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Souhrn

Vychodiska: Maligni lymfomy predstavuji vysoce heterogenni skupinu nddord s rozmanitym
klinickym chovanim - od indolentnich az po velmi agresivni formy s pfezitim v ramci mésicu.
Tato onemocnéni jsou od pocatku povazovana za systémova, casto se vyskytujici na nékolika
mistech soucasné. Nicméné diagnéza a presna klasifikace obvykle probiha z biopsie jediné
patologické uzliny ¢i infiltratu. Klinické zkusenosti pfitom ukazuji, Ze biologické chovani lym-
fomu nemusi byt v rliznych jeho lokalizacich zcela shodné. Ve snaze vyiesit tento problém, ale
také zlepsit diagnostiku z obtizné dostupnych kompartmentd, je posledni dobou intenzivné
zkoumana tzv. volna cirkulujici DNA (cfDNA), jejiz soucasti je také DNA uvolnéna z nadoro-
vych bunék - cirkulujici nddorova DNA (ctDNA). Tuto DNA Ize snadno ziskat z tekutych biopsii,
jako je krev, pripadné jiné télni tekutiny. Cil: Tento ¢lanek shrnuje dosavadni poznatky o cfDNA
a ctDNA, zejména pak pravé v kontextu malignich lymfom(, a nastinuje potencialni sméry je-
jiho budouciho praktického vyuziti. Zdvér: Detekce a analyza ctDNA predstavuje novou mo-
dalitu, kterd mGze v budoucnu vést ke zkvalitnéni vsech fazi 1écby malignich lymfom( od dia-
gnostiky az po sledovani tzv. minimalni zbytkové choroby.

Klicova slova
cirkulujici nddorové DNA - cirkulujici volnd DNA - maligni lymfom - tekutd biopsie — monito-
race pribéhu choroby — minimalni rezidualni nemoc

Summary

Background: Malignant lymphomas represent a highly heterogeneous group of tumors with
varied clinical behavior - from indolent to very aggressive forms with survival in the order of
months. From the very beginning, these diseases are considered systemic, often occurring in
several anatomical locations simultaneously. However, diagnosis and exact classification are
usually inferred from a biopsy of a single pathological lymph node or infiltrate, even though
clinical experience shows that the biological behavior of lymphoma is not necessarily identical
across anatomical locations. In an effort to address this issue as well as the problem of biopsy
of not easily accessible compartments, circulating free DNA (cfDNA), which contains circulating
tumor DNA (ctDNA) released from dead tumor cells, has been extensively studied in recent
years. This DNA is easily accessible from liquid biopsies such as blood or other patient’s bo-
dily fluids. Purpose: This article summarizes current scientific knowledge on cfDNA and ctDNA,
particularly in the context of malignant lymphoma, and foreshadows its potential future uses.
Conclusion: Detection and analysis of cfDNA represents a new approach that can lead to future
improvements in all phases of lymphoma treatment from diagnostics to minimal residual di-
sease monitoring.

Key words
circulating free DNA - circulating tumor DNA - malignant lymphoma - liquid biopsy - disease
monitoring — minimal residual disease
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VOLNA CIRKULUJICI DNA A JEJI POTENCIAL V DIAGNOSTICE A LECBE MALIGNICH LYMFOMU

Volna nadorova DNA v kontextu
biologie lymfomu
V poslednich 20 letech doslo pomoci
modernich laboratornich metod k vyraz-
nému pokroku v porozuméni slozité mo-
lekularni a genetické podstaté malignich
lymfom [1-3]. Navic se znacné rozsifil
repertodr lé¢ebnych moznosti, zejména
u pacientl s nedostate¢nou odpovédi
na standardni [é¢bu [4,5]. S témito zmé-
nami pfichazi potfeba presnéjsi iden-
tifikace pacientl, ktefi by profitovali
z ¢asnéjsi zmeény lé¢by nebo a priori z ji-
ného Ié¢ebného rezimu. Dosavadni dia-
gnostika a sledovani lymfom( se stale
opird o invazivni biopsii postizené tkané,
kterd s sebou ale pfinasi nezanedba-
telnd rizika a v pfipadé postizeni $patné
pfistupnych oblasti (napf. hluboké struk-
tury centrdlni nervové soustavy (CNS)
nebo tésny vztah k velkym cévam) nékdy
ani neni realizovatelna.

