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1. Souhrn

Uvod: Jednim z hlavnich trendd u chronické lymfocytarni leukemie (CLL) se v poslednich
letech stalo hledani novych prognostickych faktorli umoziujicich zpfresnit progndézu, a predpovédét
tak klinicky pribéh onemocnéni jiz v dobé stanoveni diagndzy s moznosti nacasovani a pfizptisobeni
intenzity Ié€by individualnimu riziku nemocného. Cile prdce: Cilem nasi prace bylo zhodnoceni
prognostického vyznamu vybranych ukazatel(i apoptdzy a angiogeneze a jejich vztahu ke klasickym
a novym prognostickym faktorlm a ke klinickému pribéhu CLL. Pacienti a metodiky: Byly méreny
sérové koncentrace tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a), transformujiciho ristového faktoru
beta-1 (TGF-R1) a fibroblastového rlistového faktoru-2 (FGF-2) metodou ELISA a exprese receptoru
typu Il pro TGF-B (TGFRRIl) a receptoru typu 2 pro FGF-2 (FGFR2) pritokovou cytometrii na
lymfocytech periferni krve u 75 nelécenych pacient(i s CLL (47 muz( a 28 Zen, medidn véku 65 let,
rozmezi 38-82 let). Vysledky: Sérové koncentrace TNF-a byly vyznamné vyssi u nemocnych s CLL v
porovnani s kontrolni skupinou (p<0,0001) a byly spojeny s nepfiznivou progndzou: vyznamné vyssi
TNF-a méli nemocni s vysokym rizikem dle Raie v porovnani s nemocnymi s nizkym i stfednim
rizikem (p = 0,0008, resp. p = 0,0097), nemocni s vysokou hodnotou sérového beta 2-
mikroglobulinu (p = 0,045), masivni lymfadenopatii (p = 0,0083), nemutovanymi geny pro variabilni
Casti tézkych fetézcld imunoglobulini (p = 0,041) a nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi (p =
0,0014). Nemocni s progredujici CLL méli vyznamné vyssi hodnoty TNF-a nez nemocni se stabilnim
prabéhem (p = 0,0009) a obdobi do zahdjeni lécby bylo vyznamné kratsi u pacientl s vysSimi
koncentracemi TNF-a (p = 0,0049). ZvySené koncentrace TGB-R1 byly naopak spojeny s pfiznivou
progndzou: vyznamneé vyssi TGF-RB1 byl zjistén u nemocnych s nizkym rizikem dle Raie v porovnani s
vysokym rizikem (p = 0,011), u nemocnych bez masivni lymfadenopatie (p = 0,041), s mutovanymi
IgVH geny (p = 0,012) a negativitou ZAP-70 (zeta-asociovany protein o 70 kilodaltonech) (p = 0,044).
Nemocni s progredujici chorobou méli vyznamné nizs$i TGF-B1 neZz nemocni se stabilnim
onemocnénim (p = 0,0014). Obdobi do zahajeni |é€by bylo vyznamné del$i u nemocnych s vy$sim
TGF-R1 (p = 0,016). U nemocnych s vysokym rizikem dle Raie v porovndni s nemocnymi s nizkym
rizikem byla zjiSténa vyznamné nizsi exprese TGFRRII (p = 0,022). Vyznamné vysSi sérové
koncentrace FGF-2 méli nemocni s CLL oproti kontrolni skupiné (p < 0,0001). Exprese FGFR2 byla
vyznamné niz8i u nemocnych s CLL ve srovnani s kontrolni skupinou (p = 0.042). Prognosticky
vyznam FGF-2 ani exprese FGFR2 nebyl prokdzan. Statisticky vyznamnymi a nezavislymi
prognostickymi faktory pro celkové preiZiti byly zvysené sérové koncentrace TNF-a a masivni
lymfadenopatie (hodnocena ultrasonografickym vysetfenim, UZ) (p = 0,036, resp. p = 0,047).
Zavéry: Vyssi sérové koncentrace TNF-a jsou v naSem souboru nepfiznivym ukazatelem, naopak
vy$Si koncentrace TGF-RB1 znaci progndzu ptiznivou. Dalsi vyzkum TNF-a a TGF-R1 je cenny také z
lé¢ebného hlediska, nebot signalni drahy téchto cytokinl by se mohly stat terapeutickym cilem u
nemocnych s CLL. Nizka exprese TGFRRII by u pokrocilych stadii mohla prispivat k odolnosti na anti-
proliferacni pusobeni TGF-B a horsi progndze. Masivni lymfadenopatie je negativnim ukazatelem,
k jeji detekci je vhodné zavedeni UZ vysetfeni do rutinni praxe.



2. Summary

Prognostic factors in chronic lymphocytic leukemia

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 (TGFRRIl) 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-R1 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-R1 levels than those with stable course (p = 0.0014) and
TTT was significantly longer in patients with higher TGF-B1 (p = 0.016). Patients with Rai high-risk
group had significantly lower TGFRRII 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
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 TGFRRIl expression in advanced stages could contribute to
resistance to anti-proliferative effect of TGF-8 and worse prognosis. Massive lymphadenopathy
proved to be a negative prognostic feature; therefore detection by ultrasound could be useful in
daily clinical practice.



3. Uvod do problematiky

Chronicka lymfocytarni leukemie je nejéastéjSim typem leukemie v zdpadni populaci s
extrémné variabilnim klinickym pradbéhem (1, 2, 3, 4). Velkd pozornost je v nékolika poslednich
letech vénovana problematice stanoveni a zpfesnéni progndzy u pacient( s CLL.

