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I  WSTĘP 

 

I.1 Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa – dane ogólne 

 

Nowotwory wywodzące się z limfocytów B stanowią najliczniejszą grupę 

chorób limfoproliferacyjnych. Schorzenia te cechuje róŜnorodna manifestacja kliniczna, a 

takŜe zmienna wraŜliwość na zastosowane leczenie. Od wielu lat podejmowane są liczne 

próby klasyfikacji nowotworów limfoproliferacyjnych. Wiele z nich oparto o wyniki badań 

histopatologicznych zmienionych chorobowo tkanek i narządów. Podejmowane są 

jednocześnie próby powiązania uzyskanych wyników badań histopatologicznych w 

poszczególnych postaciach nowotworów B-komórkowych z indywidualnym przebiegiem 

procesu chorobowego, wraŜliwością na leczenie, a takŜe rokowaniem odległym. 

Odzwierciedleniem tych prób jest wiele systemów klasyfikacyjnych opracowanych w 

ostatnich 30 latach, takich jak m.in. klasyfikacja kilońska, Rappaporta, Working Formulation, 

klasyfikacja WHO czy teŜ REAL. We wszystkich z wymienionych systemów 

klasyfikacyjnych wyodrębniono chłoniaka limfocytowego, a takŜe jego szczególną postać – 

przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową (B-CLL).  

Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa jest schorzeniem 

limfoproliferacyjnym o charakterze akumulacyjnym, w którym dochodzi do gromadzenia 

długo Ŝyjących zmienionych nowotworowo limfocytów B we krwi, szpiku kostnym oraz 

obwodowych narządach limfatycznych. Pod względem klinicznym B-CLL charakteryzuje się 

zwiększeniem bezwzględnej liczby limfocytów we krwi obwodowej, względną limfocytozą 

szpiku kostnego, postępującym powiększeniem węzłów chłonnych, wątroby i śledziony. W 

naturalnym przebiegu choroby dochodzi takŜe do upośledzenia odporności komórkowej i 

humoralnej na skutek zakłócenia procesu kooperacji limfocytów B i T.  

Rozpoznanie przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej opiera się na 

stwierdzeniu obecności we krwi obwodowej monoklonalnej populacji limfocytów B w ilości 

>5000/µl oraz zajęcia przez komórki B-CLL szpiku kostnego (>30% komórek jądrzastych 

szpiku o charakterystycznym immunofenotypie). Jak dotąd opinie dotyczące konieczności 

równoczesnej oceny histopatologicznej węzła chłonnego u chorych z B-CLL w przypadkach 

typowych są rozbieŜne [1-3]. 
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Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa jest chorobą o bardzo 

zróŜnicowanym przebiegu klinicznym, zmiennym nasileniu objawów chorobowych, a takŜe 

róŜnym stopniu zaawansowania klinicznego choroby w chwili jej rozpoznania. Wynika to z 

faktu bezobjawowego przebiegu schorzenia u niektórych osób i przypadkowego 

rozpoznawania B-CLL w chwili okresowo przeprowadzonego badania kontrolnego. B-CLL 

cechują równieŜ indywidualnie zmienny czas od momentu rozpoznania choroby do włączenia 

terapii, róŜna odpowiedź na zastosowane leczenie, a takŜe róŜna trwałość uzyskanej w 

wyniku terapii odpowiedzi [4]. W części przypadków zaawansowanie zmian chorobowych w 

chwili rozpoznania jest niewielkie. U niektórych chorych nie stwierdza się wykładników 

progresji choroby nawet w ciągu wielu lat obserwacji. U innych schorzenie juŜ od momentu 

rozpoznania ma charakter progresywny doprowadzając w stosunkowo krótkim czasie do 

nasilonej limfadenopatii i organomegalii [5-7]. 

Zaobserwowano, Ŝe około 30% chorych na przewlekłą białaczkę limfocytową 

B-komórkową nie wymaga leczenia. W grupie tej zgon jest najczęściej niezwiązany z 

aktywnością choroby. Podobny odsetek pacjentów nie wymaga terapii w początkowym 

okresie choroby, ze względu na jej stabilny przebieg i brak dolegliwości podmiotowych. U 

pozostałych chorych (równieŜ około 30%) przebieg procesu chorobowego od momentu 

ustalenia rozpoznania jest progresywny. W przypadkach tych natychmiastowe wdroŜenie 

leczenia wydaje się być niezbędne [2,7-9]. Pomimo licznych prób, jak dotąd nie udało się 

ustalić optymalnego sposobu postępowania terapeutycznego w tej grupie chorych. 

Podejmowane są jednak próby indywidualizowania terapii w zaleŜności od wieku, stopnia 

zaawansowania klinicznego choroby, stanu ogólnego pacjenta oraz obecności lub braku 

zmian klinicznych i laboratoryjnych przepowiadających dalszy korzystny lub niekorzystny 

przebieg schorzenia. 

 

I.2 Epidemiologia B-CLL 

 

B-CLL jest najczęściej występującym chłoniakiem w krajach Europy 

Zachodniej [5], a takŜe w Stanach Zjednoczonych [4]. Według danych epidemiologicznych 

B-CLL stanowi 11% wszystkich nowotworów hematologicznych i 30-40% wszystkich 

białaczek. Częstość występowania B-CLL wynosi średnio jeden przypadek na 100000 osób 

[10-11]. Zachorowalność na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową wynosi 3,9 
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przypadków na 100000 osób z populacji ogólnej na rok. MęŜczyźni chorują dwukrotnie 

częściej niŜ kobiety. Choroba występuje częściej u rasy białej niŜ czarnej i Ŝółtej [12]. 

Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa dotyczy częściej osób 

starszych. Średni wiek w chwili zachorowania wynosi 72 lata [13], natomiast mediana wieku 

55 lat. Ostatnio obserwuje się tendencję do wzrostu częstości zachorowań na B-CLL wśród 

osób młodszych [14]. Częstość rozpoznawania B-CLL istotnie zmieniała się na przestrzeni 

ostatnich lat. Hansen w obszernej publikacji z 1973 roku opartej na długoterminowej 

obserwacji 189 pacjentów wykazał, Ŝe zachorowalność na B-CLL wynosiła 5,5 w 1949 roku, 

6,6 w latach 1943 – 1952 i 6,4 w okresie 1958 – 1961 na 100000 osób z populacji ogólnej na 

rok [15]. W 1964 roku zachorowalność na B-CLL wzrosła do 7,8 na 100000 mieszkańców na 

rok. Rozpoznania choroby w tym okresie nie były jednak oparte na szczegółowej diagnostyce 

immunofenotypowej, a przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową rozpoznawano w 

przypadku stwierdzenia limfocytozy we krwi powyŜej 10000/µl i obecności małych 

limfocytów w rozmazie krwi obwodowej. Niewłaściwość takiego postępowania potwierdziły 

dopiero badania retrospektywne. Okazało się bowiem, Ŝe u części pacjentów w okresie 

późniejszym zrewidowano rozpoznanie na chłoniaka śledzionowego strefy brzeŜnej, 

chłoniaka z komórek płaszcza, chłoniaka grudkowego, czy teŜ białaczkę prolimfocytową T-

komórkową. Fakt ten tłumaczy spadek zachorowalności na przewlekłą białaczkę limfocytową 

B-komórkową w latach dziewięćdziesiątych w porównaniu do lat siedemdziesiątych 

ubiegłego wieku. W 1991 roku Sgambati i wsp. potwierdzili spadek zachorowalności na B-

CLL w populacji ogólnej w latach 1973 - 1976 z 4,2 do 3,2 i z 3,8 na 2,6 na 100000 osób na 

rok odpowiednio wśród białych męŜczyzn i kobiet. W tym samym okresie zachorowalność na 

przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową wśród Afroamerykanów, Hiszpanów i 

Azjatów utrzymywała się na znacząco niŜszym poziomie [16]. Przyczyna tych róŜnic w 

zachorowalności nie została jak dotąd jednoznacznie wyjaśniona.  

Kolejnym czynnikiem mogącym mieć istotny wpływ na ocenę 

zachorowalności na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową jest dostęp do 

specjalistów. Tezę tą potwierdzili Cartwright i wsp. w latach 1984 – 1988 w oparciu o analizę 

wyników morfologii krwi pacjentów z terenu Wielkiej Brytanii. W badaniach tych wyniki 

morfologii krwi poddano ocenie specjalistów hematologów. UmoŜliwiło to identyfikację 

nowych chorych z przewlekłą białaczką limfocytową B-komórkową we wczesnym stadium 

choroby. Przypadki te nie były wcześniej rozpoznane przez lekarzy rodzinnych. W wyniku 

tak przeprowadzonej oceny zachorowalność wzrosła do 5,54 na 100000 osób z populacji 

ogólnej na rok, a stosunek zachorowań wśród męŜczyzn do zachorowań u kobiet określono na 
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1,95. Badanie to potwierdziło takŜe wyŜszą częstość zachorowań na B-CLL wśród osób 

starszych [17]. 

Istotnym czynnikiem warunkującym częstość rozpoznawania przewlekłej 

białaczki limfocytowej B-komórkowej były zmieniające się na przestrzeni lat kryteria 

rozpoznania B-CLL. I tak, w roku 1989 podejrzenie choroby wysuwano w przypadkach 

limfocytozy przekraczającej 5x109/L, a w latach późniejszych 10x109/L. W kolejnych latach 

wprowadzono następne zmiany. W roku 1996 ponownie za kryterium rozpoznania B-CLL 

przyjęto wzrost liczby limfocytów >5x109/L, a w roku 2008 ustalono, Ŝe wzrost ten musi 

dotyczyć limfocytów B [16]. W roku 2002 Rawston i wsp. na podstawie oceny 

immunofenotypu leukocytów krwi obwodowej osób powyŜej 40. roku Ŝycia wykazali, Ŝe u 

3,5% badanych osób „zdrowych” obecna jest populacja komórek podobnych fenotypowo do 

komórek B-CLL [18]. Późniejsze dane oparte o bardziej czułe techniki diagnostyczne 

potwierdziły obecność wymienionych zaburzeń u 12% osób badanych. Dane te stały się 

podstawą hipotezy o moŜliwym związku pomiędzy obecnością we krwi monoklonalnej 

limfocytozy B-komórkowej i następowym wystąpieniem przewlekłej białaczki limfocytowej 

B-komórkowej. Hipoteza ta jak dotąd nie znalazła jednoznacznego potwierdzenia [16].  

 

I.3 Czas przeŜycia chorych 

 
Przeciętny czas Ŝycia chorych na B-CLL od momentu rozpoznania do zgonu 

wynosi 5 – 8 lat. Potwierdzono jednak bardzo znaczące róŜnice w przeŜyciu poszczególnych 

chorych w zaleŜności od stopnia zaawansowania klinicznego wg Rai w momencie 

rozpoznania choroby (Tabela 1, str. 14). I tak, chorzy w 0 stopniu zaawansowania klinicznego 

choroby Ŝyją średnio powyŜej 150 miesięcy, w I stopniu – 101 miesięcy, w II stopniu – 71 

miesięcy, w III i IV stopniu jedynie 19 miesięcy [19]. Ocena przeŜycia odległego w grupie 

pacjentów poniŜej 50. roku Ŝycia, leczonych lekami alkilującymi potwierdziła skrócenie 

przewidywanego czasu przeŜycia o 19 lat w porównaniu do osób ze zdrowej populacji [7, 20]. 

 

I.4 Manifestacja kliniczna choroby 

 

Rozpoznanie przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej w duŜej 

części przypadków ma charakter przypadkowy. Najczęściej jest rezultatem analizy wyników 

badań okresowych. U części chorych przebieg B-CLL przez wiele lat ma charakter 



 WSTĘP  

 

-10- 
 

bezobjawowy, a pierwszą manifestacją choroby jest pojawienie się tzw. „objawów ogólnych” 

(występują u około 5 - 10% chorych). NaleŜą do nich podwyŜszona temperatura ciała bez 

cech infekcji, nasilona potliwość, zwłaszcza nocna, istotny spadek masy ciała (≥ 10% w ciągu 

ostatnich 6 miesięcy i utrzymujący się ponad dwa tygodnie) oraz znacznego stopnia 

osłabienie lub męczliwość. W momencie rozpoznania choroby u około 20% pacjentów z B-

CLL nie stwierdza się odchyleń w badaniu przedmiotowym. U około 80% chorych dochodzi 

do niebolesnego powiększenia węzłów chłonnych obwodowych. Stopień nasilenia 

limfadenopatii obwodowej moŜe być róŜny. W niektórych przypadkach stwierdza się 

obecność uogólnionej, niewielkiej limfadenopatii. U innych chorych dochodzi do rozwoju 

masywnej limfadenopatii, z tendencją do tworzenia pakietów, uciskających sąsiednie narządy. 

U około 50% chorych ma miejsce powiększenie śledziony, a u 15% powiększenie wątroby. 

Masywna organomegalia moŜe prowadzić do pojawienia się objawów dyskomfortu lub 

uczucia pełności w jamie brzusznej. U niektórych chorych z B-CLL stwierdza się 

występowanie objawów związanych z nasiloną cytopenią we krwi obwodowej 

(niedokrwistość, granulocytopenia, małopłytkowość). Do najczęstszych z nich naleŜą 

nawracające infekcje oraz powikłania krwotoczne. Wskutek współwystępowania zaburzeń 

odpowiedzi humoralnej i komórkowej powikłania infekcyjne są najczęstszą przyczyną zgonu 

chorych na B-CLL. Powikłania te mogą mieć etiologię zarówno bakteryjną, wirusową (np. 

Herpes zoster) jak i grzybiczą [2,21]. Rzadko przyczyną zgonu jest wyniszczenie 

nowotworowe. W przypadkach tych stwierdza się obecność nacieków z komórek 

nowotworowych w płucach, opłucnej, tkankach miękkich, skórze i innych narządach [2,22]. 

 

I.5 Kryteria rozpoznania i progresji choroby  

 

Według aktualnych kryteriów rozpoznanie przewlekłej białaczki limfocytowej 

B-komórkowej opiera się na stwierdzeniu obecności monoklonalnej populacji limfocytów 

krwi obwodowej w ilości ≥5x109/L oraz infiltracji szpiku kostnego komórkami limfoidalnymi 

(>30% komórek jądrzastych szpiku). W przypadkach typowych komórki te wykazują 

ekspresję CD19+, CD20+ bright, CD5+, CD23+, CD79a+, CD43+, słabą ekspresję 

powierzchniowych immunoglobulin IgM i IgD z obecnością łańcuchów lekkich kappa lub 

lambda. Wykazują takŜe słabą ekspresję lub brak ekspresji FMC7-, CD10-, CD79b-. 

Kryterium dodatkowym niezbędnym do rozpoznania B-CLL jest utrzymywanie się 

limfocytozy przez okres co najmniej 3 miesięcy. Rozpoznanie B-CLL moŜna postawić 
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równieŜ u osób z niŜszą liczbą monoklonalnych limfocytów B we krwi, ale jedynie w 

przypadkach z obecną cytopenią, bądź z towarzyszącymi objawami ogólnymi [2,3].  

Progresywną postać choroby naleŜy rozpoznać w przypadku, gdy dochodzi do 

dynamicznego narastania masy guza, wystąpienia objawów niewydolności hematopoezy, 

nawracających infekcji, obecności nasilonych objawów ogólnych, takich jak spadek masy 

ciała, gorączka >38oC, zlewne poty i postępujące osłabienie. O niepomyślnym przebiegu 

choroby świadczyć moŜe zdwojenie limfocytozy w czasie krótszym niŜ 12 miesięcy, jej 

wzrost o 50% w stosunku do wartości w chwili rozpoznania oraz transformacja do chłoniaka 

o wyŜszym stopniu złośliwości [2,3]. 

 

I.6 Zmiany w podstawowych badaniach laboratoryjnych 

 

W przypadkach typowych liczba leukocytów we krwi waha się od 10x109/l do 

powyŜej 100x109/l. W rozmazie krwi obwodowej wśród krwinek białych dominują małe 

dojrzałe limfocyty ze skąpą cytoplazmą. Ponadto obecne są liczne cienie Gumprechta będące 

pozostałościami po rozpadłych limfocytach (Rycina 1) [2]. 
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Rycina 1. Typowy obraz mikroskopowy rozmazu krwi obwodowej pacjenta z B-CLL. 

Barwienie H+E. Powiększenie 400x  
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Rycina 2. Typowy obraz mikroskopowy rozmazu szpiku kostnego pacjenta z B-CLL.  

Barwienie H+E. Powiększenie 400x 

Zwraca uwagę obecność około 90% komórek o skąpej cytoplazmie i morfologii małego 

limfocyta. 

 

 

 

W rozmazie krwi mogą występować takŜe pojedyncze prolimfocyty z wyraźnym jąderkiem. 

W badaniu cytologicznym szpiku kostnego zawartość limfocytów przekracza 30% wszystkich 

komórek jądrzastych. W większości przypadków są to małe nagojądrzaste limfocyty, a ich 

odsetek mieści się w przedziale 70 – 90 %. Limfocytozie szpiku często towarzyszy względne 

zmniejszenie ilości komórek z pozostałych linii komórkowych (czerwonokrwinkowej, 

granulocytarnej i płytkotwórczej) (Rycina 2). W badaniu histologicznym szpiku kostnego u 

chorych z B-CLL moŜna wykazać nacieczenie małymi, dojrzałymi limfocytami. Sposób 

naciekania struktur hematopoetycznych moŜe mieć charakter guzkowy, śródmiąŜszowy bądź 

rozlany (dyfuzyjny). Ten ostatni według niektórych autorów ma niekorzystne znaczenie 

prognostyczne [2]. 

U części chorych wyniki podstawowych badań biochemicznych krwi mogą nie 

odbiegać od normy. U niektórych pacjentów stwierdza się jednak podwyŜszoną aktywność 
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dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH), podwyŜszone stęŜenie β2-mikroglobuliny, niski 

poziom gamma-globulin. U niewielkiego odsetka chorych (około 1 – 1,5 %) obecne są 

objawy niedokrwistości autoimmunohemolitycznej (hiperbilirubinemia pośrednia, 

podwyŜszona aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego, obniŜone stęŜenie haptoglobiny, 

retykulocytoza, dodatni bezpośredni lub pośredni odczyn Coombsa) [2].  

 

I.7 Klasyfikacja zaawansowania klinicznego choroby 

 

Ocenę zaawansowania zmian chorobowych u pacjentów z B-CLL 

przeprowadza się w oparciu o jeden z dwóch systemów klasyfikacyjnych (według Rai oraz 

według Bineta). Pierwszy z nich, wyodrębniający pięć okresów zaawansowania zmian 

chorobowych, został zaproponowany przez Rai i wsp. w 1975 r. (Tabela 1, str. 14) [2,6,7]. 

 

Tabela 1.  Klasyfikacja zaawansowania klinicznego przewlekłej białaczki limfocytowej B-

komórkowej wg Rai i wsp. 

Okres Objawy Czas przeŜycia 

0 Limfocytoza krwi obwodowej (>15.000/mm3) i szpiku (>40%) >150 miesięcy 

I Limfocytoza jak w stadium 0 i powiększenie węzłów chłonnych 100 miesięcy 

II 

Limfocytoza jak w stadium 0 

i powiększenie wątroby i/lub śledziony 

i/lub powiększenie węzłów chłonnych 

70 miesięcy 

III 
Limfocytoza jak w stadium 0 

I niedokrwistość (Hb < 11 g/dl – 6,83 mmol/l) 
20 miesięcy 

IV 
Limfocytoza jak w stadium 0 

I małopłytkowość (Pt < 100.000/mm3 ) 
20 miesięcy 
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Drugi system klasyfikacyjny został zaproponowany w roku 1981 przez Bineta 

i wsp. Wyodrębnia on trzy okresy zaawansowania choroby (A, B, C) w zaleŜności od ilości 

zajętych grup węzłowych w badaniu przedmiotowym, wartości stęŜenia hemoglobiny i liczby 

płytek krwi (Tabela 2, str. 15) [2,7]. 

 

Tabela 2. Klasyfikacja zaawansowania klinicznego przewlekłej białaczki limfocytowej B - 

komórkowej według Bineta 

Okres Objawy Czas przeŜycia 

A 

< niŜ 3 powiększone grupy węzłowe zajęte przez proces 

nowotworowy 

bez niedokrwistości (Hb ≥ 6,21 mmol/l, 10 g/dl)                                 

i małopłytkowości  

> 120 miesięcy 

B 

≥ 3 powiększone grupy węzłowe zajęte przez proces nowotworowy   

bez niedokrwistości (Hb ≥ 6,21 mmol/l, 10 g/dl)                                 

i małopłytkowości 

60 miesięcy 

C 
Niedokrwistość (Hb < 6,21 mmol/l 10 g/dl)                                                 

i/lub  małopłytkowość (Pt < 100.000/mm3) 
24 miesiące 

 

 

Wymienione systemy oceny zaawansowania zmian chorobowych u chorych na 

B-CLL opierają się na analizie wyników podstawowych badań laboratoryjnych i badania 

przedmiotowego. Obie klasyfikacje wyróŜniają wczesny (Rai 0, Binet A), pośredni (Rai I-II, 

Binet B) i zaawansowany okres choroby (Rai III-IV, Binet C) [23]. 

 

I.8 Prognozowanie dalszego przebiegu choroby u pacjentów z B-CLL 

 

Systemy klasyfikacji klinicznej przewlekłej białaczki limfocytowej B-

komórkowej zostały zaproponowane ponad 25 lat temu. Do dnia dzisiejszego są one 
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przydatne dla oceny zaawansowania choroby. Ułatwiają równieŜ podejmowanie decyzji 

leczniczych, a takŜe porównywanie skuteczności poszczególnych metod terapii w 

określonych stadiach zaawansowania procesu chorobowego. Pomimo ich niewątpliwej 

przydatności praktycznej obarczone są jednak takŜe wadami. NajwaŜniejszą z nich jest 

znaczne zróŜnicowanie w poszczególnych przypadkach dalszego przebiegu klinicznego 

choroby oraz odmienna wraŜliwość na zastosowane leczenie. Na ich podstawie nie moŜna 

równieŜ zidentyfikować pacjentów, u których dojdzie do szybkiej progresji procesu 

chorobowego, a takŜe tych, u których choroba będzie miała charakter stabilny.  

W ostatnich latach nieustannie podejmowane są wysiłki zmierzające do 

identyfikacji czynników prognostycznych przepowiadających przebieg choroby juŜ w 

momencie rozpoznania B-CLL. Jak dotąd wykazano, Ŝe niezaleŜną wartość prognostyczną w 

chwili rozpoznania choroby ma liczba limfocytów we krwi obwodowej, stopień nacieczenia 

szpiku kostnego, odsetek atypowych komórek limfoidalnych krwi obwodowej oraz czas 

zdwojenia liczby limfocytów (krótszy lub dłuŜszy niŜ 12 miesięcy). Parametry te są proste do 

określenia i stanowią wartościowe uzupełnienie oceny aktywności choroby w indywidualnych 

przypadkach [8,24,25]. 

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg nowych czynników 

prognostycznych, których wartość kliniczna systematycznie rośnie. Wśród nich naleŜy 

wymienić markery surowicze, takie jak aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego, 

stęŜenie β2-mikroglobuliny, aktywność kinazy tymidynowej, zawartość w surowicy 

rozpuszczalnego receptora CD23 czy teŜ CD44. Niektóre z nich rzadko są jednak 

wykorzystywane dla potrzeb rutynowej diagnostyki hematologicznej, głównie z powodu 

trudności metodologicznych oraz utrudnionego dostępu do badań [26]. Okazało się takŜe, Ŝe 

duŜe znaczenie praktyczne w przewidywaniu dalszego przebiegu choroby ma równieŜ 

obecność w komórkach B-CLL określonych zaburzeń cytogenetycznych oraz aberracji 

molekularnych (np. stan mutacyjny genu dla łańcucha cięŜkich immunoglobulin) czy teŜ 

stwierdzenie wysokiej ekspresji błonowej antygenu CD38 lub komórkowej ZAP70. 