Proto jsou v poslednich letech in-
tenzivné studovany moznosti vyuziti

tzv. tekutych biopsii, tedy odbéru bio-
logického materidlu minimalné inva-
zivni metodou z relativné snadno do-
stupné télesné tekutiny: z periferni krve,
pfip. i z likvoru, ascitu ¢i komorové teku-
tiny [6-11]. V obecné roviné jsou tekuté
biopsie urceny k ziskani tfi moznych ci-
lovych analytl: cirkulujicich nddorovych
bunék (circulating tumor cells - CTC), ex-
tracelularnich vezikul (EV) a ctDNA [12].
Zatimco u mnoha hematologickych one-
mocnéni je zde zpravidla hojna pfitom-
nost CTC, maligni lymfomy se v tomto
ohledu chovaji ponékud méné konzis-
tentné. Nékteré, zejména lymfom z plas-
tovych bunék (mantle cell lymphoma -
MCL), lymfom z malych lymfocyt{ (small
lymphocytic lymfoma - SLL) nebo méné
také folikularni lymfom (FL), leukemizuj,
a mohou tedy poskytnout dostatecny
materidl pro analyzu CTC. U jinych, napf.
u difuzniho velkobunéc¢ného B-lymfomu
(diffuse large B cell ymphoma — DLBCL),
vsak periferni krev ani kostni dien ty-

picky nejsou primarnim kompartmen-
tem a lymfomové buriky zde ve vétsiné
piipadd bud nenachazime viibec, nebo
jsou do téchto tkani uvolnény sekun-
dérné, casto s ur¢itym zpozdénim oproti
rdstu v uzlinach nebo jiné primarni
tkani [13,14].

V souvislosti s malignimi lymfomy se
proto vyzkum soustfedi na jiny analyt —
volnou cirkulujici DNA (circulating free
DNA - cfDNA). Tato fragmentovani ja-
dernd DNA je fyziologicky uvoliiovéna
vsemi bunkami pfi jejich zaniku. U zdra-
vych jedincl je cfDNA v plazmé pfi-
tomna v ssDNA a dsDNA fragmentech
o prdmérné délce 166 parl bazi (base
pair — bp), v koncentraci 0-100 ng/ml
(median 5 ng/ml), pfiblizné 85 % z toho
je hematopoetického plvodu [15-18].
U pacientll s nddorovym onemocné-
nim zpravidla obsahuje i frakci DNA
z nddorovych bunék, tzv. cirkulujici na-
dorovou DNA (circulating tumor DNA -
ctDNA) (obr. 1). Cetné studie prokazaly,
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Obr. 1. Bunécné procesy uvolnujici cirkulujici volnou DNA a cirkulujici nadorovou DNA z normélnich a nadorovych bunék do krev-

niho fecisté.

cfDNA - cirkulujici volnd DNA, ctDNA - cirkulujici nddorova DNA
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Zze ctDNA dobre reflektuje jadernou

DNA z tumoru, ze kterého pochazi: nese

vsechny typy tumor specifickych ge-

netickych aberaci (bodové mutace, in-
zerce/delece, translokace, numerické
abnormality), jako i pfipadné sekvence
onkogennich virli (EBV, HPV a jiné) a pu-
vodni metylaci [15,16,19-23]. Navic
ctDNA predstavuje jakousi ,sumu vsech
nadorovych klond” z rGznych lokalit. To
je proti bézné praktikované biopsii je-
diné uzliny/infiltratu vyhoda, jelikoz Ize
geneticky profilovat nemoc napfic télem

a zachytit tak i aberace, které se nutné

nevyskytuji v bunkach bioptované

tkdné. Timto pfistupem lze ziskat kom-
plexnéjsi a podrobnéjsi pohled na sledo-
vanou malignitu.

