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1. Uvod

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je biologicky a klinicky extrémné
heterogenni, konzervativni |éCbou nevyléCitelné nadorové onemocnéni. U
prognosticky nepfiznivych skupin nemocnych se preZiti i pfes moderni terapii
pohybuje mezi 3-5 lety. Rada pacientd naopak preziva bez 1éby 10 a vice let.
Prognostické faktory stanovené pfi diagnéze onemocnéni maji pomoci u
konkrétniho pacienta odhadnout pravdépodobné chovani nemoci, jeji budouci
aktivitu, interval do zahajeni 1éCby a v neposledni fadé také moznou délku
preziti. V poslednich 15 letech se s narustajicimi klinickymi zkuSenostmi pohled
na vyznam jednotlivych prognostickych faktord vyviji a méni.

Problematika studia prognostickych faktord u pacientd s CLL intenzivné
zaméstnava tymy klinickych i laboratornich pracovniki na celém svété. Od
stanoveni nékterych faktort se upousti, nebot neprokazaly v klinické praxi svUj
pfinos, na druhé strané nové metody vyzkumu nadorovych bunék jako je
sekvenovani nové generace (,next generation sequencing“) umoznuji dnes
studovat mnohé dalsi, potencialni prognostické faktory, které mohou mit v
budoucnu vztah k vybéru cilené |éCby, a tim ke zlepSeni prognézy rady
biologicky agresivnich podtypt CLL.

Vzhledem k vySe uvedenym skuteCnostem jsem si zvolila jako zaklad své
dizertaCni prace pravé téma soucasného vyznamu vybranych prognostickych

faktord.



1.1.Charakteristika a cile prace

1.1.1. Charakteristika prace

Predkladana prace je retrospektivni analyzou souboru nemocnych s CLL
noveé diagnostikovanych v letech 2000-2011, nasledné sledovanych a lé€enych
v podminkach standardni Kklinické praxe na Hemato-onkologické Kklinice
Lékarské fakulty UP a Fakultni nemocnice Olomouc. Prace se zaméfuje
predevSim na posouzeni vyznamu vybranych prognostickych faktort na celkové

preziti nemocnych.

1.1.2. Cile prace

1. Podat uceleny, aktualni pfehled poznatkl o prognostickych faktorech u
CLL.

2. Analyzovat vlastni vysledky stanoveni konvencnich, ale zejména
novych prognostickych faktorl (sérovych markerl, vysledk( cytogenetického,
molekularné genetického a molekularné biologického vySetfeni, stanoveni
mutacniho stavu IGHV, vySetfeni znakl ZAP-70 a CD38 pomoci prutokové
cytometrie) primarné vzhledem k celkovému pfeziti nemocnych.

3. Popsat podsoubor nemocnych se subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69 a
posoudit jejich prognosticky vyznam, u IGHV3-21 se zaméfit na vyznam
stanoveni stereotypniho B-buné&ného receptoru (BCR), dfive Skandinavského
receptoru, nyni oznaCovaného jako subset #2.

4. Vybrat nejvhodnéjsi prognostické faktory pro rutinni pouziti v naSsi

soucasné klinické praxi.
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2. Diagnosticka kritéria, imunofenotyp nadorovych bunék

2.1.Diagnosticka kritéria

WHO v nejnovéjsi verzi ,Klasifikace nadord hematopoetické a lymfoidni

tkané“ z roku 2008 definuje CLL a lymfom z malych lymfocytd (SLL) jako
nadorové onemocnéni tvofené monomorfni populaci malych kulatych az lehce
nepravidelnych B lymfocytu, které se vyskytuji nejCastéji v PK, KD, sleziné a
lymfatickych uzlinach. Termin SLL je pouzivan pro nodalni formu onemocnéni
bez vyraznéjsi leukemizace s tkanovou morfologii a imunofenotypem shodnym
s CLL. Diagnéza SLL musi byt ovéfena histologickym vySetfenim lymfatické
uzliny (1). Diagnéza CLL vyzaduje pfitomnost minimalné 5x10% lymfocytd v
periferni krvi po dobu vice nez 3 mésicl. Klonalita cirkulujicich B lymfocyta
musi byt potvrzena imunofenotypizaci metodou pratokové cytometrie. V
krevnim natéru, jak jiz bylo stru¢né uvedeno vyse, jsou nachazeny malé, zralé
lymfocyty s uzkym lemem cytoplazmy, kondenzovanym jadrem bez jadérek.
Tyto burfiky mohou byt v nékterych pfipadech doprovazeny pfimési vétsSich,
atypickych lymfocytd s nastipnutym jadrem nebo prolymfocyty, které mohou
tvofit az 55 % vSech nadorovych bunék (2). Nalez prolymfocytl nad 55 % vede
ke stanoveni diagnézy prolymfocytarni leukémie (PLL). V natérech nachazime

také typické Gumprechtovy jaderné stiny.

Ay

Obrazek 1: Natér periferni krve pacienta s CLL: Gumprechtiv stin a malé
zralé lymfocyty s kondenzovanym jadrem bez jadérek (foto Lapc€ikova; archiv
HOK LF UP a FN Olomouc)

Pokud u jinak zdravého CcClovéka bez pfitomné lymfadenomegalie a
organomegalie, cytopenie nebo B-symptomu, nalezneme klonalni B lymfocyty v

poc¢tu mensim nez 5x10%I, pak je tento stav definovan jako monoklonalni B
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lymfocytéza (MBL) (3). U 1-2% pfipadu ro¢né mize MBL progredovat do CLL
(4).
2.2.Imunofenotyp nadorovych bunék

Na bunkach CLL dochazi charakteristicky ke koexpresi T buné&ného
antigenu CD5 a povrchovych antigend B lymfocytd: CD19, CD20 a CD23.
Povrchovy imunoglobulin, CD20 a CD79b antigeny jsou exprimovany slabéji ve
srovnani s expresi na fyziologickych B lymfocytech. Kazdy klon leukemickych
bunék ma expresi bud k nebo A lehkych fetézcu imunoglobulinu. Bunky PLL v
poloviné pfipadld neexprimuji CD5 antigen, typicka je naopak vysoka exprese
CD20 a povrchového imunoglobulinu. Bunky lymfomu z plastovych bunék také
exprimuji CD5 a povrchové antigeny B lymfocytu, ale neni zde patrna exprese
antigenu CD23 (5, 6).

Matutes s kolektivem spoluautord navrhli v roce 1994 diagnosticky
skorovaci systém zalozeny na expresi a intenzité barveni péti
imunofenotypovych znakl nadorovych lymfocytu: slg, CD5, CD23, FMC7 a
CD22. Skére hodnoti expresi CD5 (1bod), CD23 (1 bod), nizkou expresi slg (1
bod), chybéni znaku FMC7 (1 bod) a negativni nebo slabou expresi znaku
CD22 (1 bod). VétsSina CLL ma vysoké skére (4-5 bodu), ostatni B-
lymfoproliferativni nadorova onemocnéni maji skére nizké (0-1 bodu). Pfidani
dalSiho znaku CD79b k panelu péti standardnich markerd (CD5, CD22, CD23,
FMC7, slg) zvySuje pfesnost diagnostiky CLL (Tabulka 1) (5). VétSina pfipad
CLL je pro znak CD79b negativni.

Tabulka 1: Skore stanoveni CLL prutokovou flowcytometrii

Ukazatel Body
1 0
CD5 Pozitivni Negativni
CD23 Pozitivni Negativni
slg Slabé Silné
CD79b Slabé Silné
FMC7 Negativni Pozitivni

12



Ostatni vySetfeni provadéna u CLL (napf. cytogenetické a molekularné
genetické vySetfeni, stanoveni muta¢niho stavu IGHV) jiz k diagnostice
onemocnéni nejsou zapotfebi, ale fada z nich slouzi ke stanoveni prognézy

onemocnéni (1).
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3. Epidemioloqgie, etiologie, historie

3.1.Epidemiologie

CLL je typicky onemocnéni starSich lidi, jeho incidence stoupa s vékem. V
USA je uvadéna incidence 5,04 pfipadd na 100 000 obyvatel a rok. Jedna o
nejCastéjsi leukémii diagnostikovanou na zapadni polokouli, kde tvofi 30 %
vSech diagnostikovanych leukémii. Naopak v zemich jako je Cina a Japonsko
CLL predstavuje jen 3-5 % ze vSech leukémii, jeji incidence je v téchto zemich

vyrazné nizsi (Graf 1).

o Male
4 m Female
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Graf 1: Hlasena incidence onemocnéni ve svété (Redaelli a kol., 2004) (7)

Prestoze CLL je popisovana jako nejCastéjSi leukémie v USA a zapadni
Evropé, skutecny vyskyt CLL v mnoha zemich neni znam a odhaduje se z
nadorovych registrll, které jsou mnohdy zalozeny na vysledcich patologickych
vySetfeni nebo vysledcich 1éCby. Tyto registry tudiz vyskyt CLL vyrazné
podhodnocuji, protoze CLL je dnes diagnostikovana metodou prutokové
flowcytometrie bunék periferni krve a navic vétSina nemocnych nevyzaduje
léCbu v dobé diagndzy. Podle autord Zent a kol. je hlaSenost do takovych

registrl, zejména v USA, kolem 35 % skute¢né diagnostikovanych nemocnych

(8).
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Realna data o incidenci CLL v CR chybi. Epidemiologickou studii na
uzemi Jihomoravského kraje provedenou metodou sbéru dat z dotazniki
provedl Doubek a kolektiv. V jejich praci byla v roce 2006 zjiSténa incidence
CLL 5,8 pfipadl na 100 000 obyvatel a v roce 2007 byla incidence 6,2 pfipadu
na 100 000 obyvatel (9). S vékem incidence onemocnéni stoupa (Graf 2).
Primérny vék pacientd s nové diagnostikovanou CLL je riznymi autory uvadén
rizné, rozpéti muze byt zna¢né. Rozman uvadi primérny vék 65 let a 10-15 %
nové diagnostikovanych pacientd pod 50 let véku (10). Median véku v dobé
diagnozy uvadi Eichhorstova 72 let, 10 % nemocnych je pak ve véku pod 55 let
(11).

35
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Graf 2: Narust incidence CLL ve vy$Sim véku (Redaelli a kol., 2004) (7)

Onemocnéni postihuje €astéji muze nez zeny, pomér incidence u muzd a
Zen kolisa podle autora a populace, na které byla zjistovana. Je uvadéno, Ze
muzi jsou postizeni zhruba dvakrat ¢astéji nez zeny (7).

Pfibuzni nemocnych s CLL maji vyS8Si riziko lymfoproliferativniho
onemocnéni. Tuto genetickou vazbu Ize prokazat asi u 5-10 % pacientl s CLL.
Do dnesniho dne nebyly objasnény dédi¢né mutace specifickych genu, ale byl
popsan rodinny vyskyt epigenetickych abnormalit. Studium molekularné
genetickych zmén u pacientd s familiarnimi formami CLL je vSak nesmirné
cenné a slouzi k detailnéjSimu poznani predisponujicich mutaci ve vyvoji CLL
(12).
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3.2.Etiologie

Etiologie CLL neni v souCasné dobé znama. Na velkych
epidemiologickych studiich byl hodnocen vliv zevnich faktord, napf. vira, vliv
ionizujiciho zafeni, kancerogennich chemikalii (pesticidl, rozpoustédel) i
mutagennich Iékl. Tyto studie neprokazaly vliv zevnich faktord na vyvoj
onemocnéni (13, 14). Pouze u pracovnikl v zemeédélstvi je uvadéna lehce vyssi

incidence (15).

3.3.Historie

Objevy, které pfedchazely popisu CLL, se datuji k roku 1845. V tomto roce
charakterizoval bélokrevnost (leukémii) Rudolf Virchow a souasné s nim
popsal pfipady pacientu, ktefi trpéli leukémii, John Hughes Bennett. Historicky
znamé skute€nosti jsou v tomto pfipadé souasné ukazkou sporu o prvenstvi
objevu leukémie. Nabarvit leukocyty naucil svét Paul Erlich. V roce 1909 shrnul
znalosti o0 onemocnéni William Osler v The Principles and Practice of Medicine
(16). Ve své knize popsal chronickou lymfocytarni leukémii jako onemocnéni,
kdy pacienti mohou Zit tfi, pét, deset, tfinact let. Nemocni mivaji leukocytdzu,
zvétSené uzliny, abdominalni tumor ze zvétSenych uzlin, zvétSenou slezinu, ale
jen raritn& extrémné velkou. Jedna se o star$i pacienty. Casté jsou také
anémie, horecky, krvaceni, tonsilitida a stomatitida, taktéz byvaji zmény na kazi.
Na to, Zze se psal rok 1909, jde o velmi pfesnou Klinickou charakteristiku
onemocnéni. V roce 1924 George Minot a Raphael Isaacs publikovali klinickou
praci, ktera shrnuje klinicky obraz onemocnéni a terapii 80 pacienti s CLL (17).
Galton v roce 1966 charakterizoval CLL jako heterogenni onemocnéni a
predlozil zkuSenosti s dlouhodobym sledovanim 88 pacientl, kdy choroba v
pribéhu let muze a nemusi byt aktivni (lymfocytéza mulze, ale nemusi
progredovat). Popsal chorobu jako neoplazii s akumulaci normalnich lymfocytd,
u progredujiciho poctu lymfocytd popisuje selhavani funkce kostni diené. VSimi
si velikosti uzlin, sleziny a systémovych pfiznaki onemocnéni ve vzajemném
vztahu (18).

V roce 1972 byl ozifejmen plvod bunék CLL. Jednalo se o B lymfocyty, na

povrchu bunék byly nalezeny povrchové imunoglobuliny (19). Naprosto stézejni
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pro klinickou praci bylo rozdéleni onemocnéni do stadii Raiem v roce 1975 a
Binetem v roce 1981 (20, 21).

Gahrton v roce 1980 objevil prvni nenahodnou cytogenetickou abnormalitu
u bunék CLL, a to trisomii chromosomu 12 (22). V roce 1982 byl detailné
popsan imunofenotyp CLL (23). Pro klinickou praxi byl dulezity rok 1996, kdy
byla ucelené publikovana mezinarodni konsenzualni diagnosticka kritéria
choroby a kritéria léCebné odpovédi (24). Prognosticka role zmén genu p53 u
CLL byla objevena v roce 1997 (25). Téhoz roku byla popsana delece 11q jako
vyznamny negativni prognostickych faktor pro pfeziti pacientd s CLL, ktefi jsou
vétSinou charakterizovani vyraznym zvétSenim uzlin (26). O dva roky pozdéji
byl publikovan biologicky a prognosticky vyznam mutaci genu IGHV (27).

Prvni zminka o 1é¢bé lymfoidnich malignit pochazi z po€atku 20. stoleti a
tykala se efektu radioterapie. Chlorambucil byl objeven v 50. letech 20. stoleti a
dlouho byl nejucinnéjSim lékem pro pacienty s CLL (28). Michael Keating v roce
1989 poprvé referuje o pouziti fludarabinu v 1é€bé CLL. Efekt terapie byl zavisly
od stadia onemocnéni a |éCebné odpovédi byly pozorovany u vice nez 60 %
pacientd ve stadiu O-1l dle Raie a kolem 50 % ve stadiu Rai IV (29).
Alemtuzumab, anti-CD52 protilatka, byl objeven v 80. letech 20. stoleti. Prace z
roku 1988 popisuje indukci remise u nehodgkinského lymfomu (NHL) s pouzitim
této protilatky (30). Vysledky vétSiho souboru HLA identickych pFibuzenskych
transplantaci pro CLL byly publikovany v roce 1996, v roce 2001 byly
publikovany prvni ucelené zkuSenosti s vyuzitim protilatky anti-CD20
(rituximabu) v [é¢bé CLL (31-33).
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4. Patogeneze a biologie

Popsat detailné aktualni znalosti o patogeneze CLL je pro lékare
hematologa zalezitost pomérné obtizna. Pfesto se ji pokusim podrobnéji
vénovat, protoZze prognéza jednoho kazdého pacienta saha hluboko k
patogeneze onemocnéni. Vyvoj B lymfocytu u zdravého jedince stejné jako
vyvoj nadorového B lymfocytu je zalezitost nesmirné zajimava, ale také velmi
slozita a v mnohém jisté ne zcela jasna.

Teorie Damesheka publikovana v roce 1967, kde se o CLL mluvi jako o
klonalnim onemocnéni s akumulaci pomérné malych zralych lymfocytl byla
pochopitelné prekonana (34). CLL byla dlouho povaZovana za maligni
lymfoproliferaci imunologicky inkompetentniho nezralého B lymfocytu s nizkou
proliferaci a poruSenou apoptdozou, ktera vede k akumulaci leukemickych
lymfocytd v organismu (10).

Chiorazzi v roce 2005 popisuje CLL jako klinicky heterogenni onemocnéni
pochazejici z B lymfocytli, kdy se nadorové buriky mohou liSit ve stupni
diferenciace, aktivace, zrani, a klon jednoho pacienta pak pfedstavuje jeden
konkrétni typ bunék (35). Dnes vime, Zze bunky CLL pochazi z lymfocytl, které
se s antigeny setkaly, maji antigenni zkuSenost, nejedna se o naivni lymfocyty,
jak se predpokladalo plivodné, ale mize se jednat o skuteéné pamétové bunky.
Nadorové elementy se liSi drovni genové mutace imunoglobulinovych gena.
Porucha apoptézy leukemickych bunék pravdépodobné neexistuje od pocatku.
K leukemizaci dochazi, protoze je bunka aktivovana k pfeziti podnéty z vnéjsSiho
prostfedi prostfednictvim BCR. CLL jako onemocnéni z akumulace lymfocyta je
navic provazeno proliferacni aktivitou, ktera se dfive nepfedpokladala (35).

VétSina nadorovych bunék CLL je v klidové fazi GO/G1 buné&ného cyklu a
ma jen malou prolifera¢ni aktivitu, coz je unikatni vlastnost, ktera CLL odliSuje
od jinych typu nadorovych onemocnéni. Patogenetické mechanismy, které jsou
dosud znamy, zahrnuji jak vnéjSi udalosti (napf. stimuly mikroprostiedi,
antigenni stimulaci), tak vnitfni udalosti (genetické a epigenetické), které maiji
zasadni vliv na vyvoj a transformaci onemocnéni (36).

Pochopeni patogenetickych mechanism( podilejicich se na vyvoji CLL
pomohlo rozdélit nemoc do podskupin s rozdilnou progndézou a prezitim

nemocnych. Zasadni byl objev somatickych mutaci ve variabilni oblasti
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imunoglobulinovych genu pro tézky fetézec IGHV (27, 37) . Stejné dulezité bylo
zjisténi, Zze CLL bunky s danym typem IGHV mohou byt nositelkami
stereotypnich receptor6 BCR (38-40). To naznaCuje podstatny podil vlivu
antigend na patogenezi nemoci. Byly identifikovany genomické aberace,
epigenetické modifikace , genové mutace a deregulace mikroRNA, které vedly k
pochopeni vyvoje a transformace onemocnéni (41-45). Klinické studie pak

prokazaly prognosticky vyznam uvedenych zmén (43, 44, 46, 47).

4.1.BCR receptor

BCR je v patogenezi onemocnéni intenzivné studovan jiz dlouhou dobu.
BCR je imunoglobulin v membranové formé. Zraly B lymfocyt vykazuje jeho
pritomnost na povrchu burfky a jeho uloha spociva v rozpoznanim antigenu a
nasledné produkci protilatek, ¢imz je BCR nezbytny pro preziti a proliferaci
lymfocytl.

Geny koédujici imunoglobulinové fetézce se skladaji z mnoha segmentu,
které jsou v prib&hu zrani lymfocytu preskupovany. Casti genu, které koduji
variabilni oblast imunoglobulinu, jsou tvofeny V, D a J segmenty. Diky jejich
prestavbé (VDJ rekombinaci) se B lymfocyty liSi genovou vybavou.
Rekombinace zajistuje kodovani 27 900 000 variant molekul imunoglobulind
(Obrazek 2). Rekombinace soutasné vede k zadani a k diferenciaci B
lymfocytu. Jakmile je vybrana jedna varianta BCR, zlstane tato v genomu a
ostatni jsou nenavratné odstranény. Imunoglobuliny, které potom B lymfocyt
produkuje, maji u dané buriky a jejiho potomstva zcela konkrétni a neménnou
strukturu.

U CLL neodpovida frekvence jednotlivych VH genu frekvenci zastoupeni u
normalnich B lymfocytd. Nékteré strukturni prvky jsou zastoupeny castéji

(IGHV1-69), nékteré jsou asociovany se Spatnou prognézou (IGHV3-21) (48).
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Obrazek 2: VDJ rekombinace (Chiorazzi a kol., 2005) (35)

VH3, VH1, VH4 segmenty se u CLL vyskytuji Castéji nez jiné (49). Tento
prikaz restrikce potvrzuje nespornou roli BCR v iniciaci a rozvoji onemocnéni
(35, 50). Stimulace a selekce antigenem se tak podili na patogenezi nemoci
(51, 52). Dal-Bo nazyva antigen jako vnéjSi prognosticky faktor onemocnéni
(53). Znalost signalizace BCR vedla k Uvaze o moznosti terapeutického
ovlivnéni, resp. mozné inhibici jednotlivych molekul signalni bunécné drahy
(54).

4.2.Mutace IGHV gent

DalSim rekombinaénim procesem v pribéhu zrani B lymfocytu jsou
somatické hypermutace (SHM). V lymfatické uzliné nebo v periferni krvi dochazi
po styku s antigenem v germinalnim centru k SHM, a tim k tvorbé funkéniho
BCR v nezralé burice. Do variabilnich oblasti pfeskupenych imunoglobulinovych
genu pro tézky i lehky fetézec jsou vnaseny mutace, SHM, jejichz cilem a
ukolem je zvysit afinitu BCR receptoru k antigenu. lzotypovy pFesmyk je
posledni rekombinace, kdy dochazi k tvorbé funkéniho BCR ve zralé bunce. Je

vytvofena membranova nebo solubilni forma imunoglobulinu.
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Za nemutovany gen IGHV je povazovan ten, ktery ma vice nez 98 %
shodu se sekvenci germinalni linie, naproti tomu tam, kde je pfitomno vice nez
2% mutaci, je stav hodnocen jako mutovany IGHV.

Pritomnost ¢i absence SHM IGHV definuje dva biologicky a prognosticky
odliSné subtypy chronické lymfocytarni leukémie. Prvnim subtypem je
onemocnéni s mutovanym stavem IGHV genu (vychazejici z postgerminalniho
B lymfocytu), druhym subtypem je onemocnéni s nemutovanym stavem IGHV
genu (vychazejici z pregerminalniho B lymfocytu).

V obou pfipadech je podkladem klonalniho vyvoje antigenné stimulovany
zraly lymfocyt, ktery riznou mérou aktivné proliferuje a tato proliferace je
nasledné predpokladem vzniku a hromadéni dalSich genetickych aberaci.

B lymfocyty s mutovanym stavem IGHV jsou vysoce specifické vaci
antigenni stimulaci a pro své nositele pfedstavuji prognosticky pfiznivy prabéh
onemocnéni.

Snadnou antigenni stimulaci BCR u bunék s nemutovanym stavem IGHV
genu dochazi ke spusténi dalSich signal potfebnych k preziti buriky, dochazi k
produkci chemokinl, aktivaci stromalnich bunék, T lymfocytl, NK bunék. U
pacienta s mutovanym stavem IGHV je obecné mala schopnost BCR vazat
antigen a k dalSi signalizaci v burice nedochazi. Model vyvoje CLL bunék, roli
antigenni stimulace BCR, vliv na mikroprostfedi a aktivaci signalnich drah jsou
zobrazeny na nasledujicich obrazcich (Obrazek 3A,B, 4, 5).

V roce 2009 publikovana prace autord Dal-Bo a kolektiv rozdéluje s
ohledem na patogenezi onemocnéni prognostické markery na tzv. vnitfni a
vnéjSi. K vnitfnim faktorim patfi zmény karyotypu a k faktorGm vnéjSim patfi
BCR: nemutovany stav IGHV, stereotypni receptory a nékteré subgeny, napf.
IGHV3-21, protein ZAP-70 a CD38 antigen (Obrazek 4) (35, 36, 53).
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Obrazek 3A: Model vyvoje CLL bunék:

(A) Pocatetni geneticka léze v jednom jediném B lymfocytu (v obrazku ruzova

burika) mezi miliardami normalnich B lymfocytd. Nasleduje interakce antigenu a BCR,

coz vyvola klonalni expanzi.

(B) V klonu s nemutovanym IGHV po reakci antigenu a polyreaktivni BCR

dochazi ke klonalnimu rustu.

(C) V klonu s mutovanym IGHV vedou mutace ke ztraté polyreaktivity, tj. za€inaji

puvodni antigen vnimat jako autoantigen.

(D) Piekro€eni hranice mezi normalnim B lymfocytem a lymfocytem nadorovym.

Rozdily v polyreaktivité BCR vedou pak k rozsahu klonalni expanze. Az v nasledujicim

vyvoji dochazi ke genetickym zmé&nam (napf. deleci 11q nebo deleci 17p a k vyvoji

subklont (E) (Chiorazzi a kol. 2005) (35)
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BCR. (Aktivace bunék vede bud k apoptdze nebo k preziti a proliferaci. U lymfocyta s

mutovanym stavem IGHV dojde k omezeni schopnosti vazat antigen, ke ztraté

signalizace BCR receptoru) (Chiorazzi a kol. 2005) (35).
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Obrazek 5 : CLL s nemutovanymi a mutovanymi geny IGHV

a. U nemutovaného stavu IGHV je vy3Si hladina ZAP-70 a exprese CD38, snazsi
aktivace klicovych signalnich drah v reakci na BCR aktivaci napf. tyrosinovych kinaz
Lyn, Syk, a dale odliSny profil genové exprese. U mutovaného IGHV je tato signalizace
snizena (oznacCeno preruSovanymi Sipkami), je delSi teloméra a onemocnéni je
geneticky stabiln&jsi.

b. Pacienti s nemutovanym stavem IGHV maji vétsi pravdépodobnost vzniku
nepfiznivych genetickych zmén (delece 11q a 17p). Graf uvadi u pacientd s
nemutovanym stavem IGHV trvani inicialnich aberaci a vznik dalSich ziskanych
aberaci.

c. Tyto biologické rozdily vysvétluji rdzné celkové pfeZiti pacientl. V souboru
pacientd nebyl median preziti nemocnych s mutovanym stavem IGHV dosazen, u

pacientd s nemutovanym IGHV byl median preziti 111 mésict (Zenz a kol 2010) (36).

Vysvétlivky: BLNK — B cell linker protein, BTK — Brutonova tyrosin kinaza, Ca —
vapnik, NF-kB — nuklearni faktor-kB, NFAT — nuklearni faktor aktivovanych T
lymfocytl, PLC-y — fosfolipaza C-y , PKC — protein kinaza C, PI3K — fosfatidylinositol 3-
kinaza.
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4.3.ZAP-70 a CD38

ZAP-70 je tyrosinkinaza. Byla studovana poprvé v souvislosti s aktivaci T
bunéfného receptoru antigenem. Fyziologicky je exprimovana v urcitych
stadiich vyvoje B lymfocytu a u nadorovych B lymfocytd CLL. Jeji zvySena
hladina byla popsana u lymfocytl s nemutovanym stavem IGHV. ZAP-70
ovliviiuje signalizaci BCR pfes asociované molekuly (55). Také povrchovy
antigen CD38 se zucastni aktivace BCR spole¢né se ZAP-70. Signalizaci BCR
receptoru intracytoplazmaticky zajistuji kinazy Lyn a Syk, nasledované aktivaci
MEK/ERK, PI3K, PKC a dalSimi. U CLL lymfocytd byla popsana abnormaini
aktivace téchto kinaz, které vedou k inhibici apoptézy a to bez ohledu na vazbu
antigenu na BCR receptor. Inhibice téchto kinaz vede k apoptéze CLL bunék
(56).

4.4.Porucha apoptézy, gen p53

Existenci pamétovych, dlouhodobé Zijicich bunék zajistuje pfisna regulace
apoptdzy. V krvi pacientl s CLL koluji zejména buriky v klidové fazi bunééného
cyklu, coz je umoznéno relativni pfevahou antiapoptotickych mechanisma. Jako
antiapoptoticky protein je uvadén Bcl-2, ktery je u CLL skute¢né zvySené
exprimovan (57). Ukazalo se ale, ze jeho zvySena exprese nema u CLL
prognosticky vyznam, rozhoduijici je ale pomér molekul Bcl-2/Bax, ale to pouze
u nékterych studii (58, 59). Dale byla u bunék CLL popsana zvy$ena hladina
antiapoptotického proteinu Mcl-1. Kitada a kolektiv provedli analyzu exprese
Bcl-2 proteind, Mcl-1, Bax, Bak, Baf ve vztahu k in vitro a in vivo odpovédi na
terapii chlorambucilem a fludarabinem. S rezistenci na terapii nejvice souvisela
exprese Mcl-1 (59). Vysvétleni zvySeni exprese téchto proteinl je nékolik a jsou
stalym prfedmétem vyzkumu. Rozhodujici je moznost jejich ovlivnéni, to
znamena nalezeni novych ucinnych latek fungujicich jako inhibitory zvySené
exprese téchto proteinl (54).

Na kratkych ramenech chromosomu 17 a to na 13. useku, se nachazi gen
p53, ktery hraje zasadni roli v zastavé bunécného cyklu, indukci apoptézy po
prfedchozi identifikaci poSkozenych oblasti DNA zlomy. Gen p53 je tedy
vyznamny antionkogen chranici genom (60). VétSina nadord ma poskozenou

drahu p53 deleci, tj. ztratou genu, mutaci nebo jinymi mechanismy. K vyrazeni
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funkénosti p53 staci delece jedné alely (61). Onkogenni vlastnosti maji také
bodové mutace p53, kdy dochazi k expresi proteinu, které maji onkogenni
charakter (62). Frekvence vyskytu p53 abnormalit u hematologickych
onemocnéni je ve srovnani se solidnimi nadory pomérné nizka. V zavislosti na
stadiu onemocnéni se pohybuje kolem 5 %, u rezistentnich a pokrocilych
onemocnéni muze byt vyskyt az 25-40 %. | kdyz Cetnost defektl nebyva
vysoka, jsou defekty p53 v multivariantnich analyzach jednoznacné
nejvyznamnéjSim nezavislym negativnim prognostickym faktorem (63, 64).
Pfitomnost abnormalit p53 je také spojena s vy3Si pravdépodobnosti
transformace onemocnéni (65). Prace zabyvajici se p53 mutacemi prokazaly
negativni prognosticky vyznam mutaci ve vztahu k pfeziti a odpovédi na terapii
(66-68). Soucasné byla vyslovena hypotéza, ze narust p53 mutaci v prabéhu
sledovani a lIéCby pacienta je dana selekci rezistentniho klonu s inaktivovanym
p53. Pfed zahajenim terapie muze byt p53 pfitomen v nedetekovatelné frakci
bunék (66, 68). MalCikova a kolektiv ve své praci ukazali, ze také terapie
alemtuzumabem, ktera pusobi nezavisle na draze p53, mlze selektovat klony s
inaktivnim p53, nebot’ po eradikaci puvodniho klonu maiji buiky s p53 vyraznou

selekcni vyhodu (67).

