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Souhrn

Vychodiska: Difuzni velkobunécny B lymfom je oznaceni zahrnujici fadu klinicko-patologickych
jednotek lisicich se molekularni patogenezi, klinickou prezentaci i prognézou. Presna korelace
mezi klinicko-patologickymi a molekuldrnimi subtypy difuzniho velkobunéc¢ného B lymfomu
nebyla dosud stanovena, byly viak identifikovény klicové signalni drahy, jejichz blokdda mlze
byt terapeuticky vyznamna. Cil: Cilem tohoto prehledu je ukdzat moderni piistup k diagnostice
difuzniho velkobuné¢ného B lymfomu na molekularni drovni, shrnout sou¢asné moznosti lé¢by
nové diagnostikovanych pacientl s difuznim velkobunécnym B lymfomem a predstavit nové
lé¢ebné moznosti, které jsou v soucasné dobé zkoumany v klinickych studiich. Vysledky: Sou-
¢asna molekularni diagnostika difuzniho velkobunéc¢ného B lymfomu se ubira dvéma hlavnimi
sméry. Prvni smér je ¢lenéni podle genové exprese, bud' na trovni mRNA nebo na Urovni protei-
nové. Dle toho jsou pacienti déleni do podskupin podle buné¢ného plivodu nebo dle stromalni
signatury. Nejcastéji uzivané je déleni podle bunécného plvodu, na lymfomy podobné B bun-
kam z germinélniho centra (GCB subtyp) a na lymfomy podobné aktivovanym B burikam (ABC
subtyp). Druhy smér vyzkumu predstavuji studie genetické informace na urovni DNA, kde jsou
identifikovany genetické mutace, delece, amplifikace a ztraty heterozygozity, které mohou byt
specifické pro skupiny definované genovou expresi, ale mohou jit i napfi¢ témito skupinami.
Oba tyto vyzkumné sméry se snazi identifikovat klicové signaini drahy dllezité pro preziti a rdst
nadorovych bunék a v nich mista, ktera je mozné farmakologicky zablokovat. V soucasné dobé
jsou standardem lécby 1. linie pro véechny pacienty antracyklinové reZzimy s rituximabem, které
zlepsily prognézu jak pacientd s ABC, tak pacientl s GCB subtypem, i kdyz vysledky u pacient(
s ABC subtypem jsou nadale horsi. Existuje fada novych preparatl se slibnou ucinnosti, jez
se zkoumaji v rGzné pokrocilych fazich klinickych studii (lenalidomid, bortezomib, idelalisib,
venetoclax). Jejich pfedpokladana ucinnost se viak bude tykat pouze pfesné molekuldrné de-
finovanych podtypU difuzniho velkobunééného B lymfomu. Zdvér: Na pfichod novych cilenych
1ékd do praxe je nutno jesté vyckat. Pro jejich efektivni uziti bude nutny nejen priikaz jejich
ucinnosti v randomizovanych studiich, ale téZ rozsifeni rutinni diagnostiky o molekuldrni me-
tody a zajisténi jeji presnosti, rychlosti a dostupnosti.
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Summary

Background: Diffuse large B-cell ymphoma is a common label for a number of clinico-pathological entities, which differ in molecular pathogene-
sis, clinical presentation and prognosis. Exact correlation between clinico-pathological and molecular subtypes of diffuse large B-cell lymphoma
was not optimally defined; however, key signal transduction pathways were identified; blockage of these pathways may be therapeutically
significant. Aim: The purpose of this review is to show current approach to diagnostics of diffuse large B-cell lymphoma on molecular levels,
to summarize current first-line treatment options for newly diagnosed diffuse large B-cell lymphoma patients and to introduce new treatment
possibilities, which are currently under investigation in clinical trials. Results: Current molecular diagnostics of diffuse large B-cell lymphoma is
evolving in two main directions. One direction is classification according to gene expression or protein levels. According to these studies, patients
may be divided into subgroups according to the cell of origin or according their stromal signature. Most frequently used is classification accord-
ing cell of origin (COO), which divides diffuse large B-cell ymphomas into GCB subtype (germinal B-cell like) or ABC subtype (activated B-cell like).
Second direction is studying genetic information on DNA level, where genetic mutations, deletions, amplifications and losses of heterozygozity
are identified, which may be specific for subgroups defined by gene expression analysis, but may go across them. Both these directions aim at
identifying signaling pathways important for survival and proliferation of tumor cells and in these, to identify targets for pharmacological block-
age. Currently, standard of first-line treatment for all patients is antracycline-based regimen with rituximab, which improved prognosis in both
cell of origin subtypes, even if patients in the ABC subgroup have still inferior outcome. There is a number of new drugs with promising effecti-
vity, which are studied in different phases of clinical trials (lenalidomide, bortezomib, idelalisib, venetoclax), but their possible effectivity will be
limited only for precisely defined molecular subtypes of diffuse large B-cell ymphoma. Conclusion: The advent of new targeted drugs for diffuse
large B-cell ymphoma is still awaited. For their effective use, besides the proof of their effectivity in randomized studies, also the extension of use
of molecular methods in routine diagnostics and ensuring their wide availability will be necessary.
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Uvod

