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2. Uvod

Chronické lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcastéjsim typem leukemie v zédpadni populaci
(1). I ptes svoji vysokou incidenci zistavala CLL po velmi dlouhou dobu onemocnénim, které
na rozdil od jinych lymfoproliferaci ptili§ nepoutalo pozornost. V né¢kolika poslednich letech
se pohled na tuto chorobu podstatné zménil a diky intenzivnimu studiu byly u¢inény zasadni
objevy Vv oblasti patogeneze, prognostickych faktord i léCby se zavedenim uc¢innych
intenzivnich lé¢ebnych postupt. Chronicka lymfocytarni leukemie je onemocnéni s extrémné
variabilnim klinickym pribéhem — zatimco tietina nemocnych 1é¢bu nikdy nevyzaduje, dalsi
tietina nemocnych progreduje v ¢ase s nutnosti zahajeni 1éCby a tfetina pacienti vyzaduje
1écbu ihned po stanoveni diagnodzy (2, 3, 4). Vzhledem Kk neustale se zvySujici incidenci
onemocnéni znamenaji zminéné 2/3 nemocnych zna¢né naklady, které je tfeba vynalozit na
diagnostiku a 1é¢bu vcetné prevence a 1écby infekénich komplikaci, které jsou pro toto
onemocnéni typické a jejichz vyskyt se zvySuje i pfi pouziti intenzivnich 1é¢ebnych postupt.
Tim ptedstavuje CLL nejen ryze medicinsky, ale také socialni a finan¢ni problém.

Trendem u CLL se v poslednich letech stalo preciznéjsi stanoveni a zpfesnéni progn6zy. Dnes
Jiz vime, ze pouziti klasickych prognostickych faktorii, zejména systémil klinické klasifikace
dle Raie a Bineta, je ke stanoveni individualni prognézy nemocnych s CLL nedostate¢né, coz
plati zejména pro pacienty v ¢asnych klinickych stadiich. I tito nemocni mohou totiz velmi
rychle progredovat a mit agresivni pribéh onemocnéni. Pravé u nemocnych v €asnych
stadiich je nejvice patrna vyrazna heterogenita v klinickém prib&hu nemoci v ramci stejného
stadia (1, 3). I kdyZ byl jiz objevenim nékterych novych faktord, diky kterym je uz v dobé
stanoveni diagndézy mozné rozdélit nemocné do skupin vyznamné se liSicich prognoézou,
ucinén vyznamny pokrok, hledani novych ukazatelli stale pokracuje. Diky dal§imu zptesnéni
individudlni prognézy se nabizi i moznost nacasovani a pfizplsobeni intenzity lécby
individualnimu riziku nemocného (3, 5).

Z cirkulyjicich cytokind, které sehravaji dulezitou roli v patogenezi a biologickém chovani
maligniho klonu a jsou casto zminovany v souvislosti s poruchou apoptickych drah,
proliferaci a angiogenezi u CLL, a u nichZ lze na zéklad¢ literarnich udajii predpokladat
prognosticky vyznam, je tfeba jmenovat zejména tumor nekrotizujici faktor-alfa (TNF-a),
transformujici rustovy faktor-beta (TGF-B) a jeho receptory a fibroblastovy rustovy faktor-2
(FGF-2) a jeho receptory (6, 7, 8, 9, 10, 11). Pravé témto ukazatelim je Vv disertacni praci

vénovana pozornost.
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3. Chronicka lymfocytarni leukemie — teoreticky uvod
3.1 CLL obecné

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcastéjSim leukemickym onemocnénim
dospélych v euroamerické populaci (12). Jde o lymfoproliferativni onemocnéni, které dle
aktualni klasifikace Svétové zdravotnické organizace tvofi spole¢nou jednotku s lymfomem
z malych lymfocyt (small lymphocytic lymphoma, SLL) (13). Hranice mezi diagn6zou CLL
a SLL je arbitrarni - absolutni pocet lymfocyti v periferni krvi 5.10%/1. Hodnoty lymfocyta
nad 5.10%1 jsou vedle typické morfologie a fenotypu bunék jednim z nutnych kritérii pro
stanoveni diagnoézy CLL, ktera je zaloZzena na NCI-WG (National Cancer Institute-sponsored
Working Group) kritériich (revidovanych vroce 2008) (Tab. 1) (14, 15). Median véku
nemocnych s CLL se pohybuje mezi 65-72 lety, neceld tietina pacientli je vSak v dobé
stanoveni diagnozy mladsi 55 let. Muzi jsou postizeni Castéji nez Zeny, a to v poméru 2:1 (16,
17). V poslednich 15 letech doslo u CLL ke zna¢nému nartistu zdsadnich poznatkti v oblasti

patogeneze, prognostickych faktori a 1écby.

Tab. 1. Diagnosticka kritéria CLL dle National Cancer Institute-sponsored Working
Group (NCI-WG) (15) .

Morfologicky zralé B-lymfocyty v periferni krvi (PK) > 5000/mm?,
< 55 % atypickych bunck v PK
Typicky imunofenotyp (CD 5/19/20/23+, slg slabé +, FMC7-)

3.1.1 Zména pohledu na CLL v poslednich letech

Zatimco diive byla CLL povazovana za onemocnéni star$i populace, dnes jiz vime, Ze témé&f
tietina nemocnych je v dobé stanoveni diagndzy mladsi 55 let (16). Tento fakt s sebou pfinasi
nutnost zavedeni modernich intenzivnich 1é¢ebnych postupti. U téchto nemocnych byl
prokazan neoddiskutovatelny pfinos imunochemoterapie zaloZzené na purinovych analozich a
monoklondlnich protilatkach, schopnych dosahnout kompletni remise i odstranéni minimalni
rezidudlni choroby. Paliativni 1écba ptfedstavovand piedev§im chlorambucilem, kterd byla
doménou do 90. let 20. stoleti, je tak v souc¢asné dobé vyhrazena pouze pro nemocné, kteti

vzhledem k vysokému véku, Spatnému celkovému stavu ¢&i zavaznym piidruzenym
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onemocnénim nejsou schopni podstoupit 1écbu intenzivni (18). Jedinou 1é¢ebnou moznosti
skytajici redlnou Sanci na vyléceni CLL je alogenni transplantace krvetvornych bunék. Ta
vSak miize byt provedena pouze u vysoce selektované skupiny mladSich nemocnych
S nepiiznivym klinickym prub&hem, ktefi jsou jinak ve velmi dobrém klinickém stavu (19, 20,
21).

Dalsi pokroky u CLL se udaly i na poli patogeneze. Pivodni piedstava, ze v patogenezi CLL
hraje hlavni roli pouha pasivni akumulace leukemickych lymfocytd v GO fazi bunécného
cyklu v dasledku poruchy geneticky fizené bunétné smrti - apoptdzy, byla poopravena
zjisténim, ze maligni lymfocyty CLL maji také nezanedbatelny proliferacni potencial (22).
Mnozeni leukemickych bunék se odehrava v proliferacnich centrech miznich uzlin ¢i kostni
diené. Populace B-lymfocyti se tak muize zvysit az o 0,35 % denné. Takové piipady CLL
s vystupiiovanou proliferaci vykazuji klinicky agresivn&j$i prabéh (4, 23). Jednou
nuklearniho faktoru kappa B (NF-«B). Je vSak nutno dodat, ze stala aktivace NF-kB u CLL
nevede pouze ke zvySené proliferaci, ale expresi nékterych molekul s anti-apoptickym
pusobenim také umociiuje nevnimavost leukemickych bunék vici pro-apoptickym stimuliim
(24, 25) (dale viz. kapitola 4.1 Signalni draha nuklearniho faktoru kappa B a jeji vyznam u
CLL). Dalsi takovou drahou konstitutivné aktivovanou u CLL je draha fosfatidylinositol-3-
kindzy (PI3K). PI3K aktivuje proteinovou kindzu Akt (oznaovanou také jako proteinova
kindza B; PKB), jejiz hlavni funkci je inhibice apoptézy nejrizn€jsimi mechanismy
(naptiklad zabranuje snizeni exprese anti-apoptickych proteintt Bcl-X a XIAP [X-linked
inhibitor of apoptosis]) (24, 26, 27).

Nové poznatky byly ucinény i pfi objasnovani role riznych apoptickych mechanismu
v patogenezi CLL. Maligni lymfocyty maji n€kolik moznosti, jak uniknout programované
bunééné smrti a dnes je jiz znamo nékolik cest prispivajicich k poruse apoptézy. Jednou
2 a Mcl-1, jejichz zvysena exprese byla u CLL prokazana (26, 28). ZvySena exprese Bcl-2
proteinu byla zaznamenana u vice nez 80 % piipadi CLL. Na rozdil od folikularniho
lymfomu, u které¢ho byl jako prvni Bcl-2 popsan a u kterého je jeho nadmérna exprese
dusledkem typické translokace t(14;18), dochazi u CLL k nadprodukci Bcl-2 jinymi
mechanismy. Mezi nejdulezitéjsi patii napiiklad hypometylace promotorovych oblasti tohoto
genu (29). Bcl-2 brani rozvoji apoptézy ruznymi cestami, napiiklad inhibici kaspaz,

ovlivnénim regulace hladiny intracelularniho kalcia a mitochondridlniho membranového
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potencialu, ¢i tvorbou nefunkCénich heterokomplexti s adaptorovymi proteiny TRADD
(TNFaR Associated Death Domains), FADD (Fas Associated Death Domains) (viz. dale) a
také s proteinem Bax. Protein Bax je dulezitym pro-apoptickych proteinem, jehoz exprese je
regulovana signalni drahou p53, kterd je u CLL casto naruSena. Ale i v pfipadech neporusené
funkce genu TP53 a neporusené drahy proteinu p53 vsak u CLL pro-apopticka funkce Bax
selhava, a to pravé v dusledku tvorby nefunkénich heterokomplexii s Bel-2. U CLL byl také
zaznamenan zvySeny pomér Bcl-2/Bax. Vyssi hladiny proteinti Bcel-2, Mcl-1 ¢i zvyseny
pomér Bel-2/Bax jsou u CLL spojeny s agresivnéj$im prubéhem onemocnéni, horsi odpovédi
na 1é¢bu veetné purinovych analog a kratSim celkovym prezitim (24, 26). Experimentalné jiz
byly u CLL vyuzity inhibitory Bcl-2, naptiklad navitoclax, Bcl-2 antisense oligonukleotid
oblimersen ¢i arsenic trioxid pifimo brzdici expresi a produkci Bcl-2 (30, 31). Dal§im
mechanismem uniku CLL bunék prfed apoptézou jsou defekty v signdlnich drahach
spousténych ,,death* receptory, jako jsou Apo/Fas-1 (CD95) a TRAIL 1 a 2 (TNF-related
apoptosis-inducing ligand), které jsou soucasti tzv. vnéjsi cesty apoptozy (24, 32). Apo/Fas-1
a TRAIL patii do rodiny TNF-a receptorti, po navazani ligandu dochazi k jejich aktivaci
spojené s konformacni zménou C-konct cytoplazmatickych ,,death domains* (DD) a spusténi
nitrobunécéné signalizace, v niZ jsou zapojeny proteiny FADD a TRADD. Protein FADD je
Kaskadovita aktivace dalSich kaspdz vede dale ke zvySeni permeability mitochondrialnich
membran a uvolnéni pro-apoptickych ptisobku s naslednym zanikem bunky (32). Tato vngjsi
cesta apoptozy je u CLL naruSena, nebot’ lymfocyty CLL jsou vic¢i Fas a TRAIL indukované
apoptoze odolné (24, 26). U CLL je vSak naruSena i tzv. vnitini cesta apoptozy, ktera je
pfedstavovana zejména aktivaci signdlni dréhy proteinu p53. Za normanich okolnosti
indukuje aktivovany p53 transkripci pfislusnych genii zapojenych do apoptickych pochodt, a
to proteinu p21 (blokator cyklin dependentni kinazy) brzdiciho bunééné déleni a rist, proteinti
Bax, Apo/Fas-1 a PIGs proteinti (p53 Induced Genes) urcenych k tvorbé oxidativniho stresu
(32). Jak jiz bylo feceno, draha p53 je u nékterych nemocnych s CLL narusena (deleci 17p13
a/nebo mutaci TP53 — viz. kapitola 3.2.2 Nové prognostické faktory) a tito nemocni maji
nejhorsi progndézu s nedobrou odpoveédi na purinova analoga a nejkratsi celkové preziti (33,
34).

Z dalSich molekul s anti-apoptickym plsobenim zvySené exprimovanych u CLL je tfeba
jmenovat inhibitory apoptickych proteint IAP (inhibitors of apoptosis) a s tumor nekrotizujim
faktorem asociované faktory TRAF 1 a 2 (tumor necrosis factor receptor-associated factor).

Mechanismem piisobeni IAP, které jsou pozitivné transkripéné regulovany drahou NF-kB, je
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piima inhibice nékterych kaspaz. Proteiny TRAF jsou soucésti signalizac¢ni cesty TNF-a.
TRAF indukuji fosforylaci inhibitoru kappa B (IxB) nasledovanou aktivaci NF-kB vedouci
k transkripci cilovych genid véetné TNF-a s naslednym uplatnénim jeho anti-apoptické funkce
na maligni lymfocyty CLL (26, 35).

Pti studiu patogeneze CLL je Vv poslednich letech vénovana znacna pozornost také
angiogenezi. Angiogeneze se podili na progresi CLL zvySenym pfisunem Zzivin i ochranou
proti apoptdze (24) (viz. kapitola Dalsi nové prognostické faktory).

Zajimavym nalezem je fakt, Ze maligni lymfocyty CLL jsou odolné vici apoptoze in vivo,
jsou vSak velmi nachylné k apoptdoze in vitro. Toto zjisténi lze vysvétlit interakcemi
leukemickych bunék s T-lymfocyty, makrofigy, stromalnimi a dendritickymi bunkami,
,hurse-like™ bunkami a endoteliemi v mikroprostiedi kostni dfen€, lymfatickych uzlin a
sleziny. K signalizaci mezi leukemickymi lymfocyty a butikami mikroprostiedi dochazi jak
pfimymi mezibunéénymi kontakty, tak i prostfednictvim nejriznéjSich rozpustnych signdlnich
molekul a cytokinii vylu¢ovanych malignimi buitkami i buiitkami mikroprostiedi, a to véetné
FGF-2, vaskularniho endotelového rustového faktoru (VEGF), TGF- a mnoha dalsich (24,
27, 30, 36) (Obr. 1). Signaly mezi t€émito bunécnymi elementy také kromé ochrany proti
apoptdze zvysuji proliferacni potencidl leukemickych lymfocyti. Maligni B-lymfocyty poté
migruji Z téchto proliferacnich center mikroprostiedi diené a uzlin do periferni krve, kde se jiz
dale nedeli (24, 30). Dulezitost role mikroprostiedi v apoptickych, prolifera¢nich i

angiogennich dg&jich u CLL, a tim i jeji patogenezi, je tedy neoddiskutovatelna.

Velké pokroky byly také zaznamenany pfi studiu prognostickych faktorii. Nové prognostické
faktory dnes vyrazné napomahaji zptesnit prognézu nemocnych s CLL (vcetné pacientli
v Casnych klinickych stadiich), a mohou tak 1épe predpovédét pribéh onemocnéni jiz v dobé

stanoveni diagnozy (2, 3, 37).
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Obrazek 1. Role mikroprostiedi u CLL
Interakce leukemickych CLL bunéek s T-lymfocyty, NK-buriikami, stromdlnimi a ,, nurse-like “ bunikami a
endoteliemi v mikroprostiedi kostni diené, sleziny a lymfatickych uzlin. Prevzato a upraveno dle

Smolej, L., Vyznam mikroprostiedi u chronické lymfocytarni leukemie. 2010.
(24)

T-lymfocyty, NK-buriky

Stromalni buriky,
Lhurse-like«

Lymfocyty CLL buiiky
VEGF, FGF-2
SDF-1
Endotelle

VEGF, FGF‘; N N MMP-2, MMP-9

MMP - Matrix metalloproteinase, SDF-1 - Stromal cell-derived factor-1

3.2 Prognostické faktory u chronické lymfocytarni leukemie — teoreticky uvod

Chronickd lymfocytarni leukemie je onemocnéni s mimofddné rlznorodym klinickym
prib&hem a progndzou. Zatimco nekteii pacienti s CLL nikdy nevyZaduji 1é¢bu a Ziji stejné
dlouho jako jejich zdravi vrstevnici, jini nemocni maji agresivni klinicky pribéh s casnou
nutnosti 1€¢by a vyrazné zkracenym piezitim. Celkové preziti pacienti s CLL tak kolisa od 1-
2 let po vice nez 25 let (1, 4). Po dlouhou dobu byly hlavnimi ukazateli prognozy a celkového
preziti pacienti s CLL dva nezavisle vyvinuté staZzovaci systémy dle Raie (1975) a Bineta

(1981) (38, 39) (viz dale). Dnes je vSak ziejmé, ze ke stanoveni individualni prognozy
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nemocného s CLL je tfeba posoudit nckolik hledisek. Je nutné piihlédnout jednak
k charakteristikdm tykajicich se pacienta (v€k, pohlavi, vykonnostni stav a piidruzena
onemocnéni), dalsi vypovédni hodnotu poskytuji ukazatele aktivity CLL jako je klinické
stadium, rozsah nadorové masy, biologickéd povaha a v neposledni fad¢ poskytuje informace o
progndze pacienta také senzitivita k podané 1é€bé (Obr. 2). Dosazeni kompletni remise
S negativitou minimdalni rezidudlni nemoci (MRN) je povaZzovano za velmi dulezity
prognosticky ukazatel. Pacienti v kompletni remisi s MRN negativitou maji delsi obdobi do
progrese i celkové preziti nez pacienti s pritomnosti MRN. Tento poznatek je vSak nutné
ovétit v prospektivnich studiich (4, 30, 40). Klinické stazovaci systémy jsou tedy pouze
soucasti komplexniho hodnoceni prognézy u CLL (4).

Z praktického hlediska Ize prognostické faktory u CLL rozdélit do dvou skupin, a to na

klasické a nové.

Obrazek 2. Komplexni hodnoceni prognézy nemocnych s CLL
Zohledneéni zdakladnich hledisek pri stanoveni individudlni prognozy nemocného s CLL. Prevzato a

upraveno dle Moreno, C., et al., New prognostic markers in chronic lymphocytic leukemia. 2008 (4).

e
n

Citlivost
k 1é¢beé

Ukazatele
aktivity CLL

Charakteristiky
pacienta

3.2.1 Klasické prognostické faktory
Mezi klasické prognostické faktory u CLL patii klinické stadium, v€k, pohlavi a vykonnostni

stav pacienta (performance status, PS), ukazatele proliferac¢ni aktivity onemocnéni, sérové

markery a typ infiltrace kostni dfen¢.
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Stagingové systémy dle Raie a Bineta urcujici klinické stadium

Modifikovana Raiova a Binetova klasifikace déli nemocné s CLL do tii skupin lisicich se
prognozou a celkovym prezitim (39, 41) (Tab. 2, Tab. 3). Pacienti ve stadiu 0 dle Raie a A dle
Bineta tvofi skupinu s nizkym rizikem a nejdelSim celkovym piezitim (vice nez 10 let).
Skupinu pacientu s intermediarni prognézou tvofi nemocni ve stadiu I a Il dle Raie a B dle
Bineta. Celkové preziti téchto nemocnych je 5-7 let. Nejrizikovéj$i skupinu s nejhorsi
progndzou predstavuji nemocni ve stadiu III a IV dle Raie a C dle Bineta. Celkové pfeziti je

Vv této skupin¢ kratsi nez 3 roky (37, 39, 41, 42).

Tab. 2. Staging CLL podle Raie.
Dle modifikovaného tfistupiiového stagingu je stadium nizkého rizika 0, stfedniho I/IT a

vysokého III/IV (41).

Stadium Definice

0 Lymfocytéza

I Lymfadenopatie

I Hepatomegalie a/nebo splenomegalie

11 Anémie - hemoglobin <110 g/l

\Y Trombocytopenie - trombocyty < 100.10%1

Tab. 3. Staging CLL podle Bineta.
Za 1 oblast jsou pocitany uzliny kréni, axilarni, mediastinalni, retroperitonedlni a tfiselné,

jatra a slezina. Oboustranné postizeni je pocitano jako jedna oblast (39).

Stadium Definice
A Méng¢ nez 3 postizené lymfatické oblasti
B 3 a vice postizenych lymfatickych oblasti
C Anémie - hemoglobin < 110 g/l a/nebo trombocytopenie - trombocyty < 100.10%!

Raiova i Binetova klasifikace v§ak maji nékolik zasadnich nedostatku:

Jednim znich je fakt, Ze nemocni jsou do jednotlivych stadii fazeni pouze na zakladé¢

vySetfeni krevniho obrazu a fyzikalniho vySetfeni hmatnych uzlin, jater a sleziny. ZvétSeni

18



vnitinich uzlin (u CLL se jedna zejména o wuzliny V retroperitoneu, mediastinalni
lymfadenopatie je méné Casta) ¢i splenomegalie zjisténé pii pouziti zobrazovacich vySetfeni
nejsou pii stdzovani nemocnych zohlednény, nebot” nebyly v dobé zavedeni téchto
stagingovych systémi dostupné (43). Neékolik praci vSak jiz prokazalo, Ze pouziti
zobrazovacich metod mize mit u CLL svoje opodstatnéni, a to jak v diagnostice a zpiesnéni
progndzy, tak i v hodnoceni 1écebné odpovédi a ze revize dosavadnich stagingovych systému
by byla vhodna (16, 43, 44, 45). Jiné prace ale vyznam zobrazovacich metod u CLL
nepotvrdily (46, 47). Muntafiola et al. demonstrovali, Ze nemocni ve stadiu 0 dle Raie s bii$ni
lymfadenopatii prokazanou pocitacovou tomografii (CT) méli vyznamné kratS$i obdobi do
progrese (progression free survival, PFS) a vyzadovali ¢asnéjsi zahajeni 1é¢by nez nemocni
s normalnim nalezem na CT; v celkovém pteziti (overall survival, OS) rozdil nalezen nebyl.
Nebyl také rozdil v PFS mezi nemocnymi ve stadiu Rai 0 s abnormalnim abdominalnim CT a
nemocnymi ve stadiu I dle Raie (43). Prace $védskych autord prokazala, ze pouziti CT méni u
¢asti nemocnych plivodné nizka klinickd stddia na pokrocilej§i (pro novy nalez
lymfadenopatie a/nebo splenomegalie v porovnani s klinickym vySetienim). Dale nalez
masivni lymfadenopatie dle CT vyznamné koreloval s kratsim obdobim do zahajeni 1écby
druhé linie, na celkové preziti vliv nemél. Vyznamny rozdil v obdobi do zah4ajeni 1é¢by druhé
linie i celkovém preziti byl zaznamenan u nemocnych se splenomegalii zjisténou dle CT
V porovnani s nemocnymi bez splenomegalie. Lymfadenopatie a splenomegalie zjisténé na
CT tedy dle této studie predikuji trvani 1écebné odpovédi po 1écbé 1. linie. Pouziti CT
vysetieni po skonceni 1é¢by také zménilo u ¢asti nemocnych pivodné dobré 1é¢ebné odpovedi
(kompletni remise, CR) na méné piiznivé (parcialni remise, PR). Nemocni, ktefi dosahli CR
dle CT vySetieni, m¢li navic del$i obdobi do dalsi terapie v porovnani s CR hodnocenou dle
NCI-WG kritérii (kritéria zaloZzena vedle hodnoceni krevniho obrazu a biopsie kostni diené
pouze na fyzikalnim vySetieni) (15, 16). Ve studii porovnavajici efekt fludarabinu
s kombinaci fludarabinu s cyklofosfamidem bylo zaznamenano vyznamné niz$i procento
celkovych 1écebnych odpovédi (overall response rate, ORR) a CR pfi pouziti zobrazovacich
metod (CT ¢i ultrasonografického vysetfeni; UZ) v porovnani s fyzikalnim vySettenim (44).
Smolej et al. na rozsahlé retrospektivni studii 301 nemocnych s CLL prokazali, Ze nemocni
s vnitini lymfadenopatii zjisténou dle CT ¢i1 UZ maji vyznamné kratsi celkové preziti. Kratsi
pfeziti méli 1 nemocni s masivni lymfadenopatii, u nichz ale nedosahlo statistické
vyznamnosti (45). Data ze tfi randomizovanych studii faze 3 (CLL4, CLLS5, CLLS) byla
zpracovana ve studii Eichhorsta et al. Hodnocen byl zejména vyznam masivni lymfadenopatie

(tzv. bulk, zde definovan jako uzliny vétsiho priméru nez 5 cm) zjisténé dle CT ¢i UZ. Nebyl
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zaznamenan rozdil v procentech dosazenych ORR u nemocnych s bulkem a bez bulku,
vyznamné vyssi procento CR méli ale nemocni bez masivni lymfadenopatie. Rozdil v PFS a
OS mezi témito dvéma skupinami nebyl nalezen. Pii hodnoceni nemocnych ze vsech tfi studii
méli pacienti, kteti dosahli CR dle CT vySetieni, vyznamné delsi PFS v porovnani s CR dle
NCI-WG a IWCLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia) kritérii
(zalozenych na fyzikalnim vySetfeni). Pfi analyze jednotlivych studii tento rozdil v PFS nebyl
prokazan u studie CLL8 hodnotici pfinos imunochemoterapie FCR (fludarabin,
cyklofosfamid, rituximab), kterd je v soucasné dob¢ 1é¢bou 1. volby (viz. dale). Vystupem
této prace je tedy zavér, ze pouziti zobrazovacich metod pro ureni prognézy u nemocnych
pted 1é¢bou nema vyznam. Eichhorst doporucuje provedeni zobrazovacich metod pouze pred
1é¢bou alemtuzumabem (u nemocnych s uzlinami vétsimi nez 5 cm ma alemtuzumab mensi
l1é¢ebny efekt, a je tedy vhodné zvolit jiny 1éCebny postup) a pied alogenni transplantaci
kostni diené (15, 34, 47). Ani prace Bluma et al. ptinos CT vySetfeni u CLL nepotvrdila. Pti
pouziti CT vySetfeni bylo sice zaznamenano méné CR a PR nez dle NCI-WG kritérii, PFS
vSak nebylo rozdilné u nemocnych, jejichz 1é¢ebnd odpovéd’ byla hodnocena na zakladé
fyzikdlniho vySetfeni v porovnani sodpovédi dle CT vySetfeni S nalezem vnitini
lymfadenopatie (46).

S pouzitim zobrazovacich metod velmi uzce souvisi i prognosticky vyznam masivni
lymfadenopatie, tzv. bulku, nebot’ je velmi Casto lokalizovana nitrobfisné, a zjistitelna tedy
pouze na zakladé UZ ¢i CT vySetteni. Ve vétSin€ studii je definovéana jako paket uzlin majici
5 a vice cm Vv pruméru (16, 43, 45, 47). Smolej et al. na rozsahlém souboru nemocnych (n =
301) zjistili rozvoj masivni lymfadenopatie v pribéhu CLL az u 28 % nemocnych; daleko
Castéji byly zvétSeny vnitini (zejména nitrobfi$ni) uzliny V porovnani se zevnimi (45).
Nékteré prace prokazaly, Ze nemocni s masivni lymfadenopatii dosahuji po 1é€bé vyznamné
nizsich procent CR a maji kratsi PFS, naznacen byl i trend smérem ke kratSimu OS (16, 45,
47). Masivni lymfadenopatie je také spojena s nepfiznivou cytogenetickou aberaci deleci 11q
(viz. dale) (33, 42, 48, 49). U nemocnych s CLL po alogenni transplantaci byla
lymfadenopatie 5 a vice cm (nikoliv cytogenetické ndlezy) hlavnim faktorem ptedpovidajicim
riziko relapsu. Naopak nejvyssi pravdépodobnost 5-ti letého pieziti po transplantaci méli
nemocni s uzlinami pod 5 cm (a bez pfidruzenych onemocnéni) (50). K ovéfeni negativniho
prognostického vyznamu masivni lymfadenopatie je vSak tieba dalSich prospektivnich studii.
To, zda u CLL zatadit zobrazovaci metody do stagingu a hodnoceni 1écebné odpovédi, tak jak
je tomu standardné u ostatnich lymfoproliferaci, je velmi diskutovanou otazkou. V soucasné

dobé vSak neni CT vySetfeni v rdmci bézné péce doporucovano ani k vstupnimu urceni
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rozsahu onemocnéni ani k hodnoceni 1é¢ebné odpovédi (4, 15). Vyjimkou mohou byt pacienti
zatazeni do klinickych studii ¢i pacienti, u nichz je podezieni na transformaci CLL do obrazu
agresivngjSiho lymfomu, nejcastéji diftzniho B-velkobunééného lymfomu (Richteriv
syndrom). Vhodnou alternativou k CT vySetieni je ultrasonografie bficha vzhledem k nizké
cen¢, dobré dostupnosti a absenci ionizovaného zafeni, jejiz pouziti je dle soucasnych
doporuceni pro diagnostiku CLL mozné (15).

