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1. Seznam zkratek
ADC Analog-to-Digital Convertor

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity

AMLI1/Runx1 Acute myeloid leukemia 1/Runt-related transcription factor 1

APC Allophycocyanin

BCL-1 B-cell lymphoma 1

bcl-2 B-cell lymphoma 2

BCR B-cell receptor

BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3

BP Band pass filtr

BTK Brutonova tyrosin kindza

CARs Chimeric antigen receptors

CD Cluster Designation

CIITA Class II, Major Histocompatibility Complex, Transactivator
CLL Chronicka lymfocytéarni leukemie

CMV Cytomegalovirus

c-Myc V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
COP Cyklofosfamid, vincristin, prednison, 1é¢ebny reZim
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

DLBCL Diftizni velkobunéény B-lymfom

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ECOG Eastern Coopereative Oncology Group

EHK Externi hodnoceni kvality

Fas-1 Fasciclin-like 1

FBXW7 F-Box And WD Repeat Domain Containing 7

FCR Fludarabin, cyklofosfamid, rituximab, 1écebny rezim
FISH Fluorescen¢ni in situ hybridizace

FITC Fluorescein isothiokyanat

Fos FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog-
FoxP3 Forkhead box P3

FRET Forster (fluorescence) resonant energy transfer

FSC Forward Scatter



GM-CSF
GPIO
HCDM
HLDA
CHOP
IFNy
IGVH
IL
IWCLL
JAK?2
LDT
LP
Mcl-1
MDR
MHC II
NCI-WG
NFAT
NFATC2
NF-«B
NK
PD-1
PD-L1
PE
PerCP
PI3K
POT1
PRADI1
RNA
SEKK
SF3B1
SP

SSC

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
General Purpose In/Out

Human Cell Differentiation Molecules

Human Leucocyte Differentiation Antigens
Cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin, prednison, 1é€ebny reZim
Interferon-y

Variabilni oblasti téZkych fetézcti imunoglobulint
Interleukin

International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
Janusova kindzy 2

Lymphocyte doubling time

Long pass filtry

Mpyeloid cell leukemia 1

Multidrug resistance

Hlavni histokompatibilni komplex II. tfidy
National Cancer Institute Sponsored Working Group
Nuclear factor of activated T cells

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2
Nuclear factor kappa B

Natural killer cells

Programmed death -1 receptor

Programmed death ligand-1

Phycoerythrin

Peridinin chlorophyll protein

Phosphoinositide 3-kinase

Protection of Telomeres 1

Parathyroid adenoma 1

Ribonukleové kyselina

Systém externi kontroly kvality

Splicing factor 3B subunit 1

Short pass filtry

Side Scatter



STATI1
TCM
TEM
TEMRA
TNF-a
TP53
TRAF
TRAIL 1
Treg
uv

w
XPO1
YAG
ZAP 70

Signal transducer and activator of transcription 1
T central memory

T effector memory

T effector memory CD45RA+)

Tumor necrosis factor alpha (o)

Gen kédujici protein p53

Tumor necrosis factor receptor-associated factor
TNF-related apoptosis-inducing ligand
T-regulaénich lymfocytd

Ultra violet

Watt

Exportin 1

Yttrium aluminium garnet

Zeta-asociovany protein o 70 kDa
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2. Uvod

Vyzkum vztahli mezi nddorem a hostitelskym prostfedim, zprostfedkovany imunokompetentnimi
subpopulacemi, je jednim z Ustfednich témat soucasné hematoonkologie a onkologie.
Pavodni ,,tumorcentricky* model, ve kterém je vysledek interakce urCovan témét vyhradné
charakteristikami nddorové tkan¢, v soucasné dob¢ ustupuje novému pojeti, které zohlednuje
vyrazny podil imunitni komponenty hostitele v oblastech geneze nddoru, jeho rlstu, prognézy a
reakce na terapeutické postupy, zejména na biologickou 1é¢bu na bizi imunoterapie.

Typickym piikladem se jevi chronickd lymfocytarni leukémie (CLL), ktera je nejCastéjsi leukémii
zapadni polokoule. Je charakteristickd klondlni proliferaci nddorové transformovanych antigenné
stimulovanych zralych B-lymfocytii s typickym imunofenotypem CDS5*CD19*CD20*CD22CD23*
ajejich ndslednou kumulaci v periferni krvi a kostni dieni, pfipadné¢ ve slezin¢ a

lymfatickych uzlinach.

Biologicky i prognosticky se CLL dé¢li na dvé podskupiny dle diferencia¢niho stadia
malignitho B-lymfocytu [1]. Ukazuje se, Ze Zivotaschopnost maligni populace z velké Casti zavisi
na mikroprostfedi nddoru, tedy na ptsobcich komplexu celularni komponenty, nezbytnych pro pieZiti
nadorovych bunék [2]. Pronddorové se rovnéz uplatnuje draha B-bunécného receptoru
(B-cell receptor, BCR), kterd cestou aktivace transkripnich faktori podporuje preziti maligni
populace [3, 4, 5]. Recentn{ literatura také naznacuje, Ze se u CLL miZe uplatiiovat autonomni
signalizace BCR nezdvisld na antigenni stimulaci [6]. Lepsi pfezivani malignich B-lymfocyta
rovn€z vyplyva z jejich zvySené odolnosti vici apoptéze [7, 8]. Imunitni mechanizmy, které se
podileji na proliferaci patologického klonu u CLL Ize schematicky rozdélit podle mista
plsobeni na mechanizmy véazané na BCR receptor, T-regulacni lymfocyty (Tregs), stimulaci drdhy
programované bunécné smrti cytotoxickych T-lymfocyti a pravdépodobné i NK bunék,
funkeni defekty pomocnych T-lymfocytl indukované nddorem a kone¢né€ mechanizmy vazané na MHC.
Dopadem jejich spole¢ného plisobeni je alterace imunity jako celku, tedy nejen navozeni
imunitni tolerance nddorové tkdné, ale i poSkozeni mechanizmii imunitni odpovédi proti
mikrobidlnim patogentim, které jsou pak zodpoveédné za podstatnou ¢ast mortality nemocnych

s CLL v dusledku pfevazné oportunnich infekci [9].

Jednu z klicovych roli zde pravdépodobné hraje interakce receptoru PD-1 (Programmed
Death-1) se svymi ligandy PD-L1 a PD-L2, kterd zpusobuje trvalou aktivaci signdlni drédhy
programované bunééné smrti. Timto mechanismem je inhibovdna fyziologickd aktivita
efektorovych T-lymfocytl, které se spolu s dalSimi mechanizmy vyznamné podileji na procesu

navozeni imunitni tolerance nadoru [10].
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Exprese markeri drdhy programované bunécné smrti je v soucasné dobé studovana
u mnoha malignich onemocnéni, nebot’ se jevi jako vhodny cil pro biologickou 1é¢bu.

V neddvné dob&é byly publikovany prvni vysledky klinickych studii s vyuZitim
monoklondlnich protilatek zamétenych proti receptoru PD-1 u solidnich tumort, které pfinase;ji
velmi povzbudivé vysledky [11, 12, 13, 14]. Piedpokladame, Ze ve svétle téchto experimentil
pomtuZe analyza exprese marker programované buné¢né smrti u chronické lymfocytarni leukémie
osvétlit mechanizmy vzniku nddorové tolerance a alterace imunity jako celku, coZ ma u tohoto

onemocnéni vyznamné klinické konsekvence.
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3. Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

3.1. Obecna charakteristika onemocnéni

ev s

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcast&jSi formou leukémie na zdpadni
polokouli a nejcastéjsi hematologickou malignitou dospélych. Celosvétova incidence se udava
mezi 1-5,5 nemocnymi na 100 000 obyvatel [15], pfi¢emZ existuje vyrazny rozdil v incidenci

mezi vychodni a zdpadni polokouli [16].

Jednd se o velmi heterogenni lymfoproliferativni onemocnéni charakteristické klondln{
proliferaci nddorové transformovanych antigenné stimulovanych zralych B-lymfocytii
s typickym imunofenotypem a jejich naslednou kumulaci v periferni krvi a kostni dfeni,
piipadné ve slezin€ a lymfatickych uzlinach [17].

Medidn véku nemocnych je uddvan mezi 65-72 lety, pfiblizné tfetina pacienti byvd v dobé
diagnézy mladsi 55 let [15]. MuzZi jsou postiZeni Castéji neZ Zeny, a to v pomeéru 2:1 [18].
Pro nemocné je typickd lymfocytéza piesahujici 10%10°%/1, n&kdy az 100%10°%/1 [19].

Diagnosticka kritéria CLL dle National Cancer Institute Sponsored Working Group (NCI-WG)
zahrnuji absolutni lymfocytézu s piftomnost vice nez 5%10°1 klondlnich B-lymfocytd
v periferni krvi trvajici nejméné 3 meésice, ndlez malych zralych lymfocytd pii cytologickém
vySetfeni periferni krve s vice nez 55 % atypickych bunc¢k a prolymfocyti a typicky
imunofenotyp CD19*CD20"CD22CD23*CD5* [20]. U vétsSiny nemocnych je diagndza stanovena
na zdkladé¢ ndhodného ziachytu lymfocytézy v perifernim krvi v obdobi bez ptiznakl

onemocnéni.

Morfologicky se jedna o populaci atypickych lymfocytii uniformniho vzhledu, s kulatym ¢i
ovalnym jddrem, kondenzovanym chromatinem a uzkym lemem slabé bazofilni, vétSinou
agranularni cytoplazmy. Jadérka nebyvaji patrna. Patologické lymfocyty jsou velmi kiehké,

coz se v natéru periferni krve projevuje pfitomnosti tzv. Gumprechtovych stint [17].
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3.2. Biologicka charakteristika

3.2.1. Biologicka podstata onemocnéni

V klinické praxi se CLL dé€li do dvou prognosticky odlisSnych jednotek dle stupné aktivace
B-lymfocytu. Mutacni analyzou variabilni ¢4sti imunoglobulinového fetézce (IGVH) lze rozlisit
pritomnost nebo neptitomnost mutace IGVH genu, kdy CLL s mutovanou formou IGVH genu
vznikd klondlni proliferaci postgermindlntho pamét'ového B-lymfocytu, zatimco CLL s nemutovanym
IGVH genem je onemocnénim pregermindlniho nebo aktivovaného B-lymfocytu,
ktery neproSel zménami v germindlnim centru [21]. Rozdily nalézame i v expresi markeru CD38 [22],
pritomnosti zeta-asociovaného proteinu ZAP-70 [24], i v genovych profilech ziskanych

pii sekvenacnich experimentech [25].

Oba subtypy jsou schopny manipulovat mechanizmy bunécné signalizace a vrozené i

adaptivni imunity hostitele a unikat tak zni¢eni obrannymi mechanizmy [26].

3.2.2. Imunofenotypovy profil

Kli¢ovou roli v diagnostice hraje imunofenotypizace periferni krve metodami prutokové
cytometrie [20]. Stabilni imunofenotyp CD5*CD19*CD20"CD22°'CD23* je charakteristicky
slabou expresi pan B-lymfocytarnich antigenti (CD19, CD20, CD79), nizka je rovnéZ exprese
povrchovych lehkych i tézkych fetézcl imunoglobulind [27]. Pozitivitu rovnéZz vykazuje znak
CD200, ktery je vyuzivan v diferencidlni diagnostice B-lymfoproliferaci, zejména k odliSeni
lymfomu z plastovych bun¢k (MCL) [28], a ddle CD43 a bcl-2. U dalSich markera (CD25,
CD38, CDl11c, ZAP-70) je exprese variabilni, v pfipadé¢ CD38 a ZAP-70 koreluje jejich vyssi
exprese s nepfiznivou prognézou [29, 30]. Znaky CD10, FMC7, CD103 a cyklin D1 byvaji
negativni [31]. Imunofenotyp se béhem klondlni evoluce miZe ménit, zejména v piipadé
transformace onemocnéni do agresivnéjs$i formy, castd je ztrata markeru CDS5 u Richterova
syndromu [32]. Soucésti analytickych protokolti je rovnéZ analyza exprese markerd uzivanych
jako cile biologické 1écby, CD20 a CD52, kterd slouZi jako vazebnd mista pro monoklondlni

protilatky anti-CD20 (rituximab) [33] a anti-CD52 (alemtuzumab) [34].
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Marker Struktura [kDa] Funkce
CD5 Transmembrinovy glykoprotein 67 | CD72 ligand
CD10 Integralni membranovy protein 100 | Neutralni endopeptiddza
CD11c Transmembranovy glykoprotein 150 | Integrin- aX podjednotka
CD19 Membranovy glykoprotein 95 | Regulace, aktivace a diferenciace
B-lymfocyti
CD20 Membranovy protein, izoformy 33-37 | Regulace, aktivace a diferenciace
B-lymfocyti
CD21 Transmembranovy glykoprotein 145 | C3d receptor, EBV receptor,
aktivace a proliferace B-lymfocytt
CD22 Transmembranovy glykoprotein, 130 a 140 | Aktivace a diferenciace-lymfocytu,
izoformy ztrata po aktivaci B-lymfocyti
pred stadiem plazmocytu
CD23 Transmembranovy glykoprotein 45 | asociace s MHC II. ttidy
Nizkoafinitni receptor pro IgE
CD25 Glykoprotein 55 | Receptor pro IL-2
CD38 Integralni membranovy 45 | Enzym (NAD-glykohydroliza, ADP
glykoprotein ribozylcyklaza, cyklickda ADP-rib6zo
hydrolaza)
CD40 Glykozylovany fosfoprotein 44-48 | Receptor pro TNF
CD79a/C| Glykoprotein 33-45 | asociace se Smlg. Struktura BCR
D79b komplexu
CD103 Dvoutetézcovy heterodimer 25a 150 | Integrin- oE podjednotka
CD138 Transmembranovy heparan-sulfat Adhezivni molekula
proteoglykan (Syndecan-1)
CD200 Glykoprotein 41-47 | Regula¢ni molekula
FMC7 Glykoprotein 105 | Regulace, aktivace a diferenciace
B-lymfocyti
ZAP-70 TCR-zeta asociovany protein 70 | Proteinova tyrozinkindza
Tab. ¢. 1. Prehled nejduleZitejsich diferencidlné diagnostickych B-markerii [35]

3.2.3. Zaklady molekularni biologie a genetiky CLL

U velké casti nemocnych je moZzno pomoci interfazni fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) identifikovat chromozomadlni abnormality typu translokaci, deleci ¢i triploidie [36],
pticemz dalsi klondlni evoluce se objevuje u vice neZ 25% nemocnych [37]. Nejcastéji popisovanou
zménou byva delece zasahujici lokus 13q14, popisovand ve vice neZ 50% piipadi, kterd postihuje
nékolik genl v tomto regionu [38]. Delece genli pro specifické mikro-RNA, které jsou soucdsti
deletovanych dlouhych ramen chromozomu 13, zvySuji odolnost vii¢i apoptdze a umoziuje lepsi
piezivani malignich B-lymfocyti [7, 8].

Piiblizné¢ 20 % pacienti byva postizeno deleci v oblasti dlouhého ramene chromozomu 11,
typicky v oblasti 11g22.3-g23.1. Nemocni s deleci v oblasti 11q byvaji mladsitho véku a
v typickém piipad¢ se jedna o agresivnéjsi formy onemocnéni [39], odliSitelné i dle vyssi

exprese markerit CD38, FMC-7, CD25 a exprese povrchovych imunoglobulini [40].
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Trizomie chromozomu 12 byva rovnéZ prokazovana u pfiblizn€ 20% nemocnych, at’ jiz
jako jedina genetickd zména nebo v kombinaci s dal$im postizenim [41]. CLL s pfitomnosti
trizomie chromozomu 12 vykazuji vys$$i droven exprese znaki CD19, CD20, CD22, CD24,
CD27, CD25, CD79b, CD38 a povrchovych imunoglobulinti, niZ$i miru exprese CD43 a vyssi
frekvenci vyskytu DNA aneuploidie [40, 42].

Castéji je rovnéz asociovdna s progresi onemocnéni [43] a s transformaci do Richterova

syndromu [44].

PostiZzeni chromozomu 6 se nejcastéji tyka deleci v oblasti 623, ale vyskytuji se i delece
v oblastech 6q25-27 a 6q21 [45]. Tyto zmény jsou asociovdny s vyS$im zastoupenim
prolymfocytl v periferni krvi, agresivnéjSim prubéhem onemocnéni a vysSim stupném exprese
znaku CD38 [46].

U pftiblizné 10% nemocnych lze identifikovat delece postihujici oblast 17p13.1 na kratkém
rameni chromozomu 17 [47]. Deletovana oblast nese gen TP53, ktery je jednim z klicovych
tumor supresorovych genli a jeho ztrita ¢i mutace je spojena se Spatnou prognézou, horSim
celkovym preZitim a odpovédi na terapii [48, 49].

Delece 17p je povazovana za marker ovliviiujici vybér terapie u nemocnych s CLL a u mladSich
osob mitiZe byt jeji ptitomnost diivodem alogenni transplantace jiz v prvni ¢i druhé remisi [50,51].

Na chromozomu 14 se u nemocnych s CLL setkdvdme s inverzemi a translokacemi,
postihujicimi zejména oblast 14q32, kde se nalézaji geny pro téZké fetézce imunoglobulinil
[52], a oblast 14q11.2 s geny kddujicimi a- a d-fetézce T-bunécného receptoru [53].

Translokace (11;14) (q13;932), zaménujici geny pro tézké fetézce imunoglobulind
za protoonkogen BCL-1, vede k deregulaci protoonkogenu PRADI kédujiciho syntézu cyklinu D1 [54].
Tato translokace je u CLL vzacn4, typicky se s ni setkdvame u lymfomu z plastovych bunék,
kde deregulovana syntéza cyklinu D1 pfispiva k maligni transformaci postizené buiiky [55].
Translokace (14;18), zaménujici geny pro té€zké fetézce imunoglobulinti za BCL-2, typicka
pro folikuldrni lymfom, je u CLL zfidkava [56], a jen raritné¢ je popisovdna translokace
t(14;19)(q32;q13.1) [57].

U 5 % pacientll jsou na chromozomu 18 detekovatelné ptestavby v oblasti 18q21, [58]
postihujici 5” konec BCL-2 genu a ovliviiujici geny pro k- a A- fetézce imunoglobulinti [59].

V soucasné dobé probihd vyzkum dalSich gent, hrajicich vyznamnou roli v patogenezi a
prognéze CLL. Jedna se zejména o NOTCHI1, BIRC3, SF3B1, XPOl1, POT1, FBXW7, jez se

ukazuji byti vyznamnymi ukazateli neptiznivé prognézy [60, 61].
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3.2.4. Apoptoza

Jednou z podminek nddorového riistu je schopnost maligniho klonu unikat apoptdze.

U CLL se uplatiiuje ncékolik mechanizmii, k nejCastéjSim patii zvySend exprese anti-
apoptotickych proteinti rodiny Bcl-2, (Mcl-1 a Bcl-2), popisovana u vice neZ 80 % nemocnych [62].
Tyto proteiny blokuji apoptézu ovlivnénim membranového potencidlu mitochondrii, hladiny
vnitrobunéénych Ca?* iontf, inhibici proapoptotického proteinu BAX, kdspdzové signalizace,
atd. [63, 64, 65, 66]. DalSim mechanizmem je narusSeni vnitini i vnéjsi cesty apoptdzy.

Vnitini cesta je charakterizovdna piedevSim aktivaci signdlni drahy proteinu p53,
ktera za fyziologickych podminek brzdi buné¢né déleni cestou blokovani cyklin dependentni kindzy a
produkci proteinti podilejicich se na oxidativnim stresu. Drdha p53 byva naruSena deleci 17p13
nebo mutaci TP53, coz je asociovano s nejkratSim celkovym piezitim nemocnych [49].

