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Úvod 

Chronická lymfocytární leukemie B typu (B-CLL) je
nejčastější formou leukemie u dospělých v Evropě a Sever-
ní Americe, kde tvoří cca 25 % všech leukemií na rozdíl od
pouze cca 5 % případů na východní polokouli. Průměrná
incidence je v literatuře udávána cca 2,5/100 000 obyvatel
(1). Skutečnou incidenci B-CLL je obtížné přesně stanovit,

protože pacienti mohou býti v době náhodné diagnózy
asymptomatičtí. V posledních 20 letech se procento
B-CLL diagnostikovaných v asymptomatickém stadiu
zvýšilo z 30 % na 60 % zřejmě i v důsledku vyššího počtu
prováděných vyšetření krevního obrazu z jiných důvodů,
např. chirurgické předoperační vyšetření (2), preventivní
prohlídky. Zdá se, že přibývají spíše méně agresivní formy
onemocnění (3).

U B-CLL jsou k určení klinického stadia nejčastěji
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Souhrn
Na souboru 248 pacientů (139 mužů a 109 žen) s chronickou B-lymfocytární leukemií v době diagnózy byl analyzo-
ván výskyt klinického stadia, exprese CD38, ZAP-70, cytogenetických změn (metodou FISH) a mutačního stavu
IgVH a jejich význam pro celkovou dobu přežívání. Ve stadiu Rai 0 a I bylo 203 pacientů (82,9 %), ve stadiu II
25 nemocných (10,2 %) a ve stadiu III a IV 17 pacientů (7,0 %). Exprese CD38 byla vyšetřena u 137 nemocných
(55,2 % z celkového počtu), pozitivní byla u 49 pacientů (35,8 %), negativní u 88 (64,2 %). Exprese ZAP-70 byla
vyšetřena u 109 nemocných (44 % z celkového počtu), pozitivní byla u 44 pacientů (40,4 %), negativní u 65 (59,6 %).
Z celkem 160 vyšetření mutačního stavu IgVH (64,5 % celého souboru) bylo 71 (44,4 %) nemutovaných a 89 přípa-
dů (55,6 %) mutovaných. Trizomie chromozomu 12 byla prokázána ve 22 případech (11,5 %), jednou byl nález hod-
nocen jako hraniční (0,5 %) ze 192 vyšetřených pacientů (77,4 % celého souboru), delece 13(q14) byla prokázána ve
107 případech (56,6 %) ze 189 vyšetřených (76,2 % celého souboru), delece 11(q23) byla nalezena ve 4 případech
(12,9 %) z 31 vyšetřených (12,5 % celého souboru), delece 11(q22.3) byla prokázána ve 13 případech (16,5 %) ze
79 vyšetřených (31,9 %) a delece 17(p13) u 22 nemocných (11,4 %) z 193 vyšetřených (77,8 %). Z celkového soubo-
ru zemřelo 48 pacientů (19,4 %), celkové přežívání v 5 letech bylo 83,5 %, v 10 letech 58,2 %. Jako prognosticky
významné rizikové faktory se při námi provedené analýze prokázaly pohlaví (p = 0,0002), klinické stadium dle Raie
(p = 0,0002), mutační stav IgVH (p = 0,0001), delece 17(p13) (p = 0,09), exprese CD38 (p = 0,05) a ZAP-70 (p = 0,02).
Klíčová s lova: B-chronická lymfocytární leukemie, prognóza, imunofenotypizace, cytogenetika (FISH), mutační
stav IgVH

Summary
Cmunt E. ,  Trněný M.,  Karban J. ,  Šálková J. ,  Michalová K. ,  Zemanová Z. ,  Pavl ištová L. ,
Schwarz J. ,  Peková S.: The risk factors analysis in 248 patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia at
diagnosis
248 patients (139 men and 109 women) with B-cell chronic lymphocytic leukemia were evaluated at diagnosis with
respect of clinical stage, CD38 and ZAP-70 expression, cytogenetic changes (by FISH method) and IgVH mutation
status and impact of these for overall survival. 203 patients (82,9 %) were in Rai 0 and I clinical stage, 25 patients
(10,2 %) were in stage II and 17 patients (7,0 %) were in stage III and IV. CD38 expression was evaluated at 137
patients (55,2 %), positive was at 49 patients (35,8 %), negative was at 88 (64,2 %) patients. ZAP-70 expression
was evaluated in 109 patients (44 % from the total number), positive was in 44 patients (40,4 %), negative in 65
(59,6 %) patients. From 160 evaluations of IgVH mutation status (64,5 % of the total number of patients) 71 (44,4
%) patients were non-mutated and 89 (55,6 %) cases were mutated. From 192 evaluated patients (77,4 % of the
total number of patients) trisomy of 12 chromosome was present in 22 patients (11,5 %), one case was borderline
(0,5 %), 13(q14) deletion was present in 107 cases (56,6 %) out of 189 evaluated (76,2 % of the total number of pati-
ents), 11(q23) deletion was found in 4 cases (12,9 %) out of 31 evaluated (12,5 % of the total number of patients),
11(q22.3) deletion was present in 13 cases (16,5 %) out of 79 evaluated (31,9 %) and 17(p13) deletion by 22 pati-
ents (11,4) out of 193 evaluated (77,8 %). 48 patients died (19,4 %), overall survival in 5 years was 83,5 %, in 10
years 58,2 %. According to our analysis sex (p=0,0002), Rai clinical stage (p=0,0002), IgVH mutation status
(p=0,0001), 17(p13) deletion (p=0,09), CD38 (p=0,05) and ZAP-70 expression (p=0,02) revealed to be significant
prognostic risk factors.
Key words: B-cell chronic lymphocytic leukemia, prognosis, imunophenotyping, cytogenetics (FISH), IgVH muta-
tion status
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užívány Raiův (4) a Binetův systém (5). Ani jeden
z těchto systémů neodlišuje v časném stadiu přesně paci-
enty, u kterých lze předpokládat progresi, od těch, jejichž
choroba bude zřejmě probíhat indolentně.

