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2. Seznam pouzitych zkratek

CLL - Chronicka lymfocytarni leukémie

CR — Ceska republika

IGHV — geny pro variabilni ¢ast tézkého rfetézce imunoglobulin(
TP53 - nadorovy protein 53

del 11q — delece 11q chromozomu

del 13q — delece 13qg chromozomu

del 17p — delece 17p chromozomu

tri 12 —trisomie 12 chromozomu

PFS — preziti bez progrese

OS — celkové preziti

FCR — fludarabin, cyklofosfamid, rituximab

BR — bendamustin, rituximab

R-Clb — rituximab, chlorambucil

O-Clb — obinutuzumab, chlorambucil

CHIT — chemoimunoterapie

BTKi — inhibitor(y) Brutonovy tyrosinkinazy

NCCN — National Comprehensive Cancer Network
ESMO — European Society for Medical Oncology
Ig — imunoglobulin

B-ly — B-lymfocyt

T-ly — T-lymfocyt

TFS — preziti bez [éCby

TTFT — ¢as do prvni |éCby

MBL — monoklonalni B-lymfocytéza

CMV — cytomegalovirus

TCM — centralni pamétové T-lymfocyty

TEM — efektorové pamétové T-lymfocyty

TEMRA —terminalné diferencované efektorové T-lymfocyty
T-reg — regulaéni T-lymfocyty

IL — interleukin



TGF-B —transforming growth factor B
APC — antigen prezentujici burika

IFNy — interferony

TNFoa — tumor necrosis factor a

PD-1 — programmed death 1

PD-L1 — programmed death ligand 1

NK — natural killer

MRD — méfitelnd (dfive minimalni) rezidualni choroba
MDSC — myeloid-derived supressor cells
NLC — nurse-like cells

IWCLL — International Workshop on CLL
FISH — fluorescencni in situ hybridizace
TTNT — cas do dalsi 1écby

ROC — Receiver Operating Characteristic



3. Souhrn

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je spojena svyznamnym kombinovanym
imunodeficitem. Mezi nejdalezitéjsi defekty patfi hypogamaglobulinémie a zmény
absolutniho a relativniho poctu lymfocytarnich populaci a subpopulaci. Dlsledkem téchto
zmén mlze byt vyssi frekvence infekci a progrese choroby samotné. Dopad
chemoimunoterapie (CHIT) na koncentrace imunoglobulint (Ig) a populace lymfocyt(i nebyl
dosud dostatecné prozkouman. V ramci disertacni prace byly analyzovany koncentrace Ig a
metodou pritokové cytometrie populace lymfocytd u 45 nemocnych s neaktivni CLL a 90
nemocnych s progredujici CLL indikovanou k 1é¢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/I, p=0,0035. Po |écbé 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 [é¢by u nemocnych
s neaktivni CLL s niz8i 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 podtrid Ig.

Pacienti s CLL méli ve srovnani s kontrolami vyssi pocty vétSiny analyzovanych bunécnych
populaci. U progredujici CLL byl ve srovnani s neaktivni patrny dalSi narlst poctl vétsSiny
populaci s vyjimkou relativniho poctu naivnich T-lymfocytl (T-ly). Po Ié¢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
zvysSeny absolutni pocet CD4* TCM s krat$im ¢asem do dalsi lé€by (p=0,035) i kratSim celkovym
prezitim (p=0,041). Na rozdil od koncentraci Ig méli pacienti s nepfiznivymi prognostickymi

znaky zmény lymfocytdrnich populaci odpovidajici progredujicimu onemocnéni.



3. Summary

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: 1gG, 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/| (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.
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4. Uvod

4.1. Chronicka lymfocytarni leukémie — zakladni klinicka charakteristika

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcastéjsi leukémii dospélé populace v zapadnim
svété, kde tvofri asi 30% vsech leukémii, naopak v Asii je velmi vzacna (1). Median véku v dobé
diagndzy se pohybuje mezi 65 a 72 lety a asi dvakrat c¢astéji postihuje muze (1). Incidence
v Ceské republice (CR) je 4,3 pfipady na 100 000 nemocnych za rok, celosvétové se jedna o
191 000 novych ptipad( a asi 60 000 umrti ro¢né (data za rok 2015) (2, 3). Prevalence je
vzhledem k dlouhodobému pieiivani nemocnych podstatné vy$$i, vCR 63/100 000
nemocnych (2). V prabéhu choroby dochazi k akumulaci klondlnich lymfocytl s typickym
imunofenotypem (CD5*, CD19*, CD23*) v kostni dfeni, periferni krvi a lymfatickych organech,
tedy zejména v lymfatickych uzlinach, sleziné a event. v jatrech (3, 4). Klinickym projevem je
lymfocytdza (jako takova témér vidy bezpfiznakova), cytopenie (obvykle anémie a / nebo
trombocytopenie), organomegalie s moznymi pfiznaky z utlaku okolnich organ( a pfipadné B-

priznaky — noc¢ni poceni, teploty, hubnuti a vyrazna unava.

Pribéh choroby a prognéza nemocnych jsou velmi variabilni — néktefi pacienti umiraji brzy po
diagnodze, zatimco jini prezivaji i bez jakékoliv |écby fadu let (6). Z toho dlivodu bylo jiZz popsano
mnoho prognostickych ukazateld, které pomohou odhadnout agresivitu choroby.
K nejdllezitéjSim patfi mutacni stav gen(l pro variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulint
(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 13q) a 17p (del 17p) a trisomie chromozomu 12 (tri 12) (6). Nemocni
s nemutovanymi IGHV geny maji obecné vyrazné horsi progndézu. V plvodni praci Hamblina
méli takovi pacienti median preziti 117 mésic, zatimco pacienti s mutovanymi IGHV geny 293
mésicu (7). Nepfiznivy prognosticky vyznam nemutovanych IGHV gen( navic ziejmé trvd i v ére
cilené Ié€by, jak ukazuji napr. data ze studie CLL13 (7). Pacienti s nemutovanymi IGHV zde méli
horsi obdobi preziti bez progrese (progression free survival, PFS) napfi¢ viemi rameny lécby
véetné trojkombinace venetoklax, ibrutinib a obinutuzumab (8). Jesté horsi progndzu
znamena pro pacienty s CLL i porucha funkce genu TP53, at uz v disledku mutace vedouci
k dysfunkci genu, ¢i v dlisledku ztraty kratkého raménka chromozomu 17, kde se tento gen
naléza (9, 10). Také zde plati, Ze ani nova cilena lé¢ba neni zcela schopna pfekonat nepftiznivy

prognosticky vyznam téchto zmén a pacienti s del 17p ¢i mutaci TP53 maji kratsi PFS (11-13).
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Ke klasickym prognostickym znakdm patfi i systémy stanoveni stadia choroby dle Raie a Bineta

(v této praci je dale pouzivan systém Raie, viz pfiloha 11.1.) (4, 14).

Dosud nebyl prokazan pfinos ¢asného zahdjeni |éc¢by CLL ve smyslu prodlouzeni celkového
preziti (overall survival, OS), proto jsou nemocni s bezptiznakovym, nebo mirnym pribéhem
choroby pouze sledovdni (15-18). Lécba je pak zahdjena pfi splnéni alespon jednoho
z indikacnich kritérii, mezi kterd patfi cytopenie (anémie s hemoglobinem < 100 g/I nebo
trombocytopenie < 100 000/ul), masivni, progresivni ¢i symptomatickd organomegalie,
zdvojovaci ¢as lymfocytd < 6 mésicl nebo vzestup poctu o lymfocytli o > 50 % za < 2 mésice,
autoimunitni komplikace nereagujici na Ié¢bu kortikosteroidy a vyrazné B pfiznaky (podrobné

viz pfiloha 11.2.) (19).

V prvni linii |é¢by byl pro mladé nemocné (pfiblizné do 65 let véku) bez vyznamnych
komorbidit dlouho standardem lécby rezim FCR (fludarabin, cyklofosfamid, rituximab) (20).
Pro star$i nemocné lze pouzZit rezim BR (bendamustin, rituximab), ktery je o néco méné
efektivni, ale zaroven také méné toxicky (21). Nemocni vysokého véku nebo ti s vyznamnymi
komorbiditami mohou byt v prvni linii lé¢eni kombinaci chlorambucilu s anti-CD20
monoklonalni protildtkou (rezimy R-Clb — rituximab, chlorambucil, a O-Clb — obinutuzumab,
chlorambucil) (22). V posledni dekadé je nicméné i v prvni linii 1éCby patrny posun od vyse
uvedenych reziml chemoimunoterapie (CHIT) smérem kcilené 1écbé, tedy zejména
inhibitorm Brutonovy tyrosinkindzy (BTKi), nebo venetoklaxu (23-26). V podminkach
thradovych omezeni v CR a také jinde v Evropé jsou viak rezimy CHIT v nékterych situacich
stale uzivany (27). Konkrétné v CR neni v prvni linii 1é&by v soucasnosti (fijen 2022) 7adny
z cilenych 1ékd hrazen u nemocnych vhodnych k CHIT (tedy mladych a bez vyznamnych
komorbidit), bez del 17p ¢i mutace TP53. U takovychto nemocnych, pokud zdrovernt nemaji
dalsi prognosticky nepfiznivé znaky (nemutované IGHV, del 11q), navic nebyl vyssi efekt BTKi
ve srovnani s rezimem FCR prokazan (23). VSechny uvedené rezimy CHIT (FCR, BR, R-Clb, O-
Clb) stale udavaiji jako prijatelné moznosti |éCby prvni linie pfi nepfitomnosti del 17p nebo
mutace TP53 i Ceska doporuéeni pro diagnostiku a é€bu chronické lymfocytarni leukemie (19).
Kromé R-Clb jsou také stdle mozZnou alternativou cilené 1é¢by dle aktudlnich verzi doporuceni
NCCN (National Comprehensive Cancer Network) a ESMO (European Society for Medical
Oncology) (28, 29). V doporucenich NCCN je rezim FCR fazen jako preferovany pro pacienty
mladsi 65 let bez komorbidit s mutovanymi IGHV, bez del 17p / mutace TP53, rezimy BR a O-
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Clb jako dalsi doporucené rezimy (tedy slabsi doporuceni nez “preferovany rezim“) pro
obdobné nemocné starsi 65 let, nebo s komorbiditami (28). Rezim R-Clb jiZ neni dle NCCN
doporucovan. V doporuéenich ESMO jsou také zminény FCR, BR a O-Clb v obdobnych
indikacich, zaroven jsou vSechny rezimy CHIT doporuceny pouze jako alternativa k cilené l1écbé

ve chvili, kdy pro to existuje specificky dlvod, ¢i neni cilena l1é¢ba k dispozici (29).

DalSim typickym rysem CLL je komplexni alterace imunitniho systému nemocnych. K té
dochdazi jednak primarné vlivem choroby, jednak sekundarné vlivem lécby. Dlsledkem je
progrese choroby samotné, rozvoj autoimunitnich komplikaci, vyssi vyskyt dalSich malignit a
zejména pak vyssi riziko infekci (30-33). Mezi nejdllezitéjsi autoimunitni komplikace patfi
autoimunitni hemolyticka anémie, kterd postihuje az 35% nemocnych s CLL, vzacnéji se pak
vyskytuji imunitni trombocytopenie, Cista aplazie ¢ervené fady a raritné napr. také Sjogrentv
syndrom, nefroticky syndrom nebo bulézni pemphigoid (31). Porucha imunitniho dozoru je
zfejmé pric¢inou vysSiho vyskytu nemelanomovych koznich nadord a karcinomu plic u
nemocnych s CLL, u fady dalSich nadoru je souvislost méné jednoznacna (32). Infekce jsou
nejcastéjsi pri¢inou morbidity i mortality nemocnych s CLL — infekci prodéld v pribéhu
onemocnéni okolo 80 % pacientld a je az v 60 % pfipadl pfi¢inou jejich smrti (34). Lze
predpokladat, Ze imunitni zmény se rozvijeji postupné s progresi choroby a ndsledné vlivem
podané terapie. V ¢asnych fazich CLL, kdy nemocny neni lééen, jeSté nebyvaji vyrazné.
Takovych pacientl je v soucasnosti v dobé diagndzy vétsina (35). V pokrocilych stadiich CLL
mulzeme ocekdvat hlubsi poruchy imunity a mazZe byt problematické odlisit imunodeficit

souvisejici se zakladnim onemocnénim od zmén navozenych lé¢bou.

4.2. Poruchy specifické humoralni imunity - hypogamaglobulinémie

Nejdéle zndmym defektem imunity u CLL je hypogamaglobulinémie, popisovana jiz od 60. let
minulého stoleti (36). 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 (37-45).
Mechanismus rozvoje hypogamaglobulinémie u pacientll s CLL je komplexni. Bylo popsano
plUsobeni autolognich NK bunék na plazmatické burky v kostni dfeni (46). V Uvahu pfipada
také cytotoxicky vliv samotnych CLL bunék na plazmatické bunky prostfednictvim interakce
mezi Fas ligandem na CLL burikdch a Fas receptorem na plazmocytech (47). Criado et al.
popsali pfimou korelaci mezi koncentracemi lg a kvantitou residudlnich normalnich

(neklonalnich) B-lymfocytd (B-ly) v periferni krvi (48). Vyznamnou, ne-li rozhodujici roli hraji

12



pravdépodobné i defekty T-lymfocytl (T-ly) a souvisejici omezena schopnost rozvoje

sekundarni imunitni odpovédi, jak je popsano déle v této praci.

4.2.1. Souvislost hypogamaglobulinémie s prognézou a vyskytem infekci

Ve studiich Rozmana, Andersena a Crassiniho byla zjiSténa souvislost nizsi koncentrace 1gG
s kratSim OS (40, 41, 49). V fadé dalSich praci se ale toto pozorovani nepotvrdilo (37-39, 42,
43, 50, 51). Casté&ji byla pozorovana asociace mezi kratkym OS a nizkou koncentraci IgA (40,
41, 43). Nicméné ani to nebylo potvrzeno ve viech studiich (37, 39, 42, 51). Pouze Andersen
et al. pozorovali krat$i OS u nemocnych s deficitem IgM, zatimco ostatni nikoliv (37, 39-43, 49,
51). Nékteré z téchto studii zkoumaly i spojitost mezi nizkymi koncentracemi Ig a kratSim
prezitim bez lé¢by (treatment free survival, TFS), nebo ¢asem do prvni lécby (time to first
treatment, TTFT). Parikh et al. zjistili takovou souvislost s koncentraci IgG (nezkoumali ale
ostatni tridy Ig), Crassini et al. s koncentracemi IgG, IgM, 1gG3 a IgG4, Andersen et al.
s koncentraci IgM a vétSina ostatnich s IgA (37, 38, 41-43, 49, 50). V pracich Singha a Francise

se podobnou souvislost prokdzat nepodafilo (39, 51).

Rada vy3e citovanych studii hledala také souvislost mezi koncentracemi Ig a vyskytem infekci
a vysledky byly podobné rozporuplné. Nepriikazné byly v tomto sméru vyzkumy Crassiniho a
studie Andersena z roku 2016 (41, 49). V nasledné publikované rozsahlejsi analyze (1204
dosud nelécenych pacient() uz ale Andersen et al. pozorovali vyssi riziko infekci pfi nizkém
IgG, IgA i 1gM v univariantni analyze, u IgA pak i v multivariantni analyze (45). V praci kolektivu
Andrey Visentin byla wvyssi frekvence zdvainych infekci (takovych, které wvyZzadovaly
hospitalizaci nebo intravendzni antibiotickou terapii) jednak u nemocnych po [é¢bé a ddle také
u téch s kombinovanym deficitem IgG a navic bud' IgA, nebo IgM (52). 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) (51, 53, 54). V dalsi studii
s 899 nemocnymi s CLL ve stadiu A dle Bineta sice nebyl pozorovan vliv koncentraci Ig v dobé
diagndozy na vyskyty infekci, ty ale byly vyznamné castéjsi u pacientd, u nichZ se
hypogamaglobulinémie rozvinula az v prlibéhu sledovani (37). Ishdorj et al. zjistili nepfimou
souvislost mezi koncentracemi Ig a infekcemi, kdy deficit 1gG, nebo IgA byly nezavislym
prediktorem budouci potieby substitucni terapie Ig (43). Ackoliv tedy nejsou data jednotn3,

prevazuji dikazy pro souvislost hypogamaglobulinémie a infekci, a to zejména u tfidy IgA.
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NejdalezZitéjsi studie zabyvajici se prognostickym vyznamem hypogamaglobulinémie a

souvislosti s infekcemi u nemocnych s CLL jsou shrnuty v tabulce 1.

Jak vyplyva ze sporné souvislosti koncentrace Ig svyskytem infekci, samotna
hypogamaglobulinémie nemusi nutné vést k jejich vysSimu vyskytu a naopak nemocni
s normalnimi koncentracemi imunoglobulinG rekurentnimi infekty trpét mohou (55).
Vysvétleni spocivd mimo jiné v neadekvatni schopnosti B-lymfocytl rozvinout imunitni
odpovéd na specifické patogeny (55). To se pak odrazi v nedostate¢né odpovédi nemocnych
s CLL na vakcinaci, véetné konjugovanych vakcin. Ty jsou sice efektivnéjsi nez polysacharidové,
pfesto i zde je odpovéd ve srovndni se zdravou populaci horsi. Napfriklad odpovéd
(dvojndsobny vzestup titru specifickych protilatek) na konjugovanou tfinactivalentni
pneumokokovou vakcinu byla pozorovana jen u 58,3 % nemocnych s CLL ve srovnani se 100 %
u zdravych kontrol (56). Vétsi ucinnost konjugovanych vakcin ve srovnani s polysacharidovymi
byla potvrzena i randomizovanou studii, kde se dale ukdzalo, Ze efektivita vakcinace klesa
s délkou trvani zakladniho onemocnéni a je také nizsi pfi nizSich koncentracich Ig — pacienti s

IgG < 4,9 g/l neméli odpovéd na zadny sérotyp v Zadné z testovanych vakcin. (57).

S hypogamaglobulinémii jsou spojovdny zejména respiracni infekce, pficemz typickymi
patogeny jsou opouzdiené bakterie — Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,

nebo Staphylococcus aureus (58).
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hypogamaglobulinémie a souvislosti s infekcemi u nemocnych s CLL.

studie studovana populace zavér studie
(v .. v kratsi fi deficitu IgA a |
Rozman et al., nelécéeni pacienti v dobé raﬁ:i\?asriz:t(:\? ;I:IJ'zge IaAgiG Y
1988 (40) diagndzy, n = 247 L yee e
v multivariantni analyze
Hensel et al., 187 pacientt s CLL, z toho ;/ZISIS(I)\?I(ZEVIGnf;Telf:ik\fluF:]l’il\/g;g:tt;i
2003 (53) 95 dosud nelégenych yeh 'g, ale ]

analyze; bez vlivu jednotlivych tfid Ig

Francis et al.,
2006 (51)

Retrospektivni analyza 280
pacientl, z toho 155 dosud
nelécenych

vyssi frekvence infekci pti deficitu IgG,
IgA ilgM, bez vlivu na TTFT a OS

Freeman et al.,

150 pacient( s CLL, z toho

vyssi frekvence infekci pfi deficitu IgG3

2013 (54) 107 dosud nelééenych a 1gG4, hrani¢né i 1gG1
Shvidel et al., neléceni pacienti ve stadiu | kratSi TFS pouze pti deficitu IgA, ale jen
2014 (42) Binet A, n =857 Vv univariantni analyze

Visentin et al.,
2015 (52)

706 pacientl s CLL, 40 % jiz
|[é¢enych

vyssi frekvence infekci pfi
kombinovaném deficitu IgG a navic bud’
IgA, nebo IgM a to i v multivariantni
analyze

Parikh et al., 2015
(38)

neléceni pacienti v dobé
diagndzy, n = 1486

kratSi TTFT pfi deficitu IgG, bez vlivu IgG
na OS, ostatni Ig nestudovany

Andersen et al.,
2016 (41)

nelécéeni pacienti v dobé
diagnézy, n = 159

kratsi OS pfi deficitu 1gG, IgA i IgM a
kratsi TFS pfi deficitu IgM, vSe pouze
v univariantni analyze; bez vlivu na
frekvenci infekci

Mauro et al.,
2017 (37)

neléceni pacienti v dobé
diagndzy ve stadiu Binet A,
n =899

bez vlivu IgA, 1gG, ¢i IgM v dobé
diagndzy na OS / frekvenci infekci, vyssi
riziko infekci pFi rozvoji deficitu IgG pfi
sledovani, kratsi TFS pfi deficitu IgA

Andersen et al.,
2018 (45)

neléceni pacienti, n = 1204

vyssi frekvence infekci pfi deficitu IgA,
IgG i IgM v univariantni analyze, IgA i
v multivariantni analyze

Crassini et al.,
2018 (49)

stejnd populace jako
Freeman et al., 2013 (54),
s delSim follow-upem

kratsi OS pfi deficitu 1gG, I1gG1 a IgG3 a
TFS pfi deficitu 1gG, IgM, 1gG3 a IgG4,
vSe pouze v univariantni analyze

Ishdorj et al.,
2019 (43)

neléceni pacienti v dobé

diagndzy, n=511 (13 %

mélo jen monoklondlni B-
lymfocytdzu)

zkracené OS a TTFT pfi deficitu IgA, a to
i v multivariantni analyze

Singh et al., 2020
(39)

nelécéeni pacienti, vétsinou
v dobé diagndzy, n = 150

neni vliv IgG, IgA, nebo IgM na TTFT,
nebo OS

Corbigni et al.,
2020 (50)

nelécéeni pacienti, n = 1505

kratSi TTFT pfi IgA < 0,82 g/l a pfi
jakékoliv hypogamaglobulinémii, bez
vlivu Ig na OS
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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 32 mikroglobulinu, pozitivitou ZAP70,
nemutovanymi IGHV ani prognosticky nepfiznivymi chromozomalnimi aberacemi (37). 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 vyssSi expresi CD49d, s tri 12 a ve stadiich lll a IV dle Raie
(38). Ostatni chromozomadlni aberace, vék, pohlavi, pozitivita CD38 ¢i ZAP70 ani mutacni stav
IGHV s hladinou IgG souvislost nemély. Ishdorj et al. zjistili, Ze deficity IgA a 1gG jsou Casté;si
ve vyssSich stadiich dle Raie a také u nemocnych s IGHV subtypy 1-69, 3-21 a 3-49 (43).
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 pacientl
v pokrocilych stadiich dle Raie a s vyssim poctem leukocytl (39). Ani zde nebyla ptipadna

souvislost s chromozomalnimi aberacemi zkoumana.

