Univerzita Karlova v Praze, Lékarska fakulta v Plzni

Sikliiv ustav patologie LF a FN v Plzni

Autoreferat doktorské dizertacni prace

Vzacné nadory traviciho traktu

Rare tumors of gastrointestinal tract

MUDr. Magdaléna Dubova

Plzen 2017
Obor: Patologie

Skolitel: Doc. MUDr. Ondfej Daum, Ph.D.



Dizerta¢ni prace byla vypracovana v prezen¢ni formé doktorského studijniho programu

D4PA5145 na Siklové tistavu patologie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni.

Uchaze¢: MUDr. Magdaléna Dubova

Sikliv vistav patologie LF UK v Plzni

Pi‘edseda oborové rady: Prof. MUDr. Michal Michal

Sikliv vistav patologie LF UK v Plzni

Skolitel: Doc. MUDr. Ondiej Daum, Ph.D.

Siklitv vistav patologie LF UK v Plzni

Oponenti: RNDr. Radek Sima, Ph.D.

Biologické centrum AV CRV.V.i., Ceské Budéjovice

Doc. MUDr. Tomas Jirasek, PhD.

Krajska nemocnice Liberec a.s., PATOS, Oddélent patologie

Autoreferat byl rozeslan dne:

Obhajoba dizertacni prace pred komisi pro obhajobu dizertacnich praci studijniho programu

D4PA5145 PATOLOGIE se kona dne v hodin v prednaSkovém séle

Bioptické laboratote s.r.o. v ulici Rejskova 10 v Plzni.

S dizerta¢ni praci je mozno se seznamit na dékanaté Lékatske fakulty Univerzity Karlovy v

Plzni, Husova 3, Plzen.



Abstrakt

Nadory traviciho traktu patii celosvétoveé mezi nejcastéjsi neoplazie. Morfologicky 1 klinicky
jde o heterogenni skupinu 1ézi, v niz pfedni misto zaujimaji nadory epitelového ptivodu. Ve
stinu této majoritni skupiny ziistavaji vzacnéjsi nadory neepitelové provenience, zejména
nadory mezenchymalni. Diky soucasnym diagnostickym moznostem byla odhalena
patogeneze i molekularné geneticka podstata fady téchto 1ézi. Ziskané informace ovlivnily
nejen diferencialné diagnosticky postup, ale ptispély i k vyvoji cilené terapie, ¢imz vedly k

prodlouZeni pfezivani a zvySeni kvality zivota postiZenych pacienti.

Cilem studia bylo oziejmit molekularné genetické podklady, ptipadné diferencialné
diagnostické znaky vybranych mezenchymalnich nadora traviciho traktu. Zdrojem materialu
pro studium byl archiv bioptického materialu Siklova ustavu Lékaiské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni a Registr nadort pfednosty Siklova tistavu patologie Prof. MUDr. Michala
Michala.

Predkladana dizertacni prace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast je vénovéana obecné
problematice vzacnych tumorl gastrointestinalniho systému se zvlastnim pfihlédnutim ke
gastrointestindlnimu stromalnimu tumoru. Ve druhé ¢asti jsou shrnuty vysledky prace v

podobé péti komentovanych ¢lank.



Summary

Tumors of digestive tract are among the most common neoplasms worldwide.
Morphologically and clinically, they represent a heterogenous group of lesions, in which the
tumors of epithelial origin occupy a leading position. Due to their rarity, tumors of non-
epithelial, mainly mesenchymal origin remain hidden in the shade cast by the huge category
of epithelial tumors. Thanks to the current diagnostic opportunities, the pathogenesis and
molecular genetics of many of these lesions have been revealed. New data has influenced not
only the differential diagnosis algorithms, but also has contributed to the development of
targeted therapy, which leads to prolongation of survival and improvement of quality of life of

affected patients.

The aim of the study was to elucidate the molecular genetic background and associated
differential diagnostic signs of selected mesenchymal tumors of the digestive tract. Material
for the study was retrieved from the archives of Sikl’s Department of Pathology of Medical
Faculty of Charles University in Pilsen and the Tumor Registry of the Head of Sikl’s
Department of Pathology, Professor Michal Michal, M.D..