Dalsi limitaci klasickych stagingovych systému je fakt, ze neni zohlednéna pficina cytopenie.
Nemocni by méli byt zafazeni do pokroc¢ilého staddia jen v piipadé, Zze anémie Ci
trombocytopenie je dusledkem infiltrace kostni diené CLL (48). Pacienti s autoimunitni
hemolytickou anémii, imunni trombocytopenii ¢i Cistou aplazii ¢ervené krevni fady jsou vSak
mnohdy do pokrocilych klinickych stadii fazeni mylné (22, 51). Né&kolik retrospektivnich
analyz navic prokazalo, ze imunitni pfi¢ina cytopenie md vyznamné lepSi prognozu (bez
nepiiznivého vlivu na celkové preziti) nez cytopenie zpisobené selhanim kostni diené pfti

infiltraci CLL (51, 52).

DalSim dilezitym faktem je, Ze pteziti nemocnych s CLL se muize i vramci jednoho
klinického stddia vyrazné liSit. Tento fakt se tyka zejména nemocnych v ¢asnych klinickych
stadiich (Binet A, Rai 0), ktefi v soucasné dobé& tvoii vétSinu nové diagnostikovanych
pacienti s CLL. Dosavadni stagingové systémy vSak nejsou schopny identifikovat ty
nemocné v Casnych stadiich, ktefi maji vysoké riziko progrese a celkové Spatnou prognozu
(1). Bylo proto velkym pokrokem uplatnéni nové nalezenych prognostickych faktort (viz.
dale), které umoznuji nemocné zejména v Casnych stadiich rozd¢€lit do rizikovych skupin a
tedy jiz v dobé stanoveni diagndzy pomohou posoudit riziko progrese (5). Nové prognostické
faktory tak mohou zpfesnit individualni prognézu nemocného, otdzkou do budoucna ziistava i
moznost nac¢asovani a ptizpusobeni intenzity 1é¢by individualnimu riziku (tzv. risk-adapted
strategies) (5, 53). I kdyZ v tomto ohledu klasické stagingové systémy dle Raie a Bineta
selhavaji, jsou pro svoji jednoduchost a snadnou reprodukovatelnost v klinické praxi stale
uzivany, a to nejen k orientaénimu odhadu prognoézy pacienta, ale jsou i soucasti kritérii pro

zahajeni 1écby (15, 54).

Vék, pohlavi a vykonnostni stav
Pohlavi a v€k pacienta maji také svlij prognosticky vyznam. Muzi s CLL maji zpravidla
agresivngjsi onemocnéni a krat$i pfeziti nez Zeny, tento fakt ale ztistava stale neobjasnén (55).

Vek jako prognosticky faktor u CLL je spojen s urcitymi zvlaStnostmi. Star$i pacienti maji
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sice absolutni pieziti krat$i nez pacienti mladsi, relativni pfeziti maji vSak delsi (56). VEk neni
Vv soucasné dobé zahrnuty do kritérii pro zahajeni 1écby, je nutno jej vSak stejné tak jako
celkovy vykonnostni stav vzdy zohlednit, nebot’ zejména u starSich nemocnych vyznamné
stoupa vyskyt pridruzenych onemocnéni, kterd mohou branit pouziti razantnéjSich 1écebnych
postupt. V rozsahlé studii Wierdy et al. s1674 nemocnymi s CLL byl vék jednim
zZ nejsilngjsich faktord ovliviujici celkové preziti (nejkratsi preziti meéli nemocni nad 65 let

V porovnani s nemocnymi pod 50 let) (57).

Ukazatele proliferacni aktivity onemocnéni, sérové markery

Jednoduchym markerem proliferace u CLL je tzv. zdvojovaci ¢as lymfocyti (lymphocyte
doubling time, LDT). Jde o ¢asovy usek, za ktery dojde k nartistu lymfocytd v periferni krvi
na dvojnasobek ptivodni hodnoty (37). Montserrat et al. poprvé popsal vyznam LDT pro
predikci celkového pieziti. Zdvojovaci ¢as lymfocytt kratSi nez 12 mésict je u ¢asnych stadii
(Rai O-I1, Binet A) spojen s horsi prognézou a krat§im piezitim. Pokud je naopak LDT delsi
nez 12 mésicl, onemocnéni ma piizniveéjsi pribéh (58). Zdvojovaci ¢as lymfocytd nizsi nez 6
meésict ¢i nartst absolutniho poétu lymfocyt (absolute lymphocyte count, ALC) o 50 % za
dobu krat$i 2 mésict patii mezi kritéria zahajeni 1é¢by (15, 48). Samotny absolutni podet
lymfocyt neni ale pii rozhodovani o zahajeni 1é¢by relevantni. Jde 0 ukazatel, ktery odrazi
velikost nadorové masy a ma prognosticky vyznam (4, 40, 57, 59, 60, 61). V nedavné studii
D'Arena et al. koreloval vyss§i ALC s kratSim obdobim do zahajeni 1écby 1. linie u pacientl ve
stadiu 0 dle Raie (60). V jiz citované studii Wierdy et al. byl ALC jednim z nejvyznamnéjsich
nezavislych prognostickych faktori ve vztahu k celkovému preziti (ALC nad 20. 10%/1) a stal
se soucasti nové navrzeného prognostického indexu u dosud neléenych nemocnych s CLL
(vedle veku, pohlavi, beta 2-mikroglobulinu, Rai stadii a poctu postizenych lymfatickych
uzlin). Je vsak nutno dodat, ze vyznam ALC byl prokazan pouze u nemocnych mladsich 65
let (57). Platnost tohoto indexu navrzeného s cilem zpiesnéni individualni prognézy
nemocnych s CLL jiz v dobé stanoveni diagndzy (v¢etné nemocnych v ¢asnych stadich CLL)
byla ovéfena i v dalsich studiich (pro predikci celkového pieziti i obdobi do zahajeni 1é¢by),
v nichz ALC koreloval s kratsim ptezitim, nebyl ale nezavislym prognostickym ukazatelem
(62, 63). Naopak studie Molicy et al. potvrdila roli ALC jako nezavislého prognostického
faktoru se vztahem k obdobi do zahajeni 1é€by prvni linie u nemocnych A dle Bineta (61).
Mezi dalsi ukazatele aktivity CLL Ize zaradit skupinu sérovych markert. Jde zejména o
laktatdehydrogenazu (LDH), beta 2-mikroglobulin (B2M), solubilni CD23, CD27 a CD44,

sérovou thymidin kindzu (TK) a nékteré interleukiny. ZvySené hodnoty téchto markerti ¢asto
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koreluji s agresivnéjsSim pribéhem onemocnéni a s ostatnimi neptiznivymi faktory, kterym
bude vénovana pozornost v dalsich kapitolach (viz. kapitola 3.2.2 Nové prognostické faktory)
(3). Mnohdy je vSak obtizné nalezy interpretovat vzhledem k pouziti rozdilnych,
nestandardizovanych metod detekce. Problémem v mnohych studiich je také stanoveni
rozdilné hranice (,,cut-off) pro zvySené hodnoty (37).

Zvysend hladina LDH je u CLL spojena s kratSim celkovym pfezitim, CastéjSim vyskytem
delece 17p, s pozitivitou zeta-asociovaného proteinu o molekulové hmotnosti 70 kilodaltont
(kDa) (ZAP-70) a CD38 (3). Zvysena koncentrace B2M u CLL koreluje s pokro¢ilym
klinickym stavem, objemnou lymfadenopatii, vyznamnou infiltraci kostni dfené, pozitivitou
ZAP-70 a CD38 (3, 64). V n¢kolika studiich byl B2M nezavislym faktorem predikujicim
celkové pieziti (57, 62, 63). V nékterych pracech byla jeho vysoka koncentrace spojena i se
zvySenim solubilniho CD23 (65). Dvé prospektivni studie ukazaly, ze solubilni forma CD23
v séru koreluje s hor§i prognézou véetné pacientll v Casném stadiu A dle Bineta (42). Sérova
tymidin kinadza je enzym nezbytny pro syntézu DNA, u pacientii s CLL je povazovana za
dilezity marker proliferace a koreluje s pokrocilym klinickym stadiem a rychlejsi progresi
onemocnéni U pacientli v ¢asnych stadiich CLL. Jako ukazatel aktivity onemocnéni je TK
pouzivana zejména némeckou CLL skupinou (66, 67).

V klinické praxi se v podminkach Ceské republiky rutinné vysetiuje sérovy B2M a LDH,

eventualné TK, vySetfeni ostatnich sérovych ukazateld je vyzkumnou zalezitosti.

Typ infiltrace kostni difené

V souCasné dobé neni nutné ke stanoveni diagnézy CLL cytologické ani histologické
vySetteni kostni diené. Histologické vySetieni kostni diené a ur€eni typu infiltrace (difuzni vs.
nedifuzni typ) bylo diive povazovano za dileZzity prognosticky faktor. Diflizni infiltrace dfené
CLL bunkami je spojena s hors$i progndézou a agresivnéj§im klinickym pribéhem (68).
Prognosticky vyznam typu infiltrace kostni dien¢ vSak mulze byt nahrazen modernimi
prognostickymi ukazateli (37). V souCasné dob¢ je toto vySetfeni vyhrazeno zejména pro
pacienty zafazené¢ do klinickych studii ¢i vramci diferencidlni diagnostiky zavaznych

cytopenii.

3.2.2 Nové prognostické faktory

Objev nekolika tzv. novych prognostickych faktord u CLL umoznil ziskat daleko pfesné;jsi

informaci o biologickém chovani onemocnéni a pomohl i upfesnit individudlni prognozu
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nemocnych s CLL. NejvyznamnéjSimi z této skupiny jsou cytogenetické abnormality,
mutacni stav gentl pro variabilni ¢ast tézkych fetézcli imunoglobulinti (IgVH), exprese ZAP-

70 a exprese povrchového znaku CD38 na buinkach CLL (42).

Cytogenetické aberace

Pro chronickou lymfocytarni leukemii je ve vét§iné piipadi typicka pfitomnost klondlnich
chromozomalnich zmén v B-lymfocytech. Klasické cytogenetické vysetieni je u CLL méné
vytézné (40-50 %) pro velice nizkou mitotickou aktivitu leukemickych lymfocyta in vitro a
mozné faleSné pozitivni vysledky zpiisobené zachytem aberaci v pfimési nenadorovych T-
lymfocyta (1, 69). Pokrokem v detekci cytogenetickych zmén bylo zavedeni metody
fluorescenéni hybridizace in situ (FISH), kterou lze zjistit pfitomnost cytogenetickych aberaci
az v 80 % ptipadi a kterd se v souCasné dob¢ stala nezastupitelnou rutinni metodikou u
pacienti s CLL (12). Nejvyznamné&j$imi nalezy u CLL jsou delece dlouhého ramene 13.
chromozomu (del 13q14), trisomie 12, delece ¢asti dlouhého ramene 11. chromozomu (del
11q) a delece kratkého ramene 17. chromozomu (del 17p13). Ostatni chromozomové zmény
maji u CLL spiSe omezeny vyznam (napiiklad delece 6q) (70). Jednou ze stézejnich praci
tykajici se problematiky cytogenetickych aberaci u CLL byla studie publikovana v roce 2000
Dohnerem et al. Pomoci FISH zjistoval aberace u 325 pacientti s CLL. Ur¢il Cetnost jejich
vyskytu a nalezy koreloval s klinickymi parametry a prubéhem onemocnéni. Na zakladé
cytogenetickych nalezii definoval 5 skupin liSicich se statisticky vyznamné celkovym
prezitim. Nejdelsi celkové preZiti a tedy nejlepsi progndzu méli nemocni s izolovanou deleci
13q14 (celkové preziti 133 mésict); do skupiny s nejkrat§Sim prezitim a tedy nejhorsi
prognoézou patfili nemocni s izolovanou deleci 17p13 (celkové pieziti 32 mésict) (Tab. 4).
Tito nemocni méli také nejkratsi interval do zahajeni 1é¢by (71).

V soucasné dob¢ Ize na zéklad¢ cytogenetickych aberaci urcit 3 prognostické skupiny. Prvni
pfedstavuje skupinu pfiznivych aberaci zahrnujici nemocné s normdalnim karyotypem a
izolovanou del 13q14, do skupiny s nepfiznivou prognozou patii nemocni s del 11q a del
17p13 [13]. Nemocni s trisomii 12 maji intermedidrni prognoézu, 1 kdyZz néktefi autofi ji fadi

do skupiny neptiznivych aberaci (4, 40, 72).
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Tab. 4. Celkové pieziti nemocnych s CLL v zavislosti na cytogenetickych aberacich (71).

Abnormalita Vyskyt (%) Median pieziti (mésice)
del 13914 36 133
negativni nalez 18 111
+12 14 114
del 11922 17 79
del 17p13 7 32

V pribéhu onemocnéni se mohou objevovat nové cytogenetické aberace, hovoii se o tzv.
klonalni evoluci. Zejména ptitomnost nové del 11q a/nebo del 17pl3 vyznamné zhorSuji
prognézu nemocného. Vysetieni cytogenetickych abnormalit metodou FISH se proto
doporucuje nejen v dob¢ stanoveni diagndzy a zejména pred zahdjenim 1écby, ale i v pripadé
klinické progrese onemocnéni ¢i pred 1écbou dalsi linie (37, 69). Vzhledem k naro¢nosti a
vysoké cené by se vSak toto vySetfeni mélo provadét pouze u pacientt mladsich, v jinak
celkové dobrém klinickém stavu a pfed zahdjenim 1é¢by intenzivni, nikoliv paliativni.
Jednotlivé cytogenetické ndlezy maji svoje specifika:

Delece 13ql4 je nejcastéjsi aberaci s vyskytem vys$sim nez 50 % (42). U této delece zatim
nebyl objeven konkrétni nadorovy supresorovy gen, ktery by pomohl objasnit patogenezi
onemocnéni. Pozornost je vénovana nalezu dvou mikroRNA gend (miR-15a a miR-16-1)
lokalizovanym v oblasti 13ql4. Zda se, Ze ztrata ¢i sniZzeni exprese téchto genti méa vliv na
regulaci exprese hlavniho anti-apoptického proteinu Bcl-2. ZvySeni exprese Bcl-2 vede ke
zvy$ené odolnosti bunék vici pro-apoptickym stimulim a del§imu ptezivani bunék CLL (48,
73). Pacienti sizolovanou deleci 13ql4 maji nejdelsi pfeziti a excelentni prognozu
V porovnani s ostatnimi aberacemi (4, 22).

Trisomie 12 je druhou nejcastéjSi chromozomalni zménou u CLL s vyskytem mezi 10-25 %.
Ani u této zmény nebyl nalezen konkrétni gen vysvétlujici patogenezi onemocnéni. Buiky
CLL s trisomii 12 maji atypickou morfologii a Castéji nemutované IgVH geny (viz. dale);
zajimavym zji$ténim je vysokd exprese CD20 u této aberace, coz je dllezité pro lécbu
antiCD20 monoklonalnimi protilatkami (3, 48, 74).

Delece 11q se vyskytuje v 10-20 % a spolu s del 17p13 je povazovana za vysoce neptiznivy
nalez. Na turovni DNA (kyselina deoxyribonukleova) je zasazen gen ATM (ataxia

teleangiectasia mutated), ktery hraje dilezitou ulohu v signalizacni draze hlavniho pro-
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apoptického proteinu p53. Kindza ATM reaguje na poSkozeni bunééné DNA a
prostfednictvim fosforylace stabilizuje p53. Naruseni této signalizacni drahy vede k poruse
apoptozy bunék CLL (33, 42, 48, 75). Ukazuje se, ze na rozdil od p53 (viz. dale) je
K uplatnéni nepiiznivého efektu nutna bialelicka ztrata ATM (33). Klinicky je del 11q typicky
spojena s predominanci u muzi a Castym nalezem masivni lymfadenopatie (periferni,
mediastinalni i abdominalni) (42, 48, 49). Vysledky studie CLL8 vsak ukazuji, ze pouziti
razantni imunochemoterapie mize nepfiznivy vliv delece 11q alespon ¢aste¢né setiit (34).

Nejméné piiznivym cytogenetickym nalezem u pacienti s CLL je delece kratkého ramene 17.
chromozomu (del 17p13). Jeji vyskyt u nelécenych pacienti je kolem 5 %, u lé€enych
pacientl se v disledku klonalni evoluce muze zvysit az na 30 % (48). Tato zména je spojena
se ztratou funkce nejvyznamnégjSiho nadorového supresorového genu p53 (TPS53), ktery
sehrdva nezastupitelnou ulohu v ptipadé¢ poskozeni bunééné DNA, kdy za norméalnich
okolnosti dochazi k zastavé bunééného cyklu v G1, G2 fazi a opravé poSkozeného genomu ¢i
je v ptipad¢ nevratnych zmén nastartovana signaliza¢ni cesta vedouci k apoptoze. Gen TP53
kodujici protein p53 je u CLL nejéastéji poSkozen pravé deleci 17p13 v kombinaci s mutaci
druhé alely (kompletni inaktivace genu; bialelické abnormality), ale vyskytuji se 1 samostatné
delece a mutace (monoalelické abnormality). Jiz vyfazeni jedné alely deleci vede k poruSené
funkci proteinu p53. Bylo prokazano, ze stejnou vypovédni hodnotu jako delece maji i
samotné mutace TP53 (blize viz. kapitola 3.2.3 Dalsi nové prognostické faktory) (33, 76).
Pacienti sdel 17p13 a/nebo mutaci TP53 maji nejhor$i prognézu s nejkrat§im celkovym
prezitim (33). Jednim z hlavnich diavodt je fakt, Zze ucinek vétSiny protinadorovych 1éku
spo¢iva v indukci apoptozy prostiednictvim signdlni drahy p53, kterd je u pacienti s del
17p13 ¢i mutaci TP53 narusena (33, 37). V recentni pralomové studii CLL8 némecké skupiny
pro CLL, ktera prokazala pfinos kombinované imunochemoterappie (rezim FCR) v porovnani
se samotnou chemoterapii (rezim FC), byla jedinou skupinou, ktera z FCR zéisadné
neprofitovala, pravé skupina nemocnych s del 17p13. U téchto nemocnych bylo dosazeno
pouze 5 % kompletnich remisi (v porovnani s 50 % bez této abnormality) a PSF ani OS
nebylo vyznamné delsi u rezimu FCR na rozdil od ostatnich cytogenetickych abnormalit (34).
Slibnou 1é¢bu u nemocnych sdel 17p13 a/nebo mutaci TP53 ptedstavuji 1éky pusobici
nezévisle na draze p53 jako monoklonélni antiCD52 protilatka alemtuzumab, vysoké davky
kortikoidl ¢i flavopiridol. Nové byl také na pilotnim souboru nemocnych prokazan piinos
kombinace alemtuzumabu s vysokodavkovanymi kortikoidy (54, 77, 78, 79). U téchto
pacientd by také mélo byt Casné zvazeno provedeni alogenni transplantace krvetvornych

kmenovych bunék, kterd by mohla negativni prognosticky vyznam del 17p13 ¢i mutace TP53
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piekonat (50, 80). Pfitomnost del 17pl3 se tak v souCasné dobé stava jedinym novym

prognostickym faktorem, ke kterému je vhodné ptihlédnout pti volbé 1é¢ebné strategie (48).

Muta¢éni stav genu pro variabilni ¢ast téZkych Fetézci imunoglobulini

Tyto geny jsou fyziologicky hypermutovany u norméalnich B-lymfocyti po setkani
s antigenem Vv zarodeéném centru lymfatické uzliny (12). Dtive se ptredpokladalo, ze B-
lymfocyty u CLL jsou buiiky, které neprosly zarodecnym centrem lymfatického folikulu a
odpovidaji tzv. naivnim B-lymfocytim. Dnes vime, ze u asi poloviny pacientd s CLL maji
leukemické lymfocyty hypermutované IgVH geny, coz by odpovidalo pamétovym buiikam,
které prosly zarodecnym centrem uzliny (40). Velka studie hodnotici profil genové exprese u
CLL vsak naznacuje, ze i lymfocyty s nemutovanymi IgVH geny maji profil odpovidajici
pamétovym bunkam (81). Mutované IgVH geny maji dle definice vice nez 2% rozdil vuci
sekvenci odpovidajici zarode¢né linie. Hranice 98 % homologie (,,cut off) je v soucasné
povazovana za nejvhodnéjsi (3, 82). V roce 1999 byl dvéma nezavislymi skupinami prokazan
prognosticky vyznam muta¢niho IgVH stavu, dle kterého jsou nemocni s CLL rozdéleni do
dvou skupin vyznamné se liSicich prognézou. Nemocni s nemutovanymi IgVH geny maji
agresivnéjsi onemocnéni, ¢astéji vyzaduji terapii a maji vyznamné krats$i celkové pteziti nez
nemocni s mutovanymi IgVH geny, ktefi maji zpravidla stabilni onemocnéni (83, 84).
Zajimavym zjisténim byl fakt, Ze tento zavér plati i pro nemocné v Casnych klinickych
stadiich (A dle Bineta), u kterych se piedpokladalo, Ze maji pfiznivou prognoézu v porovnani
s nemocnymi ve stadiich pokrocilych. Tento nalez jen potvrdil, Ze klinicky staging dle Raie a
Bineta neni k urceni individudlni prognézy nemocnych zejména v ¢asnych stadiich dostacujici
a ze mutacni stav IgVH geni a klinicky staging jsou dva nezavislé prognostické ukazatele
(85). Dulezitou vyjimkou a také samostatnym prognostickym ukazatelem je ptitomnost VH3-
21 genu, ktera znaci nepfiznivou progndzu nezavisle na mutacnim stavu (1). Velka pozornost
byla vénovana souvislosti muta¢niho IgVH stavu s ostatnimi prognostickymi faktory véetné
cytogenetickych zmén. I kdyz se u pacientli s nemutovanymi IgVH geny castéji vyskytuji
nepiiznivé cytogenetické aberace jako del 17p a del 11q a naopak pacienti s mutovanymi
IgVH geny maji Castéji del 13q ¢i normalni karyotyp, tento rozdil neni vyznamny a dnes
vime, ze [gVH mutacni stav a cytogenetické aberace jsou nezavislymi prognostickymi faktory
(12, 40). Vzhledem k technické naro¢nosti a nakladnosti stanoveni IgVH (vicekrokovy proces
zahrnujici reverzné transkriptazovou polymerazovou fetézovou reakci (RT-PCR) s nutnosti
sekvenace PCR produktt) byla pied neckolika lety vénovana pozornost hledani tzv.

zastupnych prognostickych faktorti, které by co nejlépe korelovaly s IgVH, ale jejichz
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stanoveni by bylo snadn¢j$i. Nad¢éjnymi se zdala byt exprese ZAP-70 a CD38 (viz. dale).
Mnoho dalSich studii poté ale prokazalo diskordanci mezi mutacnim stavem IgVH, ZAP-70 a
CD38, které jsou nyni povazovany za nezavislé prognostické faktory. Stanoveni mutacniho
stavu se vSak v soucCasné dob¢ stalo dostupnéjSim a spolu s vySetienim cytogenetickych
abnormalit je dnes bézné pouzivano k posouzeni progndézy u mladSich nemocnych s nové

diagnostikovanou CLL (3).

Exprese CD38

CD38 je povrchovy transmembranovy glykoprotein s enzymatickou 1 receptorovou funkci. Po
navazani ligandu dojde k nitrobunééné signalizaci nésledované zvySenou expresi hlavniho
anti-apoptického proteinu Bcl-2. Damle et al. porovnavala expresi znaku CD38 na povrchu
bun¢k CLL pratokovou cytometrii s klinickym pribéhem a IgVH stavem. Exprese vyssi nez
30 % korelovala s nemutovanymi IgVH geny (ve vice nez 92 %) a agresivnim klinickym
priabéhem, nizkd exprese byla naopak spojena s mutovanymi IgVH geny a delSim celkovym
prezitim (84). | v n¢kolika dal$ich studiich byla korelace CD38 a muta¢niho stavu potvrzena a
CD38 se tak zdal byt nadéjnym zastupnych markerem mutac¢niho stavu (37). Zahy bylo ale
zjisténo, ze exprese CD38 se miZe v pribc¢hu onemocnéni ménit, velkym problémem byla
také rozdilna hranice pro ur¢eni pozitivity CD38 ve vétsing studii (5 % vs. 7 % vs. 20 % vs.
30 %) (3, 4, 53, 86, 87). Dnes jsou muta¢ni stav IgVH a exprese CD38 povaZzovany za
nezavislé prognostické faktory (48, 86, 87). Vyssi exprese CD38 vSak zlstava dilezitym
negativnim ukazatelem aktivity onemocnéni, vySetteni CD38 pomoci priitokové cytometrie

miuize slouzit k upfesnéni individualni progndézy nemocnych s CLL (53, 87).

Exprese ZAP-70

Zeta-asociovany protein o molekulové hmotnosti 70 kilodaltont (ZAP-70) je cytoplazmaticka
molekula patfici do rodiny tyrosinovych kinaz Syk. Fyziologicky je exprimovan T-lymfocyty
a NK-bunkami (natural killer cells), dle novych poznatk také v nizkych koncentracich
aktivovanymi B-lymfocyty periferni krve, tonsil ¢i sleziny (37). Za normalnich okolnosti je
ZAP-70 aktivovan zeta podjednotkou T-lymfocytarniho receptoru s naslednym spusténim
signalnich nitrobunéénych drah nezbytnych pro aktivaci T-lymfocyti. U CLL k aktivaci ZAP-
70 vede signalni drdha z membranového receptoru B-lymfocyti. ZAP-70 je navic funkéné
propojen se systtmem CD38. ZAP-70/CD38 pozitivni lymfocyty maji zvySenou tendenci
k migraci do vyhodného mikroprostfedi po stimulaci CXCL12 (vyznamny chemoatraktant pro

T-lymfocyty). V signdlni draze CD31/CD38/ZAP-70 se tedy ziejmé spojuji proliferacni a
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migracni signdly. ZvySenou migraci a proliferaci 1ze vysvétli agresivnéjsi klinicky prabeh u
ZAP-70 pozitivnich nemocnych (82). Exprese ZAP-70 byla u CLL objevena na zaklad¢ studia
genového expresniho profilu pomoci DNA mikroCipti u skupiny IgVH mutovanych a
nemutovanych pacientli v dob¢, kdy bylo hledani zastupnych faktorii pro mutacni stav IgVH
ve velkém popiedi zajmu. Tato studie ptekvapivé zjistila, ze genovy profil obou téchto skupin
pacienti je velice podobny a odpovidd pamétovym B-lymfocytim, piesto ale odhalila
skupinu vice nez 100 odlisnych gend, z nichz nejvétsi rozdil v expresi mél pravé gen pro
ZAP-70. VétSina pacient s nemutovanymi IgVH geny byla ZAP-70 pozitivni, pacienti
s mutovanymi geny byli pfevazné ZAP-70 negativni, a méli tedy lepsi prognézu (81). Zdalo
se, ze ZAP-70 by se mohl stat zastupnym faktorem muta¢niho IgVH stavu nejen pro vysoky
stupenn konkordance, ale také pro méné naroCny zpiisob stanoveni flow cytometricky. Jako
ZAP-70 pozitivni ptipady jsou povazovany ty, kde je pozitivnich vice nez 20 % bunék (82).
Dalsi studie vsak ukdzaly, ze ani v piipadé ZAP-70 neni jeho korelace s mutacnim IgVH
stavem pravidlem a ze az v 7-29 % ptipadi existuje diskordance (22). Kréber et al.
publikovali zajimavou studii velkého souboru pacienti (148 pacientll), kde rozdil mezi
expresi ZAP-70 a mutacnim stavem zavisel na pfitomnosti dalSich negativnich
prognostickych ukazatelt jako del 17p, del 11q a VH3-21. Téméf u vSech nemocnych se
ZAP-70 pozitivitou a mutovanymi IgVH geny byla prokazana ptitomnost genu VH3-21, ktera
je samostatnym negativnim prognostickym ukazatelem nezavislym na mutacnim stavu.
Pacienti ZAP-70 negativni s nemutovanymi IgVH geny méli ve vétSiné piipadd zachyceny
nepfiznivé cytogenetické aberace (del 17p ¢i del 11q) (88). Jiné studie tuto souvislost ale
nepotvrdily (48). Jednu ze stézejnich praci tykajicich se prognostické vypovédni hodnoty
ZAP-70 publikoval Del Principe et al. na souboru 289 pacientli, v niZ porovnaval nalez
exprese ZAP-70, CD38 a mutacniho stavu IgVH s klinickym pribéhem onemocnéni.
Nemocné rozdélil do tii prognosticky odlisnych skupin. Pacienti s negativitou ZAP-70 i
CD38 a mutovanymi IgVH geny tvofili skupinu s nejpfiznivéj$i progndzou se statisticky
vyznamné nejdelsim obdobim do progrese i1 celkovym piezitim. Nejkrat§si PFS a OS m¢li
naopak nemocni s pozitivitou ZAP-70 i CD38 a nemutovanymi IgVH geny. Pacienti
mutacni stav sehravala exprese ZAP-70: pacienti ZAP-70 pozitivni, i pokud byli CD38
negativni s mutovanymi IgVH geny, méli vyznamné kratsi PFS nez nemocni ZAP-70
negativni s pozitivni expresi CD38 a nemutovanymi IgVH geny (89). Zdalo se tedy, Ze
exprese ZAP-70 ma vétsi vypoveédni hodnotu nez mutacni stav I[gVH. Tento nélez vSak musi

byt potvrzen v prospektivnich studiich. Pfi interpretaci vysledkli exprese ZAP-70 je také
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nutné prihlédnout k nékterych specifikim. Nekteré prace nove prokazaly, Ze 1 exprese ZAP-
70 stejné jako exprese CD38 se muze v prubéhu onemocnéni u ¢asti nemocnych ménit (90).
Zasadnim problémem je nestandardizovand metodika vySetfeni pritokovou cytometrii
(pouzivani raznych klont protilatek ¢i riznych fluorochromt) a nutnost rychlého zpracovani
vzorku (3, 37). Dnes tedy vime, Ze expresi ZAP-70 nelze povazovat za zastupny prognosticky
faktor mutacniho stavu IgVH, ale je vhodné jej stejné tak jako expresi CD38 pouzit jako
dilezity dopliujici nepfiznivy prognosticky ukazatel k upiesnéni individudlniho rizika

pacienta s CLL (40, 53).

