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Rychly rozvoj molekulovej bioldgie a genetiky zmenil vyrazne pohfad na biol6giu chronickej lymfocytovej leukémie, ktora bola povazovana
za ,,chorobu z akumulacie” imunologicky nekompetentnych lymfocytov. Kinetické Studie dokazali normalnu, dokonca aj vyssiu prolife-
racnu aktivitu so schopnostou odpovedat na antigén. Nové prognostické markery — cytogenetické aberacie, mutacny stav, pozitivita tyro-
zinkinazy ZAP 70 lepsSie koreluju s klinickym priebehom tejto heterogénnej entity. Kritéria diagnozy, stagingu a zhodnotenia terapeutickej
odpovede formulované Bruceom Chesonom a kolektivom v roku 1995 boli v novej podobe publikované INCLL - sponsored working group
(International workshop on chronic lymphocytic leukemia) v Blood9.
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vySetrenie kostnej drene.

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA - BIOLOGY, PROGNOSIS AND CLINICAL PICTURES (PART 1)

Rapid development of molecular biology and genetics changed the view on biology of chronic lymphocytic leukemia, previously conside-
red to be a disease from accumulation of imnmunoincompetent lymphocytes. Kinetic studies proved normal, even increased proliferative
activity with antigen response. New prognostic markers - cytogenetic aberations, mutational status, tyrosin-kinase ZAP 70 positivity show
better correlation with clinical course of this heterogenous entity. Diagnostic criteria, staging a treatment response evaluation, formulated
by Bruce Cheson et al were revised and published by IWCLL (International workshop on chronice lymphocytic leukemia) — sponsored
working group in Blood.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, mutational status, arrays, microenviroment, cytogenetic aberations, imunophenotype, bone
marrow examination.
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Obrazok 1. Génovy podpis. Rozdielna expresia ZAP-70.

Definicia

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je klo-
nové ochorenie lymfocytov. Podla WHO klasifikacie
(World Health Organization, Svetova zdravotnicka
organizécia) je to vzdy malignita z B-lymfocytov
a patri do rodiny lymfoproliferacii (leukemicky variant
lymfocytového lymfémuy) (1).
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Etiolégia a epidemiolégia

Pricina je neznama. Je to jedind leukémia, u ktorej
nezohravaju dlohu vonkajsie faktory. Zndme rizikové
faktory st vysoky vek a hematologicka malignita v ro-
dine, pozorovany je familiamy vyskyt CLL (5 — 10 %).

CLL je najcastejSia leukémia dospelych v Eurdpe
a Severnej Amerike (2) —tvori priblizne 25 -30 %
leukémii s incidenciou 3 — 4/100 000. Medidn vysky-
tu je medzi 65 — 70 rokom, muzi st postihnuti dvakrat

CastejSie ako Zeny a s agresivnejsim priebehom.
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Patofyziolégia

Analyza génov pre imunoglobuliny odhalila exis-
tenciu dvoch odliSnych biologickych foriem — podrfa
somatickej mutacie génu pre variabilni ¢ast mole-
kuly tazkého retazca imunoglobulinu (IgVH) - ké-
duji  odlidné povrchové imunoglobuliny (Ig).
Nemutovany gén je taky, ktory ma génovd zhodu
na 98 % s povodnou germinalnou liniou (arbitrarne
stanovena hranica — homoldgia na 98 %).
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Lymfocyt CLL s nemutovanym génom expri-
muje viacej BCR (B-cell receptor) a zachovava si
vysoku reaktivitu na antigén (3). Pravdepodobne
prekonal urCity stupen antigénnej stimulécie (a aj
selekcie) v dobe malignej transformacie - bez do-
zoru T-lymfocytov — v margindlnej zéne lymfatického
folikulu.

Lymfocyty s mutovanymi génmi prekonali ,nor-
malnu“ antigénnu stimuldciu v germinativnom cen-

tre sekundarneho folikulu lymfatickej uzliny (toto
je fyziologické miesto hypermutdcii), maju vysoko
Specifické Ig a nereaguju na antigén. Klinicky kore-
luje nalez tzv. mutaéného stavu uzko s prognézou:
~mutovana CLL* (M-CLL) je klinicky priaznivejSia,
u ,nemutovanej CLL* (U-CLL) (zahffia aj gén
V 3-21) dochadza k rychlej progresii aj s rozvojom
cytogeneticky nepriaznivych markerov (pozri da-
lej).
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Napriek klinickym a molekulovym odli$nostiam
posledné Studie z oblasti génovej expresie dokaza-
li, zZe CLL je charakterizovand spolo¢nym génovym
podpisom, ktory je nezévisly od mutaéného stavu
a odliSuje CLL od zdravych buniek a ostatnych lym-
foproliferacii a poukazuje na spolocny mechanizmus
transformécie — ¢o podporuje napriklad aj monoténny
fenotypovy podpis. Génovy podpis sa lisi asi v 100
génoch — signifikantne hlavne v ZAP 70 (Zeta chain
associated protein of 70 kd - pozri dalej).