The doctoral thesis is divided into two parts. The first part introduces the issue of rare tumors
of the gastrointestinal system, with particular attention to the gastrointestinal stromal tumor.
The second part summarizes the results of the work in the form of five commented articles.
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Cile prace a publikované vysledky

KIT mutations and sequence changes in genes encoding SDH complex possibly

need not be mutually exclusive in gastrointestinal stromal tumors.

Cil prace

e Reklasifikace primarniho extragastrického nadoru a korelace jeho morfologickych a

imunohistochemickych znakii s molekuldrné genetickym profilem.
Souhrn

V ramci rozsahlejsi studie imunohistochemického a molekularné genetického profilu
mezenchymalnich nddor tradviciho traktu byl publikovan samostatny ptipad 52letého muze,
ktery podstoupil extirpaci objemného tumoru (rozm. 13,9 x 7,6 x 10,4 cm) lokalizované¢ho

v zadnim mediastinu, pficemz nebylo mozné vyloucit jeho pfimy vztah ke stén¢ jicnu. Tumor
byl na spadovém pracovisti primarné diagnostikovan jako pleomorfni rhabdomyosarkom
vzhledem k fokalni imunopozitivité nddorovych buné€k v barveni protilatkou proti desminu.
18 mésich po operaci byla pomoci PET/CT prokazéana ptitomnost mestastaz v podbrani¢ni
krajin¢ a byla indikovana resekce distalni ¢asti jicnu, proximalni ¢asti zaludku, omenta a
sleziny. V omentu bylo nalezeno 8 metastaz tvofenych epiteloidnimi buiikami negativnimi

vV imunohistochemickém pritkazu protilatkami proti cytokeratinim, S100 proteinu, HMB-45,
SMA, desminu, myogeninu, OCT3/4 a SALL4. VySetieni protilatkou proti SDHB bylo pouze
fokaln¢ slab¢ pozitivni. Naopak pozitivné nadorové bunky reagovaly s protilatkou proti
proteinu KIT (CD 117). Nasledné byla zrevidovana i tkan primarniho nadoru, ktery byl
rovnéZ KIT pozitivni. Nador byl na zaklad¢ téchto vysledki reklasifikovan na GIST a bylo
doplnéno molekularné genetické vySetteni gentt KIT, PDGFRA a SDHB, SDHC a SDHD.

Analyza sledovanych gentli v primdrnim nadoru i v metastazach prokéazala nejen deleci
v exonu 11 genu KIT (p.W557_K558), ale i zménu sekvence v genu SDHD (p.G12S), jejiz
vyznam je dosud nejasny. Lze vSak predpokladat, ze jemné granularni cytoplasma
nadorovych bun¢k vzdalené pfipominajicich onkocyty, spolu se slabou imunopozitivitou

SDHB a naopak silnou granuldrni pozitivitou AMA, miiZze byt odrazem pseudohypoxie



vzniklé v dasledku této sekvencni zmény, ktera mohla ptispivat k destabilizaci celého

mitochondridlniho SDH enzymatického komplexu.

Tento ptipad by mohl vyvracet dosavadni pfedpoklad, ze simultanni mutace genti
KIT/PDGFRA a SDHXx se vzajemn¢ vylucuji. Zaroven lze tento piipad povazovat za prvni

publikovany ptipad SDHB negativniho GISTu lokalizovaného mimo Zaludec¢ni sténu.



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

Cil prace

e Imunohistochemické vysetteni exprese SDHB a ovéfeni pifitomnosti mutaci gena
kodujicich mitochondridlni sukcinatdehydrogenazu molekularné genetickym

vySetfenim v nadorech, které vstupuji do diferencialni diagnostiky GISTu.

