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2. Souhrn

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je spojena svyznamnym kombinovanym
imunodeficitem. Mezi nejdllezitéjsi defekty patfi hypogamaglobulinémie a zmény
absolutniho a relativniho poctu lymfocytarnich populaci a subpopulaci. Dlsledkem téchto
zmén mlzZe byt vysSi frekvence infekci a progrese choroby samotné. Dopad
chemoimunoterapie (CHIT) na koncentrace imunoglobulin( (Ig) a populace lymfocytl nebyl
dosud dostatecné prozkouman. V rdmci disertacni prace byly analyzovany koncentrace Ig a
metodou prltokové cytometrie populace lymfocytl u 45 nemocnych s neaktivni CLL a 90
nemocnych s progredujici CLL indikovanou k l1é¢bé. U 58 nemocnych byl hodnocen vliv 1. linie
|écby pomoci CHIT. Pro vysetteni populaci lymfocytl byl k dispozici soubor 34 zdravych
kontrol. Pacienti s progredujici chorobou méli vyznamné nizsi koncentrace vSech tfid a podtfid
Ig, neZ pacientis neaktivni chorobou: IgG, median 6,96 vs. 9,86 g/l, p=0,0001; IgA, median 0,63
vs. 1,53 g/l, p<0,0001; IgM, median 0,36 vs. 0,57 g/l, p=0,0035. Po |é¢bé se median IgA zvysil
20,59 g/l na 0,74 g/l (p=0,0031). Koncentrace ostatnich tfid a podtfid Ig se vyznamné
nezménily. Nizsi koncentrace IgG2 u nemocnych s progredujici CLL byla asociovdna s kratSim
celkovym prezitim (p=0,043) a byl patrny trend ke kratSimu ¢asu do prvni lé¢by u nemocnych
s neaktivni CLL s nizsi koncentraci IgA2 (p=0,056). Mezi nemocnymi s progredujici chorobou
méli ti s nepfiznivymi prognostickymi znaky (nemutovanymi IGHV, mutaci TP53, deleci 11q,
nebo 17p) vyssi koncentrace nékterych tfid a podtfid Ig.

Pacienti s CLL méli ve srovnani s kontrolami vyssi pocty vétSiny analyzovanych bunécénych
populaci. U progredujici CLL byl ve srovnani s neaktivni patrny dalSi narlst poctl vétsiny
populaci s vyjimkou relativniho poctu naivnich T-lymfocytd (T-ly). Po l1é¢bé doslo k dalSimu
poklesu relativniho poctu naivnich T-ly, naopak se zvysil pocet efektorovych pamétovych T-ly
(TEM). U pacientl s neaktivni chorobou byl vyssi relativni pocet naivnich CD4* T-ly (p=0,0026)
a naivnich CD8* T-ly (p=0,023) asociovan s delSim ¢asem do prvni IéCby. Vyssi absolutni pocet
CD4* centralnich pamétovych T-ly (TCM) (p=0,027) a TEM (p=0,003) a vyssi relativni pocet
CD4* TEM (p=0,0047) byly spojeny s kratSim ¢asem do prvni |éCby. U Ié¢enych nemocnych byl
zvySeny absolutni pocet regulacnich T-ly asociovan s kratSim ¢asem do dalsi 1é¢by (p=0,042) a
zvySeny absolutni poc¢et CD4* TCM s kratSim ¢asem do dalsi Ié¢by (p=0,035) i kratSim celkovym
prezitim (p=0,041). Na rozdil od koncentraci Ig méli pacienti s nepfiznivymi prognostickymi
znaky zmény lymfocytarnich populaci odpovidajici progredujicimu onemocnéni.



3. Summary

Complex evaluation of immune defects in patients with chronic lymphocytic leukemia
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is associated with significant combined
immunodeficiency. Amongst most important immune defects are hypogammaglobulinemia
and changes in relative and absolute counts of different lymphocyte populations and subsets.
As consequence of these changes, there can be higher frequency of infections and progression
of CLL itself. The impact of chemoimmunotherapy (CIT) on immunoglobulin (Ig) levels and
lymphocyte populations has not been extensively studied. In this dissertation thesis, we
analysed Ig levels and lymphocyte populations (using flow cytometry) in 45 patients with
indolent untreated CLL and 90 patients with progressive disease indicated for treatment. In
58 patients, we evaluated the impact of first-line CIT. For lymphocyte populations’ analysis,
we had also cohort of 34 healthy controls. Patients with progressive disease had significantly
lower levels of all Ig classes and subclasses than patients with inactive disease: I1gG, median
6.96 vs. 9.86 g/l, p=0.0001; IgA, median 0.63 vs. 1.53 g/I, p<0.0001; IgM, median 0.36 vs. 0.57
g/l, p=0.0035. After treatment, median IgA increased from 0.59 g/l to 0.74 g/I (p=0.0031).
Other Ig classes and subclasses did not change significantly. Lower IgG2 was associated with
shorter overall survival in patients with progressive disease (p=0.043) and there was a trend
towards shorter time to first treatment in stable patients with lower IgA2 (p=0.056). Amongst
cohort with progressive disease, patients with unfavourable prognostic markers (unmutated
IGHV genes, TP53 mutation, and deletion of 11q or 17p) had higher levels of some of the Ig
classes and subclasses.

CLL patients had a significant increase of most cell populations in comparison to controls. The
progression of CLL was characterized by significantly elevated counts with the exception of a
lower percentage of naive T-cells. After treatment, the percentage of naive T-cells further
decreased at the expense of effector memory T-cells (TEM). In patients with indolent CLL,
higher percentages of naive CD4* (p=0.0026) and naive CD8* (p=0.023) T-cells were associated
with a longer time to first treatment. The elevation of CD4* central memory T-cells (TCM)
(p=0.027) and TEM (p=0.003) counts and a higher percentage of CD4* TEM (p=0.0047), were
linked with shorter time to first treatment. In treated patients, the increased regulatory T-cells
count was associated with a shorter time to next treatment (p=0.042), while higher CD4* TCM
count with shorter time to next treatment (p=0.035) and a shorter overall survival (p=0.041).
Unlike with Ig levels, patients with unfavourable prognostic markers had changes in
lymphocyte populations similar to these seen in disease progression.



4. Uvod do problematiky

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcastéjsi leukémii dospélé populace v zdpadnim
svété (1). Medidn véku v dobé diagndzy se pohybuje mezi 65 a 72 lety a asi dvakrat Castéji
postihuje muze (1). V prlibéhu choroby dochazi k akumulaci klonalnich lymfocytd s typickym
imunofenotypem (CD5*, CD19*, CD23*) v kostni dreni, periferni krvi a lymfatickych organech,
tedy zejména v lymfatickych uzlinach, sleziné a jatrech (2, 3).

Prabéh choroby a prognéza nemocnych jsou velmi variabilni — néktefi pacienti umiraji brzy po
diagndze, zatimco jini prezivaji i bez jakékoliv |éCby fadu let (4). Z toho dlivodu bylo jiz popsano
mnoho prognostickych ukazatell, které pomohou odhadnout agresivitu choroby.
(immunoglobulin heavy chain variable region, IGHV), stav genu pro nadorovy protein 53
(tumour protein 53, TP53) a pro CLL typické chromozomalni aberace — delece chromozomi
11q(del 11q), 13q(del 13g) a 17p (del 17p) a trisomie chromozomu 12 (tri 12) (4). Ke klasickym
prognostickym znakdm patfi i systémy stanoveni stadia choroby dle Raie a Bineta (v této praci
je dale pouzivan systém Raie) (3, 5). Dosud nebyl prokdzan prinos ¢asného zahdjeni IéCby CLL
ve smyslu prodlouzeni celkového preziti (overall survival, OS), proto jsou nemocni
s bezpfiznakovym, nebo mirnym pribéhem choroby pouze sledovani (6-9). V prvni linii 1éCby
byl pro mladé nemocné (pfiblizné do 65 let véku) bez vyznamnych komorbidit dlouho
standardem lé¢by rezim FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab) (10). Pro starS$i nemocné
Ize pouZit rezim BR (bendamustin, rituximab), ktery je o néco méné efektivni, ale zaroven také
méné toxicky (11). Nemocni vysokého véku nebo ti s vyznamnymi komorbiditami mohou byt
v prvni linii lé¢eni kombinaci chlorambucilu s anti-CD20 monoklonalni protilatkou (rezimy R-
Clb — rituximab, chlorambucil, a O-Clb — obinutuzumab, chlorambucil) (12). V posledni dekadé
je nicméné i v prvni linii |écby patrny posun od vySe uvedenych rezimd chemoimunoterapie
(CHIT) smérem k cilené 1é¢bé, tedy zejména inhibitorlim Brutonovy tyrosinkindzy (BTKi), nebo
venetoklaxu (13-16). V podminkach thradovych omezeni v CR a také jinde v Evropé jsou vak
rezimy CHIT v nékterych situacich stale uzivany (17).

DalSim typickym rysem CLL je komplexni alterace imunitniho systému nemocnych. K té
dochazi jednak primarné vlivem choroby, jednak sekundarné vlivem lécby. Dasledkem je
progrese choroby samotné, rozvoj autoimunitnich komplikaci, vyssi vyskyt dalSich malignit a
zejména pak vyssi riziko infekci (18-21). Infekce jsou nejcastéjsi pficinou morbidity i mortality
nemocnych s CLL — infekci prodéla v priilbéhu onemocnéni okolo 80 % pacientll a je az v 60 %
pripadl pric¢inou jejich smrti (22). Lze predpokladat, Ze imunitni zmény se rozvijeji postupné s
progresi choroby a nasledné vlivem podané terapie. V ¢asnych fazich CLL, kdy nemocny neni
|éCen, jesté nebyvaji vyrazné. Takovych pacientl je v soucasnosti v dobé diagndzy vétsina (23).
V pokrodilych stadiich CLL miZzeme ocekavat hlubsi poruchy imunity a mlze byt problematické
odlisit imunodeficit souvisejici se zakladnim onemocnénim od zmén navozenych Iécbou.

4.1. Hypogamaglobulinémie

Nejdéle zndmym defektem imunity u CLL je hypogamaglobulinémie, popisovana jiz od 60. let
minulého stoleti (24). Jeji prevalence u nelécené CLL se v rliznych studiich pohybuje v rozmezi
9,9-34,7 % pro imunoglobulin (Ig) G, 12-29,5 % pro IgA a 14,8-54 % pro IgM (25-33).

Ve studiich Rozmana, Andersena a Crassiniho byla zjiSténa souvislost nizsi koncentrace 1gG
s kratSim OS (28, 29, 34). V fadé dalSich praci se ale toto pozorovani nepotvrdilo (25-27, 30,
31, 35, 36). Casté&ji byla pozorovana asociace mezi kratkym OS a nizkou koncentraci IgA (28,
29, 31). Nicméné ani to nebylo potvrzeno ve vSech studiich (25, 27, 30, 36). Pouze Andersen
et al. pozorovali krat$i OS u nemocnych s deficitem IgM, zatimco ostatni nikoliv (25, 27-31, 34,
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36). Nékteré z téchto studii zkoumaly i spojitost mezi nizkymi koncentracemi Ig a kratSim
prezitim bez |éCby (treatment free survival, TFS), nebo ¢asem do prvni [éCby (time to first
treatment, TTFT). Parikh et al. zjistili takovou souvislost s koncentraci IgG (nezkoumali ale
ostatni tfidy Ig), Crassini et al. s koncentracemi IgG, IgM, 1gG3 a IgG4, Andersen et al.
s koncentraci IgM a vétSina ostatnich s IgA (25, 26, 29-31, 34, 35). V pracich Singha a Francise
se podobnou souvislost prokazat nepodafrilo (27, 36).

Rada vy3e citovanych studii hledala také souvislost mezi koncentracemi Ig a vyskytem infekci
a vysledky byly podobné rozporuplné. Neprlikazné byly vtomto sméru vyzkumy Crassiniho a
studie Andersena z roku 2016 (29, 34). V nasledné publikované rozsahlejsi analyze (1204
dosud nelécenych pacientd) uz ale Andersen et al. pozorovali vy3si riziko infekci pfi nizkém
IgG, IgA i 1gM v univariantni analyze, u IgA pak i v multivariantni analyze (33). V praci kolektivu
Andrey Visentin byla vyssi frekvence zdvainych infekci (takovych, které vyZadovaly
hospitalizaci nebo intravendzni antibiotickou terapii) jednak u nemocnych po l1é¢bé a dale také
u téch s kombinovanym deficitem IgG a navic bud' IgA, nebo IgM (37). Také Hensel, Francis a
Freeman popsali vyssi vyskyt infekci u nemocnych s hypogamaglobulinémii (zde byla ¢ast
nemocnych jiz pfedlécenych, na rozdil od ostatnich citovanych studii) (36, 38, 39). V dalsi studii
s 899 nemocnymi s CLL ve stadiu A dle Bineta sice nebyl pozorovan vliv koncentraci Ig v dobé
diagnézy na vyskyty infekci, ty ale byly vyznamné castéjsi u pacientl, u nichz se
hypogamaglobulinémie rozvinula az v prlibéhu sledovani (25). Ishdorj et al. zjistili nepfimou
souvislost mezi koncentracemi Ig a infekcemi, kdy deficit 1gG, nebo IgA byly nezdvislym
prediktorem budouci potfeby substitucni terapie Ig (31). Ackoliv tedy nejsou data jednotn3,
prevazuji diikazy pro souvislost hypogamaglobulinémie a infekci, a to zejména u tridy IgA.

