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Seznam zkratek

AITL angioimunoblasticky T lymfom (angioimmunoblastic T-cell lymphoma)
ALCL anaplasticky velkobunéény T lymfom (anaplastic large cell lymphoma)

ALK kinaza anaplastického velkobunécného lymfomu (anaplastic lymphoma kinase)
ALL akutni lymfoblasticka leukémie (acute lymphoblastic leukemia)

BAFF B lymfocyty aktivujici faktor (B-cell activating factor)

BCL-2 anti-apoptoticky protein (B-cell lymphoma protein) 2

BiTes bispecifické T-lymfocytarni protilatky (BiTEs, bispecific T-cell engagers)

BL Burkittdv lymfom (Burkitt lymphoma)

B-NHL B nehodgkinsky lymfom

CAF s nadorem asociované fibroblasty (cancer-associated fibroblasts)

CAR-T chimérické antigenni receptorové T lymfocyty (chimeric antigen receptor T-cells)
CD povrchovy znak CD (cluster of differentiation)

CDX xenotransplantat odvozeny od bunééné linie (cell line-derived xenograft)

CLL chronicka lymfatické leukémie (chronic lymphocytic leukemia)

CNV variabilita po¢tu kopii (copy number variation)

CTCL kozni T lymfom (cutaneous T-cell lymphoma)

DLBCL diftzni velkobunéény B lymfom (diffuse large B-cell lymphoma)

EBER malé ribonukleové kyseliny kddované EBV (Ebstein-Barr virus-encoded small RNAs)
EBV virus Ebstein-Baarové

ECM mimobunééna hmota (extracellular matrix)

FACS pratokova cytometrie (fluorescent activated cell sourting)

FDC folikularni dendritické bunky (follicular dendritic cells)

FGF fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor)

FL folikularni lymfom (follicular lymphoma)

GEMM geneticky modifikované mysi modely (genetically engineered mouse models)
HIF hypoxii indukovany faktor (hypoxia-induced factor)



HLA
HTLV-1
IHC

IL

Ig

KIR

MCL

MDSC
MF

MVA
MVD
N/U

N/D

NK

NSG mys
OTX
PDGF
PD-L1
PDX
PMN-
MDSC
PTCL,
-NOS
R-ESHAP
R-GIFOX

R-CHOP

hlavni histokompatibilni komplex (human leucocyte antigen)

lidsky T lymfotropicky virus typ 1 (human T-lymphotropic virus type 1)
imunohistochemie

interleukin

imunoglobulin

Ig podobny receptor NK bun¢k (killer-cell immunoglobulin-like receptors)

lymfom z plastovych bunek (mantle cell lymphoma)

monocytlim podobné myeloidni supresorické bunky (monocytic myeloid-derived suppressor
cells)

mycosis fungoides

mikrovaskuldrni area

mikrovaskularni denzita

nové nedetekované (newly undetected)

nove detekované (newly detected)

ptirozeny zabijec (natural killer)

imunodeficitni my$ (NOD scid gamma mouse)

tumory vzniklé xenotransplantaci nador. bunék do omenta (omental tumor xenografts)
destickovy rustovy faktor (plateled-derived growth factor)

ligand proteinu programované smrti (programmed death-ligand)

xenotransplantat odvozeny od pacienta (patient-derived xenograft)
polymorfonukleariim podobné myeloidni supresorické butiky (monocytic myeloid-derived
suppressor cells)

periferni T lymfom, blize nespecifikovany (peripheral T-cell lymphoma, not otherwise
specified)

rituximab-etoposid, solu-medrol methlprednisolon, vysokodavkovy cytarabin, platinol
rituximab-gemcitabin, ifosfamid, oxaliplatin

rituximab- cyklofosfamid, hydroxydaunorubicin, vinkristin, prednison
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T/NK-NHL
TAM
TAN
TGF

Th
TME
TNF
Treg
VEGF
VEGFR
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Sézaryho syndrom

T/NK nehodkinsky lymfom

s nadorem asociované makrofagy (tumor-associated macrophages)

s nadorem asociované neutrofily (tumor-associated neutrophils)
nadorovy rustovy faktor (tumor growth factor)

pomocny T lymfocyt (T-helper)

nadorové mikroprostiedi (tumor microenviroment)

tumor nekrotizujici faktor

T-regulaéni lymfocyt

vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)
receptor vaskularniho endotelového faktoru (vascular enothelial growth factor receptor)

celoexomové sekvenovani (whole exome sequencing)



1. Uvod

Nehodgkinské lymfomy (non-Hodgkin lymphomas, NHL) pfedstavuji nejcastéjsi
hematologick4d maligni onemocnéni a asi 3 % z celkového spektra nadorovych onemocnéni
(Thandra et al., 2021). Jedna se o Sirokou a z hlediska morfologie, biologie, terapeutickych
moznosti a prognézy znacné heterogenni skupinu zahrnujici dle soucasné klasifikace (WHO
2022) nekolik desitek nosologickych jednotek, respektive vice nez 100 jednotek a podjednotek
(Alaggio et al., 2022). Ackoliv se jednd o v rizné mife chemosenzitivni malignity, ¢ast pacientli
diive ¢i pozdéji prodé€la navrat choroby (relaps), vyvine rezistenci na 1é€bu a onemocnéni
nakonec podlehne. Dle patogeneze 1ze NHL stru¢né rozdé€lit na prekurzorové (lymfoblastické)
lymfomy vznikajici maligni transformaci hematopoetické kmenové buiiky a periferni (zralé)
lymfomy vznikajici maligni transformaci perifernich lymfocytarnich klont v pribéhu jejich
komplexniho vyvoje od stadia pre-lymfocyti po stddium imunokompetentnich bunék.
Z hlediska imunofenotypu délime lymfomy na B a T/NK NHL a dle biologického chovéani na
lymfomy nizce maligni (indolentni, ,,low grade®) a vysoce maligni (agresivni, ,,high grade®).
Soucasna, jiz 5. verze WHO Kklasifikace lymfoidnich malignit klade ¢im dal vétsi diiraz na

déleni lymfomt podle molekularné/cytogenetickych aberaci.

Vznik lymfoml je spojen s poruchami regulace apoptéozy a bunééného cyklu, vétSinou
z diivodu chromozomalnich aberaci, které zpulsobi transpozici onkogeni pied zesilovace
transkripce imunoglobulinovych genti [napf. translokace t(8;14), t(14;18) ¢i t(11;14) vedouci
ke zvySené expresi onkogentt MYC, BCL-2, resp. cyklin DI] ¢i v disledku mutaci v Sirokém
spektru signalnich drah (napt. MYC, MYDS8S, CD79B). Vedle téchto mechanisml hraje
v biologii malignich nddort véetné lymfomi vyznamnou roli vliv nadorové mikroprostiedi
ovliviwjici pteziti nadorovych bunék, jejich proliferaci a diseminaci a mechanismy Uniku pted
imunitnim dozorem hostitele. Vedle klasickych forem 1é€by (kombinovand chemoterapie,

radioterapie, transplantace krvetvornych bun¢k), které vedou k frakcionované likvidaci
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nadorovych bunék, se ¢im dal tim vice uplatituji metody cilené 1écby a v posledni dekadé
zejména riazné formy imunoterapie, znichZz mnohé jsou zaméfeny pravé na faktory
mikroprostiedi a které mohou nador eradikovat totalnd. Rada cilenych 1éki a imunoterapeutik
se uspésné vclenila do standardnich algoritmti 1écby pacientli s lymfomy vcetné tyrozin-
kinazovych inhibitort (ibrutinib, acalabrutinib, idelalisib, copanlisib), proapoptotickych latek
(venetoclax), anti-CD20 protilatek (rituximab, ofatumumab, obinutuzumab), bispecifickych
protilatek (mosunetuzumab, glofitamab, epcoritamab), imunomodulacnich 1€kt (lenalidomid),
check-point inhibitort (pembrolizumab, nivolumab) ¢i geneticky modifikovanych T-lymfocyti
nesoucich tzv. chimericky antigenni receptor (CAR T-cells, napf. tisagenlecleucel,
axicabtagene ciloleucel nebo brexucabtagene autoleucel). Rada dalsich kandidatnich molekul
se v soucasné dobé¢ testuje v ramci Cetnych klinickych studii (https://clinicaltrials.gov/). Dalsi
zlepSeni progndzy relabujicich / rezistentnich NHL je mozné pouze diky zavadéni novych,
ucinnéjSich a méné toxickych 1é€iv a 1écebnych postupil (Stadlbauer et al., 2022; Takheaw et
al., 2021). V ramci preklinické faze vyzkumu jsou nové kandidatni molekuly obvykle testovany

také in vivo na zvitatech, nejcastcji na mysich modelech.

1.2. MySi modely lidskych lymfomii

Vyuziti mySich modeld v preklinickém studiu patogeneze nadorovych onemocnéni ma
nezastupitelnou roli. Lze vyuzit syngennich mySich modelti, u nichZ se mysi nddorové bunky
transplantuji do geneticky identickych (syngennich) mysi (Noble & Mishra, 2019). Vyhodou
syngennich mySich modelii je pfitomnost imunitnich bun¢k hostitele (mysi), které nejsou
z podstaty véci schopny rozpoznat geneticky identické mysi naddorové bunky jako cizi, coz
umoziiuje vlastni pfihojeni (tzv. engraftment), rist a Sifeni mysiho naddoru v syngennim mysim
organismu. Nevyhodou zlstava zejména fakt, Ze se v tomto ptipadé jedna o mysi, nikoli lidskou
malignitu, se vSemi moznymi d@sledky. Patrné¢ nejCastéji pouzivané mySi modely

v hematoonkologii hojné vyuzivané pro preklinickou validaci experimentalni lécebnych
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postupt a studium raznych aspekti biologie hematologickych malignit predstavuji tzv. mysi
modely lidskych lymfomu (tzv. patient-derived lymphoma xenografts), které se odvozuji

pomoci xenotransplantace lidskych lymfomovych bunék do imunodeficientnich mysi.

1.2.1. Syngenni a xenotransplantované mysi modely

Mezi nejcastéji pouzivané syngenni linie patii EL4, A20, H11, BL3750, and S49, jez byly
odvozeny od spontann¢ vzniklych tumort. Tyto modely patii k nejstarSim zvifecim modeliim
vibec, jejich pfirozend nevyhoda spociva v problematické aplikovatelnosti poznatki ziskanych
studiem zvitecich nddort na lidsky organismus a omezené spektrum dostupnych typti nadort,

proto je jejich soucasny vyznam omezeny.

V ptipadé xenotransplantace lidskych lymfomovych linii (cell line-derived xenografts, CDX)
¢i primarnich lymfomovych bunék (tj. bunék ziskanych pfimo od pacienta, PDX) dochazi
k engraftmentu, rastu a Sifeni lidského lymfomu v myS§im imunodeficientnim mySim kmeni,
napi. NSG™ (non-obese diabetic [NOD] severe combined immunodeficient [SCID] gamma,
napt. NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wjl/Sz), Jax® mice, the Jackson Laboratory, USA,
https://www.jax.org/). V soucasné¢ dob¢ jsou dostupné¢ desitky komercné dostupnych
lymfomovych linii v bunéénych bankach, napt. DSZM (Deutsche Sammlung von
Microorganismen und Zellkulturen) nebo ATCC (American Tissue Culture Collection).
Vyhodou vyuziti CDX je jejich vyssi schopnost ,,pfihojeni (engraftment), relativné nizké
naklady, avSak na rozdil od bunétné populace ziskané pfimo od pacienta mohou v diisledku
selekéniho tlaku po desitkach, stovkach ¢i tisicich in vitro pasazi a vlivu mikroprostiedi
hostitele vyvinout zmény fenotypu, které se u primarniho nadorového procesu nevyskytovaly.
Tato pravdépodobnost se zvySuje umérne s dobou, kterou lymfomové linie stravily v bunécné

kultute (Day et al., 2015), ziskané poznatky pak mohou byt zavadéjici. Piesto jsou tyto modely
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(. panely lymfomovych linii) velmi vhodné pifedevsim pro inicidlni screening ti€inku a toxicity

novych IéCiv.

PDX modely pracuji s nadorovymi buiikkami ziskanymi pfimo od pacienta s naddorovym
onemocnénim, a tudiz se predpoklada, ze ptihojend lymfomova populace bude mit stejné
morfologické a genetické vlastnosti. Nevyhodnou je skutec¢nost, Zze zdaleka ne ve vSech
ptipadech dojde k uspésnému piihojeni, jednim z moznych diivodi je praveé absence vhodného
mikroprostifedi. Dal$im z omezujicich faktor je typ nadorového onemocnéni (napt. nizce
maligni lymfomy ,,engraftuji“ hiife nez vysoce maligni), zptisob implantace nadorovych bun¢k
a jiné. Podobn¢ jako v ptipad¢ pasazovani lymfomovych linii, také sériovy ,re-engraftment
(tj. ,,pasaz jiz uspésné ,.engraftovaného PDX modelu z darcovské mysi do sekundarniho
zvitete muze vyustit v selek¢ni tlak s naslednym posunem genotypu (vznik novych mutaci,
ztrata driver mutaci) ¢i imunofenotypu nadorovych bunék (zména exprese ¢i intenzity exprese
klicovych antigentl). Jak CDX, tak PDX tumory jsou tvofeny z ¢asti také nenadorovymi
komponentami mySiho mikroprostiedi (tumor microenvironment, TME), coz krom& mozného
vlivu na uspésnost ,,pfihojeni* a na celkovy fenotyp GspéSné engraftovanych bunék omezuje
moznosti studia U¢inku 1é¢iv cilicich primarné na imunitni buiky (tj. vétSiny
imunoterapeutickych 1é¢ebnych postupti). Modely tohoto typu jsou nicméné vhodné napiiklad
pro testovani chemoterapeutik a cilenych 1éCiv (napf. tyrozin-kinazovych inhibitort ¢i
proapoptotickych latek). Moznost, jak omezit hlavni nevyhodu PDX modeld, tzn. predevsim
absenci lidskych imunitnich bunék, predstavuje pouziti tzv. ,,humanizovanych* mysich modelt
s funkénimi lidskymi imunitnimi buiikami pomoci intraven6zni (i.v.) injekce perifernich
mononukledrnich bunék (tzv. docasna humanizace) nebo pomoci xenotransplantace lidské
krvetvorby (nejCastéji kmenovych bunék z pupecnikové krve, tzv. trvala humanizace) (Lai et

al., 2017), respektive pouziti geneticky modifikovanych mysi (Zullo et al., 2012).
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1.2.2. Geneticky modifikované mysi modely

Geneticky modifikované mysi modely (Genetically Engineered Mouse Models, GEMM) jsou
vhodné ke studiu genetickych mechanismt onkogeneze. Vyuzit 1ze jednak transgenni mysi, kdy
se do fertilizovaného mysiho vejce vlozi DNA konstrukt, pfiCemz potomci takového jedince
vykazuji pozadovanou specifickou genetickou alteraci. U potomka téchto mysi pak dochéazi ke
spontannimu vyvoji ptislusného lymfomu. Dal§im mechanismem je ,,knockout* alterace — do
embrya mysi je implantovan gen s poZadovanou mutaci, poté se pomoci tzv. STOP kazety
inhibuje jeho exprese. V poZadovaném cCase se provede inaktivace STOP kazety, coZ se projevi
spusténim exprese dané¢ho vlozeného genu. ,,Vypnuti“ genu tak mize byt docasné (podminéné)
nebo trvalé. Vyhody transgennich modelt tkvi ve skutecnosti, Ze spontanné se vyvijejici nador
»rekapituluje® onkogenezi v pfirozeném prostfedi hostitele s intaktnim TME a funkénim
imunitnim systémem, proto jsou vhodné ke studiu mimo jiné i imunoterapeutickych postupti
(Lemasson et al., 2021). Nevyhody transgennich mysich modelli spocivaji ve vysokych
nakladech, Casové narocnosti a skuteCnosti, Ze je dostupné jen omezené mnoZzstvi mysich
modeli s konkrétnim geneticky definovanym typem neoplazie zdaleka nepokryvajici spektrum

lidskych nadorovych onemocnéni (Townsend et al., 2016).

Vyse uvedeny strucny piehled shrnuje typy dostupnych zvifecich (mySich) modelt
pouzitelnych v zakladnim 1 translaénim vyzkumu nejen lidskych lymfoproliferativnich
onemocnéni a uvadi jejich hlavni vyhody a nevyhody. Naprostd vétSina z dostupnych
publikovanych primérnich praci popisujicich pouziti mySich model lidskych lymfomt je
zamétfena na studium vlastnich nddorovych bunék, zatimco prace cilené na mikroprostiedi
v mySich modelech jsou jen necetné (Burack et al., 2017; Herek & Cutucache, 2017; Lemasson

etal., 2021).

