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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva 1écbou vlasatobunécné leukémie, jejimi druhy, ucinky,
mechanismem pisobeni a UspéSnosti. V tvodu je popsana obecna charakteristika
vlasatobunécné leukémie spolené s pouzivanymi diagnostickymi metodami. Hlavni ¢ast
bakalatské prace je vénovana jednotlivym druhiim 1é¢by, ptficemz jsou podrobné popsany
zpusoby 1écby, mechanismus plisobeni a uspéSnost dané 1éCby. Zavér obsahuje prognozu

pacientti s vlasatobuné¢nou leukémii.

KLICOVA SLOVA

Vlasatobunécéna leukémie, purinové analogy, rituximab, vemurafenib, dabrafenib

TITLE

Treatment of Hairy Cell Leukemia

ANNOTATION

This bachelor's thesis focuses on the treatment of hairy cell leukemia, its types, effects,
mechanism of action, and success rates. The introduction describes the general
characteristics of hairy cell leukemia along with the diagnostic methods used. The main
part of the thesis is devoted to individual types of treatment, detailing the treatment
methods, mechanism of action, and success rates of each treatment. The conclusion

summarizes the prognosis for patients with hairy cell leukemia.
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UvVOD

Vlasatobunécna leukémie je malo ¢asté B-lymfoproliferativni onemocnéni, které
postihuje cCastéji muze nez Zzeny. Onemocnéni je charakterizovdno pfitomnosti
,»Vvlasatych® buné€k v kostni dieni a periferni krvi. Mezi metody pouzivané k diagnostice
vlasatobunééné leukémie ftadime vySetfeni zdkladniho krevniho obrazu spolu
se stanovenim poctu jednotlivych krevnich bunék, vySetfeni kostni dieng,
imunofenotypizaci, cytochemicka vysetfeni, zhodnoceni morfologie ,,vlasatych® bunék
a cytogenetickd a molekuldrné geneticka vysetfeni.

Vlasatobunécna leukémii neni zcela vylé€itelnou nemoci, ale existuje fada vysoce
ucinnych lécebnych moznosti. Prvni pouzivanou metodou byla splenektomie, ta byla
po objeveni purinovych analogi pouzivadna jiz v krajnich ptipadech. Purinové analogy
jsou zatim nejucinnéjsi lécbou. Nicméné se také pouziva 1écba alfa interferony,
rituximabem nebo kombinace rituximabu s purinovymi analogy a lé¢ba pomoci
imunotoxinl.

Nov¢jsi druhy 1écby cili pfedevSim na blokovani aktivacnich signali a indukci
apoptézy. Nejvyuzivangj§imi inhibitory jsou vemurafenib a dabrafenib, ktery blokuje
aktivacni signal zmutovaného proteinu BRAF, ¢imZ brani rtstu a proliferaci rakovinnych
bunck. Ibrutinib je inhibitor Brutonova tyrosinkinazového proteinu, ktery blokuje
signalni drdhy, ¢imZ brani rGstu a proliferaci rakovinnych bunék vlasatobunééné
leukémie.

V soucasné dobé probihd nékolik studii, které zkoumaji nové moznosti 1écby
vlasatobunééné  leukémie. Jedna ze studii se zaméfuje na  pouziti
onkoembryondalnichantigent ROR1 a ROR2, druha pak na 1é¢bu pomoci chimérickych
antigennich receptort T-bunék. Studie, které aktudlné probihaji a nové studie, jez
se zabyvaji moznostmi 1écby a vyvojem novych 1éCiv jsou stile velice Zadouci,

protoZe piinaseji nadgji pacientiim, u kterych aktualné dostupné moznosti 1é€by selhavaji.
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1 Vlasatobunééna leukémie

1.1 Obecna charakteristika

Vlasatobunécéna leukémie (HCL) je B-lymfoproliferativni onemocnéni, které je
od roku 2008 uznavané Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) jako samostatna
diagnoza a v roce 2017 byla klasifikovana WHO do kategorie lymfoidnich novotvari.
HCL vznika z pozd¢ aktivovanych B-bunék (Troussard et al., 2022). HCL ptedstavuje
2 % novych leukémii a je Ctyfikrat az pétkrat astéj$i u muzi nez u zen. Median véku pfi
diagnoze je 52-63 let u muzi a 51-59 let u zen (Epperla et al., 2022). Vyskyt je ptiblizné
ttikrat vyssi u béloSské populace nez u cernosské populace (Dores et al., 2008). HCL byla
poprvé popsana vroce 1958 Berthou Bouronclovou, kterd onemocnéni popsala
na souboru 26 pacientll s pancytopenii, splenomegalii a morfologicky typickymi
mononukledrnimi buiikkami v periferni krvi a kostni dfeni. Onemocnéni nazvala
»leukemickou retikuloendoteliézou (Bouroncle et al., 1958). Leukemické buiiky byly
Schreckem a Donnellym pojmenovany jako vlasaté na zaklade jejich charakteristického
morfologického vzhledu. Pojmenovani vlasatobunécné leukémie pochazi od Ghadialliho
a spol. (Ghadially a Skinnider, 1972) a Flandrina (Flandrin et al., 1973). HCL je obecné
délena na dva typy, a to na klasicky a variantni. Klasicky typ HCL ptfedstavuje 95 % HCL
(Cross a Dearden, 2020).

1.2 Priznaky a symptomy

Ptiznaky souvisejici s aktivitou zakladniho onemocnéni se vyskytuji u 75 %
nemocnych (Zak, 2006). Asymptomatiéti pacienti tvoii skupinu 25 % nemocnych, kterym
je nahodné zjisténa splenomegalie nebo pancytopenie (Jansen et al., 2004). Onemocnéni
spole¢né s ptiznaky ma postupny prubeh (Dietrich et al., 2015). NejcastéjSim piiznakem
je celkova unava a slabost u 80 % vSech pacientd, ktera je zptisobena v disledku anémie
(Cross a Dearden, 2020). Bolest bficha, ktera je zptsobena splenomegalii, je pfitomna
u?25 % pacientli (Cross a Dearden, 2020). Infekce je piitomna u 40 % pacientd,
kdy nejcastéjSimi typy infekcei jsou zapal plic a septikémie. Infekce pozorované u HCL
spadaji do dvou hlavnich kategorii. Bakterialni infekce spojené s neutropenii a oportunni
infekce charakteristické pro poskozeny imunitni systém. Infekce vyznamné souviseji
s lécbou kortikosteroidy. Plvodcem téchto bakteridlnich infekci byvaji nejCastéji
gramnegativni  tyC¢inkovit¢é mikroorganismy. Mezi nejdilezitéjsi znich patii
P. aeruginosa a E. coli (Bouza et al., 1978). Krvéceni a tvorba podlitin je u 30 % pacientt
a je nejcasteji zpusobena trombocytopenii (Cross a Dearden, 2020). Mezi dalsi méné
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Casté symptomy patii teplota a poceni, které mohou byt navic doprovazeny ptidruzenymi
infek¢nimi onemocnénimi, kostnimi 1ézemi nebo muze byt postizena 1 klize rliznymi
infekénimi agens (Zak, 2006). Splenomegalic a pancytopenie jsou charakteristické
pro HCL (Dietrich et al., 2015). U 90 % pacientli nalezneme vyraznou splenomegalii
(Golomb, 1978). Nejcastéji je postizena kostni dieni a slezina. Zatimco jatra, lymfatické
uzliny a ktize jsou neobvyklymi misty postizeni (Rahman et al., 2018).
1.3 Pri¢ina

Buiiky, které jsou povazovany za ty, jez jsou s pivodem HCL spojeny, jsou pozdé
aktivované¢ B-lymfocyty paméti postgermindlniho centra. Tyto lymfocyty se aktivuji
v reakci na specifické antigeny a nasledné piezivaji v organismu fadu let. V ptipadé HCL
se lymfocyty stdvaji malignimi a akumuluji se v kostni dfeni, krvi a také sleziné.
V nékterych ptipadech se mohou do procesu zapojit i B-lymfocyty marginalni zony
sleziny. U HCL byla charakterizovana celogenomovéa metylace DNA promotoru HCL,
tato metylace vede k potlaceni exprese geni regulujici rist a diferenciaci B-lymfocyta.
Dale je s HCL spojena pfitomnost somatické mutace proteinu B-Raf (BRAF) V600E
(Arribas et al., 2019). U 90 % pacientl byl zaroven detekovan mutovany profil variabilni
oblast tézkého fetézce imunoglobulinu (IGHV), coz vede k produkci abnormalniho
imunoglobulinu. Mutace v této oblasti tak mlze ovlivnit schopnost imunitniho systému

reagovat na rizné infekce nebo patologické stavy (Forconi et al., 2009; Arons et al.,

2011).

1.4 VySetfovaci metody

Mezi vySetfovaci metody pouzivané k diagnéze HCL patii zakladni vySetfeni
krevniho obrazu, pouzivané ke stanoveni poctu raznych typt krvinek, véetné bilych
krvinek. Trepanobioptické vySetfeni kostni diené k prikazu leukemické populace
v kostni dfeni. Imunofenotypizace pomoci pritokové cytometrie slouzi k analyze
povrchovych proteint na buiikéch, coz umoziuje identifikaci specifickych typt bunék.
Dalsimi metodami jsou cytochemicka vySetfeni, morfologie vlasatych bungk,
cytogenetickd a molekularn¢ geneticka vySetfeni. Malo pouzivanym diagnostickym
testem je pocitacova tomografie a magneticka rezonance, které slouzi k odhaleni kostnich

1ézi (Gupta et al., 2015; Gupta et al., 2020; Maitre et al., 2022).
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1.4.1 Krevniobraz

Pancytopenie je charakteristickym ndlezem u HCL, kdy stupeni cytopenie mize
byt rtizny. Pancytopenie je pfitomna u 50-60 % pacientii s HCL (Chrobéak, 1999; Zik,
2006). Anémie je pritomna az u 88 % pacientli (Gujral et al., 2012). Jedna se o anémie
s prumérnou hodnotou hemoglobinu 75 g/1, v rozmezi 37-105 g/l (Gupta et al., 2015).
Anémie jsou nejcastéji normocytdrni, normochromni nebo mirné¢ makrocytarni.
Makrocytdéza neni ve vétSin¢ piipadi provazena sniZenou hladinou vitaminu Bz
nebo kyseliny listové (Chrobak, 1999; Zak, 2006). Leukopenie je u 71 % pacientti s HCL,
zbyli pacienti maji pocet leukocytli v normé¢, ve zcela vyjimeénych piipadech mohou mit
leukocytézu (Gupta et al., 2015). Témét ve vSech piipadech HCL je pfitomna
monocytopenie (Zak, 2006; Guijral et al., 2012; Gupta et al., 2015). Pocet krevnich
desticek je typicky sniZzeny, obvykle je 60-80 % pacientii trombocytopenickych (Gujral
etal., 2012; Gupta et al., 2015). Primérny pocet krevnich desticek je 65,5 x 10%/1 (Gupta
etal., 2015).