V posledních několika letech byly objeveny některé
dalších znaky, které umožňují odhadnout, jak se bude
choroba vyvíjet – například hladina β-2-mikroglobulinu,
laktátdehydrogenázy (LDH), sérové thymidinkinázy
(sTk) (6), tumor necrosis faktoru (TNF), terminální de-
oxynukleotidyltransferázy (TdT), typ infiltrace kostní
dřeně a další. Zavedením fluorescenční in situ hybridiza-
ce (FISH) do rutinní praxe byly objeveny cytogenetické
změny: delece 13q14, trisomie 12, delece 17p13.1 (nádo-
rový supresorový gen p53) a delece 11q23, které se kla-
sickým cytogenetickým vyšetřením nedají zjistit (7–9).

Svým způsobem převratným se v současné době zdá
objev vlivu stavu mutace genu pro těžké řetězce imu-
noglobulinů(IgVH), kde je prokázaný vliv na celkovou
dobu přežití (10, 11). V případě mutovaného stavu
bývá většinou průběh choroby stabilizovaný, zatímco
nemutovaný stav bývá spojen s relativně špatnou prognó-
zou. Současně s tímto objevem byl popsán význam
exprese CD38 (≥ 30 %) (11–13), později ZAP-70 (≥ 20 %)
(14, 15). Současné zastoupení posledně jmenovaných
rizikových faktorů je sice časté, ale nikoliv stoprocent-
ní. Nejnověji pak byl popsán význam HLA-G exprese
(16). 

boru nemocných, u kterých byly vyšetřeny jen některé
prognostické faktory.

Pacienti a metodika 

Retrospektivní analýza se zaměřila na nemocné dia-
gnostikované a sledované v hematologických ambu-
lancích I. interní kliniky VFN v Praze. Pro zařazení do
analýzy byla podmínkou dostupnost následujících
údajů: datum diagnózy, klinické stadium dle Raie
v čase diagnózy, datum poslední kontroly a stav při
posledním sledování (zda nemocný žije či zemřel)
a dále alespoň jeden z následujících údajů: vyšetření
imunofenotypizace – exprese CD 38 či ZAP-70, cyto-
genetické vyšetření pomocí FISH, vyšetření mutační-
ho stavu IgVH. Vyšetření byla u většiny pacientů pro-
vedena v čase stanovení diagnózy, nebylo to však pod-
mínkou (některá vyšetření jsou prováděna až v posled-
ních letech a v době diagnózy tedy nebyla dostupná).
U nemocných nebylo sledováno podání terapie ani
její typ. 

Kritéria pro stanovení diagnózy byla v souladu s obec-
ně přijímaným doporučením (19). Pro stanovení klinic-
kého stadia byla použita kritéria dle Raie (4).

Imunofenotypizace
Znaky CD38 a ZAP-70 byly detekovány na B lymfo-

cytech (CD19+) periferní krve nabírané do K3EDTA.
Povrchový znak CD38 byl prokazován metodou dvojba-
revného značení s použitím kombinace monoklonálních
protilátek (MoAb): CD 19 – FITC (Fluorescein isotho-
cyanat) / CD38- PE (Phycoerythrin). Jako negativní kon-
trola sloužil vzorek značený isotypovými protilátkami
(IgG1) s navázaným FITC a PE.

V případě vyšetřování cytoplazmatického znaku
ZAP-70 byla použita trojkombinace MoAb: CD3-
FITC / ZAP-70 – PE / CD19 – PC-5 (Phycoerythrin-
cyanin-5). ZAP-70 byl prokazován intracelulárně.
Nezbytná permeabilizace buněk, umožňující průnik
protilátky do buňky, byla prováděna pomocí kitu Intra-
PremTM (Immunotech). Permeabilizaci buněk předchá-
zelo povrchové značení protilátkami anti-CD3 a anti-
CD19. Hranice pozitivity byla v tomto případě nasta-
vována podle „pozitivní kontroly“, tj. podle T-lymfo-
cytární populace (CD3+), která je ZAP-70 pozitivní.
Kromě protilátky anti-ZAP-70 (Caltag) byly používá-
ny protilátky Immunotech.

