Jak vznikaji lymfomy

Prof. RNDr. Jana Smardovd, CSc.

Ustav patologie FN Brno
PrF a LF MU Brno

XVII. Ro¢nik kurzu genetiky a
molekularni biologie pro ucitele
strednich skol

8.9.2015, Brno



Jak vznikaji lymfomy

Prof. RNDr. Jana Smardovd, CSc.

Ustav patologie FN Brno
PrF a LF MU Brno

Mgr. Jana Koptikovd, Ph.D.

Institut biostatistiky a analyz LF MU
Brno

8.9.2015, Brno



Jak vznikaji lymfomy
Osnova

»  Jak vznikaji nddory

»  Kterymi vlastnostmi se lisi nddorova bunka od zdravé?
* poskozeni regulace bunécného déleni
» poskozeni programované bunééné smrti
» ziskdni neomezeného replikaéniho potenciadlu
- indukce angiogeneze
* tvorba metastadz
* navysend genetickd nestabilita

>  Lymfomy, lymfocyty, protildatky

>  Vyvoj B lymfocytl

>  Vznik lymfomi

»  Zavér




Jedina odrodila bunka

» Naddory vznikaji porusenim zdkladnich pravidel
socidlniho chovani.

* Pro organismus nepredstavuje vazné riziko, pokud se
jednotliva bunka nahodile nezachova spravné.
Potencidlné nebezpecnad situace nastava tehdy, pokud
dojde v jedné bunce ke genetické (nebo epigenetické)
zmeéne, kterad bunce dovoli prezit, rozdélit se a tak
produkovat dceriné bunky s podobné asocidlnim
chovanim.

- Organizace tkdné nebo i celého organismu tak mize

byt rozvrdcena postupné expandujicim klonem
abnormadlnich bunék.




Nadorova bunka se vyviji
postupnym hromadénim genetickych
(a epigenetickych) zmén
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Vicestupniovd kancerogeneze spo Jena
s kroky klondlni expanze (selekce) ‘:;}.

initiating mutation

000000F000000000000000

FIRST CLONAL EXPANSION

second mutation
OOOOGGGQGGGWGWWGGOOOOO
) = SECOND CLONAL EXPANSION

third mutation

00006966686 .. $$00000

~106 cells —»1
THIRD CLONAL EXPANSION

fourth mutation

D000SSEEESG e $SO0000O0

e V4 ~106 cells ———»
/ FQUR‘TH CLONAL EXPANSION
etc.




Onkogeny a nadorové supresory

Protoonkogen je strukturni gen, jehoZ produkt se podili
na stimulaci déleni bunék a jejich diferenciace.
Onkogen je protoonkogen aktivovany tak, Ze vyvoldvd
neoplastickou transformaci buriky.

> aktivace protoonkogenu je preména protoonkogenu na onkogen
> mutace protoonkogent jsou aktivujici, dominantni

Produkty genl pro nddorové supresory (antionkogeny) v
normdlnich bunkdch nevyvolavaji proliferaci, ale naopak
ji potlacuji a udrzuji buriky ve stadiu klidu.

> mutace nadorovych supresori jsou inaktivujici, recesivni
(spojeno s inaktivaci/ztrdtou druhé alely)
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Sedm typickych znaku
nadorovych bunék

) : sobéstacnost v
poskoz,enl produkci rastovych
apoptozy signala

posileni ‘ \
angiogeneze ..* &IQ'
2 4 )’
tvorba
metastaz

nestabilita
genomu

necitlivost k
signaliim zastavujicim
bunéény cyklus

Hanahan D. and Weinberg R.A., ¢e//100 (2000) 57-70




Sedm typickych znaku
nadorovych bunék

poskozeni
apoptozy
posileni
angiogeneze '

nestabilita
genomu
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produkci rastovych
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signalim zastavujicim
bunéény cyklus




déleni

1, 2

4
sobéstacnost v
produkci rustovych
signalu

" necitlivost k
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bunécny cyklus




Poskozeni regulace bunécného
déleni




Prubéh bunécného cyklu a
jeho regulace
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Poskozeni requlace bunécného
déleni
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Pribéh bunééného cyklu a jeho 7z&M%
regulace: bod restrikce b/

el

bod restrikce:

klicovy regulacni,
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Regulace bunécného cyklu

mitogenni
signaly
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* signalni molekuly/
rustové faktory

° receptory
rustovych faktort

* cytoplazmatické
prenasece

* transkripcni
faktory



Regulace bunécného cyklu
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Poskozeni apoptozy
(programované bunécné smrti)

3

poskozeni
apoptozy

+  Apoptoticky program je latentné pritomen ve viech burikach.
* Buriky jsou neustdle pripraveny odumrit apoptézou, je-li to v
zdjmu celého organismu.



