proLékare.cz | 4.4.20

SOUHRNNE/EDUKACNI PRACE

Chronicka lymfocytarni leukemie

- soucasné vyuziti modernich
prognostickych a prediktivnich faktoru
v diagnostice

Pospisilova S."2, JaroSova M."2, Doubek M."2

Interni hematologicka a onkologicka klinika LF MU a FN Brno
2Centrum molekuldrni mediciny, CEITEC, Masarykova univerzita, Brno

Transfuze Hematol. dnes, 25, 2019, No. I, p. 66-71

SOUHRN

Poznatkl o biologii a patogenezi chronické lymfocytarni leukemie (CLL) za poslednich 25 let dramaticky pribylo. Vyrazné
se rovnéz zménila terapie této nemoci. Jde o jeden z nejvyraznéjsich pokrokd v ramci celé onkologické hematologie.
CLL ma rdznorody Kklinicky pribéh, ktery zavisi na mnoha faktorech. Zjisténi prognostickych marker CLL tak ma dnes
dllezitou roli v pristupu k onemocnéni u konkrétniho pacienta i ve volbé vhodné terapie. Rozhodujicim prognostickym
a prediktivnim faktorem jsou aberace v genu TP53. Jejich vyznam roste v souc¢asné dobé novych lé¢ebnych moznosti
u CLL. Zavedeni zevrubnych genomickych pfistupt do analyzy CLL vedlo k identifikaci dalSich genetickych abnormalit,
které mohou prispét ke zlepseni stratifikace pacientl s CLL a ke sledovani tak zvané klonalni evoluce u této nemoci.
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SUMMARY

Pospisilova $., Jaros$ova M., Doubek M.

Chronic lymphocytic leukaemia - contemporary application of modern prognostic and predictive markers
in diagnostics

Insights into the biology and pathogenesis of chronic lymphocytic leukaemia (CLL) have dramatically increased over the
past 25 years. Treatment of this disease has also dramatically changed. This is an example of one of the most striking
advances in the entire field of oncological haematology. CLL has a very heterogeneous clinical outcome depending
on many factors. Prognostic markers thus play an important role in disease management and assist in the selection of
the best treatment option. The key prognostic and predictive factors influencing treatment decisions are TP53 gene
aberrations, especially in the era of novel therapies. The introduction of high-throughput genomic approaches has led
to the identification of novel genetic abnormalities that could contribute to improved risk stratification of CLL patients
and also enable tracking of leukemic clone(s) evolution.
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uvob

Kdyz jsme v poloviné 90. let 20. stoleti 1é¢ili pacienta
s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL), méli jsme
jen omezené 1lé¢ebné moznosti. Byl k dispozici chloram-
bucil, néktefi nemocni dostavali kortikoidy, ptipadné
chemoterapeutické rezimy podobné jako pacienti s lym-
fomy. Prognéza nemoci byla urovana v podstaté jen
podle systém Raie ¢i Bineta [1, 2]. Ve druhé poloviné
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90. let se zacal pouzivat fludarabin v monoterapii.
Tento 1ék jsme povazovali za maly zazrak. O to vétsi
bylo nasSe zklamani, kdyZ u mnoha nemocnych nemél
fludarabin zadny lécebny tcinek. Dodnes si tyto pa-
cienty, mnohdy mladé, vybavujeme. Pro¢ tomu tak
bylo? Prvni odpovéd jsme dostali v roce 1997, kdy byl
objeven prognosticky vyznam delece kratkého raménka
chromozomu 17, del(17p), tedy prognosticka role genu
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Tab. 1. Mezinarodni prognosticky index

Parametr

Bodova hodnota

Pritomnost 17p delece a/nebo TP53 mutace 4
Nemutovany IGHV mutacni stav 2
Koncentrace B2-mikroglobulinu v séru nad 3,5 mg/I 2

Klinické stadium (Rai I-IV / Binet B a C)

Vék nad 65 let
Rizikové skupiny

Nizkeé riziko

0-1(Sleté preziti 93,2 %)

Stredni riziko

2-3 (Sleté preziti 79,3 %)

Vysoke riziko

4-6 (Sleté preziti 63,3 %)

Velmi vysoké riziko

7-10 (Sleté preziti 23,3 %)

Index (IPI, International Prognostic Index) chronické lymfocytdrni leukemie [9]; IGHV - gen pro tézky fetézec imunoglobulinu

TP53 [3]. V roce 2000 byl publikovan prvni genomicky
model prognézy CLL [4]. A poté se jiz vi§il jeden objev
za druhym, coZ nakonec vedlo k tomu, Ze pacienti
s CLL dnes ziji daleko déle nez pred 25 lety. Prevalence
nemoci se za poslednich 25 let vice nez zdvojnasobila
(data Ceské hematologické spole¢nosti).

