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Abstrakt
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Studijni obor: Zdravotnicka bionalalytika

Kandidat: Bc. Nikola Fuc¢ikova
Vedouci: doc. MUDr. Lukas Smolej, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Prognosticky vyznam atypické morfologie leukemickych

bunék u chronické lymfocytarni leukémie

Cilem této diplomové prace je posoudit prognosticky vyznam atypické morfologie
bun¢k a jadernych stini u nemocnych s nelécenou chronickou lymfocytarni leukémii
(CLL). Provedli jsme diferencialni rozpocet leukocyti a rozfazeni lymfocytti na typické
a atypické v kohorté 101 pacientd (median véku 66 let, 69 % muzi, stadium Rai III/TV
v 18 %). Pro atypickou CLL (aCLL) jsme nastavili hranici 15 %, zjisténa byla u 59 %
pacienti. Pro pozitivitu jadernych stini (JS) jsme zvolili hranici 30 %; 33 %
nemocnych mélo zvysené JS. Nezjistili jsme vyznamnou spojitost aCLL/ jadernych
stind s modernimi prognostickymi ukazateli. Z hlediska jadernych stind jsme prokéazali
souvislost vyssiho zastoupeni JS a ¢asného klinického stadia dle Raie (p=0,04). Nebyl
zjistén vztah mezi aCLL a obdobim do 1é¢by 1. linie (p=0,394); nemocni s aCLL vSak
méli vyznamné kratsi celkové preziti (p=0,0397). U nemocnych s niz§im poctem
jadernych stind byl pfitomen urcity trend ke kratSimu obdobi do 1é¢by 1. linie (p=0,22)
a krat§imu celkovému pteziti (p=0,16). Vysledky predkladané prace podporuji hypotézu
0 neptiznivém prognostickém vlivu atypické morfologie a niz§iho zastoupeni jadernych

stind u chronické lymfocytarni leukémie.
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Abstract
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Department of Biological and Medical Sciences

Study program: Health Care Bioanalytics

Candidate: Bc. Nikola Fucikova
Supervisor: doc. MUDr. Lukas Smolej, Ph.D.
Title of diploma thesis: Prognostic significance of atypical leukemic cell morphology in

chronic lymphocytic leukemia

The aim of this thesis is to evaluate the prognostic significance of atypical cell
morphology and smudge cells in patients with untreated chronic lymphocytic leukemia.
We performed differential leukocytes count and classified lymphocytes as typical and
atypical in a cohort of 101 patients (median age, 66 years; males, 69%, Rai II/IV
stages, 18%). For atypical CLL, we used the 15% threshold and 59% of patients were
classified as atypical CLL (aCLL). For smudge cells, we chose the 30% threshold and
33% of patients were classified as smudge cells positive. Patients in early clinical Rai
stage (0) had significantly higher number of smudge cells (p=0.04). We didn't find a
significant association between aCLL / smudge cells with modern prognostic
indicators. We didn’t find a relationship between aCLL and the time to first-line therapy
(p=0.394). However, patients with aCLL had a significantly shorter overall survival
(p=0.0397). There was a trend toward shorter time to first-line therapy (p=0.22) and
shorter overall survival (p=0.16) of patients with fewer smudge cells. The results of the
present thesis support the adverse prognostic impact of atypical morphology and a

lower number of smudge cells in chronic lymphocytic leukemia.
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Seznam zKratek

aCLL atypické chronicka lymfocytarni leukémie
BFU-E Burst Forming Unit-Erythroid

CFU Colony Forming Unit

CFU-E Colony Forming Unit-Erythroid

Cl interval spolehlivosti (confidence interval)

CLL/PL chronicka lymfocytarni leukémie/ prolymfocytarni leukémie

EDTA kyselina etylendiaminotetraoctova
FAB French-American-British classification
FASAY funkéni test pro analyzu genu p53 (functional analysis of separated

alleles in yeast)

FISH fluorescen¢ni in situ hybridizace

Hb hemoglobin

HR index rizika (hazard ratio)

1gVH variabilni ¢ast téZkého fetézce imunoglobulinu

IWCLL International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
JS jaderné stiny

KsEDTA trojdraselnd siil kyseliny etylendiaminotetraoctové

LAK buiiky lymfokiny aktivovani zabijec¢i (lymphokine activated killer cells)

LDH laktatdehydrodenaza

LDT zdvojovaci ¢as lymfocyt (lymphocyte doubling time)
LIS laboratorni informacni systém

MRN minimalni rezidualni nemoc

NK- buiiky natural killer cells
NIS nemocni¢ni informacni systém

oS celkové preziti (Overall Survival)



PubMed
ROC
SOP
tCLL
TGF B
TTF

ZAP-70

voln¢ dostupna databaze (Public MEDLINE)

analyza Receiver Operating Characteristics

standardni operacni postup

typicka chronicka lymfocytarni leukémie

transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor 3)
¢as do 1écby 1. linie (Time to First-line therapy)

zeta- asociovany protein o molekularni hmotnosti 70kDa
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1 Uvod

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni onemocnéni a
nejbéznéjsi leukémie dospélych v zapadnim svété. CLL je charakterizovana klonalni
expanzi nizce proliferacné vyzralych B-bunék v periferni krvi a kostni dfeni, které
pronikaji do lymfatickych uzlin a sleziny. (Cheson,1993)

Jako zakladni prognosticky faktor slouzi ureni klinického staddia. Klinické
stadium se stanovi na zéklad¢ kritérii definované dle Raie nebo dle Bineta. Urceni
klinického stadia je jednim ze zakladnich konven¢nich faktord, které se podileji na
rozhodnuti [é¢ebného postupu.

Konvenéni prognostické faktory jsou nedilnou soucasti kazdodenni praxe pii
rozhodovani individualni progndzy a terapie pacienta. V posledni dob¢ jsou dopliovany
fadou novych biologickych markert. U nékterych prognostickych markeri dochazi
Vv pribéhu 1é¢by ke zménam a vyvoji napf. k zesileni exprese. Jako velmi stabilni
prognosticky marker béhem celého klinického prubéhu se ukazuje mutaéni stav genu
pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgVy).

Rozvoj laboratornich diagnostickych metod umoziuje stanovit diagnéozu CLL u
vétsiny pacientti v Casném stadiu nemoci. Cilem studia novych prognostickych faktort
je u téchto pacientii urcit, zda jejich pribéh nemoci bude indolentni ¢i povede k rychlé
progresi. Takovéto zjiSténi by vedlo k vCasnému nasazeni individudlni lécby a
prodlouzeni Zivota pacienta.

V soucasné dob¢ probiha fada vyzkumi novych prognostickych markerti na
molekularni trovni. Sofistikované metody umoznuji pochopit molekularni mechanismy
béhem patogeneze nemoci, odhalit nové mutace gent souvisejici s CLL nebo
prozkoumat vliv angiogeneze na patogenezi CLL. Mezi tyto metody patiéi napf.
polymerdzova ftetézova reakce v redlném cCase, sekvenovani nové generace a dalsi
metody. Rada t&chto stanoveni je viak naro¢na a finanéné nakladnd, coZ je ¢inni pro
nékteré laboratote nedostupné. Je dulezité se zaméfit I na takové prognostické markery,
které by se daly jednoduSe stanovit a interpretovat za nizké potizovaci naklady. Jednim
z takovychto markeri mtize byt vyuziti prognostického vyznamu atypické morfologie

leukemickych bun¢k u CLL.
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Cilem této prace je zjistit prognosticky vyznam atypické morfologie
leukemickych bunék u CLL. Uz v roce 1999 Arnold Criel a kol. prezentovali hypotézu,
ze typicka a atypicka CLL pfedstavuje dvé uzce souvisejici, ale ptesto odlisné entity
charakterizované rozdilnou morfologii, prognostickymi faktory, klinickym priabéhem
a rozdilnou dobou preziti. (Criel a kol., 1999) Vliv morfologické variability lymfocytt
na prognézu CLL je vSak v dne$ni dobé€ pfijiman kontroverzné.

Dalsim cilem této prace je posoudit prognosticky vyznam jadernych stint u

CLL. Pocet jadernych stint je v posledni dob¢ vztahovan k prognoze onemocnéni.
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2 Zadani diplomové prace, cile prace a hypotézy

Zadani diplomové prace: Prognosticky vyznam atypické morfologie leukemickych

bunék u chronické lymfocytarni leukémie

Cile prace:

1) Sestavit soubor natéri periferni krve pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii

v dobé¢ diagndzy.

2) Provést mikroskopicky rozpocet natéru periferni krve s CLL a rozd¢lit lymfocyty na
typické a atypické.

3) Posoudit vhodnou hrani¢ni (cut-off) hodnotu pro atypickou CLL a pro jaderné stiny.
4) Zhodnotit prognosticky vyznam aCLL a jadernych stind u CLL.

5) Porovnat aCLL a jaderné stiny s ostatnimi prognostickymi markery.

Hypotézy:
1) Atypicka CLL bude souviset s pokro¢ilym klinickym stadiem nemaoci.

2)Atypickd CLL bude korelovat s nepfiznivymi prognostickymi markery a

s nemutovanych IgVy genem.

3) Atypicka CLL bude spojena s progresi nemoci.

4) Atypicka CLL povede ke kratsimu celkovému pieziti.

5) Pacienti s > 30 % jadernych stinti se budou vyskytovat v casném klinickém stadiu.

6) Pacienti s > 30 % jadernych stini budou mit delsi dobu celkového preziti.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Milniky v historii CLL

Prvni dolozené popisy leukémii a pojem leukémie jako takovy pochazeji od Iékait
Rudolfa Virchowa a Johna Hughese Benneta. (Bennett, 1845) Chronicka lymfocytarni
leukémie byla popsana az na pocatku 20. stoleti. Zminéna je v knize The Principles
and Practise of Medicine lékafem Williamem Oslerem, jenz uvadi, ze CLL v jeho
detailngjsi popis CLL George Minot a Raphael Isaacse. (Minot a kol., 1924) William
Damashek v roce 1967 zvetejiuje teorii, Ze CLL je zplsobena akumulaci zralych
lymfocyti nepodléhajici bunééné smrti. (Dameshek, 1967) V roce 1972 se diky nalezu
imunoglobulinti na povrchu CLL zjistilo, ze CLL pochazi z B lymfocytd. (Aisenberg
a kol., 1972) Pro klinickou praxi se stava vyznamny rok 1975, kdy Kanti Rai a kolektiv
publikovali déleni CLL na 4 stadia oznaCené fimskymi Ccislicemi (0-1V), které
vyuzivame dodnes. Ve stadiu 0 bylo zaznamendno nejméné imrti a median pieziti byl
stanoven na vice nez 150 mésicl, zatimco u pacientti ve stadiich III a IV pouze 19
mésicu. (Rai a kol., 1975) Podobné déleni CLL podle abecednich pismen na tfi skupiny
(A,B,C) je uvefejnéno Binetem a kol. roku 1981. (Binet a kol., 1981) Prvni zjisténa
cytogeneticka abnormalita v buiikach CLL byla aberace chromosomu 12. (Gahrton
a kol., 1980) Imunofenotyp CLL byl detailngji prozkouman roku 1982. (Caligaris-
Cappio a kol., 1982) Roku 1989 FAB klasifikace rozd¢luje CLL na zakladé morfologie
do typické a atypické podskupiny. Klinicky vyznam téchto podskupin nebyl pftili§
uznavan a stal se pfi¢inou diskuzi. (Criel a kol., 1999) V roce 1997 byla zjisténa
nepfizniva prognosticka role inaktivovaného genu TP53. V témze roce se zjistuje
souvislost CLL a delece 11q, kterd zhorSuje prognoézu u pacientd mladSich 55 let.
(Dohner a kol., 1997) Prognosticky vliv muta¢niho genu pro variabilni ¢ast tézkého
fetézce imunoglobulinu byl objeven roku 1999. (Hamblin a kol., 1999)

