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Souhrn

Hodgkiniv lymfom (HL) je maligni lymfoproliferativni onemocnéni nejasné
etiologie. Klasicky HL se vyznacuje pfitomnosti typickych nadorovych Hodgkinovych
a Reed-Sternbergovych (HRS) bun&k, jez jsou obklopeny hustym imunitnim
mikroprostiedim nezbytnym pro jejich pieziti. V soucasné dob¢ se studie zaméfuji na
pochopeni vlivu mikroprostiedi a identifikaci biomarkert vyuzitelnych pro véasné odhaleni
rizikovych pacientl, u nichz dochazi k opakovanym relapstim.

Nase studie byla zaméfena na vyhodnoceni poctu HRS bunék a s lymfomem
asociovanych makrofagli (LAM) ve tkdnich lymfatickych uzlin odebranych pacientim s HL,
rozdélenych do skupin dle vyvoje onemocnéni (remise vs. relabujici onemocnéni). Dale byl
u téchto pacientii vyhodnocen pocet jader a velikost HRS bunék. Pro analyzu téchto
parametrt byl pouzit inovativni automaticky obrazovy analyzac¢ni systém TissueFAXS.

U pacientit s HL, u kterych po 1é€bé doslo k remisi onemocnéni, byla zaznamenéna
vétsi hustota nadorovych HRS bun€k nez u pacientd, u kterych doslo pozdéji k relapsu
onemocnéni. Pfi porovnani zastoupeni LAM a poméru LAM/HRS nebyl pozorovan rozdil
u podskupin HL pacientt, u kterych doslo k remisi, anebo k relapsu onemocnéni.

V ramci zkoumani morfologie nadorovych bunék byla zaznamenana vyssi hustota
jednojadernych HRS bunék u pacientd sremisi onemocnéni ve srovnani s pacienty,
u kterych doslo k relapsu. Pacienti s remisi se také vyznacovali ¢ast&jsim vyskytem mensich
jednojadernych HRS bunék, zatimco u relabujicich pacienti byl zaznamenan casty vyskyt
vétsich HRS bunék s vice jadry.

Pozorované rozdily v poctu i morfologii nddorovych HRS bun€k u pacientl
s Hodgkinovym lymfomem by mohly byt vyuzitelné jako vhodny prognosticky marker
onemocnéni. NaSe ndlezy také potvrzuji vyuzitelnost automatické obrazové analyzy velkych

oblasti bioptované tkdn¢ pomoci systému TissueFAXS.

Prace vznikla za finan¢ni podpory granti Univerzity Palackého IGA_LF 2016 001,
IGA_LF_2016_011 a Takeda Pharmaceuticals International AG I1SR-2015-101289.



Summary

Hodgkin lymphoma (HL) is a malignant lymphoproliferative disease of an indistinct
etiology. The classical HL is characterized by the presence of typical tumor cells (Hodgkin
and Reed-Sternberkg cells, HRS) surrounded by a dense immune microenvironment, which
is essential for it’s survival. Currently, there are studies focused on understanding of the
microenvironment and identification of the biomarkers applicable for early detection of risk
patients.

Our study was focused on assessment of the number of HRS cells and lymphoma-
associated macrophages (LAM) in the lymph node tissues of HL patients with different
stages of the disease (remission vs. relapsing disease). Sizes of HRS cells and diverse
number of their nuclei were assessed. For the analysis of these parameters was used
an innovative automatic image analysis system TissueFAXS.

In cases where the treatment was followed by a remission of the disease, greater
density of the tumor HRS cells was detected, than in cases where the disease in the patients
relapsed. When comparing the subgroups of HL patients, who experienced remission or
relapsing of the disease, no difference in the representation of LAM or the ratio of LAM/HRS
was observed.

When examining the morphology of tumor cells, a greater density of mononuclear
cells was found in the patients who achieved a remission of the disease, than in those who
experienced a relapse. The patients achieving a remission also had a smaller mononuclear
HRS cells, whilst in the patients experiencing a relapse were found larger HRS cells with
multiple nuclei.

The observable divergences in the number and the morphology of tumor HRS cells
in the subgroups of patients with the Hodgkin’s lymphoma could be used as a useful
prognostic marker of the disease. Our findings also confirm the applicability of the automatic

analysis of large areas of a biopsied tissue using the TissueFAXS system.

This work was financially supported by grant of Palacky University IGA_LF_2016_001,
IGA_LF 2016 011 and Takeda Pharmaceuticals International AG 11ISR-2015-101289.
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1. Uvod

Hodgkintiv lymfom (HL) je maligni lymfoproliferativni onemocnéni. Prvni popis
tohoto onemocnéni provedl britsky patolog Thomas Hodgkin roku 1832 u pacientti se
zvétSenymi uzlinami a slezinou. Pro HL je charakteristicka pfitomnost nadorovych
Hodgkinovych a Reed-Sternbergovych bunék (HRS), které ve vétsiné ptipadi vznikaji
maligni transformaci zarode¢nych center B-lymfocytt. Etiologie HL je vsak stale neznama.

HL se obecné vyznacuje velmi ptiznivou progndzou. I ptes velké pokroky v 1écbé
vSak U 20% pacientd po primarni lé¢beé nedochazi ke kompletni remisi nebo se nemoc opét
objevi.

V ¢em se tedy etiopatogeneze u pacientd S relabujicim onemocnénim lisi od téch,
u kterych 1écba zabira? A jak ptedpovédét selhani ¢i G¢innost 1éEby? Odpovédi snad
nalezneme s piichodem personalizované mediciny, ktera klade diraz na cilenou 1é¢bu pro
kazdého pacienta. Kromé ni je zapotiebi také novych prediktivnich néstroji, jez reflektuji
biologické vlastnosti nadoru a stav imunitniho systému nemocného.

Experimentalni ¢ast bakalafské prace se proto zabyva porovnanim mikroprostredi
HL u pacientt, u kterych doslo k remisi tohoto onemocnéni, a pacientd, u kterych v prabéhu
Sletého sledovani doslo k jeji recidivé. Konkrétné se tato prace zaméfuje na studium
odlisnosti v poctu a morfologii nadorovych bunék srovnavanych podskupin pacientii s HL
pomoci automatického obrazového analyza¢niho systému TissueFAXS. Dale byl
vyhodnocen pocet s lymfomem asociovanych makrofagti (LAM) a jejich pomér k HRS

buitkdm u podskupin pacientti dle vyvoje onemocnéni.



2. Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma Hodgkiniv lymfom Se zaméfenim na
roli mikroprostiedi v jeho patogenezi.

Zvladnuti metod: mikroskopovani a automaticka obrazova analyza tkani
pomoci technologie TissueFAXS.

Vyhodnoceni po¢tu Hodgkinovych a Reed-Sternbergovych bunék (HRS,
CD30+) a s lymfomem asociovanych makrofagia (LAM, CD68+) ve tkanich
odebranych pacientim s Hodgkinovym lymfomem a jejich porovnani
u podskupin pacienti dle vyvoje onemocnéni (remise vs. relabujici
onemocnéni).

Vyhodnoceni morfologie nadorovych bunék u podskupin HL pacienti dle

vyvoje onemocnéni (remise vs. relabujici onemocnéni).



3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1. Hodgkintv lymfom

Hodgkintiv lymfom (HL) je maligni lymfoproliferativni nddorové onemocnéni, pro
které je charakteristicka pfitomnost gigantickych jednojadernych Hodgkinovych
(viz Obrazek 1) a vicejadernych Reed-Sternbergovych bunék (HRS, viz Obrazek 2)
(Kiippers et al., 1995; Rengstl et al., 2014; Thomas et al., 2004). HRS burnky piedstavuji jen
maly zlomek nadorového infiltratu, jehoz mikroprostredi je z vétSinové Casti zastoupeno
lymfocyty, makrofagy, eozinofily, zirnymi, plazmatickymi a stromalnimi bunkami,
fibroblasty a dal$imi bunkami (Steidl et al., 2011). Jako prvni popsal toto onemocnéni
britsky patolog Thomas Hodgkin u pacientl se zvétSenymi uzlinami a slezinou (Hodgkin,
1832). Teprve az o vice nez 150 let pozdé€ji molekularni studie ukazaly, ze v 98 % jsou HRS
buniky odvozeny z klon perifernich B-lymfocytl vznikajicich maligni transformaci
zarode¢nych center a pouze ve 2 % se jedna o klony odvozené z T-lymfocytt (Matsuki
et al., 2015; Pileri et al., 2002; Kiippers et al., 1998).

