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Souhrn: Uvod: Jednim z hlavnich trendd u chronické lymfocytarni leukemie (CLL) se v poslednich letech stalo hledéni novych prognostic-
kych faktorti umoznujicich zptesnit prognézu, a predpovédét tak klinicky pribéh onemocnéni jiz v dobé stanoveni diagnézy s moznosti
nadasovani a prizptsobeni intenzity [é¢by individudlnimu riziku nemocného. Pacienti a metody, cile prdce: Cilem nasi prace bylo zhodnoceni
prognostického vyznamu vybranych ukazatel apoptézy a angiogeneze: byly méreny sérové koncentrace tumor nekrotizujiciho faktoru o
(TNF-a) a transformujiciho rastového faktoru -1 (TGF-B1) metodou ELISA a exprese receptoru typu |l pro TGF-B (TGFBRII) a receptoru
typu 2 pro fibroblastovy ristovy faktor (FGFR2) priitokovou cytometrii na lymfocytech periferni krve u 75 nelécenych pacientt s CLL
(47 muzl a 28 zen, median véku 65 let, rozmezi 38-82 let). Vysledky: Sérové koncentrace TNF-a byly vyznamné vy$8i u nemocnych s CLL
v porovnani s kontrolni skupinou (p < 0,0001) a byly spojeny s neptiznivou prognézou: vyznamné vy33i TNF-o. 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 P2-mikroglobulinu (p = 0,045), masivni lymfadenopatii (p = 0,0083), nemutovanymi geny pro variabilni ¢asti tézkych Fetézcti
imunoglobulind (p = 0,041) a nepfiznivymi cytogenetickymi aberacemi (p = 0,0014). Nemocni's progresi CLL méli vyznamné vy$8i hodnoty
TNF-o nez nemocni se stabilnim pribéhem (p = 0,0009) a obdobi do zahdjeni [é¢by bylo vyznamné krat3i u pacientl s vy38imi koncen-
tracemi TNF-a (p = 0,0049). ZvySené koncentrace TGF-B1 byly naopak spojeny s pfiznivou prognézou: vyznamné vy$si TGF-B1 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 progre-
dujici chorobou méli vyznamné nizsi hodnoty TGF-B1 nez nemocni se stabilnim onemocnénim (p = 0,0014). Obdobi do zahdajeni [é¢by
bylo vyznamné del$i u nemocnych s vy33im TGF-B1 (p = 0,016). U nemocnych s vysokym rizikem dle Raie v porovnani s nemocnymi s niz-
kym rizikem byla zjisténa vyznamné nizsi exprese TGFBRII (p = 0,022). Prognosticky vyznam exprese FGFR2 nebyl prokazan. Statisticky
vyznamnymi a nezavislymi prognostickymi faktory pro celkové preziti byly zvysené sérové koncentrace TNF-o a masivni lymfadenopatie
(p =0,036, resp. p = 0,047). Zdvér: Dalsi vyzkum TNF-o. a TGF-p je cenny nejen z prognostického, ale také lé¢ebného hlediska, nebot sig-
nalni drahy téchto cytokint by se mohly stat terapeutickym cilem u nemocnych s CLL.
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Assessment of selected markers of apoptosis and angiogenesis in chronic lymphocytic leukemia

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). Patients and methods, aim of study:
The aim of our study was assessment of selected markers of apoptosis and angiogenesis and their potential as new prognostic factors.
We evaluated serum levels of tumor necrosis factor o. (TNF-a) and transforming growth factor B-1 (TGF-B1) using comercially available
enzyme-linked immunosorbent assay; furthemore, we quantified expression of type Il receptor for transforming growth factor beta (TGF-
BRI) and type 2 receptor for fibroblast growth factor-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-o. was associated with unfavour-
able prognosis: significantly higher concentrations were found in patients with Rai high-risk group compared to low and intermediate-risk
group (p = 0.0008 and p = 0.0097), with high serum B2-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 treat-
ment was significantly shorter in patients with higher TNF-a (p = 0.0049). Higher TGF-B1 concentrations were associated with favourable
subgroups: 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 time to treatment was significantly
longer in patients with higher TGF-B1 (p = 0.016). Patients with Rai high-risk group had significantly lower TGFBRII expression than those
with low-risk group (p = 0.022). The prognostic significance of FGFR2 was not found. Significant and independent prognostic factors for
overall survival were high serum concentrations of TNF-a and massive lymphadenopathy (p = 0.036, resp. p = 0.047). Conclusion: Based
on our results, TNF-o. and TGF-B1 possess prognostic significance in CLL; further research in this direction may also be important thera-
peutically, because these signal pathways could serve as possible treatment targets.
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Uvod

Chronicka lymfocytdrnileukemie (CLL)
je nejc¢astéjsim leukemickym onemoc-
nénim dospélych v euroamerické po-
pulaci s velmi variabilnim klinickym
pribéhem [1]. V poslednich letech se
pohled na CLL zdsadné zménil a po-
zornost se sousttedila vedle poufZiti in-
tenzivni imunochemoterapie a nékte-
rych novych |é¢iv zejména na studium
prognostickych faktor.

Vyznamnou roli v patogenezi CLL se-
hrava signdlni drdha nuklearniho fak-
toru kappa B (NF-«kB), jejiz stdld akti-
vace je jednim z hlavnich mechanizmd,
ktery u CLL vede ke zvySeni metaboli-
zmu bunék, jejich proliferaci a v ne-
posledni Fadé také umocriuje ne-
vnimavost leukemickych bunék va¢i
apoptéze, ¢imz zvyluje jejich prezi-
van( [2-4]. Jako ukazatel miry aktivace
dréahy NF-kB jsme zvolili sérovou kon-
centraci TNF-a, ktery je NF-kB pozi-
tivné transkripéné regulovdn. B-lymfo-
cyty u CLL konstitutivné a spontdnné
produkuji TNF-o a jeho zvysené hladiny
Ize u pacientli s CLL v séru/plazmé de-
tekovat [5-10]. U pacientd s CLL byla
zjisténa exprese receptor(i pro TNF-a
na malignich B-lymfocytech, receptory
byly nalezeny také v séru [11]. | kdyz je
biologicky efekt TNF-o réiznorody, vét-
Sina praci prokdzala, Zze u CLL preva-
Zuje jeho funkce anti-apoptotickd a Ze
plsobi jako autokrinnf rdstovy fak-
tor pro maligni B-lymfocyty [7,10-12].
Ve vétsiné studif jsou vy3si sérové/plaz-
matické koncentrace TNF-a. spojovany
s neptiznivou progndzou véetné krat-
$tho obdobf do zahdjeni lécby (time
to treatment - TTT) i celkového preZiti
(overall survival - OS) (ve studii Ferra-
joliové et al byl vy38i TNF-o nezdvislym
faktorem pro OS véetné nemocnych ve
stadiich 0-1I dle Raie) [7,13-15].

