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Primarni mediastinalni velkobunécény B-lymfom je samostatnou klinicky, histopatologicky a molekularné geneticky definovanou
podskupinou difuzniho velkobuné¢ného B-lymfomu, ktera vyzaduje specificky Iécebny pfistup. Jsou popsény rekurentni gene-
tické zmény, které jsou pro toto onemocnéni charakteristické. Mezi nejcastéjsi ziskané aberace patfi bodové mutace, strukturéini
prestavby a pocetni zmény gent PDL1, PDL2, CIITA, JAK2, REL. Dochdézi tak k deregulaci NF-kB a JAK/STAT signalnich drah, které hraji
roli v regulaci genové exprese, bunécného cyklu a apoptdzy a ke zménam povrchovych antigen(, které maji dopad na komuni-
kaci mezi burikami imunitniho systému. Potfeba diagnostickych technik pouzitelnych v rutinnich laboratofich k odliseni tohoto
onemocnéni od ostatnich velkobunécnych B-lymfomd je zfejma. Genetické aberace mohou mit kromé prognostického vyznamu
i vyznam prediktivni u nové diagnostikovaného lymfomu tohoto typu, ale i v relapsu/progresi onemocnéni, a do budoucna by
se mohly stat novymi terapeutickymi cili.
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Primary mediastinal large B-cell ymphoma: the importance of genetic changes

Primary mediastinal large B-cell lymphoma is a separate entity defined by clinical, histopathological and molecular biological
parameters. It represents a subgroup of diffuse large B-cell ymphomas that requires a specific treatment approach. Recurrent
genetic changes characteristic for this disease are described. The most common acquired aberrations include point mutations,
structural rearrangements and numerical changes in the PDL1, PDL2, ClITA, JAK2 and REL genes. This results in deregulation of
NF-kB and JAK / STAT signaling pathways, which play a role in the regulation of gene expression, cell cycle and apoptosis, and
changes in surface antigens that affect a cross-talk between immune cells. The need for diagnostic techniques applicable in rou-
tine laboratories to distinguish this disease from other large B-cell ymphomas is obvious. In addition to prognostic significance,
genetic aberrations may also have a predictive value in newly diagnosed lymphoma of this type, but also in relapse/progression
of the disease and could become new therapeutic targets in the future.
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Uvod

Primarni mediastindIni velkobunécny
B-lymfom (PMBCL) je klinicky, histopatologicky
a molekuldrné geneticky definovanou podsku-
pinou difuzniho velkobunécného B-lymfomu
(DLBCL) jiz od roku 2003, a byl zahrnut jako
samostatnd diagnostickd entita do klasifikace
WHO (World Health Organisation) z roku 2008
(1). Jedna se o skupinu dfive nelécenych zralych
agresivnich CD20 pozitivnich lymfomd moz-

ného thymického plvodu, které se od velko-
bunéc¢ného B-lymfomu lisi svou molekularné
genetickou, imunofenotypickou, histopatolo-
gickou a klinickou charakteristikou (2). PMBCL
predstavuje 2-3 % nehodgkinskych lymfoma
a vznikd netypicky pfedevsim u mladych lidf
(medidn véku 35 let) s prevazujicim vyskytem
uzen (2:1). Pro vétsinu pacientd je charakteri-
stickd dominantni nadorové masa v prednim
mediastinu s ¢astou invazi do plic, pleury, pe-

rikardu a hrudni stény, avsak bez infiltrace do
sleziny, CNS a kostni dfené. Vétsina pacientl je
v dobé diagnézy onemocnéni v klinickém stadiu
-l vyjimecné ve stadiu IV, a to pouze na zakladé
extranodélniho postizeni hrudniku. Pfi progresi
onemocnénfje extranodalni postizenf (ledviny,
nadledvinky, jatra a CNS) bézné.

Diagnodzu je nutno potvrdit histologic-
ky, doporucuje se, aby imunohistochemicky
panel obsahoval tyto markery: CD45, CD20,
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Obr. 1. Visledek fluorescencni in situ hybridizace se sondou XL JAK2 amp (MetaSystems) provedené
na burikdch lymfatické uzliny pacienta s PMBCL v Laboratofi cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky
Hemato-onkologické kliniky Fakultni nemocnice v Olomouci. Cerveny signdl pokryvd oblast genu JAK2
(9p24.1), kontrolni oblast 9922 je znacena zelené. V interfdznich burikdch bylo nalezeno 4-5 kopif oblasti
9p24.1, coZ odpovidd pfitomnosti izochromozomu tvofeného  krdtkymi rameny chromozomu 9 a de-
rivovaného chromozomu 4, na ktery se translokovala zmnoZend oblast 9p. Tyto aberace byly soucdsti
dvou patologickych klonG s komplexnim karyotypem: 48 XY,+X,der(4)t(4,9)(q?35,0723),+i(9)(p10),del(16)
(@?721)/48 X,-Y+X, der(7)t(X;7)(q?24,0721) +i(9)(p10),+12,del(16)(q?21)

9—»‘ ’

& “
, ¥

L T

i(9)(p10) .

