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z predndsky Molekularni biologie nddoru
’
Apoptoza

Nékteré znaky: kondenzace buriky a jadra, kondenzace chromatinu,
fragmentace jadra a rozpad buriky na apoptotickd téliska, nenahodila
fragmentace DNA (Zebrik na ELFO), uvolriovani specifickych faktort z
mitochondrii do cytoplasmy, aktivace kaskdd kaspdz, ..
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Méreni apoptozy

+ FCM fyzikdlnich zmén (zména velikosti jadra, DNA
content)

+ TUNEL (TdT navazuje na konce DSB dUTP* )

* Annexin V (vaze se na fosfatidylserin, ktery je pri
apoptdze externalizovan)

+ Exprese TTG - tkanové transglutamindzy

» Aktivni (Stépend) forma Caspase 8,9,3

+ Stépné produkty G&inkf kaspdz (M30 - fragmenty CK
18)
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BCL2: B-cell leukemia/lymphoma 2

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

Poprvé popsdna nova trida proto-onkogenu: ne aktivatory
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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Detekce prestavby 1(14:18)

Dual-color, Dual Fusion Translocation Probe
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Vysledek hybridizace:

*Negativni buriky: dva zelené a dva
oranzové signdly (26 + 20)

*Pozitivni buriky s reciprokou translokaci
1(14;18): jeden oranZovy, jeden zeleny,
dva fuzni (10 + 16+ )




Vyvoj B lymfocytu

sekundarni lymfatické organy
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(1) Prekurzory B lymfocytl vznikaji délenim pluripotentni hematopoietické
kmenové bunky v kostni dreni, kde - bez pritomnosti antigenu - probihd
prvni ¢dst vyzrdvani B lymfocytl. Dochdzi k preskupovani genovych
segmentil - V(D)J rekombinaci - nejdrive tézkych a pak lehkych retézcd.
Nezralé B lymfocyty pak exprimuji na svém povrchu preskupeny receptor a
prodéldavaji selekéni procesy: testovdna je autoimunita a schopnost prezit v
perifernich lymfatickych tkdnich.

Jares P et al. 2007, Nature Rev Cancer 7: 750-762; Jana Koptikovd




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

Proliferujici B lymfocyty vytlacuji klidové buriky na periferii foliklu, kde tvori tzv. pld$t'ovou
zénu.

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

Klein U and Dall-Favera R. 2008, Nature Rev Immuno/ 8: 22-33, Jana Koptikova




Exprese povrchovych molekul B
lymfocytu v prubéhu jejich vyzravani
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Pavelka Karel. 2007, Remedia 17: 440-447




Uloha germindlniho cetra v diferenciaci
B lymfocytu
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Pro diferenciaci antigenem aktivovanych B bunék jsou typické:

‘vyraznd proliferace

*snizena citlivost na poskozeni DNA (SHM, CSR)

-aktivni telomerdza
*silnd vnimavost k apoptdze

Klein U and Dall-Favera R. 2008, Nature Rev Immuno/ 8: 22-33




Poskozeni DNA vznikajici v
germinadlnich centrech

Germinal centre B * ChYby v pr'OCCSCCh
= somatickych hypermutaci
\ (SHM) a izotypového
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Diffuse large B-cell
lymphoma

Burkitt lymphoma
and diffuse large

B-cell lymphoma

byt pricinou vyvoje
nekterych nehodgkinskych
lymfom.

Klein U and Dall-Favera R. 2008, Nature Rev Immuno/ 8: 22-33




Chyby v SHM a CSR vedou k vyvoji
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Miemary
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Lymfoplasmacytoidni lymfom:

Follicular
lymphoma

DLECL
and others

1(9:14) = 1PAX5

Klein U and Dall-Favera R. 2008, Nature Rev Immuno/ 8: 22-33




Presahy: double-edged sword

Oadvanatge with liability

Vyhoda
10! rlznych protilatek

4

/

/

Nevyhoda / liability: pritéz, brime,
riziko lymfomﬁ prekdzka, odpovédnost,
zdvazek, ndchylnost, povinnost,...




Lymfomy se dvéma zdasahy (DHL)

.Double-hit lymphomas": Plvodné oznaceni B lymfomu, které nesou
zdroven prestavbu genu c-myc a genu BCL2; obecnéji oznaceni pro
lymfomy s ndsobnymi primdrnimi genetickymi zménami (c-myc plus dalsi
zména/zmény - véetné triple-hit a quadruple-hit).

