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SEZNAM ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

AKT AKT serin/threonin kindza 1

ALL akutni lymfoblastova leukémie

AML akutni myeloidni leukémie

Ang-2 angiopoetin 2

ATM ataxia telangiectasia mutovany gen

BCL-2 B-bunécny lymfom 2, antiapoptoticky protoonkogen

BCR B-bunécny receptor

B-NHL B-non-Hodgkinsky lymfom

CDKN2A cyklin dependentni kindazovy inhibitor 2A

CD31 desti¢kova/endotelidlni adhezivni molekula 1, téZ znama jako PECAM-1
CDX xenotransplantat odvozeny od bunécné linie (cell line-derived xenograft)
CHOP kombinace cyklofosfamidu, doxorubicinu, vinkristinu a prednisonu
CLIP Childhood Leukaemia Investigation Prague

DLBCL difazni velkobunéény B-lymfom

FBS fetalni bovinni sérum

FCM pratokova cytometrie (Flow Cytometry)

FGF fibroblastovy rastovy faktor

FISH fluorescencni in situ hybridizace

FITC fluorescein-isothiokyanat

FLT3 FMS-like tyrosinkinaza 3

HBL-2 bunécna linie lymfomu z plastovych bunék

HBL-2-VEGF bunécna linie HBL-2 s transgenni overexpresi VEGFA

HDAC vysoko davkovany cytarabin



SEZNAM ZKRATEK

HIF
ICAM-1
IHC
IMDM
INFa
INFy
JEKO1
JEKO1-VEGF
KD
MCL
MINO
MIPI
MM
MMP-2
MOI
MRD
MmRNA
mTOR
MVA
MVD
NFkB
PBS
PDGFA

PDK1

hypoxii indukovany faktor

intercelularni adhezivni molekula 1
imunohistochemie

Iscove’s modified Dulbecco’s medium
interferon a

interferony

bunééna linie lymfomu z plastovych bunék
bunécna linie JEKO1 s transgenni overexpresi VEGFA
kostni dren

lymfom z plastovych bunék

bunécna linie lymfomu z plastovych bunék
mezinarodni prognosticky index pro lymfom z plastovych bunék
mnohocetny myelom

matrixovd metaloproteinaza 2

multiplicity of infection, mnohocetnost infekce
minimalni rezidualni nemoc

mesengerova ribonukleova kyselina
mechanicky cil rapamycin kindzy

microvessel area, oblast mikrocév

microvessel density, hustota mikrocév
nuklearni faktor kappa B

fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
destickovy rlstovy faktor A

fosfoinositid-dependentni proteinkinaza 1



SEZNAM ZKRATEK

PDX

PCR

PE
PECAM-1
PI3K
PIGF
PTEN
qPCR
RB1

RET

R/R
R-CHOP
RA-CHOP
SOX11
SPC
TNF-B
TIE2
TNF-a
TP53
VCAM-1
VEGFA
VEGFB
VEGFC

VEGFD

xenotransplantat odvozeny od pacienta (patient-derived xenograft)
polymerazova fetézova reakce

phycoerythrin

desti¢kova/endotelidlni adhezivni molekula 1, téZ znama jako CD31
phosphatidylinositol-3-kinaza

placentarni rlstovy faktor

fosfatazovy a tensinovy homolog detekovany na chromozomu 10
kvantitativni polymerazova retézova reakce

RB transkrip¢ni korepresor 1

glidIni neurotropni faktor

relabujici nebo/a refrakterni

CHOP v kombinaci s rituximabem

R-CHOP v kombinaci s bevacizumabem

SRY-box transkrip¢ni faktor 11

souhrn Udajl o pfipravku

transformujici rGstovy faktor beta

tyrosinkinazovy receptor pro angiopoetin-1 a -2

tumor necrosis factor a

nadorovy protein p53

vaskuldrni bunécna adhezivni molekula 1

vaskularni endotelidlni rdstovy faktor A

vaskularni endoteliadlni rdstovy faktor B

vaskularni endotelidlni ristovy faktor C

vaskularni endotelidlni rGstovy faktor D



SEZNAM ZKRATEK

VEGFR

VEN-M1

VEN-M2

VFN-M5R1

VFEN-M11

VFN-M12

VPF

receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor

xenotransplantat odvozeny od pacienta s lymfomem z plastovych bunék,
dosud neléceného ibrutinibem

xenotransplantat odvozeny od pacienta s lymfomem z plastovych bunék,
dosud neléceného ibrutinibem

xenotransplantat odvozeny od pacienta s lymfomem z plastovych bunék,
dosud neléceného ibrutinibem

xenotransplantat odvozeny od pacienta s lymfomem z plastovych bunék, po
selhani terapie ibrutinibem

xenotransplantat odvozeny od pacienta s lymfomem z plastovych bunék, po
selhani terapie ibrutinibem

vaskularni permeabilni faktor
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UvoD
1. LYMFOM Z PLASTOVYCH BUNEK

Lymfom z plastovych bunék (MCL) tvofi 5-10 % vsech B-non-Hodgkinskych lymfoma (B-NHL)
(Dreyling and European Mantle Cell Lymphoma, 2014). Za primdrni onkogenni inzult je v
pfipadé MCL povaZovana translokace t(11;14)(q13;932), jez je charakterizovana juxtapozici
genu CCDN1 do oblasti zesilovace transkripce pro tézké fetézce imunoglobulinl (Bodrug et al.,
1994). Diky této translokaci dochdazi k nadmérné expresi cyklinu D1 a tim k deregulaci
bunécného cyklu (Bosch et al.,, 1994). Béhem lymfomageneze ovsem dochdzi k dalSim,
sekundarnim genetickym zménam, jez prohlubuji deregulaci bunééného cyklu, interferuji
s reparaci DNA a apoptdézou (programovand bunécna smrt). Mezi nejcastéjsi sekundarni
zmény popisované u MCL patfi delece TP53 (delece 17p), ATM (delece 11q), CDKN2A (delece
9p) nebo RB1 (delece 13q). VSechny tyto zmény jsou asociovany se Spatnou progndzou
(Panayiotidis and Kotsi, 1999; Salaverria et al., 2013). Nékdy je popisovana téz nadmérna
exprese anti-apoptotického regulatoru BCL2 a transkripcniho faktoru MYC. Tito pacienti se
vyznacuji vysokou agresivitou a chemorezistenci choroby (Nagy et al., 2003; Williams and
Densmore, 2005).

V pribéhu vyvoje lymfomu z plastovych bunék miiZze dochazet k aberantni aktivaci nékterych
drah, napf. drahy PI3K/AKT/mTOR, drahy B-bunécného receptoru (BCR) nebo drahy
nuklearniho faktoru kappa B (NFkB), které vedou k potlacdeni odpovédi na pro-apoptotické
signaly, zvysuji proliferacni aktivitu bunék a ovliviiuji mezibunéénou signalizaci mezi bunkami
lymfomu a nadorového mikroprostredi (Jost and Ruland, 2007; Rudelius et al., 2006; Vivanco

and Sawyers, 2002; Young and Staudt, 2013).
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Lymfom z plastovych bunék obvykle postihuje starsi pacienty s medianem véku 66 let, vice
muze nez Zeny (uvadi se pomér 2-3:1, nékdy i vyssi). MCL se vyznacuje typickym
imunofenotypem s pozitivitou CD19, CD20 a CD5 a naopak negativitou CD10, CD23 a CD200,
nicméné jsou popisovany i prfipady CD5 negativnich MCL (asi 5% vSech MCL). V téchto
pfipadech je stanovena diagnéza MCL na zdkladé bud’ prlkazu translokace (11;14) anebo
overexprese cyklinu D1 (Miao et al., 2019).

Pacienti obvykle prichazeji k Iékafi s pokrocilym stadiem choroby (stadium IlI-IV dle Ann
Arbor), kdy byva pfitomna rozsahld lymfadenopatie, ¢asto splenomegalie a u cca 70 %
pacientu i infiltrace kostni dfené (Tiemann et al., 2005). U vétSiny pacientd jsou v periferni krvi
detekovatelné monoklonalni lymfocyty, nékdy dokonce dochdzi az k hyperleukocytéze, takze
nalez mGze mimikovat chronickou lymfocytarni leukémii ¢i jiny leukemizovany lymfom (Ferrer
etal., 2007). V pripadé MCL neni vzacnosti extranodalni orgdnové postizeni. Nej¢astéji vidame
infiltraci gastrointestindlniho traktu, zejména pak tlustého stfeva, Zaludku nebo jater (Samaha
etal., 1998). V 1 % pfipadl je v dobé diagndzy zachycen klon MCL i v cerebrospinalni tekuting,
v prabéhu lécby se pak néjaka forma postizeni centralniho nervového systému objevuje az u
4 % pacientl (Cheah et al., 2013).

Pro stanoveni diagnézy MCL je nezbytny histologicky priikaz choroby v lymfatické uzling,
kostni dfeni anebo jiné lymfomem infiltrované (extranodalni) tkadni, pokud nelze jinak, je
mozné u leukemizovanych forem stanovit diagndzu na zakladé imunofenotypizace periferni
krve, ale vzdy by méla byt prokazana translokace (11;14) (Kodet et al., 2003).

Morfologicky nélez rozliSuje 3 varianty MCL: klasickou, pleomofni a blastoidni. Klasicka
varianta je charakterizovana pritomnosti malych az stfednich bunék s nepravidelnym jadrem
(Sabattini et al., 2010). Pro pleomorfni MCL je typicka pfitomnosti heterogenni populace

bunék, nékdy s pfitomnosti velkych bunék s bledé modrou cytoplasmou. Pfitomnost velkych
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bunék s disperznim chromatinem v jadrech a naznaky jadérek svédci o blastoidni varianté
lymfomu z plastovych bunék. Jak jiz morfologicky popis napovidd, pleomorfni a blastoidni
varianty jsou nejagresivnéjSimi formami MCL, cozZ potvrzuje obvykle i vysoka mitoticka aktivita
a asociace se Spatnou prognozou (Bertoni and Ponzoni, 2007).

Pro posuzovani progndzy pacientli s MCL pfi diagndze byl stanoven mezinarodni prognosticky
index pro MCL (MIPI), ktery zohledriuje biologicky stav pacienta a agresivitu choroby
s pouzitim 4 nezavislych parametr( (vék, vykonnostni stav pacienta, plasmaticka koncentrace
laktatdehydrogendzy a pocet bilych krvinek pti diagndze). Na zakladé MIPI je mozno rozdélit
pacienty do 3 kategorii dle rizika — nizké, stfedni, vysoké (Hoster et al., 2008). DalSim
prognostickym znakem je proliferacni aktivita choroby, ktera se stanovuje
imunohistochemicky pfi diagnéze jako pozitivita Ki-67 (klon MIB1). Pacienti s vysokou
proliferaéni aktivitou (K-67 > 30%) maji vyrazné horsi progndzu nez pacienti s nizkou aktivitou,
proto vznikla modifikovand verze MIPI, kterd zohledruje pravé proliferacni aktivitu
onemocnéni, tzv. kombinované MIPI (MIPIc), pomoci kterého lze pacienty délit do 4
prognostickych kategorii (Vose, 2017).

Jak jiz bylo zminéno vyse, prlikaz nékterych cytogenetickych aberaci pomoci fluorescencni in
situ hybridizace (FISH) byl opakované asociovan s horsi prognézou (TP53, CDKN2A), podobné
bylo zjisténo, Zze akumulace nékterych mutaci, konkrétné kombinace aberace TP53 a delece
CDKN2A je silné asociovana se Spatnou odpovédi na standardni chemoterapii a mél by byt
v téchto pfipadech zvazovan terapeuticky agresivnéjsi pristup svedenim k alogenni
transplantaci krvetvornych bunék (Malarikova et al., 2020). DalSim vyznamnym prognostickym
markerem u MCL je pfitomnost nebo nepfitomnost exprese transkripéniho faktoru SOX11
(Nordstrom et al., 2014). Pfesny molekularni mechanismus zapojeni SOX11 do vyvoje MCL

neni zndm, nicméné byva popisovan u klasickych variant MCL (i u vzacnych cyklin D1
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negativnich forem MCL), naopak jeho nepfitomnost je typickd pro indolentni (vétSinou
leukemizované) varianty MCL. SOX11 reguluje expresi PAX5 a blokuje termindlni diferenciaci
B-lymfocytli (Vegliante et al., 2013). Vysoka exprese SOX11 je naopak asociovana s agresivnimi
formami MCL, zvySenou angiogenezi a zvySenou infiltraci T-lymfocyty (Annese et al., 2020;
Gustavsson et al., 2010; Petrakis et al., 2019).

Po stanoveni diagndzy se provadi vstupni zhodnoceni rozsahu choroby (staging) pomoci
pocitacové tomografie (CT) nebo Iépe pomoci pozitronové emisni tomografie v kombinacis CT
(PET/CT), kterd poskytne navic informaci o metabolické aktivité choroby. DlleZitou slozkou
vstupniho vysetieni je i vySetfeni kostni dfené, obvykle pomoci trepanobiopsie. U pacientl s
vysokym rizikem postiZeni centralniho nervového systému by mél byt pfi diagndze vysSetien
mozkomis$ni mok pomoci pritokové cytometrie. VSechna tato vySetfeni jsou nasledné
opakovdna po Ié¢bé béhem zhodnoceni |é¢ebné odpovédi (restaging). V pribéhu |écby a po
|écbé Ize dale sledovat pfitomnost nebo nepfitomnost tzv. minimalni rezidudlni choroby
(MRD). Toto vysetieni spociva v detekci rezidualni méfitelné populace MCL bunék, ktera je
pod detekénim limitem obvykle pouzivanych metod hodnoceni |écebné odpovédi (tedy CT,
PET/CT, ¢i standardni histologické vysetfeni kostni dfené). MRD je mérena v kostni dfeni nebo
periferni krvi bud pomoci pritokové cytometrie (sensitivita 10* aZ 10°) anebo pomoci
kvantitativni polymerazové retézové reakce (qPCR; senzitivita 10 az 10”) (Pott et al., 2010;
Zhou et al.,, 2021). Pacienti, ktefi dosahnou tzv. molekuldrni remise (tedy neméfritelné
zbytkové nemoci), maji vyznamné lepsi progndzu nez pacienti s detekovatelnou zbytkovou
nemoci (MRD-pozitivni). Dosazeni kompletni remise po terapii (tj. PET-negativita, dosazeni
molekuldrni remise v kostni dieni a periferni krvi, pfipadné negativita likvoru) jsou velmi

vyznamnymi prognostickymi faktory (Pott et al., 2010). Pfi sledovani MRD u pacientt v obdobi
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po lécbé (follow-up) obvykle dochazi k zachytu méfitelné nemoci (tzv. molekuldrnimu relapsu)
nékolik mésicl pred klinickou manifestaci choroby (Ladetto et al., 2020; Zhou et al., 2021).
MCL patfi mezi chemosenzitivni malignity. Standardem prvni linie je cyklické podavani
kombinované imunochemoterapie. Pacienti, ktefi jsou schopni podstoupit vysokodavkovanou
terapii (vétSinou mladsi pacienti bez vyznamnych komorbidit), podstupuji obvykle tfifazovou
terapii: indukéni fazi, konsolidaci pomoci vysokodavkované terapie a autologni transplantaci
krvetvornych bunék nasledovanou udrzovaci fazi (Dreyling et al., 2005; Gianni et al., 2003).
Hlavnim cilem indukéni terapie je navozeni kompletni remise, tedy vymizeni vSéech métitelnych
znamek choroby. Obvykle je pouZivan intenzivni rezim kombinujici alkylaéni cytostatikum
cyklofosfamid, anthracyklin doxorubicin (pfipadné adriamycin), vinka-alkaloid vinkristin,
vysokodavkovany cytarabin (HDAC), platinovy derivat oxaliplatina, kortikoidy a anti-CD20
monoklonalni protilatku rituximab (napf. R-MaxiCHOP, R-HyperCVAD, R-HDAC, R-DHAOXx).
Cilem konsolidace je eradice pfipadné zbytkové nemoci pomoci vysokoddvkované terapie
(conditioning) a autologni transplantace krvetvornych bunék. UdrZovaci terapie rituximabem
(anti-CD20 protilatkou) se podava v intervalu 2-3 mésice po dobu 2-3 let a ma za cil zabranit
¢i oddalit relaps onemocnéni (Delarue et al., 2013; Dreyling et al., 2005; Gianni et al., 2003;
Robinson et al., 2015).

V pripadé, Ze se jedna o pacienta starSiho ¢i komorbidniho, vyuzivda se méné intenzivnich
lécebnych rezim( zaloZenych na alkylacnich latkach a anthracyklinech (napf. CHOP —
cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison) anebo na cytostatiku bendamustin, sto
pokazdé v kombinaci s rituximabem (napt. jako R-CHOP ¢i R-Bendamustin). U pacientd, ktefi
nejsou unosni ani stfedné davkované imunochemoterapie z dlvodu vysokého véku Ci
komorbidit je mozné podat kombinaci monoklonalni protilatky a peroralniho cytostatika

chlorambucil (Kluin-Nelemans and Doorduijn, 2018; Liu et al., 2015).
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| pfes mnohdy velmi intenzivni |éCbu dojde u velké casti pacientd bud k nedostatecné
odpovédi (mluvime o refrakterni chorobé) anebo k navratu choroby (tzv. relapsu). V soucasné
dobé by pacienti s navratem MCL méli byt |éCeni cilenym inhibitorem Brutonovy tyrosinkinazy
ibrutinibem (Dreyling et al., 2014). PouZiti ibrutinibu vyrazné zlepsilo vysledky R/R MCL
pacientd (Dreyling et al., 2016; Rule et al., 2019; Rule et al., 2018; Wang et al., 2013). Bohuzel
u vétsiny pacienti lé¢enych monoterapii ibrutinibem nakonec dojde k navratu choroby.
Klinicky se relapsy po ibrutinibu projevuiji velice ¢asto jako biologicky vysoce agresivni choroby
s velmi Spatnou prognoézou, s medidanem celkového preziti 6-12 mésicli bez ohledu na
pouzitou zdchrannou terapii (Epperla et al., 2017; Cheah et al., 2015; Jain et al., 2018; Martin
et al., 2016). Vnitfni zmény lymfomovych bunék stejné jako faktory mikroprostfedi mohou
aktivovat ndhradni metabolické cesty (napr. PI3K-AKT-mTOR nebo NFkB) umoziujici
prekonani zavislosti MCL bunék na signalizaci z B-bunééného receptoru. Nékteré z téchto cest
jsou téz dllezitymi reguldtory angiogeneze. Inhibitor NFkB bortezomib je schvélen k lécbé
relabovanych ¢i refrakternich (R/R) forem MCL. Inhibitory PI3K-delta (napf. parsaclisib)
vykazaly v rdmci klinickych studii nadéjnou aktivitu u pacientl s R/R MCL a to i po selhani
ibrutinibu (Hershkovitz-Rokah et al., 2018; Ma et al., 2014; Zhao et al., 2017). Mezi nové cilené
léky testované v 1écbé MCL patfi téz inhibitor anti-apoptotického proteinu BCL2 venetoklax.
S Uspéchem se ale pouziva i kombinace bendamustinu a cytarabinu, opét v kombinaci
s monoklonalni protilatkou rituximab (rezim R-BAC).

