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1 UVvOD

Maligni lymfomy jsou nddorova lymfoproliferativni onemocnéni postihujici priméarné
lymfatické uzliny. Tvofi velmi heterogenni skupinu onemocnéni a jsou spojeny se
specifickymi molekularné biologickymi zménami. Lymfomy rozlisujeme nehodgkinovy
(NHL), kter¢ se dale podle ptivodu déli na B a T lymfoproliferace, a Hodgkiniv lymfom
(HL). Nejéastéjsi nehodgkinské B-lymfomy, se kterymi se u nas v Ceské republice
setkavame, jsou difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), folikularni lymfom (FL),
lymfom z bun¢k marginalni zony (MZL), lymfom z bunék plaste (MCL) a lymfom z malych
lymfocytd (SLL). Dalsi dulezity NHL je Burkittiv lymfom (Gribben et Letai., 2010; Pytlik
etal., 2013; Belada et al., 2018).

DLBCL je agresivni lymfom, ktery se vyskytuje primarn€ v lymfatickych uzlinach,
ale mize se objevit 1 extranodalné. S jeho Cetnosti nad 40 % je nejbéznéjSim NHL. Neni
charakterizovan jedinou translokaci, jako je tomu napft. u folikularniho lymfomu, ktery je
typicky translokaci t(14;18) nebo u Burkittova lymfomu s translokaci t(8;14). Objevuji se
Unéj napt. t(14;18), t(8;22), t(3;14) a t(3;22). Translokace t(14;18) souvisi se Spatnou
progndzou (Campbell, 2005; Pytlik et al., 2013).

HL je onemocnéni nejCastéji postihujici mladé dospélé osoby. U téchto lymfomu
vétsinu bunécného infiltratu tvoii buiiky nenadorové, které podléhaji transformaci, nadorové
buriky tvoti pouze kolem 1 %. Rozlisujeme 2 skupiny HL — klasicky HL, ktery se dale déli
na 4 podtypy, a nodularni HL s predominanci lymfocyti (Brauninger et al., 2006).

Cell-free DNA (cfDNA) je extracelularni dvoutetézcova DNA, ktera se vyskytuje
V krevnim obé&hu ve formé& kratkych fragmenti, které jsou do krevniho fecist€¢ uvoliiovany
pfimo z buné¢k podstupujicich apoptéozu. Dalsimi zdroji c¢fDNA jsou nekrdza a aktivni
uvolnovani z bunék. U zdravych 0sob je ptitomna v nizkych koncentracich, zvysené hladiny
pozorujeme u raznych patologickych stavii. Od svého objevu v poloving€ 20. stoleti se stala
atraktivnim predmétem vyzkumu, jelikoz ukazala sviij potencial jako minimalné invazivni
biomarker pro ¢asnou diagnostiku fady malignit. JelikoZ je cfDNA uvoliiovana do krve
z ruznych oblasti nddoru, odrazi jeho heterogenitu, ¢ehoz vyuzivame pfti tekuté biopsii, ktera
je alternativou klasické biopsie (Jahr et al., 2001; Hohaus et al., 2009; Mittra et al., 2012;
Kubaczkova et al., 2017)

Vysoké hladiny cfDNA byly jiz dfive prokdzany u celé fady solidnich tumord, jeji
vyznam u hematologickych chorob je intenzivné studovan. CfDNA lze ziskat z krevni
plazmy pomoci dostupnych komercnich kitd a mize byt alternativnim zdrojem nadorové
DNA zejména pro identifikaci a genotypizaci lymfomii a moznym biologickym markerem
pro sledovani minimélni rezidudlni choroby (minimal residual disease, MRD). Monitoring
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minimalni zbytkové nemoci je stézejnim nenaplnénym medicinskym cilem v terapii
lymfomi a zésadné by zptesnilo hodnoceni 1é¢ebné odpoveédi pomoci PET/CT. Korelace
dynamiky MRD a vysledku PET/CT vyrazn€ omezi procento faleSné€ pozitivnich vysledkt

wewr

2017; Spina et al. 2018).



2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je vypracovat literarni reSersi na téma Cell-free DNA (cfDNA)
a jeji role pii diagnostice onemocnéni a v prabehu 1é€by u vybranych lymfoproliferativnich
chorob.

Podstatou experimentalni ¢asti prace je zavedeni samotné metodiky izolace cfDNA
do rutinni praxe laboratofe, sledovani zmény hladiny koncentrace cfDNA u vybrané skupiny
pacientli v dobé diagnozy a v pribéhu jejich 1écby a korelace ziskanych dat s daty

klinickymi.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1. Cell-free DNA

Cell-free DNA (cfDNA) neboli volna cirkulujici DNA je extracelularni dvoufetézcova
DNA, ktera se vyskytuje v krevnim ob&hu ve formé kratkych fragmentd (Jahr et al., 2001).
U zdravych osob miiZe byt pfitomna v nizkych koncentracich, zvySené hladiny pozorujeme
u ruznych patologickych stavii. U pacientl s pokrocilymi stadii malignit jsou jeji hladiny
podstatné vyssi (Hohaus et al., 2009). Od svého objevu v poloviné 20. stoleti se stala
atraktivnim predmétem vyzkumu, jelikoz ukazala sviij potencial jako minimalné invazivni

biomarker pro ¢asnou diagnostiku fady malignit (Kubaczkova et al., 2017).

3.1.1. Objev cfDNA

Roku 1948 byla podle Mandel et Metais poprvé popsana piitomnost volné cirkulujici DNA
v lidskeé krvi. O necelych 20 let pozdé&ji, v roce 1966 byla pozorovana vysoka hladina cfDNA
vkrevnim séru u pacientil s autoimunitnim onemocnénim, systémovym lupem
erythematodes (Mandel et Metais, 1948; Tan et al., 1966).

Roku 1977 byl pomoci radioimunoanalyzy popsan jeji vyskyt v souvislosti s nadory,
kdy nemocni jedinci vykazovali vyrazné vyssi hladinu cfDNA v plazmé, neZ tomu bylo
u zdravych osob. U pacientd s metastazujicim onemocnénim byla hladina vyssi nez u téch
s lokalnimi nadory, pfetrvavajici vysoka hladina obvykle souvisela se Spatnou prognézu. Po
radioterapii doSlo ke zlepSeni zdravotniho stavu pacienta a k poklesu koncentrace cfDNA,
z ¢ehoz vyplyva, ze cfDNA odrazi aktualni zdravotni stav (Leon et al., 1977).

Stroun et al. (1989) se domnivali, ze cfDNA v plazmé pacientd je odvozena
Z nadorovych bunék. Potvrzenim této domnénky byla detekce nddorové specifickych mutaci
v cfDNA v onkogenu RAS u pacientii s myelodysplastickym syndromem (MDS) a akutni
myeloidni leukémii (AML) pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) (Vasioukhin et al.,

1994).

3.1.2. Charakteristika cfDNA

Fragmenty cfDNA jsou obsazeny v periferni krvi a dalSich télnich tekutinach, jako jsou mo¢
a sliny (Kubaczkova et al., 2017). U zdravych jedinct se cfDNA v periferni krvi nachazi
Vv nizké koncentraci do 100 ng-ml, jelikoZ jsou uvoliiované fragmenty DNA degradovéany
jatry a dalSimi organy. U patologickych stavt (zanétd, akutniho infarktu myokardu, mrtvici
apod.) jsou jeji hladiny podstatné vyssi — tato vysoka hladina cfDNA je zplsobena vyssi
mirou amrti bun¢k (zejména nahle, tedy nekrdzou) a zaroven nedostate¢nou rychlosti jater

takto velké mnozstvi fragmenti DNA odbouravat (Zeerleder, 2006). Vysoké hladiny (nad
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1000 ng-mlt) byly pozorovany u pacientii s rakovinou (Kubaczkova et al., 2017). Ve studii
tykajici se hladiny cfDNA u zdravych Zen a Zen s rakovinou prsu bylo zjisténo, Ze jeji vysoké
mnozstvi korelovalo s vétsi imrtnosti a také se zvySenim rizika pfitomnosti rakoviny.
CfDNA tedy miZe predstavovat vyznamny zdroj biomarkeri pro vcasné odhaleni
onemocnéni a umoznit sledovani jednotlivych fazi karcinogeneze (Catarino et al., 2008). Ze
studii je ovSsem mnohdy obtizné vyvodit jednozna¢né zavéry — skupina zkoumanych
pacientll je obvykle mald a techniky pouzit¢ pro kvantifikaci cfDNA se liSi. Samotna
kvantifikace cfDNA pti diagnostice nemusi byt kvuli piekryvajicimu se vyskytu u zdravych
i nemocnych osob objektivni, proto je vhodna kombinace s dal§imi biomarkery naddort krve
(Schwarzenbach et al., 2011).

CfDNA ziskavame z plazmy nebo ze séra. I pfes vyrazné nizs$i obsah cfDNA
vV plazmé se jevi jako vhodnégjsi zdroj, jelikoz se v ni v pribéhu €asu udrzuje stabilné;jsi
hladina (Wong et al., 2016).

Tato dvoufetézcova molekula ziskand znormdlni plazmy je bohatd na pary
cytosin-guanin. Jeji 3¢ konec obsahuje velké mnozstvi guaninu, 5° konec zejména cytosin

(Suzuki et al., 2008).

3.1.3. Zdroje cfDNA
Mechanismus uvoliovani cfDNA z bunék do krevniho obéhu neni dosud zcela znam, mezi
hlavni zdroje je povaZovano pasivni uvoliiovani, které zahrnuje apoptdzu a nekrozu, dale

aktivni uvolnovani z bunék (Mittra et al., 2012).

3.1.3.1. Apoptoéza
Apoptoza (Obr. 1) je termin oznacujici programovanou bunécnou smrt. Vyznacuje se
smr$ténim  buiky, kondenzaci chromatinu, fragmentaci jaderné DNA a tvorbou
apoptotickych télisek, ktera jsou nasledné degradovana pomoci fagocytozy. Nedochdzi pii
ni k poSkozeni okolni tkan€. Poruchy jako nadmérna ¢i nedostatecna apoptdza ptispivaji
k patogenezi mnoha chorob a podili se na rustu ¢i regresi nadort (Saikumar et al., 1999).
Za morfologické a biochemické zmény jsou zodpovédné intracelularni proteasy
kaspasy s cysteinem v aktivnim misté $tépici substraty za ur€itou asparagovou kyselinou,
které se bézné nachdzeji v ZivocisSnych bunkach jako neaktivni prekurzory enzymu, tzv.
zymogeny. V piipad¢ aktivace se zymogeny rozstépi a vytvoii velké a malé podjednotky
aktivnich enzyma — aktivni enzymy jsou heterotetramery ze 2 velkych a 2 malych
podjednotek obsahujici 2 aktivni mista. Kaspasy se vzdjemné aktivuji a spolupracuji

v proteolytickych kaskadach. U savct bylo identifikovano 14 kaspas — z funk¢niho hlediska
5
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Byt je vétSina z nich zapojena do apoptozy, existuji také kaspasy ucastnici se procesu zanétu
(Reed, 2000).

Je znamo vice mechanismil pro aktivaci kaspas. Prvni z nich je iniciace ,,vné&;si‘
cestou pomoci vazby ligandu Fas na receptor smrti Fas, ¢imz dochazi k aktivaci kaspasy 8.
Dalsim znich je iniciace ,vnitini“ cestou, kdy dojde kuvolnéni cytochromu c
Z mitochondrie, vazbou na kaspasovy aktivacni protein vznikd v cytosolu komplex, diky
kterému je poté aktivovéana kaspasa 9 a spusténa apoptoza. Tyto drahy jsou povaZzovany za
oddélené, ale miZe dojit k ptekiizeni na vice Grovnich. Proteiny kontrolujici drahy aktivace
kaspasy Casto existuji jako rodiny a interakce mezi nimi jsou zprosttedkovany doménami
uzce spojenymi s regulaci apoptdzy, napt. Bel-2 homologni domény proteinti rodiny Bcl-2
s negativni regulaci (Reed, 2000).

Apoptoéza in vitro nakonec vede k permeabilizaci plazmatické membrany jako je
tomu u nekrozy, proto Se nazyva také ,,sekundarni nekréza®, na rozdil od apoptozy in vivo,
pii které jsou apoptotické buiky Stépeny diive, nez dojde k naruseni membrany
(Proskuryakov et al., 2003).

Kone¢nym duasledkem apoptotickych zmén je aktivace endogennich nukleas, kdy
vznikaji fragmenty DNA 180-200 part bazi (base pair, bp) dlouhé, jelikoz dochazi ke Stépeni
DNA na nukleosomy (lvanov et al., 2015).

CfDNA vznikajici zbun¢k podstupujicich apoptézu se bézné¢ nachazi v krvi

zdravych osob (Suzuki et al., 2008).