Pouze nékolik malo studii se soustfedilo na pfipadnou souvislost hypogamaglobulinémie a
znamych prognostickych faktor(l. Mauro et al. nenasli u nemocnych s CLL souvislost
mezi nizkou hladinou Ig a vékem, pohlavim, hladinou 2 mikroglobulinu, pozitivitou ZAP70,
nemutovanymi IGHV ani prognosticky nepfiznivymi chromozomalnimi aberacemi (25). Nizka
hladina IgA zde ale byla ¢astéjSi u nemocnych se splenomegalii a s pozitivitou CD38 a nizka
hladina IgM u téch s vyssim celkovym poctem lymfocytl a ve stadiich O, | a Il dle Raie. Parikh
et al. pozorovali nizsi 1gG u pacientl s vyssi expresi CD49d, s tri 12 a ve stadiich lll a IV dle Raie
(26). Ostatni chromozomalni aberace, vék, pohlavi, pozitivita CD38 ¢i ZAP70 ani mutacni stav
IGHV s hladinou IgG souvislost nemély. Ishdorj et al. zjistili, Ze deficity IgA a I1gG jsou Casté;si
ve vysSich stadiich dle Raie a také u nemocnych s IGHV subtypy 1-69, 3-21 a 3-49 (31).
Abnormalni hladiny IgA byly také spojeny s CD38 pozitivitou a zvySenym 2 mikroglobulinem,
abnormalni lgM s CD38 pozitivitou a s mutovanymi IGHV geny. Chromosomalni aberace v této
studii vySetfovany nebyly. Konecné Singh et al. pozorovali Castéjsi deficit u pacientQ
v pokrocilych stadiich dle Raie a s vyssim poctem leukocytl (27). Ani zde nebyla ptipadna
souvislost s chromozomalnimi aberacemi zkoumana.

CHIT je obecné povaZovana za faktor zhorsujici imunosupresi spojenou s CLL, a to véetné
hypogamaglobulinémie. V analyze zahrnujici tfi rdzné studie pouZivajici fludarabin (71
pacientl), nebo fludarabin v kombinaci s prednisonem (103 pacient() v prvni linii 1é¢by CLL,
méla po lécbé vétSina nemocnych statisticky vyznamny vzestup koncentraci IgG a IgM (40).
Keating et al. monitorovali koncentrace Ig ve studii s reZimem FCR pro dosud nelécené
nemocné s CLL (41). Sest mésic(i po zahajeni |é¢by nepozorovali statisticky vyznamné zmény
v koncentracich zadné ze tfid Ig. Po 12 mésicich od zahajeni lécby statisticky vyznamné
poklesly (ve srovnani s méfenim pred |éCbou) pouze IgG (vSechna tfi méreni koncentrace IgG
byla provedena u 105 pacient(). V retrospektivni analyze 211 nemocnych s lymfomy (jen 38



z nich mélo CLL / lymfom z malych lymfocytt), Ié¢enych kombinaci rituximabu a chemoterapie
se podil nemocnych s nizkymi IgG po 1é¢bé zvysil z 15 % na 48 % (42). V pfipadé IgA to bylo
211 % na 33 % a v pfipadé IgM z 24 % na 52 %. V malé studii s nemocnymi s indolentnimi
lymfomy lécenymi fludarabinem a rituximabem nedoslo po [écbé ke statisticky vyznamné
zméné koncentrace 1gG, IgA ¢i IgM u 24 z 27 pacientll (43). Velka analyza efektu rituximabu na
koncentrace IgG byla provedena u 243 nemocnych s autoimunitnimi chorobami, zejména
vaskulitidami (44). Pfed podanim rituximabu mélo 26 % pacient koncentraci IgG < 7 g/l, v
pribéhu sledovani se tento podil zvysil a? na 56 %. Udajd o efektu 1é¢by obinutuzumabem
nebo bendamustinem na koncentrace Ig je k dispozici jeSté méné. Ve studii GALLIUM byl u
nemocnych s folikuldarnim lymfomem pozorovdn pokles ve vSech tfidach Ig bez ohledu na
pouzitou protildtku nebo chemoterapeuticky zaklad (bendamustin, nebo cyklofosfamid
s doxorubicinem, vinkristinem a prednisonem) (45). Pfesnd data o mife poklesu ale nejsou k
dispozici. Ve studii GAUDI byli nemocni s folikuldrnim lymfomem |éCeni obdobnymi rezimy
chemoterapie, zde ale kombinovanymi vyhradné s obinutuzumabem (46). Mediany
koncentraci vSech tfid Ig po indukcni fazi 1éCby poklesly, ale zaroven zlstaly v normalnim
rozmezi a béhem udrZovaci Ié¢by obinutuzumabem nedochazelo k dalSimu poklesu.

Na rozdil od CHIT byl po |é¢bé ibrutinibem popsan vzestup koncentraci Ig, konkrétné IgA (47-
51). V nékterych studiich méli také pacienti se vzestupem IgA po |é¢bé ibrutinibem méné
infekénich komplikaci (49, 51). V randomizované studii srovndvajici monoterapii ibrutinibem
s kombinaci ibrutinib + rituximab byl vzestup IgA pozorovan v obou ramenech (52). V obou
ramenech ale doslo také k poklesu koncentraci IgG a v kombinacnim rameni i IgM. V ostatnich
citovanych studiich se koncentrace 1gG a IgM po |écbé ibrutinibem vyznamné nezménily,
kromé prace Cassin et al., kde také pozorovali pokles koncentrace I1gG (51).

4.2. Zmény poctu T-lymfocytl a NK bunék

Bunécnou cast specifické imunity reprezentuji T-lymfocyty (T-ly), které podléhaji u nemocnych
s CLL celé fadé zmén — méni se jejich absolutni pocty i relativni zastoupeni jednotlivych
subsetl a zaroven dochazi k funkénim zménam. Celkovy pocet T-ly se zvysuje. Ve studii Palmer
et al. mélo zvy$eny celkovy podet T-ly (> 2 x 10°/l) 54% nemocnych, ve studii Gonzalez-
Rodriguez et al. 51% nemocnych (zde byla horni mez normy 1.787 x 10%/1) (53, 54). Zvy3eni
poctu T-ly jde zejména na vrub CD8* bunék, coz vede k obraceni fyziologického poméru mezi
CD4* a CD8* lymfocyty (54, 55). Absolutni pocet CD4* lymfocytl se ve srovnani se zdravymi
jedinci také zvysuje, ale ne tak vyrazné jako v pfipadé CD8".

Fyziologicky prochazi CD4* a CD8* T-ly vyvojem od naivnich bunék (charakterizovanych expresi
CCR7, CD45RA a negativitou CD45R0), pres centralni pamétové T-ly (TCM; CCR7*, CD45R0O*,
CD45RA"), které se dale diferencuji v efektorové pamétové T-ly (TEM; CCR7°, CD45RO*,
CD45RA") a nakonec v terminalné diferencované efektorové T-ly (TEMRA; CCR7,, CD45R0O;,
CD45RA*) (56, 57). Ve studii, kterd se zastoupenim jednotlivych bunéénych populaci u
nemocnych s nelééenou CLL zabyvala, méli pacienti s inverzi poméru CD4*a CD8* v ramci CD4*
subsetu vyssi podil TEM a TEMRA lymfocytl na ukor naivnich, a v rdmci CD8* subsetu vyssi
podil TEMRA lymfocyt( na uUkor naivnich T-ly a TCM (55). U nemocnych bez inverze poméru
CD4*a CD8" byl patrny pouze vzestup TEMRA v ramci CD4* a pokles naivnich T-ly v rdmci CD8*
bunék. Pacienti se zménou poméru CD4* a CD8* T-ly méli v uvedené studii kratsi obdobi preziti
bez progrese (progression free survival, PFS), TTFT i zdvojovaci ¢as lymfocytli. Naopak nebyla
pozorovana asociace s vyssi expresi CD38, ZAP70, mutacnim stavem IGHV nebo stadiem CLL v
dobé diagndzy. Wu et al. také pozorovali vztah inverze poméru CD4* a CD8* s kratSim TTFT a
navicistadiem dle Bineta a kratSim OS (58). V dalsi praci byla popsana souvislost expanze CD4*



TEM a CD8*" TEMRA subsetl T-ly s prognosticky nepfiznivymi chromozomalnimi aberacemi
(delece 11q, nebo 17p), nemutovanymi IGHV, potfebou IéCby a stadiem onemocnéni dle
Bineta (59). Kratsi OS bylo popsdno i u nemocnych s nizsim pomérem CD4*, respektive CD8*
T-ly k poctu CLL bunék, zatimco samotné absolutni pocty CLL bunék, CD4* nebo CD8* T-ly vliv
na OS v této studii nemély (54). Konecné ve studii Gonnorda et al. méli pacienti progredujici
k 1écbé do 6 mésicll od vysSetfeni a dale také ti s nemutovanymi IGHV geny a stadiem Binet B
/ C vétsi zastoupeni TEM a naopak méné TCM v ramci CD8* T-ly (60).

Zdasadni roli v patogenezi CLL hraji mimo jiné také regulacni T-ly (T-reg). Ty za fyziologickych
podminek brani nadmérnému poskozeni vlastnich tkani v pribéhu zanétu a rozvoji
autoimunitnich chorob. U CLL byl opakované popsan zvySeny absolutni pocet T-reg ve
srovnani se zdravymi kontrolami i zvySeny relativni poCet v poméru k ostatnim T-ly a to
zejména u pokrocilejsich stadii choroby, nebo u nemocnych indikovanych k 1é¢bé (61-65).
V jedné ze studii byl pocet T-reg v multivariantni analyze nezavislym nepfiznivym rizikovym
faktorem stran progrese k |éc¢bé (66). Specifickym subsetem T-ly jsou NKT bunky — T-ly
s vlastnostmi NK bunék (NK — natural killer, pfirozeni zabijeci). Maji rysy pfirozené i adaptivni
imunity, schopnost lyzy cilové buriky i regulacni funkce, tedy schopnost produkce cytokintd. U
nemocnych s progredujici CLL indikovanou k I1é¢bé byl ve srovnani s nemocnymi bez zndmek
aktivity choroby a se zdravymi kontrolami pozorovan snizeny pocet NKT bunék (67).

V Casnych stadiich CLL je popisovan zvySeny celkovy pocet NK bunék (68, 69). Toto zvySeni
poctu jde vSak zejména na vrub nezralych a funkéné nekompetentnich NK bunék, zatimco
subset zralych NK bunék s cytolytickou aktivitou je potlacen (70). Pfesto Wang et al. popsali
souvislost nizsiho poctu NK bunék skratSim OS a vySSim vyskytem nepfiznivych
prognostickych znakd (mutace TP53, nemutované IGHV, vyssi B2 mikroglobulin, vyssi exprese
CD38 a dalsi) (71). Byl také popsdan krat$i TTFT u nemocnych s nizsim pomérem NK bunék ke
klonalnim B-ly (53).

Rezimy CHIT kombinujici monoklonalni protilatky, alkylacni cytostatika a purinova analoga
vedou k hluboké imunosupresi a vysoké frekvenci oportunnich infekci (72, 73). Po podani FCR
byla pozorovana hlubokd deplece CD4* a v mensi mife i CD8* a NK bunék (74-76). Samotny
fludarabin vede také k depleci T-reg, coz mize vést k lepsi kontrole onemocnéni imunitnim
systémem a pfrispivat k protindadorovému ucinku této lécby (77). Vlivem FCR, zejména
fludarabinu se méni i zastoupeni funkénich subsetl T-ly — dochazi k depleci naivnich T-ly a
zvyseni podilu pamétovych bunék (76, 78). Alkylacni cytostatikum cyklofosfamid vykazuje
mimo jiné podobné lymfodeplecni ucinky jako fludarabin véetné zmény poméru mezi CD4"* a
CD8* burikami (79). Stejné jako fludarabin vede také k redukci poctu T-reg, pfiCemz tento
ucinek je zavisly na davkovacim schématu (80). Dat ohledné poklesu lymfocytl po |écbé BR je
k dispozici pomérné hodné, avsak vétSina praci se netykd specificky CLL, ale pacientu
sindolentnimi lymfomy (45, 81-85). Tyto studie ukazuji, Ze obnova poctu T-ly po
bendamustinu mUiZe byt jeSté pomalejsi, nez po fludarabinu — pocty CD4* bunék klesaji az pod
0,2 x 10°/I a zGstdvaji takto nizké aZ 2 roky po zahdjeni lé¢by. CD8* a NK buriky jsou ovlivnény
méné a obnovuji se rychleji. Data o zménach funkénich subsetl (naivnich T-ly, TCM, TEM,
TEMRA), nebo T-reg po Iécbé BR zatim prakticky chybi. Pouze dvé studie byly publikovany na
téma zmén poctu T-ly po chlorambucilu a ukazuji, Ze i toto cytostatikum muze vést k depleci
CD4* bunék i dalSich populaci (86, 87). Lécba ibrutinibem vedla ve studii RESONATE-2
k poklesu poctu celkovych T-ly i vétSiny subpopulaci, véetné T-reg a NKT bunék, ale byly
zachovany naivni T-ly a NK buriky (87).



5. Cile disertacni prace

Cilem této prace bylo posoudit, jak se lisi parametry bunécné a humoralni imunity mezi dosud
neléCenymi nemocnymi s indolentni, klé¢bé neindikovanou CLL, a progredujici, klécbé
indikovanou CLL. Obé skupiny byly také porovnany se zdravymi kontrolami. Dale byly
posuzovany zmény vySetfovanych parametr( vlivem 1. linie Ié¢by pomoci CHIT. Dalsim cilem
bylo posoudit, zda zkoumané parametry imunitnich funkci nebo jejich zmény po |é¢bé maji
souvislost s frekvenci infekénich komplikaci. Byl posuzovdn i prognosticky vyznam téchto
parametr( a souvislost s béZné vySetfovanymi prognostickymi ukazateli.