Obrazek 1: Jednojaderné Hodgkinovy bunky (pfevzato z:
http://www.pathpedia.com/education/eatlas/histopathology

/lymph node/hodgkin lymphoma mixed cellularity subt
vpe.asbx. navstiveno dne 17. 6. 2016).
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Obrazek 2: Giganticka vicejaderna Reed-Sternbergova buiika (pfevzato z:
http://www.pathpedia.com/education/eatlas/histopathology/lymph node/
hodgkin lymphoma mixed cellularity subtype.aspx, navstiveno dne 17.
6. 2016).

3.1.1. Etiologie
I pfes nové poznatky v oblasti ptivodu HRS bungk ziistava etiologie HL zatim stale
neobjasnéna. HRS bunky pochézeji z pre-apoptotickych B-lymfocytli zarodecného centra
lymfatického folikulu, které nevytvareji B-bunécné receptory s dostateéné vysokou afinitou,
a i presto nepodléhaji apoptéze. Béhem normalni fyziologické imunitni reakce jsou
B-lymfocyty s nezadoucimi mutacemi (B-bunééné receptory s autoreaktivni nebo omezenou
afinitou) v€as a ucinné apoptoticky eliminovany prostfednictvim transmembranového
receptoru FAS/CD95 (Hudecek, 2006). Diavod této vyhody HRS bunék, jez apoptoze
unikaji, rovnéz neni znam. Thomas et al. (2004) vSak popsali mechanismy, u kterych se
predpoklada, Ze umoziiuji HRS bunkam preZzit a dokonce autonomné rist:
e Exprese apoptotickych inhibitorti prostiednictvim FAS/CD95 (c-FLIP) HRS
bunck
e Aberantni exprese, parakrinni a autokrinni aktivace receptord tyrozinkindz
HRS buikami
e Aktivace transkrip¢nich faktort STAT a AP1 a cyklinu D2
expresi proteini LMP1 a LMP2 zpiisobenou infekci virem Epstein-Barrové

(EBV)
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HRS bunky se vyznacuji také snizenim hladiny mRNA pro znaky B-linie v¢etné
imunoglobulinti. Toto sniZzeni hladiny mRNA zapficiniuje nedostatek transkripéniho faktoru
Oct2 a jeho koaktivatoru BOB.1, coz vede K inaktivaci imunoglobulinového promotoru.
HRS bunky zvySenou tvorbou cytokinu (napt. IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10 a IL-13)
a jejich receptort zptisobuji tzv. B-symptomy projevujici se v klinickém obraze (viz kapitola
3.1.3. Klinicky obraz) a zaroven urcuji charakter celularniho nadorového infiltratu (Stein
etal., 2001).

V diskusich o etiologii HL hraje velmi vyznamnou roli souvislost s EBV, coz je
lidsky herpesvirus infikujici B-lymfocyty, T-lymfocyty a epitelialni bunky (Kippers et al.,
1998). Plati, ze infekce EBV zvySuje onkogenezi HL (Stein et al., 2001). EBV je pfitomny
v maligni bunice ve 30-50% piipadt v zavislosti na podtypu HL, a také epidemiologickych
faktorech, jako jsou geografie, etnikum a v¢k (Jarret et al., 1996; Greaves et al., 2013,
Thomas et al., 2004). Naptiklad v Peru a Hondurasu se vyskyt HRS bunék pozitivnich na
EBV pohybuje mezi 96-100 % (Kiippers et al., 1998). Bylo prokazano, Ze osoby, jez
v prib¢hu Zzivota prodélaly infekéni mononukledzu, podléhaji az 3x vétSimu riziku
onemocnéni HL. Na zakladé¢ imunohistochemickych dat a profilovani genové exprese
vyplyva, ze EBV muze vyrazn€ ovlivnit mikroprostiedi, coz v kone¢ném dusledku mize
vést az k vyvolani relapsu zptisobeného residualnimi nddorovymi bunikami ptivodnich HRS
klont (Hudecek 2006; Greaves et al., 2013; Kiippers et al., 1998).

V etiologii HL méa zfejmé svij vyznam také genetika. Byl pozorovan ¢astéjsi vyskyt
onemocnéni u pfibuznych v rodinach pacientt s HL nez ve zbylé populaci (Mauch et al.,
1999). Pro HL je charakteristickd chromozomova nestabilita S aneuploidii a pfitomnost
nespecifickych chromozémovych aberaci (napf. 2p25-16, 9p24, 12g23-24). Dnes se
molekularni a cytogenetickd vySetfeni provadi jen v rdmci studii za ucelem pochopeni
mechanismu vedoucich ke vzniku HL (http://www.hodgkin.cz/diagnostika/, navstiveno dne
17. 6. 2016, Stein et al., 2001).

3.1.2. Incidence
HL je jeden z nejcastéjsich malignich lymfomu vyskytujicich se v zapadnim svéte.
Predstavuje vice nez 11 % vSech lymfomu, pfi¢emz incidence stale roste (Touati et al.,
2014). Ta se v centralni Evrop¢€ a Severni Americe (obecné v ekonomicky vyspélych zemi)
pohybuje okolo 2-3 pfipadi na 100 000 obyvatel s vy$Sim zastoupenim muzd nez Zzen
(Markova, 2011). HL vykazuje typickou bimodalni vékovou incidenci s maximalnim

vyskytem okolo 30. roku zivota (viz Graf 1). Druhy vrchol tvofi nemocni ve véku 60-70 let
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(Markova, 2011; Pileri et al., 2002). Dalsi rozdily v incidenci byly popsany i v ramci rasy,

etnika a komunity na rtizné socioekonomické urovni (Glaser et al., 2011).
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Graf 1: Bimodalni v€kova incidence Hodgkinova lymfomu na 100 000 obyvatel (ptevzato
Z Indrak et al., 2006)

3.1.3. Klinicky obraz

Nebolestivé zvétSeni lymfatickych uzlin byvé nejcastéji prvnim piiznakem HL, a to
predevs§im v nadklickové a kréni oblasti. Bézny je také vyskyt zvétSenych uzlin v hrudni
dusnost, drazdivy kaSel, bolest zad a patefe, syndrom horni duté zily).

Kromé lokélnich pfiznakil jsou pfitomné pifiznaky systémové, kterym se b&zné
v praxi fika B-symptomy, a jsou to ptredevsim teploty nad 38°C zpravidla doprovazeny
zimnici, no¢nim pocenim a vahovym ubytkem. Teploty byvaji Casto nevysvétlitelné a mohou
mit cyklicky charakter trvajici 1-2 tydny (horecka Pel-Ebsteinova typu). Charakteristickou
soucasti klinického obrazu je celkova inava a slabost.

Za mén¢ Casté az raritni piiznaky HL byvaji povazovany svédéni kaze (zhruba
20 % ptipadt) a bolest v okoli postizenych lymfatickych uzlin po konzumaci alkoholu. Ta
byva malo Casta, ale pro HL typicka (Ballova, 2008; Indrak et al., 2006).

3.1.4. Patologie
HL patii do skupiny onemocnéni, kterd se vyznacuji svou heterogenitou. Na zakladé¢

odlisnych morfologickych variant a klinického obrazu potvrdila Svétova zdravotnicka



organizace (WHO) roku 1994 rozdéleni HL do dvou velkych skupin (Matsuki et al., 2015;
Pileri et al., 2002):

e Nodularni HL s lymfocytarni predominanci (NLPHL)

e Klasicky HL (CHL)

3.1.4.1. Nodularni HL s lymfocytarni predominanci (NLPHL)

NLPHL, taktéz oznaCovan jako nodularni paragranulom, je v zapadnich zemich
vzéacny typ HL (pouze 5 % vSech ptipadi), ktery se od CHL lisi pfedev§im svymi bunéénymi
povrchovymi antigeny, biologickym chovanim a celkovou 1é¢ebnou strategii (Matsuki et al.,
2015). NLPHL postihuje zejména periferni lymfatické uzliny muzt ve véku okolo 35 let
(Hudecek, 2006; Yung et al., 2003). Ve srovnani s CHL je NLPHL asociovan s méné
agresivnim nadorovym riistem a lymfadenopatii, ov§em se sklony k relapstim.

Histologicky se NLPHL muze projevit dvéma riznymi morfologickymi podtypy:
nodularnim a difuznim.