Vnéjsi cesta apoptdzy, tedy signdlni drahy receptorti smrti Apo/Fas-1, TRAIL 1 a 2,
spojend s kaskddovou aktivaci kaspdz vede ke zméndm permeability mitochondridlnich
membran vedoucim k uvolnéni proapoptickych plisobki a vedoucim k planované bunécné
smrti [67]. U nemocnych CLL neni tato cesta funk¢ni z ditvodu rezistence malignich bun¢k
vici Fas a TRAIL indukované apoptéze [68].

Antiapoptoticky dale plsobi deregulace signdlni drdhy TNF-a [69] a drdhy NF-xB [70].
Aktivace drahy NF-kB je vSak podminéna piitomnosti TNF-a, [71] kdy vazba TNF-a aktivuje
proteiny TRAF, indukujici fosforylaci inhibitoru IkB. V ndsledném kroku dochdzi k aktivaci
NF-kB a produkci antiapoptotickych pasobku [72].

Paradoxem je, Ze ackoliv jsou buiiky CLL v in vitro kultufe velmi citlivé vii¢i apoptéze,
in vivo jsou znacné rezistentni. Ukdzalo se, Ze kliCcovou roli v pfezivani maligni populace hraje
mikroprostiedi kostni dien¢ a lymfatickych uzlin, piedev§im komplex T-lymfocytt,
endotelovych bun€k a stromélnich podptirnych bun¢k, tzv. nurse-like cells [73, 74].

Dilezitym prvkem je zde intregrin CD49d exprimovany na maligni populaci, ktery umoZziuje
migraci bunék CLL do lymfoidnich tkéni a interakci patologickych bunék se stromdlnimi buiikami,
coz m4 protektivni antiapoptoticky efekt [75].

Role mikroprosttedi v pfezivani maligni populace a jejtho uniku pfed imunitnimi
mechanizmy hostitele je jednim ze zdsadnich novych paradigmat dneSni nddorové biologie.
Piisobeni na mikroprostiedi nddoru se ukazuje byt jednou z novych lééebnych modalit,
v soucasné dobé je v rdmci klinickych studii testovdna terapeutickd protilatka proti vySe

zminénému CD49d, natalizumab [76].
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3.3. Klinicka a laboratorni diagnostika a stazovani

Pro diferencidlni diagnostiku metodami pratokové cytometrie je zdsadni skére dle Matutes,
ktery umoziiuje odliSeni CLL od ostatnich B lymfoproliferativnich onemocnéni [77]. Skére odrazi
expresi marker CD23, CDS, FMC-7, CD79b a povrchovych imunoglobulind, pii¢emZ u jednotlivych
znakli nabyva hodnot 0 a 1. Soucet > 4 svéd¢i pro diagnézu CLL, hodnota < 3 ukazuje na jiny

typ B-lymfoproliferace a na nezbytnost dalsi diagnostiky.

V roce 1997 byla publikovana modifikace ptivodniho Matutes skore, kterd nahradila znak CD22
markerem CD79b [78]. Viz Tab. ¢. 2.

Povrchovy marker o Pocet bodu T
CD79b (nebo CD22) Silna exprese Slabé pozitivni
CD23 Negativni Pozitivni

CD5 Negativni Pozitivni
FMC7 Pozitivni Negativni
Smig Silna exprese Slabé pozitivini

Tab. é. 2. Modifikovand skorovaci tabulka dle Matutes [77, 78]

Onemocnéni muze probihat po dlouhé obdobi bez piiznaki, v typickém piipadé dojde
po navySeni nddorové naloZe k cytokiny nebo autoimunitnimi mechanizmy navozenému
souboru pfiznakll, oznaCovanému jako B-symptomy. Jednd se o neinfekéni teploty nad 38 °C,
no¢ni poceni vyZadujici vyménu pradla béhem spanku a vdhovy ubytek, ktery dosahl vice nez
10 % za poslednich 6 mésici [79]. U velké €asti nemocnych jsou jiz v Casnych stadiich CLL
pfitomny zvétSené lymfatické uzliny, pfidava se 1 hepatosplenomegalie. U pokrocilejSich stadii
CLL byvé pfitomna anemie a trombocytopenie [79].

Ke stanoveni klinického stddia onemocnéni se v souc¢asné dobé pouzivaji dva systémy,
dle Bineta a Raie, délici nemocné s CLL do tfi skupin liSicich se celkovym pfezitim a
prognézou [80, 81]. Viz Tab. ¢. 3 a Tab. ¢. 4.

Nemocni ve stadiu Binet A, resp. Rai 0, jsou zatiZeni nejniz§im rizikem a vykazuji nejdelSi
celkové preziti. Kategorie Binet B, resp. Rai I a II, zahrnuje pacienty s intermedidrni prognézou,
s uddvanym prezitim 5-7 let. Skupina s nejvyssi mirou rizika a nejhors$i prognézou spada
do stidia Binet C, resp. Rai III a IV, kdy celkové preziti je kratSi nez 3 roky [80, 81, 82].

Za jednu oblast jsou povazovany uzliny kréni, axilarni, mediastindlni, retroperitonedlni a

tiiselné, dale jatra a slezina. Oboustranné postiZeni je pocitano jako jedna oblast.
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Stadium Definice

A Méné nez 3 postizené lymfatické oblasti
B 3 avice postizenych lymfatickych oblasti
Anémie - hemoglobin <110 g/l a/nebo

C trombocytopenie - trombocyty < 100*109/I,
+ libovolny pocet postizenych oblasti

Tab. ¢. 3. StdZovdni CLL dle Bineta [80]

Dle modifikovaného tiistupniového stdZovéni je stddium nizkého rizika 0O, sttedniho I/II a

vysokého III/IV [41].

Stadium Definice

0 Lymfocytdza

I Lymfadenopatie

I Hepatomegalie a/nebo splenomegalie
" Anémie - hemoglobin <110 g/|

IV Trombocytopenie - trombocyty < 100*10°/I

Tab. ¢. 4. StaZovdni CLL dle Raie [81]

Vzhledem velké heterogenit¢ CLL a faktu, Ze vétSina nemocnych je diagnostikovdna
v Casném stadiu onemocnéni [79], je nezbytnd stratifikace pfistupu dle pfedpoklddaného dalsiho
vyvoje onemocnéni. V soucasné dobé délime prognostické faktory do dvou skupin. Na klasické
prognostické faktory, zahrnujici klinické stddium, vykonnostni stav pacienta (performance
status), vék, pohlavi, zdvojovaci ¢as lymfocytl, sérové markery a typ infiltrace kostni diené
[79] a na prognostické faktory, opirajici se o pokroky v oblasti cytogenetiky a molekularni

biologie, které byly zminény v odstavci 3.2.3.
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3.4. Terapie

3.4.1. Indikace terapie u CLL

Navzdory zavadéni novych diagnostickych markert a terapeutickych modalit, zv1asté pak na béazi
terapeutickych monoklondlnich protilatek, vychazeji kritéria pro zahdjeni 1écby stile z doporuceni
NCI-WG z roku 1996 [20].

K zahdjeni 1écby jsou indikovani nemocni s pokro¢ilym onemocnénim (stidium C dle Bineta,
resp. stadium III a IV dle Raie). U nemocnych se stfedné pokroCilym onemocnénim (Binet B,
resp. Rai I/II) se 1éCba zahajuje pouze pii prukazu aktivity CLL.

Aktivni faze onemocnéni je definovédna pfitomnosti miniméln€ jednoho z niZe uvedenych

kritérii:
1. Potvrzené progresivni selhdni kostni dfené, projevujici se rozvojem nebo zhorSenim

anémie a/nebo trombocytopenie.

2. Masivni (vice neZ 6 cm pod levym Zebernim obloukem) nebo progresivni ¢i

symptomatickd splenomegalie.

3. Masivni lymfadenopatie (nad 10 cm v nejdelSim praméru) nebo progresivni C¢i

symptomatickd lymfadenopatie.

4. Progresivni lymfocytéza se vzestupem nad 50 % po dobu 2 mésici nebo doba

zdvojndsobeni poctu lymfocytl (LDT) kratsi nez 6 mésici.

5. Autoimunitni anémie a/nebo trombocytopenie nereagujici nebo Spatné¢ reagujici

na kortikosteroidy nebo jinou standardni 1é¢bu.
6. Nejméné¢ jeden z nasledujicich systémovych ptiznakil souvisejicich s onemocnénim:
a. Ubytek hmotnosti > 10 % v pribéhu piedchozich 6 mésici.
b. Nocni poceni vyzadujici vyménu pradla béhem spanku po dobu delsi nez 1 mésic.
c. Horecky nad 38,0 °C po dobu 2 a vice tydnli bez prukazu infek¢niho agens.

d. Vyznamn4 dnava (tj. vykonnostni stav dle ECOG 2 nebo hor$i, nemoZnost pracovat

nebo provadét obvyklé Cinnosti).
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3.4.2. Soucasné lé¢ebné postupy

Na zdklad¢ vysledki randomizované studie CLL-8 jsou v ramci 1. linie terapie nemocni
v dobrém stavu a bez zdvaznych komorbidit 1éCeni kombinovanou chemoimunoterapii
vyuZzivajici fludarabin, cyklofosfamid a rituximab (FCR) [83].

U starSich nemocnych s vyznamnymi komorbiditami je 1é€bou volby chlorambucil a
v piipad¢ té€Zce komorbidnich nemocnych ve Spatném celkovém stavu je indikovédna
jen podpiirnd 1écba [83, 84].

V odtvodnénych piipadech, zejména vzhledem k ¢astym komorbiditdm u starSich nemocnych,
lze vyuzit i dalsi terapeutické pfistupy, napt. monoterapie anti CD20 (rituximab) u nemocnych
s masivnim postizenim kostni dien¢ a komorbiditami vylucujicimi chemoterapii, popi. u nemocnych
s autoimunitni cytopenii nereagujici na 1. linii imunosupresivni 1é¢by [85], kombinované podani
anti CD20 s chemoterapii (chlorambucil, COP, CHOP) u nemocnych s kontraindikovanymi
fludarabinovymi rezimy (rendlni insuficience, aktivni autoimunitni hemolytickd anémie atd.) [86],
podani redukovanych davek fludarabinu a cyklofosfamidu v kombinaci santi CD20
(tzv. nizkodavkovany FCR) u starSich, popf. komorbidnich nemocnych, jejichZ stav nedovoluje
podéni FCR rezimu v plné ddvce [87], popt. monoterapie bendamustinem u nemocnych, kteff nejsou
vhodni pro 1écbu fludarabinovym reZimem [88], nebo poddni anti CD52 (alemtuzumab)

u nemocnych s kontraindikovanymi fludarabinovymi reZimy [89].

3.4.3. Nové terapeutické sméry
Pokroky v poznani biologické podstaty onemocnéni a rozvoj technologii ptipravy 1é¢iv
piinaSeji nové potencidlni terapeutické mozZnosti, které jsou v dneSni dobé ovéfoviny
klinickymi studiemi. Piikladem je napf. inhibice cyklin dependentnich kindz pomoci

flavopiridolu (alvocidib) [90], nebo vyuziti antisense oligonukleotidu proti Bcl-2 (oblimersen) [91].

/////

antiapoptoticky protein BCL-2; jeho antagonista ABT-199, namifeny proti BH3 doméné
(tzv. BH3 mimetika) a indukujici bunéfnou smrt s dramatickou redukci nadorovych bunck
do 12 hodin po podéni [92].

Draha B-bunétného receptoru (BCR) je cilem malé molekuly ibrutinibu, ktery vazbou
na Brutonovu tyrosin kindzu (BTK) blokuje aktivaci drahy BRC. To mé za nisledek omezeni

migrace a proliferace malignich bunék a indukci apoptézy [93].
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Dal$im novym léCivem, cilicim na drdhu BCR, je idelalisib, inhibitor phosphoinositide
3-kinazy (PI3K) [94]. Mechanizmus t¢inku neni zcela objasnén, ale zasahuje jednak expresi
jaderného faktoru NFkB a dédle omezuje schopnost malignich bun¢k migrovat do ochranného
mikroprostiedi, coZ je ¢ini vice zranitelnymi chemoterapii [95].

V bouilivé se rozvijejici skupiné terapeutickych monoklondlnich protildtek se u CLL
zkou$i pouZiti napt. o lumiliximabu (anti CD23) [96] a ofatumumabu (anti CD20 protilétka,
obsazujici jiny epitop antigenu CD20 nezZ rituximab) [97].

Vyznamnym cilovym mistem se jevi byt také zdsah do mikroprostfedi nadoru,
konkrétn¢ cestou zdsahu do interakci mezi naddorovou populaci a bunkami kostni diené ¢i

lymfatickych uzlin protilatkou proti intregrinu CD49d, natalizumabem [98].

Dédle se jednd o prepardt thalidomid a jeho derivat lenalidomid s antiangiogennim a
imunomodula¢nim uc¢inkem [99, 100], pficemz zejména lenalidomid se jevi jako nad&jné 1éCivo,

byt mnohdy s vyraznymi vedlej$imi G¢inky [101].
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3.5. Mechanizmy alterace imunity

3.5.1. Nadorem indukované funk¢ni defekty T-lymfocyti

Biologicky i klinicky vyznamnou interakci mezi nddorem a imunitou je zejména funkcni postizeni
T-lymfocytl, ustici v selhdvani protinddorové imunity a sniZeni schopnosti aktivné plsobit
proti bakteridlnim a virovym patogeniim. Toto postiZeni je zplisobeno komplexem d¢&ju, z nichZ
vedouci dlohu hraje ¢innost T-regulacnich lymfocytll a kostimuldtort a koinhibitorti T-lymfocytq,
oznacovanych jako B7 homology, a jejich receptorti [102]. Jedna se o jev oznacovany jako vycerpani
(exhausting) T-lymfocytt, které takto modulovany nejsou schopny efektivniho cytotoxického
plsobeni na cilové builky. Tento ziskany stav T-lymfocytarni dysfunkce je definovan zvySenou
expresi markeru PD-1 (receptor programované bunécné smrti-1, programmed cell death-1) [103],
slouziciho jako negativni reguldtor aktivace lymfocytd, ktery byl ptivodné popsan v kontextu
chronickych virovych infekci (mezi ligandy vySe uvedenych markerti patii napf. proteiny
mediujici vstup herpetickych viri do buiiky) [104].

Dopad spociva v nizsi expresi gent pro cytoskeletdlni proteiny, vede k chybnému formovani
synapsi a tim k nefunkénimu smérovani transportu cytotoxickych vezikul z efektorové bunky.
Vlastni produkce F-aktinu, granzymu B ani vlastni degranulace neni postizena [105].
Chronicka stimulace virovymi antigeny vede ke ztrat¢ imunokompetence CD8" T-lymfocytd,
ustici v defekt cytotoxického plisobeni, redukované produkci cytokinil a ztrat¢ proliferacni kapacity
[105]. Podobné postizeni imunokompetentnich T-lymfocytarnich subpopulaci je popisovéano i

u nemocnych se solidnimi tumory i s dalSimi hematologickymi malignitami [106, 107].

Funk¢ni testy u nemocnych s CLL odhalily, Ze markery T-lymfocytarni dysfunkce
(PD-1, CD244 a CD160) jsou nejsiln€ji exprimovany na Tgwm buiikkdch (T effector memory,
CCR7/CD45RA") a Temra (CD45RAY), zatimco na naivnich (CCR7*CD45"RA™) a pamétovych Tem
central memory, CCR7*/CD45RA") je exprese vyznamné niz§i. Tyto vysledky ukazuji posun
v kompartmentu cirkulujicich T-lymfocyti smérem k diferencovanym formam po kontaktu
s antigenem, nesoucim markery vycerpani [105]. Dale byla zjisténa redukce poctu CD8* T-lymfocytt
schopnych proliferace po polyklondlni aktivaci a prolongace bunééného cyklu u délicich se forem
[105]. A konec¢né, experimentdlné byla prokdzana sniZzend schopnost cytotoxického ptisobeni na
patologické bunky [105, 108]. Na rozdil od vycerpani T-lymfocytti u chronickych virovych
infekci nebyla u pacienti s CLL pozorovdna ztrta schopnosti produkovat efektorové cytokiny,

intraceluldrni koncentrace interferonu-y (IFNy) a faktoru indukujiciho nekrézu nadoru (TNFa)
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byla ve srovnani se zdravymi darci dokonce zvySend, coZ odpovidd vy$Simu zastoupeni Tem a

N

Temra bungk, produkujicim vys$si mnozstvi IFNy a TNFa, nez naivni T-lymfocyty a Tcm [105].

Byl studovan i vliv cytomegalovirové infekce (CMV) u nemocnych s CLL, pficemz defekt
proliferace CD8" T-lymfocyti i jejich cytotoxické funkce byl pozorovan bez pii¢inné
souvislosti s CMV pozitivitou. Naopak, zastoupeni jednoho z markerti funk¢ni inaktivity,
PD-1, bylo zvysené pouze u CMV negativnich nemocnych [105]. Rozdilny efekt virovych a
nadorovych bunék na funkcénost CD8* T-lymfocyti muize odpovidat odliSnému ptsobeni
vysoce afinitnich virovych antigenti a nizce afinitnich antigeni nddorové¢ transformovanych
télu vlastnich B-lymfocytl. Lze zvazovat i hypotézu, ve které jsou vycCerpané T-lymfocyty
udrzovany v mikroprosttedi naddoru cilené, nebot’ jej saturuji pronddorove plisobicimi cytokiny
IFNy a TNFa [109, 110]. Nadorové populace tedy dokdze komplexné a efektivné potlacovat
funkce T-buné¢né slozky imunity a to hned na nékolika urovnich, pocinaje redukci poctu
proliferujicich T-lymfocytl, pres ovlivnéni bunécného cyklu az k zdsahu do transportu a

smerovani vlastnich cytotoxickych ptisobk.

3.5.2. T-regulaé¢ni lymfocyty a ovlivnéni imunitni odpovédi

Aktivita efektorovych T-lymfocytarnich subpopulaci je fizena prostfednictvim T-regulacnich
lymfocytd (Treg), které jsou soucasti komplexni sit€¢ regulujici adaptivni typ imunity.
Role Treg v regulacnich procesech je velmi komplexni a neni do dneSni doby zcela objasnéna.
Jejich schopnost potlatovat protinddorovou imunitu je jednim ze zdsadnich faktor umoziujicich
malignim bunikdm uniknout zni¢eni a vede k rtistu tumoru [111, 112], u pacientli s nékterymi
lymfomy vSak vySsi zastoupeni Treg pozitivné koreluje s aktivitou cytotoxickych efektorovych
bunék a tedy s lepsi prognézou [113]. Ukazuje se, Ze minimalné nékteré subpopulace Treg jsou
u hematologickych malignit indukovatelné nddorem, konkrétné¢ se jednd o konverzi
konven¢nich CD4*CD25  T-lymfocyti na CD4*FoxP3, pii¢emz fyziologické B-lymfocyty
schopnost konvertovat Treg postrddaji [114, 115].

Ve svétle soucasnych znalosti rozdélujeme Treg do ¢ty funkénich skupin:

1) maligni Treg, infiltrujici zralé T-lymfocytarni leukémie a lymfomy, typické expresi FoxP3;

2) supresorové Treg, pritomné v matrix solidnich tumort a lymfomt, charakterizované
schopnosti potlatovat protinddorovou funkci cytotoxickych CD8+ T-lymfocytt;

3) Treg s pfimym antitumorovym efektem;

4) tzv. ,,incompetent” Treg, pfispivajici k autoimunitnim fenoméntim u angioimunoblastického
T-buné€ného lymfomu [113].
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Pro tucely detekce Treg metodami pritokové cytometrie jsou v souc¢asné dobé vyuzivany
dva pfistupy: prvni, tradicni, vyuzivd exprese znaku FoxP3, coz je 47 kDA protein
z ,.forkhead/wingedhelix* rodiny transkripénich faktorti. Proteiny rodiny Fox funguji jako
aktivatory i represory transkripce a jsou charakterizovany pfitomnosti ,,forkhead* domény,
nezbytné pro vazbu DNA a lokalizaci v jadie [116]. FoxP3 slouZi jako represor transkripce
promotord genl pro cytokiny IL-2 a GM-CSF [117].

