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Abstrakt

Nehodgkinské lymfomy (NHL) predstavuji nejcastéjsi hematologickd onemocnéni. Od
pacientli odvozené zvifeci modely (patient-derived xenografts, PDX) jsou Siroce vyuzivany v
ramci translacniho vyzkumu vcetné preklinického in vivo testovani experimentalnich
1é¢ebnych postupti. Zatimco bylo opakované prokazano, ze si PDX modely zachovavaji vétSinu
somatickych mutaci jako primarni lymfomy, ze kterych byly odvozeny, slozeni nadorového
mikroprostiedi (tumor microenvironment, TME) dosud nebylo obsédhle studovano. Odvodili
jsme 15 PDX modelt od pacientti s riznymi typy nehodgkinskych lymfomu a provedli jsme
jejich zevrubnou genetickou a imunohistochemickou analyzu v pfimém srovnéni s primarnimi
lymfomovymi bunikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny. Jednozna¢né jsme prokazali,
ze vétsina PDX modeltu sdili klicové genetické mutace (tzv. driver mutace) s primarnimi
lymfomovymi buitkkami. Z genetického hlediska tudiz PDX modely ptedstavuji relevnatni
nastroj pro studium biologie lymfomul. Imunohistochemickd analyza vybranych znak
prokazala mirné odchylky v imunofenotypu lymfomovych bunék ve srovnani s primarnimi
lymfomovymi buiikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny. Imunohistochemické analyza
zaméfend na nddorové mikroprostiedi prokazala absenci nenddorovych komponent bézné
nachdzenych v lymfomem infiltrované uzlin¢ v¢etné T-lymfocytl, makrofagi, ¢i NK bunék.
PDX tumory vykazovaly signifikantné snizenou vaskularitu slozenou vyhradné z mysich cév.
Ackoli tedy PDX modely predstavuji cenny néstroj preklinického studia agresivnich lymfomd,
je titeba mit na paméti vyrazné odlisnosti mezi PDX tumorem a ptivodni lymfomovou uzlinou,
napiiklad pfi testovani terapeutickych postupii zaméfenych na nadorové mikroprostiedi
(antiangiogenni terapie, rizné formy imunoterapie, nanoterapeutika zavisla na EPR efektu
apod.)



Abstract

Non-Hodgkin lymphomas (NHL) represent the most common hematologic malignancies.
Patient-derived xenografts (PDX) are used for various aspects of translational research
including preclinical in vivo validation of experimental treatment approaches. While it was
repeatedly demonstrated that PDX keep majority of somatic mutations with the primary
lymphoma samples, from which they were derived, the composition of PDX tumor
microenvironment (TME) has not been extensively studied. 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.



Uvod

Nehodgkinské lymfomy (non-Hodgkin lymphomas, NHL) piedstavuji nejcastéjsi
hematologick4 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 progndzy znacné heterogenni skupinu zahrnujici dle soucasné klasifikace (WHO
2022) nékolik desitek nosologickych jednotek, respektive vice nez 100 jednotek a podjednotek
(Alaggio etal., 2022). Ackoliv se jedna o v rizné mife chemosenzitivni malignity, Cast pacientti
diive ¢i pozd¢ji prode€la navrat choroby (relaps), vyvine rezistenci na 1é€bu a onemocnéni
nakonec podlehne. Soucasnad, jiz 5. verze WHO klasifikace lymfoidnich malignit klade ¢im dal
vétsi diraz na déleni lymfomt podle molekuldrné/cytogenetickych aberaci.

Vznik lymfoma je spojen s poruchami regulace apoptdézy a bunécného cyklu, vétSinou
z divodu chromozomalnich aberaci, které zplsobi transpozici onkogenli 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, MYD8S, CD79B). Vedle téchto mechanismt hraje
v biologii malignich nador vcetné lymfomt vyznamnou roli vliv nddorové mikroprostiedi
ovlivityjici pteziti nadorovych bungk, jejich proliferaci a diseminaci a mechanismy tniku pred
imunitnim dozorem hostitele. Vedle klasickych forem 1éc¢by (kombinovana chemoterapie,
radioterapie, transplantace krvetvornych bun¢k), které vedou k frakcionované likvidaci
nadorovych buné¢k, se ¢im dal tim vice uplatiiuji metody cilené 1écby a v posledni dekadé
zejména rdzné formy imunoterapie, znichZz mnohé jsou zaméfeny pravé na faktory
mikroprostiedi a které mohou nador eradikovat totalng. Rada cilenych 1kt a imunoterapeutik
se uspeésné vélenila do standardnich algoritmii 1éCby pacientd s lymfomy vcetné tyrozin-
kindzovych inhibitorti (ibrutinib, acalabrutinib, idelalisib, copanlisib), proapoptotickych latek
(venetoclax), anti-CD20 protilatek (rituximab, ofatumumab, obinutuzumab), bispecifickych
protilatek (mosunetuzumab, glofitamab, epcoritamab), imunomodula¢nich 1€kt (lenalidomid),
check-point inhibitorti (pembrolizumab, nivolumab) ¢i geneticky modifikovanych T-lymfocytt
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 taze vyzkumu jsou nové kandidatni molekuly obvykle testovany
také in vivo na zvitatech, nejcastéji na mysich modelech.