Roku 1996 byla ustanovena a zvefejnéna diagnostickd kritéria a kritéria
1é¢ebnych postupti pro CLL, ktera byla revidovana v roce 2008. (Cheson a kol., 1996)
Koncem 20. stoleti se do poptedi diskuze dostava role mikroprostiedi v patogenezi
CLL. (Caligaris-Cappio a kol., 1999)
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3.2 Chronicka lymfocytarni leukémie

3.2.1 Etiologie

Pivod onemocnéni CLL neni doposud zndm. Incidence je podle nékterych
autort Cetn&j$i u lidi, ktefi byli v kontaktu s azbestem, chemickymi rozpoustédly,
vystaveni u¢inktim silnych elektromagnetickych poli a také u pracovniktl v zemédélstvi.
Naopak oproti jinym typim leukémii nebyla doposud zjisténa souvislost s ionizujicim
zafenim, imunodeficiencemi, viry, pusobenim alkyla¢nich cytostatik a radioaktivnim

zafenim. (Adam a kol., 2008)
3.2.2 Epidemiologie

CLL je nejcastéjsi leukemii dospélych v Severni Americe a Evropég. Podle tidajt
amerického National Cancer Institute predstavuje 20-30 % vSech diagnostikovanych
leukémii. Naproti tomu vV jihovychodni Asii je incidence nemoci vyrazné niz$i,
predstavuje pouze 3-5 % vsech leukémii. (Redaelli a kol., 2004)

Nejcastéji postizenou v€kovou skupinou je starsi populace. Projevuje se hlavné u
lidi starSich padesati let. V obdobi 1975-2005 cinil prumérny vék pacienta s novée
diagnostikovanou CLL 72 let. (Reis a kol., 2008) Onemocnéni se vyskytuje Castéji u
muzd. (Morton a kol., 2006)

Zvysené riziko vyskytu CLL nebo jiné lymfoproliferativni nemoci mize byt u
ptimych pifibuznych. Familiarni vyskyt je vSak vzacny. (Adam a kol., 2008) Dokonce
byl popsan fenomén, kdy se u nékterych rodin CLL projevovala v kazdé nasledujici

Vyskyt CLL byl v fadé studii zna¢né€ podhodnocen, protoze se V mnoha zemich
odhadoval z nadorovych registrii. V roce 2001 upozornili autofi Zent a kol. z Arkansasu
na nesrovnalost v udajich o incidenci CLL. (Zent a kol., 2001)

Epidemiologicka situace o incidenci CLL byla u nas zpracovana Doubkem a
jeno kolektivem a predstavena v hematologickém supplementu Transfuze
a hematologie dnes. (Doubek a kol., 2010) Studie z 90. let 20. stoleti udavaji vyssi
median véku vyskytu nemoci (72 let). (Reis a kol., 2008) Doubek a kol. ve své praci
uvadi median v€ku 65 let, ktery byl zjistény metodou sbéru dat z dotazniku
hematologickych pracovist’ Jihomoravského kraje. (Doubek a kol., 2010)
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Zavedeni prutokové cytometrie vedlo k zpfesnéni diagnostiky CLL a zachyceni
ptipadu, které v minulosti zdstavaly opomenuty. (Hallek a kol., 2008) Divodem vyssiho
véku ve starSich studiich miize byt pozdéji diagnostikovana CLL, kde jiz doslo
k manifestaci onemocnéni.

V soucasné dobé se onemocnéni pomoci dostupnéjsi imunofenotypizace zachyti
drive, kdy byva jesté klinicky némé, a lidé jsou mladsi ve srovnani s lidmi, u nichz

doslo k manifestaci nemoci. (Doubek a kol., 2010)

3.2.3 Klinicky obraz a priibéh nemoci

CLL byva dlouhé roky bezpiiznakové onemocnéni. Nemocni jsou vétSinou
diagnostikovani pfi ndhodném vysetieni krevniho obrazu, kde je zjiSténa leukocytoza
S lymfocytozou.

Klinické ptiznaky se projevi v pokroc€ilém stadiu tkanovou infiltraci lymfocyty.
Bunky CLL produkuji cytokiny, které zapftiCini vznik klinickych ptiznaki. Nemocni
ztraci na vaze, citi se malatni, provazi je zvySené nocni poceni, neinfekéni teploty
ptesahujici 38°C a opakujici se bakteridlni a virové infekce (obzvlasté infekce plic).
(Klener a kol., 2003)

Infekce obecné, vcetné infekci zplsobené oportunnimi patogeny (napr.
Pneumocystis jiroveci, Aspergillus spp.) patii mezi nejcastéjsi komplikace a pficiny
smrti nemocnych s CLL. (Mayer a kol., 2002)

V pokrocilém stadiu je typické generalizované zvétSeni uzlin a sleziny. Miize
dochazet i k infiltraci nelymfatickych organt (prostaty, jater). (Klener a kol., 2003)
Extranodalni infiltrace vétSinou nevyvolava symptomy a zjiSténa byva histologickym
vysetieni tkané. (Mayer a kol., 2002) Lymfatické uzliny jsou Casto pocetné, elastické,
nebolestivé, volné pohyblivé a miiZou se nachazet témét ve vSech lokalizacich (kréni,

nadkli¢kové, axilarni, pod¢elistni, inguinalni). (Klener a kol., 2003)
3.23.1  Anémie

Anémie u CLL byva nejCastéji disledkem masivni infiltrace kostni difené
V ramci pokrocilé choroby. Pfi¢inou jsou uvolnéné cytokiny produkované malignimi
bunkami B-CLL, jenz zaroven utlacuji kostni dfen. Protileukemicka 1écba, mize také

pfispivat k rozvoji anémie.
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U pacienti s CLL je typickou komplikaci autoimunitni hemolyticka anémie,
jejimz charakteristickym projevem v dusledku zvyseni nekonjugovaného bilirubinu je
retikulocytoza, zvySeni laktdtdehydrogenazy a snizeni koncentrace haptoglobinu.
(Mayer a kol., 2002) U 10-25 % pacientl se vyskytuji protilatky proti erytrocytiim,
jejichz pritomnost se prokaze pozitivnim Coombsovym testem.

Cista aplazie Gervené fady postihuje zhruba 6 % pacientl. Hematokrit u této
anémie klesa pod 21 %, retikulocyty jsou snizeny pod 0,5 % a normoblasty v kostni
dfeni chybi, pfi¢emz je normalni pocCet megakaryocyti a myeloidnich prekurzori.
Na zéklad¢ in vitro laboratornich zkousek se zjistilo, ze T-lymfocyty téchto pacienti

inhibuji proliferaci erytroidnich prekurzort CFU-E a BFU-E zdravé kostni dien¢.
3.2.3.2 Trombocytopenie

Trombocytopenie je zptisobena bud’ tlumivym vlivem masivni lymfocytarni
infiltrace kostni dfené€, nebo autoimunitnim mechanismem s incidenci kolem 2 %.
V pfipadé masivni infiltace kostni difené je snizeny pocet megakaryocytl, pii
autoimunitni trombocytopenii se vyskytuji protilatky proti trombocytim a je zpravidla

dostate¢ny pocet megakaryocytl v kostni dieni.
3.2.3.3 Imunosuprese

CLL bunky produkuji cytokin TGF-f (transforming growth factor B), ktery
potlacuje proliferaci fyziologickych B-lymfocyti. U klasického elektroforetického
vySetieni nemocnych s pokro€ilou chorobou mizeme vidét typickou nizkou frakci
gamaglobulint. Nejdiive poklesne koncentrace imunoglobulinu IgA a nasledné IgM
a IgG. Snizena koncentrace imunoglobulint souvisi s nizkymi hodnotami sedimentace
erytrocytl. Koncentrace imunoglobulini v plazmé odrazi pribéh nemoci a muize tak
napomoct pii rozhodovani 1é€by pii infekci.

Dale byva narusena funkce vSech T- lymfocytd, snizena aktivita NK- bunék,
LAK bungk a cytotoxickd aktivita. Disledkem takto snizené¢ bunécné imunity byvaji
virova onemocnéni, z nichZ jsSou nejcastéjsi virus herpes simplex a herpes zoster. Proto
je dulezité okamzité podani protivirovych l1éku.

Pocet neutrofili se Sprogresi choroby také snizuje a  spolu
S hypogamaglobulinémii poklesne obranyschopnost proti bakteridlnim infekcim.

Typickou pfi¢inou smrti nemocnych sCLL jsou infekce zplisobené béznymi
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(Gram-pozitivni i negativni baktérie) i oportunnimi ptvodci (Pneumocystis jiroveci,
Aspergillus spp.). (Adam a kol., 2008)

3.2.3.4 Vyskyt monoklonalniho imunoglobulinu

Incidence monoklonélniho imunoglobulinu (M-Ig) byva ptitomna asi u 5-10 %
pacientd s CLL. Monoklondlni imunoglobulin mize zptGsobovat glomerulonefritidu a

nefroticky syndrom ¢i negativné ovliviiovat koagulacni kaskadu a funkci trombocyti.
3.2.3.5 Zvysena viskozita krve

Viskozitu krve zvySuje az velmi vysoky pocet lymfocyta (nad 500 x 10%/1).
3.2.3.6 Transformace choroby

CLL muze v nékterych pfipadech transformovat do lymfoproliferativniho
onemocnéni s agresivnéj§im chovanim, coz je oznacovano jako Richteriv syndrom,
ktery se vyskytuje zhruba u 2-8 % nemocnych. (Adam a kol., 2008) Pievysi-li pocet
prolymfocytt 55 %, piechazi CLL do prolymfocytarni leukémie (CLL/PLL).
NejcastéjSim typem Richterovy transformace je difuzni velkobunéény B lymfom.
Vzacnosti byva piechod do akutni lymfoblastické leukémie. (Stano-Kozubik a kol.,
2009)

3.2.4 Diagnosticka kritéria CLL na zakladé diferencialniho krevniho

obrazu

Americky ,National Cancer Institute“ vroce 1996 ustanovil a uvetejnil
diagnosticka kritéria pro stanoveni diagnézy CLL. (Cheson, 1996) V roce 2008 byla
kritéria revidovana organizaci International Workshop on Chronic lymphocytic
leukemia (IWCLL). (Hallek, 2008) Nezbytnymi kritérii pro stanoveni diagnézy CLL
jsou: 1) Piitomnost lymfocytozy spoctem B-lymfocyti minimalng 5 x 10° /I
Vv periferni krvi.

2) Typicky imunofenotyp leukemickych bun¢k stanoveny prutokovou cytometrii
(CD5+/19+4/23+).

Kostni dfent ani mizni uzlinu neni nezbytné pro potvrzeni diagndzy vySetiovat.

(Adam a kol., 2008)
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FAB Kklasifikace rozlisuje 2 hlavni skupiny CLL typickou (tCLL) a atypickou
(aCLL).

U typické CLL (pfiblizn¢ 80 % ptipadi) je nad 90 % cirkulujicich lymfocyti malé
¢1 stfedni velikosti s jednotvarné vyzralymi lymfocyty. Pokud jsou pfitomné
prolymfocyty, predstavuji méné jak 10 % z cirkulujicich lymfocyti. (Criel a kol., 1997)
Atypickd CLL je charakterizovana proménlivou velikosti lymfocyti a piitomnosti
prolymfocytt. (Bennett a kol., 1989) U atypické CLL rozliSujeme dvé podskupiny:
dimorfni a pleomorfni. U dimorfni podskupiny (CLL/PLL) je pocet prolymfocyti
zvySen nad 10 %, ale zaroven nedosahuje 55 %. Pro pleomorfni variantu je typicka
heterogenni populace nadorovych bunék. Lymfocyty u aCLL jsou WHO Kklasifikaci
definovany jako lymfocyty s malo kondenzovanym jadernym chromatinem a jadernymi
nepravidelnostmi (napf. jaderné zafezy). S atypickou CLL je spojovdno vyssi
zastoupeni markertt s nizkou prognézou jako napt. trizomie 12, delece pl7
a nemutovana forma IgVy. (Schwarz a kol., 2006; Hamblin a kol., 1999)
Ob¢ podskupiny saCLL predikuji casnéj$i nastup progrese a hor§i progndzu
Vv porovnani s pacienty s tCLL. (Criel a kol., 1997)

3.2.5 Stanoveni diagnézy CLL na zakladé imunofenotypizace

Povrchovy imunoglobulin (sIg) je na buikdch CLL slabé exprimovan v podobé
sIgM nebo slgD. Ptitomny jsou také znaky B lymfocytarni fady: CD19, CD20, CD24,
CD37, CD40, CD45RA a znaky II. tiidy HLA systému.