Transformujici rastovy faktor B
(TGF-B) patfi do rodiny TGF-B pro-
teinl; dosud bylo nalezeno 6 typt
specifickych povrchovych bunéénych
receptor zprostiedkujicich funkci
téchto proteinl. StéZejni jsou vy-
sokoafinni typ | a typ Il receptord
(TGFBRI a TGFBRII). Funkci TGF-B
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protein( je zejména kontrola bunééné
proliferace (na vétdinu bunék ma an-
tiproliferativni Gcinek), diferenciace,
migrace a apoptdzy (snizenou expres{
Bcl-2 a Bcl-X potencuje apoptdzu).
Ulohu hraji i v imunitnich déjich, kde
plsobi pFevdzné imunosupresivng,
¢imz inhibuji protinddorové imunitni
mechanizmy [10,16-19]. Transformu-
jici rastovy faktor B je také dalezitym
aktivaitorem angiogeneze, vede k se-
kreci hlavnich angiogennich faktor(,
a to fibroblastového riistového fak-
toru-2 (FGF-2) a cévniho endotelového
rastového faktoru (VEGF) [20,21].
TGF-B je intenzivné studovédn v sou-
vislosti s rozvojem nékterych solid-
nich nador( i hematologickych malig-
nit. | v patogenezi CLL hraje signalnf
draha TGF-B dulezitou roli [17,20].
Jeho tloha je v3ak kontroverzni - u vét-
Siny pacientt s CLL ptispiva autokrinni
produkce TGF-B k dtlumu proliferace
malignich B-lymfocytd (zejména v ¢as-
néjsich stadiich), pomalejsi progresi
a indolentnimu prabéhu onemoc-
néni. Nékteré prace potvrdily tuto teo-
rii ndlezem vyznamné nizsich hladin
TGF-B u pacientd v pokrodilych sta-
diich CLL [22-24]. Asi 1/3 pacientl
s CLL je v3ak (i v ptipadech vysoké se-
krece TGF-) vici anti-proliferaénimu
a pro-apoptotickému ptsobeni TGF-f
odolna [10,24,25]. Hlavni mechaniz-
mus odolnosti vii¢i TGF-B u CLL spo-
¢iva v patologii receptortt TGFBR na
leukemickych burkach [17,23,25-27].
Genetické defekty TGFBRI ¢i TGFBRII
vedou ke sniZenf ¢i ztrdté jejich exprese
¢i k funkénim poruchdm v TGFBR sig-
nalizaci navzdory normalnf expresi re-
ceptoru [20,25,27]. Ztrédta citlivosti
viéi pasobeni TGF-B tak mGze ptispi-
vat k progresi a agresivnéjsimu pri-
béhu CLL [25,28,29].

Fibroblastovy ruastovy faktor-2
(FGF-2, dfive oznacovén jako bazicky
fibroblastovy ristovy faktor - bFGF)
je protein, jehoz hlavni funkef je dloha
mitogenni, kterd nenf specifickd pouze
pro endotelie (jednd se o 1 z nejdule-
Zitéjsich aktivator angiogeneze), ale
pusobi také na fibroblasty nebo epite-
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lialnf buriky. Na malignf lymfocyty CLL

pusobi anti-apoptoticky [23,30-32].

Funkce FGF-2 se uplatriuje po vazbé

na vysokoafinni transmembranové re-

ceptory (existuji 4 typy - FGFR1-4),
kdy dochazi k aktivaci intracelularnf
¢asti receptord s funkci tyrozin-ki-
ndzy a spusténi nitrobunééné signali-
zace [30,33]. V séru &i plazmé pacientd

s CLL byly nalezeny zvy$ené koncentrace

FGF-2 i VEGF [23,31,34-38]. Dalsim

dilezitym nalezem je vedle produkce

angiogennich faktord také exprese pro
né uréenych receptord CLL burikami,
¢imz je zajisténa i autokrinni stimu-
lace novotvorby cév. Zatim byla u CLL
jednoznaéné ovérena exprese recep-
tord pro VEGF véetné jejich solubilnf
formy [39,40]. Kdispozici je viak velmi
omezené mnoZzstvi praci zkoumajicich
expresi FGFR na leukemickych burikach

CLL [41-43]. Zatim nejrozsahlejsi pub-

likaci tykajici se problematiky exprese

FGFR konkrétné u CLL je prace Krej¢i.

Krej¢i et al prokdzali expresi viech

4 typt FGFR na leukemickych CLL-lym-

focytech, nejsilnéji (ve 100 % pt¥ipadi)

byl exprimovan typ FGFR1lllc, velmi
slabé naopak FGFR3IIIb a oba typy

FGFR2 (llIb i Illc) [42]. Vyssi koncen-

trace FGF-2 a VEGF jsou spojeny s po-

kro¢ilym klinickym stadiem, ¢asnou
progresi CLL a hor$i odpovédi na lécbu
fludarabinem [1,23,32,37,38,40].

Nékteré prace ukazaly, Ze cirkulujici

FGF-2 a TGF-B klesaji po intenzivni

[é¢bé purinovymi analogy [35,36].
Cilem nasi prace bylo:

1. stanoveni vybranych ukazatel( apo-
ptézy a angiogeneze,

2. zhodnocenf jejich vztahu k prognos-
tickym faktordm,

3. zhodnoceni souvislosti ukazatel(
apoptdzy a angiogeneze s klinickym
pribéhem onemocnéni - celkovym
prezitim (OS) a obdobim do zaha-
jeni 1écby 1. linie (TTT).

Pacienti a metody

Do studie bylo zatazeno 75 nemoc-
nych s chronickou lymfocytarni leuke-
mii diagnostikovanych na IV. interni
hematologické klinice FN Hradec Kré-
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lové od ledna roku 2007 do srpna roku
2010. Pred vstupem do studie pode-
psali vdichni nemocni informovany
souhlas a studie byla provedena dle
zésad Helsinské deklarace. Zadny z ne-
mocnych nebyl v dobé odbéru zjisto-
vanych ukazatel(i [é¢en. Diagnéza CLL
vyzadovala splnéni diagnostickych kri-
térii dle mezindrodnich doporudeni
NCI-WG z roku 2008. Dle téchto do-
poruceni byla v nasem souboru také
definovana progredujici (aktivnf)
choroba (s nutnosti zahdjeni 1écby),
ostatni p¥ipady byly oznaceny jako sta-
bilni onemocnéni [44].

Zékladni charakteristiky nemocnych
jsou uvedeny v tab. 1.

