- Souhrnné/edukacni prace

doi: 10.48095/cctahd2021218

Zmeény v imunitnim systému u nelécenych
nemocnych s chronickou lymfocytarni
leukémii - Cast 2: nespecificka imunita

Changes in the immune system in untreated patients with chronic
lymphocytic leukaemia - part 2: innate immune system
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SOUHRN: Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL), nejcastéjsi leukémie dospélych v zapadnim svété, je spojena s vyznamnym kombinovanym
imunodeficitem. Vedle zmén specifické imunity se u nemocnych s CLL mdzeme setkat s defekty vsech slozek nespecifické imunity, jednak bunécné,
tedy NK bunék, fagocytl a dendritickych bunék, ale i humoralni, tedy komplementu. NK buriky nemocnych s CLL exprimuji méné aktivacnich
a vice inhibi¢nich receptor( nez u zdravych jedincl. Spolu se zménami exprese jejich ligandd na samotnych CLL burikédch to znemoziuje
imunitnimu systému ucinné potlacit proliferaci maligniho klonu. U neutrofild byly pozorovany poruchy nahodné i cilené migrace, poruchy
respira¢niho vzplanuti, nebo nedostate¢na tvorba enzymd a cytokind. Dalsi zmény vedou ke vzniku tzv. s tumorem asociovanych neutrofild,
které potlacuji ostatni slozky buné¢né imunity. Podobné monocyty produkci interleukinu 10, transforming growth faktoru p a reaktivnich forem
kysliku zapficinuji dysfunkce T-lymfocytd a NK bunék. Makrofagy se pod vlivem CLL bunék a regulacnich T-lymfocytl méni na tzv. nurse-like
bunky, které atrahuji CLL bunky, umoziuji jejich preziti a potlacuji ostatni T-lymfocyty. Obdobnymi zménami prochézi i dendritické bunky.
Konecné poruchy komplementu u nemocnych s CLL mohou hrét roli v rozvoji nejen infek¢nich, ale i autoimunitnich komplikaci.

KLICOVA SLOVA: chronicka - lymfocytarni - leukémie — imunodeficit - bun&&na - humoralni — NK - neutrofily - monocyty — makrofagy - den-
dritické — komplement - infekce

SUMMARY: Chronic lymphocytic leukaemia (CLL), the most common leukaemia of adults in the western world, is associated with significant combined
immunodeficiency. Besides changes in adaptive immunity, all components of innate immunity, both cellulari.e,, NK cells, phagocytes and dendritic cells
and humoral i.e., the complement cascade, can be affected. NK cells of CLL patients express less activation and more inhibitory receptors than those of
healthy individuals. Together with changes in expression of these receptor ligands on CLL cells this prevents effective suppression of malignant clone
proliferation by the immune system. Neutrophilic granulocytes have impaired ability of random migration, stimulated chemotaxis, respiratory burst
or insufficient capacity of enzymes production and cytokine release. Other changes lead to the generation of so-called tumour associated neutrophils
that suppress various cellular immunity components. Similarly, monocytes produce interleukin 10, transforming growth factor § and reactive oxygen
species that lead to impairment of T-cell and NK cell function. Under the influence of CLL cells and regulatory T-cells, macrophages differentiate into
nurse-like cells that attract CLL cells, support their survival and suppress non-regulatory T-cells. Dendritic cells are also affected by similar changes.
Finally, complement defects can play a part in the development of not only infectious, but also autoimmune complications.

KEY WORDS: chronic - lymphocytic - leukaemia — immunodeficiency - cellular - humoral - NK - granulocytes — monocytes — macrophages —
dendritic - complement - infections

UvVoD

Tento ¢lanek navazuje na praci ,Zmény
v imunitnim systému u nelécenych ne-
mocnych s chronickou lymfocytarni leu-
kémii — ¢ast 1: specificka imunita” [1].
Zatimco zmény specifické imunity, pre-
devsim hypogamaglobulinémie, maji na

svédomi vyssi riziko infek¢nich kompli-
kaci, zmény nespecifické imunity domi-
nantné umoznuji progresi CLL, jak bude
popsano na nasledujicich fadcich. Stejné
jako zmény specifické imunity se viak
prohlubuji s progresi onemocnéni a za-
roven jsou ovlivnény podavanou terapii.
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Zde bude kladen dUraz na stav, ktery na-
[ézame u dosud nelécenych nemocnych.

PORUCHY NK BUNEK

NK buriky jsou aktivovany, nebo naopak
inhibovany na zékladé interakci mezi
fadou aktivacnich a inhibi¢nich recep-




torll na NK bunkach a jejich ligandl na
cilovych bunkach.

