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Souhrn

Folikularni lymfom (FL) je indolentni B-lymfoproliferace charakterizovana pomalym riastem a rekurentnim prubé-
hem. Navzdory histologické uniformité se klinicky jedna o zna¢né heterogenni onemocnéni. Celkovy median pieziti
se pohybuje kolem 18 let, presto 10—15 % pacientii umira v disledku progrese FL do 2-3 let. Pro FL jsou také pii-
znacné spontanni regrese, coz predpoklada imunologickou interakci nadorovych bunék s ostatnimi elementy imunit-
niho systému. Vyznam nadorového mikroprostredi jako urcujiciho faktoru chovani FL podporuji vysledky studii
genové exprese a analyzy imunofenotypu ne-nadorovych bunék. Predkladany prehled sumarizuje soucasné poznat-
Ky o jednotlivych ,,hracich* nadorového mikroprostiedi FL jako jsou folikularni dendritické buiiky (FDC), T-regu-
la¢ni (FOXP3+) a T-cytotoxické lymfocyty (CD8+), s lymfocyty asociované makrofagy (LAM), NK-buiiky (CD57+)
apod. Vliv nadorového mikroprostiedi na chovani FL se dnes jevi jako nezpochybnitelny, avSak interpretace vysled-
ki je casto nejednotna a rozporuplna. Tyto rozdily pravdépodobné prameni z rizné koncepce jednotlivych studii,
ale jsou dany i rozdilnou citlivosti jednotlivich komponent nddorového mikroprostiedi k riznym typim lécby. Poz-
nani elementii nadorového mikroprostredi, jejich vzajemnych vztahu a interakce s nadorovymi buiikami by mohlo
vést ke stanoveni presnéjsi individualni prognézy pacienta ale také k cilené 1écbé ,,Sité na miru‘‘.
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fomem asociované makrofagy

Summary 5
Janikova A., Michalka J., Tichy B., Fabian P., Supikova J., Mayer J.: Follicullar lymphoma and the
significance of its tumour microenvironment

Follicular lymphoma (FL) is an indolent B-lymphoproliferative disease characterized by slow growth and recurrent
course. Despite of histological homogeneity, clinically, it is quite heterogeneous disease. Median of survival is about
18 years, but 10-15% of patients die during 2-3 years from the time of diagnosis due to progression of the disease.
Spontaneous regressions appear typically in FL and suggest immunological interaction with tumor cells. The impor-
tance of the tumor microenvironment as the determining factor of the lymphoma’s biology is supported by the re-
sults of several gene expression and immunophenotyping studies. This review summarizes recent knowledge about
the “players” of the tumor microenvironment in FL such as follicular dendritic cells (FDC), FOXP3+ T-regulatory
cells (T-regs), CD8+ cytotoxic T-cells, lymphoma associated macrophages (LAMs), CD57+ NK-cells, etc. The influen-
ce of the tumor microenvironment on biology of follicular lymphoma seems to be clear but the results are often con-
troversial. These discrepancies could be partially caused by diverse design of studies, but especially a different sen-
sibility of each microenvironment subpopulation to the various therapeutic regimens is of value. Understanding the
microenvironment elements, their relationship and cross-talk with tumor cells could help to establish precise indivi-
dual prognosis but also to select a targeted therapeutic strategy.
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Uvod

Folikuldrni lymfom (FL) je jednim z nejcastéji se vy-
skytujicich nehodgkinskych lymfoma (NHL). Choroba se
typicky manifestuje jako chronicky probihajici neboles-
tivd lymfadenopatie, vyznacujici se ndvraty ale i spontan-
nimi remisemi (1). Medidn pfeziti se nyni pohybuje ko-
lem 18 let (2). Stéle vSak existuje nezanedbatelnd ¢4st ne-
mocnych (cca 10-15 %) s agresivnim charakterem cho-
roby, kterd reaguje nedostatecné na lécbu a vede k umrt{
do 2-3 let od stanoveni diagndzy. Pfi¢inou smrti byvaji
obvykle komplikace vyplyvajici z toxicity 1écby nebo
transformace do agresivniho lymfomu (3).

Pozorované jevy jako spontdnni remise, vyborny efekt

alogenni transplantace s vyznamnym ,,graft versus lymp-
homa* efektem (4) a také prokdzané pretrvavani t(14;18)+
bunék v krvi a uzlindch pacientl v dlouhodobych remi-
sich folikuldrniho lymfomu (5) naznacuji, Ze kromé na-
dorovych bunék se musi uplatiiovat v klinické manifes-
taci FL dalsi faktor. Jedna z prvnich praci, kterd obratila
pozornost smérem k nenddorovym bunkdm tzv. mikro-
prostfedi uzliny, je analyza genové exprese na celogeno-
movém Cipu u 96 pacientli s FL. Autofi definovali a va-
lidovali dvé nezdvislé podskupiny (nazvané , Immune res-
ponse 1 a ,Immune response 2°), které se liSily expre-
snimi profily, klinickym chovdnim a prognézou (6). Roz-
dily v genové expresi se v§ak nepromitaly do B-bunék
(CD19+), ale mezi buiky tzv. nddorového mikroprostre-
di (non CD19+). Dnes existuje celd fada studii podporu-
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jicich hypotézu, Ze folikuldrni lymfom Ize nahliZet jako
onemocnéni funkénf interakce nadorovych bunék a ostat-
nich nenddorovych bunék imunitniho systému.