Specifickd skupina onemocnéni s charakteristickym klinickym chovanim:
agresivni, rezistentni ke standardni terapii, s rizikem brzkého relapsu.
(WHO 2008: BCLU - B-cell lymphoma, unclasifiable)

Medidn preziti odhadovan mezi 4,5 a 18,5 mésici, tedy vyrazné kratsi
nez BL a (IPI-) odpovidajici DLBCL.

Velmi pravdépodobné v soucasnosti podhodnocena (co do vyskytu)
skupina - moznd vice nez 10 (14)% high-grade lymfom.

Lindsley RC and LaCasce AS. 2012, Curr Opin Hematol19: 299-
304




Kazuistika

muz/53let (J.B. nar. 1959)

22.8.2012 probatorni biopsie infiltratu mezenteria pri explorativni
laparotomii na Chirurgickém oddéleni Méstské nemocnici
Hustopece (MUDr. Podskalan)

klinickd diagndza: Sarkoma radicis mesenterii inoper.
generalisatum

diagnostikovan (1. teni) v Bioptické a cytologické laboratori MDgK
plus spol. s r.o. Ujezd u Brna, prim. MUDr. Jarmila Klusakova, Ph.D.,
predbézny zdvér: lymfom

2dF 2012 - 2. &teni: UPA FN Brno Bohunice

MUDr. Podskalan, MUDr. J. Klusdkova, Ph.D.




Vysledky UPA FN Brno Bohunice

Morfologické a imunofenotypické znaky mezi BL a DLBCL:

‘morfologicky: ¢etné mitézy a apoptdzy, proliferacni aktivita dle
Ki67 90-100%, obraz hvézdného nebe (BL), populace nddorovych
bunék ale polymorfnéjsi a morfologicky odpovidd vice DLBCL: burky
stredné velké a velké, ¢asto s vezikuldrnimi jadry s prominujicimi
nukleoly

IHC: GC fenotyp (CD10+, BCL6-) a silna difuzni pozitivita BCL2

-zdvér: neklasifikovatelny agresivni lymfom s rysy DLBCL a BL,
nutné zvazit double-hit lymfom

-LMP - FISH: t(14;18), 1(8;14), 8q24

MUDr. M. Moulis




Nase vysledky

b: :f 3 "‘hi'r b-' 5 ;i | 2 .:r
eosin hemcffoxvylin: stfedné Ki67: proliferacni aktivita
velké a velké buriky extrémné vysokd, 95-100%

centroblastického vzhledu:;
Usekovité naznacen obraz

hvézdného nebe

MUDr. M. Moulis




Nase vysledky

CD79a: difuzné silné pozitivni

BCL2: difuzné pozitivni

MUDr. M. Moulis




Vysledky LMP: FISH t(14:18)

- 1(14;18)(q32:921) - IgH/BCL2 (..dual fusion translocation probe")
Vysledek: 77% jader s translokaci, tj. pozitivni = vysoka exprese BCL2

K. Liskovd, R. Hrabdlkova




c-myc a Burkittuv lymfom

romosomal translocations
oving c-mye to immunoglobin

normal
chromosomes

Burkitt's
lymphoma
t(8;14)
8q- 14q+

Témeér vsechny pripady BL
souvisi s translokaci genu c-myc
(chromozom 8) bud’ s genem
pro tézky imunoglobulinovy
retézec u (chromozom 14) nebo
lehky retézec k nebo A
(chromozomy 2 a 22).

80% pripadi BL md translokaci
1(8:14)(q24:q32).

Pripadt s translokacemi
1(2:8)(p11:924) a
1(8:22)(q24.q11) je asi po 10%.



Vysledky LMP: FISH 1(8;14)

1(8:14)(q24.932) - IgH/MYC (..dual fusion translocation probe")
Vysledek: 1% jader s translokaci, tj. negativni

K. Liskovd, R. Hrabdlkova




Nase vysledky: FISH 8q24

8q24 - prestavba genu c-myc (.break apart rearrangement probe")
Vysledek: 28% jader s translokaci, tj. pozitivni = vysokd exprese c-Myc

K. Liskovd, R. Hrabdlkova




Lymfomy se dvéma zasahy

Vétsina DH lymfomi jsou de novo pripady bez predchozi historie
indolentniho lymfomu. 15-20% DH lymfomi je diagnostikovanych u
pacientl s predchozim indolentnim onemocnénim, nejéastéji folikuldrnim
lymfomem.

