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_— REZUMAT N

Leucemia limfaticd cronicd este o boald cu evolutie naturald indelungatd, care beneficiazd de o terapie cu
eficientd redusd si foarte rar de rdspuns complet la tratament. Tot mai multi pacienti sunt diagnosticati in
stadii asimptomatice si la vdrste tot mai tinere. Progresele recente in descoperirea mecanismelor moleculare
implicate in patogeneza bolii, insotite de aparitia de noi agenti terapeutici, lanseazd o provocare continud
pentru clinicieni in stabilirea conduitei terapeutice la acesti pacienti. In paralel, au fost realizate studii
pentru a evidentia acei factori care influenteazi efectiv rdspunsul terapeutic si durata acestuia — markerii de
prognostic, in scopul adoptirii unei strategii terapeutice cit mai adaptate la caz. Desi stadializarea clinicd
ramdne baza pentru evaluarea prognosticului in leucemia limfaticd cronicd, o serie de markeri biologici, in
special markeri serici, anomaliile citogenetice, statusul mutational 1gVH, expresia CD38 si ZAP-70 in
celulele leucemice, oferd informatii prognostice importante si independente. Inainte de a fi incorporati in
practica clinicd de zi cu zi, acesti markeri necesitd insi standardizare si validare in studii prospective mai
mari. In prezent se incearci combinarea acestor markeri prognostici pentru a obtine un sistem integrat de

\stmtiﬁcare a riscului, cu largd aplicabilitate clinicd.

Cuvinte cheie: leucemie limfatica cronica, markeri de prognostic, biomarkeri

— ABSTRACT N

Chronic lymphocytic leukemia is a disease with long natural evolution, receiving low efficiency therapy
and rarely with complete response to treatment. More and more patients are diagnosed in asymptomatic
stages and atyounger ages. Recent progress in uncovering the molecular mechanisms involved in the patho-
genesis of the disease, accompanied by the emergence of new therapeutic agents, generates an ongoing chal-
lenge for clinicians in establishing optimal therapeutic management of these patients. In parallel, studies
were conducted to highlight the factors that effectivelyinfluence therapeutic response and duration of re-
sponse — prognostic markers — in order to adopt the best therapeutic strategy for the patient. Although
clinical staging remains the basis for evaluating prognosis in chronic lymphocytic leukemia, a number of
biological markers, in particular serum markers, cytogenetic abnormalities, I{VH mutation status, CD38
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and ZAP-70 expression in leukemic cells, provides important and independent prognostic information.
Before being incorporated into everyday clinical practice, however, these markers require, standardization
and validation in larger prospective studies. Currently they try to combine these prognostic markers in or-
der to obtain an integrated risk stratification system, with broad clinical application.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, prognostic markers, biomarkers

INTRODUCERE

Hemopatie maligna frecvent intalnita in pa-
tologia adultului, leucemia limfatica cronica
(LLC) ramane o boalad cu prognostic extrem de
variabil, Tn ciuda progreselor facute Tn descifra-
rea biologiei bolii si a aparitiei de noi agenti te-
rapeutici. LLC este o tumora , lichida“ constituita
dintr-o populatie clonald de celule B CD19+
CD5+, cu aspect morfologic relativ matur, dar
incompetente imunologic. Prin progresia bolii,
limfocitele clonale se acumuleaza in ganglioni,
splina, ficat si alte organe, determinand marirea
de volum a organelor respective. Boala cu cine-
tica lenta, LLC se datoreaza unui defect in pro-
gramul de moarte celulara programata, care de-
termina inhibarea apoptozei si acumularea
limfocitelor patologice, conditie ce explica par-
tial sensibilitatea relativ scazutd a clonei maligne

la medicamentele citotoxice.

