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Analyza rizikovych faktora u 248 pacientii s chronickou
B-lymfocytarni leukemii vySetienych v dobé diagnozy

Cmunt E.1, Trnény M.1, Karban J.1, Silkova J.1, Michalova K .2, Zemanova Z.2, Pavlistova L.2,

Schwarz J 3, Pekova S.3 )
'I. intern{ klinika VFN a 1. LF UK, Praha, 2Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky VFN a 1. LF UK, Praha, 3Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Souhrn

Na souboru 248 pacientii (139 muzi a 109 Zen) s chronickou B-lymfocytarni leukemii v dobé diagnézy byl analyzo-
van vyskyt Kklinického stadia, exprese CD38, ZAP-70, cytogenetickych zmén (metodou FISH) a mutacniho stavu
IgVy a jejich vyznam pro celkovou dobu preZivani. Ve stadiu Rai 0 a I bylo 203 pacientii (82,9 %), ve stadiu II
25 nemocnych (10,2 %) a ve stadiu III a IV 17 pacientia (7,0 %). Exprese CD38 byla vySetiena u 137 nemocnych
(55,2 % 1z celkového poctu), pozitivni byla u 49 pacientu (35,8 %), negativni u 88 (64,2 %). Exprese ZAP-70 byla
vySetiena u 109 nemocnych (44 % z celkového poctu), pozitivni byla u 44 pacienti (40,4 %), negativni u 65 (59,6 %).
Z celkem 160 vySetreni mutacniho stavu IgVy (64,5 % celého souboru) bylo 71 (44,4 %) nemutovanych a 89 pripa-
du (55,6 %) mutovanych. Trizomie chromozomu 12 byla prokazana ve 22 pripadech (11,5 %), jednou byl nalez hod-
nocen jako hranicni (0,5 %) ze 192 vySetrenych pacientii (77,4 % celého souboru), delece 13(q14) byla prokazana ve
107 pripadech (56,6 %) ze 189 vySetrenych (76,2 % celého souboru), delece 11(q23) byla nalezena ve 4 pripadech
(12,9 %) z 31 vySetrenych (12,5 % celého souboru), delece 11(q22.3) byla prokazana ve 13 pripadech (16,5 %) ze
79 vySetrenych (31,9 %) a delece 17(p13) u 22 nemocnych (11,4 %) z 193 vySetienych (77,8 %). Z celkového soubo-
ru zemielo 48 pacienti (19,4 %), celkové prezivani v 5 letech bylo 83,5 %, v 10 letech 58,2 %. Jako prognosticky
vyznamné rizikové faktory se pri nami provedené analyze prokazaly pohlavi (p = 0,0002), klinické stadium dle Raie
(p = 0,0002), mutaéni stav IgVy (p = 0,0001), delece 17(p13) (p = 0,09), exprese CD38 (p = 0,05) a ZAP-70 (p = 0,02).
Klicova slova: B-chronicka lymfocytarni leukemie, prognéza, imunofenotypizace, cytogenetika (FISH), mutaéni
stav IgVy

Summary .

Cmunt E., Trnény M., Karban J., Salkova J., Michalova K., Zemanova Z., PavliStova L.,
Schwarz J., Pekova 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 IgVy 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 IgVy 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), IgVy 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), IgVy muta-
tion status
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Uvod

protoze pacienti mohou byti v dobé ndhodné diagndézy
asymptomaticti. V poslednich 20 letech se procento

Chronickéd lymfocytdrni leukemie B typu (B-CLL) je

B-CLL diagnostikovanych v asymptomatickém stadiu
zvysilo z 30 % na 60 % zfejmé i v disledku vyssiho poctu

24

nejcastéjsi formou leukemie u dospélych v Evropé a Sever-
ni Americe, kde tvori cca 25 % vSech leukemii na rozdil od
pouze cca 5 % ptipadd na vychodni polokouli. Primérna
incidence je v literatuie uddvana cca 2,5/100 000 obyvatel
(1). Skute¢nou incidenci B-CLL je obtizné pfesné stanovit,

provadénych vysetfeni krevniho obrazu z jinych diivodd,
napr. chirurgické predoperacni vySetfeni (2), preventivni
prohlidky. Zda se, Ze pribyvaji spiSe méné agresivni formy
onemocnéni (3).

U B-CLL jsou k urceni klinického stadia nejcastéji
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uzivany Raidv (4) a Binetdv systém (5). Ani jeden
z téchto systémt neodliSuje v Casném stadiu presné paci-
enty, u kterych lze ptfedpokladat progresi, od té€ch, jejichz
choroba bude ziejmé probihat indolentné.

V poslednich nékolika letech byly objeveny nékteré
dalsich znaky, které umoznuji odhadnout, jak se bude
choroba vyvijet — napfiklad hladina 3-2-mikroglobulinu,
laktatdehydrogendzy (LDH), sérové thymidinkindzy
(sTk) (6), tumor necrosis faktoru (TNF), terminélni de-
oxynukleotidyltransferdzy (TdT), typ infiltrace kostni
dfené a dalsi. Zavedenim fluorescencni in situ hybridiza-
ce (FISH) do rutinni praxe byly objeveny cytogenetické
zmény: delece 13q14, trisomie 12, delece 17p13.1 (nddo-
rovy supresorovy gen p53) a delece 11q23, které se kla-
sickym cytogenetickym vySetfenim nedaji zjistit (7-9).