 

I.8.1 Aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH), stęŜenie β2-

mikroglobuliny, aktywno ść kinazy tymidynowej 

 

Lee i wsp. wykazali, Ŝe wysoka aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego 

we krwi pacjentów z B-CLL wykazuje korelację ze skróceniem przeŜycia [27]. Okazało się 
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takŜe, Ŝe wysoka aktywność LDH jest powiązana z wysoką ekspresją CD38 i ZAP70 oraz 

obecnością delecji 17p w komórkach nowotworowych.  

RównieŜ wysokie stęŜenie β2-mikroglobuliny we krwi okazało się być 

niezaleŜnym czynnikiem prognostycznym u pacjentów z B-CLL. Wykazano bowiem, Ŝe jej 

poziom we krwi jest powiązany z masą guza, stopniem nacieczenia przez komórki 

białaczkowe szpiku kostnego oraz ze stadium zaawansowania klinicznego choroby [28-30]. 

Potwierdzono równieŜ zaleŜność pomiędzy stęŜeniem β2-mikroglobuliny we krwi a ekspresją 

CD38 na komórkach B-CLL oraz cytoplazmatyczną ekspresją ZAP70 w komórkach 

białaczkowych [31,32]. 

TakŜe aktywność kinazy tymidynowej (TK1), markera nasilenia proliferacji 

komórek klonu białaczkowego, jest w sposób niezaleŜny powiązana z rokowaniem u chorych 

z B-CLL. Matthews i wsp. wykazali, Ŝe poziom TK1 we krwi pozostaje w związku z okresem 

zaawansowania klinicznego choroby oraz z krótkim czasem do wystąpienia objawów 

progresji choroby [33]. W jednej z ostatnich publikacji Konoplev i wsp. wykazali, Ŝe wysokie 

stęŜenie TK1 w surowicy krwi powiązane jest z krótkim przeŜyciem całkowitym, stanem 

mutacyjnym regionu zmiennego genu dla łańcucha cięŜkiego immunoglobulin, ekspresją 

ZAP70 oraz CD38 na komórkach białaczkowych, a takŜe ryzykiem transformacji B-CLL do 

chłoniaka o wyŜszym stopniu złośliwości (zespół Richtera) [34]. 

 

I.8.2 Obecność anomalii cytogenetycznych 

 

Występowanie określonych zaburzeń cytogenetycznych w komórkach B-CLL 

ma znaczenie prognostyczne. Ich obecność w badaniu metodą FISH wykazano aŜ u 80% 

pacjentów z B-CLL [35-37]. Do najczęściej występujących naleŜą delecja 13q14, delecja 

11q22-23, delecja 17p13, trisomia chromosomu 12 oraz delecja 6q [38,39]. 

Delecja 11q22-23 obecna jest u około 10-20% chorych z B-CLL. Istotą tego 

defektu jest delecja obszaru chromosomu zawierającego gen ATM (ataxia teleangiectasia 

mutated). Wykazano takŜe, Ŝe prawdopodobne znaczenie rokownicze u pacjentów z B-CLL 

mają równieŜ mutacje genu ATM [40], których obecność jest powiązana z szybką progresją 

objawów choroby, obecnością masywnej limfadenopatii, złą odpowiedzią na zastosowane 

leczenie, a takŜe z krótszym okresem przeŜycia (około 80 miesięcy) [41]. 

Delecja 17p13 jest obecna u około 8-10% pacjentów z B-CLL w momencie 

rozpoznania choroby i u około 30% chorych z opornością na leczenie cytostatyczne. Aberacja 
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ta, podobnie jak 11q22-23, naleŜy do niekorzystnych zmian cytogenetycznych u pacjentów z 

B-CLL. Istotą defektu jest utrata genu supresorowego wzrostu guza (p53, ang. tumor 

supressor gene). Obecność delecji powiązana jest z szybką progresją objawów choroby, złą 

odpowiedzią na leczenie za pomocą analogów puryn oraz leków alkilujących, a takŜe krótkim 

czasem przeŜycia (około 30 miesięcy) [24,42,43].  

 

I.8.3 RearanŜacja regionu zmiennego genu kodującego łańcuchy cięŜkie 

immunoglobulin – IgH (IgVH) 

 

Analiza genetyczna chorych z B-CLL wykazała, Ŝe w zaleŜności od 

pochodzenia białaczkowych limfocytów B o fenotypie CD19+/CD5+ moŜliwe jest 

wyodrębnienie dwóch postaci klinicznych choroby. Ich rozróŜnienie jest moŜliwe dzięki 

ocenie stanu mutacyjnego regionu zmiennego genu dla łańcucha cięŜkiego immunoglobulin – 

IgH (IgVH). I tak typ I (przedzarodkowy) choroby cechuje obecność niezmutowanego, a typ II 

(pozazarodkowy) obecność zmutowanego regionu zmiennego dla łańcucha cięŜkiego 

immunoglobulin (IgVH). Obecność niezmutowanego genu IgVH powiązana jest z gorszym 

rokowaniem w porównaniu do przypadków ze zmutowanym regionem zmiennym IgVH. 

Pacjenci z niezmutowanym IgVH mają zwykle takŜe bardziej zaawansowany okres kliniczny 

choroby w chwili rozpoznania. Częściej występują u nich takŜe inne niekorzystne aberracje 

cytogenetyczne. U osób tych szybciej takŜe dochodzi do konieczności włączenia terapii, a 

czas całkowitego przeŜycia jest wyraźnie krótszy w porównaniu do pacjentów ze 

zmutowanym IgVH [7,24]. 

U pacjentów z B-CLL ze zmutowanym genem IgVH w chwili rozpoznania 

choroby stwierdza się zwykle wczesne stadium zaawansowania klinicznego choroby wg 

klasyfikacji Rai lub Bineta. Często moŜna u nich takŜe wykazać obecność delecji 13q14. Z 

reguły nie obserwuje się natomiast zmian w obrębie chromosomu 17p (w tym delecji genu 

supresorowego wzrostu nowotworu p53). Chorzy ci nie wymagają zwykle takŜe 

natychmiastowego rozpoczęcia terapii, a ich przeŜycie całkowite jest względnie długie [7]. 
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I.8.4 Ekspresja CD38  

 

Antygen błonowy CD38 jest cząsteczką pełniącą funkcję receptora błonowego. 

Cząsteczka CD38 jest jednołańcuchową glikoproteiną typu II o cięŜarze cząsteczkowym 

45kDa. Cechuje ją zdolność do agregacji i tworzenia dimerów oraz tetrametrów. Posiada 

właściwości enzymatyczne cyklazy ADP-rybozylowej. Ekspresję CD38 wykazano na 

limfocytach B i T, na komórkach NK, monocytach oraz komórkach dendrytycznych. Poziom 

ekspresji CD38 zmienia się istotnie w zaleŜności od stadium róŜnicowania komórki. Dzięki 

swoim właściwościom enzymatycznym CD38 odgrywa istotną rolę w wielu procesach 

komórkowych, takich jak podział, proliferacja, odnowa populacji komórek macierzystych czy 

wydzielanie neuroprzekaźników. CD38 przewodzi sygnały wewnąrzkomórkowe inicjujące 

syntezę cytokin, aktywację i proliferację komórek, a takŜe ich apoptozę [44].  

Podczas rozwoju limfocytów B ekspresja CD38 jest ściśle regulowana. I tak, 

na komórkach prekursorowych w szpiku kostnym ekspresja CD38 jest wysoka. Jego 

ekspresja na limfocytach B krwi obwodowej jest natomiast niska, a na komórkach 

plazmatycznych wywodzących się z limfocytów B ponownie wysoka. Właśnie z tych 

powodów przyjmuje się, Ŝe stopień ekspresji antygenu CD38 jest powiązany ze stopniem 

dojrzałości limfocytów B [44].  

W świetle ostatnich danych, wydaje się, Ŝe CD38 odgrywa kluczową rolę w 

supramolekularnym kompleksie obejmującym receptory pośredniczące w przekazywaniu 

sygnału komórkowego, receptory dla chemokin, cząsteczki adhezyjne oraz metaloproteazy 

matrix komórkowego. Wykazano bowiem, Ŝe ekspresja CD38 w obrębie białek 

wymienionego kompleksu jest powiązana z bardziej wydajnym przekazywaniem sygnału 

komórkowego, chemotaksją oraz homingiem. Z tych powodów sugeruje się, Ŝe CD38 jest 

cząsteczką integrującą sygnały proliferacyjne i migracyjne komórek [45]. 

W 1999 roku Damle i wsp. wykazali, Ŝe ekspresja błonowa antygenu CD38 na 

komórkach B-CLL jest ściśle związana ze stanem mutacyjnym genów IgVH. W badaniu tym 

okazało się, Ŝe u chorych z niezmutowanym genem IgVH i ekspresją CD38 na ponad 30% 

komórek nowotworowych choroba ma przebieg agresywny, a ich czas przeŜycia jest krótki. 

Przeciwnie, w grupie pacjentów ze zmutowanym genem IgVH i ekspresją CD38 na mniej niŜ 

30% komórek klonu B-CLL przebieg choroby jest łagodny, a ich czas całkowitego przeŜycia 

relatywnie długi [44]. Ostatnio opublikowane dane wyraźnie wskazują, Ŝe ekspresja CD38 na 

komórkach B-CLL ma niezaleŜną wartość prognostyczną. Wykazano bowiem, Ŝe u pacjentów 

z ekspresją CD38<30% rokowanie jest lepsze w porównaniu z grupą chorych z ekspresją 
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przekraczającą 30% [46]. Udokumentowano takŜe, Ŝe u chorych z B-CLL ekspresja CD38 

jest powiązana z czasem całkowitego przeŜycia, czasem do progresji choroby, czasem do 

włączenia terapii oraz z odpowiedzią na zastosowane leczenie [44]. 

Dane dotyczące korelacji pomiędzy ekspresją CD38 na komórkach B-CLL a 

obecnością rearanŜacji genu IgVH oraz aktywnością kinazy tymidynowej w surowicy krwi są 

rozbieŜne. Wykazano bowiem, Ŝe u części pacjentów ekspresja CD38 zmienia się w czasie, 

niezaleŜnie od postępu procesu chorobowego, aktywności kinazy tymidynowej w surowicy 

krwi i stanu IgVH [7].  

 

I.8.5 Ekspresja ZAP70 

 
Białko ZAP70 jest kodowane przez gen o tej samej nazwie zlokalizowany w 

chromosomie 1. Jest enzymem pełniącym funkcję niereceptorowej białkowej kinazy 

tyrozynowej związanej z łańcuchem zeta o cięŜarze właściwym 70kDa (zeta-chain-associated 

protein kinase 70) [47], zidentyfikowanym u chorych z B-CLL po raz pierwszy za pomocą 

techniki DNA microarray, w trakcie poszukiwania genów powiązanych ze stanem 

mutacyjnym IgVH. Wkrótce potem Crespo i wsp. wprowadzili technikę cytometrii 

przepływowej dla oceny ekspresji ZAP70 na powierzchni komórek B-CLL, określając 

jednocześnie wartość progu detekcji dla wymienionej metody na 20% [48]. Dzięki jej 

zastosowaniu Schroers i wsp. wykazali związek pomiędzy ekspresją ZAP70 a agresywnym 

przebiegiem choroby [49]. Potwierdzono takŜe zaleŜność pomiędzy ekspresją ZAP70 a 

skróceniem średniego czasu całkowitego przeŜycia i to niezaleŜnie od początkowego stopnia 

zaawansowania klinicznego choroby [11,18,50-53]. Aktualnie, pomimo rozbieŜności 

przyjmuje się, Ŝe ekspresja CD38 na komórkach B-CLL nie podlega zmianie w trakcie 

naturalnego przebiegu choroby [54,55]. 

Listę starych i nowych czynników prognostycznych, ułatwiających 

przewidzenie dalszego przebiegu choroby oraz podejmowanie decyzji terapeutycznych u 

chorych na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową przedstawiono w Tabeli 3 (str. 

21).  
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Tabela 3. Zidentyfikowane niezaleŜne czynniki przepowiadające dalszy przebieg procesu 

chorobowego u pacjentów na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową [24] 

Czynnik rokowniczy  Korzystne 

rokowanie 

Niekorzystne 

rokowanie 

Okres zaawansowania klinicznego 

- wg Binet'a 

- wg Rai 

 

A 

0 

 

B, C 

I, II, III, IV 

 

Infiltracja szpiku kostnego w ocenie  

- trepanobioptatu 

- cytologicznej 

 

Leukocytoza 

 

Odsetek prolimfocytów we krwi obwodowej 

 

Czas podwojenia liczby limfocytów 

 

Naciek nie dyfuzyjny 

≤ 80% limfocytów 

 

≤ 50 x 109/l 

 

≤ 10% 

 

> 12 miesięcy 

 

Naciek dyfuzyjny 

> 80% limfocytów 

 

> 50 x 109/l 

 

> 10% 

 

≤ 12 miesięcy 

 

Markery surowicze: 
aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego 
(LDH) 
stęŜenie β2-mikroglobuliny 
aktywność kinazy tymidynowej limfocytów  
ekspresja CD23 na komórkach białaczkowych 
  

Prawidłowe PodwyŜszone 

Aberracje cytogenetyczne  Kariotyp prawidłowy  

Izolowana del (13q) 

del (11q) 

del (17p) 

 

Ekspresja CD38 na komórkach białaczkowych  ≤ 30 % > 30% 

 

Stan regionu zmiennego genu dla łańcucha 

cięŜkiego immunoglobulin  (IgVH) 

 

Zmutowany Niezmutowany 

Ekspresja ZAP70 na komórkach 

białaczkowych  

Niska (≤ 20%) Wysoka ( > 20 %) 
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I.8.6 Nowe czynniki o potencjalnym znaczeniu prognostycznym u chorych z 

B-CLL 

 

I.8.6.1 Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 – wiadomości wstępne 

 
 Związane z błoną komórkową enzymy o właściwościach proteolitycznych 

uczestniczą między innymi w procesach końcowej degradacji białek. Odgrywają równieŜ 

istotną rolę w wielu innych procesach fizjologicznych, takich jak morfogeneza tkanek i 

narządów, ich róŜnicowanie, a takŜe ich obumieranie, czyli apoptoza. Niektóre z nich 

uczestniczą równieŜ w procesie przekazywania sygnału komórkowego [56-59]. 

Jednym z takich enzymów jest ektoproteaza serynowa – dipeptydylopeptydaza 

IV/CD26 [60-64]. Jej obecność w ludzkiej wątrobie została po raz pierwszy potwierdzona w 

1966 roku dzięki badaniom Hopsu-Havu i Glenner’a [65-67]. W 1977 roku Schrader and 

Stacy udowodnili, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 posiada właściwości białka wiąŜącego 

deaminazę adenozyny (ang. ADAbp – adenosine deaminase binding or complexing protein) 

[60,61]. W 1993 roku Houghton i Schlossman niezaleŜnie przypisali dipeptydylopeptydazie 

IV akronim CD26 [65]. Szczegółowe analizy wykazały, Ŝe CD26 jest glikoproteiną 

powierzchniową o masie cząsteczkowej 110 kD i wewnętrznej aktywności enzymatycznej 

dipeptydylopeptydazy IV [68]. Jak dotychczas rola biologiczna CD26 pozostaje nie do końca 

poznana [63,67]. 

                         W warunkach fizjologicznych dipeptydylopeptydaza IV/CD26 jest obecna na 

powierzchni ponad 60% prawidłowych limfocytów krwi obwodowej [60,63,69]. Białko to 

pełni wiele funkcji biologicznych. Najwięcej danych dotyczy roli dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26 w mechanizmach regulujących odpowiedź immunologiczną [64,67,70]. 

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 uczestniczy w procesach aktywacji i proliferacji limfocytów 

T oraz w interakcjach pomiędzy komórkami prezentującymi antygen a limfocytami T [57,61, 

65]. Wysoką ekspresję antygenu powierzchniowego CD26 wykazano bowiem w subpopulacji 

limfocytów Th1 po ekspozycji na róŜne antygeny [68].  

Aktualne dane sugerują, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa istotną 

rolę w patogenezie niektórych nowotworów hematologicznych, szczególnie agresywnych 

chłoniaków T-komórkowych. Znaczenie obecności dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na 

powierzchni komórek nowotworów wywodzących się z limfocytów B jest mniej poznane 

[60,67].  
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I.8.6.2 Gen dipeptydylopeptydazy IV/CD26 – lokalizacja 

chromosomowa i struktura 

 
Analiza pełnej sekwencji DNA wykazała, Ŝe gen DPP4 kodujący białko 

dipeptydylopeptydazę IV/CD26 składa się z 26 egzonów, 766 aminokwasów oraz 2301 

nukleotydów (766 x 3 + 1 kodon stop = 2301). Gen DPP4 jest zlokalizowany na 

chromosomie 2q24.3. (Rycina 3) [62]. Produkt białkowy genu DPP4 wykazuje aktywność 

proteazy tylko w postaci homodimeru. Monomery białka nie mają natomiast właściwości 

enzymatycznych [64,70]. 

 

Rycina 3. Lokalizacja genu DPP4 oraz genów w chromosomie 2 (2q24.3). 

 
 

gen kodujący białko 
CREB1 – jądrowy 
czynnik transkrypcyjny 
(2q32.3-q34) 

gen kodujący izoformę 
jądrowego czynnika 
transkrypcyjnego – 
CREB2 (2q24.1-q32) 

gen kodujący ludzką 
interleukinę 17 (2q31) 

gen kodujący 
dipeptydylopeptydazę 
IV/CD26 (2q24.3)  
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I.8.6.3 Struktura aminokwasowa i budowa przestrzenna 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 

 

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 jest białkiem powierzchniowym o masie 

cząsteczkowej 110 kD i aktywności egzopeptydazy [65,67,70]. NaleŜy ona do 

sialoglikoprotein wewnątrzbłonowych typu II. Występuje zwykle w formie dimerycznej o 

cięŜarze cząsteczkowym (220 kD) [60,61,63]. KaŜda podjednostka składa się z dwóch 

domen: domeny α/β o aktywności hydrolazy i ośmioskrzydłowej domeny β (aminokwasy 

55−497) tworzącej strukturę śmigłowatą. Domena α/β znajduje się najbliŜej błony 

komórkowej (aminokwasy 39-51 i 506-766). W jej obrębie obecna jest tzw. aktywna triada – 

Ser630, Asp708 oraz His740 [62,64,66].  

Centrum aktywne enzymu to obszar pomiędzy I i II śmigłem. Dochodzi w nim 

do proteolitycznej degradacji substratów na dwa fragmenty. Struktura śmigłowata 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 zakrywa częściowo centrum aktywne enzymu, co prowadzi 

do ograniczenia dostępu do centrum aktywnego enzymu dla niektórych potencjalnych 

substratów [70,71]. 

 

I.8.6.4 Lokalizacja komórkowa dipeptydylopeptydazy IV/CD26 

 

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 została po raz pierwszy wyizolowana z 

wątroby szczura w 1993 roku. Nieco później okazało się, Ŝe występuje ona równieŜ w wielu 

innych tkankach zwierzęcych, w tym w ludzkich komórkach łoŜyska, kory nerek, dróg 

moczowych, nasienia, a takŜe w limfocytach. NajwyŜszą aktywność dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26 wykazano w komórkach nabłonka cewek bliŜszych nerek oraz rąbka 

szczoteczkowego nabłonka jelita cienkiego. Wysoką zawartość dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26 potwierdzono równieŜ w błonach komórkowych kanalików Ŝółciowych oraz w 

błonach lizosomalnych [56,62]. Jej obecność udokumentowano takŜe na powierzchni wielu 

komórek nabłonkowych i śródbłonkowych, fibroblastów oraz aktywowanych limfocytów T, 

limfocytów B, dojrzałych tymocytów, komórek NK, makrofagów i komórek wyściółki zatok 

śledziony [61,63,66]. Obecność dipeptydylopeptydazy IV/CD26 wykazano na róŜnych 

typach komórek, w tym na komórkach gruczołu krokowego, nerek, wątroby, a takŜe płuc i 

jelita cienkiego. Niska błonowa ekspresja dipeptydylopeptydazy IV/CD26 jest typowa dla 

nieaktywowanych (spoczynkowych) limfocytów T i komórek NK. Po ich aktywacji dochodzi 
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do gwałtownego wzrostu ekspresji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 [56,65,67]. Limfocyty B 

cechuje bardzo niska spoczynkowa ekspresja dipeptydylopeptydazy IV/CD26. TakŜe w tym 

przypadku w wyniku ich aktywacji dochodzi do wyraźnego wzrostu ekspresji 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 [60,66]. 

 

I.8.6.5 Funkcja biologiczna dipeptydylopeptydazy IV/CD26 

  

Podstawową aktywnością enzymatyczną dipeptydylopeptydazy IV/CD26 jest 

udział w reakcjach odcinania NH2-końcowych dipeptydów z białek i małych polipeptydów, 

w których w przedostatniej pozycji łańcucha polipeptydowego obecna jest prolina, alanina 

lub hydroksyprolina (Xaa-Pro lub Xaa-Ala) (Tabela 4, str. 26) [62-64,66,70]. Wiązania te są 

zwykle oporne na działanie większości innych proteaz. Substratem dla dipeptydylopeptydazy 

IV są niektóre chemokiny, czynniki wzrostu, integryny czy neuropeptydy. 

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 uczestniczy takŜe w procesie przyswajania niektórych 

białek przez enterocyty rąbka szczoteczkowego przewodu pokarmowego [64,65]. 
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Tabela 4. Peptydy będące substratem dla dipeptydylopeptydazy IV/CD 26 [65]. 

  

Rodzina substratu Peptyd Efekt biologiczny 

GLP-1 Inaktywacja  

GLP-2 Inaktywacja 

GIP Inaktywacja 

Glucagon Inaktywacja  

PACAP Inaktywacja 

GRP Nieznany 

Inkretyny                    

i hormony 

Ŝołądkowo-jelitowe 

Peptide YY Zmiana w powinowactwie do receptorów 

Bradykinina Zmiana w powinowactwie do receptorów  

VIP Inaktywacja 

Peptydy 

wazoaktywne 

BNP Zmiana w powinowactwie do receptorów  

NPY Zmiana w powinowactwie do receptorów  Neuropeptydy 

Beta-casomorphins Inaktywacja 

CCL3 
Zmiana w powinowactwie do receptorów 
Zwiększenie aktywności  

CCL4 Zmiana w powinowactwie do receptorów  

CCL5 Zmiana w powinowactwie do receptorów  

CCL11 Inaktywacja 

CCL22 Zmiana w powinowactwie do receptorów  

CXCL6 Brak wpływu 

CXCL9 Inaktywacja 

CXCL10 Inaktywacja 

CXCL11 Inaktywacja 

Chemokiny 

CXCL12 Inaktywacja 
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Postuluje się, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 bierze takŜe udział w 

metabolizmie glukozy [62,64-66]. 

DuŜe zainteresowanie wzbudziły dane dotyczące udziału 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 w procesach interakcji międzykomórkowych. Okazało się 

bowiem, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa istotną rolę w procesach komunikacji 

komórek, regulacji ich wzrostu, adhezji i migracji. Prawdopodobnie jest to wynikiem 

interakcji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 z proteinami macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. 

extracellular matrix - ECM), takimi jak kolagen oraz fibronektyna. Z tego powodu nie 

moŜna wykluczyć, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 odgrywa takŜe istotną rolę w procesie 

migracji oraz ekspansji komórek nowotworowych [66,70]. 