Tento stru¢ny prehled sumarizuje dosavadni poznatky
o nadorovém mikroprostfedi FL a snazi se je interpreto-
vat v $ir§im ramci této zajimavé diagndzy. Nasledujici text
z edukacnich a logickych divodi nejprve rozebird mor-
fologii fyziologické i nddorové uzliny FL vcéetné charak-
teristiky vlastnich t(14;18) pozitivnich bunék. Dale jsou
jednotlivé kapitoly vénovany klinicky nejvyznamnéjs$im
slozkdm mikroprostiedi v kontextu normdlni i nadorové
tkané doplnéné o vysledky studii a technologické moz-
nosti mapovani jednotlivych jejich elementt.

Morfologie lymfatické uzliny

Lymfaticka uzlina je sekundarni lymfaticky organ (obr.
1), ktery je osidlen lymfoidnimi bunkami generovanymi
v thymu (T-lymfocyty) a kostn{ dfeni (B-lymfocyty). Hi-
stologicky se rozliSuje ¢ast periferni — kortikalni (zde jes-
té povrchova vrstva a parakortex bliZe centru uzliny)
a vnitini — medularni. Z funk¢niho hlediska potom lze di-
ferencovat retikulum z kolagennich a elastickych vldken
tvorici konstrukci uzliny a celularni kompartment (7). Ce-
lularni kompartment je tvoren zejména lymfocyty, které
jsou v kortikalni oblasti shlukovany do tzv. folikult. Pri-
marni folikuly jsou tvofeny malymi uniformnimi lymfo-
cyty bez antigenni stimulace, sekundarni folikuly vznika-
ji z primarnich po antigenni stimulaci a obsahuji svétlé
blastoidni buriky. Centralni zéna sekundarniho folikulu se
nazyva zarode¢né nebo také germindlni centrum (GC) a je
obklopena zénou plastovou (,,mantle*). Folikuly jsou tvo-
feny dominantné B-bunikami a GC jsou mistem intenziv-
ni humordlni imunitni odpovédi. Germindlni centra jsou
tvorena dvéma populacemi bunék: velkymi aktivovany-
mi B-lymfocyty tzv. centroblasty (morfologicky nerozsté-
pené — , noncleaved™) a mensimi centrocyty (rozstépené
— ,cleaved®), které vznikaji z centroblasti. GC taktéz ob-
sahuji Th2 —bunky (CD4+, CD45R0O+, CD57+), které ma-
ji zésadni vyznam v T-B interakci. Velka ¢ast B-bunék, kte-
rd neni aktivovana v rdamci humoralni odpovédi nebo se
nepfeméni v pamét'ové burky, zanikd apoptézou. Plasto-
va (mantle) zéna je tvorena malymi lymfocyty, které jsou
velmi heterogenni po strance fenotypu i funkce. Parakor-
tex a difuzni zéna kortexu (mezi GC) jsou tvoreny T-lym-
focyty a jsou mistem celuldrni imunitni odpovédi (7).

Funkce lymfocytl je zdvisld na interakci s dendriticky-
mi bunikami a makrofagy. Makrofagy jsou obvykle situo-
véany na sténach sinusd a fagocytuji pfedevsim okolnf ci-
zorodé antigeny, modifikuji tak kontakt téchto antigend s ji-
nymi elementy imunitniho systému a prezentuji antigeny
fagocytovaného materidlu predevsim T-lymfocytim. Dend-
ritické bunky jsou tzv. profesiondlni antigen-prezentujic{
bunky a v lymfatické tkani se vyskytuji minimalné ve dvou
typech: folikularn{ dendritické bunky (FDC), které sidli ve
folikulech a interdigitujici dendritické burky lokalizované
mimo folikuly (IDC). Kazdy typ dendritickych bun¢k ma
odli$nou nejen morfologii, ale i ptivod a funkci. IDC po-
chazeji z rliznych ¢asti téla, jsou pfedevsim v parakortexu

Kapsula

Germinalni centra

Obr. 1. Mikroskopicky snimek a struktura fyziologické uzliny (barve-
ni hematoxylin-eosin; zvétSeni 10x).

a uplatiiuji se v ramci T-bunécné odpovédi. FDC pochaze-
ji pravdépodobné z retikuldrnich bun€k uzliny a jsou ne-
zbytné pro existenci a vyvoj B-lymfocyti (7).

