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1. Souhrn 

 

Úvod: Jedním z hlavních trendů u chronické lymfocytární leukemie (CLL) se v posledních 

letech stalo hledání nových prognostických faktorů umožňujících zpřesnit prognózu, a předpovědět 

tak klinický průběh onemocnění již v době stanovení diagnózy s možností načasování a přizpůsobení 

intenzity léčby individuálnímu riziku nemocného. Cíle práce: Cílem naší práce bylo zhodnocení 

prognostického významu vybraných ukazatelů apoptózy a angiogeneze a jejich vztahu ke klasickým 

a novým prognostickým faktorům a ke klinickému průběhu CLL. Pacienti a metodiky: Byly měřeny 

sérové koncentrace tumor nekrotizujícího faktoru alfa (TNF-α), transformujícího růstového faktoru 

beta-1 (TGF-ß1) a fibroblastového růstového faktoru-2 (FGF-2) metodou ELISA a exprese receptoru 

typu II pro TGF-ß (TGFßRII) a receptoru typu 2 pro FGF-2 (FGFR2) průtokovou cytometrií na 

lymfocytech periferní krve u 75 neléčených pacientů s CLL (47 mužů a 28 žen, medián věku 65 let, 

rozmezí 38-82 let). Výsledky: Sérové koncentrace TNF-α byly významně vyšší u nemocných s CLL v 

porovnání s kontrolní skupinou (p<0,0001) a byly spojeny s nepříznivou prognózou: významně vyšší 

TNF-α měli nemocní s vysokým rizikem dle Raie v porovnání s nemocnými s nízkým i středním 

rizikem (p = 0,0008, resp. p = 0,0097), nemocní s vysokou hodnotou sérového beta 2-

mikroglobulinu (p = 0,045), masivní lymfadenopatií (p = 0,0083), nemutovanými geny pro variabilní 

části těžkých řetězců imunoglobulinů (p = 0,041) a nepříznivými cytogenetickými aberacemi (p = 

0,0014). Nemocní s progredující CLL měli významně vyšší hodnoty TNF-α než nemocní se stabilním 

průběhem (p = 0,0009) a období do zahájení léčby bylo významně kratší u pacientů s vyššími 

koncentracemi TNF-α (p = 0,0049). Zvýšené koncentrace TGB-ß1 byly naopak spojeny s příznivou 

prognózou: významně vyšší TGF-ß1 byl zjištěn u nemocných s nízkým rizikem dle Raie v porovnání s 

vysokým rizikem (p = 0,011), u nemocných bez masivní lymfadenopatie (p = 0,041), s mutovanými 

IgVH geny (p = 0,012) a negativitou ZAP-70 (zeta-asociovaný protein o 70 kilodaltonech) (p = 0,044). 

Nemocní s progredující chorobou měli významně nižší TGF-ß1 než nemocní se stabilním 

onemocněním (p = 0,0014). Období do zahájení léčby bylo významně delší u nemocných s vyšším 

TGF-ß1 (p = 0,016). U nemocných s vysokým rizikem dle Raie v porovnání s nemocnými s nízkým 

rizikem byla zjištěna významně nižší exprese TGFßRII (p = 0,022). Významně vyšší sérové 

koncentrace FGF-2 měli nemocní s CLL oproti kontrolní skupině (p < 0,0001). Exprese FGFR2 byla 

významně nižší u nemocných s CLL ve srovnání s kontrolní skupinou (p = 0.042). Prognostický 

význam FGF-2 ani exprese FGFR2 nebyl prokázán. Statisticky významnými a nezávislými 

prognostickými faktory pro celkové přežití byly zvýšené sérové koncentrace TNF-α a masivní 

lymfadenopatie (hodnocená ultrasonografickým vyšetřením, UZ) (p = 0,036, resp. p = 0,047). 

Závěry: Vyšší sérové koncentrace TNF-α jsou v našem souboru nepříznivým ukazatelem, naopak 

vyšší koncentrace TGF-ß1 značí prognózu příznivou. Další výzkum TNF-α a TGF-ß1 je cenný také z 

léčebného hlediska, neboť signální dráhy těchto cytokinů by se mohly stát terapeutickým cílem u 

nemocných s CLL. Nízká exprese TGFßRII by u pokročilých stádií mohla přispívat k odolnosti na anti-

proliferační působení TGF-ß a horší prognóze. Masivní lymfadenopatie je negativním ukazatelem, 

k její detekci je vhodné zavedení UZ vyšetření do rutinní praxe. 
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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-α), transforming growth factor beta-1 

(TGF-ß1) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2) using comercially available enzyme-linked 

immunosorbent assay; furthemore, we quantified expression of type II receptor for transforming 

growth factor beta (TGFßRII) 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-α in 

patients with CLL compared to the control group (p<0.0001); high expression of TNF-α was 

associated with unfavourable prognosis: significantly higher TNF-α 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-α than those with stable clinical course (p = 0.0009); time to treatment (TTT) was 

significantly shorter in patients with higher TNF-α (p = 0.0049). Higher TGF-ß1 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-ß1 levels than those with stable course (p = 0.0014) and 

TTT was significantly longer in patients with higher TGF-ß1 (p = 0.016). Patients with Rai high-risk 

group had significantly lower TGFßRII 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-α and 

massive lymphadenopathy (evaluated by ultrasound) (p = 0.036 and p = 0.047). Conclusions: Based 

on our results, TNF-α and TGF-ß1 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 TGFßRII expression in advanced stages could contribute to 

resistance to anti-proliferative effect of TGF-ß 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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3. Úvod do problematiky 

 

Chronická lymfocytární leukemie je nejčastějším typem leukemie v západní populaci s 

extrémně variabilním klinickým průběhem (1, 2, 3, 4). Velká pozornost je v několika posledních 

letech věnována problematice stanovení a zpřesnění prognózy u pacientů s CLL.  