Svym zplsobem pfevratnym se v soucasné dobé zda
objev vlivu stavu mutace genu pro té€Zké fetézce imu-
noglobulini(IgVy), kde je prokdzany vliv na celkovou
dobu preziti (10, 11). V piipadé mutovaného stavu
byva vétsinou pribéh choroby stabilizovany, zatimco
nemutovany stav byva spojen s relativné Spatnou progno-
zou. Soucasné s timto objevem byl popsdn vyznam
exprese CD38 (= 30 %) (11-13), pozdéji ZAP-70 (= 20 %)
(14, 15). Soucasné zastoupeni posledné jmenovanych
rizikovych faktord je sice ¢asté, ale nikoliv stoprocent-
ni. Nejnovéji pak byl popsdn vyznam HLA-G exprese
(16).

Tab. 1. Pfehled nejdilezitéjsich rizikovych faktord u B-CLL.

* Mutacni stav IgVy

* Exprese ZAP-70, CD38

» Hladina LDH, sTk, bbb-2-mikroglobulinu

* . .Lymphocyte doubling time*

» Cytogenetické zmény (delece 17p13, delece 11q, trisomie 12,
delece 13q14)

* Typ infiltrace dfené (difuzni x non-difuzni)

¢ Klinické stadium (Rai, Binet)

* (Exprese HLA-G)

Zavedenim purinovych analog a monoklonélnich
protildtek byl zaznamenén urcity pokrok v prodlouze-
ni celkového prezivani pacientd s B-CLL, ale i tak B-
CLL je i nadale pri pouziti konzervativni 1écby ziejme
nevyléCitelnou nemoci (17, 18). Rozhodnuti, kdy
a jakym zpisobem zahdjit 1é¢bu, zistdva velmi dile-
Zitym hlavné u mladSich pacientii s pfitomnosti
rizikovych faktord a tedy pfedpoklddanym, ale nikoliv
jistym agresivnéjiim priibéhem nemoci. Radné
a v€asné indikovand alogenni transplantace by mohla
vést k vyléceni, ale na druhou stranu je zatim za-
tizena relativné vysokym rizikem (peritransplan-
tacni mortalita).

Cilem na$i studie bylo zjiSténi moZnosti uréeni pro-
gndzy u pacientli s B-CLL v dobé diagnézy pfi pouZiti
modernich diagnostickych metod. Presnéj§i prognéza
by méla mit vliv nejen na rozhodovani, zda 1écbu zacit,
ale i na rozhodnuti 1éCebné strategie. Studie navazuje na
drivejsi analyzy, které byly provedeny na mensim sou-

boru nemocnych, u kterych byly vySetieny jen nékteré
prognostické faktory.

Pacienti a metodika

Retrospektivni analyza se zaméfila na nemocné dia-
gnostikované a sledované v hematologickych ambu-
lancich I. intern{ kliniky VFN v Praze. Pro zatazeni do
analyzy byla podminkou dostupnost ndsledujicich
udaju: datum diagnézy, klinické stadium dle Raie
v Case diagndzy, datum posledni kontroly a stav pfi
poslednim sledovdni (zda nemocny Zije &i zemfel)
a déle alespori jeden z ndsledujicich ddaji: vySetfeni
imunofenotypizace — exprese CD 38 ¢i ZAP-70, cyto-
genetické vySetieni pomoci FISH, vySetfeni muta¢ni-
ho stavu IgVp. VySetfeni byla u vétSiny pacienti pro-
vedena v Case stanoveni diagndzy, nebylo to vS§ak pod-
minkou (nékterd vySetfeni jsou provadéna az v posled-
nich letech a v dobé diagndzy tedy nebyla dostupnd).
U nemocnych nebylo sledovdno podéni terapie ani
Jeji typ.

Kritéria pro stanoveni diagnézy byla v souladu s obec-
né prijimanym doporucenim (19). Pro stanoveni klinic-
kého stadia byla pouZita kritéria dle Raie (4).

Imunofenotypizace

Znaky CD38 a ZAP-70 byly detekovdny na B lymfo-
cytech (CD19+) periferni krve nabirané do K;EDTA.
Povrchovy znak CD38 byl prokazovdn metodou dvojba-
revného znaceni s pouZitim kombinace monoklondlnich
protildtek (MoAb): CD 19 — FITC (Fluorescein isotho-
cyanat) / CD38- PE (Phycoerythrin). Jako negativn{ kon-
trola slouZil vzorek znaceny isotypovymi protildtkami
(IgG)) s navazanym FITC a PE.