Mezi typické znaky pro CLL bunky patfi:

» CDS5 antigen, ktery se fyziologicky nachdzi jen na T-lymfocytech

a na tymocytech,

» (CD23 antigen, jenz je nizkoafinitni Fc-IgE receptor.

Antigen CD22 je u CLL pfitomen zejména intracelularné a jeho exprese na povrchu
bunék CLL je slabd nebo Zadna. Zatimco u jinych B-lymfatickych malignich
onemocnéni se CD22 exprimuje jak na povrchu, tak i v cytoplazmé. Pouze vyjimecné se
na bunkach CLL nachdzi antigen FMC7 (< 4 %), jenZ je pravidelné pfitomen na
bunkach prolymfocytarni nebo vlasatobunééné leukémie. (Adam a kol., 2008)

Moreau a kol. dle téchto tidaji navrhl skorovaci systém pro odliseni CLL od jinych
B-lymfoproliferativnich chorob. Skore hodnoti expresi znaku, ktery je stanoveny
prutokovou cytometrii. (Moreau a kol., 1997)
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Tabulka 1: Skérovaci systétm CLL na zakladé prutokové cytomerie dle Royal
Marsden

znak pritomnost znaku body

CD5 + 1
povrchovy CD22 - 1

CD23 + 1

slg slab¢ + 1
FMC7 - 1
Pacienti s CLL maji v 87 % skore 4-5, skore 0-1 maji jen 0,4 % pacienti.
Pacienti s jinymi lymfoproliferacemi maji v 89 % skore 0.

Zdroj: Moreau a kol., 1997

3.2.6 Prognostické faktory chronické lymfocytarni leukémie

Prognostické faktory CLL by mély napomoci urit tu skupinu pacientd, u
kterych byva progndza horsi vzhledem k celkovému pieziti a ovéfit smysl Casnych
1é¢ebnych postupt. Prakticky vyznam maji prognosticka vySetfeni obzvlasté u mladsich
pacientd v dobrém stavu, u kterych je mozna agresivni 1é¢ba zahrnujici intenzivni
chemoimunoterapii ¢i alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék.

Progn6za u CLL je velmi heterogenni a dnes jiz diky novym diagnostickym
metodam byva rozpoznavana v pocatecnim stadiu (Binet A, Rai 0) a jen malo
v pokrocilém. Dnes je to okolo 80 % pacientti, ktefi jsou diagnostikovdni v ¢asném
stadiu nemoci. Ztoho u celé poloviny sledovanych pacienti dochéazi k progresi
onemocneéni a terapie je zahajena relativné ¢asné. (Kozak, 2010a)

Od zavedeni klinickych stadii dle Raie a Bineta bylo zkoumano znaéné
mnozstvi potencialnich prognostickych markert. Pii vyhledavani v PubMedu se zobrazi
vice nez 550 odkazl na zadany vyraz ,,CLL a prognostické faktory*. Proto by m¢li byt
zkoumany zejména ty markery, které jsou snadno pouzitelné a s velkou
pravdépodobnosti pfindsi nezavislou prognostickou informaci dopliujici konvenéni
markery. Nové prognostické markery musi byt pln¢ standardizovany, validovany a
jejich prognosticka hodnota musi byt ovéiena ve velkych prospektivnich klinickych

studiich, nez budou zavedeny do bézné klinické praxe. (Moreno a kol., 2008)

19



Na zédkladé¢ multivariantnich analyz byl prokazén nezavisly nepiiznivy prognosticky

vliv fady faktor zahrnujici:

vyssi vek,

vysoky pocet lymfocyt v dobé diagnozy,
pokrocila klinicka stadia (Rai III/IV, Binet C),
zvySena aktivita laktatdehydrogenazy (LDH),
zvysena sérova koncentrace beta2-mikroglobulinu,
nemutované¢ IgVy geny,

delece (17p),

delece (11q).

YV V V V V V V VY

Prognodza pacienta je ovlivnéna celkovym stavem pacienta, mnozstvim masy malignich

bun¢k, rychlosti progrese nemoci a 1écebnou odpovédi.

Obr. 1: Vliv rozhodujicich faktori na prognézu pacienta

—

—

G2 rychlost
mnozstvi rogrese
tumordézni V -

—

odpoved

Qléébu / .

prognoza pacienta

3.2.6.1 Klasické prognostické faktory
a) klinické stazovani

Pro rozliSeni miry pokrocilosti choroby a velikosti masy malignich bunék se
uplatiuji jiz témét 30 let kritéria definované dle Raie a kol. (1975) a Bineta a kol.
(1981). Urceni klinického stadia dle stanovenych kritérii ma prognosticky vyznam a
slouzi jako zdklad kazdého rozhodovani 1écebného postupu. Oba systémy jak podle
Raie, tak stazovani podle Bineta jsou zalozeny na fyzikalnim vySetfeni a vySetieni

krevniho obrazu. (Mayer a kol., 2002)
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Tabulka 2 Klinické staZzovani dle Raie a kol.

Median preziti

Stadium Charakteristika V ptuvodni
publikaci (mésice)
0 pouze lymfocytdza > 150
I lymfocytoza a lymfadenopatie 101
T lymfocytoza se zvétSenou slezinou a /nebo jatry 71
11 lymfocyt6za a anémie s Hb < 110 g/l 19
v lymfocytza s trombocytopenii < 100 * 10%/1 19

Zdroj: Kozék, 2008

Tabulka 3 Klinické staZovani dle Bineta a kol.

Median preziti

C (Hb < 1009/l a nebo trombocyty < 100 * 10%/1)

Stadium Charakteristika Vv ptivodni publikaci
(mésice)
A postiZeni < 3 oblasti neodlisuje se od
bézné populace
B postiZeni > 3 oblasti 84
anémie a trombocytopenie
24

Z téchto oblasti se pocita za jednu postizenou oblast).

PostiZené oblasti: kréni, axilarni, tfiselné, mizni uzliny, slezina a jatra. (Kazda

Zdroj: Kozék, 2008
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b) zdvojovaci ¢as lymfocyta (LDT- lymphocyte doubling time)

Jeden ze standardnich indikatorti pro posouzeni potieby zahgjit 1écbu je
dynamika nartstu lymfocyti. K posouzeni nam slouzi zdvojovaci ¢as lymfocytd (LDT),
coz je doba, za kterou dojde k nardstu lymfocyta v periferni krvi o 100 % z puvodni
hodnoty pod dobu kratsi 6 mésict nebo K nartstu poétu lymfocyti o 50 % pod 2 mésice.
K témto kritériim vSak musime pfistupovat s urcitou obezietnosti.

Je nezbytné vyloucit jiné faktory ndrastu poctu lymfocyti - zejména infekeni
priCiny a u nékterych pacientli napt. s absolutni lymfocytézou pod 30 x 10%1 je nutnosti
dlouhodobé¢ sledovani. Pacienti s LDT delsi nez 12 mésicti maji pritbéh nemoci vice

indolentni a tim i delsi preziti.
c) typ infiltrace kostni di‘ené

Vice nez 30 % jadernych buné¢k z aspiratu kostni dfené je lymfoidnich. (Bergmann
a kol., 2007) Je-li infiltrace kostni diené difuzni, pfedstavuje pro pacienta nepiiznivou
prognézu (3 - 5 let) nez infiltrace nedifuzni (10 let). (Mayer a kol., 2002) Tato
prognosticka hodnota biopsie kostni dfené¢ mize byt jiz v dneSni dobé nahrazena
novymi prognostickymi markery. (Bergmann a kol., 2007) I pies to, Ze aspirat ¢i biopsie
kostni dfené nejsou po diagnézu CLL potiebné, tak mohou prispét K posouzeni faktord,
které vedou ke vzniku cytopenie (anémie, trombocyopenie) jak pted terapii, tak 1 béhem
ni. (Molica a kol., 2006). Vyznam typu infiltrace kostni dfené ovSem v soucasné éie

chemoimunoterapie a cilenych preparatti vyrazné poklesl.
d) morfologie lymfocyti v periferni krvi

Prognoézu preziti zhorSuje pocet prolymfocyti vyssi nez 5 %. Pro lymfocyty
CLL je typicka morfologickd heterogenita. V1iv morfologické variability na progndézu
CLL je pfijiman kontroverzné. V této praci je studovan vyznam atypické morfologie

leukemickych bunék CLL.
e) pocet lymfocyta v periferni krvi a koncentrace hemoglobinu

Tumordzni mase odpovida pocet lymfocyti. Cim vyssi je podet lymfocytt, tim
krat$i je doba preziti. Pacient s poctem lymfocyti nad 50 X 10%1 mé kratsi dobu preziti

(3-4 roky) nez pacient spodtem lymfocyti pod 50 x 10%1 (6 a vice let).
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DalSim prognostickym faktorem pro pacienty sSCLL je vychozi koncentrace

hemoglobinu v pocatcich klinického stadia — s klesajici koncentraci se hor$i progndza.

3.2.6.2 Nové prognostické faktory CLL

Sofistikované metody molekularni genetiky jako je napt. PCR, sekvenovani
nové generace umoznuji studovat nové prognostické markery na molekularni Grovni.
Zjisténé znalosti umoziuji pochopit molekuldrni mechanismy béhem patogeneze
nemoci, odhalit nové mutace gent souvisejici s CLL nebo prozkoumat vliv angiogeneze
na patogenezi CLL. Do intenzivné studovanych genovych mutaci muZzeme zafadit
mutace v genech TP53, ATM, NOTCH 1, SF3B1, BIRC3, subgeny IGHV3-21 a IGVH1-
69. Mezi detailn¢ prostudované biologické markery fadime: cytogenetické aberace
vySetfované fluorescencni in situ hybridizaci (delece 11q, delece 17p, delece 13q;
trizomie 12), muta¢ni stav IgVy a expresi znakti CD38 a ZAP-70. Mnoho dalSich
kandidati na prognostické markery je stile studovdno Vv tad€ prospektivnich studii

a vyzkumil.

Tabulka 4 Prognoza pacienti s riznymi cytogenetickymi zménami

Cytogeneticka Median preziti Median pieziti bez Defekt na
abnormita (mésice) 1é¢by (mésice) urovni DNA
Del (17p) 32 9 P53
Del (11q) 79 13 ATM
Trizomie 12 114 33 Neni znam
Normalni
110 49 -
karyotyp
mikro RNA
Del (130q) 133 92
(15?)

prevzato z: Kozak, 2010
3.2.6.3 Cytogenetika a molekularni cytogenetika

Konvencni cytogenetické metody zalozené na pruhovani chromozomu jsou
u CLL obtizné, zejména z divodu nizké in vitro mitotické aktivity nddorovych bunék,

coz vede ke Spatnému mnozstvi a kvalité v metafdznim rozlozeni. Fluorescencni in situ
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hybridizace (FISH) umoziuje piekonavat jak nizkou mitotickou aktivitu u CLL bungk,
tak 1 nedostatek vhodnych kandidatnich gent, které jsou napiiklad pro molekularni
genetickou analyzu nezbytné. FISH metodou lze detekovat cytogenetické abnormity u
vice nez 80 % vSech pfipadl CLL. Pomoci FISH detekujeme chromozomalni aberace v
jedné bunécéné urovni délicich se i1 nedélicich se bunék, ¢imz se obchdzi potteba
metafazickych ptiprav z nddorovych bunék.