Pfevaha aktiva¢nich ¢i inhibi¢nich
signall pak rozhoduje o celkovém vy-
sledku interakce mezi NK burikou a jejim
potencidlnim cilem. P¥i pfevaze aktivac-
nich signalt dochdzi k uvolnéni granul
s perforinem a granzymem z NK burky
a k lyze cilové buriky. Takto je zajisto-
vana predevsim obrana proti virem in-
fikovanym a nadorovym bunkam. Na
rozdil od cytotoxickych T-lymfocytd (T-
ly) nevyzaduji NK bunky k aktivaci in-
terakci s HLA molekulami 1. tfidy na an-
tigen prezentujicich bunkach a nejsou
ve svém pusobeni omezeny specifi-
tou T-bunécného receptoru jako T-ly. Jiz
v 80. letech byly u nemocnych s CLL po-
zorovany morfologické abnormality NK
bunék, zejména deficit azurofilnich gra-
nuli a zaroven i snizeni cytolytické akti-
vity [2]. Pfedeviim v posledni dekadé
pak byla popsana abnormalni exprese
fady aktivacnich a inhibi¢nich recep-
tord na NK bunkach pacientd s CLL. Za-
roven ligandy téchto receptoru jsou na
CLL burikdch v mnoha piipadech expri-
movany odliSné, nezZ je tomu u zdravych
B-lymfocytt (B-ly), a CLL buriky tak uni-
kaji imunitnimu dozoru NK bunék. Mezi
hlavni zmény patfi sniZzeni exprese ak-
tivacnich receptord NKG2D, DNAM-1,
NKp46 a dale NKp30 (coz ale nebylo
potvrzeno ve vsech studiich) na NK
burikdch nemocnych s CLL [3-6]. Na-
opak zvysené exprimovény jsou inhi-
bi¢ni receptory, napf. ILT-2 (LIRT), nebo
Tim-3 [7,8]. Exprese NKG2A, tedy hlav-
niho inhibi¢niho receptoru NK bunék, se
ale unemocnych s CLL nelisi od zdravych
kontrol [5,9]. CLL buriky viak zvySené ex-
primuji ligandy pro inhibi¢ni receptory,
napt. pravé pro NKG2A je to HLA-E [9].
Nutno upozornit, Ze nékteré uvedené
zmény vychézeji v rlznych studiich
rizné a jejich vyznam je tedy sporny (ex-
prese NKp30, HLA-E). Cast protichdd-
nych vysledkl Ize ziejmé vysvétlit pl-
sobenim CMV infekce, kterd ovliviuje
fenotyp NK bunék — u CMV séropozitiv-
nich jedincd je predevsim zvysend ex-
prese NKG2C a ILT-2, a naopak snizena

exprese NKG2A a NKp30 [10]. | ligandy
pro aktivacni receptory mohou mit na
NK buriky inhibi¢ni vliv, a to pokud se
vyskytuji v solubilni formé (a nikoliv na
membrané bunék, nebo na exosomech),
jak to bylo pozorovano v plazmé ne-
mocnych s CLL v pfipadé BAG6 (ligand
pro NKp30), MICB a ULBP2 (ligandy pro
NKG2D) [11]. Zvlastni misto mezi recep-
tory NK bunék zaujiméa CD16, tedy re-
ceptor pro Fc fragment protilatek. Je to
jediny receptor svého typu na NK bun-
kdch - jeho prostfednictvim je realizo-
vana na protilatkach zavisld bunécna
cytotoxicita, v¢. té zprostiedkované te-
rapeutickymi monoklonalnimi protilat-
kami, jako jsou rituximab nebo obinu-
tuzumab. | v pfipadé CD16 byla na NK
bunkach pacientd s CLL popsana ab-
normalné nizkd exprese ve srovnani
se zdravymi kontrolami [4]. Ani zde
ale nejsou vysledky konzistentni a v ji-
nych studiich nizkd exprese CD16 zjis-
téna nebyla [5,10]. Déle stoji za zminku,
Ze nékteré uvedené zmény (snizena ex-
prese NKG2D, NKp30, DNAM-1, nebo
NKp46 na NK burkach) byly pozoro-
vany u pacientl s CLL, ale nikoliv u téch,
u nichZ se onemocnéni manifestuje jako
lymfom z malych lymfocytd (small lym-
phocytic lymphoma - SLL) [4]. Nemocni
se SLL méli ve srovnani s CLL cytotoxi-
citu NK bunék do zna¢né miry zachova-
nou. Méni se i pocty NK bunék. Vétsina
nemocnych s ¢asnou CLL md ve srovnani
se zdravymi jedinci absolutni poc¢ty NK
bunék vyznamné zvysené [3,6]. Zaroven
je viak v rdmci celé populace NK bunék
u CLL potlacen subset zralych bunék
s cytolytickou aktivitou, a zvyseni poctu
tak jde na vrub nezralych a funkéné ne-
kompetentnich NK bunék [12]. Pfesto
se zd34, Ze zvyseny pocet NK bunék, ale-
spon v ¢asnych stadiich onemocnéni,
muze byt prognosticky priznivy. Ve stu-
dii Wen-Ting et al. méli pacienti s nizsim
poc¢tem NK bunék kratsi celkové preziti,
a zaroven se u nich castéji vykytovaly
nepfiznivé prognostické znaky jako mu-
tace TP53, mutace ATM, nemutované
geny pro tézké fetézce imunoglobulind
(IGHV), vy3si B2 mikroglobulin, vyssi ex-
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prese CD38 a dalsi [13]. Zatimco tato
data ukazuji na prognosticky vyznam
pocetnich zmén NK bunék, data o sou-
vislosti vyse popsanych funkénich zmén
s prognézou dosud chybi. Lze se tedy
pouze domnivat, Ze tyto defekty mohou
podporovat progresi CLL. V soucasnosti
jsou intenzivné zkoumany moznosti te-
rapeutického ovlivnéni, ¢i vyuziti NK
bunék, napf. protilatka proti inhibi¢nimu
receptoru NKG2A - monalizumab, nebo
vyuziti alogennich, aktivovanych auto-
lognich nebo chimerickym receptorem
vybavenych (CAR-NK) NK bunék [14,15].
Hlavni zmény NK bunék i dalSich bunéc-
nych populaci nespecifické imunity shr-
nuje tab. 1.