Mysi modely lidskych lymfomi

Nejcastéji pouzivané mysi modely v hematoonkologii hojné¢ vyuZzivané pro preklinickou
validaci experimentalni 1éCebnych postupi a studium riznych aspekti biologie
hematologickych malignit pfedstavuji tzv. mysi modely lidskych lymfomi (tzv. patient-derived
lymphoma xenografts), které se odvozuji pomoci xenotransplantace lidskych lymfomovych
bunék do imunodeficientnich mysi.

V piipad€ xenotransplantace lidskych lymfomovych linii (cell line-derived xenografts, CDX)
¢1 primarnich lymfomovych bunék (tj. bun¢k ziskanych pifimo od pacienta, PDX) dochazi
k engraftmentu, rastu a Sifeni lidského lymfomu v mySim imunodeficientnim mySim kmeni,
napi. NSG™ (non-obese diabetic [NOD] severe combined immunodeficient [SCID] gamma,
napf. NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wjl/SzJ, Jax® mice, the Jackson Laboratory, USA,
https://www.jax.org/). V souCasné dob¢ jsou dostupné desitky komeréné dostupnych
lymfomovych linii v bunéfnych 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 bunécné populace ziskané pfimo od pacienta mohou v disledku
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 umérné s dobou, kterou lymfomové linie stravily v bunééné
kultute (Day et al., 2015), ziskané poznatky pak mohou byt zavadéjici. Piesto jsou tyto modely
(j. panely lymfomovych linii) velmi vhodné piedevs§im pro inicialni screening ti€inku a toxicity
novych IéCiv.

PDX modely pracuji s nddorovymi bunkami ziskanymi piimo od pacienta s nadorovym
onemocnénim, a tudiz se predpoklada, ze piihojend lymfomové populace bude mit stejné
morfologické a genetické vlastnosti. Nevyhodnou je skutecnost, ze zdaleka ne ve vSech
ptipadech dojde k GspéSnému ptihojeni, jednim z moznych diivodi je pravé absence vhodného
mikroprostfedi. Dal§Sim z omezujicich faktort je typ nadorového onemocnéni (napf. nizce
maligni lymfomy ,,engraftuji* hiife nez vysoce maligni), zplisob implantace nddorovych bunék
a jiné. Podobné¢ jako v ptipad¢ pasaZovani lymfomovych linii, také sériovy ,,re-engraftment®
(tj. ,,pasaz jiz uspésné ,.engraftovaného PDX modelu z darcovské mysi do sekundarniho
zvitete mlize vyustit v selekéni tlak s néslednym posunem genotypu (vznik novych mutaci,
ztrata driver mutaci) ¢i imunofenotypu nddorovych bunék (zména exprese ¢i intenzity exprese
klicovych antigentl). Jak CDX, tak PDX tumory jsou tvofeny z ¢asti také nenadorovymi
komponentami mysiho mikroprosttedi (tumor microenvironment, TME), coz kromé& mozného
vlivu na GspéSnost ,,piihojeni® a na celkovy fenotyp uspésné engraftovanych bunék omezuje
moznosti studia ucinku 1éCiv cilicich primarné na imunitni bunky (tj. vétSiny
imunoterapeutickych lé¢ebnych postupll). Modely tohoto typu jsou nicméné vhodné naptiklad
pro testovani chemoterapeutik a cilenych 1éCiv (napf. tyrozin-kinazovych inhibitord c¢i
proapoptotickych latek). Moznost, jak omezit hlavni nevyhodu PDX modelii, tzn. pfedev§im
absenci lidskych imunitnich bunék, pfedstavuje pouziti tzv. ,,humanizovanych* mysich modelt
s funkénimi lidskymi imunitnimi buiikami pomoci intravendzni (i.v.) injekce perifernich
mononukledrnich bunék (tzv. docasna humanizace) nebo pomoci xenotransplantace lidské
krvetvorby (nejcastéji kmenovych bunek z pupecnikové krve, tzv. trvald humanizace) (Lai et
al., 2017), respektive pouziti geneticky modifikovanych mysi (Zullo et al., 2012).

Naprosta vétSina z dostupnych publikovanych primarnich praci popisujicich pouZiti mySich
modelt lidskych lymfomi je zaméfena na studium vlastnich nadorovych bunék, zatimco prace
cilené na mikroprostfedi v mySich modelech jsou jen necetné (Burack et al., 2017; Herek &
Cutucache, 2017; Lemasson et al., 2021).

Lymfomy a nadorové mikroprostiedi.

Role nadorové mikroprostiedi (TME) je v biologii lymfomu kli¢ova (Coupland, 2011; Gaulard
& de Leval, 2014). TME zahrnuje jak extraceluldrni matrix, tak buné&fnou komponentu,
pfedev§im imunitni buniky jako jsou lymfocyty, makrofagy, neutrofily, dendritické buiky a
myeloidni supresorové buriky, z neimunitnich bun¢k pak endotelie, pericyty, fibroblasty a jiné
(Junttila & de Sauvage, 2013). Extracelularni matrix tvoii né€kolik typl kolagenii, laminy,
proteoglykany a jiné, interakci mezi nadorovymi buitkami a TME zprostfedkovavaji vedle
piimého mezibunétného kontaktu cytokiny, chemokiny, ristové faktory a dalsi faktory. TME
vytvareji komplikovanou heterogenni a plastickou strukturu. Pfedev§im imunitni buniky maji
(mimo jiné) primarné protinddorovou funkci, soucasné vsak vykazuji funkéni plasticitu, to
znamena, Zze mohou byt nddorovymi buitkami (lymfomovymi nevyjimaje) preprogramovany a
TME je tak béhem progrese nadoru aktivné ovlivitovano ve smyslu podpory pieziti, ristu a
diseminace / metastazovani nadorového procesu. ,,Editace* ¢i imunomodulace / imunosuprese