Poskozeni apoptozy
(programované bunécné smrti)

3

poskozeni
apoptozy

+  Apoptoticky program je latentné pritomen ve viech burikach.

* Buriky jsou neustdle pripraveny odumrit apoptézou, je-li to v
zdjmu celého organismu.
Signdly indukujici apoptdzu: poskozeni DNA, aktivace onkogend,
hypoxie, ztrdta kontaktu s okolnimi strukturami (buikami, ECM),
nepritomnost signdll preziti, signdly smrti,..




Regulace a prubéh apoptozy
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Ziskani neomezeného
replikacniho potencidlu

Vétsina bunék lidského téla se nemiize

délit do nekonecna, ale naopak ma
naprogramovany (tzn. uréeny vnitrnimi
faktory) konecny pocet bunécnych
déleni, kterymi mlze projit.
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Ziskani neomezeného
replikacniho potencidlu

Vétsina bunék lidského téla se nemiize
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Funkce telomer a telomerdzy

Telomery jsou sekvence na koncich chromozomt. Jejich hlavni funkci je
ochrana koncli chromozomd.

Telomeraza je enzym, ktery je nutny pro udrZzovani stabilni délky telomer.
Vétsina bunék neexprimuje telomerdzu a telomery se proto progresivné
zkracuji pri kazdém bunééném déleni.

o telomerickad
chromozomalni DNA DNA




Ziskdni neomezeného
replikacniho potencialu

REAKTIVACE TELOMERAZY
F™= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = .
R !
rr' | N | 1L--IL I |
'. 1 1
‘-1.'. II—.I I I
B B | . A
NS . inaktivace Y
< — 49> — —>~ RBaps} —3 e
primarni ] ]
lidski buiika déleni déleni
starnuri krize Lhesmrtelnose*
e—

85 az 90% nddort mad aktivni telomeradzu.




Indukce angiogeneze

Schopnost nddori presdhnout svou

- velikosti masu o priméru vétsi nez
1 mm zavisi na jejich schopnosti

zajistit pristup ke krevnimu systému.

5
W

VEGF, bFGF, TGF-3,
integrins, MMP, IL8,

'ﬁ
4
angiostatin,
endostatin,
interferons, TIMP

Growing capillaries (etec.)




Tvorba metastaz

* Metastdzy jsou nejzhoubnéjsSim jevem
pri nddorovém onemocnéni a jsou pricinou
asi 90 % Umrti pacientl s nddorovym
onemocnénim.

* Méné Castou pricinou je bezprostredni
plsobeni primdrniho nddoru: nddory mozku,
nddory zlaznatych bunék, leukémie,
lymfomy




Metastaticka kaskada

1. Uvolnéni nddorové buriky z primdrniho nddoru.

2. Prostoupeni ECM a bazdlni membradny, vstup do cirkulacniho systému.

3. Migrace cirkulaénim systémem.

4. Vystoupeni z cirkulaéniho systému, prostoupeni bazdlni membrdny a ECM.
5. Tvorba sekundarniho nadoru (metastdzy).

Invazi nddorovych
bunék |ze chdpat
jako pohyb bunék
spojeny s
regulovanou adhezi
extracelularni a UVOIﬁOVénim

matrix adheze (od ECM,
mezi burikami
navzdjem) a
proteolyzou ECM.

bazalni
membrana

—-— - -
primarni nador cirkulace metastaza




Vyvoj nadoru trva roky
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NORMAL INITIATED PRE-CANCER

colon 5-20 years adenoma 5-15 years

dysplastic oral
leukoplakia

9-13 years

head and neck tobacco use 4-10 years 6-8 years

cervix CIN1

CIN 3/CIS

lung (smokers) 20-40 pack-years

atypical

. DCIS
hyperplasia

breast

prostate 20 years PIN =10 years latent cancer

Cis

CANCER

10-20 years

6-10 years

3-15 years




Navyseni genetické nestability £%55
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Z vypoctu, ktery vychdzel ze zndmé mutacni rychlosti v somatickych burikdch
(10-% na gen na generaci bunék), se zddlo, Ze k takové akumulaci mutaci
nemlze béhem lidského Zivota dojit.