Analyza cfDNA u lymfom je prozatim
ve stadiu aplikovaného vyzkumu, nic-
méné predstavuje velmi slibny pfistup
pro vyuziti v klinické praxi. Zasadnimi li-
mitujicimi faktory, které je nutné preko-
nat, jsou:

1. citlivost dosud dostupnych analytic-
kych metod;

2. optimalizace a standardizace odbéru,
zpracovani a analyzy vzorku s pfimé-
fenou dobou odezvy;

3. klinicky vyznam hladin ctDNA u jed-
notlivych druhd malignit a v rdznych
fazich lécby.

Soucasné metody analyzy ¢fDNA

Problematika analyzy ctDNA je vlastné
problematikou detekce velmi malych
koncentraci DNA. Pro predstavu uva-
dime pfiklad: standardni 10 ml odbé-
rova zkumavka lidské krve obsahuje fa-
dové desitky mikrogramd DNA v jadrech
leukocyt(, ale jen nanogramové mnoz-
stvi nestabilni cfDNA, pficemz nadorova
frakce se potom pohybuje v Sirokém
rozmezi 0,01-90 % z celkového mnoz-
stvi cfDNA v zavislosti na klinicko-pato-
logickych vlastnostech nddoru [24-28].
Cesta k Uspésné analyze tekuté biopsie
(nej¢astéji krve) zacina uz zplsobem od-
béru - ten vyZaduje specidlni zkumavku
se stabiliza¢nim médiem, které zabrani
odebranym bunéc¢nym elementim roz-
padnout se a kontaminovat plazmu bu-
nécnou DNA [29,30]. Dnes jsou takovéto
zkumavky bézné dostupné a vzorek je
v nich spolehlivé stabilni po dobu 4 dnli
i pfi pokojové teploté. Jelikoz odbér

séra stimuluje uvolnéni cfDNA z krev-
nich bunék, ¢imz se dale fedi zastoupeni
ctDNA, méla by byt preferovanym mate-
ridlem pro analyzu krevni plazma [31].
Samotna analyza ctDNA je skute¢nou
technickou vyzvou. Fragmenty ctDNA
jsou oproti nenadorové cfDNA mirné
kratsi, svymi fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi se vsak nelisi dostatecné na to,
aby od sebe mohly byt konzistentné od-
déleny, a proto se vétsinou analyzuje cel-
kova cfDNA [32,33]. Zakladnim pozadav-
kem na metodu vhodnou pro analyzu
nadorovych variant v cfDNA je jeji dosta-
tecna citlivost pro varianty s nizkou ale-
lickou frekvenci (variant allele frequency
- VAF). Tyto naroky v soucasnosti splfuji
dvé skupiny metod — metody zalozené
na polymerazové retézové reakci (po-
lymerase chain reaction - PCR) a tech-
nologie sekvenovani nové generace
(next-generation sequencing - NGS).
Metody na bazi PCR disponuji vynika-
jici citlivosti a pomoci modernich mo-
difikaci s bioinformatickymi vylepse-
nimi, zejména pomoci digitdlni PCR
(dPCR), Ize detekovat mutovanou alelu
uz pri frekvenci 0,005 % [34-36]. Za-
sadni nevyhodou PCR metod je schop-
nost detekce pouze konkrétni alely, coz
brani plodnému pouZziti tohoto pfistupu
u lymfom(, které jsou charakteristické
pfitomnosti znacného mnozstvi reku-
rentnich variant. Vyjimku tvofi zejména
MYD88 L265P substituce pfitomna
u 90 % pfipadd Waldenstromovy makro-
globulinemie, 70 % primérnich lymfoma
CNS nebo u nové definovaného MCD
molekuldrniho podtypu DLBCL [3,37-
39]. Navic mnozstvi ctDNA po lécbé
klesa na velmi nizké hladiny, takze ani
vysokd technicka citlivost PCR nezaru-
Cuje dokonaly zachyt zbytkové nemoci,
prestoze je lymfom pofad pritomen.
Mnohem SirSiho vyuziti dosahly me-
tody zaloZzené na kvantitativnim sek-
venovani. Prvnimi pokusy takto mo-
nitorovat pritomnost lymfomu bylo
vysokokapacitni sekvenovani imuno-
globulinovych gen, které sledovalo vy-
skyt klonalnich prestaveb v plazmé [40].
Tento pfistup je slibny, nicméné je opét
mifen proti jedinému genovému lokusu,
tedy trpi stejnymi biologickymi limita-
cemi jako PCR. Proto je preferovan kom-
plexnéjsi NGS pfistup, ktery cili na vice