Dnes již víme, že použití klasických prognostických faktorů, zejména systémů klinické 

klasifikace dle Raie a Bineta, je ke stanovení individuální prognózy nemocných s CLL nedostatečné, 

což platí zejména pro pacienty v časných klinických stádiích. I tito nemocní mohou totiž velmi rychle 

progredovat a mít agresivní průběh onemocnění (2, 4, 5, 6). Objevem některých nových ukazatelů 

bylo umožněno rozdělit nemocné s CLL do skupin významně se lišících prognózou již v době 

stanovení diagnózy, a předpovědět tak klinický průběh onemocnění. Z tohoto hlediska mají největší 

význam vysoce nepříznivé cytogenetické aberace, a to delece krátkého ramene 17. chromozomu 

(del 17p13) a delece části dlouhého ramene 11. chromozomu (del 11q) a nemutované IgVH geny. 

Dalšími důležitými nepříznivými ukazateli spojenými s agresivnějším průběhem CLL jsou vysoká 

exprese ZAP-70 a vysoká exprese CD38 na CLL lymfocytech (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16). 

Otázkou do budoucna také zůstává, jak co nejlépe načasovat a přizpůsobit intenzitu léčby 

individuálnímu riziku nemocného právě na základě znalosti těchto nových prognostických faktorů 

(tzv. risk-adapted strategies) (1, 2, 17). Z tohoto hlediska má zatím dominantní postavení delece 

17p13, jejíž přítomnost může v některých případech ovlivnit výběr cíleného léčebného postupu (9, 

10, 16, 18, 19). Nález ostatních nepříznivých ukazatelů tvoří důležité doplňující informace o 

prognóze nemocných, přítomnost žádného z nich však není důvodem k zahájení léčby. Pro zahájení 

léčby u pacientů s CLL je nadále rozhodující aktivita choroby (20).  

Studium prognostických faktorů také přináší nový pohled na biologii CLL, neboť vypovídají 

mnohé o patogenezi onemocnění. Z cirkulujících cytokinů, které sehrávají důležitou roli 

v patogenezi a biologickém chování maligního klonu a jsou často zmiňovány v souvislosti 

s poruchou apoptických drah, proliferací a angiogenezí u CLL, a u nichž lze na základě literárních 

údajů předpokládat prognostický význam, je třeba jmenovat zejména TNF-α, TGF-ß a jeho receptory 

a FGF-2 a jeho receptory (21, 22, 23, 24, 25, 26). Právě těmto ukazatelům je v disertační práci 

věnována pozornost. 

Tumor nekrotizující faktor-alfa je cytokin, který je konstitutivně produkován CLL lymfocyty a 

jehož zvýšené hladiny lze u pacientů s CLL v séru/plazmě detekovat (21, 27, 28, 29, 30, 31). U CLL je 

TNF-α pozitivně transkripčně regulován signální dráhou nukleárního faktoru kappa B (NF-κB) a 

působí anti-apopticky a jako autokrinní růstový faktor pro maligní B-lymfocyty (21, 31, 32, 33). Vyšší 

sérové/plazmatické koncentrace TNF-α jsou u CLL spojovány s nepříznivou prognózou (21, 34, 35, 

36). 

Transformující růstový faktor je protein, jehož funkcí je zejména kontrola buněčné 

proliferace, diferenciace, migrace a apoptózy. Má také imunosupresivní a pro-angiogenní účinky. 

Funkce TGF-ß se uplatňuje po vazbě na vysokoafinní receptory, stěžejní jsou typ I a typ II (TGFßRI a 

TGFßRII) (22, 31, 37, 38, 39, 40, 41). Úloha TGF-ß v patogenezi CLL je kontroverzní - u většiny 

pacientů přispívá autokrinní produkce TGF-ß k útlumu proliferace maligních B-lymfocytů (zejména v 

časnějších stádiích), pomalejší progresi a indolentnímu průběhu onemocnění. Některé práce 

potvrdily tuto teorii nálezem významně nižších hladin TGF-ß u pacientů v pokročilých stádiích (23, 

24, 42). Asi 1/3 pacientů s CLL je však vůči anti-proliferačnímu a pro-apoptickému působení TGF-ß 
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odolná (31, 43, 44). Hlavní mechanismus odolnosti spočívá v patologii receptorů TGFßR na 

leukemických buňkách (snížení či ztráta exprese, či funkční poruchy), což může přispívat k progresi a 

agresivnějšímu průběhu CLL (22, 40, 43, 44, 45, 46). 

Fibroblastový růstový faktor-2 je protein, jehož hlavní funkcí je úloha mitogenní, která není 

specifická pouze pro endotelie (jedná se o jeden z nejdůležitějších aktivátorů angiogeneze), ale 

působí také na fibroblasty nebo epiteliální buňky. Na maligní lymfocyty CLL působí anti-apopticky 

(47, 48, 49, 50, 51, 52). V séru či plazmě pacientů s CLL byly nalezeny zvýšené koncentrace FGF-2 

(24, 26, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60) a v některých studiích jsou spojeny s nepříznivým průběhem 

onemocnění (24, 47, 61). Funkce FGF-2 se uplatňuje po vazbě na vysokoafinní transmembránové 

receptory - FGFR1-4 (51, 62). U CLL je ale dosud k dispozici jen velmi omezené množství prací 

zkoumajících expresi FGFR na leukemických lymfocytech, i když je jeho autokrinní funkce více než 

pravděpodobná (47, 48, 49, 57, 63). 