3.2.3 Dalsi nové prognostické faktory

I pies znalost novych prognostickych faktorti se u CLL hledaji dalsi nové ukazatele, které by
mély silngj§i prognostickou hodnotu, nebo by byly schopny 1épe urcit klinicky pribéh c¢i
napiiklad predpovédét rezistenci na 1é¢bu. Studium nékterych z nich pfineslo novy pohled na
biologii CLL s nékterymi lécebnymi disledky. Mezi tyto prognostické faktory u CLL
muzeme zafadit expresi lipoproteinové lipazy (LPL) a pomér LPL/ADAM?29, expresi dalSich
geni jako CLLUI, AID ¢i LAG-3, expresi HLA-G molekuly, expresi CD49d, objev
mikroRNA genti, ukazatele angiogeneze a délku telomer a telomerdzovou aktivitu.
Diskutovanou problematikou jsou také mutace TP53. Zcela recentné byly objeveny mutace
dalich genti hrajicich dulezitou roli v patogenezi CLL, a to NOTCHI1, BIRC3 a SF3B1.
VétSina téchto ukazatellh vSak vyzaduje potvrzeni jejich prognostického vyznamu v dalSich

studiich (3).

Lipoproteinova lipaza a pomér LPL/ADAM29

Lipoproteinova lipaza je enzym, ktery se za normalnich okolnosti nachazi v tukové tkani,
svalech, makrofazich a NK-bunkéch, u nichz moduluje jejich cytotoxickou aktivitu. Normalné
neni zjistitelnd v T- a B-lymfocytech. Lipoproteinova lipaza sehrava dileZitou ulohu
Vv metabolismu lipidii, mutace LPL genu jsou spojeny s dyslipidémii a rozvojem
ateroskler6zy. Vyznam exprese LPL lymfocyty CLL zGstava nejasny, pravdépodobné sehrava
ulohu v jejich aktivaci. Gen LPL u CLL byl objeven na zaklad¢ studia expresniho genového
profilu u IgVH mutovanych a nemutovanych pacientt (stejné jako naptiklad gen pro ZAP-70)
a byl zjistén vysoky stupenn shody mezi expresi LPL a muta¢nim IgVH stavem (91, 92). U
pacient s nemutovanymi IgVH geny je exprese LPL vyznamné vy$$i v porovnani

s mutovanymi IgVH geny, jak poprvé popsala prace némecké CLL skupiny v roce 2005 (93).
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Dalsi studie poté potvrdily, ze vysokd exprese LPL mRNA méfend kvantitativni RT-PCR
v mononukledrnich bunikach periferni krve koreluje s IgVH muta¢nim stavem az v 84 %
pfipadi a krom¢ mutacniho stavu je také spojena s vysokou expresi ZAP-70, CD38,
cytogenetickymi aberacemi, kratkym LDT, pokrocilejSim klinickym stadiem, kratSim
obdobim do zahajeni 1é¢by, kratsim celkovym piezitim, a tedy horsi progn6zou nemocnych.
Pro¢ je vSak exprese LPL u IgVH nemutovanych CLL vysokd, neni dosud znamo. Zda se, ze
Vv prubéhu onemocnéni zlstava stabilni (3, 37, 91, 92).

ADAM29 (a desintegrin and metalloproteinase domain 29) je dalSim genem, jehoz exprese se
také 1i8i mezi IgVH mutovanymi a nemutovanymi piipady (1). Predstavuje gen kodujici
transmembranové proteiny sehravajici roli v ¢etnych bunéénych interakcich. Na rozdil od
ostatnich gent patficich do rodiny ADAM, které jsou exprimovany v rozlicnych tkanich, se
ADAM?29 za normalnich okolnosti nachazi pouze v bunikach testes. Stejné jako LPL 1
ADAM29 jsou na rozdil od normélnich B-lymfocytli vysoce exprimovany malignimi B-
lymfocyty u CLL, a to zejména u piipadd s mutovanymi IgVH geny. Uloha ADAM29 v
patogenezi CLL vSak zustava také nejasna. Oppezo et al. jako prvni publikovali prognosticky
vyznam kombinované exprese - poméru LPL/ADAM?29. Jde o dal$i negativni prognosticky
faktor s vysokou korelaci s muta¢nim IgVH stavem (92 %). Vysoka exprese LPL/ADAM?29
méfena RT-PCR byla zjisténa u nemutovanych IgVH pacientd a spolu s pozitivitou ZAP-70
byla spojena s vyznamn¢ kratSim obdobim bez udalosti (event-free survival, EFS) v celé
skupiné nemocnych a u pacientll v klinickém stadiu A dle Bineta. U pacientll ve stadiich
Binet B a C se pomér LPL/ADAM29 stal nezavislym nepfiznivym prognostickym faktorem
urCujicim preziti na rozdil od exprese ZAP-70 (92). Korelaci exprese LPL i ADAM29
s muta¢nim IgVH stavem potvrdila i prace Malouma et al., ve které byla vysoka exprese LPL
spolu u nemutovanych ptipadi CLL spojena s vyznamné krat§im obdobim bez znamek
onemocnéni i celkovym pfezitim u nemocnych v remisi po chemoterapii (fludarabin,

cyklofosfamid) v porovnani s vysokou expresi ADAM29 a mutovanymi IgVH geny (94).

Exprese dalSich genii u chronické lymfocytarni leukemie

Na zaklad¢ studia expresniho genového profilu byly u CLL identifikovany dalsi geny, jejichz
exprese je spojena s neptiznivym pribé¢hem onemocnéni. Takovym genem je napi. CLLU1
(CLL upregulated genel), prvni pro CLL specificky gen lokalizovany na chromozomu 12q22,
jehoz funkce zatim ztstava nejasna (95). Nekolik praci prokazalo, ze vysoka exprese CLLU1
je spojena s vyznamné kratSim obdobim do zahajeni 1écby a kratsim celkovym prezitim (96).

Tento nalez byl vjedné praci statisticky vyznamny pouze pro pacienty mladsi 70 let, u
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starSich nemocnych se rozdil stiral. Zda se, exprese CLLU1 je asociovéana se ZAP-70 a CD38
pozitivitou a nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi. Muta¢ni stav IgVH a exprese CLLUI
jsou pravdépodobné nezavislymi prognostickymi faktory (95, 96).

Jako nepfiznivy prognosticky marker se ukazuje vysokd exprese genu AID (activation-
induced cytidine deaminase) nezbytného pro somatické hypermutace, ktera koreluje
s nemutovanymi IgVH geny, nepfiznivymi chromozomalnimi zménami, kratkym LDT,
vysokym LDH a vysokou expresi CD38 (3, 4).

Dalsim nepiiznivym prognostickym ukazatelem u CLL se zda byt vysoka exprese genu LAG3
(lymphocyte-activation gene 3), ktera je spojena s nemutovanymi IgVH geny a krat$im
obdobim do zahajeni 1écby (97).

Exprese molekuly HLA-G

Molekula HLA-G (human leukocyte antigen G) patii k neklasickym molekulam komplexu
HLA 1. tfidy. Za norméalnich okolnosti ma tkdnové omezenou distribuci a nachézi se pouze na
bunkach trofoblastu. Exprese HLA-G je spojena S vyznamnym imunosupresivnim ucinkem
(inhibice migrace NK bungk, indukce apoptozy T-lymfocytl a dalsi). Nadorové bunky s
ektopickou HLA-G expresi tak mohou byt chranény pied protinadorovym plsobenim
imunitniho systému. Povrchova exprese HLA-G molekuly flow cytometricky byla vedle fady
solidnich nadort, T a B-lymfomu prokazana i u CLL. Skupina pacienti s CLL s vysokou
expresi (vice nez 23 % HLA-G pozitivnich bun¢k) méla vyznamné kratsi obdobi do progrese i
obdobi do zahajeni 1é¢by nez pacienti s expresi nizkou. S vysokou HLA-G expresi byly také
spojeny poruchy bunééné i humoralni imunity (3, 98). Nova studie na velkém poctu pacientt
s CLL vsak tato zjisténi nepotvrdila, exprese HLA-G na bunkach CLL byla nizka a nijak
nekorelovala s PFS (99). Role povrchové exprese HLA-G jako prognostického faktoru u CLL

zlstava tedy nejasna, k objasnéni jejiho vyznamu jsou tieba dalsi studie.

Exprese CD49d

CD49d je molekula, kterou 1ze pomoci pritokové cytometrie zjistit na bunikach CLL. Tento
integrin je zapojen do procesu migrace CLL bun¢k do lymfoidnich tkdni a usnadiiuje
interakce malignich lymfocytli se stromalnimi bunkami, coz snizuje apopticky potencial
leukemickych bunék. Zda se, ze vysokd exprese CD49d koreluje s kratSim obdobim do
zahajeni 1écby a kratSim celkovym prezitim a Ze je nezdvislym negativnim prognostickym

faktorem. Vyznam stanoveni této molekuly spociva kromé prognostického vyznamu také
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V tom, Ze v soucasné dob¢ je jiz v ramci klinickych studii zkousena monoklonalni antiCD49d

protilatka (Natalizumab) (100, 101).

Vyznam mikroRNA u chronické lymfocytarni leukemie

MikroRNA (miRNA) jsou malé RNA molekuly, které ptsobi jako post-transkripéni
regulatory genové exprese a maji dulezité funkce v bunétné proliferaci, diferenciaci a
apoptéze (102). V bunce vznikaji transkripci miR genli z DNA a naslednym sestfihem
primarniho transkriptu. Jeho dalSim enzymatickym Stépenim v cytoplazmé vznika molekula
mikroRNA, ktera se vaze k cilové mRNA. Ta poté neni translatovana nebo je degradovéna, a
tak dochazi k regulaci mnozstvi proteinu kédovaného piislusnou mRNA (3, 102). U CLL byly
zprvu popsany dvé miRNA, a to miR-15a a miR-16-1 nachazejici se v oblasti 13q14, ktera
byva u pacientd s CLL casto deletovana. Ztrata ¢i sniZzeni exprese téchto miRNA vede ke
zvySeni hladiny dilezitého anti-apoptického proteinu Bcel-2, a tim ke snizeni citlivosti CLL
bunék vici pro-apoptickych stimulim. V pokusech in vitro naopak spravna funkce miR-15a a
miR-16-1 vedla k vyznamnému poklesu hladiny Bcl-2 a nastartovani apoptdzy nadorovych
bun¢k; tyto miRNA maji tedy funkci tumor supresorovych molekul. Do budoucna se tak
nabizi moznost 1é¢ebného vyuziti téchto poznatkli o miRNA u nédort s vysokou expresi Bcl-
2 (48, 73). Dalsi studie poté u CLL odhalily skupinu dal$ich 13 miRNA, jejichz exprese
souvisi s modernimi prognostickymi faktory (IgVH mutaéni stav, ZAP-70, cytogenetické
aberace) a progresi onemocnéni (3). Krom¢é¢ miR-15a a miR16-1 jsou pomérné dobie
prozkoumany miR-34a, miR-29¢ a miR-17-5p, jejichz snizena exprese byla popsana u
pacientll sdeleci 17pl13 ¢i mutaci TP53, tedy u nemocnych s neptfiznivou progndzou.
Naptiklad miR-34a je transkripéné aktivovana p53; del 17p/mutace TP53 vede ke sniZeni jeji
exprese, a tim ke zvySeni hladiny Bcl-2, ktera je miR-34a regulovana. Funkci tumor
supresorovych molekul maji za normalnich okolnosti i miR-29a, miR-29b a miR-181, které
reguluji Tcl-1 proto-onkogen. Vysoka exprese Tcl-1 je v pokusech spojena s rozvojem CLL,
koreluje s agresivnim pribéhem CLL, pozitivitou ZAP-70 a nemutovanymi IgVH geny (102).

Studium mikroRNA by mohlo pfinést dalsi dilezité informace o patogenezi a prognéze CLL.

Délka telomer a telomerazova aktivita u chronické lymfocytarni leukemie

Telomery jsou koncové ¢asti chromozomd, které se zkracuji pii kazdém bunééném déleni.
Ribonukleotidovy komplex telomeraza je enzym pracujici jako reverzni transkriptaza, ktery
zajistuje doplinovani 3’-koncii chromozomalni DNA, je tedy schopen telomery prodluzovat.

Za normalnich okolnosti se telomeraza uplatiiuje pouze v délicich se zarode¢nych buikach ¢i
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nediferencovanych bunkach (naptiklad hematopoetické bunky kostni dien€). V ostatnich
télnich bunkach je naopak jeji funkce blokovana a kazdy cyklus replikace DNA je spojen se
zkracenim chromozomii, které nakonec miize vést az ke ztraté schopnosti telomer maskovat
konce chromozomti a odlisit je od neopravenych zlomt. To ma za nasledek aktivaci odpovedi
na poskozeni DNA, ktera zptsobi zastaveni bunécného cyklu.

Vysoka aktivita telomerdzy byla zjiSténa i v nddorovych bunkach, coz umoznuje jejich
mnohonasobné déleni (3, 103). Také u CLL bylo zjisténo, Ze zkraceni telomer a vysoka
aktivita telomerazy jsou spojeny s horsi prognozou a kratSim celkovym piezitim. Zda se, ze
tento nalez také koreluje s nemutovanymi IgVH geny, pozitivitou CD38 a ZAP-70. Vzhledem
k vysoké aktivit¢ telomerazy u nékterych piipadi CLL s agresivnim pribéhem se do

budoucna nabizi i moznost 1é¢ebného vyuziti jejich inhibitort (3, 48, 104).

Vyznam mutaci TP53 u chronické lymfocytarni leukemie

Jak jiz bylo fe¢eno, nejméné piiznivym cytogenetickym nalezem u pacientti s CLL je delece
17p13 spojena se ztratou funkce nadorového supresorového genu p53 (TP53), kdédujiciho
protein p53 (33, 48). Castéji nez samotna delece 17p13 vede k poskozeni funkce TP53 delece
v kombinaci s mutaci druh¢ alely (kompletni inaktivace genu). Bylo ale prokazano, Ze stejnou
vypovédni hodnotu jako samostatné delece ¢i jejich kombinace s mutaci maji i samostatné
mutace TP53, které nejsou zachytitelné metodou FISH. Zda se také, Ze samostatné mutace se
u pacientll s CLL vyskytuji vyznamné Castéji nez samostatné delece (33). Nepfiznivy vliv
samotnych mutaci TP53 nezavisle na pfitomnosti del 17pl3 prokazala nedavnd prace
italskych autord. U velkého souboru pacientli potvrdili, ze samostatna mutace TP53 ma4, stejné
tak jako del 17p13 ¢i kombinace del 17p13/mutace TP53, negativni vliv na celkové preziti a
obdobi do zahajeni 1é¢by a ptinasi s sebou rezistenci k fludarabinovym rezimim. Nejcastéji se
vyskytovaly mutace TP53 v exonu 5-8 (ve vice nez 95 %) z celkové vySetfovanych exont 2-
10, v ostatnich exonech byl vyskyt mutaci nizky (76). Ke stejnému zavéru dospéla i analyza
pacientll zatfazenych do studie CLLS. I zde bylo potvrzeno, ze vyskyt samostatnych mutaci
TP53 nezévisle na ptitomnosti del 17p13 je spojen s niz§im procentem celkovych lécebnych
odpovédi, krat§Sim obdobim do progrese a kratSim celkovym pfezitim. U pacientli s mutaci
TP53 nebyl statisticky vyznamny rozdil v téchto parametrech ve skupinach 1é¢enych reZimem
FC v porovnani s FCR (105). I mnohé dalsi prace prokazaly jednozna¢ny negativni vyznam
samostatnych mutaci TP53 na obdobi do zahajeni 1éCby, celkové pieziti 1 odpoveédi na 1écbu.
Dale bylo prokazéano, ze u lécenych pacientli (chemoterapie i imunochemoterapie) s ptivodné

neporusenou drdhou p53 se objevuji nové abnormality TP53, zejména nové mutace TP53.
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Mutace TP53 se nachazeji v tzv. oblasti DNA vazajicich domén, naprosta vétSina z nich jsou
,missense mutace* (mutace vedouci k zdméné aminokyseliny), mensi ¢ast tvoii ,,frame shift
mutace (mutace vedouci k posunu ¢teciho ramce) (33, 106, 107).

I pfes opakované prokdzanou nezanedbatelnou prognostickou vypovédni hodnotu neni
V rutinni praxi standardné ptfitomnost mutaci TP53 vysetifovdna. Do budoucna je vSak toto
vySetfeni jist¢ na zvazeni i vzhledem k moznosti volby lécebné strategie u pacientl
s porusenou drahou p53, ktefi mohou vykazovat rezistenci k fludarabinovym rezimiim vcetné

rezimu s imunoterapii (34, 105).

Mutace genit NOTCH1, BIRC3 a SF3B1 u chronické lymfocytarni leukemie

Zcela nedavno byly objeveny mutace geni NOTCH1, BIRC3 a SF3B1, které sehravaji
Vv patogenezi CLL vyznamnou roli a které by mohly mit zasadni vliv na prognézu nemocnych.
NOTCH geny koduji transmembranové receptory - proteiny Notch 1,2 fungujici jako
transkrip¢ni faktory, které po navazani ligandu vedou ke spusténi nitrobunécéné signalizace a
transkripci gend zahrnutych v procesech proliferace, diferenciace a apoptozy (108). U CLL
byla ovéféna konstitutivni aktivace signalni drahy Notch vedouci ke zvysené aktivaci NF-kB
s naslednou zvysenou expresi anti-apoptickych proteinti c-1AP a XIAP (109). Pravé mutace
NOTCHI gent vedou ke konformacnim zméndm proteinu Notchl spojenych s akumulaci
jeho aktivni a stabilngjsi izoformy a ke stalé aktivaci signalni cesty Notch (110). Prace Puente
et al. a Fabbri et al. nové popsaly mutaci genu NOTCHI u nemocnych s CLL, ktera se
vyskytovala v ptipadech CLL s nepfiznivou progndézou — u nemocnych v pokrocilych
stadiich, nemutovanymi IgVH geny, rapidné progredujicich (vyznamné¢ krat§i obdobi do
progrese 1 obdobi do zahdjeni 1é¢by) a byla spojena s vysokym rizikem piechodu do
Richterova syndromu a s vyznamné krat$im celkovym piezitim (v praci Fabrri et al. byla
mutace NOTCH1 nezavislym negativnim faktorem pro OS). Mutace NOTCH1 byla také
zaznamenana u nemocnych refrakternich na 1écbu (108, 110). Tyto nalezy potvrdily i dalsi
prace na rozsahlejsich souborech nemocnych s CLL, ve kterych byly mutace NOTCH1 déle
spojeny s vysokou LDH, pozitivitou ZAP-70, CD38 a trisomii 12. Ve studii Rossi et al. byly
rovnéz nezavislym faktorem pro OS (111, 112). Dal§sim z novych objevll je mutace genu
SF3B1, ktery je soucasti jaderného spliceozomu fidiciho odstrafiovani intronti z pre-mRNA.
Je také spojena s neptiznivou prognézu — deleci 11g, nemutovanymi IgVH geny, krat$im
obdobim do zahajeni 1é¢by i OS a vyssim vyskytem u fludarabin-refrakternich pfipadi CLL
(113, 114). Mutace genu BIRC3, ktery za normalnich okolnosti funguje jako tumor

supresorovy gen inhibujici prevazné aktivitu NF-kB, vedou k inaktivaci jeho funkce a jsou
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také spojeny s nepfiznivymi nalezy, zejména refrakternosti na fludarabinové rezimy.
Vyznamné vyssi frekvence mutaci BIRC3, SF3B1 i NOTCH1 byla u fludarabin-
refrakternich pfipadit CLL zaznamenéana u nemocnych s neporusenou drahou p53 (111, 114,
115). Tyto mutacemi by tedy mohly slouzit k ¢asné identifikaci téch nemocnych
S neporusenou cestou p53, ktefi maji pfesto vysoké riziko necitlivosti na 1é€bu zalozené na
purinovych analozich, nebot pfeziti nemocnych s témito mutacemi je podobné skupiné
nemocnych s poskozenou drahou p53, ktefi jsou také obvykle fludarabin-rezistentni (105,

108, 111, 114, 115).

Angiogeneze u chronické lymfocytarni leukemie

Angiogeneze je novotvorba cév zjiz existujici vaskulatury (116). Je piisné regulovana
angiogennimi aktivatory a inhibitory, jejichz pusobeni je za normalnich okolnosti
v rovnovaze. Ke vzniku nové vaskulatury dochdzi pfi vychyleni rovnovahy bud’ zvySenim
produkce angiogennich aktivator, ¢i snizenim produkce inhibitord. Mezi nejsilné;jsi
aktivatory patii hypoxie, ktera vede expresi hypoxii indukovanych faktord (hypoxia-inducible
factors, HIF) ke zvySené produkci proangiogennich cytokint, které aktivuji endotelové bunky
a stimuluji jejich proliferaci. Samy endotelie na podkladé téchto impulzii produkuji
proteolytické enzymy metaloproteinazy schopné rozrusovat mezibunéénou hmotu. To dale
usnadni proliferaci a migraci endotelii, které vytvoii lumen nové kapilary (24, 117). Mezi
dillezité proangiogenni cytokiny patii cévni endotelovy ristovy faktor (vascular endothelial
growth factor, VEGF), fibroblastovy rustovy faktor-2 (fibroblastic growth factor-2, FGF-2),
transformujici rustovy faktor beta (transforming growth factor beta, TGF-B), interleukin-8,
hepatocytarni rastovy faktor (hepatocyte growth factor, HGF), angiogenin, angiopoetiny a
dalsi. Dulezitymi inhibitory angiogeneze jsou endostatin, angiostatin, trombospondin 1,
interferon alfa, destickovy ristovy faktor 4 a dalsi (12, 117). Angiogeneze hraje vyznamnou
roli u solidnich nadort, kde zasadné ptispiva k jejich metastatickému rozsevu (116).
Souvislost angiogeneze a nadorového bujeni byla objevena Folkmanem jiz v roce 1971 (118).
V 90. letech 20. stoleti zacal intenzivni vyzkum angiogeneze i u hematologickych malignit a
bylo zjisténo, ze 1 vptipadé CLL hraje angiogeneze dulezitou ulohu v patogenezi
onemocnéni. Angiogenni procesy u CLL jsou vysledkem mnohostrannych interakci
leukemickych lymfocytii v mikroprostiedi kostni diené s endotelovymi bunikami, stromalnimi
a podpurnymi (,,nurse-like*) bunkami, T-lymfocyty a NK-bunkami. Nedavno byla objevena
schopnost leukemickych CLL lymfocyti konstitutivné exprimovat HIF-1, coZ vede zejména

ke zvySeni produkce VEGF (36). Dilezita studie Kaye et al. prokazala schopnost
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leukemickych lymfocyta produkovat Sirokou paletu pro- i antiangiogennich latek (119).
V séru ¢i plazmé pacientit s CLL byly nalezeny zvySené koncentrace angiogennich faktort, a
to zejména VEGF a FGF-2 (9, 11, 28, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126). VEGF je
glykoprotein pusobici jako ochranny faktor pro endotelové bunky — stimuluje jejich
proliferaci a inhibuje apoptdzu endotelii novotvoienych cév, dale zvySuje cévni propustnost
(127). VEGF ma ochrannou funkci i pro CLL buniky — zvysuje jejich migraci a expresi anti-
apoptickych XIAP proteini je chrani proti apoptdze (128). Dilezitym nalezem je vedle
produkce VEGF také exprese pro n¢j ur¢enych receptort CLL bunkami, ¢imz je zajiSténa i
autokrinni stimulace novotvorby cév (12, 129). Gora-Tybor et al. také popsali Ze kromé
membranové formy jsou v séru pacientit s CLL pfitomny i solubilni receptory pro VEGF
(130). Hlavni funkci FGF-2 je uloha mitogenni a anti-apoptickd (blize viz. kapitola 4.4
Fibroblastovy ristovy faktor-2, jeho receptory a vyznam u chronické lymfocytarni leukemie)
(10, 131). VEFG i FGF-2 vedou také ke stimulaci produkce hematopoetickych ristovych
faktort endotelovymi buitkami (kolonie stimulujici faktor pro granulocyty a makrofagy, GM-
CSF, interleukin-6 a dalsi) a tyto cytokiny poté mohou autokrinné podpofit proliferaci a
migraci endotelovych bun¢k (132). Vyssi hladiny VEGF a FGF-2 jsou v nékterych pracech
spojeny s pokro¢ilym klinickym stadiem, ¢asnou progresi CLL, nepfiznivymi prognostickymi
ukazateli (pozitivita CD38 a ZAP-70, nemutované IgVH geny, vyssi B2M, vyssi absolutni
pocet lymfocytt) a hor$i odpovédi na 1écbu fludarabinem (9, 12, 28, 37, 123, 124, 130).
Shanafelt et al. demonstrovali, Zze hladiny VEGF a pomér VEGF/trombospondin jsou
dilezitymi prediktory lécebné odpovédi pro podani chemoimunoterapie (ve studii byla
pouzita kombinace pentostatin, cyklofosfamid, rituximab): niz$i koncentrace VEGF a nizsi
pomér VEGF/trombospondin mé¢li pied 1éEbou nemocni, ktefi poté dosahli kompletni Ci
nodularni parcialni remise v porovnani s nemocnymi se stabilni chorobou ¢i progresi. Nizsi
pomér VEGF/trombospondin také koreloval s celkovym piezitim (133). Né&které prace
prokazaly, ze hladiny VEGF, FGF-2 i TGF-6 klesaji po intenzivni 1écbé CLL zalozené na
purinovych analozich (121, 122).

Vedle VEGF a FGF-2 byly u CLL zaznamenany zvySené plazmatické koncentrace
solubilniho endoglinu (SCD105). Endoglin je homodimericky transmembranovy glykoprotein,
tvotici soucast receptorového komplexu pro TGF-8. sSCD105 se tucastni vyvoje a remodelace
cév tim, Ze ovliviluje bunétné odpovédi na TGF-B prostfednictvim interakci s TGF-
receptory. Tim je dana jeho nepostradatelna tloha v angiogennich pochodech (134, 135).
Smolej et al. jako prvni publikovali souvislost mezi zvySenim plazmatickych koncentraci

endoglinu, pokrocilymi klinickymi stadii a progresi CLL (134). Dalsim z dulezitych ukazateld
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angiogeneze je angiogenni cytokin angiopoetin-2 (136, 137). Pasobi jako rustovy faktor pro
endotelové bunky a u CLL je rovnéz produkovan i malignimi B-lymfocyty. Zvysena exprese
MRNA pro angiopoetin-2 a jeho zvysené plazmatické koncentrace jsou u CLL spojeny
S neptiznivymi prognostickymi ukazateli, kratSim obdobim do zahajeni 1écby 1. linie i kratSim
celkovym piezitim (136, 137, 138, 139). Dilezitym angiogennim aktivatorem u CLL je také
transformuyjici rustovy faktor beta (blize viz. kapitola 3.3 Transformujici ristovy faktor beta,
jeho receptory a vyznam u chronické lymfocytarni leukemie) (140, 141).