imunitnich mechanisml nadorovymi bunkami vede k jejich uniku pied imunitnim ,,dozorem*
vedoucim k progresi, a nakonec k rezistence na lé¢bu (Tarte, 2017). Pochopeni interakce nadoru
(lymfomu) a jeho mikroprostiedi vytyCuje pole pro studium novych terapeutickych prostiedkti
a strategii slouzicich k posileni protinddorovych imunitnich mechanismii nebo naopak
preruseni signalnich drah vedoucich k rezistenci na 1é¢bu (Bejarano et al., 2021).

Nadorova neovaskularizace, endotelové buiiky

Rist nadoru je spojen s tvorbou novych cév (neovaskularizace) zabezpecujicich jeho vyzivu
poté, co jiz nestaci prosta difuze, vaskularizace nadoru (a tim dand Groven oxygenace) je jednim
z parametrti urcujicich agresivitu nadorového procesu a také jednim z mechanismu
ovliviwyjicich rezistenci na 1écbu. Pro nadorové cévy je charakteristické jejich chaotické
uspotradani, abnormalni morfologickd stavba a absence hierarchie. Cévni abnormity vedou
k Castym trombdzam s naslednou ischémii az nekrdézou, tkdnova hypoxie zptisobend ischémii
stimuluje dalsi angiogenezi, a navic pfispiva k polarizaci makrofagli, mobilizaci a aktivaci
Treg-CD4+ T lymfocytl, myeloidnich prekurzorovych kmenovych bunék (MPSC) a
downregulaci NK bunék (Chiu et al., 2017). Produkce HIF-1 (hypoxia induced factor)
nadorovymi buitkami vede k vyssi odolnosti vii¢i hypoxii (Yu et al., 2009). Vhledem k vyssi
permeabilité¢ nadorovych cév a soucasné produkci ristovych faktorti je proces nadorové
angiogeneze dale podporovan. Tkanova hypoxie vede mimo jiné i k produkci oxidu dusnatého
(NO) endotelovymi bunikami, 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 lymfocytt (TIL) u solidnich
nadorti (Buckanovich et al., 2008). Nadorové endotelové buiky (tumor associated endotelial
cells, TEC) mohou byt soucasné pteprogramovany a pusobit tak imunosupresivné ve prospéch
nadoru (Blonska et al., 2015). TEC zvysuji pfezivani nadorovych B lymfocytd pomoci faktoru
BAFF (B lymfocyty aktivujici faktor (B-cell activating factor) (Cols et al., 2012) nebo diky
upregulaci proteintt PD-L1 a PD-L2 (diky inhibici cytotoxickych lymfocytd, Apollonio et al.,
2021). Bylo prokazéano, Ze Groven vaskularizace uréend parametrem MVD (mikrovaskularni
denzita) negativné koreluje s celkovym ptezitim u pacient s lymfomem z plastovych bunék
(Vesela et al., 2014). Nadoroveé endotelie tak pfedstavuji vhodny cil pro cilenou antiangiogenni
terapii.



Cile a hypotézy

1. Odvozeni novych PDX modelii agresivnich lymfomii a jejich komplexni genetickd
charakterizace pomoci celoexomového sekvenovani v primém srovnadni s primdrnimi
lymfomovymi bunkami, ze kterych byly PDX modely odvozeny.

Hypotéza: noveé odvozené PDX modely agresivnich lymfomt budou sdilet vétSinu genetickych
mutaci s primarnimi lymfomovymi bunkami, ze kterych byly odvozeny. U nékterych PDX
modelil pfedpoklddame subklondlni charakter engraftmentu, tedy vyssi alelickou frekvenci
(variant allele frequency, VAF) geni zodpovédnych za biologickou agresivitu (napf.
mutace/delece TP53 apod.). Pfedpokladame také vznik novych (de novo) mutaci v prub¢hu
rustu PDX tumor v my$im organismu.

2. Komplexni imunohistochemicka analyza nové odvozenych PDX tumorit v primém
srovndni s imunohistochemickym profilem lymfatickych uzlin, ze kterych byly PDX
modely odvozeny.

Hypotéza: ptredpokladame, ze lymfomové builkky v PDX tumorech budou mit podobny
imunohistochemicky profil jako primarni lymfomové buiiky v pacientskych uzlinach.
Predpokladame, ze cévni vaskulatura bude vznikat pomoci ,,sprouting* angiogeneze, a tudiz
bude mysiho ptivodu. Pfedpokladame, Ze nenadorové komponenty bézné€ nachazené v lidskych
lymfatickych uzlinich infiltrovanych lymfomem (nenddorové lymfocyty, NK bunky a
makrofdgy) budou v PDX tumorech =zastoupeny méné¢ nebo budou zcela chybét.
Ptedpokladame, Ze v PDX tumorech nalezneme (vedle mysSich cév) také mys$i makrofagy, které
1ze detekovat v mysi slezing, jatrech ¢i v kostni dieni.