Pti stanoveni koncentrace imunoglobulinl nemocnych je vhodné provést i elektroforézu
sérovych bilkovin a pfi detekci monoklonalniho gradientu imunofixaci k odhaleni pfipadného
paraproteinu. Jeho vyskyt samozfejmé zkresluje hodnoceni koncentrace skutecné funkénich
protildtek — hodnotu paraproteinu je nutno od celkové hodnoty Ig pfislusné tfidy odecist.
Pfitomnost paraproteinu u nemocnych s CLL je pomérné c¢astd. V nejvétsi analyze dosud
publikované na toto téma mélo z 1505 nemocnych s dosud nelécenou CLL 10 % paraprotein
IgG, 4,8 % paraprotein IgM, a pouze jeden pacient paraprotein IgA (50). Volné lehké fetézce
byly v jiné studii detekovany aZ u 42 % nemocnych, byt vétSinou v relativné nizké kvantité (59).
Paraprotein je ¢asto pfritomen jiz ve stadiu monoklonalni B-lymfocytdzy (MBL) pfedchazejici
CLL — v prdci Tsai et al. to bylo u 13 % pacientl (60). Abnormalni pomér volnych lehkych
retézcl byl v této studii detekovan dokonce u 38 % nemocnych s MBL, a to az 9,8 let pred
diagnézou CLL. V ptipadé paraproteinl 1gG, 1gM a volnych lehkych tfetézcl byla popsana
statisticky vyznamna souvislost s kratSim TTFT, OS a nepfiznivymi prognostickymi ukazateli
(nemutované IGHV, deleci 11q, 17p, vysokou koncentraci B2 mikroglobulinu a fadou dalsich)

(50, 59, 61-63).
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Pacienti s tézkou hypogamaglobulinémii a opakovanymi bakteridlnimi infekcemi jsou
indikovani k substituci imunoglobulinG (intravendznich — IVIG, subkutannich — SCIG nebo
intramuskularnich) (19, 28, 29). Tento postup ziejmé vede ke sniZeni rizika infekénich
komplikaci, vliv na OS vSak prokazan nebyl, jak ukazuji data z metaanalyzy deviti studii
zahrnujicich nemocné s CLL a mnohocetnym myelomem (64). Novéji bylo publikovano
prospektivni sledovani vlivu substituce Ig na vyskyt infekci u 307 nemocnych s CLL (42 %
pacient(), indolentnimi lymfomy, mnohoc¢etnym myelomem a v mensi mife s jinymi pfi¢inami
sekundarni hypogamaglobulinémie (65). Primérna doba sledovani jednoho nemocného byla
20,5 mésice. Po zahajeni substituce Ig klesla frekvence infekci z 82 % béhem 1 roku pred
substitucina 21 % v intervalu 6-12 mésicl po zahdjeni substituce. Pfi dalSim sledovani nicméné

frekvence znovu stoupala. Ani zde nebyl prokazan vliv na OS.

4.2.2. Vliv lécby na koncentrace imunoglobulini

CHIT je obecné povaZovana za faktor zhorsujici imunosupresi spojenou s CLL, a to véetné
hypogamaglobulinémie. Z doby pfed nastupem anti-CD20 monoklonalnich protilatek existuje
na toto téma velmi malo dat. V analyze zahrnujici tfi rlzné studie pouZzivajici fludarabin (71
pacient), nebo fludarabin v kombinaci s prednisonem (103 pacient) v prvni linii [écby CLL,
méla po lécbé vétSina nemocnych statisticky vyznamny vzestup koncentraci IgG a IgM (66).
Koncentrace IgA se po |éCbé ve vétsiné pripad( statisticky vyznamné nezmeénily, ale i zde byl
vzestup castéjSi nez pokles. Popsané zmény byly nezdvislé na odpovédi na IéCbu. Novéjsi
publikace vétSinou zahrnuji data ze studii s pouzitim anti-CD20 monoklonalnich protilatek.
Keating et al. monitorovali koncentrace Ig ve studii s rezimem FCR pro dosud nelécené
nemocné s CLL (67). Sest mésicll po zahajeni |é€by nepozorovali statisticky vyznamné zmény
v koncentracich zadné ze tfid Ig. Po 12 mésicich od zahajeni IéCby statisticky vyznamné
poklesly (ve srovnani s mérenim pred lé¢bou) pouze IgG (vSechna tfi méreni koncentrace IgG
byla provedena u 105 pacient(l). Opét nebyla shledana zadna souvislost s Ié¢ebnou odpovédi.
Vzhledem k omezenému mnoizstvi dat ohledné vlivu CHIT na koncentrace Ig specificky u CLL
jsou ddale uvedena i data ze studii sdalSimi diagnézami. V retrospektivni analyze 211
nemocnych slymfomy (jen 38 z nich mélo CLL / lymfom z malych lymfocytd), 1é¢enych
kombinaci rituximabu a chemoterapie se podil nemocnych s nizkymi IgG po 1é¢bé zvysil z 15 %
na 48 % (68). V pripadé IgA to bylo z11 % na 33 % a v pfipadé IgM z 24 % na 52 %. Vyssi

incidence hypogamaglobulinémie byla spojena s vyssi celkovou davkou rituximabu a také
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s fludarabinovymi rezimy, nikoliv vSak s nékterym typem lymfomu, vékem ¢i pohlavim. V malé
studii s nemocnymi s indolentnimi lymfomy Ié¢enymi fludarabinem a rituximabem nedoslo po
|é¢bé ke statisticky vyznamné zméné koncentrace I1gG, I1gA Ci IgM u 24 z 27 pacient( (69). Velka
analyza efektu rituximabu na koncentrace IgG byla provedena u 243 nemocnych
s autoimunitnimi chorobami, zejména vaskulitidami (70). Vice jak polovina z nich dostdvala
také peroralni cyklofosfamid. Pfed podanim rituximabu mélo 26 % pacient( koncentraci IgG <
7 g/l, v prabéhu sledovani se tento podil zvysil az na 56 %. Nebyla nalezena souvislost mezi
celkovou davkou rituximabu a nadirem IgG. Celkova ddvka cyklofosfamidu byla asociovana
s nadirem IgG v obdobi po podani rituximabu, ale nikoliv pfed nim. Udajd o efektu Ié¢by
obinutuzumabem nebo bendamustinem na koncentrace Ig je k dispozici jesté méné. Ve studii
GALLIUM byl u nemocnych s folikularnim lymfomem pozorovan pokles ve vech tfidach Ig bez
ohledu na pouzitou protildtku nebo chemoterapeuticky zaklad (bendamustin, nebo
cyklofosfamid s doxorubicinem, vinkristinem a prednisonem) (71). Pfesna data o mire poklesu
ale nejsou k dispozici. Ve studii GAUDI byli nemocni s folikuldarnim lymfomem [éCeni
obdobnymi rezimy chemoterapie, zde ale kombinovanymi vyhradné s obinutuzumabem (72).
Mediany koncentraci vSech tfid Ig po indukcni fazi IéCby poklesly, ale zaroven zlstaly
v normalnim rozmezi a béhem udrZovaci |é¢by obinutuzumabem nedochdzelo k dalSimu
poklesu. Informace o pfipadném rozdilu vlivu obou chemoterapeutickych rezimd nebyly
publikovany. Lze shrnout, Ze kromé uvedené Keatingovy prace nemame k dispozici zadné

studie o zménach koncentraci Ig vlivem CHIT u velkych kohort nemocnych s CLL.

Na rozdil od CHIT byl po |é¢bé ibrutinibem popsan vzestup koncentraci lg, konkrétné IgA (73-
77). V nékterych studiich méli také pacienti se vzestupem IgA po |éc¢bé ibrutinibem méné
infekénich komplikaci (75, 77). V randomizované studii srovndvajici monoterapii ibrutinibem
s kombinaci ibrutinib + rituximab byl vzestup IgA pozorovan v obou ramenech (78). V obou
ramenech ale doslo také k poklesu koncentraci IgG a v kombinaénim rameni i IgM. V ostatnich
citovanych studiich se koncentrace IgG a IgM po |éCbé ibrutinibem vyznamné nezménily,
kromé prace Cassin et al., kde také pozorovali pokles koncentrace IgG (77). Malo dat je zatim
k dispozici o BTKi druhé generace. Akalabrutinib vedl u nemocnych s CLL ve dvou studiich faze
1/2 (v jedné 3lo o Iécbu prvni linie, v druhé o relabovanou / refrakterni CLL) ke statisticky
vyznamnému vzestupu IgA, zatimco koncentrace I1gG a IgM se vyznamnéji nezménily (79, 80).

Data o koncentracich Ig z velkych studii faze 3 s akalabrutinibem zatim publikovdna nebyla a
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stejné tak nejsou vtomto sméru Zadné informace o Ucincich zanubrutinibu (25, 81). Dalsi
preparaty cilené lécby u CLL (idelalisib, venetoklax) nemaji zfejmé na koncentrace

imunoglobulinG vyrazny vliv (82-84).

4.3. Poruchy specifické bunécné imunity

Bunécénou c¢ast specifické imunity reprezentuji T-ly, které podléhaji u nemocnych s CLL celé
fadé zmén — méni se jejich absolutni pocty i relativni zastoupeni jednotlivych subsetll a
zaroven dochazi k funkénim zménam. Celkovy pocet T-ly se zvySuje. Ve studii Palmer et al.
mélo zvyseny celkovy pocet T-ly (> 2 x 10%/1) 54% nemocnych, ve studii Gonzalez-Rodriguez et
al. 51% nemocnych (zde byla horni mez normy 1.787 x 10%/1) (85, 86). ZvySeni poc¢tu T-ly jde
zejména na vrub CD8* bunék, coz vede k obrdaceni fyziologického poméru mezi CD4* a CD8*
lymfocyty (86, 87). Absolutni pocet CD4* lymfocytl se ve srovnani se zdravymi jedinci také
zvysuje, ale ne tak vyrazné jako v pripadé CD8*. Plvodné byl zvySeny pocet T-ly u nemocnych
s CLL priklddan cytomegalovirové (CMV) infekci (88). Pozdéji ale byly zmény v populacich T-ly
popsany i u nemocnych bez CMV séropozitivity (87, 89).

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*, CD45R0*,
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*) (90, 91). Ve studii, kterd se zastoupenim jednotlivych bunécnych populaci u
nemocnych s nelééenou CLL zabyvala, méli pacienti s inverzi poméru CD4* a CD8* v ramci CD4*
subsetu vyssi podil TEM a TEMRA lymfocyt na uUkor naivnich, a v rdmci CD8* subsetu vyssi
podil TEMRA lymfocytl na ukor naivnich T-ly a TCM (87). 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 PFS, TTFT i
zdvojovaci ¢as lymfocyti. 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 navic i stadiem dle Bineta a kratSim OS (92).
V dalsi praci byla popsana souvislost expanze CD4* TEM a CD8* TEMRA subset( T-ly s
prognosticky nepfiznivymi chromozomdlnimi aberacemi (delece 11g, nebo 17p),
nemutovanymi IGHV, potiebou lécby a stadiem onemocnéni dle Bineta (93). Kratsi OS bylo

popsano i u nemocnych s nizsim pomérem CD4*, respektive CD8* T-ly k poctu CLL bunék,
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zatimco samotné absolutni pocty CLL bunék, CD4* nebo CD8* T-ly vliv na OS v této studii
nemély (86). Konec¢né ve studii Gonnorda et al. méli pacienti progredujici k Ié¢bé do 6 mésicl
od vySetreni a dale také ti s nemutovanymi IGHV geny a stadiem Binet B / C vétsi zastoupeni

TEM a naopak méné TCM v rdmci CD8* T-ly (94).

Zasadni 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. T-reg jsou mimo jiné schopné zabijet efektorové CD4* a CD8* T-ly
granzymem a perforinem a produkuji supresivni cytokiny interleukin (IL) 10 a transforming
growth factor B (TGF-B), kterymi potlacuji nejen ostatni T-ly, ale napt. také dendritické buriky
(95). T-reg jsou na urovni fenotypu definovany expresi CD4 a FOXP3, vysokou expresi CD25 a
naopak nizkou expresi CD127. Déle je definovana fada subsett (CD39* T-reg, CD8* T-reg, nebo
T-reg s nizkou expresi CD25), jejichz zastoupeni u CLL a zdravych jedincl se muze lisit (96, 97).
U CLL byl opakované popsdn zvyseny absolutni pocet T-reg ve srovndni 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 |é¢bé (96-100). V jedné ze studii byl pocet T-reg v
multivariantni analyze nezavislym nepfiznivym rizikovym faktorem stran progrese k lécbé
(101). Bylo pozorovano, ze T-reg zdravych jedincl jsou schopny indukovat apoptézu CLL
bunék, zatimco T-reg pacientl s CLL nikoliv (97). Dalsi funkce véetné suprese efektorovych T-
ly se nicméné u T-reg kontrol i nemocnych ve studiich nelisily (95, 97, 100). Specifickym
subsetem T-ly jsou NKT buriky — T-ly s vlastnostmi NK bunék (NK — natural killer, ptirozeni
zabijedi). Maji rysy pfirozené i adaptivni imunity, schopnost lyzy cilové bunky i regulac¢ni
funkce, tedy schopnost produkce cytokini. U nemocnych s progredujici CLL indikovanou
k 1écbé byl ve srovnani s nemocnymi bez zndmek aktivity choroby a se zdravymi kontrolami

pozorovan snizeny pocet NKT bunék (102).

Pomocné CD4* T-ly se po kontaktu s antigenem prostfednictvim antigen prezentujicich bunék
(antigen presenting cell, APC) diferencuji do nékolika moZnych subtypl s odlisnymi
efektorovymi funkcemi — tradi¢né Thl a Th2, novéji napt. Th3, Th9, Th17 a dalSich. S progresi
choroby dochdzi k presunu tézisté imunitni odpovédi z Thl kTh2 typu. U MBL, kterd je
predstupném CLL, prevazuje Thl imunitni odpovéd s vysSi koncentraci cytokini IL-8,
interferon y (IFNy) a tumor necrosis factor a (TNFa) (103). U rozvinuté CLL je popisovana

prevaha Th2 imunitni odpovédi, kterd se odrdzi ve zvyseni koncentraci nebo nitrobunécné
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exprese IL-5 a IL-10 a naopak sniZeni IFNy (104). U rady dalSich cytokini nejsou data
jednoznacna a jednotlivé studie pfinasi protichlidné vysledky, pfibyva vsak dikazl o klicovém
vyznamu IL-4. U nemocnych s CLL byly ve srovnani se zdravymi kontrolami popsany vyssi
koncentrace IL-4 a byl také prokazan jeho vliv na zvySeni exprese povrchového IgM a CD79b,
tedy Casti B-bunécného receptorového komplexu (105-108). To vede ke zvyseni signalizace
pfes B-bunécény receptor, kterd je dlleZitd pro prezZivani CLL bunék. Dalsi studie popisuji
protektivni vliv subsetu Th17 u nemocnych s CLL (96, 109). Th17 burky plsobi prozanétlivé a
za fyziologickych podminek hraji roli protichGdnou regulaé¢nim T-ly, mohou také hrat roli
v patogenezi nékterych autoimunitnich onemocnéni. Pokles Th17 subsetu byl ve studii Hus et
al. asociovan s CD38 a ZAP70 pozitivitou a refrakteritou na |é¢bu fludarabinovymi rezimy (109).
Nizka koncentrace IL-17 byla navic spojena s kratSim TTFT, del 11q a del 17p. Zastoupeni Th17
bunék zaroven inverzné korelovalo s poctem T-reg a koncentrace IL-17 zase s koncentraci IL-

10.

U T-ly nemocnych s CLL je popisovan tzv. stav pseudovycerpdni. Ten je charakteristicky
snizenou proliferaci, poruchou schopnosti vytvofit imunologickou synapsi s APC nebo s
cilovymi patologickymi burikami a poruchou tvorby a intracelularni distribuce granzymovych
vesikul, ktera by umoznila cilenou degranulaci v misté synapse (89). Tento stav je dlsledkem
interakce mezi molekulami PD-1 (programmed death 1 = CD279), CD200R a CD272 na T-ly a
jejich ligandy PD-L1 (programmed death ligand 1 = CD274), CD200, CD270 a CD276 na CLL
burikach (110). Tyto molekuly jsou na T-ly pacientl a CLL burikdch exprimovany vyrazné vice,
nez na T-ly a B-ly zdravych jedinc(, a to jiz ve stadiu MBL (93, 103, 110). Vyssi exprese PD-1
byla pozorovdna na T-ly pacient( s progredujici CLL indikovanou k |éCbé ve srovnani s T-ly

nemocnych bez znamek aktivity choroby (111).

U CLL tedy nachazime snizeni po¢tu naivnich a pamétovych bunék a zaroven expanzi
efektorovych T-ly (jak bylo popsano vyse), které jsou vsak “vycerpané.” Dusledkem téchto
zmén muze byt horsi schopnost imunitni odpovédi na nové podnéty (at jiz infekéni, nebo
nadorové) (87,89). Monoklonalni protilatky proti PD-1 molekule nivolumab a pembrolizumab
nemaji u CLL na rozdil od Hodgkinova lymfomu vyraznéjsi efekt (112, 113). Mozinym
vysvétlenim je ve srovnani s Hodgkinovym lymfomem nizsi exprese PD-1 na T-ly u nemocnych

s CLL, potencidlni vliv dalSich inhibi¢nich molekul (CD160, CD200R, CD244, CD272) a také

21



celkova alterace imunitniho systému u CLL, kdy obnoveni funkce T-ly nemusi samo o sobé

stacit k dostatecné imunitni odpovédi proti malignimu klonu (89, 113).

U CLL byla popsana jesté celd fada dalSich odchylek T-ly od fyziologického stavu. Napr. zvySena
exprese CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4, CD152) molekuly, ktera
kompetuje s CD28 na T-ly o vazbu na CD80/86 na APC a inhibuje tak aktivaci T-ly (114). Dale
napf. snizena exprese CD11a (adhezivni a kostimula¢ni molekula), CD25 (receptor pro IL-2),
CD28, CD154 (molekula na pomocnych T-ly, ktera interakci s CD40 na B-ly, monocytech a
dendritickych burikach pfispiva k jejich aktivaci), nebo CD1d (molekula podobna HLA I. tfidy
umoznujici prezentaci antigen( specifickému subsetu T-ly) (115-117). CD4, CD8 i CD3 molekuly
jsou na T-ly exprimovany méné nez je bézné u zdravych jedinca (115, 118). Nékteré molekuly
s inhibi¢ni funkci jsou naopak exprimovany zvysené, jak jiz bylo diskutovano (CD160, CD200R,

CD244, CD272), stejné jako nékteré markery aktivace jako HLA-DR, nebo CD69 (30, 115).

