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KLINICKE KARAKTERISTIKE U BOLESNIKA S DIFUZNIM
B VELIKOSTANICNIM LIMFOMOM I DVOSTRUKOM
TRANSLOKACIJOM BCL2/c-MYC
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Difuzni B velikostani¢ni limfom (DLBCL) je klasificiran kao limfom razli¢itog entiteta i pomocéu genske ekspresije proteina
klasificiran je u tri podskupine. Cilj ovog rada je da pojasni klini€ke, bioloske, imunofenotipske i citogenetske zna¢ajke DLBCL
s translokacijom t(14;18) i 8q24/c-MYC. Jedanaest bolesnika s DLBCL s dvostrukom translokacijom praéeno je u razdoblju od
2000. do 2009. god. Obiljezja tih bolesnika uklju¢uju morfoloske, imunohistokemijske i citogenetske analize. Svi bolesnici imaju
agresivna obiljezja, prisutnost B simptoma (64 %), opée stanje bolesnika prema ECOG ljestvici 22 (55 %), poviSenu aktivnost
serumske laktat dehidrogenaze (73 %), klini¢ki stadij Ill i IV (82 %), ekstranodalnu zahvaéenost bolesti (73 %), IPI =2 (73 %).
Parcijalna remisija je postignuta kod 73 %, svi su bolesnici (73 %) umrli u kratkom roku. Bolesnici su lije¢eni CHOP i sli¢nim
protokolima (COP, CVP, CNOP) uz dodatak Mabthere. U€injena je imunofenotipizacija te odredena ekspresija biljega CD20, CD3,
CD10, Bcl6 i MUM1. u svih je ucinjena citogenetska analiza [fluorescentna hibridizacija in situ - FISH) | i nadene su kompleksne
kariotipske promjene. Tako smo analizirali prisutnost gena BCL2, BCL6 i c-MYC, osam bolesnika je imalo translokacije gena
BCL2 i c-MYC, dok je troje imalo translokaciju gena BCL6 i c-MYC. Usprkos provedenoj adekvatnoj terapiji, prognoza bolesnika
je losa. Medijan prezivljenja tih bolesnika je 1,85 godina. Zaklju€ujemo da je DLBCL s BCL2 i c-MYC preuredenjem podskupina

limfoma s vrlo loSim prezivljenjem. Prisutnost tih dviju translokacija ima agresivan klini¢ki tijek.
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UvOD

Difuzni B velikostani¢ni limfom (DLBCL) klasificiran
je kao limfom razli¢itog entiteta u klasifikaciji Svjet-
ske zdravstvene organizacije (WHO). Oko 30 % do
40 % svih limfoma u odraslih osoba su difuzni B ve-
likostani¢ni limfomi i ¢ine naj¢es¢u podskupinu svih
ne-Hodgkinovih limfoma. DLBCL obuhvaca razli¢itu
skupinu limfoidnih neoplazmi, koji imaju heterogena
klini¢ka, histoloska, imunofenotipska, citogenetska i
molekularna obiljezja (1). Medunarodni prognosticki
indeks (IPI) je klinicki i bioloski model koji dijeli bole-
snike u ¢etiri prognosticke skupine s razli¢itim medi-
janom prezivljenja. Prema tom prognostickom modelu
bolesnici se na temelju broja negativnih prognostickih
¢imbenika prisutnih u vrijeme postavljanja dijagnoze
svrstavaju u Cetiri skupine koje se razlikuju prema pre-
Zivljenju. Definirano je pet klini¢kih ¢imbenika: dob,