Rovnéz byla publikovdna zjiSténi, Ze FoxP3 interaguje s transkripcnimi faktory hrajicimi
klicovou roli v expresi mnoha genil pro cytokiny, jako napf. nuclear factor of activated T cells
(NFAT), acute myeloid leukemia 1/Runt-related transcription factor 1 (AMLI1/Runx1) a
pravdépodobné i jaderny faktor-kappa B (NF-xB) [118, 119]. Vnitrobunéénd lokalizace FoxP3
vSak komplikuje cytomerickou analyzu, objevily se proto tendence nahradit jej v rutinnich
protokolech povrchovym markerem, ktery by byl sndze pfistupny a zdroveil umoznoval
vysokou senzitivitu a specificitu stanoveni Treg. Liu a kolektiv popsali metodiku identifikace
Treg pomoci znaku CDI127, ktery inverzné¢ koreluje sexpresi FoxP3 na T-regulacnich

lymfocytech [120].

Marker CD127 je jednou ze slozek heterodimerického receptoru IL-7, ktery mimo CDI127
déle sestavd ze zdkladni strukturni domény (common chain), sdilené dalSimi receptory
pro cytokiny (IL-2R, IL-4R, IL-9R, IL-15R a IL-21R). CD127 je exprimovan na thymocytech,
T- a B-lymfocytarnich progenitorech, zralych T-lymfocytech, monocytech a dalSich bunikdch
lymfoidni a myeloidni linie. Bylo prokdzédno, Ze receptor pro IL-7 sehrdva dileZitou roli
v proliferaci a diferenciaci T-lymfocytd a in-vitro experimenty odhalily pokles exprese CD127
v prabéhu aktivace T-lymfocytt [121, 122].

Role Treg u CLL neni doposud jednoznac¢né¢ odhalena, nicméné pocet T-regulacnich lymfocytl
inverzné koreluje s dobou preZiti bez 1é¢by (treatment free survival) a miZe slouzit jako nezavisly
prognosticky faktor pfedpovidajici ¢as do zacatku terapie u pacientli s nizkym aZ stfednim
rizikem [123]. Zajimavym zjisténim, ukazujicim na provazanost mezi regulacnimi faktory imunity a
malignitou, je rovnéZ signifikantné vyssi absolutni pocet Treg u pacienti s CLL komplikovanou
autoimunitni cytopenii [124]. Ukazuje se, Ze analyzy vztahli mezi T-regulacnimi lymfocyty,
tumorem a imunitou hostitele mohou pfinést nové a velmi vyznamné informace o jejich vzdjemnych
interakcich a to zejména v pocateCnich obdobich nddorového ristu, kde pravdépodobné

spolurozhoduji o osudu nddorové transformovanych bunék.
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3.5.3. Inhibice cytotoxickych T-lymfocyta cestou drahy PD-1/PD-L1

Na snizeni imunitni odpovédi vic¢i tumoru se mimo Treg vyznamné podili interakce
receptoru PD-1, exprimovaného pfedevSim na B- a T- lymfocytech, se svymi ligandy PD-L1
(CD274, B7-H1) a PD-L2 (CD273, B7-DC), tzv. drdha programované bunécné smrti [125].
PD-1 je vyznamnym clenem rodiny B7 homologt, jejichZ kostimula¢ni a koinhibi¢ni funkce
jsou u T-lymfocyti jiz dlouho zndmy [102]. V posledni dobé bylo mimo receptoru PD-1
(CD279, B7-H1) popsdno mnoho dalSich vyznamnych homologii (B7-H2, B7-H3, B7-H3, B7-H4,
B7-DC, atd.) s vyznamnou roli v regulaci vrozené i adaptivni imunity, véetné nadorové imunotolerance.
Nékteré z nich ucinné potlacuji hostitelovu imunitu a umoziuji tak ndidorovym buiikdm unikat
cytotoxické odpovédi [126, 127, 128]. U T-lymfocytii tyto interakce inhibuji proliferaci,
produkci cytokind i schopnost cytotoxického plsobeni, coZ byvd oznacovdno jako vycerpani
(exhausting) [129]. U nékterych hematologickych malignit byl téZ popséan vliv PD-1 na NK burky,
tedy NK vycerpani, coz mize mit vliv na pouziti terapeutickych monoklondlnich protilatek
pusobicich cestou NK buiikami mediované cytotoxicity (ADCC) [130]. Piisobeni rodiny B7-H se
nevztahuje pouze na piimé interakce mezi malignimi bunkami a imunokompetentnimi efektory,
ale jejich exprese na nemalignich bunikach tumoru vyznamné ovliviuji mikroprostfedi a vytvaii
vhodnou niku pro pieziti a rist nddorové populace [125]. PD-1 pozitivni nddorové buiiky jsou
rovnéZ schopny indukovat T-regulacni lymfocyty a fidit jejich expanzi a tlumivé plsobeni,
pricemz stejny efekt vykazuji i PD-1 pozitivni dendritické bunky infiltrujici nador [131, 132, 133].

V neposledni tfadé¢ ndadorové buiikky s vyssi expresi PD-1 vykazuji rezistenci vuci
apoptoptickym stimulim indukovanym jak Fas drdhou, tak ucinkem chemoterapie [134].
Dlouhodoba stimulace antigeny nadorovych bunék, v tomto pfipadé¢ interakce receptoru PD-1
se svymi ligandy, zpiisobuje chronickou aktivaci signdlni drahy programované bunécné smrti,
coz inhibuje fyziologickou aktivitu efektorovych T-lymfocyti formou vySe popsanych defektt
bunécéné diferenciace a cytotoxicity. Inhibice imunokompetentnich lymfocytarnich subpopulaci,
kterd cestou této drdhy behem nddorového rlstu nastdvd, zdsadnim zplsobem ovliviiuje
moznosti protinddorové imunity hostitele, spolu s dalSimi faktory vede k imunitni toleranci

nadorové tkan¢ a v konecném dusledku je spojena s horsi terapeutickou odpovedi [135].

Geny obou ligandii (PD-L1 a PD-L2) jsou umistény v oblasti 9p24.1, tedy pod vlivem
Janusovy kindzy 2 (JAK2). Experimenty na bunécnych liniich Hodgkinova lymfomu a
primarné mediastindlniho velkobunécného B-lymfomu prokazaly navyseni transkripce PD-L1

vlivem amplifikace JAK2 [136]. Receptor PD-1 i jeho ligandy jsou vzhledem k svému umisténi
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na povrchu bunky idedlnim cilem pro analyzu metodami multiparametrické pritokové cytometrie,
pricemz vhodné protilatky jsou jiz dostupné ve formé konjugétli i pro mnohobarevna stanoveni [137].

Driha programované bunééné smrti vyznamné ovlivituje moZnosti protinddorové imunity a
je schopna zdsadnim zptsobem redukovat miru cytotoxického pusobeni jak CD8* T-lymfocytd,
tak i NK bun¢k. Tato schopnost manipulovat vykonnou slozkou adaptivni imunity poskytuje
maligni populaci vyznamnou konkuren¢ni vyhodu a interakce receptoru PD-1 se svymi ligandy
je proto opravnéné v centru zdjmu mnoha vyzkumnych skupin, nebot’ Ize ptedpokladat,
7e blokdda drdhy programované bunééné smrti napiiklad terapeutickou monoklondlni

protilditkou umoZni obnoveni funkce hostitelské protinidorové imunity.

3.5.4. MHC a nik leukemickych bunék pi‘ed imunitni odpovédi

Dalsi modalitou ovlivnéni imunitni odpovédi je snizeni exprese proteini hlavniho
histokompatibilniho komplexu II. tfidy (MHC II) na antigen prezentujicich buiikich CD4
T-lymfocytim. Touto cestou dochdzi k niZsi urovni exprese HLA (Human Leukocyte Antigen)
antigenl, ke sniZeni imunogenity nddorovych bunc¢k a tim k jejich ,,ukryti* pfed imunitni
odpovédi ve formé cytotoxického puisobeni T-lymfocyt [138]. Geny pro MHC II. tfidy jsou
vetSinoveé umistény v oblasti 6p12 a jsou konstitutivné exprimovany na antigen prezentujicich
buiitkdch (B- lymfocyty, dendritické buiky, monocyty), s mozZnosti indukovatelné exprese
na dalSich typech leukocytl. SniZeni exprese geni MHC II. tfidy u nemocnych s diftiznim
velkobunéénym B-lymfomem (DLBCL) vyrazn¢ koreluje s kratSim piezivanim [139].

Z recentnich vyzkumti plyne, Ze podkladem nizsi exprese téchto gentl je sniZeni jejich transkripce,
kterd je fizena expresi transkripcnich aktivatorti kédovanych genem transkripéniho aktivéatoru
pro MHC 1II. tfidy (Class II, Major Histocompatibility Complex, Transactivator; CIITA)
respektive jeho mutovanych forem [140, 141]. Lze se opravnéné domnivat, Ze analogicky
mechanizmus regulace transkripce se uplatituje i u CLL a dalSich hematologickych malignit [142].
Na snizeni imunitniho dozoru nad nadorovymi bunkami ma dédle vliv mira exprese genu
Janusovy kindzy (JAK2). Amplifikace oblasti 9p24, tedy postihujici gen JAK2, vede k jeho
hyperexpresi a tim ke konstitutivni aktivaci JAK2, coZz md za nasledek nekontrolovanou
bunécnou proliferaci a ddle amplifikaci geni PD-L1 a PD-L2, tedy genti pfimo ovliviujicich

cytotoxickou imunitni odpovéd’ organizmu [136].

3.5.5. Biologické podklady regulace imunitni odpovédi u CLL

Spolecnym jmenovatelem vSech vySe uvedenych cest alterace imunitni odpovédi jsou

primdrni genetické zmény, predchéazejici nebo soubézné s riistem nddoru, zejména amplifikace
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genu Janusovy kindzy a pravdépodobné i zdsah do mechanizmi transkripéniho aktivace genu
pro MHC II. tfidy [142], coz vede k vyS$i aktivité drahy programované bunécné smrti a tim
k indukci imunoregulac¢nich Treg, k navySeni proliferacni aktivity nddorovych buné¢k a k nizsi
expresi HLA [136]. Nadorové bunky pak unikaji imunitnimu systému predevSim pouzitim
,stealth mode®, tedy sniZzenim imunogenity prostfednictvim nizsi exprese HLA [116] a cestou
aktivace drahy PD-1/PD-L1 spojené s alteraci funkce efektorovych CD8" T-lymfocytu,
¢imz dochdzi k navozeni imunologické tolerance [117].

Déle se uplatiuje vliv nadorové tkan¢ zvysujici aktivitu CD4" Treg, vykazujicich tlumivy efekt
na cytotoxické efektorové buiiky, potlateni procesti apoptézy a ovlivnéni mikroprostfedi nadoru
cestou protumorovych cytokinil a chemokini [109, 110, 134]. Vycerpani efektorovych T-lymfocytd,
indukované chronickou aktivaci signdlni drdhy programované bunééné smrti vede nejen
k navozeni imunotolerance nddorovych bunék, ale k alteraci T-buné¢né imunity jako celku,
virovych infekei [143]. Navyseni exprese ligandu PD-1L je prokdzano nejen u hematologickych
malignit, ale i u mnoha solidnich tumorti, kde inhibuje produkci cytokind i aktivitu tumor
infiltrujicich CD4* a CD8* T-lymfocytd [144, 145, 146]. Blokada interakce receptoru PD-1
s ligandy (PD-L1 a PD-L2) in vitro zvySuje troven imunitni odpovédi [147] a piimo se podili
na obnove¢ efektivity protinddorové aktivity imunitniho systému [143, 148].

Mimo drahu programované bunécné smrti se v regulaci T-bunécné odpovedi uplatiuji i dalsi
mechanizmy, recentné¢ byl popsan vliv drahy CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4),
kterd ovliviuje inhibuje proliferaci a preZivani bunék CLL cestou downregulace T-lymfocytarni
odpovédi, konkrétné se podili na ovlivnéni exprese transkripénich (STATI1, NFATC2),
proliferacnich (c-Fos, c-Myc) a antiapoptotickych (Bcl-2) faktort [149].

Blokdda CTLA4 terapeutickymi monoklondlnimi protildtkami je v souasné dobé predmétem
klinickych studii zejména u solidnich tumort a to se slibnymi vysledky. Zajimavy je synergni
protinddorovy efekt soubézné blokddy drdhy PD-1 a CTLA4, coz demonstruje moZzZnosti

komplexniho terapeutického ovlivnéni imunitni odpovédi v budoucnu [150].

3.5.6. Draha PD-1/PD-L u CLL - souhrn

DuleZitym faktorem rozvoje naddorové imunotolerance je interakce receptoru PD-1 se svymi
ligandy PD-L1 (CD274, B7-H1) a PD-L2 (CD273, B7-DC). Receptor programované buné¢né
smrti -1 (PD-1), piivodné popsany u apoptotickych T-bunécnych linii [151], je za fyziologickych

podminek exprimovan na aktivovanych T- i B- lymfocytech a na myeloidnich buiikach [102].
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Biologicka funkce PD-1in vivo byla objasnéna pomoci PD-1 deficitnich (PD-1-/-) mysi,
kdy u kmene C57BL/6 PD-1-/~ doSlo jiz ve véku Sesti mésici k rozvoji lupus-like
glomerulonefritidy a artritidy [152]. Tyto poznatky pfisp€ly k poznani inhibi¢ni funkce PD-1 a
jeho potencidlni role v oblasti regulace tolerance a autoimunitnich mechanizmi [153].

V ramci drahy programované bunétné smrti interaguje receptor PD-1 se dvéma ligandy,
PD-L1 a PD-L2. Prvni z nich, PD-L1 byl identifikovan pomoci homologii s dfive zndmymi
molekulami rodiny B7 [154, 155], druhy, PD-L2, byl odhalen jednak pro svou homologii s PD-L1 a
také pomoci analyzy genovych knihoven dendritickych bun€k a aktivovanych makrofagti [156, 157].
Zatimco exprese piibuznych zastupct rodiny B7, B7-1 (CD80) a B7-2 (CD86), je omezena
na lymfocyty, mRNA ligandi PD-L1 a PD-L2 byla zjiSt€na v mnoha typech tkani a organt,

vcetné srdce, plic a placenty [153].

Ligand PD-L1 je primdrn¢ exprimovan na membrdn¢ makrofdgii a aktivovanych
B- i T-lymfocytti a jeho biologickd funkce spocivé predevsim v regulaci autoimunitnich procesii [158].
V recentni literatufe jsou v soucasné dob& popisovdny interakce receptoru PD-1 se svymi
ligandy PD-L1 a PD-L2, a to zejména u T-lymfocytl, u kterych zptlisobuji stav oznacovany
jako funkéni vycCerpani (exhausting) [159] cestami oslabeni TCR-mediované proliferace
T-lymfocyth [155] pomoci negativni kostimulace kontrolujici aktivacni stav T-lymfocyti
béhem prezentace antigent dendritickymi buiikami. T-lymfocyty aktivované bez vlivu drédhy
programované bunécné smrti vykazuji vyssi miru aktivace, vysSsi proliferacni aktivitu a vysSsi
hladiny produkovanych cytokint, v¢etné IFN-y a IL-10, jak bylo prokdzano pomoci blokady
PD-L2 [160]. Podobny efekt pfineslo i zablokovéni ligandu PD-L1, pficemZ vytazeni obou
ligandti PD-L1 i PD-L2 vykazovalo aditivni efekt [161].

PrestoZe je u mnoha typt lidskych tumort, véetné hematologickych malignit, popisovédna zvySena
exprese PD-L1, dpln4 biologicka funkce receptoru PD-1 a jeho ligand( na naddorovych burnkéch stile
zUstdva nejasnd [156, 162, 126, 148]. Je jisté, Ze inhibice imunokompetentnich lymfocytarnich
subpopulaci cestou drahy PD-1 béhem tumorigeneze ma zasadni vliv na hostitelovu protinidorovou
imunitu. Spolu s dal$imi faktory se receptor PD-1 podili na navozeni a udrZzeni imunitni

tolerance nddorové tkdn¢ a v kone¢ném disledku miiZe vést i k horsi 1é¢ebné odpovedi [125].

Z divodu membranové exprese je receptor PD-1 a jeho ligandy PD-L1 a PD-L2
potencidlnim cilem cilené terapie zaloZené na monoklondlnich protildtkdch. V soucasné dobé
bylo realizovdno nékolik klinickych studii, zaméfenych na blokddu drdhy programované
bunécné smrti: anti PD-1 protilditka lambrolizumab byla testovdna na kohort¢ nemocnych

v pokrocilych stadiich melanomu vcetné pacientll v progresi onemocnéni, kdy bylo ve vyznamném
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procentu dosazeno regrese tumoru [11]. Dal$i z anti PD-1 protilatek, nivolumab, byl testovan
unemocnych s Hodgkinovym lymfomem, pokro¢ilym melanomem, nemalobunéénym karcinomem
plic, nékterymi typy karcinomu prostaty a kolorekta, pfi¢emZ byly publikovany vysledky
dokumentujici velmi slibnou terapeutickou odpovéd’, navic s dobrou toleranci 1é¢iva [12, 13].
V roce 2013 byly publikovdny povzbudivé vysledky la faze testovani monoklondlni protilatky
MPDL3280A, blokujici ligand PD-L1 [14].

Interakce receptoru PD-1 a jeho ligandii zptisobuje chronickou aktivaci signalizacni drahy
PD-1/ PD-L1/L2. Inhibice fyziologické funkce cytotoxickych efektorovych T-lymfocytl
postihuje imunitu jako celek vcetné antibakteridlniho a protivirového plsobeni, coZ ma zvIasté

u nemocnych s CLL zdsadni dopad na Cetnost oportunnich infekci.

fFN‘?"’F@"*ﬂEﬂg PD-L1,/PD-1-mediated
UP-"'E&'”;‘;J”_L ¥ inhibition of tumor cell killing

Priming and
activation of
T cells

Immune cell

o modulation of T cells
Stromal PDHL 1
modulation of T cells PDH 2-mediated
inhibition of T2 T cells

Obr. 1. Mapa vztahi drdhy Programované bunécné smrti [165]
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4. Pratokova cytometrie

4.1. Uvod to problematiky
Priitokové cytometrie je bioanalytickd metoda spojujici v sob¢ principy fluorescencni mikroskopie a
hematologického analyzétoru. VyuZziva fluorescencné znac¢enych monoklondlnich protilatek pro detekci
komplementarnich antigenti na povrchu i uvniti analyzovanych bunék. Vzhledem k vysoké senzitivite,
rychlosti laboratorni odezvy, Siroké paleté analytickych moZnosti a rovnéz diky relativné nizké

cené za vysetieni, se stala zlatym standardem v mnoha oborech biomedicinskych analyz.

Pravdépodobné nejsirsiho vyuziti dosdhla v diagnostice hematologickych malignit a stavi
s nimi spojenych, kde pravé rychld a pfesnd diagnostika dava klinickému 1€kafi stéZejni indicie
ke spravnému stanoveni diagnézy a ndsledn¢ mu umoZziiuje sledovat pribéh 1éCby takika
v redlném case. Konkrétné se jednd predevSim o identifikaci jednotlivych typi lymfomd,
leukémii a dalSich malignit v¢etné stanoveni miniméalni rezidudlni nemoci po 1é¢b¢, o sledovani
imunologickych charakteristik pacientd béhem 1é¢by i rekonstituce imunity po transplantaci a
v neposledni fadé¢ o kontrolu kvality Stépti hematopoetickych kmenovych bunék u auto- i

alogennich transplantaci.