PORUCHY NEUTROFILU

S neutropenii bez vztahu k 1é¢bé se Ize
setkat u nemocnych v pokrocilych sta-
diich CLL s masivni infiltraci kostnf
drené. Naopak vyssi absolutni pocet
neutrofilll pred lé¢bou mize byt pro-
gnosticky priznivy, jak ukazala prace Le-
vyho et al.[16]. Pacienti s absolutnim po-
¢tem neutrofild (ANC) > 7x10%/1 zde méli
delsi ¢as do |écby, Castéji dosahovali lé-
¢ebné odpovédi a méli i statisticky sig-
nifikantné delsi celkové preziti (kon-
krétné 60 /88 /101 mésicl pro nemocné
s ANC < 1x10%/1 / 1-7x10%/1 / > 7x10%/I;
p = 0,031). Naopak prognosticky nepfi-
zniva byla monocytéza (absolutni pocet
monocytl > 1x10%1), jak bude disku-
tovano nize. V samostatné analyze ne-
mocnych bez monocytézy byl pfiznivy
vliv vyssiho ANC jesté vyraznéjsi (cel-
kové preziti 60 / 107 /133 mésicl pro
nemocné s ANC < 1x10%1 / 1-7x10%/I
/> 7x10%/1; p = 0,03). Neni zatim jasné,
zda je delsi prezivani nemocnych s vys-
$im ANC pouze projevem nizsi aktivity
choroby, nizsiho rizika infekci, efektivnéjsi
eliminace CLL bunék neutrofily pfi anti-
-CD20 lécbé, nebo zda naopak neutrofily
samotné potlacuji progresi CLL.

V nékolika mélo studiich byly po-
psany také funk¢ni defekty neutrofilG. Je
nutno upozornit, Ze vétsina téchto praci
pojedndvd o smisenych souborech |é-
¢enych i neléc¢enych pacientt. Ve stu-
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NK burky

Neutrofily

Monocyty

T-reg

Makrofagy/NLC

Dendritické bunky

Tab. 1. Nejdiilezitéjsi zmény jednotlivych bunécnych populaci imunitniho systému u nemocnych s nelécenou CLL.

zvyseni celkového poctu, snizeni zralych NK bunék, zvyseni nezralych NK bunék

snizeni exprese aktivacnich receptorti NKG2D, DNAM-1, NKp46, dle nékterych studii i NKp30 a CD16
zvyseni exprese inhibi¢nich receptord ILT-2 (LIR1), Tim-3
snizeni poctu u pokrocilé CLL v dusledku infiltrace kostni diené
defekty ndhodné i cilené migrace a respira¢niho vzplanuti
deficit lysozymu a myeloperoxidazy

porucha produkce IL-13 a TNFa po stimulaci lipopolysacharidy
zvysena produkce reaktivnich forem kysliku — dysfunkce T-ly a NK bunék, progrese CLL
abnormalné prodlouzené prezivéni, s tumorem asociované neutrofily potlacuji aktivaci T-ly
tvorba NET — aktivace CLL bunék
zvyseny celkovy pocet a pocet monocytl klasického i neklasického subsetu

poruchy transportu glukézy pfes membranu a anaerobni glykolyzy, poruchy fagocytézy
produkce solubilniho CD14, podporuje prezivani CLL bunék
produkce IL-10, TGF-, reaktivnich forem kysliku — dysfunkce T-ly a NK bunék, podpora diferenciace a proliferace

produkce indolamin-2,3-dioxygenazy a argindzy — deplece tryptofanu a argininu dllezitého pro T-ly

produkce IL-10, TGF-B, CCL18, indolamin-2,3-dioxygenazy — potlaceni proliferace T-ly, podpora proliferace T-reg
produkce CXCL12 a CXCL13 — atrakce CLL bunék
produkce CCL4, CXCL12, BAFF, APRIL, CD31, Plexin-B, HGF — podpora prezivani CLL bunék
exprese PD-L1 — stav pseudovycerpani T-ly
snizena exprese kostimulacnich molekul a cytokinli — potlaceni proliferace T-ly, podpora proliferace T-reg
pocet plasmocytoidnich dendritickych bunék zvyseny u indolentni CLL, snizeny u progredujici CLL, negativné

koreluje s mnozstvim CLL bunék

CLL - chronicka lymfocytarni leukemie, IL — interleukin, NET — neutrophils extracellular traps, NLC — nurse-like cells

