) HLAVNI TEMA

VOLNA N/ \ DNA U PACIENTOV S HODGKINOVYM LYMFOMOM

Volna nadorova DNA u pacientov
s Hodgkinovym lymfomom

Alexandra Kredatusova', Veronika Hanackova?, Marie Lukasova?, Helena Urbankova?, Vit Prochazka?
'Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc
2Hemato-onkologicka klinika Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc

Volna cirkulujica nddorovéa DNA (circulating tumour DNA - ctDNA) je typ extracelulérnej volnej DNA (circulating cell-free DNA-
-ccfDNA) nachadzajuci sa v periférnej krvi pacientov s onkologickym ochorenim. Jej neinvazivna analyza vo forme tzv. tekutej
biopsie (liquid biopsy) ma potencialne vyuZitie v klinickej praxi predovsetkym v situaciach, ked nie je dostupny dostatok vhodného
materialu pre podrobné genetické testovanie nadoru, pripadne by bol odber takéhoto materidlu technicky komplikovany ¢i pre
pacienta zatazujuci. Hodnotenie ctDNA z kvantitativneho aj kvalitativneho hladiska méze pomdct spresnit diagnostiku a manaz-
ment daného ochorenia a prispiet k personalizacii terapeutického pristupu. Uplatnenie v manazmente Hodgkinovho lymfému
by mohla najst pri diagndze v screeningu mutacii, pocas liecby a po jej ukonceni ruka v ruke spolu so zobrazovacim vysetrenim
aj v dalsom sledovani. Vyznamnym objavom je moznost sledovania klonalnej evolucie nddorovych buniek pri liecbe checkpoint
inhibitormi spojenej s pripadnou rezistenciou na tento moderny typ liecby.
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Circulating tumour DNA in patients with Hodgkin lymphoma

Circulating tumour DNA (ctDNA) is extracellular DNA which can be found in peripheral blood of patients suffering from malignan-
cies. A liquid biopsy as a method of its non-invasive assessment might be potentially useful in clinical practice especially in cases
when there is no available source of tumour DNA for genotyping or when a sampling could be problematic due to technical issues
or a patient’s condition. Quantitative and qualitative analysis of ctDNA might improve diagnostics and management of a disease
and contribute to more personalised healthcare. It can be used in diagnostic screening for mutations, during therapy and at the
end of treatment hand in hand with PET/CT imaging, as well as during follow-up. Better understanding of clonal evolution might
help to identify patients resistant to checkpoint blockade.

Key words: Hodgkin lymphoma, liquid biopsy, circulating tumour DNA.

Uvod

Klasicky Hodgkinov lymfém (cHL) je naj-
Castejsie nadorové ochorenie mladych dospe-
lych. Hlavnym pilierom lie¢by su stéle rezimy
polychemoterapie v zdvislosti na $tadiu doplne-
né radioterapiou (pociatocné a intermediarne
$tadia obligatérne). Vysoka kurabilita je vykupe-
na nezanedbatelnou akdtnou aj neskorou toxi-
citou. Histologicky je lymfém charakterizovany
pritomnostou neoplastickych Hodgkinovych
a Reedovej-Sternbergovych (HRS) buniek na po-

lymorfnom nenddorovom a zapalovom pozadi
(1). Ich malé mnozstvo v bioptickej vzorke limi-
tuje naslednu genetickd analyzu a sledovanie
dynamiky mutdcii v roznych stadidch ochorenia
a v priebehu lie¢by. Potencidl vyriesit tento tech-
nicky nedostatok ma prave metdda vysetrenia
volnej cirkulujucej DNA, oznac¢ovand ako tekutd
biopsia. Vyuzitie by mohla ndjst pri hlbsom po-
znani genetickych zmien lymfému (genotypi-
z&cii) pred lie¢bou aj v reakcii na fu, rovnako
moze byt vyuzitd aj pri sledovani minimalnej

rezidudlnej choroby (MRD). Tato technolégia
tak predstavuje vyznamny prispevok v poznani
bioldgie HL, ale zéroven aj nadejny nastroj na
spresnenie monitorovania spravania sa lym-
fému, a teda zvysenie istoty pri rozhodovani
0 zmene (eskalacii/deeskalacii) liecby.