Indikace k vySetfeni pratokovou cytometrii byly definovany pracovni skupinou expertii
v roce 2006 v Bethesd¢ [166] (Bethesda International Consensus Conference on Flow Cytometric
Immunophenotyping of Hematolymphoid Neoplasia). Dle tohoto konsenzu jsou indikaci
k cytometrickému vySetfeni kvantitativni poruchy v krevnim obraze typu leukocytézy nejasné etiologie,
cytopenie, lymfocytézy, monocytézy, eozinofilie, ptitomnost atypickych bunck, piipadné blastii
v periferni krvi ¢i kostni dfeni a pii klinikem vyjaddfeném podezieni na hematologickou chorobu
(suspektni uzlinovy syndrom, hepatomegalie, splenomegalie, monoklondlni gamapatie, defekt funkce

trombocytl, trombocytdza s piitomnosti abnormélnich trombocytt, klinicky imunodeficit, atd.).

Dalsi vyvoj biomedicinsky orientované prutokové cytomerie se ubird smérem vicebarevnych
stanoveni (projekt Euroflow) [167], kvantitativnich analyz a ptfedevSim ke standardizaci

jednotlivych metod, kterda by umoznila vySsi miru mezilaboratorni kontroly kvality.
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4.2. Zaklady prutokové cytometrie

4.2.1. Obecné principy

Prutokova cytometrie je zaloZena na méfeni a ndsledné analyze fyzikdlnich charakteristik
vySetfovanych ¢astic undsenych nosnou kapalinou a interagujicich se svételnym zéatenim.
Zakladnimi analyzovanymi veliCinami jsou velikost Céstic, denzita jejich vnitiniho obsahu
(granularita) a intenzita fluorescence. Vzorek je vnaSen do kapilary s lamindrné proudici
nosnou kapalinou, kde hydrodynamicka izofokusace zajiStuje stabilni pozici a rychlost
analyzovanych Castic. K vlastnimu procesu stanoveni, tedy interakci bunék s laserovym paprskem,
dochazi v métici komote. Po prichodu komorou jsou buiitkdm pfifazeny naméiené hodnoty a
tato data jsou uloZena k dalSimu zpracovani ve formé datového souboru, tzv. listmode.
Ten umoznuje naméfend data opakované analyzovat a kombinovat za pouziti booleovskych
operatoru (tzv. gatovani).

Analyzovany materidl musi byt pfipraven ve form¢ jednobunécné suspenze, resp. suspenze
¢astic mensich nez pramér trysky v métici komote.

V medicinskych aplikacich je tedy pratokova cytometrie nejcastéji vyuZivana pro stanoveni

z periferni krve, kostni dfené, likvorQ, punktatl a dalSich tekutych materialt.

4.2.2. Konstrukéni celky
Pritokovy cytometr sestava ze tif, respektive ¢tyt technickych celkii:

1. Systému fluidiky, ktery definovanym a wuZivatelsky ovlivnitelnym zplsobem

transportuje analyzované ¢astice do méfici komory

2. .Optického systému, skladajiciho se ze zdroje zafeni (rtizné typy laserd, UV lampa)
k méfeni v roviné prochéazejiciho svétla (FSC) a odraZzeného svétla (SSC) a k aktivaci
fluorochromu a optické cesty zrcadel a filtri vedoucich a rozdé&lujicich signdl
na piislusné detektory.

3. Vypocetniho systému umoziujictho zmény nastaveni parametri cytometru,
prevad¢jiciho svételny signdl na elektricky, analog-digitdlniho pfevodniku a modulu
zobrazeni, analyzy a archivace naméfenych hodnot.

4. Sortovaciho modulu, ktery byva soucdsti specializovanych cytometri. Sortovani
umoziuje oddélit z analyzovaného vzorku zdjmovou populaci. NejCastéji pouzivanou
metodou je vychylovani elektricky nabitych kapek obsahujicich cilové bunky
v elektrostatickém poli.
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Obr. 2. Schéma prutokového cytometru (A) a mérici komory (B)

Systém fluidiky

Jak jiz ndzev napovidd, pritokova cytometrie je zaloZena na transportu analyzovanych
castic kapalinou. Tato tzv. nosnd kapalina, kterou byva modifikovany fyziologicky roztok,
unasi analyzované Castice definovanou a ovlivnitelnou rychlosti a smétuje je do idedlni pozice
vzhledem k senzorim. Pozice jednotlivych castic je kontrolovdna hydrodynamickou
izofokusaci nosné kapaliny [168]. Jeji proud je usmérnén do konické ¢asti métici komory, ¢imz
dojde ke zrychleni prutoku vlivem zmenseni plochy kapilary. Do takto upravené, lamindrné
proudici nosné kapaliny je vstfikovdan vzorek tak, aby nedoSlo k jeho smiseni s nosnou
kapalinou, ale k vytvoieni koaxidlniho proudu. Primér kapilary je dédle zdzen, aby méticim
bodem prochézela v okamZziku analyzy pravé jedna buiika. Rychlost pritoku nosné kapaliny a
tedy i1 pocet analyzovanych bun€k za Casovou jednotku lze uZivatelsky upravovat, se zvySujici

se rychlosti analyzy vSak roste 1 mira neptesnosti méteni (pocet dublet v méticim bodé¢ atd.).
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Obr. 3.  Schéma systému fluidiky pritokového cytometru [168]

Optické cesty

Principem vySetieni metodou pratokové cytometrie je zdznam interakce analyzovanych
¢astic s excitovanym fluorochromem a elektromagnetického vinéni emitovaného laserem ¢i UV
lampou.

Opticky systém cytometru sestdva z excitacni optiky a sbémych optickych cest. Excitacni optiku
tvofi zdroj zéreni a optické Cleny, které transportuji a zaostfuji paprsek do bodu méfeni.
Zdroj musi byt schopen stabilni emise fotont, které jsou ndsledné usmérnény do paprsku o priméru
vétSinou 0,5-2 mm a pouZity k osvétleni vzorku [169]. Naprostd vétSina komeréné dostupnych
cytometril je vybavena jednim ¢i nékolika lasery, nejcastéji vzduchem chlazenym argonovym

laserem o vykonu 10-25 W vyzatujicim na 488 nm jako zdkladnim zdrojem zafeni.

Vyhodou tohoto typu laseru je predevsim to, Ze jeho vlnova délka umoziuje excitaci nékolika
dilezitych fluorochromil souc¢asn¢ (FITC-fluorescein isothiokyanat, PE-phycoerythrin, PerCP-
peridinin chlorophyll protein, atd.). Pfedev§im v cytometrech pro pokrocilé aplikace se
vyuzivaji i jiné typy laserit vCetné jejich kombinaci (Kr, He-Ne, He-Cd, neodym-YAG,
polovodicové lasery atd.) pro aktivaci vice fluorochromt jinymi vlnovymi délkami. ZvlaStnim

typem excita¢niho zdroje je pak rtutova obloukova lampa.

Sbérnou optiku tvoii sestava ¢ocek, které koncentruji fotony rozptyleného (light scatter) a
emisniho zafeni a sady zrcadel a filtrQi rozdélujicich a usmérnujicich svétlo riznych vinovych

délek na prfislusné detektory.
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K rozdé€leni signdlu pro jednotlivé detektory se pouzivaji filtry dvojiho typu:

barevnd skla, kterd umoznuji pruchod jen urcitym vinovym délkdm tim, Ze absorbuji

nechténé vinové délky.
interferencni filtry, které dale délime na:

a) Uzkopdsmové filtry (Band pass filtry, BP) umoZiiujici priichod pouze tzkému rozmezi

vlnovych délek, které odpovidaji emisnimu vrcholu konkrétniho fluorochromu.

b) Blokovaci filtry propoustéjici zareni o vinové délce delSi nebo rovné nastavené

hodnot¢. (Long pass filtry, LP)

c) Blokovaci filtry propoustéjici zafeni o vlnové délce kratSi nebo rovné nastavené

hodnoté. (Short pass filtry, SP)

Specifickym typem interferencniho filtru jsou dichroické filtry (tzv. beam splitters),

které v zavislosti na vinové délce rozdé€luji prichazejici svétlo riznych barev do dvou smért,

vétSinou pod tihlem 90°. Cely opticky systém tvoii tzv. optickou lavici.

488 nm (modry) L —
laserovy paprsek fotonasobiCovy detektor s prislusnym filtrem:

ptichozi optika pro fokusaci lasorového paprsku

- 660 nm, Cerveny
- 620 nm, oranZovy
- 575 nm, Zluty

- 525 nm, zeleny
cela ve
stfedu P 14
kyvety

i i [\
5 ="
zavérka t !
paprsku U
clona polopropustné polopropustné polopropustné polopropustné

zrcadlo zrcadlo zrcadlo zrcadlo
nad 640 nm  nad 600 nm nad 550 nm nad 500 nm

Cocka pro fokusaci fluorescencniho signalu ortogonalni detektor rozptylového signalu

. e s filtrem pro 488 nm
cocka pro fokusaci rozptylového signalu P

fotodiodovy detektor pro rozptylovy signal

Obr. 4. Schéma optické lavice prutokového cytometru [169]
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Detekce a zpracovani signalu

Signal vznikly interakci analyzovanych ¢astic s fotony generovanymi laserem je detekovan dvéma
zpusoby v zdvislosti na jeho hodnotich. Intenzivnéjsi signdl, tedy signdl generovany dopfednym
rozptylem (forward scatter, FSC) byvd méfen fotodiodou, kdeZto signdl niZsi intenzity, zde signél
boc¢ného rozptylu (side scatter, SSC) a fotony emitované fluorochromem, zpracovava fotondsobic.

Fotony dopadajici na detektor (fotodioda nebo fotondsobic€) jsou pfevedeny na tok elektronti
sekundarni emise, signdl je propor¢né zesilen (vyndsoben) na méfitelné hodnoty elektrického
proudu, ktery je v nasledujicim derivatoru pifeveden na napétovy pulz. Jeho nejvyssi hodnota
odpovidd pozici méfené cCastice ve sttedu laserového paprsku a tedy nejvyssi hodnoté

fluorescence ¢i rozptylu, jinak feceno, amplituda pulzu odpovida poctu detekovanych fotont.

Zesileni signédlu lze provést zvySenim napéti mezi katodou a anodou fotondsobice,
tedy generovanim vyS$s$iho proudu, nebo navySenim zisku zesilovace, coZ se v praxi kombinuje.
Také je mozno vyuZzit fotondsobi¢ s vyS$Sim poctem elektrod (dynod). Zesilova¢ muze byt
nastaven tak, aby jeho zesileni probihalo linearné nebo logaritmicky. Linedrni zptisob je
vyuzivan k zesileni hodnot dopfedného a bocného rozptylu a fluorescenéniho signalu,
logaritmicky zptsob je obvykle potfebny k odliSeni slabého signdlu od Sumu pozadi.

V nasledném kroku je v ADC prevodniku (Analog-to-Digital Convertor) pfidélena
napétovému pulzu digitdlni proménnd tak, Ze pulzu o napéti 0 — 1000 mV je ptidelen digitalni
kandl 0 - 1000 [169]. Cislo kanilu je pomoci rozhrani GPIO (General Purpose In/Out)
pievedeno do pocitace, zobrazeno v odpovidajici poloze na data plotu a ulozeno do paméti.

UloZen4 data mohou byt zobrazena rtiznymi zplsoby v zdvislosti na metod¢ analyzy.
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Sortovani

Pokrocilou nadstavbou specializovanych cytometri je moznost odd¢lit ze vzorku cilovou
populaci pomoci sortovini. NejpouZivanéjsi technické teSeni spocivd v roztiiSténi proudu
nosné kapaliny kmitajicim piezoelektrickym krystalem do uniformnich kapek, z nichz kazda
nese praveé jednu bunku [169]. Vlastni cytometrickd analyza je provedena pted timto krokem a
buiitkdm jsou pfifazeny namétené hodnoty. Splituje-li analyzovand buiika piedem nastavené
parametry a je tedy vybrdna pro sortovini, pak je kapka ji obsahujici v okamZiku svého
formovéni nabita elektrickym nabojem, dle potieby pozitivnim ¢i negativnim, coZ umoZiiuje
soubézné odd€lovani dvou populaci. V prubéhu padu se kapky dostavaji mezi dvé vodivé,
elektricky nabité desky, kdy efekt elektrostatické deflekce vede k vychyleni nabitych kapek

do sbérnych nadob. Kapky, které nenesou zdjmovou populaci buné€k, nejsou nabity, deflekce se
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Obr. 5.  Schéma sortovaciho modulu [170]
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4.2.3. Fluorescence

Fluorescence je kvantové mechanicky jev spocivajici v uvolnéni Casti excitacni energie
elektronu ve form¢ fotonu [171]. Elektrony fluorochromu jsou v pfipad¢ pritokové cytometrie
excitovany nejcastéji laserovym zdfenim specifické vlnové délky, kterd odpovid4d absorpénimu
maximu uzitého fluorochromu. Tim dojde k pfechodu elektronu na vyssi energeticky stav,
popiipadd na stav valenéni. Cést excitadni energie je spotfebovana na zmény rotaéné vibraéniho
stavu molekuly, nicméné vétSina této energie je pii navratu elektronu na piivodni energetickou
hladinu vyzafena do okoli ve form¢ fotonl o niZs{ energii, tedy vétsi vinové délce, nez fotony
excitujici [169]. Rozdil mezi vinovou délkou excitujictho a emitovaného zafeni nazyvime
Stokestiv posun, jehoz hodnoty u jednotlivych fluorochromli jsou zdsadni pii sestavovani

vicebarevného experimentu. Viz Obr. 6.

Stokesuv posun

1

A

absorbce

emise

vinova délka

Obr. 6.  Stokesuv posun [171]

V praxi se pouzivaji fluorochromy s absorpénimi maximy dosaZitelnymi excitaci komercné
dostupnymi lasery, a to bud’ jako fluorochromy samostatné nebo tandemové, u kterych je vyuzito
prenosu energie (FRET- Forster (fluorescence) resonant energy transfer) mezi fluorochromem
slouZicim jako donor a fluorochromem akceptorovym. To vede k navySeni hodnoty Stokesova

posunu, coZ umoznuje vyuZit Sir§i paletu fluorescen¢nich barviv.

Pouziti vice fluorochromt v jednom experimentu (zkumavce) umoziuje detekci nékolika znakt

na jedné bunce soucasn€, coZ dramaticky zvySuje vypovédni hodnotu analyzy. Néktera klinicky
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zéasadni stanoveni (napf. sledovani minimdlni rezidudlni nemoci) by nebyla bez vicebarevné
komplikaci, jejiz vyfeSeni je u mnohobarevnych stanoveni nezbytné. Jednd se o problematiku
kompenzace fluorescencniho piesahu. Jak bylo uvedeno vyse, excitované fluorochromy vyzatuji
v intervalu vlnovych délek oznaCovaném jako emisni spektrum. Jadro problému spociva
ve skutecnosti, Ze emisni spektra jednotlivych fluorochromii se mohou vyrazné prekryvat,
jak je patrno z Obr. 7., coz v nekompenzovaném experimentu vede k detekci emisniho zareni
jednoho fluorochromu vice detektory a tak k zdvazné chybé méfeni. Cilem kompenzace je tedy

matematicka korekce signdlu detektort tak, aby byl emisni piesah korigovan.

Laser
488 nm
A FITC ECD PC5 PerCP

emise

500 600 700
vinova délka [nm]

Obr. 7. Priklad prekryvu emisnich spekter fluorochromii [ 169]

4.2.4. Interakce zaieni a analytu
Interakce analyzovanych ¢éstic se svételnym zafenim jsou dvojiho typu:

1) interakce zafeni s navdzanou znacenou protilatkou

2) jevy ohybu, odrazu a absorpce - tzv. light scatter
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ad 1) Pii excitaci fotony o energii odpovidajici absorpénimu maximu pouZitého fluorochromu
dojde k piechodu elektronti v hornich vrstvach molekuly na vy$§f energetické hladiny. Cast dodané
energie je transformovana v rdmci nezafivych procest, tedy pfi jevech, které nejsou spojeny
s emisi fotonli (zmény rotané-vibracniho stavu, atd.), zbytek se pfi pfechodu na plvodni
energeticky stav uvolni ve formé fluorescence a ptipadné fosforescence [171]. V obou piipadech

jde o kvantové mechanické jevy spojené s ptrechody z vySSich orbitalli na niZsi, respektive

zékladni energeticky stav. Pro praktickou cytometrii ma vyznam pouze fluorescence.

Jevy spojené s vySe uvedenymi zménami stavi demonstruje Jablonského diagram.

Viz Obr. 8.
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Obr. 8. Jablonského diagram [171]

ad 2) Jevy souhrnné oznacované jako rozptylové (light scatter) zdviseji na fyzikalnich
parametrech buiiky, pfedevsim na jeji velikosti a vnitini komplexité, zejména pak na denzité

vnitiniho obsahu (velikost jddra, membranové organely, granularni materidl)
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Light scatter ddle délime na dva typy:

a) Doptedny rozptyl (FCS) oznacuje méteni v rovin€ prochdzejiciho svétla a jeho velikost
odpovidd povrchu bunky, popf. jiné analyzované Castice. FCS je méfen fotodiodou

umisténou v roviné prochédzejiciho svétla.

b) Bocny rozptyl (SSC) odpovidd meéteni interference svétla s denznimi strukturami
uvnitt builkky. Jednd se zejména o jevy ohybu a odrazu svételného paprsku,
z tohoto diivodu je SSC méfen detektorem umisténém v dhlu 90° od roviny

prochdzejiciho svétla.

Sloucenim hodnot FSC a SSC do prostoru definovaného osami x a y, které odpovidaji
hodnotdm FSC a SSC, ziskdme dvojrozmérné uspotfddani analyzovanych castic dle jejich
velikosti a denzity vnitintho obsahu. V piipad¢ analyzy télnich tekutin se bunky rozdéli
do tzv. tiipopulacniho diferenciélu, ve které je mozno rozliSit populace lymfocytli, monocyti a

granulocytt od piipadného debris. Obr. 9.

SSC-H
600 800 1000

400

200

0

0 200 400 600 800 1000
FSC-H

Obr. 9. Scattergram FSC x §5C
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4.2.5. Protilatky

Fluorochromy jsou v naprosté vétSiné konjugovany s monoklondlni protilatkou, kterd zajistuje
specifickou vazbu na cilovou strukturu. Pro diagnostické tcely se pouzivaji komercné syntetizované
monoklondlni protilatky, ziskdvané vétSinou ze specificky imunizovanych mysi. Imunizovany
organizmus syntetizuje paletu polyklondlnich protilatek, odpovidajici mnoZstvi aktivovanych lymfocytt,
které jsou v ndsledném kroku izolovany ex vivo, imortalizovany fizi s plazmatickymi buitkami
a péstovany v Cisté kulture [169]. Tato tzv. hybridomova technologie umoznuje vyuZit jediny
aktivovany lymfocyt ke komer¢ni produkci imunoglobulind, identickych jak v antigenni determinant¢,
tak ve vSech dalSich biologickych, fyzikdlnich a chemickych vlastnostech. Vhodné klony jsou
poté separovany a pouZzity k produkci monoklondlnich protilatek. Tyto protilatky, napliujici predstavu
prof. Ehrlicha o ,kouzelné stiele® schopné nalézt cilovou bufiku mezi mnoha podobnymi, maji
pfesné definovanou tiidu i podtiidu, specifické zaméfeni proti cilovému epitopu a definovanou

vV

prispivaji k moZnosti mezilaboratorni kontroly vysledk.
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4.3. Vyuziti

4.3.1. Biomedicinské védy

Pritokova cytometrie je analytickou metodou vyuzivanou v mnoha odvétvich biologickych a
medicinskych véd. Mnoho diagnostickych postupii, zejména v hematoonkologii a nddorové biologii,
imunologii a molekuldrni patologii, je v soucasné dobé postaveno na multiparametrickych
analyzach bunécnych populaci provadénych pomoci pritokové cytometrie.

