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Povzetek. Na kroni¢no limfocitno levkemijo (KLL) pomislijo v osnovnem zdravstvu, ko ugotovijo v
limfocitozo z ve& kot 5 x 10%/L in Gumprechtove sence v razmazu krvi. S pretoénim citometrom
potrdimo bolezen z dokazom celic B v krvi. Nadaljnje preiskave odloZzimo vse do odlocitve o
zacetku zdravljenja, saj se ob napredovanju bolezni zaradi klonske evolucije lahko bolezen
spremeni. Bolezen se najpogosteje ugotovi v starosti nad 70 let, ko intenzivni nacini zdravljenja
niso ve¢ mozni. Bolnike zatnemo zdraviti, ko jim bolezen povzro€a tezave. Za oceno poteka
bolezni in za izbiro zdravljenja naredimo citogetesko preiskavo FISH, kjer prepoznamo bolezen z
najbolj neugodnim potekom, kot ga napoveduje dokaz dela kromosoma 17p, ki zahteva
intenziven nacin zdravljenja, pri mlajSih bolnikih od 60 let tudi alogensko presaditev krvotvornih
maticnih celic, ki omogoca ozdravitev.

uvoD

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je opredeljena z limfocitozo z ve¢ kot
5x 10%L celic B v krvi. Potrdimo jo z dolo¢itvijo celicnih oznacevalcev
CD19+/CD20+ na celicah B, ki imajo receptorje CD5 in CD23 in restrikcijo
ene lahke verige ali so brez nje. Limfocite B najdemo pri bolezni tudi v
kostnem mozgu, lahko pa tudi v limfatiénem tkivu in vranici (1). Ko ugoto-
vimo kopi¢enje malih limfocitov B v bezgavkah in kostnem mozgu, ne pa v
krvi, govorimo o limfomu malih limfocitov. KLL se pojavlja v druzinah.
Sorodniki bolnikov s KLL v prvem kolenu imajo trikrat vecjo verjetnost kot
sploSna populacija, da bodo zboleli za KLL. Med sorodniki bolnikov je
pogostejSa tudi klonska limfocitoza celic B. Gre za stanje, ko pri osebi
najdemo v krvi manjsi klon celic B z imunofenotipskimi znac&ilnostmi celic B,
kot pri KLL (1, 2).

KLL je najpogostejSa levkemija odraslih zahodnega sveta, ki pa navkljub
napredku v razumevanju njenega nastanka in razvoju novih zdravil Se
vedno ostaja za veclino bolnikov neozdravljiva. Vzrokov za nastanek KLL
ne poznamo. Incidenca bolezni je 3-5 na 100.000 prebivalcev letno, pri
moskih je pogostejSa kot pri Zenskah. Ker je vecina zbolelih odkrita na-
kljuéno, je pojavnost na sploSno podcenjena. Nanjo moc¢no vpliva tudi
geografski dejavnik, saj je bolezen npr. znatno redkejSa v Aziji (3). V Slo-
veniji smo ugotovili v letu 2010, po zadnjem objavljenem porocilu Registra
raka Republike Slovenije 94 bolnikov s KLL, incidenca je bila 4,7/100.000 (4).

Incidenca KLL se po petdesetem letu starosti strmo veca (5). Razlogov za
to je ve€. ZmanjSuje se tvorba limfocitov B, medtem ko se napake signali-
zacije B-celicnega receptorja mnozijo. Splosno pa ima na nastanek raka
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vpliv kopienje reaktivnih kisikovih spojin, ki povzro€ajo genomsko nesta-
bilnost, zmanj8anje T-celi¢ne imunosti in posledi¢no neucinkovito izlo€anje
malignih celic B, ter krajSanje telomer (6, 7). Povprecna starost ob odkritju
je pri moskih 70 let, pri Zenskah 74 let, medtem ko je povpre¢na starost ob
smirti pri moskih 74 let, pri Zenskah pa 81 let (3).