gend soucasné, teoreticky i na cely na-
dorovy genom. Analyza vice cilovych
oblasti umoznuje zachyt Sirsiho spektra
patologickych zmén, nicméné za cenu
zachytu i nesouvisejicich somatickych
mutaci. Limit detekce se obecné pohy-
buje kolem VAF 0,01 %, coz je zejména
po ukonceni |é¢by, kdy je ndloz nadoro-
vych bunék velmi mald, stale nedosta-
te¢na citlivost. Ve vyvoji jsou viak ultra-
citlivé sekvenacni metody s citlivosti az
0,0005 % [41,42].

Obecnou nevyhodou NGS pfistupd je
vysoka pracnost a ekonomicka naklad-
nost, kterd stoupa umérné k hloubce
sekvenovani a rozsahu analyzovanych
genomickych oblasti. Vhodnym kom-
promisem jsou tzv. capture-based NGS
panely cilené vici vybranému setu gent
nebo oblasti, ve kterych se vyskytuji re-
kurentni aberace [41]. Dnes jsou tyto pa-
nely dostupné v desitkdch komercnich
modifikaci optimalizovanych pro ana-
lyzu cfDNA, Zadna z téchto platforem ale
zatim neni schvalena ke klinickému pou-
Ziti [43]. Komplikujicim faktorem pfi tzv.
tumor naivni analyze ctDNA, kdy jesté
neni zndm geneticky profil, je pfitom-
nost nenddorovych mutaci a klonalni
hematopoézy, které casto doprovazi
tato onemocnéni u starsich pacientd.
Caste¢nym Fe$enim je parova analyza
cfDNA a bunéc¢né nenadorové DNA pa-
cienta, kterou se odlisi germinalni mu-
tace. Pofad ale neni uspokojivé vyreSena
pravé otazka odfiltrovani nenddorovych
somatickych mutaci [44,45].

Potencial vyuziti cfDNA

u malignich lymfom v klinické
praxi

Vysledky z analyzy cfDNA poskytuji v za-
sadé dva typy informaci. Prvni je kvanti-
tativni vystup, ktery indikuje, jaké abso-
lutni mnozstvi volné DNA je pfitomno
v analyzované tekutiné. To poukazuje na
velikost nddorové masy, ktera do této te-
kutiny DNA uvolnuje. Druhy typ infor-
mace je kvalitativni, ten ukazuje, jaké
genetické aberace jsou v této DNA pfi-
tomny. Obé tyto informace by mohly
pfedstavovat cenny doplnék ke stan-
dardnim klinickym vysetfenim u malig-
nich lymfomu. Pfibyva kvalitnich praci
ukazujicich, ze ctDNA je na rozdil od cir-
kulujicich nddorovych bunék zachyti-
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Diagnostika

Genotypizace

« U¢innost terapie

« sledovani minimalni zbytkové nemoci

« ¢asna predikce relapsu

- nebioptovatelna lozZiska (napt. CNS)
« detekce MYD88 L265P varianty
« rozlideni podtyp’ GCB/ABC difuzniho velkobunéc¢ného B-lymfomu

« komplexni charakterizace nadoru
- identifikace terapeutickych cil{
« v€asny zachyt transformace

\ Sledovani béhem lééby

Obr. 2. Pfehled moznosti vyuziti analyzy cirkulujici volné DNA pro diagnostiku, charakterizaci a monitorovani lymfoma.
ABC - activated B-cell, GCB - germinal center B-cell

telna prakticky u vSech pacientd, a to v¢.
nemoci v ¢asnych stadiich, a Ze spekt-
rum molekularnich aberaciv ¢fDNA z pe-
riferni krve dobie koreluje s genotypem
identifikovanym v nadorové tkani [46].
Nejvice vyzkumu v této oblasti bylo pro-
vedeno u DLBCL jakozZto nej¢astéji se vy-
skytujiciho lymfomu u dospélé popu-
lace v zdpadnim svété [47]. Pilotni studie
byly uvefejnény prakticky uz u viech
typl lymfoproliferaci od FL pfes Hodgki-
nav lymfom (HL), primarni mediastinélni
velkobuné¢ny B-lymfom az po T-lym-
fomy [48-51]. Jednotlivé diagndzy jsou
podrobnéji komentovany v dalsim textu
a moznosti vyuziti analyzy cfDNA u lym-
fomu jsou shrnuty na obr. 2.