 

4. Cíle disertační práce 

 

Cílem naší práce bylo:  

1. Stanovit vybrané ukazatele apoptózy a angiogeneze, které by dle dosavadních znalostí mohly 

sloužit jako další nové prognostické faktory u CLL. K hodnocení jsme zvolili stanovení sérových 

koncentrací TNF-α, TGF-ß1 a FGF-2 a stanovení exprese TGFßRII a FGFR2 na lymfocytech u pacientů 

s CLL v porovnání se zdravými dobrovolníky; 

 

2. Zhodnotit vztah vybraných ukazatelů apoptózy a angiogeneze k prognostickým faktorům 

(klasickým jako je pohlaví, klinické stádium dle Raie, absolutní počet lymfocytů v periferní krvi [ALC], 

sérová laktátdehydrogenáza [LDH], sérový beta 2-mikroglobulin [B2M] a novým - cytogenetické 

aberace, IgVH mutační stav, exprese ZAP-70, exprese CD38 a k přítomnosti masivní 

lymfadenopatie);  

 

3. Zhodnotit vzájemný vztah ukazatelů apoptózy a angiogeneze; 

 

4. Zhodnotit souvislost ukazatelů apoptózy a angiogeneze s klinickým průběhem onemocnění – 

progresí choroby, celkovým přežitím (overall survival, OS) a obdobím do zahájení léčby 1. linie (time 

to treatment, TTT). 

 

5. Pacienti a metodiky 

 

Do studie bylo zařazeno 75 nemocných s CLL diagnostikovaných na IV. interní hematologické 

klinice Fakultní nemocnice v Hradci Králové od ledna 2007 do srpna 2010. Před vstupem do studie 

podepsali všichni nemocní informovaný souhlas a studie byla provedena dle zásad Helsinské 

deklarace. Žádný z nemocných nebyl v době odběru zjišťovaných ukazatelů léčen. Diagnóza CLL 

vyžadovala splnění diagnostických kritérií dle mezinárodních doporučení NCI-WG z roku 2008. Dle 

těchto doporučení byla v našem souboru také definována progredující (aktivní) choroba (s nutností 

zahájení léčby) (20). Základní charakteristiky nemocných jsou uvedeny v Tabulce 1.  
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Stratifikace do rizikových skupin byla provedena dle modifikovaného Raiova stagingu (5). 

Přítomnost cytogenetických aberací byla stanovena pomocí fluorescenční hybridizace in situ (FISH) 

a hodnocena dle Döehnerovy hierarchické klasifikace (8). Nemocní byli dle cytogenetického nálezu 

rozděleni do dvou rizikových skupin. Ve skupině s nízkým rizikem a příznivější prognózou byli 

nemocní s normálním nálezem, izolovanou delecí dlouhého ramene 13. chromozomu a trisomií 12, 

do skupiny s nepříznivou prognózou patřili nemocní s nálezem del 11q a del 17p13. U 36/75 (48 %) 

pacientů bylo provedeno ultrasonografické vyšetření (UZ) uzlin a/nebo břicha. Paket uzlin 

v průměru 5 a více cm (masivní lymfadenopatie; tzv. bulk) byl diagnostikován u 16 nemocných 

(16/75, 21 %), u 14 z nich (85 %) byl lokalizován nitrobřišně a zjištěn dle UZ vyšetření.  

 

Tab. 1. Deskriptivní charakteristiky nemocných. 

Celkový počet nemocných  75 

Muži/ženy 47/28 (63 %/37 %) 

Medián věku (rozmezí) 65 let (38-82) 

Nízké riziko (Rai 0) 

Střední riziko (Rai I, II) 

Vysoké riziko (Rai III/IV) 

30/75 (40 %) 

31/75 (41 %) 

14/75 (19 %) 

Progredující onemocnění 36/75 (48 %)  

Sérová LDH zvýšená 46/71 (65 %)  

Sérový B2M zvýšený 36/45 (80 %) 

Medián ALC (rozmezí)  38,79.109/l (rozmezí 5.109-620,7.109/l) 

Masivní lymfadenopatie (nad 5 cm)  16/75 (21 %) 

Nemutované IgVH geny 39/65 (60 %) 

Nepříznivé cytogenetické aberace dle FISH 21/68 (31 %) 

Exprese ZAP-70 pozitivní 18/72 (25 %) 

Exprese CD38 pozitivní 19/72 (26 %) 

 

Odběry krve ke zhodnocení vybraných ukazatelů byly provedeny buď v době stanovení 

diagnózy CLL, nebo kdykoliv v průběhu onemocnění, které vykazovalo v době odběru stabilní 

průběh bez známek progrese. Medián od data stanovení diagnózy do data provedení odběru byl 

16,4 měsíce (rozmezí 0,3 – 132 měsíců). Hodnocení klasických prognostických faktorů (Rai stádia, 

ALC, LDH, B2M) a přítomnosti masivní lymfadenopatie bylo provedeno v době odběru zkoumaných 

ukazatelů. Data týkající se vybraných ukazatelů apoptózy a angiogeneze byla dostupná u všech 

nemocných v souboru (n = 75), pouze sérové koncentrace FGF-2 byly zhodnoceny u 72/75 (96 %) 

nemocných. 

Vyšetření sérových koncentrací TNF-α a TGF-ß1 bylo pro srovnání provedeno u skupiny 57 

dobrovolných zdravých dárců krve (26 mužů a 31 žen, medián 35 let; rozmezí 19-51 let) a vyšetření 

sérových koncentrací FGF-2 u skupiny 40 dobrovolných zdravých dárců krve (24 mužů a 16 žen, 

medián 39,5 let; rozmezí 24-69 let). Stanovení exprese TGFßRII a FGFR2 poté u 10 dobrovolných 

zdravých dárců krve (6 mužů a 4 ženy, věkový medián 34 let, rozmezí 25-65 let).  

Pro stanovení sérových koncentrací TNF-α, TGF-ß1 a FGF-2 (ze srážlivé periferní krve) byly 

všechny vzorky séra po centrifugaci zamraženy při teplotě – 70 stupňů Celsia až do měření. 
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Stanovení koncentrací bylo provedeno standardními postupy metodiky ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) a dle firemních doporučení. Použity byly komerční ELISA soupravy od firmy 

R&D Systems (USA), a to Quantikine Human TNF-alpha, Quantikine Human TGF-ß1 a Quantikine HS 

Human FGF basic. Pro měření barevné změny (absorbance) byl použit u všech měřených parametrů 

ELISA reader Multiskan a software Genesis od firmy Thermo Fisher Scientific. Koncentrace 

měřených cytokinů byly vypočteny z kalibračních křivek. 