Vyhodnoceni vyskytu chromozomalnich aberaci u CLL pomoci FISH umoznuje
korelovat genetick¢ abnormality s klinickymi projevy a vysledkem onemocnéni.
U deleci v oblasti 11q a 17p jiz bylo prokazano, ze jsou jednim z nejvyznamnéjSich
nezavislych prognostickych faktord, urcujicich podskupiny pacienti s progresi
onemocnéni s rychlou ¢i kratkou dobou preziti. Kromé toho je delece 17p spojovéna

s chemorezistenci. (Stilgenbauer a kol., 2000)

Delece 13q14
U vice nez 50 % pacientd s CLL se vyskytuje delece dlouhého raménka
chromosomu 13 ve 14 lokusu. Vyskytuje-li se tato delece, jako jedina geneticka

abnormalita, ma pacient vynikajici prognézu s dlouhym celkovym ptezitim.

Trizomie 12
Trizomie chromozomu 12 je detekovana u 10 - 25 % pacientq. I pies to, ze tato
trizomie byla detekovéana jako prvni aberace, jeji prognosticky vyznam neni stale zcela

jasny. Predstavuje pravdépodobné intermediarni prognoézu. (Kienle a kol., 2005)

Delece 11922-923

Delece dlouhého raménka chromosomu 11 v lokusu 22 nebo 23 se vyskytuje u
10-20 % nemocnych s CLL. (Dohner a kol., 1997) Tato delece zasahuje nadorovy
supresor ATM. Protein ATM je soucasti detekce poruchy DNA nad proteinem p53.
Casto u této delece dochazi k masivni lymfadenopatii. Delece 11q je spojovana se
Spatnou prognozou, jeji nepfiznivy dopad vSak muze piekonat intenzivni

chemoimunoterapie.

Delece 17p13

Delece kratkého raménka chromozomu 17 vétSinou v oblasti 13 souvisi se
ztratou nadorového supresoru p53. Ztrata a/nebo mutace genu TP53 pfinaSi velmi
nepfiznivou prognostickou informaci. P53 je nezbytny pro indukci zéastavy bunétné

proliferace nebo pro apoptdzu pii poskozeni jaderné DNA. Bylo zjisténo, ze mutace p53
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nemusi byt spojena s del 17p. Recentni prace italskych autorti potvrdila stejnou
negativni prognostickou hodnotu mutace p53 jako mé delece 17p. Alely genu p53 musi
byt vétSinou inaktivované ob¢, nebot’ mutace pro gen p53 je recesivni. Inaktivace prvni
alely je zplsobena nejCastéji bodovou mutaci, nacez druhd alela nejcastéji podléha
kompletni deleci. Z divodu rozdilné inaktivace se pouzivaji rozdilné metody
k vySetfeni. Prvni alelu lze vySetiit sekvenaci nebo funkéni analyzou FASAY
a pro druhou alelu je vhodna metoda FISH. Casto byva zadouci opakované vysetieni pfi
kazdé progresi nemoci nebo pii vzniku rezistence v prubéhu terapie, ponévadz
cytogeneticky nalez a funkéni stav p53 se v pribéhu onemocnéni miize ménit.

U pacientt s rizikovou cytogenetikou a odpovidajicim fenotypem byva zvazena
jind inicidlni 1é¢ba s novymi nadéjnymi latkami nebo alogenni transplantace
krvetvornych bunék, jelikoz zde konvenc¢ni 1écba nedava Sanci na déle trvajici spéch.

(Adam a kol., 2008)
Mutaéni stav IgVy

V souCasné dob¢, je stav mutace IgVy genu povazovan za jeden
z nejvyznamngéjSich faktori pro stanoveni prognoézy u CLL pacientd, avsak pod
podminkou, ze je nukleotidova sekvence urena piesné a interpretovana obezietné.
(Van Bockstaele a kol., 2009)Velkou vyhodou stanoveni IgVy genu oproti jinym
markeriim je jeho stalost béhem celého klinického pribehu CLL, a proto je mozné jej
stanovit v jakémkoli stadiu nemoci CLL. Pacienti S nemutovanym IgVy genem
(definovano jako > 98 % shoda se sekvenci odpovidajici germindlni linie) maji
nepiiznivé klinické vysledky. (Bergmann a kol., 2007) CLL muzeme dle vzniku
v podstaté rozdélit na dvé podmnozZiny:
1. CLL s pFiznivym pribéhem, ktera vznika z lymfocytl prochéazejicim zarodecnym
centrem lymfatického folikulu. Lymfocyty obsahuji mutovanou informaci pro tézky
fetézec imunoglobulinu, proto vykazuji ¢asté zmény ve VH sekvencich.
2. CLL s agresivni formou, jez vznika znaivnich (pregerminalnich) B-lymfocytt.
Naivni lymfocyty maji nemutovanou informaci pro tézky fetézec imunoglobulinu,
jelikoz neprosli zarodeCnym centrem.

Vyjimkou je piestavba genetické informace ve variabilni Casti tézkého fetézce
gV, oznacovana jako VH3-21, jez koreluje s velmi neptiznivou prognézou. Tento typ

mutace souvisi s ¢etnym vyskytem mutace p53. (Adam a kol., 2008)
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Poruchou alelické exkluze nadorové bunky mtize dochazet k mutaci vice nez 1 genu

IgVy. (Rassenti a kol., 2000)
ZAP-70 a CD38

Zeta asociovany protein ZAP-70 a transmembranovy glykoprotein CD38 patii
mezi neptiznivé prognostické faktory CLL a signalizuji agresivnéj$i pribeh nemoci.
Oba znaky mohou byt stanoveny pritokovou cytometrii. Exprese uvedenych znakt
CD 38 a ZAP70 se vsak béhem pribéhu nemoci miize ménit, proto pii nové progresi je
tieba vySetfeni opakovat. (Adam a kol., 2008) Exprese CD38 ani ZAP-70 vsak vici
mutaénimu stavu IgVy nepiinaseji zasadni prognostickou informaci, navic stanoveni
ZAP-70 bylo zatizeno metodickou nejednotnosti a bylo pro rutinni praxi opusténo.

(Navrkalova a kol., 2015)
Lipoproteinova lipaza

Néktera pracovisté se vénuji studiu lipoproteinové lipazy (LPL), jez by mohla
vysoka, presto nijak vyznamné neptekracuje ZAP70. Vyssi exprese LPL taktéz slouzi

jako nepfiznivy ukazatel prognozy. (Heintel a kol., 2005)

Uvedené znaky slouzi jako doplikova informace pro stanoveni prognozy CLL,

avSak spolehlivé nenahradi marker pro mutac¢ni stav IgVp.
Sérové markery

Na zéklad¢ prospektivnich studii byly zjistény v séru pacientt s CLL markery
jako laktatdehydrodenaza, B, mikroglobulin, thymidinkinaza. ZvySena sérova
koncentrace téchto marker je obvykle spojena s hor$i prognozou a s agresivnéj$im
pribéhem onemocnéni. Nestandardizovana metodika a rozdilnd hranice v rtiznych
studiich je spole¢ny problém stanoveni sérovych markerd prognozy u CLL. (Hallek

a kol., 1996)
Odezva na 1écbu jako prognosticky znak

Horsi progndzu maji ti pacienti, u nichz neni Zadna odpovéd’ na 1€¢bu nebo brzy
po 1é¢bé dojde krelapsu onemocnéni. (Kozak, 2010a) V souvislosti sCLL je

Vv poslednich letech upfena pozornost na minimélni rezidualni nemoc (MRN), coZ je
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pfitomnost zbytkové leukemické populace zjistitelné v periferni krvi ¢i kostni dfeni
pouze vysoce citlivymi metodami. MRN Ize stanovit alelové specifickou PCR nebo
vicebarevnou  prutokovou cytometrii. (Doubek M, 2015) Kombinovana
chemoimunoterapie nebo alogenni transplantace krvetvornych bunék umoziuji snizit
jeji vyskyt a eradikovat ji. (Burger, 2014; Furman, 2014) V soucasnosti piibyva dikazt
pro nezavisly prognosticky vyznam eradikace MRN pro obdobi do progrese i celkové

preziti. (Doubek M, 2015)

3.2.7 Cytomorfologické nalezy u CLL

Cytomorfologicky nalez z natéru periferni krve CLL napomaha k nasmérovani
dalsich laboratornich postupti, které umozni potvrdit podezfeni na diagnézu
leukémie/lymfomu.

Typickou formu CLL tvofi nadorova uniformni populace lymfocyti. Tyto
lymfocyty jsou o trochu vétsi nez maly zraly lymfocyty, maji kulaté ¢i ovalné jadro
s hutnym, kondenzovanym chromatinem a jadérka nemaji patrna. (Farhi a kol., 2004)
Cytoplazma vytvafi uzky asymetricky lem, ktery je dan excentricky uloZenym jadrem
V buiice; byva vétSinou agranularni, slabé bazofilni a jen zfidka obsahuje inkluze c¢i
vakuoly. Pro tyto nadorové lymfocyty je typicka fragilita, a proto nachdzime v natéru
velké mnozZstvi jadernych stini a rozpadajicich se bun¢k. Jaderné stiny se v piipadé
CLL historicky oznacuji jako ,,Gumprechtovy stiny*, v anglosaské literatuie smudge
cells. (Bain a kol., 1992) Pfitomnost prolymfocyti u této formy nedosahuje vice nez
10 %.

U atypické CLL rozliSujeme dv¢ varianty: dimorfni a pleomorfni. (Kacirkova
a kol., 2007) Atypické lymfocyty jsou vétsi bunky s velkymi jadry a bohatou, svétle
modrou cytoplazmou. Jadro je ovalné, lalo¢naté 1 St€pené s typicky jednim ¢i méné
Casto vice jadérky. Jaderny chromatin je stfredné¢ kondenzovany.

Prolymfocyty jsou dvakrat tak vétsi nez maly lymfocyt. Jadro ma kondenzovany
chromatin s napadnym jadérkem a v typickém ptipad¢ jej symetricky obklopuje slabé az
sttedn¢ bazofilni cytoplazma bez granulace. Prolymfocyty vSak nejsou vzdy typické.
Jejich proménlivost mize byt jak ve velikosti bunky, tak i v nukleo-cytoplazmatickém
poméru a jadérko nemusi byt vzdy ptitomné.

Pro pleomorfni variantu je typicka heterogenni populace nadorovych bunék.

Pro tyto lymfocyty je charakteristickd rtizna velikost, rizny pomér jadra k cytoplazmé,
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jaderné zatezy a také urcity podil prolymfocytl, jenz je vétSinou nizs§i nez u varianty
dimorfni. Muze se také vyskytnout i pfitomnost imunoblastd. Imunoblasty jsou velké
buniky s kulatym az ovalnym jadrem, které je obklopeno chudsi ¢i stfedné bohatou
bazofilni cytoplazmou bez granulace. Chromatin jadra je stfedné¢ kondenzovany
s napadnymi jadérky, jez jsou obvykle zbarvena do modra. (Farhi a kol., 2004)
Gumprechtovy stiny jako prvni popsal Gumprecht roku 1896 v krevnich
natérech pacienti s lymfatickou leukémii. Tyto rozpadlé bunky se staly
charakteristickym znakem CLL, zfidka se vyskytujicim u jinych lymfoproliferativnich
leukémii. (Gumprecht, 1896; Macdonald a kol., 2003) Zpoc¢atku se domnivalo, ze jsou
to pouze artefakty zptisobené piipravou sklicka. (Binet a kol., 1981) Prvni domnénka,
ze Gumprechtovy stiny mohou byt biologicky vyznamné, pfisli ze dvou zajimavych
studii roku 1950. Tyto studie poukazovali na procento Gumprechtovych stint jako
na nezavisly stupen lymfocytézy a zaroven se zdaly byt specifické pro urcité pacienty.
(Heinivaara, 1959) Nowakowski a kol. ve své praci zroku 2005 referuji, ze tvorba
jadernych stinti souvisi s obsahem cytoskeletalniho proteinu vimentinu. (Nowakowski
a kol., 2005) Vimentin patii mezi intermediarni filamenta a je rozhodujici pro tuhost a
integritu lymfocytd. (Brown a kol., 2001) Autofi také zjistili, ze u pacientd s CLL s
vysokym obsahem vimentinu je nizky podil jadernych stinti a je zkracena doba do
pocatecni terapie v rané fazi CLL. (Nowakowski a kol., 2005) Exprese vimentinu je
prognosticky faktor v ¢asné fazi CLL, proto se predpoklada, ze by mohl byt i vztah

mezi procentem jadernych stinli a progndzou u pacienttt s CLL.