14



1.3. Lymfomy a nadorové mikroprostiedi.

Role nadorové mikroprostiedi (TME) je v biologii lymfomu kli¢ova (Coupland, 2011; Gaulard
& de Leval, 2014). TME zahrnuje jak extracelularni matrix, tak bunécnou komponentu,
piedevsim imunitni bunky jako jsou lymfocyty, makrofagy, neutrofily, dendritické bunky a
myeloidni supresorové bunky, z neimunitnich bunék pak endotelie, pericyty, fibroblasty a jiné
(Junttila & de Sauvage, 2013). Extracelularni matrix tvoifi nékolik typt kolagenti, laminy,
proteoglykany a jiné, interakci mezi naddorovymi bunkami a TME zprostiedkovavaji vedle
ptimého mezibunééného kontaktu cytokiny, chemokiny, riistové faktory a dalsi faktory. TME
vytvateji komplikovanou heterogenni a plastickou strukturu. PfedevS§im imunitni buniky maji
(mimo jiné€) primarné protinddorovou funkci, soucasné vsak vykazuji funkéni plasticitu, to
znamena, ze mohou byt naddorovymi buiitkami (lymfomovymi nevyjimaje) pfeprogramovany a
TME je tak béhem progrese nadoru aktivné ovlivilovdno ve smyslu podpory pieziti, ristu a
diseminace / metastazovani nadorového procesu. ,,Editace* ¢i imunomodulace / imunosuprese
imunitnich mechanisml nddorovymi buiikami vede k jejich tniku pfed imunitnim ,,dozorem*
vedoucim k progresi, a nakonec k rezistence na lécbu (Tarte, 2017). O dilezitosti TME
vypovida naptf. mimo jiné fakt, ze bunky napt. chronické lymfatické leukémie (CLL) nebo
folikularniho lymfomu (FL) se bez vlivu mikroprostfedi jen obtizné kultivuji in vitro, zatimco
u difuzniho velkobunééného B lymfomu (DLBCL) je to podstatné snadngjs$i. Vyznam
nadorového mikroprostfedi mtize byt ilustrovan na angioimunoblastickém T lymfomu (AITL),
kde je charakter jeho TME jednim z urcujicich morfologickych ryst a zdrojem vyraznych
klinickych symptomi. Pochopeni interakce nadoru (lymfomu) a jeho mikroprostiedi vytycuje
pole pro studium novych terapeutickych prosttedki a strategii slouzicich k posileni
protinadorovych imunitnich mechanismti nebo naopak pteruSeni signalnich drah vedoucich
k rezistenci na lécbu (Bejarano et al., 2021). Scott (Scott & Gascoyne, 2014) klasifikuje

lymfomy z hlediska jejich mikroprostfedi do tfi skupin, a to na lymfomy, kter¢é TME
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prizptasobuji (reedukuji) za GCelem pieziti a proliferace nadorové populace jako je napf.
folikularni lymfom, ktery si mikroprosttedi piizptisobuje i pti diseminaci napf. v kostni dieni
(Ame-Thomas & Tarte, 2014) dale na lymfomy ,pfeprogramovavajici bunky TME
(recruitment) jako je tomu napf. u klasického Hodgkinova lymfomu a lymfomy ,,vytazujici‘
faktory TME (effacement), ¢imz se stavaji na mikroprostiedi relativné nezavislymi (Burkittiv
lymfom, lymfoblastické lymfomy, plazmablasticky lymfom). Jiny zplsob, jakym Ize nahlizet
na TME, uvadi Kline (Kline et al., 2020), ktery ¢leni lymfomy z hlediska jejich TME na
»zangtlive infiltrované® (inflammated) a ,,non-inflamované*, coz se odrdzi mimo jiné v jejich

odpovédi na terapii tzv. check point inhibitory (Menter et al., 2021).

1.3.1. Jednotlivé slozky TME

1.3.1.1. T lymfocyty

T lymfocyty hraji klicovou regulacni a efektorovou roli v proti nddorové imunité. Zatimco role
CD8+ T lymfocytil je jednoznacné protinadorova, tole CD4+ T bunék v biologii malignich
nadortt je komplikovanéjsi. CD8+ T lymfocyty jsou hlavnimi efektorovymi buiikami
(,,zabije€i®), jez po rozpoznani antigenli prezentovanych nadorovymi bunkami spolu
s molekulami HLA 1. tfidy tyto likviduji uvolnénim cytotoxickych granul (perforiny,
granzymy). Th1-CD4+ T lymfocyty prostfednictvim produkce cytokind (INFy, IL2 a dalsi)
stimuluji antigen prezentujici buiikky (APC) a diferenciaci CD8+ T lymfocytli majice tak
protinadorovy efekt, Th2-CD4+ T lymfocyty naopak mohou sekreci fady cytokin vést
k omezeni proliferace a diferenciace cytotoxickych CD8+ T lymfocytl a tim k pro-naddorovému
ucinku. Treg-CD4+ lymfocyty (CD4+, CD25-) exprimujici FOXP3 vykazuji imunosupresivni
funkce cestou sekrece TGFf a IL10, ¢imz inhibuji efektorové T lymfocyty a omezuji jejich
pfimy kontakt s nadorovymi elementy. Na mySich modelech solidnich nadorti bylo prokéazano,

ze ,,vyCerpani® Treg-CD4+T lymfocyti miiZze vést posileni protinddorové imunity a naopak,
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vysoky pocet Treg-CD4+ T lymfocytt u jinych typti nehematologickych malignit je spojeny

s horsi prognézou (Okita et al., 2005).

Th17-CD4+ T lymfocyty je podskupina pomocnych (helper) T lymfocytt produkujicich IL17,
tyto maji opacny Uc€inek nez Treg-CD4+ T lymfocyty. Yang (Yang et al., 2009) zjistil, ze
nadorové B lymfocyty indukuji vyvoj Treg-CD4+ T lymfocytl, zatimco TH17-CD4+ T

lymfocyty potlacuje.

1.3.1.2. NK buiiky

Ptirozeni zabijeCi (natural killers, NK bunky) jsou cytotoxické lymfocyty predstavujici hlavni
efektorové bunky v antivirové a protinddorové imunité. CD56+, CD16+ zralé cirkulujici NK
buiky ptedstavuji vétSinu z populace pfirozenych zabijeclu s ptimym cytotoxickym efektem,
CD56+, CD16- NK buiiky piebyvaji v kostni dfeni (Cozar et al., 2021). Fyziologicky je funkce
NK bun¢k piisné¢ regulovana dynamickou rovnovdhou mezi stimula¢nimi a inhibi¢nimi
receptory exprimovanymi imunitnimi i neimunitnimi butikami, né€které nadorové bunky vazbou
na supresorové receptory funkci NK bunék tlumi (Myers & Miller, 2021). Bylo prokazéano, ze
bunky chronické lymfatické leukémie (CLL) exprimujici HLA-E se vaZi na receptor NK bunck
NKG2A a tim je inhibuji (McWilliams et al., 2016). Jinym ptikladem jsou tzv. KIR receptory
(killer cell immunoglobulin-like receptor), jez inhibuji funkci NK bun¢k vazbou na HLA-C. Na
blokadé inhibi¢nich receptori (a tim posileni protinddorové funkce NK bunék) je zalozen
princip imunomodulacni 1écby (Lamb et al., 2021). Kohrt (Kohrt et al., 2014) ve své praci uvadi
posileni protinddorového efektu NK bun€k pii terapii lirilumabem, monoklonalni anti KIR

protilatkou, v kombinaci s rituximabem.

1.3.1.3. Makrofagy
Podobné jako u CD4+ T lymfocytii mohou makrofagy pusobit jak protinadorové, tak pro-

nadorové. Makrofagy piitomné v nadorové tkani (TAM, tumor-associated macrophages) jsou
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klasifikovany jednak jako typ M2-polarizované makrofagy, majicimi pro-nadorovy uc¢inek ve
smyslu podpory angiogeneze, proliferace a imunosuprese, a jako M1-makrofagy s ucinkem
protinadorovym, podporujici Th1-CD4+T lymfocyty (Lin et al., 2019; Wang et al., 2019).
Obecn¢ makrofagy funguji jako antigen prezentujici bunky. Asociace TAM s rezistenci na
chemoterapeutickou 1écbu bez kombinace s rituximabem byla popsana u klasického
Hodgkinova lymfomu (Steidl et al., 2010) a DLBCL (Cai et al., 2012), zatimco ptitomnost M1-
makrofdgih u ptfipadd 1écenych rituximabem usnadiiovala fagocytdézu rituximabem
opsonizovanych nadorovych B lymfocyti makrofagy in vitro (Leidi et al., 2009). Vedle toho,
nékteré lymfomové bunky vykazuji schopnost ,,upregulace® povrchového antigenu CD47
pomoci kterého mohou unikat fagocytéze. Chao (Chao et al., 2010) ve své praci dokazal na
preklinickych modelech blokddou antigenu CD47 navodit vyssi protinddorovou aktivitu
makrofagli exprimujicich SIRP alfa inhibi¢ni receptor, navic potencovanou pouzitim
kombinované anti-CD47 protilatky s rituximabem. Nékteré jiné studie prokazaly schopnost
TAM inhibovat funkce efektorovych T lymfocyti mechanismem exprese check-point

inhibitoru PD-L1 a produkei inhibi¢nich cytokini IL-10 a TGFB (Noy & Pollard, 2014).

1.3.1.4. Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty (TAN, s nddorem asociované neutrofily) pisobi zpocatku
protinddorove (typ N1) cestou sekrece INFf, avSak diky své plasticité¢ mohou u progredujicich
lymfomi ziskat pro-nddorovy vliv (typ N2), naptiklad prostfednictvim inhibice T lymfocyti
(Jaillon et al., 2020; Zhou et al., 2018). Vliv na polarizaci neutrofilli ma pravdépodobné TGFf3

secernovany lymfomovymi butikami (Giese et al., 2019).

1.3.1.5. Zirné buiiky
Ugast zirnych bunék je spojena s angiogenezi u DLBCL (Marinaccio et al., 2014) a jinych typt

lymfomt (Ribatti et al., 2003), koreluje s produkci IL6, prozanétovym fenotypem a
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autoimunitnimi poruchami u angioimunoblastického T-lymfomu (Tripodo et al., 2010).
Zvyseny pocet zirnych bun¢k provazi nékteré kozni T a B lymfomy a koreluje s progresi

onemocnéni a zvySenou angiogenezi (Rabenhorst et al., 2012).

1.3.1.6. Dendritické buniky

Ptitomnost dendritickych buné¢k je vedle CD4+ T lymfocytl nezbytna pro pieziti nddorovych
B lymfocyti u folikularniho lymfomu. Neoplastické B buiiky produkuji TNF vedouci
k diferenciaci folikularnich dendritickych bunck (FDC) ze stromélnich bunék cestou
signalizace p55-TNF-R (Tjin et al., 2005). Navic interakce TNF a lymfotoxinu LTalp2 je
nezbytnd pro vznik a udrzeni fungujici sit¢ FDC ¢i FDC-like siti v extranodalnich tkanich
véetné kostni diené. FDC hraji také vyznamnou roli v patogenezi T lymfomtl vychazejicich

z folikularnich T-helper lymfocytu.

1.3.1.7. Myeloidni supresorové buiky

Myeloidni supresorové builkky (MDSC) vychézeji z nezralych myeloidnich bunék a jsou
fenotypoveé podobné buitkam polymorfonuklearnim (PMN-MDSC) nebo monocytarnim (M-
MDCS). Maji predevsim imunosupresivni ucinek - podporuji expanzi Treg-CD4+ T lymfocyta,
inhibuji efektorové T bunky sekreci prostaglandinu E2, reaktivnich forem kysliku, arginazyl a

jinych (Tian et al., 2019; Zhou et al., 2018).

1.3.1.8. Stromalni buriky, extracelularni matrix

Fibroblasty (tzv. cancer associated fibroblasts, CAF) jsou znacné¢ heterogenni a plastickou
slozkou TME, jez se li8i u rGznych typl nddorovych onemocnéni. Jsou hlavnim producentem
extracelularni matrix (kolagen, lamininy, proteoglykany a jiné), progresi nadoru ovliviiuji celou
fadou vice ¢i méné znamych mechanismi, pfedevS§im podporou angiogeneze, produkci
cytokinl a rastovych faktorti a jinych (Ping et al., 2021; Sahai et al., 2020). Napf. cestou

,hedgehog* signalni drahy mohou CAF pomahat k navozeni odolnosti nadorovych bunck vici
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spontanni ¢i Iéky navozené apoptdze (Lindemann, 2008). Dierks zjistil, ze ligandy produkované
stromalnimi buiitkami ve slezin€¢ a lymfatickych uzlindch plsobi jako protektivni faktory
lymfomovych bunék u zvifecich modeli (Dierks et al., 2007). U nékterych solidnich nadort
byl prokazan aktivni imunoregulacnich vliv fibroblasti (CAF-S1) cestou stimulace Treg-CD4+
T lymfocytti a makrofagi (Cohen et al., 2017; Comito et al., 2014; Gok Yavuz et al., 2019).
Singh (Singh et al., 2010) prokazal autokrinni smycku mezi difiznim velkobunéénym B
lymfomem a nodalnimi (uzlinovymi) stromélnimi bunikami produkujicimi ,hedgehog*
proteiny. Inhibice signalizace miize vést k zastavé ristu nebo apoptdze cestou downregulace

proteinu BCL-2.

U nadorti spojenych s vyraznou dezmoplazii vede remodelace ECM k omezeni pfistupu
1é¢ivych latek a imunitnich bun¢k do nadoru. Joyce (Joyce & Fearon, 2015) uvadi mechanické
omezeni piistupu T lymfocyti v extraceluldrni matrix remodelované s nddorem asociovanymi
fibroblasty (CAF). Ptedmétem zajmu jsou proto nejen CAF samotné (Chen & Song, 2019) ale
také degrada¢ni enzymy zamétfené na proteiny ECM, jez by bylo mozné pouzit v cilené 1€cbé

(Negaard et al., 2009)

Vétsina poznatkt tykajicich se role TME v biologii lymfoproliferativnich onemocnéni vychazi
z vyzkumu B nehodgkinskych lymfom, faktory mikroprostfedi u T nehodgkinskych lymfomut

Cvwr

& de Leval, 2014).

T/NK nehodgkinské lymfomy tvoii méné nez 15 % NHL, Cast&jsi vyskyt ve vychodni Asii a
centrdlni a jizni Africe souvisi s infekcemi viry Ebstein-Baarové a lidskym T lymfotropickym
virusem (HTLV-1). Celkové€ jde o onemocnéni se §patnou prognozou. T-lymfomy maji tendenci

k predilekénimu vyskytu v urcitych organech (intestinalni T lymfomy, hepatosplenicky gama-
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delta lymfom, kozni lymfomy-CTCL), coz naznacuje mozny vliv specifickych faktort

mikroprostiedi.

Role TME je v soucasné dob¢ asi nejlépe prostudovana u angioimunoblastického T lymfomu
(AITL), ptedevSim proto, ze (mimo primarni kozni T lymfomy), patifi k nejcastéji se
vyskytujicim a také ztoho divodu, ze jeho mikroprostiedi se podili na vyraznych
morfologickych rysech a klinické symptomatologii (generalizovana lymfadenopatie, zvySena
teplota, pokles télesné hmotnosti, laboratorné anémie, hypegamaglobulinémie,

hypereozinofilie, lymfopenie, vzacné lymfocytdza, pritomnost fady autoprotilatek atd.).

Pro AITL je charakteristicka ucast vysokého poctu nenadorovych imunitnich buné¢k, jako jsou
CD4+ a CD8+ T lymfocyty, folikularni dendritické buniky, aktivované a casto virem EBV
infikované B lymfocyty, eozinofily a makrofagy. Mobilizace bunék je indukovano sekreci
chemokinu CXCL13, interleukinu IL21 a dalSich cytokinii nddorovymi lymfocyty, tyto
cytokiny jsou odpovédné i1 za paraneoplastické projevy AITL provazejici. Stimulované B
lymfocyty produkuji lymfotoxin P, coZ vede ke stimulaci a proliferaci folikularnich
dendritickych bunék (FDC). Sekrece VEGF nadorovymi 1 endotelovymi buiikami vede ke
stimulaci neovaskularizace a mobilizaci mastocyti (Zhao et al., 2004). Casta je piitomnost
eozinofilli pod vlivem sekrece IL13 a IL5 a IL4. V dusledku produkce tady cytokinti casto
nachazime u pacientid s AITL hyperplazii kostni dfen¢ s eozinofilii, proliferaci makrofagt a
zirnych bunék. Deplece Treg-CD4+ T lymfocytl, a naopak zvySeny pocet Th17-CD4+ T
lymfocytl spolu a M2 makrofagy pfispivaji k prozanétlivému a imunosupresivnimu efektu
(Bruneau et al., 2010). Molekularnim profilovanim bylo zji$téno, ze v genové expresni
signatufe AITL jsou overexprimovany geny zapojené do regulace proliferace B lymfocytl a
FDC bunék (imunoglobuliny, clusteriny), exprese cytokinovych a chemokinovych receptorti
(IL4, CCL19,22 ajiné), extracelularni matrix (matrixové metaloproteinazy, kolageny) a faktort

regulujicich neoangiogenezi jako jsou angiopeptin, trombmodulin, VEGF a dalsi (de Leval et
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al., 2007). VSechny tyto faktory pfedstavuji potencialni biomarkery pro cilenou terapii. Kwon
(Kim et al., 2020) prokazal souvislost exprese PD-1 nadorovymi buitkami, respektive PD-L1
jak nadorovymi, tak imunitnimi buiikami, s hor$i prognézou pacientii s AITL, coz otevira
moznost cilené 1éCby tzv. check-point inhibitory. Podobné je tomu u periferniho T lymfomu
nespecifikovaného (PTCL, NOS) (Sugio et al., 2018). Podobné mechanismy plsobeni
mikroprostiedi jako byly popsany u AITL se patrné uplatiuji 1 u dalSich T lymfomu

s imunofenotypem folikularnich Th bunék (Menter et al., 2021).