Dnes jesté 1épe, nez kdy diive vime, ze CLL ma velmi
variabilni klinicky priibéh zavisly na celé fadé biologic-
kych, biochemickych a genetickych faktorti. Klasické
prognostické faktory jako vék, pohlavi, klinické sta-
dium, hladina B,-mikroglobulinu, vyskyt somatickych
hypermutaci v genu pro variabilni oblast tézkého fetézce
imunoglobulinu (mutac¢ni stav IGHV) a chromozomal-
ni aberace jsou vyuzivany v diagnostice jiz od zacatku
21. stoleti a dodnes jsou soucasti prognostickych modelti
¢i skérovacich systém [5-9]. Prudky rozvoj genomickych
technologii v poslednich letech, prevazné masivniho
paralelniho sekvenovani DNA neboli sekvenovani nové
generace (NGS), vSak umoznil dalsi detailni analyzy geno-
mu leukemickych bunék a nalezeni novych genetickych
markeril, které koreluji s prognézou onemocnéni a mo-
hou predikovat odpovéd na 1écbu [10-12]. Celogenomové,
resp. exomové sekvenovani (WGS/WES) pomohlo identifi-
kovat genetické mutace asociované s rozvojem a progresi
onemocnéni (tzv. ,driver* mutace), jejichZ detekce mize
prispét k lepsi stratifikaci pacientti a optimalizaci volby
terapie. Nicméneé i pfes fadu probihajicich studii byl
zatim pfimy prognosticky a/nebo prediktivni vyznam
prokazan jen u nékolika genetickych abnormalit.

PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI
MARKERY DNES

Zatimco mnoho pacienti s CLL nema po fadu let
klinické pfiznaky onemocnéni, jini potfebuji ¢asny
terapeuticky zasah a taktéz vykazuji rozdilnou odpovéd

na lécbu. Je zfejmé, Ze se tyto skupiny pacientt 1isi
pritomnosti pozitivnich nebo negativnich prognos-
tickych a prediktivnich faktort. U CLL bylo popsano
mnoho prognostickych faktori poskytujicich infor-
maci o pravdépodobném vyvoji onemocnéni, pricemz
nékteré z nich mohou slouzit i jako prediktivni faktory
predpovidajici efekt vybrané 1é¢by. AvSak ne vSechny
z prognostickych a prediktivnich faktor uz byly valido-
vany multivariacnimi analyzami nebo prospektivnimi
Klinickymi studiemi. Za i¢elem definovani nejvyznam-
néjsich faktorti bylo pro CLL pacienty vytvofeno nékolik
prognostickych skérovacich systémt. Mezinarodni
tym vedeny prof. Hallekem publikoval metaanalyzu
zahrnujici data z 8 randomizovanych klinickych stu-
dii, kterd identifikovala 5 nezavislych prognostickych
faktorti: delece a/nebo mutace TP53 genu, piitomnost
somatickych hypermutaci IGHV, hladina sérového
B,-mikroglobulinu, klinické stadium a vék [7, 9, 13].
Tento prognosticky index (IPI, International Prognostic
Index) tak zahrnuje klinické, biochemické i genetické
faktory (tab. 1).

Klinické stadium onemocnéni (Rai 0-IV, Binet
A-B-C) ma piimy vliv na indikaci terapie, avsak ne-
identifikuje pacienty s vysokym rizikem progrese,
a ani nepredikuje odpovéd na 1é¢bu. Jako vyznamny
prognosticky faktor se ukazuje také vék (hranice 65 let),
ktery ma vyznamny vliv na celkové pfeziti pacienta [9].
Z biochemickych parametr se jevi jako nejvyznamnéj-
81 prognosticky faktor sérova koncentrace B,-mikroglo-
bulinu [14]. Z genetickych faktorQ je nejdéle vyuzivan
tzv. mutacni stav IGHV neboli pfitomnost somatickych
hypermutaci v genu pro variabilni oblast tézkého fetéz-
ce imunoglobulinu. Mnoho studii jasné prokazalo, Ze
jde o robustni prognosticky marker zaloZeny na asociaci
vyskytu nemutovanych/minimalné mutovanych sek-
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venci IGHV genu s nepfiznivou prognoézou onemocnéni
[15, 16]. Mutacni stav IGHV ve vétsiné pripadf neni
ovlivnén progresi onemocnéni, a obvykle je analyzo-
van v pocatecnich fazich onemocnéni - viz aktualni
doporuceni Evropské CLL organizace (ERIC) [17-20]. Jen
vzacné mize v pribéhu onemocnéni dojit ke zméné
mutacniho stavu, obvykle v pfipadé paralelniho vysky-
tu vice leukemickych klont a v souvislosti s terapii [21,
22]. Zvysujici se prognosticky vyznam ma i podrobna
imunogeneticka charakterizace B-bunécného receptoru
(BcR), zejména v souvislosti s terapeutickym vyuzitim
inhibitorti BcR drahy. Analyzou rozsdhlého mezina-
rodniho souboru CLL pacientl bylo zjiSténo, Ze tfetina
CLL pacienti ma tzv. stereotypni B-bunécné receptory
[23] seskupené do jednotlivych skupin - tzv. subseti,
které vykazuji podobné biologické i klinické vlastnosti
- od velmi indolentnich subset{l (napf. subset 4) aZ po
subsety s velmi agresivnim chovanim (napf. subsety
1a 2) [24]. Rlzné subsety stereotypnich B-bunécnych
receptori také koreluji s vyskytem rtiznych typh reku-
rentnich genetickych mutaci [25].

