Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu

lek. med. Magdalena Matuszak

Znaczenie rokownicze wybranych parametrow kliniczngh i laboratoryjnych

u chorych na przewlekh biataczke limfocytowa B-komdrkowa

Rozprawa doktorska

Promotor:

prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski

Katedra i Klinika Hematologii i Chorob Rozrostowych
Uktadu Krwiotwoérczego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

(kierownik: prof. dr hab. med. Mieczystaw Komarrijck

Poznaa 2011



Panu Profesorowi dr hab. med. Krzysztofowi Lewarskismu

skladam serdeczne pogkwania
za opiek naukow, wsparcie, cenne rady,
wyrozumiatdé i wszechstrormpomoc

Panu Profesorowi dr hab. med. Mieczystawowi Konadeimu
skltadam serdeczne poekmwania

zazyczliwg¢

Kolezankom i Kolegom z Przyklinicznych Pracowni Hemagialznych,
a w szczegolnoi z Pracowni Cytometrii Przeptywowej i Cytogenetyk
serdecznie dgkuje

za pomoc w wykonaniu@zi bada:

Kolezankom i Kolegom
podziekowania

za zrozumieniedyczliwg¢

Magdalena Matuszak



SPIS TRECI

Spis tresci

T ST I 21 PP PPPPPPPPP 6
1.1 Przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowaane ogolne........cccccceeeeeeeiiiiiiiinnn, 6
22 =t o] o [T 0 41 To] [0 o | = = T G I 7
1.3 Czas PrzeyCia CROMYCN.......uueeiii et e e e e e e et e e beennneeeee 9
.4 Manifestacja Kliniczna choroby ...........oceceeciiiii 9
1.5 Kryteria rozpoznania i progresji CNOroDY . .ceeevvvuiiiiiiiiiiee e 10
1.6 Zmiany w podstawowych badaniach laboratoryjnych.............ccccoeeeiiiiiinnnnn. 11
.7 Klasyfikacja zaawansowania klinicznego choraly.............cccceevieeiiiiiiiiiiiiiiiiiienes 14
1.8 Prognozowanie dalszego przebiegu choroby wepé@yv z B-CLL ...........cccovvvvvrrrnnnnnns 15

1.8.1 Aktywncaé¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH}zshieB,-mikroglobuliny,
aktywna¢ Kinazy tymMIidYNOWE] ........evvvuviiiiiiii e e s eeeeece s e e e e e e e e e e e e 16
1.8.2 Obecné&t anomalii CytogenetyCZNYCh .........coooviiiiieeeeeee e 17
1.8.3 Rearamacja regionu zmiennego genu kaghggo tacuchy cezkie
IMMUNOGIObUlIN — IGH IGVH) oo 18
[.8.4 EKSPIresja CD38 ......ccoceeiiiiiiiiii st e e ettt snnennan e e e e e e e e e e e 19
[.8.5 EKSPIreSjal ZAPTO ...ttt e e e e et eneeeee e eerananna 20
1.8.6 Nowe czynniki o potencjalnym znaczeniu pragigoznym u chorych z B-CLL... 22
1.8.6.1 Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 — wiadofnDWSEPNE ........cccevvveieereeninnnnnen. 22
1.8.6.2 Gen dipeptydylopeptydazy IV/CD26 — lokatipachromosomowa i struktura
............................................................................................................................ 23
1.8.6.3 Struktura aminokwasowa i budowa przestraeatipeptydylopeptydazy
IVICD26 ...t ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anb b b rrneaaeeaaeeeeaannannes 24
1.8.6.4 Lokalizacja komorkowa dipeptydylopeptyddZyCD26 ............ccccevvvvrvrvnnnns 24
1.8.6.5 Funkcja biologiczna dipeptydylopeptydazy@D26..............ccccceeeeiiiiieeeeenann. 25
1.8.6.6 Rola dipeptydylopeptydazy IV/CD 26 w patogeie nowotwordw................ 28
1.8.6.7 Inhibitory dipeptydylopeptydazy IV/CD26 w..ccooeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 9.2
1.8.6.8 Znaczenie prognostyczne oceny ekspresgptylylopeptydazy IV/CD26 u
chorych z chtoniakami T — i B — KOMOrKOWYMi........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee 0.3

O = I N G P TTTPPPP 31

I MATERIAL | METODY BADA Ni....ooiieieeee ettt ee et eee e see e 32
[1l.1 Charakterystyka grupy badane].........ccccceeeevrveiiiniiiiiiiiee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaenes 32
1.2 Materiat do DAGBL. ..........uiiiii e 38
G 3 1Y 11 (o T YRR 38

[11.3.1 Ocena ekspresji antygenu CD26, CD38, CBUDB5, CD23 na powierzchni
komarek biataCZKOWYCN........ccooi i 38
l11.3.2 Ocena ekspresji ZAP70 na komorkach biataeakch .............ovvvvvvvviiiin. 39
[11.3.3 Interpretacja uzyskanych wynikéw ekspresjtygenow metagcytometrii
PIZEPIYWOWE] ...ttt et e e e ettt ea et a s s e e e e e e e e e e e eeeaeaeaeaaeeeeeesensennnnns 40
[11.3.4 Ocena aktywn&ei dehydrogenazy mleczanowej w surowicy Krwi................ 40
[11.3.5 Pomiar stzeniap,-mikroglobuliny W SUrOWICY KIWi..............vvmeeeeeeeevininnnnnns 41
l11.3.6 Ocena obecrigi aberracji cytogenetycznych w komérkach B-CLLhieika FISH
(ang. fluorescent in situ hybridiZatiPN............ovveiiiiii e 41
1.4 ANAlIZA STALYSTYCZNA .. . i i e e e et e e e e e e e e e e eeees 43

IV WYNIKI BADA N ..ottt ee et s aas e e e e see st e e eeeeteeen st e eeesesseeananas 45

V.1 Wyniki 0znaczé [aboratoryjnyCh ..........ccccoeiiiiiiiiiiii e 45
IV.1.1 Morfologia krwi, ocena morfologiczna komoéreszmazu krwi obwodowej oraz
574 01| U (0 111 1= o o 45



SPIS TRECI

IV.1.2 Ocena odsetka komorek wykaayjch ekspresgjokreslonych antygenéw na

komdrkach B-CLL metoglcytofluorymetrii przeptyWowe]...........ueeeiceecvvvniiiieneeennn. 45
Yt Tt R O 2 P 46
IV.1.2.2 ZAPTO ..ttt 49
IV.1.2.3 Dipeptydylopeptydaza IV/CD26........cccoaeiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeei e 51

IV.1.3 Ocena aktywnii dehydrogenazy kwasu mlekowego w surowicy krwi....... 54

IV.1.4 Ocena stzeniapz-mikroglobuliny W SUFOWICY KIWi ............ueenmmmeeevveennnnnnnnnn 54

IV.1.5 Ocena obecroi aberracji cytogenetycznych w komorkach B-CLL.............. 55

IV.2 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) nartdrkach biataczkowych a inne
uznane czynniki rokownicze u pacjentOw z B-CLL...............viiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiees 59

IV.2.1 Ekspresja CD26 na powierzchni komérek B-QD5'CD19'CD23) a

kliniczny okres zaawansowania choroby wg klasyfikRa@i ...............ccccceevvvvvernnnninnnnnn. 59

I\V.2.2 Ekspresja CD26 na powierzchni komérek B-QD5'CD19'CD23) a

aktywnas¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) w surowicyikiw.................... 61

IV.2.3 Ekspresja CD26 na powierzchni komérek bizkasvych CD5CD19'CD23) a

stezeniefo-mikroglobuliny W SUFOWICY KIWi.............eeummmeeereriiiiiiisiseeeeeeeeeeeeeeeeeeannnnns 63

I\V.2.4 Ekspresja antygenu CD26 na powierzchni kakd@-CLL (CD5CD19'CD23)

A EKSPIESJA ZAPT0 ... et e st e e e e ettt eaaraa e e e e e e e e e aaaaaaaes 65

IV.2.5 Ekspresja antygenu CD26 a ekspresja anty@®®8 na powierzchni komorek

biataczkowych (CDECDLI CD23) ....veccveieeieieiteecee ettt 67

IV.2.6 Zwiazek ekspresji dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na kokach

biataczkowych z obecroia innych uznanych czynnikow rokowniczych................ 67

IV.3 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) nartdrkach biataczkowych a inne
parametry Kliniczne u choryCh Z B-CLL........occcceiieiie e 68

IV.3.1 EKSPresja CD26 @ [ ....uuuueiiiiieie ettt e e e e e e e e eeeeennees 68

IV.3.2 Ekspresja CD26 a progresywna postiaoroby..............ccccceeeiiiiiieie e e e e s 68

IV.3.3 Ekspresja CD26 a czas dme#enia terapii przeciwnowotworowej (TTT)........ 70

IV.3.4 Ekspresja CD26 @MiIertelNGC..........coooiiviiieeiiiiiiiie e eee e e e e e e e e 70

V.4 ANAIIZY PIZEYCIA. .. . iiiiei e e e e e e e e e e e ee e e e e 70

IV.4.1 Prawdopodobiestwo catkowitego przg/cia oraz waczenia leczenia
cytostatycznego oznaczone za pomkizywej dla catej grupy badanych z B-CLL —

analiza za pomadkrzywych Kaplana-Meiera....................v e eeeeeeeeeenniniiinnnaeeeens 71
IV.4.2 Prawdopodobisstwo catkowitego przgcia pacjentéw z progresywm nie-
progresywn postaci choroby oznaczone za pomadazywej Kaplana-Meiera............ 74

IV.4.3 Prawdopodobisstwo catkowitego przg/cia pacjentéw
CD5'CD19'CD23'CD26 oraz CD5CD19'CD23 CD26" oznaczone za pomac
Krzywej] Kaplana-MeEIEIa ...........cooiiiiiiiii ettt e e e e e e eeeeeeeeeeeneeeeeeennnnns 75
IV.4.4 Prawdopodobiestwo catkowitego przeg/cia pacjentdw w poszczegolnych
stadiach zaawansowania klinicznego choroby wedlagykkacji Rai oznaczone za

pPomMoG Krzywej Kaplana-IMEIEIa .............uuuuuvunm s eeeasseeaeeeaeaeeesesesssssnssnnnnnnnns 76

IV.4.5 Prawdopodobisstwo catkowitego przgcia pacjentéw wymagagych leczenia

przeciwnowotworowego przed i po uptywie 12 m¢egiod rozpoznania...................... 77
V.5 POZOState @NAlIZY .......uuiiiiieie e 78

IV.5.1 Analiza zalenosci pomkdzy zmiennymi tworgcymi nowe hipotetyczne grupy
rokownicze chorych z B-CLL. Analiza skugi@rzeprowadzona metaéglomeracji

(o] = VA 1 a1=Y (0 z N N (= To [ o1 o PR 78
IV.5.2 Analiza zwazku pomegdzy obecnécia del 11g22-23, del 13g14.3 i del 17p13 w
komorkach B-CLL a liczip komorek CDSCD19'CD23 CD26 ......cccvveeeeeeeeeeeeeeeeenn 82
IV.5.3 Poréwnanie wybranych parametrow laboratoyginw grupie pacjentéw CD26

(O3 B 4 PP PRSPPI 83



SPIS TRECI

IV.5.4 Czas do wczenia [eczenia (TTT) ..o iiieiiiiiiiiiiieeeeee i e e e e e eeeeeeeens 84
IV.5.5 Analiza pozostatych czynnikdw rokowniczych..............cccccvvvvviiiiiiinnn.. .. 4.8

RV 01 S0 1N 1 S PP 86
VI WINTOSKI ..ttt ettt et e e e e e e e e e e seeas et e e e e et e e e e e aaaeeeeeeas 95
BT I N L 0 T 96
VILLL WYKAZ SKIOTOW .....ccoiiiieiiiiiiieiee et s s s e e e e e e e e e e aaaeeeeeeessssnnnnnnssnnssnnnnnnn s 96
VIL2 WYKAZ tADEI ... et e e 101
RV VLA = 2 Y/ o | o 102
VI PISMIENNICTWO ...t ettt ettt e st senannaee e 111
IX STRESZCZENIE ..ottt ettt e e e e e e e e e as 122
X SUMM A RY ittt et e e e e et e e et e e et e e ar et aaa 125



WSTEP

| WSTEP

I.1 Przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowa — danegolne

Nowotwory wywodace st z limfocytow B stanowd najliczniejsa grupe
chordb limfoproliferacyjnych. Schorzenia te cechujgnorodna manifestacja kliniczna, a
takze zmienna wrdiwos$¢ na zastosowane leczenie. Od wielu lat podejmovsankczne
préby klasyfikacji nowotworéw limfoproliferacyjnychViele z nich oparto o wyniki bada
histopatologicznych zmienionych chorobowo tkanek narzdéw. Podejmowane as
jednoczénie proby powizania uzyskanych wynikéw badlahistopatologicznych w
poszczegolnych postaciach nowotworéw B-komérkowychndywidualnym przebiegiem
procesu chorobowego, wiavoscia na leczenie, a tak rokowaniem odleglym.
Odzwierciedleniem tych prob jest wiele systeméw sidikacyjnych opracowanych w
ostatnich 30 latach, takich jak m.in. klasyfikakjenska, Rappaporta, Working Formulation,
klasyfikacja WHO czy te REAL. We wszystkich z wymienionych systemoéw
klasyfikacyjnych wyodgbniono chtoniaka limfocytowego, a tak jego szczegoipostad —
przewlekh biataczk limfocytowa B-komérkows (B-CLL).

Przewlekla biataczka limfocytowa B-komorkowa jestcharzeniem
limfoproliferacyjnym o charakterze akumulacyjnym, ktorym dochodzi do gromadzenia
dtugo zyjacych zmienionych nowotworowo limfocytow B we krwszpiku kostnym oraz
obwodowych narmach limfatycznych. Pod wzglem klinicznym B-CLL charakteryzujecsi
zwigkszeniem bezwzgtinej liczby limfocytow we krwi obwodowej, wzglna limfocytoza
szpiku kostnego, pagiujacym powkkszeniem wztéw chtonnych, wtroby i sledziony. W
naturalnym przebiegu choroby dochodzizakdo upéledzenia odporni@i komorkowej i
humoralnej na skutek zakidcenia procesu koopeliadpcytow B i T.

Rozpoznanie przewlekiej biataczki limfocytowe] BFrorkowej opiera si na
stwierdzeniu obecriai we krwi obwodowej monoklonalnej populacji limfgéw B w ilosci
>5000/ul oraz zafia przez komorki B-CLL szpiku kostnego (>30% koeidiadrzastych
szpiku o charakterystycznym immunofenotypie). Jakaydl opinie dotyczce konieczngci
rownoczesnej oceny histopatologicznejzéa chtonnego u chorych z B-CLL w przypadkach
typowych g rozbiezne [1-3].
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Przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowa jeshomly o bardzo
zréznicowanym przebiegu klinicznym, zmiennym nasilenhjawéw chorobowych, a ta&
réznym stopniu zaawansowania klinicznego choroby wilthej rozpoznania. Wynika to z
faktu bezobjawowego przebiegu schorzenia u niektoryoséb 1 przypadkowego
rozpoznawania B-CLL w chwili okresowo przeprowadegn badania kontrolnego. B-CLL
cechuj rowniez indywidualnie zmienny czas od momentu rozpoznah@oby do wiczenia
terapii, r&na odpowied na zastosowane leczenie, azmk@na trwaldé uzyskanej w
wyniku terapii odpowiedzi [4]. W eZci przypadkéw zaawansowanie zmian chorobowych w
chwili rozpoznania jest niewielkie. U niektorycharkich nie stwierdza siwykladnikéw
progresji choroby nawet wagu wielu lat obserwacji. U innych schorzenie pd momentu
rozpoznania ma charakter progresywny doprowadzaj stosunkowo krétkim czasie do
nasilonej limfadenopatii i organomegalii [5-7].

Zaobserwowanaze okoto 30% chorych na przewlekbiataczk limfocytowa
B-komérkowg nie wymaga leczenia. W grupie tej zgon jest ndpgiej niezwhzany z
aktywndicia choroby. Podobny odsetek pacjentéw nie wymagapiierm poczitkowym
okresie choroby, ze wzglu na jej stabilny przebieg i brak dolegliée¢o podmiotowych. U
pozostatych chorych (réwnieokoto 30%) przebieg procesu chorobowego od momentu
ustalenia rozpoznania jest progresywny. W przypelkigch natychmiastowe wdrenie
leczenia wydaje giby¢ niezledne [2,7-9]. Pomimo licznych préb, jak ddtnie udato si
ustalc optymalnego sposobu pegbwania terapeutycznego w tej grupie chorych.
Podejmowane ssjednak préby indywidualizowania terapii w zatesci od wieku, stopnia
zaawansowania klinicznego choroby, stanu ogdlneggepta oraz obecka lub braku
zmian klinicznych i laboratoryjnych przepowiagiajch dalszy korzystny lub niekorzystny

przebieg schorzenia.

[.2 Epidemiologia B-CLL

B-CLL jest najczsciej wyskpujacym chioniakiem w krajach Europy
Zachodniej [5], a tate w Stanach Zjednoczonych [4]. Wedtug danych epidiegicznych
B-CLL stanowi 11% wszystkich nowotworéw hematolagigch i 30-40% wszystkich
biataczek. Cgstas¢ wystepowania B-CLL wynoskrednio jeden przypadek na 100000 os6b

[10-11]. Zachorowaln&@ na przewlekd biataczk limfocytowa B-komorkows wynosi 3,9
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przypadkow na 100000 osOb z populacji ogolnej na Me¢zczyzni chorup dwukrotnie
czesciej niz kobiety. Choroba wyspuje czsciej u rasy biatej ri czarnej izottej [12].

Przewlekta biataczka limfocytowa B-komorkowa dotyczzesciej oséb
starszychSredni wiek w chwili zachorowania wynosi 72 lata [18atomiast mediana wieku
55 lat. Ostatnio obserwujegsiendenag do wzrostu cgstasci zachorowa na B-CLL wérod
os6b miodszych [14]. @&tas¢ rozpoznawania B-CLL istotnie zmieniata sia przestrzeni
ostatnich lat. Hansen w obszernej publikacji z 198Ru opartej na dlugoterminowej
obserwacji 189 pacjentow wykazag zachorowaln& na B-CLL wynosita 5,5 w 1949 roku,
6,6 w latach 1943 — 1952 i 6,4 w okresie 1958 —1119% 100000 osAb z populacji ogolnej na
rok [15]. W 1964 roku zachorowalfona B-CLL wzrosta do 7,8 na 100000 miesai@v na
rok. Rozpoznania choroby w tym okresie nie byhnjgkl oparte na szczegdtowej diagnostyce
immunofenotypowej, a przewlekibiataczlk limfocytowa B-komoérkows rozpoznawano w
przypadku stwierdzenia limfocytozy we krwi poiey 100004l i obecndci matych
limfocytow w rozmazie krwi obwodowej. Niewdaiwos¢ takiego posipowania potwierdzity
dopiero badania retrospektywne. Okazate lsowiem, ze u czsci pacjentdow w okresie
pézniejszym zrewidowano rozpoznanie na chioniakadzionowego strefy brzeej,
chtoniaka z komorek ptaszcza, chtoniaka grudkowegg,tez biataczk prolimfocytows T-
komédrkows. Fakt ten ttumaczy spadek zachorowatmma przewleld biataczk limfocytowa
B-komorkowy w latach dziewd¢dziesatych w porownaniu do lat siedemdziggch
ubiegtego wieku. W 1991 roku Sgambati i wsp. potdadi spadek zachorowaldo na B-
CLL w populacji ogdlnej w latach 1973 - 1976 z 4@3,2 i z 3,8 na 2,6 na 100000 os6b na
rok odpowiednio \érod biatych mezczyzn i kobiet. W tym samym okresie zachorowénma
przewlekh biataczk limfocytowa B-komorkows wsrdd Afroamerykandw, Hiszpandw i
Azjatow utrzymywata & na znaczco niszym poziomie [16]. Przyczyna tychzroc w
zachorowalnéci nie zostata jak datl jednoznacznie wyjaiona.

Kolejnym czynnikiem mogcym mig€ istotny wplyw na ocepn
zachorowalnéci na przewlekd biataczk limfocytowa B-komoérkows jest dosgp do
specjalistow. Tegta potwierdzili Cartwright i wsp. w latach 1984 — B® oparciu 0 analiz
wynikéw morfologii krwi pacjentéw z terenu Wielkigrytanii. W badaniach tych wyniki
morfologii krwi poddano ocenie specjalistow hematdiw. Umaliwito to identyfikacg
nowych chorych z przewlekibiataczk limfocytowa B-komorkows we wczesnym stadium
choroby. Przypadki te nie byty wcaeej rozpoznane przez lekarzy rodzinnych. W wyniku
tak przeprowadzonej oceny zachorowathevzrosta do 5,54 na 100000 osob z populacji

0golnej na rok, a stosunek zachoraw&rdd nezczyzn do zachorowiau kobiet okrélono na

-8-
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1,95. Badanie to potwierdzito tak wyzszy czestas¢ zachorowa na B-CLL wsrod osob
starszych [17].

Istotnym czynnikiem warunkagym Cczstas¢ rozpoznawania przewlekie]
biataczki limfocytowe] B-komorkowej byly zmieni@je s¢ na przestrzeni lat kryteria
rozpoznania B-CLL. | tak, w roku 1989 podejrzenigomby wysuwano w przypadkach
limfocytozy przekraczafej 5x10/L, a w latach p#niejszych 10x1¥L. W kolejnych latach
wprowadzono nagpne zmiany. W roku 1996 ponownie za kryterium razamia B-CLL
przyjeto wzrost liczby limfocytéw >5x1UL, a w roku 2008 ustalon@e wzrost ten musi
dotyczy¢ limfocytow B [16]. W roku 2002 Rawston i wsp. naodstawie oceny
immunofenotypu leukocytéw krwi obwodowej os6b paejy40. rokuzycia wykazali,ze u
3,5% badanych oséb ,zdrowych” obecna jest populkejadérek podobnych fenotypowo do
komérek B-CLL [18]. Péniejsze dane oparte o bardziej czute techniki dagmczne
potwierdzity obecn& wymienionych zaburzeu 12% osob badanych. Dane te staky si
podstawy hipotezy o maliwym zwiazku pomedzy obecnécia we krwi monoklonalnej
limfocytozy B-komaérkowej i nagpowym wysgpieniem przewlekiej biataczki limfocytowe;j

B-komorkowej. Hipoteza ta jak dmt nie znalazta jednoznacznego potwierdzenia [16].

I.3 Czas przerycia chorych

Przecttny czaszycia chorych na B-CLL od momentu rozpoznania donzgo
wynosi 5 — 8 lat. Potwierdzono jednak bardzo zaeez&nice w przeyciu poszczegolnych
chorych w zalenosci od stopnia zaawansowania klinicznego wg Rai wmmacie
rozpoznania choroby (Tabela 1, str. 14). | takrehav O stopniu zaawansowania klinicznego
chorobyzyja srednio powyej 150 miesicy, w | stopniu — 101 miesty, w Il stopniu — 71
mieskcy, w Il i IV stopniu jedynie 19 miesty [19]. Ocena przgycia odlegtego w grupie
pacjentow porriej 50. rokuzycia, leczonych lekami alkilagymi potwierdzita skrocenie

przewidywanego czasu peaeia o 19 lat w poréwnaniu do oséb ze zdrowej pagju[7, 20].

[.4 Manifestacja kliniczna choroby

Rozpoznanie przewlektej biataczki limfocytowej BrROrkowej w duej
czesci przypadkow ma charakter przypadkowy. Najckej jest rezultatem analizy wynikow

bada okresowych. U aogci chorych przebieg B-CLL przez wiele lat ma chaeak
-O-
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bezobjawowy, a pierwgzananifestacj choroby jest pojawieniegtzw. ,,objawéw ogolnych”
(wystepuja u okoto 5 - 10% chorych). Nalg do nich podwyszona temperatura ciata bez
cech infekcji, nasilona potlivéd, zwtaszcza nocna, istotny spadek masy ciatE0¢6 w cagu
ostatnich 6 miescy i utrzymupcy sk ponad dwa tygodnie) oraz znacznego stopnia
ostabienie lub rczliwos¢. W momencie rozpoznania choroby u okoto 20% pagdyerz B-
CLL nie stwierdza si odchylé w badaniu przedmiotowym. U okoto 80% chorych datzo
do niebolesnego powkszenia wztow chionnych obwodowych. Stopie nasilenia
limfadenopatii obwodowej m@ by rozny. W niektorych przypadkach stwierdzag si
obecnd¢ uogolnionej, niewielkiej limfadenopatii. U innyathorych dochodzi do rozwoju
masywnej limfadenopatii, z tendeago tworzenia pakietéw, uciskajych sisiednie narady.