Riscul aparitiei bolii creste progresiv cu varsta
si este de doua ori mai mare la barbati decat la
femei, varsta medie la diagnostic fiind cuprinsa
intre 64-70 de ani. (1) Supravietuirea generala
medie la pacientul cu LLC este de aproximativ
10 ani. (2-5) Prognosticul individual al pacientu-
lui cu LLC este Tnsa, extrem de variabil: uneori
boala are o evolutie indolenta, fara sa reduca
speranta de viata, in timp ce in alte cazuri boala
progreseaza rapid, are un comportament agre-
siv, cu supravietuire dupa diagnostic inferioara,
sub 2-3 ani. (6,7) Avand in vedere evolutia varia-
bila si absenta unui tratament curativ, manage-
mentul pacientilor cu LLC trebuie planificat in

functie de prognostic.

MARKERI TRADITIONALI DE

PROGNOSTIC iN LLC

n literatura de specialitate au fost identifi-
cati peste 35 de markeri de prognostic pentru
LLC, pornind de la cei ,traditionali” (traditional
markers), pana la markeri nou descoperiti/bio-

markeri (novel markers).

Markerii traditionali de prognostic pornesc
de la sistemele de stadializare clinica (Rai, Binet),
la care se adauga alti factori clinici si de laborator
(nivelul limfocitelor din sange, timpul de dublare
a limfocitelor, morfologia limfocitelor, gradul de
infiltrare medulara). Markerii noi de prognostic
implica aspectele moleculare ale patogenezei
LLC. (Fig. 1)

MNumarul
de
limfocite
din sange

Marfologia

limfocitului Stadializarea Timpul de
din clinca dublare a
(Ral, Binet) limfocitelor

FIGURA 1. Markeri traditionali de prognostic in leuce-
mia limfaticd cronicd

Primul sistem de stadializare a fost introdus
de Rai in 1975 si permite clasificarea in 5 stadii
clinice. Tn 1981, a fost descrisa clasificarea Binet
care Tmparte pacientii in 3 categorii de risc. Pa-
cientii cu boala cu risc scazut (Rai 0, Binet A) au
o supravietuire mediana de aproape de 15 ani,
cei cu boald cu risc intermediar (Rai | sau II,
Binet B) au o supravietuire mediana de 5-7 ani,
iar majoritatea pacientilor cu boala cu risc ri-
dicat (Rai lll, IV; Binet C) au o speranta de viata
de mai putin de 3-4 ani. (6,7) Stadializarea cli-
nica validata de nenumarate studii este o me-
toda simpla de estimare a prognosticului, dar
prezinta unele limitari (nu pot fi identificati
pacientii care vor dezvolta boala progresiva sau
cei cu LLC indolenta). Desi stadiul clinic de boala
se coreleaza bine cu supravietuirea, fiecare sta-
diu este heterogen, limitand folosirea stadia-
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lizarii ca unic factor in aprecierea supravietuirii.
Mai ales in stadiile mici ale LLC sunt necesari
factori suplimentari de apreciere a prognos-
ticului.

Criteriile Rai si Binet nu reflecta intotdeauna
masa tumorald reald. Mai mult, sistemele de
stadializare clinica nu fac diferenta intre anemia
hemoliticd autoimuna si trombocitopenia imuna
si anemia si trombocitopenia cauzate de infil-
trarea medulara, ambele fiind Tncadrate la sta-
diul lll, IV sau C. (8,9)

Un studiu prognostic pe 256 de pacienti cu
LLC a dovedit ca un sistem de stadializare can-
titativa — masa tumorald totald (TTM), este un
indicator mai bun al incarcaturii tumorale decat
numarul de limfocite. (10) Scorul TTM se calcu-
leaza insumand radacina patrata a numarului de
limfocite periferice (x10°/microlL), diametrul
celui mai mare ganglion palpabil (cm) si spleno-
megalia apreciata de la rebordul costal (cm). Pa-
cientii cu TTM > 9 la momentul diagnosticului au
avut o supravietuire medie de 39 de luni, com-
parativ . cu 101 luni la cei cu TTM < 8,9
(p < 0,0005).

Un alt sistem de evaluare a prognosticului
citat n literatura, care se bazeaza pe TTM, este
distributia masei tumorale (Tumor Distribution).
(11) Valoarea TD e reprezentata de procentul
masei tumorale totale care infiltreaza sangele
periferic si maduva osoasa. Acest parametru im-
parte pacientii cu LLC in trei categorii: leucemie
pura daca TD=100%, predominanta leucemiei
daca TD=50-99%, predominanta limfomului daca
TD < 50%. Valori mari TD au fost asociate cu rate
deraspunsterapeuticmaimarisicusupravietuire
mai indelungata.