K hodnocení lymfocytární exprese TGFßRII a FGFR2 byly použity vzorky nesrážlivé periferní 

krve, které byly měřeny na průtokovém cytometru EPICS XL (Beckman Coulter, USA) se softwarem 

EPICS XL verze 3.0. K hodnocení exprese TGFßRII byla použita myší monoklonální protilátka proti 

lidskému TGFßRII konjugovaná s karboxyfluoresceinem (R&D Systems, USA). K hodnocení exprese 

FGFR2 byla použita lyofilizovaná neznačená protilátka FGFR2 (IIIc) (R&D Systems, USA) a sekundární 

protilátka značená FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (Beckman Coulter, USA). 

 

Statistická analýza byla provedena pomocí softwaru Analyse-it (Analyse-it Software Ltd, 

Velká Británie). Všechna data byla testována na normalitu Shapirovým-Wilkovým testem. Pokud 

bylo rozdělení dat normální, byl k testování rozdílů vůči kontrolní skupině použit parametrický t-

test. Pokud neměla data normální rozdělení, byl užit neparametrický Mannův-Whitneyův U test. 

Korelace byla stanovena pomocí Spearmanova korelačního koeficientu (r). Celkové přežití bylo 

definováno jako období od data odběru vybraných ukazatelů do úmrtí na jakoukoliv, i nenádorovou 

příčinu. Období do zahájení léčby bylo hodnoceno od data provedení odběru do data zahájení léčby 

1. linie. K hodnocení OS a TTT byly zkonstruovány Kaplan-Meierovy křivky přežití a jednotlivé 

podskupiny porovnány pomocí log rank testu. P-hodnoty nižší než 0,05 byly považovány za 

statisticky významné. 

 

6. Výsledky 

 

V době analýzy v prosinci 2012 byl medián sledování žijících nemocných 48 měsíců (rozmezí 

1-111 měsíců) a stav souboru byl následující: 10 nemocných (13 %) zemřelo, z toho 5 z důvodu 

progrese CLL. Třicet šest nemocných (48 %) progredovalo a vyžadovalo zahájení léčby. Medián TTT 

celého souboru byl 44 měsíců. Pravděpodobnost 5-letého OS celého souboru byla 84 %, medián OS 

nebyl dosažen. 

 

6.1 Hodnocení sérových koncentrací TNF-α a jejich souvislost s prognostickými faktory a klinickým 

průběhem CLL 

Sérový TNF-α byl detekovatelný ve všech vzorcích. Koncentrace TNF-α byly statisticky 

významně vyšší u pacientů s CLL (medián 2,83 pg/ml; průměrná sérová koncentrace 5,79 pg/ml) 

oproti kontrolní skupině (medián 1,37 pg/ml; průměrná sérová koncentrace 1,32 pg/ml) [p < 

0,0001]). Nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl v koncentracích TNF-α a mezi muži a 

ženami (p = 0,78). Významně vyšší TNF-α měli nemocní ve skupině s vysokým rizikem dle Raie 

v porovnání se skupinou s nízkým rizikem (medián 7,52 vs. 1,69 pg/ml; p = 0,0008) i v porovnání se 

skupinou se středním rizikem (medián 7,52 vs. 2,83 pg/ml; p =  0,0097). Při srovnání skupiny 

s nízkým a středním rizikem dle Raie nebyl v koncentracích TNF-α rozdíl (p = 0,13). Významný rozdíl 

nebyl ani mezi skupinami nemocných s rozdílnou koncentrací LDH (p = 0,14). U nemocných se 
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zvýšeným B2M byl TNF-α významně vyšší (medián 3,70 vs. 1,54 pg/ml; p = 0,045). S TNF-α slabě 

pozitivně koreloval ALC (p = 0,018; r = 0,27). Nemocní s masivní lymfadenopatií měli významně vyšší 

TNF-α než nemocní bez masivní lymfadenopatie (medián 7,0 vs. 1,88 pg/ml; p = 0,0083). Statisticky 

významně vyšší koncentrace TNF-α měli pacienti s nemutovanými IgVH geny v porovnání 

s mutovanými (medián 4,88 vs. 1,86 pg/ml; p = 0,041) a nemocní s nepříznivými cytogenetickými 

aberacemi v porovnání s prognosticky příznivými (medián 7,17 vs. 1,83 pg/ml; p = 0,0014). Exprese 

ZAP-70 ani exprese CD38 s TNF-α nekorelovaly (p = 0,35, resp. p = 0,44). Nemocní, kteří v průběhu 

onemocnění progredovali (n = 36), měli významně vyšší  TNF-α než nemocní se stabilním 

onemocněním (medián 5,48 vs. 1,68 pg/ml; p = 0,0009). Pacienti s koncentracemi TNF-α vyššími než 

medián (n = 37) měli významně kratší TTT než nemocní s nižšími koncentracemi (n = 38) (medián 2 

vs. 100 měsíců; p = 0,0049). Mezi těmito dvěma skupinami nebyl rozdíl v OS (p = 0,085). 