Wykazano, Ŝe dipeptydylopeptydaza IV/CD26 uczestniczy równieŜ w szeregu 

innych waŜnych procesów biologicznych, w tym między innymi w niehydrolitycznych 

interakcjach międzycząsteczkowych z plazminogenem oraz w procesie interakcji z 

glikoproteiną o masie cząsteczkowej 120 kDa otoczki wirusa HIV. Dipeptydylopeptydaza 

IV/CD26 wykazuje takŜe właściwości białka wiąŜącego deaminazę adenozyny (ang. 

adenosine deaminase binding or complexing protein - ADAbp) [60,61,65,66]. 

Dipeptydylopeptydaza IV/CD26 prawdopodobnie zakłóca mechanizmy 

adhezji komórkowej pośredniczone przez fibronektynę, deaminazę adenozyny oraz kolagen. 

Najnowsze badania potwierdzają istnienie coraz większej ilości molekuł posiadających 

właściwości enzymatyczne dipeptydylopeptydazy IV/CD26. Cechują się one podobną 

strukturą polipeptydową. SpostrzeŜenie to doprowadziło do zdefiniowania nowej grupy 

wielofunkcjonalnych molekuł o homologicznej strukturze i aktywności 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 (ang. „dipeptydyl peptidase-IV activity and/or structure 

homologous: DASH). Postuluje się, Ŝe molekuły z rodziny DASH pełnią funkcję 

regulatorową. Dzieje się tak z powodu ich interakcji z rozpuszczalnymi mediatorami 

wzrostu. Potwierdzają to takŜe wyniki badań oceniających obecność i rolę molekuł z rodziny 

DASH u pacjentów z chorobami nowotworowymi [65,66]. 

U ludzi obok klasycznej formy dipeptydylopeptydazy IV/CD26 potwierdzono 

równieŜ występowanie jej glikozylowanego monomeru o podobnych właściwościach 

enzymatycznych - dipeptydylopeptydazy IV–β. W odróŜnieniu od dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26, dipeptydylopeptydaza IV–β nie ma jednak zdolności wiązania deaminazy 

adenozyny (ADA). Ekspresję tej formy enzymu jak dotąd wykazano na komórkach 

hematopoetycznych i limfoidalnych [66]. 
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W ostatnim czasie okazało się takŜe, Ŝe oprócz postaci związanej z błoną 

komórkową, w surowicy krwi obecna jest forma rozpuszczalna CD26 (ang. soluble CD26, 

sCD26) [60,67]. Ta forma białka ma budowę zbliŜoną do antygenu powierzchniowego 

CD26. Jej obecność potwierdzono w wielu płynach ustrojowych, w tym w osoczu, surowicy, 

płynie mózgowo-rdzeniowym, płynie stawowym, nasieniu oraz moczu [65,68].  

Aktywność enzymatyczna postaci sCD26 została opisana po raz pierwszy 

przez grupę badaczy japońskich w 1968 roku. Funkcja biologiczna sCD26 nie jest do końca 

poznana [65]. Wyniki najnowszych badań przypisują postaci rozpuszczalnej 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 trzy funkcje biologiczne. Enzym ten uczestniczy w procesie 

rozwoju stanu zapalnego poprzez aktywację i inaktywację niektórych chemokin, a takŜe w 

pierwszych etapach odpowiedzi immunologicznej [62,64]. Rozpuszczalna postać 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 bierze równieŜ udział w wiązaniu lub inaktywacji 

aktywnych biologicznie białek krwi, w tym naczyniowych peptydów regulatorowych (np. 

substancji P, bradykininy), czynników wzrostu oraz hormonów. Przypuszcza się, Ŝe 

rozpuszczalna forma dipeptydylopeptydazy IV/CD26 uczestniczy takŜe w procesie 

onkogenezy, w tym w procesie rozsiewu nowotworowego [65].  

 

I.8.6.6 Rola dipeptydylopeptydazy IV/CD 26 w patogenezie 

nowotworów 

 

Szereg peptydów regulujących procesy wzrostu komórkowego jest 

zbudowanych z łańcucha aminokwasowego zawierającego prolinę w pozycji 2 od końca. 

NaleŜą do nich neuropeptyd Y (NPY), peptyd YY (PYY), hormon uwalniający hormony 

wzrostu, substancja P (SP), peptyd podobny do glukagonu 1,2 (ang. GLP 1,2 - glucagon-like 

peptide 1,2), peptyd uwalniający gastrynę, chemokiny i interleukiny (IL-2, IL-6). Wszystkie 

z nich wydają się wywierać wpływ regulacyjny na proces wzrostu komórek nowotworowych 

(Correll, 2005) [66].  

Analiza stopnia ekspresji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 wykazała, Ŝe jej 

ekspresja zmienia się w czasie w zaleŜności od rodzaju analizowanych linii komórkowych. I 

tak, do spadku ekspresji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na powierzchni komórek linii T 

dochodzi u chorych z przewlekłą białaczką limfocytową T-komórkową, ostrą białaczką 

szpikową (Kondo et al., 1996) oraz pacjentów z nowotworami jamy ustnej [56]. U chorych z 
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ostrą białaczką limfoblastyczną T-komórkową potwierdzono natomiast wzrost ekspresji 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 [61].  

Wysoką ekspresję dipeptydylopeptydazy IV/CD26 wykazano równieŜ na 

powierzchni komórek nowotworowych agresywnych chłoniaków T-komórkowych. 

SpostrzeŜenie to nie dotyczy jednak skórnych chłoniaków T-komórkowych w tym 

ziarniniaka grzybiastego i zespołu Sezary’ego. W wymienionych postaciach chłoniaków 

nowotworowe limfocyty T nie wykazują lub wykazują jedynie śladową ekspresję 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26. W przypadkach tych udokumentowano takŜe obniŜoną 

aktywność rozpuszczalnej postaci enzymu. Na podstawie dotychczas zgromadzonych danych 

postuluje się, Ŝe utrata antygenu CD26 z powierzchni limfocytów T przepowiada wystąpienie 

objawów zespołu Sezary’ego lub innego chłoniaka skórnego T – komórkowego [60,63,67]. 

 

I.8.6.7 Inhibitory dipeptydylopeptydazy IV/CD26 

 
Przedstawione właściwości biologiczne dipeptydylopeptydazy IV/CD26 stały 

się powodem podjęcia badań nad lekami hamującymi jej aktywność. Dotychczas opracowane 

inhibitory dipeptydylopeptydazy IV/CD26 przedłuŜają czas Ŝycia i zwiększają aktywność 

wielu peptydów, w tym endogennie produkowanej insuliny oraz inkretyn wpływających na 

jej sekrecję oraz regulację glikemii. Znalazły one zastosowanie w leczeniu chorych z 

cukrzycą w ramach prospektywnych badań klinicznych [65]. 

Dotychczas przeprowadzone próby kliniczne II i III fazy dotyczyły 

zastosowania nieselektywnych inhibitorów dipeptydylopeptydazy IV/CD26 (talabostat) u 

pacjentów z rakiem płuc, trzustki, jelita grubego i czerniakiem. W 2006 roku rozpoczęto 

takŜe badanie kliniczne II fazy porównujące skuteczność i bezpieczeństwo stosowania 

talabostatu i rituximabu u pacjentów z przewlekłą białaczką limfocytową w III i IV stopniu 

zaawansowania klinicznego według Rai pierwotnie opornych na analogi puryn. Wyniki tego 

badania nie zostały dotychczas opublikowane [65]. 

Jak dotąd do stosowania w Unii Europejskiej dopuszczono dwa inhibitory 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 – sitagliptin produkcji MSD oraz vildagliptin firmy 

Novartis. Leki te znalazły zastosowanie w leczeniu chorych z cukrzycą typu 2. Ta nowa 

grupa leków wydłuŜa czas półtrwania inkretyn (np. GIP – gastric inhibitory peptide, GLP-1 

– glucagon-like peptide 1) indukujących sekrecję insuliny. Wykazano, Ŝe ich zastosowanie 

prowadzi do trwałego zmniejszenia poziomu glikemii w surowicy krwi [65]. 
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I.8.6.8 Znaczenie prognostyczne oceny ekspresji 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 u chorych z chłoniakami T – i B – 

komórkowymi  

  

W 1994 roku Carbone i wsp. wykazali, Ŝe ekspresja dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26 na komórkach nowotworów układu chłonnego jest w zasadzie ograniczona do 

chłoniaków z duŜych anaplastycznych komórek CD30+, bez względu na to czy pochodzą one 

z linii T czy B oraz do komórek innych chłoniaków wywodzących się z linii T. Podobna 

ocena przeprowadzona w tym czasie przez Andrew i wsp. i niezaleŜnie przez Invernizzi i 

wsp. nie potwierdziła ekspresji dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komórkach przewlekłej 

białaczki limfocytowej B-komórkowej. W innych badaniach dotyczących pacjentów z B-

CLL ekspresję tą oceniono jako śladową [56].  
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II  CEL PRACY 
  

Celem niniejszej pracy jest ocena znaczenia prognostycznego ekspresji 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komórkach białaczkowych u chorych na przewlekłą 

białaczkę limfocytową B-komórkową. W ocenie tej postanowiono uwzględnić związek 

ekspresji CD26 z obecnością innych uznanych czynników rokowniczych związanych z 

niepomyślnym przebiegiem choroby, takich jak wysoka ekspresja CD38, ZAP70, aktywność 

LDH, stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi czy teŜ obecność określonych aberracji 

cytogenetycznych (w tym 11q-, 17p-) w komórkach białaczkowych. NiezaleŜnej ocenie 

postanowiono poddać takŜe związek pomiędzy ekspresją CD26 na komórkach B-CLL a 

czasem do włączenia leczenia cytostatycznego.  
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III  MATERIAŁ I METODY BADA Ń 

 

Badania wykonano po uprzednim uzyskaniu zgody Terenowej Komisji Etyki 

Badań Naukowych przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w 

Poznaniu (zgoda nr 1037/09 z dnia 03 grudnia 2009 r.). 

 

III.1  Charakterystyka grupy badanej 

 

Do badań zakwalifikowano 162 chorych (57% kobiet, 43% męŜczyzn) w 

wieku od 29 do 84 lat (w chwili rozpoznania choroby) z rozpoznaniem przewlekłej białaczki 

limfocytowej B-komórkowej. Średnia wieku osób badanych wyniosła 60 lat, natomiast 

mediana wieku 58 lat. Kobiety i męŜczyźni w grupie badanej byli jednorodni pod względem 

liczebności osób badanych w poszczególnych przedziałach wieku (Tabela 5, str. 32), (Rycina 

4, 5, 6). 

 

Tabela 5. Charakterystyka wieku osób badanych w chwili rozpoznania choroby z 

uwzględnieniem płci (n – liczba badanych osób) 

 
 

Wiek w czasie diagnozy 
MęŜczyźni                 

n = 92 
Kobiety                 
n = 70 

x ± SD 59 ± 10,550 61 ± 9,781 

(min-max) (29-79) (42-84) 

Me ± SE 
(Q1 ; Q3) 

58 ± 1,100 
(52 ; 68) 

58 ± 1,169 
(54 ; 68) 
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Rycina 4. Wiek osób badanych w chwili rozpoznania choroby z uwzględnieniem płci  
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Rycina 5. Częstość zachorowań w poszczególnych przedziałach wieku w zaleŜności od płci 

badanych pacjentów (A)  
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Rycina 6. Częstość zachorowań w poszczególnych przedziałach wieku w zaleŜności od płci 

badanych pacjentów (B) 
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Wszystkie osoby poddane ocenie zostały poinformowane o celu prowadzonych 

badań. Otrzymały takŜe pisemną informację o rodzaju zaplanowanych analiz, a takŜe o 

objawach klinicznych, przebiegu i sposobach leczenia B-CLL. Do badań kwalifikowano 

ostatecznie wyłącznie chorych, którzy wyrazili zgodę na udział w badaniu. 

Wszystkich badanych poddano aktywnej obserwacji w Klinice Hematologii i 

Chorób Rozrostowych Układu Krwiotwórczego w Poznaniu oraz w Hematologicznych 

Poradniach Przyklinicznych. Zakres czasu obserwacji dla poszczególnych badanych chorych 

wyniósł od 8 do 311 miesięcy (mediana 70 miesięcy) (Tabela 6, str. 36), a dla ponad 50% 

ocenianych osób okres obserwacji mieścił się w przedziale od 50 do 100 miesięcy.  

Rozpoznanie przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej ustalono na 

podstawie kryteriów przedstawionych w rozdziale I.5.   

Analizując ocenę zaawansowania klinicznego choroby u poszczególnych 

badanych stwierdzono, Ŝe 32 (20%) pacjentów znajdowało się w 00, 56 (34 %) w I0, 42 (26 

%) w II0, 13 (8 %) w III0, a 19 (12 %) w IV0 zaawansowania choroby według Rai (Rycina 7). 

Ponad połowa chorych (54%) w chwili rozpoznania B-CLL prezentowała początkowy (0 - I) 

okres zaawansowania zmian według klasyfikacji Rai.  
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Rycina 7. Stopień zaawansowania klinicznego choroby według klasyfikacji Rai w grupie 

osób poddanych ocenie (n = 162)  
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70% chorych (n = 113) z grupy poddanej ocenie wymagało włączenia leczenia 

cytostatycznego w chwili rozpoznania choroby lub w trakcie trwania aktywnej obserwacji (III 

i IV okres zaawansowania klinicznego według Rai, wystąpienie objawów progresji choroby). 

Pozostałe 30% badanych (n = 49) do czasu zakończenia analizy nie wymagało rozpoczęcia 

terapii przeciwnowotworowej. 

Wśród osób wymagających terapii 10 chorych znajdowało się w 0, 33 w I, 38 

w II, 13 w III, a 19 w IV okresie zaawansowania klinicznego choroby według klasyfikacji 

Rai. W grupie tej (n = 113) czas od rozpoznania choroby do inicjacji leczenia (TTT ang. time 

to treatment) wyniósł średnio 21 miesięcy (mediana 7 miesięcy, zakres 1 – 171 miesięcy) 

(Tabela 6, str. 36).  

W zaleŜności od czasu do podjęcia terapii (TTT; ang.: time to treatment) 

badanych chorych podzielono na dwie grupy: 

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

- z czasem TTT ≥ 12 miesięcy (46%, n = 53). 
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Tabela 6. Zestawienie podstawowych danych dotyczących populacji badanej, ich czasu 

obserwacji oraz czasu do podjęcia leczenia 

 

Parametry 
x ±SD                                                

(min ; max) 
Me±SE                                      

(Q1 ; Q3) 

Wiek w momencie rozpoznania (lata)  
N=162 

59,65 ± 10,227                                                   
(29 ; 84) 

58 ± 0,804                                                               
(53 ; 68) 

TTT (miesiące)  
N=113 

20,69 ± 33,591                                                               
(1 ; 171) 

7 ± 3,174                                                               
(1 ; 24,5) 

Czas obserwacji do 01.04.2011/do zgonu 
(miesiące) 

 N=162 

78,69 ± 55,512                                                               
(8 ; 311) 

70 ± 4,362                                                               
(39 ; 96) 

 

 

W trakcie trwania badania 10 chorych (6 %) wyłączono z analizy z powodu zgonu będącego 

wynikiem progresji choroby lub/i wystąpienia powikłań infekcyjnych oraz krwotocznych. Na 

uwagę równieŜ zasługuje fakt, Ŝe 8 z nich wymagało włączenia leczenia cytostatycznego 

przed upływem 12 miesięcy od rozpoznania B-CLL (Tabela 12, str. 104). 

Charakterystykę parametrów laboratoryjnych badanej grupy pacjentów 

przedstawiono w poniŜszej tabeli.  
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Tabela 7. Charakterystyka badanej grupy chorych w chwili rozpoznania B-CLL (n = 162). 

Podstawowe dane laboratoryjne 

 

Parametry x ±SD                                                
(min ; max) 

Me±SE                                      
(Q1 ;Q3) 

Bezwzględna liczba leukocytów (G/l)  
we krwi obwodowej 

47,31 ± 58,202                                              
(5,2 ; 400) 

24,6 ± 5,5                                                               
(16,9 ; 53,4) 

Bezwzględna liczba limfocytów (G/l) 
we krwi obwodowej 

35,7 ± 44,507                                                               
(1,4 ; 222,5) 

19,1 ± 4,473                                                               
(11,3 ; 37,7) 

Limfocytoza krwi obwodowej (%)   
77,26 ± 14,131                                                               

(39 ; 99) 
80 ± 1,392                               
(68 ; 87) 

Limfocytoza CD5+/CD19+ (%)  
we krwi obwodowej   

73,56 ± 15,456                                                               
(27,5 ; 98) 

76,5 ± 1,75                                                               
(64 ; 85) 

Bezwzględna liczba granulocytów 
obojętnochłonnych (G/l)  
we krwi obwodowej 

4,45 ± 1,941                                                               
(0,6 ; 13) 

4,2 ± 0,199                                                               
(3,3 ; 5,3) 

Odsetek granulocytów obojętnochłonnych 
(%) we krwi obwodowej 

18,28 ± 11,948                                                               
(0 ; 55) 

16 ± 1,201                                                               
(9 ; 25) 

StęŜenie hemoglobiny (mmol/l)  
we krwi obwodowej 

8,2 ± 1,295                                                               
(2,7 ; 10,5) 

8,4 ± 0,125                                                               
(7,8 ; 8,9) 

Liczba płytek krwi (G/l) 
we krwi obwodowej 

196,85 ± 83,506                                                               
(29 ; 656) 

196,5 ± 8,035                                                               
(151 ; 237) 

Limfocytoza szpiku kostnego (%)  
71,8 ± 17,813                                               

(20 ; 98) 
75 ± 2,3                                                               
(60 ; 87) 

Limfocytoza CD5+/CD19+ (%)  
w szpiku kostnym  

76,4 ± 13,921                                                               
(40,4 ; 98,5) 

80 ± 2,229                                                               
(65,5 ; 87) 

 

 

 

 



MATERIAŁ I METODY BADA Ń 

 

-38- 
 

III.2  Materiał do badań 

 

Materiałem wyjściowym do przeprowadzenia zaplanowanych badań 

morfologicznych, biochemicznych, immunofenotypowych i cytogenetycznych była krew 

obwodowa pozyskana z nakłucia Ŝyły odłokciowej do probówko-strzykawek automatycznych 

z odpowiednim podłoŜem.  

 

III.3  Metody 

 

III.3.1  Ocena ekspresji antygenu CD26, CD38, CD19, CD5, CD23 na 

powierzchni komórek białaczkowych  

 

Ocenę ekspresji antygenów powierzchniowych CD26, CD38, CD19, CD5 i 

CD23 przeprowadzono metodą cytofluorymetrii przepływowej w cytometrze firmy Canto II 

Becton-Dickinson. Materiałem wyjściowym do badań było 2 ml krwi obwodowej pobrane do 

jałowych probówek zawierających K3EDTA. W kolejnym kroku całość delikatnie mieszano, 

a pozyskany w ten sposób materiał niezwłocznie przesyłano do laboratorium. W 

wyjątkowych przypadkach próbki przechowywano w temperaturze 40C maksymalnie przez 

okres 24h. Następnie, do opisanych próbek dodawano po 100 µl materiału badanego 

zawierającego 1x106 leukocytów oraz stosowną objętość odpowiednich przeciwciał: do 

pierwszej CD19 PerCP Cy 5.5 (20 µl, Becton Dickinson), CD23 APC (5 µl, Becton 

Dickinson), CD5 FITC (20 µl, Becton Dickinson) oraz CD26 PE (20 µl, BD Pharmingen), do 

drugiej CD19 PerCP Cy 5.5 (20 µl, Becton Dickinson), CD38 FITC (20 µl, Becton 

Dickinson). KaŜdorazowo przygotowano równieŜ kontrolę dla oznaczenia CD26. W tym celu 

do probówki dodano przeciwciała CD19 PerCP Cy 5.5 (20 µl, Becton Dickinson), CD23 APC 

(5 µl, Becton Dickinson), CD5 FITC (20 µl, Becton Dickinson) oraz IgG1 (10 µl, Alexa Fluor 

488 Becton Dickinson). Kontrola izotypowa określała poziom nieswoistego wiązania się 

danego izotypu immunoglobulin z badanymi komórkami. SłuŜyła ona do ustalenia poziomu 

fluorescencji pochodzącej od tego typu wiązania. Dzięki temu wyróŜniono populację 

komórek pozytywnych i negatywnych względem danego antygenu. Tak przygotowaną próbkę 

ponownie delikatnie wytrząsano na mikrowstrząsarce ML-1 (vortex) przez ok. 3-5 sekund, 
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mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w warunkach ciemni. 

Następnie, do probówek dodawano 2 ml płynu lizującego erytrocyty, po 10 minutach próbkę 

odwirowywano i dodawano do niej 1 ml zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej nie 

zawierającego jonów Ca i Mg (PBS)*. Mieszaninę ponownie odwirowywano, dodawano 0,5 

ml PBS i dokładnie mieszano. Tak przygotowany materiał komórkowy poddawano ocenie w 

ośmiokanałowym cytometrze przepływowym Canto II (firmy Becton Dickinson).† 

 

III.3.2  Ocena ekspresji ZAP70 na komórkach białaczkowych  

 

Materiałem wyjściowym do badań było 2 ml krwi obwodowej pobranej do 

jałowych probówek zawierających K3EDTA. W kolejnym kroku całość delikatnie mieszano, 

a pozyskany w ten sposób materiał niezwłocznie przesyłano do laboratorium. W 

wyjątkowych przypadkach probówkę przechowywano w temperaturze 40C maksymalnie 

przez okres 24h. Po wymieszaniu do probówki dodawano 10 µl przeciwciała anty human 

Mouse ZAP70 Alexa Fluor 488 (Caltac Laboratories), 10µl anty-CD19 PerCP Cy 5.5 (Becton 

Dickinson), 20 µl anty-CD5 FITC (Becton Dickinson) i 10µl anty-CD2 PE (Becton 

Dickinson). Ponadto przygotowano kontrolę izotypową. W tym celu do drugiej probówki 

dodawano przeciwciała anty-CD19 PerCP Cy 5.5 (20 µl, Becton Dickinson), anty-CD2 PE 

(10µl, Becton Dickinson), anty-CD5 FITC (20 µl, Becton Dickinson) oraz IgG1 Alexa Fluor 

488 (10 µl, Becton Dickinson). W kolejnym kroku do opisanych probówek dodawano po 100 

µl materiału badanego zawierającego 1x106 leukocytów. Całość ponownie delikatnie 

wytrząsano na mikrowstrząsarce ML-1 (vortex) przez ok. 3-5 sekund. Przygotowane 

mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w warunkach ciemni. 

Następnie, do probówek dodawano 100 µl płynu utrwalającego i ponownie inkubowano przez 

15 minut w temperaturze pokojowej, po czym przemywano mieszaniną o składzie 3 ml PBS, 

0,1% NaN3, 5% FBS‡. Mieszaninę odwirowywano przez 5 minut, zlewano supernatant, po 

czym ponownie delikatnie wytrząsano na mikrowstrząsarce ML-1 (vortex). Następnie 

dodawano 100 µl płynu permabilizującego i 10 µl znakowanych przeciwciał 

wewnątrzkomórkowych anty human Mouse ZAP70 Alexa Fluor 488 (Caltac Laboratories) a 

                                                 
* PBS – zbuforowany roztwór soli fizjologicznej bez jonów Ca i Mg 
† Badania przeprowadzono we współpracy z Pracownią Cytometrii Katedry i Kliniki Hematologii i Chorób 
Rozrostowych Układu Krwiotwórczego w Poznaniu (mgr Jolanta Kiernicka - Parulska, mgr Anna BłaŜejczak, dr 
med. Anna CzyŜ) 
‡ Fetal Bovine Serum (FBS) – wołowa surowica płodowa 
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do próby kontrolnej 10 µl IgG1 (Alexa Fluor 488, Becton Dickinson). Mieszaninę ponownie 

wytrząsano na mikrowstrząsarce ML-1 (vortex) przez 1-2 sekundy, po czym inkubowano 

przez 20 minut. Otrzymany materiał ponownie przemywano mieszaniną o składzie 3 ml PBS, 

0,1% NaN3, 5% FBS. Próbkę odwirowywano przez 5 minut (wirówka MPW-360, 2500 

obrotów/sekundę), a supernatant zlewano. W kolejnym kroku osad komórkowy zawieszano w 

płynie utrwalającym. I tak przygotowany materiał komórkowy poddawano ocenie w 

ośmiokanałowym cytometrze przepływowym Canto II  (firmy Becton Dickinson).  