Souhrn

Do studie bylo zafazeno 11 KIT/PDGFRA wt GISTu, 12 schwannomt zaludku (GS), 20
solitarnich fibroznich tumorti (SFT), 4 leiomyomy (LM), 16 leiomyosarkomii (LMS), 5
synovialnich sarkomu (SS), 3 endometrialni stromalni sarkomy (ESS) a 1 inflammatorni
myofibroblasticky tumor ilea (IMT). Jako kontroly byly pouZity 3 sporadické GISTy

s prokazanou mutaci KIT/PDGFRA. Vsechny vzorky byly zpracovany standardnim zpisobem
a nasledn¢ obarveny protilatkou SDHB, k vylouceni falesné negativity byly pouzity dva rtizné
klony této protilatky (polyclonal, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; 21A11,
1:100, Abcam, Cambridge, MA), jako vnitini kontrola poslouzily nenadorové endotelové
buniky. DNA pro molekularné genetické vysetieni kodujicich sekvenci genit KIT, PDGFRA,
SDHB, SDHC a SDHD byla extrahovana z parafinovych blokd (NucleoSpin® Tissue Kit -
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Germany) a analyzovana pomoci PCR a
metody ptfimého sekvenovani.

Zadny z vysetifovanych mezenchymaélnich nddorti kromé GISTu nebyl skute¢né SDHB
negativni. U Zadného GS, LM, LMS, SS, ESS ani IMT nebyly prokazany mutace v genech
SDHB, SDHC ¢i SDHD. Pouze ve 2 GISTech a 2 SFT byly nalezeny sekvenéni zmény
v genech SDHB (p.S163P) a SDHD (p.G12S).

Vyznam téchto zmén je prozatim nejasny. Vzhledem k tomu, ze 3 z téchto tumort
byly SDHB pozitivni, jeden GIST (popsany vyse — viz 2.1) mé&l mutaci genu KIT a navic byla

zména sekvence genu SDHD pozorovana i v nenadorové tkani tohoto pacienta, nejedna se

......



mohly vést k naruseni mitochondridlniho metabolismu a pfispivat k ristu tumoru
iniciovanému jinymi mutacemi.

Z této prace dale vyplyva, ze hodnoceni SDHB pozitivity/negativity v mezenchymalnich
nadorech traviciho traktu je pomérné obtizné a mize byt zatizeno subjektivni chybou
vzhledem K pfitomnosti malého mnozstvi cytoplazmy v nadorovych bunkach, absenci vnitini

kontroly i pouzitém klonu protilatky.



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

Cil prace

e Molekularn¢ geneticka analyza mutaci v exonech 12, 14 a 18 genu PDGFRA ve
skupiné sporadickych intestinalnich lipomti, které by mohly ptedstavovat sporadicky

protéjsek k nadortiim vznikajicim v ramci tzv. PDGFRA-mutantniho syndromu

Souhrn

PDGFRA-mutantni syndrom je vzacné, autozomalné dominantné dédi¢né onemocnéni
podminéné germinalni mutaci genu PDGFRA, charakterizované vyskytem mnohocetnych
mezenchymalnich nadortli, mezi které patii Zalude¢ni GISTy, Vaikkovy tumory, fibromy a
intestinalni lipomy.

Asociace sporadickych GIST1, Vaikovych tumort a gastrointestinalnich fibromt
s mutacemi genu PDGFRA je znama z literatury jiz delsi dobu, dosud v$ak nebyla provedena
studie molekularné genetického profilu sporadicky se vyskytujicich intestinalnich lipomt.
Do studie bylo zatazeno 20 intestinalnich lipomt ziskanych od 17 pacientti. DNA pro
molekularné genetické vysetfeni mutaci v exonech 12, 14 a 18 genu PDGFRA byla
extrahovana z parafinovych blokti (QIAsymphony DNA Mini Kit; Qiagen, Hilden, Germany)
a vySetfena pomoci PCR a metody piimého sekvenovani.

4 vzorky byly neanalyzovatelné, v ostatnich 16 naddorech nebyly prokazany mutace ani
specifické zmény sekvence ve vysetiovanych exonech genu PDGFRA.
Na zakladé téchto vysledku Ize piedpokladat, Ze mutace v tzv. ,,hot-spots* odpovidajicich
exonim 12, 14 a 18 genu PDGFRA nehraji vyznamnou roli v patogenezi sporadickych

intestinalnich lipomd.

10



Jaka je VaSe diagnéza? DOG1 imunoexprese v mékkotkanovych nadorech.