PFicinou popsanych zmén postihujicich T-ly jsou zejména CLL buriky, které ziskavaji nékteré
schopnosti regulac¢nich B-ly (119). Ty jsou za normalnich okolnosti zcela minoritni populaci B-
ly, ktera primym kontaktem nebo prostiednictvim cytokint IL-10 a TGF-B potlacuje proliferaci
Th1, Th2 i Th17 lymfocytl, NK bunék, dendritickych bunék i makrofagu, a naopak stimuluje
diferenciaci a proliferaci T-reg. CLL buriky dale zvySené exprimuji molekulu HLA-G, ktera pUsobi
inhibi¢né na cytotoxické T-ly a NK bunky a secernuji solubilni receptor pro IL-2, ¢imz snizuji
koncentraci IL-2 a aktivaci T-ly (120-122). T-ly pak zpétné interakci mezi CD40L (CD154) na T-
ly a CD40 na CLL bunikach pfispivaji k aktivaci CLL bunék, zvysuji jejich expresi CD38 a ZAP70 i

rychlost jejich proliferace a odolnost vici apoptdze (30).

Defekty bunécné imunity teoreticky predisponuji k infekcim oportunnimi patogeny, jako jsou
listerie, nocardie, kandidy, aspergily, Pneumocystis jiroveci, Mycobacterium tuberculosis nebo
atypickd mykobakteria a dale kinfekcim zejména herpetickymi viry. K rozvoji téchto
pres popsané defekty specifické bunééné imunity trpi neléeni nemocni zejména infekcemi
popsanymi v ¢asti o hypogamaglobulinémii, zatimco oportunni infekce jsou u nich vzacné (30).
Klinicky vyznam zmén bunécné imunity u neléfenych pacientld tak spociva spiSe v

neschopnosti imunitniho systému Gcinné zasdhnout proti CLL samotné.
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4.3.1. Vliv lé¢by na populace T-lymfocyti

Rezimy CHIT kombinujici monoklonalni protilatky, alkylacni cytostatika a purinova analoga
vedou k hluboké imunosupresi a vysoké frekvenci oportunnich infekci v€éetné diseminovanych
herpetickych infekci, invazivnich mykéz a pneumocystovych pneumonii, pficemz zasadni je
v tomto sméru role fludarabinu (123, 124). Po podani FCR byla pozorovana hluboka deplece
CD4* a v mensi mife i CD8* a NK bunék (125-127). Zajimavé je, Ze deplece CD4* korelovala
v téchto studiich s negativitou minimaini /méfitelné rezidualni choroby (minimal / measurable
residual disease, MRD) a pfiznivou progndzou. Samotny fludarabin vede také k depleci T-reg,
coz muze vést k lepsi kontrole onemocnéni imunitnim systémem a pfispivat k
protinddorovému Uucinku této lécby (128). Vlivem FCR, zejména fludarabinu se méni i
zastoupeni funkcnich subsetld T-ly — dochazi k depleci naivnich T-ly a zvySeni podilu
pamétovych bunék (127, 129). Alkylacni cytostatikum cyklofosfamid vykazuje mimo jiné
podobné lymfodeplecni Ucinky jako fludarabin véetné zmény poméru mezi CD4* a CD8*
burikami (130). Stejné jako fludarabin vede také k redukci poctu T-reg, pficemz tento ucinek
je zavisly na davkovacim schématu (131). Do jaké miry je vyjadien v davkovani pouzivaném

pfi FCR v8ak neni zndmo.

Dat ohledné poklesu lymfocytl po |écbé BR je k dispozici pomérné hodné, avSak vétsina praci
se netykd specificky CLL, ale pacientd s indolentnimi lymfomy (71, 132-136). Tyto studie
ukazuji, Ze obnova poctu T-ly po bendamustinu mlze byt jesté pomalejsi, nez po fludarabinu
— pocty CD4* bunék klesaji az pod 0,2 x 10%/I a zGstdavaji takto nizké aZ 2 roky po zahdjeni lé¢by.
CD8* a NK bunky jsou ovlivnény méné a obnovuji se rychleji. Data o zméndch funk¢nich
subsetl (naivnich T-ly, TCM, TEM, TEMRA), nebo T-reg po lé¢bé BR zatim prakticky chybi.
Pouze dvé studie byly publikovdny na téma zmén poctu T-ly po chlorambucilu a ukazuji, ze i

toto cytostatikum muze vést k depleci CD4* bunék i dalSich populaci (137, 138).

BTK inhibitory zlepsuji vedle humoralni i nékteré parametry bunécné imunity. Ibrutinib snizuje
expresi PD-L1 na CLL bunkdach a PD-1 na T-ly i produkci IL-10 CLL burikami (138, 139). Dale
inhibuje enzym IL-2 inducibilni kinazu. Tato je souddsti nitrobunécné signalizace pres T-
bunécny receptor a hraje klicovou roli pro funkci Th2 bunék. Inhibice IL-2 inducibilni kinazy
tedy vede k posunu smérem k Th1l imunitni odpovédi a antagonizuje posun k Th2, ktery je
zplUsoben CLL. Timto zplsobem ibrutinib muUZe jednak pfrispivat ke zlepseni imunity proti

nékterym intracelularnim patogentm, jednak dale potlacovat proliferaci CLL bunék, které z
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prevahy Th2 imunitni odpovédi profituji (140, 141). Data o zménach poctd bunécnych
populaci pfi lécbé ibrutinibem jsou zatim ponékud rozporuplnd. Long et al. pozorovali zvyseni
poctu CD4* a CD8* bunék (142). Podobné jako plsobenim samotné CLL bylo sice toto zvySeni
hlavné dusledkem zvyseni TEM a TEMRA T-ly, na rozdil od CLL ale nikoliv na ukor naivnich T-ly
a TCM, jejichz pocet stoupal také, i kdyz méné. Absolutni pocet T-reg se vyznamnéji nemeénil,
ale vzhledem k vzestupu ostatnich CD4* klesalo jejich procentualni zastoupeni. Ve studii
RESONATE-2 vedla Iécba ibrutinibem k poklesu poctu celkovych T-ly i vétSiny subpopulaci,
véetné T-reg a NKT bunék, ale byly zachovany naivni T-ly a NK buriky (138). Diskrepance muze
byt dana rozdilnym ¢asem méreni od zahdjeni |écby, kdy Long et al. provadéli vétSinu méreni
jesté v dobé lymfocytdzy na jejim zacatku (ve 3 a 6 mésicich), zatimco v RESONATE-2 byly
provadény méreni i v9 a 12 mésicich. Je pravdépodobné, Ze s delSim sledovanim by se
vysledky Longa et al. blizily tém ze studie RESONATE-2. Podrobné funkéni posouzeni T-ly po
|écbé ibrutinibem bylo publikovdno ve stejné praci, tentokrat ale na souboru nemocnych ze
studie RESONATE. Ibrutinib obnovil schopnost proliferace T-ly, sekrece cytokint (IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17A, and TNF-a), degranulace (sekrece granzymu A a B, granulysinu a perforinu) a snizil

apoptdzu i neapoptotickou smrt T-ly po aktivaci (138).

BTK inhibitor 2. generace akalabrutinib podobné jako ibrutinib snizuje expresi PD-1 a dalSich
inhibi¢nich molekul na T-ly i produkci IL-10 CLL bunkami (142). Nema vsak vliv na IL-2
inducibilni kinazu, takze nevede k posunu k Th1 imunitni odpovédi a také nechrani T-ly pred
aktivaci indukovanou neapoptotickou smrti (142). Stejné tak akalabrutinib neméni vyznamné

pocty T-ly ani NK bunék (142, 143).

Idelalisib neplisobi vyznamné zmény v celkovych poctech CD4* a CD8* bunék, ale sniZuje pocet
a aktivitu T-reg, coZ na jednu stranu antagonizuje plGsobeni CLL a reaktivuje protinadorovou
imunitu, na druhou stranu je to ale také pricina mnozstvi autoimunitnich komplikaci pti 1é¢bé
idelalisibem (autoimunitni kolitida, hepatitida, pneumonitida) (144-148). In vitro byl
pozorovan vliv na produkci cytokint T lymfocyty (sniZzeni produkce IL-4, IL-6, IL-10 a TNFa) a
posunu imunitni odpovédi od Th2 k Th1l a mohou byt dalSim mechanismem ucinku idelalisibu
(149, 150). Byl také prokazan pokles exprese PD-1 na T-ly (150). Zaroven ale idelalisib in vitro
snizoval cytotoxicitu a sekreci granzymu T-ly a proliferaci a cytotoxicitu NK bunék, a to jak u

bunék pacientll s CLL tak i u bunék zdravych darcd (150). To je zfejmé pfric¢inou vysokého
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vyskytu infekci véetné oportunnich (pneumocystové pneumonie, CMV infekce) pti Iécbé

idelalisibem (151-153).

Venetoklax inhibuje antiapoptoticky protein bcl-2. Ten je vSak Siroce exprimovan v fadé tkani
véetné vétsiny leukocytd, takZe pri IéCbé dochdzi také k poklesu CD4*, CD8*, NK bunék a
neutrofil(. Byl popsan i pokles T-reg a pokles exprese PD-1 na T-ly, zde se vSak m{iZe jednat o

neprimy vliv venetoklaxu prostiednictvim potlaceni aktivity CLL (83).

4.4. Poruchy nespecifické imunity

Struéné je nutno popsat i defekty nespecifické (pfirozené) imunity, i kdyz s vyjimkou NK bunék
nejsou v experimentalni ¢asti prace zkoumany. Nékteré morfologické abnormality, jako napf.
deficit azurofilnich granuli a také sniZzeni cytolytické aktivity byly u NK bunék pacientd s CLL
popsany jiz v 80. letech (154). Zasadni jsou vSak zmény exprese aktivacnich a inhibicnich
receptorl na NK bunkach a také zmény exprese ligandl téchto receptorld na CLL burikach,
které se vtomto sméru lisi od fyziologickych B-ly. U NK bunék nemocnych byla popsana
snizena exprese aktivacnich receptori NKG2D, DNAM-1, NKp46 a NKp30 a naopak zvySena
exprese inhibi¢nich receptor( ILT-2 (LIR1) nebo Tim-3 (155-160). Exprese hlavniho inhibi¢niho
receptoru NK bunék NKG2A se u nemocnych s CLL nelisi od zdravych kontrol, CLL burky vsak
zvySené exprimuji ligandy pro tyto receptory, napf. HLA-E (157, 161). Tyto zmény umoznuji
CLL bunkam unikat imunitnimu dozoru NK bunék, je ale nutno upozornit, Ze nékteré vychazeji
v rGznych studiich r(izné a jejich vyznam je tedy sporny (exprese NKp30, HLA-E). Zvlastni misto
mezi receptory NK bunék zaujimd CD16, tedy receptor pro Fc fragment protilatek. Je to jediny
receptor svého typu na NK burikach a jeho prostfednictvim je realizovana na protilatkach
zavisla bunécnd cytotoxicita, vcetné té zprostfedkované terapeutickymi monoklondlnimi
protildtkami, jako jsou rituximab nebo obinutuzumab. | v pfipadé CD16 byla na NK burnkach
pacientl s CLL popsana abnormalné nizka exprese ve srovnani se zdravymi kontrolami (156).
Ani zde ale nejsou vysledky konzistentni a v jinych studiich nizka exprese CD16 zjisténa nebyla
(157, 162). Minimalné v ¢asnych stadiich CLL je popisovan zvyseny celkovy pocet NK bunék
(155, 158). Toto zvySeni poctu jde vSak zejména na vrub nezralych a funkéné nekompetentnich
NK bunék, zatimco subset zralych NK bunék s cytolytickou aktivitou je potlacen (163). Presto
Wang et al. popsali souvislost nizSiho poc¢tu NK bunék s kratSim OS a vysSim vyskytem

neptiznivych prognostickych znakl (mutace TP53, nemutované IGHV, vyssi B2 mikroglobulin,
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vySSi exprese CD38 a dalsi) (164). Byl také popsan kratsi TTFT u nemocnych s nizsSim pomérem

NK bunék ke klonalnim B-ly (85).

S neutropenii bez vztahu k |é¢bé se Ize setkat u nemocnych v pokrocilych stadiich CLL s masivni
infiltraci kostni dfené. Naopak vyssi absolutni pocet neutrofild (> 7 x 10%/I) pfed lécbou byl ve
studii Levy et al. spojen s delSim TTFT i OS (165). Funkéni defekty neutrofil(i popsali 1tdla et al.
(defekty nahodné i cilené migrace a respiracniho vzplanuti), Zeya et al. (deficit lysozymu a
myeloperoxiddzy) a Manukyan et al. (porucha produkce IL-13 a TNFa po stimulaci
lipopolysacharidy) (166-168). V dalsi studii méli neutrofily pacientd s CLL sniZzenou efektivitu
zabijeni bakterialnich (Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa), ale prekvapivé
nikoliv houbovych (Candida albicans a Aspergillus fumigatus) patogen( (169). Zménu
vlastnosti neutrofil( zpUsobuji IL-10, TGF-B a rGstové faktory produkované CLL burikami (170).
Takto ovlivnéné neutrofily abnormalné dlouho prezivaji, potlacuji aktivaci T-ly a jsou

oznacovany jako tzv. s tumorem asociované neutrofily.

U nemocnych s CLL byl ve srovndni se zdravymi kontrolami pozorovan zvyseny celkovy pocet
monocytl a zmény v zastoupeni jejich subpopulaci (171). Vyssi absolutni pocet monocytl v
dobé diagndzy je pritom spojen s kratSim OS i TTFT (172). U monocytl byly dale popsany
poruchy metabolismu glukdzy a fagocytozy (173). Tyto defekty spoustéla mimo jiné interakce
PD-1 na monocytech s PD-1L na CLL burikach, pficemz PD-1 byl na monocytech ve srovnani se
zdravymi kontrolami exprimovdn zvySené. Specifickou subpopulaci monocytli jsou tzv.
monocytarni “myeloid-derived supressor cells” (MDSC), charakteristické nizkou expresi HLA-
DR (174). Monocytarni MDSC produkuji IL-10, TGF-B, reaktivni formy kysliku a enzymy
indolamin-2,3-dioxygenazu a argindazu, které plsobi depleci tryptofanu a argininu dllezitého
pro T-ly (174, 175). Potladuji produkci IFN-y, proliferaci T-ly a naopak podporuji diferenciaci a
proliferaci T-reg (175, 176). V krvi pacientl s CLL jsou monocytarni MDSC ve srovnani se
zdravymi kontrolami signifikantné zvySeny, cozZ je spojeno s vyssi aktivitou choroby, kratSim

PFS i OS nemocnych (174-177).

DuleZitou roli v patogenezi CLL hraji tzv. nurse-like bunky (nurse-like cells, NLC). Jde o
specifickou formu makrofagli se schopnosti produkce celé fady cytokinl, napf. IL-10, TGF-j3,
BAFF (B-cell activating factor), APRIL (A proliferation-inducing ligand), CXCL12 (chemokine [C-
X-C motif] ligand 12), CXCL 13, CCL4 (chemokine [C-C motif] ligand 4), CCL18 a dalSich (178-
180). Tyto cytokiny plisobi imunosupresivné, atrahuji CLL buriky a podporuji jejich prezivani.
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Dasledkem jejich pUsobeni je také potlaceni proliferace T-ly, kromé T-reg, jejichz mnozstvi se
naopak zvySuje (178, 179). NLC exprimuji také PD-L1 a podili se tak na popsaném stavu
pseudovycerpdani T-ly (93, 179). Mira infiltrace lymfatickych uzlin NLC koreluje s pokrocilosti
CLL (181).

Posledni bunécnou populaci nespecifické imunity jsou dendritické burky, které maji u
nemocnych s CLL také fadu defekt(l. Uvadi se snizena exprese HLA-DR, kostimula¢nich molekul

(CD80, CD86, CD83, a CD40) a snizenda produkce cytokint (IL-12, TNF, IL-6, IL-10) (182).

U nemocnych s CLL byly popsany také defekty humoralni slozky nespecifické imunity, tedy
komplementu. Deficit alespon jedné z jeho sloZzek mélo ve studii Schlesingera et al. 40%
pacientl ve stadiich Rai O-l a vSichni nemocni ve stadiu Rai Il-IV (183). V dalsi studii méli
pacienti s nizsi aktivitou klasické cesty aktivace komplementu a také s nizSimi koncentracemi
sloZzek C3 a C4 kratsi OS (184). Koncentrace C4 jsou nicméné u pacient( s CLL srovnatelné se
zdravymi jedinci a koncentrace C3 jsou dokonce u nemocnych vyssi (185). Hlavni pfic¢inou
snizené aktivity klasické cesty aktivace je tedy zfejmé predevsim nizsi aktivita C5 konvertazy a
nizsi koncentrace slozky C2. Deficit jednotlivych sloZzek je pravdépodobné dusledkem
chronické aktivace komplementu, pficemz tim, co tuto aktivaci u nemocnych spousti, jsou
agregaty molekul 1gG (konkrétné hexamery) a a2 makroglobulinu (186-187). Komplement
hraje roli predevsim pfi obrané organismu pred opouzdienymi bakteriemi, ale poruchy jeho
funkce mohou také pfrispivat k progresi CLL samotné a k rozvoji autoimunitnich komplikaci,
jako jsou autoimunitni hemolytickd anémie a imunitni trombocytopenie (188). Opsonizace
apoptotickych bunék komplementem a jejich nasledna fagocytdza makrofagy je totiz nezbytna
antigenu z nich stimuluje potencialni autoimunitni reakci. Opsonizace apoptotickych bunék je
také zasadni pri negativni selekci autoreaktivnich B-ly béhem jejich vyvoje v kostni dfeni.
Pokud nejsou autoreaktivni B-ly v dostateéném kontaktu s opsonizovanymi autoantigeny,
nejsou “odhaleny” jako autoreaktivni a je umozZnéna jejich maturace. DalSim duisledkem
akumulace apoptotickych bunék je chronickd stimulace B-bunécného receptoru antigeny,

které se z téchto bunék uvolnuji, coz mizZe podporovat progresi CLL.
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4.4.1. Vliv lécby na nespecifickou imunitu

Deplece NK bunék po rezimech CIT je o néco mensi nez u CD4* a obdobnad jako u CD8* bunék
a byla jiz zminéna vyse (125-127, 132, 135-138). Neutropenie je pak o¢ekdvanym disledkem
cytostatické lécby prirozené spojenym s vy$sim vyskytem infekénich komplikaci (55).
S neutropenii se vSak setkavame i po [écbé anti-CD20 monoklonalnimi protilatkami a to
typicky s odstupem —jedna se o tzv. pozdni neutropenii (189). Je definovana jako pokles poctu
neutrofil( v periferni krvi pod 1,5x10°%/| nejméné 4 tydny po podani rituximabu (tedy v dobé,
kdy uzZ je obvykle kostni dfeft po chemoterapii zregenerovana). Vyskytuje se u 5,6-27,3 %
nemocnych a obvykle nebyva provazena infekénimi komplikacemi. Median doby od podani
|é¢by do zachytu neutropenie je 56-175 dnd a median trvani 6-77 dn(. Jako mozné vysvétleni
se uvadi deficit rlstovych faktord, které jsou spotiebovany pti obnové populace rituximabem
depletovanych B-ly. Méné pravdépodobny se jevi autoimunitni mechanismus vzniku (at uz na

bazi autoprotilatek ¢i bunécné imunity proti prekurzordm neutrofil().

Pokles poc¢tu monocytd byl popsan po rezimech FCR, BR i chlorambucilu (125, 136, 138). Na
rozdil od po¢tu monocytll pred lécbou nebyl prokazan prognosticky vyznam jejich poklesu po
|écbé (125). Vliv CIT na dalsi slozky bunécné nespecifické imunity zlstava z vétsi ¢asti
nepopsan. Pouze v ptipadé bendamustinu byl po 1é¢bé pozorovan pokles plazmocytoidnich a

naopak vzestup klasickych dendritickych bunék (190).