Do souboru bylo zatazeno 47 muz
(63 %) a 28 zen (37 %) s vékovym me-
didnem 65 let (rozmezi 38-82 let)
v dobé odbéru vybranych ukaza-
teld. Nizké/stiedni/vysoké riziko dle
modifikovaného Raiova stagingu
(stadium 0/1 a II/lll a IV) bylo p¥i-
tomno u 30/31/14 nemocnych
(40/41/19 %) [45]. Sérovd koncen-
trace laktatdehydrogendzy (LDH) byla
vySettena u 71/75 (95 %) nemocnych,
u 46 pacientt (65 %) byla zvy3ena nad
horni hranici normy (3,75 pkat/l).
B,-mikroglobulin (B2M) byl vy3etien
u 45/75 (60 %) pacientd, u 36 z nich
(80 %) byla jeho hladina zvy3ena nad
horni hranici normy (1,8 pmol/l).
Medidn absolutniho poétu lymfo-
cytd v periferni krvi (ALC) v dobé za-
tazeni do studie byl 38,79 x 10%/I (roz-
mezi 5 x 10°-620,7 x 10%/l). Mutaéni
stav gend pro variabilni ¢4st tézkych te-
tézch imunoglobulint (IgVH) byl vy3et-
fen z nesrazlivé periferni krve reverzné
transkriptdzovou polymerazovou fe-
tézovou reakci (RT-PCR) s nasled-
nou sekvenaci PCR produktd. Muto-
vané IgVH geny mély vice nez 2 % rozdil
vici sekvenci odpovidajici zdrode¢né
linii. K dispozici bylo hodnoceni I1gVH
u 65/75 (87 %) nemocnych. Dvacet
Sest pacientl (40 %) mélo mutované
geny pro IgVH, 39 (60 %) mélo nemu-
tované geny. PFitomnost cytogenetic-
kych aberaci byla stanovena pomoci
fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)
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celkovy poéet nemocnych
muzi/Zzeny

median véku (rozmezi)
nizké riziko (Rai 0)
stiedni riziko (Rai I, II)
vysoké riziko (Rai lll/1V)

progredujici onemocnéni

sérova LDH zvysena

sérovy B2M zvyseny

medidn ALC (rozmezi)

masivni lymfadenopatie (> 5 cm)
nemutované IgVH geny

nepf¥iznivé cytogenetické aberace
dle FISH

exprese ZAP-70 pozitivni

exprese CD38 pozitivni

hybridizace in situ

Tab. 1. Deskriptivni charakteristiky nemocnych.

38,79 x 10°/| (rozmezi 5 x 10°-620,7 x 10°/1)

LDH - laktatdehydrogendza, B2M - fB,-mikroglobulin, ALC - absolutni pocet lymfo-
cyth, IgVH - mutaéni stav gend kédujicich variabilni &asti tézkych Fetézc imunoglo-
bulind, ZAP-70 - zeta-asociovany protein o 70 kilodaltonech, FISH - fluorescen¢n{

75
47/28 (63/37 %)
65 let (38-82)

30/75 (40 %)
31/75 (41 %)
14/75 (19 %)

36/75 (48 %)
46/71 (65 %)
36/45 (80 %)

16/75 (21 %)
39/65 (60 %)

21/68 (31 %)

18/72 (25 %)
19/72 (26 %)

u 68/75 nemocnych (91 %) a hodno-
cena dle Doehnerovy hierarchické kla-
sifikace [46]. Delece dlouhého ramene
13. chromozomu (del 13q14) byla na-
lezena u 19/68 nemocnych (28 %),
trisomie 12 u 12/68 (18 %), delece
¢asti dlouhého ramene 11. chromo-
zomu (del 11q) u 16/68, (24 %) a de-
lece kratkého ramene 17. chromo-
zomu (del 17p13) u 5/68 nemocnych
(7 %). Sestnact nemocnych (16/68,
23 %) nemélo zachyceny zadné zmény.
Nemocni byli dle cytogenetického né-
lezu rozdéleni do 2 rizikovych skupin.
Ve skupiné s nizkym rizikem a pt¥izni-
véjsi progndzou byli nemocni s nor-
malnim ndlezem, izolovanou del
13q14 a trisomii 12 (47/68, 69 %),
do skupiny s nepfiznivou progné-
zou patfili nemocni s ndlezem del 11q
a del 17p13 (21/68, 31 %). Exprese
CD38 byla hodnocena pratokovou cy-
tometrii z periferni krve a za pozitivn{
povazovana, pokud byla vy3si nez 30 %.
Byla vySettena u 72/75 nemocnych
(96 %) a pozitivni byla v 19 ptipadech
(26 %). Exprese ZAP-70 (zeta-asocio-
vany protein o molekulové hmotnosti
70 kDa) byla téz hodnocena prato-

kovou cytometrii z periferni krve (za
pouziti monoklonalni protilatky zna-
cené fykoerytrinem klonu 1E7.2 firmy
Caltag, USA), a jako ZAP-70 pozi-
tivni p¥ipady byly povaZzovany ty, kde
bylo pozitivnich vice nez 20 % bunék.
Osmnact nemocnych ze 72 hodnoce-
nych (25 %) bylo ZAP-70 pozitivnich.
U 36/75 (48 %) pacient(l bylo prove-
deno ultrasonografické vySetieni uzlin
a/nebo bticha. Paket uzlin v priméru
5 a vice cm (masivni lymfadenopatie;
tzv. bulk) byl v dobé zatazeni do stu-
die diagnostikovan u 16 nemocnych
(16/75, 21 %), u 14 z nich (85 %) byl
lokalizovdn nitrobfisné a zjistén dle UZ
vySetteni.

Zpusob stanoveni vybranych
ukazateldi

Odbéry krve ke zhodnoceni vybranych
ukazatel byly provedeny bud’ v dobé
stanoveni diagnézy CLL (50/75, 67 %),
nebo kdykoliv v priibéhu onemocnént,
které vykazovalo v dobé odbéru stabilni
pribéh bez znamek progrese (25/75,
33 %). Median od data stanoveni dia-
gnézy do data provedeni odbéru byl
16,4 mésice (rozmezi 0,3-132 mésica).
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vvvvvv