4.5. Mikroprostredi, angiogeneze

Buriky CLL pfi kultivaci in vitro velmi brzy podléhaji apoptoze, pficemz in
vivo jsou vlc&i apoptéze odolné (69). Mezi burfikami CLL a T lymfocyty,
endoteliemi, burfikami stromalnimi, ,nurse-like® bufikami a dendritickymi
bufikami v mikroprostfedi kostni dfené, uzlin a sleziny dochazi jednak
bunénym kontaktem a jednak prostfednictvim cytokin k vzajemnym
interakcim, které pomahaji v preziti bunék CLL inhibici apoptdzy. Tato mista v
kostni dfeni a uzlinach slouzi CLL lymfocytim jako vyklenky (niches), kde maji
idealni podminky pro dalSi preziti. Mezi hlavni interakce patfi CD40-CD40
ligand (CD154), chemokiny a jejich receptory a signalni drahy zacCinajici u BCR
(Obrazek 6) (51, 70). Maligni buriky unikaji apoptdze, programové smrti burniky
nékolika mechanismy: expresi antiapoptotickych receptori a jejich ligandd,
defekty v signalnich drahach napf. FAS a TRAIL a aktivnimi antiapoptotickymi
drahami, tj. NF-kB a PI3K (71). Signalni molekuly ZAP-70 a CD38 ovladaji
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migraci leukemickych bunék (72). Preziti leukemickych bunék pomahaji
stromalni bunky, autologni T lymfocyty, signalni molekuly, napf. solubilni CD40
ligand (73). O CLL se v soucasnosti mluvi jako o onemocnéni, kde burky v
klidové fazi choroby cirkuluji v periferni krvi, zatimco proliferujici bufiky nemoci
tvofi v pfihodném prostfedi lymfatickych organa proliferaéni centra, tzv.
pseudofolikly (74). V interakcich mezi lymfocyty CLL a mikroprostfedim hraji
dllezitou roli chemokiny, studovana je jich cela fada. Vyznamna signalni draha,
ktera se u€astni migrace a proliferace CLL bunék je CD31/CD38/ZAP-70. ZAP-
70 je soucasné aktivovan z BCR na povrchu lymfocytu pfi stimulaci antigenem
(51, 54).

Peripheral Blood L

-

Y - ! Tissue
N |
- ;

compartments

Stromal cell

Obrazek 6: CLL a vliv mikroprostredi (Caligaris a kol. 2011) (70) NCL: nurse-
like cell, FDC: follicular dendritic cell

Je znamo, Ze angiogeneze, novotvorba cév hraje zasadni roli v
metastazovani solidnich nadord, u hematologickych malignit zahrnujicich také
CLL, byl jeji vyznam prokazan pozdéji (75). Lymfocyty CLL jsou schopny
produkovat fadu pro- a anti-angiogennich latek. Angiogenni proces je dan
interakcemi malignich bunék a endotelii (76). Jako angiogenni ukazatele, tzv.
cirkulujici angiogenni faktory, jsou uvadény bazicky rastovy faktor pro
fibroblasty (bFGF) a cévni endotelovy rustovy faktor (VEGF) (77, 78). Studie
Smoleje a kolektivu zjistila vyznamné vy$Si plazmatické koncentrace solubilniho

endoglinu (sCD105) jako soucast receptorového systému TGF-f3 (transformuijici
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rstovy faktor-B). Tyto pak byly korelovany s klinickych stadiem onemocnéni a
dobou bez progrese onemocnéni (79).

DalSi prace, které se tykaji angiogeneze, se snazily prokazat novotvorbu
cév v kostni dfeni (80). Nicméné vysledky nékterych dalSich studii na tomto poli
jsou nejednoznacné. To, co je ale vyznamné, je studium mikroprostfedi jako

mozného terapeutického cile (75).

4.6.MicroRNA

Znalosti o regulaci genové exprese doplnily znalosti o uloze malych
nekodujicich molekul RNA (microRNA), které tvofi 3-5 % vSech genl v
genomu. Mnohé studie popisuji u riznych hematologickych malignit aberantni
expresi microRNA. StéZejni byly prace, které dokladaji lokalizaci miR-15a a
miR-16-1 v oblasti 13q14, kde u CLL pacientl je jejich exprese snizena nebo je
prokazana delece (41). DalSi, miR-29c a miR-181 se podileji na poruse
apoptotickych procesu, reguluji Tcll proto-onkogen a Mcl-1. U pacientd s deleci
nebo mutaci p53 byla popsana specificka exprese miR-34a. Pfedpoklada se, Ze

mMIRNA hraji podstatnou roli v kancerogenezi onemocnéni (41, 81, 82).

4.7.Primarni misto patogeneze CLL

V roce 2011 v Cancer Cell publikoval Kikushige a kolektiv ¢lanek tykajici
se primarniho mista patogeneze CLL (83). Timto mistem je bunka schopna
sebeobnovy. Poznatky byly ziskany pokusy s transplantaci kmenovych bunék
pacientd s CLL (HSC) imunodeficitni mysi. Tyto HSC maiji zvySeny sklon tvofit
polyklonalni B buné&né progenitory, nasledné vyzravat v mono- a oligo- klony s
fenotypem podobnym CLL. Klonalni selekce vznika na uarovni zralého B
lymfocytu. HSC nemaji chromosomalni abnormality obvykle souvisejici s
patogenezi CLL. B klon vznikly u imunodeficitni mysi je nezavisly na originalnim
klonu CLL, ma vlastni rekombinace VDJ imunoglobulinovych gena, pfednostné
ty, které jsou CastéjSi u lidské CLL (VH1, VH3 a VH4). Pfi dalSich pokusech byly
mySim transplantovany subpopulace CLL bunék CD19+ ve snaze rozpoznat
spoustéci bunélnou fazi vyvoje onemocnéni, ale ani po 6 mésicich po

transplantaci se neobjevily u pfijemct lidské CLL bunky. Pokud byly HSC
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transplantovany vice mysSim, dochazelo k selekci riznych klond nahodné v
ramci polyklonality. V experimentu bylo dale prokazano, ze HSC jsou schopny
sebeobnovy, pokud byly pfeneseny od primarniho sekundarnimu pfijemci.
Sekundarni pfijemce vytvofil klony nezavislé na primarnim pfijemci. Pokud CLL
bunky pacientd mély genetické aberace zapojené do patogeneze CLL, u HSC
se tyto abnormality nevyskytovaly, coz vypovida o tom, Zze chromosomalni
abnormality burika ziska az na urovni zralého lymfocytu, tj. dodateénym
leukemogennim impulzem po transformaci do klinické CLL. Fakt, Ze HSC tvofi
monoklonalni nebo oligoklonalni B buné¢né populace nasvédcuje tomu, ze ma
vlastni buné¢né abnormality. Nedavno byla popsana vyznamna exprese genl
pro IKZF1 (IKAROS), které jsou ¢asnym lymfoidnim transkripénim faktorem u
CLL-HSC a nejspiSe tak i obrazem jejich vlastniho buné&tného primingu do
bunécéné linie (Obrazek 7) (83).

Processes recapitulated in the xenograft model I

|
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Quto—. orl
enoc-antigens
@ .O

o eg @ ° ! Oncogenic events
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. o Abnormal chromosome etc
Primary event !
HSC CLL-HSC ~ ™

@2

Lymphoid priming

Polyclonal Oligoclonal Monoclonal
Obrazek 7: Primarni misto patogeneze CLL: kmenova bunka (Kikushige a
kol. 2011) (83)

4.8. Monoklonalni B lymfocytoza

V soucasnosti je na monoklonalni B lymfocytézu (MBL) nahlizeno jako na
predstupen vyvoje CLL a v této souvislosti slouzi jako urCity model ke studiu
Vyvoje onemocneéni.

Diagn6za CLL je podminéna minimalnim mnozstvim B lymfocytd. Diky
modernim technologiim flowcytometrie jsou i u zdravych jedinct nachazeny
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klony B lymfocytd podobné CLL. Proto byla vydélena jednotka, ktera je
definovana pfitomnosti klonalnich B lymfocytd v periferni krvi v po¢tu menSim
nez 5x109/, celkovy k:A pomér je > 3:1 nebo <0,3:1 nebo > 25 % z B lymfocytl
ma nizkou expresi povrchovych imunoglobulint ¢&i specificky imunofenotyp pro
CLL. Opakovanym vysetfenim po 3 mésicich musi byt diagnéza MBL
potvrzena. Podminkou je nepfitomnost lymfadenopatie a organomegalie nebo
nepfitomnost souasného autoimunitnino nebo infekéniho onemocnéni, nebo
jiného pfiznaku lymfoproliferativnihno onemocnéni (3). Exprese znaku CD5 déli
MBL na 2 podskupiny.

Rawstron a kolektiv studoval u 1520 lidi s normalnim krevnim obrazem a
2228 lidi s lymfocytézou > 4x10% ve véku 62-80 let vyskyt MBL, soubor
nasledné sledoval bezmala 7 let. MBL byla detekovana u 5,1 % jedincl s
normalnimi pocty lymfocytd a 13,9 % osob s lymfocytézou. Stejné Casto jako u
CLL byly nalezeny cytogenetické zmény trisomie 12 a delece 13g. Naopak
delece 119 nebo delece 17p se vyskytovaly pouze u 9 % MBL s lymfocytézou.
Mutovany stav IGHV byl nalezen u 88 % pacientd s MBL nezavisle na
lymfocytoze. Pravdépodobnost progrese MBL do aktivni CLL vyZadujici |éCbu
byla 1 % rocné (4).

DalSi studii na 77 tisicich testovanych zdravych lidi bylo zjisténo, zZe
vyskytu CLL v 98 % pfedchazi MBL (3).
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5. Prognostické faktory

Prognostické faktory byvaji déleny na konvencni €i tradicni a nové, nékdy
oznacované jako biologické. Konvencni prognostické faktory jsou urCeny nejen
pro orientaci o prognéze choroby v kazdodenni praxi, ale stadium onemocnéni
a LDT jsou i dnes pfi znalosti fady novych biologickych prognostickych markeru
jediné prognostické faktory, které rozhoduji o indikaci k 1é¢bé onemocnéni.

Je zfejma snaha vSech, ktefi se zabyvaji péci o pacienty s CLL, hledat a
kombinovat klasické a dalSi nové, biologické prognostické faktory, v€etné
vytvareni indexd a skoérovacich systému, podobné jako u pacientd s NHL a
CML. Vyznam novych prognostickych faktorl je zejména v tom, Ze pomahaji
stanovit prognézu v ¢asnych klinickych stadiich onemocnéni Binet A (Rai 0-I) a
umoznuji tak v€asné odhalit ty pacienty, u nichz je vysokeé riziko Casné progrese
onemocnéni. Potfeba blizSiho prognostického zafazeni je dana tim, ze pIné ftfi
Ctvrtiny pacientd jsou v dnesni dobé diagnostikovany v ¢asném stadiu choroby
(Binet A).

Obecné Ize fici, Ze pro stanoveni individualni prognézy jednoho
konktrétniho pacienta je rozhodujici celkovy stav pacienta, biologicka povaha

CLL a stupen dosazeni (pfipadné nedosazeni) léCebné odpovédi (Obrazek 8).

(84).
Stav
pacienta
Biologicka Lécebna
povaha CLL odpoved

Obrazek 8: Stanoveni individualni prognézy pacienta
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5.1.Konvencni prognostické faktory

Mezi konvencni prognostické faktory patfi klinické stadium onemocnéni
stanovené dle systému navrzeného Raiem nebo Binetem, vék nemocného,
pohlavi, klinicky stav pacienta, poCet lymfocytl a jejich morfologie v periferni
krvi, zdvojovaci €as lymfocytu a typ infiltrace kostni dfené (20, 21). Performance
status (PS) je definovan jako stav celkové fyzické aktivity nemocného (85).

Muze byt hodnocen Skalou dle ECOG nebo WHO nebo Karnofského indexem.

5.1.1. Klinické stadium onemocnéni

Modifikovana klasifikace dle Raie déli pacienty do 3 skupin: do nizkého,
stfedniho a vysokého rizika. Srovnani pavodniho rozdéleni klinickych stadii dle
Raie a modifikovanou klasifikaci pfinasi tabulka (Tabulka 2).

Klinické stadium dle Bineta déli pacienty a rizikové skupiny podle poctu
skupin postizenych uzlin a s ohledem na hodnoty hemoglobinu a pocty
trombocytl. Preziti pacientl v jednotlivych prognostickych skupinach se také
vyznamneé liSi (Tabulka 2). StaZovaci systémy maji své limity, kdyZz nezohlednuiji
priCinu cytopenie, napf. anémii nebo trombocytopenii imunitni etiologie.
pomér zastoupeni pacientd ve prospéch nemocnych diagnostikovanych v

¢asném stadiu onemocnéni Binet A (Graf 3) (86).

>2000 | —mm
1996-2000 ‘ — |
1991-1995 — | e
1986-1990 — | = Binet B
1981-1985 — | ® Binet C
19761980 p—

<i975 p—
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Graf 3: Zména zastoupeni €asného stadia onemocnéni Binet A za
poslednich 30 let (Montserrat a kol., 2006) (86)
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Tabulka 2: Klinické stazovaci systémy dle Raie, modifikace dle Raie a stazovani

dle Bineta

Stadium dle Raie Riziko Me(‘:ri]éénsgge)i“"

0 | Lymfocytdza Nizké > 150

I | Lymfocytéza + Lymfadenomegalie Stredni 101

Il | Lymfocytéza + spleno- nebo hepatomegalie Stredni 71

I | ymfocytoza + anémie Vysokeé 19

IV'| Lymfocytéza + thrombocytopenie2 Vysoke 19
Stadium dle Bineta

A < 3 postizené skupiny uzlin' Nizke Nestanoven

B 2 3 postizené skupiny uzlin Stredni 84

C Anémie’ a/nebo trombocytopenie2 Vysoke 24

1 Hemoglobin < 110 g/l

2 Trombocyty < 100x10%/I

¥ Hemoglobin < 100 g/l

4 Skupiny uzlin: axilarni, kréni, tfiselné, slezina a jatra

5.1.2. Zdvojovaci ¢as lymfocytu

Zdvojovaci ¢as lymfocyt (LDT) je doba, za kterou dojde ke zdvojnasobeni
poctu lymfocytl v periferni krvi. V €asnych klinickych stadiich onemocnéni je
LDT pod 12 mésicl spojen s horsi prognézou onemocnéni a kratSim pfezitim.
V klinické praxi slouzi sledovani poctu lymfocytu v €ase u daného pacienta jako
jeden z indikatord nutnosti zahajeni terapie, LDT pod 6 mésicl je znamkou
klinické aktivity onemocnéni a je divodem k zahajeni terapie. Vzdy je vSak také
treba vyloucit jiny divod narlGstu poctu lymfocytd u pacienta, a to zejména
infek&ni pFicinu (87-89).

5.1.3. Typ infiltrace kostni dfené

Typ infiltrace kostni dfené odrazi obecné velikost nadorové naloze. Difuzni
typ infiltrace kostni dfené predstavuje pro pacienta nepfiznivou prognézu
informaci (90). AvSak v sou€asnosti se standardné trepanobiopsie u pacientl s
CLL ke zhodnoceni stupné infiltrace kostni dfené jako markeru progndzy
nevysetfuje, nebot prognostickou informaci pfinaseji mnohé dalSi faktory.
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Presto je provedeni trepanobiopsie dle doporu€eni Halleka povazovano za
vhodné (1).

5.1.4. Vék a pohlavi

Muzi maiji dle nékterych praci horSi pfeziti nez zeny (91). Muzské pohlavi
jako nepfiznivy prognosticky faktor pro preziti pacientd s CLL vSak neni
vSeobecné pfijiman (92, 93).

Mnohé studie uvadi pokrocily vék jako nepfiznivy prognosticky faktor. Vék
je obecné v populaci prognosticky faktor pfeziti. Ve studii Molica a kolektiv z
roku 1994 meéli mladSi pacienti delSi preziti nez pacienti starSi. Kdyz se ale ze
srovnani vyjme skupina pacientl, ktera zemfela na komorbiditu
kardiovaskularni a komorbiditu spojenou se sekundarnimi tumory, pak se
vyhoda lepSiho preziti mladSich nemocnych s CLL ztraci (94).

Za stéZejni praci na toto téma lze povazovat studii, kde autofi publikovali
soubor 1011 pacientd (20 % pacientd ve véku < 55 let). Pravdépodobnost
celkového preziti byla 10 let a byla stejna u obou podskupin. Skupiny se vSak
vyznamné liSily v pfi€iné umrti, mladsi pacienti umirali Castéji na CLL, starSi na
sekundarni malignity a pfidruzené choroby. Relativni riziko umrti na CLL je tedy
v mladsi vékové skupiné vysSi (95). NejnovéjSi prace v éfe pouzivani
modernich prognostickych markerll a chemoimunoterapie publikovana v roce
2014 se tyka popisu onemocnéni pacientd pod 55 let véku. Celkem bylo
studovano 844 pacientd pod 55 let véku. Ve srovnani s pacienty nad 55 let méli
kratSi dobu do nutnosti zahajeni IéCby (4 vs 5,2 let), ale delSi pfeziti (12,5 vs 9,5
let). Pokud byla skupina pacientd s CLL pod 55 let srovnhana s podobnou

skupinou zdravych jedincUl, pak bylo jeji preziti kratSi (96).

5.1.5. Pocet lymfocytl v periferni krvi

V8eobecné je udavana hranice vyznamna pro prognozu mezi 40-50%109/
lymfocytl. Pocet lymfocyta v periferni krvi je vyznamnym prediktorem preziti
pacientd nezavisle na klinickém stadiu onemocnéni. Ve studii z roku 1982
Baccarani a kolektiv prokazali, ze pFeziti pacientl ve stadiu Rai | a Il s poétem
lymfocytt > 40x10%1 bylo krat$i ve srovnani s pacienty s poétem lymfocytl <

40x%10%1 a to bez ohledu na vék (97). Také dalSi recentni studie prokazuji v
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univariantni analyze prognosticky vyznam zvySeni poctu lymfocytll = 50x109/
(93).

5.1.6. Morfologie lymfocytu

Morfologicka heterogenita lymfocytll CLL je pfipad od pfipadu znacna
(Obrazek 9). Byla popsana fada morfologickych variant lymfocytd, jejich vliv na
prognozu je vSak z dnesniho pohledu kontroverzni. Ve studiich byl popsan vliv
absolutniho i relativniho zvySeni poc¢tu prolymfocytll na prognézu nemocnych
(2, 98, 99).
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Obrazek 9: Atypické lymfocyty a prolymfocyt u pacienta s CLL (prolymfocyt

je burika uprostred). Zdroj: foto Anna Lapcikova; archiv HOK FN Olomouc

5.2.Biologické prognostické markery

Jako nové jsou oznaCované sérové a dalSi biologické markery. Mnohé z
nich jsou prostudované detailné a patfi k nim sérové markery: beta-2
mikroglobulin (B2M), sérova thymidinkinaza (sTk), solubilni CD23, mutacni stav
IGHV, IGHV3-21 subgen, genetické zmény delece 11q a delece 17p, pozitivita
povrchového antigenu CD38 a pozitivita exprese ZAP-70.

V souc€asnosti jsou intenzivné studované genové mutace p53, BIRCS,
SF3B1 a NOTCH1. Mnohé faktory dal8i studium vyZaduji. Mezi takové patfi
chromosomalni translokace, exprese CLLU1, micro-RNA, protein Tcl-1, exprese
Mcl-1, pomér Bcl-2/Bax, VEGF, trombopoetin, délka telomér a telomerazova
aktivita. Mezi nové prognostické faktory lze pocitat také stupen stanoveni

odpovédi na lécbu, tzv. stanoveni minimalni rezidualni nemoci (MRD) (84).
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Studovan je také prognosticky vyznam CT vySetfeni. V posledni dobé jsme
svédky snahy vyzkumnych tymua o konstrukci komplexnich prognostickych
indexu (93, 100-102).

Pfed uvedenim do klinické praxe musi prognostické faktory splfiovat fadu
poZadavku. Je nutné ovéfeni jejich platnosti na velké skupiné pacientd,
provedeni prospektivnich studii, ovéfeni prognostického vyznamu faktoru v
multivariantni analyze ve vztahu k zavedenym markerum. Je nutné studium
vyznamu markeru ve vztahu k podané lécbé, k vyvoji choroby a jeho podil na
pfipadné klonalni evoluci. VétSina experimentalné ovéfenych prognostickych
znakl se do rutinni diagnostiky nedostane, ale jsou nesmirné cenné ve studiu

patogeneze onemocnéni.

5.2.1. Beta-2-mikroglobulin (B2M)

B2M, protein nizké molekularni hmotnosti, je spojen s HLA komplexem
antigenu . tfidy. ZvySeni hladiny B2M je asociovano s vétSi nadorovou masou a
kratSim intervalem do progrese onemocnéni (103, 104). V roce 2009 byla
Wierdou publikovana prace, ktera studovala 595 pacientld, indikovanych k
primarni |éCbé. Prace studovala prediktory dosaZeni kompletni remise a
prediktory celkového preziti. Pro celkové pFeZiti méla vyznam hodnota B2M,
vék pacienta a l|éCebny rezim. Do studie byli zafazeni pacienti |éCeni
fludarabinem, dale rezimen s fludarabinem a cyklofosfamidem nebo
mitoxantronem (FC/FM) a rezimem s fludarabinem, cyklofosfamidem a
rituximabem (FCR). Lépe prezivali pacienti 1éCeni FCR, nemocni mladsi a
nemocni s nizkou hodnotou B2M. Nizké hodnoty B2M jsou také asociovany s

vySSim stupném lécebné odpoveédi (64).

5.2.2. Sérova tymidinkinaza (sTk)

V roce 1999 publikoval Hallek praci, kde multivariantni regresni analyzou
u 122 nelé€enych pacientl ve stadiu Binet A prokazal nezavislou prognostickou
informaci pravdépodobnosti ¢asné progrese onemocnéni v pfipadé pfitomnosti
lymfadenomegalie, pfi poétu lymfocytt nad 75%109%/1 a pfi vy$$i hodnoté sTk nad
7,1 U/L. U pacienttl se sTk > 7,1 U/L ve stadiu stadium Binet A byl interval do
progrese onemocnéni (PFS) 8 mésicu, u pacientd Binet A s hodnotou sTK <
7,1 U/L byl PFS 49 mésicl (105).
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5.2.3. Mutacéni stav IGHV

V roce 1999 Hamblin a kolektiv popsali soubor 84 pacientd a zjistili, ze
nemutovany stav IGHV genu je asociovan s agresivnéj§im prabéhem
onemocnéni. 38 pacientd souboru mélo stav IGHV nemutovany a 46 pacientl
stav IGHV mutovany. Nemutovany stav byl signifikantné Castéji spojen se
subgenem IGHV1-69 a D3-3, atypickou morfologii, trisomii chromosomu 12,
pokrocilejSim stadiem onemocnéni a C€asnéji progredujici chorobou. PreZiti
pacientll s nemutovanym stavem IGHV bylo 117 mésicu, s mutovanym stavem
IGHV 293 mésicu (p=0,001) (27). Damle a kolektiv v témzZe roce publikovali
praci, kde srovnavali soubor pacientl s nemutovanym stavem IGHV a = 30 %
pozitivitou povrchového antigenu CD38 oproti pacientim s mutovanym stavem
IGHV a negativitou CD38. Prvni skupina méla statisticky ¢astéjSi horsi odpovéd
na podanou chemoterapii, ve druhé skupiné pacienti ¢asto IéCbu nevyzadovali a
méli lepSi preziti (37). Nemutovany stav IGHV gend byl stanoven na zakladé
alespon 98% sekvenéni homologie s odpovidajicim germinalnim V subgenem
(1 % koresponduje s 3 nukleotidovymi mutacemi v IGHV genu) (27, 37). DalSi
prace srovnavaly celkové preziti pacientll a pravdépodobnost zahajeni terapie v
zavislosti na stupni homologie IGHV s geny germinalni linie (Obrazek 10 a 11)
(106).
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Obrazek 10: Krivka prezivani pacientil ve stadiu Binet A v zavislosti na
mutaénim stavu IGHV (Kréber a kol, 2002) (106)
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Obrazek 11: Zastoupeni léenych a nelééenych pacientl (%) v zavislosti na
poctu mutaci IGHV (%) (Tobin a kol, 2005) (107)

Pfes technickou a financni narocnost vySetfeni mutacniho stavu IGHV
zlstava jeho stanoveni zcela zasadnim markerem pro stanoveni progndzy
pacienta.

5.2.4. ZAP-70 a CD38

Profii genové exprese DNA ¢&ipy nemocnych s mutovanym a
nemutovanym stavem IGHV ukazal rozdilnou expresi nékterych genu, z nichz
jeden kéduje protein ZAP-70. Techniky stanoveni mutacniho stavu IGHV jsou
nakladné. Z tohoto davodu byly ¢inény snahy nalézt nahradni marker, napfr.
méfit koncentraci intracelularniho proteinu ZAP-70 pomoci metody pritokové
cytometrie.

Cetné studie prokazaly asociaci zvy$eni koncentrace ZAP-70 s rychlejsi
progresi choroby nebo kratSim celkovym pfezitim nemocnych (108, 109).
Kombinace znalosti exprese ZAP-70 a CD38 muze zpfesnit prognézu pacienta
a predikovat progresi onemocnéni(110).

Problémem je ale standardizace metody, metoda je naro¢na technicky a
jeji interpretace je navic zatizena velkou individualni chybou. Flowcytometrické
metody stanoveni jsou rGzné, stanovuje se procento ZAP-70 pozitivnich bunék
k isotypové kontrole (ISO-metoda) nebo k ZAP-70 pozitivnim T lymfocytim (T-
metoda) nebo T/B pomér, T/B Ratio-metoda (111). Problémy pfi stanoveni

ZAP-70 jako nezavislého prognostického markeru vedly k tomu, Ze v roce 2010
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NCCN jiz jeho stanoveni nedoporucila. IWCLL guidelines doporucuje stanoveni
ZAP-70 jako prognostickeho markeru v ramci klinickych studii (1, 112).

5.2.5. Subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69

Rozsah pfestaveb imunoglobulinovych gent v bunkach CLL je ve
srovnani s normalnimi B-lymfocyty omezeny, v dusledku ¢ehoz je zastoupeni
subgenu u zdravych a nemocnych s CLL rozdilny. NejCastéji se vyskytujici
subgeny u pacientd s CLL nalezi do VH3, VH4 a VHL1 rodiny (49, 113). Prace
Johnsona a kolektivu z roku 1997 ukazuje na omezené pouZiti repertoaru IGHV
genu. Ze 117 pacient 35 % bylo z VH1 rodiny gend, pfitom 63 % z nich mélo
pouzito subgen IGHV1-69, dale byly zastoupeny subgeny IGHV1-2, IGHV1-3 a
IGHV1-8. DalSi byly zastoupeny méné (114).

K somatickym hypermutacim nedochazi v ramci ruznych V rodin
uniformné. Pozorovan byl zvySeny vyskyt mutaci ve VH3 rodiné oproti VH1
rodiné. Ve VH1 rodiné nebyvaji somatické hypermutace pfFitomny (50).
Omezeni pfestaveb imunoglobulinovych gend dokazuje roli antigenni stimulace,
ktera mUze vést k leukemogenezi (115, 116).

VH3 je nejCastéji se vyskytujici rodina genu, kde pacienti maji rozdilny
klinicky pribéh onemocnéni. IGHV3-21 a IGHV3-23 subgeny jsou povazovany
za prognosticky nepfiznivé, IGHV3-72 a IGHV3-30 za subgeny s indolentnim
prubéhem onemocnéni (117).

Vyskyt subgenu IGHV3-21 je spojovan s nepfiznivou progndézou nezavisle
na mutacnim stavu. Nebyl prokazan rozdil v intervalu do nutnosti zahajeni IéCby
(TFS) a rozdil v celkovém preziti (OS) pacientd se subgenem IGHV3-21 a
nemocnych s nemutovanym stavem IGHV (Obrazek 12) (118). Pfitom dvé
tretiny pacientd s IGHV3-21 maji IGHV fetézec mutovany (48) (38).
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Obrazek 12: TFS a OS u pacientd s mutovanym a nemutovanym stavem

IGHV a pacientd s IGHV3-21 (Krdber a kol, 2006) (118)

U IGHV3-21 subgenu byla popisovana vysoce heterogenni geograficka
distribuce. Ve skandinavskych zemich se vyskytuje u vice nez 10 % pacientl s
CLL, je uzivan v mutované konfiguraci s malym poétem mutaci IGHV (2-5 %)
(48, 119). VysSi Cetnost v zastoupeni IGHV3-21 subgenu je detekovana také v
Britanii, Belgii, naopak v jizni Evropé& nebo Francii je zastoupeni IGHV3-21
subgenu pod 5 % v8ech CLL pacientd. Recentni prace ale zpochybriuji
geografickou zavislost frekvence vyskytu IGHV3-21 subgenu (120).

5.2.6. Stereotypni BCR a subset #2

Jak jiz bylo zminéno, existuje vyjimka z pravidla, ze pacienti s mutovanym
stavem IGHV maji lepSi prognézu nez pacienti S nemutovanym stavem. Tou
vyjimkou jsou pacienti IGHV3-21.Ti, byt vétSinou s mutovanym stavem IGHV,
maji Spatnou prognézu bez ohledu na mutacni stav. Je zajimavé, ze pfiblizné

polovina téchto pacientd ma v podstaté totoznou kratkou sekvenci aminokyselin
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variabilni oblasti téZkého fetézce CDR3 a identické lehké fetézce, jak popisuje
ve sveé praci Tobin (38).