Alti factori cu valoare prognosticd importanta
in LLC includ o serie de markeri clinici (varsta,
sex, statusul de performanta — PS), markeri bio-
logici (numarul de limfocite, tipul de infiltrare
medulara, timpul de dublare a limfocitelor) si
markeri serici (LDH, beta2-microglobulina, timi-
dinkinaza).

Aprecierea statusului de performantd (PS)
are valoare prognostica semnificativa (criteriile
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group),
WHO (World Health Organization), CIRS (Cu-
mulative IIness Rating Scale). (12,13)

Timpul de dublare a limfocitelor (Lymphocyte
Doubling Time) se refera la numarul de luni in
care se dubleaza numarul de limfocite. LDT poate
fi folosit ca un marker cinetic, fiind un bun pre-
dictor pentru PFS si supravietuirea globala. (14)
La pacientii Tn stadiul Binet A PFS mediana, a
fost de 20 de luni la cei cu LDT < 12 luni,

comparativ cu PFS de 75 de luni la cei cu LDT >
12 luni (p = 0,01). (15) O crestere de > 50% a nu-
marului de limfocite in 2 luni sau LDT intr-o
perioada peste 2 luni, sau LDT sub 6 luni, sunt
indicatori pentru tratament. (16,17)

Biomarkerii serologici (timidinkinaza — TK,
B2-microglobulina — B2MG si CD23 solubil —
sCD23) furnizeaza informatii valoroase despre
progresia bolii si supravietuire. (5,18) Nivelurile
serice ale TK se coreleaza cu masa tumorala si
cu activitatea proliferativa a celulelor LLC si
prezic progresia bolii, chiar si la pacientii cu
boald Tn stadiu incipient. Niveluri ridicate de
sCD23 au fost, de asemenea, corelate cu carac-
teristici prognostice adverse, cum ar fi infiltratul
medular difuz, timp rapid de dublare si progresia
bolii in LLC stadiu incipient. B2MG se coreleaza
bine cu stadiile clinice si pare a fi un puternic
marker prognostic. Markerii serologici nu pot fi
folositi Tnsa pe scara larga pentru aprecierea
prognosticului datorita variabilitatii valorilor de
referinta Tn functie de laborator.

Stratificarea riscului utilizand valoarea LDH a
separat pacientii in categorii diferite de risc, co-
relandu-se si cu stadiile Rai. (19,20) Imunochi-
mioterapia (FCR) aplicata la cei cu LDH crescut
(x2 VN) se asociaza cu raspuns inferior. (21)

B2-microglobulina confera caracteristici ad-
verse de prognostic, niveluri ridicate B2MG fiind
evidentiate la pacientii cu supravietuire redusa.
(22) Comparativ cu alti markeri prognostici,
B2MG se pare ca are valoare prognostica inde-
pendenta. (23) PFS la pacientii cu niveluri B2MG
> 3,5 mg/L a fost de 13 luni, comparativ cu 75 de
luni, la cei cu B2MG < 3,5 mg/L. (24)

S-a Tncercat folosirea B2MG, aldturi de alte
criterii, pentru stabilirea unui model de apre-
ciere a indexului prognostic, asemanator cu ce-
lelalte sisteme de scorificare a prognosticului:
IPI (International Prognostic Index), FLIPI (Folli-
cular Lymphoma International Prognostic Index)
sau MIPI (Mantle Cell Lymphoma International
Prognostic Index). Modelul indexului prognostic
in LLC a fost tentat de Wierda et al. (19) si in-
clude aprecierea a 6 parametri: varsta, nivelul
B2MG, numarul absolut de limfocite, sex, stadiu
RAl si numarul ariilor ganglionare afectate.
Astfel, au putut fiidentificate grupuri prognostice
distincte de pacienti. (25,26) in ceea ce priveste
regimul terapeutic initial, dintre caracteristicile
cu valoare prognostica independenta asociate
cu RC au fost varsta si B2MG. Lipsa de raspuns la
tratament a fost corelata independent cu varsta,
B2MG, procentul de limfocite din maduva osoasa
si regimurile terapeutice folosite. Supravietuire
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globald mai buna au avut cei cu varsta tanara, cu
niveluriscazute de f2MG. Acestindex prognostic
in LLC a ramas valabil pentru aprecierea prog-
nosticului si a timpului pana la initierea trata-
mentului, doar pentru pacientii aflati Tn stadiul O
de boala. (26)

