 % (39). S pokrokem
imunofenotypizacnich, cytogenetickych a molekuldrné
biologickych technik v diagnostice jednotlivych typt

lymfomu prozivd FNA urcitou renesanci (40, 41). Aspi-
racni biopsie ma ale mnohd uskali a nelze ji jako jedinou
diagnostickou metodu pouzit u lymfomi s vysokym
podilem fibrézni tkdné, zanétlivym infiltrdtem a nerov-
nomérnou infiltraci (42, 43). Zlatym standardem dia-
gnostiky a presné klasifikace NHL zustdava klasické
histologické vySetfeni z kvalitni chirurgické biopsie.

Metodou FISH lze z punkéniho odbéru zachytit
t(14;18) u pacienti s folikularnim lymfomem v 85 %,
coz odpovida ndleztim z klasické biopsie (41). Punkéni
vzorek by tedy dostatecné vyhovoval v piipadé v (mole-
kuldrn{) rekurence jiz definovaného lymfomu.

Cilem nasf price bylo ovéfit, zda FNA poskytne dosta-
tecny materidl z uzliny pro stanoveni t(14;18). Déle jsme
chtéli zjistit, zda a s jakym vysledkem jsme schopni pro-
vést opakovanou FNA po ukonceni 1é¢by z plivodné posti-
Zené uzliny a zda ma stanoveni ,molekuldrni remise
respektive relapsu® na drovni uzliny prognosticky vyznam.

Metody

Pacienti a material

K testovani t(14;18) ve tkani uzlin byly uZity vzorky
od pacientt s folikularnim lymfomem, ktefi byli 1é¢eni
a sledovani na Interni hematoonkologické klinice Fakult-
ni nemocnice Brno. Vhodné pacienty k odbériim jsme
vybrali z vice neZ 100 nemocnych sledovanych systema-
ticky od roku 2001 vcetné monitorovani t(14;18) v peri-
ferni krvi a kostni dfeni (tato problematika bude pred-
métem samostatného sdéleni). Zde pro tdplnost uvadime
kvantitativni srovnan{ t(14;18) mezi periferni krvi, kost-
ni dfenf a tkdn{ uzliny postizené lymfomem.

Jako prvni krok jsme si cht€li ovéfit, zda punkcni
biopsie poskytne shodné vysledky, pokud jde o zachyt
t(14;18) ve srovnani s klasickym bioptickym vzorkem.
Nez jsme pfistoupili k provadéni FNA uzlin u pacientd,
testovali jsme nejprve vzorky z autopsii. Srovndni
punkéni aspirace a biopsie uzlin jsme provedli v rdmci
autopsii pacientl zemfelych s rozvinutym folikularnim
lymfomem, u kterych jsme jiz diive identifikovali
t(14;18) metodou PCR v krvi nebo kostni dfeni. Vzorky
byly odebirdny z makroskopicky postizenych uzlin za
asistence graduovaného patologa. Do vybrané uzliny
(nebo infiltratu) byl nejprve ucinén vpich jehlou identic-
kou pro aspiracni biopsie pod ultrazvukovou kontrolou.
Po té byla provedena excise kousku tkdné kolem vpichu.
Oba vzorky pak byly vySetfeny na pfitomnost t(14; 18)
a biopticky vzorek i kompletné histologicky.

V dalsi fazi jsme odebirali srovnavaci vzorky z ope-
ranich biopsii pacientim, ktefi podstupovali biopsii
uzliny pro suspektni relaps nebo novou diagnézu foliku-
larniho lymfomu. Z excidované uzliny byl odebran ihned
za sterilnich podminek punkéni vzorek. Oba vzorky pak
byly vySetieny na pritomnost t(14; 18) a biopticky vzo-
rek 1 histologicky.

Po ovéfeni spolehlivosti FNA ve srovnédvacich vzorcich
jsme pfistoupili k pfimé punkéni biopsii z postiZzené peri-
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ferni uzliny pod kontrolou ultrazvuku (UZV) u pacien-
th v dobé stanoveni diagndzy respektive relapsu.
K vySetfeni t(14;18) pomoci FNA pod ultrazvukem byli
vybrani konsekutivné pacienti s histologicky ovéfenym
folikuldrnim lymfomem a s periferni lymfadenopatif
(snadno dostupnou uzlinou). U vhodnych pacientt byla
FNA pod ultrazvukem opakovéna z téZe uzliny (respek-
tive priblizn€ z téZe uzliny, nebot’ jistota 100 % neni
redlnd) po 1écbé v kompletni remisi. Pro identifikaci
t(14;18) jsme pouZili obou metod detekce: PCR i FISH.
Pro opakovany odbér byli definovdni jako vhodni
pouze pacienti s pivodné infiltrovanou dobie dostup-
nou periferni uzlinou po konstatovani kompletni remi-
se klinicky dle standardnich kritérii (44), s negativnim
PET vySetfenim a bez prokazatelné t(14;18) v periferni
krvi (bud'to doséhli ,,molekuldrni remise*, nebo nebyla
vstupné t(14;18) PCR vibec detekovana). Pacienti pod-
stupujici FNA uzliny byli fddné pouceni a vyjadrili
pisemny souhlas s vykonem.