Připravené vzorky byly analyzovány na průtokovém
cytometru FACSCalibur (Becton-Dickinson). K načítání
a hodnocení dat byl používán software SimulSETTM,
v případě detekce ZAP-70 software CELLQuestTM.
Znak CD38 byl hodnocen v gatu na lymfocyty, v tomto
případě byl proveden přepočet CD38+ B-buněk na
100 % B-lymfocytů. Znak ZAP-70 byl hodnocen v gatu
na B-lymfocyty, Výsledky vyjadřovaly procentuální
podíl B-buněk se sledovaným znakem (CD38, ZAP-70)
v celkovém počtu B-lymfocytů.

• Mutační stav IgVH
• Exprese ZAP-70, CD38
• Hladina LDH, sTk, bbb-2-mikroglobulinu
• „Lymphocyte doubling time“
• Cytogenetické změny (delece 17p13, delece 11q, trisomie 12, 

delece 13q14)
• Typ infiltrace dřeně (difuzní x non-difuzní)
• Klinické stadium (Rai, Binet)
• (Exprese HLA-G)

Tab. 1. Přehled nejdůležitějších rizikových faktorů u B-CLL.

Zavedením purinových analog a monoklonálních
protilátek byl zaznamenán určitý pokrok v prodlouže-
ní celkového přežívání pacientů s B-CLL, ale i tak B-
CLL je i nadále při použití konzervativní léčby zřejmě
nevyléčitelnou nemocí (17, 18). Rozhodnutí, kdy
a jakým způsobem zahájit léčbu, zůstává velmi důle-
žitým hlavně u mladších pacientů s přítomností
rizikových faktorů a tedy předpokládaným, ale nikoliv
jistým agresivnějším průběhem nemoci. Řádně
a včasně indikovaná alogenní transplantace by mohla
vést k vyléčení, ale na druhou stranu je zatím za-
tížena relativně vysokým rizikem (peritransplan-
tační mortalita). 

Cílem naší studie bylo zjištění možnosti určení pro-
gnózy u pacientů s B-CLL v době diagnózy při použití
moderních diagnostických metod. Přesnější  prognóza
by měla mít vliv nejen na rozhodování, zda léčbu začít,
ale i na rozhodnutí léčebné strategie. Studie navazuje na
dřívější analýzy, které byly provedeny na menším sou-
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Cytogenetická vyšetření
Cytogenetické vyšetření bylo prováděno u většiny

pacientů z periferní krve, u některých z kostní dřeně; již
dříve bylo zjištěno, že tyto výsledky jsou srovnatelné
(20, 21). Vzorky kostní dřeně byly zpracovány po
24hodinové kultivaci bez použití mitogenu podle stan-
dardních cytogenetických postupů, vzorky periferní krve
byly zpracovány bez kultivace a použity pro fluores-
cenční in situ hybridizaci (FISH). 

Část nemocných byla vyšetřena kombinací jednotli-
vých DNA sond (Abbott-Vysis™): sonda D13S319 pro
oblast 13q14 byla použita v kombinaci se sondou
CEP 12 pro centromeru chromozomu 12. Delece genu
p53 byla vyšetřena „lokus specifickou“ sondou LSI p53
v kombinaci s centromerickou CEP 17 jako kontrolou.
Pro delece dlouhých ramen chromozomu 11 byla použi-
ta sonda „lokus specifická“ pro gen MLL (oblast 11q23),
později sonda LSI ATM (oblast 11q22.3) s centromeric-
kou CEP 11 jako kontrolní. Hranice významnosti pozi-
tivního FISH nálezu (cut-off level) byla stanovena na
2,5 % (průměr + 3SD). V posledních dvou letech byli
nemocní vyšetřováni pomocí CLL Probe Panel (Abbott-
Vysis™): Jeden kit obsahuje kombinaci tří DNA sond
CEP12/LSI D13S319/LSI 13q34, druhý kombinaci sond
LSI p53/LSI ATM. Cut-off level pro vyšetření těmito
sondami byla stanovena na 5% pro delece, 2,5% pro tri-
zomii 12. Při každém vyšetření bylo hodnoceno
200 interfázních jader.