Diagnostika a lé¢ba difuzniho velkobu-
nécného B lymfomu (diffuse large B-cell
lymphoma - DLBCL) predstavuje velmi
uspésnou kapitolu z déjin klinické onko-
logie. Z diagnostického hlediska tento
lymfom (a lymfomy obecné) jsou jednim
z prvnich ptikladd Uspésného pouziti
monoklonalnich protilatek, a to jak po-
moci imunohistochemie, tak i pritokové
cytometrie [1,2]. DLBCL byl jako jedno
z prvnich onemocnéni Gspésné studo-
van pomoci profilll genové exprese na
Urovni microarrays (hned nékolik zpQ-
sobU klasifikace) [3-5], molekularni pa-
togenezi onemocnéni pomahd objas-
nit komparativni genomova hybridizace
(aCGH) [6,7], k identifikaci genetickych
mutaci jako potencialné dilezitych Ié-
¢ebné vyuzitelnych cilt vyrazné prispélo
sekvenovani nové generace (next-gene-
ration sequencing — NGS) [8] a pfeneseni
studia genové exprese DLBCL z experi-
mentalni na rutinni platformu vyrazné
pfiblizilo Uspésné vyuziti metody na-
nostringl [9]. Z terapeutického hle-
diska pocet vylécenych pacientl s po-
krocilym DLBCL stoupl z poctu blizkého
0 na 30 % od poloviny minulého sto-
leti do jeho osmé dekady [10] a dale na
50-60 % v prvnim desetileti tohoto sto-
leti. Tento druhy skok se podafil zavede-
nim anti-CD20 protildtky rituximabu do

rutinni praxe [11-13], coz bylo umoz-
néno az diky vyse uvedené moznosti
imunohistochemického prikazu mem-
branovych antigent. Uspéch rituximabu
je tedy rovnéz jednim z prvnich pfikladd
Uspésného preneseni metod moderni
diagnostiky do praxe.

V poslednich 10 letech k podobnému
posunu v Uspésnosti écby DLBCL ne-
doslo, aviak doslo k vyraznému posunu
v diagnostickych moznostech, i kdyz vét-
dina experimentalné uzivanych metod
nebyla jesté Uspésné prevedena do ru-
tinni praxe. Rozvoj téchto experimen-
talnich metod vsak ved| k vyraznému
skoku v porozuméni biologie DLBCL,
zejména na urovni klicovych signalnich
drah, které umoznuji preziti a proliferaci
nadorovych bunék [14,15], a na Urovni
imunologickych mechanizm, které po-
skytuji burikdm DLBCL ochranu [5,16].
Diky tomu doslo téz k rozvoji experi-
mentalnich 1é¢ebnych metod, z nichz
se mnohé posunuly do Il.-ll. stadia kli-
nickych zkousek. Zda se tedy pravdépo-
dobné, Ze v blizké budoucnosti dojde
k daldimu vyraznému pokroku v |é¢bé
tohoto nddorového onemocnéni.

Tento prehled si klade za ukol kratce
pfriblizit zplGsoby, které pomohly iden-
tifikovat nové lécebné cile, na zakladé
soucasnych lécebnych postupt pfibli-
zit skupiny pacientd se setrvale $pat-

nou prognoézou, predstavit nové slibné
strategie a kratce se zminit o vyzvach,
které predstavuje jejich event. zavedeni
do klinické praxe. Co se tyce lé¢by, bu-
deme se zabyvat vesmés |écbou nové
diagnostikovanych pacient(, o 1é¢bé re-
labovanych lymfomU pojednava ¢lanek
autort Pohlreich et al v tomto cisle [17].

Soucasna klasifikace DLBCL -
nové diagnostické metody, nové
poznatky
Podle zatim posledni verze WHO Kklasifi-
kace z roku 2008 se DLBCL déli na fadu
podtypd, variant a klinicko-patologic-
kych podjednotek véetné pfechodnych
typl mezi DLBCL a jinymi klinickymi en-
titami (tab. 1) [18]. Toto rozdéleni vak
jisté bude v nasledné klasifikaci, oceka-
vané na prelomu tohoto a pfistiho roku,
upraveno, protoze jednak jiz neodpovida
poznatkdim nashromazdénym v posled-
nich nékolika letech, jednak neposkytuje
dostatecnou oporu pro stanoveni lé-
cebné strategie. D4 se v3ak ocekavat, ze
ani nova klasifikace nebude uspokojivé
reflektovat vSechny nové poznatky, a to
predevsim proto, Ze diagnostika DLBCL
predstavuje ,pohyblivy cil’, ke kterému
se navic razné skupiny badatel(i pokou-
Seji dospét rliznymi metodami.