3. Dynamicky in vivo monitoring miry hypoxie a miry vaskularizace PDX tumorit pomoci
fotoakustickeho  a  ultrazvukového  zobrazovani v priibéhu  jejich  rustu
v imunodeficientnich mysich

Hypotéza: ptedpokladame, Ze v pribchu ristu PDX tumoru v myS$im organismu dochézi ke
vzniku hypoxie v centralnich ¢astech tumoru. Dale pfedpokladame, 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.



Metody

Odbér nadorové tkané

Nadorova tkan byla ziskdna od pacientd s lymfomy v ramci standardniho diagnostického
procesu biopsii po pfedchozim 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 1é¢bu. Ve 13 piipadech Slo o diagnostickou exstirpaci
lymfatické uzliny, v jednom piipad€é o probatorni excizi infiltrovanych mekkych tkani (P4,
VFN-D4) a 1x o gastroskopickou biopsii (P8, VFN-B3). V 10 ptipadech se jednalo o B-NHL,
v 50 T-NHL.

Mira infiltrace uzliny lymfomem byla v odebranych vzorcich ovéfena pomoci priatokové
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 kuli¢kami (Miltenyi Biotec).

Zpracovani nadorové tkané - odvozeni PDX modeli

Studie byla schvalena etickou komisi (MSMT 21527/2017-8). Jako recipienti byly vyuzity
samice imunodeficientnich mys$i NOD.Cg- scid 1I2rg tm W;jl/SzJ zakoupené z Jacksonovy
laboratote, Bar Harbor, Maine, USA (NSG mysi). Tyto byly chovany v individudlné
ventilovanych klecich s dostatkem vody a potravy v Centru pro experimentalni biomodely 1.
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy. Vzorky lidské nadorové tkdn€ byly nakrajeny na malé
platky a homogenizovany skrze 45pum nylonovou sitku, ziskana drt’ rozmélnéna v PBS
(phospate buffered saline) a ziskana suspenze poté podkozné injikovana v mnozstvi 10-30
miliont bun€k / mys. Mysi byly xenotransplantovany bud’ podkozné nebo pomoci implantace
do subrenalni kapsuly béhem kratkého opera¢niho vykonu v celkové anestezii. V okamziku,
kdy velikost subkutanné implantovanych nddord doséhla 2 cm, respektive, kdy byla u
operativné¢ implantovanych nadorti ultrasonograficky (ultrazvuk Vevo 3100/LARZ-X)
detekovatelna nadorovd masa, byly myS$i usmrceny, nadorova tkan exstirpovana a nasledné
vyuZita pro morfologickou, genetickou a morfometrickou analyzu.

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. Sekvenaéni 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, Ceské republika). Sekvenéni data vzorkti z PDX modelt byly nejprve
porovnany s mySim referenénim genomem mml0 kombinovanym s lidskym referencnim
genomem hgl9, nasledné bylo sekvenéni ¢teni z mys$i odfiltrovano z dalsi analyzy pomoci
vlastniho skriptu, aby se sniZilo riziko kontaminace. Zbyvajici hodnoty byly poté porovnany
s lidskym referenénim genomem hgl9. VSechna srovnani byla provedena s pomoci néstroje
BWA. Genomické varianty byly anotovany pomoci programti Samtools,VarScan, a SnpEft.

Hodnoceny byly pouze nesynonymni varianty v kodujicich oblastech gentli s pokrytim alespon
10x a s kvalitou mapovani bazi vyssi nez 20 ve vSech souvisejicich vzorcich a byly porovnany
na zaklade¢ jejich frekvence. Varianty v pacientskd germinalni DNA s frekvenci vyssi nez 0,05
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byly z analyzy ve vSech ptipadech vylou¢eny. Porovnali jsme varianty s frakci alel vétsi nebo
rovné 0.2 nejméné v jednom z porovnavanych vzork, které byly ptitomny alesponi ve 3 ¢tenich
jak ve vzorku s relapsem, tak ve vzorcich odvozenych z PDX modelt. 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 manualné zkontrolovany v Integrative Genomic Viewer (IGV;
http://www.broadinstitute.org/igv), aby byly vylouceny sekvenacni artefakty. Seznam
zkoumanych genti pro kazdy typ lymfomu byl sestaven na podkladé poznatkli z recentnich
publikaci, jednalo se o geny u predmétnych lymfomii ¢asto mutované (seznam vysetfovanych
variant/gent pro jednotlivé diagnézy 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.

Histopatologické vySeti‘eni

Lidska nadorova tkan 1 tkan ziskana z mysi byla fixovana v 10% roztoku pufrovaného formolu
a zpracovana standardni histologickou technikou. Imunohistochemické vysetteni (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
myS$im antigenim CD31 a CD68S..

Vysledky IHC vySetfeni byly vyhodnoceny semikvantitativné odhadem podle poctu pozitivnich
bun¢k (0-100 %). Pii vyhodnocovani Ki-67 indexu bylo povazovano za pozitivni kazdé jadro s
hnédym zabarvenim jakékoliv intenzity, hodnocena byla cela plocha vySetfovaného fezu.
Skorovani bylo zaloZeno na urceni oblasti s vysokym, stfednim a nizkym Ki-67 indexem, z
kazdé takové plochy bylo spocitano 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 platform¢ dle instrukci vyrobce (Ventana
Benchmark, Roche, Basel, Switzerland). K barveni retikularnich a kolagenni vlaken na pozadi
nadoru pouZito barveni dle Gordona-Sweeta and van Giesona. Grading fibrozy jsme
vyhodnocovali semikavantitativné jako GO (Zadna fibr6za — jen roztrouSend jemna retikularni
vlakna), G1 (mirna fibroza— tidka sit’ kizicich se retikularch vlaken), G2 (t€Zka fibr6za— husta

~rvr

hyalinizované tkang).