3.2.8 Lécba

3.2.8.1 Indikace k zahajeni 1é¢by

Jsou definovany podle mezinarodné piijimanych kritérii International Workshop on
CLL.
Obecné lze fici, ze 1écba je u CLL zahdjena, jakmile se za¢nou projevovat
klinické ptfiznaky. LécCba je zaloZena zejména na kombinaci chemoterapie a biologické
1éCby, jez umoziuje uvést pacienta do stavu bez minimalni reziduédlni choroby. Lécba je

indikovana podle klinického stadia, dynamiky a aktivity onemocnéni. (Hallek, 2008)
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Tabulka 5 Shrnuti indikaci k 1é¢bé na zakladé kritérii IWCLL.

1. | Pritomnost alespon jednoho z nésledujicich klinickych symptomu:

e  Ubytek hmotnosti > 10 % za ptl roku,

e  vyrazna malatnost a slabost, kterd brani vykonavat béznou denni préaci,
e neinfekcni teploty trvajici déle nez 2 tydny,

e noc¢ni poceni bez piitomnosti infekce.

2. | Postupné zhorSovéani krvetvorby, rozvoj nebo zhorSovani anémie nebo

trombocytopenie.

3. | Autoimunitni anémie nebo trombocytopenie neuspesné 1é¢end glukokortikoidy.

4. | Masivni splenomegalie nebo jeji progrese.

5. | Masivni pakety wuzlin, > 10 cm vnejdelSim priméru, nebo progrese

lymfadenopatie.

6. | Progrese lymfocytdzy se vzestupem poctu lymfocytl o > 50 % za 2 mésice

nebo piedpokladany zdvojovaci Cas krats$i nez 6 mésict.

Pozn.: Lécba je zahajena, spliuje-li pacient alespon jednu podminku. Je-li pacient ve
stadiu Rai IIT a IV doporucuje se zahdjit 1é¢bu ihned. (Kozak, 2010b)

Hlavnim cilem 1é¢by je navozeni kompletni remise. U pacienta v kompletni
nebo parcialni remisi po planované 1é¢bé je tato 1écba ukoncena a nemocny je nadale
pravidelné sledovan s cilem posouzeni klinického stavu a rozpoznéani relapsu nemoci.
CLL se v pritbé¢hu nemoci muze transformovat do agresivnéjsiho typu lymfomu nebo se
postupné stane rezistentni na 1é¢bu. (Adam a kol., 2008)

Asymptomati€ti pacienti diagnostikovani v ¢asném stadiu onemocnéni (Rai 0,
Binet A) jsou sledovani bez 1é¢by az do propuknuti progrese nemoci. Publikované
klinické studie zejména z90. let dvacatého stoleti neprokazaly pozitivni vliv
alkylacnich latek na dobu pfeziti u pacienti v Casnych staddiich onemocnéni.
V nékterych studiich byla Casnd terapie spojovana s vétSim vyskytem sekundarnich
malignit a krat$i dobou pteziti.

Na pacienty se stiedné pokroc¢ilym (I, 1l Rai; B Binet) a vysoce rizikovym (ll1,
IV Rai; C Binet) onemocnénim ma zahajena 1écba ptiznivy vliv. | pies to, vsak mohou
byt néktefi pacienti (zejména ve stfednim stadiu nemoci) bez 1é¢by a dobie prospivat, az

do stavu progrese nemoci ¢i projeviim symptomt.
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| vsoucasné dobé¢ je CLL naddle povazovanabéznymi metodami
za nevylécitelnou chorobu. V soucasné dobé vsak mizeme pomoci terapie docilit
dlouhotrvajici kompletni remise a to i na molekularni Grovni a prodlouzeni celkového
preziti. Navozeni kompletni remise je zpravidla spojeno se zlepSenim kvality zivota.
Cilem terapie pro star$i pacienty je udrzet predevsim stavajici kvalitu Zivota, kterou Ize
dosahnout pomoci paliativni 1é¢by. Podpurna terapie se stala soucasti kazdé 1écby a je

zameifena predevSim na korekci imunodeficitu a cytopenii. (Kozak, 2010b)
3.2.8.2 Lécebné moznosti u CLL

Nejdéle uzivanym preparatem u CLL je alkylaéni cytostatikum chlorambucil.
Tento 1¢k je volbou zejména pro starsi polymorbidni pacienty, u kterych by agresivnéjsi
lécba vyvolala nepftijatelnou toxicitu. V soucasné¢ dobé je pro star$i / komorbidni
nemocné  standardem  kombinace  chlorambucilu s nékterou  z anti-CD20
monoklonalnich protilatek (rituximab, ofatumumab ¢i obinutuzumab). (Smolej, 2015)
Pro mlad$i nemocné vdobrém celkovém stavu je zlatym standardem
chemoimunoterapie kombinujici fludarabin, cyklofosfamid a rituximab (protokol FCR).
(Hallek, 2010) U relabujici / refrakterni choroby jsou nyni hlavni 1é¢ebnou moznosti
nové cilené inhibitory signalnich drah B-bunécného receptoru ibrutinib a idelalisib -
tyto preparaty revolu¢nim zplsobem zlepSily osud nemocnych s relabujici/refrakterni
chorobou. Mezi dal$i moZnosti patii kombinace bendamustinu a rituximabu, anti-CD52
monoklondlni protilatka alemtuzumab ¢i rezimy zalozené na vysokodavkovanych
kortikoidech. (Smolej, 2015)

I ptes vSechny dosavadni tspésné 1écebné postupy je pro CLL relaps neodvratny
a pacienti se postupné stavaji neodpovidajicimi na 1é¢bu. Pro nékteré pacienty, zejména
ty mladsi s vysoce nepfiznivym klinickym pribéhem, je alogenni transplantace kostni
diené jedinou moznosti na trvalé vyléceni. Tento rizikovy zakrok je vSak vhodny pouze

pro malou, vysoce selektovanou skupinu pacientd. (Valkova, 2010)
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3.3 Vyvoj lymfocytu

V kostni dfeni zacina vyvoj vSech krevnich bunék.

Pluripotentni kmenova buiika je spoleénym zakladem pro vSechny krvinky
a jeji diferenciaci se vytvari progenitorové kmenové buiky. Z progenitorovych bun¢k
se diferenciaci stavaji bunky prekurzorové jednotlivych krevnich fad.

V kostni dieni se z progenitorovych bunék vytvaii B-lymfocyty a prothymocyty.
T-lymfocyty se tvoii v thymu z prothymocytd, jenz sem prestoupili cirkulaci z kostni
diené. B-,T- lymfocyty dale cirkuluji do sekundarnich lymfatickych organt, kde se
setkavaji s antigeny. Antigen lymfoidni buiiky aktivuje a zpusobi tak jejich pieménu
v lymfoblasty. Je-li aktivovan specifickym antigenem B-lymfocyt, muze se
diferencovat do stadia plazmatickych bunék, které produkuji protilatky.
(Pecka a kol., 2002)

Vyvojova stadia lymfocytu

1) LYMFOBLAST Obr. 2: Lymfoblast

Primér lymfoblastu ¢ini 10-14 pm. Jadro ma velke, ' -wr c
ovalné nebo kulaté s 1-5jasné¢ ohraniCenymi jadérky. ’
Odstin jadra je svétlej$i nez u lymfocytu. Chromatin jadra " (

je jemného a plstovitého vzhledu. Cytoplazmu ma lehce

bazofilni bez granul a kolem jadra ¢asto vytvari izky lem.

2) PROLYMFOCYT Obr. 3: Prolymfocyt

Primér lymfoblastu je 13-16 pm. Jadro je ovalné a
jadérko je zpravidla vyrazné viditelné. Jaderny chromatin je
hrubsi nez u lymfoblastu. Zbarveni cytoplazmy je svétle

modré, vétSinou bez granulace.
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Fyziologicky se v obvodové krvi vyskytuji pouze zralé lymfocyty.

MALY LYMFOCYT Obr. 4: Maly lymfocyt
Primér malého lymfocytu je 8-12 um. Jadro je kulaté \
nebo ovalné a vyplnuje velkou cast buniky. Tmavé hutny a , ’
bohaty chromatin byva stocen do husté spleté¢ vldken a uzla. |
Jadérko neni viditelné. Cytoplazma je bezbarva az svétle
5 l
modra, vétsinou s uzkym lemem kolem jadra. n
Vo
VELKY LYMFOCYT Obr. 5: Velky lymfocyt

Primér velkého lymfocytu je 12-16 pum. Jadro je
podobné jako u malého lymfocytu. Chromatin je hutny a
svétlejsi. Cytoplazma je bohatSi, lehce bazofilni a muze

obsahovat granula. (Penka a kol., 2011; Pecka, 2002)

3.4 Laboratorni vySetieni morfologie bunék CLL

3.4.1 Preanalyticka faze

Dodrzovani zasad preanalytické faze je zakladnim pfedpokladem pro precizni
laboratorni diagnostiku. Preanalytickd faze zahrnuje vSechny postupy, kterymi
biologicky vzorek prochazi od okamziku, kdy prokazateln¢ vznikl jeho pozadavek
na analyzu, do okamziku jeho pozadavku ke zpracovani. Zalezi nejen na spravné
provedené preanalytické laboratorni ¢asti, kde je nutné vzorek pfijmout, registrovat
a pripravit pfed vlastni analyzou, ale i na dikladné preanalytické mimolaboratorni
¢asti, kam spada ptiprava pacienta pifed odbérem, odbér biologického materialu a jeho
nasledny transport do laboratofe. VSechny postupy preanalytické faze se fidi platnymi
standardnimi opera¢nimi postupy (SOP) pro jednotliva vySetieni. (Bartos, 2005)

Pro vySetfeni krevniho obrazu s diferencidlem je periferni krev odebrana
do zkumavky se soli EDTA (nejcastéji KsEDTA). Krev je v protisrazlivém ¢inidle

stabilni az 5 hodin pfi laboratorni teploté (+15 az +25° C).
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3.4.2 Zhotoveni krevniho natéru

V dnesni dobé se krevni natéry stale castéji zhotovuji pomoci poloautomatii a
automatii. Manualni zhotoveni krevniho natéru pomoci roztérového sklicka ma stale
svlj opodstatnény vyznam. Sklon hlu, ktery by mél byt mezi 30-40° je velmi dilezity,
protoze ovliviluje silu natéru. V ptipadé, ze potfebujeme zhodnotit napt. leukopenicky
vzorek, sami mtzeme zvolit vét$i uhel pro dosazeni hust§iho natéru. Zhotoveny natér by
mél byt homogenni, rovhomérny a piiméiené tenky s dlouhymi rovnymi okraji a pred

koncem sklicka ptechazi do ztracena. (Pecka a kol., 2010)

Obr. 6: Zhotoveni krevniho natéru

kapka
R—— / »/krve
) PRIBLIZENI
/ 30-40°
- ADHEZE |
/
: ROZTER )

Zdroj: Pecka a kol., 2010

3.4.3 Barveni krevniho natéru

Zhotoven¢ krevni natéry se nejcastéji fixuji May-Griinwaldovym roztokem, jenz
jako hlavni fixaéni slozku obsahuje metanol. (Marthy a kol., 1974) Natér je nasledné
barven Pappenheimovou metodou, kterd obsahuje kombinaci dvou barviv May-
Griinwald a Giemsa-Romanowski. Roztok May-Griinwald obsahuje barvici slozku
eozin Y, jenz zbarvuje eozinofilni granula a neutrofilni granulaci leukocytii. Roztok
Giemsa-Romanowski obsahuje azurové barvivo, které obarvuje cytoplazmu monocytu,

lymfocytil, granula bazofil a sekundarni granula neutrofila. (Mikulenkova a kol., 2016)
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3.4.4 Zhodnoceni krevniho natéru

Nejprve se krevni natér piehledné zhodnoti pti zvétSeni 100 - 200x. Timto
zvétSenim hodnotime bunécnost, kvalitu, obarveni natéru a rozlozeni jadernych bunék.
Nasledn¢ si najdeme optimalni misto k pocitani leukocyti. K hodnoceni bunécné
morfologie volime imerzni objektiv se zvétsenim 500-1000x.