Na velkych skupinach pacientd byl studovan a uréen podil pacientl se
stereotypni VH CDR3, ktery cital 20—-28 % vSech nemocnych. Stomatopoulos v
roce 2007 uvadi celkovy vyskyt stereotypnich receptort 20 % vSech pacientl s
CLL. Je dulezité, Ze skupiny pacientl s danymi stereotypnimi vzory mohou mit
stejné biologické a klinické charakteristiky a pfipadné stejné preziti (52). Objev
stereotypnich receptort vedl k doporu€eni rozdélit pacienty s CLL do dvou
podskupin podle pfitomnosti stereotypnich BCR (121). Otazka znéla, zda pfi
studiu dostate€ného poctu pacientt Ize kazdy BCR zaradit do urcité stereotypni
skupiny. Prace studujici téméF sedm a pul tisice pacientl na tuto otazku
odpovédéla zaporné, pomér stereotypnich k nestereotypnim BCR je 1:2
(Obrazek 13) (122).
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Obrazek 13: Rozdéleni pacienti s CLL dle pfritomnosti stereotypniho
receptoru, podmnozina stereotypnich BCR véetné subset #2 (Agathangelidis a
kol, 2012) (122)

Cabhill a kol. v roce 2010 publikoval praci, ktera u subgenu IGHV3-21 s
definovanou stereotypni vazbou sledovala vyskyt genomickych aberaci
metodou array CGH, byl prokazan vyssi vyskyt delece 11q a delece 13q u
pacientd s IGHV3-21 oproti IGHV4-34 a celému souboru pacientl (123).
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U subgenu IGHV3-21 se stereotypni vazbou, dfive oznacovanou jako
Skandinavsky receptor, byl popsan kratSi TFS, ale stejné OS ve srovnani s
pacienty bez tohoto receptoru. Tato stereotypni vazba znamena agresivni
prubéh nemoci (124). V recentni literatufe je pouzivana nova nomenklatura v
ramci SirSi definice stereotypnich receptord, a to subset #2 (BCR kratka a
jednotna CDR3 s celkem 9 aminokyselinami, lehkymi fetézci IGLV3-21 a uzitim
IG A, sled aminokyselin CDR3 je DANGMDV). U pacientll se stereotypnim
receptorem subset #2 bylo pozorovano vysSi zastoupeni delece 11q a také
kombinované zmény delece 11q a delece 13q (119). Svoje vysledky na toto
téma publikoval v roce 2013 Rossi a kolektiv. Vysledkem jejich studia je
pozorovani, ze stereotypni receptor subset #2 sice nepredstavuje prognosticky
marker jako takovy (zasadnim zustava nemutovany stav IGHV), ale znamena
dispozici k vyvoji urCitych genetickych zmén, specifickych mutaci a aberaci,
které ve finale spoluurCuji prognézu pacienta. U subsetu #2 je popsan
predilekéni vyskyt delece 11q, delece 13q, mutace SF3B1 a naopak se zde
nevyskytuje delece 17p a trisomie 12 (Obrazek 14) (125).
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Obrazek 14: Vztah stereotypnich receptori (subsetil) véetné subset #2 a
rekurentnich aberaci a mutaci (zejména delece 13q, delece 11qg, SF3B1 mutace a
mutace nebo delece BIRC3) (Rossi a kol., 2013) (125)
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V roce 2006 referuje Panovska-Stavridis horSi prezivani u pacientd s
IGHV1-69 subgenem, ne v8ak horSi nez u pacientd s nemutovanym stavem
IGHV. Pacienti méli pokrocilejSi stadia onemocnéni a vyzadovali vCasné
zahajeni lécby. IGHV1-69 je téméf vyhradné spojen s nemutovanym stavem
IGHV, jedna se o uniformni skupinu pacientt. Cetné&jsi byl vyskyt D3-3 a CDR 3
sekvence aminokyselin FWSGY. V praci je opét hledana spojitost mezi
imunoglobulinovymi geny a antigeny, byl pozorovan zvySeny vyskyt IGHV1-69 u
pacientl z malého geografického regionu (126).

Orlandi v roce 2009 referoval soubor 49 pacientd s IGHV1-69, v 87 % v
nemutovaném stavu IGHV s Castou stereotypni vazbou s D3-3, D2-2, ¢astou
vazbu D3-3 s J6, relativné dlouhym usekem DRS3, relativhé CastéjSi vyskytem
subsetll DR3. Opét je uvadén kratky TFS, neliSici se od ostatnich pacientd s
nemutovanym stavem IGHV, CastéjSi je zastoupeni pacientl v pokrocilejSich
stadiich nemoci. Prace popisuje preferenCni zastoupeni muzl, Castéji se
vyskytovaly vysoce rizikové genetické zmény delece 11q a delece 17p (127).
Také Mauerer v roce 2005 demonstroval trend ke kratSimu TFS u pacientd s
nemutovanym stavem IGHV a subgenem IGHV1-69 pfi vazbé s D3-3 a J6
(128). Galligan v roce 2008 publikoval praci tykajici se pacientd s IGHV1-69 s
mutovanym stavem IGHV a Klinicky pfiznivym prabéhem nemoci. Z 330
pacientll mélo 32 pacientu subgen IGHV1-69 (9,7 %), celkem 7 pacientl mélo
mutovany stav IGHV a souCasné kratky a vice divergentni CDR3. Tito pacienti
neméli nepfiznivé cytogenetické aberace a méli ¢astéjSi stadium onemocnéni
Binet A (129).

5.2.7. Cytogenetika a molekularni cytogenetika

Genetika a molekularni cytogenetika pfispély vyznamnym zpuasobem k
objasnéni podstaty heterogenity onemocnéni. Limitem konvencni cytogenetiky
je chovani leukemickych bunék in vitro. Buriky maji nizkou schopnost prejit do
metafaze. Az objev polyklonalnich mitogent B lymfocytd umoznil Uspésné
cytogenetické analyzy.

V roce 1990 Juliusson pouzil konvenéni karyotypovani a systematicky
vyhodnotil prevalenci a prognosticky vyznam chromosomalnich abnormalit
spojenych s CLL. Pfes technické omezeni metodiky bylo zjisténo, Ze polovina

pacientl méla klonalni chromosomové zmény. U 19 % pacientd byla popsana
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trisomie chromosomu 12, u 10 % pacientd zmény na chromosomu 13, u 8 %
pacientll zmény chromosomu 14, 8 % pacientd mélo aberace na chromosomu
11, 6 % nemocnych zmény chromosomu 6 a 4 % pfipadd zmény na
chromosomu 17 (130).

V roce 2000 publikoval klicovou studii Dohner, kde pfedstavil dnes Siroce
pouzivany hierarchicky model genetickych zmén vyuzivajici FISH analyzy.
Autorsky koletiv nalezl chromosomalni abnormality u vice nez 80 % pacientd.
Model rozdéluje pacienty do péti rizikovych kategorii, kterym odpovidaji rozdilné
mediany OS (Obrazek 15). Vyskyt delece 17p byl 7 %, delece 11q byla
nalezena v 18 %, trisomie 12 v 16 %, normalni karyotyp v 18 % pfipadu a
delece 13q v 55 % pfipadua (47).
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Obrazek 15: Krivka OS pacientd v zavislosti a genetickych zménach,
Dohnertv hierarchicky model (Déhner a kol, 2000) (47)

Rutinni zavedeni FISH tak znamenalo zlepSeni detekce chromosomovych
zmén. Nevyhodou FISH a pouZiti specifickych sond je v8ak omezeny rozsah
vySetfovanych zmén. Komparativni genomicka hybridizace (CGH) detekuje
zmény v celé Sifi genomu. Stilgenbauer a kolektiv pfinesli vysledky némecké
skupiny pro CLL (GCLLSG), kdy dali do souvislosti deleci 11q s vyraznou
lymfadenomegalii a rychlou progresi onemocnéni. Delece 17p pak predikovala
selhani léCebného efektu alkylaCnich latek a fludarabinu a kratké OS. V
multivariantni analyze delece 11q a 17p pfinasely nezavislou prognostickou
informaci. Studie porovnavala také mutacni stav IGHV a genetické zmény.

Delece 13qg byla Castéji zastoupena u pacientd s mutovanym stavem IGHV,
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naopak delece 11q a 17p byly Castéji zastoupeny u nemutovaného stavu IGHV,
a to ve vSech pripadech statisticky vyznamné, naopak u trisomie 12 nebyl
popsan predilekéni vyskyt ve vztahu k mutacnimu stavu IGHV. Autofi dolozili
pretrvavajici prognosticky vyznam stanoveni delece 11q a delece 17p i v dobé
stanovovani mutacniho stavu IGHV. Uvedené genetické zmény zhorSuji dale
progndzu i v pfipadé pfitomnosti nemutovaného stavu IGHV a to bez ohledu na
klinické stadium onemocnéni. Genomické aberace a mutaéni stav v ¢asnych

klinickych stadiich tak pfinesly pFfesnéjSi informaci o individualnim riziku

onemocnéni (131, 132).

5.2.7.1. 13q14

Tato nejCastéjSi chromosomova zména se vyskytuje u pacientd s CLL s
vyskytem zhruba v 50 % pfipadu. Ve dvou tfetinach pfipadu se vyskytuje jako
izolovana aberace, u tfetiny jedinct spole¢né s aberaci jinou. U ¢asti pacientt
je nalézana jako bialelicka delece nebo v kombinaci s deleci monoalelickou, u
vétSiny pacientl vSak jako delece monoalelicka. Samostatna monoalelicka
delece 13ql4 znamenda pro pacienta pfiznivéjSi prib&h onemocnéni nez u
pacienta s normalnim cytogenetickym nalezem. Cast&ji se delece 13ql4
vyskytuje u pfipadd s mutovanym stavem IGHV. Bialelicka delece 13914
pozitivni prognosticky vyznam nema (133). Je pravdépodobné, Zze se v oblasti
13914 vyskytuje nadorovy supresor. Delece zahrnuje oblast lokalizace genu
DLEU2, miRNA15a a miRNA16-1. Zejména malé nekddujici mikro-RNA jsou
dnes intenzivné studovany a je analyzovan jejich vliv na regulaci exprese

proteinu Bcl-2, ktery hraje kliC¢ovou antiapoptotickou roli (42).

5.2.7.2. Trisomie 12

Jedna se o numerickou zménu s vyskytem 15-20 % pfipadd. U CLL byla
identifikovana jako prvni rekurentni aberace. Byla spojovana s atypickou
morfologii bunék, vy8Sim zastoupenim prolymfocytl, silnou expresi
povrchovych imunoglobulind (Smig) a FMC7, pokrocilejSim onemocnénim a s
horS§i progn6zou (134). NovéjsSi studie jiz tento vyznam nepotvrzuji (131).
Hledani kandidatnich genu je taktéz zatim neuspésné, studovany jsou MDM-2,
GLI1, HMGAZ2 (135).
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5.2.7.3. Delece 11¢922-923

Podle vysledku FISH analyzy je delece ¢asti dlouhych ramen chromosomu
11 druhou nejcetnégjSi abnormalitou u CLL. Doéhner v roce 1997 vySetfil 214
pacientl, delece 11q byla prokazana u 20 % z nich. Jednalo se o mladsi
pacienty s pokro€ilou chorobou, s uzlinovym ,bulkem® (na periferii nebo
abdominalné), s kratkym TFS a s kratkym PFS. U nemocnych s vékem pod 55
let s deleci 11q bylo zjisténo vyznamné horsi OS (ve studii 64 mésicu vs 209
mésicu), ve véku nad 55 let nebyl prokazan rozdil v OS pacientl s deleci 119 a
bez delece (94 vs 111 mésicu) (26).

Molekularné genetickymi metodami byl v oblasti 11q identifikovan
deletovany usek zahrnujici regiony 11922.3-11g23.1. V této oblasti byly
studovany geny RDX a ATM (ataxia telangiectasia mutated), které jsou
oznacovany za kliCové tumor supresorové geny. Studium genové exprese
potvrdilo deregulaci fady genl deletované oblasti 11q (135).

Delecellq22-g23 byla historicky spojovana s progredujici formou CLL,
Spatnou lécebnou odpovédi na alkylacni latky a fludarabin, pacienti méli
vyznamné zkracené OS (136). Zavedeni rezimO chemoimunoterapie s
rituximabem zménilo prognézu pacientd s touto genetickou abnormalitou. V
GCLLSG CLL8 lé¢ba FCR vyrazné zlepSila kompletni odpovédi u pacientl s
11922-g23 deleci v porovnani s FC (51 % vs 15 %, p <0,000) (137).

5.2.7.4. Delece 17p

Delece 17p se vykytuje v 7 % vSech nové diagnostikovanych pacientd
(47). Mutace p53 u pacientl bez delece 17p ma stejny prognosticky vyznam
(138, 139). Nejcastéji se tedy jedna o deleci jedné alely, ktera je provazena
mutaci druhé alely p53 s naslednou ztratou funkce genu. Ztrata funkce genu
p53 vede k dalSim zménam v genomu, coz se odrazi na klinickém obrazu
onemocnéni (132). Vyznamné cCastéji je spojena s vyskytem nemutovaného
stavu IGHV, median OS téchto pacientl je 3—4 let. Prognosticky vyznam delece
17p zGstava zachovan i v pfipadé nemutovaného stavu IGHV (140).

Delece 17p pfedstavuje silny prediktor OS a refrakterity na Ié€¢bu, ma také
pfimé dusledky pro vedeni lé¢by. Pacienti dosahuji pfi [é€bé FCR pouze 5 %

kompletnich remisi ve srovnani s 50 % kompletnich remisi u pacientu bez
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delece 17p. Vysledkem je kratké preziti bez progrese (11,2 mésicu vs 51,8
mésice u pacientl bez delece 17p) a kratké OS (38,1 % ve 3 letech) (137). Z
toho vyplyva nutnost vySetfovat pacienty opakované pfed kazdou linii IéEby na
pfitomnost delece 17p, ale také na pfitomnost mutace p53. V pfipadé pacientl
s chemorefrakteritou ma az 40 % pacientu p53 mutaci, u zbyvajicich 60 % je

molekularni podstata nejasna (141).

5.2.8. Molekularni biologie

Samy cytogenetické |éze nevysvétluji kompletné geneticky zaklad klinické
heterogenity CLL. Nové technologie sekvenovani umoziuji identifikovat jak
nové mutace v oblasti gend p53 a ATM, ale také dalSi dosud neznamé mutace
kandidatnich gend. Mutace gend NOTCH1, SF3B1 a BIRC3 jsou spojeny s
kratkou dobou do progrese onemocnéni a kratkym OS. Kazda z mutaci se
vyskytuje v raznych klinickych fazich choroby a biologicky odliSnych
podskupinach onemocnéni. Vyskyt urcitého typu mutaci muze identifikovat
pacienty, u nichz lze pfedpokladat rezistenci k podané terapii (45, 66, 67, 139,
142-144).

5.2.8.1. Mutace v genu p53

Gen p53 muze byt inaktivovan deleci nebo somatickou mutaci (47, 66, 67,
139, 142). Prace Zenta a kolektivu z roku 2008 pfinesla detailni charakteristiky
dlouhodobé sledovanych 126 pacientu, ktefi méli provedeno vySetfeni metodou
denaturacni vysokotlaké kapalinové chromatografie a pfimym sekvenovanim k
detekci mutace p53 (v exonech 2—-11). U celkem 13 pacientu byla spolu s deleci
17p nalezena také mutace p53. Mutace bez delece 17p byla detekovana u 5
pacientll, pouze delece 17p bez mutace p53 byla identifikovana u 3 pacientu.
Bylo zjisténo 19 typl p53 mutaci. OS ve v8ech podskupinach bylo velmi kratké,
a to jak u jedincu se souc€asnou deleci 17p a mutaci p53, tak i s izolovanou
mutaci p53 a izolovanou deleci 17p (7,6 mésice vs 5,5 mésice vs 5,4 mésice).
Prognosticky vyznam mutace p53 v multivariantni analyze byl nezavisly na
stadiu onemocnéni, muta¢nim stavu IGHV, deleci 11q a deleci 17p. Nalezy déle
ukazaly evidentni klonalni evoluci a zvétSovani velikosti klonu béhem

chemoterapie u fady nemocnych. Prace také prokazala signifikantni zvySeni
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poCtu genetickych aberaci u pacientl s deleci 17p a mutaci p53 bez delece

oproti pacientim bez mutace p53 a bez delece 17p (Obrazek 16) (139).
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Obrazek 16: Vyssi stupen komplexnich genetickych zmén u pacientda s

deleci 17p oproti pacientim s mutaci p53 (Zenz a kol., 2008) (139).

V souladu s genetickou nestabilitou DNA v pfipadé inaktivace p53 je tento
stav spojen s cCastym vyskytem komplexnich cytogenetickych abnormalit,
zejména s nebalancovanymi translokacemi (142).

Mutace p53, dokonce v nepfitomnosti delece 17p je prediktorem Spatné
odpovédi na lé¢bu a kratkého OS. Ve studii GCLLSG CLL4 (F vs FC) u
zadného ze 74 pacientu s mutaci p53 nebylo dosazeno kompletni odpovédi, a
median PFS (23,3 vs 62,2 mésice) a median OS (29,2 vs 84,6 mésice) byly

vyznamné kratSi u pacientd s p53 mutaci nez bez mutace (145).

5.2.8.2. Mutace v genu ATM

Gen ATM je clenem fosfatidylinositol-3 kinazy (PI3K) genové rodiny,
koduje nuklearni serin, threonin kinazu, jejiz aktivita je indukovana
chromosomalnimi zlomy, které vznikaji endogenné nebo po pusobeni DNA-
Skodlivych latek, v€etné ionizujiciho zafeni a chemoterapeutik. ATM chrani
integritu genomu tim, Ze reguluje bunéény cyklus zastavou v G1/ S a G2/ M tak,

aby se zabranilo zpracovani poSkozené DNA. ATM dale aktivuje DNA reparacni
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drahy ¢i indukci apoptozy v pfipadé, Zze DNA poskozeni nelze opravit. Mnohé z
téchto uc€inkd jsou zprostfedkovany aktivaci zavislou na p53, jiné funguiji
nezavisle (146).

ATM je velky gen kddujici 62 exonl, nachazi se v oblasti 11922-g23, ktera
muze byt u CLL deletovana. Je pravdépodobné, Ze i dalSi tumor supresorové
geny uvnitf 11922-g23 regionu jsou zapojeny ve vyvoji nemoci (45, 143, 146).

Prognosticky dopad mutaci v ATM u CLL byl zkouman pouze v nékolika
studiich vzhledem k narocnosti sekvenovani tohoto velkého genu.

Pacienti nesouci mutace ATM maji statisticky vyznamné kratsi OS (85
mésicu) a TFS (40 mésicu) ve srovnani s pacienty bez mutace ATM a p53 (217
mésiclt a 130 mésicu) (46, 144).

Studie LRF CLL4 u pacientd s obéma ATM mutacemi a 11922-923 deleci
ukazala vyznamné kratSi PFS (median 7,4 mésice) ve srovnani s témi s
divokym typem ATM (28,6 mésice), s 11922-g23 deleci (17,1 mésice), nebo
ATM samostatnou mutaci (30,8 mésicu). Median OS s biallelickou mutaci ATM
byl zkracen vyznamné ve srovnani s divokym typem ATM nebo mutaci ATM
samostatné (42,2 vs 85,5 vs 77,6 mésice). Proto v pfipadé pouZiti pouze
chemoterapie, mize byt za &asti chemorefrakterity v pfipadé pacientl bez
aberace p53 pravé ATM mutace. (147). ATM mutace predstavuje samostatny
marker Spatné progndézy pacientl, ktefi jsou Ié€eni pouze chemoterapeutickymi
reZzimy neobsahujicimi rituximab. Pfidani rituximabu k intenzivni kombinovana

chemoterapii (FCR) vede k lepSimu vysledku v Ié¢bé CLL s 11922-g23 deleci.

5.2.8.3. Mutace v genu NOTCH1

Gen NOTCH1 koduje trans-membranovy protein, ktery funguje jako
ligandem aktivovany transkripéni faktor a reguluje nékolik cilovych gena, véetné
myc, p53 a molekuly NF-kB cesty. Cesty, které fidi bunéény metabolismus a
progresi bunécného cyklu, jsou deregulované NOTCH1 mutaci. Tato mutace je
nalézana mnohem castéji u CLL s nemutovanym IGHV stavem a trisomii
chromosomu 12 (148-151).

Ve studii UK LRF CLL4 byl median OS pacientd s mutaci NOTCH1 55
mésicl (152). Dle GCLLSG CLL8 je mutace NOTCHL1 nezavisly prediktor
kratkého PFS po FCR (137). Pacienti s NOTCH1 nemaji benefit z pfidani
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rituximabu do terapie. Dle studie CLL2ZH ma NOTCH1 mutace lepsi PFS po
alemtuzumabu ve srovnani s divokym typem NOTCH1 (153).

Skandinavska studie nové diagnostikovanych pacientl prokazala asociaci
NOTCH1 s kratkym OS a TFS (154).

5.2.8.4. Mutace v genu SF3B1

Tento gen je =zakladni soucCasti komplexu péti malych jadernych
ribonukleoproteinu, které se podili na sestfihu mMRNA prekurzoru a pfi tvorbé
zralé mRNA. SF3B1 mutace u CLL jsou témér vzdy zastoupena jako missense,
tj. ménici smysl kodonu.

Pacienti s SF3B1 mutaci maiji signifikantné kratsi TFS a kratSi OS ve
srovnani s divokym typem (v 10 letech 10-48 % vs 60—-77 %) (155, 156).

Ve studii UK LRF CLL4 je OS pacientd s mutaci SF3B1 54 mésicu (152).
Dle studie GCLLSG CLL8 je SF3B1 nezavisly prediktor kratké doby do

progrese onemocnéni po FCR (137).

5.2.8.5. Mutace v genu BIRC3

BIRC3 gen je negativni regulator MAP3K14 serin-treonine kinazy, ktera je
stéZejnim aktivatorem nekanonické NF-kB signalizace.

Pacienti s BIRC3 maji kratky OS (roky stejné jako pacienti s p53) (157).

Nejsou zcela prozkoumany vSechny korelace a anti-korelace mezi
NOTCH1, SF3B1 a BIRC3 lézemi a dalSimi nepfiznivymi genetickymi
abnormalitami. Kli¢ové studie naznacduji, ze NOTCH1 a SF3B1 mutace maji
tendenci se vzajemné vylu€ovat mezi sebou a p53, coz predstavuje alternativni
genetické mechanismy vedouci k rizikovosti choroby (148, 149, 155, 156, 158).
OS pacientd pfi integraci mutaci do cytogenetického modelu ve srovnani s

béznou populaci ukazuje obrazek (Obrazek 17) (159).
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Obrazek 17: Preziti pacientd pfi integraci mutaci do cytogenetického

modelu ve srovnani s béznou populaci (Foa a kol, 2013) (159)

5.3. Molekularni genetika a vyvoj onemocnéni

V soucasnosti je na CLL nahlizeno jako na onemocnéni vicefazové. Od
pre-maligniho stavu tzv. monoklonalni B lymfocytézy, nové diagnostikované
choroby, aktivni choroby vyzadujici 1é€bu az po chorobu relabuijici,
chemorezistentni, pfipadné az po stadium mozné transformace nemoci do

agresivniho lymfomu v podobé Richterova syndromu (Obrazek 18).

L

Monoklonalni B lymfocytéza ]

Noveé diagnostikovana CLL

K lécbé indikovana aktivni CLL

Relabujici CLL

Refrakterni, chemorezistentni CLL

Richterdv syndrom

Obrazek 18: CLL jako vicefazové onemocnéni

Diky novym molekularné genetickym informacim ziskanym sofistikovanymi
metodami sekvenovani jsou objevovany nové klinické souvislosti ve vyvoji
onemocnéni (159).

V posledni dobé byl studovan vyskyt rekurentnich genetickych zmén
pravé v zavislosti na jednotlivych fazich nemoci. Delece 13914 a 12 trisomie
byly obdobné zastoupeny ve vSech fazich nemoci. Toto zjisténi je v souladu s

predstavou, Ze 13914 delece a trisomie chromosomu 12 pfedstavuji ¢asové
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prvni zmény pfi vyvoji onemocnéni. VSechny ostatni zmény se hromadi az v
pokrocilejSich fazich, coz naznacCuje, ze reprezentuji Casové nasledny impulz v
prubéhu evoluce klonu. Jiz ve fazi MBL jsou nalezeny genetické léze, které
byvaji zjistény u rozvinuté CLL. 13q14 delece je zjisténa u MBL ve 40-50 %
pfipadl podobné jako u CLL. MBL od CLL naopak odliSuje vyrazné nizsi vyskyt
(0-3 %) sekundarnich zmén, které jsou spojovany s rizikovosti nemaoci, tj.
11922-923 delece, 17p delece a mutace p53, NOTCH1, SF3B1 a BIRC3 (4,
160, 161). Vyskyt delece 17p je u nové diagnostikované CLL nalézan u 5 %, u
progredujici CLL pfi prvni |é€bé v 8-11 % pfipadl a u 30 % v relapsu a u
fludarabin-refrakternich pacient. Vyskyt mutace genu p53 je 5-10 % u nové
diagnostikovanych CLL, v 10 % u progredujici CLL vyZadujici prvni léCbu, u 40
% pFipadu v relapsu a fludarabin-refrakterni CLL (141, 145, 162). Kombinace
mutace a delece genu p53 se vyskytuje u 10 % nové diagnostikovanych CLL,
vice nez v 15 % u progredujici CLL vyZaduijici prvni 1éEbu a ve 45 % u relapsu a
fludarabin-refrakterni CLL. Jedna se tak o nejCastéjSi léze u vysoce rizikové
klinické podjednotky refrakternich a relabujicich nemocnych (66, 139).

Delece 11922-g23 se vyskytuje v méné nez 10 % nové diagnostikovanych
CLL, jeji prevalence stoupa na 20 % v dobé prvni léCby, respektive na 20 % v
dobé refrakterity na fludarabin (136, 153). ATM mutace byly prokazany v 10-15
% nové diagnostikovanych pacientl, v 15 % u progredujici CLL vyzaduijici prvni
léCbu. V pfipadé spojenim mutace a delece je vyskyt 20 % u nové
diagnostickych CLL, v 35 % pfipadl vyzadujicich prvni 1éCbu (46, 144, 147).

V pfipadé mutaci NOTCH1, SF3B1 a BIRC3 je situace analogicka, s
vyvojem onemocnéni narusta jejich vyskyt (148, 149, 156, 158).

ATM, BIRC3 a SF3BL1 jsou Casté u chemorefrakterniho relapsu a naopak
nizky je vyskyt u Richterova syndromu, coZz ukazuje na odliSnost

patogenetickych cest (155, 161).

5.4. Klonalni vyvoj onemocnéni

U znacné cCasti pacientd muaze dojit ke klonalnimu vyvoji onemocnéni.
Porovnani profilu cytogenetickych 1ézi z doby diagnézy a v dobé relapsu
odhalilo rozdily az u 20-40 % pfipadl, coz ukazuje na dynamicky charakter

klonalni evoluce. Riziko vzniku nové genetické l1éze se zvySuje s délkou trvani
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nemoci, nemutovanym stavem IGHV a selekénim tlakem podavané |éCby. Z
klinického hlediska je klonalni evoluce spojena se Spatnymi vysledky |écCby,
rezistenci na chemoterapii a moznou transformaci onemocnéni. BEhem klonalni
evoluce dochazi pfedevsim v rozvoji delece 17p nebo delece 11q (163, 164).
Mutacni analyzou bylo zjisténo, ze vyvoj novych mutaci p53 také pfispiva ke
klonalni evoluci, a to zejména u chemorefrakternich pacientd a u pacient s
vyvojem Richterova syndromu (161). V souladu s timto pozorovanim je
aktualné doporuCeno opakované testovat mutace p53 (165). Také mutace
NOTCH1, SF3B1 a BIRC3 se mohou objevit v prubéhu klonalni evoluce (166).
nemoci na subklonalni urovni nebo zda jsou ziskany de novo v pribéhu
onemocnéni a zda pritomnost malych subklonl nesoucich rizikové genetické
poskozeni od ¢asnych stadii nemoci mize ovlivnit OS pacient. Nejasnosti ve
vyvoji mutaci by mély objasnit studie s novymi citlivymi technikami molekularni
biologie studujici jednotlivé faze onemocnéni. V zajmu optimalizace léCby a
v€asného odhadu chemorefrakterity CLL je velmi dulezité vySetfit molekularni

puvod vyvoje onemocnéni.

5.5.Richterav syndrom

Richteriv syndrom (RS) znamena vyvoj CLL do vysoce agresivniho non-
Hodgkinského lymfomu, prolymfocytarni leukémie, Hodgkinova lymfomu nebo
akutni leukémie. Poprvé byla popsana Mauricem Richterem jako rychla fatalni
generalizovana lymfadenopatie a hepatosplenomegalie u pacienti s CLL (167).
Vyskyt je uvadén ruznymi autory rizné, 2-8 % (168). VySSi je incidence u
pacientl IéEenych fludarabinovym rezimem (169).

V klinickém obraze dominuje rychlé zhorSeni celkového stavu, elevace
laktat dehydrogenazy (LDH), horeCky bez znamek infekce a rychle progredujici
zvétSeni uzlin. Progndéza je Spatna, median OS nemocnych je 6 mésicu. Proto
je nezbytna rychla histologicka diagnostika a u mladSich pacientd reagujicich
na kombinovanou imunochemoterapii je efektivni 1é¢ebnou volbou alogenni
transplantace krvetvornych bunék (168, 170, 171). U nemocnych s RS se
kombinuji vlivy chemorezistence a rychlé progrese nemoci. Genetika RS

vyrazné ovliviuje klinické chovani. BéZzné je pozorovana vysoka mira p53
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abnormalit (60 % pfipadd) a chemorezistence (161). DalSimi nejCastéjSimi
zménami u RS je mutace NOTCH1 a aktivace c-Myc, které se vyskytuji v 30 %
pfipadd RS. c-Myc draha je pravdépodobné finalni spoleCna cesta
tumorogeneze u RS (60 %) (148).

5.6.Prognostické indexy

Prvni prace definujici komplexni prognosticky index u CLL byla
publikovana v roce 2007. Index byl vypracovan na zakladé vysledkd analyzy
klinickych a rutinnich laboratornich vySetfeni autory z MD Anderson Cancer
center. Do studie bylo zafazeno 1674 pacientd mladSich 65 let, ktefi byli
diagnostikovani v prubéhu let 1981-2004. Index byl sestaven na zakladé
znalosti tradi¢nich prognostickych znakd a hodnot B2M. Ve vicerozmérné
analyze vySly jako nezavislé prediktory prognozy: vék, B2M, absolutni pocet
lymfocytl, pohlavi, stadium dle Raie a poc€et skupin postizenych lymfatickych
uzlin (Tabulka 3). Vysledkem analyzy byl funkéni prognosticky index, ktery
odhaduje pravdépodobnost OS v 5 a 10 letech (100).

O dva roky pozdéji autofi z Mayo Clinic potvrdili prognosticky vyznam vySe
uvedeného indexu na souboru 440 pacientu (172). Navic studie prokazala, ze si
index zachovava vypovédni hodnotu i pro pacienty ve stadiu Rai 0O a sou€asné
rozptylila obavy o platnosti indexu pro jakoukoliv skupinu pacientu.

Zajimava studie byla referovana v roce 2011 a nasledné v roce 2014
publikovana skupinou némeckych autorll. Prace shrnuje sou€asné poznatky o
prognostickych faktorech z CLL studii (CLL1, CCL4 a CCL8) ve vztahu k OS
nemocnych (93). Na zakladé Coxovy regrese byly identifikovany vyznamné
prediktivni faktory (delece 17p, sTk, B2M, nemutovany stav IGHV, ECOG PS,
delece 11g, muzské pohlavi a vék nad 60 let) a jednotlivym faktorim bylo
pfifazeno urcité bodové ohodnoceni. Souétem bodl vzniklo prognostické skore

odhadujici pravdépodobné OS.
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Tabulka 3: Bodové hodnoceni jednotlivych prognostickych faktort

sestaveni prognostického indexu (Wierda a kol. 2007) (100)

pro

Body
0 1 2 3
Vék — <50 50-65 > 65
< horni 1-2xhorni > 2xhorni

B2M . :
hranice normy | hranice normy

hranice normy

Pocet lymfocytu

(0% <20 20-50 > 50 —
Pohlavi Zena Muz — —
Stadium (Rai) 0l [ 0Y; — —
Pocet skupin <o 3 . .

postizenych uzlin

V roce 2011 Wierda a kolektiv publikovali novy model pro odhad

pravdépodobnosti zahajeni 1éCby ve 2 a 4 letech. Do studie bylo zafazeno 930

pacientl, 36 % pacientu bylo ve stadiu Rai 0, median véku zafazenych pacientu

byl 59 let (Tabulka 4) (101). Validaci tohoto modelu provedla skupina italskych

autorl v roce 2013 (173).