stadij bolesti, poviSena aktivnost serumske laktat de-
hidrogenaze, viSe od jednog zahvac¢enog ekstranodal-
nog mjesta i opce stanje bolesnika ocijenjeno prema
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (2,14).
Takva podjela otkriva rizicne skupine bolesnika s ra-
zli¢itim razdobljem prezivljenja. Ipak, jasno je da su ra-
zlike u klinickim karakteristikama i odgovoru na te-
rapiju ovisne o genetskim i molekularnim obiljezjima
koji odreduju agresivnost bolesti (4). DLBCL je klasifi-
ciran u tri podskupine prema Hans i sur. (2004.): lim-
fomi stanica germinativnog centra B stani¢ni (GCB
- prema engl. "germinal center B cell like” - GCB), lim-
fomi aktiviranih zrelih B limfocita (ABC, prema engl.”
activated B cell like") i primarni medijastinalni B sta-
ni¢ni limfom (PMBCL, prema engl. "primary media-
stinal”) (8). Podskupina GCB je karakterizirana ¢estim
REL amplifikacijama, BCL2 translokacijama i somat-
skim hipermutacijama imunoglobulinskih gena. Pod-
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skupine ABC i PMBCL imaju konstitutivau aktivaciju
nuklearnog faktora -kappaB, (NK-xB), koji je potreban
za opstanak limfoma, dok to nije bitno za podskupinu
GCB DLBCL (5). Limfomi su genetski karakterizirani
razli¢itim kromosomalnim translokacijama.

Limfomi s dvostrukom translokacijom gena c-MYC
i BCL2 (DH-BCL2/c-MYC) ili BCL6 (DH-BCL6/c-
MYC) su rijetki limfomi s vrlo agresivnim klinickim
tijekom, kompleksnim kariotipom, ¢esto rezistentni na
terapiju (3). Ukljuceni su u kategoriju limfoma zrelih B
limfocita i u klasifikaciji WHO, oznaceni su kao difu-
zni B-velikostani¢ni limfomi (DLBCL tzv. sive zone) i
kao Burkittovlimfom (BL). U zadnjem 4. izdanju klasi-
fikacije WHO malignih hematoloskih bolesti, DLBCL
i BL su redefinirani. Neki su prijasnji entiteti izbace-
ni (npr. Burkitt-like limfoma), a neki novi su uvrste-
ni (npr. oni sa specificnim genetskim abnormalnosti-
ma — DLBCL ALK pozitivni i oni povezani s virusnim
upalama (EBV/DLBCL, HHVS8 pozitivni DLBCL).
No, pridodana su i dva provizorna entiteta, tj. limfomi
tzv. “sive zone” - DLBCL/Burkittov limfom i DLBCL/
Hodgkinov limfom - entiteti s preklapaju¢im morfo-
loskim, imunofenotipskim i klinickim karakteristika-
ma. “Double hit” limfomi se danas klasificiraju unutar
DLBCL/Burkittova limfoma. Najve¢i broj tih tumora
sli¢ne su ili iste morfologije, kod svih se mogu dokazati
aberacije gena c-MYC i BCL2 ili BCL6 gena, a vrlo Ce-
sto je prisutan kompleksni kariotip(1).

“Double” hit translokacija t(14;18)(q32;q21) i t(8;14)
(924;q932) ¢-MYC gena je najce$ca dvostruka translo-
kacija. Translokacija t(14;18)(q32;q21) se nalazi u 85 %
do 90 % folikularnih limfomaiu 10 % do 40 % DLBCL
(14). To je regulatorna regija protoonkogena BCL2, a to
dalje vodi ekspresiji Bcl2 proteina. Bcl2 je antiapopto-
ticki protein i njegova ekspresija blokira mitohondrij-
ske puteve koji vode apoptozi. C-MYC gen je lociran
na 8q24 i povezan je s translokacijom t(8;14)(q24;q32).

Tablica 1.

Bodovanje bolesnika prema Medunarodnom prognosti¢kom
indeksu (IPI).

Parametar Vrijednost | Broj bodova
. <60 g 0
Dob bolesnik
ob bolesnika 60 g ,
Ekstranodalna lokalizacija 0,1 0
(broj mjesta zahvacenih > 1 1
bolesc¢u izvan limfnih &vorova)

. . 1, 11 0
Stadij bolesti (Ann Arbor) i, 1V 1
Opce stanje bolesnika prema 0,1 0
ECOG >1 1

< 240 mmol 0
/L
LDH > 240 1
mmol/L
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To je bila prva ponavljaju¢a kromosomska abnormal-
nost ikada objavljena kod limfoproliferativnih bolesti.
Postavljanje c-MYC gena na mjesto pored imunoglo-
bulina H (IGH) rezultira ekspresijom c-Myc proteina,
koji je klju¢ni transkripcijski faktor koji potice stani¢ni
ciklus i tumorsku proliferaciju (4). C-MYC gen je izra-
zen kod svih normalnih tkiva i u tkivima s visokom
proliferacijskim indeksom prisutna je visoka ekspresi-
ja (14,15).

