STRESZCZENIE

Wstep. W patogenezie PBL kluczowsg role odgrywaja zaburzenia apoptozy prowadzace do
patologicznego wydluzenia przezycia komorek biataczkowych. Zawarto$¢ uczestniczacego w
regulacji cyklu komérkowego biatka p27<'P! ulega zwickszeniu w komoérkach PBL.

Cel pracy. Celem pracy jest skonfrontowanie wewnatrzkomérkowej zawartosci biatka p27KiPt
z przebiegiem klinicznym choroby, odsetkiem wczesnoapoptotycznych komorek
biataczkowych, ekspresja markerow aktywacji (CD69) i proliferacji (CD71) oraz klasycznymi
czynnikami rokowniczych PBL: ekspresja ZAP-70, stgzeniem LDH i B2-M.

Material i metody. Do badania wlaczono 36 pacjentow Poradni Hematologicznej Kliniki
Hematologii w Rzeszowie z rozpoznaniem PBL (61% me¢zczyzn), nie spetniajacych kryteriow
rozpoczecia leczenia. U chorych oceniono zawarto$é biatka p27KP1 w  limfocytach
biataczkowych metoda Western-Blotting i wykonano badanie immunofenotypowe krwi
obwodowej z uwzglednieniem ekspresji markera wczesnej apoptozy CMXRos w limfocytach
CD19* dla oceny czesto$ci wystepowania wezesnoapoptotycznych komorek biataczkowych a
nastepnie obserwowano prospektywnie przebieg choroby w okresie 1-49 (mediana 36)
miesiecy.

Wyniki. U 16 pacjentéw stwierdzono progresj¢ choroby: u 4 wylacznie z powodu pojawienia
si¢ wskazania do leczenia, u 7 z powodu pojawienia si¢ wskazania do leczenia i zwigkszenia
stopnia zaawansowania klinicznego choroby, u 5 wylacznie z powodu zwigkszenia stopnia
zaawansowania klinicznego choroby. Wewnatrzkomoérkowa zawartosé p27<P! byta wyzsza w
grupie pacjentow z progresja PBL (p<0,0001), ze zwigkszeniem stopnia zaawansowania
choroby niezaleznie od wystapienia wskazan do rozpoczecia leczenia (p<0,0001) lub przy ich
braku (p=0,0002). Zwigkszenie stopnia zaawansowania choroby byto obserwowane u 55,56%
pacjentéw z wysoka, natomiast nie wystapilo u pacjentdéw z niska zawartoscig p27<IP
(p=0,004); progresja choroby wystgpita odpowiednio u 76,47% 1 11,76% pacjentow
(p=0,0004). Przezycie wolne od progresji choroby byto krotsze U pacjentow z wysoka niz u
pacjentéw z niskg zawartoscig p27KPl: mediana czasu do progresji choroby wynosita
odpowiednio 36,17 miesi¢cy 1 nie zostata osiggnigta w tej ostatniej grupie (p=0,0042). Czgstos¢
wystepowania wczesnoapoptotycznych komorek biataczkowych (o fenotypie CD19%/glyA
/CMXRos) nie miata wptywu na progresje choroby ani na czas przezycia wolnego od progresji

choroby. Ekspresje ZAP-70 >20% w limfocytow biataczkowych stwierdzono u 8 (22%)



badanych [mediana 9,8% (0,81-60,9%)]; pacjenci, u ktorych rozpoznano progresj¢ choroby,
mieli wyzszg ekspresje ZAP-70, niz pozostali (p=0,0381). Czas przezycia wolnego od progresji
choroby byt krotszy u pacjentow z ekspresja ZAP-70 >20% (p=0,0067). Stezenie LDH byto
zwiekszone u 12 (33%) badanych [mediana 460,5 (293-1284) U/l; zakres normy 240-480 U/I];
pacjenci, u ktérych rozpoznano progresj¢ choroby, mieli wyzsze st¢zenie LDH niz pozostali
(p=0,0135). Czas przezycia wolnego od progresji choroby byl krotszy u pacjentéw z wysokim
stezeniem LDH (p=0,0038). Nie wykazano zwiazku st¢zenia B2-M, CD69 ani CD71 na
komorkach biataczkowych z progresja choroby, ani z dlugoscig czasu przezycia wolnego od
progresji choroby.

Dyskusja. Wewnatrzkomorkowa zawarto$é biatka p27"iP1 stanowi potencjalny czynnik
prognostyczny progresji choroby u pacjentow z niskim lub posrednim stopniem
zaawansowania klinicznego PBL, ktorzy nie sa kwalifikowani do leczenia cytostatycznego.
Wyodrgbnienie w$réd nich chorych z wysokim ryzykiem progresji jest wigc istotne z
klinicznego punktu widzenia. Inkorporacja p27XP* do istniejacych indeksow prognostycznych
pomogtaby jeszcze lepiej odrdzni¢ grupe pacjentow, ktdrzy najprawdopodobniej nie ulegng
progresji od tych, ktorzy beda wymagali leczenia. Nie wykazano zwigzku pomig¢dzy odsetkiem
wczesnoapoptotycznych limfocytow biataczkowych a wewnatrzkomorkowa zawartoscia
p27¥"P1 co moze wynika¢ z matej liczebnosci grupy badane;.