VySetieni mikrovaskularni denzity (MVD)

Mikrovaskularni denzita (MVD) pfedstavuje hustotu cévnich profilii (mikrocév) zachycenych
v tkanovém fezu piepoctené na jednotku plochy, respektive udava dvojrozmérny obraz hustoty
mikrocév na jednotku plochy tkanového fezu (mm?). Mikrovaskularni plocha (Microvessel
area, MVA) pfedstavuje procentudlni pomér tkan¢ 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). Z kazdého bloku bylo zhotoveno postupnym prokrajenim po 1 mm pét fezii a tyto byly
barveny imunohistochemicky s protilatkou CD31 (JC70A cilené na lidské endotelie a SP38
zameiené na endotelové bunky mysi, u PDX modelt provedeno barveni jak s lidskou, tak mysi
protilatkou). Kvantifikace byla provedena postupem popsanym diive (Kolinko et al., 2021),
hodnoceno bylo 10 zornych poli pii zvétSeni 40x metodou systematického nahodného vybéru
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v definovanych oblastech (viz obrazek 1 a 2) pomoci mikroskopu s motorizovanym posuvnym
stolkem (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan). Uroveii vaskularni denzity nadorové tkané
byla zjistovéana na zéklad¢ vyhodnoceni parametri MVD (mikrovaskularni denzita) metodou
tzv. nevychyleném pocitani v pocitacim ramecku (obrazek 2A) a MVA (mikrovaskularni
plocha) sterelologickou metodou na zakladé¢ Cavalieriho principu (obrazek 2B) s pomoci
softwaru Ellipse (ViDiTo, Kosice, Slovenska republika).

3.6 Ultrazvukové vySetieni vaskularity

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

Jako anestézie byla pouzita spontanni inhalace plynného isofluranu (3% pro navozeni a 2% pro
udrzeni).

Vysledky

Charakterizace PDX modeli

Celkem jsme odvodili 15 novych PDX modelti od 15 riznych pacientl (9 muzi, 6 Zen) s dosud
nelécenym lymfomem (n=5), ¢i s relapsem choroby lymfomu (n=10). Jednalo se o diflizni
velkobunéény B lymfom (DLBCL, n = 7), véetné¢ jednoho DLBCL transformovaného
z lymfomu z bunék marginalni zény a jednoho tzv. ,,double hit* lymfomu s ptestavbou genti
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.

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

Celoexomové sekvenovani (Whole exome sequencing, WES) bylo provedeno u 13 z 15 piipadi,
u nichz byla dostupnd DNA. K vylou€eni polymorfismu genti bylo ve vSech ptipadech pouZzito
srovnani s nenddorovou DNA pacienta (bukalni stér).

WES prokazalo, ze PDX modely si zachovaly vétSinu somatickych mutaci ptvodnich
transplantovanych lidskych lymfomovych bunék, ze kterych byly derivovany. Medidn
frekvence alel somatickych mutaci, jez byly detekovany jak u primérnich vzorka, tak u PDX
modelt (sdilené mutace) byl u obou studovanych skupin srovnatelny, u vSech studovanych
piipadi ¢inil 0.39 (PDX) versus 0.27 (pacient), u difuznich velkobunéénych lymfomi zjistény
hodnoty 0.44 vs. 0,36 (PDX vs pacient), u lymfomil z bun¢k plaste¢ 0.45 vs 0,44 (PDX vs
pacient) a u Burkittova lymfomu (pouze jeden ptipad) Cinila frekvence alel 0.42 vs 0.44 (PDX
vs pacient). Median AF u T-NHL souhrnné odpovidal hodnotam 0.41 vs 0.27 (PDX vs pacient).
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Somatické mutace, jez nebyly zjistény u PDX modelt, avSak byly pfitomny u pacientskych
vzorkll (tzv. ,,nové nedetekované“, newly undetected, N/U) ptfedstavovaly mutace s nizkou
frekvenci (medidn 0.15) a jen ojedinéle zahrnovaly geny, jejichz mutace se rekurentné
vyskytuje u pacientil s lymfomy.

Somatické mutace nové detekované u PDX modeltl, avSak nepfitomné u pacientskych vzorki
(t). nove ziskané, newly detected, N/D) byly ve srovnani s mutacemi N/U sice pocetné&jsi, avSak
rovnéz predstavovaly pfevazné nizkofrekvencni mutace s medianem frekvence alel 0.18.

VétSina zN/D mutaci u PDX modelt nebyla identifikovana u piisluSnych primérnich
lymfomovych vzorkl (frekvence alel = 0) a vétSinou sestavaly ze zamény nukleotidl (obrazky
¢. 9 a 10). Nékteré N/D mutace byly nalezeny u primarnich lymfomovych vzorkd, avsak jejich
frekvence alel nedosahovala pre-definované hranice pro zachyt mutace (tj. frekvence > 10%).