PCR

DNA byla izolovdna standardni metodou Stépenim
proteindzou-K, extrakci organickymi rozpoustédly
(fenol/chloroform) a precipitaci etanolem. Pro zachyceni
bel-2/IgH zlomovych oblasti MBR a mcr jsme pouZili
metodu dvoukolové nested PCR, modifikovanou podle
publikovanych udaji (16, 35). V piipadé negativniho
vysledku jsme pouZili protokol multiplexové PCR, navr-
Zeny jako standardni postup umoziujici zachyt zlomo-
vych oblasti také v méné Castych regionech 3’oblasti
MBR a 5’oblasti mcr. Tato detekce probihala ve tiech
oddélenych setech celkem s 9 primery lokalizovanymi
v genu bcl-2 v kombinaci s jednim spole¢nym konvenc-
nim primerem v genu JH. Pfi reakci se amplifikovalo
100 ng genomové DNA v 35 cyklech, detekce PCR pro-
duktu probihala po elektroforetickém rozdéleni a fluo-
rescencnim obarveni na agarézovém gelu (18).

Pro kvantitfikaci byla pouZita real-time PCR (RQ-
PCR) na principu technologie TagMan sond (45)
a vysledky byly normalizovany k pfitomnosti genu pro
lidsky albumin. Primery a sonda pro bcl-2/IgH MBR
oblast byly navrZzeny pomoci Primer Express v.2.0 soft-
ware, TagMan systém pro albumin byl publikovan
dfive (46). Sekvence bcl-2/IgH genu a genu pro albu-
min byly klonoviany pomoci TA Cloning kit (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) a pouZity pro sestrojeni stan-
dardnich kfivek. Normalizované hodnoty bcl-2/IgH
genu byly vyjadfeny jako pocet kopii bcl-2/IgH na 100
bunéénych ekvivalentd (CE). S kazdym novym odbé-
rem u daného pacienta byl opakované testovan i jeho
predchozi odbér a toto ,.komparativni” testovani RQ-
PCR ndm umoznilo minimalizovat rozdily, které mohly
byt zpusobeny rozdilnou kvalitou ziskané DNA nebo
variabilitou PCR, a zvysit timto pfesnost kvantifikace.

FISH
Ze vzorkl byly standardnim zplisobem pfipraveny
formol-parafinové bloky. Z kazdého bloku bylo prfipra-

veno nékolik tkdnovych feztl, které byly umistény na
podlozni skla s pozitivné nabitym povrchem
(SUPERFROST PLUS) a inkubovany pres noc pfi 56 °C.
FISH byla provedena s vyuZzitim sondy LSI IGH/BCL2
firmy Abbott/VYSIS podle ndvodu vyrobce jen s drob-
nymi modifikacemi, které zde uvadime. Tkanové fezy
byly deparafinizovany xylenem. Buriky v tkdni byly per-
meabilizovany pusobenim HCI, NaSCN a proteolytic-
kym natrdvenim pepsinem pii 38 °C po dobu 30 az 35
minut. Vzorky byly fixovany paraformaldehydem a pfed
nanesenim sondy byla cilovd DNA denaturovana puso-
benim 70% formamidu pti 74 C po dobu 7 minut. Préba
byla denaturovana pti 74 C po dobu 5 minut tésné pred
aplikaci na oSetfenou tkdn. Hybridizace probihala pres
noc pfi 37 °C. Po vymyti préby byla jadra dobarvena
pomoci DAPI. Vysledky byly odecitany na fluorescenc-
nim mikroskopu Leica DMRXA?2.

Pro jednoznacnou interpretaci nasich vysledkt jsme
museli urcit hranici pozitivity respektive negativity.
VySetfili jsme 4 vzorky uzlin s jinou diagnézou nez lym-
fom, podily bunék s fiznim signdlem Cinily 3,7-5,5 %.
Hranici pro jesté negativni FISH jsme definovali jako
aritmeticky pramér 4,9 % + SD 0,83 %. V jednotlivych
vzorcich (n = 31) jsme vyhodnotili signdly ve 49 az 85
bunéénych jadrech (v priméru 60 jader/vzorek), kde
jsme zachytili primérné 82 % bunék s fiznim signdlem
(17-100 %). Jedinou vyjimku predstavoval vzorek,
v némz bylo i pfes opakované provedeni pouze 15 hod-
notitelnych jader. Z toho 14 jader bylo negativnich,
v jednom (7 %) byl detekovan pozitivni, fizni signal.
Tento vzorek byl zafazen mezi negativni vysledky.

