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Chronicka B-lymfocytarni leukemie
Cast II: Diagnosticka kritéria a vyznam stanoveni
individualni prognézy nemocného

Papajik T., JaroSova M., Pikalova Z., Indrak K.
Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP v Olomouci

Souhrn

Chronicka B-lymfocytarni leukemie (B-CLL) predstavuje v naSich zemépisnych oblastech nejcastéji diagnostikova-
nou leukemickou lymfoproliferaci dospélého véku. Pfesné a jednoznacné urceni diagnézy B-CLL s pomoci moder-
nich technik imunocytologie ma zasadni vyznam pro jeji odliSeni od dalSich subtypi leukemizovanych B-bunéénych
lymfoproliferaci. Stanoveni Siroké $kaly prognostickych parametra u pacienti s nizce a stiedné pokrocilou choro-
bou poskytuje nezbytny ramec k tivaze o vhodnosti a intenzité vedené 1é¢by pri pouziti Fady novych terapeutickych
moznosti. Stanoveni procenta mutaci IgVy gentli, ZAP 70, exprese CD38, chromozoméalnich zmén a mutaci genu p53
predstavuji v dnesni dobé nejmodernéjsi nastroje k poznani biologického chovani a potencionalni agresivity leuke-
mického klonu.

Klic¢ova slova: chronicka B-lymfocytarni leukemie, diagnéza, imunocytologie, cytogenetika, piestavba IgVy, pro-
gnéza

Summary
Papajik T., JaroSova M., Pikalova Z., Indrak K.: B-cell chronic lymphocytic leukemia
Part II: Diagnostic criteria and the importance of individual patient’s prognosis assessment

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) represents most common leukemia in Western Europe and North
America adult population. Accurate diagnosis of the disease based on leukemic cell immunophenotype analysis has
principal importance in differential diagnostic distinction of B-CLL from other leukemized B-cell malignancies.
Determination of strong and independent prognostic parameters in early and intermediate disease stage patients
could lead to consideration of appropriate therapeutic approach. Assessment of IgVy mutational status, ZAP70 and
CD38 expression levels, genetic aberrations and p53 gene mutations constitute modern tools for understanding of
biologic behavior and potential aggressiveness of leukemic clone.

Key words: B-cell chronic lymphocytic leukemia, diagnosis, immunocytology, cytogenetic, IgVy mutations, pro-

gnosis

Trans. Hemat. dnes, 12, 2006, No. 3, p. 132—139.

Uvod

VétSina nemocnych s chronickou B-lymfocytarni leu-
kemii (B-CLL) je dnes diagnostikovadna v asymptomatic-
ké fazi choroby pfi rutinnim lékarském vySetieni, nejcas-
téji pri pravidelné preventivni prohlidce, v ramci pred-
operaéniho screeningu nebo pii vySetfeni pro jiné one-
mocnéni, které s diagnézou lymfatické leukemie piimo
nesouvisi. Zatimco pfed 30 lety podil nemocnych,
u nichz byla B-CLL diagnostikovdna v poc¢ate¢nim sta-
diu choroby, nedosahoval ani poloviny, v dnes$ni dobé
tito pacienti tvoii 70-80 % ze vSech nové diagnostikova-
nych piipadd (1, 2). Z toho jednoznacné vyplyva, Ze
prvofady vyznam v primarnim preklinickém zachytu
onemocnéni ma vysetfeni parametri krevniho obrazu
a jeho diferencidlni rozpocet stanoveny jak automatic-
kym analyzatorem, tak predevSim zkuSenou hematolo-
gickou laborantkou pfi mikroskopické analyze.

Stanoveni diagnézy B-CLL

Zakladnim poZadavkem pro diagnézu B-CLL je nélez
vice jak 5x10%1 malych, zrale vypadajicich lymfocytt
v periferni krvi (3, 4). Morfologicky jde ve vétSiné pfi-
padu (asi 85 %) o tzv. typickou formu B-CLL, kde vice
jak 90 % bunek tvori homogenni populace malych az
sttedné velkych lymfocytd maximalné o praméru 1,5krat
vétsim, neZz je prumér erytrocytu (3, 5). Bunécny okraj je
vétsinou nepravidelny, cytoplazma tzka, jadro ma pravi-
delny obrys, nuklearni chromatin byva v typickych shlu-
cich, které jsou od sebe oddéleny jasn€jSimi okrsky.
Jadérka, pokud jsou pfitomna, nejsou nipadnd. Jen malé
procento bun¢k (méné jak 10 %) miZze pripominat pro-
lymfocyty (vice jak 2krat vétsi nezZ erytrocyty, s bohatsi
a svétlejsi cytoplazmou a viditelnym jadérkem). Nékteré
ojedinélé lymfocyty mohou nést lymfoplazmocytarni
znaky. Dobfe zndmym je nalez bunécnych stinl v naté-
rech periferni krve. Tento jev nazvany Gumprechtiv
fenomén (Gumprechtovy bunécné stiny) vznikd posko-

132

—



Trans zlom 3

30.10.2006 9:44 Strénka 133

zenim membrany leukemické builky pfi technickém
zpracovani a barveni preparati (5).