Tabulka 4: Vychozi vysledky statistické analyzy pro vypocet prognostického
indexu, (upraveno dle Wierda a kol., 2011) (101)

Index rizika ' =

(Hazard Ratio)
IGHV nemutovany 10,68 < 0,001
Velikost nejvétsi palpované kréni uzliny 1,32 < 0,001
FISH delece 11q 1,86 0,001
FISH delece 17p 2,12 0,01
Pocet postizenych uzlinovych lokalit (3 v < 3) 1,64 0,004
LDH pfi mutovaném stavu IGHV 2,36 0,002
LDH pfi nemutovaném stavu IGHV 1,07 0,14
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Bulian a kolektiv v roce 2012 publikovali dalSi praci, ktera definovala novy
klinicko-biologicky prognosticky index, kde tfemi body bylo hodnoceno stadium
nemoci Binet C, dvéma body stadium Binet B nebo vék > 65 let, jeden bod byl
pfidélen za muZské pohlavi, vy$Si hodnoty B2M, nemutovany stav IGHV a
deleci 17p. Pacienti pak byli dle poctu dosazenych bodl déleni do tfi rizikovych
kategorii, nizké, stfedni a vysoke riziko s odhadem 5letého OS (102).

5.7.Stupen dosazeni Ié¢ebné odpovédi

5.7.1. Minimalni rezidualni choroba (MRD)

V éfe moderni kombinované chemoimunoterapie s pouzitim
monoklonalnich protilatek se stuperi dosazeni IéCebné odpovédi (mira redukce
nadorové populace) stava vyznamnym prognostickym faktorem.

V roce 2012 Bottcher s kolegy publikovali vysledky sledovani MRD ve
studii GCLLSG CLL8. Pomoci prutokové cytometrie (4-barevna prutokova
cytometrie) byla vySetfovana MRD po 3 a 6 cyklech FC nebo FCR a nasledné
pak s odstupem dvou mésicl po ukonceni léCby. Pacienti byli podle stupné
dosazeni MRD rozdéleni na tfi prognostické skupiny (pocet rezidualnich bunék
— MRD >10?, MRD < 102 az > 10* a MRD < 10%4). Po¢et nemocnych s MRD
<10 byl ve skupiné pacientl lééenych FCR 63 %, ve skupiné léenych FC 35
%. Pokud byla srovnavana skupina pacientl, ktefi dosahli MRD < 10* se
skupinou pacientli, ktefi dosahli odpovédi MRD > 1072, potom byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil v OS i PFS (p<0,0001 a HR pro PFS je 21,8 a pro
OS 7,1) s lepsim OS pacientll s MRD < 10 . Zajimavé je srovnani této miry
prognostického rizika s prognostickym vyznamem delece 17p (HR pro PFS je
3,6 a pro OS je 3,1) a prognostickym vyznamem nemutovaného stavu IGHV
(HR pro PFS 2,2). Pokud byl porovnavan vyznam stanovené MRD v periferni
krvi nebo v kostni dfeni, pak oba kompartmenty nezavisle pfedpovidaji PFS.
Podobné pozorovani bylo provedeno také ve studii CLL2M (rituximab a
bendamustin), ktera také potvrdila vyznam stanoveni MRD, kdy nizka uroven
MRD predikovala vyznamné delSi PFS. Prognosticky vyznam stanoveni MRD je
nezavisly na dosazeni klinické odpovédi (CR nebo PR). Nejvétsi vyznam ma

stanoveni MRD po 2 mésicich od ukonCeni |éCby. Aktualnim cilem odbornikl
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SpiCkovych evropskych flowcytometrickych center EuroFlow je vypracovat
jednotnou, pfesnou metodiku stanoveni MRD. Skupina EuroFlow v soucCasné
dobé vyviji plné standardizované 8- barevné techniky stanovovani MRD s
citlivosti na hladiné 10° (174).

5.7.2. Refrakterita k 1éEbé a refrakterita k 1é¢bé fludarabinem

V klinické praxi se ukazalo, Zze vyznamnou prognostickou podskupinu tvofi
pacienti, ktefi jsou refrakterni na fludarabin. Kritéria fludarabin-refrakterni
choroby v8ak nejsou zcela striktni, protoZe definice byla vzdy zavisla na
konkrétnim typu neuspésné léCby. Pouzivani chemoimunoterapie FCR zménilo
také definici refrakterni choroby.

IWCLL 2008 definuje refrakterni CLL jako nedosazeni CR/PR nebo relaps
do 6 mésicl od ukonceni lIéCby (1).Tato definice koresponduje s obdobim |éCby
chlorambucilem nebo fludarabinem v monoterapii. Se zavedenim intenzivni
lécby v prvni linii se podil refrakternich pacientl pochopitelné snizuje. Vymezuje
se tak skupina pacientu, ktefi nejsou refrakterni dle tradi¢ni definice, ale maji
suboptimalni odpovéd nebo odpovéd kratce trvajici (24-36 mésicl) po
intenzivni terapii. Refrakterni CLL je pak skupina pacientd s velmi Spatnou
prognozou, median OS v mnoha studiich je 1-2 roky. Stilgenbauer a Zenz v
roce 2010 definovali ,ultra-high risk® pacienty jako ty, ktefi nereaguji na
fludarabin nebo podobné Iéky (napf. bendamustin), ¢asné (po 24 mésicich)
relabuji po FCR nebo podobné |éCbé s nutnosti zahajeni nové terapie a
pacienty s deleci 17p nebo mutaci p53 s indikaci k |é¢bé (175).

EBMT doporuceni z roku 2007 oznacilo vysoce rizikovou chorobu ,high-
risk jako onemocnéni, u kterého je tfeba zvazovat alogenni transplantaci
krvetvornych bunék. V tomto pojeti znamena ,high-risk“ choroba nedosazeni
léCebné odpovédi nebo Casny relaps (do 12 mécicu) po Iécbé fludarabinem,
relaps po 24 mésicich po dosaZeni odpovédi rezimem s purinovymi analogy
nebo po autologni transplantaci. Do této skupiny patfi také pacienti s p53

vyzaduijici [éCbu (176).
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5.8.Prognosticky prinos CT vySetreni

Vyznam CT vySetfeni pfed zahajenim lécby byl hodnocen na zakladé
vysledku studie CLL4, CLL5 a CLL8. Celkem bylo v praci Eichhorstové a jejich
kolegi hodnoceno 1372 pacientd v primolécbé, z nich 481 po lécbé
progredovalo, u 372 pacientt (77 %) byla progrese diagnostikovana na zakladé
fyzikalniho vySetfeni a zmén v krevnim obraze. Progrese byla stanovena pouze
na zakladé CT u 44 pacientd (9 %), sonograficky u 29 pacientl (6 %). Celkem
tedy u 15 % pacientl byl relaps diagnostikovan na zakladé zobrazovacich
vySetfeni. LéCbu vyzadovalo 176 pacientd, |éCba pouze na zakladé
zobrazovacich metod byla indikovana u 2 pacientd, tj. u 1 % pacientd.

Z uvedené studie vyplyva (ve srovnani s pacienty s NHL) mnohem mensi
vyznam CT vySetfeni pro zahajeni I1éEby relapsu CLL (177).

Pro hodnoceni |éCebné odpovédi je CT doporuceno pouze v pfipadé, Ze je
vstupné pozitivni a je pravdépodobnost dosazeni kompletni remise onemocnéni
(1). Otazkou je pfinos vysetieni CT pfed zahajenim lé€by k detekci nadorového
,bulku“. Dle studie CLL4, CLL5 a CLL8 byla ,bulky“ choroba na CT nebo
ultrazvukovém vySetfeni diagnostikovana u celkem 233 pacientd, tj. u 17 %.
Pfitom nebyl nalezen vysSi pocet lIéCebnych odpovédi (ORR) u pacientl bez
,bulky“ choroby, ale byl zjistén vys$S§i poCet dosazenych CR. OS a PFS mezi
obéma skupinami nebylo odlisné. PFS pacientd s bulky, ktefi dosahli CR
verifikovanou CT vySetfenim proti PFS pacientd s CR verifikovanou pouze
fyzikalnim vySetfenim a trepanobiopsii byl ve v8ech studiich vyznamné delsi,
ale tento fakt neplatil ve skupiné pacientt Ié€enych moderni imunochemoterapii
FCR (177).
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6. Lécba a lIééebna odpovéd

Vzhledem k tomu, Ze tématem prace je analyza prognostickych faktora,
problematika indikace, moznosti 1éCby v€etné moznosti novych, jeji vysledky a
hodnoceni |éCebné odpovédi byly pouze pfehledné shrnuty. Pro indikaci IéCby
CLL plati kritéria NCI-WG (1). Nemocni s pokroCilym onemocnénim (stadium C
dle Bineta) jsou indikovani k zahajeni lécby, u ostatnich pacienti je IéCba
indikovana pfi aktivité¢ CLL. Sama pfitomnost nepfiznivych prognostickych
faktorl (napf. nemutovany stav IGHV nebo delece 17p) neni ddvodem k
zahajeni [éCby.

Aktivni choroba je definovana jako:

1. Progresivni selhani funkce kostni dfené&, rozvoj nebo progrese anémie
a/nebo trombocytopenie

2. Zvétsujici se (vice nez 6 cm pod levym Zebernim obloukem) nebo
symptomaticka splenomegalie

3. Lymfadenopatie (vice nez 10 cm) nebo progresivni nebo
symptomaticka lymfadenopatie

4. LDT krat8i nez 6 mésicu pfi vylou€eni podilu infekce na progredujici
lymfocytdze

5. Autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie bez odpovédi na terapii
kortikosteroidy nebo jinou lIé€bu

6. Jeden systémovy pfiznak (vahovy ubytek, vyznamna unava, horecky
bez prokazaného infekéniho zdroje, no€ni poceni)

V CR bylo v bfeznu 2013 vydano Doporuéeni pro diagnostiku a lé&bu
chronické lymfocytarni leukémie CSCLL (178). Limitujicim faktorem intenzivni
|éCby je vék pacienta, pfiCemz je tfeba zdUraznit, ze je limitujici vék biologicky
spiSe nez vék kalendarni. Moderni biologicka IéCba je tolerovatelna i starSimi a
komorbidnimi pacienty, jak dokazuje cela fada studii (179).

Pfed zahajenim lécby pro aktivni chorobu je u pacientl, u kterych
predpokladame intenzivni 1é¢bu, indikovano dosetieni prognostickych faktoru:
rekurentnich cytogenetickych aberaci FISH (delece 13q, 11q, 17p, trisomie 12),
stanoveni mutacniho stavu IGHV, vySetfeni mutaci p53, doSetfeni exprese
CD38 a ZAP-70, pfipadné jsou doSetfovany dalSi rizikové mutace NOTCH1,

SF3B1 a BIRC3 a to nejen pfed IéCbou prvni linie, ale i pfed kazdou dalsi linii
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lécby (165, 166, 180). Prehled pozadovanych a doporucenych vysetfeni pred

zahajenim |éCby s ohledem na to, zda je I1é¢Eba vedena v klinické studii €i nikoliv

uvadi tabulka (Tabulka 5) (1)

Tabulka 5: Pozadovana a doporucéena vysetreni pied zahajenim Ié¢by CLL (1)

Pozadovana vySetfeni pfed zahajenim
léCby

klinicka praxe

klinické studie

Anamnéza, fyzik. vys., stanoveni PS Vzdy Vzdy
KO+dif Vzdy Vzdy
SP, trepanobiopsie Vhodné Vhodné
RTG s+p Vzdy Vzdy
{;\Leé(,c\r}ll_' og)emocnenl (HIV, CMV, Vzdy Vzdy
FISH 13g-,119-,17p-, trisomiel2, 6g- | vhodné u lé€by s cilem CR Vzdy
Mutaéni stav IGHV, ZAP70, CD38 vhodné u léCby s cilem CR Vzdy
CT hrudniku, bficha, panve vhodné u léCby s cilem CR Vzdy
MRI, PET CT Ne Ne
Ultrazvukové vySetfeni bficha Vhodné Ne

Lécebna odpovéd je posuzovana po 2—3 mésicich od ukonceni I1éCby na

zakladé fyzikalniho vySetfeni, vySetfeni krevniho obrazu s diferencialnim

rozpoCtem. Na zvazeni je vySetfeni biopsie kostni dfené (v pfipadé IéCby s

cilem dosazeni CR) a vySetfeni zobrazovacimi metodami, v pfipadé inicialniho

postiZzeni (Tabulka 6).
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Tabulka 6: Hodnoceni Ié€ebné odpovédi (upraveno dle Hallek a kol. 2008) (1)

Parcialni remise | Progresivni choroba

Parametr Kompletni remise (CR) (PR) (PD)

Skupina A

Snizeni o0 = 50 %

Lymfadenopatie |Zadna nad 1,5 cm Zvyseni o 2 50 %

Hepatomegalie |Neni SniZeni 0 250 % Zvyseni o0 250 %
Splenomegalie |Neni SniZeni 0 2 50 % Zvyseni o0 2 50 %
ALC < 4x109 Snizeni 0250 % Zvys$eni o =250 %
Normocelularni
s < 30 % lymfocytl Snizeni infiltrace dfené o0 = 50 % nebo B
Kostni dfefi . e,
Bez B lymfocytarnich lymfocytarni infiltraty
infiltratl
Skupina B

9
Pocet desticek | > 100x10Y/ > 100x1071nebo | g 501 0 > 50 06
zvyseni 0 250 %

> 110 g/l nebo
zvySeni 0 = 50 %*
> 1,5x10%I nebo
ZlepSeni 0 2 50 %

Hemoglobin > 110 g/l Snizeni 0 =20 g/l %

ANC > 1,5x10%I

Citlivym vysSetfenim, které predikuje efekt 1éCby, resp. interval do dalSi
progrese onemocnéni, je stanoveni MRD (na hladiné 104 ) flowcytometrickou
analyzou dle doporuceni Euroflow (174). Tato naro¢na a nakladna metoda je
ur€ena pro skupinu mladSich pacientu Ié€enych s cilem dosazeni CR.

Terapie prvni linie vychazi z vysledkd randomizované studie CLL8. Za
standard |éCby pacientd bez zavaznych komorbidit je povazovana
chemoimunoterapie FCR. U nemocnych komorbidnich je terapeutickou
moznosti lé€ba chlorambucilem. U pacientl, ktefi nejsou vhodni pro lécbu
rezimem FCR, je mozZno pouzit bendamustin v monoterapii, bendamustin v
kombinaci s rituximabem nebo fludarabin a cyklofosfamid v redukovanych
davkach v kombinaci s rituximabem (nizcedavkovany FCR) (179, 181).

Specifickou skupinu tvofi pacienti se znamkami autoimunitni hemolytické
anémie, ktefi jsou indikovani nejCastéji k lécbé rituximab, cyklofosfamid,
vinkristin a prednison (R COP) nebo rituximab, cyklofosfamid a dexamethazon
(RCD) (182). Taktéz pacienti s vyznamnou renalni insuficienci nemohou byt
indikovani k rezimu s fludarabinem (180). LéCebnou alternativou u nemocnych,

u kterych neni mozno pouzit fludarabinové rezimy, je alemtuzumab (1). DalSi
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indikaci |éCby alemtuzumabem je pfitomnost delece 17p a mutace p53, kde je
lé€ba fludarabinem neefektivni. Rituximab v monoterapii Ize vyuzit u pacientd s
masivni infiltraci kostni dfené a u autoimunitnich cytopenii nereaguijici na prvni
linii imunosupresivni [éCby (183).

Lécba relapsu a refrakterni choroby je problematikou trvale aktualni,
protoze k relapsu dospéje vétSina pacientt s CLL. Lécba je vedena
individualné, néktera doporu€eni vSak plati obecné. Puvodni |éCbu Ize
opakovat, pokud |éCebna odpovéd trvala 12 mésicu a vice (u kombinovanych
fludarabinovych rezimd minimalné 24 mésicl). Zakladni moznosti 1&éCby relapsu
CLL je dle studie REACH rezim FCR. V pfipadé refrakterni choroby je vzdy
nutné zménit IéCebny pfistup. S ohledem na vék a kondici pacienta by méla byt
u vhodnych pacientl zvazena alogenni transplantace krvetvornych bunék.

Alemtuzumab je moznosti 1é€by u nemocnych, u kterych selhal
fludarabinovy rezim (184). U nemocnych s refrakterni CLL, refrakterni na
fludarabin i alemtuzumab je Iékem volby ofatumumab (185).

DalSimi moznostmi IéCby relapsu a refrakterni CLL jsou vysokodavkované
kortikoidy v monoterapii ¢i kombinaci s dalSimi léky (186, 187). Bendamustin v
kombinaci s rituximabem je mozné pouZzit i u nemocnych refrakternich na
fludarabin (188). Rituximab v monoterapii Ize indikovat u nemocnych, ktefi maiji
masivni postizeni dfené nebo kvdli komorbiditam nemohou absolvovat
chemoterapii nebo u nemocnych s autoimunitni cytopeni nereagujici na prvni
linii I6Cby. Kombinace rituximabu s chemoterapii (R COP, R CHOP) je mozno
vyuzit u nemocnych, ktefi nemohou byt Ié€eni fludarabinovymi rezimy (183).
Intenzivni rezimy (napf. R DHAP — rituximab, dexamethazon, cytosinarabinosid,
cisplatina) jsou indikovany u refrakternich nemocnych mladsiho véku v dobrém
stavu (189).

Shrnuti Ié¢ebnych moznosti pfinasi tabulka (tabulka 7).
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Tabulka 7: LéEebné moznosti (upraveno dle Smolej a kol. 2013)

Stav pacienta Hlavni moZnost Léceba alternativa
Alemtuzumab
1. linie Dobry klinicky stav | FCR R + vysocedavkované steroidy
R + chemoterapie
Bendamustin
v : FCR nizcedavkovany
1. linie L/yznart?g_e Chlorambucil
omorbiaity Alemtuzumab
R+chemoterapie
Relaps >12 opakovani pavodni
mésicl terapie
Alemtuzumab R bendamustin
Ofatumumab R CHOP
Dobry klinicky stav R+ vysocedavkované
Kortikoidy R DHAP
Refrakterni :
CLL alogenni transplantace
Alemtuzumab R bendamustin
Vyznamn_e Ofatumumab FCR nizcedavkovany
komorbidity
R+chemoterapie

V denni praxi predlé€enych pacientl, u starSich ¢i komorbidnich
nemocnych s CLL pouzivame rezim nizcedavkovany FCR (179).

Alogenni transplantace krvetvornych bunék je indikovana u pacientd v
dobrém klinickém stavu s nepfiznivym klinickym prabéhem, refrakterni
chorobou nebo u nemocnych s trvanim IéCebné odpovédi po predchozi terapii
<12 mésicu. V soucasnosti je v praxi upfednostiiovana alogenni transplantace
po nemyeloablativni pfipravé (190). Autologni transplantace perifernich
kmenovych bunék se jiz standardné neprovadi (191).

Lécba CLL dozna v blizkém Casovém horizontu podstatnou zménu. Je
nékolik novych, nadéjnych léku, které byly pro lé€bu CLL schvaleny nebo
prochazeji pokrocilou fazi klinického vyvoje a na schvaleni ¢ekaji.

Zcela zasadni roli ve stimulaci maligni buriky k preziti hraje bunécny
receptor BCR a jeho signalizace bunce pFes aktivaci tyrosinovych kinaz,
Brutonovu tyrosin kinazu (BTK) a phosphatidyl inositol 3-kinazu (PI3K) az k

aktivaci transkripénich faktord (napf. NF-kB). O vyznamu BCR signalizace
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svedCi skuteCnost, ze wurCité znaky BCR jsou wuznany jako nezavislé
prognostické faktory (napf. mutacni stav IGHV) a jiné znaky jsou ve vztahu k
progndze intenzivné studovany (stereotypni receptory). Mezi nové léky patfi
zejména specifické inhibitory tyrosinovych kinaz (inhibitor BTK — Ibrutinib a
inhibitor PI3K — ldelalisib) a dale Bcl2 antagonisté (napf. ABT199) a také nova
anti CD20 protilatka (Obinutuzumab). Nesmirné cenna bude znalost individualni
progndézy nemocnych se zfetelem na stanoveni mutaci NOTCH1, p53, ATM a
SF3BL1. Individualizovana |éCba bude narona také na vybér optimalni varianty.
Pfedmétem dalSiho studia bude integrace novych lékl s témi dosud v terapii
CLL pozivanymi. Hallek v roce 2013 vidi koncept budouci Iécby CLL ve tfech za
sebou jdoucich krocich. Prvnim krokem je v uvodu lécby ,debulking® tumoru s
vyuzitim klasické chemoterapie, jak ji zname a dosud pouzivame (pouziti
fludarabinu, bendamustinu). Druhym krokem bude indukéni lé€ba jiz s vyuZzitim
novych léku (inhibitort tyrozinovych kinaz, Bcl2 antagonistl a protilatek). Tretim
krokem bude potom udrzovaci terapie tzv. ,Sitda na miru“ opét s vyuzitim

inhibitord tyrosinovych kinaz, Bcl2 antagonistu a protilatek (192).
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7. Stanoveni individualni prognézy pacienta, vlastni vysledky

7.1. VySetrované prognostické faktory

Diagn6za CLL vSech 417 pacientl vySetfovaného souboru byla stanovena
pomoci komplexu nezbytnych vysSetfeni v souladu s kritérii NCI (1). Seznam
nami pouzitych vySetfovacich metod ke stanoveni individualni prognézy uvadi v
prehledu tabulka (Tabulka 8).

Tabulka 8: Seznam provedenych vysetreni

Krevni obraz, absolutni poc¢et lymfocyt(

Stadium onemocnéni dle Bineta

Sérové markery: B2M, sTk

Cytogenetika, FISH (delece 13q, 11q a 17p, trisomie 12), CGH
Mutacni stav IGHV

Subgeny IGHV3-21, IGHV1-69

ZAP-70, CD38

7.2.Metody stanoveni prognostickych faktoru

7.2.1. Metody cytogenetické a molekularné cytogenetické

Materidlem pro cytogenetické a molekularné genetické vySetfeni byly
nadorové burky ziskané z periferni krve. U vS8ech pacientl byla provedena
klasicka cytogeneticka analyza. Chromosomové aberace (delece 11q, 17p, a
139 a trisomie chromosomu 12) byly detekovany metodou FISH s pouzitim
genovych a centromerickych sond (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA). K
ovéreni a blizSi charakteristice chromosomovych zmén v karyotypu byly pouzity
celochromosomové sondy (MetaSystems, Althusheim, Némecko a Cambio,
Cambridge, Velka Britanie). VSechny vzorky byly hodnoceny pomoci
fluorescenéniho mikroskopu vybaveného pfislusnymi fluorescenénimi filtry a
CCD kamerou a analyzovany pomoci softwaru ISIS (MetaSystems, Althusheim,
Némecko). Metoda CGH byla provedena u vybranych pacientd s komplexnim

karyotypem nebo u pacientl s nebalancovanymi chromosomovymi zménami,
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které se nepodafilo urcit metodou klasické cytogenetiky a FISH. Metoda CGH
byla provedena podle navodu vyrobce a byla popsana kolegy JaroSova a
kolektiv (193).

7.2.2. Metoda stanoveni mutac¢niho stavu IGHV gent

Pro detekci mutaéniho stavu IGHV genl byla pouZita RNA ziskana z
nadorovych lymfocyta periferni krve pacientl. Izolace mononuklearnich bunék
byla provedena separaci na hustotnim gradientu Histopaque-1077 (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) a celkova bunétna RNA byla izolovana pomoci
TRIZOL Reagentu (Invitrogen, CARLSBAD, USA) dle navodu zvefejnéného
vyrobcem. Reverzni transkripci s nahodnymi hexamery (Promega, Madison,
USA) byl pfepsan 1 ug RNA do komplementarni DNA (cDNA). Ziskana cDNA
slouzila jako templat pro detekci monoklonalni populace B lymfocytd metodou
multiplexni polymerazové fetézové reakce (PCR) s vyuZitim specifickych V/J
primert ohrani€ujicich IGHV oblast (194). PCR produkty byly separovany
gelovou elektroforézou a monoklonalni produkty byly purifikovany pomoci
QIAquick® Gel Extraction kitu (Qiagen, HILDEN, Némecko) dle navodu
zvefejnéného vyrobcem. Sekvence IGHV genu byly ziskany pfimym
sekvenovanim pomoci BigDye® Terminator v 1.1. Cycle Sequencing kitu
(Applied Biosystems, CARLSBAD, USA) dle navodu zvefejnéného vyrobcem.
Identifikace konkrétni VDJ pfestavby IGHV genu, tj. stanoveni podrodin
(IGHV3-21, IGHV1-69) a ureni mutaéniho stavu V subgenu bylo provedeno v
databazi IMGT/V-QUEST (195). Nemutovany stav IGHV genu byl stanoven na
zakladé alespon 98 % sekvencni homologie s odpovidajicim germinalnim V
subgenem (1 % koresponduje s 3 nukleotidovymi mutacemi v IGHV genu) (27,
37).

7.2.3. Metoda stanoveni ZAP-70 a CD38

V cytoplazmé nadorovych lymfocytd byly izolovany mononuklearni buriky
krve na separacnim meédiu Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Pro vySetfeni byla pouzita kombinace 5 monoklonalnich protilatek: CD3 FITC
(Immunotech, Marseille, Francie), ZAP-70 PE (klon 1E7.2, Caltag Laboratories,
Burlingame, USA), CD16+CD56+ FITC, CD19 APC a CD5 PerCy (BD

Biosciences, San Jose, USA). K permeabilizaci bunék byl pouzit kit Fix & Perm
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(Caltag Laboratories, Carlsbad, USA), postupovali jsme podle pokynl vyrobce.
Permeabilizaci bunék pFfedchazelo znacCeni  protilatkami  anti-CD3,
antiCD16+CD56, anti-CD19 a anti-CD5. Vzorky byly analyzovany na
prutokovém cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA). P¥i
méfeni bylo napoéteno minimalné 1 500 T-lymfocytd a NK-bunék a pro
hodnoceni byl pouzit software CellQuest Pro. Bylo stanoveno procentualni
zastoupeni ZAP-70 pozitivnich CLL bunék (CD19+/CD5+) a jako hranice
pozitivity byla zvolena ve shodé s literarnimi daty pfitomnost alespon 20 %
ZAP-70+ bunék v populaci nadorovych lymfocytd (109). Povrchovy znak CD38
byl vySetfen metodou dvoubarevného znaceni s pouzitim MoAb CD19 FITC a
CD38 PE (obé Immunotech & Beckman Coulter, Marseille, Francie). Jako
hranice ur€eni pozitivity, resp. negativity znaku CD38 byla zvolena hodnota

30 %.

7.2.4. Metoda stanoveni B2M a sTk

B2M byl stanovovan imunoturbidimetricky na automatickém analyzatoru
SPA Plus firmy The Binding Site (Birmingham, Velka Britanie) za pouziti
protilatek navazanych na polystyrenovy latex.

Thymidinkinaza byla stanovena za pomoci radioizotopové metody
soupravou Thymidine Kinase REA kit firmy Beckman Coulter (California, USA).
Normalni rozmezi hodnot pro B2M je 0,8-2,34 mg/L a pro sTK 0-9 U/L.

7.2.5. Metody statistické

VSechny statistické vypoCty byly provedeny v open-source softwaru R

(http://www.r-project.org). Primarni sledovanou veli€inou bylo OS. KrFivky

prezivani byly odhadovany Kaplan-Meierovou metodou a k testovani rozdilt v
prezivani mezi skupinami byl pouzit log-rank test. Prognosticka sila jednotlivych
parametrd byla odhadovana na zakladé modelovani prezivani pomoci
univariantniho i multivariantniho Coxova regresniho modelu proporcionalniho
rizika. Selekce parametrl v multivariantnim Coxové regresnim modelu byla
provedena metodou postupné zpétné eliminace parametrd. V Coxové
regresnim modelu byl vzdy testovan predpoklad proporcionality rizika.
Prediktivni sila regresniho modelu byla vyjadfena prostfednictvim hodnoty

konkordance (shoda mezi predikovanou a pozorovanou hodnotou pfezivani),
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ktera odpovidala plose pod odpovidajici ROC kfivkou (Receiver Operating
Characteristic). Pro vSechny analyzy byla nastavena hodnota hladiny

vyznamnosti 5 %.

7.3.Vysledky

7.3.1. Charakteristika souboru pacientu

Sledovany soubor tvofilo 417 pacientu (Tabulka 9). Median doby
sledovani byl 50,7 mésice (interval 0,26—280 mésicu).

Median véku pacientl v dobé stanoveni diagndzy byl 61 let (rozmezi véku
bylo 27-87 let). Vék nad 65 let mé&lo 159 pacientd, tj. 38 % souboru a vék pod
55 let mélo celkem 104 pacientd, tj. 25 % souboru (Graf 4). Zastoupeni muzi a
zen bylo 270/147, pomér zastoupeni muzi a Zen byl 1,8:1. Graficky jsme
demonstrovali zastoupeni pacientd v klinickych stadiich dle Bineta (Graf 5),
zastoupeni pacientd dle mutaéniho stavu IGHV (Graf 6) a dle vyskytu
rekurentnich genetickych aberaci (Graf 7), popfipadé zastoupeni vicecetnych
rekurentnich aberaci (Graf 8).

Pro vSechny pacienty nebyla k dispozici kompletni sada vysledkul
prognostickych faktor(, uveden je proto vzdy pocet provedenych vySetieni pro
dany prognosticky parametr (Tabulka 10). Jako hranice prognostického
vyznamu stanoveni B2M a sTk byla vzata horni hranice normy, pro B2M 2,34
mg/l a pro sTk QUII.