Z dal$ich typt T lymfom mizeme jmenovat mycosis fungoides (MF) a Sézaryho syndrom
(SZ), u kterych bylo studiemi in vitro zjisténo, ze v souvislosti s progresi onemocnéni mohou
nadorové T lymfocyty ménit charakter reaktivnich CD4+T lymfocytl z Th1 (protinddorovych)
na Th2 (pro-nadorové) (Guenova et al., 2014), navic nadorové builky MF a SZ mohou
produkovat fadu molekul s imunosupresivnim ¢inkem usnadnujicim diseminaci (Wong et al.,

2011).

Uvedeny vycet neni zdaleka vycerpavajicim prehledem faktorti mikroprostiedi ovliviiujicich
biologii malignich lymfoma a jez predstavuji pfedmét zdjmu pro potencialni cilenou
imunoterapii. V tabulce €. 1 je uveden strucny piehled funkce vybranych bunék TME a jejich

prognosticky vyznam u nékterych B lymfomd.
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Tabulka ¢. 1. Funkce vybranych bunék niadorového mikroprostiedi u nékterych typu B

lymfomii, upraveno podle Liu Y (Liu et al., 2021).

Buiika TME Povrchové znaky PievaZujici role Prognosticky vyznam u nékterych B lymfomu
TAM-M1 CD68+, CD80+, CD86+ | Proti-nadorova DLBCL: M2 koreluji s hor$i prognézou
HL: CD68+ TAM koreluje s horsi prognézou
FL: vysoky pocet CD68+ TAM koreluje s del$im piezitim
na terapii R-CHOP
TAM-M2 CD163+,CD204+, Pro-nadorova
CD206+
PMN-MDSC CD11b+,CD14-,CD15+, | Pro-nadorova DLBCL: M-MDSC koreluje s hor$i prognézou
CD66+ HL: PMN-MDSC koreluje s horsi prognézou
M-MDSC Lin-,CD11b+,CD14+, FL: neznamy
HLA-DRlow
TAN-N1 CD16+,Cd66b+, protinadorova DLBCL: ptitomnost TAN koreluje s horsi prognozou
CD170low HL: vysoky pocet neutrofilii koreluje s horsi prognézou u
klasického HL
FL: neznamy
TAN-N2 CD66b+,CD11b+, Pro-nadorova
CD170 high

NK buriky — kostni dfent

CD56high, CD16-

NK buriky prifer. krev

CD56low, CD16+

Protinadorova

DLBCL: niz$i poc¢et NK bunék spojen s krat$imi intervaly
mezi relapsem nadorového onemocnéni

HL. neznamy

FL: nizsi pocet NK bunék v periferni krvi spojen s kratsimi
intervaly mezi relapsem nadorového onemocnéni a krat§im

celkovym piezitim

CAF

SMA, FAP+,CD10+,
S100A4+

Pro-nadorova

DLBCL. CAF spojeny s piiznivou prognézou
HL: CAF zodpovédné za ochranu nadorovych bunék pti
brentuximab-vedotin kombinované 1é¢bé

FL: korelace se $patnou prognézou

DC-plazmocytoidni

CD13+,CD303+,
CD304+

DC-myelodni

CDlc+, CD141+

Pro-nadorovy

DLBCL: korelace s del$im ptezitim
HL: neznamy

FL: korelace s horsi prognézou

TAM-tumor asociovany makrofag, PM-MDSC — polymorfonukledrim podobné myeloidni
supresorové bunky, M-MDCS — monocytim podobné myeloidni supresorové bunky, TAN —
tumor asociovany neutrofil, NK — pfirozeny zabije¢, CAF — s nddorem asociovany fibroblast,
DC — dendritick4 buitka, SMA — hladkosvalovy aktin, FAP — s fibroblasty asociovany protein,
DLBCL — difuzni velkobunéény B lymfom, HL — Hodgkiniiv lymfom, FL — folikularni lymfom

1.3.1.9. Nadorova neovaskularizace, endotelové buiky

Rist nadoru je spojen s tvorbou novych cév (neovaskularizace) zabezpecujicich jeho vyzivu

poté, co jiz nestaci prosta difuize, vaskularizace nddoru (a tim dana uroven oxygenace) je jednim
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z parametrti urcujicich agresivitu nadorového procesu a také jednim z mechanismu
ovliviiujicich rezistenci na 1écbu. Spoustécimi mechanismy neovaskularizace jsou hypoxie,
produkce rastovych faktort a cytokini, predevsim PDGF (platelet derived growt factor), bFGF
(basic fibroblastic growth factor) a jiné. Fyziologicky proces angiogeneze je piisné regulovany
pro-angiogennimi a anti-angiogennimi regula¢nimi mechanismy, jez jsou u nadorové
angiogeneze naruseny. Nadorovd neovaskularizace probiha piedevS§im mechanismem
angiogeneze, tzn. nové cévy vznikaji z jiz preexistujicich, v€etné alternativnich zptsobu jako
jsou tvorba mozaikovych cévy, koopce cév, vaskulogenni mimikry a intususcepce (Dome et
al., 2007), do procesu jsou zapojeny signalni drahy VEGR/VEGFR, draha PI3K/AKT/mTOR
a jiné. Pro nddorové cévy je charakteristické jejich chaotické uspotfadani, abnormadlni
morfologickd stavba a absence hierarchie. Cévni abnormity vedou k Castym trombo6zam
s naslednou ischémii az nekrdzou, tkanova hypoxie zplsobend ischémii stimuluje dalsi
angiogenezi, a navic pfispiva k polarizaci makrofagii, mobilizaci a aktivaci Treg-CD4+ T
lymfocytli, myeloidnich prekurzorovych kmenovych bunék (MPSC) a downregulaci NK bun¢k
(Chiu et al., 2017). Produkce HIF-1 (hypoxia induced factor) nddorovymi buitkami vede k vyssi
odolnosti vi¢i hypoxii (Yu et al., 2009). Vhledem k vyss§i permeabilité¢ nadorovych cév a
soucasné produkci rastovych faktorli je proces nadorové angiogeneze dale podporovan.
Tkanova hypoxie vede mimo jiné i k produkci oxidu dusnatého (NO) endotelovymi buiikami,
coz se projevuje inhibici exprese adhezivnich molekul VCAM-1 a ICAM-1 a tim padem
k omezeni kontaktu endotelu s leukocyty (Takahashi et al., 1996), vyslednym efektem je tak
snizenim poctu tumor infiltrujicich lymfocytd (TIL) u solidnich nadorit (Buckanovich et al.,

2008).

Mechanismy néddorové angiogeneze jsou nejlépe prostudovany u solidnich nadort, u lymfomi
jsou poznatky z této oblasti skromnéj$i. Mimo jiné byla prokézana korelace hladin VGFA a

agresivitou lymfomu - vyssi hladina u agresivnich lymfomi, niz§i u lymfomt indolentnich
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(Salven et al., 2000; Stewart et al., 2002) - a zvySeni hladiny VGFA u transformujicich se
lymfomt (Kuramoto et al., 2002). ZvySenou expresi VEGFR-1 a VEGFR-2 u akutni

lymfoblastické leukémie (ALL) prokazal Dias (Dias et al., 2001).

Nadorové endotelové bunky (tumor associated endotelial cells, TEC) mohou byt soucasné
pfeprogramovany a pusobit tak imunosupresivné ve prospéch nadoru (Blonska et al., 2015).
TEC zvysuji ptezivani nadorovych B lymfocyti pomoci faktoru BAFF (B lymfocyty aktivujici
faktor (B-cell activating factor) (Cols et al., 2012) nebo diky upregulaci proteinti PD-L1 a PD-
L2 (diky inhibici cytotoxickych lymfocytt, Apollonio et al., 2021). Bylo prokazano, ze tiroven
vaskularizace urena parametrem MVD (mikrovaskuldrni denzita) negativné koreluje
s celkovym prezitim u pacientli s lymfomem z plastovych bunék (Vesela et al., 2014).

Nadorové endotelie tak predstavuji vhodny cil pro cilenou antiangiogenni terapii.

1.3.2 Nadorem navozena imunosuprese a moznosti jejiho prekonani pomoci
imunoterapeutickych postupt

Pokrok ve vyzkumu zaméfeného na odhaleni mechanismi, jaké faktory nadorového
mikroprostfedi pozitivné ovliviiuji pfeZiti, progresi a rezistence malignich nadorii se odrazila
ve vyvojil novych imunoterapeutickych a imunomodulaénich prostfedkl cilicich na nékteré
struktury ¢i signalni drahy zodpovédné za potlaceni pfirozenych protinddorovych funkci

imunitnich bun¢k (Vinay et al., 2015).

1.3.2.1. Check-point inhibitory

Jednou z moZnosti odblokovani nadorem potlacené imunity jsou tzv. imunitni check-point
inhibitory (immune check-point inhibitors). Jednd se o monoklonalni protilatky cilici na
povrchové molekuly na nadorovych buiikdch a/nebo na T-lymfocytech. V naprosté vetSing
piipadi jsou check-point inhibitory namifené proti inhibicnim receptorim exprimovanym na

nadorovych bunkach, které timto zplisobem uCinné brani rozvoji protinadorové imunity.
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Inhibici inhibice dochdzi k reaktivaci bunécné protinadorové imunity zalozené na T-
lymfocytech a rozvoji protinadorové odpovédi. Typickym piikladem jsou check-point
inhibitory namifené na signalni drahu PD-1 / PD-L1 (programmed death receptor / ligand),
mezi které patii pembrolizumab, nivolumab ¢i pidilizumab. Vedle terapie fady solidnich nadora
se tyto uplatiiuji v 1€cbé nekterych B lymfomu jako napi. difizni velkobunéény B lymfom
(Chen et al., 2019) a jiné. Zvyseni ucinku check-point inhibitorii u nékterych refrakternich

lymfom® muaze byt dosazeno pouzitim v kombinaci s anti-CD20 protildtkou (Pascual et al.,

2019).

1.3.2.2. Bispecifické protilatky (BiTEs, bispecific T-cell engagers)

Dalsi moznosti reaktivace protinadoroveé imunity predstavuji tzv. bispecifické protilatky (Smits
& Sentman, 2016). Jednd se o biologickd léCiva pfipravena rekombinantni technologii.
Bispecifické protilatky jsou v naprosté vétSin€ pripadl zacilené jednim ramenem na antigen
exprimovany na povrchu nadorovych bunék a druhym ramenem na CD3 molekulu
exprimovanou na povrchu T-lymfocytl. Dochazi tak k pfitazeni T-lymfocytu do blizkosti
nadorové bunky, jeho nasledné aktivaci a cytotoxické reakci viici nadorové tkéani. Bispecificka
protilatka mosunetuzumab (anti-CD3, anti-CD20) byla schvélena k 1é¢b¢ relabovanych forem
folikularniho lymfomu (Kang, 2022). Rada bispecifickych protilatek (glofitaimab,

epcoritamab) se testuje u dalSich typli lymfomd.

1.3.2.3. Geneticky modifikované T-lymfocyty nesouci tzv. chimericky antigenni receptor
(chimeric antigen receptor, CAR)

Ptevratnou novinkou v Ié€bé lymfomt jsou tzv. CAR T-lymfocyty nesouci chimericky
antigenni receptor, nejcastéji proti znaku CD19 exprimovaném na povrchu lymfomovych
bunék. Jedna se o adoptivni bunéénou imunoterapii zaloZenou na genetické upravé T-lymfocyti

ziskanych od pacienta. Po ex vivo genetické manipulaci a expanzi jsou CAR T-lymfocyty
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nasledn¢ podany formou intraveno6zni infuze zpét pacientovi. CAR T-lymfocyty cilen¢ likviduji
CD19+ lymfomové bunky bez nutnosti prezentace antigenu a kostimulace. V soucasné dob¢ se
CARI19 T-lymfocyty pouzivaji v 1¢¢bé DLBCL (Catala et al., 2022) a MCL (Chen et al., 2022)
(Ranganathan et al.,, 2021; Ren et al., 2022) Tabulka ¢. 2 uvadi ptehled né&kterych
imunoterapeutickych prostfedkti cilenych na faktory mikroprostfedi lymfoma zkousenych
v klinické fazi.

Tabulka €. 2. Vy€et nékterych imunoterapeutickych prostiedkii cilenych na faktory
mikroprostiedi lymfomi zkouSenych v klinické fazi. Upraveno podle Liu (Liu et al., 2021).

Cilova TME buiika Cilova struktura Nazev lé¢iva pouZiti
TAM SIRPa TTI-622 Refrakterni lymfomy, refrakterni
myelom, nové dg. AML
SIRPa GS-0189 Refrakterni NHL
CD47 Hu5F9-G4 Refrakterni NHL
MDSC PIsK® Tenalisib (P65300) Indolentni NHL
TAN SIRPa IBI188 Pokro¢ilé lymfomy
CD47/CD19 TG-1801 B-NHL
NK bunky iC9/CAR.19/IL15 B-NHL, CLL, ALL

transdukované CB-NK-buiky

CD19-targeted high afinity-NK | DLBCL

AFM13 Refrakterni HL
IL-15 ALT803 Refrakterni indolentni NHL
CAF FGFR INJ-42756493 Pokrocilé a refrakterni lymfomy

TAM-tumor asociovany makrofdg, MDSC—-myeloidni supresorova buiika, TAN — tumor
asociovany neutrofil, NK—pftirozeny zabije¢, CAF—s nddorem asociovany fibroblast, B-NHL-B
nehodgkinsky lymfom, DLBCL — diftzni velkobunéény B lymfom, ALL- akutni lymfoblasticka
leukémie, CLL- chronicka lymfaticka leukémie, NHL — nehodgkinsky lymfom.
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2. Cile a hypotézy

1. Odvozeni novych PDX modelii agresivnich lymfomii a jejich komplexni geneticka
charakterizace pomoci celoexomového sekvenovani v primém srovnani s primdrnimi

lymfomovymi bunikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny.

Hypotéza: nové odvozené PDX modely agresivnich lymfomt budou sdilet vétsinu genetickych
mutaci s primarnimi lymfomovymi buiikami, ze kterych byly odvozeny. U nékterych PDX
modell pfedpokladdme subklondlni charakter engraftmentu, tedy vyssi alelickou frekvenci
(variant allele frequency, VAF) genli zodpovédnych za biologickou agresivitu (napf.
mutace/delece TP53 apod.). Predpokladame také vznik novych (de novo) mutaci v pribéhu

ristu PDX tumor v myS$im organismu.

2. Komplexni imunohistochemickda analyza nové odvozenych PDX tumorii v primém
srovndni s imunohistochemickym profilem lymfatickych uzlin, ze kterych byly PDX

modely odvozeny.

Hypotéza: predpokladame, ze lymfomové builky v PDX tumorech budou mit podobny
imunohistochemicky profil jako primarni lymfomové buiky v pacientskych uzlinach.
Predpokladame, Zze cévni vaskulatura bude vznikat pomoci ,,sprouting™ angiogeneze, a tudiz
bude mysiho ptivodu. Pfedpokladame, ze nenddorové komponenty bézné€ nachazené v lidskych
lymfatickych uzlinach infiltrovanych lymfomem (nenddorové lymfocyty, NK buiky a
makrofdgy) budou v PDX tumorech =zastoupeny méné¢ nebo budou zcela chybét.
Ptedpoklddame, ze v PDX tumorech nalezneme (vedle mysich cév) také mysi makrofagy, které

1ze detekovat v mysi slezing, jatrech ¢i v kostni dieni.
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3. Dynamicky in vivo monitoring miry hypoxie a miry vaskularizace PDX tumoru pomoci
fotoakustického  a  ultrazvukového  zobrazovani v pribéhu  jejich  rustu

v imunodeficientnich mysich

Hypotéza: ptedpokladame, Ze v prub¢hu ristu PDX tumoru v mys$im organismu dochézi ke
vzniku hypoxie v centralnich ¢astech tumoru. Déale predpokladdme, ze mira vaskularity bude
korelovat s mirnou hypoxie. Kone¢né predpokladame, ze UZ odhad miry vaskularity bude
korelovat s mikrovaskularni  denzitou a  mikrovaskularni  plochou  stanovenou

imunohistochemicky.