Vyznam v diagnostice a prognoéze
malignich lymfomu

Prognéza pacientl s high-grade B-lym-
fomy je urcena biologii tumoru, globalni
velikosti nadorové masy, celkovou kon-
dici pacienta a pridruzenymi chorobami.
Lze teoreticky predpokladat, ze pokroci-
lejsi a agresivnéjsi nemoc bude mit vétsi
objem nadoru a obrat bunék, a bude
tudiz do systémového obéhu uvolfiovat
vétsi mnozstvi ctDNA. Vyssi koncentrace
ctDNA tedy predikuje zavaznéjsi priibéh
onemocnéni ve smyslu velké nadorové
masy, agresivity apod. Tento pfedpo-
klad potvrdilo nékolik studii, ve kterych
byla prokazana korelace vstupni kvan-
tity ctDNA v krvi stanovené pomoci NGS
s dalSimi prognostickymi parametry zjis-

tovanymi v rdmci inicidlniho stagingu —
hladinou laktat dehydrogenazy, klinic-
kym stadiem dle klasifikace Ann Arbor
¢i International Prognostic Index (IPI)
skére, event. celkovym metabolickym
objemem tumoru dle PET [52]. V jinych
studiich byly vysoké vstupni koncent-
race ctDNA asociovany s horsim prezi-
tim bez progrese i celkovym prezitim,
nadto kratsi preziti bez progrese predi-
kovaly I1épe neZ stratifikace podle bunéc¢-
ného subtypu ABC/GCB, IPI skére nebo
objemu tumoru dle PET [53,54].

Dalsi moznosti vyuziti analyzy ctDNA
u lymfomu je schopnost rozpoznat ge-
netické zmény relevantni k prognéze ¢i
|écebné strategii. Scherer et al. srovna-
vali genetické aberace zjisténé v 76 dia-
gnostickych biopsiich uzlin i extranodal-
nich tumor( u pacient s DLBCL s témi,
které byly identifikovany v plazmatické
ctDNA. Byla nalezena shoda az 91 %
mezi detekovanymi aberacemi. Analyza
ctDNA navic umoznila detailni vysetfeni
genotypu s uréenim GCB/ABC subtypu
pomoci DLBCL-specifického NGS pa-
nelu, kde byla shoda zhruba 80 % s imu-
nohistochemickou typizaci primarniho
vzorku algoritmem dle Hansové [46].

Analyza cfDNA ma potencial v identi-
fikaci reprezentativniho muta¢niho pro-
filu celé nemoci nap¥i¢ rdznymi anato-
mickymi lokalitami. Napf. i u indolentni
nemoci, jakou je FL, byla pozorovana
velmi ndpadnd diskrepance mezi mu-
tacnimi profily identifikovanymi z ctDNA

v plazmé a z tkédnové biopsie [46]. Ana-
lyza ctDNA je tak schopna identifikovat
rdzné, nékdy i agresivnéjsi klony a de-
tekovat ¢asné transformaci, ktera je po-
vazovana za prognosticky velmi ne-
pfiznivy parametr choroby. Je doloZen
ptipad, kdy v krvi pacienta s FL byly za-
chyceny mutace, které naopak nebyly
identifikovany v bioptované tfiselné uz-
liné, nicméné byly pfitomny v transfor-
movaném lozisku v retroperitoneu, které
se klinicky manifestovalo az o 9 mésict
pozdéji [50].