KLL so dolgo razumeli kot homogeno bolezen, v zadnjem obdobju pa so
raziskave pokazale, da gre za morfoloSko, imunolo$ko in genetsko hetero-
geno bolezen, kar se odseva tako v njenem poteku kot v odzivu na zdrav-
lienje (8). Klini¢no je lahko KLL dolgo stabilna s pri¢akovano zivljenjsko
dobo, ki je skoraj primerljiva s pri¢akovano, do hitro napredujoce, ki vodi v
zgodnjo smrt (3). Tretjina bolnikov prezivi ve¢ kot 20 let in sploh ne potre-
buje zdravljenja. Pri 3—-10 % bolnikov bolezen hitro napreduje (Richterjev
sindrom), lahko pa preide v prolimfocitno levkemijo. Bolezen lahko sprem-
ljajo zapleti, kot avtoimunska hemoliticna anemija, avtoimunska trombocito-
penija in okuzbe.

ZNACILNOSTI BOLEZNI

Klon limfocitov B se pri KLL razrasc¢a, tako da njihov delez pogosto doseze
tudi 99 % vseh mononuklearnih celic v venski krvi. S tem povzrocijo zmanj-
Sanje Stevila normalnih celic imunskega odziva in so neposreden vzrok
imunske pomanijkljivosti pri bolnikih s KLL. V nasprotju z vecino malignih
celic se pri KLL deli le 2-5 % limfocitov B, medtem ko vecina celic miruje v
fazi Gy celitnega cikla. Vendar pa imajo te celice znatno dalj$o Zivljenjsko
dobo (nekaj mesecev) kot normalni limfociti B (nekaj dni). Delno gre to
pripisati rastnim dejavnikom mikrookolja, bolj pa pa zmanjSani hitrosti apo-
ptoze, ki jo povzro€i tako zmanjSana aktivnost pro-apoptoti¢nih kot zve€ana
aktivnost anti-apoptoti¢nih dejavnikov. Spremenjeno ravnovesje pro- in
anti-apoptoti¢nih dejavnikov, ki je zdaj tudi osrednja tema raziskav novih
terapevtskih ucinkovin, je posledica nenormalnih genov in proteinov (9).

Doslej niso dolocili Se nobene genetske preureditve, ki bi bila neposredno
odgovorna za nastanek KLL, paC¢ pa so zanjo znacilne Stevilne razli¢ne
preureditve. Intersticijska delecija na dolgem kraku kromosoma 13 (40-60 %
bolnikov) ima za posledico izgubo podrocja, ki ne kodira zapisa za protein,
pa¢ pa za nekatere mikroRNA (miR-15a, miR-16-1), ki po zaviranju tar¢nih
genov delujejo kot genski regulatorji. Zvec€a se izrazanje genov za proteina
Bcl2 in TCL1. Prvi kot zaviralec apoptoze, drugi pa prek aktivacije proteina
NF-kB in inaktivacije proteina BAD, sta mo¢na dejavnika podaljSanega pre-
Zivetja (10). Mehanizem patogeneze pri drugih pogostejSih kromosomskih
spremembah je soroden, njihova sti¢na tocka pa je protein p53. Delecija na
kromosomu 17 (okrog 10 % nezdravljenih bolnikov) vodi v izgubo supresorja
tumorja TP53, posledicno pa proteina p53, ki je glavni mediator apoptoze
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pri okvari DNA, in klju¢ni dejavnik zagotavljanja genomske stabilnosti. Gen
ATM na kromosomu 11 (11922) nosi zapis za kinazo, ki fosforilira p53,
njegova izguba (10 % bolnikov) pa tako vnovi¢ zmanjSa apoptozo. Pri
trisomiji kromosoma 12 (10-20 % bolnikov) je kljuéna podvojitev gena
MDM2, ki pospeSuje razgradnjo p53 v proteasomih, s &imer negativno
uravnava njegovo aktivnost (9).

Pri vecini bolnikov s KLL so dokazali spremenjeno aktivnost signalizacijskih
proteinov. Medtem ko je zve€ana aktivnost anti-apoptoti¢ne PI3K (fosfoino-
tid 3 kinaza), je domala nefunkcionalna pro-apoptoti¢na protein kinaza R. Z
receptorjem povezana tirozin kinaza ZAP-70, ki se praviloma izraza na lim-
focitih B le pri KLL, podalj$a njihovo prezZivetje, tako da okrepi signalizacijo
prek povrsinskih IgM (9, 11).

