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Streszczenie

Pacjenci z przewlekig biataczkg limfocytowa (PBL) tworzg niejednorodng klinicznie grupe chorych, réznigcych sie prze-
biegiem choroby, czasem przezycia i odpowiedzia na leczenie. W celu optymalizacji strategii leczenia i jego monitorowania
u chorych z PBL oznacza sie szereg parametréw prognostycznych. Celem opracowania byta ocena czestos$ci wystepowa-
nia czynnikéw klinicznych, hematologicznych, biochemicznych, immunofentypowych i cytogenetycznych o potencjalnym
znaczeniu prognostycznym u chorych w momencie rozpoznania PBL. W grupie 46 pacjentdéw, bez leczenia, kierowanych
do diagnostyki i/lub leczenia w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w Katowicach oceniano: stopieh zaawansowania
klinicznego choroby, podstawowe parametry biochemiczne oraz metodg cytometrii przeptywowej oznaczono fenotyp ko-
mérek PBL, a takze czynniki rokownicze (CD38, CD49d, CD11c, CD54). Ekspresje ZAP-70 oznaczano metodg immunocy-
tochemiczng w preparatach cytologicznych. Badania aberracji cytogenetycznych przeprowadzono metodg fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH). Oceniano wystepowanie: del(13) (q14, del(11) (q22-923), del(17) (p13.1), trisomii 12.

U 9% pacjentdéw nie stwierdzono podwyzszonej leukocytozy, niedokrwisto$¢ wystepowata u 7%, a matoptytkowos$é
u 11%, powiekszenie obwodowych weztéw chtonnych u 74%, a $ledziony u 50%. Wiekszo$¢ zgtaszata sie z niskim stop-
niem zaawansowania klinicznego wg Binneta (54% chorych). Dodatni wynik ekspresji antygenéw CD38, CD49d, CD11c i
CD54 stwierdzono u odpowiednio: 37, 30, 33 i 70% badanych. Sposrdd aberracji cytogenetycznych najczesciej wystepo-
wata del(13) (q14) — 39%, del(11) (g22-23) — 13%, trisomia 12 — 11%. Del(17) (p13.1) stwierdzono u 7%.

W codziennej praktyce klinicznej, poza oceng parametréw hematologicznych, biochemicznych i klinicznych wydaje sie
wskazane oznaczanie czynnikdéw prognostycznych ocenianych metodg immunofenotypizacji, ze szczegéinym uwzglednie-
niem CD38, CD49d i ZAP-70, ze wzgledu na duze rozpowszechnienie i ogbélng dostepnos$¢ metod ich oznaczania.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka limfocytowa, czynniki rokownicze, cytometria przeptywowa

Summary

Patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) are a clinically heterogeneous group of patients, differing in the
course of the disease, survival and response to treatment. In order to optimize the treatment strategy and monitoring of
patients with CLL a number of predictive parameters is used. The aim of the study was to evaluate the prevalence of clini-
cal factors, hematological, biochemical, and cytogenetic, and immunophentypic of potential prognostic in patients with
CLL at diagnosis. In the group of 46 patients, without treatment, led to a diagnosis and/or treatment at the Department of
Hematology and Bone Marrow Transplantation in Katowice were evaluated: clinical stage of disease, and basic biochemi-
cal parameters were determined, and using flow cytometrymethod CLL cell phenotype and prognostic factors (CD38,
CD49d, CD11c, CD54) were tested also. ZAP-70 expression was determined by immunocytochemistry method in cytologi-
cal preparations. Cytogenetics studies were performed by fluorescence in situ hybridization (FISH). Estimated distribution:
del(13) (q14), del(11) (g22-g23), trisomy 12, del(17) (p13.1).

In 9% of patients elevated leukocytosis were observed, anemia occurred in 7% and thrombocytopenia in 11%, enlarged pe-
ripheral lymph nodes in 74 and 50% of the spleen. The most of the reported patients presented low clinical stage by Binnet (54%).
A positive result of the expression of antigens CD38, CD49d, CD11c and CD54 were found in 37, 30, 33 and 70%, respectively.
Cytogenetic aberrations were observed as follows: del (13) (q14) — 39%, del (11) (g22-g23) — 13%, trisomy 12— 11%. Del(17) (p13.1)
was observed in 7%. In everyday clinical practice, in addition to investigate the parameters of hematology, clinical chemistry, it seems
appropriate determination of prognostic factors evaluated by immunophenotypisation, with particular emphasis on CD38, CD49d
and ZAP-70, due to the high prevalence and the general availability of the methods for their determination.
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Znaczenie badania czynnikdw prognostycznych przy rozpoznaniu przewlektej biataczki limfocytowej