 

6.2 Hodnocení sérových koncentrací TGF-ß1 a exprese receptoru typu II pro TGF-ß a jejich 

souvislost s prognostickými faktory a klinickým průběhem CLL 

Sérový TGF-ß1 byl detekovatelný ve všech vzorcích. Nebyl zaznamenán statisticky významný 

rozdíl mezi koncentracemi TGF-ß1 u pacientů s CLL (medián 44280 pg/ml; průměrná sérová 

koncentrace 47734 pg/ml) a kontrolní skupinou (medián 48700 pg/ml; průměrná sérová 

koncentrace 48068 pg/ml) (p = 0,26). Mezi muži a ženami nebyly koncentrace TGF-ß1 významně 

rozdílné (p = 0,088). Nemocní ve skupině s nízkým rizikem dle Raie měli významně vyšší TGF-ß1 

v porovnání se skupinou s vysokým rizikem (medián 48735 vs. 19450 pg/ml; p = 0,011), nebyl ale 

rozdíl mezi skupinou nemocných s nízkým a středním rizikem (p = 0,11) a skupinou se středním a 

vysokým rizikem dle Raie (p = 0,10). Koncentrace TGF-ß1 slabě negativně korelovala s ALC (p = 

0,0037; r = - 0,33). Významně vyšší TGF-ß1 měli nemocní bez masivní lymfadenopatie v porovnání 

s nemocnými s masivní lymfadenopatií (medián 46170 vs. 30116  pg/ml; p = 0,041). Nebyl 

zaznamenán rozdíl v koncentracích TGF-ß1 u nemocných se zvýšeným LDH (p =  0,35) a B2M (p = 

0,36), ani u nemocných s nepříznivými cytogenetickými aberacemi (p = 0,081) či expresí CD38 (p = 

0,091). Statisticky významně vyšší TGF-ß1 měli pacienti s mutovanými IgVH geny (vs. nemutované) 

(medián 51350 vs. 39100 pg/ml; p = 0,012) a pacienti ZAP-70 negativní (vs. ZAP-70 pozitivní) 

(medián 47115 vs. 33960 pg/ml; p = 0,044). Nemocní s progredující chorobou měli významně nižší 

TGF-ß1 než nemocní se stabilním onemocněním (medián 31860 vs. 49140 pg/ml; p = 0,0014). TTT 

bylo významně delší u pacientů, kteří měli koncentrace TGF-ß1 vyšší než medián (n = 37) 

v porovnání s nemocnými s koncentracemi nižšími (n = 38) (medián nedosažen vs. medián 2 měsíce; 

p = 0,016). V OS nebyl mezi těmito dvěma skupinami rozdíl (p = 0,44). Nebyla nalezena korelace 

mezi TGF-ß1 a TNF-α (p = 0,059; r = - 0,22). 

Exprese TGFßRII byla měřitelná ve všech vzorcích, nemocní s CLL neměli v porovnání 

s kontrolami významně rozdílnou expresi TGFßRII (medián 1,32 vs. 1,09; p = 0,22). Statisticky 

významně nižší exprese TGFßRII byla zaznamenána u nemocných s vysokým rizikem dle Raie 

v porovnání s nemocnými s nízkým rizikem (medián 0,83 vs. 2,69; p = 0,022). Nebyl ale rozdíl 

v expresi TGFßRII mezi skupinou nemocných s nízkým a středním (p  = 0,53) a středním a vysokým 

rizikem dle Raie (p = 0,076). Exprese TGFßRII nebyla rozdílná v závislosti na pohlaví (p = 0,17), LDH a 

B2M (p =  0,11, resp. 0,78), mutačním stavu, cytogenetických aberacích (p = 0,97, resp. p = 0,29), 

ani expresi ZAP-70 a CD38 (p = 0,39, resp. p = 0,94), či přítomnosti masivní lymfadenopatie (p = 

0,31). Nebyl rozdíl v expresi TGFßRII mezi nemocnými se stabilní a progredující chorobou (p = 0,29). 
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TTT ani OS nebyly rozdílné u pacientů, kteří měli expresi TGFßRII vyšší než medián (n = 37) 

v porovnání s nemocnými s expresí TGFßRII nižší (n = 38) (p = 0,46, resp. p = 0,81). Nebyla nalezena 

souvislost mezi TGFßRII a TGF-ß1 (p = 0,69, r = - 0,05) ani ALC (p = 0,79; r = - 0,03). 

 

6.3 Hodnocení sérových koncentrací FGF-2 a exprese receptoru typu 2 pro FGF-2 a jejich 

souvislost s prognostickými faktory a klinickým průběhem CLL 

Sérový FGF-2 byl měřitelný ve všech vzorcích. Koncentrace FGF-2 byly statisticky významně 

vyšší u pacientů s CLL (medián 22,85 pg/ml; průměrná sérová koncentrace 26,9 pg/ml) oproti 

kontrolní skupině (medián 5,85 pg/ml; průměrná sérová koncentrace 7,27 pg/ml) (p < 0,0001). 

Nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl v koncentracích FGF-2 a pohlavím (p = 0,44). 

Nemocní se středním rizikem dle Raie měli významně vyšší FGF-2 než nemocní s nízkým rizikem 

(medián 33,65 vs. 17,2 pg/ml; p = 0,003) i než nemocní s vysokým rizikem (medián 33,65 vs. 14,9 

pg/ml; p = 0,021). Mezi nemocnými s nízkým a vysokým rizikem nebyl v koncentracích FGF-2 rozdíl 

(p = 0,97). Nebyl zaznamenán rozdíl v koncentracích FGF-2 mezi skupinami s rozdílnou LDH (p =  

0,98) a B2M (p = 0,58). S FGF-2 pozitivně koreloval ALC (p = 0,0047; r = 0,33). Nemocní s masivní 

lymfadenopatií neměli rozdílné koncentrace FGF-2 než nemocní bez bulku (p = 0,14). Nebyl také 

rozdíl v koncentracích FGF-2 a IgVH mutačním stavem (p = 0,79), cytogenetickými aberacemi (p = 

0,5), expresí ZAP-70 (p = 0,97) a expresí CD38 (p = 0,37). Koncentrace FGF-2 nebyly rozdílné mezi 

nemocnými se stabilní a progredující chorobou (p = 0,18). TTT ani OS nebyly významně rozdílné u 

pacientů, kteří měli koncentrace FGF-2 vyšší než medián (n = 36) v porovnání s nemocnými 

s koncentracemi FGF-2 nižšími (n = 36) (p = 0,30, resp. p = 0,82). Nebyla zaznamenána souvislost 

mezi koncentracemi FGF-2, TNF-α (p = 0,22) a TGF-ß1 (p = 0,087), ani s expresí TGFßRII (p = 0,97) a 

FGFR2 (p = 0,49). 