U okoto 50% chorych ma miejsce pa@kszeniesledziony, a u 15% powkszenie vgtroby.
Masywna organomegalia rm® prowadzi do pojawienia si objawow dyskomfortu lub
uczucia peineci w jamie brzusznej. U niektérych chorych z B-Cldtiwierdza si
wystepowanie objawéw zwizanych 2z nasilan cytopena we krwi obwodowej
(niedokrwist@¢, granulocytopenia, matoptytkow®. Do najczstszych z nich naka
nawracajce infekcje oraz powiklania krwotoczne. Wskutek @fgystcpowania zaburze
odpowiedzi humoralnej i komoérkowej powiktania inégfne  najczstsz przyczyra zgonu
chorych na B-CLL. Powiktania te magniec etiologie zaréwno bakteryjp wirusows (np.
Herpes zoster) jak i grzybigz[2,21]. Rzadko przyczyn zgonu jest wyniszczenie
nowotworowe. W przypadkach tych stwierdzag sbbecné¢ naciekdw z komorek

nowotworowych w ptucach, optucnej, tkankactekkich, skorze i innych naggach [2,22].

I.5 Kryteria rozpoznania i progresji choroby

Wedtug aktualnych kryteribw rozpoznanie przewleldigtaczki limfocytowej
B-komorkowej opiera gi ha stwierdzeniu obeckt monoklonalnej populacji limfocytow
krwi obwodowej w iléci >5x10%/L oraz infiltracji szpiku kostnego komérkami limié@inymi
(>30% komoérek gdrzastych szpiku). W przypadkach typowych komér&i wykazug
ekspresj CD19, CD20 bright, CD5, CD23, CD79d, CDA43, staly ekspresj
powierzchniowych immunoglobulin IgM i IgD z obedwo@ tancuchow lekkich kappa lub
lambda. Wykazuj takze staly ekspresgj lub brak ekspresji FMCy7 CD10, CD79b.
Kryterium dodatkowym niezijginym do rozpoznania B-CLL jest utrzymywanieg Si

limfocytozy przez okres co najmniej 3 migst. Rozpoznanie B-CLL mma postawnd
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rowniez u oséb z risz liczba monoklonalnych limfocytéw B we krwi, ale jedynie w
przypadkach z obegrcytopeni, badz z towarzyszacymi objawami ogélnymi [2,3].
Progresywn post& choroby naley rozpozné w przypadku, gdy dochodzi do
dynamicznego narastania masy guza, wpehia objawOw niewydolri@i hematopoezy,
nawracajcych infekcji, obecn&i nasilonych objawéw ogoélnych, takich jak spadelsgn
ciata, goaczka >38C, zlewne poty i pospujace ostabienie. O nieporgipym przebiegu
choroby swiadczy¢ maze zdwojenie limfocytozy w czasie krotszymzml2 miesgcy, jej
wzrost 0 50% w stosunku do wastow chwili rozpoznania oraz transformacja do clidba

0 wyzszym stopniu ztdiwosci [2,3].

1.6 Zmiany w podstawowych badaniach laboratoryjnych

W przypadkach typowych liczba leukocytéw we krwihaasé od 10x18/I do
powyzej 100x10/l. W rozmazie krwi obwodowej §v6d krwinek biatych dominaj mate
dojrzate limfocyty ze skpa cytoplazm. Ponadto obecne $iczne cienie Gumprechtatiace
pozostatéciami po rozpadtych limfocytach (Rycina 1) [2].
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Rycina 1. Typowy obraz mikroskopowy rozmazu krwi obwodowagjenta z B-CLL.

Barwienie H+E. Powekszenie 400x

\

Komorki chtoniakowe ,cien komaorkowy”
B-CLL Gumprechta
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Rycina 2. Typowy obraz mikroskopowy rozmazu szpiku kostnegognta z B-CLL.
Barwienie H+E. Powikszenie 400x

Zwraca uwag obecné¢ okoto 90% komorek o abej cytoplazmie i morfologii matego

limfocyta.

W rozmazie krwi mog wystpowa takze pojedyncze prolimfocyty z wytaym jaderkiem.
W badaniu cytologicznym szpiku kostnego zaw&rtonfocytéw przekracza 30% wszystkich
komorek adrzastych. W wikszaici przypadkow g to mate nagadrzaste limfocyty, a ich
odsetek migci sig w przedziale 70 — 90 %. Limfocytozie szpikwsto towarzyszy wzgtine
zmniejszenie iléci komorek z pozostatych linii komoérkowych (czervednwinkowej,
granulocytarnej i ptytkotworczej) (Rycina 2). W lzeniu histologicznym szpiku kostnego u
chorych z B-CLL mana wykazé nacieczenie matymi, dojrzatymi limfocytami. Sposéb
naciekania struktur hematopoetycznychzememi€ charakter guzkowy§rédmigzszowy tadz
rozlany (dyfuzyjny). Ten ostatni wedtug niektoryetutorow ma niekorzystne znaczenie
prognostyczne [2].

U czesci chorych wyniki podstawowych bai®iochemicznych krwi magnie
odbieg& od normy. U niektérych pacjentow stwierdza gdnak podwyszory aktywnaé
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dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH), podsgone s{zenie Bo-mikroglobuliny, niski
poziom gamma-globulin. U niewielkiego odsetka clobryokoto 1 — 1,5 %) obecney s
objawy niedokrwistéci  autoimmunohemolitycznej  (hiperbilirubinemia  spednia,
podwyzszona aktywn& dehydrogenazy kwasu mlekowego, diame s¢zenie haptoglobiny,

retykulocytoza, dodatni bezfredni lub pdredni odczyn Coombsa) [2].

.7 Klasyfikacja zaawansowania klinicznego choroby

Ocerg zaawansowania zmian chorobowych u pacjentow z B-CL
przeprowadza siw oparciu o jeden z dwodch systemow klasyfikacyfnywediug Rai oraz
wedtug Bineta). Pierwszy z nich, wyetiniajgcy pie¢ okreséw zaawansowania zmian

chorobowych, zostat zaproponowany przez Rai i wsp975 r. (Tabela 1, str. 14) [2,6,7].

Tabela 1. Klasyfikacja zaawansowania klinicznego przewlekiefaczki limfocytowe] B-

komdrkowej wg Rai i wsp.

Okres Objawy Czas przeycia

0 Limfocytoza krwi obwodowej (>15.000/nhni szpiku (>40%) >150 miesty

Limfocytoza jak w stadium O i powkszenie wztéw chtonnych 100 miesty

Limfocytoza jak w stadium O
Il I powigkszenie wtroby i/lubsledziony 70 miesgcy
i/lub powiekszenie wztow chtonnych

Limfocytoza jak w stadium O o
1] _ . 20 miesgcy
I niedokrwista¢ (Hb < 11 g/dl — 6,83 mmol/l)

Limfocytoza jak w stadium O o
v 20 miesgcy
| matoptytkowa¢ (Pt < 100.000/mrh)
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Drugi system klasyfikacyjny zostat zaproponowanyoku 1981 przez Bineta
I wsp. Wyodebnia on trzy okresy zaawansowania choroby (A, BwQaleznosci od ilosci
zajtych grup wztowych w badaniu przedmiotowym, wadtd stezenia hemoglobiny i liczby
ptytek krwi (Tabela 2, str. 15) [2,7].

Tabela 2.Klasyfikacja zaawansowania klinicznego przewlekiefaczki limfocytowej B -
komorkowej wedtug Bineta

Okres Objawy Czas przeycia

< niz 3 powkkszone grupy wztowe zagte przez proces
nowotworowy o

A . o > 120 miestcy
bez niedokrwistéci (Hb> 6,21 mmol/l, 10 g/dl)

i matoptytkowdaci

> 3 powkkszone grupy wziowe zagte przez proces nowotworowy
B bez niedokrwistéci (Hb> 6,21 mmol/l, 10 g/dl) 60 miestcy
i matoptytkowaci

Niedokrwista¢ (Hb < 6,21 mmol/l 10 g/dl) o
C . 24 miesice
i/lub matoptytkowaé (Pt < 100.000/mr)

Wymienione systemy oceny zaawansowania zmian cbanpth u chorych na
B-CLL opierap sie na analizie wynikdw podstawowych badiboratoryjnych i badania
przedmiotowego. Obie klasyfikacje wyrtiaja wczesny (Rai 0, Binet A), goedni (Rai I-11,
Binet B) i zaawansowany okres choroby (Rai lll-Binet C) [23].

1.8 Prognozowanie dalszego przebiegu choroby u pacjemiz B-CLL

Systemy Kklasyfikacji klinicznej przewlekiej biatdez limfocytowej B-

komorkowej zostalty zaproponowane ponad 25 lat tea. dnia dzisiejszegoasone
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przydatne dla oceny zaawansowania choroby. Ulatwiéyniez podejmowanie decyzji
leczniczych, a tale poréwnywanie skuteczém poszczegdlnych metod terapii w
okreslonych stadiach zaawansowania procesu chorobow®gmimo ich niewtpliwej
przydatndci praktycznej obarczonea gednak take wadami. Najwzniejszz z nich jest
znaczne zrinicowanie w poszczegoélnych przypadkach dalszegebpegu klinicznego
choroby oraz odmienna wiiavos$¢ na zastosowane leczenie. Na ich podstawie nignano
rowniez zidentyfikowa& pacjentéw, u ktérych dojdzie do szybkiej progregjiocesu
chorobowego, a tak tych, u ktérych chorobatizie miata charakter stabilny.

W ostatnich latach nieustannie podejmowane ws/sitki zmierzajce do
identyfikacji czynnikbw prognostycznych przepowiggdgch przebieg choroby juw
momencie rozpoznania B-CLL. Jak gidtwykazanoze niezalena wartas¢ prognostycza w
chwili rozpoznania choroby ma liczba limfocytow \ewi obwodowej, stopig nacieczenia
szpiku kostnego, odsetek atypowych komorek limfloigeh krwi obwodowej oraz czas
zdwojenia liczby limfocytow (krétszy lub digzy niz 12 miesgcy). Parametry teasproste do
okreslenia i stanowg wartasciowe uzupetnienie oceny aktywsw choroby w indywidualnych
przypadkach [8,24,25].

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg nowych ynokow
prognostycznych, ktérych wadd kliniczna systematycznie $oie. W&réd nich naley
wymienic markery surowicze, takie jak aktywdto dehydrogenazy kwasu mlekowego,
stezenie Bo-mikroglobuliny, aktywné¢ kinazy tymidynowej, zawarfd w surowicy
rozpuszczalnego receptora CD23 czy t€D44. Niektére z nich rzadkoasjednak
wykorzystywane dla potrzeb rutynowej diagnostykimia¢ologicznej, gtdwnie z powodu
trudnaici metodologicznych oraz utrudnionego apst do bada [26]. Okazato si takze, ze
dwe znaczenie praktyczne w przewidywaniu dalszegehpegu choroby ma réwnie
obecnd¢ w komorkach B-CLL okrdonych zaburzeé cytogenetycznych oraz aberracji
molekularnych (np. stan mutacyjny genu dlactacha aotzkich immunoglobulin) czy te
stwierdzenie wysokiej ekspresji bltonowej antygemB8 lub komorkowej ZAP70.

1.8.1 Aktywno §¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH), gtenie .-

mikroglobuliny, aktywno §¢ kinazy tymidynowej

Lee i wsp. wykazalize wysoka aktywn& dehydrogenazy kwasu mlekowego

we krwi pacjentow z B-CLL wykazuje korelacge skréceniem przgcia [27]. Okazato st
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takze, ze wysoka aktywn@& LDH jest powiazana z wysok ekspresj CD38 i ZAP70 oraz
obecndcia delecji 17p w komérkach nowotworowych.

Rowniez wysokie sgzenie B-mikroglobuliny we krwi okazalo si by¢
niezalenym czynnikiem prognostycznym u pacjentéw z B-CMlykazano bowiemze jej
poziom we Kkrwi jest powjzany z mas guza, Stopniem nacieczenia przez komorki
biataczkowe szpiku kostnego oraz ze stadium zaawaansa klinicznego choroby [28-30].
Potwierdzono réwniezaleznos¢ pomigdzy stzeniemp,-mikroglobuliny we krwi a ekspres;j
CD38 na komorkach B-CLL oraz cytoplazmatygzekspresi ZAP70 w komodrkach
biataczkowych [31,32].

Takze aktywnd¢ kinazy tymidynowej (TK1), markera nasilenia pretéciji
komorek klonu biataczkowego, jest w sposéb niezglgpowinzana z rokowaniem u chorych
z B-CLL. Matthews i wsp. wykazalie poziom TK1 we krwi pozostaje w zyzku z okresem
zaawansowania klinicznego choroby oraz z krotkinasem do wyapienia objawéw
progresji choroby [33]. W jednej z ostatnich pubtik Konoplev i wsp. wykazalie wysokie
stezenie TK1 w surowicy krwi powizane jest z krotkim przgciem catkowitym, stanem
mutacyjnym regionu zmiennego genu dlacdacha otzkiego immunoglobulin, ekspres;j
ZAP70 oraz CD38 na komorkach biataczkowych, aeakyzykiem transformacji B-CLL do
chloniaka o wyszym stopniu zigdiwosci (zesp6t Richtera) [34].

1.8.2 Obecna¢ anomalii cytogenetycznych

Wystepowanie okrglonych zaburze cytogenetycznych w komérkach B-CLL
ma znaczenie prognostyczne. Ich ob&éne badaniu metagd FISH wykazano au 80%
pacjentow z B-CLL [35-37]. Do najegciej wystpujacych nalea delecja 13ql4, delecja
11922-23, delecja 17p13, trisomia chromosomu 12 dedecja 6q [38,39].

Delecja 11g22-23 obecna jest u okoto 10-20% chogy@CLL. Istoy tego
defektu jest delecja obszaru chromosomu zawieegp gen ATM (ataxia teleangiectasia
mutated). Wykazano tak, ze prawdopodobne znaczenie rokownicze u pacjent®aCiL
maja réwniez mutacje genu ATM [40], ktdérych obecitojest powizana z szybk progresj
objawéw choroby, obecidoia masywnej limfadenopatii, Zztodpowiedzi na zastosowane
leczenie, a tate z krotszym okresem pragia (okoto 80 miescy) [41].

Delecja 17p13 jest obecna u okoto 8-10% pacjent@®+Q@LL w momencie

rozpoznania choroby i u okoto 30% chorych z opéciona leczenie cytostatyczne. Aberacja
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ta, podobnie jak 11g22-23, najedo niekorzystnych zmian cytogenetycznych u paodjere
B-CLL. Istots defektu jest utrata genu supresorowego wzrostua gb3, ang. tumor
supressor gene). Obeddalelecji powazana jest z szyhkprogresy objawéw choroby, zt
odpowiedza na leczenie za pomga@analogéw puryn oraz lekéw alkihgych, a take krotkim

czasem przg/cia (okoto 30 miescy) [24,42,43].

1.8.3 Rearanzacja regionu zmiennego genu kodujcego taicuchy ciezkie
immunoglobulin — IgH (IgVy)

Analiza genetyczna chorych z B-CLL wykazalae w zalenosci od
pochodzenia biataczkowych limfocytow B o fenotypi@D19/CD5" mazliwe jest
wyodrebnienie dwoch postaci klinicznych choroby. Ich dmienie jest meliwe dzieki
ocenie stanu mutacyjnego regionu zmiennego gentaitacha atzkiego immunoglobulin —
IgH (IgVu). | tak typ | (przedzarodkowy) choroby cechuje aii@¢ niezmutowanego, a typ Il
(pozazarodkowy) obeci® zmutowanego regionu zmiennego dlanclacha a¢zkiego
immunoglobulin [gVy). Obecné¢ niezmutowanego genlgVy powiazana jest z gorszym
rokowaniem w poréwnaniu do przypadkéw ze zmutowamggionem zmiennymigVy.
Pacjenci z niezmutowanyihgVy maj zwykle take bardziej zaawansowany okres kliniczny
choroby w chwili rozpoznania. €&ciej wystpuja u nich take inne niekorzystne aberracje
cytogenetyczne. U o0s6b tych szybciejzaldochodzi do koniecz&ci wiaczenia terapii, a
czas catkowitego przgcia jest wyranie krétszy w poréwnaniu do pacjentow ze
zmutowanymigVy [7,24].

U pacjentow z B-CLL ze zmutowanym gendgVy w chwili rozpoznania
choroby stwierdza i zwykle wczesne stadium zaawansowania klinicznelgoraby wg
klasyfikacji Rai lub Bineta. Gsto mana u nich take wykazé obecndé¢ delecji 13g14. Z
reguty nie obserwuje sinatomiast zmian w obbie chromosomu 17p (w tym delecji genu
supresorowego wzrostu nowotworu p53). Chorzy ci nmigmagaj zwykle take

natychmiastowego rozpogza terapii, a ich przgcie catkowite jest wzgtnie dtugie [7].
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1.8.4 Ekspresja CD38

Antygen btonowy CD38 jest ggteczlk petniaca funkcje receptora btonowego.
Czasteczka CD38 jest jedna@leuchows glikoproteiry typu Il o ckzarze casteczkowym
45kDa. Cechujeaj zdolng¢ do agregacji i tworzenia dimeréw oraz tetrametr®esiada
wiasciwosci enzymatyczne cyklazy ADP-rybozylowej. EkspeesfD38 wykazano na
limfocytach B i T, na komoérkach NK, monocytach okammorkach dendrytycznych. Poziom
ekspresji CD38 zmieniaesistotnie w zalenosci od stadium rénicowania komorki. Dziki
swoim wigciwosciom enzymatycznym CD38 odgrywa istatmole w wielu procesach
komdrkowych, takich jak podziat, proliferacja, odveo populacji komorek macierzystych czy
wydzielanie neuroprzekaikow. CD38 przewodzi sygnaty wewrzkomorkowe inicjujce
syntez cytokin, aktywagj i proliferacg komorek, a take ich apoptog[44].

Podczas rozwoju limfocytow B ekspresja CD38 ja&stle regulowana. | tak,
na komorkach prekursorowych w szpiku kostnym elgpreCD38 jest wysoka. Jego
ekspresja na limfocytach B krwi obwodowej jest maimst niska, a na komdrkach
plazmatycznych wywodzych s¢ z limfocytbw B ponownie wysoka. W&aie z tych
powodow przyjmuje si ze stopi@ ekspresji antygenu CD38 jest pamany ze stopniem
dojrzataci limfocytow B [44].

W swietle ostatnich danych, wydajegsize CD38 odgrywa kluczoavrole w
supramolekularnym kompleksie obejrpeym receptory paednicace w przekazywaniu
sygnatu komorkowego, receptory dla chemokimsteczki adhezyjne oraz metaloproteazy
matrix komérkowego. Wykazano bowienze ekspresja CD38 w allsie biatek
wymienionego kompleksu jest pawana z bardziej wydajnym przekazywaniem sygnatu
komédrkowego, chemotaksjoraz homingiem. Z tych powodoéw sugeruje, sie CD38 jest
czasteczlg integrupca sygnaty proliferacyjne i migracyjne komorek [45].

W 1999 roku Damle i wsp. wykazatie ekspresja btonowa antygenu CD38 na
komodrkach B-CLL jestcisle zwiazana ze stanem mutacyjnym gentgVy. W badaniu tym
okazato s, ze u chorych z niezmutowanym genégVy i ekspresj CD38 na ponad 30%
komorek nowotworowych choroba ma przebieg agresywanigh czas przgcia jest krotki.
Przeciwnie, w grupie pacjentow ze zmutowanym geitg¥h i ekspresj CD38 na mniej rii
30% komorek klonu B-CLL przebieg choroby jest tagpda ich czas catkowitego praeia
relatywnie dtugi [44]. Ostatnio opublikowane dangraznie wskazuj, ze ekspresja CD38 na
komérkach B-CLL ma niezatea wartas¢ prognostycza Wykazano bowienmie u pacjentow
z ekspregj CD38<30% rokowanie jest lepsze w poréwnaniu z grciporych z ekspresj
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przekraczajca 30% [46]. Udokumentowano tad, ze u chorych z B-CLL ekspresja CD38
jest powiazana z czasem catkowitego pryeia, czasem do progresji choroby, czasem do
wiaczenia terapii oraz z odpowiedzia zastosowane leczenie [44].

Dane dotycace korelacji pomidzy ekspresj CD38 na komorkach B-CLL a
obecndcia reararacji genulgVy oraz aktywnécia kinazy tymidynowej w surowicy krwias
rozbiezne. Wykazano bowienre u czsci pacjentébw ekspresja CD38 zmienia 8i czasie,
niezalenie od posfpu procesu chorobowego, aktywookinazy tymidynowej w surowicy
krwi i stanulgVy [7].

1.8.5 Ekspresja ZAP70

Biatko ZAP70 jest kodowane przez gen o tej samea zlokalizowany w
chromosomie 1. Jest enzymem pstygim funkcg niereceptorowej biatkowej kinazy
tyrozynowej zwizanej z tacuchem zeta o etarze widaciwym 70kDa (zeta-chain-associated
protein kinase 70) [47], zidentyfikowanym u choryziB-CLL po raz pierwszy za ponm®c
techniki DNA microarray, w trakcie poszukiwania @&n powhzanych ze stanem
mutacyjnym IgVy. Wkrotce potem Crespo i wsp. wprowadzili tecknikytometrii
przeptywowej dla oceny ekspresji ZAP70 na powienzckomorek B-CLL, okrélajac
jednoczénie warté¢ progu detekcji dla wymienionej metody na 20% [4BRzicki jej
zastosowaniu Schroers i wsp. wykazali zzek pom¢dzy ekspresj ZAP70 a agresywnym
przebiegiem choroby [49]. Potwierdzono #zaekzalenos¢ pomkdzy ekspregj ZAP70 a
skrécenieméredniego czasu catkowitego pgyeia i to niezalenie od poczatkowego stopnia
zaawansowania klinicznego choroby [11,18,50-53]. tuakiie, pomimo rozbigosci
przyjmuje s¢, ze ekspresja CD38 na komérkach B-CLL nie podlegaanmiai w trakcie
naturalnego przebiegu choroby [54,55].

List¢ starych i nowych czynnikbw prognostycznych, ulaiwgych
przewidzenie dalszego przebiegu choroby oraz pauleanie decyzji terapeutycznych u
chorych na przewlektbiataczk limfocytowa B-komoérkows przedstawiono w Tabeli 3 (str.
21).
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Tabela 3.Zidentyfikowane niezalae czynniki przepowiadage dalszy przebieg procesu

chorobowego u pacjentéw na przewtektataczk limfocytowa B-komorkows [24]

Czynnik rokowniczy Korzystne Niekorzystne

rokowanie rokowanie

Okres zaawansowania klinicznego
- wg Binet'a A B, C
- wg Rai 0 [, 1, 11, 1V

Infiltracja szpiku kostnego w ocenie

- trepanobioptatu Naciek nie dyfuzyjny Naciek dyfuzyjny
- cytologicznej < 80% limfocytow > 80% limfocytow
Leukocytoza <50 x 161 > 50 x 16/
Odsetek prolimfocytéw we krwi obwodowe] < 10% > 10%

Czas podwojenia liczby limfocytéw > 12 miesgcy <12 miesgcy
Markery surowicze: Prawidtowe Podwiszone
aktywnas¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego

(LDH)

stezenief,-mikroglobuliny
aktywna¢ kinazy tymidynowej limfocytow
ekspresja CD23 na komorkach biataczkowych

Aberracje cytogenetyczne Kariotyp prawidiowgel (11q)
Izolowana del (13q) del (17p)

Ekspresja CD38 na komorkach biataczkowych 30 % > 30%

Stan regionu zmiennego genu dladacha Zmutowany Niezmutowany

cigzkiego immunoglobulin I§Vy)

Ekspresja ZAP70 na komédrkach Niska & 20%) Wysoka (> 20 %)
biataczkowych
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1.8.6 Nowe czynniki o potencjalnym znaczeniu prognostyczm u chorych z
B-CLL

1.8.6.1 Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 — wiadoméci wstepne

Zwigzane z btom komorkows enzymy o wiéciwosciach proteolitycznych
uczestnicz migdzy innymi w procesach keowej degradacji biatek. Odgrywsayowniez
istotrg role w wielu innych procesach fizjologicznych, takichkjmorfogeneza tkanek i
narzdow, ich r&nicowanie, a take ich obumieranie, czyli apoptoza. Niektore z nich
uczestnicz rowniez w procesie przekazywania sygnatu komoérkowego [86-5

Jednym z takich enzymdéw jest ektoproteaza seryrodigeptydylopeptydaza
IV/CD26 [60-64]. Jej obecrio w ludzkiej watrobie zostata po raz pierwszy potwierdzona w
1966 roku dzki badaniom Hopsu-Havu i Glenner'a [65-67]. W 190ku Schrader and
Stacy udowodnilize dipeptydylopeptydaza IV/CD26 posiada $giavosci biatka whzacego
deaminaz adenozyny dng. ADAbp — adenosine deaminase binding or conmgexotein
[60,61]. W 1993 roku Houghton i Schlossman niezake przypisali dipeptydylopeptydazie
IV akronim CD26 [65]. Szczegétowe analizy wykazalye CD26 jest glikoprotein
powierzchniovwy 0 masie cgsteczkowej 110 kD i wewitrznej aktywndci enzymatycznej
dipeptydylopeptydazy IV [68]. Jak dotychczas rolaldgiczna CD26 pozostaje nie dorka
poznana [63,67].