1.4.2 Morfologie bunék HCL

Charakteristickym nalezem u HCL je pfitomnost vlasatych bun&k (Obr. 1).
Typické vlasaté buiiky jsou mononuklearni s bohatou monocytoidni cytoplasmou, prumér
buiiky se pohybuje v rozmezi 10-25 um (Quest a Johnston, 2015). Jadro je ve vétSiné
pfipadii kulaté, ale mohou byt také pfitomna jadra prstencova, ovalnd, ledvinovitd,
stocena ¢i lalo¢natd (Shao et al.,, 2013; Lemez a Kacirkova, 2014). Chromatinova

struktura jadra je homogenni. Chromatin je o néco mén¢ kondenzovany, nez u normalnich

v D J i

Obrazek 1: Buiiky vlasatobunécné leukémie s cytoplasmatickymi vybézky;
(upraveno dle Ikebe et al., 2016).
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lymfocytli (Lemez a Kacirkova, 2014). Jadérko je az v 80 % pfipadi nepiitomné,
ve zbylych ptipadech je malé a nepatrné (Shao et al., 2013). Cytoplasma buriky je svétle
Sedomodra s typickymi cytoplasmatickymi vybézky, které jsou pritomné u 94 %
vlasatych bun¢k (Lemez a Kacirkova, 2014; Shao et al., 2013).
1.4.3 VySeti‘eni kostni diené

Histologické vySetteni kostni difené je doporuc¢ovano u vSech nové
diagnostikovanych pacientt (Katayama, 1988). HCL indukuje tvorbu fibronektinu, ten je
zékladem retikulinovych vlaken, ktera znesnadiuji piipadnou aspiraci kostni dfené& (Zak,
2006). Vice nez 99 % pacientii ma infiltrovanou kostni dien, ktera se prokaze
pii trepanobiopsii  (Golomb, 1978). Trepanobioptické vySetieni umoznuje prokézat
leukemickou populaci a stanovit stupent leukemické infiltrace, odhad zbyvajici
fyziologické hematopoetické tkan€ a posoudit stupent fibrotizace dfené. RozliSuji
se fokalni, intersticidlni a difuzni infiltrace vétSinou s mononukledrnimi leukemickymi
elementy s ovaloidnim ¢&i ,,natipnutym® jadrem (Zak, 2006). Celkovy podet bunék
v kostni dfeni je u 54 % pacientli zvySeny, ale ve 13-28 % pftipadd je kostni drfei
hypoplasticka az aplasticka (Obr. 2). U 55 % pacienti je kostni dfen infiltrovana difuzné.
Kostni dien u 63 % pacientli ma vyrazné potlagenou hematopoézu. Uroven infiltrace

kostni diené v mife 75-100 % je pozorovatelna u 73 % pacientii (Shao et al., 2013).
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Obrazek 2: Hypercelularni di‘ent s difuznim infiltratem bunék vlasatobunécné leukémie
(A, barveni hematoxylin-eosin; B, imunochemické barveni CD20, zvétseni 400x); Hypocelularni dien
s intersticialnim infiltratem bun€k vlasatobunécné leukémie (C, barveni hematoxylin-eosin, zvétseni
1000x; D, imunochemické barveni CD20, zvétSeni 400%); (upraveno dle Shao et al., 2013).
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1.4.4 Cytochemické vysetieni

Diive nez byly k diagnostice HCL zavedeny monoklonalni protilatky, byla
uziteCnym a Siroce pouzivanym testem standardni cytochemické vySetfeni (Matutes,
2006). Nejpouzivanéjsim cytochemickym vySetienim je detekce aktivity enzymu kyselé
fosfatazy rezistentni na vinan (TRAP) (Gupta et al., 2020). K detekci aktivity TRAP
se pouzivaji aspiraty periferni krve a trepanobiopsie kostni dien¢ (Akkaya et al., 2005).
Jedna se o jednoduchou, citlivou a pomémé specifickou metodu pro detekci bunék HCL
vyuzivanou v diagnostice HCL (Janckila et al., 1995). Za ur¢itych podminek ma
cytochemicka enzymova aktivita TRAP sva omezeni, pfikladem jsou leukopenicti
pacienti, ktefi maji relativné maly pocet nddorovych bunék v periferni krvi. Detekce
TRAP neni moznd ani v aspirdtu kostni diené kvili zvySenému poctu retikulinovych
vldken v kostni dfeni (Akkaya et al., 2005). Pii trepanobiopsiich TRAP barvi
1nenadorové buiky, jako jsou erytroidni prekurzory, makrofagy, megakaryocyty
a osteoklasty. TRAP pozitivni erytroidni prekurzory, makrofadgy a osteoklasty jsou vSak
morfologicky odliSné a na =zaklad€é jejich cytologickych charakteristik nejsou
zaménovany s vlasatymi bunikami (Akkaya et al., 2005). Pti prikazu TRAP se pouziva
dudlni barveni PAXS5/TRAP v trepanobiopsiich kostni dfen¢. TRAP je pozitivni u 95 %
pfipadd HCL (Gupta et al., 2020). TRAP mize byt pozitivni také u nékolika
neoplastickych onemocnéni. Pokud neni k dispozici imunofenotypizace, je cytochemické
barveni TRAP uzitenym a citlivym diagnostickym testem (Konkay et al., 2014).
Cytochemické barveni TRAP lze pouzit k odliSeni variantni HCL a klasické HCL, kdy
variantni HCL je oproti klasické HCL na TRAP negativni (Robak, 2011). Dualni barveni
je novym citlivym nastrojem pro hodnoceni postizeni kostni dfen¢ u HCL,

a to i v pfipadech s minimalnim onemocnénim (Gupta et al., 2020).

1.4.5 Prutokova cytometrie a imunofenotypizace

Pritokova cytometrie je pro diagnostiku HCL nezbytna, jelikoz odhaluje
jedine¢né imunofenotypové charakteristiky (Cenariu et al., 2023). Metoda je extrémné
citliva, detekuje HCL bunky na trovni 0,01 % (Shao et al., 2013). Pouziti pritokové
cytometrie je také dulezité pti odliSeni HCL od jinych chronickych lymfoproliferativnich
onemocnéni s podobnymi cytologickymi rysy, jako je tomu v ptipad¢ variantni HCL
nebo difuzniho velkobunécného B-bunécného lymfomu, ¢imz se zvySuje senzitivita
a specificita pro diagnostiku (Cenariu et al., 2023). Buitky HCL se fenotypovée nepodobaji

zadné ze znamych subpopulaci B bunék (Basso et al., 2004). K rozliSeni rtiznych
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bunécnych entit byl vyvinut imunologicky skdrovaci systém. V ramci néj byl jeden bod
piifazen kazdému ze Ctyf markera (CDllc, CD25, CD103, CD123), kdyz byl dany
marker exprimovan. V pfipad¢, ze nebyl exprimovan zadny marker, tak nebyl v ramci
skoérovaciho systému pfifazen ani zadny bod (Obr. 3). Skére 3 anebo 4 je pozorovano
v 98 % ptipadit HCL, zatimco skore niz§i nez 3 u jinych poruch podobnych HCL (Maitre
et al., 2022).
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Obrazek 3: Analyza prutokovou cytometrii prokazujici koexistujici vlasatobunécnou leukémii

a monoklonalnich B-bunék konzistentni s chronickou lymfocytarni leukémii. Analyza ukazuje

mononuklearni buniky, jak je uréeno charakteristikami FSC a SSC, s HCL bunikami ohrani¢enymi
cervenymi oblastmi a CLL buiikami uzavienymi jako modrymi oblastmi. Buniky chronické lymfocytarni
leukémie exprimovaly slaby CD20, slaby CD22, slaby CD11c, stiedni CD25 a CDS5 a vykazovaly slabou
restrikci lehkych fetézct kappa. Buiiky vlasatobunécné leukémie byly pozitivni na CD20, CD11c, CD25
a CD103. Buriky vlasatobunééné leukémie byly omezeny lambda lehkym fetézcem, kdyz byly uzavieny

na svétlych CD11c pozitivnich B-buiikach; (upraveno dle Shao et al., 2013).

CD103 je povrchovy glykoprotein buniky reprezentujici aoE podjednotku
heterodimerniho integrinu aEf7. Byla objevena zvySenim monoklonalni protilatky B-ly7
pfimo proti HCL. CD103 ma aZ 100% senzitivitu u HCL, nicméné asi u 75 % piipada
variantni HCL a u tfetiny indolentnich B-lymfomu sleziny vykazuje CD103 také
pozitivitu (Téth-Liptak et al., 2015). CD103 se prokazala jako pozitivni u 80 % pacientl
s HCL a pozitivni u 33 % pacientl bez HCL s jinym onemocnénim (Maitre et al., 2022).

Detekce CDllc, fetézce integrinu aX, ma stanovenou diagnostickou hodnotu
v HCL, pouziva se hlavn€ v kombinaci s CD25 a CDI103. Monoklonalni protilatka
5DI11 je experimentalni lécivo, kterd patfi do skupiny monoklonédlnich protilatek

mificich na humanni  epidermalni receptor 2 (HER2) a transmembranovy
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onkoprotein 2 (TROP-2). ~ Monoklonalni  protilatka ~ 5DI11  byla  zavedena
pro imunohistochemické barveni antigenu CDllc ve vzorcich, které jsou fixovany
formalinem a zalité v parafinu. Byla popsana jako uspésné senzitivni a specificky marker
HCL (Toth-Liptak et al., 2015). HCL buiiky jsou tak charakterizovany vysokou mirou
exprese CD11c (Basso et al., 2004).

CD25, alfa fetézec receptoru lidského interleukinu-2, je Siroce pouzivany marker
pro diagnostiku HCL. Diky monoklondlni protiladtce 4C9 je moZné kvalitativné
identifikovat molekulu CD25 v parafinovych vzorcich. Protilatka je vhodna
pro diagnostiku HCL v biopsiich z kostni dfené provedenych imunohistochemickym
barvenim. Molekula CD25 vykazuje pozitivitu u kazdého ptipadu HCL (Cenariu et al.,
2023). CD25 je pozitivni téméi u poloviny piipadi chronické lymfocytarni leukémie
a lymfomu z plastovych bun€k. Pozitivitu CD25 vykazuji také aktivované nenadorové
B a T lymfocyty (Toth-Liptak et al., 2015). Monoklonalni B-buniky exprimuji CD25
pouze ve 3 % piipadia (Maitre et al., 2022).