V pripadé vysetrovani cytoplazmatického znaku
ZAP-70 byla pouZita trojkombinace MoAb: CD3-
FITC / ZAP-70 — PE / CD19 — PC-5 (Phycoerythrin-
cyanin-5). ZAP-70 byl prokazovén intraceluldrné.
Nezbytnd permeabilizace bunék, umoZziujici prinik
protilatky do bunky, byla provadéna pomoci kitu Intra-
Prem™ (Immunotech). Permeabilizaci buné€k predcha-
zelo povrchové znaceni protildtkami anti-CD3 a anti-
CD19. Hranice pozitivity byla v tomto pfipadé nasta-
vovana podle ,,pozitivni kontroly*, tj. podle T-lymfo-
cytarni populace (CD3+), kterd je ZAP-70 pozitivni.
Kromé protildtky anti-ZAP-70 (Caltag) byly pouZiva-
ny protilatky Immunotech.

Pripravené vzorky byly analyzovany na pritokovém
cytometru FACSCalibur (Becton-Dickinson). K na¢itani
a hodnoceni dat byl pouzivan software SimulSETT,
v piipadé detekce ZAP-70 software CELLQuest™.
Znak CD38 byl hodnocen v gatu na lymfocyty, v tomto
pripadé byl proveden prepocet CD38+ B-bunék na
100 % B-lymfocyti. Znak ZAP-70 byl hodnocen v gatu
na B-lymfocyty, Vysledky vyjadfovaly procentudlni
podil B-bunék se sledovanym znakem (CD38, ZAP-70)
v celkovém poctu B-lymfocyti.
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Cytogeneticka vySetreni

Cytogenetické vySetfeni bylo provadéno u vétSiny
pacientil z periferni krve, u nékterych z kostni dené; jiz
dfive bylo zjisténo, Ze tyto vysledky jsou srovnatelné
(20, 21). Vzorky kostni dfené byly zpracovany po
24hodinové kultivaci bez pouZiti mitogenu podle stan-
dardnich cytogenetickych postupil, vzorky periferni krve
byly zpracovdny bez kultivace a pouZzity pro fluores-
cenéni in situ hybridizaci (FISH).

Cést nemocnych byla vySetiena kombinaci jednotli-
vych DNA sond (Abbott-Vysis™ ): sonda D13S319 pro
oblast 13ql4 byla pouZita v kombinaci se sondou
CEP 12 pro centromeru chromozomu 12. Delece genu
pS3 byla vysetfena ,,lokus specifickou” sondou LSI p53
v kombinaci s centromerickou CEP 17 jako kontrolou.
Pro delece dlouhych ramen chromozomu 11 byla pouZi-
ta sonda ,,lokus specifickd” pro gen MLL (oblast 11g23),
pozdéji sonda LSI ATM (oblast 11q22.3) s centromeric-
kou CEP 11 jako kontrolni. Hranice vyznamnosti pozi-
tivntho FISH nélezu (cut-off level) byla stanovena na
2,5 % (prumér + 3SD). V poslednich dvou letech byli
nemocni vySetfovani pomoci CLL Probe Panel (Abbott-
Vysis™): Jeden kit obsahuje kombinaci tii DNA sond
CEP12/LSI D13S319/LSI 13q34, druhy kombinaci sond
LSI p53/LSI ATM. Cut-off level pro vySetfeni t€émito
sondami byla stanovena na 5% pro delece, 2,5% pro tri-
zomii 12. Pfi kazdém vySetfeni bylo hodnoceno
200 interfaznich jader.

Vysetteni mutacéniho stava IgVy

Mononukledry z periferni krve (vyjimecné z kostni
dfené), izolované na gradientu Ficoll-Paq, byly lyzovany
a RNA byla izolovdna pomoci TriZolu (Invitrogen,
KRD, Praha). RNA byla prepsdna do cDNA za uziti tran-
skriptdzy Superscript II (Invitrogen). cDNA byla ampli-
fikovdna pomoci PCR s pouZitim Ampli-Taq Gold poly-
merdzy (Applied Biosystems, Praha) v 6 oddélenych
reakcich pro zdchyt klondlni proliferace v 7 rodinach
IgV,; genu. ,,Touch down” metodologie s pouzitim dege-
nerovanych primeri byla popsana jinde (22). RT-PCR
produkty byly purifikovdny a sekvenoviny za pouZziti
Big Dye Terminator kitu v. 3 a sekvenatoru ABI Prism
310 Genetic Analyzer (oboje od Applied Biosystems).
Sekvence klonélné prestavénych IgVy geni byly porov-
ndny s jejich germindlnimi liniemi pouZitim softwaru Ig-
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/; navStivena
naposledy 30. 11. 2005). Rozhrani 2 % (tj. 98 % sekven-
¢ni homologie) rozhodovalo o tom, zda IgVy gen byl
povaZovén za mutovany ¢i nemutovany.

Statistické zpracovani vysledku

Primdrnim cilem analyzy bylo srovnani celkového
preziti podle jednotlivych predpokladanych prognostic-
kych skupin. Jako udélost bylo brdno umrti z jakékoli
priciny. Nebyla analyzovéana skute¢nost, zda a piipadné
¢im byl nemocny 1é¢en.