Celkem v pribéhu sledovani zemrelo 154 pacientl souboru, tj. 37 %

pacientd.
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Tabulka 9: Charakteristika pacienttl souboru (n=417)

Charakteristika N Median % Rozmezi
Pacienti 417 100
Median véku 61 let 27-87
Vék <55 let 104 25
Vék >65 let 159 38
Muzi/zeny 270/ 147 65/35
BinetA/B/C 205/105/68 54/28/18
Lymfocyty (10%/1) 343 22,8 5,1-1115
Hemoglobin (g/l) 340 140,0 49-178
Trombocyty (10%1) 340 169,5 13-583
Mutovany/nemutovany IGHV 172/238 42/58
Delece 13qg/vySetieno celkem 169/366 46,2
Trisomie 12/vySetfeno celkem 46/380 12,1
Delece 11qg/vysSetfeno celkem 71/369 19,2
Delece 17p/vysetfeno celkem 29/379 7,7
B2M (mg/l) 350 3,0 1,1-17,1
sTk (U/l) /vySetfeno celkem 350 11,9 1,4—>100
ZAP-70 pozit./vySetfeno celkem 140/175 80
CD38 pozit./vySetfeno celkem 43/347 12
Subgen IGHV3-21 29 7
Subgen IGHV1-69 51 12,4
Léceno 249 60
Zemrielo 154 37
Follow up (mésice) 50,7 0,26-280
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Graf 4: Zastoupeni nemocnych dle véku

m<55]et W55-65 W>65

Graf 5: Zastoupeni nemocnych dle stadia onemocnéni dle Bineta

HBinet A MWBinetB M BinetC

ob

Graf 6: Zastoupeni nemocnych dle mutaéniho stavu IGHV

W Mutovany stav IgvH ~ ® Nemutovany stav IgVH

Graf 7: Vyskyt rekurentnich genetickych zmén

19,2
12
l I

delece 13q trisomie 12 delece 11q delece 17p
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Graf 8: Zastoupeni nemocnych s vyskytem izolovanych a kombinovanych

rekurentnich genetickych zmén

M izolovand zména MW kombinovana zména

Pocty pacienta

delece 13 trisomie 12 delece 11 delece 17

Pokud byly blize analyzovany rekurentni genetické zmény, pak delece 17p
se vyskytovala pomérné zfidka (7 pacientl) jako samostatna zména, Casty byl
jeji vyskyt v kombinaci s jinymi genetickymi aberacemi (22 pacientu). V pfipadé
delece 11g bylo samostatné zastoupeni této zmény a zmén v kombinaci s
jinymi aberacemi rovnomérné (33 pacientl se samostatnou zménou a 38
pacientd v kombinaci s jinou aberaci). U trisomie 12 byl naopak Casty
samostatny vyskyt této rekurentni aberace (39 pacientll), pouze v 7 pfipadech
byla prokazana tato zména v kombinaci. V pfipadé nejcastéjSi zmény — delece
13q (46,2 % vSech pacientl) — se u vétsi Casti pacientd (117 pacientd, 69 %)
zména vyskytovala samostatné, u mensiho poctu (52 pacientl, 31 %) byla pak

nalezena zména dalsi (Graf 8).

7.3.1.1. Zastoupeni VH rodin souboru

Zastoupeni jednotlivych VH rodin ukazuje tabulka (Tabulka 10). VH3
rodina byla zastoupena nej¢astéji (49,6 %), nasledovana VH1 rodinou (25,9 %).
V ramci VH1 rodiny byl subgen IGHV1-69 zastoupen v 47,2 % (51 pacientu). V
ramci VH3 rodiny je subgen IGHV3-21 zastoupen ve 14 % (29 pacientl).
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Tabulka 10: Zastoupeni rodin subgenti v souboru

Rodina VH Pacienti (pocet) Pacienti (%)
V1 108 25,9
V2 12 2,8
V3 207 49,6
V4 71 17,0
V5 15 3,6
V6 1 0,2
V7 3 0,7

7.3.1.2. LéCba nemocnych

Celkem bylo k l1é€bé v pribéhu sledovani indikovano 249 pacientt (60 %).
Lécba pacientd byla vedena individualné zejména s ohledem na vék, stav
fyzické vykonnosti a pfidruzena onemocnéni. MladSi pacienti byli v prvni linii
léCeni pFfedevSim rezimem FC nebo FM, respektive od roku 2005
kombinovanou chemoimunoterapii FCR v uvedeném davkovani (fludarabin
40mg/m? 1.-3. den, cyklofosfamid 250mg/m? 1.—3. den a rituximab 375 mg/m? v
prvnim cyklu a od druhého cyklu 500mg/m?). Starsi a komorbidni pacienti byl
|éCeni v prvni linii zejména chlorambucilem nebo FCR v redukované davce dle
protokolu Q lite (179). V pfipadé pacientl s hemolytickou anémii a aktivitou
nemoci byl pouzit rezim R-COP nebo R-CHOP.

7.3.2. Charakteristika podsouboru pacienti se subgeny IGHV3-21 a
IGHV1-69

Zvlastni pozornost byla vénovana analyze pacientt se subgeny IGHV3-21
a IGHV1-69. Pacientl se subgenem IGHV3-21 bylo 29, tj. 7 % celého souboru
pacientl. Pacientd se subgenem IGHV1-69 celkem bylo 51, tj. 12,4 % celého
souboru pacientl. Podsoubory jsou detailné charakterizovany v tabulce
(Tabulce 11).

U subgenu IGHV3-21 bylo zastoupeni mutovaného a nemutovaného stavu
IGHV mirné ve prospéch mutovaného stavu (55 % vs 45 %), u subgenu IGHV1-
69 bylo téméf vyhradné popsano zastoupeni nemutovaného stavu IGHV
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(98 %). Median poc¢tu mutaci u IGHV3-21 s mutovanym stavem byl 3,4 %
(rozmezi 2,1-6,6).

Tabulka 11: Charakteristika pacientd se subgeny IGHV3-21 (n=29) a IGHV1-96 (n=51)

IGHV3-21 (N=29) IGHV1-69 (N=51)

Me N Rozmezi % Me N Rozmezi %
Pohlavi M/Z 17/12 59/41 39/12 77/23
Lymfocyty(109/1) 35,8 5,2-346 35,5 6,4-1115
Vék 62,8 35,6-78,7 59,5 36,1-83
Binet A/B/C 7/10/9 27/38/35 15/22/9 33/48/19
Nemut/mut IGHV 13/16 45/55 50/1 98/2
B2M(mg/l) 3,61 1,77-9,29 3,19 1,31-7,97
<2,34 5 22 8 19
>2,34 18 78 34 81
sTk(U/I) 18,7 5,2-101 18,4 3,4-101
<9 5 23 11 26
>9 17 77 31 74
Delece 11q 6 25 14 35
Delece 17p 3 10,7 3 7,1
T 1 s
Léceno 26 90 42 82
TFS (mésice) 8,9 4,1-63,0 9,0 2,2-29,8
CIb/FC(R)/(R)C(H)OP 8/11/7 31/42/27 4/32/6 10/76/14
CR/PR/SD/PD 719/6/2 30/37/25/8 8/14/8/7 22/38/22/19
Zemfelo 14 48 28 55
OS(mésice) 97 nedi;ien 85 61-128
Follow-up (mésice) | gg 10-136 50,5 7-140

Nasledujici grafy demonstruji u subgenlti IGHV3-21 a IGHV1-69 Castéjsi

zastoupeni pacientl v pokrocilych stadiich nemoci dle Bineta (Graf 9 a 10).
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Graf 9: Zastoupeni nemocnych se subgenem IGHV3-21 dle stadia onemocnéni

dle Bineta

HBinet A M BinetB Binet C

Graf 10: Zastoupeni nemocnych se subgenem IGHV1-69 dle stadia onemocnéni

dle Bineta

HBinet A M BinetB Binet C

7.3.3. Analyza vyznamu prognostickych faktort ve vztahu k OS

Median OS souboru 417 pacientd byl 105 mésich (95% CI: 95-118).
Univariantni a multivariantni Coxtv regresni model proporcionalniho rizika (HR)
zhodnotil na zakladé modelovani prezivani prognostickou silu jednotlivych

klinickych a biologickych prognostickych faktor( (Tabulka 12).

7.3.3.1. Univariantni statisticka analyza

Jako statisticky vyznamné pro OS v univariantni analyze se ukazaly byt
tyto prognostické faktory: vék, vék > 65 let (p < 0,001), pocCet lymfocyta >
50x10% (p < 0,001), pocet lymfocytd > 30x10% (p < 0,001), stadium
onemocnéni Binet B a C ve srovnani se stadiem Binet A (p < 0,001) (Tabulka
12), (Obrazek 19A,B, 20A, 23B). Ve statistické analyze nebylo muzské pohlavi
shledano jako prognosticky nepfiznivy faktor pro OS pacientd (p < 0,314)
(Tabulka 12), (Obrazek 20B).
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Tabulka 12: Prognosticky vyznam parametri, univariantni a multivariantni
Coxav regresni model proporcionalniho rizika (HR) celého
souboru (n=417)

Univariantni analyza Multivariantni analyza
HR 95% ClI P HR | 95% CI P
Soubor nemocnych
(n=417)
vék>65 let 2,31 (1,65-3,24| <0,001 | 2,2 |1,48-3,28|<0,001
muzské pohlavi 1,19 |0,85-1,67| <0,314

Lymfocyty > 50x10%1 | 2,04 |1,38-3,02| <0,001 | 1,82 |1,18-2,80| <0,05

Lymfocyty > 30x10% | 1,9 |1,33-2,73| <0,001

Stadium Binet B,C 2,05 | 1,45-2,9 | <0,001

B2M > 2,34 mg/I 2,99 11,81-4,94| <0,001
sTk>9 U/l 2,6 |1,72-3,94| <0,001
Mutovany stav IGHV | 0,35 |0,24-0,51| <0,001 | 0,49 |0,31-0,76| <0,05
Delece 17p 2,39 |11,43-3,98| <0,001 | 2,13 |1,17-3,87 | <0,05
Delece 11q 1,56 |1,04-2,33| <0,05
Subgen IGHV1-69 1,57 |1,04-2,37| <0,05
Subgen IGHV3-21 1,09 /0,63-1,89| <0,769

Mutovany IGHV a
subgen IGHV3-21/
nemutovany IGHV
celého souboru

0,64 |0,29-1,37 | <0,245

ZAP-70 1,0 |0,47-2,13| <0,996

CD38 0,93 |0,45-1,92| <0,85

Jako statisticky vyznamné pro celkové OS se v univariantni analyze

projevily dale tyto prognostické faktory: B2M > 2,34 mg/l (p < 0,001), sTk > 9 U/l

(p < 0,001), delece 17p (p < 0,001) a delece 11g (p < 0,05) (Obrazek 21 A, B,
22 A, B) a nemutovany stav IGHV (p < 0,001) (Obrazek 23A). Median OS
souboru pacientd s nemutovanym stavem IGHV byl 86 mésict (95% CI: 75—
101), s mutovanym stavem IGHV byl 206 mésicu (95% CI: 130—nedosazen).
Nebyl prokazan prognosticky vyznam stanoveni biologickych prognostickych
faktorl ZAP-70 (p < 0,996) a pozitivity CD38 antigenu (p < 0,85) (Obrazek
24A,B).

75



Obrazek 19: Vliv klasickych prognostickych faktord na OS nemocnych:

(A) vék > 65 let, (B) klinické stadium Binet B nebo C
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Obrazek 20 : Vliv klasickych prognostickych faktoru na
OS nemocnych: (A) pocet lymfocyt > 30x109/1, (B) muzské pohlavi

A 2 p<0.001 (log-rank test), HR=1.9, 95%CI=(1.33,2.73)
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Obrazek 21 :
(B) sTk.

Vliv biologickych faktorii na OS nemocnych: (A) B2M,
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Obrazek 22 : Vliv biologickych faktorii na OS nemocnych: (A) delece 11q,
(B) delece 17p.
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Obrazek 23: Vliv mutaéniho stavu IgVH (A) a véku (B) na OS

nemocnych.
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Obrazek 24:
(B) CD38.

Vliv biologickych faktorii na OS nemocnych: (A) ZAP-70,
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7.3.3.2. Multivariantni statisticka analyza

Do zakladniho modelu multivariantni analyzy vstoupily tyto proménné: vék
> 65 let, pocet lymfocytd > 50x10%I, stadium onemocnéni dle Bineta,
pritomnost delece 11q nebo 17p, pfitomnost subgenu IGHV3-21, hodnoty B2M
> 2,34 mg/l, sTk > 9 U/l, mutacni stav IGHV. IGHV1-69 nebyl do multivariantni
analyzy zafazen pro zavislost na nemutovaném stavu IGHV. Pohlavi, pozitivita
ZAP-70 a CD38 antigen nebyly nezafazeny pro neprokazany statisticky vyznam
V univariantni analyze.

Prvotné byl stanoven zakladni model multivariantni analyzy a poté vybér
prostfednictvim funkce ,select Cox“, coz je algoritmus zpétné selekce
regresorl. Pro zakladni model regresni analyzy se vzdy vybiraji kompletni
pozorovani, zatimco ve vybéru na zakladé zpétné selekce jsou vyuzita vSechna
pozorovani. Pro multivariantni analyzu celého souboru pacientd a pro
multivariantni analyzu pacientt ve stadiu Binet A byl pouzit vysledek kompletni
sady regresord, pro analyzu pacientd s mutovanym stavem IGHV byl pouzit
model v§ech regresoru.

Statisticky vyznamné pro OS celého souboru pacientd v multivariantni
analyze se ukazaly byt tyto prognostické faktory: vék > 65 let (p < 0,001),
nemutovany stav IGHV, delece 17p a pocet lymfocytl > 50%10%I. Index
konkordance pro Coxuv regresni model byl 0,669.

Statisticky vyznamné pro OS pacientd ve stadiu Binet A v multivariantni
analyze se ukazaly byt tyto prognostické faktory: vék > 65 let (p < 0,001),
nemutovany stav IGHV (p < 0,04), pfitomnost subgenu IGHV3-21 (p < 0,019),
naopak nebyl prokazan vyznam delece 11qg (p < 0,08). Index konkordance pro
Coxuv regresni model byl 0,736.

Statisticky vyznamné pro OS pacientl s mutovanym stavem IGHV v
multivariantni analyze se ukazal byt pouze vék > 65 let (p < 0,032). Index

konkordance pro Coxuv regresni model byl 0,71.
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7.3.4. Prognosticky vyznam subgenu IGHV3-21 a IGHV1-69 ve vztahu k
0S

Univariantni analyzou nebyl prokazan rozdil v OS u nemocnych s
pritomnosti subgenu IGHV3-21 a nemocnych bez tohoto subgenu (p < 0,769)
(Obrazek 25A). Median OS podsouboru 29 pacientll se subgenem IGHV3-21
byl 97 mésicl (95% CI: 55—nestanoven).

Soubor pacientd s pfitomnosti subgenu IGHV3-21 byl stran
prognostického vyznamu k OS podrobnéji. Pokud byl podsoubor IGHV3-21
rozdélen dle mutacniho stavu IGHV, pak log-rank test neprokazal statisticky
vyznamny rozdil v OS mezi pacienty a mutovanym a nemutovanym stavem
IGHV (p < 0,597) (Obrazek 25 B). Dale byli log-rank testem porovnani IGHV3-
21 pozitivni pacienti s mutovanym stavem IGHV s pacienty celého souboru s
nemutovanym stavem IGHV. Ani zde nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil v OS (p < 0,245) (Obrazek 26 A). Log-rank testem bylo analyzovano OS
skupiny pacientll se subgenem IGHV3-21 a subgenem IGHV1-69, statisticky
vyznamny rozdil v OS zde také nebyl patrny (p < 0,302) (Obrazek 26 B).

Jako prognosticky nepfiznivy faktor pro OS byl v univariantni analyze
identifikovan subgen IGHV1-69 (p < 0,05). Median OS podsouboru 51 pacientu
se subgenem IGHV1-69 byl 85 mésicl (95% CI: 61-128) (Obrazek 27).
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Obrazek 25 : Vliv subgenu IGHV3-21 na OS nemocnych.
(A) Srovnani OS v zavislosti na pfitomnosti subgenu IGHV3-21.
(B) Srovnani OS nemocnych se subgenem IGHV3-21 v zavislosti na

mutaénim stavu IGHV.
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Obrazek 26: Vliv pfitomnosti subgenu IGHV3-21 a IGHV1-69 na OS.

(A) Srovnani OS nemocnych se subgenem IGHV3-21 a mutovanym stavem
IGHV s nemocnymi celého souboru s nemutovanym IGHV. (B) Srovnani OS
nemocnych se subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69

p<0.245 {log—rank test), HR=0.64, 95%CI=(0.29,1.37)
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Obrazek 27 : Vliv pfitomnosti subgenu IGHV1-69 na OS nemocnych.

Srovnani OS nemocnych v zavislosti na pfitomnosti subgenu IGHV1-69
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7.3.5. Analyza vyznamu ostatnich prognostickych faktord u subgenu
IGHV3-21 a IGHV1-69 ve vztahu k OS

Vysledky univariantni analyzy vSech vybranych prognostickych faktort ve
vztahu k OS u pacientll s pfitomnosti subgenu IGHV3-21 a IGHV1-69 jsou
shrnuty v tabulce (Tabulka 13).

Tabulka 13: Univariantni analyza vybranych prognostickych faktort u pacienta s
pritomnosti subgent IGHV3-21 (n=29) a IGHV1-69 (n=51) ve vztahu k

OS pacientt
Univariantni analyza
IGHV3-21 IGHV1-69
HR 95% ClI P HR 95% ClI P
Vék > 65 let 9,36 2-43,8 <0,001 | 1,08 | 0,48-2,41 |<0,850
Foe es 4,06 | 0,96-17,24 | <0,05 | 1,93 | 0,83-4,48 | <0,119
Stadium Binet B,C 2,95 | 0,64-13,65 | <0,149 | 1,27 | 0,52-3,14 |<0,600
B2M (mg/l) > 2,34 mg/I - - - 0,98 | 0,33-2,93 |<0,975
sTk>9 U/l 5,74 0,74-44,6 <0,06 | 1,02 | 0,38-2,79 |<0,963
Nemutovany stav IGHV 0,75 0,26-2,16 <0,597
FISH 17p- 4,7 0,9-24,46 <0,05 8,7 2,61-29 |<0,001
FISH 11qg- 1,01 0,21-4,79 <0,986 | 0,95 | 0,38-2,37 |<0,917
IGHV3-21 mutovany stav
/nemutovany stav celého | 0,64 0,29-1,37 <0,245
souboru
g&i;ee‘itﬁg”" BCR, 1,57 | 0,48-5,15 | <0,456

U pacientl se subgenem IGHV3-21 a s nékterym z dalSich nepfiznivych
prognostickych faktort jsme log-rank testem prokazali hor§i OS nez u pacientu
IGHV3-21 bez téchto prognostickych faktortl. Mezi tyto faktory patfil vék > 65 let
(p < 0,001), pocet lymfocytd > 50x10%I (p < 0,05). Hodnota sTk > 9 U/l ma
pouze hrani¢ni prognostickou hodnotu (p < 0,06), prognosticky vyznam hodnoty
B2M > 2,34 mg/l nelze spolehlivé stanovit pro maly pocet pozorovani.

Stanoveni mutacniho stavu IGHV u podsouboru IGHV3-21 prognostickou roli
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nehraje (p < 0,597), stejné tak stanoveni stadia onemocnéni Binet B a C (p <
0,149).

Pfesné stanoveni prognostického vyznamu delece 11q a 17p je u tohoto
podsouboru zatim obtizné pro maly pocCet pozorovani. Pacienti se subgenem
IGHV3-21 méli v Sesti pfipadech deleci 11q a ve tfech pfipadech deleci 17p
(Tabulka 11). Pacienti se subgenem IGHV3-21 s deleci 17p méli hor$i OS nez
pacienti bez delece (p < 0,005), pacienti s deleci 11q neméli horsi OS nez
pacienti bez delece 11q (p < 0,986) (Obrazek 28 A, 29 A).

U pacientu s pfitomnosti subgenu IGHV1-69 bylo prokazano, ze vék > 65
let (p < 0,850), pocet lymfocytd > 50x10%1 (p < 0,119), stadium onemocnéni
Binet B a C (p < 0,600), hodnoty B2M > 2,34 mg/l (p < 0,975) a sTk>9 U/l (p <
0,969) nemaji dalSi prognosticky vyznam (Tabulka 13).

Vzhledem k nizkému poctu pacientl s deleci 17p bylo obtizné hodnotit
prediktivni vyznam této aberace. Celkem 3 pacienti s deleci 17p a subgenem
IGHV1-69 méli horSi OS nez pacienti IGHV1-69 bez této delece (p < 0,001). U
pacientll se subgenem IGHV1-69 bylo identifikovano 12 pacientl s deleci 11q,
tj. celkem 30 %, prognosticky vyznam delece u tohoto podsouboru pacient(
prokazan nebyl (p < 0,917) (Obrazek 28B, 29B).

7.3.6. Analyza TFS u subgenu IGHV3-21 a IGHV1-69 a u stereotypniho
BCR subset #2

TFS byl u pacientd s IGHV3-21 9 mésicl (rozmezi 4-63), TFS u pacient(
IGHV1-69 byl taktéz 9 mésicu (rozmezi 2—-30) (Obrazek 30 A, B).

Srovnavan byl dale TFS a OS u pacientd se subgenem IGHV3-21 se
stereotypnim BCR subset #2 a pacientd bez tohoto stereotypniho receptoru
(non subset #2). Log-rank testem nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v
TFS (p <0,134) ani v OS (p < 0,938) (Obrazek 31 A, B).
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7.3.7. Srovnani vyskytu rekurentnich cytogenetickych zmén u subgen
IGHV3-21 a IGHV1-69 a u stereotypniho BCR subset #2

Prace dale analyzovala vyskyt rekurentnich cytogenetickych zmén (delece
11q, delece 17p, delece 13qg a trisomie 12) detekovanych metodou FISH u
nemocnych s pfFitomnosti subgenu IGHV3-21 (subset #2 a non-subset #2)
(Tabulka 14 a 15). Byl popsan vyskyt rekurentnich cytogenetickych zmén u
nemocnych s pfitomnosti subgenu IGHV1-69 a tento vyskyt byl srovnan s
vyskytem rekurentnich zmén u celého souboru pacientlt (Tabulka 15).

U stereotypniho BCR subset #2 IGHV3-21 bylo prokazano vysSi
zastoupeni delece 13q (81 %), kdyz vyskyt delece 13q byl pro srovnani v celém
souboru pacientll v 46 %. Dale bylo u stereotypniho BCR subset #2 IGHV3-21
prokazano vyssi zastoupeni delece 119 (31 %), kdyz vyskyt delece 11q v celém
souboru pacientt byl 19 %. Zadny ze 3 pacientd s pfitomnosti subgenu IGHV3-
21 s deleci 17p nemél stereotypni BCR subset #2.

U pacientd s pfitomnosti subgenu IGHV1-69 byla Castéji zastoupena
delece 119 (35 %) ve srovnani s vyskytem v celém souboru pacientd (19 %).
Statistické testovani nebylo pro Cetnost pozorovani provadéno, pouze bylo

provedeno v nasledné diskuzi srovnani s literaturou.
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Obrazek 28: Vliv delece 17p na OS nemocnych s pfitomnosti subgenu
(A) IGHV3-21 (B) IGHV1-69
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Obrazek 29: Vliv delece 11q na OS nemocnych s pritomnosti subgenu
(A) IGHV3-21 (B) IGHV1-69.
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Obrazek 30: TFS u nemocnych s pfitomnosti subgenu (A) IGHV3-21,

(B) IGHV1-69
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Obrazek 31: Pritomnost stereotypniho receptoru BCR subset #2
IGHV3-21 a jeho: (A) vliv na OS, (B) vliv na TFS
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Tabulka 14: Rekurentni aberace (FISH) u nemocnych s pfitomnosti
IGHV3-21

CCA

Delece 17p

Delece 11q

Trisomie 12

Delece 13q

Delece 13q bialelicka

CCA-komplexni cytogenetické aberace (3 a vice klonalnich
aberaci)
[ subset#2

|:| nepritomnost rekurentnich genetickych aberaci (FISH)
| pritomnost rekurentnich genetickych aberaci (FISH)

Pozn. Tabulka zobrazuje pouze pacienty vySetfené metodou

FISH, u kterych byla nalezena rekurentni geneticka aberace

Tabulka 15: Srovnani vyskytu rekurentnich aberaci u podsoubori
nemocnych s pfitomnosti subgenu IGHV3-21, IGHV1-69 a celého souboru
nemocnych
Subset #2 Nonjgbsa IGHV3-21 | IGHV1-69 | Cely soubor
(N=13) (N=16) (N=29) (N=51) (N=417)
Delece 13q 9 (81 %) 7(50%) | 16 (64 %) | 21 (54 %) | 169 (46 %)
Delece 11q 4 (31 %) 2 (18 %) 6 (25 %) | 14 (35 %) 71 (19 %)
Trisomie 12 0 (0 %) 1 (7 %) 1(8%) | 6(14%) | 46 (12 %)
Delece 17p 0 (0 %) 3 (20 %) 3 (10 %) 3 (7 %) 29(8 %)
7.3.8. Posouzeni zavislosti vypovedni hodnoty vybranych

prognostickych faktord — Fisherlv presny test

K detailngjsi analyze sily a nezavislosti prognostické hodnoty sledovanych
prognostickych faktord (nemutovaného stavu IGHV, pfitomnosti subgenu
IGHV3-21 a IGHV1-69) ve vztahu k ostatnim prediktivnim faktordm (vék > 65
let, pocet lymfocytll > 50x10%/1, stadium Binet B, C, B2M > 2,34 mg/l, sTk> 9 U/l
a delece 11q) byl pouzit Fisherliv pfesny test (Tabulka 16). Cilem bylo prokazat
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zejména  prognostickou  zavislost, respektive nezavislost vybranych
prognostickych faktoru.

Nezavislost byla prokazana mezi mutacnim stavem IGHV a vékem a mezi
mutaénim stavem a subgenem IGHV3-21. Mezi ostatnimi faktory a mutacnim
stavem IGHV byla prokazana statisticka zavislost.

Fisherovym pfesnym testem byla dale prokazana prognosticka nezavislost
subgenu IGHV1-69 a véku > 65 let, subgenu IGHV1-69 a sTk> 9 U/l, ostatni
faktory ve vztahu k IGHV1-69 jsou zavislé.

Prognosticka nezavislost subgenu IGHV3-21 byla pozorovana ke viem
ostatnim prognostickym faktorim, pouze ve vztahu ke stadiu onemocnéni byla

pozorovana statisticky vyznamna zavislost.

Tabulka 16: Srovnani podsouborti pacienti s nemutovanym stavem IGHV a
podsouborti s pritomnosti subgenti IGHV3-21 a IGHV1-69 pomoci

Fisherova presného testu

NeT(‘;tHo\‘;a”y IGHV1-69 IGHV3-21

Vék>65 let p<0,22 p<0,45 p<0,43
Lymfocyty> 50x10%/! p<0,05 p<0,05 p<0,10
Binet A vs B,C p<0,05 p<0,05 p<0,05
B2M (mg/l) > 2,34 mgll p<0,05 p<0,05 p<0,36
sTk >9 U/l p<0,05 p<0,1 p<0,29
Delece 11q p<0,05 p<0,05 p<1
IGHV1-69 p<0,05 - -
IGHV3-21 p<0,17 - -
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7.3.9. Srovnani rizikovych podskupin nemocnych

V nasledujici analyze byly dale vzajemné porovnany rizikové podskupiny
definované na zakladé vySe uvedeného statistického rozboru (pacienti s
nemutovanym stavem IGHV, se subgenem IGHV1-69 a IGHV3-21, s deleci 11q
a deleci 17p). Jako skupina pro srovnani byl vzat cely soubor pacientd a
podsoubor s mutovanym stavem IGHV. Srovnavanou hodnotou byly mediany
hodnoty poctu lymfocytl, trombocytl a hodnota hemoglobinu, dale pak mediany
hodnoty sérovych markert B2M a sTk.

Nejvyssi hodnota medianu poctu lymfocytl byla zjiSténa u pacientd s deleci
11q, naopak nizka hodnota byla zjiSténa u pacientd s deleci 17p. Relativné
vysoky median poctu lymfocyth byl zjistén u pacientd se subgeny IGHV3-21 a
IGHV1-69 (Graf 11).

v v,

v v,

median poctu trombocytld (Graf 13).

Nejvyssi mediany B2M byly zjistény u pacientd s deleci 17p, vysoké hodnoty
dale u pacientl se subgenem IGHV3-21 a pacientl s nemutovanym stavem
IGHV (Graf 14). Stejné tak nejvy$Si median hodnoty sTk byl detekovan u
pacientd s deleci 17p, nasledovan medianem hodnoty sTK u pacientd s
nemutovanym stavem IGHV a subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69 (Graf 15).

Porovnali jsme zastoupeni muzského pohlavi, kde je vysSi frekvence
vyskytu u podsouboru s pfitomnosti IGHV1-69 nez u podsouboru IGHV3-21
(Graf 16). Rozdil nebyl prokazan jako statisticky vyznamny.

Dale jsme porovnali podsoubory nemocnych s mutovanym a nemutovanym
stavem IGHV ve vyskytu rizikovych zmén delece 11qg a delece 17p. Prokazali
jsme vysSi vyskyt delece 11q a delece 17p u nemocnych s nemutovanym
stavem IGHV (28,9 % a 5,9 %) oproti vyskytu u pacientd s mutovanym stavem
IGHV (10,6 % a 3,8 %). Chi-kvadrat test prokazal statistickou vyznamnost
rozdilu vyskytu delece 11g (p<0,001) a delece 17p (p<0,028) u obou

podsoubord.
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Graf 11: Srovnani vybranych podskupin pacient dle medianu poctu lymfocytu v
periferni krvi

38,4

)
~
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Lymfocyty (10°/1)

cely mutlgVH nemut v3-21 V1-69 delece  delece
soubor IgVH 11q 17p

Graf 12: Srovnani vybranych podskupin pacientd dle medianu hodnoty
hemoglobinu

Hemoglobin {g/1)

cely mutligVH nemut V3-21 V1-69 delece  delece
soubor IgVH 11q 17p

Graf 13: Srovnani vybranych podskupin pacient dle medianu poctu trombocytt

Trombocyty (10°/1)

cely mutlgVH nemut Vv3-21 V1-69 delece  delece
soubor IgVH 11q 17p
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Graf 14: Srovnani vybranych podskupin pacientt dle medianu hodnoty B2M
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Graf 15: Srovnani vybranych podskupin pacient dle medianu hodnoty sTk

Hodnoty sTk (U/1)
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Graf 16: Srovnani vybranych podskupin pacientd v pomérném zastoupeni

muzského pohlavi

Zastoupeni muiského pohlavi
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Graf 17: Srovnani vyskytu delece 11g a 17p u podskupin pacienti s mutovanym,

nemutovanym stavem IGHV
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8. Diskuze

8.1.Charakteristika souboru nemocnych, analyzované prognostické

faktory

VySetfovani prognostickych faktort (klasickych i novych biologickych)
vCetné vySetfeni cytogenetiky, FISH a mutacniho stavu IGHV se vénujeme na
HOK LF UP a FN Olomouc systematicky dlouhodobé&. To nam umoznilo
retrospektivné analyzovat prognosticky vyznam standardné vySetfovanych
prognostickych faktorl na rozsahlém souboru 417 nemocnych, ktefi byli nové
diagnostikovani v letech 2000-2011. Zafrazovani prvnich nemocnych do
analyzy v roce 2000 se shoduje se zahajenim vySetfovani mutaéniho stavu
IGHV, jakozto zcela zasadniho prognostického markeru, jehoz znalost byla a je
pro klinickou praxi dualezita. Prognosticky vyznam faktord byl prospektivné
studovan v dobé stanoveni diagnézy onemocnéni, i kdyz aktualni doporuceni
ke stanoveni individualni prognézy dle NCI sméfuje k provadéni téchto
vySetfeni az pfed zahajenim IéCby (1).