Provaddeni biopsii uzlin za navigace ultrazvukem
Punkéni biopsie byly provadény 1ékafem-sonografistou
specializovanym na punk¢ni vykony. FNA byla provddéna
v lokdlni anestezii za aseptickych podminek, byl zvolen
pristup s nejmensim rizikem krvéaceni. VZdy bylo uZito pii-
davné zafizeni na sondu, které drZi pfesné vymezenou tra-
jektorii punkce (obr. 1). Biopsie povrchovych uzlin byly
provedeny linedrni sondou s vysokym rozliSenim (10—12
MHz), kterd umoziuje kvalitnéjsi kompresi plochy tkani
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Obr. 1. Fotografie z ultrazvukem fizené punkce axildrni uzliny.
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s minimalizaci pohybu uzliny v podkozi nebo hlubsich
strukturach.

Podle anatomickych pomérii byla zvolena technika
odbéru:

1. true cut

2. bioptickymi ntizkami v okoli cévnich svazkii.

3. bioptickym délem (biopty gun) v piipadé tuhych
a objemnych 1ézi.

4. aspiracni biopsie automatickou aspiracni jehlou Bio-
mol u velmi malych loZisek v rozmezi 5-10 mm.
Prisvit jehly byl zvolen dle velikosti 1éze 16-21 G,
hloubka v rozmezi 15-25 mm.

Odebrany materidl byl vlozen do sterilni zkumavky
s fyziologickym roztokem (pro PCR vySetfeni) anebo
s 10% formalinem pro vySetfeni histologickd a FISH.
Pouzité bioptické jehly byly jednordzové. Po FNA bylo
provedeno kontrolni ultrazvukové vysSetfeni k odhaleni
¢asného krvaceni a naloZeno kompresni kryti rany.

PouZité statistické metody

Ke srovnani naméfenych poctd kopii v riznych
tkanich jsme pouzili parovy Wilcoxonuv test. Vzhle-
dem k vicendsobnému pouZziti Wilcoxonova testu
ke srovndni vice souborl (srovndni vSech moznych

dvojic u tff soubord; tfi testy) byla pouzita Bonfferoni-
ho korekce a hladina vyznamnosti byla upravena na
1,67 % (5/3).

Vysledky

1. Srovndni zdchytu t(14,18) metodou PCR ve vzorcich
ziskanych FNA a klasickym odbérem

Provedli jsme 5 autopsii s odbérem parovych vzor-
kd. V ramci jedné autopsie jsme odebrali 5 parovych
vzorkl z rGznych skupin makroskopicky postizenych
uzlin nebo organt. 2 z 5 autopsii byly nehodnotitelné,
nebot’ DNA podlehla degradaci jesté pred vySetfenim.
Pouze 3 z 5 autopsii, z nichZ jsme ziskali 15 parovych
vzorkli (FNA vs. klasicka biopsie), bylo kompletné
vySetfeno (tab. 1). Parové vzorky z peroperacnich bio-
psii byly odebrany z Cerstvé odebrané uzliny (infiltra-
tu) u 7 pacientd s folikularnim lymfomem (tab. 2). Cel-
kem bylo odebrdno a vySetfeno 22 parovych vzorkd.
Ve 20 z 22 vzorki byl shodny zachyt t(14;18) metodou
PCR. Diskrepance mezi klasickym odbérem a FNA
byla pozorovédna ve 2 z 22 (9 %) odbért, pficemz nega-
tivii FNA oproti standardnimu odbéru byla pozorova-
na jen v 1 z 22 pifpadi (4,5 %).

Tab. 1. Srovnan{ kvalitativniho zdchytu t(14;18) polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) v parovych vzorcich odebranych punkéni (FNA) a kla-

sickou biopsii.
Autopsie Misto odbéru vzorku Histologicka PCR t(14;18) PCR t(14;18)
diagnéza klasickd tenkojehlova biopsie
biopsie

Autopsie €. 1 Paraaortdlni uzlina DLBCL z FL + +
Infiltrat stfeva DLBCL z FL + +
Infiltrat pankreatu DLBCL z FL + +
Infiltrat ledviny DLBCLz FL + +
Peritonedlni uzlina DLBCL z FL + +

Autopsie ¢. 2 Mediastindlni uzlina FL gr 1T + +
Uzlina z bifurkace FL gr 111 - +
Hilova uzlina nediagnosticky - -
Uzlina z porta hepatis FL gr III + +
Uzlina z retroperitonea FL gr 111 + +

Autopsie ¢. 3 Perikardidln{ infiltrdt FL gr I + +
Mediastindln{ uzlina FL gr I + +
Diafragmatickd uzlina FL gr 11 + -
Subhepatdlni uzlina FL gr I + +
Peritonedlni infiltrat FL gr I + +

Wsvétlivky: FL = folikuldrni lymfom, DLBCL = difuzni velkobunécny B-lymfom, + = pozitivita t(14,18), - = nepFitomnost t(14;18)

Tab. 2. Prukaz t(14;18) a srovnani vzorkl uzlin ziskanych klasickou biopsii a punkéni biopsii (FNA) pod kontrolou ultrazvuku.