Hodnotime v ¢asti natéru, ve které jsou builkky rovnomérné rozprostieny
(erytrocyty se nepiekryvaji). Radné zhodnotit natér nam umozni meandrovity zptisob

hodnoceni.

Obr. 7: Meandrovity zpusob prohliZeni natéru

Zdroj: Matyskova a kol., 2016

Rozpocet leukocytl v periferni krvi se obvykle poc¢itd na 100 jadernych bunék.
U patologickych nalezii se doporucuje hodnoceni na 200 leukocytii, zatimco napiiklad u
dfenovych utlumt se vzhledem k nizké bunéénosti v nékterych pripadech hodnoti na
niz8i pocCty. Ostatni krevni elementy (erytrocyty, trombocyty) se zhodnoti popisem.
Ptitomnost normoblastl se vyc€isluje na 100 leukocyti. Fyziologicky je nalézame pouze
u novorozenct. Morfologické zmény zhodnotime popisem po prohlédnuti celého natéru.

Zastoupeni jednotlivych populaci bunék je zaznamenavdno pomoci
hematologického sumatoru a vyjadiuje se v procentech. Vysledky zhodnoceného natéru
zaeviduje zdravotni laborant do laboratorniho informaéniho systému (LIS). (Matyskova

a kol., 2016)
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4 Metodiky

4.1 Priprava natéri periferni krve

4.1.1 Zhotoveni natéru periferni krve
Natéry byly zhotoveny dvéma zptsoby:

» pomoci natérového automatu SP-1000i (Sysmex)

» manualné
Zhotoveni natéri pomoci SP-1000i

Natérovy a barvici automat SP-1000i je soucasti automatické linky firmy
Sysmex. Krevni natéry jsou automaticky zhotoveny, je-li Zadan mikroskopicky rozpocet
nebo pii hlaSeni tzv. ,flags* analyzatorem krvinek. Tyto hlaSky upozornuji na
morfologické a pocetni abnormality jednotlivych bunéénych populaci a subpopulaci.
Automaticka linka pii vyskytu patologie v krevnim natéru provede zhotoveni natéru,
fixaci a barveni automaticky. Automat SP-1000i pii zhotoveni natéru zohlediuje
hodnotu hematokritu daného vzorku. Natiené sklicko je oznaceno identifika¢nimi udaji

pacienta a je presunuto do barvici kyvety, kde je obarveno.
Manualni zhotoveni natéra

Uzavér odbérové nadobky se nasadi na propichovaci adaptér a na okraj
podloZniho sklicka se kapne kapka krve. Roztérové sklicko se ptilozi pfed kapku krve a
pod thlem 30 - 40° se rozetfe rovhomémym pohybem smérem ke kapce a pak
k opa¢nému konci podlozniho skli¢ka. (viz Obr. 6: Zhotoveni krevniho natéru) Sklicko
ozna¢ime datem, jménem pacienta, zddacim odd¢lenim a laboratornim ¢islem.

Hodnoceny byly pfedevs§im natéry provedené manualni technikou (celkem 87) a
mensi cast (celkem 14) natérti zhotovena automatem. Upfednosthovany byly natéry
zhotovené manudlni technikou kvili hodnoceni jadernych stinti, které jsou pro CLL
typické. Natéry provedené barvicim a nat€rovym automatem mohou mit vyssi pocet
jadernych stinll. Pfi¢inou bude zfejmé vysSsi piisobici sila (tlak) na bunky pfi jejich

roztéru, a proto jsou lymfocyty sndze mechanicky poSkozeny.
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4.1.2 Manualni barveni krevnich natéri
Piistroje a pomiicky
Mikroskop, sumator bunék, barvici kyvety, odmérny valec na 100 - 200 ml.
Spotiebni material

Podlozni sklicko, roztérové sklicko, gaza, propichovaci adaptér na odbérové nadobky,

imerzni olej, smés benzin- éter, lihobenzin, metanol.
Reagencie
» May-Griinwald - baleni: 1000 ml (vyrobce PENTA; vyrobce Kulich s.r.0.)
baleni: 2500 ml (vyrobce RAL - distributor Diagnostica a.s.)
slozeni: eozin, metylenova modi, metylalkohol, glycerol

» Giemsa-Romanowsky - baleni: 1000 ml
(vyrobce PENTA; vyrobce Kulich s.r.o0.)

baleni: 2500 ml
(vyrobce RAL - distributor Diagnostica a.s.)

sloZeni: azureozin 11, azur II, glycerol, metylalkohol
Redi se purifikovanou vodou v poméru 1:10.
Postup barveni

Barveni je provedeno na principu Pappenheimovy metody panoptického barveni

roztokem May-Griinwald a Giemsa-Romanowsky.

e Krevni natéry jsou vlozeny do barvici kyvety s May-Griinwaldovym roztokem.

Nechat barvit — 5 - 10 min.
e Oplach natéru ¢istou vodou.

e Krevni natéry jsou vlozeny do barvici kyvety s nafedénym roztokem Giemsa-

Romanowsky. Nechat barvit — 15 - 20 min.

e Oplach natéru pod mirnym proudem tekouci vody a nechat ve stojanu na

vzduchu volné oschnout. (Fatorova, 2016)
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4.2 Hodnoceni natéri periferni krve

Vlastni hodnoceni této prace bylo provedeno na mikroskopech Olympus BX51 a
BX43.

Nejprve jsem si pti malém zvétSeni (100-200x) nasla optimalni misto K pocitani
leukocyti a khodnoceni morfologie vSech bunék. Nasledné jsem provedla
mikroskopicky rozpocet na 100 leukocyti imerznim objektivem pii zvétSeni 1000x.
Jednotlivé bunécné populace jsem zaznamenavala pomoci hematologického sumatoru
Eola. Preparat jsem prohlizela rovnomérnym meandrovitym pohybem objektivu. Timto
pohybem se zhodnoti cely natér ve vyhrazené oblasti krevniho natéru, kde nedochazi
k piekryvani erytrocytu.

Roztiidéna bunécna populace zahrnovala tyto bunky: lymfocyty, monocyty,
neutrofilni segmenty, eozinofily, neutrofilni ty¢e, bazofily, metamyelocyty a
jaderné stiny.

Ve druhém hodnoceni krevniho natéru bylo ukolem roztfidit 100 nalezenych
lymfocytl do skupiny typickych a atypickych.

Do skupiny typickych lymfocyti byl fazen typicky maly a velky lymfocyt. (viz
kapitola 3.3 Vyvoj lymfocytu)

Do skupiny atypickych lymfocyti byly fazeny lymfocyty se zatezy, se
vzhledem prolymfocytt, vetsi elementy s jemnéjSim chromatinem,
lymfoplazmocytoidni elementy ¢i lymfocyty s ¢lenitym tvarem jadra.

Prolymfocyty jsou bunky dvakrat az tfikrat vétsi nez je velikost Cervenych
krvinek. V kondenzovaném chromatinu jadra prolymfocytt se nachazi centralné
ulozené jadérko. Jadro obklopuje bohatsi bazofilni cytoplazma. Jejich vzhled a velikost
byvaji heterogenni. K proménlivosti muze dochazet v nukleo-cytoplazmatickém
pom¢éru, v nepravidelnosti tvaru prolymfocytu bunky, v sile kondenzace chromatinu a
ve vzhledu jadérek.

Jaderné zéatezy se vyskytovaly u dvou typl bunék: u velkych atypickych
lymfocyti a malych lymfocyta. Atypické lymfocyty jsou vétsi buiky, zhruba dvakrat
veétsi nez Cervené krvinky. Jejich velké jadro obsahuje jedno ¢i vice jadérek a je
obklopeno bohatou bazofilni cytoplazmou. Casto patrné jsou u atypickych lymfocyti
jaderné zarezy, které mohou byt rizné hloubky a velikosti.

Jaderné stiny jsou prasklé bunky s rozruSenou jadernou membranou bez cytoplazmy.
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4.3 Fotodokumentace bunék

4

Obr. 8 a-f: Atypické lymfocyty se zaiezem v jadie, ¢lenitéjSim tvarem
jadra ¢i jadérkem
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Obr. 9 a,b: Prolymfocyt
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Obr. 10 a-c: Jaderné stiny
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Obr. 11 ab: Morfologicky obraz CLL v periferni krv

Obr. 12 a,b: Morfologicky obraz CLL v periferni krvi,
typicka varianta
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5 Statistické zhodnoceni vysledki

Pro statistickou analyzu byly pouzity programy Microsoft Excel, Analyse It a
MedCalc. Rozdily mezi skupinami byly posouzeny pomoci neparametrického Mann-
Whitneyova U testu vzhledem k tomu, Ze data neméla normalni rozdéleni. K posouzeni
korelace byl pouzit Spearmaniv test. Pro zjisténi vlivu atypické morfologie lymfocyta a
jadernych stintt na obdobi do 1é¢by 1. linie (time to first-line treatment, TTFT) a
celkového preziti (OS) pacientti s CLL byl pouzit log rank test a zkonstruovany k¥ivky
preziti podle Kaplan-Meiera. OS bylo definovano jako obdobi od data diagnézy do
umrti nebo posledni kontroly. TTFT bylo definovano jako obdobi od data diagnézy do
data zahajeni 1éCby 1. linie. Hladina statistické vyznamnosti (p) byla pro vSechny testy
stanovena na 0,05.
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6 Vysledky

6.1 Charakteristika souboru pacientt

Prvnim cilem této prace bylo sestavit soubor natérti periferni krve pacientl
s chronickou lymfocytarni leukémii v prvnim zachytu nemoci.

Byl vybran soubor 101 pacientl s CLL, ktefi byli diagnostikovani na IV. interni
hematologické klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzorky byly sbirany
vV obdobi 2010 az 2015. Zakladni demografické udaje jsou shrnuty v Tabulce 6. Soubor
byl tvofen pacienty S medianem véku 66 let (rozmezi 33 - 92 let), viz Graf 1. Zastoupeni
muzu a zen bylo 70 / 31, viz Graf 2. Pro rozliSeni miry pokrocilosti nemoci bylo
uplatnéno klinické stdzovani dle Raie. Zastoupeni pacienti v klinickych stadiich je
uvedeno v Grafu 3.

Ve sledovaném obdobi bylo k 1é¢b¢ indikovano 39 pacientl a zemielo celkem

11 pacientd.
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Tabulka 6 Charakteristika souboru pacientia

Charakteristika N %
Celkovy pocet nemocnych 101
Median véku (rozmezi), roky 66 (33-92)
Muzi 70 69
Klinicka stadia Rai O/l/11/111/ 1V 43/30/10/9/9 43/30/10/9/9
Median po&tu leukocyti (rozmezi), x10%/1 22 (8-345)
Nemutované gV geny (n=48) 24 50
Delece 13q (n=54) 16 30
Delece 11q (n=54) 16 30
Delece 17p (n=54) 3 6
Trizomie 12 (n=54) 4 7
Atypické lymfocyty (median, rozmezi), % 17 (2-61)
Nemocni s atypickou CLL (cut-off 15 %0) 59 58
Jaderné stiny (median, rozmezi), % 22 (0-68)
Nemocni se zvySenym poctem jadernych 33 33
stini (cut-off 30 %)
Léceno 39 39
Zemfielo 11 11




Graf 1: Vékové zastoupeni

1%

7%
H>90 let
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Graf 2: Zastoupeni pohlavi. Pomér zastoupeni muzt a Zzen byl 2,3 : 1.