Dnes jiz vime, Ze pouZiti klasickych prognostickych faktor(, zejména systému klinické
klasifikace dle Raie a Bineta, je ke stanoveni individudlni prognézy nemocnych s CLL nedostatecné,
coz plati zejména pro pacienty v ¢asnych klinickych stadiich. | tito nemocni mohou totiz velmi rychle
progredovat a mit agresivni pribéh onemocnéni (2, 4, 5, 6). Objevem nékterych novych ukazatell
bylo umozZnéno rozdélit nemocné s CLL do skupin vyznamné se liSicich progndzou jiz v dobé
stanoveni diagndzy, a predpovédeét tak klinicky pribéh onemocnéni. Z tohoto hlediska maji nejvétsi
vyznam vysoce nepfiznivé cytogenetické aberace, a to delece kratkého ramene 17. chromozomu
(del 17p13) a delece ¢asti dlouhého ramene 11. chromozomu (del 11q) a nemutované IgVH geny.
Dal$imi duleZitymi nepfiznivymi ukazateli spojenymi s agresivnéjSim pribéhem CLL jsou vysoka
exprese ZAP-70 a vysokd exprese CD38 na CLL lymfocytech (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16).
Otdzkou do budoucna také zUstavd, jak co nejlépe nacasovat a prizplsobit intenzitu lécby
individudlnimu riziku nemocného pravé na zakladé znalosti téchto novych prognostickych faktor(
(tzv. risk-adapted strategies) (1, 2, 17). Z tohoto hlediska mda zatim dominantni postaveni delece
17p13, jejiz pritomnost mize v nékterych pripadech ovlivnit vybér cileného |écebného postupu (9,
10, 16, 18, 19). Nalez ostatnich nepfiznivych ukazatel( tvofi dulezité doplniujici informace o
progndze nemocnych, pfitomnost Zadného z nich vsak neni divodem k zahajeni I1éCby. Pro zahajeni
|écby u pacientl s CLL je naddle rozhoduijici aktivita choroby (20).

Studium prognostickych faktor( také prindsi novy pohled na biologii CLL, nebot vypovidaji
mnohé o patogenezi onemocnéni. Zcirkulujicich cytokind, které sehravaji dllezitou roli
v patogenezi a biologickém chovani maligniho klonu a jsou c¢asto zmifovany v souvislosti
s poruchou apoptickych drah, proliferaci a angiogenezi u CLL, a u nichZ lze na zakladé literarnich
udajl predpokladat prognosticky vyznam, je tfeba jmenovat zejména TNF-a, TGF-R a jeho receptory
a FGF-2 a jeho receptory (21, 22, 23, 24, 25, 26). Pravé témto ukazatellm je v disertacni praci
vénovdana pozornost.

Tumor nekrotizujici faktor-alfa je cytokin, ktery je konstitutivné produkovan CLL lymfocyty a
jehoz zvysené hladiny Ize u pacientd s CLL v séru/plazmé detekovat (21, 27, 28, 29, 30, 31). U CLL je
TNF-a pozitivné transkripéné regulovan signalni drahou nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB) a
pUsobi anti-apopticky a jako autokrinni ristovy faktor pro maligni B-lymfocyty (21, 31, 32, 33). Vyssi
sérové/plazmatické koncentrace TNF-a jsou u CLL spojovany s nepfiznivou progndzou (21, 34, 35,
36).

Transformujici rastovy faktor je protein, jehoz funkci je zejména kontrola bunécné
proliferace, diferenciace, migrace a apoptdzy. Ma také imunosupresivni a pro-angiogenni ucinky.
Funkce TGF-R se uplatiiuje po vazbé na vysokoafinni receptory, stéZejni jsou typ | a typ Il (TGFRRI a
TGFRRI) (22, 31, 37, 38, 39, 40, 41). Uloha TGF-R v patogenezi CLL je kontroverzni - u vétsiny
pacientU prispiva autokrinni produkce TGF-R k Gtlumu proliferace malignich B-lymfocytd (zejména v
Casnéjsich stadiich), pomalejsi progresi a indolentnimu pribéhu onemocnéni. Nékteré prace
potvrdily tuto teorii ndlezem vyznamné nizsich hladin TGF-R u pacientl v pokrocilych stadiich (23,
24, 42). Asi 1/3 pacientl s CLL je vSak vuci anti-proliferaénimu a pro-apoptickému plsobeni TGF-R
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odolnd (31, 43, 44). Hlavni mechanismus odolnosti spocivda v patologii receptord TGFRR na
leukemickych burikach (snizeni ¢i ztrata exprese, ¢i funkéni poruchy), coz muze prispivat k progresi a
agresivnéjSimu prabéhu CLL (22, 40, 43, 44, 45, 46).

Fibroblastovy rlistovy faktor-2 je protein, jehoz hlavni funkci je uloha mitogenni, kterd neni
plsobi také na fibroblasty nebo epitelidlni buriky. Na maligni lymfocyty CLL pUsobi anti-apopticky
(47, 48, 49, 50, 51, 52). V séru Ci plazmé pacienttd s CLL byly nalezeny zvysené koncentrace FGF-2
(24, 26, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60) a v nékterych studiich jsou spojeny s nepfiznivym prabéhem
onemocnéni (24, 47, 61). Funkce FGF-2 se uplatiuje po vazbé na vysokoafinni transmembranové
receptory - FGFR1-4 (51, 62). U CLL je ale dosud k dispozici jen velmi omezené mnozstvi praci
zkoumajicich expresi FGFR na leukemickych lymfocytech, i kdyz je jeho autokrinni funkce vice nez
pravdépodobna (47, 48, 49, 57, 63).