CDI123, o-fetézec receptoru interleukinu-3, pomahd pii diagné6ze HCL
pritokovou cytometrii. Proti fixa¢né rezistentnimu epitopu CD123 jsou k dispozici
monoklonalni protilatky, které mohou usnadnit jeho prikaz ve vzorcich HCL zalitych
v parafinu (T6th-Liptak et al., 2015). CD123 je pozitivni u 97 % pacientii s HCL (Obr. 4)
(Maitre et al., 2022). Monoklondlni B-bunky exprimuji CD123 v 16 % ptipadi. CD123

je pozitivni u 22 % pacient s nemoci podobnou HCL (Maitre et al., 2022).
Fyziologické buriky
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Obrazek 4: Prutokova cytometricka imunofenotypizace (FCI) fyziologickych B lymfocyti a HCL.
(A) Fyziologicky B-bunéény FCI vzor: (1) sttedni CD20 a CD22; (2) spektrum CD11c od slabého po
negativni a negativni pro CD103; (3) spektrum CD25 od slabého po negativni; a (4) CD123 negativni.
(B) HCL buiiky maji (1) jasn€jsi nez normalni CD20 a CD22; (2) homogenni, jasn¢jsi nez normalni
CDlIc a stiedni CD103; (3) jasné homogenni CD25; a (4) CD123 pozitivni; (upraveno dle Stetler-
Stevenson a Tembhare, 2011).
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Annexin Al (ANXAT1) je protein, ktery hraje komplexni roli v zanétlivé odpovéedi
(Sherman et al.,, 2011). Pomoci profilovani genové exprese byla identifikovana
upregulace ANXA1 (Basso et al., 2004). ANXA1 byl néasledn¢ zaveden jako specificky
imunohistochemicky marker pro diagnostiku HCL (Falini et al., 2004). ANXAL1 je 100 %
specificky, senzitivni a presny marker. Nicméné tento marker vykazuje ekvivalentné silné
cytoplazmatické a jaderné barveni v i granulocytarni fad¢€, coz by mohlo zpiisobovat
obtiZe pfi hodnoceni vzorkl kostni diené. Je proto dulezité v diagnostice HCL pouZit
1 dalsi imunohistochemické markery (Téth-Liptak et al., 2015).

V buiikach HCL dochazi i k expresi cyklinu D1 (Sherman et al., 2011). Cyklin D1
vykazuje vysokou specifitu a presnost u HCL. Cyklin D1 vykazuje jaderné barveni
s proménlivou intenzitou, neni tak vhodny pro diagnostiku HCL ve vzorcich kostni dien¢
s nizkym obsahem nadorovych bunék (Téth-Liptak et al., 2015). VétSina piipadd HCL
vykazuje slabou nebo fokalni pozitivitu, pouze mensina piipadli vykazuje jednotnou
a silnou pozitivitu (Sherman et al., 2011).

DBA.44 je transmembranovy glykoprotein, ktery je exprimovan na povrchu
bun¢k raznych tkani. Monoklonélni protilditka DBA.44 identifikuje fixa¢né rezistentni
B-bunécny diferenciacni antigen, ktery vykazuje pozitivitu u HCL (Helene et al., 1992).
Z pocatku diagnostiky HCL byl DBA.44 povaZovan za standardni imunohistochemické
barveni. Dle nov¢jsich studii vSak vyplyva, Ze tento marker nedokdze rozlisit HCL
anemoci podobné HCL, jako je malobunécny B-lymfom sleziny, ktery je pozitivni
v 73,3 % ptipadi (Toth-Liptdk et al., 2015). Timto markerem mohou byt casto
detekovany rozptylené nezhoubné lymfocyty v reaktivnich podminkach, takze
identifikace rezidudlnich naddorovych bunck pouze s timto markerem je obtizna (Went et
al., 2005). Nicméné vSechny piipady chronické lymfocytarni leukémie B-bunécéného
typu, lymfoplazmocytarni lymfom/ Waldenstromova makroglobulinémie a mantle cell
lymfom jsou konzistentné DBA.44 negativni (Toth-Liptak et al., 2015).

T-bet, je transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli v regulaci imunitniho
systému. Exprese T-bet, transkripéniho faktoru spojeného s T-bunkami, byla popsana
v nddorovych bunkich HCL (Dorfman et al., 2004). Exprese T-bet je pouZivdna jako
ucinny marker minimalni rezidualni nemoci, coz jsou buiiky nadort, které v organismu
pretrvavaji v minimalnim mnoZstvi po dosaZeni klinické remise, zjiStované a zjistitelné
jen velmi citlivymi metodami. T-bet vykazuji 100% miru pozitivity u HCL, nicméné

marker je také pozitivni u dalSich onemocnéni jako jsou malé B-bunééné lymfomy
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a reaktivni T-lymfocyty. Diky svému silnému homogennimu jadernému barveni je marker
uziteény pii diagnostice minimalni infiltrace HCL v kostni dfeni (Johrens et al., 2007).
CD200 je membranovy glykoprotein exprimovany na povrchu bunék, ktery ma
imunosupresivni U¢inky. Piestoze CD200 je konzistentné exprimovan na buiikich HCL
k diagndéze HCL se nepouziva nebo jen zfidka v kombinaci s jinymi markery (Obr. 5).
CD200 je exprimovan na fad¢ dalSich novotvarii odvozenych od B lymfocytt (Brunetti

et al., 2009).
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Obrazek 5: HCL imunofenotyp CD123, CD103, CD200 a CD19 pozitivni;
(upraveno dle Janus a Robak, 2022)

Protilatka KP1 je specificka protilatka, kterd cili na antigen CD68. CD68 je
glykoprotein exprimovany na povrchu bunék mononuklearniho fagocytarniho systému.
KP1 je Siroce pouzivany monocytovy/makrofagovy marker. U HCL byl KP1 pozitivni,
ale k diagnostice se pouziva jen zfidka, jelikoz je pozitivni v makrofazich, v myeloidnich

buiikach a u nemoci podobnych HCL (Kreft et al., 1997; Toth-Liptak et al., 2015).

1.4.6 Cytogenetické a molekuliarné genetické nalezy

Mutace genu BRAF V600E je ptitomna u 100 % pacientli s HCL. Protein BRAF
patii do rodiny serinové/threoninkindzové RAF, je soucasti signalni drahy
mitogen-aktivované proteinkinazové kaskady; Rapidly Accelerated Fibrosarcoma - Raf
Activity Factor - Mitogen-Activated Protein Kinase (RAS-RAF-MAPK). Tato draha hraje
hlavni roli v regulaci bunéného preziti, proliferaci a diferenciaci. Mutace BRAF aktivuji
drahu mitogen-aktivované proteinkinazy s extracelularni signal-regulovanou kindzou
(MEK-ERK), coz vede ke zvySené bunééné proliferaci, pteziti, a nakonec k neoplastické

transformaci. U pacientil jinymi lymfoproliferativnimi onemocnénimi je mutace BRAF
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negativni (Tiacci et al., 2011). Mutace spo¢iva v nahrazeni thyminu adeninem v exonu 15
BRAF na pozici 1799 sekvence kodujici gen umisténé v chromozomu 7q34. To vyvolava
zménu aminokyseliny z valinu na glutamat v poloze 600 (V600E) proteinové sekvence.
Vse nakonec vede k aberantni aktivaci onkogenni kindzy BRAF a tim i navazujici
signalni drahy MEK-ERK (Tiacci et al., 2017). Nékteti pacienti HCL vSak mutaci BRAF
V600E postradaji, mohou ale mit alternativni mutace BRAF. Alternativni mutaci je
napiiklad mutace v exonu 11 genu BRAF (Tschernitz et al., 2014).

KLF2 je transkripéni faktor kontrolujici homeostazu a diferenciaci zralych
subpopulaci B-bunék, véetné B bun¢k marginalni zony, kde se také nachazeji pamét'ové
B buiiky (Tiacci et al., 2017). Mutace genu KLF2 je ptitomna u 15 % pacient s HCL
(Maitre et al., 2018). Mutace KLF2 v HCL spocivaji v nahradé¢ aminokyselin, zatimco
u jinych nadorl tyto mutace také zahrnuji destruktivni varianty, jako jsou posunové
mutace (Tiacci et al., 2017).

CDKNIB je tumor supresorovy gen, ktery koduje inhibitor cyklin-dependentni
kin4zy p27. Mutace tohoto genu je pfitomna u 16 % pacientii s HCL (Tiacci et al., 2017).
Pacienti s mutaci CDKN1B maji atypicky imunofenotyp HCL s expresi CD10. Exprese
CDI10 je u HCL vzicna, soucasné dob¢ vSak zddnd studie neprokazala korelaci
mezi mutaci CDKNIB a expresi CD10 (Maitre et al., 2018).

Mutace genu TP53 se pohybuje v rozmezi 0-20 % pacienti s HCL. TP53 je lidsky
a hraje kli¢ovou roli v ochran¢ integrity genomu bunék. Mutace genu TP53 je Castéjsi
u variantni formy HCL, a to s mirou mutaci az u 30 % pacientli (Maitre et al., 2022).

KDMB6A je X-véazany lidsky gen, ktery koduje protein lysin demethylazy. Tento
gen odstranuje dimethylové a trimethylové skupiny z lysinu 27 histonu 3 (Maitre et al.,

2022). Mutace KDM6A vedou ke ztraté funkci (Maitre et al., 2018).

1.4.7 Zobrazovaci techniky

Pocitacova tomografie kosti a magnetickd rezonance jsou nejucinnéjsi metody
pii hodnoceni 18zi zptisobujicich bolest kosti a kloubti. Uloha magnetické rezonance je
dilezita hlavné u pacientt, ktefi maji nespecifické nebo zddné rentgenografické zmény,
se zvySenym vychytdvanim radionuklidd v kostnich 1ézich, coz naznacuje pozitivni
kostni sken. Zmény rentgenografii a kostnich skent Ize potvrdit pomoci magnetické
rezonance (Robak et al., 2020). Skeletalni postizeni je u HCL vzacné vykytuje se ptiblizné
u 3 % nemocnych (Robak et al., 2021). Projevy kosterni HCL jsou osteolytické

24



a osteoblastické 1éze, tézka osteopordza a asepticka nekrdza hlavice femuru. Osteolyza je
necastéj$im radiologickym nalezem pozorovanym u 77 % pacientli. Pomoci PET skenu
lze indikovat metabolickou aktivitu kosti pro absorpci. Poskytuje tak uzitecné funkéni

wvewr

a jiné zobrazovaci metody a dokaze odhalit onemocnéni kosti diive (Robak et al., 2020).

1.5 Diagnostika

Diagnéza HCL je navrzena na zakladé klinického obrazu pacienta. Potvrzeni
diagnozy HCL je pomoci laboratornich nalezi véetné kompletniho krevniho obrazu
s kontrolou natéru periferni krve, aspirace kostni dfen¢ a trepanobiopsie s hodnocenim
morfologie kostni dfené, imunohistochemii, pritokovou cytometrii a testovanim
pro identifikaci mutace V600OE BRAF (Grever et al.,, 2017). V pfipadech, kdy neni
diagnéza zcela jasna ¢i nespliiuje konsensualni kritéria je mozné vyuzit barveni
pro annexin-1 nebo PD-1, tyto markery jsou exprimovany na buikach HCL (Kumar et
al., 2020). Doplnujicim vySetfenim mize byt rentgen hrudniku u pacientli s podezienim
na pneumonii, kterd je u pacienti s HCL pomérné Castd, nebo CT ¢i ultrazvuk

k vyhodnoceni organomegalii zejména sleziny a jater (Robak et al., 2020).

