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1 Anotace v ceském jazyce

Disertacni prace ,Management morfologické diagnostiky molekuldrné-geneticky
definovanych tumor( traviciho traktu“ je komentovanym souborem celkem osmi
publikovanych praci (Ctyfi puvodni prace uverejnéné v anglické literature v ¢asopisu s impact
factorem, jeden dopis editorovi v anglickém jazyce, téZ v ¢asopisu s impact factorem, a tfi
prace v ¢eském jazyce publikované v tuzemskych recenzovanych periodikach, z ¢ehoz dvé
prace prehledové a jedna prace plvodni).

V soucasnosti do klasifikaci raznych nadorovych jednotek vyrazné vstupuje
molekuldrni genetika, kterd se u nékterych dokonce stdvd neodmyslitelnou integralni
soucasti diagnostického algoritmu a molekuldrné-genetické rysy jednotlivych nadora tak Ize
jen obtizné pominout. V soucasné patologii proto nachazime vedle sebe klasifikace zaloZzené
¢isté na morfologickych znacich, klasifikace naopak vyuzivajici predevsim molekularné-
genetické znaky (napf. klasifikace centralniho nervového systému, hematologickych
malignit), ale i klasifikace oba rysy kombinujici (¢ast renalnich neopldzii). Pro praktickou
medicinu je vSak vidy nutné najit prasecik obou pfistupll tak, aby byla zajisténa spravna a
kompletni diagndza u pacienta.

Vétsina nadorl gastrointestinalniho traktu (GIT) je klasifikovana na podkladé
morfologie, €ast za prispéni imunohistochemického profilu, zatimco léze a nadory GIT
definované Cisté molekuldrné-geneticky jsou spise raritou. Molekuldrné-genetické vysetreni
je tak u nadord GIT vyuzivdno celkem ve tfech oblastech: 1) pro uréeni diagnézy (vzacné), 2)
v prediktivni diagnostice, 3) k diagnostice hereditarnich nadorovych onemocnéni. Je vsak
evidentni Ze velky rozmach molekularni genetiky v nejbliz§i dobé nenahradi klasicky
morfologicky prfistup a molekularni genetika se tak stane pouze integrdlni soucasti jak
diagnostického, tak prediktivniho pfristupu kjednotlivym lézim. N&adorové jednotky
definované pouze na podkladé molekularné-genetickych znak( jsou a nejspiSe i budou
vzacné a Cisté geneticky pristup k diagnostice, alespon v nejblizsSich letech, nebude ten
hlavni.



2  Anotace v anglickém jazyce

The dissertation called “Management of morphological diagnostics of molecularly-
genetically defined tumors of the digestive tract” is an annotated file of a total of eight
published works (four original works published in an English literature in an impact-factor
journal, one letter to an editor in English language also having an impact factor, and three
works in Czech language published in domestic reviewed journals: two of these are summary
works, one is an original work).

Currently, molecular genetics is significantly entering the classifications of different
tumor units and in some units it is undoubtedly becoming an integral part of the diagnostic
algorithm; as a result molecular genetic traits of individual tumors are hardly to be ignored.
In contemporary pathology, at the same time you may find the classifications based
exclusively on morphological traits, but also the classifications mostly using molecularly-
genetic traits (e.g. the classification of the central nervous system or hematological
malignancies), as well as the classifications combining the both traits (part of renal
neoplasia). For practical medicine it is however always necessary to find an intersection of
the both approaches to ensure the correct and complete diagnosis for a patient.

Most tumors, especially those of gastrointestinal tract (GIT), are classified on the
basis of morphology, another part with the help of immunohistochemical profile of the
lesion, but GIT-tumors defined exclusively on the basis of molecular genetics are rather rare.
And so the molecularly-genetic examination regarding GIT-tumors is used in total in three
areas: 1) to determine the diagnosis (rarely), 2) for predictive diagnostics, 3) to diagnose
hereditary tumors. It is however evident that in the near future, despite the great boom of
the molecular genetics, the classical morphological approach will not be replaced, and the
molecular genetics will become a mere integral part of both the diagnostic and the
predictive approach to individual lesions. Based on the molecular-genetic traits, the defined
tumor units are and probably will be rare, and an exclusive genetic approach to the
diagnostics, at least in the years to come, will not be the main one.