Cil prace

e Poukdazani na tzv. ,pitfall” piipady, které mohou diky své morfologii, prezentaci,
neobvyklé lokalizaci i aberantni imunoexpresi DOG1 pfedstavovat zavazny

diagnosticky problém.

Souhrn

V této praci byly prezentovany tfi ptipady mékkotkanovych nadori recentné
diagnostikovanych na nasem pracovisti, v jejichz diagnostice sehralo ve vSech ptipadech

zasadni roli molekularné genetické vysetfeni.

Prvni piipad pfedstavoval nddorovy uzel v periskapuldrni lokalizaci. Jednalo se o
56letou Zenu, ktera pted 11 lety podstoupila resekci GISTu. Soucasna 1éze byla tvorena
svazky blandné vyhlizejicich vietenitych bunék obklopenych kolagenéznim stromatem, které
byly pozitivni v prikazu SMA, B-cateninu a negativni v barveni protilatkou proti CD117 a
DOGI1. Prestoze morfologie, imunohistochemicky profil i lokalizace vzbuzovaly v prvé fadé¢
podezieni na desmoid, byla vzhledem k anamnestickému udaji o resekci GISTu v minulosti
provedena analyza mutaci KIT, PDGFRA a CTNNB1. Molekularné genetické vySetteni

piekvapivé odhalilo mutaci v exonu 11 genu KIT a piipad byl uzavien jako metastaza GISTu.

Ve druhém ptipad¢ se jednalo o 46letou zenu, které byl v 15 letech resekovan nador
zaludku diagnostikovany jako leiomyosarkom. Této pacientce bylo ve 35 letech
diagnostikovano lozisko v pravé plici suspektni z metastazy tumoru Zaludku, v anamnéze byl
rovnéZ pfitomen udaj o histologicky verifikovaném extraadrendlnim paragangliomu
odstranéném v minulosti a podezieni na adenom pravé nadledviny a fechromocytom levé
nadledviny z posledniho CT vysetfeni. Na naSe pracovisté byl zaslan parafinovy blok
obsahujici tkan primarniho nadoru zaludku, ktery byl tvofen smiSenou populaci vietenitych a
epiteloidnich bunc¢k s plexiformnim a noduldrnim uspotadanim, které¢ byly CD117 a DOGI
imunopozitivni. Na zéklad¢ vysledkii imunohistochemického vySetieni byl nador
reklasifikovan na GIST. Vzhledem k typické morfologii, lokalizaci i nadorové multiplicité

pacientky bylo doplnéno komplexni imunohistochemické vysetieni, které prokazalo ztratu
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exprese SDHB, ktera byla sdilena s feochromocytomem levé nadledviny. Vzhledem k témto
vysledkim bylo vysloveno podezieni na Carneyho trias ¢i Carney-Stratakis syndrom,

k jejichz odliseni bylo provedeno molekularné genetické vysetteni, které neprokazalo
germinalni mutaci SDHX, ale odhalilo metylaci promotoru genu SDHC, ktera je

diagnostickym znakem Carneyho trias.

Tietim ptipadem byl maligni nador zaludku 78leté Zeny se suspektnim metastatickym
rozsevem v levé plici a na peritoneu. Nador sestaval z monotonni infiltrace bunikami
S minimalnim mnozstvim cytoplazmy, které byly DOG1 imunopozitivni. Prikaz exprese
proteinu CD117 a cytokeratint protilatkou OSCAR byl negativni. Vzhledem morfologii
netypické pro GIST bylo doplnéno imunohistochemické vySetteni protilatkou TLE-1, které
bylo pozitivni, a dadle molekularné genetické vysetieni, které vyloucilo mutace KIT a

PDGFRA a prokazalo translokaci t(X;18) charakteristickou pro synovidlni sarkom.
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Distribution of SDHC methylation in neoplastic and non-neoplastic tissue in

patients with Carney triad.

Cil prace

e Potvrzeni ¢i vylouceni metylace promotoru genu SDHC v nenadorové tkani u pacientt

s Carneyho trias a diskuse nad jejim moznym vyznamem.