Zavér 1: Vysledky WES dokazuji, ze geneticky profil PDX mySich modelt je z hlediska
sdilenych mutaci srovnatelny s primarnimi lymfomovymi butikami, ze kterych byly
odvozeny, véetn¢ zachovani genetické heterogenity lymfomovych populaci. Z genetického
hlediska tudiz PDX modely pfedstavuji relevantni modely agresivnich lymfomu. Pfitomnost
nove detekovanych mutaci, véetné¢ mutaci rekurentné nachazenych u pacientti s lymfomy,
svédci pro biologicky vyvoj lymfomové populace béhem jeji propagace v mySim organismu
(napt. z divodu pokracujici somatické hypermutace).

Histopatologické porovnani PDX modeli a primarnich nadora

U nékterych PDX modelt DLBCL byly ve srovnéni s primarnimi lidskymi nadory pozorovany
znaky vyS$§i agresivity onemocnéni v podob& vétsi velikosti nadorovych bunék (blasti) ¢i
pritomnosti vétsiho poctu blastii a / nebo vyssi stupen pleomorfie (tvarovych a velikostnich
nepravidelnosti), jmenovité (VFN-D3, VFN-D5, DLBCL). U zbylych modela byla morfologie
nadorovych bun¢k srovnatelnd. Imunofenotyp v§ech B-NHL u PDX modelt ztstal ve srovnani
s primarnimi vzorky prakticky shodny, zaznamenany byly pouze mirné rozdily jako sniZeni
intenzity exprese cyklinu D1 a SOX11 u lymfomi z plastové zony (VFN M5R1 a VFN-M1).
Viditelnéj$i zmény imunofenotypu byly pozorovany u PDX modelli odvozenych od pacientl
s T-lymfomy. U periferniho T-lymfomu, bliZze nespecifického (VFN-T6 vs P13) byla ve
srovnani s primarnim nadorem zjiSténa zvySend exprese CD30, CD4 a CDS5, a naopak redukce
exprese CD8, ztrata exprese CD7 a snizeni exprese cytotoxickych granul. Podobné jsme
zaznamenali jisté zmény imunofenotypu u dalSich pfipadi T-NHL, u ALK negativniho ALCL
(VFN-T5) se jednalo ztratu exprese CD3 a zvySeni exprese CD4. V poslednim ze studovanych
T-NHL (ALK pozitivni ALCL) byla nové zaznamendna exprese znaku CD5. U jednoho
z ptipadl AITL (VFN-T3) doslo ve srovnani s primarnim vzorkem k proliferaci blastickych,
EBER-pozitivnich B-lymfocytl. V Zadném z ptipadd AITL (VFN-T3 a VFN-T7) nebyla u
PDX modeli zjisténa ptitomnost lidskych folikularnich dendritickych bunék, jejichz expanze
je pro AILT typicka.

U velké vétSiny PDX modelt doslo ke zvyseni proliferacni aktivity (Ki-67 indexu), pouze ve
trech ptipadech PDX modeld - 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 proliferac¢ni aktivita PDX modelu shodovala nebo
vice méné odpovidala primarnimu nadoru. Pfitomnost rezidudlnich lidskych T lymfocytl byla
pozorovana jen u né€kolika malo PDX modeli, ve vSech piipadech §lo o DLBCL. Pfitomnost
lidskych makrofagii byla zaznamenana pouze u piipadit VFN-D12 (DLBCL) a VFN-T4 (ALK
pozitivni ALCL). Nejviditelnéjsi byla absence lidskych makrofag u ptipadu PTCL, NOS
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(VFN-T6, primarné se jednalo u tzv. Lennertovu variantu s ucasti ¢etnych epiteloidnich
histiocytl). Infiltrace mySimi makrofagy v xenotransplantovanych nadorech nebyla zjisténa ani
vjednom piipadé PDX modelil navzdory tomu, ze jsme jejich piitomnost ovérili
imunohistochemicky v kontrolnich vzorcich ze sleziny, jater a kostni dfen¢ u zdravého zvifete.
CD56 pozitivni NK buiiky nebyli zachyceny u zadného z PDX modeld.

Uroveit 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 ptipad angioimunoblatickych lymfomt (VFN-T3,
VEN-T7). Imunohistochemickym prikazem mys$iho antigenu CD31 bylo zjisténo, Ze se
jednalo vyhradné o mysi cévy, ptitomnost lidskych endotelovych CD31 pozitivnich bun¢k u
PDX modeli jsme neprokézali. Pfitomnost nekréz byla zaznamenana u dvou PDX modelt
DLBCL (VFN-D4 a VFN-D12), u prvniho uvedené¢ho piipadu byly pfitomny nekrdzy také u
primarniho nadoru. Pouze v jednom PDX modelu byla zaznamenana vyraznéj$i fibrotizace
intersticia (VFN-T4, ALK negativni ALCL).

Zavér 2: Vysledky histopatologického porovnani primarnich nadord a jejich PDX modelt
ukazuji na urc¢ité zmény morfologie xenotransplantovanych nadorovych bunék (agresivné;jsi
charakter v podob¢ vyssiho poctu blastli a / nebo pleomorfie s vétSinou vyssi proliferaci) a
zmény imunofenotypu, pfedevsim u PDX modelll odvozenych od pacientt s T-lymfomy.
Vyznamné rozdily byly zaznamendny zejména ve slozeni nadorového mikroprostiedi. Jednalo
se v zasad¢ o absenci nenadorovych komponent lidskych tumort, tj. lidskych T lymfocytu,
NK bunék a az na vyjimky také lidskych makrofagt (které nebyly nahrazeny mysimi
makrofagy pfitomnymi v jatrech, slezin¢ ¢i kostni dfeni imunodeficientnich mys$i). Dal§im
vyznamnym zji§ténim byla signifikantné€ niZsi Groven vaskularizace sloZzena vyhradné z cév
mysiho piivodu.