Volna cirkulujica nddorovéa DNA je $pecific-
kym typom extraceluldrnej DNA, v zahrani¢nej
literatUre znamej ako circulating cell-free DNA
(ccfDNA). U zdravych jedincov ide o kratsie frag-
menty normalnej DNA, uvoltiované do krvné-
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Obr. 1. Najcastejsie mutované gény u pacientov s cHL (volne upravené podla Spina et al. 2018)
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ho obehu fyziologicky apoptézou lymfocytov
ainych buniek. U pacientov s cHL zaroven ¢asto
dochadza k nekrotickym zmenam nadorovych
buniek aj okolitého zépalového infiltratu, v stvis-
losti s ¢im pozorujeme signifikantne vyssie hod-
noty ccfDNA a zéroven vyssi pomer dihsich frag-
mentov ku kratsim (DNA integrity index, DII) (2).
Zvysené hodnoty ccfDNA predstavuju zvysené
riziko lymfému, celkova senzitivita a Specifickost
vSak neprekracuje 75 %, preto prosta kvanti-
fikdcia ccfDNA zrejme v budicnosti nebude
sluzit ako samostatna diagnostickd metdda pri
podozreni na toto ochorenie (3).

Prvy dokaz, ze genetické zmeny HRS bu-
niek je mozné zachytit v DNA volne cirkulujucej
v plazme pacienta, pochadza z roku 2015. 18lo
0 ndhodny nalez v rdmci prenatdlneho vyse-
trenia. Asymtomaticka pacientka podstupila
neinvazivne prenatalne testovanie (NIPT) za-
merané na najcastejsie aneuploidie suvisiace
s Downovym, Patauovym a Edwardsovym
syndrémom. Vysledky vsak boli neStandardné,
preto bolo vysetrenie opakované a nasledne
doplnené amniocentézou, ktord nepotvrdila
u plodu Ziadnu anomaliu. K rovnakému za-
veru dosiel aj vySetrujuci ultrasonografista.
NajpravdepodobnejSou pri¢inou zachytu mu-
tacif pri vysetreni NIPT sa javilo nddorové ochore-
nie tehotnej. Celotelové vysetrenie magnetickou
rezonanciou ukézalo nddorovd masu v media-
stine a zvacsené uzliny cervikalne a retroklavi-
kuldrne. Diagnostickd biopsia potvrdila klasicky
Hodgkinov lymfom typu noduldrnej sklerézy.
Genetické zmeny chromozomalnych oblasti HRS
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buniek z biopsie zistené pomocou fluorescenc-
nej in-situ hybridizacie (FISH) zodpovedali ndlezu
pri NIPT, ¢o nasledne viedlo k hypotéze, Ze nado-
rové zmeny HRS buniek méZu byt detekované
vo volnej DNA (4). Toto prelomové zistenie vza-
patf viedlo k rozvoju vyskumu vyuZitia tekutej
biopsie v oblasti genetického profilovania HL.

Geneticky profil
Hodgkinovho lymfému

Povodné studie venujlce sa tejto proble-
matike sa opieraju o zachyt mutdcif v bioptic-
kej vzorke. Vzorky boli fixované formalinom
a ukotvené v parafinovom blocku. Vyuzivala sa
hlavne metdda FISH, expresia proteinov bola
ur¢ovana imunohistochemicky. Obmedzenim
kvalitnej detekcie mutécif v pripade klasického
Hodgkinovho lymfému je nedostatok HRS bu-
niek a zarovert moznd genetickd heterogenita
v réznych oblastiach nadoru. Studie nasved-
¢uju, ze ctDNA odzrkadluje mutacny profil HRS
buniek bez nutnosti mikrodisekcie a poskytuje
teda ndhradny zdroj genetického materidlu pre
naslednu analyzu (5, 6). Vhodnym postupom su
metddy sekvenovania novej generdcie (CAPP-
seq — Cancer Personalized Profiling by Deep
Sequencing), ktoré dokazu zachytit vsetky typy
mutdcif vratane inzercii, delécii, variacii poc¢tu
kopii a génovych prestavieb (7).