3  Cile praci

Prace popisuje morfologické diagnostické znaky nékterych neoplazii, ve vzacnych
pfipadech se soustfedi i na diagnostické molekuldarné-genetické a imunohistochemické
charakteristiky a provadi jejich detailni analyzu a vzdjemnou korelaci.

Jednotlivé prace se pak konkrétné zaméruji na:

1. Typické morfologické diagnostické znaky adenomatoidniho tumoru.

2. Hodnoti moiny diagnosticky pfinos imunohistochemického vySetfeni SDHB v
diferencidlni diagnostice mezenchymalnich tumor( gastrointestinalniho traktu.

3. Vyznam mutace PDGFRA pti rozvoji sporadickych stfevnich lipomd.

4. Hodnoceni a shrnuti morfologickych znakd uZite¢nych v diferencidlni diagnostice mezi
nediferencovanym karcinomem a gastrointestinalnim stromalnim tumorem.

5. Stanoveni vhodného a efektivniho algoritmu pro detekci kolorektdlniho karcinomu
s potencialné lé¢ebné ovlivnitelnymi onkogennimi genovymi fuzemi.

6. Vyhodnoceni vytéZnosti diagnostického algoritmu pouZivaného na nasem pracovisti
pro detekci pacient(i s Lynchovym syndromem.



4  Vysledky

Vysledky disertacni prace jsou prezentovany osmi pracemi uvedenymi nize, na nichz se
autorka podilela (at uz jako prvni autor ¢i ¢lenka SirSiho autorského kolektivu).

4.1 Thread-like bridging strands in the adenomatoid tumor of the
small intestine

Dopis editorovi komentujici plvodni praci autord Lao a Wang s nazvem
»2Adenomatoidni tumor tenkého stfeva: prvni popsany pfipad a review v literature”.

Autofi ve své plvodni praci poukazuji na morfologicky vzhled, ale zejména na
imunohistochemicky fenotyp adenomatoidniho tumoru v porovnani s vice béznymi typy
nadord tenkého stfeva s rGznym biologickym chovanim, zejména adenokarcinomu.
Imunohistochemicky model pouzity autory zahrnuje pozitivni ,mezotelidlni“ markery
AE1/AE3, CK7, HBME-1, CK5/6, calretinin, D2-40 and WT1, negativni ,adenokarcinomové”
markery Ber-EP4 a MOC-31, negativni markery ,stfevniho epitelu” CK20, CDX2 a CEA, a dale
negativni ,endotelové” markery CD31 and CD34.

V plvodni praci vSak postradame popis histologickych znakl v zakladnim barveni
hematoxylinem a eosinem, které jsou u vSech adenomatoidnich tumorl stejné i v
neobvyklych lokalizacich. Tento jednoduchy, senzitivni i specificky histologicky znak
adenomatoidniho tumoru byl zobrazen jiz v roce 1962. Jedna se o fenomén , nitkovitych
mustka“, jenz byl detailné studovan o 41 let pozdéji Hesem a kolektivem. Ultrastrukturalné
se tyto mustky skladaji ze ztencené, membranou obalené cytoplazmy 2 sousednich
mezotelidlnich bunék. Prfitomnost téchto mustk( je typickym znakem adenomatoidnich
tumordq, které jsou nezavislé na pohlavi a lokalizaci tumoru. Dlirazné se zasazujeme o uznani
»hitkovitych mastk(“ jako prvniho diagnostického kritéria.