U HL byly zaznamenény podobné
Uspéchy pfi vyuZiti tekuté biopsie a ana-
lyzy ctDNA. Piestoze jsou nadorové
Hodgkinovy/Reed-Sternbergovy buriky
v tumoru vzacné zastoupené a tumo-
rova masa je v naprosté vétsiné tvorena
bunkami zanétlivé reakce, je mozné de-
tekovat ctDNA o srovnatelné koncent-
raci u stejné nadorové masy klasického
HL (classical HL - cHL) jako u DLBCL.
| kdyz pfi¢ina neni zcela jasnd, moz-
nym vysvétlenim je mnohem vyssi obrat
téchto nadorovych bunék. Dle publiko-
vanych udajl Ize pomoci ctDNA zachytit
tumor specifické mutace u cHL se spo-
lehlivosti pres 90 %, a to jiz ve velmi ¢as-
nych stadiich onemocnéni. Analyzou
ctDNA byly rovnéz zjistény klinicky re-
levantni aberace, mimo jiné napt. am-
plifikace 9p24.1 predikujici odpovéd na
PD-1 inhibitory [49,55,56].

Vyzkum ctDNA u T-lymfomu je proza-
tim okrajové téma, pfesto i zde probéhla
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pilotni studie s pouzitim malého NGS
panelu, na némz bylo u pacient(l s an-
gioimunoblastickym T-lymfomem za-
chyceno 87 % mutaci nesenych tumo-
rem také v ctDNA [51].

Obzvlasté dllezité je potencialni vy-
uziti ctDNA v situacich, kde je tech-
nicky obtizné nebo nemozné ziskat
dostatec¢né mnozstvi bioptického mate-
ridlu pfimo z tumoru. Typicky jde o pri-
marni ¢i sekundarni lymfomy CNS, pre-
devsim hlubokych struktur mozku, pfip.
michy, nebo lymfomy oka s postizenim
sitnice, kde je biopsie ¢asto spojena s ri-
zikem oslepnuti. cfDNA se v likvoru fy-
ziologicky nachazi ve velice nizkych
koncentracich, jeji narlst prakticky bez
vyjimky signalizuje patologicky pavod.
Bobillo et al. v explorativni studii proka-
zali ve volné DNA z likvoru témér 80%
zastoupeni MYD88 L265P mutace u pa-
cientll s lymfomem CNS [7]. Dle dalsich
studii se u mozkovych nador( jevi ana-
lyza ctDNA z likvoru mnohem spoleh-
livéjsi nez z plazmy [57,58]. Kvuli po-
ruse hematoencefalické bariéry a diky
novym vysoce citlivym metodam na
bazi NGS lze v jistych pfipadech proka-
zat tumor specifické mutace u primar-
nich CNS lymfom i v krvi pacientt [59].
Mala pilotni studie prokazala, Zze u pa-
cientd s primdarnim vitreoretinalnim
lymfomem neni likvor spolehlivym bio-
ptickym materidlem ani v pfipadé vyu-
Ziti analyzy ctDNA, a tumor specifické
mutace byly naopak vysoce zastoupeny
v ctDNA z komorové vody. Odbér komo-
rové vody je navic mnohem méné inva-
zivni alternativou vitrektomie ¢i biopsie
retiny [60].

Sledovani odpovédi na lécbu,
monitorovani minimalni zbytkové
nemoci a predikce relapsu
Sledovani minimalni zbytkové nemoci
(minimal residual disease — MRD) u lym-
fom( jako parametru kvality l1é¢ebné
odpovédi a prediktoru klinického re-
lapsu je tématem nékolika poslednich
dekad. Avsak doposud nebyla u vét-
siny lymfom validovdna vhodna meto-
dika, jako je tomu napf. u monitorovani
transkriptu BCR-ABL pomoci kvantita-
tivni PCR u chronické myeloidni leuke-
mie [61]. DOvody doposud omezeného
vyuziti jsou jednak technické — nedosta-

tecna citlivost dostupnych metod, jed-
nak biologické - lymfomy uvolfuji do
krve ¢asto radové méné biologického
materidlu nez jiné hematologické malig-
nity. Sledovani MRD, potazmo klonogen-
niho vyvoje lymfomu pfimo v plivodné
postizené uzliné nebo tkani, se pro svou
technickou naro¢nost a nejasny pfinos
neprovadi. Inicidlné postizend uzlina
byva jednak v nékterych ptipadech to-
talné extirpovéna (neni tudiz co opako-
vané bioptovat), nebo dojde k jeji regresi
na obvyklou velikost (5-10mm), kdy je
ziskani biologického materidlu obtizné
proveditelné i punkéni biopsii pod kon-
trolou zobrazovacimi metodami [62].
Monitorovani cfDNA ma potencial tuto
situaci alespon v nékterych ohledech
zlepsit.