Najcastejsie mutovanymi génmi su STAT6
(Signal Transducer and Activator of Transcription
6), TNFAIP3 (Tumour Necrosis Factor Alpha
Induced Protein 3), ITPKB (Inositol-Triphosphate
3-Kinase B), GNA13 (Guanine Nucleotide-

binding protein subunit alpha-13), B2M (Beta-2-
Microglobulin), SPEN (Split Ends), ktoré postihuju
signalne dréhy NF-kB (Nuclear Factor kappa-light
chain-enhancer of activated B cells), PI3K-AKT
(Phosphatidylinositol 3-Kinase — Protein kinase
B), NOTCH a cytokinové drahy, a ovplyvnuju te-
da procesy suvisiace s apoptdzou, bunkovym
cyklom ¢i imunitnym dozorom (5, 8) (obrazok 1).
Frekvencia mutdcii sa Iisi medzi jednotlivymi
histologickymi subtypmi cHL, v svislosti s infek-
ciou virusom Epsteina-Barrovej (EBV) aj s vekom
pacienta. Genetika cHL je teda znacne komplex-
na, ¢o suvisi s rozdielnym priebehom ochorenia
u réznych pacientov.

Doélezitym zistenim je skutocnost, ze HRS
bunky unikaju antitumorovému imunitnému
dozoru zvysenou expresiou PD-1 a PD-2 li-
gandov, ktorych védzba na PD-1 (programmed
death) receptor T-lymfocytov vedie k inhibicii ich
aktivécie a proliferacie, znemozniuje efektivnu
T-bunkovu protinddorovu odpoved a ulahc¢uje
sirenie nadoru. K tejto hyperexpresii dochadza
na podklade génovych zmien v oblasti 9p24.1,
najcastejsie ziskom génového materidlu (60 %)
a amplifikaciou (27 %) (9). Studie na bioptickych
vzorkéach dokazuiju, ze amplifikacia oblasti 9p24.1
je spojena s kratSou dobou preZitia bez progre-
sie po liecbe prvej linie a je ¢asta u pacientov
s pokrocilym ochorenim (10).

Praktickou aplikdciou poznatkov o genetic-
kych zmenéch PD drahy je vznik novej generacie
imunomodulacnych lieciv, tzv. checkpoint inhi-
bitorov (immune checkpoint inhibitors, ICl), ako
sU nivolumab a pembrolizumab. Tieto humani-
zované monoklondlne protilatky proti PD-1 re-
ceptoru blokuju vazbu PD ligandov nadorovych
buniek na T-lymfocyty a zabranuju tak funkenej
anergii T-bunkovej zlozky imunity. Studie 1CI
preukdzali efektivitu blokaddy drahy programo-
vanej bunkovej smrti u pacientov s relabovanym
Hodgkinovym lymfémom (11, 12). Zatial vsak
mame velmi mélo prediktorov zlyhania tejto
terapie. V tomto kontexte tekuta biopsia ponuka
moznost sledovat nddorovo Specifické mutacie
(pripadne ich zmeny v ¢ase) u relabovanych/
refraktérnych pacientov lie¢enych spominanymi
ICI. V dlhodobom sledovani di Trani a spol. po-
ukazali na dva rozne typy klonalnej evolicie: 1.
klondlny reshaping spojeny so senzitivitou, ked
u pacientov, ktori po lie¢be nivolumabom do-
siahli remisiu (kompletnu alebo parcidinu), dodlo
uz po piatich cykloch k vymiznutiu pévodnych
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mutacif v ctDNA a k ich nahradeniu novymi a 2.
klonélna perzistencia povodnych klonov stvisia-
ca s rezistenciou na checkpoint inhibitory (13).
Tento vzorec poukazuje na snahu nadoru unik-
nut liecbe, méze teda sveddit o jej ucinnosti (5).

Poznanie genetického profilu nddoru je
dolezité pri rozvoji novych cielov protinddoro-
vej lie¢by a u konkrétneho pacienta by mohla
pomdct klinika nasmerovat k vyberu nového
lieciva ,Sitého na mieru” v intencidch preciznej
mediciny.