Dlho bola CLL povazovand za chorobu z aku-
muldcie maligne transformovanych a imunologicky
nekompetentnych zrelych B-lymfocytov spdsobend
predovSetkym defektom v programovanej bunkovej
smrti (defekt apoptdzy). Na zéklade novych kine-
tickych Studii ale predpokladdme, Ze bunky CLL
su odvodené z imunokompetentnych B-lymfocytov,
ktoré odpovedaju na (auto-) antigén a proliferu-
ju normalne alebo v rdmci subpopulécii dokonca
rychlejSie ako zdravé bunky -ide o heterogénnu
chorobu, ktora sa lisi stavom aktivacie a vyzrievania
medzi pacientmi a dokonca aj medzi subpopulaciami
jednotlivého klonu pacienta (5). Bunky s vy$Sou pro-
liferaénou aktivitou su lokalizované v kostnej dreni
a lymfatickych uzlinach, kde tvoria proliferaéné cen-
trd. V perifémej krvi je bunkovy cyklus detekovany
velmi raritne.

Prezitie buniek CLL ovplyviuju zdsadnym spo-
sobom aj elementy mikroprostredia — B-bunky,
T- a NK-bunky, dendritické bunky — priamo alebo
prostrednictvom cytokinov — brania apoptéze a prav-
depodobne udrZiavaju chemorezistentny pool.

Klinicky obraz

CLL prebieha roky bez priznakov, ¢asto je diag-
nostikovana ndhodne — napriklad v ramci preventiv-
nych prehliadok, asi 1/2 pacientov je totiz iniciélne
bez symptémov.

Lymfocytdza je u 2/3 pacientov inicidlne nizSia
ako 30 x 10%I. Zaujimavé je, Ze ani pri extrémnej
lymfocytdze okolo 600 x 10%1 nepozorujeme preja-
vy hyperviskézneho syndrému (na NOU maximéina
doteraz pozorovana hodnota 650 x 10%1)

Typické je generalizovana lymfadenopatia (2
— 3 cm) - postihuje krénu, axilarmu a inguindlnu ob-
last, v pokrocilych Stadiach aj abdominalne uzliny.

Splenomegalia je pritomna u 50 % pacientov
inicidlne, velkost Gasto koreluje s pokrogilostou cho-
roby. Niekedy je izolovanym klinickym prejavom bez
lymfadenopatie (splenomegalicka forma) (6). V pokro-
Gilych $tadiach mézeme detekovat extranodalnu infil-
traciu — tonzily, prostata, raritne iné organy. Mézu sa
objavif celkové klinické tzv. ,,B“ priznaky (hortcka,
no¢né potenie, chudnutie), postupna kachektizacia.

Anémia je Castou komplikdciou, ktord vznika
z viacerych pricin:
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1. je spbsobena infiltraciou drene a zodpoveda po-
krocilosti ochorenia (— mechanicky utlak a po-
sobenie cytokinov),

2. autoimunna hemolytickd anémia (AIHA): 10 - 35%
pacientov ma pozitivny Coombsov test, AIHA sa
manifestuje v mierne nizSom % (10 — 15 %) (CLL
je najCastejSou pricinou sekundarmych hemoly-
tickych anémi),

3. naimunnom podklade vznika aj Cista aplazia eryt-
rocytového radu — pure red cell aplazia—1-6 %
pacientov (T-lymfocyty inhibuju proliferaciu eryt-
roidnych prekurzorov v kostnej dreni),

4. raritnd anémia sposobena infekciou parvoviru-
som B19.

Trombocytopénia sa vyskytuje ako:

prejav zlyhania KD,

2. autoiminna trombocytopénia — postihuje asi
2 — 4 % pacientov.