Nodularni podtyp je charakterizovan piitomnosti atypickych lymfocytarnich
a histiocytarnich (L&H, viz Obrazek 3), nebo také tzv. popcorn bunék, které jsou soucasti
bunééného pozadi tvofeného predevs§im malymi B-lymfocyty a jinymi reaktivnimi buiikami.
L&H bunky obvykle exprimuji B-lymfocytarni marker (znak) CD20 a postradaji expresi
markeru CD15 a CD30, jez jsou charakteristické pro CHL (Nogova et al., 2008).

RS AT - i Tea%y T &
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Obrazek 3: Atypické lymfocytdrni a histiocytarni (tzv. popcorn) buﬁky‘

vV nodularnim Hodgkinové lymfomu s lymfocytarni predominanci (pfevzato

Zz http://www.ascopost.com/issues/december-15-2011/how-should-we-treat-

nodular-lymphocyte-predominant-hodgkin-lymphoma.aspx, navstiveno dne
18. 6. 2016)
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V difuznim podtypu NLPHL jsou L&H bunky rozptyleny na bunééném pozadi
skladajicim se hlavné z reaktivnich T-lymfocyti. Nicméné stale neni jasné, zda difuzni
podtyp NLPHL muzZe byt chapan jako samostatny podtyp. Podle sou¢asné definice WHO je
K urCeni diagnézy NLPHL nutna alespon ¢aste¢na piitomnost nodularniho vzoru (Jaffe
etal., 2001).

3.1.4.2. Klasicky HL. (CHL)
CHL je nej¢astéjsim typem HL (tvoii pfiblizné€ 95 % vSech ptipadi) a délime ho dale
do ¢tyf podtypi (Stein et al., 1999):
e Nodularni skler6za (NSCHL)
e SmiSend bunécnost (MCCHL)
e Klasicky HL bohaty na lymfocyty (LRCHL)
e Lymfocytarni deplece (LDCHL)

Nejcastéjsim CHL podtypem je NSCHL (70 % ptipadi) nasledovany MCCHL
(20-25 % piipadt), LRCHL (5 % piipadt) a podtypem LDCHL, ktery se vyskytuje v méné
nez 1 % piipadi. Tyto podtypy se lisi v klinickych, morfologickych, fenotypovych
a genotypovych vlastnostech, zejména pak v jejich modelu rustu, pfitomnosti fibrozy
a sloZzenim bunétného pozadi. Imunofenotypové jsou vSak vSechny nadorové bunky
konzistentni (Matsuki et al., 2015). Pravé HRS bunky (viz Obrazek 1 a 2) jsou pro CHL
naprosto typické a jejich imunohistochemicka pozitivita na markery CD15 a CD30 je nutna
pro potvrzeni diagnézy HL (Diefenbach et al., 2013). Daji se snadno detekovat a jejich pocet
je ptipad od piipadu odlisny (Pileri et al., 2002).

3.1.5. Klinicka stadia a prognostické faktory

Od roku 1989 se v klinické praxi stadia onemocnéni stanovuji Cotswoldskou
modifikaci Ann Arbor klasifikace pochazejici z roku 1971 (viz Tabulka 1; Lister et al.,
1989).

Britska skupina The British National Lymphoma Investigation (BNLI) v roce 1985
publikovala prognosticky index HL na zakladé analyzy vice nez 2000 pacienti (Haybittle
et al., 1985). Tento index byl vSak velmi slozity a odbornou vefejnosti nebyl prili§ pfijat,
nicméné ujal se princip stanoveni 1é€by zalozeny na rizikovych faktorech. I diky tomu velké
pracovni skupiny European Organisation for the Research and Treatment of Cancer
(EORTC) a German Hodgkin’s Study Group (GHSG) ur¢ily n€kolik vlastnosti indikujicich
horsi prognozu v ranych stadiich I a II HL a pouzily je pro stratifikaci 1écby (viz Tabulka 2;



Kral, 2014; Yung et al., 2003). Ovsem ani dnes stale neexistuji standardizované prognostické

modely a jednotné definice rizikovych skupin (Neste et al., 2013).

Hasenclever (1998) ve své studii na zakladé analyz 5141 pacientii 1éCenych

chemoterapeutiky vyvinul mezinarodni prognostické skore (IPS) pro pacienty v pokroc¢ilém

stadiu onemocnéni, téZ nazyvané Hasenclevertv index. Identifikoval 7 prognostickych

faktorti, pficemz pfitomnost kazdého z nich zhorSuje prognézu o 7-8 % pfi pétiletém

pozorovani (viz Tabulka 3).

Tabulka 1: Zakladni klasifikace stadii Hodgkinova lymfomu z Ann Arbor

(upraveno z Indrak et al., 2006)

ANN ARBOR KLASIFIKACE

STADIUM (1971) COTSWOLDS KLASIFIKACE (1988)
postiZeni jednoho okrsku uzlin nebo
I lokalizované postizeni jednoho stejna kritéria
extralymfatického™ organu
postizeni dvou nebo vice okrskii uzlin
na stejné strané branice nebo stejna kritéria, prava a leva plicni branka
T lokalizované postizeni a mezihrudi jsou hodnoceny jako samostatné
extralymfatického organu a jednoho okrsky uzlin, pozadavek zaznamu poctu
nebo vice okrski uzlin na stejné postizenych okrsk
strané branice
o . —_ . iferencuje: 1111 - izeni j ich uzlin
posizeni okrski bymfaickseh walin | /A, PR R
na obou stranach branice, hodnoceni y e p
i - . ) . sleziny)
zahrnuje i slezinu nebo lokalizované Y s
o C . 1112 - postiZeni paraaortalnich
postizeni extralymfatického organu e, .
a pobftisnicovych uzlin
diseminované postiZeni jednoho nebo
IV vice extralymfatickych organti ¢i stejné kritéria

tkani, mohou nebo nemusi byt
postizeny uzliny

Poznamka: *Jako extralymfaticky orgén je povaZovana napft. kostni dien, kosti, plice atd.




Tabulka 2: Prognostické faktory pro pacienty v ranych stadiich | a Il
(upraveno dle Fermé, 2003)

EORTC - European Organization for | GHSG - German Hodgkin's Study

Research and Treatment of Cancer Group
Velkéd masa v mezihrudi (>1/3 Velkd masa v mezihrudi (>1/3
maximalniho priméru hrudniku) maximalniho priméru hrudniku)

Extranodalni postizeni (postiZzeni
extralymfatické tkan¢ zpisobené

Veék > 50 let v oo
pfimym proristanim nadoru
z postizené uzliny)
Sedimentace erytrocytii > 50 bez Sedimentace erytrocytii > 50 bez

B-symptomt nebo > 30 s B-symptomy | B-symptomt nebo > 30 s B-symptomy

> 4 postizené oblasti > 3 postizené oblasti

Tabulka 3: Prognostické faktory pro pacienty v pokro¢ilych stadiich III a IV, mezinarodni

prognostické skore (IPS, upraveno dle Hasenclever, 1998)

Vék > 45 let

Muzské pohlavi
Klinicke stadium IV IPS s nizkym rizikem (0-3 rizikové faktory)
- IPS s vysokym rizikem (> 4 rizikové
Anémie (Hb < 10,5 g/dl) faktory)

Albumin < 40 mg/l
Leukocytéza (> 15 000/mm?)

Lymfopenie (< 600/mm? nebo < 8 %
leukocyti)

3.1.6. Lécba a prognoza

Zaposlednich 40 let bylo dosaZzeno zna¢ného pokroku v oblasti péce o pacienty s HL.
Pokrok ptfedstavovala predevsim cilena radioterapie, efektivni chemoterapie, imunoterapie,
zptesnéni diagnostiky, podpirna 1é¢ba infekei a dalSich komplikaci. To vSe vedlo ke zvySeni
celkové kurability az na 80 % bez ohledu na klinicka stddia. Nicméné zbyvajicich 20 %
pacientd je refrakternich na 1é¢bu nebo se u nich diive ¢i pozd¢ji objevi recidiva nemoci.
| v tomto ptipadé vSak byva az polovina pacientti vylécena (Markova, 2013; Touati et al.,
2014). U pacientu s opakujicimi se relapsy je progndza velmi $patna a jejich 1é¢ba byva
metody, jez predstavuji pouziti biologické 1écby cilené pfimo na receptory nadorové bunky

pacienta. Hovoiime zde o ptichodu tzv. personalizované mediciny. V soucasné dob¢ dochazi
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k testovani nového slibného 1éku Brentuximab vedotinu konjugujiciho anti CD30 protilatku
a antimitoticky pusobici latku (Markova, 2013). Jakmile se protilatka s navazanym lékem
prichyti na cilovém bunécném povrchu, je do ni zac¢lenéna pomoci endocytozy. Uvniti buiikky
poté dochazi pomoci lysozomalni proteolyzy k uvolnéni 1é¢iva (Diefenbach et al., 2013).