4. Cile disertacni prace

Cilem nasi prace bylo:

1. Stanovit vybrané ukazatele apoptdzy a angiogeneze, které by dle dosavadnich znalosti mohly
slouzit jako dalsi nové prognostické faktory u CLL. K hodnoceni jsme zvolili stanoveni sérovych
koncentraci TNF-a, TGF-B1 a FGF-2 a stanoveni exprese TGFRRII a FGFR2 na lymfocytech u pacientu
s CLL v porovnani se zdravymi dobrovolniky;

2. Zhodnotit vztah vybranych ukazatell apoptdézy a angiogeneze k prognostickym faktoriim
(klasickym jako je pohlavi, klinické stadium dle Raie, absolutni pocet lymfocytl v periferni krvi [ALC],
sérova laktatdehydrogendza [LDH], sérovy beta 2-mikroglobulin [B2M] a novym - cytogenetické
aberace, IgVH mutacni stav, exprese ZAP-70, exprese CD38 a k pfitomnosti masivni
lymfadenopatie);

3. Zhodnotit vzajemny vztah ukazatelll apoptdzy a angiogeneze;

4. Zhodnotit souvislost ukazatel(l apoptdzy a angiogeneze s klinickym pridbéhem onemocnéni —
progresi choroby, celkovym prezitim (overall survival, OS) a obdobim do zahdjeni I1éCby 1. linie (time
to treatment, TTT).

5. Pacienti a metodiky

Do studie bylo zafazeno 75 nemocnych s CLL diagnostikovanych na IV. interni hematologické
klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové od ledna 2007 do srpna 2010. Pfed vstupem do studie
podepsali vSichni nemocni informovany souhlas a studie byla provedena dle zasad Helsinské
deklarace. Zadny z nemocnych nebyl v dobé odbéru zjisfovanych ukazateld lé¢en. Diagnéza CLL
vyzadovala splnéni diagnostickych kritérii dle mezinarodnich doporuceni NCI-WG z roku 2008. Dle
téchto doporuceni byla v naSem souboru také definovana progredujici (aktivni) choroba (s nutnosti
zahdjeni |écby) (20). Zakladni charakteristiky nemocnych jsou uvedeny v Tabulce 1.



Stratifikace do rizikovych skupin byla provedena dle modifikovaného Raiova stagingu (5).
Pfitomnost cytogenetickych aberaci byla stanovena pomoci fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)
a hodnocena dle Déehnerovy hierarchické klasifikace (8). Nemocni byli dle cytogenetického nalezu
rozdéleni do dvou rizikovych skupin. Ve skupiné s nizkym rizikem a pFiznivéjsi progndzou byli
nemocni s normalnim nalezem, izolovanou deleci dlouhého ramene 13. chromozomu a trisomii 12,
do skupiny s nepfiznivou progndzou patfili nemocni s ndlezem del 11q a del 17p13. U 36/75 (48 %)
pacientld bylo provedeno ultrasonografické vysetfeni (UZ) uzlin a/nebo bficha. Paket uzlin
v prméru 5 a vice cm (masivni lymfadenopatie; tzv. bulk) byl diagnostikovan u 16 nemocnych
(16/75, 21 %), u 14 z nich (85 %) byl lokalizovan nitrobfisné a zjistén dle UZ vysetfeni.

Tab. 1. Deskriptivni charakteristiky nemocnych.

Celkovy pocet nemocnych 75

Muzi/zeny 47/28 (63 %/37 %)

Median véku (rozmeazi) 65 let (38-82)

Nizké riziko (Rai 0)
Stfedni riziko (Rai I, 1)
Vysoké riziko (Rai lll/1V)

30/75 (40 %)
31/75 (41 %)
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°/I (rozmezi 5.10°-620,7.10°/1)

Masivni lymfadenopatie (nad 5 cm)

16/75 (21 %)

Nemutované IgVH geny

39/65 (60 %)

Nepfiznivé cytogenetické aberace dle FISH

21/68 (31 %)

Exprese ZAP-70 pozitivni

18/72 (25 %)

Exprese CD38 pozitivni

19/72 (26 %)

Odbéry krve ke zhodnoceni vybranych ukazatelll byly provedeny bud v dobé stanoveni
diagnozy CLL, nebo kdykoliv v pribéhu onemocnéni, které vykazovalo v dobé odbéru stabilni
prabéh bez zndmek progrese. Medidn od data stanoveni diagnézy do data provedeni odbéru byl
16,4 mésice (rozmezi 0,3 — 132 mésicll). Hodnoceni klasickych prognostickych faktor( (Rai stadia,
ALC, LDH, B2M) a pfitomnosti masivni lymfadenopatie bylo provedeno v dobé odbéru zkoumanych
ukazatel(. Data tykajici se vybranych ukazatell apoptdzy a angiogeneze byla dostupna u vsech
nemocnych v souboru (n = 75), pouze sérové koncentrace FGF-2 byly zhodnoceny u 72/75 (96 %)
nemocnych.

Vysetfeni sérovych koncentraci TNF-a a TGF-B1 bylo pro srovnani provedeno u skupiny 57
dobrovolnych zdravych darcd krve (26 muzl a 31 Zen, median 35 let; rozmezi 19-51 let) a vySetteni
sérovych koncentraci FGF-2 u skupiny 40 dobrovolnych zdravych darc( krve (24 muz(i a 16 Zen,
median 39,5 let; rozmezi 24-69 let). Stanoveni exprese TGFRRIl a FGFR2 poté u 10 dobrovolnych
zdravych darcQ krve (6 muzll a 4 Zeny, vékovy median 34 let, rozmezi 25-65 let).

Pro stanoveni sérovych koncentraci TNF-a, TGF-B1 a FGF-2 (ze srazlivé periferni krve) byly
vSechny vzorky séra po centrifugaci zamrazeny pfi teploté — 70 stupnd Celsia az do méreni.



