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Souhrn

Vyznamnym prognostickym faktorem u pacientii s chronickou lymfocytarni leukemii je nilez chromozomalnich abe-
raci. Jejich prikaz pomoci fluorescencni in situ hybridizace umoziiuje rozdélit pacienty do prognostickych skupin
s rozdilnym celkovym prezitim a intervalem od diagnézy do zahajeni prvni terapie. Nalez delece 17p je spojeny s re-
zistenci na standardni chemoterapeutické rezimy a prikaz této aberace mize modifikovat 1écebné rozhodnuti. Pro-
toZe zmény karyotypu nejsou stabilni po celou dobu onemocnéni a v pritbéhu choroby miize dojit ke klonalni evolu-
ci se vznikem novych aberaci, je vhodné provadét cytogenetické vySetieni nejen pri diagnoze, ale zvlasté pred zaha-
jenim kazdé linie 1écby.
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Summary
Brejcha M., Mayer J., Klodova D., Sobotka J., Wrobel M., Doubek M., Brychtova Y., PospiSilova S.: Clonal evoluti-
on in chronic lymphocytic leukemia

Chromosomal aberrations have important prognostic significance in patients with chronic lymphocytic leukemia.
Aberrations detected by fluorescence in situ hybridization define specific subgroups that differ in the overall survi-
val and the time from diagnosis to first treatment. Patients with deletion 17p appear resistant to standard chemothe-
rapy regimens and detection of this cytogenetic abnormality may influence therapeutic decisions. Because additional
genetic defects (clonal evolution) may be acquired during the course of the disease, cytogenetic analysis is recom-

mended not only at diagnosis, but prior every line of the treatment.
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Uvod

Vv s

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejCast&jsi
leukemii v dospélém véku v Evropé a Severni Americe.
Klinicky pribéh onemocnéni je velmi riiznorody. U né-
kterych pacienti miize mit onemocnéni dlouhé, roky trva-
jici bezptiznakové obdobi s jedinym znakem nemoci —
lymfocytézou. Na druhé strané€ jsou pacienti, u kterych ma
nemoc agresivni priibéh i pres fadné vedenou terapii. Z4-
kladn{ prognosticky udaj v dobé diagndzy poskytuje sta-
noveni klinického stadia dle Raie a Bineta (1, 2). Tyto sta-
Zovaci systémy definuji nizké (Rai 0, Binet A), stfedn{ (Rai
I/I1, Binet B) a vysoké (Rai III/IV, Binet C) riziko onemoc-
néni. Mezi jednotlivymi rizikovymi skupinami kolisd me-
didn preziti od 1-3 let u pacientt ve vyssim klinickém sta-
diu az po vice nez 10 let u pacientl v stadiu nizkém. Me-
zi pacienty stejného klinického stadia je pfesto znacnd va-
riabilita v chovani nemoci. Individudlni riziko progrese Ize
definovat na zdkladé€ fady klinickych a laboratornich na-
lezli, v€etné modernich cytogenetickych a molekularné ge-
netickych vySetfeni (3, 4). Chromozomadlni aberace jsou
u chronické lymfocytarni leukemie v soucasnosti deteko-
véany pfedevsim fluorescencni in situ hybridizaci (5, 6). Po
zavedeni nové metody kultivace bunék (CPG oligonuk-
leotidy s interleukinem 2) se zvysil zachyt aberaci klasic-

kym vySetfenim karyotypu a byl déle roz§ifen prognos-
ticky vyznam cytogenetického vysetfeni (7-9). Kromé to-
ho, Ze cytogenetické abnormality maji vyznamnou pro-
gnostickou hodnotu, je jejich nalez dilezity pro stanove-
ni 1écebné strategie (10). Pacienti s chronickou lymfocy-
tarni leukemii mohou v priitbéhu onemocnéni podstoupit
i vice linif terapie. Pfi volbé 1écebného protokolu je nut-
no vzit v ivahu, Ze zmény karyotypu nemusi byt stabilni
po celou dobu trvéni nemoci.