W warunkach fizjologiczinydipeptydylopeptydaza IV/CD26 jest obecna na
powierzchni ponad 60% prawidtowych limfocytow krebwodowej [60,63,69]Biatko to
petni wiele funkcji biologicznych. Najwcej danych dotyczy roli dipeptydylopeptydazy
IV/ICD26 w mechanizmach reguligych odpowied immunologicza [64,67,70].
Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 uczestniczy w procésaktywaciji i proliferacji limfocytow
T oraz w interakcjach portdzy komérkami prezentygymi antygen a limfocytami T [57,61,
65]. Wysok ekspresj antygenu powierzchniowego CD26 wykazano bowienubpspulacji
limfocytow Thl po ekspozycji na tGe antygeny [68].

Aktualne dane sugeryjze dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa istptn
role w patogenezie niektérych nowotworéw hematologicimyszczegdlnie agresywnych
chtoniakow T-komdrkowych. Znaczenie obeétio dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 na
powierzchni komorek nowotworéw wywogtzych s¢ z limfocytow B jest mniej poznane
[60,67].
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1.8.6.2 Gen dipeptydylopeptydazy IV/ICD26 — lokalizacja
chromosomowa i struktura

Analiza petnej sekwencji DNA wykazataze gen DPP4 kodupcy biatko
dipeptydylopeptydaz IV/CD26 sktada s z 26 egzondéw, 766 aminokwasow oraz 2301
nukleotydéw (766 x 3 + 1 kodon stop = 2301). GBRP4 gst zlokalizowany na
chromosomie 2g24.3. (Rycina 3) [62]. Produkt biatkogenuDPP4 wykazje aktywnd¢
proteazy tylko w postaci homodimeru. Monomery kaatkie maj natomiast wiéciwosci
enzymatycznych [64,70].

Rycina 3. Lokalizacja geniDPP4oraz gen6wv chromosomie 2 (2924.3).

gen koducy izofornme
jadrowego  czynniki
transkrypcyjnego -+
CREB2 (2924.1-932)

gen kodujcy

dipeptydylopeptydaz

gen kodujcy ludzky IV/CD26 (2g24.3)

interleukirg 17 (2g31)

gen koducy biatko
CREB1 - jadrowy
czynnk transkrypcyjny
(2932.3-gq34)
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1.8.6.3 Struktura aminokwasowa i budowa przestrzenna

dipeptydylopeptydazy IV/CD26

Dipeptydylopeptydaza 1V/CD26 jest biatkiem powidiaowym o masie
czasteczkowe] 110 kD i aktywdoi egzopeptydazy [65,67,70]. Nale ona do
sialoglikoprotein wewsgtrzbtonowych typu Il. Wysipuje zwykle w formie dimerycznej o
ciczarze czsteczkowym (220 kD) [60,61,63]. Kda podjednostka sktadagsz dwoch
domen: domenyw/pB o aktywndci hydrolazy i dmioskrzydtowej domeny (aminokwasy
55-497) tworzcej struktue smigtowat. Domena o/f znajduje s§ najblizej btony
komodrkowej (aminokwasy 39-51 i 506-766). W jej glie obecna jest tzw. aktywna triada —
Ser630, Asp708 oraz His740 [62,64,66].

Centrum aktywne enzymu to obszar peday | i Il $migtem. Dochodzi w nim
do proteolitycznej degradacji substratow na dwagrfranty. Struktura smigtowata
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 zakrywag@ziowo centrum aktywne enzymu, co prowadzi
do ograniczenia dogtu do centrum aktywnego enzymu dla niektorych podnych
substratow [70,71].

1.8.6.4 Lokalizacja komorkowa dipeptydylopeptydazy 1IV/CD26

Dipeptydylopeptydaza 1V/CD26 zostata po raz piemvseyizolowana z
watroby szczura w 1993 roku. Niecozmiej okazato si, ze wystpuje ona réwnigw wielu
innych tkankach zwieerych, w tym w ludzkich komérkach 4gska, kory nerek, drog
moczowych, nasienia, a takw limfocytach. Najwysz aktywna¢ dipeptydylopeptydazy
IV/ICD26 wykazano w komorkach nabtonka cewek zdédiych nerek oraz abka
szczoteczkowego nabtonka jelita cienkiego. Wysdakawarté¢ dipeptydylopeptydazy
IV/CD26 potwierdzono réwnie w btonach komdrkowych kanalikéwwdtciowych oraz w
btonach lizosomalnych [56,62]. Jej obeg&haidokumentowano tak na powierzchni wielu
komodrek nabtonkowych drédbtonkowych, fibroblastéw oraz aktywowanych lirojwow T,
limfocytéw B, dojrzatych tymocytéw, komérek NK, maagow i komorek wiciotki zatok
sledziony [61,63,66].0becna¢ dipeptydylopeptydazy IV/CD26 wykazano nazmgch
typach komorek, w tym na komorkach gruczotu krokgaenerek, wtroby, a take ptuc i
jelita cienkiego. Niska btonowa ekspresja dipeptgdgptydazy IV/CD26 jest typowa dla
nieaktywowanych (spoczynkowych) limfocytow T i korek NK. Po ich aktywacji dochodzi
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do gwattownego wzrostu ekspresji dipeptydylopeptydd//CD26 [56,65,67]. Limfocyty B
cechuje bardzo niska spoczynkowa ekspresja dipgloiyeptydazy 1V/CD26. Tate w tym
przypadku w wyniku ich aktywacji dochodzi do wsnago wzrostu ekspresji
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 [60,66].

1.8.6.5 Funkcja biologiczna dipeptydylopeptydazy IV/CD26

Podstawow aktywndcia enzymatycza dipeptydylopeptydazy IV/CD26 jest
udziat w reakcjach odcinania NHtoncowych dipeptydéw z biatek i matych polipeptydow,
w ktérych w przedostatniej pozycjitaucha polipeptydowego obecna jest prolina, alanina
lub hydroksyprolina (Xaa-Pro lub Xaa-Ala) (Tabelastt. 26) [62-64,66,70]. Wzania te 8
zwykle oporne na dziatanie gkiszaci innych proteaz. Substratem dla dipeptydylopepzyd
IV sa niektéore chemokiny, czynniki wzrostu, integryny yczneuropeptydy.
Dipeptydylopeptydaza 1V/CD26 uczestniczy 2akw procesie przyswajania niektorych

biatek przez enterocytybka szczoteczkowego przewodu pokarmowego [64,65].
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Tabela 4.Peptydy kdace substratem dla dipeptydylopeptydazy IV/CD 2G.[65

Rodzina substratu Peptyd Efekt biologiczny
Inkretyny GLP-1 Inaktywacja
i hormony
o GLP-2 Inaktywacja
zotadkowo-jelitowe
GIP Inaktywacja
Glucagon Inaktywacja
PACAP Inaktywacja
GRP Nieznany
Peptide YY Zmiana w powinowactwie do receptoréw
Peptydy Bradykinina Zmiana w powinowactwie do receptorow
wazoaktywne
VIP Inaktywacja
BNP Zmiana w powinowactwie do receptoréw
Neuropeptydy NPY Zmiana w powinowactwie do receptorow
Beta-casomorphins Inaktywacja
Chemokiny cCL3 Zmiana w powinowactwie do receptorow
Zwigkszenie aktywngri
CCL4 Zmiana w powinowactwie do receptorow
CCL5 Zmiana w powinowactwie do receptoréw
CCL11 Inaktywacja
CCL22 Zmiana w powinowactwie do receptorow
CXCL6 Brak wptywu
CXCL9 Inaktywacja
CXCL10 Inaktywacja
CXCL11 Inaktywacja
CXCL12 Inaktywacja
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Postuluje si, ze dipeptydylopeptydaza 1V/CD26 bierze ek udziat w
metabolizmie glukozy [62,64-66].

Duze zainteresowanie wzbudzity dane dotyez udziatu
dipeptydylopeptydazy 1V/ICD26 w procesach interakuojedzykomérkowych. Okazato i
bowiem, ze dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa istptiole w procesach komunikaciji
komorek, regulacji ich wzrostu, adhezji i migracRrawdopodobnie jest to wynikiem
interakcji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 z proteinamacierzy zewatrzkomorkowej ang.
extracellular matrix - ECNI takimi jak kolagen oraz fibronektyna. Z tego malu nie
mozna wykluczy, ze dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa zakistotry role w procesie
migracji oraz ekspansji komoérek nowotworowych [&3,7

Wykazanoze dipeptydylopeptydaza IV/CD26 uczestniczy rowimieszeregu
innych wanych procesow biologicznych, w tym ¢dizy innymi w niehydrolitycznych
interakcjach mydzycasteczkowych z plazminogenem oraz w procesie intfirak
glikoproteirp 0 masie cgsteczkowej 120 kDa otoczki wirusa HIV. Dipeptydydmpydaza
IV/CD26 wykazuje take wiaciwosci biatka whzacego deaminaz adenozyny dng.
adenosine deaminase binding or complexing prot&BAbp [60,61,65,66].

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 prawdopodobnie zakiéocaechanizmy
adhezji komorkowej pwedniczone przez fibronektgndeaminag adenozyny oraz kolagen.
Najnowsze badania potwierdzajstnienie coraz wkszej ilasci molekut posiadagych
wiasciwosci enzymatyczne dipeptydylopeptydazy IV/CD26. Cegghsic one podoba
struktul, polipeptydova. Spostrzeéenie to doprowadzito do zdefiniowania nowej grupy
wielofunkcjonalnych molekut o] homologicznej strulze [ aktywndci
dipeptydylopeptydazy IV/CD26a(g. ,dipeptydyl peptidase-IV activity and/@ructure
homologous: DASH Postuluje s, ze molekulty z rodziny DASH pefai funkcje
regulatorows. Dzieje s¢ tak z powodu ich interakcji z rozpuszczalnymi nagoliami
wzrostu. Potwierdzajto takze wyniki bada oceniagcych obecng& i role molekut z rodziny
DASH u pacjentéw z chorobami nowotworowymi [65,66].

U ludzi obok klasycznej formy dipeptydylopeptydd¥¥CD26 potwierdzono
rowniez wyskpowanie jej glikozylowanego monomeru o podobnychasewvosciach
enzymatycznych - dipeptydylopeptydazy P/-W odr&nieniu od dipeptydylopeptydazy
IV/CD26, dipeptydylopeptydaza I\B- nie ma jednak zdoldoi wiazania deaminazy
adenozyny (ADA). Ekspresjtej formy enzymu jak datl wykazano na komdérkach
hematopoetycznych i limfoidalnych [66].

-27-



WSTEP

W ostatnim czasie okazatogsiakze, ze oprocz postaci zwzanej z bioa
komédrkows, w surowicy krwi obecna jest forma rozpuszczali22€ (@ng. soluble CD26,
sCD2§ [60,67]. Ta forma biatka ma budewzblizona do antygenu powierzchniowego
CD26. Jej obecrig potwierdzono w wielu ptynach ustrojowych, w tymosoczu, surowicy,
ptynie mézgowo-rdzeniowym, ptynie stawowym, nasieniaz moczu [65,68].

Aktywnos¢ enzymatyczna postaci sCD26 zostata opisana poisaszy
przez grup badaczy japeskich w 1968 roku. Funkcja biologiczna sCD26 ni o kaica
poznana [65]. Wyniki najnowszych bada przypisujp postaci rozpuszczalnej
dipeptydylopeptydazy IV/CD26 trzy funkcje biologiez. Enzym ten uczestniczy w procesie
rozwoju stanu zapalnego poprzez aktywddnaktywacg niektorych chemokin, a tak w
pierwszych etapach odpowiedzi immunologicznej [8R,6 Rozpuszczalna posta
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 bierze rowmieudziat w whazaniu lub inaktywacji
aktywnych biologicznie biatek krwi, w tym naczynigeh peptydéw regulatorowych (np.
substancji P, bradykininy), czynnikbw wzrostu orlbprmondw. Przypuszcza ¢size
rozpuszczalna forma dipeptydylopeptydazy [V/CD26zeastniczy take w procesie

onkogenezy, w tym w procesie rozsiewu nowotworowééo.

1.8.6.6 Rola dipeptydylopeptydazy IV/CD 26 w patogenezie

nowotworéow

Szereg peptydow reguligych procesy wzrostu komorkowego jest
zbudowanych z fecucha aminokwasowego zawiei@@go prolik w pozycji 2 od kaca.
Naleza do nich neuropeptyd Y (NPY), peptyd YY (PYY), hamuwalniagcy hormony
wzrostu, substancja P (SP), peptyd podobny do gluka 1,2 4éng. GLP 1,2 - glucagon-like
peptide 1,2 peptyd uwalniajcy gastryr, chemokiny i interleukiny (IL-2, IL-6). Wszystkie
z nich wydag sie wywierat wptyw regulacyjny na proces wzrostu komoérek nowstswych
(Correll, 2005) [66].

Analiza stopnia ekspresji dipeptydylopeptydazy IBZG wykazala,ze jej
ekspresja zmieniagiv czasie w zabeosci od rodzaju analizowanych linii komorkowych. |
tak, do spadku ekspresji dipeptydylopeptydazy IV26Dha powierzchni komaorek linii T
dochodzi u chorych z przewlekibiataczly limfocytowa T-komorkows, osty biataczly
szpikows (Kondo et al., 1996) oraz pacjentow z nowotworgamy ustnej [56]. U chorych z
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ostr biataczk limfoblastyczm T-komorkows potwierdzono natomiast wzrost ekspres;i
dipeptydylopeptydazy IV/CD26 [61].

Wysoka ekspresj dipeptydylopeptydazy IV/CD26 wykazano rowhiea
powierzchni komorek nowotworowych agresywnych chd@aw T-komorkowych.
Spostrzeenie to nie dotyczy jednak skérnych chioniakow Tadokowych w tym
ziarniniaka grzybiastego i zespotu Sezary’ego. Whwanionych postaciach chioniakdéw
nowotworowe limfocyty T nie wykazaj lub wykazuy jedynie sladowa ekspresj
dipeptydylopeptydazy IV/CD26. W przypadkach tychokamentowano tate obnizona
aktywndas¢ rozpuszczalnej postaci enzymu. Na podstawie doashzgromadzonych danych
postuluje si, ze utrata antygenu CD26 z powierzchni limfocytowrZgpowiada wyspienie
objawéw zespotu Sezary’ego lub innego chtoniakarségo T — komérkowego [60,63,67].

1.8.6.7 Inhibitory dipeptydylopeptydazy IV/CD26

Przedstawione wiaiwosci biologiczne dipeptydylopeptydazy IV/CD26 staty
si¢ powodem podjicia bada nad lekami hamagymi jej aktywnd¢. Dotychczas opracowane
inhibitory dipeptydylopeptydazy IV/CD26 przedhja czaszycia i zwikszap aktywna¢
wielu peptydow, w tym endogennie produkowanej imgubraz inkretyn wptywajcych na
jej sekrecg oraz regulag glikemii. Znalazty one zastosowanie w leczeniu rghb z
cukrzya w ramach prospektywnych badklinicznych [65].

Dotychczas przeprowadzone proby kliniczne 11 i Hazy dotyczyty
zastosowania nieselektywnych inhibitorow dipeptgpg@ptydazy IV/CD26 (talabostat) u
pacjentow z rakiem ptuc, trzustki, jelita grubegozerniakiem. W 2006 roku rozpagta
takze badanie kliniczne Il fazy poréwmge skuteczn&& i bezpieczéstwo stosowania
talabostatu i rituximabu u pacjentow z przewdeltataczlg limfocytowa w 1l i IV stopniu
zaawansowania klinicznego wedtug Rai pierwotnieropch na analogi puryn. Wyniki tego
badania nie zostaty dotychczas opublikowane [65].

Jak doid do stosowania w Unii Europejskiej dopuszczono dmhabitory
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 - sitagliptin produkdMSD oraz vildagliptin firmy
Novartis. Leki te znalazty zastosowanie w leczeciorych z cukrzyg typu 2. Ta nowa
grupa lekéw wydhaa czas pottrwania inkretyn (nf&IP — gastric inhibitory peptide, GLP-1
— glucagon-like peptide)lindukupcych sekregj insuliny. Wykazanoze ich zastosowanie

prowadzi do trwatego zmniejszenia poziomu glikemsurowicy krwi [65].

-29-



WSTEP

1.8.6.8 Znaczenie prognostyczne oceny ekspresji
dipeptydylopeptydazy 1IV/CD26 u chorych z chtoniakamT — i1 B —

komaorkowymi

W 1994 roku Carbone i wsp. wykazate ekspresja dipeptydylopeptydazy
IV/CD26 na komorkach nowotworéw ukiadu chionneget jev zasadzie ograniczona do
chtoniakow z diaych anaplastycznych komérek CO30ez wzgtdu na to czy pochodmne
z linii T czy B oraz do komorek innych chtoniakdwywodzcych s¢ z linii T. Podobna
ocena przeprowadzona w tym czasie przez Andrewpl Wwaiezalénie przez Invernizzi i
wsp. nie potwierdzita ekspresji dipeptydylopeptydd?/CD26 na komodrkach przewlektej
biataczki limfocytowej B-komorkowej. W innych badaoh dotyczcych pacjentow z B-

CLL ekspresj ta oceniono jakagladows [56].
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I CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest ocena znaczenia prdgoosego ekspresji
dipeptydylopeptydazy IV/ICD26 na komorkach biataczigoh u chorych na przewlekt
biataczk limfocytowa B-komorkows. W ocenie tej postanowiono uwzdhi¢ zwiazek
ekspresji CD26 z obeckda innych uznanych czynnikédw rokowniczych awénych z
niepomylnym przebiegiem choroby, takich jak wysoka eksjr€D38, ZAP70, aktywnid
LDH, stezenie Bo-mikroglobuliny w surowicy krwi czy te obecné¢ okreslonych aberracji
cytogenetycznych (w tym 11g-, 17p-) w komorkachtdmakowych. Niezakenej ocenie
postanowiono poddatakie zwhzek pomedzy ekspregj CD26 na komoérkach B-CLL a
czasem do wczenia leczenia cytostatycznego.
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Il MATERIAL | METODY BADA N

Badania wykonano po uprzednim uzyskaniu zgody Tewven Komisji Etyki
Badaxn Naukowych przy Uniwersytecie Medycznym im. KaroMarcinkowskiego w
Poznaniu (zgoda nr 1037/09 z dnia 03 grudnia 2009 r

[11.1 Charakterystyka grupy badanej

Do bada zakwalifikowano 162 chorych (57% kobiet, 43%catzyzn) w
wieku od 29 do 84 lat (w chwili rozpoznania chorplyrozpoznaniem przewlektej biataczki
limfocytowej B-komérkowej. Srednia wieku osob badanych wyniosta 60 lat, natsmia
mediana wieku 58 lat. Kobiety igiczyzni w grupie badanej byli jednorodni pod wadgm
liczebnaci osob badanych w poszczegdlnych przedziatachunv€&kbela 5, str. 32), (Rycina
4,5, 6).

Tabela 5. Charakterystyka wieku o0s6b badanych w chwili rozraoéa choroby z

uwzgkdnieniem ptci (n — liczba badanych oséb)

. o M ezczyzni Kobiety
Wiek w czasie diagnozy n =092 =70
X+ SD 59 + 10,550 61+9,781
(min-max) (29-79) (42-84)
Me + SE 58 £ 1,100 58 £+ 1,169
(Q1; Q) (52 ; 68) (54 ; 68)
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Rycina 4. Wiek os6b badanych w chwili rozpoznania chorolmwnwzgkdnieniem pici
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Rycina 5. Czstas¢ zachorowa w poszczegoélnych przedziatach wieku w zat&ci od pici

badanych pacjentow (A)
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Rycina 6. Czstas¢ zachorowa w poszczegoélnych przedziatach wieku w zat#ci od pici

badanych pacjentéw (B)

14%
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Wszystkie osoby poddane ocenie zostaty poinformewaoelu prowadzonych
bada. Otrzymaly take pisemn informacg o rodzaju zaplanowanych analiz, a zako
objawach klinicznych, przebiegu i sposobach lea@ddiCLL. Do bada kwalifikowano
ostatecznie wyicznie chorych, ktérzy wyrazili zgeda udziat w badaniu.

Wszystkich badanych poddano aktywnej obserwaciji limi¢de Hematologii i
Chorob Rozrostowych Uktadu Krwiotwérczego w Pozoamiraz w Hematologicznych
Poradniach Przyklinicznych. Zakres czasu obserwfajiposzczegolnych badanych chorych
wyniost od 8 do 311 miegty (mediana 70 miesty) (Tabela 6, str. 36), a dla ponad 50%
ocenianych oséb okres obserwaciji éniesie w przedziale od 50 do 100 miesy.

Rozpoznanie przewlektej biataczki limfocytowej Breorkowej ustalono na
podstawie kryteridw przedstawionych w rozdziale 1.5

Analizujac ocer zaawansowania klinicznego choroby u poszczegdlnych
badanych stwierdzonae 32 (20%) pacjentéw znajdowata siv O°, 56 (34 %) w i, 42 (26
%) w 1I°, 13 (8 %) w IIP, a 19 (12 %) w IV zaawansowania choroby wedtug Rai (Rycina 7).
Ponad potowa chorych (54%) w chwili rozpoznania B-(orezentowata pocitkowy (0- 1)

okres zaawansowania zmian wedtug klasyfikacji Rai.
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Rycina 7. Stopien zaawansowania klinicznego choroby wedtug klasyifik®ai w grupie

0s0b poddanych ocenie (n = 162)

60% O Kobiety
50% B Mezczyzni
40% 26%
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10% -
0% -

O+l h+1v

Stadium Rai (0+1, I, lI+IV)

70% chorych (n = 113) z grupy poddanej ocenie wyat@ag/iaczenia leczenia
cytostatycznego w chwili rozpoznania choroby lulrakcie trwania aktywnej obserwacji (lll
i IV okres zaawansowania klinicznego wedtug Raiswpienie objawow progresji choroby).
Pozostate 30% badanych (n = 49) do czasumaenia analizy nie wymagato rozpeca
terapii przeciwnowotworowej.

Wsréd osébwymagajcych terapii 10 chorych znajdowata; sv 0, 33 w |, 38
w I, 13 w lll, a 19 w IVokresie zaawansowania klinicznego choroby wedhaglkaciji
Rai. W grupie tej (n = 113) czas od rozpoznaniaady do inicjacji leczenia (TTT ang. time
to treatment wynidst srednio 21 miesicy (mediana 7 miesty, zakres 1 — 171 miesy)
(Tabela 6, str. 36).

W zalenosci od czasu do pogfia terapii (TTT;ang.: time to treatmept
badanych chorych podzielono na dwie grupy:

-z czasem TTT < 12 miesly (54%, n = 60)

-z czasem TTP 12 miesgcy (46%, n = 53).
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Tabela 6. Zestawienie podstawowych danych dowmzh populacji badanej, ich czasu
obserwacji oraz czasu do pedp leczenia

Parametr X £SD MexSE
y (min ; max) (Q1; Q3)

Wiek w momencie rozpoznania (lata) 59,65 + 10,227 58 £ 0,804
N=162 (29 ; 84) (53 ; 68)

TTT (mieskce) 20,69 + 33,591 7+3,174
N=113 (1;171) (1 24,5)

E:nz]iaesS.oéJes)erwacu do 01.04.2011/do zgonu 78.69+ 55,512 70 + 4.362
H N=162 (8 ; 311) (39 ; 96)

W trakcie trwania badania 10 chorych (6 %) aeyglono z analizy z powodu zgongdacego
wynikiem progresji choroby lub/i wysgpienia powikia infekcyjnych oraz krwotocznyciiNa
uwag: rowniez zastuguje faktze 8 z nich wymagato wtzenia leczenia cytostatycznego
przed uptywem 12 miesty od rozpoznania B-CLL (Tabela 12, str. 104).