WSTEP

W diagnostyce przewlekiej biataczki limfocytowe;j
(PBL) powszechnie wykorzystuje sie badanie ekspres;ji
antygenéw komorkowych metoda wielokolorowej cy-
tometrii przeptywowej. Komorki PBL charakteryzuja sie
ekspresjg antygendéw: CD19, CD20, CD23, CD43, a tak-
ze staba ekspresjg immunoglobulin powierzchniowych
oraz CD22 i CD79b. Wyrdznia je koekspresja antygenu
CD5. Brak ekspresji CD10, CD25, CD103, FMC7 oraz
cykliny D1 pozwala na réznicowanie z innymi typami
chtoniaka B-komorkowego (1, 2). Na podstawie badan
immunofenotypowych, dla potrzeb diagnostycznych
zostat stworzony specjalny system punktowy (,scoring
system”), ktory dla potwierdzenia PBL wymaga spetnie-
nia 4 z 5 wymienionych w tabeli 1 kryteriow (1). Wynik
powyzej 4 punktdw, stwierdzany w 92% przypadkow
PBL, silnie sugeruje rozpoznanie PBL.

mowaniu decyzji 0 rozpoczeciu i rodzaju chemioterapii.
tatwy dostep do procedur diagnostycznych powoduje,
Ze coraz czesciej chorobe rozpoznaje sie we wczesnym
stadium jej zaawansowania, a decyzja o rozpoczeciu
terapii powinna by¢ optymalna zaréwno co do czasu
jej rozpoczecia, jak i jej rodzaju. Dostepnos$é¢ réoznorod-
nych form terapii o réznej aktywnosci i réznym ryzy-
ku powiktan (od strategii ,obserwuj i czekaj — watch
and wait” do allogenicznego przeszczepienia szpiku)
uzasadnia znalezienie skutecznego narzedzia w celu
optymalizacji strategii postepowania terapeutyczne-
go. Poszukiwanie nowych czynnikéw rokowniczych w
PBL utatwiajgcych podejmowanie decyzji dotyczacych
rodzaju leczenia, optymalne monitorowanie kliniczne
oraz wypracowanie nowych strategii terapeutycznych
jest obecnie przedmiotem wielu doniesien naukowych.
Aktualnie stosuje sie tzw. nomenklature klasycznych i
nowych czynnikéw rokowniczych w PBL, zawartych w

Tabela 1. Fenotypowy system punktowy stosowany tabeli 2 (5)
w diagnostyce PBL (wg Matutes i wsp. 2000). )
- Tabela 2. Czynniki rokownicze w PBL (wg Montillo i wsp.
Antygen Punktacja 2005).
1 0
Czynniki prognostyczne Niskie ryzyko ‘ Wysokie ryzyko
Smig Staba ekspresja Silna ekspresja
Klasyczne
CD5 Dodatnia ekspresja | Brak ekspresji -
System Bineta A B,C
CD23 Dodatnia ekspresja | Brak ekspresji - - -
Naciekanie szpiku Grudk Rozl
FMC7 Brak ekspresji Dodatnia ekspresja kostnego rudkowy ozlany
CD22 lub CD79b Staba ekspresja Silna ekspresja Atypowa morfologia Nie Tak

Badania nad poznaniem patomechanizmu powsta-
wania komérek PBL, pomimo ze nie przyniosty jeszcze
ostatecznego wyjasnienia, dostarczajg wielu danych
$wiadczacych o heterogennosci ich powstawania.
Obecnos$¢ mutacji somatycznej w genach kodujacych
region zmienny tancucha ciezkiego immunoglobulin
IgV,, wskazuje na niejednorodne pochodzenie klonéw
biataczkowych PBL. Zjawisko to wynika z przechodze-
nia limfocytéw B przez centra rozrodcze w grudkach
chtonnych, gdzie majg kontakt z antygenem i gdzie
dokonuije sie¢ mutacja IgV,. Uwaza sie, ze komorki bez
mutacji IgV,, nie przeszty przez centra rozrodcze. We-
dtug réznych zrodet szacuije sie, ze jest ich 1/3 lub po-
towa przypadkéw (3). Fakt ten sktonit naukowcéw do
szukania wspolnego mianownika dla obu przypadkow
(z mutacjg i bez mutacji IgV,) oraz poszukania jedne-
go wspdlnego czynnika powodujacego transformacije
biataczkowag tych komoérek. Réznice pomiedzy klonami
komérek z i bez mutacii IgV,,, kt6re przejawiajg sie w
tempie progresji choroby oraz w stopniu nasilenia ob-
jawéw klinicznych (4) rowniez nie pozwalajg na osta-
teczne wyjasnienie patogenezy choroby.

Rozpoczecie leczenia chorego z PBL jest uzaleznio-
ne od stopnia zaawansowania choroby lub jej progre-
sywnego charakteru. Pacjenci z PBL réznig sie prze-
biegiem choroby, czasem przezycia i odpowiedzig na
leczenie.