Stanoveni koncentraci bylo provedeno standardnimi postupy metodiky ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a dle firemnich doporuceni. Pouzity byly komercni ELISA soupravy od firmy
R&D Systems (USA), a to Quantikine Human TNF-alpha, Quantikine Human TGF-£1 a Quantikine HS
Human FGF basic. Pro méreni barevné zmény (absorbance) byl pouzit u vSech mérenych parametr(
ELISA reader Multiskan a software Genesis od firmy Thermo Fisher Scientific. Koncentrace
mérenych cytokinl byly vypocteny z kalibrac¢nich krivek.

K hodnoceni lymfocytarni exprese TGFRRII a FGFR2 byly pouzity vzorky nesrazlivé periferni
krve, které byly méreny na pratokovém cytometru EPICS XL (Beckman Coulter, USA) se softwarem
EPICS XL verze 3.0. K hodnoceni exprese TGFRRII byla pouzita mysi monoklondlni protildtka proti
lidskému TGFRRIl konjugovana s karboxyfluoresceinem (R&D Systems, USA). K hodnoceni exprese
FGFR2 byla pouZita lyofilizovana neznacena protilatka FGFR2 (llic) (R&D Systems, USA) a sekundarni
protilatka znacenad FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (Beckman Coulter, USA).

Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru Analyse-it (Analyse-it Software Ltd,
Velkd Britdnie). VSechna data byla testovana na normalitu Shapirovym-Wilkovym testem. Pokud
bylo rozdéleni dat normalni, byl k testovani rozdild vici kontrolni skupiné pouZit parametricky t-
test. Pokud neméla data normalni rozdéleni, byl uzZit neparametricky Mannlv-Whitney(v U test.
Korelace byla stanovena pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu (r). Celkové preziti bylo
definovano jako obdobi od data odbéru vybranych ukazatell do Umrti na jakoukoliv, i nenddorovou
pri¢inu. Obdobi do zahajeni Ié¢by bylo hodnoceno od data provedeni odbéru do data zahajeni 1é¢by
1. linie. K hodnoceni OS a TTT byly zkonstruovany Kaplan-Meierovy krivky preziti a jednotlivé
podskupiny porovnany pomoci log rank testu. P-hodnoty nizsi nez 0,05 byly povaZovany za
statisticky vyznamné.

6. Vysledky

V dobé analyzy v prosinci 2012 byl median sledovani Zijicich nemocnych 48 mésicl (rozmezi
1-111 meésicl) a stav souboru byl nasledujici: 10 nemocnych (13 %) zemrelo, z toho 5 z dlivodu
progrese CLL. Tticet Sest nemocnych (48 %) progredovalo a vyZzadovalo zahdjeni l1é¢by. Median TTT
celého souboru byl 44 mésicl. Pravdépodobnost 5-letého OS celého souboru byla 84 %, median OS
nebyl dosazen.

6.1 Hodnoceni sérovych koncentraci TNF-a a jejich souvislost s prognostickymi faktory a klinickym
prtibéhem CLL

Sérovy TNF-a byl detekovatelny ve vSech vzorcich. Koncentrace TNF-a byly statisticky
vyznamné vyssi u pacientd s CLL (median 2,83 pg/ml; priimérna sérova koncentrace 5,79 pg/ml)
oproti kontrolni skupiné (median 1,37 pg/ml; pridmérna sérova koncentrace 1,32 pg/ml) [p <
0,0001]). Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich TNF-a a mezi muzZi a
Zzenami (p = 0,78). Vyznamné vyssi TNF-a méli nemocni ve skupiné s vysokym rizikem dle Raie
v porovnani se skupinou s nizkym rizikem (median 7,52 vs. 1,69 pg/ml; p = 0,0008) i v porovnani se
skupinou se stfednim rizikem (median 7,52 vs. 2,83 pg/ml; p = 0,0097). Pfi srovnani skupiny
s nizkym a stfednim rizikem dle Raie nebyl v koncentracich TNF-a rozdil (p = 0,13). Vyznamny rozdil
nebyl ani mezi skupinami nemocnych s rozdilnou koncentraci LDH (p = 0,14). U nemocnych se
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zvySenym B2M byl TNF-a vyznamné vyssi (median 3,70 vs. 1,54 pg/ml; p = 0,045). S TNF-a slabé
pozitivné koreloval ALC (p = 0,018; r = 0,27). Nemocni s masivni lymfadenopatii méli vyznamné vyssi
TNF-a nez nemocni bez masivni lymfadenopatie (median 7,0 vs. 1,88 pg/ml; p = 0,0083). Statisticky
vyznamné vysSi koncentrace TNF-a méli pacienti s nemutovanymi IgVH geny v porovnani
s mutovanymi (median 4,88 vs. 1,86 pg/ml; p = 0,041) a nemocni s nepfiznivymi cytogenetickymi
aberacemi v porovnani s prognosticky pfiznivymi (medidn 7,17 vs. 1,83 pg/ml; p = 0,0014). Exprese
ZAP-70 ani exprese CD38 s TNF-a nekorelovaly (p = 0,35, resp. p = 0,44). Nemocni, ktefi v pribéhu
onemocnéni progredovali (n = 36), méli vyznamné vyssi TNF-a nez nemocni se stabilnim
onemocnénim (median 5,48 vs. 1,68 pg/ml; p = 0,0009). Pacienti s koncentracemi TNF-a vys$simi nez
medidn (n = 37) méli vyznamné kratsi TTT neZ nemocni s nizsimi koncentracemi (n = 38) (median 2
vs. 100 mésicQ; p = 0,0049). Mezi témito dvéma skupinami nebyl rozdil v OS (p = 0,085).