' o pr o
~

‘e

te
Li% .

CD30, CD15, CD10, BCL6, BCL2, MUM-1. PMBCL
exprimuji B-bunécné antigeny jako jsou CD19,
CD20, CD22 a CD793, ale vétsinou neexprimuji
imunoglobulinové geny navzdory jejich funke-
ni prestavbé. Nadorové bunky jsou casto IRF4/
MUM?1 (interferon regulatory factor 4/multiple
myeloma oncogene 1) pozitivni (75 % pfipadd)
a maji variabilni expresi BCL2 (B-cell ymphoma
2) (55-80 %) a BCL6 (B-cell lymphoma 6) (45—
100%) antigenl. Méné casto exprimuji znaky
CD10 a CD11c, zatimco az v 70 % piipadd expri-
muji CD23, antigen MAL (myelin and lymphocyte
protein) a molekuly imunitnich kontrolnich bod
PDL1 a PDL2 (programmed cell death ligand 1
a 2).V nékterych pfipadech je pfitomnd exprese
onkogenniho transkrip¢niho faktoru MYC (30 %
a vice), nezavisle na jeho genetickych aberacich.
Typicka je aberantni exprese faktoru naddorové
nekrézy TNFAIP2 (tumor necrosis factor a induced
protein 2),adhezniho proteinu ICAM1 (intercelular
adhesion molecule 1; také CD54), antigenu CD95
(FAS; FS-7-associated surface antigen) a transkripc-
niho faktoru REL (avian reticuloendotheliosis) (3).
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PMBCL ma typicky a jedinecny genovy ex-
presni profil, ktery ho odliSuje od ostatnich vel-
kobunécnych B-lymfom(, ale zarover sdili urcité
charakteristické rysy s klasickym Hodgkinovym
lymfomem (cHL) (4, 5). Pfedpoklada se, ze PMBCL
vznikéd v germindlnich nebo postgerminalnich
centrech v dlsledku hypermutaci gend BCL6
a IGH (immunoglobulin heavy chain), které jsou
markery prlichodu B-bunék germinalnimi cent-
ry.Vzhledem k tomu, ze thymické B-bunky majf
podobné spektrum mutaci, jsou povazovany
za tzv. ,cell of origin” burky, ze kterych PMBCL
vznika.

PMBCL je spojeny s lepsi prognézou nez
DLBCL a moderni imunochemoterapeutické
rezimy na bazi antracyklinu v kombinaci s bio-
logickou terapif rituximabem, alternativné
v kombinaci s radioterapif vykazuji vysokou
Uspésnost lécby jak u déti, tak u dospélych (6,
7). Pfesto vsak existuje asi 20 % nemocnych,
ktefi na soucasné postupy imunochemoterapie
nereagujf, a nové prediktivni markery by mohly
tyto nemocné v riziku ¢asného selhanf terapie

identifikovat. Nemocnf s primarné refrakternim/
relabujicim onemocnénim maji omezené léceb-
né moznosti. Lé¢ebné se uplathuje zachranna
chemoterapie (platinovy rezim) s autologni/
alogenni transplantaci perifernich kmenovych
bunék a dale lé¢ba imunitnimi checkpoint in-
hibitory (pembrolizumab) (8, 9). Ukazuje se, Ze
naptiklad zmény gent kédujicich drdhu progra-
mované bunécné smrti, které vedou k oslabenf
T-lymfocytarni imunity nemocného, maji vztah
k prognéze pacientl jak s nové diagnostiko-
vanym, tak relabovanym lymfomem (10, 11).
Pfesnd cytogenetickd a molekuldrné geneticka
analyza nadoru je v éfe nastupu novych po-
stupl jako naptiklad imunitnich check-point
inhibitor( (nivolumab, pembrolizumab), JAK2
(Janus kinase 2) inhibitorl (ruxolitinib), konju-
gatd protildtky a toxinu (antibody-drug conju-
gates) a T-lymfocyty zprostfedkované terapie
(CAR-T terapie, bispecifické protilatky) zdsadni
pro spravnou identifikaci nemocnych (9, 12-14).