Jedinou potencialné kurativni metodou u pacientd s R/R MCL predstavuje alogenni
transplantace kostni dfené, kterou vSak vétsina téchto pacientl neni schopna podstoupit
pravé z davodu vysokého véku ¢i komorbidit (Sandoval-Sus et al., 2019). Recentné byla v |éCbé
MCL schvalena vysoce inovativni bunélna terapie pomoci geneticky modifikovanych

autolognich T-lymfocytl stzv. chimerickym antigennim receptorem (CAR T-cells).
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Brexucaptagene autoleucel je schopen navodit dlouhodobé remise u tézce predlécenych
pacientd s MCL véetné pacientld s komplexnimi cytogenetickymi zménami (Anderson et al.,
2021; Hanel and Epperla, 2020; Mian and Hill, 2021). Prognéza pacientd s R/R MCL zUstava i
pres rozsiteni lécebnych moznosti i nadale velmi nejista (Dreyling et al., 2013; Jain and Wang,

2019).

2. ANGIOGENEZE

Vznik novych cév, neovaskularizace, je nezbytnd pro rlst tkdni, jelikoz umoZniuje transport
kysliku a Zivin do nové vznikajicich tkdni a odvod metabolitl. Proces neovaskularizace je
odlisSny v embryogenezi, béhem fyziologickych procesli (napf. hojeni ran nebo rust
endometria) anebo béhem patologickych procestd (zédnét, rlst tumorl), kdy dochazi
k vyznamné deregulaci angiogeneze (Kopp et al., 2006).

Byly popsany 2 typy neovaskularizace: vaskulogeneze a angiogeneze. Béhem vaskulogeneze
dochazi k tvorbé cév z endotelidlnich progenitorli (bez preexistujicich cév). Tento proces je
typicky pro embryogenezi. Angiogeneze, vznik novych cév z preexistujicich cév, je hlavnim
mechanismem novotvorby cév v postnatdlnim obdobi. Angiogeneze je slozity proces striktné

regulovany hladinami proangiogennich a antiangiogennich faktord (Dome et al., 2007).

2.1. VEGF/VEGFR SIGNALIZACE

Rodina VEGF zahrnuje 5 proteint: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD a placentalni rastovy faktor
(PIGF). Alternativni splicing pak dava za vznik izoformam s odliSnou biologickou aktivitou.
Hlavnim stimuldtorem angiogeneze jsou izoformy VEGFA121 a VEGFA16s. VEGFA121 je solubilni

faktor, VEGFA165 je CasteCné vdzan na bunécny povrch a extraceluldrni matrix, ¢astecné
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secernovan (Ferrara and Kerbel, 2005). VEGFC a VEGFD jsou zapojeny primarné do
lymfangiogeneze (Alitalo et al., 2005).

Rodina VEGF je blizkd rodiné destickového ristového faktoru (PDGF) svou strukturou
zahrnujici inter- a intraretezcové disulfidické mustky mezi osmi cysteinovymi zbytky. VEGFA
obsahuje dva monomerni fetézce v antiparalelnim usporadani tvofici dimerni strukturu. Na
kazdém pdlu dimeru se nachazi vazebné misto pro receptor (Muller et al., 1997). VEGF rlstové
faktory jsou obvykle pritomny ve formé homodimer(, ale VEGFA a PIGF se mohou vyskytovat
téz jako heterodimery (De Falco et al., 2002).

VEGF faktory se mohou vazat na 3 typy tyrosinkindzovych receptor(i: VEGFR1, VEGFR2 a
VEGFR3 (Obrazek 1), pfipadné na nékteré koreceptory (napt. neurofillin 3). VEGFA se vazZe na
VEGFR1 (inhibice angiogeneze) a VEGFR2 (stimulace angiogeneze) a ma nejvétsi
proangiogenni potencial (Pajusola et al., 1992; Terman et al., 1992). VEGFB a PIGF se vdZou na
VEGFR1, blokuji tak navazani VEGFA, tim zabranuji inhibici angiogeneze a funguiji tak jako
regulatory bunécné stimulace. VEGFC a VEGFD se vazi na VEGFR3, ktery stimuluje pfedevsim
lymfangiogenezi (Ferrara and Kerbel, 2005), po proteolytickém Stépeni se téZ mohou navazat
na VEGFR2 (Pajusola et al., 1992).

Exprese VEGF a VEGFR je pozitivné regulovana hypoxii indikovanym faktorem 1 (HIF-1) at uz
béhem fyziologického ristu tkani nebo béhem patologickych procest (rdst nadoru) (Germain
et al.,, 2010).  HIF-1 ale neni jedinym regulatorem angiogeneze — byla popsana rada dalSich
rastovych faktor(l a cytokinl, které ovliviiuji hladiny VEGF a VEGFR — napft. receptory pro
epidermalni rastovy faktor, rodina PDGF, cyklooxygenazy, receptor pro insulin like growth
factor-1, hepatocytarni rastovy faktor, rodina transkripcnich faktor ETS (Dong et al., 2004;

Needleman et al., 1986; Randi et al., 2009; Reinmuth et al., 2002; Van Belle et al., 1998), dale
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nékteré onkogeny a tumor-supresory (napf. BCR-ABL, p53, Ras, PTEN) (Dias et al., 2001;
Fujisawa et al., 2003; Konishi et al., 2000; Zundel et al., 2000) .
VEGF muzZe mit jak autokrinni, tak parakrinni efekt. Zejména jeho autokrinni efekt je esencialni

pro preziti endotelovych bunék (Lee et al., 2007).

VEGFB VEGFA VEGFC VEGFD

il > % -

=N\ T

bunééna membrana

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3
Angiogeneze Angiogeneze Lymfangiogeneze

Obrazek 1. VEGF a jejich receptory. Ristové faktory VEGF rodiny se mohou vazat na 3 typy
tyrosinkinazovych receptord: VEGFR1, VEGFR2 a VEGFR3 (pferuSovanou Sipkou je zobrazena
vazba mozna pouze po proteolytickém Stépeni faktoru).

2.2. ULOHA DRAHY PI3K/AKT/MTOR V ANGIOGENEZI

Draha PI3K/AKT/mTOR ma nezastupitelnou roli vbunééném metabolismu, migraci,
proliferaci, preziti a téZ v angiogenezi (Bader et al., 2005). Konstitu¢ni aktivace této drahy byla

popsdna jako jeden z hnacich mechanism( patogeneze mnoha nadord, véetné karcinomu
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prostaty, prsu, plic apod., stejné jako u nékterych hematologickych malignit - DLBCL a MCL
(Luo et al., 2003; Rudelius et al., 2006; Uddin et al., 2006).

Rada povrchovych bunéénych receptor(i vyuiivd fosfatidylinositol-3-kindzu (PI3K) jako
proximalniho posla (mimo jiné i VEGFR2). Fosforylace PI3K vede ke zvysSeni hladiny
membranového lipidu fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3), jenz plni funkci druhého posla.
Hladiny PIP3 jsou negativné regulovany nékolika fosfatdzami, napt. fosfatazovy a tensinovy
homolog detekovany na chromozomu 10 (PTEN) (Toker and Cantley, 1997). PIP3 se vaZe na
AKT a usnadiuje tak jeho fosforylaci fosfoinositid-dependentni proteinkindzou 1 (PDK1).
Aktivovany AKT muze stimulovat nékolik cilovych molekul, fada z nich funguje jako regulator
bunécného cyklu, mediator apoptdzy anebo ovliviuji transkripci — napf. proapoptoticky
protein Bad, mammalian target of rapamycin (mTOR), hypoxii indukovany faktor 1 alfa (HIF1o)
(del Peso et al., 1997; Hay, 2005). Nadmérna stimulace drahy PI3K/AKT (napf. inhibici PTEN)
vede k nadmérné expresi HIFla a tim k excesivni produkci vaskuldarniho endotelidlniho
rastového faktoru A (VEGFA), ktery je velmi silnym proangiogennim faktorem, jenz pak

nadmérné stimuluje angiogenezi (Xue et al., 2018).

2.3. NADOROVA ANGIOGENEZE

Cévy vzniklé béhem fyziologickych a patologickych proces vykazuji rozdilnou strukturu.
Fyziologické cévy jsou hierarchicky organizované (arterie — kapilara — véna) a dobfre
perfundované, na rozdil od nadorové vaskulatury, ktera je obvykle chaoticka a morfologicky
abnormalni. Z tohoto divodu dochazi v nddorovych cévach ¢asto k ¢astecné, nékdy i uplné
trombotizaci, coz snizuje pritok a zvySuje tkdnovou hypoxii v postizené oblasti. Takto vznikla
hypoxie opét stimuluje nadorovou angiogenezi (Fukumura and Jain, 2007). Nadorové cévy

jsou téZ vyrazné propustnéjsi ve srovnani s fyziologickymi cévami, a to nejen v dlsledku
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mensiho mnoZstvi perivaskularni podplrné tkané, ale také jako nasledek vyssi irovné hypoxie
a nasledné vyssi exprese VEGF, vaskuldrniho permeabilniho faktoru (VPF) a prozanétlivych
cytokinU v rostoucim tumoru. Produkce dalSich rlstovych faktorl (napf. FGF) pak zvysuje
rychlost rdstu nadoru a deregulaci angiogeneze (Fukumura and Jain, 2007).

Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze nddorové cévy mohou vznikat pouze procesem tzv.
angiogeneze pucenim. Ackoli je tento typ angiogeneze dominantnim mechanismem, byly
popsany dalsi, alternativni moznosti novotvorby cév — vaskulogenni mimikry, koopce céy,

mozaikové cévy, intususcepce (Dome et al., 2007).

2.3.1. ANGIOGENEZE PUCENIM A ANGIOGENNI PREPNUTI

Proces angiogeneze pucenim (,sprouting” angiogeneze) je silné zavisly na tenzi kysliku v
tumoru. Pokud nadorové burky pferostou tkanovy difuzni limit pro kyslik (tj. 200-200um),
vznikla hypoxie zpUsobi dimerizaci HIF-1a s HIF-1B (a tedy jeho stabilizaci), vznikly dimer se
vaze na promotor genu VEGFA a indukuje transkripci velkého mnozstvi VEGFA mRNA. HIF-1a
je tedy odpovédny za hypoxii indukovanou overexpresi VEGFA (Harris, 2002; Levy et al., 1995).
Béhem iniciace puceni cévy v odpovédi na stimulaci proangiogennimi faktory (zejm. VPF a
VEGFA) dilatuji a stavaji se propustnymi (efekt zprostfedkovan zvysSenim exprese oxidu
dusnatého), dochazi ktvorbé fenestraci a redistribuci CD31/PECAM-1 a vaskularniho
endotelidlniho cadherinu (Carmeliet, 2005; Dvorak et al., 1995). Angiopoetin2 (Ang-2,
medidtor Tie-2 signalizace) se Ucastni oddéleni pericytl a ztraty matrix.

Nasledna proliferace endotelu a migrace endotelidlnich bunék je stimulovana plsobenim rfady
latek - napf. transformuijici ristovy faktor B1 (TGF-B1), VEGFA, FGF, Tumor Necrosis Factor a
(TNF-a), chemokiny, destickovy rlstovy faktor (PDGF). Béhem puceni dochazi ke zvySené
expresi fady integrin, z nich nejvyznamnéjsi je avp3, ktery zprostredkovdva migraci
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endotelidlnich bunék ve stromatu nadorl sobsahem fibrin a vazbou na matrixovou
metaloproteindzu 2 umoznuje setrvani bazdlni membrany cév v propustném stavu (Serini et
al., 2006). Endotelidlni bunky se diferencuji. Tzv. Spickové buriky, které exprimuji delta-like 4
(DLL4), jsou neproliferativni buriky umisténé v horni ¢asti novych cév a vedou smér nové cévy
v reakci na signaly VEGFA (Jakobsson et al., 2010). Stonkové buriky, které exprimuji Notch-1,
jsou naopak vysoce proliferativni a maji schopnost prodlouzit kli¢ici cévu, pokud pfijimaji
signalizaci DLL4/Notch (Liu et al., 2014). Béhem dalsi formace cévy se endotelové
progenitorové bunky podileji na konstrukci vnitfni vrstvy novych krevnich cév, pricemz
pericyty (specializované svalové bunky) stabilizuji cévni trubice poskytnutim strukturalni
podpory a vytvorenim vnéjsi vrstvy kolem endotelidlnich bunék, ndsleduje konstrukce bazalni
membrany (Bergers and Song, 2005).

Angiogennim prepnutim (tzv. angiogenni ,switch“) rozumime prechod tumoru
z avaskularniho do vaskularniho stavu, tedy jeho vlastni napojeni na systémové cévni recisté

(Ribatti et al., 2007) (Obrazek 2).
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Obrazek 2. Angiogeneze pucenim. Nadorové buriky pri nedostatku kysliku a Zivin uvolnuji
proangiogenni faktory, které aktivuji a stimuluji proliferaci endotelialnich bunék. Napojenim
na krevni obéh (,,angiogenni prepnuti“) nador dale prosperuje.
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2.3.2. ALTERNATIVNi MECHANISMY ANGIOGENEZE

Mezi alternativni mechanismy angiogeneze radime koopci cév, vaskulogenni mimikry,
mozaikové cévy a intususcepci (schematické znazornéni viz Obrazek 3).

Jako jeden z prvnich alternativnich mechanism( angiogeneze byla popsana tzv. koopce cév.
Roku 1999 Holash et al. publikoval prvni studii zmifujici, Ze tumor by mohl ziskat cévy
inkorporaci jiz existujicich ,hostitelskych” kapilar (Holash et al.,, 1999). Nejprve se
predpokladalo, Ze se jedna pouze o iniciacni proces tumorigeneze, pozdéji ale bylo dokazano,
ze koopce muze byt pfitomna po celou dobu rlstu tumoru bez ohledu na to, jestli jde o
primarni tumor nebo jiz metastazu (Dome et al., 2002; Vermeulen et al., 2001).

Dalsim alternativnim mechanismem jsou vaskulogenni mimikry. Jednd se o formaci obsahujici
mikrocirkula¢ni kandly, které jsou ohrani¢eny neendotelidlnimi burikami. Vaskulogenni
mimikry byly poprvé popsany u maligniho melanomu, kde korelovaly s vysokou agresivitou a
Spatnou progndzou. Mohou vzniknout z pluripotentnich embryonalnich bunék anebo vznikaji
u vysoce agresivnich tumor( primdrnich i metastazujicich. Vaskulogenni mimikry funguji jako
krevni cévy (Maniotis et al., 1999).

Mozaikové cévy jsou typické pro subpopulace nadorovych bunék, které se inkorporovaly do
cévni stény, kde sdileji prostor s endotelialnimi burikami, takze cévni sténa je tvorena ¢astecné
tumorem, ¢astecné endotelem. Nadorové burky vystavené cévnimu lumen se snadno uvolni
do cirkulace, ¢imz je usnadnéno metastazovani angiogenni cestou (Chang et al., 2000).
Intususcepce je charakterizovana inzerci sloupkl pojivové tkané do jiz existujiciho cévniho
lumen. Postupnym ristem téchto sloupkt pak dochazi k plnému rozdéleni lumen cévy (Kurz
et al., 2003). Intususceptivni rlst nasedd na angiogenezi pucenim a zvysuje tak slozZitost a

hustotu mikrovaskularniho recisté (Siveen et al., 2017).
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Obrazek 3. Alternativni mechanismy angiogeneze schematicky.

2.4. ANGIOGENEZE U HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

V pripadé hematologickych malignit zlistava role angiogeneze, a tedy i antiangiogenni terapie
nejasnd. Na rozdil od solidnich nadord nebyvd u hematologickych chorob pozorovana
signifikantni angiogeneze pucenim, presto ale predpoklddame, ze angiogenni faktory (VEGF
apod.) maji vliv na proliferaci a antiapoptotické bunééné mechanismy cestou autokrinni a
parakrinni stimulace (Dias et al., 2001).

U nékterych nadoru, véetné akutni lymfoblastové leukemie (ALL) a lymfom(, byla pozorovana

zvySenad exprese VEGFR1 a VEGFR2. Predpoklada se, Ze cestou autokrinnich mechanismu tyto
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tumory prezivaji, proliferuji a metastazuji (Dias et al., 2001). Podobné zvysené je exprimovan
na povrchu lymfomovych bunék i VEGFA, cozZ bylo pozorovano predevsim u agresivnich non-
Hodgkinskych lymfom( (NHL), ale také u chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Tato méreni
podporuji hypotézu o dulezitosti autokrinni a parakrinni stimulace u hematologickych malignit
(Foss et al., 1997). Tyto ndlezy potvrzuji experimentalni data s pouzitim NOD-SCID mysich
lymfomovych xenotransplantat(i, kde zablokovani VEGFR1 a VEGFR2 zpUsobilo rlistovou
deprivaci tumor( (Wang et al., 2004).

V minulosti byl téZ zkoumdan prognosticky vliv hladin VEGFA. Ze sledovani sérovych hladin
VEGFA u pacientt s NHL bylo zjiSténo, Ze hladina VEGFA koreluje s agresivitou lymfomu (nizké
hladiny u indolentnich lymfom{, vysoké u agresivnich) a tedy i s celkovym preZitim pacientd
(vys$si hladiny korelovaly s kratSim prezitim) (Salven et al., 2000; Stewart et al., 2002).
Analogicky byl pozorovan narust hladin VEGFA pfi transformaci indolentniho B-NHL (vétSinou
folikularni lymfom) do agresivniho difuzniho velkobunééného lymfomu (DLBCL) (Kuramoto et

al., 2002).

2.4.1. ANGIOGENEZE U MCL

Vroce 2014 Palomero et al. demonstroval, Ze nadorova angiogeneze u MCL muze byt
pozitivné regulovdna pomoci transkripéniho faktoru SOX11, skrze zvySenou transkripci
proangiogenniho faktoru PDGFA. Inhibitor PDGFA imatinib inhiboval rdst SOX11-pozitivnich
MCL xenotransplantatli pomoci blokady angiogeneze (Palomero et al., 2014). Korelace mezi
mirou exprese SOX11 a mirou angiogeneze (vyjadirenou jako hustota mikrocév) byla nasledné
prokazana na primarnich vzorcich uzlin ziskanych od pacientl s nové diagnostikovanym MCL

(Petrakis et al., 2019).

25



uvop

2.5. IMUNOHISTOCHEMICKE HODNOCENI VASKULARITY TUMORU

Imunohistochemicka analyza je nedilnou soucasti diagnostického procesu v hematoonkologii.
V poslednich letech je do zna¢né miry diskutovan prognosticky vliv nddorové vaskularizace
(resp. mikrovaskularizace). Pro kvantifikaci mikrocév se v soucasnosti pouZzivaji 2 parametry, a
to hustota mikrocév (MVD; microvessel density) a mikrovaskuldrni oblast (MVA; microvessel
area). MVD je definovana jako pocet CD31-pozitivnich profil mikrocév na oblast fezu
(Petrakis et al., 2019; Vesela et al., 2014). MVA se pak rozumi soucet plochy profild mikrocév
déleny celkovou plochou tkané (Petrakis et al., 2019).