Klasickym ukazatelem abnormalni angiogeneze U CLL je kromé zvySeni
sérovych/plazmatickych koncentraci angiogennich faktorti zvySena mikrovaskularni denzita
Vv kostni dfeni (pocet kapildr na zorné pole ¢i plochu histologického preparatu kostni diené,
MDV) (24). Zvysena MVD byla prokazana i u pacienti s CLL v ¢asnych stadiich a je spojena
s hors$i prognozou nemocnych (vyznamné kratsi doba do progrese) (123). Nékteré studie vSak
zvysenou MDV ve dieni u CLL nepotvrdily, ¢i byla pfitomna pouze u difizni infiltrace dfené
(24, 126). Pti¢inou nejednoznaénych vysledkt studii mize byt nedostate¢ny pocet pacientd ¢i
rozdilné pouzité metodiky hodnoceni. Je tedy tfeba dalsich, prospektivnich studii k objasnéni
vyznamu vaskularity dfen¢ v patogenezi CLL (24). Vyzkum angiogeneze u CLL je cenny
nejen z prognostického, ale také zl1éCebného hlediska. Ve srovnani s klasickou lé¢bou
cytostatiky vykazuje antiangiogenni 1écba nékolik zakladnich rozdila — jde o 1é¢bu cilenou na
endotelové, nikoliv nadorové bunky a jejim hlavnim cilem neni tedy eliminace nadorového
loziska, ale zabranéni jeho dalSiho Sifeni odfiznutim od piisunu kysliku a Zivin. K dosahnuti
tohoto efektu je nutné podavani antiangiogennich 1é¢iv del§i dobu nez podavani
chemoterapie, také nastup ucinku je pozvolng&jsi (117). V soucasné dobé jsou jiz k dispozici
data o pouziti 1éCiv s antiangiogennim pusobenim jako jsou thalidomid ¢i jeho analog
lenalidomid u nékterych hematologickych malignit (zejména u mnohocetného myelomu)
véetné CLL (117, 142). Zajimavé je, Ze také néktera klasicka cytostatika (napiiklad etoposid,
cyklofosfamid a dalSi) maji antiangiogenni Uc¢inek, zejména jsou-li podavéana v nizkych

davkach a v pravidelnych intervalech (117, 127).
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Chronické lymfocytarni leukemie je ptikladem maligniho onemocnéni, u kterého se nebyvalé
pokroky udaly i v oblasti 1é¢by. Jesté v 80. letech minulého stoleti mé¢lo neotiesitelnou pozici
Vv 1é¢beé 1. linie peroralni alkylacni cytostatikum chlorambucil. Jeho Gc¢innost je vSak velice
nizka, pocet kompletnich remisi zpravidla nedosahuje 10 %, dosazeno je zejména remisi
parcialnich a délka trvani 1é¢ebné odpovédi se pohybuje kolem 1 roku. Chlorambucil je v
soucasné dob¢ vyhrazen pro pouziti u velmi komorbidnich ¢i starS§ich nemocnych, ktefi
nemohou byt 1éCeni intenzivnéj§imi protokoly (18). Pouziti kombinovanych rezimu
chemoterapie (cyklofosfamid, doxorubicin, prednison — CAP, cyklofosfamid, doxorubicin,
vinkristin, prednison — CHOP) nepfineslo zlepSeni 1écebnych vysledkd (143). Pokrokem
v 1é¢bé CLL bylo az pouziti zastupce skupiny purinovych analog, cytostatika fludarabinu.
Mechanismus jeho pisobeni spo¢iva v komplexnim blokovani syntézy DNA a v poruse
reparacnich mechanismi DNA nasledované apoptézou malignich lymfocyta (144).
Fludarabin byl do 1é¢by CLL zaveden pocatkem 90. let 20. stoleti, a to nejprve v monoterapii
rezistentni choroby. V porovnani s chlorambucilem ¢i s reZimem CHOP bylo sice u
fludarabinu dosazeno vyssiho procenta celkovych 1écebnych odpovédi a delsiho obdobi do
progrese, nebylo ale prokazano zlep$eni celkového preziti (145). Vyssi a€innost stran zlepSeni
lécebnych odpovédi (celkovych i kompletnich remisi) a obdobi do progrese vykazuje
kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem (rezim FC) Vv porovnani s monoterapiii
fludarabinem, jak prokazaly vysledky tii rozsahlych randomizovanych studii (44, 146, 147).
Rezim FC byl proto az do zavedeni chemoimunoterapie pokladan u CLL za 1é¢bu 1. volby.
Tak jako u ostatnich CD20 pozitivnich lymfoproliferaci se 1 u CLL ptedpokladal Gc¢inek
chimérické monoklonalni protilatky anti-CD20 rituximabu. U CLL neni monoterapie
rituximabem efektivni pro niz§i denzitu znaku CD20 na leukemickych lymfocytech a rychlé
odstranéni rituximabu z ob&hu solubilnim CD20. Rituximab vSak zvySuje ucinnost
cytostatické terapie, proto byly do 1écby CLL zavedeny rezimy kombinované
chemoimunoterapie (18, 148). Neju¢innéjsim schématem a v souc¢asné dobé standardem 1é¢by
1. linie u CLL je rezim FCR. Vysledky rozsahlé multicentrické randomizované studie CLLS8
némecké skupiny pro CLL prokdzaly piinos pfidani rituximabu k FC Vv porovnani se
samotnym FC, a to nejen ve zvySeni celkovych lécebnych odpovédi (95,1 vs. 88,4 %),
kompletnich remisi (44,1 vs. 21,8 %) a obdobi do progrese (51,8 vs. 32,8 mésicu), ale i
v celkovém preziti (87,2 vs. 82,5 %; p = 0,012), coz je zcela prelomova situace v déjinach

lécby CLL (34). Obdobnych vysledkid v 1é€bé relapsu dosahla mezinarodni studie REACH,

39



ktera také potvrdila vyssi ucinnost chemoimunoterapie FCR vii¢i FC (avSak bez prodlouzeni
celkového preziti) (149). Velmi slibné vysledky ptinesl nizkodavkovany protokol FCR se
zachovalou standardni davkou rituximabu (s redukci davek FC) urceny pro 1écbu starSich ¢i
komorbidnich nemocnych s CLL, ktefi jsou ale stale schopni podstoupit intenzivnéjsi 1écbu
(150). ,,Konkurentem* rezimu FCR by se mohla stat kombinace bendamustinu (molekula s
kombinovanymi vlastnostmi alkyla¢ni latky a purinového analoga) s rituximabem (rezim BR),
ktera na zakladé prob&hlych studii vykazuje vynikajici vysledky u dosud neléCenych
nemocnych (ORR/CR v 91/33 %) i u nemocnych s relapsem CLL (ORR/CR 71/15 %) (151,
152). Tyto nadéjné vysledky jsou nyni ovéfovany v randomizované studii CLL10 (FCR vs.
BR v 1. linii). Dalsi z monoklonalnich protilatek, ktera vedle rituximabu nalezla uplatnéni v
1écbé CLL, je alemtuzumab, humanizovana potkani protilatka anti-CD52. V 1é¢bé refrakterni
a rezistentni choroby u tézce pfedléCenych pacientii dosdhl alemtuzumab Vv registracni studii
33 % ORR a2 % CR (153). Prob¢hla i randomizovana studie, v niz byl alemtuzumab pouzit v
1é¢bé 1. linie ve srovnani s chlorambucilem. Bylo dosazeno 83 % ORR a 24 % CR, median
PFS byl 23 mé&sicu, coz piedstavovalo vyznamné leps$i uc¢innost viéi kontrolni skupiné 1é¢ené
chlorambucilem (ORR/CR 55/2 %, median PFS 15 mésict) (79). Siroké vyuziti v 16¢bé 1.
linie vSak alemtuzumab nenalezl. Diivodem je vedle volby chlorambucilu do kontrolniho
ramene zejména absence dat pro piimé srovnani s FCR. Pfi terapii alemtuzumabem dochazi
ke zvyseni rizika vyskytu nékterych oportunnich infekci, a to zejména mykotickych véetné
infekci Pneumocystis jiroveci ¢i k reaktivacim cytomegaloviru (CMV). Obligatni soucasti
lécby je proto antimikrobidlni profylaxe (sulfamethoxazol/trimetoprim, aciklovir nebo
analoga) po dobu 1é¢by a minimalné 2 mésice po jejim skonéeni a nutnost monitorace CMV
nejcastéji kvantitativni PCR. V soucasné dob¢ je alemtuzumab schvalen pro 1€¢bu relabujici a
refrakterni CLL u nemocnych v minulosti 1é¢enych alkylacnimi latkami, u nichz doSlo k
selhani chemoterapie obsahujici fludarabin. Dal§imi moznymi indikacemi Kk lé¢bé
alemtuzumabem jsou dle recentnich doporuéeni Ceské spoleénosti pro CLL podani jako 1é¢ba
1. linie u nemocnych, ktefi nemohou byt l1éceni fludarabinovymi reZimy, podani u nemocnych
sdel 17p13 a lécba nemocnych s refrakterni autoimunni cytopenii (18, 154). Autologni
transplantace kostni dien¢ ¢i perifernich kmenovych bun¢k vykazuje obdobné vysledky jako
pii pouziti protokolit chemoimunoterapie, proto se jako 1é¢ebna metoda u CLL prakticky
nevyuziva (155). Jedinou moznosti s kurabilnim potencidlem je v soucasné dobé u CLL
alogenni transplantace (od piibuzného ¢i neptibuzného darce) kostni diené ¢i Castéji
perifernich kmenovych bun¢k (21). U CLL je preferovan tzv. nemyeloablativni pfipravny

rezim, jehoz pouziti je zatizeno daleko niZz8i peritransplanta¢ni mortalitou nez pouziti
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myeloablativniho rezimu a lze jej uplatnit u nemocnych az do 70 let véku. Hlavnim lé¢ebnym
efektem u alogenni transplantace je krom¢ vyrazného imunosupresivniho vlivu piipravného
rezimu také reakce §tépu proti leukemii (graft versus leukemia effect, GvL), diky niz dochazi
Kk eliminaci zbytkového leukemického klonu v kostni diteni (18, 21, 155). Dosud neexistuji
randomizované studie hodnotici transplantacni ptistup u CLL. Dle soucasného doporuceni by
alogenni transplantace méla byt v¢as provedena kazdému nemocnému s CLL s nepfiznivym
klinickym priubéhem, zejména pii refrakternosti na fludarabinové rezimy (155). Alogenni
transplantace sice pfindsi nad¢ji na Uplné vyléceni CLL, redlné je vSak proveditelna pouze u
malé ¢asti nemocnych, nebot je 1 pifes pouziti nemyeloablativnich reziml zatizena
nezanedbatelnou mortalitou. Ztohoto divodu a s pfihlédnutim k faktu, ze vSichni
netransplantovani nemocni i pfes pouziti intenzivni 1é¢by relabuji a onemocnéni se postupné
stava refrakterni, jsou hledany dalsi 1écebné postupy, které by mély plné€ kurabilni potencial.
V ramci klinickych studii byly zkouSeny dal$i kombinace chemoimunoterapie, napiiklad
pridani alemtuzumabu k FCR, FC ¢i samotnému fludarabinu. I pifes pomérné vysoka procenta
ORR a CR vsak tyto rezimy vedly vedle vyrazné hematologické toxicity také k Cast&jSimu
vyskytu tézkych infekci, svoje uplatnéni Vv klinické praxi tedy zatim nenalezly (shrnuto v
(20)). Naopak velmi nadéjné se jevi kombinace rezimu FCM (FC + mitoxantron)
s rituximabem (rezim RFCM), kterou je dosahovano velmi vysokého procenta ORR i CR
(ORR/CR 93/82 %) s pomérné dobie pfijatelnou toxicitou (156). U nemocnych refrakternich
na fludarabin i alemtuzumab ¢i u nemocnych s masivni lymfadenopatii, u nichZ je vétSinou
ucinnost alemtuzumabu nizké a ktefi nejsou vhodnymi kandidaty alogenni transplantace, se
nabizi moznost kombinace vysokych davek kortikoidi (nejcastéji methylprednisolonu c¢i
dexamethasonu) a rituximabu. U téchto rezimu je sice zaznamenano dosti vysoké procento
ORR, problémem je vSak pomérn¢ kratké obdobi do progrese a nezanedbatelny vyskyt
infek¢énich komplikaci (157, 158, 159). Pro tuto skupinu nemocnych se nadéjnym stava
podani pIn¢ lidské anti-CD20 monoklonalni protilatky ofatumumabu. Jde o protilatku, ktera
se vaze na jiny epitop antigenu CD20 neZ rituximab a vykazuje in vitro vyssi efektivitu nez
rituximab (160). Pii terapii ofatumumabem bylo dosaZzeno 51 % ORR u nemocnych
refrakternich jak na fludarabin, tak na alemtuzumab a 44 % ORR u nemocnych refrakternich
na fludarabin s masivni lymfadenopatii (a tedy nevhodnych k 1é¢bé alemtuzumabem) (161).
Kombinace ofatumumabu s FC u neléenych nemocnych sice vykazuje uéinnost, ale
nedosahuje srovnatelnych vysledkt jako FCR (162).

V ramci klinickych studii se v soucasnosti zkou$i fada dalSich preparatd. Ze skupiny

monoklondlnich protilatek je krome ofatumumabu tfeba jmenovat lumiliximab, chimérickou
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anti-CD23 protilatku pouzitou v kombinaci s FCR u relapsu CLL ve studii fazi II. Tato
kombinace dosahla zvySeni CR (48 % vs. 25 %) ve srovnani s historickymi kontrolami
lé¢enymi FCR, bez wvyssi toxicity (163). Nadéjnymi se zda byt i pouziti 1éCiv
s imunomodula¢nim a antiangiogennim ucinkem, jako jsou thalidomid ¢i nové€jsi preparat
lenalidomid. Ob¢ tato 1é¢iva patii do skupiny tzv. ImiDs (Immunomodulating drugs), 1é¢iv
kombinujich zejména ucinky imunomodulacni a antiangiogenni. Ovliviiuji bunééné interakce
malignich bungk s ostatnimi elementy v mikroprostiedi uzlin ¢i diené (117, 142). Konkrétné
jde naptiklad o blokadu VEGF, FGF-2, IL-1, IL-6, TNF-a, adhezivnich molekul a dalSich
cytokini (117, 127). Thalidomid byl pouzit v monoterapii i v kombinaci s fludarabinem u
predléCenych a refrakternich/relabujicich CLL i u neléenych ptipadt (164). Zejména u
neléCenych nemocnych vedla tato kombinace ve dvou malych studiich k velmi dobrym
vysledkim (ORR 100 %, CR 55 %, resp. ORR 80 %, CR 25 %) s piijatelnou toxicitou (165,
166). Limitaci pouziti thalidomidu ve vétSing ostatnich studii byly zejména nezadouci ucinky
neurologické a rozvoj tzv. ,tumor flare syndromu“ projevujiciho se bolestivym zdufenim
uzlin, horeckou a ,,flu-like* ptiznaky (164). Lenalidomid je derivatem thalidomidu, oproti
nému se vyznacuje velmi nizkou neurotoxicitou, ale vyssi toxicitou hematologickou. Po jeho
podani byly u CLL popsany i pfipady syndromu nadorového rozpadu. Je vyrazné€ silné€jSim
inhibitorem TNF-a se slab$im antiangiogennim u¢inkem nez thalidomid (128, 164).
V soucasné dobé¢ jde o jedno z nejvice zkouSenych 1é¢iv u CLL, a to jak v monoterapii, tak
v kombinaci s cytostatiky ¢i rituximabem. Poprvé byl u refrakternich/relabujicich ptipadi
CLL pouzit v monoterapii ve studii Chanan-Khana s velmi slibnymi vysledky (ORR 47 %,
CR 9 %, PR 38 %) (167). Méné uspokojivé zaveéry piinesla studie Ferrajoliho et al. u
refrakternich/relabujicich CLL (ORR 32 %, CR 7 %) (168). U¢inek lenalidomidu se ovéfuje i
u nelécenych nemocnych s CLL véetné téch s nepiiznivou prognoézou jak v monoterapii, tak i
vV kombinaci. Vysledky jednotlivych studii se 1i8i, je tfeba rozsahlejSich randomizovanych
studii. Z novych 1é¢iv u CLL jde o jedno z nejucinnéjsich, limitujici vSak mize byt zeyména
pro vyrazné predlé€ené nemocné s CLL jeho hematologicka toxicita a dale 1 riziko rozvoje
syndromu nadorového rozpadu zejména u nemocnych s velkou nadorovou masou (128, 164).
Formou kazuistického sdéleni byl popsén piipad nemocného s refrakterni CLL, u né¢hoz
dlouhodobé podavani lenalidomidu (po 4 roky) vedlo k dosazeni a udrzeni molekularni
remise onemocnéni (169).

Dalsi skupinou 1é¢iv jsou inhibitory cyklin-dependentnich kinaz, k dispozici jsou data o
pouziti flavopiridolu (alvocidib), ktery Gc¢inkuje nezavisle na signalni draze proteinu p53, a

stava se tak potencialné vhodnym lékem pro refrakterni nemocné s deleci 17p13. Antisense
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oligonukleotid proti Bcl-2 oblimersen byl pouzit v kombinaci s FC u nemocnych s

relabovanou/refrakterni CLL. Ve studiich se také ovétuje efekt inhibitoru proteasomu

bortezomidu (31, 77, 170).

3.4 CLL — shrnuti

V nékolika poslednich letech doznaly diagnostika i 1é¢ba u CLL nebyvaly pokrok. Také objev
nékterych novych prognostickych faktord umoznil piesnéjs$i zhodnoceni progndzy a rizika
progrese nemocnych s CLL jiz v dob¢ stanoveni diagnozy. Otdzkou do budoucna zlstdva
problém, jak cO nejlépe nacasovat a prizpusobit intenzitu 1é¢by individudlnimu riziku
nemocného pravé na zaklad¢ znalosti téchto modernich prognostickych faktort. Z tohoto
hlediska ma zatim dominantni postaveni nepiizniva cytogeneticka aberace delece 17pl3, jejiz
pritomnost muze v nékterych piipadech ovlivnit vybér cileného 1é¢ebného postupu (33, 37,
48, 171). Nalez ostatnich nepfiznivych ukazatelt, at uz dalSich cytogenetickych zmén,
nemutovanych IgVH gent ¢i vysoka exprese CD38 a ZAP-70 tvoii dualezité dopliujici
informace o prognéze nemocnych. Je nutno zdlraznit, Ze zadny z téchto ani dalSich novych
prognostickych faktorti sdm o sobé neni divodem k zahajeni 1éCby. Pro zahdjeni 1écby u
pacientii s CLL je nadale dle aktudlnich kritérii NCI-WG z roku 2008 rozhodujici aktivita
choroby (15). To, zda a kdy by méla byt 1ééba zahajena na zakladé uréeni negativnich
prognostickych faktorti zejména u pacientll v ¢asnych klinickych stadiich a zda by nemocni
z v€asného zahdjeni 1écby profitovali, je otazkou, kterou se zabyvaji klinické prospektivni
studie a na kterou v soucasné dobé dosud nemame jednoznacnou odpovéd (1, 4). Pokrokem
v1éébeé CLL je odklon od paliativnich postupi smérem k vysoce ucinné chemoterapii a
chemoimunoterapii s vyraznym zvySenim lé¢ebné odpovédi, doby do progrese i celkového
preziti. U nékterych nemocnych maji tato schémata 1écby kromé& dosazeni kompletni
hematologické remise i potencial dosahnout remise molekularni (30, 34, 149, 172).
Nezanedbatelnym pfinosem jsou také probihajici klinické studie ovéfujici ucinnost celé fady

novych preparatt s rozlicnymi mechanismy pusobeni (171).
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4. Vybrané ukazatele angiogeneze a apoptozy u CLL — teoreticky uvod

4.1 Signalni draha nuklearniho faktoru kappa B a jeji vyznam u chronické lymfocytarni

leukemie

Vyznamnou roli v patogenezi CLL sehrava signalni draha NF-xB. Nukledrni faktor kappa B
je dutlezity cytoplazmaticky transkripéni faktor, ktery patii do rodiny Rel/NF-kB
transkripénich faktori zahrnujici dvé skupiny proteind. V prvni znich jsou proteiny
oznaCované jako c-Rel, RelA(p65) a RelA, do druhé skupiny jsou fazeny proteiny NF-
kB1(p50) a NF-xB2(p52) (25). V klidovém stavu je NF-kB v cytoplazmé vazan na inhibitory
(IkB proteiny) a je neaktivni. K aktivaci NF-kB mohou vést dvé cesty - klasicka a alternativni
(173, 174). Klasickou cestou se aktivuji prevazné proteiny NF-kB1/RelA a RelA/c-Rel a
dochazi k ni po navazani antigent na buné&né receptory pro T ¢i B-lymfocyty (TCR, BCR),
receptory pro interleukin-1 (IL-1-R) nebo receptory pro tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-
a-R1). Tato vazba nastartuje komplexni kaskddu reakci aktivujici beta podjednotku
specifického IxB-kindzového komplexu (IKK) vedouci k fosforylaci a nasledné degradaci
inhibitoru IxkB pomoci proteazomu. Tim dochazi k uvolnéni NF-kB z vazby na inhibitor.
Volny NF-kB se poté translokuje do bunétného jadra, kde po navazani na pfislusné
genomové sekvence pozitivné reguluje transkripci fady gend. Alternativni cesta aktivace je
odli$na - uplatiiyji se nitrobunécné signaly vznikajici po vazbé na receptory pro lymfotoxin-3
(LT-R) a BAFF receptory (B-cell activating factor receptor, BAFF-R), které¢ vedou na IKK
zavislé fosforylaci NF-kB2p100 a vzniku aktivniho proteinu NF-kB2p52, ktery je opét
zodpovédny za transkripci pfislusnych gent (25, 173). Geny, které jsou NF-kB pozitivné
transkripéné regulovany, se uplatiiuji v procesech rlstu, proliferace, diferenciace a také
apoptézy mnohych typti bunék. Jsou mezi nimi naptiklad geny pro interleukiny (IL-2, 1L-4,
IL-13 a IL-18), receptor pro IL-2, C-lektin (CD69 — ¢asny aktivacni marker), adhezni
molekuly (Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1; CD54), rustové faktory
(granulocytarni kolonie stimulujici faktor, G-CSF; kolonie stimulujici faktor pro makrofagy,
M-CSF), TNF-a, interferon gamma (IFN-y), anti-apoptické proteiny (IAP, TRAF a XIAP),
CDA40 ligand (CD40L), molekuly hrajici roli v priibéhu imunitni odpovédi a zanétu (napriklad
TCR, C3 a 4 slozky komplementu, COX-2) a fada dalsich (32, 175). Ke zvysSené expresi a
aktivaci NF-kB muze vést mnoho nejriznéjsich stimult, napiiklad ptisobeni vird, bakterii,
ultrafialového zéfeni, mitogent, ristovych faktorti a v neposledni fadé i mnoho cytokinl

véetné TNF-a. S aktivaci signalni drahy NF-xB se miZeme setkat u celé fady fyziologickych
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dé&ju. Znaénou mérou je odpoveédny za aktivaci T i B-lymfocyti po kontaktu s antigenem a za
jejich naslednou klonalni expanzi v ramci specifické imunitni odpovédi. K aktivaci NF-xB
zde dochéazi po navédzani antigenu na TCR ¢i BCR. Nuklearni faktor kappa B sehrava také
dulezitou ulohu v B-lymfopoeze. V B-lymfocytech postradajicich Rel/NF-kB proteiny byly
zaznamenany poruchy aktivace, vyzravani a zkracené ptezivani, které uzce souviselo
S vysokym procentem apoptozy téchto bunék. Divodem je pravdépodobné abnormalné nizka
exprese jednoho z hlavnich anti-apoptickych proteini Bcl-2 u Rel/NF-xB defektnich B-
lymfocyt. Naopak exprese NF-kB proteinii ve zralych perifernich B-lymfocytech zvysuje
jejich prezivani, za coz je velkou mérou odpovédny BAFF protein (B-cell activating factor),
¢len rodiny TNF-a proteini. Protein BAFF je vylucovan zejména antigen-prezentujicimi
buitkami a je nezbytny pro diferenciaci B-lymfocytti a produkci protildtek. Po navazani na
ptislusny receptor (existuji 3 typy, nejdtlezitejsi roli hraje tzv. BAFF-R neboli BR3) vede ke
spusténi nitrobunééné signalizace v ramci alternativni cesty aktivace NF-kB vedouci k expresi
Bcl-2 a Bel-X, a tim brani nastartovani apoptozy béhem zrani B-lymfocytd. Defekt BAFF-R
¢i BAFF proteinu vede k dramatickému snizeni poolu zralych perifernich B-lymfocyti
Vv disledku jejich apoptozy. ZvySena exprese BAFF 1 BAFF-R byla zaznamenana u vétSiny
nehodgkinovych lymfomt, mnohocetného myelomu i u CLL, coz pfispiva k prodlouzeni
zivotaschopnosti malignich bun€k (25, 176). Dulezitou roli sehrava NF-xB i pfi aktivaci
bunék monocyto-makrofagové linie po kontaktu s molekuldrnimi znaky asociovanymi
s patogenem (PAMPSs), zejména s lipopolysacharidem (174). Stala aktivace signalni drahy
NF-kB byla zaznamenana i u CLL, a pravé tento mechanismus je jednim z hlavnich, ktery u
CLL vede ke zvySeni metabolismu buné€k, jejich proliferaci a v neposledni fad¢ takeé
umocnuje nevnimavost leukemickych bunék vici apoptoze, a tim zvysuje jejich piezivani (25,
177, 178, 179). Stupen aktivace NF-kB u CLL je zavisly na klinickém stadiu a 1écbé (173).

Jako ukazatel miry aktivace drahy NF-«kB jsme zvolili sérovou hladinu TNF-a.

4.1.1 Vyznam exprese nékterych molekul a cytokinu hrajicich roli v patogenezi CLL

(mimo TNF-a) regulované signalni drahou NF-xB

Ligand pro CD40

Jednou z nejlépe prozkoumanych interakci majicich tlohu v patogenezi CLL je problematika
ligandu pro CD40 (CD40L, CD154). CD40L, ¢len rodiny proteini TNF-a, je 39 kDa
membranovy glykoprotein exprimovany zejména aktivovanymi T-lymfocyty. CD40L existuje

také v solubilni 15-20 kDa formé¢ a u CLL je vylucovan i malignimi B-lymfocyty. V plazmé
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nemocnych s CLL byly prokazany vysoké hladiny CD40L a buiky CLL exprimuji pro
CD40L transmembranovy receptor CD40 (24, 29). Interakce CD40L/CD40 u pacienti s CLL
vede ke zvysené proliferaci a inhibici apoptézy malignich bun€k, ¢imz pftispiva k jejich
akumulaci (mimo jiné i diky silné aktivaci drahy NF-kB). Maligni buniky dale inhibuji expresi
CD40L normalnimi T-lymfocyty, a tim zhorSuji jejich interakce s B-lymfocyty a antigen-
prezentujicimi bunikami, a pfispivaji tak k imunosupresi u CLL. Dal$i z imunitnich poruch
zpusobenych expresi CD40L malignimi buiikkami je jimi indukovana produkce
autoreaktivnich protilatek B-lymfocyty vedouci k rozvoji autoimunitnich fenoménti u CLL.
Interakce CD40L/CD40 vede u CLL také k inhibici fludarabinem indukované apoptozy in

oy ee

CD40L (181, 182).

Interleukin-2, interleukin-4

Interleukin-2 je glykoprotein produkovany ptevazné CD4+ T-lymfocyty. Je nezbytny pro
proliferaci a diferenciaci T-lymfocyti a LAK bunék (lymphokine-activated killer cells)
schopnych zahubit rizné typy nadorovych elementt. IL-2 mlze stimulovat produkci dalSich
cytokind, jako jsou TNF-a, IFN-y ¢i GM-CSF. IL-2 byl prvnim zkoumanym cytokinem u
CLL s predpokladanou tlohou v patogenezi, maligni lymfocyty jej vSak s nejvétsi
pravdépodobnosti samy nevylucuji (29). Buinky CLL nesou ale pro IL-2 receptor (IL-2-R,
resp. jeho lehké fetézce a, CD2S5), jehoZ exprese je stimulovana pravé piisobenim IL-2.
V solubilni formé byl IL-2-R u CLL nalezen také v séru. IL-2 u CLL zvySuje proliferaci
malignich B-lymfocytt, pisobi anti-apopticky stimulaci produkce anti-apoptickych proteint
(napf. Mcl-1, Bcl-X,) a ptispiva k progresi onemocnéni (183, 184). Vede také ke zvySeni
exprese receptort pro hematopoetické rustové faktory na malignich buiikach, a tim potencuje
jejich proliferaci (185). Pfedpoklada se, ze v disledku vazby IL-2 na povrchovy i solubilni
receptor IL-2-R, dochazi u CLL k jeho relativni nedostupnosti pro T-lymfocyty a LAK, coz
piispiva k imunitnim porucham (29).

Interleukin-4 je cytokin produkovany zejména T-lymfocyty (v piipadé CLL zejména TH2
CD30+ T-lymfocyty) a je dulezity pro proliferaci normalnich B-lymfocyti. Buitky CLL nesou
receptor pro IL-4 (IL-4-R), jeho exprese je konstitutivni a vy$$i nez na normalnich B-bunkach
(186). Leukemické lymfocyty CLL samy IL-4 nevyluCuji, ale prostfednictvim vlastni
produkce interleukinu-6 vedou k pfesmyku TH1 subsetu lymfocyti na TH2, ktery IL-4 ve
velkém mnozstvi secernuje (187). U CLL umocnuje IL-4 na CD40 zavislou proliferaci

malignich bun¢k (naopak brzdi IL-2 ¢i TNF-a stimulovanou proliferaci) a pisobi anti-
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apopticky (zvySenou produkci anti-apoptickych proteini Mcl-1, Bcl-X. i Bcl-2) (29, 186,
187). Nov¢ bylo potvrzeno, ze IL-4 u CLL indukuje rezistenci na fludarabin a chlorambucil a
ze tento efekt mlze byt zruSen pouzitim specifického JAK 3 inhibitoru PF-956980
(nitrobunécna signalizace po vazb¢ IL-4 na IL-4-R totiz zahrnuje aktivaci JAK 1 a 3 ([Janus

protein tyrosine kinase]) (187).