6.2 Hodnoceni sérovych koncentraci TGF-B1 a exprese receptoru typu Il pro TGF-B a jejich
souvislost s prognostickymi faktory a klinickym pribéhem CLL

Sérovy TGF-B1 byl detekovatelny ve vSech vzorcich. Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil mezi koncentracemi TGF-B1 u pacientl s CLL (median 44280 pg/ml; primérnd sérova
koncentrace 47734 pg/ml) a kontrolni skupinou (median 48700 pg/ml; primérna sérova
koncentrace 48068 pg/ml) (p = 0,26). Mezi muZi a Zenami nebyly koncentrace TGF-R1 vyznamné
rozdilné (p = 0,088). Nemocni ve skupiné s nizkym rizikem dle Raie méli vyznamné vyssi TGF-R1
v porovnani se skupinou s vysokym rizikem (median 48735 vs. 19450 pg/ml; p = 0,011), nebyl ale
rozdil mezi skupinou nemocnych s nizkym a stfednim rizikem (p = 0,11) a skupinou se stfednim a
vysokym rizikem dle Raie (p = 0,10). Koncentrace TGF-R1 slabé negativné korelovala s ALC (p =
0,0037; r = - 0,33). Vyznamné vyssi TGF-B1 méli nemocni bez masivni lymfadenopatie v porovnani
s nemocnymi s masivni lymfadenopatii (median 46170 vs. 30116 pg/ml; p = 0,041). Nebyl
zaznamendn rozdil v koncentracich TGF-B1 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 vyssi TGF-B1 méli pacienti s mutovanymi IgVH geny (vs. nemutované)
(median 51350 vs. 39100 pg/ml; p = 0,012) a pacienti ZAP-70 negativni (vs. ZAP-70 pozitivni)
(median 47115 vs. 33960 pg/ml; p = 0,044). Nemocni s progredujici chorobou méli vyznamné nizsi
TGF-R1 nez nemocni se stabilnim onemocnénim (median 31860 vs. 49140 pg/ml; p = 0,0014). TTT
bylo vyznamné delsi u pacientli, ktefi méli koncentrace TGF-B1 vy$si nez median (n = 37)
v porovnani s nemocnymi s koncentracemi nizsimi (n = 38) (median nedosaZen vs. median 2 mésice;
p = 0,016). V OS nebyl mezi témito dvéma skupinami rozdil (p = 0,44). Nebyla nalezena korelace
mezi TGF-B1 a TNF-a (p = 0,059; r =-0,22).

Exprese TGFRBRIl byla méfitelnd ve vSech vzorcich, nemocni s CLL neméli v porovnani
s kontrolami vyznamné rozdilnou expresi TGFRRII (median 1,32 vs. 1,09; p = 0,22). Statisticky
vyznamné nizsi exprese TGFBRIl byla zaznamendna 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 TGFRRII mezi skupinou nemocnych s nizkym a stfrednim (p = 0,53) a stfednim a vysokym
rizikem dle Raie (p = 0,076). Exprese TGFRRII nebyla rozdilna v zavislosti na pohlavi (p = 0,17), LDH a
B2M (p = 0,11, resp. 0,78), mutacnim stavu, cytogenetickych aberacich (p = 0,97, resp. p = 0,29),
ani expresi ZAP-70 a CD38 (p = 0,39, resp. p = 0,94), ¢i pfitomnosti masivni lymfadenopatie (p =
0,31). Nebyl rozdil v expresi TGFRRII mezi nemocnymi se stabilni a progredujici chorobou (p = 0,29).
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TTT ani OS nebyly rozdilné u pacientl, ktefi méli expresi TGFRRIlI vyssi nez median (n = 37)
v porovnani s nemocnymi s expresi TGFRRII nizsi (n = 38) (p = 0,46, resp. p = 0,81). Nebyla nalezena
souvislost mezi TGFRRIl a TGF-R1 (p = 0,69, r = - 0,05) ani ALC (p = 0,79; r =- 0,03).

6.3 Hodnoceni sérovych koncentraci FGF-2 a exprese receptoru typu 2 pro FGF-2 a jejich
souvislost s prognostickymi faktory a klinickym pribéhem CLL

Sérovy FGF-2 byl méfitelny ve vSech vzorcich. Koncentrace FGF-2 byly statisticky vyznamné
vysSi u pacientd s CLL (median 22,85 pg/ml; primérna sérova koncentrace 26,9 pg/ml) oproti
kontrolni skupiné (median 5,85 pg/ml; primérna sérova koncentrace 7,27 pg/ml) (p < 0,0001).
Nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil v koncentracich FGF-2 a pohlavim (p = 0,44).
Nemocni se stfednim rizikem dle Raie méli vyznamné vyssi FGF-2 neZ nemocni s nizkym rizikem
(median 33,65 vs. 17,2 pg/ml; p = 0,003) i nez nemocni s vysokym rizikem (median 33,65 vs. 14,9
pg/ml; p = 0,021). Mezi nemocnymi s nizkym a vysokym rizikem nebyl v koncentracich FGF-2 rozdil
(p = 0,97). Nebyl zaznamenan rozdil v koncentracich FGF-2 mezi skupinami s rozdilnou LDH (p =
0,98) a B2M (p = 0,58). S FGF-2 pozitivné koreloval ALC (p = 0,0047; r = 0,33). Nemocni s masivni
lymfadenopatii neméli rozdilné koncentrace FGF-2 neZz nemocni bez bulku (p = 0,14). Nebyl také
rozdil v koncentracich FGF-2 a IgVH mutacnim 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). TTT ani OS nebyly vyznamné rozdilné u
pacientl, ktefi méli koncentrace FGF-2 vyssi nez median (n = 36) v porovnani s nemocnymi
s koncentracemi FGF-2 niz8imi (n = 36) (p = 0,30, resp. p = 0,82). Nebyla zaznamenana souvislost
mezi koncentracemi FGF-2, TNF-a (p = 0,22) a TGF-B1 (p = 0,087), ani s expresi TGFRRII (p = 0,97) a
FGFR2 (p = 0,49).