Vysettované kazatele n
TNF-o CLL 75
TNF-a kontroly 57
TNF-a Rai nizké 30
TNF-o Rai vysoké 14
TNF-a Rai stredni 31
TNF-o Rai vysoké 14
TNF-a B2M zvyZeny 36
TNF-a B2M normalnfi 9
TNF-a masivni lymfadenopatie 16
TNF-o bez masivni lymfadenop. 59
TNF-a IgVH nemutované 39
TNF-o IgVH mutované 26
TNF-a cytogenetika neptiznivd 21
TNF-a cytogenetika p¥izniva 47
TNF-a progredujici 36
TNF-a stabiln{ 39
TGF-B1 Rai nizké 30
TGF-B Rai vysoké 14
TGF-B1 masivni lymfadenoatie 16
TGF-B1 bez masivni

lymfadenopatie 59
TGF-B1 IgVH nemutované 39
TGF-B1 IgVH mutované 26
TGF-B1 ZAP-70 negativni 54
TGF-B1 ZAP-70 pozitivni 18
TGF-B1 progredujici 36
TGF-B1 stabilni 39
TGFBRII Rai nizké 30
TGFBRII Rai vysoké 14
FGFR2 CLL 75
FGFR2 kontroly 10
FGFR2 B2M zvj&eny 36
FGFR2 B2M normalnf 9
FGFR2 LDH zvySend 46
FGFR2 LDH normalni 25

IS - interval spolehlivosti

Medidn Pramér s
2,83 5,79 9,65
1,37 1,32 0,52
1,69 3,32 3,94
7,52 12,78 18,14
2,83 5,02 6,54
7,52 12,78 18,14
3,7 8,21 13,04
1,54 3,33 4,83
7,00 8,68 8,37
1,88 5,00 9,89
4,88 5,96 5,12
1,86 5,23 14,01
7,17 8,82 8,06
1,83 3,26 3,39
5,48 8,75 12,92
1,68 3,05 3,424

48 735 56 510 29 280

19 450 33101 24 084,7

30 116 35625 21261,4

46 170 51018 28 134,5

39100 41 771 23 4881

51350 59 100 30 439,1

47 115 51 535 27 689,9

33960 38272 25089,6

31 860 38177 25313,5

49 140 56 556 26 617,5
2,69 5,24 6,43
0,83 1,91 3,08
1,46 5,45 12,9
6,48 6,06 3,92
1,42 6,39 9,45
3,57 8,42 5,98
1,25 5,32 14,98
2,97 6,72 8,49

Sérové koncentrace TNF-a. a TGF-B1 jsou v pg/ml. Exprese TGFBRII a FGFR2 jsou v %.
CLL - chronicka lymfocytarnileukemie, TNF-o. - tumor nekrotizujici faktor o, TGF-B1 - transformujici ristovy faktor f-1, FGFR2 - typ 2
receptoru pro fibroblastovy riistovy faktor-2, B2M - B_-mikroglobulin, LDH - laktdtdehydrogenéza, IgVH - mutacni stav gend kédu-
jicich variabilni ¢asti tézkych Fetézcl imunoglobulint, ZAP-70 - zeta-asociovany protein o 70 kilodaltonech, s - standardni odchylka,

95% IS praméru p
1,75-4.0 <0,0001
1,31-1,42
1,42-2,97 p = 0,0008
3,3-15,03
1,67-5,22 p = 0,0097
3,3-15,03
1,95-8,07 p=0,045
1,09-4,88
3,3-13,15 p=0,0083
1,62-3,20
4,28-7,64 p = 0,041

0,43-10,89
5,15-12,49 p=0,0014
2,27-4,26
2,97-8,17 p = 0,0009
1,42-2,83
42 660-62 300 p=0,0m1
13 119,3-58 900
18 765-51 030 p = 0,041

39 100-54 600

28 350-50 760 p=0,012

44 280-69 660

39 100-52 650 p = 0,044

16 510,5-45 360

19793,7-46 170 p=0,0014

41 310-65 070
1,08-5,68 p=0,022
0,21-2,84
0,86-2,12 p=0,042

0,61-10,86

0,60-2,32 p =0,031
1,4-12,6

0,5-2,32 p = 0,0032
1,9-6,96

Hodnoceni klasickych prognostickych
faktort (Rai stadia, ALC, LDH, B2M)
a pfitomnosti masivni lymfadenopatie
bylo provedeno v dobé odbéru zkou-
manych ukazatelG. Moderni ukazatele
byly vySetfeny pfi zatazeni do studie

Vnitf Lék 2013; 59(9): 782-793

pouze v piipadé, Ze nebyly k dispozici
v dobé stanoveni diagnézy CLL.
Vysetteni sérovych koncentraci
TNF-o a TGF-B1 bylo pro srovnani
provedeno u skupiny 57 dobrovolnych
zdravych dérct krve (26 muzd a 31 Zen,

medidn 35 let, rozmezi 19-51 let) a sta-
noveni lymfocytarni exprese TGFBRII
a FGFR2 u 10 dobrovolnych zdravych
darct krve (6 muzi a 4 Zeny, vékovy me-
dian 34 let, rozmezi 25-65 let) stejnymi
metodikami jako u pacient(i s CLL.
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Graf 1. Statisticky vyznamné zvyseni sérovych koncentraci
TNF-0, u nemocnych s CLL v porovnani s kontrolami. Kon-

centrace jsou uvedeny v pg/ml.

Pro stanoveni sérovych koncent-
raci TNF-o a TGF-f1 byly viechny
vzorky séra po centrifugaci zamra-
Zeny pti teploté -70 °C az do mé-
feni. Stanoveni koncentraci bylo
provedeno standardnimi postupy me-
todiky ELISA (Enzyme-Linked Immu-
noSorbent Assay) a dle firemnich
doporuceni. PouZity byly soupravy
Quantikine HS Human TNF-a. a Quan-
tikine Human TGF-f1 (R&D Systems,
USA).

K hodnoceni lymfocytarni exprese
TGFBRII a FGFR2 byly pouZity vzorky
nesrazlivé perifern{ krve, které byly mé-
fenynapriatokovém cytometru EPICSXL
(Beckman Coulter, USA) se softwarem
EPICS XL verze 3.0. K hodnoceni ex-
prese TGFBRII byla pouZita my3i mo-
noklonalni protilatka proti lidskému
TGFBRII konjugovand s karboxyflu-
oresceinem (R&D Systems, USA).
K hodnocenf exprese FGFR2 byla pou-
Zita lyofilizovand neznacena proti-
latka FGFR2 (llic) (R&D Systems,
USA) a sekundarnf protildtka znadend
FITC (Fluorescein lIsothiocyanate)
(Beckman Coulter, USA).