dii 1tala et al. byly popsany defekty na-
hodné i cilené migrace a respiracniho
vzplanuti u nemocnych s CLL a reku-
rentnimi infekcemi, zatimco pacienti,
ktefi infekcemi netrpéli, méli tyto para-
metry srovnatelné se zdravymi kontro-
lami [17]. Schopnost fagocytézy a nit-
robunécného zabijeni ovlivnény nebyly.
Ve starsi praci Zeya et al. byl na malém
souboru nemocnych zjistén deficit ly-
sozymu a myeloperoxidazy u neutro-
fild a také monocyt(, které mély navic
deficit p-glukuronidazy [18]. Novéji
Kontoyiannis et al. popsali snizenou
efektivitu zabijeni bakterialnich (Staphy-
lococcus aureus a Pseudomonas aerugi-
nosa), ale prekvapivé nikoliv houbovych
(Candida albicans a Aspergillus fumiga-
tus) patogen( neutrofily pacientt s CLL.
Zajimavé je, ze mira zabijeni Aspergillus
fumigatus byla vyrazné zavisla na sérové
koncentraci imunoglobulin{, coz nazna-

Cuje, ze v odpovédi proti tomuto pato-
genu hraje dulezitou roli opsonizace pro
fagocyty [19]. Podle neddvné prace ces-
kych autorl maji sice neutrofily nemoc-
nych s CLL aktivovany fenotyp charakte-
risticky zvySenou expresi CD64 (receptor
pro Fc fragment IgG) a CD54 (adhezivni
molekula) a snizenou expresi CD62L (ad-
hezivni molekula), a to zejména pfi po-
krocilém onemocnéni, po 1é¢bé, nebo
ve skupiné s nemutovanymi IGHV.
Zaroven jsou ale pfitomny i funk¢ni de-
fekty neutrofil(, jako porucha produkce
IL-1B a TNFa po stimulaci lipopolysacha-
ridy [20]. Ve stejné praci byla pozorovéna
i zvysend produkce reaktivnich forem
kysliku neutrofily nemocnych s CLL,
coz mUize pfispivat k dysfunkci T-ly a NK
bunék a progresi onemocnéni. Dalsi sku-
pina autord, kterd také pozorovala zvy-
Seny pocet neutrofill s nizkou expresi
CD62L u nemocnych s CLL (a zvlasté
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u téch s pokrocilym onemocnénim),
dokézala, ze zménu fenotypu a vlast-
nosti neutrofilti zpUsobuji interleukin-10
(IL-10) a TGF-B (transforming growth fac-
tor B), produkované CLL bunkami [21].
CLL bunky dale produkuji i G-CSF (gra-
nulocyte colony-stimulating factor)
a GM-CSF (granulocyte-macrophage co-
lony-stimulating factor), které v této stu-
dii vedly k abnormalné prodlouzenému
prezivani neutrofill. Tyto tzv. s tumo-
rem asociované neutrofily (TAN) kromé
jiz uvedeného potlacovaly aktivaci T-ly.
Neutrofily nemocnych s CLL dale zvy-
sené tvofi tzv. neutrophils extracellular
traps (NET) [22]. Jednd se o sité tvorené
DNA, histony a antibakterialnimi pro-
teiny. Kromé antimikrobidlni funkce hraji
NET roli i v trombogenezi a autoimunit-
nich onemocnénich, aktivuji plazmo-
cytoidni dendritické buriky, usnadiuji
aktivaci T-ly a jsou toxické pro endotel




a epitelie. NET jsou generovany aktivni
formou buné¢né smrti, zvanou netdza.
V této studii NET navic aktivovaly CLL
bunky, (zvySovaly expresi aktiva¢niho
markeru CD69 a kostimula¢nich mo-
lekul CD80 a CD86) a potlacovaly apo-
ptézu CLL bunék, zatimco na B-ly zdra-
vych darcl tento vliv nemély. Zvysenou
tvorbu NET neutrofily u CLL stimuluje
IL-8, jehoZ zdrojem jsou zde ziejmé mo-
nocyty [23]. | pfes vyse uvedeny pfiznivy
vliv vy$siho ANC na prognézu nemoc-
nych neutrofily u CLL nejen ze neplni
zcela adekvatné své funkce v obrané
organizmu pred patogeny, ale zaro-
vern mohou byt dalsi buné¢nou popu-
laci, kterd podporuje progresi choroby.
Hlavni zmény neutrofilll jsou shrnuty
v tab. 1.