Lépe je popsan vliv |écby, konkrétné anti-CD20 monoklonalnich protilatek na aktivitu
komplementu. Na komplementu zdvisla cytotoxicita je totiz jednim z hlavnich mechanismu
jejich GcCinku zejména v pfipadé rituximabu (méné uz u obinutuzumabu). Defekty
komplementu mohou mit dopad na uUcinnost této lécby, kterd zaroven spotrebovava jeho
slozky. Pokles aktivity komplementu po anti-CD20 |é¢bé je u CLL mnohem hlubsi, nez u zdravé
populace (191). Lze vSak zvrétit pridanim plazmy, nebo jednotlivych slozek komplementu,
pricemz jako nejvice limitujici se jevi koncentrace slozky C2. Bylo také prokazano, Ze pacienti
s in vitro rezistenci CLL bunék ke komplementu maji pfi anti-CD20 Iécbé kratsi ¢as do relapsu
(45 vs. > 80 mésicl, p = 0,03) a méné ¢asto dosahuji kompletni remise (65,2% vs. 100%, p =

0,03) (192).

Zmény nespecifické imunity vlivem cilené IéCby jsou prozkoumany podrobnéji nez v pfipadé
CIT. Zatimco ibrutinib ani akalabrutinib nezpUsobuji vyznamny pokles NK bunék, inhibice bcl-

2 proteinu venetoklaxem jejich pocet snizit mize (83, 138, 142, 143). NK buriky jsou také citlivé
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na inhibici IL-2 inducibilni kindzy ibrutinibem a fosfatidylinositol-3kinazy idelalisibem (150,
193). Dlsledkem je inhibice degranulace, cytotoxicity a produkce IFNy. Dysfunkce NK bunék
tak vede k poklesu na protilatkach zavislé bunécné cytotoxicity — jednoho z hlavnich
mechanismu Ucinku anti-CD20 protilatek, zejména obinutuzumabu (194, 195). Akalabrutinib
ani zanubrutinib IL-2 inducibilni kindzu neinhibuji a s anti-CD20 Iécbou tak nijak neinterferuji
(193, 195). Zlepseni degranulace a produkce IFNy NK burkami bylo popsano po lécbé

kombinujici venetoklax s obinutuzumabem, ale nikoliv s ibrutinibem (83).

Neutropenie je béZnym nezadoucim ucinkem pfilécbé ibrutinibem, zatimco po akalabrutinibu
se popisuje zvySeni poctu neutrofill, i kdyZ mechanismus je spiSe nepfimy, tedy potlaceni vlivu
CLL (143, 193). Ibrutinib také (na rozdil od akalabrutinibu) zhorsSuje fadu neutrofilnich funkci
od aktivace, pres produkci cytokinl véetné napf. IL-8 a TNFa aZ po schopnost degranulace,
fagocytdzy, respiracniho vzplanuti a nitrobunééného zabijeni bakterii (193). To spolu s nize
uvedenym zhorsenim funkce makrofagu zvysuje riziko infekci, véetné invazivnich mykéz (196).
Data tykajici se idelalisibu jsou rozporuplna a byly publikovany prace prokazujici i vyvracejici
dysfunkci neutrofill v ddsledku inhibice fosfatidylinositol-3kinazy (150, 197). Venetoklax vede
opét mechanismem inhibice bcl-2 k pomérné ¢astym neutropeniim, ale neovliviiuje zfejmé

funkce neutrofil(i a Ié€ba tak neni provazena ¢astymi infekcemi (83, 198).

V pripadé poctu monocytl se na rozdil od neutrofild popisuje pfiznivy vliv ibrutinibu (zvyseni
poctu), zatimco akalabrutinib tento Ucinek nema (138, 143). Ibrutinib naopak sniZuje pocet
imunosupresivnich MDSC (199). Zaroven ale ibrutinib podporuje diferenciaci monocytl
smérem k M2 makrofaglim s imunosupresivnimi ucinky, mezi které patfi i vySe popsané NLC
(200). Jak ibrutinib, tak akalabrutinib také pUsobi poruchu aktivace, produkce prozanétlivych
cytokinl a fagocytdzy u monocyt/makrofagl (193). To miZe opét vést ke zvysenému riziku
infekci. Porucha na protilatkach zavislé fagocytézy mize omezit Ucinnost |écebné uzivanych
monoklonalnich protilatek, coz bylo pozorovdno u ibrutinibu, ale nikoliv u akalabrutinibu
(193). V pripadé idelalisibu jsou opét k dispozici studie prokazujici i vyvracejici vliv na
fagocytéozu makrofagy (150, 194). Prdce vénujici se vlivu venetoklaxu na funkce

monocytl/makrofagl zatim chybi.

Ibrutinib vede u nemocnych s CLL k mirnému zvyseni poctu plazmocytoidnich dendritickych

bunék, jejichz hlavni funkci je pfedevsim antivirovad imunita (193). Déle ovliviiuje expresi celé
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rady povrchovych molekul a produkci cytokind dendritickymi bunkami, a to navic rGzné

v zavislosti na fazi jejich diferenciace. Klinicky dopad této imunomodulace je zatim nejasny.

Idelalisib u dendritickych bunék sniZzuje produkci cytokint (IL-12, IL-13, TNFa) a omezuje jejich
schopnost coby APC aktivovat T-ly, coZ se muZe podilet na vysokém vyskytu oportunnich
infekci pfi |écbé (201). Data tykajici se vlivu akalabrutinibu, nebo venetoklaxu na dendritické
buriky nebyla dosud publikovana, ackoliv Ize ofekavat, Zze BTK inhibice akalabrutinibem na né

bude mit stejné ucinky jako v pripadé ibrutinibu.
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5. Cile disertacni prace

Cilem této prace bylo posoudit, jak se lisi parametry bunééné 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 Ié¢bé maji
souvislost s frekvenci infekénich komplikaci. Byl posuzovan i prognosticky vyznam téchto

parametr( a souvislost s béZné vySetfovanymi prognostickymi ukazateli.
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6. Metody a soubor nemocnych

Jednalo se o prospektivni unicentrickou observacéni studii. Zarazovani 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
zari 2013 do listopadu 2020 (202). VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s Ucasti ve
studii, studie byla schvdlena mistni etickou komisi a probihala v souladu s Helsinskou
deklaraci. Nemocnym byly odebirany vzorky periferni krve pfi vstupu do studie (bez ohledu na
to, zda u nich byla choroba diagnostikovana recentné, nebo jiz v minulosti). Jednalo se pouze
o dosud nelécené pacienty. V pripadé, 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 pfed zvaZovanou lé¢bou proveden 2. odbér. Cast pacientl byla k 1é¢bé indikovana jiz
v okamziku vstupu do studie a 1. odbér krve byl tedy zaroven odbér pred Ié¢bou. VSechny
odbéry pred lé¢bou byly provedeny méné nez 2 mésice pred zahajenim |écby (obvykle jen
nékolik dnd). U ¢asti nemocnych byl proveden 2. odbér po ukonceni é¢by, (respektive jiz 3.
odbér, pokud predtim méli odbér ve stadiu neaktivni choroby). Tento odbér byl provddén
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, které odpovidaji
v Uvodu citovanym Ceskym doporuéenim pro diagnostiku a lé¢bu CLL (pFiloha 11.2.) (19). Po
|[é€bé byla analyzovana pouze data nemocnych |éCenych CHIT, a to konkrétné rezimy FCR, BR,
O-Clb a R-Clb. Davkovani rezim( FCR a BR odpovida davkovani ve studii CLL10 (21). Davkovani
O-Clb odpovida davkovani ve studii CLL11 a davkovani R-Clb tomu ve studii CLL208 (22, 203).
Podrobné davkovani je uvedeno v pfiloze 11.3. Z bézné |ékarské dokumentace v nemocnic¢nim
informacnim systému byla shromazdéna dalsi potfebna data o pribéhu choroby: krevni obraz
a stadium dle Raie v dobé odbéru krve, data o infekénich komplikacich, mutacni stav IGHV,
pritomnost mutace TP53 vedouci k jeho dysfunkci (vySetfovano Sangerovou sekvenaci), data
o chromozomalnich aberacich (vySetfovano stimulovanym karyotypem a fluorescencni in situ
hybridizaci [FISH]) a data o lé¢ebné odpovédi. Dale datum posledni kontroly, pripadné
zahajeni nasledujici é¢by a umrti. Na zakladé téchto dat pak byly vypocitany TTFT a OS u
nemocnych s neaktivni chorobu, ktefi nebyli |éceni a ¢as do dalsi lé¢by (time to next
treatment, TTNT) a OS u nemocnych s progredujici chorobou, indikovanych k Ié¢bé. Tyto
intervaly jsou v praci definovany nikoliv jako ¢asy od data diagndzy, ale jako ¢asy od okamziku

odbéru krve do pfrislusné udalosti. Tento zplsob dle mého nazoru Iépe odrazi pfipadny vztah
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téchto casl ke zkoumanym parametrim imunitniho systému, které mohly mit v dobé
diagndzy zcela jiné hodnoty (u ¢asti pacientl od diagndzy do vstupu do studie uplynulo i

nékolik let).

6.1. Laboratorni metody

6.1.1. Analyza bunécnych populaci pratokovou cytometrii

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, polyklondlnich 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.

Pfi povrchovém barveni bunék bylo 50 ul nesrdilivé krve pfidano do zkumavky s5 pl
fluorochromem znacené protildtky. Byly pouzity ndsledujici protilatky: anti-CD3
Phycoerythrin-Texas Red-x (ECD), clone UCHT1; anti-CD4 Krome Orange (KrO), clone 13B8.2;
anti-CD19 phycoerythrin-cyanin 7 (PC7), clone J3-119; anti-CD20 Pacific Blue (PB), clone B9OE9;
anti-CD5 Phycoerythrin-cyanin 5.5 (PC5.5), clone BLla; anti-kappa chain Fluorescein
Isothiocyanate (FITC), isotype F(ab’)2 Goat; anti-lambda chain Phycoerythrin (PE), isotype
F(ab’)2 Goat; anti-CD8 Fluorescein Isothiocyanate (FITC), clone B9.11; anti-CD8
Allophycocyanin (APC), clone B9.11; anti-CD16 Phycoerythrin (PE), clone 3G8; anti-CD25 PE,
clone B1.49.9; anti-CD27 allophycocyanin-Alexa Fluor 750 (APC-A750), clone 1A4CD27; anti-
CD28 Phycoerythrin-cyanin 5.5 (PC5.5), clone CD28.2; anti-CD45 KrO, clone J33; anti-CD45RA
phycoerythrin-cyanin 7 (PC7), clone 2H4LDH11LDB9; anti-CD45R0O FITC, clone UCHL1; anti-
CD56APC, clone N901 (NKH-1); anti-CD57 Pacific Blue (PB), clone NC1; anti-CD127 PC7, clone
R34.34; anti-CD197 (CCR7) PE, clone G043H7; anti-FoxP3 Alexa Fluor 488 (AF488), clone
PCH101. Protilatka anti-FoxP3 AF488 byla zakoupena od vyrobce eBioscience (San Diego, CA,
USA), vSechny ostatni protilatky od Beckman Coulter (Miami, FL, USA).

Jednotlivé bunécné populace byly definovany ndsledujicimi kombinacemi znaku: lymfocyty
(nizky side scatter/CD45%*), T-ly (CD3*), NK buriky (CD3°CD16* a/nebo CD56%), NKT buriky
(CD3*CD56%), pomocné CD4* T-ly (CD3*CD4*), cytotoxické CD8* T-ly (CD3*CD8*), B-ly (CD19%),
klonalni B-ly (CD19*, CD5*, CD20'"°Y, restrikce kappa/lambda), polyklondlni B-ly (CD19*, CD20*,
normalni pomér kappa/lambda), naivni CD4* T-ly (CD3*CD4*CD45RA*CD197*), CD4* TCM
(CD3*CD4*CD45RACD197%), CD4* TEM (CD3*CD4*CD45RACD197), CD4* TEMRA
(CD3*CD4*CD45RA*CD197), naivni CD8* T-ly (CD3*CD8*CD45RA*CD197%), CD8* TCM
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(CD3*CD8*CD45RA'CD197%), CD8* TEM (CD3*CD8*CD45RA'CD197), CD8* TEMRA
(CD3*CD8*CD45RA*CD1977), T-reg (CD3*CD4*CD25**CD127-FoxP3*).

Vystupem vysetreni prlitokovou 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 lymfocytu 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* lymfocytd.
Absolutni pocty vsech bunécénych populaci byly vypocteny vynasobenim relativnich poctud
ziskanych vysetfenim pritokovou cytometrii poétem leukocyt( ziskanym rutinnim vysetfenim

krevniho obrazu z krve odebrané soucasné s odbérem pro pritokovou cytometrii.

6.1.2. Analyza sérovych koncentraci imunoglobulint

Sérové koncentrace IgG, podtfid IgG1-4, IgA, podtfid IgAl1-2 a IgM byly zméreny
imunonefelometricky pomoci kitu immunochemistry system Immage od firmy Beckman
Coulter (Miami, FL, USA). U vSech pacientd byla dale provedena elektroforéza sérovych
bilkovin a v pfipadé detekce vrcholu vy oblasti byla doplnéna imunofixace k vylouceni
pritomnosti pfipadného paraproteinu. Vysledky koncentraci tfid a podtfid Ig u pacienta, ktery

mél v dané tridé detekovan paraprotein, byly z dalsi analyzy vyfazeny.

6.2. Statistické zpracovani

Veskeré statistické analyzy byly provedeny v programu MedCalc, verze 20 firmy MedCalc
Software Ltd (Mariakerke, Belgium). Shapiro-Wilklv test byl pouZit k posouzeni normality
rozloZeni dat. V pfipadé, Ze obé srovndvané populace mély normalni rozloZeni dat, byl k jejich
srovnani pouZit neparovy t-test v pripadé nezavislych vzorkl, respektive parovy t-test pfi
srovnani parovych vzorkl (srovnani hodnot pred |écbou a po 1é¢bé) a v praci jsou udavany
aritmetické primeéry dat srovnavanych populaci. V pfipadé nenormalniho rozloZeni dat jedné,
¢i obou srovnavanych populaci byl k jejich srovnani nasledné pouzit Mann-Whitneylv U test
v pfipadé nezavislych vzorku, respektive Wilcoxon(v test pfi srovnani parovych vzork( a
v praci jsou udavany mediany dat srovndvanych populaci. Graficky jsou v praci vysledky
vyjadreny ve formé krabicovych graf(, kde krabicova ¢ast reprezentuje interkvartilové rozpéti
a vousy jsou vykresleny ve vzdalenosti 1,5 nasobku interkvartilového rozpéti od 1. a 3. kvartilu.
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Coxtv model proporcionalnich rizik byl pouzZit k posouzeni vlivu jednotlivych parametr(
imunitniho systému na TTFT, TTNT a OS. V pfipadé, Ze bylo pti pouziti Coxova modelu vice
raznych proménnych statisticky signifikantnich, byla provedena multivariantni analyza pouze
s témito proménnymi. U statisticky signifikantnich proménnych byla dale provedena ROC
(Receiver Operating Characteristic) analyza k urceni takové hodnoty zkoumaného parametru
imunity, kterd by nejlépe umoznila rozdélit danou populaci pacientl na dvé skupiny s odliSnym
¢asy TTFT, TTNT, & OS. Casy téchto dvou skupin pak byly srovndny 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 pacientd, ktefi byly sledovani
do listopadu 2020. Jejich zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 2. Jako kontrolni
skupina pro vysetteni bunécnych populaci bylo pouZzito 34 zdravych darc( krve odebranych na
transfuzni stanici (median véku 60 let (rozpéti 43-67), 56% muzl. Celkem 45 nemocnych mélo
v dobé odbéru neaktivni chorobu neindikovanou kléc¢bé. DalSich 90 nemocnych bylo
odebrano v dobé aktivity choroby (s indikaci k 1é¢bé). Z téchto 90 bylo 6 jiz prfedtim odebrano
v dobé neaktivni choroby. Data téchto 6 nemocnych byla pouZita pouze ke srovnani
s kontrolami, nikoliv ke srovnani s nemocnymi s neaktivni chorobou (aby nebyli srovnavani
sami se sebou v jiném casovém bodé). Z90 pacientl odebranych pred lécbou probéhl
opakovany odbér po lé¢bé u 58. Celkem 18 pacientd bylo vyrazeno, protoze byli Ié¢eni jinou
[é€bou nez FCR, BR, O-Clb, nebo R-Clb (nejcastéji cilenou lécbou nebo rezimem
s kortikosteroidy) a pfilis velkd variabilita [é¢ebnych modalit by neumoznila validni statistickou
analyzu. DalSich 14 pacientl nebylo po lIé¢bé odebrano z jinych davodl (odmitli dalsi odbér,
zemfreli, vzorek byl ztracen apod.). Schéma odbéri nemocnych ve studii ukazuje obrazek 1.
Rezimem FCR bylo Ié¢eno 20 nemocnych, reZimem BR 18, rezZimem O-Clb 9 a reZimem R-Clb
11 nemocnych. Lécebnd odpovéd (kompletni, nebo parcidlni remise) byla dosazena u vSech
pacient( lééenych FCR, 16/18 pacientl |éCenych BR, 8/9 pacientll lé¢enych O-Clb a 8/11
pacientl |éCenych R-Clb. Charakteristiky pacienti odebranych pred a po |1é¢bé rozdélenych dle
lécebného rezimu jsou uvedeny v tabulce 3. Nikdo z pacientt zafazenych do studie nedostaval

Zzadnou formu substituce Ig.
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Tabulka 2. Charakteristiky jednotlivych kohort pacient(. Data z kohorty “nemocni analyzovani

po |écbé” odpovidaji hodnotam namérenym pred zahdajenim [éCby.

odbéru

Charakteristika nemocni nemocni nemocni
s neaktivni s progredujici analyzovani po
chorobou chorobou lécbé
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%)
Median sledovani od data 49 mésicl 26 mésicl 30 mésicu

Medidn ¢asu od diagndzy do

26 mésicu

33 mésicl

42 mésicua

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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Tabulka 3. Charakteristiky pacientl odebranych pred a po |écbé rozdélenych dle lécebného

rezimu.
Charakteristika FCR BR O-Clb / R-Clb
Pocet 20 18 20
Vék v dobé odbéru, median 62 let 67 let 76 let
(rozpéti) (43-69) (54-72) (64-87)
Muzi 14 (70%) 10 (56%) 10 (50%)
Median sledovani od data 24 mésicu 45 mésicl 28 mésicu
odbéru
Median ¢asu od diagndzy do 41 mésicl 17 months 54 mésicU
data odbéru (rozpéti) (4-172) (1-110) (0-174)
Modifikované riziko dle Raie
v dobé odbéru
- nizké (stadium 0) 0 0 1 (5%)
- stredni (stadium I-Il) 11 (55%) 7 (39%) 5(25%)
- vysoké (stadium IlI-1V) 9 (45%) 11 (61%) 14 (70%)
IGHV
- mutované 2 (10%) 3(17%) 7 (35%)
- nemutované 16 (80%) 12 (67%) 8 (40%)
- neni k dispozici 2 (10%) 3(17%) 5 (25%)
TP53
- mutovany 0 1 (6%) 4 (20%)
- nemutovany 15 (75%) 13 (72%) 13 (65%)
- neni k dispozici 5 (25%) 4 (22%) 3 (15%)
FISH
- normalni 5(25%) 5(28%) 5(25%)
- delece 13q 4 (20%) 8 (44%) 5 (25%)
- trisomie 12 4 (20%) 2 (11%) 3 (15%)
- delece 11q 6 (30%) 2 (11%) 1 (5%)
- delece 17p 0 1(6%) 1 (5%)
- neni k dispozici 1 (5%) 0 4 (20%)
mutace TP53 nebo delece 0 2 (11%) 4 (20%)

17p
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Obrazek 1. Schéma odbérd nemocnych ve studii.

129 pacientd zafazeno

/\

45 se stabilni chorobou 84 s progredujici chorobou

AN

6 pozdéji
zprogredovalo k léché

N

90 pacientl indikovanych k lé¢bé

32 pacient( po |é¢bé neanalyzovano
18 lIé¢eno jinymi reZimy
12 odmitlo dalsi odbér / ztraceno
2 zemfeli

58 pacienttl analyzovano po |écbé
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7. Vysledky

7.1. Sérové koncentrace imunoglobulint

Z analyz byly vylouéeny vysledky koncentraci tfid a podtfid Ig pacientd, ktefi méli v dané tridé
detekovan paraprotein. V kohorté pacientl s neaktivni chorobou byl u jednoho nemocného
zjiStén paraprotein IgG. Mezi pacienty s progredujici chorobou byly paraproteiny ve tfidach
IgG / IgA / IgM detekovany v 7 / 1 / 5 pfipadech. Mezi nemocnymi analyzovanymi pred a po
|écbé byly paraproteiny ve tfidach IgG / IgA / IgM detekovany u 3 / 0 / 3 pacientd. Celkem 3
nemocni z kohorty progredujicich pacientl rovnéz analyzovani po lé¢bé neméli z technickych
dlvodud proveden odbér koncentrace Ig (méli vSak vysetreny populace lymfocytt), takze pro
srovnani s nemocnymi s neaktivni chorobou jich bylo k dispozici 81 a pro posouzeni efektu
léCby 55. Frekvenci vyskytu hypogamaglobulinémie v celém souboru zobrazuje prehledné

tabulka 4.