Statistickd analyza

Statistickd analyza byla provedena po-
moci softwaru Analyse-it (Analyse-it
Software Ltd, Velkd Britdnie). V3echna
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Graf 2. Statisticky vyznamné zvy3eni sérovych koncen-
traci TNF-a u nemocnych s vysokym rizikem dle Raie v po-

rovnani se stfednim i nizkym rizikem. Sérové koncentrace
TNF-a se nelisi mezi skupinou s nizkym a stfednim rizikem

data byla tes-
tovdna na nor-
malitu Shapirovym-Wilkovym testem.
Pokud bylo rozdéleni dat normalni, byl
k testovani rozdild vaci kontrolni sku-
piné pouzit parametricky t-test. Pokud
neméla data normalni rozdéleni, byl
uzit neparametricky Mannav-Whit-
neydv U test. Korelace byla stanovena
pomoci Spearmanova korelaéniho ko-
eficientu (r). Celkové preziti (overall
survival - OS) bylo definovano jako
obdobi od data odbéru vybranych
ukazatelli do dmrti na jakoukoliv, i ne-
nadorovou pficinu. Obdobi do zaha-
jenf 1é¢by (time to treatment - TTT)
bylo hodnoceno od data provedent
odbéru do data zahdjeni lécby 1. linie.
K hodnoceni OS a TTT byly zkonstru-
ovany Kaplan-Meierovy kfivky prezitf
a jednotlivé podskupiny porovnany
pomoci log rank testu. P-hodnoty nizsf
nez 0,05 byly povaZzovény za statisticky
vyznamné.

Vysledky

V dobé analyzy v prosinci roku 2012 byl
medidn sledovani Zijicich nemoc-
nych 48 mésict (rozmezi 1-111 mé-
sictl) a stav souboru byl nasledujici:
10 nemocnych (13 %) zemfelo, z toho
5 z dGvodu progrese CLL. Tticet Sest
nemocnych (48 %) progredovalo a vy-

dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Zadovalo zahdjenf lé¢by. Median TTT
celého souboru byl 44 mésich. Prav-
dépodobnost Sletého preziti celého
souboru byla 84 %, median OS nebyl
dosazen.

Prehled nejdlezitéjsich nalezi pro
jednotlivé ukazatele shrnuje tab. 2.

Sérovy TNF-a byl detekovatelny ve
v8ech vzorcich. Koncentrace TNF-a
byly statisticky vyznamné vy$3i u pa-
cientl s CLL (median 2,83 pg/ml, pra-
mérnd sérova koncentrace 5,79 pg/ml)
oproti kontrolni skupiné (median
1,37 pg/ml, priimérnd sérovd koncent-
race 1,32 pg/ml) (p <0,0001) (graf 1).
Nebyl zaznamendan statisticky vy-
znamny rozdil v koncentracich TNF-a.
a mezi muzi a Zenami (p = 0,78).
Vyznamné vys$si sérové koncentrace
TNF-a méli nemocni ve skupiné s vyso-
kym rizikem dle Raiev porovnénise sku-
pinou s nizkym rizikem dle Raie (me-
didn 7,52 vs 1,69 pg/ml, p = 0,0008)
i v porovnani se skupinou se stied-
nim rizikem dle Raie (medidn 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) (graf 2). Vyznamny
rozdil nebyl ani mezi skupinami ne-
mocnych s rozdilnou koncentracf

Vnitr Lék 2013; 59(9): 782-793
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Graf 3. Statisticky vyznamné zvy3eni sérovych koncentraci
TNF-0, u nemocnych s masivni lymfadenopatii. Koncen-
trace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 4. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci
TNF-0 u nemocnych s nemutovanymi IgVH geny. Koncen-
trace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 5. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci
TNF-o u nemocnych s neptiznivymi cytogenetickymi abera-
cemi. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

Graf 6. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné

vy3si sérové koncentrace TNF-o nez nemocni se stabilnim
onemocnénim. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

LDH (p = 0,14). U nemocnych se zvy-
$enou hladinou B2M byla sérova kon-
centrace TNF-a vyznamné vyssi (me-
didn 3,70 vs 1,54 pg/ml, p = 0,045).
S koncentraci TNF-o slabé pozitivné
koreloval absolutni pocet lymfocytd
(p = 0,018, r = 0,27). Nemocni s ma-
sivni lymfadenopatii méli vyznamné
vy83i koncentrace TNF-o nez nemocni
bez masivni lymfadenopatie (me-
didn 7,0 vs 1,88 pg/ml, p = 0,0083)

Vnitf Lék 2013; 59(9): 782-793

(graf 3). Statisticky vyznamné vy3si
sérové koncentrace TNF-o. méli pa-
cienti s nemutovanymi IgVH geny
v porovnani s mutovanymi (me-
dian 4,88 vs 1,86 pg/ml, p = 0,041)
(graf 4), a nemocni s nepfiznivymi
cytogenetickymi aberacemi v porov-
nani s prognosticky pfiznivymi (me-
dian 7,17 vs 1,83 pg/ml, p = 0,0014)
(graf 5). Exprese ZAP-70 ani ex-
prese CD38 s koncentraci TNF-a vy-

znamné nekorelovaly (p = 0,35, resp.
p = 0,44).

Nemocni, ktefi v priibéhu onemoc-
néni progredovali (n = 36), méli vy-
hodnoty TNF-o neZ
nemocni se stabilnim onemocné-
nim (medidn 5,48 vs 1,68 pg/ml,
p = 0,0009) (graf 6). Pacienti s kon-
centracemi TNF-a vy$8imi neZ medidn

N

znamné vyssi

(n = 37) méli vyznamné kratsi obdobi
do zahdjeni lé¢by nez nemocni s niz-
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$imi koncentracemi (n = 38) (median 2
vs 100 mésict, p = 0,0049) (graf 7).
Mezi témito dvéma skupinami nebyl
vyznamny rozdil v celkovém preziti
(p = 0,085).

Sérovy TGF-B1 byl detekovatelny ve
viech vzorcich. Nebyl zaznamenan sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi koncen-
tracemi TGF-B1 u pacientl s CLL (me-
dian 44 280 pg/ml, praimérna sérova
koncentrace 47 734 pg/ml) a kon-
trolni skupinou (median 48 700 pg/ml,
primérnd sérovd koncentrace
48 068 pg/ml) (p = 0,26). Mezi muzi
a Zenami nebyly koncentrace TGF-B1 vy-
znamné rozdilné (p = 0,088). Nemocni
ve skupiné s nizkym rizikem dle Raie méli
vyznamné vy$si hladiny TGF-B1 v porov-
nani se skupinou s vysokym rizikem dle
Raie (medidn 48 735 vs 19 450 pg/ml,
p = 0,011), nebyl ale rozdil mezi skupi-
nou nemocnych s nizkym a stfednim ri-
zikem (p = 0,11) a skupinou se stfednim
a vysokym rizikem dle Raie (p = 0,10)
(graf 8). Koncentrace TGF-B1 slabé ne-
gativné korelovala s absolutnim poctem
lymfocytd v periferni krvi (p = 0,0037,
r = -0,33). Vyznamné vy3si sérové kon-
centrace TGF-B1 byly nalezeny u pa-
cientl bez masivni lymfadenopatie
v porovnani s nemocnymi s masivn{
lymfadenopatii (median 46 170 vs

100 — obdobi do zahajeni lécby
TNF-a
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Graf 7. Obdobi do zahdjeni |é¢by je vyznamné kratsi u nemocnych se sérovymi
koncentracemi TNF-a vy38imi nez median (2,83 pg/ml).