V literature detailné dokumentovdny pripady s ohnisky (high-grade)
.Burkitt-like" (DH) lymfomu na pozadi histologicky (low-grade)
folikuldrniho lymfomu.

NG

as

vysledek:

t(

1
8q44 - pozitivni (28% jader s translokaci)

;18)(q32:921) - negativni (77% jader s translokact)

Hwang YY et al. 2011, Diagn Pathol/ 6: 63; Kobayashi H et al. 2011, Int J Hemato/93: 112




Lymfomy se dvéma zasahy

U Burkittova lymfomu je prestavba c-myc primdrni genetickou zménou,
obvykle neni doprovdzena dalsimi chromozomdlnimi aberacemi.
Translokace 1(8;14) je nejCastéjsi prestavbou c-myc, predstavuje 80%
pripadt BL.

U double-hit lymfoml se md za to, Ze prestavba c-myc je sekunddrni,
vznikajici na podkladé jiz existujici primdrni zmény a relativné vysoké,
¢asté chromozomdlni komplexity. Odpovida fomu i mnohem Castéjsi
vyskyt prestavby c-myc s genem pro lehky imunoglobulinovy retézec
nebo s jinym, neimunoglobulinovym genem.

Né& vysledek:
1(8:14)(q24.q932) - negativni (1% jader s translokact)
8qR4 - pozitivni (28% jader s translokact)

Lindsley RC and LaCasce AS. 2012, Curr Opin Hematol19: 299-
304




Lymfomy se dvéma zasahy
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Vétsina prestaveb c-myc je
zprostrredkovana AICDA ve zralych B
burikach (E).

Zlomy Bcl2a ¢CND!1 jsou
pravdépodobné zprostredkovany
RAG1/2 v prekurzorovych B bunkdch (A,
B).

= Prestavby MYC/8924 jsou sekunddrni
zdsahy u pripadl s prestavbami
BCL2/18¢21 nebo CCND1/11g13 (C, D).

Nacasovani zdsahti u DHL BCL6+/MYC+a
BCL3+/MYC+ je méné jasné, protoze
prestavby téchto geni
zprostredkovdvaji stejné mechanismy

(F).

Aukema SM et al. 2011, Blood 117: 2319-2331




Onkogeny zapojené do vyvoje
lymfomu
MYC, BCL2, CCND1 (BCL1)

BCL6

‘lokalizovdn v pozici 3q27

-exprimovan v mnoha tkdnich, ale u B bunék omezen na buriky GC,
nutny pro vytvoreni GC

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

-.vypnutim p53" umoznuje somatické hypermutace a izotypové
prephuti (tj. rekombinace), také .non-Ig gent" (véetné sebe)

aberace BCL6: hypermutace, translokace - 50% s Ig lokusem, 50%
jini partneri
*translokace BCL6 u asi 30-40% DLBCL, nékterych FL, MALT




Onkogeny zapojené do vyvoje
lymfomdi
MYC, BCL2, CCND1 (BCL1), BCL6

BCL3

*lokalizovdn v pozici 19913

-Clen rodiny IkB

-vyssi exprese ve zralych nez nezralych B bunkdch

-UCastni se vytvareni GC

-translokace 1(14;19) se vyskytuje u fady leukémii a lymfomd




z predndsky Molekuldrni biologie nddoru

Angiogeneze
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Angiogeneze vs. angioinvaze

* Angiogeneze - novotvorba cév (uvnitf tumoru a v jeho
bezprostrednim okoli) - pod vlivem proangiogennich faktord -
obecny znak nddord, zejména ale nikoli vyhradné malighich (napr.
v okoli prekanceréz)

* Angloinvaze - vristdni nddorovych bunék do lumen cév - znak
vyhradné malignich nadort, klinicky vyznamny faktor svéd¢ici pro
vysokou pravdépodobnost metastatického rozsevu. Uvadi se pri
histologickém vysetrreni malignit a je souc¢asti TNM klasifikace
nékterych typl tumord (napr. ledviny, testes)



Angioi Nvaze - nadorovy cep invaduje sténu lymfatické kapildry
a $irt se v jejim lumen (immunohistochemicky zndzornény endothelie
lymfatické cévy, protilatka anti-podoplanin - D2.40)




Angiogenic and lymphangiogenic microvessel density in breast carcinoma: correlation

with clinicopathologic parameters and VEGF-family gene expression

Modern Pathology (2005)