Exprese FGFR2 byla zjistitelnd ve vSech vySetfovanych vzorcich. Byla zjisténa statisticky
vyznamneé vyssi exprese FGFR2 v kontrolni skupiné v porovnani s CLL pacienty (median 6,48 vs. 1,46,
p = 0,042). Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v expresi FGFR2 mezi muzi a Zzenami (p =
0,35) a mezi rizikovymi skupinami dle Raie (nizké vs. stfedni riziko, p = 0,77; nizké vs. vysoké, p =
0,12; stredni 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). Nebyla
nalezena souvislost mezi expresi FGFR2 a muta¢nim 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 slabé negativné koreloval ALC (p = 0,033; r = - 0,25).
Nebyl rozdil v expresi FGFR2 mezi nemocnymi se stabilni a progredujici chorobou (p = 0,15). TTT ani
OS nebyly vyznamné rozdilné u pacientli, ktefi méli expresi FGFR2 vyssi nez median (n = 36)
v porovnani s nemocnymi s expresi FGFR2 nizsi nez median (n =39) (p =0,27; resp. p =0,11).

PFi provedeni multivariantni analyzy pro celkové preziti byly identifikovany jako statisticky

vyznamné a nezavislé dva prognostické faktory, a to sérovd koncentrace TNF-a a masivni
lymfadenopatie (p = 0,036, resp. p = 0,047).
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7. Diskuze

Stanoveni a zpresnéni progndzy u pacientl s CLL je v nékolika poslednich letech vénovana velkd
pozornost. V nasi praci jsme ovérovali prognosticky vyznam TNF-a, TGF-81, TGFRRII, FGF-2 a FGFR2.

Zvysené sérové/plazmatické koncentrace TNF-a byly u nemocnych s CLL opakované
prokazany a ve vétsiné praci jsou spojovany s méné priznivou progndzou (21, 27, 28, 29, 30, 34, 64,
65). Vyznamné vyssi TNF-a v séru/plazmé méli ve studiich nemocni v pokrodilych stadiich, s vyssim
B2M a ALC, pozitivitou CD38 a ZAP-70, s del 11g a del 17p13, s nemutovanymi IgVH geny, se
souboru byly sérové koncentrace TNF-a u CLL vyznamné vyssi v porovnani s kontrolni skupinou a
znacily nepfiznivou progndzu: vyznamné vyssi TNF-a méli nemocni ve skupiné s vysokym rizikem dle
Raie, s nemutovanymi IgVH geny a nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi. Pravé IgVH a
cytogenetické nalezy jsou v soucasné dobé u CLL povaZovany za nejdllezitéjsi prognostické faktory
ve vztahu k celkovému preziti (1, 8, 12). Vyznamné vyssi koncentrace TNF-a byly také zjistény u
nemocnych s vysSim B2M, ktery je u CLL spojovdn s pokrocilym klinickym stavem, objemnou
lymfadenopatii, vyznamnou infiltraci kostni dfené, pozitivitou ZAP-70 a CD38 (2, 66). V nékolika
studiich byl B2M nezavislym faktorem predikujicim celkové preZiti (67, 68, 69). Vyznamné vyssi
koncentrace TNF-a méli i nemocni s masivni lymfadenopatii. Na rozdil od literdrnich dat jsme
neprokdzali souvislost mezi TNF-a a CD38 a ZAP-70. S koncentraci TNF-a pozitivné koreloval ALC, Slo
vSak o slabou korelaci, z ¢ehoz vyplyva, Ze hodnota TNF-a neni linedrnim ukazatelem velikosti
nadorové masy. Nemocni s progresi CLL méli vyznamné vyssi hodnoty TNF-a neZ nemocni se
stabilnim onemocnénim. Také TTT bylo vyznamné kratsi u pacient(l s vy$Sim TNF-a.

TGF-B je cytokin, ktery hraje v patogenezi CLL vyznamnou roli (22, 31). Jednoznacny
prognosticky vyznam TGF- u CLL je ale obtiZzné interpretovat, a to z nékolika dlivodu: roli sehrava
kromé vyse hladin TGF-R také stav TGF-B receptor( a fakt, Ze signalni draha TGF-R je regulovana na
rdznych urovnich (22). DalSim problémem je skutecnost, Ze dosavadni prace (navic svelmi
omezenymi pocty nemocnych) hodnotily prognosticky vyznam TGF-B pouze v souvislosti s
klinickymi stadii, chybi vSak systematické porovnani s ostatnimi ukazateli a klinickym prdbéhem. V
praci Romana et al. méli nemocni citlivi na pro-apoptické pasobeni TGF-B vyznamné delsi zdvojovaci
¢as lymfocytl (70). Friedenberg et al. nenalezli korelaci mezi TGF-B a ALC a klinickym pribéhem
(23). Gora-Tybor et al. popsali vyznamné vyssi TGF-B1 u nemocnych s progredujici CLL (24).
V rozporu s literarnimi daty jsme nepotvrdili zvySeni sérovych koncentraci TGF-B1 u nemocnych
s CLL v porovnani s kontrolami, pravdépodobné v dlsledku relativné omezeného rozsahu souboru.
PFi analyze jednotlivych podskupin a zcela v souladu s dosud publikovanymi pracemi (23, 24, 42)
méli nemocni ve skupiné s nizkym rizikem dle Raie vyznamné vyssi hladiny TGF-B1 v porovnani se
skupinou s vysokym rizikem. Vyznamné vyssi koncentrace TGF-B1 byly také spojeny s vyskytem
dalSich pfiznivych prognostickych ukazateld, jako jsou mutované IgVH geny a negativita ZAP-70 i
priznivéjSim klinickym pribéhem - stabilnim onemocnénim a delSim TTT. Také nemocni bez masivni
lymfadenopatie méli vyznamné vyssi TGF-B1 nez nemocni s bulkem. Déale koncentrace TGF-R1
negativné korelovala s ALC.