MVD ve své podstaté odrdzi angiogenezi, nicméné role MVD v predikci agresivity choroby je
stale nejasna. Bylo pozorovano, Ze u nejagresivnéjsich lymfom0 (napfr. Burkittlv lymfom) je
MVD vyrazné vysSi nez u indolentnich (napf. folikuldarni lymfom) (Ria et al., 2008).
Retrospektivni studie analyzujici MVD na souboru 177 pacientldl s MCL prokazala pozitivni
korelaci mezi urovni MVD a biologickou agresivitou MCL (definovanou jako vyssi proliferacni
aktivita dle Ki-67, resp. vy$Sim prognostickym indexem MIPI) (Vesela et al., 2014).

Analogicka data jsou v posledni dobé publikovdna i u nékterych solidnich nadora (karcinom
prostaty, karcinom prsu), coz naznacuje, ze by MVD mohla byt vyuzita jako prognosticky
marker nejen hematologickych malignit (Bono et al., 2002; Cardesa-Salzmann, T. M. et al.,

2011; Kumar et al., 2004; Uzzan et al., 2004).

2.6. CD31/PECAM-1

Antigen CD31, znamy téz jako Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1), je
glykoprotein exprimovany na povrchu destic¢ek, leukocytd a endotelidlnich bunék (v adhezivni

Casti mezibunécnych prostor). Tato molekula je kdédovdna na chromozomu 17 a
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zprostfedkovava bunécnou adhezi, migraci leukocytli, angiogenezi a aktivaci integrin(
(Jackson, 2003). CD31 se sklada ze Sesti extraceluldarnich imunoglobulinovych domén,
transmembranové a cytoplasmatické domény. CD31 je schopen jak homologni interakce (tj.
interakce s jinym CD31), tak heterogenni vazby na av3 integrin a CD38. Homologni interakce
i interakce s avfB3 integrinem je nezbytna pro regulaci cévni permeability a transendotelidlni
migraci leukocytd (Piali et al., 1995; Privratsky and Newman, 2014; Sun et al., 2000). CD31
muze indukovat zménu tvaru buriky a jeji migraci tim, Ze se napoji na vlakna F-aktinu a zpUsobi
jeho prestavbu (Matsumura et al., 1997; Poggi et al., 1996). U&ast CD31 pii nadorové
angiogenezi a migraci bunék byla potvrzena experimentdlné, jednak inhibici nddorové
angiogeneze v mysich s pouzitim specifické anti-CD31 protilatky, jednak observaci narusené
angiogeneze v experimentech s PECAM-1-null mysmi (Cao et al., 2009; Cao et al., 2002; Zhou
et al., 1999).

V posledni dobé pribyva stale vice dlikazl, Ze CD31 prendsi signaly k prevenci apoptdzy
(programované bunécné smrti), a to konkrétné inhibici mitochondridlni cesty mediované Bax
proteinem (Gao, C. et al., 2003; Gao, Cunji et al., 2003; Poggi et al., 2010). Nékteré studie téz
naznacuji, Zze CD31 mUze zprostfedkovat rlst bunék nezavisly na ukotveni a anoikis rezistenci
nadorovych bunék (tj. umozni, aby burika dfive zavisla na ukotveni nepodlehla po oddéleni
apoptdéze) (Zhang et al., 2010). Roku 2013 bylo experimentalné prokazano na mysim modelu,
Ze prihojeni MCL xenotransplantatu v imunodeficientnich mySich je spojeno se zvySenim
exprese CD31 na MCL burikdch (Molinsky et al., 2013).

Zvysena exprese antigenu CD31 byla popsana na povrchu malignich lymfocytd (Akers et al.,
2010; Boyd et al., 2009), nicméné vyznam tohoto nédlezu (napf. prognosticky vliv) nebyl dale

zkouman.
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V soucasnosti je CD31 vétSinou pouzivan jako endotelidlni marker pro ur¢ovani MVD. Evaluace
MVD vtumorech by mohla vbudoucnu slouzit jako novy prognosticky marker u
hematologickych malignit (zatim ve vSech ptipadech je vysokd MVD asociovadna se Spatnou
progndzou) (Cardesa-Salzmann, Teresa M. et al., 2011; Taskinen et al., 2010; Vesela et al.,

2014).

3. ANTIANGIOGENNI TERAPIE

Antiangiogenniterapie je zaloZzena na premise, Ze nadorova neovaskularizace vyZaduje indukci
proliferace endotelidlnich bunék, at uz specificky nebo nespecificky. Indukujici latky zpGsobuiji
zvySenou produkci endotelidlnich mitogend, vnitfnich mitogen(, jejich endotelovych
receptorli a endotelovych integrinli nebo aktivuji pridruzené signalni drahy a matrixové
metaloproteindzy (Gasparini et al., 2005). ldentifikace specifickych angiogennich faktord
uvolfovanych nadorem (napf. VEGF) umoznila rozvoj cilené antiangiogenni terapie. Inhibici
angiogeneze dochazi k naruseni nejen dodavky kysliku a Zivin, ale také k naruseni nezavislosti
nadoru a jeho parakrinni stimulace.

Antiangiogenni terapie muZe byt zaméfena na rGzné Urovné angiogenni stimulace.
RozliSujeme pfimé inhibitory VEGF (napf. bevacizumab, VEGF-Trap) (Sherman et al., 2019;
Yamada et al., 2021), tyrosinkinazové inhibitory cilené na receptory pro VEGF (Sonpavde and
Hutson, 2008) nebo na receptory jinych proangiogennich faktord, a inhibitory proangiogenni
signalizace downstream od VEGF receptoru - napf. inhibitory mTOR. Antiangiogenni ucinek
vykazuji ale i dalsi protinddorové latky, vcéetné imunomodulaénich latek (thalidomid,
lenalidomid apod.) (Peach et al., 2020; Ribatti and Vacca, 2005; Stefoni et al., 2018), inhibitory

histondeacetylaz, inhibitory proteazomu (bortezomib) a dalsi latky (Berardi et al., 2012).
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3.1. ANTIANGIOGENNI TERAPIE V ONKOLOGII

Prototypem antiangiogenni terapie je bevacizumab, rekombinantni humanizovana
monoklonalni protilatka proti VEGFA. Cilené blokuje VEGFA a tedy i jeho signalni drahu a tim
narusuje autokrinni a parakrinni plsobeni VEGFA (Ferrara et al., 2004) (Obrazek 4). Navzdory
slibnym preklinickym datdm byl v ranych klinickych studiich zfidka pozorovan vyznamny
protinddorovy ucinek bevacizumabu v monoterapii. K prlilomu doslo az ve fazi Il klinické
studie, kterd prokazala statisticky vyznamné prodlouzeni preziti u pacientd s kolorektalnim
karcinomem, kde byl bevacizumab zafazen do kombinované |écby spolu se standardni
chemoterapii (Hurwitz et al., 2004). Na zakladé téchto dat se stal bevacizumab v roce 2004
prvnim schvalenym antiangiogennim lékem pro IéCbu v onkologii, konkrétné u pacientl s
kolorektdlnim karcinomem (Ferrara et al., 2004).

Nasledné byl bevacizumab testovan v dalSich kombinacich se standardni chemoterapii u
nemalobunécéného karcinomu plic (kde doslo k prodlouzeni celkového preziti) a u nddoru prsu
(kde doslo k vyznamnému prodlouzeni doby do progrese) (Cohen et al., 2007; Jain et al., 2006).
Jako monoterapie byl bevacizumab efektivni u metastatického karcinomu ledviny, kde
vyznamné prodlouZil dobu do progrese, ale nikoli celkové preziti (Raymond et al., 2011; Yang
et al., 2003).

Uspéch bevacizumabu odstartoval fadu klinickych studii s dal$imi antiangiogennimi léky.
Multikindzové inhibitory sunitinib (multireceptorovy inhibitor cileny na VEGFR1, VEGFR2,
PDGFR, FLT3 = FSM-like tyrosinkindza 3 a c-Kit) a sorafenib (multireceptorovy inhibitor
VEGFR2, VEGFR3, PDGFR, RET, c-Kit a Raf kindzy) (Obrazek 4) prokazaly efektivitu v terapii
karcinomu ledvin, stromalniho gastrointestindiniho tumoru, hepatocelularniho karcinomu a
nékterych typl nadoru pankreatu (Jain et al., 2006; Poveda et al., 2017; Raymond et al., 2011).

Nejnovéjsim multikindzovym inhibitorem je regorafenib, ktery cili na receptory VEGFR1-3,
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tyrosinkinazovy receptor pro angiopoetin-1 a -2 (TIE2), PDGFR, FGFR, c-Kit, RET a Raf.
Regorafenib se uplatfiuje v terapii pokrocilého hepatocelularniho karcinomu, metastatického
kolorektdlniho karcinomu, metastatického stromalniho gastrointestindlniho nadoru a
soucasné probiha fada studii u karcinomu ledvin, nddord mékkych tkani etc (Ettrich and
Seufferlein, 2018).

Aflibercept patfi do skupiny tzv. VEGF pasti (VEGF-Trap). Jedna se o rekombinantni fuzni
protein cileny na vSechny izoformy VEGFA, dale VEGFB a PIGF (Giurdanella et al., 2015; Holash
et al., 2002) (Obrazek 4). Aflibercept vykazoval vyssi afinitu k VEGF ve srovndni s VEGFR2 nebo
bevacizumabem (Papadopoulos et al., 2012) a v kombinaci s chemoterapii byl v USA schvalen
roku 2012 pro lé¢bu druhé linie metastatického kolorektdlniho karcinomu (Van Cutsem et al.,
2012). V CR byl schvalen pro Ié¢bu vihké formy makularni degenerace a v kombinované terapii

metastazujiciho kolorektalniho karcinomu.

VEGFB VEGFA VEGFC VEGFD
A S— - -_— TS

‘»"".‘ e
i
bunééna membrana .
SUNITINIB I
SORAFENIB

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3
Angiogeneze Angiogeneze Lymfangiogeneze

Obrazek 4. Antiangiogenni terapie v onkologii: pfimé inhibitory angiogeneze a mista jejich
ucinku.
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3.2. ANTIANGIOGENNI TERAPIE V HEMATOONKOLOGII

Na rozdil od solidnich tumord nemad antiangiogenni terapie v Ié¢bé hematologickych malignit
pevné misto. Nicméné rfada léku, které vykazuji ¢aste€ny antiangiogenni efekt, byla schvdlena

k 1é¢bé rlznych hematologickych chorob.

3.2.1. BEVACIZUMAB

Po obrovském Uspéchu v terapii solidnich nadord byl bevacizumab testovan v ramci klinické
studie faze Il (studie MAIN) v kombinaci se standardnim imunochemoterapeutickym rezimem
R-CHOP (kombinace RA-CHOP) u pacientl s nové diagnostikovanym DLBCL. Studie MAIN ale
musela byt predcasné ukonéena z dlvodu nepfimérené toxicity (zejm. kardiotoxicita)
kombinace bevacizumabu se standardni imunochemoterapii (Seymour et al., 2014). ZvySeny
vyskyt kardiotoxicity ovsem nebyl pozorovan u pacient( se solidnimi tumory, byt byl pouzit
téz v kombinovanych rezimech. Dlivod zvySeného vyskytu srdecnich obtizi v kohorté pacientt
léc¢enych bevacizumabem a imunochemoterapii R-CHOP zUstal neobjasnén a potencialni
benefit bevacizumabu pro terapii pacientli s lymfomy v kombinaci jiné nez s R-CHOP nebyl
zkouman.

Nase vlastni preklinickd data prokdazala, Ze rust podkoznich MCL xenotransplantatd
v imunodeficientnich mysich je zavisly na VEGFA, a Ze rlst podkoznich MCL tumor( muze byt

efektivné potlacen bevacizumabem v monoterapii (Molinsky et al., 2013).

3.2.2. IMUNOMODULACNI LATKY (THALIDOMID A LENALIDOMID)

Thalidomid (Myrin) je imunomodulacni latka se silnym antiangiogennim ucéinkem fungujicim

na principu inhibice fady cytokin(, predevsim TNF-a a VEGF (Ribatti and Vacca, 2005). Jednd
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se o prvni inhibitor (mimo jiné) angiogeneze, ktery mél klinicky efekt u hematologické
malignity — v tomto pripadé mnohocetného myelomu (Barlogie et al., 2001; D'Amato et al.,
1994). Pozdéji byl zjistén vyznamny terapeuticky efekt thalidomidu i u jinych hematologickych
diagndz, konktrétné u CLL (v kombinaci s fludarabinem) a MCL (v kombinaci s rituximabem)
(Chanan-Khan et al., 2005; Kaufmann et al., 2004).

Lenalidomid (Revlimid) je imunomodulaéni latka druhé generace. Ve srovnani s thalidomidem
ma lenalidomid lepsi imunomodulacéni a protinddorovy efekt a zdroverh méné nezadoucich
ucinkl. Lenalidomid sniZuje expresi VEGF a IL-6, ¢imz pfimo ovliviiuje angiogenezi (Qu et al.,
2016), zabranuje prechodu bunék z GO do G1 faze a sniZuje tak jejich proliferaci, zvysuje
expresi tumor-supresorového genu p21 (Hanashima et al., 2020), zvysuje cytotoxickou aktivitu
imunitniho systému (prostfednictvim INF-y a IL-2 stimuluje NK-bunky a klondlni proliferaci T-
lymfocytl) (Gribben et al., 2015), sniZuje expresi vaskularni bunécné adhezivni molekuly 1
(VCAM-1) a interceluldrni adhezivni molekuly 1 (ICAM-1), ¢imZ zabraruje vazbé myelomovych
bunék na stromdlni buriky kostni dfené, sniZuje téZz aktivitu osteoklasti v kostni dfeni a
negativné tak ovliviuje signalizaci mikroprostfedi nutnou pro preziti myelomovych bunék
(Breitkreutz et al.,, 2008) (Obrazek 5). V Evropé a v USA je lenalidomid bézné pouzivan
v kombinac¢ni terapii u mnohocetného myelomu (Mohty et al., 2018; Richter et al., 2021).
Mimo terapie mnohocetného myelomu prokazal lenalidomid signifikantni efekt ve studiich u
indolentnich i agresivnich B-NHL (v€etné MCL) a také u CLL, kde se pouzival bud
v monoterapii, anebo v kombinaci s rituximabem (Witzig et al., 2015). V Ceské republice je
lenalidomid schvdlen pro |écbu mnohocetného myelomu, nékterych subtypt
myelodysplastického syndromu, folikularniho lymfomu a k monoterapii R/R MCL u dospélych

pacientU.
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Obrazek 5. Mechanismy ucinku lenalidomidu u hematologickych malignit. Lenalidomid ma
v lidském téle fadu ucinkd, jimiz ovliviiuje nejen vlastni nadorové burky, ale téZ imunitni
odpovéd i mikroprostfedi tumoru.

3.2.3. TEMSIROLIMUS

PI3K/AKT/mTOR draha ovliviiuje fadu bunécénych procesu, véetné metabolismu, proliferace,
rastu bunék a jejich preziti a ovliviiuje zapojeni alternativnich drah angiogeneze (Vivanco and
Sawyers, 2002). V preklinickych studiich byla zkouSena fada latek blokujicich tuto drahu,
z nichZ nékteré jsou jiz schvaleny pro pouziti v onkologii.

V klinické praxi jsou vyuzivany predevSim mTOR inhibitory (napf. temsirolimus). Mechanismus
protinddorového Uucinku temsirolimu spociva v inhibici TORC1 proteinového komplexu
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s naslednym zastavenim bunécného cyklu ve fazi GO/G1. Nejpravdépodobnéji dochazi

k aktivaci glykogensynthazy-3, kterd vede ke zvysenému odbouravani cyklinu D1 (Dal Col et

al., 2008) (Obrazek 6).

V klinické studii faze 3 u pacientl s R/R MCL mél temsirolimus v monoterapii lepsi efekt nez

tzv. terapie zvolena investigatorem, a nasledné byl temsirolimus schvalen pro terapii R/R MCL

(Hess et al., 2009). Podobné vysledky studie faze 1/2 kombinujici bendamustin a rituximab

s temsirolimem u R/R MCL a FCL ukazaly velmi slibny uc¢inek kombinované terapie (Hess et al.,

2020). Temsirolimus je v soucasné dobé schvalen pro terapii prvni linie vybranych typl

karcinomu ledvin a pro terapii dospélych pacientt s R/R MCL.

receptory pro
rastové faktory

estrogeny

integriny cytokinové

_ bunééna membrana |

receptory

1%

TEMSIROLIMUS

rast nadorovych bunék

/ Cyklin D1, c-myc, HIF1a, atd. N

1 Carorei >
mRNA translace

0

angiogeneze

D prezivani nadorovych bunék déleni nadorovych bunék

Obrazek 6. Temsirolimus a mTOR signalizace. Bunéc¢na stimulace rlznymi podnéty muze
aktivovat signalni drahu vedouci k aktivaci mTOR, ktera hraje duleZitou roli v rdstu a proliferaci
bunék, v jejich reakci na proapoptotické stimuly a regulaci angiogeneze.
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3.2.4. BORTEZOMIB

Bortezomib (Velcade®) je dipeptidylboronova kyselina, kterd selektivné a reverzibilné inhibuje
proteazom 26S: multipodjednotkovy protein, ktery degraduje proteiny zapojené do vice
bunéénych procest, véetné regulace bunécného cyklu, aktivace transkripénich faktor( a
apoptdzy. Svij protinadorovy Ucinek uplatiiuje hlavné prostfednictvim inhibice sloZzek drahy
jaderného faktoru kappa B (NFkB) spojenych s bunécnou proliferaci, apoptdzou a angiogenezi
(Meusser et al., 2005; Voorhees and Orlowski, 2006) (Obrazek 7). PrestoZze byl plvodné
vyvinut jako protizdnétlivy a kachektizujici prostredek, koncem 90. let bylo zjiSténo, Ze ma
protinddorovou aktivitu (Sanchez-Serrano, 2006). Jednalo se o jeden z revolucnich lékl v
terapii mnohocetného myelomu (MM, myelom plazmatickych bunék) a v posledni dobé i
lymfomu z plastovych bunék (MCL). Bortezomib vykazuje zna¢nou anti-myelomovou aktivitu,
at uZ je pouzivan v monoterapii nebo v kombinaci s jinymi protinadorovymi léky u pacient(
s dfive nelé¢enym MM i u pacientl s refrakternim MM (Palumbo and Anderson, 2011;
Richardson et al, 2005). V roce 2006 byl bortezomib schvalen k [écbé
refrakterniho/relabujicicho MCL a v roce 2014 pro pacienty s dfive nelé¢enym MCL (Raedler,

2015).
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Obrazek 7. Dusledky inhibice proteasomu bortezomibem. Alteraci nékterych protein(
usnadniuje bortezomib prechod do apoptdzy, a naopak inhibuje angiogenezi, migraci a
proliferaci bunék.
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HYPOTEZY A CiLE STUDIE

Hypotéza 1:

Rozsah neovaskularizace a stupen hypoxie lymfomu se bude lisit v zavislosti na velikosti
tumoru. Hloubka hypoxie (a mira hypoxii indukované nekrézy tumoru) bude pozitivné

korelovat s velikosti tumoru.