3.1.3.2. Nekroza
K nekroze na rozdil od apoptdzy dochazi pii poskozeni buiiky a morfologicky jsou zcela
odlisné. Nekroza je charakteristicka otokem bun€k, rozpadem jadra a narusenim membran,
coz vede k vyliti bunééného obsahu do extraceluldrniho prostoru, a tedy mozné tvorbé
zanétu. V bunkach podstupujicich nekrézu obvykle chybi biochemické znaky apoptozy, jako
je napf. aktivace kaspas a fragmentace oligonukleosomalni DNA — pii nekréze tedy vznikaji
DNA fragmenty ptevazné vétsi nez 10 000 bp. Studium diferenciace apoptozy a nekrozy
ovSem odhalilo, Ze Ize v jedné buiice nalézt urcité charakteristiky obou téchto jevi, a ze
existuje uréité ,,spektrum‘ sebevrazednych programt, ve kterém jsou apoptéza a nekroza
jeho extrémy (Saikumar et al., 1999; Proskuryakov et al., 2003; Suzuki et al., 2008).

K nekrotickému uvoliiovani cfDNA z bun¢k dochazi u patologickych stavii, napf.

u nadora (Kubaczkova et al., 2017).



Normalni @
bunka

0 '|\ _
4 9 ' @,

» @
A =

) Apoptoticka .
Nekroza téliska —e o b

Apoptoza
| Ne@a

£ 3 \\ /
— == L] Fagocyt = / N

Obr. 1: Rozdil mezi apoptézou a nekrozou. Nekrotické buriky jsou vlivem otoku zvétSené, apoptotické se

naopak zmens§uji (upraveno dle Saikumar et al., 1999).

3.1.3.3. Aktivni uvolfiovani z bunék

K predpokladu, ze cfDNA muze byt do krevniho ob&hu aktivné uvoliiovana z bunék,
pfispiva napt. studie provadéna na bunétné linii HL-60 (linie lidské akutni myeloidni
leukemie), kdy nedé@lici se buiky piednostné uvoliiuji nové nasyntetizovanou DNA

v nukleoproteinovém komplexu (Stroun et al., 2001).

3.1.4. Tekuta biopsie

Klasicka biopsie je diagnosticka metoda vyuzivana ke zjisténi biologické povahy tkané ¢i
bunék. Jeji nevyhodou je invazivni postup, kdy odbér provadime ptimo z nadoru. Je-li nador
heterogenni, nemusi byt v§echny maligni klony obsazeny v odebraném vzorku (Kubaczkova
etal., 2017).

Alternativou klasické biopsie je biopsie tekutd — jelikoz je cfDNA uvolilovana do
krevniho feCisté z riznych oblasti nddoru, odrazi jeho heterogenitu a také progresi. Dalsi
vyhodou je moznost provadét opakované odbéry behem 1éCby, které ndm umozni sledovat
prubéh terapie. Na druhou stranu ma tekuta biopsie také jisté nevyhody, mezi néz patii napf.
nizké mnozstvi cirkulujici nadorové DNA (ctDNA) a cirkulujicich nadorovych bunck

(CTCs) ve vzorku, odlisnost jejich hladin u riiznych pacientii a nutnost ovéfeni ve velkych

studiich (Kubaczkova et al., 2017; Wang et al., 2017).



3.2.  Maligni lymfomy

3.2.1. Definice a klasifikace

Maligni lymfomy jsou nadory z lymfatické tkané, tedy nadory lymfatickych uzlin
a mimouzlinové lymfatické tkané, které vznikaji transformaci lymfocyti. Je to heterogenni
skupina onemocnéni, kterd je spojena se specifickymi molekularné biologickymi zménami.
Zakladni typy genetickych abnormalit nalezenych v lymfomech jsou ty, které podporuji
zvySenou proliferaci, napf. gen c-MYC, a ty, které inhibuji apoptézu, kam fadime napf.
onkogen BCL-2 (Gribben et Letai., 2010).

Soucasna klasifikace vychdzi znejnovéjsiho vydani WHO klasifikace
hematologickych malignit, které pochazi z roku 2008, a nasledné bylo revidovano v roce
2017 (WHO z angl. World Health Organisation). Lymfomy rozliSujeme na nehodgkinovy
(NHL) (Tab. 1), kter¢ se dale podle ptivodu déli na B a T lymfoproliferace, a Hodgkintiv
lymfom (HL) (Tab. 2). HodgkinGv lymfom stoji stranou diky jeho unikatnim klinickym
projeviim a také 1écbe. Tato klasifikace zahrnuje mnoho jednotek definovanych na zakladé
kombinace riznych znaki, mezi néz patii znaky imunologické, morfologické, molekularné
biologické ¢i klinické (Pytlik et al., 2013; Choi et O'Malley, 2017; Swerdlow et al., 2017;
Belada et al., 2018).

Tab. 1: Zjednodusena WHO klasifikace lymfoidnich malignit — nehodgkinovy lymfomy.

B malignity Prekurzorové B-akutni lymfoblastova leukemie/lymfom
Periferni Difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL)

Primarni mediastinalni velkobunéény lymfom (PMBCL)
Folikuldrni lymfom (FL)
Lymfom z bunék plasté (MCL)
Burkitttiv lymfom (BL)
Extranodalni lymfom z bunék marginalni zony (MALT)
Nodalni lymfom z bunék marginalni zény (NMZL)
Splenicky B-lymfom z marginalnich bun¢k (SMZL)
Chronicka lymfocytova leukemie/lymfom z malych lymfocytt
Vlasatobuné&tna leukemie

Atd.
T a NK Prekurzorové T-akutni lymfoblastova leukemie/lymfom
malignity  Periferni Mycosis fungoides

Periferni T-lymfomy

Sezaryho syndrom

Primarni kozni CD30 pozitivni T-lymfoproliferace
Agresivni leukemie z NK bunék

Atd.




Tab 2.: Zjednodusena WHO klasifikace lymfoidnich malignit — Hodgkintiv lymfom.

Hodgkiniv  Noduldrni lymfocytarné

lymfom predominantni
Klasicky = Hodgkiniv Klasicky Hodgkiniv lymfom, nodularni skler6za
lymfom Klasicky Hodgkindv lymfom bohaty na lymfocyty

Klasicky Hodgkintiv lymfom, smiSena celularita
Klasicky Hodgkintv lymfom, lymfocytarni deplece

3.2.2. Nejcastéjsi nehodgkinské lymfomy

NHL jsou nadorova onemocnéni, u kterych pozorujeme postupny vzestup, na druhou stranu
jsou pomérné dobfe 1é¢itelné. T-lymfomy maji hor$i prognézu nez B-lymfomy, zaroven jsou
ale méné Casté — tvoti jen necelych 10 % vSech NHL (Pytlik et al., 2013). Mezi nejcast&jsi
nehodgkinské B-lymfomy patii difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), folikularni
lymfom (FL), lymfomy z bunék marginalni zény (MZL), lymfom z bunék plasté¢ (MCL)

a lymfom z malych lymfocytd (SLL), viz. Obr. 2.
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Obr. 2: Zastoupeni nejéastéjsich podtypti B lymfomt v CR v % (data z registru KLS) (upraveno dle Belada et
al., 2018).



3.2.2.1. Diftizni velkobunécny B-lymfom

Difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) je heterogenni onemocnéni, které se vyznacuje
difazni proliferaci velkych nadorovych B-bunék. Vyskytuje se nejcastéji v lymfatickych
uzlinach, ale miZe se objevit 1 extranodalné. S jeho Cetnosti nad 40 % je nejbéznéjSim
lymfomem. Je to agresivni lymfom, ktery je potencidlné vylécitelny za piedpokladu
neselhani 1é¢by, v opaéném piipadé ma Spatnou prognozu (Pytlik et al., 2013).

Profilovani genové exprese pomoci Cipovych analyz, které provedli Alizadeh et al.
(2000) a Rosenwald et al. (2002), odhalilo existenci 3 hlavnich podskupin DLBCL —
podskupina GCB odvozena z bun¢k germinalniho centra, podskupina ABC odvozena z in
vitro aktivovanych perifernich B-lymfocyti, a podskupina primarniho mediastinalniho
B-lymfomu PMBCL. Jednotlivé podskupiny se liSily frekvencemi chromozomalnich
aberaci. Pro ABC-DLBCL byla typické trisomie 3. chromozomu nebo zmnoZeni 3q ¢i
18921-22 chromozomu a delece 6921-22 chromozomu, dale se u ni objevovaly BCL-2
translokace. GCB-DLBCL se vyznacovala zmnozenim genetického materialu na dlouhych
ramenech chromozomu 12q12 a konstitutivni aktivaci drdhy jaderné¢ho faktoru NF«B,
PMBCL zase zmnozenim genetického materialu kratkych ramen chromozomu 9p21
(Alizadeh et al., 2000; Rosenwald et al., 2002; Bea et al., 2005).

PMBCL je v soucasnosti povazovan za samostatnou podskupinu NHL. Rozdéleni
pacienti do jednotlivych podskupin je dulezité z prognostického hlediska — pouze 30 % osob
s ABC na rozdil od ostatnich podskupin ptezije po dobu 5 let (Bea et al., 2005).

Tyto lymfomy nejsou charakterizovany jedinou translokaci, jako je tomu napf.
u folikularniho lymfomu, ktery je typicky pritomnosti translokace t(14;18) nebo
u Burkittova lymfomu, kde je nalézana translokace t(8;14). Asi 20 % DLBCL ma translokaci
t(14;18) vedouci k nadmérné expresi BCL-2 genu s antiapoptotickym ucinkem, coZ souvisi
se §patnou prognozou. Vysoka exprese proteinu BCL-2 vsak byla pozorovana i v ptipadech
bez translokace t(14;18), coz naznacuje potencialni nezavislost amplifikace BCL-2 na této
translokaci. Dalsi translokace vyskytujici se u DLBCL jsou napt. t(8;22), t(3;14), t(3;22).
Nejcastéjsi jsou translokace zahrnujici gen BCL-6 umistény na 3. chromozomu, coz vede k
jeho zvySené expresi, a tudiz deregulaci. Velka ¢ast DLBCL nejspiSe vznika transformaci

bunék folikularniho lymfomu (Campbell, 2005; Gribben et Letai, 2010).
3.2.2.2. Folikularni lymfom

Folikularni lymfom (FL) je indolentni neboli nizce agresivni lymfom, ktery ma i v piipade

relapsu pomérné dobrou prognoézu, je ale pokladan za nevylécitelny (Pytlik et al., 2013).
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Pro tyto lymfomy je typicka translokace t(14;18) vyskytujici se ve vice nez 85 %
ptipadt FL. Pfi této translokaci je gen BCL-2 pfesunut ze 14. na 18. chromozom, konkrétné
do oblasti, kde se nachazeji geny pro tézké feté¢zce imunoglobulina (IgH), ¢imz se dostava
pod transkripéni kontrolu prvki z lokusu IgH a dochazi k poruseni regulace exprese proteinu
BCL-2, ktery je antiapoptoticky. Pfedpoklada se, ze exprese proteinu BCL-2 umoziiuje
preziti patologickych lymfocytl, které by za normdlnich podminek podlehly apoptoze
(Gribben et Letai, 2010). Na 18. chromozomu v useku q21 dochazi ke zlomim bud’ v major
break region (MBR) nebo méné Castéji v minor cluster region (mcr), na 14. chromozomu
dochazi ke zZlomim v oblasti J genu (Schraders, 2005).

FL se mize transformovat na agresivni lymfom s DLBCL morfologii, tato
transformace zahrnuje fadu genetickych zmén, napt. piestavby genu c-MYC, deleci TP53

a trisomii 7. chromozomu (Gribben et Letai, 2010).

3.2.2.3. Lymfom z marginalni zény
Lymfomy z B-buné¢k marginalni zény (MZL) jsou skupina indolentnich lymfomu
B-lymfocyti pochazejicich z marginalni zony sekundarni lymfatické tkané, tvofi ptiblizné
8% vSech NHL. Tato heterogenni skupina zahrnuje odlisné entity sdilejici nékteré
fenotypové a genotypové rysy, jejichz molekularni charakteristiky a klinicky prib¢h se lisi.
Rozlisujeme 3 formy lymfomu marginalni zony B-buné¢k (MZBCL) — extranodalni lymfom
z B-bun¢k margindlni zény ze slizni¢ni lymfatické tkané¢ (MALT), splenicky MZBCL
(SMZL) a nodalni MZBCL (NMZL) (Campbell, 2005; Nakamura et. Ponzoni, 2020).
MALT je typicky trisomii chromozomii 3, 12 a/nebo 18 a jejich translokacemi
ovliviiujicimi patogenezi onemocnéni, napi. u necelé poloviny pacienti vyskytujici se
translokace t(11;18) s fuzi gent AP12/MALT1, translokace t(14;18) s fuzi IgH-MALT1, ktera
je cytogeneticky identicka translokaci typické pro FL, ¢i mén¢ Casta translokace t(1;14), pii
které dochézi k prenosu genu BCL-10 na 14. chromozom, kde je jeho exprese stimulovana
zesilovacem té€zkého tetézce Ig a dochazi tak k deregulaci genu BCL-10. Znama je také
translokace t(3;14) s deregulaci genu FOXP1. Tyto translokace riznym zpisobem ovliviuji
aktivaci transkripéniho nuklearniho faktoru NFxB. MALT se mohou transformovat na
DLBCL — vétsinou pouze t(11;18) negativni, jelikoz tato transformace nebyva v DLBCL
obvykle identifikovdna. MALT vznikd v lymfatické tkani sliznice gastrointestinalniho
traktu, nejcastéji v zaludku pti infekci Helicobacter pylori. (Campbell, 2005; Nakamura et.
Ponzoni, 2020).
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SMZL je neoplazma z malych B-lymfocyti postihujici slezinu. Je charakteristicky
trisomii chromozomu 3 a vyskytem delece 7q, translokace t(11;14) neni pfitomna
(Campbell, 2005; Nakamura et. Ponzoni, 2020).