29



3. Metody

3.1. Odbér nadorové tkané

Nadorova tkan byla ziskana od pacientd s lymfomy v ramci standardniho diagnostického
procesu biopsii po predchozim informovaném souhlasu v souladu s Helsinskou Deklaraci a po
schvaleni etickou komisi 1. LF UK (48/18). Jednalo se o lymfomy nov¢ diagnostikované ¢i
lymfomy relabujici, rezistentni na 1écbu. Ve 13 piipadech Slo o diagnostickou exstirpaci
lymfatické uzliny, v jednom piipad€é o probatorni excizi infiltrovanych mékkych tkani (P4,
VFN-D4) a 1x o gastroskopickou biopsii (P8, VFN-B3). V 10 piipadech se jednalo o B-NHL,

v 5 o T-NHL. Zakladni charakteristiky pacientl shrnuje tabulka €. 3.

Mira infiltrace uzliny lymfomem byla v odebranych vzorcich ovéfena pomoci pritokové
cytometrie (FACS). Pro ucely WES byly lymfomové buiiky z uzliny pacienta ¢i z PDX tumoru
imunodeficientni mysi separovany na magnetické koloné¢ pomoci CD19 ¢i CD45 protilatek

s navazanymi magnetickymi kulickami (Miltenyi Biotec).
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Tabulka ¢. 3. Zakladni charakteristiky pacient.

Pacient | pohlavi | diagnéza | subtyp Klinicky | Tkan | WES | léc¢ba PDX
stav (VEN)

1 Z DLBCL | non-GC | Dg LN ano | N D3

2 M DLBCL | non-GC | Dg LN ano N D6

3 M DLBCL | non-GC | R/R LN ano G-CHOP Dl

4 M DLBCL GC R/R EN ano R-CHOP+venetoclax,R- | D4
ESHAP, R-GIFOX, RT

5 V4 DLBCL | non-GC | R/R LN ano R-CHOP, R-ESHAP, R- | D5
GIFOX, RT

6 M DLBCL | GC, Dg LN ano R-COP Dl12

transf.

7 Z DLBCL | DH R/R LN ano R-CHOP, R-ESHAP, D20

8 M BL R/R EN ano R-hyper-CVAD, R- B3
MTX-HD-araC

9 M MCL R/R LN ano Nordicky protokol M5R1

10 Z MCL R/R LN ano Nordicky protokol M1

11 M AITL R/R LN ano CHOEP T3

12 Z AITL R/R LN | Ne N T7

13 Z PTCL, R/R LN |ano | CHOEP T6

NOS
14 M ALCL Dg LN ano N TS
15 M ALCL ALK+ Dg LN ano N T4

ALCL — anaplasticky velkobunéény T lymfom; ALK pozitivni, AITL — angioimunoblasticky
T lymfom; BL - Burkittiv lymfom; COP — cyklofosfamid, vinkristin, prednison, Dg. —
primarni diagnéza, DLBCL — diftzni velkobunéény B lymfom; EN - extranodalni tkan,
ESHAP — etoposid, solumedrol, vysokodavkovy cytarabin, cisplatina, GC — subtyp ze
zarodecnych center, GC transf. — transformovany z lymfomu z marginalni zoény, G-CHOP —
obinutuzab + CHOP, GIFOX — gemcitabin, ifosfamid, oxaliplatin, HD-araC-vysokodavkovy
cytarabin, hyperCVAD - hyperfrakcionovany cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin,
dexametazon, CHOP — COP + doxorubicin, CHOEP — CHOP + etoposid, LN — lymfaticka
uzlina, MCL — lymfom z bunék plastové zony, MTX - metotrexat, N — nelé€en, PTCL, NOS
— periferni T lymfom nespecifikovany, R rituximab, RM - udrZovaci rituximab, R/R —
relabujici, RT - radioterapie

3.2. Zpracovani nadorové tkané - odvozeni PDX modela

Studie byla schvalena etickou komisi (MSMT 21527/2017-8). Jako recipienti byly vyuzity

samice imunodeficientnich mySi NOD.Cg- scid [I2rg tm W;l/Sz] zakoupené z Jacksonovy
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laboratofe, Bar Harbor, Maine, USA (NSG mysi). Tyto byly chovany v individudlné
ventilovanych klecich s dostatkem vody a potravy v Centru pro experimentalni biomodely 1.
Lékarske fakulty Univerzity Karlovy. Vzorky lidské nadorové tkané byly nakrajeny na malé
platky a homogenizovany skrze 45um nylonovou sitku, ziskand drt’ rozmélnéna v PBS
(phospate buffered saline) a ziskana suspenze poté podkozné¢ injikovana v mnozstvi 10-30
milion bun¢k / myS. Mysi byly xenotransplantovany bud’ podkozn¢ nebo pomoci implantace
do subrendlni kapsuly béhem kratkého operaéniho vykonu v celkové anestezii. V okamziku,
kdy velikost subkutinné implantovanych nadori dosdhla 2 cm, respektive, kdy byla u
operativné¢ implantovanych nadorti ultrasonograficky (ultrazvuk Vevo 3100/LARZ-X)
detekovatelna nadorovd masa, byly mysi usmrceny, nddorova tkan exstirpovdna a nasledné

vyuZita pro morfologickou, genetickou a morfometrickou analyzu.

3.3. Celoexomové sekvenovani (whole exome sequencing, WES)
Genomickd DNA byla analyzovana pomoci celoexomového sekvenovani (WES). Hodnoceny
byly mutace (single nucleotide variants, SNVs) a zmény poctu kopii (copy number variants,

CNVs).

Genomova DNA byla extrahovana pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN,
Germany) podle instrukci vyrobce. Sekvena¢ni knihovny byly pfipravené pomoci kit
SureSelectXT Human All Exon V6 a UTR kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) a
sekvenované na pfistroji NextSeq 500 (Illumina, San Diego, CA, USA) v nasem sekvenacnim
centru (CLIP, Prague, Ceska republika). Sekvenéni data vzorki z PDX modelt byly nejprve
porovnany s mySim referenénim genomem mml0 kombinovanym s lidskym referencnim
genomem hgl9, nasledné bylo sekvencni ¢teni z mySi odfiltrovdno z dal$i analyzy pomoci

vlastniho skriptu, aby se sniZilo riziko kontaminace. Zbyvajici hodnoty byly poté porovnany
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s lidskym referenénim genomem hgl9. VSechna srovnani byla provedena s pomoci nastroje
BWA. Genomické varianty byly anotovany pomoci programti Samtools,VarScan, a SnpEff.

Hodnoceny byly pouze nesynonymni varianty v kddujicich oblastech genii s pokrytim alespon
10x a s kvalitou mapovani bazi vyssi nez 20 ve vSech souvisejicich vzorcich a byly porovnany
na zakladé jejich frekvence. Varianty v pacientskd germinalni DNA s frekvenci vyssi nez 0,05
byly z analyzy ve vSech ptipadech vylouceny. Porovnali jsme varianty s frakci alel vétsi nebo
rovné 0.2 nejméné v jednom z porovnavanych vzork, které byly pfitomny alesponi ve 3 ¢tenich
jak ve vzorku s relapsem, tak ve vzorcich odvozenych z PDX modeld. Filtrovani variant
probéhlo v softwaru RS studio, frekvence a poCty variant kopii genli byly vyneseny do grafu

pomoci knihovny ggplot2 (http://www.R-project.org; http://www.rstudio.com). Tyto varianty

byly manudlné zkontrolovany v Integrative Genomic Viewer (IGV;

http://www.broadinstitute.org/igv), aby byly vyloueny sekvena¢ni artefakty. Seznam
zkoumanych genli pro kazdy typ lymfomu byl sestaven na podkladé poznatkli z recentnich
publikaci, jednalo se o geny u pfedmétnych lymfomi ¢asto mutované (seznam vySetfovanych
variant/gent pro jednotlivé diagnozy jsou uvedeny v tabulce X).

Zmény poctu kopii genil byly predikovany pomoci CNV kitu s normalizaci oproti referencnim
nenadorovym/normalnim kontrolnim vzorklim. Geny s nejvét§imi odchylkami v CNV analyze

byly vyneseny do grafu.

3.4. Histopatologické vySetieni

Lidska nadorova tkan i tkan ziskana z mysi byla fixovana v 10% roztoku pufrovaného formolu
a zpracovana standardni histologickou technikou. Imunohistochemické vySetieni (IHC) bylo
provedeno na 4 um silnych fezech, vySetfovany byly tyto antigeny: CD45, Ki-67, MYC, CD31,
CD68, CD3, CD4, CD8, CD56, CD20, bcl2, bel6, CD10, IRF4/MUMI, cyklin D1, SOX11,

CDS5, ALK, CD23, PD-1, CD7, granzym B, perforin, TIA-1. Déle byly pozity protilatky proti
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mysim antigentim CD31 a CD68. Klony pouzitych protilatek, vyrobce, fedéni, zptisob detekce
a cilové¢ struktury jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Vysledky IHC vysetieni byly vyhodnoceny semikvantitativné odhadem podle poctu pozitivnich
buné¢k (0-100 %). Pfi vyhodnocovani Ki-67 indexu bylo povaZovano za pozitivni kazdé¢ jadro s
hnédym zabarvenim jakékoliv intenzity, hodnocena byla celd plocha vySetfovaného fezu.
Skoérovani bylo zalozeno na urceni oblasti s vysokym, stfednim a nizkym Ki-67 indexem, z
kazdé¢ takové plochy bylo spocitdno nejméné 100 jader. Kompletni skore bylo poté vypocitano
z kazdého vzorku zvlast a vysledky byly uvedeny v 10 % odstupech.

Detekce vitu Epstein-Barrové (EBV) provedena kitem INFORM EBER (Epstein-Barr virus
early RNA) na BenchMark ULTRA automatizované platformé dle instrukci vyrobce (Ventana
Benchmark, Roche, Basel, Switzerland). K barveni retikularnich a kolagenni vldken na pozadi
nadoru pouzito barveni dle Gordona-Sweeta and van Giesona. Grading fibrézy jsme
vyhodnocovali semikavantitativné jako GO (Zadna fibréza — jen roztrouSend jemna retikularni
vlakna), G1 (mirnd fibréza— tidka sit’ kiizicich se retikularch vlaken), G2 (t€zké fibréza— husta

~rvr

hyalinizované tkan¢).
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Tabulka €. 4. Pouzité protilatky v imunohistochemické analyze.

Protilatka | klon Redéni | Vyrobce | Platforma | Detekce | Cilova struktura Pouzito u
CD45 2B11 + 1:200 Da PT-link EN lidské leukocyty vSech
PD7/26
Ki-67 MIB-1 1:100 Da Ventana oV prolifera¢ni index vSech
MYC Y69 1:20 Ab Ventana oV transkripcni faktor MYC vSech
CD31 JCT70A 1:50 Da PT-link EN endotel lidskych cév vSech
CD31(m) | SP38 1:50 TS PT-link EN endotel mysich cév vSech
CD68 PG-M1 1:25 Da PT-link EN lidské makrofagy vSech
CD68 (m) | SP38 1:50 TS PT-link EN my$i makrofagy vSech
CD3 LN10 1:500 NL PT-link EN lidské T lymfocyty vSech
CD4 SP35 1:100 DCS PT-link EN pomocné T lymfocyty vSech
CDS8 C8/144B 1:100 Da PT-link EN cytotoxické T lymfocyty vSech
CD56 123C3.D5 | 1:25 ZC PT-link EN NK buiiky vsech
CD20 L26 1:400 Da PT-link EN B lymfocyty DLBCL,
MCL, FL,
BL
BCL2 124 1:100 Da PT-link EN Anti-apoptoticky protein DLBCL,
BCL2 MCL, FL,
BL
BCL6 PG-B6p 1:10 Da Ventana ov transkrip¢ni faktor BCL6 DLBCL,
AITL
CD10 56C6 1:50 NL Ventana ov lymfocyty zarode¢nych center | DLBCL,
AITL
IRF4/ MUMIp 1:100 Da PT-link EN transkrip¢ni faktor IRF4 DLBCL
MUMI1
Cyclin D1 | SP4 1:200 Da Ventana ov cyklin D1 MCL
SOX11 MRQ-58 1:200 CM PT-link EN transkrip¢ni faktor SOX11 MCL
CDs5s 4C7 1:400 | NL Ventana ov T lymfocyty, B lymfocyty MCL,
ALCL
ALK 5A4 1:100 Z PT-link EN anaplastic lymphoma kinase ALCL
CD23 1B12 1:100 | NL PT-link EN folikularni dendritické bunky | ALCL
PD-1 NAT-105 1:25 CM PT-link EN programmed death receptor 1 | AITL
CD7 CBC.37 1:200 | Da Ventana ov T lymfocyty PTCL
Granzym 11F1 1:40 N PT-link EN cytotoxicka granula” PTCL
B T lymfocytd
Perforin 5B10 1:40 LM Ventana ov cytotoxicka granula PTCL
T lymfocyta
TIA-1 2GY9A10F5 | 1:20 BG Ventana ov cytotoxicka granula PTCL
T lymfocyta

Vyrobce: Ab — Abcam, Cambridge, United Kingdom, BG — BioGenex, Fremont, CA, USA, CM —
Cell Marque, Rocklin, CA, USA, Da — Dako, Glostrup, Denmark, DCS — DCS, Innovative
Diagnostik-Systeme, Germany, LM — Leica microsystems, Wetzlar, Germany, N — Novocastra,
Leica Biosystems, Wetzlar, Germany, TS — Termofisher Scientific, Waltham, MA, USA, ZC — Zeta
Corporation, Sierra Madre, CA, USA, Z — Zytomed systems, Berlin, Germany; Platforma: PT-link
— PT link, Agilent, Santa Clara, CA, USA, Ventana — Ventana BenchMark ULTRA, Roche, Basel,
Switzerland; Detekce: EN — EnVision FLEX (Agilent), OV = OptiView.
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3.5 VySetieni mikrovaskularni denzity (MVD)

Mikrovaskularni denzita (MVD) pfedstavuje hustotu cévnich profilti (mikrocév) zachycenych
v tkanovém fezu prepoctené na jednotku plochy, respektive udava dvojrozmérny obraz hustoty
mikrocév na jednotku plochy tkanového fezu (mm?). Mikrovaskularni plocha (Microvessel
area, MVA) predstavuje procentudlni pomér tkédné tvorené mikrocévami. Kvantitativni
parametry MVA a MVD jsou povazovany za komplementarni. MVD a MVA byly stanoveny
celkem ve 4 parech parafinovych blokti zhotovenych znddorové tkané pacienta a
korespondujiciho PDX modelu (VFN-DI vs P1, VFN-D5 vs P5, VFN-M5R1 vs P9, VFN-R4
vs P15) (Tabulka €.5). Z kazdého bloku bylo zhotoveno postupnym prokrajenim po 1 mm pét
fezli a tyto byly barveny imunohistochemicky s protilatkou CD31 (JC70A cilené na lidské
endotelie a SP38 zamé&fené na endotelové buitkky mysi, u PDX modelll provedeno barveni jak
s lidskou, tak mysi protilatkou). Kvantifikace byla provedena postupem popsanym diive
(Kolinko et al., 2021), hodnoceno bylo 10 zornych poli pifi zvétSeni 40x metodou
systematického ndhodného vybéru v definovanych oblastech (viz obrazek 1 a 2) pomoci
mikroskopu s motorizovanym posuvnym stolkem (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan).
Uroveti vaskularni denzity nadorové tkané byla zjisfovana na zakladé vyhodnoceni parametrii
MVD (mikrovaskularni denzita) metodou tzv. nevychyleném pocitdni v pocitacim ramecku
(obrazek 2A) a MVA (mikrovaskularni plocha) sterelologickou metodou na zakladé
Cavalieriho principu (obrdzek 2B) s pomoci softwaru Ellipse (ViDiTo, Kosice, Slovenska

republika). Zakladni charakteristicky parametri MVA a MVD uvadi tabulka €. 5.
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Obrazek ¢. 1. Vybér oblasti pro vySetfeni MVA a MVD metodou systematického
nahodného vybéru zornych poli v definované oblasti.

Obdélniky odpovidaji nahodn¢ vybranym arbitrarné stanovenym zornym polim se
standardizovanym rozestupem. M¢fitko odpovida 1000 um (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek ¢. 2. Metody kvantifikace intratumoralni mikrovaskularni denzity (MVD,
¢ast A), a mikrovaskularni arey (MVA, ¢ast B) CD-31 pozitivnich vaskularnich
profili (endotelie se barvi hnéd¢).

Oblast ohrani¢ena barevnymi piimkami v ¢asti A odpovida pocitacimu ramecku v zorném
poli pouZitém pfi tzv. nevychyleném pocitani (cévni profily jez dotykaly cervenych piimek
nebyly zapocitavany, profily, jez se dotykaly zelenych piimek zapocitavany byly). V ¢asti
,»B‘ znazornéna stereologicka bodova sit’ pouzita pti vyhodnocovani MV A na zékladé
Cavalieriho principu. Méfitko odpovida 20 um (Jaksa et al., 2022).
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Tabulka ¢ 5. Charakteristika parametri MVA a MVD.