Morfologie uzliny u folikularniho lymfomu
Folikularni lymfom je definovédn jako neopldzie z B-
bunék folikularniho respektive germindlniho centra. Vét-
Sina FL si obvykle zachovava folikularni charakter s fo-
likuly rostoucimi tésné vedle sebe a stirajicimi ptvodn{
strukturu uzliny (obr. 2). Neoplastické folikuly maji ob-
vykle vymizelou plastovou zonu a centroblasty jsou v riz-
ném poméru smichany s centrocyty, takze folikuly postra-
daji polarizaci (rozliSitelné z6ny centroblastl a centro-
cytl), kterd byva velmi dobfe vyjddfena u reaktivni lym-
fadenitidy (obr. 3). Pomér centrocytti k centroblastim
a podil folikuldrniho k difuznimu usporadani urCuje tzv.
grading FL (grade 1, 2, 3A a 3B). Folikularni dendritic-
ké bunky byvaji vidét uvnitf nadorovych folikuld a jsou
CD21+/CD23+. Kromé¢ dendritickych bunék jsou v rtiz-
ném poctu zastoupeny i dalsi populace bun¢k normalné
pritomnych v germindlnich centrech, jako jsou zejména
T-lymfocyty (CD3+, CD4+, CD57+, PD1+, CXXCL13+).

Obr. 2. Obraz patologickych folikulti folikuldrniho lymfomu (barveni
hematoxylin-eosin; zvétseni 100x).
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Obr. 3. Obraz reaktivni lymfadenitidy/hyperpldzie s polarizaci foliku-
16 (barveni hematoxylin-eosin; zvétSeni 100x).

Proliferace zndzornéna barvenim Ki 67 byvd u gradu 1
a 2 nizka (obvykle pod 20 %) u gradu 3 vyssi (8).

Buiika folikularniho lymfomu a t(14;18)

Folikularni lymfom si udrzuje genovou expresi odpovi-
dajici B-bunce germindlniho centra (6). Nadorové bunky
jsou obvykle sIg pozitivni a exprimuji antigeny typické pro
B-lymfocyty (CD19, CD20, CD22, CD79a), markery ger-
mindlniho centra Bcl-6, CD10, CD38 a kostimula¢ni mo-
lekuly CD95 (FAS), CD86 a CD40 (8). Na rozdil od nor-
madlnich GC-bunék, vétsina folikuldrnich lymfomu expri-
muje bel-2 jako disledek translokace t(14;18), ktera Cinf ty-
to bunky rezistentni vici apoptéze. t(14;18) (q32;q21) je cy-
togenetickym znakem tradi¢né spojovanym s folikularnim
lymfomem (9, 10, 11). Jeji vyskyt u folikuldrniho lymfo-
mu se pohybuje mezi 90-95 %, avSak jeji vztah k tomuto
onemocnéni neni zcela objasnén. Tato translokace je totiz
pritomnd i u zdravych jedinct (12) a jinych lymfoprolife-
raci (13, 14), sama o sob€ navic nedokaze zpusobit vznik
FL in vitro (15). K vlastni translokaci t(14;18) dochazi v pru-
béhu casné faze vyvoje B-lymfocytu v kostni dieni a prav-
dépodobné mechanismem rezistence k apoptéze zvyhodiiu-
je tak v prezivani naivni t(14;18)-pozitivni bunky. Z hle-
diska vyvoje FL je klicovy pobyt t(14;18)-pozitivni bunky
v germindlnim centru, kde dochazi ke vzniku sekundarnich
genetickych zmén (16). Kromé t(14;18) Ize u folikularniho
lymfomu detekovat fadu dalSich alteraci, jako jsou delece
1p, 6q, 10q a 17p, déle adice chromozomu 1, 6p, 7, 8, 12q,
X a 18q (17). U 90 % FL lze zpravidla detekovat alespon
jednu dalsi abnormalitu karyotypu s primérem 6 chromo-
zomalnich alteraci (18). Pocet pridatnych alteraci karyoty-
pu stoupd s histologickym gradem a transformaci; komplex-
ni karyotyp typicky koreluje s velmi Spatnou prognézou (18,
19). Ur¢itd podskupina FL gradu 3B nema t(14;18) a zvy-
Senou expresi bcl-2 ale naopak prestavbu 3q27 se zvySenou
expresi bcl-6 (20). Jind podskupina t(14;18) negativnich FL.
s typicky difuznim rstem nese deleci 1p36 (21).

Je vieobecné akceptovanym faktem, Ze rast folikular-
niho lymfomu je u vétSiny pacient dan primarné akumu-
laci bunék v disledku defektu apoptézy nez proliferaci.