Nastroj na spresnenie
hodnotenia liecebnej odpovede

V sucasnej dobe sa na hodnotenie chemo-
senzitivity HL vyuziva vysetrenie pozitronovou
emisnou tomografiou kombinovanou s vy-
poctovou tomografiou (PET/CT). Standardne sa
sleduje efekt liecby po dvoch cykloch indukénej
terapie (interim PET/CT) a po jej absolvovan (fi-
nal PET/CT). Vysledok interim PET/CT ako sucast
beZnej praxe ma vplyv hlavne u intermedidrnych
a pokrocilych stadif choroby, kde ovplyvniuje po-
kracovanie v liecbe v zmysle znizenia jej intenzity
alebo naopak jej zintenzivnenia.

Novym pristupom, zatial vyuzivanym len
v klinickych Studiach, je doplnenie diagnos-
tického stagingového vysetrenia o kvantifika-
ciu celkového metabolického objemu naddoru
(TMTV-total metabolic tumour volume), kedze
Ann Arbor klasifikacia len slabo reflektuje na-
dorovu néloz, ¢o moze viest k zaradeniu paci-
enta do nespravnej rizikovej skupiny (14). TMTV
zaroven koreluje s vysledkami interim PET/CT,
preto sa zda byt vyznamnym prognostickym
faktorom.

Problémom vysetrenia PET/CT viak moze
byt falosné pozitivita v doésledku reaktivnych
zmien postihnutého lymfatického tkaniva.
Cirkulujuca nddorova DNA mébZe byt technolo-
gickym doplnkom napriklad u vybranych pripa-
dov hrani¢nej pozitivity (skore 3 podfa Deauville),
kedy dramaticky pokles jej koncentracie nasved-
Cuje citlivosti nddoru na pouzitd lie¢bu. Inym
pripadom je negativny vysledok final PET/CT
vysetrenia, ked pretrvavajuca pozitivita spres-
nuje hodnotenie lie¢ebnej odpovede.

Vyznam doplnenia PET/CT analyzou biomar-
kerov, medzi inymi aj ctDNA, v podobnych situ-
ciach potvrdzuiju aj Cirillo a Borchmann, ktorf sa
domnievajy, takyto postup zlepsuje stratifikaciu
pacientov do rizikovych skupin (15).
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Momentdlne neexistuje Ziaden optimalny
pristup k sledovaniu minimalnej rezidudlnej cho-
roby a ctDNA sa preto javi ako vhodny nastroj
vdaka svojej vysokej senzitivite a nizkej invazivite
pri jej ziskavani (7). Zdrojom je plazma pacienta
a k dispozicii je viacero komerénych stprav na
jej izolaciu.

Koncentracia ctDNA pred lie¢bou korelu-
je so stadiom ochorenia a jej zmeny odrazaju
odpoved na lie¢bu uz v jej priebehu. Prahom
je pokles koncentracie o dva rady (2-log) u pa-
cienta s pokrocilym cHL (praca na 24 dospe-
lych pacientoch, cHL s noduldrnou sklerézou,
so zmie$anou celularitou, bohaty na lymfocyty)
po dvoch cykloch ABVD (adriamycin, bleomycin,
vinblastin, dakarbazin) v porovnani s hodnotami
pri diagndze, ktory je asociovany s kompletnou
remisiou bez ohladu na pripadnud pozitivitu
interim PET/CT vysetrenia, ktoré moéze byt fa-
loSne pozitivne v doésledku reaktivnych zmien.
Naopak pacienti, ktorf nedosiahnu takyto pokles,
sU ohrozeni progresiou ochorenia (5).

Tekutd biopsia sa v danej praci Spiny a spol.
v porovnani s PET/CT v tomto pripade javi ako
spolahlivejsia metdda cieleného vyhladavania
pacientov s tymto rizikom, kedZe odrdza nado-
rovu néloz, zatial ¢o PET/CT odréza hlavne me-
tabolicku aktivitu zapalovej zlozky nadoru (16).