U ovom radu opisujemo klinicka i bioloska obiljezja
kod 11 bolesnika s DLBCL i translokacijom t(14:18)
(932;q21) i t(8;14)(q24;q932). C-MYC translokacije i
amplifikacije utje¢u na agresivni tijek bolesti i ekspre-
sija c-Myc proteina znaci za bolesnika nepovoljnu pro-
gnozu.

BOLESNICI I METODE

U razdoblju od 01. 01. 2000. do 31. 12. 2009. god., u
11 od 99 bolesnika kojima je dijagnosticiran DLBCL,
otkrivena je dvostruka translokacija BCL2 t(14;18)
(932;q21) 1 t(8;14)(q24;q932) ¢-MYC gena s histomor-
foloskim karakteristikama DLBCL, a praceni su do 31.
04.2011.

Bolest je klasificirana prema klasifikaciji WHO. Is-
kljuceni su bolesnici s indolentnim limfomom, bole-
snici koji imaju AIDS/HIV infekcije, primarni kutani
DLBCL, primarni DLBCL sredi$njeg Ziv¢anog sustava
i DLBCL pozitivan na Epstein-Barrov virus.

U trenutku postavljanja dijagnoze ucinjene su klinicke
i morfoloske analize, laboratorijske (hematoloske i bio-
kemijske) analize, biopsija kosti, ultrazvu¢ni pregled
abdomena, kompjutorska tomografija vrata, toraksa i
abdomena. Klinicki stadij je odreden prema Klasifika-
ciji Ann Arbor. IPI je ocijenjen na negativnim progno-
stickim ¢imbenicima. Svi bolesnici su lijeceni kemo-
terapijom po shemi CHOP (ciklofosfamid, vinkristin,
daunorubicin, prednison) s primjenom rituksimaba ili
bez primjene. Bolesnici su lijeceni i protokolima sli¢-
nim CHOP-u poput CNOP (ciklofostamid, mitoksan-
tron, vinkristin, prednison). Uobicajena je podjela pro-
cjene odgovora na terapiju u tri osnovne kategorije:

Kompletna remisija:

a) klonalna (eradikaciran je neoplasti¢ni klon)

b) imunofenotipska

¢) imunoloska

d) klinicka (nestanak tumorske mase te simptoma
uzrokovanih bole$¢u, kao i normalizacija pocetno
poremecenih testova u zadnjih mjesec dana).
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Parcijalna remisija:

- smanjenje tumorske mase ili infiltracije organa za
vise od 50 %, s nestankom simptoma vezanih uz bo-
lest.

- bez insuficijencije mijelopoeze

- s insuficijencijom mijelopoeze.

Progresija bolesti - povecanje tumorske mase za vrije-
me terapije.

Najcesce se kompletna remisija (CR) definira potpu-
nom eradikacijom tumorske mase uz oporavak mijelo-
poeze. Moguce je i histoloski potvrditi remisiju bolesti
u kostanoj srzi uz oporavak imunoloske funkcije, npr.
nestanak hipogamaglobulinemije (imunoloska remisi-
ja) i normalizacija fenotipa (imunofenotipska remisi-
ja). Opcenito je pravilo da je postizanje remisije predu-
vjet za duze prezivljenje.

Mjesta zahvacenosti

Bolesnici se obi¢no javljaju s naglo nastalom tumor-
skom masom na jednom ili na vise mjesta s nodalnom
i ekstranodalnom zahvacenos¢u. Jedna tre¢ina do jed-
na Cetvrtina otpada na primarno ekstranodalnu loka-
lizaciju bolesti (17), dok neki autori navode da je ek-
stranodalna lokalizacija prisutna u 40 % bolesnika (1).
Prisutnost ekstranodalne lokalizacije je u stalnom po-
rastu vi$e nego nodalna (17).