1.6 Indikace k 1é¢bé

U asymptomatickych pacientl neni 1éc¢ba indikovéna, jelikoZ jejich onemocnéni
je stabilni, tak neni nutnd Zadna 1écba. NeléCeni pacienti by méli byt peclivé sledovani
s kompletni anamnézou, fyzikdlnim vySetfenim a kompletnim krevnim obrazem
s diferencidlnim testem kazdych 3-6 meésicl. V ptipadé, Ze pacienti pifestanou byt
asymptomaticti ¢i zacnou spliiovat kritéria pro 1écbu jsou léceni (Robak et al., 2015).
Obecn¢ plati, ze terapeutické latky, které jsou pii 1€cbé¢ HCL pouzivany, jsou pomérné
ucinné, ale imunosupresivni. Vzhledem k imunosupresivnim ucfinkiim se 1écbu
doporucuje zahdjit diive, nez krevni parametry klesnou na nebezpecéné nizkou troven
nebo nez se u pacienta objevi aktivni infekce (Grever et al., 2017). Lécba by méla byt
zahajena u pacientll se symptomatickym onemocnénim (Robak et al., 2015). Kritéria
pro zahajeni 1é€by mohou byt odliSna v zavislosti na tom, zda je pacient 1écen v klinické
studii ¢i odborné praxi. V odborné praxi je 1é¢ba indikovana je-li pfitomen alespon jeden
z ptiznaki aktivniho onemocnéni (Cornet et al., 2014). Nejcastéjsi pfijimanou indikaci
k 1écbé je cytopenie, kterda zahrnuje alesponn jedenu z nésledujicich hodnot:
neutrofily <1-1,5 x 10° bunky/l, hemoglobin  <10-12 g/dl a  krevni
desticky <100 x 10° bunék/l (Grever et al., 2017). Dalim kritériem i indikaci 1é¢by je
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symptomaticka splenomegalie ¢i hepatomegalie (Robak et al., 2015; Grever et al., 2017).
Dalsimi kritérii mtize byt maligni lymfocytdza >5 nebo >20 x 10%/1 nebo progredujici
lymfocytdza, zvétSujici se lymfatické uzliny >2 cm v kratké casové ose, Casté infekce,
nevysvétlitelny ibytek hmotnosti >10 % za pfedchozich 6 mésict a systémové piiznaky
(Robak et al., 2015; Kreitman, Arons, 2022). U pacientil po relapsu je dileZité urcit,
zda jsou cytopenie zpusobeny progresivnim onemocnénim nebo toxicitou z piedchozi

1é¢by (Kreitman, Arons, 2022).
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2 Lécba HCL

Vlasatobunécnou leukemii zatim nelze zcela vylécit zZadnou z aktudlné dostupnych
terapii, k dispozici je Siroka Skdla vysoce ucinnych lé¢ebnych moznosti, které dokazi
dosahnout dlouhodobé remise a vyrazné zlepsit kvalitu zivota pacientd. Nejpouzivanéjsi
terapii je 1écba purinovym nukleosidovym analogem (PA), mezi nejpouzivangjsi PA patii
kladribin a pentostatin. Léc¢ba PA patii mezi nejucinngjsi terapie pro HCL. Déle je k 1écbé
vyuzivana imunoterapie, kterd vyuziva imunitni systém pacienta k napadeni a zniceni
nadorovych bunék, 1écba pomoci inhibitord, kterymi je inhibitor genu kodujici BRAF
a inhibitor mitogen aktivované proteinkinazy (MEK), ¢i imunotoxint, které kombinuji
monoklonalni protilatku s toxinem, ktery cili na B-lymfocyty (Obr. 6). Splenektomie byla
béznou lé€bou HCL v diivéjsi dobg. V soucasné dob¢ se vzhledem k vysoké ti¢innosti

jinych terapii pouziva splenektomie pouze v krajnich piipadech (Grever et al., 2017).
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Obrazek 6: Vyvoj 1ééby HCL; (upraveno dle Falini et al., 2022).
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2.1 Splenektomie

Pted zavedenim a-interferonu a PA v 70. a 80. letech 20. stoleti byla splenektomie
jedinou ucinnou terapii. Splenektomii dojde k odstranéni velké nadorové masy a zruseni
hypersplenismu. Ve vétSiné piipadi vSak nedojde k Gplnému vymizeni leukemické
populace a vyléeni. Po splenektomii je celkové pieziti 5 let u 39-72 % pacientii (Zak,
2006). Vlastni splenektomie neni zcela bez rizika, je spojend s 0-3% mortalitou, coz je
vSak relativné nizka hodnota, nicméné je doprovazena dals$imi riziky a komplikacemi jako
je infekce, trombdza, pooperacni krvaceni, atelaktaza, sepse a imunosuprese (Golomb,
Vardiman, 1983). Od 21. stoleti je splenektomie indikovana pouze pfi ruptuie sleziny

a v piipadech, kdy neni mozné zahajit 1é¢bu chemoterapii (Zak, 2006).

2.2 Lécba o-interferony

Interferon-a je latka, kterd zvySuje aktivitu NK buné€k, zvySuje expresi HLA
antigent II. tfidy a snizuje expresi integrovanych molekul na povrchu vlasaté leukemické
buiky. Dale byla také popsana snizena sekrece nékterych cytokint, a to presnéji G-CSF,
GM-CSEF, IL-3 a IL-6. Na zakladé n¢kterych studii bylo prokazano, ze dochazi ke zvySeni
autokrinni sekrece TNF-a, ktery je schopen navodit apoptozu vlasatych leukemickych
bunék. Ze studii tedy vyplyva, ze 1écba o-interferony (a-IFN) vede nepiimo ke snizeni
proliferacni a diferenciacni aktivity vlasatych leukemickych bunék a indukuje apoptozu
(Z4&k, 2006).

Terapie o-IFN, kterymi muzou byt napiiklad oza-Roferon, azb-Intron,
axc-Berofor, o-N1 Welferon, byla nejucinnéj$im 1é€ebnym piistupem, ktery
v 80. a 90. letech posupné nahradil splenektomii (Zak, 2006). V kontrolovanych studiich
bylo prokazano, ze u 75-90 % pacienti lécenych a-IFN doslo ke kladné 1écebné
odpovédi. Kompletni remise vSak bylo dosazeno pouze u 10-15 % pacientil, ve vétSing
piipadt se jednalo jen o parcidlni remise. Doslo tedy k normalizaci jednoho z parametr
krevniho obrazu (KO) a zaroven nedoslo ke zhorSeni ostatnich parametri (Golomb et al.,
1986).

Lécebné kury o-IFN je nutné provadét 3krat tydné. Béhem prvnich 2 mésicli
dochazi u takto 1é€enych pacientl k poklesu hemoglobinu a leukocytt. Lécba a-IFN ma
¢etné mirné nebo stiedné zavazné nezadouci ucinky. Patfi mezi n¢ naptiklad flu-like
syndrom, zvySend Unava, kozni zmény, vzestup jaternich transamindz a neuropatie.
Median selhani 1é¢by u o-IFN je 6-31 mésict, v ptipadé relapsu bylo opétovné 1éCeni

a-FN uc¢inné. Lécba HCL o-IFN vsak v soucasné dob& neni pfili§ Casto indikovana
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vzhledem k nezddoucim uU¢inkiim a UCinnéjSim moznostem léCby. Lécba o-IFN je
pouzivana pouze ve vzacnych ptipadech, a to naptiklad u pacientii se zavaznou cytopenii

pied zahajenim dalsi terapie (Zak, 2006).

2.3 Purinové analogy

Lécba purinovymi analogy, které se bézn¢ pouzivaji jako monoterapie, byla prvni
velmi t¢innou 1é€ebnou metodou u HCL. Jako purinové analogy se pouZzivaji pentostatin
a kladribin. Kladribin je derivat adeninu, ktery je intracelularné pfeménén na kladribin
trifosfat, ktery je zabudovan do DNA, ¢imz je zabranéno déleni bunky (Hoofnagle et al.,
2013).

Pentostatin  je inhibitor pfechodného stavu hlavniho meziproduktu
adenosindeaminazy. Zptsobuje akumulaci intracelularniho adenosinu a deoxyadenosinu,
které¢ blokuji syntézu DNA inhibici ribonukleotidreduktazy. Tato nerovnovaha
nukleotidovych poolt je zvlasté toxicka pro lymfocyty (Hoofnagle et al., 2013).

Kladribin a pentostatin dosahuji miry kompletni remise okolo 70-90 % a intervalt
bez 1éCby, které presahuji az 10 let (Else et al., 2009; Saven et al., 1998). Béhem lécebné
kuary se pentostatin podava jednou za 14 dni a to 3-12 mésict, zatimco terapie kladribinem
probiha v jedné 5-7denni kufe (ERSAL et al., 2023). Pentostatin a kladribin maji podobny
mechanismus toxicity. Ta se projevuje neutropenii, hore¢kou predevsim v prvnim meésici
1é¢by, snizenim CD4+ T-bunck trvajicim 40-52 meésicti a dlouhodobou neuropatii
(Seymour et al., 1997; Saven et al., 1998). Vzhledem k podobné toxicité a témét stejnym

Pacienti, kterym je pravidelné se sledovan pocet krvinek a vyzaduji dalsi 1écbu,
je medidn Casu relapsu po prvnim podani 1écby ptiblizné 16 let (Else et al., 2009). Doba
mezi prvni a druhou léc¢bou je kratS§i u pacientli, kterym byla stanovena diagnoza
pied 40. rokem Zivota. Mladsi pacienti vyzaduji vyrazné vice sérii 1écby v prubéhu
sledovani (Getta et al., 2016). Z dlouhodobych vyzkumu a studii neni zndmo, jaké
procento pacientd je vyléfeno purinovymi analogy. Nekteré studie naznacuji,
ze u n€kterych pacienti muze dojit k Uplnému vyléceni, nicméné relaps je u HCL

pomeérné Casty. Stale tak nariista pocet pacientd, kteti vyzaduji dalsi 1écebné metody.

2.4 Lécba monoklonalnim rituximabem

Rituximab je v ramci 1écby HCL nejcastéji pouzivanou monoklonalni protilatkou.
Jedna se o protilatku namifenou proti antigenu CD 20. Rituximab indukuje apoptozu
u CD 20 pozitivnich bunék. Apoptodza je indukovana bud’ zprostiedkovanim cytotoxicity
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zavislé na komplementu nebo cytotoxicity zprostiedkované bunikami zavislymi
na protilatkach. Samostatna 1écba rituximabem se pouziva jen velmi ziidka (Villamor et
al., 2003). V jedné studii byl rituximab jako monoterapie schopen dosdhnout kompletni

remise pouze u 13 % pacientl s relapsem onemocnéni (Burotto et al., 2013).