Samotna primarni 1écba pacienti s HL dnes zahrnuje ptedevsim radioterapii,
protinadorovou chemoterapii a jejich kombinace (Zikavska et al., 2010). Celkové lé¢ebna
strategie zavisi na stadiu a pfitomnosti prognostickych (rizikovych) faktoru (viz kapitola
3.1.5. Klinicka stadia a prognostické faktory). V klinické praxi se vSeobecné akceptovanym
stalo rozdéleni nemocnych do tii terapeutickych skupin (viz Tabulka 4; Diehl, 2004). Zlaty
1é¢ebny standard pro rané a intermediarni stadium je kombinace chemoterapie s radioterapii
»involved field” 20 az 30 Gy. U pokrocilého stadia HL je nezbytna 1é¢ba chemoterapeutiky
s obsahem antracyklind (Diehl, 2003).

Tabulka 4: Terapeutické skupiny pacientd s HL z hlediska prognozy a 1é¢by
(upraveno dle Hudecek, 2006)

EORTC - European Organization
for Research and Treament of
Cancer

GHSG - German Hodgkin's Study

Stadium Group

Rané stadium
s ptiznivou
prognozou

Klinické stadium I-1I bez rizikovych
faktorti

Klinické stadium I-1I bez rizikovych
faktorii (nad brénici)

Rané stadium
s nepfiznivou

Klinické stadium I-II s poctem

Klinické stadium I, klinické stadium
IIA s poctem rizikovych faktorti > 1,
klinické stddium IIB se zvySenou
sedimentaci a/nebo > 3 postiZzenymi

¢ izikovych faktord > 1(nad branici ) ,
(inr?[z(;rgrllle(azi;):ni) rizikovych faktort > 1(nad brénici) oblastmi, ale bez velké masy
Vv mezihrudi a/nebo extranodalni
postiZzeni
Pokrogilé Klinické stadium IIB s velkou masou
stadium Klinické stadium II-1V Vv mezihrudi a/nebo extranodalnim

postizenim, klinické stadium III-1V

Radioterapie a chemoterapie vSak ssebou pfinaSeji nemala rizika v podobé

vedlejSich ucinkd a pozdnich nasledki 1écby (napi. kardiotoxicita, sekundarni neoplazie,
plicni toxicita, neplodnost, imunosuprese s infekénimi potiZzemi, poSkozeni meékkych tkani
a kosti a také neurologické komplikace). Bohuzel, efektivni 1é¢ba bez vedlejSich ucinka

zatim stale neexistuje (Zikavska et al., 2010).
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3.1.7. Role mikroprostiedi u CHL

S rostoucim porozuménim vzajemné zavislosti mezi zhoubnymi HRS bunkami
a jejich zanétlivym mikroprostiedim roste také snaha o identifikaci biomarkerti odpovédi na
1é¢bu, které mohou samoziejmé piiznivé ovlivnit klinickou praxi. Vyhodnoceni téchto
biomarkert a objeveni novych prediktorti 1écby mize mit obrovsky terapeuticky prospéch
(Diefenbach et al., 2013). Jak jiz bylo zminéno dfive (viz 3.1.4.2. Klasicky HL [CHL]), CHL
se vyznacuje pritomnosti typickych nadorovych HRS bun¢k, jez jsou obklopeny hustym
imunitnim mikroprosttedim nezbytnym pro jejich pireziti. O tom, ze HRS buiiky jsou zavislé
na signalech pfijatych z okoli, svéd¢i rizna pozorovani: je obtizné péstovat kultury HRS
bun¢k, HRS buiky nepfezivaji v imunodeficientnich mysich, ziidkakdy se nachazi
v periferni krvi, a i kdyZ metastazuji do nelymfoidnich orgdnt, vzdy se vyskytuji ve svém
typickém mikroprostedi. Neddvno bylo zjisténo, Ze komunikace mezi HRS buiikou a jejim
bezprostiednim okolim mutze probihat prostfednictvim extracelularnich vezikul (Hansen
et al., 2016). Nicméné tloha mikroprostiedi, zejména pak T- a B-lymfocyti, v iniciaci ¢i
omezovani nadorového ristu zistava neobjasnéna (Kuppers et al., 2008; Vardhana et al.,
2016).

Ptedpoklada se, ze T-lymfocyty potlacuji rozvoj a rist lymfomu; zvySeny vyskyt
lymfomt u pacientii dlouhodobé pobirajicich imunosupresiva pak podporuje tuto hypotézu
(Imai et al., 2000; Penn et al., 1973). T-lymfocyty, jez se v mikroprostfedi CHL akumuluji,
maji tendenci se diferencovat bud’ na Th2 buriky nebo na regula¢ni T-lymfocyty (Treg). HRS
bunky produkuji rizné Th2 a Treg chemoatraktanty (cytokiny), napiiklad CCL17/TARC,
CCL22, CCLS5, IL-4, IL-5, IL-10 a IL-13. Vyskyt téchto chemoatraktanti je spojovan
se snizenou odpovédi na 1éc¢bu. (Sauer et al., 2013). U efektorovych T-lymfocyta v CHL
existuje fenomén znamy jako T-bunééna tinava. Jedna se 0 chronickou neefektivni vazbu na
antigen, ktera je charakterizovana zvysenou expresi negativniho regula¢niho receptoru
PD-1 (bunény povrchovy receptor s primarni funkci omezit aktivaci T-lymfocyti), jehoz
exprese na T-lymfocytech je fizena ligandy PD-L1 a PD-L2 na HRS bunik4ch. Pfitomnost
PD-1+ T-lymfocytl (jak v mikroprostredi u CHL, tak v periferni krvi) je negativnim
prognostickym faktorem (Chemnitz et al., 2007).

Vliv nemalignich B-lymfocytt na mikroprostfedi u CHL zustava dosud neobjasnén.
IL-10 produkovany B-lymfocyty miiZe potlacit protinadorovou T-bunéénou odpovéd’, avsak

na druhé stran¢ jsou B-lymfocyty schopny také ucinné redukovat rist HRS bunék. Obecné
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je peritumordlni CD20+ B-bunééné pozadi asociovdno s piiznivymi vysledky 1écby
(Diefenbach et al., 2013; Steidl et al., 2010).

Velka pozornost se dnes vénuje piedevsim s lymfomem asociovanym makrofagim
(LAM, CD68+, viz Obrazek 4), jejichz ptitomnost V postizenych lymfatickych uzlinach ve
vysokém poctu koreluje s neptiznivym vysledkem 1é¢by u pacientd s HL bez ohledu na
klinicka stadia a histologické podtypy HL (Greaves et al., 2013; Kamper et al., 2011; Touati
et al., 2014). Existuje stale vice experimentalnich dikazi popisujicich, ze LAM podporuji
progresi nador stimulaci angiogeneze a migrace nadorovych bun€k a potlatenim
protinadorové imunity. LAM mohou totiz obejit kontrolni mechanizmy imunitniho systému
a ucinné tak negovat protinadorovou odpovéd’ (Kamper et al., 2011; Vardhana et al., 2016).
Ovsem principy téchto mechanismi a souvislosti mezi LAM a HRS bunkami a zptuisobem,

jakym ovliviwyji rezistenci k 1é¢b¢, zistavaji neobjasnéné (Touati et at., 2014).