Svaka ekstranodalna lokalizacija moze biti primarno
mjesto bolesti. Najce$ce ekstranodalno mjesto je ga-
strointestinalni sustav (zeludac ili ileocekalna regija)
(18,19), ali se moze pojaviti u kozi, CNS-u (20), kosti-
ma, na testisu (21), zlijezdama slinovnicama, genital-
nom sustavu, plu¢ima, bubrezima, jetri, tonzili i sle-
zeni. Zahvacdenost kosti kao primarnog mjesta bolesti
pojavljuje se u oko 11 % do 27 % slucajeva. Primarna
prisutnost u kosti sa zahvacenosti periferne krvi ili bez
zahvacenosti je rijetka (22). Vec¢ina autora smatra da je
velika tumorska masa ve¢a od 7 cm mjerenjem najdu-
zeg dijametra, mada neki autori uzimaju 10 cm mjeri-
lom za veliku tumorsku masu. U nasem smo radu uze-
li najduzi dijametar od 5 cm kao mjeru za koju smo
smatrali da je velika tumorska masa. To je vazan pro-
gnosticki ¢imbenik neovisan za prezivljenje bolesnika
s DLBCL. U kombinaciji s IPI ne dovodi do poboljsa-
nja predvidanja prezivljenja. Nije jasno je li to zbog ne-
dostatka snage ili zbog moguc¢ih medusobnih odnosa
veli¢ine tumorske mase, LDH i IPL. Veca prospektivna
istrazivanja bi mogla dati jasniju sliku o veli¢ini tumor-
ske mase i IPI (23).

U upotrebi je veliki broj terapijskih shema druge ge-
neracije, ali samo se jedno veliko randomizirano istra-

zivanje bavilo usporedbom takvih terapijskih shema.
Ta studija je pokazala da je primjena R-ICE i R-DHAP
uglavnom dala sli¢ne rezultate. Uobicajena je praksa
da se doda rituksimab u drugoj liniji lijecenja. Brojna
istrazivanja govore da je u takvim slucajevima prepo-
rucena transplantacija, ako bolesnik ima odgovor na
salvage terapiju. Odgovor se definira s klinickim i CT
kriterijima. Sa PET/CT, koji je danas dostupan, ¢ini se
da je transplantacija velika korist samo u onih bolesni-
ka bez metabolicki aktivne bolesti (24,25).

Morfoloska analiza

Patohistoloska analiza je postavljena na temelju histo-
logkih i imunofenotipskih obiljezja tumorskog tkiva
prema Klasifikaciji WHO (2008.). Iz parafinskih kocki
su uzeta dva reprezentativna cilindra tumorskog tkiva
bioptickom iglom (Tissue microarray 8010 Sakura Fi-
netek). Rezovi debljine 2 pm obojeni su standardnim
bojenjem; H&E, Giemsa, PAS i Gomori. Rezovi iste de-
bljine obradeni su imunohistokemijskim metodama i
fluorescentnom metodom in situ (FISH).

Imunohistokemijske metode

Na svim je uzorcima odredena ekspresija biljega CD20
(klon 1.26, razrijedenje 1:200 — Dako Glostrup Dan-
ska), CD3 (poliklonalno MoAb razrjedenje 1:400 -
Dako), CD10 (klon 56C6 RTU- Dako), bcl6 (klon
PG-bcl6p RTU - Dako) i MUM1 (klon MUM1p RTU
- Dako). Postupci deparafiniranja kao i demaskiranja
proteina radeni su u PT-linku (Dako-Cytomation) na
+97° C tijekom 20 minuta pri pH 9.0. Za vizualizaciju
ekspresije biljega koristen je komercijalni kit EnVisi-
on™ Flex High pH uz kromogen 3,3’ diamino benzi-
din (DAB) u automatiziranom sustavu Dako Autosta-
iner.

Prema imunohistokemijskom algoritmu Hans i sur.
bolesnici s DLBCL podijeljeni su u skupine, kako slije-
di (Hans i sur. 2004.):

GCB skupina - tumori koji su CD10+ i bcl6+ ili CD10
-, bcl6+, MUMI -

ABC skupina - tumori koju su CD10 -, bcl6 -, MUM1+
ili CD10 -, bcl6+, MUM1+

Tip3- tumori koji su CD10 -, bcl6 -, MUMI -.