V hematoonkologii se jedna predev§im o imunofenotypizaci, tedy o vySetieni kvalitativni 1
kvantitativni pfitomnosti specifickych markert jak na povrchu bunék, tak v cytoplazmé ¢i
v jadfe a ddle o stanoveni minimdlni rezidudlni nemoci, respektive sledovani zastoupeni

nadorovych bunék v riznych télesnych kompartmentech nemocného [172].

Imunologické analyzy se zaméfuji na sledovani aktivity lymfocytarnich subpopulaci,
napf. na problematiku cytotoxickych reakci zavislych na protilatkdch (antibody dependent
cellular cytotoxicity, ADCC), tedy, na aktivaci jednotlivych T-lymfocytarnich populaci
(CD4", CDS8*, NK bunky), imunitni reakce (napt. enzymy oxidativniho vzplanuti) a dalsi [173].

Molekulami biologie, molekuldrni patologie a nddorova biologie vyuziva cytometrickych metod
napiiklad pro analyzu bunéfného cyklu a bunécné kinetiky stanovenim nukleovych kyselin,
pro vysetieni a pfipadné sortovani chromozomu, velky vyznam md cytometrie pro vyzkum
mechanizmi apoptézy (mitochondridlni membranové potencidly, zmény permeability membran,
aktivace apoptotickych drah, degradace DNA, atd.) [169], klinicky vyznamné je sledovani
vzniku 1ékovych rezistenci u nadorovych bunék, zvIast€ viceCetné 1€kové rezistence (multidrug

resistance, MDR).

Ve védeckovyzkumnych aplikacich se setkdvame napf. s analyzou exprese a lokalizace
proteinii v proteomickych experimentech, s méfenim fosforylace a jinych forem znaceni,

s vyuzitim fluorescen¢nich proteini a podobné.

Rozsahlé je pouziti cytometrickych metod u rostlin a mikroorganizm, v oblasti bunécné a
molekuldrni biologie rostlin bylo dosazeno zna¢ného pokroku v oblasti sledovani velikosti a
struktury genomu, ploidie, analyzdch plastidi, atd. Vysledky nachazeji praktické uplatnéni
napt. ve Slechtitelstvi a fytopatologii [174].

Cytometrické metody detekce a kvantifikace pronikaji i do bakteriologie a virologie, at’ jako
soucast biotechnologickych procedur, tak v medicinském, pifpadn€ vojensko-bezpecnostnim
uplatnéni. Kruh se uzavird analyzami fytoplanktonu, jehoZ fotosyntetické pigmenty stdly

u pocatku pouzivani fluorochromi v cytometrii.
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Povrchové antigeny Imunofenotypizace v CD systému, receptory pro interleukiny, HLA-
typizace, detekce MRD

Intracelulami antigeny | cylg, cy CD3, cy CD22, gen BCR/ABL , FoxP3 atd.

DNA Stupen ploidie, kinetika buné¢ného cyklu, sortovani chromozomti

Apoptdza Rhodamin 123, TRAIL, kaspazy, atd.

Protilatky Stanoveni autoprotilitek proti erytrocytim, trombocyttim,
granulocytiim, kiizové zkousky, atd.

Funkéni studie Funkce neutrofilti, fagocytéza, cytotoxické reakce, markery zanétu-
CD64, cytokiny

Bunééné prostiedi Intraceluldrni Ca”*, Intraceluldrni pH, membranovy potencidl

Priinik 1é¢iv do buiky Adriamycin, anthracyklin, methotrexat

Testovani alergii Test degranulace bazofil

Buné ¢na signalizace Fosforylace a defosforylace proteint

Ostatni Fetomaterndlni transfiize, cirkadidnni periodicita, viabilita spermatu

Nelékarska biologie autofluorescence chlorofylu, detekce mikroorganizmt, palynologické
analyzy, plankton, rostlinné chromozomy, atd.

Tab. ¢. 5. Prehled aplikaci prutokové cytometrie [169, 172, 174]

4.3.2. Aplikace v hematoonkologii

V klinické praxi je hematoonkologie spolu simunologii nejvyznamnéjSim uZivatelem
pritokové cytometrie, mnohé skoérovaci tabulky diagnostickych postupl jsou pak piimo

postaveny na vysledcich cytometrickych analyz.

Metoda umoziiuje provadét stanoveni z mnoha kompartmentti, nejlepSich vysledk vSak
dosahuje u analyz tekutych tkani, tj. krve, kostni dfené¢, mozkomiSniho moku, ascitu atd.
Analyze lze podrobit i tuhé tkdn¢ jako solidni tumory, lymfatické uzliny, plicni tkan, slezinu
a pod., avSak tyto je nutno nejprve dezintegrovat na bunécnou suspenzi, ¢imzZ se pochopitelné

ztraci ¢ast informace, zejména o charakteru postiZzeni (nodularni versus difuzni).

Cytometrickd analyza v hematookologii poskytuje odpovédi na mnoho klinicky

vyznamnych otazek, umoZznuje mimo jiné [172, 173]:
- odlisit maligni lymfoproliferace od benignich
- klasifikovat onemocnéni dle exprese povrchovych ¢i cytoplazmatickych markera
- hodnotit specifické markery majici vztah k prognéze nemocného
- stanovovat minimdln{ rezidudlni nemoc a monitorovat 1é¢ebnou odpoveéd’

- sledovat kvalitu Stépu krvetvornych bun¢k
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Zakladem cytometrické diagnostiky je imunofenotypizace, postavend na detekci specifickych
povrchovych i cytoplazmatickych markert. V piipad¢ vySetfovani hematologickych malignit se
zaméiuje na analyzu leukocytarnich antigenti, pro které pouzividme souhrnné oznaceni HLDA
(Human Leucocyte Differentiation Antigens), respektive nové HCDM (Human Cell

Differentiation Molecules) [175].

Lidské membrdanové antigeny zarazené v systému HCDM jsou definovany pomoci
monoklondlnich protildtek a pro prehlednost jsou zatfazeny do klasifikacniho systému, kde je

jednotlivym antigentim ptidéleno oznaceni CD (Cluster Designation) a potadové ¢islo [175].

Proti klinicky vyznamnym CD markertim jsou dostupné komeréné vyrabéné monoklonalni
protilatky, Casto konjugované s n¢kolika riznymi fluorochromy pro sestaveni vicebarevného
experimentu. Mimo CD nomenklaturu vSak existuje mnoho dalSich diagnosticky vyznamnych
epitopi, proti kterym jsou k dispozici klinicky dulezité protilatky (myeloperoxidédza, termindlni
deoxynukleotidyl transferdza, Ki-67, atd.) [173].

Principem imunofenotypizacni diagnostiky je kvantitativni i kvalitativni analyza zastoupeni
diagnosticky vyznamnych markerti. Srovnanim vysledku méteni se skérovacimi tabulkami lze
piifadit zjiStény imunofenotyp konkrétni nozologické jednotce.

Zname-li z primodiagnézy imunofenotyp onemocnéni daného pacienta, miiZzeme v prubéhu
1écby sledovat kvantitativni 1 kvalitativni zmény v zastoupeni nddorové populace a informovat
klinika o reakci na l1écbu. Dilezitou prognostickou roli zde hraje i vySetieni minimalni rezidualni
nemoci, kterd odpovida poctu neoplastickych bunck perzistujicich po 1écbé€ v organizmu [9].

Na naSem pracovisti se nejCastéji setkdvame s diagnostikou hematologickych malignit.
Jednd se o klondlni proliferativni onemocnéni vychdzejici z hematopoetickych kmenovych
bunék a lymfoidnich tkdni v rizném stupni maturace. V soucasné chvili je vSeobecné
pfijimanou hypotézou, Ze vSechna tato onemocnéni maji sviij puvod v genetickych
abnormalitach, byt ne vSechny jsou k dneSnimu datu objasnény [176]. Rozmanitosti ptivodu
odpovida i Siroka paleta genetickych, imunofenotypovych, cytologickych a dalSich charakteristik,
které se dale odrazeji v nejednotnosti projevii nemoci, v rtizném stupni malignity, reakci na 1éCbu,
progndze, atd.

Spolecnym znakem a biologickym podkladem téchto onemocnéni je vznik aberantnich proteind,
jejichz regulaéni vlastnosti jsou vlivem odliSné funkce (napf. chimérické proteiny u leukemii)
¢i hypo- nebo hyperexprese (lymfomy) zménény natolik, Ze se postiZzend bunika vymani

z regulacnich mechanizmt a dojde k nastartovani procesu onkogeneze [54].
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Komplexni diagnostika hematologickych malignit zahrnuje Sirokou paletu vySetieni,
které dohromady sklddaji informace vedouci k identifikaci a klasifikaci onemocnéni a
umoziiuje tak zahdjeni cilené 1écby. Cilem vysSetieni je zjistit maximum validnich informaci
o expresi diagnosticky relevantnich markeri. Jedna se bud’ o kombinaci pozitivity a negativity
b&Zné se vyskytujicich znakd, které tvoii sestavu znakt (tzv. pattern) typicky pro konkrétni onemocnéni
(napt. CD5'CD19*CD20*CD22°CD23* u CLL), nebo o detekci typickych markert
(napt. DBA-44 u leukémie z vlasatych bun¢k).
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5. Pracovni hypotézy a cile disertacni prace

5.1 Pracovni hypotézy

Interakce receptoru PD-1 (Programmed Cell Death-1) sligandy PD-L.1 a PD-L2 zpisobuje
trvalou aktivaci signdlni drdhy programované bunééné smrti. Timto mechanismem je
inhibovana fyziologickd aktivita efektorovych T-lymfocyt a spolu s dalSimi mechanizmy se
vyrazng€ podili na procesu navozeni imunitni nddorové tolerance. Z publikovanych ddaji vyplyva,
Ze exprese markeri programované bunécné smrti na CD8* T-lymfocytech u nemocnych
v Casnych fazich CLL je spojeno se ztritou imunitni kontroly a s agresivnéjSim chovanim
onemocnéni nezdvisle na prognostickych markerech tumoru, véku nemocnych, zméndch
v poolu T-regulac¢nich lymfocyti a titru protilatek proti cytomegaloviru [177].

Predpokladame-li, Ze exprese markerti drahy programované bunécné smrti odrazi schopnost
nddoru modifikovat imunitni odpovéd’ a navozovat imunotoleranci, pak by mél byt nalezen
signifikantni rozdil v expresi markerti drahy programované bunécné smrti na CD4* i CD8*
T-lymfocytech mezi zdravymi darci krve a kohortou nemocnych s CLL. RovnéZ hodldme analyzovat
expresi markerti programované bunééné smrti na imunokompetentnich subpopulacich CD4* a CD8*
T-lymfocytli u jednotlivych fizi onemocnéni CLL, konkrétné mezi doposud nelécenymi osobami a
pacienty s refrakternim/relabujicim onemocnénim, v jednotlivych stadiich dle Bineta, s expresi
vybranych antigenti leukemickych lymfocytl a dalSich vybranych zndmych prognostickych faktort
(napt. mutacni stav IGVH, exprese ZAP-70) s cilem ovéfit, zda ji 1ze vyuzit ke kvantifikaci stupné

postizeni mechanizmil protinddorové imunity.
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5.2 Cile disertacni prace

Cilem préce je porovnat expresi PD-1 u nemocnych s CLL a zdravych darct krve a analyzovat

vztahy mezi expresi PD-1 na efektorovych T-lymfocytech, fazi onemocnéni, stidiem dle Bineta a

dal$imi markery asociovanymi s prognézou CLL, a to:

1.

Vyhodnocenim exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich CD4* a CD8*

T-lymfocyt u nemocnych s CLL a u zdravych dérct krve.

Analyzou exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich CD4* a CD8”
T-lymfocyti u nemocnych s CLL v rtiznych stadiich onemocnéni, konkrétn¢ mezi doposud
neléCenymi pacienty a nemocnymi s refrakternim/relabujicim onemocnénim a u nemocnych
s rozdilnym stddiem dle Bineta.

Ovéfenim mozného vztahu exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich
CD4* a CD8" T-lymfocyti u nemocnych s CLL s nékterymi dal$imi zndmymi prognostickymi
faktory (exprese CD38 a ZAP-70, mutacni stav IGVH a pfitomnost prognosticky

nepiiznivych cytogenetickych abnormalit, deleci oblasti 17p a/nebo 11q).

Zhodnocenim exprese markeru programované bunécné smrti jako potencidlniho markeru

systémové imunitni dysregulace u CLL
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6. Nemocni a metody

6.1 Soubor nemocnych

V ramci studie bylo vySetfeno 52 nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii
diagnostikovanych na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc v letech 2012
a 2013. Pro zatazeni do studie bylo nezbytné splnéni diagnostickych kritérii dle mezinarodnich

doporuc¢eni NCI-WG z roku 2008 [20].

Pfed vstupem do studie podepsali vSichni nemocni informovany souhlas a studie byla

provedena dle zasad Helsinské deklarace [178].

Skupina nemocnych s CLL byla rozdélena do dvou kategorii dle fize onemocnéni
(nové diagnostikovani nemocni doposud bez 1é€by versus nemocni s refrakterni/relabovanou CLL) a
do tif kategorii dle Binetova stadia, pomér muzi (M) : Zeny (F) byl 2,2 : 1.

Ve skuping doposud nelécenych nemocnych [n=30,M =22, F=8, Binet A=18 M =8, F=10),
Binet B=8 (M =5, F = 3), Binet C =4 (M = 3, F = 1)] bylo identifikovdno 14 pacientli
s nemutovanou formou IGVH genu M =7, F =7), u 11 nemocnych byla prokdzana delece 17p
a/nebo delece 11 M = 8, F = 3), medidn absolutniho poctu leukocytti v dobé analyzy
dosahoval 29,51%10%1, medidn absolutniho poctu lymfocytii pak 27,5%10%1. Medidn vé&ku

nemocnych v dob¢€ analyzy byl 66 let (minimum 46 let — maximum 89 let).

Skupina s relabovanou/refrakterni CLL [n =22, M =14, F=8, Binet A=3 M =2,F=1),
Binet B=10 M =6, F=4), Binet C =9 (M =5, F =4)] sestdvala z 14 pacientll s nemutovanou
formou IGVH genu M =9, F = 5), u 10 nemocnych byla prokdzana delece 17p a/nebo delece
11q (M = 6, F = 4), medi4n absolutniho poctu leukocytd v dobé analyzy dosahoval 29,11%10/1,
medi4n absolutniho poétu lymfocytl pak 28,68% 10°1. Medidn véku nemocnych v dobé

analyzy byl 65 let (minimum 36 let — maximum 84 let).

Kontrolni skupinu tvofilo 15 zdravych déarci krve (7 muzii a 8 Zen ve v€ku od 31 do 56 let,

median 43 roky).

Srovnani kohort ukédzalo vyraznou pievahu nizsich stadii dle Bineta u doposud nelécenych
pacientii s CLL (Binet A = 18, Binet B = 8, Binet C = 4) ve srovndni s nemocnymi
s refrakterni/relabovanou CLL (Binet A = 3, Binet B = 10, Binet C = 9). Binet A: doposud neléceni
pacienti s CLL 60 % vers. nemocni s refrakterni/relabovanou CLL 13,6 %, p < 0,0001. Binet B:
doposud nelé€eni pacienti s CLL 26,7 % vers. nemocni s refrakterni/relabovanou CLL 45,5 %,
p= 0,024. Binet C: doposud neléfeni pacienti sCLL 13,3 % vers. nemocni
s refrakterni/relabovanou CLL 40,9 %, p < 0,0001. U doposud nelécenych pacientti byla v 53,3 %
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prokédzéna prognosticky piizniva mutovana forma IGVH genu. V kohort€ refrakternich/relabovanych

nemocnych byla mutovana forma IGVH genu ptfitomna pouze v 36,4 % (p = 0,0481).

Delece 17p a/nebo delece 11q byla u nelécenych pacientii zastizena v 36,7 % piipadu,

u refrakternich/relabovanych nemocnych pak v 45,5 % (p = 0,068).

Srovndni medidnu absolutniho poctu leukocytll i lymfocytd v dobé analyzy vykazovalo
pouze minimdlni rozdily mezi obéma kohortami nemocnych. Absolutni pocet leukocytil
u doposud nelé¢enych nemocnych 29,51%10%/1 versus absolutni pocet leukocytll u relabovanych/
refrakternich nemocnych 29,11%10%1, p = 0,886 a absolutni pocet lymfocytli u doposud
nelééenych nemocnych 27,5%10%1 versus absolutni podet lymfocyti u refrakternich/
relabovanych 28,68%10%/1, p = 0,794. Medi4n véku nelééenych nemocnych v dobé analyzy byl
66 let, u relabovanych/refrakternich nemocnych pak 65 let (p = 0,872).

Zékladni klinick4 a laboratorni data z doby analyzy jsou uvedena v tabulce Tab. €. 6.

poce po median .| del 17p, del 119 median (*10°/1) | median (*10°/1)
nemutovany
min. - max. a/nebo bez min. - max. min. - max.

cu M= 22 66 | A= 18 29,51 27,50
doposud 30 B= 8 14 11 19
nelééeni F= 8 46-89 C= 4 7,30—291,30 4,00—-275,08
cL M= 14 65 | A= 3 29,11 28,68
relabovani/ 22 B= 10 14 10 12
refrakterni F= 8 36-84 C= 9 5,50-305,50 1,20- 302,50

Tab. ¢. 6. Zdkladni charakteristiky kohorty nemocnych v dobé analyzy
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6.2 Pouzité metody

6.2.1. Multiparametricka priitokova cytometrie

Vzorky periferni krve byly odebirdny do zkumavek Vacuette 3 ml Ks3EDTA, alikvoty byly
znaceny monoklondlnimi protildtkami anti CD3 FITC klon MEM-57 (Exbio Praha), anti CD4
FITC klon MEM-241 (Exbio Praha), anti CD8 PE klon MEM-31 (Exbio Praha),
anti CD16"CD56" PE klony LNK-16 a MEM-188 (Exbio Praha), anti PD-1 PE (CD279)
klon EH12.2H7 (Biolegend), anti CD4 APC klon MEM-241 (Exbio Praha), anti CD8 Per CP
klon MEM-31 (Exbio Praha), anti CD45 PerCP klon MEM-28 (Exbio Praha), anti CD45 APC
klon MEM-28 (Exbio Praha) a zpracovany metodikou lyse/no-wash. Lyza erytrocyti byla
provadéna piipravkem BD FACS Lysing Solution (BD Biosciences). Znacené buniky byly
vySetfeny na pratokovém cytometru FACSCalibur (BD Biosciences), analyza imunokompetentnich
subpopulaci byla provedena pomoci software CellQuest Pro (BD Biosciences). Populace PD-1
(CD279) pozitivnich lymfocyti byla gatovdna z CD3 pozitivnich T-lymfocytl; minimaln{
akvizice vyzadovala 10 000 CD3* uddlosti. Mira pozitivity byla stanovena na zdkladé srovnani
s expresi izotypovych kontrol piislusnych protilatek. Procentudlni zastoupeni CD3*, CD4" a
CDS8* T-lymfocytt, jakoz i CD16"CD56" bun¢k ukazuje jejich zastoupeni v gatu leukocytt
CD45", procentudlni zastoupeni CD4*PD-1* a CD8*PD-1* pak jejich zastoupeni v gatu CD3*
T-lymfocytii. Absolutni poéty vyjadiuji poet bun&k *10°/1.