T\

Obrazek 4: S lymfomem asociované makrofagy (hnédg¢). Sipkou jsou ozna¢eny Hodgkinovy
a Reed-Sternbergovy buiiky.
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4. Principy metod

4.1. Imunohistochemické metody
Imunohistochemie je specialni technika, ktera vyuziva detekce jednotlivych
antigennich determinant pomoci specifickych primarnich protilaitek na zaklad¢
imunologické vazby antigen-protilatka. V pfipadé¢ pozitivni reakce dochazi k jejimu
zvyraznéni v podob& barevného produktu. Tato metoda se pouzivd k diagnostickym
i prognostickym tc¢elim (Lukas et al., 1997).
Existuji 3 zakladni imunohistochemické metody (viz Obrazek 5):
e Pfima metoda
e Nepiima dvoustupiiova metoda
e Neptima trojstupnova metoda

o Trojstupnova metoda vyuzivajici (strept)avidin-biotin komplex

i Neprimé metoda
Pfima metoda = dvojstupriova metoda, zaloZzena na

= primarni protilatka znacena primo imunologické vazbé sekundarni znacené

protilatky na protilatku primami
Sekundami protilatka,
znatena fluorochromem ¢&i

Pfimé znaéeni primami enzymem

protilatky, napf. kovem ¢&i

fluoresceinem

Primarn| protilatka
Primarni protilatka

Rez Rez
Nepiima trojstupriova metoda Trojstupnova metoda vyuzivajici
[(strept)avidin biotin komplex (SABC)
@ifr peroxidasa
< 1l:eiotin
Eot o M Komplex peroxidasa-anti-peroxidasa +(""’"“""
SABC
Specifické neznatené sérum proti Biotinylovana protilatka = “mistek”
primarni profilatce = “mUstek” oo
Primarni protilatka Primarni protilatka
Rez Rez

Obrazek 5: Schémata imunohistochemickych metod (pfevzato
z https://www.lfp.cuni.cz/histologie/education/quides/ihc/node8.html,
navstiveno dne 22. 6. 2016)
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4.1.1. Prima metoda
Metoda, pfi které je primarni protilatka znacena piimo (napi. kovem, fluoresceinem
nebo enzymem). Jedna se o nejjednodussi metodu pro lokalizaci antigenniho determinantu

v tkani, a to zejména v nativnich fezech (Beranova et al., 2002; Gomolcak, 1997).

4.1.2, Neprima dvoustupiiova metoda
Pti pouziti této metody se v prvnim kroku aplikuje na fez tkdn€¢ neznacena primarni
protilatka proti specifické antigenni determinanté. V druhém kroku se pouziva proti primarni

protilatce sekundarni protilatka, ktera nese znacku v podob¢ fluorochromu nebo enzymu.

vvvvvv

Gomoléak, 1997).

4.1.3. Nepfima trojstupnova metoda

V prvnim kroku této metody dochazi k reakci priméarniho specifického antiséra
s prokazovanou antigenni determinantou. Druhy krok pfedstavuje aplikace neznacené
specifické protilatky proti imunoglobuliniim zvifete, jehoz protilatky se pouzivaji v prvnim
a tfetim kroku. Sekundarni protilatce se také fika protilatka spojovaci, protoZe tvoii mustek.
Ve tietim kroku se piidava znaCeny PAP komplex, tj. peroxidaza-anti-peroxidazovy
komplex (Beranova et al., 2002; Gomol¢ak, 1997).

4.1.3.1. Trojstupiiova metoda vyuZivajici (strept)avidin-biotin komplex

Tato metoda je principialné velmi podobna té piedchozi. Zde se ovSem sekundarni

protilatka znaci biotinem a poté dochazi k vazbé se (strept)avidin-biotinovym komplexem

znaCenym kienovou peroxiddzou. Tato metoda je ze vSech nejcitlivejsi, ale Casové

24

4.2. Imunohistochemické barveni tkanovych preparati
Pti pfipravé imunohistochemickych preparatii se zkoumand tkan ziskana biopsii
Vv prvé fadé odvodni za pomoci alkoholll se zvySujici se koncentraci a poté prosyti parafinem.
Nasledné dochazi k zaliti tkané do rozehratého parafinu v komiirce, ¢imz se tkan zpevni a je
mozné ji krajet na tenké fezy v mikrotomu (tloustka fezti byva zpravidla 5-10 um). V dalsi
fazi se fezy presunou na vodni hladinu, aby doslo k jejich napnuti, a nasledné na podlozni
sklicko, které vlozime do termostatu. V termostatu fezy zasychaji.

Z takto ptipraveného fezu je tieba odstranit parafin rozpusténim v Xylolu (Beranova
et al., 2002).
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DalSim protazenim preparati alkoholovou fadou, tentokradt se snizujici se
koncentraci, zajistime rehydrataci tkdn¢. Odparafinovani a rehydratace tkan¢ jsou nezbytné,
protoze inkubace tkané s protilatkou a dobarveni jader probihd ve vodnim prostiedi. V dalsi
fazi vyroby dochéazi k enzymatickému natravovani, ¢imz se revitalizuje piistupnost
tkanovych antigennich determinant pro dalsi reakce. Po oplachu preparati v destilované
vod¢ néasleduje blokovani endogenni peroxidazy ptfitomné v tkani za pouziti peroxidu
vodiku. K vizualizaci se pouziva peroxidaza, je nutné tedy vysytit endogenni peroxidazu
jejim substratem, aby se zabréanilo falesné pozitivité. DalSim krokem je nespecifické
vysyceni tkan¢ bilkovinami. Tento proces brani nebo minimalizuje vznik nespecifického
zbarveni pozadi. Preparat se poté inkubuje s primarni protilatkou. Koncentraci primarni
protilatky je nutné optimalizovat vhodnym fedénim. Po oplachu preparatu ptislusnym
pufrem dochdzi kjeho inkubaci se sekundarni znaCenou protildtkou, kterd slouzi
k vizualizaci. Pouzije se pfislusny substrat s chromogenem a dojde ke vzniku barevného
stabilniho produktu zobrazujiciho mista, kde prob¢hla specifickd imunohistochemicka
reakce. Vyroba preparatu pokrac¢uje dobarvenim bunéénych jader hematoxylinem. Preparat
se opét odvodni vzestupnou alkoholovou fadou, acetonem a xylenem a na zavér montuje
napt. do solakrylu, umélé pryskytice nebo kanadského balzdmu, ptikryje krycim sklickem
a necha zaschnout (Lukas et al., 1997).

4.3. Automaticky obrazovy analyzacni systém TissueFAXS

Automaticky obrazovy analyza¢ni systém TissueFAXS (TissueGnostics, Austria) se
skladd ze dvou softwarovych moduli TissueFAXS a HistoQuest. Jedna se o unikatni
analyticky nastroj kombinujici zakladni principy mikroskopovani s automatickym
skenovanim obrazkl ve fluorescenénim modu ¢i ve svétlém poli pii vysokém rozliseni (viz
Obrazek 6). TissueFAXS se vyuziva predevsim ke skenovani tkanovych ezl ziskanych
biopsii, buné¢nych preparata a kultur v imunohistochemii nebo histologii a je schopen
skenovat az 8 podloZnich skli¢ek v fad€. Vysledné skeny preparatii jsou pak pfipraveny pro
softwarovou analyzu pomoci HistoQuest.

HistoQuest je software, ktery slouzi pro cytometrickou analyzu tkanovych fezi. Ve
své podstaté vyuziva slozity patentovany algoritmus pro nuklearni segmentaci, a proto je
mozno jej vyuzivat pro pocitani pozitivnich a negativnich bunék a pro standardizaci
tkdnovych analyz pii imunohistochemickém a imunofluorescencnim barveni. Analyza
barveni mtize byt zamétena na oblast jadra i na oblast cytoplazmy. Vysledkem analyzy jsou

numerické hodnoty, které mohou byt vizualizovany pomoci scattergramii a histogramu, se
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Kterymi Ize nadale pracovat a statisticky je vyhodnocovat
(http://www.bga.su/info/TissueFAXS.pdf, navstiveno 23. 6. 2016).

Obrazek 6: Automaticky skenovaci mikroskop TissueFAXS
(TissueGnostics, Austria)
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5. Material a metodika

5.1. Material a vybaveni

¢ Biologicky material:

Podlozni sklicka s tkdniovymi fezy lymfatickych uzlin pacientii s Hodgkinovym lymfomem.

e Mikroskopovani:

Automaticky skenovaci mikroskop TissueFAXS (TissueGnostics, Austria).

e Analyza:
Specialni software HistoQuest (TissueGnostics, Austria) pro analyzu tkani nadstandardnich

rozmeéru a rozsahu.

5.2. Schéma postupu prace

Biopsie
Parafinace Imunohistochemické Sken tkani do PC analyza
lymfatické
) tkani barveni PC tkani
uzliny

Skli¢ka s tkaflovymi fezy byla barvena na Ustavu klinické a molekularni patologie
Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a slouzila k rutinni diagnostice. V nasi
studii jsme vyuZili tyto tkanové preparaty k analyze poctii a morfologie buné€k u podskupin

pacientdi s HL dle vyvoje onemocnéni.