 

III.3.3  Interpretacja uzyskanych wyników ekspresji antygenów metodą 

cytometrii przepływowej  

 

Zgodnie z danymi dostępnymi w literaturze w przypadku potwierdzenia 

obecności CD26 na więcej niŜ 10% komórek badanych próbkę uznawano za dodatnią 

(CD26+) [60]. W przypadku obecności antygenu CD38, próbkę uznawano za dodatnią, jeśli 

wykazano jego ekspresję na powierzchni co najmniej 30% badanych komórek (CD38+). W 

przypadku wykazania obecności ekspresji ZAP70 w co najmniej 20% komórek 

białaczkowych próbkę uznawano za dodatnią (ZAP70+) [49].   

 

III.3.4  Ocena aktywności dehydrogenazy mleczanowej w surowicy krwi  

 

Aktywność dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy badanych 

pacjentów oznaczono w laboratorium Szpitala Klinicznego Nr 1 w Poznaniu w oparciu o 

system biochemiczny Dimension® oraz specyficzny substrat (L-mleczan, pH 9,4). 

Materiałem badanym była surowica lub osocze z dodatkiem heparyny sodowej i/lub litowej.  

Podstawą wymienionej metody jest reakcja dehydrogenazy mleczanowej z 

substratem w obecności NAD+ (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy). W jej wyniku 

dochodzi do powstania pirogronianu i NADH. Pomiar szybkości przebiegu reakcji przy 

długości fali 340/700 nm umoŜliwia ocenę aktywności dehydrogenazy mleczanowej w 

ocenianej próbce. Schemat reakcji przedstawiono na poniŜszej rycinie.  
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Rycina 8. Przebieg reakcji utleniania L-mleczanu przez dehydrogenazę mleczanową w 

obecności NADH  

 

       dehydrogenaza mleczanowa 

L(+)-mleczan + NAD+                                       Pirogronian + H+ + NADH 
       pH 9,4 

 

 

III.3.5  Pomiar stęŜenia β2-mikroglobuliny w surowicy krwi 

 

StęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy ocenianych pacjentów z B-CLL 

oznaczono za pomocą mikrocząsteczkowego testu immunoenzymatycznego AxSYM β2-

Mikroglobulin (Microparticle Enzyme immunoassay – MEIA). Badania wykonano w 

Laboratorium Szpitala Klinicznego Nr 1 w Poznaniu na ulicy Łąkowej. Materiałem badanym 

była krew obwodowa pobrana na antykoagulant (heparynę lub EDTA). Po rozcieńczeniu 

materiału badanego (surowica lub osocze) próbkę poddawano inkubacji z mikrocząsteczkami 

pokrytymi przeciwciałami przeciwko β2-mikroglobulinie. Następnie do probówki dodawano 

roztwór 4 AxSYM. W wyniku inkubacji β2-mikroglobulina obecna w próbce wiązała się z 

przeciwciałem tworząc kompleksy przeciwciało – antygen. Po inkubacji mieszaninę 

reakcyjną przenoszono do celki matrycowej, w której mikrocząsteczki nieodwracalnie 

wiązały się z włóknem szklanym matrycy. W kolejnym kroku, celkę matrycową przemywano 

w celu usunięcia niezwiązanego materiału. Następnie, do celki matrycowej dodawano 

przeciwciało przeciwko β2-mikroglobulinie związane z fosfatazą alkaliczną. Celkę matrycową 

ponownie przemywano w celu usunięcia niezwiązanego materiału, a następnie dodawano do 

niej specyficznego substratu – fosforanu 4-metylumbeliferylu. Pomiaru stęŜenia β2-

mikroglobuliny w surowicy krwi dokonywano za pomocą urządzenia optycznego MEIA 

mierzącego intensywność fluorescencji w próbce badanej.  

 

III.3.6  Ocena obecności aberracji cytogenetycznych w komórkach B-CLL 

techniką FISH (ang. fluorescent in situ hybridization) 

 
Materiałem do badań cytogenetycznych była krew obwodowa w ilości 4 ml 

pobrana z nakłucia Ŝyły odłokciowej do probówko-strzykawek automatycznych firmy 



MATERIAŁ I METODY BADA Ń 

 

-42- 
 

Sarstedt zawierających antykoagulant (heparyna litowa). Po pobraniu materiał delikatnie 

mieszano, a następnie zakładano 48-godzinne hodowle komórkowe. W kaŜdym przypadku 

wyprowadzano dwa rodzaje hodowli: stymulowaną TPA (TPA phorbol 12-myristate 13-

acetate) i niestymulowaną. Procedurę hodowli przeprowadzano w warunkach sterylnych w 

komorze o przepływie laminarnym. Materiał komórkowy zawieszony w specjalnym medium 

w butelkach do hodowli umieszczano w inkubatorze (temperatura 37oC, atmosfera 5% 

dwutlenku węgla (CO2). W celu zatrzymania podziałów komórkowych w stadium metafazy 

30 minut przed zaplanowanym zakończeniem hodowli do próbek dodawano N-diacetylo-N-

metylokolchicyny (Colcemid®) w ilości 10µl na 1 ml medium. Następnie zawiesinę 

komórkową przelewano do odpowiednio opisanych probówek stoŜkowych o pojemności 

15ml i poddawano wirowaniu przy prędkości 2000 obrotów/min (4oC, 10 minut). Uzyskany 

supernatant zlewano, a do osadu powoli dodawano 8 ml 0,075M roztworu KCl. W wyniku 

szoku osmotycznego zabieg ten prowadził do popękania błon komórkowych i wyodrębnienia 

jąder komórkowych. W kolejnym kroku, uzyskany materiał inkubowano w temperaturze 37oC 

przez 20 minut, a następnie odwirowano przy prędkości 2000 obrotów/min w temperaturze 

4oC. Supernatant ponownie zlewano, dodawano 4 ml roztworu Carnoy’a (metanol i kwas 

octowy w stosunku 3:1) i odwirowano. Procedura ta pozwalała na utrwalenie uzyskanych 

preparatów komórkowych. Następnie, za pomocą pipety automatycznej na szkiełko 

podstawowe nakładano 30µl tak przygotowanego materiału, preparat płukano w roztworze 

2xSSC* przez 10 minut w temperaturze 37oC. Proces odwadniania preparatu przeprowadzano 

poprzez dwuminutowe płukanie w etanolu o coraz wyŜszym stęŜeniu (70%, 85% i 96%). Na 

tak przygotowane preparaty nakładano 5 µl sondy w buforze do hybrydyzacji, a następnie 

przykrywano szkiełkiem nakrywkowym, pokrytym klejem typu Fixoguma. W celu 

hybrydyzacji sond preparat umieszczano na czas 4,5 do 5 minut na płycie grzejnej o 

temperaturze 71oC. Po zakończeniu hybrydyzacji badaną próbkę przenoszono do wilgotnej 

komory o temperaturze 37oC. Po 20 godzinach szkiełko nakrywkowe odklejano, a preparat 

płukano buforem I (0,4 x SSC + 0,3% Tween) przez 2 minuty w temperaturze 73oC, a 

następnie w buforem II (2 x SSC + 0,1% Tween) przez 1 minutę w temperaturze 37oC celem 

usunięcia niezwiązanej wody. W końcowym etapie na próbkę nakładano 10 µl niebieskiego 

barwnika DAPI, absorbowanego przez nieuszkodzone jądra komórkowe. PowyŜszą procedurę 

realizowano w przypadkach wykrywania obecności delecji 13q14.3, 13q34, 11q22-23, 17p13 

                                                 
* SSC – dwuwodny cytrynian sodu (NaCl + Na3C6H5O7 x 2 H2O) 
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oraz trisomii chromosomu pary 12. Do wymienionych oznaczeń stosowano sondy LSI 

p53/LSI ATM oraz LSI D13S319/LSI 13q34/CEP 12.* 

III.4  Analiza statystyczna  

 
W celu analizy danych zastosowano szereg metod statystycznych. W 

początkowej fazie analizy dla wszystkich parametrów ilościowych obliczono następujące 

statystyki opisowe: średnią arytmetyczną, medianę, minimum, maximum, dolny kwartyl, 

górny kwartyl, odchylenie standardowe i błąd standardowy, natomiast parametry jakościowe 

scharakteryzowano poprzez przedstawienie liczebności procentowych. Kolejny etap 

obejmował analizę istotności róŜnic pomiędzy porównywanymi grupami. Dla wszystkich 

parametrów ilościowych sprawdzono ich zgodność z rozkładem normalnym. Ocenę 

zgodności przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Jako krytyczny poziom istotności przyjęto 

p=0,05. Istotność róŜnic wartości średnich w dwóch grupach dla parametrów o rozkładzie 

normalnym i jednorodnych wariancjach sprawdzono testem t-Studenta. Jednorodność 

wariancji sprawdzono testem Bartlett’a. Istotność róŜnic wartości średnich w dwóch grupach, 

dla parametrów o rozkładzie róŜnym od normalnego lub o niejednorodnych wariancjach, 

sprawdzono nieparametrycznym testem U Manna-Whitney’a. Istotność róŜnic wartości 

średnich w trzech grupach zaawansowania klinicznego według Rai dla parametrów o 

rozkładzie normalnym i jednorodnych wariancjach sprawdzono analizą wariancji. Dla 

zweryfikowania róŜnic pomiędzy wartościami średnimi zastosowano test Tukey’a. Istotność 

róŜnic wartości średnich w trzech grupach zaawansowania klinicznego według Rai dla 

parametrów o rozkładzie róŜnym od normalnego lub niejednorodnych wariancjach 

sprawdzono testem nieparametrycznym Kruskala-Wallis’a. Dla zweryfikowania róŜnic 

pomiędzy wartościami średnimi zastosowano post-hoc wielokrotnych porównań średnich 

rang dla wszystkich prób.  

Dla par parametrów o rozkładach normalnych obliczono współczynnik 

korelacji Pearson’a, dla par parametrów o rozkładzie róŜnym od normalnego (przynajmniej 

jeden z parametrów miał rozkład róŜny od normalnego) obliczono współczynnik korelacji 

Spearman’a - r.  

                                                 
* Badania przeprowadzono we współpracy z Pracownią Cytogenetyki Katedry i Kliniki Hematologii i Chorób 
Rozrostowych Układu Krwiotwórczego w Poznaniu (mgr Joanna Czerwińska, mgr Anna Przybyłowicz-Chalecka, mgr 
BłaŜej Ratajczak, dr med. Małgorzata JarmuŜ, dr med. Renata Kroll-Balcerzak). 
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W celu oceny prawdopodobieństwa przeŜycia zastosowano metodę Kaplana - 

Meiera. W celu określenia róŜnic pomiędzy przeŜyciem całkowitym grup badanych chorych 

zastosowano test log-rank.  

Do oceny róŜnicowania natęŜeń cech pomiędzy badanymi parami parametrów 

wykorzystano test χ2 lub test χ2 z poprawką Yates’a. Dla wybranych sześciu zmiennych 

wykonano analizę skupień. SłuŜy ona do wyodrębnienia homogenicznych grup pośród 

obiektów pochodzących z populacji heterogenicznej. Wykonuje się to poprzez poszukiwanie 

grup (skupień) obiektów, które są bardziej podobne do obiektów współtworzących dane 

skupienie niŜ do obiektów innych skupień. Grupy te są wyodrębnione z danych empirycznych 

bez jakichkolwiek wcześniejszych schematów klasyfikacyjnych. Wykorzystano technikę      

k-średnich, w której do określenia liczby skupień uŜyto diagramu drzewa decyzyjnego. 

Obiekty przydzielone do skupień znajdują się w najbliŜszej odległości w stosunku do swoich 

środków cięŜkości. 

Dla oznaczenia poziomu istotności stwierdzonych związków lub róŜnic 

(wartości p) zastosowano następujące oznaczenia: ns – p≥0,05 – wartość nieistotna 

statystycznie, * – p<0,05, ** – p≤0,01 wartość istotna statystycznie.  

We wszystkich obliczeniach wykorzystano pakiet statyczny STATISTICA 9.1.   
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IV  WYNIKI BADA Ń 

 

IV.1 Wyniki oznaczeń laboratoryjnych 

 

IV.1.1 Morfologia krwi, ocena morfologiczna komórek rozmazu krwi 

obwodowej oraz szpiku kostnego 

 

W chwili rozpoznania choroby średnia liczba leukocytów we krwi obwodowej 

u osób z grupy badanej wyniosła 47,31 G/l, a średnia liczba limfocytów 35,7 G/l. W ocenie 

cytologicznej odsetek limfocytów we krwi obwodowej w chwili rozpoznania choroby wyniósł 

średnio 77,26%, a w badaniu cytometrycznym (limfocyty B-CLL CD19+/CD5+) 73,56% 

ogółu komórek jądrzastych krwi obwodowej. Średnia liczba granulocytów (4,45 G/l) we krwi 

obwodowej mieściła się w granicach normy, odsetek granulocytów obojętnochłonnych w 

ocenie cytologicznej rozmazu krwi obwodowej wyniósł średnio 18,28%. W momencie 

rozpoznania choroby takŜe średnie stęŜenie hemoglobiny i liczba płytek krwi były 

prawidłowe i wyniosły odpowiednio 8,2 mmol/l i 196,85 G/l. W chwili rozpoznania choroby 

średnia limfocytoza szpiku kostnego w ocenie morfologicznej wyniosła 71,8%, a w ocenie 

immunofenotypowej limfocyty B-CLL CD19+/CD5+ stanowiły średnio 76,4% komórek 

jądrzastych szpiku kostnego. Wartości średnie i mediany dla przedstawionych danych 

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

 

IV.1.2 Ocena odsetka komórek wykazujących ekspresję określonych 

antygenów na komórkach B-CLL metodą cytofluorymetrii przepływowej 

 

W poniŜszej tabeli zestawiono odsetki limfocytów białaczkowych pacjentów z 

przewlekłą białaczką limfocytową B-komórkową, na których wykazano ekspresję antygenu 

CD26, CD38 oraz ZAP70.  
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Tabela 8. Charakterystyka badanej grupy chorych z B-CLL w chwili rozpoznania choroby. 

Inne dane laboratoryjne 

 

Parametr 
Liczebność 

grupy 
badanej 

x ±SD                                                
(min ; max) 

Me±SE                                      
(Q1 ;Q3) 

Ekspresja CD26 (%)  
na komórkach białaczkowych  

94 
10,93 ± 17,582                                                     

(0 ; 90,7) 
1,3 ± 1,814                                                               
(0,1 ; 14,5) 

Ekspresja CD38 (%) 
na komórkach białaczkowych 

146 
16,21 ± 25,312                                                               

(0 ; 100) 
3,6 ± 2,095                                                               
(0,5 ; 21,2) 

Ekspresja ZAP70 (%) 
na komórkach białaczkowych 

101 
39,26 ± 27,939                                                               

(0 ; 97) 
33 ± 2,78                                
(16,6 ; 59) 

Aktywność LDH (U/l)  
w surowicy krwi 

150 
266,62 ± 169,797                                                               

(107 ; 1339) 
208 ± 13,864                                                               
(165 ; 300) 

StęŜenie ß2-mikroglobuliny (µg/l)      
w surowicy krwi 

111 
2508,74 ± 1312,349                                                               

(1034,3 ; 8108,8) 
2189,2 ± 124,563                                                               
(1521,2 ; 3264,9) 

 
 

IV.1.2.1 CD38   

 
Ocenę ekspresji CD38 na komórkach CD5+CD19+CD23+przeprowadzono u 

146 chorych. Jego obecność potwierdzono średnio na 16,21% komórek poddanych ocenie 

(mediana 3,6%) (Tabela 8, str. 46). Obecność antygenu CD38 na co najmniej 30% badanych 

komórek wykazano u 17% ocenionych chorych. U pozostałej części pacjentów (83%) antygen 

CD38 był obecny na < niŜ 30% badanych komórek B-CLL (Rycina 9). 
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Rycina 9. Odsetek komórek białaczkowych CD5+CD19+CD23+ wykazujących ekspresję 

antygenu CD38 na swojej powierzchni w ocenie cytofluorymetrycznej (analiza w 

ośmiokolorowym cytometrze przepływowym firmy Becton-Dickinson Canto II) 
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PoniŜej przedstawiono przykładowe obrazy uzyskane w trakcie oceny 

ekspresji antygenu CD38 metodą cytofluorymetrii przepływowej (ośmiokolorowy cytometr 

Canto II) na limfocytach krwi obwodowej pozyskanych od pacjenta z B-CLL.  

 

Rycina 10. Ocena obecności antygenu CD38 metodą cytofluorymetrii przepływowej na 

limfocytach CD19+ krwi obwodowej w przypadku przewlekłej białaczki 

limfocytowej B-komórkowej.  

Objaśnienia:                                                                                                                                

Rycina górna: obszar P1 – komórki jądrzaste krwi obwodowej (zaznaczone na czerwono); 

obszar P2 –  populacja limfocytów krwi obwodowej poddana ocenie (zaznaczone na zielono) 

Rycina środkowa : Q1 – CD19-/CD38+, Q2 – CD19+/CD38+, Q3 – CD19-/CD38-, Q4 –  

CD19+/CD38-                                                                                                                            

Rycina dolna : tabela wyników - Q2 – CD19+/CD38+ (2,6%). 
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Wynik: 
CD19+/CD38+ 2,6% 
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IV.1.2.2 ZAP70  

 
Cytoplazmatyczną ekspresję ZAP70 (%) w limfocytach białaczkowych 

określono u 101 chorych. Ekspresję ZAP70 wykazano średnio na 39,26% badanych 

limfocytów CD5+CD19+CD23+ (mediana 33%) (Tabela 8, str. 46). Ekspresję ZAP70 na co 

najmniej 20% ocenianych komórek potwierdzono u 72% badanych pacjentów. U pozostałych 

28% chorych ekspresję ZAP70 wykazano na mniej niŜ 20% komórek białaczkowych (Rycina 

11).  

 

Rycina 11. Odsetek komórek białaczkowych CD5+CD19+CD23+ wykazujących i nie 

wykazujących ekspresji ZAP70 w ocenie cytofluorometrycznej 
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PoniŜej przedstawiono przykładowe obrazy uzyskane w trakcie oceny metodą 

cytofluorymetrii przepływowej (ośmiokolorowy cytofluorymetr Canto II) ekspresji ZAP70 w 

limfocytach krwi obwodowej chorych z B-CLL. 
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Rycina 12. Błonowo-cytoplazmatyczna ekspresja ZAP-70 w komórkach B-CLL krwi 

obwodowej oceniana metodą fluorocytometrii przepływowej (aparat Canto II, 

Becton-Dickinson)  

Objaśnienia:  

rycina górna lewa: obszar P2 - limfocyty CD5+19+ (zaznaczone na zielono),  

rycina górna prawa: kontrola z przeciwciałem anty-CD2 (IgG1) w celu odcięcia komórek 

pozytywnych i negatywnych,  

rycina dolna lewa: Q4 – komórki CD5+CD19+ z ekspresją ZAP70  

rycina dolna prawa: tabela wyników - Q4 – CD5+CD19+ (92,5%) 

 

  

 

 

 

 

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

 

Ekspresję antygenu CD26 na komórkach białaczkowych oceniono u 94 

badanych pacjentów. Wartość średnia komórek z ekspresją CD26 wyniosła 10,93%, a jej 

mediana 1,25%. (Tabela 8, str. 46). Ekspresję antygenu CD26 na < 10% limfocytów 

CD5+CD19+CD23+ wykazano u 70% badanych (n=66). U pozostałych 30% badanych 

chorych (n=28) ekspresja CD26 dotyczyła ≥ niŜ 10% ocenianych komórek (Rycina 13). U 18 

pacjentów nie stwierdzono komórek wykazujących ekspresję CD26. U 14 z nich rozpoznano 

0 lub I stopień zaawansowania klinicznego według Rai.  

 

Rycina 13. Odsetek komórek białaczkowych CD5+CD19+CD23+ wykazujących ekspresję 

CD26 w ocenie cytofluorymetrycznej (analiza w ośmiokolorowym 

cytofluorymetrze przepływowym Canto II, Becton-Dickinson)  
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Przykładowe obrazy uzyskane w trakcie oceny metodą cytofluorymetrii 

przepływowej (ośmiokolorowy aparat Canto II) limfocytów krwi obwodowej z obecnością 

ekspresji CD26 u pacjenta z B-CLL przedstawiono na Rycinie 14. 
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Rycina 14. Ocena ekspresji CD26 w komórkach B-CLL krwi obwodowej w cytofluorymetrze 

ośmiokolorowym Canto II  

Przypadek przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej.  

Objaśnienia:                                                                                                                          

rycina górna lewa: obszar P1- komórki jądrzaste krwi obwodowej (zaznaczone na czerwono), 

obszar P2 - populacja limfocytów krwi obwodowej poddana ocenie (zaznaczone na niebiesko)  

– 74,3%, 

rycina górna prawa: obszar P3 - limfocyty CD5+19+ (zaznaczone na niebiesko) – 45%, 

rycina środkowa lewa: kontrola z przeciwciałem anty-CD2 (IgG1) w celu odcięcia komórek 

pozytywnych i negatywnych, 

rycina środkowa prawa: Q1 – komórki CD5+CD19+CD23+ z ekspresją CD26 – 8,2% 

rycina dolna lewa - potwierdzenie z regionu P3 (CD19+CD5+) - widać koekspresję CD23 

(limfocyty CD5+CD23+ zaznaczone na niebiesko) 

rycina dolna prawa – tabela wyników 
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Wynik:  
limfocyty 74,3% (P2) 

Wynik:  
CD5+/CD19+ 45,1% (P3) 

 

 
 

Wynik:  
CD5+/CD19+/CD23+/CD26+ - 8,2% (Q1) 
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IV.1.3 Ocena aktywności dehydrogenazy kwasu mlekowego w surowicy 

krwi  

 
Wartość średnia aktywności LDH w surowicy krwi pacjentów z B-CLL 

poddanych ocenie wyniosła 266,62 U/l, a jej mediana 208 U/l (Tabela 8, str. 46). Aktywność 

LDH mieściła się w granicach normy u 60% badanych chorych. U 40% ocenianych 

pacjentów aktywność LDH przekraczała zakres wartości prawidłowej (>248 U/l). (Rycina 

15). 

 

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

 

 

 

 

 

IV.1.4 Ocena stęŜenia β2-mikroglobuliny w surowicy krwi 

 

StęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy oznaczono u 111 badanych pacjentów. 