Genetické zmény u PMBCL
Prestavby genli BCL2, BCL6 a MYC jsou mélo
¢asté (15-17), u PMBCL byly popsany pouze je-
jich amplifikace (18). Charakteristickou aberaci
jsou vsak u PMBCL pfestavby nebo mutace genu
CIITA (class Il transactivator) lokalizovaného na
kratkych ramenech chromozému 16 (16p13.13),
které se vyskytuji az u 70 % PMBCL pacientd (19).
Jedné se o mutace v kéduijicich sekvencich, de-
lece a chromozomadlini translokace. C/ITA je tran-
skrip&ni regulator hlavniho histokompatibilniho
systému (MHC, main histocompatibile complex)
II. tfidy a jeho aberace vedou k downregulaci ex-
prese molekul MHC II. tfidy, ¢imz vznika imunitné
zvyhodnény fenotyp. Translokace genu CIITA
¢asto zahrnujf jako partnersky lokus PDLT (tzv.
PDCDILGT nebo také CD274) a PDL2 (PDCDILG2)
geny, které ale mohou vytvéret fuze i s jinymi
partnery (20, 21). Spole¢né se zmnozenim gene-
tického materidlu chromozomu 9 (9p24.1) zahr-
nujicim v 75 % ptipadt geny JAK2, PDLT a PDL2
(22, 23), mohou tyto aberace PDL lokusu vysvét-
lovat ¢asto zvysenou expresi PDLT a PDL2 gent
u pacientt s PMBCL (24, 25). Fluorescencni in situ
hybridizaci (FISH) bylo prokédzdno zmnozeni/am-
plifikace tohoto lokusu ve 29 % a jeho specifické
prestavby ve 20 % pFipadd PMBCL (21) (obra-
zek 1). Oboji, zmnozeni i strukturdlni prestavby,
vedou ke zvy$enym hladindm jak transkriptu,
tak proteinu PDLT a PDL2 (24). Tento unikatni
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Obr. 2. Prehledné zndzornéni deregulovanych procest v PMBCL burice a jejim nddorovém mikroprostredi: deregulaci JAK/STAT signalizace (levd ¢dst obrdzku)

drdhy; jejich dusledkem je upregulace PDL1/2 a CCL17 (G-C motif chemokine ligand 17), kterd vede ke sniZzeni imunogenity nddorovych bunék; mikrodelece
CD58 a mutace/prestavby CIITA snizuji nddorovou antigenitu; tyto mechanizmy imunitnich Gnikovych strategii vedou k vyCerpdni T-bunék, aktivaci supresivnich
requlacnich T-lymfocytd a poruse protinddorového imunitniho dohledu; dopad genetickych aberaci jednotlivych komponent kanonické a nekanonické NF—kB
signalizace je zndzornén v pravé dsti obrdzku (volné prevzato podle Lees C a kol 2019) (14)

geneticky profil s alteracemi genu CIITA a zis-
kem kopii/amplifikacemi lokusu PDL (u 29-70 %
pfipadl) se objevuje témér vyhradné u PMBCL,
je unikatni napfic¢ B-velkobunécnymi lymfomy,
ackoli vykazuje jistou podobnost s nalezy u kla-
sického Hodgkinova lymfomu (cHL) (20, 21, 26).

Priblizné u tietiny pacientd s PMBCL jsou
dale popséna zmnoZeni genetického materidlu
v chromozomovych oblastech Xp11.4-21, Xg24-
26, 7922, 12931 a 9934 (22). Pacienti s PMBCL
maji konstitutivné aktivovanou drahu NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) (27), coz mUze byt zpUsobe-
no mimo jiné také dele¢nimi mutacemi v genu
TNFAIP3 (tumor necrosis factor a induced protein
3), které se vyskytuji az u 60 % pacientl (28, 29).

Deregulace NF-kB signalizace

Dréha NF-kB je zésadni pro vyvoj, prezi-
ti a aktivaci B-lymfocytd a jeji deregulace je
soucasti mnoha B-bunécnych malignit, véetné
PMBCL. Genové expresni profilovani PMBCL
prokdzalo zvysenou expresi gent TNF (tumor
necrosis factor) a genu TRAFT (TNF receptor-
-associated factor 1) (17). Tato zvysend exprese
vede ke zvysené aktivaci anti-apoptotickych
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gend (BCL2 rodiny), kaspaz (napt. kaspéazy-3)

a ke zvysené transkripci reguldtorl bunécné-
ho cyklu (cyklinC D1 a D2), coz vede k maligni
proliferaci (30). Vice nez 75 % pfipadt PMBCL
ma typicky zmnozeni chromozomové oblasti
2pl6.1, které koreluje se zvysenou jadernou
expresi a aktivaci NF-kB drahy (31, 32). V této
oblasti jsou lokalizovany kandidatni geny REL
a BCLTIA (B-cell CLL/lymphoma 11A). Zvyseny
pocet kopif téchto genli vede k ¢asté, ackoli ne-
konzistentni, akumulaci jejich proteind v jadfe
(31,33). Déle jsou u PMBCL popsany amplifikace
NF-kB regulator BCL10 (B-cell lymphoma 10)
a MALTT (mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation gene 1), které vedou
k zablokovani diferenciace, inhibuji apoptézu
a podporuji proliferaci bunék (18).