PORUCHY MONOCYTU

A MAKROFAGU

Daleko podrobnéji nez zmény neutro-
fild jsou u CLL popsany alterace mono-
cytd a makrofagd. Monocyty mohou
hrat vyznamnou roli v rozvoji choroby
jiz ve stadiu monoklonalni B-lymfocy-
toézy (MBL). Monocyty pacientl s MBL ve
srovnani s témi od nemocnych s ¢asnou
CLL zvy$ené produkovali fadu proza-
nétlivych cytokinl (zejména IL-8, TNFa
(tumor necrosis factor a) a IFNy (interfe-
rony)) a méli aktivovany geny pro zanét-
livou odpovéd (pro uvedené cytokiny,
HMGB 1, fagocytézu, receptory pro pa-
togeny a dalsi) [24]. Vyznam téchto na-
lez0 neni zatim zcela jasny, autofi uve-
dené studie uvazuji, Ze prozadnétlivé
prostredi mlZze prispivat k progresi MBL
do CLL. Pozdéjsi celkova imunosuprese
ve stadiu CLL pak popsané prozanét-
livé procesy tlumi. Vy3si absolutni pocet
monocytd v dobé diagndzy byl ve studii
z Mayo Clinic spojen s kratsim celkovym
prezitim (v univariantni analyze) a s krat-
$im ¢asem do lé¢by (to i v multivariantni
analyze, bez ohledu na dal3i prognos-
tické znaky, jako stadium dle Raie, ¢i cy-
togenetické zmény) [25]. Mezi monocyty
za fyziologickych podminek rozliSujeme
klasicky subset (CD14++, CD16-), in-
termediarni subset (CD14++, CD16+)

a neklasicky subset (CD14+, CD16++).
U nemocnych s CLL byl ve srovnani se
zdravymi kontrolami pozorovan zvyseny
celkovy pocet monocytl i pocet mo-
nocytd z klasického i neklasického sub-
setu. V poméru k celkovému poctu byl
nejvice expandovan neklasicky subset,
i kdyz i u CLL byl stadle dominantni kla-
sicky subset, tak jako u zdravych kon-
trol [26]. Byly pozorovany poruchy me-
tabolizmu glukézy monocytd, zejména
transportu glukézy pres membréanu, po-
ruchy anaerobni glykolyzy a zaroven de-
fekty fagocytdzy, pro kterou je glykolyza
potiebna. Tyto defekty spoustéla mimo
jiné interakce PD-1 (programmed death
1=CD279) na monocytech s PD-1L (pro-
grammed death ligand 1 = CD274) na
CLL bunkach, pficemz PD-1 byl na mo-
nocytech ve srovnani se zdravymi kon-
trolami exprimovan zvysené [27]. V krvi
nemocnych s CLL byly také zjistény zvy-
$ené hladiny solubilniho CD14, ktery je
produkovan monocyty a podporuje pre-
zivani CLL bunék [28]. Asi nejdllezitéjsi
abnormalitou je pak nizkd exprese HLA-
-DR u ¢asti monocytl nemocnych s CLL
(monocyty s fenotypem CD14+ HLA-
-DR low/neq). Tyto buriky jsou v novéj-
Sich pracich oznacovany jako monocy-
tarni ,myeloid-derived supressor cells”
(MDSCQ). MDSC byly popsany u celé fady
malignit [29]. Rozliduji se 3 skupiny — mo-
nocytarni MDSC (s fenotypem CD45+,
CD33+,CD11b+,CD15-, CD14+, HLA-DR
low/neq), granulocytarni MDSC (s feno-
typem CD66+ CD11b+, CD15+, CD14-,
HLA-DR low/neg) a konecné casné
MDSC (early-stage MDSC, charakterizo-
vané jako CD33+, Lin-, CD3-, CD14-,
CD15-,CD19-, CD56-, HLA-DR-) [29,30].
Granulocytarni MDSC ziejmé odpovidaji
vy$e zminénym s tumorem asociovanym
neutrofildm, maji obdobny fenotyp [30].
Monocytérni MDSC produkuji IL-10, TGF-
B, reaktivni formy kysliku a enzymy indo-
lamin-2,3-dioxygenézu (IDO) a argindzu,
které plsobi depleci tryptofanu a argi-
ninu dulezitého pro T-ly [29,31]. V dU-
sledku plsobeni monocytérnich MDSC
in vitro bylo popsano potlaceni pro-
dukce IFN-y, potlaceni proliferace T-ly
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a naopak podpora diferenciace a proli-
ferace T-reg. [31,32]. Nékolik praci pro-
kdzalo signifikantné vyssi mnozstvi
monocytarnich MDSC v periferni krvi
nemocnych s CLL ve srovnani se zdra-
vymi kontrolami [29,32,33]. Jejich zvy-
Seny pocet byl spojeny s vyssi aktivitou
choroby, kratSim prezitim bez progrese
a v dalsi studii zase s krat$im celkovym
prezitim nemocnych [31,33].