4.2 Utility of immunohistochemical investigation of SDHB and
molecular genetic analysis of SDH genes in the differential diagnosis of
mesenchymal tumors of GIT

Ztrata exprese beta podjednotky sukcinat dehydrogendzy (SDHB) je pfitomna v
podskupiné KIT/PDGFRA wt gastrointestinalnich stromalnich tumord (GISTG). V ramci
prezentované studie byly hodnoceny moznosti vyuZiti imunohistochemického vysSetfeni
SDHB v diferencialni diagnostice mezenchymalnich tumora GIT.

Do studie bylo zahrnuto 11 ptipadl KIT/PDGFRA wt GIST({, 12 schwannomd
zaludku (GS), 20 solitarnich fibréznich tumor( (SFT), 4 leiomyomy (LM), 16



leiomyosarkom (LMS), 5 synovidlnich sarkom( (SS), 3 endometrioidni stromalni
sarkomy (ESS) a 1 inflamatorni myofibroblasticky tumor (IMT) ilea. Jako kontrolni
skupina byly vyuzity 3 pfipady KIT/PDGFRA mutovanych GISTG. U pripadd byla
hodnocena exprese imunohistochemického barveni SDHB spole¢né s molekuldrné
genetickou analyzou gen( kdédujicich sukcinat dehydrogenazu (SDH).

Celkem 6 z 11 KIT/PDGFRA wt GISTU exprimovalo SDHB, z nichZz 1 wt GIST mél
geneticky detekovanou abnormalitu genu SDHD. VSechny SDHB negativni pfipady byly
SDHB-D wt. V 1 ze 3 kontrolnich KIT/PDGFRA mutovanych GISTO molekuldrné
genetickd analyza odhalila kromé& mutace KIT (exon 11) i zménu sekvence SDHD. Zadny
SFT neprokazal ztratu exprese SDHB, u 2 vSak nebylo moZné barveni analyzovat. Navic
jeden SFT vykazoval abnormalitu SDHB a dale jeden SFT pak mutaci SDHD. Vsechny
zbylé analyzované tumory (GS, LM, LMS, SS, ESS a IMT) byly bud imunohistochemicky
SDHB pozitivni nebo neanalyzovatelné a SDHB-D wt.

V regulaci exprese SDHB patrné mohou hrat roli i dalsi faktory. Imunohistochemické
vySetfeni SDHB pfi diferencidlni diagnostice GISTU oproti jinym KIT/PDGFRA wt
mezenchymadlnich nddorim GIT (zejména SFT) mUzZe byt zavadéjici.

4.3 Nonsyndromic intestinal lipomas are probably not associated with
mutations of PDGFRA

Cilem této prace byla snaha zjistit, zda stfevni lipomy vyskytujici se u pacientl bez
znamek tzv. PDGFRA mutacniho syndromu mohou reprezentovat sporadické protéjsky
familidlnich lipomatdznich tumord, které se vyskytuji ve spektru tumorl asociovanych s
germinalni mutaci PDGFRA, tedy sPDGFRA mutacnim syndromem. PDGFRA mutacni
syndrom se mulZe manifestovat gastrointestindlnimi stromdlnimi tumory, Varkovymi
tumory, fibréznimi tumory a submukdznimi stfevnimi lipomy. AZ do nasi studie nebyla ve
svétové literatufe Zzadna zminka o molekuldrné-genetické analyze mutaci PDGFRA ve
stfevnich lipomech.

V praci jsme provedli mutacéni analyzu exonu 12,14 a 18 genu PDGFRA ve skupiné 20
nadord od 17 pacient(. Zadny z 16 analyzovatelnych vzork(l nevykazoval mutaci PDGFRA,
tato mutace tak svysokou pravdépodobnosti nebude hrat dUlezitou roli v rozvoji
sporadickych stfevnich lipom.