Activitatea serica a timidinkinazei (s-TK) se
coreleaza cu numarul de celule tumorale cu ca-
pacitate de diviziune, reflectand masa tumorala
si rata proliferarii tumorale. Posibilitatea identi-
ficarii pacientilor aflati Tn stadii mici de boal3,
dar curiscde progresie rapida utilizand nivelurile
serice s-TK, ar putea avea mare utilitate clinica.
Tntr-o analizd a Grupului German de lucru pentru
LLC (German CLL study group), nivelurile serice
s-TK au fost cotate printre primii patru parametri
predictivi pentru supravietuire redusa.

MARKERI NOI DE PROGNOSTIC
(NOVEL MARKERS)

Markerii genetici/moleculari de prognostic se
referad la aberatiile genice identificate prin FISH
(examen citogenetic), statusul mutational IgVH
(Immunoglobulin Heavy Variable Genes), pre-
cum si determinari mARN si/sau expresia anu-
mitor markeri (proteine) la nivelul celulelor tu-
morale (CD38, ZAP-70, lipoproteinlipaza). Ano-
maliile genetice pot fi evaluate acum cu ajutorul
tehnicilor microarray: CGH (array-Comparative
Genomic Hybridization), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism arrays), tehnica FISH interfaza
(iFISH).

CGH (array-Comparative Genomic Hybridiza-
tion) este un test cu mare sensibilitate, care per-
mite detectarea noilor modificari ale numarului
de copii cuimportanta patogenica si prognostica.
(27) Fezabilitatea acestei metode afost apreciata
pe 106 cazuri de LLC si a demonstrat Tnalta sen-
sibilitate si specificitate, intrunind criteriile pen-
tru aplicarea ei in oncologia clinica. (28) Com-
parativ cu CGH cromozomial, array-CGH are o
rezolutie spatiala mai buna, detectand cele mai
mici regiuni afectate. Cu aceasta tehnica, au fost
identificate modificari genetice care nu erau
detectate anterior, precum mutatiile de la ni-
velul cromozomului 19 si oncogena MYCN de la
nivelul 2p24. (28)

SNP-arrays (Single Nucleotide Polymorphism
arrays) sunt recent folosite pentru identificarea
alterarilor genomice in LLC29; de asemenea,
SNP-array permite detectarea disomiei unipa-
rentale (UPD), o potentiala cauza a pierderii he-
terozigotiei (LOH) fara modificari ale numarului
de copii (copy number changes). intr-un prim

studiu, utilizadnd o analiza Affymetrix SNP-array
pe 70 de cazuri de LLC, anomaliile cromozomiale
au fost identificate Tn 65,6% si respectiv 81,5%
dintre cazuri. (29) Aceste anomalii nu sunt de-
tectabile prin metode obisnuite, dar pot influ-
enta patogeneza LLC. Mai multe studii au aratat
ca SNP-arrays pot aduce informatii suplimentare
in ceea ce priveste anomaliile genomice co-
mune, precum deletia 13g14. (30) Cariotipul
aberant in LLC poate constitui un factor de prog-
nostic independent, tindnd cont ca majoritatea
acestor cazuri poarta deletii 11922-g23 sau
17p13. (30,31)

Stabilirea profilului genomic utilizand aceste
tehnici de finalta rezolutie (CGH-arrays, SNP-
arrays) poate fi extrem de utild in aprecierea
prognosticului pacientului cu LLC, dar pentru
implementarea lor sunt necesare analize deta-
liate pe loturi mari de pacienti, Tn studii pros-
pective ulterioare. (Fig. 2)