Marker ZAP-70 byl stanovovan z periferni krve pomoci monoklonalnich protilatek anti
CD45 PerCP klon 2D1 (BD Biosciences), anti CD5 PE klon L17F12 (BD Biosciences),
anti CD19 APC klon SJ25C1 (BD Biosciences) a anti ZAP-70 Alexa Fluor klon 1E7.2 (Caltag)
a Cinidla The Fix & Perm kit (Invitrogen). Hranice pozitivity byla 20%. Ke stanoveni
procentudlniho zastoupeni znaku CD38 bylo pouZito protildtky anti CD38 PE klon HIT2
(Exbio Praha) a anti CD45 PerCP klon MEM-28 (Exbio Praha), hranice pozitivity 30%.

6.2.2. Kontrola kvality, nejistota méreni

Validace, resp. verifikace metody byla provddény na zdkladé¢ vypoctenych hodnot
opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, nejistoty méteni a externiho hodnoceni kvality (EHK)
dle zpracovaného valida¢niho protokolu. Pratokovy cytometr FACS Calibur, na kterém byly
analyzy provadény, je v rdmci vnitini kontroly kvality pravidelng kalibrovdn pomoci mikrosfér BD
Calibrite Beads (Becton Dickinson). V procesu validace/verifikace byl analyzovan nasledujici
materidl: CD-Chex Plus (CE, IVD) Streck (kontrolni krev pro hodnoceni CD markerti priitokovou

cytometrii), vzorky periferni krve doddvané vramci EHK SEKK a pacientské vzorky
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s fyziologickym a patologickym zastoupenim T-lymfocyti. Ke stanoveni nejistoty méfeni jsme
pouzili software Kalkulacka pro vypocet odhadu kombinované nejistoty dle Doporuceni pro uréeni

odhadt nejistot vysledki méfeni/klinickych test v klinickych laboratotich [179].

6.2.3. Statisticka analyza

Data byla pfed vlastni statistickou analyzou testovdna Shapirovym Wilkovym testem
na normalitu. Statistickd analyza byla provedena pomoci Studentova t-testu v piipade
normdlniho rozdéleni a Mannova Whitneyova U testu u dat, kterd neméla normalni rozd¢leni.
Analyzy byly provedeny s vyuZzitim software NCSS 2001. Vysledky jsou zobrazeny jako medidn
absolutniho pocétu bunék na jeden litr periferni krve (¥10°/1) nebo jako medidn procentudlniho

zastoupeni z gatované populace.

Stanoveni statistické zavislosti mezi expresi markeru CD38, ZAP - 70, deleci oblasti 17p a/nebo

11q a PD-1 bylo vypocteno pomoci stanoveni Spearmanova koeficientu potadové korelace (rsp).

K hodnoceni korelaci bylo pouzito nasledujiciho interpreta¢niho ramce: Irl = 1 naprostd zavislost
(funk¢ni zavislost); 0,90 < Irl < 1,00 velmi vysoka zavislost; 0,70 < Irl < 0,90 vysokd zavislost;
0,40 < Irl < 0,70 stfedni zavislost; 0,20 < Irl < 0,40 nizka zavislost; 0,00 < Irl < 0,20 slaba

(nepouzitelnd) zavislost; Irl = 0 naprostd nezdvislost.

4 typ zavislosti

r] =1 naprosta (funkcni)
0,90< |r| <1,00 velmi vysoka
0,70<|r| <0,90 vysoka
0,40<|r| <0,70 stredni
0,20<|r| <0,40 nizka
0,00< |r| <0,20 slaba (nepouzitelna)

|r] =0,00 naprosta nezavislost

Tab. ¢. 7. Interpretacni ramec Spearmanova korelacniho koeficientu
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7. Vysledky

7.1. Zastoupeni subpopulace CD4*PD-1* dle faze onemocnéni
Mediédn absolutniho poétu CD4*PD-1* bunék vykazoval narist od zdravych dobrovolniki

(0,412*%10°/1), pies skupinu doposud nelééenych nemocnych (0,674%10°/1) k pacientim
s refrakternim/relabovanym onemocnénim (0,769%10%/1).

Statisticky signifikantni rozdil byl prokdzédn mezi zdravymi dobrovolniky a obéma skupinami
nemocnych: zdravi dobrovolnici vers. doposud nelééeni pacienti s CLL, 0,412%10°/1 a

0,674*10°/1; p = 0,037, a zdravi dobrovolnici vers. nemocni s refrakternim/relabovanym

onemocnénim, 0,412*10%/1 a 0,769*10°/1; p =0,009.

101 A
2,507
T (0]
1,88 -
1,25 - T
0,63 T
] T l
0,00 T T
Zdravi darci krve Dosud nelécena CLL

Obr. 10. CD4*PD-17" (abs. pocet) Zdravi ddrci krve vers. doposud neléceni pacienti s CLL
(0,412%10%/1 vers. 0,674*10°/1; p = 0,037)

1on] A
2,50
] °
1,88
1,25 -|-
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] T J_
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Zdravidarci krve  Relabovana/refrakterni CLL

Obr. 11. CD4*PD-1" (abs. pocet) Zdravi ddrci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim
onemocnenim CLL
(0,412%10%/1 vers 0,769*10°/; p = 0,009)

Porovnani kohort doposud nelécenych nemocnych s relabovanymi/refrakternimi odhalilo
niz§i zastoupeni CD4*PD-1* subpopulace u nelééenych nemocnych, rozdil vSak nebyl statisticky

signifikantni: 0,674*10°/1 vers. 0,769*10°/1; p =0,455. Viz Obr. 10. az 12.
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Obr. 12. CD4*PD-1" (abs. pocet) Doposud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti
s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL
(0,674*%10°/1 vers. 0,769*10°/1; p = 0,455)

Procentudlni zastoupeni CD4*PD-1" subpopulace vzristalo od zdravych darct (13,22 %)
pies skupinu doposud nelécenych nemocnych (21,30 %) k nejvys$§im hodnotdm naméfenym
u nemocnych s relabovanym/refrakternim onemocnénim (23,715 %) Statisticky vyznamné
rozdily byly prokazany v procentudlnim zastoupenim CD4*PD-1* bunék jak mezi zdravymi
darci a doposud neléCenymi: 13,22 % vers. 21,30 %; p = 0,005, tak mezi zdravymi darci a
refrakternimi/relabovanymi nemocnymi: 13,22 % vers. 23,715 %; p < 0,0001.

Bylo téZ prokazano nizsi zastoupeni CD4*PD-1* subpopulace ve skupin¢ nelécenych nemocnych,

které vSak nebylo statisticky vyznamné: 21,30 % vers. 23,715 %; p = 0,363. Viz Obr. 13. az 15.
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Obr. 13. CD4*PD-1" (%) Zdravi ddrci krve vers. doposud neléceni pacienti s CLL
(13,22 % vers. 21,30 %, p = 0,005)
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Obr. 14. CD4*PD-1" (%) Zdravi ddrci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim
onemocnénim CLL
(13,22 9% vers 23,715 %; p < 0,0001)
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Obr. 15. CD4*PD-1" (%) Doposud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti s relabovanym/refrakternim
onemocnénim CLL

(21,30 % vers 23,715 %; p = 0,362656)
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7.2. Zastoupeni subpopulace CD8'PD-1* dle faze onemocnéni

Absolutni pocet CD8*PD-1" bunék mél vzristajici tendenci od zdravych dobrovolnikt
(0,298%10°/1), ptes skupinu doposud nelé¢enych nemocnych (0,494*%10%1) k pacientiim
s refrakternim/relabovanym onemocnénim (0,645%10%/1).

Byl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi zdravymi dobrovolniky a obéma skupinami
nemocnych: zdravi dobrovolnici vers. doposud neléeni pacienti s CLL, 0,298%10°%/1 vers.

0,494*10°/1; p = 0,007, a zdravi dobrovolnici vers. nemocni s refrakternim/relabovanym

onemocnénim, 0,298%10%/1 vers. 0,645%10%/1; p = 0,032.

Porovnani kohort doposud nelécenych nemocnych s relabovanym/refrakternim onemocnénim
ukdzalo nizsi zastoupeni CD8*PD-1* subpopulace u nelééenych nemocnych, rozdil vak nebyl

statisticky signifikantni: 0,494*10°/1 vers. 0,645*10%/1; p=0,254. Viz Obr. 16. az 18.
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Obr. 16. CD8*PD-1" (abs. pocet) Zdravi ddrci krve vers. doposud neléceni pacienti s CLL
(0,298*10%/1 vers 0,494*10°/1; p = 0,007)
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Obr. 17. CD8+PD-1+ (abs. pocet) Zdravi ddrci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim
onemocnenim CLL
(0,298*10°/1 vers. 0,645%10°/l; p = 0,032)
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Obr. 18. CD8*PD-17 (abs. pocet) Doposud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti

s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL
(0,494*10°/1 vers 0,645*10%/1; p = 0,254)

Procentudlni zastoupeni CD8*PD-1* subpopulace vzristalo od zdravych darcu (9,67 %),
pies skupinu doposud nelécenych nemocnych (14,96 %) k nejvyssim hodnotdm naméfenym
u nemocnych s relabovanym/refrakternim onemocnénim (19,78 %). Statisticky vyznamné
rozdily byly prokazany v procentudlnim zastoupenim CD8*PD-1* bunék jak mezi zdravymi
darci a doposud neléCenymi: 9,67 % vers. 14,96 %; p = 0,033, tak mezi zdravymi darci a

refrakternimi/relabovanymi nemocnymi: 9,67 % vers. 19,78 %; p = 0,004.

vV

I zde bylo prokazano nizsi zastoupeni CD8*PD-1* subpopulace ve skupiné nelécenych
nemocnych, které vSak nebylo statisticky vyznamné: 14,96 % vers. 19,78 %; p = 0,254.
Viz Obr. 19. az 21.
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Obr. 19. CD8*PD-1" (%) Zdravi ddrci krve vers. doposud neléceni pacienti s CLL
(9,67 % vers. 14,96 %; p = 0,033)
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Obr. 20. CD8*PD-1* (%) Zdravi ddrci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL
(9,67 % vers. 19,78 %; p = 0,004)
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Obr. 21. CD8*PD-1" (%) Doposud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti s relabovanym/refrakternim
onemocnénim CLL

(14,96 % vers. 19,78 %; p = 0,136241)
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7.3. Subpopulace CD4*PD-1* dle Binetova stadia

Srovnani medidnu absolutniho poctu CD4*PD-17 subpopulace u jednotlivych skupin
nemocnych v riznych stadiich onemocnéni dle Bineta neprokdzalo Zadny statisticky

signifikantni rozdil:
Binet A 0,5846*%10°1 vers. Binet B 0,5783*10%/1;p = 0,942
Binet A 0,5846*%10°/1 vers. Binet  C 0,5264*10°/1;p = 0,769
Binet B 0,5783*%10%1 vers. Binet  C 0,5264*%10%1;p = 0,713

Statisticky signifikantni rozdil nebyl nalezen ani mezi kontrolni kohortou zdravych darct

krve (HV) a nemocnymi:
Binet A 0,5846*10°/1 vers. HV 0,3640%10°%/1; p = 0,241
Binet B 0,5783*10°/1 vers HV 0,3640%10°/1; p = 0,232
Binet C  0,5264*10%/1 vers. HV 0,3640%10°/1; p = 0,108.

Viz Obr. 22.
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Obr. 22. Absolumi pocet CD4*PD-1" bunék u pacientii s CLL ve stddiich dle Bineta a zdravych ddrcti krve
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7.4. Subpopulace CD8*PD-1* dle Binetova stadia
Statisticky signifikantni rozdil v medidnu absolutniho poc¢tu CD8*PD-1" T-lymfocytl mezi

jednotlivymi skupinami nemocnych v riznych stadiich onemocnéni dle Bineta nebyl nalezen:
Binet A 0,4339*%10°/1 vers. Binet B 0,4336%10°%/1; p = 0,973
Binet A 0,4339%10°/1 vers. Binet C 0,4090%¥10°/1; p=0,816
Binet B 0,4336%10%1 vers. Binet C 0,4090%10%1; p = 0,816.

Jediny statisticky signifikantni rozdil byl prokazan ve srovnani mezi kontrolni kohortou

zdravych darct krve (HV) a jednotlivymi skupinami nemocnych dle Binetova stadia:
Binet A 0,4339*%10°/1 vers. HV 0,2017%10°/1; p =0,012
Binet B 0,4336*%10°/1 vers. HV 0,2017%10°/1; p =0,012
Binet C  0,4090%10°/1 vers. HV 0,2017%10°/1; p = 0,037.

Viz Obr. 23.
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Obr. 23. Absolumi pocet CD8*PD-1" bunéek u pacientii s CLL ve stadiich dle Bineta a zdravych ddrcii krve
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7.5. Korelace prognostickych znakua a PD-1 na CD4*PD-1* a CD8*PD-1

Analyzou korelaci ziskanych vypoctem Spearmanova korela¢niho koeficientu byly zjiStény

ndsledujici skutecnosti:
CD4*PD-1" a CD38: rsp = 0,142 slaba (nepouzitelna) zavislost;
CDS*PD-1" a CD38: rsp = 0,092 slaba (nepouzitelnd) zavislost.
CD4*PD-1" a ZAP-70: rsp = 0,168 slaba (nepouZitelnd) zavislost.
CDS8*PD-1" a ZAP-70: rsp = 0,175 slaba (nepouzitelna) zavislost.
CD4*PD-1" a delece oblasti 17p a/nebo 11q: rsp = 0,116 slaba (nepouzitelnd) zavislost,
CD8*PD-1" a delece oblasti 17p a/nebo 11q: rsp = 0,183 slaba (nepouzitelnd) zavislost.

CD4*PD-1" a piftomnosti mutované formy genu pro t&7ké fetézce imunoglobulind (IGVHMUT):
rsp = 0,452 stfedni zdvislost.

CDS'PD-1" a piftomnosti mutované formy genu pro t&7ké fetézce imunoglobulind (IGVHMUT):
rsp = 0,584 stiedni zdvislost.

Median absolutniho po¢tu PD-1* bun¢k na CD4" i CD8" T-lymfocytech u nemocnych

s mutovanou formou IGVH genu (IGVHMYT) byl signifikantné vyssi, neZ u nemocnych

bez ptitomnosti této mutace (IGVHUNMUT).

CD4*PD-1" IGVHMYT  (,628*10%/1 vers. CD4"PD-1"IGVHY™UT (345%10%1, p =0,025.

CD8'PD-1* IGVHMYT 0,561%10%/1 vers. CD8*PD-1"IGVH"MUT 0,238*10%1, p=0,037.

Byla prokazana prukazna korelace mezi expresi PD-1 na subpopulacich CD4*PD-1* i
CDS8'PD-1* a pfitomnosti mutované formy genu pro t&7ké fetézce imunoglobulinti (IGVHMUT),

Pouzitelnd korelace mezi expresi CD38, ZAP-70 a pfitomnosti prognosticky nepfiznivych

cytogenetickych abnormalit (delece oblasti 17p a/nebo 11q) nebyla nalezena.

Hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu pro CD38, ZAP-70, deleci 17p a/nebo 11q a

mutacni stav IGVH genu jsou zobrazeny v Tab. €. 8.

del 17p/
populace del11q

(rSp) (rSp) (rSp) (rSp)
PD-1'cD4’ 0,142 0,168 0,116 0,452
PD-1'CDS8" 0,092 0,175 0,183 0,584

Tab. ¢. 8. Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu pro nékteré prognostické faktory
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Mediany absolutniho po¢tu CD4"PD-1* a CD8*PD-1" T-lymfocyti ve vztahu k mutacnimu
stavu IGVH genu dokumentuje Obr. 24.
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Obr. 24. Absolutni pocet CD4*PD-1" a CD8*PD-1" T-lymfocytit ve vztahu k mutacnimu stavu IGVH genu
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8. Vyhodnoceni cila dizerta€ni prace
1. Vyhodnoceni exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich CD4" a CD8*

T-lymfocytd u nemocnych s CLL a u zdravych darci krve.

Analyza exprese markeru PD-1 na CD4* a CD8* T-lymfocytech prokazala statisticky vyznamny
rozdil mezi zdravymi dobrovolniky a nemocnymi s CLL a to jak v procentudlnim zastoupent,
tak v absolutnim poc¢tu CD4"PD-1* i CD8*PD-1* T-lymfocyti. Vysledky naznacuji, Ze draha
PD-1/PD-L1 je jednou z cest, pomoci které nddorovy klon CLL muize unikat imunitnimu dohledu
hostitelského organizmu. Procentudlni zastoupeni a absolutni pocet imunokompetentnich

subpopulaci v dob¢€ analyzy je shrnuto v Tab. ¢. 9 a €. 10.

2. Vyhodnoceni exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich CD4* a CD8*
T-lymfocytd u nemocnych s CLL v riiznych stadiich onemocnéni, konkrétné mezi doposud
nelécenymi pacienty a nemocnymi s refrakternim/relabujicim onemocnénim a u zdravych darct

krve a analyza exprese receptoru PD-1 u nemocnych s CLL s rozdilnym stadiem dle Bineta.

Pocty efektorovych CD4* a CD8" T-lymfocyti s koexpresi PD-1 vykazuji vzristajici tendenci
od zdravych dobrovolnikii pfes skupinu doposud neléenych nemocnych k pacientim
s refrakternim/relabovanym onemocnénim, rozdily mezi jednotlivymi stddii onemocnéni vSak
nebyly statisticky signifikantni. Procentudlni zastoupeni a absolutni pocet imunokompetentnich
subpopulaci v dobé€ analyzy je shrnuto v Tab. €. 8 a ¢. 9. Statisticky signifikantni rozdil
absolutniho po¢tu CD4*PD-1" ani CD8*PD-1* T-lymfocytt nebyl nalezen ani mezi jednotlivymi
skupinami nemocnych v riznych fazich dle Binetova stiddia. Jediny statisticky signifikantn{
rozdil byl pozorovan u subpopulace CD8"PD-1* ve srovnani mezi kontrolni kohortou zdravych

darct krve a jednotlivymi skupinami nemocnych dle Binetova stddia CLL.

V ptipad¢ subpopulace CD4*PD-1* nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil ani mezi
kontrolni kohortou zdravych darct krve a nemocnymi. Absolutni pocet CD4*PD-1* i CD8* PD-1*

subpopulaci dle Binetova stadia je uveden v Tab. ¢. 11.

3. Ovéieni mozného vztahu exprese receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich
CD4* a CD8" T-lymfocytd u nemocnych s CLL s nékterymi dal§$imi zndmymi prognostickymi
faktory (exprese CD38 a ZAP-70, mutacni stav IGVH a pfitomnost prognosticky nepiiznivych
cytogenetickych abnormalit, deleci oblasti 17p a/nebo 11q.

Analyzou Spearmanova korelacniho koeficientu byla prokazana stiedné silna zdvislost
mezi expresi markeru PD-1 na subpopulacich CD4* a CD8" T-lymfocytl u nemocnych s CLL a

pritomnosti mutované formy genu pro t€zké feté¢zce imunoglobulinii (IGVH). Medidn absolutniho
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poctu PD-1* bunék na CD4* i CD8" T-lymfocytech u nemocnych s mutovanou formou IGVH genu

byl signifikantn€ vyssi, neZ u nemocnych bez pifitomnosti této mutace.

Pritkazna zavislost mezi expresi markeru PD-1 na subpopulacich CD4* a CD8" T-lymfocytl
unemocnych s CLL a expresi markerd CD38, ZAP-70 a delecemi oblasti 17p a/nebo 11q

u nemocnych s CLL nebyla nalezena.

Biologicky vyznam vys$i miry exprese PD-1 u nemocnych s mutovanou formou IGVH genu,
tedy u pacientl s piiznivéjsi prognézou [1], je nejasny a vyZaduje dal$i vyzkum. Hodnoty
Spearmanova korela¢niho koeficientu pro prognostické faktory jsou uvedeny v Tab. €. 8.