5.3. Soubor pacientu
Do nasi studie bylo zafazeno celkem 69 pacientd (viz Tabulka 5). Ti byli rozdéleni
do 3 skupin: Dg0, Dgl a R. Skupina DgO0 jsou pacienti, jejichz vzorky tkani lymfatickych
uzlin pochazeji z doby diagnozy a doslo u nich k remisi onemocnéni. Dgl jsou pacienti,
jejichz vzorky jsou z doby diagnozy, ale v dobé sledovani (5 let) doslo k relapsu
onemocnéni. Skupina R jsou pacienti, jejichz vzorky pochazeji z doby relapsu. Vsechny
vzorky byly zkoumany retrospektivné.

Tabulka 5: Soubor pacientti

Dg0 Dgl R Celkem
Celkem pacienti 37 19 13 69
MuZzi/Zeny 17/20 6/13 8/5 31/38
Median véku pri ) i i
diagnéze (min-max) 35 (17-93) 25 (20-72) 29 (19-61)
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5.4. Popis tkanovych preparati

Preparaty byly poskytnuty z Ustavu klinické a molekularni patologie Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, kde byly provedeny parafinace tkani, jejich fezy,
pfenos na podlozni sklicko a nasledné imunohistochemické barveni. U kazdého pacienta
jsme méli k dispozici preparaty pozitivni na znak CD30 pro identifikaci HRS bun¢k a znak
CD68 pro rozeznani makrofagii. U obou znakii byla pro vizualizaci pouzita sekundarni
protilatka konjugovana enzymem kienovou peroxidazou (HRP). Jako substrat byl pouzit
3¢, 3°- diaminobenzidin tetrahydrochlorid. V dasledku navazani substratu na HRP doslo
k hnédému zbarveni bun€k pozitivnich na hledané znaky. Dale byly u kazdého pacienta
k dispozici také fezy nabarveny hematoxylinem.

Tloustka preparat byla pfiblizné¢ 5 pm pro snadnou detekci jedné vrstvy bunék.
Analyzovana plocha histologickych fezti se pohybovala od 1,2 mm? do 56,7 mm?. Primérna
plocha tkani byla 26,3 (+ 2,1) mm? (viz Tabulka 6).

5.5. Automaticky analyzaéni systém TissueFAXS

Po vlozeni podloznich skli¢ek s preparaty do mikroskopu probé&hla automaticka
kalibrace systému TissueFAXS. Nasledné byl proveden vybér kamery pro mikroskopovani
ve svétlém poli, vybér vhodného objektivu pro vytvareni ndhledi zkoumanych tkani
a nakonec vybér vhodného objektivu pro skenovani tkani do PC v maximalnim rozliseni.

Po dokonceni nastaveni mikroskop zobrazil ndhledy jednotlivych preparatd,
u kterych byly manualné vybrany zajmové oblasti (ROI — Region Of Interest), jez byly
urceny ke skenovani. Po nasledném nastaveni optimalni saturace svétla byly preparaty
skenovany do PC pifi maximalnim rozliSeni (viz Obrazek 7).

Po naskenovani preparatlh pomoci TissueFAXS do PC byl prvnim krokem analyzy
vybér ROI ur¢enych Kk vyhodnocovani. Artefakty ¢i jiné oblasti nevhodné pro analyzu
(potrhana tkan, fibroticka tkan a necistoty) byly vyfazeny. U nékolika vybranych ROI pak
byly nastaveny parametry vlastni analyzy (viz Obrazek 8), a to vybér barevného odstinu
studovaného markeru, ur¢eni velikosti jadra a diskriminované oblasti a nastaveni bunééného
pozadi. Nasledné doslo k samotné analyze tkani, jejimz vysledkem byla numericka hodnota,

udavajici pocet bunck pozitivnich na sledovany marker.
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Obrazek 7: Snimek fezu lymfatické uzliny pacienta s HL udavajici pocet
bunék pozitivnich na sledovany marker.

Obrazek 8: Snimek fezu lymfatické uzliny pacienta s HL. Cerveng
ohranic¢ena oblast ROI 02 ptedstavuje oblast ur¢enou k analyze. Tmave Sedé oblasti znaci
tkan, jez byla vyfazena z analyzy. Oblasti ROI 03, 04 a 05 znaci mista, na kterych bylo
provedeno nastaveni parametrd analyzy.
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5.6. Statistické vyhodnoceni
Numerické hodnoty ziskané pii analyze tkanovych preparati byly nasledné
vyhodnoceny pomoci statistického softwaru GraphPad Prism 5.01. Ke srovnani po¢ti/typt
bunék u studovanych podskupin pacientd byl pouzit neparametricky Mann-Whitney U test,
hodnoty p < 0,05 byly povazovany za statisticky signifikantni.
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6. Vysledky

6.1. Vyhodnoceni po¢tu HRS bunék a LAM u pacienti s HL

U pacientil s HL byla provedena automaticka obrazova analyza pomoci softwaru
HistoQuest. Preparaty barvené hematoxylinem slouzily pro stanoveni celkového poctu
bunék u vSech podskupin pacient. Dale byly vyhodnoceny markery CD30 (marker HRS
buné¢k) a CD68 (marker LAM) a jejich vzajemny pomér. Zjisténé pocty bunck byly vztazeny
na analyzované plochy tkani, ¢imz byla ziskana hustota bunék v tkanovych preparatech (viz
Tabulka 6). V Tabulce 6 je také uvedeno procentualni zastoupeni HRS bun¢k a LAM
v lymfatickych tkanich.

Tabulka 6: Vyhodnoceni po¢tu HRS a LAM bungk u jednotlivych skupin

pacientti s HL

Dg0 Dg1l R
Primérna
analyzovana plocha | 255 (=7,00mm? | 31,8 (x5,6)mm? | 21,7 (+5,7) mm?
(£SD)

Priumérny pocet

viech bunék (+SD) 446 601 (+ 304 891) | 489 339 (+ 240 284) | 322 364 (+ 212 106)

Pramérna hustota
bunék na 1 mm? 17 305 (+ 6 644) 15132 (+ 6 355) 14 832 (+ 4 936)
(£SD)

Procentualni
zastoupeni CD30+ 1,7 (+0,8) % 1,1(x0,3)% 1,8 (+0,8) %
HRS bunék (£SD)

Procentualni
zastoupeni CD68+ 9,2(£3,0)% 9,3(£1,8) % 9,9 (£2,6)%
LAM (£SD)

Poznamka: SD — smérodatna odchylka.

6.1.1. Vyhodnoceni hustoty HRS bunék
Na zéklad¢ poctu HRS bunék (CD30+) a analyzované plochy tkani byla spocitdna
hustota HRS bun¢k v tkanich. U Dg0 podskupiny pacienti s HL bylo pozorovano
signifikantn¢ vétsi zastoupeni CD30+ HRS bunék, nez u Dgl podskupiny pacientd
(p=0,0330; viz Graf 2). Pfi porovnani hustoty HRS bunék u ostatnich podskupin pacientl

nebyl pozorovan rozdil (viz Graf 2).
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Graf 2: Hustota HRS bunék u jednotlivych skupin pacientii s HL

6.1.2. Vyhodnoceni hustoty LAM a jejich poméru k HRS buiikam

Na zakladé¢ poctu LAM (CD68+) v tkdnich a analyzované plochy tkdni byla
spocitana hustota LAM u podskupin pacientti s HL. Rovnéz byl u pacienti s HL vyhodnocen
pomér LAM a HRS bun¢k.