Tehnica FISH permite detectia sensibila a
aberatiilor genomice specifice nu numai pe cro-
mozomii aflati In metafaza, ci si in interfaza (in-
terphase cytogenetics), si reprezintda abordarea
standard pentru analiza aberatiilor genomice in
LLC. La baza implementarii acestei tehnici in
practica curenta a stat un studiu pe 325 de
pacienti cu LLC, la care s-a efectuat FISH, iar
anomaliile genomice au fost identificate la mai
mult de 80% dintre pacienti. (32) Analize multi-
variate au stabilit ca anomaliile genetice consti-
tuie un factor de prognostic independent. De-
letia 13914 ca unica modificare a fost asociata
cu supravietuire mai indelungata (OS ~133 de
luni), in timp ce pacientii cu deletie 11q22-q23,
si mai ales 17p13 au avut supravietuire scurta
(OS 79 de luni, respectiv de 32 luni). Rata de su-
pravietuire mai buna (intermediara) a fost la pa-
cientii LLC fara aberatii genomice identificate
sau cu trisomie 12 (in medie 111 luni, respectiv
114 luni). (32)

Cea mai frecventa aberatie genomica Tntal-
nitd in LLC este deletia 13q14 si semnifica prog-
nostic favorabil (supravietuire medie mult mai
buna comparativ cu alte anomalii cromozomiale
si chiar cu cariotipul normal). (32)

Unele studii arata ca deletia 11q22-q23 se
asociaza cu prezenta genei ATM (ataxia telan-
giectasia mutated gene). (33) Intr-un studiu pe
155 de pacienti cu LLC, 12% au avut mutatii ATM
care au fost corelate cu statusul nonmutational
IgVH, fiind considerate, astfel, factor de prog-
nostic independent. (34) Alela reziduala ATM
este mutanta in 20-30% din cazurile de LLC cu
deletie 11g22-q23 si se coreleaza cu o rata de
raspuns mai mic la fludarabina. (34-36)
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FIGURA 2. Markeri traditionali si biomarkeri cu valoare prognosticd in leucemia limfaticd cronicd — Moreno C.,
Montserrat E. — New prognostic markers in chronic lymphocytic leukemia. Blood Rev. 2008; 22(4):211-219.

Pacientii cu trisomie 12, anomalie identificata
in 10-20% din cazurile de LLC Tn majoritatea
studiilor prin tehnica FISH, par sa aiba o evolutie
clinica mai agresiva. (36)

in timp, pacientii pot acumula aberatii ge-
nomice cu risc inalt; achizitia de noi anomalii ge-
nomice a fost asociata cu statusul non mutant
IgVH, pozitivitatea ZAP-70 si rata scurta de su-
pravietuire. (37,38)

Deletia 17p13/locusul TP53 (tumor suppres-
sor gene) este detectata prin FISH Tn 4-9% dintre
cazurile de LLC netratate. (39,40) Mutatiile TP
53 genereaza prognostic rezervat. (40,41) Inci-
denta mutatiilor TP53 este mult mai mare in
cazurile cu deletie 17p13 (care asociaza mutatii
in 80-90% dintre cazuri), decat in cazurile fara
deletie 17p13 (incidenta mutatiilor TP53 fiind
sub 10%). (41-44) Screeningul pentru deletia
17p13 prin tehnica FISH este singurul test
biologic recomandat inaintea initierii tratamen-

tului. Pacientii cu alterari TP53 sunt candidati
pentru terapii alternative, datorita raspunsului
minimal sau lipsei de raspuns la terapia standard
cu fludarabina. (17)

Cercetarile au aratat ca eficacitatea agentilor
biologici mai noi (Alemtuzumab, Lenalidomida,
Flavopiridol) este independenta de background-
ul genetic al pacientului, raspunsul obtinut fiind
comparabil atat la pacientii cu deletiel7p, cat si
la cei fara aceasta mutatie. (45-50) Cu toate
acestea, desi se obtin remisiuni cu aceste medi-
camente, totusi durata remisiunii si OS sunt
foarte reduse. (45-50) EBMT recomanda allo-
transplantul pentru consolidarea raspunsului la
aceasta categorie de pacienti. (51)