Tabulka 4. Frekvence vyskytu hypogamaglobulinémie. Celkovy pocet posuzovanych pfipad( je
jiny nejen v kazdé kohorté pacientl, ale vzhledem k vyrazeni pfipadd s paraproteinem také

pro kazdou ttfidu a podtfidu Ig.

{;Lf:?\i/ hpr::itcr;d:c:fmy) pocet nemocnych s hypogamaglobulinémii
nemocni nemocni nemocni pfed | nemocnipo
s neaktivni | s progredujici [é¢bou [écbé
chorobou chorobou
IgG (7,3 g/l) 11 (25%) 44 (55%) 29 (56%) 29 (56%)
IgA (0,8 g/I) 10 (22%) 55 (63%) 36 (65%) 29 (53%)
IgM (0,4 g/1) 13 (29%) 45 (55%) 27 (52%) 30 (58%)
IgG1 (3,6 g/l) 7 (16%) 26 (33%) 18 (36%) 19 (37%)
IgG2 (1,55 g/l) 3(7%) 26 (26%) 17 (33%) 11 (21%)
1gG3 (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 imunoglobulinti

Nemocni s progredujici chorobou (n=81) méli vyrazné nizsi koncentrace vsech t¥id i podttid Ig,
neZz nemocni s neaktivni chorobou (n=45) — viz tabulka 5 a obrdzek 2 a 3. Pfi srovnani hodnot
Ig pfed a po Iécbé (parové vzorky, n=55) byl jedinou statisticky vyznamnou zménou vzestup
IgA — viz tabulka 6 a obrazek 2 a 3. Pfi srovnani nemocnych s neaktivni chorobou a pacientt
po |écbé byly pak hodnoty vsech tfid Ig s vyjimkou IgG3 statisticky vyznamné nizsi u lé¢enych

nemocnych — viz tabulka 7 a obrdzek 2 a 3.

Samostatné byly analyzovany také parové vzorky nemocnych lé¢enych 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), 1gG2 (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 nedosahly statistické

vyznamnosti.

Tabulka 5. Srovnani nemocnych s neaktivni a progredujici chorobou. Kvantity Ig jsou vyjadreny

jako mediany souboru v g/l. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tu¢né.

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

lgG 9,86 6,96 0,0001
IgA 1,53 0,63 <0,0001
IgM 0,57 0,36 0,0035
IgG1 5,63 4,22 0,0036
1gG2 2,85 1,76 <0,0001
IgG3 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
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Tabulka 6. Srovnani nemocnych pred Ié¢bou a po lécbé. Kvantity Ig jsou vyjadreny jako

mediany souboru v g/l. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tucné.

Trida /podtfida Ig nemocni pred nemocni po [éCbé p-hodnota
lé¢bou
IgG 7,12 6,83 0,37
IgA 0,59 0,74 0,0031
IgM 0,39 0,36 0,25
1gG1 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

Tabulka 7. Srovnani nemocnych s neaktivni chorobou a po Ié€bé. Kvantity Ig jsou vyjadieny

jako mediany souboru v g/l. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tuéné.

Tfida /podtfida Ig nemocni s neaktivni nemocni po lécbé 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
1gG2 2,85 1,97 0,0008
1gG3 0,43 0,38 0,27

1gG4 0,31 0,16 0,0018
IgAl 1,3 0,58 0,0005
IgA2 0,3 0,19 0,0025
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Obrazek 2. Krabicové grafy ukazujici zmény koncentraci hlavnich tfid Ig pfi progresi a po

|écbé. Kvantity Ig jsou vyjadreny jako mediany souboru v g/l. Statisticky vyznamné p-hodnoty

jsou tuéné.

Nemocni s Nemocni s . . Nemocni s Nemocni
neaktivni  progreduijici P‘em?f"' ”e“"ﬂ“}' neaktivni o létha
chorobou chorobou pred létbou  po léthé chorobou P

i

=0,0001 an el
IgG 18 —P H i, p=0,37 . p=0,0005 |
F 986 112 6,33 | 986 6,61
12 —_—

IgA ] p<0,0001 p=0,0031 * ) p=0,0001 *
153 0,63 | 059 0,74 | 153 ¢ 0,74

T RS W 18

lgM __ p=0,0035 p=0,25 _ | p=0,0021

0,57 0,36 | 0,39 0,36 | o057 032

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. Pocet a
typ infekénich komplikaci je prehledné uveden v tabulce 8. 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 pred
odbérem krve kvysetreni. Vzhledem ktomu, Ze 9 pacientll mélo infekci vicekrat, bylo
zaznamenano celkem 48 infekcnich epizod, které jsou opét shrnuty v tabulce 8. Ani zde nebyl
mezi nemocnymi s a bez infekce pozorovan statisticky vyznamny rozdil v koncentracich Ig. Byla
zaznamendvana i zavainost infekci. Vzhledem ktomu, Ze zdvainé infekce (vyzadujici
hospitalizaci ¢i Ié¢bu i.v. antibiotiky) se vyskytly pouze ve 4 pfipadech u nemocnych s neaktivni
chorobou a v 6 pfipadech u nemocnych s progredujici chorobou, nebyly samostatné statisticky

analyzovany.
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Obrazek 3. Krabicové grafy ukazujici zmény koncentraci podtfid Ig pfi progresi a po lécbé.

Kvantity Ig jsou vyjadreny jako mediany souboru v g/l. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou

tucéné.

lgG1

1gG2

IgG3

lgG4

lgAl

lgA2

Nemocni s Nemocni s
nealtivni progredujici
chorobou chorobou

-
N
4
+
3

25

Nemocni
pred lécbou

Nemocni

po lécheé

43

Nemocni s .
., MNemocni

neaktivni o |étha

chorobou P




Tabulka 8. Prehled infekénich epizod u nemocnych ve studii.

Typ infekce Pocet epizod

nemocni s neaktivni chorobou

infekce hornich cest dychacich a bronchitidy 12

herpes labialis

infekce mocovych cest

= IN|W

pneumonie; sepse; infekéni endokarditida; erysipel; herpes zoster

nemocni s progredujici chorobou

infekce hornich cest dychacich a bronchitidy 21

pneumonie 10

herpes labialis

herpes zoster; horecka neznamého plivodu

4

flegmona mékkych tkani 3
2

1

infekce mocovych cest; peritonsilarni absces; gastroenteritida; soor dutiny
ustni; klostridiova kolitida; cytomegalovirova stomatitida

7.1.3. Prognosticky vyznam sérovych koncentraci imunoglobulint

Ze 45 nemocnych s neaktivni chorobou doslo k progresi s nutnosti k 1é¢bé béhem sledovani u
12 z nich (6 z nich pfitom bylo v rdmci studie znovu odebrano, zbylych 6 progredovalo az po
ukonceni faze odbéru vzorkd, byli vSak nadale sledovani). TTFT, resp. preziti bez |éCby ve tfech
letech bylo 79 %. Zadna z koncentraci Ig neméla statisticky vyznamny vliv na TTFT, nicméné
v pfipadé 1gA2 zde byl jasné patrny trend k rychlejsi progresi k 1é¢bé u nemocnych s nizsi
koncentraci (p=0,056). ROC analyzou byla jako nejlepsi cut-off hodnota k rozdéleni kohorty na
skupiny s rozdilnym TTFF urcena kvantita IgA2 0,23 g/I. Rozdil v preZiti bez IéCby na zakladé
tohoto rozdéleni ukazuje obrazek 4. OS u nemocnych s neaktivni chorobou nebylo

analyzovano, protoze v prlibéhu sledovani zemfteli pouze 3 z nich.

Z 87 nemocnych s progredujici chorobou jich zemrelo v pribéhu sledovani 18, OS ve trech
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 5.

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 4. 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 5. 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 ukazatell

Byly porovndny koncentrace Ig mezi podskupinami pacientd definovanymi v ramci vyse
uvedenych kohort (neaktivni a progredujici choroba) na zakladé stadia dle Raie a pritomnosti
¢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), takZze 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 1gG3 (median 0,4 vs. 0,26 g/I; p=0,006).
Zadny rozdil v koncentracich Ig nebyl pozorovan mezi pacienty s progredujici chorobou

rozdélenymi do podskupin na zakladé stadia dle Raie (O-1l vs. llI-1V).

7.2. Bunécné populace

Celkem 4 nemocni z kohorty progredujicich pacientl neméli z technickych davod( vySetreni
bunéénych populaci pratokovou cytometrii provedeno. Z celkového poctu nemocnych ve
studii jich tedy bylo pro srovnani s nemocnymi s neaktivni chorobou k dispozici 80 (resp. po
zapocteni nemocnych odebranych i v dobé neaktivni choroby 86 pro srovnani s kontrolami).
Odbér bunécnych populaci pred i po |é¢bé byl k dispozici u 55 nemocnych. Mimo to se jednalo
o stejné nemocné jako pfti vySetreni koncentraci Ig (viz tabulka 2 a obrazek 1). Ddle je tfeba
uvést, Ze vySetreni NKT bunék bylo z technickych ddvodl provedeno jen u 15 nemocnych

s neaktivni a 34 nemocnych s progredujici chorobou.

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 klondlnich B-ly. Vysledné poméry pak byly srovnany mezi
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jednotlivymi kohortami nemocnych. Median pomér( 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 pomérl 1,85, rozmezi 0,65-8,64; p=0,48), ani od nemocnych s progreduijici
chorobou (medidan pomérl 1,67, rozmezi 0,11-7,64; p=0,13). U tohoto poméru nebyl ani
statisticky vyznamny rozdil pfi srovnani pacientl s neaktivni a progredujici chorobou mezi
sebou (p=0,64). Po lé¢bé poklesl median pomér 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 |é¢bé byl pokles obdobné vyrazny (pred Ié€bou medidan pomérd 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 poctem klondlnich B-ly, byly provedeny pouze porovnani mezi nemocnymi
s aktivni a progredujici chorobou — kontroly klonalni B-ly nemaji a u nemocnych po [é¢bé byla
jejich populace v drtivé vétsiné pripadd témér nulova. U vSech téchto srovnani pak byl zjistén
statisticky vyznamné vyssi median pomérl u nemocnych s neaktivni chorobou. Presné

hodnoty medidn( i rozpéti pomérud a p-hodnoty srovnani ukazuje tabulka 9.

Dale byl analyzovan pripadny vztah uvedenych pomért k TTFT nemocnych s neaktivni
chorobou a kOS a TTNT nemocnych s progredujici chorobou. OS nemocnych s neaktivni
chorobou nebylo hodnoceno, protoze v pribéhu sledovani zemfreli 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).
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Tabulka 9. hodnoty mediant i rozpéti pomérl jednotlivych bunéénych 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 (rozmeazi) (rozmezi)

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 10. Relativni pocty uvedenych populaci jsou totiz
vyjadreny jako % z celkového poctu lymfocytl a jsou tedy poctem klondlnich B-ly vyznamné
ovlivnény — viz vysSe kapitola 6.1.1. Vyjimkou je relativni pocet T-reg, ktery je vyjadren jako %
z celkového pocétu CD4* bunék, a neni tak klonalnimi B-ly ovlivnén. Zde byl relativni pocet
bunék vyssi u nemocnych, nez u kontrol. Absolutni pocty hlavnich bunécnych populaci
s vyjimkou CD4*CD8*T-ly a polyklonalnich B-ly byly u nemocnych s neaktivni chorobou naopak
statisticky vyznamné vyssi, nez u kontrol. Co se ty€e funkénich subpopulaci, méli nemocni
s neaktivni chorobou ve srovndni 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 6.
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Tabulka 10. Srovnani absolutnich a relativnich po¢td bunéénych populaci mezi nemocnymi

s neaktivni chorobou a kontrolami. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni pocty v %.

Jednd se o mediany a aritmetické praméry danych souborl dat, jak je popsano vyse

v metodice. Aritmetické priiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou

tucné.

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
polyklonainiB-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 bunky 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

49




Obrazek 6. Kolacové grafy zobrazujici poméry jednotlivych funkénich subsetl bunék

v jednotlivych kohortach pacientd a u kontrol. % uvedend v grafech jsou vypocitana jako

medidn z absolutnich poctld bunék.

kontroly nemocni s nemocni s nemocni po
neaktivni progredujici lécbé
chorobou chorobou
2% 0 0
b 3% 3% 4% 2%
0,
‘ o ‘ 34% ‘18’6 ‘18%
CD4+ 23%
22% 25%

naivni = TCM m TEM m TEMRA

4% 2%

18% 4%

20% 39%
@ @

. ] .‘

Pfi srovnani 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 11. 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 11 a obrazek 6.
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Tabulka 11. Srovnani absolutnich a relativnich po¢td bunéénych populaci mezi nemocnymi

s progredujici chorobou a kontrolami. Absolutni po¢ty jsou vyjadieny v 10%/l, relativni poéty v

%. Jednad se o mediany a aritmetické priaméry danych souborl dat, jak je popsano vyse

v metodice. Aritmetické priiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou

tucné.

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 buriky 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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Srovnani byli také pacienti s neaktivni (n=45) a progredujici chorobou (n=80) mezi sebou.
Vysledky tohoto srovnani shrnuje tabulka 12 a obrdzek 6. Progredujici nemocni méli vyssi
absolutni pocet bunék ve vSech hlavnich populacich kromé polyklonalnich B-ly, CD4*CD8* T-ly,
NK a NKT bunék. Relativni pocty byly naopak u progredujicich pacient nizsi kvali vy$simu
poctu klondlnich B-ly. Vyjimkou byly opét T-reg, jejichZ zastoupeni v ramci CD4* T-ly bylo u
progredujici choroby vyssi. Nemocni s progredujici chorobou méli dale statisticky vyznamné
vyssi absolutni pocty CD4* TCM, CD4* TEM, CD8* TCM, CD8* TEM a CD8* TEMRA. Relativni
pocty naivnich CD4* i CD8* bunék byly u progredujici choroby vyznamné nizsi, zatimco podil
CD4* TEM a CD8*" TEM naopak vyssi, nez u nemocnych s neaktivni chorobou. Také relativni
pocet CD8* TEMRA byl navzdory jejich vy$Simu absolutnimu poctu u progredujicich
nemocnych nizsi a to v dusledku relativné vyznamnéjsiho vzestupu absolutniho poctu CD8*
TCM a CD8* TEM ve srovndni s neaktivni chorobou. Pfehled srovnani funkénich subsetd mezi

jednotlivymi kohortami pacient( ukazuje tabulka 13.
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Tabulka 12. Srovnani absolutnich a relativnich poctd bunéénych populaci mezi nemocnymi

s neaktivni a progredujici chorobou. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni polty v

%. Jednad se o mediany a aritmetické priaméry danych souborl dat, jak je popsano vyse

v metodice. Aritmetické priiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou

tucné.

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
klondlni 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 buriky 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
CD4A*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
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Tabulka 13. Prehled srovnani funkénich subpopulaci mezi jednotlivymi kohortami pacientl. ~
symbolizuje, Ze mezi skupinami neni statisticky vyznamny rozdil. I a |, symbolizuje, ze
kohorta uvedend v levém sloupci na 1. misté ma statisticky vyznamné vyssi absolutni, nebo

relativni pocet (%) prislusnych 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 ~ ™ ™ ™ ~ ™ ™ ™
vs. kontroly % N ~ ™ ~ J T ~ ~
progredujici | pocet ~ ™ T ~ ~ T T T
vs. neaktivni | % J ~ ™ ~ N ~ ™ N
pred vs. po pocet ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
lécbe % O O R R I R
neaktivnivs. | pocet ™ ™ ~ ™ ™ ™ ~ ™
po lécbé % ™ T 4 ~ T T N ~
kontroly vs. | poet ™ dN ~ T T ~ ~ ~
po lé¢bé % T ~ 4 ~ T ~ N ~

7.2.3. Zmény bunécnych populaci v dusledku Iécby 1. linie.

Za Ucelem posouzeni efektu lécby 1. linie pomoci CHIT byly analyzovany pdarové vzorky
z odbérl pred a po lé¢bé u 55 nemocnych. Vysledky shrnuje tabulka 14. Absolutni pocty vsech
hodnocenych bunéénych populaci statisticky vyznamné poklesly. Relativni zastoupeni
funkénich subpopulaci se zménilo ve prospéch TEM bunék na dkor naivnich a TCM bunék v
CD4* i CD8* kompartmentu — viz tabulka 13 a obrazek 6. Relativni po¢et TEMRA bunék se

vlivem |éCby statisticky vyznamné nezménil.

Vysledky nemocnych po lécbé byly také porovnany s hodnotami nemocnych s neaktivni
chorobou a s hodnotami zdravych kontrol — viz tabulky 15 a 16. 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 pocty
bunék po |écbé srovnatelné, nebo dokonce jesté nizsi (signifikantné nizsi v pfipadé celkovych
T-ly, CD4* T-ly, CD4CD8 T-ly, polyklonalnich B-ly, NKT bunék, naivnich CD4*, TCM a TEMRA

bunék a naivnich CD8* bunék).
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Navzdory poklesu absolutniho poctu T-reg po IéCbé aZ na Uroven srovnatelnou s kontrolami,

zGstal relativni pocet T-reg po |écbé statisticky vyznamné vyssi, nez u kontrol, protoZze pocet

ostatnich CD4* T-ly pokles jesté vic. Pacienti po |écbé méli ddle 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. Popsané zmény opét shrnuji tabulka

13 a obrdzek 6. Vyse uvedené vysledky jsou graficky zpracovany v obrazcich 7-10.

Tabulka 14. Srovnani absolutnich a relativnich poctd bunécnych populaci mezi nemocnymi

pfed a po 1é¢bé. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/l, relativni poéty v %. Jedna se o mediany

a aritmetické praméry danych souborl dat, jak je popsano vySe v metodice. Aritmetické

praméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tucné.

Bunécna nemocni pred |é¢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 buriky 0,21 0,17 0,03 1,92 <0,0001 <0,0001
NK buriky 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
CD4A*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 15. Srovnani absolutnich a relativnich po¢td bunéénych populaci mezi nemocnymi
s neaktivni chorobou a nemocnymi po 1é¢bé. Absolutni poéty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni
pocty v %. Jednd se o mediany a aritmetické priméry danych soubor( dat, jak je popsdno vyse

v metodice. Aritmetické priiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou

tucné.

Bunécna nemocni s neaktivni nemocni po |écbé p-hodnota
populace chorobou

absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet

celkové T-ly 2,17 7,8 0,95 75,21 <0,0001 <0,0001
CD4*T-ly 1,08 4,54 0,34 26,07 <0,0001 <0,0001
CD8*T-ly 0,72 2,5 0,52 37,99 0,016 <0,0001
CD4*CD8* T-ly 0,013 0,08 0,01 0,45 0,0008 <0,0001
CD4CD8 T-ly 0,089 0,4 0,01 1,11 <0,0001 <0,0001
celkové B-ly 15,93 89,7 0 0,05 <0,0001 <0,0001
klondlni B-ly 15,82 89,56 0 0 <0,0001 <0,0001
polyklonalni B-ly 0,048 0,18 0 0 <0,0001 <0,0001
NKT buriky 0,15 0,5 0,03 1,77 0,0009 0,0013
NK buriky 0,5 2,38 0,23 15,97 <0,0001 <0,0001
CD4* naivni 0,36 35,62 0,007 2,43 <0,0001 <0,0001
CD4A*TCM 0,27 24,54 0,055 13,83 0,0001 <0,0001
CD4*TEM 0,4 32,54 0,23 76,64 0,068 <0,0001
CD4*TEMRA 0,033 2,4 0,012 3,69 0,0023 0,13
CD8* naivni 0,12 16,7 0,016 3,16 <0,0001 <0,0001
CD8*TCM 0,024 3,28 0,0084 1,61 0,0009 0,026
CD8*TEM 0,18 27,73 0,19 44,73 0,98 <0,0001
CD8*TEMRA 0,32 48,8 0,19 40,29 0,033 0,24
T-reg 0,084 7,28 0,037 13,35 0,0006 0,0004
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Tabulka 16. Srovnani absolutnich a relativnich poctd bunécénych populaci mezi nemocnymi po

|é¢bé a zdravymi kontrolami. Absolutni pocty jsou vyjadieny v 10%/I, relativni poéty v %. Jedna

se o mediany a aritmetické pridméry danych souborl dat, jak je popsano vysSe v metodice.