M Zeny
H Muzi

Graf 3: Zastoupeni jednotlivych klinickych stadii dle Raie u nové

diagnostikovanych pacienti s CLL.
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Z grafu je patrné, ze vétSina nemocnych je diagnostikovana ve stadiich 0 a 1.
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Graf 4: Zastoupeni poc¢tu leukocyti v dobé diagnozy
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6.2 Stanoveni mikroskopického rozpoctu leukocyti a

zarazeni lymfocytu

Druhym cilem této prace bylo provést mikroskopicky rozpocet natérti periferni
krve sCLL u 101 pacienti. Rozpocet leukocyti jsem pocitala na 100 bunék
leukocytarni fady. Do diferencidlniho rozpoctu byly zahrnuty i jaderné stiny. Nasledné
byly natéry periferni krve zhodnoceny podruhé s cilem rozttidit 100 lymfocytt na
typické a atypické. Dosazené hodnoty shrnuje Tabulka 6. Obrazkova ptiloha

pozorovanych bunék je uvedena v kapitole 4.3 Fotodokumentace bunék.

6.3 Stanoveni hrani¢ni (cut-off) hodnoty pro aCLL a

jaderné stiny

Pro stanoveni cut-off hodnoty pro aCLL byla zkoumana hranice 15 % a 30 %.
Z graft uvedenych v Obr. 13 a Obr. 14 vyplyva, Ze rizna hranice neméla na oddéleni
skupin aCLL a tCLL dle celkového pfeziti podstatny vliv. Nemocni s atypickou CLL
méli vzdy vyznamné krat$i celkové preziti (mediany nedosazeny, p=0,0397, resp.
0,0299). Zvolili jsme tedy pro dalsi analyzy hranici 15 %, kterd je uvedena ve FAB
klasifikaci (Bennett a kol, 1989). Atypicka CLL dle cut-off 15 % byla zjisténa u
59 pacientd.
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Hranici jadernych stint (JS) > 30 % jsme zvolili v souladu s prikopnickou praci
kolektivu z Mayo Clinic. (Nowakowski a kol., 2007) Pacienty s < 30 % jadernych stint
V krevnim natéru jsme oznacili jako JS negativni a pacienty s >30 % jadernych stinli
jako JS pozitivni. JS pozitivni CLL se vyskytla u 33 ze 101 pacienti. Byl pfitomen
urcity trend ke kratSimu obdobi do 1é¢by 1. linie (p=0,22) a krat§imu celkovému pieziti

(p=0,16) u nemocnych s niz$im po¢tem JS viz Obr. 17 a viz Obr. 18.

Obr. 13: Vyznamné kratsi celkové preziti nemocnych s atypickou CLL pfi pouziti
hranice 30 % (p=0,0299; HR=3,4; 95 % CI0,9-13,1).
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Obr. 14: Vyznamné kratsi celkové preziti nemocnych s atypickou CLL pii pouziti
hranice 15 %. Median nedosazen v zadné ze skupin (p=0,0397; HR=6,46; 95 % ClI
1,93-21,67).
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Obr. 15: Obdobi do 1é¢by 1. linie neni vyznamné rozdilné mezi tCLL a aCLL pfi pouziti
hranice 15 % (p=0,394; HR=1,33; 95 % CI0,7-2,5).
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Obr. 16: Obdobi do 1é¢by 1. linie neni vyznamné rozdilné mezi tCLL a aCLL pfi
nastaveni hranice 30 % (p=0,716; HR=1,14; 95 % CI 0,55-2,33).
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Obr. 17: Trend k delsimu celkovému pieziti nemocnych s vysokym poétem jadernych
stind pfi hranici 30 % (mediany nedosazeny, p=0,16; HR=2,8; 95 % CI 0,84-9,5).
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Obr. 18: Trend k delsimu obdobi do 1é¢by 1. linie u nemocnych s vysokym poctem
jadernych stinii pii hranici 30 % (median nedosazen vs. 38 mésict, p=0,22;
HR=1,5; 95% CI 0,8-2,96).
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6.4 Porovnani prognostickych markeru

6.4.1 Porovnani aCLL a jadernych stini s klasickymi prognostickymi

faktory

Graf 5: Srovnani atypické a typické CLL v obdobi progrese nemoci

Hatyp.CLL pfi progresi H typicka CLL p¥i progresi

Progresi k 1é¢bé¢ mélo 39 pacientl. Z nich mélo atypickou CLL 26 pacienti
(67 %) a typickou CLL 13 pacienti (33 %). Zgrafu vyplyva tendence aCLL
K progresivnimu priab&hu. Mann-Whitney U testem vsak nebyla prokazana signifikantni

korelace mezi atypickou CLL a progresi nemoci (p=0,973).

Graf 6: Porovnani po¢tu jadernych stint k progresi nemoci

H jaderné stiny >30%  H jaderné stiny <30%

Vice nez 30 % JS mélo ve vztahu k progresi nemoci 11 pacientt (28 %). Z grafu
mizeme usuzovat na tendenci k progresi u nemocnych s JS-negativni CLL.
Mann-Whitney U test vSak neprokazal vyznamnou korelaci mezi jadernymi stiny a

progresi nemoci (p=0,149).
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Obr. 19: Krabickovy graf vztahu mezi po¢tem jadernych stinii a progresi CLL
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Nemocni s progresivni CLL mé¢li trend k niz§imu poctu JS (median 17,5 vs 23,5 %,
p=0,149).

Graf 7: Porovnani klinického stadia a zastoupeni atypické CLL
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Klinické stadium dle Raie

Z grafu neni patrna zjevna asociace mezi aCLL a klinickymi stadii dle Raie.
Také porovnani poctu atypickych lymfocytii ve skupinach dle klinického stddia pomoci

Mann-Whitneyova U testu ukazalo, Ze rozdily nejsou statisticky vyznamné (p=0,201).
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Graf 8 Porovnani klinického stadia a jadernych stini s hranici 30%
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Z grafu je patrné nejveétSi zastoupeni pacientli JS pozitivnich v ¢asném klinickém
stadiu 0.
Mann-Whitney U test prokazal korelaci mezi poctem jadernych stini a casnym

klinickym stadiem O dle Raie (p=0,039).

Obr. 20: Krabickovy graf vztahu mezi jadernymi stiny a klinickymi stadii
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Nemocni diagnostikovani v klinickém stadiu Rai 0 méli vyznamné vys$si pocet JS

V porovnani s ostatnimi stadii (median 28 vs 19 %, p=0,0389).
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Mann-Whitney U testem nebyla prokazana asociace mezi pohlavim a atypickou
CLL (p=0,258) ¢i poctem jadernych stinti (p=0,952).

Spearmanovym korela¢nim koeficientem jsme neprokazali souvislost mezi poctem
leukocytii a poctem atypickych lymfocyta (r=0,04; p=0,722) a ani poctem jadernych
stinti (r=0,12; p=0,239). Spearmanovym korela¢nim koeficientem také nebyl prokazan

vyznamny vztah mezi po¢tem jadernych stind a atypickou CLL (r=0,08; p=0,408).

Z téchto vysledkil vyplyva, ze pocet atypickych lymfocytl ani jadernych stint neni

pifimym ukazatelem velikosti nadorové naloze u CLL.

6.4.2 Porovnani vztahu jadernych stint a atypické morfologie
k modernim prognostickym faktorim - muta¢nimu stavu IgV, a

cytogenetickym abnormalitam

Muta¢ni stav genu pro variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu byl
vySetien u 48 pacientll. Mutovany stav IgVy byl zjistén u 24 pacientd (50 %). Mann-
Whitnetiv U test neprokazal vliv mutacniho stavu IgVy na pocet jadernych stinti
(p=0,841) ani pocet atypickych lymfocytt (p=0,211).

Cytogenetické aberace byly vySetieny u 54 pacienti metodou FISH. Negativni

nalez byl u 15 pacientti. Zastoupeni pacientt dle aberace vyjadiuje Graf 9.
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Graf 9 Cytogenetické aberace dle FISH
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Nejcasté€jSimi aberacemi v souladu s literaturou byly delece 13q a delece 11qg. Na
zakladé¢ Dohnerovy hierarchické klasifikace (Dohner a kol., 2000) jsme nemocné
rozdélili na podskupinu s pfiznivou prognézou (del 13q a negativni nalez, n=31) a
podskupinu s neptiznivou prognézou (del 11q a del 17p, n=19). Mann-Whitnetv U test
neprokazal vliv cytogenetickych aberaci na pocet jadernych stinii (p=0,6) ani pocet

atypickych lymfocytt (p=0,435).
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7 Diskuze

V této praci jsme hodnotili vyznam atypické morfologie a poctu jadernych stint
u nemocnych s nelééenou chronickou lymfocytarni leukémii. Vysetfovany soubor 101
nemocnych odpovidal z hlediska demografickych tdaji a zastoupeni prognostickych
faktorth bézné CLL populaci. Median véku c¢inil 66 let, coz je hodnota blizka
uvadénému véku v epidemiologickych studii - naptiklad Doubek uvadi ve svém
souboru pacienti median 65 let. (Doubek a kol., 2010) Taktéz v souladu s literaturou
(Brejcha a kol., 2010) byli pacienti v nasem souboru nejcastéji diagnostikovani
v ¢asném klinickém stddiu Rai 0 (43 % pacienti).

Moderni prognostické faktory (mutacni stav IgVy, cytogenetické aberace) byly
vySetfeny pouze u zhruba poloviny nemocnych, coz je o néco méné nez odpovida bézné
praxi a vychazi z vysoké ceny téchto vySetfeni. (Brejcha a kol., 2010) Stanoveni
mutacéniho stavu IgVy neni dosud povaZovéano za standardni prognosticky ukazatel pro
béznou praxi a je doporucovan spise u mladsich nemocnych. Stejn¢ tak cytogenetické
aberace ma vyznam vysetiovat pouze u mlad$ich nemocnych, u kterych vysledek
ovlivni dalsi 1é¢ebné rozhodovani. (Smolej a kol., 2013) Dalsim faktorem, ktery hral
roli v relativné nizkém poctu nemocnych se znamym vysledkem mutaéniho stavu IgVy
a FISH je kratké obdobi od diagnézy CLL, kdy vysledky téchto vySetfeni jesté¢ nebyly
k dispozici. Nemutované IgVy geny mélo 50 % nemocnych a nejéastéjSimi
cytogenetickymi aberacemi byly del 13q a del 11q (shodné 30 %), coz je opét v souladu
s literaturou tykajici se nové diagnostikovanych nemocnych. (Brejcha a kol., 2010)

Morfologické zhodnoceni krevniho natéru je prvni krok v diagnostice chronické
lymfocytarni leukémie. Morfologicka analyza je rychla, levna a efektivni metoda. Jiz
roku 1989 byla CLL rozdélena FAB klasifikaci podle morfologie lymfocyti do typické
a atypické podskupiny. (Bennett a kol., 1989) Vliv atypické morfologie bun¢k na
prognéozu CLL a jeji korelaci s dal§$imi vyznamnymi prognostickymi markery je
predmétem diskuzi. Morfologickou vyznamnost atypickych lymfocytlii na prognézu
CLL potvrzuji ve své studii Criel a kol. (1999). Ve své studii prokazali, ze atypicka
CLL je progresivnéj$i onemocnéni, vyskytuje se ve vice pokroc¢ilém klinickém stadiu,
vyzaduje diivejsi [éEbu a ma vyznamné kratsi dobu pieziti. Dale prokazali asociaci mezi
aCLL a cast¢jsi expresi aberantniho imunofenotypu a chromosomovych abnormalit,

zejména trizomii 12. (Criel a kol., 1999)
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Pfi nastaveni hranice pro atypickou CLL jsme vychazeli z FAB Kklasifikace
(Bennett a kol., 1989), ktera udava hranici 15 %, testovali jsme vSak také hranici 30 %.
Vzhledem k tomu, Ze ob¢é uvedené hranice vykazaly obdobné vysledky pti hodnoceni
celkového preziti (nejvyznamnéjs$iho klinického parametru), pouzili jsme pro dalsi
statistické analyzy hranici 15 %. Idedlni metodou nastaveni hranice by bylo pouziti
ROC (receiver operating curve) analyzy, kterou vsak z ¢asovych divodi nebylo mozné
provést, planujeme to vSak v ramci pokracovani projektu.