Na druhou stranu pokud jsou bunky FL izolovany a kul-
tivovany in vitro, podléhaji spontanni apoptéze béhem 24
hodin. Dlouhodoba kultivace bunék FL je vSak moZzna
s populaci dendritickych buné¢k (22, 23). U FL jsou na-
dorové B-lymfocyty v tésné interakci s Th bunikami a fo-
likularnimi dendritickymi bunikami (FDC), zda se tedy, Ze
bunky FL (podobné jako jejich fyziologické protéjsky)
vyzaduji pro svij Zivot a rist zdsadni podporu ostatnich
bunécnych populaci germindlniho centra (24).

Metody detekce populaci bunék nadorového
mikroprostredi

Prutokovd cytometrie

Fenotyp nadorovych i nenddorovych bunék uzliny 1ze
dobfe urcit pritokovou cytometrii (flowcytometrif) s tfi-
barevnou fluorescenci. Pro vysetieni je nutné mit suspen-
dovany nativni vzorek uzliny (25). Vyhodou je rychlé,
presné a automatizované hodnoceni, nevyhodou je ne-
moznost lokalizovat populace jednotlivych bunék vzhle-
dem k folikuliim a také vyuZit archivniho materidlu v pa-
rafinu ¢i zamraZenych vzorku.

TMA (tissue microarray)

V tomto piipadé jde o variantu klasického imunohisto-
chemického barveni z parafinovych blokd. Vyuziva se v§ak
pouze velmi malého vélecku vyfiznutého z ptivodniho blo¢-
ku. Vilecky z rtiznych blockd (obvykle 1,5 mm v primé-
ru) se skladaji do nového ,,blocku (araye), z niZ jsou nare-
zany jednotlivé fezy — jakési tkanové ,,Cipy*. Pocet danych
bunék se pocitd manudlné nebo specidlnim automatickym
systémem. Vyhodou metody je snadnd dostupnost materi-
dlu z parafinovych bloki, kromé stanoveni kvantity je
i mozna lokalizace bunécnych populaci (intrafolikularni vs.
interfolikuldrni), nevyhodou je mensi piesnost (26).

»»Hrdci*“ nddorového mikroprostiedi folikuldrniho
lymfomu a dudlni charakter folikuldrni lymfomu

Vysledné klinické chovani FL lze chapat jako tcinek
vzdjemného plisobeni genomovych a imunologickych
faktord. Je jasné, Ze primdrnim faktorem vzniku FL je exi-
stence nadorového klonu buné¢k s primarni alteraci typu
t(14;18) umoznujici delsi preziti a jistou nezavislost na
apoptotickych pripadné antiproliferacnich signalech. Zda
ziskani sekundarnich genetickych alteraci ovliviiuje také
chovani a strukturu mikroprostiedi, nebo jisty typ mik-
roprostfedi ovliviiuje od pocétku vlastnosti nddorovych
bunék, neni dosud zcela jasné.

Bunky, které budi velky zajem mezi kliniky i vyzkum-
niky, jsou folikuldrni dendritické bunky (FDC), cytoto-
xické lymfocyty (CD8+), T-regulacni lymfocyty
(FOXP3), T-helpery (CD4+) a s lymfomem asociované
makrofagy (LAM).

Folikuldrni dendritické buriky (FDC)
FDC jsou nefagocytujici bunky, které jsou schopny va-
zat del§i Cas antigeny ve formé imunitnich komplext
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a rozhoduji o dal§im osudt centrocytl v zdvislosti na je-
jich afinité k danému antigenu. FDC jsou CD21+CD23+
+CD35+CD40+ bunky, které tvoii zhruba 1 % vsech bu-
nék GC. Zajistuji predevsim antiapoptotické a riistové sig-
nély pro proliferaci centroblasti v mistech tmavé zény
GC, kde je fyziologicky nedostatek antigenem aktivova-
nych T-bunék. FDC komunikuji s lymfocyty pomoci ad-
hezivnich molekul (ICAM-1 = intercellular adhesion mo-
lecule-1, VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule-1),
které zvysuji intercelularni kontakt, a tim usnadniuji anti-
apoptotické funkce jinych molekul. DalS{ skupinou ldtek
produkovanych FDC jsou molekuly s pfimym anti-apo-
ptotickym (BAFF/BLys) a pfimym proliferacnim efektem
(8D6, IL-15 a IL-6) (22, 27). Zda se, Ze uvedené vztahy
plati jak pro fyziologické B-lymfocyty, tak i pro bunky
folikularniho lymfomu (22). FDC naopak pro svoji nor-
madlni existenci a funkci nutné potiebuji signdly od ostat-
nich bunék zejména od B-lymfocyti germindlniho cent-
ra. Tato vzdjemna zdvislost md velmi zdsadni implikace
v klinické praxi, ponévadZz destrukce B-bunck napiiklad
rituximabem, mtiZe zpisobit poruchu vyvoje a fungova-
ni dendritickych bunék, jak bylo pozorovédno u autoimu-
nitnich chorob (28, 29).