2.5 Kombinace 1é¢by purinovymi analogy a rituximabem

Na zéklad¢ klinickych studii bylo zjisténo, ze pfidanim rituximabu k PA,
pfedev§im ke kladribinu, zvySujeme miru kompletniho remise Potencialni vyhodou
soucasného podani rituximabu a PA je synergie. Potencionalni vyhody u opozdéného
podani rituximabu, o vice jak 6 mésicti po podani PA, je ¢astecné obnoveni imunity,
véetné T a B lymfocytl. Vznikd mensi riziko trombocytopenie a transfuzi krevnich
desticek. A také mensi nebo dokonce Zadnou potieba steroidni profylaxe infuznich reakci.
U nékterych pacientli nebylo jiz tfeba rituximab podavat, z divodu remise. Pfidani
rituximabu k 1écbé PA je lepSi nezli samotnad terapie PA. Toxicita je srovnatelna
jak u soucasného podani rituximabu, tak u opozdéné¢ho podéani. Hlavnim rozdilem je
rychla pfechodnd trombocytopenie. U pacientll 1é€enych souCasnym podanim léCiv je
vyrazné vyssi pocet neutrofilli i krevnich desticek nez u pacientll s opozdénou 1écbou
a to do 4 tydni po ukonceni 1éCby.

Studie prokazuji, ze 100% miry kompletni remise lze dosahnout piidanim
rituximabu jeden mésic po kladribinu. Lécba rituximabem v kombinaci s PA je pouzivana
hlavné u pacientl s relapsem, lékem prvni volby je stile pouzivana 1écba samostatnymi
PA. Lécba kladridin-rituximab je jako léCebna metoda prvni volby vyuZzivana

jen u variantni HCL (Chihara et al., 2016; Chihara et al., 2020).

2.6 Imunotoxiny

Lécba imunotoxiny se pouziva po netspéSnych 1écbach PA, a dalS§imi 1écbami.
Bylo zjisténo, ze v 1écbé HCL u pacienti rezistentnich vici 1écbé PA se da vyuzit
rekombinantni imunotoxin BL22. Pravé BL22 vyvolal kompletni remisi u 69 % pacientii
a casteCnou remisi u 13 % pacientd. U zbylych pacientl nedoslo k odpovédi.
Pravdépodobné dostali neadekvatni 1éCbu, z diivodu ptitomnosti jiz existujicich protilatek
neutralizujici toxiny nebo byly podavany nizké davky imunotoxinu. Vzhledem k nizké
toxicit¢ bylo umoznéno BL22 podavat ve vice cyklech 1écby vétSiné pacientim
(Kreitman et al., 2001). VEtsi mira odpovédi byla u pacientl s normalni nebo mirné
zvétSenou slezinou, nez u pacientli po splenektomii nebo se zvétSenou slezinou. ZvétSena

slezina miize predstavovat bariéru pro penetraci nadoru a snizeni plazmatické hladiny
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BL22. K tésngjsimu shlukovani vlasatych leukemickych bun€k v kostni dfeni dochazi
u pacientii po splenektomii. Pacienti po splenektomii méli nizkou miru odpovéedi
po jednom cyklu 1é¢by, ale opakovanim cykli 1€¢by bylo u nékterych pacientti dosazeno
kompletni remise (Kreitman et al., 2009).

Moxetumomab pasudotox je vysokoafinitni derivat BL22, ktery obsahuje
spolecné¢ s vazebnym fragmentem anti-CD22 protilatky fuzované s exotoxinem
Pseudomonas. U 46 % pacientii bylo dosazeno kompletni remise, vétSinou trvalé.
Kompletni remise dosahli pouze pacienti, kteti diive nepodstoupili splenektomii.
Hlavnim neZadoucim ucinkem pfi vyuZiti vysokoafinitniho derivaitu BL22 je
hemolyticko-uremicky syndrom (HUS). HUS vznikly pti lé¢beé BL22 byl vyvolan CD22,
protoze nebyl pozorovan v imunotoxinu pseudomonas, existovala obava, ze
moxetumomab pasudotox zpisobi HUS pfti niz§ich davkach nez BL22 vzhledem k jeho
vyssi vazebné afinit¢ k CD22. Bylo zjisténo, ze HUS souvisejici s BL22 vyuzival
nespecifickou vazbu nesouvisejici s CD22, tudiz bylo mozné se ji ¢aste¢né¢ vyhnout,
a to zvySenim afinity imunotoxinu k CD22. Pacienti, ktefi uzivali moxetumomab
pasudotox, musi byt nadale sledovani vzhledem k moznosti vyvinuti tohoto nezadouciho
ucinku (Kreitman et al., 2012).

Median trvani kompletni remise i hematologické remise byl ptiblizné pétkrat delsi
u pacientll s negativni minimalni rezidualni nemoci, buiky nadort, které v organismu
pretrvavaji v minimalnim mnozstvi po dosazeni klinické remise, zjiStované a zjistitelné
jen velmi citlivymi metodami, oproti pacientim s pozitivni minimalni rezidudlni nemoci,
lécenych moxetumomabem pasudotoxem. Dlouhodobé trvani hematologické remise
z kompletni remise u pacientli negativnich na minimalni rezidualni nemoc, je dilezitym
zjisténim vzhledem k tomu, Ze znovuobjeveni cytopenii ma vétsi klinicky vyznam neZli
znovuobjeveni leukemickych bun¢k. Moxetumomab pasudotox vede k mensi
myelotoxicité a imunosupresi nez PA, a nezvySuje tak nachylnost k infekcim. Pokud
béhem lécby dojde k vyskytu HUS nebo syndromu kapilarniho tniku, je dulezité
sledovani pacient. Tyto stavy jsou zvladnutelné¢ a reverzibilni, soucasnou strategii
v prevenci HUS zahrnuji perordlni hydrataci a intraven6zni suplementaci tekutin
pted a po kazdé davce 1écby, a perordlni podani dexametazonu u pacientil, kteti maji
horecku ¢i nauzeu (Kreitman et al., 2021).

BL22 se vaze na CD22, vstupuje do buiiky pomoci endocytézy. Je zpracovan
a translokovan do cytosolu, kde katalyzuje ADP ribosylaci elonga¢niho faktoru 2

(ADP-1-EF2) a nasledn¢ zptsobuje smrt leukemické buiiky (Obr. 7) (Kreitman, 1999).
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Obrazek 7: Pasobeni BL22; PE38 - Pseudomonas exotoxin A mutace 38, ADP-r-EF2 -
adenosindifosfat ribosylovany elongacni faktor 2; (upraveno dle Kreitman et al., 2001).

32



2.7 Kontraindikace k 1é¢bé PA

Kontraindikace k 1é€beé PA maji pacienti s aktivnimi infekcemi, vyznamnou
renalni dysfunkci, t€hotenstvim nebo neurologickymi abnormalitami. Této skupiné
pacientd se bézn¢ podava 1écba a-interferony, ke zvyseni poctu krvinek v periferni krvi
(PK), a miZe slouzit jako zéklad k definitivni 1écbé. Jakmile dojde k vyfeSeni
kontraindikace pomoci 1écby o-interferony. Vemurafenib, peroralni inhibitor BRAF, ma
vyznamnou aktivitu jeli uzivdn bud’ v monoterapii ¢i v kombinaci s rituximabem.
Tato kombinace se pouziva u pacientli s kontraindikaci k PA, jez maji mutaci V60OE
genu BRAF (Moore et al., 2021).

HCL béhem tehotenstvi je velmi vzacnd, ale potencidlné zvladnutelna. Lécba
by se méla u t€hotnych Zen zahajovat pouze tehdy, jeli to nezbytné nutné. Terapeutickymi
mozZnostmi jsou PA, splenektomie, a-interferony nebo rituximab. Zvoleni vhodné 1écby
zavisi na mnoha faktorech, véetn¢ faze tchotenstvi, rychlosti progrese onemocnéni
a odpovédi na predchozi 1é¢bu, pokud néjakd byla. Pfi uzivani rituximabu, béhem
téhotenstvi nebo pted, nebyl pozorovan zadny nadmérny vyskyt zavaznych nezddoucich
ucinkd, 1 kdyz ve studiich na zvitatech bylo prokazano, ze rituximab je teratogenni latka.
Dosud dostupné studie vSak nejsou dostatecné pro dokumentaci bezpecnosti
¢i doporuceni podéavani rituximabu béhem ¢i pied téhotenstvim (Perrotta et al., 2021).
Pouzivanymi terapeutickymi moznostmi jsou lécba a-interferony, jez vedou k ¢asteCnym
remisim, a splenektomie, kterd byva pouzita jako docasné feSeni, nez je mozno zah4jit

1é¢bu PA (Troussard et al., 2022).
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3 Lécba pomoci inhibitori
3.1 Inhibitory BRAF a MEK

Pii 1é¢bé pomoci inhibitort BRAF a MEK se perordlné¢ podava vemurafenib,
dvakrat denn¢ po dobu 16-18 mésict. Lécba je rychla a vysoce u¢innd, s 96-100% mirou
odpovédi u pacienttl, ktefi byly predléceni predchozi 1écbou, ale témét polovina téchto
pacientil nereagovala na posledni pfedchozi 1écbu. Medidn doby do odpovédi je
8-12 tydnl a mira kompletni remise je 35 % (Obr. 8). Pocatecni lécba vemurafenibem
byla omezena na nékolik mésicti. Diivodem byla obava z vyvinuti sekundarnich nadora
indukovanych vemurafenibem. V obou studiich byly na konci 1écby konzistentné
pfitomny rezidudlni vlasaté bunky kostni diené s jejich ptidruzenou alelovou zatézi
BRAF-V600E, a to i po kompletni remisi. Piiblizn¢ u poloviny hodnotitelnych pacienta
vykazovaly tyto bunky perzistentni fosfo-ERK expresi navzdory dlouhodobé
pretrvavajici expozici vemurafenibu, coz pravdépodobné korelovalo s vyssi rezidudlni
leukemickou zatézi a kratSim ptezitim bez progrese. To naznacuje, Ze pfinejmensim
u n¢kterych pacientii se u leukemickych bun€k vyvinou alternativni mechanismy
pro reaktivaci MEK/ERK, aby se vyhnuly blokadé BRAF. Toxicita vemurafenibu je
spojena zejména s kozni toxicitou, hlavné vyrazkou a fotosenzitivitou. Dale také
s artralgii, tedy bolesti kloubi, artritidou, zdnétem kloubii, hore¢kou a zvySenim hladiny
bilirubinu v krvi. Dal§imi pomérné Castymi nezddoucimi ucinky souvisejicimi s Iékem
jsou kozni papilomy, alopecie, palmarni/plantarni hypercheratdza/dysestézie, Unava
a zvySeni sérové lipazy, transaminazy, alkalicka fosfataza nebo fibrinogen. (Tiacci et al.,

2015).
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Obrazek 8: CD20 imunohistochemické vySetieni biopsie kostni diené u pacienta vykazujici ~75%
leukemickou infiltraci na zacatku 1é¢by (vlevo) a pouze nékolik (<10%) rezidualnich rozptylenych
vlasatych bunék po 8 tydnech podavani vemurafenibu (vpravo). Barveni hematoxylin-eosinem biopsie
kostni dfené u pacienta vykazujiciho infiltraci leukemickymi HCL butikami se Sirokou, jasnou
cytoplazmou rozpoznatelnou morfologii na zac¢atku 1é¢by (vlevo), ale ne po 8 tydnech podavani
vemurafenibu (vpravo); (upraveno dle Tiacci et al., 2015).