Zkratka, jednotka | Kvantitativni postup méreni Biologicky vyznam

parametr
MVD (microvessel | Pocet CD31 Nevybérovy vyiez Dvourozmérny kvantitativni odhad
density, hustota pozitivnich plochy pro po¢itani | intratumordzniho mikrovaskularniho
mikrocév) mikrocév na plose | vaskularnich profili | fecisté. V ndhodné orientovanych fezech
cévni profily / mm?2) | jednoho fezu tento parametr vysoce koreluje s

trojrozmérnou délkovou hustotou cév.

MVA (oblast Plosna frakce Stereologicka bodova | Dvourozmérny kvantitativni odhad stupné
mikrocév), na 1 mm | CD31 pozitivnich |sit’ pro odhad plochy |anomaélnich intratumoralnich cév
mikrovaskularnich | mikrovaskularnich
intratumoréznich | profild

profila

3.6 Ultrazvukové vysetieni vaskularity

Ultrasonografické 3D zobrazeni vaskularizace subkutannich mysich lymfomi bylo provedeno
pomoci vysokofrekvencniho ultrazvuku Vevo 3100 (FUJIFILM VisualSonics, Inc.) a vySetfeno
vysokofrekvenéni sondou Mx400 (stfedni frekvence 30 MHz B-Mdd, 24 MHz barevny
Doppler, 30 um axialni rozliSeni, 256 prvka) v barevném Dopplerové mddu s anatomickou
koregistraci (B-Mod). Velikost zorného pole byla 7-18 mm pro malé a stfedni nadory a 7-20
mm pro velké nadory. 3D skenovani bylo u vSech tumort s konstantnim inkrementem 80 um.
Prostor mezi povrchem sondy a kiizi tumoru byl vyplnén ultrasonografickym gelem pro
usnadnéni pienosu echa. Nastaveni parametrti: Celkovy Zisk (gain) 36 dB, Pulzni Opakovaci
Frekvence (PRF): 3, Gate: 3, Citlivost: 3 a 4 (malé / stfedni a velké nadory), Perzistence: off,
Uhel svazku: 0°, Wall Filter: medium. Po provedeni volumetrické analyzy (VevoLAB 3.2.6)

jednotlivych nddort bylo stanoveno procento vaskularizace (PV %) coz odpovida MVA.

Jako anestézie byla pouZita spontanni inhalace plynného isofluranu (3% pro navozeni a 2% pro

udrZeni).
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace PDX modelu

Celkem jsme odvodili 15 novych PDX modelt od 15 rznych pacient( (9 muzi, 6 Zen) s dosud
neléCenym lymfomem (n=5), Ci s relapsem choroby lymfomu (n=10). Jednalo se o diftzni
velkobunéény B lymfom (DLBCL, n = 7), vcetné¢ jednoho DLBCL transformovaného
z lymfomu z bunék marginalni zény a jednoho tzv. ,,double hit*“ lymfomu s pfestavbou gena
MYC a BCL2, Burkittiv lymfom (BL, n = 1), lymfom z bun¢k plastové zony (mantle cell
lymfom, MCL, n=2), angioimunoblasticky T lymfom (AITL, n = 2), periferni T lymfom blize
nespecifikovany (PTCL, NOS, n = 1), anaplasticky velkobunéény T lymfom (ALCL) ALK
pozitivni (n = 1) a ALCL ALK negativni (n = 1). Odvozené lymfomy tak pokryvali hlavni

spektrum agresivnich NHL.

4.2. Geneticka analyza genomu primarnich lidskych lymfomovych bunék a z nich
odvozenych PDX mysich modeli

Celoexomové sekvenovani (Whole exome sequencing, WES) bylo provedenou 13 z 15 piipadi,
u nichz byla dostupna DNA. K vylou¢eni polymorfismu gent bylo ve vSech ptipadech pouzito

srovnani s nenadorovou DNA pacientil (bukélni stér).

WES prokazalo, ze PDX modely si zachovaly vétSinu somatickych mutaci ptvodnich
transplantovanych lidskych lymfomovych bunék, ze kterych byly derivovany. Median
frekvence alel somatickych mutaci, jez byly detekovany jak u primérnich vzorka, tak u PDX
modeld (sdilené mutace) byl u obou studovanych skupin srovnatelny, u vSech studovanych
piipadi Cinil 0.39 (PDX) versus 0.27 (pacient), u difuznich velkobunéénych lymfomi zjistény
hodnoty 0.44 vs. 0,36 (PDX vs pacient), u lymfomt z bun¢k plast¢ 0.45 vs 0,44 (PDX vs

pacient) a u Burkittova lymfomu (pouze jeden piipad) Cinila frekvence alel 0.42 vs 0.44 (PDX
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vs pacient). Median AF u T-NHL souhrnné¢ odpovidal hodnotam 0.41 vs 0.27 (PDX vs pacient).

Podrobné vysledky uvadi tabulka ¢. tabulka €. 6.

Tabulka €. 6. Median VAF sdilenych mutaci u PDX
modeli a u primarnich lymfomovych vzorki.

Median VAF Median VAF
u PDX u pacientskych vzorki
vSechny 0.39 0.27
DLBCL 0.44 0.36
MCL 0.45 0.44
T-NHL 0.41 0.27
BL* 0.42 0.44
VFN-D3 vs P1 0.43 0.38
VFN-D6 vs P2 0.44 0.26
VFN-DI1 vs P3 0.47 0.38
VFN-D4 vs P4 0.44 0.3
VFN-D5 vs P5 0.43 0.39
VFN-D20 vs P7 0.47 0.48
VFN-B3 vs P8 0.42 0.44
VFN-M5RI1 vs P9 0.45 0.43
VFN-M1 vs P10 0.47 0.44
VFN-T3 vs P11 0.2 0.1
VFN-T6 vs P13 0.42 0.09
VFN-T5 vs P14 0.45 0.42
VFN-T4 vs P15 0.38 0.16
BL - Burkittiv lymfom, DLBCL - diftzni velkobunéény B
lymfom, MCL - lymfom z bun&k plasté, P1-P15 - vzorky
lymfomovych bun¢k ziskanych od pacientti, T-NHL-T-cell
nehodgkinské lymfomy, VFN - PDX modely derivované
z primarnich pacientskych bun¢k P1-15. * - pouze 1 PDX
model.

Somatické mutace, jeZ nebyly zjiStény u PDX modeld, avSak byly pfitomny u pacientskych
vzorkil (tzv. ,,nové nedetekované®, newly undetected, N/U) ptedstavovaly mutace s nizkou
frekvenci (median 0.15) a jen ojedin€le zahrnovaly geny, jejichz mutace se rekurentné

vyskytuje u pacientt s lymfomy.

Somatické mutace nové detekované u PDX modelt, avSak nepfitomné u pacientskych vzork

(). nove ziskané, newly detected, N/D) byly ve srovnani s mutacemi N/U sice pocetnéjsi, avSak
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rovnéz predstavovaly pievazné nizkofrekvencni mutace s medianem frekvence alel 0.18.
Celkove vysledky frekvence poctu alel N/U a N/D mutaci u primarnich vzorki a PDX modelt

shrnuje tabulka ¢. 7

Tabulka €. 7. Median VAF a typii nové detekovanych (N/D) a ztracenych (N/U)
somatickych mutaci u PDX modeli.

A. Median VAF N/D mutaci Median VAF N/U mutaci
u PDX modeli u pacienti
Vsechny PDX modely 0.18 0.15
DLBCL 0.27 0.14
MCL 0.18 0.36
T-NHL 0.15 0.14
BL* 0.17 0.11
B. N/D mutace sledovanych genit N/D mutace sledovanych geni
VEN-DI1 vs P3 ETV6 RUNXI
VFN-D3 vs P1 PDGFRA 0
VFN-D4 vs P4 NF1, HIPK3 0
VEN-D5 vs P5 ITPKB, ENAM 0
VFN-D6 vs P2 IRF4, RNF213, MYC, 0
FOXOI, KLHL14, OSBPLI10
VEN-D20 vs P7 0 0
VFN-M1 vs P10 0 0
VFN-M5R1 vs P9 0 0
VFN-T3 vs P11 STATI, ZNF708, RHOA 0
VFN-T4 vs P15 SPEN, FSIP2, DCC, ZNF532 | 0
VFN-T5 vs P14 AIRDIB, VPS134, MYDS88 0
VFN-T6 vs P13 IRF2BP2, VAVI, TCF20 BIRC6
VFN-B3 vs P8 0 0

A. Median VAF nové detekovanych (N/D) mutaci u PDX modeld a nové ,,ztracenych® —
nedetekovanych (N/U) mutaci u pacientskych lymfomovych bunék. B. N/D and N/U varianty
sledovanych gent. 0 = Zadn4 varianta studovaného genu. BL - Burkittlv lymfom, DLBCL -
difazni velkobunéény B lymfom, MCL - lymfom z bunék pléste, P1-P15 - vzorky lymfomovych
bun¢k ziskanych od pacientd, T-NHL -T nehodgkinské lymfomy, VFN - PDX modely
derivované z primarnich pacientskych bunék P1-15. * - pouze jeden PDX model.
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Vétsina z N/D mutaci u PDX modeli nebyla identifikovana u pfislusnych primarnich
lymfomovych vzorkl (frekvence alel = 0) a vétSinou sestavaly ze zamény nukleotidl (obrazky
¢. 9 a 10). Nekteré N/D mutace byly nalezeny u primarnich lymfomovych vzorkt, avsak jejich

frekvence alel nedosahovala pre-definované hranice pro zachyt mutace (tj. frekvence > 10%).
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Obrazek ¢. 3A. Vysledky WES u PDX modelu VFN-D1 vs. P3 (DLBCL-non GC).

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) primarnich lymfomovych bun&k ziskanych od
pacienta P3 (DLBCL, non-GC) a PDX modelu odvozeného z téchto bunck (VFN-DI1).
Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u vzorku
tkané ziskaného od pacienta (P3) a korespondujiciho modelu PDX (D1). Vngsi kruh
znazoriuje pozice predikovanych CNVs (ve srovnani s nenadorovou DNA pacienta). Delece
genil jsou zbarveny v odstinech modré (“1”: predikovand monoalelicka delece, “0:
predikovana bialelicka delece). Amplifikace geni jsou zndzornény v odstinech cervené (“3”:
zisk jedné alely, “>3”: zisk vice nez jedné alely). Graficka tabulka v centru kruhu ukazuje
CNV vysetfovanych gent (Jaksa et al., 2022).
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Obriazek ¢. 3B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-D1 vs. P3 (DLBCL-non GC).
Cast B. Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnéni s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriuji varianty vysetfovanych gend.

Cast C. Skladany graf ukazuje pocet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky
vzorek, CN = pocet kopii genu, CTRL = kontrolni (zdrodecnd) DNA ziskana od pacienta, N
= pocet (Jaksa et al., 2022).
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VFEN-B3 vs P8
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Obrazek €. 4A. Vysledky WES u PDX modelu VFN-B3 vs P8 (Burkittiiv lymfom).

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) primarnich lymfomovych bunék ziskanych od
pacienta P8 (Burkittiv lymfom) a PDX modelu odvozeného z téchto bun¢k (VFN-B3).
Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u vzorku
tkdn¢ ziskaného od pacienta (P8) a korespondujiciho modelu PDX (B3). Vné&jsi kruh
znédzornuje pozice predikovanych CNVs (ve srovnani s nenddorovou DNA pacienta). Delece
genll jsou zbarveny v odstinech modré (“1”: predikovand monoalelicka delece, “0:
predikovana bialelicka delece). Amplifikace geni jsou zndzornény v odstinech cervené (“3”:
zisk jedné alely, “>3”: zisk vice nez jedné alely). Graficka tabulka v centru kruhu ukazuje
CNV vysetfovanych gent (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. 4B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-B3 vs P8 (Burkittiiv lymfom).
Cast B. Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnani s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriiuji varianty vysetfovanych gend.

Cast C. Skladany graf ukazuje poéet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové nedetekovanych
(N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky vzorek, CN = pocet
kopii genu, CTRL = kontrolni germindlni pacientska DNA, N = pocet (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. SA. Vysledky WES u PDX modelu VFN-M5R1 vs. P9 (MCL).

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) primarnich lymfomovych bungk ziskanych od
pacienta P9 (Mantle cell lymfom) a PDX modelu odvozeného z téchto bunék (VFN-MS5R1).
Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u vzorku tkané
ziskaného od pacienta (P9) a korespondujiciho modelu PDX (M5R1). Vnéjsi kruh zndzoriuje
pozice predikovanych CNVs (ve srovnani s nenddorovou DNA pacienta). Delece gentli jsou
zbarveny v odstinech modré (“1”: predikovana monoalelickd delece, “0”: predikovana
bialelicka delece). Amplifikace genil jsou zndzornény v odstinech Cervené (“3”: zisk jedné
alely, “>3”: zisk vice nez jedné alely). Grafickd tabulka v centru kruhu ukazuje CNV
vySetfovanych gent (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek ¢. 5B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-MS5R1 vs. P9 (MCL).
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Cast B. Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnani s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriuji varianty vysetfovanych gend.

Cast C. Skladany graf ukazuje podet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové nedetekovanych
(N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky vzorek, CN = pocet
kopii genu, CTRL = kontrolni germinalni pacientskd DNA, N = pocet (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. 6A. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T3 vs. P11 (AITL).

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) ptivodnich nadorovych bunék ziskanych od pacienta
P11 (angioimunoblasticky T-lymfom) a PDX modelu z téchto bun¢k odvozeného (VFN-T3).
Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u vzorku tkané
ziskaného od pacienta (P11) a korespondujiciho modelu PDX (T3). Vnéjsi kruh znazornuje
pozice genll predikovanych CNVs. Delece genli jsou zbarveny v odstinech modré (“17:
predikovana monoalelické delece, “0”: predikovana bialelicka delece). Amplifikace gent jsou
znazornény v odstinech Cervené (“3”: zisk jedné alely, “>3"": zisk vice nez jedné alely). Graficka
tabulka v centru kruhu ukazuje CNV vySetfovanych genti (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. 6B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T3 vs. P11 (AITL).

Cast B. Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnani s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriuji varianty vysetfovanych gend.

Cast C. Skladany graf ukazuje pocet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové nedetekovanych
(N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky vzorek, CN = pocet
kopii genu, CTRL = kontrolni germindlni pacientskda DNA, N = pocet (Jaksa et al., 2022).
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VFN-T6 vs P13
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Obrizek & 7A. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T6 vs. P13 (PTCL, NOS).

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) piivodnich nadorovych bunék ziskanych od pacienta
P13 (periferni T-lymfom, bliZze neurceny) a PDX modelu z téchto bunék odvozené¢ho (VFN-
T6). Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u vzorku
tkan¢ ziskaného od pacienta (P13) a korespondujiciho modelu PDX (T6). Vnéjsi kruh
znéazornuje pozice gend predikovanych CNVs. Delece genti jsou zbarveny v odstinech modré
(“17: predikovand monoalelicka delece, “0”: predikovana bialelicka delece). Amplifikace genti
jsou znazornény v odstinech Cervené (“3”: zisk jedné alely, “>3": zisk vice nez jedné alely).
Graficka tabulka v centru kruhu ukazuje CNV vySetfovanych genti (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. 7B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T6 vs. P13 (PTCL, NOS).

Cast B: Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnani s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriuji varianty vySetfovanych gend.

Cést C: Skladany graf ukazuje pocet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové nedetekovanych
(N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky vzorek, CN = pocet
kopii genu, CTRL = kontrolni germindlni pacientskd DNA, N = pocet (Jaksa et al., 2022).
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VFN-T4 vs P15
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Obrazek €. 8A. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T4 vs. P15 (ALCL, ALK+)

fﬂ CCNDI
BCL6
%%

Cast A. Celoexomové sekvenovani (WES) ptivodnich nddorovych bunék ziskanych od pacienta
P15 (anaplasticky T-lymfom, ALK-pozitivni) a PDX modelu z téchto bunék odvozeného
(VFN-T4). Kruhovy ideogram ukazuje predikované pocty kopii genovych variant (CNVs) u
vzorku tkané ziskaného od pacienta (P15) a korespondujiciho modelu PDX (T4). Vnéjsi kruh
znéazornuje pozice gend predikovanych CNVs. Delece genti jsou zbarveny v odstinech modré
(“1”: predikovand monoalelicka delece, “0”: predikovand bialelicka delece). Amplifikace genti
jsou znazornény v odstinech Cervené (“3”: zisk jedné alely, “>3": zisk vice nez jedné alely).
Graficka tabulka v centru kruhu ukazuje CNV vySetfovanych genti (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek €. 8B,C. Vysledky WES u PDX modelu VFN-T4 vs. P15 (ALCL, ALK+).