V nasem souboru nekorelovala koncentrace TGF-B1 s expresi receptoru TGFRRII. Exprese
TGFRRII nebyla rozdilnd mezi nemocnymi s CLL a kontrolni skupinou. Statisticky vyznamné nizsi
exprese TGFBRIl byla zaznamenana u nemocnych s vysokym rizikem dle Raie v porovnani
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s nemocnymi s nizkym rizikem. Nizkda exprese TGFRRIl by u nemocnych v pokrocilych klinickych
stadiich mohla pfispivat k rezistenci na anti-proliferacni plsobeni TGF-B a horsi progndze. Prace Ho,
DeCoteau ani Lagneauxe et al. souvislost exprese receptorl pro TGF-B s klinickymi stadii
neprokazaly (42, 43, 44). Dalsi vyznamné souvislosti pro expresi TGFRRII nebyly v naSem souboru
nalezeny. Dulezitym aspektem znesnadnujicim interpretaci nasich nalezl je fakt, Ze hladiny TGFRRI
a TGFRRII jsou také regulovany na nékolika Urovnich a také to, Ze necitlivost na TGF-B muze byt
zpusobena i kvalitativnimi (strukturalnimi) zménami receptor (40). My jsme vSak v nasi praci
hodnotili pouze zmény kvantitativni.

V souladu s mnoha pracemi byly i v nasem souboru sérové koncentrace FGF-2 vyznamné
vy$si u nemocnych s CLL v porovnani s kontrolami (29, 34, 36, 59, 63, 64, 65, 66, 67, 70, 81).
Nemocni se stfednim rizikem dle Raie méli vyznamné vyssi FGF-2 neZ nemocni s nizkym rizikem, ale
i neZ nemocni s vysokym rizikem dle Raie. Koncentrace FGF-2 pozitivné korelovala s ALC, ktery byl
v nékolika studiich nezavislym negativnim prognostickym faktorem se vztahem k OS i TTT prvni linie
(67, 71, 72). Jiné vyznamné souvislosti pro FGF-2 nebyly prokazany. Z hlediska prognostického
vyznamu FGF-2 se vysledky mnohych studii také velmi rozchazeji, i kdyz ve vétsiné praci jsou vyssi
sérové/plazmatické koncentrace spojeny spiSe s nepfiznivym pribéhem CLL (vys$si ALC, pokrocila
stddia a progrese CLL) (24, 47, 49, 61). V Shanafeltové studii byl u nemocnych ve stadiich 0-11 dle
Raie zvyseny pomér FGF-2/trombospondin (inhibitor angiogeneze) spojen s vyznamné kratsim TTT
(60). Menzel et al. prokazali souvislost zvySenych hladin intraceluldrniho FGF-2 v CLL burikach a
pokrocilym klinickym stadiem (49). Molica et al. opakované prokazali signifikantné vyssi sérovy FGF-
2 i u nemocnych v ¢asnych stadiich CLL (A dle Bineta), ale bez dalSiho prognostického vyznamu (54).
Zadnou souvislost mezi FGF-2 a klinickymi stadii nepotvrdili Ho et al., Bairey et al. ani Smolej et al.
(42, 47, 56, 59). Kromé Smoleje et al. (vyssi FGF-2 u mutovanych IgVH) (59) nebyla prokdzana
souvislost FGF-2 s novymi prognostickymi ukazateli (55, 60, 73).

Zjistili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi FGFR2 v kontrolni skupiné v porovnani s CLL
pacienty. Exprese FGFR2 slabé negativné korelovala s ALC. Dalsi souvislosti pro FGFR2 nebyly
prokazany. Dlvodem nizké exprese FGFR2 v nasem souboru mohou byt zvySené sérové
koncentrace FGF-2, které v disledku zpétné vazby mohly vést k poklesu FGFR2.

Pfi provedeni multivariantni analyzy pro celkové preziti vysly jako statisticky vyznamné a
nezavislé dva prognostické faktory, a to sérova koncentrace TNF-a a masivni lymfadenopatie.
Nékteré prace prokazaly, Ze nemocni s masivni lymfadenopatii maji horsi progndzu (nizsi procento
kompletnich remisi, kratSi obdobi do progrese, naznacen i trend smérem ke kratSimu OS, vysoké
riziko relapsu po alogenni transplantaci) (74, 75, 76, 77). | naSe prace potvrzuje, Ze nalez masivni
lymfadenopatie (v 85 % retroperitonedlni uzliny) ma negativni prognosticky vyznam s dopadem na
0OS. Diagndza retroperitonealni lymfadenopatie byla ve vsech pfipadech zalozena na UZ vysSetfeni.
Nase ndlezy tedy také podporuji vyznam poutziti zobrazovacich metod (resp. UZ) u CLL.

Dalsi vyzkum nami vybranych cytokinl a jejich signalnich drah je cenny nejen z
prognostického, ale také lécebného hlediska. V ramci preklinickych studii byly u CLL pouzity
inhibitory transkrip¢ni aktivity NF-kB (78, 79). ZkuSenosti u CLL jsou jiz i s |éc¢ivy antagonizujicimi
ucinek TNF-a (80, 81). Léciva brzdici kancerogenni efekt TGF-R jsou predmétem zajmu zejména u
solidnich nador( (40). K dispozici jsou nadéjnd data vyuZivajicich u CLL antiangiogenni léky, jako jsou
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thalidomid ¢i lenalidomid (82, 83). | néktera klasicka cytostatika maji antiangiogenni uUcinek (62).
Gora-Tybor prokazala, Ze poddni kladribinu vede k vyznamného snizeni FGF-2 i TGF-B (53). Smolej et
al. zaznamenali vyznamny pokles FGF-2 po Iécbé CLL zaloZené na fludarabinovém rezimu (56).