V éfe po zavedeni monoklonalnich
protildtek znamenalo zasadni zménu
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v pfistupu k diagnostice DLBCL jejich
zkoumani na zékladé profild genové ex-
prese [3-5,16,19]. Globalni profily ge-
nové exprese na urovni mRNA studo-
vané pomoci tzv. microarrays umoznily
rozdéleni difuznich velkobunécnych
lymfom na dvé podskupiny podle bu-
nécného plvodu (cell of origin - COO):
lymfom podobny B burnkdm z germi-
nalniho centra (germinal centre B-cell
like - GCB) a lymfom podobny aktivo-
vanym B lymfocytim (activated B-lym-
phocyte like - ABC) s malym mnozstvim
pfipadd, které se nepodafilo klasifiko-
vat. Tento pfistup rovnéz vedl k potvr-
zeni postaveni primarniho mediastinal-
niho B lymfomu jako zvlastni klinické
jednotky, kterd se lisi od ostatnich DLBCL
i na molekularni drovni, a kone¢né ved|
i k molekularni definici tzv. lymfomua
LSedé zény” [20,21]. Microarrays se viak
ukdzaly jako nepouzitelné v bézné kli-
nické praxi vzhledem ke své technické
naro¢nosti, problémim se standardi-
zaci a potiebé Cerstvé zmrazené tkané.
Podafilo se sice vytvofit zjednoduseny,
Sestigenovy model, v némz byla genova
exprese uréovana z archivnich para-
finovych vzorkd pomoci real-time kvan-
titativni PCR (RT-qPCR) [22], avsak tato
metoda neni prakticka ke studiu exprese
vétsiho poctu gend.

V praxi se ukéazalo schlidné zjisto-
vani proteinové exprese pomoci imu-
nohistochemie a bylo navrzeno nékolik
modeld k oddéleni GC od non-GC fe-
notypu. Algoritmus dle Hansové se do-
¢kal nejvétsi popularity [23], ale kore-
lace tohoto i dalSich modell s profily
genové exprese se ukazala jako ome-
zena: v recentni studii srovnavajici devét
imunohistochemickych algoritm0 byly
jen 4 % pacientl klasifikovany jako
GC a 23 % jako ABC/nonGC viemi de-
viti [24]. Problematicka je i korelace imu-
nohistochemickych modell s vysledky
l6¢by [24-26].

Regenim tohoto problému by mohla
byt nové zavedend metoda stanoveni
genové exprese na urovni mRNA po-
moci metody nanostringt [27]. Jedna se
o metodiku, kterd vyzaduje pouze malé
fragmenty mRNA, jez je mozno ziskat
z parafinovych vzorkd. Fragmenty mRNA
jsou hybridizovany se dvéma DNA pré-
bami, jednou fluorescen¢né oznacenou

Tab. 1. DLBCL - varianty, podskupiny, podtypy a klinické jednotky (podle [18]).

DLBCL - blize nespecifikovany
- bézné morfologické varianty
- centroblastovy
- imunoblastovy
- anaplasticky
- vzacné morfologické varianty
- molekularni podskupiny
- podobny B burikdm germinélniho centra (GCB)
- podobny aktivovanym B lymfocytim (ABC)
- imunohistochemické podskupiny
- CD5 pozitivni DLBCL
- podobny B burikdm germinélniho centra (GCB)
- nepodobny B burikdam germinalniho centra (non-GCB)
Podtypy difuzniho velkobunééného lymfomu
- velkobunécny B lymfom bohaty na T buriky a histiocyty
- primarni DLBCL CNS
- primarni kozni DLBCL, leg-type
- EBV pozitivni DLBCL starsich osob

Jiné klinické jednotky z velkych B bunék
- primarni mediastinalni B lymfom (PMBL)

- intravaskularni velkobunéc¢ny B lymfom

- DLBCL asociovany s chronickym zanétem

- lymfomatoidni granulomatéza
« ALK pozitivni velkobunéc¢ny B lymfom
- plazmablasticky B lymfom

- velkobunécny B lymfom vznikly v terénu HHV-8 asociované multicentrické

Castlemannovy choroby

- primarni B lymfom vznikajici ve vypotku

Prechodné typy (,3eda zéna”)

- B lymfom blize neklasifikovatelny, s rysy mezi difuznim velkobuné¢nym B lymfo-

mem a Burkittovym lymfomem

- B lymfom blize neklasifikovatelny, s rysy mezi difuznim velkobunécnym B lymfo-
mem a klasickym Hodgkinovym lymfomem

a druhou imobiliza¢ni. Tak zvany Code-
Sets (vétSinou pro nékolik desitek sta-
novovanych genu véetné kontrolnich)
mohou byt individudlné pfipravené, ale
existuji i designované sety pro rQizné
ucely — konkrétné pro stanoveni COO
u DLBCL existuje platforma Lymph2Cx
kvantifikujici 20 gent [28]. CodeSets jsou
nasledné imobilizovdny a mRNA kopie
jsou pocitany digitalné. Platforma velmi
dobfe koreluje s klasickymi mikroarray
i RT-qPCR, velmi dobrd je rovnéz kore-
lace pfi opakovaném stanoveni z téhoz
vzorku a korelace mezi rdiznymi Sarzemi
CodeSets je Gdajné stoprocentni. Nejda-

lezitéjsi vsak je, Ze COO stanovené po-
moci nanostringl maji prognosticky vy-
znam [29]. Nevyhodou je vysokd cena
zakladniho vybaveni a (zatim) i reagen-
cii.V této dobé je stanoveni COO pomoci
nanostringl uzivano v klinickych stu-
diich faze Ill s cilenymi Iéky (lenalidomid,
ibrutinib), kde rozhoduje o vhodnosti za-
fazeni pacient(.