Klic¢ovou roli pfi stanoveni prognézy CLL ma ne-
pochybné také detekce chromozomalnich abnormalit
pomoci fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH). Na
zakladé typu genomickych aberaci bylo definovano
pét kategorii: del(17p), del(11q), trizomie 12q, normal-
ni karyotyp a samostatna del(13q), pficemz pacienti
s del(17p) maji nejkratsi median doby bez terapie [4].
Lokus 17p13 kéduje antionkogen TP53 a jeho delece je
¢asto asociovana s mutacemi druhé alely genu. TP53
mutace se vyskytuji také samostatné, nezavisle na
del(17p). Frekvence vyskytu dysfunkce TP53 genu se
vyznamné li$i v zavislosti na stadiu onemocnéni.
Pri diagnoéze a v pocatecnich stadiich onemocnéni se
TP53 defekty vyskytuji jen u nékolika procent nemoc-
nych, pred prvni terapii je uz TP53 gen inaktivovan
v 15-20 % pripadi a u pacientd refrakternich na che-
moimunoterapii jsou TP53 abnormality detekovany
azu poloviny CLL pacientfl [26]. Defekty v genu TP53
jsou v soucasnosti nejvyznamnéjsim prognostic-
kym i prediktivnim markerem u CLL pacientii. Jsou
spojeny s velmi Spatnou prognézou a rezistenci na
chemoimunoterapii. Mutace v TP53 genu a del(17p)
proto musi byt testovany vzdy pred zacatkem kazdé
terapie [27, 28], opakované analyzy jsou nezbytné
kviili mozné selekci novych mutaci v prubéhu vyvo-
je onemocnéni [27]. Evropska CLL organizace (ERIC)
provadi pravidelné certifikace laboratofi provadéji-
cich mutacni analyzy TP53 genu u CLL, certifikaci uz
ziskalo vice neZ 130 laboratofi z 28 zemi vcetné CR.
Posledni vyzkumy navic ukazuji, Ze dokonce i mino-
ritni TP53 mutace (pfitomné jen v malé frakci - klonu

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

leukemickych bunék) detekované pomoci vysoce sen-
zitivni NGS technologie mohou predstavovat velmi
$patnou prognézu [29-31]. O problematice vyznamu
minoritnich mutaci v TP53 genu se v soucasné dobé
velmi intenzivné diskutuje také v ramci organizace
ERIC, kterd koordinuje prospektivni studii cilenou
na objasnéni vlivu TP53 mutaci pfitomnych v méné
nez 10 % leukemickych bunék.

Delece 11g22-23 zahrnujici gen ATM (ataxia-telan-
giectasia mutated) ma taktéz negativni dopad na prognézu
onemocneéni, zvlasté u starSich pacienti. CLL pacienti
s bialelickou deleci ATM maji zkracené obdobi do pro-
grese (PFS) i celkové preziti (OS) [32].

V posledni dobé se ukazuje, Ze velmi vyznamnym
prognostickym a prediktivnim faktorem je rovnéz pti-
tomnost komplexniho karyotypu. Komplexni karyo-
typ je mozné urcit pomoci klasického cytogenetické-
ho vySetfeni, které se provadi kultivaci bunék kostni
dfené, ale mnohem castéji kultivaci bunék periferni
krve. Z divodli nizké prolifera¢ni aktivity nadorovych
B lymfocyth in vitro se B lymfocyty kultivuji po dobu
72 hodin v médiu se stimula¢nimi latkami, jako jsou
CpG oligonukleotidy DSP30 a interleukin 2 (IL-2) [33, 34].
Komplexni karyotyp je obecné definovan nalezem
> 3 nebo > 5 chromozomovych zmén ve dvou a vice
metafazich [35-36]. Nepfiznivy prognosticky vyznam
komplexniho karyotypu nalezem 3 a vice zmén byl
unemocnych s CLL opakované potvrzen [34-36]. U ne-
mocnych lécenych ibrutinibem zkracuje napiiklad PFS
i 0S[37]. V posledni dobé se diskutuje o vétsim prognos-
tickém vyznamu komplexniho karyotypu s nilezem 5
a vice zmén, a to zejména v kombinaci s defekty TP53
genu. Jaglowski et al. potvrdili, Ze tento nalez neptiz-
nivé ovliviiuje pribéh onemocnéni u CLL nemocnych
po alogenni transplantaci [38], Baliakas et al. pozoro-
vali, Ze nalez 5 a vice zmén neptiznivé ovliviiuje ¢as do
prvni 1é¢by (TTFT) [39]. Detekce komplexniho karyotypu
se proto stava soucasti rutinni diagnostiky, zejména
v souvislosti s moznou aplikaci BcR inhibitord.