4.4 Morphological features useful in the differential diagnosis
between undifferentiated carcinoma and gastrointestinal stromal
tumor

Nediferencované (sarkomatoidni) karcinomy mohou vykazovat prekryvné
morfologické rysy s gastrointestindlnim stromalnim tumorem (GIST). Za ucelem zefektivnéni
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diagnostiky téchto tumorl (bez nadbytecného vyuzivani imunohistochemie a molekularné-
genetickych testll) by bylo vhodné definovat jednoznacné uzitecné morfologické znaky
vyuZitelné pro histologickou diferencidlni diagnostiku u téchto lézi.

V rdmci multiinstitucidlni spoluprace bylo vyhleddano a do studie zafazeno celkem 5
tumord klasifikovanych jako nediferencované (sarkomatoidni) karcinomy s jednoznacnym
dlikazem sprdvné diagndzy (tedy s pritomnosti diferencované karcinomové slozky). Jako
kontrolni skupina (pro srovnani) slouzila skupina 84 pripad( GIST s prokdzanou mutaci v
genu KIT nebo PDGFRA. VVSechny tumory byly podrobeny detailni morfologické analyze. Na
podkladé nasich pozorovani byl nalez lymfatické invaze a mezi nadorovymi burkami
zachycené nenadorové tukové tkané silné podporujici diagnézu nediferencovaného
karcinomu. Déle u vSech 5 pripadl nediferencovanych karcinomu bylo detekovano stridani
low-grade a high-grade oblasti, tvorba ,angiosarcomatous-like” prostor a ptritomnost ,yolk
sac-like” oblasti, naopak tyto morfologické znaky byly vyjadieny pouze u 1,2 %, 2,4 %, resp.
7,2 % GISTG. Imunohistochemicky prikaz DOG1 byl negativni ve vSech pfipadech
nediferencovaného karcinomu.

Na podkladé této studie Ize konstatovat, Ze pfitomnost vySe uvedenych
histologickych znakd by méla vést k extenzivnimu samplingu léze za ucelem detekce
diferencovanné karcinomové slozky tumoru. Vzhledem kmalému poctu pripadi
nediferencovaného karcinomu, které jsou v nasi studii k dispozici, je vSak pro definitivni
stanoveni zavérl nutna dalsi vétsi multiinstituciondlni studie.

4.5 Targeted next generation sequencing of MLH1-deficient, MLH1
promoter hypermethylated, and BRAF/RAS-wild-type colorectal
adenocarcinomas is effective in detecting tumors with actionable
oncogenic gene fusions

Onkogenni genové fuze predstavuji atraktivni cile pro 1é¢bu malignich nadorovych
onemocnéni. Nicméné, frekvence funkénich genomickych prestaveb u kolorektalnich
karcinomd (CRC) je velmi nizkd a univerzalni screening téchto zmén se tedy zda byt
neprakticky a ndkladny. Nékolik rozsahlych studii retrospektivné ukazalo, ze CRC s genovymi
fuzemi se Casto vyskytuje ve skupinach nador( definovanych deficitem MLH1 DNA mismatch
repair proteinu (MLH1d), hypermetylaci promotoru MLH1 (MLH1ph), pfitomnosti nestability
mikrosatelitd a BRAF/RAS wild-type nadorového genotypu (BRAFwt/RASwt). V této studii
jsme pouzili metodu paralelniho sekvenovani (NGS) k analyze vyskytu potencialné cilitelnych
genovych fuzi v neselektované sérii pripadd BRAFwt/RASwt kolorektalnich karcinomd, které
vykazovaly MLH1d/MLH1ph.