Pacient Misto odbéru vzorku Histolog. diagndza FISH t(14;18) PCR t(14;18) PCR t(14;18)
klasickd biopsie klasickd biopsie punkéni biopsie
A kréni uzlina FL gr 11 + + +
B axildrni uzlina FLgrl + + +
C axildrni uzlina FL gr 11 neprovedeno + +
D tiiselnd uzlina (jen FNA) FL gr ? (gr nelze urcit) | neprovedeno + +
E-1 biisni uzlina FL gr 11 + + +
E-2 bfisni uzlina FL gr I + + +
F infiltrat varlete orchitida neprovedeno - -

Wsvetlivky: PCR = polymerdzovd Fetézovd reakce, FISH = fluorescent in situ hybridization, FL = folikuldrni lymfom, + = pozitivita t(14,18) ve

vzorku, - = nep¥itomnost t(14,18) ve vzorku
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2. Hodnoceni punkcnich biopsii pod kontrolou ultra-
zvuku

Celkem bylo provedeno 31 (u 26 nemocnych) FNA
uzlin pod kontrolou ultrazvuku. Zdkrok byl provadén
ambulantng, nebyly pozorovany Zadné komplikace po
vykonu. Vykon byl pacienty vyborné tolerovdn. Ve 4
z 31 (13 %) ptipadd byla FNA technicky nedspésnd,
uzlinu nebylo mozné pro malou velikost zaméfit,
materidl nebyl odebrdn. Ve 3/31 (10 %) piipadi byla
punkce uspésnd, avSak v odebraném vzorku nebyla
zastizena lymfaticka tkan (fibréza nebo vazivo). Hod-
noceno na pritomnost t(14;18) ve FNA bylo zbyvaji-
cich 24/31 (77 %) odbérG. Pokud jsme analyzovali
FNA dle tspéSnosti odbéru, zjistili jsme, Ze vSech 7
pfipadi nediagnostickych FNA (materidl nebyl ode-
bran, nezachycena lymfatickd tkan) byly odbéry pro-
vadéné v kompletni remisi (CR). 24 dspéSnych FNA
bylo provedeno u 10 z 24 pacientl s noveé diagnostiko-
vanym folikuldrnim lymfomem, u 9 z 24 v relapsu
au 5 z 24 pacientl v remisi po 1é¢bé (tab. 3).

3. Srovnadni zdchytu t(14,18) FISH a PCR v punkcnich
vzorcich

U 28 vzorkl ziskanych FNA (z tab. 2 a 3) jsme srov-
ndvali zéchyt t(14;18) metodou FISH a PCR. Jeden vzo-
rek neobsahoval lymfatickou tkan (orchitida), do srovna-
ni bylo tudiZ zahrnuto pouze 27 punké&nich vzorki. FISH
jsme vySetfili u 18 z 27 vzorku a t(14;18) jsme identifi-
kovali v 16 z 18 (89 %) odbért. PCR jsme testovali u 24
z 27 FNA a t(14;18) jsme zachytili v 16 z 24 (67 %) pfi-
padd. PCR a FISH souc¢asné z jednoho vzorku jsme tes-
tovali u 15 odbért, FISH zde zachytila t(14;18) ve 13
z 15 a PCR v 8 z 15 vzorki. Pokud jsme vyuzili obou
metod soucasné celkovy zdchyt t(14;18) byl 24 z 27
(89 %). Podrobné viz tabulka 3.

4. Srovndni kvantity {(14;18) v riiznych vzorcich u paci-
entii s folikuldrnim lymfomem

Provedli jsme srovndni kvantitativniho zachytu t(14;18)
v rtiznych tkdnich u 31 pacientd s rozvinutym folikular-
nim lymfomem v dobé stanoveni diagndzy nebo relapsu

Tab. 3. Celkovy prehled vysledki z punkénich (FNA) biopsii perifernich uzlin pod kontrolou ultrazvuku.