Średnie stęŜenie β2-mikroglobuliny wyniosło 2508,74 µg/l, natomiast jego mediana 2189,2 

µg/l (Tabela 8, str. 46). U 73% badanych chorych stęŜenie β2-mikroglobuliny we krwi było 

niŜsze niŜ 3000 µg/l. U pozostałych 27% badanych pacjentów stęŜenie β2-mikroglobuliny 

przekraczało wartość 3000 µg/l (Rycina 16). 
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Rycina 16. StęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi badanych chorych z B-CLL 

 

 

 

 

 

IV.1.5 Ocena obecności aberracji cytogenetycznych w komórkach B-CLL 

 
Ocenę obecności wybranych aberracji cytogenetycznych w komórkach B-CLL 

przeprowadzono u 68 (42%) z 162 analizowanych chorych. Badania przeprowadzono stosując 

metodę FISH (ang. fluorescent in situ hybridization) i ocenę jąder interfazowych komórek 

krwi obwodowej.  

Ocenę obecności delecji locus 13q14.3 (D13S319) przeprowadzono u 48 

badanych pacjentów. Korzystny profil delecji (obecność delecji locus 13q14.3 (D13S319) w ≥ 

10% analizowanych metafaz) wykazano u 63% badanych chorych. U 37% pacjentów delecja 

w obrębie locus D13S319 (13q14.3) obecna była w < niŜ 10% analizowanych metafaz 

(Rycina 17). 
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Rycina 17. Badanie w kierunku obecności delecji locus 13q14 i 13q34 (D13S319) w jądrach 

interfazowych komórek B-CLL. Ocena techniką FISH z zastosowaniem 

trzykolorowej sondy delecyjnej 13q14-34, CEP12. 

Interpretacja:   

Rycina górna lewa: delecja locus 13q14 – widoczny jedynie jeden sygnał czerwony (13q14), 

dwa sygnały zielone (CEP12), dwa sygnały niebieskie (13q34).  

Rycina górna prawa: delecja locus 13q34 – widoczne dwa sygnały czerwone (13q14), dwa 

sygnały zielone (CEP12), jedynie jeden sygnał niebieski (13q34).  

Rycina dolna prawa i lewa: obraz prawidłowy – widoczne dwa sygnały czerwone (13q14), 

dwa sygnały zielone (CEP12), dwa sygnały niebieskie (13q34). 

 

Obraz prawidłowy 

del 13q34 

del 13q14 
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Ocenę obecności delecji w obrębie genu ATM (locus 11q22-23) 

przeprowadzono u 59 z badanych osób. Korzystny profil delecji (obecność delecji w obrębie 

ATM (locus 11q22-23) w < niŜ 10% analizowanych metafaz) wykazano u 47 (79,6%) 

badanych chorych. U 12 (20,4%) ocenianych pacjentów obecność delecji w obrębie genu 

ATM (11q22-23) potwierdzono w ≥ 10% analizowanych metafaz. Przykładowe obrazy 

prawidłowe (nieobecność aberracji) oraz z obecnością delecji (del11q22-23) w komórkach B-

CLL przedstawiono na Rycinie 18. 

Badanie w kierunku obecności delecji 17p13 (p53) wykonano u 66 pacjentów. 

Korzystny profil delecji [tzn. obecność delecji locus 17p13 (gen p53) w < 10% 

analizowanych metafaz] wykazano u 50 (75,7%) badanych chorych. Obecność delecji locus 

17p13 (w obrębie genu p53) ≥ niŜ 10% analizowanych metafaz potwierdzono u 16 (24,3%) 

ocenianych pacjentów.  

PoniŜej przedstawiono wynik badania w kierunku obecności delecji locus 

11q22-23 (gen ATM) oraz 17p13 (gen p53) w jądrach interfazowych komórek B-CLL. 

Analizę przeprowadzono techniką FISH z zastosowaniem dwukolorowych sond delecyjnych. 
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Rycina 18. Badanie w kierunku obecności delecji 11q22-23 (gen ATM) oraz delecji 17p.13    

(gen p53). Analiza techniką FISH z zastosowaniem sond delecyjnych ATM oraz 

p53.  

Interpretacja:  

Delecja locus 11q22-23 ( gen ATM) – widoczne dwa sygnały czerwone (p53) i jedynie jeden 

sygnał zielony (ATM) 

Delecja locus 17p13 (gen p53) – widoczny jedynie jeden sygnał czerwony (p53) i dwa 

sygnały zielone (ATM) 

Obraz prawidłowy – widoczne dwa sygnały czerwone (p53) i dwa sygnały zielone (ATM)  
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IV.2 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na komórkach białaczkowych a 

inne uznane czynniki rokownicze u pacjentów z B-CLL 

 

IV.2.1 Ekspresja CD26 na powierzchni komórek B-CLL 

(CD5+CD19+CD23+) a kliniczny okres zaawansowania choroby wg 

klasyfikacji Rai 

 

Ocena wykazała, Ŝe odsetek komórek białaczkowych we krwi z obecnością 

ekspresji antygenu CD26 na swojej powierzchni rośnie wraz ze wzrostem stopnia 

zaawansowania klinicznego według klasyfikacji Rai (p = 0,0063**) (Rycina 19). I tak, u 

chorych z 0-I okresem zaawansowania klinicznego mediana wyniosła 0,60%, z II – 6,3%, a z 

III-IV – 8,0% (Rycina 20). Potwierdzeniem tej obserwacji jest wykazanie obecności istotnych 

róŜnic w ekspresji CD26 w grupach ze stopniem zaawansowania klinicznego według Rai 0-I 

vs II (p=0,0423*) oraz 0-I vs III+IV (p=0,0383*). Znaczenie tej obserwacji osłabia fakt, Ŝe 

liczności poszczególnych grup róŜniły się znacznie między sobą (Tabela 13, str. 105). 
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Rycina 19. Związek ekspresji CD26 (%) na limfocytach białaczkowych z okresem  

zaawansowania klinicznego B-CLL według klasyfikacji Rai (0+I, II, III+IV) 
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Rycina 20. Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach białaczkowych w zaleŜności od 

okresu zaawansowania klinicznego B-CLL według klasyfikacji Rai (0+I, II, 

III+IV) 
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IV.2.2 Ekspresja CD26 na powierzchni komórek B-CLL 

(CD5+CD19+CD23+) a aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) 

w surowicy krwi  

 
Odsetek komórek z obecnością ekspresji CD26 okazał się być istotnie wyŜszy 

w grupie pacjentów z podwyŜszoną aktywnością LDH (p = 0,0069**) (Rycina 21). Mediana 

odsetka komórek z obecnością ekspresji CD26 w grupie pacjentów z prawidłową aktywnością 

LDH (n=62) wyniosła 0,60%, natomiast w grupie pacjentów z podwyŜszoną aktywnością 

LDH (n=27) 7,93% (Rycina 22, Tabela 13, str. 105). 
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Rycina 21. Związek ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komórek B-CLL 

(CD5+CD19+CD23+) z aktywnością dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) 

w surowicy krwi chorych z B-CLL   
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Rycina 22. Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach białaczkowych w zaleŜności od 

aktywności dehydrogenazy kwasu mlekowego (U/l) 
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IV.2.3 Ekspresja CD26 na powierzchni komórek białaczkowych 

CD5+CD19+CD23+) a stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi  

 
Odsetek komórek z obecnością ekspresji CD26 okazał się być istotnie wyŜszy 

w grupie pacjentów ze stęŜeniem β2-mikroglobuliny powyŜej 3000 µg/l (p = 0,0461*) (Rycina 

23). Mediana odsetka komórek wykazujących ekspresję CD26 u pacjentów ze stęŜeniem β2-

mikroglobuliny poniŜej 3000 µg/l (n = 65) wyniosła 0,80%, natomiast u chorych ze stęŜeniem 

β2-mikroglobuliny powyŜej 3000 µg/l (n = 20) 15,56% (Rycina 24, Tabela 13, str. 105). 
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Rycina 23. Związek ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komórek B-CLL 

(CD5+CD19+CD23+) ze stęŜeniem β2-mikroglobuliny w surowicy krwi 

chorych z B-CLL 
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Rycina 24. Mediana ekspresji CD26 (%) na limfocytach białaczkowych w zaleŜności od 

stęŜenia β2-mikroglobuliny w surowicy krwi chorych z B-CLL 
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IV.2.4 Ekspresja antygenu CD26 na powierzchni komórek B-CLL 

(CD5+CD19+CD23+) a ekspresja ZAP70 

 

Pomiędzy grupą pacjentów z dodatnią (na ≥ 20% komórek B-CLL) i ujemną 

(na < 20% komórek B-CLL) ekspresją ZAP70 nie odnotowano istotnych statystycznie róŜnic 

w zakresie odsetka limfocytów z ekspresją CD26 (Rycina 25). Mediana odsetka komórek 

wykazujących ekspresję CD26 w grupie pacjentów z ekspresją ZAP70 na < 20% badanych 

limfocytów B-CLL (n = 21) wyniosła 0,4% i była niŜsza w porównaniu z grupą chorych z 

ekspresją ZAP70 na ≥ 20% badanych limfocytów białaczkowych (n = 45) - 5,39% (p = 

0,0584ns) (Rycina 26, Tabela 13, str. 105).  
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Rycina 25. Związek ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komórek białaczkowych B-

CLL (CD5+CD19+CD23+) z ekspresją cytoplazmatyczną ZAP70 u chorych z B-

CLL 
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Rycina 26. Mediana ekspresji CD26 (%) w zaleŜności od ekspresji ZAP70 w komórkach 

białaczkowych u chorych z B-CLL 
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IV.2.5 Ekspresja antygenu CD26 a ekspresja antygenu CD38 na 

powierzchni komórek białaczkowych (CD5+CD19+CD23+) 

 
Wykonane badania nie potwierdziły związku pomiędzy odsetkiem komórek B-

CLL z obecnością ekspresji CD26 a odsetkiem komórek B-CLL wykazujących ekspresję 

antygenu CD38. Mediana odsetka komórek z obecnością ekspresji antygenu CD26 na 

komórkach białaczkowych w grupie pacjentów CD38+ (n = 79) wyniosła 0,8%, a w grupie 

chorych CD38- (n = 10) 8,31% (p = 0,0912ns) (Tabela 13, str.105). 

 

IV.2.6 Związek ekspresji dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na komórkach 

białaczkowych z obecnością innych uznanych czynników rokowniczych  

 

W badaniach potwierdzono występowanie korelacji pomiędzy odsetkiem 

komórek wykazujących ekspresję CD26 a stęŜeniem β2-mikroglobuliny (r = 0,32, p = 

0,0030**) oraz stopniem klinicznego zaawansowania choroby według klasyfikacji Rai (r = 

0,24, p = 0,0227*). Nie wykazano natomiast zaleŜności pomiędzy odsetkiem komórek z 

ekspresją CD26 a aktywnością LDH oraz odsetkiem komórek z ekspresją CD26 a odsetkiem 
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komórek z ekspresją ZAP70 (Tabela 9, str. 68). Wyniki oceny zaleŜności pomiędzy 

pozostałymi parametrami klinicznymi i laboratoryjnymi przedstawiono w Tabeli 14 na str. 

106. 

 

Tabela 9. Ocena związku pomiędzy odsetkiem komórek CD19+CD5+CD23+ z obecnością 

CD26 a innymi uznanymi czynnikami rokowniczymi 

 

Parametry r 
wartość 

p 

Rai 0,24 0,0227* 

ß2-mikroglobulina (µg/l) 0,32 0,0030** 

LDH (U/l) 0,14 0,2067ns 

ZAP70 (%) 0,15 0,2345ns 

 

 

IV.3 Ekspresja dipeptydylopeptydazy IV (CD26) na komórkach białaczkowych a 

inne parametry kliniczne u chorych z B-CLL 

 

IV.3.1 Ekspresja CD26 a płeć  

 
Nie potwierdzono istotnych róŜnic w ekspresji CD26 na komórkach B-CLL w 

zaleŜności od płci badanych chorych (p = 0,7189ns). W grupie badanych męŜczyzn (n = 50) 

mediana odsetka komórek białaczkowych z obecnością ekspresji CD26 wyniosła 2,15%, a w 

grupie ocenionych kobiet (n = 44) 0,9% (Tabela 13, str. 105). 

 

IV.3.2 Ekspresja CD26 a progresywna postać choroby  

 

Pacjenci z progresywną i nie progresywną postacią B-CLL wykazywali istotne 

zróŜnicowanie pod względem ekspresji CD26 (p = 0,0018**) (Rycina 27). Mediana odsetka 

komórek z obecnością ekspresji CD26 w grupie chorych z przewlekłą białaczką limfocytową 

B-komórkową, którzy do czasu zakończenia obserwacji pozostawali wolni od objawów 

progresji choroby i nie wymagali włączenia terapii przeciwnowotworowej (n = 34) wyniosła 
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0,20%. Była ona niŜsza niŜ w grupie chorych z progresywną postacią choroby (n = 60), 

którzy wymagali włączenia leczenia cytostatycznego. W przypadku tym mediana odsetka 

komórek z obecnością ekspresji CD26 wyniosła bowiem 4,1% (Rycina 27, Tabela 13, str. 

105). 

 

Rycina 27. Zmienność ekspresji antygenu CD26 na powierzchni komórek CD5+CD19+CD23+ 

w zaleŜności od postaci klinicznej B-CLL (postać progresywna wymagająca 

rozpoczęcia terapii vs postać nie progresywna nie wymagająca leczenia) 
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IV.3.3 Ekspresja CD26 a czas do włączenia terapii przeciwnowotworowej 

(TTT) 

 

Nie wykazano istotnego zróŜnicowania ekspresji CD26 w zaleŜności od czasu 

do włączenia leczenia (p = 0,0812ns). Mediana odsetka komórek CD5+CD19+CD23+ z 

obecnością ekspresji CD26 w grupie chorych z progresywną postacią przewlekłej białaczki 

limfocytowej B-komórkowej, którzy wymagali włączenia terapii przeciwnowotworowej w 

okresie < 12 miesięcy (n = 30) od rozpoznania choroby wyniosła 7,97%. Podobna ocena 

przeprowadzona u chorych, którzy wymagali włączenia leczenia dopiero po 12 miesiącach od 

chwili rozpoznania (n = 29) wyniosła 2,4% (Tabela 13, str. 105). 

 

IV.3.4 Ekspresja CD26 a śmiertelność  

 
Wykazano, Ŝe odsetek komórek we krwi z obecnością antygenu CD26 nie był 

powiązany ze śmiertelnością w tej populacji chorych. Mediana odsetka komórek 

białaczkowych wykazujących ekspresję CD26 u pacjentów, którzy zmarli w trakcie 

obserwacji wyniosła 5,32%, natomiast u pozostałych pacjentów 1,05% (p = 0,3213 
ns) (Tabela 

13, str. 105). 

 

IV.4 Analizy przeŜycia 

 
Dla całej ocenianej grupy pacjentów z przewlekłą białaczką limfocytową B-

komórkową, jak równieŜ dla poszczególnych grup pacjentów przeprowadzono analizę 

prawdopodobieństwa przeŜycia całkowitego metodą Kaplana-Meiera.  
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IV.4.1 Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia oraz włączenia leczenia 

cytostatycznego oznaczone za pomocą krzywej dla całej grupy badanych z 

B-CLL – analiza za pomocą krzywych Kaplana-Meiera 

 

Dla całej badanej grupy pacjentów z B-CLL (n=162) oszacowano 

prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia za pomocą analizy Kaplana-Meiera. Mediana 

czasu obserwacji wyniosła 70 miesięcy (Tabela 6, str. 36). Na poniŜszym wykresie 

przedstawiono prawdopodobieństwo OS po 311 miesiącach obserwacji. Określenie mediany 

czasu przeŜycia nie było moŜliwe, gdyŜ krzywa nie osiągnęła prawdopodobieństwa 50% 

(Rycina 28, 30).  

  

Rycina 28. Prawdopodobieństwo przeŜycia całkowitego (OS) dla całej grupy badanej 
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Analiza przebiegu krzywej Kaplana-Meiera wskazuje, Ŝe znaczna część 

pacjentów wymaga rozpoczęcia terapii w ciągu 7 miesięcy od rozpoznania choroby. Na tej 

podstawie określono takŜe prawdopodobieństwo włączenia leczenia po upływie 7 miesięcy od 

rozpoznania choroby. Wyniosło ono 59% (Rycina 29, 30).  

 

Rycina 29. Prawdopodobieństwo włączenia leczenia cytostatycznego u chorych z B-CLL w 

poszczególnych miesiącach od rozpoznania schorzenia (czas do włączenia 

leczenia 1-171 miesięcy, n=113) 
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Rycina 30.  Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia (OS) i czasu do podjęcia leczenia 

(TTT) w badanej grupie pacjentów z B-CLL – analiza Kaplana-Meiera  
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IV.4.2 Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia pacjentów z 

progresywną i nie-progresywną postacią choroby oznaczone za pomocą 

krzywej Kaplana-Meiera 

 

W grupie pacjentów z nie-progresywną postacią B-CLL prawdopodobieństwo 

OS było wyŜsze niŜ u chorych z postacią progresywną. RóŜnica ta nie była jednak istotna 

statystycznie (p=0,0925ns) (Rycina 31). NaleŜy jednak zaznaczyć, Ŝe wszyscy chorzy, którzy 

zmarli w okresie obserwacji naleŜeli do grupy z progresywną postacią choroby i wymagali 

rozpoczęcia terapii przeciwnowotworowej.  

 

Rycina 31. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodobieństwa przeŜycia całkowitego dla 

pacjentów wymagających i niewymagających rozpoczęcia leczenia 

cytostatycznego w trakcie trwania okresu aktywnej obserwacji  
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IV.4.3 Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia pacjentów 

CD5+CD19+CD23+CD26+ oraz CD5+CD19+CD23+CD26+ oznaczone za 

pomocą krzywej Kaplana-Meiera 

 

Analizę prawdopodobieństwa przeŜycia całkowitego przeprowadzono 

oddzielnie dla grupy chorych CD26 + oraz CD26-. Prawdopodobieństwo dłuŜszego OS w 

grupie CD26+ było istotnie niŜsze niŜ w grupie pacjentów CD26- (p= 0,0391*) (Rycina 32). 

 

 

Rycina 32. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodobieństwa przeŜycia całkowitego dla 

pacjentów CD26- i CD26+  
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IV.4.4 Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia pacjentów w 

poszczególnych stadiach zaawansowania klinicznego choroby według 

klasyfikacji Rai oznaczone za pomocą krzywej Kaplana-Meiera 

 

Analiza przeŜycia całkowitego wykazała występowanie istotnych róŜnic w 

przeŜyciu całkowitym pomiędzy pacjentami w zaleŜności od okresu zaawansowania 

klinicznego choroby według klasyfikacji Rai w chwili rozpoznania B-CLL (p = 0,0499**) 

(Rycina 33). 

 

 

Rycina 33. Prawdopodobieństwo przeŜycia całkowitego dla pacjentów w poszczególnych 

stadiach zaawansowania klinicznego przewlekłej białaczki limfocytowej B-

komórkowej według klasyfikacji Rai (w chwili rozpoznania choroby) – analiza 

Kaplana-Meiera 
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IV.4.5 Prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia pacjentów 

wymagających leczenia przeciwnowotworowego przed i po upływie 12 

miesięcy od rozpoznania  

 

Wykazano, Ŝe prawdopodobieństwo całkowitego przeŜycia istotnie róŜni się w 

grupie chorych wymagających leczenia przed upływem 12 miesięcy od rozpoznania choroby 

w porównania do grupy pacjentów, u których leczenie włączono później (p = 0,0003**) 

(Rycina 34). 

 
 

Rycina 34. Analiza Kaplana-Meiera prawdopodobieństwa przeŜycia całkowitego dla 

pacjentów wymagających leczenia przed i po upływie 12 miesięcy od 

rozpoznania choroby 
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Objaśnienia: TTT (ang. time to treatment) – czaz do podjęcia leczenia 
 
 

p=0,0003** 

n = 60 

n = 52 
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IV.5 Pozostałe analizy 
 
 

IV.5.1 Analiza zaleŜności pomiędzy zmiennymi tworzącymi nowe 

hipotetyczne grupy rokownicze chorych z B-CLL. Analiza skupień 

przeprowadzona metodą aglomeracji oraz metodą k-średnich.   

 

Przyjęcie sformułowanych wcześniej załoŜeń teoretycznych wymagało 

zastosowania modelu statystycznego, który umoŜliwi określenie zmiennych tworzących 

hipotetyczne grupy rokownicze oraz pokaŜe rodzaj występujących zaleŜności pomiędzy tymi 

zmiennymi. W związku z tym przeprowadzono analizę skupień metodą aglomeracji. Polega 

ona na tworzeniu skupień, począwszy od połączenia dwóch najbardziej podobnych obiektów, 

a następnie na kolejnym dołączaniu obiektów lub łączeniu skupień ze względu na ich 

podobieństwo, aŜ do uzyskania skupienia mocnego, które integruje wszystkie skupienia 

niŜszych poziomów. Przyjęto, Ŝe zmiennymi tworzącymi grupy rokownicze pacjentów z B-

CLL są ekspresja CD26, CD38 i ZAP70, aktywność LDH (U/l), stęŜenie β2-mikroglobuliny 

oraz zaawansowanie kliniczne choroby według klasyfikacji Rai. 

W celu określenia odległości między skupieniami wykorzystano metodę 

pojedynczego wiązania. W procedurach hierarchicznych istnieje moŜliwość graficznego 

przedstawienia wyników w postaci dendrogramu (drzewka połączeń), które ilustruje kolejne 

połączenia skupień coraz to wyŜszego rzędu. Uzyskana hierarchia pozwala na określenie 

wzajemnego połoŜenia skupień i obiektów w nich zawartych. Otrzymane wyniki analizy 

skupień przeprowadzonej metodą aglomeracji przedstawiono za pomocą dendrogramu, 

obrazującego uzyskane skupienia (Rycina 35). 
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Rycina 35. Dendrogram przedstawiający powiązania pomiędzy zmiennymi (czynnikami 

rokowniczymi) tworzącymi nowe grupy rokownicze pacjentów z B-CLL   
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Kolejnym krokiem grupowania, które zostało zastosowane w dodatkowej 

analizie, była analiza skupisk przeprowadzona metodą k-średnich. W analizie skupień metodą 

aglomeracji przeprowadzonej w tej samej grupie zmiennych wyodrębniono dwie najdłuŜsze 

odległości wiązań, co pomogło we wskazaniu ilości skupień podczas przeprowadzania analizy 

metodą k-średnich. 
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Rycina 36. Przedstawienie wartości średnich analizowanych parametrów w hipotetycznych 

grupach rokowniczych  
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Decyzja podjęta odnośnie ilości skupień okazała się być trafna, gdyŜ 

otrzymane skupienia róŜniły się układem wymienionych zmiennych rokowniczych. 

Przedstawiony powyŜej wykres średnich obrazuje zróŜnicowanie zmiennych w obrębie 

kaŜdego skupienia (Rycina 36). W celu sprawdzenia na ile dobrze dana zmienna róŜnicuje 

uzyskane skupienia przeprowadzono analizę wariancji, której wyniki przedstawiono w Tabeli 

10 na str. 81. 
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Tabela 10. Wyniki analizy wariancji przeprowadzonej w obszarze zmiennych rokowniczych 

u pacjentów z B-CLL 

 

 Rokowanie  korzystne niekorzystne 

Parametry laboratoryjne (wartość średnia) 
wartość p 

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** 

ß2-mikroglobulina (µg/l) 2019,7 3069,2 0,0005** 

Zaawansowanie kliniczne wg Rai  wartość p 

0+I 89% 25% 

 II 9% 43% 

 III+IV 2% 32% 

0,0000** 

 

  

Uzyskane wyniki wskazują, Ŝe wszystkie wyróŜnione zmienne róŜnicują 

otrzymane grupy rokownicze pacjentów z B-CLL. W grupie o rokowaniu korzystnym znaleźli 

się bowiem chorzy charakteryzujący się niskim odsetkiem komórek białaczkowych z 

ekspresją CD26 (x =3,4), CD38 (x =5,2), ZAP70 (x =31,5), niską aktywnością LDH (U/l) 

( x =203,0), niskim stęŜeniem ß2-mikroglobuliny (µg/l) (x =2019,7) oraz niskim 

zaawansowaniem klinicznym choroby wg klasyfikacji Rai (0+I). W grupie o rokowaniu 

niekorzystnym znalazły się osoby charakteryzujące się wysokim odsetkiem komórek 

białaczkowych wykazujących ekspresję CD26 (x =26,7), CD38 (x =26,7), ZAP70 (x =49,9), 

wysoką aktywnością LDH (U/l) ( x =328,2), wysokim stęŜeniem ß2-mikroglobuliny (µg/l) 

( x =3069,2) oraz wysokim (III+IV) i pośrednim (II) zaawansowaniem klinicznym chorby wg 

klasyfikacji Rai. 