Jakym mechanismem dochazi k této akumulaci?

Nddory jsou geneticky nestabilni, tj. je u nich vyssi rychlost, s jakou dochazi
k mutacim.



Vyvoj nadoru trva roky

initiating mutation

0000007000000 000000000

FIRST CLONAL EXPANSION

second mutation
OOOOGGGQ@GGW%XWGGOOOOO
I/ iy . g SECOND CLONAL EXPANSION
0000SSSEEEG .. $SO0000O0

o

~106 cells —s]
THIRD CLONAL EXPANSION

Y

fourth mutation

0000SSEEEEG - venee $S$SO0000O0

L ~106 cells —»
FOURTH CLONAL EXPANSION

etc

N




Sedm typickych znaku
nadorovych bunék (2000)

- . sobéstacnost v
poskoz’enl produkci rastovych
apoptozy II signalu
osileni * * necitlivost k
anpio eneze signalim zastavujicim
giog ..* bunéény cyklus

> 4
tvorba
metastaz

nestabilita
genomu




Jedendct typickych znaku
nadorovych bunék (2011)

Hanahan D. and Weinberg R.A., Ce//100
(2000) 57-70

» zanét podporujici nddor (8)

* preprogramovani energetického metabolismu (9)
» Unik imunitni odpovédi (10)

* vliv mikroprostredi nadoru (11)

Hanahan D. and Weinberg R.A., Ce//144 (2011) 646-674
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Co jsou lymfomy

nadorové onemocnéni lymfatického systému

nddory, které pochdzeji z lymfocytt, jednoho druhu bilych
krvinek

ruzné typy lymfomu
> lisi se agresivitou, progndzou, zplisobem IéCby
> diagnostikovdny na zdkladé:

morfologie
imunofenotypickych znakd

cytogenetickych a molekuldrné-biologickych znakt (hapr. podle
vyskytu typickych chromozomovych translokaci)



Nejcastéjsi B lymfomy

» difdzni velkobunécny B-lymfom - DLBCL (30 %)

> folikuldrni lymfom - FL (22 %)

» MALT lymfom (8 %)

> chronickd B-lymfatickad leukémie/lymfocytdrni lymfom - B-CLL
(7 %)

> lymfom z bunék pldst'ové zony - MCL (6 %)



Co jsou B lymfocyty

buriky imunitniho systému zodpovédné predevsim za specifickou
imunitni odpovéd’ zprostredkovanou protilatkami

nekdy oznaCovany jako B burky

morfologicky jsou to kulaté mononukledrni buriky s malym
mnozstvim cytoplazmy
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Chromozomoveé translokace

- reciproké translokace jsou vzdjemné, reciproké vymény
segmentl mezi dvéma nehomolognimi chromozomy

- polet chromozomu zlstdvd stejny

Schéma reciproké translokace chromozomiu

oo | w
zlomu ‘
o [
al 1 =

werdunasees,.  MIStO

L ziomm

norméini chromozomy

trunslokované chromozomy

- dusledkem translokaci: (1) chimerické proteiny, (2) zménéna
exprese intaktniho proteinu, (3).. zadny (?)
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Co jsou protilatky

latky bilkovinné povahy, patrici do

rodiny imunoglobulint NTIGENY
specificky se vdzi na antigen w w W
v pribéhu specifické imunitni wv

odpovedi jsou tvoreny B lymfocyty antigen
a plazmatickymi bunkami, které & vazebné misto

vznikaji z B lymfocytl v rdmci
termindlni diferenciace

PROTILATKA
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Struktura protilatky

sloZzena ze dvou totoznych
tézkych (H - heavy) a dvou
totoZnych lehkych rFetézct (L
- light?)

retézce jsou vzdjemné
svazany kovalentnimi Fab\ { SoME e
disulfidickymi mistky

sestdvaji z variabilni a
konstantni domény

variabilni domény lehkého

i TéZkého retézce vytvdreji

vazebné misto
STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU

NH,

VARIABILNI
DOMENY
L+H

VARIABILNI
DOMENY
L+H

KONSTANTNI
DOMENY
L+H

Fab

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU
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Kolik ma clovék genu ve svém
genomu?