Zmény hladiny ctDNA, sledované po-
moci urcitého nddorového markeru (so-
maticka aberace detekovana napf. po-
moci cileného NGS), velmi dynamicky
reflektuji ménici se pocet nadorovych
bunék, a davaji tedy klinikovi aktudlni in-
formace o stavu nemoci po celou dobu
|é¢by. Mira poklesu ctDNA po zahdjeni
|é¢by predikuje kvalitu navozeni remise.
Kurtz et al. identifikovali pokles koncen-
trace ctDNA po jednom cyklu chemo-
terapie o dva fady a po dvou cyklech
0 2,5 fadu jako meze pro prognostickou
stratifikaci pacientd s DLBCL. Rozdily
v 2letém preziti bez progrese mezi takto
odlisenymi skupinami byly 83 vs. 50 %,
resp. 82 vs. 46 % [52]. Lze fici, ze pacienti,
u kterych hladiny nepoklesly pod uve-
dené meze, méli castéji primarné rezis-
tentni onemocnéni.

Nedokonalé individualni posouzeni
ucinnosti [écby je obecné problémem
predevsim u pacientd s agresivnim lym-
fomem. Momentalné neni k dispozici
adekvétné citlivé vysetreni, na zakladé
néjz bychom byli schopni ¢asné zjistit
nedostate¢nou odpovéd na lé¢bu. Sou-
¢asnou metodou, kterou lze vyuzit, je in-
terim PET (iPET). To je nyni standardnim
postupem u Hodgkinova lymfomu, ale
u jinych typl lymfom, napt. DLBCL, ne-
dokaze identifikovat ¢ast pacientd, ktefi
potfebuji intenzivnéjsi 1é¢bu, a proto
u téchto diagndz neni rutinné doporu-
¢ovano [63,64]. Monitorace MRD pomoci
ctDNA po nékolika cyklech chemotera-
pie se ukazuje byt vhodnym predikto-

rem lé¢ebné odpovédi (graf 1a). Navic
jeji dostupnost a flexibilita doby odbéru
je podstatné lepsi nezli u PET. Macau-
lay et al. u pacientl s DLBCL pozorovali
po tfech cyklech chemoterapie v re-
Zimu R-CHORP (rituximab, cyklofosfamid,
doxorubicin, vinkristin, prednison) jen
50% konkordanci mezi iPET negativi-
tou a ctDNA negativitou, pficemz iPET-
-negativni, ale zaroven ctDNA-pozitivni
pacienti méli zasadné horsi 2leté pre-
Ziti nez ctDNA-negativni kohorta (44 vs.
89 %) [65]. V nékolika nezavislych stu-
diich byl prokdzan vyznam pravidelné
monitorace MRD pomoci ctDNA v pre-
dikci relapsu. U pacientd s DLBCL v kom-
pletni remisi byl timto zplsobem relaps
zachycen v prdméru o 3-6 mésicl dfiv,
nez byl detekovatelny zobrazovacimi
metodami (graf 1b) [40,46,66]. Lakhotia
et al. detekovali ctDNA u pacientd s MCL
v remisi v 62 % pfipadd, prdmérny na-
skok vUci klinickému relapsu byl 7,2 mé-
sice [67]. Princip je znazornén na grafu
1b. Merryman et al. analyzovali ctDNA
ze vzorkd aferezovanych hematopoe-
tickych kmenovych bunék u pacient(
s refrakternim DLBCL pred autologni
transplantaci kostni dfené (autologous
stem cell transplant — ASCT). Pfitomnost
ctDNA detekovali jen ve 36 % vzork(
pacient(, ktefi pozdéji po transplantaci
progredovali, nicméné specificita pro
progresi nebo smrt do 5 let byla 95 %.
| pfes nizky zachyt se tak ctDNA ukazala
byt zatim nejpresnéjsim nezavislym pre-
diktorem relapsu po ASCT [68].
Sledovani MRD je mozné i v jinych
kompartmentech nez jen v periferni
krvi. Bobillo et al. ve své explorativni stu-
dii prokazali, Ze u lymfom CNS je ctDNA
v likvoru béhem [écby citlivym ukaza-
telem relabujici choroby, zejména pak
pokud je uz znamy molekuldrni mar-
ker, jako napf. zmifiovand MYD88 L265P
mutace, ktery lze sledovat. ctDNA tim
pred¢i standardni metody sledovani
CTC, jako je prltokovd cytometrie [7].
V likvoru byla timto zplGsobem také ve-
lice ¢asné zachycena sekundarni infilt-
race CNS u pacienta s priméarné testiku-
larnim DLBCL [69]. Ponékud okrajovym,
snad ale v budoucnu hodnotnym vyuzi-
tim analyzy volné DNA je monitorovani
dynamiky onemocnéni béhem [écby
CAR-T lymfocyty, a to nejen pomoci
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Graf 1. Sledovani dynamiky ctDNA pro efektivni posouzeni nedostatecné lé¢ebné odpovédi (a) a pro ¢asnou detekci relapsu (b).