Charakterystyk parametrow laboratoryjnych badanej grupy pacjentow
przedstawiono w pomszej tabeli.
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Tabela 7. Charakterystyka badanej grupy chorych w chwilipmnania B-CLL (n = 162).

Podstawowe dane laboratoryjne

Parametr X £SD MetSE
y (min ; max) (Q1;Q3)
Bezwzgkdna liczba leukocytow (G/l) 47,31 £ 58,202 246 +£5,5
we krwi obwodowej (5,2 ; 400) (16,9 ; 53,4)
Bezwzgkdna liczba limfocytow (G/l) 35,7 £ 44,507 19,1 +£4,473
we krwi obwodowe;j (1,4 ; 222,5) (11,3 ; 37,7)
: . : 77,26 + 14,131 80 + 1,392
Limfocytoza krwi obwodowej (%) (39 : 99) (68 : 87)
Limfocytoza CD5'/CD19" (%) 73,56 + 15,456 76,5+ 1,75
we krwi obwodowej (27,5 ; 98) (64 ; 85)
Bez_vvngdna liczba granulocytow 4.45 + 1,941 42 +0199
obojetnochtonnych (G/I) i )
. . (0,6 ;13) (3,3;5,3)
we krwi obwodowej
Odsetek granulocytow obogtnochtonnych 18,28 + 11,948 16 £1,201
(%) we krwi obwodowej (0; 55) (9; 25)
Stezenie hemoglobiny (mmol/l) 8,2+1,295 8,4+0,125
we krwi obwodowej (2,7 ;10,5 (7,8 ; 8,9)
Liczba ptytek krwi (G/I) 196,85 + 83,506 196,5 + 8,035
we krwi obwodowej (29 ; 656) (151 ; 237)
. . 71,8+17,813 75+2.3
Limfocytoza szpiku kostnego (%) (20 : 98) (60 : 87)
Limfocytoza CD5'/CD19" (%) 76,4 +13,921 80 + 2,229
w szpiku kostnym (40,4 ; 98,5) (65,5 ; 87)
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I11.2 Materiat do badan

Materiatem wyjciowym do przeprowadzenia zaplanowanych kada
morfologicznych, biochemicznych, immunofenotypowychcytogenetycznych byta krew
obwodowa pozyskana z naklucigly odtokciowej do probowko-strzykawek automatycehny

z odpowiednim podizem.

1.3 Metody

[11.3.1 Ocena ekspresji antygenu CD26, CD38, CD19, CD5, CB»ka
powierzchni komérek biataczkowych

Ocere ekspresji antygenéw powierzchniowych CD26, CD381€, CD5 i
CD23 przeprowadzono metpaytofluorymetrii przeptywowej w cytometrze firmya@to Il
Becton-Dickinson. Materiatem w§giowym do bada byto 2 ml krwi obwodowej pobrane do
jatowych probowek zawierggych KeEDTA. W kolejnym kroku calet delikatnie mieszano,
a pozyskany w ten sposéb materiat niezwtocznie gptaeo do laboratorium. W
wyjatkowych przypadkach prébki przechowywano w temperat #C maksymalnie przez
okres 24h. Naspnie, do opisanych prébek dodawano po 100materiatu badanego
zawierajcego 1x10 leukocytéw oraz stosownobjetos¢ odpowiednich przeciwciat: do
pierwsze] CD19 PerCP Cy 5.5 (2d, Becton Dickinson), CD23 APC (fl, Becton
Dickinson), CD5 FITC (2Qu, Becton Dickinson) oraz CD26 PE (20 BD Pharmingen), do
drugiej CD19 PerCP Cy 5.5 (20l, Becton Dickinson), CD38 FITC (2@l, Becton
Dickinson). Kadorazowo przygotowano rowriéontrok dla oznaczenia CD26. W tym celu
do probéwki dodano przeciwciata CD19 PerCP Cy 8(, Becton Dickinson), CD23 APC
(5 ul, Becton Dickinson), CD5 FITC (20l, Becton Dickinson) oraz IgG1 (10, Alexa Fluor
488 Becton Dickinson). Kontrola izotypowa o#leda poziom nieswoistego wdania St
danego izotypu immunoglobulin z badanymi komérkaBlizyta ona do ustalenia poziomu
fluorescencji pochodzej od tego typu wdzania. Dzgki temu wyr@&niono populag
komorek pozytywnych i negatywnych wzgem danego antygenu. Tak przygotowprobk:

ponownie delikatnie wytesano na mikrowstesarce ML-1 (vortex) przez ok. 3-5 sekund,
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mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperatyrakojowej w warunkach ciemni.
Nastpnie, do probéwek dodawano 2 ml ptynu lizggo erytrocyty, po 10 minutach préabk
odwirowywano i dodawano do niej 1 ml zbuforowanegatworu soli fizjologicznej nie
zawierajicego jonéw Ca i Mg (PBS)Mieszanir ponownie odwirowywano, dodawano 0,5
ml PBS i doktadnie mieszano. Tak przygotowany niaté&omaorkowy poddawano ocenie w

osmiokanatowym cytometrze przeptywowym Canto Il (firBecton Dickinson).

[11.3.2 Ocena ekspresji ZAP70 na komorkach biataczkowych

Materiatem wy§ciowym do bada byto 2 ml krwi obwodowej pobranej do
jatowych probowek zawierggych KsEDTA. W kolejnym kroku cal&t delikatnie mieszano,
a pozyskany w ten sposéb materiat niezwtocznie gptaeo do laboratorium. W
wyjatkowych przypadkach probéwkprzechowywano w temperaturz€C4 maksymalnie
przez okres 24h. Po wymieszaniu do probowki dodawHhpul przeciwciata anty human
Mouse ZAP70 Alexa Fluor 488 (Caltac Laboratorid§jyl anty-CD19 PerCP Cy 5.5 (Becton
Dickinson), 20 ul anty-CD5 FITC (Becton Dickinson) i 10 anty-CD2 PE (Becton
Dickinson). Ponadto przygotowano kontrakotypowa. W tym celu do drugiej probdéwki
dodawano przeciwciata anty-CD19 PerCP Cy 5.5 (RBecton Dickinson), anty-CD2 PE
(10ul, Becton Dickinson), anty-CD5 FITC (20, Becton Dickinson) oraz IgG1 Alexa Fluor
488 (10ul, Becton Dickinson). W kolejnym kroku do opisanymtobowek dodawano po 100
ul materialu badanego zawiereggo 1x16 leukocytéw. Calé¢ ponownie delikatnie
wytrzasano na mikrowstesarce ML-1 (vortex) przez ok. 3-5 sekund. Przygetogv
mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperatyakojowej w warunkach ciemni.
Nastpnie, do probéwek dodawano 100ptynu utrwalajcego i ponownie inkubowano przez
15 minut w temperaturze pokojowej, po czym przenmoavanieszania o sktadzie 3 ml PBS,
0,1% NaN, 5% FBS. Mieszanir odwirowywano przez 5 minut, zlewano supernatant, p
czym ponownie delikatnie wyt§gano na mikrowstasarce ML-1 (vortex). Nagpnie
dodawano 100 ul ptynu permabilizujcego i 10 pl znakowanych przeciwciat
wewnmntrzkomorkowych anty human Mouse ZAP70 Alexa FluBB 4Caltac Laboratories) a

" PBS — zbuforowany roztwér soli fizjologicznej enéw Ca i Mg

" Badania przeprowadzono we wspotpracy z Praco@gtometrii Katedry i Kliniki Hematologii i Choréb
Rozrostowych Uktadu Krwiotwérczego w Poznaniu (rdglanta Kiernicka - Parulska, mgr Anna Bigczak, dr
med. Anna Cz¥)

* Fetal Bovine Serum (FBS) — wotowa surowica ptodowa
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do préby kontrolnej 1@l IgG1 (Alexa Fluor 488, Becton Dickinson). Miesaanponownie
wytrzasano na mikrowstgsarce ML-1 (vortex) przez 1-2 sekundy, po czym bdwano
przez 20 minut. Otrzymany materiat ponownie prze@ywmieszanmo skiadzie 3 ml PBS,
0,1% NaN, 5% FBS. Probk odwirowywano przez 5 minut (wirowka MPW-360, 2500
obrotow/sekung), a supernatant zlewano. W kolejnym kroku osad ddmwy zawieszano w
ptynie utrwalagcym. | tak przygotowany materiat komorkowy poddawancenie w
osmiokanatowym cytometrze przeptywowym Canto Il r(fiy Becton Dickinson).

l11.3.3 Interpretacja uzyskanych wynikow ekspresji antygen& metoda

cytometrii przeptywowe]

Zgodnie z danymi dogbnymi w literaturze w przypadku potwierdzenia
obecndci CD26 na wgcej niz 10% komorek badanych prébkuznawano za dodatni
(CD26") [60]. W przypadku obecdoi antygenu CD38, prokkuznawano za dodatpijesli
wykazano jego eksprespa powierzchni co najmniej 30% badanych koméreR3E). W
przypadku wykazania obecitd ekspresji ZAP70 w co najmniej 20% komorek
biataczkowych prébkuznawano za dodatn{ZAP70") [49].

[11.3.4 Ocena aktywndci dehydrogenazy mleczanowej w surowicy krwi

Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy badanyc
pacjentdw oznaczono w laboratorium Szpitala Klinego Nr 1 w Poznaniu w oparciu o
system biochemiczny Dimension® oraz specyficzny sgab (L-mleczan, pH 9,4).
Materiatem badanym byta surowica lub osocze z daoelat heparyny sodowej i/lub litowej.

Podstaw wymienionej metody jest reakcja dehydrogenazy madeowej z
substratem w obecka NAD® (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy). W jej wyniku
dochodzi do powstania pirogronianu i NADH. Pomiaylskasci przebiegu reakcji przy
diugcsci fali 340/700 nm umdiwia ocere aktywnaci dehydrogenazy mleczanowej w

ocenianej probce. Schemat reakcji przedstawiornmonészej rycinie.
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Rycina 8.Przebieg reakcji utleniania L-mleczanu przez debgdnaz mleczanow w
obecnaéci NADH

dehydrogenaza mleczanowa

L(+)-mleczan + NAD — . Pirogroniamd” + NADH
pH 9,

[11.3.5 Pomiar stezenia po-mikroglobuliny w surowicy krwi

Stezenie P-mikroglobuliny w surowicy ocenianych pacjentow zCRL
oznaczono za pomecmikroczsteczkowego testu immunoenzymatycznego AXSBM
Mikroglobulin (Microparticle Enzyme immunoassay —EM). Badania wykonano w
Laboratorium Szpitala Klinicznego Nr 1 w Poznanaiulicy takowej. Materiatem badanym
byta krew obwodowa pobrana na antykoagulant (hegahyp EDTA). Po rozcigczeniu
materiatu badanego (surowica lub osocze) pgqimddawano inkubacji z mikrogzteczkami
pokrytymi przeciwciatami przeciwk@,-mikroglobulinie. Nas{pnie do probowki dodawano
roztwér 4 AXSYM. W wyniku inkubacjp,-mikroglobulina obecna w probce agata s¢ z
przeciwciatem tworgc kompleksy przeciwciato — antygen. Po inkubacjieszanig
reakcyjry przenoszono do celki matrycowej, w ktorej mikrggteczki nieodwracalnie
wiagzaly sk z wibknem szklanym matrycy. W kolejnym kroku, cgtkatrycows przemywano
w celu usunjcia niezwazanego materialu. Naginie, do celki matrycowej dodawano
przeciwciato przeciwk@,-mikroglobulinie zwazane z fosfatazalkaliczry. Cellke matrycove
ponownie przemywano w celu usecia niezwazanego materiatu, a ngphie dodawano do
niej specyficznego substratu — fosforanu 4-metyleifdrylu. Pomiaru stzenia -
mikroglobuliny w surowicy krwi dokonywano za pomodrzadzenia optycznego MEIA

mierzacego intensywn& fluorescencji w probce badane;.

[11.3.6 Ocena obecnéci aberracji cytogenetycznych w komorkach B-CLL

technikg FISH (ang. fluorescent in situ hybridization)

Materiatem do badacytogenetycznych byla krew obwodowa wsdo4 ml

pobrana z nakiuciazyty odtokciowej do probowko-strzykawek automatycehyfirmy
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Sarstedt zawieragych antykoagulant (heparyna litowa). Po pobraniatemat delikatnie
mieszano, a naginie zakladano 48-godzinne hodowle komérkowe. \#dimn przypadku
wyprowadzano dwa rodzaje hodowli: stymulowahPA (TPA phorbol 12-myristate 13-
acetate) i niestymulowan Procedus hodowli przeprowadzano w warunkach sterylnych w
komorze o przeptywie laminarnym. Materiat komorkongwieszony w specjalnym medium
w butelkach do hodowli umieszczano w inkubatorzem(ieratura 3T, atmosfera 5%
dwutlenku wegla (CQ). W celu zatrzymania podziatow komorkowych w stewlimetafazy
30 minut przed zaplanowanym zakaeniem hodowli do probek dodawano N-diacetylo-N-
metylokolchicyny (Colcemid®) w iléci 10ul na 1 ml medium. Nagpnie zawiesin
komérkows przelewano do odpowiednio opisanych probdéwekikstwych o pojemngxi
15ml i poddawano wirowaniu przy qatkosci 2000 obrotéw/min (&, 10 minut). Uzyskany
supernatant zlewano, a do osadu powoli dodawand @ 0W5M roztworu KCl. W wyniku
szoku osmotycznego zabieg ten prowadzit dogkapia bton komorkowych i wyodbnienia
jader komdrkowych. W kolejnym kroku, uzyskany matein&ubowano w temperaturze %7
przez 20 minut, a naginie odwirowano przy pdkaosci 2000 obrotow/min w temperaturze
4°C. Supernatant ponownie zlewano, dodawano 4 mivmzt Carnoy’a (metanol i kwas
octowy w stosunku 3:1) i odwirowano. Procedura ¢awmalata na utrwalenie uzyskanych
preparatbw komoérkowych. Naghie, za pomac pipety automatycznej na szkietko
podstawowe nakfadano @0tak przygotowanego materiatu, preparat ptukanoowtworze
2xSSC przez 10 minut w temperaturze®87 Proces odwadniania preparatu przeprowadzano
poprzez dwuminutowe ptukanie w etanolu o corazsaym s¢zeniu (70%, 85% i 96%). Na
tak przygotowane preparaty naktadan@l5sondy w buforze do hybrydyzacji, a ngstie
przykrywano szkietkiem nakrywkowym, pokrytym Kklejertypu Fixoguma. W celu
hybrydyzacji sond preparat umieszczano na czasddé, minut na ptycie grzejnej o
temperaturze PC. Po zakaczeniu hybrydyzacji badanprobke przenoszono do wilgotne;
komory o temperaturze 3Z. Po 20 godzinach szkietko nakrywkowe odklejan@reparat
ptukano buforem | (0,4 x SSC + 0,3% Tween) przemiuty w temperaturze 73, a
nastpnie w buforem Il (2 x SSC + 0,1% Tween) przez huki w temperaturze 3T celem
usungcia niezwiazanej wody. W kacowym etapie na prokknaktadano 1Qu niebieskiego
barwnika DAPI, absorbowanego przez nieuszkodzah@ komorkowe. Powyszy procedug

realizowano w przypadkach wykrywania obeanalelecji 13q14.3, 13934, 11g22-23, 17p13

" SSC — dwuwodny cytrynian sodu (NaCl +48gHs0; x 2 H,0)
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oraz trisomii chromosomu pary 12. Do wymienionychnaczé stosowano sondy LSI
p53/LSI ATM oraz LSI D13S319/LSI 13q34/CEP 12.

[11.4 Analiza statystyczna

W celu analizy danych zastosowano szereg metodysstagnych. W
pocatkowej fazie analizy dla wszystkich parametréwsdiowych obliczono naspujace
statystyki opisowe:sredni arytmetyczn, mediar, minimum, maximum, dolny kwartyl,
gorny kwartyl, odchylenie standardowe adbistandardowy, natomiast parametry jakowe
scharakteryzowano poprzez przedstawienie licz&ngrocentowych. Kolejny etap
obejmowat analig istotngci réznic pomidzy porownywanymi grupami. Dla wszystkich
parametrow iléciowych sprawdzono ich zgod§to z rozkladem normalnym. Ocen
zgodndci przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Jako k@ycpoziom istotn€ci przyjeto
p=0,05. Istotn& réznic wartaci srednich w dwdch grupach dla parametrow o rozktadzie
normalnym i jednorodnych wariancjach sprawdzonotetas t-Studenta. Jednorodio
wariancji sprawdzono testem Bartlett'a. Istgihooznic wartcci srednich w dwoch grupach,
dla parametréw o rozktadzie adym od normalnego lub o niejednorodnych wariangjach
sprawdzono nieparametrycznym testem U Manna-WHhanelstotn@¢ réznic wartaci
srednich w trzech grupach zaawansowania klinicznegallug Rai dla parametréw o
rozktadzie normalnym i jednorodnych wariancjach asgizono analiz wariancji. Dla
zweryfikowania rénic pomedzy wartgciami srednimi zastosowano test Tukey'a. Istaiho
réznic wartagci srednich w trzech grupach zaawansowania klinicznegaoltug Rai dla
parametrow o rozkladzie xdym od normalnego lub niejednorodnych wariancjach
sprawdzono testem nieparametrycznym Kruskala-WalliDla zweryfikowania rénic
pomiedzy wartgciami srednimi zastosowano post-hoc wielokrotnych pordawldeednich
rang dla wszystkich prob.

Dla par parametrow o rozktadach normalnych obliczonspotczynnik
korelacji Pearson’a, dla par parametrow o rozkiadatnym od normalnego (przynajmniej
jeden z parametrow miat rozkltadzny od normalnego) obliczono wspétczynnik korelacji

Spearman’a - r.

" Badania przeprowadzono we wspotpracy z Praco@giogenetyki Katedry i Kliniki Hematologii i Chobd
Rozrostowych Uktadu Krwiotwérczego w Poznaniu (rfiganna Czeriska, mgr Anna Przybytowicz-Chalecka, mgr
Btazej Ratajczak, dr med. Matgorzata Jaindr med. Renata Kroll-Balcerzak).
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W celu oceny prawdopodoliistwa przeycia zastosowano metoKaplana -
Meiera. W celu okrédenia r&nic pomedzy przeyciem catkowitym grup badanych chorych
zastosowano test log-rank.

Do oceny ranicowania nafzen cech pomgdzy badanymi parami parametrow
wykorzystano test?® lub testy® z poprawly Yates’a. Dla wybranych sgu zmiennych
wykonano analig skupieé.. Stwwy ona do wyodibnienia homogenicznych grup $péd
obiektow pochodeych z populacji heterogenicznej. Wykonuje & poprzez poszukiwanie
grup (skupi@) obiektow, ktore s bardziej podobne do obiektéw wspoéttwarych dane
skupienie ni do obiektéw innych skupie Grupy te s wyodrbnione z danych empirycznych
bez jakichkolwiek wcz@iejszych schematéw klasyfikacyjnych. Wykorzystatexhnile
k-srednich, w ktérej do okétenia liczby skupig@ uzyto diagramu drzewa decyzyjnego.
Obiekty przydzielone do skugienajduj sic w najblizszej odlegtéci w stosunku do swoich
srodkéw ckzkosci.

Dla oznaczenia poziomu istottd stwierdzonych zwizkéw lub ré&nic
(wartcsci p) zastosowano nagiujace oznaczenia: ns —>0,05 — warté¢ nieistotna
statystycznie, * — p<0,05, ** —0,01 wartd¢ istotna statystycznie.

We wszystkich obliczeniach wykorzystano pakietystzty STATISTICA 9.1.
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IV WYNIKI BADA N

IV.1 Wyniki oznaczen laboratoryjnych

IV.1.1 Morfologia krwi, ocena morfologiczna komérek rozmaz krwi

obwodowej oraz szpiku kostnego

W chwili rozpoznania chorob§rednia liczba leukocytow we krwi obwodowej
u 0s6b z grupy badanej wyniosta 47,31 GArednia liczba limfocytéw 35,7 G/I. W ocenie
cytologicznej odsetek limfocytow we krwi obwodowejchwili rozpoznania choroby wyniost
srednio 77,26%, a w badaniu cytometrycznym (limfgcg-CLL CD19/CD5") 73,56%
0g6tu komérekgdrzastych krwi obwodoweRrednia liczba granulocytow (4,45 G/I) we krwi
obwodowej miécita sk w granicach normy, odsetek granulocytéw ebwchionnych w
ocenie cytologicznej rozmazu krwi obwodowej wynidsednio 18,28%. W momencie
rozpoznania choroby ta& srednie stzenie hemoglobiny i liczba ptytek krwi byty
prawidtowe i wyniosty odpowiednio 8,2 mmol/l i 186, G/I. W chwili rozpoznania choroby
srednia limfocytoza szpiku kostnego w ocenie morjatanej wyniosta 71,8%, a w ocenie
immunofenotypowej limfocyty B-CLL CDI9CD5" stanowity srednio 76,4% komorek
jadrzastych szpiku kostnego. Waito srednie i mediany dla przedstawionych danych

zestawiono w tabeli (Tabela 7, str. 37).

IV.1.2 Ocena odsetka komérek wykazujcych ekspresg okreslonych

antygenow na komorkach B-CLL metod cytofluorymetrii przeptywowej

W ponizszej tabeli zestawiono odsetki limfocytéw biataczkoh pacjentow z
przewlekh biataczk limfocytowa B-komdrkows, na ktérych wykazano ekspresyntygenu
CD26, CD38 oraz ZAP70.
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Tabela 8. Charakterystyka badanej grupy chorych z B-CLL wvitihrozpoznania choroby.

Inne dane laboratoryjne

Liczebnosé

Parametr grupy X +SD Me+SE

badanej (min ; max) (Q1:Q3)

Ekspresja CD26 (%) 94 10,93 £ 17,582 1,3+1,814

na komoarkach biataczkowych (0;90,7) (0,1;14,5)

Ekspresja CD38 (%) 146 16,21 + 25,312 3,6 £2,0%

na komarkach biataczkowych (0 ; 100) (0,5;21,2)

Ekspresja ZAP70 (%) 101 39,26 + 27,939 33+2,78

na komérkach biataczkowych (0;97) (16,6 ; 59)

Aktywno s¢ LDH (U/l) 150 266,62 + 169,797 208 + 13,864

W surowicy Krwi (107 ; 1339) (165 ; 300)

Stezenie (-mikroglobuliny (ug/l) 111 2508,74 +1312,349 2189,2 + 124,563

w surowicy krwi (1034,3;8108,8) (1521,2; 3264,9)

V.1.2.1 CD38

Ocery ekspresji CD38 na komérkach CIED19'CD23 przeprowadzono u
146 chorych. Jego obecitopotwierdzonosrednio na 16,21% komorek poddanych ocenie
(mediana 3,6%) (Tabela 8, str. 46). Ob&c¢rentygenu CD38 na co najmniej 30% badanych
komorek wykazano u 17% ocenionych chorych. U p@testzsci pacjentdéw (83%) antygen
CD38 byt obecny na < 7i30% badanych komoérek B-CLL (Rycina 9).
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Rycina 9. Odsetek komorek biataczkowych COED19'CD23" wykazupcych ekspresj
antygenu CD38 na swojej powierzchni w ocenie cutmfymetrycznej (analiza w
osmiokolorowym cytometrze przeptywowym firmy Bectonekinson Canto II)

90% - 83%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% +

17%

< 30% 2 30%

Ekspresja CD38 (%)

Ponizej przedstawiono przykladowe obrazy uzyskane w cteakoceny
ekspresji antygenu CD38 metpdytofluorymetrii przeptywowej (@miokolorowy cytometr

Canto 1) na limfocytach krwi obwodowej pozyskanyaih pacjenta z B-CLL.

Rycina 10. Ocena obecrimi antygenu CD38 metadcytofluorymetrii przeptywowej na
limfocytach CD19 krwi obwodowej w przypadku przewlekltej biataczki
limfocytowej B-komaorkowe.