Meéné Casto se vyskytujicim (do 15 %) morfologickym
typem choroby je tzv. atypicka forma B-CLL (5). Tato
podskupina se miiZe jeSté déle rozliSit na dalsi dva pod-
typy:

1. B-CLL se zvySenym poctem (vice jak 10 %) pro-
lymfocytu (B-CLL/PL)

2. B-CLL s lymfoplazmocytarni diferenciaci a/nebo
buiikami s nastipnutym jadrem

B-CLL se zvySenym poctem prolymfocyti (B-
-CLL/PL) byla popséana na konci 70. let. Tato morfolo-
gicka varianta se mtze vyskytnout jak pfi diagnéze, tak
se mize vyvinout v pribéhu onemocnéni jako inicidlni
faze transformace do prolymfocytarni leukemie (PLL).
B-CLL/PL byva morfologicky charakterizovana jako
zvysené zastoupeni bunécné populace vétsich prolymfo-
cytarnich bunék s jadérkem (vice jak 10 % a méné jak
55 %) vedle populace typickych malych leukemickych
lymfocytl (3, 5). Ojedinély vyskyt bazofilnich imuno-
blasti s jednim ¢i dvéma jadérky je mozny.

B-CLL s lymfoplazmocytarni diferenciaci a/nebo
buitkami s naStipnutym jadrem obsahuje v bunécném
natéru jak typické buriky B-CLL, tak i lymfocyty s vetsi
cytoplazmou, riznou mirou jeji bazofilie a/nebo burky
s indentovanym ¢i naStipnutym jadrem. Minimalni hrani-
ce poctu téchto atypickych bunék je vice nez 15 % z celé
leukemické populace (3, 5).

V minulosti velka fada studii dokumentovala vztah
mezi morfologickymi variantami B-CLL a pfitomnosti
trisomie chromozomu 12, vyssi proliferacni aktivitou,
muta¢nim stavem IgVy gend, pokrocilym klinickym
stadiem, nutnosti zahdjit v€asnou 1écbu, zkracenym
intervalem bez progrese choroby po 1é¢bé a nizkym cel-
kovym prezitim (6-8). U nemocnych s B-CLL/PL
a absolutnim poctem prolymfocytd vétSim jak
15x10%/1 byl popsan medidn preziti kolem 2,5 roku
a jejich progndza se neliSila od nemocnych s prolymfo-
cytarni leukemii (PLL). DluZno podotknout, Ze takové
morfologické hodnoceni je zatiZenou velkou subjektiv-
ni chybou, a tudiZ velkou interobservacni variabilitou
vysledki. Ve velkych modernich studiich neni vétSinou
prikladan hodnoceni morfologie prognosticky nezavis-
ly vyznam a je dnes nahrazena jinymi, objektivnéji hod-
notitelnymi parametry — muta¢nim stavem IgVy genil
(atypickd morfologie tizce koreluje s nemutovanym sta-
vem IgVy), expresi proteinu ZAP 70, piitomnosti
vybranych genetickych zmén, hladinou (3,-mikroglobu-
linu, sérové tymidinkindzy a jinymi (9).

Imunofenotyp bunék B-CLL

DiilezZit€jsi neZ stanoveni morfologickych podtypt
B-CLL je urceni imunofenotypu nadorovych elementd
a jednoznac¢né potvrzeni diagnézy B-CLL metodou prii-
tokové cytometrie. Imunofenotyp B-CLL je velmi pfi-
znacny a v drtivé vétSin€ piipadd odliSuje onemocnéni
od jinych typt lymfoidnich neoproliferaci postihujicich
kostni dfefi a periferni krev (10, 11). Typicka je pfitom-
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nost povrchového imunoglobulinu (sIg+), obvykle typu
IgM, casto s koexpresi IgD. Exprese IgG a IgA je vyji-
mecnd. Intenzita exprese je na rozdil od ostatnich B-lym-
foproliferaci velmi slaba. DalSim charakteristickym zna-
kem na povrchu leukemickych bunék je CDS antigen.
CD5 znak predstavuje zakladni marker fyziologickych T-
lymfocytt, ale vyskytuje se také u malého poctu normal-
nich B-lymfocytt nalézajicich se v plastové zoné lymfa-
tickych folikuli a produkujicich pfirozené polyreaktivni
protilatky.

Spolu s vyskytem antigenu CDS5 jsou na povrchu leu-
kemickych bun€k exprimovany tzv. pan-B-bunécné anti-
geny — CD19, CD20 a CD79a. Exprese znaku CD19 je
konstantni a silnd, zatimco exprese CD20 molekuly
muzZe byt velmi variabilni. Na povrchu nékterych leuke-
mickych bunék se nachazi sotva 2000 molekul antigenu,
zatimco u jinych klont to miZe byt az 70 000 vazebnych
mist (12). Tento fakt je duleZity, protoZe fada modernich
1é¢ebnych schémat pouZivd monoklondlni protilatku
proti antigenu CD20 — rituximab. Laboratorni studie
potvrdily, Ze turovenn exprese CD20 vyrazné koreluje
s vazbou protilatky a aktivaci komplementu, resp. s cyto-
toxicitou zavislou na komplementu. Proto je uréeni pozi-
tivity znaku CD20 a droven jeho exprese dileZitym prv-
kem v dvaze o indikaci 1écby B-CLL rituximabem.

Dalsim konstanté nalézanym znakem na povrchu
B-CLL lymfocytt je molekula CD23 (5). Tento trans-
membranovy protein funguje jako receptor pro IgE
a zarovei jako adhezivni molekula lymfocytu, ktera rea-
guje s ligandem CD21, receptorem pro Epstein-Baarové
virus. CD23 antigen je Casto odstépen proteolytickymi
mechanismy a jako solubilni molekula (sCD23) se
vyskytuje v séru (13-15). Funkce solubilni molekuly
neni Gplné jasna, ale zda se, Ze mize ovliviiovat preziti
leukemickych lymfocyti a indukovat jejich proliferaci.
VEtSina nemocnych ma hladinu s CD23 zvysenou a jeji
hodnota vétsinou koreluje s aktivitou a progresi onemoc-
néni. Za mnohé ze studii uvadime vysledky prace
Sarfatiové a kolektivu (16), ktefi pozorovali, Ze jedinci
s hladinou sCD23 nad 574 U/ml (median hodnot v sou-
boru) maji vyznamné horsi preZiti neZ nemocni s hladi-
nou nizsi (53 vs 100 mésich, p = 0,0001). U nemocnych
ve stadiu A dle Bineta vyssi hladiny s CD23 neZ median
znamenaly krat$i dobu do progrese choroby (median 42
vs 88 mésict, p = 0,0001). Autofi zaroven potvrdili, Ze
zasadni vzestup sCD23 vétSinou znamena vyznamné
riziko progrese choroby a Ze hladina sCD23 stoupa dfive
nez kterékoliv standardni znaky, resp. dokaZe tuto pro-
gresi v€as odhalit.