Fluorescentna hibridizacija in situ

Translokacija gena c-MYC analizirana je probom LSI
MYC Dual Color Break-apart Rearangement Probe
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SL. 1. Klasifikacija DLBCL prema Hans i sur. (2004.)

(Vysis Inc. Abbott Molecular, USA). Translokacija gena
BCL2 analizirana je probom LSI BCL2 FISH DNA Split
signal Probe (Dako, Danska). Pripremljeni rezovi s pro-
bama su, nakon deparafiniranja, dehidracije, rehidra-
cije i denaturacije stavljeni, prema uputama proizvo-
daca, u Hybridizer (Dako Cytomation, Danska). Nakon
hibridizacije i ispiranja za kontrastiranje koristena je
10pL otopina Vectashield (Vector Lab. Inc. Burlingame,
CA, USA) koja sadrzi 105 g/L 4',6-diamino-2fenil-in-
dola (DAPI). Preparati su analizirani fluorescentnim
mikroskopom Olympus BX51. U svakom je uzorku
analizirano 200 oc¢uvanih tumorskih stanica. Pozitiv-
nim rezultatom smatrane su karakteristi¢cne promjene
u vi$e od 7 % tumorskih stanica.

REZULTATI

Klinicke karakteristike bolesnika

Klinicka obiljezja i terapija u 11 prethodno nelije¢enih
bolesnika prikazani su u tablici 2. Svi su bolesnici imali
lo$u prognozu. Medijan dobi bolesnika je 67 (44 do 86)
godina. B simptomi su prisutni u 7 bolesnika. Vec¢ina
bolesnika ima povisenu aktivnost serumske laktat de-
hidrogenaze 73 % (8/11), uznapredovali klinicki stadij
82 % (9/11), ekstranodalna zahvacenost bolesti je pri-
sutna kod 8, a infiltraciju kostane srzi ima 8 bolesnika .
IPT je visok ili visok intermedijaran u 73 % (8/11). Po-
djednaki broj bolesnika u podskupinama ABC i GCB
ima koekspresiju MYC/BCL2.

Odgovor na terapiju je ocijenjen nakon provedenih 8
ciklusa kemoterapije po protokolu R- CHOP ili CHOP.
Kod vecine bolesnika (73 %) postignuta je parcijalna
remisija, te su bolesnici dalje lijeceni po salvage proto-
kolu, koji uklju¢uje agresivniji pristup lijecenja. Zbog
agresivnog klinickog tijeka te nemogucnosti postiza-
nja kompletne remisije bolesnici nisu lijeceni trans-
plantacijom ko$tane srzi. U naSem radu analizirano
je 99 bolesnika, a od toga je samo 11 bolesnika imalo
dvostruku translokaciju pa na tako malom uzorku nije
moguce raditi krivulje prezivljenja.
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Rezultati FISH analize kod bolesnika s DHL DLBCL prema
Hans i sur. (2004.)

Double hit
BCL2/MYC

Broj 11
muski 4
Spol zenski 7
medijan 67

Dob (raspon) (44-86)

<60/>60 1/10

normalna 3
LDH poviSena 8
Opce stanje bolesnika 0-1 6
prema ljestvici ECOG 2-4 5
Klini¢ki stadij po Ann I-11 2
Arbor klasifikaciji -1V 9
Ekstranodalna da 8
zahvacenost ne 3
0-1 3
IPI > 8
) . « . Da 8
Infiltracija koStane srzi Ne 3
. . prisutni 7
B simptomi odsutni 4
risutna 8
Velika tm. masa gdsutna 3
T .. CHOP 4
erapija R-CHOP 7
mrtav 8
Ishod iy 3
.. CR 3
Odgovor na terapiju PR 8
. GCB 5
PHD/Hans i sur. ABC 6

Legenda: LDH: laktat dehidrogenaza, IPI: Medunarodni prognosti¢-
ki indeks, CR: kompletna remisija, PR: parcijalna remisija, NR: bez
odgovora na terapiju, CHOP kemoterapijska shema (ciklofosfamid,
adriamicin, vinkristin, prednison), R-CHOP: rituksimab + (ciklofosfa-
mid, adriamicin,vinkristin, prednison)

RASPRAVA

U ovom radu retrospektivno je analiziran poreme-
¢aj gena BCL2 i MYC na klinicki utjecaj u bolesnika
s DLBCL lije¢enih imunokemoterapijom i kemotera-
pijom.