NMZL je morfologicky podobny MALT a SMZL. Nebyly u n& popsany specifické
diagnostické znaky, v nékterych ptipadech se vyskytuje translokace t(2;14) (Nakamura et.
Ponzoni, 2020).

3.2.24. Lymfom z bunék plasté
Lymfom z bun¢k plasté (MCL) je ve vétSin¢ piipadi agresivni lymfom se S$patnou
prognozou, median doby preziti pacienta je obvykle 3-4 roky. Ze vSech NHL ma Cetnost
necelych 10 %. Obecné prevazuje u muzského pohlavi, jeho nejcasté;si vyskyt pozorujeme
u osob stfedniho véku a star§ich muzi. Je povazovan za nevylécitelny (Pileri et Falini, 2009).

Tento lymfom je charakteristicky translokaci t(11;14), diky které dochazi k piesunu
genu pro cyklin D1 BCL-1 pod kontrolu transkripénich prvka tézkého fetézce Ig. Nasledné
nastava deregulace protoonkogenu CCND1 kodujiciho syntézu cyklinu D1, ktera zptsobuje
jeho nadmérnou expresi. Nadmérna exprese cyklinu D1 narusuje kontrolni bod pozdni G1
faze bunécného cyklu a wudrzuje nepfetrzitou proliferaci postizenych lymfocytu.
V normaélnich bunkéch je cyklin D1 exprimovéan pouze pfechodné — vaze se na CDK4
a CDK6, ¢imz vznika komplex CDK/cyklin, ktery fosforyluje tumor-supresorovy gen RB1
a dochazi k proliferaci bunék. Pokud je retinoblastomovy protein RB1 nefosforylovany, je
aktivni, a tudiz nedochazi k proliferaci (Pileri et Falini, 2009; Gribben et Letai, 2010).

Na povrchu bunék se nachazeji antigeny CD5*, CD10" a CD23" (Gribben et Letai,
2010). Antigeny CD5* a CD10" umoznuji odliSeni od ostatnich B-lymfomt (Wohlschlaeger
et al., 2003).

3.2.2.5. Burkittiv lymfom
Burkittiv lymfom (BL) je vysoce maligni, agresivni lymfom tvofeny B-buiitkami. Byt
nepatii mezi nejcastejsi lymfomy, tak si ziskal velkou pozornost — €asto postihuje dolni Celist
malych déti a velmi rychle proliferuje. Je charakteristicky vysokou mitotickou aktivitou
a ptitomnosti makrofagii obklopenymi mnoha apoptotickymi naddorovymi bunikami, coz
vytvaii pod mikroskopem obraz ,,hvézdného nebe®, ktery je typicky pro rychle proliferujici
nadory. I pfes rychlé d€leni bunck je BL jeden z nejlépe 1éCitelnych lymfomu (Casulo et
Friedberg, 2015; Gribben et Letai, 2010).

Pro tento lymfom je charakteristickd nadmérna exprese onkogenu c-MYC

zaptiCilujici nekontrolovatelnou proliferaci. Tato nadmérnd exprese je zpusobena
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chromozomalni translokaci t(8;14), diky které se exprese c-MYC dostava pod kontrolu prvka
v lokusu IgH. Dalsi translokace c-MYC jsou napf. t(2;8) nebo t(8;22) (Gribben et Letai,
2010). Translokace BCL-2 je u BL vzacnou abnormalitou a exprese BCL-2 pravdépodobné
neni spojena s translokaci (Yoshida et al., 2015). Tyto translokace jsou charakteristické jak
pro BL jako agresivni lymfom vyskytujici se obvykle mimouzlinové, tak i pro zralou
B-akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), se kterou ma spoleény ptvod zbunck
germindlniho centra (Campbell, 2005).

RozliSujeme 3 podtypy BL. Prvni znich je endemickd forma spojenda s virem
Epstein-Barrové (EBV) typicka pro déti obyvatel rovnikové Afriky a Stiedniho vychodu,
kde predstavuje nejcastéjsi détské nddorové onemocnéni. Druha forma, sporadicka, neni
prilis obvykla a vyskytuje se po celém svété, prevazné u déti. VEkova distribuce tohoto
podtypu BL ma 2 vrcholy incidence — prvni ve véku kolem 10 let, druhy kolem 75 let. Tteti
je forma asociovana s imunodeficitem postihujici predev§im pacienty s virem lidské

imunitni nedostate¢nosti (HIV), ¢asto je EBV negativni (Casulo et Friedberg, 2015).

3.2.3. Hodgkinuv lymfom

Hodgkinliv lymfom (HL) je onemocnéni nejCastéji postihujici mladé dospélé osoby.
U téchto lymfomt nadorové bunky piedstavuji pouze asi 1 % celkového bunécéného
infiltratu, jeho zbytek tvoifi bunky nenadorové (Briuninger et al., 2006). RozliSujeme
2 skupiny HL —klasicky HL, ktery se dale déli na 4 podtypy, a nodularni HL s predominanci
lymfocytt, viz. Tab. 2.

Klasicky HL je maligni lymfoproliferativni onemocnéni, které je charakteristické
transformovanymi Hodgkinovymi a Reed-Sternbergovymi nadorovymi B-buitkami (HRS)
pochazejicimi z preapoptotickych B-bun¢k germindlniho centra neschopnych exprimovat
afinitni receptor B-bunék (BCR) pottebny k apoptdze. Existuje n€kolik zptisobtl, jakymi se
transformované HRS bunky brani buné¢né smrti (Brauninger et al., 2006).

Prvnim zplsobem je konstitutivni aktivita transkripéniho nukleédrniho faktoru NF«B,
kterou poprvé popsal roku 1996 Bargou et al. V klidovém stavu je tento faktor agregovan
s IkB proteiny v cytoplazmé. Po stimulacni signalizaci dochazi k aktivaci IkB kinas, které
fosforyluji IkB proteiny, nasledné je NFkB uvoliiovan do jadra, kde iniciuje transkripci. Dle
nekterych studii je konstitutivni jaderna aktivita faktoru zapti¢inénd mutacemi v genu pro
IxBa (Thomas et al., 2004).

DalSim znich je aktivace transkripénich faktor — pfenaSece signalu a aktivatoru
transkripce STAT a aktivatorového proteinu AP1, a nésledné¢ deregulace cyklinu D2

(Thomas et al., 2004).
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Rezistence receptoru Fas pro Fas ligand ucastnici se apoptézy je dalSim moznym
zpuisobem vyhnuti se bunécné smrti. Fas/CD95 je transmembranovy receptor, ktery iniciuje
signalni kaskadu vedouci k apoptoze. Provedeni apoptdzy je zabranéno zvysSenou expresi
C-FLIP, cozZ je silny inhibitor apoptozy zprostfedkované Fas/CD95 (Thomas et al., 2004).

HRS bunky jsou v ptipadé¢ klasického HL casto infikovany EBV — EBV ma dileZitou

roli v patogenezi tohoto lymfomu (Brauninger et al., 2006).

3.2.4. Diagnostika

Lymfomy se mohou vyskytnout v jakémkoliv t€lnim organu, nejcastéjsi jsou ovsem nodalni
lymfomy. Ze strany odborniki je tfeba dodrzovat vysoky index podezieni, a u dospélych
osob histologicky ovétit kazdou uzlinu vétsi nez 2 cm piitomnou po delsi dobu nez 2 mésice
bez souvislosti s infekénim onemocnénim. Pokud je uzlina vétsi nez 3 cm, je nutné ji ovéfit.
Dale je tfeba sledovat nespecifické systémové piiznaky, mezi néz patii napt. drazdivy suchy
kasel, teplota, no¢ni poceni ¢i tbytek hmotnosti (Pytlik et al., 2013). V¢asna diagnostika
lymfoidnich onemocnéni je diilezitd pro snizeni mortality, proto jsou zapotiebi co nejvice
specifické a minimalné invazivni markery (Kubaczkova et al., 2017).

Histologické vzorky museji byt reprezentativni, idealn¢ by se méla vyjmout uzlina
i S pouzdrem. Aspirac¢ni punkce tenkou jehlou jsou nevhodné a Casto vedou k nespravné
diagnoze. V piipadé pretrvavajicich nejasnosti je titeba provést dalsi vySetieni (Pytlik et al.,
2013).

Ke zjisténi klonality (napf. prestavby IgH) se pouzivd molekularné biologicka
metoda PCR. Pii zjistovani chromozomovych aberaci se vyuzivaji molekularné
cytogenetické metody — fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Zminéna vySetfeni maji
nejen diagnosticky vyznam — vyuzivaji se také pro monitorovani dané 1écby, K prukazu
minimalni rezidualni choroby (MRD) (Pytlik et al., 2013).

Pfed samotnou terapii je nutné zjistit rozsah onemocnéni pacienta, tzv. staging,
k ¢emuz se pouzivaji vySetieni fyzikalni, analyza kostni dfené, krevniho obrazu a biochemie
(dulezité je vysetreni laktatdehydrogenasy (LDH)) a vypocetni tomografie (CT). Vysettuje
se také funk¢ni stav zakladnich orgdnd. Ke stagingu se pouziva vySetfeni pozitronovou
emisni tomografii (PET) ¢i integrované pozitronové emisni tomografie s vypocetni
tomografii (PET/CT), které vyuzivaji F-fluorodeoxyglukézu (FDG) akumulovanou na misté
zanétl a nadort, tedy tam, kde je tkan metabolicky aktivni, jelikoz DLBCL 1 FL jsou
FDG-avidni. PET mé u FL i prognosticky vyznam, kdy se provadi po induk¢ni terapii a poté
je mozné 1é¢bu dle potieby modifikovat (Pytlik et al., 2013).
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3.2.5. Lécba

Terapie NHL je obecné velmi Gspésna. Jelikoz vétSina B-lymfomt exprimuje povrchové
znaky CD, 1é¢i se imunochemoterapii, coz je chemoterapie doplnénd anti-CD protilatkou.
Dftive standardni chemoterapie CHOP (cyklofosfamid, vinkristin, adriamycin, prednison)
pouzivana pro vétsinu lymfomd je dnes doplnéna anti-CD20 protilatkou rituximabem
(R-CHOP). K 1é¢bé méné castych T-lymfomi majicich horsi progndzu se pouziva rezim
CHOP a umladsich pacientii obvykle autologni transplantace. Terapie relapsti zavisi na

druhu lymfomu pacienta, u 0sob s agresivnimi lymfomy maji relapsy $patnou prognozu
(Pytlik et al., 2013).
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3.3. CfDNA v hematoonkologii

CfDNA je tvofena DNA fragmenty, které jsou do krevniho fecist€¢ uvoliiovany piimo
Z bun¢k podstupujicich apoptoézu. Jeji vysoké hladiny byly prokazany u fady solidnich
tumort, vyznam u hematologickych chorob je stale zkouman (Kubaczkova et al., 2017,
Rossi et al., 2017).

Jiz zminéna studie, kterou provedl Vasioukhin et al. roku 1994 u osob s diagnézami
MDS a AML, byla podnétem dalSich studii cfDNA v hematoonkologii. Pomoci PCR byly
zkoumany bodové mutace genu N-RAS v DNA pochazejici z plazmy, krevnich bunék
a kostni dfené u 10 pacientl. Vysledky ukazaly, ze rizné mutace genu RAS byly vzdy
pfitomny pouze v plazmatické DNA, zatimco v ostatnich ptipadech né¢kdy chybély —
klasicka vySetfeni neodhalila vS§echny maligni klony onemocnéni. Plazma se tedy jevi jako
spolehlivy alternativni zdroj pro detekci molekularnich abnormalit (Vasioukhin et al., 1994;
Hohaus et al., 2009).