Dal8im Iékem, ktery se pouziva jako BRAF inhibitor je dabrafenib. Studie Tiacci
et al., 2021 byla zaméfena na studium plsobeni Dabrafenibu podavaného peroralné
v dadvce 150 mg dvakrat denn€ po dobu 8 tydnili, nasledovany dal$imi 4 tydny, pokud
po prvnich 8 tydnech nebylo dosazeno kompletni remise. Hodnoceni odpovédi bylo
provadéno kazdé 4 tydny po podani dabrafenibu pomoci ultrazvuku sleziny a vySetfeni
kostni dfené. Sledovani krevniho obraz a chemického sloZeni se provadélo kazdy tyden
béhem prvnich 4 tydnil, poté kazdé 2 tydny behem lécby a kazdé¢ 3 mésice beéhem
sledovani. Toxicita dabrafenibu je podobnd jako u vemurafenibu. Kratka 1écba
dabrafenibem bezpecné a rychle vyvolala objektivni odpovédi a vyznamny klinicky
pfinos u vSech pacientil s relabujicim nebo refrakternim onemocnénim HCL, vcéetné
nékolika pacientil diive lé€enych vemurafenibem. Dabrafenib tak miiZe byt alternativou
k vemurafenibu u pacienti s HCL. Lécba miize byt pro pacienty, kteti dosud nebyli 1éceni
pomoci BRAF inhibitorti, tak pro pacienty, ktefi nejsou schopni tolerovat 1éCbu

vemurafenibu. Hloubka kompletni remise u vemurafenibu nebo dabrafenibu u relabujici
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HCL je nizs8i nez u 1é¢by pomoci imunotoxinu moxetumomabu pasudotoxu (Tiacci et al.,
2021) (A).

Lécba BRAF a MEK inhibitory se také pouziva v kombinaci napiiklad
s rituximabem. Vemurafenib spole¢né s rituximabem je kratkou a bezpecnou 1écbou.
Terapie je schopna rychle vyvolat hlubokou a trvalou kompletni remisi u pacientli
s relabujici ¢i refrakterni HCL. Pfidani rituximabu k vemurafenibu vede k vice nez
zdvojnasobeni procenta pacientd s kompletni remisi a zkriceni doby medianu
do kompletni remise na polovinu nez u podani samotného vemurafenibu. Kompletni
remise dosahne vice jak 87 % pacientil s medianem 4 tydni do dosazeni kompletni remise
(Obr. 9). Celkem 65 % pacientd, ktefi dosdhli kompletni remise bylo negativnich
na minimalni rezidudlni nemoc, pteZziti bez relapsu tak bylo 85 % pti medianu sledovani
34 meésicl. Na zaklad¢ prizkumnych analyz bylo zjisténo, Ze pacienti, kteti byli diive
1é¢eni inhibitorem BRAF v ramci monoterapie méli hlubsi a delsi odpoveéd’ na naslednou
lécbu vemurafenibem a rituximabem nez pii piedchozi monoterapii (Tiacci et al.,
2021)(B). Kombinace dabrafenibu a trametinibu je idedlni kombinaci pro pacienty
s relabujici HCL, ktefi preferuji peroralni rezim s vysokou pravdépodobnosti kompletni
remise, véetné kompletni remise bez minimalni rezidudlni nemoci. Také je vhodna
pro pacienty, ktefi nemohou tolerovat rituximab. Objektivni mira odpovédi je 89 %,
pficemz kompletni remise dosdhne 65 % pacientli. Nezadouci uCinky, kterymi byva
napiiklad horecka, lze feSit bud’ prerusenim terapie, upravou davky ¢i jinymi

medikamenty (Kreitman et al., 2023).

Obrazek 9: Ukazuje vysledky imunohistochemického testovani vzorku kostni diené — biopsie ziskané
od reprezentativniho pacienta s leukémii z vlasatych bun¢k (HCL), ktery mél na zacatku masivni leukemickou
infiltraci (obrazek vlevo; Cervené barveni CD20), které vymiz vymizelo po prvnim 1é¢ebném cyklu (4 tydny
vemurafenibu a dvé davky rituximabu) a vedlo ke kompletni remisi bez leukemickych vlasatych bunék (obrazek
vpravo); (upraveno dle Tiacci et al., 2021).
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3.1.1 Mechanismus piisobeni BRAF a MEK inhibitori

Vemurafenib, dabrafenib a trametinib jsou latky, které zpusobuji silnou
defosforylaci kinasy regulované extracelularnim signdlem (MEK/ERK) a potlacuji
transkripéni vystup drahy BRAF-MEK-ERK v HCL. Inhibice BRAF ovliviiuje profil
HCL vcelém genomu snizenim jeho specifického expresniho podpisu a markert.
Transkripénimi cili drdhy BRAF-MEK-ERK jsou naptiklad geny MAFF, ETVS, cyklin
D1 (CCND1). Studie Pettirossi et al., 2015 prokazuje, ze 1 dal$i geny, které byly
regulovany vemurafenibem zahrnovaly geny kodujici proteiny, které jsou v HCL
diagnostickymi markery, napiiklad CD25 a tartat-rezistentni kyselou fosfatazu (TRAP).
U jednoho pacienta se exprese cyklinu D1 v bunikdich HCL imunohistochemicky posunula
ze silné na slabou v biopsii kostni dfené odebrané na zacatku 1€cby a po 14 dnech uzivani

vemurafenibu (Obr. 10) (Pettirossi et al., 2015).

Cyclin-D1/CD20

Obrazek 10: Potlaceni cyklinu D1 (hnédé nuklearni barveni), Sipka oznacuje cyklin D1+ (vnitini kontrolu);
(upraveno dle Pettirossi et al., 2015).
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U dalsiho pacienta se exprese CD25 zménila z 99 % leukemickych vlasatych
bun€k na pocatku 1écby na 62 % po 7 dnech podavani vemurafenibu a na 9,7 %
po 14 dnech uzivani 1é¢iva, exprese CD25 byla pozorovana pomoci pritokové cytometrie

(Obr. 11) (Pettirossi et al., 2015).
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Pfed 1é¢bou urivani vemurafenibu uzivani vemurafenibu
10% 10° 10°-
2 102-5 - o 102—3 « 98.5% B 102~ s 94.0%
o o : ’ g o
3 21" @ 10 =S
3 8 .
10 10
B R T T B R T TR B TR T R T
CD103 FITC CD103 FITC CD103 FITC
10° 10° 10%
1021: - e 102-5 o 102—.
w T w - w ok
o i o o '
& 10 &10' Q10 = 9.7%
a 3 s o 3 o R
Q 1 & 18] 1 (&) s 5
100_1 100_i ‘-.‘r'
& e e
B T T T T B IR (TR T S0 qot 102 10°
CD19PC7 CD19 PC7 CD19 PC7

Obrazek 11: Priitokova cytometricka exprese povrchového CD25 v krevnich leukemickych buiikach
(koexprimujicich CD19 a CD103; modra ¢ast CD45+), Cervena Cast piedstavuje zbytek CD45+ krevnich
bunék; (upraveno dle Pettirossi et al., 2015).

Inhibice BRAF nebo MEK zpiisobuje ztratu vlasaté¢ morfologie v zivych HCL
buiikach, ale ne v bunkach, které jsou pouze HCL podobné. Pfi mikroskopickém
pozorovani bylo zjiSténo, Zze HCL bunky, které jsou oSetfené inhibitorem BRAF
vykazovaly zna¢nou ztratu ,,vlasatych* vybézka a staly se hladSimi a menSimi, dokud
jesté byly zivé. Tato zména u HCL podobnych bunék nenastala (Obr. 12). Inhibice
BRAF/MEK tak indukuje ztratu zivotaschopnosti v disledku apoptézy v primarnich
HCL burikach, a ne v buiitkach podobnych HCL (Pettirossi et al., 2015).
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Obrazek 12: Ztrata vybézki po inhibici BRAF. Prvni fadek ukazuje buiiky pacienta s HCL, druhy fadek
ukazuje bunky pacienta podobné HCL. U pacienta s HCL dochazi ke ztrata vybézka po inhibici BRAF;
(upraveno dle Pettirossi et al., 2015).

3.2 Inhibitor Bruton tyrozinkinazy

Signalizace B-bunécného receptoru (BCR) hraje velkou roli v progresi nékolika
B lymfocytarnich malignit, ale jeji role u HCL neni zcela jednoznacna. Bruton
tyrozinkinaza (BTL) je kli¢ova v BCR signalizaci, migraci a adhezi, miize byt zaméfena
pomoci ibrutinibu, selektivniho ireverzibilniho inhibitoru BTK (Sivina et al., 2014).
Ibrutinib se podava peroralné jednou denné. Lécbu doprovazeji ¢asté nezadouci ucinky,
kter¢ jsou shrnuty v tabulce €. 1 (Rogers et al., 2021). Buitky HCL mohou byt aktivovany
prostfednictvim BCR, coz zahrnuje downstream aktivaci BTK. Ibrutinib, inhibitor BTK,
ma piimy t€inek na buiikky HCL, inhibuje signalizaci downstream BCR a chemokinového
receptoru (CXCR4), kter¢ jsou kritické pro preziti a proliferaci bunék HCL (Sivina et al.,
2014). Ibrutinib ma podstatny terapeuticky ptinos s trvalou kontrolou u pacienti s HCL,
kteti maji relabujici ¢i refrakterni onemocnéni nebo maji VHCL. Lécba je vhodna
pro pacienty, u kterych nemusi byt dobfe tolerovana chemoterapie PA (Rogers et al.,

2021).
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Tabulka 1: NeZadouci ucinky u lécby pomoci inhibitoru Bruton tyrozinkinazy. Vycet nezadoucich
ucinkd klasifikovanych dle jednotlivych stupni zavaznosti vyjadeny poctem pacientd a procentem
pacientt trpicich danymi nezadoucimi ucinky. Celkovy pocet pacientti byl 37 (100 %). Stupent 1-2 jsou
mirné az stredn€ zadvazné nezadouci ucinky a nevyzaduji obvykle zadnou intervenci, stupeii >3 jsou
zavazné nezadouci u¢inky a mohou vyzadovat hospitalizaci, pferuseni 1é¢by nebo jiné intervence;

(upraveno dle Rogers et al., 2021).