Dzięki utworzeniu za pomocą analizy skupień dwóch grup rokowniczych 

uzyskano istotne zróŜnicowanie pomiędzy powstałymi grupami parametrów laboratoryjnych 

takich jak ilość leukocytów (G/l) (p = 0,0229*), ilość limfocytów (G/l) (p = 0,0274*) i 

stęŜenie hemoglobiny (mmol./l) (p = 0,0126*) we krwi obwodowej w chwili rozpoznania B-
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CLL. W porównaniu do chorych o niekorzystnym rokowaniu w grupie o korzystnym 

rokowaniu liczba leukocytów (x =36,95) i limfocytów (x =30,96) była niŜsza, a stęŜenie 

hemoglobiny (x =8,61) wyŜsze (Tabela 11, str. 82).  

 

Tabela 11. ZróŜnicowanie parametrów laboratoryjnych pomiędzy grupami u pacjentów z B-

CLL o rokowaniu korzystnym i niekorzystnym  

 

 Rokowanie  Korzystne  niekorzystne 

Parametry laboratoryjne (wartość średnia) 
wartość p 

leukocyty (G/l) 36,95 62,92 0,0229* 

limfocyty (G/l) 30,96 55,77 0,0274* 

hemoglobina (mmol/l) 8,61 7,41 0,0126* 

 

 

Zaobserwowano istotne zróŜnicowanie pomiędzy grupami rokowniczymi a odsetkiem osób 

wymagających terapii przeciwnowotworowej (p=0,0002**). W grupie o rokowaniu 

niekorzystnym aŜ 86% pacjentów wymagało leczenia, podczas gdy w grupie osób o 

rokowaniu korzystnym tylko 40%. Istotne zróŜnicowanie wykazano równieŜ pomiędzy 

grupami rokowniczymi a długością TTT (p=0,0436*). W grupie o niekorzystnym rokowaniu 

aŜ 75% badanych wymagało włączenia terapii przed upływem 12 miesięcy od rozpoznania, 

natomiast w grupie o rokowaniu korzystnym tylko 44%.  

 

IV.5.2 Analiza związku pomiędzy obecnością del 11q22-23, del 13q14.3 i del 

17p13 w komórkach B-CLL a liczbą komórek CD5+CD19+CD23+CD26+   

 
śadne z ocenianych zaburzeń cytogenetycznych nie było istotnie powiązane z 

ekspresją CD26 na komórkach CD5+CD19+CD23+ (Tabela 15, 16, str. 106, Tabela 17, str. 

107).  
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IV.5.3 Porównanie wybranych parametrów laboratoryjnych w grupie 

pacjentów CD26+ i CD26-  

 

U chorych CD26+ stęŜenie β2-mikroglobuliny było istotnie wyŜsze (średnia 

2767,58 µg/l, mediana 2194,2 µg/l) w porównaniu z grupą chorych CD26- (średnia 2134,75 

µg/l, mediana 1765,00 µg/l) (p=0,0040**) (Tabela 18, str.. 107). 

Okazało się takŜe, Ŝe wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania według 

klasyfikacji Rai zwiększa się odsetek pacjentów CD26+. I tak, wśród chorych z 0 i I stopniem 

zaawansowania klinicznego tylko u 22% chorych potwierdzono ekspresję CD26 na ≥ 10% 

komórek białaczkowych. W przypadku II oraz III-IV stopnia zaawansowania zmian odsetek 

ten wyniósł odpowiednio 43% i 46% (p = 0,02267*, r = 0,24) (Rycina 37). 

 

Rycina 37. ZaleŜność pomiędzy okresem zaawansowania klinicznego B-CLL według 

klasyfikacji Rai a odsetkiem komórek CD26+  
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p=0,0227* 
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IV.5.4 Czas do włączenia leczenia (TTT) 

 

Wśród badanych pacjentów 70% wymagało włączenia leczenia 

cytostatycznego w chwili rozpoznania choroby lub w trakcie trwania aktywnej obserwacji. W 

grupie tej TTT wyniósł średnio 21 miesięcy (zakres 1 - 171 miesięcy) (Tabela 6, str. 36). 

Prawdopodobieństwo konieczności włączenia leczenia przeciwnowotworowego 

przedstawiono na Rycinie 29. Chorzy, którzy wymagali włączenia terapii w czasie krótszym 

niŜ 12 miesięcy od rozpoznania stanowili 54% ogółu badanych ogółu badanych. U 

pozostałych 46% leczenie rozpoczęto później. W powyŜszych grupach pacjentów 

obserwowano istotne zróŜnicowanie stopnia zaawansowania klinicznego według klasyfikacji 

Rai. Wśród chorych, u których leczenie przeciwnowotworowe podjęto przed upływem 12 

miesięcy od rozpoznania u 12% potwierdzono I i 0, u 38% II, natomiast u 50% III i IV 

stopień zaawansowania klinicznego choroby. W grupie chorych, u których leczenie 

rozpoczęto po upływie 12 miesięcy od rozpoznania u 69% stwierdzono 0 i I, natomiast u 31% 

II stopień zaawansowania choroby według klasyfikacji Rai (p<0,0000**) (Tabela 19, str. 

107). Wymienione grupy róŜniły się równieŜ odsetkiem pacjentów CD26+ i CD26-. W grupie 

chorych wymagających inicjacji terapii przed upływem 12 miesięcy od rozpoznania pacjenci 

CD26+ stanowili 53%, a CD26- 47% ogółu badanych. Odsetek ten wśród chorych, u których 

terapię rozpoczęto po 12 miesiącach od rozpoznania wynosił odpowiednio 20% i 80%. 

(p=0,0351*) (Tabela 20, str. 108). Aktywność LDH takŜe byłą róŜna. W grupie pacjentów 

wymagających podjęcia leczenia przed upływem 12 miesięcy od rozpoznania tylko u 38% 

aktywność LDH była prawidłowa. Przeciwnie u chorych, którzy wymagali inicjacji leczenia 

w okrsie późniejszym aŜ u 60% aktywność LDH była prawidłowa (p = 0,0211*) (Tabela 21, 

str. 108.). Pozostałe analizowane parametry, takie jak ekspresja CD38, ZAP70 na komórkach 

białaczkowych, stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi, czy obecności 

nieprawidłowości chromosomalnych nie róŜnicowały chorych z TTT < i > 12 miesięcy 

(Tabela 22, 23 str. 108, Tabela 24, str. 109). 

 

IV.5.5 Analiza pozostałych czynników rokowniczych 

 

Analiza związku pomiędzy zaawansowaniem choroby według klasyfikacji Rai 

a ekspresją CD38 na komórkach B-CLL wykazała, Ŝe mediana ekspresji antygenu CD38 

zwiększa się wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego choroby. I tak, dla 
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pacjentów w 0-I0 wyniosła ona 1,60%, w II0 – 8,6%, natomiast w III-IV0 – 9,40% 

(p=0,0003**) (Tabela 25, str. 109). Okazało się takŜe, Ŝe wśród pacjentów CD38- 62% było 

w 0-I , 21% w II, a tylko 16% w III-IV okresie zaawansowania zmian chorobowych 

(p=0,0371*, r=0,2387) (Tabela 26, str. 110). Analiza ekspresji ZAP70 wykazała, iŜ rośnie ona 

wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego według Rai. Mediana ekspresji ZAP70 

u pacjentów w 0-I0 wyniosła 27%, w II0 – 50%, natomiast w III-IV0 – 57,5% (p=0,0039**). 

Potwierdzono takŜe, Ŝe wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego choroby 

według Rai wzrasta mediana aktywności LDH w surowicy krwi. Dla pacjentów w 0-I0 

wyniosła ona bowiem 176,5, II0 – 243, natomiast III-IV0 – 274 (p=0,0000**). Wraz ze 

wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego według Rai wzrastała takŜe mediana stęŜenia 

β2-mikroglobuliny w surowicy krwi: u pacjentów w 0-I stopinu zaawansowania zmian 

wyniosła ona 1851,60 µg/l, w II0  2496 µg/l, natomiast w III-IV0 2499,15 µg/l (p=0,0213*). 

Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby według klasyfikacji Rai obserwowano 

równieŜ wzrost mediany bezwzględnej liczby leukocytów i limfocytów we krwi obwodowej 

(leukocyty – p=0,0006**; limfocyty – p=0,0145*) (Tabela  25, str. 109).  
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V DYSKUSJA 

 

Jak dotąd nie ustalono jednolitych standardów dotyczących optymalnego 

sposobu leczenia poszczególnych chorych z B-CLL. Zgodnie z powszechnie akceptowanymi 

zasadami leczenie naleŜy podjąć w kaŜdym przypadku choroby o charakterze progresywnym 

oraz w przypadkach przebiegających z zaleŜną od nacieczenia szpiku cytopenią we krwi 

obwodowej. Nie budzi takŜe wątpliwości terapia osób w podeszłym wieku, u których 

preferowane jest stosowanie monoterapii za pomocą leków alkilujących. TakŜe czas podjęcia 

terapii cytostatycznej wydaje się mieć kluczowe znaczenie. Zbyt wczesne jej rozpoczęcie 

moŜe prowadzić do zwiększenia częstości występowania powikłań krwotocznych oraz 

infekcyjnych wskutek nasilenia lub wywołania leukopenii oraz małopłytkowości we krwi 

obwodowej. Odrębnym zagadnieniem jest skuteczność dotychczasowych metod terapii B-

CLL. Aktualne dane wskazują bowiem na to, Ŝe ich zastosowanie prowadzi do uzyskania 

odpowiedzi hematologicznych u większości pacjentów (w tym całkowitych remisji, a nawet 

całkowitych remisji cytometrycznych), wydłuŜenia czasu do progresji choroby (PFS, ang. 

progression free survival) nie wpływając jednak na czas całkowitego przeŜycia.  

Potwierdzeniem tej strategii są m.in. dane wynikające z metaanalizy 

przeprowadzonej na grupie 2048 pacjentów z B-CLL. Potwierdziły one, Ŝe rozpoczęcie 

terapii lekami alkilującymi u chorych we wczesnych fazach B-CLL (0-I) nie przedłuŜa ich 

całkowitego przeŜycia [72]. I tak, zastosowanie chlorambucilu w monoterapii lub w 

skojarzeniu z prednizolonem pozwala na uzyskanie odpowiedzi hematologicznej u około 60 - 

90% pacjentów z B-CLL. Remisję całkowitą uzyskuje jednak zaledwie 20% chorych [72-

77,79], a badania randomizowane nie wykazały wpływu tak prowadzonej terapii na OS [73].  

Inną grupą leków znajdującą zastosowanie w leczeniu B-CLL są analogi 

puryn, takie jak fludarabina, kladrybina czy pentostatyna. Ich zastosowanie w monoterapii lub 

w skojarzeniu z innymi lekami (cyclofosfamid, rituksimab) pozwala uzyskać remisję 

całkowitą u 89% pacjentów [73,74,79,80]. Wieloośrodkowe badania III fazy porównujące 

skuteczność fludarabiny, chlorambucylu oraz innych schematów wielolekowych wykazały 

znacznie wyŜszą skuteczność fludarabiny w zakresie odsetka uzyskiwanych odpowiedzi 

hematologicznych, oraz remisji całkowitych (OR 72% vs 51%; CR 7% vs 0%). Wykazano 

takŜe, Ŝe skojarzenie fludarabiny, czy teŜ innych analogów puryn, z cyklofosfamidem 

dodatkowo poprawia wyniki leczenia. NaleŜy jednak podkreślić, Ŝe w Ŝadnym z 
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przeprowadzonych dotychczas badań nie wykazano jednak róŜnicy w zakresie całkowitego 

przeŜycia chorych z B-CLL [72-74,81,82].  

Istotny postęp w leczeniu B-CLL odnotowano po wprowadzeniu do leczenia 

przeciwciał monoklonalnych [74]. Dwa z nich, rytuksymab (anty-CD20) oraz alemtuzumab 

(anty-CD52) doczekały się oceny w badaniach klinicznych [73,74]. Okazało się, Ŝe 

zastosowanie rytuksymabu w skojarzeniu z cyklofosfamidem i jednym z analogów puryn (2-

CdA lub fludarabina) jest aktualnie najlepszą metodą leczenia 1-linii chorych na B-CLL w 

dobrym stanie ogólnym [72-74,83-87]. Trzeba jednak pamiętać, Ŝe u pacjentów w starszym 

wieku leczenie terapią skojarzoną za pomocą analogów puryn związane jest z duŜym 

ryzykiem mielosupresji [74,85,88].  

Innym przeciwciałem monokonalnym, które znalazło zastosowanie w terapii 

B-CLL jest alemtuzumab (anty-CD52). Jego podanie u wcześniej nieleczonych pacjentów z 

B-CLL prowadzi do odpowiedzi u 85% chorych. W badaniu III fazy CAM307 wykazano, Ŝe 

odsetek odpowiedzi u chorych leczonych alemtuzumabem jest znacznie wyŜszy niŜ u 

pacjentów leczonych chlorambucylem (OR odpowiednio 83% vs 55%, CR 24% vs 2%) 

[73,74,89]. Niestety, w grupie pacjentów leczonych alemtuzumabem obserwowano duŜą 

częstość rozwoju powikłań infekcyjnych zarówno bakteryjnych jak i wirusowych (w tym 

reaktywacji infekcji CMV). Późniejsze badania wykazały, Ŝe zastosowanie Alemtuzumabu 

niesie szczególne korzyści w grupie chorych z B-CLL z delecją ramienia krótkiego 

chromosomu 17 [72,77,90].  

W świetle dotychczasowych danych wydaje się, Ŝe tylko allogeniczne 

przeszczepienie macierzystych komórek krwiotwórczych (allo-HSCT) stwarza moŜliwość 

wyleczenia choroby. Z powodu licznych ograniczeń, metoda ta znajduje zastosowanie 

głównie u młodszych chorych z delecją 17p i opornością na leczenie analogami puryn.  

DuŜo większym problemem jest leczenie nawrotu B-CLL po skutecznym 

leczeniu 1-linii. Zgodnie z najnowszymi zaleceniami Europejskiego Towarzystwa 

Onkologicznego (ESMO) nawrót przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej po 

czasie remisji dłuŜszym niŜ 12 miesięcy jest wskazaniem do powtórzenia terapii stosowanej 

w pierwszej linii [74,91]. Jedynie schemat zawierający fludarabinę, cyklofosfamid i 

rytuksymab nie powinien być powtarzany przed upływem 24 miesięcy ze względu na duŜe 

ryzyko oporności i nadmierną toksyczność [74]. W przypadku oporności na analogi puryn 

stosuje się wysokie dawki metylprednizolonu w monoterapii lub w skojarzeniu z 

rytuksymabem [74,92-95]. W ostatnim czasie powstało wiele nowych leków, które mogą 

okazać się potencjalnie skuteczne w leczeniu B-CLL. Są to między innymi nowe przeciwciała 



DYSKUSJA 

 

-88- 
 

monoklonalne, półsyntetyczne flawony, leki immunomodulujące czy antyangiogenne [74]. W 

krajach Unii Europejskiej oraz w USA wskazaniem do zastosowania ofatumumabu, 

humanizowanego przeciwciała skierowanego przeciw antygenowi CD20, jest oporność na 

analogi puryn i alemtuzumab oraz brak odpowiedzi hematologicznej po leczeniu drugiej i 

kolejnej linii [74,96,97]. Kolejne nowe przeciwciała znajdujące zastosowanie w leczeniu B-

CLL to GA-101 (anty-CD20), lumiliksimab (anty CD23), HCD122 i SGN-40 (anty-CD40) 

[74, 98]. Potencjalną skuteczność w leczeniu B-CLL wykazują równieŜ immunotoksyny. Są 

to przeciwciała połączone z czynnikami wzrostu lub toksynami. NaleŜą do nich denileukin 

diftitox, ludzka interleukina 2 połączona z toksyną błoniczą oraz BL22, immunoglobulina Ig1 

połączona z egzotoksyną bakterii Pseudomonas skierowana przeciwko antygenowi CD22 

[74,98-100]. Bendamustyna, obecna na rynku farmaceutycznym od ponad trzydziestu lat, jest 

obecnie równieŜ stosowana w opornej i nawrotowej B-CLL [74,101]. Pacjenci leczeni 

schematami zawierającymi bendamustynę uzyskują stosunkowo długi PFS i OS [74,102]. W 

terapii B-CLL zastosowanie znalazła równieŜ briostatyna-1, wykazująca obiecujące działanie 

w leczeniu postaci opornej i nawrotowej [74]. W badaniach klinicznych oceniano równieŜ 

skuteczność leków immunomodulujących w leczeniu chorych z B-CLL. JednakŜe wyniki 

oceny skuteczności talidomidu nie były obiecujące. Lenalidomid okazał się być mniej 

toksyczny i wykazał skuteczność w leczeniu opornej i nawrotowej B-CLL. [74,100]. Ostatnio 

prowadzone są badania kliniczne oceniające skuteczność nowych analogów puryn w leczeniu 

oporności i nawrotów B-CLL. NaleŜą do nich klofarabina, nelarabina i forodezyna. Obecnie 

nie znane są jeszcze wyniki leczenia tymi lekami, jednakŜe wydaja się one być obiecujące 

[74,103-106].  

NaleŜy nadmienić, Ŝe dotychczas stosowane metody terapii B-CLL pozwalają 

na uzyskanie odpowiedzi hematologicznych (zmniejszenie masy węzłowej, organomegalii, 

poprawa w zakresie cytopenii obowodowej), wydłuŜenie czasu do progresji choroby (PFS) 

nie wpływając na wydłuŜenie całkowitego przeŜycia (OS). W indywidualnych przypadkach 

jednak podjęcie bardzo aktywnych form terapii stwarza szansę na poprawę rokowania. Z tego 

właśnie powodu poszukuje się wciąŜ nowych czynników prognostycznych powiązanych z 

OS. 

Próby identyfikacji nowych czynników przepowiadających przebieg choroby u 

poszczególnych pacjentów z B-CLL są podejmowane od wielu lat. Jak dotąd brano pod 

uwagę szereg parametrów, powiązanych z aktywnością choroby, w tym stęŜenie β2-

mikroglobuliny czy teŜ rozpuszczalnego antygenu CD23 we krwi, aktywność kinazy 

tymidynowej w komórkach białaczkowych [107-110], ekspresję markera powierzchniowego 



DYSKUSJA 

 

-89- 
 

CD38 oraz CD49d i wewnątrzcytoplazmatyczną ekspresję ZAP70, [48,111-117], obecność 

aberracji cytogenetycznych w badaniu FISH, czy teŜ stan mutacyjny regionu zmiennego genu 

dla łańcucha cięŜkiego immunoglobulin w komórkach białaczkowych oceniany techniką PCR 

[36,111,118-120]. KaŜdy z wymienionych powyŜej czynników uznano za niezaleŜny czynnik 

prognostyczny u chorych z B-CLL. JednakŜe z powodu ograniczonej ich dostępności, 

złoŜoności metodologicznej oraz wysokich kosztów oznaczeń części z nich nie moŜna 

zastosować dla potrzeb rutynowej diagnostyki hematologicznej [3,121]. Obszerna analiza 

przeprowadzona na podstawie 25 lat obserwacji w Centrum Onkologii M.D. Anderson 

(MDACC, ang. M.D. Anderson Cancer Center) w Teksasie pod kierownictwem Wierda i wsp. 

[122] pozwoliła na wyodrębnienie zmiennych niezaleŜnych o charakterze prognostycznym. 

Według wymienionych autorów naleŜą do nich: wiek, płeć, stopień zaawansowania 

klinicznego według Rai, liczba zajętych grup węzłowych (ang. LNR - number of involved 

lymph node regions), bezwzględna liczba limfocytów (ang. ALC – absolute lymphocyte 

count) i stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi. Na ich podstawie opracowano indeks 

prognostyczny (ang. prognostic index score) umoŜliwiający oszacowanie 

prawdopodobieństwa przeŜycia u chorych z B-CLL. Przydatność wyŜej wymienionego 

systemu prognostycznego potwierdziły badania opublikowane w 2009 roku przez Shanafelt i 

wsp. w Mayo Clinic Rochester [117,123]. TakŜe późniejsze prace udokumentowały wartość 

prognostyczną większości z wymienionych czynników oraz ich związek z czasem do 

włączenia leczenia (ang. TTT time to treatment) oraz całkowitym przeŜyciem (ang OS overall 

survival). Ich autorzy nie potwierdzili jednak znaczenia płci i ALC jako niezaleŜnych 

czynników w przewidywaniu OS u chorych na B-CLL [123].  

W wieloośrodkowej retrospektywnej analizie jednoparametrycznej 

przeprowadzonej przez Doubek i wsp. wykazano, Ŝe płeć męska, II-IV stopień 

zaawansowania według klasyfikacji Rai, niezmutowany IgVH, obecność delecji 17p i 11q, 

ekspresja ZAP70 na ≥ 20% komórek i CD38 na ≥ 30% komórek są istotnie powiązane ze 

skróceniem OS. Analiza wieloparametryczna obejmująca płeć, wiek, delecję 17p i stan 

mutacyjny IgVH równieŜ potwierdziłą związek wymienionych parametrów z OS oraz z 

czasem do podjęcia terapii (TTT). Analiza jednoczynnikowa wykazała istotnie krótszy TTT u 

pacjentów z niezmutowanym IgVH, delecją 17p, 11q, obecnością ekspresji CD38 na ≥ 30% 

komórek białaczkowych oraz z II-IV stopniem zaawansowania choroby według klasyfikacji 

Rai [124]. Podobną analizą przeprowadził Tecchio i wsp. w bieŜącym roku. Autorzy 

potwierdzili związek stęŜenia β2-mikroglobuliny, stopnia zaawansowania klinicznego 

choroby według Rai oraz odsetka komórek z obecnością ekspresji ZAP70, a takŜe nowo 
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poznanego białka z rodziny TNF, tzw. APRIL (A PRoliferation–Inducting Ligand) 

chroniącego komórki B-CLL przed apoptozą z czasem do podjęcia terapii. Co ciekawe, 

zarówno w analizie jedno- jak i wieloparametrycznej wymienione czynniki te okazały się być 

powiązane z krótkim TTT [125]. 

Powszechnie stosowane klasyfikacje oceny stopnia zaawansowania 

klinicznego B-CLL opracowane przez Rai i wsp. oraz przez Bineta i wsp. umoŜliwiają 

przewidywanie TTT i OS. Coraz częściej jednak B-CLL rozpoznaje się we wczesnych 

stadiach zaawansowania zmian (Rai 0, Binet A), w których stratyfikacja ryzyka na podstawie 

klasyfikacji zaawansowania choroby niestety zawodzi [117,126]. Z tego powodu nadal trwają 

badania nad znalezieniem nowych czynników i modeli prognostycznych ułatwiających 

przewidywanie dalszego przebiegu choroby. Postuluje się, Ŝe u chorych o niewielkim 

zaawansowaniu choroby jednym z takich nowych markerów prognostycznych moŜe być 

ekspresja dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komórkach B-CLL [67]. 