Souhrn

Nedavno prokazana hypermetylace promotoru genu SDHC umoznujici odliSeni Carneyho
trias od syndromu Carney-Stratakis je v souc¢asné dob¢ pfedmétem védeckého zajmu.
Hypermetylace promotoru genu SDHC byla popsana nejen v nadorové tkani, ale i v krvi a
slinach pacientl s Carneyho trias. Zejména v piipad€ krevnich vzorkl vSak nelze spolehlivé

vyloucit moznost jejich kontaminace cirkulujici nddorovou DNA (ctDNA).

Cilem této prace bylo ovéreni ptitomnosti hypermetylace SDHC v nadorové i solidni
nenddorové tkani tii pacientil s potvrzenou diagnézou Carneyho trias. Ve vSech tfech
ptipadech se jednalo o Zeny, kterym byl v détstvi resekovan zalude¢ni GIST, jehoz bunky
vykazovaly ztratu exprese SDHB (ktera byla v jednom ptipadé sdilena s feochromocytomem).
Ve dvou ptipadech byly pfitomny dal$i nddory charakteristické pro Carneyho trias.
Molekularn¢ genetické vysetieni KIT, PDGFRA, SDHB, SDHC a SDHD prokézalo pouze
v jednom GISTu polymorfismus v genech KIT (exon 17) a PDGFRA (exony 12 a 18).
Nasledné bylo provedeno vySetfeni metylace promotoru genu SDHC, které bylo pozitivni ve
vSech tiech GISTech a nenddorové zaludecni tkani jedné pacientky, zatimco ve stén¢ duodena
a bfisni lymfatické uzliné ziskanych od druhych dvou pacientek nebyla tato hypermetylace
prokéazana. Na zaklad¢ téchto vysledki 1ze ve shodé s dalSimi studiemi piedpokladat, Ze
genetickym podkladem Carneyho trias je postzygoticky somaticky mozaicismus. Domnivame
se, ze prukaz hypermetylace promotoru genu SDHC v nenadorové zalude¢ni tkani by mohl
vysvétlovat multifokalni distribuci GISTu typickou pro Carneyho trias. Neni rovnéz
vylouc€eno, ze u takovychto pacientli hrozi vyssi riziko rekurence ¢i vzniku dalSich nadori.
Bohuzel dosud zlstava nevysvétleno, jaké prvotni pii¢iny vedou k hypermetylaci promotoru
genu SDHC, stejné tak neni jasné, proc se tato epigenetickd zména vyskytuje pouze ve

vybranych morfologicky i embryologicky nesourodych tkanich.
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Studie vzacnych nadort traviciho traktu v ramci doktorské dizertacni prace prokazaly
nekolik variant genit SDHX dosud nejasného vyznamu v souboru solitarnich fibréznich
tumort a v ojedinélém ptipadu mediastinalniho GISTu s patogenni mutaci genu KIT. Dale
byla prokéazana absence somatickych mutaci genu PDGFRA V intestinalnich lipomech, coz
uvadi v pochybnost ptedpoklad o uloze germinalnich mutaci PDGFRA v onkogenezi lipomt
vyskytujicich se v ramci ,,PDGFRA-mutantniho syndromu*. Kazuistickou formou byla
demonstrovana problematika imunoexprese DOGI1 v diferencialni diagnostice
mezenchymalnich naddort traviciho traktu. V posledni, dosud nepublikované studii distribuce
metylace SDHC v nenadorovych tkanich pacientti s Carneyho trias byla prokazana metylace
SDHC v nenadorové sténé zaludku, avsak nikoli v lymfatickych uzlinach nebo duodenu, coz
by mohlo vysvétlovat tendenci k multifokalité a recidivam Zaludecniho GISTu u téchto

pacientil.
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M., Fabian P., Babankova 1., Sedivcova M. Biopticka laborator s.r.o., Plzen, 25.1.-26.1.
2016.

Thanatophoricka dysplasie — prenatalni USG, RTG a pitevni diagnostika. Dubova M.,
Hadravska S., Hasch M., Chudaéek Z., Daum O., Mukensnabl P., Pivovaréikova K. Spolek
1ékarii CLS JEP v Plzni, Okresni sdruzeni CLK Plzeri. Postgradualni lékarské dny 2016,
Plzen, 9.2.-11.2. 2016.

