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P r o hl áš e ní  

Pr o hl aš uji, ž e js e m z á v ěr e č n o u pr á ci z pr a c o v al a s a m ost at n ě a ž e js e m ř á d n ě u v e dl a a 
cit o v al a vš e c h n y p o u žit é pr a m e n y a lit er at ur u. S o u č as n ě pr o hl aš uji, ž e pr á c e n e b yl a 

v y u žit a k zís k á ní ji n é h o n e b o st ej n é h o tit ul u  

S o u hl así m s tr v al ý m ul o ž e ní m el e ktr o ni c k é v er z e m é pr á c e v d at a b á zi s yst é m u 
m e zi u ni v er zit ní h o pr oj e kt u T h es es. c z z a ú č el e m s o ust a v n é k o ntr ol y p o d o b n osti 
k v alifi k a č ní c h pr a cí.  

V  Pl z ni , 1 .3 .2 0 2 4            N at áli e Kl u bí č k o v á  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P o d ě k o v á ní  

D ě k uji z a v e d e ní a m o ž n ost pl o d n é s p ol u pr á c e  p r of. S k ál o vé , d o c. Mi c h alo vi  a pr of. 
Mi c h al o vi . Js e m v d ě č n á  t é ž s vý m př át el ů m a čl e n ů m r o di n y, kt eří m ě p o d p or o v ali b ě h e m 
st u di a. 

Tat o pr á c e j e v ě n o v á n a p a m át c e B e dři c h a  L o u k ot y . 



 
 

A bst r a k t 

 R o z v oj p o u žití m et o d m ol e k ul ár ní g e n eti k y při n esl v  p osl e d ní c h d es etil etí c h 
m o ž n ost př es n ěji kl asifi k o v at n á d or y hl a v y a kr k u, ř a d a n o v ý c h j e d n ot e k b yl a r e c e nt n ě 

d efi n o v á n a  mi m o ji n é m e zi n á d or y s ali v ár ní mi  a  m es e n c h y m ál ní mi či n á d or y si n o n as ál ní 
o bl asti. Z atí m c o v  n ě kt er ý c h pří p a d e c h n a p o m á h á př es n á kl asifi k a c e pr e di k ci pr ů b ě h u 
o n e m o c n ě ní a v ol b ě a d e k v át ní i nt e n zit y l é č b y, v  ji n ý c h pří p a d e c h s m ut a c e mi 
t ar g et o v at el n ý mi cíl e n o u t er a pií m ají v ýsl e d k y m ol e k ul ár ně -bi ol o gi c k ý c h m et o d pří m o u 
i m pli k a ci v t er a pii. Z ár o v e ň s e st á v ají d ost u p n ý mi n o v é i m u n o hist o c h e mi c k é m ar k er y, 
kt er é m o h o u v  n ě kt er ý c h pří p a d e c h č ást g e n eti c k é a n al ý z y s p ol e hli v ě n a hr a dit, c o ž 
s s e b o u při n áší e k o n o mi c k é v ý h o d y a kr atší d o b u p otř e b n o u k pr o v e d e ní bi o pti c k é h o 
v yš etř e ní.  

V  dis ert a č ní pr á ci j e s hr n ut a a k o m e nt o v á n a p u bli k a č ní či n n ost a ut or k y t ý k ají cí s e 
s ali v ár ní c h  a  si n o n as ál ní c h a m es e n c h y m ál ní c h n á d or ů, d ůr a z j e kl a d e n n a j eji c h 
m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k ý p o d kl a d a i m u n o hist o c h e mi c k é n ál e z y.  

V  o bl asti s ali v ár ní c h n á d or ů j e p oj e d n á n o o m o ž n ost e c h d et e k c e r e ar a n ž e g e n ů 
N R 4 A 3 a N R 4 A 2 v  a ci ni c k é m k ar ci n o m u, n ásl e d n ě j e dis k ut o v á n o g e n eti c k é p o z a dí 
s kl er ó z ují cí h o p ol y c ysti c k é h o a d e n o m u a j e h o i m pli k a c e v  m orf ol o gii a i m u n o pr ofil u 
j e d n otli v ý c h pří p a d ů. D ál e js o u u v e d e n y čt yři p u bli k a c e pr e z e nt ují cí pří p a d y 
si n o n as ál ní c h t u m or ů, o d v z á c n ý c h t y p ů si n o n as ál ní c h a d e n o k ar ci n o m ů s  f ú zí 
E T V 6:: N T R K 3 či d efi ci e n cí S M A R C B 1, př es r arit ní pří p a d bif e n ot y pi c k é h o 
si n o n as ál ní h o s ar k o m u tr a nsf or m ují cí h o d o hi g h -gr a d e r h a b d o m y os ar k o m u, p o s o u b or 

pří p a d ů n o v ě d efi n o v a n é h o a gr esi v ní h o s ar k o m u s  f ú zí E W S R 1:: P O U 2 A F 3 . N a k o n e c 
js o u dis k ut o v á n y d alší m es e n c h y m ál ní n á d or y v ys k yt ují cí s e v o bl asti hl a v y a kr k u: 
v  p u bli k a ci o m es e n c h y m ál ní c h t u m or e c h s  a b er a c e mi ki n á z o v ý c h g e n ů js o u 
pr e z e nt o v á n a n o v á m orf ol o gi c k á, i m u n o hist o c h e mi c k á a př e d e vší m m ol e k ul ár n ě -
g e n eti c k á d at a v č et n ě v ý z n a m n ý c h p o z n at k ů z  m et yl a č ní h o pr ofil o v á ní t ě c ht o n á d or ů, 
d ál e j e v  s o u b or u s e d mi  pří p a d ů p o ps á n u ni k át ní m y x oi d ní fi br o bl asti c k ý t u m or hl asi v k y 
s r e kur e nt ní f ú zí TI M P 3:: A L K , j a k o p osl e d ní j e u v e d e n v z á c n ý e pit el oi d ní 
m es e n c h y m ál ní t u m or m ě k k é h o p atr a s  f ú zí P T C H 1:: G LI 1 . 

  



 
 

A bst r a c t 

 T h e i n cr e asi n g us e of m ol e c ul ar -g e n eti c m et h o ds i n r e c e nt d e c a d es h as f a cilit at e d 
pr e cis e cl as sifi c ati o n of h e a d a n d n e c k t u m ors. T his h as l e d t o t h e i d e ntifi c ati o n of n e w 

e ntiti es a m o n g s ali v ar y, m es e n c h y m al, a n d si n o n as al t u m ors. A c c ur at e cl assifi c ati o n n ot 
o nl y ai ds i n pr e di cti n g dis e as e c o urs e  a n d d et er mi ni n g a p pr o pri at e tr e at m e nt i nt e nsit y b ut 
als o h ol ds si g nifi c a n c e i n c as es w h er e m ut ati o ns c a n b e t ar g et e d wit h s p e cifi c t h er a p y. 
A d diti o n all y, n e w l y a v ail a bl e i m m u n o hist o c h e mi c al m ar k ers c a n i n s o m e c ases r eli a bl y 
r e pl a c e p art of t h e g e n eti c a n al ysis, w hi c h bri n gs wit h it e c o n o mi c a d v a nt a g es a n d a 
s h ort er ti m e n e e d e d t o e x a mi n e t h e bi o ps y m at eri al.  

T h e diss ert ati o n s u m m ari z es a n d c o m m e nts o n t h e p u bli c ati o n a cti vit y of t h e 
a ut h or r e g ar di n g s ali v ar y, si n o n as al a n d m es e n c h y m al t u m ors , wit h a p arti c ul ar f o c us o n 
t h eir m ol e c ul ar-g e n eti c b a c k gr o u n d a n d i m m u n o hist o c h e mi c al fi n di n gs.  

I n t h e fi el d of s ali v ar y t u m or s, t h e dis c ussi o n r e v ol v es ar o u n d t h e d et e cti o n of 
N R 4 A 3  a n d N R 4 A 2  g e n e r e arr a n g e m e nts i n a ci ni c c ell c ar ci n o m a, as w ell as t h e g e n eti c 
b a c k gr o u n d of s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a a n d it s i m pli c ati o ns o n m or p h ol o g y a n d 
i m m u n o pr ofil e of i n di vi d u al c as es. F urt h er m or e, t h e diss ert ati o n lists f o ur p u bli c ati o ns 
pr es e nti n g v ar i o us c as es of si n o n as al t u m or s, r a n gi n g fr o m r ar e t y p es of si n o n as al 
a d e n o c ar ci n o m as wit h E T V 6:: N T R K 3  f usi o n or S M A R C B 1 d efi ci e n c y, t hr o u g h a r ar e 
c as e of bi p h e n ot y pi c si n o n as al s ar c o m a tr a nsf or mi n g i nt o hi g h -gr a d e 
r h a b d o m y os ar c o m a, t o a s eri es of c as es f e at uri n g a n e wl y d efi n e d a g gr essi v e s ar c o m a 
wit h E W S R 1:: P O U 2 A F 3  f usi o n. L astl y, ot h er m es e n c h y m al t u m or s o c c urri n g i n t h e h e a d 

a n d n e c k r e gi o n ar e dis c uss e d: i n t h e p u bli c ati o n o n m es e n c h y m al t u m or s wit h ki n as e 
g e n e a b err ati o ns, n e w m or p h ol o gi c al, i m m u n o hist o c h e mi c al a n d, a b o v e all, m ol e c ul ar -
g e n eti c d at a ar e pr es e nt e d, i n cl u di n g si g nifi c a nt  fi n di n gs fr o m t h e m et h yl ati o n pr ofili n g 
of t h es e t u m ors ; a u ni q u e m y x oi d fi br o bl asti c t u m or of t h e v o c al c or d wit h a r e c urr e nt 
TI M P 3:: A L K  f usi o n is d es cri b e d i n a c oll e cti o n of s e v e n c as es , a n d fi n all y a r ar e 
e pit h eli oi d m es e n c h y m al t u m or of t h e s oft p al at e wit h a P T C H 1:: G LI 1  f usi o n is r e p orte d.   



 
 

P ř e d ml u v a  

 K o n v er g e n c e r ů z n ý c h o b or ů  m e di cí n y  v e d e  č ast o k  hl u b o k é m u p o z n á ní a 
i n o v ati v ní m u n á hl e d u n a pr o bl e m ati k u. V  p at ol o gii t u m or ů hl a v y a kr k u d o c h á zí 

v  p osl e d ní d o b ě dí k y a pli k a ci m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k ý c h m et o d  a d ost u p n osti n o v ý c h 
pr otil át e k pr o i m u n o hist o c h e mii  k  d y n a mi c k é m u v ý v oji di a g n osti c k ý c h i t er a p e uti c k ý c h 
m o ž n ostí, z ár o v e ň vš a k t at o n o v ě zís k a n á d at a v y ž a d ují n ej e n d o br o u ori e nt a ci 
v  as p e kt e c h m e di cí ns k ý c h, al e t a k é p o c h o p e ní st u d o v a n ý c h m ol e k ul ár n ě -bi ol o gi c k ý c h 
pr o c es ů i m et o d u ží v a n ý c h k  j eji c h a n al ý z e. M é d u ál ní v z d ěl á ní v  m e di cí n ě a m ol e k ul ár n í 
bi ol o gii u m o ž ň uj e t ut o pl o d n o u s y m bi ó z u, o č e m ž s v ě d čí  i t at o dis ert a č ní pr á c e. 

M é d o kt ors k é st u di u m pr o bí h al o n a Ši kl o v ě úst a v u p at ol o gi e L é k ařs k é f a k ult y 
v  Pl z ni, j e ž  ú z c e s p ol u pr a c uj e t a k é s e v ýji m e č n o u  pl z e ňs k o u Bi o pti c k o u l a b or at oří. Pr of. 
Mi c h al v y b u d o v al v  o b o u i nstit u cí c h n es mír n ě p o d p or ují cí pr ostř e dí z a m ěst n á v ají cí 
v y ni k ají cí p at ol o g y a a k a d e mi c k é pr a c o v ní k y, c o ž mi u m o ž nil o o d p o č át k u m é v ě d e c k é 
k ari ér y v ést  k v alit ní pr oj e kt y  s  kli ni c k ý m př es a h e m. B ě h e m d o kt ors k é h o st u di a js e m 
m ěl a příl e žit ost s p ol u pr a c o v at s pr of. S k ál o v o u, s v ět o v o u š pi č k o u v  o b or u p at ol o gi e 
sli n n ý c h žl á z, kt er á mi b yl a j a k o v e d o u cí d o kt ors k é h o st u di a i ns pir a cí a pr ů v o d c e m a 
u m o ž nil a mi s e p o díl et n a  v ě d e c k é pr á ci  s m n o h ý mi  d alší mi  v y ni k ají cí mi z a hr a ni č ní mi 
o d b or ní k y  z a b ý v ají cí mi s e s ali v ár ní a si n o n as ál ní p at ol o gií.   

S  d o c. Mi c h al e m js e m s e z ár o v e ň p o n ořil a d o p at ol o gi e m ě k k ot k á ň o v ý c h n á d or ů, 
kt er é n e v z á c n ě p osti h ují o bl ast hl a v y a kr k u, n ě kt er é js o u d o k o n c e pr o t ut o l o k ali z a ci 
s p e cifi c k é. Vr c h ol e m n aší s p ol u pr á c e j e r o zs á hl á p u bli k a c e „ C o m pr e h e nsi v e 

cli ni c o p at h ol o gi c a l, m ol e c ul ar, a n d m et h yl ati o n a n al ysis of m es e n c h y m al t u m ors wit h 
N T R K  a n d ot h er ki n as e g e n e a b err ati o ns “, v  kt er é a pli k uj e m e n ej m o d er n ější m et o d y 
m ol e k ul ár ní g e n eti k y v č et n ě m et yl a č ní h o pr ofil o v á ní a pr o k a z uj e m e j e d n ot n ý g e n eti c k ý 
p o d kl a d vš e c h st u d o v a n ý c h l é zí.  

V ý z n a m n ý m  cíl e m js o u t é ž i m pli k a c e n aši c h p o z n at k ů v l é č b ě p a ci e nt ů 
p osti ž e n ý c h p o pis o v a n ý mi t u m or y, kt er é js o u v  n ě k oli k a z d e u v e d e n ý c h pří kl a d e c h 
z n a č n ě a gr esi v ní a v  s o u č as n é d o b ě j e n o m e z e n ě t er a p e uti c k y o vli v nit el n é. Pr v ní m 
kr o k e m k  o pti m ál ní l é č b ě j e z c el a př es n á di a g n osti k a a ž n a úr o v e ň j e d n otli v ý c h 
g e n eti c k ý c h a b er a cí hr ají cí c h r oli v  p at o g e n e zi st u d o v a n ý c h n á d or ů. Tí mt o z p ůs o b e m 
js o u v p osl e d ní d o b ě d efi n o v á n y n o v é, g e n eti c k y u nif or m ní j e d n ot k y, č ast o s e v y čl e ň ují cí 
z e s k u pi n d o p o s u d d ál e n e s p e cifi k o v at el n ý c h  m ali g ní c h t u m or ů. V  n ě kt er ý c h pří p a d e c h 
j e n a ví c ji ž n y ní d ost u p n á cíl e n á l é č b a, kt er o u j e m o ž n o v pří p a d ě d et e k c e přísl uš n ý c h 
alt er a cí i n di k o v at , č ast o s v el mi d o br ý m t er a p e uti c k ý m ef e kt e m .
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1  Ú v o d  
 

1. 1  S ali v á r ní n á d o r y  

 
N á d or y sli n n ý c h žl á z js o u v z á c n é z h o u b n é i b e ni g ní l é z e v ys k yt ují cí s e v z e mí c h 

z á p a d ní h o s v ět a s  i n ci d e n cí při bli ž n ě 2, 5 –  3/ 1 0 0 0 0 0, při č e m ž v e v ětši n ě pří p a d ů s e j e d n á 
o t u m or y b e ni g ní –  př e d e vší m Wart hi n ů v t u m or a pl e o m orf ní a d e n o m ( 1, 2).  I n ci d e n c e 
m ali g ní c h s ali v ár ní c h n á d or ů c el os v ět o v ě n e př es a h uj e 1/ 1 0 0 0 0 0 (st a n d ar di z o v á n o n a 
v ě k). I n ci d e n c e m ali g ní c h s ali v ár ní c h n á d or ů v  Č es k é r e p u bli c e j e 0, 6 7/ 1 0 0 0 0 0, 
m ort alit a d os a h uj e 0, 2 5/ 1 0 0 0 0 0. V  E vr o p ě j e Č es k á r e p u bli k a v  i n ci d e n ci n a 8. míst ě, 
n ej v yš ší i n ci d e n c e j e v  It álii, k d e d os a h uj e 0, 9/ 1 0 0 0 0 0 ( 3).  

V  s o u č as n osti s e pr o kl asifi k a ci s ali v ár ní c h n á d or ů p o u ží v á 5. v y d á ní W H O 
kl asifi k a c e t u m or ů hl a v y a kr k u v y d a n é v  r o c e 2 0 2 2 ( 4). V k a pit ol e s ali v ár ní c h n á d or ů j e  
kl asifi k o v á n o  1 5 b e ni g ní c h e pit eli ál ní c h n á d or ů, 2 1 k ar c i n o m ů, 1 b e ni g ní m e se n c h y m ál ní 
t u m or s p e cifi c k y s e v ys k yt ují cí v sli n n ý c h žl á z á c h –  si al oli p o m , a 2 n e n á d or o v é 
e pit eli ál ní l é z e.   

 

1. 1. 1  A ci ni c k ý k a r ci n o m  

A ci ni c k ý k ar ci n o m ( A ci C C) j e č ast ý m m ali g ní m s ali v ár ní m t u m or e m, př e dst a v uj e  

asi 1 0 % s ali v ár ní c h  k ar ci n o m ů. P o m u k o e pi d er m oi d ní m k ar ci n o m u j e dr u h ý m 
n ej č ast ější m p e di atri c k ý m m ali g ní m n á d or e m sli n n ý c h žl á z ( 4), v ětši n o u vš a k p osti h uj e 
d os p ěl é p a ci e nt y stř e d ní h o v ě k u. N ej č ast ěji r ost e v  pří uš ní žl á z e, v  m al ý c h sli n n ý c h 
žl á z á c h j e z c el a r arit ní.  

V  t y pi c k ý c h d o bř e dif er e n c o v a n ý c h pří p a d e c h m ají n á d or o v é b u ň k y s er ó z ní 
a ci ni c k o u m orf ol o gii a o bs a h ují c yt o pl a z m ati c k á P A S -p o ziti v ní gr a n ul a , o n k o c yti c k á 
n e b o s v ětl o b u n ě č n á př e m ě n a vš a k n e ní v ýji m k o u. Př e d e vší m v  t ě c ht o pří p a d e c h n a b ý v ají 
n a v ý z n a m u p o m o c n é i m u n o hist o c h e mi c k é a m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é m et o d y, pr ot o ž e 
pr ost á m orf ol o gi c k á di a g n osti k a m ů ž e b ýt z n a č n ě o btí ž n á. N ej č ast ější r ůst o v ý v z or j e 
s oli d n ě-mi kr o c ysti c k ý  s b o h at ý m l y mf oi d ní m str o m at e m i s  d o bř e f or m o v a n ý mi 
l y mf oi d ní mi f oli kl y s e z ár o d e č n ý mi c e ntr y, l z e s e al e t a k é s et k at s  pří p a d y s  kri brif or m ní, 
m a kr o c ysti c k o u, t u b ul ár ní či p a pil ár ní ar c hit e kt ur o u, m o ž n é js o u t a k é k o m bi n a c e 
n ě k oli k a r ůst o v ý c h v z or ů.  

Z atí m c o pr o g n ó z a p a ci e nt ů  s kl asi c k ý m d o bř e dif er e n c o v a n ý m A ci C C j e 
v y ni k ají cí, s 5l et ý m a 1 0l et ý m př e žití m 9 7 % a 9 4 % ( 4-5) , n ě kt er é pří p a d y v y k a z ují 
t a k z v a n o u hi g h-gr a d e tr a nsf or m a ci ( H G T) v a gr esi v n ě s e c h o v ají cí n o v ot v ar s  v ys o k o u 
m ort alit o u  ( 6), c h ar a kt eri z o v a n ý přít o m n ostí l o žis e k ní z c e dif er e n c o v a n é h o k ar ci n o m u či 
a d e n o k ar ci n o m u r ost o u cí h o v ětši n o u v  s oli d ní c h h ní z d e c h s  c e ntr ál ní n e kr ó z o u,  

v y k a z ují cí h o v ýr a z n é j a d er n é at y pi e a v ys o k o u mit oti c k o u a kti vit u , a z ár o v e ň přít o m n ostí 
str u kt ur kl asi c k é h o l o w -gr a d e A ci C C . V  n ě kt er ý c h pří p a d e c h l o w -gr a d e k o m p o n e nt a ji ž 
n e ní z asti ž e n a, t yt o pří p a d y js o u o z n a č o v á n y j a k o hi g h-gr a d e A ci C C . 

N á d or o v é b u ň k y e x pri m ují m ar k er D O G 1, s  t y pi c k o u a pi k ál ní/ k a n ali k ul ár ní 
i m u n o hist o c h e mi c k o u p o ziti vit o u. Z atí m c o m ar k er S O X 1 0 j e i m u n o hist o c h e mi c k y 
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p o ziti v ní, S 1 0 0 pr ot ei n j e n e g ati v ní, st ej n ě j a k o m ar k er y p 4 0 a p 6 3. N o v ě j e pr o 
i m u n o hist o c h e mii d ost u p n á pr otil át k a N R 4 A 3. 

G e n eti c k y v z ni k á n a pr ost á v ětši n a A ci C C n a p o d kl a d ě tr a nsl o k a c e  

t( 4; 9)( q 1 3; q 3 1), kt er á v e d e k  t z v. e n h a n c er hij a c ki n g u ( ú n os u e n h a n c er u). Sil n ý e n h a n c er 
z  o bl asti cl ust er u g e n ů S C P P  n a dl o u h é m r a m é n k u 4. c hr o m os o m u s e tr a nsl o k a cí d ost á v á 
d o blí z k osti g e n u N R 4 A 3  (N or 1 ) n a dl o u h é m r a m é n k u 9. c hr o m os o m u ( 7) . T o z p ůs o b uj e 
n a d m ěr n o u e x pr esi g e n u N R 4 A 3 , při č e m ž pr o d u kt t o h ot o g e n u l z e d et e k o v at  
i m u n o hist o c h e mi c k y. Pr o p ot vr z e ní přít o m n osti tr a nsl o k a c e j e m et o d o u v ol b y FI S H 
s br e a k -a p art o v o u s o n d o u d et e k ují cí zl o m  g e n u N R 4 A 3 ( 7). J eli k o ž n e ní v ýsl e d k e m 
tr a nsl o k a c e r e k ur e nt ní p at o g e n ní f ú z ní g e n, n e ní R N A s e k v e n a c e ( R N A-s e q) v h o d n ý m 
n ástr oj e m pr o p ot vr z e ní di a g n ó z y.  

 

1. 1. 2  S kl e r ó z ují cí p ol y c ysti c k ý a d e n o m  

Tat o j e d n ot k a b yl a p ů v o d n ě p o d n á z v e m s kl er ó z ují cí p ol y c ysti c k á a d e n ó z a 
p o v a ž o v á n a z a n e n á d or o v o u r e a kti v ní l é zi. Ji ž v  r o c e 2 0 0 6 vš a k b yl a p o m o cí ass a y e 
H U M A R A, j e ž t est uj e v z or e c  i n a kti v a c e c hr o m os o m u X, pr o k á z á n a kl o n alit a, r es p e kti v e 
n á d or o v á p o v a h a t ét o j e d n ot k y ( 8). R e c e nt n ě b yl y p o m o cí s e k v e n a č ní c h m et o d n a ví c 
v e  s kl er ó z ují cí m p ol y c ysti c k é m a d e n o m u ( S P A) d et e k o v á n y r e k ur e nt ní a b er a c e si g n ál ní 
k as k á d y PI 3 K ( 9 -1 0).  

J e d n á s e o b e ni g ní s ali v ár ní t u m or p osti h ují cí př e d e vší m d os p ěl é p a ci e nt y 
stř e d ní h o v ě k u, mír n ě č ast ěji s e v ys k yt ují cí u ž e n a v ětši n o u r ost o u cí v  pří uš ní žl á z e. 
Hist ol o gi c k y j e t y pi c k é  m ultil o b ul ár ní us p oř á d á ní n á d or o v é pr olif er a c e t v oř e n é  d u kt y  
v ystl a n ý mi  l u mi n ál ní mi b u ň k a mi z n a č n ě v ari a bil ní m orf ol o gi e a a ci ny  t v oř e n ými  
v el k ý mi b u ň k a mi s  o bj e m n ý mi e osi n ofil ní mi gr a n ul y, při č e m ž v e vš e c h e pit eli ál ní c h 
str u kt ur á c h z ůst á v á z a c h o v á n a  a bl u mi n ál ní vrst v a m y o e pit elií. Ve str o m at u js o u l o žis k a 
v ýr a z n é h y ali ni z a c e a s kl er oti z a c e. I m u n o hist o c h e mi c k ý m ar k er S O X 1 0 j e p o ziti v ní v e 
vš e c h e pit el ál ní c h str u kt ur á c h, m y o e pit eli e js o u d ál e p o ziti v ní v  i m u n o hist o c h e mi c k é m 
pr ů k a z u p 4 0, p 6 3 či S M A ( 4). L u mi n ál ní b u ň k y m o h o u v y k a z o v at ztr át u 
i m u n o hist o c h e mi c k é e x pr es e P T E N. V  n ě kt er ý c h pří p a d e c h l z e z asti h n o ut e x u b er a nt ní 
i ntr al u mi n ál ní mi kr o p a pil ár ní, kri brif or m ní n e b o i s oli d ní e pit eli ál ní pr olif er a ci a v z á c n ě 
b yl r e p ort o v á n v z ni k k ar ci n o m u  z e  S P A  ( 1 0). 

 

1. 2  Si n o n as ál ní n á d o r y  

M e zi si n o n as ál ní n á d or y ř a dí W H O kl asifi k a c e r o z m a nit é e pit eli ál ní, 
m e se n c h y m ál ní i n e ur o e kt o d er m ál ní t u m or y, kt er é s p oj uj e j eji c h r ůst v n os ní d uti n ě a 
p ar a n as ál ní c h si n us e c h. Js o u t o l é z e e xtr é m n ě v z á c n é, s p ol e hli v é ú d aj e o j eji c h i n ci d e n ci 

pr ot o n ejs o u d o bř e d ost u p n é. M ali g ní si n o n as ál ní n á d or y m ají i n ci d e n ci při bli ž n ě 
0, 5 6/ 1 0 0 0 0 0 ( 1 1), m ort alit a j e p o m ěr n ě v ys o k á, v  n ě kt er ý c h e vr o ps k ý c h p o p ul a cí c h 
d os a h uj e a ž 0, 3 3/ 1 0 0 0 0 0 ( 1 2),  pr ot o ž e s e č ast o j e d n á o z n a č n ě a gr esi v ní n á d or o v é 
j e d n ot k y. 

1 0



 
 

S o u č as n á W H O kl asifi k a c e si n o n as ál ní c h n á d or ů j e p o m ěr n ě k o m pl e x ní –  
j e d n ot k y js o u r o z d ěl e n y d o 4  s k u pi n, a t o h a m art o m y, l é z e v z ni k ají cí z  e pit el u 
r es pir a č ní h o tr a kt u, m ese n c h y m ál ní t u m or y s p e cifi c k y s e v ys k yt ují cí v  si n o n as ál ní 
o bl asti a ost at ní si n o n as ál ní t u m or y. C el k e m kl asifi k a c e p o pis uj e 2 4 j e d n ot e k.  

 

1. 2. 1  Si n o n as ál ní a d e n o k a r ci n o m  

Si n o n as ál ní a d e n o k ar ci n o m y s e ns u stri ct o  v z ni k ají z e pit el u r es pir a č ní h o tr a kt u. 
V t ét o l o k ali z a ci s e m o h o u r arit n ě v ys k yt o v at r o v n ě ž n á d or y s ali v ár ní, t yt o n á d or y z d e 
vš a k di s k ut o v á n y n e b u d o u.  

Pri m ár ní si n o n as ál ní a d e n o k ar ci n o m y js o u v el mi v z á c n é n á d or y, kt er é s e d ělí d o 
d v o u z á kl a d ní c h s k u pi n: a d e n o k ar ci n o m i nt esti n ál ní h o t y p u (I T A C) a a d e n o k ar ci n o m 
n o n -i nt esti n ál ní h o t y p u ( n o n-I T A C). V n e d á v n é d o b ě b yl d ál e p o ps á n S M A R C B 1-
d efi ci e nt ní a d e n o k ar c i n o m, kt er ý s e v e W H O kl asifi k a ci ř a dí m e zi si n o n as ál ní k ar ci n o m y 
s d efi ci e n cí S WI/ S N F k o m pl e x u  ( 4). Si n o n as ál ní a d e n o k ar ci n o m y v ětši n o u p osti h ují 
st arší d os p ěl é p a ci e nt y, al e v ě k o v é r o z m e zí j e z n a č n ě šir o k é. Č ast ěji v z ni k ají u m u ž ů ( 4).  

I T A C j e m orf ol o gi c k y blí z k ý pri m ár ní m g astr oi nt esti n ál ní m a d e n o k ar ci n o m ů m, 
j e t v oř e n hl e n ot v or n ý mi k ol u m n ár ní mi a p o h ár k o v ý mi b u ň k a mi us p oř á d a n ý mi 
v  p a pil ár ní c h a gl a n d ul ár ní c h str u kt ur á c h. Z atí m c o l é p e dif er e n c o v a n é pří p a d y m ají 
p a pil ár ní a t u b ul ár ní ar c hit e kt ur u, h ůř e dif er e n c o v a n é a d e n o k ar ci n o m y mí v ají 

kri brif or m ní a s oli d ní ú pr a v u, s  č ast ý mi c e ntr ál ní mi n e kr ó z a mi. V  n ě kt er ý c h pří p a d e c h 
m ů ž e  a d e n o k ar ci n o m  v y k a z o v at  e xt e n zi v ní e xtr a c el ul ár ní hl e n ot v or b u. 
I m u n o hist o c h e mi c k y js o u n á d or o v é b u ň k y p o ziti v ní v pr ů k a z u C K 2 0, C D X 2 a S A T B 2, 
v ari a bil n ě j e e x pri m o v á n C K 7 ( 1 3 -1 4). Bi ol o gi c k ý m c h o v á ní m s e j e d n á o p o m ěr n ě 
a gr esi v ní, č ast o r e k ur ují cí n á d or y; p ět l et př e ží v á při bli ž n ě j e d n a p ol o vi n a p a ci e nt ů ( 1 5). 
P o kr o čil ost t u m or u j e pr o pr o g n ó z u v ý z n a m n ější n e ž gr a d e ( 1 5).  

M orf ol o gi c k é s p e ktr u m n o n -I T A C j e v el mi šir o k é. N a d o bř e dif er e n c o v a n é m 
k o n ci s p e ktr a st ojí n á d or y s  p a pil ár ní či t u b ul ár ní ú pr a v o u t v oř e n é j e n mír n ě at y pi c k ý mi 
c yli n dri c k ý mi či k u b oi d ál ní mi b u ň k a mi. Š p at n ě dif er e n c o v a n é t u m or y r ost o u s píš e 
v  s oli d ní c h h ní z d e c h j e n s  oj e di n ěl ý mi žl á z o v ý mi str u kt ur a mi, b ě ž n ý j e v ýs k yt 
c e ntr ál ní c h n e kr ó z . D alší v ari a nt o u j e dis o ci o v a n ý i nfiltr ati v ní r ůst m u ci n-pr o d u k ují cí c h 
n á d or o v ý c h b u n ě k, n ě kt er é pří p a d y v y k a z ují s v ětl o b u n ě č n o u př e m ě n u.  
I m u n o hist o c h e mi c k ý pr ofil j e n es p e cifi c k ý, n e ní vš a k přít o m n a dif ú z ní e x pr es e 
g astr oi nt esti n ál ní c h m ar k er ů C D X 2 a S A T B 2. Z atí m c o v ětši n a p a ci e nt ů s  d o bř e 
dif er e n c o v a n ý mi n o n -I T A C dl o u h o d o b ě př e ží v á, pr o g n ó z a p a ci e nt ů s e š p at n ě 
dif er e n c o v a n ý mi t u m or y j e z n a č n ě n e pří z ni v á a v ětši n a p a ci e nt ů z e mř e n a k o m pli k a c e 
l o k ál n ě p o kr o čil é h o t u m or u d o p ěti l et ( 1 6). 

S M A R C B 1 -d efi ci e nt ní si n o n as ál ní a d e n o k ar ci n o m j e e xtr é m n ě v z á c n ý n á d or 

d efi n o v a n ý ztr át o u e x pr es e g e n u S M A R C B 1 , a t e d y d efi cit e m f u n k c e pr ot ei n o v é h o 
k o m pl e x u S WI/ S N F, a z ár o v e ň přít o m n ostí j e d n o z n a č n ý c h gl a n d ul ár ní c h str u kt ur. 
N á d or o v é b u ň k y m ají v ětši n o u pl as m a c yt oi d ní , o n k o c yt oi d ní či r h a b d oi d ní v z hl e d  a 
br ys k ní  pr olif er a č ní a kti vit u . N e v z á c n ě js o u přít o m na  l o žis k a při p o mí n ají cí t u m or z e 
žl o ut k o v é h o v á č k u i s  o d p o ví d ají cí m i m u n o pr ofil e m. D ál e j e v e v ětši n ě pří p a d ů 

1 1



 
 

i m u n o hist o c h e mi c k y p o ziti v ní pr ů k a z C K 7 a n e g ati v ní j e b ar v e ní s pr otil át k o u pr oti 
S M A R C B 1 ( 1 7). P o m o cí FI S H či D N A s e k v e n a c e ( D N A -s e q) l z e d et e k o v at d el e c e či 
m ut a c e m e nší h o r o zs a h u p osti h ují cí g e n S M A R C B 1 . 

 

1. 2. 2  Bif e n ot y pi c k ý si n o n as ál ní s a r k o m  

Bif e n ot y pi c k ý si n o n as ál ní s ar k o m ( B S N S) j e i n d ol e nt ní m e se n c h y m ál ní n á d or 
v y k a z ují cí p o d v oj n o u n e ur ál ní a m y o g e n ní  dif er e n ci a ci. V z ni k á u d os p ěl ý c h p a ci e nt ů, 
č ast ěji p osti h uj e ž e n y. R ost e i nfiltr ati v n ě d o přil e hl ý c h m ě k k ý c h t k á ní i d o l e b e č ní c h k ostí 
a j e m o ž n á i i ntr a c er e br ál ní e xt e n z e, v z d ál e n é m et ast á z y vš a k  n e v z ni k ají.  

M orf ol o gi c k y j e B S N B t v oř e n d e n z ní u nif or m ní, n e příliš mit oti c k y a kti v ní 
vř et e n o b u n ě č n o u pr olif er a cí us p oř á d a n o u d o f as ci kl ů, n ě k d y s  ar c hit e kt ur o u r y bí k osti. 
Č ast é js o u i n v a gi n a c e r e a kti v n ě z m ě n ě n é h o p o vr c h o v é h o e pit el u. T y pi c k á j e k o e x pr es e 
i m u n o hist o c he mi c k ý c h m ar k er ů S M A a S 1 0 0 při n e g ati vit ě S O X 1 0. A ž 9 0 % pří p a d ů 
v y k a z uj e t é ž f o k ál ní e x pr esi m ar k er u k ost er ní s v al o vi n y M y o D 1, v z á c n ě m o h o u b ýt 
n al e z e n y r h a b d o m y o bl ast y  ( 1 8-1 9).  E x pr es e d alší h o m ar k er u k ost er ní s v al o vi n y 
m y o g e ni n u j e v z á c n ější  ( 1 8, 2 0). 

V ětši n a pří p a d ů v z ni k á n a p o d kl a d ě p at o g e n ní f ú z e g e n u P A X 3 , j e h o n ej č ast ěj ší m 
f ú z ní m p art n er e m j e g e n M A M L 3 , m o ž n á j e vš a k i přít o m n ost ji n ý c h f ú z ní c h p art n er ů 
( 2 0). Pr o d et e k ci a b er a c e a k o nfir m a ci di a g n ó z y l z e v y u žít FI S H s  br e a k -a p art o v ý mi 

s o n d a mi d et e k ují cí mi zl o m y g e n ů P A X 3 a M A M L 3 , pří p a d n ě l z e f ú z ní pr o d u kt y d et e k o v at 
t ar g et o v a n o u R N A-s e q.  

 

1. 2. 3  E W S R 1:: P O U 2 A F 3  s a r k o m  

V z hl e d e m k  t o m u, ž e b yl E W S R 1:: P O U 2 A F 3 s ar k o m p o pr v é i d e ntifi k o v á n v  r o c e 
2 0 2 2 n a z á kl a d ě m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é a n al ý z y o btí ž n ě kl asifi k o v at el n ý c h 
m e se n c h y m ál ní c h n á d or ů v  r á m ci b ě ž n é kli ni c k é pr a x e ( 2 1), n e ní d os u d s o u č ástí pl at n é 
W H O kl asifi k a c e. J e d n á s e o n á d or p osti h ují cí šir o k é v ě k o v é r o z m e zí př e v á ž n ě d os p ěl ý c h 
p a ci e nt ů, j e d e n p a ci e nt b yl v  d o b ě pr v ní r es e k c e a d ol e s c e nt ní h o v ě k u. N á d or v y k a z uj e 
pr e dil e k ci pr o si n o n as ál ní o bl ast, k d e r ost e d estr u kti v n ě v  m ě k k ý c h t k á ní c h i k ost e c h, 
d ál e b yl y r e p ort o v á n y pří p a d y v yr ůst ají cí v  k ost e c h  p á n v e , v hr u d ní st ě n ě, or bit ě  a  m o z k u  
( 2 1-2 2) . 