Objasnienia:

Rycina gérna obszar P1 — komérkhagirzaste krwi obwodowej (zaznaczone na czerwono);

obszar P2 — populacja limfocytow krwi obwodowegldana ocenie (zaznaczone na zielono)

Rycina srodkowa: Q1 — CD19CD38, Q2 — CD19/CD38, Q3 — CD19CD38, Q4 —

CD19'/CD38

Rycina dolna tabela wynikoéw - Q2 — CD18CD38" (2,6%).
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kresw-Tube 003
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[=1=Tg} (= 1,0007%

krene-Tuhe 004

1I:I5

1I:I4

CD38 PE-A

1I:I3

CO19 FITC-A

Tube: Tube_004

Fopulation Wynik: #Events %Parent %Total
[JanEvents CD19/CD38 2,6% 43828  ## 1000
B r1 228 228
Orz BF.7 154

21 211 33

B oz 26 0.4

(<] @3 46.9 7.2

(<] @4 29.4 4.5
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IV.1.2.2 ZAP70

Cytoplazmatyczen ekspresy ZAP70 (%) w limfocytach biataczkowych
okreslono u 101 chorych. EkspresjZAP70 wykazanosrednio na 39,26% badanych
limfocytow CD5CD19'CD23" (mediana 33%) (Tabela 8, str. 46). Ekspré&h\P70 na co
najmniej 20% ocenianych komaorek potwierdzono u t#¥anych pacjentéw. U pozostatych

28% chorych ekspresg AP70 wykazano na mniejnR0% komoérek biataczkowych (Rycina
11).

Rycina 11. Odsetek komorek biataczkowych CIED19'CD23" wykazupcych i nie

wykazupcych ekspresji ZAP70 w ocenie cytofluorometrycznej

80% -

2%

70% ~
60% -
50%

40%

30% 28%

20% -~

10% -+

0% +

< 20% 2 20%

Ekspresja ZAP 70 (%)

Poniej przedstawiono przyktadowe obrazy uzyskane wcieakceny metaod
cytofluorymetrii przeptywowej (&€miokolorowy cytofluorymetr Canto Il) ekspresji ZA@Ww
limfocytach krwi obwodowej chorych z B-CLL.
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Rycina 12. Btonowo-cytoplazmatyczna ekspresja ZAP-70 w komoinkeB-CLL krwi

obwodowej oceniana metgdluorocytometrii przeptywowej (aparat Canto Il,

Becton-Dickinson)

Objanienia:

rycina gorna lewaobszar P2 - limfocyty CDB.9" (zaznaczone na zielono),

rycina gorna prawa kontrola z przeciwcialem anty-CD2 (IgG1) w celdc@cia komoérek

pozytywnych i negatywnych,

rycina dolna lewaQ4 — komoérki CD5CD19" z ekspresj ZAP70
rycina dolna prawatabela wynikéw - Q4 — COED19" (92,5%)

CDE APC-A
1D4 1D5

103

102

krem-Tuhe 005

10? w0

CD14 PerCP-A

CD2PE-A
1III4 1IZI5

1IZI3

1IZI2

krenw-Tuhbe 006

17 10t
ZAP-TOFITC-A

krewye-Tuhe 005

CD2 PE-A
1E|4 1E|5

1EI3

1E|2

G1FITC-A

Tube: Tube_006
Fopulation #Events %Parent %Total
[ ] &)l Events 13,994 s 1000
[l P 10,060 718 719
~ P2 3,520 /0 252
L] o 0 0.0 0.0
[ a2 43 1.2 0.3
. ARk 220 £.2 1.6
Q4 3257 925 233

Wynik:
ZAP70- 92,5%
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IV.1.2.3 Dipeptydylopeptydaza IV/CD26

Ekspres; antygenu CD26 na komorkach biataczkowych ocenian®4
badanych pacjentéw. Wasto srednia komorek z eksprasfcD26 wyniosta 10,93%, a jej
mediana 1,25%. (Tabela 8, str. 46). Ekspremptygenu CD26 na < 10% limfocytow
CD5'CD19'CD23" wykazano u 70% badanych (n=66). U pozostalych 3@&danych
chorych (n=28) ekspresja CD26 dotyczytaiz 10% ocenianych komoérek (Rycina 13). U 18
pacjentow nie stwierdzono komérek wykamyjch ekspregjCD26. U 14 z nich rozpoznano
0 lub | stopié zaawansowania klinicznego wedtug Rai.

Rycina 13. Odsetek komérek biataczkowych CIED19'CD23" wykazupcych ekspres;
CD26 w ocenie cytofluorymetrycznej (analiza w $nookolorowym
cytofluorymetrze przeptywowym Canto I, Becton-Ditgon)

80% -

70%

70% ~
60% -
50% +

40% -

30%

30% +

20% -~

10% -~

0% +
< 10% 2 10%

Ekspresja CD26 (%)

Przyktadowe obrazy uzyskane w trakcie oceny megetagitofluorymetrii
przeptywowej (émiokolorowy aparat Canto Il) limfocytow krwi obwodej z obecnécia
ekspresji CD26 u pacjenta z B-CLL przedstawion®gainie 14.
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Rycina 14.0cena ekspresji CD26 w komorkach B-CLL krwi obwodpw cytofluorymetrze
osmiokolorowym Canto Il
Przypadek przewlekiej biataczki limfocytowej B-korkowej.
Objanienia:
rycina gorna lewaobszar P1- komoérkiaflrzaste krwi obwodowej (zaznaczone na czerwono),
obszar P2 - populacja limfocytéw krwi obwodowej dada ocenie (zaznaczone na niebiesko)
- 74,3%,
rycina gorna prawaobszar P3 - limfocyty CD89" (zaznaczone na niebiesko) — 45%,
rycinasrodkowa lewakontrola z przeciwciatem anty-CD2 (IgG1) w celic@cia komorek
pozytywnych i negatywnych,
rycinasrodkowa prawaQ1 — komorki CD5CD19'CD23" z ekspresj CD26 — 8,2%
rycina dolna lewa potwierdzenie z regionu P3 (CD'TED5") - widat koekspresj CD23
(limfocyty CD5'CD23" zaznaczone na niebiesko)

rycina dolna prawa- tabela wynikow
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IV.1.3 Ocena aktywndaci dehydrogenazy kwasu mlekowego w surowicy
krwi

Wartas¢ srednia aktywnéci LDH w surowicy krwi pacjentow z B-CLL
poddanych ocenie wyniosta 266,62 U/l, a jej mediad& U/l (Tabela 8, str. 46). Aktyw/o®
LDH miescita sk w granicach normy u 60% badanych chorych. U 40%n@anych

pacjentow aktywn@& LDH przekraczata zakres wastd prawidtowej (>248 U/l). (Rycina
15).

Rycina 15.Aktywnos¢ LDH w surowicy krwi ocenianych chorych z B-CLL

70%

60%

40%

w zakresie normy powyzej normy
(100-248) LDH (U

IV.1.4 Ocena s¢zenia p-mikroglobuliny w surowicy krwi

Stezenie B-mikroglobuliny w surowicy oznaczono u 111 badanpelcjentow.
Srednie sgzenie B,-mikroglobuliny wyniosto 2508,74ig/l, natomiast jego mediana 2189,2
ug/l (Tabela 8, str. 46). U 73% badanych choryeaiiestie f,-mikroglobuliny we krwi byto
nizsze nk 3000 ug/l. U pozostatych 27% badanych pacjentdwzeshie B-mikroglobuliny
przekraczato wartg 3000ug/l (Rycina 16).
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Rycina 16.Stzenief,-mikroglobuliny w surowicy krwi badanych choryciBzCLL

80% 73%
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

27%

< 3.000 2 3.000

Stezenie B,-mikroglobuliny w surowicy krwi (ug/l)

IV.1.5 Ocena obecnéci aberracji cytogenetycznych w komérkach B-CLL

Ocere obecndci wybranych aberracji cytogenetycznych w komérkBe@LL
przeprowadzono u 68 (42%) z 162 analizowanych aforgadania przeprowadzono stasuj
metod FISH (@ng. fluorescent in situ hybridizatipm ocere jader interfazowych komorek
krwi obwodowej.

Ocerg obecndci delecji locus 13g14.3 (D13S319) przeprowadzonal8u
badanych pacjentow. Korzystny profil delecji (obaegndelecji locus 13q14.3 (D13S319)>w
10% analizowanych metafaz) wykazano u 63% badaolyohych. U 37% pacjentow delecja
w obrbie locus D13S319 (13q14.3) obecna byla w g b0% analizowanych metafaz
(Rycina 17).
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Rycina 17.Badanie w kierunku obecém delecji locus 13g14 i 13934 (D13S319) adrach
interfazowych komoérek B-CLL. Ocena techaikFISH z zastosowaniem

trzykolorowej sondy delecyjnej 13q14-34, CEP12.

Interpretacja:
Rycina goérna lewadelecja locus 13914 — widoczny jedynie jeden aygaerwony (13q14),
dwa sygnaty zielone (CEP12), dwa sygnaty niebie€ke34).
Rycina gorna prawadelecja locus 13934 — widoczne dwa sygnaty czeemd 3ql4), dwa
sygnaty zielone (CEP12), jedynie jeden sygnat migkii (13934).

Rycina dolna prawa i lewaobraz prawidtowy — widoczne dwa sygnaty czerw¢hegl4),

dwa sygnaty zielone (CEP12), dwa sygnaty niebie€ke34).

del 13q14

del 13934

Obraz prawidtowy
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Ocerg obecndci delecji w obebie genu ATM (locus 11¢22-23)
przeprowadzono u 59 z badanych oséb. Korzystnyilptelfecji (obecné¢ delecji w obebie
ATM (locus 11922-23) w< niz 10% analizowanych metafaz) wykazano u 47 (79,6%)
badanych chorych. U 12 (20,4%) ocenianych pacjermbecnécé delecji w obebie genu
ATM (11922-23) potwierdzono w> 10% analizowanych metafaz. Przyktadowe obrazy
prawidtowe (nieobecrié aberracji) oraz z obecéwa delecji (del11g22-23) w komorkach B-
CLL przedstawiono na Rycinie 18.

Badanie w kierunku obecka delecji 17p13 (p53) wykonano u 66 pacjentow.
Korzystny profil delecji [tzn. obecsé delecji locus 17pl3 (gen p53) w < 10%
analizowanych metafaz] wykazano u 50 (75,7%) badamhorych. Obecrsé delecji locus
17p13 (w obgbie genu p53)» niz 10% analizowanych metafaz potwierdzono u 16 (24,3%

ocenianych pacjentow.

Poniej przedstawiono wynik badania w kierunku obedcnalelecji locus
11g22-23 (gen ATM) oraz 17pl3 (gen p53) mdrpch interfazowych komérek B-CLL.

Analiz¢ przeprowadzono techriISH z zastosowaniem dwukolorowych sond delecyjnyc
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Rycina 18. Badanie w kierunku obecfm delecji 11922-23 (gen ATM) oraz delecji 17p.13
(gen p53). Analiza techmkFISH z zastosowaniem sond delecyjnych ATM oraz
p53.

Interpretacja:
Delecja locus 11922-23 ( gen ATM)widoczne dwa sygnaty czerwone (p53) i jedyndkeje
sygnat zielony (ATM)
Delecja locus 17p13 (gen p53)widoczny jedynie jeden sygnat czerwony (p53yad
sygnaty zielone (ATM)
Obraz prawidtowy- widoczne dwa sygnaty czerwone (p53) i dwa sygneone (ATM)

Del 17p.13 (p53)

Obraz prawidtowy Del 11g22-23 (ATM)
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IV.2 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na komorkah biataczkowych a

inne uznane czynniki rokownicze u pacjentéw z B-CLL

IV.2.1 Ekspresja CD26 na powierzchni komérek B-CLL
(CD5'CD19'CD23") a kliniczny okres zaawansowania choroby wg

klasyfikacji Rai

Ocena wykazataze odsetek komorek biataczkowych we krwi z obécipo
ekspresji antygenu CD26 na swoje] powierzchnini® wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania klinicznego wedtug klasyfikacji Rai< 0,0063**) (Rycina 19). | tak, u
chorych z 0-bkresem zaawansowania klinicznego mediana wyn$l@%, z Il — 6,3%, a z
-1V — 8,0% (Rycina 20). Potwierdzeniem tej obsecji jest wykazanie obecka istotnych
roznic w ekspresji CD26 w grupach ze stopniem zaawaasia klinicznego wedtug Rai 0-I
vs Il (p=0,0423*) oraz 0O-l vs llI+IV (p=0,0383*).nAczenie tej obserwacji ostabia fake

licznosci poszczegolnych grup zoity sie znacznie midzy soly (Tabela 13, str. 105).
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Rycina 19.Zwiazek ekspresji CD26 (%) na limfocytach biataczkowyabkresem

Ekspresja CD26 (%)
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Rycina 20. Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach biataczitoh w zaleénosci od

okresu zaawansowania klinicznego B-CLL wedtug Wiksgji Rai (0+I, II,

H1+1V)
1
10 -
§ 9 8,0
o8
= 7 A 6,3
L6 E—
o
2%
cU 4
83
© 2 I
2] 0.6

0

0+l Il n+v
Stadium wg Rai (0, II, lI+IV)

IV.2.2 Ekspresja CD26 na powierzchni komorek B-CLL

(CD5'CD19'CD23") a aktywnasé dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH)
w surowicy krwi

Odsetek komorek z obediuia ekspresji CD26 okazatesbyc istotnie wyszy
w grupie pacjentow z podvigzory aktywnacia LDH (p = 0,0069**) (Rycina 21). Mediana
odsetka komorek z obecitin ekspresji CD26 w grupie pacjentow z prawiddoaktywnacia
LDH (n=62) wyniosta 0,60%, natomiast w grupie patjev z podwyszory aktywnacia
LDH (n=27) 7,93% (Rycina 22, Tabela 13, str. 105).
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Rycina 21. Zwiazek ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komomkCLL
(CD5'CD19'CD23") z aktywndcia dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH)
w surowicy krwi chorych z B-CLL
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Rycina 22. Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach biataczitoh w zaleénosci od

aktywnaci dehydrogenazy kwasu mlekowego (U/l)

7,93

Mediana ekspresji CD26 (%)
(o]

1 0,60
0 | |

w zakresie normy (100-248) powyzej normy

LDH (U/L)

IV.2.3 Ekspresja CD26 na powierzchni komorek biataczkowych

CD5'CD19'CD23") a skzenie po-mikroglobuliny w surowicy Krwi

Odsetek komorek z obediuia ekspresji CD26 okazatesbyc istotnie wyszy
w grupie pacjentéw zegteniemp,-mikroglobuliny powyej 3000ug/l (p = 0,0461*) (Rycina
23). Mediana odsetka komorek wykamyich ekspregj CD26 u pacjentow ze gieniemf,-
mikroglobuliny ponkzej 3000ug/l (n = 65) wyniosta 0,80%, natomiast u chorychsieeniem
B2-mikroglobuliny powyej 3000ug/l (n = 20) 15,56% (Rycina 24, Tabela 13, str.)105
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Rycina 23. Zwiazek ekspresji
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Rycina 24.Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach biataczioh w zalenaosci od

stezeniaf,-mikroglobuliny w surowicy krwi chorych z B-CLL
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IV.2.4 Ekspresja antygenu CD26 na powierzchni komérek B-CL
(CD5'CD19'CD23") a ekspresja ZAP70

Pomkdzy grum pacjentéw z dodatpi(na= 20% komorek B-CLL) i ujemm
(na< 20% komorek B-CLL) ekspresgAP70 nie odnotowano istotnych statystyczniznré
w zakresie odsetka limfocytéw z ekspre§}D26 (Rycina 25). Mediana odsetka komorek
wykazupcych ekspregj CD26 w grupie pacjentow z ekspreZAP70 na < 20% badanych
limfocytow B-CLL (n = 21) wyniosta 0,4% i byta #8za w porownaniu z grgpchorych z
ekspresj ZAP70 na> 20% badanych limfocytéw biataczkowych (n = 45),3%®%6 (p =
0,0584% (Rycina 26, Tabela 13, str. 105).
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Rycina 25. Zwiazek ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komdriekaczkowych B-
CLL (CD5'CD19'CD23") z ekspregj cytoplazmatyczn ZAP70 u chorych z B-

CLL
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Rycina 26. Mediana ekspresji CD26 (%) w zammsci od ekspresji ZAP70 w komoérkach
biataczkowych u chorych z B-CLL
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IV.2.5 Ekspresja antygenu CD26 a ekspresja antygenu CD3&n
powierzchni komorek biataczkowych (CD5CD19°CD23")

Wykonane badania nie potwierdzity zwku pomedzy odsetkiem komorek B-
CLL z obecnécia ekspresji CD26 a odsetkiem komorek B-CLL wykazygh ekspres;
antygenu CD38. Mediana odsetka komoérek z obemmoekspresji antygenu CD26 na
komorkach biataczkowych w grupie pacjentow CD38 = 79) wyniosta 0,8%, a w grupie
chorych CD38(n = 10) 8,31% (p = 0,091 (Tabela 13, str.105).

IV.2.6 Zwiazek ekspresji dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na korarkach

biataczkowych z obecnécig innych uznanych czynnikdw rokowniczych

W badaniach potwierdzono wygpbwanie korelacji pomdzy odsetkiem
komorek wykazujcych ekspregj CD26 a sizeniem B,-mikroglobuliny (r = 0,32, p =
0,0030**) oraz stopniem Kklinicznego zaawansowariarcby wedtug klasyfikacji Rai (r =
0,24, p = 0,0227*). Nie wykazano natomiast zatgci pomidzy odsetkiem komorek z
ekspresj CD26 a aktywnécia LDH oraz odsetkiem komorek z ekspee€D26 a odsetkiem
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komérek z ekspresj ZAP70 (Tabela 9, str. 68). Wyniki oceny zalesci pomigdzy

pozostatymi parametrami klinicznymi i laboratoryniyprzedstawiono w Tabeli 14 na str.
106.

Tabela 9. Ocena zwizku pomedzy odsetkiem komoérek CDIGD5'CD23" z obecnécia

CD26 a innymi uznanymi czynnikami rokowniczymi

Parametry r Warrl;osc
Rai 0,24 0,0227*
3,-mikroglobulina (pg/l) 0,32 0,0030**
LDH (U/) 0,14 0,2067™
ZAP70 (%) 0,15 0,2345™

IV.3 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na komork&h biataczkowych a
inne parametry kliniczne u chorych z B-CLL

IV.3.1 Ekspresja CD26 a pté

Nie potwierdzono istotnych #aic w ekspresji CD26 na komoérkach B-CLL w
zaleznoéci od pici badanych chorych (p = 0,7189W grupie badanych gaczyzn (n = 50)
mediana odsetka komoérek biataczkowych z obg&taekspresji CD26 wyniosta 2,15%, a w
grupie ocenionych kobiet (n = 44) 0,9% (Tabelasl3,105).

IV.3.2 Ekspresja CD26 a progresywna postachoroby

Pacjenci z progresyvan nie progresywa postacia B-CLL wykazywali istotne
zroznicowanie pod wzghdem ekspresji CD26 (p = 0,0018**) (Rycina 27). Math odsetka
komoérek z obecrimia ekspresji CD26 w grupie chorych z przewiektataczl limfocytowa
B-komorkows, ktérzy do czasu zakozenia obserwacji pozostawali wolni od objawow

progresji choroby i nie wymagali wdzenia terapii przeciwnowotworowej (n = 34) wynaost
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0,20%. Byta ona msza nk w grupie chorych z progresywrpostaci choroby (n = 60),
ktérzy wymagali wdczenia leczenia cytostatycznego. W przypadku tyndiama odsetka

komoérek z obecrimia ekspresji CD26 wyniosta bowiem 4,1% (Rycina 27pdla 13, str.
105).

Rycina 27.Zmiennd¢ ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komorek TDBELICD23
w zalenosci od postaci klinicznej B-CLL (postaprogresywna wymagagja

rozpoczcia terapii vs postanie progresywna nie wymagap leczenia)
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IV.3.3 Ekspresja CD26 a czas do \gtzenia terapii przeciwnowotworowej
(TTT)

Nie wykazano istotnego zrbicowania ekspresji CD26 w zaleosci od czasu
do whczenia leczenia (p = 0,08 Mediana odsetka komoérek COED19'CD23" z
obecndcia ekspresji CD26 w grupie chorych z progresywiostaci przewlekiej biataczki
limfocytowej B-komorkowej, ktoérzy wymagali wézenia terapii przeciwnowotworowej w
okresie < 12 miescy (n = 30) od rozpoznania choroby wyniosta 7,9 Pédobna ocena
przeprowadzona u chorych, ktorzy wymagalieenia leczenia dopiero po 12 migsich od
chwili rozpoznania (n = 29) wyniosta 2,4% (TabeB 4tr. 105).

I\V.3.4 Ekspresja CD26 asmiertelnosé

Wykazano,ze odsetek komoérek we krwi z obeénia antygenu CD26 nie byt
powiazany ze $miertelngcia w tej populacji chorych. Mediana odsetka komorek
biataczkowych wykazapych ekspregj CD26 u pacjentow, ktérzy zmarli w trakcie
obserwacji wyniosta 5,32%, natomiast u pozostapatjentow 1,05% (p = 0,3213 (Tabela
13, str. 105).

IV.4 Analizy przezycia

Dla catej ocenianej grupy pacjentow z przewdehbtataczly limfocytowa B-
komdrkows, jak réwnie dla poszczegolnych grup pacjentéw przeprowadzonaliza

prawdopodobigstwa przeycia catkowitego metagdKaplana-Meiera.
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IV.4.1 Prawdopodobiaistwo catkowitego przeycia oraz wigczenia leczenia
cytostatycznego oznaczone za pompkrzywej dla catej grupy badanych z

B-CLL — analiza za pomo@ krzywych Kaplana-Meiera

Dla catej badanej grupy pacjentow z B-CLL (n=162)kzacowano
prawdopodobigstwo catkowitego przgcia za pomog analizy Kaplana-Meiera. Mediana
czasu obserwacji wyniosta 70 migsy (Tabela 6, str. 36). Na paszym wykresie
przedstawiono prawdopodokswo OS po 311 miegtach obserwacji. Okékenie mediany
czasu przeycia nie byto maliwe, gdyz krzywa nie osigneta prawdopodobigstwa 50%
(Rycina 28, 30).

Rycina 28.Prawdopodobigstwo przeycia catkowitego (OS) dla catej grupy badanej
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Analiza przebiegu krzywej Kaplana-Meiera wskazuje, znaczna c&¢
pacjentow wymaga rozpogaa terapii w cigu 7 miesicy od rozpoznania choroby. Na tej
podstawie okrdono take prawdopodobiestwo whczenia leczenia po uptywie 7 miesy od

rozpoznania choroby. Wyniosto ono 59% (Rycina 29, 3

Rycina 29. Prawdopodobigstwo whczenia leczenia cytostatycznego u chorych z B-CLL w
poszczegolnych miegiach od rozpoznania schorzenia (czas dacaenia

leczenia 1-171 miesty, n=113)

10 -

0,9+

0,8

0,7+

0,6 +

0,5+

0,4}

0,3+t

Prawdopodobiéstwo leczenia

0,2+

0,1r

0,0t .

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

miesigce

-72-



WYNIKI BADA N

Rycina 30. Prawdopodobiestwo catkowitego przgcia (OS) i czasu do pagijia leczenia

(TTT) w badanej grupie pacjentéw z B-CLL — anakaplana-Meiera
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IV.4.2 Prawdopodobienstwo catkowitego przeycia pacjentow z
progresywna i nie-progresywm postach choroby oznaczone za pomac

krzywej Kaplana-Meiera

W grupie pacjentow z nie-progresyavpostaci B-CLL prawdopodobigstwo
OS byto wyisze nik u chorych z postagiprogresywn. R&nica ta nie byta jednak istotna
statystycznie (p=0,092% (Rycina 31). Nalgy jednak zaznaczy ze wszyscy chorzy, ktorzy
zmarli w okresie obserwacji nakdi do grupy z progresywinpostaca choroby i wymagali

rozpoczcia terapii przeciwnowotworowe;j.

Rycina 31. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodohstwa przeycia catkowitego dla
pacjentow wymagagych i niewymagajcych rozpoczcia leczenia

cytostatycznego w trakcie trwania okresu aktywrsjeswacii

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera

10F oo mmm e p=0,0925~IE

09r

0,8

0,7+ n=113

0,6

0,51

0,4}

Prawdopodobienstwo przezycia

0,3

0,21

0,1r

0'0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 leczeni
miesigce --- nieleczeni

-74-



WYNIKI BADA N

IV.4.3 Prawdopodobieistwo catkowitego przeycia pacjentow
CD5'CD19°CD23'CD26" oraz CD5CD19'CD23'CD26" oznaczone za

pomoc krzywej Kaplana-Meiera

Analiz¢ prawdopodobigstwa przeycia catkowitego przeprowadzono
oddzielnie dla grupy chorych CD26oraz CD26 Prawdopodobigstwo dhzszego OS w
grupie CD26 byto istotnie nisze nk w grupie pacjentow CD2¢p= 0,0391*) (Rycina 32).