Cytogenetické vySetieni

Pfi klasickém cytogenetickém vySetfeni jsou u paci-
entli s CLL prokazovany chromozomadlni aberace ve 40
az 50 % ptipadu (11). Se zavedenim metodiky fluores-
cencni in situ hybridizace (FISH) se zachyt cytogenetic-
kych zmén u CLL zvysil na vice nez 80 %, pficemz nej-
Castéji prokazovanymi aberacemi jsou delece 13q, dele-
ce 11q, trisomie 12 a delece 17p (5). Jednotlivé aberace
koreluji s celkovym preZzitim (OS — overall survival) a in-
tervalem do nutnosti zahdjeni 1écby (TFS — treatment free
survival) (5, 6). Nélezy delece 17p a delece 11q jsou po-
vazovany za prognosticky nepfiznivé, zatimco ostatni na-
lezy jsou prognosticky pfiznivé (delece 13q), nebo neu-
trdlni (normdln{ karyotyp, trisomie 12). Na zdklad¢ po-
rovnani jednotlivych aberaci s klinickym priibéhem ne-
moci bylo definovédno celkem 5 prognostickych skupin
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a vytvoren tzv. hierarchicky model chromozomaélnich ab-
normalit (viz tab. 1). Kromé prognostického vyznamu
chromozomadlnich aberaci byla prokédzana jejich souvis-
lost s klinickym chovanim nemoci. Pro deleci 11q je cha-
rakteristickd lymfadenopatie, pro deleci 17p rezistence na
standardni chemoterapeutické reZimy obsahujici alkylac-
ni cytostatika a purinovd analoga (12, 13). Novou pro-
gnostickou podskupinu u CLL pfedstavuje ndlez chromo-
zomalnich translokaci. Po zavedeni nové metodiky stimu-
lace (CPG oligonukleotidy s interleukinem 2) se zvySil
zachyt chromozomadlnich aberaci pii klasickém cytogene-
tickym vySetfenim na priblizné 80 % a zaroven bylo pro-
kézano, zZe pro CLL jsou charakteristické predevsim ne-
balancované translokace (7, 8). Na souboru 96 pacientt
bylo nasledné zjisténo, Ze ndlez translokaci koreluje
se zkracenim OS (94 vs. 346 mésicu) i TFS (24 vs. 106
mésict) (9). V této studii bylo zaroven prokdzano, Ze na-
lez translokaci modifikuje prognézu pacientl definova-
nou dle FISH. U pacientt s izolovanou deleci 13q byl
nélez translokaci spojen se signifikantné krat§im TFS (41
vs. 132 mésicl), u nemocnych s deleci 11q zkratil nélez
translokaci TFS ze 48 mésicti na 13 mésica.

Tab. 1. Hierarchicky model chromozomadlnich abnormalit u CLL dle
Dohnera a kol. (2000).

Cytogeneticka Vyskyt | Median preziti TFS
zména (%) (mésice) (mésice)
17p- 7 32 9
11q- bez 17p- 17 79 13

+ 12 bez 17p- a 11g- 14 114 33
normalni karyotyp 18 111 49
13q- bez 17p-, 11g- a +12 36 133 92