Z puvodné identifikované skupiny 173 MLH1d CRC pfipadl vykazovalo 141 pfipadi
(81,5 %) MLH1ph. Genotyp BRAFwt/RASwt byl potvrzen u 23 ze 141 pfipadd (16 %)
MLH1d/MLH1ph. Cilené vysetfeni NGS téchto 23 pripadu identifikovalo genové flize celkem
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u 9 tumorl (39,1 %,; interval spolehlivosti pfi konfiden¢ni hladiné 95 %: 20,5 %-61,2 %).
Zjisténé fuze zahrnovaly geny NTRK (4 pfipady), ALK (2 pripady) a BRAF (3 pfipady). Z nami
detekovanych fuzi zasluhuje zvldstni zminku fuze MAP7-BRAF, kterd nebyla dosud v
predchozich studiich publikovdna Jako sekunddrni vysledek testovani NGS jsme identifikovali
zmény drahy PIK3K-AKT-mTOR ve 2 pfipadech CRC, které vykazovaly mutaci PIK3CA. Celkem
11 z 23 pfipadd (48 %) MLH1d/MLH1ph a BRAFwt/RASwt tak vykazovalo genetické zmény,
které by mohly vyvolat rezistenci na anti-EGFR terapii.

Nase studie potvrzuje, Ze cilend metoda NGS se zaméfenim na MLH1d/MLH1ph a
BRAFwt/RASwt kolorektalnich karcinomO by mohla byt nakladové efektivni strategii
k detekci pacientl s potencidlné Iécitelnymi onkogennimi kinazovymi fuzemi.

4.6 Moderni diagnostika Lynchova syndromu

Clanek shrnuje problematiku Lynchova syndromu (LS) a predstavuje vhodny
diagnosticky algoritmus pro detekci pacientl, jez by méli podstoupit dalsi testovani pro
prikaz germinalni mutace z periferni krve (k definitivnimu potvrzeni diagnézy LS).

Naprostd vétSina pripadd LS je zplsobena zdrodeénou mutaci nékterého z MMR
genll. Pomoci imunohistochemickych barveni hlavnich MMR proteind (MLH1, PMS2, MSH2,
MSH6) muzZeme dostat zprostifedkovanou informaci o funkci MMR komplexu. Na nasem
pracovisti byl zaveden ,komplexni diagnosticky management”, kdy je v pfipadé pritomnosti
tzv. MSI-H histologie (tj. v Semi PREDICT skdre ptitomny dva a vice hodnocenych znaku -
hodnoceni pfitomnosti mucinu disekujiciho stroma, tumor-infiltrujicich lymfocytq,
peritumordlniho lymfoidniho lemu a pfitomnosti plazmatickych bunék ve stromatu
pfevysujicich 25 %), proveden imunohistochemicky screening (vySetfeni exprese MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6), jehoz cilem je potvrdit pfitomnost MSI-H, vyloucit moZnost
sporadického MSI-H karcinomu a uréit pravdépodobné postizeny gen k detekci zarodeéné
mutace.

4.7 Vysledky morfologické depistaze Lynchova syndromu v obdobi
2013-2016

Clanek shrnujici nase zku$enosti s depistazi Lynchova syndromu a zavedenim
imunohistochemickych barveni MMR protein( do rutinni praxe.

Z celkového poctu 5814 vysetienych pacientll v obdobi 2013-2016, byla u 24 pacient(
prokazana pritomnost LS (u 20 pacientl byl LS diagnostikovan na podkladé kolorektalniho
karcinomu, u 3 pacientek na podkladé endometridlniho karcinomu a u jedné pacientky se LS
prezentoval adenokarcinomem duodena), u dalSich 26 vytipovanych pacientd se doposud
nepodafilo provést analyzu germinalnich mutaci. U 8 pripad( byly nalezeny nové patogenni
mutace MMR genu.



Prace prokazuje nespornou vyhodu centralizovaného screeningu pacinetld
s vybranymi diagnézami a uziti univerzdlniho imunohistochemického screeningu MMR
proteinl pfi vySetfovani kolorektalnich a endometrialnich adenokarcinomi v rdmci depistaze
LS.

4.8 Diagnéza Lynchova syndromu od patologa

Pfehledova publikace pojednavajici o zakladnich charakteristikdch Lynchova
syndromu a jeho diagnostice. Prace zduraznuje komplexni diagnosticky ptistup zahrnujici
znaky morfologické a rutinné provadény imunohistochemicky screening podporeny
molekuldrné-genetickym vysetfenim.