Pti porovnani podskupin pacientli s HL nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil
v zastoupeni LAM mezi pacienty s remisi a relapsem (Dg0 vs. Dgl: p=0,7002; viz Graf 3).
RovnéZ pomér LAM/HRS se nelisil mezi pacienty s remisi a relapsem (Dg0 vs. Dgl:
p=0,1306; viz Graf 4). Piestoze pacienti v podskupiné¢ Dg0 vykazovali mensi pomér

LAM/HRS, rozdil nebyl signifikantni (viz Graf 4).
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Graf 3: Hustota LAM u jednotlivych skupin pacientt s HL
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Graf 4: Pomér LAM/HRS bunék u jednotlivych skupin pacientti s HL

6.2. Vyhodnoceni morfologie HRS bunék
Vedle hustoty HRS bunék a jejich poméru s LAM byla hodnocena také morfologie
HRS buné¢k. Bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni jednojadernych HRS bunék a také
distribuce velikosti HRS bunék u podskupin pacienti s HL.
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6.2.1. Vyhodnoceni poc¢tu a tvaru jader HRS bunék

U preparati barvenych na znak CD30 jsme pozorovali odlisné typy bunék (podle

tvaru a poctu jader): buiiky s 1 jadrem, buiiky se 2 jadry (tzv. sovi oci), bunky
s ledvinovitymi ,.kidney* jadry a vicejaderné HRS bunky (viz Obrazek 9).

N R

-\

Obrazek 9: Morfologické typy HRS bunék. 1. Jednojaderna Hodgkinova
burtika, 2. Dvoujaderna Reed-Sternbergova buiika (sovi o¢i), 3. HRS buiika s jadrem
ledvinovitého tvaru (kidney), 4. Vicejaderna HRS buiika

Pii porovnani jednotlivych typi HRS bunék u podskupin HL pacienti byla
pozorovana vyssi hustota jednojadernych HRS bunék u pacienti s remisi nez u pacienti
s relapsem (Dg0 vs. Dgl: p=0,0047; viz Graf 5). Pfi porovnani ostatnich podskupin pacienti
nebyl pozorovan rozdil v hustoté jednojadernych HRS buné¢k (viz Graf 5). Pii porovnéani
hustoty dvou a vicejadernych HRS bun¢k u studovanych podskupin HL pacientti nebyl

pozorovan signifikantni rozdil (viz Graf 6).
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Graf 5: Hustota jednojadernych HRS bung¢k u jednotlivych skupin
pacientti s HL
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Graf 6: Hustota dvou a vicejadernych HRS bunék u jednotlivych skupin
pacientii s HL
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Dale bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni jednojadernych HRS bunék
Vv jednotlivych podskupinach pacientti s HL. Vys$si procentudlni zastoupeni jednojadernych
HRS bunék bylo pozorovano u Dg0 pacientli v porovnani s R podskupinou pacientl
(p=0,0003; viz Graf 7). Pfi porovnani Dgl a R podskupin pacienti jsme pozorovali vyssi

procentudlni zastoupeni u Dgl pacienttl (p=0,0274; viz Graf 7).
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Graf 7: Procentualni zastoupeni jednojadernych HRS bunék
Vv jednotlivych skupinach pacienti s HL

6.2.2. Vyhodnoceni distribuce velikosti HRS bunék
Bylo také provedeno vyhodnoceni distribuce velikosti bunék, jak je znazornéno
u dvou reprezentativnich pacientti z podskupin Dg0 a Dgl (viz Graf 8 a 9). U podskupiny
Dg0 byl prokazan castéjsi vyskyt mensSich jednojadernych HRS buné¢k nez u Dgl
podskupiny pacientt, u kterych se Castéji vyskytovaly vétsi HRS bunky zpravidla s vice
jadry (viz Graf 8 a 9).
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Graf 8: Distribuce velikosti HRS bunék u pacienta skupiny Dg0
vyhodnocena pomoci softwaru Kernel. Na ose x je zndzornéna velikost HRS
bunék v mm2. Na ose y je znazornéna &etnost vyskytu HRS bungk.
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Graf 9: Distribuce velikosti HRS bunék u pacienta skupiny Dgl
vyhodnocena pomoci softwaru Kernel. Na ose x je znazornéna velikost HRS
bunék v mm?. Na ose y je zndzornéna &etnost vyskytu HRS bungk.
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7. Diskuse

Hodgkintiv lymfom (HL) je lymfoproliferativni maligni onemocnéni vyznacujici se
proliferaci CD15+ a CD30+ B-lymfocytt u podtypu CHL a CD20+ B-lymfocyti u NLPHL
podtypu této nemoci. Pro HL je charakteristicky také vyskyt gigantickych nddorovych HRS
bunék (Diefenbach et at., 2013; Rengstl et al., 2014). V soucasné dob¢ neexistuji spolehlivé
prognostické markery, které by umély urcit skupinu rizikovych nemocnych s velkou
pravdépodobnosti relapsu. U téchto rizikovych pacientli by se pak nabizela 1é¢ba novymi
léky typu Brentuximabu vedotinu (Diefenbach et al., 2013), ktery se specificky vaze na
protein CD30, jez je vysoce exprimovan na povrchu HRS bunék.

Cilem této bakalarské prace bylo vyhodnoceni poctu HRS bunék (CD30+)
a s lymfomem asociovanych makrofagi (LAM, CD68+) u biopsii lymfatickych uzlin
odebranych pacientiim s HL, ktefi byli dale rozfazeni do podskupin dle vyvoje onemocnéni.
Zaméfili jsme se na studium odliSnosti v po¢tu a morfologii nadorovych HRS bun¢k v ramci
srovnavanych podskupin pacienti s HL pomoci automatického obrazového analyzac¢niho
systému TissueFAXS a na studium poc¢tu LAM a jejich pomér k HRS buitkdm u podskupin
pacientl dle vyvoje onemocnéni.

Ve srovnani s popsanymi studiemi na§ pfistup umoziiuje analyzu velkych oblasti
bioptovaného materialu. Do této doby byly u podobnych typl praci analyzovany pouze
2-3 vysede o velikosti 1 mm? (Greaves et al., 2013; Kamper et al., 2011). U pacientii s HL
se v8ak setkavame s velkou heterogenitou vyskytu HRS bunék v bioptovanych tkanich.
Proto analyzy malych oblasti mohou vést k podhodnoceni ptip. nadhodnoceni vyskytu HRS
bunék 1 dalSich bun¢k mikroprostiedi. V nasi praci byl pouZit automaticky analyzaéni systém
TissueFAXS, ktery je schopen analyzovat tkdn¢ nadstandardnich rozméra. Primérné nami
hodnocené velikosti ploch se pohybovaly od 21,7 mm? do 31,8 mm?.

Prvnim zkoumanym parametrem bylo zastoupeni HRS bunc¢k v tkdnich lymfatickych
uzlin u pacientit s HL. Signifikantné vétsi hustota téchto nddorovych bunék v tkanich byla
prokdzana u podskupiny pacientli, u nichz doSlo k remisi onemocnéni, v porovnani
s pacienty, u kterych doslo v dob¢ sledovani k relapsu onemocnéni. Dle nasich znalosti nebyl
tento parametr zatim u tkani pacienti s HL studovan. Pro diagnostické ucely staci
identifikovat nékolik HRS buné¢k v lymfatickych uzlinach pacientl. V piedkladané praci se
nam podatilo kvantifikovat po¢ty HRS bun¢k na studovanych tkdnich a odhalit rozdily

v zastoupeni HRS bunck mezi pacienty s remisi a relapsem onemocnéni.
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DalSim zkoumanym parametrem byla hustota vyskytu bun€k mikroprostredi,
konkrétné makrofagli asociovanych s lymfomem (LAM) a jejich pomér k HRS bunkam.
Existuji studie popisujici vztah mezi nepiiznivym vysledkem 1é¢by a vysokym poctem
CD68+ LAM (Greaves et al., 2013; Kamper et al., 2011). Tuto hypotézu potvrzuje i Touati
ve své studii z roku 2014. Do ni bylo zatazeno 158 pacientli s HL rozdé€lenych do dvou
skupin: skupina s nizkym poctem CD68+ LAM (121 pacient() a skupina s vysokym poctem
CD68+ LAM (37 pacienttr). Celkové preziti béhem sledované doby (5 let) bylo vyznamné
vyssi u skupiny s nizkym poctem LAM (88,4 % vs. 62,3 %, p=0,015). V nasi studii jsme
vSak nepozorovali rozdil v zastoupeni LAM ani v poméru LAM/HRS u studovanych
podskupin pacientt. Jednim z divoda dosazeni rozdilnych vysledkt mize byt praveé odlisna
velikost analyzované plochy tkani lymfatickych uzlin.