Interferon gamma

Interferon gamma (IFN-y) je cytokin, ktery je produkovan velmi omezenym poctem bunék —
jedna se predevSim o subset TH1 pomocnych T-lymfocyti po jejich antigenni stimulaci,
monocyty, makrofagy a NK-bunky. IFN-y kromé svého imunomodula¢niho G¢inku hraje
dilezitou roli v obrané proti intracelularnim mikrobim. Kromé T-lymfocytt jsou u CLL
zdrojem INF-y i maligni B-lymfocyty, které také exprimuji pro néj uréené receptory, ¢imz je
zajisténo jeho autokrinni pusobeni. Zvysené hladiny INF-y Ize v séru pacientt prokazat. INF-
v u CLL stimuluje buné¢nou proliferaci a brzdi apoptoézu a je spojen s pokro¢ilym stadiem a
progresi choroby (188, 189, 190).

V piipadé¢ CD40L, IL-2, IL-4 i IFN-y je patrné, ze i T-lymfocyty, které tyto cytokiny vylucuji
a které jsou v prostiedi lymfatickych uzlin, kostni dfené a sleziny v tésném kontaktu
s malignimi bunkami (zejména v tzv. proliferatnich centrech - pseudofolikulech), hraji
v patogenezi CLL dilezitou roli. Kromé T-lymfocyth pfispivaji k prodlouzeni pteziti
leukemickych bunék v mikroprostiedi kostni diené a lymfatickych uzlin také stromalni,

podpurné bunky (,,nurse-like) a endotelové bunky (24, 187).

Anti-apoptické proteiny

U CLL byla zaznamenana NF-«kB indukovana exprese anti-apoptickych proteinii IAP a TRAF
1,2. Hlavnim a dobfe prozkoumanym mechanismem ucinku IAP, stézZejnich inhibitord
apoptozy vubec, je pfimé inhibice nékterych kaspaz (vazi se pfimo na kaspazy 3, 7 a 9),
enzymu nezbytnych pro pribéh apoptickych déju (26, 35). Z rodiny IAP jsou u CLL zvySené
exprimovany c-1AP-1, c-l1AP-2, XIAP a survivin. Posledni dva jmenované jsou navic zvySen¢
exprimovany u nemocnych s progresivni CLL. Koexprese c-lIAP-1 a survivinu je u CLL
spojena s horsi odpovédi na 1é¢bu a kratSim celkovym piezitim. K dispozici jsou dnes data o
pouziti antagonisti IAP (191, 192).
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4.2 Tumor nekrotizujici faktor alfa a jeho vyznam u chronické lymfocytarni leukemie

4.2.1 Tumor nekrotizujici faktor alfa obecné

Tumor nekrotizujici faktor alfa je cytokin, ktery je produkovan zejména monocyty a
makrofagy, po stimulaci jej produkuji i T a B-lymfocyty, NK-buiiky, neutrofily, keratinocyty
a endotelové bunky. Geny kodujici syntézu TNF-a lezi na kratkém rameni 6. chromozomu (6,
193). Existuje ve formé solubilni (s molekulovou hmotnosti 17 kDa, sestavajici ze 157
aminokyselin) a transmembranové vazané (s molekulovou hmotnosti 26 kDa, polypeptid
sestavajici z 233 aminokyselin), jejiz proteolyzou pomoci metaloproteindzy TACE (TNF-a-
converting enzyme) vznika pravé frakce solubilni. Transmembranovy TNF-a ma vedle funkce
ligandu vazajiciho se na TNF receptory cilovych bunék i funkci receptorovou (na rozdil od
solubilniho TNF-a), kterd se uplatiluje v pfenosu signalii zejména pii zdnétlivych procesech
(viz. dale). Plsobeni obou forem TNF-a se uplatiiuje az po navazani na specifické receptory.
Existuji dva typy receptorti, které jsou exprimovany na vétsSing€ jadernych bunék - TNF-a-R1
(CD120a, 55 kDa) a TNF-a-R2 (CD120b, 75 kDa) (194, 195). Receptory pro TNF-a se
snadno uvoliiuji z povrchu bunék, v solubilni podobé se vazi na TNF-a a neutralizuji jeho
imunobiologické pusobeni (193). Biologicky efekt TNF-a je riznorody: vazbou pievazné na
TNF-a-R1 ptsobi jako induktor apoptdzy, naopak vazbou pievazné na TNF-a-R2, ktera je
urCena zejména pro interakce s transmembranovym TNF-a, plsobi anti-apopticky a vede ke
stimulaci ptezivani bun€k aktivaci NF-kB (Obr. 3). Nezanedbatelny je jeho prozanétlivy
potencial, ktery se uplatituje pii akutnich zanétlivych pochodech (stimulace produkce bilkovin
akutni faze, indukce exprese adheznich molekul na endotelovych bunkéch, indukce produkce
syntézy prozanétlivych cytokinll a chemokint jako IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, zvyseni télesné
teploty v dusledku ovlivnéni neuroendokrinni regulace v hypotalamu a dalsi) i v patogenezi
chronickych zanétlivych onemocnéni typu psoriazy, revmatoidni artritidy, systémového lupus
erytematodes ¢i Crohnovy choroby a dalSich. Zda se, ze stéZejni ulohu zde ma
transmembranovy TNF-a (193, 194, 196). Dalsi dilezitou roli sehrava TNF-a v prubéhu
infek¢énich onemocnéni, kde ptsobi cytotoxicky - u HIV (human immunodefficiency virus)
infekce zptisobuje smrt HIV-infikovanych CD4+ T-lymfocytl; déle také brani ristu fady
intracelularnich patogent v makrofazich. V boji proti infekci se uplatituje 1 jeho efekt na B-
lymfocyty, u kterych stimuluje proliferaci a produkci IgG protilatek; u NK-bunck zvySuje
jejich cytotoxickou aktivitu (194).
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Obrazek 3. Pro-apoptické a anti-apoptické piisobeni TNF-a
TNF-a miize mit na buriku zcela protichiidné ucinky — jeho piisobenim miize dojit k vyvolani apoptozy,
¢i naopak ke stimulaci prezivini bunék aktivaci NF-xB .U CLL se funkce TNF-a uplatiiuje aktivaci

signalni drahy NF-kB. Prevzato a praveno dle Krejsek, J., et al, Klinickd imunologie. 2004 (32).
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4.2.2 Tumor nekrotizujici faktor alfa u CLL

Mnoho praci potvrdilo, Ze B-lymfocyty u CLL konstitutivné a spontanné produkuji TNF-a a
jeho zvySené sérové/plazmatické koncentrace byly u nemocnych s CLL opakované prokazany
(6, 126, 185, 196, 197, 198, 199, 200). U pacienti s CLL byla zjisténa exprese obou typi
receptorti na malignich B-lymfocytech, receptory byly nalezeny v solubilni formé také v séru
(198, 201). TNF-a tedy u CLL pisobi i autokrinné (6, 29, 201). Funkce TNF-a je u CLL
zprostiedkovéana aktivaci signalni drahy NF-kB. Po vazbé TNF-a na ptislusny receptor na
povrchu maligniho B-lymfocytu se v cytoplazmé aktivuji proteiny TRAF, které indukuji
fosforylaci inhibitoru IkB nasledovanou aktivaci NF-kB vedouci k transkripci cilovych gent
(viz. vyse). Proteiny TRAF tvoii tedy nitrobunéény signalizaéni most mezi TNF-0-R a
konec¢nou aktivaci NF-kB (Obr. 3). ZvySené hladiny TRAF 1 proteinu (v mensi mife i TRAF
2 proteinu) byly ve srovnani s normalnimi lymfocyty zaznamenany u vice nez poloviny

nelécenych pacientd s CLL a u vice nez 80 % pacientt refrakternich na 1écbu (29, 35). I kdyz
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je biologicky efekt TNF-o rtiznorody, vétSina praci prokazala, ze u CLL ptevazuje jeho
funkce anti-apopticka a Ze ptisobi jako autokrinni rdstovy faktor pro maligni B-lymfocyty (6,
29, 201, 202). Anti-apopticka funkce je zajiSténa zvySenou expresi inhibitort apoptozy
(proteini c-1AP, TRAF 1,2). K proliferacnimu potencidlu TNF-a pfispivd 1 piisobeni
cytokini, zejména IL-2. Interleukin-2 po interakci s IL-2-R vede ke zvySené expresi receptori
pro hematopoetické rustové faktory (receptor pro interleukin-3, receptory pro GM-CSF) na
CLL lymfocytech, a stimuluje tak jejich proliferaci. Ke zvyseni exprese IL-2-R na malignich
lymfocytech dochazi pravé vlivem TNF-a (185). TNF-a také u CLL prohlubuje anémii a
trombocytopenii, a to svym piimym inhibi¢nim vlivem na erytroidni a megakaryocytarni linii
Vv kostni dfeni (6, 203). Né&které prace naznalily, ze TNF-o muze u CLL slouzit jako
nepiiznivy prognosticky faktor spojeny s negativnimi ukazateli a znacici hor$i klinicky
prabéh CLL (blize viz. kapitola 8.1 Prognosticky vyznam sérovych koncentraci TNF-a (6,
204, 205, 206).

4.3 Transformujici rastovy faktor beta, jeho receptory a vyznam u chronické

lymfocytarni leukemie

4.3.1 Transformujici rustovy faktor beta a jeho receptory obecné

Transformujici ristovy faktor beta (TGF-B) patii do rodiny TGF-B proteinli zahrnujici 3
izoformy kodované riznymi geny — TGF-81, TGF-82, TGF-B3. Exprese izoforem je tkanové
specificka; nejvice se vyskytujicim a nejlépe prostudovanym je TGF-B1, jehoz zdrojem jsou
zejména trombocyty (7, 140). Dosud bylo nalezeno 6 typu specifickych povrchovych
bunéénych receptorii zprostfedkujicich funkci téchto proteint. Stézejni pro TGF-B signalizaci
jsou vysokoafinni typ I a typ II receptorit (TGFBRI a TGFBRII), které svymi intraceluldrnimi
doménami puasobi jako serin/threonin specifické proteinové kinazy. Dulezitou roli sehravaji
také koreceptory — typ Ill receptoru pro TGF-B (TGFBRII) a endoglin. TGFBRIII je
membranovy glykoprotein (oznacovany také jako betaglykan), ktery je zodpovédny za
prezentaci TGF-8 typu I TGF-8 receptoru. Endoglin je soucasti receptorového komplexu pro
TGF-B a je hlavnim koreceptorem na endotelovych a hematopoetickych buiikach. Ucastni se
vyvoje a remodelace cév tim, ze ovlivituje bunécnou odpovéd na TGF-B prostfednictvim
interakci s TGF-B receptory. TGF-B se mize vazat ptimo, nebo prostfednictvim koreceptoru
TGFBRII, na TGFBRIIL, ktery poté formuje heterokomplexy s TGFBRI. Po vytvofeni

hererokomplexu transfosforyluje TGFBRII typ I receptoru, a stimuluje tak jeho kinazovou
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aktivitu. Aktivovany TGFBRI vede k fosforylaci a aktivaci transkripénich cytoplazmatickych
faktort Smad2 a Smad3 v sekvenci Ser-Ser-X-Ser v C-koncové MH2 oblasti. Proteiny Smad3
se poté po vytvoreni komplexi se Smad4 proteiny translokuji do bunééného jadra, kde

reguluji transkripci TGF-B fizenych genu (7, 134, 140, 207) (Obr. 4).

Obrazek 4. Signalizac¢ni draha TGF-B

TGF-f se vaze bud’ primo, nebo prostrednictvim koreceptoru TGF[SRIII na TGF[3RII, ktery formuje
heterokomplexy s TGESRI. Aktivovany TGF[3RI vede k fosforylaci a aktivaci transkripcnich
cytoplazmatickych faktorit Smad, které po translokaci do bunécného jadra reguluji transkripci TGF-f3
Fizenych genii. Na obrazku je dale zachycena role onkoproteinii inhibujicich signalizacni cestu TGF-f3
prostiednictvim inhibice Smad proteinii u nékterych typii akutnich myeloidnich leukemii. Prevzato a
upraveno dle Dong, M., et al., Role of transforming growth factor-g in hematologic malignancies.
2006 (7).
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Funkci TGF-8 proteinti je zejména kontrola bunééné proliferace, diferenciace, migrace a
apoptozy (207). TGF-B potencuji apoptozu - po jejich pisobeni byla prokazana sniZzena
exprese inhibitorti apopt6zy, proteinti Bel-2 a Bel-XL. Mechanismem zaniku bunky vyvolané
ucinkem TGF-8 je zvySeni prichodnosti mitochondridlnich membrén vlivem reaktivnich

forem kysliku a nasledné aktivace cytoplazmatickych apoptickych enzymt kaspaz.
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Transformujici riistovy faktor beta ma na vétSinu typt bunék (epitelidlni, endotelové,
hematopoetické bunky, fibroblasty) anti-proliferativni u¢inek. Komplexy Smad3/4 proteint
brzdi transkripci gend kodujich cyklin-dependentni kinazu, coz vede k zastave prechodu
bunééného cyklu z G1 do proliferacni S faze a kumulaci bunék v GO/G1 fazi (140, 208).
Préave signalizacni cesta TGF-B3 ptredstavuje jeden z hlavnich anti-proliferativnich a pro-
diferenciacnich signala pro progenitorové hematopoetické buiiky. Ty jsou samy schopny
vyluc¢ovat TGF-B, v regulaci hematopoezy je tedy patrné jeho autokrinni ptisobeni (7). Dalsi

zZ funkci TGF-B proteinti je kontrola produkce extracelularni bunééné hmoty, tlohu hraji také
V angiogenezi a imunitnich déjich. Zde plisobi pfevazn¢ imunosupresivné, ¢imz inhibuji
protinadorové imunitni mechanismy (napiiklad inhibice aktivace NK-bunék, LAK bunék
[lymphokine-activated killer cells] a tkanovych makrofagi, inhibice aktivace a proliferace
zralych T-lymfocytl (blokuji produkci IL-2, na které je proliferace T-lymfocytil zavisla),
inhibice proliferace B-lymfocyti a inhibice syntézy IgM a IgG protilatek) (7, 29, 140, 180,
207, 208, 209). TGF-B je dilezitym aktivatorem angiogeneze, indukuje novotvorbu cév in
vitro i in vivo. I kdyz inhibuje proliferaci endotelovych bunék, vede k sekreci hlavnich
angiogennich faktort, a to FGF-2 a VEGF, kter¢ proliferaci endotelii stimuluji (140, 141).
Také koreceptor pro TGF-8 endoglin ma v angiogenezi dulezitou roli (134).

TGF-B je intenzivné studovan v souvislosti srozvojem nékterych solidnich nadoru i
hematologickych malignit. Pfedpokladd se, Ze v pocateCnich fazich piisobi jako inhibitor
nadorového procesu, u pokrocilych nadorit pak ale pfispiva neovaskularizaci a produkci
extracelularni matrix k jejich disseminaci a oslabenim imunitniho dozoru k dalsi progresi. U
solidnich nadort se s progresi choroby vétSinou také zvysuje produkce TGF-B a jeho zvySena
hladina je poté negativnim prognostickym faktorem (140). V pokrocilych stadiich se navic
nadorové bunky stavaji ¢asto odolnymi na anti-prolifera¢ni a pro-apoptické plsobeni tohoto
cytokinu i pfesto, ze je jeho produkce (i samotnymi naddorovymi buikami) vétSinou vysoka.
Dalsim mechanismem pusobeni TGF-B v kancerogenezi je aktivace signalni drahy NF-xB
stimulujici zvySené ptezivani nadorovych bunék (140, 210). U Ph-negativnich (Philadelfsky
chromozom) myeloproliferativnich onemocnéni je TGF-8 mimo jiné hlavnim faktorem

vedoucim k fibréze kostni diené v pokrocilych stadiich onemocnéni (7, 211).

4.3.2 Transformujici rustovy faktor beta a jeho receptory u CLL

Také u CLL hraje signalni draha TGF-B dilezitou roli. Bunky CLL vylucuji TGF-8 a jeho
zvySené koncentrace v séru/plazmé 1ze u pacientd s CLL prokazat (8, 9, 122, 212, 213, 214,

52



215). Lagneaux et al. zjistili, Ze produkce TGF-B malignimi B-lymfocyty je konstitutivni
(214). Leukemické bunky nesou na svém povrchu oba typy hlavnich receptort (typ | i 1) pro
TGF-B (177, 186, 211). Zdrojem TGF- u CLL nejsou pouze maligni lymfocyty, ale vylucuji
jej 1 stromalni bunky kostni dfené. Jde zejména o makrofagy, adipocyty, fibroblasty a dalsi
bunky zajistujici tvorbu extracelularni bunééné hmoty, které jsou také zdrojem cytokind i
rastovych hematopoetickych faktord. U CLL produkuji stromdlni buniky vyznamné vyssi
hladiny TGF-B nez stromalni bunky zdravé kostni diené. TGF-8 vede poté piimo i
prostiednictvim snizeni produkce interleukinu-6 (IL-6) stromalnimi bunkami k potlaceni
aktivity hematopoetickych prekurzori v kostni dfeni, a piispiva tak Kk selhani diené
Vv pokrocilych stadiich CLL (216). Interleukin-6 navic u CLL inhibuje TNF-a
zprostfednovanou proliferaci, snizeni jeho hladin vlivem TGF-B vede tedy ke zvySeni
prolifera¢ni aktivity CLL bun¢k (29). Na imunosupresi u CLL se kromé negativniho vlivu
TGF-B na hematopoetické prekurzory podili i jeho pfimy inhibi¢ni vliv na buiiky imunitniho
systému (viz. vyse).

Role TGF-B v patogenezi CLL je kontroverzni a neni snadné ji jednozna¢né definovat - u
vétSiny pacientit s CLL (zejména v méné pokrocilych stadiich) miiZze autokrinni produkce
TGF-B pfispivat K nastartovani apoptéozy a inhibici proliferace malignich B-lymfocytu,
pomalejsi progresi a indolentnimu prubéhu onemocnéni. Nékteré prace potvrdily tuto teorii
prikazem vyznamné vysSSich sérovych/plazmatickych koncentraci TGF-B v casnych a
intermediarnich stadiich dle Raie (0-11) v porovnani se stadii pokro¢ilymi (IIT a IV) (8, 9,
217). Ke stejnému zavéru dospéli Ho et al., v jejichz praci byla exprese TGF-B hodnocena
Vv kostni dieni (217). Piesto ale asi 1/3 pacientt s CLL ziistava i v pfipadech vysoké sekrece
TGF-B vuci anti-proliferaénimu pisobeni TGF- odolna (29, 211, 218). Na rozdil naptiklad
od akutnich leukemii ¢i chronické myeloidni leukemie, kde je rezistence na plisobeni TGF-
zpusobena poruchou funkce Smad proteinit (blokace vazby Smad3 na DNA, blokace
fosforylace Smad2/3, mutace Smad4 proteinu a dalsi), je vSak u CLL hlavnim mechanismem
odolnosti vici TGF-B patologie receptort TGFBR na leukemickych bunkach (7, 211, 214,
218, 219). Genetické defekty (nejcastéji mutace ¢i delece), a to zejména TGFBRI, vedou ke
snizeni €1 ztrat€ jeho exprese ¢i k funkénim porucham v TGFBR signalizaci navzdory
normdlni expresi receptoru (receptor je napfiklad nestabilnim proteinem, nebo dochézi
k porucham vazby ligandu na TGFBRI/II/III, k porucham fosforylace receptoru apod.) (140,
211, 218, 219). Zda se, Ze snizeni ¢i ztrata exprese TGFBR ovliviiuje zejména anti-
prolifera¢ni vliv TGF-8, ale pravdépodobn¢ nemusi mit efekt na jeho pro-apoptické plisobeni.

Toto zjisténi podpofila prace Douglase et al., ve které podani TGF-B nevedlo k vyvolani
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apoptozy 1 pies normalni expresi TGFBRII na leukemickych bunkach (srovnatelnou s expresi
na normalnich lymfocytech). Vyslovena byla hypotéza, ze porucha TGF-B indukované
apoptdzy muze mit pficinu v jinych ,,oblastech® signalni drahy TGF-B vcetné strukturalnich,
nikoliv kvantitativnich zmén TGFBR (186). K obdobnym zavéram dospéla i prace Lagneauxe
et al., v niz rezistence na anti-prolifera¢ni ptisobeni po podani TGF- byla spojena S nizkou
expresi TGFBR, ale porucha pro-apoptické funkce TGF-B byla zaznamenana ve vSech
ptipadech vcetné téch s normalni expresi TGFBR (218). Ztrata citlivosti vii¢i piisobeni TGF-8
piedstavuje pro bunky CLL riistovou vyhodu, a piispiva tak k jejich klonalni expanzi a muze

vést k progresi a agresivnéj$§imu prubéhu CLL (209, 211, 218).

4.4 Fibroblastovy ristovy faktor-2, jeho receptory a vyznam u chronické lymfocytarni

leukemie

4.4.1 Fibroblastovy ristovy faktor-2 a jeho receptory obecné

Fibroblastovy rustovy faktor-2 (FGF-2, diive oznacovan jako bazicky fibroblastovy ristovy
faktor, bFGF) patii do skupiny FGF proteinti zahrnujici nejméné 20 strukturalné podobnych
¢lent (125, 131, 220). FGF-2 byl objeven v roce 1940 Hoftmanem jako substance potencujici
rast fibroblastli a poprvé izolovan z hovézi hypofyzy v roce 1975 Gospodarowitzem (128,
221). Jde o heparin vazajici polypeptid existujici v nékolika izoformach. Buiky nejcastéji
vyluéuji (zatim ne zcela jasnym mechanismem) nizkomolekularni 18 kDa variantu, ktera je
jinak skladovana v cytoplazmé, existuji vSak také vysokomolekularni varianty FGF-2 (22 a 24
kDa), které vyluCovany nejsou, zustavaji soucasti bunééného jadra a ptisobi nezavisle na FGF
receptorech (viz. dale) (125, 131, 220). FGF-2 je secernovan riznymi typy bunék
neuroektodermalniho a mezodermalniho puvodu véetné stromalnich bunék kostni diené,
endotelii a n¢kterych hematopoetickych elementli. V kostni dieni je skladovan jako soucast
extracelularni matrix (222). Parakrinni i autokrinni funkce FGF-2 je zprostfedkovana
nizkomolekularni secernovanou variantou a uplatiiuje Se po vazbé na vysokoafinni receptory;
existuji 4 typy (FGFR1-4). FGF-2 se vaze na jejich extracelularni ¢ast sestavajici ze tii
odlisnych imunoglobulinovych domén (D1-3), coz vede k aktivaci intracelularni c¢ésti
receptoru s funkci tyrosin-kindzy nasledovanou spusténim nitrobunécné signalizace.
V signalizaci se uplatiuji MEK/ERK kindzy (mitogen-activated protein kinase/extracellular
signal-regulated kinase) (125, 220). FGF-2 uptednostiiuje vazbu na typ 2 receptoru, konkrétné
na FGFR2-1llc (131). Funkce FGF proteinti je regulovana i nizkoafinnimi receptory -
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polychacharidy, jeZ jsou soucasti povrchovych heparan-sulfat proteoglykant (223). Hlavni
funkci FGF-2 je uloha mitogenni a anti-apopticka. Mitogenni aktivita FGF-2 neni specificka
fibroblasty nebo epitelialni bunky (117, 131). Allouche et al. ve svych pracech popsali i
funkci FGF-2 coby hematopoetického rustového faktoru, pro ktery hematopoetické bunky
exprimuji receptory. FGF-2 také vykazuje synergicky Gc¢inek s hematopoetickymi ristovymi
cytokiny (222, 224). Fibroblastovy rastovy faktor-2 blokuje apoptézu neuralnich bungk, anti-
apopticky pusobi i na nadorové lymfocyty u CLL (9, 10, 28, 131). Anti-apoptickému
pusobeni FGF-2 na maligni lymfocyty je podrobné vénovana pozornost v kapitole 4.4.2

Fibroblastovy rustovy faktor-2 a jeho receptory u CLL.

4.4.2 Fibroblastovy ristovy faktor-2 a jeho receptory u CLL

Jako prvni popsal zvySeni sérového FGF-2 jakozto dilezitého angiogenniho aktivatoru u
pilotniho souboru 18 pacientt sCLL Duensing vroce 1995 (120). Zvysené
sérové/plazmatické koncentrace FGF-2 i1 VEGF u pacientdl s CLL (i u vétSiny ostatnich
hematologickych malignit) byly poté potvrzeny i dal$imi autory (9, 10, 11, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 225, 226, 227). Aguayo et al. prokazali, ze plazmatické koncentrace FGF-2
byly u CLL nejvyssi ze vSech vySetfovanych hematologickych onemocnéni (akutni
lymfoblasticka a myeloidni leukemie, chronicka myeloidni a myelomonocytarni leukemie,
myelodysplasticky syndrom) (126). Bylo zjisténo, ze zdrojem angiogennich cytokini FGF-2 a
VEGF u CLL jsou i samotné maligni lymfocyty, i kdyz znaénou mérou k produkei ptispivaji
také fibroblasty kostni dfené a endotelové bunky, a to zejména v piipadé FGF-2 (119, 120,
125, 228). Krej¢i et al. v pokusu in vitro prokazali, ze maligni B-lymfocyty CLL jsou schopné
syntetizovat vysokomolekularni 22 a 24 kDa varianty i nizkomolekularni 18 kDa variantu
FGF-2 a tuto také secernovat z cytoplazmy bunék do média (125). Dalsim diilezitym nalezem
je vedle produkce angiogennich faktori také exprese pro né¢ uréenych receptori CLL
buiikami, ¢imZ je zajiSt€éna i1 autokrinni stimulace novotvorby cév. Zatim byla u CLL
jednoznacné ovétena exprese receptorti pro VEGF véetné jejich solubilni formy a v ramci
klinickych studii jiz byly pouzity inhibitory jejich tyrosin-kinazové aktivity (128, 129, 130).
K dispozici je vsak velmi omezené mnozstvi praci zkoumajicich expresi FGFR na
leukemickych bunkach CLL. V roce 1995 popsali Allouche et al. expresi FGF receptoru typu
1, 3 a 4 na leukemickych buiikdch myeloidni i lymfoidni linie. Zadné z pouzitych bunéénych

linii vSak neexprimovala typ 2 receptoru, ktery je pro vazbu FGF-2 dominantni (224). Také
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star$i prace Armstrongové et al. potvrdila expresi FGFR 1, 3 a 4, nikoliv FGFR2, na rGznych
typech leukemickych bunék (229). Zatim nejrozsahlejsi publikaci tykajici se problematiky
exprese FGFR konkrétné u CLL je prace Krejéi. Krejéi at al. prokazali expresi vSech 4 typl
FGFR na leukemickych CLL lymfocytech, nejsilngji (ve 100 % ptipadil) byl exprimovan typ
FGFR11IIc, velmi slabé naopak FGFR3IIIb a oba typy FGFR2 (IIlb i Ilic). V této praci bylo
také zjisténo, ze exogenné podany FGF-2 se in vitro (na rozdil od leukemickych bun¢k u
chronické myeloidni leukemie) vaze na leukemické lymfocyty CLL velmi slabé a Ze nevede
k aktivaci MEK/ERK. Z tohoto nalezu by bylo mozné vyvodit zavér, ze autokrinni aktivita
FGF-2 je na rozdil od VEGF u CLL méné pravdépodobna. Sami autofi vSak piipoustéji, Ze in
Vivo je situace odliSna a autokrinni aktivitu FGF-2 vyloucit nelze (125). Navic bylo
opakovang ovéteno, ze FGF-2 ptsobi na maligni CLL lymfocyty anti-apopticky, a to i pfimou
vazbou na FGFR (resp. FGFR1), coz jeho autokrinni vliv podporuje (28, 230, 231, 232). |
Konig et al. zjistili silnou expresi typu 1 FGFR na leukemickych CLL lymfocytech (230). Jiné
prace tykajici se exprese FGFR na leukemickych lymfocytech CLL nebyly v databazi
PubMed nalezeny.