Vyšetření mutačního stavu IgVH
Mononukleáry z periferní krve (výjimečně z kostní

dřeně), izolované na gradientu Ficoll-Paq, byly lyzovány
a RNA byla izolována pomocí TriZolu (Invitrogen,
KRD, Praha). RNA byla přepsána do cDNA za užití tran-
skriptázy Superscript II (Invitrogen). cDNA byla ampli-
fikována pomocí PCR s použitím Ampli-Taq Gold poly-
merázy (Applied Biosystems, Praha) v 6 oddělených
reakcích pro záchyt klonální proliferace v 7 rodinách
IgVH genů. „Touch down” metodologie s použitím dege-
nerovaných primerů byla popsána jinde (22). RT-PCR
produkty byly purifikovány a sekvenovány za použití
Big Dye Terminator kitu v. 3 a sekvenátoru ABI Prism
310 Genetic Analyzer (oboje od Applied Biosystems).
Sekvence klonálně přestavěných IgVH genů byly porov-
nány s jejich germinálními liniemi použitím softwaru Ig-
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/; navštívená
naposledy 30. 11. 2005). Rozhraní 2 % (tj. 98 % sekven-
ční homologie) rozhodovalo o tom, zda IgVH gen byl
považován za mutovaný či nemutovaný.

Statistické zpracování výsledků
Primárním cílem analýzy bylo srovnání celkového

přežití podle jednotlivých předpokládaných prognostic-
kých skupin. Jako událost bylo bráno úmrtí z jakékoli
příčiny. Nebyla analyzována skutečnost, zda a případně
čím byl nemocný léčen. 

Pro statistické zpracování byla použita konstrukce kři-
vek přežití podle Kaplan-Maiera (23) a pro porovnání

log rank test za použití programu GraphPad Prism. Za
statisticky významný byl brán rozdíl na hladině význam-
nosti nižší než 0,05. V rámci skupin byla vždy analyzo-
vána skupina vyšetřených proti nevyšetřeným a poté
skupina s pozitivním znakem proti skupině se znakem
negativním. 

Výsledky

Soubor
Celkem bylo analyzováno 248 nemocných, u nichž byla

v rozmezí let 1975 až 2005 stanovena diagnóza B-CLL.
Jednalo se o 139 mužů a 109 žen s věkovým mediánem
64 let (35–90). Klinické stadium podle Raie bylo určeno
u 245 nemocných; více než tři čtvrtiny nemocných tvořili
nemocní ve stadiích 0 a I (n = 203, 82,9 %), ve stadiu II
bylo při stanovení diagnózy 25 nemocných (10,2 %) a ve
stadiu III a IV pouze 17 nemocných (7,0 %). 

Na přítomnost znaku CD38 bylo vyšetřeno 137 nemoc-
ných, při stanovení hranice pozitivity 30 % buněk bylo
hodnoceno 49 (35,8 %) B-CLL jako pozitivních a 88
(64,2 %) jako negativních. Při stanovení hranice 20 %
buněk pozitivních bylo 55 (40,1 %) a negativních 82
(59,9 %). Na přítomnost znaku ZAP-70 bylo vyšetřeno
109 nemocných (44 % z celkového počtu). Jako hranice
pozitivity byla brána přítomnost znaku na 20 a více pro-
centech buněk. ZAP-70 pozitivních bylo 44 pacientů
(40,4 %) a negativních 65 (59,6 %). 

Při hodnocení mutačního stavu IgVH byla hranice,
dělící jednotlivé případy na mutované a nemutované,
98 % – ze 160 vyšetřených případů (64,5 % z celého sou-
boru) bylo hodnoceno 89 (55,6 %) jako mutovaných
a 71 (44,4 %) jako nemutovaných.

Vyšetření pomocí FISH bylo provedeno celkem
u 196 pacientů (79,0 %).

Přítomnost trizomie chromozomu 12 byla vyšetřena
u 192 pacientů (77,4 %), z nichž byla trizomie nalezena
ve 22 případech (11,5 %) a jednou (0,5 %) byl nález hod-
nocen jako hraniční, u 169 pacientů (88 %) trizomie
12 nebyla prokázána. 

Vyšetření delece chromozomu 13q14 –Rb1 gen bylo
provedeno u 189 pacientů (76,2 %), z toho byla delece
nalezena u 107 případů (56,6 %), jako hraniční nález to
bylo u 6 pacientů (3,2 %) a bez přítomnosti delece bylo
76 případů (40,2 %). 

Vyšetření delece 11q23 – MLL gen – bylo provedeno
u 31 pacientů (12,5 %), delece byla nalezena ve 4 přípa-
dech (12,9 %), jednou byl případ hodnocen jako hranič-
ní a 26 jako negativní (83,9 %). 

Na přítomnost delece 11q22.3 – ATM gen – bylo
vyšetřeno 79 pacientů (31,9 %). Delece byla nalezena ve
13 případech z vyšetřených (16,5 %) a v 66 případech
(83,5 %) byl nález normální, tj. ATM alely byly přítom-
ny na obou chromozomech.