V  pr v ní pr á ci b yl a p o ps á n a n e pří z n a č n á m orf ol o gi e at y pi c k ý c h kr át c e vř et e nit ý c h 
a ž o v ál n ý c h a k ul at ý c h e pit el oi d ní c h b u n ě k s  j e m n ě zr nit ý m j a d er n ý m c hr o m ati n e m, 
us p oř á d a n ý c h v  pl o c h á c h , v á g ní c h f as ci kl e c h a h ní z d e c h s č et n ý mi n e kr oti c k ý mi l o žis k y. 
N e b yl y přít o m n y př es v ě d či v é z n á m k y s p e cifi c k é h o s m ěr u j a k é k oli dif er e n ci a c e  ( 2 1). 
V  d alší pr á ci p a k b yl pr e z e nt o v á n n ál e z bif á zi c k é m orf ol o gi e, s  o bl ast mi t v oř e n ý mi 

e pit el oi d ní mi  k ul at ý mi n á d or o v ý mi b u ň k a mi a o bl ast mi s  b o h atší m k ol a g e n ní m 
str o m at e m a vř et e nit ý mi n á d or o v ý mi b u ň k a mi. A ni v  t ét o pr á ci n e b yl a pr o k á z á n a 
s p e cifi c k á li ni e dif er e n ci a c e ( 2 2). I m u n o pr ofil j e n e příliš s p e cifi c k ý, v  n ě kt er ý c h 
pří p a d e c h b yl a d et e k o v á n a sl a b á p o ziti vit a m ar k er u C D 9 9, n ě kt er é t u m or y b yl y f o k ál n ě 
p o ziti v ní v  pr ů k a z u c yt o k er ati n ů, E M A, p 1 6 či C D 5 6 ( 2 1 -2 2).  
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V ětší v ý z n a m pr o di a g n osti k u t o h ot o s ar k o m u m á m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k á a n al ý z a. 
F ú zi E W S R 1:: P O U 2 A F 3 l z e d et e k o v at p o m o cí t ar g et o v a n é R N A-s e q, a n al ý z u l z e r o v n ě ž 
d o pl nit m et o d o u FI S H z a p o u žití k o m er č n ě d ost u p n ý c h br e a k -a p art o v ý c h s o n d 
d et e k ují cí c h zl o m g e n u E W S R 1. Ve d v o u pří p a d e c h b yl a n a mí st o f ú z e 

E W S R 1:: P O U 2 A F 3 d et e k o v á n a alt er n ati v ní f ú z e F U S:: P O U 2 A F 3 . Pr ot ei n o v é pr o d u kt y 
g e n ů  E W S R 1 a F U S  p atří d o r o di n y F E T, m ají h o m ol o g ní str u kt ur u a o b d o b o u f u n k ci: 
j e d n á s e v o b o u pří p a d e c h o R N A -v a z e b n é pr ot ei n y, kt er é o vli v ň ují tr a ns kri p ci a 
z pr a c o v á v á ní R N A ( 2 3).  

Pr o g n ó z a p a ci e nt ů s  E W S R 1:: P O U 2 A F 3 j e n e pří z ni v á, a t o i př es u žití 
m ulti m o d ál ní i nt e n zi v ní t er a pi e. Při bli ž n ě u d v o u tř eti n p a ci e nt ů v z ni k ají v z d ál e n é 
m et ast á z y a/ n e b o t u m or o p a k o v a n ě r e ci di v uj e, v  n ě kt er ý c h pří p a d e c h ji ž b e z m o ž n osti 
o n e m o c n ě ní l o k ál n ě k o ntr ol o v at ( 2 1 -2 2).   

 

1. 3  D alší m ě k k ot k á ň o v é  n á d o r y hl a v y a k r k u  

B e ni g ní m ě k k ot k á ň o v é n á d or y js o u v ýr a z n ě č ast ější n e ž n á d or y m ali g ní. 
St atisti c k á e pi d e mi ol o gi c k á d at a n ejs o u příliš př es n á, j eji c h i n ci d e n c e j e při bli ž n ě 
3 0 0/ 1 0 0 0 0 0 ( 2 4). M ali g ní m ě k k ot k á ň o v é n á d or y js o u v el mi v z á c n é, př e dst a v ují m é n ě 
n e ž 1 % vš e c h m ali g nit ( 2 5 -2 6), p ětil et é př e žití j e při bli ž n ě 5 0 %. M é n ě n e ž 1 0 % vš e c h 
m ě k k ot k á ň o v ý c h t u m or ů v yr ůst á v  o bl asti hl a v y a kr k u, i n ci d e n c e j e v yšší u d ětí ( 2 7).  

W H O kl asifi k a c e t u m or ů hl a v y a kr k u u v á dí 3 2 b e ni g ní c h a m ali g ní c h j e d n ot e k 
ř a z e n ý c h d o 1 0 k a pit ol dl e hist o g e n e z e ( 4). T yt o j e d n ot k y js o u z c el a s p e cifi c k é pr o o bl ast 
hl a v y a kr k u, n e b o s e v  ní v ys k yt ují v el mi fr e k v e nt n ě. V pr a xi j e vš a k m o ž n é s e 
v  k o n kr ét ní c h pří p a d e c h s et k at i s  ř a d o u ji n ý c h m ě k k ot k á ň o v ý c h n á d or ů, kt er é n ejs o u pr o 
o bl ast hl a v y a kr k u t y pi c k é –  t yt o j e d n ot k y k at e g ori z uj e W H O kl asifi k a c e k ost ní c h a 
m ě k k ot k á ň o v ý c h n á d or ů ( 2 5).  

 

1. 3. 1  M e se n c h y m ál ní n á d o r y s  a b e r a c e m i ki n á z o v ý c h g e n ů 

M ě k k ot k á ň o v é n o v ot v ar y s  a b er a c e mi ki n á z o v ý c h g e n ů js o u v  s o u č as n é 
kl asifi k a ci W H O k ost ní c h a m ě k k ot k á ň o v ý c h t u m or ů ( 2 5) z ař a z e n y v  k at e g orii 
fi br o bl asti c k ý c h a m y ofi br o bl asti c k ý c h n á d or ů p o d d v ě m a j e d n ot k a mi: i nf a ntil ní 
fi br os ar k o m a a d ult ní fi br os ar k o m. V k at e g orii n á d or ů n eji st é hist o g e n e z e j e n a ví c ř a z e n a 
d alší pří b u z n á e ntit a, a t o N T R K -r e ar a n ž o v a n é vř et e n o b u n ě č n é t u m or y. 

Pr a v d ě p o d o b n ě s e j e d n á o blí z c e pří b u z n é j e d n ot k y p o h y b ují cí s e n a 
m orf ol o gi c k é m s p e ktr u o d l o w-gr a d e vř et e n o b u n ě č n ý c h pr olif er a cí s  ní z k o u c el ul arit o u, 
mi ni m ál ní mit oti c k o u a kti vit o u a ž p o a gr esi v n ě v y hlí ž ejí cí, v ys o c e mit oti c k y a kti v ní 
n á d or y t v oř e n é at y pi c k ý mi vř et e nit ý mi b u ň k a mi ( 2 8 -2 9). F ú z e E T V 6:: N T R K 3 j e 

c h ar a kt eristi c k á pr o i nf a ntil ní fi br os ar k o m , vš e c h n y ná d or y z  t ét o širší s k u pi n y vš a k s dílí 
o b d o b n é p at o g e n ní m ut a c e, a t o f ú z e g e n ů pr o t yr osi n - n e b o s eri n -t hr e o ni n ki n á z y 
(N T R K 1 -3 , M E T , R E T , R A F 1  n e b o B R A F ), p o v ětši n o u s g e n y pr o r ů z n é tr a ns kri p č ní 
f a kt or y n e b o D N A- či R N A -v a z e b n é pr ot ei n y. Č ast á j e t a k é i m u n o hist o c h e mi c k á 
k o e x pr es e m ar k er ů S 1 0 0 a C D 3 4. V  pří p a d ě f ú zí g e n ů N T R K 1 -3 js o u n á d or o v é b u ň k y 
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r o v n ě ž p o ziti v ní v i m u n o hist o c h e mi c k é m pr ů k a z u p a n Tr k.  Pr o pr ů k a z k a n o ni c k é f ú z e 
E T V 6:: N T R K 3  v  i nf a ntil ní m fi br os ar k o m u j e z c el a d ost a č ují cí m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k á 
a n al ý z a p o m o cí FI S H, v z hl e d e m k  p o čt u m o ž n ý c h f ú z ní c h p art n er ů v  ost at ní c h n á d or e c h 
t ét o s k u pi n y j e vš a k v ý h o d n ější v y u žití R N A-s e q. 

N á d or y s e v ys k yt ují v  j a k é m k oli v ě k u, m o h o u b ýt i k o n g e nit ál ní. L o k ali z o v á n y 
js o u v ětši n o u v hl u b o k ý c h m ě k k ý c h t k á ní c h k o n č eti n, tr u p u a hl a v y a kr k u ( 2 5). P a ci e nti 
ž e ns k é h o a m u žs k é h o p o hl a ví js o u p osti ž e ni při bli ž n ě st ej n ě č ast o. V ětši n a pří p a d ů j e 
p o u z e l o k ál n ě a gr esi v ní, při n e pří z ni v é l o k ali z a ci vš a k m o h o u b ýt o btí ž n ě o p er o v at el n é , 
při bli ž n ě v  2 0 % pří p a d ů r e k ur ují. M et ast a z ují př e d e vší m n á d or y s  hi g h -gr a d e m orf ol o gií, 
v z d ál e n é m et a st á z y p osti h ují c el k o v ě m é n ě n e ž 1 0 % p a ci e nt ů ( 2 9). Mi m o m o ž n osti 
c hir ur gi c k é h o ř eš e ní a c h e m ot er a p e uti c k é r e ži m y j s o u d ost u p n é i n hi bi č ní m ol e k ul y cílí cí 
n a a b er a nt n ě a kti v o v a n é pr ot ei n y N T R K a R E T  ( e ntr ek ti ni b, l ar otr ek ti ni b, k a b o z a nti ni b) , 
kt er é js o u p o u ží v a n é v  l é č b ě l o k ál n ě p o kr o čil ý c h i n o p er a bil ní c h n e b o m et ast ati c k ý c h 
pří p a d ů.  

 

1. 3. 2  I nfl a m at o r ní m y o fi b r ob l asti c k ý t u m o r 

I nfl a m at or ní m y ofi br o bl asti c k ý t u m or (I M T) j e v z á c n ý t u m or p osti h ují cí 
př e d e vší m ml a dší d os p ěl é p a ci e nt y a p e di atri c k o u p o p ul a ci. N ej č ast ěji v z ni k á v  pli cí c h, 
m e se nt eri u, o m e nt u a m o č o v ý c h c est á c h, asi 1 5 % pří p a d ů j e l o k ali z o v á n o v  o bl asti hl a v y 
a kr k u v č et n ě h or ní c h c est d ý c h a cí c h ( 3 0). Při bli ž n ě u čt vrti n y p a ci e nt ů 

s e xtr a p ul m o n ál ní mi I M T d o c h á zí k  r e k ur e n ci, v z d ál e n é m et ast á z y js o u v el mi v z á c n é 
( 3 0). Pří p a d y l ok ali z o v a n é v  pli cí c h, al e t a k é v  o bl asti hl a v y a kr k u , m ají pr o g n ó z u 
z vl á št ě d o br o u, r e k ur e n c e  js o u z d e v z á c n ější ( 3 1-3 2).  

Hist ol o gi c k y s e j e d n á o n á d or sl o ž e n ý z  vř et e nit ý c h m y ofi br o bl ast ů s e osi n ofil ní 
c yt o pl a z m o u a př e v á ž n ě o v ál n ý mi j á dr y s  p atr n ý mi j a d ér k y , s o u č ástí l é z e j e t é ž v ari a bil n ě 
b o h at ý i nfiltr át n e n á d or o v ý c h z á n ětli v ý c h b u n ě k: n ě k d y m ů ž e b ýt přít o m e n j e n 
n e n á p a d n ý l y mf o c yt ár ní l e m při o kr aji l é z e, v  ji n ý c h pří p a d e c h j e c el ý n á d or pr ost o u p e n 
h oj n ý mi l y mf o c yt y, pl a z m ati c k ý mi b u ň k a mi a e o si n ofil y. N ě kt er é n á d or o v é b u ň k y 
m o h o u n a b ý v at v z hl e d u g a n gli o v ý c h b u n ě k  s v el k ý m j á dr e m a v ýr a z n ý m e osi n ofil ní m 
j a d ér k e m, b ý v ají t é ž přít o m n y ps e u d oi n kl u z e č ásti c yt o pl a z m y d o j á dr a.  

L z e r o zlišit tři hist ol o gi c k é s u bt y p y I M T: v pr v ní m z  ni c h s e j e d n á o r el ati v n ě ví c e 
c el ul ár ní vř et e n o b u n ě č n o u pr olif er a ci v e  st orif or m ní m a f as ci k ul ár ní m us p oř á d á ní 
s b o h at ý m z á n ětli v ý m i nfiltr át e m; pr o dr u h ý , m é n ě c el ul ár ní s u bt y p j e c h ar a kt eristi c k é 
h oj n é h y ali ni z o v a n é str o m a a n e v ýr a z n ý z á n ětli v ý i nfiltr át, tř etí s u bt y p j e r o v n ě ž 
h y p o c el ul ár ní, j e přít o m n o m y x oi d ní str o m a , b o h at á k a pil ár ní sí ť a č et n é n e n á d or o v é 
z á n ětli v é b u ň k y, v ětši n o u vš a k s  f o k ál n ě z a c h o v al ý mi ví c e c el ul ár ní mi f as ci k ul ár ní mi či 
st or if or m ní mi o bl ast mi s  vř et e nit ý mi b u ň k a mi  ( 4). Ví c e n e ž 9 0 % I M T 
i m u n o hist o c h e mi c k y e x pri m uj e S M A  ( 3 0). 

A č k oli b yl I M T p ů v o d n ě k v ůli přít o m n osti č et n ý c h z á n ětli v ý c h b u n ě k p o v a ž o v á n 
z a z á n ětli v ý ps e u d ot u m or, v s o u č as n osti j e kl asifi k o v á n j a k o s k ut e č n á n e o pl a sti c k á l é z e 
v z ni k ají cí v e v ětši n ě pří p a d ů n a p o d kl a d ě a b er a nt ní a kti vit y t yr osi n -ki n á z y A L K, 
pří p a d n ě ji n ý c h ki n á z o v ý c h pr ot ei n ů  ( n a pří kl a d R O S 1, R E T, N T R K 3), k č e m u ž d o c h á zí 
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tr a nsl o k a cí pří sl uš n ý c h g e n ů d o blí z k osti r o zli č n ý c h tr a ns kri p č n ě a kti v ní c h g e n o v ý c h 
p art n er ů  ( 3 3-3 4) . I m u n ohist o c h e mi c k ý pr ů k a z e x pr es e A L K l z e v y u žít j a k o z ást u p n ý 
m ar k er přít o m n osti tr a nsl o k a c e g e n u A L K , p ot vr dit ji l z e p o m o cí FI S H. V z hl e d e m 
k  p o čt u m o ž n ý c h f ú z ní c h p art n er ů a v  pří p a d e c h I M T s  a b er a c e mi g e n ů pr o ji n é ki n á z y 

j e pr o př es n ý p o pis přít o m n é a b er a c e v h o d n ější v y u žít R N A-s e q.  

 

1. 3. 3  M e se n c h y m ál ní n á d o r y s  a b e r a c e m i g e n u G LI 1  

T u m or y s  alt er a c e mi g e n u G LI 1  s e m o h o u v ys k yt n o ut j a k v  m ě k k ý c h t k á ní c h 
k o n č eti n i tr u p u, t a k v  k ost e c h a v nitř ní c h or g á n e c h, při č e m ž 4 0 % pří p a d ů j e 
l o k ali z o v á n o v o bl asti hl a v y a kr k u ( 3 5). P osti ž e ni b ý v ají n ej č a st ěji ml a dí d os p ělí 
p a ci e nti, al e v ě k o v é r o z m e zí j e v el mi šir o k é. Bi ol o g i c k é c h o v á ní j e r o v n ě ž v ari a bil ní, 
v ětši n a t u m or ů j e i n d ol e nt ní, při bli ž n ě v e 2 0 % pří p a d ů al e m ů ž e d ojít k r e ci di v ě n e b o 
v z ni k u v z d ál e n ý c h m et ast á z ( 3 5 -3 6).  

G LI 1 -r e ar a n ž o v a n é n á d or y m ají n eji st o u hist o g e n e z i a n es p e cifi c k ý i m u n o pr ofil. 
B u ň k y js o u v ětši n o u o v ál n é, e pit el oi d ní  a ž vř et e nit é, s  e osi n ofil ní či v o d oj as n o u 
c yt o pl a z m o u a n á p a d n ě u nif or m ní mi o v ál n ý mi j á dr y s  j e m n ý m c hr o m ati n e m a dr o b n ý mi 
j a d ér k y, us p oř á d a n é o b v y kl e v s oli d ní c h h ní z d e c h n e b o tr á m cí c h ( 4, 3 5 -3 6) . 
I m u n o hist o c h e mi c k ý pr ů k a z pr ot ei n u G LI 1 v y k a z uj e v ys o k o u s p e cifi cit u a s e n ziti vit u  
pr o  G LI 1 -r e ar a n ž o v a n é m ese n c h y m ál ní n á d or y, s e n ziti vit a j e vš a k n e us p o k oji v á u 
pl e xif or m ní h o fi br o m y x o m u ( 3 7). D ál e l z e i m u n o hist o c h e mi c k y v  n ě kt er ý c h pří p a d e c h 

pr o k á z at e x pr esi m ar k er ů S 1 0 0, S M A, C D 5 6 a d alší c h, e x pr es e j e d n otli v ý c h m ar k er ů j e 
al e n e k o n zist e nt ní.  

Ve d v o u tř eti n á c h pří p a d ů  jso u  v  t u m or e c h pr o k á z á n y f ú z e g e n u G LI 1  z a hr n ují cí 
f ú z e A C T B:: G LI 1 , P T C H 1:: G LI 1 , M A L A T 1:: G LI 1  a D E R A:: G LI 1 , v e z b yl ý c h n á d or e c h 
j e d et e k o v á n a a m plifi k a c e g e n u G LI 1  ( 3 5-3 6, 3 8 ). V  pří p a d ě a m plifi k o v a n ý c h G LI 1 -
r e ar a n ž o v a n ý c h t u m or ů j e m o ž n á i k oa m plifi k a c e g e n ů C D K 4 , M D M 2 a D DI T 3 , kt er é 
js o u l o k ali z o v á n y v s o us e dí cí c h l o k us e c h  n a dl o u h é m r a m é n k u 1 2. c hr o m os o m u ( 3 6).  
Pr o d et e k ci a m plifi k a c e g e n u G LI 1 s e v y u ží v á FI S H, v  j e d n é d o b ě l z e pří p a d n ě d et e k o v at 
a m plifi k a c e i ost at ní c h z mí n ě n ý c h s o us e d ní c h g e n ů; g e n o v é f ú z e s e v ětši n o u d et e k ují 
p o m o cí R N A -s e q.   
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2  Cíl e dis e rt a č ní p r á c e  

Cíl e m pr a cí –  c as e r e p ort ů b yl o p o ps at e xtr é m n ě r arit ní a di a g n osti c k y o btí ž n é 
pří p a d y, s  kt er ý mi js m e s e s et k ali b ě h e m r uti n ní pr a x e i k o n z ult a č ní či n n osti , a t o v č et n ě 

d et ail ní m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é a n al ý z y a šir o k é h o i m u n o hist o c h e mi c k é h o p a n el u .  

V  p u bli k a cí c h z al o ž e n ý c h n a v ětší c h s o u b or e c h  n á d or o v ý c h j e d n ot e k b yl o cíl e m 
při s p ět ji ž v ětší m m n o žst ví m d at k e z př es ň o v á ní n os ol o gi e ji ž z n á m ý c h n á d or o v ý c h 
j e d n ot e k. V n ě kt er ý c h t ě c ht o st u dií c h t a k é d efi n uj e m e j e d n ot k y  n o v é , v ji n ý c h st u dií c h 
n a o p a k pr e z e nt uj e m e d at a p o d p or ují cí s n a h u n ě kt er é s o u č as n ě r o z dr o b e n é j e d n ot k y 
sj e d n o c o v at.  

V  k a ž d é st u dii j e kl a d e n d ůr a z n a v h o d n o u i m u n o hist o c h e mi c k o u i m ol e k ul ár n ě -
g e n eti c k o u a n al ý z u a m o ž n osti n á hr a d y m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é h o v yš etř e ní n e b o j e h o 
č ásti h o d n o c e ní m i m u n o hist o c h e mi c k ý m.  

V  pr á ci „ C o m pr e h e nsi v e cli ni c o p at h ol o gi c al, m ol e c ul ar, a n d m et h yl ati o n a n al ysis 
of m es e n c h y m al t u m or s wit h N T R K a n d ot h er ki n as e g e n e a b err ati o ns “ b yl o j e d ní m z  cíl ů 
r o v n ě ž s hr o m á ž dit d at a o v y u žití cíl e n é t er a pi e  v  l é č b ě t ě c ht o v z á c n ý c h m ě k k ot k á ň o v ý c h 
t u m or ů. 

 

3  M et o d y  

U žit é m et o d y js o u d et ail n ě p o ps á n y v  j e d n otli v ý c h p u bli k o v a n ý c h pr a cí c h, pr o 
r e d u n d a n ci z d e n e b u d o u z n o v u u v á d ě n y s a m ost at n ě.   
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4  K o m e nt o v a n é p u bli k a č ní v ýsl e d k y  

4. 1  A mi n o rit y of c as es of a ci ni c c ell c a r ci n o m a of t h e s ali v a r y gl a n ds a r e d ri v e n 
b y a n N R 4 A 2  r e a r r a n g e m e nt : T h e di a g n osti c utilit y of t h e ass e ss m e nt of N R 4 A 2  a n d 

N R 4 A 3  alt er ati o ns i n s ali v ar y gl a n d t u m or s  

St u di e př e d kl á d á v ýsl e d k y kli ni c k o -p at ol o gi c k é a m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é a n al ý z y 
1 2 8 pří p a d ů A ci C C  sli n n ý c h žl á z. Ve d v o u pří p a d e c h s e p o pr v é p o d ařil o p o m o cí FI S H 
d et e k o v at zl o m g e n u N R 4 A 2.  

Os m d es át čt yři pří p a d ů př e dst a v o v al o kl asi c k ý d o bř e dif er e n c o v a n ý A ci C C , 
z atí m c o v  4 3 pří p a d e c h ( 3 4 %) s e j e d n al o o A ci C C s H G T, pří p a d n ě hi g h -gr a d e A ci C C  
z c el a b e z z asti ž e n é l o w -gr a d e k o m p o n e nt y. V ě k o v é r o z m e zí b yl o v el mi šir o k é, s 
m e di á n e m 6 1 l et, č ast ěji b yl t u m or di a g n osti k o v á n u ž e n. Ve ví c e n e ž 9 0 % pří p a d ů s e 
j e d n al o o pri m ár ní t u m or y, v e st u dii b yl o al e t a k é z a hr n ut o 9 r e k ur e nt ní c h a 3 m et a st ati c k é 
n á d or y. Ve tř e c h pří p a d e c h pri m ár ní c h t u m or ů n e b yl t u m or l o k ali z o v á n v  pří uš ní žl á z e . 

N á d or y m ěl y p o v ětši n o u s oli d n ě -mi kr o c ysti c k o u ar c hit e kt ur u, t é m ěř v  j e d n é 
tř eti n ě pří p a d ů b yl a al e t a k é přít o m n a ú pr a v a c yst o p a pil ár ní. S v ětl o b u n ě č n á př e m ě n a 
n á d or o v ý c h b u n ě k b yl a p o z or o v á n a v  3 3 pří p a d e c h ( 2 6 %). I m u n o hist o c h e mi c k é m ar k er y 
D O G 1 a S O X 1 0 b yl y p o ziti v ní v  9 8 % a 9 9 % pří p a d ů, n o v ý s p e cifi c k ý m ar k er N R 4 A 3 
b yl p o ziti v ní v  8 2 % pří p a d ů, při č e m ž n ě k d y s e t o ut o pr otil át k o u b ar vil y j e n č ásti 
pr e p ar át ů n e b o b yl o b ar v e ní z n a č n ě sl a b é i při o pti m ál ní v n ější k o ntr ol e. V  pří p a d ě, ž e 
b yl j e d e n z  m ar k er ů n e g ati v ní, b yl y v ž d y p o ziti v ní z b ý v ají cí d v a m ar k er y, t at o 

tr oj k o m bi n a c e m á t e d y dl e n aši c h v ýsl e d k ů p erf e kt ní s e n ziti vit u a m ů ž e n a hr a dit i 
m ol e k ul ár n ě -g e n eti c k é m et o d y.  

J a k o z ást u p n ý m ar k er tr a nsl o k a c e t( 4; 9) b yl d et e k o v á n zl o m g e n u N R 4 A 3  p o m o cí 
FI S H. C el k e m b yl zl o m pr o k á z á n v  7 3 % t est o v a n ý c h pří p a d ů, z  N R 4 A 3 -
i m u n o p o ziti v níc h A ci C C  p a k u 8 2 %. Dis kr e p a n c e v  p o čt u N R 4 A 3 -i m u n o p o ziti v ní c h 
pří p a d ů a pří p a d ů s  ús p ěš n o u d et e k cí zl o m u g e n u N R 4 A 3 v z ni k á n ejs píš e tí m, ž e FI S H j e 
v  n ě kt er ý c h pří p a d e c h, k d y j e zl o m l o k ali z o v á n z n a č n ě  u pstr e a m př e d s a m ot n ý m g e n e m 
N R 4 A 3 , f al eš n ě n e g ati v ní ( 7).  

Vš e c h n y N R 4 A 3 -i m u n o n e g ati v ní a 3 3 N R 4 A 3-i m u n o p o ziti v ní c h pří p a d ů b yl o 
n ásl e d n ě i m u n o hist o c h e mi c k y t est o v á n o s pr otil át k o u pr oti N R 4 A 2. Ve v z á c n ý c h 
pří p a d e c h b e z tr a nsl o k a c e t( 4; 9) z p ůs o b ují cí o v er e x pr esi g e n u N R 4 A 3  b yl a v  A ci C C 
d et e k o v á n a u pr e g ul a c e g e n u N R 4 A 2 . J e d n á s e o p ar al o gní  g e n y k ó d ují cí  pr ot ei n y p atří cí 
d o r o di n y r eti n oi d ní c h r e c e pt or ů st er oi d ní c h -t h yr oi d ál ní c h h or m o n ů, kt er é p o a kti v a ci 
pří sl uš n ý mi li g a n d y p ůs o bí j a k o tr a ns kri p č ní f a kt or y . P at o g e n eti c k ý pr o c es u n á d or ů s 
př est a v b o u g e n u N R 4 A 2  j e t e d y pr a v d ě p o d o b n ě a n al o gi c k ý e n h a n c er hij a c ki n g u ji ž dří v e 
p o ps a n é m u u A ci C C s  r e ar a n ž e mi z a hr n ují cí mi g e n N R 4 A 3  ( 7). Š est N R 4 A 3-
i m u n o n e g ati v ní c h pří p a d ů v y k a z o v al o sil n o u n u kl e ár ní p o ziti vit u při b ar v e ní 

s pr otil át k o u N R 4 A 2, z atí m c o vš e c h n y  N R 4 A 3 -i m u n o p o ziti v ní pří p a d y b yl y n e g ati v ní. 
C el k e m 1 7 pří p a d ů b yl o i m u n o hist o c h e mi c k y n e g ati v ní c h v  pr ů k a z u N R 4 A 3 i N R 4 A 2. 
U d v o u z  t ě c ht o pří p a d ů s e n ásl e d n ě p o d ařil o pr o k á z at zl o m v o bl asti g e n u N R 4 A 3 
p o m o cí FI S H .  
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D e v ět pří p a d ů  b yl o fi n ál n ě t est o v á n o p o m o cí br e a k -a p art o v é FI S H s o n d y 
d et e k ují cí zl o m v  o bl asti g e n u N R 4 A 2 . Zl o m s e p o d ařil o pr o k á z at u d v o u  z  t ě c ht o 
t est o v a n ý c h pří p a d ů, o b a b yl y z ár o v e ň p o ziti v ní v i m u n o hist o c h e mi c k é m pr ů k a z u 
N R 4 A 2. Tat o g e n eti c k á a b er a c e v  A ci C C b yl a p o pr v é p o ps á n a v  n aší  pr á ci.
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O RI GI N A L A R TI C L E

A mi n orit y of  c as es of  a ci ni c c ell c ar ci n o m a of t h e s ali v ar y gl a n ds 
ar e dri v e n b y  a n  N R 4 A 2  r e arr a n g e m e nt: t h e  di a g n osti c utilit y 
of t h e  ass ess m e nt of  N R 4 A 2  a n d N R 4 A 3  alt er ati o ns i n s ali v ar y gl a n d 
t u m ors

N at áli e  Kl u bí č k o v á 1, 2, 3   · P etr  Gr o s s m a n n2  · P etr  Št ei n er2  · M arti n a  B a n ě č k o v á1, 2  · El a h e h  M o s ai e b y1, 2  · 
Ol e n a  K o s h y k 4  · Mi c h al  Mi c h al1, 2  · Il m o  L ei v o5, 6  · Al e n a  S k ál o v á1, 2

R e c ei v e d: 4 N o v e m b er 2 0 2 2 / R e vis e d: 1 8 N o v e m b er 2 0 2 2 / A c c e pt e d: 2 3 N o v e m b er 2 0 2 2 
© T h e A ut h or(s), u n d er e xcl usi v e li c e n c e t o S pri n g er- V erl a g G m b H G er m a n y, p art of S pri n g er N at ur e 2 0 2 2

A b str a ct
A ci ni c c ell c ar ci n o m a ( A ci C C) is a c o m m o n s ali v ar y gl a n d m ali g n a n c y, t y pi c all y c o m p os e d of n e o pl asti c a ci ni c c ells wit h 
z y m o g e n gr a n ul es. T h e v ast m aj orit y of c as es ar e dri v e n b y a t( 4; 9)( q 1 3; q 3 1) l e a di n g t o e n h a n c er hij a c ki n g a n d u pr e g ul ati o n 
of t h e N R 4 A 3  g e n e. H o w e v er, a mi n orit y of c as es d o n ot dis pl a y N R 4 A 3  o v er e x pr essi o n o n i m m u n o hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n 
a n d ar e n e g ati v e f or t h e r e arr a n g e m e nt i n v ol vi n g t h e N R 4 A 3  g e n e w h e n t est e d b y FI S H. S u c h c as es o v er e x pr ess N R 4 A 2 , a n d 
t h e pr ot ei n pr o d u ct is d et e ct a bl e b y i m m u n o hist o c h e mistr y. I n t his st u d y, w e ai m e d t o ass ess t h e utilit y of N R 4 A 2 a n d N R 4 A 3 
i m m u n o hist o c h e mistr y i n t h e di ff er e nti al di a g n osis of s ali v ar y gl a n d t u m ors. Ei g ht y- fi v e c as es of cl assi c l o w- gr a d e A Ci C C, as 
w ell as 3 6 c as es wit h hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n ( H G T) a n d 7 hi g h- gr a d e A ci C C c as es w er e i n cl u d e d i n t h e a n al ysis. N R 4 A 3 
w as at l e ast f o c all y p ositi v e i n 1 0 5/ 1 2 8 ( 8 2 %) c as es. O ut of t h e 2 3 c as es t h at w er e i m m u n o hist o c h e mi c all y n e g ati v e f or N R 4 A 3, 
6 dis pl a y e d n u cl e ar i m m u n o p ositi vit y wit h t h e N R 4 A 2 a nti b o d y. T h e N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt w as c o n fir m e d b y FI S H i n 3 8/ 5 2 
( 7 3 %) c as es. I n a d diti o n, t his i s t h e first r e p ort of a n N R 4 A 2  r e arr a n g e m e nt b ei n g d et e ct e d b y FI S H i n 2 A ci C C c as es t h at 
w er e n e g ati v e f or t h e N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt. O ur a n al ysis c o n fir ms t h at t h e m aj orit y of A ci C C, i n cl u di n g hi g h- gr a d e c as es 
a n d c as es wit h H G T, ar e i m m u n o p ositi v e f or N R 4 A 3, a n d s u g g ests t h at N R 4 A 3 i m m u n o hist o c h e mistr y is a p o w erf ul t o ol i n 
t h e di ff er e nti al di a g n osis of s ali v ar y gl a n d t u m ors. H o w e v er, its utilit y is li mit e d i n s u b- o pti m all y fi x e d s a m pl es w hi c h oft e n 
dis pl a y w e a k er a n d f o c al p ositi vit y. O ur st u d y als o i n di c at es t h at i n a mi n orit y of c as es, A ci C C mi g ht b e n e g ati v e f or N R 4 A 3 
i m m u n ost ai ni n g, b e c a us e t h e p at h o g e ni c g e n eti c e v e nt i n t h es e c as es is i nst e a d a r e arr a n g e m e nt i n v ol vi n g t h e N R 4 A 2  g e n e.

K e y w or ds  S ali v ar y gl a n d · A ci ni c c ell c ar ci n o m a · N R 4 A 3  · N R 4 A 2  · t( 4 · 9)( q 1 3 · q 3 1) tr a nsl o c ati o n · Hi g h- gr a d e 
tr a nsf or m ati o n

I ntr o d u cti o n

A ci ni c c ell c ar ci n o m a ( A ci C C) r e pr e s e nt s a b o ut 1 0 % of 
m ali g n a nt s ali v ar y gl a n d t u m or s a n d i s al s o t h e s e c o n d 
m o st c o m m o n p e di atri c s ali v ar y gl a n d m ali g n a n c y [ 1 ]. 

Mi d dl e- a g e d a d ult s, m or e oft e n f e m al e, ar e t h e m o st c o m-
m o nl y a ff e ct e d, wit h t h e a v er a g e a g e of a b o ut 5 0  y e ar s, b ut 
t h e a g e r a n g e i s c o n si d er a bl y wi d e. W hil e t h e pr o g n o si s 
f or p ati e nt s wit h t h e cl a s si c l o w- gr a d e A ci C C i s e x c ell e nt, 
wit h 5- y e ar a n d 1 0- y e ar s ur vi v al r at e s of 9 7 % a n d 9 4 %, 

 *  N at áli e Kl u bí č k o v á 
 kl u bi c k o v a @ bi o pti c k a. c z

1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pil s e n, 
C h arl e s U ni v er sit y, Pil s e n, C z e c h  R e p u bli c

2   Bi o pti c al L a b or at or y, Lt d, Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

3   Bi o m e di c al C e nt er, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pils e n, C h arl es 
U ni v ersit y, Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

4   M e di c al L a b or at or y C S D, Ki e v, U kr ai n e

5   I nstit ut e of  Bi o m e di ci n e, P at h ol o g y, U ni v ersit y of  T ur k u, 
T ur k u, Fi nl a n d

6   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, T ur k u U ni v ersit y H os pit al, T ur k u, 
Fi nl a n d

/ P u blis h e d o nli n e: 5 D e c e m b er 2 0 2 2

Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 3) 4 8 2: 3 3 9 – 3 4 5
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r e s p e cti v el y [2 ], s o m e c a s e s di s pl a y a tr a n sf or m ati o n i nt o 
hi g h- gr a d e, a g gr essi v el y b e h a vi n g n e o pl as ms wit h u nf a v or a-
bl e o ut c o m e s [ 3 – 5 ].

I n t y pi c al l o w- gr a d e c a s e s, t h e n e o pl a sti c c ell s di s pl a y 
a s er o u s a ci ni c di ff er e nti ati o n wit h P A S- p o siti v e c yt o pl a s-
mi c gr a n ul e s. H o w e v er, s o m e n e o pl a sti c c ell s c a n al s o h a v e 
e o si n o p hili c, cl e ar- c ell or v a c u ol at e d c yt o pl a s m. T h e m o st 
c o m m o n ar c hit e ct ur al p att er n i s s oli d- mi cr o c y sti c, oft e n 
wit h a b u n d a nt l y m p h oi d str o m a, i n cl u di n g w ell-f or m e d 
l y m p h oi d f olli cl e s wit h g er m c e nt er s i n s o m e c a s e s. Cri-
brif or m a n d c y sti c ar c hit e ct ur e i s oft e n a s s o ci at e d wit h 
i ntr at u m or al h e m orr h a g e. F olli c ul ar, t u b ul ar, a n d p a pill ar y 
gr o wt h p att er ns ar e l ess c o m m o n a n d mi g ht p os e a di a g n os-
ti c c h all e n g e i n s o m e i n st a n c e s. Ar e a s wit h tr a n sf or m ati o n 
i nt o hi g h- gr a d e c ar ci n o m a us u all y gr o w as s oli d n ests, oft e n 
wit h c e ntr al c o m e d o n e cr o si s. T u m or c ell s ar e p o siti v e f or 
S O X 1 0 a n d D O G 1, wit h t h e l att er a nti b o d y us u all y s h o wi n g 
a n a pi c al/ c a n ali c ul ar p att er n of st ai ni n g. C o n v er s el y, p 4 0, 
p 6 3, a n d S 1 0 0 m ar k er s ar e n e g ati v e i n A ci C C. E v e n t h o u g h 
t h e di a g n o sti c pr o c e s s i n a ci ni c c ell c ar ci n o m a i s u s u all y 
str ai g ht-f or w ar d, t h e i m m u n o hi st o c h e mi c al m ar k er s mi g ht 
b e of b e n e fit i n c h all e n gi n g c a s e s s u c h a s z y m o g e n gr a n-
ul e- p o or a n d ot h er r ar e m or p h ol o gi c al v ari a nt s i n cl u di n g 
cl e ar- c ell c h a n g es, t u m ors wit h hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n or 
u n us u all y l o c at e d t u m ors. I n fi n e- n e e dl e as pir ati o n c yt ol o g y 
s p e ci m e ns, i m m u n o hist o c h e mistr y mi g ht ai d t o di ff er e nti at e 
a m o n g z y m o g e n gr a n ul e-ri c h n e o pl a sti c c ell s of a ci ni c c ell 
c ar ci n o m a a n d n or m al a ci ni c c ell s.