Dalsi dilezitou molekulou, kterd se na povrchu bunék
B-CLL vyskytuje, je molekula CD38 (5). CD38 antigen
se nachazi na povrchu riznych hemopoetickych bunék
(T-, B-lymfocyty, plazmatické buiiky) a jeho bunécné
funkce zahrnuji jednak schopnost transdukovat signaly
potiebné pro regulaci bunécné proliferace a preziti (blo-
kada apoptézy a zvySena exprese genu bcl-2 ve spolu-
praci s BCR komplexem) a jednak tento antigen funguje
také jako adhezivni molekula kontaktu leukemickych
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bunék a endotelovych povrchi (5, 17). Jeho presna funk-
ce v patogeneze B-CLL vSak neni detailnéji znama.
CD38 se vyskytuje vétSinou u nemocnych s agresivni
chorobou bez ohledu v jakém stadiu se nachazeji a jeho
exprese je spojena s nepriznivou progndézou a kratSim
prezitim nemocnych. I kdyz se CD38 vyskytuje vyrazné
Cast€ji u nemocnych s nemutovanym stavem /gVyy gend,
jednoznaény a konstantni vztah mezi vyskytem CD38
a muta¢nim stavem /gV; neexistuje (18-20). Ackoliv je
vyskyt antigenu CD38 v priibéhu vyvoje leukemického
klonu konstantni (pozitivni/negativni), stupefi jeho
exprese se miZe v prubéhu onemocnéni zvysovat.

Asi u 10-15 % nemocnych je pfitomen znak FMC7
a zda se, Ze tito nemocni maji horsi prognézu neZ nemoc-
ni bez vyskytu tohoto antigenu, i kdyZ jednoznacné zave-
ry multivariantnich analyz pfeziti chybi (5). Stejné frek-
ventni vyskyt na povrchu bun¢k B-CLL maji i antigeny
CD22 a CD79b.

Variabilné€ jsou na povrchu bunék exprimovany znaky
adhezivnich molekul, napt. CD44, CD54 nebo CD36.
Jejich vyskyt a intenzita jejich exprese muze v fad¢ pfi-
padl odréazet agresivitu leukemického klonu nebo pokro-
¢ilost choroby, v rutinni diagnostice ¢i prognostickych
schématech se neuplatiuji (5).

Z hlediska diferencidlné diagnostického je v nékterych
situacich dobré pouzit ke stanoveni diagndzy tzv. skoéro-
vaci systém dle Matutes (10). Jeho konstrukce je zalozZe-
na na bodovani — 1 bod se pficte pfi nalezu markeru
typickém pro B-CLL, v atypické situaci se bod nepocita.
5 bodi celkem znamena zcela typicky fenotyp, 3—4 body
aberantni (ne zcela typickou) antigenni expresi, zisk 0-2
bodd diagnézu B-CLL nepodporuje. Skérovaci systém
podle Matutes prehledné uvadi tabulka 1.

Tab. 1. Skérovaci systém diagnostiky B-chronické lymfatické leuke-
mie zaloZeny na hodnoceni imunofenotypu (dle Matutes, 1994).

Znak Body
1 0

CD5 Pozitivni Negativni

CD23 Pozitivni Negativni
FMC7 Negativni Pozitivni

slg Slabé pozitivni Stfedné az silné pozitivni
CD22/CD79b Slabé pozitivni/ Stiedné pozitivni/
/negativni /silné pozitivni

Cytologie a histologie kostni di'ené

Cytologicky obraz s ndlezem vice jak 30 % charakteris-
tickych leukemickych elementti byl donedavna pozadovéan
jako jedno z dilezitych kritérii pro diagnostiku B-CLL (4,
11). V dneSnich podminkach neni toto kritérium nezbyt-
né, a tudiz se od aspira¢ni cytologie kostni dfené u nemoc-
nych s touto chorobou ustupuje. Diagnostické buiiky se
u nemocnych vyskytuji v periferni krvi, odkud 1ze odebrat
jejich dostate¢né mnoZstvi pro vSechna nezbytna diagnos-
ticka a prognostickd vySetieni.

Také histologické vySetfeni kostni dfené, které bylo
dfive vyZadovano u vétSiny nemocnych, dnes poZadujeme
jen ve zcela nezbytnych piipadech, a to vétSinou v nékte-
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rych specifickych diferencidlné-diagnostickych situacich
a pak také pfi stanoveni u odpovédi na 1écbu po intenzivni
terapii (21-23).

Histologicky obraz kostni dfené postizené B-CLL muze
byt pfi stanoveni diagndzy rtizny. V podstaté lze rozlisit 4
histologické obrazy — intersticialni, nodularni, smiSeny
a difuzni (5, 21). Difuzni obraz infiltrace kostni dfené je
spojen s totdlnim vyplnénim diené leukemickymi buiika-
mi a vytlaenim normalni krvetvorby. Jeho vyskyt dobie
koreluje s pokrocilosti choroby a biologickou agresivitou
leukemickych bunék (median celkového preziti nemoc-
nych s difuzni infiltraci je zhruba 4 roky, u nedifuznich
obrazli asi 14 let). Samostatnd prognostickd vypovédni
hodnota typu infiltrace kostni difené vsSak neprevysuje
naro¢nost odbéru (riziko pro nemocného a ekonomické
naklady) a je dnes nahrazena celou paletou neinvazivné
ziskanych prognostickych ukazatelt (3, 9, 23).