Deregulace JAK/STAT drahy
Deregulace JAK/STAT drahy (Janus kinase —
signal transducer and activator of transcripti-
on) obecné vede v postizenych bunkach ke
konstitutivni expresi klicovych gend malignf
transformace. Aberantné exprimované geny
vedou k onkogenni aktivaci, uml¢eni tumor-

-supresorovych gend, abnormdlni proliferaci,
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maligni proliferace

nadorovému rstu a vzniku metastaz. Nemocnf
s PMBCL maji stejné jako pacienti s cHL konsti-
tutivné aktivovanou signaini drdhu JAK/STAT,
co? je ¢asto spojeno s inaktiva¢nimi mutacemi
genu SOCST (suppressor of cytokine signaling
1) (34-36). Dalsi mutace postihuji DNA vazeb-
nou doménu genu STAT6 (signal transducer
and activator of transcription 6), ktery hraje
klicovou roli v modulaci imunitniho systému.
Rekurentni bodové mutace v tomto genu byly
popsany u 36 % pacientl s PMBCL (37). Také
mutace genu PTPNT (protein-tyrosine phos-
phatase, nonreceptor-type 1), negativniho
regulatoru JAK/STAT signalizace, nachdzime
u PMBCL ¢asto (25 %), zatimco u DLBCL témér
chybi (28, 38, 39).

Jako muta¢ni mechanismus se u PMBCL jevi
nejpravdépodobnéjsi aberantni AID (activation-
-induced cytidine deaminase) - zprostfedkova-
nd somaticka hypermutace (19) s detekovany-
mi mutacemi genu BCL6 priblizné u poloviny
pifpadd (40). Casto jsou mutacemi zasazeny
potencidlni onkogeny ITPKB (inositol 1,4,5-tris-
phosphate 3-kinase) a MFHAST (malignant fib-
rous histiocytoma-amplified sequence 1) a také
protonkogen XPO! (exportin 1), jejichZ role ve
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vyvoji a prdbéhu PMBCL zatim nebyla zcela ob-
jasnéna (28). Prehledné schéma deregulovanych
procest v PMBCL burice a jejim nddorovém mik-
roprostfedi je zndzornéno na obrazku 2. Detekce
deregulace jednotlivych drah je v praxi mozna
nejcastéji na proteinové Urovni — pomoci imu-
nohistochemického priikazu antigend, pfipadné
pomoci prikazu konkrétnich genetickych zmén
(FISH) na parafinovych fezech. Situaci komplikuje
samotna povaha nadoru, ktery je ¢asto tvofen
fibrozni tkdni s omezenym mnozstvim diagnos-
tického materidlu. Proto jsou vkladany nadéje
do novych metod neinvazivni analyzy volné
nadorové DNA v periferni krvi pacientd, ktera
se v pfipadé pribuzného Hodgkinova lymfomu,
noduldrni sklerézy, ukazuje jako vhodny nastroj
pro genotypizaci (41).

Metody detekce
genetickych zmén

Genové expresni profilovani by se mélo
v budoucnu stat integrovanou soucasti dia-
gnostiky PMBCL, ukazuje se, ze dokédze spo-
lehlivé zafadit az 80 % pripadl (42). Zatim je
vsak tato metoda pro vétsinu rutinnich dia-
gnostickych laboratofi v Ceské republice pfilis
narocnd, jak financné, tak i technicky. Velkym
problémem v diagnostice PMBCL je nedostup-
nost nadorové tkané pro cytogenetickd a mo-
lekularné genetickd vysetfeni, kterd vyzaduji
nativni bunky, popf. RNA vysokeé kvality ziskané
z Cerstvé zamrazené nadorové tkdné. Pfitom
pravé klasicka cytogenetika a metody moleku-
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Zaver
V piipadé PMBCL jsou popsany rekurentni
genetické zmény, které jsou pro toto onemocné-
race patif bodové mutace, strukturdini prestavby
a pocetni zmény genl PDL1, PDL2, CIITA, JAK2,
REL. Dochazi tak k deregulaci NF-kB a JAK/STAT
signalnich drah, které hraji roli v regulaci genové
exprese, buné¢ného cyklu a apoptdzy a ke zmé-
nadm povrchovych antigend, které maji dopad
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