NAPOVEDNI DEJAVNIKI BOLEZNI

Dolocitev ustreznih napovednih dejavnikov ni pomembna le za oceno
napredovanja bolezni, pa¢ pa je kljuCha za izbiro ustreznega zdravljenja
glede na tveganje posameznega bolnika in bioloSko ozadje njegove bolezni.
Eden od glavnih izzivov pri KLL je dolo€itev optimalnega ¢asa in nacina
prvega zdravljenja. Zato je opredelitev nekaterih napovednih dejavnikov
pomembna ob postavitvi diagnoze, drugih pa predvsem pred zacetkom
zdravljenja.

Potek bolezni se pri bolnikih znotraj posamezne skupine kliniéno razvojne
stopnje Binetove razvrstitve ABC (Tabela 1), temeljeCe na zveCanih obod-
nih bezgavkah, vranici in jetrih ter anemiji ali trombocitopeniji, lahko znatno
razlikuje (12, 13). Ob prvi ugotovitvi KLL je 55 % bolnikov na klini¢ni raz-
vojni stopnji A, 32 % na B in 13 % na C (3). Ob prvem zdravljenju je pri
vsakodnevni klini¢ni praksi 20 % bolnikov klini¢no razvojne stopnje A, 36 %
stopnje B in 44 % stopnje C. Klini¢na razvrstitev po Binetu ob prvem pre-
gledu bolnika le orientacijsko napoveduje potek bolezni, za natanénej$o
oceno, predvsem pa izbiro zdravljenja, so se v zadnjem desetletju uveljavili
Stevilni napovedni dejavniki, temeljeci na genetskih, fenotipskih in moleku-
larnih znacilnostih levkemi¢nega klona (14).

Podvojitveni €as limfocitov v enem letu je preprost parameter, ki dobro od-
seva kinetiko napredovanja bolezni. Krajsi od enega leta oznacuje hitrejSi
potek bolezni in slabSe prezivetje (14). Serumska timidin kinaza, beta 2-mi-
kroglobulin in topni CD23 so prav tako povezani s tumorskim bremenom in
prezivetiem. Med celi¢nimi oznagevalci sta napovedno pomembna CD38 in
ZAP-70. Napovedni dejavnik, v katerega je bilo usmerjeno zelo veliko raziskav,
je mutacijski status gena za tezko verigo imunoglobulinov IgVy. lzrazanje
ZAP-70 je povezano z nemutiranim statusom IgVy pa tudi s preureditvami
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gena TP53. Vsak od teh kazalcev napoveduje neugoden potek bolezni,
njihova uporaba pa je Se vedno bolj raziskovalna kot rutinska (12).

Tabela 1. Klinicne razvojne stopnje kronicne limfocitne levkemije po Binetu (1)

Medina
Stopnja Kliniéni znaki prezivetja
[leta]

zveCane bezgavke in/ali drugi organi v manj kot treh

A e o . . h 12
podrogjih,* brez anemije in trombocitopenije v krvi

B zvec€ane bezgavke in/ali drugi organi v treh ali ve¢ podrodgjih, 7
brez anemije ali trombocitopenije v krvi

c zvec€ane bezgavke in ali drugi organi v treh ali ve¢ podrogjih, z o4

anemijo ali trombocitopenijo v krvi

* Razlikujemo pet enakovrednih obmocij zvec¢anih bezgavk in organov: bezgavke v vratu,
pazduhah in dimljah, vranica in jetra.