Dale jsme se zaméfili na studium morfologie nadorovych HRS bunék. Diky nami
pouzité vysoce inovativni technologie TissueFAXS bylo mozné sledovat nadorové buiky
ve vysokém rozliSeni a snadno tak rozpoznat jednotlivé morfologické typy bunck, hodnotit
pocet jader a méfit velikost HRS. V literatufe byly jiz roku 1988 popsany dva typy bunék
charakteristickych pro HL, tedy Hodgkinovy a Reed-Sternbergovy (HRS) burky.
OdliSovaly se napft. expresi proliferacniho markeru Ki-67 a samoziejmé po¢tem jader (Hsu
et al., 1988): Hodgkinovy bunky maji jedno jadro, Reed-Sternbergovy buiiky dvé a vice
jader (Kiippers et al., 1995; Rengstl et al., 2014; Thomas et al., 2004). Existoval ptedpoklad,
ze 1 ptivod téchto bungk je odlisny. Pivodni hypotéza o plivodu RS buné¢k piedpokladala, Ze
vznikaji fuzi dvou a vice Hodgkinovych bunék. Toto vSak bylo vyvraceno naptiklad v praci
z roku 2001, v niz Re et. al. popsal, ze velké vicejaderné RS bunky nevznikaji fuzi, nybrz
endomitoticky z B-lymfocytti. Tuto hypotézu potvrzuji také dalsi studie (Matsuki et al.,
2015; Pileri et al., 2002; Rengstl et al., 2014). AvSak byly popséany i vzacné ptipady, kdy RS
bunky vznikly z T-lymfocyti (Kuppers, 2002).

V rédmci nasi studie jsme pozorovali n¢kolik riznych typtt HRS bunék (podle tvaru
a poctu jader): jednojaderné, dvoujaderné (sovi oc€i), bunky s ledvinovitymi ,,kidney* jadry
a vicejaderné HRS bunky. Prokazali jsme vyssi hustotu jednojadernych HRS bunék
Vv tkénich pacientt, u kterych doslo k remisi onemocnéni, v porovnani s pacienty, u kterych
v pribé¢hu sledovani doslo k relapsu. NaSe studie tak poukazuje na souvislost hustoty
jednojadernych HRS bunék u pacientti s remisi s moznou dobrou prognézou onemocnéni.

Dale byla hodnocena také velikost HRS bunék. V literatute se velikost HRS bun¢k
pohybuje okolo 50 pm diametralné (Amini, 2002; Kuppers et al, 2005). Velikost nami
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méfenych HRS bunék byla u pacientl, u kterych doslo k remisi onemocnéni, v podstaté
shodna s literaturou, ovSem u relabujicich pacientl jsme pozorovali Castéjsi vyskyt vétSich
HRS bungk, jejichz prumér byl ve vyjimecnych piipadech i mnohonasobné vétsi. V souladu
s tim byl pfi vyhodnoceni distribuce velikosti bun€k prokazan cCastéjsi vyskyt mensSich
jednojadernych HRS buné¢k u pacientll s remisi v porovnani s pacienty, u kterych doslo
K relapsu onemocnéni.

Velmi zajimava je také skupina pacienti, u nichz jsme méli k dispozici vzorky z doby
relapsu. U téchto pacientli jsme nalezli vétsi HRS bunky s vice jadry. Ac¢koli je potfeba nase
nalezy potvrdit na vét§im souboru nemocnych, ukazuje se, ze pritomnost vétsich HRS bunék
S vice jadry je negativnim prognostickym markerem HL onemocnéni.

Pouzitim automatického obrazového analyzacniho systém TissueFAXS jsme
pozorovali rozdily v zastoupeni HRS bunék 1 v poctu jejich jader a velikosti u studovanych
podskupin pacientii s HL. Nase nalezy poukazuji na vyuzitelnost automatické analyzy

velkych oblasti bioptované tkan¢€ pomoci systému TissueFAXS.
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8. Zavér

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovéana reserSe na téma Hodgkiniv
lymfom (HL) se zaméfenim na roli mikroprostedi v jeho patogenezi. Jak naznacuji posledni
vyzkumy, mikroprostiedi je nezbytné pro preziti nddorovych HRS buné¢k a jeho pochopeni
tedy miize mit vyrazny dopad do klinické praxe.

Experimentalni Cast prace byla zaméfena na analyzu tkani lymfatickych uzlin
u pacientti s (HL), u kterych doslo v dobé sledovani k remisi nebo relapsu onemocnéni.
U podskupiny pacienti, u kterych doslo k remisi, bylo pozorovano vétsi zastoupeni CD30+
HRS bunék nez u podskupin relabujicich pacienti. V rdmci studia mikroprostiedi bylo
studovano také zastoupeni Slymfomem asociovanych makrofagh (LAM) v okoli
nadorovych HRS bunék. Pfi porovnani poctu LAM a poméru LAM/HRS nebyl pozorovan
rozdil u studovanych podskupin HL pacientd.

V dalsi ¢asti prace jsme se zamé&fili na vyhodnoceni poctu jader a velikosti HRS
bun¢k. U pacientd, u kterych doslo k remisi onemocnéni, byla pozorovana vyssi hustota
jednojadernych HRS bunék ve srovnani s pacienty, u kterych doslo v dobé sledovani
k relapsu onemocnéni. Analyza distribuce velikosti HRS bunék u HL pacientt pak prokazala
Cast&jsi vyskyt menSich jednojadernych HRS bunék u pacientl s remisi, zatimco u pacientl
s relapsem bylo pozorovano vyssi zastoupeni vétSich vicejadernych HRS bunék.

NaSe studie prokazala rozdily v poctu 1 morfologii nddorovych HRS bunck
u podskupin pacientii s HL dle vyvoje onemocnéni. Piestoze je potieba nase vysledky
potvrdit na vétsich poctech pacientdl, ukazuje se, ze vyhodnoceni poctu jader a velikosti HRS
bunék by mohlo byt vhodnym prognostickym markerem u pacient s HL. Nase nalezy také
potvrzuji vyuZzitelnost automatické analyzy velkych oblasti bioptované tkané pomoci
systému TissueFAXS.

Vysledky ziskané v nasi studii byly prezentovany na mezinarodni konferenci
»21st Congress of the European Hematology Association® pofadané v Cervnu 2016
v Dansku, a také na XXX. Olomouckych hematologickych dnech, probihajicich v kvétnu
2016 v Olomouci.
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10. Seznam pouzitych zkratek

AP1 — Aktivator protein 1

BNLI — The British National Lymphoma
Investigation

CCL5 — Chemokine (C-C motif) ligand 5
CCL17/TARC — Chemokine (C-C motif)
ligand 17

CCL22 — Chemokine (C-C motif) ligand
22

CD15 — Cluster of differentiation 15
CD20 — Cluster of differentiation 20
CD30 — Cluster of differentiation 30
CD68 — Cluster of differentiation 68
c-FLIP — Cellular FLICE-like inhibitory
protein

EBV - Epstein-Barr virus

EORTC - European Organisation for the
Research and Treatment of Cancer
GHSG — German Hodgkin’s Study Group
HL — Hodgkintv lymfom

HRP — Kienova peroxidaza

HRS — Hodgkinova a Reed-Sternbergova
bunka

CHL — Klasicky Hodgkintiv lymfom
IL-2 — Interleukin 2

IL-4 — Interleukin 4

IL-5 — Interleukin 5

IL-6 — Interleukin 6

IL-7 — Interleukin 7

IL-9 — Interleukin 9

IL-10 — Interleukin 10

IL-13 — Interleukin 13

IPS — Mezinarodni prognostické skore
L&H — Lymfocytarni a histiocytarni
bunky

LAM - S lymfomem asociované
makrofagy

LDCHL — Lymfocytarni deplece

LMP1 — Latent membrane protein 1
LMP2 — Latent membrane protein 2
LRCHL — Klasicky Hodgkinv lymfom
bohaty na lymfocyty

MCCHL — SmiSena bunéc¢nost

NF-xB — Nuclear factor-kappa B
NLPHL — Nodularni Hodgkintiv lymfom
s lymfocytarni predominanci

NSCHL — Nodularni skler6za

Oct2 — Octamer transcription factor 2
PAP — Peroxidaza-anti-peroxidazovy
komplex

PC — Personal computer

PD-1 — Programmed cell death protein 1
PD-L1 — Programmed death-ligand 1
PD-L2 — Programmed death-ligand 2
ROI — Region of interest

SABC - Streptavidin-biotin complex
SD — Smérodatna odchylka

STAT — Signal transducer and activator
of transcription protein

Th2 — Helper T-lymphocyte 2

Treg — Regulaéni T-lymfocyt

WHO — World Health Organization