Monocyty jsou prekurzorem makro-
fagu. | ty hraji vyznamnou roli v patoge-
nezi celé fady hematologickych a solid-
nich malignit. Fyziologicky rozlisujeme
M1 subset, tzv. klasicky aktivované mak-
rofagy, a M2 subset - alternativné akti-
vované makrofagy [34]. M1 subset v od-
povédi na bakterialni lipopolysacharidy,
IFN-v, nebo GM-CSF produkuje pro-
zanétlivé cytokiny jako IL-1, IL-6, IL-12,
IL-23 a TNF-a, CXCL9 (chemokine (C-X-C
motif) ligand 9), CXCL10, oxid dusnaty
a reaktivni formy kysliku. M1 makro-
fagy jsou vykonné fagocyty a APC, in-
dukujici pfedevsim Th1 imunitni odpo-
véd. M2 subset v odpovédi na stimulaci
IL-4, IL-13, IL-10 a M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor) produkuje ze-
10, TGF-B, CCL17 (chemokine (C-C motif)
ligand 17), CCL22, argindzu a manozu
(CD206), a exprimuje scavenger recep-
tory (CD163). M2 makrofagy pUsobi
imunosupresivné, fyziologicky maiji roli
predevsim pfi hojeni a u nékterych pa-
razitarnich a houbovych infekci [34,35].
Makrofagy nalezené v mikroprostiedi
tumor( se béZné oznacuji jako s tumo-
rem asociované makrofagy (TAM) a vét-
sinou maji vlastnosti M2 subsetu. U CLL
byly v mikroprostredi lymfatickych uzlin,
kostni dfené a sleziny popsany tzv. nurse-
-like buniky (nurse-like cells — NLC), které
se diferencuji z monocytli a maji schop-
nost udrzovat pfi Zivoté CLL bunky v bu-
nécné kulture [36]. Typicky exprimuji
CD68 a CD163. Postupné se ukazalo, ze
NLC jsou vlastné TAM specifické pro CLL.
Maji prevazné vlastnosti M2 makrofagu,
ale i nékteré rysy typické pro M1, jako
jsou exprese CD14, schopnost fagocy-
tézy a produkce reaktivnich forem kys-
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liku [35]. Diferenciaci monocyt do NLC
a jejich polarizaci k M2 fenotypu podpo-
ruji u CLL hepatocyte growth factor (HGF)
produkovany stromalnimi bunkami
a folikularnimi dendritickymi burikami
(FDC), IL-4, IL-10 a IL-13 z Th-ly a IL-10,
M-CSF, nikotinamid fosforibosyl trans-
ferdza (NAMPT) a high-mobility group
box 1 (HMGB1) z CLL bunék [34,36-
38]. Migraci monocytl do uzlin, kde se
méni v NLC, stimuluji cytokiny CCL2,
CCL3 a CCL4 produkované také CLL bun-
kami. Ty k tomu ale samy potiebuji sti-
mulaci T-ly prostfednictvim CD40-CD40L
interakce [34,38]. NLC pak produkuiji ple-
jadu cytokin(, které plsobiimunosupre-
sivné (IL-10, TGF-B, CCL18, IDO), atrahuji
CLL bunky (CXCL12 a CXCL13) a podpo-
ruji jejich prezivani (CCL4, CXCL12, BAFF
(B-cell activating factor), APRIL (A prolife-
ration-inducing ligand), CD31, Plexin-B,
nebo jiz zminény HGF) [36,37,39]. Vy-
slednym efektem je potlaceni proliferace
T-ly, kromé T-reg, jejichZ mnozstvi se na-
opak zvysuje [36,37]. NLC exprimuji také
PD-L1, ktery interakci s PD-1 na T-ly pfi-
spiva k jejich dysfunkci (tzv. stav pseu-
dovycerpani) [37,40]. Bylo prokazano,
Ze mira infiltrace lymfatickych uzlin NLC
koreluje s pokrocilosti CLL [41]. In vitro
bylo pozorovano snizeni Uc¢inku ibruti-
nibu na CLL bunky ve spole¢né kulture
s NLC (naopak u rituximabu, bendamus-
tinu, venetoclaxu a idelalisibu zadny
vliv NLC pozorovan nebyl) [42]. In vitro
a v experimentu na mys$im modelu CLL
bylo dokazéno, Ze eliminace M2 makro-
fagl (tedy NLC) pomoci monoklondini
protiladtky proti M-CSF potlacuje pro-
gresi CLL [43]. Hlavni zmény monocytl
a makroagu jsou shrnuty v tab. 1.

PORUCHY DENDRITICKYCH
BUNEK

Posledni bunéc¢nou populaci, kterou je
nutno zminit, jsou dendritické buriky.
Jde o extrémné heterogenni populaci,
kde rozliSujeme fadu subsetl v kdzi,
sliznicich, kostni dfeni, lymfatickych uz-
lindch i v periferni krvi. Ze zfejmych
technickych ddvodU jsou nejlépe pro-
zkoumany dendritické burky periferni