Na vyznam FDC upozornila analyza genové exprese,
pfi¢emz zvySend exprese genl dendritickych bunék zde
byla sdruZena se zkracenym prezitim (6). Ve studii imu-
nofenotypu mikroprostredi FL (n = 66) byla absence FDC
nebo vyrazné porusend sit’ dendritickych bunék naopak
asociovana s ¢asnou transformaci a horsi prognézou (30).
Ovsem v jiné studii pacientl s noddlnimi FL (n=158) 1¢é-
Cenymi riznymi typy 1é¢by (véetné vysokodavkované)
nebyl vyznam FDC pozorovén (31). V zajimavé analyze
vychazejici z randomizovaného srovnani rezimid CVP
(cyklofosfamid, vinkristin, prednison) a fludarabinu u 61
pacienti s FL byl pozorovan odli$ny prognosticky vy-
znam FDC v zavislosti na typu podané 1é¢by. Sporadic-
ky vyskyt FDC s lepsi odpovédi po fludarabinu vs CVP,
naopak dobie vyvinutd sit FDC byla asociovana s lepsi
odpovédi po CVP (32).

T- buriky

T-lymfocyty predstavuji velmi heterogenni skupinu
imunitnich elementti zahrnujici jak regulaéni, tak i efek-
torové bunky. Dle analyzy genové exprese byla v ramci
,Immune response 1“ s dobrou prognézou zvySend ex-
prese gent typickych pro T-buriky (CD7,CDS8,CD3D...),
avSak imunofenotypizaci nebyla prokdzdna korelace me-
zi celkovym poctem T-bunék (CD3+) a prognézou paci-
entl s FL, coz znamend, Ze za rozdilnou prognézu jsou
zodpovédné spiSe specidlni podskupiny T-bunék (6).

Th-lymfocyty (CD4+)

In vivo predstavuji zejména T-helpery (CD4+) hlavni
zdroj CD40L pro vazbu na receptor CD40 B-lymfocyti.
Tato ligace je jednim ze silnych stimuldtord proliferace
a preziti B-bunék. Th-bunky a CD40L chrani pfed apo-
ptézou jak normalni B-lymfocyty tak buriky FL. V sou-
ladu s in vitro dikazy o dilezité roli CD40L+ nenadoro-

vych bunék, je v infiltrovanych uzlindch FL zfejma hoj-
nost polyklondlnich T-bunék, zejména Th lymfocytt (24).
Proliferace malignich bunék je stimulovana IL-4 a jiny-
mi cytokiny uvoliovanymi taktéz z bunék T-pivodu (33).

Analyza mikroprostiedi FL (n = 59; sledovani 6-30 let)
vyuZzivajici tissue microarray (TMA) ukdzala, Ze déle Ziji-
ci pacienti méli vySsi zastoupeni CD4+bunék zejména v pe-
rifolikuldrn{ lokalizaci (34). Obdobné zavéry imunohisto-
chemického hodnoceni u FL publikoval i Alvaro a kol.
(n=211; medidn sledovani 6 let) (35). Také v praci kombi-
nujici analyzu genové exprese a imunohistochemii byl pro-
kdzan vztah mezi poctem infiltrujicich CD4+ bunék zejmé-
na v interfolikuldrnim prostoru a aktivovaného stavu T-bu-
nék (CD69+) k transformaci FL na souboru 66 pacientt
(30). V jiné studii 61 pacientl s pokro¢ilym FL byla rov-
néz pozorovana dobra korelace poc¢tu CD4+bunék a piiz-
nivé prognozy, kterd navic nezdvisela na typu podané 1é¢-
by (CVP vs fludarabin) (32). Na druhou stranu jsou préce,
které zZadnou korelaci mezi pocty CD4+ bunék a preZitim
pacientl s FL nenalezly (36, 37, 38).

T-regulacni lymfocyty (Treg); FOXP3+

T-regula¢ni lymfocyty (Treg) s imunofenotypem
CDA4+CD25+ hraji zdsadni roli v navozeni imunotoleran-
ce zejména supresi T-efektorovych bunék jak na drovni
jejich proliferace, tak i produkce cytokind. Relativné spe-
cificky znak Treg bunék je transkripéni faktor FOXP3
(Forkhead Box Protein P3) (39). Masivni pfitomnost Treg
(FOXP3+) bunék u solidnich nadort, napf. u ovarialniho
karcinomu, je spojend se §patnou prognézou (40). Naroz-
dil od solidnich nadort se u FL jevi prognosticky vyznam
FOXP3 bunék zcela opacny. Predpokladd se, Ze mozny
mechanismus plsobeni Treg bunék spociva v supresi pro-
tektivnich CD4+lymfocytt (T-helpert) generujicich anti-
apoptotické a proliferacni molekuly.