Je ovsem nutné se zminit, Ze v sou-
¢asné dobé existuje jesté jeden zpu-
sob déleni DLBCL na zakladé genové
exprese, a to pomoci tzv. stromalni sig-
natury, tedy pomoci ur¢ovani genové
exprese nadorového mikroprostredi.
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Graf 1. Rozdéleni genovych mutaci/zvySenych expresi u pacienti s DLBCL podle mole-

kularné biologickych subtypti: GCB vs. ABC.

*Dvojita exprese pomoci imunohistochemie, ostatni frekvence udavaji frekvence mutaci.

Tento zpUsob je nezéavisly na COO a ma
rovnéz prognosticky vyznam [16].
Urceni COO vsak neni viespasné i z ji-
nych ddvodud. Jednak ani tento, ani
zadny jiny algoritmus rozdéleni pacientti
na zakladé globalni genové exprese ne-
dokaze oddélit pacienty s pravdépo-
dobnosti vyléceni blizici se 100 % od
pacientl s pravdépodobnosti vyléceni
blizkou nule, jednak proto, Ze na zékladé
studia genetické informace na Urovni
DNA se podafrilo urc¢it mutace, ampli-
fikace a delece, které jsou nékdy speci-
fické pro urcitou COO podskupinu, jiné
naopak jdou napfi¢ obéma podskupi-
nami (graf 1) [30,31]. Podobné jako sta-
noveni genové exprese na Urovni mMRNA
i metody ke studiu DNA jsou zaloZeny na
array technologiich umoznuijicich rychlé
zkoumani velkého poctu vzorkd. Arraye
komparativni genomové hybridizace
(aCGH) zjistuji genové delece ¢i ampli-
fikace chromozomalnich Usekl od veli-
kosti 120 kbp vyse [6,7]. Jejich nevyho-
dou je, Ze nedokdzi zjistit balancované
translokace. NGS umoziuje stanovit
mutacni stav véetné bodovych mutaci,
pokud jsou tyto pfitomny alespon u 5 %

bunék ve vzorku [8]. Nakonec ani imu-
nohistochemické vysetfeni neni mozné
zcela zavrhnout, protoze urc¢ovani dudini
exprese bcl2/c-myc proteinli mé i v éfe
microarrays prognosticky vyznam neza-
visly na COO [29,32].

Soucasny standard lécby

DLBCL a identifikace pacientii

s nepfiznivou prognézou

Progndza pacientd s DLBCL je jiz po déle
nez 20 let stanovovana pomoci mezina-
rodniho prognostického indexu (Inter-
national prognostic index — IPI) véetné
jeho modifikaci (aalPI, R-IPI, NCCN-IPI,
E-IP1) [33-36]. IPI se ukdzal jako uzite¢ny
i pfi urCovani progndzy relabujicich
a refrakternich DLBCL (saalPl) [37], ale-
spon v predrituximabové ére. Problém
IPI, stejné jako dalSich klinickych pro-
gnostickych indexd, z nichz uvedeme
alespon tzv. ABE index pro pacienty
starsi 60 let vyvinuty ¢eskou Koopera-
tivni lymfomovou skupinou [38], je pre-
devsim v tom, Ze pacienty se Spatnou
progndzou sice identifikuji, ale neumoz-
fuji ndm Ucinné zasdhnout (tab. 2). Kom-
binace tradi¢nich prognostickych znaku

s prognostickymi znaky biologickymi,
véetné COQ, tento potencial sice maji,
ale optimalni zplsob jejich kombinace
nebyl dosud nalezen.

V soucasné dobé je standardem lécby
pro vsechny pacienty s DLBCL, bez
ohledu na vék a pocet nepfiznivych pro-
gnostickych faktor(, rezim s rituxima-
bem a antracykliny, pficemzZ randomi-
zované studie neprokazaly, ze jakykoli
rezim by byl lepsi nez R-CHOP (kombi-
nace rituximabu a chemoterapie CHOP -
cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin
a prednison) poddavany ve tfitydennich
intervalech (R-CHOP-21). Podle revido-
vaného IPI (R-IPI) pak i pacienti v pro-
gnosticky nejméné pfiznivé skupiné
(3-5 nepfiznivych znak() maji pravdé-
podobnost ¢tyfletého preziti bez pro-
grese zhruba 50 %, tedy i v pfipadé, ze
bychom méli k dispozici uc¢innéjsi Ié-
¢ebny rezim, znamenalo by to, ze 50 %
pacientd bude lé¢eno zbytecné inten-
zivné a s vyssi toxicitou.

V predrituximabové éfe némecka
skupina pro studium vysoce malignich
lymfom{ ukdazala v randomizovanych
studiich, Zze zkraceni intervalu pro po-
dani CHOP z 21 dn( na 14 (CHOP-14)
u pacientl nad 60 let a pfidani etopo-
sidu k CHOP (CHOEP) u mladsich nizce
rizikovych pacientl zlepsuje preziti bez
udalosti a celkové pfreziti (overall survi-
val - OS) cca 0 10 % v péti letech [39,40].
Tyto vysledky se viak nepodafilo v éfe
R-CHOP potvrdit [41-43].