Anti-apoptické ptisobeni FGF-2 na maligni lymfocyty se déje minimalné dvéma mechanismy.
Bylo zjisténo, ze zvySené sérové koncentrace FGF-2 koreluji s vySsi expresi anti-apoptického
proteinu Bcl-2 CLL buinikami (nebyla vSak prokazana korelace pro VEGF), a tim mohou
prispivat k jejich prodlouzenému piezivani. Ke stimulaci exprese Bcl-2 leukemickymi
lymfocyty dochdzi diky jejich kontaktim se stromdlnimi buiikami pomoci adhezivnich
receptort, napiiklad o4P1 integrinu, ktery zajiStuje vazbu leukemickych lymfocytli na
fibronektin, jez je soucasti extracelularni matrix. Exprese adhezivnich molekul je stimulovéana
praveé pusobenim FGF-2 (28, 233). FGF-2 vsak vedle ovlivnéni exprese adhezivnich receptorti
vede 1 pfimé stimulaci exprese Bel-2 CLL burikami, coZ podporuje jeho autokrinni aktivitu.
Tento efekt prokazali Konig et at. v roce 1997. Pfidani exogenniho FGF-2 k CLL bunéénym
kulturam vedlo prostfednictvim vazby na vysokoafinni FGFR1 K signifikantnimu zvySeni
produkce Bcl-2 CLL buiikami a bylo mimo jiné spojeno se selhanim apoptézy po podani
fludarabinu, ktery naopak bez ptitomnosti FGF-2 apoptézu CLL bunék vyvolal (230). To, ze
FGF-2 vede k selhani apoptdzy po podani fludarabinu, prokazala jiz studie Menzela et al.
vV roce 1996, i kdyZ mechanismus tohoto jevu na rozdil od Kéniga zkouman nebyl. V praci
Menzela byly srezistenci na fludarabin a se zvySenym piezivanim CLL bunék spojeny
zvySené hladiny intracelularniho FGF-2. Také piidani exogenniho FGF-2 Kk bunkam s jinak
nizkym intracelularnim FGF-2 vedlo kselhani apoptézy indukované fludarabinem. Na

zakladé této prace byla potvrzena schopnost malignich lymfocyti CLL produkovat
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intracelularni FGF-2 a také fakt, ze intracelularni 1 exogenné podany FGF-2 maji na bunky
CLL stejny anti-apopticky tc¢inek (231). Druhym popsanym anti-apoptickym mechanismem
p53, ato zvySenim exprese p53 inhibitoru MDM2 (Mouse double minute 2 homolog) (232).
Vyssi  sérové/plazmatické koncentrace FGF-2 jsou v nékterych studiich spojeny
s nepfiznivym prubéhem CLL (pokroc¢ilym klinickym stadiem, vyS$$im poctem leukocytl i
lymfocytii v periferni krvi a progresi CLL) (9, 28, 120). V jiz citované praci Menzela et al.
byla také prokazana souvislost zvySenych hladin intracelularniho FGF-2 v CLL buikach a
pokroc¢ilym klinickym stadiem (231). Nékteré prace ukazaly, ze cirkulujici FGF-2 a TGF-f3
klesaji po intenzivni 1é¢bé purinovymi analogy (121, 122).
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5. Pracovni hypotézy a cile diserta¢ni prace

5.1 Pracovni hypotézy

Vzhledem Kk literarnim udajum lze oc¢ekavat zvySenou aktivitu signalni drahy NF-«xB, kterou
chceme ovéfit zvySenim sérovych koncentraci TNF-a u pacientt s CLL. TNF-a je typickym
produktem aktivované drahy NF-xB u CLL; dle dostupnych dat by m¢l byt u CLL negativnim
prognostickym ukazatelem a souviset s rapidnéj$im klinickym pribéhem.

Piedpokladali jsme také zvySeni sérovych koncentraci TGF-B1 u nemocnych s CLL - dle
publikovanych praci by hladiny mély byt vyssi v méné pokrocilych stadiich (Casnych a
intermediarnich stadiich dle Raie) a odpovidat pomalejs§imu prub&éhu nemoci, a to beze zmén
exprese povrchového receptoru pro TGF-8.

Zejména u nemocnych s nepfiznivym pribéhem CLL ocekdvame zménu exprese
povrchového TGFBRII na lymfocytech CLL (snizeni ¢i ztratu exprese), ¢imz lze zduvodnit
ztratu citlivosti vuéi anti-proliferatnimu ptsobeni TGF-B. Pro hodnoceni jsme zvolili
TGFBRII z toho dtvodu, ze TGF-B je jeho pfimym ligandem a neporusena funkce TGFBRII je
po vazbé na TGFBRI nezbytna pro aktivaci celé signalni drahy TGF-8.

Dale ptedpokladame nalez zvySenych sérovych koncentraci FGF-2 u nemocnych s CLL jako
jednoho z nejdilezitéjsich aktivatorti angiogeneze a proteinu s anti-apoptickym puisobenim, a
to opét zejména u skupiny pacientl s méné piiznivym pribéhem onemocnéni.

Ocekavame prikaz exprese FGFR2 na CLL buikach, nutného pro autokrinni puisobeni FGF-
2, ktera by dle dostupnych literarnich udaji méla byt spise nizsi. K hodnoceni byl FGFR2

zvolen z toho dtivodu, Ze by mél byt pro vazbu FGF-2 dominantni.

5.2 Cile disertaéni prace

Cilem nasi prace bylo:

1. Stanovit vybrané ukazatele apoptézy a angiogeneze, které by dle dosavadnich znalosti
mohly slouzit jako dal§i nové prognostické faktory u CLL. K hodnoceni jsme zvolili

stanoveni sérovych koncentraci TNF-a, TGF-B1 a FGF-2 a stanoveni exprese TGFBRII a

FGFR2 na lymfocytech u pacientii s CLL v porovnani se zdravymi dobrovolniky;
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2. Zhodnotit vztah vybranych ukazateli apoptozy a angiogeneze k prognostickym faktorim
(klasickym jako je pohlavi, klinické stddium dle Raie, absolutni pocet lymfocytl Vv periferni
krvi, LDH, B2M a novym - cytogenetické aberace, I[gVH mutacni stav, exprese ZAP-70 a

exprese CD38 a k piitomnosti masivni lymfadenopatie);
3. Zhodnotit vzajemny vztah ukazatelii apoptdzy a angiogeneze;
4. Zhodnotit souvislost ukazatel apoptozy a angiogeneze s klinickym pribéhem onemocnéni

— progresi choroby, celkovym ptezitim (overall survival, OS) a obdobim do zahajeni 1écby 1.

linie (time to treatment, TTT).
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6. Nemocni a metody, statisticka analyza
6.1 Soubor nemocnych

Do studie bylo zafazeno 75 nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii
diagnostikovanych na IV. interni hematologické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
od ledna 2007 do srpna 2010. Pied vstupem do studie podepsali v§ichni nemocni informovany
souhlas a studie byla provedena dle zasad Helsinské deklarace. Zadny z nemocnych nebyl
vdobé odbéru zjisStovanych ukazateld Ilécen. Diagnéza CLL vyzadovala splnéni
diagnostickych kritérii dle mezinarodnich doporu¢eni NCI-WG z roku 2008. Dle téchto
doporuceni byla v naSem souboru také definovana progredujici (aktivni) choroba (s nutnosti
zahajeni 1é¢by) (Tab. 5), ostatni pfipady byly oznaéeny jako stabilni onemocnéni (15).
Median od data stanoveni diagn6zy do data provedeni odbéru hodnocenych faktoru byl 16,4
meésice (rozmezi 0,3 — 132 mésich).

Zakladni charakteristiky nemocnych jsou uvedeny v Tabulce 6.

Do souboru bylo zafazeno 47 muzi (63 %) a 28 Zen (37 %) s vékovym medianem 65 let
(rozmezi 38-82 let) v dobé odbéru vybranych ukazateld. Nizké/stiedni/vysoké riziko dle
modifikovaného Raiova stagingu (stadium 0/ 1 a Il/ 1l a IV) bylo ptitomno u 30/31/14
nemocnych (40/41/19 %) (41). Sedesat jedna nemocnych (61/75, 81 %) se nachazelo
Vv ¢asnych a intermediarnich klinickych stadiich (stadia 0-11 dle Raie), 14 pacienta (14/75, 19
%) mé&lo pokrocila stadia (stadia III-1V dle Raie). Urceni klinickych stadii bylo rovnéz
aktualizovano v dob& odbéru vybranych ukazateli. Razeni do jednotlivych klinickych stadii
bylo provedeno na zaklad€ vySetieni krevniho obrazu s diferencidlnim rozpoctem leukocyti a
fyzikalniho vySetfeni se zaméfenim na hmatné uzliny (v oblasti kréni, nadklickové, podpazni,
tiiselné a femoralni) a velikost jater a sleziny. U vSech pacientli bylo provedeno kompletni
biochemické vysetieni séra, dale byly zhodnoceny hladiny sérovych imunoglobulinti pro
posouzeni rizika imunosuprese a nutnosti substituce a proveden pifimy antiglobulinovy test
k vylouceni autoimunni hemolytické anémie. V dobé zatazeni do studie byla sérova
koncentrace LDH vysetiena u 71/75 (95 %) nemocnych, u 46 pacientti (65 %) byla zvysena
nad horni hranici normy (3,75 ukat/l). B2M byl vysetien u 45/75 (60 %) pacientt, u 36 z nich
(80 %) byla sérova koncentrace zvySena nad horni hranici normy (1,8 umol/l). Median
absolutniho poétu lymfocytd v periferni krvi v dob& zafazeni do studie byl 38,79.10%I
(rozmezi 5.10°- 620,7.10%1). Vysetieni kostni dfen¢ punkci ¢i biopsii bylo provedeno u 42
pacientu, typ infiltrace kostni dien¢ vsak nebyl jako prognosticky ukazatel hodnocen. U 36/75
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(48 %) pacientl bylo provedeno ultrasonografické vysetieni uzlin a/nebo bficha. Paket uzlin
V priméru 5 a vice cm (masivni lymfadenopatie; tzv. bulk) byl v dobé zatazeni do studie
diagnostikovan u 16 nemocnych (16/75, 21 %), u 14 z nich (85 %) byl lokalizovan nitrobiisné
a zjistén dle UZ vySetieni.

Mutacni stav genl pro variabilni ¢ast tézkych fetézci imunoglobulinti (IgVH) byl vySetfen
z nesrazlivé periferni krve reverzné transkriptazovou polymerdzovou fetézovou reakci (RT-
PCR) s naslednou sekvenaci PCR produktii. Mutované IgVH geny mély vice nez 2 % rozdil
vici sekvenci odpovidajici zarode¢né linii. K dispozici bylo hodnoceni IgVH u 65/75 (87 %)
nemocnych. Dvacet Sest pacienti (40 %) mélo mutované geny pro IgVH, 39 (60 %) mélo
nemutované geny. Podrodina VH3-21 se vyskytla v jednom pfipadé, a to u pacienta
s nemutovanymi IgVH geny.

Piitomnost cytogenetickych aberaci byla stanovena pomoci fluorescenéni hybridizace in situ
(FISH) u 68/75 nemocnych (91 %) a hodnocena dle Doehnerovy hierarchické klasifikace
(71). Delece 13q14 byla nalezena u 19/68 nemocnych (28 %), trisomie 12 u 12/68 (18 %),
delece 11q u 16/68 (24 %) a delece 17p13 u 5/68 nemocnych (7 %). Sestnact nemocnych
(16/68; 23 %) nemélo zachyceny zadné zmény. Nemocni byli dle cytogenetického nalezu
rozdeleni do dvou rizikovych skupin. Ve skupiné s nizkym rizikem a ptiznivéj$i progndzou
byli nemocni s normalnim nalezem, izolovanou del 13q14 a trisomii 12 (47/68, 69 %), do
skupiny s nepfiznivou prognézou patfili nemocni s nalezem del 11q a del 17p13 (21/68, 31
%).

Exprese CD38 byla hodnocena priitokovou cytometrii z periferni krve a za pozitivni
povazovana, pokud byla vyssi nez 30 %. Byla vySetfena u 72/75 nemocnych (96 %) a
pozitivni byla v 19 piipadech (26 %). Exprese ZAP-70 byla téz hodnocena pritokovou
cytometrii z periferni krve (za pouZziti monoklonalni protilatky znacené fykoerytrinem klonu
1E7.2 firmy Caltag, USA) a jako ZAP-70 pozitivni ptipady byly povazovany ty, kde bylo
pozitivnich vice nez 20 % bunék. Osmnact nemocnych ze 72 hodnocenych (25 %) bylo ZAP-
70 pozitivnich.
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Tab. 5. Kritéria progredujici/aktivni choroby (15).

Prikaz progresivniho selhani kostni di‘ené (projevujici se rozvojem nebo zhorSenim anémie

a/nebo trombocytopenie)

Masivni (tj. > 6 cm pod levym Zebernim skloubenim) nebo progresivni nebo symptomaticka

splenomegalie

Masivni (tj. > 10 cm v nejdelsim rozméru) nebo progresivni nebo symptomaticka

lymfadenopatie

Progresivni lymfocytoza se vzestupem > 50 % po dobu 2 mésicti nebo LDT krats§i nez 6 mésict

Autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie $patné odpovidajici na kortikosteroidy nebo

jinou standardni 1é¢bu

Ptitomnost minimalné jednoho z nésledujicich priznaki souvisejicich s onemocnénim:
a) nechtény ubytek hmotnosti > 10 % v pribéhu piedchozich 6 mésict
b) vyznamna @nava (tj. vykonnostni stav ECOG PS 2 nebo horsi, nemoznost pracovat nebo
provadét obvyklé ¢innosti)
c) horecky nad 38 °C po dobu 2 nebo vice tydnt bez prikazu infekce

d) no¢ni poceni po dobu delsi nez 1 mésic bez prikazu infekce

Tab. 6. Deskriptivni charakteristiky nemocnych.

Celkovy pocet nemocnych 75

Muzi/zeny 47128 (63 %/37 %)
Median véku (rozmezi) 65 let (38-82)
Nizké riziko (Rai 0) 30/75 (40 %)
Stiedni riziko (Rai I, II) 31/75 (41 %)
Vysoké riziko (Rai III/IV) 14/75 (19 %)
Progredujici onemocnéni 36/75 (48 %)
Sérova LDH zvysena 46/71 (65 %)
Sérovy B2M zvyseny 36/45 (80 %)
Median ALC (rozmezi) 38,79.10%/1 (rozmezi 5.10°-620,7.10°/1)
Masivni lymfadenopatie (nad 5 cm) 16/75 (21 %)
Nemutované IgVH geny 39/65 (60 %)
Neptiznivé cytogenetické aberace dle FISH 21/68 (31 %)

Exprese ZAP-70 pozitivni

18/72 (25 %)

Exprese CD38 pozitivni

19/72 (26 %)
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6.2 Pouzité metody ke stanoveni vybranych ukazatelii apoptozy a angiogeneze

Odbéry krve ke zhodnoceni vybranych ukazateli byly provedeny bud v dobé stanoveni
diagnézy CLL, nebo kdykoliv v pribéhu onemocnéni, které vykazovalo v dobé odbéru
stabilni prib¢h bez zndmek progrese. Median od data stanoveni diagnézy do data provedeni
odbéru byl 16,4 mésice (rozmezi 0,3 — 132 mésicti). Hodnoceni klasickych prognostickych
faktort (Rai stadia, ALC, LDH, B2M) a ptfitomnosti masivni lymfadenopatie bylo pro tcely
statistického zpracovani provedeno v dob¢é odbéru zkoumanych ukazateld. Moderni ukazatele
byly vySetieny pii zatazeni do studie pouze v piipadé, ze nebyly k dispozici v dobé stanoveni
diagnozy CLL.

Data tykajici se vybranych ukazateli apoptéozy a angiogeneze byla dostupna u vsech
nemocnych Vv souboru (n = 75), pouze sérové koncentrace FGF-2 byly zhodnoceny u 72/75

(96 %) nemocnych.

Vysetieni sérovych koncentraci TNF-a a TGF-81 bylo pro srovnani provedeno u skupiny 57
dobrovolnych zdravych darct krve (26 muzi a 31 Zen, median 35 let; rozmezi 19-51 let) a
vySetfeni sérovych koncentraci FGF-2 u skupiny 40 dobrovolnych zdravych dérct krve (24
muzu a 16 zen, median 39,5 let; rozmezi 24-69 let). Stanoveni exprese TGFBRII a FGFR2 na
lymfocytech poté u 10 dobrovolnych zdravych darci krve (6 muzi a 4 Zeny, vékovy median
34 let, rozmezi 25-65 let). Vysetieni vybranych ukazateli u kontrolnich skupin bylo

provedeno stejnymi metodikami jako u pacientii s CLL.

6.2.1 Stanoveni sérovych koncentraci TNF-a, TGF-B1 a FGF-2

Z kubitalni vény byla odebrana srézlivd krev. Po separaci centrifugaci byly vzorky sér
zmrazeny na -70 stupiii Celsia. Pfed vlastnim zpracovanim byly vzorky rozmrazeny pfi
pokojové teploté. Pro stanoveni sérovych koncentraci TNF-a, TGF-31 a FGF-2 byly pouzity
komeréni ELISA soupravy od firmy R&D Systems (USA), a to Quantikine Human TNF-
alpha, Quantikine Human TGF-B1 a Quantikine HS Human FGF basic. Ve vsech pfipadech se
jednalo o sandwichovou ELISA techniku (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), kde je na
povrch mikrotitratni jamky navadzana specifickd zviteci protilatka proti stanovovanému
parametru (cytokinu). Po pfiddni vzorku séra dojde k navéazéani pfisluSného cytokinu na
protilatku. Pfi nasledném promyti je zbytek nezreagovaného vzorku odstranén. Nasleduje

pfidani druhé zviteci protilatky proti stanovovanému cytokinu. Tato druha protilatka je
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oznacena enzymaticky. Po nasledném odmyti nezreagované protilatky je mnozstvi enzymu v
jamce (které¢ odpovidd mnozstvi cytokinu ve vzorku) stanoveno pomoci barevné enzymatické
reakce. Vysledné zbarveni roztoku v jamce (absorbance) odpovidd mnozstvi méfeného
cytokinu. V pfipad¢ soupravy na stanoveni FGF-2 oznacené HS (high sensitivity) je vysledna
enzymaticka reakce zesilena specialnim amplifikacnim ¢inidlem pro dosazeni vyssi citlivosti
stanoveni. Pro méfeni barevné zmény (absorbance) byl pouzit u vSech méfenych parametrti
ELISA reader Multiskan a software Genesis od firmy Thermo Fisher Scientific. Koncentrace

vSech métenych cytokint byly vypocteny z kalibracnich kiivek.

6.2.2 Stanoveni exprese TGFBRII a FGFR2

K hodnoceni lymfocytarni exprese TGFBRII a FGFR2 byly pouzity vzorky nesrazlivé
periferni krve (odbér do zkumavky s heparinem), které byly po pfipravé (viz. nize) méteny na
prutokovém cytometru EPICS XL (Beckman Coulter, USA) se softwarem EPICS XL verze
3.0.

Postup hodnoceni exprese TGFBRII byl nésledujici: k 25 ul testované krve (1 - 2.5 X 10°
bune¢k) bylo pfidano 10 ul protilatky a vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut pfi pokojové
teploté. Pouzitou protilditkou byla mysi monoklondlni protilatka proti lidskému TGFBRII
konjugovana s karboxyfluoresceinem (katalogové Cislo FAB241F, R&D Systems, USA). Poté
byl ptidan lyza¢ni roztok (150 ul, Optilyse C, Beckam Coulter, USA) a vzorek byl inkubovan
po dobu 10 minut. Po promyti 1,5 ml fyziologického roztoku byl vzorek zcentrifugovan (1100

otacek za minutu po dobu 7 minut) a fenotypizovan.

Postup hodnoceni lymfocytarni exprese FGFR2 byl nasledujici: Lyofilizovana neznacena
protilatka (jednalo se o FGFR2 (Illc), katalogové ¢islo MAB684, R&D Systems, USA) byla
nafedéna na 25 ug/ml a 10 ul bylo p¥idano k 25 ul testované krve (1 - 2.5 x 10° bungk) a
inkubovdno 15 minut pii pokojové teploté. Po promyti 1 ml fyziologického roztoku byl
vzorek centrifugovan (1100 otacek za minutu po dobu 7 minut) a po odstranéni supernatantu
bylo ke zbytku vzorku ptfiddno 5 ul sekundarni protilatky znacené FITC (Fluorescein
Isothiocyanate) (katalogové ¢islo PN IM0819, Beckman Coulter, USA). Po 15 minutové
inkubaci pii pokojové teploté bylo pfidano 150 ul lyza¢niho ¢inidla (Optilyse C, Beckman
Coulter, USA) a vzorek se opét inkuboval po dobu 10 minut. Po odstranéni supernatantu a po
pfidani 0,5 ml fyziologického roztoku byla provedena imunofenotypizacni analyza bunék ve

vzorku.
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6.3 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru Analyse-it (Analyse-it Software Ltd,
Velka Britanie). VSechna data byla testovana na normalitu Shapirovym-Wilkovym testem.
Pokud bylo rozd€leni dat normalni, byl k testovani rozdili vii¢i kontrolni skupiné pouzit
parametricky t-test. Pokud neméla data normalni rozdé€leni, byl uzit neparametricky Manntv-
Whitneytv U test. Korelace byla stanovena pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu ().
Celkov¢ preziti bylo definovano jako obdobi od data odbéru vybranych ukazatelti do umrti na
jakoukoliv, i nenadorovou pfic¢inu. Obdobi do zahajeni 1é¢by (time to treatment, TTT) bylo
hodnoceno od data provedeni odbéru do data zahéjeni 1é¢by 1. linie. K hodnoceni OS a TTT
byly zkonstruovany Kaplan-Meierovy kiivky pfeziti a jednotlivé podskupiny porovnany

pomoci log rank testu. P-hodnoty nizsi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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7. Vysledky

V dobg¢ analyzy v prosinci 2012 byl median sledovani zijicich nemocnych 48 mésicti (rozmezi
1-111 mésict) a stav souboru byl nasledujici: 10 nemocnych (13 %) zemfelo, z toho 5
z diivodu progrese CLL. Tticet Sest nemocnych (48 %) progredovalo a vyZadovalo zahdjeni
lécby. Median TTT celého souboru byl 44 mésict (Graf 1). Pravdépodobnost 5-leté¢ho pieziti
celého souboru byla 84 %, median OS nebyl dosazen (Graf 2).

vvvvvv

Graf 1. Obdobi do zahajeni 1é¢by (cely soubor).
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Graf 2. Celkové pieziti celého souboru nemocnych.
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7.1 Hodnoceni sérovych koncentraci TNF-a a jejich souvislost s prognostickymi faktory

a klinickym pribéhem CLL

Sérovy TNF-a byl detekovatelny ve vSech vzorcich. Koncentrace TNF-o byly statisticky
vyznamné vyssi u pacientll s CLL (median 2,83 pg/ml; priméré sérova koncentrace 5,79
pg/ml) oproti kontrolni skupiné (median 1,37 pg/ml; primérna sérova koncentrace 1,32
pg/ml) [p < 0,0001]) (Graf 3).

67



Graf 3. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-0 u nemocnych

s CLL v porovnani s kontrolni skupinou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich TNF-a a mezi muzi a Zenami
(p = 0,78). Vyznamné vyssi sérové koncentrace TNF-o méli nemocni ve skupiné s vysokym
rizikem dle Raie v porovnani se skupinou s nizkym rizikem dle Raie (median 7,52 vs. 1,69
pg/ml; p = 0,0008) i v porovnani se skupinou se stiednim rizikem dle Raie (median 7,52 vs.
2,83 pg/ml; p = 0,0097). Pti srovnani skupiny s nizkym a stfednim rizikem dle Raie nebyl
Vv koncentracich TNF-a rozdil (p = 0,13) (Graf 4).
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Graf 4. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-0 u nemocnych
s vysokym rizikem dle Raie v porovnani se stfednim i nizkym rizikem. Sérové
koncentrace TNF-a se nelisi mezi skupinou s nizkym a stfednim rizikem dle Raie.

Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Vyznamny rozdil nebyl ani mezi skupinami nemocnych s rozdilnou koncentraci LDH (p =
0,14). U nemocnych se zvySenou hladinou B2M byla sérova koncentrace TNF-a vyznamné
vyssi (median 3,70 vs. 1,54 pg/ml; p = 0,045) (Graf 5). S koncentraci TNF-a slabé pozitivné
koreloval absolutni pocet lymfocyta (p = 0,018; r = 0,27) (Graf 6). Nemocni s masivni
lymfadenopatii m¢li vyznamné vyS$i koncentrace TNF-o nez nemocni bez masivni

lymfadenopatie (median 7,0 vs. 1,88 pg/ml; p = 0,0083) (Graf 7).
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Graf 5. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych

se zvySenym sérovym B2M. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 6. Sérové koncentrace TNF-a slabé pozitivné koreluji s absolutnim poctem

lymfocyti v periferni krvi (ALC). Koncentrace

TNF-o.

jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 7. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych

s masivni lymfadenopatii. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Statisticky vyznamné vyssi sérové koncentrace TNF-a méli pacienti s nemutovanymi IgVH
geny Vv porovnani s mutovanymi (median 4,88 vs. 1,86 pg/ml; p = 0,041) (Graf 8) a nemocni
S nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi v porovnani s prognosticky pfiznivymi (median
7,17 vs. 1,83 pg/ml; p = 0,0014) (Graf 9). Exprese ZAP-70 ani exprese CD38 s koncentraci
TNF-o vyznamné nekorelovaly (p = 0,35, resp. p = 0,44).
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Graf 8. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-o u nemocnych

s nemutovanymi IgVH geny. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 9. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych

S nepiiznivymi cytogenetickymi aberacemi. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Nemocni, ktefi v priibéhu onemocnéni progredovali (n = 36), méli vyznamné vyssi hodnoty
TNF-0 nez nemocni se stabilnim onemocnénim (median 5,48 vs. 1,68 pg/ml; p = 0,0009)
(Graf 10). Pacienti s koncentracemi TNF-a vys$imi nez median (n = 37) méli vyznamné kratsi
obdobi do zahajeni 1écby nezZ nemocni s niz§imi koncentracemi (n = 38) (median 2 vs. 100
mésici; p = 0,0049) (Graf 11). Mezi témito dvéma skupinami nebyl vyznamny rozdil

Vv celkovém preziti (p = 0,085).

Graf 10. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné vysSi sérové
koncentrace TNF-a neZ nemocni se stabilnim onemocnénim. Koncentrace jsou

uvedeny v pg/ml.
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Graf 11. Obdobi do zahajeni 1écby je vyznamné kratSi u nemocnych se sérovymi

koncentracemi TNF-a vy$§imi neZ median (2,83 pg/ml).
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7.2 Hodnoceni sérovych koncentraci TGF-631 a exprese receptoru typu Il pro TGF-8 a

jejich souvislost s prognostickymi faktory a klinickym pribéhem CLL

7.2.1 Hodnoceni sérovych koncentraci TGF-1

Sérovy TGF-B1 byl detekovatelny ve vSech vzorcich. Nebyl zaznamenan statisticky

vyznamny rozdil mezi koncentracemi TGF-B1 u pacienti s CLL (median 44280 pg/ml;

prumérnad sérova koncentrace 47734 pg/ml) a kontrolni skupinou (median 48700 pg/ml,

prumérna sérova koncentrace 48068 pg/ml) (p = 0,26) (Graf 12). Mezi muzi a zenami nebyly

koncentrace TGF-1 vyznamné rozdilné (p = 0,088). Nemocni ve skupiné s nizkym rizikem
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dle Raie méli vyznamné vyss§i hladiny TGF-B81 v porovnani se skupinou s vysokym rizikem
dle Raie (median 48735 vs. 19450 pg/ml; p = 0,011), nebyl ale rozdil mezi skupinou
nemocnych s nizkym a stiednim rizikem (p = 0,11) a skupinou se stfednim a vysokym
rizikem dle Raie (p = 0,10) (Graf 13). Koncentrace TGF-81 slabé negativné korelovala s
absolutnim po¢tem lymfocyta v periferni krvi (p = 0,0037; r = - 0,33) (Graf 14).

Graf 12. Sérové koncentrace TGF-1 nejsou vyznamné rozdilné u nemocnych

s CLL v porovnani s kontrolni skupinou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 13. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-61 u
nemocnych s nizkym rizikem dle Raie v porovnani s vysokym rizikem. Sérové
koncentrace TGF-B1 se nelisi mezi skupinami s nizkym a stfednim rizikem ani mezi
skupinami se stiednim a vysokym rizikem dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny

v pg/ml.
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Graf 14. Sérové koncentrace TGF-1 slabé negativné Kkoreluji s absolutnim

poctem lymfocytu v periferni krvi (ALC). Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Vyznamné vys§i sérové koncentrace TGF-B1 byly nalezeny u pacientd bez masivni
lymfadenopatie v porovnani s nemocnymi S masivni lymfadenopatii (median 46170 vs. 30116
pg/ml; p = 0,0410) (Graf 15). Nebyl zaznamenan rozdil v koncentracich TGF-81 u
nemocnych se zvysenym LDH (p = 0,35) a B2M (p = 0,36), ani u nemocnych s nepfiznivymi
cytogenetickymi aberacemi (p = 0,081) ¢i expresi CD38 (p = 0,091). Statisticky vyznamné
vyss§i sérové koncentrace TGF-B1 méli pacienti s mutovanymi IgVH geny v porovnani
s nemutovanymi (median 51350 vs. 39100 pg/ml; p = 0,012) (Graf 16) a pacienti ZAP-70
negativni (vs. ZAP-70 pozitivni) (median 47115 vs. 33960 pg/ml; p = 0,044) (Graf 17).
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Graf 15. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-61 u

nemocnych bez masivni lymfadenopatie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 16. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-61 u

nemocnych s mutovanymi IgVH geny. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 17. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-61 u

nemocnych se ZAP-70 negativitou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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S hladinou TGF-B1 velmi vyznamné souvisel klinicky pribéh onemocnéni — nemocni
s progredujici chorobou méli vyznamné nizs§i koncentrace TGF-B1 neZ nemocni se stabilnim
onemocnénim (median 31860 vs. 49140 pg/ml; p = 0,0014) (Graf 18). Obdobi do zahajeni
1écby bylo vyznamné delsi u pacientt, ktefi méli koncentrace TGF-B1 vys$si nez medidn (n =
37) v porovnani s nemocnymi s koncentracemi TGF-B1 niz§imi (n = 38) (median nedosaZen
vs. median 2 mésice; p = 0,016) (Graf 19). V celkovém preziti nebyl mezi t€émito dvéma
skupinami rozdil (p = 0,44). Nebyla nalezena korelace exprese TGF-1 a TNF-a (p = 0,059; r
=-0,22).
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Graf 18. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné nizs$i sérové

koncentrace TGF-1 nez nemocni se stabilnim onemocnénim. Koncentrace jsou

uvedeny v pg/ml.
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Graf 19. Obdobi do zahdjeni 1é¢by je vyznamné del§i u nemocnych se sérovymi
koncentracemi TGF-B1 vy$§imi nez median (44280 pg/ml).
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7.2.2 Hodnoceni exprese TGFBRII

Exprese TGFBRII byla méfitelnd ve vSech vzorcich, nemocni s CLL neméli v porovnéni
s kontrolami vyznamné rozdilnou expresi TGFBRII (median 1,32 vs. 1,09; p = 0,22) (Graf
20). Statisticky vyznamn¢ niz$i exprese TGFBRII byla zaznamenana u nemocnych s vysokym
rizikem dle Raie v porovnani s nemocnymi s nizkym rizikem (median 0,83 vs. 2,69; p =
0,022). Nebyl ale rozdil v expresi TGFBRII mezi skupinou nemocnych s nizkym a stfednim (p
= 0,53) a stiednim a vysokym rizikem dle Raie (p = 0,076) (Graf 21).