Detectarea anomaliilor citogenetice incrimi-
nate in LLC prin utilizarea tehnicii FISH este po-
sibila la aproximativ 90% dintre pacienti. Astfel,
rezulta doua grupuri de risc: pacienti cu risc re-
dus (cariotip normal sau anomalii izolate, del
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13q) si pacienti cu grad ridicat de risc (cu del
17p, del 11q). Semnificatia prognostica a ano-
maliilor citogenetice este independenta de cea
a stadializarii clinice si de statusul mutant IgVH.
(32,52-54)

STATUSUL MUTATIONAL IgVH

Cunoasterea statusului mutational IgVH (im-
munoglobulin heavy variable genes) permite
impartirea pacientilor cu LLC in doua categorii.
Pacientii care exprima gene IgVH nonmutante
(unmutated-LLC) pot avea mai frecvent trisomie
12, morfologie atipica a limfocitelor, evolutie
mai agresiva a bolii, rezistenta la terapie. Pa-
cientii cu gene IgVH mutante au frecvent ano-
malii care implica 13g14. Pacientii care au mu-
tatii ale genei IgVH3-21 au o evolutie asemana-
toare celor cu status nonmutant. (55-57)

Majoritatea autorilor sustin ca semnificatia
prognostica a mutatiilor IgVH este independenta
de cea a stadializarii clinice si a anomaliilor cito-
genetice, Tn special la pacientii cu stadiu inci-
pient de boald. Exista totusi o exceptie de la
aceasta regula: expresia regiunii variabile V3-21
a genei imunoglobulinelor care este asociata cu
un prognostic nefavorabil independent de statu-
sul mutational. (58)

Deoarece determinarea mutatiilor IgVH ne-
cesita echipamente specifice pentru secventi-
erea ADN-ului si este consumatoare de timp, nu
poate fi folosita de rutind pentru stratificarea
riscului. De aceea s-a incercat obtinerea unui
marker la fel de folositor ca statusul mutational
IgVH Tn evaluarea prognosticului pacientilor cu
LLC, dar mult mai accesibil.

DETERMINARI mARN S| EXPRESIA
ANUMITOR MARKERI LA NIVELUL
CELULELOR TUMORALE (CD38, ZAP-70)

Expresia CD38 pe limfocitele leucemice a
fost primul marker dovedit a fi corelat cu mu-
tatiile IgVH. (59) Potrivit unor studii, expresia
CD38 poate varia in timp. (18) Expresia CD38
evaluata prin citometria in flux si mutatiile IgVH
sunt factori de prognostic independenti. (60,61)

Pacientii cu status nonmutant IgVH si ex-
presie CD38 > 30% au avut o supravietuire
medie de 8 ani, in timp ce la pacientii cu status
mutant IgVH si expresie CD38 < 30% supravie-
tuirea a fost de 26 de ani. Exista trei modalitati
de expresie a CD38 la bolnavul cu LLC: negativ,
pozitiv si bimodal. (62,63) Clona CD38 este iden-
tificatd, Tn general, la pacientii care vor dezvolta