Mirné kontroverze v soucasné rituxi-
mabové éfe pfed ndstupem novéjsich ci-
lenych zplsobu lé¢by budi podskupina
mladsich nemocnych (do 60 let) s vys-
$im aalPl (2-3). Tato skupina nebyla ve-
smés zafazovana do randomizovanych
studii uzivajicich jako jedno z |é¢ebnych
ramen R-CHOP-21. Vyjimku tvofi pouze
Cunninghamova studie [41], kde v3ak
nebyl uveden ani presny pocet téchto
nemocnych, ani jejich vysledky. Néktefi
odbornici se proto domnivaji, ze tito ne-
mocni zaslouzi intenzivné;jsi pristup.

V randomizovanych studiich mladsich
rizikovych pacientl byl nejvice zkou-
man pfinos pozdni intenzifikace v po-
dobé vysokoddavkované lécby s podpo-
rou autolognich krvetvornych bunék
(HDT-ASCT). Byly publikovény celkem
Ctyfi randomizované studie, které ne-

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 3): 3564-3572

3567




DIFUZNIVELKOBUNECNY B LYMFOM — MODERN[ ZPUSOBY DIAGNOSTIKY A MOLEKULARNE CILENE LECBY

Tab. 2. Prognostické systémy pro DLBCL zaloZené na klinickych parametrech (podle [33-38]).

A. Originalni Mezinarodni prognosticky index pro agresivni
lymfomy lécené rezimem s antracykliny, bez rituximabu
(IP1) [33].

Parametry: vék > 60, stadium Ill-IV, zvysené LDH, Spatny per-
formance status (ECOG = 2), postizeni vice nez 1 extranodal-
niho organu. Bod za kazdy nepfiznivy prognosticky faktor.

Bodii Kompletni remise Celkové preziti
(%) v 5 letech (%)
0-1 87 73
2 67 51
55 43
4-5 44 26

B. Vékové upraveny Mezinarodni prognosticky index
(aalPI1) [33].

Déleni podle véku: < 60 a > 60 let, vypadava postizeni extrano-
dalnich organd, ostatni parametry jako u IPI.

Bodui Kompletni remise Celkové preziti
(%) v 5 letech (%)
<60 let > 60 let <60 let > 60 let
0 92 91 83 56
1 78 71 69 44
2 57 56 46 37
3 46 36 32 21

C.Vékové upraveny Mezinarodni prognosticky

index pro relabujici a refrakteni pacienty (sekundarni
aalPl, saalPl) pro pacienty < 60 let, Ié¢ba ICE, bez rituxi-
mabu [34].

Stejné parametry jako u aalPI.

Bodu Kompletni remise Celkové preziti
(%) ve 4 letech (%)

0 60 74

1 28 49

2-3 21 18

D. Revidovany Mezinarodni prognosticky index (R-IPI) pro
pacienty Iécené R-CHOP [35].
Stejné parametry jako u IPI.

E. Upraveny IPI (NCCN-IPI) pro pacienty lé¢ené reZimem

s antracykliny a rituximabem [36].

Parametry: vék do 40 let 0 bod(, > 40 let az < 60 let 1 bod,

> 60 let az < 75 let 2 body, > 70 let 3 body, LDH - v normé

0 bodd, > 1 az < 3nasobek normy 1 bod, > 3ndsobek normy

2 body. Déle 1 bod za stadium IlI-IV, > 1 extranodalni postizeni,
ECOG performance status > 2.

Bodii Pieziti bez selhani Celkové preziti
v 5 letech (%) v 5 letech (%)
NCCN BCCA NCCN BCCA
0-1 91 94 96 96
2-3 74 72 82 77
4-5 51 54 64 56
>6 30 35 33 38

NCCN - tréningovy dataset (National Cancer Centers
Network), BCCA - valida¢ni dataset (British Columbia Cancer
Agency)

E. E-IPI (elderly IPI) pro pacienty starsi 60 let lécené
R-CHOP [37].

Prognostické faktory: stejné jako v IPI, pouze vékova hranice je
70 let.

Bodu Preziti bez selhani

ve 3 letech (%)
77 (95% Cl 69-89 %)
2 62 (95% Cl 50-73 %)
47 (
28 (

Celkové preziti
ve 3 letech (%)

86 (95% Cl 78-94 %)
74 (95% Cl 64-84 %)
95% Cl 36-59 %) )
95% Cl 14-43 %) )

58 (95% Cl 47-69 %
36 (95% Cl 21-50 %

F. ABE3 prognosticky index Ceské Kooperativni lymfomové
skupiny pro pacienty starsi 60 let Ié¢ené antracyklinovym
rezimem s rituximabem [38].

Neptiznivé faktory: vék > 70 let, masivni postizeni = 7,5 cm,
ECOG = 2.

Skupina | - zadny nepfiznivy faktor ¢i jen vék, skupina Il - ma-
sivni postizeni, Spatny celkovy stav (ECOG) nebo kombinace
véku a $patného celkového stavu, skupina Il - masivni po-
stizeni v kombinaci s alespon jednim dal$im nepfiznivym
faktorem.