Dalsi laboratorni nalezy

U pokrocilé choroby nalézdme rizny stupenn anémie,
hladina hemoglobinu pod 100-110 g/l byva prognostic-
ky zdvaznym znakem (viz staZovaci systémy). Vyjimku
tvorfi nemocni, u nichZ diagnostikujeme anémii hemoly-
tickou (vys$si hodnota retikulocytti, LDH a bilirubinu aj.).
Ta je imunitniho ptivodu a na pocatku choroby se vysky-
tuje vzacnéji neZ pri jeji progresi. Stejnou diferencialné
diagnostickou pozornost musime vénovat nalezu trom-
bocytopenie, jejiz zakladni etiologie miiZze byt opét dvo-
jiho charakteru. Bud je zptisobena utlumem fyziologické
krvetvorby a odrazi pokrocilost onemocnéni (pod
100x10%/1), nebo miZe byt imunitniho pivodu a pri
dobré 1écebné odpovédi na imunosupresiva nemusi zna-
menat pro nemocného nepiiznivou prognézu (3, 11).

U nékterych nemocnych (cca 5 %) muzeme v séru
nalézt malou hladinu paraproteinu, nejcastéji tfidy IgM,
nemocni v pokrocilém stadiu maji snizené hladiny fyzi-
ologickych imunoglobulint (zpocatku IgM, pozdéji
vsech tfid) (11).

Klinicky obraz

Jak bylo feceno na pocatku, 70-80 % nemocnych je
dnes pfi zjisténi diagndzy B-CLL v pocatecnim stadiu cho-
roby a 3/4 ze vSech nemocnych jsou zcela bez priznakt
onemocnéni (1-3, 24). Ze symptomli nemocni popisuji
nejcastéji lehCi unavu, slabost, sniZzenou toleranci fyzické
namahy, u nemocnych v pokrocilém stadiu miZeme zachy-
tit snizeni hmotnosti, rekurentni infekty, symptomy ané-
mie, krviceni, nocni poty nebo subfebrilie. AZ u 80 %
nemocnych miZzeme pii peclivém klinickém vysSetieni
nalézt zvétSeni nékteré z lymfatickych uzlin na periferii,
nejcastéji v oblasti krku, nadklic¢ki ¢i podpazi (11). Daleko
vzéacnéjsi byva vyskyt klinicky zjistitelné splenomegalie
nebo hepatomegalie, ostatni organy byvaji pii diagnéze
choroby postiZzeny jen zcela vyjime¢né.

Prognostické ukazatele
Vek
Pokrocily vék byval v mnoha pracich pausalné ozna-
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¢ovan za nepfiznivy prognosticky faktor. V 90. letech néko-
lik analyz upozornilo na nebezpeci tohoto zjednoduseni
a potvrdilo, Ze vliv B-CLL na pieziti jedincti pod 50 let
anad 50 let je velmi podobny (24, 25). V roce 1999 Mauro
publikoval zajimavou retrospektivni praci hodnotici cha-
rakteristiky choroby a prognézu u 1011 nemocnych s B-
CLL mladsich 55 let a starSich 55 let (24). Zjistil, Ze kli-
nické znaky pri diagndze se v téchto skupinich piilis neli-
$i. Obé skupiny mély vyssi pocet nadorovych duplicit (8,3
% vs 10,7 %) ve srovnani se zdravou populaci stejného
véku. V mladsi vékové skupiné byl vyssi vyskyt Richterova
syndromu (5,9 % vs 1,2 %). V obou skupinéch byla zhru-
ba stejnd pravdépodobnost celkového preziti (kolem 10
let), vyznamné se vsak lisily piiciny amrti: pfimy efekt leu-
kemie dominoval u mladsich nemocnych, zatimco u star-
Sich pacientl prevladala imrti z jinych primarnich pficin
neZ B-CLL (kardiovaskularni choroby, nadorové duplicity
aj.). Z téchto udaji je zfejmé, Ze v€k sam o sob¢ dnes neni
u B-CLL nezévislym prognostickym faktorem.
Pohlavi

B-CLL se vyskytuje zietelné ¢astéji u muzii nez u Zen
(2, 3, 11). U mladsich nemocnych miize byt tento pomér
az 3:1, s rostoucim vékem prevaha muzt klesd a pomér
se vyrovnava (ve skupiné nad 55 let je to thrnem 1,3:1).
Zhruba polovina vSech vétsich praci udava horsi progné-
zu pro muzskou populaci, pohlavi vSak neni potvrzeno
jako nezavisly prognosticky faktor (9). Jasné priciny ten-
dence k horsi prognéze u muzi nejsou znamy, spekuluje
se o celkové vétsi zranitelnosti muzského genomu (vétsi
frekvence genetickych zmén, spojeni s daleko vyS$im
vyskytem nemutovaného stavu IgVy gent) (18).
Klinické parametry

Velikost lymfatickych uzlin, pfitomnost zvétSenych
lymfatickych uzlin v mediastinu, zvétSeni jater ¢i sleziny
dnes ma samostatné relativné malou prognostickou vahu,
stejné jako pritomnost B-symptomil nebo horsi index kli-
nické vykonnosti (performance status) (9).
Hematologické parametry

Anémie (hodnota hemoglobinu <100 g/l resp. <110
g/l) se vsSeobecné povazuje za vyznamny nezavisly
nepfiznivy prognosticky faktor u B-CLL. VétSina studii
tento fakt ve svych multivariantnich statistickych analy-
zach potvrzuje (9, 26). Trombocytopenie (pocet trombo-
cytl <100x10%1) ma jiz ponékud méné vyznamné samo-
statné postaveni a nepfindsi ve vztahu k pfitomnosti ané-
mie dal$i prognostickou vypovéd (9). Z tohoto hlediska
ma i celkovy pocet lymfocytd v periferni krvi
(>40-50x1091) spiSe pomocny vyznam pro hodnoceni
rizika ranych stadii choroby (Binet A a B), ve stadiu
Binet C praktickou hodnotu ztraci (4, 9).