Rycina 32. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodofséwa przeycia catkowitego dla
pacjentow CD26i CD26"
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IV.4.4 Prawdopodobienstwo catkowitego przeycia pacjentow w
poszczegolnych stadiach zaawansowania kliniczneglooroby wedtug

klasyfikacji Rai oznaczone za pomaog krzywej Kaplana-Meiera

Analiza przeycia catkowitego wykazata wygiowanie istotnych ric w
przezyciu catkowitym pomgdzy pacjentami w zakmosci od okresu zaawansowania
klinicznego choroby wedtug klasyfikacji Rai w chimbzpoznania B-CLL (p = 0,0499**)
(Rycina 33).

Rycina 33. Prawdopodobigstwo przeycia catkowitego dla pacjentéw w poszczegoélnych
stadiach zaawansowania klinicznego przewlekiejabidti limfocytowej B-
komorkowej wedtug klasyfikacji Rai (w chwili rozppania choroby) — analiza

Kaplana-Meiera
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IV.4.5 Prawdopodobieistwo catkowitego przeycia pacjentow
wymagajacych leczenia przeciwnowotworowego przed i po uptye 12

miesigcy od rozpoznania

Wykazanoze prawdopodobiestwo catkowitego przgcia istotnie rani si¢ w
grupie chorych wymagagych leczenia przed uptywem 12 migsi od rozpoznania choroby
w poréwnania do grupy pacjentow, u ktérych leczemtaczono péniej (p = 0,0003**)
(Rycina 34).

Rycina 34. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodofséwa przeycia catkowitego dla
pacjentow wymagagych leczenia przed i po uptywie 12 migsi od
rozpoznania choroby
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IV.5 Pozostate analizy

IV.5.1 Analiza zaleznosci pomigedzy zmiennymi tworzacymi nowe
hipotetyczne grupy rokownicze chorych z B-CLL. Anaiza skupien

przeprowadzona metod aglomeracji oraz metody k-§rednich.

Przygcie sformutowanych wczaiej zal@en teoretycznych wymagato
zastosowania modelu statystycznego, ktéry iliwo okreslenie zmiennych twomych
hipotetyczne grupy rokownicze oraz pekaodzaj wys{pujacych zalenosci pomidzy tymi
zmiennymi. W zwazku z tym przeprowadzono analiskupieh metod, aglomeracji. Polega
ona na tworzeniu skupiepocawszy od paiczenia dwdch najbardziej podobnych obiektéw,
a nastpnie na kolejnym datzaniu obiektéw lub gczeniu skupig ze wzgtdu na ich
podobigistwo, & do uzyskania skupienia mocnego, ktore integrujeystkie skupienia
nizszych poziomow. Przyjo, ze zmiennymi tworacymi grupy rokownicze pacjentow z B-
CLL s3 ekspresja CD26, CD38 i ZAP70, aktywad .DH (U/l), stezenie p.-mikroglobuliny
oraz zaawansowanie kliniczne choroby wedtug klasgii Rai.

W celu okrglenia odlegtéci miedzy skupieniami wykorzystano metod
pojedynczego wzania. W procedurach hierarchicznych istniejezimmsé graficznego
przedstawienia wynikow w postaci dendrogramu (dkaewohczen), ktére ilustruje kolejne
pofaczenia skupie coraz to wyszego rzdu. Uzyskana hierarchia pozwala na dlasie
wzajemnego poteenia skupié i obiektow w nich zawartych. Otrzymane wyniki dngl
skupieh przeprowadzonej metadaglomeracji przedstawiono za pomodendrogramu,
obrazugcego uzyskane skupienia (Rycina 35).
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Rycina 35. Dendrogram przedstawig@y powhkzania pomgdzy zmiennymi (czynnikami

rokowniczymi) tworacymi nowe grupy rokownicze pacjentéw z B-CLL
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Kolejnym krokiem grupowania, ktore zostato zastosogv w dodatkowej
analizie, byta analiza skupisk przeprowadzona mekedednich. W analizie skupiemetod,
aglomeracji przeprowadzonej w tej samej grupie amyeh wyodebniono dwie najdtasze
odlegtcici wiazan, co pomogto we wskazaniu $ia skupieh podczas przeprowadzania analizy

metod, k-srednich.
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Rycina 36. Przedstawienie wartoi srednich analizowanych parametrow w hipotetycznych

grupach rokowniczych
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Decyzja podjta odngnie ilosci skupieén okazata s by¢ trafna, gdy
otrzymane skupienia #aity si¢ uktadem wymienionych zmiennych rokowniczych.
Przedstawiony powgj wykres srednich obrazuje zédicowanie zmiennych w okloie
kazdego skupienia (Rycina 36). W celu sprawdzenial@aobrze dana zmiennazricuje

uzyskane skupienia przeprowadzono araNariancji, ktorej wyniki przedstawiono w Tabeli
10 na str. 81.
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Tabela 10.Wyniki analizy wariancji przeprowadzonej w obszarmiennych rokowniczych
u pacjentéw z B-CLL

Rokowanie korzystne niekorzystne

wartosé p
Parametry laboratoryjne (wartcs¢ srednia)

Ekspresja CD26 (%) 3.4 26,7 0,0000%*
Ekspresja CD38 (%) 5,2 26,6 0,0001**
Ekspresja ZAP 70 (%) 31,5 49,9 0,0057**
LDH (U/l) 203,0 328,2 0,0000**
32-mikroglobulina (ug/l) 2019,7 3069,2 0,0005**
Zaawansowanie kliniczne wg Rai wartéé p
O+l 89% 25%
Il 9% 43% 0,0000**
H+1v 2% 32%

Uzyskane wyniki wskazaj ze wszystkie wyrénione zmienne rnicuja
otrzymane grupy rokownicze pacjentow z B-CLL. Wjeuo rokowaniu korzystnym zndle
sic bowiem chorzy charakteryzigy si niskim odsetkiem komoérek biataczkowych z
ekspresj CD26 (x=3,4), CD38 & =5,2), ZAP70 & =31,5), nislg aktywndcia LDH (U/l)
(Xx=203,0), niskim sgzeniem RB-mikroglobuliny (pg/l) (x=2019,7) oraz niskim
zaawansowaniem klinicznym choroby wg klasyfikacii RO+l). W grupie o rokowaniu
niekorzystnym znalazly si osoby charakteryzgge sé wysokim odsetkiem komorek
biataczkowych wykazapych ekspregjCD26 (x =26,7), CD38 & =26,7), ZAP70 & =49,9),
wysoka aktywndgcia LDH (U/l) (X =328,2), wysokim stzeniem [B-mikroglobuliny (ug/l)
(X =3069,2) oraz wysokim (IlI+1V) i pgednim (lI) zaawansowaniem klinicznym chorby wg
klasyfikacji Rai.

Dzigki utworzeniu za pomac analizy skupi@ dwoch grup rokowniczych
uzyskano istotne z#icowanie pomidzy powstatymi grupami parametrow laboratoryjnych
takich jak ila¢ leukocytow (G/lI) (p = 0,0229%), kg limfocytéw (G/l) (p = 0,0274*) i
stezenie hemoglobiny (mmol./l) (p = 0,0126*) we krwiwbdowej w chwili rozpoznania B-
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CLL. W poréwnaniu do chorych o niekorzystnym rokewa w grupie o korzystnym
rokowaniu liczba leukocytow X =36,95) i limfocytow (x =30,96) byla nisza, a stzenie
hemoglobiny & =8,61) wysze (Tabela 11, str. 82).

Tabela 11.Zroznicowanie parametrow laboratoryjnych pedry grupami u pacjentéw z B-
CLL o rokowaniu korzystnym i niekorzystnym

Rokowanie Korzystne niekorzystne
wartos¢ p
Parametry laboratoryjne (warto$¢ srednia)
leukocyty (G/I) 36,95 62,92 0,0229*
limfocyty (G/I) 30,96 55,77 0,0274*
hemoglobina (mmol/l) 8,61 7,41 0,0126*

Zaobserwowano istotne zmiicowanie pomgdzy grupami rokowniczymi a odsetkiem oséb
wymagajacych terapii przeciwnowotworowej (p=0,0002**). W ugrie o rokowaniu
niekorzystnym a 86% pacjentbw wymagato leczenia, podczas gdy wpigrwsob o
rokowaniu korzystnym tylko 40%. Istotne zrdcowanie wykazano réwnie pomidzy
grupami rokowniczymi a dtugoia TTT (p=0,0436*). W grupie o niekorzystnym rokowani
az 75% badanych wymagato agzenia terapii przed uptywem 12 migst od rozpoznania,
natomiast w grupie o rokowaniu korzystnym tylko 44%

IV.5.2 Analiza zwigzku pomigdzy obecndcia del 11922-23, del 13q14.3 i del
17p13 w komoérkach B-CLL a liczby komérek CD5'CD19°CD23'CD26"
Zadne z ocenianych zabufizeytogenetycznych nie byto istotnie paaane z

ekspresj CD26 na komdrkach CDED19'CD23" (Tabela 15, 16, str. 106, Tabela 17, str.
107).
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IV.5.3 Poréwnanie wybranych parametréw laboratoryjnych w gupie
pacjentow CD26 i CD26

U chorych CD26 skzenie Bx-mikroglobuliny byto istotnie wysze §rednia
2767,58 pg/l, mediana 2194,2 ug/l) w poréwnaniuwgpg chorych CD26 (srednia 2134,75
pna/l, mediana 1765,00 pg/l) (p=0,0040**) (Tabela 418.. 107).

Okazato st takze, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania wediug
klasyfikacji Rai zweksza st odsetek pacjentow CD26l tak, wérod chorych z 0 i | stopniem
zaawansowania klinicznego tylko u 22% chorych petdzono ekspresjCD26 na> 10%
komorek biataczkowych. W przypadku Il oraz lll-INopnia zaawansowania zmian odsetek
ten wyniost odpowiednio 43% i 46% (p = 0,02267%,0,24) (Rycina 37).

Rycina 37. Zaleznoé¢ pomidzy okresem zaawansowania klinicznego B-CLL wedtug
klasyfikacji Rai a odsetkiem komoérek CD26

100% 7 R o‘ 24
900/ 0, | —\Y,

° ol p=0,0227*
80% -

O+l Il +1v
m CD26- DOCD26+
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IV.5.4 Czas do whczenia leczenia (TTT)

Wséréd  badanych  pacjentbw  70% wymagalo aegenia leczenia
cytostatycznego w chwili rozpoznania choroby lulrakcie trwania aktywnej obserwacji. W
grupie tej TTT wyniéskrednio 21 miesicy (zakres 1 - 171 miegiy) (Tabela 6, str. 36).
Prawdopodobi@gstwo  koniecznéci  wiaczenia  leczenia  przeciwnowotworowego
przedstawiono na Rycinie 29. Chorzy, ktérzy wymagehczenia terapii w czasie krotszym
niz 12 miesgcy od rozpoznania stanowili 54% ogo6tu badanych wgbhdanych. U
pozostatych 46% leczenie rozpetxz p&niej. W powyszych grupach pacjentow
obserwowano istotne zigicowanie stopnia zaawansowania klinicznego wedtagyfikacji
Rai. W&rdd chorych, u ktoérych leczenie przeciwnowotworopaito przed uptywem 12
mieskcy od rozpoznania u 12% potwierdzono | i 0, u 38%natomiast u 50% IIl i IV
stopied zaawansowania klinicznego choroby. W grupie chorya ktorych leczenie
rozpoczto po uptywie 12 miesty od rozpoznania u 69% stwierdzono O i |, natomia31%

Il stopien zaawansowania choroby wedtug klasyfikacji Rai (0000**) (Tabela 19, str.
107). Wymienione grupy dity sie rowniez odsetkiem pacjentéw CD26 CD26. W grupie
chorych wymagajcych inicjacji terapii przed uptywem 12 miesy od rozpoznania pacjenci
CD26 stanowili 53%, a CD2647% ogo6tu badanych. Odsetek tegréd chorych, u ktérych
terape rozpoczto po 12 miesicach od rozpoznania wynosit odpowiednio 20% i 80%.
(p=0,0351*) (Tabela 20, str. 108). AktywdtoLDH takze byh rézna. W grupie pacjentow
wymagajcych podgcia leczenia przed uptywem 12 migsi od rozpoznania tylko u 38%
aktywna¢ LDH byta prawidtowa. Przeciwnie u chorych, ktéraymagali inicjacji leczenia
w okrsie p@niejszym a u 60% aktywné& LDH byta prawidiowa (p = 0,0211*) (Tabela 21,
str. 108.). Pozostate analizowane parametry, faki@kspresja CD38, ZAP70 na komorkach
biataczkowych, stenie p,-mikroglobuliny w surowicy krwi, czy obecso
nieprawidtowdci chromosomalnych nie zdicowaty chorych z TTT < i > 12 miegy
(Tabela 22, 23 str. 108, Tabela 24, str. 109).

IV.5.5 Analiza pozostatych czynnikow rokowniczych

Analiza zwiazku pomgdzy zaawansowaniem choroby wedtug klasyfikacji Rai
a ekspreg) CD38 na komorkach B-CLL wykazatag mediana ekspresji antygenu CD38

zwicksza st wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania Klinicznelgaroby. | tak, dla
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pacjentéw w 04 wyniosta ona 1,60%, w 91— 8,6%, natomiast w IlI-I¥ — 9,40%
(p=0,0003**) (Tabela 25, str. 109). Okazatq &kze, ze wsrod pacjentéw CD3862% byto
w 0-1, 21% w Il, a tylko 16% w IlI-IV okresie zaawansawa zmian chorobowych
(p=0,0371%*, r=0,2387) (Tabela 26, str. 110). Analekspresji ZAP70 wykazata, iosnie ona
wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania Kkliniczweggiug Rai. Mediana ekspresji ZAP70
u pacjentéw w 0lwyniosta 27%, w fi — 50%, natomiast w IlI-I¥ — 57,5% (p=0,0039**).
Potwierdzono take, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania Klinicznegproby
wedlug Rai wzrasta mediana aktywnbLDH w surowicy krwi. Dla pacjentéow w 0|
wyniosta ona bowiem 176,5,°I 243, natomiast llI-I¥ — 274 (p=0,0000**). Wraz ze
wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego wedlagwkrastata tale mediana sgenia
B2-mikroglobuliny w surowicy krwi: u pacjentbw w 0O4dtopinu zaawansowania zmian
wyniosta ona 1851,60g/l, w 11° 2496ug/l, natomiast w I11-I\? 2499,15ug/l (p=0,0213%).
Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania chorobyugeklasyfikacji Rai obserwowano
rowniez wzrost mediany bezwzglnej liczby leukocytow i limfocytow we krwi obwoday
(leukocyty — p=0,0006**; limfocyty — p=0,0145*) (bala 25, str. 109).
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Jak doid nie ustalono jednolitych standardow dogmxh optymalnego
sposobu leczenia poszczegoélnych chorych z B-CLIloddg z powszechnie akceptowanymi
zasadami leczenie nalepodpé¢ w kazdym przypadku choroby o charakterze progresywnym
oraz w przypadkach przebiegeych z zalena od nacieczenia szpiku cytopgnive Kkrwi
obwodowej. Nie budzi tale watpliwosci terapia os6b w podesztym wieku, u ktérych
preferowane jest stosowanie monoterapii za paneadw alkilupcych. Take czas podgia
terapii cytostatycznej wydaje¢simie¢ kluczowe znaczenie. Zbyt wczesne jej rozpoez
moze prowadzi do zwkkszenia cgstasci wystpowania powikté krwotocznych oraz
infekcyjnych wskutek nasilenia lub wywotania leukog oraz matoptytkowsci we krwi
obwodowej. Odgbnym zagadnieniem jest skutecz@ialotychczasowych metod terapii B-
CLL. Aktualne dane wskazajbowiem na toze ich zastosowanie prowadzi do uzyskania
odpowiedzi hematologicznych u ¢kiszasci pacjentéw (w tym catkowitych remisji, a nawet
catkowitych remisji cytometrycznych), wydtenia czasu do progresji choroby (PRE®Bg.
progression free survivahie wptywapc jednak na czas catkowitego pryeia.

Potwierdzeniem tej strategiiasm.in. dane wynikace z metaanalizy
przeprowadzonej na grupie 2048 pacjentow z B-CLbtwkerdzity one,ze rozpoczcie
terapii lekami alkilupcymi u chorych we wczesnych fazach B-CLL (0-1) pizedhia ich
catkowitego przeycia [72]. | tak, zastosowanie chlorambucilu w mi@mapii lub w
skojarzeniu z prednizolonem pozwala na uzyskanpowiedzi hematologicznej u okoto 60 -
90% pacjentéw z B-CLL. Remigjcatkowita uzyskuje jednak zaledwie 20% chorych [72-
77,79], a badania randomizowane nie wykazaty wphakuprowadzonej terapii na OS [73].

Inna grup lekdw znajdujca zastosowanie w leczeniu B-CLLla sanalogi
puryn, takie jak fludarabina, kladrybina czy petatga. Ich zastosowanie w monoterapii lub
w skojarzeniu z innymi lekami (cyclofosfamid, rigiknab) pozwala uzyskaremisg
catkowita u 89% pacjentow [73,74,79,80]. Wiekwodkowe badania IIl fazy poréwrage
skuteczné¢ fludarabiny, chlorambucylu oraz innych schematowelelekowych wykazaty
znacznie wysz skuteczné¢ fludarabiny w zakresie odsetka uzyskiwanych odpowi
hematologicznych, oraz remisji catkowitych (OR 72%51%; CR 7% vs 0%). Wykazano
takze, ze skojarzenie fludarabiny, czyzteénnych analogéw puryn, z cyklofosfamidem

dodatkowo poprawia wyniki leczenia. Naje jednak podkrdi¢, ze w zadnym z
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przeprowadzonych dotychczas baddae wykazano jednak #zaicy w zakresie catkowitego
przezycia chorych z B-CLL [72-74,81,82].

Istotny postp w leczeniu B-CLL odnotowano po wprowadzeniu dezénia
przeciwciat monoklonalnych [74Pwa z nich, rytuksymab (anty-CD20) oraz alemtuzumab
(anty-CD52) doczekaty si oceny w badaniach klinicznych [73,74]. Okazal®, ste
zastosowanie rytuksymabu w skojarzeniu z cyklofosdem i jednym z analogéw puryn (2-
CdA lub fludarabina) jest aktualnie najlepsnetod, leczenia 1-linii chorych na B-CLL w
dobrym stanie ogolnym [72-74,83-87rzeba jednak pariia¢, ze u pacjentow w starszym
wieku leczenie terapi skojarzom za pomog analogébw puryn zwgzane jest z diym
ryzykiem mielosupresji [74,85,88].

Innym przeciwcialem monokonalnym, ktére znalaztstasowanie w terapii
B-CLL jest alemtuzumab (anty-CD52). Jego podanigcaesniej nieleczonych pacjentéw z
B-CLL prowadzi do odpowiedzi u 85% chorych. W bada fazy CAM307 wykazanoze
odsetek odpowiedzi u chorych leczonych alemtuzumalest znacznie wygzy niz u
pacjentow leczonych chlorambucylem (OR odpowied®8% vs 55%, CR 24% vs 2%)
[73,74,89]. Niestety, w grupie pacjentéw leczonyalemtuzumabem obserwowano zdu
czestas¢ rozwoju powikta infekcyjnych zarowno bakteryjnych jak i wirusowy¢v tym
reaktywacji infekcji CMV). Paniejsze badania wykazalye zastosowanie Alemtuzumabu
niesie szczegodlne korgyi w grupie chorych z B-CLL z delecjramienia krotkiego
chromosomu 17 [72,77,90].

W swietle dotychczasowych danych wydajeg,size tylko allogeniczne
przeszczepienie macierzystych komoérek krwiotworbzyallo-HSCT) stwarza nitiwosé
wyleczenia choroby. Z powodu licznych ogranigzenetoda ta znajduje zastosowanie
gtéwnie u miodszych chorych z deledj7p i opornécia na leczenie analogami puryn.

Duzo wickszym problemem jest leczenie nawrotu B-CLL po skmhym
leczeniu 1-linii. Zgodnie z najnowszymi zalecenianiiuropejskiego Towarzystwa
Onkologicznego (ESMO) nawrét przewlektej biatacdknfocytowej B-komorkowej po
czasie remisji diiszym niz 12 miestcy jest wskazaniem do powtorzenia terapii stosoyane
w pierwszej linii [74,91]. Jedynie schemat zawigegj fludarabir, cyklofosfamid i
rytuksymab nie powinien ldypowtarzany przed uptywem 24 migsy ze wzgtdu na due
ryzyko oporndci i nadmiern toksyczné¢ [74]. W przypadku oporrsgi na analogi puryn
stosuje si wysokie dawki metylprednizolonu w monoterapii Iy skojarzeniu z
rytuksymabem [74,92-95]. W ostatnim czasie powstaiele nowych lekéw, ktére mag

okaza si¢ potencjalnie skuteczne w leczeniu B-CLIa.t8 migdzy innymi nowe przeciwciata
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monoklonalne, potsyntetyczne flawony, leki immunatalbjace czy antyangiogenne [74]. W
krajach Unii Europejskiej oraz w USA wskazaniem dastosowania ofatumumabu,
humanizowanego przeciwciata skierowanego przecityg@mowi CD20, jest opordé na
analogi puryn i alemtuzumab oraz brak odpowiedzndi®logicznej po leczeniu drugiej i
kolejnej linii [74,96,97]. Kolejne nowe przeciwcaaknajdujce zastosowanie w leczeniu B-
CLL to GA-101 (anty-CD20), lumiliksimab (anty CD231CD122 i SGN-40 (anty-CD40)
[74, 98]. Potencjalp skutecznét w leczeniu B-CLL wykazuj réwniez immunotoksyny. $
to przeciwciata paiczone z czynnikami wzrostu lub toksynami. Nalelo nich denileukin
diftitox, ludzka interleukina 2 patzona z toksymbtonicz oraz BL22, immunoglobulina Igl
pofaczona z egzotoksynbakterii Pseudomonas skierowana przeciwko antygiei@D22
[74,98-100]. Bendamustyna, obecna na rynku farntgceaym od ponad trzydziestu lat, jest
obecnie réwnig stosowana w opornej i nawrotowej B-CLL [74,101Jacfenci leczeni
schematami zawiergjymi bendamustynuzyskuj stosunkowo diugi PFS i OS [74,102]. W
terapii B-CLL zastosowanie znalazta rOwnieriostatyna-1, wykazuaga obiecujce dziatanie
w leczeniu postaci opornej i nawrotowej [74]. W baathch klinicznych oceniano réwiie
skuteczné¢ lekow immunomodulucych w leczeniu chorych z B-CLL. Jedaakwyniki
oceny skuteczrigi talidomidu nie byly obiecafe. Lenalidomid okazat siby¢ mnigj
toksyczny i wykazat skuteczeow leczeniu opornej i nawrotowej B-CLL. [74,100]s@tnio
prowadzone gbadania kliniczne ocenigje skuteczni& nowych analogdéw puryn w leczeniu
opornaci i nawrotow B-CLL. Nalea do nich klofarabina, nelarabina i forodezyna. Glec
nie znane $jeszcze wyniki leczenia tymi lekami, jedri@kwydaja si one by obiecujce
[74,103-106].

Nalezy nadmient, ze dotychczas stosowane metody terapii B-CLL pozwala
na uzyskanie odpowiedzi hematologicznych (zmnigjgzenasy wztowej, organomegalii,
poprawa w zakresie cytopenii obowodowej), wyhiie czasu do progresji choroby (PFS)
nie wptywapc na wydhienie catkowitego przgrcia (OS). W indywidualnych przypadkach
jednak podjcie bardzo aktywnych form terapii stwarza szama popraw rokowania. Z tego
wiasnie powodu poszukuje giwciaz nowych czynnikOw prognostycznych peganych z
os.