Klonélni evoluce

Soucasné s prukazem cytogenetickych abnormalit
u CLL vyvstala otdzka, zda jsou tyto aberace charakte-
ristické pro maligni klon, ¢i zda se v pribéhu choroby mo-
hou objevit dal§i zmény, které pak mohou eventudlné
ovlivnit prognézu nemocnych. Prace, které byly publi-
kovany koncem 80. a pocatkem 90. let minulého stoleti,
prokézaly, Ze ke klondln{ evoluci sice dochdzi, neni ale
prilis Castd a nemd vyznamnéjsi dopad na prognézu. Nej-
veétsi prace z té doby pochdzi od Osciera a kol., kteff sle-
dovali 112 pacientd s CLL (14). Zména karyotypu byla
zaznamendna u 16 % (18/112) nemocnych, pouze u jed-
noho z nich vSak byla jasna korelace mezi progresi cho-
roby, zménou morfologie a zménou karyotypu. U ostat-
nich pacientdl s novou cytogenetickou zménou sice cho-
roba progredovala, ale k progresi doslo jesté pred vzni-
kem nové zmény karyotypu. Podobné vysledky mély
i dalsi dvé prace, které sledovaly mensi poCty pacientu.
Juliusson a kol. zjistili zménu karyotypu u 15 % (6/41)
sledovanych jedincd, pfi¢emz pouze u dvou z nich se pro-
jevily soucasné i klinické zmény (15). Nowel a kol. sle-
dovali 21 pacientd po dobu 2 a vice let (16). U 62 %
(13/21) doslo k progresi choroby s nutnosti 1é¢by, ani
v jednom piipadé nebyla zaznamendna nova cytogenetic-
kd zména. AvSak mezi dal§imi 12 pacienty, sledovanymi

méné nez 2 roky, se vyskytli 4, ktefi méli klondlni evo-
luci, jeZ byla spojend s Casnou mortalitou.

Z druhé poloviny 90. let minulého stoleti pochézi dvé pra-
ce, které prinesly ponékud odlisny pohled na zmény kary-
otypu v priibéhu CLL. Klonéln{ evoluci povazovaly za Cas-
t&jS1 a zv1aste prognosticky vyznamny ndlez. Fegan a kol.
prospektivné sledovali 45 pacientti s CLL (17). Klondln{
evoluce byla zjisténa v prub&hu pétiletého sledovani
u 38 % (17/45) z nich a signifikantné korelovala s progre-
si choroby. Z celkového souboru doslo k progresi choroby
u 35 % (16/45) pacientti a v této skupiné byly zmény kary-
otypu signifikantné Cast&jsi (12/16, 75 %) nez u jedincti se
stabilni chorobou (5/29, 17 %). Podobné vysledky zazna-
menali i Finn a kol. (18). Pfi sledovani 51 pacienti doslo
ke zméné karyotypu u 43 % nemocnych (22/51) a klinicky
definovana progrese (zvySeni Rai stadia ¢i umrti na CLL)
byla ¢astéjsi u jedincti se zménou karyotypu. Mezi nemoc-
nymi s klondlni evoluci choroba progredovala u 50 %
(11/22), zatimco mezi pacienty se stabilnim karyotypem
progredovala klinicky pouze u 17 % (5/29).

Prvni préci sledujici frekvenci klondlni evoluce pii pou-
ziti FISH analyzy predstavili Shanafelt a kol. (19). V té-
to prospektivni studii bylo sledovdno 159 nemocnych
s dosud nelécenou CLL. Béhem pozorovani byly zmény
cytogenetického nalezu zjistény u 11 % (18/159) pacien-
ti, pfiCemZ mira klondlni evoluce stoupala s trvanim
diagnézy. V prvnich 2 letech sledovani k ni doslo pouze
u jednoho pacienta oproti 17 sledovanym 5 a vice let. Me-
didn vzniku nové cytogenetické zmény od prvniho FISH
vysetien{ byl 7.8 rokl (od 1,9 do 11 rokt). Celkem u 5
nemocnych znamenala nova cytogenetickd abnormalita
zhorSeni progndzy dle hierarchického modelu (viz tab. 2).
Klondlni evoluce byla ¢astéj$i mezi ZAP-70 pozitivnimi
nez ZAP-70 negativnimi jedinci. Podobny trend byl sle-
dovén i u nemocnych s nemutovanym IgVy genem, zde
ale nebylo dosaZeno statistické vyznamnosti pro maly po-
et pacientt, u kterych byl zndm IgVy status. Klondln{
evoluce byla také Castéjsi u pacientl, ktefi byli v pribé-
hu sledovani 1é¢eni. Pred vznikem zmény karyotypu 1é¢-
bu podstoupilo celkem 71 % nemocnych. U vSech paci-
entl s mutovanym IgVy genem byla novou cytogenetic-
kou abnormalitou delece 13q, zatimco mezi jedinci s ne-
mutovanym IgVy genem se u 4 nové objevila delece 17p
au jednoho delece 11q. Ukazuje se tak, Ze pacienti ZAP-
70 pozitivni nebo s nemutovanym IgVy genem maji vét-
§1 chromozomaln{ instabilitu, a s tim spojené vétsi riziko
vzniku nové cytogenetické zmény. Vzhledem k tomu, Ze
nové ziskané aberace u nékterych nemocnych zhorSily