Exprese FGFR2 byla zjistitelná ve všech vyšetřovaných vzorcích. Byla zjištěna statisticky 

významně vyšší exprese FGFR2 v kontrolní skupině v porovnání s CLL pacienty (medián 6,48 vs. 1,46, 

p = 0,042). Nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl v expresi FGFR2 mezi muži a ženami (p = 

0,35) a mezi rizikovými skupinami dle Raie (nízké vs. střední riziko, p = 0,77; nízké vs. vysoké, p = 

0,12; střední vs. vysoké riziko, p = 0,11). Nemocní s normálním LDH i B2M v séru měli statisticky 

významně vyšší expresi FGFR2 (medián 2,97; p = 0,0032, resp. medián 3,57; p = 0,031). Nebyla 

nalezena souvislost mezi expresí FGFR2 a mutačním stavem a výskytem cytogenetických aberací (p 

= 0,88, resp. p = 0,18), ani expresí ZAP-70 a CD38 (p = 0,12, resp. p = 0,89), ani masivní 

lymfadenopatií (p = 0,42). S expresí FGFR2 slabě negativně koreloval ALC (p = 0,033; r = - 0,25). 

Nebyl rozdíl v expresi FGFR2 mezi nemocnými se stabilní a progredující chorobou (p = 0,15). TTT ani 

OS nebyly významně rozdílné u pacientů, kteří měli expresi FGFR2 vyšší než medián (n = 36) 

v porovnání s nemocnými s expresí FGFR2 nižší než medián (n = 39) (p = 0,27; resp. p = 0,11).  

 

Při provedení multivariantní analýzy pro celkové přežití byly identifikovány jako statisticky 

významné a nezávislé dva prognostické faktory, a to sérová koncentrace TNF-α a masivní 

lymfadenopatie (p = 0,036, resp. p = 0,047). 
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7. Diskuze 

 

Stanovení a zpřesnění prognózy u pacientů s CLL je v několika posledních letech věnována velká 

pozornost. V naší práci jsme ověřovali prognostický význam TNF-α, TGF-ß1, TGFßRII, FGF-2 a FGFR2.  

Zvýšené sérové/plazmatické koncentrace TNF-α byly u nemocných s CLL opakovaně 

prokázány a ve většině prací jsou spojovány s méně příznivou prognózou (21, 27, 28, 29, 30, 34, 64, 

65). Významně vyšší TNF-α v séru/plazmě měli ve studiích nemocní v pokročilých stádiích, s vyšším 

B2M a ALC, pozitivitou CD38 a ZAP-70, s del 11q a del 17p13, s nemutovanými IgVH geny, se 

závažnějším stupněm anémie a trombocytopenie a kratším TTT i OS (21, 34, 35, 36). I v našem 

souboru byly sérové koncentrace TNF-α u CLL významně vyšší v porovnání s kontrolní skupinou a 

značily nepříznivou prognózu: významně vyšší TNF-α měli nemocní ve skupině s vysokým rizikem dle 

Raie, s nemutovanými IgVH geny a nepříznivými cytogenetickými aberacemi. Právě IgVH a 

cytogenetické nálezy jsou v současné době u CLL považovány za nejdůležitější prognostické faktory 

ve vztahu k celkovému přežití (1, 8, 12). Významně vyšší koncentrace TNF-α byly také zjištěny u 

nemocných s vyšším B2M, který je u CLL spojován s pokročilým klinickým stavem, objemnou 

lymfadenopatií, významnou infiltrací kostní dřeně, pozitivitou ZAP-70 a CD38 (2, 66). V několika 

studiích byl B2M nezávislým faktorem predikujícím celkové přežití (67, 68, 69). Významně vyšší 

koncentrace TNF-α měli i nemocní s masivní lymfadenopatií. Na rozdíl od literárních dat jsme 

neprokázali souvislost mezi TNF-α a CD38 a ZAP-70. S koncentrací TNF-α pozitivně koreloval ALC, šlo 

však o slabou korelaci, z čehož vyplývá, že hodnota TNF-α není lineárním ukazatelem velikosti 

nádorové masy. Nemocní s progresí CLL měli významně vyšší hodnoty TNF-α než nemocní se 

stabilním onemocněním. Také TTT bylo významně kratší u pacientů s vyšším TNF-α. 

TGF-ß je cytokin, který hraje v patogenezi CLL významnou roli (22, 31). Jednoznačný 

prognostický význam TGF-ß u CLL je ale obtížné interpretovat, a to z několika důvodů: roli sehrává 

kromě výše hladin TGF-ß také stav TGF-ß receptorů a fakt, že signální dráha TGF-ß je regulována na 

různých úrovních (22). Dalším problémem je skutečnost, že dosavadní práce (navíc s velmi 

omezenými počty nemocných) hodnotily prognostický význam TGF-ß pouze v souvislosti s 

klinickými stádii, chybí však systematické porovnání s ostatními ukazateli a klinickým průběhem. V 

práci Romana et al. měli nemocní citliví na pro-apoptické působení TGF-ß významně delší zdvojovací 

čas lymfocytů (70). Friedenberg et al. nenalezli korelaci mezi TGF-ß a ALC a klinickým průběhem 

(23). Gora-Tybor et al. popsali významně vyšší TGF-ß1 u nemocných s progredující CLL (24). 

V rozporu s literárními daty jsme nepotvrdili zvýšení sérových koncentrací TGF-ß1 u nemocných 

s CLL v porovnání s kontrolami, pravděpodobně v důsledku relativně omezeného rozsahu souboru. 