6. Materidl a metodika

Jednalo se o prospektivni unicentrickou observacni studii. Zafazovani byli pacienti s CLL
diagnostikovanou dle IWCLL (International Workshop on CLL) kritérii z roku 2008, sledovani a
pfipadné léceni na IV. interni hematologické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové od
zati 2013 do listopadu 2020 (88). VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s Ucasti ve
studii, studie byla schvalena mistni etickou komisi a probihala v souladu s Helsinskou
deklaraci. Nemocnym byly odebirany vzorky periferni krve pfti vstupu do studie (bez ohledu na
to, zda u nich byla choroba diagnostikovdna recentné, nebo jiz v minulosti). Jednalo se pouze
o dosud nelécené pacienty. V pfipadé, Ze Slo o nemocné bez indikace k |écbé (s neaktivni,
stabilni chorobou), u nichZ vsak ¢asem doslo k progresi onemocnéni a Iécba byla indikovana,
byl pred zvaZovanou lé¢bou proveden 2. odbér. Cast pacient( byla k 1é¢bé indikovana jiz
v okamziku vstupu do studie a 1. odbér krve byl tedy zaroven odbér pred |écbou. VSechny
odbéry pred IéCbou byly provedeny méné nez 2 mésice pred zahajenim |écby (obvykle jen
nékolik dnd). U ¢asti nemocnych byl proveden 2. odbér po ukonceni lécby, (respektive jiz 3.
odbér, pokud predtim méli odbér ve stadiu neaktivni choroby). Tento odbér byl provadén
v dobé hodnoceni Ié¢ebné odpovédi, v rozmezi 1-3 mésice po poslednim cyklu |é¢by (obvykle
pfiblizné 2 mésice). LéCba byla indikovana na zakladé IWCLL 2008 kritérii. Po |écbé byla
analyzovana pouze data nemocnych |é€enych CHIT, a to konkrétné rezimy FCR, BR, O-Clb a R-
Clb. Davkovani rezim( FCR a BR odpovida davkovani ve studii CLL10 (11). Davkovani O-Clb
odpovidda ddvkovani ve studii CLL11 a ddvkovani R-Clb tomu ve studii CLL208 (12, 89). Z bézné
l[ékarské dokumentace v nemocniénim informacnim systému byla shromazdéna dalsi
potiebnd data o pribéhu choroby: krevni obraz a stadium dle Raie v dobé odbéru krve, data
o infekénich komplikacich, mutacni stav IGHV, pfitomnost mutace TP53 vedouci k jeho
dysfunkci (vySetfovdno Sangerovou sekvenaci), data o chromozomadlnich aberacich
(vySetfovano stimulovanym karyotypem a fluorescencni in situ hybridizaci [FISH]) a data o
|é¢ebné odpovédi. Dale datum posledni kontroly, pfipadné zahajeni nasledujici [é¢by a umrti.
Na zdkladé téchto dat pak byly vypocitany TTFT a OS u nemocnych s neaktivni chorobu, ktefi
nebyli |é¢eni a ¢as do dalsi Ié¢by (time to next treatment, TTNT) a OS u nemocnych
s progredujici chorobou, indikovanych k l1é¢bé. Tyto intervaly jsou v praci definovany nikoliv
jako Casy od data diagndzy, ale jako ¢asy od okamziku odbéru krve do pfislusné udalosti. Tento
zpUsob dle mého nazoru lépe odrazi pripadny vztah téchto casli ke zkoumanym parametrdm
imunitniho systému, které mohly mit v dobé diagndzy zcela jiné hodnoty (u ¢asti pacient( od
diagndzy do vstupu do studie uplynulo i nékolik let).

6.1. Laboratorni metody

Byly méreny absolutni a relativni pocty celkovych T-ly, CD4* T-ly, CD8* T-ly, CD4*CD8"* T-ly, CD4"
CD8 T-ly, celkovych B-ly, klonalnich B-ly, polyklonalnich B-ly, T-reg, NK bunék a NKT bunék.
Dale v ramci CD4* i CD8* kompartmentu absolutni i relativni pocty jednotlivych subpopulaci,
tedy naivnich T-ly, TCM, TEM a TEMRA bunék.
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Vystupem vysetreni pritokovou cytometrii jsou relativni pocty bunéénych populaci. Relativni
pocet celkovych T-ly, klondlnich a polyklondlnich B-ly a NK bunék je vyjadfen jako %
z celkového poctu lymfocytl a jejich soucet je roven 100%. Relativni pocet CD4* T-ly, CD8* T-
ly, CD4*CD8* T-ly, CD4'CD8 T-ly a NKT bunék je také vyjadien jako % z celkového poctu
lymfocytl a jejich soucet je tedy roven relativnimu poctu celkovych T-ly. Relativni pocet
naivnich T-ly, TCM, TEM a TEMRA bunék je vyjadren jako % z celkového poctu bud CD4*, nebo
CD8* lymfocytll. Relativni pocet T-reg je vyjadien jako % z celkového poctu CD4* lymfocyta.
Absolutni pocty vSech bunécénych populaci byly vypocteny vynasobenim relativnich poctd
ziskanych vysetfenim pritokovou cytometrii po¢tem leukocytl ziskanym rutinnim vysSetienim
krevniho obrazu z krve odebrané soucasné s odbérem pro pritokovou cytometrii.

Sérové koncentrace 1gG, podtfid 1gG1-4, IgA, podtfid IgAl1-2 a IgM byly zméfeny
imunonefelometricky pomoci kitu immunochemistry system Immage od firmy Beckman
Coulter (Miami, FL, USA). U vsech pacientl byla dale provedena elektroforéza sérovych
bilkovin a v pfipadé detekce vrcholu vy oblasti byla doplnéna imunofixace k vylouceni
pritomnosti ptipadného paraproteinu. Vysledky koncentraci tfid a podtfid Ig u pacienta, ktery
mél v dané tridé detekovan paraprotein, byly z dalsi analyzy vyrazeny.

6.2. Statistické zpracovani

Veskeré statistické analyzy byly provedeny v programu MedCalc, verze 20 firmy MedCalc
Software Ltd (Mariakerke, Belgium). Shapiro-Wilk(v test byl pouZit k posouzeni normality
rozloZeni dat. V ptipadé, Ze obé srovnavané populace mély normalni rozloZeni dat, byl k jejich
srovnani pouzit neparovy t-test v pfipadé nezavislych vzorkl, respektive parovy t-test pfi
srovnani parovych vzorkl (srovnani hodnot pred |écbou a po 1é¢bé) a v praci jsou udavany
aritmetické praméry dat srovndvanych populaci. V pfipadé nenormalniho rozlozeni dat jedné,
¢i obou srovnavanych populaci byl k jejich srovnani nasledné pouzit Mann-Whitneytv U test
v pfipadé nezdvislych vzork(, respektive Wilcoxonlv test pfi srovnani parovych vzorkd a
v praci jsou udavany mediany dat srovnavanych populaci. CoxGv model proporcionalnich rizik
byl pouzit k posouzeni vlivu jednotlivych parametr(i imunitniho systému na TTFT, TTNT a OS.
U statisticky signifikantnich proménnych byla provedena ROC (Receiver Operating
Characteristic) analyza k uréeni takové hodnoty zkoumaného parametru imunity, kterd by
nejlépe umoznila rozdélit danou populaci pacientli na dvé skupiny s odliSnym Casy TTFT, TTNT,
¢i 0S. Casy téchto dvou skupin pak byly srovnany log-rank testem a byly zkonstruovany Kaplan-
Meierovy kfivky. VSechny hypotézy byly testovany na hladiné vyznamnosti 0,05.

6.3. Charakteristika souboru nemocnych

Od zari 2013 do kvétna 2019 bylo do studie zafazeno celkem 129 pacient(, ktefi byly sledovani
do listopadu 2020. Jejich zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1. Jako kontrolni
skupina pro vysetifeni bunécnych populaci bylo pouzito 34 zdravych déarc( krve odebranych na
transfuzni stanici (medidn véku 60 let (rozpéti 43-67), 56% muza. Celkem 45 nemocnych mélo
v dobé odbéru neaktivni chorobu neindikovanou klécbé. DalSich 90 nemocnych bylo
odebrano v dobé aktivity choroby (s indikaci k 1é¢bé). Opakovany odbér po [écbé probéhl u 58
nemocnych. Schéma odbérll nemocnych ve studii ukazuje obrazek 1. Rezimem FCR bylo
[é¢eno 20 nemocnych, rezimem BR 18, rezimem O-Clb 9 a rezimem R-Clb 11 nemocnych.
Nikdo z pacientl zatazenych do studie nedostaval Zadnou formu substituce Ig.
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Tabulka 1. Charakteristiky jednotlivych kohort pacientl. Data z kohorty “nemocni analyzovani
po |écbé” odpovidaji hodnotam namérenym pred zahdajenim [éCby.

Charakteristika nemocni nemocni nemocni
s neaktivni s progredujici analyzovani po
chorobou chorobou l[écbé
Pocet 45 90 58
Vék v dobé odbéru, median 65 let 69 let 68 let
(rozpéti) (34-88) (43-87) (43-87)
Muzi 24 (53%) 59 (66%) 34 (59%)

Medidan sledovani od data
odbéru

49 mésicu

26 mésicl

30 mésicl

Median ¢asu od diagndzy do

26 mésicl

33 mésicl

42 mésicu

17p

data odbéru (rozpéti) (4-141) (0-174) (1-174)
Modifikované riziko dle Raie

v dobé odbéru

- nizké (stadium 0) 27 (60%) 1(1%) 1(2%)
- stfedni (stadium I-11) 16 (36%) 35 (39%) 23 (40%)
- vysoké (stadium IlI-1V) 2 (4%) 54 (60%) 34 (59%)
IGHV

- mutované 25 (56%) 19 (21%) 13 (22%)
- nemutované 10 (22%) 58 (64%) 36 (62%)
- neni k dispozici 10 (22%) 13 (14%) 9 (16%)
TP53

- mutovany 0 9 (10%) 5(9%)
- nemutovany 30 (67%) 67 (74%) 42 (72%)
- neni k dispozici 15 (33%) 14 (16%) 11 (19%)
FISH

- normalni 9 (20%) 18 (20%) 15 (26%)
- delece 13q 24 (53%) 26 (29%) 18 (31%)
- trisomie 12 4 (9%) 16 (18%) 9 (16%)
- delece 11q 2 (4%) 16 (18%) 9 (16%)
- delece 17p 0 9 (10%) 2 (3%)
- neni k dispozici 6 (13%) 5 (6%) 5 (9%)
mutace TP53 nebo delece 0 13 (14%) 6 (10%)
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Obrdazek 1. Schéma odbéri nemocnych ve studii.

129 pacientl zafazeno

/\

45 se stabilni chorobou

AN

zprogredovalo k [écbé

6 pozdéji

AN

84 s progredujici chorobou

90 pacientd indikovanych k lé¢bé

32 pacient( po lé¢bé neanalyzovéano
18 [éCeno jinymi reZimy
12 odmitlo dal3i odbér / ztraceno
2 zemfeli

58 pacientl analyzovano po [écbé

7. Vysledky

7.1. Sérové koncentrace imunoglobulint
Z analyz byly vylouceny vysledky koncentraci tfid a podtfid Ig pacientd, ktefi méli v dané tridé
detekovan paraprotein. Frekvenci vyskytu hypogamaglobulinémie v celém souboru zobrazuje

prehledné tabulka 2.

Tabulka 2. Frekvence vyskytu hypogamaglobulinémie. Celkovy pocet posuzovanych ptipadl je
jiny nejen v kazdé kohorté pacientd, ale vzhledem k vyfazeni pfipadu s paraproteinem také
pro kazdou tfidu a podtfidu Ig.

.(r;::ii/ hpr::it:;d:olfmy) pocet nemocnych s hypogamaglobulinémii
nemocni nemocni nemocni pred nemocni po
s neaktivni | s progreduijici [écbou léCbé
chorobou chorobou
IgG (7,3 g/l) 11 (25%) 44 (55%) 29 (56%) 29 (56%)
IgA (0,8 g/1) 10 (22%) 55 (63%) 36 (65%) 29 (53%)
IgM (0,4 g/!) 13 (29%) 45 (55%) 27 (52%) 30 (58%)
IgG1 (3,6 g/I) 7 (16%) 26 (33%) 18 (36%) 19 (37%)
1gG2 (1,55 g/l) 3 (7%) 26 (26%) 17 (33%) 11 (21%)
IgG3 (0,19 g/l) 4 (9%) 17 (21%) 8 (15%) 6 (12%)
IgG4 (0,08 g/l) 3(7%) 8 (10%) 4 (8%) 8 (15%)
IgAl (0,67 g/) 8 (18%) 51 (59%) 32 (58%) 29 (53%)
IgA2 (0,06 g/l) 2 (4%) 12 (14%) 9 (16%) 2 (4%)
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7.1.1. Vliv aktivity choroby a Iécby 1. linie na koncentrace imunoglobulinG

Nemocni s progredujici chorobou (n=81) méli vyrazné nizsi koncentrace vsech t¥id i podttid Ig,
nez nemocni s neaktivni chorobou (n=45) — viz tabulka 3. Pfi srovnani hodnot Ig pfed a po
|écbé (parové vzorky, n=55) byl jedinou statisticky vyznamnou zménou vzestup IgA — viz
tabulka 4. Pfi srovnani nemocnych s neaktivni chorobou a pacientl po |é¢bé byly pak hodnoty
vSech tfid Ig s vyjimkou IgG3 statisticky vyznamné nizsi u lééenych nemocnych — viz tabulka 5.

Samostatné byly analyzovany také parové vzorky nemocnych lécenych FCR (n=18), BR (n=17)
a rezimy s chlorambucilem (n=20; 9x O-Clb a 11x R-Clb). Statisticky vyznamné zmény byly
pozorovany pouze ve skupiné Ié¢ené FCR, kde |é¢ba vedla k vzestupu IgA (median 0,52 g/l vs.
0,58 g/I; p=0,018), 1IgG2 (median 1,67 g/l vs. 1,78 g/I; p=0,047) a IgA1 (median 0,44 g/l vs. 0,49
g/l, p=0,048). Zmény po rezimu BR a chlorambucilovych rezimech nedosdahly statistické
vyznamnosti.

Tabulka 3. Srovnani nemocnych s neaktivni a progredujici chorobou. Kvantity Ig jsou vyjadreny
jako mediany souboru v g/I.

Trida /podtfida Ig nemocni s neaktivni nemocni p-hodnota
chorobou s progredujici
chorobou

IgG 9,86 6,96 0,0001
IgA 1,53 0,63 <0,0001
IgM 0,57 0,36 0,0035
1gG1 5,63 4,22 0,0036
1gG2 2,85 1,76 <0,0001
1gG3 0,43 0,28 0,021

IgG4 0,31 0,17 0,0016
IgAl 1,3 0,55 <0,0001
IgA2 0,3 0,18 0,0001

Tabulka 4. Srovnani nemocnych pred Ié¢bou a po lécbé. Kvantity Ig jsou vyjadieny jako
mediany souboru v g/I.

Trida /podtfida Ig nemocni pred nemocni po [écbé p-hodnota
|[éCbou
IgG 7,12 6,83 0,37
IgA 0,59 0,74 0,0031
IgM 0,39 0,36 0,25
lgG1 4,09 4,2 0,46
1gG2 1,72 1,97 0,1
IgG3 0,3 0,39 0,12
IgG4 0,18 0,16 0,54
IgAl 0,54 0,65 0,14
IgA2 0,13 0,19 0,13
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Tabulka 5. Srovnani nemocnych s neaktivni chorobou a po lécbé. Kvantity Ig jsou vyjadreny
jako mediany souboru v g/I.