Skupina Celkové preziti ve 3 letech (%)

| 92 (95% Cl 86-98 %)

Bodu Preziti bez selhani Celkové preziti Il 67 (95% Cl 61-74 %)
ve 4 letech (%) ve 4 letech (%) m 36 (95% Cl 26-51 %)
0 94 94
1 80 79
2-3 53 55
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prokazaly pfinos autologni transplan-
tace [44-47]. Problém téchto studii
spociva jednak v samotném konceptu -
pozdni intenzifikace nemuize pomoci
pacientdm, ktefi nedosahnou remise
predchozi konvencni |é¢bou -, jednak
i v tom, Ze ve tiech ze Ctyf studii byla pou-
Zita v netransplanta¢nim ramenu inten-
zivnéjsi [é¢ba nez R-CHOP-21.V posledni
studii pak byly zahrnuty i jiné diagnézy
nez DLBCL a 30 % pacient( s DLBCL ne-
dostalo rituximab. Zatimco tedy bylo
vieobecné pfijato, Zze HDT-ASCT kon-
solidace nemd misto v lé¢bé 1. linie
u pacientl s DLBCL, nenf jasné, zda né-
ktery z intenzivnéjsich induk¢nich re-
Zzimd (R-CHOP-14, R-CHOEP-14 (i
R-MegaCHOP) ma byt u mladsich ri-
zikovych pacientd pokladan za ,novy
standard”

Nové lécebné metody

Léka, které navazuji na vyse uvedené po-
znatky z biologie DLBCL, je v soucasné
dobé v rlizné pokrocilych fazich klinic-
kého zkoumani nékolik desitek a v pre-
klinickém pochopitelné mnohem vice.
Z téchto dlvodl se zde zamérujeme
na ty, které jsou jiz ve fazi randomizova-
nych klinickych studii v primolécbé, a na
ty, u nichz probihaji nebo jsou pfipravo-
vany klinické studie i v CR.

Lenalidomid

Lenalidomid je imunomodulaéni agens
aktivujici T lymfocyty a NK buriky. Kromé
toho blokuje angiogenezi a ma i ptimy
protinddorovy ucinek. Ve dvou pilotnich
studiich [48,49] byla prokazana jeho
uc¢innost jako monoterapie u 19 %, resp.
28 % pacientl s relabovanym ¢i refrak-
ternim DLBCL. V nasledné studii zjistujici
aktivitu lenalidomidu u rlznych DLBCL
bylo zjisténo, ze 1é¢ebnd odpovéd byla
pozorovana u 53 % pacientll s non-GC
fenotypem, ale pouze u 9 % pacient(
s GC fenotypem uréenym dle algoritmu
Hansové [23,50].

V dalsich studiich vyslo najevo, ze
¢ast pfimé protinadorové aktivity i ak-
tivace T lymfocytl je zprostiedkovdana
aktivaci exprese cereblonu (kédova-
ného genem CRBN). Cereblon zpUsobuje
zménu afinity E3 ubikvitin ligazy, a tim
zvySenou degradaci urcitych substrat(,
véetné NF-kB, jehoz signalni draha

hraje klicovou roli v patogenezi non-GC
(¢i ABC) lymfomd. Stejnym zpdsobem
jsou degradovany transkripcni faktory
IKZF1 (lkaros) a IKZF3 (Aiolos) u T lymfo-
cytd, coz zpUsobuje jejich aktivaci. Lena-
lidomid rovnéz snizuje expresiinterferon
regulacniho faktoru 4 (IRF4), na némz je
zavisla aktivace MYC onkogenu [51,52].
V nésledujici studii faze Il kombinujici
R-CHOP s lenalidomidem (R2-CHOP)
bylo zjisténo, ze lenalidomid rusi nega-
tivni prognosticky efekt non-GC feno-
typu u DLBCL [53].

V soucasné dobé jsou v béhu dvé
randomizované studie faze Il-Ill zkou-
majici R-CHOP vs. R2-CHOP v primo-
lé¢bé DLBCL. Prvni zahrnuje nelécené
pacienty bez ohledu na jejich moleku-
larni subtyp (NCT01856192), druhd, pro-
bihajici i v CR, zahrnuje pouze pacienty
s ABC subtypem na zdkladé mRNA ex-
prese vysetfované pomoci nanostringu
(NCT02285062). Prestoze podani lenali-
domidu témto nemocnym predstavuje
potencialni pfinos, referovani pacientt
do studie je pomérné obtizné pravé
vzhledem k nutnosti ¢ekani na vysledky
tohoto vysetieni. Vzhledem k poten-
cidlni efektivité u pacientll se zvysenou
expresi MYC onkogenu probiha rovnéz
pilotni studie lenalidomidu v kombi-
naci s DA-EPOCH-R u téchto nemocnych
(NCT02213913).