Dvostruka translokacija kod DLBCL bila je prisutna u
11 % nasih bolesnika, a zastupljena je s podjednakim
brojem u podskupinama GCB i ABC. U nasih su bo-
lesnika prisutna obiljezja agresivne klinicke slike, bo-
lesnici su starije Zivotne dobi, prisutni su B simptomi,
povisena aktivnost LDH, ekstranodalna zahvacenost
bolesti prisutna u 73 % bolesnika, bolesnici imaju infil-
triranu kostanu srz, stadij III i IV prisutan u 82 % bo-
lesnika, te IPI >2 rizi¢na ¢imbenika u 73 % bolesnika.
Velika tumorska masa bila je prisutna u 73 % bolesni-
ka. Bolesnici su lijeceni po shemi CHOP ili je primi-
jenjena uz kemoterapiju i imunoterapija-rituksimab.
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Prezivljenje bolesnika koji su primali kemoterapiju po
kemoterapijskoj shemi CHOP iznosilo je 1,4 godina, a
bolesnici lije¢eni R-CHOP-om su imali preZivljenje 2,3
god. U 73 % bolesnika postignuta je parcijalna remisi-
ja.Bududi da se radi o malom uzorku bolesnika, podat-
ke nije bilo moguce statisticki analizirati.

Nasi se rezultati podudaraju s rezultatima drugih auto-
ra.I drugi autori navode da se translokacija BCL2/MYC
nalazi u 17 % do 38 % bolesnika na malom uzorku bo-
lesnika s DLBCL (3,4,6,10,12,14-16). Bolesnici imaju
agresivnu klinicku sliku bolesti i bioloske karakteri-
stike, uznapredovali stadij bolesti, povisenu aktivnost
serumske laktat dehidrogenaze, visok IPI, te preziv-
ljenje koje je trajalo samo 9 mjeseci (3,4,16). Preziv-
ljenje bolesnika s DLBCL najbolje analizira algoritam
Hans i sur. Slucajevi s GCB fenotipom i CD10 nega-
tivni i BCL6 pozitivni imaju znacajno krace prezivlje-
nje nego CD1 negativni i BCL6 negativni ili MUMI
negativni podskupine GCB (26). Profil genske ekspre-
sije (GEP - od engl. Gene expression profiling) temelji
se na imunohistokemiji koja se moze obavljati rutin-
ski i uz relativno mala financijska sredstva. Pretraga
se radi na parafinom-obradenom (FFPE) biopsi¢ckom
tkivu i materijal je fiksiran formalinom. GEP se teme-
lji na tri bitna biljega, a to su: CD10, BCL6, MUM1/
IRF4, koji su razlic¢ito izrazeni u GCB i ABC podtipo-
vima DLBCL. Algoritam Hans i sur. (2004) se pokazao
korisnim u nekim studijama (npr. u predvidanju odgo-
vora DLBCL na odredene vrste kemoterapije, dok dru-
gi autori ne nalaze prednost tog algoritma (27)). Al-
goritmi temeljeni na imunohistokemijskoj-analizi su
razvijeni s ciljem klinicke primjene GEDP, ali su poka-
zali ogranicenu reproducibilnost i do sada nije doka-
zan nacin kako bi se tu analizu primijenilo u terapijske
svrhe. Konzorcij Lunenburg nije pokazao pobolj$anje
IPI-a nakon ukljucivanja imunohistokemijskih biljega,
iako neki molekularni biljezi, poput ekspresije c-MYC,
koji se nalazi kod ograni¢enog broja bolesnika i pove-
zan je sa znacajno slabijom prognozom (28).