Diskuse

Provedli jsme komplexni histopatologickou a genetickou analyzu 15 PDX modelt 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 bliZze nespecifikovaného (PTCL, NOS) a
anaplastického velkobunééného T lymfomu (ALCL), ALK pozitivniho 1 negativniho, vcetné
vySetieni vybranych faktorti mikroprostiedi. Genetickéd analyza WES prokazala, Ze u vétSiny
odvozenych PDX modeli bylo mozno detekovat vétSinu somatickych mutaci, které se
nachéazely u primarnich lymfomovych buné€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 mutacniho
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 ptivodnich,
vice heterogennich lymfomi, ale ze si PDX tumory zachovévaji plnou genetickou diverzitu
darcovskych lymfoma. Ve vétSin€ analyzovanych PDX modelli pocet sdilenych mutaci
pievysSoval jak pocet mutaci noveé detekovanych (N/D), tak pocCet mutaci noveé nedetekovanych
(N/U). Vyssi naloz N/D a N/U mutaci byla zjiSténa pouze ve 3 piipadech - 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
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lymfomovych bunék (tj. jejich alelické frekvence byla rovna nule). MenSina N/D mutaci byla
u primarnich lymfomovych bunék sice detekovana, ale pod nastavenym limitem (tj. VAF <
10%). Tato pozorovani naznacuji, ze velka vétSina N/D mutaci predstavuje de novo mutace
ziskané¢ v pribcéhu 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¢ ¢etné a v naprosté vétsing
nizkofrekventni. Jejich biologicky vyznam zistava nejasny, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se
jednd o nevyznamné (passenger) mutace, které¢ byly ztraceny v prubéhu in vivo ristu PDX
tumoru.

Na rozdil od v zésad¢ shodného genetického profilu PDX modelti a primarnich lymfomovych
bunék, histologicka analyza odhalila urcité fenotypické alterace PDX buné€k i mikroprostredi
PDX tumorti ve srovnani s primarnimilymfomovymi buiikkami, 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 agresivnéjsi fenotyp engraftovanych PDX bunék. Pokud vezmeme
v uvahu genetickou podobnost PDX modeld a primarnich lymfomt, mohou byt tyto rozdily
vysvétleny odlisnym slozenim TME.

Vedle morfologickych zmén byly u nékterych PDX modelll pozorovany i rozdily v jejich
imunofenotypu. - napf. nizsi exprese cyklinu D1 a SOX11 u PDX modeltt MCL nebo snizeni
miry exprese ¢i Uplna ztrata exprese cytotoxickych granul a nékterych CD antigenit u PDX
modelll odvozenych od pacientii s T-NHL. Mechanismy vedouci ke zmén¢ imunofenotypu
zustavaji nejasné. U PDX modelu VFN-T3 odvozeného od pacienta s AITL byla zaznamenéana
proliferace CD20-pozitivnich, EBER-pozitivnich velkych blastickych lymfocytid. Zistava
otazkou, zda Slo o rozvoj sekundarniho EBV-pozitivniho diftzniho velkobunééného B
lymfomu, coZ je komplikace, jez u pfipadit AITL dokumentovéana (Chen et al., 2018; Yang et
al., 2012) nebo o engraftment B bunécného, virem EBV infikovaného subklonu, jez se mlize u
PDX modeli vyvinout. Pfitomnost jednotlivych EBER-pozitivnich bun¢k byla v primarnim
vzorku (. 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 nenadorovych komonent bézn¢ pozorovanych u lymfomu. U vSech
PDX modelt jsme potvrdili absenci lidskych T lymfocyth a makrofagh, ackoli bunétna
suspenze primarnich nadort pouzita pro xenotransplantaci nebyla nijak purifikovana. V PDX
modelech nebyly nenalezeny ani mys$i makrofagy a to navzdory tomu, Ze jsme jejich pfitomnost
prokazali v fadé mySich orgdni, konkrétné€ ve slezing, jatrech a kostni dfeni. Absence bunck
TME mize byt vysvétlena jejich ztratou v prubéhu zpracovani nadorové tkané nebo
nedostateCnymi podminkami v organismu hostitele a jejich zaniku v odbobi po jejich pienosu.
Absence bun¢k TME u xenograftované tkan€ se miize odrazit nejen ve zméné fenotypu u PDX
modeld, ale také v uspésnosti ,,ptihojeni* naddorové populace. Na rozdil od infiltrovanych uzlin
tak PDX modely pfedstavuji v zdsadé¢ homogenni nakupeni PDX buné€k s minimalni pifimeési
mysSich bunék, zejména cév a fibroblasti.

Z hlediska nadorové angiogeneze byla u PDX modelil ve srovnani s primarnimi nadory zjiSténa

cvwr

vyhradné o mysi, nikoliv lidské cévy. Niz§i MVD a MV A mohou si vysvétlujeme suboptimalni
stimulaci myS$i angiogeneze endotelidlnim rlGstovym faktorem (VEGF) produkovanym
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zéasadni vliv na vysledky preklinickych studii v terapii antiangiogennimi 1é€ivy zalozenymi na
pasivni akumulaci lé¢iva v nddorové tkani (nanoterapeutika cilend zejména pomoci tzv.
enhanced permeability and retention [EPR] efektu).