Dipeptydylopeptydaza IV bierze udział w odpowiedzi immunologicznej, 

regulacji stęŜenia hormonów, chemokin i neuropeptydów oraz aktywacji limfocytów T i 

komórek prezentujących antygen [126-128]. Odgrywa takŜe istotną rolę w procesach 

komunikacji komórkowej, głównie poprzez współdziałanie z cząsteczkami kolagenu oraz 

fibronektyny. Uczestniczy równieŜ w regulacji wzrostu, adhezji i migracji komórek [70,126]. 

Z tego powodu ekspresja CD26 na komórkach białaczkowych moŜe mieć istotne znaczenie 

dla dynamiki przebiegu B-CLL [70,129]. W dostępnej literaturze moŜna znaleźć kilka 

doniesień na temat roli dipeptydylopeptydazy IV/CD26 w patogenezie nowotworów 

hematologicznych, w tym przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej. W 1999 roku 

Bauvois i wsp. stosując metodę dwukolorowej cytofluorymetrii przepływowej nie wykazali 

ekspresji CD26 na obwodowych spoczynkowych komórkach linii B (CD20+CD23-) u osób 

zdrowych. Potwierdzili oni natomiast ekspresję CD26 na komórkach (CD20+CD23+) 

poddanych działaniu IL-4 lub SAC (SAC I: szczep gronkowca złocistego Cowan I- ang. 

Staphylococcus aureus strain cowan I) w warunkach in vitro oraz na komórkach B-CLL. JuŜ 

wówczas wysunęli takŜe hipotezę, Ŝe ekspresja CD26 na komórkach B-CLL moŜe mieć 

znaczenie prognostyczne u chorych na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową [56].  

Próbę wyjaśnienia roli CD26 w modelu prognostycznym pacjentów z B-CLL 

podjął Cro i wsp. [60]. Badanie to dotyczyło nie tylko chorych z B-CLL, ale równieŜ z innymi 

chłoniakamilinii B, jak FL, MCL, MM, HCL and DLBCL. Jednym z istotnych wniosków 

tego badania było wykazanie u pacjentów z B-CLL zróŜnicowanej ekspresji 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komórkach białaczkowych. Wielkość ekspresji CD26 
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istotnie korelowała z ekspresją CD49d, CD38 i ZAP70, jak równieŜ ze stanem mutacyjnym 

IgvH (p < 0,0001). Analiza Kaplana-Meiera potwierdziła istotnie krótszy czas do włączenia 

leczenia (TTT) u chorych, u których wykazano ekspresją CD26 na minimum 10% komórek 

białaczkowych (p < 0,0001). W konkluzji pracy badacze stwierdzili, Ŝe ocena ekspresji CD26 

moŜe być pomocna w wyodrębnieniu pacjentów z B-CLL o niekorzystnym przebiegu 

klinicznym choroby, a tym samym w podejmowaniu decyzji dotyczących włączenia terapii 

przeciwnowotworowej. Dane te stały się przesłanką potwierdzającą rolę 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 jako nowego markera prognostycznego u chorych z B-CLL 

[60].  

W niniejszej pracy doktorskiej równieŜ podjęto próbę oceny związku pomiędzy 

ekspresją CD26 na komórkach B-CLL, profilem innych, uznanych czynników rokowniczych, 

a czasem do włączenia leczenia cytoredukcyjnego i całkowitym przeŜyciem. Wykazano, Ŝe 

odsetek komórek wykazujących ekspresję CD26 rośnie wraz ze wzrostem stopnia 

zaawansowania klinicznego według klasyfikacji Rai w chwili rozpoznania choroby. 

SpostrzeŜenie to ma charakter oryginalny. Związku takiego nie udało się bowiem potwierdzić 

w badaniach prowadzonych wcześniej. Badania własne wykazały takŜe związek pomiędzy 

ekspresją CD26 na komórkach białaczkowych a innymi parametrami laboratoryjnymi o 

uznanym znaczeniu rokowniczym, takimi jak aktywność LDH i stęŜenie β2-mikroglobuliny. 

Związku takiego nie udało się potwierdzić w odniesieniu do ekspresji błonowej CD38 i 

cytoplazmatycznej ZAP70. Dane te, podobnie jak rezultaty otrzymane przez Molica i wsp. 

oraz Cro i wsp. wydają się sugerować istnienie związku pomiędzy wysokim poziomem 

ekspresji CD26 na komórkach białaczkowych a niekorzystnym przebiegiem klinicznym B-

CLL [60,67].  

Do ciekawych wniosków doprowadziła takŜe analiza związku pomiędzy 

odsetkiem komórek B-CLL wykazujących ekspresję CD26 a TTT oraz OS. Okazało się, Ŝe u 

pacjentów CD26- przeŜycie całkowite jest istotnie dłuŜsze niŜ u chorych CD26+. 

SpostrzeŜenie to znalazło potwierdzenie we wcześniej przeprowadzonych analizach 

przeprowadzonych przez Cro i wsp. Ocena wyników przeprowadzonych badań własnych 

wskazuje jednak dodatkowo, Ŝe odsetek komórek B-CLL z obecnością ekspresji CD26 

róŜnicuje chorych z progresywną oraz nie-progresywną postacią choroby oraz tych, którzy 

wymagają rozpoczęcia terapii przed i po 12 miesiącu od rozpoznania. Wykazano bowiem 

występowanie istotnych róŜnic w zawartości komórek CD26+ we krwi chorych bez i z 

cechami progresji choroby. Odsetek ten był istotnie wyŜszy w grupie pacjentów 

wymagających rozpoczęcia terapii. W badaniach własnych wykazano takŜe, Ŝe wartość TTT 
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była odwrotnie skorelowana z ilością komórek białaczkowych wykazujących ekspresję CD26. 

W grupie chorych CD26+ w porównaniu do CD26- równieŜ stęŜenie β2-mikroglobuliny we 

krwi było istotnie statystycznie wyŜsze. Wykazano takŜe korelację pomiędzy odsetkiem 

komórek z obecnością ekspresji CD26 a stopniem zaawansowania klinicznego choroby 

według Rai. Dane te nie znalazły jak dotąd potwierdzenia w wynikach innych autorów. 

Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono kilka badań, których celem była 

próba jednoznacznego wyjaśnienia roli i znaczenia ekspresji dipeptydylopeptydazy IV na 

komórkach białaczkowych u chorych na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową. W 

2009 roku Molica i wsp. przeanalizowali związek pomiędzy parametrami rokowniczymi o 

ugruntowanym znaczeniu biologicznym a stęŜeniem rozpuszczalnej postaci 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 we krwi u chorych na B-CLL. W analizie ocenie poddano 

zaleŜność pomiędzy sCCD26 a stopieniem klinicznego zaawansowania według klasyfikacji 

Rai, stanem mutacyjnym regionu zmiennego genu dla łańcucha cięŜkiego immunoglobulin, 

aktywnością LDH, stęŜeniem β2-mikroglobuliny oraz odsetkiem komórek białaczkowych z 

obecnością ekspresji CD38 i ZAP70. W badaniu tym nie potwierdzono związku pomiędzy 

stęŜeniem we krwi rozpuszczalnej formy dipeptydylopeptydazy IV/CD26 a okresem 

klinicznego zaawansowania choroby według klasyfikacji Rai, stanem mutacyjnym IgvH, 

stęŜeniem β2-mikroglobuliny i aktywnością LDH. Autorzy zaobserwowali jedynie słaby 

związek pomiędzy ekspresją ZAP70 i CD38 na komórkach białaczkowych oraz stęŜeniem 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 w surowicy krwi (p odpowiednio 0,07 i 0,08). Zwrócili 

jednak takŜe uwagę na występowanie istotnych róŜnic w czasie do rozpoczęcia leczenia 

(TTT, ang. time to treatment) pomiędzy chorymi ze stęŜeniem CD26 powyŜej i poniŜej 

punktu odcięcia (371 ng/ml). Okazało się takŜe, Ŝe wraz ze wzrostem stęŜenia CD26 

obserwowano proporcjonalnie częściej odsetek chorych z niezmutowanym IgVH, co 

przepowiadało krótszy TTT. Dane te potwierdziły wstępnie znaczenie prognostyczne CD26 w 

ocenie dalszego przebiegu choroby, szczególnie dla chorych we wczesnym stadium B-CLL 

[67]. 

W ostatnim czasie podjęto szereg prób w celu opracowania modelu 

prognostycznego ułatwiającego podejmowanie decyzji terapeutycznych u chorych z 

przewlekłą białaczką limfocytową B-komórkową. Wierda i wsp. zaproponowali punktowy 

system prognostyczny oparty na analizie wieku (1 punkt <50 lat, 2 punkty 50-65 lat, 3 punkty 

> 65lat), stęŜenia β2-mikroglobuliny (1 punkt 1-2xULN, 2 punkty > 2 x ULN), bezwzględnej 

liczby limfocytów (ALN, 1 punkt 20-50x109/L, 2 punkty > 50x109/L), płci (1 punkt – płeć 

męska) oraz zaawansowania klinicznego choroby (1 punkt - III lub IV okres wg Rai) i liczby 
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zajętych obszarów węzłowych (LNR) (≥3 - 1 punkt). Na jego podstawie wyodrębniono trzy 

grupy ryzyka: niskie (0-3), pośrednie (4-7) oraz wysokie (≥ 8 punktów) [122]. Model ten był 

wielokrotnie weryfikowany. W 2009 roku Shanafelt i wsp. w Mayo Clinic Rochester 

potwierdzili wartość prognostyczną większości wymienionych czynników w przewidywaniu 

TTT oraz całkowitego przeŜycia OS [123]. W latach późniejszych model ten doczekał się 

takŜe krytycznych analiz porównawczych. Bulian i wsp. wykazali, Ŝe prawdopodobieństwo 5-

letniego przeŜycia nie róŜni się pomiędzy tak zdefiniowanymi grupami ryzyka. Szczegółowa 

analiza wykazała jednak, Ŝe względne prawdopodobieństwo zgonu jest wyŜsze w grupie 

chorych wysokiego ryzyka. Podobnie, czas do włączenia terapii okazał się być istotnie 

krótszy w grupie wysokiego ryzyka [117]. Analiza porównawcza wykazała, Ŝe oba 

wymienione systemy prognostyczne skutecznie identyfikują pacjentów we wczesnych 

stadiach zaawansowania klinicznego B-CLL o wysokim prawdopodobieństwie długiego 

całkowitego przeŜycia (OS) oraz długim czasie do podjęcia terapii (TTT). NiezaleŜnie, Bulian 

wsp. zaproponowali własny, nowy system rokowniczy oparty o analizę podobnych 

parametrów kliniczno-laboratoryjnych, uwzględniający jednak okres zaawansowania choroby 

według klasyfikacji Binet’a a nie Rai’a [117, 130]. W tak sformułowanym 

wieloczynnikowym modelu prognostycznym ALC jak i LNR nie okazały się jednak być 

istotnie statystycznie róŜne w poszczególnych grupach rokowniczych. Z tego powodu 

opracowano model czteroparametryczny uwzględniający wiek, płeć, stadium Binet’a i 

stęŜenie β2-mikroglobuliny dla potrzeb przewidywania dalszego przebiegu choroby u 

pacjentów z B-CLL. Siłę prognostyczną tak opracowanego modelu porównano z oryginalnym 

sześcioparametrycznym modelem Wierdy i wsp. [117,122]. Analiza ta wypadła korzystnie, co 

według autorów pracy pozwala na jego powszechne zastosowanie w ocenie 

prawdopodobieństwa całkowitego przeŜycia OS oraz przewidywanego czasu do podjęcia 

terapii u chorych z B-CLL [117].  

W niniejszej pracy takŜe podjęto próbę opracowania modelu prognostycznego 

umoŜliwiającego podejmowanie właściwych decyzji terapeutycznych u pacjentów z 

rozpoznaniem przewlekłej białaczki limfocytowej B-komórkowej. Uwzględniono profil 

uznanych czynników o znaczeniu prognostycznym (ekspresja ZAP70, CD38, stęŜenie β2-

mikroglobuliny, aktywność LDH oraz stopień zaawansowania klinicznego według 

klasyfikacji Rai) a takŜe ilość we krwi obwodowej komórek z ekspresją CD26. W wyniku 

przeprowadzonych analiz opracowano model własny pozwalający na wyodrębnienie dwóch 

grup rokowniczych. I tak, grupę o korzystnym rokowaniu charakteryzował niski odsetek 

komórek z obecnością ekspresji ZAP70, CD38 i CD26, prawidłowa aktywność LDH, niskie 
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stęŜenie β2-mikroglobuliny i niski stopień zaawansowania według Rai. Przeciwnie, grupę o 

niekorzystnym rokowaniu cechował odmienny profil badanych czynników rokowniczych. Co 

więcej, opracowany model pozwalał takŜe na róŜnicowanie pomiędzy wymienionymi 

grupami pacjentów o korzystnym i niekorzystnym rokowaniu w oparciu o inne istotne 

parametry laboratoryjne, w tym liczbę leukocytów (G/l), liczbę limfocytów (G/l) oraz stęŜenie 

hemoglobiny (mmol/l) we krwi obwodowej w chwili rozpoznania B-CLL. W korzystnej 

grupie rokowniczej obserwowano bowiem istotnie niŜszą liczbę leukocytów oraz limfocytów, 

a takŜe wyŜsze stęŜenie hemoglobiny we krwi w porównaniu z osobami z grupy o 

niekorzystnym rokowaniu. W opinii autora niniejszej pracy opracowany model moŜe znaleźć 

szerokie zastosowanie praktyczne.  
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VI WNIOSKI 

 

1. Ekspresja antygenu CD26 na ≥ 10% komórek CD5+CD19+CD23+ jest powiązana ze 

skróceniem całkowitego przeŜycia u chorych z przewlekłą białaczką limfocytową B-

komórkową  

2. Chorzy z obecną ekspresją CD26 na ≥ 10% komórek o immunofenotypie 

CD5+CD19+CD23+  szybciej wymagają wdroŜenia leczenia cytostatycznego 

3. Potwierdzeniem znaczenia prognostycznego ekspresji CD26 na komórkach białaczkowych 

u chorych z B-CLL jest wykazanie jego związku z uznanymi czynnikami rokowniczymi 

(stopień zaawansowania według Rai, aktywność LDH w surowicy krwi, stęŜenie β2-

mikroglobuliny w surowicy krwi) 
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VII ANEKS 

 

VII.1 Wykaz skrótów 

 
ADA  ang. Adenosine Deaminase 

(pol. deaminaza adenozyny) 

ADAbp  ang. Adenosine Deaminase Binding Protein 

(pol. Białko wiąŜące deaminazę adenozyny) 

ADP ang. adenosine diphosphate  

(pol. adenozyno-5'-difosforan) 

ALA ang. Alanine 

(pol. alanina) 

ALC ang. Absolute Lymphocyte Count 

(pol. bezwględna liczba limfocytów) 

ASP ang. asparaginase 

(pol. Asparginaza) 

ATM ang. Ataxia Teleangiectasia Mutated 

(pol. Kinaza ATM) 

B-CLL ang. B-cell chronic lymphocytic leukemia 

(pol. Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa) 

BNP  ang. Brain Natriuretic Peptyd 

(pol. mózgowy peptyd natriuretyczny) 

Ca  ang. Calcium 

(pol. jony wapnia) 

CD ang. Cluster of Differentiation 

(pol. antygen róŜnicowania komórkowego) 

CR ang. complete remission 

(pol. remisja całkowita)  

CREB1 ang. cAMP response element-binding type-1 

(pol. białko wiąŜące się z elementem odpowiedzi na cAMP typu-1) 

CREB2 ang. cAMP response element-binding type-2 

(pol. białko wiąŜące się z elementem odpowiedzi na cAMP typu-2) 
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DAPI  ang. 4',6-Diamidino-2-phenylindole 

(pol. 4',6-diamidyno-2-fenyloindol)  

DASH  ang. „dipeptydyl peptidase-IV activity and/or structure homologous  

(pol. molekuły o homologicznej strukturze i aktywności 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26) 

DDP4  ang. Dipeptidyl-Peptidase 4 

(pol. dipeptydylopeptydaza IV) 

DLBCL    ang. diffesed large B-cell lymphoma 

(pol. chłoniak z duŜych rozlanych komórek B) 

ECM ang. ExtraCellular Matrix 

(pol. macierz zewnątrzkomórkowa) 

EDTA ang. Ethylendiaminetetraacetic Acid 

(pol. kwas etylenodiaminotetraoctowy) 

FBS ang.Fetal Bovine Serum  

(pol. wołowa surowica płodowa) 

FISH  ang. Flourescence In Situ Hybridisation 

(pol. flourescencyjna hybrydyzacja in situ) 

FITC ang. Fluorescein isothiocyanate 

(pol. izotiocyjanian fluoresceiny) 

FL ang. follicular lymphoma 

(pol. chłoniak grudkowy) 

GLP 1,2  ang. glucagon-like peptide 1,2 

(pol. peptyd glukagonopodobny 1,2) 

G-CSF  ang. Granulocytes Colony Stimulating Factor 

(pol. czynnik stymulujący kolonie granulocytów) 

GEP  ang. Gene Expressing Profile 

(pol. profil ekspresji genu) 

GIP   ang. Gastric Inhibitory Peptide 

(pol. Ŝołądkowy peptyd hamujący) 

GLP-1 ,2 ang. glucagon-like peptide 1,2 

(pol. peptyd glukagonopodobny) 

GM-CSF ang. Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor 

(pol. czynnik stymulujący kolonie granulocytów i makrofagów) 
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GRP ang. Gastrin Releasing Peptide 

(pol. peptyd uwalniający gastrynę) 

H+ ang. Hydrogen 

(pol. jony wodoru) 

Hb ang. Haemoglobin 

(pol. Hemoglobina) 

HCL ang. Hairy-cell leukemia 

(pol. białaczka włochatokomórkowa) 

His ang. Histidin 

(pol. Histydyna) 

HIV ang. Human Immunodeficiency Virus 

(pol. ludzki wirus upośledzenia odporności) 

IgD ang. Immunoglobin D 

(pol. Immunoglobulina D) 

IgG ang. Immunoglobin G 

(pol. Immunoglobulina G) 

IgM  ang. Immunoglobina M 

(pol. Immunoglobulina M) 

IgVH ang. Immunoglobulin Heavy chain variable Region 

(pol. stan mutacyjny genu łańcucha cięŜkiego immunoglobuliny) 

IL ang. Interleukin 

(pol. Interleukina) 

LDH ang. Lactic Dehydrogenase  

(pol. dehydrogenaza kwasu mlekowego) 

LNR ang. Lymph Node Ratio 

(pol. Liczba zajętych regionów węzłowych) 

MCL ang. mantle cell lymphoma 

(pol. chłoniak z komórek płaszcza) 

Me ang. Median 

(pol. Mediana) 

Mg ang. Magnesium 

(pol. 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. Komórki NK) 

NPY ang. Neuropeptide Y 

(pol. neuropeptyd Y) 

OR Ang.Overall Response  

(pol. OdpowiedŜ całkowita 

OS ang. Overall Survival 

(pol. całkowite przeŜycie) 

PACAP ang. Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide 

(pol. polipeptyd aktywujący przysadkową cyklazę adenylanową) 

PBS (pol. zbuforowany roztwór soli fizjologicznej bez jonów Ca i Mg) 

PFS ang. progression-free survival 

(pol czas do progresji choroby) 

PYY ang. Peptide YY 

(pol. peptyd YY) 

Pt ang. Platelets 

(pol. płytki krwi) 

Q1 ang. Quartile 1 

(pol. kwartyl 1) 

Q2 ang. Quartile 2 

(pol. kwartyl 2) 

Q3 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 dwuwodny cytrynian sodu (NaCl + Na3C6H5O7 x 2 H2O) 
 

TK ang. Tyrosine Kinase 

(pol. kinaza tyrozynowa) 

TNF ang. Alfa Toumor Necrosis Factor 

(pol. czynnik martwicy nowotworu alfa) 

TPA  ang. Phorbol 12-myristate 13-Acetate 

(pol. Mirystynian forbolu 12-13-octanowy) 

TTT ang. Time To Treatment 

(pol. czas do włączenia leczenia) 

VIP (ang. vasoactive intestinal peptide)  

(pol. wazoaktywny peptyd jelitowy)  

ULN ang. Upper Limits of Normal 

(pol. powyŜej górnej granicy normy) 

x  ang. arithmetic average 

(pol. średnia arytmetyczna) 

ZAP70 ang. zeta-chain-associated protein kinase 70 

(pol. białko ZAP70) 
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Tabela 12. Śmiertelność w grupie chorych z B_CLL z TTT < i ≥ 12 miesięcy od rozpoznania 

 
  Śmiertelność 

  śyją  Zgony 

χ2   
                                                            

Wartość p  
50 2 TTT<12 

96,15% 3,85% 
  

52 8 TTT≥12 
86,67% 13,33% 

3,08   
                       

0,0791ns 
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Tabela 13. Analiza zaleŜności pomiędzy ekspresją CD26 na komórkach CD5+CD19+CD23+ i 

wybranymi parametrami klinicznymi oraz laboratoryjnymi u ocenianych 

chorych z B-CLL  

Ekspresja CD26 (%) 
Parametr 

Liczba 
analizowanych 

osób 
x ±SD                                                

(min ; max) 
Me±SE                                      

(Q1 ;Q3) 

Wartość p        
(post-hoc) 

0+I 60 
6,19 ± 11,645                                       

(0 ; 56,2) 
0,6 ± 1,503                                                               
(0,04 ; 7,2) 

 II  21 
21 ± 26,03                           
(0 ; 90,7) 

6,3 ± 5,68                                                               
(0,5 ; 41,31) 

Rai 

III+IV 13 
16,51 ± 16,616                                                               

(0 ; 45,5) 
8 ± 4,608            

(2,7 ; 33,3) 

0,0063**                             
(0+IvsII*, 
p=0,0423* ;  

0+Ivs 
III+IV*, 
p=0,0383*) 

w zakresie 
normy 100-248)  

62 
8,26 ± 15,08                                                               

(0 ; 55,3) 
0,6 ± 1,915                                                     
(0,05 ; 8,7) 

LDH (U/l) 
powyŜej 
normy 

27 
17,64 ± 22,258                                                               

(0 ; 90,7) 
7,93 ± 4,284                                                               
(0,8 ; 32,2) 

0,0069** 

<3 000  65 
8,61 ± 15,106 

(0 ; 56,24) 
0,8 ± 1,874 
(0,1 ; 8,7) ß2-

mikroglobulina 
(µg/l)   ≥3 000 20 

20,40 ± 23,852 
(0 ; 90,66) 

15,56 ± 5,334 
(0,5 ; 33,6) 

0,04618*  
 

ZAP70 < 
20% 

21 
10,14 ± 23,599                                                               

(0 ; 90,7) 
0,4 ± 5,15                                                               
(0 ; 2,6) Ekspresja ZAP70 

(%) ZAP70 ≥ 
20% 

45 
12,29 ± 16,05                                                               

(0 ; 55,3) 
5,39 ± 2,393                                         
(0,2 ; 18,65) 

0,0584ns 

CD38 < 30% 79 
9,54 ± 15,488                                                               

(0 ; 56,2) 
0,8 ± 1,743                                                               
(0,05 ; 14,1) Ekspresja CD38 

(%) CD38 ≥  
30% 

10 
22,71 ± 29,447                                                               

(0 ; 90,7) 
8,31 ± 9,312                                                               
(0,8 ; 32,2) 