Cil 1: Dynamické hodnoceni vybranych faktorii mikroprostredi (vaskularita, hypoxie)
u podkozné rostoucich PDX (xenotransplantdt odvozeny od pacienta) nehodgkinskych
lymfomii v pribéhu casu

1.A. in vivo analyza rozsahu neovaskularizace a hypoxie v podkoZnich PDX MCL tumorech v
redlném case — hodnoceni ultrazvukem v riiznych ¢asovych bodech od prihojeni lymfomu

1.B. imunohistochemickd analyza (IHC) PDX MCL tumor( zamérend na hodnoceni MVD a MVA

Hypotéza 2:

Mira exprese CD31/PECAM-1 na lymfomovych bunkach bude pozitivné korelovat se
schopnosti lymfomu S$ifit se (metastazovat) a to diky pozitivnimu vlivu CD31/PECAM-1 na

neovaskularizaci a diky ovlivnéni preZiti lymfomovych bunék.

Cil 2: Vyznam CD31/PECAM-1 v pFihojeni, riistu a sifeni MCL
2.1. vyznam CD31/PECAM-1 pfi pfihojeni, ristu a Sifeni MCL in vivo na mysich modelech MCL

2.B. prognosticky / prediktivni vyznam exprese CD31/PECAM-1 u pacienti s MCL
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Hypotéza 3:

Exprese VEGFA (indukovand primdarné hypoxii) ovliviiuje nejen rozsah neovaskularizace
lymfomu, ale pozitivné koreluje s agresivitou MCL bunék diky komplexni remodelaci

mikroprostredi.

Cil 3: Role angiogeneze a potencidlni cileni angiogennich cest v experimentdlni terapii MCL
3.A. Vyznam VEGFA-indukované angiogeneze na preZiti, rist a sifeni lymfomu, a efekt anti-
VEGF terapie pomoci bevacizumabu v experimentdlini terapii MCL na mysich modelech

3.B. Vliv hypoxii indukované exprese VEGF na biologickou agresivitu lymfomovych bunék
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Bunécné linie

Linie JEKO1 byla ziskdna z tkariové banky German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ). HBL-2 bunéc¢na linie byla ziskdna darem od profesora Dreylinga (Univerzita
v Mnichové, Némecko). Linie MINO byla zakoupena od American Tissue Culture Collection
(ATCC). VSechny linie prosly zkouskou autentizace Multiplex Cell Authentication
v Multiplexion (Heidelberg, Némecko). Cistota linii byla ovéFena testem Multiplex cell
Contamination opét v Multiplexion (Heidelberg, Némecko). Nebyla detekovana zadna
kontaminace. V této studii byly pouZity pouze linie, které proSly autentizaci a testem
kontaminace.

Vsechny bunécéné linie byly kultivovany ve vihké atmosfére termostatu pfi 37 °C s 5% CO?2,
jako medium bylo pouzito Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) s 15 % fetdlniho
bovinniho séra (FBS) a 1 % penicilinu / streptomycinu. Zadné bunééné linie nebyly kultivovény

déle nez 3 mésice.

Klony s manipulovanou expresi CD31

Pro vytvoreni klonl se stabilni overexpresi CD31 byly pouzity linie JEKO1 a MINO. Obé linie
byly transfekovany systémem pUNO1-hPECAM1 (InvivoGen). Uspé¥né transfekované buriky
byly selektovany kultivaci s blasticidinem a naslednou single-cell diluci.

Klon se stabilni downregulaci CD31 byl odvozen od bunécné linie JEKO1, a to infekci
lentivirovymi ¢asticemi CD31/PECAM-1 Human GIPZ Lentiviral shRNA Particles (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) pii nasobnosti infekce (MOI) 10. Uspé$né
transdukované bunky byly selektovany dvoudenni kultivaci v médiu s puromycinem

(koncentrace 4 pug/ml) a ndslednou single-cell diluci.
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Mira exprese CD31 upregulovanych i downregulovanych klonG byla ovérena pritokovou

cytometrii.

Klony se stabilni overexpresi VEGFA

Pro vytvoreni klont HBL-2 a JEKO1 se stabilni overexpresi VEGFA byl pouzit Sleeping beauty
transposon system (PMID: 25650551). Nejprve byla VEGFA cDNA (OriGene CAT#: RG229662)
amplifikovana metodou PCR pomoci oligonukleotidl s restrikénimi misty Sfil, coz umoznilo
inzerci produktu PCR do pSBbi-Pur plasmidu (Addgene plasmid #60523). 4 ug tohoto plasmidu
byly ndsledné koelektroporovdny s 6 ug savéiho expresniho plasmidu kédujicimi transposazu
(PCMV(CAT)T7-SB100, Addgene plasmid #34879). Transposdza po své expresi v cilovych
bunkach zprostfedkovala inzerci genu pro VEGFA a pro rezistenci na puromycin s
obousmérnym promotorem z plasmidu pSBbi-Pur-VEGF ndhodné do genomu. Dva dny po
elektroporaci byly burniky selektovany Sestidenni kultivaci v médiu s puromycinem
(koncentrace 2 pg/ml). Pro vytvoreni vhodnych kontrol byl proces proveden analogicky s
mCardinal fluorescenénim proteinem (Addgene plasmid #51311) a prazdnym pSBbi-Pur
plasmidem. Elektroporace byla provedena s pouZitim Neon Transfection System
(ThermoFisher Scientific) za dodrzeni ndsledujicich podminek pro konkrétni linie: HBL-2

(1600 V, 10 ms, 3 pulsy, R pufr), JEKO1 (1500 V, 20 ms, 1 puls, R pufr).

Modely xenotransplantatti odvozenych od pacienta (PDX modely)

Vsechny PDX modely pouzité pro nas vyzkum byly odvozeny od primarnich (pacientskych)
bunék v nasi laboratofi na Ustavu patologické fyziologie, 1. LF UK v Praze. Detailni postup
odvozeni PDX modell byl jiz popsan v publikaci Klanova et al. (Klanova et al., 2014). Modely

VFN-M1, VFN-M2 a VFN-M5R1 byly odvozeny od pacientl refrakternich na chemoterapii,
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dosud nelécenych ibrutinioem, modely VFN-M11 a VFN-M12 byly odvozeny od pacientd po

selhani ibrutinibu.

In vivo experimenty

Vsechny studie na mysich byly schvéleny Ustavni Odbornou komisi pro zajistovani dobrych
Zivotnich podminek pro pokusna zvitata. Jako pokusna zvifata byly pouzity imunodeficientni
NOD.Cg-Prkdcsc@ [12rgt™Wil/Sz) mysi, které byly zakoupeny z Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, USA). VSechny experimenty byly provadény pouze na dospélych samicich minimalné
8 - 12 tydnl starych. Tyto byly chovany v individudlné ventilovanych klecich s vodou a
krmivem ad libitum.

Pro experimenty s CD31 byly mysi injikovany subkutanné (SC) do levého boku burikami linii
JEKO1 nebo HBL-2 nebo jejich pfislusnymi klony s down- nebo upregulaci CD31/PECAM-1
v celkovém poctu 5 milion bunék na mys. Stejné mnoiZstvi bunék bylo pouZito i pro
intravendzni (1V) aplikaci cestou ocasni Zily. Pro studium efektu bevacizumabu byla provedena
SC xenotransplantace bunék linii HBL-2 a JEKO1 (CDX; cell line derived xenograft) a PDX
VFN-M1, VFN-M2, VFN-M11 a VFN-M12 v poctu 5-10 milion(i na mys. Tyto mysi byly nasledné
randomizovany do kontrolni a lé¢ené kohorty. Skupina uréena k terapii byla od 5. dne po
xenotransplanataci Ié¢ena bevacizumabem tfikrat tydné jednotlivou davkou 250 mg na mys
intraperitonedlné (IP), kontrolni rameno bylo ,1é¢eno” analogicky aplikaci PBS IP. K ovéreni
efektu zvySené exprese VEGFA byly mysim SC injikovany klony VEGF-UP a jejich odpovidajici
kontroly (,EMPTY“).

Podkozni tumory byly méfeny ve tfech na sebe kolmych rozmérech pomoci posuvného
méfitka. Objem tumor( byl pak dopocitan dle vzorce m/6 x délka x Sirka x vyska. Na zakladé

vypoctenych objem( byly vytvoreny rlstové krivky tumora. Pokud néktery z tumor( dosahl
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2 cm v nékterém rozmeéru, byl experiment ukoncen, tumory odebrany, pasazovany pres 40 um
bunécny filtr (Falcon). Ziskané buriky nasledné prosly magnetickym sortovanim dle antigenu
CD45 na LS koloné (MACS, Miltenyi Biotec) dle pokyni vyrobce a takto odsortované CD45+
buriky byly nasledné vyuzity pro dalsi in vitro experimenty. Intravendzné injikované mysi byly
utraceny ihned po objeveni se pfiznakll pokrocilého lymfomu (projevy stradani, terminalni
paralyza), nasledné peclivé prohlédnuty s cilem najit pfipadné extranodalni / extramedularni
(E/E) postizeni.

Pfed ultrazvukovym vysetfenim byla mysim provedena anestezie IP aplikaci ketamin / xylazinu
v ddvce 80/10 mg/kg (Bioveta a.s., Ivanovice na Hané, Ceska republika) a byly lokaln& oholeny
(Strep, Milano, Italie). K udrzeni stabilni teploty 37,7 °C byla zvifata presunuta na vyhrevny stdl
(FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto, Kanada) a pfipojena ke ¢tyfem elektroddm vysoce

vodivym ultrazvukovym gelem.

Vysokofrekvencni in vivo ultrasonografie a fotoakustické zobrazeni

Ultrasonografické a fotoakustické zobrazovani bylo provedeno ve spolupraci Ing. Peterem
KeSou v Centru pokrocilého preklinického zobrazovani (CAPI). Anatomické a molekuldrni
zobrazeni bylo provedeno za pouZiti multimoddlniho zobrazovaciho pfistroje Vevo
3100/LAZR-X (ultrasonografie-fotoakustika; USG-PA) (FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto,
Kanada). K zobrazovani byla pouzita linedrni ultrazvukovd sonda Mx400 (linearni pole 256
prvkl, osové rozliseni 50 um) (FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto, Kanada) pracujici na
stfedni frekvenci 30 MHz v médech B a OxyHemo a 24 MHz pro barevné dopplerovské
zobrazeni. Sonda byla vybavena originalnim plastém (drzdkem optického kabelu) pro vlozeni
dvou uzkych (14 mm) optickych kabell (FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto, Kanada) pro

fotoakustické zobrazovani nadord v OxyHemo rezimu. Jako zakladni nastaveni ultrazvuku byl
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v pristroji zvolen ,Mouse Large Abdominal preset”. Pro stanoveni saturace kysliku v nadorech
byl celkovy fotoakusticky zisk zvySen na 40 dB u vSech méreni. Nastaveni kompenzace
Casového zesileni (angl. Time Gain Compensation - TGC) bylo optimalizovano tak, aby bylo
vidét hluboko do nddorovych tkani zvysenim fotoakustického zisku pro kazdé patro ve zvolené
oblasti zajmu (20-62-65-72-75 dB), pocinaje horni vzdalenosti od povrchu snimace (7 mm)
smérem ke spodni vrstvé nadoru (zorné pole USG-PA 7 - 18 mm pro malé a stfedni nadory a 7
- 20 mm pro velké nadory). K dosazeni maximalni penetrace svétla do tkani byla linie kGize
nadoru umisténa 10 mm od povrchu sondy. Tyto parametry byly béhem rdstu nadoru
udrZzovany konstantni. Pro usnadnéni pfenosu ultrazvuku byl ve vSech ultrazvukovych skenech
aplikovan transparentni ultrazvukovy gel (OXD, Barcelona, Spanélsko). Méfeni v barevném
dopplerovském rezimu bylo provadéno dle nasledujicich nastaveni: pulzni repetitivni
frekvence: 3, vzorkovaci objem: 2 a 3, zisk: 36 dB, uhel svazku: 0°, citlivost: 3 a 4, perzistence:
off, filtrovani nizkych frekvenci: medium, priorita (barva obrazu): 80%. Pro malé a velké nadory
byla pouZita riznd nastaveni: malé nadory: citlivost: 3, zisk: 2, stfedni a velké nadory: citlivost:
4, zisk: 3. B€hem vSech méreni byla monitorovana srdec¢ni (EKG) a dechova frekvence zvirat.
Pfesnost polohy tumor( béhem méreni byla dosaZzena funkci eliminace vlivu dychani. Tloustka
2D tezl byla u vSech 3D zaznam( 80 pum. Anestetizované (ketamin/xylazin, 80/10 mg/kg,
intraperitonedlni aplikace) mysi byly po méfeni zahfivany na plotnovém ohfivaci s
prednastavenou teplotou (37,7 °C), dokud se neprobudily.

Vsechna ziskand USG-PA data byla dale zpracovana softwarem Vevo LAB V.3.2.5. (FUJIFILM
VisualSonics, Inc., Toronto, Canada). Objemy tumord v mm? byly uréeny volumetrickou
analyzou. Hodnoty saturace kysliku v tkanich sO; Vital (%) (prdmérna saturace kysliku ve vice
viabilnich ¢astech tumorl byla stanovena jen pro barevné pixely, pficemz prah citlivosti byl

nastaven na 20%) a procento vaskularizace tumoru (%) byly ziskany z objemové analyzy
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nadoru ve Ctyfech ¢asovych bodech. Hodnota celkové oxygenace tumoru (sO; Total) byla
pro kazdy tumor stanovena ze vsech pixell v jednotlivych 2D fezech véetné cernych pixeld
(¢erné pixely maji hodnotu 0%). Parametr sO; Total vypovida o pfitomnosti méné viabilnich

nebo nekrotickych oblasti v nddoru.

Meéreni proliferace in vitro

Vliv CD31 up- a downregulace na bunécnou proliferaci in vitro byl hodnocen pomoci Quick Cell
Proliferation Assay Kit (BioVision, Milpitas, Kalifornie, USA), vyuzivajiciho WST8. Zkracené, 10
tisic bunék bylo inkubovdno po presné stanovenou dobu (0 - 96 hodin), proliferaéni souprava
byla pouzita dle pokyn( vyrobce. Vysledna absorbance vzorkl byla méfena po 3 hodinach

inkubace na pfistroji Sunrise (Tecan Group Ltd., Mdnnedorf, Svycarsko).

ELISA

Hladina lidského VEGFA (hVEGFA) v lyzatech SC tumor( byla zméfena pomoci kitu Quantikine®
ELISA — Human VEGF Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) na pfistroji
Sunrise (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svycarsko). Jako negativni kontrolu jsme poufzili vzorek

s mySim VEGFA (Peprotech, Londyn, Velka Britanie).

Pritokova cytometrie (FCM)

VSechny experimenty vyuZivajici pacientské tkané byly schvaleny Etickou komisi VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze (1816/15 S-1V). Po podepsani informovaného souhlasu byla od
pacientl s diagnézou MCL ziskana periferni krev a kostni dren. Ziskané vzorky byly promyty
PBS a nasledné barveny 15 minut ve tmé pfi pokojové teploté. V nasledujicim kroku byl pridan

FACS Lysing Solution (BD, San Jose, Kalifornie, USA) a po dalSich 10 minutach inkubace byly
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vzorky dvakrat promyty PBS. K rozliSeni jednotlivych bunécénych subpopulaci byly pouzity
nasledujici fluorochrom-konjugované monoklonalini protilatky: CD5 PerCP-Cy5.5 (klon L17F12,
BD, San Jose, Kalifornie, USA), CD19 PE-Cy7 (klon J3-119, Beckman Coulter, Miami, Florida,
USA), CD31 FITC (klon WM59, BD, San Jose, Kalifornie, USA), CD45 Krome Orange (klon J33,
Beckman Coulter, Miami, Florida, USA). MCL buriky byly charakterizovany koexpresi CD19 a
CD5 (CD19+CD5+) s jednou vyjimkou CD5-negativniho MCL s konfirmovanou translokaci
t(11;14). VSechny vzorky byly hodnoceny na pfistroji FACS Canto (BD, San Jose, Kalifornie, USA)
nebo Navios (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA). K nastaveni standardniho provozniho
protokolu byl pouZit ndstroj EuroFlow (Kalina et al., 2012). K monitorovani vykonnosti nastroje
bylo pouZito Spherotech 8-Peak Validation Beads (BD, San Jose, Kalifornie, USA). Vysledky
méreni byly vyhodnoceny v systému Kaluza software, verze 2.1 (Beckman Coulter, Miami,
Florida, USA). K odliseni pozitivnich od negativnich bunék byly pouZity isotypové negativni
kontroly béhem vsech experimentl. K celkovému hodnoceni populaci bylo pouZito procento

pozitivnich bunék a medidn intenzity fluorescence (MFI; median fluorescence intensity).

Imunohistochemicka analyza (IHC)

Imunohistochemicka analyza byla provedena ve spolupréci s dr. Jak$ou (Ustav patologie 1. LF
UK a VFN, Praha), prof. Tonarem a dr. Grajciarovou (Ustav histologie a embryologie Lékarské
fakulty v Plzni). Z kazdého PDX blocku bylo zpracovano pét ndhodné orientovanych fezu.
Endotel byl vizualizovdn pomoci imunohistochemického krdli¢iho anti-mysiho CD31
monoklonalniho 1gG, klon SP38 (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, USA). Pfi zvétSeni
mikroskopu 40x bylo z kazdého sklicka vyfoceno 10 mikrofotografii (tj. 50 mikrofotografii na

blok tkdné) pomoci systematického rovnomérného ndhodného odbéru (Dopliikovy obrazek
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S1; podrobnosti viz Vesela et al. 2014; Tonar et al. 2008 (Tonar et al., 2008; Vesela et al.,
2014)).

Ke kvantifikaci nadorovych cév bylo pouZito dvou parametrd — hustota mikrocév (MVD) a
mikrovaskularni oblast (MVA). MVD (Doplrikovy obrazek S2A) byla kvantifikovana jako pocet
CD31-pozitivnich profild mikrocév na plochu fezu. Pomoci metody popsané v predchozich
publikacich (Petrakis et al., 2019; Vesela et al., 2014) byla pocitatelnad céva definovana jako
jakykoli profil CD31-pozitivnich endotelidlnich bunék nebo shlukl endotelovych bunék, ktery
byl oddélen od sousednich mikrocév. Existence lumina cévy, priméru cévy ¢i pritomnost
vytvorenych krevnich elementl nebyly zahrnuty do kritérii definujicich mikrocévu. Byly
zapocitany profily cév umisténé pIné uvnitf pocitaciho rdmce (Gundersen, 1977) anebo profily
protinajici akceptacni linii, ale nikoli linii odmitnuti. MVA (Doplrikovy obrazek S2B) byla uréena
jako soucet plochy profilll CD31-pozitivnich mikrocév déleno celkovou plochou tkané (Petrakis
et al.,, 2019). Histologicka kvantifikace byla provedena pomoci modulli CountingFrame a

PointGrid ve stereologickém softwaru Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovenska republika).