FNA Misto tenkojehlového odbéru | Histologie/klinika v dobé odbéru PCR/FISH v histologii Tenkojehlovy odbér
FISH PCR
t(14;18) t(14;18)
01 tifselnd LU FL gr I/ nova diagnéza, st IVA degradace DNA neprovedeno | +
02 tifselnd LU fibréza/remise po 1écbé fibréza - -
03 tiiselna LU FL gr I-11/ progrese neprovedeno + +
04 supraklav. LU FL gr IIl/nové diagndza, st IVA. neprovedeno + +
05 supraklav. LU FL/ generalizovany relaps neprovedeno + +
06 kréni LU FL gr 11/ generalizovany relaps +/+ neprovedeno | +
07 supraklav. LU FL gr I/ remise po 1é¢bé +/+ (vstupné) neprovedeno | + -
08 supraklav. LU FL, gr I/ remise po 1é¢bé neprovedeno + -
09 tifselnd LU FL gr I/ nova diagnéza, st IVA neprovedeno neprovedeno | +
10 tifselnd LU FL gr I/nova diagnoza, st IVA neprovedeno /+ + +
11 tifselnd LU FL gr I/ remise po 1écbé neprovedeno + neprovedeno
12 axildrni LU FL gr I/generalizovand progrese -+ + neprovedeno
13 axildrni LU FL gr I/ generalizovand progrese +/+ + +
14 tifselnd LU FL gr 11/ lokalizovana relaps -/- neprovedeno | -
15 tifselnd LU FL/ generalizovand relaps +/ neprovedeno neprovedeno | +
16 tifselnd LU FL gr 11/ novd diagndza, st. [IIA neprovedeno - -
17 supraklav. LU FL gr 11/ remise po 1é¢bé FNA netispéSnd neprovedeno | neprovedeno
18 kréni LU FL gr I/ nova diagnéza, st IVB neprovedeno /+ + +
19 kréni LU FL gr I/ remise po 1écbé vazivo neprovedeno | neprovedeno
20 tifselnd LU FL gr II/ remise po lécbé FNA netspésnd neprovedeno | neprovedeno
21 tifselnd LU FL gr III/ progrese neprovedeno + +
22 axildrni LU FL gr I/nova diagnéza, st IVA +/ neprovedeno + +
23 tifselnd LU FL gr I/ remise po 1é¢bé neprovedeno + -
24 kréni LU FL gr 11/ relaps neprovedeno + -
25 axildrni LU FL gr I/nova diagnéza, st IVB neprovedeno + -
26 tifselnd LU vazivo/remise po 1écbé vazivo - -
27 tifselna LU FL gr I/ remise po 1é¢bé +/- (vstupng)
0 + neprovedeno
28 tifselnd LU FL gr I/nova diagnéza, st IVA neprovedeno - +
29 tifselnd LU FL gr II/novd diagndza, st IVB neprovedeno neprovedeno | +
30 tifselnd LU nelze zaméfit LU/ remise po 1écbé | FNA neuspé$nd 0 0
31 kréni LU nelze zaméfit LU/remise po 1écbé | FNA nedspéSna 0 0

Wsvetlivky: PCR = polymerdzovd Fetézovd reakce, FISH = fluorescence in situ hybridization, FL = folikuldrni lymfom, + = pozitivita t(14;18) ve
vzorku, - = nepritomnost t(14,18) ve vzorku, LU = lymfatickd uzlina, 0 = vzorek nebylo mozné hodnotit

Trans. Hemat. dnes, 13, 2007

83




JANIKOVA-OBORILOVA A. ET AL.

Tab. 4. Pfehledné kvantitativn{ srovndni t(14;18) mezi periferni krvi, kostn{ dfeni a tkdn{ infiltrované uzliny u pacientt s rozvinutym folikuldrnim

lymfomem.
Kvantitativni srovndni t(14;18) v krvi, kostni dfeni a tkdni uzlinyv dobé rozvinuté choroby

Nové dg + relapsy Jen nové dg. Jen relapsy A
kopie/10° CE kopie/10° CE kopie/10° CE

Lymfaticka uzlina median 2,3x 106 median 1,12x106 medidn 1,25x106 ns
(338342- 4,3.106) (399 000-4,3.106) (338342-2,7.106)
n=16 n="7 n=9

Kostni dieri median 16000 median 13061 median 25660 ns
00 -3.,6.100) (0,0-913772) (6,6-3,6.10)
n =28 n=15 n=13

Periferni krev median 4200 median 3725 median 8307 ns
(0,0 - 831 000 ) (45 -1761159) (0,0-831000)
n =30 n=15 n=15

A Uzlina/kostni dfern p=0,036 - - -

A Uzlina/krev p=0,014

A Krev/kostni diei ns

Vysvetlivky: A = rozdil, ns = statisticky nevyznamny

Tab. 5. Prehled Ctyf pacientt s prikazem t(14;18) ve FNA uzliny provedené po 1é¢bé v dobé kompletni a molekuldrni remise.