boald progresiva si vor avea durata redusa de
supravietuire, indiferent de stadiul de boala. (63)
Exista si limitari ale utilizarii CD38: pragul
care defineste pozitivitatea CD38 este contro-
versat, nivelurile cut-off-urilor propuse fiind
destul de variabile, in functie de autor. (62-66)
Un alt indicator prognostic este CD49d, a ca-
rui expresie crescuta se coreleaza cu expresia
crescuta a ZAP-70, CD38, status nonmutant
IgVH, cu timp scurt de la diagnostic pana la in-
ceperea tratamentului, precum si cu supravie-
tuire globala scurta. (67)
ZAP-70 (70-kDa zeta associated protein) este
o proteina citoplasmatica cu activitate tirozinki-
nazica, ce este exprimata in mod obisnuit doar
in celulele killer sau celulele T. Ea poate fi de-
tectata atat la pacientii care prezinta gene IgVH
nonmutante, cat si la pacientii cu gene IgVH
mutante. Expresia ZAP-70 este un predictor pu-
ternic al necesitatii introducerii tratamentului la
pacientii cu LLC, comparativ cu statusul muta-
tional al genelor IgVH. Pacientii ZAP 70 pozitivi si
status nonmutant al IgVH au un risc mai mare
de a dezvolta citopeniiimmune. (68) Majoritatea
cazurilor mutante sunt ZAP-70 negative, in timp
ce formele nononmutante sunt ZAP-70 pozitive. (69)
Expresia ZAP-70 n celulele leucemice poate
fi evaluata prin diferite metode, cum ar fi
Western Blot, RT-PCR cantitativ, imunohistochi-
mie si fluxcitometrie. (70-73) Expresia ZAP-70 Tn
limfocitele din sangele periferic depinde de linia
de celule, cele mai ridicate niveluri de ZAP-70
fiind observate in celulele NK si T, in timp ce ex-
primarea pe celulele B este scazuta sau absenta.
Unele studii au constatat ca existda o foarte
buna corelatie intre expresia ZAP-70, detectata
flowcitometric si mutatiile IgVH; ZAP-70 a avut o
valoare prognosticd echivalentd cu statusul
mutant IgVH. (70) Alti autori sustin ca ZAP-70
este mai util decat statusul mutational IgVH
pentru a estima timpul pana la progresia bolii
(74,75), expresia ZAP-70 raméanand destul de
stabild pe parcursul evolutiei bolii. (76) (Tabelul 1)

TABELUL 1. Statusul mutant IgVH si expresia ZAP-70 —
categorii de risc (83)

Supravietuire

Biomarkeri Categorie de risc X
(ani)

ZAP-70 - /M-IgVH Risc scazut 10 ani

ZAP-70 - /U-IgVH | Risc intermediar 6,3 ani

ZAP-70 +/M-IgVH 3ani
ZAP-70 +/U-IgVH Risc inalt 2,5 ani

Cercetarile actuale sustin ca ZAP-70 si CD38
potoferiinformatie prognostica complementara.
(77-79) Astfel, pacientii care exprima ambii
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markeri au prognosticul cel mai prost, cei la care
niciunul dintre acesti markeri nu este prezent ar
avea prognostic bun, iar cazurile discordante ar
intra Intr-o categorie intermediara de risc.

CD38 este exprimat la suprafata limfocitelor
sau a altor celule nonhematopoietice si joaca un
rol Tn activarea limfocitelor, dar si in proliferare
si protectia Tmpotriva apoptozei. in celulele LLC,
CD38 induce semnale pentru proliferare si su-
pravietuire, permitand celulelor leucemice sa
interactioneze cu CD31, ligand pentru CD38 ex-
primat de celulele stromale din micromediul
medular si din alte tesuturi limfoide. Celulele
CD38 pozitive se asociaza de regula cu expresie
crescuta a Ki-67 si ZAP-70. (80)

CXCR4 — receptor pentru chemokine expri-
mat la nivel crescut la suprafata celulelor LLC,
mediaza migrarea celulelor LLC catre celulele
stromale, care secreta ligandul pentru CXCR4,
numit SDF-1 (stromal cell derived factor-1 sau
CXCL12).(81,82) Ligatura CD38 de ligandul CD31
exprimat pe celulele stromaleinduce fosforilarea
ZAP-70. ZAP-70 favorizeaza migrarea celulelor
LLC sub actiunea SDF-1/CXCL12, prin cresterea
semnalizarii CXCR4. Mai mult, ZAP-70 imbuna-
tateste capacitatea celulelor LLC de a rdaspunde
la antigen prin recrutare de ZAP-70 si Syk la por-
tiunea citoplasmatica a complexului BCR activat
(CD79 a/b). Astfel, celulele leucemice ZAP-70/
CD38 se aduna in micromediul medular unde
primesc semnale de crestere si supravietuire. (85)

Celulele ZAP-70+ au capacitate crescuta de
migrare catre ganglionii limfatici, precum si sen-
sibilitate crescuta la semnalele intercelulare.
Astfel, se ajunge la o acumulare mai rapida a
limfocitelor cu cresterea incarcaturii tumorale,
caracteristica formelor progresive de boala.