Statisticka analyza

Veskera numerickd data ziskana béhem ultrazvukového méreni byla zpracovana v programu
OriginPro 8 (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA) a byla prezentovana
jako primeér * standardni odchylka. Pro srovnani procenta vaskularizace (MVA), procent sO2
Vital a sO2 Total tfi typd tumord byl pouzit jednosmérny ANOVA test. Tumory byly srovnany
ve stejny Casovy okamizik. Srovnani exprese CD31 (% i MFI) bylo provedeno v programu
GraphPad Prism. Hodnoty byly prezentovany jako primeér + standardni odchylka alespon tfi

nezavislych testl. Rozdily v experimentalnich ramenech byly ur¢eny neparovym t-testem.
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U terapii bevacizumabem jsme k posouzeni praktického vyznamu lécby a porovnani Gcinnosti
terapie vriznych modelech vytvorili rGstové krivky tumorl. Ke zhodnoceni statistické
vyznamnosti Ucinnosti lécby jsme pro konkrétni (dostupné) ¢asové body (tj. dny) vypocditali
rozdily mezi pramérnymi velikostmi nddor( v kontrolnich skupinach a ve skupinach Ié¢enych
bevacizumabem. Korekce Bonferroni byla pouzita k vyhlazeni hladiny vyznamnosti pro vice
simultannich testl hypotéz.

Jako signifikantni diference byly brany ve vsech pripadech vysledky s hodnotou p < 0,05.

Transkriptomova sekvenace Next Generation Sequencing

Abychom ziskali vhled do mechanismu ovlivnéni MCL bunék mirou exprese VEGFA a zaroven
vlivu mikroprosttedi, provedli jsme transkriptomovou analyzu MCL bunék klonu JEKO1 VEGF-
UP ve srovnani s CTRL (JEKO1 bez upregulace). Analyza byla provedena v duplikatech z bunék
péstovanych jak in vitro, tak in vivo. Celkovd RNA byla izolovana kitem RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Kvalita RNA byla potvrzena pomoci Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA). Vzorky RNA byly nasledné sekvenovany v
Childhood Leukaemia Investigation Prague (CLIP) na sekvenaénim pfistroji NextSeq 500
(llumina, San Diego, Kalifornie, USA) dle protokolu vyrobce. Sekvenaéni knihovny byly
vytvoreny za pouziti lllumina TruSeq Library Prep kitu. Kvalita vyslednych FastQ soubor( byla
kontrolovana pomoci FastQC programu. Vyhodnoceni dat probéhlo ve spolupraci s Mgr.
Dmitrym Kazantsevem, Ph.D. na Ustavu patologické fyziologie 1.LF UK. Rozdily v expresi byly
stanoveny na zakladé bioinformatického algoritmu, ktery vyuziva softwarové néstroje EdgeR,
limma a fastgsea R (McCarthy et al., 2012; Ritchie et al., 2015). Rozdil v expresi genu byl
povazovan za signifikantni v pripadé detekce minimalné dvojndsobné zmény v expresi a v

pripadé p < 0,05.
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Anatomické a molekuldrni zobrazeni MCL PDX: od hypoxie po nekrézu

Kombinovany pfistup fotoakustického monitorovani saturace kyslikem v tkanich a
ultrazvukového dopplerovského zobrazovani umozfiuje neinvazivni prostorové stanoveni
okysli¢enych a nekrotickych oblasti a perfuzi tumoru v redlném case. V této studii byly pouzity
tfi PDX modely MCL, konkrétn& VFN-M1 (3 my3i), VFN-M2 (3 my3i) a VFN-M5R1 (3 mysi).

U vSech tfi PDX modell doslo spolu s nardstem objemu tumoru k vyznamnému snizeni celkové
saturace tkané kyslikem (sO. Total; p=0,04134) a mikrocévni oblasti (MVA; procento
vaskularizace ziskané barevnym dopplerovskym zobrazovanim). Primérna hodnota sO; Vital
byla u VFN-M1 a VFN-M2 podobna (p = 0,80459), na rozdil of VFN-M5R1, kde byla vyrazné
vy$si. sO3 Vital u malého tumoru VFN-M1 byla 37,9 + 2,2 %, u velkého tumoru pak 40,5 £ 6,0 %
(Obrazek 8A). U malého tumoru VFN-M2 pak sO2 Vital dosahovala hodnot 37,5+ 4,0% a u
velkého 35,7 + 4,6 % (Obrazek 8B). VFN-M5R1 mél sO2 Vital vyssi, a to u malého tumoru 57,1
+4,8 % a uvelkého 40,8 £ 5,7 % (Obrazek 8C). Buriky VFN-M5R1 se pfihojily a dorostly velikosti
tumoru cca 250 mm?3 signifikantné dfive (D+13) neZ VFN-M1 (D+21) a VFN-M2 (D+20).

Ve srovnani s VFN-M5R1 (Obrdazek 9) byly nadory VFN-M1 i VFN-M2 vyrazné méné okysli¢ené
a mély nékolik jasné rozeznatelnych nekrotickych oblasti jiz u malych nadord (Obrdzek 10).
Vzhledem ke zvétSujicim se nekrotickym oblastem byly mezi malymi a velkymi nadory
pozorovany rostouci rozdily mezi sO; Vital a sO; Total ve vSech tfech modelech (Tabulka 1).
Vaskularizace analyzovanych PDX nador( je zndzornéna jako 3D vizualizace na Obrazku 9. U
VFN-M1 a VFN-M2 byl pozorovan staly pokles rozsahu vaskularizace u rostouci velikosti
s pocatecnim poklesem (ve stadiu stfedné velkych nador() nasledovanym terminalnim

zvySenim (ve stadiu velkych nadora).
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Obrazek 8. Graficka prezentace zmén hypoxie, vaskularizace a objemu tumoru v ¢ase u PDX
modeld VFN-M1 (A), VFN-M2 (B) a VFN-M5R1 (C). Hypoxie tumoru byla stanovena jako
saturace kysliku sO; Vital (pIné ¢erné ctverce), celkova oxygenace tumoru véetné nekrotickych
oblasti sO, Total (prazdné cerné ctverce), a % mikrovaskularni oblasti tumoru ziskané
barevnym dopplerovskym mérenim (plné cervené krouzky). Objemy tumor( byly ziskany
ultrazvukovou volumetrickou analyzou (pIné modré trojuhelniky) a rastové krivky tumort byly
pocitany ze tfi na sebe kolmych rozmérl zmérenych digitalnim posuvnym méritkem (prazdné
modré trojuhelniky). Saturace kysliku sO, Vital, sO, Total a oblast mikrocév (procento
vaskularizace) byly stanoveny pro cely objem tumoru.
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Obrazek 9. Reprezentativni anatomické obrazky tumoru VFN-M5R1 ziskané nastavenim
rezimu B a rezimu OxyHemo.

RGzna tkanova struktura (svétle versus tmavé Sedé oblasti; A, C, E) jasné odpovida
fotoakustickym obrazkim (B, D, F) malych, stfednich a velkych tumor(; odpovida krvi dobre
zasobené oblasti (jasnéjsi pixely v rezimu B a vice okyslicend mista ve fotoakustickém
OxyHemo rezimu zobrazené jako modré a cervené pixely) a oblasti Spatné zasobené
(nekrotické) uvnitf tumoru. Z dlvodu narlstajiciho podilu nekrotické tkané pfi rlistu tumoru
dochazi ke zvySovani rozdilu mezi sO; Vital a sO; Total u stfednich (50,1+7,9 % a 21,7 + 1,0 %)
a velkych tumor(i (40,8 £ 5,7 a 16,7 £ 2,0 %).
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VFN-M1 stredné velky VFN-M1 velky

/

VFN-M2 stiedné velky VFN-M2 velky

VFN-M5R1 stredné velky

Obrazek 10. 3D barevné dopplerovské zobrazeni vaskularizace tumoru vizualizované v
reZimu vykreslovani. Vizualizace vaskularizace stfednich (levy sloupec) a velkych (pravy
sloupec) tumorli modelu VFN-M1 (nahore), VFN-M2 (uprostifed) a VFN-M5R1 (dole). Modré
zbarveni reprezentuje tok krve od sondy a ¢ervené opacny tok krve, tj. k sondé.




VYSLEDKY

Tabulka 1. Priimérné hodnoty a standartni odchylky sO; Vital (%), sO2 Total (%) and MVA (%)
ziskané metodou UZ-PAl u modeld VFN-M1, VFN-M2 and VFN-M5R1 ve 3 ¢asovych bodech
rastu tumord. Spocitané hodnoty P: 0,80459 (sO; Vital); 0,04134 (sO; Total); 0,00329 (MVA)

PDX model VEN-M1 VEN-M2 VEN-M5R1
velikost \;i(:;l Tﬁ; MVA \:ict)azl Tsoc':;l MVA \ji?azl Ti)c':;l MVA
tumoru (%) (%) (%)

(%) (%) (%) | (%) (%) | (%)
379+ |279+ |184+ |375% |30,9+ |158+ |57,1+ |554+ [165%

maly 22 6,2 23 | 40 | 21 10 | 48 | 42 2.7
cregn | 398t [284% 13,1+ (414% |199% |80+ |514% |371% 112+
1,4 36 | 41 |23 |34 | 10 |37 | 07 | 21
velky 40,5+ |115+ | 28+ |357+ |132+ | 3,8+ 40,8+ |16,7+ |103+

6,0 2,3 0,1 4,6 2,5 0,8 5,7 2,0 2,7

Porovnadni vaskularizace mezi histologickymi a ultrazvukovymi ndlezy

Pro srovnani dat ziskanych barevnym dopplerovskym ultrazvukovym zobrazenim bylo
provedeno paralelni hodnoceni vaskularizace PDX tumorl pomoci imunohistochemie
barvenim CD31-pozitivnich endotelidlnich bunék.

Hodnoty kvantifikovanych CD31-pozitivnich profilG mikrocév (tj. MVA) byly nizsi u malych
tumorl vSech modeld, tj. VFN-M1, VFN-M2 a VFN-M5R1 (6,8 +0,2 %, 8,0+ 0,7 % a 6,9+ 0,5
%), ve srovnani s daty ziskanymi Dopplerem (18,4 + 2,3 %, 15,8 + 1,0 % a 16,5 + 2,7 %). Naproti
tomu ve stadiu velkych tumort byly MVA dle IHC vyznamné vyssi neZz hodnoty mérené pomoci
barevného Dopplera u VFN-M1 (4,8+0,3% a 2,8+ 0,1 %) a VFN-M2 (8,6 +0,6 % a 3,8 + 0,8 %)
a srovnatelné u VFN-M5R1 (10,7 £ 0,8 % a 10,3 + 2,7 %). Profily prarezu oblasti mikrocév PDX
modelu VFN-M1 jsou uvedeny na Obrazku 10. Vysledky IHC analyzy malych a velkych nadoru

viz Tabulka 2.
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Obrazek 11. Reprezentativni obrazek imunhistochemického zobrazeni CD31 pozitivnich
cévnich profill v xenotransplanatatu MCL modelu VFN-M1.

Na levém obrdazku ukazuji Sipky na vétsi mikrocévy, vpravo pak na malé mikrocévy na riznych
fezech nadoru VFN-M1. Tyto pfiklady zndzornuji nerovhomérnost distribuce, tj. pfitomnost
oblasti bez malych (vlevo) nebo naopak vétsich (vpravo) mikrocév v tumoru. Heterogenita
distribuce mikrovaskularnich hustot (MVD) a oblasti mikrocév (MVA) podtrhuje nezbytnost
rozsahlého histologického hodnoceni vzorku. CD31 pozitivita je na snimcich zobrazena

v v/

hnédym zbarvenim. Méfitko oznacuje 20 um.

Tabulka 2. Imunohistochemickd analyza vaskularity malych a velkych PDX tumort
zobrazenim mysi CD31 pozitivity. Primérné hodnoty a standardni odchylky byly pocitany vidy
z deseti vzorkd.

Hustota mikrocév Oblast mikrocév
PDX model Velikost tumoru (MVD) (cévni
. ) (MVA) (%)
profily / mm?)
VFN-M1 maly 88 +3,3 6,8+0,2
VFN-M1 velky 87+6,5 4,8+0,3
VFN-M2 maly 101,4 £ 8,8 8,0+0,7
VFN-M2 velky 98,1+3,6 8,6+0,6
VFN-M5R1 maly 66,3+3,6 6,9+0,5
VFN-M5R1 velky 110,2+7,7 10,7+0,8

Porovndni MVD a MVA mezi malymi a velkymi tumory v jednotlivych PDX modelech MCL
Podle histologie neexistovaly Zadné vyznamné rozdily v MVD ani v MVA mezi malymi a velkymi
tumory PDX modell VFN-M1 a VFN-M2. Naproti tomu rozdily mezi MVD a MVA byly
pozorovany mezi malymi a velkymi nddory VFN-M5R1.
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Exprese CD31 na povrchu CD19+CD5+ MCL bunék

Provedli jsme analyzu exprese CD31 na povrchu primarnich CD19+CD5+ MCL bunék ziskanych
z kostni drfené (KD) pacientli s novou diagnézou MCL. Charakteristiky pacientl jsou popsany
v Tabulce 3. Exprese CD31 na povrchu CD19+CD5+ MCL bunék byla detekovatelna u vSech
pacientskych vzork( kostni dfené, nicméné procento pozitivity CD31 stejné jako MFI bylo
vysoce variabilni. Procento CD31+ bunék (z CD19+CD5+ populace) se pohybovalo od 2,4 % do
96,2 % (median 57,25 %) a CD31 MFI od 289 do 1497 (median MFI byl 669,5; Obrazek 12A, B).
Procento CD31+ bunék korelovalo s CD31 MFI (r = 0,8959, p < 0.0001; Obrazek 12C). Mezi
expresi CD31 a mezinarodnim prognostickym indexem pro MCL (MIPI, Tabulka 3) nebyla
nalezena zadna signifikantni korelace. U 12 z 20 pacient( jsme detekovali expresi CD31 na
povrchu CD19+CD5+ MCL bunék téz v periferni krvi. Procento CD31 pozitivity i MFI v periferni

krvi a v kostni dfeni byly srovnatelné.
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Obrazek 12. Exprese CD31 na povrchu CD19+CD5+ lymfocytl v KD ziskané od pacient(i s novou
diagnézou MCL; (A) % CD31+CD19+CD5+ bunék, median % = 57,25; (B) MFI CD31+CD19+CD5+
bunék, median MFI = 669,5; (C) MFI korelovalo s procentem pozitivnich bunék (r = 0,8959,
p < 0,0001)
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Tabulka 3 Zakladni charakteristiky pacient( (ID = identifikace vzorku, Leu = pocet leukocyt
v periferni krvi, KD = infiltrace kostni difené, MIPI = Mantle Cell Lymphoma International
Prognostic Index, % CD31 = procento CD31+CD19+CD5+ bunék z CD19+CD5+ populace, MFI
CD31 = MFI CD31+CD19+CD5+ bunék, ND = nebylo uréeno). Infiltrace KD a leukemizace byly
zjistovany pomoci FCM.

. Stadium o MFI lokalizace
o 1('33/“ ) "e"k‘(e;“)'zace ('f,/D) (Ann | MIPI A’vcl?g 1| cp31 | E/E, pokud
H ? ? Arbor) v KD bylo
MCL1 6,35 3,3 5,0 4 5,4 2,4 289
MCL2 5,79 5,6 22,0 4 5,71 55,3 681
MCL3 5,77 4,0 5,0 4 5,93 48,2 545 strevo
MCL4 | 4,84 16,0 3,7 4 572 | 52,7 673
MCL5 10,43 8,0 1,0 4 5,61 84,6 1010 strevo
MCL6 12,8 28,0 5,0 4 6,5 68,1 798
MCL7 34,23 78,0 55,0 4 6,82 48,1 595
MCLS8 8,88 0,0 4,4 4 5,72 40,0 626
MCLS 17,5 ND 63,0 4 6,5 63,8 618
MCL10 4,33 9,0 19,0 4 6,57 63,0 990 hrtan
MCL11 5,31 11,0 12,0 4 5,52 59,2 945 zaludek
MCL12 8,3 50,0 50,0 4 6,24 28,0 413
strevo,
MCL13 4,5 9,0 8,0 4 6,12 96,2 1479 déloha,
ovarium
MCL14 5,72 2,4 1,6 4 5,86 64,0 755 stfevo
MCL15 | 21,66 ND 38,4 4 6,2 15,4 419
MCL16 7,92 8,3 16,0 4 5,68 26,0 456
MCL17 | 11,27 3,6 5,5 4 6,17 | 689 734 | fluidothorax,
jatra, likvor
MCL18 6,41 1,7 3,0 4 6,2 75,6 997 strevo
MCL19 8,25 6,3 15,9 4 5,52 59,6 666
MCL20 24,52 69,0 82,0 4 6,79 21,3 360 fluidothorax
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Vytvoreni klonii s manipulovanou expresi CD31

Nedavno jsme ukazali, Ze CD31 je upregulovana in vivo pfi pfihojovani vétsiny testovanych

MCL linii v imunodeficientnich mysich (Molinsky et al., 2013). K dalSimu zkoumdani vlivu CD31

na pfihojeni, rast a Siteni MCL in vivo jsme pouZili dvé bunécné linie (JEKO1 a MINO) s

pfirozené nizkou expresi CD31 (FCM) a odvodili jsme jejich ptislusné klony s transgenni

overexpresi CD31 (JEKO1-CD31UP, MINO-CD31UP) (Obrazek 13A, B). Protoze u JEKO1 dochazi

in vivo (po pfihojeni vimunodeficientnich mysich) ptirozené ke zvySeni exprese CD31, odvodili

jsme klon se stabilni downregulaci CD31 (JEKO1-CD31DOWN), abychom zjistili, jaky vliv bude

mit jeho vypnuti na biologické chovani JEKO1 linie (Obrazek 13A). In vitro overexprese ani

downregulace CD31 neovliviiuje proliferaci bunék (Obrazek 13C, D).
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Obrazek 13. Bunécné linie JEKO1 a MINO a jejich pfislusné klony s transgenni expresi CD31:
(A, B) povrchova exprese CD31 (FCM) reprezentovdna tmavé Sedymi histogramy, svétle Sedé
histogramy zobrazuji histogramy izotypovych kontrol; (C, D) srovnani in vitro proliferaci
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CD31 ovlivruje prihojeni a riist MCL linii in vivo

Zatimco in vitro nebyla rychlost proliferace vyznamné odliSnd mezi CD31 manipulovanymi
bunécnymi liniemi ve srovnani s piivodnimi (Obrdazek 13C, D), in vivo jsme pozorovali vyrazné
zmény rychlosti pfihojeni a ristu SC tumor(. Xenotransplantace klondlnich bunék JEKO1-
CD31UP a MINO-CD31UP vedla k signifikantné zrychlenému rlistu nadoru ve srovnani s
kontrolami (Obrazek 14). Trvalé zachovani overexprese CD31 na pfihojenych MCL burikiach
byla potvrzena ex vivo pratokovou cytometrii (Doplikovy obrazek S3). Naopak naruseni
upregulace CD31 pfi pfihojeni trvalou CD31-downregulaci v klonalnich burikdch JEKO1-
CD31DOWN bylo spojeno se zhorSenym prihojenim a zpomalenym ridstem odpovidajicich
xenotransplantatd MCL (Obrazek 14A). Prihojeni stépu bylo detekovdno pouze u 2 z 8 mysi

injikovanych JEKO1-CD31DOWN, pti¢emz i tyto dva tumory rostly pomaleji ve srovndani s

kontrolami.
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Obrazek 14. Rastové krivky zobrazuji akceleraci rastu SC tumord CD31-upregulovanych
klont ve srovnani s ptivodnimi liniemi, popf. s CD31DOWN v pfipadé JEKO1. (A) JEKO1, (B)
MINO
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Exprese CD31 koreluje s preZitim systémové (IV) xenotransplantovanych mysi

Preziti mysi xenotransplantovanych MCL burfkami s transgenni overexpresi CD31 bylo
vyznamné kratSi ve srovndni s mySmi injikovanymi burfkami pfisluSnych parentdlnich
bunéénych linii. Median preziti mysi JEKO1-CD31UP dosahl 29,5 dne ve srovnani se 41,5 dny
JEKO1-CD31DOWN (p = 0,0006, Obrazek 15A). Median preziti MINO-CD31UP byl 32 dn(, u
MINO WT dosahl 44,5 dnl (p = 0,003, Obrazek 15C). Navic u mysi xenotransplantovanych
transgennimi burikami doslo k signifikantnimu narlstu frekvence vyskytu E/E Sifeni (napf.
sval(, ledvin, Zaludku, délohy a mékkych tkani) ve srovnani s pivodnimi liniemi. Pét ze Sesti
mysi (tj. 83,3 %) s IV JEKO1-CD31UP klonem vyvinuly E/E postiZeni, coZ se nestalo u Zadné
z Sesti mysi IV injikovanych JEKO1-CD31DOWN. Analogicky jsme pozorovali u péti z osmi (tj.
62,5 %) mysi s MINO-CD31UP IV rozvoj E/E postiZzeni ve srovnani se dvéma z osmi (tj. 12,5 %)

mysi IV injikovanych MINO (Obrazek 15B, D). Infiltraci tkani potvrdila IHC analyza.
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Obrazek 15. Krivky preziti mysi po IV xenotransplantaci rtiznych klonli s manipulovanou
expresi (A, C) a priklady E/E postiZeni: (B) vlevo infiltrovany Zaludek JEKO1-CD31UP IV (vpravo
pro srovnani normalni zaludek JEKO1 1V), (D) MINO-CD31UP IV zleva doprava: mékké tkané,
vajecnik, ledvina.