0,0912ns 

kobiety  44 
9,21 ± 14,375                                

(0 ; 48,2) 
0,9 ± 2,167                                                               

(0,08 ; 13,33) 
Płeć 

MęŜczyźni  50 
12,44 ± 20,011                                                               

(0 ; 90,7) 
2,15 ± 2,83                                                               
(0,1 ; 16,65) 

0,7189ns 

Nieleczony 34 
6,75 ± 13,995                                                               

(0 ; 56,2) 
0,2 ± 2,4                                                          
(0 ; 3,4) 

Leczenie  
leczony  60 

13,29 ± 19,026                                                               
(0 ; 90,7) 

4,1 ± 2,456                                                               
(0,55 ; 18,33) 

0,0018** 

<12 30 
19,45 ± 23,293 

(0 ; 90,66) 
7,97 ± 4,253                                                               
(0,8 ; 33,8) TTT (m-c) 

 
≥12 29 

7,39 ± 10,858 
(0 ; 41,31) 

2,4 ± 2,016                                                              
(0,4 ; 8,7) 

0,0812ns 

śyją 152 
11,20 ± 17,909 

(0 ; 90,66) 
1,05 ± 1,888                                                               
(0,1 ; 14,6) 

Śmiertelność 
Zgon 10 

4,86 ± 4,143 
(0,1 ; 8,7) 

5,32 ± 2,072                                                               
(1,4 ; 8,315) 

0,3213 
ns 
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Tabela 14. Wzajemne zaleŜności pomiędzy wybranymi parametrami klinicznymi i 

laboratoryjnymi u ocenianych pacjentów z B-CLL   

Parametry 
r 

(p) CD26 (%) Rai LDH (U/l) 
ß2-

mikroglobulina 
(µg/l) 

ZAP70 (%) 

Rai 
r 

(p) 
0,24                  

(0,0227*) 
    

LDH (U/l) 
r 

(p) 
0,14                  

(0,2067 ns) 
0,32                 

(0,0005**) 
   

ß2-mikroglobulina 
(µg/l) 

r 
(p) 

0,32                  
(0,0030**) 

-20                  
(0,0320*) 

0,12                 
(0,1991 ns) 

  

ZAP70 (%) 
r 

(p) 
0,15               

(0,2345 ns) 
-0,22                   

(0,0337*) 
0,07                  

(0,4861 ns) 
0,20                  

(0,0861 ns) 
 

 

Objaśnienie:      r – współczynnik korelacji 

p – poziom istotności statystycznej 

 

Tabela 15. ZróŜnicowanie parametrów cytogenetycznych (delecja 11q22-23) u chorych 

CD26- i CD26+ 

 
Ekspresja  CD26  

delecja ATM (11q22-23) (%) 
CD26- CD26+ 

χ2    
                                                           

Wartość p  

16 10 Obecna w  
<10% analizowanych metafaz 

61,54% 38,46% 

  

3 2 Obecna w 
≥10% analizowanych metafaz 

60,00% 40,00% 

0,01 
                                  

0,9484ns 

 
 
Tabela 16. ZróŜnicowanie parametrów cytogenetycznych (delecja 17p13) u chorych CD26- i 

CD26+ 

Ekspresja  CD26  
Delecja p53 (17p13) (%) 

CD26- CD26+ 

χ2     
                                                          

Wartość p  

18 11 obecna w                                   
<10% analizowanych metafaz 62,07% 37,93% 

  

5 1 
obecna w   

≥10% analizowanych metafaz 
83,33% 16,67% 

0,99  
                               

0,3179ns 
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Tabela 17. ZróŜnicowanie parametrów cytogenetycznych (delecja 13q14.3) u chorych CD26- 

i CD26+ 

 

Ekspresja  CD26 delecja locus 13q14.3 
(D13S319) (%) 

CD26- CD26+ 

χ2  
                                                             

Wartość p  

12 5 obecna w                         
≥10% analizowanych metafaz 70,59% 29,41% 

  
8 2 

obecna w  
<10% analizowanych metafaz 

80,00% 20,00% 

0,29    
                              

0,5900ns 

 
 
Tabela 18. StęŜenie ß2-mikroglobuliny u pacjentów z obecnością i brakiem ekspresji CD26 

na komórkach białaczkowych 

 

ß2-mikroglobulina (µg/l) 

Parametr Liczność x ±SD                                                
(min ; max) 

Me±SE                                      
(Q1 ;Q3) 

Wartość p        

CD26- 59 
2134,75 ± 1161,034                                                               

(1034,3 ; 8108,8) 
1765,00 ± 151,154    
(1383,3 ; 2581,3) ekspresja 

CD26 (%) 
CD26+ 26 

2767,58 ± 1232,326                                                               
(1267,6 ; 6369,8) 

2194,20 ± 241,679              
(1837,6 ; 3566,7) 

0,0040**                             

 

Objaśnienia:  Me  – mediana 

   Q1,Q3 – kwartyl 1 i 3 

SD  – odchylenie standardowe 

x   – średnia arytmetyczna 

 

Tabela 19. ZróŜnicowanie stopnia zaawansowania klinicznego według Rai w zaleŜności od 

czasu do podjęcia terapii (TTT) 

 
  Stadium wg klasyfikacji Rai 

 0+I II III+IV 

χ2       
                                                        

Wartość p  
7 23 30 TTT<12 

11,67% 38,33% 50,00% 
   

36 16 0 TTT≥12 
69,23% 30,77% 0,00% 

48,05  
                        

0,0000**                                      
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Tabela 20. Czas do podjęcia terapii (TTT) a ekspresja CD26 na komórkach B-CLL 

 
  CD26 

  <10% >=10% 

χ2   
                                                            

Wartość p  
16 14 TTT<12 

53,33% 46,67% 
  

23 6 TTT≥12 
79,31% 20,69% 

4,44 
                                         

0,0351*                                      

 
 
Tabela 21. Aktywność dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH) w surowicy krwi a czas do 

podjęcia terapii (TTT) w ocenianej grupie chorych z B-CLL 

 
  LDH 

  
Prawidłowy PodwyŜszony 

χ2   
                                                           

Wartość p  

22 36 TTT<12 
37,93% 62,07% 

  
29 19 TTT≥12 

60,42% 39,58% 

5,32   
                                       

0,0211*                                     

 
 
Tabela 22. Ekspresja CD38 na komórkach białaczkowych a czas do podjęcia terapii (TTT) w 

ocenianej grupie chorych z B-CLL 

 

Miesiące 
  

CD38- CD38+ 
χ2      
                                                         

Wartość p  
40 14 TTT<12 

74,07% 25,93% 
  

35 10 TTT≥12 
77,78% 22,22% 

0,18    
                                     

0,6685ns 

 

Tabela 23. Ekspresja ZAP70 na komórkach białaczkowych a czas do podjęcia leczenia (TTT) 

w ocenianej grupie chorych z B-CLL  

 

  

  
ZAP70- ZAP70+ 

χ2        
                                                     

Wartość p  
6 28 TTT<12 

17,65% 82,35% 
  
7 24 TTT>=12 

22,58% 77,42% 

0,25    
                   

0,0619ns 
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Tabela 24. StęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi a czas do podjęcia terapii (TTT) w 

ocenianej grupie chorych z B-CLL  

 
  β2-mikroglobulina 
  <3000 podwyŜszony 

χ2                                                              
Wartość p  

24 16 TTT<12 
60,00% 40,00% 

  
21 12 TTT>=12 

63,64% 36,36% 

0,10                        
0,7505ns 

 
 
 

Tabela 25. ZróŜnicowanie wybranych parametrów laboratoryjnych i klinicznych u chorych z 

B-CLL w poszczególnych stadiach zaawansowania klinicznego według Rai 

 
 

Stadium wg Rai 
Mediana 

0+I II III+IV 

Wartość p 
 

H 

CD38 (%) 1,6 8,6 9,4 
0,0003**   

 
16,2009 

ZAP70 (%) 27 50 57,5 
0,0039** 

 
11,0995 

LDH (U/l) 176,5 243,0 274,0 
0,0000** 

 
25,1385 

β2-mikroglobulina (ug/l) 1851,6 2496,0 2499,2 
0,0213** 

 
7,7026 

TTT (m-ce) 25 7 1 
0,0000** 

 
58,7255 

Leukocyty (G/l) 21,25 40,10 74,00 
0,0006** 

 
14,8857 

Limfocyty (G/l) 15,83 28,87 77,21 
0,0145** 

 
8,4689 
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Tabela 26. ZróŜnicowanie stopnia zaawansowania klinicznego choroby według klasyfikacji 

Rai w zaleŜności od odsetka komórek CD38+ i CD38- w badanej grupie chorych z 

B-CLL 

 

  Stadium wg Rai 

 0+I II III+IV 

χ2       
                                                        

Wartość p  

CD38- (%) 62 21 16 

   

CD38+ (%) 28 44 28 

0.2387  
          
                               

0,00371**                                      
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IX STRESZCZENIE 

 
Przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa (B-CLL) jest jedną z najczęściej 

występujących chorób limfoproliferacyjnych w krajach Europy Zachodniej (około 20-30% 

wszystkich białaczek u dorosłych). W 90% dotyczy osób po 50-60 roku Ŝycia, jednakŜe w 

ostatnich latach obserwuje się coraz więcej zachorowań wśród osób młodszych. MęŜczyźni 

chorują dwukrotnie częściej niŜ kobiety. Schorzenie charakteryzuje się akumulacją we krwi 

obwodowej, szpiku kostnym, a takŜe innych narządach limfatycznych dojrzałych limfocytów 

B o charakterystycznym profilu immunofenotypowym (CD5+CD19+CD23+). Około 30% 

pacjentów wymaga włączenia leczenia przeciwnowotworowego juŜ w momencie rozpoznania 

choroby. Kolejne 30% chorych nie wymaga leczenia w momencie stawiania diagnozy, a takŜe 

w trakcie wielu lat obserwacji. Ze względu na róŜnorodny przebieg kliniczny choroby 

ustalenie jednolitej strategii terapeutycznej jest trudne. Zaproponowane około ćwierć wieku 

temu przez Rai’a i Binet’a systemy klasyfikacji klinicznej zaawansowania choroby znajdują 

zastosowanie w ocenie stopnia zaawansowania procesu nowotworowego. Ich przydatność 

przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych jest jednak ograniczona. W ostatnich latach 

zidentyfikowano szereg czynników rokowniczych takich jak aktywność dehydrogenazy 

kwasu mlekowego (LDH), stęŜenie β2-mikroglobuliny, aktywność kinazy tymidynowej, 

zawartość rozpuszczalnego receptora CD23 i CD44, stopień ekspresji CD38 i ZAP70 na 

komórkach białaczkowych oraz stan mutacyjny regionu zmiennego genu dla łańcucha 

cięŜkiego immunoglobulin. WaŜnym czynnikiem rokowniczym okazała się być takŜe 

obecność anomalii cytogenetycznych (11q-, 17p-). Ocena ich obecności umoŜliwia 

przewidzenie dalszego przebiegu choroby u większości chorych. U niektórych pacjentów 

przebieg choroby jednak wyraźnie róŜni się od przewidywanego. Właśnie z tego powodu 

nieustannie poszukuje się nowych czynników prognozujących przebieg B-CLL w 

indywidualnych przypadkach. Jednym z takich nowych czynników wydaje się być ekspresja 

dipeptydylopeptydazy IV/CD26 na komórkach białaczowych. CD26 jest enzymem o 

właściwościach proteazy serynowej uczestniczącym w reakcjach degradacji białek i małych 

polipeptydów (w tym m. in. czynników wzrostu i hormonów), w których w przedostatniej 

pozycji łańcucha polipeptydowego obecna jest prolina, alanina lub hydroksyprolina (Xaa-

Proo lub Xaa-Ala). Badania innych autorów wykazały brak lub niską ekspresję CD26 na 

komórkach chłoniaka folikularnego i chłoniaka komórek płaszcza, oraz wysoką ekspresję 

CD26 na komórkach białaczki włochatokomórkowej. Ekspresja CD26 na komórkach B-CLL i 
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chłoniaka z duŜych rozlanych komórek B jest zmienna. Dotychczasowe doniesienia 

pozwalają przypuszczać, Ŝe jej obecność moŜe mieć znaczenie prognostyczne u pacjentów z 

B-CLL.  

Celem pracy była ocena znaczenia prognostycznego ekspresji dipeptydylopeptydazy 

IV/CD26 na komórkach białaczkowych u chorych na B-CLL oraz ocena związku jej 

ekspresjii z obecnością innych uznanych czynników rokowniczych przepowiadających 

niepomyślny przebieg choroby, takich jak wysoka ekspresja CD38, ZAP70, aktywność LDH, 

stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi czy teŜ obecność określonych aberracji 

cytogenetycznych (w tym 11q-, 17p-) w komórkach białaczkowych. NiezaleŜnej ocenie 

poddano takŜe związek pomiędzy ekspresją CD26 na komórkach B-CLL a czasem do 

włączenia leczenia cytostatycznego (TTT).  

Materiał i metody: ocenie poddano 162 chorych (92 męŜczyzn i 70 kobiet) w wieku 29 do 

84 lat (mediana 58 lat) z rozpoznaniem B-CLL. Ekspresję CD26, CD38, ZAP70, CD5, CD19, 

CD23 oznaczono metodą ośmiokolorowej cytofluorymetrii przepływowej. Aktywność LDH, 

a takŜe stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi oceniono stosując gotowe zestawy 

komercyjne oraz standardowe metody laboratoryjne. Badanie w kierunku obecności delecji 

13q14.3, 13q34, 11q22-23, 17p13 oraz trisomii chromosomu pary 12 wykonywano za 

pomocą metody FISH interfazowej. W celu analizy statystycznej danych zastosowano 

statystyki opisowe: średnią arytmetyczną, medianę, minimum, maximum, dolny kwartyl, 

górny kwartyl, odchylenie standardowe i błąd standardowy. Ocenę zgodności 

przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Istotność róŜnic wartości średnich o rozkładzie 

normalnym sprawdzono testem t-Studenta, a jednorodność wariancji testem Bartlett’a.  

Istotność róŜnic wartości średnich o rozkładzie róŜnym od normalnego lub o niejednorodnych 

wariancjach, sprawdzono nieparametrycznym testem U Manna-Whitney’a. Dla 

zweryfikowania róŜnic pomiędzy średnimi zastosowano test Tukey’a. Istotność róŜnic 

średnich w trzech grupach dla parametrów o rozkładzie róŜnym od normalnego lub 

niejednorodnych wariancjach sprawdzono testem nieparametrycznym Kruskala-Wallis’a. Dla 

par parametrów o rozkładach normalnych obliczono współczynnik korelacji Pearson’a, dla 

par parametrów o rozkładzie róŜnym od normalnego obliczono współczynnik korelacji 

Spearman’a - r. W celu oceny prawdopodobieństwa przeŜycia zastosowano metodę Kaplana - 

Meiera. Do oceny róŜnicowania natęŜeń cech pomiędzy badanymi parami parametrów 

wykorzystano test χ2 lub test χ2 z poprawką Yates’a. Dla wybranych sześciu zmiennych 

wykonano analizę skupień oraz wykorzystano technikę k-średnich. Dla oznaczenia poziomu 

istotności stwierdzonych związków lub róŜnic (wartości p) zastosowano następujące 
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oznaczenia: ns – p≥0,05 – wartość nieistotna statystycznie, * – p<0,05, ** – p≤0,01 wartość 

istotna statystycznie.   

Wyniki : Przeprowadzone badania pozwoliły wykazać, Ŝe odsetek komórek białaczkowych 

wykazujących ekspresję antygenu CD26 wzrasta wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania 

klinicznego choroby według klasyfikacji Rai. Odsetek komórek z obecnością ekspresji CD26 

był istotnie statystycznie wyŜszy u pacjentów z podwyŜszoną aktywnością LDH i ze 

zwiększonym stęŜeniem β2-mikroglobuliny w surowicy krwi oraz w grupie pacjentów 

wymagających podjęcia leczenia. Ilość komórek CD26+ odwrotnie korelowała z TTT. Grupę 

pacjentów CD26+ w porównaniu do grupy CD26- charakteryzowało takŜe istotnie mniejsze 

prawdopodobieństwem długiego całkowitego przeŜycia (OS). Uzyskane wyniki pozwoliły na 

skonstruowanie modelu prognostycznego uwzględniającego stadium zaawansowania 

klinicznego choroby według klasyfikacji Rai, ekspresję CD26, CD38, ZAP70 na komórkach 

białaczkowych, aktywność LDH i stęŜenie β2-mikroglobuliny w surowicy krwi. Model ten 

pozwolił na identyfikację dwóch grup o korzystnym i niekorzystnym rokowaniu.  

Uzyskane wyniki badań pozwoliły na sformułowanie następujących wniosków: 

1. Ekspresja CD26 na ≥ 10% komórek CD5+/CD19+/CD23+ wiąŜe się ze skróceniem 

przeŜycia całkowitego u chorych z B-CLL (p=0,0391*).  

2. Chorzy z ekspresją CD26 na ≥ 10% komórek CD5+/CD19+/CD23+ szybciej wymagają 

rozpoczęcia leczenia (p=0,03509*) 

3. Ekspresja CD26 na komórkach CD5+CD19+CD23+ wykazuje związek ze stopniem 

zaawansowania klinicznego według Rai, koniecznością włączenia leczenia cytostatycznego, 

aktywnością LDH i stęŜeniem β2-mikroglobuliny w surowicy krwi. 

 

Słowa kluczowe: przewlekła białaczka limfocytowa B-komórkowa, dipeptydylopeptydaza 

IV/CD26, ZAP70, CD38, czas do podjęcia terapii, całkowite przeŜycie, rokowanie
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X SUMMARY 

 

B-cell chronic lymphocytic leukemia is one of the most common lymphoproliferative 

diseases in Western Europe (approximately 20-30 percent of all cases of leukemia in adults).  

The majority (90 percent) of all cases is for patients between 50 and 60 years old, but in 

recent years, more and more cases are reported among younger people. In general, men get 

sick twice as often as women. The disease is characterized by accumulation of mature B-cells 

with a immunophenotyping (CD5+CD19+CD23+) profile in the peripheral blood, bone 

marrow and other lymphoid nodes. Approximately 30 percent of patients require anti-cancer 

treatment at the time of diagnosis. Another 30 percent may not require treatment at the time of 

diagnosis and many years after. Due to such a diversity in clinical course of disease it is 

difficult to come up with a single therapeutic strategy that could be applied succesfully to all 

the patients. Criteria for the disease classification that have been defined about a quarter of a 

century ago by Rai and Binet are used to determine severity of the disease. Their usefulness in 

making therapeutic decisions, however, is limited. Over the last few years new isolated 

prognostic factors have been identified such as lactic acid dehydrogenase (LDH), 

concentration of β2-microglobulin, thymidine kinase activity, soluble receptor CD23 or CD44, 

level of expression of CD38 or ZAP70 in leukemic cells and mutational status of 

immunoglobulin heavy chain variable region genes. Another important prognostic factor is 

presence of cytogenetic abnormalities (11q-, 17p-). Despite of this multitude of different 

factors available used to facilitate the decision on the therapeutic approach, the course of the 

disease clearly differs for some patients from the expected outcome. Consequently, for this 

reason alone new agents are still being looked at in individual cases. One of these new factors 

seems to be expression of dipeptidyl peptidase IV/CD26. It is an enzyme with properties of a 

serine protease and is engaged in degradation reactions of proteins and small polypeptides 

(including, among others growth factors and hormones), that have proline, alanine, or 

hydroxyproline, (Xaa-Proo or Xaa-Al) in the penultimate position of the polypeptide chain. 

Studies of other authors showed no or low expression of CD26 on cells of follicular or mantle 

cell lymphoma, and high expression of CD26 on cells of hairy-cell leukemia. Expression of 

CD26 on cells of B-CLL and diffuse large B-cell cells lymphoma is variable. Previous reports 

clearly suggest though that its presence may have prognostic significance in patients with B-

CLL.  
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The aim of this study was to assess firstly prognostic significance of expression of dipeptidyl 

peptidase IV/CD26 in leukemic cells for patients with B-CLL and secondly to identify its 

relationship with presence of other known prognostic factors associated with unfavorable 

course of the disease, such as high expression of CD38, ZAP70, LDH, the concentration of 

β2- microglobulin in the serum or presence of specific cytogenetic aberrations (including 11q-

, 17p-) in leukemic cells. Additionally, evaluation of the relationship between expression of 

CD26 on B-CLL cells and time to include chemotherapy has been undertaken (TTT). 

Material and methods: The study included 162 diagnosed patients (92 males and 70 

females) aged 29 to 84 years (median 58 years) diagnosed with B-CLL. Expression of CD26, 

CD38, ZAP70, CD5, CD19, CD23 was determined by a method of flow cytometry. LDH 

activity, as well as β2-microglobulin concentration in serum was evaluated using commercial 

testing kits and standard laboratory methods. The test for the presence of deletion 13q14.3, 

13q34, 11q22-23, 17p13, and trisomy of 12 chromosome was performed using interphase 

FISH method. In order to analyze the statistical data extensive descriptive statistics has been 

used such as the arithmetic mean, median, minimum, maximum, lower quartile, upper 

quartile, standard deviation and standard error. Conformity assessment was performed with 

Shapiro-Wilk test. The significance of differences of mean values for normal distribution was 

tested with Student's t-test, and homogeneity of the variance with test of Bartlett. The 

significance of differences of average values for distribution different from normal or 

heterogeneous variances was tested with non-parametric test by Mann-Whitney. To verify the 

differences between means Tukey's test was used. The significance of differences in average 

values of parameters for tested groups that do not belong to the normal distribution or 

homogeneous variances for non-parametric values were tested accordingly to verification by 

Kruskal-Wallis. For pairs of parameters with normal distributions Pearson's correlation 

coefficients were calculated while for pairs of parameters with different than normal 

distribution Spearman correlation coefficient was found. In order to assess the probability of 

survival Kaplan – Meier model was used. To assess differentiation between stimulus intensity 

characteristics of pairs of parameters χ2 test or χ2 test with the amendment Yates'a was used. 

For selected six variables, cluster analysis was performed and k-means technique used. To 

determine level of materiality in established relationships or differences (p values), the 

following indications were chosen: ns - p ≥ 0.05 – for a value not statistically significant, * - p 

<0.05, ** - p ≤ 0.01 for statistically significant one. 

Results: Percentage of leukemic cells with presence of CD26 antigen expression on their 

surface grows in alignment with Rai’s classification. Expression of CD26 was significantly 
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higher for patients with elevated LDH or elevated β2-microglobulin as well as in the group of 

patients that required immediate treatment. Level of the CD26 expression has been found to 

be inversely correlated with time to include the treatment. Groups of patients with the 

presence of CD26 expression in at least 10% of leukemic cells was characterized by a 

significantly lower probability of OS, compared to the group of patients with CD26-. The data 

obtained allowed us to construct a predictive model that takes into account both Rai’s stage of 

the disease, expression of CD26, CD38, ZAP70, LDH as well as β2-microglobulin 

concentrations in serum. Based on this model, two patient groups have been identified, one 

with favorable and another one with unfovarable prognosis.  

 

 

Conclusions:  

1 Expression of CD26 on ≥ 10% of the cells CD5+/CD19+/CD23+ is associated with shortened 

overall survival in patients with B-CLL (p=0.0391*). 

2. Patients with expression of CD26 on ≥ 10% of the cells, CD5+/CD19+/CD23+ require faster 

initiation of treatment (p=0.03509*). 

3. Expression of CD26 on cells of CD5+/CD19+/CD23+ shows a relationship between tumor 

stage according to Rai, necessity to incorporate cytostatic treatment, LDH activity and serum 

β2-microglobulin.  

Key words: B-cell chronic lymphocytic leukemia, dipeptidyl peptidase IV, CD26, ZAP70, 

CD38, time to treatment, overall survival, prognosis 

 

 