Trida /podtfida Ig nemocni s neaktivni nemocni po [écbé p-hodnota
chorobou

IgG 9,86 6,61 0,0005
IgA 1,53 0,74 0,0001
IgM 0,57 0,32 0,0021
IgG1 5,63 4,13 0,0026
IgG2 2,85 1,97 0,0008
IgG3 0,43 0,38 0,27

IgG4 0,31 0,16 0,0018
IgAl 1,3 0,58 0,0005
IgA2 0,3 0,19 0,0025

7.1.2. Souvislost koncentraci imunoglobulint a infekénich komplikaci

Byly srovnany koncentrace Ig nemocnych s neaktivni chorobou, ktefi prodélali (n=22) a
neprodélali (n=23) infekéni komplikaci v obdobi 3 let pfed odbérem krve k vysetfeni.
V koncentracich Ig nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily. Obdobné byly srovnany
koncentrace Ig nemocnych s progredujici chorobou, ktefi prodélali (n=29) vs. neprodélali
(n=58) infekéni komplikaci v obdobi 3 let pfed odbérem krve k vySetieni. Vzhledem k tomu, Ze
9 pacientl mélo infekci vicekrat, bylo zaznamendno celkem 48 infekénich epizod. Ani zde nebyl
mezi nemocnymi s a bez infekce pozorovan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich Ig.

7.1.3. Prognosticky vyznam sérovych koncentraci imunoglobulini

Ze 45 nemocnych s neaktivni chorobou doslo k progresi s nutnosti k 1é¢bé béhem sledovani u
12 z nich. TTFT, resp. preZiti bez |é¢by ve tiech letech bylo 79 %. Zadna z koncentraci Ig neméla
statisticky vyznamny vliv na TTFT, nicméné v pfipadé IgA2 zde byl jasné patrny trend k rychlejsi
progresi k |écbé u nemocnych s nizsi koncentraci (p=0,056). ROC analyzou byla jako nejlepsi
cut-off hodnota k rozdéleni kohorty na skupiny s rozdilnym TTFF uréena kvantita IgA2 0,23 g/I.
Rozdil v preziti bez Ié€by na zakladé tohoto rozdéleni ukazuje obrazek 2. OS u nemocnych s
neaktivni chorobou nebylo analyzovéno, protoze v prabéhu sledovani zemreli pouze 3 z nich.

Z 87 nemocnych s progredujici chorobou jich zemrelo v priibéhu sledovani 18, OS ve trfech
letech bylo 78 %. Nizsi koncentrace 1gG2 zde byla spojena s kratSim OS (p=0,043). ROC
analyzou byla jako nejlepsi cut-off hodnota k rozdéleni kohorty na skupiny s rozdilnym OS
uréena kvantita 1gG2 2,4 g/l. Rozdil v OS na zakladé tohoto rozdéleni ukazuje obrazek 3.
Souvislost koncentraci Ig a TTNT této kohorty nebyla zjisténa.

Zadnda souvislost nebyla pozorovana ani mezi koncentracemi Ig a OS, nebo TTNT u 55
nemocnych analyzovanych pred i po |écbé.
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Obrazek 2. Kaplan-Meierovy krivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou s IgA2 <
0,23 g/l a IgA2 > 0,23 g/I. Pti srovnani log-rank testem je patrny statisticky vyznamny rozdil

(p=0,0002).
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Obrazek 3. Kaplan-Meierovy kfivky zobrazujici OS nemocnych s progredujici chorobou s 1gG2
< 2,4 g/l algG2 > 2,4 g/l. Pfi srovnani log-rank testem je patrny statisticky vyznamny rozdil

(p=0,0064).
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7.1.4. Souvislost sérovych koncentraci imunoglobulinti a prognostickych ukazatelQ

Byly porovndny koncentrace Ig mezi podskupinami pacientd definovanymi v ramci vyse
uvedenych kohort (neaktivni a progredujici choroba) na zakladé stadia dle Raie a pfitomnosti
¢i nepfitomnosti hlavnich nepfiznivych prognostickych ukazatell. V kohorté nemocnych
s neaktivni chorobou byly porovnany koncentrace Ig nemocnych s mutovanymi a
nemutovanymi IGHV. Statisticky vyznamné rozdily nebyly zjistény. Ostatni nepfiznivé
prognostické ukazatele se v této kohorté vyskytovaly velmi vzacné (pouze 2 nemocni méli del
11q a dalsi 2 stadium 1lI-1V dle Raie), takZe nebyly analyzovany.

V kohorté nemocnych s progredujici chorobou méli pacienti s nemutovanymi IGHV vyssi
koncentrace IgG (median 7,39 vs. 5,09 g/I; p=0,0049), IgM (median 0,47 vs. 0,16 g/I; p=0,0006),
a lgG1 (median 4,78 vs. 3,38 g/l; p=0,012). Dale pacienti s mutaci TP53 a / nebo del 17p méli
vyssi koncentrace IgA (median 0,87 vs. 0,56 g/l; p=0,0093), a IgA1 (median 0,81 vs. 0,47 g/I;
p=0,01). Pacienti s del 17p a / nebo del 11q v ramci kohorty progredujicich nemocnych méli
vyssi koncentrace IgG (median 7,42 vs. 6,54 g/l; p=0,04), IgM (median 0,53 vs. 0,28 g/I;
p=0,019), IgG1 (median 4,82 vs. 3,92 g/l; p=0,031) a IgG3 (median 0,4 vs. 0,26 g/l; p=0,006).
Zadny rozdil v koncentracich Ig nebyl pozorovan mezi pacienty s progredujici chorobou
rozdélenymi do podskupin na zakladé stadia dle Raie (0-Il vs. llI-1V).

7.2. Bunécné populace

Z celkového poctu progredujicich nemocnych ve studii bylo vySetfeni bunécnych populaci
k dispozici u 80 nemocnych (resp. 86 po zapocteni nemocnych odebranych i v dobé neaktivni
choroby). Odbér bunécnych populaci pred i po Ié€bé byl k dispozici u 55 nemocnych. Mimo
to se jednalo o stejné nemocné jako pfi vySetieni koncentraci Ig (viz tabulka 1 a obrazek 1).

7.2.1. Poméry zastoupeni bunécnych populaci a jejich prognosticky vyznam

U nemocnych i kontrol byly vypocitany poméry absolutniho poctu CD4* T-ly k absolutnimu
poctu CD8* T-ly a také poméry absolutniho poc¢tu CD4* T-ly, CD8* T-ly, celkovych T-ly, NK a NKT
bunék k absolutnimu poctu klonalnich B-ly. Vysledné poméry pak byly srovnany mezi
jednotlivymi kohortami nemocnych. Median pomérd CD4* : CD8* T-ly zdravych kontrol byl
1,99 (rozmezi 1,31-3,01), coz nebylo statisticky vyznamné odliSné od nemocnych s neaktivni
chorobou (median pomér( 1,85, rozmezi 0,65-8,64; p=0,48), ani od nemocnych s progredujici
chorobou (medidn poméra 1,67, rozmezi 0,11-7,64; p=0,13). U tohoto poméru nebyl ani
statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani pacient(l s neaktivni a progredujici chorobou mezi
sebou (p=0,64). Po lé¢bé poklesl median pomért CD4* : CD8* T-ly na 0,73 (rozmezi 0,17-8,63),
coz je statisticky vyznamné méné nez u kontrolniho souboru i u nemocnych s neaktivni
chorobou (v obou pfipadech p<0,0001). Pokles tohoto poméru odrazi pomérné vyraznéjsi
depleci CD4* ve srovnani s CD8* burikami v dlsledku Ié¢by. Pfi srovnani parovych vzorkd pred
a po lécbé byl pokles obdobné vyrazny (pred Ié¢bou median poméra 1,87, rozmezi 0,6-7,2, po
|éCbé 0,73, rozmezi 0,17-8,63; p<0,0001).

Co se tyce pomérl mezi absolutnimi poc¢ty CD4* T-ly, CD8* T-ly, celkovych T-ly, NK a NKT bunék
a absolutnim pocétem klonalnich B-ly, byly provedeny pouze porovnani mezi nemocnymi
s aktivni a progredujici chorobou — kontroly klonalni B-ly nemaji a u nemocnych po Ié¢bé byla
jejich populace v drtivé vétsiné pripadd témér nulova. U vSech téchto srovnani pak byl zjistén
statisticky vyznamné vyssi median pomérli u nemocnych s neaktivni chorobou. Presné
hodnoty median( i rozpéti pomérd a p-hodnoty srovnani ukazuje tabulka 6.
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Dale byl analyzovan pripadny vztah uvedenych pomérl k TTFT nemocnych s neaktivni
chorobou a kOS a TTNT nemocnych s progredujici chorobou. OS nemocnych s neaktivni
chorobou nebylo hodnoceno, protoZe v priibéhu sledovani zemfeli pouze 3 z nich. Jediny
pomér, u néhoz byla prokdzana souvislost s nékterym z hodnocenych c¢asd, byl pomér
absolutnich poctl NKT bunék a klonalnich B-ly. Zde byl u nemocnych s progredujici chorobou
nizsi pomér spojen s kratsim OS (p=0,043).

Tabulka 6. hodnoty medianu i rozpéti pomérl jednotlivych bunécnych populaci a p-hodnoty
srovnani mezi nemocnymi s neaktivni a progredujci chorobou.

Pomér nemocni s neaktivni nemocni s progredujici | p-hodnota
chorobou; chorobou; median
median (rozmezi) (rozmeazi)

CD4*: CD8* 1,85 (0,65-8,64) 1,67 (0,11-7,64) 0,64
CD4*: klonalni B-ly 0,052 (0,007-0,68) 0,018 (0,004-75,08) 0,0001
CD8*: klonalni B-ly 0,03 (0,003-0,29) 0,012 (0,001-32,38) 0,0008
celkové T-ly : klondlni B-ly 0,086 (0,017-1,05) 0,035 (0,005-114,15) 0,0003
NK buriky : klonalni B-ly 0,029 (0,0013-0,2) 0,006 (0-49,17) <0,0001
NKT bunky : klonalni B-ly 0,005 (0,001-0,19) 0,002 (0-0,069) 0,022

7.2.2. Zmény jednotlivych bunécnych populaci pfi progresi onemocnéni

Pacienti s neaktivni chorobou méli ve srovnani's kontrolami statisticky vyznamné nizsi relativni
pocty vSech hlavnich bunécnych populaci, tedy celkovych T-ly, polyklondlnich B-ly, NK bunék,
CD4* T-ly, CD8* T-ly, CD4*CD8* T-ly, CD4°CD8 T-ly i NKT bunék, coz bylo ddno pfitomnosti
klonalnich B-ly u nemocnych — viz tabulka 7. Relativni pocty uvedenych populaci jsou totiz
vyjadreny jako % z celkového poctu lymfocytl a jsou tedy poctem klonalnich B-ly vyznamné
ovlivnény. Vyjimkou je relativni pocet T-reg, ktery je vyjadren jako % z celkového poctu CD4*
bunék, a neni tak klonalnimi B-ly ovlivnén. Zde byl relativni pocet bunék vys$si u nemocnych,
nez u kontrol. Absolutni pocty hlavnich bunéénych populaci s vyjimkou CD4*CD8* T-ly a
polyklondlnich B-ly byly u nemocnych s neaktivni chorobou naopak statisticky vyznamné vyssi,
nez u kontrol. Co se tyce funkénich subpopulaci, méli nemocni s neaktivni chorobou ve
srovnani s kontrolami statisticky vyznamné vyssi relativni pocet CD4* TCM a absolutni pocty
CD4* TCM, CD8* TCM a CD8* TEMRA. Zmény v pomérech funkénich subpopulaci shrnuje
obrazek 4.

Pfi srovndni absolutnich i relativnich poctl hlavnich bunécnych populaci nemocnych
s progredujici chorobou (n=86) a kontrol byly patrné obdobné rozdily jako mezi nemocnymi
s neaktivni chorobou a kontrolami, byly ale jesté vyraznéjsi — viz tabulka 8. Stran funk¢nich
subpopulaci byly opét patrné obdobné rozdily jako mezi kontrolami a nemocnymi s neaktivni
chorobou, navic vSak méli nemocni s progredujici chorobou také vyssi absolutni poéty CD4*
TEM, CD4* TEMRA a CD8* TEM, takZe pouze pocet naivnich bunék zUstal srovnatelny jako u
kontrol. Relativni pocty naivnich bunék pak byly jak v CD4* tak v CD8" kompartmentu u
nemocnych s progredujici chorobou statisticky vyznamné nizsi, nez u kontrol, relativni pocty
CD4* TEM a CD8* TCM zase vyssi — viz tabulka 8 a obrazek 4.
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Tabulka 7. Srovnani absolutnich a relativnich poctl bunécnych populaci mezi nemocnymi
s neaktivni chorobou a kontrolami. Absolutni po¢ty jsou vyjadieny v 10%/l, relativni poéty v %.
Jednd se o mediany a aritmetické praméry danych souborl dat, jak je popsano vyse
v metodice. Aritmetické prliméry jsou psany kurzivou.