Bortezomib

Bortezomib je prvni z inhibitor( pro-
teazomu ¢i drahy ubikvitin-protea-
zom (UPP). Pfredpokladanym mechaniz-
mem ucinku bylo preruseni NF-kB drahy,
i kdyz jinym zplsobem, nez jakym fun-
guje lenalidomid — bortezomib mél za-
branit degradaci inhibitoru NF-kB (IkB),
a tim translokaci NF-kB do bunééného
jadra [54]. Nasledné v3ak bylo zjisténo
nékolik dalsich mechanizm@ uc¢inku,
které jsou na NK-kB nezdvislé — zvysena
exprese p53, jez vede ke zvySené expresi
proaptotického proteinu Noxa [55], in-
dukce stresu endoplazmatického reti-
kula, ktery vede k uvolnéni intracelu-
larniho vézaného kalcia do cytoplazmy,
jeho vychytavani mitochondriemi opét
spousti apoptotickou kaskadu [56], i
suprese HIF-1qa, ktery nasledné vede
k utlumeni PI3K/AKT/mTOR dréhy [57].
Kromé toho byl prokazan i vliv bortezo-

mibu na aktivaci protinadorovych imu-
nologickych mechanizma [58].

Spekulace, Zze bortezomib potla-
¢uje drdhu NF-kB, kterd je konstitu¢né
aktivovana u ABC podtypu DLBCL,
vedla ke zkoumani mechanizmu jeho
ucinku. Ve studii Dunleavyho et al [59]
byl pacientlim s relabovanym ¢i refrak-
ternim DLBCL podavan nejprve sa-
motny bortezomib a posléze bortezo-
mib v kombinaci s DA-EPOCH-R. Bylo
zjisténo, zZe pacienti s ABC DLBCL maji
skute¢né vétsi procento celkové od-
povédi nez pacienti s GCB subtypem
(83 vs. 13 %), stejné jako zlepsené OS
(10,8 vs. 3,4 mésice). Zlepseni predpokla-
dané klinické odpovédi bylo zazname-
nano i v nasledné klinické studii R-CHOP
s bortezomibem. Podobné jako lenali-
domid i bortezomib ve spojeni s R-CHOP
dokazal smazat nepfiznivy prognosticky
ucinek ABC fenotypu [60]. | pfes nezna-
lost presného mechanizmu Ucinku bor-
tezomibu u DLBCL vedly tyto klinické
vysledky k zahdjeni nékolika randomizo-
vanych studii chemoimunoterapie s bor-
tezomibem vs. samotnd chemoimuno-
terapie (napf. NCT00931918 pro nové
diagnostikované, NCT02542111 pro re-
labované pacienty s non-GC fenoty-
pem). Vedle bortezomibu je v klinickych
zkouskach i novy inhibitor proteazomu,
carfilzomib (NCT02073097).

Draha B bunécného

receptoru (BCR)

Signalizace pomoci bunécného recep-
toru (BCR) je zdkladni mechanizmus pre-
ziti normalnich i nadorovych B bunék.
U zna¢ného poctu DLBCL je tento re-
ceptor konstitucné aktivovan, a to opét
vice u ABC nez u GCB podtypu. Aktivace
drahy BCR vede v kone¢ném dusledku
jednak opét k aktivaci transkrip¢niho
faktoru NF-kB, jednak k aktivaci mTOR
pomoci drahy PI3K/AKT/mTOR, coz akti-
vuje nékolik cild dllezitych pro regulaci
proteosyntézy [61].

BCR signalni draha je velmi kompli-
kovand, a prestoze zde existuje néko-
lik molekul, které je mozno farmako-
logicky zablokovat, nadorové bunky si
mohou vytvofit Unikovy mechanizmus
pres jiné komponenty BCR dréhy. Kromé
toho mutace v nékterych genech (napt.
CARD11, mutovany v 10 % lymfomd GCB
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i ABC fenotypu) zpUsobuji rezistenci na
blokatory BCR signalni drahy [62].

Z BCR blokatorl jsou zatim v klinické
praxi u rdznych druhlG lymfom( uzi-
vany Ctyfi — blokator Syk kinazy fosta-
matinib, blokator Brutonovy kindzy
(BTK) ibrutinib (dfive PCI-32765), bloka-
tor P13-kindzy idelalisib a blokdtor mTOR
temsirolimus. U DLBCL se z téchto jevi
nejperspektivnéjsi ibrutinib.

Prikaz ucinnosti ibrutinibu u re-
labovanych/refrakternich DLBCL byl
podan ve studii [63], kde byla zjisténa
jeho preferencni aktivita u ABC pod-
typu. V nésledné studii Ib se potvrdila
jeho schlidnost podavani s R-CHOP [64]
a v soucasné dobé probihd rando-
mizovana studie R-CHOP vs. R-CHOP
s ibrutinibem u ABC podtypu DLBCL
(NCT01855750). Byla téz zjisténa syner-
gie mechanizmu ibrutinibu s bortezo-
mibem [65], kterd je rovnéz zkoumana
v klinickych studiich, ovsem u pacient(
s lymfomem z plastovych bunék
(NCT02356458).

Venetoclax (ABT-199, GSC-0199)
Zvysena exprese antiapoptotického pro-
teinu bcl-2 je pfitomna zhruba u 50 %
DLBCL, pokud je zkouména imunohis-
tochemicky, zalezi ovsem na zpUsobu
hodnoceni. | pfes problémy s kvantifi-
kaci imunohistochemického stanoveni
je tento zpUsob vysetieni u DLBCL vy-
hodny vzhledem k tomu, Ze bcl-2 mlze
byt exprimovano nékolika mechanizmy,
které se lisi u GCB a ABC subtypu [66]:
zatimco u GCB lymfom{ je to vétsinou
t(14;18), u ABC subtypu jde o amplifikaci
genového lokusu.