Zréznicowany przebieg kliniczny przewlektej bia-
faczki limfocytowej u chorych z tym samym stopniem
zaawansowania klinicznego stwarza trudno$¢ w podej-

Czas podwojenia

<12 miesiecy > 12 miesiecy

limfocytozy

Nowe

Markery surowicze* Prawidtowe Podwyzszone
Kariotyp Prawidtowy, 13qg- | 11g-, 17p-
CD38 <30% > 30%

Igv,, Zmutowany Niezmutowany
ZAP-70 < 20% > 30%

*Stezenie B,-mikroglobuliny, aktywno$¢ kinazy tymidynowej,
rozpuszczalne CD23

Badania czynnikdw prognostycznych sg szczegol-
nie wazne u tych pacjentéw, ktorzy nie spetniajg obec-
nie obowiazujgcych kryteriéw do rozpoczecia leczenia
lub jego intensyfikacji, a potencjalnie mogliby odnies¢
korzys¢ z wczesnie rozpoczetej terapii. Dlatego, w mo-
mencie rozpoznania choroby, niezbedna jest ocena
jej stopnia zaawansowania i ocena czynnikow ryzyka.
Oceniajgc warto$¢ rokownicza danego czynnika, ana-
lizujemy jego wptyw na catkowity czas przezycia i czas
przezycia wolny od progresji rozumianej jako zmiana
stadium zaawansowania klinicznego lub pojawienie
sie wskazan do rozpoczecia leczenia. Warto$¢ predyk-
cyjna danego czynnika pozwala natomiast przewidzie¢
odpowiedz pacjenta na leczenie (6). Podstawg takiej
oceny sg opracowane niezaleznie przez Rai i wsp. oraz
Bineta i wsp. klasyfikacje kliniczne, obie oparte na pod-
stawowej ocenie przedmiotowej i standardowych te-
stach laboratoryjnych. Polegajg one na ocenie stopnia
zajecia uktadu chtonnego oraz stopnia niedokrwistos$ci
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i/lub matoptytkowosci bez wzgledu na ich przyczyne
(immunologiczng lub wyparcie szpiku). Zakwalifikowa-
nie pacjenta do jednej z grup ryzyka pozwala na ocene
rokowania co do czasu przezycia (1).

Dynamicznie prowadzone sg badania oceniajgce
przydatno$¢ poszczegdélnych czynnikéw petnigcych
kluczowe funkcje w kontroli przezycia i aktywnosci lim-
focytéw B oraz regulacji homeostazy catej populacii
limfocytéw B. Uwaza sie, ze najwazniejsza grupg czyn-
nikéw prognostycznych sg aberracje chromosomowe
wykrywane gtéwnie metoda fluorescencyjnej hybry-
dyzacji in situ (FISH): del(13) (q14), del(11) (g22-923),
trisomie 12, del(17) (p13.1) (7).

Szereg innych czynnikéw posiadajgcych udowod-
niong warto$¢ prognostyczng nie bada sie rutynowo w
codziennej praktyce klinicznej ze wzgledu na wysokie
koszty badania, brak standaryzacji metody, lub tez z
powodu braku ich bezposredniego wptywu na decyzje
terapeutyczne. Do tej grupy wskaznikéw zaliczane sa:
stezenie B, mikroglobuliny, aktywnos¢ dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), rozpuszczalny antygen CD23, ak-
tywnos¢ kinazy tymidynowej, ekspresja CD38, ZAP-70
i obecnos¢ mutacji somatycznych genéw kodujacych
region zmienny tancucha ciezkiego immunoglobulin
(Igv,) (6). W obrebie klonu biataczkowego brak muta-
cji IgV,,, stanowi jeden z najwazniejszych wskaznikow
gorszego rokowania, co do catkowitego przezycia
oraz czasu wolnego od progresji u chorych (4). Wy-
soki koszt badania i duzy stopien trudnosci oraz mata
dostepnos$é ograniczona wytgcznie do wyspecjalizo-
wanych osrodkéw powodujg zasadnicze ograniczenia
metody oznaczania stanu mutacji /gV,. Ograniczenia
te staty sie powodem znalezienia czynnikéw ,zastep-
czych”, szerzej dostepnych w codziennej praktyce
klinicznej. Naleza do nich badania kinazy ZAP-70 i an-
tygenu CD38 i CD49d. Dane o stanie mutacji soma-
tycznej, ekspresji CD38, CD49d i ZAP-70 wykorzystuje
sie do stratyfikacji chorych wedtug czynnikéw rokowni-
czych (4, 8-13).