Graf 20. Exprese TGFBRII neni vyznamné rozdilna u nemocnych s CLL

V porovnani s kontrolni skupinou. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Graf 21. Statisticky vyznamné niZsi exprese TGFARII u nemocnych s vysokym
rizikem dle Raie v porovnani s nemocnymi s nizkym rizikem. Exprese TGFBRII se
neli$i mezi skupinami s nizkym a stfednim rizikem ani mezi skupinami se stiednim a

vysokym rizikem dle Raie. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Exprese TGFBRII nebyla rozdilna v zéavislosti na pohlavi (p = 0,17) a na laboratornich
ukazatelich jako je LDH a B2M (p = 0,11, resp. 0,78), ani muta¢nim stavu, cytogenetickych
aberacich (p = 0,97, resp. p = 0,29) a expresi ZAP-70 a CD38 (p = 0,39, resp. p = 0,94), ¢i
ptitomnosti masivni lymfadenopatie (p = 0,31). Nebyl rozdil v expresi TGFBRII mezi
nemocnymi se stabilni a progredujici chorobou (p = 0,29). Obdobi do zahajeni 1écby ani
celkové pieziti nebylo vyznamné rozdilné u pacientt, ktefi méli expresi TGFBRII vyssi nez
median (n = 37) v porovnani s nemocnymi s expresi TGFBRII nizsi nez median (n = 38) (p =
0,46, resp. p = 0,81). Nebyla nalezena souvislost mezi expresi TGFBRII a koncentraci TGF-
B1 (p=0,69, r =-0,05) ani absolutnim po¢tem lymfocyti (p = 0,79; r = - 0,03).
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7.3 Hodnoceni sérovych koncentraci FGF-2 a exprese receptoru typu 2 pro FGF-2 a

jejich souvislost s prognostickymi faktory a klinickym pribéhem CLL

7.3.1 Hodnoceni sérovych koncentraci FGF-2

Sérovy FGF-2 byl vysetfen u 72/75 nemocnych (96 %) a byl métitelny ve vSech vzorcich.
Koncentrace FGF-2 byly statisticky vyznamné vyssi u pacientti s CLL (median 22,85 pg/ml,;
prumérna sérova koncentrace 26,9 pg/ml) oproti kontrolni skupiné (median 5,85 pg/ml;

prumérna sérova koncentrace 7,27 pg/ml) [p < 0,0001]) (Graf 22).

Graf 22. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci FGF-2 u nemocnych

s CLL v porovnani s kontrolami. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

70 -

60 A

50 A

40

20 4

FGF-2 CLL FGF-2 kontroly

Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich FGF-2 a mezi muZi a Zenami
(p = 0,44). Nemocni se stfednim rizikem dle Raie m¢li vyznamné vyssi koncentrace FGF-2
nez nemocni s nizkym rizikem (median 33,65 vs. 17,2 pg/ml; p = 0,003) i nez nemocni

s vysokym rizikem dle Raie (median 33,65 vs. 14,9 pg/ml; p = 0,021). Mezi nemocnymi
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S nizkym a vysokym rizikem nebyl v koncentracich FGF-2 rozdil (p = 0,97) (Graf 23). Nebyl
zaznamenan rozdil v koncentracich FGF-2 mezi skupinami s rozdilnou koncentraci LDH (p =
0,98) a B2M (p = 0,58). S koncentraci FGF-2 pozitivné koreloval absolutni pocet lymfocytt
(p =0,0047; r = 0,33) (Graf 24).

Graf 23. Nemocni se stifednim rizikem dle Raie maji statisticky vyznamné vyssi
sérové koncentrace FGF-2 nez nemocni s nizkym i vysokym rizikem. Sérové
koncentrace FGF-2 se neli$i mezi skupinou s nizkym a vysokym rizikem dle Raie.

Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 24. Sérové koncentrace FGF-2 pozitivné koreluji s absolutnim poctem lymfocyta

v periferni krvi (ALC). Koncentrace jsou uvedeny v pg/mi.
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Nemocni s masivni lymfadenopatii neméli rozdilné koncentrace FGF-2 nez nemocni bez
bulku (p = 0,14). Nebyl také rozdil mezi koncentracemi FGF-2 a IgVH muta¢nim stavem (p
=0,79), cytogenetickymi aberacemi (p = 0,5), expresi ZAP-70 (p = 0,97) a expresi CD38 (p =
0,37). Koncentrace FGF-2 nebyly rozdilné mezi nemocnymi se stabilni a progredujici
chorobou (p = 0,18). Obdobi do zahajeni 1é¢by ani celkové pieziti nebylo vyznamné rozdilné
u pacientt, ktefi méli koncentrace FGF-2 vyssi nez median (n = 36) V porovnani s nemocnymi
s koncentracemi FGF-2 niz§imi nez median (n = 36) (p = 0,30, resp. p = 0,82). Nebyla
zaznamenana souvislost mezi koncentracemi FGF-2, TNF-a (p = 0,22) a TGF-81 (p = 0,087),
ani s expresi TGFBRII (p = 0,97) a FGFR2 (p = 0,49).
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7.3.2 Hodnoceni exprese FGFR2

Exprese FGFR2 byla zjistitelna ve vSech vysetfovanych vzorcich. Byla zjisténa statisticky
vyznamn¢ vyssi exprese FGFR2 v kontrolni skupiné v porovnani s CLL pacienty (median
6,48 vs. 1,46, p = 0,042) (Graf 25). Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v expresi
FGFR2 mezi muzi a zenami (p = 0,35) a mezi rizikovymi skupinami dle Raie (nizké vs.
stiedni riziko, p = 0,77; nizké vs. vysoké, p = 0,12; stiedni vs. vysoké riziko, p = 0,11).
Nemocni s normalnim LDH i B2M v séru méli statisticky vyznamné vyssi expresi FGFR2

(median 2,97; p = 0,0032, resp. median 3,57; p = 0,031) (Graf 26 a Graf 27).

Graf 25. Exprese FGFR2 je statisticky vyznamné vyssi v kontrolni skupiné

VvV porovnani s nemocnymi s CLL. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Graf 26. Statisticky vyznamné vyssi exprese FGFR2 u nemocnych s normalni

sérovou LDH. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Graf 27. Statisticky vyznamné vyssi exprese FGFR2 u nemocnych s normalnim

sérovym B2M. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Nebyla nalezena souvislost mezi expresi FGFR2 amutacnim stavem a vyskytem
cytogenetickych aberaci (p = 0,88, resp. p = 0,18), ani expresi ZAP-70 a CD38 (p = 0,12,
resp. p = 0,89), ani masivni lymfadenopatii (p = 0,42). S expresi FGFR2 slab&é negativné
koreloval absolutni pocet lymfocyti (p = 0,033; r = - 0,25) (Graf 28). Nebyl rozdil v expresi
FGFR2 mezi nemocnymi se stabilni a progredujici chorobou (p = 0,15). Obdobi do zahajeni
1écby ani celkové preziti nebylo vyznamné rozdilné u pacientii, ktefi méli expresi FGFR2
vy$$i nez medidn (n = 36) v porovnani s nemocnymi s expresi FGFR2 niz§i nez medidn (n =

39) (p =0,27; resp. p =0,11).
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Graf 28. Exprese FGFR2 slabé negativné Kkoreluje S absolutnim pocétem
lymfocyta v periferni krvi (ALC). Exprese je uvedena v procentech (%).
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Pii provedeni multivariantni analyzy pro celkové preziti byly identifikovany jako
statisticky vyznamné a nezavislé dva prognostické faktory, a to sérova koncentrace TNF-o a

masivni lymfadenopatie (p = 0,036, resp. p = 0,047).
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Vysetiované
n Median |Primér S 95 % IS priméru p
kazatele
TNF-a CLL 75 2,83 5,79 9,65 1,75-4,0 <0.0001
TNF-a kontroly 57 1,37 1,32 0,52 1,31-1,42
TNF-a Rai nizké 30 1,69 3,32 3,94 1,42-2,97 p =0,0008
TNF-a Rai vysoké 14 7,52 12,78 18,14 3,3-15,03
TNF-a Rai stfedni 31 2,83 5,02 6,54 1,67-5,22 p = 0,0097
TNF-a Rai vysoké 14 7,52 12,78 18,14 3,3-15,03
TNF-a B2M
36 3,7 8,21 13,04 1,95-8,07 p = 0,045
zvyseny
TNF-a B2M
9 1,54 3,33 4,83 1,09-4,88
normalni
TNF-0 masivni
_ 16 7,00 8,68 8,37 3,3-13,15 p =0,0083
lymfadenopatie
TNF-a bez masivni
] 59 1,88 5,00 9,89 1,62-3,20
lymfadenopatie
TNF-a IgVH
39 4,88 5,96 5,12 4 ,28-7,64 p=0,041
nemutované
TNF-o IgVH
26 1,86 5,23 14,01 0,43-10,89
mutované
TNF-a cytogenetika
o 21 7,17 8,82 8,06 5,15-12,49 p =0,0014
nepiizniva
TNF-a cytogenetika
47 1,83 3,26 3,39 2,27-4,26
pfizniva
TNF-o progredujici | 36 5,48 8,75 12,92 2,97-8,17 p =0,0009
TNF-a stabilni 39 1,68 3,05 3,424 1,42-2,83
TGF-B1 Rai nizké 30 48735 56510 |29280 42660-62300 p=0,011
TGF-B1 Rai vysoké |14 19450 33101 [24084,7 |13119,3-58900
TGF-31 masivni
_ 16 30116 35625 [21261,4 |18765-51030 p=0,041
lymfadenoatie
TGF-31 bez masivni
) 59 46170 51018 [28134,5 |39100-54600
lymfadenopatie
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TGF-B1 IgVH
39 39100 41771 |23488,1 |28350-50760 p=0,012
nemutované
TGF-B1 IgVH
26 51350 59100 |30439,1 |44280-69660
mutovaneé
TGF-B1 ZAP-70
) o4 47115 51535 |27689,9 |39100- 52650 p =0,044
negativni
TGF-B1 ZAP-70
18 33960 38272 |25089,6 |16510,5-45360
pozitivni
TGF-B1
36 31860 38177 |25313,5 |19793,7-46170 p =0,0014
progredujici
TGF-B1 stabilni 39 49140 56556 |26617,5 |41310-65070
TGFBRII Rai nizké |30 2,69 5,24 6,43 1,08-5,68 p =0,022
TGFBRII Rai vysoké | 14 0,83 1,91 3,08 0,21-2,84
FGF-2 CLL 72 22,85 26,9 18,11 17,2-32,2 <0.0001
FGF-2 kontroly 40 5,85 7,27 3,66 4,5-8,5
FGF-2 Rai nizké 30 17,2 21,32 16,18 8,9-30,7 p =0,003
FGF-2 Rai stiedni 31 33,65 35,0 17,57 24,5-46,7
FGF-2 Rai vysoké 14 14,9 20,65 17,37 8,1-34,4 p =0,021
FGF-2 Rai stfedni 31 33,65 35,0 17,57 24,5-46,7
FGFR2 CLL 75 1,46 5,45 12,9 0,86-2,12 p =0,042
FGFR2 kontroly 10 6,48 6,06 3,92 0,61-10,86
FGFR2 B2M
o 36 1,42 6,39 9,45 0,60-2,32 p=0,031
zvyseny
FGFR2 B2M
9 3,57 8,42 5,98 1,4-12,6
normalni
FGFR2 LDH
o 46 1,25 5,32 14,98 0,5-2,32 p =0,0032
zvysena
FGFR2 LDH
25 2,97 6,72 8,49 1,9-6,96
normalni

Sérové koncentrace TNF-a, TGF-B1 a FGF-2 jsou v pg/ml.
Exprese TGFBRII a FGFR2 jsou v %.

S - standardni odchylka, IS - interval spolehlivosti
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8. Diskuze

Stanoveni a zpfesnéni progndzy u pacienti s CLL je v n€kolika poslednich letech vénovana
velka pozornost. Diky nékterym novym prognostickym ukazatelim (zejména IgVH mutacni
stav, cytogenetické aberace, ZAP-70, CD38) je mozné jiz v dobé stanoveni diagndzy rozd¢lit
nemocné do skupin vyznamné se liSicich prognozou, a predpovédét tak klinicky prubeh
onemocnéni. Hledani novych faktorG vSak stale pokracuje, nebot’ diky dalsimu zptfesnéni
individualni prognézy se do budoucna nabizi i moznost na¢asovani a pfizpusobeni intenzity
1é¢by individudlnimu riziku nemocného (2, 3, 5, 30). Prognostické faktory také vypovidaji
mnohé o patogenezi choroby. Z cirkulujicich cytokini, které sehravaji dulezitou roli
v patogenezi, biologickém chovani maligniho klonu a jsou Casto zminovany v souvislosti
s poruchou apoptickych drah, proliferaci a angiogenezi u CLL, jsme ovéfovali prognosticky
vyznam TNF-a, TGF-B1, TGFBRII, FGF-2 a FGFR2. Pravé na piikladu téchto cytokint je
také velmi dobfe patrné, ze se jednotlivé signalni drahy zapojené do apoptickych,

proliferacnich a angiogennich pochodti u CLL vzdjemn¢ velmi tésné prolinaji.

8.1 Prognosticky vyznam sérovych koncentraci TNF-a

TNF-a je cytokin pisobici anti-apopticky a jako autokrinni ristovy faktor pro maligni CLL
lymfocyty (6, 29, 35, 201). Zvysené sérové/plazmatické koncentrace TNF-o byly u
nemocnych s CLL opakované prokazany a ve vét§iné praci jSou spojovany S méné ptiznivou
prognézou CLL (6, 185, 196, 197, 198, 199, 200, 204). StéZejni prace zabyvajici se
prognostickou hodnotou TNF-a byly publikovany pomérné nedavno. Ferrajoli et al. na
souboru 1é¢enych i nelécenych nemocnych s CLL prokazali, ze vyznamné vyssi hladiny TNF-
a v plazmé méli nemocni V pokrocilém stadiu (Rai I1l-1V), s vy$§im poctem leukocyt v PK,
s vyssi hodnotou B2M, pozitivitou CD38, nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi (del 11q,
byly vyznamné i pro skupinu nelééenych nemocnych. Zvysené koncentrace TNF-a byly
spojeny s vyznamné kratSim OS a byly nezavislym faktorem pro OS, a to vcetné skupiny
nelécenych pacientti a nemocnych v ¢asnéjSich stadiich (Rai 0-11) (6). Jako prvni prokazali
souvislost zvySenych plazmatickych koncentraci TNF-o se ZAP-70 pozitivitou Bojarska-
Junak et al. V jejich praci byly zvySené koncentrace TNF-a u neléCenych nemocnych dale

spojeny s pokrocilymi stadii, vy$sim ALC, poctem leukocyti v PK i B2M, pozitivitou CD38,

wvewr
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vSak stiral u skupiny nemocnych se souc¢asnou ZAP-70 i CD38 negativitou v porovnani s
pozitivitou obou znakti. U nemocnych v remisi po 1é¢bé doslo k vyznamnému poklesu TNF-a
V porovnani s nemocnymi na lé¢bu refrakternimi (204). Negativni vliv vysSich koncentraci
TNF-a na OS potvrdila i prace Singera et al. (205). Koexprese vysSich sérovych koncentraci
TNF-a a IL-10 korelovala ve studii Lech-Marandové et al. s vy$§im poétem leukocyta v PK i
trombocytopenie a krat§im obdobim bez nutnosti 1é¢by (treatment-free survival, TFS) i OS.
Vysoka koexprese TNF-a a IL-10 byla nezavislym faktorem pro TFS, a to i u stadii 0-11 dle
Raie a bez ohledu na muta¢ni stav. Nezavislym faktorem byla i pro OS, tento vyznam se ale
stiral u skupiny Rai O-II a u nemocnych s mutovanymi IgVH geny (206). Z prognostického
hlediska patii TNF-a z ndmi hodnocenych ukazateli u CLL k nejprobadanéjsim. I v nasem
souboru byly sérové koncentrace TNF-a u CLL nemocnych vyznamné vys§i v porovnani
s koncentracemi TNF-a u zdravych dobrovolniki. V souladu s literarnimi udaji potvrzuji nase
vysledky ulohu TNF-a jako vyznamného negativniho prognostického ukazatele u CLL:
vyznamné¢ vyssi sérové koncentrace TNF-a méli nemocni ve skupiné s vysokym rizikem dle
Raie v porovnani se skupinou s nizkym i stfednim rizikem, s nemutovanymi IgVH geny a
nepiiznivymi cytogenetickymi aberacemi. Pravé IgVH a cytogenetické nalezy jsou v soucasné
(2). Vyznamné vyssi koncentrace TNF-a byly také zjistény u nemocnych s vy$si hodnotou
sérového B2M, ktery je u CLL spojovan s pokrocilym klinickym stavem, objemnou
lymfadenopatii, vyznamnou infiltraci kostni diené, pozitivitou ZAP-70 a CD38 (3, 64).
V nékolika studiich byl B2M nezavislym faktorem predikujicim celkové pieziti (57, 62, 63).
Vyznamné vy$s$i koncentrace TNF-a byly zaznamenany i u nemocnych s masivni
lymfadenopatii. Na rozdil od literarnich dat jsme neprokazali souvislost mezi TNF-a a expresi
CD38 a ZAP-70. S koncentraci TNF-a pozitivné koreloval absolutni pocet lymfocyti, Slo
vSak o slabou korelaci (r = 0,27), z ¢ehoz vyplyva, Ze hodnota TNF-a neni linearnim
ukazatelem velikosti nddorové masy. VySe koncentrace TNF-a vV naSem souboru vyznamné
souvisela s klinickym priibéhem onemocnéni - nemocni s progresi CLL méli vyznamné vyssi
hodnoty TNF-o nez nemocni se stabilnim onemocnénim. Také TTT bylo vyznamné krats$i u

pacientl s vy$§im TNF-a.
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8.2 Prognosticky vyznam sérovych koncentraci TGF-B1 a exprese TGFBRII

TGF-B je cytokin, ktery hraje v patogenezi CLL vyznamnou roli (7, 211, 216). Bunky CLL jej
vylucuji a jeho zvySené koncentrace v séru/plazmé lze u pacientd s CLL prokazat (8, 9, 122,
212, 213, 214, 215). Ulohu TGF-B v rozvoji CLL vsak neni snadné jednoznaéné definovat.
TGF-B muze piasobit svym anti-proliferaénim a pro-apoptickym ucinkem na maligni
lymfocyty jako negativni regulator nadorového procesu (7, 8, 9, 217). Ma vsak také
vyznamné vlastnosti imunosupresivni, ¢imz piispiva k oslabeni imunitniho dozoru a ucinky
pro-angiogenni, a tyto oba mohou vést k progresi onemocnéni a ke zhorSeni prognozy (7, 9,
12, 140). Vliv na anti-prolifera¢ni ptusobeni TGF-B maji také zmény exprese TGFBR na
leukemickych bunkach (7, 29, 211, 214, 218, 219). Kromé vyse hladin TGF-8 a statutu TGF-
B receptor ovliviiuje a znesnadiuje interpretaci vyznamu TGF-B v patogenezi a prognoze
CLL i fakt, ze signalni draha TGF-8 je regulovana na nékolika urovnich pocinaje vazbou
ligandi na TGFBR pfes regulaci v nitrobunécné signalizaci az po regulaci transkripce
piislusnych gent na Girovni bunééného jadra (7). DalSim neopomenutelnym a snad i zasadnim
problémem v hodnoceni vyznamu TGF-B8 coby prognostického ukazatele u CLL je
skute¢nost, ze dosavadni prace hodnotily jeho prognosticky vyznam pouze V souvislosti s
Klinickymi stadii, chybi v§ak systematické porovnani s ostatnimi at’ uz klasickymi ¢i zejména
novymi ukazateli a klinickym pribéhem onemocnéni. Navic u téméf vSech publikaci jsou
pocty nemocnych velmi omezené. Pouze v praci Romano et al. byla hodnocena souvislost s
citlivosti na TGF-B (hodnocena byla schopnost vyvolat apoptéozu po podani TGF-B) a
zdvojovacim ¢asem lymfocyt. Nemocni citlivi na ptisobeni TGF- méli vyznamné del§i LDT
(vice nez 12 mésicll) nez nemocni, u nichz podani TGF-B apoptézu nevyvolalo. To také
podporuje roli TGF-B coby vyznamného inhibitoru bunééného rustu. Primarné se vSak prace
zabyvala efektem podani imunosupresiva tacrolimu (FK506) na signalni drahu TGF-8 u CLL
a korelace s LDT byla ,vedlejsim nalezem* analyzy (209). Friedenberg et al. nenalezli
korelaci mezi TGF- a ALC (a mimo jiné ani souvislost mezi koncentracemi TGF-8 a expresi
TGFBR, MDR1 mRNA (multidrug resistence) a rezistenci na 1é¢bu (8). Také souvislost
s klinickym pribéhem zhodnotily pouze dvé publikace - Gora-Tybor et al. popsali vyznamné
vys$$i hladiny TGF-B81 u nemocnych s progredujici CLL a jiz citovani Freidenberg et al.
nenalezli pfi analyze hladin TGF-B s klinickym prabéhem CLL signifikantni korelaci (8, 9).

V rozporu s literarnimi daty jsme nepotvrdili zvySeni sérovych koncentraci TGF-81 u
nemocnych s CLL Vv porovnani s kontrolami, pravdépodobné v dusledku relativné omezeného

rozsahu souboru. Pfi analyze jednotlivych podskupin a zcela v souhladu s dosud
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publikovanymi pracemi (8, 9, 217) méli i v naSem souboru nemocni ve skupiné s nizkym
rizikem dle Raie vyznamné vys$i hladiny TGF-81 v porovnani se skupinou s vysokym
rizikem. Vyznamné vysS$i koncentrace TGF-81 byly také spojeny s vyskytem dalSich
piiznivych prognostickych ukazatel, jako jsou mutované IgVH geny a negativita ZAP-70 i
piiznivéjSim klinickym pribéhem - vyssi hladiny méli pacienti se stabilnim onemocnénim a
delsim TTT. Také nemocni bez masivni lymfadenopatie méli vyznamné vyssi TGF-81 nez
nemocni s bulkem. Dale koncentrace TGF-1 negativné korelovala s ALC. Nebyla nalezena
korelace koncentraci TGF-B1 a TNF-a. V nasem souboru jsou tedy vyssi koncentrace TGF-1
jednozna¢né piiznivym prognostickym ukazatelem. Jak jiz bylo feCeno, kromé souvislosti
TGF-B s klinickymi stadii neexistuje u CLL zadna publikace, kterd by jej porovnavala
s ostatnimi klasickymi a novymi ukazateli tak, jako je tomu v nasi praci.

V nasem souboru nekorelovala koncentrace TGF-B1 s expresi receptoru TGFBRII. Genetické
zmény TGFBRI 1 II vedouci ke kvalitativnim 1 kvantitativnim zméndm receptort jsou u celé
fady solidnich nadorti (napiiklad prsu, vejcovodu, stieva ¢i prostaty) spojovany s horsi
prognozou véetné kratsiho preziti nemocnych (140, 219). Defekty TGFBRII také zvySuji
riziko rozvoje nékterych typti nehodgkinovych lymfomt (zejména T-bunécné linie, naptiklad
Sézaryho syndromu) ¢i myeloproliferativnich chorob (polycytemia vera, esencialni
trombocytémie) (7, 140, 210). | u CLL bylo ovéfeno, ze snizeni Ci ztrata exprese (spojené se
snizenou mMRNA pro TGFBR), nebo funkcni defekty TGFBR se zachovalou expresi (S
normalni hladinou mRNA pro TGFBR) vedou k poklesu citlivosti vii¢i pusobeni TGF-8. Na
rozdil od solidnich nadord se této problematice ale vénovalo jen omezené mnozstvi praci (8,
211, 218, 219). Schiemann et al. identilfikovali dvé mutace genu koédujiciho TGFBRI u
nemocnych s prokazanou rezistenci na anti-proliferativni efekt TGF-8 (219). Také DeCoteau
popsal souvislost ztraty exprese TGFBRI s odolnosti na anti-proliferativni vliv TGF-6 (211).
V naSem souboru nebyla exprese TGFBRII rozdilna u skupiny nemocnych s CLL a kontrolni
skupinou. Statisticky vyznamné niz$i exprese TGFBRII byla zaznamenana u nemocnych
s vysokym rizikem dle Raie v porovnani s nemocnymi Snizkym rizikem. Nizka exprese
TGFBRII by u nemocnych v pokro€ilych klinickych stadiich dle Raie mohla pfispivat
k rezistenci na anti-proliferac¢ni pisobeni TGF-8 a horsi prognoze. Prace Ho, DeCoteau ani
Lagneauxe et al. souvislost exprese receptori pro TGF-B s klinickymi stadii neprokazaly
(211, 217, 218). Exprese TGFBRII v nasem souboru kromé rizikovych skupin dle Raie
vyznamné nekorelovala s zadnym z dal$ich hodnocenych prognostickych ukazateld ani
S klinickym pribéhem onemocnéni. Dulezitym aspektem znesnadiujicim interpretaci nasich

nalezi tykajicich se exprese TGBRII, stejné jako je tomu u koncentraci TGF-B1, je fakt, ze
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hladiny TGFBRI a TGFBRII jsou také regulovany na nékolika urovnich - transkripénich i
postranskripénich (140). Nezanedbatelny vyznam ma také to, Ze necitlivost na TGF-
(zejména na jeho pro-apoptické pusobeni) muze byt zplUsobena i kvalitativnimi, tedy
strukturalnimi zménami receptorti, my jsme vSak vna$i praci hodnotili pouze zmény
kvantitativni. Korelace exprese TGFBRII s zadnymi uznavanymi prognostickymi ukazateli u

CLL (at uz klasickymi ¢i novymi) nebyla dosud publikovéana..

8.3 Prognosticky vyznam sérovych koncentraci FGF-2 a exprese FGFR2

Fibroblastovy ristovy faktor-2 je dilezity angiogenni cytokin produkovany malignimi CLL
lymfocyty, jehoz zvySené sérové/plazmatické (i intracelularni) koncentrace u CLL byly
potvrzeny mnoha autory (9, 11, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 231). FGF-2 je
rastovym faktorem pro endotelové buriky (ale také pro bunky hematopoetické, epitelialni ¢i
fibroblasty) a puisobi také jako inhibitor apoptozy leukemickych CLL lymfocyta (28, 117,
131, 222, 224, 230, 232). | v naSem souboru byly v souladu s publikovanymi pracemi sérové
koncentrace FGF-2 vyznamn¢ vyss§i u nemocnych s CLL v porovnani s kontrolami. Nemocni
se sttednim rizikem dle Raie méli vyznamné vyssi koncentrace FGF-2 neZ nemocni s nizkym
rizikem, ale i nez nemocni s vysokym rizikem dle Raie. Koncentrace FGF-2 pozitivné
korelovala s ALC, ktery byl v nékolika studiich nezavislym negativnim prognostickym
faktorem se vztahem k OS i TTT prvni linie (57, 60, 61). Jiné vyznamné souvislosti FGF-2
s ostatnimi klasickymi ani novymi ukazateli ani s klinickym prabéhem nebyly prokazany.
Nebyla zaznamenana souvislost mezi koncentracemi FGF-2, TNF-a a TGF-81, ani s expresi
TGFBRII a FGFR2.