~ 20 000



Kolik ma clovék genu ve svém
genomu?

~ 20 000

VS.
100 000 000 000



Kolik ma élovék genu pro
protilatky?

3 geny



Kolik ma élovék genu pro
protilatky?

jednotlivé Fetézce jsou kédovdny 3 geny (genovymi
komplexy) leZicimi na riiznych chromozomech: IgH pro tézky
retézec p na lidském chromozomu 14, Igl a IgK pro lehky
retézec A a k na chromozomech 2 a 22

geny kédujici tézké a lehké Fetézce imunoglobulini se sklddaji
z nékolika segmentl odpovidajicich prislusnym oblastem
molekuly receptoru: V (variable), D (diversity, u lehkych
retézcl chybi), J (joining) a C (constant)

segmenty V, D a J jsou zodpovédné za strukturu variabilni
oblasti imunoglobulinu rozpozndvajici antigen, kazdy z nich
obsahuje nékolik variant



Organizace genu pro
protilatky

2. chromosom— genové segmenty kodujici lehky Fetizee X




Organizace genu pro
protilatky

Germ-line LVy! LVyn Dyt Dy7 D13 Ju C. C C3 C3 C2b Cea C, G,

scan sl HEH-E B

’ D-J joining

LVy! V201 LVyn  DyiDDydy G, Cs ©C3 C1 C2b CRa C, GC,

V-DJ joining
Rearranged L Vi1 LV4200 L VDJ Jy C, C C3 Cp C,Zb C,28 C. C,

H-chain 5.'.-

LVDS C, Cs

Primary RNA transcnpt 5" 3
v v A
Polyadenylation
ANA splicing
LVDJ C, | LV DJ Gy
mANA B~ A
l Translation l Transiason
LVDJ C, LV DJ Gy
Nascen! polypeptice A -« §EE
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Organizace genu pro
protilatky

> V prubéhu zrdni B lymfocytl dochdzi v jejich DNA k tzv.
preskupovani neboli V(D)J rekombinaci.
Béhem tohoto procesu je z kazdého segmentu ndhodné vybrdna
jedna varianta, kterd v genomu zistane, ostatni jsou nendvratné
odstranény. Imunoglobuliny, které zraly B-lymfocyt produkuje,
pak u dané burky (véetné jejiho potomstva) maji zcela konkrétni a
neménnou strukturu.
V(D)J rekombinace je ndhodny proces, ktery probiha nezavisle v
kaZzdém dozrdvajicim B-lymfocytu. Jen pro tézky retézec
imunoglobulinu (IgH) existuje 45 000 variant, pro lehky (Igk a
IgA) 70 x 5 + 30 x 9 = 620 variant; ty lze mezi sebou libovolné
kombinovat, vysledny pocet moznych struktur molekuly
imunoglobulinu je 45 000 x 620 = 27 900 000.

> Toto mnozstvi je jesté umocnéno aktivnimi somatickymi
hypermutacemi, ke kterym dochadzi v posledni fazi dozrdvéni B-
lymfocytd.



Jak vznikaji lymfomy
Osnova

»  Jak vznikaji nddory

»  Kterymi vlastnostmi se lisi nddorova bunka od zdravé?
* poskozeni regulace bunécného déleni
» poskozeni programované bunééné smrti
» ziskdni neomezeného replikaéniho potenciadlu
- indukce angiogeneze
* tvorba metastadz
* navysend genetickd nestabilita