Vzhladom ku kombinovanému imunodefici-
tu (hypogamaglobulinémia; inhibicia B-lymfocytov,
defekt bunkovej imunity: funkéné abnormality
T-lymfocytov, defekt NK-buniek (natural killer — priro-
dzeny zabija¢) a LAK-buniek (lymphokine-activated
killers — lymfokinmi aktivovani zabijadi), poruSenie
ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxi-
city — bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach);
dysfunkcia a znizenie absolutneho poctu neutrofilov,
defekt monocytov, porucha v komplementovej aktivi-
te), su pacienti nachylni na bakterilne infekcie, inci-
dencia herpes zoster a herpes simplex je okolo 30 %;
v sUvislosti s lieCbou vzrastaju oportinne infekcie:
Candida, Aspergilus, Pneumocystis carinii, herpesvi-
rusy vratane cytomegalovirusu (7). Masivne izolova-
né zvacSenie LU v ktorejkolvek lokalite je podozrivé
z transformécie do non-Hodgkinovho lymfomu (NHL)
vysSieho stupnia malignity — transformovat méze asi
v 1% roéne — do difuzneho velkobunkového lymfému
(DLBCL) - Richterov syndrdm alebo do prolymfocy-
tovej leukémie. Pri CLL pozorujeme vySSi vyskyt so-
lidnych nadorov (melandm, bronchogénny karciném,
karciném laryngu, Zaludka...)

. "
Diagnéza

Diagnostické kritéria

V roku 1988 a 1996 boli pracovnou skupinou
pre CLL (National Cancer Institute-sponsored
Working Group on chronic lymphocytic leuke-
mia - NCI-SWG) publikované Standardné postupy
na diagnostiku, staging a zhodnotenie lieCebnej
odpovede (8). Revidované guidelines boli pub-
likované t. r. INCLL — sponsored working group
(International workshop on chronic lymphocytic
leukemia) v Blood (9).

Morfologické vySetrenie periférnej krvi a potvr-
deny charakteristicky fenotyp pomocou prietokove;
cytometrie je k postaveniu diagndzy postaCujice:
CD19+, CD23+, CD5+, CD20+ (slaba), CD22+ (sla-
bd), CD79a+, CD43+, CD11c+(slabd), slabd expresia
slgM +/-1gD, CD10-, cyclinD1-, CD79b-, FMC7-.

VySetrenie kostnej drene (KD) nie je na stanove-
nie diagndzy bezpodmienec€ne nutné, ale informuje
nas o rozsahu infiltracie, pric¢ine cytopénie a pomaha
zhodnotit drefiovii rezervu. Aspirat aj biopsiu KD sa
odporuca realizovat pred liecbou, pri hodnoteni jej
efektu a aj pri perzistujucich cytopéniach.

Prognostické faktory

Okrem Kklasickych diagnostickych metéd dnes
patri k ,Ziaducemu“ Standardu (9) (zatial vo vSe-
obecnej praxi nie je obligatne) aj genetické vysetre-
nie — ako zékladny prediktor progndzy nezavisly od
klinického $tadia a mutaéného stavu. Pouzivanim in-
terfazovej FISH vieme detekovat cytogenetické 1ézie
u> 80— 90 % pacientov s réznymi klinickymi ¢rtami:
deléciu 13q14 (14 - 40 %), trizomiu 12 chromozo-
mu (11 — 18 %) charakterizuje atypicka morfoldgia,
pre deléciu 11q (10— 32 %) je typicky mladsi vek,
rozsiahla lymfadenopatia a rychla progresia, delé-
ciu 17p (3 — 27 %) charakterizuje agresivny priebeh
s chemorezistenciou na alkylatné latky, purinové
analdgy a aj rituximab, 6qg- (2 — 9 %) javi plazmocy-
toidné ¢érty (10).

Tabufka 1.

Diagnostické kritéria
lymfocytéza v periférnej krvi

morfolégia lymfocytov

NCI-SWG 1996
> 5 x 1091

nespecifikované — zrelého vzhladu

IWCLL 2008
> 5x 10%I

malé, zrelé s Uzkym lemom cyto-
plazmy, s denznym jadrom bez
jadierok

atypické bunky (prolymfocyty)
trvanie lymfocytézy

imunofenotyp

kostna dren

< 55 % alebo < 15 x 10YI
nevyzaduje sa
> 1 B znak (CD 19, CD 20, CD 23)

a pozitivita CD 5 pri negativite ostat-

nych T znakov

monoklonova expresia
x a A refazca

slaba expresia povrchového Ig
> 30 % lymfocytdza

<55 %
> 3 mesiace

> 1 B znak (CD 19, CD 20, CD
23) a pozitivita CD 5 pri negativite
ostatnych T znakov

monoklonova expresia k a A
refazca

slabd expresia povrchového Ig
> 30 % lymfocytdza
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ok 2. Prezivanie - podfa cytogenetickej aberaci

e.
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% Karvot Median prezi-
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N 80 13q single 133
[
a 13¢q .
del single normalny 120
60 karyotyp
12q tris 120
40 11922 - 23 84
17p del 17p13 del 32
20
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0 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