Stupeni 1-2 Stupeni >3 > vSech stupiiii

Nezadouci u¢inky pocet | procenta | pocet | procenta | pocet | procenta
Prijem 22 59 0 0 22 59
Unava 20 54 0 0 20 54
Myalgie 20 54 0 0 20 54
Nevolnost 19 51 0 0 19 51
Infekce HCD 15 41 2 5 17 46
Chudokrevnost 14 38 2 5 16 43
Modiiny 16 43 0 0 16 43
Hypertenze 12 32 4 11 16 43
Bolest hlavy 15 41 0 0 15 41
Snizeny pocet krevnich desti¢ek 7 19 8 22 15 41
Artralgie 14 38 0 0 14 38
Snizeny pocet lymfocyti 6 16 7 19 13 35
Snizeny pocet neutrofili 5 14 8 22 13 35
Snizeny pocet bilych krvinek 5 14 8 22 13 35
Hyperurikémie 11 30 0 0 11 30
Zvyseny kreatinin 10 27 0 0 10 27
Hyperglykémie 10 27 0 0 10 27
Zvysena hladina ALP 9 24 0 0 9 24
Zvysena hladina AST 8 22 0 0 8 22
Zvyseny bilirubin v krvi 7 19 1 3 8 22
Hypoalbuminémie 7 19 0 0 7 19
Hypokalcémie 7 19 0 0 7 19
Plicni infekce 1 3 6 16 7 19
Zvraceni 6 16 1 3 7 19
ZvySend hladina ALT 6 16 0 0 6 16
Fibrilace sini 6 16 0 0 6 16
DusSnost 5 14 1 3 6 16
Sinusova bradykardie 6 16 0 0 6 16
Infekce mocCovych cest 5 14 1 3 6 16
Zvyseny pocet lymfocyti 3 8 2 5 5 14
Kozni infekce 4 11 1 3 5 14

Srde¢ni selhani 0 0 2 5 2 5

40




3.2.1 Mechanismus tG¢inku inhibitoru BTK

Aktivace BCR muze byt indukovana antigenem nebo mize byt nezavisla
na ligandu a spousti tak kaskddu signalizacnich uddlosti, které normalné zplisobuji
selekci, proliferaci, diferenciaci a produkci protilatek B lymfocyti. Fyziologicka
signalizace BCR umozZiuje expanzi antigen-specifickych B bunék a eliminaci
nezadoucich, autoimunitnich B bunék. U pacientti s HCL dochézi k deregulaci signalizace
BCR, kterd podporuje abnormalni proliferaci a preziti nadorovych B-lymfocyti.
Tato deregulace zahrnuje konstitutivni aktivaci BTK, kinazy kli¢ové pro downstream
signalizaci BCR.  Signalizace @~ BCR  tak umoziiuje = expanzi  vybranych,
antigen-specifickych B bunék a detekci nezadoucich, samovolné reagujicich B bunék.
Ibrutinib  inhibuje downstream signalizaci BCR, ¢imz sesnizi  hladiny
BCR-indukovaného aktivovaného p44/45 MAPK a protein kindzy B (AKT). Po stimulaci
antigenem signalizace BCR indukuje fosforylaci LYN a SYK, ktera iniciuje signalni
kaskadu zptsobujici downstream aktivaci BTK. Dale indukuje uvoliiovani vapniku
a spousti tak signalni kaskadu vedouci k proliferaci a preziti nddorovych B-lymfocyti.
BTK je zabudovan do signalniho komplexu v plazmatické membrané prostfednictvim
pfipojeni jeho pleckstrinové homologni domény, proteinova doména s klicovou roli
v interakcich s dal§imi molekulami, k fosfatidylinositol 3,4,5 trifostatu (PIP3). Nasledné
dochazi k fosforylaci BTK, a proto se indukuje uvoliiovani vapniku, coz iniciuje signalni
kaskadu s naslednou indukci bunécné proliferace a preziti (Obr. 13). BTK se také podili
na signalizaci CXCR4, ktery je dalezity zejména pii migraci bun€k a mohl by tak byt

vhodnym cilem pro ibrutinib (Sivina et al., 2014).
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Obrazek 13: Schéma znazornujici, jak miiZe ibrutinib ovlivnit signalizace BCR a CXCR4
v HCL (BCR - B-bunéény receptor, LYN - Tyrosin-proteinkindza Lyn, SYK - Tyrosin-proteinkinaza
Syk, BTK - Bruton tyrozinkinaza, PIP2 - Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, PIP3 — Fosfatidylinositol-
3,4,5-trisfosfat, PLCy2 - 1-Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatfosfodiesteraza gama-2, BLNK - B-
bunécny linker, CXCR4 - chemokinovy receptor, CRCL12 - Chemokinovy ligand motivu C-X-C 12,
G — G-regulac¢ni protein, PKCp - Proteinkinaza C beta typu, IKK - IkappaB kinaza, ERK -
Extracelularni signalem regulovana kinaza, NFkB - nuklearni faktor kappa B, P — fosforylace);
(upraveno dle Sivina et al., 2014).
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4 Lécba relabujici HCL

Lécba relabujiciho/refrakterniho onemocnéni zavisi na pocatecni terapii,
kterou pacient podstoupil, odpovédi na predchozi terapii a naCasovani recidivy.
U pacientt, u kterych probéhla pocate¢ni odpovéd’ v dobé 24 mésicti a delsi je vhodna
jako néslednd terapie kombinace PA s rituximabem (Mendez-Hernandez et al., 2023).
U pacienti s kratsi dobou odpovédi nez 24 mésicti by méla byt jako dalsi 1é€ba zvolena
alternativni 1éCba k pocatecni 1€¢bé PA. Jako alternativni Ié¢by mohou byt pouzity BRAF
inhibitory, rekombinantni imunokonjugaty cilené na CD22 a inhibitory BTK (Troussard
et al., 2022; Grever et al., 2017). Obecné¢ plati, ze prvni remise je trvalejsi nez nasledné
remise a je spojena s vyS$im procentem kompletnich remise. Piesto lze pomoci
opakované 1écby dosdhnout druhé nebo vyssi tiplné remise. Pii rozhodovani o opakované
1é¢be je tieba zhodnotit predchozi 1€cbu a vzit v uvahu zafazeni pacienta do skupiny
s vysokym rizikem. Pacient miize byt léen experimentalni 1écbou, pokud byly
identifikovany znaky nepfiznivé diagndzy, jako je napiiklad t€zkd anémie, slezina vice
neZ 10 cm pod levym spodnim Zebrem, atypicky imunofenotypicky profil, mutace genu
p53, nezmutovany IGHV a absence mutace BRAFV600E. Mize byt pacient 1écen
experimentalnimi 1é¢bami (Grever et al., 2017). Dle studie Chihara et al. vede alogenni
transplantace hematopoetickych bunék u relabujiciho/refrakterntho HCL umoznilo
dlouhodobé pteziti u vyznamného procenta pacientt, kteti jiz diive podstoupili mnoho
1éCebnych cykla a jejichz moznosti dalsi 1é¢by byly omezené. Transplantaci prodélalo
24 pacientl z 19 transplantacnich center, medidn véku pfi transplantaci byl 50 let.
Kompletni remise bylo dosazeno u 59 % pacientli, mortalita bez relapsu se vyskytla
ul4 % pacientd. Alogenni transplantace hematopoetickych bun¢k predstavuje
potenciondlni terapeutickou moznost pro pacienty s HCL, ktefi prodélali mnoho
1é€ebnych cykli. DlleZitym faktorem pro dosazeni optimalnich vysledk je peclivy vybér
pacientd vhodnych pro alogenni transplantaci hematopoetickych bun¢k. V uvahu je nutné
vzit v€k, celkovy zdravotni stav a komorbidni onemocnéni pacientl. Pred transplantaci
je nutné provést piipravu pacienta, kterd zahrnuje chemoterapii a/nebo radiacni terapii
k minimalizaci nadorové masy a potla¢eni imunitniho systému. Alogenni transplantace
hematopoetickych bunék je spojena s rizikem zavaznych komplikaci, jako je infekce,

graft-versus-host disease a transplantacni toxicita (Chihara et al., 2023).
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5 Nové vyvijené zpusoby lécby

5.1 Lécba pomoci chimérickych antigennich receptoru

Terapie pomoci chimérickych antigennich receptorii (CAR) je T-bun&cna terapie,
pii které je imunitni systém naprogramovan k Utoku na rakovinné bunky. T bunky
se odebiraji z krve pacienta s HCL a jsou nasledn¢é geneticky upraveny tak, aby na jejich
povrchu byly CAR. Poté jsou takto modifikované T buniky pomoci infuze podany
pacientovi (Obr. 14). Studie se snazi zjistit, zda CAR mohou pomoci T bunkam
pfi identifikaci a napadani buné¢k HCL v celém téle a zdali je ptipadna 1é€ba bezpecna

(Kreitman, 2022).

CART bunéc¢na terapie
T burika

Odebrani krve pacienta Tvorba CAR T bunék
: Vlozeni genu pro tvorbu CAR
_— y AN T burika

SHz __.___,,..#*’";ff -
———
CAR

¥
CARTbufika 3 - @

"

Navazani CAR T bunék na
nadorové bunky o "

==

N Y/

o

; A
3 r 7 bt oL
2 < »
Nédorova burika

Antigeny

S

v RozmnoZeni bunék

w Lo CART bufika
o D i ek

I 7

-

N | Nédorovabuila Infuze CART bunék

Obrazek 14: CAR T bunééna terapie; (upraveno dle Kreitman, 2022).
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Zkouma se také 1écba CAR v kombinaci s B bunéény antivazebnym faktorem
(BAFF). Za normalnich podminek kostni dieni produkuje kmenové buiiky, které¢ se mimo
jiné stavaji Casnymi B bunkami. Béhem dozravani B buiky, builkka ziskava urcité
receptory na svém bunécném povrchu. Jednim z nich je receptor faktoru aktivujiciho
B buniky (BAFF-R). BAFF je protein, ktery se mliZze vazat na tento receptor a napomaha
preziti zralych B bunék. HCL exprimuji vSechny tfi receptory BAFF. Vyvinuly
se tak BAFF-CAR-T bunky, které cili na vSechny tfi BAFF receptory po sobé. BAFF
CAR-T buiiky se navazou na BAFF-receptory na buiikach HCL a aktivuji T lymfocyty,
které nakonec zabiji bunky HCL. Lécba vyuziva BAFF-CAR na bazi ligandu, BAFF
vystupuje jako ligand, ktery se mlze vazat na vSechny tfi receptory BAFF, které jsou
exprimovany malignimi B buiilkami véetné HCL. Receptory nejsou exprimovany
zadnymi fyziologickymi bunikami v kostni dieni. Tento piistup je tak velkym pfislibem,
jak specificky zabijet bunky HCL bez dalSich vedlejSich ucinki. CAR-T buiky
se zamétuji specificky na bunky HCL, aniz by ovlivnily fyziologické buiiky, vyjimkou
jsou podskupiny zralych B bun¢k (Parameswaran, 2023).