4. Zhodnoceni exprese markeru programované bunécné smrti jako potencidlniho markeru

systémové imunitni dysregulace u CLL.

V expresi receptoru PD-1 na imunokompetentnich subpopulacich CD4* i CD8" T-lymfocyti
byly pozorovany statisticky signifikantni rozdily mezi nemocnymi s CLL obecné a kohortou
zdravych darct krve, coZ ukazuje na vyznamnou roli imunitnich mechanizmi v interakcich

mezi nddorem a hostitelskym organizmem.

Dile byla zjiSténa rozdilnd, byt statisticky nesignifikantni exprese PD-1 mezi doposud
nelécenymi nemocnymi a pacienty s relabovanou/refrakterni chorobou.

Nejvyssi zastoupeni CD4*PD-17 i CD8" PD-1* subpopulaci bylo prokdzdno u nemocnych
s aktivnim onemocnénim a v relapsu.

Rozdily v expresi receptoru PD-1 mezi jednotlivymi stidii dle Bineta jsou zcela minimélni,
signifikantni rozdil nebyl zjiS§tén na Z4adné z analyzovanych T-lymfocytarnich populaci.
Statistickou signifikanci vykazovala pouze rozdilnd exprese PD-1 mezi zdravymi déarci a

pacienty s CLL u CD8" PD-1" subpopulace.

Zda se tedy, Ze nadorovy klon je u CLL schopen cestou drdhy PD-1/PD-L1 ovliviiovat stav
nadorové tolerance, byt’ jednoznac¢na zavislost mezi mirou exprese markert drahy programované
bunécné smrti a fazi onemocnéni nebyla na souboru ziskanych dat prokdzana se statistickou
vyznamnosti. Ve svétle téchto poznatkil je pak mozno znak PD-1 povazovat u nemocnych s CLL
za marker systémové imunitni dysregulace ve srovnédni se zdravymi jedinci. Korelovat znamé
prognostické faktory CLL (vCetné aktivity ¢i faze onemocnéni dle Bineta, exprese ZAP-70,
vybranych cytogenetickych nélezii nebo expresi nekterych nddorovych antigentl) s expresi markert
programované bunécné smrti na imunokompetentnich lymfocytarnich subpopulacich se v naSem
souboru nemocnych nepodafilo, coZ je v souladu s literirnimi udaji o expresi markerd

programované bunécéné smrti na nddorovych buiikkach CLL [164].
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nelééeni relabovanl"/ aravi ¢
refrakterni
[%] [%]
. medidn 10,10 8,10 54,00
b3 min. - max. 1,29 - 77,24 1,64 - 34,10 17,03 -84,00
median 4,79 4,31 32,00
min. - max. 0,93 = 21,16 0,52 = 11,20 10,60 = 43,13
CD8+ median 3,89 2,91 30,50
min. - max. 041 -22738 1,15 - 22,50 20,20 - 47,90
median 1,12 1,16 2,69
min. - max. 0,33 = 4,94 0,39 = 3,18 0,76 = 7,20
i medidn 1,60 1,43 17,10
min. - max. 0,17 - 8,39 0,30 - 7,80 6,00 - 29,00
medidn 21,30 23,72 13,22
min. - max. 9,11 - 55,66 9,55 - 37,99 5,60 - 24,30
o o median 14,96 17,78 9,67
PD-1CD8 min. - max. 3,65 - 4041 421 - 45,27 44 -21,.83
Tab. ¢. 9. Procentudlni zastoupeni imunokompetentnich subpopulaci v dobé analyzy
neléteni | 1o ot
[*10°/1] [*10°/1] 0’
o median 3,05 2,97 2,50
b3 min. - max. 1,02 - 1291 0,31 -724 1,19 -5,28
median 1,55 1,58 1,72
min. - max. 0,68 - 3,20 0,17 - 3,33 0,74 - 3,30
CD8+ median 1,39 1,38 0,64
min. - max. 0,35 - 2,86 0,09 - 3,98 0,36 - 241
median 0,33 0,37 0,34
min. - max. 0,09 - 1,74 0,005 - 146 0,14 -0,52
PD-1'CDA" medidn 0,674 0,769 0412
min. - max. 0,095 - 2,200 0,120 - 2,140 0,126 - 0,883
median 0,494 0,645 0,298
min. - max. 0,057 - 1,320 0,083 - 2,420 0,116 - 0,876

Tab. ¢. 10. Absolutni pocet imunokompetentnich subpopulaci v dobé analyzy
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Binet A
(n =21)

Binet C
(n =13)

median 0,5846 0,4339
min. - max. 0,0950 - 2,2050 0,0570 - 1,2590
0,5783 0,4336

0,1190 - 1,2180 0,0830 - 1,3220

medidn 0,5264 0,4090
min. - max. 0,1480 - 2,1430 0,1040 - 2,4200
0,364 0,2017

0,1260 - 0,7900

0,1160 - 0,8760

Tab. ¢. 11. Absolutni pocet CD4*PD-1" a CD8*PD-1" subpopulaci dle Binetova stddia
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9. Diskuze

Podminky mikroprostifedi nddoru se ve svétle recentnich vyzkumt jevi jako zdsadni faktor
zivotaschopnosti maligni populace [180, 181]. Je udrzovdna komplexem celuldrni komponenty
(T-lymfocyty, makrofagy, stromdlni folikularni dendritické bunky), poskytujicim chemokiny,
cytokiny a angiogennimi faktory nezbytnymi pro pfeziti nddorovych bun¢k [2]. Imunitni
mechanizmy, které se podileji na podminéni proliferace patologického klonu u CLL lze
schematicky rozd¢lit podle mista plisobeni na procesy vazané na BCR receptor, T-regulacni
lymfocyty, stimulaci drdhy programované bunécné smrti cytotoxickych T-lymfocyti a
pravdépodobné i NK bunék, funkéni defekty pomocnych T-lymfocyti indukované nadorem,

a kone¢n€ mechanizmy vdzané na MHC.

V souCasné dobé se ukazuje, Ze ve snizeni imunitni odpovédi vuc¢i tumoru hraje
u nékterych onemocnéni zdsadni roli interakce receptoru PD-1, exprimovaného pfedevSim
na B- a T-lymfocytech, se svymi ligandy PD-L1 a PD-L2, tzv. draha programované buné&cné
smrti [125]. PD-1 je vyznamnym clenem rodiny B7 homologl, jejichz kostimula¢ni a
koinhibi¢ni funkce jsou u T-lymfocytd jiz dlouho zndmy [102], s vyznamnou roli v regulaci
vrozené 1 adaptivni imunity, véetné nadorové imunotolerance. Nékteré z nich ucinné potlacuji
hostitelovu imunitu a umoznuji tak nddorovym buiikkdm unikat cytotoxické odpovédi [126, 184].
U T-lymfocytii tyto interakce inhibuji proliferaci, produkci cytokini i schopnost cytotoxického
pusobeni, coZ byvd oznaCovdno jako vycerpani (exhausting) [127]. U hematologickych
malignit byl rovné€Z popsén vliv drdhy programované bunécné smrti na NK bunky, tedy NK
vycerpani, coZ muzZe mit vliv na pouZiti terapeutickych monoklondlnich protilatek ptisobicich
cestou NK buitkami mediované cytotoxicity [185].

Pisobeni rodiny B7-H se nevztahuje pouze na pfimé interakce mezi malignimi bunikami a
imunokompetentnimi efektory, ale jejich exprese na nemalignich buiikich tumoru vyznamné
ovlivituje mikroprostiedi a vytvaii vhodnou niku pro pfeziti a riist nidorové populace [125].
PD-1 pozitivni nddorové buiiky jsou rovnéz schopny indukovat T-regulacni lymfocyty a fidit
jejich expanzi a tlumivé ptisobeni, pficemz stejny efekt vykazuji i PD-1 pozitivni dendritické buriky
infiltrujici nador [131, 132, 133]. V neposledni fadé¢ nddorové bunky s vyssi expresi markert
drdhy PD-1/PD-L1 vykazuji rezistenci vuci apoptoptickym stimulim indukovanym jak Fas
drdhou, tak t¢inkem chemoterapie [134].

Dlouhodoba stimulace antigeny nddorovych bunck, v tomto piipadé interakce receptoru
PD-1 se svymi ligandy, tedy zpusobuje chronickou aktivaci signdlni drdhy PD-1/ PD-IL,
coZ inhibuje fyziologickou aktivitu efektorovych T-lymfocytii formou vySe popsanych defektii
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bunécné diferenciace a cytotoxicity. Inhibice imunokompetentnich lymfocytarnich subpopulaci,
kterd cestou drahy programované bunécné smrti béhem nddorového ristu nastdva, zdsadnim
zpusobem ovliviluje moZnosti protinddorové imunity hostitele, spolu s dalsimi faktory vede
k imunitni toleranci nddorové tkdn¢ a v konetném dusledku mtize byt také spojena s horsi
terapeutickou odpovédi [135]. Schopnost manipulovat vykonnou slozkou adaptivni imunity poskytuje
maligni populaci vyznamnou konkurenc¢ni vyhodu a drdha programované bunééné smrti je proto

vvvvv

konsekvence.

V nasi praci jsme se soustfedili na interakce receptoru PD-1 (Programmed Death-1)
s ligandem PD-1L, kterd zpusobuje konstitutivni aktivaci signdlni drahy programované
bunécné smrti. U nemocnych s chronickou lymfocytdrni leukemii jsme vySetfovali expresi
receptoru PD-1 na imunokompetentnich populacich CD4* a CD8" T-lymfocytd a srovnavali ji
mezi kohortami doposud neléfenych nemocnych, pacienti s refrakternim/relabujicim
onemocnénim, pacienti s rozdilnym Binetovym stddiem a zdravymi darci krve. NaSe prace

piindsi prvni srovnani exprese markerti programované bunééné smrti na populacich CD4" a

CD8" T-lymfocyti u jednotlivych fazi chronické lymfocytarni leukemie.

Vysledky analyzy exprese markeru programované bunécné smrti PD-1 ukazuji statisticky
signifikantni rozdily v expresi PD-1 na imunokompetentnich subpopulacich CD4* i CD8*
T-lymfocyth mezi nemocnymi chronickou lymfocytarni leukemii a kohortou zdravych darct
krve a statisticky nesignifikantni rozdily v expresi PD-1 mezi doposud neléenymi nemocnymi a
pacienty s relabovanou/refrakterni chorobou. Zaroven nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil
v expresi PD-1 mezi jednotlivymi stadii dle Bineta.

Nejvyssi zastoupeni CD4"PD-1* i CD8* PD-1" subpopulaci bylo prokazdno u nemocnych
s aktivnim onemocnénim a v relapsu, nicméné statistické signifikance nebylo dosazeno.

Zatimco rozdily mezi jednotlivymi stadii dle Bineta jsou zcela minimalni, mezi jednotlivymi
fazemi onemocnéni nalézame rozdily zfetelné, byt ne statisticky signifikantni, coZ muze byt
ovlivnéno velikosti vySetfovaného souboru. Tato zjiSt€ni jsou v souladu s daty mapujicimi
expresi markeria dridhy PD-1/PD-L1 na buiikkdch CLL [164] a budou diskutovany niZe.
Statisticky signifikantni rozdil v expresi PD-1 mezi zdravymi darci a nemocnymi s CLL obecné
ukazuje na vyznamnou roli imunitnich mechanizmi v interakcich mezi nddorem a hostitelskym

organizmem.

- 68 -



V recentni publikaci Nunes a kolektivu [177] je popsdn prognosticky dopad exprese PD-1
na CD8 T-lymfocytech, kde pfitomnost ,,imunofenotypu vycerpani*, CD8" PD-1%, je u osob s CLL
v Casnych fazich onemocnéni spojena se ztratou imunitni kontroly nddoru agresivnéjSim chovanim
onemocnéni. Tyto dopady byly nezavislé na prognostickych markerech nadorového klonu,
veéku nemocného, zménach poctu T-regulacnich lymfocytl a sérostatutu CMV. Tato prace vSak
studovala pouze nemocné bez pfedchozi terapie, nezahrnovala pacienty s vysSim stadiem dle

Bineta ani subpopulaci CD4* PD-1*.

Zatimco roli drdhy programované bunécné smrti u nemocnych s chronickou lymfocytarni
leukemii je nezbytné ddle analyzovat a doSetfit, u nékterych malignit, zejména u solidnich

tumorti, jiZ jsou k dispozici pomérné komplexni informace.

Prvni experimenty byly provddény na modelu PD-1 deficientnich mysi, které vykazovaly
schopnost inhibice nddorového ristu. Na mySim modelu mastocytomu byla rovnéZ prokazana
korelace exprese PD-1 na nadorovych bunkéach s invazivitou a schopnosti tvofit metastdzy [148].
V preklinickych testech vedla blokada dréhy programované bunééné smrti monoklonalnimi protildtkami 1

Vv,

genetickymi manipulacemi k prodlouZenému preZiti a vyrazné vyssi protinddorové odpovédi [186].

V in vitro experimentech s lidskymi bunéénymi liniemi bylo po blokddé PD-1 pozorovano zvySeni
proliferacni aktivity antigen specifickych T-lymfocytii a nartst produkce cytokinti typu 1 a 2 t€mito
buiikami [186]. Blokdda PD-1 téZ signifikantné zvySovala proliferaci cytotoxickych T-lymfocyta

kultivovanych s buitkami karcinomu ovéria a nemalobunééného karcinomu plic [187, 188].

V preklinické fazi byl rovnéz v testovan efekt vicendsobného zdsahu drah kontrolujicich
imunitni procesy, a to preruSenim drdhy PD-1 a drahy CTLA-4. Vysledkem byl synergni efekt
vedouci k rejekel tumoru [150]. Dalsi preklinické prace ovéfujici kombinace blokddy drahy
PD-1 sriznymi modalitami imunomodulacni 1écby rovnéz prokédzaly navySeni aktivity
imunokompetentnich subpopulaci, coz poklddd zdklady pro moznosti budouci kombinované
terapie [189, 190, 191]. Klinicky orientovany vyzkum drdhy programované bunécné smrti byl
zpocdtku orientovan zejména na oblast solidnich tumort.

Prvni klinické experimenty byly zaméfeny na podani anti-PD-1 protilitek u pacientti
s metastatickym melanomem, zejména z divodu existence piedchozich praci demonstrujicich
efekt imunoterapie cestou ovlivnéni imunitniho systému interleukinem 2 a dalSimi cytokiny
[193] a experimenti s regulaci T-lymfocytdrni odpovédi (inhibice CTLA-4), které ukdzaly
prodlouzené piezivani nemocnych s metastatickym melanomem [193]. Prtkaz ligandu PD-L1
v melanomovych bunkach spolu se slibnymi preklinickymi daty vedl k nckolika

randomizovanym studiim s anti PD protiladtkami [144, 193].
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Na zakladé téchto praci byly schvdleny prvni dvé terapeutické protildtky zaméfené proti
draze PD-1, pembrolizumab a nivolumab, pfi¢emz v riiznych fazich klinického hodnoceni je
nekolik dalSich preparatii [194]. Zavedeni anti PD-1 a anti PD-L1 terapie do klinické praxe
zcela méni paradigma 1écby metastatického melanomu: Tato terapeutika jsou schopna navodit
lé¢ebnou odpoveéd’ u 2040 % pacientd, pii¢emz jsou velmi dobie tolerovdna a jen méné nez 10 %
nemocnych vykazuje vyskyt nezZaddoucich ucinkii 1écby stupné 3/4 [194].

Lécebné pouziti inhibitorti drahy PD-1 s sebou pfindsi fadu doposud nezodpovézenych otazek,
aktualnich v tuto chvili zejména u metastatického melanomu, kde jsou pouZzivany nejdéle a
v nejvetsi mite. Jednd se o délku 1é¢ebné odpoveédi, resp. o dobu podavani anti PD protilatek,
déle o volbu terapie ve smyslu monoterapie versus kombinovand terapie, zejména s piihlédnutim
k impresivnim vysledkim kombinace nivolumab a ipilimumab, kterd vSak pifind$i i vyrazné
vys$si vyskyt nezddoucich ucinka [195]. Treti otdzkou je prognostickd role exprese markert
drdhy PD-1. Ta u melanomu zustdvd nejasnd; zatimco nékteré studie neprokdzaly vliv
na prognézu [196], u jinych byly zjistény klinicky vyznamné korelace [197].

Velkd ocekdavani pfindsi vyzkum drdhy PD-1/PD-L1 do terapie nemalobunécéného
karcinomu plic (non-small cell lung cancer, NSCLC). Exprese ligandu PD-1 na buikach
NSCLC byla prokdzéana jizZ v roce 2000 [155] a na myS$im modelu byl byla demonstrovana lepsi
protinadorova odpovéd CD8" T-lymfocytl ovlivnénych anti PD-1L protilatkou [188]. U tohoto

typu tumoru byl rovnéZ pozorovano navySeni aktivity cytotoxickych intratumoralnich CD8*

T-lymfocytl po zdsahu populace CD4* Tregs anti PD-1 protilatkou [189, 198].

Terapeutické protilatky anti PD-1 a anti PD-L1 se vyrazn¢ podileji na trendech v terapii
nemalobunécného karcinomu plic. Byl pozorovan vyrazny efekt monoterapie nivolumabem i
pembrolizumabem s piekvapive nizkymi vedlejSimi tcinky [13, 199, 200, 201].

Na prognosticky dopad exprese markera drahy PD-1 u NSCLC neni v tuto chvili
konzistentni nazor, zatimco Gettinger a kol. publikovali vyraznou korelaci exprese PD-LI
v tumoru s 1é¢ebnou odpovédi [202], jiné studie vliv PD-1 popiraji [199].

Dal$im z fady solidnich tumorti, u kterych byla testovdna blokdda interakce PD-1/PD-L1 je
rendlni karcinom (Renal cell carcinoma, RCC). Trvalé odpovédi bylo dosazeno u 20-30 %
nemocnych se svétlobunéénym rendlnim karcinomem (clear cell renal carcinoma, (cc)-RCC),
pricemz odpoveéd’ na 1é¢bu korelovala s expresi PD-L1 v tumoru [203, 13], kterd je u pacientd
s (cc)-RCC siln€ asociovdna s nepiiznivou progndzou, bez ohledu na stidium onemocnéni a

performance status [204, 205]. S horSi prognézou je spojena exprese PD-L1 i u nesvétlobunécného
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exprese PD-1 s fazemi onemocnéni RCC a jeji vyrazné sniZeni po resekci tumoru.

Urotelidlni karcinom mocového méchytfe (Urothelial bladder cancer, UBC) je dal$im
tumorem, u n¢hoZz byly testovdny protilatky anti PD-1 a anti PD-L1. Exprese PD-LI1
v mikroprostfedi granulomatézné-zanétlivé reakce vyvolané terapeutickym podianim BCG
vakciny [208] je asociovéna s vyssi invazivitou nddoru a selhdnim lokdlni BCG terapie [209].
Mira exprese PD-L1 je rovnéZ nezavislym prognostickym faktorem zvySené mortality nemocnych
s UBC po cystektomii [210]. Celkovd mira lé¢ebné odpovédi (Overall response rate, ORR)
anti PD-L1 protilatky (MPDL3280A) u PD-L1 pozitivnich nemocnych s metastatickym UBC
rezistentnim na prfedchozi terapii dosahovala 50 % za soucasné vysoké tolerance;
bylo pozorovdno jen 4 % nezddoucich ucinkl stupné¢ 3, pficemZ Zadny znich nebyl
na imunitnim podkladé€. PD-L1 negativni nemocni odpovidali na terapii v 11% [211].

Exprese markeri drdhy programované bunécné smrti byla sledovdna i u karcinomu ovaria.
Zd4 se, ze intratumoralni exprese PD-L1 inverzné koreluje se zastoupenim tumor infiltrujicich
CDS8* T-lymfocytii a je nezavislym faktorem nepiiznivé prognézy [212]. Déle byla prokédzana korelace
mezi expresi PD-L1, invazivitou maligni populace a tendenci §ifit se do peritonea [213].