30116 pg/ml, p=0,0410) (graf9). Nebyl
zaznamendn rozdil v koncentracich
TGF-B1 u nemocnych se zvy3enym LDH
(p=0,35)aB2M (p = 0,36), ani u ne-
mocnych s nepFiznivymi cytogenetic-
kymi aberacemi (p = 0,081) ¢i expresi
CD38 (p = 0,091). Statisticky vyznamné
vy$3i sérové koncentrace TGF-f1 méli
pacienti s mutovanymi IgVH geny v po-
rovnani s nemutovanymi (medidn

51 350 vs 39 100 pg/ml, p = 0,012)
(graf 10), a pacienti ZAP-70 negativn{
(vs ZAP-70 pozitivni) (median 47 115 vs
33 960 pg/ml, p = 0,044) (graf 11).
S hladinou TGF-B1 velmi vyznamné sou-
visel klinicky priibéh onemocnéni - ne-
mocni s progredujici chorobou méli
vyznamné nizsi hodnoty TGF-1 nez ne-
mocni se stabilnim onemocnénim (me-
dian 31860vs 49 140 pg/ml, p=0,0014)
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Graf 8. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci
TGF-B1 u nemocnych s nizkym rizikem dle Raie v porov-
nani s vysokym rizikem. Sérové koncentrace TGF-B1 se ne-
li8f mezi skupinami s nizkym a stfednim rizikem ani mezi
skupinami se stfednim a vysokym rizikem dle Raie. Kon-
centrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 9. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci
TGF-B1 u nemocnych bez masivni lymfadenopatie. Kon-
centrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 10. Statisticky vyznamné zvy3eni sérovych koncentraci
TGF-B1 u nemocnych s mutovanymi IgVH geny. Koncen-

trace jsou uvedeny v pg/ml.

(graf 12). Obdobi do zahajeni lé¢by
bylo vyznamné del3i u pacientd, kteff
méli koncentrace TGF-B1 vy38i nez me-
dian (n = 37) v porovnani s nemoc-
nymi s koncentracemi TGF-B1 niz8imi
(n = 38) (median nedosazen vs medidn
2 mésice, p = 0,016) (graf 13). V celko-
vém preziti nebyl mezi témito dvéma
skupinami rozdil (p = 0,44). Nebyla na-
lezena korelace exprese TGF-B1 a TNF-o.
(p=0,059, r=-0,22).

Exprese TGFBRII byla méfitelna
u vdech nemocnych, nemocni s CLL
neméli v porovndni s kontrolami vy-
znamné rozdilnou expresi TGFBRII
(medidn 1,320 vs 1,09, p = 0,22). Sta-
tisticky vyznamné niz3i exprese TGFPRII
byla zaznamendna u nemocnych s vy-
sokym rizikem dle Raie v porovnani
s nemocnymi s nizkym rizikem (me-
dian 0,83 vs 2,69, p = 0,022). Nebyl
ale rozdil v expresi TGFBRII mezi sku-
pinou nemocnych s nizkym a stied-
nim (p = 0,53) a stfednim a vysokym
rizikem dle Raie (p = 0,076) (graf 14).
Exprese TGFBRII nebyla rozdilna v z&-
vislosti na pohlavi (p = 0,17) a na labo-
ratornich ukazatelich, jako jsou LDH
a B2M (p = 0,11, resp. 0,78), ani mu-
taénim stavu, cytogenetickych abera-
cich (p = 0,97, resp. p = 0,29) a ex-
presi ZAP-70 a CD38 (p = 0,39, resp.

Vnitf Lék 2013; 59(9): 782-793

Graf 11. Statisticky vyznamné zvySeni sérovych koncentraci
TGF-B1 u nemocnych se ZAP-70 negativitou. Koncentrace

jsou uvedeny v pg/ml.

p = 0,94) ¢&i pfitomnosti masivni lym-
fadenopatie (p = 0,31). Nebyl roz-
dil v expresi TGFBRII mezi nemocnymi
se stabilni a progredujici chorobou
(p = 0,29). Obdobi do zahdjenf lécby
ani celkové preziti nebylo vyznamné
rozdilné u pacientd, ktefi méli expresi
TGFBRII vy3$si nez median (n = 37) v po-
rovnani s nemocnymi s expresi TGFBRII
niz8f nez median (n = 38) (p = 0,46,
resp. p = 0,81). Nebyla nalezena sou-
vislost mezi expresi TGFBRII a kon-
centraci TGF-B1 (p = 0,69, r = -0,05)
ani absolutnim podtem lymfocytd
(p=0,79,r=-0,03).

Exprese FGFR2 na lymfocytech byla
zjistitelna ve viech vy3etfovanych vzor-
cich. Byla zjisténa statisticky vyznamné
vy$si exprese FGFR2 v kontrolnf skupiné
vporovnanis CLL pacienty (median 6,48
vs 1,46, p = 0,042). Nebyl zaznamendn
statisticky vyznamny rozdil v expresi
FGFR2 mezi muzi a zenami (p = 0,35)
a mezi rizikovymi skupinami dle Raie
(nizké vs stiednf riziko, p = 0,77; nizké
vs vysoké, p = 0,12; stfedni vs vysoké ri-
ziko, p = 0,11). Nemocni s normalnim
LDH i B2M v séru méli statisticky vy-
znamné vy$3i expresi FGFR2 (medidn
2,97, p = 0,0032, resp. median 3,57,
p = 0,031). Nebyla nalezena souvislost
mezi expresi FGFR2 a mutaénim sta-

vem a vyskytem cytogenetickych abe-
raci (p = 0,88, resp. p = 0,18), ani ex-
presi ZAP-70 a CD38 (p = 0,12, resp.
p = 0,89), ani masivni lymfadenopatif
(p =0,42). S expresi FGFR2 slabé nega-
tivné koreloval absolutni pocet lymfo-
eyt (p = 0,033, r=-0,25). Nebyl rozdil
v expresi FGFR2 mezi nemocnymi se sta-
bilni a progredujici chorobou (p =0,15).
Obdobf do zahdjeni [é¢by ani celkové
preziti nebylo vyznamné rozdilné u pa-
cientl, kteti méli expresi FGFR2 vy3si
nez medidn (n = 36), v porovnani s ne-
mocnymi s expresi FGFR2 nizsi nez me-
dian (n=39) (p = 0,27, resp. p = 0,11).
Exprese FGFR2 nekorelovala s TNF-a.
(p = 0,12), TGF-B1 (p = 0,80) ani
TGFPRII (p = 0,15).