Tab. 2. Klondlni evoluce se zhorSenim rizika dle hierarchického mo-
delu. Podle Shanafelta (2006).

Vstupni FISH FISH pri priitkazu klonalni evoluce
vySetieni

+12 + 12, 17p-

13g- 13g-, 11g-

normalni karyotyp 17p-

normdlni karyotyp 13q-, 17p-
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Tab. 3. Median preziti od doby zjisténé klondlni evoluce (medidn sle-
dovéni 2,1 rokt). Podle Shanafelta (2008).

Typ klonalni evoluce
74dna klondlni evoluce

Median pieziti (roky)
medidn nedosazen

jakdkoliv klondlni evoluce 23

nové 17p- nebo 11g- 13

jind zména nez 17p- nebo 11q- medidn nedosaZen

prognézu dle hierarchického modelu, bylo mozné pied-
pokladat, ze klondlni evoluce pfedstavuje neptiznivy pro-
gnosticky faktor. Toto bylo potvrzeno na stejném soubo-
ru o 2 roky pozdé&ji (20). Medidn pfeZiti mezi pacienty
s klondlni evoluci byl 2,3 roky, u jedincl bez klondlni evo-
luce nebyl medidn dosaZen. Prognézu nemocnych s klo-
ndlni evoluci také ovlivnilo to, jaky typ aberace ziskali.
Medidn preziti pacientll, ktef{ ziskali deleci 17p nebo 11q,
byl 1,3 rokd, u jedincll s jinou novou aberaci (nejcasteji
delece 13q) nebyl medidn dosaZen (viz tab. 3).

Opakované FISH vysetieni provadeli u pacient s CLL
také Stilgenbauer a kol. (21). Retrospektivné bylo zhod-
noceno 64 pacientl s opakovanym cytogenetickym vyset-
fenfim a u 17 % (11/64) z nich se v pribéhu sledovani ob-
jevila nova cytogenetickd abnormalita: u Ctyf delece 17p,
u tif delece 6q, u dvou delece 11q, u jednoho trisomie
chromozomu 8, a u tii doslo k evoluci z monoalelické de-
lece 13q do bialelické delece 13q. Ve skupiné s klonaln{
evoluci byla patrnd progrese v klinickém stadiu dle Bi-
neta (82 % vs. 28 %) a Castéji bylo nutno zahdjit 1écbu
u dosud nelécenych nemocnych (91 % vs. 62 %). Klonal-
ni vyvoj byl zaznamendn pouze u jedincli s nemutovanym
IgVy genem a zmény karyotypu byly Castéjsi u lécenych
nemocnych. LéCeno bylo 9 z 11 (82 %) pacienti, u kte-
rych doslo ke zméné karyotypu. Delece 17p se objevila
u ti{ pacientt, ktefi byli pfedtim 1éCeni, ale byla také no-
vé zjisténa u jednoho pacienta bez predchozi terapie. Klo-
ndlni evoluce celkové pfedstavovala nepfiznivy prognos-
ticky faktor, odhadovany medidn pfeZiti od detekce klo-
nélni evoluce byl 21,7 mésica.