Cast B. Bodovy graf ukazuje frekvenci alel sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové
nedetekovanych (ztracenych) (N/U) u PDX modelu ve srovnani s pacientovym vzorkem, ze
kterého byly ziskany. Body znazoriuji varianty vysetfovanych gend.

Cast C. Skladany graf ukazuje podet sdilenych, nové ziskanych (N/D) a nové nedetekovanych
(N/U) variant u primarniho lidského vzorku a PDX modelu. P pacientsky vzorek, CN = pocet
kopii genu, CTRL = kontrolni germinalni pacientskd DNA, N = pocet (Jaksa et al., 2022).
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VFN-D3 vs P14
VEN-DG6 vs P2+
VFEN-D1 vs P3+
VFN-D4 vs P4+
VFN-DS5 vs P5+
VFN-D20 vs P7+
VFN-B3 vs P8
VFN-M5R1 vs P9+
VFN-M1 vs P10+
VEN-T3 vs P11+
VEN-T6 vs P13+
VFEN-TS vs P14
VEN-T4 vs P15+

Number of variants

I:I Present in Patient Sample |:| Not present in Patient Sample

Obrazek €. 9. Grafické vyjadieni poméru N/U a N/D mutaci u PDX modelu.

Vétsina N/D mutaci zjiSténych u PDX modelll nebyla detekovéana u pfisluSn¢ho priméarniho
(pacientského) lymfomového vzorku.

Vysvétlivky: osa X: pocet noveé detekovanych (N/D) mutaci u PDX modelt, osa Y: N/D mutace
detekované u PDX modeld ve srovnani s ptisluSnymi primarnimi pacientskymi vzorky (P1-
P15), modré barva (“Not present in Patient Sample’) - N/D mutace, jez nebyly identifikovany
u primdrnich pacientskych vzorkl (frekvence alel = 0), Cervena barva (“Present in Patient
Sample) - N/D mutace, jez byly detekovany u primarnich pacientskych vzorkd, avsak
frekvence alel nedosahovala hranice 10 % (Jaksa et al., 2022).
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Obrazek ¢. 10. Analyza substituce nukleotidii u N/D mutaci poukazuje na mechanismus
somatickych hypermutaci v procesu vzniku de novo mutaci u PDX modeli.

A: adenin; C: cytosin; G: guanin; T: thymin; N: pofet N/D mutaci u vS§ech PDX modeld.
Znaménko “>" = zdmeéna za (substituce) (Jaksa et al., 2022).

Zavér 1: Vysledky WES dokazuji, ze geneticky profil PDX mySich modeld je z hlediska
sdilenych mutaci srovnatelny s primarnimi lymfomovymi bunikami, ze kterych byly odvozeny,
véetné zachovani genetické heterogenity lymfomovych populaci. Z genetického hlediska tudiz
PDX modely pfedstavuji relevantni modely agresivnich lymfomu. Pfitomnost nové
detekovanych mutaci, véetné mutaci rekurentn¢€ nachdzenych u pacientti s lymfomy, svéd¢i pro
biologicky vyvoj lymfomové populace béhem jeji propagace v mySim organismu (napf.

z diivodu pokracujici somatické hypermutace).
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4.3. Histopatologické porovnani PDX modeli a primarnich nadora

U nékterych PDX modeli DLBCL byly ve srovnani s primarnimi lidskymi nddory pozorovany
znaky vys$i agresivity onemocnéni v podobé vétsi velikosti nadorovych bunék (blasti) ¢i
pritomnosti vétSiho poctu blastli a / nebo vyssi stupent pleomorfie (tvarovych a velikostnich
nepravidelnosti), jmenovité¢ (VFN-D3, VFN-D5, DLBCL). U zbylych modelti byla morfologie
nadorovych bunék srovnatelna. Imunofenotyp vsech B-NHL u PDX modeli zistal ve srovnani
s primarnimi vzorky prakticky shodny, zaznamenany byly pouze mirné rozdily jako snizeni
intenzity exprese cyklinu D1 a SOX11 u lymfomi z plastové zony (VFN M5R1 a VFN-M1).
Viditelné€jsi zmeény imunofenotypu byly pozorovany u PDX modelt odvozenych od pacientd
s T-lymfomy. U periferniho T-lymfomu, blize nespecifického (VFN-T6 vs P13) byla ve
srovnani s primarnim naddorem zjisténa zvysena exprese CD30, CD4 a CD5, a naopak redukce
exprese CD8, ztrata exprese CD7 a sniZzeni exprese cytotoxickych granul. Podobné jsme
zaznamenali jisté zmény imunofenotypu u dalSich pfipadi T-NHL, u ALK negativniho ALCL
(VFN-TS5) se jednalo ztratu exprese CD3 a zvyseni exprese CD4. V poslednim ze studovanych
T-NHL (ALK pozitivni ALCL) byla nové zaznamenédna exprese znaku CD5. U jednoho
z piipadit AITL (VFN-T3) doslo ve srovnani s primarnim vzorkem k proliferaci blastickych,
EBER-pozitivnich B-lymfocyti. V Zadném z ptipadd AITL (VFN-T3 a VFN-T7) nebyla u
PDX modelil zjisténa ptitomnost lidskych folikularnich dendritickych bunék, jejichz expanze

je pro AILT typicka.

U velké vétSiny PDX modela doslo ke zvySeni proliferacni aktivity (Ki-67 indexu), pouze ve
tiech ptipadech PDX modelt - VFN-D20 (DLBCL), VFN-M5R1 (MCL) a VFN-T7 (AITL) -
doslo ke snizeni proliferacniho indexu a ve tfech pfipadech — VFN-D1 (DLBCL), VFN-M1
(MCL) a VFN-T (ALK negativni ALCL) se prolifera¢ni aktivita PDX modelu shodovala nebo
vice méné odpovidala primarnimu nadoru. Pfitomnost rezidudlnich lidskych T lymfocytl byla

pozorovana jen u né¢kolika malo PDX modelt, ve vSech piipadech §slo o DLBCL. Pfitomnost
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lidskych makrofagii byla zaznamenana pouze u piipadit VFN-D12 (DLBCL) a VFN-T4 (ALK
pozitivni ALCL). Nejviditelnéjsi byla absence lidskych makrofagti u piipadu PTCL, NOS
(VFN-T6, primarné se jednalo u tzv. Lennertovu variantu s ucasti ¢etnych epiteloidnich
histiocytl). Infiltrace mysimi makrofagy v xenotransplantovanych nadorech nebyla zjisténa ani
vjednom ptipadé PDX modeli navzdory tomu, ze jsme jejich pfitomnost overili
imunohistochemicky v kontrolnich vzorcich ze sleziny, jater a kostni dfen¢ u zdravého zvifete.

CD56 pozitivni NK buiitky nebyli zachyceny u zddného z PDX modela.

Uroveti vaskularizace byla u PDX model ve srovnani s primarnimi nadory ze
semikvantitativniho pohledu zietelné nizsi, omezovala se na velmi fidkou sit’ kapildr. Rozdily
v urovni vaskularizace vynikaly zejména u ptipadi angioimunoblatickych lymfomt (VFN-T3,
VFN-T7). Imunohistochemickym prikazem mys$iho antigenu CD31 bylo zjisténo, Ze se
jednalo vyhradn€ o mysi cévy, ptitomnost lidskych endotelovych CD31 pozitivnich bunék u
PDX modeli jsme neprokézali. Pfitomnost nekréz byla zaznamenana u dvou PDX modelt
DLBCL (VFN-D4 a VFN-D12), u prvniho uveden¢ho ptipadu byly ptfitomny nekrozy také u
primarniho nddoru. Pouze v jednom PDX modelu byla zaznamenana vyraznéjsi fibrotizace

intersticia (VFN-T4, ALK negativni ALCL).
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Obrazek ¢. 11 VFN-D1 vs. P3 (DLBCL-non GC)
(Jaksa et al., 2022)
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Tabulka €. 8. VFEN-D1 vs. P3 (DLBCL-non GC), popis snimki v obrazku ¢. 11.

Antigen P3 VFN-D1
stiedni az velké buiiky podobné centroblastiim, _znache p leomiorfmrve.l ke blaSt}i swtvaro.\/e a.
S s T , . velikostné nepravidelnymi jadry, vétSina s jemnym
HE morfologie ¢astecné ovlivnéna autolyzou (nador . PO I
. L . chromatinem a nékolika jadérky, jiné bunky
diagnostikovan ve stfeve) ,
hyperchromni
nekrozy bez nekrédz bez nekrédz
membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych | membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
CD45 9 <
bunék bunék
membranové 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych | membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
CD20 9 <
bunék bunék
i & 3+ pozitivi % n4 J . e
PAXS jaderné 3+ p 021t1v1‘:)}llu\1/§k1 00 % nadorovych jaderné 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunék
CD10 negativni negativni
BCLo6 negativni negativni
i & 3+ pozitivi % na y . e
MUM1 jaderné 3+ p OZItIVﬁ;XéekI 00 % nadorovych jaderné 2-3+ pozitivity v 95 % nadorovych bunck
cytoplazmatické 2-3+ pozitivity ve 100 % cytoplazmatické 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
BCL2 . , Ny <
nadorovych bunék buné¢k
MYC jaderné 1-2+ v méné nez 1 % nadorovych bunék | jaderné 1-2+ pozitivity ve 30 % nadorovych bunék
Ki-67 95 % 95 %
membranové 2-3+ pozitivity v ojedinélych .,
CD3 malych T lymfocytech negativni
CD4 membranové 1+ pozitivity v T lymfocytech negativni
CD8 membranové 3+ positivity v T lymfocytech negativni
CD56 negativni negativni
AP SV '
CD68 cytoplazmatlck§ 3 pozitivity v ¢etnych negativni
histiocytech
tidka sit’ kapilar, pozitivity v ojedinélych T o <
CD31 histiocytech ojedinélé kapilary (mysi)
. fidka sit’ jemnych, ojedinéle hrubych k¥izicich se .
retikulum retikularnich, ob¢as kolagennich vlaken (G1-2) bez fibrozy (GO)
van w g . . .
Gieson fidka sit’ kolagennich vlaken bez fibrozy (GO)

Histopatologické porovnani morfologie nadorovych bunék ukazuje na vyssi stupent pleomorfie u
PDX modelu. Imunofenotyp (v¢etné aberantni exprese CDS, a to 1 u PDX modelu) a proliferacni
aktivita jsou shodné. U PDX modelu nebyla zaznamenana ptitomnost T lymfocytti, makrofagt

ani (stejné jako v primarnim nadoru) NK bunék. Uroven fibrotizace je v obou piipadech shodna.
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P9 VFN-M5R1
S Ki-6 7 T

Obrazek ¢. 12 VFN-MS5R1 vs. P9 (lymfom z bunék plasté) (Jaksa et al., 2022)
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Tabulka ¢. 9. VFN-M5R1 vs. P9 (MCL), popis snimkii v obrazku ¢. 12.

Antigen P9 VFN-M5R1

HE sttedn¢ velké blastoidni buniky s lehce tvarové | velké okrouhlé uniformni blasty, ¢etné mitdzy a
nepravidelnymi jadry, ¢etné mitdzy apoptozy

nekrézy bez nekréz bez nekréz

CD45 membranové 3+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

CD20 membranové 2+ pozitivity ve 100 % membranové 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

PAXS jaderné 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych jaderné 1-2+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunck
bunék

cyklin D1 | jaderné 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych jaderné 1-2+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunck
bunék

SOX11 jaderné 2+ pozitivity ve 60-70 % nadorovych |jaderné 1-2+ pozitivity ve 30 % nadorovych bunék
bunék

CD5 membranové 1-2+ pozitivity ve 100 % membranové 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunék bunék

BCL2 cytoplazmatické 3+ pozitivity ve 100 % cytoplazmatické 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunék bunék

MYC jaderné 1+ pozitivity jen v ojedinélych negativni (slabé pozadi)
nadorovych buiikach

Ki-67 95 % 85-90 %

CD3 membranové 2-3+ pozitivity v fidce negativni
disperznich malych T lymfocytech

CD4 membranové 2+ pozitivity v T lymfocytech negativni

CD8 membranové 3+ positivity v T lymfocytech negativni

CD56 negativni negativni

CD68 cytoplazmatické 3+ pozitivity v disperznich negativni
histiocytech

CD31 fidka sit’ kapilar tfidka sit’ kapilar (mysich)

retikulum | difuzni sit” hrubéjsich kiizicich se retikularnich | bez fibrozy (GO)
vlaken (G1-2)

van Gieson | fidka sit’ jemnych kolagennich vlaken (G1-2) bez fibrozy (GO)

Morfologie nadorovych bunék u PDX v piehledném barveni HE je odli$na, bastické lymfocyty
jsou sice uniformnéjsi, zato vSak zieteln¢ vétsi, imunofenotyp je shodny, pouze intenzita exprese
cyklinu D1 je slabsi, totéz pozorovano u antigenu SOX11, zde exprese nizsi 1 z kvantitaivniho
hlediska (ve zfeteln€ niz§im poctu bungk). Piitomnost lidskych lymfocyti, makrofagi ani NK
bunék neprokéazana, tiroven vaskularizace byla semikvantivné zhruba na stejné trovni. U PDX
modelu nebyla, na rozdil od primarniho nadoru, zjisténa vyraznéjsi fibrotizace.
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Obrazek ¢. 13. VFN-B3 vs. P8 (Burkittiiv lymfom) (Jaksa et al., 2022)
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Tabulka ¢. 10. VFN-B3 vs. P8 (BL), popis snimki v obrazku ¢. 13.

Antigen P8 VFN-B3

HE velké blasty s ,,hranatymi® jadry, obCasné velké blasty s ,,hranatymi* jadry, pocetné mitozy
pleomorfni buiiky, ¢etné mitézy

nekrézy bez nekréz bez nekréz

CD45 membranové 3+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

CD20 membranové 2+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

CD10 membranové 2-3+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

BCLo6 jaderné 3+ pozitivity ve 30 % nadorovych jaderné 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunék
bunék

MUMI1 jaderné 2-3+ pozitivity ve 95 % nadorovych jaderné 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunék
bunék

BCL2 cytoplazmatické 1+ pozitivity v ojedinélych negativni
nadorovych bunkach a obcasnych malych
lymfocytech

MYC jaderné 2+ pozitivity v 95 % nadorovych bunék | jaderné 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych bunck

Ki-67 20 % 95 %

CD3 membranové 1-2+ pozitivity v ojedinélych negativni
malych T lymfocytech

CD4 membranové 1-+ pozitivity v ojedinélych negativni
malych T lymfocytech

CDS8 membranové 3+ positivity v fidce disperznich | negativni
malych T lymfocytech

CD56 negativni negativni

CD68 cytoplazmatické 3+ positivity in disperznich negativni
histiocytech

CD31 Cetnéjsi drobné cévy (pfevazné kapilary) velmi fidka sit’ kapilar (mysich)

retikulum | bez fibrézy (GO) bez fibrozy (GO)

van Gieson | bez fibrozy (GO) bez fibrozy (GO)

Morfologie nadorovych bunék je o primarniho nddoru i PDX modelu shodna, shoduje se 1
imunofenotyp, zcela neobvykla byla nizkd prolifera¢ni aktivita nddorovych bunck u primarniho
vzorku. Lidské T lymfocyty, makrofagy ani NK bunky u PDX modelu neprokdzany,
semikvantitativné pozorovana niz$i Groven vaskularizace u PDX modelu, fibrotizace nebyla

vyjadfena.

64




Obrazek ¢. 14. VFN-T3 vs. P11 (angioimunoblasticky T lymfom)(Jaksa et al., 2022)
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Tabulka ¢. 11. VFN-T3 vs. P11 (AITL), popis snimku v obrazku ¢. 14.