Tab. 3. Klinicky stazovaci systém B-CLL (Binet, 1981).
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StdZovaci systémy

V soucasnosti pouZivané stizovaci systémy (Rai,
Binet) si stale zachovavaji vyznamné postaveni v Siroké
paleté ostatnich prognostickych ukazatelt (9, 27-30).
Tyto systémy jsou v podstaté velmi podobné (pracuji
zhruba se stejnymi zdkladnimi ddaji) a dovedou odlisit 3
zakladni skupiny nemocnych — s dobrou, standardni
a Spatnou progndzou — ve vztahu k medianu celkového
preziti (tab. 2, 3). Binetlv stdZovaci systém (pouZivany
zejména v Evrop€) ma podle vSech dosavadnich rozbort
veétsi a presnéjsi vypovédni hodnotu neZ systém dle Raie
a stale si zachovava nezéavislou prognostickou vypovédni
hodnotu i pfi srovnani s modernimi prognostickymi
parametry (29, 30).

Ve svétové literatuie byla do dnesniho dne publikova-
na fada dalSich stiZovacich systémt — napfiklad The
Total Tumor Mass Score (TTM, Jaksic a Vitale, 1981)
a dalsi (31). Systémy vSak nebyly l1ékarskou verejnosti
§ifeji pfijaty, z Casti pro svou relativni slozitost (TTM)
a hlavné proto, Ze nepodavaji vétsi mnozstvi informaci,
nez poskytuje klasické staZovani dle Raie a Bineta.
Cytomorfologie leukemickych bunék a charakteritstika
postiZeni kostni diené

Prognosticky prinos byl hodnocen vyse.

Proliferacni charakteristika nddorové populace

Na vyznam kinetiky leukemickych lymfocytt upozor-
nil jiz v roce 1966 Galton. Cas potfebny ke zdvojnasobe-
ni poctu perifernich lymfocytt (,,lymphocyte doubling
time* — LDT) je jednoduchy a celkem validni ukazatel
agresivity nadorové populace (32). Hodnoty pod 6 mési-
ct byvaji spojeny s kratkym celkovym prezitim, hodno-
ty nad 12 mésicti obvykle ukazuji na lepsi prognézu cho-
roby. V posledni dobé se ukazuje, Ze vyznam posouzeni
tohoto faktoru lezi v asnych stadiich choroby (zejména
Binet A a z¢&asti 1 Binet B), naopak u pokrocilé choroby
(Binet C) se jeho samostatny vyznam stira (9, 32).

Tab. 2. Klinicky stdzovaci systém B-CLL — pavodni verze (Rai, 1975).

Stadium Klinicky nalez Median preziti
(mésice)
Lymfocytéza 150
I Lymfocytéza 101
+lymfadenomegalie
11 Lymfocytéza+hepato- 71
¢i splenomegalie
111 Lymfocyt6za+anémie 19
(Hb < 110 g/1)
v Lymfocytéza 19
+trombocytopenie
(tr < 100x109/1)

Stadium Klinicky nalez Pocet nemocnych Median preZiti (mésice)
A < 2 postiZzené oblasti 60 % 108
B > 3 postizené oblasti 30 % 60
C Hb < 100 g/l nebo tr < 100x10%/1 10 % 24

Pozn.: PostiZenymi oblastmi se rozumi zvétSené uzliny kréni, podpazni, tfiselné, zvétSend jtra a zvétsena slezina
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Stanoveni nuklearniho antigenu Ki-67 nebo prolife-
racniho nukledrniho antigenu (PCNA) mtZe mit také
pomocny prognosticky vyznam (9, 11).

Imunofenotyp nddorovych bunék, hladina solubilnich
antigenii v séru

Jejich prognosticky vyznam byl hodnocen vyse.
Exprese CD38 antigenu

V roce 1999 Damle s kolektivem upozornili na vyso-
ce nepfiznivou prognézu nemocnych s expresi CD38
antigenu, pokud byl pfitomen na vice jak 30 % leuke-
mickych bunék a vztah vyskytu tohoto parametru
k nemutovanému stavu IgVy gent (18). Median pfeziti
nemocnych s vyssi expresi CD38 byl 10 let, u skupiny
s nizkou nebo chybéjici expresi tohoto medidnu nebylo
dosazeno (p = 0,003). Dalsi prace vSak upozornily na
skutecnost, Ze exprese CD38 neni jednoznaénym obra-
zem mutacniho stavu /gVy gend a z tohoto pohledu se
obé¢ skupiny mohou piekryvat. Navic i z hlediska celko-
vého preZiti se nezda byt exprese CD38 nezéavislym pro-
gnostickym faktorem a mutaéni stav nekopiruje. A i kdyz
se nazory na jednoznacny prognosticky vyznam exprese
CD38 v posledni dobé lisi, 2 reprezentativni peclivé ana-
lyzované studie s velkym poctem nemocnych nezavisle
na sobé€ potvrzuji, Ze analyza CD38 exprese ma pomoc-
ny vyznam a jeji prognostickd vypovédni hodnota je
vyrazné€ niz$i nez hodnota muta¢niho stavu IgV/}; a urce-
ni genetickych zmén (11q-, 17p-, mutace p53 genu)
u nemocnych s B-CLL (19, 20, 30).
Laktdt-dehydrogendza (LDH)

Na rozdil od ostatnich lymfoidnich malignit je jeji
vypovédni hodnota u nemocnych v Casnych stadii B-
-CLL pomérné mala. V poslednich letech jen mélo studii
prokazalo nezavisly prognosticky piinos tohoto paramet-
ru (9, 33).