Préby identyfikacji nowych czynnikdéw przepowiaglajch przebieg choroby u
poszczegdlnych pacjentow z B-CLla podejmowane od wielu lat. Jak ddtbrano pod
uwag; szereg parametrow, paganych z aktywngia choroby, w tym sizenie [3»-
mikroglobuliny czy teé rozpuszczalnego antygenu CD23 we krwi, akty$én&inazy

tymidynowej w komorkach biataczkowych [107-110] spkesg markera powierzchniowego
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CD38 oraz CD49d i wewatrzcytoplazmatyczq ekspresj ZAP70, [48,111-117], obeck®
aberracji cytogenetycznych w badaniu FISH, czystan mutacyjny regionu zmiennego genu
dla taacucha atzkiego immunoglobulin w komérkach biataczkowych degry technilg PCR
[36,111,118-120]. Kady z wymienionych powkej czynnikdw uznano za niezatg/ czynnik
prognostyczny u chorych z B-CLL. Jedunekz powodu ograniczonej ich degsihasci,
ztozonasci metodologicznej oraz wysokich kosztow oznaczaeesci z nich nie mana
zastosowa dla potrzeb rutynowej diagnostyki hematologiczfi&jl21]. Obszerna analiza
przeprowadzona na podstawie 25 lat obserwacji wtr@en Onkologii M.D. Anderson
(MDACC, ang. M.D. Anderson Cancer Center Teksasie pod kierownictwem Wierda i wsp.
[122] pozwolita na wyodibnienie zmiennych niezaleych o charakterze prognostycznym.
Wedlug wymienionych autoréw nake do nich: wiek, pté, stopiéé zaawansowania
klinicznego wedtug Rai, liczba z#ych grup wztowych @ng. LNR - number of involved
lymph node regions bezwzgtdna liczba limfocytow gng. ALC — absolute lymphocyte
coun) i stgzenie Bo-mikroglobuliny w surowicy krwi. Na ich podstawig@cowano indeks
prognostyczny dng. prognostic index score umazliwiajacy — oszacowanie
prawdopodobigstwa przeycia u chorych z B-CLL. Przydatdd® wyzej wymienionego
systemu prognostycznego potwierdzity badania ogailane w 2009 roku przez Shanafelt i
wsp. w Mayo Clinic Rochester [117,123]. Takp&niejsze prace udokumentowaly waito
prognostycza wigkszaci z wymienionych czynnikbw oraz ich zwek z czasem do
wiaczenia leczeniaafng. TTT time to treatmeémbraz catkowitym przeyciem @ng OS overall
survival). Ich autorzy nie potwierdzili jednak znaczenieipt ALC jako niezalenych
czynnikéw w przewidywaniu OS u chorych na B-CLL §2

W  wielocsrodkowej  retrospektywnej analizie  jednoparametrggzn
przeprowadzonej przez Doubek i wsp. wykazam® pte& meska, II-IV stopié
zaawansowania wedtug klasyfikacji Rai, niezmutow#glyH, obecné¢ delecji 17p i 11q,
ekspresja ZAP70 na 20% komorek i CD38 na 30% komorek s istotnie powazane ze
skroceniem OS. Analiza wieloparametryczna obejoaijpte, wiek, delegg 17p i stan
mutacyjny IgVH réwnie potwierdzih zwiazek wymienionych parametréw z OS oraz z
czasem do poegia terapii (TTT). Analiza jednoczynnikowa wykazadgotnie krotszy TTT u
pacjentow z niezmutowanym Igy delecy 17p, 11q, obecrigia ekspresji CD38 na 30%
komorek biataczkowych oraz z II-IV stopniem zaawamania choroby wedtug klasyfikacji
Rai [124]. Podobs analizz przeprowadzit Tecchio i wsp. w lgym roku. Autorzy
potwierdzili zwihzek stzenia Bo-mikroglobuliny, stopnia zaawansowania Kklinicznego

choroby wedlug Rai oraz odsetka komorek z obsmnoekspresji ZAP70, a tak nowo
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poznanego biatka z rodziny TNF, tzw. APRIL (A PRadation—Inducting Ligand)
chronacego komorki B-CLL przed apoptpzz czasem do pogjia terapii. Co ciekawe,
zar6wno w analizie jedno- jak i wieloparametryczwgmienione czynniki te okazatyesby¢
powiazane z krotkim TTT [125].

Powszechnie stosowane klasyfikacje oceny stopnisawaasowania
klinicznego B-CLL opracowane przez Rai i wsp. of@zez Bineta i wsp. unitiwiaja
przewidywanie TTT i OS. Coraz ¢xiej jednak B-CLL rozpoznaje giwe wczesnych
stadiach zaawansowania zmian (Rai 0, Binet A), dnwykih stratyfikacja ryzyka na podstawie
klasyfikacji zaawansowania choroby niestety zaw¢tlzv,126]. Z tego powodu nadal trwaj
badania nad znalezieniem nowych czynnikbw i mogebgnostycznych utatwiggych
przewidywanie dalszego przebiegu choroby. Postulie ze u chorych o niewielkim
zaawansowaniu choroby jednym z takich nowych maskeprognostycznych nie by
ekspresja dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komork@eBLL [67].

Dipeptydylopeptydaza IV bierze udziat w odpowiedmnmunologicznej,
regulacji s¢zenia hormondéw, chemokin i neuropeptydéw oraz aktywimfocytow T i
komoérek prezentagych antygen [126-128]. Odgrywa ftak istota role w procesach
komunikacji komorkowej, gtownie poprzez wspotdziaea z casteczkami kolagenu oraz
fibronektyny. Uczestniczy réwniew regulacji wzrostu, adhezji i migracji komorelQ[126].
Z tego powodu ekspresja CD26 na komodrkach biatagg&b maze mig istotne znaczenie
dla dynamiki przebiegu B-CLL [70,129]. W dephej literaturze mina znale¢ kilka
doniesié@ na temat roli dipeptydylopeptydazy IV/CD26 w patogzie nowotworow
hematologicznych, w tym przewlekiej biataczki lirnfaowej B-komodrkowej. W 1999 roku
Bauvois i wsp. stosag metod dwukolorowej cytofluorymetrii przeptywowej nie wgkali
ekspresji CD26 na obwodowych spoczynkowych komdrkati B (CD20'CD23) u oséb
zdrowych. Potwierdzili oni natomiast eksprestD26 na komorkach (CD2GD23)
poddanych dziataniu IL-4 lub SAC (SAC I: szczep rkowca ztocistego Cowan kng.
Staphylococcus aureus strain cowamwl warunkachn vitro oraz na komoérkach B-CLL. du
wowczas wysugli takze hipotez, ze ekspresja CD26 na komoérkach B-CLL zeomi&
znaczenie prognostyczne u chorych na przewleigdtaczk limfocytowa B-komaorkows [56].

Préke wyjasnienia roli CD26 w modelu prognostycznym pacjentod-CLL
podjt Cro i wsp. [60]. Badanie to dotyczyto nie tylkbarych z B-CLL, ale réwniez innymi
chtoniakamilinii B, jak FL, MCL, MM, HCL and DLBCLJednym z istotnych wnioskéw
tego badania bylo wykazanie u pacjentow 2z B-CLL zmidowanej ekspres;ji

dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 na komodrkach biataczioh. Wielka¢ ekspresji CD26
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istotnie korelowata z eksprasfD49d, CD38 i ZAP70, jak rownieze stanem mutacyjnym
IgvH (p < 0,0001). Analiza Kaplana-Meiera potwierdZgtotnie krotszy czas do wdzenia
leczenia (TTT) u chorych, u ktérych wykazano ekspr€D26 na minimum 10% komorek
biataczkowych (p < 0,0001). W konkluzji pracy banastwierdzili,ze ocena ekspresji CD26
moze by pomocna w wyodibnieniu pacjentow z B-CLL o niekorzystnym przebiegu
klinicznym choroby, a tym samym w podejmowaniu dgicgotyczacych whczenia terapii
przeciwnowotworowej. Dane te staly ¢si przestank potwierdzajca  role
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 jako nowego markeragmostycznego u chorych z B-CLL
[60].

W niniejszej pracy doktorskiej rowrigodgto prok oceny zwazku pomedzy
ekspregj CD26 na komoérkach B-CLL, profilem innych, uznanyynnikéw rokowniczych,
a czasem do wetzenia leczenia cytoredukcyjnego i catkowitym pyagem. Wykazanoze
odsetek komorek wykazgych ekspregj CD26 r@nie wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania klinicznego wedtug klasyfikacji Rai ehwili rozpoznania choroby.
Spostrzeenie to ma charakter oryginalny. ZAzku takiego nie udato sbowiem potwierdz
w badaniach prowadzonych weénéej. Badania witasne wykazaty tak zwhzek pomedzy
ekspresj CD26 na komorkach biataczkowych a innymi paranmetréaboratoryjnymi o
uznanym znaczeniu rokowniczym, takimi jak aktywh&DH i stezenie 3,-mikroglobuliny.
Zwiazku takiego nie udato sipotwierdzé w odniesieniu do ekspresji btonowej CD38 i
cytoplazmatycznej ZAP70. Dane te, podobnie jak Itauotrzymane przez Molica i wsp.
oraz Cro i wsp. wydaj sic sugerowa istnienie zwazku pomedzy wysokim poziomem
ekspresji CD26 na komérkach biataczkowych a niegjgireym przebiegiem klinicznym B-
CLL [60,67].

Do ciekawych wnioskdw doprowadzita tak analiza zwizku pomedzy
odsetkiem komorek B-CLL wykazagych ekspregjCD26 a TTT oraz OS. Okazalaske u
pacjentow CD26 przezycie calkowite jest istotnie dhsze ni u chorych CD2&
Spostrzeenie to znalazio potwierdzenie we weézie] przeprowadzonych analizach
przeprowadzonych przez Cro i wsp. Ocena wynikoweprawadzonych badawtasnych
wskazuje jednak dodatkowae odsetek komoérek B-CLL z obecdw® ekspresji CD26
réznicuje chorych z progresywrnoraz nie-progresywnpostaci choroby oraz tych, ktorzy
wymagaj rozpoczcia terapii przed i po 12 miesu od rozpoznania. Wykazano bowiem
wystepowanie istotnych tic w zawartéci komérek CD26 we krwi chorych bez i z
cechami progresji choroby. Odsetek ten byt istotmgzszy w grupie pacjentow

wymagajcych rozpocgcia terapii. W badaniach wiasnych wykazanazéake wartéé TTT
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byta odwrotnie skorelowana z ficia komorek biataczkowych wykazigych ekspregjCD26.
W grupie chorych CDZ6w poréwnaniu do CDZ6réwniez skzenie Bx-mikroglobuliny we
krwi byto istotnie statystycznie wgze. Wykazano take korelacg pomkdzy odsetkiem
komédrek z obecriwia ekspresji CD26 a stopniem zaawansowania klinicanegoroby
wedtug Rai. Dane te nie znalazly jak gibpotwierdzenia w wynikach innych autoréw.

Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono kilkda, ktorych celem byta
préba jednoznacznego wypaenia roli i znaczenia ekspresji dipeptydylopepizg IV na
komdrkach biataczkowych u chorych na przewddkiataczk limfocytowa B-komorkows. W
2009 roku Molica i wsp. przeanalizowali zwek pomgdzy parametrami rokowniczymi o
ugruntowanym  znaczeniu  biologicznym a e¢zehiem  rozpuszczalnej  postaci
dipeptydylopeptydazy IV/CD26 we krwi u chorych naCBL. W analizie ocenie poddano
zaleznos¢ pomidzy sCCD26 a stopieniem klinicznego zaawansowargdhyg klasyfikaci
Rai, stanem mutacyjnym regionu zmiennego genu atleutha azkiego immunoglobulin,
aktywnacia LDH, stzeniem B,-mikroglobuliny orazodsetkiem komoérek biataczkowych z
obecndcia ekspresji CD38 i ZAP70. W badaniu tym nie potwmmndo zwazku pomedzy
stezeniem we krwi rozpuszczalnej formy dipeptydylopelazy [V/CD26 a okresem
klinicznego zaawansowania choroby wedtug klasyjik&ai, stanem mutacyjnyngvH,
stezeniem B,-mikroglobuliny i aktywndcia LDH. Autorzy zaobserwowali jedynie staby
zwiazek pom¢dzy ekspresj ZAP70 i CD38 na komérkach biataczkowych oragzeshiem
dipeptydylopeptydazy IV/ICD26 w surowicy krwi (p ampiednio 0,07 i 0,08). Zwrocili
jednak take uwag na wysgpowanie istotnych ric w czasie do rozpoeeia leczenia
(TTT, ang. time to treatmeptpomidzy chorymi ze stzeniem CD26 powkej i poniej
punktu odatcia (371 ng/ml). Okazato sitakze, ze wraz ze wzrostem ¢genia CD26
obserwowano proporcjonalnie ¢éziej odsetek chorych z niezmutowanymgVy, co
przepowiadato krotszy TTT. Dane te potwierdzity gpstie znaczenie prognostyczne CD26 w
ocenie dalszego przebiegu choroby, szczegélniehiiaych we wczesnym stadium B-CLL
[67].

W ostatnim czasie poglp szereg prob w celu opracowania modelu
prognostycznego utatwiggego podejmowanie decyzji terapeutycznych u chorych
przewlekh biataczlk limfocytowa B-komorkows. Wierda i wsp. zaproponowali punktowy
system prognostyczny oparty na analizie wieku (Akp«50 lat, 2 punkty 50-65 lat, 3 punkty
> 65lat), stzeniaf,-mikroglobuliny (1 punkt 1-2xULN, 2 punkty > 2 x UN), bezwzgédne]
liczby limfocytéw (ALN, 1 punkt 20-50x1%L, 2 punkty > 50x18L), ptci (1 punkt — pté

meska) oraz zaawansowania klinicznego choroby (1 puiik lub IV okres wg Rai) i liczby
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zajtych obszarow wztowych (LNR) &3 - 1 punkt). Na jego podstawie wygtniono trzy
grupy ryzyka: niskie (0-3), goednie (4-7) oraz wysokie>(8 punktow) [122]. Model ten byt
wielokrotnie weryfikowany. W 2009 roku Shanafeltwisp. w Mayo Clinic Rochester
potwierdzili wart@¢ prognostycza wigkszasci wymienionych czynnikdw w przewidywaniu
TTT oraz catkowitego przgcia OS [123]. W latach gbiejszych model ten doczekaksi
takze krytycznych analiz poréwnawczych. Bulian i wsgykazali,ze prawdopodobiestwo 5-
letniego przeycia nie r@ni sie pomidzy tak zdefiniowanymi grupami ryzyka. Szczeg6towa
analiza wykazata jednake wzgkdne prawdopodobistwo zgonu jest wasze w grupie
chorych wysokiego ryzyka. Podobnie, czas dacwénia terapii okazat giby¢ istotnie
krotszy w grupie wysokiego ryzyka [117]. Analiza rpanawcza wykazataze oba
wymienione systemy prognostyczne skutecznie idéatyf pacjentow we wczesnych
stadiach zaawansowania klinicznego B-CLL o wysokimawdopodobigstwie dtugiego
catkowitego przeycia (OS) oraz dlugim czasie do pedpa terapii (TTT). Niezatenie, Bulian
wsp. zaproponowali wiasny, nowy system rokowniczgarty o analiz podobnych
parametréw Kliniczno-laboratoryjnych, uwzdhiajacy jednak okres zaawansowania choroby
wedtug klasyfikacji Bineta a nie Rara [117, 130]W tak sformutowanym
wieloczynnikowym modelu prognostycznym ALC jak i BNnie okazaly si jednak by
istotnie statystycznie #he w poszczegoélnych grupach rokowniczych. Z tegovquu
opracowano model czteroparametryczny uwadgiapcy wiek, pte€, stadium Binet'a i
stezenie B-mikroglobuliny dla potrzeb przewidywania dalszegozebiegu choroby u
pacjentow z B-CLL. S¢ prognostycza tak opracowanego modelu porownano z oryginalnym
sz&cioparametrycznym modelem Wierdy i wsp. [117,122]aliza ta wypadta korzystnie, co
wedlug autorbw pracy pozwala na jego powszechnetogasanie w ocenie
prawdopodobigstwa catkowitego przscia OS oraz przewidywanego czasu do poidj
terapii u chorych z B-CLL [117].

W niniejszej pracy tate podgto prole opracowania modelu prognostycznego
umazliwiajacego podejmowanie wdeiwych decyzji terapeutycznych u pacjentéw z
rozpoznaniem przewlekiej biataczki limfocytowe] Brkdorkowej. Uwzgidniono profil
uznanych czynnikbw o znaczeniu prognostycznym (elssp ZAP70, CD38, stenie -
mikroglobuliny, aktywné¢ LDH oraz stopi@ zaawansowania Kklinicznego wedtug
klasyfikacji Rai) a take ilos¢ we krwi obwodowej komérek z ekspresgD26. W wyniku
przeprowadzonych analiz opracowano model wtasnyvptajacy na wyodebnienie dwoch
grup rokowniczych. | tak, grgpo korzystnym rokowaniu charakteryzowat niski odgket
komoérek z obecniwia ekspresji ZAP70, CD38 i CD26, prawidtowa aktywéi@DH, niskie
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stezenie B-mikroglobuliny i niski stopié zaawansowania wedtug Rai. Przeciwnie, grop
niekorzystnym rokowaniu cechowat odmienny profitlaaych czynnikéw rokowniczych. Co
wigcej, opracowany model pozwalat t&k na régnicowanie ponmgdzy wymienionymi
grupami pacjentow o korzystnym i niekorzystnym nekoiu w oparciu o inne istotne
parametry laboratoryjne, w tym licgbeukocytow (G/I), liczk limfocytéw (G/I) oraz szenie
hemoglobiny (mmol/l) we krwi obwodowej w chwili rpaznania B-CLL. W korzystnej
grupie rokowniczej obserwowano bowiem istotnizsm liczbe leukocytow oraz limfocytow,
a take wyssze stzenie hemoglobiny we krwi w porownaniu z osobami py o
niekorzystnym rokowaniu. W opinii autora niniejspeacy opracowany model m® znale¢

szerokie zastosowanie praktyczne.
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VI WNIOSKI

1. Ekspresja antygenu CD26 ma10% komoérek CDBCD19'CD23" jest powizana ze
skréceniem catkowitego przgcia u chorych z przewlekt biataczle limfocytowa B-
komorkowy

2. Chorzy z obecen ekspregy CD26 na > 10% komorek o immunofenotypie
CD5'CD19'CD23" szybciej wymagajwdrazenia leczenia cytostatycznego

3. Potwierdzeniem znaczenia prognostycznego eks@@26 na komorkach biataczkowych
u chorych z B-CLL jest wykazanie jego z®ku z uznanymi czynnikami rokowniczymi
(stopier zaawansowania wedtug Rai, aktywa®.DH w surowicy krwi, s¢zenie,-

mikroglobuliny w surowicy krwi)
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VII.1 Wykaz skrotow

ADA

ADAbp

ADP

ALA

ALC

ASP

ATM

B-CLL

BNP

Ca

CD

CR

CREB1

CREB2

ang. Adenosine Deaminase

(pol. deaminaza adenozyny)

ang. Adenosine Deaminase Binding Protein
(pol. Biatko wizzqce deaminazadenozyny)
ang. adenosine diphosphate

(pol. adenozyno-5'-difosforan)

ang. Alanine

(pol. alanina)

ang. Absolute Lymphocyte Count

(pol. bezwgtdna liczba limfocytow)

ang. asparaginase

(pol. Asparginaza)

ang. Ataxia Teleangiectasia Mutated

(pol. Kinaza ATM)

ang. B-cell chronic lymphocytic leukemia
(pol. Przewlekfa biataczka limfocytowa B-komdrkowa)
ang. Brain Natriuretic Peptyd

(pol. mézgowy peptyd natriuretyczny)

ang. Calcium

(pol. jony wapnia)

ang. Cluster of Differentiation

(pol. antygen rénicowania komorkowego)
ang. complete remission

(pol. remisja catkowita)

ang. CAMP response element-binding type-1
(pol. biatko wizzgce sk z elementem odpowiedzi na CAMP typu-1)
ang. CAMP response element-binding type-2

(pol. biatko wizzgce sé z elementem odpowiedzi na CAMP typu-2)
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DAPI

DASH

DDP4

DLBCL

ECM

EDTA

FBS

FISH

FITC

FL

GLP 1,2

G-CSF

GEP

GIP

GLP-1,2

GM-CSF

ANEKS

ang. 4',6-Diamidino-2-phenylindole
(pol. 4',6-diamidyno-2-fenyloindpl
ang. ,dipeptydyl peptidase-1V activity and&hructure homologous
(pol. molekuty o homologicznej strukturze i aktyyano
dipeptydylopeptydazy IV/CD26)

ang. Dipeptidyl-Peptidase 4
(pol. dipeptydylopeptydaza 1V)
ang. diffesed large B-cell lymphoma
(pol. chtoniak z dgych rozlanych komérek B)
ang. ExtraCellular Matrix
(pol. macierz zewrirzkomorkowa)
ang. Ethylendiaminetetraacetic Acid
(pol. kwas etylenodiaminotetraoctowy)
ang.Fetal Bovine Serum
(pol. wotowa surowica ptodowa)

ang. Flourescence In Situ Hybridisation
(pol. flourescencyjna hybrydyzacja in situ)
ang. Fluorescein isothiocyanate
(pol. izotiocyjanian fluoresceiny)
ang. follicular lymphoma
(pol. chtoniak grudkowy)

ang. glucagon-like peptide 1,2
(pol. peptyd glukagonopodobny 1,2)

ang. Granulocytes Colony Stimulating Factor
(pol. czynnik stymulagy kolonie granulocytow)
ang. Gene Expressing Profile
(pol. profil ekspresji genu)

ang. Gastric Inhibitory Peptide
(pol. zotgdkowy peptyd hamagy)

ang. glucagon-like peptide 1,2
(pol. peptyd glukagonopodobny)

ang. Granulocyte and Macrophage Colony 3#timg Factor

(pol. czynnik stymulagy kolonie granulocytow i makrofagow)
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GRP

Hb

HCL

His

HIV

IgD

IgM

JoAv/®

LDH

LNR

MCL

Me

Mg

ANEKS

ang. Gastrin Releasing Peptide

(pol
ang

(pol

ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.
ang.
(pol.