5 Zavérem

Predkladany soubor publikaci zahrnuje pomérné dlouhy ¢asovy uUsek, po ktery prace
vznikala. V prabéhu pripravy disertacniho spisu a v dobé prace na jednotlivych publikacich se
stdvalo stdle ziejméjsi, Ze molekularné-genetickd klasifikace ndador(i GIT v nejblizSi dobé
nenahradi klasicky morfologicky pfistup, ale stane se integralni soucasti jak diagnostického,
tak prediktivniho ptistupu k jednotlivym lézim. V aktudlni 5. edici klasifikaci nador( Svétové
zdravotnické organizace (WHO) vénované nador(im traviciho systému je u drtivé vétsiny
jednotek uvadéna jako integralni soucast popisu cela fada molekuldarné-genetickych rysq,
které se podileji na etiologii, které lze vyuZit k diagnostice a které eventualné ovliviuji
prognézu daného typu nddoru. Vsoucasné dobé, vramci traviciho traktu, neexistuje
nadorova jednotka zcela definovana cisté na zakladé molekularné genetickych vlastnosti. U
velké ¢asti méné obvyklych nadorovych jednotek je nutnd korelace morfologie,
imunohistochemickych charakteristik a genetickych abnormalit. Na druhou stranu, u velké
¢asti lézi GIT pouha morfologicka, byt i imunohistochemicky podlozend diagndza nestaci
vyhovét ndrokim na stanoveni nasledné onkologické |écby, popf. k detekci familidrnich
nadorovych onemocnéni. V ramci predikce se spektrum vysetfovanych alteraci dynamicky
méni a je jisté, Ze molekuldarné genetické zmény potrebné k diagnostice a 1écbé budou
popisovany a vyuzivany i nadale v daleko vétsi mite, nez jsme odhadovali pred 10 lety.

V soucasnosti je tedy ziejmé, Ze molekularni genetika se uplatfiuje jako jeden
z nastroji diagnostiky nadora traviciho traktu, ale zejména je vyuZivana (a nepochybné i
v budoucnosti bude vyuzivana) ke stanoveni prediktivnich parametrd. Je pravdépodobné, Ze
vybrané parametry bude mozno v daleko vétsi mire vyuzivat napfi¢ spektrem nadorovych
lézi s pfesahem mimo GIT. V nadchdzejici ére sekvenovani nové generace (jakozto do
budoucna patrné béiné soucasti klinické péce) musime byt pfipraveni na situace, kdy
genetické vySetfeni odhali nizce rizikové abnormality genl a r(zné polymorfismy
jednotlivych nukleotidd, a musime byt schopni i tyto moznda casto ne pfilis jasné vysledky
inkorporovat do klinického managementu pacienta.

Zavérem lze ftict, Ze Cisté molekularné-geneticky pfistup nemusi nutné vést
ke spravné a rychle stanovené diagndze. Tak, jako je tomu u vétSiny nddorovych lézi v lidské
patologii, prozatim i v travicim traktu plati, Ze molekularné-genetické metody maji byt ve
vétsiné pripadl indikovany az na zakladé prvotni diagnostické prace zalozené na morfologii a
imunohistochemii. Na druhou stranu soubor nasich praci demonstruje roli molekularné-
genetickych rozborld v soucasném modernim diferencidlné diagnostickém pristupu a pfi
stanoveni progndzy u vybranych ndadorovych lézi GIT. Soucasné ale ukazujeme, Ze i
v moderni patologii je stale kladen dlraz na zakladni morfologické vysetfeni, kde morfologie
dava impuls kvygenerovani dalSich specidlnich nadstavbovych vysetfeni. Moderni
diagnosticky pfistup klade stale vysSi naroky na patology, ktefi kromé své ,klasické”
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morfologické prace musi umét spravné odhadnout a indikovat molekuldarné-geneticka
vySetteni tam, kde je to nutné pro dalS$i management pacienta.
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