G e n eti c all y, t h e v a st m aj orit y of A ci C C ar e dri v e n b y 
t( 4; 9)( q 1 3; q 3 1), l e a di n g t o t h e hij a c ki n g of str o n g e n h a n c er 
r e gi o ns fr o m t h e s e cr et or y c al ci u m- bi n di n g p h os p h o pr ot ei n 
cl u st er of g e n e s ( S C P P ) t o t h e pr o xi mit y of N R 4 A 3  (N o r 1 ) 
g e n e [ 6 ]. T hi s c a u s e s t h e o v er e x pr e s si o n of N R 4 A 3  w hi c h 
mi g ht i n t ur n d et e ct e d b y i m m u n o hi st o c h e mi str y [ 7 ]. R ar e 
c a s e s t h at ar e n e g ati v e f or t h e tr a n sl o c ati o n mi g ht di s pl a y 
u pr e g ul ati o n of a n ot h er g e n e fr o m t h e s a m e gr o u p of n u cl e ar 
r e c e pt or s c all e d N R 4 A 2  (N u r r 1 ), l o c at e d at c hr o m o s o m e 
b a n d 2 q 2 4. 1 [ 8 ]. R e c e ntl y, i m m u n o hi st o c h e mi c al m ar k er s 
N R 4 A 3 a n d, r ar el y, N R 4 A 2 h a v e b e e n g ai ni n g i m p ort a n c e 
i n t h e di ff er e nti al di a g n osis of s ali v ar y gl a n ds t u m ors, b ei n g 
hi g hl y s p e ci fi c a n d s e n siti v e f or A ci C C [ 7 – 9 ].

M at eri al s a n d  m et h o d s

C a s e s el e cti o n

F or t h e c urr e nt st u d y, 1 2 8 A ci C C c as es w er e c oll e ct e d fr o m 
i nstit uti o n al fil es of Bi o pti c k a l a b or at or y. T h e di a g n osis w as 
c o n fir m e d b y t w o p at h ol o gists ( N K a n d A S) b as e d o n hist o-
m or p h ol o g y a n d i m m u n o hist o c h e mistr y, i n a c c or d a n c e wit h 
t h e c urr e nt W H O cl a s si fi c ati o n of h e a d a n d n e c k t u m or s 
[1 ]. Cl a s si c l o w- gr a d e A ci C C c a s e s a s w ell a s c a s e s wit h 

hi g h- gr a d e fe at ur es or hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n ( H G T) w er e 
i n cl u d e d. T u m ors wit h H G T w er e d e fi n e d b y t h e pr es e n c e of a 
tr a nsf or m e d ar e a c o nsisti n g of p o orl y di ff er e nti at e d c ar ci n o m a 
wit h hi g h- gr a d e fe at ur es ( wit h hi g h mit oti c a cti vit y a n d/ or n e cr o-
sis), wit hi n a n ot h er wis e w ell- d e fi n e d, l o w- gr a d e A ci C C. T h e 
di a g n osis of hi g h- gr a d e A ci C C ( wit h o ut H G T) was r e n d er e d if 
ar e as wit h i n cr e as e d mit oti c a cti vit y ( > 5 mit oti c fi g ur es/ 1 0 H P F 
( 2. 4  m m2 )) a n d/ or n e cr osis w er e pr es e nt i n t h e t u m or, wit h o ut 
t h e pr es e n c e of a cl assi c l o w- gr a d e ar e a, i n a c c or d a n c e wit h a 
gr a di n g s yst e m pr o p os e d b y X u e t  al. [3 ]. Si mil arl y t o pr e vi o us 
st u di es [7 ], t h es e hi g h- gr a d e c as es w er e i n cl u d e d b as e d o n t h e 
c o n c or d a nt i m m u n o hist o c h e mistr y a n d cli ni c o p at h ol o gi c al c or-
r el ati o n, as m ost of t h e s a m pl es r e pr es e nt e d r e c urr e nt t u m ors, 
m et ast as es, or pr o b at or y bi o ps y s p e ci m e ns.

Hi st ol o g y a n d i m m u n o hi st o c h e mi str y

F or c o n v e nti o n al mi cr os c o p y, t h e e x cis e d tiss u es w er e fi x e d i n 
f or m ali n, pr o c ess e d r o uti n el y, e m b e d d e d i n p ar a ffi n ( F F P E), c ut, 
a n d st ai n e d wit h h e m at o x yli n & e osi n. F or t h e D O G 1, S O X 1 0, 
N R 4 A 3, a n d N R 4 A 2 i m m u n o hist o c h e mistr y, t h e 4- μ m-t hi c k 
s e cti o ns c ut fr o m p ar a ffi n bl o c ks w er e pr o c ess e d i n a c c or d a n c e 
wit h i nstit uti o n al st a n d ar d o n B e n c h M ar k U L T R A ( Ve nt a n a 
M e di c al S yst e ms, T u cs o n, A Z). All pri m ar y a nti b o di es wit h 
t h eir r es p e cti v e e pit o p e r etri e v al m et h o d us e d i n t his st u d y ar e 
s u m m ari z e d i n Ta bl e 1 . Vis u ali z ati o n w as p erf or m e d usi n g t h e 
ultr a Vi e w U ni v ers al D A B D et e cti o n Kit ( R o c h e, T u cs o n, A Z) 
a n d ultr a Vi e w U ni v ers al Al k ali n e P h os p h at as e R e d D et e cti o n 
Kit ( R o c h e, T u cs o n, A Z). T h e sli d es w er e c o u nt erst ai n e d wit h 
M a y er’s h e m at o x yli n. A p pr o pri at e c o ntr ols w er e e m pl o y e d.

N R 4 A 3 i m m u n o hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n was r e c o g ni z e d as 
p ositi ve if m o d er at e t o str o n g n u cl e ar st ai ni n g was pr es e nt at l e ast 
f o c all y ( ≥ 5 % t u m or c ells). C yt o pl as mi c or m e m br a n o us st ai n-
i n g was c o nsi d er e d n o n-s p e ci fi c a n d was n ot c o u nt e d as p ositi ve. 
N R 4 A 2 i m m u n o hist o c h e mi c al st ai n dis pl a ye d a str o n g b a c k gr o u n d 
a ffi nit y t o m ulti pl e, e ve n n o n- n e o pl asti c str u ct ur es. C o ns e q u e ntl y, 
o nl y str o n g di ff us e n u cl e ar st ai ni n g was r e g ar d e d as p ositi ve.

FI S H

F or t h e d et e cti o n of N R 4 A 2  a n d N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nts, c us-
t o m- d esi g n S ur e FI S H N R 4 A 2  br e a k- a p art pr o b e ( S ur e FI S H/
A gil e nt T e c h n ol o gi es, S a nt a Cl ar a, C A, U S A) a n d Z yt o Li g ht 

T a bl e 1  A nti b o di es us e d i n t h e st u d y

R T U , r e a d y t o us e

Dil uti o n  Cl o n e S o ur c e

D O G 1 R T U S P 3 1 Ve nt a n a

N R 4 A 2 1: 1 0 0 N 1 4 0 4  A b c a m

N R 4 A 3 1: 5 0 H- 7 S a nt a Cr u z

S O X 1 0  R T U S P 2 6 7  Ve nt a n a
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S P E C N R 4 A 3  D u al C ol or Br e a k A p art Pr o b e ( Z yt o Visi o n G m b h, 
Br e m er h a v e n, G er m a n y) w er e us e d. C hr o m os o m al l o c ati o ns 
( b uil d H u m a n G e n o m e v ersi o n h g 1 9) us e d f or c ust o m N R 4 A 2  
br e a k- a p art pr o b e oli g os wer e c hr 2: 1 5 6, 7 8 0, 7 9 8 – 1 5 7, 1 8 1, 0 9 2 a n d 
c hr 2: 1 5 7, 1 9 8, 7 1 3 – 1 5 7, 5 9 9, 0 0 7. T h e FI S H pr o c e d ur e a n d i nt er pr e-
t ati o n of t h e r es ults wer e p erf or m e d as d es cri b e d pr e vi o usl y [1 0 ].

R e s ult s

D e m o gr a p hi c a n d  cli ni c al c h ar a ct eri sti c s

T h e cli ni c o p at h ol o gi c al d at a f or t h e 1 2 8 A ci C C c a s e s ar e 
s u m m ari z e d i n T a bl e  2 . Ei g ht y- fi v e c a s e s of l o w- gr a d e 

A ci C C, 7 c a s e s of hi g h- gr a d e A ci C C, a n d 3 6 c a s e s wit h 
H G T w er e i n cl u d e d i n t h e st u d y. T h e p ati e nt s’ a g e r a n g e d 
fr o m 1 1 t o 8 6  y e ar s ( m e a n = 5 6, m e di a n = 6 1). P ati e nt s 
wit h H G T a n d hi g h- gr a d e t u m or s w er e m or e t h a n a d e c-
a d e ol d er t h a n p ati e nt s wit h l o w- gr a d e A ci C C ( m e a n = 6 5, 
m e di a n = 6 8 vs. m e a n = 5 2, m e di a n = 5 6). W h er e a s 7 2 % of 
p ati e nt s wit h l o w- gr a d e A ci C C w er e f e m al e, b ot h s e x e s 
w er e a ff e ct e d al m o st e q u all y i n t h e H G T a n d hi g h- gr a d e 
gr o u p s. O n e h u n dr e d a n d si xt e e n c a s e s w er e pri m ar y 
t u m or s, m o st c o m m o nl y o c c urri n g i n t h e p ar oti d gl a n d, 
w hil e 1 c a s e e a c h ori gi n at e d fr o m t h e s u bli n g u al gl a n d, 
s u b m a n di b ul ar gl a n d, a n d s m all s ali v ar y gl a n d i n t h e p ar a-
p h ar y n g e al s p a c e. L o c ati o n w a s u n k n o w n i n 1 c a s e. I n 
a d diti o n, 9 c a s e s r e pr e s e nt e d r e c urr e n c e s, a n d 3 m et a st a s e s 

T a bl e 2  Cli ni c al d at a a n d 
m ol e c ul ar- g e n eti c f e at ur es of 
t h e c as es

A ci C C , a ci ni c c ell c ar ci n o m a; FI S H , fl u or es c e n c e i n  sit u h y bri di z ati o n; H G , hi g h- gr a d e; H G T , hi g h- gr a d e 
tr a nsf or m ati o n; H P F , hi g h- p o w er fi el d

1 2 8 A ci C C c as es n %

Cli ni c al f e at ur es

S e x

  F e m al e 8 4 6 6 %

  M al e 4 4 3 4 %

A g e, m e di a n (r a n g e) 6 1 ( 1 1 – 8 6)

Pri m ar y t u m or 1 1 6 9 1 %

  P ar oti d gl a n d 1 1 2

  S u b m a n di b ul ar gl a n d 1

  S u bli n g u al gl a n d 1

  Mi n or s ali v ar y gl a n d 1

R e c urr e n c e 9 7 %

M et ast ati c l esi o n 3 2 %

P at h ol o gi c f e at ur es

Si z e, m e di a n (r a n g e) ( c m) 2. 3 ( 0. 4 – 9)

Mit oti c fi g ur es/ 1 0 H P F ( 2. 4  m m 2 )

  0 – 4 8 7 6 8 %

   ≥ 5 4 1 3 2 %

H G a n d H G T 4 3 3 4 %

N e cr osis 4 1 3 2 %

Ar c hit e ct ur e

  S oli d- mi cr o c ysti c 1 1 5 9 0 %

  C ysti c/ c yst o p a pill ar y 3 9 3 0 %

  Cri brif or m 1 6 1 3 %

  F olli c ul ar 3 2 %

Cl e ar- c ell c h a n g e 3 3 2 6 %

E osi n o p hili c/ o n c o c yt oi d c yt o pl as m 2 2 %

I m m u n o hist o c h e mistr y

D O G 1 1 2 6 9 8 %

S O X 1 0 1 2 7 9 9 %

N R 4 A 3 1 0 5 8 2 %

N R 4 A 3  br e a k- a p art b y FI S H

T ot al 3 8/ 5 2 a n al y z a bl e c as es 7 3 %

N R 4 A 3-i m m u n o p ositi v e c as es 3 6/ 4 4 a n al y z a bl e c as es 8 2 %

N R 4 A 3-i m m u n o n e g ati v e c as es 2/ 8 a n al y z a bl e c as es 2 5 %

3 4 1Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 3) 4 8 2: 3 3 9 – 3 4 5

2 1



1 3

i n t h e l u n g, pl e ur a, a n d o m e nt u m, r e s p e cti v el y, w er e s a m-
pl e d. T u m or si z e r a n g e d fr o m 4 t o 9 0  m m ( m e a n 2 6. 1, 
m e di a n 2 3).

Hi st o p at h ol o gi c a n d  m ol e c ul ar‑ g e n eti c f e at ur e s

V ari o u s  ar c hit e ct ur al  p att er n s  w er e  s e e n  o n  mi cr o-
s c o pi c e x a mi n ati o n, wit h t h e s oli d- mi cr o c y sti c p att er n 
( Fi g.  1 A )  b ei n g  m o st  pr e v al e nt  ( n  = 1 1 5), c o m m o nl y 
a c c o m p a ni e d b y a b u n d a nt l y m p h oi d str o m a s urr o u n di n g 
t h e n e o pl a sti c c ell n e st s. S oli d gr o wt h w a s pr e s e nt i n 4 % 
of l o w- gr a d e A ci C C c a s e s ( n  = 3), w hil e all c a s e s wit h 
hi g h- gr a d e f e at ur e s c o nt ai n e d at l e a st mi n or p art s wit h 
s oli d gr o wt h p att er n. O c c a si o n all y, c ysti c or c yst o p a pill ar y 
gr o wt h p att er n s w er e pr e s e nt ( n  = 3 9), oft e n a s s o ci at e d 
wit h i ntr at u m or al h e m orr h a g e, wit h er yt hr o c yt e s l o c at e d 
i n t h e l u mi n a  ( Fi g. 1 B ). Cri brif or m a n d f olli c ul ar ar e a s 
w er e r e v e al e d i n 1 6 a n d 3 c a s e s, r e s p e cti v el y. Cl e ar- c ell 
c h a n g e w a s fr e q u e nt i n b ot h gr a d e gr o u p s ( n  = 3 3), w hil e 
o n c o c yt oi d or e o si n o p hili c c yt o pl a s m w a s o b s er v e d i n 2 
c a s e s wit h H G T. A c olli si o n wit h W art hi n t u m or w a s s e e n 
i n 1 c a s e of a p ar oti d l e si o n of a n 8 3- y e ar- ol d f e m al e.

T h e hi g h- gr a d e c a s e s a n d t h e hi g h- gr a d e ar e a s i n c a s e s 
wit h H G T  di s pl a y e d m o d er at e t o hi g h- gr a d e c yt ol o gi c 
at y pi a wit h l ar g er r o u n d t o o v al, oft e n v e si c ul ar n u cl ei, a n d 
w ell- vi si bl e n u cl e oli. T h e mit oti c a cti vit y w a s m o d er at e t o 
hi g h, r e a c hi n g u p t o 6 9 mit oti c fi g ur e s/ 1 0 H P F ( 2. 4  m m 2 ). 
I n a d diti o n, n e cr oti c ar e a s w er e r e v e al e d i n 9 5 % of t h e s e 
c a s e s ( n  = 4 1), u s u all y i n t h e f or m of c o m e d o-t y p e n e cr o-
si s ( Fi g.  1 C- D ). I n s o m e c a s e s, l ar g er ar e a s of g e o gr a p hi c 
n e cr o si s w er e r e v e al e d. C o n v er s el y, n o n e cr oti c f o ci w er e 
pr e s e nt a n d n o m or e t h a n 4 mit oti c fi g ur e s/ 1 0 H P F ( 2. 4 
 m m2 ) w er e c o u nt e d i n t h e l o w- gr a d e c a s e s.

O n e c a s e wit h H G T r e v e al e d f urt h er s ar c o m at oi d d e dif-
f er e nti ati o n. T h e t u m or, ari si n g i n t h e p ar oti d gl a n d of a 
7 8- y e ar- ol d m al e, c o nt ai n e d t hr e e c o m p o n e nt s: a s m all 
t y pi c al l o w- gr a d e s oli d- mi cr o c ysti c c o m p o n e nt s, l ar g er s ar-
c o m at oi d c o m p o n e nt c o n si sti n g of pl e o m or p hi c s pi n dl e d 
c ell s gr o wi n g i n s h ort f a s ci c ul ar a n d v a g u el y st orif or m p at-
t er n s o n t h e b a c k gr o u n d of h y ali ni z e d fi br o u s str o m a, a n d 
a t u b ul ar t o cri brif or m a d e n o c ar ci n o m a-li k e c o m p o n e nt 
wit h hi g h- gr a d e n u cl e ar at y pi a gr o wi n g i n n e st s i n si d e t h e 
s ar c o m at oi d ar e a. T h e mit oti c a cti vit y w a s si mil ar i n b ot h 
t h e t u b ul ar a n d s ar c o m at oi d r e gi o n s, r e a c hi n g 1 4 a n d 1 1 
mit oti c fi g ur e s/ 1 0 H P F ( 2. 4  m m 2 ), r e s p e cti v el y, w hil e n o 
mit o si s w a s r e v e al e d i n t h e l o w- gr a d e ar e a. S m all n e cr oti c 
f o ci w er e pr e s e nt i n t h e t u b ul ar c o m p o n e nt. O n i m m u n o his-
t o c h e mi c al e x a mi n ati o n, b ot h t h e l o w- gr a d e a n d t h e t u b ul ar-
t o- cri brif or m c o m p o n e nt w er e p o siti v e f or N R 4 A 3 b ut t h e 
s ar c o m at oi d c o m p o n e nt w as n e g ati v e. FI S H e x a mi n ati o n of 
a n N R 4 A 3 r e arr a n g e m e nt w a s n e g ati v e i n all p art s of t h e 
a n al y z e d sli d e.

D O G 1 i m m u n o m ar k er w a s p o siti v e i n 1 2 6/ 1 2 8 ( 9 8 %) 
c as es ( Fi g.  2 A ), w hil e S O X 1 0 dis pl a y e d n u cl e ar p ositi vit y i n 
1 2 7/ 1 2 8 ( 9 9 %) c as es ( Fi g.  2 B ). N R 4 A 3 was at l e ast f o c all y p os-
iti v e i n 1 0 5/ 1 2 8 ( 8 2 %) c as es ( Fi g. 2 C- D ). A si mil ar pr o p orti o n 
( 8 2 % vs. 8 1 % vs. 8 6 %) of N R 4 A 3- p ositi v e c as es w er e r e v e al e d 
i n t h e l o w- gr a d e, H G T, a n d hi g h- gr a d e gr o u ps of A ci C C.

O ut of t h e 2 3 c a s e s t h at w er e i m m u n o hi st o c h e mi c all y 
n e g ati v e f or N R 4 A 3 ( Fi g.  2 E ), all w er e p ositi v e f or b ot h D O G 1 
a n d S O X 1 0. All N R 4 A 3- n e g ati v e a n d 3 3 N R 4 A 3- p o siti v e 
c as es w er e s u bs e q u e ntl y st ai n e d f or N R 4 A 2 ( n  = 5 6). Si x of t h e 
N R 4 A 3-i m m u n o n e g ati v e c as es dis pl a y e d u n e q ui v o c al n u cl e ar 
i m m u n o p ositi vit y wit h t h e N R 4 A 2 a nti b o d y ( Fi g. 2 F ), w hil e 
all t h e 3 3 N R 4 A 3-i m m u n o p ositi v e c as es t est e d n e g ati v e f or 
N R 4 A 2 o n i m m u n o hist o c h e mistr y ( T a bl e  3 ).

Fi g. 1  Hist o m or p h ol o gi c 
f e at ur es of A ci C C. A  N e o pl asti c 
a ci ni c c ells wit h z y m o g e n gr a n-
ul es or g a ni z e d i n a s oli d- mi cr o-
c ysti c p att er n w er e t h e m ost 
c o m m o n fi n di n g ( c as e L G 9). B  
C ysti c- h e m orr h a gi c p att er n i n 
l o w- gr a d e A ci C C ( c as e L G 1 5). 
C  Cl e ar c ell c h a n g e a n d n e cr oti c 
f o ci i n a c as e wit h H G T ( c as e 
H G T 9). D  Hi g h- gr a d e ar e a wit h 
f o ci of c o m e d o n e cr osis a n d hi g h 
mit oti c a cti vit y ( c as e H G T 3)
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T h e N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt w a s a n al y z e d b y FI S H i n 5 7 
c as es. Firstl y, 4 7 N R 4 A 3-i m m u n o p ositi v e c as es w er e t est e d. 
T h e r e arr a n g e m e nt w a s v eri fi e d i n 2 3/ 2 8 ( 8 2 %) l o w- gr a d e 
A ci C C c a s e s, 1 1/ 1 4 ( 7 9 %) c a s e s wit h H G T, a n d 2/ 2 ( 1 0 0 %) 
hi g h- gr a d e A ci C C c as es. I n t ot al, N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt w as 
c o n fir m e d b y FI S H i n 3 6/ 4 4 ( 8 2 %) N R 4 A 3-i m m u n o p ositi v e 
a n al y z a bl e c a s e s, w hil e 8/ 4 4 ( 1 8 %) c a s e s w er e n e g ati v e f or 
t h e a b err ati o n. S e c o n dl y, 1 0 N R 4 A 3-i m m u n o n e g ati v e c as es 
w er e a s s e s s e d, wit h 6/ 8 ( 7 5 %) a n al y z a bl e c a s e s b ei n g n e g a-
ti v e o n t h e FI S H e x a mi n ati o n a n d 2/ 8 ( 2 5 %) c as es dis pl a yi n g 
a p o siti v e N R 4 A 3  s plit si g n al. O ut of t h e w h ol e c o h ort, 5 
c a s e s w er e n ot a bl e t o b e a n al y z e d b y FI S H.

Fi n all y, w e a s s e s s e d t h e pr e s e n c e of a r e arr a n g e m e nt 
i n v ol vi n g N R 4 A 2  u si n g a c u st o m FI S H br e a k- a p art pr o b e 
( T a bl e  3 ). I n t ot al, 9 c a s e s w er e t e st e d, i n cl u di n g t h e 6 
N R 4 A 2-i m m u n o p o siti v e c a s e s a n d 3 c a s e s t h at w er e n e g a-
ti v e f or b ot h N R 4 A 2 a n d N R 4 A 3 b y i m m u n o hist o c h e mistr y. 
T h e N R 4 A 2  br e a k- a p art w as c o n fir m e d i n 2/ 8 ( 2 5 %) a n al y z-
a bl e c a s e s, w hil e 6/ 8 ( 7 5 %) a n al y z a bl e c a s e s w er e n e g ati v e 
a n d 1 c a s e w a s n ot a n al y z a bl e. B ot h c a s e s wit h t h e N R 4 A 2  
r e arr a n g e m e nt c o n fir m e d b y FI S H w er e al s o p o siti v e f or 
t h e N R 4 A 2 i m m u n o hi st o c h e mi c al m ar k er ( Fi g. 3 B- C ). T h e 
fir st c a s e t h at h ar b or e d t h e br e a k w a s a n u n u s u al l o w- gr a d e 
A ci C C a ff e cti n g t h e p ar oti d gl a n d of a 1 9- y e ar- ol d m al e. It 
di s pl a y e d a s oli d-tr a b e c ul ar gr o wt h of u nif or m n e o pl a sti c 
c ells wit h a b u n d a nt e osi n o p hili c a n d o c c asi o n all y cl e ar c yt o-
pl as m a n d w as t h er ef or e ori gi n all y di a g n os e d as o n c o c yt o m a 

( Fi g. 3 A ). FI S H a n al ysis of a n N R 4 A 3  br e a k- a p art w as n e g a-
ti v e i n t hi s c a s e. T h e s e c o n d c a s e w a s a t u m or wit h H G T 
o c c urri n g i n a 6 1- y e ar- ol d m al e. T h e l o w- gr a d e ar e a s wit h 
s oli d- mi cr o c ysti c ar c hit e ct ur e gr a d u all y d e v ol v e d i nt o hi g h-
gr a d e s oli d t u m or di s pl a yi n g a c o n s pi c u o u s c yt o pl a s mi c 
cl e ari n g, n u cl e ar at y pi a, a n d c e ntr al n e cr o si s. T h e N R 4 A 3  
r e arr a n g e m e nt w a s n ot a n al y z a bl e b y FI S H.

O v er all, 1 7 c a s e s w er e i m m u n o hi st o c h e mi c all y n e g ati v e 
f or b ot h N R 4 A 3 a n d N R 4 A 2 m ar k er s. F o ur of t h e s e w er e 
a bl e t o b e t est e d f or t h e N R 4 A 3 r e arr a n g e m e nt b y FI S H, a n d 
t h e br e a k w a s c o n fir m e d i n 2/ 4 ( 5 0 %) c a s e s. T h e N R 4 A 2 
br e a k- a p art w a s f urt h er a n al y z e d b y FI S H i n 3 of t h e s e 
c a s e s, wit h a n e g ati v e r e s ult i n all of t h e m.

T a bl e 3  N R 4 A 2 i m m u n o hist o c h e mistr y a n d FI S H a n al ysis i n a ci ni c 
c ell c ar ci n o m a

N u m b er of p osi-
ti v e c as es

N u m b er of 
a n al y z e d 
c as es

N R 4 A 2 i m m u n o hist o c h e mistr y

  T ot al 6 5 6

  N R 4 A 3-i m m u n o n e g ati v e c as es 6 2 3

  N R 4 A 3-i m m u n o p ositi v e c as es 0 3 3

N R 4 A 2  br e a k- a p art b y FI S H 2 8

Fi g. 2  I m m u n o hist o c h e mi c al 
fi n di n gs I m m u n o hist o c h e mi-
c al st ai ni n g f or D O G 1 ( A ) a n d 
S O X 1 0 ( B ) w as p ositi v e i n 
1 2 6/ 1 2 8 ( 9 8 %) a n d 1 2 7/ 1 2 8 
( 9 9 %) c as es, r es p e cti v el y ( c as e 
L G 1 5). N R 4 A 3 i m m u n ost ai n-
i n g r e v e al e d str o n g (C ) ( c as e 
L G 1 0 ) t o m o d er at e (D ) ( c as e 
H G T 9 ) n u cl e ar p ositi vit y i n 
1 0 5/ 1 2 8 ( 8 2 %) c as es. T w e nt y-
f o ur c as es di d n ot st ai n f or 
N R 4 A 3 ( E ) ( c as e L G 1 3), si x of 
w hi c h s h o w e d str o n g n u cl e ar 
i m m u n o p ositi vit y f or N R 4 A 2 
(F ) ( c as e H G T 2 3)
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Di s c u s si o n

I n t hi s st u d y, w e pr e s e nt a n e xt e n si v e a n al ysi s of t h e i m m u-
n o hi st o c h e mi c al a n d m ol e c ul ar g e n eti c f e at ur es of A ci C C, a 
c o m m o n m ali g n a nt s ali v ar y gl a n d t u m or dri v e n i n m ost c as es 
b y t( 4; 9)( q 1 3; q 3 1) l e a di n g t o u pr e g ul ati o n of t h e N R 4 A 3  g e n e. 
N R 4 A 3 i m m u n ost ai n is a p o w erf ul t o ol i n di ff er e nti al di a g n os-
ti cs i n A ci C C c as es. As m u c h as 8 2 % of c as es w er e p ositi v e f or 
N R 4 A 3 i n o ur s eri es. H o w e v er, pr e vi o us r e p orts d o c u m e nt e d 
a n e v e n hi g h er pr o p orti o n ( u p t o 9 8 %) of A ci C C c a s e s t o 
b e i m m u n o p ositi v e f or N R 4 A 3 wit h a h o m o g e n o us di ff us e 
n u cl e ar p att er n [ 7 , 9 ]. T h e dis c or d a n c e w as li k el y c a us e d b y t h e 
i n cl usi o n of ar c hi v al, s u b- o pti m all y fi x e d s a m pl es, w hi c h w er e 
sli g htl y m or e pr e v al e nt i n t h e l o w- gr a d e c o h ort. T h e N R 4 A 3 
a nti g e ni cit y w as pr o b a bl y li mit e d or c o m pl et el y l ost i n s u c h 
c as es, a n d t h e N R 4 A 3 i m m u n o hist o c h e mistr y w as a p p ar e ntl y 
hi g hl y s e nsiti v e t o s u b- o pti m al pr o c essi n g i n o ur l a b or at or y. 
Alt h o u g h FI S H a n al ysis of t h e N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt mi g ht 
b e i nf or m ati v e i n s o m e of t h es e tr o u bl es o m e c as es, a n e g ati v e 
r es ult of t h e m ol e c ul ar- g e n eti c e x a mi n ati o n d o es n ot n e c ess ar-
il y e x cl u d e t h e p ossi bilit y of t h e t( 4; 9)( q 1 3; q 3 1) b ei n g pr es e nt. 
As i n di c at e d b y H all er et  al. [ 7 ], s o m e c as es wit h c hr o m o-
s o m al br e a k p oi nts of c hr o m os o m e 9 l o c at e d hi g h er u pstr e a m 
fr o m t h e N R 4 A 3  g e n e mi g ht s h o w a p p ar e ntl y n or m al, n o n-
tr a n sl o c at e d fl u or e s c e n c e si g n al s. Ot h er m et h o d s mi g ht 

t h er e aft er b e e m pl o y e d t o r e v e al t h e N R 4 A 3  o v er e x pr e s si o n 
( q R T- P C R) a n d t h e e x a ct l o c ati o n of t h e c hr o m os o m e br e a ks 
i n v ol v e d i n t h e r e arr a n g e m e nt, e s p e ci all y i n r ar e c a s e s wit h 
u n u s u al m or p h ol o g y t h at mi g ht r e n d er t h e di a g n o sti c pr o-
c ess e x c e pti o n all y di ffi c ult. N ot a bl y, si n c e t h e m e c h a nis m of 
o n c o g e n e si s i n a ci ni c c ell c ar ci n o m a i s e n h a n c er hij a c ki n g 
w hi c h u pr e g ul at es N R 4 A 3 , a n d n ot a g e n e f usi o n t h at w o ul d 
c o d e f or a n a cti v e f u si o n o n c o pr ot ei n, n o f u si o n tr a n s cri pt 
i s d et e ct a bl e b y R T- P C R or R N A- s e q u e n ci n g.

I m p ort a ntl y,  b ot h  l o w- gr a d e  a n d  hi g h- gr a d e  (i n cl u d-
i n g c as es wit h H G T) c as es w er e a bl e t o b e st ai n e d wit h t h e 
N R 4 A 3 a nti b o d y. I n c as es wit h H G T, n u cl e ar p ositi vit y f or 
N R 4 A 3 w a s o b s er v e d i n b ot h l o w- gr a d e a n d tr a n sf or m e d 
ar e as. N R 4 A 3 i m m u n ost ai ni n g mi g ht t h er ef or e b e utili z e d i n 
c h all e n gi n g c as es, i. e., s m all s a m pl es c o nt ai ni n g p o orl y dif-
f er e nti at e d hi g h- gr a d e ar e as o nl y, fi n e- n e e dl e as pir ati o n c yt ol-
o g y s p e ci m e ns [ 1 1 , 1 2 ], t u m ors wit h u n us u al m or p h ol o g y et c.

I n a d diti o n, A ci C C mi g ht s p or a di c all y b e dri v e n b y 
o v er e x pr e s si o n of N R 4 A 3  p ar al o g N R 4 A 2 . B ot h g e n e s c o d e 
f or pr ot ei n s b el o n gi n g t o t h e st er oi d-t h yr oi d h or m o n e r eti-
n oi d r e c e pt or f a mil y t h at a ct a s tr a n s cri pti o n f a ct or s w h e n 
a cti v at e d b y t h eir r e s p e cti v e li g a n d s. T h e c ar ci n o g e n eti c 
pr o c e s s i n t u m or s wit h t h e N R 4 A 2  r e arr a n g e m e nt i s t h er e-
f or e li k el y a n al o g o u s t o t h e e n h a n c er hij a c ki n g d e s cri b e d 
i n N R 4 A 3 -r e arr a n g e d a ci ni c c ell c ar ci n o m as. W hil e N R 4 A 3  

Fi g. 3  N R 4 A 2 -r e arr a n g e d c as e 
of A ci C C ( c as e L G 4 2). A  T h e 
l o w- gr a d e t u m or w as c o m p os e d 
of u nif or m c ells wit h e osi n o-
p hili c c yt o pl as m or g a ni z e d i n 
a s oli d-tr a b e c ul ar p att er n. B  
Di ff us e n u cl e ar N R 4 A 2 i m m u-
n ost ai ni n g. C  FI S H a n al ysis 
utili zi n g a N R 4 A 2  br e a k- a p art 
pr o b e w as cl e arl y p ositi v e
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l o c at es t o 9 q 3 1, N R 4 A 2  is f o u n d at 2 q 2 4. I n t his st u d y, 6 N R 4 A 3-
i m m u n o n e g ati ve c as es dis pl a y e d a str o n g n u cl e ar p ositi vit y wit h 
t h e N R 4 A 2 a nti b o d y. N R 4 A 2 i m m u n o e x pr essi o n was s h o w n t o 
c orr el at e wit h N R 4 A 2  u pr e g ul ati o n i n A ci C C i n a r e c e nt st u d y 
[8 ]. T his is t h e first r e p ort of a r e arr a n g e m e nt i n v ol vi n g N R 4 A 2  
b ei n g c o n fir m e d b y FI S H i n 2 c as es of A ci C C. I nt er esti n gl y, 
b ot h c as es dis pl a y e d u n us u al m or p h ol o gi c fe at ur es, wit h t h e first 
l o w- gr a d e t u m or r es e m bli n g o n c o c yt o m a a n d t h e s e c o n d t u m or 
c o nt ai ni n g a b u n d a nt cl e ar- c ell ar e as. S oli d gr o wt h p att er n w as 
o bs er v e d i n b ot h c as es, si mil arl y t o t h e c as e r e p ort e d b y H all er 
et  al. [ 8 ]. F urt h er st u di es mi g ht c o ntri b ut e f urt h er e vi d e n c e t o 
cl arif y w h et h er t h e N R 4 A 2  r e arr a n g e m e nt o c c urs m or e fr e q u e ntl y 
i n A ci C C c as es wit h l ess us u al m or p h ol o g y.

L a stl y, a s m all c o h ort of o ur c a s e s w a s n e g ati v e f or b ot h 
N R 4 A 2 a n d N R 4 A 3 i m m u n o m ar k er s. FI S H a n al ysi s of t h e 
N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt pr o v e d m or e s e nsiti v e i n t w o of t h es e 
d o u bl e-i m m u n o n e g ati v e c a s e s, a n d t h e y w er e fi n all y cl a s si-
fi e d as a ci ni c c ell c ar ci n o m a wit h a n N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt. 
H o w e v er, r e arr a n g e m e nt s of N R 4 A 2  n or N R 4 A 3  w er e n ot 
d et e ct e d b y FI S H i n s o m e of t h e s e d o u bl e-i m m u n o n e g ati v e 
c a s e s. M e m b er s of t hi s gr o u p m a y r e pr e s e nt c a s e s w h er e 
b ot h d et e cti o n m et h o d s u s e d i n t hi s st u d y f ail e d, a n d t h e 
t u m or s i n f a ct h ar b or N R 4 A 2  or N R 4 A 3  r e arr a n g e m e nt s. 
S o m e c a s e s m a y n o n et h el e s s b el o n g t o a v er y mi n or gr o u p 
of A ci C C c a s e s w h o s e p at h o g e n e si s i s b a s e d o n a di ff er e nt 
g e n eti c a b err ati o n, w h et h er it is, f or e x a m pl e, t h e r e arr a n g e-
m e nt of ot h er g e n es fr o m t h e n u cl e ar r e c e pt or s u bf a mil y 4 A, 
or a n ot h er alt er ati o n of a c o m pl et el y u nr el at e d g e n e.

I n s u m m ar y, w e pr e s e nt a fir st r e p ort of a n N R 4 A 2  r e ar-
r a n g e m e nt i n a s u b s et of a ci ni c c ell c ar ci n o m a c a s e s. T hi s 
g e n eti c a b err ati o n w a s pr e s e nt i n c a s e s t h at w er e n e g ati v e 
f or t h e N R 4 A 3 m ar k er a n d p o siti v e f or t h e N R 4 A 2 m ar k er 
o n i m m u n o hi st o c h e mi c al e x a mi n ati o n. N R 4 A 2  a n d N R 4 A 3  
c o d e f or hi g hl y si mil ar, p ar al o g o us pr ot ei ns; w e t h er ef or e pr o-
p os e a si mil ar p at h o g e n eti c pr o c ess b ei n g i n v ol v e d i n a ci ni c 
c ell c ar ci n o m as wit h t h e N R 4 A 2  r e arr a n g e m e nt t h at h as b e e n 
pr o p os e d pr e vi o usl y i n t u m ors wit h t h e N R 4 A 3  br e a k- a p art. 
N R 4 A 2 a n d N R 4 A 3 ar e r eli a bl e i m m u n o hist o c h e mi c al m ar k-
ers f or a ci ni c c ell c ar ci n o m a w h os e i m p ort a n c e is hi g hli g ht e d 
es p e ci all y i n c h all e n gi n g, l ess t y pi c al c as es.

A ut h or c o ntri b uti o n  All a ut h or s c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n 
a n d d e si g n. M at eri al pr e p ar ati o n, d at a c oll e cti o n, a n d a n al ysi s w er e 
p erf or m e d b y N K a n d A S. T h e fir st dr aft of t h e m a n u s cri pt w a s writ-
t e n b y N K, a n d all a ut h or s c o m m e nt e d o n pr e vi o u s v er si o n s of t h e 
m a n u s cri pt. T h er e ar e t w o s e ni or a ut h or s of t hi s m a n u s cri pt (I L a n d 
A S) wit h e q u al c o ntri b uti o n.

F u n di n g  T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 2 6 0 5 3 9 fr o m 
t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N K). T hi s w or k w a s s u p-
p ort e d b y t h e C o o p er ati o Pr o gr a m, r e s e ar c h ar e a S U R G ( N K).

D at a A v ail a bilit y  D at a s u p p orti n g t h e fi n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail-
a bl e wit hi n t h e arti cl e. T h e c o m pl et e d at a s et s g e n er at e d d uri n g a n d/ or 

a n al y z e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e c orr es p o n di n g 
a ut h or u p o n r e a s o n a bl e r e q u e st.

D e cl ar ati o n s 

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er ests.