Vyšetření delece 17p13 bylo provedeno u 193 pacien-
tů (77,8 %). Pozitivní nález, tj. chybění jedné alely p53
genu, byl zaznamenán u 22 nemocných (11,4 %), jako
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hraniční byl hodnocen v 5 případech (2,6 %) a jako nega-
tivní ve 166 případech (86,0 %). 
Soubor je souhrnně popsán v tabulce 2.

Analýza pravděpodobnosti přežití
Při mediánu sledování 3,7 roku bylo zaznamenáno 48

úmrtí (19,4 %). Pravděpodobnost doby přežití – overall
survival (OS) celého souboru byla v 5 letech 83,5 % (CI
95 %, 78,0–89,0 %) a v 10 letech 58,2 (CI 95 %,

47,0–69,4 %). Při srovnání OS pro jednotlivé proměnné
je nadále udávána hodnota v 5 i v 10 letech. 

Srovnání pravděpodobnosti OS pro jednotlivé pro-
měnné ukazuje tabulka 3. 

Při srovnání OS podle pohlaví se ukázalo, že ženy
mají signifikantně delší přežívání v 5 letech 93,5 % (CI
95 %, 87,8–99,2 %) proti 75,8 % (CI 95%, 87,0–84,6 %)
u mužů, v 10 letech byl poměr 74,9 % proti 43,9
(p = 0,0002) (graf 1). 

Klinické stadium podle Raie se ukázalo z hlediska
prognostické výpovědi jako významné. Z důvodu menší-
ho počtu nemocných v pokročilejších stadiích jsme slou-
čili nemocné ve stadiích 0–I a III–IV. Získané 3 skupiny
pak zhruba odpovídají Binetovu rozložení do 3 skupin.
Pravděpodobnost pětiletého OS v jednotlivých skupi-
nách byla 88,1 % proti 67,9 % proti 57,6 % (p = 0,0002)
– (graf 2).

n 248
mužů/žen 139/109 56 %/44 %
věk při diagnóze 64 (35–90)
klinické stadium (dle Rai et al.) 

0–I 203 (82,9 %)
II 25 (10,2 %)
III–IV 17 (7,0 %)

Exprese CD38+ (vyšetřeno 137 – 55,2 %)
pozitivních při hranici 30 % 49 (35,8 %)
negativních při hranici 30 % 88 (64,2 %)
pozitivních při hranici 20 % 55 (40,1 %)
negativních při hranici 20 % 82 (59,9 %)

Exprese ZAP-70 (vyšetřeno 109 – 44 %)
pozitivní 44 (40,4 %)
negativní 65 (59,6 %)

Mutační stav IgVH (vyšetřeno 160 – 64,5 %)
mutovaný 89 (55,6 %)
nemutovaný 71 (44,1 %)

Chromozomální aberace (vyšetřeno 196 – 79 %)
Trizomie 12 (vyšetřeno 192 – 77,4 %)
nález +12 pozitivní 22 (11,5 %)
nález +12 hraniční (rovnající se cut-off) 1 (0,5 %)
nález +12 negativní 169 (88,0 %)

del(13)(q14) (vyšetřeno 189 – 76,2 %)
nález del(13)(q14) pozitivní 107 (56,6 %)
nález del (13)(q14) hraniční 
(rovnající se cut-off) 6 (3,2 %)
nález del (13)(q14) negativní 76 (40,2 %)

del(11)(q23) (vyšetřeno 31 – 12,5 %)
nález del(11)(q23) pozitivní 4 (12,9 %)
nález del(11)(q23) hraniční 
(rovnající se cut-off) 1 (3,2 %)
nález del(11)(q23) negativní 26 (83,9 %)

del(11)(q22.3) (vyšetřeno 79 – 31,9 %)
nález del(11)(q22.3) pozitivní 13 (16,5 %)
nález del(11)(q22.3) hraniční 
(rovnající se cut-off) 0
nález del(11)(q22.3) negativní 66 (83,5 %)

del(17)(p13) (vyšetřeno 183 – 77,8 %)
nález del(17)(p13) pozitivní 22 (11,4 %)
nález del(17)(p13) hraniční 
(rovnající se cut-off) 5 (2,6 %)
nález del(17)(p13) negativní 166 (86,0 %)

Tab. 2. Soubor nemocných.

Graf 2. Srovnání OS: Klinická stadia dle Raie.

Graf 1. Rozdíl přežívání – muži x ženy.

Při hodnocení významu imunofenotypizačních
znaků bylo statistické hodnocení problematičtější
vzhledem k menšímu počtu událostí ve vyšetřovaných
skupinách (viz níže). Nicméně jsme byli schopni pro-
kázat význam exprese CD38 i ZAP-70. Při použití hra-
nice pozitivity 30 % buněk byla pravděpodobnost pěti-
letého přežití 98,0 % u CD38 negativních proti 87,0 %
v případě CD 38 pozitivních (p = 0,05). Při použití hra-
nice 20 % byl rozdíl v pěti letech prakticky identický,
docházelo však k většímu rozevření křivek (p = 0,02)
(grafy 3 a 4). 
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ZAP-70 se ukázal jako statisticky významný prediktor
vyšší pravděpodobnosti přežití v 5 resp. v 10 letech
u nemocných ZAP-70 negativních s hodnotami 100,0 %
versus 91,0 % a 87,5 % oproti 61,1 % respektive
(p = 0,05) (graf 5). 