58



VYSLEDKY

Exprese CD31 je asociovdna s E/E postiZzenim u pacienti s MCL

Na zdakladé vysledkl mysSich experimentl jsme analyzovali potencialni korelaci exprese
antigenu CD31 na MCL bunkach ziskanych z kostni diené pacientl s novou diagnézou MCL,
ktefi vykazovali E/E postiZeni. Intenzita exprese i procento pozitivity CD31 na povrchu
CD19+CD5+ MCL bunék byly signifikantné vyssi u pacientl s E/E postizenim ve srovnani
s pacienty bez E/E Sifeni detekovanym dle CT nebo PET-CT (prdmérna MFI 868,3 + 107,0 u E/E
a 566,7 + 151,5 bez E/E, (p = 0,0125), procento pozitivity 64,0 % pti E/E versus 48,1 % bez E/E
Siteni (p = 0,0292)) (Tabulka 3, Obrazek 16). Mimo to jsme analyzovali expresi CD31 na
bunkach MCL ziskanych od pacient s malignimi vypotky (tj. pfimo na bunkach MCL z E/E
kompartmentu) a potvrdili jsme, Ze procento a uUroven exprese CD31 jsou srovnatelné
s burikami ziskanymi z kostni dfené pacient( s detekovatelnym E/E postizenim (v poradi: MFI
837,7 + 164,8 versus 868,3 + 107,0 s p = 0,88; procento 97,9 % versus 64,0 %, p = 0,036)

(Obrazek 16).
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Obrazek 16. Srovnani % CD31 pozitivity (A) a CD31 MFI (B) MCL bunék ziskanych z kostni
dfené pacientl bez E/E a s E/E postizenim a MCL ziskanych z pacientskych pleuralnich
vypotku.

59



VYSLEDKY

vvvvv

modelii odvozenych od pacientii s ibrutinib-refrakternim MCL

Dvé bunécéné linie MCL (JEKO1 a HBL-2) a ¢tyfi PDX modely odvozené od chemorefrakternich
MCL pacientt (ibrutinib-naivni VFN-M1 a VFN-M2, ibrutinib-refrakterni VFN-M11 a VFN-M12)
byly injikovany podkozné do imunodeficientnich NSG mysi a Ié¢eny bevacizumabem. U viech
Sesti modell doslo k signifikantnimu potlaceni rlstu SC Stépu bevacizumabem ve srovnani
s nelé¢enymi kontrolnimi skupinami. Nejvyznamnéjsi antilymfomovy efekt byl pozorovan u

PDX modelli odvozenych od pacientl po selhani ibrutinibu (Obrazek 17).
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Obrazek 17. Rustové kfivky porovnavaji vyvoj bevacizumabem lécenych (krouZky) a
nelééenych (kosoctverce) tumorl. Nejlepsiho efektu bylo dosazeno u modell VFN-M11 a
VFN-M12. P-hodnoty parcidlnich t-testl (statistickd vyznamnost: ** 5% a *** 1% simultanni
uroven vyznamnosti). VSechny krivky (pro vSechny denni skupiny rozdilG tumort) linearni
zavislosti byly pozitivni, coZ ukazuje, Ze terapie bevacizumabem ucéinné potlacovala rist
tumord.
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Bevacizumab nezabraniuje systémovému Sifeni podkoZnich MCL tumori

Obecné se uzndva, Ze angiogeneze podporuje Sifeni tumoru a metastazovani (Cigrovski
Berkovic et al., 2016; Ishigami et al., 1998; Khademi et al., 2014; Li et al., 2004). Navzdory
pozorované inhibici VEGFA-zavislého lokdlniho rastu podkoznich MCL nadort bylo u obou
skupin (nelécenych i bevacizumabem l|é¢enych) mysi pozorovano Sifeni lymfomu formou
vzdalenych metastdz stvorbou tumor( imitujicich lymfatické uzliny nebo makroskopicky

patrna infiltrace mysich organa (predevsim jater a sleziny) (Obrazek 18).

A

nelécené bevacizumab
VFN-M2 6 (66,67%) 8 (72%)
VFN-M11 1(16,67%) 6 (100%)
B VvEN-M2sC VFN-M11 SC

i 47 4

Obrazek 18. Systémové Sifeni MCL bunék u PDX modelu VFN-M2 a VFN-M11. A — Srovnani
poctu sekundarnich nddorovych formaci po SC xenotransplanataci VFN-M2 a VFN-M11; B —
Fotografie sekundarniho Siteni (zluté Sipky ukazuji axildrni tumory imitujici lymfatické uzliny;
oranzové Sipky ukazuji na primarni podkozni tumor u mysi VFN-M2 a VFN-M11 |ééenych
bevacizumabem.
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Hladiny lidského VEGFA detekované v lyzatech MCL tumori( pozitivné koreluji s
antilymfomovym ucinkem bevacizumabu

Predpokladali jsme, Ze rozdily v antilymfomovém ucinku bevacizumabu pozorované in vivo na
mysSich modelech mohou korelovat s hladinou lidského VEGFA (hVEGFA) secernovaného
v tumoru MCL burikami. Hladiny hVEGFA byly zjistovany metodou ELISA v lyzatech podkoZnich
tumor( ziskanych od nelécenych mysi (50 milion bunék / vzorek). Hladiny hVEGFA u JEKO1
VEGF-UP a HBL-2 VEGF-UP byly vyssi nez 2000 pg/ml a slouZily jako pozitivni kontrola (a
zaroven kontrola Uspésné transfekce). Z ostatnich vzorkd bylo nejvysSich hladin hVEGFA
dosazeno u VFN-M11 a VFN-M12, tj. u dvou modell odvozenych od pacientd po selhani
ibrutinibu (prdmérna koncentrace: 108,23 + 14,35 pg/ml), na rozdil od ibrutinib-naivnich
tumor(, kde byly hladiny hVEGFA signifikantné nizsi (52,01 + 21,99 pg/ml; p = 0,03)
(Obrazek 19). K vylouceni fale$né pozitivity mysiho VEGFA (mVEGFA) jsme ovéfili absorbanci
mVEGFA na kitu pro méreni hVEGFA. Zjistili jsme, Ze koncentrace 10 000 pg/ml mVEGFA je
ekvivalentni 176 pg/ml hVEGFA, vzhledem k predpokladanym hladindm mVEGF je tedy

pfipadna chyba minimalni.
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Obrazek 19. Graf porovndvajici hladiny hVEGFA v SC tumorech rliznych typl PDX modeld.
Nejvyssi hladiny byly naméreny u klon( s geneticky manipulovanou expresi hVEGFA (tj. JEKO1
VEGF-UP a HBL-2 VEGF-UP). Hladiny hVEGFA v tumorech VFN-M11 a VFN-M12 byly
signifikantné vyssi nez u ostatnich mérenych tumord (JEKO1, HBL-2, VFN-M1 a VFN-M2).
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Ziskand rezistence na bevacizumab je asociovdna se snizenou MVD/MVA

Imunohistochemicka analyza tumor(l ziskanych z mysi |éfenych bevacizumabem a z
nelécenych mysi odhalila vyznamné nizsi MVD a MVA v bevacizumab-rezistentnich tumorech
ve srovnani s kontrolnimi tumory (Obrazek 20). Primérna MVD VFN-M11 byla 112,5 + 9,5
/mm? u CTRL versus 95,9 + 5,1 /mm? u tumor( lé€enych bevacizumabem (p = 0,1626), MVA
byla u CTRL skupiny 3,5 £ 0,4 % versus 2,3 + 0,4 % u |é¢ené skupiny (p = 0,0854). V pfipadé
VFN-M12 byla hodnota MVD u CTRL 120,3 + 12,8 /mm?, u |é¢ené kohorty pak 76,0 + 4,9 /mm?
(p =0,0119); hodnoty MVA byly u CTRL skupiny 6,2 + 0,5 %, versus 4,3 + 0,6 % u skupiny

tumor( bevacizumabem lécenych (p = 0,0484).
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Obrazek 20. Grafy zobrazujici rozdily v hustoté mikrocév (MVD) a oblasti mikrocév (MVA) u
VFN-M11 a VFN-M12. Bevacizumab statisticky signifikantné snizuje MVD a MVA u modelu
VFN-M12 ve srovnani s kontrolnimi tumory, u modelu VFN-M11 vykazuje trend.
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Upregulace VEGFA je spojena s vyrazné zvysenou biologickou agresivitou MCL in vivo

Abychom mohli blize prozkoumat vliv VEGFA na pfihojeni, rlist a Sifeni MCL bunék in vivo,
odvodili jsme klony JEKO1 a HBL-2 se stabilni upregulaci VEGFA. Zatimco jsme in vitro
nepozorovali zadny vliv na proliferaci bunék, in vivo jsme zaznamenali vyraznou akcentaci
agresivnich biologickych projevi VEGFA-upregulovanych klonG ve srovnani s plvodnimi
liniemi. PodkoZné xenotransplantované klony se projevovaly promptnim pfihojenim a rychlym
invazivnim rlstem (Obrazek 21A, B). IHC analyza potvrdila vysokou MDV a MVA tumor( se
stabilni upregulaci VEGFA ve srovnani s pfisluSnymi kontrolnimi tumory (Obrazek 21C). Nase

data tedy ukazuji na jasnou korelaci mezi hladinou VEGFA a rozsahem neovaskularizace u MCL.
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Obrazek 21. Proliferacni kfivky JEKO1 a HBL-2 (A): ZvySeni exprese VEGFA nema prakticky
zadny efekt na proliferaci MCL bunék in vitro (kontrolni buriky = kosoctverce, klony VEGF-UP
= krouzky). Rastové krivky tumort JEKO1 a HBL-2 (B): Vyznamny efekt upregulace VEGFA se
projevi in vivo urychlenim pfihojeni a rlstu tumora SC injikovanych mysi (VEGF-UP = kolecka,
kontrolni tumory = kosoctverce). Grafy porovnavajici MVD a MVA (C): Oba parametry jsou
statisticky signifikantné vyssi u VEGF-upregulovanych klonu.
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Zmény transkriptomu MCL bunék vyvolané transgenni overexpresi VEGFA a prostiedim
(srovndni in vitro versus in vivo)

Na zakladé vyraznych fenotypovych zmén spojenych s nadmérnou expresi VEGFA in vivo a
faktické absence zmén fenotypu spojenych s nadmérnou expresi VEGFA in vitro jsme provedli
analyzu zmén genové exprese u linie JEKO1 a od ni odvozeného klonu JEKO1 VEGF-UP (JEKO1
in vitro, JEKO1 VEGF-UP in vitro, JEKO1 in vivo, JEKO1 VEGF-UP in vivo). Zjistili jsme, Ze
zvySenim exprese VEGFA dochazi ke zménam transkripce jiz in vitro, nicméné po vystaveni
MCL bunék s upregulaci VEGFA vlivu mikroprostfedi (tj. v podminkach in vivo) dochazi
k masivnimu nardstu zmén transkripce, a to cca 10x (Obrdazek 22). Pfesto bylo indentifikovano
43 gen(, u nichZz dochazi ke stejné zméné transkripce jak in vivo, tak in vitro, a lze tedy
pfedpokladat, Ze tyto zmény jsou vyvolany upregulaci VEGFA bez ohledu na vliv prostredi
(Tabulka 4). Mezi zachycenymi zvySené exprimovanymi geny jsou kromé VEGFA (pozitivni
kontrola) napfiklad tumor-supresorovy gen TENT5C/FAMA46C a SLC2A3/GLUT3 (glukdzovy
transportér 3). Naopak mlzeme pozorovat snizenou transkripci fady gen( véetné tumor-
supresorovych genti CTNNA2, CTNNA3, CSMD3, UNC13C, anebo gend, jejichz snizend exprese
byva asociovana se zvySenou agresivitou nadorovych bunék (ARHGAP36, A2M) apod.

In vitro dochazi ke zvyseni exprese genovych setll podilejicich se na regulaci hypoxie, glykolyzy,
TNFa signalizace cestou NF-kB, mTORC1 signalizace, angiogeneze, androgenni odpovédi a
fady dalSich. In vitro bylo téZ pozorovdno snizeni transkripce fady genovych setll, napfr.
metabolismu xenobiotik, INF-a a INF-y odpovédi. In vivo dochazi vlivem zvySené exprese
VEGFA mimo jiné téz ke zvySeni exprese TNFa signalizace cestou NF-kB a hypoxie, ale také
metabolismu xenobiotik, jehoz transkripce je in vitro snizena. In vivo naopak dochazi ke snizeni
transkripce mTORC1 signalizace a odpovédi na androgeny, které jsou in vitro zvyseny
(Tabulka 5). Seznam vsech transkripénich zmén in vitro a in vivo jsou ukazany v Doplrikové

tabulce S1 a S2.
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Obrazek 22. Transkriptomova analyza MCL bunék JEKO1 se zvySenou expresi VEGFA ve
srovnani s JEKO1 bunkami bez upregulace VEGFA. A — Grafické vyjadreni zmén genové
exprese JEKO1 a JEKO1 VEGF-UP in vivo versus in vitro. B — Znazornéni poctu genl, jejichz
exprese je zménéna v zavislosti na prosttedi (in vitro, in vivo) a genli zménénych nezavisle na
prostfedi (tj. zménéné Cisté upregulace VEGFA). ZvySeni transkripce je zndzornéno Cervené,
snizeni modre. C — Rozdilna exprese genl JEKO1 VEGF-UP v porovnani s JEKO1 separatné in
vitro a in vivo. Geny zvySené exprimované jsou znazornény ¢erveng, snizené exprimované pak
modre.
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Tabulka 4. Seznam transkriptl rozdilné exprimovanych jak v in vitro, tak v in vivo vzorcich
s upregulaci VEGFA ve srovnani se vzorky bez upregulace, kde p < 0,05 a alespor dvojnasobna
zména byly povazovany za signifikantni.

ID Oznaceni F-statistika p (pFizplisobeno) ; N.a sobek zmgnY
genu in vitro in vivo
ENSG00000112715 VEGFA 272,44 0,0000004 21,25 30,15
ENSG00000137959 IFl44L 251,82 0,0000005 0,25 0,36
ENSG00000137965 IFl44 120,68 0,0000036 0,19 0,48
ENSG00000134326 CMPK2 89,18 0,0000097 0,15 0,40
ENSG00000166349 RAG1 79,66 0,0000134 0,29 0,05
ENSG00000154975 CA10 37,28 0,0001745 0,03 0,03
ENSG00000140945 CDH13 34,02 0,0002366 0,04 0,03
ENSG00000105784 RUNDC3B 32,05 0,0002938 0,04 0,03
ENSG00000168542 COL3Al1 29,57 0,0003921 0,05 0,03
ENSG00000138119 MYOF 29,04 0,0004175 0,12 0,18
ENSG00000183508 TENTSC 27,86 0,0004771 2,54 2,30
ENSG00000132122 SPATA6 26,37 0,0005841 0,08 0,03
ENSG00000183230 CTNNA3 25,36 0,0006841 0,18 0,21
ENSG00000147256 ARHGAP36 24,93 0,0007225 0,06 0,03
ENSG00000170044 ZPLD1 22,68 0,0009929 0,09 0,05
ENSG00000000005 TNMD 22,63 0,0010019 0,06 0,06
ENSG00000162598 Clorf87 22,58 0,0010100 0,07 0,03
ENSG00000149972 CNTN5 22,38 0,0010373 0,06 0,08
ENSG00000175899 A2M 22,06 0,0010867 0,06 0,06
ENSG00000059804 SLC2A3 21,67 0,0011522 2,45 2,05
ENSG00000065618 COL17A1 21,27 0,0012273 0,10 0,05
ENSG00000104327 CALB1 20,74 0,0013347 0,14 0,06
ENSG00000172380 GNG12 20,15 0,0014567 0,06 0,12
ENSG00000126856 PRDM7 18,69 0,0018479 0,10 0,08
ENSG00000089169 RPH3A 18,55 0,0018975 0,07 0,06
ENSG00000127324 TSPANS 18,39 0,0019488 0,08 0,06
ENSG00000115593 SMYD1 18,34 0,0019637 0,09 0,04
ENSG00000125414 MYH2 16,87 0,0025854 0,06 0,05
ENSG00000066032 CTNNA2 16,87 0,0025854 0,13 0,05
ENSG00000185532 PRKG1 16,84 0,0026017 0,08 0,08
ENSG00000164796 CSMD3 16,58 0,0027370 0,04 0,09
ENSG00000183098 GPC6 16,58 0,0027370 0,08 0,07
ENSG00000137766 UNC13C 15,39 0,0034508 0,10 0,09
ENSG00000186472 PCLO 14,61 0,0040022 0,11 0,08
ENSG00000187398 LUZP2 14,37 0,0042148 0,06 0,05
ENSG00000115380 EFEMP1 13,79 0,0048106 0,15 0,11
ENSG00000120594 PLXDC2 13,69 0,0049274 0,07 0,07
ENSG00000196091 MYBPC1 13,47 0,0051987 0,07 0,08
ENSG00000136546 SCN7A 13,45 0,0052186 0,12 0,12
ENSG00000174145 NWD2 13,35 0,0053433 0,12 0,08
ENSG00000120498 TEX11 11,77 0,0078441 0,09 0,13
ENSG00000116117 PARD3B 9,35 0,0152724 0,14 0,15
ENSG00000196090 PTPRT 9,32 0,0154147 0,19 0,25
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Tabulka 5. Analyza transkripce genovych setu.