Antigen P11 VFN-T3
HE prevazhe ma}e b’unky, qbcasne Velke’blasty, smés malych a velkych nddorovych bun¢k
Cetné cévy rizného kalibru na pozadi
nekrézy bez nekroz bez nekroz
membrénové 1+ pozitivity ve 100 % membranové 1-2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
CD45 nadorovych bundk, 3+ pozitivity v malych : P Y ° M
bunék
lymfocytech
P —— 5
CD3 m,embrar,love | %+ pozitivity ve 100 % negativni
nadorovych bunék
membranové 3+ pozitivity ve 100 % membranové 1-2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
CD4 . , . <
nadorovych bunék bunék
membranové 3+ pozitivity ve 50-60 % jaderné 1+ pozitivity v ojedinélych nadorovych
CD8 . , . <
nadorovych bunék bunék
membranové 2+ pozitivity ve 40 % nadorovych membrdnové 2+ pozitivity v ojedinélych
CD10 o p Y ’ vy nadorovych buiikéach, ¢etné pozitivity ve
bunék 1 L1 .
stromalnich buiikach na pozadi
. , o . , nespecifické cytoplazmatické pozitivity
-2+ 9 . e e
BCL-6 J ade}'n ¢ 1-2 pozitivity ve 30 % nédorovych v nadorovych bunkach, jaderné pozitivity jen
bun¢k e
ojedinélé
membranové 1-2+ pozitivity ve 30 % membranové 2-3+ pozitivity v 50 % nadorovych
PD-1 . , < <
nadorovych bunék bun¢k
membranové a cytoplazmatické 1-2+ pozitivity .
CD21 ve fragmentované siti dendritickych bunék negativni
Ki-67 40 % 90 %
EBER jaderné pozitivity ve sporadickych buiikach jaderné pozitivity v 60 % nadorovych bunék
A ¢ 2-3+ itivi I . . . S
membrar}ove 2-3+ pozitivity v qce negativni (nespecifické cytoplazmatické pozitivity
CD23 disperznich ve fragmentované siti v nadorovych bunkach)
dendritickych bunék Y
membranové 1-2+ pozitivity v disperznich membranové 3+ pozitivity v ¢etnych velkych B
CD20 ,
malych B lymfocytech lymfocytech
CD56 negativni negativni
CD68 cytqplazmatlcke 3+ pozitivity v disperznich negativni
histiocytech
CD31 vyrazna sit’ cév rtizného kalibru fidka sit’ kapilar (mysich)
. husta sit” hrubych kfizicich se retikularnich a ,
retikulum jemnych kolagennich vlaken (G2-3) bez fibrézy (GO0)
van Gieson | sit’ kiiZicich se jemnych kolagennich (G2-3) bez fibrozy (GO)

V barveni HE je zfetelnd vyrazné rozdilna morfologie nadorovych bun¢k u priméarniho nadoru a
PDX modelu. Zatimco u primarniho nadoru se jednalo o smés prevazné malych bunék
s obcasnymi velkymi blasty a charakteristickou proliferaci cév riizného kalibru, u PDX modelu

se jednalo o pifevazné velké bunky s absenci vyrazngjSich cév na pozadi.

Rozdilny byl i

imunofenotyp (exprese CD3, CD4 a CDS8, CDI10 a ¢astecné 1 BCL-6). Folikularni dendritické
buniky u primarniho nadoru nebyly vyraznéji zmnozeny, u PDX modelu zcela chybély. U PDX
modelu navic doslo k proliferaci velkych blastickych CD20+ EBER+ B lymfocytl a s tim spojené
prolifraéni aktivity (Ki-67). Makrofagy, NK bunky ani pfesvédcivé nenddorové T lymfocyty
nebyly u PDX modelu nerok4zany, stejné tak ne proliferace cév a fibrotizace.
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P13

GRANZYM B!

Obrazek ¢. 15. VFEN-T6 vs. P13 (periferni T lymfom, nespecifikovany)
(Jaksa et al., 2022).
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Tabulka ¢. 12. VFN-T6 vs. P13 (PTCL, NOS), popis snimku v obrazku ¢. 15.

Antigen P13 VFN-T6

HE smés malych, stiednich a velkych nadorovych | pfevazné malé a stfedni, ojedinéle velké blastické az
bunék, obcasné pleomorfni bunky, na pozadi pleomorfni nadorové bunky, histiocyty
epiteloidni histiocyty nepozorovany

nekrézy bez nekroz bez nekroz

CD45 membranové 3+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

CD30 membranové 1+ pozitivity v ojedinélych membranové a cytoplazmatické 2-3+ pozitivity
nadorovych buiikdch a plazmocytech v 60-70 % nadorovych bunck

CD3 membranové 3+ pozitivity v Cetnych malych T | membranové 2-3+ pozitivity v 90 % nadorovych
lymfocytech a ojedin€lych nddorovych bunkach | bun€k

CD4 membranové 2+ pozitivity v cetnych malych T | membranové 1-2+ pozitivity ve 90 % nadorovych
lymfocytech a 1+ v histiocytech bunék

CD8 membranové 3+ pozitivity ve 100 % membranové 3+ pozitivity v ojedinélych T
nadorovych bunék lymfocytech, spiSe nadorovych.

CDS5S membranové 2-3+ pozitivity v ¢etnych malych | membranové 2-3+ pozitivity ve nadorovych T
T lymfocytech lymfocytech

CD7 membranové 3+ pozitivity v Cetnych malych T | membranové 1+ pozitivity ve vétSin€ nadorovych T
lymfocytech lymfocyti

Granzym | cytoplazmatické 2+ pozitivity v ¢etnych malych | cytoplazmatické 2-3+ pozitivity v ojedinélych

B T lymfocytech a mnohych nadorovych bunikach | malych T lymfocytech

TIA cytoplazmatické 2+ pozitivity v malych T cytoplazmatické 2+ pozitivity v malych T
lymfocytech lymfocytech (slabé nespecifické pozitivity na

pozadi)

perforin cytoplazmatické 2-3+ pozitivity ve 100 % cytoplazmatické 2+ pozitivity v ojedinélych malych
nadorovych bunék a nékterych malych T T lymfocytech
lymfocytech

Ki-67 60-70 % 80 %

CD68 cytoplazmatické 3+ pozitivity v ¢etnych negativni
histiocytech

CD56 negativni negativni

CD31 membranové 1+ pozitivity v histiocytech, fidka | velmi fidka sit’ kapilar (mysich)
sit’ kapilar a postkapilarnich venul

retikulum | nepravidelna fidka sit’ kiizicich se jemnych bez fibrozy (GO)
retikularnich a kolagennich vldken (G1-2)

van Gieson | nepravidelna fidka sit’ kfizicich se jemnych bez fibrozy (GO)

kolagennich vldken (G1-2)

V piehledném barveni HE je viditelna zfetelna absence epiteloidnich histiocyti u PDX modelu
(ptivodné jse jednalo o tzv. Lennertovu variantu PTCL), coz potvrzeno i imunohistochemicky.
Rozdily pozorovany i v imunofenotypu —exprese CD3, CD4, CD8 a CD30 ma u PDX modelu
prakticky ,,inverzni* charakter, navic, s vyjimkou TIA doslo k redukci exprese ostatnich
cytotoxickych granul. U PDX modelli neprokézéana ptitomnost lidskych makrofagt ani NK
bunék, posouzeni ptitomnosti nenadorovych lidskych T lymfocytl je v tomto piipadé obtizné,

vyjadfena.

cvwr
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D.

Obrazek ¢. 16 VFN-T4 vs. P15 (anaplasticky velkobunéény T lymfom, ALK+)
(Jaksa et al., 2022)

69



Tabulka €. 13. VFN-T4 vs P15 (ALCL, ALK+), popis snimki v obrazku ¢. 16.

Antigen P15 VFN-T4

HE velké atypické ,,ledvinovité” ¢i ,,podkovovité” | Cetné diagnostické bunky, vétsi pleomorfie
(diagnostické) nadorové buniky cetné mitézy a | n¢kterych nadorovych bunék, zadné malé lymfocyty
apoptézy, na pozadi fidce malé lymfocyty na pozadi

nekrézy bez nekréz bez nekréz

CD45 membranové 1+ pozitivity ve 100 % membranové 2-3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunék a 3+ v malych T bunék
lymfocytech

CD30 membranové 1-2+ pozitivity ve 100 % membranové 2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunek bunék

CD3 membranové 2-3+ pozitivity v malych T negativni
lymfocytech

CD4 membranové 1+ pozitivity v malych T membranové 1-2+ pozitivity ve 100 % nadorovych
lymfocytech bunék

CD8 membranové 3+ pozitivity v malych T negativni
lymfocytech

CDS membranové 1+ pozitivity v malych T membranové a cytoplazmatické 3+ pozitivity ve 100
lymfocytech % nadorovych bunék

CD7 membranové 3+ pozitivity v disperznich negativni
malych T lymfocytech

Granzym | cytoplazmatické 2-3+ pozitivity v nékterych negativni

B nadorovych buiikach a T lymfocytech

TIA cytoplazmatické 1-2+ pozitivity v n€kterych cytoplazmatické 2-3+ pozitivity v 90 % nadorovych
nadorovych bunikach a T lymfocytech bun¢k

perforin cytoplazmatické 2+ pozitivity ve 100 % cytoplazmatické 3+ pozitivity v 100 % nadorovych
nadorovych bunék bun¢k

ALK cytoplazmatické 2-3+ pozitivity ve 100 % cytoplazmatické 3+ pozitivity ve 100 % nadorovych
nadorovych bunék bun¢k

Ki-67 70-80 % 100 %

CD68 cytoplazmatické 3+ pozitivity v ¢etnych cytoplazmatické 2-3+ pozitivity v fidce disperznich
histiocytech histiocytech a nékterych nadorovych buikach

CD56 negativni negativni

CD31 husta sit’ ¢etnych kapilar velmi fidka sit’ kapilar (mysich)

retikulum | bez fibrozy (GO) husta sit’ kiizicich se hrubych retikularnich a

kolagennich vlaken (G2)
van Gieson | bez fibrozy (GO0) husta sit’ kiizicich se hrubych kolagennich vlaken
(G2)

Morfologie nddorovych bun¢k je v barveni HE srovnatelnd, u priméarniho nadoru ¢etnéjsi apoptdzy
a mitdzy, zietelnd je fidkd populace malych lymfocytl na pozadi. Rozdiln4 je exprese antigenii
CD3, CD4, CDS5 a CD7, intenzita exprese CD30 a CD45 a na rozdil od primarniho nadoru je vice
vyjadien cytotoxicky imunofenotyp. U PDX modelu je vyssi i Ki-67 index. Pfitomnost malych t
lymfocytl na pozadi se hodnoti obtizng, zd4 se vSak, Ze chybi. Zachyceny vSak CD68+ lidské
histiocyty. Urovef vaskularizace hodnocena semikvantitativné je u pDX modelu na zfeteln& nizsi
uravni. Naopak, vice (oproti primarnimu nadoru) vyjadiena fibrotizace.
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4.4. VySetieni parametri neovaskularizace (MVA a MVD)

Vysetteni mikrovaskularni density (MVD) a mikrovaskularni plochy (MVA) bylo provedeno u
ctyfech PDX modelt B-NHL a pfislusnych korespondujicich primarnich vzorki (P-3-VFN-D1,
P-5-VFN-D5, P9-VFN-M5R1 a P10-VFN-M1). U vsech ptipadt byly zjistény signifikantné
nizs$i hodnoty MVD i MV A u PDX modelti ve srovnédni s primarnimi nadory: P3 (DLBCL-non
GC) primérna hodnota MVD 142/5 / 1 mm? pfi standardni odchylce (SD) 20,7 a pramérna
MVA 20,6 %0 pti SD 8,3 versus PDX (VFN-D1) primérna hodnota MVD 78 / 1 mm? pii SD
19,7, primérna MVA 2,5 %o pti SD 0,3 (2,1x vys§si MVD a 8,6x vys§si MVA ve prospéch
primarniho vzorku); PS5 (DLBCL, non GC) primérna hodnota MVD 102,7 1 mm? pti SD 19,3,
pramérnd MVA 23,6 %o pti SD 4,6 versus PDX (VFN-DS5), kde priimérna hodnota MVD 67,6
/ 1 mm? pti SD 11,0, primérna MV A 6,9 %o pti SD 2,8 (1,5x vy$§i MVD a 3,4x vys$s§i MVA ve
prospéch primarniho vzorku); P9 (MCL) primérnd hodnota MVD 276,8/ 1mm? pii SD 21,6,
pramérnd MVA 22,7 %o pti SD 3,3 versus PDX (VFN-M5R1), kde priimérna hodnota MVD
103,8 / 1 mm? pti SD 11,1, primérnd MVA 5,9 %o pii SD 1,2 (2,7x vy$§i MVD a 3,8x vyssi
MVA ve prospéch primarniho vzorku) a P10 (MCL) primérna hodnota MVD 150,9 / Imm? pfi
SD 19,8, primérna MV A 47,3 %o pti SD 10,9 versus PDX (VFN-M10), kde primérné hodnota
MVD 97,6 / 1 mm? pti SD 25,1, primérnd MV A 8,5 %o pfi SD 2,8 (1,5x vys§si MVD a 5,6x
vy$§i MVA ve prospéch primarniho vzorku). Vysledky morfometrické analyzy tak podporuji

histopatologické pozorovani. Kompletni vysledky shrnuje tabulka ¢islo 13.

71



Tabulka ¢. 14. Kvantifikace intratumoralni mikrovaskularni denzity (MVD) a

plochy (MVA).
Pacient | Preparat MVD MVA | |Pacient | Preparat MVD MVA
¢. (vaskularni | (%o) ¢. (vaskularni | (%o)
profil / mm?) profil / mm?)
P3 1 161.3 11.5 PS5 1 95.4 19.4
2 140.3 31.9 2 89.8 233
3 158.5 24.7 3 102.4 20.8
4 109.4 13.5 4 89.8 233
5 143.1 21.2 5 136.0 31.3
primér 142.5 20.6 priamér 102.7 23.6
SD 20.7 8.3 SD 19.3 4.6
VFN- |1 78.5 24 VFN- |1 64.5 52
D1 2 106.6 2.8 D5 2 63.1 6.6
3 85.6 24 3 56.1 9.4
4 60.3 2.8 4 68.7 3.5
5 58.9 2.1 5 85.6 10.1
prumér 78.0 2.5 prumér 67.6 6.9
SD 19.7 0.3 SD 11.0 2.8
pomér pacient/ |2.1x 8.6 x pomér pacient/ |1.5x 34x
PDX PDX
P9 1 244.0 18.1 P10 1 171.1 37.2
2 274.9 233 2 151.5 51
3 280.5 27.1 3 120.6 38.2
4 304.3 23.6 4 165.5 63.9
5 280.5 21.5 5 145.9 46.2
prumér 276.8 22.7 prumér 150.9 47.3
SD 21.6 33 SD 19.8 10.9
VFN- |1 91.2 59 VFN- |1 102.4 4.5
MS5R1 |2 120.6 7.3 M10 |2 71.5 9.2
3 102.4 6.6 3 74.3 6.9
4 109.4 5.6 4 108 11.6
5 99.6 4.2 5 131.8 10.4
prumér 103.8 5.9 prumér 97.6 8.5
SD 11.1 1.2 SD 25.1 2.8
Pomér pacient/ [2.7 x 3.8x Pomér pacient/ |1.5x 5.6 x

PDX

PDX

MVA — mikrovaskularni plocha, MVD — mikrovaskularni denzita, SD - smérodatna

odchylka
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Zavér 2: Vysledky histopatologického porovnani primarnich nadorti a jejich PDX modeli
ukazuji na urcité zmény morfologie xenotransplantovanych nadorovych bun¢k (agresivné;si
charakter v podobé vyssiho poctu blasti a / nebo pleomorfie s vétSinou vyssi proliferaci) a
zmény imunofenotypu, predevsim u PDX modeli odvozenych od pacientii s T-lymfomy.
Vyznamné rozdily byly zaznamenany zejména ve slozeni nadorového mikroprostiedi. Jednalo
se v zasad¢ o absenci nenddorovych komponent lidskych tumort, tj. lidskych T lymfocytt, NK
bun¢k a az na vyjimky také lidskych makrofagii (které nebyly nahrazeny mys$imi makrofagy

pfitomnymi v jatrech, sleziné ¢i kostni dfeni imunodeficientnich mysi). Dal§im vyznamnym

cvwr

Obrazky ¢. 11-16 ukazuji morfologii a imunofenotyp primarnich nadorti ve srovnéni s jejich
PDX protéjsky, zkapacitnich divodi zatazeno 6 piipadi reprezentujici jeden typ ze
studovanych NHL (vybér odpovidd vySe zobrazenym piipadim z WES analyzy), zvétSeni

200x. V piipojenych tabulkach €. 8-12 nésleduje podrobny popis.
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4.4. Piimé srovnani dynamického monitorovani vaskularizace PDX modeli agresivnich
lymfomu v pribéhu jejich rastu pomoci ultrazvuku a pomoci histologie