Při hodnocení vlivu nálezů chromozomálních aberací
se ukázalo, že pouze u 79 nemocných byly vyšetřeny
všechny čtyři sledované aberace. Vzhledem k možné
vzájemné vazbě jednotlivých změn a relativně malému
počtu událostí v této skupině jsme rozhodli hodnotit kaž-
dou změnu zvlášť i za cenu jisté nepřesnosti. Nálezy,
které ležely přesně na hladině cut-off, byly brány jako
negativní. Nenalezli jsme signifikantní rozdíl mezi sku-
pinami, které měly chromozomovou změnu
del(11)(q22.3) proti negativní a del(13)(q14) proti nega-
tivní. Trend ve smyslu horší prognózy byl zaznamenán

ve skupině postižené trizomií 12 proti skupině s negativ-
ním nálezem s pravděpodobností pětiletého přežití
74,9 % oproti 83,2 % (ns, p = 0,09). Signifikantně horší
prognózu ve smyslu horšího pětiletého přežití měli
nemocní s del(17)(p13) 60,6 % proti 85,9 % u nemoc-
ných bez tohoto nálezu (p = 0,009) (graf 6). 

Při hodnocení významu mutačního stavu IgVH jsme
prokázali, že nemocní s nemutovanou variantou CLL
měli signifikantně kratší přežití, když medián přežití byl
8,9 roku a ve skupině s mutovaným stavem nebyl dosa-
žen. Pravděpodobnost OS v 5 letech byla ve skupině
s mutovanou formou genu IgVH 97,9 % proti 77,9 %
a v 10 letech 82,3 % proti 40,7 % ve skupině s nemuto-
vanou variantou (p = 0,0001) (graf 7).

Vzhledem k tomu, že vyšetřování jednotlivých pro-
měnných nebylo prováděno vždy při diagnóze, byla
možná selekce testována srovnáním OS pro všechny
vyšetřené proti nevyšetřeným (tab. 4). Ukázalo se, že
existují signifikantní rozdíly v pravděpodobnosti přežití
ve prospěch vyšetřované skupiny u mutačního stavu

Graf 4. Srovnání OS: Exprese CD38 – cut off 20 % (p = 0,02).

Graf 3. Srovnání OS: Exprese CD38 – cut off 30 % (p = 0,05).

Graf 5. Srovnání OS: Exprese ZAP-70 (p = 0,02).

Graf 6. Srovnání OS: Přítomnost del(17)(p13) (p = 0,009).

Graf 7. Srovnání OS: Mutační stav IgVH (p = 0,0001).

mutační stav IgVH 0,002
exprese CD38 0,0001
exprese ZAP-70 0,0001
del(11)(q22.3) ns
+12 ns (0,07)
del(13)(q14) 0,03
del(17)(p13) 0,05

Tab. 3. Srovnání rozdílu v pravděpodobnosti OS mezi nemocnými
vyšetřenými pro jednotlivé parametry a nevyšetřenými.
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IgVH (p = 0,002), exprese CD38 (p = 0,0001) a ZAP-70
(p = 0,0001). U imunofenotypizačních vyšetření to bylo
dáno signifikantně nižším počtem událostí ve skupinách
vyšetřovaných (8 resp. 5) proti skupinám nevyšetřova-
ným (40 resp. 43) (p = 0,00001). Ve skupině cytogene-
tické nebyl zaznamenán rozdíl při vyšetřování
del(11)(q22.3), naopak rozdíl ve prospěch nevyšetřované
skupiny byl zaznamenán při vyšetřování del(13)(q14),
del(17)(p13) a trend při vyšetřování trizomie 12. 

Diskuse

Názory na léčbu pacientů s B-CLL se postupně
mění. V mnoha případech je možno (a dnes doporučo-
váno) sledovat přirozený vývoj choroby a vyčkávat
(„watch and wait“ strategie). Část pacientů s indolent-
ní chorobou je klasifikována jako „smoldering CLL“
(doutnající CLL) a mnohdy u nich nedochází k progre-
si nemoci. Nově je nyní v literatuře popisována
B-monoklonální lymfocytóza nejasného významu –
analogicky monoklonální gamapatii nejasného význa-
mu a plazmocytomu – její výskyt autoři udávají
0,5–1,0 % u dospělých se stoupající prevalencí se stou-
pajícím věkem až na 5 % po 60. roce života (24, 25).
Vzácně zřejmě mohou u některých pacientů být i pří-
pady spontánní remise (vlastní pozorování). Za indika-
ci k zahájení léčby je dnes považována pouze progrese
nemoci (tab. 4). Předčasné nebo nesprávně indikované
zahájení terapie možná může vést k porušení „homeo-
stázy choroby“ a selekci agresivnějších leukemických
klonů. Výsledkem by mohla být rychlejší progrese
nemoci než bez léčby (26).