CLL Research Consortium a stabilit utilitatea
ZAP-70, CD38, statusului mutational IgVH in
aprecierea timpului pana la Tnceperea trata-
mentului intr-un studiu efectuat pe 1.000 de pa-
cienti cu LLC. (83) Astfel, au rezultat 3 categorii
de risc: pacientii ZAP-70 + sunt high risk indi-
ferent de statusul mutant IgVH; cei ZAP-70 — se
impart in low risk (cu status mutant IGVH) si cu
risc intermediar (IgVH nonmutant). (83) Se pare
ca CD38 nu a avut valoare prognostica indepen-
denta. Totusi, standardizarea tehnicii ZAP-70 ra-
mane a fi stabilita la nivel international, Thainte
de a fi impusa in practica clinica de zi cu zi. (84)

MARKERI DE PROGNOSTIC iN CURS DE
VALIDARE iN STUDII CLINICE

Este bine cunoscut faptul ca celulele tumo-
rale au activitate telomerazica crescuta. Lun-

gimea telomerelor este invers corelatd cu acti-
vitatea telomerazei. Unii autori considera ca
acesti markeri se coreleaza cu supravietuire
medie redusa.

MCL1 (Myeloid Cell Leukemia sequence 1)/
gena BCL2 mediazd semnalele antiapoptoza. Ex-
presia crescuta a acestei gene reflecta imposi-
bilitatea obtinerii remisiunii complete dupa tra-
tamentul cu fludarabina si clorambucil.

CCLU1 (CLL upregulated gene 1) localizata pe
cromozomul 1222, are expresie crescuta nu-
mai la pacientii cu LLC cu status IgVH nonmu-
tant, nu si in alte hemopatii maligne.

Expresia crescuta a AID (activation-induced
cytidine deaminase) mARN se asociaza cu sta-
tusul nonmutant IgVH si aberatii citogenetice
nefavorabile.

Lipoproteinlipaza (LPL) si ADAM 29 se pot
analiza prin RT-PCR cantitativ. Lipoproteinlipaza
joaca un rol major in cadrul metabolismului li-
pidic, reflectand consumul energetic crescut din
celulele tumorale. Astfel, un nivel ridicat LPL se
coreleaza cu o rata scazuta de supravietuire glo-
bala. Studiile au aratat ca LPL are o concordanta
de ~75-85% cu statusul mutational IgVH. ADAM
29 este o proteind membranara din familia inte-
grinelor, cu expresie crescutd in formele de leu-
cemie cu IgVH mutanta. Se poate utiliza, de ase-
menea, raportul LPL/ADAM 29 pentru estimarea
statusului IgVH. Alte studii incearca sa gaseasca
corelatii ale genelor microARN cu ZAP-70 si sta-
tusul mutational IgVH.

Toti acesti markeri sunt de fapt, markeri su-
rogat pentru statusul mutational IgVH sau ZAP-
70, necesita laboratoare specializate si au apli-
cabilitate clinicd redusd. Tn consecintd, multe
incercari au fost facute pentru a identifica mar-
keri cu valoare prognostica usor de evaluat in
practica clinica de zi cu zi.

CONCLUZzII

Cei mai folositi 4 biomarkeri pentru apre-
cierea prognosticului in LLC raman statusul mu-
tational IgVH, anomaliile citogenetice identifi-
cate prin tehnica FISH, expresia ZAP-70 si ex-
presia CD38. Fiecare dintre ei si-a dovedit utili-
tatea Tn estimarea supravieturii globale si a tim-
pului pana la initierea tratamentului. ZAP-70 si
mutatiile 1gVH furnizeaza, in esenta informatii
prognostice similare si, prin urmare, ele se pot
substitui reciproc. Studierea ZAP-70 prin citome-
trie Tn flux poate fi mai usoara decat determi-
narea mutatiilor IgVH, mai ales in cadrul labora-
toarelor obisnuite. Stadializarea clinica ramane
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baza pentru evaluarea prognosticului, dar ma-
nagementul optim al pacientului cu LLC necesita

cunoasterea statusului functional individual al
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