JEKO1 VEGF-UP vs JEKO1 in vitro
Normalizované skore

Set gen( obohaceni Signifikance
HYPOXIA 2,91 p <0,0001
GLYCOLYSIS 2,36 p <0,0001
TNFA SIGNALING VIA NFKB 2,18 p <0,0001
HEDGEHOG SIGNALING 2,08 p < 0,05
MTORC1 SIGNALING 1,80 p < 0,05
ANGIOGENESIS 1,74 p < 0,05
EPITHELIAL MESENCHYMAL TRANSITION 1,66 p < 0,05
IL2 STAT5 SIGNALING 1,62 p < 0,05
HEME METABOLISM 1,57 p < 0,05
ANDROGEN RESPONSE 1,49 p <0,05
INFLAMMATORY RESPONSE 1,49 p <0,05
ALLOGRAFT REJECTION 1,48 p <0,05
XENOBIOTIC METABOLISM -1,40 p <0,05
APICAL JUNCTION -1,51 p <0,05
G2M CHECKPOINT -1,64 p <0,05
MYOGENESIS -1,69 p <0,05
SPERMATOGENESIS -1,70 p <0,05
INTERFERON GAMMA RESPONSE -1,77 p < 0,05
DNA REPAIR -1,96 p <0,0001
MYC TARGETS V2 -2,08 p < 0,05
E2F TARGETS -2,12 p <0,0001
OXIDATIVE PHOSPHORYLATION -2,16 p <0,0001
MYC TARGETS V1 -2,18 p <0,0001
INTERFERON ALPHA RESPONSE -2,29 p <0,0001
JEKO1 VEGF-UP vs JEKO1 in vivo
Set genil Normallzovane’skore Signifikance
obohaceni
TNFA SIGNALING VIA NFKB 1,94 p <0,0001
HYPOXIA 1,91 p <0,0001
P53 PATHWAY 1,53 p < 0,05
OXIDATIVE PHOSPHORYLATION 1,51 p < 0,05
XENOBIOTIC METABOLISM 1,42 p < 0,05
MTORC1 SIGNALING -1,54 p < 0,05
BILE ACID METABOLISM -1,63 p < 0,05
CHOLESTEROL HOMEOSTASIS -1,68 p < 0,05
PROTEIN SECRETION -1,68 p < 0,05
ANDROGEN RESPONSE -1,72 p <0,05
INTERFERON GAMMA RESPONSE -2,35 p <0,0001

INTERFERON ALPHA RESPONSE -2,64 p <0,0001
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ULTRAZVUK:

Modely PDX umoznuji studium biologie agresivnich lymfom( in vivo, véetné komplexniho
procesu neovaskularizace a jeho dopadu na pfihojeni, rlist a Sifeni lymfomovych bunék. V této
studii jsme popsali vysoce relevantni, neinvazivni a reprodukovatelnou metodu, ktera
poskytuje dynamické zobrazovani saturace kyslikem a oblasti mikrocév (MVA) béhem rlstu
lymfomu u imunodeficientnich mysi.

Nase vysledky prokdzaly, Ze hladiny sO; Vital (méfeno z vitalni oblasti nadorové tkané) zUstaly
u modeld VFN-M1 a VFN-M2 prakticky nezménény od stadia malych (pfiblizné 250 mm?3) az
po velké (pFiblizné 1500 mm?3) nddory. U VFN-M5R1 byl ve stadiu velkych naddord pozorovan
mirny pokles hladin sO; Vital. V ostrém kontrastu jsou pak hodnoty sO, Total, ktery ovSem
zahrnoval i nekrotické oblasti, a tudiz celkem logicky vykazoval vyznamny pokles s rostouci
velikosti nadoru u vSech analyzovanych PDX modell. Pozorovany rozdil mezi hodnotami sO;
Vital a sO; Total pomérné presné koreloval s velikosti vitalnich a nekrotickych oblasti uvnitf
nadoru (Rich and Seshadri, 2016). Oblasti uvnitf jddra nddoru s celkovou saturaci kyslikem nizsi
nez 20 % lze hodnotit jako nekrotické tkané (Gerling et al., 2014). Pfitomnost ranych
nekrotickych oblasti nalezenych v nadorech VFN-M1 a VFN-M2 vedla ke snizeni sO; Total
pfiblizné o 10 %, zatimco nadory VFN-M5R1 vykazovaly minimdlni zménu mezi sO; Vital a
sO; Total pfi malych velikostech nadorl v dlsledku nepfitomnosti rozeznatelnych
nekrotickych oblasti.

Analogicky vaskularizace zjisténa pomoci barevného Dopplera celého tumoru se zmensSovala
s rlstem velikosti tumoru u VFN-M1 a VFN-M2 PDX modeld. Logické vysvétleni je, Ze snizeni

miry vaskularizace celého tumoru je zplsobeno pravé zvySenim objemu nekrotickych oblasti.
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Vaskularizace ve viabilnich oblastech tumoru ve VFN-M1 a VFN-M2 PDX modelech ovéfena
imunohistochemicky byla srovnatelnd s ultrazvukovym mérfenim. PDX model VFN-M5R1
naopak vykazoval zvySenou vaskularizaci i na urovni velkych tumord, coz bylo potvrzeno i IHC
zvySenou MVD a MVA. Lze predpoklddat, Zze zvySend MVD a MVA ve stadiu velkych tumord
VFN-M5R1 mUze byt zplsobena alespon ¢aste¢né snizenim sO,.

Nejkratsi doba do pfihojeni (13 dnl u VFN-M5R1 versus 21 a 20 dnd u VFN-M1 a VFN-M2)
stejné jako nejvyssi hodnoty MVD a MVA zjisténé jak imunohistochemicky, tak USG-PA
naznacuji, Zze VFN-M5R1 mad nejvyssi biologickou agresivitu, pravdépodobné v dasledku
vyraznéjsi proangiogenni aktivity. Stfedni VFN-MS5R1 tumory (cca 500-1000 mm3) byly
nutri¢né podporeny fadou detekovatelnych drobnych cév, zejména v povrchové ¢asti nadoru,
kde byly patrny i vyssi hladiny kysliku (Obrazek 9D). Pfedpokladame, Ze ¢asna tvorba nadoru
mUze byt alespon ¢astecné podporena témito drobnymi mikrocévami. Ve srovnani s VFN-M1
a VFN-M2 si SC xenotransplantaty VFN-M5R1 udrZovaly bohatou, byt chaotickou vaskularizaci
i ve stadiu velkych nador(, coz jim zjevné usnadnilo rlst a preziti.

Hlavni vyhody USG-PA a barevného Dopplera spocivaji vtom, Ze nabizi moZnost neinvazivniho
sledovani saturace 02 a miry vaskularizace in vivo, na rozdil od obvykle pouZivanych postupu,
jako je histologicka analyza. MoZznou nevyhodou in vivo méreni vaskularity pomoci ultrazvuku
je hypoteticky vliv anestezie na zobrazovani cév in vivo. Greening et al. uvedli, Ze koncentrace
isofuranu vyssi nez 2 % muze ovlivnit koncentraci tkdiového hemoglobinu (HbO;) a tedy i
mérenou saturaci (Greening et al.,, 2018), coZ vyzZaduje pouZiti kombinovanych roztoku
ketamin/xylazin. Dalsi metodou, kterou lze pro analyzu saturace O2 vyuzit misto PAIl je
spektroskopie s difuzni odrazivosti, tato ale neumozniuje anatomické zobrazeni tkani (Awan et
al., 2011; Dadgar et al., 2018). Difuzni opticka tomografie mlzZe byt téZ vyuZita pro zjistovani

okysliceni tkani soubéiné s anatomickym zobrazovanim pomoci soucasné magnetické
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rezonance anebo ultrazvuku jako spole¢né anatomické spoluregistrujici modality (Durduran
et al., 2010; Merritt et al., 2003), ale proveditelnost a prostorové zobrazeni je nesrovnatelné
s levnou USG-PA (Bauer et al., 2011; Li et al., 2018), protoZe u USG-PA je mozné ziskat jak
anatomické, tak molekuldrni informace v redlném ¢ase a v jednom kroku.

Pozorovand diskrepance mezi MVA ziskanou pomoci imunohistochemie a barevného
Dopplera mlzZe byt zpUsobena fadou faktorl. Prvnim z nich je zpracovani vzorku pfi IHC
analyze, kdy zaliti do parafinu a rozfezani vzorku vede ke smrsténi tkané. V takovémto pfipadé
maji profily mikrocév tendenci ke kolapsu, coz miZe mit za nasledek zmenseni oblasti
mikrocév tumoru na sklickdch (West, 2013). To mze byt hlavnim divodem pozorovanych
nizsich hodnot MVA ziskanych pomoci imunohistochemie ve srovnani s PAl u malych nador(.
Dale, zatimco byla IHC analyza hodnocena ze ,Zivotaschopnych” oblasti nddoru, vaskularita
hodnocena pomoci PAI byla mérena z celého objemu nadoru, tedy i z nekrotickych oblasti.
V dusledku toho byla vaskularita zjisténa pomoci barevného Dopplera vyznamné nizsi nez u
IHC ve stadiu velkych nadori, které vykazovaly nejvétsi zastoupeni nekrotické tkané v
PDX modelech VFN-M1 a VFN-M2. Mimo to byla pouzita vyssi citlivost a gate barevného
Dopplera k zaji$téni jednotnych podminek pro malé (méné nez 500 mm?3) a stfedni (pFiblizné
1000 mm3) nadory. Naproti tomu velké tumory VFN-M1 a VFN-M2 byly definovany
vaskuldarnim profilem tvofenym SirSim individudlnim Zilnim systémem bez vyznamné
pfitomnosti malych cév. To muzZe vysvétlovat, pro¢ hodnoty ziskané pro VFN-M1 a VFN-M2 z
méreni in vivo barevnym Dopplerem jsou niZsi nez pfi histologické analyze. Pfi pouZiti téchto
nastaveni nebyl barevny Doppler dostatecné citlivy na to, aby detekoval nizsi hladiny pritoku
krve v kapilarach o priaméru nékolika desitek um. Analogicky MVA ziskana IHC analyzou
s barevnym dopplerovskym mérenim pro VFN-M5R1 tumory souvisi s bohatou, chaoticky

usporadanou vaskularitou téchto tumor( a naznacuje, Ze ndadorim VFN-M5R1 chybi
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vyznamna sit drobnych cév. Predpokladame, Ze vyssi agresivita a rychlejsi rdst VFN-M5R1 jsou
disledkem rozsahlé nadorové perfuze a z ni plynouci vyssi tenze 02 ve vitalnich oblastech
tumoru.

Vysledky nasi studie naznacuji, Ze angiogeneze probiha od c¢asnych stadii malych tumord po
pozdni stadia velkych tumord s podobnou intenzitou, nebot hustota mikrocév vitalnich oblasti
tumor( se v prabéhu rdstu tumoru signifikantné neméni.

Vysledky nasi studie ddle ukazuji, Ze barevny dopplerovsky ultrazvuk neni schopen detekovat
kapildry o priméru mensim nez pfiblizné 50 um kvali nizké arovni pritoku krve v malych
cévach. Dopplerlyv efekt se pouziva k méreni rozdil(i v pohybu a jeho citlivost je ovlivnitelna
frekvenci sondy. Vyraznou vyhodou této metody je ovSem neinvazivita, tj. neni nutné podani
exogenni kontrastni latky. Ackoli exogenni kontrastni latky nejsou tématem nasi studie,
existuje dynamicka kontrastni ultrazvukovd (DCEUS) zobrazovaci technika, kterd vyuziva
mikrobublin o velikosti mikrometru na bazi plynového jadra a lipidového obalu pro
dynamickou detekci jemného pratoku krve v kapildrach s primérem az 10 um (Bar-Zion et al.,
2016; Pysz et al., 2011; Toumia et al., 2016), ¢imz by mohlo dojit k dalSimu zpfesnéni méreni.
Potencidlni budouci zpfesnéni USG-PA jako ndstroje pro pfimé hodnoceni okysli¢eni a
mikrovaskularizace tumoru zahrnuje moznost vyvoje nanoplatforem pro diagnostiku hypoxie,

vaskularizace a nekrézy pomoci kysliku (Tomaszewski et al., 2018).

CD31:

JelikoZz jsme jiz dfive prokazali, Zze pfi pfihojeni MCL bunék vimunodeficientnich mysich
dochazi ke zvySeni exprese CD31 (Molinsky et al., 2013) a protoZe je CD31 zapojena v procesu
angiogeneze, rozhodli jsme se blize prostudovat roli tohoto antigenu v pfihojeni, rlistu a Sifeni
lymfomu z plastovych bunék.
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Z nasSich méreni vyplyva, Ze exprese CD31 na povrchu MCL bunék je silné variabilni a pozitivné
koreluje s extranodalnim a extrameduldarnim (E/E) Sifenim lymfomu z plastovych bunék.
S pouzitim panelu mysich modelll MCL jsme experimentdlné potvrdili, Ze CD31 pozitivné
reguluje pfihojeni, rist a Sifeni MCL bunék in vivo. MCL klony s transgenné zvySenou expresi
CD31 vykazovaly vyrazné vétsi biologickou agresivitu in vivo nez plvodni, kontrolni MCL linie,
a to vcetné vétsiho poctu infiltrovanych E/E oblasti a kratSiho celkového preZiti systémové
xenotransplantovanych jedincll. Toto pozorovani podporuje i fakt, Ze nejvyssi Uroven exprese
CD31 byla pozorovana u MCL bunék ziskanych z malignich vypotkl pacientli s MCL. VSechna
tato data jsou v souladu s hypotézou, Ze vysoka exprese CD31 usnadiuje Sifeni, pfihojeni a
preziti MCL bunék v E/E tkanich. Pfesny molekuldrni mechanismus, kterym zvySend exprese
CD31 reguluje pozorovanou zménu biologického chovani MCL bunék, vsak zUstava nejasny.
Nicméné protoZe in vitro nema upregulace CD31 prakticky Zzadny méfritelny efekt,
pfedpokldadame, Ze se in vivo uplatiuji faktory mikroprostiedi, které jsou nezbytné pro
spusténi fenotypovych zmén mediovanych zvySenou expresi CD31. Takovéto faktory
mikroprostfedi mohou zahrnovat zmény vyvolané hypoxii anebo mezibunéénym kontaktem,
napr. cestou stimulace CD38, jenz je znamy ligandem CD31 a dalSim klicovym reguldtorem
biologickych pochodi v lymfomu.

Bylo zjisténo, Ze nadbytek CD31 na burikdch akutni myeloidni leukemie (AML) je asociovan
s vy$Sim poctem leukocytl v periferni krvi, a to z divodu zvySené transendotelidlni migrace
AML bunék z kostni dfené (Gallay et al., 2007). Podobné exprese CD31 usnadriovala migraci
bunék akutni lymfoblastové leukemie (ALL) pfes endotelialni buriky mikrocév mozku (Akers et
al., 2010). Vroce 2017 popsala Miinch et al. souvislost mezi zvySenou produkci VEGFA a
zvysenou frekvenci CNS postizeni u pacientl s ALL (Munch et al., 2017). Protoze CD31 je

kritickym reguldtorem angiogeneze, Ize predpokladat, Ze molekularni drahy zodpovédné za
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zvySeny vyskyt E/E postizeni (pozorované v nasi studii) a za zvySeny vyskyt frekvence postizeni
CNS (pozorované ve studii Miinch et al.) mohou byt alespon ¢astecné sdilené.

CD31 je dlleZitym regulatorem ptihojeni, ristu a $ifeni bunék MCL in vivo. Uroveri exprese
CD31 pozitivné koreluje s poétem E/E mist infiltrovanych lymfomovymi burikami jak u mysi
s xenotransplantovanym lymfomem, tak u pacientl s MCL, cozZ €ini z CD31 mozZny prediktor

agresivity MCL.

VEGFA:

Dosud publikované studie zamérené na angiogenezi v MCL byly z velké ¢asti omezeny na
studium hustoty mikrocév (MVD) pomoci tkarovych fezl fixovanych formalinem a zalitych
v parafinu, ziskanych od pacientll pfi diagnéze, a korelace mezi SOX11 a rozsahem
angiogeneze (Annese et al., 2020; Palomero et al., 2014; Petrakis et al., 2019). V ramci nasi
studie jsme na preklinické urovni pomoci nékolika zavedenych CDX a PDX MCL model( (véetné
modelU refrakternich na ibrutinib) prokdzali, Ze bevacizumab Uc¢inné inhibuje rlist podkoZnich
MCL nadoru. Zajimavym zjisténim bylo, Ze nejvétsi mira inhibice byla pozorovana na modelech
odvozenych od pacientll po selhani ibrutinibu. Nase data naznacuji, Ze biologicka agresivita
pozorovand u pacientl, ktefi progreduji na lécbé ibrutinibem, mize byt alespon ¢astecné
disledkem zvysené proangiogenni signalizace.

Dals$im zajimavym zjisténim bylo pozorovani, Ze bevacizumab navzdory potlaceni ristu
podkoZzniho MCL tumoru nezpomaloval Sifeni MCL bunék do ipsilaterdlnich a vzdalenych
lymfatickych uzlin, cozZ je ve shodé s nadlezem preklinické studie z roku 2012, ktera sledovala
Siteni karcinomu pankreatu v souvislosti s antiangiogenni terapii (bevacizumab versus

sunitinib). S pouzitim geneticky modifikovaného mysiho modelu karcinomu pankreatu bylo
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zjiSténo, Ze bevacizumab nesnizuje pravdépodobnost Sifeni nadoru ve smyslu metastazovani
(na rozdil od sunitinibu) (Singh et al., 2012).

Pokud je ndm zndmo, korelace mezi rozsahem angiogeneze a Urovni metastazovani dosud
nebyla studovdna, a to nejen u hematologickych malignit, ale ani u solidnich nador(. Pomoci
modell CDX s transgenni overexpresi VEGFA jsme potvrdili silnou pozitivni korelaci mezi
expresi VEGFA a biologickou agresivitou podkoznich nadord MCL, ktera se projevila okamzitym
prihojenim a rlstem po podkozZni aplikaci a tkanoveé invazivnim rlistem doprovazenym vyrazné
zvysenou MVD. Imunohistochemickd analyza MCL nador( ziskanych z mysi Iécenych
bevacizumabem odhalila snizenou mikrovaskularni denzitu ve srovnani s tumory ziskanymi z
kontrolnich zvifat. Analogicka data byla ziskdna napf. v experimentalni terapii mysich
xenograftl svétlobunécného karcinomu ovaria bevacizumabem (Ishikura et al., 2019).