Mesenchymalni dysplasie placenty — prenatalni USG a histologicka diagnostika. Dubova
M., Hadravské S., Hudec A., Hasch M., Bouda J., Daum O. Spolek lékai1i CLS JEP v Plzni.
Vecer Siklova tistavu patologie, 29.6. 2016.

Spektrum vrozenych vyvojovych vad skeletu u potracenych plodi. Dubova M.,
Hadravska S., Daum O., Mukengnabl P. Spolek lékarii CLS JEP v Plzni, Okresni sdruzeni
CLK Plzeri. Postgradualni lékarské dny 2017, Plzen, 7.2.-9.2. 2017.

Enterokolitida asociovana s Hirschprungovou nemoci (Hirschsprung-associated
enterocolitis, HAEC). Dubova M., Hadravska S., Daum O., Mukengnabl P. Spolek lékaiii
CLS JEP v Plzni, Okresni sdruzeni CLK Plzen. Postgradudini lékarské dny 2017, Plzer, 7.2.-
9.2.2017.

Hereditarni holoprosencephalie. Dubova M., Hadravska S, gtenglové D., Daum O., Ferda
J. Mukensnabl P. 20. Seminar mladych patologii a 44. Sjezd Spolecnosti ceskych patologii
2017, Litomysl, 31.3-1.4.2017.

Placenta — tichy svédek gravidity. Seminat. Dubova M. (2. autor). Biopticka laborator
s.r.o., Plzen, 22.4.-23.4.2017.
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Pfednasky na Studentské védecké konferenci

Analyza geni kodujicich sukcinatdehydrogenazu v mezenchymalnich nadorech
traviciho traktu. Dubova M., Sedivcova M., Michal M., Saskové B., Ryska A., Smid D. 56.
Studentska vedecka konference. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni, 13.4.2016.

Vyuziti imunohistochemické detekce fosforylovaného ribosomalniho proeinu S6
(Phospho S6) v diagnostice dysplastickych zmén dlazdicového epitelu jicnu

v endoskopickych biopsiich. Dubova M. 57. Studentskad vedecka konference. Lékarska
fakulta Univerzity Karlovy v Plzni, 17.5.2017.

Jiné

Korelace radiodiagnostickych nalezii s nalezy patologicko anatomickymi. Kazuistiky.

Dubova M. Klinika zobrazovacich metod LF UK a FN Plzen, 25.3.2015.

Korelace radiodiagnostickych nalezii s nalezy patologicko anatomickymi. Kazuistiky.

Dubova M. Klinika zobrazovacich metod LF UK a FN Plzern, 30.3.2016.

Korelace radiodiagnostickych nalezii s nalezy patologicko anatomickymi. Kazuistiky.

Dubova M. Klinika zobrazovacich metod LF UK a FN Plzen, 22.3.2017.
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Postery

Nonsyndromic holoprosencephaly: Familial occurrence caused by a germline mutation
in Sonic hedgehog (SHH) gene. Dubova M., Hadravska S., Stenglova D., Daum O., Ferda J.,
Mukensnabl P. 4th Pannonia Congress of Pathology, Osijek, Croatia, 12.5.-14.5. 2016

Non-syndromic intestinal lipomas are probably not associated with mutations of
PDGFRA. Dubova M., Sedivcova M., Kokoskova B., Michal M., Daum O. 28th European
Congress of Pathology, Cologne, Germany, 25.9.-29.9. 2016.

Utility of immunohistochemical detection of phosphorylated S6 in the diagnosis of
squamous cell carcinoma of the esophagus in endoscopical biopsies: a preliminary study.
Dubova M., Kokoskova B., Michal M., Daum O. 28th European Congress of Pathology,
Cologne, Germany, 25.9.-29.9. 2016.

The spectrum of autopsy findings of 119 aborted fetuses with skeletal disorders. Dubova
M., Hadravska S., Ferda J., Daum O., Michal Michal. USCAP 2017 Annual Meeting, San
Antonio, Texas, 4.3.-10.3. 2017.

Hirschsprung Disease Associated Entercolitis (HAEC): An autopsy case report. Dubova
M., Hadravska S., Daum O. 29th European Congress of Pathology, Amsterdam, Netherlands,
2.9.-6.9. 2017.
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