8. Zavéry

Dosud nebyla publikovdna prace, ve které by bylo provedeno tak rozsahlé hodnoceni
souvislosti TNF-a, TGF-B1, TGFRRII, FGF-2 a FGFR2 s prognostickymi faktory, klinickym pribéhem
CLL i souvislosti vzajemnych. V tomto jsou nase vysledky prioritni. Cile nasi studie byly splnény
s témito nejdllezitéjSimi nalezy:

1. Sérové koncentrace TNF-a, TGF-81, FGF-2 a lymfocytarni exprese TGFRRII a FGFR2 byly
detekovatelné ve vSech vzorcich.

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

Exprese FGFR2 byla vyznamné nizsi na CLL lymfocytech oproti kontrolni skupiné, coz mohlo
byt zplsobeno negativni zpétnou vazbou pfi zvySenych sérovych koncentracich dllezitého
angiogenniho aktivatoru FGF-2. Nase prdce pfispéla k rozsifeni dosavadnich znalosti o expresi FGFR
u CLL; v této oblasti bylo dosud k dispozici naprosté minimum dat.

Nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil v sérovych koncentracich TGF-B1 a expresi
TGFRRIl u nemocnych s CLL a kontrolni skupinou.

2. Ovérili jsme negativni prognosticky vyznam zvySenych sérovych koncentraci TNF-a, které
vedle klasickych prognostickych ukazateld (pokrocild Rai stadia, vysoky B2M, masivni
lymfadenopatie) korelovaly také s nejdlezitéjSimi novymi ukazateli ve vztahu k celkovému preziti, a
to s nemutovanymi IgVH geny a nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi; byla téZz prokdzana
souvislost s nepfiznivym klinickym prabéhem CLL (viz. dale).

Druhym ukazatelem s prokdazanym prognostickym vyznamem byla zvySena sérova
koncentrace TGF-R1, kterd byla naopak spojena s pfiznivymi nalezy (nizkym rizikem dle Raie, nizsim
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 nizsi exprese TGFRRII, ktera
by mohla pfispivat k oslabeni signalizace TGF-B, zejména ke sniZeni jeho anti-proliferaéniho
pusobeni na lymfocyty CLL, a tedy k horsi progndze u této skupiny pacientd.

Signifikantné vyssi sérové koncentrace FGF-2 méli nemocni se stfednim rizikem dle Raie
v porovnani s nemocnymi s nizkym i vysokym rizikem, vyssi FGF-2 koreloval s ALC.

Statisticky vyznamnymi a nezdvislymi prognostickymi faktory pro celkové preziti byly
v naSem souboru zvysené sérové koncentrace TNF-a a pfitomnost masivni lymfadenopatie.

3. Nebyla zjisténa vzdjemna souvislost mezi jednotlivymi hodnocenymi ukazateli.
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4. ZvySené sérové koncentrace TNF-a korelovaly s nepfiznivym prlibéhem onemocnéni -
progresi choroby a kratSim TTT. ZvySené sérové koncentrace TGF-B1 byly naopak spojeny
s pfiznivym klinickym pribéhem CLL — stabilni chorobou a delSim TTT. Souvislost ostatnich
ukazatel( s klinickym priibéhem nebyla prokazana.

Vystupy pro klinickou praxi a vyhledy do budoucna:

U nové diagnostikovanych nemocnych s CLL by mohlo byt vhodné k zpfesnéni individudlni
miry rizika progrese a odhadu nutnosti zahajeni lécby vySetfeni sérové koncentrace TNF-a.
Negativni prognosticky vyznam TNF-a véetné vlivu na celkové preziti byl jiz opakované prokazan.
Dalsim z dlvodu je fakt, Ze v soucasné dobé jsou ve vyvoji léCiva antagonizujici proliferacni a
prozanétlivy potencidl TNF-a, ktera by mohla najit uplatnéni i u CLL. Zavedeni vySetfeni sérovych
koncentraci TGF-B1 brani fakt, Ze nase studie je zatim jedinou, v niz byl pfiznivy vliv TGF-R1
potvrzen v souvislosti s novymi prognostickymi ukazateli. V tomto sméru je tfeba dalSich studii na
rozsahlejSim souboru nemocnych. Jednoznac¢nou interpretaci prognostického vyznamu TGF-8 u CLL
také znesnadnuje vliv zmén exprese TGFRR.

Dalsim dllezitym vystupem nasi prace pro klinickou praxi je potvrzeni negativniho
prognostického vyznamu masivni lymfadenopatie. V nasem souboru slo témér ve vSech pfipadech o
uzliny retroperitonedlni, které byly zjistény pomoci UZ vySetfeni. Ultrasonografické vysetieni je tedy
vhodné zavést do rutinni praxe v rdmci vstupnich diagnostickych vysetieni a pred zahdjenim lécby.
Pomoci UZ lze jednoduse sledovat dynamiku onemocnéni ve smyslu objektivniho hodnoceni
narlstu velikosti uzlin a urcit/zpresnit |écebnou odpovéd.

Velkou pozornost do budoucna zaslouzi dalsi studie tykajici se prognostické hodnoty FGF-2 a
jeho receptorll u CLL, nebot do praxe jsou zavadéna nova léCiva s antiangiogennim pUsobenim.
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