B-2-mikroglobulin ($2M)

Tento protein o nizké molekularni hmotnosti je spojen
s HLA komplexem. 32M byva oznacovan za velice silny
nezévisly prognosticky faktor u mnohocetného myelomu
a indolentnich lymfomu, kde koreluje s velikosti masy
nadoru. Mnohé studie z posledni doby potvrzuji jeho
vyznam také u B-CLL. Keating a po ném i Hallek (34,
35) v multivariantnich statistickych analyzach potvrdili,
Ze hodnoty nad 3,0-3,5 mg/I jsou spojeny s nepfiznivou
progndzou (vyssi aktivita choroby, vétsi nadorova masa,
horsi odpovéd na podanou terapii, kratsi interval bez pro-
grese choroby a také kratsi celkové preziti).

Sérovd tymidinkindza (s-TK)

S-TK je bunéény enzym, ktery se ucastni syntézy
DNA. Jeji koncentrace v séru odrazi mnoZzstvi délicich se
bunék riznych nadord jako vyraz proliferace nadorové
masy. Tato vazba byla prokazana i u B-CLL. Podle praci
Halleka a kolektivu hodnota nad 7,0 U/l predikuje pro-
gresi choroby do 1 roku u nemocnych ve stadiu A (Binet)
(35, 36). Nemocni s nizkymi hodnotami s-TK ve stadiu
Binet A méli median do progrese choroby 49 mésicd,
zatimco u pacientt ve stejném stadiu s vysokymi hodno-
tami s-TK byl medidn do progrese jen 9 mésict (p =
0,001). Hladina s-TK se tak stava cennym prognostic-
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Tab. 4. Cetnost vyskytu a vztah genetickych zmén k pieZiti nemocnych
s B-CLL (detekce zmén metodou FISH, Dohner 1999).

Geneticka zména Vyskyt Medién preziti (roky)
13g- 36 % >15,0
11g- 17 % 6,6
+12 15 % 10,9
17p- 8 % 3,6
6q- 7% 11,0

kym parametrem u casnych stadii B-CLL, kde dokaze
upozornit na moznost hrozici ¢asné progrese leukemie.
Dalsi studie pak ukazala, Ze vysSi hodnoty s-TK (>15
U/L) mohou korelovat s nemutovanym stavem IgVy
genu a byt tak cennym jednoduchym ukazatelem tohoto
stavu (pfesna predikce v 86 % pripadi).

Genetické zmeény nddorovych bunék

Jednou z prvnich komplexnich analyz hodnoticich
vyznam genetickych zmén pro prognézu nemocnych
s B-CLL byla studie Juliussona a kolektivu, kterd vzesla
ze spoluprace 11 center uvedenych pod hlavickou
Mezinarodni pracovni skupiny pro chromozomy u CLL
(IWCCLL) (38). Prace z roku 1990 shrnula data od 604
uspésné konvencné cytogeneticky vySetfenych nemoc-
nych. U 311 z nich (51 %) byly nalezeny chromozomal-
ni aberace. Nemocni s normalnim karyotypem méli
medidn preZiti 15 let, nemocni s jakoukoliv klonélni
zménou méli medidn zhruba preZiti polovi¢ni (7,7 roku,
p = 0,000001). Z hlediska multivariantni analyzy vSak
tento udaj nenabyl prognostického vyznamu, i kdyZ se
v ni podafilo prokazat, Ze nezavisly prognosticky
vyznam mé ndlez klonédlnich chromozomalnich zmén ve
vSech vySetfenych bunikdich v metafazi (p = 0,0058).
Préce poprvé poukazala na pomérné prognosticky ptizni-
vy vyznam nalezu zmén na dlouhych ramenech chromo-
zomu 13 a Spatnou prognézu nemocnych s komplexnimi
zménami.

Nastup metod interfazové cytogenetiky znamenal
vyrazné upfesnéni popisu prevalence nejcastéjSich gene-
tickych zmén u nemocnych s B-CLL a tim pddem i moz-
nost analyzovat jejich skute¢ny prognosticky vyznam
(39-41). Dohnerova pilotni prace shrnujici vysledky
vySetieni genomu leukemickych bunék fluorescenéni in
situ hybridizaci (FISH) u 325 pfevazné nepredlécenych
nemocnych, popsala genetické zmény u 82 % pacientl
(42). V multivariantni analyze mély zdsadni prognostic-
ky dopad nalezy zmén delece kratkych ramen chromozo-
mu 17 (TFS 9 mésict, OS 32 mésicti) a delece dlouhych
ramen chromozomu 11 (TFS 13 mésict, OS 79 mésict).
Delece 17p zvySovala riziko timrti u nemocnych bez roz-
dilu véku zhruba 8,1x, zatimco delece 11q toto riziko
vyrazné zvySovala jen ve skupiné nemocnych do 55 let
(cca 2,9%). Prace stejného autorského zdzemi o dva roky
pozdé€ji analyzu dale upfesnila a potvrdila, Ze zmény
17p- a 11qg- si zachovévaji svou nezavislou prognostic-
kou vypovédni hodnotu, kterd ma navic komplementarni
vyznam k tdaji o mutacnim stavu /gV gent.