Bunécna nemocni s neaktivni kontroly p-hodnota
populace chorobou

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 2,17 7,8 1,38 73,25 0,0004 <0,0001
CD4*T-ly 1,08 4,54 0,88 46,28 0,034 <0,0001
CD8*T-ly 0,72 2,5 0,44 21,96 0,0013 <0,0001
CD4*CD8* T-ly 0,013 0,08 0,0095 0,51 0,12 <0,0001
CD4CD8 T-ly 0,089 0,4 0,046 1,99 0,0034 <0,0001
celkové B-ly 15,9 89,7 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
polyklonalni B-ly 0,048 0,18 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
NKT buriky 0,15 0,5 0,068 3,62 0,021 <0,0001
NK buriky 0,5 2,38 0,29 15,02 <0,0001 <0,0001
CD4* naivni 0,36 35,43 0,38 38,87 0,88 0,46
CD4*TCM 0,27 25,98 0,2 18,09 0,034 0,013
CD4*TEM 0,4 34,3 0,31 39,78 0,62 0,24
CD4*TEMRA 0,033 2,4 0,021 1,94 0,42 0,86
CD8* naivni 0,12 16,7 0,093 12,69 0,3 0,69
CD8*TCM 0,024 3,28 0,014 2,24 0,027 0,053
CD8*TEM 0,18 27,73 0,15 33,46 0,2 0,08
CD8*TEMRA 0,32 48,39 0,22 43,67 0,034 0,34
T-reg 0,084 7,28 0,036 5,09 <0,0001 0,0031

Srovnani byli také pacienti s neaktivni (n=45) a progredujici chorobou (n=80) mezi sebou.
Vysledky tohoto srovnani shrnuje tabulka 9 a obrazek 4. Progredujici nemocni méli vyssi
absolutni pocéet bunék ve vSech hlavnich populacich kromé polyklonalnich B-ly, CD4*CD8* T-ly,
NK a NKT bunék. Relativni pocty byly naopak u progredujicich pacientl nizsi kvili vy$Simu
poctu klondlnich B-ly. Vyjimkou byly opét T-reg, jejichZ zastoupeni v rdmci CD4* T-ly bylo u
progredujici choroby vyssi. Nemocni s progredujici chorobou méli dale statisticky vyznamné
vysSi absolutni poéty CD4* TCM, CD4* TEM, CD8* TCM, CD8* TEM a CD8* TEMRA. Relativni
pocty naivnich CD4* i CD8* bunék byly u progredujici choroby vyznamné nizsi, zatimco podil
CD4* TEM a CD8*" TEM naopak vyssi, nez u nemocnych s neaktivni chorobou. Také relativni
poCet CD8* TEMRA byl navzdory jejich vysSimu absolutnimu poétu u progredujicich
nemocnych nizsi a to v dusledku relativné vyznamnéjsiho vzestupu absolutniho poc¢tu CD8*
TCM a CD8* TEM ve srovndni s neaktivni chorobou. Pfehled srovnani funkénich subsetl mezi
jednotlivymi kohortami pacient( ukazuje tabulka 10.
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Obrazek 4. Kolacové grafy zobrazujici poméry jednotlivych funkénich subsetl bunék
v jednotlivych kohortach pacientd a u kontrol. % uvedend v grafech jsou vypocitana jako
median z absolutnich poctli bunék.
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Tabulka 8. Srovnani absolutnich a relativnich poctd bunécnych populaci mezi nemocnymi
s progredujici chorobou a kontrolami. Absolutni poc¢ty jsou vyjadieny v 10%/l, relativni poéty v
%. Jedna se o mediany a aritmetické priméry danych soubord dat, jak je popsdno vyse
v metodice. Aritmetické prliméry jsou psany kurzivou.

4% 2%

Bunécna nemocni s progredujici kontroly p-hodnota
populace chorobou

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 3,53 3,36 1,38 73,25 <0,0001 <0,0001
CD4*T-ly 2 1,69 0,84 44,92 <0,0001 <0,0001
CD8*T-ly 1,27 1,13 0,44 21,96 <0,0001 <0,0001
CD4*CD8* T-ly 0,03 0,04 0,01 0,51 0,011 <0,0001
CD4CD8 T-ly 0,15 0,14 0,05 1,99 0,0001 <0,0001
celkové B-ly 125,21 95,92 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
polyklonaini B-ly 0,06 0,06 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
NKT bunky 0,17 0,19 0,07 3,62 0,0007 0,0003
NK bunky 0,6 0,6 0,29 15,02 <0,0001 <0,0001
CD4* naivni 0,28 15,5 0,38 40,03 0,3 <0,0001
CD4*TCM 0,38 21,46 0,2 16,08 0,0037 0,2
CD4*TEM 0,96 51,3 0,31 39,78 0,0001 0,03
CD4*TEMRA 0,047 2,38 0,021 1,94 0,039 0,78
CD8* naivni 0,11 9,92 0,093 12,69 0,32 0,046
CD8*TCM 0,056 5,22 0,014 2,24 0,0002 0,0036
CD8*TEM 0,44 38,95 0,15 33,46 <0,0001 0,14
CD8*TEMRA 0,48 41,83 0,22 43,67 0,0012 0,69
T-reg 0,19 10,44 0,036 5,01 <0,0001 0,0001
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Tabulka 9. Srovnani absolutnich a relativnich poc¢tl bunécnych populaci mezi nemocnymi
s neaktivni a progredujici chorobou. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni polty v
%. Jedna se o mediany a aritmetické priméry danych soubord dat, jak je popsdno vyse
v metodice. Aritmetické prliméry jsou psany kurzivou.

Bunécna nemocni s neaktivni nemocni s progredujici p-hodnota
populace chorobou chorobou

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 2,17 7,8 3,62 3,36 <0,0001 0,0004
CD4* T-ly 1,08 4,54 2,09 1,69 <0,0001 0,0002
CD8*T-ly 0,72 2,5 1,3 1,095 0,0001 0,001
CD4*CD8* T-ly 0,013 0,08 0,03 0,04 0,12 0,016
CD4CD8 T-ly 0,089 0,4 0,15 0,13 0,034 0,0016
celkové B-ly 15,93 89,7 125,21 95,92 <0,0001 0,0001
klonalni B-ly 15,82 89,56 125,1 95,78 <0,0001 0,0001
polyklonalni B-ly 0,048 0,18 0,06 0,055 0,33 0,0051
NKT bunky 0,15 0,5 0,17 0,18 0,46 0,012
NK buriky 0,5 2,38 0,6 0,56 0,44 <0,0001
CD4* naivni 0,36 35,62 0,3 15,6 0,13 <0,0001
CD4*TCM 0,27 24,54 0,38 21,62 0,04 0,47
CD4*TEM 0,4 34,3 0,92 49,96 <0,0001 0,0001
CD4*TEMRA 0,033 2,4 0,047 2,38 0,082 0,84
CD8* naivni 0,12 16,7 0,11 10,15 0,78 0,0005
CD8*TCM 0,024 3,28 0,057 5,24 0,0011 0,17
CD8*TEM 0,18 27,73 0,43 38,58 <0,0001 <0,0001
CD8*TEMRA 0,32 48,39 0,48 41,69 0,025 0,047
T-reg 0,084 7,28 0,2 10,44 0,0003 0,0018

Tabulka 10. Prehled srovnani funkénich subpopulaci mezi jednotlivymi kohortami pacient(. ~
symbolizuje, Ze mezi skupinami neni statisticky vyznamny rozdil. I a | symbolizuje, Ze
kohorta uvedenad v levém sloupci na 1. misté ma statisticky vyznamné vyssi absolutni, nebo
relativni pocet (%) pfislusnych bunék, nez kohorta uvedena na 2. misté.

Kohorta pacientd CD4* kompartment CD8* kompartment
naivni | TCM TEM | TEMRA | naivni TCM TEM | TEMRA

neaktivnivs. | pocet ~ N ~ ~ ~ T ~ T
kontroly % ~ ™ ~ ~ ~ ~ ~ ~
progredujici | pocet ~ N T ) ~ T T T
vs. kontroly | % N ~ ™ ~ J ™ ~ ~
progredujici | pocet ~ N N ~ ~ T T T
vs. neaktivni | % J ~ T ~ 4 ~ T N
pfed vs. po pocet N ™ ™ ™ T T T T
lécbé % T i 4 ~ T T 4 ~
neaktivnivs. | pocet N 0 ~ N T T ~ T
po l6ebe % 1 1 0 ~ 2 D J ~
kontroly vs. podet ™ ™ ~ ™ ™ ~ ~ ~
po létbé % N ~ ¢ ~ D ~ ¢ ~
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7.2.3. Zmény bunécnych populaci v dusledku Iécby 1. linie.

Za ucelem posouzeni efektu léc¢by 1. linie pomoci CHIT byly analyzovany parové vzorky
z odbérl pred a po lIé¢bé u 55 nemocnych. Vysledky shrnuje tabulka 11. Absolutni pocty vSech
hodnocenych bunéénych populaci statisticky vyznamné poklesly. Relativni zastoupeni
funkénich subpopulaci se zménilo ve prospéch TEM bunék na ukor naivnich a TCM bunék v
CD4* i CD8* kompartmentu — viz tabulka 10 a obrazek 4. Relativni poc¢et TEMRA bunék se
vlivem |écby statisticky vyznamné nezménil. Vysledky nemocnych po lé¢bé byly také
porovnany s hodnotami nemocnych s neaktivni chorobou a s hodnotami zdravych kontrol —
viz tabulka 12. Absolutni pocty vSech analyzovanych populaci kromé CD4* TEM a CD8* TEM
poklesly po lé¢bé pod Uroven pozorovanou u nemocnych s neaktivni chorobou. Také ve
srovnani s kontrolnim souborem, ktery mél obecné nizsi absolutni pocty bunék nez nemocni
s neaktivni chorobou, byly pocéty bunék po lé¢bé srovnatelné, nebo dokonce jesté nizsi
(signifikantné nizsi v pfipadé celkovych T-ly, CD4* T-ly, CD4°CD8 T-ly, polyklondlnich B-ly, NKT
bunék, naivnich CD4*, TCM a TEMRA bunék a naivnich CD8* bunék). Relativni pocet T-reg
zGstal po Iécbé statisticky vyznamné vyssi, nez u kontrol, protoze pocet ostatnich CD4* T-ly
poklesl vice, nez pocet T-reg. Pacienti po 1é¢bé méli dale nizsi zastoupeni CD4* i CD8* naivnich
a TCM bunék, nez pacienti s neaktivni chorobou, a naopak vyssi podil CD4* i CD8* TEM bunék,
nez pacienti s neaktivni chorobou i kontroly.

Tabulka 11. Srovndni absolutnich a relativnich poctd bunéénych populaci mezi nemocnymi
pfed a po 1é¢bé. Absolutni pocty jsou vyjadieny v 10%/1, relativni poéty v %. Jedna se o mediany
a aritmetické priméry danych souborl dat, jak je popsano vySe v metodice. Aritmetické
praméry jsou psany kurzivou.

Bunécna nemocni pred lé¢bou nemocni po |écbé p-hodnota
populace

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 3,53 2,57 0,95 74,95 <0,0001 <0,0001
CD4*T-ly 2,19 1,56 0,32 26,07 <0,0001 <0,0001
CD8*T-ly 1,22 0,85 0,52 38,72 <0,0001 <0,0001
CD4*CD8* T-ly 0,03 0,03 0,01 0,52 <0,0001 <0,0001
CD4CD8 T-ly 0,15 0,12 0,01 1,11 <0,0001 <0,0001
celkové B-ly 175,34 96,77 0 0,05 <0,0001 <0,0001
klondlni B-ly 165,94 96,71 0 0 <0,0001 <0,0001
polyklonalni B-ly 0,06 0,05 0 0 <0,0001 0,0003
NKT bunky 0,21 0,17 0,03 1,92 <0,0001 <0,0001
NK bunky 0,6 0,48 0,23 16,1 <0,0001 <0,0001
CD4* naivni 0,27 15,15 0,0064 2,14 <0,0001 <0,0001
CD4*TCM 0,44 20,15 0,054 14,79 <0,0001 0,0015
CD4*TEM 1,05 53,18 0,24 75,84 <0,0001 <0,0001
CD4*TEMRA 0,045 2,24 0,01 3,045 <0,0001 0,18
CD8* naivni 0,11 10,15 0,015 3,19 <0,0001 0,0001
CD8*TCM 0,06 4,3 0,0085 2,01 <0,0001 0,0005
CD8*TEM 0,44 38,55 0,19 44,38 0,0002 0,0081
CD8*TEMRA 0,49 40,57 0,19 39,45 <0,0001 0,16
T-reg 0,22 11,13 0,042 14,98 <0,0001 0,047
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Tabulka 12. Srovnani absolutnich a relativnich poc¢tl bunécénych populaci mezi nemocnymi po
|é¢bé a zdravymi kontrolami. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni poéty v %. Jedna
se o mediany a aritmetické priméry danych souborl dat, jak je popsano vyse v metodice.
Aritmetické prdméry jsou psany kurzivou.

Bunécna nemocni po |écbé kontroly p-hodnota
populace

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 0,95 74,95 1,38 73,25 0,0023 0,59
CD4*T-ly 0,32 26,07 0,84 44,92 <0,0001 <0,0001
CD8*T-ly 0,52 36,9 0,44 22,8 0,65 0,0023
CD4*CD8* T-ly 0,01 0,52 0,01 0,51 0,12 0,65
CD4CD8 T-ly 0,01 1,11 0,05 1,99 0,0005 0,0031
celkové B-ly 0 0,05 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
polyklonalni B-ly 0 0 0,23 11,25 <0,0001 <0,0001
NKT buriky 0,03 1,78 0,07 3,62 0,0021 0,032
NK buriky 0,23 16,12 0,29 15,012 0,07 0,39
CD4* naivni 0,006 2,04 0,38 40,03 <0,0001 <0,0001
CD4*TCM 0,053 14,76 0,2 16,08 <0,0001 0,2
CD4*TEM 0,23 76,16 0,31 40,45 0,065 <0,0001
CD4*TEMRA 0,01 3,2 0,021 1,94 0,033 0,53
CD8* naivni 0,014 3,16 0,093 12,69 0,0001 <0,0001
CD8*TCM 0,0084 1,98 0,014 2,24 0,17 0,73
CD8*TEM 0,19 43,61 0,15 33,46 0,4 0,013
CD8*TEMRA 0,19 40,29 0,22 41,62 0,93 1
T-reg 0,03 13,16 0,036 5,01 0,65 0,0003

7.2.4. Srovnani vlivu riznych lé¢ebnych rezimti na bunécné populace

Opét byly samostatné analyzovany parové vzorky nemocnych lé¢enych FCR (n=17), BR (n=18)
a rezimy s chlorambucilem (n=20; 9x O-Clb a 11x R-Clb). Zmény hlavnich bunéénych populaci
byly podobné, jako kdyz byla celd kohorta analyzovana dohromady. Ojedinélé rozdily spocivaly
pouze v mife statistické vyznamnosti — pfi analyze jednotlivych rezim( nebyly nékteré zmény
statisticky vyznamné pravdépodobné v disledku malého mnoizstvi pacientd v jednotlivych
souborech. V pripadeé relativniho poctu T-reg byl po |é¢bé BR pozorovan statisticky vyznamny
vzestup, po FCR a O-Clb / R-Clb nebyly zmény statisticky vyznamné. Vzhledem k tomu, Ze
absolutni pocet T-reg poklesl po vsech typech IéCby, je tento rozdil dan zfejmé dlsledkem
rozdilné miry poklesu poctu ostatnich CD4*, kam se T-reg pocitaji.