Aritmetické prdméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tucné.

Bunécna nemocni po léc¢bé 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
CD4°CD8 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 bunky 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
CD4A*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
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Obrazek 7. Krabicové grafy ukazujici zmény absolutnich poctl hlavnich bunécnych populaci pfi

progresi a po lé¢bé. Polty bunék jsou vyjadieny jako mediany souboru v 10%/I. Statisticky

vyznamné p-hodnoty jsou tucné.
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Obrazek 8. Krabicové grafy ukazujici zmény absolutnich pocta dalSich bunécnych populaci pfi
progresi a po léébé. Polty bunék jsou vyjadieny jako mediany souboru v 10%/I. Statisticky

vyznamné p-hodnoty jsou tucné.
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Obrazek 9. Krabicové grafy ukazujici zmény absolutnich poctt CD4* subpopulaci pfi progresi a
po 1é¢bé. Polty bunék jsou vyjadieny jako medidny souboru v 10%/I. Statisticky vyznamné p-
hodnoty jsou tucné.
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Obrazek 10. Krabicové grafy ukazujici zmény absolutnich poc¢tli CD8* subpopulaci pfi progresi
a po lé¢bé. Poclty bunék jsou vyjadieny jako medidny souboru v 10%/I. Statisticky vyznamné p-

hodnoty jsou tucné.
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7.2.4. Srovnani vlivu riznych Ié¢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 analyzovdna dohromady. Ojedinélé rozdily spocivaly
pouze v mife statistické vyznamnosti — pfi analyze jednotlivych rezim( nebyly nékteré zmény
statisticky vyznamné pravdépodobné v disledku malého mnoizstvi pacientl v jednotlivych
souborech — kompletni vysledky téchto subanalyz zobrazuji tabulky 17-19. V ptipadé
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.

Pfi srovndni vlivu Ié¢by na pocty bunék funkénich subsetll vyslo najevo, Zze po lé¢bé FCR a BR
statisticky vyznamné klesl absolutni pocet CD4* TEMRA, zatimco po I1é¢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 pripadé celé kohorty lé¢enych nemocnych zUlstalo
nezménéno. Statistické vyznamnosti dale nedosahl pokles relativniho poctu CD4* TCM po
|é¢bé O-Clb / R-Clb. Ostatni zmény v CD4* kompartmentu odpovidaly zménam celého souboru
|éCenych pacientld. Zmény v CD8* kompartmentu byly také podobné jako u vsech lé¢enych
nemocnych. Statistické vyznamnosti nedosdhl pokles relativniho pocétu CD8* TCM a
absolutniho poétu CD8* TEM a TEMRA po Iécbé BR a ani vzestup relativniho poétu CD8* TEM

po zadném typu léCby.

Byla porovndvana také mira zmén bunécénych populaci mezi jednotlivymi rezimy lécby — pfi
této analyze byl nejdfive spocitan rozdil (pokles nebo vzestup) absolutniho poctu vsech
bunéénych populaci pred Iécbou 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 |é¢by na hlavni bunééné populace véetné T-reg
mezi jednotlivymi rezimy nelisil, kromé vétsiho poklesu polyklonalnich 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).
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Také ve vlivu na funkéni subsety byl vtéto analyze mezi rezimy pouze jeden statisticky
vyznamny rozdil, a to vétsi pokles poctu CD4* TEMRA po FCR ve srovnani s O-Clb / R-Clb
(medidn poklesu o 0,062 x 10°/I vs. 0,004 x 10°/1, p=0,0062). Mezi rezimy FCR a BR a reZimy

BR a O-Clb / R-Clb nebyly statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 17. Srovndni absolutnich a relativnich po¢td bunéénych populaci mezi nemocnymi
pfed a po 1é¢bé FCR. Absolutni pocty jsou vyjadieny v 10°%/1, relativni pocty v %. Jednd se o
medidny a aritmetické priméry danych souborl dat, jak je popsdano vyse v metodice.

Aritmetické priiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tu¢né.

Bunécna nemocni pred lécbou nemocni po léc¢bé p-hodnota
populace FCR FCR
absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet
celkové T-ly 4,16 2,06 0,8 74,95 0,0003 0,0004
CD4*T-ly 2,68 1,36 0,37 24,75 <0,0001 0,0036
CD8*T-ly 1,28 0,8 0,52 40,48 0,0042 0,0003
CD4*CD8* T-ly 0,05 0,03 0 0,39 0,0077 0,0099
CD4°CD8 T-ly 0,17 0,08 0,01 0,38 0,0004 0,055
celkové B-ly 203,25 97,74 0 0,05 0,0003 0,0003
klonalni B-ly 203,17 97,7 0 0 0,0003 0,0003
polyklonalni B-ly 0,06 0,03 0 0 0,0004 0,058
NKT buriky 0,17 0,12 0,01 0,82 0,012 0,012
NK buriky 0,54 0,3 0,27 23,75 0,0005 0,0003
CD4* naivni 0,38 19,28 0,0047 1,85 0,0004 0,0016
CD4A*TCM 0,44 18,42 0,032 11,14 0,0004 0,034
CD4*TEM 1,25 50,85 0,24 71,62 0,0004 0,0014
CD4*TEMRA 0,072 4,21 0,0053 1,63 0,0005 0,68
CD8* naivni 0,12 10,5 0,011 2,51 0,0013 0,049
CD8*TCM 0,049 4,0 0,0069 1,15 0,0072 0,044
CD8*TEM 0,46 39,84 0,27 47,17 0,013 0,16
CD8*TEMRA 0,49 42,75 0,19 41,18 0,017 0,68
T-reg 0,28 11,25 0,024 10,94 0,018 0,94
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Tabulka 18. Srovndni absolutnich a relativnich poctd bunéénych populaci mezi nemocnymi

pfed a po 1é¢bé BR. Absolutni pocty jsou vyjadieny v 10%/l, relativni poéty v %. Jednd se o

medidny a aritmetické priméry danych souborl dat, jak je popsano vyse v metodice.

Aritmetické prliiméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tu¢né.

Bunécna nemocni pred |écbou nemocni po |é¢bé p-hodnota
populace BR BR
absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet
celkové T-ly 2,99 4,93 0,71 71,76 0,0004 0,0003
CD4*T-ly 1,74 2,99 0,26 21,07 0,0002 0,0033
CD8*T-ly 1,01 1,26 0,45 44,82 0,014 0,0002
CD4*CD8* T-ly 0,03 0,035 0,01 0,41 0,0035 0,019
CD4CD8 T-ly 0,15 0,18 0,015 1,47 0,0008 0,0003
celkové B-ly 75,77 93,82 0 0,005 0,0002 0,0002
klondlni B-ly 75,54 93,87 0 0 0,0002 0,0003
polyklonalni B-ly 0,09 0,13 0 0 0,0003 0,0023
NKT buriky 0,23 0,54 0,025 2,84 0,028 0,06
NK buriky 0,77 0,96 0,19 21,6 0,0029 0,0002
CD4* naivni 0,33 18,34 0,0019 1,33 0,0002 0,0003
CD4A*TCM 0,44 27,83 0,038 17,61 0,0002 0,047
CD4*TEM 0,77 45,77 0,2 77,04 0,0021 <0,0001
CD4*TEMRA 0,042 2,14 0,0063 3,34 0,0033 0,33
CD8* naivni 0,14 14,17 0,025 4,93 0,0012 0,035
CD8*TCM 0,066 6,28 0,011 2,91 0,0033 0,1
CD8*TEM 0,37 34,07 0,19 41,22 0,058 0,069
CD8*TEMRA 0,45 40,84 0,15 45,77 0,07 0,38
T-reg 0,16 9,93 0,027 17,89 0,0051 0,013
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Tabulka 19. Srovnani absolutnich a relativnich poctd bunéénych populaci mezi nemocnymi

pfed a po [é¢bé O-Clb / R-Clb. Absolutni pocty jsou vyjadieny v 109/, relativni pocty v %. Jedna

se o mediany a aritmetické pridméry danych souborl dat, jak je popsano vysSe v metodice.

Aritmetické pridméry jsou psany kurzivou. Statisticky vyznamné p-hodnoty jsou tucné.

Bunécna nemocni pred Ié¢bou O- nemocni po lé¢bé p-hodnota
populace Clb /R-Clb O-Clb / R-Clb
absolutni relativni absolutni relativni absolutni relativni

pocet pocet pocet pocet pocet pocet
celkové T-ly 3,83 2,89 1,11 77,14 0,0002 0,0001
CD4*T-ly 1,97 1,6 0,58 34,5 0,0001 0,0001
CD8*T-ly 1,53 0,95 0,59 35,83 0,0017 0,0001
CD4*CD8* T-ly 0,025 0,035 0,01 0,66 0,12 0,0002
CD4°CD8 T-ly 0,16 0,11 0,02 1,17 0,0015 0,0002
celkové B-ly 175,79 95,66 0 0,13 0,0001 0,0001
klonalni B-ly 175,79 95,56 0 0,125 0,0001 0,0001
polyklonalni B-ly 0,02 0,02 0 0 0,0076 0,13
NKT bunky 0,17 0,22 0,04 2,07 0,0051 0,0051
NK bunky 0,59 0,45 0,2 13,29 0,0038 0,0001
CD4* naivni 0,23 12,17 0,059 5,94 0,0001 0,023
CD4*TCM 0,44 23,75 0,072 16,25 0,0002 0,075
CD4*TEM 1,2 58,77 0,41 69,62 0,0015 0,036
CD4*TEMRA 0,032 1,62 0,018 3,73 0,16 0,025
CD8* naivni 0,079 6,33 0,012 3,36 0,0001 0,0064
CD8*TCM 0,06 4,13 0,006 1,28 0,0002 0,011
CD8*TEM 0,71 41,55 0,18 44,97 0,023 0,21
CD8*TEMRA 0,7 41,47 0,21 38,96 0,0025 0,37
T-reg 0,27 12,35 0,11 14,9 0,021 0,44

7.2.5. Souvislost poctli bunék a infekénich komplikaci

Stejné jako v pfipadé koncentraci Ig byly porovnavany také parametry bunécné 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.

Typ infekénich komplikaci je uveden v tabulce 8. Pacienti, ktefi infekci prodélali, méli

statisticky vyznamné vys$si absolutni podet klonalnich B-ly (median 28,4 vs. 13,32 x 10%/I,

p=0,043), vyssi relativni pocet klonalnich B-ly (median 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 %,
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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. Jak bylo uvedeno vyse, soubor progredujicich pacientd, u nichz byly
vySetieny bunécné populace, se mirné lisil od souboru, kde byly vySetfeny koncentrace Ig (3
nemocni ze vSech zarazenych neméli vySetreni Ig a jini 4 vySetteni bunéénych populaci), proto
se i zaznamenané infekéni komplikace mirné lisi od udajt v tabulce 8 —zde byly navic 2 epizody
bronchitidy a naopak o 3 epizody pneumonie a 1 epizodu herpes labialis méné. Jediné
statisticky vyznamné rozdily mezi nemocnymi s progredujici chorobou s infekcemia bez
infekci v anamnéze byly nizsi zastoupeni naivnich CD4* T-ly (median 11,99 vs. 18,71 %, p=
0,041) a vy3si absolutni pocet CD8* TEM (median 0,54 vs. 0,36 x 10°/I, p=0,043) u nemocnych

s infekcemi.

Stejné jako v ptipadé koncentraci lg, ani zde nebyly vzhledem k nizkému vyskytu samostatné

analyzovany zavainé infekce (viz vyse).

K vylouceni pfipadného vlivu neutropenie byl posouzen i vliv absolutniho poctu neutrofill na
frekvenci infekci, ackoliv k dispozici byly hodnoty z doby odbéru vzorkd do studie, a nikoliv
z doby aktivni infekce. To samoziejmé hraje u neutrofil(l, jejichZ pocet se dynamicky méni,
zasadni roli. Dle ocekdvani nebyla nalezena souvislost (pacienti s neaktivni chorobou:
s infekcemi — medidn 4,81 x 10°%/I, bez infekci — median 3,99 x 10°/I, p=0,26; pacienti
s progredujici chorobou: s infekcemi — median 4,029 x 10°/l, bez infekci — median 4,52 x 10%/I,

p=0,89).

7.2.6. Prognosticky vyznam pocta bunék

K progresi k 1é¢bé doslo béhem sledovani u 12 ze 45 nemocnych s neaktivni chorobou. TTFT,
resp. preziti bez l1éCby ve trech letech bylo 79 %. Statisticky vyznamna souvislost s TTFT byla
nalezena u 5 parametr( bunécné imunity. 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
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spojeny s kratSim TTFT. Pfi analyze téchto 5 parametrl v multivariantni analyze vsak

statistickou vyznamnost vSechny ztratily.

Opét byla provedena také ROC analyza k urceni nejlepSich cut-off hodnot k rozdéleni kohorty
na skupiny s rozdilnym TTFF dle uvedenych statisticky vyznamnych parametri. Porovnani

preziti bez |é¢by takto vytvorenych skupin ukazuji obrazky 11-15.

OS u nemocnych s neaktivni chorobou nebylo analyzovano, protoze v pribéhu sledovani

zemreli pouze 3 z nich.

Zadna souvislost nebyla nalezena mezi analyzovanymi parametry a OS progredujicich pacient(

(v prabéhu sledovani zemrelo 17 z 86, OS ve tfech letech bylo 79%).

Dale byl zkouman vliv bunéénych populaci na OS 56 nemocnych Ié¢enych CHIT (18x FCR, 18x
BR, 9x O-Clb, 11x R-Clb). V pribéhu sledovani zemtelo 7 z nich (3 nemocni |é¢eni reZimem BR
a 4 nemocni |é¢eni R-Clb). Statisticky vyznamna souvislost s OS byla zjiSténa pouze v ptipadé
absolutniho poctu CD4* TCM — vyssi pocet byl spojen s kratSim OS (p=0,041) — viz obrazek 16.
V multivariantni analyze spolu s pouzitym Ié¢ebnym rezimem vsak tento parametr statisticky
vyznam ztratil. Ve stejné kohorté byl analyzovan i TTNT. Podruhé bylo béhem sledovani lé¢eno
20 nemocnych, 4 predtim méli jako 1. linii |écby reZzim FCR, 6 BR, 4 O-Clb a 6 R-Clb. S kratSim
TTNT byl statisticky vyznamné asociovan vyssi absolutni pocet T-reg (p=0,042) a vyssi absolutni
pocet CD4* TCM (p=0,035) — viz obrazky 17 a 18. Pocet CD4* TCM zlstal vyznamny i
v multivariantni analyze, nezavisle na poctu T-reg, nebo pouzitém rezimu CHIT (p=0,024, viz

tabulka 20).

Vztah poctd bunék, OS a TTNT byl hodnocen také zvlast pro jednotlivé reZzimy CHIT. Pouze
v podskupiné rezimU s chlorambucilem byla nalezena souvislost mezi kratSim TTNT na jedné
strané a vysSim absolutnim poctem naivnich CD4* T-ly (p=0,018), CD4* TCM (p=0,015),
naivnich CD8* T-ly (p=0,016) a CD8" TCM (p=0,0088) na druhé strané. Zadny z téchto
parametrd si ale nezachoval statisticky vyznam, kdyz byly analyzovany spolu v multivariantni
analyze. V podskupindch s rezimy FCR a BR nebyla mezi pocty bunék, OS a TTNT zjisténa Zadna

souvislost.
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Obrazek 11. 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).

Pacienti bez lécby (%)

100

90 |
80

70
60
50
40
30
20
10

0

% naivnich CD4*> 19,05 %

- p<0,0001

- '.._.TT.

T

B % naivnich CD4*< 19,05 %

[T

1
0 10 20 30 40 050 60 70

Cas (mésice)

Obrazek 12. 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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Obrazek 13. Kaplan-Meierovy ktivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou s CD4*
TCM < 0,58 x 10%/1 a > 0,58 x 10°/I. Pfesto, Ze v univariantni analyze za pouZiti Coxova modelu
byl tento parametr statisticky signifikantni, pomoci ROC analyzy se nepodafilo rozdélit

nemocné na 2 skupiny s rozdilnym TTFT.
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Obrazek 14. Kaplan-Meierovy ktivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou s CD4*
TEM < 32,54 % a > 32,54 %. Pfi srovnani log-rank testem je patrny statisticky vyznamny rozdil
(p=0,0025).
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Obrazek 15. Kaplan-Meierovy kivky zobrazujici TTFT nemocnych s neaktivni chorobou s CD4*

TEM < 0,4 x 10%/1 a > 0,4 x 10°/I. P¥i srovnani log-rank testem je patrny statisticky vyznamny

rozdil (p=0,01).
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Obrazek 16. Kaplan-Meierovy kfivky zobrazujici OS lé¢enych nemocnych s CD4* TCM < 0,27 x

10°/I a > 0,27 x 10°/1. Pfi srovnani log-rank testem je mezi skupinami rozdélenymi na zakladé

ROC analyzy trend k delSimu prezivani u nemocnych s nizsim poc¢tem CD4* TCM (p=0,056).
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Obrazek 17. Kaplan-Meierovy krivky zobrazujici TTNT Ié¢enych nemocnych s T-reg < 0,12 x

10°%/I a > 0,12 x 10°/I. Pfesto, Ze v univariantni analyze za pouZiti Coxova modelu byl tento

parametr statisticky signifikantni, pomoci ROC analyzy se nepodafilo rozdélit nemocné na 2

skupiny s rozdilnym TTNT.
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Obrazek 18. Kaplan-Meierovy kfivky zobrazujici TTNT Ié¢enych nemocnych s CD4*TCM £ 0,76

x 10%/I a > 0,76 x 10%/I. Pfesto, Ze v univariantni i multivariantni analyze za pouZiti Coxova

modelu byl tento parametr statisticky signifikantni, pomoci ROC analyzy se nepodafilo rozdélit

nemocné na 2 skupiny s rozdilnym TTNT.
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Tabulka 20. Multivariantni analyza asociace poctl bunécnych populaci a TTNT nemocnych
|é¢enych CHIT (zafazeny parametry signifikantni v univariantni analyze a rezimy lécby).

pomeér rizik 95% interval p-hodnota
spolehlivosti
pocet CD4* TCM 11,06 1,37 -89,23 0,024
pocet T-reg 0,37 0,045 -3,02 0,35
FCR vs. BR 0,39 0,072 -2,15 0,28
FCR vs. O-Clb 0,90 0,14-5,61 0,91
FCR vs. R-Clb 1,75 0,31-9,97 0,53

7.2.7. Souvislost poctl bunék a prognostickych ukazatell

Stejné jako v ptipadé koncentraci Ig byly porovnany i absolutni a relativni pocty 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 poet 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 pocet CD4* TEM (priimér 52,42 vs. 32,53 %, p=0,0018), vyssi
absolutni pocet CD4* TEM (prdmér 0,81 vs. 0,41 x 10°/I, p=0,0005) a CD8* TEMRA (median
0,62 vs. 0,26 x 10°/I, p=0,018) a trend k vy$8imu absolutnimu poétu T-reg (prdmér 0,15 vs.
0,089 x 10°/l, p=0,067). Dalsi nepfiznivé prognostické ukazatele nebyly u nemocnych

s neaktivni chorobou analyzovany (jen 2 z nich méli del 11q a jini 2 stadium IlI-1V dle Raie).

V radmci pacientl s progredujici chorobou bylo rozdili mezi témi s nemutovanymi a
mutovanymi IGHV méné. Ti s nemutovanymi IGHV méli vyssi relativni pocet T-reg (pramér
11,17 vs. 7,83 %, p=0,033) a pouze trend k vyssimu relativnimu poctu 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%/I, p=0,046) a trend k vy38imu absolutnimu poétu T-reg (medidn 0,27 vs. 0,17
x 10%/1, p=0,058). KdyZ byly porovnany 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 (celkové B-ly, relativni: median 97,23 vs. 94,11 %,
p=0,0494; celkové B-ly, absolutni: median 205,79 vs. 77,64 x 10°/l, p=0,024; klondlni B-ly,
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relativni: median 97,22 vs. 94,1 %, p=0,053; klonalni B-ly, absolutni: median 205,75 vs. 77,53
x 10%/1, p=0,024; celkové T-ly, relativni: median 2,5 vs. 4,31 %, p=0,07; CD8* T-ly, relativni: 0,75
vs. 1,39 %, p=0,025). Nemocni s del 17p a / nebo del 11g méli také trend k vysSimu
absolutnimu poctu CD4* T-ly (median 2,36 vs. 1,81 x 10%/I, p=0,063) a polyklonalnich B-ly
(medidn 0,087 vs. 0,059 x 10°%/I, p=0,051). Co se tyc¢e funkénich subpopulaci, méli pacienti
s uvedenymi delecemi vyssi absolutni poéet CD4* TEM (median 1,15 vs. 0,8 x 10%/1, p=0,037) a
trend k vy$simu poctu CD4* TEMRA (median 0,056 vs. 0,04 x 10°/1, p=0,056).