Préace Osciera a kolegiti potvrdila nezavisly prognostic-
ky vyznam delece 17p nebo mutace genu p53 (medidn
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preziti 47 mésict), naproti tomu delece 11q v multivari-
antni analyze prognosticky vyznam ztricela (median
preziti 117 mésict) (30). Je vSak nutné podotknout, Ze
tato studie detekovala mensi pocet abnormalnich gene-
tickych nalezti (69 %) nez prace Dohnerova, taktéz pre-
valence 17p- a 11q- byla nizsi (6 %, resp. 10 %).

Casté zpravy z posledni doby v souvislosti s prognos-
ticky extrémné nepfiznivym vyznamem delece
17p hovoti o podobné nepfiznivé roli mutace ¢i dysfunk-
ce genu p53 umisténém pravé v oblasti 17p (30, 43).
I kdyZ metodika detekce mutace/dysfunkce genu p53
neni sjednocena a standardizovana a vyznam tohoto sta-
noveni neni ovéfen na velkych souborech nemocnych, je
ziejmé, Ze zvlasté prospektivni opakované sledovani
vyskytu téchto zmén by mohlo pomoci v odhaleni biolo-
gicky nepfiznivého vyvoje u fady nemocnych s B-CLL.
Déle je nutné zduraznit, Ze ackoliv vyskyt delece
17p nebo mutace/dysfunkce genu p53 byl povaZzovan za
jednoznaény ukazatel rezistence leukemického klonu
k terapii zaloZené na fludarabinu, nékteré recentni udaje
tento poznatek neguji (44).

Mutacéni stav IgVy; genti

Ptivodni hypotézy o biologickém ptivodu prekurzorti pro
vznik B-CLL predpokladaly, Ze se v genomu téchto bunék
nenachazeji somatické hypermutace genti pro variabilni
regiony imunoglobulinovych fetézcti. Od poloviny 90. let
minulého stoleti vSak byla podéna fada diikazti, Ze nejmé-
né u 50 % pripadi B-CLL jsou takové mutace pfitomny,
tzn. Ze geny kodujici variabilni oblast tézkych fetézci — Vg
geny — maji méné nez 98 % sekvencni homologie ve srov-
nani s prislusSnym matefskym (referencnim ¢i ,,germline®)
genem. Tento objev nejenze pfisp€l ke zméné pohledu na
biologickou podstatu onemocnéni, ale stanoveni mutacni-
ho stavu IgVy gent se stalo jednim z nejsilnéjSich pro-
gnostickych ukazateli u nemocnych s B-CLL.

Hamblin a kolegové z pracovisté v Bournemouthu
analyzovali 84 nemocnych a zjistili, Ze u 38 z nich (45
%) je pritomen nemutovany stav IgVy gend, zatimco
u 46 ptipadd (55 %) detekovali somatické hypermutace
(45). Pokud dale hodnotili obé skupiny pacientt, zjistili,
Ze nemocni s nemutovanym stavem maji onemocnéni
v pokrocilejSim stadiu, s agresivnéj$im pribéhem, aty-
pickou morfologii, vyskytem trisomie 12 a pouzitim
Vy1-69 genu. Medidn preziti pro nemocné s nemutova-
nym stavem byl 117 mésicl, pro jedince s mutovanym
stavem 293 mésict (p = 0,001). I kdyz byli samostatné
hodnoceni nemocni ve stadiu A dle Bineta, mediany pre-
Ziti zstavaly vyrazné rozdilné — 95 versus 293 mésicl
(p = 0,0008).

K podobnym zavérim dospéla obdobnd price ne-
wyorskych autord (Damle a kolektiv), hodnotici 47
nemocnych s typickou B-CLL. 24 jedinci (51 %) mélo
nemutovany status /gV, gend, u 23 nemocnych (49 %)
byly somatické hypermutace zjistény (18). Nemocni
s nemutovanym stavem vyZzadovali ve vyrazné€ vysSim
procentu lécebny zasah (p = 0,0001) a jejich median pre-
Ziti byl 9 let, zatimco median preZiti u pacientll s muto-
vanym stavem nebyl dosazen (p = 0,0001). Autofi zaro-
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veil podrobné zkoumali vztah exprese antigenu CD38
k celkovému preziti a mutacnimu stavu IgV, genda.
Median pfeziti u nemocnych s vice jak 30% expresi
CD38 byl 10 let, zatimco u skupiny s nizsi expresi medi-
anu nebylo dosaZeno a vSichni nemocni zili po celou
dobu sledovani. Autofi na zdkladé svych pozorovani
(vSichni nemocni s vice jak 30% expresi CD38 méli
nemutovany stav /gVy genll) piijali hypotézu, Ze pravé
exprese CD38 je velmi tzce svazdna s mutaénim stavem.
Tato hypotéza vyvolala pomérné rozsahlé odborné diskuse
a fada praci hypotézu (vztah exprese CD38 a mutacniho
stavu IgVy; gentl) podrobila kritice, resp. ji vyvratila.