Pti srovnani vlivu 1é€by na pocty bunék funkcnich subsetl vyslo najevo, Ze po 1é¢bé FCR a BR
statisticky vyznamné klesl absolutni pocet CD4* TEMRA, zatimco po 1é¢bé O-Clb / R-Clb nikoliv.
Z tohoto ddvodu se relativni zastoupeni CD4* TEMRA mezi CD4* T-ly po 1é¢bé O-Clb / R-Clb
zvysilo, zatimco po FCR / BR a také v pfipadé celé kohorty lé¢enych nemocnych zUstalo
nezménéno. Statistické vyznamnosti dadle nedosahl pokles relativniho poctu CD4* TCM po
|é¢bé O-Clb / R-Clb. Ostatni zmény v CD4* kompartmentu odpovidaly zménam celého souboru
lécenych pacientld. Zmény v CD8* kompartmentu byly také podobné jako u vsech lé¢enych
nemocnych. Statistické vyznamnosti nedosahl pokles relativniho poctu CD8* TCM a
absolutniho po¢tu CD8* TEM a TEMRA po |é¢bé BR a ani vzestup relativniho poc¢tu CD8* TEM
po zadném typu léCby.
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Byla porovnavana také mira zmén bunécénych populaci mezi jednotlivymi rezimy lécby — pfi
této analyze byl nejdfive spocitan rozdil (pokles nebo vzestup) absolutniho poctu vsech
bunécnych populaci pred I1éCbou a po [écbé zvlast pro kazdého pacienta. Vysledky pak byly
srovnany mezi sebou pomoci Mann-Whitneyova testu (FCR vs. BR, FCR vs. O-Clb / R-Clb, BR
vs. O-Clb / R-Clb). Pfi tomto srovnani se efekt IéCby na hlavni bunééné populace véetné T-reg
mezi jednotlivymi rezimy nelisil, kromé vétsiho poklesu polyklondlnich B-ly po FCR a BR ve
srovnani s O-Clb / R-Clb (median poklesu o 0,053 x 10°/I po FCR, 0,096 x 10°/| po BR a 0,021 x
10°/I po O-Clb / R-Clb; FCR vs. BR p=0,13; FCR vs. O-Clb / R-Clb p=0,034; BR vs. O-Clb / R-Clb
p=0,0027).

Také ve vlivu na funkéni subsety byl vtéto analyze mezi reZimy pouze jeden statisticky
vyznamny rozdil, a to vétsi pokles poc¢tu CD4* TEMRA po FCR ve srovnani s O-Clb / R-Clb
(median poklesu o 0,062 x 10°/I vs. 0,004 x 10°/I, p=0,0062). Mezi rezimy FCR a BR a rezimy
BR a O-Clb / R-Clb nebyly statisticky vyznamné rozdily.

7.2.5. Souvislost poctli bunék a infekénich komplikaci

Stejné jako v pripadé koncentraci Ig byly porovnavany také parametry bunécéné imunity mezi
nemocnymi, ktefi prodélali a neprodélali infekci v obdobi 3 let pfed odbérem krve do studie.
Co se tyce pacientl s neaktivni chorobou, infekéni komplikaci mélo v tomto obdobi 22 ze 45.
Pacienti, ktefi infekci prodélali, méli statisticky vyznamné vy3si absolutni pocet klonalnich B-ly
(median 28,4 vs. 13,32 x 10%/1, p=0,043), vy33i relativni pocet klondlnich B-ly (medidn 93,3 vs.
81,5 %, p=0,046), nizsi relativni pocet polyklonalnich B-ly (median 93,3 vs. 81,5 %, p=0,046),
NK bunék (median 1,48 vs. 3,1 %, p=0,049) a CD4* T-ly (median 3,2 vs. 9,29 %, p=0,033).
Nemocni s infekcemi méli také nizsi pomér CD4* bunék ke klonalnim B-ly (median 0,034 vs.
0,12, p=0,039) a NK bunék ke klonalnim B-ly (median 0,016 vs. 0,039, p=0,04).

Z nemocnych s progredujici chorobou jich prodélalo infekéni komplikaci v obdobi 3 let pred
odbérem krve do studie 29 z 86. Jednalo se o 46 infekénich epizod, kdy 8 pacienti mélo vice
nez jednu infekci. Jediné statisticky vyznamné rozdily mezi nemocnymi s progredujici
chorobou s infekcemi a bez infekci vanamnéze byly nizsi zastoupeni naivnich CD4* T-ly
(median 11,99 vs. 18,71 %, p= 0,041) a vyssi absolutni pocet CD8* TEM (median 0,54 vs. 0,36
x 10%/1, p=0,043) u nemocnych s infekcemi. Stejné jako v pfipadé koncentraci Ig, ani zde nebyly
vzhledem k nizkému vyskytu samostatné analyzovany zavaziné infekce (viz vyse).

7.2.6. Prognosticky vyznam poctli bunék

K progresi k 1é¢bé doslo béhem sledovani u 12 ze 45 nemocnych s neaktivni chorobou. TTFT,
resp. preziti bez 1éCby ve tfech letech bylo 79 %. Vyssi relativni pocet naivnich CD4* T-ly
(p=0,0026) a naivnich CD8* T-ly (p=0,023) byly asociovany s delSim TTFT, zatimco vyssi
absolutni pocet CD4* TCM (p=0,027) a vyssi relativni (p=0,0047) i absolutni (p=0,003) pocet
CD4* TEM byly spojeny s kratSim TTFT. Vliv relativniho poc¢tu naivnich CD4* a CD8* T-ly na TTFT
ukazuji obrazky 5 a 6.

OS u nemocnych s neaktivni chorobou nebylo analyzovano, protoze v pribéhu sledovani
zemfteli pouze 3 z nich. Zadna souvislost nebyla nalezena mezi analyzovanymi parametry a OS
progredujicich pacientt (v pribéhu sledovani zemrelo 17 z 86, OS ve trech letech bylo 79%).

Dale byl zkouman vliv bunéénych populaci na OS 56 nemocnych [écenych CHIT. V pribéhu
sledovani zemrelo 7 z nich (3 nemocni lé¢eni rezimem BR a 4 nemocni léCeni R-Clb). Statisticky
vyznamna souvislost s OS byla zjiSténa pouze v pfipadé absolutniho poctu CD4* TCM — vyssi
pocet byl spojen s kratSim OS (p=0,041). Ve stejné kohorté byl analyzovan i TTNT. Podruhé
bylo béhem sledovani lé¢eno 20 nemocnych. SkratSim TTNT byl statisticky vyznamné
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asociovan vyssi absolutni pocet T-reg (p=0,042) a vyssi absolutni pocet CD4* TCM (p=0,035).
Pocet CD4* TCM zUstal vyznamny i v multivariantni analyze, nezavisle na poctu T-reg, nebo
pouzitém rezimu CHIT (p=0,024).

Obrazek 5. Kaplan-Meierovy kfivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou
s naivnimi CD4* T-ly > 19,05 % a < 19,05 %. Pfi srovnani log-rank testem je patrny statisticky
vyznamny rozdil (p<0,0001).
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Obrazek 6. Kaplan-Meierovy kfivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou

s naivnimi CD8* T-ly > 13,33 % a < 13,33 %. Pfi srovnani log-rank testem je patrny statisticky
vyznamny rozdil (p=0,004).
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7.2.7. Souvislost pocta bunék a prognostickych ukazatel

Stejné jako v pripadé koncentraci Ig byly porovnany i absolutni a relativni poéty zkoumanych
bunék mezi nemocnymi rozdélenymi dle stadia dle Raie a pfitomnosti nepfiznivych
prognostickych ukazatel(. V kohorté nemocnych s neaktivni chorobou méli pacienti
s nemutovanymi IGHV vy3$i absolutni pocet CD8* T-ly (median 1,08 vs. 0,62 x 10°/I, p=0,024).
Dale byl u nich pozorovan nizsi relativni pocet naivnich CD4* T-ly (prdmér 21,99 vs. 39,21 %,
p=0,011), a naopak vyssi relativni poc¢et CD4* TEM (prlmér 52,42 vs. 32,53 %, p=0,0018), vyssi
absolutni pocet CD4* TEM (pramér 0,81 vs. 0,41 x 10°/I, p=0,0005) a CD8* TEMRA (median
0,62 vs. 0,26 x 10%/1, p=0,018).

V rdmci pacientu s progredujici chorobou méli ti s nemutovanymi IGHV vyssi relativni pocet T-
reg (primér 11,17 vs. 7,83 %, p=0,033) a pouze trend k vyssimu relativnimu poc¢tu CD8* TEM
(pramér 40,68 vs. 33,55 %, p=0,062).

Pacienti s progredujici chorobou a mutaci TP53 méli vyssi absolutni pocet CD4* TEM (medidn
1,58 vs. 0,91 x 10%/1, p=0,046). KdyZ byly porovnény skupiny s, nebo bez del 17p, a s, nebo bez
del 17p / mutace TP53, statisticky vyznamné rozdily nebyly zjistény. Pfi porovnani skupin dle
pritomnosti del 17p a / nebo del 11g méli pacienti s témito chromozomalnimi aberacemi
obecné vyssi absolutni i relativni pocty celkovych a klondlnich B-ly a na zakladé toho nizsi
relativni pocet celkovych T-ly a CD8* T-ly. Co se tyce funkénich subpopulaci, méli pacienti
s uvedenymi delecemi vys$3i absolutni pocet CD4* TEM (median 1,15 vs. 0,8 x 10%/1, p=0,037).

Pacienti s progredujici chorobou ve stadiu Rai llI-IV méli ve srovnani s témi ve stadiu Rai O-lI
vySSi absolutni i relativni pocty celkovych a klondlnich B-ly a na zakladé toho nizsi relativni
pocty vSech ostatnich hlavnich bunéénych populaci. Absolutni pocty ostatnich hlavnich
populaci (jinych neZ celkovych a klonalnich B-ly) se nelisily. Rada rozdild byla i mezi funkénimi
subpopulacemi nemocnych rozdélenych dle stadia choroby: Pacienti ve stadiu IlI-IV dle Raie
méli vysSi relativni i absolutni pocet naivnich CD4* T-ly a vyssi absolutni pocet CD4* TCM (naivni
CDA4*, relativni: median 16,61 vs. 14,8 %, p=0,03; naivni CD4*, absolutni: median 0,36 vs. 0,17
x 10°/l, p=0,0074; CD4* TCM, absolutni: medidn 0,54 vs. 0,36 x 10%/I, p=0,034). Pokrodilejsi
choroba byla ddle spojena s vys$Sim relativnim i absolutnim poctem CD8* TCM (CD8* TCM,
relativni: median 5,95 vs. 3,26 %, p=0,008; CD8* TCM, absolutni: median 0,063 vs. 0,026 x
10°/1, p=0,008).

8. Diskuse

8.1. Sérové koncentrace imunoglobulint

Srovnali jsme koncentrace Ig nemocnych s neaktivni chorobou a nemocnych indikovanych
k Ié€bé. Druha skupina méla statisticky vyznamné nizsi koncentrace vsech tfid i podtfid Ig, coz
Ize interpretovat jako dlsledek progrese onemocnéni. Nejednd se o prekvapivy ndlez,
nicméné pokud je nam znamo, Zadné podobné srovnani nebylo dosud publikovano.

Studii zabyvajicich se zménami koncentraci Ig po CHIT je velmi malo. Byl publikovan vzestup
IgG a IgM po [é€bé fludarabinem event. v kombinaci s prednisonem a naopak pokles IgG po
|écbé FCR (40, 41). U nemocnych slymfomy se pak v nékolika studiich prevalence
hypogamaglobulinémie bud' zvySovala, nebo se hodnoty Ig vyznamné neménily (42, 43).
Pokles Ig byl popsan také po I1é¢bé BR, event. po bendamustinu s obinutuzumabem ve studiich
GAUDI a GALLIUM (44, 45). Ackoliv je tedy dat specificky pro CLL minimum, obecné se
predpoklada, Zze CHIT muze vést k prohloubeni hypogamaglobulinémie.
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Velka pozornost je vtomto sméru v soucasnosti vénovana cilené terapii. Po 1éc¢bé ibrutinibem
byl jiz v nékolika studiich popsan vzestup IgA a s tim potencidlné souvisejici pokles vyskytu
infekci (47-52).

V nasi analyze byl zaznamendn statisticky vyznamny vzestup IgA po podani CHIT (median
koncentraci IgA stoupl z 0,59 g/l na 0,74 g/l, p=0,0031). U ostatnich tfid a podtfid nedoslo ke
statisticky vyznamnym zméndm. Pfi samostatné analyze vlivu jednotlivych |é¢ebnych rezima
byl vzestup Ig pozorovan pouze po FCR (konkrétné vzestup IgA, IgAl a 1gG2), zatimco zmény
po rezimu BR a chlorambucilovych rezimech nedosahly statistické vyznamnosti. To Ize vylozit
i tak, Ze vzestup IgA v celé kohorté |écenych nemocnych je zejména na vrub pacientl [éCenych
FCR. Pocty pacientl ve skupinach rozdélenych podle rezimu IéCby byly ale jiz velmi nizké, takze
vysledky musi byt interpretovany s opatrnosti.