Pro statistické zpracovani byla pouzita konstrukce kfi-
vek preziti podle Kaplan-Maiera (23) a pro porovnani

log rank test za pouZiti programu GraphPad Prism. Za
statisticky vyznamny byl bran rozdil na hladiné vyznam-
nosti niz8f nez 0,05. V ramci skupin byla vZdy analyzo-
vana skupina vySetfenych proti nevysetfenym a poté
skupina s pozitivnim znakem proti skupiné se znakem
negativnim.

Vysledky

Soubor

Celkem bylo analyzovano 248 nemocnych, u nichZ byla
v rozmezi let 1975 aZz 2005 stanovena diagnéza B-CLL.
Jednalo se 0 139 muzd a 109 Zen s vékovym medidnem
64 let (35-90). Klinické stadium podle Raie bylo uréeno
u 245 nemocnych; vice neZ tfi ¢tvrtiny nemocnych tvofili
nemocni ve stadiich 0 a I (n = 203, 82,9 %), ve stadiu II
bylo pfi stanoveni diagnézy 25 nemocnych (10,2 %) a ve
stadiu IIT a IV pouze 17 nemocnych (7,0 %).

Na pritomnost znaku CD38 bylo vySetfeno 137 nemoc-
nych, pii stanoveni hranice pozitivity 30 % bun€k bylo
hodnoceno 49 (35,8 %) B-CLL jako pozitivnich a 88
(64,2 %) jako negativnich. Pfi stanoveni hranice 20 %
bunék pozitivnich bylo 55 (40,1 %) a negativnich 82
(59,9 %). Na pritomnost znaku ZAP-70 bylo vySetfeno
109 nemocnych (44 % z celkového poctu). Jako hranice
pozitivity byla brana pfitomnost znaku na 20 a vice pro-
centech bunék. ZAP-70 pozitivnich bylo 44 pacient
(40,4 %) a negativnich 65 (59,6 %).

Pri hodnoceni mutacniho stavu IgVy byla hranice,
délici jednotlivé pripady na mutované a nemutované,
98 % — ze 160 vysetienych piipadi (64,5 % z celého sou-
boru) bylo hodnoceno 89 (55,6 %) jako mutovanych
a 71 (444 %) jako nemutovanych.

VySetfeni pomoci FISH bylo provedeno celkem
u 196 pacientti (79,0 %).

Pfitomnost trizomie chromozomu 12 byla vySetfena
u 192 pacientd (77,4 %), z nichz byla trizomie nalezena
ve 22 pripadech (11,5 %) a jednou (0,5 %) byl nélez hod-
nocen jako hrani¢ni, u 169 pacienti (88 %) trizomie
12 nebyla prokdzéna.

VySetieni delece chromozomu 13q14 —Rb1 gen bylo
provedeno u 189 pacientt (76,2 %), z toho byla delece
nalezena u 107 pfipadi (56,6 %), jako hrani¢ni nélez to
bylo u 6 pacientti (3,2 %) a bez pfitomnosti delece bylo
76 ptipadi (40,2 %).

Vysetieni delece 11q23 — MLL gen — bylo provedeno
u 31 pacientd (12,5 %), delece byla nalezena ve 4 piipa-
dech (12,9 %), jednou byl piipad hodnocen jako hranic-
ni a 26 jako negativni (83,9 %).

Na pfitomnost delece 11q22.3 — ATM gen — bylo
vySetfeno 79 pacientt (31,9 %). Delece byla nalezena ve
13 pripadech z vysetfenych (16,5 %) a v 66 piipadech
(83,5 %) byl nélez normdlni, tj. ATM alely byly pfitom-
ny na obou chromozomech.

Vysetieni delece 17p13 bylo provedeno u 193 pacien-
ta (77,8 %). Pozitivni ndlez, tj. chybéni jedné alely p53
genu, byl zaznamendn u 22 nemocnych (11,4 %), jako

234



pfiedloha

1/11/07

3:06 PM Str. 235

Tab. 2. Soubor nemocnych.