Zanesljivo najvecjo teZo in najSirSo uporabo imajo citogenetske preureditve.
Napovedno najugodnejSa je najdba samo del(13), pri kateri je celokupno
prezivetje 133 mesecev, medtem ko je pri bolnikih z normalnim kariotipom
111 mesecev. Napovedno vmesna je tako kot normalni kariotip trisomija
kromosoma 12 (114 mesecev), medtem ko sta drugi dve preureditvi, ki ju
rutinsko tudi v Sloveniji dolo€amo pri vseh bolnikih s KLL, napovedno ne-
ugodni. Pri izgubi gena ATM (del(11q)) je srednje prezivetje 79 mesecev,
pri izgubi gena TP53 (del(17p)) pa le 32 mesecev (2). Delecija gena ATM
je znacilna za t. i. neznacilno KLL in za bolnike z izrazito limfadenopatijo.
Navadno se odzivajo na zdravljenje, vendar se bolezen praviloma hitro
ponovi. Bolniki z del(17p) imajo vedno hiter potek bolezni, ki je neodzivna
na fludarabin. Doloc€itev del(17p) pred zdravljenjem je zato klju¢na zaradi
specifitnega zdravljenja z nekaterimi monoklonskimi protitelesi (13).

V zadnjem obdobju so raziskave z uporabo sekveniranja naslednje genera-
cije prinesle novo znanje o genetski kompleksnosti in heterogenosti KLL.
Izpostaviti gre napovedno zelo neugodne mutacije gena TP53 brez istoCasne
izgube homolognega alela (okrog 5 % bolnikov) (15). Kot ponavljajo¢e se
so se pokazale mutacije, ki vplivajo na aktivacijo signalizacije prek NOTCH
in napake izrezovalno-povezovalnega kompleksa (spliceosom) (16). Pri
bolnikih s KLL je spremenjen tudi vzorec metilacije DNA, ki je praviloma
hipometilirana. Gre torej za mozne nove napovedne dejavnike oz. poten-
cialne tarCe zdravljenja, katerih napovedni pomen bo treba Se potrditi.
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UGOTAVLJANJE BOLEZNI

Prvi pogoj za postavitev diagnoze KLL je Stevilo limfocitov B v venski krvi,
ki mora biti ve€je od 5 x 10%L. Prav zato je KLL podvrsta ne-Hodgkinovega
limfoma, pri kateri je venska kri ustrezen vzorec za vse preiskave, ki jih
opravimo ob postavitvi diagnoze, in histopatoloski pregled ni nujen (17).
Zdravnik se odloci za punkcijo kostnega mozga za citoloSki ali histoloSki
pregled, ko spremljajo KLL zapleti s citopenijo, ali pa Ce zeli oceniti stopnjo
infiltracije z limfomskimi celicami.

Bolnika navadno pripelje k hematologu krvna slika. Ob postavitvi diagnoze
je Stevilo limfocitov vecje od 10 x 10%L, pogosto presega tudi 100 x 10°/L. V
diferencialni krvni sliki najdemo morfoloSko »normalne« zrele limfocite, ki pa
so mehansko obcutljivi, zato pri pripravi krvnega razmaza razpadejo v t. i.
Gumprechtove sence. Zaradi infiltracije kostnega mozga z limfociti B imajo
bolniki ob odkritju bolezni lahko anemijo, ob napredovanju bolezni pa tudi
trombocitopenijo in nevtropenijo. Imunska anemija, trombocitopenija ali
nevtropenija se lahko razvijejo kadar koli med potekom bolezni.

Ker je Stevilo limfocitov B kljuéno za postavitev diagnoze, je pretocna cito-
metrija izhodiS¢na diagnosti¢na preiskava. Pri KLL imajo limfociti B znacilen
imunofenotip, po katerem se razlikujejo od drugih limfomov B in ki se zapi-
Se takole: CD5+/CD19+/CD20sipk,/CD23+/FMC7- (3). Diferencialno diagno-
sticno imunofenotipizacija lo¢i KLL od limfoma plas¢nih celic ali spleni¢nega
marginalno-celiénega limfoma. Ce pri preiskovancu najdemo klon limfocitov B
z znacilnim imunofenotipom za KLL, njihova koncentracija pa je manjsa od
5 x 10%L, govorimo o klonski limfocitozi celic B. S preto¢no citometrijo dolo-
¢amo tudi izrazanje proteina ZAP-70, ki je tehni¢no zahtevno in zato zaenkrat
tudi Se ni standardizirano (8).