Pacient Vstupni parametry zachytu t(14;18) Ziachyt t(14;18) ve FNA Dalsi sledovani
v krvi a jinych tkdnich po 1é¢bé v kompletn{ remisi,
(pocet kopii/10°CE) srovndni s periferni krvi
¢. 1 krev (PCR) 4606 krev (PCR): 0 klinicky dle CT i PET trvad remise
kostni dien (PCR) netestovdana kostni dien (PCR): 0 22 mésict, v krvi PCR opakované
uzlina (PCR) 338642 0 kopif
FNA uzliny (PCR): 0 opakovand FNA uzliny (po 12 mésicich)
FNA uzliny (FISH): 73 %+ bunék FISH t(14;18) 60 %+ bunék
¢.2 krev (PCR) bez priikazu krev (PCR) netestovdna PCR nelze t(14;18) v krvi sledovat
kostni dfent (PCR) bez prikazu kostni dieri (PCR) netestovdna klinicky relaps (i dle PET/CT)
uzlina netestovdna FNA uzliny PCR netestovdna za 6 mésicti od FNA
FNA uzliny (FISH): 17 % bb
¢.3 krev (PCR): 250 krev (PCR): 0 klinicky relaps za 3 mésice po FNA
kostni dfeit (PCR): 0 kostni dfeit (PCR): 0 se soucasnym vzestupem kopii v krvi
uzlina: PCR, FISH netestovdna FNA uzliny (PCR): 0 z 0 na 246
FNA uzliny (FISH): 75 %+ bunék
¢. 4 krev (PCR) bez priikazu krev (PCR) netestovana PCR nelze t(14;18) v krvi sledovat,
kostn{ dfen (PCR) bez prikazu kostn{ dfen (PCR) netestovana klinicky relaps 12 mésicti po FNA
uzlina FISH 82 %+, PCR netestovédna FNA uzliny PCR netestovana
FNA uzliny (FISH): 29 %+ bunék

Wsvetlivky: PCR-polymerase chain reaction, FISH- fluorescence in situ hybridization

metodou RQ-PCR. VSechny vzorky (tkan uzliny, kostni
dren i periferni krev) byly odebirdny s minimdlnim aso-
vym odstupem (maximdlné v rozmezi nékolika dni).
Uzliny pravidelné Ccitaly miliony kopii (medidn
2,3.106/106 CE), kostni dfeni desetitisice (median
16000/106 CE) a periferni krev pouhé tisice kopii (medi-
an 4200/106 CE). Rozdily dosahly statistické vyznam-
nosti pii porovnani uzlin oproti periferni krvi (p =0,014)
a témer dosdhly hranice statistické vyznamnosti pfi srov-
nani uzlin oproti kostni dfeni (p = 0,036). Nebyly zjiste-
ny rozdily mezi nové diagnostikovanymi a relabovanymi
pacienty (tab. 4).

5. FNA z piivodné postiZené uzliny u pacientii v kom-
pletni remisi FL

Celkem jsme provedli 12 FNA pod kontrolou ultra-
zvuku z pivodné infiltrované uzliny (respektive pribliz-

né z téZe uzliny skupiny pivodné postizenych uzlin) u 11
nemocnych, ktefi se po 1é¢bé dostali do kompletni remi-
se. VSichni tito pacienti nevykazovali Zddnou pozitivitu
t(14;18) v periferni krvi po 1é¢bé bez ohledu na jejich
vstupni hodnoty (podrobné je rozvedeno nize).

U 4 z 12 FNA se odbér nezdafil, nebot’ uzlinky byly
velmi drobné. Tito 4 nemocni jsou vSichni v dlouhodobé
remisi (medidn trvan{ CR je 21 mésictl, medidn od FNA
19 mésict). Tii pacienti byli vstupné bez zdchytu
t(14;18) PCR, proto jsme testovani t(14;18) v perifern{
krvi po 1écbé neopakovali. U zbyvajici pacientky byla
zachycena t(14;18) PCR (kvantita v periferni krvi byla
pii stanoveni diagnézy 2900/10°CE kopii a v uzliné
770 000/10° CE kopifi), av§ak po 1é¢bé (v dobé provede-
ni FNA) nebyla t(14;18) PCR detekovatelnd. Pacientka
setrvava i v molekuldrn{ remisi.