¢as (mesiace)

Pacienti s del 13q ako sélo aberéciou a s nor-
malnym karyotypom maju priaznivu progndzu (nizke
riziko) oproti pacientom s del 11q a del 17p (vysoké
riziko), ktori neodpovedaju adekvatne na konvenénu
lie¢bu a rychlo progreduju. Pacientov s trizémiou 12
a 6g- radime do intermediarneho rizika. Pri progre-
sii ochorenia pozorujeme klonovu evollciu — deteku-
jeme novovzniknuté del 11q a del 17 p — ako priznak
nestability gendmu (11).

Expresia CD 38 na leukemickych lymfocytoch
bol prvy marker, ktory javil inicialne korelaciu s mu-
tatnym stavom - tato vazba ale nie je tesnd a jeho
expresia v priebehu ochorenia koli$e. Takisto stano-
venie hranice ,pozitivity“ je kontroverzné - v Studi-
ach-5%,7 %, 20%a 30 %.

Rozsiahle analyzy génov pomocou mikroCipov
(microarrays) odhalili medzi mutovanou a nemutova-
nou CLL ZAP 70 (Zeta chain associated protein of
70kd) ako prakticky jediny gén so signifikantne roz-
dielnou expresiou: v&¢Sina mutovanych CLL je ZAP
negativna (nizke riziko), nemutovana CLL je pre-
vazne ZAP pozitivna (vysoké riziko). Problémom
stanovenia prietokovou cytometriou je nizky stupen
Standardizacie, prah stanovenia je 20 %. Pocas
trvania ochorenia je stabilnym parametrom, ja-
vi relativne tesnu koreldciu s mutaénym stavom.
Diskordantné pripady charakterizuje iny nepriaznivy
biologicky marker, napriklad del 17p, del 11q alebo
V3-21 expresia. Podla niektorych autorov je lepsim
prediktorom progresie ako mutacny stav (10).

Veobecne v rdmci klinickej praxi sa Standardne
mutaény stav, ZAP 70 a CD 38 nestanovuije.

Individudlna prognéza pacienta s CLL je extrém-
ne variabilna: od indolentného ochorenia, ktoré ne-
ovplyviluje prezivanie, po rychly priebeh s kratkym
prezivanim napriek liebe.

5-roéné prezivanie celej skupiny pacientov
je 73 %.

Tradicné zlé prognostickeé faktory

* pokrocilé ochorenie pri diagndze (Rai, Binet)
— zaklad progndzy

e vysokd hodnota a kratky zdvojovaci ¢as lymfo-
cytov (LDT)

o difuzna infiltracia kostnej drene

* atypickd morfoldgia

*  muzské pohlavie

o vysoké sérové hladiny B2-mikroglobulinu, LD,
TK a solubilného CD 23

Literatira

Klinické zlé prognostické faktory

* <12 mesiacov do nutnosti zahéjenia liecby od
stanovenia diagndzy

* < 6 mesiacov do relapsu po fludarabine alebo
rezistencia na fludarabin

e len“PR po fludarabine

Nové prognostické faktory

o cytogenetické abnormality

o mutany stav imunoglobulinovych génov varia-
bilnej Casti tazkého refazca (IgVH)

*  expresia tyrozinkindzy ZAP-70

o expresia povrchového CD 38

Iné vysetrenia

Imunohematologické vySetrenie — zistit pozitivi-
tu autoprotilatok bez klinickych symptomov AIHA.

Infektologické vySetrenie — odliSenie reaktivnej
lymfocytozy.

Histologické vySetrenie LU alebo tkaniva — pri
aberantnom fenotype je indikovana histologizacia
lymfatickej uzliny; u pacientov mladSich ako 40 ro-
kov je nutna dokladnd diferencialna diagnéza medzi
jednotlivymi lymfoproliferaciami — odlisif leukemizo-
vané iné typy NHL.
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