ctDNA - cirkulujici nddorova DNA, MRD — minimalni zbytkova nemoc

ctDNA lymfomu, ale i pomoci cfDNA sa-
motnych CAR-T bunék. Tento pfistup ma
potencidl doplnit sou¢asné pouzivanou
pritokovou cytometrii [70,71].

| pfes velmi dobré globalni vysledky
bohuzel analyza ctDNA v soucasnosti
nespliuje klinické pozadavky na zcela
spolehlivé monitorovani MRD a predikci

relapsu — i kdyz je citlivéjsi nez dopo-
sud dostupné metody, navzdory nede-
tekovatelné ctDNA na konci lé¢by pofad
¢asné relabuje az 20 % pacientl s agre-
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sivnim lymfomem [52,66]. Na tomto poli
jsou slibné vysoce senzitivni NGS tech-
nologie, které jsou schopny vyznamné
posunout senzitivitu i specificitu téchto
analyz. V analyz 2021 byla publikovana
technologie PhasED-seq, kterd odhalila
rezidudIni ctDNA ve 25 % vzorkd, které
byly predtim na zékladé jiného NGS pa-
nelu prohldseny za negativni. Pacienti,
od kterych vzorky s rezidudlni ctDNA po-
chézely, méli horsi preziti bez progrese
i celkové preziti [42]. Je samoziejmé
nutné pamatovat na to, Ze citlivost ana-
lytické metody pro detekci ctDNA neni
jedinym faktorem podminujicim Uspés-
nou predikci relapsu a ze dulezitou roli
zde mUze hrat rovnéz biologicka a kli-
nicka heterogenita mezi pacienty — tfeba
mUze existovat podskupina pacient(,
u kterych je produkce ctDNA lymfomem
zanedbatelné malad i pres agresivni bio-
logii a klinicky pribéh.

Zaveér

Volna nadorovd DNA prestavuje per-
spektivni, snadno dostupny biologicky
material, jehoz analyza ma potencial
zlepsit vsechny faze |é¢by pacientl po-
stizenych malignim lymfomem. V cesté
k jeji Uspédné implementaci do klinické
praxe stoji jesté nékolik zasadnich pro-
blémd. V prvni fadé je to nedostatecna
senzitivita i specificita metod, zejména
v pfipadech velmi nizkych hladin ctDNA
nebo pfitomnosti interferujici klonélni
hematopoézy. Dale chybi standardizo-
vané analytické postupy a validované
metody v kontextu jednotlivych lym-
foproliferativnich onemocnéni. Nic-
méné soucasny intenzivni vyzkum na-
bizi slibné vysledky na poli neinvazivni
diagnostiky lymfomd, zlepseni predikce
prdbéhu onemocnéni i identifikace pa-
cientd s casnou progresi, ktefi by byli
kandidaty na zménu lécebné strategie.
Sledovani pacientd s agresivnimi lym-
fomy pomoci analyzy molekularnich
markerd v ctDNA s sebou ptinasi velky
potenciadl do budoucnosti a véfime,
ze ¢asem najde uplatnéni i v klinické
praxi.
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