Burack (Burack et al., 2017) se ve své praci zamétil na PDX modely nizce malignich lymfomt
(folikularni lymfom a lymfom z marginélni zony), u kterych je vliv TME na pfeziti nadorovych
bunék ex vivo vSeobecné znam. Pouzil tzv. OTX modely (omental tumor xenografts), které
umoziuji pfihojeni nddorovych i nenaddorovych bunék (B a T lymfocyty, plazmatické buniky).
Do omenta imunodeficientnich mysi implantoval jednak purifikované bunécné suspenze
zahrnujici pouze nadorové bunky ,,0¢i$téné* od bunck TME, jednak neselektované suspenze
homogenizovanych uzlin ziskanych od pacientti s indolentnimi lymfomy. Jednozna¢né byla
prokézana vyssi UspéSnost ,.engraftmentu” za piitomnosti CD3+, CD4+ T lymfocytli a
v nékterych pfipadech 1 nenadorovych B lymfocytl, zatimco absence CD8+ lymfocyta
v uspéSnosti piihojeni nehrdla roli. Mimo jiné, stejné¢ jako my, neprokazal v zadném
z xenograftii makrofagy ani dendritické bunky. Zistava otdzkou, zda PDX modely v této studii
reprezentuji selekci piipadi nadort nejméné zavislych na faktorech lidského TME. Béhem cca
10 leté trvalé snahy vyvinout PDX modely rtiznych NHL v lymfomové laboratoti na Ustavu
patologické fyziologie 1.LF UK se uspéSnost ptihojeni engraftovanych bunck pohybuje okolo
20 % (tedy cca 1 z 5 pacientl). D4 se ptedpokladat, Zze lymfomové buiiky, jejichz preziti je plné
zavislé na lidském TME, nemohou v mysi prezit. Rozdily v tispé$nosti xenotransplantace vSak
mohou byt zplsobeny i takovymi faktory, jako jsou charakter primarniho vzorku, ze kterého
byly nadorové bunky ziskdny, zplisoby implantace (implantace do subrenalniho tukového
pouzdra, omenta, intravenozni a subkutanni nebo intraperitnedlni injekce), ptedchozi ozéteni
mysi, pouziti cerstvych xenotransplantovanych bun¢k nebo bunék zmrazenych. V nasi predeslé
praci (Klanova et al., 2014) jsme porovnavali zplisob engraftmentu ustalenych lymfomovych
linii (fj. CDX modely) a primarnich lymfomovych bunék po i.v. xenotransplanatci. Zatimco
lymfomové linie engraftovali primarn€ v kostni dfeni xenotransplantovanych zvifat,
lymfomové buiiky ziskané od pacienta engraftovaly primarné v mysi slezin€é. Déle jsme
prokazali, Ze u lymfomovych linii 1ze pozorovat plastickou zménu transkritptomu z in vitro
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 mysSich organli v podminkach
tkanovych kultur.

Forde (Forde et al., 2021) uvadi nejvyssi uspéSnost piihojeni Burkittova lymfomu z bunék
ziskanych z pleuralniho vypotku, o néco nizsi uspésnost u bunék ziskanych z periferni krve a
kostni dfené (pii intraperitonealni a subkutanni infiltraci) a nulovou GspéSnost u lymfomovych
bun¢k ziskaného ze solidniho nadoru. Také my jsme pozorovali nejvetsi GspéSnost pri
xenotransplantaci lymfomovych bunék ziskanych z malignich vypotki a leukemizované krve
ve srovnani s xenotransplantaci homogenizati lymfatickych uzlin. Toto pozorovani lze
vysvétlit niz§i zavislosti lymfomovych bunék 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 paséazi 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 lymfoma byla pozorovana u dalSiho pfepasazovani (76,9 %) a s pouzitim
implantace do subrendlniho tukového pouzdra. Intravenozni aplikace dokonce vedla
k ortotopickému postizeni mysSich organti podobné¢ jako tomu bylo u primérnich néadort
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pacientli. Mizeme jen spekulovat, ktery z in vivo faktora piispiva k preziti xenotransplantata,
zda je to pfimy mezibunécny kontakt, hypoxie, ristové faktory, metabolick¢ zmény ¢i jiné
faktory.

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 buiikkami, ze kterych byly PDX modely odvozeny. Jednoznacné
jsme prokazali, ze vétSina PDX modelt sdili klicové genetické mutace (tzv. driver mutace)
s primarnimi lymfomovymi bunikami. Z genetického hlediska tudiz PDX modely piedstavu;ji
relevnatni nastroj pro studium biologie lymfomi. Imunohistochemickd analyza vybranych
znakli prokazala mirmé odchylky v imunofenotypu lymfomovych bunék ve srovnani
s primdrnimi  lymfomovymi bunikami, ze kterych byly PDX modely odvozeny.
Imunohistochemickd analyza zaméfena na nadorové mikroprostiedi prokazala absenci
nenddorovych komponent bézn€¢ 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 ptedstavuji cenny
nastroj preklinického studia agresivnich lymfomi, je tfeba mit na paméti vyrazné odliSnosti
mezi PDX tumorem a ptivodni lymfomovou uzlinou, naptiklad pii testovani terapeutickych
postupli zaméfenych na nddorové mikroprostiedi (antiangiogenni terapie, rizné formy
imunoterapie, nanoterapeutika zavisla na EPR efektu apod.)
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