Vétsina studii u pacientd s folikularnim lymfomem do-
klad4 pozitivni korelaci vysokého poctu FOXP3 bunék
ve tkani infiltrované uzliny s dobrou prognézou (32, 34,
36, 41). Carreras a kol. prokazali, Ze absolutni pocet
FOXP3 bunék stanoveny imunohistochemicky (n = 97,
medidn sledovéan 5,6 roku) pozitivné koreluje s prezitim
a dobrou prognézou FL a naopak nizké pocty Treg bu-
nék (< 5 %) jsou asociovany s refrakterni chorobou, pfi-
¢emz vysledky byly nezdvislé na FLIPI. Vyznamna byla
zejména intrafolikuldrn{ infiltrace FOXP3+ bunkami (36).
Jina prace hodnotila fadu bunéénych elementi (CD4+,
CD7+, CD8+, CD25+, CD68+ a FOXP3+) metodou tis-
sue microarray (n =59). Vy§si poc¢et CD4+ a FOXP3+ bu-
nék v perifolikuldrni lokalizaci byl i zde prediktorem del-
$itho celkového preziti (34). Dals{ velka studie (n = 86;
medidn sledovdni 7 let) srovndvajici absolutni pocty
FOXP3+ bunék u rtiznych lymfoproliferaci prokdzala po-
zitivni korelaci vysokého poctu FOXP3+ bunék u FL
s delsi dobou do progrese a pfezitim vazanym na nemoc
(disease-specific survival). V této studii byl podobny efekt
FOXP3+ bunék také pozorovan u difuzniho velkobunéc-
ného lymfomu (GC-typ) a klasického Hodgkinova lym-
fomu (41). Obdobny prognosticky vyznam FOXP3+ bez
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ohledu na podany typ 1é¢by (fludarabin vs CVP) byl u FL
potvrzen i dalsf studif (32). Naproti tomu jiné studie pro-
gnosticky vyznam FOXP3 neprokdzaly (30, 35) nebo pro-
kazaly vyznam opacény - intrafolikuldrni infiltraty
FOXP3+ bunék asociované s kratkym prezitim (38, 42).

CD8+ buiiky

Efektorové nebo také cytotoxické lymfocyty jsou
CD8+ a podléhaji regulacnimu vlivu jinych bunék. Zda
se, Ze lze odlisit alespon dva funkéni typy cytotoxickych
T-lymfocytd: Tel, které produkuji vysoké mnozstvi IFNy
a Tc2, které produkuji interleukin-4, interleukin-5, inter-
leukin-10 a malé mnoZstvi IFNy (43). Tyto podtypy mo-
hou mit v diisledku rGznych povrchovych receptorti a pro-
dukovanych cytokint i rtiznou schopnost pronikat do né-
dorové tkané a také riznou efektorovou funkci. Urc¢ita
podskupina CD8+ lymfocyti mize mit i regulaéni funk-
ce (tzv. CD8+ FOXP3+ bunky) (44).

Ze studie 139 pacientl s FL vyplyva, Ze vyssi zastou-
peni CD8+ bunék v bioptickych vzorcich (méfeno pri-
tokovou cytometrii) koreluje pozitivné s celkovym pre-
zitim a dobou do progrese. Pocet CD8+ nebyl jakkoli za-
visly na jinych populacich bunék ani na FLIPI. Imunohis-
tochemicky byly CD8+ bunky uloZeny uvnitf i vné na-
dorovych folikuli, nejcastéji perifolikularné (45). Shod-
né vysledky byly pozorovény i v jiné imunohistochemic-
ké analyze FL (n = 211; medidn sledovéni 6 let) (35).
Denznf{ infiltrity zejména v interfolikuldrni lokalizaci by-
ly rovnéz sdruZeny s dobrou prognézou v prici analyzu-
jici 61 pacientti s FL 1é¢enych randomizované fludarabi-
nem nebo reZimem CVP (32). Naopak v jiné studii ne-
byl vyznam CD8+ bunék viibec prokazan (30).

Makrofdgy asociované s lymfomem (LAMs)

Makrofagy se v lidském organismu tcastni mnoha rtiz-
nych procest. V zavislosti na prostiedi rozezndvame klasic-
ké ,,zanétlivé makrofagy M1, které jsou indukovény IL-12
a TNF-a, a ,,alternativni** makrofagy M2, které se ucastni
tvorby a remodelace tkdni a jsou stimulovany IL-4, IL-13
a IL-10. Makrofagy M2 fenotypu hraji pravdépodobné vy-
znam u FL (46, 47) a predstavuji takzvané s tumorem/lym-
fomem-asociované makrofagy (TAM/LAM = tumor/lymp-
homa associated macrophages). TAM/LAM jsou v jistém
smyslu preprogramovany a indukuji supresi v hostitelské
imunitn{ odpovédi uvolnénim cytokinti, prostanoidi a dal-
Sich medidtort in situ. Makrofagy také poskytuji malignim
B-buikdm signély potiebné k jejich ristu a preziti, produ-
kuji angiogenni ptisobky, ovliviiuji funkci dendritickych
a Treg bunék (47).