Kromé uvedenych nejcastéji pouzivanych prognos-
tickych a prediktivnich faktort se zacinaji uplatriovat
idalsi geny, jejichZ prognosticky vyznam byl identifi-
kovan celoexomovymi a celogenomovymi NGS analy-
zami [10, 11, 40]. Bylo prokazano, Ze mutace v genech
NOTCHI a SF3BI koreluji s krat§im celkovym prezitim
CLL pacientt v Klinickych studiich [41, 42]. Mutace
v NOTCHI1 genu navic asociuji s kratSim intervalem
do prvni terapie (TFS) a vySs$im rizikem Richterovy
transformace [43]. Defekty v NOTCHI1 and SF3B1 spo-
le¢né s mutacemi v dal$ich genech (BIRC3 nebo MYD88)
byly zahrnuty do novych genetickych prognostickych
modelt CLL [44, 45].
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Tab. 2. Vyznam prognostickych a prediktivnich genetickych faktor( u pacient( s chronickou lymfocytarni leukemii

Karyotyp Chromozomalni aberace (FISH; cytogenetika)
Mutacni stav
(posouzeni kom- U IGHV
plexnich zmén) del (11) trizomie 12 del (13) del (17)
P¥i stanoveni diag- muze byt muze byt
. ano ano ano ano ano
nézy provedeno provedeno
Progrese muize byt muize byt muze byt ano, nebylo- |
onemocnéni/ pred ano ano ano analyzovano
. provedeno provedeno provedeno ..
1. terapii drive
- T e O b lo-li
Relaps onemocnéni/ mUze byt muze byt muze byt S neb¥ ol
. " ., ano ano ano analyzovano
pred dalsi terapii provedeno provedeno provedeno dFive
s ano, u starsich
Prognosticky vyznam | ano L ano ano ano ano ano
pacientu
ano ano
Prediktivni vyznam o ano ? ano ano ano (FCR,
(BeR inhibitory) BCR inhibitory)

BcR-B -bunécny receptor; FCR - fludarabine, cyklofosfamid, rituximab; /GHV - gen pro tézky fetézec imunoglobulinu

Prognosticky nebo prediktivni vyznam dalsich fak-
tord, jako jsou naptiklad exprese znak CD38 a ZAP70,
periferni lymfocytéza, infiltrace kostni dfené nebo
solubilni antigen CD23, uz v soucasné dobé ustupu-
je do pozadi [8]. Lze naopak pfedpokladat, Ze u CLL
poroste vyznam analyzy minimalni zbytkové nemoci
v pribéhu terapie [46, 47]. V poslednich letech je také
prikladan stale vétsi vyznam roli metylaci v rozvoji
a pribéhu onemocnéni. Zmény v metylacnich profi-
lech CLL pacientli byly jasné prokazany uz v ranych
fazich onemocnéni a metylacni stav nékterych mist
v genomu je také spojen s agresivnéjsim pribéhem
nemoci [48].

ZAVER

Heterogenni klinicky prbéh CLL 1ze vysvétlit Cet-
nymi rozdily v imuno-, cyto- a molekularnégene-
tickych faktorech. Analyza téchto molekularnich
faktorti pfi stanoveni diagnézy a/nebo pfi progresi
onemocnéni (pfed prvni terapii) a/nebo pfi relapsu
(pfed naslednou terapii) je dnes jednoznacné dopo-
rucovana (bliZe tab. 2).

Vyuziti modernich genomickych technologii,
pfedevsim cileného amplikonového NGS s vysokou
citlivosti umoznuje rozkryt podstatu nadorové he-
terogenity a klonalni evoluce CLL [49] a stale vice
se stava soucasti rutinni diagnostiky onemocnéni.
Zvysujici se dostupnost celogenomového sekvenova-
ni usnadnuje personalizovany pristup k pacientim
a optimalizaci volby terapie [50, 51].
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