Do naSeho souboru nebyli zafazeni vSichni nové diagnostikovani pacienti
naseho spadového regionu v daném ¢asovém obdobi. Na Hemato-onkologické
klinice LF UP a FN Olomouc byli ze spolupracujicich pracovist odeslani pouze ti
nemocni, u kterych se pfedpokladalo pouZiti intenzivnéjsi Ié€by, a tudiz u nich
byla potfeba vySetfeni kompletniho panelu prognostickych faktori. Cela fada
starSich pacientd s nekomplikovanym prabéhem onemocnéni byla
dispenzarizovana a |é¢ena regionalnimi hematology a nasi péci nevyzadovala.
Ve srovnani s tim nemocni z Olomouce a okoli byli do souboru zarazeni
vSichni, i ti v poc¢ate€nich fazich choroby a v pokrocilejSim véku. Také u nich
jsme vysSetfovali panel prognostickych faktort. Analyzovany soubor tak podlehl
ur€itému ,selekénimu tlaku“ danému mirou spoluprace odesilajicich pracovist
naseho regionu. Data ziskana na souboru pacientd HOK LF UP a FN Olomouc
se pro tyto skuteCnosti do urcité miry liSi od dat epidemiologickych.

Median véku nové diagnostikovanych pacientd byl 61 let, coZ je hodnota
nizsi nez uvadény median véku v epidemiologickych studiich. Eichhorstova a
kolektiv uvadi median véku nemocnych 72 let (11). Ve véku < 55 let bylo v
nasem souboru diagnostikovano 25 % nemocnych. Pro srovnani data uvadéna

literaturou hovofi o 10 % pacientl v této vékové skupiné (11).
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,oelekéni tlak“ pochopitelné tak ovlivnil nejen vékové rozloZeni souboru,
ale také zastoupeni jednotlivych prognostickych faktort a nasledné logicky také
OS a TFS nemocnych.

Pacienti naseho souboru byli pomérné ¢asto diagnostikovani v pokrocilém
stadiu onemocnéni Binet B a C (46 % vSech pacientd souboru), v ¢asném
stadiu onemocnéni Binet A bylo diagnostikovano 54 %. V poslednich 15 letech
je uvadéno zastoupeni stadia onemocnéni Binet A v dobé diagnézy kolem 70 %
(86). Taktéz bylo v naSsem souboru lehce vySSi zastoupeni pacientu s
nemutovanym stavem IGHV. Tito pacienti tvofili 58 % celého souboru, pfiemz
literarni udaje opakované uvadi 50 % pacientd s nemutovanym stavem IGHV
(27, 37).

Pokud jsme analyzovali zastoupeni rizikovych cytogenetickych zmén, pak
jsme pozorovali lehce vy$Si zastoupeni pacientl s deleci 17p oproti klasické
praci Dohnera a kolektivu (7,7 % vs 7 %), lehce vysSSi zastoupeni delece 11q
(19,2 % vs 18 %), pacientl s deleci 13g bylo v naSsem souboru nalezeno
naopak méné (46,2 % vs 55 %) (47).

Pro diagnostiku genetickych zmén byl vyuZzit nejlépe dostupny material —
periferni krev. Tento fakt vychazel z mezinarodnich doporuceni, zvyklosti
pracovisté a nepochybné také z faktu, ze ne vSichni nemocni jsou odbéru kostni
dfené zcela naklonéni. Vzhledem k tomu, Ze nebyla u vS8ech nemocnych
provadéna také biopsie kostni dfené k posouzeni typu infiltrace kostni dfené,
nebyl tento prognosticky faktor do analyzy zafazen.

Z tabulek Ize rovnéz vysledovat, ze ne vSichni nemocni méli vySetfenu
kompletni sadu prognostickych faktor(. Absolutni vétSina, 410 pacientd mélo
vySetfeny a jednoznacné urCeny mutacni stav IGHV, kompletni FISH analyza
mohla byt provedena u 366 pacientl, také v pfipadé sérovych prognostickych
faktori mame data od veétSiny, 350 vySetfenych. S ohledem na pozdéji
zavedenou metodiku stanoveni ZAP-70 byly dostupné hodnoty analyzovany

pouze u 175 nemocnych.
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8.2.Charakteristika nemocnych se subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69

8.2.1. Subgen IGHV3-21

Z tady studii vyplyva, Ze zastoupeni jednotlivych rodin VH gend neni u
CLL rovnomérné. Nékteré subgeny se vyskytuji vyznamné Castéji, a to pravé
rodiny gentt VH1 a VH3 (49, 114).

V naSem souboru nemocnych byla nejCastéji zastoupena rodina genu
VH3, ato v 50 % a rodina VH1, a to v 25,9 % souboru.

Subgen IGHV3-21 byl zastoupen ve 14 % z celé rodiny VH3 genu a
subgen IGHV1-69 byl zastoupen v celych 47,2 % VH1 rodiny genu.

Jednim z hlavnich cild na$i prace bylo podrobné popsat skupinu
nemocnych pravé s pfitomnosti téchto dvou subgenu IGHV3-21 a IGHV1-69.
Subgen IGHV1-69 byl pfitomen celkem u 51 pacienttd celého souboru, coz
prestavuje 12,2 % vSech nasSich nemocnych a IGHV3-21 subgen byl pfitomen u
29 pacientd celého souboru, Cili u 7 % vSech nasSich nemocnych.

Zastoupeni IGHV3-21 subgenu v nasem souboru (7 %) bylo niz8i nez je
vyskyt uvadény Tobinem a kolektivem autor(l z roku 2002 ze skandinavskych
zemi (10-13 %), ale lehce vySSi nez v zemich jizni Evropy a v USA (3—4 %)
(48, 119, 196). Posledni prace autori Cahill a kolektiv revidovala vyskyt IGHV3-
21 u nemocnych ze Svédska a uvadi vyskyt 6,5 %. Tato prace tak zpochybnila
puvodni pozorovani vysokého vyskytu subgenu IGHV3-21 ve skandinavskych
zemich. Vyssi zastoupeni vysvétlili autofi ,selektovanym® souborem nemocnych
z plvodni studie Tobina a kolektivu (120).

Rozdilné zastoupeni subgenu IGHV3-21 v rlaznych studiich je
vysvétlovano pochopitelné rizné. Od role ,selekéniho“ tlaku v jednotlivych
souborech pres podil vlivu prostifedi a expozici ur€itym antigendm (53).

V roce 2006 byla Kroberem publikovana jedna z prvnich praci zabyvajici
se podskupinou nemocnych se subgenem IGHV3-21. Autor v ni na souboru
148 nemocnych (z toho 16 se subgenem IGHV3-21) daval do vzajemného
vztahu mutaéni stav IGHV a pozitivitu ZAP-70. Zatimco u vSech nemocnych
souboru vyznamné prevazovala konkordance (shoda) pozitivity ZAP-70 a
nemutovaného stavu IGHV a shoda negativity ZAP-70 a mutovaného stavu
IGHV, u nemocnych se subgenem IGHV3-21 byla popsana v 9 pfipadech

neshoda (diskordance). Nemocni v 8 pfipadech méli mutovany stav IGHV, ale
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soucCasné pozitivitu ZAP-70. Tito nemocni s mutovanym stavem méli vysoky
stupen homologie s genem germinalni linie (v rozmezi 96,4—97,6 %). Ve stejné
praci autofi provedli multivariantni regresni analyzu ve vztahu k TFS, do které
zaradili také IGHV3-21. Pfitomnost tohoto subgenu (vedle nemutovaného
stavu, rizikovych genetickych zmén a ZAP-70 pozitivity) byla prokazana jako
nezavisly faktor ve vztahu k TFS (118).

U nemocnych s IGHV3-21 se Casto vyskytuje mutovany stav IGHV, ale
OS téchto nemocnych je stejné jako OS nemocnych s nemutovanym stavem
IGHV (38, 48, 120).

Ve svétovém pisemnictvi se subgenu IGHV3-21 stale vénuje fada autora.
V souvislosti s jeho prognostickym vyznamem byl podrobné zkouman
stereotypni BCR receptor (subset #2), nékterymi autory oznaCovany jako motif-
1 (197). A pravé pfitomnost stereotypniho receptoru u IGHV3-21 je spojovana
s agresivnéjSim prubéhem onemocnéni. Stamatopoulos ve své praci z roku
2007 u nemocnych se subset #2 IGHV3-21 popisuje Castéjsi klinickou progresi
onemocnéni a CastéjSi umrti v souvislosti s klinickou aktivitou onemocnéni.
Neprokazal ale rozdilné OS mezi obéma podskupinami s a bez stereotypniho
receptoru (52). Pfesto je pravé tato prace nejCastéji citovana v souvislosti s
nepfiznivou prognézou nemocnych s pfitomnosti subsetu #2.

Prace z USA z roku 2008 kolektivu autort kolem Emanuely Ghia referuje
svoje pozorovani souboru 2457 nemocnych, z nichZz 63 nemocnych neslo v
genomu nadorovych bunék subgen IGHV3-21. Autofi sice pfipoustgji podil vlivu
antigenni stimulace a postgerminalni selekce na vysoce rizikovém onemocnéni
u téchto pacientl, ale nepfiznivou prognézu této skupiny vztahuji spiSe k
vysokému procentu homologie s genem germinalni linie téchto nemocnych s
mutovanym stavem IGHV3-21, ktera je > 97 %. Pro srovnani priumérna
homologie uvadéna v literatufe u nemocnych s mutovanym stavem IGHV bez
subgenu IGHV3-21 je < 94 %. V nasem souboru pacientd s IGHV3-21 s
mutovanym stavem jsme ve shodé s uvedenymi pozorovanimi popsali median
poCtu mutaci 3,4 % (rozmezi 2,1-6,6 %). Sledovanou veli€¢inou v praci Ghia a
kolektivu byl TFS, kde byl prokazan statisticky vyznamny rozdil u nemocnych s
mutovanym stavem IGHV a nemocnych s mutovanym stavem s IGHV3-21.
Pfitom autofi neprokazali rozdil v TFS v zavislosti na pfitomnosti stereotypniho
receptoru (subset #2), v jejich praci oznaCovaného jako motif-1 (197).
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Obdobny median poctu mutaci uvadi také Thorsélius a kolektiv v
mezinarodni studii z roku 2006. Jiz nazev prace obsahuje hlavni pozorovani
autorti: ,Napadna homologie imunoglobulinovych gent a Spatna progndéza
nemocnych s IGHV3-21 nezavisla na mutaCnim stavu a geografickém vyskytu
(119). Do studie bylo zafazeno 90 nemocnych z Evropy, Australie a USA s
medianem pocCtu mutaci IGHV 3,1 %. Prace také zmapovala vyskyt vysoce
homologni HCDR3 a neprokazala rozdil v OS proti nemocnym bez této
homologie.

Recentni prace z roku 2012 autortd Cahil a kolektiv srovnava OS souboru
22 nemocnych s IGHV3-21. Autofi neprokazali rozdil v OS v zavislosti na
pritomnosti stereotypniho receptoru subset #2 (120).

V naSi praci jsme nepozorovali rozdil v OS nemocnych se subgenem
IGHV3-21 v zavislosti na pfitomnosti stereotypniho receptoru subset #2. Stejné
tak jsme nepozorovali statisticky vyznamny rozdil v TFS téchto nemocnych, i
kdyz urcitou tendenci ke kratSimu TFS u subset #2 Ize na Kaplan-Maierové
kfivce pozorovat.

Cahill a kolektiv Svédskych autord v jiZ zminéni praci srovnali z literatury
dostupna data o podilu zastoupeni stereotypniho receptoru subset #2 u IGHV3-
21 v ruznych cCastech svéta. Zajimavé je zjisténi jeho pfiblizné stejného
zastoupeni v Itali, USA, Svédsku a stfedomofskych oblastech. V&ude je
uvadény vyskyt 40-55 % (52, 196, 197). Sami popisujeme 45 % zastoupeni
subsetu #2 v ramci IGHV3-21.

Z tohoto svého pozorovani autofi logicky vyvodili, ze vliv specifické
antigenni stimulace na leukemogenezi nemusi byt tak jednoznacny, jak se

soudilo z prvnich praci Tobina a kolektivu.

8.2.2. Subgen IGHV1-69

Pro dalSi analyzu jsme v na$i praci vybrali podsoubor pacientu se
subgenem IGHV1-69. Pfitomnost IGHV1-69 dle literatury znamena pro pacienta
horSi prognézu (126, 127). Celkem 98 % naSich pacientd s IGHV1-69 mélo
nemutovany stav IGHV, coz odpovida publikovanym datim a faktu, ze k
mutacim nedochazi v ramci V rodin uniformné (48, 126, 127). Zastoupeni témér
vyhradné nemutovaného stavu IGHV v podsouboru IGHV1-69 tak zasadnim

zpusobem ur€uje prognézu pacientd.
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Panovska-Stavridis a kolektiv ve své praci z roku 2007 referuji soubor 25
nemocnych s IGHV1-69, z nichz 22 nemocnych mélo nemutovany stav IGHV. V
medianu sledovani 56 mésicl 80 % nemocnych vyzadovalo |éCbu (vs 82 %
naseho souboru pfi medianu sledovani 51 mésicl), 96 % nemocnych souboru v
prubéhu sledovani zemielo (vs 55 % umrti v nasem souboru). Jak
zdokumentujeme v dalSi Casti diskuze také s ohledem na TFS a délku OS se
jevil soubor nemocnych oproti naSemu podsouboru rizikovéjsi (126).

Orlandi a kolektiv v roce 2009 popsali soubor 46 nemocnych s pfitomnosti
IGHV1-69 a navic ve srovnani s pfedchozi praci zohlednili pfi statistickych
analyzach vysoké (87 %) zastoupeni nemocnych s nemutovanym stavem IGHV
a srovnani proto provedli nejen k ostatnim nemocnym bez subgenu IGHV1-69,
ale také k nemutovanym nemocnym bez subgenu IGHV1-69. Tim autorka
vyloucila zavislost pozorovani na rizikovosti nemutovaného stavu IGHV. Po této
korekci jiz nebylo pozorovano vysSi zastoupeni rizikovych cytogenetickych
zmén delece 11q a 17p. Autofi tedy uzaviraji, Ze nemutovany stav IGHV ma
vétsi vliv na OS nemocnych nez pfitomnost IGHV1-69. Autofi uvadéji nutnost
zahajeni léCby u 68 % nemocnych ve stadium Binet A a B, v naSem souboru to
bylo ve vSech stadiich nemoci 82 %. Dale autofi uvadéji 26 % zastoupeni
nemocnych se stereotypnim receptorem. Vysledky OS a TFS budeme rozebirat
v dalSi kapitole diskuze (127). Autofi ani jedné z vySe uvedenych praci
nekomentuji typ podavané léCby a 1éCebné odpovédi.

Stamatopoulos se spolupracovniky u nemocnych s IGHV1-69 popisuje 38
% zastoupeni stereotypnich receptorti s osmi riznymi subsety (subsety #3, 5, 6
7, 9, 15, 19, 27) a uvadi ruznou prognézu v ramci subsetl (52). Zastoupeni
stereotypnich receptortd u IGHV1-69 je tedy nizSi nez u nemocnych s IGHV3-
21, kde se uvadi zhruba 50 %. Navic je zde znacna ruznorodost v subsetech,
oproti jednoznacné preferenCnimu zastoupeni subsetu #2 u IGHV3-21. Sami
jsme v nasSi praci bliz§i analyzu stereotypnich receptor u IGHV1-69

neprovadeli.
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8.3.Univariantni a multivariantni analyza studovanych prognostickych

faktoru ve vztahu k OS

Zakladnim kamenem statistického rozboru ve vSech klinickych studiich je
univariantni a multivariantni analyza jednotlivych faktord, které maji vyznam pro
OS nemocnych, pfipadné pro progresi onemocnéni. Pfedlozena prace pfinasi
modelovani OS pomoci univariantnino a multivariantnino Coxova regresniho
modelu proporcionalniho rizika, pomoci néhoz je odhadovana prognosticka sila
jednotlivych parametru.

Primarné zvolenou sledovanou veli€¢inou, k niz byl vztahovan vyznam
prognostickych faktord, bylo OS. Median OS nemocnych souboru byl 116
mésicl (rozmezi 100—131 mésicl). Median sledovani souboru 417 nemocnych
byl 50,7 mésicu (rozmezi 0,26—280 mésicu).

Zcela ve shodé s literaturou jsme v univariantni analyze prokazali
prognosticky vyznam nasledujicich faktort ve vztahu k OS: véku > 65 let, poctu
lymfocytd (> 30x%1091), klinického stadia onemocnéni Binet B a C, sérovych
prognostickych faktord B2M a sTk, nemutovaného stavu IGHV a delece 17p a
11q (21, 37, 47, 94, 97, 103, 105).

Naopak jsme neprokazali nepfiznivy prognosticky vyznam muzského
pohlavi. V souvislosti s nepfiznivou prognostickou roli muzského pohlavi pro
OS pacientl s CLL je nejCastéji citovana prace Catovsky z roku 1989 (91).
Vysvétlenim kratSiho OS muzud s CLL muze byt obecné jejich kratSi primérna
délka preziti v populaci. U CLL jako chronického onemocnéni, které se
vyskytuje s medianem véku nad 60 let, mize hrat tento fakt nezanedbatelnou
roli (92). Recentni prace z roku 2014 pracujici na prognostickém indexu autoru
Bahlo a kolektivu na souboru 2000 pacientd prokazuji nepfiznivy prognosticky
vyznam muzského pohlavi ve vztahu k OS, ale prace pracujici na validaci
téchto dat z Mayo kliniky (soubor 680 pacientu) naopak nepotvrzuje vyznam
muzského pohlavi ve vztahu k OS (93).

Neprokazali jsme nepfiznivy prognosticky vyznam stanoveni pozitivity
ZAP-70 a CD38 ve vztahu k OS. Recentni prace z roku 2014 vychazejici z
vysledkd GCLL SG autort Bahlo a kolektiv v univariantni analyze bezmala 2000
pacientd také nepotvrdily ZAP-70 a CD38 jako statisticky vyznamné
prognostické faktory ve vztahu k OS (93). Na zakladé literarnich udaju,
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vlastnich vysledkl a aktualnich doporu¢eni NCCIl a IWCLL jsme v praxi taktéz
od stanoveni ZAP-70 a CD38 jako markeru prognézy ustoupili (1, 112).

Do multivariantni analyzy pravdépodobnosti OS vstupovaly statisticky
vyznamné faktory, které urcila analyza univariantni. V multivariantni analyze
celého souboru pacientl jsme prokazali nepfiznivy prognosticky vyznam
stanoveni véku > 65 let, nemutovaného stavu IGHV, delece 17p a poctu
lymfocytd > 50 x 10%/I. Tento vysledek je logickym dlikazem sily prognostického
vyznamu téchto faktor( a je ve shodé s publikovanymi daty (102).

Zcela zasadni pro progn6zu pacienta ma stanoveni mutacniho stavu, coz
dokladaji rozdilné mediany OS mezi obéma podskupinami.

Median OS pacientd s nemutovanym stavem IGHV byl v nasem souboru
86 mésicl, medidan OS pacientd s mutovanym stavem IGHV byl statisticky
vyznamné delSi, a to 206 mésiclt. Rozdilné vysledky uvadénych medianti OS
jsou vzdy podstatné ovlivnény charakterem studované populace nemocnych.
Studie provadéna na ,selektovaném® souboru nemocnych v praci Tobina a
kolektivu z roku 2002 referuje median OS u nemocnych s nemutovanym stavem
IGHV 70 mésicu a u nemocnych s mutovanym stavem 146 mésicu (48).
Hamblin a kolektiv pro pacienty s nemutovanym stavem IGHV uvadi median OS
117 mésiclh a pro pacienty s mutovanym stavem IGHV 293 mésict (27). Jina
prace Spanélskych autor Gonzalez-Gascon y Marin a kolektiv na
,neselektovaném® souboru nemocnych prokazali median OS nemocnych s
mutovanym stavem IGHV 215 mésicl a nemocnych s nemutovanym stavem
IGHV 117 mésicu (198). Mediany OS pacientll s mutovanym a nemutovanym
stavem IGHV v nékterych publikovanych reprezentativnich svétovych studiich
jsou lehce vys$S8i nez je nasSe pozorovani. Krat§i mediany OS naSich nemocnych
podobné jako v praci Tobina a kolektivu jsou dany ,selekci nemocnych v
souborech v tzv. univerzitnich centrech. VSechny prace bez ohledu na
charakter studovanych souborl ale potvrdily statisticky vyznamné rozdily v OS
v zavislosti na mutaénim stavu IGHV.

V multivariantni analyze nebyl (na rozdil od analyzy univariantni) prokazan
vyznam stanoveni stadia Binet (testovano Binet B a C vs Binet A) pro prognézu
pacienta. Stejné tak nebyl prokazan vyznam stadia, pokud jsme testovali

stadium Binet A vs Binet B vs Binet C.
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Stadium onemocnéni neni veliCina méfitelna, jeji objektivizace je obtizna.
Klinické vySetfeni v kombinaci se stanovenim poklesu hodnoty hemoglobinu a
poctu trombocytl pfi stanoveni stadia nemoci nam pfinasi omezenou informaci
0 progndze, coz byl nepochybné duvod, ktery historicky vedl ke snaze zpfesnit
prognézu hledanim dalSich prognostickych faktor(.

Na zakladé nize uvedené hlubsi rozvahy nad prognostickymi indexy, at’ uz
témi vyuzivajicimi zejména klasické faktory nebo nad novymi klinicko-
biologickymi indexy, lze naznaCit postaveni vyznamu stanoveni klinického
stadia nemoci.

Lze fFici, Ze od roku 2007, kdy byl poprvé publikovan Wierdou a kolektivem
z M.D. Anderson Cancer Center prognosticky index k predikci OS dosud
neléCenych nemocnych, prokazaly nad vSi pochybnost uspésné validace na
odliSnych velkych souborech tisici nemocnych z celého svéta jeho platnost.
Index zahrnuje faktory: vék, hodnotu B2M, absolutni pocet lymfocytl, pohlavi,
stadium onemocnéni dle Raie (0-1l vs llI-IV) a pocet postizenych skupin
lymfatickych uzlin. Podle poctu dosazenych bodu byli nemocni rozdéleni do 3
rizikovych skupin s predikci rGzné délky OS, tj. do nizkého, stfedniho a
vysokého rizika. NejvysSi bodové hodnoceni v indexu dosahovaly méfitelné
B2M a pocet lymfocytl, stadium onemocnéni llI-IV dle Raie a minimalné 3
postizené skupiny uzlin mély v indexu nizsi bodové ohodnoceni, Cili mensSi vahu
pro stanoveni rizikovosti pacienta (Tabulka 4) (100).

Bulian a kolektiv na souboru 1000 pacientl z nékolika italskych center
ovéril platnost indexu navrzeného Wierdou a pouzil zjednoduSeny index, kde z
pavodnich Sesti faktorl pouzil faktory &tyfi (vék, pohlavi, stadium Binet a
hodnotu B2M) k predikci OS a TFS (199).

Je az s podivem, Ze v dobé moznosti stanovovani novych biologickych
prognostickych faktorl zlstava prognosticky index u roku 2007 stale stfedem
védeckého zajmu. Doklada to prace publikovana v ¢ervnu roku 2014 skupinou
italskych autort Gentile a kolektiv, ktera na souboru 1500 nemocnych potvrzuje
platnost tohoto prognostického indexu k predikci doby do zahdjeni terapie
vSech pacientll, ale i u nemocnych ve stadiu Rai 0 a nové u monoklonalni B
lymfocytézy (200). Je dobré si uvédomit, Ze pfi peclivém vySetfeni nemocného
muzeme vyuzit moznosti jednoduché a rychlé predikce progndézy u nemocnych i

bez dalSich naro¢nych a Casto nakladnych vysetreni.
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V roce 2011 stejny autorsky kolektiv Wierda a spolupracovnici zafadili do
dalSiho indexu k predikci intervalu do =zahajeni |éCby nové, biologické
prognostické faktory — stanoveni mutacniho stavu a vysledky cytogenetického
vySetfeni (pfitomnost delece 119 a delece 17p) (101).

Bulian a spolupracovnici v roce 2012 nazvali svij index jako klinicko-
biologicky. VySel z vysledk( multivariantni analyzy a do indexu také zaradili
stanoveni mutacniho stavu IGHV, stanoveni delece 17p a 11q, stanoveni ZAP-
70 a dale klasické prognostické faktory. Vysledkem statistickych analyz bylo
bodové pfifazeni jednotlivym prognostickym faktordm. Stadium Binet C bylo v
indexu rizika pro OS ohodnoceno 3 body, stadium Binet B dvéma body,
nemutovany stav IGHV, delece 17p, B2M a vék nad 65 let bodem jednim (102).

Nas vysledek multivariantni analyzy, ktery neprokazuje nepfiznivy
prognosticky vyznam stanoveni stadia Binet B a Binet C (pfes prikaz vyznamu
v analyze univariantni) nas nuti zamyslet se také nad moznymi nepfesnostmi,
kterymi mlze byt stanoveni stadia nemoci zatizeno.

VSeobecné se v literatufe uvadi, Zze nové biologické prognostické faktory
hraji podstatnou roli u podskupiny pacientt v ¢asnych stadiich onemocnéni, kdy
nam pomahaji predikovat dalSi vyvoj nemoci. Van Bockstaele a kolektiv ve své
praci z roku 2008 ale konstatovali, ze z celkového poc¢tu 19 studii, které
napfiklad hodnotily vyznam stanoveni mutacniho stavu IGHV, pouze 6 praci
provedlo stejnou analyzu pro ¢asna stadia nemoci (201).

Sami jsme u podskupiny pacientl ve stadiu Binet A provedli multivariantni
analyzu ostatnich studovanych prognostickych faktord ve vztahu k OS, do
analyzy vstupovaly vSechny faktory pouzité v multivarianti analyze celého
souboru. Prokazali jsme nepfiznivy prognosticky vyznam véku > 65 let a
nemutovaného stavu IGHV. Dale byl prokazan nepfiznivy prognosticky vyznam
pritomnosti subgenu IGHV3-21 pro OS téchto pacientl. Ke stejnému vysledku
prokazanému multivariantni analyzou jiz na celém souboru nemocnych dospél
ve své praci také Krober (118).

V roce 1991 Molica srovnaval nemocné ve stadiu Binet A bez progrese
nemoci s nemocnymi ve stadiu Binet A s progresi choroby. Prokazal u nich
statisticky vyznamné rozdilné hodnoty hemoglobinu, poc¢tu lymfocytu, rozdilny
LDT, rozdilné zastoupeni difuzniho postizeni kostni diené, rozdil v zastoupeni

stadii Rai 0,l oproti stadiu Rai Il a také rozdilnou pravdépodobnost umrti v
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souvislosti s CLL (202). Stejny autor potom o bezmala 20 let pozdéji v roce
2010 wyuzil prognosticky index a ovéfil jeho platnost i pro Casna stadia
onemocnéni Binet A (203). Bulian a kolektiv v roce 2012 ovéfil platnost
biologicko-klinického indexu pro stadium Binet A. Prokazal statisticky vyznamny
rozdil v dobé do zahajeni |éCby pro nemocné se zvySenim B2M, nemutovanym
stavem IGHV a s deleci 11q (102).

Vzhledem k tomu, Ze nasSe prace pfinasSi pomérné uceleny souhrn
prognostickych faktorll v souboru vice nez 400 pacientl, zvazovali jsme
moznost oveéfit platnost publikovanych prognostickych index(i, nového
prognostického indexu i klinicko-biologického indexu (100, 101, 172). Pocet
nasich nemocnych a frekvence kompletnich pozorovani (udalosti) se vSak z
naseho pohledu i z pohledu statistika jevili pro ovéfeni platnosti indexu nizké.

Proto jsme od puvodné zamysSlené snahy prozatim ustoupili.
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8.4.Subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69 — univariantni a multivariantni
analyza OS a TFS

V predkladané praci jsme potvrdili pozorovani dalSich autort, ze pacienti
IGHV3-21 naSeho souboru s mutovanym IGHV maji v univariantni analyze
stejné OS jako vSichni ostatni pacienti souboru s nemutovanym stavem IGHV.
Stejné tak se nelisi OS u naSich nemocnych s IGHV3-21 v zavislosti na
mutacnim stavu (38, 48, 119). SoucCasné jsme ale v univariantni analyze
neprokazali vyznamny rozdil v OS nemocnych v podsouboru bez pfitomnosti
subgenu IGHV3-21 a nemocnych s jeho pfitomnosti.

Median OS naseho souboru pacienttl IGHV3-21 byl 97 mésiclu (rozmezi:
55—nedosazen). Tobin a kolektiv uvadi ve své praci z roku 2003 median OS
nemocnych s IGHV3-21 83 mésicl. Median OS pacientd naseho souboru s
nemutovanym stavem IGHV byl 86 mésicu, Tobin a kolektiv referuji median 70
mésicu (48).

TFS byl u nemocnych se subgenem IGHV3-21 9 mésicl (rozmezi: 4—63
mésicl). Toto zjiSténi stejné jako fakt, ze byla lé¢ena velka ¢ast nemocnych,
svédcCi o agresivnim prubéhu nemoci pacientd s vyskytem IGHV3-21 subgenu.
Cahill a kolektiv v praci z roku 2012 na souboru 22 nemocnych s IGHV3-21
referuje pfi OS 83 mésicu TFS 19 mésicu, s tim, ze u 82 % pacientu bylo nutno
zah3jit terapii (120). V prabéhu sledovani naseho souboru nemocnych s
IGHV3-21 bylo nutno zahdjit 1é€bu u 90 % nemocnych. Celkovy pocet
léCebnych odpovédi v pfipadé nemocnych se subgenem IGHV3-21 byl 67 %.
Sami jsme tedy v porovnani s literaturou pozorovali kratSi TFS nemocnych s
IGHV3-21. Nicméné pomérné Siroce definovany pojem aktivity onemocnéni dle
NCI-WG u nemocnych s CLL pfipousti moznost znacného, subjektivné
podminéného €asového rozptylu pfi jejim zahajeni (1).

OS pacientd se subgenem IGHV1-69 bylo v univariantni analyze
vyznamné kratSi oproti pacientim non-IGHV1-69, coz pravdépodobné souvisi s
predilekénim zastoupenim pacientldl v nemutovaném stavu IGHV. Median OS
nasich pacientd s IGHV1-69 byl 85 mésicu (rozmezi: 61-128) a TFS byl 9
meésicl (rozmezi: 2—30 mésicu).

Panovska-Stavridis uvadi median OS nemocnych s IGHV1-69 56 mésicl

pfi medianu OS ostatnich nemocnych s nemutovanym stavem IGHV 60 mésicl
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a medianu OS nemocnych s mutovanym stavem IGHV 125 mésich. TFS
uvadeéji autofi 1 mésic u nemocnych s IGHV1-69 oproti 9 mésicliim u ostatnich s
nemutovanym stavem IGHV. Pozorovani uzaviraji tak, Zze OS nemocnych s
IGHV1-69 neni horSi nez OS nemocnych s nemutovanym stavem IGHV (126).