5.2 Lécba pomoci onkoembryonalniho antigenu ROR1 a ROR2
Transmembranovy receptor tyrosin-proteinkinaza (ROR1 a ROR2) je na povrchu
HCL bunék. ROR1 a ROR2 jsou proteiny, které hraji zasadni roli pii tvorb& organt
v embryu, ale na povrchu bun¢k zdravého dospélého jedince se jiz nenachdzeji. ROR1 je
pozorovatelny na rakovinnych buiikach, které tento protein vyuzivaji k podpote pohybu,
preziti, proliferaci a sebeobnoveni. Byla vytvofena prvni vysoce specificka monoklonalni
protilatka (mAb) proti ROR1, ktera miize blokovat funkci RORI1. Protilatka mAb se miize
pouzivat jako takzvand ,,nahd* protilatka nebo jako konjugat protilatka-1¢k, ktery
se sklada z mAb proti ROR1 spojeného s toxinem, ktery mize byt dodavan do rakovinné
bunikky. Nové vyvinuta mAb specifickd pro ROR2 se vdze pouze na ROR2 nikoliv
na ROR1 a jiné proteiny, normalni krevni bunky nebo tkané po porodu. Siln¢ se vaze
pouze na buitkky HCL. ROR1 a ROR2 tak ptedstavuje cile specifické pro rakovinu,
které se daji pouzit k zabijeni HCL bun¢k, v¢etné kmenovych bunék HCL, které jsou
potencialné zodpovédné za navrat onemocnéni po pocatecni terapii. Studie sleduje,
jak tyto proteiny ovliviiuji expresi gend, které podporuji pteziti a sebeobnovu bun¢k HCL

(Kipps, 2022).
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6 Vyhodnoceni lé¢by a prognoza

Pro dosazeni kompletni remise je potieba aby doSlo k eliminaci buné¢k HCL
neimunologickym Wrightovym barvenim a hematoxylin/eosinem barvenim kostni dfené
a krve pacienta. Kompletni remise je definovana obnovou krevniho obrazu. Hodnota
neutrofildi v periferni krvi by se méla pohybovat nad hranici 1,5 x 10° bun&k/l krve.
Hodnota hemoglobinu by m¢la byt alespoii 110 - 120 g/I. Hladina trombocytli by musi
byt vyssi nez 100 x 10° /1 (Wierda et al., 2017; Cornet et al., 2014). Pokud je nedostatek
zeleza je mozné zanedbat hodnoty hemoglobinu, jelikoz nedostate¢né zasoby zeleza
omezuji tvorbu a obnovu erytrocytd (Kreitman a Arons, 2022). Splenomegalie by se m¢la
hodnotit pomoci CT nebo MRI, mélo by dojit ke zmenseni o >25 % od vychoziho stavu
nebo na hodnotu <17 cm (Kreitman et al., 2018). Pro posouzeni organomegalie
a lymfatickych uzlin se vyzaduje pouziti ultrazvuku nebo CT (Robak et al., 2015).
Velikost lymfatickych uzlin by m¢la byt redukovana na <2 cm (Kreitman a Arons, 2022).

Céstetna remise s minimalni rezidualni nemoci je stanovovana pomoci aspiraéni
pratokové cytometrie kostni dfené. Pocet B-lymfocyti by mél byt piiblizné stejny
jako pocet T-lymfocytl, vétSina B-lymfocyti by meéla odpovidat charakteristickému
fenotypu HCL, coz zahrnuje exprese CD19, CD20, CDllc, CD22 a slabou expresi
CD103 (Kreitman a Arons, 2022).

Céstetna remise je definovana jako vyznamné zlepseni klinickych a laboratornich
parametrl po 1écbé HCL. Kritéria pro ¢aste€nou remisi vyZaduji > 50 % sniZeni velikosti
hmatné sleziny, jater a lymfatickych uzlin a vymizeni cytopenii na hodnoty pozadované
pro casteCnou remisi. Hematologické hodnoty neutrofili, hemoglobinu a krevnich
desticek by se méli zlepSit o > 50 % (Kreitman a Arons, 2022). Pacienti, ktefi byli
na zacatku 1écby zavisli na transfuzi erytrocytd, se musi hodnoty hemoglobinu zlepsit
alespon na hodnotu 90 g/l (Kreitman et al., 2012). Populace HCL bun¢k musi byt snizena
0> 50 % jak v kostni dfeni, tak i v periferni krvi (Tiacci et al., 2015).

Kritéria pro progresivni onemocnéni vyzaduji > 25 % zhorSeni cytopenii,
které nejsou zplisobeny toxicitou, nebo > 25 % zhorSeni hepatosplenomegalie, hodnocené
na zéklad¢ fyzikalniho vySetteni, zobrazovacich metod nebo laboratornich testi. Kromé
téchto kritérii se v n€kterych piipadech zohlediiuje také klinicky stav pacienta,
vcetné symptomd, jako je unava, horecka, no¢ni poceni a zvétSené lymfatické uzliny
(Grever et al., 2017). Pacienti, ktefi nespliuji kritéria pro kompletni remisi, ¢astecnou

remisi a progresivni onemocnéni, jsou povazovany za pacienty se stabilizovanym
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onemocnénim, coZ znamend, Ze se jejich onemocnéni nezhorSuje, ale ani nereaguje
na 1é¢bu, aby dosahlo remise (Kreitman a Arons, 2022).

Po dokonceni 1écby a vyhodnoceni klinické odpovédi s hodnocenim kostni diené
by méli byt pacienti s HCL pravidelné sledovani rutinnimi fyzickymi vySetfenimi
a vysetfenim periferniho krevniho obrazu. Recidiva pietrvavajicich cytopenii by méla byt
sledovana pomoci opakovaného vysetfeni kostni diené. Nékteti pacienti mohou trpét
autoimunitnim onemocnénim. Zatimco nékteré z téchto autoimunitnich onemocnéni jsou
povazovany za sekundarni k dysfunkéni imunitni odpovédi spojené se zakladnim
malignim procesem, jiné mohou byt primarni a mohou dokonce hrat roli v patogenezi
HCL. Mezi sekundarni autoimunitni onemocnéni vyskytujici se u pacientti s HCL patfi
Gravesova choroba, vitiligo, perniciézni anémie a myasthenia gravis. Primarnimi
autoimunitnimi onemocnénimi jsou napiiklad revmatoidni artritida, celiakie, Crohnova
choroba a lupus erythematodes. Autoimunitni komplikace mohou pro pacienty s HCL
piedstavovat zavazné klinické problémy. Lécba autoimunitnich komplikaci zavisi na typu
postizené¢ho organu a zavaznosti symptomu, lécba miize zahrnovat kortikosteroidy,
imunosupresiva ¢i biologickou 1é¢bu (Dasanu et al., 2015). Pacienti, kteti byli 1é¢eni
pomoci PA jsou vystaveni riziku infekce az jeden rok po dokonceni 1écby, vyzaduji
tak peclivé sledovani (Getta et al., 2016). Nejcastcjsi pfi€inou umrti pacientli, ktefi
podélali HCL, jsou bakteridlni, virové a oportunni infekce. Purinové analogy prodluzuji
supresi imunitnich efektorovych bungk, jako jsou CD4" T lymfocyty a indukuji hlubokou
a prodlouzenou neutropenii. Pacienti musi byt pouceni o prevenci infekce a musi se naucit
indikace pro vyhledani 1ékatské péce (Grever et al., 2017). Studie zjistily vyskyt druhych
primarnich malignit u pacienti s HCL v rozmezi 7,3 — 24 %. Sttedni doba od diagnézy
HCL do sekundarniho karcinomu se 1i$i podle véku, pti¢emz pacienti, kteti byli v dob¢
diagnozy ve v€ku mladsim nez 40 let, méli median doby 19 let ve srovnani se 4 roky
u pacientll starSich 40 let (Paillassa et al., 2020). Vyskyt sekunddrnich malignit
se u starSich pacientll zvySuje s vétSim poctem linii 1écby (Getta et al., 2016). Sekundarni
malignity jsou spojeny se samotnou patologii a s vnitinimi imunitnimi zménami
vyvolanymi HCL, které snizuji protinadorovou obranu (Wiber et al., 2020). Nej€astejSimi
sekundarnimi zhoubnymi malignitami jsou kozni nadory (Wiber et al., 2020). Nékteré
studie uvadgji zvlasté zvysené riziko vzniku non-Hodgkinovych B-bunéénych lymfomu
(Hisada et al., 2007; Zheng et al., 2019; Cornet et al., 2014). DalSimi sekundarnimi
karcinomy mohou byt nemelanomovy karcinom kiize, maligni melanom a karcinom

prostaty. Ackoli souvislost mezi rakovinou prostaty a HCL nebyla prokazana, v sérii vice
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nez 1000 muzi, ktefi podstoupili radikalni prostatektomii pro rakovinu prostaty, bylo
zjisténo, ze 13 muzi mélo soubéznou hematologickou malignitu, devét chronickych
lymfocytarnich leukémii, tfi Hodgkinovy lymfomy a jedna leukémie z vlasatych bun¢k

(Hisada et al., 2007).
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ZAVER

Vlasatobunécnd  leukémie  pfedstavuje vzdcny typ rakoviny  krve
s charakteristickou akumulaci "vlasatych" B-lymfocytti v krvi a slezin€. Ackoliv se jedna
o chronické onemocnéni, moderni 1é¢ebné pristupy nabizi pacientiim s vlasatobunécnou
leukémii nadéjnou prognézu s moznosti dosazeni dlouhodobé remise, a v nékterych
piipadech mohou byt pacienti i1 zcela vyléceni. Hlavni 1é€bou je v soucasné dobé stale
1é¢ba purinovymi analogy, a to diky své Setrnosti k nenadorovym fyziologickym bunkam
a cilenému pasobeni na rakovinné buiiky s vysokou mirou proliferace. Alternativou
k 1é¢bé purinovymi analogy nebo doplikem této 1écby jsou casto monoklonélni
protilatky. VyuZivan je v kombinaci s purinovymi analogy zejména rituximab,
a to z divodu vzijemného doplnéni a zesileni 1éCebného uCinku. Lécba pomoci této
kombinace méa vyznamné vyS$$i miru remisi ve srovnani s monoterapii purinovymi
analogy. U pacientl s rezistenci na purinové analogy a rituximab je vyuzivana lécba
pomoci imunotoxini, kterd dosahuje vysoké G€innosti a vyvolava trvalé remise.

Novéjsim piistupem lécby je vyuziti inhibitord signalizacnich cest. Na rozdil
od tradi¢ni 1éCby, které obecné piisobi na rychle se dé€lici bunky, inhibitory blokuji
konkrétni signalizacni cesty, které podporuji riist a preziti rakovinnych bunék. Ibrutinib
je inhibitor Brutonovy tyrosinkinazy, kterd hraje kli€ovou roli v signalizacni draze
B-lymfocyti, blokuje tuto signalizacni drdhu, ¢imz brani pieZziti a ristu rakovinnych
bunék. Ibrutinib schvélenou 1écbou pro pacientli, ktefi nereagovali na jiné standardni
1é¢ebné postupy. Vemurafenib a dabrafenib jsou inhibitory BRAF, blokuji abnormalni
signaly podporujici riist a déleni rakovinnych bunék s touto mutaci. BRAF inhibitory
vyvolavaji vysokou miru remise, zlepSuji celkové pieziti a dosahuji rychlé remise.

Revoluénim pfistupem k 1é¢bé HCL je pouziti chimérického receptoru antigenu
na T-lymfocytech. Tato terapie vyuziva vlastni imunitni buniky pacienta, T-lymfocyty,
k cileni a destrukci rakovinnych bunck. Dalsi pravé probihajici studie se zaméiuje
na lé¢bu pomoci onkoembryonalniho antigenu ROR1 a ROR2. Oba tyto nové 1écebné

pfistupy by mohly zvysit procento remise a mohly by byt novou a u¢innou 1é¢bou HCL.
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