. peptyd uwalniajcy gastrym)

. Hydrogen

. jony wodoru)

Haemoglobin

Hemoglobina)

Hairy-cell leukemia

biataczka wiochatokomorkowa)
Histidin

Histydyna

Human Immunodeficiency Virus
ludzki wirus upéledzenia odpornsei)
Immunoglobin D

Immunoglobulina D)

Immunoglobin G

Immunoglobulina G)
Immunoglobina M
Immunoglobulina M)
Immunoglobulin Heavy chain variable Region
stan mutacyjny genurdeaucha cgzkiego immunoglobuliny)
Interleukin

Interleukina)

Lactic Dehydrogenase
dehydrogenaza kwasu mlekowego)
Lymph Node Ratio

Liczba zajtych regionéw wztowych)
mantle cell lymphoma

chtoniak z komorek ptaszcza)
Median

Mediana)

Magnesium

jony magnezu)
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MM ang. myeloma multiplex
(pol. szpiczak mnogi)

NAD”, NADH ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide
(pol. dinukleotyd nikotynamidoadeninowy)

NK ang. Natural Killer
(pol. Komorki NK)
NPY ang. Neuropeptide Y

(pol. neuropeptyd Y)
OR Ang.Overall Response
(pol. Odpowied catkowita
(0N ang. Overall Survival

(pol. catkowite przgycie)

PACAP ang. Pituitary Adenylate Cyclase-Activatingypeptide

(pol. polipeptyd aktywypry przysadkow cyklaz adenylanow)
PBS (pol. zbuforowany roztwor soli fizjologicznej bengw Ca i Mg)
PFS ang. progression-free survival

(pol czas do progresji choroby)
PYY ang. Peptide YY
(pol. peptyd YY)
Pt ang. Platelets
(pol. ptytki krwi)
Q1 ang. Quartile 1
(pol. kwartyl 1)
Q2 ang. Quartile 2
(pol. kwartyl 2)
Qs ang. Quartile 3
(pol. kwartyl 3)
Q4 ang. Quartile 4
(pol. kwartyl 4)
SD ang. Standard Deviation
(pol. odchylenie standardowe)
Ser ang. Serie

(pol. seryna)
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SSC

TK

TNF

TPA

TTT

VIP

ULN

X|

ZAP70

dwuwodny cytrynian sodu (NaCl + jasHsO7 x 2 H0)

ang. Tyrosine Kinase

(pol. kinaza tyrozynowa)

ang. Alfa Toumor Necrosis Factor

(pol. czynnik martwicy nowotworu alfa)
ang. Phorbol 12-myristate 13-Acetate
(pol. Mirystynian forbolu 12-13-octanowy)
ang. Time To Treatment

(pol. czas do wiczenia leczenia)

(ang. vasoactive intestinal peptide)

(pol. wazoaktywny peptyd jelitojvy

ang. Upper Limits of Normal

(pol. powyej gbérnej granicy normy)

ang. arithmetic average

(pol. srednia arytmetyczna)

ang. zeta-chain-associated protein kinase 70
(pol. biatko ZAP70)
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Tabela 12.Smiertelngé w grupie chorych z B_CLL z TTT <3 12 miesécy od rozpoznania

Smiertelnosé x2
Zyja Zgony Warto$é p
TTT<12 50 2
96,15% 3,85% 3,08
TTT212 52 8 007917
86,67% 13,33%
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Tabela 13.Analiza zaleénosci pomidzy ekspresj CD26 na komdrkach CDED19'CD23" i
wybranymi parametrami klinicznymi oraz laboratogym u ocenianych
chorych z B-CLL

Liczba

Ekspresja

CD26 (%)

Parametr analizowanych X +SD MexSE \(/;i;tﬁ rs]gcp)
oséb (min ; max) (Q1:;Q3)
041 60 6,19 + 11,645 0,6 + 1,503 | 0,0063**
(0;56,2) (0,04 ;7,2) | (O+lvslI*,
. 21+ 26,03 6,3 +5,68 =0,0423*
Ral . 21 (0:907) | (05:41.31)| O+s
16,51 +16,61¢ 8 + 4,608 H+1V*,
H+V 13 (0:455) | (2.7:333) | p=00383)
w zakresie 62 8,(206 4_5-3 353)08 ?(,)601; 1517?
NOrmMy 100-248) ; 99, U0 ; o, *k
LDH (U7) powyzej . 17,64 + 22,25( 7.3 + 4.284| 00009
normy (0;90,7) (0,8 ;32,2
8,61 + 15,106/ 0,8+1,874
anZil;roglobulina <3000 65 0:5624) | (01;87) | 0,04618"
(ug/l) ~3 000 20 20,40 £ 23,852 15,56 + 5,334
= (0:90,66) | (0,5;33,6)
ZAP70 < 21 10,14 + 23,599 0,4 +5,15
Ekspresja ZAP70 | 20% (0;90,7) (0;2,6) 0.0584°
(%) ZAP70> 45 12,29 £ 16,05 5,39 + 2,393 '
20% (0:55,3) | (0,2;18,65)
9,54 +15,488 0,8+1,743
Ekspresja CD3g | CD0 < 30% [ (0:562) | (0.05:141) | o o0 se
(%) CD38> 10 22,71 £29,44] 8,31 £9,312 '
30% (0:90,7) | (0,8:322)
: 9,21 +14,375] 0,9 +2,167
orec kobiety a4 (0:482) | (008:1333) | o
Mezczyzni 50 12,44 £ 20,01] 2,15+2,83 '
(0:90,7) | (0,1;16,65)
Nieleczony 34 6,75+13,995 0,2+24
Leczenie 0 56.2) ©0:34) | ¢ oo1gm
leczony 60 13,29 +19,02¢ 4,1+ 2,456 '
(0:90,7) | (0,55 :18,33)
<12 30 19,45 £ 23,293 7,97 £4,253
TTT (m-c) (0; 90,66) (0,8; 33,8) 0.0817°
=12 29 7,39 +10,858 2,4+2,016 '
- (0;41,31) (0,4 ; 8,7)
. 11,20+17,909 1,05+ 1,888
Zyja 152 " - ; N1 - A
. B (0:90,66) | (0,1;14,6) .
Smiertelnosé 2on " 486+4143] 5322072 0,3213
(0,1:87) | (1,4;8,315)
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Tabela 14. Wzajemne zalmosci pomkdzy wybranymi parametrami klinicznymi

laboratoryjnymi u ocenianych pacjentow z B-CLL

r R2-
Parametry (P)  CD26 (%) Rai LDH (U/l)  mikroglobulina ~ ZAP70 (%)
(ng/l)
Rai r 0,24
(p) (0,0227%)
r 0,14 0,32
LDH (U7 (P  (0,2067™) (0,0005**)
R2-mikroglobulina  r 0,32 -20 0,12
(ng/l) (p)  (0,0030%%) (0,0320%) (0,1991 ™
. r 0,15 0,22 0,07 0,20
ZAPT0 (%) (P  (0,2345™ (0,0337%) (0,4861 ™) (0,0861 ™9

Objanienie:  r —wspotczynnik korelacji

p — poziom istotn€ri statystycznej

Tabela 15. Zréznicowanie parametréw cytogenetycznych (delecja 2422 u chorych

CD26 i CD26
Ekspresja CD26 x2
delecja ATM (11922-23) (%) . .
CD26 CD26 Wartosé p
Obecna w 16 10
0 .
<10% analizowanych metafaz 61.54% 38.46% 0,01
Obecna w 3 2 0,9484°
210% analizowanych metafaz
60,00% 40,00%

Tabela 16.Zr6znicowanie parametrow cytogenetycznych (delegjg3) u chorych CD26i

CD26'

Ekspresja CD26 x2
Delecja p53 (17p13) (%) ] +
CD26 CD26 Wartosé p
obecna w 18 11
<10% analizowanych metafaz 62 07% 37.93% 0,99
obecna w 5 1 0,3179°
210% analizowanych metafaz
83,33% 16,67%
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Tabela 17.Zr6znicowanie parametrow cytogenetycznych (delagfi4.3) u chorych CD26

i CD26"
delecja locus 13q14.3 Ekspresja CD26 12
D13S319) (% iy
( ) (%) CD26 CD26" Wartos¢ p
obecna w 12 5
210% analizowanych metafaz 70.59% 20 41% 0,29
obecna w 8 5 0,5900°
<10% analizowanych metafaz
80,00% 20,00%

Tabela 18.Stezenie 3-mikroglobuliny u pacjentéw z obecfma i brakiem ekspresji CD26
na komérkach biataczkowych

[3,-mikroglobulina (ug/l)
Parametr Licznosé % +SD Me+SE Wartosé p
(min ; max) (Q1:Q3)
CD26 59 2134,75+1161,034 1765,00 + 151,154
ekspresja (1034,3 ; 8108,8) | (1383,3; 2581,3)
0,0040**
CD26 (%) CD26 o5 | 2767.58 +1232,32¢ 2194,20 + 241,679
(1267,6 ; 6369,8) | (1837,6 ; 3566,7)
Objanienia: Me  — mediana
Q1,Q3 —kwartyl 1i 3
SD - odchylenie standardowe
X

—s$rednia arytmetyczna

Tabela 19.Zr6znicowanie stopnia zaawansowania klinicznego wedagw zaleénosci od
czasu do podgia terapii (TTT)

Stadium wg klasyfikacji Rai 12
O+l Il H+I1V Wartosé p
TTT<12 ! 23 30
11,67% 38,33% 50,00% 48,05
TTT212 36 16 0 0,0000"
69,23% 30,77% 0,00%
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Tabela 20.Czas do podgia terapii (TTT) a ekspresja CD26 na komoérkachlB-C

CD26 x2
<10% >=10% Wartos¢ p
TTT<12 16 14
53,33% 46,67% 4,44
TTT212 23 6 0,0351*
79,31% 20,69%

Tabela 21.Aktywnos¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) w surowicyikavezas do

podjcia terapii (TTT) w ocenianej grupie chorych z BACL

12
Prawidtowy  Podwyzszony Wartosé p
TTT<12 22 36
37,93% 62,07% 5,32
TTT212 29 19 0.0211%
60,42% 39,58%

Tabela 22.Ekspresja CD38 na komorkach biataczkowych a czgsodgcia terapii (TTT) w

ocenianej grupie chorych z B-CLL

X2
Miesigce CD38 CD38"
Wartosé p
TTT<12 40 14
74,07% 25,93% 0,18
TTT212 35 10 0,6685™
77,78% 22,22%

Tabela 23.Ekspresja ZAP70 na komorkach biataczkowych a cegsodfcia leczenia (TTT)

w ocenianej grupie chorych z B-CLL

%2
ZAP70 ZAP70"
Wartosé p
TTT<12 6 28
17,65% 82,35% 0,25
TTT>=12 7 24 0,0616™
22,58% 77,42%
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Tabela 24.Stezenie B,-mikroglobuliny w surowicy krwi a czas do pedja terapii (TTT) w

ocenianej grupie chorych z B-CLL

B.-mikroglobulina X2
<3000 podwyZzszony Wartos¢ p
TTT<12 6020400/ 4010% )
o D 0,10
0,7505™
TTT>=12 21 12
63,64% 36,36%

Tabela 25.Zr6znicowanie wybranych parametréw laboratoryjnychimikznych u chorych z

B-CLL w poszczegolnych stadiach zaawansowaniaddimego wedtug Rai

Stadium wg Rai Warto$¢ p
Mediana
O+l 1] H+1v H
0,0003**
CD38 (%) 1,6 8,6 9,4
16,2009
0,0039**
ZAP70 (%) 27 50 57,5
11,0995
0,0000**
LDH (U/l) 176,5 243,0 274,0
25,1385
0,0213**
B>-mikroglobulina (ug/l) 1851,6 2496,0 2499,2
7,7026
0,0000**
TTT (m-ce) 25 7 1
58,7255
0,0006**
Leukocyty (G/1) 21,25 40,10 74,00
14,8857
0,0145**
Limfocyty (G/1) 15,83 28,87 77,21
8,4689

-109-



ANEKS

Tabela 26.Zroznicowanie stopnia zaawansowania klinicznego chonsbgitug klasyfikacji

Rai w zalgnosci od odsetka komérek CD3BCD38 w badanej grupie chorych z

B-CLL
Stadium wg Rai x2
O+l Il Hi+1Vv Wartos$é p
CD38" (%) 62 21 16 0.2387
0,00371**
CD38" (%) 28 44 28
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Przewlekta biataczka limfocytowa B-komodrkowa (B-OLjest jedm z najczsciej
wystepujacych chordb limfoproliferacyjnych w krajach Eurogyachodniej (okoto 20-30%
wszystkich biataczek u dorostych). W 90% dotyczglogo 50-60 rokwycia, jednake w
ostatnich latach obserwujegsioraz wecej zachorowa wsrdd osdb miodszych. dczyzni
chorup dwukrotnie cgsciej niz kobiety. Schorzenie charakteryzuje akumulacy we krwi
obwodowej, szpiku kostnym, a takinnych nargdach limfatycznych dojrzatych limfocytow
B o charakterystycznym profilu immunofenotypowymD&CD19'CD23"). Okoto 30%
pacjentow wymaga wezenia leczenia przeciwnowotworowega jM momencie rozpoznania
choroby. Kolejne 30% chorych nie wymaga leczenmemencie stawiania diagnozy, azak
w trakcie wielu lat obserwacji. Ze wzglu na ré@norodny przebieg kliniczny choroby
ustalenie jednolitej strategii terapeutycznej jestine. Zaproponowane okowvieré wieku
temu przez Rai’'a i Binet'a systemy klasyfikacjirkbznej zaawansowania choroby znajduj
zastosowanie w ocenie stopnia zaawansowania prau@sotworowego. Ich przydatso
przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych jest gdmgraniczona. W ostatnich latach
zidentyfikowano szereg czynnikow rokowniczych tékigak aktywné¢ dehydrogenazy
kwasu mlekowego (LDH), stenie 2-mikroglobuliny, aktywné¢ kinazy tymidynowej,
zawart@¢ rozpuszczalnego receptora CD23 i CD44, stomkspresji CD38 i ZAP70 na
komdrkach biataczkowych oraz stan mutacyjny regiamiennego genu dla ffaucha
cigzkiego immunoglobulin. Wanym czynnikiem rokowniczym okazata ¢siby¢ takze
obecndé¢ anomalii cytogenetycznych (11g17p). Ocena ich obecdoi umazliwia
przewidzenie dalszego przebiegu choroby gkezdci chorych. U niektorych pacjentow
przebieg choroby jednak wymnaie r&ni sic od przewidywanego. Wdaie z tego powodu
nieustannie poszukuje e¢sinowych czynnikébw prognozagych przebieg B-CLL w
indywidualnych przypadkach. Jednym z takich nowgeiinnikdw wydaje s by¢ ekspresja
dipeptydylopeptydazy 1V/CD26 na komorkach biatacgow CD26 jest enzymem o
wiasciwosciach proteazy serynowej uczestaiogm w reakcjach degradacji biatek i matych
polipeptydéw (w tym m. in. czynnikbw wzrostu i haomow), w ktérych w przedostatniej
pozycji tancucha polipeptydowego obecna jest prolina, alahitahydroksyprolina (Xaa-
Proo lub Xaa-Ala). Badania innych autorow wykazbhak lub nislg ekspregj CD26 na
komérkach chioniaka folikularnego i chioniaka komddrptaszcza, oraz wysakekspresj
CD26 na komoérkach biataczki wiochatokomaorkowe). fitksja CD26 na komorkach B-CLL i
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chtoniaka z d#gych rozlanych komoérek B jest zmienna. Dotychczasosaniesienia
pozwalaj przypuszcza ze jej obecné moze mi&€ znaczenie prognostyczne u pacjentéw z
B-CLL.

Celem pracy byta ocena znaczenia prognostycznego ekspresjeptigylopeptydazy
IV/CD26 na komorkach biataczkowych u chorych na B-Coraz ocena zwizku jej
ekspresjii z obecrigia innych uznanych czynnikbw rokowniczych przepowjadgch
niepomyiny przebieg choroby, takich jak wysoka ekspredp8€, ZAP70, aktywn& LDH,
stezenie B-mikroglobuliny w surowicy krwi czy te obecné¢ okrelonych aberracii
cytogenetycznych (w tym 11g-, 17p-) w komorkachtdmakowych. Niezakenej ocenie
poddano take zwihzek pomédzy ekspregi CD26 na komoérkach B-CLL a czasem do
wiaczenia leczenia cytostatycznego (TTT).

Materiat i metody: ocenie poddano 162 chorych (92ateyzn i 70 kobiet) w wieku 29 do
84 lat (mediana 58 lat) z rozpoznaniem B-CLL. EksprCD26, CD38, ZAP70, CD5, CD19,
CD23 oznaczono metadsmiokolorowej cytofluorymetrii przeptywowej. Aktywré LDH,

a take stzenie Bo-mikroglobuliny w surowicy krwi oceniono stoggj gotowe zestawy
komercyjne oraz standardowe metody laboratoryjreeaBie w kierunku obeckd delecji
13914.3, 13934, 11922-23, 17pl3 oraz trisomii clusomu pary 12 wykonywano za
pomoa metody FISH interfazowej. W celu analizy statygtye danych zastosowano
statystyki opisowe:sredni arytmetyczn, mediar, minimum, maximum, dolny kwartyl,
gorny kwartyl, odchylenie standardowe i adt standardowy. Ocen zgodndci
przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Ist@tnadznic wartgci srednich o rozktadzie
normalnym sprawdzono testem t-Studenta, a jednoiddmvariancji testem Bartlett'a.
Istotnas¢ réznic wartaci srednich o rozktadzie éiym od normalnego lub o niejednorodnych
wariancjach, sprawdzono nieparametrycznym testem NMhnna-Whitney'a. Dla
zweryfikowania ragnic pomkedzy srednimi zastosowano test Tukey'a. Istagihoroznic
srednich w trzech grupach dla parametrow o rozk&daznym od normalnego lub
niejednorodnych wariancjach sprawdzono testem raepetrycznym Kruskala-Wallis’a. Dla
par parametrow o rozktadach normalnych obliczonpdlkzynnik korelacji Pearson’a, dla
par parametrow o rozkiadzie zmym od normalnego obliczono wspoétczynnik korelaci
Spearman’a - r. W celu oceny prawdopodoabi®a przeycia zastosowano meted&aplana -
Meiera. Do oceny mnicowania naizen cech pomgdzy badanymi parami parametrow
wykorzystano test? lub testy’ z poprawl Yates’a. Dla wybranych sgeu zmiennych
wykonano analig skupigr oraz wykorzystano technikk-srednich. Dla oznaczenia poziomu

istotncci  stwierdzonych zwzkow lub r@&nic (wartdci p) zastosowano nagujace
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oznaczenia: ns —0,05 — warté¢ nieistotna statystycznie, * — p<0,05, ** <@01 wartd¢
istotna statystycznie.

Wyniki : Przeprowadzone badania pozwolity wyk&zze odsetek komérek biataczkowych
wykazupcych ekspresgj antygenu CD26 wzrasta wraz ze wzrostem stopnizaasowania
klinicznego choroby wedtug klasyfikacji Rai. Oddetemorek z obecrigia ekspresji CD26
byt istotnie statystycznie wgzy u pacjentdw z podvegzory aktywndccia LDH i ze
zwigkszonym sfzeniem B,-mikroglobuliny w surowicy krwi oraz w grupie paofdw
wymagajcych podgcia leczenia. 11& komoérek CD26 odwrotnie korelowata z TTT. Grgp
pacjentow CD26w poréwnaniu do grupy CD2@&harakteryzowato tale istotnie mniejsze
prawdopodobigstwem diugiego catkowitego pragia (OS). Uzyskane wyniki pozwolity na
skonstruowanie modelu prognostycznego uwdghljacego stadium zaawansowania
klinicznego choroby wedtug klasyfikacji Rai, eksgeeCD26, CD38, ZAP70 na komorkach
biataczkowych, aktywni@& LDH i stezenie B,-mikroglobuliny w surowicy krwi. Model ten
pozwolit na identyfikagj dwoch grup o korzystnym i niekorzystnym rokowaniu.

Uzyskane wyniki badapozwolity na sformutowanie nagtujacych wnioskow:

1. Ekspresja CD26 na 10% komoérek CDBCD19/CD23" wiaze sk ze skroceniem
przezycia catkowitego u chorych z B-CLL (p=0,0391%).

2. Chorzy z ekspresjCD26 na> 10% komdrek CDSCD19/CD23 szybciej wymagaj
rozpoczcia leczenia (p=0,03509%)

3. Ekspresja CD26 na komoérkach COB®19'CD23 wykazuje zwizek ze stopniem
zaawansowania klinicznego wedtug Rai, koniegzmowtaczenia leczenia cytostatycznego,

aktywndscia LDH i stezeniemp,-mikroglobuliny w surowicy krwi.

Stowa kluczowe przewlekta biataczka limfocytowa B-komdérkowa, elgtydylopeptydaza

IV/(CD26, ZAP70, CD38, czas do pedja terapii, catkowite przgcie, rokowanie
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B-cell chronic lymphocytic leukemia is one of th@shcommon lymphoproliferative
diseases in Western Europe (approximately 20-3€epéiof all cases of leukemia in adults).
The majority (90 percent) of all cases is for pasebetween 50 and 60 years old, but in
recent years, more and more cases are reportedgayoonger people. In general, men get
sick twice as often as women. The disease is ctesirzaed by accumulation of mature B-cells
with a immunophenotyping (CD8D19'CD23") profile in the peripheral blood, bone
marrow and other lymphoid nodes. Approximately 8dcpnt of patients require anti-cancer
treatment at the time of diagnosis. Another 30 @aranay not require treatment at the time of
diagnosis and many years after. Due to such agiyein clinical course of disease it is
difficult to come up with a single therapeutic s#gy that could be applied succesfully to all
the patients. Criteria for the disease classificathat have been defined about a quarter of a
century ago by Rai and Binet are used to detergenerity of the disease. Their usefulness in
making therapeutic decisions, however, is limit€ler the last few years new isolated
prognostic factors have been identified such adiclaecid dehydrogenase (LDH),
concentration op,-microglobulin, thymidine kinase activity, solulkeceptor CD23 or CD44,
level of expression of CD38 or ZAP70 in leukemicllceand mutational status of
immunoglobulin heavy chain variable region genesother important prognostic factor is
presence of cytogenetic abnormalities (11yp). Despite of this multitude of different
factors available used to facilitate the decisiartlze therapeutic approach, the course of the
disease clearly differs for some patients from ékpected outcome. Consequently, for this
reason alone new agents are still being looked eadividual cases. One of these new factors
seems to be expression of dipeptidyl peptidase D2/& It is an enzyme with properties of a
serine protease and is engaged in degradationiaesatf proteins and small polypeptides
(including, among others growth factors and hornsdné¢hat have proline, alanine, or
hydroxyproline, (Xaa-Proo or Xaa-Al) in the penuitite position of the polypeptide chain.
Studies of other authors showed no or low exprassiadCD26 on cells of follicular or mantle
cell lymphoma, and high expression of CD26 on cellfairy-cell leukemia. Expression of
CD26 on cells of B-CLL and diffuse large B-celllsdymphoma is variable. Previous reports
clearly suggest though that its presence may hesgnpstic significance in patients with B-
CLL.
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The aim of this studywas to assess firstly prognostic significancexgiression of dipeptidyl
peptidase IV/CD26 in leukemic cells for patientdshvB-CLL and secondly to identify its
relationship with presence of other known progrossictors associated with unfavorable
course of the disease, such as high expressioD88CZAP70, LDH, the concentration of
B2- microglobulin in the serum or presence of spedfitogenetic aberrations (including 11g-
, 17p-) in leukemic cells. Additionally, evaluatiaf the relationship between expression of
CD26 on B-CLL cells and time to include chemothgrdms been undertaken (TTT).
Material and methods: The study included 162 diagnosed patients (92 snaled 70
females) aged 29 to 84 years (median 58 yearshosagl with B-CLL. Expression of CD26,
CD38, ZAP70, CD5, CD19, CD23 was determined by #hotk of flow cytometry. LDH
activity, as well ag2-microglobulin concentration in serum was evaldatsing commercial
testing kits and standard laboratory methods. €se for the presence of deletion 13q14.3,
13934, 11g22-23, 17p13, and trisomy of 12 chrom@sevas performed using interphase
FISH method. In order to analyze the statisticah dstensive descriptive statistics has been
used such as the arithmetic mean, median, minimmaximum, lower quartile, upper
guartile, standard deviation and standard erronf@mity assessment was performed with
Shapiro-Wilk test. The significance of differenadsnean values for normal distribution was
tested with Student's t-test, and homogeneity ef tariance with test of Bartlett. The
significance of differences of average values fastribution different from normal or
heterogeneous variances was tested with non-paiartest by Mann-Whitney. To verify the
differences between means Tukey's test was usedsighificance of differences in average
values of parameters for tested groups that dobeting to the normal distribution or
homogeneous variances for non-parametric values tested accordingly to verification by
Kruskal-Wallis. For pairs of parameters with norndiktributions Pearson's correlation
coefficients were calculated while for pairs of graeters with different than normal
distribution Spearman correlation coefficient waarfd. In order to assess the probability of
survival Kaplan — Meier model was used. To ass#fgehtiation between stimulus intensity
characteristics of pairs of parametgpstest ory2 test with the amendment Yates'a was used.
For selected six variables, cluster analysis watopeed and k-means technique used. To
determine level of materiality in established rielaships or differences (p values), the
following indications were chosen: ns >[.05 — for a value not statistically significaht, p
<0.05, ** - p< 0.01 for statistically significant one.

Results Percentage of leukemic cells with presence of €RBAtigen expression on their

surface grows in alignment with Rai’'s classificatidcxpression of CD26 was significantly
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higher for patients with elevated LDH or elevafizemicroglobulin as well as in the group of
patients that required immediate treatment. Le¥eéhe CD26 expression has been found to
be inversely correlated with time to include theatment. Groups of patients with the
presence of CD26 expression in at least 10% ofelelk cells was characterized by a
significantly lower probability of OS, comparedtte group of patients with CD26'he data
obtained allowed us to construct a predictive maelgiad takes into account both Rai’s stage of
the disease, expression of CD26, CD38, ZAP70, LDdd veell as p,-microglobulin
concentrations in serum. Based on this model, tateept groups have been identified, one

with favorable and another one with unfovarablegpusis.

Conclusions:

1 Expression of CD26 on 10% of the cells CD3CD19/CD23' is associated with shortened
overall survival in patients with B-CLL (p=0.0391%)

2. Patients with expression of CD26®110% of the cells, CD3CD19/CD23" require faster
initiation of treatment (p=0.03509%).

3. Expression of CD26 on cells of CI66D19/CD23" shows a relationship between tumor
stage according to Rai, necessity to incorporatestgtic treatment, LDH activity and serum
B2-microglobulin.

Key words: B-cell chronic lymphocytic leukemia, dipeptidyeptidase 1V, CD26, ZAP70,

CD38, time to treatment, overall survival, progsosi
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