Whioski. Zawarto$¢ biatka p27KiP! w komoérkach PBL niekorzystnie wplywa na przebieg
Kliniczny PBL, zwigkszajac ryzyko wystapienia progresji choroby oraz skracajac czas
przezycia wolnego od progresji choroby. Czgstos¢ wystepowania wczesnoapoptotycznych
komorek biataczkowych CD19%/glyA/CMXRo0s nie ma zwigzku z wewnatrzkomorkowg
zawartoécig biatka p27K"1, ani z wybranymi parametrami klinicznymi i laboratoryjnymi, nie
wplywa na wystepowanie progresji choroby, ani na czas przezycia wolnego od progresji
choroby. Sposrod badanych klasycznych czynnikow prognostycznych przebiegu PBL (stezenie
B2-M i LDH, ekspresja ZAP-70, CD69 i CD71 na komorkach biataczkowych) jedynie
ekspresja ZAP-70 i wysokie stgzenie LDH miaty wptyw na zwigkszenie ryzyka progresji PBL

oraz na skrocenie czasu przezycia wolnego od progresji choroby



SUMMARY

Introduction. Dysregulation of apoptosis leading to pathological prolongation of cell survival
plays a key role in the pathogenesis of CLL. The content of p27XP! protein involved in the
regulation of the cell cycle is increased in CLL cells.

Aim. The aim of the study is to confront the intracellular content of the p27X'* protein with the
clinical course of the disease, the percentage of early apoptotic leukemic cells, the expression
of activation (CD69) and proliferation (CD71) markers as well as the classic prognostic factors
of CLL: ZAP-70 expression, LDH and B2-M concentration.

Material and methods. 36 patients of the Hematology Outpatient Clinic in Rzeszé6w diagnosed
with CLL (61% men), who did not meet the treatment initiation criteria, were included into the
study. Patients were evaluated with use of peripheral blood immunophenotyping and p27XPt
protein content assessment in leukemic lymphocytes by Western-Blotting. The expression of
CMXRos, marker of early apoptosis, was used to assess the percentage of early-apoptotic
leukemic cells. The course of the disease was prospectively followed during 1-49 (median 36)
months.

Results. Disease progression was observed in 16 patients: in 4 only due to the appearance of
an indication for treatment, in 7 due to the appearance of an indication for treatment and an
increase in the clinical stage of CLL, in 5 only due to an increase in the clinical stage. The
intracellular content of p27"*! was higher in the group of patients with CLL progression
(p<0.0001), patients with increasing clinical stage, regardless of the presence of indications for
treatment initiation (p<0.0001) or in the absence of such indications (p=0.0002). The
progression of the disease stage was observed in 55.56% of patients with high p27** content,
but it was not observed in patients with low p27"P! content (p=0.004); disease progression
occurred in 76.47% and 11.76% of above groups, respectively (p=0.0004). Progression-free
survival was shorter in patients with high than in patients with low p27Xi! content: median time
to disease progression was 36.17 months and was not reached in the other group, respectively
(p=0.0042). The percentage of early apoptotic leukemic cells (CD19*/glyA/CMXRos
phenotype) had effect on neither disease progression nor progression-free survival. ZAP-70
expression >20% in leukemic lymphocytes was found in 8 (22%) subjects [median 9.8% (0.81-
60.9%)]; patients with disease progression had higher ZAP-70 expression than others (p =
0.0381). Progression-free survival was shorter in patients with ZAP-70 expression >20% (p =
0.0067).



The concentration of LDH was increased in 12 (33%) subjects [median 460.5 (293-1284) U/L;
normal range 240-480 U/L], patients with diagnosed disease progression had a higher LDH
concentration than the other (p=0.0135). Progression-free survival was shorter in patients with
high LDH concentration (p=0.0038). There was no correlation between B2-M concentration,
ZAP-70, CD69 and CD71 expression on leukemic cells and disease progression or progression-
free survival.

Discussion. The intracellular protein content p275! is a potential predictive factor for disease
progression in patients with low or intermediate clinical stage of CLL, who are not eligible for
therapy. The identification of patients with a high risk of progression is therefore clinically
relevant. Incorporation of p27XP! into existing prognostic systems would help to further
distinguish between a group of patients who are unlikely to progress from those who will
require treatment. There was no correlation between the percentage of early apoptotic leukemic
lymphocytes and the intracellular content of p27"'*%, which may be due to the small size of the
study group.

Conclusions. The content of p27XP* protein in leukemic cells adversely affects the clinical
course of CLL, increasing the risk of disease progression and shortening the progression-free
survival time. The incidence of CD19*/glyA"/CMXRos™ early apoptotic leukemic cells is neither
related to the intracellular content of p27X protein, nor to selected clinical and laboratory
parameters, and it does not influence the disease progression or progression-free survival.
Among the examined classical prognostic factors of the CLL course (B2-M and LDH levels,
ZAP-70, CD69 and CD71 expression on leukemic cells), only ZAP-70 expression and high
LDH serum concentration increased the risk of CLL progression and shortened the disease

progression-free survival.