Orlandi a kolektiv uvadi TFS celého souboru s IGHV1-69 29 mésicu.
Pokud srovnal pouze nemocné s IGHV1-69 s nemutovanym stavem s ostatnimi
non IGHV1-69 s nemutovanym stavem, pak nebyl rozdil statisticky vyznamny
(26 vs 37 mésicu). DalSi analyzy byly provadény po vylouceni stadia nemoci
Binet C, ktera ovliviuje indikaci k zahajeni |éCby, ale ani v tomto pfipadé nebyl
rozdil vyznamny. Dale autor srovnaval pfipadny vliv stereotypnich receptoru na
TFS, ale nebyl mezi podskupinami s a bez stereotypnich receptort prokazan
rozdil (127).

Univariatni analyza naseho souboru nemocnych s IGHV3-21 a s IGHV1-
69 neprokazala statisticky vyznamny rozdil v OS v obou podskupinach.
Podporu v podobném pozorovani jsme v literatufe nedohledali.

Multivariantni analyza celého souboru naSich pacientd neprokazala
nezavisly prognosticky vyznam vyskytu subgenu IGHV3-21 na OS pacientu.
Pokud vSak byla tato analyza provedena u pacientd ve stadiu Binet A, pak
prognosticky vyznam vyskytu IGHV3-21 ve vztahu k OS byl jednoznaéné
potvrzen. Ani v tomto pfipadé jsme v literatufe nedohledali analogickou analyzu
az na pozorovani Krdbera, ktery prokazal IGHV3-21 jako rizikovy faktor OS v

multivariantni analyze na celém souboru nemocnych (118).

8.5.Heterogenita podsouboru se subgenem IGHV3-21 a homogenita

podsouboru se subgenem IGHV1-69

V literatufe je mnohymi autory popsana rGzna prognéza a odlisné OS v
ramci podskupiny pacienttd s IGHV3-21 (52, 119, 123). Domnivame se, Zze nase
subanalyza, ktera se tykala vypovédni hodnoty ostatnich nepfiznivych
prognostickych faktori u pacientu s pfitomnosti subgenu IGHV3-21 (tj. vék > 65
let, pocet lymfocyta > 50%10%1 a delece 17p) doklada v literatufe popisovanou
biologickou a klinickou heterogenitu souboru. Jinak fe€eno v ramci podsouboru
nemocnych se subgenem IGHV3-21 je interindividualni variabilita biologického

chovani nemoci, ktera se odrazi v pretrvavani vypovédni hodnoty ostatnich
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prognostickych faktorll, v tomto pfipadé delece 17p a poctu lymfocytu v
periferni krvi.

U pacientu s pfitomnosti IGHV1-69 jsme naopak neprokazali ovlivnéni OS
pritomnosti dalSich nepfiznivych prognostickych faktord s vyjimkou, kterou byl
vyskyt delece 17p. To doklada pomérné silnou homogenitu skupiny,
nepochybné danou téméf vyhradnim zastoupenim pacientd s nemutovanymi
IGHV a zaroven odpovida publikovanym datim, ze kterych je patrné, ze delece
17p vyznamné zhorSuje prognézu i u pacientd s nemutovanym stavem IGHV
(131, 132). Na rozdil od téchto publikovanych dat nebyl v podsouborech
IGHV3-21 a IGHV1-69 pozorovan rozdil v OS u pacientu v zavislosti na

pfitomnosti delece 11q.

8.6. Rekurentni cytogenetické aberace u subgena IGHV3-21 a IGHV1-69
a u stereotypniho BCR (subset #2)

U &asti nemocnych s CLL se vyskytuji nékteré povrchové BCR receptory
opakované a jsou oznacovany jako stereotypni. Jejich existence svédci pro roli
ur€itého antigenu v leukemogenezi nemoci (38, 115, 116). Dosud je definovano
vice nez 200 subsetl se stereotypni strukturou BCR, velkou ¢ast z nich tvofi 8
hlavnich subsetl (subsety #1-8) (122).

Mutacéni stav IGHV definuje dvé hlavni klinické a biologické podskupiny
onemocnéni, pfitomnost nebo absence stereotypnich BCR ale nema stejné
postaveni (125).

Pfesto v poslednich letech mnohé prace studovaly preferencni spojeni
stereotypnich BCR a nékterych genetickych zmén (123, 204). Pfitom pouze
nékteré stereotypni BCR predikuji vyvoj genetickych a molekularnich zmén,
které nasledné ovliviiuji pribéh onemocnéni. Jednim z takovych stereotypnich
BCR receptoru je subset #2 pacientd s IGHV3-21 (119, 123, 125, 196).

V nasem souboru nemocnych se subset #2 jsme nalezli vysoky vyskyt
delece 119 (31 %), vysoky vyskyt delece 13q (81 %) ve srovnani s vyskytem u
non-subset #2 (delece 11q v 18 %, delece 13q v 50 %) a vyskytem u celého
souboru pacientt (delece 11q v 19 % a delece 13q v 46 %). Zadny ze 3
pacientl se subgenem IGHV3-21 a deleci 17p nemél pfitomen subset #2.
Stejné tak zadny nemocny se subset #2 nemél trisomii 12. Statisticka analyza

nebyla pro maly pocCet pozorovani provedena. Nase vysledky jsme proto pouze
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porovnali s pozorovanim jinych autord. NasSe zavéry se shoduji s vysledky
dalSich autoru.

Marincevic a kolektiv v roce 2010 porovnali podsoubory nemocnych
IGHV3-21 se subset #2, nemocné IGHV4-34 se subset #4 a subset #16,
nemocné bez téchto stereotypnich receptorl a cely soubor nemocnych z
pohledu vyskytu rekurentnich genetickych aberaci. Prace naznacCila vySSi
zastoupeni rekurentnich aberaci u nemocnych se subset #2, zejména delece
13g a vySSi vyskyt delece 11g oproti nemocnym se stereotypnimi receptory
subset #4 a subset #6. U téchto nemocnych bez rekurentnich aberaci byl
popsan pozvolny prubéh onemocnéni (123).

Praci s podobnou problematikou publikoval v roce 2013 Rossi a kolektiv.
Na souboru 1419 nemocnych srovnavali vyskyt cytogenetickych zmén a vyskyt
mutaci v zavislosti na pritomnosti stereotypnich receptoru (subset #2-8). Pfitom
pouze u subset #2 a subset #8 prokazali statisticky vyznamny vztah ke
specifickym aberacim a mutacim. Autofi prokazali statisticky vyznamny vyskyt
mutace SF3B1 (50 %) u nemocnych se subset #2, dale vysSi vyskyt delece 13q
(60 %). U zadného z nemocnych se subset #2 nebyla zjiSténa delece 17p a
trisomie 12. Rossi a kolektiv naopak u nemocnych se subset #8 prokazali
statisticky vyznamny vyskyt trisomie 12 a mutace NOTCHL1. Prace predklada
koncept urCitych stereotypnich receptord jako spousté€ld molekularné
genetickych zmén ovliviiujicich klinicky prabéh onemocnéni, OS a také mozny
vyvoj transformace nemoci (125). Ke stejnym pozorovanim ve vyskytu delece
13q, delece 17p a trisomie 12 u nemocnych se subset #2 jsme dospéli také v
nasi praci.

V naSem souboru pacientll s pfitomnosti subgenu IGHV1-69 jsme ve
shodé s literaturou pozorovali vysSSi Cetnost delece 11qg, coz ale velmi
pravdépodobné souvisi s témeéf vyhradnim zastoupenim nemutovaného stavu
IGHV téchto nemocnych (127).

8.7.Diskuze ke srovnani rizikovych podskupin nemocnych
Na zakladé vySe uvedené univariantni a multivariantni analyzy jsme
definovali ,rizikové podskupiny nemocnych® (nemocné s nemutovanym stavem

IGHV, s deleci 17p, deleci 11q a s pfitomnosti subgent IGHV1-69 a IGHV3-
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21). Tyto nemocné jsme se pokusili porovnat s nemocnymi s mutovanym
stavem IGHV a s celym souborem nemocnych. Srovnavanou veli¢inou byl
median poctu lymfocytl, trombocytd, median hodnoty hemoglobinu a sérovych
prognostickych markert B2M a sTk stanovenych pfi diagnéze onemocnéni.

Tuto zakladni statistiku jsme se rozhodli provést vzhledem k velkému
objemu dat, ktera jsme pfi praci na souboru nemocnych ziskali. Jsme si védomi
urCitého zjednoduseni vzhledem k prekryvani se nemocnych v prognostickych
podskupinach. Ze statistického hlediska by k takovému srovnani mohly byt
urcité opravnéné vyhrady.

Pfesto grafy popisné statistiky pomérné zajimavym zpusobem charakterizuji
jednotlivé rizikové podskupiny nemocnych podle bézné dostupnych parametrt
krevniho obrazu a vybranych sérovych markeru.

Nejvyssi hodnota medianu poctu lymfocytd byla zjiSténa u pacientt s deleci
11q, coz koresponduje s velkym objemem nadorové masy, ktera je u pacientl s
deleci 119 popisovana i v literatufe (26). Naopak relativné nizka hodnota poctu
lymfocytd byla zjisténa u pacientu s deleci 17p, pfekvapivé nizSi nez u celého
souboru pacientu a jen lehce vyS$Si nez u pacientd s mutovanym stavem IGHV.
Relativné vysoky median poctu lymfocytu byl také zjistén u pacientl se subgeny
IGHV3-21 a IGHV1-69.

Naopak u pacientd s deleci 17p byl zjistén nejniz§i median hodnoty
hemoglobinu a hodnoty poc¢tu trombocytld. Relativné nizky median hodnoty
hemoglobinu byl zjistén také u pacientd se subgenem IGHV3-21. Mediany
poctu trombocytl jsou u vSech rizikovych podskupin velmi podobné (vyjma
uvedené podskupiny pacientl s deleci 17p).

NejvysSi hodnoty B2M byly zjistény u pacientl s deleci 17p, vysoké hodnoty
dale u pacientl se subgenem IGHV3-21 a pacientl s nemutovanym stavem
IGHV. Stejné tak nejvy$sSi median hodnoty sTk byl detekovan u pacientd s
deleci 17p, nasledovan medianem hodnoty sTK u pacientd s nemutovanym
stavem IGHV a subgeny IGHV3-21 a IGHV1-69.

Porovnali jsme zastoupeni muzského pohlavi u podsouboru nemocnych s
pfitomnosti subgenu IGHV1-69 oproti zastoupeni muzi v podsouboru se
subgenem IGHV3-21 (76,5 % vs 58,6 %). Rozdil ale nebyl prokazan jako

statisticky vyznamny. Podobna pozorovani uc€inili i jini autofi (127).
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V souhlase s literarnimi daty byl i v naSem souboru pacientd popsan
vyrazny rozdil ve vyskytu delece 11g a 17p mezi pacienty s mutovanym stavem
IGHV a nemutovanym stavem IGHV. Stilgenbauer a spolupracovnici popsali
vyskyt delece 11g a 17p u mutovaného stavu IGHV v 4 % a 3 %, u stavu
nemutovaného byl vyskyt delece 11q a 17p v 27 % a 10 % (131). Srovnani
vyskytu genetickych zmén v zavislosti na mutacnim stavu provedli ve své praci
také dalSi autofi Gonzales-Gascon y Marin a kolektiv, ktefi uvedli podobny
vyskyt delece 11q a 17p u obou podsoubord v zavislosti na mutacnim stavu,
ktery byl statisticky vyznamné rozdilny. Autofi navic prokazuji u mutovaného
stavu IGHV statisticky vyznamné vySSi vyskyt delece 13q a statisticky
vyznamné niz8i vyskyt trisomie 12 (198). NaSe vysledky byly naprosto
srovnatelné s témito daty. Pozorovali jsme vyskyt delece 11qa 17p v 28,9 % a
v 10,6 % u nemocnych s nemutovanym stavem IGHV, vyskyt delece 11q a 17p
u nemocnych s mutovanym stavem IGHV v 5,9 % a v 3,8%. V pfipadeé delece
119 i 17p byl prokazan mezi soubory v zavislosti na muta¢nim stavu rozdil jako

statisticky vyznamny.

116



9. Zavéry prace

1. Na retrospektivné analyzovaném souboru 417 pacientd s CLL
diagnostikovanych na HOK LF UP a FN Olomouc v letech 2000-2011 byl v
univariantni analyze prokazan prognosticky vyznam stanoveni klasickych (vék >
65 let, pocet lymfocytd > 30x109/1, klinické stadium onemocnéni Binet B a C) a
biologickych, tzv. novych prognostickych faktorli (sérové markery B2M a sTKk,
nemutovany stav IGHV, delece 17p a delece 11q) ve vztahu k OS u pacientu.
Naopak jsme neprokazali prognosticky vyznam hladiny proteinu ZAP-70 a
pozitivity antigenu CD38, stejné tak jako prognosticky vyznam pohlavi pro OS
nemocnych. V multivariantni analyze byl prokazan nepfiznivy prognosticky
vyznam veku > 65 let, nemutovaného stavu IGHV, delece 17p a poctu
lymfocytd > 50%10%I ve vztahu k OS.

Analyza souboru nam také souCasné poskytla pfesné informace o
vékovém a prognostickém rozlozeni nemocnych, o které v nasi praxi pecujeme.

2. P¥i cilené a hlubSi analyze pacientt s pfitomnosti subgent IGHV3-21 a
IGHV1-69 jsme dosli k zavéru, Ze tito pacienti maji stejné nepfiznivou progndzu
jako ostatni pacienti s nemutovanym stavem IGHV a ze pfitomnost delece 17p
celkové preziti nemocnych v obou podskupinach dale zkracuje. U nemocnych s
pritomnosti subgenu IGHV3-21 ovliviiuje OS pfitomnost dalSich prediktivnich
faktorl, coz doklada heterogenitu a rozdilnou prognézu téchto pacientu, ve
srovnani s podskupinou pacientll s pfitomnosti subgenu IGHV1-69, kterou
naopak hodnotime jako biologicky a prognosticky homogenni.

Samotny vyskyt IGHV3-21 je potom dle vysledku multivariantni analyzy
nezavislym prognostickym faktorem OS u nemocnych s CLL ve stadiu Binet A.

Pacienty s pfitomnosti subgenu IGHV3-21 zejména s ohledem na vyskyt
stereotypniho receptoru subset #2 hodnotime stran biologickych charakteristik a
pribéhu onemocnéni jako velmi zajimavou podskupinu nemocnych vhodnou k
dalSimu studiu.

V budoucnu planujeme studovany soubor rozsifit o dalSi nemocné, a to
jak z naseho pracovisté, tak i pfipadné z dalSich hematologickych center Ceské
republiky, a praci doplnit o studium novych mutaci (SF3B1, BIRC3, NOTCH1 a
p53).
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3. S ohledem na vysledky naSi prace jsme v klinické praxi HOK LF UP a
FN Olomouc aktualizovali doporuceni vySetfovani prognostickych faktor(.Tato
aktualizace mimo jiné vedla k upusténi od stanoveni miry exprese proteinu

ZAP-70 v nadorovych bunkach CLL a vyskytu antigenu CD38 jakoZto

prognostickych faktora.
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10.Souhrn

Chronicka lymfocytarni leukémie je onemocnéni s heterogennim klinickym
pribéhem, proto mélo a stale ma vyznam stanoveni individualni prognozy
nemocnych. Jsou studovany stale dalsi, potencialni prognostické faktory, které
mohou mit vyznam pro cilenou IéCbu agresivnéjSich forem onemocnéni.

Studiu prognostickych faktord u CLL se vénujeme na HOK LF UP a FN
Olomouc systematicky vice nez 15 let. Cilem predloZzené prace tedy bylo
analyzovat vysledky pfi diagnéze onemocnéni stanovovanych klasickych a
novych biologickych prognostickych faktorl. Studovany soubor mél 417
nemocnych, median sledovani byl 50 mésicd. Vyznam jednotlivych
prognostickych faktord byl studovan ve vztahu k celkovému preziti téchto
nemocnych.

Zcela zasadni prognostickou roli ve vztahu k OS ma stanoveni mutacni
stavu IGHV, kde pacienti s nemutovanym stavem maji horsi prognézu (OS 86
meésicl) nez pacienti s mutovanym stavem (OS 206 mésict). Multivariantni
analyza prokazala vedle vyznamu stanoveni mutacniho stavu IGHV také
nepfiznivy prognosticky vyznam véku > 65 let, po¢tu lymfocytd > 50x10%1 a
delece 17p.

Urcitou vyjimkou z pravidla o lepSi prognéze nemocnych s mutovanym
stavem IGHV tvofi pacienti se subgenem IGHV3-21. Proto jsme se analyze
tohoto podsouboru 29 nemocnych vénovali podrobné. Neprokazali jsme u nich
skute€né rozdilné preziti v zavislosti na mutaénim stavu IGHV. OS vSech
nemocnych s IGHV3-21 byl 97 mésicl, TFS byl 9 mésicu. Pokud byli dale
analyzovani nemocni v ¢asném klinickém stadiu Binet A, pak v multivariatni
analyze nemocni se subgenem IGHV3-21 maji kratSi pfeziti nez ostatni
nemocni tohoto stadia. Podsoubor nemocnych se subgenem IGHV3-21
hodnotime jako prognosticky nepfiznivou, heterogenni podskupinu. V zavislosti
na vyskytu stereotypniho receptoru subset #2 u téchto nemocnych byl studovan
vyskyt rekurentnich cytogenetickych aberaci, ve shodé s literaturou jsme
popsali specificky vzor genetickych zmén.

Dalsi analyzovanou podskupinou (51 nemocnych) byli nemocni se

subgenem IGHV1-69. OS téchto nemocnych byl 85 mésicl a TFS 9 mésicu,
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jedna se o prognosticky nepfiznivou homogenni podskupinu nemocnych s
predilekCnim zastoupenim nemocnych s nemutovanym stavem IGHV.

Cetné prace z poslednich péti let ukazuji, Ze vyuziti kombinace klasickych
(vék, pohlavi, pocCet lymfocytl, stadium onemocnéni) a nékterych novych
prognostickych faktort (B2M, stanoveni mutacniho stavu IGHV a genetickych
zmén 11q- a 17p-) ve formé prognostickych indexd maze predikovat interval do
zahajeni |éCby a celkové preziti daného nemocného. B&éhem nasSi prace se
jevila velmi zajimavou moznost ovéreni platnosti nékterého z prognostickych
indext, ale bohuzel z hlediska statistického hodnoceni se nejednalo o
dostatecné velky soubor nemocnych.

V analyzach prognostickych faktor( pracujeme i nadale, zejména s ohledem
na vysledky nové vySetfovanych mutaci p53, NOTCH1, SF3B1 a BIRC3.
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11. Abecedni seznam zkratek

ALC absolutni poc¢et lymfocytl

ANC absolutni pocet neutrofilt

B2M beta 2mikroglobulin

BCR B buné&cny receptor

BR bendamustin+rituximab

CGH komparativni genomova hybridizace

CIHP centrum intenzivni hematologické péce

CIRS Cumulative lliness Rating Scale

Clb chlorambucil

CLL B chronicka lymfocytarni leukémie

CML chronicka myeloidni leukémie

CMV cytomegalovirus

COP cyklofosfamid, vinkristin, prednison

CR kompletni remise

D1 den (prvni) chemoterapie

DHAP dexametazon, cytosin arabinosid, cisplatina
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EGIL European Group for the Immunological Characterization
of Leukemias

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer
ESMO European Society for Medical Oncology

FC fludarabin + cyklofosfamid

FM fludarabin + mitoxantron

FCR fludarabin + cyklofosfamid + rituximab

FISH fluorescencni in situ hybridizace

GCSF granulocytarni kolonie stimulujici faktor

HIV virus lidské imunodeficience

HR index rizika (hazard ratio)

HSC hematopoeticka kmenova burika

CHOP cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison
IGHV, IgVH variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu

IWCLL International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
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KD kostni dfen

K-M Kaplan-Maierova kfivka

KO krevni obraz

KS klinické stadium onemocnéni

LDH laktatdehydrogenaza

M CLL B chronicka lymfocytarni leukémie s mutovanym stavem IGHV

MBL monoklonalni B lymfocytéza

MRN minimalni rezidualni nemoc

NCIWG National Cancer Institute Working Group

NHL nehodgkinsky lymfom
ORR celkova léCebna odpoved
PD progresivni choroba

PFS progression free survival
PK periferni krev

PR parcialni remise

PS performans status

Q lite 1é8ebny protokol Ceské CLL skupiny
R rituximab

RS Richtertv syndrom

SD stabilni onemocnéni

SHM somatic hypermutation
STk sérova thymidinkinaza
TFS treatment-free survival
TTF time to treatment failure
VHB virus hepatitidy B

VHC virus hepatitidy C

11g- delece 11q

17p- delece 17p

13g- delece 13q

122



12.Citace literatury

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, et al. Guidelines for the diagnosis and
treatment of chronic lymphocytic leukemia: a report from the International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia updating the National Cancer
Institute-Working Group 1996 guidelines. Blood. 2008;111(12):5446-56.

Melo JV, Catovsky D, Galton DA. The relationship between chronic lymphocytic
leukaemia and prolymphocytic leukaemia. I. Clinical and laboratory features of
300 patients and characterization of an intermediate group. Br J Haematol.
1986;63(2):377-87.

Marti GE, Rawstron AC, Ghia P, et al. Diagnostic criteria for monoclonal B-cell
lymphocytosis. Br J Haematol. 2005;130(3):325-32.

Rawstron AC, Bennett FL, O'Connor SJ, et al. Monoclonal B-cell lymphocytosis
and chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 2008;359(6):575-83.
Moreau EJ, Matutes E, A'Hern RP, et al. Improvement of the chronic
lymphocytic leukemia scoring system with the monoclonal antibody SN8
(CD79b). Am J Clin Pathol. 1997;108(4):378-82.

Ginaldi L, De Martinis M, Matutes E, et al. Levels of expression of CD19 and
CD20 in chronic B cell leukaemias. J Clin Pathol. 1998;51(5):364-9.

Redaelli A, Laskin BL, Stephens JM, et al. The clinical and epidemiological
burden of chronic lymphocytic leukaemia. Eur J Cancer Care (Engl).
2004;13(3):279-87.

Zent CS, Kyasa MJ, Evans R, et al. Chronic lymphocytic leukemia incidence is
substantially higher than estimated from tumor registry data. Cancer.
2001;92(5):1325-30.

Doubek M, Panovska, A., Janc¢a, J., et al.Co vime o incidenci chronické
lymfocytarni leukémie (CLL), a kde a jak jsou nemocni s CLL Ié€eni? Transfuze
a hematologie dnes. 2010;16(1):11-5.

Rozman C, Montserrat E. Chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med.
1995;333(16):1052-7.

Eichhorst B, Dreyling M, Robak T, et al.Chronic lymphocytic leukemia: ESMO
Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol.
2011;22 Suppl 6:vi50-4.

Plass C, Byrd JC, Raval A, et al.. Molecular profiling of chronic lymphocytic
leukaemia: genetics meets epigenetics to identify predisposing genes. Br J
Haematol. 2007;139(5):744-52.

Vrijheid M, Cardis E, Ashmore P, et al. lonizing radiation and risk of chronic
lymphocytic leukemia in the 15-country study of nuclear industry workers.
Radiat Res. 2008;170(5):661-5.

Blair A, Purdue MP, Weisenburger DD, et al. Chemical exposures and risk of
chronic lymphocytic leukaemia. Br J Haematol. 2007;139(5):753-61.

Kalil N, Cheson BD. Chronic lymphocytic leukemia. Oncologist. 1999;4(5):352-
69.

Osler W. Leukemia. In: Lange E, Norwalk, C. T., ed. The Principles and
Practice of Medicine: Appleton; 1909:731.

Minot GB, Isaacs, R. Lymphatic Leukemia; Age Incidence, Duration, and
Benefit Derived from Irradiation. Boston Med Surg J. 1924;191(3):1-9.

Galton DA. The pathogenesis of chronic lymphocytic leukemia. Can Med Assoc
J. 1966;94(19):1005-10.

Aisenberg AC, Bloch KJ. Immunoglobulins on the surface of neoplastic
lymphocytes. N Engl J Med. 1972;287(6):272-6.

Rai KR, Sawitsky A, Cronkite EP, et al.Clinical staging of chronic lymphocytic
leukemia. Blood. 1975;46(2):219-34.

123



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Binet JL, Auquier A, Dighiero G, et al. A new prognostic classification of chronic
lymphocytic leukemia derived from a multivariate survival analysis. Cancer.
1981;48(1):198-206.

Gahrton G, Robert KH, Friberg K, et al. Extra chromosome 12 in chronic
lymphocytic leukaemia. Lancet. 1980;1(8160):146-7.

Caligaris-Cappio F, Gobbi M, Bofill M, et al. Infrequent normal B lymphocytes
express features of B-chronic lymphocytic leukemia. J Exp Med.
1982;155(2):623-8.

Cheson BD, Bennett JM, Grever M, et al. National Cancer Institute-sponsored
Working Group guidelines for chronic lymphocytic leukemia: revised guidelines
for diagnosis and treatment. Blood. 1996;87(12):4990-7.

Lens D, Dyer MJ, Garcia-Marco JM, et al. p53 abnormalities in CLL are
associated with excess of prolymphocytes and poor prognosis. Br J Haematol.
1997;99(4):848-57.

Dohner H, Stilgenbauer S, James MR, et al. 11q deletions identify a new subset
of B-cell chronic lymphocytic leukemia characterized by extensive nodal
involvement and inferior prognosis. Blood. 1997;89(7):2516-22.

Hamblin TJ, Davis Z, Gardiner A, et al.Unmutated Ig V(H) genes are associated
with a more aggressive form of chronic lymphocytic leukemia. Blood.
1999;94(6):1848-54.

Gellhorn A, Hyman GA, Ultmann JE. Chlorambucil in treatment of chronic
lymphocytic leukemia and certain lymphomas. J Am Med Assoc.
1956;162(3):178-83.

Keating MJ, Kantarjian H, Talpaz M, et al. Fludarabine: a new agent with major
activity against chronic lymphocytic leukemia. Blood. 1989;74(1):19-25.

Hale G, Waldmann H, Dyer M. Specificity of monoclonal antibody Campath-1.
Bone Marrow Transplant. 1988;3(3):237-9.

Michallet M, Archimbaud E, Bandini G, et al. HLA-identical sibling bone marrow
transplantation in younger patients with chronic lymphocytic leukemia.
European Group for Blood and Marrow Transplantation and the International
Bone Marrow Transplant Registry. Ann Intern Med. 1996;124(3):311-5.

O'Brien SM, Kantarjian H, Thomas DA, et al. Rituximab dose-escalation trial in
chronic lymphocytic leukemia. J Clin Oncol. 2001;19(8):2165-70.

Byrd JC, Murphy T, Howard RS, et al. Rituximab using a thrice weekly dosing
schedule in B-cell chronic lymphocytic leukemia and small lymphocytic
lymphoma demonstrates clinical activity and acceptable toxicity. J Clin Oncol.
2001;19(8):2153-64.

Dameshek W. Chronic lymphocytic leukemia--an accumulative disease of
immunolgically incompetent lymphocytes. Blood. 1967;29(4):Suppl:566-84.
Chiorazzi N, Rai KR, Ferrarini M. Chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med.
2005;352(8):804-15.

Zenz T, Mertens D, Kuppers R, et al.From pathogenesis to treatment of chronic
lymphocytic leukaemia. Nat Rev Cancer. 2010;10(1):37-50.

Damle RN, Wasil T, Fais F, et al. Ig V gene mutation status and CD38
expression as novel prognostic indicators in chronic lymphocytic leukemia.
Blood. 1999;94(6):1840-7.

Tobin G, Thunberg U, Johnson A, et al. Chronic lymphocytic leukemias utilizing
the VH3-21 gene display highly restricted Vlambda2-14 gene use and
homologous CDR3s: implicating recognition of a common antigen epitope.
Blood. 2003;101(12):4952-7.

Messmer BT, Albesiano E, Messmer D, et al.The pattern and distribution of
immunoglobulin VH gene mutations in chronic lymphocytic leukemia B cells are
consistent with the canonical somatic hypermutation process. Blood.
2004;103(9):3490-5.

124



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

57.

58.

Ghia P, Stamatopoulos K, Belessi C, et al. Geographic patterns and
pathogenetic implications of IGHV gene usage in chronic lymphocytic leukemia:
the lesson of the IGHV3-21 gene. Blood. 2005;105(4):1678-85.

Calin GA, Dumitru CD, Shimizu M, et al. Frequent deletions and down-
regulation of micro- RNA genes miR15 and miR16 at 13q14 in chronic
lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99(24):15524-9.
Cimmino A, Calin GA, Fabbri M, et al. miR-15 and miR-16 induce apoptosis by
targeting BCL2. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(39):13944-9.

Dohner H, Fischer K, Bentz M, et al. p53 gene deletion predicts for poor
survival and non-response to therapy with purine analogs in chronic B-cell
leukemias. Blood. 1995;85(6):1580-9.

Raval A, Tanner SM, Byrd JC, et al. Downregulation of death-associated
protein kinase 1 (DAPK1) in chronic lymphocytic leukemia. Cell.
2007;129(5):879-90.

Schaffner C, Stilgenbauer S, Rappold GA, et al. Somatic ATM mutations
indicate a pathogenic role of ATM in B-cell chronic lymphocytic leukemia.
Blood. 1999;94(2):748-53.

Austen B, Powell JE, Alvi A, et al. Mutations in the ATM gene lead to impaired
overall and treatment-free survival that is independent of IGVH mutation status
in patients with B-CLL. Blood. 2005;106(9):3175-82.

Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, et al. Genomic aberrations and survival in
chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 2000;343(26):1910-6.

Tobin G, Thunberg U, Johnson A, et al. Somatically mutated Ig V(H)3-21 genes
characterize a new subset of chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2002;99(6):2262-4.

Pritsch O, Troussard X, Magnac C, et al. VH gene usage by family members
affected with chronic lymphocytic leukaemia. Br J Haematol. 1999;107(3):616-
24.

Fais F, Ghiotto F, Hashimoto S, et al. Chronic lymphocytic leukemia B cells
express restricted sets of mutated and unmutated antigen receptors. J Clin
Invest. 1998;102(8):1515-25.

Ghia P, Chiorazzi N, Stamatopoulos K. Microenvironmental influences in
chronic lymphocytic leukaemia: the role of antigen stimulation. J Intern Med.
2008;264(6):549-62.

Stamatopoulos K, Belessi C, Moreno C, et al. Over 20% of patients with chronic
lymphocytic leukemia carry stereotyped receptors: Pathogenetic implications
and clinical correlations. Blood. 2007;109(1):259-70.

Dal-Bo M, Bertoni F, Forconi F, et al. Intrinsic and extrinsic factors influencing
the clinical course of B-cell chronic lymphocytic leukemia: prognostic markers
with pathogenetic relevance. J Transl Med. 2009;7:76.

Pleyer L, Egle A, Hartmann TN, et al.Molecular and cellular mechanisms of
CLL: novel therapeutic approaches. Nat Rev Clin Oncol. 2009;6(7):405-18.
Chen L, Widhopf G, Huynh L, et al. Expression of ZAP-70 is associated with
increased B-cell receptor signaling in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2002;100(13):4609-14.