Microvessel density was assessed microscopically and by image cytometry, and was
compared with tumor histology, grade, stage, lymph node metastasis, hormone
receptors, HER2/neu status, and expression of VEGF, VEGF-C and VEGF-D by
Immunohistochemistry or quantitative RT-PCR. Strong correlation was observed between
visual and image cytometric microvessel density using D2-40 but not CD31 (P=0.016 and
0.1521, respectively). Image cytometric CD31 microvessel density correlated with
tumor size, grade, stage and lymph node metastasis (P=0.0001, 0.0107, 0.0035 and
0.0395, respectively). D2-40 microvessel density correlated with tumor stage
(P=0.0123 by image cytometry) and lymph node metastasis (P=0.0558 by
microscopy). Immunohistochemical VEGF signal in peritumoral blood vessels correlated
with image cytometric CD31 and D2-40 microvessel density (P=0.022 and 0.0012,
respectively), consistent with the role of VEGF in blood and lymphatic vascular growth.
Intratumoral VEGF-C and VEGF-D expression by quantitative RT-PCR correlated with
D2-40 (P=0.0291 by image cytometry) but not with CD31 microvessel density, which
could suggest a selective role of VEGF-C and VEGF-D in lymphangiogenesis. CD31 and
D2-40 microvessel density correlated significantly with several prognostic factors,
including lymph node metastasis. Thus, measurements of angiogenesis and
lymphangiogenesis may have utility for breast cancer pathology, particularly for
estimation of metastatic risk.



z predndsky Molekuldrni biologie nadoru

Metastaticka kaskada
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Sentinelova lymfaticka uzlina (SLU)

Koncept SLU je zaloZen na teorii, Ze invaze nddoru do prvni
uzliny ve svodném lymfatickém povodi predurcuje nddorovy stav
celého povodi.

Pokud tedy neni metastdza zjisténa v prvni uzliné, je bez
metastdz i celé regiondlni lymfatické povodi.

Pokud je prvni uzlina metastatickad, je nutnd radikdlni disekce
uzlin.

— Celkovy stav uzlin je mozno urlit excizi jediné z nich. Lze tak
predeJl’r zbyte&né radikdini excizi uzlin (napF. u ca prsu az 70%
pripadu)

Poprvé popsdno 1960 u karcinomu parotidy.

Identifikace SLU pomoci injikace kontrastni Iatky (radioaktivni
indikatory, patentni modr).




Co je to sentinelova uzlina?

» Prvni mizni uzlina, kterd drenuje mizu z
loZiska nadoru.

* Nemusi byt nejblizsi.
+ MUZe jich byt vice neZ jedna.



Sentinelova uzlina




Vyhledadni SNB - radioaktivné
znaceny albumin a patentni
modr



Vysetreni SNB




Smysl| vysetreni SNB
» Usetrit pacientku dissekce axildrnich

uzlin...

+ ..a Tim dlouhodobych nasledka,
predevsim lymfedému.







Smysl| vysetreni SNB

» Sprdvné rozpoznat metastazujici
onemochéni.

- Indikovdna dissekce axily (chrani pred
recidivou v axile).

- Metastazujici karcinom prsu nutné vyzaduje
chemoterapii (chrani pred vzddlenymi
metastazami).



Velikost metastaz v SNB

» UZ od jednotlivych nadorovych bunék!

- ITC - isolated tumor cells

+ Jednotlive buriky hebo klastry bunék do 0,2mm,
bez zndmek invazivniho ristu, obvykle v
perifernim splavu uzliny.

- Mikrometastdaza 0,2mm - 2,0mm
- Makrometastaza >2,0mm

» Klinicky vyznam

- Stran lokdlni recidivy

- Stran celkového preziti



Makroskopicky obraz excidovaného kozniho melanomu
a sentinelové uzliny, materialy zbarveny patentni modfi




Mikro) metastdzy




po imunoreakci s protilatkou proti HMB-45
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vSechno je vidét v HE




Kompletné vysSetrend uzlina




Algoritmus vysetreni SNB

CAS / PRESNOST

A) peroperacne (20 minut)

- zatizeno falesnou negativitou, zejména v pripadé malych
metastatickych lolZisek

B) klasicky (3 dny)

- nutnost druhé operace (prijem do nemocnice, anestezie...)

C) kombinace
- Kompletni véetné IHC metod - zcela vyjimeény postup
- Makroskopické posouzeni + peroperachni histologie - zachyti
velké metastdzy (vétsina), u malych meta se v sou¢asné dobé
v definovanych pripadech ustupuje od dalsi operace



Déekujeme za pozornost
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