Nejvice rozdill bylo zjisténo, kdyz byli pacienti s progredujici chorobou rozdéleni na zakladé
stadia dle Raie (IlI-1V vs. O-1I). Ti s pokrocilejsi chorobou méli podobné jako u predchoziho
srovnani vyssi absolutni i relativni pocty celkovych a klonalnich B-ly a na zakladé toho nizsi
relativni pocty vSech ostatnich hlavnich bunéénych populaci (celkové B-ly, relativni: medidn
97,0 vs. 91,01 %, p=0,0001; celkové B-ly, absolutni: median 200,21 vs. 39,81 x 10°/I, p=0,0002;
klonalni B-ly, relativni: median 97,00 vs. 91,13 %, p=0,0002; klonalni B-ly, absolutni: median
199,97 vs. 39,72 x 10%/1, p=0,0002; celkové T-ly, relativni: median 2,25 vs. 7,82 %, p=0,0001;
CD4* T-ly, relativni: 1,27 vs. 5,2 %, p=0,0007; CD8* T-ly, relativni: 0,8 vs. 2,38 %, p=0,0001;
CD4*CD8"* T-ly, relativni: 0,03 vs. 0,06 %, p=0,0051; CD4°CD8" T-ly, relativni: 0,09 vs. 0,34 %,
p=0,0002; polyklonalni B-ly, relativni: 0,03 vs. 0,16 %, p<0,0001; NKT buriky, relativni: 0,12 vs.
0,27 %, p=0,037; NK buriky, relativni: 0,39 vs. 1,65 %, p<0,0001). Absolutni pocty ostatnich
hlavnich populaci (jinych nez celkovych a klondlnich B-ly) se neliSily, byl pouze trend k niz§imu
poctu polyklonalnich B-ly u nemocnych s pokrocilejsi chorobou (medidn 0,057 vs. 0,091 x

10°/1, p=0,078).

Rada rozdild byla i mezi funkénimi subpopulacemi nemocnych rozdélenych dle stadia choroby:
Pacienti ve stadiu lllI-1V dle Raie méli vyssi relativni i absolutni pocet naivnich CD4* T-ly, vyssi
absolutni pocet CD4* TCM a trend k nizSimu relativnimu poétu CD4* TEM (naivni CD4*,
relativni: median 16,61 vs. 14,8 %, p=0,03; naivni CD4*, absolutni: median 0,36 vs. 0,17 x 107/,
p=0,0074; CD4* TCM, absolutni: median 0,54 vs. 0,36 x 10°/I, p=0,034; CD4* TEM, relativni:
pramér 47,87 vs. 56,6 %, p=0,071). Pokrocilejsi choroba byla dale spojena s trendem k vysSimu
absolutnimu poctu naivnich CD8* T-ly, s vysSim relativnim i absolutnim poétem CD8* TCM a
trendem k nizSimu zastoupeni CD8* TEMRA (naivni CD8*, absolutni: median 0,13 vs. 0,081 x
10°/I, p=0,054; CD8* TCM, relativni: median 5,95 vs. 3,26 %, p=0,008; CD8* TCM, absolutni:
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median 0,063 vs. 0,026 x 10°%/I, p=0,008; CD8* TEMRA, relativni: priimér 38,92 vs. 46,34 %,
p=0,063).
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8. Diskuze

8.1. Sérové koncentrace imunoglobulinl

8.1.1. Koncentrace imunoglobulini jsou nizsi u nemocnych s progredujici CLL

Prevalence hypogamaglobulinémie u pacientl s nelécenou CLL je udavana v rozmezi 9,9-34,7
% pro 1gG, 12-29,5 % pro IgA a 14,8-54 % pro IgM (37-45). Nase vysledky u nemocnych
s neaktivni chorobou spadaji do tohoto rozmezi (25 % pro 1gG, 22 % pro IgA a 29 % pro IgM),
zatimco u pacientl s progredujici CLL byl zjistén vyrazné vyssi vyskyt v pripadé IgG (55 %) a IgA
(63%). Deficit IgM mélo 55% progredujicich nemocnych, cozZ je stale vice, nez udava vétsina
studii zabyvajicich se touto problematikou. VétSina publikovanych dat je o nemocnych
vySetfenych v dobé diagndzy, a tedy pravdépodobné s neaktivni chorobou (ackoliv to ¢asto
neni specifikovano), ¢imz lze vysvétlit rozdil od nasich progredujicich pacient(. Ve studiich
Mauro a Parikha se prevalence hypogamaglobulinémie zvySovala v priibéhu sledovani (37,
38). V nasi praci nebyla opakovana méreni provadéna (zejména kvuli neochoté nemocnych
pfedanych k dalSimu sledovani do spadovych zafizeni dojizdét pouze za ucelem vyzkumnych
odbér(l). Srovnali jsme ale koncentrace Ig nemocnych s neaktivni chorobou a nemocnych
indikovanych k |é¢bé. Druha skupina méla statisticky vyznamné nizsi koncentrace vsech tfid i
podtfid Ig, coZ Ize interpretovat jako dlsledek progrese onemocnéni. Nejedna se o prekvapivy

nalez, nicméné pokud je ndm znamo, Zadné podobné srovnani nebylo dosud publikovano.

8.1.2. Po lécbé vcetné CHIT muze dochazet k vzestupu koncentraci IgA

Studii zabyvajicich se zménami koncentraci Ig po CHIT je velmi malo. Byl publikovan vzestup
IgG a IgM po |écbé fludarabinem event. v kombinaci s prednisonem a naopak pokles I1gG po
|écbé FCR (66, 67). U nemocnych slymfomy se pak v nékolika studiich prevalence
hypogamaglobulinémie bud' zvySovala, nebo se hodnoty Ig vyznamné neménily (68, 69).
Pokles Ig byl popsan také po I1é¢bé BR, event. po bendamustinu s obinutuzumabem ve studiich
GAUDI a GALLIUM (70, 71). Ackoliv je tedy dat specificky pro CLL minimum, obecné se

predpoklada, Zze CHIT mlze vést k prohloubeni hypogamaglobulinémie.

Velka pozornost je vtomto sméru v soucasnosti vénovana cilené terapii. Po 1é¢bé ibrutinibem
byl jiz v nékolika studiich popsan vzestup IgA a s tim potencialné souvisejici pokles vyskytu

infekci (73-78).

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
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statisticky vyznamnym zménam. Pfi samostatné analyze vlivu jednotlivych lécebnych rezim(
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 lIze vylozit
i tak, Ze vzestup IgA v celé kohorté |écenych nemocnych je zejména na vrub pacientl [é¢enych
FCR. Pocty pacientl ve skupinach rozdélenych podle rezimu IéCby byly ale jiz velmi nizké, takze

vysledky musi byt interpretovany s opatrnosti.

MozZné 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 di
nepfimo zodpovédny (cytotoxicky vliv samotnych CLL bunék, nebo autolognich NK bunék na
plazmocyty, deficit neklonalnich B-ly, defekty T-ly) (46-48). Ackoliv po ibrutinibu byl vzestup
IgA popsan opakované, ani zde neni mechanismus jasny. Jako jedna z mozZnosti se jevi zvySena
dostupnost rGstovych faktorl pro neklonalni 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 (viz kapitola
4.3.1.), nebo i specificky posun od Th2 zpét k Thl imunitni odpovédi v disledku pUsobeni
ibrutinibu (75, 138, 141). Ackoliv Thl imunitni odpovéd' je zaloZend spiSe nez na produkci
protilatek na cytotoxickych T-ly, bylo prokazano, Ze tento posun koreluje se vzestupem
koncentrace IgA u ibrutinibem lé¢enych pacient( (141). Je mozné, Ze nékteré popsané zmény
nejsou specifické pro ibrutinib, ale mohou byt vyvolany jakoukoliv |é€bou s kapacitou
eliminovat CLL klon. Zaroven je vSak nutno zminit jeden ze souvisejicich vysledkd druhé casti
nasi studie; po lécbé CHIT doslo nikoliv ke vzestupu, ale k poklesu jak absolutniho, tak
relativniho poctu polyklonalnich B-ly. Jediné 2 studie, které pfimo porovnavaly vliv CHIT a
ibrutinibu na imunitni systém, jsou prace Solmana a Schliffkeho (138, 204). Solman et al.
porovnavali disledky IéCby 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. lbrutinib navic obnovil schopnost
proliferace, sekrece cytokin(i a degranulace T-ly a snizZil expresi PD-1 na T-ly a apoptézu i
neapoptotickou smrt T-ly po aktivaci (138). Schliffke et al. zkoumali zmény repertoaru
neklondlnich B-ly u pacientt Ié¢enych ibrutinibem a FCR (204). Pokles poctu polyklonalnich B-
ly po ibrutinibu byl dokonce vétsi, nez po FCR, ale mezi zbylymi B-ly po l1é¢bé se vyskytovali jak
naivni B-ly (s nemutovanymi IGHV), tak B-ly, které jiz prosly kontaktem s antigenem a

somatickou hypermutaci, a pomér téchto populaci se v dlsledku lé¢by nezménil. Naproti
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tomu vétsina B-ly, které zUstaly po IéCbé FCR, byly nové, naivni. To mize byt zasadni pro
schopnost rozvoje sekundarni imunitni odpovédi a mlZe to mit vlivi na koncentrace Ig (ackoliv

ty samotné nebyly v této prdci analyzovany).

K zodpovézeni otdzky, co stoji za vzestupem IgA po |éCbé ibrutinibem a jak ukazuje nase prace

i po CHIT, je zjevné potreba dalSich vyzkumu.

8.1.3. Souvislost mezi hypogamaglobulinémii, infekcemi a prognézou nemocnych

Jednim z cilt prace bylo prozkoumat pfipadnou souvislost mezi koncentracemi Ig a frekvenci
infekci. Jak ukazuje tabulka 1, fada predchozich studii tuto souvislost nasla (37, 45, 51-54).
V nasem souboru nemocnych jsme ji vSak nepozorovali. Vysvétlenim mlze 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 (41).
Kdyz ale o dva roky pozdéji publikovali vysledky obdobného vyzkumu s rozsahlejSim souborem
1204 pacient(, byla jiz patrna vyssi frekvence infekci pti deficitu IgA, 1gG i IgM v univariantni

analyze a ve tfidé IgA i v multivariantni analyze (45).

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 fadé dalSich studii, nejcastéji pro IgA (40-43). Méné casto pak
pro 1gG, nebo IgM (40, 41, 49). Asociace s kratSim TTFT byla v jedné studii popsana pro 1gG a
ve dvou pro IgA (38, 43, 50). Stejné tak byla prokazana souvislost deficitu IgA s kratSim TFS (37,
42). Podobné jako v pripadé infekci je tedy nejvice dlikaz(i pro prognosticky vyznam IgA. Jakym
zplUsobem vsak souvisi deficit IgA a napt. rychlejsi progrese k [é€bé je nejasné. Stejné tak je
otdzkou, zda k ¢astym infekcim predisponuji samotné nizké IgA, nebo jestli je koncentrace IgA
jen dobrym odrazem hloubky imunodeficitu a hlavnim vinikem infekci jsou jiné defekty

imunity.

8.1.4. Souvislost koncentraci imunoglobulinti a prognostickych ukazatelQ
Byla zkoumana souvislost koncentraci Ig a nejdlezitéjsich prognostickych faktor( — stadia dle
Raie, mutacniho 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.),
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respektive jakékoliv tfidy Ig (Singh et al.) u nemocnych ve vyssich stadiich dle Raie (38, 39, 43).
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 rdmci téchto skupin. Mezi
nemocnymi s neaktivni chorobou méli vSichni kromé dvou ¢asna stadia choroby a tato
subanalyza zde tedy nebyla provedena. Vramci pacientl s progredujici chorobou lze
konstatovat, Ze i kdyz ¢ast méla stadium I i Il dle Raie, i u nich byla pfitomna néjaka indikace
k Ié€bé, napt. 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 pacient(
dohromady (s progredujici i neaktivni chorobou), s vyjimkou IgG1 a IgG3 méli pacienti ve
vySSich stadiich nizsi koncentrace vSech tfid a podttid Ig. Tuto analyzu vSak neuvddime a misto
toho predkladdme srovndani pacientl s neaktivni a progredujici chorobou mezi sebou. Takové
porovnani je v ramci publikované literatury unikatni a zaroven je rozdéleni dle indikace k l1é¢bé
i “ostrejsi,” protoZe se naSe skupiny (neaktivni a progreduijici) lisi ve vSech tfidach a podtridach

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.
Moznym vysvétlenim je, Ze hypogamaglobulinémie nemusi byt pfimo spojena s agresivitou
choroby, ale spiSe s délkou jejiho trvani. CLL s nepfiznivymi 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
Zzadnou souvislost koncentraci Ig s mutaénim stavem IGHV, ale ve studii Ishdorja et al. méli
nemocni s mutovanymi IGHV nizsi koncentrace IgM, coZ odpovida nasim zjisténim (37, 38, 43).
Co se tyce souvislosti s chromozomalnimi aberacemi, pouze Parikh et al. popsali nizsi IgG u
nemocnych s tri 12 (nevySetiovali ale jiné tridy ¢i podtridy Ig) (38). Mauro et al. neprokazali
souvislost s del 11q ¢i del 17p (37). Pokud je nam zndmo, nase prace je jedina, kterd zkoumala
mozny vliv dysfunkce TP53 na hypogamaglobulinémii. Z vyse citovanych studii nebyly

informace o mutaci TP53 k dispozici v Zddné z nich a pouze ve dvou byly zahrnuty vysledky
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FISH vysetreni del 17p. K potvrzeni nasich vysledkd je tfeba dalSich studii s vétsim poctem

pacientd.

8.2. Bunécné populace

8.2.1. Poméry zastoupeni bunécnych populaci a jejich prognosticky vyznam

Ve studiich Nunes et al. a Wua et al. byla inverze poméru CD4* k CD8* T-ly spojena s kratSim
TTFT, PFS i OS (87, 92). V nasi analyze nemél tento pomér statisticky vyznamny vliv na TTFT
pacientl s neaktivni chorobou, ani TTNT, nebo OS pacient(l s progredujici chorobou. Tento
rozdil se da alespon ¢astecné pricist 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 srovnani s 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 O-I dle Raie) spojen s kratSim TTFT (85). Tyto
pomeéry pritom 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 vibec.
Gonzalez-Rodriguez et al. pozorovali souvislost mezi nizS§im pomérem CD4* i CD8* T-ly ke
klonalnim B-ly a kratSim OS (86). V nasi praci jsme nepozorovali prognosticky vyznam poméru
hlavnich bunécénych populaci ke klonalnim B-ly s jedinou vyjimkou — pacienti s progreduijici
chorobou a nizsim pomérem NKT bunék k CLL burikdm méli statisticky vyznamné kratsi OS
(p=0,043). Prognosticky vyznam NKT bunék dosud popsali pouze v jedné studii, kde méli
pacienti s nelécenou CLL a podilem NKT bunék z celkovych T-ly > 5,3 % vyznamné delsSi TFS a
0S (205). Tyto, stejné jako nase vysledky naznacuji, Zze NKT buriky mohou hrat vyznamnou roli

v kontrole maligniho klonu.

8.2.2. Zmény jednotlivych bunécnych populaci pfi progresi onemocnéni

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 pocty vétSiny
zkoumanych populaci, nez kontroly a progredujici pacienti zase vyssi poCty, nez ti s neaktivni
chorobou (s vyjimkou CD4*CD8* T-ly, polyklonalnich B-ly, NKT a NK bunék). Tyto nalezy jsou
kompatibilni s vySe citovanymi studiemi, kde méli nemocni poéty CD4* T-ly a CD8* T-ly také
zvy$ené nad normu, nebo vyssi neZ kontroly.
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Zmény v pomérech mezi funkénimi subpopulacemi byly nejpodrobnéji popsany ve studii
Nunes et al. a v pfipadé CD8* T-ly Richese et al. (87, 89). Pokud shrneme nalezy z obou studii,
zda se, Ze zatimco podil naivnich a TCM T-ly se snizuje, podil TEM a TEMRa T-ly naopak stoup3,
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 (93, 94). V praci Rissieka et al. byl vyssi podil
CD8* TEM a TEMRA bunék spojen s kratSim TTFT (206). V nasi analyze byly nejvétsi rozdily
patrné mezi pacienty s progredujici chorobou a kontrolami, zatimco nemocni s neaktivni
chorobou a kontroly, nebo nemocni s progredujici a neaktivni chorobou mezi sebou se lisili
méné. V CD4* kompartmentu progredujicich nemocnych jsme 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(stal
podobny. V CD8* kompartmentu jsou ve srovnani s CD4* populaci fyziologicky vyrazné vice
zastoupeny TEMRA buriky. Dynamika zmén mezi kontrolami, neaktivni a progredujici CLL byla
ale jinak obdobna té pozorované v CD4* kompartmentu. Kromé poctd TCM bunék jsou
uvedené nalezy srovnatelné s vysledky Nunes et al. Zatimco v jeji studii byl u pacientd ve
srovnani s kontrolami popsan nizsi relativni poc¢et CD4* TCM a obdobny trend u CD8* TCM, my
jsme naopak pozorovali ve srovnani s kontrolami vyssi podil CD4* TCM u nemocnych
s neaktivni chorobou a vyssi podil CD8" TCM u nemocnych s progredujici chorobou. Tuto
odlisnost od dfive publikovanych vysledk( Ize ¢astecné vysvétlit tim, Ze nase kontrolni skupina
vékem zcela neodpovidala souboru vySetfovanych nemocnych (medidn véku kontrol 60 let,
pacientl s neaktivni chorobou 65 let, p=0,0014, pacientl s progredujici chorobou 69 let,
p<0,0001). Je znamo, Ze podil CD4* TCM roste s vékem (90). To nicméné neplati pro CD8* TCM.
Dalsi pficinou rozdilnych vysledkl m(ze byt vétsi rozdil v po¢tu TEM a TEMRA bunék u
pacientl ve srovnani s kontrolami ve studii Nunes et al., neZ jsme pozorovali v nasem souboru.
Zminéna studie bohuZel neuvadi absolutni poéty bunécnych populaci, takZe se jedna pouze o
spekulaci. Spoleénym pozorovanim nasi i citované studie je vSak vzestup podilu
diferencovanéjsich populaci, zejména TEM a TEMRA, na ukor naivnich T-ly. To m{ze limitovat
schopnost imunitniho systému odpovidat na nové antigenni podnéty véetné samotné CLL a

tak pfispivat k dalsi progresi onemocnéni.
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8.2.3. Zmény bunécnych populaci v dlsledku Iécby 1. linie

CHIT vedla k vyraznému poklesu absolutnich poct bunék napfi¢ populacemi. Pocty bunék se
tak vratily na Uroven srovnatelnou s kontrolami, nebo i nize. V tomto sméru tedy CHIT zvratila
efekt progrese onemocnéni, tedy vzestup CD4* T-ly, CD8* T-ly, CD4°CD8 T-ly, NK a NKT bunék.
Mira poklesu byla orientacné nizsi, nez jaka byla publikovdna v podobnych studiich, jde vSak
pouze o nepfimé srovnani a predchozi studie se od nasi i navzajem liSily detaily studovanych
populaci a metodikou (zejména riznym ¢asem odbéru vzorku od ukonceni lécby). Mediany
absolutnich poét bunék po Ié¢bé pro hlavni populace v nasi studii byly 0,32 x 10%/I pro CD4*
T-ly, 0,52 x 10°/I pro CD8* T-ly a 0,23 x 10°%/I pro NK bufiky, zatimco ostatni autofi udavaji
obvykle pokles pod 0,2 x 10%/I, zejména pro CD4* T-ly.