Mozné vysvétleni vzestupu IgA po podani CHIT spociva v celkovém zlepSeni imunitnich funkci
po potlaceni CLL klonu, ktery je za hypogamaglobulinémii a dalsi imunitni defekty pfimo ci
neptrimo zodpovédny (cytotoxicky vliv samotnych CLL bunék, nebo autolognich NK bunék na
plazmocyty, deficit neklondlnich B-ly, defekty T-ly) (90-92). Ackoliv po ibrutinibu byl vzestup
IgA popsan opakované, ani zde neni mechanismus jasny. Jako jedna z moznosti se jevi zvySena
dostupnost rlistovych faktor( pro neklondlni B-ly a tedy vzestup jejich poctu po eliminaci CLL
bunék, dale lepsi spoluprace B-ly s CD4* T-ly v dlsledku zmén T-ly po ibrutinibu, nebo i
specificky posun od Th2 zpét k Th1 imunitni odpovédi v disledku plsobeni ibrutinibu (49, 87,
93). Ackoliv Thl imunitni odpovéd je zaloiend spiSe nez na produkci protilatek na
cytotoxickych T-ly, bylo prokdzano, Ze tento posun koreluje se vzestupem koncentrace IgA u
ibrutinibem lé¢enych pacientl (93). Je mozné, Ze nékteré popsané zmény nejsou specifické
pro ibrutinib, ale mohou byt vyvolany jakoukoliv 1é¢bou s kapacitou eliminovat CLL klon.
K zodpovézeni otazky, co stoji za vzestupem IgA po |1é¢bé ibrutinibem a jak ukazuje nase prace
i po CHIT, je zjevné potreba dalsich vyzkumu.

Jednim z cilt prace bylo prozkoumat pfipadnou souvislost mezi koncentracemi Ig a frekvenci
infekci. Rada predchozich studii tuto souvislost nasla (25, 33, 36-39). V nasem souboru
nemocnych jsme ji vSak nepozorovali. Vysvétlenim muize byt samoziejmé pomérné maly pocet
vySetfenych nemocnych. Také Andersen et al. nenasli souvislost mezi koncentracemi Ig a
vyskytem infekci pfi analyze dat 159 nemocnych s CLL z roku 2016 (29). KdyzZ ale o dva roky
pozdéji publikovali vysledky obdobného vyzkumu s rozsahlejSim souborem 1204 pacientdq,
byla jiz patrnd vyssi frekvence infekci pfi deficitu IgA, IgG i IgM v univariantni analyze a ve tfidé
IgA i v multivariantni analyze (33).

Na rozdil od souvislosti s vyskytem infekci jsme v naSem zkoumaném souboru prokazali
souvislost mezi kratSim OS a nizsi koncentraci Ig, konkrétné IgG2 nemocnych s progredujici
chorobou. Jen tésné pak nedosahla statistické vyznamnosti souvislost mezi nizsi koncentraci
IgA2 a kratSim TTFT nemocnych s neaktivni chorobou. Asociace nizkych koncentraci Ig
s kratSim OS byla pozorovana v radé dalsich studii, nejcastéji pro IgA (28-31). Méné casto pak
pro 1gG, nebo IgM (28, 29, 34). Asociace s kratSim TTFT byla v jedné studii popséna pro 1gG a
ve dvou pro IgA (26, 31, 35). Stejné tak byla prokazana souvislost deficitu IgA s kratSim TFS (25,
30).

Byla zkoumana souvislost koncentraci Ig a nejdllezitéjsich prognostickych faktor(i — stadia dle
Raie, mutaéniho stavu IGHV, mutace TP53, del 11q a del 17p. Podobné analyzy jsou v literature
ojedinélé. Byly popsany snizené koncentrace IgG (Parikh et al.), 1gG a IgA (Ishdorj et al.),
respektive jakékoliv tfidy Ig (Singh et al.) u nemocnych ve vyssich stadiich dle Raie (26, 27, 31).
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V nasem souboru neméli nemocni s progredujici chorobou ve stadiu Rai O-ll statisticky
vyznamné rozdilné koncentrace Ig ve srovnani s nemocnymi ve stadiu IlI-IV. Nabizi se
nasledujici vysvétleni: na rozdil od citovanych praci jsme pacienty rozdélili na skupinu
s neaktivni a progredujici chorobou a analyzy jsme provadéli v ramci téchto skupin. Mezi
nemocnymi s neaktivni chorobou méli vSichni kromé dvou ¢asnd stadia choroby a tato
subanalyza zde tedy nebyla provedena. Vramci pacientl s progredujici chorobou lze
konstatovat, Ze i kdyz ¢ast méla stadium | i Il dle Raie, i u nich byla pfitomna néjaka indikace
k 1écbé, napf. masivni lymfadenopatie, a tedy choroba nejspiSe podobné aktivni, jako u téch
ve stadiu lll ¢i IV. Skutecné, kdyz jsme zkusili analyzovat vliv stadia dle Raie u vSech pacientl
dohromady (s progredujici i neaktivni chorobou), s vyjimkou IgG1 a 1gG3 méli pacienti ve
vyssSich stadiich nizsi koncentrace viech tfid a podtrid Ig. Tuto analyzu vSak neuvadime a misto
toho predkladdme srovndani pacientl s neaktivni a progredujici chorobou mezi sebou. Takové
porovnani je v rdmci publikované literatury unikatni a zaroven je rozdéleni dle indikace k 1é¢bé
i “ostrejsi,” protoze se nase skupiny (neaktivni a progreduijici) lisi ve vSech tridach a podtfidach
Ig véetné IgG1 a 1gG3.

Prekvapivym zjisténim v nasem vyzkumu jsou vyssi koncentrace nékterych tfid a podtfid Ig u
progredujicich nemocnych s nepfiznivymi prognostickymi faktory. Pacienti s nemutovanymi
IGHV méli vyssi koncentrace 1gG, IgG1 a IgM, pacienti s mutaci TP53, a / nebo del 17p vyssi
koncentrace IgA a IgAl ati s del 17p a / nebo del 11q vyssi koncentrace IgG, 1gG1, 1gG3 a IgM.
MozZnym vysvétlenim je, Ze hypogamaglobulinémie nemusi byt pfimo spojend s agresivitou
choroby, ale spiSe s délkou jejiho trvani. CLL s neptiznivymi biologickymi rysy progreduje
mnohem rychleji a nékteré zmény vimunitnim systému vcéetné hypogamaglobulinémie
mohou k plnému rozvinuti potrfebovat delsi ¢as. Mauro et al. ani Parikh et al. nepozorovali
zadnou souvislost koncentraci Ig s muta¢nim stavem IGHV, ale ve studii Ishdorja et al. méli
nemocni s mutovanymi IGHV nizsi koncentrace I1gM, coZ odpovida nasim zjisténim (25, 26, 31).
Co se tyce souvislosti s chromozomalnimi aberacemi, pouze Parikh et al. popsali nizsi IgG u
nemocnych s tri 12 (nevysetfovali ale jiné tfidy ¢i podtridy Ig) (26). Mauro et al. neprokazali
souvislost s del 11q ¢i del 17p (25). Pokud je ndm zndmo, nase prace je jedind, kterd zkoumala
mozny vliv dysfunkce TP53 na hypogamaglobulinémii. Z vySe citovanych studii nebyly
informace o mutaci TP53 k dispozici v Zzadné z nich a pouze ve dvou byly zahrnuty vysledky
FISH vysetfeni del 17p. K potvrzeni nasich vysledkd je tfeba dalSich studii s vétSim poctem
pacientd.

8.2. Bunécné populace

Ve studiich Nunes et al. a Wua et al. byla inverze poméru CD4* k CD8* T-ly spojena s kratSim
TTFT, PFS i OS (55, 58). V nasi analyze nemél tento pomér statisticky vyznamny vliv na TTFT
pacientd s neaktivni chorobou, ani TTNT, nebo OS pacientl s progredujici chorobou. Tento
rozdil se da alespon ¢astecné pfricist na vrub odliSnostem ve studovanych populacich. V nasi
studii mélo inverzi fyziologického CD4* : CD8" poméru pouze 9 / 45 (20 %) nemocnych
s neaktivni chorobou a 13 / 86 (15 %) nemocnych s progredujici chorobou, ve srovnanis 47 %
ve studii Nunes et al.. Wu et al. zase analyzovali pacienty s neaktivni i progredujici CLL
dohromady.

Palmer et al. zjistili, Ze nizSi pomér celkovych T-ly a také NK bunék ke klonalnim B-ly je u
nemocnych s nové dg. CLL (83 % bylo ve stadiu 0-I dle Raie) spojen s kratsim TTFT (53). Tyto
pomeéry pfitom byly silnéjsSim prediktorem rychlé progrese k 1é¢bé, nez prosty pocet CLL bunék
a zaroven samotné pocty celkovych T-ly ¢i NK bunék nebyly s TTFT asociovany viabec.
Gonzalez-Rodriguez et al. pozorovali souvislost mezi nizSim pomérem CD4* i CD8* T-ly ke
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klonalnim B-ly a kratSim OS (54). V nasi praci jsme nepozorovali prognosticky vyznam poméru
hlavnich bunéénych populaci ke klondlnim B-ly s jedinou vyjimkou — pacienti s progredujici
chorobou a nizsim pomérem NKT bunék k CLL bunnkam méli statisticky vyznamné kratsi OS
(p=0,043). Prognosticky vyznam NKT bunék dosud popsali pouze v jedné studii, kde méli
pacienti s nelé¢enou CLL a podilem NKT bunék z celkovych T-ly > 5,3 % vyznamné delSi TFS a
OS (94). Tyto, stejné jako nase vysledky naznacuji, Ze NKT buriky mohou hrat vyznamnou roli
v kontrole maligniho klonu.

Pti hodnoceni dynamiky absolutnich a relativnich poc¢tt hlavnich bunéénych populaci byl v nasi
analyze patrny vzorec, kdy nemocni s neaktivni CLL méli vyssi absolutni poclty vétSiny
zkoumanych populaci, nez kontroly a progredujici pacienti zase vyssi poCty, nez ti s neaktivni
chorobou. Tyto nalezy jsou kompatibilni s vySe citovanymi studiemi, kde méli nemocni pocty
CD4* T-ly a CD8* T-ly také zvysené nad normu, nebo vyssi nez kontroly. Zmény v pomérech
mezi funkénimi subpopulacemi byly nejpodrobnéji popsany ve studii Nunes et al. a v pfipadé
CD8* T-ly Richese et al. (55, 95). Pokud shrneme ndlezy z obou studii, zda se, Ze zatimco podil
naivnich a TCM T-ly se snizuje, podil TEM a TEMRa T-ly naopak stoupa, a to jak v CD4*, tak v
CD8* kompartmentu. V dalSich studiich byla expanze CD4* TEM a CD8* TEM a TEMRA spojena
s pokrocilou chorobou (59, 60). V praci Rissieka et al. byl vyssi podil CD8* TEM a TEMRA bunék
spojen s kratSim TTFT (96). V nasi analyze jsme v CD4* kompartmentu progredujicich
nemocnych zaznamenali zvySeny absolutni pocet TCM, TEM i TEMRA bunék, pficemz pocet
naivnich CD4* T-ly se nezménil. Toto se ve smyslu % projevilo jako pokles podilu naivnich CD4*
T-ly a vzestup CD4* TEM, protoZe jejich absolutni pocet se zvysil nejvyraznéji. Podil CD4* TCM
a TEMRA na celkovych CD4* T-ly z(istal podobny. V CD8* kompartmentu jsou ve srovnani s CD4*
populaci fyziologicky vyrazné vice zastoupeny TEMRA bunky. Dynamika zmén mezi
kontrolami, neaktivni a progredujici CLL byla ale jinak obdobnd té pozorované v CD4*
kompartmentu. Kromé poctd TCM bunék jsou uvedené ndlezy srovnatelné s vysledky Nunes
et al. Spoleénym pozorovanim je vzestup podilu diferencovanéjsich populaci, zejména TEM a
TEMRA, na ukor naivnich T-ly. To maze limitovat schopnost imunitniho systému odpovidat na
nové antigenni podnéty véetné samotné CLL a tak pfispivat k dalSi progresi onemocnéni.

CHIT vedla v nasi studii k vyraznému poklesu absolutnich po¢tl bunék napfti¢ populacemi. Ty
se tak vratily na Uroven srovnatelnou s kontrolami, nebo i nize. Vtomto sméru tedy CHIT
zvratila efekt progrese onemocnéni, tedy vzestup CD4* T-ly, CD8* T-ly, CD4CD8" T-ly, NK a NKT
bunék. Mira poklesu byla orientacné o néco nizsi, nez jakd byla publikovana v podobnych
studiich, jde vSak pouze o neptimé srovnani a predchozi studie se od nasi i navzajem lisily
detaily studovanych populaci a metodikou (zejména rdznym casem odbéru vzorku od
ukonceni 1éCby). Ackoliv IéCba vedla k redukci poctu vsech typl bunék, mira poklesu byla
variabilni. Vyraznéjsi pokles byl pozorovan pro CD4* T-ly, takZze medidan poméru CD4* : CD8" se
odchylil jesté vice od fyziologickych hodnot a vtomto sméru tedy Iécba spiSe prohloubila
inverzi tohoto poméru navozenou progresi CLL. Efekt CHIT na absolutni pocty funkénich
subpopulaci lymfocytl byl stejny, jako na hlavni bunécné populace, tj. pokles na uroven
zdravych kontrol, nebo dokonce i pod ni. Poméry poctu jednotlivych subpopulaci se ale
zménily komplikovanéjsim zplsobem. Podil naivnich T-ly, ktery byl nizs$i u pacient(
s progredujici chorobou, nez u téch s neaktivni CLL a u kontrol, poklesl| jesté vic, zatimco podil
TEM bunék naopak jesté vice vzrostl. Podil TCM poklesl a podil TEMRA se vyznamné nezménil.
Tyto zmény byly velmi obdobné pro CD4* i CD8* T-ly. Zastoupeni subpopulaci se tak po [éCbé
zménilo zplUsobem, ktery pripominal dalsSi progresi onemocnéni, alespon tedy pro naivni a
TEM bunky. Literatura na toto téma je velmi omezenad. Egle et al. a Gassner et al. pozorovali
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pokles relativniho poctu naivnich T-ly po lécbé fludarabinem, podobné jako my (76, 78).
Zatimco v nasi praci se snizil podil TCM, ale vzrostl podil TEM, v uvedenych studiich tyto dva
subsety nerozliSovali a popisuji pouze zvyseni poctu pamétovych bunék. Nase analyza se vSak
s citovanymi studiemi shoduje v klicovém zavéru vzestupu relativniho poctu vice
diferencovanych T-ly na udkor naivnich bunék podobné, jako jsme pozorovali v dlsledku
progrese onemocnéni.