Při analýze jednotlivých podskupin a zcela v souladu s dosud publikovanými pracemi (23, 24, 42) 

měli nemocní ve skupině s nízkým rizikem dle Raie významně vyšší hladiny TGF-ß1 v porovnání se 

skupinou s vysokým rizikem. Významně vyšší koncentrace TGF-ß1 byly také spojeny s výskytem 

dalších příznivých prognostických ukazatelů, jako jsou mutované IgVH geny a negativita ZAP-70 i 

příznivějším klinickým průběhem - stabilním onemocněním a delším TTT. Také nemocní bez masivní 

lymfadenopatie měli významně vyšší TGF-ß1 než nemocní s bulkem. Dále koncentrace TGF-ß1 

negativně korelovala s ALC.  

V našem souboru nekorelovala koncentrace TGF-ß1 s expresí receptoru TGFßRII. Exprese 

TGFßRII nebyla rozdílná mezi nemocnými s CLL a kontrolní skupinou. Statisticky významně nižší 

exprese TGFßRII byla zaznamenána u nemocných s vysokým rizikem dle Raie v porovnání 
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s nemocnými s nízkým rizikem. Nízká exprese TGFßRII by u nemocných v pokročilých klinických 

stádiích mohla přispívat k rezistenci na anti-proliferační působení TGF-ß a horší prognóze. Práce Ho, 

DeCoteau ani Lagneauxe et al. souvislost exprese receptorů pro TGF-ß s klinickými stádii 

neprokázaly (42, 43, 44). Další významné souvislosti pro expresi TGFßRII nebyly v našem souboru 

nalezeny. Důležitým aspektem znesnadňujícím interpretaci našich nálezů je fakt, že hladiny TGFßRI 

a TGFßRII jsou také regulovány na několika úrovních a také to, že necitlivost na TGF-ß může být 

způsobena i kvalitativními (strukturálními) změnami receptorů (40). My jsme však v naší práci 

hodnotili pouze změny kvantitativní.  

V souladu s mnoha pracemi byly i v našem souboru sérové koncentrace FGF-2 významně 

vyšší u nemocných s CLL v porovnání s kontrolami (29, 34, 36, 59, 63, 64, 65, 66, 67, 70, 81). 

Nemocní se středním rizikem dle Raie měli významně vyšší FGF-2 než nemocní s nízkým rizikem, ale 

i než nemocní s vysokým rizikem dle Raie. Koncentrace FGF-2 pozitivně korelovala s ALC, který byl 

v několika studiích nezávislým negativním prognostickým faktorem se vztahem k OS i TTT první linie 

(67, 71, 72). Jiné významné souvislosti pro FGF-2 nebyly prokázány. Z hlediska prognostického 

významu FGF-2 se výsledky mnohých studií také velmi rozcházejí, i když ve většině prací jsou vyšší 

sérové/plazmatické koncentrace spojeny spíše s nepříznivým průběhem CLL (vyšší ALC, pokročilá 

stádia a progrese CLL) (24, 47, 49, 61). V Shanafeltově studii byl u nemocných ve stádiích 0-II dle 

Raie zvýšený poměr FGF-2/trombospondin (inhibitor angiogeneze) spojen s významně kratším TTT 

(60). Menzel et al. prokázáli souvislost zvýšených hladin intracelulárního FGF-2 v CLL buňkách a 

pokročilým klinickým stádiem (49). Molica et al. opakovaně prokázali signifikantně vyšší sérový FGF-

2 i u nemocných v časných stádiích CLL (A dle Bineta), ale bez dalšího prognostického významu (54). 

Žádnou souvislost mezi FGF-2 a klinickými stádii nepotvrdili Ho et al., Bairey et al. ani Smolej et al. 

(42, 47, 56, 59). Kromě Smoleje et al. (vyšší FGF-2 u mutovaných IgVH) (59) nebyla prokázána 

souvislost FGF-2 s novými prognostickými ukazateli (55, 60, 73).  

Zjistili jsme statisticky významně vyšší expresi FGFR2 v kontrolní skupině v porovnání s CLL 

pacienty. Exprese FGFR2 slabě negativně korelovala s ALC. Další souvislosti pro FGFR2 nebyly 

prokázány. Důvodem nízké exprese FGFR2 v našem souboru mohou být zvýšené sérové 

koncentrace FGF-2, které v důsledku zpětné vazby mohly vést k poklesu FGFR2.  

 

Při provedení multivariantní analýzy pro celkové přežití vyšly jako statisticky významné a 

nezávislé dva prognostické faktory, a to sérová koncentrace TNF-α a masivní lymfadenopatie. 

Některé práce prokázaly, že nemocní s masivní lymfadenopatií mají horší prognózu (nižší procento 

kompletních remisí, kratší období do progrese, naznačen i trend směrem ke kratšímu OS,  vysoké 

riziko relapsu po alogenní transplantaci) (74, 75, 76, 77). I naše práce potvrzuje, že nález masivní 

lymfadenopatie (v 85 % retroperitoneální uzliny) má negativní prognostický význam s dopadem na 

OS. Diagnóza retroperitoneální lymfadenopatie byla ve všech případech založena na UZ vyšetření. 

Naše nálezy tedy také podporují význam použití zobrazovacích metod (resp. UZ) u CLL. 

 

Další výzkum námi vybraných cytokinů a jejich signálních drah je cenný nejen z 

prognostického, ale také léčebného hlediska. V rámci preklinických studií byly u CLL použity 

inhibitory transkripční aktivity NF-κB (78, 79). Zkušenosti u CLL jsou již i s léčivy antagonizujícími 

účinek TNF-α (80, 81). Léčiva brzdící kancerogenní efekt TGF-ß jsou předmětem zájmu zejména u 

solidních nádorů (40). K dispozici jsou nadějná data využívajících u CLL antiangiogenní léky, jako jsou 
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thalidomid či lenalidomid (82, 83). I některá klasická cytostatika mají antiangiogenní účinek (62). 