Pritomnost CD68+ makrofagl je dle velké vétSiny stu-
dif sdruzZena s horsi prognézou a kratS$im preZitim u paci-
entd s FL (37,42, 46,48). 211 pacientl 1é¢enych riznymi
typy lécby bylo hodnoceno z hlediska pfitomnosti CD68+
bunék a exprese STAT-1 (signal transducer and activator of
transcription-1; medidtor interferonem mediované signdl-
ni drahy). Zvysend piitomnost obou uvedenych parametrt
byla asociovdna s horsi prognézou (medidn sledovani 6 let)
a sice nezdvisle na FLIPI (46). Obdobné vysledky publi-

kovali i dalsi autori (38, 42). Prognosticky tcinek CD68+
bunék muze byt, zda se, anulovén 1é¢bou obsahujici ritu-
ximab (42, 48, 49). Ve studii 96 pacientl s FL 1é¢enych R-
CHOP (rituximab, cyklofosfamid, vinkristin, adriamycin,
prednizon) byl dokonce pozorovén pozitivni prognosticky
efekt zvySeného poctu CD68+bunck (49). Dle randomi-
zované studie 61 pacientti s FL 1é¢enych fludarabinem ne-
bo CVP se jevi, Ze také riizné typy chemoterapie ovliviiu-
ji prognosticky vyznam LAM (32). Existuji vSak také pra-
ce, které vyznam CD68+ bunék jako prognostického fak-
toru u FL nepodporuji (30, 34).

Dalsi buriky s potencidlnim prognostickym vyznamem
Ojedinéle jsou publikované prace zaméetené na vyznam
jinych bunék, jako jsou napiiklad T-lymfocyty nesouci
molekulu PD-1 (programmed cell death 1). PD-1 je dd-
lezitd v regulaci bunék germindlnich center, ale jeji vy-
znam v nadorové imunité nenf presné znam. Svym inhi-
bi¢nim ¢inkem oslabuji T-buné¢nou odpovéd, a tim mo-
hou umoZznit nddorovou expanzi, jde vlastné o jistou al-
ternativu FOXP3+. Infiltrace PD-1 pozitivnich bun&k
(CD3+CD4+CD25-) korelovala pozitivné s dobrou pro-
gndzou a negativné s transformaci FL (50). Infiltraty mas-
tocyty — s tumorem asociovanymi mastocyty (MCs) — by-
ly ve studii 98 pacientl lé¢enych R-CHOP sdruzeny s hor-
§1 prognézou a byly schopny eliminovat pozitivni efekt
makrofdgli po imunochemoterapii (51). Také infiltraty NK
burikami (CD57+) byly sdruzeny s horsi prognézou (35).

Vliv riiznych lé¢ebnych modalit na komponenty
mikroprostredi u folikuldrniho lymfomu

Vysledky studii zkoumajicich vyznam mikroprostied{
Ize jen velmi obtiZné shrnout a snadno interpretovat, ne-
bot’ jsou zna¢né nejednotné (tab. 1). Heterogenita vysled-
ki je zEasti ddna riiznou koncepci a metodikou, ale z né-
kolika studif vyplyvd, Ze zejména typ 1é€ebného rezimu
mitiZe zdsadné modifikovat prognosticky vyznam kompo-
nent mikroprostfedi (42, 51). Z tohoto pohledu je pozoru-
hodna préce, kterd navdzala na randomizovanou studii
zkoumajici uc¢innost fludarabinu vs rezim CVP (cyklofos-
famid, vinkristin a prednizon) probihajici v 90. letech mi-
nulého stoleti (32). V rdmci této studie bylo vybrano 61
pacientl s dostupnou biopsii pro imunohistochemickou
analyzu metodou tissue microarray (31 lécenych fludara-
binem a 30 1é¢enych CVP). Exprese CD69 na nddorovych
burikdch (marker aktivace lymfocytt) byla identifikova-
na jako negativni a intrafolikuldrni FOXP3+ infiltraty ja-
ko priznivy prognosticky faktor bez ohledu na typ poda-
né 1é€by. Zatimco denzni infiltrdty FOXP3+bunék a inter-
folikuldrn{ infiltraty CD68+bunék stejné jako kompletni
sit’ dendritickych bunék byly sdruZeny s lepsi prognézou
v rameni CVP ale soucasné s hor§i prognézou v rameni
s fludarabinem (32). Na zdkladég t&chto rozdilnych vysled-
ki a se znalosti mechanismu t¢inki fludarabinu 1ze vyslo-
vit hypotézu, Ze CVP puisobi piimo na nadorové buriky,
zatimco fludarabin je lymfocytotoxicky nejen pro bunky
FL, ale ovliviiuje vyrazné také mikroprostredi — zejména
T-bunky. Tuto studii a jeji vysledky lze souc¢asné povazo-
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Schéma 1. A-D. Model Interakce B-bunék FL s mikroprostfedim a vliv riiznych typt 16&by. Cervenymi Carami je vyjadieno ptisobeni dané moda-
lity na jednotlivé komponenty nadoru.
A. rezim CVP (cyklofosfamid, vinkristin, prednizon); B. Fludarabin; C. Rituximab; D. Radioterapie (2x2Gy)