Neki autori navode da kada se prezivljenje bolesnika
s podtipom GCB usporedi s onima s podtipom ABC,
bolesnici s podtipom ABC imaju znacajno losije pre-
zivljenje (5). Losija prognoza se u bolesnika s podsku-
pinom ABC moze pripisati stalno prisutnoj aktivnosti
NF-kB, nadgledanom brojnim ciljnim genima uklju-
¢ujuci gen ¢-MYC i BCL2. Drugi autori nalaze da je
koekspresija c-MYC/BCL2 ¢e$ce prisutna u podskupi-
ni ABC (6). Hu i sur. (2013) ne nalaze znacajnu pro-
gnosticku razliku u preZivljenju izmedu podskupine
GCB i ABC kada se izdvoje bolesnici s koekspresijom
c-MYC/BCL2 (6). Kada se analiziraju samo bolesnici
s DLBCL s koekspresijom ¢-MYC/BCL2 ta dva podti-
pa ne daju znacajnu prognosticku razliku, iako posto-
ji ogromna razlika u genima izmedu podtipova ABC i

GCB. U bolesnika s koekspresijom MYC/BCL2 razlika
u prognozi izmedu GBC i ABC je minimalna, kada se
usporede s bolesnicima u kojih je MYC/BCL2 dvostru-
ko negativan (6). Autori zakljucuju da je MYC/BCL2
koekspresija kod DLBCL povezana s agresivnim kli-
nickim tijekom i ¢eSce se javlja u podskupini ABC te
doprinosi losijoj prognozi bolesnika s podskupinom
ABC DLBCL. Podatci ukazuju da je MYC/BCL2 koek-
spresija bolji prognosticki pokazatelj nego klasifikacija
koja se temelji na podrijetlu stanica (6).

Limfomi s dvostrukom translokacijom obuhvaca-
ju skupinu limfoma zrelih B limfocita s aberacijom
gena ¢-MYC udruZenog s aberacijama nekih drugih
gena koje su ¢este kod nekih tipova limfoma (npr. IgH/
BCL2). Do danas nije sasvim jasan mehanizam na-
stanka limfoma s dvostrukom translokacijom. Predlo-
zeno je nekoliko mogucih puteva nastanka tih entiteta
(3,16). Najces¢a kombinacija aberacije gena kod lim-
foma s dvostrukom translokacijom je aberacija gena
BCL2 i c-MYC. Dok je translokacija t (14;18)(q32;q21)
primarni dogadaj kod folikularnog (FCC) limfoma, a
poznata je ¢injenica da se FCC moze transformirati u
DLBCL. Uz tada agresivnu klinicku sliku i slab odgo-
vor na terapiju mozZe se pretpostaviti da je za drugi “hit”
i posljedi¢nu klinic¢ku sliku upravo odgovorna aberaci-
ja gena ¢-MYC. U literaturi su opisani slucajevi limfo-
ma tipa FCC trnasformirani u limfome s dvostrukom
translokacijom (4,7). No, uvijek treba imati na umu da
se aberacija gena BCL2 mozZe naci u visokom postot-
ku (25 % - 75 % - prema Klasifikaciji WHO) limfocita
zdravih ljudi; dakle na ve¢ nestabilnom “terenu” drugi
“hit’, tj. aberacije gena “c-MYC “ mogu dovesti do slike
agresivnog limfoma. Treba isto tako spomenuti da “do-
uble hit” limfomi mogu imati i druge kombinacije abe-
racija gena. Nesto je rjeda aberacija gena CCNDI uz
aberaciju gena c-MYC. U tim je slu¢ajevima bitno po-
najprije iskljuciti blasti¢nu transformaciju “mantle cell”
limfoma (7). Mehanizam nastanka tog tipa limfoma je
dakako isto nejasan, ali moze se povuci paralela s IgH/
BCL2 aberacijom. Naime, moze se pretpostaviti da je
aberacija IgH/CCNDI ne-onkogeni faktor prisutan u
manjem broju limfocita i to bi bio prvi korak na koji
se mora nadovezati dodatna abnormalnost, tj. aberaci-
ja gena c-MYCi inducirati agresivno ponasanje stanica
(sli¢no kao kod multiplog mijeloma odnosno “mantle
cell” limfoma). Aberacija gena BCL6 i cMYC je relativ-
no znatno rjeda, a aberacija gena BCL3 i ¢-MYC izni-
mno rijetka. Aberacije gena BCL6 su najces$ce udruze-
ne s aberacijama gena BCL2 i c-MYC pa se onda govori
o “triple hit” limfomima. Ova kombinacija aberacija
moze rezultirati stalnim antiapoptotickim signalima
s jedne, ali i indukcijom kontinuirane proliferacije tu-
morskih stanica s druge strane.
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Standardna imunokemoterapija za DLBCL poput R-
CHOP-a kod DHL ima vrlo slab terapijski odgovor
(9,16). DHL je mogu¢ kod svih DLBCL koji imaju vi-
sok proliferativni indeks, ili kada je moguce da je pri-
sutan c-MYC i BCL2 gen. Primjena rane agresivne
kemoterapije koja uklju¢uje i transplantaciju hema-
topoietskih mati¢nih stanica u prvoj remisiji mora se
uzeti u razmatranje (10,13,16).