>  Lymfomy, lymfocyty, protildatky

>  Vyvoj B lymfocytl

>  Vznik lymfomi

»  Zavér




Vyvoj B lymfocytu

sekundarni lymfatické organy
diferenciace zavisla na antigenu

kostni dfen

: - A : \
diferenciace nezavisla na antigenu \{'

pa metova

3--5"1 8 1®)- -
pro B pre B | preBIl  nezraly zraly naivni b \\\\r‘é

B lymfocyt B lymfocyt B burika germinalniho
T T T T centra \))
D,-J, V,i-Dy-J,, V=), exprese BcR

somatické hypermutace Plazmaticka
izotypové prepnuti burika

(1) Prekurzory B lymfocytl vznikaji délenim pluripotentni hematopoietické
kmenové buriky v kostni dreni, kde - bez pritomnosti antigenu - probiha
prvni ¢dst vyzrdvdni B lymfocytl. Dochdzi k preskupovdni genovych
segmentl - V(D)J rekombinaci - nejdrive tézkych a pak lehkych retézci.
Nezralé B lymfocyty pak exprimuji na svém povrchu preskupeny receptor a
prodéldvaji selekéni procesy: testovdna je autoimunita a schopnost prezit v
perifernich lymfatickych tkanich.




Vyvoj B lymfocytu
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(2) Naivni B buriky jsou vyplavovdny do krve a ndsledné do perifernich
lymfatickych orgdnii (slezina, lymfatické uzliny, tonzily,..), kde se setkdvaji s
antigeny. Po aktivaci intenzivné proliferuji a tvori zdrodecnd centra (6C). V
GC probihaji dva kli¢ové procesy: somatické hypermutace (SHM) a izotypové
prepnuti (CSR).

(3) Preména na plazmatickou buriku (opét v kostni dreni) produkujici protilatku
a pamet’ovou bufiku.




Uloha zdrode&ného centra (6C) 4
v diferenciaci B lymfocytu

Zarodecna centra (germindlni centra - GC) jsou mista v
sekundarnich lymfatickych orgdnech, kde zralé B lymfocyty
proliferuji, diferencuji a kde probihaji somatické hypermutace a
izotypové prepnuti (napriklad z IgM na IgG) béhem normadlni
imunitni odpovédi na infekci.



Uloha zédrodeéného centra v
diferenciaci B lymfocytu
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Tmavd zéna GC je tvorena rychle se délicimi centroblasty, u kterych dochadzi k
somatickym hypermutacim. Spojeno s intenzivni proliferaci.

Proliferujici B lymfocyty vytlacuji klidové buriky na periferii foliklu, kde tvori tzv.
pldst'ovou zdnu.

Svétld zéna je tvorena nedélicimi se centrocyty, u kterych dochdzi k izotypovému
prepnuti. Vznikaji pamét'ové a plazmatické buriky. Spojeno s masivni apoptézou a
diferenciaci.




Uloha zdrodeéného centra v
diferenciaci B lymfocytu
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Pro diferenciaci antigenem aktivovanych B bunék jsou typické:
* vyraznad proliferace

* snizena citlivost na poskozeni DNA (SHM, CSR)

« aktivni telomeraza

* silnd vnimavost k apoptéze



Jak vznikaji lymfomy
Osnova

»  Jak vznikaji nddory

»  Kterymi vlastnostmi se lisi nddorova bunka od zdravé?
* poskozeni regulace bunécného déleni
» poskozeni programované bunééné smrti
» ziskdni neomezeného replikaéniho potenciadlu
- indukce angiogeneze
* tvorba metastadz
* navysend genetickd nestabilita

>  Lymfomy, lymfocyty, protildatky

>  Vyvoj B lymfocytl

>  Vznik lymfomi

»  Zavér




Poskozeni DNA vznikajici v
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Burkitt lymphoma
and diffuse large
B-cell lymphoma

Physiological

Pathological

Chyby v procesech
somatickych hypermutaci
(SHM) a izotypového
prepnuti (CSR), které jsou
fyziologicky cileny na
imunoglobulinové retézce,
mohou:

zplsobit hypermutace nebo
translokace nékterych
protoonkogent (BCL6, c-
myc, BcL2, CCND1, NF-«B
a dalsich) a

byt pricinou vyvoje
nékterych nehodgkinskych
lymfomdi.