Profil genové exprese

Pomérné novou technologii v onkologické diagnosti-
ce je vyuziti tzv. DNA ¢ipii (DNA microarrays), které do-
kédzou stanovit stupen exprese nekolika tisicti gentl sou-
casné v jedné reakci a pomoci specializovaného softwa-
ru je nasledné vytvoren tzv. profil genové exprese (gene
expression profile — GEP) analyzovaného vzorku. Vy-
uziti DNA Cipd v hematoonkologii je pomérné zndmé
u difuzniho velkobunééného B lymfomu, kde pomoci sta-
noveni profilu genové exprese 1ze odliSit 2 subtypy to-
hoto lymfomu s odliSnou prognézou (22). Chronicka lym-
focytdrni leukemie pfedstavuje dalsi z hematologickych
malignit, na které byla problematika DNA ¢ipli zkoumd-
na. Rozdilnym profilem genové exprese u pacienti se sta-
biln{ a progredujici chorobou se zabyvali napf. Filt a kol.
(23). Profil genové exprese byl stanoven u 11 pacientl
se stabiln{ a 10 pacientl s progredujici chorobou. Pfi po-
rovndni GEP obou skupin byla nalezena skupina gentl,

které byly schopny odlisit ob¢é klinické jednotky s pres-
nosti 70-90 %. Na problematiku zmény genové exprese
pri progresi CLL se zaméfili Fernandez a kol. (24). U 16
pacientit s CLL byl opakované stanoven GEP. Prvn{ vy-
Setfeni bylo provedeno v dobé diagnézy pri nizkém kli-
nickém stadiu (Binet A) a druhé vySetfeni pfi progresi
choroby (Binet B, C). VétSina pacientt (15/16) méla ne-
mutovany IgVy gen a byla ZAP-70 pozitivni (12/16). Pro
srovnani byli opakované vysSetieni i 3 pacienti se stabil-
ni chorobou (vSichni méli nemutovany IgVy gen a byli
ZAP-70 pozitivni). Pfi stanoveni GEP v dobé diagnézy
a pfi progresi nemoci byla zjisténa skupina 58 genl od-
liSné exprimovanych v obou situacich. Toto nebylo pozo-
rovano u pacientt s klinicky stabilni chorobou. Kromé
GEP bylo vstupné provedeno i vySetfeni komparativni ge-
nomovou hybridizaci, kterd prokdzala chromozomové
zmény u 56 % (9/16) pacientil. Pfi opakovaném vysetie-
ni pfi progresi choroby byly u dal§ich 2 pacientt (2/16,
12,5 %) zjistény nové chromozomadlni aberace. Progrese
choroby tak byla spojena nejen se zménou GEDP, ale i se
zménou karyotypu.

Zavér

PrestoZe z uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze ke zmeé-
nam karyotypu dochdzi u necelych 20 % pacientti s CLL,
klonalni evoluce ptedstavuje nepfiznivy prognosticky fak-
tor spojeny se zkracenim celkového preziti. Ocekavat ji
Ize spiSe u nemocnych s del§im trvanim nemoci, u paci-
entli s nemutovanym IgVy genem, pozitivitou ZAP-70
cytogenetického vysetfeni pro zvolen{ lécebné strategie,
by toto mélo byt provedeno u vSech pacientt, u nichz pfi-
chézi v tivahu podani chemoterapie. Pro moZny vznik klo-
ndlni evoluce je vhodné vysetfeni opakovat i pfed kazdou
dalsf linif 1écby. V dobé diagndzy prinasi cytogenetické
vysetfeni predevsim prognosticky tdaj a jeho indikace by
méla byt rutinni.

Seznam pouzitych zkratek

CLL - chronickd lymfocytarni leukemie
FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace
GEP - profil genové exprese

TFS — doba bez nutnosti 1é¢by

OS - celkové preziti
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