Na skutek rozwoju technik badawczych, szczegdl-
nie cytogenetyki i biologii molekularnej, odkrywany jest
caly szereg nowych czynnikéw bioracych udziat w pa-
togenezie PBL, a takze oceniana jest ich przydatnos$¢
rokownicza i predykcyjna. Prowadzi sie badania oce-
niajgce przydatnosé poszczegdlnych molekut petnia-
cych kluczowe funkcje w kontroli przezycia i aktywnosci
limfocytéw B oraz regulacji homeostazy catej populaciji
limfocytéw B, miedzy innymi czastek adhezyjnych, jako
wskaznikow prognostycznych. Metoda wielokolorowej
cytometrii przeptywowej, dzieki ktérej wykrywana jest
ekspresja antygendéw powierzchniowych i cytoplazma-
tycznych (14), w tym antygenu CD38 (15), oraz czastek
adhezyjnych (CD49d, CD11c, CD54) (16) jest ogdlnie
dostepna dla codziennej praktyki kliniczne;j.

Dla oznaczenia ekspresji ZAP-70 dostepnych jest
kilka metod diagnostycznych, dajgcych poréwnywal-
ne wyniki, miedzy innymi RT-PCR, Western blot oraz
metody immunofenotypowe, w tym wielokolorowa
cytometria przeptywowa. Nalezy podkresli¢, ze tylko
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metoda cytometrii przeptywowej daje mozliwosé wy-
biérczej analizy ekspresji ZAP-70 w komdrkach PBL
oraz w populacji limfocytéw T i komérek NK. Metody
RT-PCR i Western blot sg obarczone ryzykiem uzyska-
nia fatszywie dodatnich wynikéw, gdyz analizowana
jest cata populacja komérek jednojadrzastych, tgcznie
z limfocytami T i komdérami NK, ktére charakteryzujg
sie wysokg ekspresja ZAP-70 (9). Oznaczanie cytopla-
zmatycznej ekspresji ZAP-70 metoda cytometrii prze-
ptywowej znajduje sie nadal na etapie standaryzaciji.

Molekuty adhezyjne (glikoproteiny spetniajgce funk-
cje biatek receptorowych) sg integralng czescia btony
komérkowej. W warunkach fizjologicznych pomagaja
w utrzymaniu ciggtosci tkankowej oraz w interakcjach
miedzykomérkowych. Biorg udziat w procesach goje-
nia sie ran, wimmunologicznych mechanizmach obron-
nych, w migracji limfocytéw przez $ciany naczyn krwio-
nosnych do ognisk zapalnych oraz w hematopoezie.
Biorg takze aktywny udziat w przebiegu procesu no-
wotworowego i w procesie tworzenia przerzutéw, gdzie
komorki nowotworowe migrujg w obrebie otaczajacych
je komorek i tkanek, a takze uczestnicza w procesach
angiogenezy, utraty ciggtosci i integralnos$ci miedzyko-
morkowej oraz przerzutéw do innych tkanek. Do rodzi-
ny molekut adhezyjnych nalezg CD49d, CD11c oraz
CD54. CD49d zalicza sie do grupy integryn 1, CD11c
do grupy integryn B2, natomiast CD54, zwany ICAM-1,
nalezy do nadrodziny immunoglobulin. Integryny sa
odpowiedzialne za przenoszenie sygnatéw ze $rodo-
wiska zewnetrznego do wnetrza komérki. Mechanizm
ich dziatania polega na rozpoznawaniu biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej, takich jak kolagen, fibronektyna,
witronektyna, winkulina i fibrynogen. Po zwigzaniu od-
powiedniego ligandu z macierzy zewnatrzkomorkowe;j
taczg sie z widknami aktyny. W strukturach tych znale-
ziono takze biatka cytoszkieletowe (16, 17).

Pomimo, ze przedstawione badania obejmujg szero-
ki panel czynnikéw rokowniczych, to nadal obowigzu-
ja kryteria rozpoczecia leczenia ustalone przez Grupe
Roboczg Narodowego Instytutu Raka w USA (NCIWG)
powszechnie akceptowane i stosowane w praktyce kli-
nicznej (2). Wedtug tych klasycznych wskazan lecze-
nie w PBL nalezy rozpoczaé¢ u chorych:

1. W zaawansowanym okresie klinicznym.

2. Gdy dochodzi do dynamicznego narastania masy

guza:

— ponad 50% wzrost limfocytozy w okresie krét-
szym niz 2 miesigce, lub czas podwojenia limfo-
cytozy < 6 miesiecy,

— znaczne powiekszenie $ledziony (dolny brzeg
> 6 cm pod tukiem zebrowym),

— masa weziowa > 10 cm w najwigkszym wymiarze.

3. W przypadku niewydolno$ci hematopoezy — nie-

dokrwisto$¢ i/lub matoptytkowosé (z wyparcia).