Frickhofen et al. roku 1997 pomoci PCR detekoval piestavby IgH ve
vzorcich plazmy a séra pacientll s B-bunéénymi malignitami — NHL a ALL. U vzorkl
odebranych v dob¢ diagndzy ¢i pred 1éCbou byla v cfDNA detekovana piestavba IgH v 86 %
ptipadt. U vzorki analyzovanych v ¢asech pied 1écbou i pii 1écbé byla prestavba fetézce
pfitomna v 54 %. Vysledky ukézaly, Ze nadorové specifickd DNA miize byt detekovéana
z plazmy ¢i séra vétSiny pacientl s B-lymfoproliferacemi, a ze toto testovani se jevi jako
uzite¢né pro sledovani reakce na 1écbu. U pacientli s FL muize byt detekce pieusporadani
BCL-2/IgH v plazmé ukazatelem MRD (Hohaus et al., 2009).

Kornacker et al. ve své studii publikované roku 1999 detekoval ze séra pacienta s HL
pfestavbu genu pro Ig specifického pro HRS buiiky. V rozmezi 3 let bylo ziskéno vice
vzorkl séra, které se nasledn¢ analyzovaly pomoci PCR. Piestavba byla detekovana v DNA
ziskané pfi relapsu onemocnéni, ve vzorcich odebranych béhem nebo po 1é¢bé relapsu
detekovana nebyla.

Dlouho neexistovaly Zadné kvantitativni idaje o hematologickych neoplaziich, proto
Hohaus et al. (2009) provedli studii zabyvajici se hladinami ¢cfDNA u HL a NHL. Studie
zahrnovala 142 pacientti s lymfomy (HL, DLBCL, FL, MCL) a 41 zdravych osob, stanoveni
bylo provedeno pomoci kvantitativni PCR v realném ¢ase pro gen fS-globin. Vysledky
ukazaly, ze primérné hladiny cfDNA u pacientt s HL (43,3 ng-mlt), DLBCL (91,6 ng-ml?)
aMCL (74,1 ng-:mlY) byly vyrazné vyssi nez hladiny kontrol — koncentrace cfDNA
U zdravych jedincti méla pramér 12,1 ng-ml?, zatimco u FL (22,9 ng-ml?) se hladiny
vyznamné neliSily. ZvySené hladiny plazmatické DNA byly pozorovany u pacientl
s pokroCilym stadiem malignit, u starSich osob a osob se zvySenymi hladinami LDH.
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Z prognostického hlediska byla zkoumana hladina cfDNA u DLBCL a FL -
pravdépodobnost neptfitomnosti selhani 1é¢by FFTF (freedom from treatment failure) na
2 roky byla 69 % pro DLBCL a 81 % pro HL. Pacienti s DLBCL a navic zvySenou hladinou
plazmatické DNA méli dvouletou pravdépodobnost FFTF pouze 40 % na rozdil od téch
s normalni hladinou cfDNA, kteti ji méli 88 %. U pacienti s HL a zvySenou hladinou
plazmatické DNA byla dvouletd pravdépodobnost FFTF 62 %, s normalni hladinou 95 %.

Armand et al. (2013) pomoci nové, vysoce vykonné techniky sekvenovani zjistovali,
zda je nadorova cfDNA detekovatelnd u nové diagnostikovanych pacienti s DLBCL ¢i
mediastindlnim  velkobunéénym B-lymfomem (MLBCL). Vzorky byly ziskany
z naddorovych bunck, mononuklearnich bunék periferni krve (PMBC) nebo plazmy. Studie
byla provedena na 17 pacientech —u 16 pacient s dostatecnym mnozstvim amplifikované
DNA byl pti diagnostice nalezen alesponi jeden dominantni nddorovy klon, u posledniho
pacienta s pfili§ nizkym mnozstvim DNA identifikovan nebyl. Mezi 16 osobami
s potvrzenym klonem mohla byt nadorova cfDNA detekovana pied 1écbou v plazmé u 11,
v PBMC u 8, celkové byla detekovatelna u 13 pacienta (v plazme¢/PBMC ¢i zaroven v obou
téchto zdrojich). U 3 pacientl nebyla pfi diagnostice detekovana zZadna nadorova cfDNA —
tyto osoby mély onemocnéni v pocinajicim stadiu a nemély diikaz o nemoci pomoci PET/CT
Vv dobé odbéru — nadorova DNA tedy byla detekovéana u vSech 13 pacienti. Nova technika
umoznila stanoveni dominantniho nadorového klonu u 94 % pacientii s DLBCL ¢i MLBCL
Z rutinnich vzork® a u 100 % pacientli s dostate¢nym mnozstvim analytického materialu. Po
lécbe chemoimunoterapii byla nadorova cfDNA detekovana pouze u 1 pacienta. Pro
diagnostiku téchto chorob byly primarné vyuZivany drahé zobrazovaci metody s nutnosti
ozareni, jelikoz se predpokladalo, ze DLBCL a MLBCL nemaji cirkulujici slozku, coz
vylucovalo vyvoj nastrojit pro hodnoceni MRD u téchto onemocnéni na rozdil od nadorti
s cirkulujici slozkou. Vysledky ukazuji, Ze metoda sekvenovani mize byt spolehliva pro
hodnoceni nadoru a pro detekci MRD.

Rossi et al. (2017) se ve své studii zaméfili na sledovani genetického profilu DLBCL
a jeho modifikaci po 1é€bé pomoci ultra-hlubokého cileného sekvenovani plazmy. Toto
sekvenovani pted 1écbou spravné odhalilo mutace typické pro DLBCL s vice nez 90%
citlivosti a 100% specifitou. Genotypizace cfDNA také umoznila nahradu pro mutace
heterogenitou nddoru a velkou anatomickou vzdalenosti od mista provedeni biopsie.
Vysledky analyzy vzorkli pacienti po 1écbé chemoterapii rituximab-cyklofosfamid-
doxorubicin-vincristin-prednisonem (R-CHOP) ukazaly rychlou clearanci mutaci

charakteristickych pro DLBCL zcfDNA u pacientll nerezistentnich na tuto 1écbu,
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u rezistentnich mutace nezmizely a byly u nich z cCFDNA detekovany nové mutace oznacujici
rezistentni klony. Studie dokézala, ze genotypizace cfDNA je pro detekci mutaci stejné
pfesna jako béZzna biopsie a je vhodna pro sledovani vyvoje klonli a vzniku rezistentnich
klonli na danou 1écbu.

Jelikoz genetika klasického HL (cHL) byla stale do velké miry nepochopena, Spina
et al. (2018) provedli vyzkum zahrnujici 80 nové diagnostikovanych a 32 recidivujicich
pacienti s CHL, celkové pomoci sekvenovani nové generace profilovali 349 vzorkl krve
a tkani. Ukazalo se, Ze nadorova cfDNA obsazena v plazmé odrazela genetiku HRS bunék,
a muize tedy slouzit pro genotypizaci cHL. Méfeni hladiny nddorové cfDNA béhem 1écby se
v kombinaci s PET/CT jevi jako uzite¢né pro sledovani MRD a vcasnou identifikaci
pacientl rezistentnich na terapii. Vysledky ukazaly, ze tumorova cfDNA mitiZe slouZit jako
novy biomarker cHL.

CfDNA lze ziskat z plazmy pomoci komercnich kitd. Muze byt alternativnim
zdrojem nadorové DNA pro genotypizaci a identifikaci lymfomu a také mozny marker pro
sledovani MRD, jejiZ monitoring je nenaplnénym medicinskym cilem v terapii lymfomu
a vyrazné by zptesnil hodnoceni 1é€ebné odpovédi pomoci PET/CT. Korelace dynamiky
MRD a vysledku PET/CT vyrazné omezi Cetnost falesné pozitivnich vysledktt PETu
a umozni presné&jsi volbu terapie (Hohaus et al., 2009; Camus et al., 2017; Spina et al. 2018).
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Biologicky material
Do této prace byly zahrnuty vzorky 20 zdravych darct a 76 pacientt (40 zen, 36 muzi)
s lymfoproliferativnim onemocnénim — 53 pacientd s DLBCL a 23 pacienti s HL, konkrétné
klasickym HL nodularné sklerotickym. Tito pacienti byli diagnostikovani a 1éCeni na
Hemato-onkologické klinice FN a LF UP Olomouc. Vzorky byly ziskany v ¢asovém
rozmezi od zati 2017 do ¢ervna 2020.

Venozni krev pacientll a zdravych déarcti byla odebirana do specidlnich sklenénych

zkumavek s antikoagulaénim roztokem tridraselné soli kyseliny etylendiamintetraoctové

(K3EDTA) a latkou stabilizujici cfDNA v plazmé (Streck).

4.2. Roztoky a reagencie

Reverzné osmoticka a ultracista voda ze systému Direct-Q 3UV (Millipore)
10x PBS (Iékarna FNOL)

Ethanol 96% (Fargon)

ACL a ACB pufr (Qiagen)

AVE pufr (Qiagen)

ACW1 a ACW?2 pufr (Qiagen)

Proteinaza K (Qiagen)

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
Specifické primery (East Port Praha)

100 bpDNA Ladder (Promega)

Lambda DNA/hindIll Marker (Thermo Fisher Scientific)

Agar6za I pro DNA elektroforézu (Amresco)

Ethidium bromid (10 g-1"%) (Top-Bio)

Nanaseci pufr (,,LoadingDye”) 6x (Promega)

Parafinovy olej (Iékarna FN)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mmol-1) (Promega)

AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Buffer II and MgCl, (Applied Biosystems, Life
technologies)

10x TBE elektroforeticky pufr, pH 8,3-8,5:

1 mol-1" Tris

0,89 mol I kyselina borita

0,02 mol-1'"* EDTA
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Agarozovy 1,5/2% gel:
1,5/2 g agardzy

100 ml 1x TBE pufru

2 ul ethidium bromidu

4.3. Pristroje a pomitcky

Zatizeni na Gpravou vody Direct-Q 3UV (Millipore)
Automatické pipety jednokanalové (Eppendorf, Finnpipette)
Stolni minicentrifuga C 1301 (Labnet)

Termoblok Bio TDB-100 (Biosan)

Mrazici boxy (-80 °C, -20 °C) (Sanyo)

Lednicky (4-8 °C) (Zanussi)

Centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf)

Automaticky izolator Qiacube (Qiagen)

Qubit 2.0 Fluorimetr (Life Technologies)

QlAvac 24 Plus (Qiagen)

Inkubator NB-205 (N-Biotek, Inc.)

Analyticka vaha FA-2000 (LAB system)

Dokumentaéni systém AlphaDigiDoc™RT?2 (Alpha Innotech)
Mikrovinna trouba 1195 (ETA)

Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact (CastelMac SpA)
Elektroforéza horizontalni MSMIDI (Cleaver Scientific Ltd)
Zdroj k napéti ELFO ST 304 (Apelex)

Termoblok (BioSan)

Thermocycler peqSTAR 2x Gradient (PEQLAB-L.ife Science)
Vortex CERTOMAT ® MV (B. Braun Biotech International)
LightCycler® 480 Instrument II (Roche Life Science)

4.4. Spotrebni material
Jednorazové Spicky s filtrem

Koénické plastové zkumavky 15ml, 50ml
Zkumavky 2ml, 1,5ml

Sérologické pipety Sml, 10ml
Pasteurovy pipety

Latexové ochranné rukavice
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Odbérové zkumavky Cell-free DNA/RNA BCT (Streck)

Pipetor Bibbyjet (Stuart)

Tenkosténné 0,5ml mikrozkumavky (Invitrogen)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

QIAamp Circulating Nucleoid Acid kit (Qiagen)

FrameStar 96-jamkové Semi-Skirted PCR desticky Roche style (Institute of Applied
Biotechnologies)

Adhezivni qPCR folie (Institute of Applied Biotechnologies)
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4.5. Metodika
45.1. Krevni vzorky

Pro analyzu byla pouzita vendzni krev pacienti odebirana do specidlnich sklenénych
zkumavek s antikoagula¢nim roztokem K3EDTA a latkou stabilizujici cfDNA v plazmé
(Streck).

4.5.2. Priprava vzorku

Odebrany vzorek krve ve sklenéné zkumavce vloZzime do centrifugy nastavené na 1 300 rpm,
centrifugace probiha 20 minut pii 4 °C. Poté horni vrstvu pomoci Pasteurovy pipety
preneseme do Cisté 15ml zkumavky a provedeme dalsi centrifugaci pti 5 400 rpm po dobu
10 minut pii teploté 4 °C. Pomoci Pasteurovy pipety pieneseme 4 ml plazmy do nové 15ml
zkumavky tak, aby nebyl pfenesen usazeny pelet. Zkumavku s peletem odstranime.
Zkumavku se ziskanou plazmou mizeme pouzit k izolaci cfDNA ihned nebo ji uskladnime

v hlubokomrazicim boxu nastaveném na teplotu -80 °C.