Bcl-2 patfi do skupiny antiapopto-
tickych proteinl (spolu s Mcl-1, Bcl-X,,
Bcl-W ¢i A1), které jsou lokalizovany na
buné¢né membrané. Soucasné s nimi
jsou na témze misté lokalizovany i mo-
lekuldrné pribuzné antiapoptotické pro-
teiny (Bad, Bax, Bim, Puma, Noxa), které
se vazou na proteiny bcl-2 skupiny,
umoznuji jejich degradaci, a tim obno-
vuji citlivost bunék k apoptéze [67].

Ohledné prognostického vyznamu
bcl-2 u DLBCL se dlouho vedly spory.
V soucasné dobé panuje shoda, Ze zvy-
send exprese bcl-2 sama o sobé nezna-
mena horsi prognézu, ale v kombinaci
s nékterymi dalSimi faktory ano. Timto

faktorem je predevsim koexprese c-myc.
Dvojita exprese bcl-2 a je pfitomna
u 23-31 % pacientt s DLBCL [32,68] a je
az 2krat castéjsi u ABC nez u GCB sub-
typu [69]. Oproti tomu dvoji prestavba
BCL2 a MYC onkogenu je mezi predpo-
klddanymi DLBCL pfitomna v méné nez
10 % ptipadd, v soucasné dobé jsou
ovéem tyto lymfomy fazeny do skupiny
blize nespecifikovanych NHL s rysy inter-
medidrnimi mezi DLBCL a Burkittovym
lymfomem (tab. 1).

Vyvoj inhibitor{ bcl-2 probihd uz fadu
let. Prvni lék, blokujici BCL2 na genové
urovni, oblimersen, se pres urcité lécebné
uspéchy u chronické lymfatické leu-
kemie a indolentnich lymfom [70,71]
do praxe neprosadil. Usp&inéji si zatim
vedou inhibitory bcl-2 proteinu, tzv.
BH3 mimetika. Molekuly ABT-737 a jeho
peroralni verze ABT-263 (navitoclax) pro-
kazaly svou efektivitu predevsim v |é¢bé
chronické lymfatické leukemie [72], ale
mély pomérné signifikantni nezadouci
ucinky (napf. trombopenii), vyplyva-
jici z toho, ze zaroven inhibovaly Bcl-X,.
ABT-199 (GDC-0199 ¢i venetoclax) je se-
lektivnim inhibotorem bcl-2 proteinu,
neplsobi trombopenii, a je proto mozné
ho kombinovat s chemoterapii. Pfedpo-
klada se, Ze by mohl zlepsit prognézu
predevsim v pfipadé dvojité exprese
bcl-2 a c-myc [73].

Schidnost podavani venetoclaxu spolu
s chemoimunoterapii (bendamustin a ri-
tuximab) u relabovanych a refrakternich
lymfom0 byla prokdzana ve studii pre-
zentované na sjezdu Americké hematolo-
gické spole¢nosti v roce 2014 [74].V sou-
Casné dobé je pripravovana studie faze
Ib/Il u pacientd s nové diagnostikovanym
DLBCL, ktera bude zkoumat schddnost
a Ucinnost venetoclaxu v kombinaci
R-CHOP nebo obinutuzumab-CHOP. Tato
studie pobéziiv CR.

Zavér

Vtomto ¢lanku jsme predstavili soucasny
vyvoj molekuldrni diagnostiky a na ni za-
lozené Iécby pacient(i s DLBCL. Vzhle-
dem k poctu 1€k, které jsou v soucasné
dobé v preklinickém i klinickém zkou-
mani, je velmi pravdépodobné, ze né-
ktery z nich se dostane do bézné klinické
praxe. To si vyzada rozsiteni nasich rutin-
nich diagnostickych metod o postupy,

které jsou v soucasné mire stale experi-
mentalni. Imunohistochemické stano-
veni exprese bcl-2 a c-myc nebude pred-
stavovat zvlastni technické ani finan¢ni
naroky. Na druhé strané stanoveni COO
na molekuldrni Urovni bude vyzadovat
alespon zpocatku narocné technické
vybaveni, které patrné nebude k dispo-
zici ani ve vsech specializovanych he-
matoonkologickych centrech. | kdyz
je stéle jista nadéje na to, ze pro urceni
pacientd vhodnych k |é¢bé na zakladé
COO subtypu bude stacit imunohisto-
chemie (jako v pilotnich studiich s le-
nalidomidem), neda se na to spoléhat.
Kromé toho bude i z takto definovanych
podskupin nutné vyloucit pacienty, ktefi
z urcitych lé¢ebnych postupl nebudou
moci mit pfinos (napf. 10 % nemocnych
s mutaci CARD11). Urceni specifickych
aktiva¢nich ¢i inhibi¢nich genetickych
mutaci bude vyzadovat NGS platformy,
opét technicky i finan¢né nérocné.
Na tyto nezbytné ukoly by jisté bylo
vhodné se s predstihem pfipravit.
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