Z hlediska prognostického vyznamu FGF-2 se vSak vysledky mnohych studii také velmi
rozchédzeji (at’ uz pifi srovnani s klasickymi, tak 1 s novymi prognostickymi ukazateli a
klinickym pribéhem CLL). Pfi¢inou mohou byt metodické nedostatky jako nedostatecny
rozsah kontrolni skupiny, samotnych nemocnych, eventualné i zafazeni nemocnych, ktefi pred
hodnocenim jiz podstoupili cytoredukéni 1é¢bu a v neposledni fad€ i odliSny zpisob stanoveni
koncentraci FGF-2 (plazma vs. sérum). Ve vétSiné praci jsou vyssi sérové/plazmatické
koncentrace spojeny spise S nepiiznivym pribéhem CLL; byla také prokazana souvislost
zvySenych hladin intracelularniho FGF-2 v CLL bunkach a pokroc¢ilym klinickym stadiem (9,
28, 120, 231). Piehled nejdulezitéjSich studii, u nichz byly u CLL prokazany zvySené
plazmatické/sérové koncentrace FGF-2 a jejich souvislost s prognostickymi ukazateli, shrnuje
Tabulka 7.
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Duensing et al. popisuji vyznamné vys$$i hladiny plazmatického FGF-2 u pokro¢ilych stadii
CLL a u nemocnych s vyssim ALC (120). Také ve studii Gora-Tybor et al. byly vyssi sérové
koncentrace spojeny s pokroc¢ilymi stadii dle Raie, progresi choroby a pozitivné korelovaly
SALC (9). Korelaci mezi vysSimi sérovymi koncentracemi FGF-2 a poctem leukocytl
v periferni Krvi popsali také Bairey et al. (28). Molica et al. opakované prokazali signifikantné
vys$i sérové koncentrace FGF-2 i u nemocnych v ¢asnych stadiich CLL (A dle Bineta),
nepodafilo se ale prokazat souvislost mezi FGF-2 a jinymi ukazateli (na rozdil od zvysenych
sérovych koncentraci VEGF, které korelovaly s vyssim B2M, ALC a typem infiltrace kostni
dieng). Koncentrace FGF-2 (opét na rozdil od VEGF) nesouvisely ani S klinickym priab&hem,
respektive progresi choroby. Jedinym vyznamnym nalezem pro FGF-2 byl signifikantni rozdil
koncentraci FGF-2 mezi stadii 0-11 dle Raie v ramci skupiny Binet A (124). Zadnou souvislost
mezi FGF-2 a klinickymi stadii ale nepotvrdili Ho et al., Bairey et al. ani Smolej et al, v jehoz
pracech nebyla plazmaticka koncentrace FGF-2 rozdilna ani v zavislosti na pohlavi a poétu
leukocytt v periferni krvi (28, 121, 217, 226). Zajimava je Shanafeltova studie s 311
neléCenymi nemocnymi s CLL. ZvySené plazmatické/sérové ani intracelularni koncentrace
FGF-2 sice nekorelovaly s klinickymi stadii dle Raie, [gVH a CD38, ale u nemocnych ve
stadiich O-11 dle Raie byl zvyseny pomér FGF-2/trombospondin (inhibitor angiogeneze)
spojen s vyznamn¢ krat§im TTT (225). Souvislosti FGF-2 s novymi prognostickymi ukazateli
se zabyvalo také jen omezené mnozstvi praci; vysledky jsou, jak jiz bylo feCeno, dosti
rozporuplné. Vedle jiz zminéné Shanafeltovy studie nebyla ani v dalsi studii Molicy et al.
prokazana souvislost mezi FGF-2 a pozitivitou ZAP-70, CD38 a nemutovanymi IgVH geny
(na rozdil od VEGF) (123). Ani Smolej et al. nezjistili korelaci zvySenych plazmatickych
koncentraci FGF-2 s expresi ZAP-70 (na rozdil od VEGF, jehoz hladiny byly vyssi u ZAP-70
negativnich ptipadt) (227). Dalsi prace Smoleje et al. zjistila vyznamné vyssi plazmatické
koncentrace FGF-2 u nemocnych s mutovanymi geny, koncentrace FGF-2 (ani VEGF) nebyly
rozdilné u nemocnych Vv zavislosti na cytogenetickych aberacich (226). Vedle této posledni
jmenované je nase studie jedind, kterd mimo jiné hodnoti souvislost FGF-2 s cytogenetickymi
abnormalitami.

V nasi studii nebyla nalezena korelace sérovych koncentraci FGF-2 a exprese FGFR2.

Byla zjisténa statisticky vyznamné vyssSi exprese FGFR2 v kontrolni skupiné v porovnani
s CLL pacienty. Nemocni s normalni LDH i B2M v séru méli statisticky vyznamné vyssi
expresi FGFR2 nez nemocni se se zvySenou LDH a B2M. Exprese FGFR2 slabé negativné
korelovala s ALC. Dalsi souvislosti FGFR2 s ostatnimi prognostickymi ukazateli a klinickym

pribéhem CLL nebyly prokdzany. Divodem extrémné nizké exprese FGFR2 v nasem
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souboru také mohou byt zvySené sérové koncentrace cirkulujiciho FGF-2, které v disledku
zpétné vazby mohly vést k poklesu FGFR2. Napiiklad u lidskych astrocytomii a krysich
nadorl prostaty, které jsou oba na FGF-2 rustové zavislé, byla progrese nadoru spojena s
,,down-regulaci‘ FGFR2 se soucasnou s ,,up-regulaci FGFR1 (125).

V zéadné studii nebyla dosud souvislost exprese FGFR2 (resp. FGFR) s prognostickymi
ukazateli a pribéhem CLL studovana. Jak jiz bylo feceno, existuje velmi omezené mnozstvi
praci, které se zabyvaly hodnocenim exprese receptorti pro FGF-2 na lymfocytech CLL; ve
vetsing praci byla studovana exprese FGFR obecné na riznych typech leukemickych bunék a
mimo jiné exprese FGFR2 na téchto buiikach (véetné CLL lymfocyti) byla vzdy nizka (125,
224, 229, 230). Dostupné prace jsou navic starSiho data, coz je ponékud s podivem vzhledem
k tomu, Ze angiogenezi a problematice FGF-2 se u CLL vénuje v n€kolika poslednich letech
intenzivni pozornost. Dominantné¢ vSak byla zkouména ptedev§im produkce FGF-2

leukemickymi bunikami.

Pii provedeni multivariantni analyzy pro celkové preZiti vysly jako statisticky vyznamné a
nezavislé dva prognostické faktory, a to sérova koncentrace TNF-a a masivni lymfadenopatie.
Vyznam TNF-o coby negativniho prognostického ukazatele v nasi praci byl jiz diskutovan.

Nékteré prace prokazaly, ze nemocni s masivni lymfadenopatii maji horSi prognozu (nizsi
procento CR, krat§i PFS, naznacen i trend smérem ke kratSimu OS, vysoké riziko relapsu po
alogenni transplantaci) (16, 45, 47, 50). I naSe prace potvrzuje, ze nalez masivni
lymfadenopatie, ktera byla pfitomna u 16 % nemocnych a v naprosté vétSiné piipada (85 %)
se jednalo o retroperitonealni uzliny, ma negativni prognosticky vyznam s dopadem na OS.
Dal$im dulezitym zjisténim je fakt, Ze diagnoza retroperitonedlni lymfadenopatie byla ve
vSech piipadech zaloZena na UZ vySeteni. NasSe nalezy tedy také podporuji vyznam pouZiti

zobrazovacich metod (resp. UZ) u CLL.
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vvvvv

S prognostickymi ukazateli.

Autor, rok CLL | Kontroly Metodika | Hodnocena | Souvislost s klinickymi | Souvislost s modernimi Souvislost Predchozi
stanoveni | CLL stadia stadii prognostickymi faktory s klinickym 1écba
FGF-2 pribéhem
ano (vyssi FGF-2 u
Duensing, 1995 18 6 plazma vSechna pokrocilych) X X ne
Aguayo, 2000 157 11 plazma neurceno X X X neurceno
Bairey, 2001 85 0 sérum vSechna neprokazana X X ano
Krej¢i, 2001 39 11 plazma vSechna X X X ano
Gora-Tybor, 2002 18 16 sérum vSechna X X X ne
casna ano (mezi st. 0-11 dle
Molica, 2002 81 20 sérum (Binet A) Raie) X neprokazana ne
ano (vyssi FGF-2 u ano (vyssi FGF-
Gora-Tybor, 2003 80 27 sérum vSechna pokrocilych) X 2 U progrese) ne
Smolej, 2005 18 20 plazma neurceno X X X neurceno
sérum i neprokéazana (pro IgVH,
Shanafelt, 2005 311 0 plazma vSechna neprokazana CD38) neprokazana ne
prokazéana pro M-IgVH,
neprokéazana pro FISH
(ptiznivé vs. neptiznive
Smolej, 2006 49 50 plazma vSechna neprokazana aberace) X ne
neprokazana
Smolej, 2007 27 0 plazma vSechna X (pro ZAP-70) X ne
Smolej, 2007 73 80 plazma vSechna neprokazana X X ne
casna neprokéazana (pro IgVH,
Molica, 2007 47 neurceno sérum (Binet A) X ZAP-70, CD38) X ne

X — vybrany ukazatel nebyl hodnocen
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8.4 Mozné nové cilené 1écebné sméry u CLL

Dalsi vyzkum nami vybranych cytokini a jejich signalnich drah je cenny nejen
z prognostického, ale také 1é¢ebného hlediska.

V ramci preklinickych studii byly u CLL pouzity inhibitory transkripéni aktivity NF-«B.
Inhibitor 17-DMAG (inhibitor heat shock proteinu 90, HSP90) prokazal in vitro cytotoxicky
efekt na CLL lymfocyty s minimalni toxicitou na normalni B a T-lymfocyty a NK-bunky.
Jeho podani vedlo ke snizeni vazby NF-kB na DNA s naslednym snizenim transkripce NF-xB
cilovych genii a k navozeni apoptozy cestou aktivace kaspaz. Podani 17-DMAG bylo
provazeno Vyznamnym snizeni poc¢tu leukocytd pfi pouziti na mySich modelech a
prodlouzenim jejich pteziti (234). Pouziti dalsiho NF-«xB inhibitoru PCI-24781 samotného ¢i
v kombinaci s bortezomidem (inhibitor proteazomu) vedlo k razantnimu vyvolani apoptdzy
CLL buneék (235).

Monoklonalni protilatky proti TNF-a (infliximab, adalimumab) a fizni solubilni receptor pro
TNF-a etanercept jsou jiz nyni pouzivany napiiklad k 1é€bé Crohnovy choroby, revmatoidni
artritidy ¢i psoriazy (193, 194). K dispozici jsou data o pouziti etanerceptu v kombinaci s
rituximabem u nemocnych s relabovanou CLL s pomérné nadéjnymi vysledky (29 % ORR)
(kromé nemocnych sdel 17pl3) (236). Byl publikovan i popis pifipadu nemocného
spsoriazou a CLL uspésn¢ léeného s pouzitim etanerceptu nasledovaného podanim
infliximabu (237).

ZkuSenosti s l1é¢ivy brzdicimi kancerogenni efekt TGF-B jsou pfedmétem zajmu zejména u
solidnich nadort v ramci klinickych studii. V pocatecnich fazich nadorového bujeni je TGF-3
uc¢innym inhibitorem tohoto procesu. Napiiklad tamoxifen pouZzivany k 1é€bé rakoviny prsu
indukuje produkci TGF-8 a bylo prokazano, Ze jeho preventivni podavani rizikové skupiné
Zen na vyskyt karcinomu miZze vzniku rakoviny prsu zabranit (140). U pokrocilych nadord,
obvykle jiz odolnych na ucinek TGF-B, je naopak zadouci jeho hladinu snizit. K dispozici
jsou data o pouziti tzv. antisense DNA, ktera je v nadorovych bunkach transkribovana na
RNA pro TGF-B, a ta poté blokuje syntézu TGF-B. Uinné je také pouziti neutralizujicich
protilatek proti TGF-B ¢i pouziti solubilni formy receptord TGFBRII a TGFBRIII zabranujici
vazbou solubilniho TGF-8 aktivaci signalni drahy TGF-8. Tzv. inhibitory malych molekul
brzdi kinazovou aktivitu TGFBR, a tim i aktivaci Smad proteind (7, 140, 210). Na druhou
stranu je nutno podotknout, ze zatimco v pfipad¢ pokroc€ilych solidnich nadort zvySena
hladina TGF-B znaci nepfiznivou prognézu a terapeutickym cilem je tedy jeji snizeni, u CLL

naopak nékteré studie vcetné naSi prokazaly, ze vyssi hladiny TGF-B jsou spojeny
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S prognozou piiznivéjsi (9, 140, 217). Otazka 1éebného vyuziti vySe zminénych 1éCiv je tedy
u CLL kontroverzni. Zajimavou praci je studie Romana et al., v niz CLL lymfocyty odolné na
pro-apoptické piisobeni TGF-B, podlehly apoptdze po podani tacrolimu (FK506). FK506 byl
schopen aktivovat kinazovou aktivitu TGFBRI a indukovat Smad2 fosforylaci, coz vedlo k
vyznamnému snizeni exprese anti-apoptickych proteinti Bcl-2 a Bel-X . soucasné se zvySenim
exprese proteinti s pro-apoptickym pusobenim (Bim a Bmf) a k navozeni apoptozy CLL
buné¢k. Standardné je vsak FK506 uzivan jako imunosupresivum (209).

K dispozici jsou rovnéz nadéjné data z klinickych studii vyuzivajicich u CLL antiangiogenni
1éky, jako jsou thalidomid ¢i lenalidomid (128, 164). Tato 1é¢iva kombinuji zejména Ginky
imunomodula¢ni a antiangiogenni. Konkrétné jde naptiklad o blokadu VEGF, FGF-2, TNF-
a, IL-1, IL-6, adhezivnich molekul a dalSich cytokint (117, 127). V preklinickych studiich
byly vyuzity rizné inhibitory tyrosin-kinazové aktivity VEGF receptoru. Slibné se jevi podani
Vatalanibu a Pazopanibu v kombinaci s cytostatiky, které¢ vedlo K vyznamnému snizeni
prezivani CLL bun¢k. Naopak monoklondlni protilatka proti VEGF bevacizumab, ktera je
nyni pouzivani v prvni linii 1écby metastatického kolorektalniho karcinomu, neméla u
relabujicich/refrakternich nemocnych s CLL vyznamny efekt (117, 128). Zajimavé je, Ze také
ncktera klasické cytostatika (naptiklad etoposid, cyklofosfamid a dal$i) maji antiangiogenni
ucinek, zejména jsou-li podavana v nizkych davkach a v pravidelnych intervalech, a to ziejme
v disledku neustalého supresivniho pusobeni na nadorovy endotel (117). Vliv ,klasické*
cytostatické 1écby CLL na ovlivnéni hladin proangiogennich cytokinli popisuji pouze 2 studie:
Gora-Tybor u 18 nemocnych s CLL prokazala, Zze podani kladribinu vede k vyznamného
snizeni sérovych koncentraci FGF-2 i TGF-B (122). Druhou studii je prace Smoleje et al.,
ktefi prokazali, Zze po intenzivni 1é¢bé CLL zalozené na fludarabinovém rezimu (FC ¢i FCR)
doslo u 12 nemocnych Kk vyznamnému poklesu plazmatickych koncentraci VEGF i FGF-2 na

uroven kontrolni skupiny (121).
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9. Zavéry

Dosud nebyla publikovana prace, ve které by bylo provedeno tak rozsahlé hodnoceni
souvislosti TNF-a, TGF-B1, TGFBRII, FGF-2 a FGFR2 s prognostickymi faktory, klinickym

prabéhem CLL i souvislosti vzajemnych. V tomto jsou naSe vysledky prioritni. Cile nasi

vvvvvv

1. Sérové koncentrace TNF-a, TGF-B1, FGF-2 a lymfocytarni exprese TGFBRII a FGFR2
byly detekovatelné ve vSech vzorcich.

Sérové koncentrace TNF-a a FGF-2 byly vyznamné vyss$i u nemocnych s CLL v porovnani
s kontrolni skupinou.

Exprese FGFR2 byla vyznamné niz$i na CLL lymfocytech oproti kontrolni skupiné, coz
mohlo byt zpiisobeno negativni zpétnou vazbou pii zvySenych sérovych koncentracich
dilezitého angiogenniho aktivatoru FGF-2. NaSe prace pfispéla k rozsifeni dosavadnich
znalosti o expresi FGFR u CLL; v této oblasti bylo dosud k dispozici naprosté minimum dat.
Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v sérovych koncentracich TGF-1 a expresi

TGFBRII u nemocnych s CLL a kontrolni skupinou.

2. Ovérili jsme negativni prognosticky vyznam zvySenych sérovych koncentraci TNF-a, které
vedle klasickych prognostickych ukazateli (pokrocila Rai staddia, vysoky B2M, masivni
preziti, a to s nemutovanymi IgVH geny a neptiznivymi cytogenetickymi aberacemi; byla téz
prokazéana souvislost s nepfiznivym klinickym prabéhem CLL (viz. dale).

Druhym ukazatelem S prokdzanym prognostickym vyznamem byla zvySend sérova
koncentrace TGF-B1, ktera byla naopak spojena s piiznivymi nalezy (nizkym rizikem dle
Raie, niz§im ALC, nepfitomnosti masivni lymfadenopatie, mutovanymi IgVH geny a
negativitou ZAP-70) i pfiznivym klinickym pribéhem CLL (viz. dale).

U nemocnych s vysokym rizikem dle Raie byla zjiSténa vyznamné niz$i exprese TGFBRII,
ktera by mohla pfispivat k oslabeni signalizace TGF-8, zejména ke snizeni jeho anti-
proliferacniho puisobeni na lymfocyty CLL, a tedy k horsi prognéze u této skupiny pacientd.
Signifikantné vyssi sérové koncentrace FGF-2 meéli nemocni se stfednim rizikem dle Raie

V porovnani s nemocnymi s nizkym i vysokym rizikem, vyssi FGF-2 koreloval s ALC.
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Statisticky vyznamnymi a nezavislymi prognostickymi faktory pro celkové preziti byly

V naSem souboru zvysené sérové koncentrace TNF-a a pfitomnost masivni lymfadenopatie.

3. Nebyla zjisténa vzajemna souvislost mezi jednotlivymi hodnocenymi ukazateli.

4. Zvysené sérové koncentrace TNF-o korelovaly s neptiznivym pribéhem onemocnéni -
progresi choroby a kratsim TTT. ZvySené sérové koncentrace TGF-1 byly naopak spojeny
S priznivym klinickym priibéhem CLL — stabilni chorobou a del§im TTT. Souvislost ostatnich

ukazatell s klinickym pribéhem nebyla prokéazana.

Vystupy pro klinickou praxi a vyhledy do budoucna:

U nové diagnostikovanych nemocnych s CLL by mohlo byt vhodné k zpiesnéni individualni
miry rizika progrese a odhadu nutnosti zahajeni 1écby vysetfeni sérové koncentrace TNF-a.
Negativni prognosticky vyznam TNF-o vcetné vlivu na celkové preziti byl jiz opakované
prokazan. DalSim z diivodu je fakt, ze v soucasné dob€ jsou ve vyvoji 1é¢iva antagonizujici
prolifera¢ni a prozanétlivy potencial TNF-a, ktera by mohla najit uplatnéni i u CLL. Zavedeni
vySetieni sérovych koncentraci TGF-B1 brani fakt, Ze naSe studie je zatim jedinou, v niz byl
ptiznivy vliv TGF-B1 potvrzen v souvislosti s novymi prognostickymi ukazateli. V tomto
sméru je tfeba dalSich studii na rozsahlejsim souboru nemocnych. Jednozna¢nou interpretaci
prognostického vyznamu TGF-B u CLL také znesnadiiuje vliv zmén exprese TGFBR.

Dalsim dualezitym vystupem nasi prace pro Klinickou praxi je potvrzeni negativniho
prognostického vyznamu masivni lymfadenopatie. V nasem souboru S$lo téméf ve vsech
pfipadech 0 wuzliny retroperitonedlni, které byly zjiStény pomoci UZ vySetieni.
Ultrasonografické vySetteni je tedy vhodné zavést do rutinni praxe v ramci vstupnich
diagnostickych vySetfeni a pred zahdjenim lécby. Pomoci UZ lze jednoduSe sledovat
dynamiku onemocnéni ve smyslu objektivniho hodnoceni nardstu velikosti uzlin (zevnich i
vnitinich; i splenomegalie/hepatomegalie) a uréit/zptesnit 1écebnou odpoveéd’. UZ vysetieni je
Vv soucasné dobé velmi dobie dostupnym, rychlym a bezpe¢nym vySetfenim.

Velkou pozornost do budoucna zaslouzi dalsi studie tykajici se prognostické hodnoty FGF-2 a
jeho receptort u CLL, nebot’ do praxe jsou zavadéna nova 1é¢iva s antiangiogennim
pusobenim.

U CLL, stejné jako u ostatnich hematologickych malignit, je jednozna¢nym trendem hledani

novych 1é¢iv, kterd cilené plisobi na signalni drahy hrajici roli v proliferaci a odolnosti viici
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apoptoze, nebot’ na rozdil od klasické chemoterapie skytaji vyhodu zmirnéni ¢i tplné
elimimace moznych nezadoucich u¢inkl vyplyvajicich z neselektivniho ptisobeni cytostatik
na zdravé tkané. I z tohoto ditvodu je dalsi studium novych prognostickych faktorti véetné

nami vybranych ukazateli cenné a uzite¢né.
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koncentrace FGF-2 a jejich souvislost s prognostickymi ukazateli.

11.2 Grafy

Graf 1. Obdobi do zahdjeni 1écby (cely soubor).

Graf 2. Celkové preziti celého souboru nemocnych.

Graf 3. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-o u nemocnych s CLL
Vv porovnani s kontrolni skupinou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 4. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-o u nemocnych s vysokym
rizikem dle Raie v porovnani se stiednim i nizkym rizikem. Sérové koncentrace TNF-a se
neli§$i mezi skupinou s nizkym a stfednim rizikem dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny
v pg/ml.

Graf 5. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-o u nemocnych se zvySenym
sérovym B2M. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 6. Sérové koncentrace TNF-a slabé pozitivn€ koreluji s absolutnim poctem lymfocyti
v periferni krvi (ALC). Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 7. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych s masivni
lymfadenopatii. Koncentrace jsou uvedeny v pg/mi.

Graf 8. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych
s nemutovanymi IgVH geny. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 9. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TNF-a u nemocnych
S nepiiznivymi cytogenetickymi aberacemi. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 10. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné vyssi sérové koncentrace TNF-a

nez nemocni se stabilnim onemocnénim. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 11. Obdobi do zahijeni 1éCby je vyznamné krat§i u nemocnych se sérovymi
koncentracemi TNF-a vys$§imi nez median (2,83 pg/ml).

Graf 12. Sérové koncentrace TGF-81 nejsou vyznamné rozdilné u nemocnych s CLL
V porovnani s kontrolni skupinou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 13. Statisticky vyznamné zvyseni sérovych koncentraci TGF-B1 u nemocnych s nizkym
rizikem dle Raie v porovnani s vysokym rizikem. Sérové koncentrace TGF-81 se nelisi mezi
skupinami s nizkym a stfednim rizikem ani mezi skupinami se stfednim a vysokym rizikem
dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 14. Sérové koncentrace TGF-1 slabé negativné koreluji s absolutnim poctem lymfocytt
v periferni krvi (ALC). Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 15. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-B1 u nemocnych
bez masivni lymfadenopatie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 16. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci TGF-81 u nemocnych
s mutovanymi IgVH geny. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 17. Statisticky vyznamné zvyseni sérovych koncentraci TGF-B1 u nemocnych se ZAP-
70 negativitou. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 18. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné niZ§i sérové koncentrace TGF-31
nez nemocni se stabilnim onemocnénim. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 19. Obdobi do zahajeni 1é¢by je vyznamné del$i u nemocnych se sérovymi
koncentracemi TGF-1 vy$simi nez median (44280 pg/ml).

Graf 20. Exprese TGFBRII neni vyznamné rozdilnd u nemocnych s CLL Vv porovnani s
kontrolni skupinou. Exprese je uvedena v procentech (%).

Graf 21. Statisticky vyznamné niZsi exprese TGFBRII u nemocnych s vysokym rizikem dle
Raie v porovnani s nemocnymi s nizkym rizikem. Exprese TGFBRII se neli$i mezi skupinami
S nizkym a stfednim rizikem ani mezi skupinami se stfednim a vysokym rizikem dle Raie.
Exprese je uvedena v procentech (%).

Graf 22. Statisticky vyznamné zvysSeni sérovych koncentraci FGF-2 u nemocnych s CLL
Vv porovnani s kontrolami. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 23. Nemocni se stfednim rizikem dle Raie maji statisticky vyznamné vyssi sérové
koncentrace FGF-2 nez nemocni s nizkym i vysokym rizikem. Sérové koncentrace FGF-2

se nelisi mezi skupinou s nizkym a vysokym rizikem dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny
v pg/ml.

Graf 24. Sérové koncentrace FGF-2 pozitivné koreluji s absolutnim poctem lymfocyti

v periferni krvi (ALC). Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 25. Exprese FGFR2 je statisticky vyznamné vys$i v kontrolni skupin€ v porovnani s
nemocnymi s CLL. Exprese je uvedena v procentech (%).

Graf 26. Statisticky vyznamné vyssi exprese FGFR2 u nemocnych s normélni sérovou LDH.
Exprese je uvedena v procentech (%).

Graf 27. Statisticky vyznamné vys$i exprese FGFR2 u nemocnych s normalnim sérovym
B2M. Exprese je uvedena v procentech (%).

Graf 28. Exprese FGFR2 slab¢ negativné koreluje s absolutnim poctem lymfocyti v periferni

krvi (ALC). Exprese je uvedena v procentech (%).

11.3 Obrazky

Obr. 1. Role mikroprostiedi u CLL.

Obr. 2. Komplexni hodnoceni prognézy nemocnych s CLL.
Obr. 3. Pro-apoptické a anti-apoptické pusobeni TNF-a.
Obr. 4. Signaliza¢ni draha TGF-8.

137



12. Pilohy

12.1 Summary

Introduction: Search for new prognostic markers in order to improve prognostic accuracy and
predict clinical outcome at the time of diagnosis has recently become one of the major trends
in chronic lymphocytic leukemia (CLL). Aims of the project: Assessment of selected markers
of apoptosis and angiogenesis and their potential as new prognostic factors and correlation
with conventional and modern prognostic factors and clinical course. Patients and Methods:
We evaluated serum levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), transforming growth
factor beta-1 (TGF-B1) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2) using comercially available
enzyme-linked immunosorbent assay; furthemore, we quantified expression of type Il
receptor for transforming growth factor beta (TGFBRII) and type 2 receptor for FGF-2
(FGFR2) on CLL cells using flow cytometry analysis in 75 previously untreated patients with
CLL (47 males and 28 females, median age, 65 years, range, 38-82) and healthy donors.
Results: We found significantly elevated TNF-a in patients with CLL compared to the control
group (p<0.0001); high expression of TNF-a was associated with unfavourable prognosis:
significantly higher TNF-a was present in patients with Rai high-risk group compared to low-
and intermediate-risk groups (p = 0.0008 and p = 0.0097), with high serum beta 2-
microglobulin (p = 0.045), massive lymphadenopathy (p = 0.0083), unmutated genes for
variable region of immunoglobulin heavy chain (IgVH) (p = 0.041) and unfavourable
cytogenetic aberrations (p = 0.0014). In addition, patients with progressive CLL had
significantly higher TNF-a than those with stable clinical course (p = 0.0009); time to
treatment (TTT) was significantly shorter in patients with higher TNF-a (p = 0.0049). Higher
TGF-B1 concentrations were associated with favourable prognosis, i.e. with Rai low-risk
group compared to high-risk group (p = 0.011), patients without massive lymphadenopathy (p
= 0.041), patients with mutated IgVH (p = 0.012) and ZAP-70 negativity (zeta-associated
protein of 70 kilodaltons) (p = 0.044). Patients with progressive CLL had significantly lower
TGF-B1 levels than those with stable course (p = 0.0014) and TTT was significantly longer in
patients with higher TGF-B81 (p = 0.016). Patients with Rai high-risk group had significantly
lower TGFBRII expression than those with low-risk group (p = 0.022). Serum concentrations
of FGF-2 were significantly higher in patients with CLL compared to the control group (p <
0.0001). FGFR2 expression was significantly lower in CLL compared to the control group (p
= 0.042). The prognostic significance of FGF-2 and FGFR2 was not found. Significant and
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independent prognostic factors for overall survival were high serum concentrations of TNF-a
and massive lymphadenopathy (evaluated by ultrasound) (p = 0.036 and p = 0.047).
Conclusions: Based on our results, TNF-a and TGF-B1 possess prognostic significance in
CLL; further research in this direction may also be important therapeutically, because these
signal pathways could serve as possible treatment targets. Low TGFBRII expression in
advanced stages could contribute to resistance to anti-proliferative effect of TGF-3 and worse
prognosis. Massive lymphadenopathy proved to be a negative prognostic feature; therefore

detection by ultrasound could be useful in daily clinical practice.
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