4.5.3. lzolace cfDNA

Proces izolace (Obr. 3) je rozdélen do 4 nasledujicich krokt. Prvnim je lyza, kdy dochazi
kK uvolnéni cfDNA z vazby na pienaSe¢ pomoci proteinazy, lyza¢niho pufru a zvysené
teploty, jelikoz cfDNA je v krvi obvykle navazana na proteiny. Nasleduje navazani cfDNA
na kfemicitou membranu kolonky a odsati necistot vakuovou pumpou. Dal$im krokem je
promyti necistot pomoci pufrii a ethanolu a nasledné odsati zbylych necistot vakuovou
pumpou. Poslednim krokem je eluce cfDNA z membrany do elu¢niho pufru. Pro ziskéani
cfDNA z plazmy byl pouzit kit QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit od firmy Qiagen
(Qiagen, 2019).
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Obr. 3: Schéma izolace cfDNA metodou QIAamp Circulating Nucleid Acid (upraveno dle Qiagen, 2019).

453.1.

Postup

K izolaci pouzivame 4 ml plazmy, které musime vytemperovat na laboratorni teplotu.

1.

2
3
4.
5

Nejprve do kazdé Cisté oznacené 50ml zkumavky napipetujeme 400 pl Proteindzy K.

Poté ptiddme 4 ml plazmy.

. Nasledn¢ ptidame 3,2 ml ACL pufru. Zkumavky vortexujeme po dobu 30 s.

Inkubujeme pii teploté 60 °C 1 hod.

Ptidame 7,2 ml ACB pufru. Zkumavky opét vortexujeme po dobu 30 s. a poté do
kroku ¢. 7 chladime ledem.

Do pfistroje QIAvac 24 Plus vsuneme kohoutky, do kterych nasuneme nejprve
vakuové konektory, do téch poté vlozime QIAamp Mini kolonky a do nich 20ml
extendery — tak pfipravime aparaturu.

Do jednotlivych extenderti opatrné pielijeme obsah zkumavek a zapneme vakuovou
pumpu. Aparaturu piipravime na tlak -800 az -900 mBar, poté zahdjime izolaci.
Tento proces trva priblizn¢ 10-15 min., extendery pak odstranime.

Do kazdé QIAamp Mini kolonky piidame 600 ul ACW1 pufru, zapneme vakuovou
pumpu a obsah nechame zcela protéct, poté vakuovou pumpu vypneme a nechame

tlak klesnout na 0 mbar.
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9. Nasledné ptiddme 750 ul ACW?2 pufru a proces provedeme stejné jako s ACWI
pufrem.

10. Nakonec proces opakujeme s 96% ethanolem.

11. QlAamp Mini kolonky pieneseme do Cistych 2ml tub a centrifugujeme pii
14 000 rpm po dobu 3 min.

12. Poté QIAamp Mini kolonky dame do novych, Cistych 2ml tub a inkubujeme je
10 min. v termobloku piedehfatém na 56 °C. Staré 2ml tuby odstranime. Po dobu
inkubace nechame vika oteviené, abychom vysusili membranu.

13. Kolonky ptfeneseme do 1,5ml mikrozkumavek, 2ml tuby odstranime.

14. Na stfed kazdé membrany QIAamp Mini kolonky naneseme 50 pl elu¢niho pufru
AVE. Mikrozkumavky nechame inkubovat pii pokojové teploté po dobu 3 min.

15. Po inkubaci provedeme posledni centrifugaci pii 14 000 rpm v délce 1 min. QIAamp
Mini kolonky odstranime a mikrozkumavky se ziskanou cfDNA uzavieme vicky.

16. Od 8. kroku Ize provést automatizaci piistrojem, ktery eluuje do objemu 50 pl.

4.5.4. Méreni koncentrace cfDNA
Pro stanoveni koncentrace vyizolované cfDNA pouzijeme piistroj Qubit fluorometr 2.0 a kit
Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific, 2015).

Princip spociva v navéazani specifického fluorescencniho barviva (fluoroforu) na
molekuly ¢fDNA a zméfeni fluorescencniho signalu. Mnozstvi signdlu je pfimo umeérné

koncentraci cfDNA v daném roztoku.

454.1. Postup

1. Podle poc¢tu vzorkid si nachystame 0,5ml Qubit assay zkumavky. Se zkumavkami
manipulujeme pouze za jejich vicko. Qubit Reagent a pufr vytemperujeme na
laboratorni teplotu.

2. Do plastové zkumavky si pfipravime Qubit pracovni roztok smichinim Qubit
dsDNA HS Reagentu (fluorofor) s Qubit dSDNA HS pufrem v poméru 1:200. Smés
opatrné promichame. Pracovni roztok po piiprave chranime pied piimym slunecnim
svétlem.

3. Do mikrozkumavek urcenych pro standardy napipetujeme 190 pl Qubit pracovniho
roztoku a 10 ul pfislusného standardu. Kratce vortexujeme.

4. Do mikrozkumavek uréenych pro vzorky napipetujeme 199 pl Qubit pracovniho
roztoku. Poté pfidame do kazdé mikrozkumavky jednotlivé vzorky v objemu 1 pl.

Opét kratce vortexujeme. Inkubujeme pii pokojové teploté cca 2 min.
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5. Pfi analyze vzorkt pracujeme v modu ,,High Sensitivity“. Ze standard Si vytvoiime
kalibra¢ni ktivku pro méteni vzorkid. Nasledné¢ po jeji kontrole zméfime vzorky.
Ptistroj zobrazuje hodnotu tzv. QF value, ktera se musi pfepocitat pomoci fediciho
faktoru. Vysledek tedy mizeme vypocitat podle vzorce (koncentrace vzorku = QF
value x 200/x, kde QF value = hodnota dana Qubit fluorometrem, X = mnozstvi pl
cfDNA ptidané do zkumavky) nebo piimo v pfistroji. Koncentraci prepoc¢itavame na

objem cfDNA 1 pl.

45.5. ZkouSka primert pro qPCR pomoci jednokolové PCR
455.1. Postup
1. Dle poc¢tu vzorka (+ kontrola) si pfipravime 2 reakéni smési (Tab. 3) lisici se
jednotlivymi primery (Tab. 4) (B-actin — podle Wang et al., 2003, B2-microglobulin
— Laboratof molekularni biologie, Hemato-onkologickd klinika FN a LF UP

v Olomouci, Mgr. Jana Navratilova)

Tab. 3: SloZeni reakéni smési pro PCR.

Reagencie Zasobni koncentrace e T L
vzorek [pl]
TK H:0 - 17,3
Buffer Applied Biosystems 10x 2,5
MgCl, Applied Biosystems 25 mM 2,0
dNTPs (Promega) 10 mM 0,5
primer B-actin/B2-microglobulin F 10 mol/1 (0,01 mM) 0,75
primer B-actin/B2-microglobulin R 10 mol/1 (0,01 mM) 0,75
Tag DNA Polymerase Applied Biosystems 5U/ul 0,2
DNA - X*

*mnozstvi DNA dle jeji koncentrace

Tab. 4: Pouzité primery a jejich sekvence.

Ocekavana
Primery pro délka Sekvence
produkti [bp]
F: 5’TGAGTGCTGTCTCCATGTTTGATGTAT'3
R: 5"CCTCTAAGTTGCCAGCCCTCCTA’3
F: 5’GCACCACACCTTCTACAATGA3
R: 5’GTCATCTTCTCGCGGTTGGC 3

B2-microglobulin 77

f-actin 101

2. Do 2 sad 0,2ml PCR mikrozkumavek (1. s primery pro B-actin, 2. s primery pro

B2-microglobulin) napipetujeme do kazdé 24 pl pfipravenych reakénich smési.
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4.5.6.

Do kontrolnich mikrozkumavek pfiddme 1 pl H20, do ostatnich mikrozkumavek
urcity pocet ul DNA (cfDNA/gDNA) dle koncentrace dané DNA. Nakonec do kazdé
kapneme 2 kapky parafinového oleje.

Provedeme PCR dle Tab. 5. Nasledné je PCR zchlazena na 4 °C.

Tab. 5: Teplotni profil PCR reakce — f2-microglobulin, B-actin.

Denaturace Amplifikace Finalni elongace
95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C
10 min. 45s. 60 s. 60 s. 10 min.
35X

Na 2% agarozovy gel ptipraveny v 1x TBE pufru obsahujicim ethidium bromid
napipetujeme vzorky smichané s5 pl nandSeciho pufru (,,LoadingDye®).
Elektroforéza v 1xX TBE pufru probiha pifi 100 V cca 1 hod.

Vysledek — Obr. 9.

Kvantitativni stanoveni koncentrace cfDNA pomoci technologie Sybrgreen

koncentraéni kiivkou housekeeping genu

Sybrgreen je nejvyuzivanéjsi technologii pti qPCR. Patii k nespecifickym fluorescen¢nim

substratim. Jelikoz je to interkalacni latka, navazuje se pouze na dsDNA, poté pii jeji

denaturaci dochézi k uvolnéni Sybrgreenu a tim klesa fluorescence. V pribéhu reakce

dochazi k opakujicimu se nartstu a poklesu fluorescence podle dané faze reakce.

45.6.1. Postup

1. Piipravime si reakéni smés dle tabulky (Tab. 6).

Tab. 6: Ptiprava reakéni smési.

Reagencie Konecna koncentrace Objem [ul]

miliQ H-O - 3,8
B-actin/ p2-microglobulin — primer F

10 pmol/l (0,01 mM) 0,3 umol/l (300 nM) 0,6
B-actin/ B2-microglobulin — primer R

10 pmol/l (0,01 mM) 0,3 umol/l (300 nM) 0,6
PowerUp Sybr Green master mix 2x konc. 1x 10
Objem reakéniho MIXU - 15
cfDNA templat/standard/H,O - 5
Vysledny objem - 20

Do 96 jamkové PCR desti¢ky nejprve napipetujeme do kazdé zvolené jamky 15 ul
pfipravené reakéni smési. Poté do jednotlivych jamek pifidime 5 pl cfDNA,
standardu ¢i vody.

26



3. Desticku zakryjeme kryci folii a kratce zvortexujeme.
4. Provedeme reakci (Tab. 7).
Tab. 7: Teplotni profil reakce.
Teplota Cas Pocet cykli Akvizice Nazev
50 °C 3 min. 1x - Aktivace UDG*
o . Aktivace polymerazy
95°C S min. 1x + deaktivace UDG
95 °C 20 s. 40x (B-actin) - e
60°C _ 40s. _ 50x (B2-microglobulin) 1x Amplifikace
95 °C 5s. 1x - -
60 °C 1 min. 1x - Ktivka tani
97 °C ) 1x kontinualni rist Kiivka tani*
teploty
40 °C 30s. 1x - Chlazeni
*Uracil-DNA glykosylaza
75 akvizici na kazdy stupeti teploty
5. Vysledek — Obr. 10-14.
45.7. Elektroforéza

Elekroforézu provadime z ditvodu kontroly kvality vyizolované cfDNA.

45.7.1.

45.8.

Postup
Do 0,2ml mikrozkumavek napipetujeme 5 pl nanaSeciho pufru (,,LoadingDye®)
a pridame urcity pocet pl vzorku DNA (cfDNA/gDNA) dle koncentrace dané DNA.
Ptipravime 1,5% agar6zovy gel v 1X TBE pufru obsahujicim ethidium bromid.
Po naneseni vzork a markeru na gel probéhne elektroforéza v 1x TBE pufru pfi
100 V cca 1 hod.
Gel po probéhnuti elektroforézy vyhodnotime pomoci dokumentacniho systému
Alpha DigiDoc ™RT?2.
Vysledek — Obr. 4.

Statistické zpracovani

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci Microsoft Excel 2016 (MICROSOFT

S..0.) — byl vypoéten primérny, minimalni a maximalni vék pacientd, primérné hodnoty

koncentrace cfDNA, sestrojeny krabicové grafy (Boxplot) a ROC (Receiver Operating

Characteristic) kiivky.
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5 VYSLEDKY

5.1. Naméi‘ené hodnoty koncentrace CFDNA a kontrola jeji kvality

Pacienti byli dle namétené hodnoty koncentrace cfDNA ziskané izolaci metodou QlAamp
Circulating Nucleid Acid rozdéleni do nasledujicich skupin — ti, u kterych bylo provedeno
vice odbért, kdy prvni odbér byl proveden v dobé diagnozy, druhy béhem terapie a tieti po
terapii: pacienti s klesajici hodnotou koncentrace CFDNA (Tab. 8), pacienti se stoupajici
hodnotou koncentrace cfDNA (Tab. 9), pacienti s konstantni hodnotou koncentrace cfDNA
(Tab. 10). Pacienti, u kterych byl proveden pouze jeden odbér, byli rozd€leni nasledovné:
pacienti s nové diagnostikovanym lymfomem (Tab. 11), pacienti s regresi/remisi lymfomu
(Tab. 12) a pacienti s progresi lymfomu/relapsem onemocnéni (Tab. 13). Jako kontrola
slouzili zdravi darci (Tab. 14). Pro kontrolu kvality vyizolované cfDNA byla provedena
elektroforéza (Obr. 4).