I nf or m e d c o ns e nt I nf or m e d c o n s e nt w a s n ot r e q uir e d f or t h e st u d y.
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n e c k t u m o ur s, 5t h e d n. I A R C Pr e s s, L y o n, Fr a n c e

 2. P at el N R, S a n g h vi S, K h a n M N, H u s ai n Q, B ar e d e s S, El o y J A 
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P u blis h er's  n ot e  S pri n g er  N at ur e  r e m ai ns  n e utr al  wit h  r e g ar d  t o  
j uris di cti o n al cl ai ms i n p u blis h e d m a ps a n d i nstit uti o n al a ffili ati o ns.

S pri n g er N at ur e or its li c e ns or ( e. g. a s o ci et y or ot h er p art n er) h ol ds 
e x cl usi v e ri g hts t o t his arti cl e u n d er a p u blis hi n g a gr e e m e nt wit h t h e 
a ut h or(s) or ot h er ri g hts h ol d er(s); a ut h or s elf- ar c hi vi n g of t h e a c c e pt e d 
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s u c h p u blis hi n g a gr e e m e nt a n d a p pli c a bl e l a w.
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4. 2  S cl e r osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a of s ali v a r y gl a n ds : A n o v el n e o pl a s m 
c h ar a ct eri z e d b y PI 3 K- A K T p at h w a y alt er ati o ns – N e w i nsi g hts i nt o a c h all e n gi n g e ntit y  

I n d e x o v ý m pZí p a d e m v t ét o st u dii b yl t u m or 6 2l et é h o m u ž e l é � e n é h o i n hi bit or y 

i m u nit ní c h c h e c k p oi nt ů pr o dZí v e p ot vr z e n ý m et ast a z ují cí s v ětl o b u n ě � n ý k ar ci n o m 
l e d vi n y, n y ní r o v n ě ž l é � e n é h o pr o 9 m ěsí c ů tr v ají cí r e zist e n ci v o bl asti l e v ostr a n n é pZí ub ní 
žl á z y. T u m or b yl e xstir p o v á n a h o d n o c e n j a k o a p o kri n ní i ntr a d u kt ál ní k ar ci n o m 
d os a h ují cí d o r es e k � ní c h o kr aj ů, pr ot o b yl a n ásl e d n ě pr o v e d e n a r a di k ál ní p ar oti d e kt o mi e 
a dis e k c e kr � ní c h l y mf ati c k ý c h u zli n. V  r es e k át u b yl a pr o k á z á n a l é z e sl o ž e n á z e tZí 
k o m p o n e nt – k o n v e n � ní h o S P A, r e zi d u ál ní c h str u kt ur i ntr a d u kt ál ní h o k ar ci n o m u s e 
s oli d ní, kri brif or m ní a mi kr o p a pil ár ní i ntr al u mi n ál ní pr olif er a cí mír n ě at y pi c k ý c h b u n ě k 
s a p o kri n ní m orf ol o gií a f o k us u i n v a zi v ní h o s ali v ár ní h o d u kt ál ní h o k ar ci n o m u t v oZ e n é h o 
n á d or o v ý mi b u ň k a mi s  hi g h- gr a d e at y pi e mi. B u ň k y i ntr a d u kt ál ní h o k ar ci n o m u i 
s ali v ár ní h o d u kt ál ní h o k ar ci n o m u b yl y i m u n o hist o c h e mi c k y p o ziti v ní v  pr ů k a z u 
a n dr o g e n ní c h r e c e pt or ů. P o o p er a � ní m v ý k o n u b yl p a ci e nt pZi p osl e d ní k o ntr ol e 8 m ěsí c ů 
b e z z n á m e k r e k ur e n c e s ali v ár ní h o t u m or u.  

Ve st u dii b yl o s hr o m á ž d ě n o a h o d n o c e n o c el k e m 3 6 pZí p a d ů S P A, vb e c h n y 
v yr ůst al y v  o bl asti p ar otis. Ví c e n e ž 2/ 3 p a ci e nt ů b yl y ž e n y, v ě k o v é r o z m e zí b yl o bir o k é, 
a t o o d 1 1 d o 7 9 l et. V  5 pZí p a d e c h b yl a z a z n a m e n á n a r e k ur e n c e n á d or u, pZi � e m ž 
v  j e d n o m z t ě c ht o pZí p a d ů s e j e d n al o o d v oj n ás o b n o u r e k ur e n ci, v d albí m pZí p a d ě o 
r e k ur e n ci tr oj n ás o b n o u, v y ž a d ují cí n a k o n e c pr o v e d e ní r a di k ál ní p ar oti d e kt o mi e 
s a dj u v a nt ní r a di ot er a pií. Ve vb e c h pZí p a d e c h b yl y hist ol o gi c k y p ot vr z e n y t y pi c k é z n a k y 

S P A ( 1. 1. 2) v � et n ě c yt o m orf ol o gi c k é v ari a bilit y l u mi n ál ní c h d u kt ál ní c h b u n ě k ( p ě nit á, 
v a k u oli z o v a n á �i v o d oj as n á c yt o pl a z m a, o n k o c yti c k á, dl a ž di c o b u n ě � n á a a p o kri n ní 
m et a pl á zi e, hl e n ot v or b a).  

Ve vb e c h pZí p a d e c h b yl a pZít o m n a m é n ě n e b o ví c e a b u n d a nt ní l o žis k a 
i ntr al u mi n ál ní e pit eli ál ní pr olif er a c e s kri brif or m ní, s oli d ní �i mi kr o p a pil ár ní 
ar c hit e kt ur o u. V  3 5 pZí p a d e c h m ěl a t at o l o žis k a c h ar a kt er l é z e z  b u n ě k v m e z eZ e n ý c h 
d u kt ů, s  i m u n o hist o c h e mi c k o u p o ziti vit o u S 1 0 0 a S O X 1 0. V 1 8 pZí p a d e c h b yl a n a ví c 
pZít o m n a i l o žis k a i ntr al u mi n ál ní pr olif er a c e dr u h é h o t y p u, t v oZ e n á b u ň k a mi a p o kri n ní h o 
v z hl e d u, i m u n o hist o c h e mi c k y p o ziti v ní mi  v pr ů k a z u A R a n e g ati v ní mi  v pr ů k a z u 
m ar k er ů S 1 0 0 a S O X 1 0. V  1 7 pZí p a d e c h n a ví c t yt o i ntr al u mi n ál ní pr olif er a c e, a ť u ž 
pr v ní h o n e b o dr u h é h o t y p u, v y k a z o v al y mír n ý a ž v ys o k ý st u p e ň j a d er n ý c h at y pií, 
l o ži s k o v ě p a k n a b ý v al y a ž v z hl e d u i ntr a d u kt ál ní h o k ar ci n o m u. I n v a zi v ní hi g h- gr a d e 
s ali v ár ní d u kt ál ní k ar ci n o m b yl pZít o m e n v  ji ž p o ps a n é m i n d e x o v é m pZí p a d u. 

U 1 1 pZí p a d ů b yl d ost u p n ý m at eri ál pr o D N A-s e q a R N A-s e q. V  9 z  t ě c ht o 
pZí p a d ů b yl y d et e k o v á n y r e k ur e nt ní, pZ e v á ž n ě b o d o v é m ut a c e v  g e n e c h k ó d ují cí pr ot ei n y 
si g n ál ní dr á h y PI 3 K, �í m ž b yl a p ot vr z e n a n á d or o v á p o v a h a l é z e. M ut a c e PI K 3 C A b yl y 
pZít o m n y u 5 pZí p a d ů, s o m ati c k á i g er mi n ál ní m ut a c e P T E N p a k u j e d n o h o z  t ě c ht o 
pZí p a d ů. D v a pZí p a d y o bs a h o v al y m ut a c e g e n u A K T 1 , v j e d n o m z ni c h b yl a d ál e 

pr o k á z á n a m ut a c e g e n u H R A S. Ta b yl a pZít o m n a c el k e m u 4 pZí p a d ů.  

Z atí m c o m ut a c e PI K 3 C A b yl y pr o k á z á n y u pZí p a d ů, kt er é v y k a z o v al y 
i ntr al u mi n ál ní pr olif er a ci z b u n ě k v m e z eZ e n ý c h d u kt ů, m ut a c e H R A S b yl y v e vb e c h 4 
pZí p a d e c h as o ci o v á n y s  a p o kri n ní i ntr al u mi n ál ní pr olif er a cí.  V  i n d e x o v é m pZí p a d u b yl a 
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pr o k á z á n a m ut a c e PI K 3 C A v  k o m p o n e nt á c h S P A i i ntr a d u kt ál ní h o a s ali v ár ní h o 
d u kt ál ní h o k ar ci n o m u (t e d y v  k o m p o n e nt á c h s  r ys y j a k v m e z eZ e n ý c h d u kt ů, t a k 
a p o kri n ní mi), z atí m c o m ut a c e H R A S b yl a pr o k á z á n a j e n v  k o m p o n e nt ě a p o kri n ní h o 
i ntr a d u kt ál ní h o a s ali v ár ní h o d u kt ál ní h o k ar ci n o m u.
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S cl er osi n g P ol y c ysti c A d e n o m a of S ali v ar y Gl a n ds
A N o v el N e o pl as m C h ar a ct eri z e d b y PI 3 K- A K T P at h w a y

Alt er ati o ns — N e w I nsi g hts I nt o a C h all e n gi n g E ntit y

Al e n a S k ál o v á, M D, P h D, * † M arti n a B a n ě č k o v á, M D, P h D, * † J a n L a c o, M D, P h D, ‡
Sil v a n a Di P al m a, M D, § A b b as A g ai m y, M D, ∥ Ni k ol a Pt á k o v á, M S c, ¶
V al éri e C ost es- M arti n e a u, M D, P h D, # B e n gt F. P et erss o n, M D, P h D, * *

M ari F. C. M. v a n d e n H o ut, M D, P h D, † † Gis el e d e R e z e n d e, M D, ‡ ‡ N at áli e Kl u bí č k o v á, M D, * †
Mir osl a v K o blí že k, M D, § § Ol e n a K os h y k, M D, ∥ ∥ T o m á š V a n e č e k, P h D, ¶

a n d Il m o L ei v o, M D, P h D ¶ ¶

A bstr a ct: S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a ( S P A) is a r ar e s ali v ar y
gl a n d n e o pl as m ori gi n all y t h o u g ht t o r e pr es e nt a n o n- n e o pl asti c l e-
si o n. R e c e ntl y w e h a v e e n c o u nt er e d a n i n d e x c as e of a p o cri n e i ntr a-
d u ct al c ar ci n o m a of p ar oti d gl a n d of 6 2- y e ar- ol d m a n wit h i n v asi v e
s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a c o m p o n e nt arisi n g fr o m S P A, a c o m bi n ati o n
of t u m or e ntiti es t h at h as n e v er b e e n p u blis h e d s o f ar. H er e, w e
f urt h er e x pl or e t h e n at ur e of S P A b y e v al u ati n g 3 6 c as es t h at w er e
i d e ntifi e d fr o m t h e a ut h ors ’ c o ns ult ati o n fi l es. T h e p ati e nts w er e 2 5
f e m al es a n d 1 1 m al es a g e d 1 1 t o 7 9 y e ars ( m e a n, 4 7. 8 y). All t u m ors
ori gi n at e d fr o m t h e p ar oti d gl a n d. T h eir si z e r a n g e d fr o m 1 1 t o 7 0
m m ( m e a n, 2 8 m m). Hist ol o gi c all y, all c as es r e v e al e d c h ar a ct eristi c
f e at ur es of S P A, s u c h as l o b ul at e d w ell- cir c u ms cri b e d gr o wt h, f o c al
h y ali ni z e d s cl er osis, pr es e n c e of l ar g e a ci n ar c ells wit h a b u n d a nt

bri g htl y e osi n o p hili c i ntr a c yt o pl as mi c gr a n ul es, a n d d u ct al c o m p o-
n e nts wit h v ari a bl e c yt o m or p h ol o gi c c h ar a ct eristi cs, i n cl u di n g f o a m y,
v a c u ol at e d, a p o cri n e, m u c o us, cl e ar/ b all o o n e d, s q u a m o us, c ol u m n ar
a n d o n c o c yt e-li k e c ells. I n all c as es, t h er e w er e f o ci of i ntr al u mi n al
s oli d a n d cri brif or m i nt er c al at e d d u ct-li k e e pit h eli al pr olif er ati o ns wit h
v ari a bl e d ys pl asi a w hi c h w er e p ositi v e f or S 1 0 0 pr ot ei n a n d S O X 1 0,
a n d f ull y e n v el o p e d b y a n i nt a ct l a y er of m y o e pit h eli al c ells. I n a d-
diti o n, 1 4/ 3 6 c as es ( 3 9 %) h a d f o c al i ntr a d u ct al cri brif or m a n d mi-
cr o p a pill ar y a p o cri n e-t y p e d ys pl asti c e pit h eli al str u ct ur es c o m p os e d of
c ells p ositi v e f or a n dr o g e n r e c e pt ors a n d n e g ati v e f or S 1 0 0/ S O X 1 0.
T h e i ntr a d u ct al pr olif er ati o ns of b ot h t y p es s h o w e d f o c al mil d t o
s e v er e d ys pl asi a i n 1 7 c as es ( 1 7/ 3 6; 4 7 %). T w o c as es s h o w e d o v ert
m ali g n a nt m or p h ol o g y r a n gi n g fr o m hi g h- gr a d e i ntr a d u ct al c ar ci n o-
m a t o i n v asi v e c ar ci n o m a wit h a n a p o cri n e d u ct al p h e n ot y p e. N e xt
g e n er ati o n s e q u e n ci n g usi n g Ar c h er D X p a n el t ar g eti n g R N A of 3 6
p a n- c a n c er-r el at e d g e n es a n d/ or a Tr u Si g ht O n c ol o g y 1 7 0/ 5 0 0 Kit
t ar g eti n g a s el e cti o n of D N A fr o m 5 2 3 g e n es a n d R N A fr o m 5 5 g e n es
w as p erf or m e d. T u m or tiss u e w as a v ail a bl e f or m ol e c ul ar a n al ysis i n
1 1 c as es, a n d 9 ( 9/ 1 1; 8 2 %) of t h e m h ar b or e d g e n eti c alt er ati o ns i n t h e
PI 3 K p at h w a y. T ar g et e d s e q u e n ci n g r e v e al e d H R A S m ut ati o ns
c. 3 7 G > C, p.( Gl y 1 3 Ar g) ( 2 c as es) a n d c. 1 8 2 A > G, p.( Gl n 6 1 Ar g) ( 2
c as es), a n d PI K 3 C A m ut ati o ns c. 3 1 4 0 A > G, p.( His 1 0 4 7 Ar g) ( 3 c as-
es), c. 1 6 3 3 G > A, p.( Gl u 5 4 5 L ys) ( 1 c as e), a n d c. 1 6 2 4 G > A, p.
( Gl u 5 4 2 L ys) ( 1 c as e). M or e o v er, m ut ati o ns i n A K T 1 c. 4 9 G > A, p.
( Gl u 1 7 L ys) a n d c. 5 1 d u p, p.( T yr 1 8 V alfs T er 1 5); c. 4 9 _ 5 0 d eli ns A G, p.
( Gl u 1 7 Ar g) ( as a d o u bl e hit) w er e f o u n d ( 2 c as es). I n a d diti o n, g er-
mi n al a n d s o m ati c m ut ati o n of P T E N c. 1 0 0 3 C > T, p.( Ar g 3 3 5 T er);
c. 4 4 5 C > T, p.( Gl n 1 4 9 T er), r es p e cti v el y, w er e d et e ct e d. G e n e f usi o ns
w er e a bs e nt i n all c as es. T h es e pr e v al e nt m ol e c ul ar alt er ati o ns c o n-
v er gi n g o n o n e m aj or c a n c er-r el at e d p at h w a y s u p p ort t h e n oti o n t h at
S P A is a tr u e n e o pl as m wit h a si g ni fi c a nt p ot e nti al t o d e v el o p i ntr a-
l u mi n al e pit h eli al pr olif er ati o n wit h a p o cri n e a n d/ or i nt er c al at e d d u ct-
li k e p h e n ot y p e. T h e n a m e S P A m or e c orr e ctl y r efl e cts t h e tr u e
n e o pl asti c n at ur e of t his e ni g m ati c l esi o n.

K e y W or ds: s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a, s cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n osis, s ali v ar y gl a n d n e o pl as m, p ar oti d gl a n d, PI K 3 C A- A K T
p at h w a y

(A m J S ur g P at h ol 2 0 2 2; 4 6: 2 6 8 – 2 8 0)

Fr o m t h e * D e p art m e nt of P at h ol o g y, C h arl es U ni v ersit y, F a c ult y of
M e di ci n e i n Pl z e n; † Bi o pti c L a b or at or y Lt d; ¶ M ol e c ul ar a n d G e n eti c
L a b or at or y, Bi o pti c L a b or at or y Lt d, Pl z e n; ‡ T h e Fi n g erl a n d D e-
p art m e nt of P at h ol o g y, C h arl es U ni v ersit y, F a c ult y of M e di ci n e a n d
U ni v ersit y H os pit al Hr a d e c Kr al o v e, Hr a d e c Kr ál o v é; §§ D e p art m e nt
of P at h ol o g y a n d M ol e c ul ar M e di ci n e, 2 n d F a c ult y of M e di ci n e i n
Pr a g u e, Pr a g u e, C h arl es U ni v ersit y a n d M ot ol U ni v ersit y H os pit al,
Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c; § D e p art m e nt of Hist o p at h ol o g y, Di visi o n of
Cli ni c al M e di ci n e, U ni v ersit y of S urr e y, R o y al S urr e y C o u nt y H os-
pit al, G uil df or d, S urr e y, U K; ∥ I nstit ut e of P at h ol o g y, U ni v ersit y
H os pit al Erl a n g e n, Fri e dri c h- Al e x a n d er U ni v ersit y Erl a n g e n- N ür n-
b er g ( F A U), C o m pr e h e nsi v e C a n c er C e nt er ( C C C) Erl a n g e n- E M N,
Erl a n g e n, G er m a n y; # D e p art m e nt of P at h ol o g y, C H U G ui d e
C h a uli a c, M o nt p elli er, Fr a n c e; * * D e p art m e nt of P at h ol o g y, N ati o n al
U ni v ersit y H e alt h S yst e m, Si n g a p or e, Si n g a p or e; † † D e p art m e nt of
P at h ol o g y, R es e ar c h I nstit ut e G R O W, M a astri c ht U ni v ersit y M e di-
c al C e nt er, M a astri c ht, T h e N et h erl a n ds; ‡ ‡ D e p art m e nt of A n at o mi c
Hist o p at h ol o g y a n d C yt o g e n eti cs, D e p art m e nt of L a b or at or y M e di-
ci n e, Ni g u ar d a C a n c er C e nt er, Mil a n, It al y; ∥ ∥ M e di c al L a b or at or y
C S D, K yi v, U kr ai n e; a n d ¶ ¶I nstit ut e of Bi o m e di ci n e, P at h ol o g y,
U ni v ersit y of T ur k u, a n d T ur k u U ni v ersit y H os pit al, T ur k u, Fi nl a n d.

C o n fl i cts of I nt er est a n d S o ur c e of F u n di n g: S u p p ort e d i n p art b y st u d y
gr a nt S V V 2 2 6 3 9 fr o m t h e Mi nistr y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c
a n d t h e Fi n nis h C a n c er S o ci et y, H elsi n ki. T h e a ut h ors h a v e dis cl os e d
t h at t h e y h a v e n o si g nifi c a nt r el ati o ns hi ps wit h, or fi n a n ci al i nt er est
i n, a n y c o m m er ci al c o m p a ni es p ert ai ni n g t o t his arti cl e.

C orr es p o n d e n c e: Al e n a S k ál o v á, M D, P h D, Si kl ’s D e p art m e nt of P at h-
ol o g y, F a c ult y of M e di ci n e i n Pils e n, C h arl es U ni v ersit y, E. B e n es e
1 3, 3 0 5 9 9 Pils e n, C z e c h R e p u bli c ( e- m ail: s k al o v a @f n pl z e n. c z).

C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.

O RI GI N A L A R TI C L E

2 6 8 | w w w. ajs p. c o m A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a ( S P A) pr e vi o usl y k n o w n as
s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis, is a r ar e s ali v ar y gl a n d

n e o pl as m t h at w as fi rst d es cri b e d i n 1 9 9 6 b y S mit h et al. 1

S P A r e v e als a c h ar a ct eristi c c o m bi n ati o n of hist ol o gi c f e a-
t ur es, s o m e of w hi c h ar e r e mi nis c e nt of hist o p at h ol o gi c
c h a n g es t h at o c c ur i n t h e m a m m ar y gl a n d, s u c h as fi br o c ysti c
dis e as e/s cl er osi n g a d e n osis a n d i ntr a d u ct al e pit h eli al pr o-
lif er ati o ns of v ari o us t y p es.2 I n t h eir i niti al d es cri pti o n of
S P A, S mit h et al 1 h y p ot h esi z e d t h at S P A r e pr es e nt e d a n o n-
n e o pl asti c, r e a cti v e l esi o n a n al o g o us t o fi br o c ysti c dis e as e of
t h e br e ast. H o w e v er, S P A fr e q u e ntl y h ar b ors i ntr al u mi n al
e pit h eli al s oli d a n d p a pill ar y pr olif er ati o ns t h at h a v e b e e n
d es cri b e d e arli er as d ys pl asi a r a n gi n g fr o m mil d t o s e v er e/
c ar ci n o m a i n sit u. 3 – 8 I n a d diti o n, a si n gl e st u d y utili zi n g
p ol y m or p his ms of t h e h u m a n a n dr o g e n r e c e pt or ( A R) o n 6
c as es of S P A r e p ort e d X- c hr o m os o m e i n a cti v ati o n i n all i n-
f or m ati v e c as es s u g g esti n g t h at S P A is a cl o n al n e o pl asti c
pr o c ess. 9 I n a r e c e nt st u d y, Bis h o p et al1 0 r e p ort e d r e c urr e nt
P T E N m ut ati o n a n d PI 3 K p at h w a y alt er ati o n i n 4 c as es of
S P A. R e p ort of P T E N m ut ati o n a n d PI 3 K p at h w a y alt er-
ati o n i n a d diti o n al 2 c as es, a n d a n ass o ci ati o n wit h C o w d e n
s y n dr o m e i n 1 p ati e nt 1 1 r e pr es e nts f urt h er e vi d e n c e t o s u p p ort
t h at t h es e l esi o ns ar e n e o pl asti c a n d m or e a p pr o pri at el y r e-
f err e d t o as “ s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a” ( S P A). T his
n a m e h as b e e n pr o p os e d e arli er 1 2 a n d it is us e d i n t his
m a n us cri pt.

R e c e ntl y, w e h a v e e n c o u nt er e d a n i n d e x c as e of p ar oti d
gl a n d t u m or c o m p os e d of a p o cri n e i ntr a d u ct al c ar ci n o m a
(I C) a n d i n v asi v e s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a ( S D C) arisi n g fr o m
c o n v e nti o n al S P A, a c o m bi n ati o n of t u m or e ntiti es t h at h as
n e v er b e e n p u blis h e d s o f ar. I C is t h e c urr e nt d esi g n ati o n us e d
b y t h e W orl d H e alt h Or g a ni z ati o n ( W H O) Cl assi fi c ati o n of
H e a d a n d N e c k T u m ors f or a r ar e s ali v ar y gl a n d n e o pl as m 1 3

t h at h as pr e vi o usl y als o b e e n r ef err e d t o as “ l o w- gr a d e ( L G)
S D C ” a n d “ L G cri brif or m c yst a d e n o c ar ci n o m a. ” 1 4 I C is
c o n c e pt u all y b eli e v e d t o b e si mil ar t o d u ct al c ar ci n o m a i n sit u
( D CI S) of t h e br e ast. Alt h o u g h I C is o n e e ntit y i n t h e c urr e nt
W H O Cl assi fi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m ors, 1 3 r e c e nt
st u di es h a v e s u g g est e d t h at at l e ast 3 s u bt y p es e xist: a L G
i nt er c al at e d d u ct c ell (I D C)-li k e v ari a nt wit h fr e q u e nt R E T
r e arr a n g e m e nts,1 5 – 1 7 a L G a p o cri n e a n d mi x e d I C wit h fr e-
q u e nt T RI M 2 7- R E T f usi o n,1 6 – 1 8 a n d a n a p o cri n e a n d mi x e d
I C wit h S D C-li k e g e n eti cs.1 9 Li k e S P A, a p o cri n e I C m a y
h ar b or m ol e c ul ar alt er ati o ns si mil ar t o hi g h- gr a d e ( H G) S D C
wit h fr e q u e nt H R A S a n d PI 3 K p at h w a y m ut ati o ns. 1 9 S D C is
a hi g hl y a g gr essi v e c ar ci n o m a t h at r e c a pit ul at es i n v asi v e
d u ct al br e ast c a n c er a n d it c o nstit ut es u p t o 1 0 % of all s ali-
v ar y gl a n d c ar ci n o m as. 2 0 S D C is c h ar a ct eri z e d b y h et er o-
g e n o us m ol e c ul ar a b n or m aliti es i n v ol vi n g pr e d o mi n a ntl y
i n a cti v ati o n of t u m or s u p pr ess or g e n es, s u c h as T P 5 3 , P T E N ,
a n d a cti v ati o n of g e n es of t h e PI 3 K/ A K T/ m T O R p at h w a y
(s u c h as PI K 3 C A , H R A S , a n d A K T 1 ).2 1 – 2 4 It h as b e e n s u g-
g est e d e arli er t h at a p o cri n e I C a n d S P A m a y b e r el at e d
e ntiti es. 1 9 H er e, w e pr es e nt a n i n d e x c as e of a p o cri n e I C of
p ar oti d gl a n d wit h tr a nsf or m ati o n t o S D C arisi n g fr o m S P A.
T o f urt h er e x pl or e t h e n at ur e of S P A a n d t o l e ar n h o w S P A,
a p o cri n e I C a n d S D C ar e ass o ci at e d, w e d e ci d e d t o st u d y
m ol e c ul ar, i m m u n o hist o c h e mi c al a n d hist ol o gi c f e at ur es of 3 6
c as es of S P A, t h e l ar g est s eri es i n t h e lit er at ur e s o f ar.

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S

C a s e S el e cti o n
R e c e ntl y t h e a ut h ors ( J. L. a n d A. S.) e n c o u nt er e d a n

i n d e x c as e of a p ar oti d gl a n d t u m or i n a 6 2- y e ar- ol d m al e
p ati e nt wit h a u ni q u e c o m bi n ati o n of 3 c o m p o n e nts, S P A,
a p o cri n e I C, a n d i n v asi v e H G S D C. A t ot al of 3 6 c as es of
S P A w er e s el e ct e d fr o m t h e a ut h ors ’ c o ns ult ati o n fi l es. All
c as es w er e r e vi e w e d b y t h e c orr es p o n di n g a ut h or ( A. S.)
a n d a n ot h er h e a d a n d n e c k p at h ol o gist ( M. B.), a n d w er e
c o n fi r m e d t o m e et t h e di a g n osti c crit eri a of S P A as d e-
s cri b e d pr e vi o usl y, 1, 3, 4 a n d d et ail e d i n t h e 2 0 1 7 W H O
Cl assi fi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m ors. 2 T hirt y-si x c as es
w er e i d e nti fi e d t h at m et t h es e i n cl usi o n crit eri a. T hr e e a n d
1 2 of t h es e S P A c as es w er e i n cl u d e d i n 2 pr e vi o us st u di es,
S k al o v a et al 3 a n d S k al o v a et al, 9 r es p e cti v el y.

All a v ail a bl e H & E s e cti o ns fr o m e a c h c as e w er e
r e vi e w e d, a n d t h e hist ol o gi c f e at ur es, i n cl u di n g i ntr a d u ct al
e pit h eli al cri brif or m a n d p a pill ar y a p o cri n e pr olif er ati o ns
a n d t h e s p e ctr u m of d ys pl asti c c h a n g es w er e t a b ul at e d.
F o c al e pit h eli al pr olif er ati o ns w er e cl assi fi e d i nt o 2 c at e-
g ori es a c c or di n g t o t h eir hist o m or p h ol o g y a n d i m-
m u n o p h e n ot y p e as I D C-t y p e c o m p os e d of S 1 0 0 pr ot ei n/
S O X 1 0 p ositi v e a n d A R n e g ati v e e pit h eli al c ells, a n d
a p o cri n e t y p e c o m p os e d of A R p ositi v e a n d S 1 0 0 pr ot ei n/
S O X 1 0 n e g ati v e c ells. L G d ys pl asi a w as d e fi n e d b y mil d
( G 1) or m o d er at e ( G 2) n u cl e ar f e at ur es a n d b y a s oli d/
t u b ul ar gr o wt h p att er n wit h mil d irr e g ul ariti es i n c ell
s h a p e a n d b y o c c asi o n al b a c k-t o- b a c k arr a n g e m e nts wit h
i ntr al u mi n al pr otr usi o ns ( Fi gs. 1 A, B). H G d ys pl asi a w as
d e fi n e d b y m o d er at e ( G 2) a n d s e v er e ( G 3) at y pi c al n u cl e ar
f e at ur es a n d b y a c o m pl e x gr o wt h p att er n c h ar a ct eri z e d b y
s oli d/ cri brif or m a n d i ntr al u mi n al pr otr usi o ns of mi cr o-
p a pill ar y str u ct ur es a n d ri gi d bri d gi n g ( Fi gs. 1 C, D).

W h er e a v ail a bl e, cli ni c al f oll o w- u p w as o bt ai n e d
fr o m t h e p ati e nts, t h eir p h ysi ci a ns, or r ef erri n g p at h ol o-
gists.

Hi st ol o g y a n d I m m u n o hi st o c h e mi st r y
F or c o n v e nti o n al mi cr os c o p y, t h e e x cis e d tiss u es

w er e fi x e d i n f or m ali n, pr o c ess e d r o uti n el y, e m b e d d e d i n
p ar af fi n (f or m ali n fi x e d p ar af fi n e m b e d d e d), c ut, a n d
st ai n e d wit h h e m at o x yli n a n d e osi n.

F or i m m u n o hist o c h e mistr y, 4- μ m-t hi c k s e cti o ns
w er e c ut fr o m p ar af fi n bl o c ks a n d m o u nt e d o n p ositi v el y
c h ar g e d sli d es ( T O M O, M ats u n a mi Gl ass I N D, Os a k a,
J a p a n). S e cti o ns w er e pr o c ess e d o n a B e n c h M ar k U L-
T R A ( V e nt a n a M e di c al S yst e ms, T u cs o n, A Z), d e p ar-
af fi ni z e d a n d s u bj e ct e d t o h e at-i n d u c e d e pit o p e r etri e v al
b y i m m ersi o n i n a C C 1 s ol uti o n ( p H 8. 6) at 9 5 ° C a n d f or
N O R 1 a nti b o d y i n a C C 2 s ol uti o n ( p H 6. 0) at 9 2 ° C. All
pri m ar y a nti b o di es us e d i n t his st u d y ar e s u m m ari z e d i n
T a bl e 1.

Vis u ali z ati o n w as p erf or m e d usi n g t h e ultr a Vi e w
U ni v ers al D A B D et e cti o n Kit ( R o c h e, T u cs o n, A Z) a n d
ultr a Vi e w U ni v ers al Al k ali n e P h os p h at as e R e d D et e cti o n
Kit ( R o c h e). T h e sli d es w er e c o u nt erst ai n e d wit h M a y er
h e m at o x yli n. A p pr o pri at e p ositi v e a n d n e g ati v e c o ntr ols
w er e e m pl o y e d.

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns

C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d. w w w. ajs p. c o m | 2 6 9

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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M ol e c ul a r St u di e s: N e xt G e n e r ati o n S e q u e n ci n g
a n d Fl u o r e s c e n c e i n Sit u H y b ri di z ati o n ( FI S H )
T e sti n g

S a m pl e Pr e p ar ati o n f or N e xt G e n er ati o n S e q u e n ci n g
T w o t o 3 f or m ali n fi x e d p ar af fi n e m b e d d e d s e cti o ns

( 1 0 μ m t hi c k) w er e m a cr o diss e ct e d t o is ol at e t u m or ri c h
r e gi o ns. S a m pl es w er e e xtr a ct e d f or t ot al n u cl ei c a ci d us-
i n g A g e n c o urt F or m a P ur e Kit ( B e c k m a n C o ult er, Br e a,
C A). I nt e grit y of R N A w as e v al u at e d usi n g Pr e S e q R N A
Q C Ass a y as pr e vi o usl y d es cri b e d. 2 5

N e xt G e n e r ati o n S e q u e n ci n g a n d A n al y si s

C o m pr e h e nsi v e T h yr oi d a n d L u n g Kit
F usi o n Pl e x C o m pr e h e nsi v e T h yr oi d a n d L u n g Kit

( Ar c h er D X I n c., B o ul d er, C O) w as us e d t o c o nstr u ct
c D N A li br ar y f or t h e d et e cti o n of f usi o n tr a ns cri pts a n d
h ots p ot m ut ati o ns i n 3 6 g e n es. All st e ps w er e p erf or m e d
a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol ( v ersi o n of t h e
pr ot o c ol L A 1 3 5. G), a n d t h e li br ar y w as s e q u e n c e d o n a n
Ill u mi n a pl atf or m as d es cri b e d pr e vi o usl y. 2 5 F usi o n a n d
m ut ati o n d et e cti o n w as p erf or m e d usi n g t h e Ar c h er
A n al ysis s oft w ar e ( v 6. 2; Ar c h er D X I n c.). F usi o n p ar a m-
et ers w er e s et t o a mi ni m u m of 5 v ali d f usi o n r e a ds wit h a
mi ni m u m of 3 u ni q u e st art sit es wit hi n t h e v ali d
f usi o n r e a ds.

Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 a n d 1 7 0 Kits
A D N A li br ar y w as pr e p ar e d usi n g t h e Tr u Si g ht O n-

c ol o g y 1 7 0/ 5 0 0 Kit (Ill u mi n a), t ar g eti n g a s el e cti o n of D N A
fr o m 5 2 3 g e n es of i nt er est, a n d R N A fr o m 5 5 g e n es, a c-
c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol, e x c e pt f or t h e e n-
z y m ati c fr a g m e nt ati o n of D N A usi n g K A P A Fr a g Kit
( K A P A Bi os yst e ms, W as hi n gt o n, M A). S e q u e n ci n g w as
p erf or m e d o n t h e N e xt S e q. 5 5 0 s e q u e n c er (Ill u mi n a) f ol-
l o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’s r e c o m m e n d ati o ns. D at a a n al ysis
( D N A v ari a nt fi lt eri n g a n d a n n ot ati o n) w as p erf or m e d usi n g
t h e O m n o mi cs n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S) a n al ysis
s oft w ar e ( E uf or m ati cs, Fi nl a n d). C ust o m v ari a nt fi lt er w as
s et u p i n cl u di n g o nl y n o ns y n o n y m o us v ari a nts wit h c o di n g
c o ns e q u e n c es, r e a d d e pt h gr e at er t h a n 5 0, a n d b e ni g n v ar-
i a nts a c c or di n g t o t h e Cli n V ar d at a b as e2 6 w er e e x cl u d e d.
T h e r e m ai ni n g s u bs et of v ari a nts w as c h e c k e d vis u all y, a n d
s us p e ct e d art ef a ct u al v ari a nts w er e e x cl u d e d.

D et e cti o n of P L A G 1 Br e a k b y FI S H
Bri e fl y, a 4 μ m t hi c k s e cti o n o n a p ositi v el y c h ar g e d

sli d e w as r o uti n el y d e p ar af fi ni z e d, i n c u b at e d i n t h e 1 ×
T ar g et R etri e v al S ol uti o n Citr at e p H 6 ( D a k o, Gl ostr u p,
D e n m ar k) f or 4 0 mi n ut es at 9 5 ° C a n d di g est e d i n pr ot e as e
s ol uti o n wit h P e psi n ( 0. 5 m g/ m L) ( Si g m a Al dri c h, St.
L o uis, M O) i n 0. 0 1 M H Cl at 3 7 ° C f or 3 0 mi n ut es. T h e
sli d e w as t h e n d e h y dr at e d i n a s eri es of et h a n ol s ol uti o ns
( 7 0 %, 8 5 %, 9 6 %). Pr o b e S ur e FI S H 8 q 1 2. 1 P L A G 1 Br e a k

FI G U R E 1. L G d ys pl asi a w as d efi n e d b y mil d ( G 1) or m o d er at e ( G 2) n u cl e ar f e at ur es a n d b y a s oli d/t u b ul ar gr o wt h p att er n wit h
mil d irr e g ul ariti es i n c ell s h a p e a n d b y o c c asi o n al b a c k-t o- b a c k arr a n g e m e nts wit h i ntr al u mi n al pr otr usi o ns ( A, B). H G d ys pl asi a w as
d efi n e d b y m o d er at e ( G 2) a n d s e v er e ( G 3) at y pi c al n u cl e ar f e at ur es a n d b y a c o m pl e x gr o wt h p att er n c h ar a ct eri z e d b y s oli d/
cri brif or m a n d i ntr al u mi n al pr otr usi o ns of mi cr o p a pill ar y str u ct ur es a n d ri gi d bri d gi n g ( C, D).

S k ál o v á et al A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

2 7 0 | w w w. ajs p. c o m C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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A p art Pr o b e Kit ( A gil e nt T e c h n ol o gi es, S a nt a Cl ar a, C A)
w as us e d f or t h e d et e cti o n of P L A G 1 r e arr a n g e m e nt a n d
w as mi x e d of b ot h pr o b es ( e a c h c ol or w as d eli v er e d i n a
s e p ar at e d w ell), d ei o ni z e d w at er a n d L SI/ W C P ( L o c us-
S p e ci fi c I d e nti fi er/ W h ol e C hr o m os o m e P ai nti n g) h y bri d-
i z ati o n b uff er ( V ysis/ A b b ott M ol e c ul ar Di a g n osti cs, D es
Pl ai n es, I L) i n a 1: 1: 1: 7 r ati o, r es p e cti v el y. T h e sli d e wit h
t h e a p pli e d pr o b e w as i n c u b at e d i n t h e T h er m o Brit e i n-
str u m e nt ( St at S pi n/Iris S a m pl e Pr o c essi n g, W est w o o d,
M A) wit h c o d e n at ur ati o n p ar a m et ers at 8 5 ° C f or 8 mi-
n ut es a n d h y bri di z ati o n p ar a m et ers at 3 7 ° C f or 1 6 h o urs.
Aft er h y bri di z ati o n t h e sli d e w as w as h e d i n a p ost-
h y bri di z ati o n w as h s ol uti o n ( 2 × S S C/ 0. 3 % N P- 4 0) at 7 2 ° C
f or 2 mi n ut es, air- dri e d i n t h e d ar k, c o u nt erst ai n e d wit h
4 ′, 6- di a mi di n o- 2- p h e n yli n d ol e D A PI ( V ysis) a n d e x a m-
i n e d i m m e di at el y.