Chyby v SHM a CSR vedou k
vyvoji lymfomi
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Regulace bunécného cyklu
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Cyklin D1 a lymfom z bunek
plast'ové zony (MCL)

Typickym znakem MCL je translokace 1(11:14)(q13:932). Jejim
dusledkem je fuze transkripcniho zesilovace genu IgH pro tézky
imunoglobulinovy retézec g na chromozomu 14932 a genu CEND1
(BCL1) kédujiciho cyklin D1 na chromozomu 11q13, a ndsledné
vysokd exprese cyklinu D1.
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activating promoters

Onkoprotein Myc ™ P -

a bunécny cyklus "'z:.ti':ﬁ.:::::’.::’s

Myc M|z1
D2 ‘CDK4 [ p15/NK4B l
,_t o)
H | | \
[J p2-|C|p1 \ P27K p1
E !,CDKZ

"!!_,\J

- Dimer Myc-Max indukuje expresi Q v,

cyklinu D2 a CDK4 — TBC (61) 4 1

» Dimer Myc-Mac indukuje expresi @ PRb

Cull, ktery zprostredkovdvd 271 -/

degradaci p27 — TBC (61) - ars
* Dimer Myc-Max indukuje expresi q@d

E2Fs — TBC (S) |

* Dimer Myc-Miz-1 reprimuje
expresi p15, p21 a p27 — TBC (61) }



Témeér vsechny pripady BL souvisi
s translokaci genu c-myc

/2 (chromozom 8) bud’ s genem pro

" téZzky imunoglobulinovy retézec p
(chromozom 14) nebo lehky

] Fetézec « nebo A (chromozomy 2 a
K& 22).

Chromosomal translocations

moving c-ntyc to immunoglobin
gene regions

normal Burkitt’s

chromosomes e - 80% pripadl BL ma translokaci
- - 1(8:14)(q24.932).

oH o) 1(2:8)(p11;924) a (8:22)(q24:q11)
| ) je asi po 10%.
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BclL2: B-cell
leukemia/lymphoma 2

prvni apoptoticky gen objeveny v savcich burikdch diky své r'oli v
maligni preméné B-bunék. Objeven v r. 1984 ( Tsyjimoto) jako
produkt translokace 1(14;18) u bunécné linie B-ALL

poprvé popsdna nova trida proto-onkogent: ne aktivdatory bunééné
proliferace, ale represory bunécné smrti

Folikuldrni lymfomy (+cca 30% DLBCL) ¢asto nesou translokaci
1(14:18), ta vede k vysoké expresi bcl-2
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Dalsi onkogeny zapojené do
vyvoje lymfomu

MYC. BCL2, CENDI (BCLD)

BcLé

* lokalizovdn v pozici 3q27

* nutny pro vytvoreni GC

- transkripni represor mnoha gent G¢astnicich se apoptdzy,
odpovédi na poskozeni DNA, regulace bunécného cyklu, proliferace
a diferenciace; cilové geny napr. BCL2, p53, IRF4

» vypnutim p53" umozniuje somatické hypermutace a izotypové
prepnuti (tj. rekombinace)

» aberace BCL6: hypermutace, translokace - 50% s Ig lokusem, 50%
jini partneri

* translokace BCL6 u asi 30-40% DLBCL, nékterych FL, MALT




Dalsi onkogeny zapojené do
vyvoje lymfomi

MYC, Bcl2, CCND1 (BCLI), BCL6

BCL3
* lokalizovdn v pozici 19q13
» Clen rodiny TxB
» G€astni se vytvareni GC
- translokace 1(14;19) se vyskytuje u Fady leukémii a lymfomd




Chyby v SHM a CSR vedou k
vyvoji lymfomi
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Chromozomalni translokace
vyskytujici se u lymfomu

tyto typické
chromozomadlni prestavby
(a hypermutace) jsou
nejenom
charakteristické pro
urcité typy lymfomd, ale
povazuji se také za
zmeény primdrni, iniciujici
vyvoj hddoru
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Misto zdvéru:
double-edged sword

Vyhoda
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Misto zaveru:
double-edged sword

~ advanatge with liability

Vyhoda
10" riznych protilatek
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Nevyhoda / liability: pritéz, brime,
riziko Iymfomﬁ prekdzka, odpovédnost, zdvazek,
nachylnost, povinnost,...




o sobéstacnost v
poskozen produkci rastovych
EECEIC2Y II signala
osileni necitlivost k
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nestabilita
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