Obr. 4: Kontrola kvality ¢fDNA pomoci agarozové elektroforézy, 1,5% gel. 1. jamka — marker 100 bp
promega; 2. jamka — zdravy darce, naneseno 12,8 ng cfDNA; 3. jamka — zdravy darce, naneseno 25,6 ng
cfDNA,; 4. jamka — pacient (NHL), naneseno 287,4 ng cfDNA; 5. jamka — pacient (HL), naneseno 318 ng
cfDNA; 6. jamka — genomicka DNA, naneseno 97,8 ng gDNA; 7. jamka — lambda marker. Na obrazku
(2.-5. jamka) mtzeme vidét fragmenty cfDNA dlouhé cca 180 bp vznikajici apoptézou jak u zdravych darct,
tak u pacientll. Fragmenty dlouhé cca 320-480 bp, coZ jsou ,,nasobky 180 bp oligomerid*, jSOu pro apoptozu
také typické. Genomicka DNA (6. jamka) obsahuje vétsi fragmenty, které prochazi gelem hufe, proto se

zachytily na jeho zacatku.
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Tab. 8: Pacienti s klesajici hodnotou koncentrace (C) CFDNA.

ccfDNA - ccfDNA- ¢ cfDNA -
Pohlavi Roénik Vék Diagnéza 1. odbér 2. odbér 3. odbér
[ng-mi*]  [ng'ml"]  [ng-ml*]
7 1971 49 DLBCL 11 800 4 320 2 300
M 1986 34 DLBCL 4 040 922 312
Z 1957 63 DLBCL 47 600 2180 1220
V4 1984 36 HL 5160 2940 688
M 1989 31 HL 996 802 580
M 1993 27 HL 1070 936 540

Tab. 9: Pacienti se stoupajici hodnotou koncentrace cfDNA. U nékterych pacienttl (-) 3. odbér nebyl dostupny.

ccfDNA - ccfDNA- ccfDNA -
Pohlavi Roé¢nik Vék Diagnéza 1. odbér 2. odbér 3. odbér
[ng'mI*]  [ng'ml"]  [ng-ml7]
Z 1958 62 DLBCL 2 280 100 000 116 000
M 1955 65 DLBCL 2 320 1270 110 000
M 1942 78 DLBCL 870 1370 -
M 1938 82 HL 3120 7 540 -
Z 1976 44 HL 904 1770 -
Z 1977 43 HL 846 1 800 2 840

Tab. 10: Pacienti s konstantni hodnotou koncentrace cfDNA. U nékterych pacientd (-) 3. odbér nebyl dostupny.

ccfDNA - ccfDNA- ccfDNA -
Pohlavi Ro¢énik Vék Diagnéza 1. odbér 2. odbér 3. odbér
[ng:'mI*]  [ng-ml*] [ng-ml*]
Z 1955 65 DLBCL 636 582 498
M 1962 58 DLBCL 1720 2 000 -
7 1938 82 DLBCL 1420 1340 -
M 1978 42 HL 936 1340 -
M 1976 44 HL 588 742 -
7 1998 22 HL 2000 2 940 -
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Tab. 11: Pacienti s nové diagnostikovanym lymfomem.

Pohlavi Roénik Vék Diagnoza ¢ cfDNA [ng-ml]
7 1945 75 DLBCL 6 000
7 1940 80 DLBCL 61 000
7 1945 75 DLBCL 652
M 1944 76 DLBCL 1320
Z 1951 69 DLBCL 5 200
Z 1954 66 DLBCL 962
7z 1941 79 DLBCL 906
7 1975 45 DLBCL 6 800
M 1950 70 DLBCL 726
M 1943 77 DLBCL 888
M 1949 71 DLBCL 842
M 1941 79 DLBCL 1520
7 1952 68 DLBCL 3360
7 1943 77 DLBCL 1520
7 1953 67 DLBCL 24 400
Z 1937 83 DLBCL 460
M 1947 73 DLBCL 710
Z 1952 68 DLBCL 6 120
M 1941 79 DLBCL 1260
7 1949 71 DLBCL 3080
7 1959 61 DLBCL 374
M 1948 72 DLBCL 1380
M 1945 75 DLBCL 7 400
M 1950 70 DLBCL 5 740
M 1957 63 DLBCL 4420
M 1943 77 DLBCL 3800
M 1977 43 DLBCL 488
7z 1954 66 HL 6 760
M 1952 68 HL 1 400
Z 1986 34 HL 3000
M 2002 18 HL 1840
M 1994 26 HL 1840
M 1966 54 HL 450
7 1974 46 HL 294
M 1984 36 HL 1920
7 1986 34 HL 1164
M 1994 26 HL 802
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Tab. 12: Pacienti s regresi/remisi lymfomu.

Pohlavi Roénik Vék Diagnoza ¢ cfDNA [ng-ml]
7 1950 70 DLBCL 1210
Z 1947 73 DLBCL 1790
Z 1957 63 DLBCL 570
Z 1951 69 DLBCL 1120
M 1938 82 DLBCL 660
7 1945 75 DLBCL 1 060
M 1950 70 DLBCL 946
M 1974 46 DLBCL 650
Z 1958 62 DLBCL 756
7 1956 64 DLBCL 552
M 1973 47 HL 932
7 1980 40 HL 606
7 1961 59 HL 1390

Tab. 13: Pacienti s progresi lymfomu/relapsem onemocnéni.

Pohlavi Roénik Vék Diagnoza ¢ cfDNA [ng-ml]
M 1931 89 DLBCL 7900
M 1963 57 DLBCL 3260
7 1942 78 DLBCL 31200
Z 1953 67 DLBCL 24 200
7z 1943 77 DLBCL 2 300
M 1948 72 DLBCL 8 160
Z 1945 75 DLBCL 2280
M 1949 71 HL 2900

Tab. 14: Kontrola — zdravi darci.

Cislo ¢ cfDNA [ng-ml?] Cislo ¢ cfDNA [ng-ml?]
1 374 11 878
2 730 12 1100
3 530 13 760
4 406 14 468
5 684 15 626
6 416 16 438
7 676 17 652
8 514 18 390
9 504 19 396
10 1 050 20 948
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5.2. Statistické zpracovani vysledki

Primérny veék celého souboru 76 pacientti byl 61 let, pficemz nejmladsi byl pacient ve véku
18 let, nejstarSimu bylo 89 let. Primérny vék pacientu s diagnozou DLBCL byl 69 let, coz
je v€k vyssi nez u pacientl s HL, jimZ bylo primérné 43 let.

Pacienti, u nichz byla naméfena klesajici hodnota cfDNA (Tab. 8), vykazovali PET
negativni remisi/kompletni remisi lymfomu diky Usp&Sné terapii, kdy lymfom dobte
reagoval na 1écbu. Primérna koncentrace cfDNA 1. odbéru (v dobé diagndzy) byla
11 778 ng-ml, 2. odbéru v pribéhu 1é¢by 2 017 ng-ml* a 3. odbéru po ukondeni terapie
940 ng.ml 2.

Pacienti se stoupajici ¢i kolisavou hodnotou cfDNA (Tab. 9) v zavislosti na vyvoji
choroby méli komplikovany priibéh onemocnéni, kdy lymfomy Spatné reagovaly na 1é€bu
a doslo k progresi onemocnéni. U nékterych pacientli doslo k relapsu onemocnéni, coz
korelovalo svyssi hodnotou koncentrace cfDNA. Primérna koncentrace cfDNA pfi
1. odbéru byla 1 723 ng-ml, pii 2. odb&ru 18 958 ng-ml* a pii 3. odbéru 76 280 ng-ml.
V nékterych piipadech brzy poté doslo k umrti pacienta.

Pacienty s konstantni hodnotou cfDNA (Tab. 10) tvofila riznoroda skupina, kde
pfevazovali klinicky stabilizovani pacienti. Primérna koncentrace cfDNA pfi 1. odbéru byla
1217 ng-ml? a pfi 2. odbéru 1 491 ng-ml-L.

U nové diagnostikovanych pacientl (Tab. 11) byla primérna koncentrace cfDNA
4 616 ng-ml, u t&h s regresi onemocnéni (Tab. 12) 942 ng-ml?t a u pacientl s progresi
choroby (Tab. 13) 10 275 ng-ml-.

Zdravi darci (Tab. 14), kteti slouzili jako kontrola, méli primérnou koncentraci

cfDNA 627 ng-ml=.
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5.2.1. Boxplot

Pro porovnani mezi hladinami koncentraci pacientti a zdravych darcii (Obr. 5) byla pouzita
data koncentraci cfDNA 20 zdravych darct (Tab. 14), 25 pacientl s nové diagnostikovanym
DLBCL (Tab. 11) a 10 pacientt s nové diagnostikovanym HL (Tab. 11). Dvé pfili§ odlehlé
hodnoty pacientt s DLBCL, ktefi mé&li velmi vysokou koncentraci cfDNA 61 000 ng-ml*
a 24 400 ng-ml2, do tohoto grafu pro jeho lepsi piehlednost dat nebyly zahrnuty.

O Zdravi darci O DLBCL @O HL

7400
7000
[+]
6760
6000
5000
T 4810
g
=11]
=
<
Z. 4000
2
[&]
[#]
Q
£
o
54
£ 3000 ——3000
v
X
2637
2190
2000 X1947
1620
1380
1000 100—r—
Tea 784
X627 578 714
422 —_— 1
374 374 —L 294
0

Obr. 5: Boxplot znazornujici hladiny koncentrace cfDNA zdravych darci, pacientll s nové diagnostikovanym
DLBCL a pacienti s nové diagnostikovanym HL. ,,Vousy“ reprezentuji minimalni a maximalni hodnotu
souboru, ,.x“ primérnou hodnotu. Jednotlivé obdélniky reprezentuji 1. a 3. kvartil, vymezujici hodnota mezi

nimi je median souboru.
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Ze zhotoveného krabicového grafu mizeme vycist, Ze u zdravych darci (kontrola) median
¢inil 578 ng-mlt (dolni kvartil 422 ng-ml?, horni kvartil 753 ng-ml?). Priméma
374-1 100 ng-ml).

Pacienti s noveé diagnostikovanym DLBCL méli median vyssi nez zdravi darci, jeho
hodnota ¢inila 1380 ng-mlt (dolni kvartil 784 ng-ml?, horni kvartil 4 810 ng-ml?).
Priimérna koncentrace cfDNA byla z daného souboru nejvyssi, ¢inila 2 637 ng-ml? s velkou
variabilitou mezi pacienty (rozmezi 374-7 400 ng-ml?).

Median koncentraci cfDNA pacientii s nové diagnostikovanym HL byl 1 620 ng-ml*
(dolni kvartil 714 ng-ml, horni 2 190 ng-mlt), primérna koncentrace byla 1 947 ng-ml?,
(rozmezi 294-3 000 ng-ml?), odlehl4 hodnota ¢inila 6 760 ng-ml.
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Pro porovnani mezi hladinami koncentraci pacienti s DLBCL a zdravych déarct (Obr. 6)
byla pouzita data koncentraci cfDNA 20 zdravych déarct (Tab. 14), 25 pacientli s nove
diagnostikovanym DLBCL (Tab. 11), 10 pacienti s regresi DLBCL (Tab. 12) a 5 pacientt
S progresi DLBCL (Tab. 13), pficemz dvé€ pftili§ vysoké hodnoty pacientli s progresi
onemocnéni (31 200 ng-ml* a 24 200 ng-mlt) nebyly do grafu zahrnuty.
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Obr. 6: Boxplot znazorfiujici hladiny koncentrace cfDNA u pacientii s nové diagnostikovanym DLBCL,
regresi DLBCL a progresi DLBCL v porovnani se zdravymi darci. ,,Vousy“ reprezentuji minimalni
a maximalni hodnotu souboru, ,x*“ primérnou hodnotu. Jednotlivé obdélniky reprezentuji 1. a 3. kvartil,

vymezujici hodnota mezi nimi je median souboru.
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Median koncentraci ¢fDNA zdravych darci mél hodnotu 578 ng.ml? (dolni kvartil
422 ng-ml, horni kvartil 753 ng-mlt). Primérna koncentrace ¢fDNA ¢inila 627 ng-ml*
(rozmezi 374-1 100 ng-ml?).

Pacienti s nov€ diagnostikovanym DLBCL méli vys§i medidn neZz zdravi darci
v hodnot¢ 1 380 ng-ml? (dolni kvartil 784 ng-ml, horni kvartil 4 810 ng-mlt). Primérna
koncentrace ¢inila 2 637 ng'mlt s velkou variabilitou mezi pacienty (rozmezi
374-7 400 ng-ml).

Pacienti s regresi DLBCL m¢li, oproti kontrole, median vyssi, jeho hodnota ¢inila
851 ng.ml! (horni kvartil 1143 ng-ml?, dolni kvartil 630 ng-ml?), avSak oproti nové
diagnostikovanym niz§i. Priméma koncentrace 931 ng-ml? se blizila zdravym darcim,
rozmezi bylo viak variabilngjsi (552-1790 ng-ml?).