Dokazane citogenetske preureditve so ena od znacilnosti KLL, vrsta in Ste-
vilo teh preureditev pa je neodvisni napovedni dejavnik poteka bolezni (1).
Ceprav so apoptotiéne poti pri KLL nenormalne, pa niso okvarjene, zato
limfociti B pri KLL zelo hitro odmrejo, &e jih gojimo in vitro (9). Ta njihova
lastnost, po kateri se znatno razlikujejo od vecine malignih celic, otezuje
standardno citogenetsko preiskavo, ki temelji na analizi metafaznih kromo-
somov deleCe se celice. Odkritje, da dodatek CpG-oligodeoksinukleotida in
citokina IL-2 stimulira limfocite B k delitvi in vitro, je prispeval k temu, da se
je delez bolnikov, kjer najdemo kromosomske preureditve s proganjem kro-
mosomov, priblizal tistemu, kjer jih odkrijemo z molekularno citogenetsko
preiskavo fluorescenéno hibridizacijo in situ FISH (18). Z uporabo panelov
ustreznih DNA-sond, s katerimi dolo€amo morebitne delecije na dolgem
kraku kromosomov 11 ter 13 ter na kratkem kraku kromosoma 17, ter
trisomije 12 (del(11q), del(13q), del(17p), +12), odkrijemo kromosomske
spremembe pri ve€ kot 80 % bolnikov (19). Slika 1 prikazuje pogostost teh
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preureditev pri slovenskih bolnikih s KLL, ki je zelo primerljiva tistim, objav-
lienim v literaturi.
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Slika 1. Pogostost napovedno pomembnih kromosomskih preureditev
pri slovenskih bolnikih s kroniéno limfocitno levkemijo (n = 444).

ZDRAVLJENJE

Zelo veliko bolnikov ima ob ugotovitvi KLL malo raz8irjeno bolezen in nima
tezav. Teh bolnikov ne zdravimo, ampak jih skrbno spremljamo v hemato-
loki ambulanti in pri izbranem druzinskem zdravniku. Ce bolezen napreduje
in nastanejo teZzave, napravimo dodatne citogenetske preiskave za izbiro
najustreznejSega zdravljenja in oceno napovedi poteka bolezni. Izbira
zdravljenja je odvisna od citogenetskih nepravilnosti, starosti bolnika in nje-
gove fizi€ne zmogljivosti, stopnje razsirjenosti bolezni in pridruzenih kroni¢nih
bolezni.

Bolnikom, mlajSim od 60 let, brez pridruzenih bolezni in z neugodnimi cito-
genetskimi nepravilnostmi (del(17p), del(11q)), ki napovedujejo hiter potek
bolezni, predlagamo program za moznost ozdravitve s kombinacijo inten-
zivnega zdravljenja z monoklonskim protitelesom alemtuzumabom ali ofa-
tumumabom ter alogensko presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic (APKMC),
ki je edini mozni nacin ozdravitve bolezni (20, 21).

Citogenetsko ugodne mlajSe bolnike intenzivnho zdravimo s kombinacijo
zdravil R-FC (rituksimab, fludarabin, ciklofosfamid). Doseci zelimo popolno
remisijo bolezni pred APKMC. Pri primerjavi u€inkovitosti R-FC in rituksi-
mab-bendamustin (R-B) pri skupno 564 bolnikih s KLL brez delecije 17p so
dosegli popolno remisijo bolezni pri 47,4 % bolnikov, ki so jih zdravili z R-FC,
in 38,1 % tistih, ki so jih zdravili z R-B; po dveh letih opazovanja ni bilo zna-
kov bolezni pri 85 % bolnikov prve skupine (R-FC) in pri 78,2 % bolnikov
druge skupine (R-B). Razliki nista bili statisticno pomembni (22).
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StarejSe bolnike, ki iz ve€ razlogov niso kandidati za intenzivno zdravljenje,
zdravimo s kombinacijami rituksimab-klorambucil (R-C), rituksimab-benda-
mustin (R-B) ali rituksimab-fludarabin (R-F). Cilj zdravljenja je zmanjsati
tumorsko maso, odpraviti tezave in izbolj$ati kakovost Zivljenja.