U sazetku, DLBCL s MYC/BCL2 povezan je s koeks-
presijom s agresivnim klinickim tijekom i ce$ce je pri-
sutan u podskupini ABC te pridonosi losijoj prognozi
bolesnika s ABC podtipom. Ovi podatci takoder poka-
zuju da je MYC/Bcl2 koekspresija, umjesto klasifikacije
o porijeklu stanica, bolji prediktor za prognozu u bo-
lesnika s DLBCL tretiranih R-CHOP kemoterapijom.

ZAKLJUCAK

DLBCL s translokacijom t(14;18) i 8q24/c-MYC je pri-
sutan kod podskupina GCB i ABC s vrlo lo$im isho-
dom. Kod BCL2 pozitivnih DLBCL bilo bi potrebno
traziti dodatne dvostruke translokacije zbog moguceg
neobi¢no agresivnog klinickog tijeka. Limfom s dvo-
strukom translokacijom je rijetki oblik limfoma zrelih
B stanica karakteriziran ekstranodalnom zahvaceno-
$¢u i progresijom u sredi$nji Ziv¢ani sustav.
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SUMMARY

CLINICAL FEATURES IN DLBCL AND TRANSLOCATION BCL2/c-MYC
“DOUBLE HIT” LYMPHOMA

Z.SKUNCA, M. DOMINIS', A. PLANINC-PERAICA? and B. JAKSIC?

Zadar General Hospital, Department of Hematology, Zadar, Merkur University Hospital,
'Department of Clinical Pathology and *Department of Hematology, Zagreb, Croatia

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is classified as lymphoma and various entities using the gene expression of proteins
are classified into three groups. The aim of this study was to clarify the clinical, biological, immunophenotypic and cytogenetic
features of DLBCL with translocation t (14; 18) and 8q24/c-MYC. Eleven DLBCL patients with dual translation were monitored
during the 2000-2009 period. The characteristics of these patients included morphological, immunohistochemical and cytogenetic
analysis. Study results showed that all patients had aggressive characteristics, presence of B symptoms (64%), general patient
condition according to ECOG scale =2 (55%), elevated serum lactate dehydrogenase activity (73%), clinical stage Ill and IV
(82%), extranodal involvement of the disease (73%), and IPI =2 (73%). Partial remission was achieved in 73% of all patients
and all patients (73%) died within a short time. Patients were treated with CHOP and similar protocols (COP, CVP, CNOP), with
the addition of MabThera. Immunophenotyping was performed and determined expression of the CD20, CD3, CD10, BCL6 and
MUM1 markers. The cytogenetic analysis/fluorescence in situ hybridization revealed complex karyotype changes. Thus, we
analyzed the presence of BCL2, BCL6 and c-MYC genes and found eight patients to have BCL2 and c-MYC translocation genes,
while three had translocation of the BCL6 and c-MYC genes. Despite appropriate therapy, the patient prognosis is poor. The
median survival in these patients was 1.85 years. DLBCL with BCL2 and c-MYC rearrangement of the subgroups of lymphoma is
associated with very poor survival. The presence of these two translocations has an aggressive clinical course.
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