Tab. 1. Prehled studii zkoumajicich vyznam nddorového mikroprostfedi folikuldrniho lymfomu.

Autor n Lécba Denzni infiltraty / zvySeny pocet End point
studie
CD3 CD4 CD8 FOXP3 CD68 CD 21/23 CD57
Lee 59 riznd - dobra NS dobra NS - - OS
Glas 66 CVP/rizna NS dobra NS dobra NS Spatnd NS tFL
Alvaro 211 CHOP/rizna NS dobra dobra dobra Spatnd - dobra OS, PFS
Carreras 97 BPVACOP+RT NS NS - dobra Spatnd - - OS
‘Wahlin 139 riznd - NS dobra - - - - 0S, DSS
Kelley 94 riznd - - - Spatna Spatna - - OS
Canioni 194 CHOP-1 - - - - Spatnd NS - - EFS
Taskinen 96 CHOP-1+R - - - - dobra - - PFS, OS
CHOP+R
Klapper 158 MCP/CHOP NS - - - NS NS - OS, PFS
Tzankov 86 riznd - - - dobra - - - DSS, FFS
de Jong 61 CVP vs NS dobra dobra dobra Spatna dobra - PFS
Fludarabin Spatnd dobra dobra Spatnd dobra Spatnd -

Legenda: Ve snaze zajistit maximdlni piehlednost neni vyznaceno rozliSeni mezi intrafolikularnimi a interfolikularnimi infiltraty.

CVP - cyklofosfamid, vinkristin, prednizon; CHOP — cyklofostamid, adriamycin, vinkristin, prednizon; BPVACOP+RT — bleomycin, cisplatina,
etopozid, doxorubicin, vinkristin, prednizon, radioterapie; CHOP-I — cyklofosfamid, adriamycin, vinkristin, prednizon, interferon alfa; MCP — mi-
toxantron, chlorambucil, prednizon; R — rituximab; NS — nesignifikantn{; OS — overal survival (celkové preziti); tFL — transformace folikularniho
lymfomu; PES — progression free survival (doba do progrese); DSS — disease specific survival (pfeziti vdzané na nemoc); EFS — event free survival
(doba do uddlosti); FFS — failure free survival (preziti do selhani 1é¢by)
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vat za urcity modelovy piiklad. Z vysledkd dalsich studif
vyplyva, Ze i dalsi 1é¢ebné modality maji pravdépodobné
rizny vliv na mikroprostiedi FL. Rituximab svym puso-
benim na B-lymfocyty nepfimo ovliviiuje dendritické bun-
ky a ,,vakcina¢nim efektem* zase vede ke stimulaci T-lym-
focytt (28,29, 52). Vliv na mikroprostfedi u FL byl rov-
néz popsan po nizkych davkach radioterapie (2 x 2Gy)
a tykal se hlavné makrofagil a cytotoxickych T-lymfocy-
tt (53). MozZnosti pusobeni rtiznych lé¢ebnych modalit
véetné chemoterapie typu CHOP/CVP, fludarabinu, radi-
oterapie (2 x 2Gy) a rituximabu si miZzeme piedstavit na
zjednoduSeném schématu 1.

Zavér

Na folikularni lymfom Ize na zdkladé vyse uvedenych
vysledkd nahliZet jako na funkéni interakci nddorového
klonu bunék s primdrni chromozomélni odchylkou
t(14;18) (eventudlné jinou adekvitni) a okolnim imunit-
nim systémem. Tuto skute¢nost podporuje rada klinickych
pozorovani a také analyzy nadorového mikroprostredi
uzliny folikuldrnitho lymfomu. Pozoruhodné je zjisténi, Ze
rizné 1é¢ebné modality mohou pisobit odlisné na kom-
ponenty nddorového prostiedi a tim patrné i modifikovat
vyslednou prognézu u konkrétntho nemocného. Dosavad-
ni vysledky vyvolavaji celou fadu otazek tykajicich se
jednak dal$ich moZnych elementi mikroprostiedi, podty-
pu jiz definovanych populaci bunék a také dalsiho vyzku-
mu tcinku jednotlivych 1é€ebnych modalit na nddorové
mikroprostredi.
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