Zvlastnim piipadem je detekce markerti programované bunécné smrti u zhoubnych nadora
hlavy a krku, kde je situace komplikovana asociaci s infekci lidskym papilomavirem (human
papilomavirus, HPV), ovliviiujicim fungovani imunitniho systému nemocného [214]. Nddory
hlavy a krku z dlazdicovych bun€k (squamous cell cancer of the head and neck, HNSCC)
s pozitivitou HPV jsou spojovany s lepsi prognézou nez HPV negativni nddory, HPV exprese
koreluje s intratumordlni infiltraci T-lymfocyty [215]. Pfitomnost tumor infiltrujicich
T-lymfocytd se zvySenou expresi PD-1 u HPV pozitivnhich HNSCC je pak spojovdna s lepsi
prognézou nemocnych [216]. Stran ligandu PD-L1, HPV pozitivni tumory jsou typické vyssi
urovni jeho exprese a pozitivita PD-L1 v tumoru je nezdvislym faktorem piiznivé prognézy u HPV
asociovanych HNSCC [217]. Testovani terapeutickych protilatek je v soucasné dob¢ v zacatcich,
data z nerandomizované multicentrické studie faze 1b s pembrolizumabem svéd¢i pro ORR 20 %.

Do studie vSak byli zahrnuti pouze nemocni s prokdzanou pozitivitou PD-L1 v tumoru [218].

Specifickou a velmi heterogenni skupinu tvoii hematologické malignity, coZz vyplyva
z odliSnych biologickych podstat jednotlivych nozologickych jednotek. Prvni analyzy receptoru
PD-1 v této skupiné¢ onemocnéni byly provedeny v roce 2006 u angioimunoblastického T-lymfomu
[219] a v téZe dobé byly na mySim modelu rozpracoviany mechanizmu dniku nddorovych bunék

pred imunitnim systémem hostitele [220]. Na téchto podkladech byla postupné objasiiovédna
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role, kterou hraje interakce PD-1/PD-L1 v oslabeni imunitni odpovédi u Hodgkinova lymfomu
[221] i non-Hodgkinskych lymfomii [222, 136] vcetné agresivnich typi [223, 224]. Dréha
programované bunééné smrti byla zkoumdna i u T-bunécnych leukemii/lymfomt vcetné

kozniho T-bunétného lymfomu [106].

Vysoké zastoupeni PD-L1 bylo pozorovano na patologickych plazmocytech u mnohocetného
myelomu [225] a na mySim modelu myelomu byla detekovadna zvysend exprese receptoru PD-1,
¢ehoz bylo u tohoto modelu vyuZito v experimentalni terapii sestdvajici z autologni transplantace
krvetvornych buné€k, vakcinace a blokdd¢ drdhy PD-1/PD-L1, coz vedlo k signifikantnimu
prodlouzeni pieziti [226].

U akutnich leukémii je situace pomérné€ nejasna a dostupna data odrdzeji pouze poznatky
u mysSitho modelu: PD-L1 pozitivni blastické bunky vykazuji rezistenci vuci cytotoxickému

pusobeni tumor infiltrujicich leukocytti i v piipadé blokady interakce PD-1/PD-L1 [227, 228].

Kontroverzni vysledky piinasi i vyzkum vlivu drdhy PD-1 v transplantologii: Zatimco u jednoho
experimentu na mySim modelu akutni myeloidni leukémie vedla blokdda PD-L1 k navozeni
reakce Sté€pu proti tumoru (Graft versus Tumor reaction, GvT) bez soucasného spusténi reakce
Stépu proti hostiteli (Graft versus host disease, GVHD) [229], ved] jiny experiment na stejném
mysim modelu po blokdd¢ drahy PD-1 k vyraznému navySeni umrtnosti na GvHD [230].

Pro komplexni objasnéni role drahy PD-1/PD-L1 jsou tedy nutné jesté dalsi experimentalni prace.

S rostoucim vyznamem drdhy PD-1/PD-L1 u hematologickych malignit se objevuji snahy vyuzit
exprese jejich markera ke stanoveni prognézy onemocnéni. Vysledky jsou vSak do zna¢né miry
protichidné. Zatimco se zd4, Ze alesponl u agresivnich typii hematologickych malignit jsou
zvySené hodnoty markerti drahy programované bunééné smrti asociovany s horsi odpovédi na vysoce
davkovanou chemoterapii, kratSim celkovym pfeziti a obecné nepfiznivou prognézou [231],
jiné publikace [232] dokumentuji prodlouzené celkové pieziti a snizeni rizika transformace do high grade
non-Hodgkinskych lymfomi u nemocnych s PD-1 pozitivnimi T-lymfocyty v mikroprostfedi nadoru.

Odpovédi na tyto kontroverze by mohla byt heterogenita PD-1 populaci, jak vyplyva ze zcela
recentni publikace Yanga a kolektivu [233], kteff se vénovali expresi PD-1 na CD4" T-lymfocytech
u folikuldrniho lymfomu. V prostiedi tumoru byly metodami pritokové cytometrie odhaleny
dvé& subpopulace li§ici se intenzitou exprese PD-1 (CD4* PD-1%e! 3 CD4*PD-1°%). Tyto dvé
subpopulace kolonizovaly odli§n4 mista; zatimco CD4" PD-1"&" subpopulace byla predominantné
nalézana uvnitf folikulti, CD4*PD-1°% se vyskytovala predevsim v interfolikularnim prostoru.
Obg subpopulace se vyznamné li3f i funkéng, intratumoralni CD4* PD-1"¢" jsou folikularni T ,helpers®,
aktivn¢ podporuji diferenciaci B-lymfocytli, nesou fenotyp Tru bunék, exprimuji CXCRS,
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sekretuji IL-21 a jsou BCL-6 pozitivni bez exprese TIM-3. Oproti tomu, CD4*PD-1"°%
T-lymfocyty nesou ,,vyCerpany“ imunofenotyp, vykazuji redukovanou produkci cytokinii a
snizenou transdukci bunécné signalizace, exprimuji TIM-3 a jsou negativni v CXCRS5 a BCL-6.
Zisadnim zjisténim je, Ze zastoupeni CD4"PD-1"" T-lymfocytii signifikantné koreluje
s krat§im celkovym prezitim u nemocnych s folikuldrnim lymfomem, zatimco zastoupeni
CD4*PD-1"" subpopulace nemd vliv na prognézu. Vyskyt takovychto subpopulaci, v experimentu
odlisitelnych pouze intenzitou svitu fluorochromu, mize byt odhaleno pouze pokrocilymi

technikami pratokové cytometrie a lze se opravnéné domnivat, Ze jejich nerozliSovani mohlo

v minulosti vést k diskordantnim zavérum.

U CLL podrobny rozbor exprese markert drahy PD-1/PD-L1 na bunkdch tumoru
publikovali Grzywnowicz a kol. [164]. Autofi se na kohorté¢ 58 nemocnych vénovali zejména
expresi mRNA pro PD-1, variantdm sestfihu A exonu 2,3,4 PD-1 a A exonu 2 PD-LI1
u nemocnych s CLL, rozdilim v expresi PD-1 po stimulaci fyziologickych B-lymfocyti a
bun¢k CLL interleukinem IL-4 CD40L a expresi PD-1 a PD-L1 na nddorovych bunikdch CLL.
Vysledkem bylo zjisténi, Ze jak hladina transkriptu, tak droven exprese markert drahy PD-1
na povrchu malignich bunék je u nemocnych s CLL signifikantn€é vyssi, neZ u kontrolni skupiny
zdravych darct. Uvniti kohorty nemocnych s CLL vSak nebyla nalezena zadna korelace mezi
expresi PD-1 a PD-L1 a stidiem onemocnéni dle Bineta, cytogenetickymi abnormalitami,
expresi ZAP-70 a CD38, procentudlnim zastoupenim T regulac¢nich lymfocytl, hladinou

laktatdehydrogenazy, vékem a pohlavim.

Tyto skutecnosti jsou v souladu s vysledky nasi préce, kterd poskytuje komplementarni data
mapujici expresi PD-1 na imunokompetentnich subpopulacich T-lymfocytd v prostiedi CLL.
Byl prokdzan statisticky signifikantni rozdil v expresi markerti programované bunécné smrti
za fyziologické situace (zdravi dobrovolnici), v porovndni se stavem ovlivnénym nddorovym
klonem (nemocni s CLL), pfi¢emZ jednotlivé faze onemocnéni, stidia onemocnéni dle Bineta
ani dalsi vySetfené markery se od sebe statisticky signifikantné neodliSuji a to ani expresi markert
programované buné¢né smrti pifmo na povrchu nadorovych bunek [164], ani na imunokompetentnich
subpopulacich CD4* a CD8" T-lymfocytd. U nemocnych s CLL nebyla nalezena prukazna
zavislost mezi expresi markeru PD-1 na subpopulacich CD4* a CD8* T-lymfocytd, pozitivitou
ve znacich CD38 a ZAP-70 a mezi delecemi oblasti 17p a/nebo 11q. Byla odhalena stfedné silnd
zavislost mezi expresi markeru PD-1 na subpopulacich CD4" a CD8* T-lymfocytd u nemocnych s CLL a
piitomnosti mutované formy IGVH genu, pficemZ median absolutniho poétu PD-1" bun¢k

na CD4* i CD8" T-lymfocytech u nemocnych s mutovanou formou IGVH genu byl signifikantné
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vys$8i, neZ u nemocnych bez piitomnosti této mutace. Tento vysledek je vSak nezbytné ovéfit
na vétSich souborech nemocnych. Pokud by byla tato asociace v budoucnu potvrzena,
nedokdZzeme na zdklad¢ souCasnych znalosti adekvatné interpretovat jeji biologické a klinické
disledky. V soucasné dob¢ vsSak ktomuto jevu neexistuji zZadnd experimentdlni data a

problematika nepochybné vyZaduje dalsi zkouméni.

Ve svétle souCasnych poznatkli se PD-1 jevi jako nddorem indukovatelny negativni kostimula¢ni
receptor, jehoZ interakce s ligandy PD-L1 a PD-L2 zasahuje T-lymfocytarni subpopulace, tlumi
jejich proliferaci i produkci cytokinti a redukuje schopnost cytotoxického ptisobeni. Nadorovy
klon je pravdépodobné schopen cestou drdhy PD-1/PD-L1 ovliviiovat stav protinddorové
imunitni odpovédi a marker PD-1 je tedy moZzno u CLL povazovat za znak systémové imunitni
dysregulace ve vztahu ke zdravym jedincim. Na zdkladé ziskanych dat nelze kvantifikovat
postizeni mechanizmii protinddorové imunity u CLL, nicméné vysledky této pilotni studie
opraviuji k provedeni dalSich studii, nejlépe prospektivniho charakteru, se sledovanim odezvy

na 1écbu u vétsich souborti pacienti.

Dréha PD-L1/PD-1 se ukazuje byt hodnotnym cilem biologické 1éby. Bylo publikovano nékolik
praci tykajicich se uspéSné blokady drdhy programované bunécné smrti, kterd u mysich modela
lidskych hematologickych malignit vedla k navySeni protinddorové odpovédi [162, 234, 235],
nekterd 1é¢iva na bazi monoklondlnich protilatek jsou jiz v pozdnich fazich klinickych studii.
Na konci roku 2014 byly prvni dva preparaty inhibujici interakci PD-1/PD-L1, pembrolizumab a
nivolumab, schvdleny ufadem U.S. Food and Drug Administration (FDA) pro terapii
metastatického melanomu [236] a k 4.3.2015 byl nivolumab schvélen pro 1é€bu skvamé6zniho
nemalobunécného karcinomu plic s progresi po podani chemoterapie na bazi platiny [237].

Dle ocekavani je 1é¢ebnd odpoveéd’ pacientl s expresi PD-L1 vyrazné lepsi neZ u nemocnych
s PD-L1 negativnimi tumory, nicméné i zde byva pozorovdn piinos 1écby, byt v niz§im
zastoupeni [238, 239]. Vzhledem k tomu, Ze exprese ligandu PD-L1 neni omezena pouze na bunky
tumoru, ale je prokazovdna na dendritickych buiikdch, tumor-asociovanych fibroblastech,
makrofézich atd., 1ze 1éCebny efekt u PD-L1 negativnich malignit pfisoudit zdsahu do imunitni
sité jako celku. Jev si v8ak vyZaduje dal$i zkoumdni.

Mimo piimy protinddorovy ucinek lze predpokladat jesté dalsi klinicky vyznamny efekt blokady
drahy PD-1 humanizovanymi anti-PD-1 protildtkami a to rekonstituci fyziologické T-lymfocytarni

odpovédi proti bakteridlnim a virovym infekcim.
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10. Zavér

Modulace imunitnich mechanizm nemocného je v soucasné dobé jednim z horkych témat
jak v onkologii solidnich tumord, tak v hematoonkologii. A¢ lze prvni experimenty vysledovat
do obdobi pfelomu XIX. a XX. stoleti, kdy americky chirurg William Coley piekvapivé
uspésné ovliviioval imunitni odpovéd’ nemocnych se solidnimi tumory vakcinou z usmrcenych
bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens, tzv. Coleyho toxiny [240], bouilivy rozvoj
imunoterapie zazivame nyni, o sto let pozd¢ji.

V soucasné dobé jsme svédky prerodu ,,tumorcentrického* paradigmatu v model zahrujici
Sirokou Skdlu imunitnich interakci mezi nddorovou populaci a hostitelskym organizmem,
oznacovany jako 3E (elimination, equilibrium, escape).

Pomérné komplexni pozndni mechanizmi, dovolujicich malignim builkkdm unikat
protinddorové odpovédi, logicky vede k vyvoji rutinné aplikovatelnych diagnostickych metod a
novych terapeutickych postupii. Velmi vhodnym cilem se ukazuje byt pravé draha
programované bunécné smrti a to jednak pro jednoduchost interakce (jeden receptor a jeden,
resp. dva, ligandy) a dale pro lokalizaci cilovych struktur na povrchu bunék. V soucasné dobé
lze povazovat za prokazané, ze nadorovy klon je schopen cestou drahy PD-1/PD-L1 ovliviiovat
imunitni systém hostitelského organizmu, modifikovat jeho reakce a navozovat stav
imunotolerance maligni populace [148, 241], pficemZ blokdda této drdhy je schopna, alespoii u

nckterych malignit, navodit obnovu imunitni odpovédi [242].

Tyto skutecnosti v souc¢asné dobé vedou k velkym ocekavanim pii testovani terapeutickych
monoklondlnich protilatek jak u solidnich tumori [13], tak u hematologickych malignit [130, 235].
Velmi slibnym vysledkiim studii s blokddou drahy programované bunécné smrti u hematologickych

malignit bylo vénovano nékolik prezentaci na konferenci Americké hematologické spolecnosti

americkym ndrodnim regulatorem (FDA) schvélen k testovani u refrakterniho ¢i relabujiciho

Hodgkinova lymfomu v rezimu priilomové terapie (Breakthrough Therapy designation) [245].

/////

Snahy o terapeutické ovlivnéni T regulacnich lymfocytl jsou prozatim vétSinou ve stavu
experimenttl, zejména pro ne zcela vyjasnénou a velmi komplikovanou a provéazanou sit’ ptisobeni
mezi bunikami [246]. Terapeutickd modulace exprese proteinii hlavniho histokompatibilniho
komplexu II. tfidy (MHC II) by pravdépodobné vyZadovala individualizované zdsahy na drovni

genomu, resp. epigenomu, coz je v soucasné dob¢ rutinné nezvladnutelné [247].

-75 -



Pritokova cytometrie hraje kli¢ovou roli jak diferencidlni diagnostice CLL, tak ve stanoveni
imunitni odpovédi, v piipadé analyz T-lymfocytarnich subpopulaci jsou jeji metody zlatym standardem
a jsou rutinn¢ vyuzivany. Diferencidlné diagnostické analyzy a sledovani miniméalni zbytkové
nemoci prodélavaji v soucasné dobé pierod smeérem k vyuZiti mnohobarevnych panelt

protildtek dle vystupi konsorcia Euroflow [248].

Unifikace laboratorniho procesu vcetné pouzitych identickych sestav monoklondlnich protilatek,
analytického software a kalibratori umoziluje nejen eliminovat nepiesnosti, ale i diive
nedosazitelné druhé ¢teni ¢i konzultaci expertnim pracoviStém. Do praktického pouZiti se ddle
dostavaji i metody kvantitativni pritokové cytometrie [249], které jsou na zdklad¢ analyzy
vazebnych mist schopny poskytnout informace o redlném zastoupeni cilovych struktur

na zajmovych bunkach, coz s sebou pfinaSi novy pohled zejména na hodnoceni ucinnosti

terapeutickych monoklonélnich protildtek [250].

Pokrocilé analyzy imunokompetentnich lymfocytarnich subpopulaci vcetné drahy
programované bunécné smrti jsou zatim doménou spiSe védecko vyzkumnych pracovist,
nicméné v blizké dobé mtizeme cekat presun téchto stanoveni do rutinni praxe. Tyka se to
zejména metod detekce a kvantifikace exprese receptoru PD-1, které v piipadé¢ zavedeni
terapeutickych monoklondlnich protilatek do rutinni praxe budou nezbytné pro pifesnou

indikaci terapie a sledovani odpovédi na 1éCbu.

Zasadni dlohu priitokové cytometrie 1ze ddle s jistotou ocekdvat u indikace a monitorovani
terapie na bdzi virovou transdukci modifikovanych T-lymfocytl, exprimujicich chimérické
receptory antigeni (Chimeric antigen receptors, CARs), slibné nové terapeutické modality
s kurativnim potencidlem, kterd je v soucasné dobé ve stddiu klinickych testi [251, 252].
Zavadéni osmi a vicebarevnych cytometrii, rozSifujici se spektrum fluorochromti a nové
analytické metody, zejména moZnost kvantifikovat expresi cilovych struktur, umoziuje
analyzovat SirSi souvislosti mezi jednotlivymi imunokompetentnimi populacemi a malignimi
buiikami, posoudit jejich role v procesu regulace protinddorové odpoveédi a poskytuje tak novy
vhled do interakci mezi malignimi bunikami a hostitelskym organizmem smérem k tspesné

terapii [253, 254, 255].
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. Jablonského diagram [171]

. Scattergram FSC x SSC

. CD4"PD-1" (abs. pocet) Zdravi darci krve vers. doposud nelé€eni pacienti s CLL

. CD4"PD-1" (abs. pocet) Zdravi darci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL

. CD4'PD-1" (abs. pocet) Doposud neléceni pacienti vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim

. CD4'PD-1" (%) Zdravi dérci krve vers. doposud neléceni pacienti s CLL

. CD4'PD-1" (%) Zdravi dérci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL

. CD4"PD-1" (%) Dosud nelé&eni pacienti s CLL vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL

. CD8'PD-1" (abs. pocet) Zdravi darci krve vers. doposud nelé€eni pacienti s CLL

. CD8'PD-1" (abs. pocet) Zdravi darci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL

. CD8'PD-1" (abs. pocet) Dosud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénin
. CD8'PD-1" (%) Zdravi dérci krve vers. doposud nelé€eni pacienti s CLL

. CD8'PD-1" (%) Zdravi dérci krve vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL

. CD8'PD-1" (%) Doposud neléceni pacienti s CLL vers. pacienti s relabovanym/refrakternim onemocnénim CLL
- Absolutni pocet CD4'PD-1" bungk u pacienti s CLL ve stadiich dle Bineta a zdravych darct krve

- Absolutni pocet CDS8'PD-1" bungk u pacientil s CLL ve stadiich dle Bineta a zdravych darct krve

- Absolutni pocet CD4'PD-1" a CD8'PD-1" T-lymfocytl ve vztahu k mutaénimu stavu IGVH genu
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