T h e s e cti o n w as e x a mi n e d wit h a n Ol y m p us B X 5 1
fl u or es c e n c e mi cr os c o p e ( Ol y m p us C or p or ati o n, T o k y o,
J a p a n) usi n g a × 1 0 0 o bj e cti v e a n d fi lt er s ets Tri pl e B a n d
P ass ( D A PI/ S p e ctr u m Gr e e n/ S p e ctr u m Or a n g e),  D u al
B a n d P ass ( S p e ctr u m Gr e e n/ S p e ctr u m Or a n g e) a n d Si n gl e
B a n d P ass ( S p e ctr u m Gr e e n a n d S p e ctr u m Or a n g e). O n e
h u n dr e d r a n d o ml y s el e ct e d n o n o v erl a p pi n g t u m or c ell
n u cl ei w er e e x a mi n e d f or t h e pr es e n c e of y ell o w ( n or m al)
or gr e e n a n d or a n g e ( c hr o m os o m al br e a k p oi nt) fl u o-
r es c e nt si g n als. C ut off v al u e w as s et t o > 1 0 % of n u cl ei
wit h c hr o m os o m al br e a k p oi nt si g n als ( m e a n + 3 S D i n
n or m al n o n- n e o pl asti c c o ntr ol tiss u es).

R E S U L T S

D e m o g r a p hi c a n d Cli ni c al F e at u r e s
T h e cli ni c o p at h ol o gi c d at a f or t h e 3 6 i d e nti fi e d S P A

c as es ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 2. T h e p ati e nts w er e 2 5
f e m al es a n d 1 1 m al es a g e d 1 1 t o 7 9 y e ars wit h a m e a n of
4 7. 8 y e ars. All t u m ors ori gi n at e d i n t h e p ar oti d gl a n d.
T u m or si z e r a n g e d fr o m 1 1 t o 7 0 m m ( m e a n 2 8 m m).
F oll o w- u p w as a v ail a bl e f or 3 3 p ati e nts ( 3 3/ 3 6; 9 2 %),
h o w e v er, p ati e nt i nf or m ati o n w as l ost i n t h e c o h orts ( 1 4/
3 6; 3 9 %) p u blis h e d e arli er ( T a bl e 2). C o m pl et e f oll o w- u p
i nf or m ati o n w as a v ail a bl e f or a t ot al of 1 9 c as es ( 1 9/ 2 6;
5 3 %) (r a n g e, 2 m o t o 1 5 y; m e a n 4 2. 7 m o).

Cli ni c all y, t h e t u m ors m a nif est e d as sl o wl y gr o wi n g
a n d w ell- cir c u ms cri b e d, p al p a bl e m ass es wit h a d ur ati o n
of a f e w m o nt hs t o 1 0 y e ars. T e n d er n ess or i nt er mitt e nt
p ai n w as r e c or d e d i n 3 p ati e nts.

Tr e at m e nt w as c o m pl et e e x cisi o n i n all c as es, p er-
f or m e d wit h diff er e nt s ur gi c al m o d aliti es ( T a bl e 2).

Fi v e c as es ( 5/ 3 6; 1 4 %) h a v e r e c urr e d wit h a m e a n
p eri o d b ef or e t h e fi rst r e c urr e n c e of 3 8 m o nt hs. I n 2 p a-
ti e nts, t h er e w er e m ulti pl e r e c urr e n c es; i n c as e 9, S P A r e-
c urr e d t wi c e, at 6 a n d 1 3 y e ars, a n d i n c as e 1 9, S P A
r e c urr e d 3 ti m es at 6 a n d 1 8 m o nt hs a n d at 1 3 y e ars. T h e
l att er p ati e nt, at t h e a g e of 3 2, w as tr e at e d b y e xt e n d e d
r a di c al p ar oti d e ct o m y f oll o w e d b y r a di ot h er a p y. At f ol-
l o w- u p of 1 3 y e ars aft er t h e l at est s ur g er y, s h e w as wit h o ut
e vi d e n c e of dis e as e, a n d w as t h e n l ost t o f oll o w- u p.

T w o p ati e nts s uff er e d fr o m pri or m ali g n a n c y. I n c as e 2 8,
a 6 5- y e ar- ol d f e m al e p ati e nt h a d a hist or y of b o n e m arr o w
tr a ns pl a nt ati o n f or H o d g ki n l y m p h o m a 1 9 y e ars b ef or e di a g-
n osis of S P A. I n c as e 3 2 (i n d e x c as e), a 6 2- y e ar- ol d m al e p a-
ti e nt w h o q uit s m o ki n g 2 y e ars b ef or e pr es e nt e d wit h a hist or y
of cl e ar c ell r e n al c ell c ar ci n o m a. T h e ki d n e y t u m or w as
tr e at e d b y l eft-si d e d n e p hr e ct o m y. T e n m o nt hs aft er s ur g er y,
t h e p ati e nt d e v el o p e d l u n g a n d li v er m et ast as es, a n d h e w as
tr e at e d wit h P D- L 1 i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit ors. F o ur y e ars
aft er t h e ki d n e y s ur g er y, t h e p ati e nt pr es e nt e d wit h a sl o wl y
gr o wi n g p ai nl ess m ass i n t h e l eft p ar oti d e o- m ass et eri c ar e a of
9 m o nt hs d ur ati o n. O n p al p ati o n, a mil dl y t e n d er s w elli n g w as
c o v er e d b y s ki n wit h a vi ol et dis c ol or ati o n. N o s y m pt o ms of
f a ci al n er v e p ar esis w er e o bs er v e d. A t u m or of t h e l eft p ar oti d
gl a n d, 2 5 m m i n di a m et er, w as e xtir p at e d a n d a di a g n osis of
a p o cri n e I C wit h a p ositi v e m ar gi n w as r e n d er e d. R a di c al
p ar oti d e ct o m y a n d l y m p h n o d e diss e cti o n w as p erf or m e d,
f oll o w e d b y r a di ot h er a p y. T h er e w as a w ell- cir c u ms cri b e d f o-
c us of S P A, m e as uri n g 2 1 × 2 0 × 1 2 m m, t h at e xt e n d e d i nt o t h e
r es e cti o n m ar gi n. T h e p ar oti d e ct o m y s p e ci m e n als o i n cl u d e d a
s m all b e ni g n l y m p h o e pit h eli al c yst, a n d r esi d u al str u ct ur es of
t h e a p o cri n e I C wit h a f o c al i n v asi v e c o m p o n e nt of S D C cl os e
t o t h e s ur gi c al m ar gi n (t u m or-fr e e r es e cti o n m ar gi n w as 0. 6
m m). P eri n e ur al or l y m p h o v as c ul ar i n v asi o ns w er e n ot o b-
s er v e d. T h e r e m o v e d l y m p h n o d es w er e n e g ati v e ( 0/ 2 3). T h e
p ati e nt is ali v e wit h o ut e vi d e n c e of a n y n e o pl asti c dis e as e
8 m o nt hs aft er his l at est s ur g er y.

T A B L E 1. A nti b o di es Us e d f or T h e I m m u n o hist o c h e mi c al St u d y

A nti b o d y Cl o n e Dil uti o n A nti g e n R etri e v al/ Ti m e S o ur c e

p 6 3 D A K- p 6 3 R T U E n Visi o n l o w p H/ 3 0 mi n D a k o
A E 1- A E 3 A E 1/ A E 3 R T U E n Visi o n hi g h p H/ 3 0 mi n D a k o
C K 7 O V- T L 1 2/ 3 0 R T U E n Visi o n hi g h p H/ 3 0 mi n D a k o
C al p o ni n E P 7 9 8 Y R T U C C 1/ 3 6 mi n V e nt a n a
S 1 0 0 pr ot ei n P ol y cl o n al R T U E n Visi o n hi g h p H/ 3 0 mi n D a k o
M a m m a gl o bi n 3 0 4- 1 A 5 R T U E n Visi o n hi g h p H/ 3 0 mi n D a k o
S O X 1 0 S P 2 6 7 R T U C C 1/ 6 4 mi n C ell M ar q u e
D O G 1 S P 3 1 R T U C C 1/ 3 6 mi n C ell M ar q u e
N O R- 1 H- 7 1: 5 0 C C 2/ 6 8 mi n V e nt a n a
P L A G 1 3 B 7 1: 1 0 0 C C 1/ 6 4 mi n Si g m a Al dri c h
A R S P 1 0 7 R T U C C 1/ 6 4 mi n C ell M ar q u e
Ki- 6 7 MI B 1 R T U E n Visi o n hi g h p H/ 3 0 mi n D a k o
G A T A 3 L 5 0- 8 2 3 1: 2 0 0 C C 1/ 5 2 mi n Bi o C ar e M e di c al

C C 1 i n di c at es E D T A b uff er, p H 8. 6, 9 5 ° C; C C 2, citr at e b uff er, p H 6. 0, 9 2 ° C; E n Visi o n Hi g h p H, p H 9, 0, 9 7 ° C; E n Visi o n l o w p H, p H 6. 0, 9 7 ° C; R T U, r e a d y t o us e.

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns

C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d. w w w. ajs p. c o m | 2 7 1

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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T A B L E 2. Cli ni c o p at h ol o gi c F e at ur es of C urr e nt a n d Pr e vi o usl y R e p ort e d S P As

C as e
N o.

A g e/
S e x

Si z e
( m m) Pr es e nt ati o n

I D C-li k e
Pr olif er ati o n
( %)/ N u cl e ar

Gr a d e

A p o cri n e
Pr olif er ati o n
( %)/ N u cl e ar

Gr a d e

O ut c o m e
( F oll o w- u p)

( m o, y)
Pr e vi o usl y
P u blis h e d

1 2 7/f e m al e 4 5 Sl o wl y gr o wi n g p ai nl ess m ass 5 0 N E D at 4 y, L O F S k ál o v á et al 3

c as e 2
S k ál o v á et al 9

c as e 7
2 3 1/f e m al e 1 6 Sl o wl y gr o wi n g t e n d er m ass, 2 y 2 0 3 0/ G 3  N E D at 3 y, L O F S k ál o v á et al 3

c as e 1
S k ál o v á et al 9

c as e 8
3 3 5/f e m al e 2 2 P ai nl ess m ass 5 0 N A S k ál o v á et al 9

c as e 1
4 2 4/f e m al e 2 5  P ar oti d m ass s u g g esti v e of m ali g n a n c y 5 5 N E D at 2 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 2
5 6 4/f e m al e 4 3  P ar oti d m ass s u g g esti v e of m ali g n a n c y 1 0 0 N A S k ál o v á et al 9

c as e 3
6 7 2/ m al e 3 0 P ar oti d m ass 4 0 0 N E D at 3 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 4
7 3 5/ m al e 3 5 Sl o wl y gr o wi n g m ass N E D at 3 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 5
8 4 6/f e m al e 3 2 Fir m cir c u ms cri b e d m ass < 5 5 0/ G 3  N E D at 5 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 6
9 3 5/f e m al e 5 0  M ass f or 1 8 m o, s o m eti m es p ai nf ul < 5 2 0 2 R E — at 6 y a n d

at 1 3 y, L O F
S k ál o v á et al 3

c as e 3
S k ál o v á et al 9

c as e 9
1 0 3 3/f e m al e 2 0 S w elli n g of p ar oti d gl a n d, 2 m o 3 0 0 N E D 2 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 1 0
1 1 5 1/f e m al e 3 0  P ar oti d m ass, f e at ur es s u g g esti v e of

n e o pl as m b y F N A
< 5 0 N E D at 7 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 1 1
1 2 5 8/ m al e 1 5 P ar oti d m ass 1 0 0 N E D at 2 y, L O F S k ál o v á et al 9

c as e 1 2
1 3 6 0/f e m al e 1 8 S oli d w ell- cir c u ms cri b e d m ass of p ar oti d

wit h m u ci n o us c ysts
2 0 < 5 N A

1 4 2 6/f e m al e 4 8  M ulti n o d ul ar p ar oti d m ass wit h m ulti pl e
s at ellit e n o d ul es

5 0 R E at 5 y;

N E D at 1 4 y
1 5 5 7/ m al e 3 0  L o n g l asti n g p ai nl ess fi r m n o d ul e of p ar oti d

r e m o v e d b y e n u cl e ati o n
2 0 0 N E D at 1 3 y

1 6  N A/ m al e  N A  M ulti n o d ul ar w ell- d e fi n e d n o d ul e i n
p ar oti d

3 0 5 N E D at 1 5 y

1 7 4 7/f e m al e 4 0 Sl o wl y gr o wi n g m ass, 2 y 2 0/ G 2 2 0/ G 2  R E at 2 y, r e m o v e d
b y c o ns er v ati v e P E,

N E D at 1 5 y
1 8 4 5/f e m al e 1 4  W ell- d e m ar c at e d s oli d n o d ul e i n p ar oti d,

r e m o v e d b y S P E
1 0/ G 3 1 0/ G 3  N E D at 1 4 m o, L O F

1 9 3 2/f e m al e 1 2 1st r e c urr e n c e — di a g n os e d as P A 2 0/ G 2 0 3 R E — at 6 m o,
1 8 m o a n d 1 0 y

M a n ojl o vi ć
et al 6 c as e 1

2 n d — r e c urr e n c e— c o ns er v ati v e P E N E D at 1 3 y
3r d r e c urr e n c e — e xt e n d e d R P E a n d R T

2 0 3 3/f e m al e 4 0 8 y sl o wl y gr o wi n g m ass s u g g esti v e of
b e ni g n t u m or; S P E

1 0 0 N E D at 4 y, L O F  M a n ojl o vi ć
et al 6 c as e 2

2 1 4 2/f e m al e 7 0 1 0 y sl o wl y gr o wi n g m ass 3 0/ G 1 0 N E D at 7 y
2 2 7 1/ m al e 3 0 S olit ar y n o d ul e of h ar d c o nsist e n c y, 1 y 2 0 0 N E D at 7 y
2 3 6 9/f e m al e 2 2 2 y gr o wi n g t o u g h m o v a bl e m ass 2 0 1 5 N E D at 6 y
2 4 2 5/ m al e  N A 5 y t o u g h r esist a n c e 1 0 0 N E D at 6 y
2 5 3 6/f e m al e  N A S olit ar y n o d ul e of h ar d c o nsist e n c y 1 0/ G 1 0 N E D at 5 y
2 6 1 1/f e m al e 4 0 Sl o wl y gr o wi n g l eft-si d e d n e c k m ass

r e m o v e d b y S P E
2 0 0  N E D at 1 0 m o; L O F

2 7 5 1/f e m al e 2 2 6 m o s w elli n g, f e eli n g of pr ess ur e a n d
i nt er mitt e nt p ai n b el o w ri g ht e ar

1 0 3 0/ G 3 N E D 3 1 m o

2 8 6 5/f e m al e 2 5 Sl o wl y gr o wi n g p ai nl ess m ass; S P E 2 0/ G 2 0 N E D at 3 y
Hist or y of H o d g ki n l y m p h o m a 1 9 y a g o

2 9 6 6/ m al e 2 0  P al p a bl e m ass gr o wi n g sl o wl y f or s e v er al
m o nt hs

0 3 0/ G 2 N E D at 1 8 m o

S k ál o v á et al A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

2 7 2 | w w w. ajs p. c o m C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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Hi st ol o gi c a n d I m m u n o hi st o c h e mi c al F e at u r e s
All 3 6 t u m ors i n t his s eri es r e v e al e d c h ar a ct eristi c di-

a g n osti c f e at ur es of S P A, s h o wi n g a cir c u ms cri b e d e pit h eli al
pr olif er ati o ns of d u cts a n d a ci ni, m ostl y arr a n g e d i n n o d ul ar
or m ulti n o d ul ar p att er ns wit h o ut c a ps ul e, b ut s o m eti m es
dis pl a yi n g a n i n c o m pl et e ps e u d o c a ps ul e. M ost c o m m o nl y,
t h e c ell ul ar c o m p o n e nts i n S P A w er e e m b e d d e d i n a s h ar pl y
d eli n e at e d, d e ns e, s cl er oti c- c oll a g e n o us str o m a oft e n wit h
f o c al l y m p h oi d a g gr e g at es ( Fi g. 2 A). A hi g hl y c h ar a ct eristi c
f e at ur e of S P A w as a l o b ul ar p att er n of v ari a bl y si z e d a n d
s h a p e d d u cts li n e d b y fl att e n e d, c yli n dri c al, or a p o cri n e
e pit h eli u m s e p ar at e d b y b a n ds of h y ali ni z e d fi br o us str o m a.
Fr e q u e ntl y t h e d u ct al e pit h eli u m h a d a f o a m y c ell
a p p e ar a n c e a n d s o m eti m es t h e l u m e n of t h e d u cts w as
fi ll e d b y f o a m y c ells ( Fi g. 2 B). T h e e pit h eli al c o m p o n e nt
f e at ur e d v ari a bl y arr a n g e d a n d si z e d a ci ni, t u b ul es a n d d u cts
wit h h et er o g e n o us c yt o m or p h ol o gi c c h ar a ct eristi cs of t h e
li ni n g e pit h eli u m, i n cl u di n g f o a m y, v a c u ol at e d (s e b a c e o us-
li k e), a p o cri n e, m u c o us, cl e ar/“ b all o o n e d, ” s q u a m o us a n d
o n c o c yt e-li k e c ells. T h e h all m ar k of S P A w as t h e o c c urr e n c e
of n u m er o us a ci ni wit h a b n or m al a ci n ar c ells dis pl a yi n g
bri g htl y e osi n o p hili c c yt o pl as mi c gr a n ul es/ gl o b ul es of v ar yi n g
si z es ( Fi g. 2 C). T h e e pit h eli al c o m p o n e nt of S P A w as eit h er
c ysti c or s oli d. T h e c ysts w er e oft e n li n e d b y a bil a y er e d
e pit h eli u m wit h l u mi n al a p o cri n e c ells wit h a pi c al s n o uts a n d
a n a bl u mi n al l a y er of m y o e pit h eli al c ells ( Fi g. 2 D). T h e
d u ct al str u ct ur es w er e i n pl a c es s urr o u n d e d b y p eri d u ct al
c o n c e ntri c l a y ers of h y ali ni z e d str o m a ( Fi g. 2 E). A l ess
c o m m o n f e at ur e w as f o c al fi br o m y x oi d ( pl e o m or p hi c
a d e n o m a-li k e) str o m a ( Fi g. 2 F) s o m eti m es i nt er mi x e d wit h
f o ci of m at ur e a di p os e tiss u e.

S P A fr e q u e ntl y h ar b or e d f o c al i ntr a d u ct al e pit h eli al
pr olif er ati o ns wit h f o a m y c ell or o n c o c yti c m et a pl asi a
v a g u el y r es e m bli n g at y pi c al d u ct al h y p er pl asi a of t h e
br e ast ( Fi g. 3 A). T h es e i ntr al u mi n al e pit h eli al d u ct al

str u ct ur es oft e n dis pl a y e d s oli d ( Fi g. 3 B), cri brif or m
( Fi g. 3 C), or mi cr o p a pill ar y gr o wt h p att er ns wit h
v ari a bl e d e gr e es of c yt ol o gi c at y pi a.

F o ci ( < 5 % t o 4 0 %, T a bl e 2) of h o m o g e n o us s oli d,
mi cr o p a pill ar y, a n d cri brif or m i ntr a d u ct al e pit h eli al
pr olif er ati o ns r e mi nis c e nt of a n I D C v ari a nt of I C w er e
o bs er v e d i n m ost c as es. T h e i ntr a d u ct al pr olif er ati o ns s h o w e d
ri gi d bri d gi n g a n d cri brif or m p att er ns, a n d w er e c o m p os e d of
I D C-li k e e pit h eli u m p ositi v e f or S 1 0 0 pr ot ei n, m a m m a gl o bi n
a n d S O X 1 0 ( Fi g. 3 D), a n d n e g ati v e f or A R ( Fi g. 3 E). T h es e
str u ct ur es w er e s urr o u n d e d b y a c o m pl et e l a y er of
m y o e pit h eli al c ells d e c or at e d b y p ositi v e st ai ni n g f or
c al p o ni n ( Fi g. 3 F). L ess c o m m o n fi n di n gs w er e s oli d a n d
cri brif or m i ntr a d u ct al e pit h eli al pr olif er ati o ns  wit h a
pr o n o u n c e d a p o cri n e m or p h ol o g y. T h e a p o cri n e str u ct ur es
w er e pr es e nt i n 1 4/ 3 6 ( 3 9 %) of c as es r a n gi n g fr o m s m all f o ci
t h at m a d e u p < 5 % a n d u p t o 5 0 % of t h e t u m or ( T a bl e 2). I n
m ost c as es of S P A, a v ari a bl y pr o mi n e nt dil at e d d u ct al a n d
c ysti c c o m p o n e nt w as pr es e nt ( Fi g. 4 A). T h e c ysts w er e
di vi d e d b y a pr o mi n e nt h y ali ni z e d str o m a wit h f o c al l y m p h oi d
i nfi ltr at es. T h e c ysts w er e li n e d b y a c u b oi d al a n d/ or
att e n u at e d e pit h eli u m wit h i nt er c al at e d d u ct p h e n ot y p e
i nt er mi n gl e d wit h f o a m y e pit h eli al c ells ( Fi g. 4 B). Ot h er
dil at e d d u cts w er e li n e d a n d p artl y fi ll e d b y d ys pl asti c e pit h eli al
pr olif er ati o ns wit h a n a p o cri n e m or p h ol o g y ( Fi g. 4 C) a n d c ells
p ositi v e f or A R ( Fi g. 4 D).

I n all c as es, t h er e w er e f o ci of h o m o g e n o us i ntr a-
d u ct al s oli d a n d cri brif or m i nt er c al at e d d u ct-li k e e pit h eli al
pr olif er ati o ns wit h v ari a bl e d e gr e es of d ys pl asi a ( Fi gs. 5 A,
B) a n d p ositi vit y f or S 1 0 0 pr ot ei n a n d S O X 1 0 ( Fi g. 5 C),
f ull y e n v el o p e d b y a n i nt a ct l a y er of m y o e pit h eli al c ells. I n
a d diti o n, 9/ 3 6 c as es ( 2 5 %) h a d f o c al i ntr a d u ct al cri brif or m
a n d mi cr o p a pill ar y a p o cri n e t y p e v ari a bl y d ys pl asti c
e pit h eli al str u ct ur es c o m p os e d of c ells p ositi v e f or A R
( Fi gs. 5 D, E) a n d n e g ati v e f or S 1 0 0/ S O X 1 0 ( Fi g. 5 F). T h e

T A B L E 2. (c o nti n u e d )

C as e
N o.

A g e/
S e x

Si z e
( m m) Pr es e nt ati o n

I D C-li k e
Pr olif er ati o n
( %)/ N u cl e ar

Gr a d e

A p o cri n e
Pr olif er ati o n
( %)/ N u cl e ar

Gr a d e

O ut c o m e
( F oll o w- u p)

( m o, y)
Pr e vi o usl y
P u blis h e d

3 0 6 4/f e m al e 2 4 1 2 m o p ai nl ess m ass, w at eri n g e y e, l yi n g
e ar; P P E

1 0/ G 2 < 5 N E D at 1 2 m o

3 1 4 8/ m al e 1 1 S olit ar y n o d ul e h ar d i n c o nsist e n c y,
p al p a bl e m ass 1 y, t ot al P E

4 0/ G 1 5 N E D at 1 1 m o

3 2 6 2/ m al e 2 5 9 m o sl o wl y gr o wi n g p ai nl ess m ass tr e at e d
b y si m pl e e n u cl e ati o n;

1 5/ G 1 3 0/ G 1 a p o cri n e I C
i n v asi v e S D C

A W D at 1 2 m o

F oll o w e d b y R P E, L N diss e cti o n a n d R T
Hist or y of C C R C C wit h l u n g a n d li v er

m ets 3 y a g o
3 3 6 3/f e m al e 2 5 R P E 2 0/ G 1 3 0/ G 1 N E D at 8 m o
3 4 5 2/f e m al e 1 3 2 4 m o pr e a uri c ul ar e d e m a, P E a n d L N

diss e cti o n
3 0/ G 1 1 0 R E at 1 3 m o

N E D at 4 3 m o
R e c urr e n c e tr e at e d b y si m pl e e xtir p ati o n

3 5 7 9/ m al e 2 2  R P E a n d c er vi c al diss e cti o n 4 0/ G 1 5 N E D at 2 m o
3 6 5 9/f e m al e 2 2 S olit ar y n o d ul e, P E 5 4 0/ G 2 N E D at 3 6 m o

A W D i n di c at es ali v e wit h dis e as e; C C R C C, cl e ar c ell r e n al c ell c ar ci n o m a; L N, l y m p h n o d e; L O F, l ost of f oll o w- u p; N A, n ot a v ail a bl e; N E D, n o e vi d e n c e of dis e as e;
P A, pl e o m or p hi c a d e n o m a; P E, p ar oti d e ct o m y; P P E, p arti al p ar oti d e ct o m y; R E, r e c urr e n c e; R P E, r a di c al p ar oti d e ct o m y; R T, r a di ot h er a p y; S P E, s u p er fi ci al p ar oti d e ct o m y.

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns
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i ntr a d u ct al pr olif er ati o ns s h o w e d f o c al mil d t o s e v er e
d ys pl asi a i n 1 7 c as es ( 1 7/ 3 6; 4 7 %). T w o c as es s h o w e d
o v ert m ali g n a nt m or p h ol o gi es r a n gi n g fr o m H G I C t o
i n v asi v e c ar ci n o m a wit h a p o cri n e d u ct al p h e n ot y p e.

I n d e x c as e: t u m or of t h e l eft p ar oti d gl a n d, 2 5 m m i n
di a m et er, w as c o m p os e d of 3 cl os el y ass o ci at e d c o m p o n e nts.
T h e fi rst l esi o n w as a w ell- cir c u ms cri b e d pr e d o mi n a ntl y p ol y-
c ysti c t u m or wit h f e at ur es f ull y c o m p ati bl e wit h a di a g n osis of
S P A, c o n v e nti o n al v ari a nt ( Fi g. 6 A, ri g ht l o w er p art of t h e
pi ct ur e), s e p ar at e d fr o m t h e p ar oti d gl a n d b y a fi br o us
ps e u d o c a ps ul e. T h e s e c o n d l esi o n w as c o m p os e d of d e ns el y

p a c k e d s oli d, cri brif or m ( Fi g. 6 B), a n d i ntr al u mi n al
mi cr o p a pill ar y e pit h eli al pr olif er ati o ns. T u m or c ysts w er e
li n e d b y l ar g e a p o cri n e c ells wit h c yt o pl as mi c s n o uts
( Fi g. 6 C). T h e c ells h a d a n a p o cri n e m or p h ol o g y wit h
a b u n d a nt, gr a n ul ar e osi n o p hili c c yt o pl as m, a n d l ar g e n u cl ei
wit h mil d p ol y m or p his m ( Fi g. 6 D). T h e t hir d l esi o n w as f o u n d
n e xt t o t h e a p o cri n e I C a n d it w as a fr a n kl y i n v asi v e S D C
c o m p os e d of H G t u m or c ells ( Fi g. 6 E). B y i m m u n o-
hist o c h e mistr y, t h e a p o cri n e n e o pl asti c c ells of b ot h a p o cri n e
I C a n d i n v asi v e S D C w er e str o n gl y a n d u nif or ml y p ositi v e f or
A R ( Fi g. 6 F).

FI G U R E 2. S P A is e m b e d d e d i n a s h ar pl y d eli n e at e d, d e ns e, s cl er oti c- c oll a g e n o us str o m a oft e n wit h f o c al l y m p h oi d a g gr e g at es ( A).
Fr e q u e ntl y t h e li ni n g d u ct al e pit h eli u m h a d a f o a m y c ell a p p e ar a n c e a n d s o m eti m es t h e l u m e n of t h e d u cts w as c o m pl et el y fil e d b y
f o a m y c ells ( B). A ci ni w er e c o m p os e d of a b n or m al a ci n ar c ells wit h bri g htl y h y p er- e osi n o p hili c c yt o pl as mi c gr a n ul es/ gl o b ul es of
v ar yi n g si z e ( C). T h e c ysts w er e oft e n li n e d b y bil a y er e d e pit h eli u m wit h i n n er l u mi n al a p o cri n e e pit h eli u m wit h a pi c al s n o uts a n d
a bl u mi n al m y o e pit h eli al l a y er ( D). D u ct al str u ct ur es w er e s urr o u n d e d b y p eri d u ct al c o n c e ntri c l a y ers of str o m al h y ali ni z ati o n ( E).
L ess c o m m o n f e at ur e w as a f o c al pr es e n c e of fi br o m y x oi d ( pl e o m or p hi c a d e n o m a-li k e) str o m a ( F) s o m eti m es i nt er mi x e d wit h f o ci
of m at ur e a di p os e tiss u e.

S k ál o v á et al A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

2 7 4 | w w w. ajs p. c o m C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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I m m u n o hi st o c h e mi st r y
F or p ur p os es of t his st u d y, t h e i m m u n o hist o c h e mi c al

i n v esti g ati o n w as p erf or m e d i n 2 1 c as es ( 2 1/ 3 6; 5 8 %) i n
w hi c h tiss u e w as a v ail a bl e. B ot h d u ct al a n d a ci n ar c ells w er e
p ositi v e f or br o a d s p e ctr u m c yt o k er ati ns ( A E 1 t o A E 3) a n d
c yt o k er ati n C K 7. T h e l u mi n al e pit h eli u m i n c ysti c all y di-
l at e d d u cts w as v ari a bl y p ositi v e f or S 1 0 0, S O X 1 0, a n d
m a m m a gl o bi n a n d n e g ati v e f or A R a n d G A T A 3, c o nsist e nt
wit h i nt er c al at e d d u ct p h e n ot y p e. I n a p o cri n e f o ci, i n c o n-
tr ast, t h e l u mi n al e pit h eli u m w as st ai n e d wit h A R w hil e it
w as n e g ati v e f or S 1 0 0 a n d S O X 1 0. I n S P A, a nti b o di es t o
p 6 3, p 4 0, a n d c al p o ni n v ari a bl y d e c or at e d t h e a bl u mi n al
m y o e pit h eli al c ells i n t h e p eri p h er y of t h e a ci ni a n d d u cts.
M y o e pit h eli al c ells w er e als o pr es e nt o c c asi o n all y a n d
s o m e w h at dis c o nti n u o usl y ar o u n d t h e s oli d, cri brif or m, a n d
mi cr o p a pill ar y i ntr a d u ct al a n d i ntr a c ysti c e pit h eli al pr o-
lif er ati o ns of b ot h I C-li k e a n d a p o cri n e t y p es. C ell pr o-
lif er ati o n w as pr e d o mi n a ntl y l o w wit h a n a v er a g e MI B 1

i n d e x of 3. 2 %. All c as es w er e n e g ati v e wit h D O G 1, P L A G 1,
a n d N O R 1 a nti b o di es. H E R 2/ n e u o v er e x pr essi o n a n d a m-
pli fi c ati o n w as t est e d i n 2 c as es n e g ati v e.

M ol e c ul a r T e sti n g
R es ults of t ar g et e d N G S ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 3. A

T h e C o m pr e h e nsi v e T h yr oi d a n d L u n g p a n el w as us e d i n 8
c as es. I n a d diti o n, Tr u Si g ht O n c ol o g y 1 7 0/ 5 0 0 Kits w er e us e d
i n 7 c as es ( T a bl e 3). Of 1 1 t u m ors wit h tiss u e a v ail a bl e f or
m ol e c ul ar a n al ysis, 9 ( 9/ 1 1; 8 2 %) h ar b or e d g e n eti c alt er ati o ns
i n t h e PI 3 K p at h w a y. O n e c as e w as n e g ati v e f or m ut ati o n, o n e
w as u n a n al y z a bl e d u e t o l o w q u alit y N G S d at a. T h e r e m ai ni n g
2 5 c as es c o ul d n ot b e s e q u e n c e d d u e t o i n a d e q u at e D N A a n d
R N A q u alit y d u e t o t h e a g e of t h e tiss u e bl o c ks. I n a n al y z a bl e
c as es, t ar g et e d s e q u e n ci n g r e v e al e d  H R A S  m ut ati o ns
c. 3 7 G > C, p.( Gl y 1 3 Ar g) ( 2 c as es) a n d c. 1 8 2 A > G, p.
( Gl n 6 1 Ar g) ( 2 c as es), a n d PI K 3 C A m ut ati o ns c. 3 1 4 0 A > G,
p.( His 1 0 4 7 Ar g) ( 3 c as es), c. 1 6 3 3 G > A, p.( Gl u 5 4 5 L ys) ( 1 c as e),

FI G U R E 3. S P A fr e q u e ntl y h ar b ors i ntr a d u ct al e pit h eli al pr olif er ati o ns wit h a p o cri n e m et a pl asi a a n d i ntr al u mi n al pr olif er ati o ns
r es e m bli n g at y pi c al d u ct al h y p er pl asi a of t h e br e ast ( A). T h es e i ntr al u mi n al e pit h eli al d u ct al str u ct ur es oft e n dis pl a y s oli d ( B),
cri brif or m ( C), or mi cr o p a pill ar y gr o wt h p att er ns wit h v ari a bl e d e gr e e of c yt ol o gi c at y pi a. T h e e pit h eli al str u ct ur es w er e c o m p os e d
of i nt er c al at e d d u ct-li k e e pit h eli u m p ositi v e f or S 1 0 0 pr ot ei n, m a m m a gl o bi n a n d S O X 1 0 ( D) a n d n e g ati v e f or A R ( E). T h es e
str u ct ur es ar e s urr o u n d e d b y c o m pl et e m y o e pit h eli al l a y er, h er e d e c or at e d b y p ositi v e st ai ni n g f or c al p o ni n ( F).

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns
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a n d c. 1 6 2 4 G > A, p.( Gl u 5 4 2 L ys) ( 1 c as e). M or e o v er, m ut a-
ti o ns i n A K T 1 c. 4 9 G > A, p.( Gl u 1 7 L ys) a n d c. 5 1 d u p, p.
( T yr 1 8 V alfs T er 1 5); c. 4 9 _ 5 0 d eli ns A G, p.( Gl u 1 7 Ar g) ( as a
d o u bl e hit) w er e f o u n d ( 2 c as es). A d diti o n all y, g er mi n al a n d
s o m ati c m ut ati o n of P T E N c. 1 0 0 3 C > T, p.( Ar g 3 3 5 T er);
c. 4 4 5 C > T, p.( Gl n 1 4 9 T er), r es p e cti v el y, w er e d et e ct e d. G e n e
f usi o ns w er e n ot f o u n d b y R N A s e q u e n ci n g i n a n y of t h e c as es,
i n p arti c ul ar, g e n es P L A G 1 a n d H M G A 2 w er e f o u n d i nt a ct.
All c as es w er e n e g ati v e f or P L A G 1 alt er ati o ns b y FI S H.