n 248
muzi/zen 139/109 56 %/44 %
vék pri diagnéze 64  (35-90)
klinické stadium (dle Rai et al.)
0-1 203 (829 %)
11 25 (10,2 %)
1I-1V 17 (7,0 %)
Exprese CD38+ (vysetfeno 137 — 55,2 %)
pozitivnich pfi hranici 30 % 49 (358 %)
negativnich pfi hranici 30 % 88 (642 %)
pozitivnich pfi hranici 20 % 55 (40,1 %)
negativnich pfi hranici 20 % 82 (599 %)
Exprese ZAP-70 (vysetieno 109 — 44 %)
pozitivni 44 (404 %)
negativni 65 (59,6 %)
Mutacni stav IgVy (vySetieno 160 — 64,5 %)
mutovany 89 (55,6 %)
nemutovany 71 (44,1 %)
Chromozomalni aberace (vySetieno 196 — 79 %)
Trizomie 12 (vySetfeno 192 — 774 %)
nélez +12 pozitivni 22 (11,5 %)
ndlez +12 hrani¢ni (rovnajici se cut-off) 1 0,5 %)
nélez +12 negativni 169 (88,0 %)
del(13)(q14) (vySetieno 189 — 76,2 %)
nélez del(13)(q14) pozitivni 107 (56,6 %)
nélez del (13)(q14) hrani¢ni
(rovnajici se cut-off) 6 3,2 %)
ndlez del (13)(q14) negativni 76 (40,2 %)
del(11)(g23) (vySetfeno 31 — 12,5 %)
nélez del(11)(q23) pozitivni 4 (129 %)
nélez del(11)(q23) hrani¢ni
(rovnajici se cut-off) 1 3,2 %)
ndlez del(11)(q23) negativni 26 (839 %)
del(11)(q22.3) (vySetieno 79 — 31,9 %)
nélez del(11)(q22.3) pozitivni 13 (16,5 %)
nélez del(11)(q22.3) hrani¢ni
(rovnajici se cut-off) 0
nélez del(11)(q22.3) negativni 66 (83,5 %)
del(17)(p13) (vySetieno 183 — 77,8 %)
nélez del(17)(p13) pozitivni 22 (114 %)
ndlez del(17)(p13) hrani¢ni
(rovnajici se cut-off) 5 (2,6 %)
nélez del(17)(p13) negativni 166 (86,0 %)

hrani¢ni byl hodnocen v 5 pfipadech (2,6 %) a jako nega-
tivni ve 166 pripadech (86,0 %).
Soubor je souhrnné popsan v tabulce 2.

Analyza pravdépodobnosti preziti

Pfi medidnu sledovani 3,7 roku bylo zaznamendno 48
umrti (194 %). Pravdépodobnost doby preZziti — overall
survival (OS) celého souboru byla v 5 letech 83,5 % (CI
95 %, 780-89.0 %) a v 10 letech 58,2 (CI 95 %,

-

47,0-69.4 %). Pfi srovnani OS pro jednotlivé proménné
je nadale uddvana hodnota v 5 i v 10 letech.

Srovnani pravdépodobnosti OS pro jednotlivé pro-
ménné ukazuje tabulka 3.

Pfi srovndni OS podle pohlavi se ukdzalo, Ze Zeny
maji signifikantné delsi pfezivani v 5 letech 93,5 % (CI
95 %, 87,8-99,2 %) proti 75,8 % (C1 95%, 87,0-84.,6 %)
u muzt, v 10 letech byl pomér 74,9 % proti 43,9
(p =0,0002) (graf 1).

Klinické stadium podle Raie se ukdzalo z hlediska
prognostické vypovédi jako vyznamné. Z divodu mensi-
ho poc¢tu nemocnych v pokrocilejsich stadiich jsme slou-
¢ili nemocné ve stadiich O-I a III-IV. Ziskané 3 skupiny
pak zhruba odpovidaji Binetovu rozloZeni do 3 skupin.
Pravdépodobnost pétiletého OS v jednotlivych skupi-
nach byla 88,1 % proti 67,9 % proti 57,6 % (p = 0,0002)
— (graf 2).
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Graf 2. Srovnani OS: Klinicka stadia dle Raie.

Pfi hodnoceni vyznamu imunofenotypizacnich
znakd bylo statistické hodnoceni problemati¢téjsi
vzhledem k men$imu poctu udélosti ve vysetfovanych
skupindch (viz niZe). Nicméné jsme byli schopni pro-
kazat vyznam exprese CD38 i ZAP-70. Pii pouZiti hra-
nice pozitivity 30 % bunék byla pravdépodobnost péti-
letého preziti 98,0 % u CD38 negativnich proti 87,0 %
v piipadé CD 38 pozitivnich (p = 0,05). Pfi pouZiti hra-
nice 20 % byl rozdil v péti letech prakticky identicky,
dochdzelo vSak k vét§imu rozevieni kiivek (p = 0,02)
(grafy 3 a 4).

235

—



pfiedloha

1/11/07

3:06 PM Str. 236

100 L1 T TRy

= my

2 Bddecbebadacanddal

Z 751

3

(/2]

S 504 .1.- CD38 neg

% —— CD38 pos

& 25 p=0.048
0 T 1 T 1 T 1
0 5 10 15 20 25 30

roky

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

100 e my

§ | X R T DR O |

Z  75-

3

[72]

S 50 --1.- CD38 neg

(8]

L.

o =0,013 ——CD 38 pos

& 25 p P
0 T 1 T 1 T 1
0 5 10 15 20 25 30

Time

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

ZAP-70 se ukdazal jako statisticky vyznamny prediktor
vys$8i pravdépodobnosti preziti v 5 resp. v 10 letech
u nemocnych ZAP-70 negativnich s hodnotami 100,0 %
versus 91,0 % a 87,5 % oproti 61,1 % respektive
(p =0,05) (graf 5).