Ackoliv |é¢ba vedla k redukci poctu vsech typl bunék, mira poklesu byla variabilni. Vyraznéjsi
pokles byl pozorovan pro CD4* T-ly, takze median poméru CD4* : CD8* se odchylil jesté vice od
fyziologickych hodnot a vtomto sméru tedy lé¢ba spiSe prohloubila inverzi tohoto poméru
navozenou progresi CLL. Nemusi se vSak nutné jednat o negativni jev. Hlubsi deplece CD4* T-
ly byla po 1é¢bé FCR spojena s delSim PFS u nemocnych s detekovatelnou MRD (125). V dalsi
studii dosahli pacienti s poklesem CD4* T-ly pod 0,2 x 10°/I po 3 cyklech FCR ¢asté&ji MRD
negativity (127). To Ize vysvétlit mimo jiné i tak, Ze nizsi pokles CD4* T-ly po |éCbé mUzZe byt
teoreticky pouze odrazem celkové nizsi efektivity cytostatické |é¢by u daného jedince.
Alternativné lze uvaZzovat o tom, Ze residudlni CD4* populace zahrnuje i T-reg, které podporuji
progresi onemocnéni, takzZe jeji eradikace je Zadouci. Ve studii Beyera et al. méli pacienti po
|éCbé fludarabinem v rdmci CD4* populace nizsi podil T-reg, nez pacienti po jinych typech
lé¢by, nebo dosud nelééeni (128). Casy odbé&rl vzorku od podani 1é&by byly ale v této studii
mezi jednotlivymi pacienty velmi variabilni a Zadna dalsi prace, kterad by zkoumala pocty T-reg
po podani CHIT in vivo nebyla od té doby publikovana. V nasi analyze jsme po podani CHIT
pozorovali pokles absolutniho poctu T-reg na Uroven srovnatelnou s kontrolami, avsak ubytek
ostatnich bunék v ramci CD4* kompartmentu byl jesté vétsi, takze zastoupeni T-reg v rdmci

vSech CD4* T-ly se naopak zvysilo.

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 komplikované;jsim zplsobem. Podil naivnich T-

ly, ktery byl nizZsi u pacientl s progredujici chorobou, nez u téch s neaktivni CLL a u kontrol,
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pokles| jesté vic, zatimco podil TEM bunék naopak jesté vice vzrostl. Podil TCM poklesl a podil
TEMRA se vyznamné nezmeénil. Tyto zmény byly velmi obdobné pro CD4* i CD8* T-ly.
Zastoupeni subpopulaci se tak po Iécbé zménilo zpUsobem, ktery pfipominal dalsi progresi
onemocnéni, alespon tedy pro naivni a TEM bunky. Literatura na toto téma je velmi omezena.
Egle et al. a Gassner et al. pozorovali pokles relativniho poctu naivnich T-ly po lécbé
fludarabinem, podobné jako my (127, 129). Zatimco v nasi prdci se sniZil podil TCM, ale vzrostl
podil TEM, v uvedenych studiich tyto dva subsety nerozliSovali a popisuji pouze zvyseni poctu
pamétovych bunék. Tyto studie se od nasi prace liSily i metodikou, takie mirné odlisné
vysledky Ize ocekavat (Gassner et al. zkoumali hlavné bunky vystavené plisobeni CHIT ex vivo
a lisily se i metody barveni pro pritokovou cytometrii). NaSe analyza se vsak s citovanymi
studiemi shoduje v klicovém zavéru vzestupu relativniho poctu vice diferencovanych T-ly na
ukor naivnich bunék podobné, jako jsme pozorovali v diisledku progrese onemocnéni (viz
vyse).

8.2.4. Srovnani vlivu riznych Ié¢ebnych rezimli na bunécné populace

Pti srovnani efektu jednotlivych Ié¢ebnych rezim( (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 léEbé byl vyssi a statistického vyznamu dosahl. Pricina se oziejmila poté, co jsme porovnali
miru zmén mezi jednotlivymi typy lécby (tedy pfiristek nebo Ubytek poctu bunék zplisobeny
jednotlivymirezimy —viz vyse kapitola 7.2.4.). Rozdil mezi po¢tem CD4* TEMRA pred a po lécbé
u nemocnych lé¢enych O-Clb / R-Clb byl vyznamné mensi, neZ u pacient( lé¢enych FCR. Jinak
se FCR a chlorambucilové rezimy v této analyze nelisily. 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 nedosahly statistické vyznamnosti v pfipadé

absolutniho poctu CD8* TEM a CD8* TEMRA a relativniho pocétu CD8* TCM.

Navzdory témto vyjmenovanym rozdilim (podrobnéji vyse ve vysledcich) byly efekty vSech tii
typu lé€by velmi podobné. To mlze 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 sindolentnimi lymfomy l|écenych chlorambucilem

s rituximabem (137). Solman et al. porovnavali disledky IéCby ibrutinibem a chlorambucilem.
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Zatimco ibrutinib zpUsobil pokles celkovych T-ly, TEM a T-reg, ale usetfil NK burnky a naivni T-
ly, chlorambucil vedl k vice méné uniformnimu poklesu vSech bunéénych populaci (138). Zde
predkladame dalsi data dokazujici, Ze i chlorambucilové rezimy mohou vést k lymfodepleci
podobné, jako bendamustin, ¢i fludarabin. Je vSak nezbytné zvazit i anti-CD20 monoklonalni
protilatku, jako mozného vinika poklesu poctu T-ly. V analyze lymfocytarnich populaci u 52
nemocnych s revmatoidni artritidou Ié¢enych monoterapii rituximabem mélo 50 % z nich
pokles poctu CD4* T-ly 0 21-62% a dalSich 25 % z nich pokles 0 62-77% (207). Dlvodem, pro¢
po anti-CD20 |écbé dochazi k depleci T-ly, mizZe byt ztrata cytokin(i a antigen prezentujici

funkce, které jsou oboji poskytovany B-lymfocyty.

Ztejmou slabinou srovnani lécebnych rezim( v nasi préci je samoziejmé nizky pocet pacient(

v jednotlivych podskupinach a kromé toho také rozdily ve véku a mnoZstvi komorbidit.

8.2.5. Souvislost poctu bunék a infekénich komplikaci

Spojitost mezi populacemi lymfocytl a vyskytem infekénich komplikaci nebyla u CLL dosud
podrobné studovana. Vétsina dostupnych informaci se soustfedi na souvislost s konkrétnim
typem lécby (prirozené lécba vedouci k dalsi imunosupresi zvysuje frekvenci infekci). Keating
et al., ani Gauthier et al. nepozorovali souvislost mezi po¢tem CD4* T-ly, CD8* T-ly, nebo NK
bunék a vyskytem infekci po Ié¢bé fludarabinem (66, 125). Saito et al. zase nenasli spojitost
mezi infekcemi a poétem CD4* bunék u 56 nemocnych s lymfomy lééenymi rezimem BR, nebo
bendamustinem v monoterapii (133). Na druhou stranu v dalsi studii s podstatné vétSim
poctem pacientll bylo prokazano, ze nizky pocet CD4* T-ly v obdobi 3 let po |écbé BR je

rizikovym faktorem zdvaznych infekci (132).

V nasi analyze jsme samostatné posuzovali nemocné s neaktivni a progredujici chorobou.
V prvni jmenované skupiné byly infekce ¢astéjsi u nemocnych s vyssim absolutnim i relativnim
poctem klonalnich B-ly, s nizsim relativnim poétem polyklondlnich B-ly, NK bunék a CD4* T-ly
a také s nizSim pomérem CD4* T-ly a NK bunék ke klonalnim B-ly. VSechny tyto vysledky ukazuji
spiSe na vyznam velikosti nddorové ndloze, nez na vyznam absolutniho poc¢tu samotnych CD4*

T-ly, nebo NK bunék, nebot ten se u nemocnych s infekcemi i bez infekci vyznamné nelisil.

Zajimavéjsi byly vysledky u nemocnych s progredujici chorobou. Pacienti s infekcemi méli nizsi
podil naivnich CD4* T-ly a vyssi absolutni poéet CD8* TEM. Lze se domnivat, Ze relativni

nedostatek naivnich T-ly neumozniuje adekvatné reagovat na nové antigenni podnéty a kromé
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progrese CLL a event. rozvoje dalSich malignit mize také zvySovat nachylnost nemocnych
k infekcim. Na druhou stranu nelze vyloudit ani mozZnost, Ze infekce jsou pouze castéjsi u
pacientl s pokrocilejsi chorobou, ktera je zaroven charakterizovana relativni depleci naivnich
T-ly a expanzi TEM, jak bylo demonstrovano vyse. Infekce by pak mohly byt disledkem nikoliv
zmén lymfocytdrnich populaci, ale jinych zmén imunitniho systému spojenych s pokrocilou

chorobou.

8.2.6. Prognosticky vyznam poctt bunék

Souvislost poctu T-reg s prognézou CLL je dobfe zndma. Rada studii popsala zvy$eni
absolutniho ¢i relativniho poctu T-reg u nemocnych s CLL ve srovnani s kontrolami, tak jak
jsme ho pozorovali i my (97-101, 208-211). Stejné tak vyssi pocet T-reg, ktery jsme zjistili u
pacientl s progredujici CLL ve srovnani s neaktivni, byl jiz dfive popsan (99, 100, 210). Ve
studiich Weisse et al. a D‘Areny et al. byl vyssi relativni, resp. absolutni pocet T-reg spojen
s kratSim TTFT (101, 208). Dasgupta et al. pozorovali krat$i TTFT i OS u pacientd s T-reg > 15,5
% ze vSech CD4"* T-ly (209). V nasi studii byl vyssi absolutni pocet T-reg spojen s kratSim TTNT
nemocnych, ktefi podstoupili 1é¢bu (p=0,042). V multivariantni analyze vSak pocet T-reg
pozbyl statistické vyznamnosti. 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. Vliv poctu NK bunék na OS udavany ve studii Wanga

et al. nebyl v nasi praci potvrzen, potencialné kvlli mensimu poctu pacientll (164).

Jak bylo zminéno, relativni pokles naivnich T-ly s expanzi vice diferencovanych subsetl byl
v nasi studii pozorovan pfi progresi onemocnéni, dale jesté vice po 1é¢bé a také u nemocnych
s infekcemi. V neposledni rfadé pak byl stejny jev spojen i shorSi progndzou. Pacienti
s neaktivni chorobou a nizsim relativnim poctem naivnich CD4* i CD8* T-ly méli kratsi TTFT. To
déle podporuje nasi teorii o roli naivnich T-ly v kontrole maligniho klonu. Pokud je ndm zndmo,
jednd 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 zUstala signifikantni i v multivariantni analyze nezavisle na Ié¢ebném rezimu.
Souvislost mezi pocéty bunék (pred 1éébou) a OS / TTNT byla hodnocena také samostatné pro

jednotlivé 1é¢ebné rezimy. Ve skupiné |éCené O-Clb / R-Clb byly vy3$si absolutni poéty CD4* i
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CD8* naivnich i TCM bunék asociovany s kratSim TTNT. Negativni prognosticky vyznam vyssich
absolutnich poctl naivnich T-ly mlzZe byt prekvapivy, ale neni v pfimém rozporu s vyse
uvedenym pozitivnim vlivem vyssich relativnich poctli téchto bunék. Jak ukazuje tabulka 13,
absolutni pocty naivnich T-ly jsou podobné u kontrol i pacient(i s neaktivni i progredujici
chorobou. Jejich relativni deplece pfi progresi choroby je tak spiSe dusledkem vzestupu

absolutniho poctu ostatnich subpopulaci.

8.2.7. Vztah poctli bunék a prognostickych ukazatelt

Informaci na téma souvislosti znamych prognostickych ukazatel( se zménami poctl bunék je
v literature jeSté méné, neZ v pfipadé 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 (93). Jednalo se o smiSeny soubor |éCenych i nelé¢enych nemocnych.
V dalsi studii méli nemocni s vysSim relativnim poc¢tem CD8* TEM a také nizSim relativnim

poctem CD8* TCM castéji nemutované IGHV a pokrodilejsi chorobu (Binet B / C) (94).

V nasi studii se u nemocnych s neaktivni chorobou pojily nemutované IGHV s vys$sim
absolutnim poctem CD8* T-ly, nizsim relativnim poctem naivnich CD4* T-ly, vy$Sim relativnim
poctem CD4* TEM, vys$Sim absolutnim poctem CD4* TEM a CD8* TEMRA a s trendem k vysSimu
absolutnimu poctu T-reg. U nemocnych s progredujici chorobou méli ti s nemutovanymi IGHV
vyssi relativni pocet T-reg a trend k vy$Simu relativnimu po¢tu CD8* TEM. V obou skupinach se
jedna o obdobné rozdily, jaké byly pozorovany i pfi vzajemném porovnani 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 vy3si koncentrace nékterych tfid a podtrid.

Prekvapivé vysledky nepfinesla ani analyza souvislosti s dalSimi prognostickymi faktory
(provedend jen u progredujicich nemocnych, protoZze u téch s neaktivni chorobou se
nevyskytovaly). Pacienti sdel 17p a / nebo del 11g méli vyssi absolutni i relativni pocty
celkovych a klonalnich B-ly a odpovidajicim zplsobem sniZzené relativni pocty celkovych T-ly a
CD8* T-ly. Dale také vyssi absolutni pocet CD4* TEM a trend k vy$sSimu poctu CD4* TEMRA.
Pacienti s mutaci TP53 méli vyssi absolutni pocet CD4* TEM a trend k vySSimu absolutnimu
poctu T-reg. Ve vSech pripadech jsou zde stejné jako u IGHV zmény typické pro progresi
onemocnéni ¢astéjsi u skupiny s nepfiznivymi prognostickymi faktory.
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Jestlize tedy v pripadé koncentraci Ig bylo konstatovano, Ze hypogamaglobulinémie potiebuje
k rozvoji predevsim ¢as a u agresivni choroby s nepfiznivymi prognostickymi rysy a rychlou
progresi se zrejmé nestihne rozvinout, zde lze naopak fict, Ze zmény bunécnych populaci jsou

dynamictéjsi a dle ocekavani u agresivnéjsi choroby hlubsi.

Poslednim prognostickym faktorem, jehoZ souvislost s bunéénymi populacemi byla zkoumana,
bylo stadium dle Raie. Nemocni ve stadiu Rai llI-IV méli ve srovnani s témi ve stadiu Rai O-lI
vyssi absolutnii relativni pocty celkovych a klonalnich B-ly a z toho dlvodu niZsi relativni pocty
ostatnich hlavnich bunécnych populaci, presto, Ze jejich absolutni pocéty 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, trend
k nizSimu relativnimu poctu CD4* TEM, vyssi absolutni pocet naivnich CD8* T-ly, vyssi relativni

i absolutni pocet CD8* TCM a trend k nizsimu relativnimu poctu CD8* TEMRA.

Rozdily ve funkénich subsetech mezi nemocnymi rozdélenymi dle stadia 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. ZdGvodnéni 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 1é¢bé, i kdyz
z rlznych divodd. | 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 1é¢bé. Pro¢ méli v nasi analyze pacienti indikovani na zakladé organomegalie
(Rai I-11) méné naivnich T-ly, neZ pacienti indikovani na zdkladé cytopenie (Rai Ill-1V), zGstava
nejasné. Je moziné, Ze masivni lymfadenopatie je v mnoha pfipadech spojena s vétsi
nadorovou ndlozi a tedy aktivnéjsi chorobou, nez “pouhd” infiltrace kostni diené, nebo je
zkratka biologie choroby odlisSna a vede k jinému spektru zmén v subpopulacich T-ly. Zde uz se
ovéem pohybujeme v roviné spekulaci a k objasnéni téchto otazek nebyla nase analyza

uzpUsobena.

86



9. Zavéry

Bylo provedeno komplexni zhodnoceni kvantit Ig a lymfocytdrnich populaci u nemocnych
s neaktivni i progredujici CLL. Byl zhodnocen vliv 1. linie |é¢by CHIT, prognosticky vyznam
vySetfovanych parametr( i jejich mozna souvislost se zndmymi prognostickymi faktory a

vyskytem infekénich komplikaci.

Pacienti s CLL indikovanou klécbé méli ve srovndni stémi s neaktivni chorobou niZsi
koncentrace vSech tfid a podtfid Ig. Jedna se o prvni publikovanou analyzu tohoto typu.
Progredujici choroba byla také spojena s vzestupem poctu vétSiny lymfocytarnich 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 |é€bé, coz bylo dosud popsdno pouze
u lécby ibrutinibem, ale nikoliv po CHIT. Na zakladé predlozenych vysledk( se Ize domnivat, Ze
se tedy nejednd o jev zcela specificky pouze pro ibrutinib, ale mlze jit alespon ¢aste¢né o

disledek potlaceni aktivity CLL jakoukoliv |é¢bou.

CHIT vedla k poklesu lymfocytdrnich populaci na, nebo i pod Uroven pozorovanou u zdravych
kontrol. Nase prace 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
|écbé 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 plvodni a

nebyla dosud publikovana.

U nemocnych s neptiznivymi prognostickymi znaky (del 11q, dysfunkce TP53) byly zjiStény
vyssi koncentrace Ig, pravdépodobné jako dlsledek kratSiho 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.

Mezi slabiny predlozené analyzy patfi jeji unicentrické usporadani a relativné maly pocet
pacientl, zejména v pfipadé subanalyz jednotlivych [éCebnych rezim(. Vzhledem

k observacnimu charakteru studie nebyli samoziejmé nemocni mezi jednotlivé rezimy
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randomizovani. K potvrzeni nasich zavérl by bylo vhodné provést dalsi studie s vétsim poctem

nemocnych.
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11. Pfilohy

11.1. Urceni klinického stadia dle Raie

stddium 0 Lymfocytdza

stadium | Lymfocytdza + lymfadenopatie

stadium I Lymfocytdza + spleno — nebo hepatomegalie
stadium IlI Lymfocytdza + anémie (hemoglobin <110 g/I)
stadium IV Lymfocytdza + trombocytopenie (<100x10°/1)

11.2. Indikace k zahdjeni Iécby CLL (dle doporuceni pro diagnostiku a Ié¢bu chronické

lymfocytarni leukémie CSCLL 2021).

K definici aktivniho onemocnéni a zahdjeni |1éCby je nutné splnit nejméné jedno z nasledujicich

kritérii:

1. Prlikaz progresivniho selhani kostni difené, které se projevuje rozvojem nebo zhorsenim

anémie a/nebo trombocytopenie.

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

splenomegalie.

3. Masivni lymfadenopatie (tj. >10 cm v nejdelSim prliméru) nebo progresivni nebo

symptomatickd lymfadenopatie.

4. Progresivni lymfocytdza se vzestupem >50 % béhem 2 mésicl nebo doba zdvojndsobeni

poctu lymfocytl (LDT) kratsi nez 6 mésicu

5. Autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie Spatné odpovidajici na kortikosteroidy

nebo jinou standardni Ié¢bu.
6. Nejméné jeden z nasledujicich systémovych priznak( souvisejicich s onemocnénim:
a. Nechtény ubytek hmotnosti > 10 % v priibéhu predchozich 6 mésica

b. Vyznamnad uUnava (tj. vykonnostni stav dle ECOG 2 nebo horsi, nemoznost pracovat nebo

provadét obvyklé ¢innosti)
c. Horecky nad 38 °C po dobu 2 nebo vice tydn( bez prikazu infekce

d. Nocni poceni po dobu delsi nez 1 mésic bez prikazu infekce
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11.3. Davkovani rezima CHIT

FCR:

- rituximab 375 mg/m? i.v. v den 1 cyklu 1, 500 mg/m? i.v. v den 1 cykld 2-6.
- fludarabin 40 mg/m? p.o., nebo 25 mg/m? i.v. v den 1-3 viech cykld.

- cyklofosfamid 250 mg/m? i.v., nebo p.o. v den 1-3 véech cykl{.

BR:

- rituximab 375 mg/m? i.v. vden 1 cyklu 1, 500 mg/m?i.v. v den 1 cykl( 2-6.
- bendamustin 90 mg/m? i.v. v den 1-2 v3ech cyklu.

O-Clb:

- obinutuzumab 100 mg/m?i.v. v den 1 cyklu 1, 900 mg/m?i.v. v den 2 cyklu 1, 1000 mg/m?
i.v.vden 8a15cyklu1lavden1cykll 2-6.

- chlorambucil 0,5 mg/kg p.o. vden 1 a 15 vsech cykld.
R-Clb:
- rituximab 375 mg/m?i.v. vden 1 cyklu 1, 500 mg/m?i.v. v den 1 cykl( 2-6.

- chlorambucil 10mg/m? p.o. v den 1-7 véech cykld.
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