DI S C U S SI O N
S P A is a r ar e b e ni g n s ali v ar y gl a n d l esi o n t h at us u all y

aris es fr o m t h e p ar oti d gl a n d. S P A h as b e e n a n e ni g m ati c
e ntit y si n c e its i niti al d es cri pti o n, a n d it w as ori gi n all y i n-
t er pr et e d t o b e a n o n- n e o pl asti c alt er ati o n of s ali v ar y
gl a n ds a n al o g o us t o fi br o c ysti c dis e as e of t h e br e ast. 1 I n
f a ct, it is still cl assifi e d as s u c h i n t h e 2 0 1 7 W H O Cl assi-
fi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m ors. 2 N e v ert h el ess, S P A h as
m a n y c h ar a ct eristi cs t h at s u g g est t h at it is a g e n ui n e n e o-
pl as m. First, S P A oft e n c o nt ai ns i ntr a d u ct al pr olif er ati o n
of a p o cri n e d u ct al c ells i n s oli d a n d cri brif or m p att er ns
s urr o u n d e d b y a n i nt a ct or p arti all y disr u pt e d m y o e pit h eli al
c ell l a y er. T h es e e pit h eli al str u ct ur es ar e c o m p os e d of c ells
wit h a s p e ctr u m of n u cl e ar at y pi a r es e m bli n g t h at of t h e
a p o cri n e i ntr a d u ct al n e o pl asi a of t h e br e ast a n d f o c all y
s e v er e e n o u g h t o f ulfi ll t h e crit eri a of d ys pl asi a or c ar ci-
n o m a i n sit u. 3 I n a d diti o n, S P A is r e p ort e d t o h a v e a si g-
ni fi c a nt ris k of l o c al r e c urr e n c e ( u p t o 2 0 %). 7

R e c e ntl y, Bis h o p a n d c oll e a g u es a n al y z e d 4 c as es of
S P A b y t ar g et e d N G S a n d dis c o v er e d m ut ati o ns i n g e n es
t h at ar e w ell est a blis h e d dri v ers i n h u m a n n e o pl as ms. S u c h
m ut ati o ns w er e f o u n d i n P T E N ( 4 of 4 c as es), PI K 3 C A ( 2
of 4 c as es) a n d PI K 3 R 1 ( 2 of 2 c as es), all of w hi c h ar e
m e m b ers of t h e PI 3 K p at h w a y of c ell c y cl e r e g ul ati o n. 1 0

H er n a n d e z- Pr er a et al 1 1 d et e ct e d P T E N a n d PI K 3 R 1
m ut ati o ns i n a d diti o n al 2 c as es. M or e o v er, a p ati e nt wit h
2 diff er e nt P T E N alt er ati o ns h a d cli ni c al sti g m at a of
C o w d e n s y n dr o m e w hi c h w as c o n fi r m e d wit h g er mli n e
g e n eti c t esti n g. 1 1

I n t his st u d y, w e c o n fi r m e d a n d e x p a n d e d t h e o b-
s er v ati o ns of Bis h o p et al 1 0 a n d H er n a n d e z- Pr er a et al. 1 1

I n o ur s eri es, w e f o u n d t h at 9 2 % of o ur S P A c as es h a d a
m ut ati o n i n t h e PI 3 K/ A kt p at h w a y, i n p arti c ul ar 1 of 2
m ut ati o ns i n PI K 3 C A g e n e c. 3 1 4 0 A > G, p.( His 1 0 4 7 Ar g)
or c. 1 6 2 4 G > A, p.( Gl u 5 4 2 L ys). All 5 t u m ors h ar b ori n g
PI K 3 C A m ut ati o n h a v e s h o w n f o c al s oli d a n d cri brif or m
pr olif er ati o n of e pit h eli u m wit h I D C-li k e p h e n ot y p e a n d
mil d t o m o d er at e d ys pl asi a. I nt er esti n gl y, i n c o ntr ast t h e 2
m ut ati o ns i n H R A S g e n e c. 3 7 G > C, p.( Gl y 1 3 Ar g) a n d
c. 1 8 2 A > G, p.( Gl n 6 1 Ar g) w er e d et e ct e d i n 3 c as es of
S P A, all of t h e m dis pl a yi n g i nt er m e di at e t o s e v er e d ys-
pl asti c c h a n g es of a p o cri n e e pit h eli al pr olif er ati o ns. I n
a d diti o n, t h e m ut ati o ns of g e n e A K T 1 c. 4 9 G > A, p.
( Gl u 1 7 L ys) a n d A K T 1 c. 5 1 d u p, p.( T yr 1 8 V alfs T er 1 5);
A K T 1 c. 4 9 _ 5 0 d eli ns A G, p.( Gl u 1 7 Ar g) w er e dis c o v er e d i n
2 c as es of S P A wit h e xt e nsi v e a p o cri n e s oli d a n d
cri brif or m d ys pl asti c c o m p o n e nt. O ur i n d e x c as e of
a p o cri n e I C wit h i n v asi v e S D C c o m p o n e nt arisi n g fr o m

FI G U R E 4. I n m ost c as es of S P A, a v ari a bl y pr o mi n e nt, dil at e d d u ct al a n d c ysti c c o m p o n e nt is pr es e nt ( A). T h e c ysts ar e di vi d e d b y
pr o mi n e nt h y ali ni z e d str o m a wit h f o c al l y m p h oi d i nfiltr at e. C yst ar e li n e d b y c u b oi d a n d/ or att e n u at e d e pit h eli u m wit h i nt er c a-
l at e d d u ct p h e n ot y p e i nt er mi n gl e d wit h f o a m y e pit h eli al c ells ( B). Ot h er dil at e d d u ct i n t h e s a m e t u m or ar e li n e d a n d p artl y fill e d
b y d ys pl asti c e pit h eli al pr olif er ati o ns wit h a p o cri n e m or p h ol o g y ( C) a n d li n e d b y c ells p ositi v e f or A R ( D).
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S P A h ar b ors a n i d e nti c al  m ut ati o n i n PI K 3 C A
c. 1 6 2 4 G > A, p.( Gl u 5 4 2 L ys) i n t h e c o n v e nti o n al S P A
c o m p o n e nt as w ell as i n t h e m ali g n a nt c o m p o n e nts of
a p o cri n e I C a n d i n v asi v e S D C. M or e o v er, w h e n p er-
f or mi n g m a cr o diss e cti o n w e f o u n d a m ut ati o n i n H R A S
o nl y i n t h e m ali g n a nt c o m p o n e nt. T his is a n o v el fi n di n g
as n o n e of a b o v e m e nti o n e d m ut ati o ns i n H R A S a n d
A K T 1 g e n es h a v e b e e n d o c u m e nt e d i n S P A s o f ar.

T h e PI 3 K/ A kt p at h w a y is i n v ol v e d i n t u m ori g e n esis,
p arti c ul arl y i n fl u e n ci n g c ell gr o wt h, c ell c y cl e pr o gr essi o n a n d
c ell s ur vi v al. T h e a b err a nt a cti v ati o n of t h e PI 3 K p at h w a y
mi g ht b e c a us e d eit h er b y a cti v ati n g m ut ati o ns i n A K T 1 ,
PI K 3 C A , a n d m T O R g e n es or b y i n a cti v ati n g m ut ati o ns i n

P T E N g e n e. 2 7 S o m ati c m ut ati o ns i n A K T 1 g e n e r es ulti n g i n
t h e s u bstit uti o n of gl ut a mi c a ci d wit h l ysi n e at a mi n o a ci d 1 7
( E 1 7 K) alt er el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns of a li pi d- bi n di n g p o c k et
i n t h e pl as m a m e m br a n e f or mi n g a h y dr o g e n b o n d wit h a
p h os p h oi n ositi d e li g a n d sti m ul ati n g d o w nstr e a m si g n ali n g a n d
is r es p o nsi bl e f or o n c o g e ni c tr a nsf or m ati o n.2 7

T h e alt er ati o ns of H R A S a n d PI 3 K p at h w a ys i n
S P A wit h a p o cri n e I C c o m p o n e nt ar e i d e nti c al t o alt er-
ati o ns d et e ct e d i n S D C. M a n y st u di es i m pl y i m p ort a nt
r ol es f or PI 3 K/ A K T/ m T O R si g n ali n g i n t h e t u m ori g e n esis
of S D C. 2 1 – 2 4, 2 8, 2 9 M ut ati o n r at es i n S D C w er e esti m at e d
at 1 8 % f or PI K 3 C A , 1 6 % f or H R A S a n d 1. 5 % f or A K T 1
g e n e. 2 8 M ut ati o ns i n P T E N a n d A K T 1 i n S D C h a v e b e e n

FI G U R E 5. I D C-li k e d ys pl asi a: c o m pl e x s oli d a n d cri brif or m c ysti c e pit h eli al pr olif er ati o ns ( A); dis pl a yi n g mil d n u cl e ar at y pi a ( B),
S O X 1 0 is p ositi v e ( C) w hil e A R n e g ati v e. A p o cri n e d ys pl asi a: cl os el y att a c h e d s oli d, t u b ul ar a n d cri brif or m e pit h eli al pr olif er ati o ns
c o m p os e d of t h e c ells wit h mil d n u cl e ar at y pi a a n d fi n el y gr a n ul ar c yt o pl as m ( D), p ositi v e or A R ( E), a n d n e g ati v e f or S O X 1 0.
N u cl e ar gr a d e 3 ( F).

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns

C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d. w w w. ajs p. c o m | 2 7 7

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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i d e ntifi e d i n ot h er st u di es. 2 1 – 2 4 I nt er esti n gl y, si mil ar S D C-
li k e g e n eti c alt er ati o ns of PI 3 K p at h w a y i n cl u di n g P T E N ,
PI K C A , a n d PI K 3 R 1 h a v e b e e n o bs er v e d n ot o nl y i n
S P A 1 0, 1 1 b ut als o i n a s u bs et of a p o cri n e I C. 1 9

S P A fr e q u e ntl y h ar b ors i ntr a d u ct al e pit h eli al pr o-
lif er ati o ns w hi c h m a y dis pl a y at y pi a a n d m or p h ol o gi c f e at ur es
of D CI S. 3, 9, 3 0 S o m e d e gr e e of i ntr a d u ct al e pit h eli al pr o-
lif er ati o ns i n S P A h as b e e n r e p ort e d i n at l e ast 5 0 % of S P A
c as es. 7 H o w e v er, t h e pr o p orti o n of c as es of S P A wit h e pi-
t h eli al pr olif er ati o ns t h at r e as o n a bl y f ulfi ll t h e crit eri a f or H G
D CI S d o es n ot e x c e e d 1 0 % of r e p ort e d c as es. 7 P et erss o n 7 i n
his e x c ell e nt r e vi e w c o m p ar e d t h e i ntr a d u ct al e pit h eli al pr o-
lif er ati o ns i n S P A wit h at y pi c al d u ct al h y p er pl asi a/ D CI S of
t h e m a m m ar y gl a n d a n d c o n cl u d e d t h at “ t h er e is n o r e as o n t o
p ost ul at e t h at v ari o us c at e g ori es of e pit h eli al pr olif er ati o ns,
f or e x a m pl e, h y p er pl asi a, at y pi c al h y p er pl asi a a n d L G D CI S

ar e m or p h ol o gi c all y i d e nti c al or bi ol o gi c all y si mil ar i n S P A as
t h os e i n t h e br e ast.” 7 T h e a ut h ors of t h e c urr e nt st u d y a gr e e
wit h t h at c o n cl usi o n. H er e, w e pr es e nt f or t h e fi rst ti m e di-
a g n osti c crit eri a f or L G a n d H G d ys pl asi a i n t h e s oli d a n d
cri brif or m e pit h eli al pr olif er ati o ns i n S P A. First, t h e I D C-t y p e
is c h ar a ct eri z e d b y mil d t o m o d er at e d ys pl asi a, S 1 0 0 pr ot ei n/
S O X 1 0 p ositi v e a n d A R n e g ati v e i m m u n o p h e n ot y p e h ar-
b ori n g PI K 3 C A m ut ati o ns. S e c o n d, t h e a p o cri n e e pit h eli al
pr olif er ati o ns wit h i nt er m e di at e t o s e v er e d ys pl asi a, S 1 0 0/
S O X 1 0 n e g ati v e a n d A R p ositi v e i m m u n o p h e n ot y p e h ar-
b ori n g H R A S a n d A K T 1 m ut ati o ns. It is i m p ort a nt t o e m-
p h asi z e t h at d es pit e m or p h ol o gi c a n d i m m u n o hist o c h e mi c al
si mil ariti es wit h I C, n o n e of o ur c as es of S P A h ar b or e d a n y
tr a nsl o c ati o n.

Alt h o u g h n o p ati e nt wit h S P A h a s d e v el o p e d
m et a st a s e s o r di e d of di s e a s e, r e p o rt s i n di c at e t h at 2

FI G U R E 6. I n d e x c as e: t h e t u m or is c o m p os e d of 3 cl os el y r el at e d c o m p o n e nts. First l esi o n is a w ell- cir c u ms cri b e d pr e d o mi n a ntl y
p ol y c ysti c S P A ( A, ri g ht l o w er p art of t h e pi ct ur e) di vi d e d fr o m p ar oti d gl a n d b y fi br o us ps e u d o c a ps ul e. T h e s e c o n d c o m p o n e nt iss
c o m p os e d of d e ns el y p a c k e d s oli d, cri brif or m ( B), a n d i ntr al u mi n al mi cr o p a pill ar y e pit h eli al str u ct ur es. T h e t u m or c ysts ar e li n e d b y
l ar g e a p o cri n e c ells wit h c yt o pl as mi c s n o uts ( C). T h e c ells h a v e a p o cri n e m or p h ol o g y wit h a b u n d a nt, gr a n ul ar e osi n o p hili c
c yt o pl as m a n d l ar g e n u cl ei wit h mil d p ol y m or p his m ( D). T h e t hir d c o m p o n e nt f o u n d n e xt t o a p o cri n e I C is fr a n kl y i n v asi v e S D C
c o m p os e d of H G c ells ( E). B y i m m u n o hist o c h e mistr y, t h e a p o cri n e n e o pl asti c c ells of b ot h a p o cri n e I C a n d i n v asi v e S D C ar e
u nif or ml y str o n gl y p ositi v e f or A R ( F).

S k ál o v á et al A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

2 7 8 | w w w. ajs p. c o m C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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p r e vi o u s p ati e nt s h a d i n v a si v e c a r ci n o m a wit h a p o c ri n e
d u ct al p h e n ot y p e a ri si n g f r o m S P A. 1 1, 3 0 H e r e, w e
p r e s e nt a u ni q u e c a s e of a p a r oti d gl a n d t u m o r a ri si n g
f r o m S P A a n d c o m p o s e d of a p o c ri n e I C wit h t r a n s-
f o r m ati o n t o S D C, a n d w hi c h h a r b o r e d a m ut ati o n i n
P I 3 K/ A kt p at h w a y i n all t u m o r c o m p o n e nt s. T hi s
c o m bi n ati o n of t u m o r e ntiti e s h a s n ot b e e n p u bli s h e d s o
f a r. T a k e n t o g et h e r, o u r fi n di n g s n ot o nl y st r o n gl y
s u p p o rt t h at S P A i s a n e o pl a sti c di s e a s e, b ut s u g g e st a
cl o s e r el ati o n s hi p b et w e e n S P A, a p o c ri n e I C a n d H G
i n v a si v e S D C. S P A m a y r e p r e s e nt a p r e c u r s o r l e si o n f o r
t h e d e v el o p m e nt of a p o c ri n e I C a n d s o m eti m e s e v e n
i n v a si v e S D C.

R E F E R E N C E S
1. S mit h B C, Ellis G L, Sl at er L J, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis of

m aj or s ali v ar y gl a n ds: a cli ni c o p at h ol o gi c a n al ysis of ni n e c as es. A m
J S ur g P at h ol . 1 9 9 6; 2 0: 1 6 1– 1 7 0.

2. S e et h al a R, G n e p p D R, S k ál o v á A, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis.
I n: El- N a g g ar A K, C h a n J K C, Gr a n dis J R, T a k at a T, Sl o ot w e g P J, e ds.
W H O Cl assifi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m o urs . L y o n, Fr a n c e: I A R C
Pr ess; 2 0 1 7: 1 9 5.

3. S k al o v a A, Mi c h al M, Si m ps o n R H W, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n osis of p ar oti d gl a n d wit h d ys pl asi a a n d d u ct al c ar ci n o m a
i n sit u: r e p ort of t hr e e c as es wit h i m m u n o hist o c h e mi c al a n d
ultr astr u ct ur al e x a mi n ati o n. Vir c h o ws Ar c h . 2 0 0 2; 4 4 0: 2 9– 3 5.

4. G n e p p D R, W a n g L J, Br a n d w ei n- G e nsl er M, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n osis of t h e s ali v ar y gl a n d. A m J S ur g P at h ol . 2 0 0 6; 3 0: 1 5 4– 1 6 4.

5. F ul ci niti F, L osit o N S, I o n n a F, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis
of t h e p ar oti d gl a n d: r e p ort of o n e c as e di a g n os e d b y fi n e- n e e dl e

c yt ol o g y wit h i n sit u m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n. Di a g n C yt o p at h ol .
2 0 1 0; 3 8: 3 6 8 – 3 7 3.

6. M a n ojl o vi ć S, Vir a g M, Mil e n o vi č A, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n osis of p ar oti d gl a n d: a u ni q u e r e p ort of t w o c as es o c c urri n g i n
t w o sist ers. P at h ol R es Pr a ct . 2 0 1 4; 2 1 0: 3 4 2– 3 4 5.

7. P et erss o n F. S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis of s ali v ar y gl a n ds: a
r e vi e w wit h s o m e e m p h asis o n i ntr a d u ct al e pit h eli al pr olif er ati o ns.
H e a d N e c k P at h ol . 2 0 1 3; 7(s u p pl 1): S 9 7– S 1 0 6.

8. P et erss o n F, T a n P H, H w a n g J S G. S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis of
p ar oti d gl a n d: r e p ort of a bif o c al, p a u ci c ysti c v ari a nt wit h d u ct al
c ar ci n o m a i n sit u a n d pr o n o u n c e d str o m al dist orti o n mi mi c ki n g
str o m al i n v asi o n. H e a d N e c k P at h ol . 2 0 1 1; 5: 1 8 8– 1 9 2.

9. S k al o v a A, G n e p p D R, Si m ps o n R H W, et al. Cl o n al n at ur e of
s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis of s ali v ar y gl a n ds d e m o nstr at e d b y
usi n g t h e p ol y m or p his m of t h e h u m a n a n dr o g e n r e c e pt or l o c us
( H U M A R A) as a m ar k er. A m J S ur g P at h ol . 2 0 0 6; 3 0: 9 3 9– 9 4 4.

1 0. Bis h o p J A, G a g a n J, B a u m h o er D, et al. S cl er osi n g p ol y c ysti c
“ a d e n osis ” of s ali v ar y gl a n ds: a n e o pl as m c h ar a ct eri z e d b y PI 3 K
p at h w a y alt er ati o ns m or e c orr e ctl y n a m e d s cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n o m a. H e a d N e c k P at h ol . 2 0 2 0; 1 4: 6 3– 6 3 6.

1 1. H er n a n d e z- Pr er a J, H ei d ari a n A, W e ni g B. S cl er osi n g p ol y c ysti c
a d e n o m a: c o n cl usi v e cli ni c al a n d m ol e c ul ar e vi d e n c e of its n e o pl asti c
n at ur e. M o d P at h ol . 2 0 2 1; 3 4(s u p pl 2): 7 7 3– 7 7 4.

1 2. S k al o v a A, Bis h o p J, F erlit o A, et al. N e wl y d es cri b e d e ntiti es i n
s ali v ar y gl a n d p at h ol o g y. A m J S ur g P at h ol . 2 0 1 7; 4 1: e 3 3– e 4 7.

1 3. L o e ni n g T, L ei v o I, Si m ps o n R H W, et al. I ntr a d u ct al c ar ci n o m a. I n:
El- N a g g ar A K, C h a n J K C, Gr a n dis J R, T a k at a T, Sl o ot w e g P J, e ds.
W H O Cl assifi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m o urs . L y o n, Fr a n c e:
I A R C Pr ess; 2 0 1 7: 1 7 0– 1 7 1.

1 4. Br a n d w ei n- G e nsl er M, G n e p p D R. L o w- gr a d e cri brif or m c yst a d e n o-
c ar ci n o m a. I n: B ar n es L, E v es o n J W, R ei c h art P, Si dr a ns k y D, e ds.
P at h ol o g y a n d G e n eti cs of H e a d a n d N e c k T u m o urs: W orl d H e alt h
Or g a ni z ati o n  Cl assifi c ati o n of  T u m o urs .  L y o n,  Fr a n c e: I A R C;
2 0 0 5: 4 3 0.

T A B L E 3. M ol e c ul ar G e n eti c Fi n di n gs i n 1 1 S el e ct e d C as es of S P A ( Usi n g N G S T e c h n ol o gi es)

C as e
N o. N G S T e c h n ol o g y H R A S PI K 3 C A A K T 1 Ot h er

2 1  Ar c h er C T L; T S 1 7 0 c. 1 6 3 3 G > A, p.
( Gl u 5 4 5 L ys)

P T E N c. 4 4 5 C >
T, p.( Gl n 1 4 9 T er)

(s o m ati c)
P T E N c. 1 0 0 3 C >
T, p.( Ar g 3 3 5 T er)

( g er mli n e)
2 3  T S 5 0 0 N A N A N A
2 7  Ar c h er C T L c. 3 7 G > C, p.

( Gl y 1 3 Ar g)
2 9  Ar c h er C T L c. 1 8 2 A > G, p.

( Gl n 6 1 Ar g)
c. 4 9 G > A, p.( Gl u 1 7 L ys)

3 0  T S 1 7 0; T S 5 0 0 Ar c h er C T L N e g ati v e N e g ati v e N e g ati v e
3 1  Ar c h er C T L c. 3 1 4 0 A > G, p.

( His 1 0 4 7 Ar g)
3 2  T S 1 7 0

T S 5 0 0
S P A c. 1 6 2 4 G > A, p.

( Gl u 5 4 2 L ys)
I C a p o cri n e/ S D C

i n v asi v e
c. 3 7 G > C, p.
( Gl y 1 3 Ar g)

c. 1 6 2 4 G > A, p.
( Gl u 5 4 2 L ys)

Is of or m of t h e A R g e n e

3 3  Ar c h er C T L c. 3 1 4 0 A > G, p.
( His 1 0 4 7 Ar g)

3 4  T S 5 0 0 c. 3 1 4 0 A > G, p.
( His 1 0 4 7 Ar g)

3 5  Ar c h er C T L; T S 5 0 0 c. 5 1 d u p, p.
( T yr 1 8 V alfs T er 1 5);
c. 4 9 _ 5 0 d eli ns A G, p.

( Gl u 1 7 Ar g)
3 6  Ar c h er C T L; T S 5 0 0 c. 1 8 2 A > G, p.

( Gl n 6 1 Ar g)

T S 1 7 0, Tr u Si g ht O n c ol o g y 1 7 0 0 P a n el; T S 5 0 0, Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 P a n el.

A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2 S P A Wit h PI K 3 C A- A K T P at h w a y Alt er ati o ns

C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d. w w w. ajs p. c o m | 2 7 9

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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1 5. W ei nr e b I, Bis h o p J A, C hi os e a SI, et al. R e c urr e nt R E T g e n e
r e arr a n g e m e nts i n i ntr a d u ct al c ar ci n o m as of s ali v ar y gl a n d. A m J
S ur g P at h ol . 2 0 1 8; 4 2: 4 4 2– 4 5 2.

1 6. S k al o v a A, V a n e c e k T, Ur o- C ost e E, et al. M ol e c ul ar pr ofili n g of
s ali v ar y gl a n d i ntr a d u ct al c ar ci n o m a r e v e al e d a s u bs et of t u m or
h ar b ori n g N C O A 4- R E T a n d n o v el T RI M 2 7- R E T f usi o ns: r e p ort of
1 7 c as es. A m J S ur g P at h ol . 2 0 1 8; 4 2: 1 4 4 5– 1 4 5 5.

1 7. S k al o v a A, Pt á k o v á N, S a nt a n a T, et al. N C O A 4- R E T a n d
T RI M 2 7- R E T ar e c h ar a ct eristi c g e n e f usi o ns i n s ali v ar y i ntr a d u ct al
c ar ci n o m a, i n cl u di n g i n v asi v e a n d m et ast ati c t u m ors. Is “ i ntr a-
d u ct al ” c orr e ct? A m J S ur g P at h ol . 2 0 1 9; 4 3: 1 3 0 3– 1 3 1 3.

1 8. L u H, Gr a h a m R P, S e et h al a R, et al. I ntr a d u ct al c ar ci n o m a of
s ali v ar y gl a n ds h ar b ori n g T RI M 2 7- R E T f usi o n wit h mi x e d l o w
gr a d e a n d a p o cri n e t y p es. H e a d N e c k P at h ol . 2 0 2 0; 1 4: 2 3 9– 2 4 5.

1 9. Bis h o p J A, G a g a n J, Kr a n e J F, et al. L o w- gr a d e a p o cri n e
i ntr a d u ct al c ar ci n o m a: e x p a n di n g t h e m or p h ol o gi c a n d m ol e c ul a r
s p e ctr u m of a n e ni g m ati c s ali v ar y gl a n d t u m or. H e a d N e c k P at h ol .
2 0 2 0; 1 4: 8 6 9 – 8 7 5.

2 0. N a g a o T, Li citr a L, L o e ni n g T, et al. S ali v ar y d u ct c ar ci n o m a. I n: El-
N a g g ar A K, C h a n J K C, Gr a n dis J R, T a k at a T, Sl o ot w e g P J, e ds.
W H O Cl assifi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m o urs , 4t h e d. L y o n, Fr a n c e:
I A R C Pr ess; 2 0 1 7: 1 7 3– 1 7 4.

2 1. C hi os e a SI, Willi a ms L, Griffit h C C, et al. M ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n
of a p o cri n e s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a. A m J S ur g P at h ol . 2 0 1 5; 3 9:
7 4 4 – 7 5 2.

2 2. D ali n M G, D esri c h ar d A, K at a bi N, et al. C o m pr e h e nsi v e m ol e c ul ar
c h ar a ct eri z ati o n of s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a r e v e als a cti o n a bl e t ar g ets

a n d si mil arit y t o a p o cri n e br e ast c a n c er. Cli n C a n c er R es . 2 0 1 6; 2 2:
4 6 2 3 – 4 6 3 3.

2 3. W a n g K, R uss ell J S, M c D er m ott J D, et al. Pr ofili n g of 1 4 9 s ali v ar y
d u ct c ar ci n o m as, c ar ci n o m a e x pl e o m or p hi c a d e n o m as, a n d a d e n o-
c ar ci n o m as, n ot ot h er wis e s p e cifi e d r e v e als a cti o n a bl e g e n o mi c
alt er ati o ns. Cli n C a n c er R es . 2 0 1 6; 2 2: 6 0 6 1– 6 0 6 8.

2 4. S a nt a n a T, A n drl e P, M arti n e k P, et al. Bi o m ar k er i m m u n o pr ofil e
a n d m ol e c ul ar c h ar a ct eristi cs i n s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a: cli ni c o p a-
t h ol o gi c al a n d pr o g n osti c i m pli c ati o ns. H u m P at h ol . 2 0 1 9; 9 3: 3 7– 4 7.

2 5. S k al o v a A, V a n e c e k T, M arti n e k P, et al. M ol e c ul ar pr ofili n g of
m a m m ar y a n al o g u e s e cr et or y c ar ci n o m a r e v e al e d a s u bs et of t u m ors
h ar b ori n g a n o v el E T V 6- R E T tr a nsl o c ati o n: r e p ort of 1 0 c as es. A m J
S ur g P at h ol . 2 0 1 8; 4 2: 2 3 4– 2 4 6.

2 6. L a n dr u m M J, L e e J M, B e ns o n M, et al. Cli n V ar: i m pr o vi n g a c c ess
t o v ari a nt i nt er pr et ati o ns a n d s u p p orti n g e vi d e n c e. N u cl ei c A ci ds
R es . 2 0 1 8; 4 6: D 1 0 6 2– D 1 0 6 7.

2 7. Y a n g J, Ni e J, M a X, et al. T ar g eti n g PI 3 K i n c a n c er: m e c h a nis ms
a n d a d v a n c es i n cli ni c al tri als. M ol C a n c er . 2 0 1 9; 1 8: 1– 2 8.

2 8. S hi m ur a T, Y ui c hir o T a d a Y, Hir ai H, et al. Pr o g n osti c a n d hist o g e n eti c
r ol es of g e n e alt er ati o n a n d t h e e x pr essi o n of k e y p ot e nti all y a cti o n a bl e
t ar g ets i n s ali v ar y d u ct c ar ci n o m as. O n c ot ar g et . 2 0 1 8; 9: 1 8 5 2– 1 8 6 7.

2 9. Griffit h C C, S e et h al a R R, L u vis o n A, et al. PI K 3 C A m ut ati o ns a n d
P T E N l oss i n s ali v ar y d u ct c ar ci n o m as. A m J S ur g P at h ol . 2 0 1 3; 3 7:
1 2 0 1 – 1 2 0 7.

3 0. C a n as M ar q u es R, F eli x A. I n v asi v e c ar ci n o m a arisi n g fr o m
s cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n osis of t h e s ali v ar y gl a n d. Vir c h o ws Ar c h .
2 0 1 4; 4 6 4: 6 2 1 – 6 2 5.

S k ál o v á et al A m J S ur g P at h ol V ol u m e 4 6, N u m b er 2, F e br u ar y 2 0 2 2

2 8 0 | w w w. ajs p. c o m C o p yri g ht © 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.

C o p yri g ht r 2 0 2 1 W olt ers Kl u w er H e alt h, I n c. All ri g hts r es er v e d.
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4. 3  Hi g h- g r a d e n o n-i nt esti n al t y p e si n o n as al a d e n o c a r ci n o m a  wit h E T V 6:: N T R K 3  
f usi o n, disti n ct fr o m s e cr et or y c ar ci n o m a b y i m m u n o pr ofil e a n d m or p h ol o g y 

V  pr á ci js o u p o ps á n y d v a pZí p a d y hi g h- gr a d e si n o n as ál ní h o a d e n o k ar ci n o m u. 

A � k oli s e hist o m orf ol o gi c k y i i m u n of e n ot y pi c k y li bí o d s e kr e � ní h o k ar ci n o m u sli n n ý c h 
žl á z, o b a pr e z e nt o v a n é n á d or y s  ní m s díl ejí f ú zi E T V 6:: N T R K 3 . Pr á c e p o dtr h á v á v ý z n a m 
d ůsl e d n é k or el a c e v ýsl e d k ů m ol e k ul ár n ě- g e n eti c k é a n al ý z y s  hist o m orf ol o gi c k ý m 
n ál e z e m a i m u n o pr ofil e m.  

V  o b o u pZí p a d e c h b yl o p a ci e nt ů m 3 9 l et, n e b yl a p o z or o v á n a p o hl a v ní pr e dil e k c e. 
V  pr v ní m pZí p a d ě t u m or v y pl ň o v al m a xil ár ní d uti n u, pr or ůst al d o d uti n y n os ní a 
i nfiltr o v al o � ni ci. P o o d b ěr u pr o b at or ní bi o psi e n ásl e d o v al a i nt e n zi v ní l é � b a s est á v ají cí 
z  n e o a dj u v a nt ní c h e m ot er a pi e, i n k o m pl et ní c hir ur gi c k é r es e k c e a a dj u v a nt ní 
c h e m or a di ot er a pi e. B yl o d os a ž e n o ú pl n é r e mis e, pZí p a d j e vb a k r e c e nt ní. V  dr u h é m 
pZí p a d ě s e p a ci e nt d ost a vil s  o p a k o v a n o u e pist a xí z p ůs o b e n o u n á d or o v o u m as o u 
v  l e v ostr a n n é n os ní d uti n ě. P o o d b ěr u pr o b at or ní bi o psi e b yl a pr o v e d e n a k o m pl et ní 
et h m oi d e kt o mi e, p a ci e nt d ál e p o dst o u pil a dj u v a nt ní r a di ot er a pii a b yl n a ži v u b e z z n á m e k 
o n e m o c n ě ní p o 1 7 m ěsí cí c h.  

O b a n á d or y b yl y v ýr a z n ě h y p er c el ul ár ní, sl o ž e n é z e s oli d ní c h a h ust ě b u n ě � n ý c h 
kri brif or m ní c h h ní z d s  � et n ý mi n e kr ó z a mi v  j eji c h c e ntr u. L o žis k o v ě, pZ e d e vbí m pZi 
o kr ají c h t u m or u b yl y p o z or o v á n y t a k é f or m a c e p a pil ár ní, mi kr o c ysti c k é a tr a b e k ul ár ní, 
b e z r o zlibit el n ý c h z n á m e k s e kr e c e �i hl e n ot v or b y. V  pZí p a d u 2 b yl a n a p erif erii 
n á d or o v ý c h h ní z d vrst v a a bl u mi n ál ní c h b u n ě k s  c yt o pl a z m ati c k ý m pr oj as n ě ní m a ž z c el a 

v o d oj a s n o u c yt o pl a z m o u. J á dr a b yl a v  o b o u pZí p a d e c h z v ět b e n á, pZ e kr ý v ají cí s e, 
s v ýr a z n ý mi j a d ér k y, � et n á j á dr a b yl a t é ž v e zi k ul ár ní. Mit oti c k á a kti vit a b yl a v ys o k á a 
pZít o m n a b yl a t a k é � et n á a p o pt oti c k á t ělís k a, pr olif er a � ní i n d e x Ki- 6 7 d os a h o v al a ž 5 1 %.  

N á d or o v é b u ň k y b yl y i m u n o hist o c h e mi c k y p o ziti v ní v  pr ů k a z u m ar k er ů S 1 0 0 a 
S O X 1 0, c yt o k er ati n ů 7, 1 8 a 1 9 a G A T A 3, z atí m c o pr ů k a z m a m m a gl o bi n u b yl n e g ati v ní. 
M ar k er y p 4 0 a p 6 3 b ar vil y j á dr a a bl u mi n ál ní c h b u n ě k s  v a k u oli z o v a n o u �i v o d oj as n o u 
c yt o pl a z m o u v  pZí p a d u 2, z atí m c o v  pZí p a d u 1 b yl a p o ziti vit a p 4 0 a p 6 3 pZ e v á ž n ě 
n á h o d n á, r o z míst ě n á r o v n o m ěr n ě v  n á d or o v ý c h h ní z d e c h. P a n Tr k v y k a z o v al dif ú z ní 
n u kl e ár ní p o ziti vit u v  o b o u pZí p a d e c h. Test o v a n é k o m p o n e nt y S WI/ S N F m ěl y e x pr esi 
i m u n o hist o c h e mi c k y z a c h o v al o u, m ar k er y A R a H er 2 b yl y n e g ati v ní. 

N á d or y b yl y s e k v e n o v á n y p o m o cí D N A a R N A p a n el u Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0. 
Z atí m c o D N A � ást p a n el u n e pZi n esl a ž á d n ý n ál e z, R N A-s e q o d h alil a v  o b o u pZí p a d e c h 
pZít o m n ost s h o d n é f ú z e E T 6:: N T R K 3 m e zi e x o n e m  5 g e n u E T V 6 a e x o n e m  1 5 g e n u 
N T R K 3 . 

V k o nt e xt u n á d or ů sli n n ý c h žl á z j e f ú z e E T V 6:: N T R K 3  s p e cifi c k á pr o s e kr e � ní 
k ar ci n o m ( 39). V t y pi c k ý c h pZí p a d e c h j e s e kr e � ní k ar ci n o m t v oZ e n ý j e n mír n ě at y pi c k ý mi 
n á d or o v ý mi b u ň k a mi us p oZ á d a n ý mi v  s oli d n ě- mi kr o c ysti c k ý c h, t u b ul ár ní c h, 

f oli k ul ár ní c h n e b o p a pil ár n ě- c ysti c k ý c h n á d or o v ý c h l o b ul e c h. T y pi c k ý j e n a m o dr al ý 
P A S- p o ziti v ní s e kr et pZít o m n ý v  m e zi b u n ě � n ý c h l u mi n e c h. I m u n o hist o c h e mi c k y l z e 
pr o k á z at e x pr esi S 1 0 0 a m a m m a gl o bi n u, z atí m c o m ar k er y p 4 0 a p 6 3 js o u n e g ati v ní. 
S e kr e � ní k ar ci n o m b yl v z á c n ě pr o k á z á n i v  si n o n as ál ní o bl asti ( 4 0). St ej n ě j a k o u ji n ý c h 
s ali v ár ní c h n á d or ů j e m o ž n á H G T s e kr e � ní h o k ar ci n o m u, d efi n o v a n á j a k o pZít o m n ost 

4 1



 

b p at n ě dif er e n c o v a n é h o hi g h- gr a d e k ar ci n o m u n e b o a d e n o k ar ci n o m u n a p o z a dí 
p ů v o d ní h o l o w- gr a d e t u m or u ( 4 1). V  hi g h- gr a d e pZí p a d e c h p o pis o v a n ý c h v e  z d e u v e d e n é 
st u dii vb a k n e b yl a ž á d n á k o m p o n e nt a l o w- gr a d e s ali v ár ní h o n á d or u i d e ntifi k o v á n a, 
dis k or d a nt ní j e t é ž i m u n of e n ot y p: n e g ati vit a m a m m a gl o bi n u a p o ziti vit a p 4 0/ p 6 3.  

N á d or y pr ot o b yl y n a z á kl a d ě zjibt ě n ý c h c h ar a kt eri sti k kl asifi k o v á n y j a k o s u bt y p 
si n o n as ál ní h o n o n-I T A C s  f ú zí E T V 6:: N T R K 3 . Ji ž dZí v e b yl y p o ps á n y pZí p a d y l o w- gr a d e 
si n o n as ál ní c h n o n-I T A C s e st ej n o u f ú zí, v  j e n o m pZí p a d ě b yl n a mí st o g e n u N T R K 3 
r e ar a n ž o v á n g e n pr o p o d o b n o u ki n á z u – R E T (f ú z e E T V 6:: R E T ) ( 4 2- 4 3). Kr o m ě t o h o b yl 
p o ps á n j e d e n pZí p a d tr a c h e ál ní h o a d e n o k ar ci n o m u s m orf ol o gií si n o n a s ál ní h o l o w- gr a d e 
n o n-I T A C a f ú zí E T V 6:: N T R K 3  ( 44). Kr o m ě g e n eti c k é h o p o z a dí a d o ji st é míst y 
k o n k or d a nt ní m orf ol o gi e t u m or y s díl ejí n ě kt er é i m u n o hist o c h e mi c k é c h ar a kt eristi k y: 
m ar k er y C K 7, S 1 0 0 a S O X 1 0 js o u p o ziti v ní, z atí m c o m a m m a gl o bi n j e n e g ati v ní.

4 2



V ol.:( 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9)1 3

Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 3) 4 8 3: 1 8 7 – 1 9 5 
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O RI GI N A L A R TI C L E

Hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al t y p e si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a 
wit h  E T V 6:: N T R K 3  f usi o n, disti n ct fr o m s e cr et or y c ar ci n o m a 
b y i m m u n o pr o fil e a n d  m or p h ol o g y

N at áli e  Kl u bí č k o v á 1, 2   · El a h e h  M o s ai e b y1, 3  · Ni k ol a  Pt á k o v á3, 4  · A u d e  Tri n q u et5  · M ari c k  L a é6  · 
V al éri e  C o st e s‑ M arti n e a u 5  · Al e n a  S k ál o v á1, 2

R e c ei v e d: 1 1 M a y 2 0 2 3 / R e vis e d: 1 3 J u n e 2 0 2 3 / A c c e pt e d: 2 5 J u n e 2 0 2 3 / P u blis h e d o nli n e: 6 J ul y 2 0 2 3 
© T h e A ut h or(s) 2 0 2 3

A b str a ct
We r e p ort 2 c a s e s of hi g h- gr a d e si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a wit h a di sti n ct m or p h ol o gi c al a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al p h e-
n ot y p e. Al b eit hi st ol o gi c all y di ff er e nt fr o m s e cr et or y c ar ci n o m a of t h e s ali v ar y gl a n d s, b ot h t u m or s pr e s e nt e d h er e s h ar e a n 
E T V 6:: N T R K 3  f u si o n. T h e hi g hl y c ell ul ar t u m or s w er e c o m p o s e d of s oli d a n d d e n s e cri brif or m n e st s, oft e n wit h c o m e d o-
li k e n e cr os es i n t h e c e nt er, a n d mi n or ar e as wit h p a pill ar y, mi cr o c ysti c, a n d tr a b e c ul ar f or m ati o ns wit h o ut s e cr eti o ns, m ostl y 
l o c at e d at t h e p eri p h er y of t h e l e si o n. T h e c ell s di s pl a y e d hi g h- gr a d e f e at ur e s, wit h e nl ar g e d, cr o w d e d, a n d oft e n v e si c ul ar 
n u cl ei wit h c o n s pi c u o u s n u cl e oli a n d bri s k mit oti c a cti vit y. T h e t u m or c ell s w er e i m m u n o n e g ati v e f or m a m m a gl o bi n w hil e 
s h o wi n g i m m u n o p o siti vit y f or p 4 0/ p 6 3, S 1 0 0, S O X 1 0, a n d G A T A 3, a s w ell a s f or c yt o k er ati n s 7, 1 8, a n d 1 9. F or t h e fir st 
ti m e, w e d es cri b e 2 c as es of pri m ar y hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al t y p e a d e n o c ar ci n o m as of t h e n as al c a vit y, disti n ct fr o m s e cr e-
t or y c ar ci n o m a b y m or p h ol o g y a n d i m m u n o pr o fil e, h ar b ori n g t h e E T V 6:: N T R K 3  f u si o n.