Gora-Tybor prokázala, že podání kladribinu vede k významného snížení FGF-2 i TGF-ß (53). Smolej et 

al. zaznamenali významný pokles FGF-2 po léčbě CLL založené na fludarabinovém režimu (56). 

 

8. Závěry  

 

Dosud nebyla publikována práce, ve které by bylo provedeno tak rozsáhlé hodnocení 

souvislosti TNF-α, TGF-ß1, TGFßRII, FGF-2 a FGFR2 s prognostickými faktory, klinickým průběhem 

CLL i souvislostí vzájemných. V tomto jsou naše výsledky prioritní. Cíle naší studie byly splněny 

s těmito nejdůležitějšími nálezy: 

 

1.  Sérové koncentrace TNF-α, TGF-ß1, FGF-2 a lymfocytární exprese TGFßRII a FGFR2 byly 

detekovatelné ve všech vzorcích.  

Sérové koncentrace TNF-α a FGF-2 byly významně vyšší u nemocných s CLL v porovnání 

s kontrolní skupinou. 

Exprese FGFR2 byla významně nižší na CLL lymfocytech oproti kontrolní skupině, což mohlo 

být způsobeno negativní zpětnou vazbou při zvýšených sérových koncentracích důležitého 

angiogenního aktivátoru FGF-2. Naše práce přispěla k rozšíření dosavadních znalostí o expresi FGFR 

u CLL; v této oblasti bylo dosud k dispozici naprosté minimum dat.  

Nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl v sérových koncentracích TGF-ß1 a expresi 

TGFßRII u nemocných s CLL a kontrolní skupinou. 

 

2.  Ověřili jsme negativní prognostický význam zvýšených sérových koncentrací TNF-α, které 

vedle klasických prognostických ukazatelů (pokročilá Rai stádia, vysoký B2M, masivní 

lymfadenopatie) korelovaly také s nejdůležitějšími novými ukazateli ve vztahu k celkovému přežití, a 

to s nemutovanými IgVH geny a nepříznivými cytogenetickými aberacemi; byla též prokázána 

souvislost s nepříznivým klinickým průběhem CLL (viz. dále). 

Druhým ukazatelem s prokázaným prognostickým významem byla zvýšená sérová 

koncentrace TGF-ß1, která byla naopak spojena s příznivými nálezy (nízkým rizikem dle Raie, nižším 

ALC, nepřítomností masivní lymfadenopatie, mutovanými IgVH geny a negativitou ZAP-70) i 

příznivým klinickým průběhem CLL (viz. dále).  

U nemocných s vysokým rizikem dle Raie byla zjištěna významně nižší exprese TGFßRII, která 

by mohla přispívat k oslabení signalizace TGF-ß, zejména ke snížení jeho anti-proliferačního 

působení na lymfocyty CLL, a tedy k horší prognóze u této skupiny pacientů.  

Signifikantně vyšší sérové koncentrace FGF-2 měli nemocní se středním rizikem dle Raie 

v porovnání s nemocnými s nízkým i vysokým rizikem, vyšší FGF-2 koreloval s ALC.  

 

Statisticky významnými a nezávislými prognostickými faktory pro celkové přežití byly 

v našem souboru zvýšené sérové koncentrace TNF-α a přítomnost masivní lymfadenopatie.  

 

3.  Nebyla zjištěna vzájemná souvislost mezi jednotlivými hodnocenými ukazateli. 
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4.  Zvýšené sérové koncentrace TNF-α korelovaly s nepříznivým průběhem onemocnění - 

progresí choroby a kratším TTT. Zvýšené sérové koncentrace TGF-ß1 byly naopak spojeny 

s příznivým klinickým průběhem CLL – stabilní chorobou a delším TTT. Souvislost ostatních 

ukazatelů s klinickým průběhem nebyla prokázána. 

 

Výstupy pro klinickou praxi a výhledy do budoucna: 

 

U nově diagnostikovaných nemocných s CLL by mohlo být vhodné k zpřesnění individuální 

míry rizika progrese a odhadu nutnosti zahájení léčby vyšetření sérové koncentrace TNF-α. 

Negativní prognostický význam TNF-α včetně vlivu na celkové přežití byl již opakovaně prokázán. 

Dalším z důvodů je fakt, že v současné době jsou ve vývoji léčiva antagonizující proliferační a 

prozánětlivý potenciál TNF-α, která by mohla najít uplatnění i u CLL. Zavedení vyšetření sérových 

koncentrací TGF-ß1 brání fakt, že naše studie je zatím jedinou, v níž byl příznivý vliv TGF-ß1 

potvrzen v souvislosti s novými prognostickými ukazateli. V tomto směru je třeba dalších studií na 

rozsáhlejším souboru nemocných. Jednoznačnou interpretaci prognostického významu TGF-ß u CLL 

také znesnadňuje vliv změn exprese TGFßR. 

Dalším důležitým výstupem naší práce pro klinickou praxi je potvrzení negativního 

prognostického významu masivní lymfadenopatie. V našem souboru šlo téměř ve všech případech o 

uzliny retroperitoneální, které byly zjištěny pomocí UZ vyšetření. Ultrasonografické vyšetření je tedy 

vhodné zavést do rutinní praxe v rámci vstupních diagnostických vyšetření a před zahájením léčby. 

Pomocí UZ lze jednoduše sledovat dynamiku onemocnění ve smyslu objektivního hodnocení 

nárůstu velikosti uzlin a určit/zpřesnit léčebnou odpověď.  

Velkou pozornost do budoucna zaslouží další studie týkající se prognostické hodnoty FGF-2 a 

jeho receptorů u CLL, neboť do praxe jsou zaváděna nová léčiva s antiangiogenním působením.  
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