Jak funkéni, tak transkriptomova analyza bunék MCL s transgenni overexpresi VEGFA
potvrdila, Ze agresivni fenotyp indukovany zvySenou produkci VEGFA je plné vyjadien pouze
v podminkdach in vivo, coz ukazuje na kritickou roli faktor(i mikroprostiedi. Jednak muze
dochdazet k ovlivnéni genové exprese spousténé VEGF diky ko-modulaci genovych promotort
vlivem hypoxie, acidézy a kontaktu lymfomovych bunék s mikroprostiedim (matrix,
nenadorové bunky). Kromé toho mulze zvysena exprese VEGFA a jeho sekrece do okoli
lymfomu vést ke komplexni remodelaci mikroprostiedi nejen diky autokrinni stimulaci ristu a
akcentaci angiogeneze, ale vysoce pravdépodobné také diky ovlivnéni nenddorovych slozek
mikroprostiedi (fibroblasty, makrofagy atd.). Tyto v odpovédi na stimulaci VEGFA mohou
produkovat sekundarni pasobky a zpétné ovliviiovat biologii lymfomovych bunék ve smyslu
vysSi agresivity. Jednoznacné to ukazuji data trankriptomovych analyz, kterda u klon(
s upregulaci VEGFA odhalila rozsahlé zmény v transkripci pouze v podminkach in vivo, zatimco

v podminkdch in vitro byly zmény vyvolané transgenni expresi VEGF relativné malé. A potvrzuji
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to téz vyrazné zmény fenotypu lymfomovych bunék pozorovatelné pouze v podminkach in
vivo (vyrazné vyssi agresivita chovani MCL tumorl s upregulaci VEGF proti kontrolnim
tumordim).

Analyza klond MCL linii se zvySenou expresi VEGFA v podminkdch in vivo tak dle naseho nazoru
jednoznacné potvrdila pozitivni korelaci mezi hypoxii (resp. hypoxii indukovanou
proangiogenni signalizaci) a biologickou agresivitou lymfomu. Z translacniho hlediska by
pacienti s MCL mohli profitovat zterapeutické inhibice angiogeneze, idealné v ramci
polychemoterapeutickych |éCebnych rezimi nebo vkombinaci sjinymi cilenymi i
biologickymi léCivy. Vzhledem k tomu, Ze nejvétsi mira inhibice rlistu podkoZné rostoucich
lymfom0 byla pozorovdna na PDX modelech odvozenych od pacientl po selhani ibrutinibu,
mohla by zimplementace antiangiogennich latek do zachrannych |é¢ebnych rezimU profitovat

i tato skupina MCL pacient(i s dosud extrémné Spatnou progndzou.
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Prezentovand studie pfinasi dlkazy o moZnosti vyuZiti ultrazvuku v hodnoceni in vivo
vaskularity a oxygenace tumoru na zvitecich modelech, o vlivu CD31 a VEGFA na biologické
chovanilymfomu z plastovych bunék a potencialni vyuZziti antiangiogenni terapie, a to zejména
u velmi agresivnich, predlécenych forem. Zjistili jsme, Ze:

e Mira angiogeneze a stupen hypoxie jsou zavislé na velikosti tumoru.

e ultrazvukovd metoda (USG-PA) hodnoceni vaskularity a oxygenace je vhodnym
nastrojem pro orientacni méreni MVA, zatimco imunohistochemickd analyza
pfindsi presnéjsi predstavu o mikrovaskuldrni siti, coZ je dano rozliSovacim limitem
pfistroje USG-PA.

e Mira exprese CD31 na povrchu malignich bunék pacientli s MCL pozitivné koreluje
s extranodalnim Sifenim lymfomu, coZ potvrdily i experimenty stransgenné
zménénou expresi CD31 na mysich modelech.

e Mira exprese CD31 by mohla slouzit jako prediktivni marker agresivity MCL.

e Hladina VEGFA vyznamné ovliviiuje nejen miru angiogeneze, ale téz biologické
chovani MCL bunék, nejspiSe prostfednictvim remodelace nadorového
mikroprostredi (tedy vlivu VEGF jak na lymfomové bunky, tak na nenadorové
komponenty mikroprostredi)

e RuUst podkoZnich xenotransplantatd MCL je efektivné inhibovdn anti-VEGFA
protilatkou bevacizumabem, ale nezabranuje Sifeni lymfomu (,, metastazovani“).

e Pacienti s R/R MCL (v¢etné pacientll po selhani inhibitord BTK) by mohli profitovat

ze zaclenéni anti-angiogennich molekul do |é¢ebnych kombinaci.
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SHRNUTI

Lymfom z plastovych bunék (MCL) je podtypem B-non-Hodgkinskych lymfomua
charakterizovany castymi relapsy. | pres zaélenéni ibrutinibu, inhibitoru Brutonovy
tyrosinkinazy, do zachranné terapie dochazi u téchto pacientl drive ¢i pozdéji k ndvratu
biologicky vysoce agresivni choroby s extrémné Spatnou progndzou. Jednim z popisovanych
mechanismu rezistence na ibrutinib je zvySend aktivace alternativnich metabolickych drah,
z nichz nékteré (napf. PI3K-AKT-mTOR) vykazuji téz signifikantni proangiogenni aktivitu.

V predlozené studii jsme zavedli a standardizovali ultrasonografické a fotoakustické
zobrazovani neovaskularizace a tkanové oxygenace podkoznich MCL tumord na mysich
modelech v redlném case. Zjistili jsme, Ze ultrasonografické a fotoakustické zobrazovani je
rychlou, neinvazivni metodou k posouzeni angiogeneze v podkoZnich tumorech s velkym
preklinickym potencialem. Na mysich modelech MCL jsme prokazali vyznam miry exprese
CD31/PECAML1 pro pfihojeni, rist a Sifeni bunék MCL in vivo. Na pacientskych vzorcich jsme
ovéfrili, Ze mira exprese CD31/PECAM1 pozitivné koreluje s mirou extranodalniho postizeni.
CD31 usnadriuje preziti a reguluje extranodalni Sifeni lymfomu z plastovych bunék. Zjistili
jsme, Ze zvySeni exprese VEGF vede nejen ke zvySeni mikrovaskuldrni denzity diky pozitivnimu
ovlivnéni sprouting angiogeneze, ale komplexnim zplsobem méni vlastnosti lymfomovych
bunék ve smyslu zvyseni jejich biologické agresivity.

Na preklinické drovni jsme potvrdili silnou pozitivni korelaci mezi rozsahem angiogeneze a
biologickou agresivitou MCL. Z vysledkl je zfejmé, Ze pacienti s MCL (véetné refrakternich na
ibrutinib) by mohli profitovat zimplementace antiangiogennich 1ék( do rezim( zachranné

terapie.
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SUMMARY

Mantle cell lymphoma (MCL) is a subtype of B-non-Hodgkin’s lymphoma, characterized by
often relapses. Despite an Ibrutinib (a Bruton’s kinase inhibitor) implementation into salvage
therapy, these patients often relapse with biologically highly aggressive disease and very poor
prognosis. An increased activation of alternative metabolic pathways was described as one of
ibrutinib-resistance mechanisms. Some of these pathways have also significant proangiogenic
activity (e.g. PI3K-AKT-mTOR).

In presented study, we established and standardized a real-time ultrasound and
photoacoustic imaging of neovascularization and tissue oxygenation of subcutaneous MCL
tumors in mice. Ultrasound and photoacoustic imaging is a fast, non-invasive method for
angiogenesis evaluation in subcutaneous tumors with huge preclinical potential. Using MCL
mice models, we also demonstrated the importance of CD31/PECAM-1 expression for
engraftment, growth and spread of MCL cells in vivo. The level of CD31 expression in primary
MCL cell (obtained directly from MCL patients) positively correlates with extent of extranodal
involvement. CD31 facilitates survival and regulates extranodal spread of mantle cell
lymphoma. We found that increased VEGFA expression causes not only increased microvessel
density due to higher sprouting angiogenesis stimulation, but also leads to complex changes
in biological behavior of MCL cells, which become more aggressive.

On preclinical level, we confirmed a strong positive correlation of angiogenesis extent and
biological aggressiveness of MCL. The results confirm, that patients with MCL (including those
refractory to ibrutinib) could profit from the implementation of antiangiogenic drugs into

salvage therapy regimens.
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Doplrikovy obrazek S1

Vzorkovani mikrosnimkl. Obdélniky demonstruji deset mikrofotografii odebranych z
referencniho prostoru tumoru na kazdém skli¢ku. Vzdalenosti mezi mikrofotografiemi byly
udrzovany konstantni v konkrétnim fezu, aby byl poskytnut reprezentativni vzorek celé plochy

v v/

prarezu. Méritko 500 um.

Dopliikovy obrazek S2

Kvantifikace nadorové hustoty mikrocév, MVD (A) a mikrocévni oblasti, MVA (B) v tumoru

pomoci CD31 pozitivnich mikrovaskularnich profilG (hnédé zbarveni) na PDX modelu lymfomu
z plastovych bunék. Pro MVD (A) byly pouzity neobjektivni ¢teci rdmce. Pro odhady MVA (B)
byla pouZita stereotakticka bodova sit. Méritko 20 um.
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Doplrikovy obrazek S3

MINO SC MINO-CD31UP SC

3

80 80
Jeko-1 WT Jeko-1 WT
Jeko-1 CD31up Jeko-1 CD31down
60 60
'q-'_, 40 *q-', 40
Q2 w2
o (=}
=13 o
20 20
0 T r r 0 - - -
1 10° 10’ 10* 10’ 10 10° 10'
CD31PE-A CD31PE-A

Exprese CD31 méfena prutokovou cytometrii na MCL burkach ziskanych z podkoZnich
tumoru. U linie MINO je izotypova kontrola zobrazena histogramem s prerusovanou ¢arou a
CD31 exprese pak neprerusované. U JEKO1 reprezentuje modry histogram JEKO1 (bez
manipulace exprese CD31), ervené histogramy reprezentuji klony se zménénou expresi CD31
a ¢erné histogramy pak izotypové kontroly.
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Dopliikova tabulka S1. Seznam transkriptd rozdilné exprimovanych v in vitro vzorcich
s upregulaci VEGFA ve srovnani se vzorky bez upregulace, kde p < 0,05 a alespori dvojndsobna
zména byly povazovany za signifikantni.

ID Oznaceni genu t-statistika p (pFizptisobeno) nasobek zmény
ENSG00000112715 VEGFA 18,70 0,00001 21,25
ENSG00000159399 HK2 8,25 0,01868 2,16
ENSG00000115548 KDM3A 8,22 0,01868 2,16
ENSG00000162433 AK4 8,15 0,01868 5,48
ENSG00000137507 LRRC32 7,78 0,02029 4,13
ENSG00000168209 DDIT4 7,75 0,02029 2,29
ENSG00000154975 CA10 -7,47 0,02418 0,03
ENSG00000122884 P4HA1 7,39 0,02418 2,43
ENSG00000196968 FUT11 6,99 0,03600 2,40
ENSG00000140945 CDH13 -6,86 0,03906 0,04
ENSG00000152256 PDK1 6,77 0,03993 2,30
ENSG00000105784 RUNDC3B -6,61 0,04551 0,04
ENSG00000135925 WNT10A 6,20 0,06329 4,06
ENSG00000237550 6,16 0,06329 60,04
ENSG00000137959 IFI44L -6,15 0,06329 0,25
ENSG00000183508 TENTSC 6,15 0,06329 2,54
ENSG00000129521 EGLN3 6,13 0,06329 2,06
ENSG00000117289 5,93 0,06547 1,81
ENSG00000183230 CTNNA3 -5,93 0,06547 0,18
ENSG00000168542 COL3A1 -5,92 0,06547 0,05
ENSG00000059804 SLC2A3 5,92 0,06547 2,45
ENSG00000145416 MARCHF1 5,88 0,06547 2,58
ENSG00000186352 ANKRD37 5,87 0,06547 2,55
ENSG00000114268 PFKFB4 5,84 0,06547 2,56
ENSG00000205057 CLLU1-AS1 -5,81 0,06547 0,06
ENSG00000019505 SYT13 -5,80 0,06547 0,05
ENSG00000000005 TNMD -5,80 0,06547 0,06
ENSG00000134216 CHIA -5,75 0,06742 0,05
ENSG00000133816 MICAL2 -5,70 0,06920 0,06
ENSG00000247095 MIR210HG 5,67 0,06920 3,03
ENSG00000166897 ELFN2 5,65 0,06920 3,97
ENSG00000165092 ALDH1A1 -5,63 0,06920 0,09
ENSG00000172380 GNG12 -5,62 0,06920 0,06
ENSG00000149972 CNTN5S -5,61 0,06920 0,06
ENSG00000175899 A2M -5,55 0,07176 0,06
ENSG00000152268 -5,55 0,07176 0,05
ENSG00000164796 CSMD3 -5,52 0,07295 0,04
ENSG00000144642 RBMS3 -5,35 0,09241 0,07
ENSG00000113739 STC2 5,33 0,09241 4,25
ENSG00000147256 ARHGAP36 -5,22 0,10658 0,06
ENSG00000272870 SAP30-DT 5,20 0,10658 2,55
ENSG00000169136 ATF5 5,19 0,10658 1,83
ENSG00000154864 PIEZO2 -5,09 0,12265 0,09
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Doplrikova tabulka S1 (pokracovani)

ID Oznaceni genu t-statistika p (pFizpusobeno) nasobek zmény
ENSG00000137965 IFl44 -5,06 0,12623 0,19
ENSG00000132122 SPATA6 -4,98 0,13498 0,08
ENSG00000003249 DBNDD1 -4,97 0,13498 0,26
ENSG00000089169 RPH3A -4,96 0,13498 0,07
ENSG00000134460 IL2RA 4,95 0,13498 2,44
ENSG00000247556 OIP5-AS1 4,92 0,13498 1,74
ENSG00000164849 GPR146 4,91 0,13498 2,39
ENSG00000118785 SPP1 4,91 0,13498 1,85
ENSG00000185532 PRKG1 -4,90 0,13498 0,08
ENSG00000138395 CDK15 -4,90 0,13498 0,08
ENSG00000127324 TSPANS -4,86 0,13940 0,08
ENSG00000231890 DARS1-AS1 4,86 0,13940 2,22
ENSG00000091490 SEL1L3 4,84 0,13940 1,56
ENSG00000124942 AHNAK 4,84 0,13940 1,82
ENSG00000197358 BNIP3P1 4,81 0,14011 2,57
ENSG00000065618 COL17A1 -4,80 0,14011 0,10
ENSG00000138119 MYOF -4,78 0,14011 0,12
ENSG00000119950 MXI1 4,78 0,14011 1,73
ENSG00000170959 DCDC1 -4,76 0,14011 0,06
ENSG00000006459 KDM7A 4,76 0,14011 2,01
ENSG00000085831 TTC39A -4,75 0,14011 0,06
ENSG00000248098 BCKDHA 4,75 0,14011 12,97
ENSG00000237686 SCIRT 4,72 0,14011 3,06
ENSG00000170044 ZPLD1 -4,72 0,14011 0,09
ENSG00000141526 SLC16A3 4,72 0,14011 2,07
ENSG00000260231 KDM7A-DT 4,71 0,14011 2,34
ENSG00000125414 MYH2 -4,71 0,14011 0,06
ENSG00000078098 FAP -4,69 0,14306 0,08
ENSG00000121769 FABP3 -4,67 0,14341 0,31
ENSG00000183098 GPC6 -4,66 0,14341 0,08
ENSG00000137766 UNC13C -4,66 0,14341 0,10
ENSG00000018236 CNTN1 -4,61 0,15148 0,10
ENSG00000196091 MYBPC1 -4,61 0,15148 0,07
ENSG00000185774 KCNIP4 -4,60 0,15148 0,09
ENSG00000126856 PRDM7 -4,60 0,15148 0,10
ENSG00000162598 Clorf87 -4,57 0,15546 0,07
ENSG00000172296 SPTLC3 -4,56 0,15576 0,36
ENSG00000166349 RAG1 -4,55 0,15763 0,29
ENSG00000157601 MX1 -4,53 0,16013 0,56
ENSG00000187398 LUzpP2 -4,52 0,16018 0,06
ENSG00000078114 NEBL -4,51 0,16097 0,13
ENSG00000150893 FREM2 -4,49 0,16490 0,09
ENSG00000176171 BNIP3 4,47 0,16888 1,73
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Doplrikova tabulka S1 (pokracovani)

ID Oznaceni genu t-statistika p (pFizptisobeno) nasobek zmény
ENSG00000186480 INSIG1 4,37 0,17945 1,56
ENSG00000152377 SPOCK1 -4,37 0,17945 0,09
ENSG00000104327 CALB1 -4,37 0,17945 0,14
ENSG00000168959 GRM5 -4,36 0,17945 0,08
ENSG00000134333 LDHA 4,35 0,18063 1,45
ENSG00000235568 NFAM1 -4,35 0,18063 0,18
ENSG00000134243 SORT1 -4,34 0,18063 0,49
ENSG00000087258 GNAO1 -4,33 0,18067 0,07
ENSG00000186472 PCLO -4,33 0,18067 0,11
ENSG00000225489 4,33 0,18067 2,44
ENSG00000135766 EGLN1 4,31 0,18272 1,67
ENSG00000115593 SMYD1 -4,31 0,18272 0,09
ENSG00000162551 ALPL -4,30 0,18352 0,08
ENSG00000104112 SCG3 -4,29 0,18352 0,08
ENSG00000120498 TEX11 -4,29 0,18352 0,09
ENSG00000196586 MYO6 -4,24 0,19754 0,11
ENSG00000136546 SCN7A -4,23 0,19754 0,12
ENSG00000225698 IGHV3-72 4,23 0,19830 3,29
ENSG00000052802 MSMO1 4,21 0,20311 1,60
ENSG00000134326 CMPK2 -4,16 0,21881 0,15
ENSG00000229344 MTCO2P12 -4,15 0,22130 0,65
ENSG00000144560 VGLL4 4,13 0,22483 1,56
ENSG00000170525 PFKFB3 4,13 0,22483 1,59
ENSG00000261158 4,11 0,22939 2,21
ENSG00000257303 -4,07 0,24283 0,17
ENSG00000048540 LMO3 4,06 0,24775 3,61
ENSG00000107679 PLEKHA1 4,05 0,24873 1,75
ENSG00000104765 BNIP3L 3,99 0,27441 1,57
ENSG00000166415 WDR72 -3,98 0,27543 0,11
ENSG00000174145 NWD2 -3,96 0,28332 0,12
ENSG00000066032 CTNNA2 -3,96 0,28332 0,13
ENSG00000152670 DDX4 -3,94 0,28825 0,12

Dopliikova tabulka S2. Seznam transkriptl rozdilné exprimovanych v in vivo vzorcich
s upregulaci VEGFA ve srovnani se vzorky bez upregulace, kde p < 0,05 a alespon dvojnasobna
zména byly povaZovany za signifikantni.

- Vzhledem k délce umisténa na web:

https://lymphoma-lab.If1.cuni.cz/kovarikovadizertacedoplnkova-tabulka-s2
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