Gobessi S, Laurenti L, Longo PG, et al. Inhibition of constitutive and BCR-
induced Syk activation downregulates Mcl-1 and induces apoptosis in chronic
lymphocytic leukemia B cells. Leukemia. 2009;23(4):686-97.

Hanada M, Delia D, Aiello A, et al.bcl-2 gene hypomethylation and high-level
expression in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood. 1993;82(6):1820-8.
Thomas A, El Rouby S, Reed JC, et al. Drug-induced apoptosis in B-cell
chronic lymphocytic leukemia: relationship between p53 gene mutation and bcl-
2/bax proteins in drug resistance. Oncogene. 1996;12(5):1055-62.

125



59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Kitada S, Andersen J, Akar S, et al. Expression of apoptosis-regulating proteins
in chronic lymphocytic leukemia: correlations with In vitro and In vivo
chemoresponses. Blood. 1998;91(9):3379-89.

Lane DP. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature. 1992;358(6381):15-6.
Donehower LA, Harvey M, Slagle BL, et al. Mice deficient for p53 are
developmentally normal but susceptible to spontaneous tumours. Nature.
1992;356(6366):215-21.

Lang GA, lwakuma T, Suh YA, et al. Gain of function of a p53 hot spot mutation
in a mouse model of Li-Fraumeni syndrome. Cell. 2004;119(6):861-72.

Oscier DG, Gardiner AC, Mould SJ, et al. Multivariate analysis of prognostic
factors in CLL: clinical stage, IGVH gene mutational status, and loss or mutation
of the p53 gene are independent prognostic factors. Blood. 2002;100(4):1177-
84.

Wierda WG, O'Brien S, Wang X, et al. Characteristics associated with important
clinical end points in patients with chronic lymphocytic leukemia at initial
treatment. J Clin Oncol. 2009;27(10):1637-43.

Rossi D, Gaidano G. Richter syndrome: molecular insights and clinical
perspectives. Hematol Oncol. 2009;27(1):1-10.

Rossi D, Cerri M, Deambrogi C, et al. The prognostic value of TP53 mutations
in chronic lymphocytic leukemia is independent of Dell17p13: implications for
overall survival and chemorefractoriness. Clin Cancer Res. 2009;15(3):995-
1004.

Malcikova J, Smardova J, Rocnova L, et al. Monoallelic and biallelic inactivation
of TP53 gene in chronic lymphocytic leukemia: selection, impact on survival,
and response to DNA damage. Blood. 2009;114(26):5307-14.

Zenz T, Habe S, Denzel T, et al.How little is too much? p53 inactivation: from
laboratory cutoff to biological basis of chemotherapy resistance. Leukemia.
2008;22(12):2257-8.

Panayiotidis P, Jones D, Ganeshaguru K, et al. Human bone marrow stromal
cells prevent apoptosis and support the survival of chronic lymphocytic
leukaemia cells in vitro. Br J Haematol. 1996;92(1):97-103.

Caligaris-Cappio F. Inflammation, the microenvironment and chronic
lymphocytic leukemia. Haematologica. 2011;96(3):353-5.

Schimmer A, Munk-Pedersen I, Minden M, et al. Bcl-2 and apoptosis in chronic
lymphocytic leukemia. Current Treatment Options in Oncology. 2003;4(3):211-
8.

Stamatopoulos B, Haibe-Kains B, Equeter C, et al. Gene expression profiling
reveals differences in microenvironment interaction between patients with
chronic lymphocytic leukemia expressing high versus low ZAP70 mRNA.
Haematologica. 2009;94(6):790-9.

Ghia P, Circosta P, Scielzo C, et al. Differential effects on CLL cell survival
exerted by different microenvironmental elements. Curr Top Microbiol Immunol.
2005;294:135-45.

Soma LA, Craig FE, Swerdlow SH. The proliferation center microenvironment
and prognostic markers in chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic
lymphoma. Hum Pathol. 2006;37(2):152-9.

Shanafelt TD, Kay NE. The clinical and biologic importance of
neovascularization and angiogenic signaling pathways in chronic lymphocytic
leukemia. Semin Oncol. 2006;33(2):174-85.

Kay NE, Bone ND, Tschumper RC, et al. B-CLL cells are capable of synthesis
and secretion of both pro- and anti-angiogenic molecules. Leukemia.
2002;16(5):911-9.

Duensing S, Atzpodien J. Increased intracellular and plasma levels of basic
fibroblast growth factor in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood.
1995;85(7):1978-80.

126



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Molica S, Vitelli G, Levato D, et al. Increased serum levels of vascular
endothelial growth factor predict risk of progression in early B-cell chronic
lymphocytic leukaemia. Br J Haematol. 1999;107(3):605-10.

Smolej L. Vyznam mikroprostifedi u chronické lymfocytarni leukemie. Transfuze
a hematologie dnes. 2010;1(16):24-8.

Molica S, Vacca A, Ribatti D, et al. Prognostic value of enhanced bone marrow
angiogenesis in early B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2002;100(9):3344-51.

Mraz M, Pospisilova S, Malinova K, et al.MicroRNAs in chronic lymphocytic
leukemia pathogenesis and disease subtypes. Leuk Lymphoma.
2009;50(3):506-9.

Calin GA, Ferracin M, Cimmino A, et al. A MicroRNA signature associated with
prognosis and progression in chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med.
2005;353(17):1793-801.

Kikushige Y, Ishikawa F, Miyamoto T, et al. Self-renewing hematopoietic stem
cell is the primary target in pathogenesis of human chronic lymphocytic
leukemia. Cancer Cell. 2011;20(2):246-59.

Moreno C, Montserrat E. New prognostic markers in chronic lymphocytic
leukemia. Blood Rev. 2008;22(4):211-9.

Oken MM, Creech RH, Tormey DC, et al. Toxicity and response criteria of the
Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol. 1982;5(6):649-55.
Montserrat E. New prognostic markers in CLL. Hematology Am Soc Hematol
Educ Program. 2006:279-84.

Molica S, Alberti A. Prognostic value of the lymphocyte doubling time in chronic
lymphocytic leukemia. Cancer. 1987;60(11):2712-6.

Vinolas N, Reverter JC, Urbano-Ispizua A, et al.Lymphocyte doubling time in
chronic lymphocytic leukemia: an update of its prognostic significance. Blood
Cells. 1987;12(2):457-70.

Montserrat E, Sanchez-Bisono J, Vinolas N, et al.Lymphocyte doubling time in
chronic lymphocytic leukaemia: analysis of its prognostic significance. Br J
Haematol. 1986;62(3):567-75.

Mauro FR, De Rossi G, Burgio VL, et al. Prognostic value of bone marrow
histology in chronic lymphocytic leukemia. A study of 335 untreated cases from
a single institution. Haematologica. 1994;79(4):334-41.

Catovsky D, Fooks J, Richards S. Prognostic factors in chronic lymphocytic
leukaemia: the importance of age, sex and response to treatment in survival. A
report from the MRC CLL 1 trial. MRC Working Party on Leukaemia in Adults.
Br J Haematol. 1989;72(2):141-9.

Bosch F, Montserrat E. Refining prognostic factors in chronic lymphocytic
leukemia. Rev Clin Exp Hematol. 2002;6(4):335-49; discussion 449-50.

Pflug N, Bahlo J, Shanafelt TD, et al. Development of a comprehensive
prognostic index for patients with chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2014.
Molica S, Brugiatelli M, Callea V, et al. Comparison of younger versus older B-
cell chronic lymphocytic leukemia patients for clinical presentation and
prognosis. A retrospective study of 53 cases. Eur J Haematol. 1994;52(4):216-
21.

Mauro FR, Foa R, Giannarelli D, et al. Clinical characteristics and outcome of
young chronic lymphocytic leukemia patients: a single institution study of 204
cases. Blood. 1999;94(2):448-54.

Parikh SA, Kapoor P, Letendre L, et al.Prognostic factors and outcomes of
adults with hemophagocytic lymphohistiocytosis. Mayo Clin Proc.
2014,;89(4):484-92.

Baccarani M, Cavo M, Gobbi M, et al.Staging of chronic lymphocytic leukemia.
Blood. 1982;59(6):1191-6.

127



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Melo JV, Catovsky D, Galton DA. Chronic lymphocytic leukemia and
prolymphocytic leukemia: a clinicopathological reappraisal. Blood Cells.
1987;12(2):339-53.

Vallespi T, Montserrat E, Sanz MA. Chronic lymphocytic leukaemia: prognostic
value of lymphocyte morphological subtypes. A multivariate survival analysis in
146 patients. Br J Haematol. 1991;77(4):478-85.

Wierda WG, O'Brien S, Wang X, et al. Prognostic nomogram and index for
overall survival in previously untreated patients with chronic lymphocytic
leukemia. Blood. 2007;109(11):4679-85.

Wierda WG, O'Brien S, Wang X, et al. Multivariable model for time to first
treatment in patients with chronic lymphocytic leukemia. J Clin Oncol.
2011;29(31):4088-95.

Bulian P, Rossi D, Forconi F, et al. IGHV gene mutational status and 17p
deletion are independent molecular predictors in a comprehensive clinical-
biological prognostic model for overall survival prediction in chronic lymphocytic
leukemia. J Transl Med. 2012;10:18.

Gentile M, Cutrona G, Neri A, et al.Predictive value of beta2-microglobulin
(beta2-m) levels in chronic lymphocytic leukemia since Binet A stages.
Haematologica. 2009;94(6):887-8.

Hallek M, Wanders L, Ostwald M, et al. Serum beta(2)-microglobulin and serum
thymidine kinase are independent predictors of progression-free survival in
chronic lymphocytic leukemia and immunocytoma. Leuk Lymphoma. 1996;22(5-
6):439-47.

Hallek M, Langenmayer |, Nerl C, et al. Elevated serum thymidine kinase levels
identify a subgroup at high risk of disease progression in early, nonsmoldering
chronic lymphocytic leukemia. Blood. 1999;93(5):1732-7.

Krober A, Seiler T, Benner A, et al. V(H) mutation status, CD38 expression
level, genomic aberrations, and survival in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2002;100(4):1410-6.

Tobin G, Thunberg U, Laurell A, et al. Patients with chronic lymphocytic
leukemia with mutated VH genes presenting with Binet stage B or C form a
subgroup with a poor outcome. Haematologica. 2005;90(4):465-9.

Del Principe M, Del Poeta G, Buccisano F, et al. Clinical significance of ZAP-70
protein expression in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2006;108(3):853-61.

Crespo M, Bosch F, Villamor N, et al. ZAP-70 expression as a surrogate for
immunoglobulin-variable-region mutations in chronic lymphocytic leukemia. N
Engl J Med. 2003;348(18):1764-75.

Schroers R, Griesinger F, Trumper L, et al. Combined analysis of ZAP-70 and
CD38 expression as a predictor of disease progression in B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Leukemia. 2005;19(5):750-8.

Rossi FM, Del Principe MI, Rossi D, et al. Prognostic impact of ZAP-70
expression in chronic lymphocytic leukemia: mean fluorescence intensity T/B
ratio versus percentage of positive cells. J Transl Med. 2010;8:23.

Zelenetz AD, Abramson JS, Advani RH, et al. NCCN Clinical Practice
Guidelines in Oncology: non-Hodgkin's lymphomas. J Natl Compr Canc Netw.
2010;8(3):288-334.

Schroeder HW, Jr., Dighiero G. The pathogenesis of chronic lymphocytic
leukemia: analysis of the antibody repertoire. Immunol Today. 1994;15(6):288-
94.

Johnson TA, Rassenti LZ, Kipps TJ. Ig VH1 genes expressed in B cell chronic
lymphocytic leukemia exhibit distinctive molecular features. J Immunol.
1997;158(1):235-46.

Matthews C, Catherwood MA, Morris TC, et al.V(H)3-48 and V(H)3-53, as well
as V(H)3-21, gene rearrangements define unique subgroups in CLL and are

128



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

associated with biased lambda light chain restriction, homologous LCDR3
sequences and poor prognosis. Leuk Res. 2007;31(2):231-4.

Herve M, Xu K, Ng YS, et al. Unmutated and mutated chronic lymphocytic
leukemias derive from self-reactive B cell precursors despite expressing
different antibody reactivity. J Clin Invest. 2005;115(6):1636-43.

Guarini A, Gaidano G, Mauro FR, et al. Chronic lymphocytic leukemia patients
with highly stable and indolent disease show distinctive phenotypic and
genotypic features. Blood. 2003;102(3):1035-41.

Krober A, Bloehdorn J, Hafner S, et al. Additional genetic high-risk features
such as 11q deletion, 17p deletion, and V3-21 usage characterize discordance
of ZAP-70 and VH mutation status in chronic lymphocytic leukemia. J Clin
Oncol. 2006;24(6):969-75.

Thorselius M, Krober A, Murray F, et al. Strikingly homologous immunoglobulin
gene rearrangements and poor outcome in VH3-21-using chronic lymphocytic
leukemia patients independent of geographic origin and mutational status.
Blood. 2006;107(7):2889-94.

Cabhill N, Sutton LA, Jansson M, et al. IGHV3-21 gene frequency in a Swedish
cohort of patients with newly diagnosed chronic lymphocytic leukemia. Clin
Lymphoma Myeloma Leuk. 2012;12(3):201-6.

Darzentas N, Hadzidimitriou A, Murray F, et al. A different ontogenesis for
chronic lymphocytic leukemia cases carrying stereotyped antigen receptors:
molecular and computational evidence. Leukemia. 2010;24(1):125-32.
Agathangelidis A, Darzentas N, Hadzidimitriou A, et al. Stereotyped B-cell
receptors in one-third of chronic lymphocytic leukemia: a molecular
classification with implications for targeted therapies. Blood.
2012;119(19):4467-75.

Marincevic M, Cahill N, Gunnarsson R, et al. High-density screening reveals a
different spectrum of genomic aberrations in chronic lymphocytic leukemia
patients with 'stereotyped' IGHV3-21 and IGHV4-34 B-cell receptors.
Haematologica. 2010;95(9):1519-25.

Dal-Bo M, Del Giudice I, Bomben R, et al. B-cell receptor, clinical course and
prognosis in chronic lymphocytic leukaemia: the growing saga of the IGHV3
subgroup gene usage. Br J Haematol. 2011;153(1):3-14.

Rossi D, Spina V, Bomben R, et al. Association between molecular lesions and
specific B-cell receptor subsets in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2013;121(24):4902-5.

Panovska-Stavridis |, lIvanovski M, Siljanovski N, et al. Chronic lymphocytic
leukemia patients with a V1-69 gene rearrangement do not have inferior
survival with respect to patients that express other unmutated V(H) genes. Leuk
Res. 2007;31(2):245-8.

Orlandi EM, Zibellini S, Pascutto C, et al. IGHV unmutated status influences
outcome more than IGHV1-69 gene usage per se in patients with chronic
lymphocytic leukemia. Clin Lymphoma Myeloma. 2009;9(5):390-3.

Mauerer K, Zahrieh D, Gorgun G, et al. Immunoglobulin gene segment usage,
location and immunogenicity in mutated and unmutated chronic lymphocytic
leukaemia. Br J Haematol. 2005;129(4):499-510.

Galligan L, Catherwood MA, Matthews C, et al.. Mutated IgHV1-69 gene usage
represents a distinct subgroup associated with indolent disease in chronic
lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2008;49(4):763-8.

Juliusson G, Oscier DG, Fitchett M, et al. Prognostic subgroups in B-cell
chronic lymphocytic leukemia defined by specific chromosomal abnormalities. N
Engl J Med. 1990;323(11):720-4.

Stilgenbauer S, Bullinger L, Lichter P, et al.Genetics of chronic lymphocytic
leukemia: genomic aberrations and V(H) gene mutation status in pathogenesis
and clinical course. Leukemia. 2002;16(6):993-1007.

129



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Stilgenbauer S, Lichter P, Dohner H. Genetic features of B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Rev Clin Exp Hematol. 2000;4(1):48-72.

Chena C, Avalos JS, Bezares RF, et al. Biallelic deletion 13g14.3 in patients
with chronic lymphocytic leukemia: cytogenetic, FISH and clinical studies. Eur J
Haematol. 2008;81(2):94-9.

Matutes E, Oscier D, Garcia-Marco J, et al. Trisomy 12 defines a group of CLL
with atypical morphology: correlation between cytogenetic, clinical and
laboratory features in 544 patients. Br J Haematol. 1996;92(2):382-8.
Haslinger C, Schweifer N, Stilgenbauer S, et al. Microarray gene expression
profiling of B-cell chronic lymphocytic leukemia subgroups defined by genomic
aberrations and VH mutation status. J Clin Oncol. 2004;22(19):3937-49.
Eichhorst BF, Busch R, Hopfinger G, et al. Fludarabine plus cyclophosphamide
versus fludarabine alone in first-line therapy of younger patients with chronic
lymphocytic leukemia. Blood. 2006;107(3):885-91.

Hallek M, Fischer K, Fingerle-Rowson G, et al. Addition of rituximab to
fludarabine and cyclophosphamide in patients with chronic lymphocytic
leukaemia: a randomised, open-label, phase 3 trial. Lancet.
2010;376(9747):1164-74.

Zenz T, Vollmer D, Trbusek M, et al. TP53 mutation profile in chronic
lymphocytic leukemia: evidence for a disease specific profile from a
comprehensive analysis of 268 mutations. Leukemia. 2010;24(12):2072-9.
Zenz T, Krober A, Scherer K, et al. Monoallelic TP53 inactivation is associated
with poor prognosis in chronic lymphocytic leukemia: results from a detailed
genetic characterization with long-term follow-up. Blood. 2008;112(8):3322-9.
Byrd JC, Stilgenbauer S, Flinn IW. Chronic lymphocytic leukemia. Hematology
Am Soc Hematol Educ Program. 2004:163-83.

Zenz T, Habe S, Denzel T, et al. Detailed analysis of p53 pathway defects in
fludarabine-refractory chronic lymphocytic leukemia (CLL): dissecting the
contribution of 17p deletion, TP53 mutation, p53-p21 dysfunction, and miR34a
in a prospective clinical trial. Blood. 2009;114(13):2589-97.

Dicker F, Herholz H, Schnittger S, et al. The detection of TP53 mutations in
chronic lymphocytic leukemia independently predicts rapid disease progression
and is highly correlated with a complex aberrant karyotype. Leukemia.
2009;23(1):117-24.

Stankovic T, Weber P, Stewart G, et al. Inactivation of ataxia telangiectasia
mutated gene in B-cell chronic lymphocytic leukaemia. Lancet.
1999;353(9146):26-9.

Guarini A, Marinelli M, Tavolaro S, et al. ATM gene alterations in chronic
lymphocytic leukemia patients induce a distinct gene expression profile and
predict disease progression. Haematologica. 2012;97(1):47-55.

Zenz T, Eichhorst B, Busch R, et al. TP53 mutation and survival in chronic
lymphocytic leukemia. J Clin Oncol. 2010;28(29):4473-9.

Sperka T, Wang J, Rudolph KL. DNA damage checkpoints in stem cells, ageing
and cancer. Nat Rev Mol Cell Biol. 2012;13(9):579-90.

Skowronska A, Parker A, Ahmed G, et al. Biallelic ATM inactivation significantly
reduces survival in patients treated on the United Kingdom Leukemia Research
Fund Chronic Lymphocytic Leukemia 4 trial. J Clin Oncol. 2012;30(36):4524-32.
Fabbri G, Rasi S, Rossi D, et al. Analysis of the chronic lymphocytic leukemia
coding genome: role of NOTCH1 mutational activation. J Exp Med.
2011;208(7):1389-401.

Puente XS, Pinyol M, Quesada V, et al. Whole-genome sequencing identifies
recurrent mutations in chronic lymphocytic leukaemia. Nature.
2011;475(7354):101-5.

Sportoletti P, Baldoni S, Cavalli L, et al. NOTCH1 PEST domain mutation is an
adverse prognostic factor in B-CLL. Br J Haematol. 2010;151(4):404-6.

130



151.

152.

153.

154,

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Rossi D, Rasi S, Fabbri G, et al. Mutations of NOTCH1 are an independent
predictor of survival in chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2012;119(2):521-9.
Oscier DG, Rose-Zerilli MJ, Winkelmann N, et al. The clinical significance of
NOTCH1 and SF3B1 mutations in the UK LRF CLL4 trial. Blood.
2013;121(3):468-75.

Stilgenbauer S, Zenz T, Winkler D, et al. Subcutaneous alemtuzumab in
fludarabine-refractory chronic lymphocytic leukemia: clinical results and
prognostic marker analyses from the CLL2H study of the German Chronic
Lymphocytic Leukemia Study Group. J Clin Oncol. 2009;27(24):3994-4001.
Mansouri L, Cahill N, Gunnarsson R, et al. NOTCH1 and SF3B1 mutations can
be added to the hierarchical prognostic classification in chronic lymphocytic
leukemia. Leukemia. 2013;27(2):512-4.

Rossi D, Bruscaggin A, Spina V, et al. Mutations of the SF3B1 splicing factor in
chronic lymphocytic leukemia: association with progression and fludarabine-
refractoriness. Blood. 2011;118(26):6904-8.

Wang L, Lawrence MS, Wan Y, et al. SF3B1 and other novel cancer genes in
chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 2011;365(26):2497-506.

Rossi D, Fangazio M, Rasi S, et al. Disruption of BIRC3 associates with
fludarabine chemorefractoriness in TP53 wild-type chronic lymphocytic
leukemia. Blood. 2012;119(12):2854-62.

Quesada V, Conde L, Villamor N, et al. Exome sequencing identifies recurrent
mutations of the splicing factor SF3B1 gene in chronic lymphocytic leukemia.
Nat Genet. 2012;44(1):47-52.

Foa R, Del Giudice I, Guarini A, et al.Clinical implications of the molecular
genetics of chronic lymphocytic leukemia. Haematologica. 2013;98(5):675-85.
Fazi C, Scarfo L, Pecciarini L, et al. General population low-count CLL-like MBL
persists over time without clinical progression, although carrying the same
cytogenetic abnormalities of CLL. Blood. 2011;118(25):6618-25.

Rossi D, Spina V, Deambrogi C, et al. The genetics of Richter syndrome
reveals disease heterogeneity and predicts survival after transformation. Blood.
2011;117(12):3391-401.

Gonzalez D, Martinez P, Wade R, et al. Mutational status of the TP53 gene as
a predictor of response and survival in patients with chronic lymphocytic
leukemia: results from the LRF CLL4 trial. J Clin Oncol. 2011;29(16):2223-9.
Shanafelt TD, Witzig TE, et al. Prospective evaluation of clonal evolution during
long-term follow-up of patients with untreated early-stage chronic lymphocytic
leukemia. J Clin Oncol. 2006;24(28):4634-41.

Stilgenbauer S, Sander S, Bullinger L, et al. Clonal evolution in chronic
lymphocytic leukemia: acquisition of high-risk genomic aberrations associated
with unmutated VH, resistance to therapy, and short survival. Haematologica.
2007;92(9):1242-5.

Pospisilova S, Gonzalez D, Malcikova J, et al. ERIC recommendations on TP53
mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia. Leukemia. 2012;26(7):1458-
61.

Rossi D, Rasi S, Spina V, et al. Integrated mutational and cytogenetic analysis
identifies new prognostic subgroups in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2013;121(8):1403-12.

Richter MN. Generalized Reticular Cell Sarcoma of Lymph Nodes Associated
with Lymphatic Leukemia. Am J Pathol. 1928;4(4):285-92 7.

Rossi D, Cerri M, Capello D, et al. Biological and clinical risk factors of chronic
lymphocytic leukaemia transformation to Richter syndrome. Br J Haematol.
2008;142(2):202-15.

Thornton PD, Bellas C, Santon A, et al. Richter's transformation of chronic
lymphocytic leukemia. The possible role of fludarabine and the Epstein-Barr
virus in its pathogenesis. Leuk Res. 2005;29(4):389-95.

131



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Tsimberidou AM, O'Brien S, Khouri I, et al. Clinical outcomes and prognostic
factors in patients with Richter's syndrome treated with chemotherapy or
chemoimmunotherapy with or without stem-cell transplantation. J Clin Oncol.
2006;24(15):2343-51.

Tsimberidou AM, Keating MJ. Richter syndrome: biology, incidence, and
therapeutic strategies. Cancer. 2005;103(2):216-28.

Shanafelt TD, Jenkins G, Call TG, et al. Validation of a new prognostic index for
patients with chronic lymphocytic leukemia. Cancer. 2009;115(2):363-72.
Molica S, Giannarelli D, Gentile M, et al. External validation on a prospective
basis of a nomogram for predicting the time to first treatment in patients with
chronic lymphocytic leukemia. Cancer. 2013;119(6):1177-85.

Bottcher S, Ritgen M, Fischer K, et al. Minimal residual disease quantification is
an independent predictor of progression-free and overall survival in chronic
lymphocytic leukemia: a multivariate analysis from the randomized GCLLSG
CLLS8 trial. J Clin Oncol. 2012;30(9):980-8.

Stilgenbauer S, Zenz T. Understanding and managing ultra high-risk chronic
lymphocytic leukemia. Hematology Am Soc Hematol Educ Program.
2010;2010:481-8.

Dreger P, Corradini P, Kimby E, et al. Indications for allogeneic stem cell
transplantation in chronic lymphocytic leukemia: the EBMT transplant
consensus. Leukemia. 2007;21(1):12-7.

Eichhorst BF, Fischer K, Fink AM, et al. Limited clinical relevance of imaging
techniques in the follow-up of patients with advanced chronic lymphocytic
leukemia: results of a meta-analysis. Blood. 2011;117(6):1817-21.

Smolej L, Doubek, M., Spadek, M, et al. Doporugeni pro diagnostiku a lé&ku
chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Transfuze a hematologie dnes.
2013;19(2):61-8.

Smolej L. Therapy of elderly/comorbid patients with chronic lymphocytic
leukemia. Curr Pharm Des. 2012;18(23):3399-405.

Oscier D, Dearden C, Eren E, et al. Guidelines on the diagnosis, investigation
and management of chronic lymphocytic leukaemia. Br J Haematol.
2012;159(5):541-64.

Knauf WU, Lissitchkov T, Aldaoud A, et al. Bendamustine compared with
chlorambucil in previously untreated patients with chronic lymphocytic
leukaemia: updated results of a randomized phase Il trial. Br J Haematol.
2012;159(1):67-77.

Kaufman M, Limaye SA, Driscoll N, et al. A combination of rituximab,
cyclophosphamide and dexamethasone effectively treats immune cytopenias of
chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma. 2009;50(6):892-9.

Mauro FR, Bandini G, Barosi G, et al. SIE, SIES, GITMO updated clinical
recommendations for the management of chronic lymphocytic leukemia. Leuk
Res. 2012;36(4):459-66.

Keating MJ, Flinn |, Jain V, et al. Therapeutic role of alemtuzumab (Campath-
1H) in patients who have failed fludarabine: results of a large international
study. Blood. 2002;99(10):3554-61.

Wierda WG, Kipps TJ, Mayer J, et al. Ofatumumab as single-agent CD20
immunotherapy in fludarabine-refractory chronic lymphocytic leukemia. J Clin
Oncol. 2010;28(10):1749-55.

Smolej L. The role of high-dose corticosteroids in the treatment of chronic
lymphocytic leukemia. Expert Opin Investig Drugs. 2012;21(7):1009-17.
Smolej L, Doubek M, Panovska A, et al. Rituximab in combination with high-
dose dexamethasone for the treatment of relapsed/refractory chronic
lymphocytic leukemia. Leuk Res. 2012;36(10):1278-82.

Fischer K, Cramer P, Busch R, et al. Bendamustine combined with rituximab in
patients with relapsed and/or refractory chronic lymphocytic leukemia: a

132



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

multicenter phase Il trial of the German Chronic Lymphocytic Leukemia Study
Group. J Clin Oncol. 2011;29(26):3559-66.

Tonino SH, van Gelder M, Eldering E, et al.R-DHAP is effective in fludarabine-
refractory chronic lymphocytic leukemia. Leukemia. 2010;24(3):652-4.
Delgado J, Duarte RF. Practical aspects of allogeneic hematopoietic cell
transplantation for patients with poor-risk chronic lymphocytic leukemia.
ScientificWorldJournal. 2011;11:161-72.

Montserrat E, Gribben JG. Autografting CLL: the game is over! Blood.
2011;117(23):6057-8.

Hallek M. Signaling the end of chronic lymphocytic leukemia: new frontline
treatment strategies. Hematology Am Soc Hematol Educ Program.
2013;2013:138-50.

Jarosova M, Jedlickova K, Holzerova M, et al. Contribution of comparative
genomic hybridization and fluorescence in situ hybridization to the detection of
chromosomal abnormalities in B-cell chronic lymphocytic leukemia. Onkologie.
2001;24(1):60-5.

van Dongen JJ, Langerak AW, Bruggemann M, et al. Design and
standardization of PCR primers and protocols for detection of clonal
immunoglobulin and T-cell receptor gene recombinations in suspect
lymphoproliferations: report of the BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-
3936. Leukemia. 2003;17(12):2257-317.

Brochet X, Lefranc MP, Giudicelli V. IMGT/V-QUEST: the highly customized
and integrated system for IG and TR standardized V-J and V-D-J sequence
analysis. Nucleic Acids Res. 2008;36(Web Server issue):W503-8.

Bomben R, Dal Bo M, Capello D, et al. Molecular and clinical features of
chronic lymphocytic leukaemia with stereotyped B cell receptors: results from
an Italian multicentre study. Br J Haematol. 2009;144(4):492-506.

Ghia EM, Jain S, Widhopf GF, 2nd, et al. Use of IGHV3-21 in chronic
lymphocytic leukemia is associated with high-risk disease and reflects antigen-
driven, post-germinal center leukemogenic selection. Blood.
2008;111(10):5101-8.

Gonzalez-Gascon YMI, Hernandez JA, Martin A, et al. Mutation status and
immunoglobulin gene rearrangements in patients from northwest and central
region of Spain with chronic lymphocytic leukemia. Biomed Res Int.
2014;2014:257517.

Bulian P, Tarnani M, Rossi D, et al. Multicentre validation of a prognostic index
for overall survival in chronic lymphocytic leukaemia. Hematol Oncol.
2011;29(2):91-9.

Gentile M, Mauro FR, Rossi D, et al. Italian external and multicentric validation
of the MD Anderson Cancer Center nomogram and prognostic index for chronic
lymphocytic leukaemia patients: analysis of 1502 cases. Br J Haematol.
2014;167(2):224-32.

Van Bockstaele F, Verhasselt B, Philippe J. Prognostic markers in chronic
lymphocytic leukemia: a comprehensive review. Blood Rev. 2009;23(1):25-47.
Molica S. Progression and survival studies in early chronic lymphocytic
leukemia. Blood. 1991;78(4):895-9.

Molica S, Mauro FR, Callea V, et al. The utility of a prognostic index for
predicting time to first treatment in early chronic lymphocytic leukemia: the
GIMEMA experience. Haematologica. 2010;95(3):464-9.

Athanasiadou A, Stamatopoulos K, Gaitatzi M, et al.Recurrent cytogenetic
findings in subsets of patients with chronic lymphocytic leukemia expressing
IgG-switched stereotyped immunoglobulins. Haematologica. 2008;93(3):473-4.

133