Mikrovaskularni plocha (MVA) byla hodnocena na tiech raznych PDX modelech lymfomu
z plastovych bunék pomoci vysokofrekvencniho ultrazvukového pftistroje (Vevo 3100/LAZR-
X) in vivo na mysich uvedenych do celkové anestezie, a to ve dvou stadiich - u malych tumora
(pramér do 1cm) a u velkych tumort (primér cca 2cm). Vypocitané hodnoty byly porovnany
s hodnoceni MVA zjiSténymi pomoci standardni imunohistochemie (tj. pomoci barveni na
CD31 na tumorech odebranych z usmrcenych mysi). U malych tumorti byly hodnoty MVA
vypocitané¢ pomoci IHC analyzy (profily CD31-pozitivnich endotelidlnich bunék) ve vSech
ptipadech niz$i nez hodnoty MVA vypocitané na zédkladé¢ UZ vySetfeni. Konkrétné pro PDX
modely VFN-M1, VFN-M2 and VFN-M5R1 byly hodnoty (IHC versus UZ) nésledujici: 6.8 +
0.2% versus 18.4 £2.3% (VFN-M1), 8.0 £ 0.7% versus 15.8 £ 1.0% (VFN-M2) a 6.9 £ 0.5%
versus 16.5 +2.7% (VFN-M3). Naproti tomu u velkych tumort byly hodnoty MV A vypocitané
pomoci IHC analyzy mirn¢ vyS$$i nezZ hodnoty MV A zjisténé pomoci ultrazvuku. Konkrétné pro
PDX modely VFN-M1, VFN-M2 and VFN-M5R1 byly hodnoty (IHC versus UZ) nasledujici:
4.8 + 0.3% versus 2.8 = 0.1% (VFN-M1), 8.6 = 0.6% versus 3.8 £ 0.8% (VFN-M2) a 10.7 £+
0.8% versus 10.3 £ 2.7% (VFN-M3). Piedpokladame, ze vyssi hodnoty naméfené pomoci
ultrazvuku zptsobeny retrakci kapilar v rdmci zpracovani tkané béhem zaliti do parafinu. Nizsi
hodnoty MV A namétené pomoci UZ u vétSich tumort lze vysvétlit tim, ze MVA hodnocena
pomoci IHC analyzy je vzdy provadéna z viabilni tkané¢, zatimco MV A hodnocend pomoci UZ
pocitd MVA z celé plochy tumoru, kterd ve fazi velkych tumorl zahrnuje pomérné rozsahlé
oblasti nekréz (které nejsou u malych tumorti pfitomny). Navzdory tomu, ze UZ neumi
rozpoznat kapilary mensi nez 50 mikrometrli, naSe vysledky jasné prokéazaly, Zze barevny
dopplerovsky UZ lze vyuzit pro dynamické in vivo monitorovani mikrovaskularni plochy bez

nutnosti podavani kontrastni latky ¢i usmrceni mysi.
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VFN-M1 medium size VFN-M1 large size

VEN-M2 medium size

VFN-M5R1 medium size VFN-MS5R1 large size

Obrazek ¢. 17. Trojrozmérny barevny dopplerovsky model nadorové vaskularizace
v riiznych fazich rustu PDX tumoru. Modré barva ukazuje krev proudici od sondy, ¢ervena
barva reprezentuje krev proudici k sond¢.
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5. Diskuse

Provedli jsme komplexni histopatologickou a genetickou analyzu 15 PDX modelti odvozenych
od pacientll s nejCastéjSimi typy agresivnich NHL vcetné difuzniho velkobunééného B
lymfomu (DLBCL-non GC 1 GC, tzv. ,,double hit*“ DLBCL a DLBCL transformovany z MZL),
Burkittova lymfomu (MCL), lymfomu z plastové zony (MCL), angioimunoblastického T
lymfomu (AITL), periferntho T lymfomu blize nespecifikovaného (PTCL, NOS) a
anaplastického velkobunééného T lymfomu (ALCL), ALK pozitivniho i negativniho, véetné
vySetieni vybranych faktorti mikroprostfedi. Genetickéa analyza WES prokazala, Ze u vétSiny
odvozenych PDX modeld bylo mozno detekovat vétSinu somatickych mutaci, které se
nachdzely u primarnich lymfomovych bun¢k (ze kterych byly PDX modely odvozeny). Tyto
vyledky se shoduji s diive publikovanymi daty (Forde et al., 2021; Chapuy et al., 2016;
Townsend et al., 2016; Woo et al., 2021; Zhang et al., 2017). PDX modely sdilely nejen stejné
typy mutaci, nybrz i podobnou frekvenci téchto mutaci (VAF). Vedle srovnatelného muta¢niho
profilu byly v PDX buiikdch pomoci WES predikovéany i srovnatelné zmény poctu kopii DNA
(copy number variants, CNV), tj. delece ¢i amplifikace pfislusnych genovych oblasti. Data
z analyzy WES tudiZ potvrdila, Ze se v naprosté vétsing ptipadi nejednd o subklony plivodnich,
vice heterogennich lymfomi, ale ze si PDX tumory zachovavaji plnou genetickou diverzitu
darcovskych lymfoml. Ve vétSin€ analyzovanych PDX modelli pocet sdilenych mutaci
prevySoval jak pocet mutaci nové detekovanych (N/D), tak po€et mutaci nové nedetekovanych
(N/U). Vyssi ndloz N/D a N/U mutaci byla zjisténa pouze ve 3 ptipadech - VFN-D6 (P2,
DLBCL), VFN-M1 (P10, MCL) a VFN-T6 (P13, T-NHL). S vyjimkou VFN-T6 byl poc¢et N/D
mutaci vzdy vyssi nez pocet N/U mutaci. VétSina N/D mutaci nebyla detekovana u primérnich
lymfomovych bunék (tj. jejich alelicka frekvence byla rovna nule). Mensina N/D mutaci byla
u primarnich lymfomovych bun¢k sice detekovana, ale pod nastavenym limitem (tj. VAF <

10%). Tato pozorovani naznacuji, ze velkd vétsina N/D mutaci predstavuje de novo mutace
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ziskané v pribé¢hu déleni lymfomovych bunék v mySim organismu, napf. mechanismem
somatické hypermutace, coz odpovida diive publikovanym sdélenim (Di Noia & Neuberger,
2007; Choi et al., 2016). Na druhé stran¢, N/U mutace byly mén¢ Cetné a v naprosté vétsSing
nizkofrekventni. Jejich biologicky vyznam zistava nejasny, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se
jedna o nevyznamné (passenger) mutace, které¢ byly ztraceny v prabéhu in vivo ristu PDX

tumoru.

Na rozdil od v zasad¢ shodného genetického profilu PDX modelii a priméarnich lymfomovych
bunék, histologicka analyza odhalila urcité fenotypické alterace PDX bunék i mikroprostiedi
PDX tumorti ve srovnani s primdarnimilymfomovymi bunikami, resp. mikroprostiedim
lymfomem infiltrované uzliny. Morfologie PDX bun¢k vykazovala vyraznéjsi zmény ve smyslu
veétsi velikosti a / nebo vyssiho stupné pleomorfie. PDX tumory vykazovaly obvykle vyssi
prolifera¢ni aktivitu dle Ki-67 ve srovnani s pfislusnou dacovskou lymfomovu tkani. Tyto
vysledky poukazuji na agresivngj$i fenotyp engraftovanych PDX bunék. Pokud vezmeme
v uvahu genetickou podobnost PDX modeld a primarnich lymfomd, mohou byt tyto rozdily

vysvétleny odliSnym slozenim TME.

Vedle morfologickych zmén byly u nékterych PDX modelli pozorovany i rozdily v jejich
imunofenotypu. - napf. nizsi exprese cyklinu D1 a SOX11 u PDX modeltt MCL nebo snizeni
miry exprese Ci Uplna ztrata exprese cytotoxickych granul a nékterych CD antigenti u PDX
modeld odvozenych od pacientti s T-NHL. Mechanismy vedouci ke zméné¢ imunofenotypu
zlstavaji nejasné. U PDX modelu VFN-T3 odvozeného od pacienta s AITL byla zaznamenana
proliferace CD20-pozitivnich, EBER-pozitivnich velkych blastickych lymfocytid. Zistava
otazkou, zda Slo o rozvoj sekundarniho EBV-pozitivniho difuzniho velkobunééného B
lymfomu, coz je komplikace, jez u ptipadiit AITL dokumentovana (Chen et al., 2018; Yang et

al., 2012) nebo o engraftment B bunécného, virem EBV infikovaného subklonu, jeZ se miZe u
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PDX modela vyvinout. Pfitomnost jednotlivych EBER-pozitivnich bunék byla v primarnim

vzorku (tj. infiltrované lymfatické uzlin¢) prokazana.

Ackoli PDX modely popsané v nasi praci sdileli podobny geneticky profil a (s urCitymi
odchylkami) i podobny imunofenotyp, doslo u PDX tumort ke kompletni ztrat¢ heterogenity
TME ve smyslu absence nenaddorovych komonent bézn¢ pozorovanych u lymfomu. U vSech
PDX modelt jsme potvrdili absenci lidskych T lymfocyti a makrofagl, ackoli bunééna
suspenze primarnich nadort pouzita pro xenotransplantaci nebyla nijak purifikovana. V PDX
modelech nebyly nenalezeny ani mysi makrofagy a to navzdory tomu, Ze jsme jejich pfitomnost
prokézali v fadé¢ mysich organti, konkrétné ve sleziné, jatrech a kostni dfeni. Absence bunék
TME miize byt vysvétlena jejich ztratou v pribéhu zpracovani nadorové tkané nebo
nedostateCnymi podminkami v organismu hostitele a jejich zaniku v odbobi po jejich prenosu.
Absence bun¢k TME u xenograftované tkan€ se mtize odrazit nejen ve zméné fenotypu u PDX
modeld, ale také v uspésnosti ,,ptihojeni* naddorové populace. Na rozdil od infiltrovanych uzlin
tak PDX modely ptfedstavuji v zasadé homogenni nakupeni PDX bunék s minimalni pfimesi

mySich bunék, zejména cév a fibroblasti.

Z hlediska nadorové angiogeneze byla u PDX modelii ve srovnani s primarnimi nadory zjisténa
vyhradné o mysi, nikoliv lidské cévy. Niz§i MVD a MV A mohou si vysvétlujeme suboptimalni
stimulaci my$i angiogeneze endotelidlnim rlstovym faktorem (VEGF) produkovanym
zasadni vliv na vysledky preklinickych studii v terapii antiangiogennimi 1é¢ivy zaloZenymi na
pasivni akumulaci 1éCiva v nddorové tkani (nanoterapeutika cilend zejména pomoci tzv.

enhanced permeability and retention [EPR] efektu).
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Burack (Burack et al., 2017) se ve své praci zamétil na PDX modely nizce malignich lymfoma
(folikularni lymfom a lymfom z marginalni zony), u kterych je vliv TME na preziti nddorovych
bun¢k ex vivo vSeobecné znam. Pouzil tzv. OTX modely (omental tumor xenografts), které
umoziuji piihojeni nadorovych i nenddorovych bunck (B a T lymfocyty, plazmatické buiiky).
Do omenta imunodeficientnich mysi implantoval jednak purifikované bunécné suspenze
zahrnujici pouze nadorové bunky ,,0¢isténé* od bun¢k TME, jednak neselektované suspenze
homogenizovanych uzlin ziskanych od pacientli s indolentnimi lymfomy. Jednoznaéné byla
prokéazana vyssi UspéSnost ,.engraftmentu” za piitomnosti CD3+, CD4+ T lymfocytl a
v nékterych piipadech 1 nenddorovych B lymfocytl, zatimco absence CD8+ lymfocytl
v uspeSnosti  ptfihojeni nehrdla roli. Mimo jiné, stejné¢ jako my, neprokdzal v zadném
z xenograftii makrofagy ani dendritické bunky. Zistava otdzkou, zda PDX modely v této studii
reprezentuji selekci ptipadi nadorti nejméné zavislych na faktorech lidského TME. Béhem cca
10 leté trvalé snahy vyvinout PDX modely riiznych NHL v lymfomové laboratofi na Ustavu
patologické fyziologie 1.LF UK se tspéSnost piihojeni engraftovanych bunck pohybuje okolo
20 % (tedy cca 1 z 5 pacientl). D4 se ptedpokladat, Zze lymfomové buiiky, jejichz pieziti je plné
zavislé na lidském TME, nemohou v mysi pfezit. Rozdily v tispé$nosti xenotransplantace v§ak
mohou byt zpisobeny 1 takovymi faktory, jako jsou charakter primarniho vzorku, ze kterého
byly nadorové bunky ziskdny, zplsoby implantace (implantace do subrenalniho tukového
pouzdra, omenta, intraven6zni a subkutdnni nebo intraperitnealni injekce), pfedchozi ozareni
my$i, pouZiti erstvych xenotransplantovanych bun¢k nebo bunék zmrazenych. V nasi predeslé
praci (Klanova et al., 2014) jsme porovnavali zplisob engraftmentu ustalenych lymfomovych
linii (tj. CDX modely) a primarnich lymfomovych bun¢k po i.v. xenotransplanatci. Zatimco
lymfomové linie engraftovali primarné v kostni dfeni xenotransplantovanych zvifat,
lymfomové buiiky ziskané od pacienta engraftovaly primarné¢ v mysi slezin€. Dale jsme

prokézali, Ze u lymfomovych linii 1ze pozorovat plastickou zménu transkritptomu z in vitro
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profilu (buiiky kultivované v podminkach tkanovych kultur) do in vivo profilu (po engraftmentu
lymfomovych linii v imunodeficientnich mysich) a zpét do in vitro profilu po ex vivo
(re)kultivaci lymfomovych bunék ziskanych z infiltrovanych mysich organt v podminkach

tkanovych kultur.

Forde (Forde et al., 2021) uvadi nejvyssi uspeésnost ptihojeni Burkittova lymfomu z bun¢k
kostni dfené (pfi intraperitonedlni a subkutanni infiltraci) a nulovou uspésnost u lymfomovych
bun¢k ziskaného ze solidniho nadoru. Také my jsme pozorovali nejveétsi GspeéSnost pfi
xenotransplantaci lymfomovych bunék ziskanych z malignich vypotki a leukemizované krve
ve srovndni s xenotransplantaci homogenizatii lymfatickych uzlin. Toto pozorovani lze
vysvétlit nizsi zavislosti lymfomovych bun€k rostoucich ve formé ,,suspenze® v malignich
vypotcich na lidském TME ve srovnani s lymfomovymi bunikami rostoucimi v infiltrovanych

lymfatickych uzlinach.

Townsend (Townsend et al., 2016) uvadi, Ze mira ptihojeni po prvni pasazi z pacienta do zvifete
(akutni lymfoblastické nasledované akutni myeloidni (v rozmezi 23-67 %), zatimco u lymfomi
to bylo jen okolo 20 % (tedy vysledek odpovidajici nasim vlastnim zkuSenostem). Vyssi
uspésnost ptihojeni u lymfomu byla pozorovana u dalSiho pfepasazovani (76,9 %) a s pouzitim
implantace do subrendlniho tukového pouzdra. Intravendzni aplikace dokonce vedla
k ortotopickému postizeni mysSich organti podobné jako tomu bylo u primérnich nadort
pacientll. Mizeme jen spekulovat, ktery z in vivo faktora piispiva k pfeziti xenotransplantata,
zda je to pfimy mezibunécny kontakt, hypoxie, ristové faktory, metabolické zmény ¢i jiné

faktory.
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6. Shrnuti

Odvodili jsme 15 PDX modelt od pacienti s riznymi typy nehodgkinskych lymfomi a
provedli jsme jejich zevrubnou genetickou a imunohistochemickou analyzu v pfimém srovnani
s primarnimi lymfomovymi bunikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny. Jednoznacné
jsme prokazali, ze vétSina PDX modeli sdili klicové genetické mutace (tzv. driver mutace)
s primarnimi lymfomovymi bunikami. Z genetického hlediska tudiz PDX modely piedstavu;ji
relevnatni ndstroj pro studium biologie lymfomi. Imunohistochemickd analyza vybranych
znakli prokazala mirné odchylky v imunofenotypu lymfomovych bunék ve srovnani
s primarnimi  lymfomovymi bufikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny.
Imunohistochemickd analyza zaméfena na nadorové mikroprostiedi prokazala absenci
nenddorovych komponent béZzn¢ nachazenych v lymfomem infiltrované uzliné vcetné T-
lymfocytl, makrofagli, ¢i NK bunék. PDX tumory vykazovaly signifikantné snizenou
vaskularitu slozenou vyhradné z mySich cév. Ackoli tedy PDX modely pfedstavuji cenny
nastroj preklinického studia agresivnich lymfomt, je tfeba mit na paméti vyrazné odliSnosti
mezi PDX tumorem a plvodni lymfomovou uzlinou, napiiklad pfi testovani terapeutickych
postupit zaméfenych na nadorové mikroprostiedi (antiangiogenni terapie, rizné formy

imunoterapie, nanoterapeutika zavisla na EPR efektu apod.)
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7. Summary

We derived 15 PDX models from patients with various subtypes of aggressive lymphomas. We
implemented complex genetic and immunohistochemical analysis of the established PDX
models head-to-head with the patient’s primary lymphoma cells, from which the PDXs were
derived. We clearly confirmed that the established PDX cells shared majority of somatic
mutations with the patient’s primary cells, from which they were derived. Thus, from the
genetic perspective the PDX models represent relevant tools for the study of lymphoma biology.
Immunohistochemistry analysis of selected antigens revealed some differences between the
PDXs and patients” primary cells. Importantly, the analysis demonstrated complete loss of non-
malignant cellular components of the tumor microenvironment frequently observed in
lymphoma infiltrated lymph nodes, including T-cells, macrophages or NK cells. In addition,
the PDX tumors had significantly lower extent of microvessel density and microvessel area
composed exclusively of vessels of murine origin. Although PDX models represent relevant
tools for translational study of malignant lymphomas, the differences described in our study
must be taken into account during experiments that address the tumor microenvironment, e.g.
experimental anti-angiogenic treatment approaches, various forms of immunotherapy, or

nanotherapeutics that rely on enhanced permeability and retention (EPR) effect.
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