4. W przypadku niedokrwisto$ci hemolitycznej

(AIHA) lub matoptytkowosci immunologicznej
(ITP) opornej na inne metody leczenia.

5. W przypadku wystgpienia objawéw ogdlnych, ta-

kich jak chudniecie, goraczka i ostabienie.
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W przypadkach kwalifikowania chorych do intensyw-
nych terapii, tacznie z przeszczepieniem allogenicznych
komorek krwiotwdrczych, coraz czesciej wykorzysty-
wane sg wyniki badan czynnikdw prognostycznych, co
uzasadnia rutynowe oznaczanie ich w momencie rozpo-
znania choroby. Do tego celu najczesciej wykorzystuje
sie metode immunofenotypizacji ze wzgledu na istotng
fatwos$c i dostepnos¢ wielokolorowej cytometrii przepty-
wowej w codziennej praktyce klinicznej

W codziennej praktyce klinicznej w diagnostyce PBL
nie stosuje sie wszystkich opisanych metod badaw-
czych. Zalecane jest jednak, by panel zastosowanych
metod byt optymalnie szeroki. W tym celu, w realizo-
wanym badaniu przeanalizowano wykorzystanie me-
tod diagnostycznych oraz czynnikow o potencjalnym
znaczeniu prognostycznym u pacjentow z PBL.

MATERIAL

W Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w Ka-
towicach zbadano grupe 46 oséb z PBL, uprzednio
nieleczonych, spetniajgcych podstawowe kryteria roz-
poznania wg NCI-WorkingGroup (2).

Na badania uzyskano zgody Komisji Bioetycznej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach,
zgodnie z uchwatg Nr KNW/0022/KB1/176/08 z dnia
17.12.2008 roku oraz KNW/0022/KB1/137/10 z dnia
23.11.2010 roku. Praca naukowa powstata dzieki finan-
sowaniu ze srodkéw przeznaczonych na badanie wia-
sne nr KNW-2-130/09 oraz statutowe nr KNW-1-052/10
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

METODY

Fenotyp komérek PBL (CD19, CD5, CD20, CD23,
CD79b, CD22, FMC-7, slg, kappa, lambda), czynniki
rokownicze (CD38, CD49d, CD11C, CD54) oznaczano
metodg cytometrii przeptywowej. Powyzsze antygeny
oznaczano na powierzchni badanych komoérek krwi
obwodowej. Jako dodatnie traktowano wyniki powy-
zej 30% ekspresji antygenéw CD38 (11), CD49d (12),
CD11c (18), CD54 (19, 20). Ekspresja powyzszych
markeréw byfa analizowana w populacji komoérek bia-
faczkowych CD5+ 19+. Badania byly przeprowadzone
metoda trojkolorowej fluorescencji, z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego EPICS-XL-MCL i programu
System Il firmy Beckman-Coulter.

ZAP-70 oznaczano metodg immunocytochemiczng
w preparatach cytologicznych uzyskiwanych przez
izolacje komorek jednojadrzastych na gradiencie
(FicollPaque Premium, GE Healtcare Formerly Amer-
sham, Bioscience) i nastepnie wykonaniu preparatéw
cytospinowych za pomocg wirédwki cytologicznej i
ich utrwaleniu. Do oznaczenia ekspresji ZAP-70 uzy-
to przeciwciata mysiego (ZAP-70 klon 2F3.2, Dako).
Barwienie immunocytochemiczne wykonano z uzy-
ciem polimeru znakowanego peroksydazg chrzano-
wa sprzezona z anty-mysig IgG i nastepnie DAB+
chromogen (roztwér 3,3’-dwuaminobenzydyny) oraz
hematoxyling (DAKO) (21). Preparat oceniano na pod-
stawie intensywnosci jgdrowej i cytoplazmatycznej

reakcji barwnej w badanych komérkach. Zgodnie z
literaturg (21), jako kontrole dodatnig traktowano lim-
focyty T i komérki NK charakteryzujace sie bardzo sil-
ng ekspresjg ZAP-70. Jako kontrole ujemng uwazano
prawidtowe limfocyty B, w ktérych nie stwierdza sie
reakcji barwnej. Populacja komoérek biataczkowych w
przypadku obecnosci ZAP-70 wykazywata umiarkowa-
ng reakcje barwng. Jako dodatnie traktowano wyniki
powyzej 20% komdrek wykazujacych umiarkowang
ekspresje ZAP-70 (8, 9).