Atypickou CLL jsme klasifikovali u 59 pacientii. Nase vysledky je obtizné
porovnat s ostatnimi studiemi, kvtli rozdilnym kritériim pro morfologickou klasifikaci;
tématu morfologicky atypické CLL bylo také dosud vénovano minimalni mnozstvi
publikaci.  Recentni prace zroku 2013 autori Marionneaux a kol. se zabyva
morfologickou identifikaci atypické CLL pomoci digitdlni mikroskopie u 97
nemocnych. Ve své praci uvadéji 27 % pacienti s aCLL. Tento rozdil je dan
naslednymi odliSnymi kritérii pro morfologickou klasifikaci CLL. Typicka CLL je
tvofena > 90 % lymfocytd malé az stfedni velikosti s relativné normalni morfologii a
< 10 % cirkulujicich prolymfocyti. Do atypické CLL je tazena: CLL/PL (tvotfena
malymi lymfocyty a 10-55 % prolymfocyty) a smiSeny bunéény typ (tvoien >15 %
lymfoplasmocytoidnimi buiikami, buitkami se zafezy a < 10 % prolymfocytt).

Autofi zkoumali také vztah mezi aCLL s ostatnimi prognostickymi markery. Ve
své studii prezentovali vyssi vyskyt nemutovaného IgVy genu a nizsi vyskyt delece 13q
u aCLL v porovnani s tCLL. Stejné jako v nasi studii, je i v této studii malo pozitivnich
pacientll na deleci 17p a 11q, a proto nejsou tyto vysledky statisticky signifikantni.
(Marionneaux a kol., 2014)

V literature se uvadi asociace atypické CLL s vyssi prevalenci markerti S horsi
prognézou. Mezi tyto markery se fadi trizomie 12, delece 17p, delece 11q a
nemutovany IgVy gen. (Criel a kol., 1997; Lens a kol., 1997; Schwarz a kol., 2006)
Delece chromosomu 13q je spojovana s pfiznivou progndzou a vyskytuje se u pacientil
s typickou morfologii CLL. (Bigoni a kol., 1997; Cuneo a kol., 1997) Do nepfiznivych
cytogenetickych aberaci jsme tedy zatadili deleci 17p a 11q, do pfiznivych deleci 13q a
negativni nalez. Trizomie 12 byla vy¢lenéna vzhledem k nejistému prognostickému
vyznamu. Korelace mezi aCLL a cytogenetikou nebyla (p=0,435). Tyto vysledky byly
jisté ovlivnény malym poctem nemocnych s dostupnymi vysledky FISH a IgV.

Mann-Whitney testem jsme hodnotili zavislost poc¢tu atypickych lymfocyti a

mutacniho stavu IgVy. Hypotéza, Ze aCLL bude korelovat s nemutovanym 1gVy genem
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se nepotvrdila (p=0,211). Touto problematikou se zabyvali Schwarz a kolektiv. Ve své
studii prokazali statisticky vyznamny vztah mezi aCLL a nemutovanych IgVy genem.
Pti¢inou rozdilu vici nasi studii by mohla byt odlisna definice atypické CLL (nebyla
nastavena jednotna hranice poctu atypickych lymfocyti). (Schwarz a kol., 2006)

Neprokazali jsme také hypotézu, ze aCLL bude souviset s pokro¢ilym klinickym
stadiem (p=0,201).

Zkoumali jsme také vztah mezi aCLL Vv zavislosti na pohlavi. Korelace nebyla
prokazana (p=0,258). U chronické lymfocytarni leukémie jsou muzi postizeni téméf
dvakrat Castéji nez Zeny. (Redaelli a kol., 2004) Avsak vétSina studii nepotvrzuje
muzské pohlavi jako nepiiznivy prognosticky faktor pro preziti. Kratsi doziti u muzt
s CLL mize byt vysvétleno obecné jejich krat$i primérnou délkou pieziti v populaci.
Vyznamnou roli v délce doziti u CLL hraje 1 fakt, Ze median véku pieZiti je nad 60 let.
(Bosch a kol., 2002; Pflug a kol., 2014)

Neprokazali jsme hypotézu, ze aCLL bude spojena s progresi nemoci
(p=0,973). I pfes neprokazany statisticky vyznamny rozdil, mizeme v Graf 5 vidét vétsi
zastoupeni aCLL k progresi nemoci. Vztah mezi aCLL a progresi nemoci je zminén jiz
vV ptvodnim ¢lanku FAB skupiny z roku 1989. (Bennett, 1989) Taktéz nejcastéji
citovana prace Criel a kol. z roku 1999 potvrzuje asociaci aCLL s progresi nemoci.
(Criel a kol., 1999)

Spearmanovym korela¢nim koeficientem jsme posuzovali moznou souvislost
mezi poctem leukocytl a poctem atypickych lymfocytl. Korelace mezi témito
skupinami nebyla prokazana (p=0,723, r=0,04), coz doklada, Ze pocet atypickych
lymfocytl neni pouhym odrazem velikosti nadorové masy u CLL.

V krevnich natérech prakticky vSech CLL pacientl jsou pfitomné jaderné stiny.
Jaderné stiny neboli historicky Gumprechtovy stiny jsou rozpadlé leukemické
lymfocyty, coz je artefakt vznikly pii provadéni natéru periferni krve ¢i kostni diené.
(Gumprecht, 1896; Macdonald a kol., 2003) V nedavné dobé¢ se zjist'uje jejich spojitost
s cytoskeletarnim proteinem vimentinem. (Nowakowski a kol., 2005) Vysoka exprese
vimentinu je spojovana se Spatnou prognoézou CLL. Prokéazala se korelace mezi nizkou
expresi vimentinu a vysokym procentem jadernych stind. (Brown a kol., 2001)

Hranici hodnoty jadernych stinti jsme zvolili 30 % na zakladé prakopnické prace
autortt z Mayo Clinic. (Nowakowski a kol., 2007) Zavedena cut-off hodnota 30 % se
ukézala byt stratifikacni hodnotou i v nezavislé a pozd¢ji publikované praci autorii

Nowakowski a kol. z roku 2009. (Nowakowski a kol., 2009) Median poé¢tu jadernych
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stind ¢inil v naSem souboru 22 % (rozmezi 0-68 %), coz je v dobrém souladu s praci
Nowakowski a kol. - ti uvadi median 28 % (rozmezi 1-75 %) v souboru 108 pacientd.
(Nowakowski a kol., 2009) NaSe vysledky jsou také téméi shodné s praci autord
Johansson kol. z roku 2010, kteti uvadi median 21 % (rozmezi 0-70 %) v kohorté 100
pacientd. Johansson a kol. porovnavali vysledky cutoff hodnoty 30 % dle prace
Nowakowski a kol. a 20 % na zaklad¢ ROC analyzy. Podle 30 % cutoff hodnoty
jadernych stind urcili 26 % pacientti jako jadernymi stiny pozitivni. Podle hranice 20 %
urCili 54 % pacientt jako jadernymi stiny pozitivni. Z toho vyplyva, ze hranice 20 %
rozdélila jejich kohortu na témét dvé stejné velké skupiny v porovnani s 30 % cutoff
hodnotou. Definice idealni cut-off hodnoty, je dilezita pro maximalni prognosticky /
prediktivni vliv hodnocenych ukazatelt.. V praci Johansson a kol. je pouzita manualni
metoda piipravy krevnich natéri stejné jako v nasi, zatimco v praci Nowakowski a kol.
je pouzito polo-automatické zafizeni. I pfesto, ze manudlni technika je limitovana
nedostateCnou standardizaci, tak v porovnani s automaticky pfipravenymi natéry je
patrnd jeji vyhoda, kdy snizuje vyskyt jadernych stind v disledku mensiho tlaku na
podlozni sklicko. (Johansson a kol., 2010)

Prokazali jsme signifikantni souvislost mezi po¢tem jadernych stinli a ¢asnym
klinickym stadiem O dle Raie (p=0,04).

V nasi praci nebyl prokdzan vztah mezi procentudlnim zastoupenim jadernych
stinh a mutovanym IgVy genem (p=0,841), pohlavim (p=0,952), cytogenetickymi
aberacemi (p=0,435). Dale nebyla prokazana korelace mezi poc¢tem jadernych stint a
poétem leukocytu (r=0,12, p=0,239). V praci autort Nowakowski a kol. z roku 2009
nebyla prokdzana vyznamna korelace mezi poctem jaderny stinl a klinickym stadiem
dle Raie nebo cytogenetickymi abnormalitami (del 11q,17p) a mutovanym IgVy genem.
Pacienti s deleci 13q jako jedinou genetickou abnormalitou méli v jejich praci vyssi
procentualni zastoupeni jadernych stinti (p=0,036). Naopak v prikopnické praci z roku
2007 autoii Nowakowski a kol. demonstruji, Ze procento jadernych stinii u pacientt
s nemutovanym IgVy genem je nizsi. Ke stejnym vysledkim dosli Johansson a kol.
(Johansson a kol., 2010; Nowakowski a kol., 2007; Nowakowski a kol., 2009)

Nemocni s nizkym poctem jadernych stinii méli krats$i obdobi do 1é¢by 1. linie
(median 38 mésict vs. nedosazen), rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (p=0,22).
Byl ptitomen urcity trend ke kratSimu pfeziti nemocnych s niz§im poctem jadernych
stind (medidny nedosazeny v obou skupinach, p=0,16). Na tyto vysledky nasi analyzy

ma jisté vliv kratké sledovani nemocnych (median 32,5 mésice), coz je spojeno s dosud
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pomérné malym poctem progresi (n=39), tak zejména tmrti (n=11). Data uvadéna
literaturou ukazuji na delsi preziti u pacienti s vys§im poctem jadernych stint.
Nowakowski a kol. ve své praci demonstruji 10-leté preziti 50 % pacienti s méné nez
30 % jadernych stini v porovnani s 80 % pacienti s vice nez 30 % jadernych stinti
(p=0,015). V recentni praci autoii Gogia a kol. uvadi 5-leté pieziti 51 % pacienti
s méné nez 30 % jadernych stinli ve srovnani s 81 % pacientti s > 30 % jadernych stinli

(p<0,001). (Gogia a kol., 2014)
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8 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo posoudit prognosticky vyznam atypické morfologie
bun¢k a jadernych stinii u chronické lymfocytarni leukémie. Atypicka CLL byla pfi
nastaveni hranice 15 % zjisténa u 59 % nemocnych s CLL. Pozitivitu jadernych stint
pfi nastavené hranici 30 % mélo 33 % nemocnych.

Z hlediska atypické morfologie CLL jsme nepotvrdili vyznamnou spojitost
s klasickymi ¢i modernimi prognostickymi ukazateli ani obdobim do 1écby 1. linie.
Nemocni s atypickou CLL vSak méli vyznamné kratsi celkové pieziti.

Co se tyCe problematiky jadernych stinit u CLL, prokéazali jsme spojitost vysSiho
zastoupeni JS a Casného klinického stadia dle Raie. Nebyla prokdzana asociace JS
s dalsimi prognostickymi faktory. Nemocni s pozitivitou JS méli tendenci k delSimu
obdobi do 1écby 1. linie i celkovému preziti.

Lze tedy uzaviit, Ze tato prace podporuje hypotézu o nepiiznivém prognostickém
vlivu atypické morfologie a niz$iho =zastoupeni jadernych stini u chronické
lymfocytarni leukémie. Oba parametry predstavuji velmi levné, jednoduché a dobie
dostupné vySetteni oproti jinym novym biologickym prognostickym markertim, coz je
jejich nepochybnou vyhodou. Pro pouziti v rutinni praxi bude nutno naSe vysledky
tykajici se jadernych stini a atypické morfologie u CLL potvrdit na vétSim souboru
nemocnych s vy$§im poctem vySetfenych modernich prognostickych faktorti a delsi
dobou sledovani, aby bylo mozno provést ROC analyzy k idedlnimu nastaveni hranic

pro oba zmiflované parametry a jednozna¢né posoudit jejich prognosticky vyznam.
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