krve, které Ize velmi zjednodusené roz-
délit na myeloidni, neboli klasické den-
dritické bunky (CDC) a plazmocytoidni
dendritické bunky (PDC). Obé popu-
lace se dale slozité ¢leni a lisi se plvo-
dem, fenotypem i funkci (extenzivné
popsano v publikaci autord Rhodese et
al. [44]). CDC (CD11c+ CD123-) funguji
zejména jako vykonné APC se schop-
nosti stimulovat CD8+ cytotoxické T-ly
(CDC1 subset), nebo naivni T-ly, u nichz
ovliviuji polarizaci do Th1, Th2 nebo
dalSich subsetd T-ly (CDC2 subset). Ze-
jména CDC2 jsou zaroven schopné pro-
dukce fady cytokin (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-8,IL-12, IL-18, CCL3, CCL4, CXCL8) [44].
Hlavni funkci PDC (CD11¢c- CD1234) je
naproti tomu antivirova imunita, zpro-
stredkovana produkci IFN-a (ten sti-
muluje aktivaci efektorovych T-ly, NK
bunék, diferenciaci B-ly v plazmocyty,
prezentaci antigen( dal$imi dendritic-
kymi burkami atd.), i kdyz minoritni
subpopulace PDC ma také funkci APC
a stimulatort T-ly [44,45]. U nemocnych
s CLL byly pozorovany cetné funkéni de-
fekty dendritickych bunék - snizend ex-
prese HLA-DR, kostimula¢nich molekul
(CD80, CD86, CD83, a CD40) a snizena
produkce cytokinG (IL-12, TNF, IL-6, IL-
10) [46]. Pricinou je ziejmé defektni ma-
turace monocytl v dendritické burky
v dlsledku pUsobeni IL-6 a IL-10 z CLL
bunék. Na molekularni drovni je aktivo-
vana STAT3 drdha, coz zvysuje expresi
SOCS5 (suppressor of cytokine signa-
lling 5), ktery negativné reguluje expresi
STATS, tedy transkripcniho faktoru zpro-
stfedkovavajiciho maturaci monocytu
po stimulaci IL-4 [46]. Takto vzniklé den-
dritické buriky maji nizsi schopnost in-
dukovat proliferaci CD4+ T-ly a zejména
CD8+ T-ly a naopak indukuji T-reg [46].
Mnozstvim a funkci PDC u nemoc-
nych s CLL se zabyvali Saulep-Easton
et al. [45]. Mnozstvi PDC v periferni krvi
u nemocnych s progredujici CLL bylo
ve srovnani se zdravymi kontrolami sni-
zené, pfi indolentnim prdbéhu CLL na-
opak oproti zdravé populaci zvysené.
U nemocnych mnozstvi PDC negativné
korelovalo s mnozstvim CLL bunék. Hla-
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diny IFN-a byly snizené jak u indolentni,
tak progresivni CLL, u progresivni ale vy-
znamné vice. Hlavnim negativnim regula-
torem diferenciace PDC je TNF, jehoz hla-
diny byli v této studii vy33i u progredujici
CLL, nez u indolentni CLL a u kontrol. Pro-
dukce TNF jsou schopné predevsim mak-
rofagy, ale také celd rada dal3ich bunék
(NK bunky, T-ly i CLL buriky) [45]. V pato-
genezi CLL hraji vyznamnou roli kromé
dendritickych bunék periferni krve i den-
dritické bunky v mikroprostiedi kostni
diené. Jejich mnozZstvi je u nemocnych
s CLL vyssi nez u zdravych jedincl a na
mysim modelu také koreluje s pokroci-
losti choroby [47]. Akumulace dendritic-
kych bunék v kostni dfeni byla v pokusu
na mysich zavisla na jejich expresi recep-
torové molekuly CD84, ptricemz u mysi
s nefunkéni CD84 nemoc neprogredo-
vala, a jeji blokdda (napf. pomoci mono-
klondlIni protilatky) by tak mohla byt G¢in-
nym terapeutickym zédsahem [47]. Hlavni
zmény dendritickych bunék jsou shrnuty
v tab. 1. Hlavni interakce mezi CLL a bun-
kami imunitniho systému ukazuje obr. 1.

PORUCHY KOMPLEMENTU

U CLL byly dale popsany i defekty kom-
plementu. Komplement je dalezity pre-
devsim pro obranu organizmu pfed
opouzdienymi bakteriemi. Vzhledem
k celé 3kale vyse diskutovanych imunit-
nich defekt(, které se u nemocnych vy-
skytuji témér vzdy soucasné, je ale tézké
posoudit, jak vyznamna je jeho role v pa-
togeneziinfekénich komplikaci.Schlesin-
ger et al. méfili koncentrace jednotlivych
slozek komplementu v séru nemocnych
s CLL, pficemz statisticky vyznamny de-
ficit byl zjistén u 40 % pacientl v cas-
nych stadiich onemocnéni a u viech
nemocnych s pokrocilou CLL [48]. Nej-
Castéji byl pozorovan deficit properdinu.
Prognosticky vyznam aktivity komple-
mentu zkoumali Varga et al. [49]. Hlav-
nim faktorem s vlivem na celkové preziti
nemocnych byla shledana aktivita kla-
sické cesty aktivace komplementu, niko-
liv ale aktivita alternativni cesty. Koncen-
trace jednotlivych slozek komplementu
byly méné prognosticky vyznamné. Ne-
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Obr. 1. Hlavni interakce mezi CLL a bunnkami imunitniho systému.
Obrazek schématicky zhrnuje hlavni interakce mezi zékladnimi buné¢nymi populacemi u CLL. Aktiva¢ni pUsobenti je
symbolizovéno +, inhibi¢ni —. CLL buriky (CLL) jsou jednim z hlavnich zdrojd inhibi¢né plsobicich cytokin( IL-10 a TGF-f.
Dal3imi zdroji jsou predevsim regula¢ni T-ly (T-reg), monocyty (Mono) a nurse-like buriky (NLC). Pod vlivem IL-10, TGF-3

a dalsimi mechanizmy (G-CSF a GM-CSF z CLL bunék, IL-8 z monocyt() se neutrofily (Neu) méni na s tumorem asociované
neutrofily, které inhibuji NK buriky (NK) a naopak podporuji prezivani CLL bunék. Na klasické CD4+ a CD8+ T-ly plsobi u CLL
vétsina bunécnych populaci v¢. dendritickych bunék (DC) inhibi¢né, na T-reg naopak aktiva¢né. Velmi zjednodusené jde o
opak fyziologického stavu, ktery nastava v disledku plsobeni CLL.