Pri hodnoceni vlivu ndlezii chromozomadlnich aberaci
se ukdzalo, Ze pouze u 79 nemocnych byly vySetfeny
vSechny Ctyfi sledované aberace. Vzhledem k mozné
vzajemné vazbé jednotlivych zmén a relativné malému
poctu uddlosti v této skupiné jsme rozhodli hodnotit kaz-
dou zménu zvlast' i za cenu jisté nepresnosti. Ndlezy,
které lezely pfesné na hladiné cut-off, byly brany jako
negativni. Nenalezli jsme signifikantni rozdil mezi sku-
pinami, které mély chromozomovou zménu
del(11)(q22.3) proti negativni a del(13)(q14) proti nega-
tivni. Trend ve smyslu horsi prognézy byl zaznamenan
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Graf 5. Srovnani OS: Exprese ZAP-70 (p = 0,02).
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Graf 7. Srovndni OS: Muta¢ni stav IgVyy (p = 0,0001).

ve skupiné postiZzené trizomii 12 proti skupiné s negativ-
nim ndlezem s pravdépodobnosti pétiletého preziti
749 % oproti 83,2 % (ns, p = 0,09). Signifikantné¢ hors{
prognézu ve smyslu hor§tho pétiletého preziti méli
nemocni s del(17)(p13) 60,6 % proti 85,9 % u nemoc-
nych bez tohoto nélezu (p = 0,009) (graf 6).

Pri hodnoceni vyznamu mutacniho stavu IgVy jsme
prokazali, Ze nemocni s nemutovanou variantou CLL
méli signifikantné kratsi preziti, kdyZ median preziti byl
8.9 roku a ve skupiné s mutovanym stavem nebyl dosa-
Zen. Pravdépodobnost OS v 5 letech byla ve skupiné
s mutovanou formou genu IgVy 97,9 % proti 77,9 %
a v 10 letech 82,3 % proti 40,7 % ve skupiné¢ s nemuto-
vanou variantou (p = 0,0001) (graf 7).

Vzhledem k tomu, Ze vySetfovani jednotlivych pro-
ménnych nebylo provddéno vzdy pii diagndze, byla
moznd selekce testovdna srovndanim OS pro vSechny
vySetfené proti nevySetfenym (tab. 4). Ukdzalo se, Ze
existuji signifikantni rozdily v pravdépodobnosti preZiti
ve prospéch vySetfované skupiny u mutacniho stavu

Tab. 3. Srovnani rozdilu v pravdépodobnosti OS mezi nemocnymi
vySetfenymi pro jednotlivé parametry a nevySetfenymi.

mutacni stav IgVy 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
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IgVy (p = 0,002), exprese CD38 (p = 0,0001) a ZAP-70
(p = 0,0001). U imunofenotypizacnich vySetieni to bylo
dédno signifikantn€ niZ§im poctem udélosti ve skupindch
vySetfovanych (8 resp. 5) proti skupindm nevySetiova-
nym (40 resp. 43) (p = 0,00001). Ve skupiné cytogene-
tické nebyl zaznamenan rozdil pfi vySetfovani
del(11)(q22.3), naopak rozdil ve prospéch nevysetiované
skupiny byl zaznamendn pii vySetfovani del(13)(ql4),
del(17)(p13) a trend pfi vySetfovani trizomie 12.

Diskuse

Nazory na 1é¢bu pacientd s B-CLL se postupné
meéni. V mnoha pfipadech je mozno (a dnes doporuco-
vano) sledovat prirozeny vyvoj choroby a vyckavat
(,,watch and wait* strategie). Cast pacientt s indolent-
ni chorobou je klasifikovdna jako ,,smoldering CLL*
(doutnajici CLL) a mnohdy u nich nedochézi k progre-
si nemoci. Nové je nyni v literatufe popisovana
B-monoklondlni lymfocytéza nejasného vyznamu —
analogicky monoklondlni gamapatii nejasného vyzna-
mu a plazmocytomu — jeji vyskyt autofi udavaji
0,5-1,0 % u dospélych se stoupajici prevalenci se stou-
pajicim v€kem aZ na 5 % po 60. roce Zivota (24, 25).
Vzécné zfejmé mohou u nékterych pacientl byt i pfi-
pady spontdnni remise (vlastni pozorovani). Za indika-
ci k zahéjen{ 1é¢by je dnes povaZovana pouze progrese
nemoci (tab. 4). Pfed¢asné nebo nespravné indikované
zahdjeni terapie moznd mtize vést k poruseni ,,homeo-
stdzy choroby* a selekci agresivnéjSich leukemickych
klont. Vysledkem by mohla byt rychlejsi progrese
nemoci neZ bez 1écby (26).

Vzhledem k tomu, Ze dnes jiZ zndme a madme moZz-
nost vySetfovat rizikové faktory, pfi jejichZ zhodnoce-
ni Ize s uréitou pravdépodobnosti predpovédét vyvoj
nemoci, analyzovali jsme na dosud nejrozsihlejSim
souboru nemocnych popsaném v Ceském pisemnictvi
vyznam nékterych z té€chto faktorti s cilem umoZnit
v budoucnosti individualizovanou volbu lé¢ebného
postupu. Jde o retrospektivni analyzu se vSemi jejimi
prednostmi i limitacemi. Jednou z limitaci byla nedo-
stupnost vysledk vSech vySetfeni u celého souboru
pacientdl, coZ znesnadiiuje multivariantni analyzu. Pfi-

Tab. 4. Indikace k zahdjeni 1é¢by u B-CLL.