PFi provedeni multivariantni analyzy
pro celkové preziti byly identifikovany
jako statisticky vyznamné a nezavislé
2 prognostické faktory, a to sérova
koncentrace TNF-o a masivni lymfade-
nopatie (p = 0,036, resp. p = 0,047).

Diskuze a zavéry

Stanoveni a zptesnéni progndzy u pa-
cientd s CLL je v nékolika poslednich le-
tech vénovana velkd pozornost. Zpres-
néni progndézy ma vyznam zejména
u skupiny pacientd v ¢asnych klinic-
kych stadiich, ktetfi v souc¢asné dobé
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Graf 12. Nemocni s progresi CLL maji statisticky vyznamné
niz$i sérové koncentrace TGF-B1 neZ nemocni se stabilnim
onemocnénim. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

tvoff vétsinu nové diagnostikovanych
pacientl s CLL, nebot i tito nemocni
mohou velmi rychle progredovat a mit
agresivni pribéh onemocnéni. Velkym
pokrokem byl objev novych ukazateld
(zejména IgVH mutacni stav, cytogene-
tické aberace, ZAP-70, CD38 a dalsi),
diky kterym je jiz v dobé stanoveni dia-
gndézy mozné rozdélit nemocné do sku-
pin vyznamné se lisicich prognézou,
a predpovédét tak klinicky priibéh one-
mocnéni. Hleddnf dalsich novych fak-
tor( stdle pokracuje, nebot otdzkou do
budoucna zlstavd, jak co nejlépe naca-
sovat a prizpUsobit intenzitu |é¢by in-
dividudlnimu riziku nemocného pravé
na zékladé znalosti téchto novych pro-
gnostickych faktor( (tzv. risk-adapted
strategies) [47-49]. Z tohoto hlediska
ma zatim dominantni postaveni ne-
pFizniva cytogeneticka aberace delece
17p13, jejiz pritomnost mlZe v nékte-
rych ptipadech ovlivnit vybér cileného
l[é¢ebného postupu [50-53]. Nalez
ostatnich nepfiznivych ukazateld tvofi
dualezité dopliujici informace o pro-
gndze nemocnych. Je nutno zdGraznit,
Ze Zadny z novych prognostickych fak-
tordl sim o sobé neni divodem k za-
hdjeni lé¢by. Pro zahdjeni |é¢by u pa-
cientll s CLL je nadale dle aktualnich
kritériit NCI-WG z roku 2008 rozhodu-
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Graf 14. Statisticky vyznamné niz3i exprese TGFRII u nemoc-
nych s vysokym rizikem dle Raie v porovndni s nemocnymi s niz-
kym rizikem. Exprese TGFBRII se nelii mezi skupinami s nizkym

a stfednim rizikem ani mezi skupinami se stfednim a vysokym
rizikem dle Raie. Exprese je uvedena v procentech (%).
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Graf 13. Obdobi do zah3jeni [é¢by je vyznamné del3i u nemocnych se sérovymi

Yy

koncentracemi TGF-B1 vy$8imi nez median (44 280 pg/ml).

jici aktivita choroby [44]. To, zda a kdy
by méla byt |é¢ba zahdjena na zakladé
urceni negativnich prognostickych fak-
tor(l zejména u pacientl v ¢asnych kli-
nickych stadiich a zda by nemocnf
z v€asného zahdjeni |é¢by profitovali,
je otdzkou, kterou se zabyvaji klinické
prospektivni studie a na kterou v sou-

¢asné dobé dosud nemame jedno-
zna¢nou odpovéd [54,55]. Prognos-
tické faktory také vypovidaji mnohé
o patogenezi onemocnéni. Chronicka
lymfocytdrni leukemie je ptikladem
onemocnéni, kde zdsadni roli v pato-
genezi hraje porucha mechanizmd ge-
neticky ¥izené bunécné smrti - apo-
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ptézy [56,57]. Na klinickém prabéhu
a progresi onemocnén{ se kromé po-
ruchy apoptotickych mechanizm( po-
dili také aktivace signalnich drah ve-
doucich k proliferaci malignich bunék,
napt. signadlni draha NF-xB [2,3].
Znaénd pozornost je v poslednich le-
tech vénovana také studiu angioge-
neze u CLL. V séru ¢&i plazmé pacientd
s CLL byly prokéazany zvysené koncen-
trace angiogennich faktord, zejména
VEGF a FGF-2. Lymfocyty CLL vedle
tvorby angiogennich cytokin( zéro-
ven exprimuji odpovidajici receptory,
¢imz je zajisténa autokrinn{ stimulace
angiogennich procest [39,40,42,43].
Vy3si hladiny téchto proangiogen-
nich cytokind jsou spojeny s pokro-
¢ilym klinickym stadiem, ¢asnou pro-
gresi CLL a hor3i odpovédi na lé¢bu
fludarabinem [11,23,37,38,40]. Z dal-
8ich cirkulujicich cytokind, které sehra-
vaji dtleZitou roli v patogenezi a bio-
logickém chovdni maligniho klonu
a jsou casto zmiriovany v souvislosti
s poruchou apoptickych drah, prolife-
raci a angiogenezi u CLL, je tieba jme-
novat zejména TNF-a, TGF-B1 a jejich
receptory [7,17,22,23].

TNF-a je cytokin pUsobici anti-apo-
ptoticky a jako autokrinn{ ristovy fak-
tor pro maligni B-lymfocyty [7,10-12].
V souladu s literdrnimi Gdaji potvr-
zuji nage vysledky dlohu TNF-a jako
vyznamného negativniho prognostic-
kého ukazatele u CLL: vyznamné vy33(
sérové koncentrace TNF-o. méli ne-
mocni ve skupiné s vysokym rizikem dle
Raie v porovndni se skupinou s nizkym
i strednim rizikem, s masivni lymfade-
nopatii, s nemutovanymi IgVH geny
a neptiznivymi cytogenetickymi abera-
cemi. Pravé IgVH a cytogenetické na-
lezy jsou v sou¢asné dobé u CLL pova-
Zovany za nejdtleZzitéjsi prognostické
faktory ve vztahu k celkovému pre-

vy,

zZiti [49]. Vyznamné vy3si koncentrace
TNF-a. byly také zjistény u nemocnych
s vy33i hodnotou sérového B2M, ktery
je u CLL spojovan s pokrocilym klinic-
kym stavem, objemnou lymfadenopa-
tif, vyznamnou infiltraci kostni dfené,

pozitivitou ZAP-70 a CD38 [47,58].