Vzhledem k tomu, že dnes již známe a máme mož-
nost vyšetřovat rizikové faktory, při jejichž zhodnoce-
ní lze s určitou pravděpodobností předpovědět vývoj
nemoci, analyzovali jsme na dosud nejrozsáhlejším
souboru nemocných popsaném v českém písemnictví
význam některých z těchto faktorů s cílem umožnit
v budoucnosti individualizovanou volbu léčebného
postupu. Jde o retrospektivní analýzu se všemi jejími
přednostmi i limitacemi. Jednou z limitací byla nedo-
stupnost výsledků všech vyšetření u celého souboru
pacientů, což znesnadňuje multivariantní analýzu. Pří-

činou je fakt, že mnohdy se jedná o faktory poměrně
nové, např. vyšetřování exprese ZAP-70 bylo zavede-
no na základě prací z roku 2003 (14, 15) až v roce
2004, u dalších parametrů se jedná o období jen
o několik let delší. CLL je přitom onemocnění s dlou-
hým průběhem a tak může docházet k selekčnímu bias,
kdy nemocní s prognosticky nepříznivým onemocně-
ním zemřeli před zavedením metody, zatímco nemocní
s prognosticky příznivými znaky přežívají a mohou
býti analyzováni, byť třeba byli diagnostikováni ve
stejné době. Při nedostupnosti zamražených vzorků,
tak může docházet k jistému zkreslení výsledků a to
sice ve směru převahy pacientů s dobrými charakteris-
tikami. Dlužno však podotknout, že se stejnými pro-
blémy se potýkají i další studie, v jejichž rámci byli
vyšetřováni nemocní v různé fázi onemocnění a na
základě jejichž výsledků byly prognostické skupiny
definovány (10–12). Nadto je známo kolísání někte-
rých parametrů v průběhu choroby, jak je tomu napří-
klad u exprese CD38 (11), nebo klonální vývoj chro-
mozomálních aberací (27). I s těmito limity považuje-
me naše nálezy za významné a vypovídající o součas-
né možnosti vyšetřování a významu biologických pro-
gnostických faktorů. Zaměřili jsme se v této práci
proto na celkové přežití (s celkovým počtem 48 úmrtí
= událostí) a multivariační analýzy se vzdali.

Není překvapivé zjištění, že ženy s CLL žijí déle než
muži, v naší sestavě byl rozdíl vysoce signifikantní
(graf 1). Otázka, proč tomu tak je, není jednoznačně
zodpovězena a vysvětlení nepřinesla ani analýza řady
biologických parametrů včetně molekulárně biologic-
kých (28). V naší sestavě bylo mezi muži více případů
CLL bez přítomnosti mutace IgVH (p = 0,03) a při ana-
lýze pouze „nemutovaných“ případů byl zaznamenán
statisticky nevýznamný trend k horší prognóze u mužů
než u žen (p = 0,09). Zajímavé je, že tento fakt horší
prognózy u mužů se obráží i v indikaci k alogenní
transplantaci dřeně v retrospektivní analýze z ČR, kdy
z 24 indikovaných nemocných bylo 22 mužů (29). 

Mutační stav genu pro IgVH se ukázal jako význam-
ný nezávislý prognostický faktor (10, 12). V naší sesta-
vě bylo vyšetřeno a analyzováno 160 nemocných,
z nichž byla nepříznivá nemutovaná sekvence naleze-
na u 44 %. Přes fakt, že ve skupině nevyšetřených
nemocných byl vyšší počet úmrtí (27 z 88 proti 21 ze
160), i s relativně krátkým mediánem sledování byla
přítomnost nemutované sekvence IgVH shledána jako
signifikantně zhoršující prognózu nemocných s mediá-
nem přežití 9 let. V této souvislosti je důležité zdůraz-
nit, že tento rozdíl přetrvával i při analýze časných kli-
nických stadií dle Rai, odpovídající většinou Binetově
stadiu A.

Analýza našeho souboru prokázala trvající platnost
klasické kategorizace do tří prognostických skupin –
klinická stadia dle Raie 0–I, II a III–IV (4) se ukázala
jako fungující prognostický model. 