Drenova insuficience (anémie, trombocytopenie)
Masivni (>10 cm) nebo progredujici adenomegalie
Masivni (>6 cm) nebo progredujici splenomegalie
Progresivni lymfocytéza

50% néartst v priabéhu 2 mésict

lymphocyte doubling time (LDT) < 6 mésicti
Celkové priznaky

tibytek hmotnosti > 10 % za 6 mésicu

teploty

vyraznd Gnava

no¢ni poty
Autoimunni cytopenie

-

¢inou je fakt, Ze mnohdy se jednd o faktory pomérné
nové, napr. vySetfovani exprese ZAP-70 bylo zavede-
no na zdklade€ praci z roku 2003 (14, 15) aZ v roce
2004, u dalSich parametri se jednd o obdobi jen
o nekolik let del§i. CLL je pfitom onemocnéni s dlou-
hym pribéhem a tak miZe dochdzet k selekénimu bias,
kdy nemocni s prognosticky nepfiznivym onemocneé-
nim zemfeli pfed zavedenim metody, zatimco nemocni
s prognosticky pfiznivymi znaky preZivaji a mohou
byti analyzovéni, byt tfeba byli diagnostikovdni ve
stejné dobé. Pfi nedostupnosti zamraZenych vzorkd,
tak mize dochdzet k jistému zkresleni vysledkd a to
sice ve sméru prevahy pacientd s dobrymi charakteris-
tikami. Dluzno vSak podotknout, Ze se stejnymi pro-
blémy se potykaji i dalsi studie, v jejichZ rdmci byli
vySetfovdni nemocni v rtzné fizi onemocnéni a na
zaklad€ jejichz vysledkli byly prognostické skupiny
definovdny (10-12). Nadto je zndmo kolisdni nékte-
rych parametri v pribéhu choroby, jak je tomu napfi-
klad u exprese CD38 (11), nebo klondlni vyvoj chro-
mozomdlnich aberaci (27). I s témito limity povazuje-
me naSe ndlezy za vyznamné a vypovidajici o soucas-
né moznosti vySetfovani a vyznamu biologickych pro-
gnostickych faktorl. Zaméfili jsme se v této prici
proto na celkové preziti (s celkovym poctem 48 dmrti
= uddlosti) a multivariani analyzy se vzdali.

Nenfi prekvapivé zjisténi, Ze Zeny s CLL Ziji déle nez
muZi, v na$i sestavé byl rozdil vysoce signifikantni
(graf 1). Otdzka, pro¢ tomu tak je, neni jednoznacné
zodpovézena a vysvétleni nepfinesla ani analyza fady
biologickych parametrd véetné molekuldrné biologic-
kych (28). V nasi sestavé bylo mezi muZi vice pfipadi
CLL bez ptfitomnosti mutace IgVy (p = 0,03) a pfi ana-
Iyze pouze ,,nemutovanych* pfipadi byl zaznamendn
statisticky nevyznamny trend k hors{ prognéze u muzi
neZ u Zen (p = 0,09). Zajimavé je, Ze tento fakt horsi
prognézy u muzi se obrazi i v indikaci k alogenni
transplantaci dfené v retrospektivni analyze z CR, kdy
z 24 indikovanych nemocnych bylo 22 muzi (29).

Mutacn{ stav genu pro IgVy se ukdzal jako vyznam-
ny nezdvisly prognosticky faktor (10, 12). V nas{ sesta-
vé bylo vysetieno a analyzovdno 160 nemocnych,
z nichZ byla nepfiznivd nemutovand sekvence naleze-
na u 44 %. Ptes fakt, Zze ve skupiné nevysetienych
nemocnych byl vys§i pocet dmrti (27 z 88 proti 21 ze
160), i s relativné kratkym medidnem sledovéni byla
pritomnost nemutované sekvence IgVy shleddna jako
signifikantné zhorSujici prognézu nemocnych s media-
nem preziti 9 let. V této souvislosti je dulezité zduraz-
nit, Ze tento rozdil pfetrvaval i pfi analyze casnych kli-
nickych stadif dle Rai, odpovidajici vétSinou Binetové
stadiu A.

Analyza naSeho souboru prokdzala trvajici platnost
klasické kategorizace do tfi prognostickych skupin —
klinicka stadia dle Raie O-I, II a III-IV (4) se ukazala
jako fungujici prognosticky model.