K e y w or ds  Si n o n as al · N as al c a vit y · n o n-i nt esti n al-t y p e a d e n o c ar ci n o m a · E T V 6:: N T R K 3  · S e cr et or y c ar ci n o m a · S ali v ar y 
d u ct c ar ci n o m a

I ntr o d u cti o n

Pri m ar y si n o n as al a d e n o c ar ci n o m as ar e r ar e t u m ors e n c o m-
p a s si n g a wi d e m or p h ol o gi c al s p e ctr u m, di vi d e d i nt o t w o 
gr o u p s: i nt e sti n al-t y p e si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a (I T A C) 
a n d n o n-i nt e sti n al-t y p e si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a ( n o n-
I T A C) s u bt y p e s [1 ]. W hil e I T A C s r e s e m bl e g a str oi nt e s-
ti n al pri m ar y a d e n o c ar ci n o m a s, wit h c ol u m n ar e pit h eli al 
str u ct ur e s a n d i nt er s p er s e d g o bl et c ell s, f or mi n g p a pill a e, 
gl a n d s, cri brif or m str u ct ur e s or, i n l e s s di ff er e nti at e d c a s e s, 
s oli d n e st s, a s w ell a s o c c a si o n al m u ci n l a k e s, n o n-I T A C s 
s h o w e v e n wi d er m or p h ol o gi c al s p e ctr u m. C ol u m n ar c ell s 
f or mi n g v ari a bl e n o n- g a str oi nt e sti n al-li k e gl a n d ul ar str u c-
t ur e s ar e s e e n i n l o w- gr a d e ( L G) c a s e s, w h er e a s hi g h- gr a d e 
( H G) c a s e s u s u all y c o n si st of s oli d n e st s wit h o nl y a f e w 
gl a n d s a n d c o m m o nl y wit h c e ntr al c o m e d o-li k e n e cr o si s, 
or i n di vi d u al m u ci n- pr o d u ci n g c ells i n filtr ati n g i nt o t h e s ur-
r o u n di n g str o m a. Cl e ar- c ell c h a n g e, e n d o wi n g a n a p p e ar-
a n c e of cl e ar- c ell r e n al c ell c ar ci n o m a, c a n b e o b s er v e d i n 
s o m e c a s e s of n o n-I T A C. I n a d diti o n, S M A R C B 1- d e fi ci e nt 
a d e n o c ar ci n o m a w as r e c e ntl y r e c o g ni z e d a n d i n cl u d e d i n t h e 

Al e n a S k ál o v á a n d Val éri e C o st e s- M arti n e a u c o ntri b ut e d e q u all y t o 
t hi s w or k a n d ar e c o n si d er e d c o- s e ni or a ut h or s.

 *  N at áli e Kl u bí č k o v á 
 kl u bi c k o v a @ bi o pti c k a. c z

1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pil s e n 
a n d  U ni v er sit y H o s pit al Pl z e n,, C h arl e s U ni v er sit y, Al ej 
S v o b o d y 8 0, 3 2 3  0 0  Pil s e n, C z e c h  R e p u bli c

2   Bi o pti c al L a b or at or y, Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

3   M ol e c ul ar- G e n eti c L a b or at or y, Bi o pti c al L a b or at or y, Pils e n, 
C z e c h  R e p u bli c

4   D e p art m e nt of  Bi ol o g y a n d  M e di c al G e n eti cs, S e c o n d 
F a c ult y of  M e di ci n e, C h arl es U ni v ersit y a n d  M ot ol 
U ni v ersit y H os pit al, Pr a g u e, C z e c h  R e p u bli c

5   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, H o pit al G ui d e C h a uli a c, 
M o nt p elli er, Fr a n c e

6   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, C e ntr e H e nri B e c q u er el, R o u e n, 
Fr a n c e
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W H O Cl a s si fi c ati o n of T u m o ur s [ 1 ] a s a s u bt y p e of “ S WI/
S N F c o m pl e x- d e fi ci e nt si n o n a s al c ar ci n o m a. ”

Wit h e x c e s si v e s oli d ar e a s, t h e di ff er e nti ati o n b et w e e n 
H G si n o n a s al n o n-I T A C a n d ot h er p o orl y di ff er e nti at e d 
e pit h eli al n e o pl a s m s of t h e s ali v ar y gl a n d a n d n o n- s ali v ar y 
gl a n d ori gi n mi g ht p o s e a pr o bl e m. R e c e nt m ol e c ul ar-
g e n eti c fi n di n gs h a d ai d e d i n t h e s u b cl assi fi c ati o n of pri m ar y 
si n o n a s al c ar ci n o m a s, pr o m pti n g t h e i n cl u si o n of a n u m b er 
of n e w e ntiti e s i n t h e 5t h e diti o n of t h e W H O Cl a s si fi c ati o n 
of H e a d a n d N e c k T u m o ur s [ 1 ]. T h e a g gr e s si v e S WI/ S N F 
c o m pl e x- d e fi ci e nt si n o n as al c ar ci n o m as l a c k t h e e x pr essi o n 
of S M A R C A 4 or S M A R C B 1 pr ot ei ns w hil e dis pl a yi n g r el a-
ti v el y m o n o m or p hi c r h a b d oi d, pl a s m a c yt oi d, or e pit h eli oi d 
m or p h ol o g y a n d i n filtr ati v e gr o wt h i nt o t h e s urr o u n di n g 
ti s s u e [2 ]. N U T c ar ci n o m a i s a n ot h er n o v el e ntit y wit h a 
v er y p o or pr o g n o si s, c o m p o s e d of u n di ff er e nti at e d pri mi-
ti v e c ell s wit h irr e g ul ar o v erl a p pi n g n u cl ei a n d pr o mi n e nt 
n u cl e oli, a n d d e fi n e d b y p at h o g e ni c f u si o n s of t h e N U T M  
g e n e, m o st c o m m o nl y N U T M:: B R D 4  [3 ]. T h e di a g n o si s of 
e x cl u si o n of si n o n a s al u n di ff er e nti at e d c ar ci n o m a ( S N U C) 
s h o ul d b e r e n d er e d i n c a s e s of a hi g h- gr a d e a p p e ari n g pr o-
lif er ati o n of r el ati v el y m o n o m or p hi c, s o m eti m e s b a s al oi d-
l o o ki n g t u m or c ell s wit h t h e e vi d e n c e of e pit h eli al ori gi n 
( c yt o k er ati n i m m u n o st ai ni n g) a n d a b s e n c e of a n y f e at ur e s 
p oi nti n g t o w ar d ot h er p o s si bl e e ntiti e s, i n cl u di n g b ut n ot 
li mit e d t o t u m or s s p e ci fi c f or t h e si n o n a s al tr a ct a s w ell a s 
n e ur o e n d o cri n e a n d n e ur o e pit h eli al n e o pl a s m s, m el a n o m a 
a n d s ali v ar y gl a n d t u m or s. U p t o 8 0 % of S N U C c a s e s w er e 
r e p ort e d t o h ar b or h ot s p ot m ut ati o n s of t h e I D H 2 g e n e [4 , 
5 ], w hil e o nl y r ar e c as es dis pl a y e d I D H 1 g e n e m ut ati o ns [5 ].

S ali v ar y gl a n d t u m or s mi g ht r ar el y ari s e fr o m t h e mi n or 
s ali v ar y gl a n d s l o c at e d i n t h e si n o n a s al tr a ct, r e pr e s e nti n g 
5 – 1 0 % of all si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a c a s e s [ 6 ]. M ulti pl e 
e ntiti es i n t his gr o u p ar e d e fi n e d b y r e c urr e nt g e n eti c alt er a-
ti o n s, s u c h a s M Y B:: N FI B  a n d M Y B L 1:: N FI B  i n a d e n oi d 
c ysti c c ar ci n o m a [ 7 , 8 ], M A M L 2  f usi o ns i n m u c o e pi d er m oi d 
c ar ci n o m a [ 9 ], N R 4 A 3  u pr e g ul ati o n b y e n h a n c er hij a c ki n g 
i n a ci ni c c ell c ar ci n o m a [1 0 ], or E T V 6:: N T R K 3  i n s e cr et or y 
c ar ci n o m a [ 1 1 , 1 2 ].

I n t h e c o nt e xt of s ali v ar y gl a n d t u m or s, E T V 6:: N T R K 3  
f u si o n i s s p e ci fi c f or s e cr et or y c ar ci n o m a ( S C) [ 1 1 ]. I n 
t y pi c al c a s e s, S C i s a cir c u m s cri b e d u n e n c a p s ul at e d pr o-
lif er ati o n of l o b ul e s s e p ar at e d b y fi br o u s s e pt a, c o m p o s e d 
of t u m or c ell s wit h o nl y mil d at y pi a a n d l o w- gr a d e n u cl e ar 
f e at ur e s, gr o wi n g i n s oli d- mi cr o c ysti c, s oli d, t u b ul ar, f olli-
c ul ar, or p a pill ar y- c ysti c p att er ns, wit h bl uis h P A S d- p ositi v e 
l u mi n al s e cr eti o ns a n d l o w mit oti c a cti vit y, p ositi v e f or S 1 0 0 
a n d m a m m a gl o bi n w hil e b ei n g n e g ati v e f or D O G 1 ( e x c e pt 
f or o c c a si o n al mi n or st ai ni n g), p 4 0, a n d p 6 3 o n i m m u n o-
hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n [ 1 1 ]. Hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n 
( H G T) of t h e l o w- gr a d e S C, al b eit r ar e, i s p o s si bl e, c o n v e y-
i n g a m or e a g gr e s si v e cli ni c al c o ur s e a n d p o or er o ut c o m e s 
t o t h e p ati e nt s a ff e ct e d b y s u c h t u m or s [1 3 , 1 4 ]. Si mil ar t o 

ot h er s ali v ar y gl a n d t u m or s, S C mi g ht r ar el y ari s e i n t h e 
si n o n a s al l o c ati o n, r et ai ni n g t h e t y pi c al m or p h ol o gi c al f e a-
t ur e s d e s cri b e d a b o v e [1 2 ].

I n t h e n a s al c a vit y, t hr e e c a s e s of l o w- gr a d e n o n-I T A C 
w er e r e p ort e d t o h ar b or t h e E T V 6:: N T R K 3  f u si o n, a s w ell 
as o n e c as e wit h a l ess c o m m o n E T V 6:: R E T  f usi o n [1 5 – 1 7 ]. 
I n a d diti o n, o n e c a s e of tr a c h e al a d e n o c ar ci n o m a wit h t h e 
m or p h ol o g y  of  si n o n a s al  l o w- gr a d e  n o n-I T A C  a n d  a n 
E T V 6:: N T R K 3  f u si o n w a s r e p ort e d [1 8 ]. L a stl y, t h e f u si o n 
h a s r e c e ntl y b e e n d o c u m e nt e d i n t w o hi g h- gr a d e s ali v ar y 
gl a n d a d e n o c ar ci n o m a s l a c ki n g t h e t y pi c al l o w- gr a d e m or-
p h ol o gi c al f e at ur e s of S C [ 1 9 , 2 0 ].

I n t hi s r e p ort, w e pr e s e nt f or t h e fir st ti m e t w o c a s e s of 
pri m ar y hi g h- gr a d e si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a s t h at w er e 
i niti all y cl assi fi e d as hi g h- gr a d e si n o n as al n o n-I T A C. Usi n g 
R N A s e q u e n ci n g, a n E T V 6:: N T R K 3  f u si o n w a s d et e ct e d i n 
b ot h c a s e s. W e ai m t o c o ntri b ut e t o u nr a v eli n g t h e p o si-
ti o n of t hi s n e o pl a s m i n t h e cl a s si fi c ati o n of h e a d a n d n e c k 
t u m or s.

M at eri al s a n d  m et h o d s

Hi st ol o gi c al a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al st u di e s

F or c o n v e nti o n al mi cr o s c o p y, e x ci s e d ti s s u e s w er e fi x e d i n 
f or m ali n, pr o c ess e d r o uti n el y, e m b e d d e d i n p ar a ffi n ( F F P E), 
c ut, a n d st ai n e d wit h h e m at o x yli n a n d e o si n. I m m u n o hi st o-
c h e mi c al st ai ni n g w a s r o uti n el y p erf or m e d u si n g a n a ut o-
m at e d Ve nt a n a B e n c h M ar k U L T R A s yst e m ( Ve nt a n a M e di-
c al S yst e ms I n c., T u cs o n, A Z, U S A). T h e pri m ar y a nti b o di es 
u s e d ar e s u m m ari z e d i n T a bl e  1 .

N e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g

F or m ut ati o n a n al y si s, Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 p a n el, a 
c o m pr e h e n si v e N G S a s s a y o n F F P E s a m pl e s t h at i d e nti fi e s 
f u si o n tr a n s cri pt s, s o m ati c v ari a nt s, c o p y n u m b er c h a n g e s, 
t u m or m ut ati o n al b ur d e n, a n d mi cr o s at ellit e i n st a bilit y w a s 
u s e d. N A li br ari e s w er e cr e at e d u si n g t h e Tr u Si g ht O n c ol-
o g y 5 0 0 Kit (Ill u mi n a) f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u c-
ti o n s ( K A P A Bi o s yst e m s, W a s hi n gt o n, M A), alt h o u g h w e 
us e d K A P A Fr a g Kit ( K A P A Bi os yst e ms, Was hi n gt o n, M A) 
f or D N A e n z y m ati c fr a g m e nt ati o n. F oll o wi n g t h e m a n uf a c-
t ur er’s g ui d eli n e s, s e q u e n ci n g w a s c o n d u ct e d u si n g a n Ill u-
mi n a N o v a S e q 6 0 0 0 s e q u e n c er. T h e O m n o mi cs N G S a n al ysis 
pr o gr a m w a s u s e d f or d at a a n al ysi s ( D N A v ari a nt filt eri n g 
a n d a n n ot ati o n) ( E uf or m ati c s, Fi nl a n d). R e p ort e d v ari a nt s 
w er e filt er e d r et ai ni n g v ari ati o n s wit h c o di n g e ff e ct s, r e a d 
d e pt h s gr e at er t h a n 5 0, a n d v ari a nt s wit h all eli c fr e q u e n c y 
> 1 0 %, wit h t h e r e m o v al of b e ni g n v ari a nt s a c c or di n g t o t h e 
Cli n Var d at a b a s e. T h e r e m ai ni n g c oll e cti o n of v ari ati o n s 
w a s vi s u all y v eri fi e d i n r a w d at a, a n d pr o b a bl e artif a ct u al 
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v ari a nt s w er e eli mi n at e d. T h e li st of g e n e s c o v er e d b y t hi s 
p a n el i s a v ail a bl e at t h e pr o d u ct w e b sit e ( htt p s:// w w w. ill u m 
i n a. c o m/ pr o d u ct s/ b y- t y p e/ cli ni c al- r e s e a r c h- pr o d u ct s/ tr u si 
g ht- o n c ol o g y- 5 0 0. ht ml ). I n a d diti o n, t h e s a m pl e s w er e a n a-
l y z e d u si n g t h e N G S- b a s e d li g ati o n- d e p e n d e nt m ulti pl e x 
R T- P C R a s s a y a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y [ 2 1 ].

C a s e pr e s e nt ati o n

Cli ni c al f e at ur e s

I n c a s e 1, a 3 9- y e ar- ol d f e m al e p ati e nt pr e s e nt e d wit h 
n a s al o b str u cti o n. T h e t u m or fill e d t h e l eft m a xill ar y si n u s, 
e xt e n d e d i nt o t h e n a s al c a vit y, a n d i n filtr at e d i nt o t h e l eft 
or bit ( Fi g.  1 ). T h e l e si o n w a s st a g e d cli ni c all y a s c T 4 a a n d 
w as i n o p er a bl e wit h o ut or bit al e x e nt er ati o n. Aft er a di a g n os-
ti c bi o p s y, t h e p ati e nt r e c ei v e d t hr e e c y cl e s of n e o a dj u v a nt 
c h e m ot h er a p y wit h d o c et a x el, c ar b o pl ati n, a n d fl u or o ur a cil, 
a c hi e vi n g si g ni fi c a nt r e gr e s si o n of t h e t u m or. F o ur m o nt h s 

aft er t h e fir st di a g n o si s, t h e p ati e nt u n d er w e nt a c o n s er v a-
ti v e s ur gi c al r e m o v al of t h e r e si d u al l e si o n, wit h a p o siti v e 
p o st eri or s ur gi c al m ar gi n, pr o m pti n g t h e a d mi ni str ati o n of 
a dj u v a nt pr ot o n t h er a p y a n d c h e m ot h er a p y wit h ci s pl ati n. 
Aft er fi ni s hi n g t h e tr e at m e nt, t h e p ati e nt h a d n o si g n s of 
dis e as e o n cli ni c al e x a mi n ati o n; h o w e v er, a C T s c a n w as n ot 
y et p erf or m e d b e c a u s e t h e c a s e i s r e c e nt.

A 3 9- y e ar- ol d m al e pr e s e nt e d wit h e pi st a xi s i n c a s e 2, 
c a u s e d b y a m a s s i n t h e l eft n a s al c a vit y, m e a s uri n g 1 8 m m 
i n t h e gr e at e st di m e n si o n. Aft er a pr eli mi n ar y bi o p s y w a s 
t a k e n a n d di a g n o s e d, c o m pl e m e nt ar y et h m oi d e ct o m y w a s 
p erf or m e d wit h cl e ar s ur gi c al m ar gi n s. C o n s e q u e ntl y, t h e 
p ati e nt r e c ei v e d r a di ot h er a p y. T h e p ati e nt w a s ali v e wit h 
n o e vi d e n c e of di s e a s e 1 7 m o nt h s aft er t h e fir st di a g n o si s.

Hi st o p at h ol o gi c al f e at ur e s

T h e t u m ors wi d el y i n filtr at e d i nt o t h e s u b m u c os a of t h e n as al 
c a vit y. B ot h t u m ors dis pl a y e d hi g h- gr a d e f e at ur es, gr o wi n g 
m ostl y i n h y p er c ell ul ar s oli d a n d d e ns e cri brif or m n ests, oft e n 

T a bl e 1  I m m u n o hist o c h e mi c al 
e x a mi n ati o n

A b br e vi ati o ns: F , f o c all y; N , n or m al e x pr essi o n; N D , n ot d o n e; R T U , r e a d y-t o- us e; +, p ositi v e; −, n e g ati v e

M ar k er Cl o n e C o m p a n y Dil uti o n  C as e 1  C as e 2

A R S P 1 0 7 Ve nt a n a R T U  −  −

C D X 2 D A K- C D X 2  D a k o R T U  N D  −

C K 1 4 S P 5 3 C ell M ar q u e R T U  N D  +

C K 1 8 C D 1 0 D a k o R T U  +  +

C K 1 9 A 5 3- B/ A 2. 2 6  Ve nt a n a R T U  +  +

C K 5/ 6 D 5/ 1 6 B 4  D a k o 1: 1 0 0  −  −

C K 7 O V- T L 1 2/ 3 0  D a k o 1: 8 0 0  +  +

C K 8 3 5 β H 1 1 Ve nt a n a R T U  F + F +

D O G 1 S P 3 1 Ve nt a n a R T U  F +  −

G A T A 3 L 5 0- 8 2 3 Bi o c ar e M e di c al 1: 1 0 0  +  +

H er 2 H er c e p T est  D a k o R T U  −  −

Ki- 6 7 MI B- 1 D a k o R T U  4 2 % 5 1 %

M a m m a gl o bi n 3 0 4- 1 A 5 D a k o R T U  −  −

M U C 4 1 G 8 S a nt a Cr u z Bi ot e c h 1: 1 0 0  −  +

N O R 1 H- 7 S a nt a Cr u z Bi ot e c h 1: 5 0  N D  −

p 1 6 R 1 5- A D B Bi ot e c h 1: 1 0 0  N D  −

p 4 0 D A K- p 4 0  D a k o R T U  F +  +

p 6 3 D A K p 6 3 D a k o R T U  F +  +

P a n Tr k E P R 1 7 3 4 1  A b c a m 1: 5 0  +  +

S 1 0 0 p ol y cl o n al  D a k o R T U  +  +

S A L L 4 6 E 3 Si g m a 1: 8 0 0  −  N D

S M A 1 A 4 D a k o R T U  −  −

S M A R C A 2 p ol y cl o n al  Atl as A nti b o di es 1: 1 0 0  N  N

S M A R C A 4  E P N CI R 1 1 1 A  A b c a m 1: 1 0 0 0  N  N

S M A R C B 1  M R Q- 2 7 Ve nt a n a R T U  N  N

S O X 1 0 S P 2 6 7 Ve nt a n a R T U  +  +

S T A T 6 Y E 3 6 1 A b c a m 1: 1 0 0 0  N D  −

T T F 1 S P T 2 4 Bi o c ar e M e di c al 1: 5 0  −  N D
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wit h c e ntr al n e cr osis ( Fi gs.  2 A- B, 3 A- B). Mi n or p arts, us u-
all y l o c at e d at t h e p eri p h er y of t h e l esi o n, w er e l ess d e ns e a n d 
s h o w e d irr e g ul ar p a pill ar y, mi cr o c ysti c, or tr a b e c ul ar p att er ns 
b ut still dis pl a y e d hi g h- gr a d e c yt ol o gi c al f e at ur es ( Fi gs.  2 A, 
3 C – D). Cr o w di n g of l ar g e, o v al-t o-r o u n d, a n d oft e n v esi c ul ar 
n u cl ei wit h pr o mi n e nt e osi n o p hili c n u cl e oli w as o bs er v e d i n 
b ot h c as es. I n c as e 1, t h e c ells c o nt ai n e d s m all or m o d er at e 
a m o u nts of p al e e osi n o p hili c c yt o pl as m ( Fi g.  2 C – D). I n c as e 
2, li ni n g t h e t u m or n ests w er e a bl u mi n al c ells dis pl a yi n g cl e ar 
c yt o pl a s mi c v a c u ol e s or fr a n k cl e ar- c ell c h a n g e, w hil e t h e 
p o p ul ati o n of l u mi n al c ell s h a d p al e t o m o d er at el y e o si n o-
p hili c c yt o pl a s m ( Fi g.  3 A – B). N u m er o u s a p o pt oti c b o di e s 
a n d bris k mit oti c a cti vit y ( 2 6 a n d 1 7 mit oti c fi g ur es/ 2. 4  m m 2  
i n c as es 1 a n d 2, r es p e cti v el y) w er e o bs er v e d. Mi ni m al n o n-
n e o pl asti c l y m p h o pl as m a c yti c i n filtr ati o n w as pr es e nt i n t h e 
b a c k gr o u n d i n c as e 1, w hil e c as e 2 s h o w e d m or e pr o mi n e nt 
str o m al c hr o ni c i n fl a m m ati o n.

O n i m m u n o hi st o c h e mi c al e x a mi n ati o n ( T a bl e  1 ), m ar k-
er s p 4 0 a n d p 6 3 hi g hli g ht e d t h e a bl u mi n al c ell s i n c a s e 2 
( Fi g. 3 E), si mil ar t o c yt o k er ati n 1 4. T h es e c ells c orr es p o n d e d 

t o t h e a bl u mi n al c ell s wit h cl e ar i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s 
or c o m pl et e c yt o pl a s mi c cl e ari n g o n H & E sli d e s. I n c a s e 1, 
p 6 3 h a d t h e s a m e p att er n wit h n u cl e ar p ositi vit y i n t h e a bl u-
mi n al c ell s li ni n g t h e t u m or n e st s o nl y i n o n e f o c u s, w hil e 
i n ot h er ar e a s, b ot h p 4 0 a n d p 6 3 s h o w e d r a n d o ml y s c at-
t er e d n u cl e ar p ositi vit y ( Fi g. 2 E). O n H & E sli d es, t h es e c ells 
di d n ot a p p e ar di ff er e nt fr o m t h e p 4 0/ p 6 3- n e g ati v e t u m or 
c ell s. T h e t u m or c ell s w er e di ff u s el y p o siti v e f or S 1 0 0, 
S O X 1 0, a n d c yt o k er ati n s 7, 1 8, a n d 1 9, i n b ot h t h e l u mi n al 
a n d a bl u mi n al c ell s. C yt o k er ati n 8 w a s o nl y f o c all y p o si-
ti v e, w hil e c yt o k er ati n 5/ 6 w as c o m pl et el y n e g ati v e. P a n Tr k 
( Fi g. 2 F) a n d G A T A 3 w er e di ff u s el y p o siti v e i n t h e n u cl ei 
of t h e t u m or c ell s; m a m m a gl o bi n, h o w e v er, w a s n e g ati v e i n 
b ot h c a s e s. M U C 4 w a s n e g ati v e i n c a s e 1, b ut it di s pl a y e d 
a p e c uli ar p att er n of i m m u n o st ai ni n g i n c a s e 2, b ei n g p o si-
ti v e at t h e m e m br a n e s li ni n g t h e l u mi n a of t h e s m all c ysti c 
or cri brif or m f or m ati o n s, a s w ell a s a f o c al m e m br a n o u s 
p o siti vit y i n t h e s oli d ar e a s of t h e t u m or ( Fi g.  3 F). D O G 1 
st ai n e d t h e c yt o pl a s mi c m e m br a n e s i n 1 0 % of t u m or c ell s 
i n c a s e 1 a n d w a s c o m pl et el y n e g ati v e i n c a s e 2 ( e v e n aft er 

Fi g. 1  P E T/ C T i m a gi n g st u d y p erf or m e d i n c as e 1. T h e t u m or fill e d t h e l eft m a xill ar y si n us, e xt e n d e d i nt o t h e n as al c a vit y, a n d i n filtr at e d i nt o 
t h e l eft or bit
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r e p e at e d st ai ni n g). B ot h t u m or s s h o w e d hi g h pr olif er ati v e 
a cti vit y, wit h Ki- 6 7 i n di c e s r e a c hi n g 4 2 % a n d 5 1 % i n c a s e s 
1 a n d 2, r e s p e cti v el y.

S M A R C B 1, S M A R C A 2, a n d S M A R C A 4 i m m u n o e x-
pr e s si o n w a s r et ai n e d i n b ot h c a s e s. S m o ot h m u s cl e a cti n, 
a n dr o g e n r e c e pt or, a n d H er 2 w er e n e g ati v e i n b ot h c a s e s. 
F urt h er m or e, c as e 1 di d n ot st ai n wit h t h e S A L L 4 a n d T T F 1 
a nti b o di e s, w hil e c a s e 2 w a s a d diti o n all y n e g ati v e f or p 1 6, 
N O R 1, C D X 2, a n d S T A T 6.

M ol e c ul ar g e n eti c fi n di n g s

A n  i d e nti c al  E T V 6:: N T R K 3  f u si o n  i n v ol vi n g  e x o n  5  
of t h e E T V 6  g e n e a n d e x o n 1 5 of t h e N T R K 3  g e n e w a s 
d et e ct e d b y R N A- s e q u e n ci n g i n b ot h c a s e s ( Fi g.  4 ). T h e 

r ef er e n c e tr a n s cri pt s e q u e n c e s u s e d f or d e s cri bi n g E T V 6  
a n d N T R K 3  h a v e a c c e s si o n n u m b er s N M _ 0 0 1 9 8 7. 5 a n d 
N M _ 0 0 1 0 1 2 3 3 8. 3, r es p e cti v el y; t h e c hr o m os o m al p ositi o n is 
d es cri b e d usi n g t h e r ef er e n c e g e n o m e G R C h 3 7 ( h g 1 9), wit h 
br e a k p oi nt s at c hr 1 2: 1 2 0 2 2 9 0 0 a n d c hr 1 5: 8 8 4 8 3 9 8 4. T h e 
N G S- b as e d li g ati o n- d e p e n d e nt m ulti pl e x R T- P C R ass a y c or-
r o b or at e d t h es e r es ults. N o p at h o g e ni c g e n eti c alt er ati o ns w er e 
r e v e al e d b y t h e D N A p art of t h e Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 p a n el.

Di s c u s si o n

B a s e d o n t h e hi g h- gr a d e m or p h ol o g y wit h s oli d, cri bri-
f or m, a n d p a pill ar y ar c hit e ct ur e, di sti n cti v e i m m u n o pr o fil e 
wit h p 4 0/ p 6 3, S 1 0 0, S O X 1 0, a n d G A T A 3 p o siti vit y, a n d 

Fi g. 2  Hist o p at h ol o gi c al  f e at ur es  of  c as e  1.  A – B  T h e  t u m or  gr e w  
m ostl y i n s oli d or d e ns e cri brif or m n ests wit h c e ntr al n e cr osis, dis-
pl a yi n g  hi g h- gr a d e  n u cl e ar  f e at ur es  a n d  bris k  mit oti c  a cti vit y.  
F o c all y, es p e ci all y at t h e p eri p h er y of t h e t u m or, t u b ul ar a n d cri bri-

f or m  f or m ati o ns  w er e  o bs er v e d.  C – D  Hi g h- gr a d e  c yt ol o gi c  at y pi a  
w as o bs er v e d i n t h e t u m or c ells. E  S c att er e d n u cl e ar p 6 3 i m m u n o p o-
siti vit y. F  Di ff us e n u cl e ar P a n Tr k i m m u n ost ai ni n g
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Fi g. 3  Hist o p at h ol o gi c al f e at ur es of c as e 2. A  T h e t u m or s h o w e d f e a-
t ur es si mil ar t o c as e 1, gr o wi n g i n s oli d n ests wit h n e cr oti c d e bris i n 
t h eir c e nt ers. B  A bl u mi n al c ells wit h cl e ar c yt o pl as m at t h e p eri p h er y 
of t h e t u m or n ests, dis pl a yi n g hi g h- gr a d e c yt ol o gi c at y pi a, si mil ar t o 

t h e l u mi n al t u m or c ells. C – D  C yst o p a pill ar y, p a pill ar y a n d tr a b e c ul ar 
ar c hit e ct ur e w as pr es e nt f o c all y. E  p 6 3 i m m u n o p ositi vit y i n t h e n u cl ei 
of  t h e  a bl u mi n al  c ells.  F  M U C 4  hi g hli g ht e d  t h e  m e m br a n es  of  t h e  
t u m or c ells

Fi g. 4  E x o n  5  of  E T V 6  is  f us e d  t o  e x o n  1 5  of  N T R K 3 .  T h e  f usi o n  
pr o d u ct  r et ai ns  t h e  P N T  d o m ai n  of  E T V 6 ,  w hi c h  e n a bl es  h o m o di-
m eri z ati o n  or  h et er o di m eri z ati o n  wit h  ot h er  pr ot ei ns  c o nt ai ni n g  
t h e  d o m ai n,  e. g.,  E T S  f a mil y  pr ot ei ns.  T h e  t yr osi n e- pr ot ei n  ki n as e  

d o m ai n of N T R K 3  is als o pr es e nt i n t h e f usi o n pr o d u ct. T his l e a ds t o 
d ysr e g ul at e d a cti v ati o n a n d c o nstit uti v e a cti vit y of t h e ki n as e d o m ai n 
of t h e f usi o n pr ot ei n a n d, i n t ur n, c ar ci n o g e n esis
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a c o m pl et e l a c k of m a m m a gl o bi n st ai ni n g, t o g et h er wit h 
t h e E T V 6:: N T R K 3  f u si o n, w e pr o p o s e t h e t u m or s r e p ort e d 
h er ei n mi g ht r e pr e s e nt a s u bt y p e of hi g h- gr a d e n o n-I T A C, 
di sti n ct fr o m S C.

T h e m aj or c o n si d er ati o n i n t h e di ff er e nti al di a g n o si s 
s h o ul d b e a H G T of S C, w hi c h w a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y i n 
s ali v ar y gl a n d S Cs [ 1 3 ]. H G T is d e fi n e d as t h e pr es e n c e of a 
tr a n sf or m e d ar e a l a c ki n g t h e ori gi n al li n e of di ff er e nti ati o n, 
c o n si sti n g of p o orl y di ff er e nti at e d a d e n o c ar ci n o m a or c ar-
ci n o m a wit h hi g h- gr a d e f e at ur e s ( hi g h mit oti c a cti vit y a n d/
or n e cr osis), wit hi n a n ot h er wis e w ell- d e fi n e d, c o n v e nti o n al 
l o w- gr a d e c o m p o n e nt c h ar a ct eri z e d b y s p e ci fi c mi cr os c o pi c 
a n d i m m u n o hist o c h e mi c al f e at ur es of t h e p arti c ul ar s ali v ar y 
gl a n d t u m or [ 1 4 ]. I n c o ntr a st t o t h e H G T of S C, n o ar e a s 
wit h t y pi c al S C m or p h ol o g y w er e i d e nti fi e d i n o ur c a s e s. 
E v e n t h o u g h a c o m pl et e o v er gr o wt h of t h e t y pi c al l o w- gr a d e 
S C ar e a s b y t h e c o m p o n e nt wit h hi g h- gr a d e m or p h ol o g y i s 
p o s si bl e, t hi s i nt er pr et ati o n i s u nli k el y b e c a u s e of t h e p 4 0/
p 6 3 i m m u n o e x pr e s si o n w hi c h i s n ot a f e at ur e of t h e hi g h-
gr a d e c o m p o n e nt of S C wit h H G T. It is t h er ef or e m or e pl a u-
si bl e t o cl a s sif y t h e t w o c a s e s pr e s e nt e d h er ei n a s si n o n a s al 
hi g h- gr a d e n o n-I T A C wit h E T V 6:: N T R K 3  f usi o n, a n al o g o us 
t o t h e pr e vi o u sl y c h ar a ct eri z e d l o w- gr a d e n o n-I T A C s wit h 
t hi s g e n eti c a b err ati o n [1 5 – 1 7 ]. I n a d diti o n t o t h e a n al o-
g o us m or p h ol o g y a n d g e n eti c b a c k gr o u n d, t h es e t u m ors als o 
s h o w a si mil ar i m m u n o hist o c h e mi c al pr o fil e. T h e l o w- gr a d e 
t u m or s ar e p o siti v e f or b ot h S- 1 0 0 a n d S O X 1 0 or at l e a st 
o n e of t h e s e m ar k er s i n t h e c a s e r e p ort e d b y R o o p er et  al. 
[1 6 ]. C yt o k er ati n 7 w a s p o siti v e i n all c a s e s. I n a d diti o n, 
m a m m a gl o bi n w a s n e g ati v e or s h o w e d o nl y f o c al st ai ni n g, 
w hil e G A T A 3 di s pl a y e d f o c al st ai ni n g i n 1/ 3 c a s e s t e st e d. 
C o n v er s el y, s o m e di ff er e n c e s b et w e e n t h e l o w- gr a d e c a s e s 
r e p ort e d pr e vi o u sl y a n d t h e hi g h- gr a d e c a s e s pr e s e nt e d 
h er ei n w er e n ot e d: D O G 1 w a s p o siti v e i n all  of t h e l o w-
gr a d e c as es, b ut i n o ur st u d y, it s h o w e d o nl y li mit e d p ositi v-
it y i n o n e of t h e t w o hi g h- gr a d e c as es. G A T A 3 w as n e g ati v e 
i n 2/ 3 a n al y z e d c a s e s. T h e m ar k er s p 4 0/ p 6 3 w er e t e st e d i n 
o nl y o n e l o w- gr a d e c a s e a n d w er e n e g ati v e [ 1 6 ].

N ot a bl y, gi v e n t h e t u b ul ar a n d/ or c yst o p a pill ar y ar c hit e c-
t ur e a n d t h e i m m u n o pr o fil e wit h S- 1 0 0, S O X 1 0, a n d li mit e d 
D O G 1 p o siti vit y, ori gi n i n t h e mi n or s ali v ar y gl a n d s of t h e 
si n o n a s al tr a ct c o ul d b e c o n si d er e d i n t h e c a s e s pr e s e nt e d 
h er ei n, as w ell as t h e l o w- gr a d e n o n-I T A C c as es wit h E T V 6  
r e arr a n g e m e nt r e p ort e d pr e vi o u sl y [1 5 – 1 7 ], a n d t h e t u m or s 
c o ul d i n st e a d b e d e si g n at e d “ s er o m u ci n o u s s ali v ar y gl a n d 
a d e n o c ar ci n o m a, ” p er h a p s s p e ci fi c f or t h e si n o n a s al tr a ct. 
H o w e v er, s u c h a n e ntit y w a s n ot i n cl u d e d i n t h e c urr e nt 
W H O Cl a s si fi c ati o n of T u m or s, w hil e at pr e s e nt, o ur c a s e s 
c orr e s p o n d t o t h e r e c o g ni z e d e ntit y of n o n-I T A C [ 1 ]. F ur-
t h er st u di es m a y c o ntri b ut e t o d e fi ni n g t his u nit a n d s e p ar at-
i n g it fr o m t h e gr o u p of n o n-I T A C.