Delez posameznih nacinov zdravljenja KLL v petih najbolj razvitih evropskih
drzavah je bil v letu 2012/13 naslednji: 59,7 % bolnikov je prejelo rituksimab
v kombinacijah z drugimi citostatiki: 23,1 % R-FC, 17,4 % R-B, 16,2 % K,
72%F,58 %R, 5,6 % R-K, 4,0 % K+prednizon, 3,7 % B (23).

NOVA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE BOLNIKOV S KRONICNO
LIMFOCITNO LEVKEMIJO

Za zdravljenje bolnikov s KLL potekajo Stevilne klini¢ne raziskave novih,
predvsem tarCnih zdravil, ki delujejo po nacelu intenzivhega zdravljenja in
stremijo k doseganju popolne remisije bolezni ali pa zmanj$anja proliferacije
klona limfomskih celic B in bolezen usmeriti v kroni¢ni potek, ki potrebuje
neprekinjeno zdravljenje. Za prvi nacin zdravljenja je humano monoklonsko
protitelo obinutuzumab (GA101), ki se kombinira z bendamustinom ali flu-
darabinom ter ciklofosfamidom. Zdravilo presku§amo zZe pri bolnikih s KLL
na Klinicnem oddelku za hematologijo. Ameriske smernice NCCN za zdrav-
lienje bolnikov s KLL (izdaja 3.3014) so letos vkljucile obinutuzumab in klor-
ambucil za prvo zdravljenje KLL pri starejSih od 70 let, pa tudi pri tistih, kjer
zdravljenje s purinskimi analogi ni primerno, ter za mlajSe bolnike od 70 let
s pridruzenimi drugimi boleznimi, kjer drugi intenzivnejSi nacini zdravljenja
niso primerni. Tudi pri bolnikih z del(17p) je ob standarnih nacinih zdravlje-
nja mozno zdraviti s kombinacijo obinutuzumaba in klorambucila (24).

Selektivna zaviralca kinaz, idelalisib (GS-1101) in ibrutinib, presku$ajo kot
samostojni zdravili ter v razli¢nih kombinacijah s poznanimi zdravili za KLL.
Rezultati so zelo spodbudni, vendar zdravila Se niso na voljo za presku3anje
pri nas, dogovarjamo pa se, da bi jih pridobili Se v tem letu. Ameriska agen-
cija za zdravila (FDA) je je 23. julija letos odobrila idelalisib skupaj z rituksi-
mabom za zdravljenje bolnikov s ponovljeno KLL, saj je bila v kombinaciji z
rituksimabom 81-odstotna odzivnost na zdravljenje statisticno znatno ucin-
kovitejSa od rituksimaba z le 13-odstotno odzivnostjo na zdravljenje (25).
Ibrutinib kot samostojno zdravilo so Ameriske smernice NCCN (izdaja
3.3014) vkljucile za zdravljenje bolnikov s KLL in del(17p), ko bolezen ni
bila odzivna na obi€ajne prve nacine zdravljenja ali pa se je ponovila (24).
Primerjali so odzivnost na zdravljenje z ibrutinibom in ofatumomabom pri
ponovitvi KLL po zdravljenju. Odzivnost na zdravljenje po enoletnem opa-
zovanju je bila statisticno pomembno razli¢na: pri ibrutinibu je bila pri 65 %
bolnikov, pri ofatumumabu pa le pri 5 % bolnikov (26).
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ZAKLJUCKI

Prepoznava KLL je v osnovnem zdravstvu zelo preprosta, potrditev bolezni
v specializiranem hematoloSkem laboratoriju pa obvezna. Specialne pre-
iskave odloZimo, dokler bolezen ne napreduje in bolnik potrebuje zdravljenje.
Z njimi dolo¢imo nacin zdravljenja in predvidimo potek bolezni. Slednje je
posebej pomembno za mlajSe bolnike s KLL z neugodnimi citogenetskimi
kazalci, ki so kandidati za ozdravitev z alogensko presaditvijo KMC.
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