Pti srovnani efektu jednotlivych Ié¢ebnych reziml (FCR, BR, O-Clb a R-Clb) vyslo najevo, Ze
chlorambucilové rezimy vedly k podobnému poklesu poctl bunék jako FCR a BR. Hlavnim
rozdilem ve srovnani s FCR / BR bylo, Ze pokles absolutniho po¢tu CD4* TEMRA po O-Clb / R-
Clb nedosahl statistického vyznamu a v souladu s tim vzestup relativniho poctu této populace
po Iécbé byl vyssi a statistického vyznamu dosahl. Efekt rezimu BR se prekvapivé od FCR
odlisoval o néco vice, nez efekt O-Clb / R-Clb. Zmény ve smyslu vzestup / pokles poctu byly
identické, nicméné zmény navozené BR nedosdhly statistické vyznamnosti v pfipadé
absolutniho poc¢tu CD8* TEM a CD8* TEMRA a relativniho po¢tu CD8* TCM. Navzdory témto
vyjmenovanym rozdildm byly efekty vSech tfi typu IéCby velmi podobné. To muze byt
prekvapivé, zvlasté pro chlorambucilové rezimy. Jejich vliv na bunécné populace byl dosud
popsan pouze ve dvou studiich. Laszlo et al. pozorovali depleci CD4* T-ly u 25 nemocnych
s indolentnimi lymfomy |éfenych chlorambucilem s rituximabem (86). Solman et al.
porovnavali dlsledky Ié€by ibrutinibem a chlorambucilem. Zatimco ibrutinib zpGsobil pokles
celkovych T-ly, TEM a T-reg, ale uSetfil NK buriky a naivni T-ly, chlorambucil ved| k vice méné
uniformnimu poklesu vSech bunéénych populaci (87). Zde predkldadame dalsi data dokazujici,
Ze i chlorambucilové rezimy mohou vést k lymfodepleci podobné, jako bendamustin, ci
fludarabin. Je vSak nezbytné zvazit i anti-CD20 monoklondlni protilatku, jako mozného vinika
poklesu poctu T-ly. Vanalyze lymfocytarnich populaci u 52 nemocnych srevmatoidni
artritidou lé¢enych monoterapii rituximabem mélo 75 % z nich pokles poctu CD4* T-ly o 21-
77% (97). Dlvodem, proc po anti-CD20 |é¢bé dochazi k depleci T-ly, mUze byt ztrata cytokind
a antigen prezentujici funkce, které jsou oboji poskytovany B-lymfocyty. Zfejmou slabinou
srovnani léCebnych rezima v nasi prdci je samoziejmé nizky pocet pacientd v jednotlivych
podskupindch a kromé toho také rozdily ve véku a mnozstvi komorbidit.

Spojitost mezi populacemi lymfocytl a vyskytem infekénich komplikaci nebyla u CLL dosud
podrobné studovana. VétsSina dostupnych informaci se sousttedi na souvislost s konkrétnim
typem lécby (prirozené lécba vedouci k dalsi imunosupresi zvysSuje frekvenci infekci). Keating
et al., ani Gauthier et al. nepozorovali souvislost mezi poctem CD4* T-ly, CD8* T-ly, nebo NK
bunék a vyskytem infekci po |1é¢bé fludarabinem (40, 74). Saito et al. zase nenasli spojitost
mezi infekcemi a poétem CD4* bunék u 56 nemocnych s lymfomy lééenymi rezZimem BR, nebo
bendamustinem v monoterapii (82). Na druhou stranu v dalsi studii s podstatné vétSim
poctem pacientl bylo prokdzano, Ze nizky pocet CD4* T-ly v obdobi 3 let po |écbé BR je
rizikovym faktorem zavaznych infekci (81). V nasi analyze jsme samostatné posuzovali
nemocné s neaktivni a progredujici chorobou. V prvni jmenované skupiné byly infekce ¢astéjsi
u nemocnych s vy$sim absolutnim i relativnim poétem klonalnich B-ly, s nizsim relativnim
poctem polyklonalnich B-ly, NK bunék a CD4* T-ly a také s nizSim pomérem CD4* T-ly a NK
bunék ke klondlnim B-ly. VSechny tyto vysledky ukazuji spiSe na vyznam velikosti nadorové
naloZe, nez na vyznam absolutniho poctu samotnych CD4* T-ly, nebo NK bunék, nebot ten se
u nemocnych sinfekcemi i bez infekci vyznamné neliSil. Zajimavéjsi byly vysledky u
nemocnych s progredujici chorobou. Pacienti s infekcemi méli nizsi podil naivnich CD4* T-ly a
vysSSi absolutni pocet CD8* TEM. Lze se domnivat, Ze relativni nedostatek naivnich T-ly

29



neumoznuje adekvatné reagovat na nové antigenni podnéty a kromé progrese CLL a event.
rozvoje dalSich malignit mize také zvySovat nachylnost nemocnych k infekcim.

Souvislost poctu T-reg s prognézou CLL je dobFe zndmd. Rada studii popsala zvyseni
absolutniho ¢i relativniho poctu T-reg u nemocnych s CLL ve srovnani s kontrolami, tak jak
jsme ho pozorovali i my (62-66, 98-101). Stejné tak vyssi pocet T-reg, ktery jsme zjistili u
pacientl s progredujici CLL ve srovnani s neaktivni, byl jiz dfive popsan (64, 65, 100). Ve
studiich Weisse et al. a D‘Areny et al. byl vyssi relativni, resp. absolutni pocet T-reg spojen
s kratSim TTFT (66, 98). Dasgupta et al. pozorovali kratsi TTFT i OS u pacientd s T-reg > 15,5 %
ze vSech CD4* T-ly (99). V nasi studii byl vyssi absolutni pocet T-reg spojen s kratSim TTNT
nemocnych, ktefi podstoupili [é¢bu (p=0,042). Kromé T-reg jsme u zadné dalsi hlavni bunécné
populace nepozorovali prognosticky vyznam ve smyslu TTFT nemocnych se stabilni chorobou,
ani TTNT a OS nemocnych s progredujici chorobou. Jak bylo zminéno, relativni pokles naivnich
T-ly sexpanzi vice diferencovanych subsetd byl vnasi studii pozorovan pfi progresi
onemocnéni, dale jeSté vice po |é¢bé a také u nemocnych s infekcemi. V neposledni fadé pak
byl stejny jev spojen i s horsi progndzou. Pacienti s neaktivni chorobou a nizs$im relativnim
poctem naivnich CD4* i CD8* T-ly méli kratsi TTFT. To dale podporuje nasi teorii o roli naivnich
T-ly v kontrole maligniho klonu. Pokud je ndm zndmo, jedna se o dosud nepublikované nalezy.
Dalsi zjisténi v kohorté pacientl s neaktivni chorobou, tj. asociace vyssiho absolutniho poctu
CD4* TCM a TEM a vyssiho relativniho poctu CD4* TEM s kratSim TTFT do tohoto konceptu
zapadaji a také nebyly dosud publikovany. Vyssi absolutni pocet CD4* TCM byl dale spojen
s kratSim OS a TTNT nemocnych |écenych CHIT, pficemz souvislost s TTNT zlstala signifikantni
i v multivariantni analyze nezavisle na Ié¢ebném rezimu.

Informaci na téma souvislosti znamych prognostickych ukazateld se zménami poctli bunék je
v literature jesté méné, nez v pripadé koncentraci Ig. Brusa et al. popsali souvislost vyssiho
relativniho po¢tu CD4* TEM a CD8* TEMRA bunék se stadiem B / C dle Bineta, s nemutovanymi
IGHV, del 11q a del 17p (59). Jednalo se o smiSeny soubor |éCenych i neléenych nemocnych.
V dalsi studii méli nemocni s vysSim relativnim poc¢tem CD8* TEM a také nizSim relativnim
poctem CD8* TCM castéji nemutované IGHV a pokrocilejsi chorobu (Binet B / C) (60). V nasi
studii se u nemocnych s neaktivni chorobou pojily nemutované IGHV s vySsim absolutnim
poctem CD8* T-ly, niz8im relativnim poctem naivnich CD4* T-ly, vy$Sim relativnim po¢tem CD4*
TEM a vyssim absolutnim poétem CD4* TEM a CD8" TEMRA. U nemocnych s progredujici
chorobou méli ti s nemutovanymi IGHV vyssi relativni pocet T-reg. V obou skupindch se jedna
o obdobné rozdily, jaké byly pozorovany i pfi vzajemném porovndni mezi nemocnymi
s neaktivni a progredujici chorobou, tj. i vramci jedné ztéchto skupin maji nemocni
s nemutovanymi IGHV zmény spojené s progresi onemocnéni. To neni prekvapivy zavér. Je
vSak zajimavé, Ze situace je presné opacnd, nez v pripadé koncentraci lg, kde pacienti
s nemutovanymi IGHV méli vyssi koncentrace nékterych tfid a podtrid. Pfekvapivé vysledky
neptinesla ani analyza souvislosti s dalSimi prognostickymi faktory (provedend jen u
progredujicich nemocnych, protoze u téch s neaktivni chorobou se nevyskytovaly). Pacienti
sdel 17p a / nebo del 11q méli vyssi absolutni i relativni pocty celkovych a klonalnich B-ly a
odpovidajicim zplisobem snizené relativni pocty celkovych T-ly a CD8* T-ly. Dale také vyssi
absolutni poéet CD4* TEM. Pacienti s mutaci TP53 méli vyssi absolutni pocet CD4* TEM. Ve
vSech pripadech jsou zde stejné jako u IGHV zmény typické pro progresi onemocnéni castéjsi
u skupiny s nepfiznivymi prognostickymi faktory. Jestlize tedy v pfipadé koncentraci Ig bylo
konstatovano, Ze hypogamaglobulinémie potfebuje k rozvoji pfedevsim ¢as a u agresivni
choroby s nepfiznivymi prognostickymi rysy a rychlou progresi se zfejmé nestihne rozvinout,
zde lze naopak fict, Ze zmény bunéénych populaci jsou dynamicétéjsi a dle ocekdvani u
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agresivnéjsi choroby hlubsi. Nemocni ve stadiu Rai lll-IV méli ve srovnani s témi ve stadiu Rai
O-I1 vyssi absolutni i relativni pocty celkovych a klondlnich B-ly a z toho dlivodu niZsi relativni
pocty ostatnich hlavnich bunécnych populaci, pfesto, Ze jejich absolutni pocty se nelisily. To
jednoduse odpovida vétsi pokrocilosti jejich choroby. Pacienti ve stadiu Rai lll-IV méli ale také
vyssi relativni i absolutni pocet naivnich CD4* T-ly, vyssi absolutni pocet CD4* TCM, vyssi
absolutni pocet naivnich CD8* T-ly a vyssi relativni i absolutni poc¢et CD8* TCM. Rozdily ve
funkénich subsetech mezi nemocnymi rozdélenymi dle stddia choroby se tedy vyse
uvedenému konceptu vymykaji — pacienti s vy$Simi stadii dle Raie maji sice vyssi pocty TCM
bunék, coZ odpovida progredujici chorobé, ale zaroven i vyssi pocty naivnich bunék a nejsou
zvySeny TEM ani TEMRA. Zdlvodnéni je zde problematické. Je jisté nutno pfipustit i moZnost
chyby malych Cisel, nabizi se vSak také podobné vysvétleni jako u koncentraci Ig — vSichni
pacienti s progredujici chorobou, které jsme takto analyzovali, byli indikovani k [é¢bé, i kdyz
z rliznych dvod(. | ti ve stadiu Rai | ¢i Il méli vysoce aktivni chorobu. Od srovnani skupin
rozdélenych podle stadia nelze tedy v takové situaci ¢ekat stejné rozdily, jako od srovnani
nemocnych s neaktivni a progredujici chorobou, tedy jinak feceno neindikovanych a
indikovanych k [éCbé. Pro¢ méli v nasi analyze pacienti indikovani na zakladé organomegalie
(Rai I-1l) méné naivnich T-ly, nez pacienti indikovani na zakladé cytopenie (Rai lll-IV), zUstava
nejasné. Je mozné, Ze masivni lymfadenopatie je vmnoha pfipadech spojena s vétsi
nadorovou ndlozi a tedy aktivnéjsi chorobou, nez “pouhd” infiltrace kostni diené, nebo je
zkratka biologie choroby odlisna a vede k jinému spektru zmén v subpopulacich T-ly.

9. Zavéry

Pacienti s CLL indikovanou klé¢bé méli ve srovndni stémi s neaktivni chorobou niZzsi
koncentrace vSech tfid a podtfid Ig. Jedna se o prvni publikovanou analyzu tohoto typu.
Progredujici choroba byla také spojena s vzestupem poctu vétSiny lymfocytdrnich populaci
véetné T-reg a s expanzi vyzralejSich funkénich subpopulaci (TCM, TEM, TEMRA) na ukor
naivnich bunék.

Unikatnim zavérem této studie je dale i vzestup IgA po 1é¢bé, coz bylo dosud popsano pouze
u léCby ibrutinibem, ale nikoliv po CHIT. Na zakladé predlozenych vysledku se Ize domnivat, ze
se tedy nejednd o jev zcela specificky pouze pro ibrutinib, ale mlze jit alespon c¢aste¢né o
dUsledek potlaceni aktivity CLL jakoukoliv |é¢bou.

CHIT vedla k poklesu lymfocytarnich populaci na, nebo i pod Uroven pozorovanou u zdravych
kontrol. Nase prdce je prvni, ktera podrobné popisuje zmény funkénich subpopulaci T-ly po
|[é¢bé BR a doplnuje velmi omezena data, kterd jsou v tomto sméru k dispozici o 1é¢bé FCR a
[é€bé chlorambucilem. Po podani CHIT doslo i k dalSimu poklesu podilu naivnich CD4* i CD8*
bunék. Zaroven byl prokazan negativni prognosticky vyznam deplece naivnich T-ly i expanze
CD4* TCM a TEM. Nizsi podil naivnich CD4* T-ly a vyssi absolutni pocet CD8* TEM byly také
asociovany s vyssim vyskytem infekénich komplikaci. VSechna tato pozorovani jsou plivodni a
nebyla dosud publikovana.

U nemocnych s neptiznivymi prognostickymi znaky (del 11q, dysfunkce TP53) byly zjiStény
vyssi koncentrace Ig, pravdépodobné jako dlsledek kratS$iho trvani choroby s agresivnim
prabéhem. Opét jde o dosud nepopsanou skutecnost. Lymfocytarni populace u nemocnych
s nepfiznivymi prognostickymi znaky naopak vykazuji zmény charakteristické pro progredujcici
chorobu.
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