Pti analyze exprese CD znakl jsme narazili na pro-
blém relativné malého poctu uddlosti v analyzovanych
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podskupinéch, na ¢emz se pravdépodobné podilel fak-
tor popsany vySe. Ve skupiné€ 137 pacienti, u kterych
byla vySetfena exprese CD38, to bylo 8 umrt{ (proti 40
u 111 nevySetfenych) a ve skupiné 109 pacientt
s vySetfenim exprese ZAP-70 to bylo 5 imrti (proti 43
u 139 nevysetfenych). Pres tuto skutec¢nost byly rozdi-
ly v pravdépodobnosti celkového preziti signifikantni.
Pro ZAP-70 se oproti CD38 znaku zd4 byt skutecnosti
vétsi stabilita v prib&hu onemocnéni (11).

Interpretace a statistickd analyza nélezd chromozo-
malnich aberaci byla obtiznd z divodt zminénych vyse.
Kompletni vySetieni bylo dostupné jen u 79 nemocnych,
proto byli nemocni analyzovani podle pritomnosti ¢i
nepritomnosti jednotlivych chromozomadlnich aberaci.
Incidence jednotlivych abnormalit byla obdobnd jako
v jiz dfive publikované praci zahrnujici pacienty
i z jinych center (20, 21, 30) a odpovidala i incidenci
publikované v praci Dohnerové (27).

Prognosticky vyznam pro preZiti byl demonstrovan
u delecel7p, kdy pritomnost této delece znamenala
signifikantné hor$i prognézu pro pteZiti (p= 0,009).
Trend jsme zaznamenali u trisomie 12 chromozomu.

Nebyli jsme schopni demonstrovat vliv deleci
v oblasti ATM genu (pfipadné del(11)(q22.3)) na pre-
Ziti pfi 13 pozitivnich a 66 normalnich nalezech. Jed-
nim z moZnych vysvétleni je pravé skutecnost malého
mnozstvi vySetfenych nemocnych, pfi hodnoceni poctu
umrti v jednotlivych skupinéch to bylo 12 % ve skupi-
né bez delece a 23 % ve skupiné s deleci.

Pfi analyze vyznamu del(13)(q14) byla pravdépo-
dobnost OS stejna ve skupiné s deleci i bez ni. Pfi sub-
analyze skupin s touto deleci jako jedinou abnormali-
tou a skupiny bez jakékoli abnormality (normdlni
ndlez) byl osud obou skupin stejny.

Jaky mohou mit biologické prognostické faktory
vyznam pro volbu inicidlni terapie, je stile predmétem
diskuse. Jednou z duleZitych otdzek je standardizace
téchto metod a ovéfeni jejich vyznamu v prospektiv-
nich klinickych studiich.

NaSe ndzory na problematiku 1é¢by jsou shrnuty na
jiném misté v tomto Cisle, struéné vSak lze fici, Ze
v béZné klinické praxi se rozhodnuti o zahdjeni terapie
stdle odviji od klinického stavu nemoci — 1écbu zaha-
jujeme pfi pokrocilém nebo progredujicim onemocné-
ni a zdkladnim lécebnym pfistupem jsou reZimy zalo-
Zené na fludarabinu a v budoucnu jist¢ v kombinaci
s monoklondlnimi protildtkami. Zda opraviuje pfitom-
nost té€chto faktorl zahdjeni 1é¢by v inicidlnich stadi-
ich, je predmétem klinickych studii, stejné jako pouZi-
ti intenzivni 1é¢by s vysokoddvkovanou terapii (31)
v casnéjSich fazich 1é¢by. Vzhledem k prakticky sto-
procentnim relapsim po autologni transplantaci kme-
novych bunék (ASCT) resp. objevujicimu se plateau
v ktivkdch preziti, které signalizuji, Ze ASCT miZe
pouze prodlouZit preZivdni bez zndmek nemoci (disea-
se-free surrvival) se v poslednich letech zvaZuje pouZi-
ti alogenni transplantace jako moZné terapie u vybra-
nych nemocnych (mladsi s rizikovymi faktory predpo-

-

kladem agresivniho pribéhu nemoci (32, 33), zatim ve
stadiu klinickych studif.

Zavér

Cilem této studie bylo zhodnoceni moznosti presnéjsi-
ho uréeni prognézy a rizikovych faktorti v dobé diagné-
zy B-chronické lymfocytirni leukemie pfi pouZiti
modernich diagnostickych metod. Pfesné urceni progné-
zy md vliv na rozhodovéni, kdy je pro pacienta nejlépe
1é¢bu zadit, ale i na rozhodnuti jakym zptisobem daného
pacienta 1é¢it. VétSina v soucasné dob¢ rutinné pouZiva-
nych moZnost{ terapie sice vede ke zmirnéni symptomu
piipadné k laboratornimu zlepSeni, nikoliv vSak k pro-
dlouZeni celkové doby preziti ¢i k vyléceni (Kalil, 2000).
Zhodnoceni efektu novych lékt a postupd 1é¢by (mono-
klondlni protildtky, transplantace krvetvornych bunék,
inhibitory cyklin-dependentnich kindz) na celkovou
dobu preziti pacientd vzhledem k relativné piiznivé
dlouhému primérmému piezivani pacientd s B-chronic-
kou lymfocytarni leukemii jeSté neni mozné.
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