Badania aberracji cytogenetycznych metodag flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) przepro-
wadzono na komorkach krwi obwodowej podda-
nych krotkotrwatej hodowli komoérkowej (24-48h)
w sterylnych naczyniach hodowlanych, w podtozu
RPMI1640, z dodatkiem 20% surowicy ptodowej cie-
lecej oraz mitogenu (Lectin). Hodowle zatrzymywano
kolcemidem o koncowym stezeniu 0,2 ug/ml hodow-
li, komorki utrwalano. Po wysuszeniu preparatow w
temperaturze pokojowej przeprowadzano hybrydy-
zacje, zgodnie z protokotem Vysis, stosujac sondy:
LSI p53/LSI ATM i LSI D13S319/LSI 13g34/CEP 12.
Analizowano 150-300 jader interfazowych z wykorzy-
staniem programu ISIS (MetaSystems).

WYNIKI

Szczegétowo przebadano grupe 46 pacjentéw w
wieku 28-83 lat (mediana — 60 lat), czesciej mezczyzn
(M/K- 27/19) (tab. 3).

W 4 przypadkach sposrod 46 (9%) nie stwierdzono
podwyzszenia ilosci leukocytéw we krwi obwodowe;.
Wykazano jednak obecno$¢ monoklonalnej puli ko-
moérek CD5+19+. U 20 pacjentéw (43%) stwierdzono
umiarkowany wzrost liczby leukocytow, w przedziale
od 10 000-20 000/ul. Najliczniejszg grupe stanowili pa-
cjenci charakteryzujacy sie liczbg leukocytéw powyzej
20 000/ul (n = 22, 48%). Niedokrwistos¢ stwierdzono u
7% chorych (n = 3). Matoptytkowo$¢ obserwowano u
11% pacjentéw (n = 5).

Pacjenci zgtaszali sie najczesciej z niskim stopniem za-
awansowania PBL wg Binneta (54%) i posrednim stadium
klinicznym wg Rai (43%). Powiekszenie $ledziony stwier-
dzono w potowie przypadkow, a watroby u 28% chorych.
Limfadenopatie obserwowano u 74% pacjentéw.

Analizujac badane parametry biochemiczne: steze-
nie B,mikroglobuliny, aktywnos¢ dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH) stwierdzono przekroczenie ich normy
odpowiednio u 30 i 24% chorych.

W badaniach parametréw immunofenotypowych, spo-
$réd 46 chorych dodatnig ekspresje antygenéw CD38,
CD49d, CD11c i CD54 (powyzej 30% ekspresji ozna-
czanej w populacji komorek biataczkowych CD5+19+)
wykryto u odpowiednio: 37, 30, 33 i 70% pacjentow.
Dodatnig ekspresje ZAP-70 stwierdzono u 65% chorych.

Sposrod aberracji cytogenetycznych badanych me-
todg fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH) naj-
czesciej wystepowata del(13) (q14) (39%), nastepnie
del(11) (922-923) (13%), trisomia 12 (11%). Najmniej-
szy odsetek stanowili chorzy z del(17) (p13.1) (7%).
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Tabela 3. Wyniki uzyskane w badanej grupie chorych (n = 46).

Parametry kliniczne

Powiekszenie $ledziony 23 (50%)
Powiekszenie watroby 13 (28%)
Powiegkszenie weztéw chtonnych 34 (74%)

5 (11%)/15 (33%)/20 (43%)/
1 (2%)/5 (11%)

25 (54%)/17 (37%)/4 (9%)

Parametry hematologiczne

Stadium kliniczne wg Rai: 0/I/1I/I1l/IV

Stadium kliniczne wg Bineta: A/B/C

Leukocyty w momencie diagnozy

@ 22 (6,1-183)
Hemoglobina < 11 g/dI 3 (7%)
Plytki < 100 (G/l) 5 (11%)

Parametry biochemiczne
14 (30%)

Stezenie p,mikroglobuliny > normy

Aktywnos$¢ dehydrogenazy

O,
mleczanowej (LDH) > normy 11 (24%)

Parametry immunofenotypowe

CD38 > 30% 17 (37%)
CD49d > 30% 14 (30%)
CD11c > 30% 15 (33%)
CD54 > 30% 32 (70%)
ZAP-70 ICCH dodatni 30 (65%)

Aberracje cytogenetyczne
del(11022-23) 6 (13%)
del(17p) 3 (7%)
trisomia 12 5 (11%)
del(13q14) 18 (39%)

DYSKUSJA

Badania nad patomechanizmem przewlektej biatacz-
ki limfocytowej oraz intensywny rozwdj technik badaw-
czych zaowocowat w ostatnich latach poznaniem szere-
gu nowych czynnikdw, majacych znaczenie dla rozwoju i
przebiegu choroby zaréwno na poziomie genu i jego re-
gulaciji, jak i produktu tego genu (biatka). Istotnym ogra-
niczeniem dla przeniesienia tych metod badawczych do
codziennej praktyki klinicznej jest ich pracochtonno$¢ i
niezwykle wysoki koszt. Techniki immunofenotypizaciji,
w tym wielokolorowa cytometria przeptywowa sg tatwe
i ogdinodostepne w codziennej praktyce klinicznej. Bio-
rac pod uwage znaczng liczbe réznych parametréw,
ktére majg znaczenie prognostyczne w PBL, istnieje
uzasadniona potrzeba wypracowania optymalnego pa-
nelu czynnikéw pozwalajacego na prospektywng oce-
ne indywidualnej dynamiki procesu nowotworowego u
chorych z PBL. W tym zakresie brane sg pod uwage
czynniki kliniczne, hematologiczne, biochemiczne, im-
munofenotypowe, cytogenetyczne i biomolekularne.