U 3 z 12 pacienti byla FNA provedena, ale ve vzorku
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byla prokazana jen fibréza nebo vazivova tkan. Jeden vzo-
rek byl hodnocen FISH, av§ak DNA byla degradovéna,
vzorek byl PCR negativni. Dalsi vzorek byl FISH i PCR
negativni. U zbyvajictho vzorku nebyla provedena ani
FISH, ani PCR (po predchozich zkusenostech jsme od tes-
tovan{ fibrézntho vzorku upustili). VSichni tito pacienti
méli vstupné zachyt t(14;18) PCR v periferni krvi (20,
9700 a 130 800/10¢ CE kopii), po 1écbé (v CR) v perifer-
ni krvi neméli detekovatelnou t(14;18) PCR. Median sle-
dovéani od FNA je 18 mé&sicti (3—20 mésicti). Jedna paci-
entka zrelabovala po 11 mésicich od FNA, pfi¢emZ v peri-
ferni krvi byla po celou dobu véetné relapsu konstatovana
trvajici molekuldrni remise. Zbyvajici dva pacienti setrva-
vaji ddle v molekuldrni i klinické remisi.

V 5z 12 odbérl (u 4 pacient() byla odebrana diagnos-
tickd tkan a nalezena t(14;18) v 5 z 5 (100 %) pripadut. U 2
pacientl byla t(14;18) vstupné zachycena v periferni krvi
(4600 a 250/106 CE kopif) i uzliné (340 000/10¢ CE kopif,
netestovan). V dobé odbéru FNA po 1é¢bé (v kompletni
remisi vCetné negativni PET) byli oba pacienti bez zichy-
tu t(14;18) v periferni krvi. Uzlinova tkan téchto dvou
nemocnych byla testovana PCR pozoruhodné s negativnim
vysledkem t(14;18), avS§ak FISH zachytila t(14;18) ve
vSech tfech vzorcich (60 %, 73 % a 82 % pozitivnich
bunék). Jeden z téchto dvou pacientd za 3 mésice po FNA
klinicky zrelaboval, pficemz doSlo soucasné k nardstu
kopii t(14;18) v periferni krvi (z 0 na 246/10° CE kopif
v prubéhu dvou mésic). Druhy z téchto dvou zlstdva
v molekuldrni i klinické remisi (véetné negativni PET) vice
nez 23 mésicu, i kdyZ ma opakované ve FNA uzliny jed-
noznacny zachyt t(14;18) metodou FISH. Dalsi dva paci-
enti byli vstupné testovani PCR na t(14;18) s negativnim
vysledkem, FNA uzliny po 1é¢bé byla proto testovdna
pouze FISH (32 a 17 %). Tito 2 pacienti zrelabovali za 6
a 12 mésici po FNA. Piehledné viz tabulka 5.

Diskuse

Predklddané sdélent je pilotni prace, kterd svymi skrom-
nymi vysledky otvird dal§i moZnosti studia folikularniho
lymfomu u samé jeho podstaty. Snazili jsme se krok po
kroku zmapovat moznosti zkoumani a opakovaného moni-
torovani folikuldrntho lymfomu v jeho primarnim kom-
partmentu — lymfomem postizené uzlin€. Nasi teorii pod-
poruje nélez vyznamného rozdilu v kvantité t(14;18) nale-
zené uzliny ve tkdni oproti krvi a dfeni. Takovéto podrob-
né srovnani mezi jednotlivymi tkdnémi jsme v literature
nenalezli.

Prvnim krokem bylo vySetfeni a porovnani vzorkl
FNA se vzorky bioptickymi (respektive autoptickymi).
Vybér pacientl pro punkéni biopsii uzliny byl provadén
konsekutivné pfiblizné ze stovky pacientti s folikularnim
lymfomem léCenych na Interni hematoonkologické klini-
ce FN Brno. Vzhledem k nepomérné sloZitéjsi technice
odbéru lymfatické tkdné uzliny, neZli je odbér krve, byl
vybér zdsadnim zpisobem omezen pouze na pacienty
s chorobou v dobte piistupnych perifernich uzlinach.

Na zakladé nasich vysledki konstatujeme, Ze punkéni
vzorek je srovnatelny s klasickou biopsii, pokud jde
o prikaz t(14;18) metodou PCR. Srovnani zéachytu
t(14;18) mezi punkéni a klasickou biopsif jsme v litera-
tufe nenalezli. Jeffers et al. srovndvali FNA versus kla-
sickou biopsii, pfedmétem srovndni byla v§ak pritokova
cytometrie a klonalita u lymfoproliferaci a lymfoidni
hyperplazie (40). Gong et al. prokézali t(14;18) v 85 %
vzorki FNA u folikuldrnich lymfomia metodu I-FISH,
vzorky byly srovnany pouze s histologicky zpracovanou
biopsii (41). FISH m4a vétsi moznosti zachytu t(14;18)
neZ PCR, protoze umozni detekci zlomovych mist
i mimo oblasti MBR a mcr. PCR ma oproti FISH o néko-
lik Fada vyssi citlivost (1:105-106 vs 1:103). Ze srovnan{
zachytu t(14;18) u 27 FNA metodami FISH a PCR
vyplyva, Zze FISH je solidni metodou prikazu této pfte-
stavby v punkénim vzorku. Dosazeny zachyt t(14;18)
FISH byl v 89 % a PCR v 67 % FNA u pacientt s foli-
kuldarnim lymfomem. Pokud byly obé metody kombino-
véany dosahla identifikace t(14;18) necelych 90 %. Kom-
binaci metod FISH a PCR doporucuji i dalsi autofi jako
optimalni pro detekci t(14;18) (47).