Pacienti s progresi choroby méli median vyrazné vys$§i nez kontrola, C¢inil
3 260 ng-ml! (dolni kvartil 2 290 ng-ml%, horni 8 030 ng-mlt). Primérna koncentrace byla
také velmi vysoka, ¢inila 4 780 ng-ml* (rozmezi 2 280-8 160 ng-ml?).
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5.2.2. Stanoveni ROC kFivky pro diagnostické acely
ROC ktivky jsou nastrojem pro grafické znazornéni souvislosti mezi klinickou senzitivitou
a specifitou diagnostického testu. Oblast pod ROC kiivkou (area under the ROC curve,

AUC) poskytuje predstavu o uZite¢nosti daného testu, kdy vétsi plocha pod kiivkou znamena

v

fvwr

hodnota slouZi k rozd¢leni spojité skaly dat na jednotlivé kategorie (Ekelund, 2011).

Ke zhotoveni ROC kiivky (Obr. 7) byla pouzita data hladin koncentrace cfDNA
20 zdravych darct (Tab. 14) a 25 pacientd s nové diagnostikovanym DLBLC (Tab. 11).
Odlehlé hodnoty 2 pacientd (61 000 ng-mlt, 24 400 ng-ml?) do této analyzy nebyly
zahrnuty.

AUC zhotovené ROC kiivky je 84 %, spadd tedy do kategorie dobrych testl

potencialné¢ vhodnych pro diagnostické tcely.
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Obr. 7: ROC kiivka (zhotoveno dle Ekelund, 2011).
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Z vypoctenych hodnot (Tab. 15) vyplyvd, Ze nejvhodnéjsi cut-off hodnota je 800 ng-ml*
(Obr. 8), jelikoz ma relativné vysokou specifitu (80 %) i senzitivitu (76 %). Cut-off hodnota
600 ng-ml™* ma sice vysokou senzitivitu (88 %), ale pouze 50 % specifitu. Naopak vysokou

specifitu (90 %) ma cut-off 1 000 ng-ml, senzitivita je ov§em nizka (60 %).

Tab. 15: Specifita, senzitivita, PPV (pozitivni prognosticka hodnota) a NPV (negativni prognosticka hodnota)
jednotlivych cut-off hodnot.

Cut-off [ng-ml?] Specifita Senzitivita PPV NPV
600 0,50 0,88 0,69 0,77
700 0,70 0,84 0,78 0,78
800 0,80 0,76 0,83 0,73
900 0,85 0,68 0,85 0,68
1000 0,90 0,60 0,88 0,64
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Obr. 8: Cut-off 800 ng-ml.
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5.3. Kvantitativni stanoveni koncentrace c¢fDNA pomoci technologie
Sybrgreen koncentraé¢ni kiivkou housekeeping genii

5.3.1. Zkouska primerii pro qPCR

Zkouska primerti (Obr. 9) byla provedena z davodu, aby bylo zjisténo, zda primery skute¢né

funguji, a také kvuli kontrole, zda vytvareji specifické produkty reakce. Byly pozorovany

specifické amplikony o délce 77 bp (B2-microglobulin) a 101 bp (B-actin).

. 2. 3 4 5 6. T 8 9 10.

bp:

200=—

100= . S—-———
p2-microglobulin B-actin

Obr. 9: Agarozova elektroforéza, 2% gel. 1. jamka — pacient, naneseno 95,8 ng cfDNA,; 2. jamka — pacient,
naneseno 90 ng cfDNA; 3. jamka — zdravy darce, naneseno 60 ng cfDNA,; 4. jamka — genomicka DNA,
naneseno 100 ng gDNA; 5. jamka — kontrolni MIX; 6. jamka — marker 100 bp promega; 7. jamka — pacient,
naneseno 95,8 ng cfDNA; 8. jamka — pacient, naneseno 90 ng cfDNA,; 9. jamka — zdravy darce, naneseno 60 ng
cfDNA,; 10. jamka — genomickd DNA, naneseno 100 ng gDNA. ,,Smear“ v jamkach neni zptisoben amplifikaci,
ale vysokou koncentraci cfDNA v jamce. Genomickda DNA obsahuje i vétsi fragmenty, které se zachytily na

zacatku gelu. Primery pro p2-microglobulin — velikost amplikonii: 77 bp, B-actin — velikost amplikonti: 101 bp.
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5.3.2. Kvantitativni stanoveni koncentrace cfDNA pomoci technologie Sybrgreen
koncentraé¢ni kiivkou housekeeping gent

Po ovéteni primert jednokolovou PCR reakcei byla vytvorena kalibra¢ni fada, ktera byla
piipravena desitkovym fedénim ze vstupni koncentrace 100 ng-ul? izolované gDNA
zdravého darce a méla koncentraci 10 ng-ult, 1 ng-ul?, 0,1 ng/ul?, 0,01 ng-ul?!
a 0,001 ng-ult. Koncentrace 0,001 ng-ul? byla kvili nestabilité¢ produktd vyfazena.
Vysledna kalibra¢ni fada (Obr. 10) méla nasledujici parametry: chyba (error): 0,005,
efektivita reakce k danému genu (efficiency): 1,954, sklon (slope): -3,436.

Standard Curve
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Obr. 10: Standardni kiivka — p2-microglobulin. Vysledna kalibraéni fada o koncentraci: 10 ng-pl?, 1 ng-pl™,
0,1 ng/pl, 0,01 ng-ult. Chyba (error): 0,005, efektivita reakce k danému genu (efficiency): 1,954, sklon (slope):
-3,436.
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Dale byla analyzovana kiivka tani produktt jednotlivych primerd pro f2-microglobulin
(Obr. 11) a p-actin (Obr. 12). Pti teploté tani (Tm) dochazi k rozpadu dsDNA a tim k uvolnéni
Sybrgreenu.
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Obr. 11: Kftivka tani — B2-microglobulin. Ty, produktu je 81,19 °C.
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Obr. 12: Kfivka tani — B-actin. Tm produktu je 87,32 °C. Prvni 2 peaky (Tm = 80,06 °C, Tr = 84,09 °C) znadi

nespecifické PCR produkty ¢i polymorfismy zpisobené zménou sekvence DNA.
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Vysledné amplifikacni kiivky (Obr. 13) pacientli a zdravych déarci zhotovené pomoci
primert pro B2-microglobulin. Pacienti maji Ct (cycle of treshold, cyklus prahu) znatelné

niz8i nez zdravi darci.
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Obr. 13: Amplifikaéni kiivky — p2-microglobulin. Pacienti — Ct nizsi, zdravi darci — Ct vyssi.
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Touto metodou kvantitativniho stanoveni koncentrace cfDNA bylo zmétfeno celkem
8 vzorkli vybranych zdravych darci (Tab. 14) a 10 vzorkd vybranych nové
diagnostikovanych pacientt s DLBCL (Tab. 11). Byly pouzity pouze primery pro
B2-microglobulin, jelikoz primery pro p-actin nefungovaly jednoznaéné specificky. Finalni
koncentrace cfDNA byla ziskdna piepoctenim z kalibra¢ni kiivky. Namétené koncentrace
replikatt byly nejprve pievedeny z jednotek ng-pl™ na ng-ml?, poté byla stanovena finalni
koncentrace vzorku a vypocten variacni koeficient (Tab. 16), jenZ m¢l praimérnou hodnotu
0,91 % (rozmezi 0-3,33 %). Pro porovnani hodnot koncentrace cfDNA namétenych pomoci
ptistroje Qubit fluorometru a kvantitativnim stanovenim pomoci technologie Sybrgreen
koncentraéni kiivkou housekeeping genii U zminénych vybranych osob byl vypoc¢ten median
rozdilti hodnot koncentraci cfDNA, ktery ¢inil 240 ng-ml™? (primér 516 ng-ml*?, rozmezi

5-2 160 ng-ml!) (Tab. 17) a zhotoven krabicovy graf (Obr. 14).

Tab. 16.: Hodnoty koncentrace cfDNA ziskané kvantitativnim stanovenim pomoci technologie Sybrgreen

koncentraéni kiivkou housekeeping gent, p2-microglobulin.

v ey, Varia¢ni v s ey, Variac¢ni
Nameérena Finalnic Nameérena ¢ Finalni

Vzorek c[ng'm]  [ng-mi] koe[lz);:);ent Vzorek [ng-mi]  [ng-mi] koe[lz)i/i:);ent
Darce % 1195 0.30 DLBCL % 1255 0.28
Darce % 1060 2.00 DLBCL % 5240 0.00
Darce % 582 1.70 DLBCL % 4 675 0.83
Darce % 375 1.23 DLBCL % 4 375 0.73
Darce % 267 0.26 DLBCL % 2325 0.76
Darce % 765 3.33 DLBCL # 822 0.04
Darce % 519 2.66 DLBCL % 798 1.59
Dérce % 416 0.51 DLBCL % 4 985 0.07

DLBCL % 1600 0.00
DLBCL % 2 160 0.00
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Tab. 17: Porovnani hodnot koncentrace cfDNA zdravych darcd a pacientl s nové diagnostikovanym DLBCL
namétenych pomoci pfistroje Qubit fluorometru a kvantitativnim stanovenim pomoci technologie Sybrgreen

koncentraéni kiivkou housekeeping gend.

Zdravi darci DLBCL
Koncentrace [ng-ml]

Qubit Sybrgreen Qubit Sybrgreen
374 1195 460 822
730 1060 710 798
530 582 6 120 4985
406 375 1260 1600
416 267 3080 2 160
676 765 1380 1255
514 519 7 400 5240
504 416 5740 4 675

4 420 4375
3800 2325
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Pro porovnani metod stanoveni koncentrace cfDNA pomoci pfistroje Qubit fluorometru
a kvantitativniho stanoveni pomoci technologie Sybrgreen koncentra¢ni kiivkou
housekeeping geni (Obr. 14) byly pouzity vzorky vybranych zdravych darca (Tab. 14)
a pacientu s nové diagnostikovanym DLBCL (Tab. 11) — viz. Tab. 17.
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Obr. 14: Boxplot slouzici k porovnani metod stanoveni koncentrace cfDNA. ,,Vousy* reprezentuji minimalni
a maximalni hodnotu souboru, ,.x* primérnou hodnotu. Jednotlivé obdélniky reprezentuji 1. a 3. kvartil,

vymezujici hodnota mezi nimi je median souboru.
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Median koncentraci cfDNA zdravych darci stanoveny pomoci Quibit fluorometru byl
509 ng-ml (pramér 519 ng-ml?, rozmezi 374-730 ng-ml?), pomoci technologie Sybrgreen
551 ng-mlt (primé&r 647 ng-ml?, rozmezi 267-1195 ng-ml?t). Rozmezi bylo vé&tsi
u stanoveni pomoci technologie Sybrgreen.

Naopak u pacient s DLBCL byl medidn pfi stanoveni Qubit fluorometrem vyssi,
¢inil 3 440 ng-ml (primér 3 437 ng-ml, rozmezi 460-7 400 ng-ml), pfi stanoveni pomoci

technologie Sybrgreen 2 703 ng-ml* (primér 2 950 ng-ml, rozmezi 798-5 240 ng-ml?).
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6 DISKUZE
Tato prace pojednava o cfDNA a jejim potencidlnim vyuziti pfi diagnostice a 1écbé
lymfoidnich malignit. Byly do ni zahrnuty vzorky 20 zdravych darct (kontrola)
a 76 pacientd s lymfomy, z nichz bylo 53 s diagn6zou DLBCL a 23 s HL. Priméry vek
celého souboru pacientt byl 61 let (rozmezi 18-89 let). Primérny v€k pacientii s HL (43 let)
byl niz$i nez pacienta s DLBCL (69 let) — HL se nejc¢astéji vyskytuje u mladych dospélych
osob (Brauninger et al., 2006). Vzorkt pacient s HL bylo vyrazné méné nez téch s DLBCL,
cemuz je prizpusobeno statistické zpracovani vysledkil, které je primarné zaméteno na
pacienty s DLBCL. Pro zjisténi kvality vyizolované cfDNA byla provedena elektroforéza
na 1,5% agar6ézovém gelu, na které byly pozorovany fragmenty DNA pfislusné délky
180-200 bp vznikajici pii apoptoze (Ivanov et al., 2015). Byly zachyceny i delsi fragmenty
o délce cca 320-480 bp, coz jsou ,,nasobky 180 bp oligomert‘.

Pii sledovani dynamiky cfDNA pacienti s DLBCL a HL jeji mnozstvi korelovalo
s aktualnim stavem pacienta. Kvantifikaci cfDNA u pacientll s lymfomy se zabyval ve své
cfDNA u pacientli s HL i DLBCL byly vyrazné vyssi nez hladiny kontrol. Jeho studie také
ukazala prognosticky vliv cfDNA. Koncentraci cFDNA u DLBCL sledovali Eskandari et al.
(2019), kteti poukazali na jeji vyznam v dobé diagnozy.