Velmi zajimavé pozorovani bylo publikovano v praci
Tobina a kolegt, ktefi potvrdili n¢které predchozi zpravy
o tom, Ze nejen mutacni stav IgV,; gend, ale i pouZiti jed-
notlivych Vy genti miiZze hrat velmi vyznamnou biolo-
gickou a prognostickou roli (46). V souboru 119 nemoc-
nych s B-CLL potvrdili pouZziti Vi;1-69 gend u 25 %
jedinct s nemutovanym stavem genu, zatimco podobny
vysoky vyskyt dal§iho z gent — V;3-21 — nalezli u 26 %
vySetfenych s mutovanym stavem a tito nemocni méli
pomérné kratky medidn celkového preZiti (63 mésict).
Pokud analyzu rozsifili na skupinu 265 nemocnych
z vice center, pak se uZziti Vi3-21 vyskytlo u 31 (12 %)
analyzovanych (21 s mutovanym a 10 s nemutovanym
stavem) (47). Jejich median preZiti byl 83 mésict. Pokud
porovnali jednotlivé mediany preziti, zjistili, Ze skupina
s nemutovanym stavem /gVy, méla median preziti 64
mésict, skupina s mutovanym stavem a pouzitim V3-21
72 mésict a skupina s mutovanym stavem bez pouziti
V3-21 pak 137 mésicti. Zaroven autofi dokumentovali,
Ze procento mutaci bylo u pfipadli s pouZitim Vy3-21
pomérné nizké (cca 3,6 %) a tito nemocni tak mohou
predstavovat jakousi hrani¢ni skupinu mezi jedinci
s mutovanym a nemutovanym stavem /gV;; geni.

Velké multivariantni statistické studie v posledni dobé
definitivné potvrdily silnou a prognosticky nezavislou
vypovédni hodnotu uréeni mutac¢niho stavu IgVy gent.
Prace anglickych a némeckych autort z roku 2002
(Oscier a kol., Krober a kol.) identifikovaly jako nejsil-
néjsi nasledujici nezavislé prognostické faktory: sta-
dium, mutacni stav IgVy gend, genetické zmény 11q-,
17p- (nebo mutace p53 genu) (20, 30). Dalsi tymy potvr-
dily komplementarni vypovédni hodnotu mutac¢niho
stavu IgVy genli a urCeni stadia dle Bineta, vyznam
mutacniho stavu a vyskytu Iékové rezistence a také to, Ze
prognosticky vyznam muta¢niho stavu se nestird ani
vysoce davkovanou lé¢bou s podporou transplantace
autolognich kmenovych bunék (29, 48).

ZAP-70

Prace zabyvajici se studiem urovni exprese jednotli-
vych genit u nemocnych s B-CLL zjistily, Ze jednim
z odli$né exprimovanych genti u nemocnych dle jejich
mutacniho stavu IgVy genl je zeta-asociovany protein
o molekularni hmotnosti 70 kd (ZAP-70). Jde o cyto-
plazmaticky protein s tyrosin-kindzovou aktivitou, ktery
je fyziologicky pfitomen jen v cytoplazmé pfirozenych
zabiject a T-lymfocytd, kde hraje dilezitou roli v signal-
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nich drahach spojenych s T-bunéénym receptorem
(TCR).

Wiestner s kolegy potvrdili vice nez 5Snasobné vyssi
expresi genu ZAP-70 u nemocnych s nemutovanou for-
mou [IgVy, celkovou schopnost ZAP-70 pro predikci
mutacniho stavu v 93% a vyznam pro odliSeni jedinch
s klinicky agresivnim prubéhem choroby vyZadujici
vcasné zahajeni terapie (49).

Dulezitym krokem k Sirokému klinickému pouZiti byl
vyvoj imunocytologického stanoveni exprese ZAP-70
pomoci pratokové cytometrie, o némz bylo pisemné
podobé referovano jiz v roce 2003. Crespo a po ném
Orchard s kolegy navic potvrdili, Ze se exprese ZAP-70
genu shoduje se stanovenim jeho proteinového produktu
a ze se neméni s vyvojem choroby (50, 51). Median pfe-
ziti nemocnych ZAP-70+ byl 9,3 roky, u ZAP-70- byl
24,4 roky (p = 0,0001). Pro srovniani median preziti
u nemutovaného stavu IgVy; byl 10,7 rokd, u mutované-
ho stavu 25,8 rokt (p = 0,0001). Nemocni ve stadiu
Binet A s expresi ZAP-70 ve vice jak 20 % bun¢k B-CLL
méli median preziti 90 mésicl, u nemocnych s nizkou
expresi proteinu nebyl mediadn dosazen (p = 0,01).

Zavér

V poslednich letech se vyznamné zménil nazor na
dlohu jednotlivych vySetfovacich metod pfi stanoveni
piesné diagnézy B-CLL. Cist¢ morfologicka kritéria
ustupuji do pozadi a hlavni metodou identifikace klonu
leukemickych bunék se stava imunocytologie. Diky pou-
ziti prutokové cytometrie se vétSina diagnostickych
vySetieni uskuteciiuje z periferni krve nemocného a ustu-
puje se od invazivnich procedur jako je aspirace a trepa-
nobiopsie kostni diené, jejichz diagnosticky, ale i pro-
gnosticky vyznam je nahrazen ptesnéjSimi a objektivnéj-
§imi metodami.

Heterogenita mozného klinického chovani nemocnych
s B-CLL pfedstavuje vyzvu pro presné urceni individual-
niho prognostického rizika zaroveti se stanovenim diagno6-
zy jejich choroby. Vyvoj modernich stratifika¢nich mode-
It v sobé zahrnuje fadu laboratornich parametrd odrazeji-
cich biologické, molekularni a genetické rysy chovani
a struktury leukemickych bunék. Rada z nich je metodic-
ky natolik vysoce sofistikovanych, Ze mohou byt provadeé-
ny jen ve vysoce specializovanych laboratorné — klinic-
kych centrech. Jejich komplexnim posouzenim vSak
miZeme identifikovat skupinu nemocnych, ktefi budou
profitovat z ¢asné, intenzivné vedené 1écby, jejimz cilem
bude dosazeni kompletni remise choroby s co mozna nej-
niz§i hladinou rezidudlnich leukemickych bunék v orga-
nismu, resp. jejich mozné kompletni eradikace.
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