Punkeni biopsie uzliny pod kontrolou UZV je bezpec-
na, dobie tolerovana a minimalné invazivni technika.
Proveditelnost a vytéZnost v dobé rozvinutého onemoc-
néni je absolutni, avSak u pacientd v kompletni remisi po
lécbé se tspésnost FNA pohybuje (alesponi prozatim)
kolem 40 %.

Stanoveni zbytkové molekuldrni nemoci v tkdni uzlin
pfineslo prekvapujici poznatky. Je pozoruhodné, Ze 6 ze 7
piipadd ,,netispésnych FNA® je sdruzeno s pomérné dlou-
hymi remisemi, pouze jedna pacientka zrelabovala. Zd4
se, Zze prukaz t(14;18) v uzlinich po 1éCbé u pacientl
v remisi neni nic neobvyklého, na rozdil od periferni
krve, kde pozitivita velmi ochotné jiz béhem lécby mizi
u veétSiny nemocnych Casto bez ohledu na skute¢nou
1é¢ebnou odpovéd’ (32,48,49). V naSem pozorovéani 5 z 5
(100 %) diagnostickych FNA v remisi obsahovaly
t(14;18)-pozitivni bunky. 3 ze 4 pacientt dle ocekavani
zrelabovali, avSak jedna nemocnd dokonce s opakované
prokdzanou molekuldrni pozitivitou v uzliné setrvava
v kompletni a molekuldrni (v krvi a kostni dfeni) remisi.

Sledovéni zbytkové nemoci u folikuldrniho lymfomu
na trovni uzlin je logickd dvaha, nebot’ jen tak lze ziskat
nezkresleny obraz o nemoci vznikajici pravdépodobné
prvotné v uzlindch. Na rozdil od periferni krve nebo
kostn{ dfené je vSak nesrovnatelné obtiznéjsi opakované
ziskat vzorky uzlin k posouzeni zbytkové nemoci.
Vysledky nasi pilotni studie podporuji myslenku moni-
torovani zbytkové choroby v uzlinach. FNA uzlin Ize zis-
kat dostatecné diagnostické vzorky na cytogenetické
a molekuldarné biologické vysetfeni. FNA lymfomové
uzliny lIze jisté vyuzit i pro jiné ucely nez vysSetfeni
t(14;18) napiiklad kryokonzervace vzorki pro pozdéjsi
specidlni diagnostiku, pokud je pvodni biopsie nedo-
stupnd a opakovand biopsie eticky netinosnd.

Prognosticky vyznam prikazu t(14;18) v uzliné v kli-
nické tzv. kompletni remisi neni zatim jasny. Zda se, Ze
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pretrvavani pozitivity t(14;18) v uzliné u pacient
v remisi nevede nutné ke klinickému relapsu. Muze jit
o rezidudlni tkan, snad neschopnou dal$i nadorové proli-
ferace. Mize také ale jit o pretrvavajici lymfomovou
progenitorovou (nddorovou kmenovou?) bunku (50),
z niZ potom choroba relabuje. Interakce mezi nadorovou
bunikou a organizmem je velmi komplexni a zjistén{
povahy této rezidudlni t(14;18) pozitivni populace a pod-
minek, za nichZ dochdzi k dalsi proliferaci, by mélo byt
predmétem dal$iho velmi intenzivniho studia, nebot’ by
tyto poznatky vyraznym zpusobem prispély k pochopeni
biologie folikuldrniho lymfomu a zracionalizovaly tera-
pii, zvlasté tzv. udrZovaci.

Podporeno Cdstecné Vyzkumnym zdmérem
MSM 0021622430
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Do prodeje prichazi aktualizované vydani u¢ebnice, kterou napsal
kolektiv nasSich pfednich angiologl a ktera byla poprvé vydéana
v roce 1999. Cévni choroby jsou velmi rozSifené a s jejich diag-
nostikou a léCbou se setkava v praxi fada lékafd, af jiz praktikd,
internisti, kardiologli, dermatologt, hematologli, diabetologd,
chirurgd nebo onkologl. Pravé tém, stejné jako studentim
mediciny, je urCena tato publikace. Jeji souCasti také unikatni

soubor sonografickych vySetteni Zil a tepen.
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