U osob s klesajici koncentraci cfDNA (primér 1. odb&ru 11 778 ng-ml2, 2. odbéru
2 017 ng-mlt a 3. odbéru 940 ng-ml?) doslo dle PET/CT K regresi onemocnéni — remisi ¢i
kompletni remisi lymfomu, kdy se hodnoty koncentrace cfDNA po terapii pfiblizily
hodnotam zdravych darci (praimér 627 ng-ml?, rozmezi 374-1100 ng-ml?). Naopak
U pacientil se stoupajici ¢i kolisavou koncentraci cfDNA (primér 1. odbéru 1 723 ng-ml?,
2. odbéru 18 958 ng'ml? a 3. odb&ru 76 280 ng-ml?t) doslo k progresi onemocnéni
zpusobenou perzistenci onemocnéni, kdy lymfom nereagoval na 1écbu, ¢i relapsem
onemocnéni. U nékterych osob brzy poté doslo k umrti. Pacienty s konstantni hladinou
cfDNA (primér 1. odbéru 1 217 ng-ml2, 2. odbéru 1 491 ng-ml?) tvoiila riiznorodé skupina
s prevahou klinicky stabilizovanych pacienti. V nékterych ptipadech nebyl k dispozici
posledni odbér vzorku, coz mohlo zpusobit zkresleni vysledka.

Ze zhotoveného boxplotu porovnavajicim koncentrace cfDNA zdravych darci
a pacientll s lymfomy (DLBCL, HL) je patrné, ze medidn hodnot koncentraci cfDNA
zdravych darcii (median 578 ng-ml, primér 627 ng-ml?, rozmezi 374-1 100 ng-ml?t) je
niz8i nez u pacientli s nové diagnostikovanym DLBCL (median 1 380 ng-ml?, primér
2 637 ng-ml, variabilni rozmezi 374-7 400 ng-ml™) i nové diagnostikovanym HL (median
1620 ng-ml?, primér 1 947 ng-ml?, rozmezi 294-3 000 ng-ml?). Pfili§ odlehlé, velmi
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vysoké hodnoty koncentrace cfDNA 2 pacientll, které do srovnani nebyly zahrnuty, mohly
byt zpiisobeny velkou nddorovou masou. Tyto vysledky jsou v souladu se star§imi studiemi,
napf. studii z roku 2009, kterou provedl Hohaus et al., ktera ovSem byla provedena jinou
metodou kvantifikace pomoci qPCR.

Z provedeného porovnani koncentrace cfDNA pacienti s DLBCL oproti zdravym
darciim pomoci boxplotu je ziejma korelace jejiho mnozstvi v Krvi s aktualnim zdravotnim
stavem pacienta. Nové& diagnostikovani pacienti (median 1 380 ng-ml?, primér
2 637 ng-ml, rozmezi 374-7 400 ng-mlt) méli hodnoty koncentrace variabilni, vys$s§i nez
zdravi darci (median 578 ng-ml, primér 627 ng-ml?, rozmezi 374-1100 ng-ml™Y).
Pacienti, u kterych doslo k regresi onemocnéni (median 851 ng-ml?, pramér 931 ng-ml?,
rozmezi 552-1790 ng-ml™), mély hodnoty koncentrace cfDNA bliZici se zdravym osobam.
Osoby s progresi choroby (median 3260 ng-ml?, primér 4 780 ng-mlt, rozmezi
2 280-8 160 ng-mlt) mély znateln& vyssi hladiny koncentrace ¢cfDNA neZ zdravi darci
I noveé diagnostikovani pacienti. Pfili§ odlehlé hodnoty 2 pacientl s progresi onemocnéni do
srovnani nebyly zahrnuty. Jelikoz vzorka pacientli s HL bylo vyrazné méné, nebylo pro né
mozné provést odpovidajici srovnani. Sledovanim koncentrace cfDNA u DLBCL se ve své
studii publikované roku 2019 zabyvali Eskandari et al. — dle jejich vysledkd muze
kvantifikace cfDNA v dobé diagnézy umoznit identifikaci pacientli s vysokou hladinou
cfDNA, u nichz je predpokladany agresivni pritbéh onemocnéni a neptizniva prognoza.

ROC kiivka zhotovena ze souboru dat koncentraci cfDNA zdravych darct a pacientd
s nové diagnostikovanym DLBCL, slouzici k poskytnuti piedstavy o uzite¢nosti daného
diagnostického testu, méla hodnotu AUC 84 %, coz je pomérn¢ vysokd hodnota znacici
mozné diagnostické vyuziti testu. Pfi stanoveni nejvhodné&jsi cut-off hodnoty se jako nejlepsi
ukdazala cut-off hodnota 800 ng-ml, jelikoz méla relativné vysokou specifitu i senzitivitu.
Byli ovSem pozorovani jak fale$n¢ negativni, tak falesné pozitivni pacienti. Tato cut-off
hodnota by mohla slouzit jako doplitkovy diagnosticky parametr k zhodnoceni celkového
stavu pacienta, kdy by hodnoty niz$i nez cut-off mohly znacit remisi lymfomu.

Pro srovnani metody stanoveni koncentrace CfDNA pomoci pfistroje Qubit
fluorometru s jinou kvantitativni metodou byla provedena kvantifikace pomoci technologie
Sybrgreen koncentracni kiivkou housekeeping geni, pii které byly pouzity primery pro
B-actin a p2-microglobulin. Diky jednokolové PCR reakci a kiivce tani bylo zjisténo, ze
primery pro p2-microglobulin jsou vhodné pro nasi kvantitativni analyzu, naopak primery
pro B-actin byly z divodu tvorby nespecifit v PCR reakci zamitnuty — zlepSeni nepfinesla
ani zména teploty amplifikace na 62 °C. Na agar6zovém gelu nebyly nukleotidové zmény

bazi u primert pro p-actin pozorovany — mohla by byt provedena kontrola pomoci Sangerova
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sekvenovani, které zjist'uje pofadi nukleovych bazi v sekvencich DNA, to ale nebylo cilem
této prace. U vysledku kvantifikace byl pozorovan signifikantni rozdil v hodnotach Ct
pacientll a zdravych darct, kdy u pacientil byly tyto hodnoty vyrazné nizsi. Vypoctené
variacni koeficienty replikati hodnot cfDNA stanovenych pomoci technologie Sybrgreen,
vypovidajici o relativnim vyznamu primérné odchylky od priméru, mély primérnou
hodnotu 0,91 % (rozmezi 0-3,33 %), spolehlivost stanoveni tedy byla pomérné vysoka. Dalsi
housekeeping geny vyuzitelné pro stanoveni koncentrace cfDNA jsou napi. B-globin
a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) (Aucamp et al., 2016).

Pii porovnani metod stanoveni koncentrace cfDNA pomoci pfistroje Qubit
fluorometru a kvantitativniho stanoveni pomoci technologie Sybrgreen koncentracni
kitivkou housekeeping genti byl Vv nékterych piipadech pomérné znacny rozdil mezi
koncentracemi cfDNA stanovenymi témito metodami (median rozdili hodnot koncentraci
240 ng'ml?, primér 516 ng-ml?, rozmezi 5-2 160 ng-ml?), coz mohlo byt zapficinéno
lidskou chybou. Hodnoty koncentrace cfDNA zdravych darci stanovené Quibit
fluorometrem (median 509 ng-ml?, primér 519 ng-ml?, rozmezi 374-730 ng-ml?!) mély
uzsi rozmezi a niz§i medidn neZ hodnoty stanovené pomoci technologie Sybrgreen (medidn
551 ng'ml?, primér 647 ng-ml ™, rozmezi 267-1195 ng-ml ). Naopak u pacientd s DLBCL
hodnoty naméfené Qubit fluorometrem (median 3 440 ng-ml?, pramér 3 437 ng'ml?,
rozmezi 460-7 400 ng-mlt) mély variabilngjsi rozmezi a vy$§i median nez hodnoty ziskané
pomoci technologie Sybrgreen (median 2 703 ng'ml™?, primér 2 950 ng-ml™?, rozmezi

798-5 240 ng-ml?).
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7 ZAVER
Tato prace byla zaméfena na cfDNA a jeji vyuziti pii diagnostice a 1é€b¢ lymfoidnich
malignit.

V ramci teoretické ¢asti byla nejprve popséna historie jejitho vyzkumu, kdy se
postupem ¢asu vV kombinaci s dalsimi markery nadort krve ukazala jako potencialné vhodny
biomarker pro diagnostiku fady malignit. Dale zde byly ptfedstaveny nejéastéjsi lymfoidni
malignity, kterymi se v této praci zabyvame.

V praktické casti byla nejprve provedena izolace cfDNA z plazmy pomoci kitu
QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit a nasledné zméiena jeji koncentrace pomoci piistroje
Qubit fluorometru 2.0 a kitu Qubit dSDNA HS Assay. Poté byla pomoci elektroforézy
ovétena kvalita vyizolované cfDNA. Po rozdéleni pacientt do jednotlivych skupin (+ zdravi
darci) dle koncentrace cfDNA byl tento soubor dat statisticky zpracovan — byl vypocten
pramérny, minimalni a maximalni v€k pacientli, primérnd koncentrace cfDNA, zhotoveny
krabicové grafy pro demonstraci zmén hladiny koncentrace cfDNA pfi regresi a progresi
onemocnéni a zhotovena ROC kiivka, ktera slouzila pro zhodnoceni uZite¢nosti daného
diagnostického testu. Byla stanovena nejvhodnéjsi cut-off hodnota potencidlné pouzitelna
jako doplinkovy faktor k zhodnoceni celkového stavu pacienta. Poté byla cfDNA
kvantifikovana pomoci technologie Sybrgreen koncentra¢ni kiivkou housekeeping genii pro
B2-microglobulin a B-actin. Varia¢ni koeficient replikonii cfDNA byl pomérné nizky,
spolehlivost stanoveni tedy byla pomérné vysoka. Srovnani namétenych koncentraci cfDNA
naSich 2 pouZitych analytickych metod ukézalo, Ze se v nékterych piipadech pomérné lisi,
coz mohlo byt zptisobeno lidskou chybou. Jako vhodné€jsi metoda stanoveni koncentrace
cfDNA se jevi stanoveni pomoci piistroje Qubit fluorometru 2.0 a kitu Qubit dsSDNA HS
Assay, jelikoz je to metoda rychlejsi, spotfeba materialu je mensi a ma také vyssi ucinnost.

Soubor osob pouzitych v této praci je pomerné maly, nelze tedy uzavirat signifikantni
zavery. Potencial cfDNA vSak potvrzuje jiz nékolik studii. Mze byt alternativnim zdrojem
nadorové DNA pro identifikaci lymfomu a také mozny marker pro sledovani MRD, jejiz
monitoring by vyrazné zptesnil hodnoceni 1é¢ebné odpovédi pomoci PET/CT. Korelace
dynamiky MRD a vysledku PET/CT vyrazn¢ omezi Cetnost faleSné pozitivnich vysledkt

PETu a umozni presnéjsi volbu 1écby.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALL
AML
AUC
bp
BCR
CD
cHL
CHOP
CT

Ct
CTCs
cfDNA
CtDNA
DLBCL
EBV
FDG
FFTF
FISH
FL
GAPDH
gDNA
HIV

akutni lymfoblastické leukemie

akutni myeloidni leukemie

area under the ROC curve

pary bazi (base pair)

B-cell receptor

cluster of differentiation (diferencian¢ni skupina)
klasicky Hodgkintiv lymfom
cyklofosfamid-vinkristin-adriamycin-prednison
vypocetni tomografie

cycle of treshold (cyklus prahu)

circulating tumor cells

cell-free DNA (volna cirkulujici DNA)
circulating tumor DNA

difazni velkobunéény B-lymfom

virus Epstein-Barrové

F-fluorodeoxyglukéza

freedom from treatment failure (neptitomnost selhani 1é¢by)
fluorescenéni in situ hybridizace

folikularni lymfom

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
genomicka DNA

virus lidské imunitni nedostatecnosti
Hodgkiniv lymfom

imunoglobuliny

geny pro t€zké fetézce imunoglobulint
laktatdehydrogenasa

extranodalni lymfom z bunék margindlni zony
myelodysplasticky syndrom

mediastinalni velkobunéény B-lymfom
minimdlni rezidudlni choroba

lymfom marginalni zony B-bunék
nehodgkinské lymfomy

nodalni lymfom z B-bun¢k marginalni zony
negativni prognosticka hodnota
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PCR
PET
PET/CT
PMBC
PPV
gPCR
R-CHOP
ROC
SMZL
Tm

polymerazova fetézova reakce

pozitronova emisni tomografie

integrovana pozitronova emisni tomografie s vypocetni tomografii
mononukledrni buiiky periferni krve

pozitivni prognostickd hodnota

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
rituximab-cyklofosfamid-doxorubicin-vincristin-prednison
receiver operating characteristic

splenicky lymfom z B-bun¢k marginélni zoény

melting temperature (teplota tani)
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