Nézor, ze analyza cirkulujucej DNA je citli-
vejsou metddou predikcie hroziaceho relapsu,
zdielaju aj Camus a spol. Vo svojej studii zdoraz-
nuju, ze detekovatelné mutdcie exportinového
génu XPO-1 zachytené v plazme dospelych pa-
cientov s cHL po skonceni indukénej liecby su
spojené s kratSou dobou prezitia bez progresie
bez ohladu na vysledok final PET/CT. Dokonca
len jeden pacient zo siedmich pozitivne testo-
vanych mal pozitivny PET/CT nalez (17).

Tento pristup dokazuje, Ze ccfDNA odobratd
pocas liecby aj po jej skonceni velmi presne
predikuje osud pacientov — prakticky eliminuje
falo$nu negativitu aj falosnu pozitivitu PET/CT.

Zaver

Pri rozhodovani o manazmente liecby paci-
enta s Hodgkinovym lymfémom sa stretdvame
s viacerymi komplikdciami. PET/CT vy3etrenie
v Uvodnej stratifikacii pacientov podla rizika
nie je dostatone presné a moéze viest k vyberu
nespravneho terapeutického pristupu. Vyuzitie
metabolickych parametrov (TMTV) zlepsuje
odhad inicidlnej progndzy v primoterapii aj

v relapse, avsak neriedi technické limity vyse-
trenia ako takého (18, 19). Dalsim problémom je
hodnotenie lie¢ebnej odpovede. Hoci je interim
PET/CT vysetrenie celosvetovou $tandardnou
praxou, stdle musime celit faloSnej pozitivite,
ktora pri eskaldcii terapie mdze pacienta posko-
dit z dlhodobého hladiska. A naopak, zndme su
aj falodne negativne vysledky nasledne spojené
s progresiou ochorenia. Neposlednou otazkou je
vztah genetiky nddoru a U¢innosti terapie, ked-
7e donedévna boli moznosti jeho pochopenia
limitované nedostatkom vhodného materidlu
a nutnostou biopsie. Metéda tekutej biopsie ma
napriek svojej technickej ndro¢nosti predpokla-
dy stat sa vo vybranych pripadoch doplnkom
manazmentu HL: pri diagndze v screeningu mu-
tacif (koreldcia s progndzou, chemosenzitivita,
zachyt markerov na sledovanie MRD), pocas
liecby (zvysenie istoty pri rozodnuti o eskalacii/
deeskaldcii lie¢by, sledovanie klonédlnej evoltcie
pri liecbe ICl), po lie¢be (spresnenie vysledku
final PET/CT) aj v dalsom sledovani (v¢asna pre-
dikcia relapsu). Pokrok na poli molekuldrnej ge-
netiky ¢asom spristupn{ tdto metddu Sirsiemu
spektru pacientov, napriklad nahradenim zloZitej
metddy sekvenovania novej generdcie (NGS)
jednoduchsimi metédami (digital polymerase
chain reaction — dPCR) (17).

Tekutd biopsia je bezpecnd a moderna
metdda ziskavania genetického materidlu od
pacientov s nddorovym ochorenim. Doterajsie
studie potvrdzuju jej vyuzitelnost v manazmen-
te klasického Hodgkinovho lymfému vdaka jej
senzitivite a Specifickosti. Predstavuje alternati-
vu k mikrodisekcii HRS buniek a ziednodusuje
moznosti monitorovania genetickych zmien
v priebehu lie¢by. Volnd nddorova DNA by mohla
zohrat vyznamnu rolu v monitorovani MRD, kde
by ako biomarker mohla doplnit zobrazovacie
vySetrenie pomocou PET/CT. Vyzvu predstavuje
vyhladavanie rizikovych pacientov, kde hrozi pod-
liecenie (undertreatment) a rozvoj rezistencie voci
terapii a pacientov ohrozenych komplikdciami
z preliecenia (overtreatment). Prebiehajuica snaha
o Standardizaciu tejto metddy dava nadej na jej
vyuZzitelnost v stéle vd¢Som mnoZstve pripadov
(20). Napriek tomu, Ze v st¢asnosti nejde v Ceskej
republike o rutinne uzivani metédu, prebiehajuci
vyskum ponuka perspektivu budiceho praktic-
kého vyuritia.
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