Na rozdil od literarnich ddajd jsme
neprokazali souvislost mezi koncen-
traci TNF-o a expresi CD38 a ZAP-70,
pravdépodobné v disledku relativné
omezeného rozsahu souboru. S kon-
centraci TNF-a pozitivné koreloval ab-
solutni pocet lymfocytd, $lo viak o sla-
bou korelaci (r=0,27), z ¢ehoz vyplyva,
Ze hodnota TNF-a nenf linedrnim uka-
zatelem velikosti nddorové masy. Vyse
koncentrace TNF-a vyznamné souvisela
s klinickym pribéhem onemocnéni -
nemocn( s progresi CLL méli vyznamné
vy3$8i hodnoty TNF-a nez nemocni se
stabilnim onemocnénim. Také TTT
bylo vyznamné krat$i u pacient( s vys-
$imi koncentracemi TNF-a, naznacen
byl i trend smérem ke kratsimu OS.

V rozporu s literdrnimi daty jsme
nepotvrdili zvySeni sérovych koncen-
traci TGF-B1 u nemocnych s CLL v po-
rovnan( s kontrolami. P¥i analyze jed-
notlivych podskupin a zcela v souladu
s dosud publikovanymi pracemi méli
i v naSem souboru nemocni ve sku-
piné s nizkym rizikem dle Raie vy-
znamné vyssi hladiny TGF-B1 v porov-
nani se skupinou s vysokym rizikem
dle Raie. Vyznamné vyssi koncentrace
TGF-B1 byly také spojeny s vyskytem
dalsich ptiznivych prognostickych uka-
zateld, jako jsou nepfitomnost masivni
lymfadenopatie, mutované IgVH geny
a negativita ZAP-70 i pfiznivéjsim kli-
nickym pribéhem onemocnéni (vy3si
hladiny méli pacienti se stabilnim one-
mocnénim a del$im TTT). Déle kon-
centrace TGF-B1 negativné korelo-
vala s absolutnim podtem lymfocytd.
To, Ze je role TGF-B1 v patogenezi CLL
rozporuplnd a ne zcela jasnd, pro-
kdzala fada praci [17,22-25,59,60].
TGF-B1 plsobi jako dilezity auto-
krinnf inhibitor proliferace malignich
B-lymfocytli a md i pro-apoptotickou
funkci. M4 v3ak také vlastnosti imu-
nosupresivni a pro-angiogenni, coz
je spojovdno s méné ptiznivou pro-
gnézou [1,20,23,32,51]. Signalni
draha TGF-B je regulovdna na néko-
lika drovnich pocinaje vazbou ligandd
na TGFBR pres regulaci v nitrobunééné
signalizaci aZ po regulaci transkripce
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pfislusnych gen@ na udrovni bunéc-
ného jadra. | tento fakt znesnadmuje
hodnoceni vlivu TGF-B v patogenezi
CLL[17,20].

V nasem souboru byla statisticky vy-
znamné niz8i lymfocytarni exprese TG-
FPRII zaznamendna u nemocnych s vy-
sokym rizikem dle Raie v porovnani
s nemocnymi s nizkym rizikem. Nizkd ex-
prese TGFPRII by u nemocnych v pokro-
cilych klinickych stadiich dle Raie mohla
prispivat k rezistenci na anti-prolife-
racni plisobeni TGF-B a horsi prognéze.

Nase prace prispéla k rozsiteni do-
savadnich znalosti o expresi FGFR
u CLL; v této oblasti bylo dosud k dis-
pozici naprosté minimum dat. Ex-
prese FGFR2 byla vyznamné niZsi na
CLL lymfocytech v porovnani s kont-
rolnf skupinou, coz mohlo byt zp(iso-
beno negativni zpétnou vazbou p¥i zvy-
Senych sérovych koncentracich FGF-2.
Prognosticky vyznam FGFR2 nebyl pro-
kdzan. Nebyla zjisténa vzdjemnd sou-
vislost mezi jednotlivymi hodnocenymi
ukazateli. Statisticky vyznamnymi a ne-
zavislymi prognostickymi faktory pro
celkové preziti byly v naSem souboru
zvy$ené sérové koncentrace TNF-a
a pfitomnost masivn{ lymfadenopatie.
Nékteré price prokdzaly, Ze nemocnf
s masivni{ lymfadenopatii maji horsi
prognézu (niz8i procento komplet-
nich remisi, kratsi obdobi do progrese,
naznacen i trend smérem ke krat3imu
OS, vysoké riziko relapsu po alogenni
transplantaci) [61-64]. | nade prace
potvrzuje, Ze nalez masivn{ lymfadeno-
patie, kterd byla p¥itomna u 16 % ne-
mocnych a v naprosté vétsiné ptipadl
(85 %) se jednalo o retroperitonedlni
uzliny, ma negativni prognosticky vy-
znam s dopadem na OS. Dal3im ddle-
Zitym zjisténim je fakt, Ze diagndza re-
troperitonealni lymfadenopatie byla ve
vSech pfipadech zaloZena na UZ vy3et-
feni. Nase nalezy tedy také podporuji
vyznam poufZiti zobrazovacich metod
(resp. UZ) u CLL, coz je v soucasné
dobé velmi diskutovana problematika.
Dle soucasnych doporuceni nejsou
zobrazovaci metody zahrnuty v ramci
bézné péce ani k vstupnimu urceni roz-
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sahu onemocnéni ani k hodnoceni |é-
¢ebné odpovédi [44].

Dosud nebyla publikovana préce, ve
které by bylo provedeno tak rozsahlé
srovnani TNF-a, TGF-B1, TGFBRII
a FGFR2 s prognostickymi faktory
a klinickym pribéhem onemocnéni.
V tomto jsou nase vysledky prioritni.
V nasi studii mély nejvétsi vyznam zvy-
3ené sérové koncentrace TNF-a, které
byly spojeny s nep¥iznivou prognézou,
a zvy3ené sérové koncentrace TGF-B1,
které naopak souvisely s priznivéjsim
klinickym prabéhem. Dalsi vyzkum
téchto cytokin(i a jejich signalnich
drah je cenny nejen z prognostického,
ale také lé¢ebného hlediska. Mono-
klondlnf protilatky proti TNF-a jsou jiz
nyni pouzivany napt. k [é¢bé Crohnovy
choroby, revmatoidni artritidy ¢i pso-
ridzy [65]. Objevuji se poznatky o pou-
Ziti tzv. antisense RNA ¢&i oligonukleo-
tid( ke snizenf hladiny TGF- & pouZziti
protildtky proti TGF-B zejména u po-
krocilych solidnich nadord [17,20].
K dispozici jsou rovnéz nadéjna data
z klinickych studif vyuzivajicich antian-
giogennf léky, jako jsou thalidomid ¢i
lenalidomid [36,66].

Prdce byla podpofena vyzkumnym zdmérem
PRVOUK P37/08/400 Lékatské fakulty Uni-
verzity Karlovy v Hradci Kralové, grantem
NT/13412-4 IGA MZ CR a vyzkumnym zamérem
MZO 00179906 MZ CR.
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