Wierda i wsp. (22) przeprowadzili retrospektywng
analize 1674 chorych z przewlektg biataczkg limfocy-
towg diagnozowanych i leczonych w Centrum Onko-
logii M.D. Anderson w Teksasie, USA. Wyodrebnili oni
zmienne niezalezne o charakterze prognostycznym, do
ktérych zaliczyli: wiek, pte¢, stopien zaawansowania kli-
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nicznego wg Rai, liczbe zajetych grup weztowych, bez-
wzgledna liczbe limfocytéw i stezenie B, mikroglobuliny
w surowicy krwi. Staty sie one podstawg do stworzenia
indeksu prognostycznego pozwalajgcego szacowacd
catkowite przezycie chorych z PBL. Wnioski te potwier-
dzili w swojej pracy opublikowanej w 2011 roku Bulian
i wsp. udowadniajgc warto$¢ prognostyczng przytoczo-
nych czynnikdéw na catkowite przezycie (OS) i czas do
wigczenia leczenia (TTT) (23). Autorzy ci zaproponowali
indeks prognostyczny obejmujacy wiek, pte¢, stopien
zaawansowania klinicznego wg Binneta, stezenie 3, mi-
kroglobuliny pomijajac bezwzgledng liczbe limfocytéw
i stopien zaawansowania wg Rai, gdyz nie potwierdzity
one swojej niezaleznej wartosci prognostyczne;.

Badani przez nas pacjenci z podejrzeniem PBL kie-
rowani byli do Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpi-
ku w Katowicach z podwyzszong liczbg leukocytéw w
krwi obwodowej (93% chorych), celem diagnostyki i
ewentualnego leczenia. U 74% stwierdzono powieksze-
nie weztéw chtonnych, u 50% powiekszenie $ledziony.
Mediana wieku wyniosta 60 lat, procentowo przewazali
mezczyzni. Dominowali chorzy z niskim stopniem za-
awansowania wg Binneta (54%) i po$rednim stadium
klinicznym wg Rai (43%). Wyniki nasze korespondujg
z danymi publikowanymi w literaturze. Uwaza sie, ze
mediana wieku w momencie rozpoznania PBL zwykle
wynosi ok. 65 lat (3). W niektérych doniesieniach opi-
sywane jest , odmtodzenie” badanej grupy z mediang
52 lat (8). Limfadenopatia wg literatury spotykana jest u
3/4 pacjentdw, splenomegalia u potowy (3).

Stopien zaawansowania klinicznego jest najwazniej-
szym parametrem decydujacym 0 rozpoczeciu lecze-
nia. Poszczegdlne grupy chorych réznig sie znacznie
mediang czasu przezycia (powyzej 10 lat dla stadium
wczesnego, 3-10 lat w stadium posrednim i ponizej
3 lat w stopniu zaawansowanym) (2). Ograniczeniem tej
klasyfikacji w odniesieniu do prognozowania przebie-
gu choroby jest fakt, ze pomimo iz ok. 50% chorych w
momencie rozpoznania PBL spetnia kryteria wczesne,
to w oparciu o ten fakt nie mozna przewidzie¢ dynami-
ki rozwoju choroby (24). Dlatego waznym jest moment,
w ktérym pacjent z PBL kierowany jest do hematologa.
W grupie niskiego ryzyka systematyczna obserwacja
pacjenta pozwoli na uchwycenie momentu progresiji
choroby i optymalne podijecie decyzji dotyczacych tera-
pii. W badanej przez nas grupie chorych z PBL czesto$¢
wystepowania matoptytkowosci i niedokrwistosci byta
niska i korespondowata z liczbg chorych z zaawanso-
wanym stopniem klinicznym wg Rai i Binneta.