Při analýze exprese CD znaků jsme narazili na pro-
blém relativně malého počtu událostí v analyzovaných

Dřeňová insuficience (anémie, trombocytopenie)
Masivní (>10 cm) nebo progredující adenomegalie
Masivní (>6 cm) nebo progredující splenomegalie
Progresivní lymfocytóza

50% nárůst v průběhu 2 měsíců
lymphocyte doubling time (LDT) < 6 měsíců

Celkové příznaky
úbytek hmotnosti > 10 % za 6 měsíců
teploty 
výrazná únava
noční poty

Autoimunní cytopenie

Tab. 4. Indikace k zahájení léčby u B–CLL.
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podskupinách, na čemž se pravděpodobně podílel fak-
tor popsaný výše. Ve skupině 137 pacientů, u kterých
byla vyšetřena exprese CD38, to bylo 8 úmrtí (proti 40
u 111 nevyšetřených) a ve skupině 109 pacientů
s vyšetřením exprese ZAP-70 to bylo 5 úmrtí (proti 43
u 139 nevyšetřených). Přes tuto skutečnost byly rozdí-
ly v pravděpodobnosti celkového přežití signifikantní.
Pro ZAP-70 se oproti CD38 znaku zdá být skutečností
větší stabilita v průběhu onemocnění (11). 

Interpretace a statistická analýza nálezů chromozo-
málních aberací byla obtížná z důvodů zmíněných výše.
Kompletní vyšetření bylo dostupné jen u 79 nemocných,
proto byli nemocní analyzováni podle přítomnosti či
nepřítomnosti jednotlivých chromozomálních aberací.
Incidence jednotlivých abnormalit byla obdobná jako
v již dříve publikované práci zahrnující pacienty
i z jiných center (20, 21, 30) a odpovídala i incidenci
publikované v práci Döhnerově (27). 

Prognostický význam pro přežití byl demonstrován
u delece17p, kdy přítomnost této delece znamenala
signifikantně horší prognózu pro přežití (p= 0,009). 
Trend jsme zaznamenali u trisomie 12 chromozomu. 

Nebyli jsme schopni demonstrovat vliv delecí
v oblasti ATM genu (případně del(11)(q22.3)) na pře-
žití při 13 pozitivních a 66 normálních nálezech. Jed-
ním z možných vysvětlení je právě skutečnost malého
množství vyšetřených nemocných, při hodnocení počtu
úmrtí v jednotlivých skupinách to bylo 12 % ve skupi-
ně bez delece a 23 % ve skupině s delecí. 

Při analýze významu del(13)(q14) byla pravděpo-
dobnost OS stejná ve skupině s delecí i bez ní. Při sub-
analýze skupin s touto delecí jako jedinou abnormali-
tou a skupiny bez jakékoli abnormality (normální
nález) byl osud obou skupin stejný. 

Jaký mohou mít biologické prognostické faktory
význam pro volbu iniciální terapie, je stále předmětem
diskuse. Jednou z důležitých otázek je standardizace
těchto metod a ověření jejich významu v prospektiv-
ních klinických studiích. 

Naše názory na problematiku léčby jsou shrnuty na
jiném místě v tomto čísle, stručně však lze říci, že
v běžné klinické praxi se rozhodnutí o zahájení terapie
stále odvíjí od klinického stavu nemoci – léčbu zaha-
jujeme při pokročilém nebo progredujícím onemocně-
ní a základním léčebným přístupem jsou režimy zalo-
žené na fludarabinu a v budoucnu jistě v kombinaci
s monoklonálními protilátkami. Zda opravňuje přítom-
nost těchto faktorů zahájení léčby v iniciálních stadi-
ích, je předmětem klinických studií, stejně jako použi-
tí intenzivní léčby s vysokodávkovanou terapií (31)
v časnějších fázích léčby. Vzhledem k prakticky sto-
procentním relapsům po autologní transplantaci kme-
nových buněk (ASCT) resp. objevujícímu se plateau
v křivkách přežití, které signalizují, že ASCT může
pouze prodloužit přežívání bez známek nemoci (disea-
se-free surrvival) se v posledních letech zvažuje použi-
tí alogenní transplantace jako možné terapie u vybra-
ných nemocných (mladší s rizikovými faktory předpo-

kladem agresivního průběhu nemoci (32, 33), zatím ve
stadiu klinických studií. 

Závěr

Cílem této studie bylo zhodnocení možností přesnější-
ho určení prognózy a rizikových faktorů v době diagnó-
zy B-chronické lymfocytární leukemie při použití
moderních diagnostických metod. Přesné určení prognó-
zy má vliv na rozhodování, kdy je pro pacienta nejlépe
léčbu začít, ale i na rozhodnutí jakým způsobem daného
pacienta léčit. Většina v současné době rutinně používa-
ných možností terapie sice vede ke zmírnění symptomů
případně k laboratornímu zlepšení, nikoliv však k pro-
dloužení celkové doby přežití či k vyléčení (Kalil, 2000).
Zhodnocení efektu nových léků a postupů léčby (mono-
klonální protilátky, transplantace krvetvorných buněk,
inhibitory cyklin-dependentních kináz) na celkovou
dobu přežití pacientů vzhledem k relativně příznivě
dlouhému průměrnému přežívání pacientů s B-chronic-
kou lymfocytární leukemií ještě není možné. 
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