byla pozorovana korelace mezi aktivitou
komplementu a koncentracemi imuno-
globulind. Novéji bylo zjisténo, ze pfici-
nou snizené aktivity klasické cesty akti-
vace komplementu u nemocnych s CLL
muze byt nizsi aktivita C5 konvertazy
a slozky komplementu C2, zatimco hla-
diny C4 jsou u pacientd s CLL a zdra-
vych osob srovnatelné a hladiny C3 jsou

dokonce u nemocnych vyssi [50]. De-
ficit slozek komplementu u nemoc-
nych s CLL je pravdépodobné disled-
kem jeho chronické aktivace, pficemz
tim, co tuto aktivaci spousti, jsou agre-
gaty imunoglobulinti IgG (konkrétné he-
xamery) a a2 makroglobulinu [51,52].
Na komplementu zavisld cytotoxicita
je také jednim z mechanizm( ucinku

anti-CD20 monoklondlnich protila-
tek, zejména rituximabu. Defekty kom-
plementu tedy mohou mit dopad na
ucinnost této 1écby, kterd zaroven slozky
komplementu pfi aktivaci spotfebovava.
Ve studii Middleton et al. byl pokles ak-
tivity komplementu po anti-CD20 lécbé
u nemocnych s CLL mnohem hlubsi nez
u zdravych jedincl [53]. Dal se vsak zvra-
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tit pfidanim plazmy nebo jednotlivych
slozek komplementu, pficemz jako nej-
vice limitujici se v této studii ukazala
hladina slozky C2. V dalsi studii 34 ne-
mocnych s CLL pred Ié¢bou rituxima-
bem méli pacienti s in vitro rezistenci
CLL bunék ke komplementu kratsi ¢as
do relapsu (45 vs. > 80 mésicl; p = 0,03)
a méné casto dosahovali kompletni re-
mise (65,2 vs. 100%; p = 0,03) [54]. De-
fekty komplementu mohou mimo jiné
pfispivat k progresi CLL samotné a k roz-
voji komplikaci, jako jsou autoimunitni
hemolyticka anémie a imunitni trombo-
cytopenie [55]. Mechanizmem je vtomto
pfipadé nedostatecna opsonizace apop-
totickych bunék deficitnim komplemen-
tem. Opsonizace apoptotickych bunék
a jejich nasledna fagocytéza makrofagy
je totiz nezbytna k produkci protizanét-
livych cytokinG. Naopak nahromadéni
apoptotickych bunék a uvolnéni anti-
genu stimuluje potencidlni autoimunitni
reakci. Opsonizace apoptotickych bunék
je také klicova v negativni selekci auto-
reaktivnich B-ly pfi jejich vyvoji v kostni
dieni - autoreaktivni B-ly bez dostatec-
ného kontaktu s adekvatné opsonizo-
vanymi autoantigeny nejsou ,odhaleny”
jako autoreaktivni a je umoznéna jejich
maturace. Progrese CLL v dUsledku aku-
mulace apoptotickych bunék je zase
teoreticky dlsledkem chronické stimu-
lace B-bunécéného receptoru antigeny,
které se z téchto bunék uvolfuiji.

ZAVER

Na zavér této Casti Ize Fici, Ze jednotlivé
bunécné populace zajistujici nespeci-
fickou imunitu (neutrofily, monocyty,
makrofagy, dendritické bunky) pod vli-
vem CLL klonu ztraci své plvodni pro-
tinddorové a antiinfekéni funkce a méni
se na komplexni podpurnou sit pro CLL
bunky. Ta se navic vyznamné podili na
prestavbé specifické imunity prostied-
nictvim expanze T-reg. a potlacenim
ostatnich T-ly, coZz samoziejmé zase pfi-
spivd k progresi CLL a kruh se uzavira.
Defekty komplementu nadto mohou
hrat roli i v rozvoji autoimunitnich kom-
plikaci. Pochopeni popsanych inter-

akci mze v budoucnu umoznit rozvoj
zcela novych lécebnych pfistupl smeé-
fujicich k rozbiti této podpirné sité pro
CLL. MozZnosti terapeutického ovlivnéni
NK bunék (protilatka monalizumab), ¢i
jejich vyuziti jako CAR-NK burky jsou
jiz ve stadiu klinickych studii. V praxi je
také jisté zajimavy poznatek o pfiznivém
prognostickém vyznamu vyssiho poctu
neutrofill, ¢i naopak nepfiznivém vlivu
vyssiho poctu monocytd, tedy parame-
trd jednoduse dostupnych z vysetieni
krevniho obrazu. Jinak ale znalosti zmén
nespecifické imunity u CLL na praktické
vyuziti zatim Cekaji.
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