Parametry biochemiczne, ktére réwniez nalezg do czyn-
nikdw ryzyka, sg proste do oznaczenia i niskokosztowe,
stanowig warto$ciowe uzupetnienie oceny aktywnosci
choroby u poszczegdlnych chorych. Wzrost stezenia j,
mikroglobuliny i aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej
stwierdzilismy odpowiednio u 30 i 24%. Wedtug danych li-
teraturowych stezenie 3, mikroglobuliny ma udowodnio-
ng silna, niezalezng warto$¢ prognostyczng co do OS
i TTT, wchodzi w sktad indekséw prognostycznych dla
PBL (22, 23). Wykazano, ze jej poziom we krwi koreluje
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Z masg guza, stopniem nacieczenia szpiku kostnego
przez komorki biataczkowe oraz ze stadium zaawanso-
wania klinicznego choroby (25-27), a takze z ekspresjg
parametrow fenotypowych: CD38 i ZAP-70 (28, 29).
Wozrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej we
krwi wigze sie ze skréceniem przezycia chorych z PBL i
jest powigzany z wysokg ekspresjg CD38 i ZAP-70 oraz
obecnoscig del17p w komérkach biataczkowych (30).
Z uzyskanych przez nas danych dotyczacych czesto-
$ci wystepowania parametrow immunofenotypowych
0 potencjalnym znaczeniu prognostycznym (ekspresja
CD38, CD49d, ZAP-70 powyzej normy) wynika, ze w
przypadku CD38, CD49d otrzymali$my poréwnywalnie z
innymi okoto 30% dodatnich przypadkéw (8, 31). Liczba
pacjentow, u ktérych stwierdziliSmy dodatnig ekspresje
ZAP-70 réwniez koresponduje z danymi literaturowymi,
cho¢ Rassenti i wsp. obserwowali tylko 46% dodatnich
przypadkéw (8). Rozbieznosci te moga wynikaé z bra-
ku standaryzacji metody oznaczania kinazy ZAP-70.
Znaczenie prognostyczne ZAP-70 i CD38 jest najlepiej
udokumentowane w literaturze. Podwyzszona ekspre-
sja CD38 (powyzej 30%) wigze sie ze ztym rokowaniem
chorych z PBL. Wzrost ekspresji ZAP-70 zwigzany jest
ze zlym rokowaniem, szczegolnie co do czasu wolne-
go od progresiji (8, 9). Stwierdzono korelacje pomiedzy
podwyzszong ekspresjg CD38 a ZAP-70 i obecnoscig
mutacji IgV,,. Czynniki te, jezeli wystepuja tgcznie, majg
silniejsze znaczenie rokownicze ze wzgledu na ich zwia-
zek czynnosciowy (4, 10). Udowodniono réwniez zna-
czenie rokownicze CD49d jako niezaleznego czynnika
rokowniczego dla TTT i OS (12, 32) oraz jego korelacje
z CD38 i cytoplazmatyczng ekspresjg ZAP-70 (13).
Znaczenie rokownicze w przewlektej biataczce limfo-
cytowej antygenu CD54 jest niejednoznaczne. Dysku-
towany jest ,prég odciecia” dla dodatniego wyniku przy
oznaczaniu CD54 (19, 20, 33-35). We wcze$niejszych
badaniach wiasnych wykazaliémy brak korelacji po-
miedzy CD54 a CD38 i ZAP-70 (13). Nie stwierdzilismy
rowniez korelacji CD11c z CD38 i ZAP-70. Okazato sie
natomiast, ze pomimo braku korelacji az 87% pacjentow
ZAP-70 pozytywnych wykazuje obecnos$¢ przynajmniej
1 z 3 wskaznikédw badanych metodg cytometrii prze-
ptywowej (CD38, CD49d, CD11c). W grupie analizo-
wanych chorych w przypadkach CD38(-) i rownocze-
$nie CD49d+ i/lub CD11c+ az 90,9% pacjentéw byto
ZAP-70 pozytywnych. Mozna wiec przypuszczaé, ze
markery te mogag mie¢ komplementarny charakter w
prognozowaniu dynamiki przebiegu PBL i powinny by¢
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tos¢ kliniczna.

WNIOSKI

1. W potowie przypadkéw w chwili rozpoznania prze-
wlektej biataczki limfocytowej stwierdza sie niski
stopien zaawansowania klinicznego, wystepuja
jednak zmiany narzadowe (powiekszenie watroby,
$ledziony i weztéw chtonnych).

2. Diagnostyka przewlektej biataczki limfocytowej
obok badania podstawowych antygenéw komorek
PBL, powinna obejmowaé markery o znaczeniu
prognostycznym (CD38, CD49d, ZAP-70) oznacza-
ne metodami immunofenotypowymi, w tym wielo-
kolorowa cytometrig przeptywowa.

3. Pomimo niskiej czestosci wystepowania nie-
korzystnych rokowniczo aberracji cytogene-
tycznych wykrywanych metoda FISH badanie
del(17) (p13.1) i del(11) (g22-q23) powinno by¢
witgczone do panelu w momencie diagnozy.
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