Hi g h- gr a d e a d e n o c ar ci n o m a wit h si mil ar m or p h ol o g y 
a n d a n E T V 6:: N T R K 3  f u si o n, ari si n g i n t h e p ar oti d gl a n d 
of a 2 2- y e ar- ol d m al e p ati e nt, w a s r e p ort e d r e c e ntl y [ 1 9 ]. 
T h e t u m or e x hi bit e d i n filtr ati v e s oli d- p a pill ar y a n d f o c all y 
gl o m er ul oi d p att er ns of gr o wt h, c o nsisti n g of l ar g e, at y pi c al 
c ell s wit h hi g h mit oti c a cti vit y a n d ar e a s of n e cr o si s. Si mi-
l ar t o o ur c a s e s, t h e t u m or c ell s w er e di ff u s el y p o siti v e f or 
M U C 4 a n d G A T A 3, w hil e e x hi biti n g f o c al S 1 0 0 a n d p a n Tr k 
st ai ni n g. T h e c ell n e st s w er e f o c all y li n e d wit h C K 5/ 6 a n d 
p 4 0 i m m u n o p ositi v e a bl u mi n al c ells. I n a d diti o n, si n gl e c ells 
w er e p ositi v e f or a n dr o g e n r e c e pt ors, w h er e as m a m m a gl o bi n 
a n d H er 2 w er e n e g ati v e. Aft er u n d er g oi n g s ur gi c al r e m o v al 
of t h e t u m or a n d n e c k l y m p h n o d e di s s e cti o n, t h e s h ort f ol-
l o w- u p p eri o d of t h e p ati e nt w a s u n e v e ntf ul. E v e n t h o u g h 
t h e m or p h ol o gi c al f e at ur e s a n d s p ar s e A R i m m u n o p o siti v-
it y w er e s u g g e sti v e of s ali v ar y d u ct c ar ci n o m a, t h e t u m or 
w a s fi n all y di a g n o s e d a s hi g h- gr a d e s e cr et or y c ar ci n o m a, 
gi v e n it s l o c ali z ati o n i n t h e p ar oti d gl a n d, M U C 4 a n d S 1 0 0 
e x pr essi o n, p a pill ar y- c ysti c m or p h ol o g y, a n d m ol e c ul ar pr o-
fil e [ 1 9 ].

I n t h e s a m e li n e, a hi g h- gr a d e s ali v ar y gl a n d t u m or c o m-
p o s e d of e x p a n sil e, c e ntr all y n e cr oti c n e st s c o m p o s e d of 
A R- p o siti v e a n d S 1 0 0- n e g ati v e a p o cri n e-t y p e c ell s wit h a n 
E T V 6:: N T R K 3  f u si o n w a s r e c e ntl y i nt er pr et e d a s s ali v ar y 
d u ct c ar ci n o m a wit h a n u n u s u al g e n eti c b a c k gr o u n d [ 2 0 ]. 
T hi s fi n di n g i s cli ni c all y hi g hl y r el e v a nt, gi v e n t h e p o or 
pr o g n o si s a n d li mit e d tr e at m e nt o pti o n s f or t h e e ntit y.

I n a d diti o n, t u m or s of a si mil ar m or p h ol o g y, wit h s oli d, 
f o c all y n e cr oti c, a s w ell a s mi cr o p a pill ar y a n d cri brif or m 
ar e a s, c a n b e n ot e d i n pr e vi o u s w or k s t h at di d n ot i n cl u d e 
m ol e c ul ar- g e n eti c a n al ysi s [ 2 2 , 2 3 ]. H o w e v er, t h e m or p h o-
l o gi c all y si mil ar t u m or s s h o wi n g t h e p o orl y di ff er e nti at e d/
u n di ff er e nti at e d p h e n ot y p e r e p ort e d b y St el o w et  al. [ 2 3 ] 
h a d a n i m m u n o p h e n ot y p e s o m e w h at di ff er e nt fr o m o ur 
c a s e s: S- 1 0 0 w a s n e g ati v e, a n d o nl y o n e of t h e t w o t e st e d 
t u m or s w a s p o siti v e f or C K 7, w hil e p 6 3 e x pr e s si o n w a s n ot 
t e st e d i n t hi s st u d y. I nt er e sti n gl y, s o m e of t h e hi g h- gr a d e 
c a s e s r e p ort e d b y P ur gi n a et  al. [ 2 2 ] s h o w e d a s o- c all e d 
s er o m u ci n o u s i m m u n o p h e n ot y p e, i. e., t h e e x pr e s si o n of at 
l e a st o n e of t h e m ar k er s S- 1 0 0, S O X 1 0, a n d D O G 1, t h u s 
a p pr o a c hi n g t h e s u b gr o u p of E T V 6 -r e arr a n g e d n o n-I T A C s 
di s c u s s e d a b o v e.

I n s u m m ar y, w e r e p ort 2 c a s e s of a hi g h- gr a d e t u m or 
di a g n o s e d a s n o n-I T A C of t h e si n o n a s al r e gi o n, c h ar a ct er-
i z e d b y o v ert h y p er c ell ul arit y, l ar g el y s oli d gr o wt h p att er n 
wit h c o m e d o-li k e n e cr osis, i m m u n o hist o c h e mi c al p ositi vit y 
f or p 4 0/ p 6 3, S 1 0 0, S O X 1 0, a n d G A T A 3, wit h a r e c urr e nt 
E T V 6:: N T R K 3  f u si o n. E v e n t h o u g h t h e y s h ar e a c o m m o n 
E T V 6:: N T R K 3  f u si o n, t h e s e hi g h- gr a d e a d e n o c ar ci n o m a s 
mi g ht r e pr es e nt a n e o pl as m disti n ct fr o m S C b y m or p h ol o g y 
a n d i m m u n o pr o fil e.
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A ut h or c o ntri b uti o n  All a ut h or s c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n 
a n d d e si g n. M at eri al pr e p ar ati o n, d at a c oll e cti o n a n d a n al y si s w er e 
p erf or m e d b y N at áli e Kl u bí č k o v á a n d Al e n a S k ál o v á. T h e fir st dr aft 
of t h e m a n u s cri pt w a s writt e n b y N at áli e Kl u bí č k o v á a n d all a ut h or s 
c o m m e nt e d o n pr e vi o u s v er si o n s of t h e m a n u s cri pt. All a ut h or s r e a d 
a n d a p pr o v e d t h e fi n al m a n u s cri pt.

F u n di n g  O p e n a c c e s s p u bli s hi n g s u p p ort e d b y t h e N ati o n al T e c h ni-
c al Li br ar y i n Pr a g u e. T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 
2 6 0 6 5 2 fr o m t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N at áli e 
Kl u bí č k o v á, El a h e h M o s ai e b y), a n d b y t h e C o o p er ati o n Pr o gr a m, 
r e s e ar c h ar e a S U R G ( N at áli e Kl u bí č k o v á).

D at a A v ail a bilit y  D at a s u p p orti n g t h e fi n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail-
a bl e wit hi n t h e arti cl e. T h e c o m pl et e d at a s et s g e n er at e d d uri n g a n d/ or 
a n al y z e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e c orr es p o n di n g 
a ut h or u p o n r e a s o n a bl e r e q u e st.

C o d e a v ail a bilit y  N ot a p pli c a bl e.

D e cl ar ati o n s 

Et hi cs a p pr o v al  T h e st u d y w a s a p pr o v e d b y t h e I n stit uti o n al R e vi e w 
B o ar d of t h e F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h arl e s U ni v er sit y. T h e 
pr o c e d ur e s u s e d i n t hi s st u d y a d h er e t o t h e t e n et s of t h e D e cl ar ati o n 
of H el si n ki.

C o ns e nt t o p arti ci p at e  N o p ati e nt c o n s e nt w a s r e q uir e d f or t hi s st u d y.

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er ests.

O p e n A c c ess  T his arti cl e is li c e ns e d u n d er a Cr e ati v e C o m m o ns Attri-
b uti o n 4. 0 I nt er n ati o n al Li c e n s e, w hi c h p er mit s u s e, s h ari n g, a d a pt a-
ti o n, di stri b uti o n a n d r e pr o d u cti o n i n a n y m e di u m or f or m at, a s l o n g 
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4. 4  S M A R C B 1- d efi ci e nt si n o n as al a d e n o c a r ci n o m a : a r ar e v ari a nt of S WI/ S N F-
d efi ci e nt m ali g n a n c y oft e n mis cl assifi e d as hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al-t y p e si n o n as al 
a d e n o c ar ci n o m a or m y o e pit h eli al c ar ci n o m a  

S M A R C B 1- d efi ci e nt ní si n o n a s ál ní a d e n o k ar ci n o m j e v el mi v z á c n ý v ys o c e 
a gr esi v ní t u m or, Z a z e n ý v  s o u � as n é W H O kl asifi k a ci n á d or ů hl a v y a kr k u m e zi k ar ci n o m y 
s d efi cit e m f u n k c e c hr o m ati n-r e m o d el ují cí h o pr ot ei n o v é h o k o m pl e x u S WI/ S N F ( 4). 
V  pr á ci j e pZ e dl o ž e n a p o dr o b n á a n al ý z a 1 4 pZí p a d ů S M A R C B 1- d efi ci e nt ní h o 
a d e n o k ar ci n o m u.  

P a ci e nti b yli d os p ělí stZ e d ní h o a ž v ybbí h o v ě k u. N á d or y b yl y v  7 pZí p a d e c h 
l o k ali z o v á n y v d uti n ě n os ní, v  6 pZí p a d e c h r ostl y pri m ár n ě v  p ar a n as ál ní c h si n us e c h, v  1 
pZí p a d ě n e b yl a l o k ali z a c e blí ž e s p e cifi k o v á n a. Ve v ětbi n ě pZí p a d ů m ěli p a ci e nti v  d o b ě 
di a g n ó z y l o k ál n ě z n a � n ě p o kr o �il é o n e m o c n ě ní ( T 4), n ě k d y s  i nfiltr a cí or bit y a b a z e 
l e b ní, j e d e n p a ci e nt m ěl ji ž v z d ál e n é m et ast á z y. V 1 1 pZí p a d e c h b yli p osti ž e ni p a ci e nti 
m u žs k é h o p o hl a ví. A � k oli b yli p a ci e nti l é � e ni i nt e n zi v ní mi l é � e b n ý mi r e ži m y 
s est á v ají cí mi z  v ari a bil n ě r o zs á hl é h o c hir ur gi c k é h o z á kr o k u a c h e m or a di ot er a pi e, u 
ž á d n é h o z  p a ci e nt ů s  d ost u p n ý mi d at y n e b yl o d os a ž e n o r e mis e o n e m o c n ě ní, 6 2, 5 % 
p a ci e nt ů z e mZ el o v  d ůsl e d k u l o k ál n ě p o kr o �il é h o a/ n e b o m et ast a z ují cí h o t u m or u, v ětbi n a 
d o 1 r o k u o d di a g n ó z y.  

N á d or y v y k a z o v al y pZ e v á ž n ě s oli d ní tr a b e k ul ár ní a al v e ol ár ní ar c hit e kt ur u, v e 
vb e c h pZí p a d e c h b yl y pZít o m n y v ari a bil n ě p o � et n é žl á z o v é str u kt ur y s  mi kr o gl a n d ul ár ní, 
a ci n ár ní, tr a b e k ul ár ní, kri brif or m ní a i ns ul ár ní ú pr a v o u. V  6 pZí p a d e c h b yl a p o z or o v á n a 

dif er e n ci a c e pZi p o mí n ají cí t u m or z e žl o ut k o v é h o v á � k u s  r eti k ul ár ní a mi kr o c ysti c k o u 
ar c hit e kt ur o u a str u kt ur a mi o d p o ví d ají cí mi S c hill er- D u v al o v ý m t ělís k ů m. N á d or o v é 
b u ň k y m ěl y v ětbi n o u pl as m a c yt oi d ní, r h a b d oi d ní a o n k o c yt oi d ní v z hl e d s  r el ati v n ě 
b o h at o u e osi n ofil ní c yt o pl a z m o u, v e d v o u pZí p a d e c h n a b ý v al y s píb e b as al oi d ní h o 
v z hl e d u. F o k ál n ě b yl a v  pZí p a d ě 3 p o z or o v á n a m orf ol o gi e b u n ě k p e � et ní h o prst e n e.  

Vb e c h n y pZí p a d y v y k a z o v al y ú pl n o u ztr át u i m u n o hist o c h e mi c k é e x pr es e 
S M A R C B 1, v  pZí p a d ě 1 4 b yl a n a ví c d et e k o v á n a ztr át a i m u n o e x pr es e S M A R C A 2. D ál e 
b yl y n á d or y p o ziti v ní v  pr ů k a z u bir o k os p e ktr ý c h c yt o k er ati n ů a C K 7, v  5 pZí p a d e c h b yl a 
p o z or o v á n a f o k ál ní p o ziti vit a p 6 3, v e tZ e c h pZí p a d e c h sl a b á f o k ál ní p o ziti vit a 
s y n a pt of y zi n u a v e d v o u pZí p a d e c h sl a b á f o k ál ní p o ziti vit a C D X 2. V  pZí p a d e c h 
s m orf ol o gií t u m or u z e žl o ut k o v é h o v á � k u b yl y p o ziti v ní m ar k er y S A L L 4 n e b o  
gl y pi c a n- 3.  

T u m or y b yl y d ál e m ol e k ul ár n ě- g e n eti c k y v yb etZ e n y p o m o cí t ar g et o v a n é 
s e k v e n a c e z a p o u žití p a n el ů Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 a Vari a nt Pl e x, d el e c e S M A R C B 1  b yl a 
r o v n ě ž v 6 pZí p a d e c h a n al y z o v á n a p o m o cí FI S H. V  9 pZí p a d e c h s e n ě kt er o u z  p o u žit ý c h 
m et o d p o d aZil o pr o k á z at d el e c e n e b o n o ns e ns e m ut a c e v  g e n u S M A R C B 1 . V j e d n o m 
pZí p a d ě s e n e p o d aZil o pr o k á z at ž á d n é p at o g e n ní g e n eti c k é z m ě n y, v  j e d n o m pZí p a d ě b e z 

d et e k o v a n é a b er a c e g e n u S M A R C B 1  b yl a pZít o m n a n o ns e ns e m ut a c e g e n u P A X 3 . 
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e x hi bit e d c o m pl et e S M A R C B 1 (I NI 1) l o s s a n d gl a n d ul ar di ff er e nti ati o n. S M A R C A 2 a n d S M A R C A 4 w er e n or m al, e x c e pt 
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m ut ati o n s i n c. 1 5 7 C > T p.( Ar g 5 3 T er) a n d c. 8 4 2 G > A p.( Tr p 2 8 1 T er). O n e h ar b or e d A RI D 1 B  m ut ati o n s i n c. 1 4 6 9 G > A 
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ti o n i n c. 4 4 d el p.( Gl y 1 5 Al afs T er 9 5). Hi st o m or p h ol o g y of S M A R C B 1- d e fi ci e nt a d e n o c ar ci n o m a w a s o n c o c yt oi d/r h a b d oi d 
a n d gl a n d ul ar, s oli d, or tr a b e c ul ar i n 9/ 1 4 c a s e s. T w o h a d b a s al oi d/ bl u e c yt o pl a s m a n d o n e s h o w e d f o c al si g n et ri n g c ell s. 
Y ol k s a c t u m or-li k e di ff er e nti ati o n wit h S c hill er- D u v al-li k e b o di es w as s e e n i n 6/ 1 4 c as es, wit h 2 c as es s h o wi n g e x cl usi v el y 
r eti c ul ar- mi cr o c ysti c y ol k s a c p att er n. F oll o w- u p of a m a xi m u m of 2 6  m o nt h s ( m e di a n 1 0  m o nt h s) w a s a v ail a bl e f or 8/ 1 4 
p ati e nts. Dist a nt m et ast asis t o t h e l u n g, li v er, m e di asti n u m, b o n e, a n d/ or r etr o p erit o n e u m w as s e e n i n 4/ 8 c as es. L o c or e gi o n al 
f ail ur e w a s s e e n i n 7 5 % of p ati e nt s, wit h 6/ 8 l o c al r e c urr e n c e s a n d 3 c er vi c al l y m p h n o d e m et a st a s e s. At t h e l a st f oll o w- u p, 
5 of 8 ( 6 2 %) p ati e nt s h a d di e d of t h eir di s e a s e 2 t o 2 0  m o nt h s aft er di a g n o si s ( m e di a n 8. 2  m o nt h s), a n d 3 w er e ali v e wit h 
t h e di s e a s e. T h e ori gi n al di a g n o si s w a s u s u all y hi g h- gr a d e n o n-i nt e sti n al-t y p e a d e n o c ar ci n o m a or hi g h- gr a d e m y o e pit h eli al 
c ar ci n o m a. A c orr e ct di a g n o si s of t h e s e a g gr e s si v e t u m or s c o ul d l e a d t o i m pr o v e d t ar g et e d t h er a pi e s wit h p ot e nti all y b ett er 
o v er all di s e a s e- s p e ci fi c s ur vi v al.

K e y w or ds  S WI/ S N F c o m pl e x · S M A R C B 1- d e fi ci e nt a d e n o c ar ci n o m a · Si n o n as al · H e a d a n d n e c k · R h a b d oi d · Y ol k s a c-
li k e · N e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g

I ntr o d u cti o n

P o orl y di ff er e nti at e d or u n di ff er e nti at e d si n o n a s al c ar-
ci n o m a s r e pr e s e nt a c h all e n gi n g ar e a i n h e a d a n d n e c k 
p at h ol o g y. O v er t h e r e c e nt y e ar s, a d v a n c e s i n m ol e c ul ar 

t e c h ni q u e s h a v e l e d t o si g ni fi c a nt pr o gr e s s i n u n d er st a n d-
i n g t h e m ol e c ul ar u n d er pi n ni n g s of si n o n a s al m ali g n a n-
ci e s, wit h si g ni fi c a nt d e v el o p m e nt s i n t h e hi st ol o gi c al 
a n d p at h o g e n eti c cl a s si fi c ati o n of e ntiti e s i n cl u d e d i n t h e 
hi st ori c al s p e ctr u m of “ si n o n a s al u n di ff er e nti at e d c ar ci-
n o m a ( S N U C) ” a n d p o orl y di ff er e nti at e d u n cl a s si fi e d c ar-
ci n o m a [ 1 ]. S N U C, a di a g n o si s of e x cl u si o n, s h o ul d b e 
m a d e o nl y i n c a s e s of r el ati v el y m o n o m or p hi c, s o m eti m e s 
b a s al oi d-l o o ki n g, hi g h- gr a d e/ p o orl y di ff er e nti at e d t u m or 
c ell s wit h e vi d e n c e of e pit h eli al ori gi n a n d t h e a b s e n c e 

A b b a s A g ai m y a n d Il m o L ei v o ar e s e ni or a ut h or s of t hi s m a n u s cri pt 
a n d c o ntri b ut e d e q u all y t o t hi s w or k.

E xt e n d e d a ut h or i nf or m ati o n a v ail a bl e o n t h e l ast p a g e of t h e arti cl e
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of f e at ur e s p oi nti n g t o w ar d ot h er e ntiti e s. R e c e ntl y, u p 
t o 8 0 % of S N U C c a s e s w er e r e p ort e d t o h ar b or h ot s p ot 
m ut ati o n s i n t h e I D H 2 g e n e [2 , 3 ], w hil e m ut ati o n s i n t h e 
I D H 1 g e n e h a v e b e e n r e p ort e d o nl y r ar el y [3 ]. A n ot h er 
n o v el e ntit y wit h a v er y p o or pr o g n o si s i s N U T c ar ci n o m a, 
c o m p o s e d of u n di ff er e nti at e d pri miti v e c ell s wit h irr e g ul ar 
o v erl a p pi n g n u cl ei wit h pr o mi n e nt n u cl e oli a n d d e fi n e d b y 
p at h o g e ni c f u si o n s of t h e N U T M 1  g e n e, m o st c o m m o nl y 
N U T M 1:: B R D 4  [4 ].

R e c e nt m ol e c ul ar- g e n eti c fi n di n g s h a v e ai d e d i n s u b-
cl a s sif yi n g pri m ar y si n o n a s al c ar ci n o m a s, pr o m pti n g t h e 
i n cl u si o n of s e v er al n e w e ntiti e s i n t h e 5t h e diti o n of t h e 
W H O Cl a s si fi c ati o n of H e a d a n d N e c k T u m o rs  [5 ]. A m aj or 
c h a n g e h a s b e e n t h e r e c o g niti o n of s u bt y p e s of c ar ci n o m a s 
d e fi n e d b y g e n eti c d ef e ct s l e a di n g t o t h e i n a cti v ati o n of dif-
f er e nt pr ot ei n s u b u nits i n t h e s wit c h/s u cr os e n o nf er m e nt a bl e 
( S WI/ S N F) c hr o m ati n r e m o d eli n g c o m pl e x [6 ]. T hi s l e d t o 
t h e i d e nti fi c ati o n of 4 si n o n as al e ntiti es dri v e n b y S WI/ S N F 
d e fi ci e n c y c o m pl e x es: S M A R C B 1 (I NI 1)- d e fi ci e nt si n o n as al 
c ar ci n o m a (l a c ki n g gl a n d f or m ati o n a n d fr e q u e ntl y di s pl a y-
i n g a n o n- d es cri pt b as al oi d a n d l ess fr e q u e ntl y e osi n o p hili c/
o n c o c yt oi d m or p h ol o g y), S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al 
a d e n o c ar ci n o m a wit h u n e q ui v o c al gl a n d s or y ol k s a c-li k e 
p att er n, S M A R C A 4- d e fi ci e nt c ar ci n o m a l a c ki n g gl a n d ul ar 
or s q u a m o us i m m u n o p h e n ot y p es, a n d S M A R C A 4- d e fi ci e nt 
s u b s et ( ~ 8 0 %) of si n o n a s al t er at o c ar ci n o s ar c o m a [ 6 ]. T h e 
m o st c o m m o n of t h e s e f o ur, t h e S M A R C B 1 (I NI- 1)- d e fi-
ci e nt si n o n a s al c ar ci n o m a, i s a n a g gr e s si v e t u m or t h at w a s 
fir st r e p ort e d i n 2 0 1 4 i n d e p e n d e ntl y b y t w o r e s e ar c h gr o u p s 
[7 , 8 ]. It i s a r ar e f or m of c a n c er ari si n g i n t h e n a s al c a vit y 
a n d p ar a n a s al si n u s e s, a n d it i s c h ar a ct eri z e d b y t h e l o s s or 
i n a cti v ati o n of t h e S WI/ S N F- c o m pl e x g e n es t h at pl a y cr u ci al 
r ol e s i n t h e r e g ul ati o n of c ell gr o wt h a n d di vi si o n [9 ].

Pri m ar y si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a s ( S N A C) ar e r ar e 
t u m ors e n c o m p assi n g a wi d e m or p h ol o gi c al s p e ctr u m. T h e y 
ar e di vi d e d i nt o t hr e e gr o u p s: i nt e sti n al-t y p e si n o n a s al a d e-
n o c ar ci n o m a (I T A C), n o n-i nt e sti n al-t y p e si n o n a s al a d e n o-
c ar ci n o m a ( n o n-I T A C), a n d a d e n o c ar ci n o m a s of s ali v ar y 
gl a n d s u bt y p e s [ 1 0 ]. T h e cl a s si fi c ati o n of S N A C h a s d e v el-
o p e d i n t h e l ast t w o d e c a d es [ 1 1 ]. Hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al 
S N A Cs ar e p arti c ul arl y h et er o g e n e o us, wit h hi g hl y v ari a bl e 
m or p h ol o g y [ 1 2 ] i n cl u di n g s e v er al m ol e c ul arl y d e fi n e d n e w 
e ntiti e s [ 1 3 , 1 4 ].

S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a i s a r ar e 
S WI/ S N F- d e fi ci e nt m ali g n a n c y d e fi n e d b y t h e pr e s e n c e of 
u n e q ui v o c al gl a n d ul ar di ff er e nti ati o n a n d/ or b y t h e pr es e n c e 
of ot h er f e at ur e s of a d e n o c ar ci n o m a [ 1 5 ]. Gl a n d ul ar di ff er-
e nti ati o n h a s b e e n v er y r ar el y r e p ort e d i n S M A R C B 1 (I NI-
1)- d e fi ci e nt si n o n as al c ar ci n o m as, alt h o u g h it is p ossi bl e t h at 
t hi s f e at ur e h a s b e e n u n d err e c o g ni z e d [1 6 – 1 9 ]. T h e t u m or s 
ar e u s u all y c o m p o s e d of o n c o c yt oi d/ pl a s m a c yt oi d t u m or 
c ells i n r o u n d e d n ests, tr a b e c ul a e, r eti c ul ar, mi cr o c ysti c, a n d 
gl a n d ul ar p att er ns a n d c o ul d b e mis di a g n os e d as hi g h- gr a d e 

n o n-i nt esti n al a d e n o c ar ci n o m a, m y o e pit h eli al c ar ci n o m a, or 
e v e n m et a st ati c y ol k s a c t u m or [ 2 0 ].

T h e  u s e  of  n e xt- g e n er ati o n  s e q u e n ci n g  pl atf or m s  i n 
cli ni c al pr a cti c e h a s all o w e d f or f urt h er s u b cl a s si fi c ati o n 
of t u m or s pr e vi o u sl y gr o u p e d t o g et h er. T h e di s c o v er y of 
a s u b s et of t u m or s wit h s e v er al u ni q u e m ol e c ul ar f e at ur e s 
h a s o p e n e d u p t h e d o or t o p ot e nti al t h er a p e uti c t ar g et s [ 2 1 ]. 
T h e s e t ar g et a bl e s u b s et s i n cl u d e n ot o nl y N U T c ar ci n o m a 
[2 2 ] a n d S N U C wit h a n o v el is o citr at e d e h y dr o g e n as e (I D H) 
m ut ati o n [ 2 3 ] b ut al s o S WI/ S N F- d e fi ci e nt si n o n a s al m ali g-
n a n ci e s [ 2 4 ]. W e ai m t o s u m m ari z e o ur e x p eri e n c e wit h a 
s u b s et of S WI/ S N F- d e fi ci e nt si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a s 
di a g n o s e d i n t hr e e m aj or c o n s ult c e nt er s i n h e a d a n d n e c k 
p at h ol o g y ( A S, A A, a n d A F).

M at eri al s a n d  m et h o d s

C a s e s el e cti o n

I n t h eir c o n s ult ati o n pr a cti c e, t w o of t h e a ut h or s ( A A a n d 
A S) e n c o u nt er e d c a s e s of si n o n a s al u n di ff er e nti at e d m ali g-
n a n ci e s r e mi ni s c e nt of s ali v ar y m y o e pit h eli al c ar ci n o m a 
or hi g h- gr a d e si n o n a s al n o n-I T A C t h at s h o w e d a c o m pl et e 
l oss of S M A R C B 1  i m m u n o e x pr essi o n. I n d e e d, s o m e of t h es e 
c a s e s w er e s u b mitt e d f or c o n s ult ati o n wit h a di a g n o si s of 
si n o n a s al m y o e pit h eli al c ar ci n o m a or hi g h- gr a d e si n o n a s al 
n o n-I T A C, a n d a di a g n o si s of S M A R C B 1- d e fi ci e nt a d e n o-
c ar ci n o m a w a s n ot r ai s e d b y t h e pri m ar y p at h ol o gi st. T h e s e 
c o n s ult c a s e s pr o m pt e d u s t o p erf or m a c o m p ut er s e ar c h of 
o ur r o uti n e a n d c o n s ult fil e s f or hi g h- gr a d e si n o n a s al n o n-
I T A C c ar ci n o m as a n d S N U Cs. S e v e nt y- fi v e a n d o n e h u n dr e d 
t hirt y hi g h- gr a d e m ali g n a nt t u m or s of si n o n a s al l o c ali z a-
ti o n wit h e pit h eli al f e at ur e s a n d a v ail a bl e ti s s u e m at eri al 
w er e r etri e v e d fr o m t h e a ut h or s’ fil e s, r e s p e cti v el y ( A S a n d 
A A). All c a s e s w er e e v al u at e d m or p h ol o gi c all y a n d e x a m-
i n e d i m m u n o hi st o c h e mi c all y (I H C) b y c yt o k er ati n c o c kt ail 
A E 1- A E 3 a nti b o di e s a n d a nti b o di e s t o C K 7, C K 5/ 6, p 6 3/
p 4 0, S O X 1 0, S 1 0 0, S A L L 4, gl y pi c a n- 3, a n d S WI/ S N F pr o-
t ei n s ( Ta bl e  1 ). N e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S) u si n g 
t h e Ill u mi n a O n c ol o g y T S 5 0 0 a n d T S T 1 7 0 D N A p a n els w as 
p erf or m e d i n 4 4 c a s e s, i n cl u di n g 9 c a s e s t h at d e m o n str at e d 
l o s s of S WI/ S N F pr ot ei n s b y i m m u n o hi st o c h e mi str y ( A S) 
a n d 4 c as es ( A A). T h e l att er c as es w er e s u bj e ct e d t o s el e ct e d 
i m m u n o hi st o c h e mi c al a n d m ol e c ul ar st u di e s ( T a bl e 2 ).

Hi st ol o gi c al a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al st u di e s

F or c o n v e nti o n al mi cr o s c o p y, t h e e x ci s e d ti s s u e s w er e 
fi x e d i n f or m ali n, pr o c ess e d r o uti n el y, e m b e d d e d i n p ar a ffi n 
( F F P E), c ut, a n d st ai n e d wit h h e m at o x yli n a n d e o si n.

F or i m m u n o hi st o c h e mi str y, 4- μ m-t hi c k s e cti o n s w er e 
c ut fr o m p ar a ffi n bl o c k s a n d m o u nt e d o n p o siti v el y c h ar g e d 
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sli d e s ( T O M O, M at s u n a mi Gl a s s I N D, O s a k a, J a p a n). S e c-
ti o n s w er e pr o c e s s e d o n a B e n c h M ar k U L T R A ( V e nt a n a 
M e di c al S y st e m s, T u c s o n, A Z), d e p ar a ffi ni z e d, a n d s u b-
j e ct e d t o h e at-i n d u c e d e pit o p e r etri e v al b y i m m er si o n i n a 
C C 1 s ol uti o n ( p H 8. 6) at 9 5 ° C. All pri m ar y a nti b o di es us e d 
i n t hi s st u d y ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 1 .

Vi s u ali z ati o n w a s p erf or m e d u si n g t h e ultr a Vi e w U ni-
v er s al D A B D et e cti o n Kit ( R o c h e, T u c s o n, A Z) a n d t h e 
ultr a Vi e w U ni v er s al Al k ali n e P h o s p h at a s e R e d D et e cti o n 
Kit ( R o c h e, T u c s o n, A Z). T h e sli d e s w er e c o u nt er st ai n e d 
wit h M a y er’s h e m at o x yli n. A p pr o pri at e p o siti v e a n d n e g a-
ti v e c o ntr ol s w er e e m pl o y e d.

M ol e c ul ar st u di e s

Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 Kit ( T S 5 0 0)

M ut ati o n a n al ysi s a n d f u si o n tr a n s cri pt d et e cti o n w er e p er-
f or m e d u si n g t h e Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 Kit (Ill u mi n a, 
S a n Di e g o, C A). R N A w a s e xtr a ct e d u si n g t h e M a x w ell 
R S C D N A F F P E Kit a n d t h e M a x w ell R S C I n str u m e nt 
( Pr o m e g a, M a di s o n, WI) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s 
i n str u cti o n s a n d q u a nti fi e d u si n g t h e Q u bit H S R N A A s s a y 
Kit ( T h er m o Fi s h er S ci e nti fi c, W alt h a m, M A). D N A w a s 
e xtr a ct e d u si n g t h e QI A s y m p h o n y D S P D N A mi ni ( Qi a-
g e n, Hil d e n, G er m a n y) a n d q u a nti fi e d u si n g t h e Q u bit B R 
D N A A s s a y Kit ( T h er m o Fi s h er S ci e nti fi c, Walt h a m, M A). 
T h e q u alit y of D N A w a s a s s e s s e d u si n g t h e F F P E Q C kit 
(Ill u mi n a) a n d t h e q u alit y of R N A u si n g t h e A gil e nt R N A 
S cr e e n T a p e Ass a y ( A gil e nt, S a nt a Cl ar a, C A). D N A s a m pl es 
wit h C q < 5 a n d R N A s a m pl e s wit h D V 2 0 0 ≥ 2 0 w er e u s e d 
f or f urt h er a n al ysi s. Aft er D N A e n z y m ati c fr a g m e nt ati o n 

wit h t h e K A P A Fr a g Kit ( K A P A Bi o s y st e m s, Wil mi n g-
t o n, M A), D N A a n d R N A li br ari e s w er e pr e p ar e d wit h t h e 
Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 Kit (Ill u mi n a) a c c or di n g t o t h e 
m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. S e q u e n ci n g w a s p erf or m e d o n t h e 
N o v a S e q 6 0 0 0 s e q u e n c er (Ill u mi n a) f oll o wi n g t h e m a n u-
f a ct ur er’s r e c o m m e n d ati o n s. D at a a n al ysi s w a s p erf or m e d 
usi n g t h e Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 v 2. 2 L o c al A p p (Ill u mi n a). 
Vari a nt a n n ot ati o n a n d filt eri n g w er e p erf or m e d u si n g t h e 
O m n o mi c s N G S a n al y si s s oft w ar e ( E uf or m ati c s, E s p o o, 
Fi nl a n d). A c u st o m v ari a nt filt er w a s s et u p i n cl u di n g o nl y 
n o n- s y n o n y m o u s v ari a nt s wit h c o di n g c o n s e q u e n c e s, r e a d 
d e pt h gr e at er t h a n 5 0, a n d b e ni g n v ari a nt s a c c or di n g t o t h e 
Cli n Var d at a b a s e [ 2 5 ] w er e al s o e x cl u d e d. T h e r e m ai ni n g 
s u b s et of v ari a nt s w a s c h e c k e d vi s u all y, a n d s u s p e ct e d art e-
f a ct u al v ari a nt s w er e e x cl u d e d.

V ari a nt Pl e x Kit ( V S T)

D N A w as e xtr a ct e d usi n g t h e Qi as y m p h o n y D S P D N A mi ni 
( Qi a g e n, Hil d e n, G er m a n y), a n d i n p ut D N A cl e a n- u p w a s 
p erf or m e d usi n g t h e Ar c h er Pr e S e q ™ D N A Q C Ass a y Pr ot o-
c ol. D N A w as q u a nti fi e d usi n g t h e Q u bit H S D N A Ass a y Kit 
( T h er m o Fis h er S ci e nti fi c, Walt h a m, M A, U S A). T h e Ar c h er 
Vari a nt Pl e x S oli d T u m or Kit w as us e d ( V S T, Ar c h er D X I n c., 
B o ul d er, C O). Li br ar y pr e p ar ati o n w as p erf or m e d f oll o wi n g 
t h e Ar c h er Vari a nt Pl e x ™ Pr ot o c ol f or Ill u mi n a ( Ar c h er D x) 
a n d t h e pr o d u ct I n s ert Vari a nt Pl e x ™ S oli d T u m or P a n el. 
Fi n al li br ari es w er e dil ut e d 1: 1 0 0, 0 0 0 a n d q u a nti fi e d f oll o w-
i n g t h e Li br ar y Q u a nti fi c ati o n f or Ill u mi n a ( K A P A Bi os ys-
t e ms, Wil mi n gt o n, M A), n or m ali z e d, a n d p o ol e d. T h e li br ar-
i es w er e s e q u e n c e d o n N o v a S e q 6 0 0 0 (Ill u mi n a) f oll o wi n g 
t h e m a n uf a ct ur er’s r e c o m m e n d ati o ns. Vari a nt a n n ot ati o n a n d 

T a bl e 1  A nti b o di es us e d f or 
i m m u n o hist o c h e mi c al st u d y

R T U , r e a d y t o us e; C C 1 , E D T A b u ff er p H 8. 6 at 9 5  ° C; E n Visi o n Hi g h , p H 9. 0 at 9 7  ° C; E n Visi o n L o w , p H 
6. 0 at 9 7  ° C; mi n , mi n ut es

A nti b o d y s p e ci fi cit y  Cl o n e Dil uti o n  A nti g e n r etri e v al/ti m e S o ur c e

A E 1/ 3 A E 1/ A E 3 + P C K 2 6 R T U  C C 1/ 2 0  mi n Ve nt a n a

C K 7 O V- T L 1 2/ 3 0  R T U  E n Visi o n Hi g h p H/ 3 0  mi n  D a k o

C K 5/ 6 D 5/ 1 6 B 4 1: 5 0  E n Visi o n Hi g h p H/ 3 0  mi n  D a k o

p 6 3 D A K- p 6 3 R T U  E n Visi o n L o w p H/ 3 0  mi n  D a k o

p 4 0 B C 2 8 R T U  C C 1/ 5 2  mi n Bi o c ar e M e di c al

S O X 1 0 S P 2 6 7 R T U  C C 1/ 6 4  mi n C ell M ar q u e

S 1 0 0 P ol y cl o n al  R T U  E n Visi o n Hi g h p H/ 3 0  mi n  D a k o

C D X 2 E P R 2 7 6 4 Y  R T U  C C 1/ 6 4  mi n C ell M ar q u e

C K 2 0 Ks 2 0. 8 1: 1 0 0  C C 1/ 3 6  mi n D a k o C yt o m ati o n

MI B 1 3 0 – 9 R T U  C C 1/ 6 4  mi n Ve nt a n a

S A L L 4 6 E 3 1: 8 0 0  C C 1/ 6 4  mi n Si g m a- Al dri c h

Gl y pi c a n- 3  G C 3 3 R T U  C C 1/ 5 2  mi n Ve nt a n a

S M A R C A 2 P ol y cl o n al 1: 2 0 0  C C 2/ 5 6  mi n Atl as A nti b o di es A B

S M A R C A 4  E P N CI R 1 1 1 A 1: 1 0 0 0  C C 1/ 5 2  mi n A b c a m

S M A R C B 1  M R Q- 2 7 R T U  C C 1/ 5 2  mi n Ve nt a n a
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filt eri n g w er e p erf or m e d usi n g Ar c h er A n al ysis s oft w ar e v 7 
( Ar c h er D x) wit h t h e p ar a m et ers m e nti o n e d a b o v e.

Fl u or es c e n t i n sit u h y bri di z ati o n ( FI S H)

F or t h e d et e cti o n of S M A R C B 1  d el eti o n, Z yt o Li g ht ® S P E C 
S M A R C B 1/ 2 2 q 1 2 D u al C ol or Pr o b e w a s u s e d ( Z yt o Vi si o n 
G m b H, Br e m er h a v e n, G er m a n y). T h e FI S H pr o c e d ur e w a s 
p erf or m e d a s d e s cri b e d el s e w h er e [ 2 6 ]. T h e h et er o z y g o u s 
d el eti o n w as d e fi n e d as o n e gr e e n si g n al ( S M A R C B 1) c o m-
p ar e d t o t w o or a n g e c o ntr ol si g n al s ( K R E M E N 1), a n d t h e 
h o m o z y g o u s d el eti o n a s z er o gr e e n si g n al s ( S M A R C B 1) 
c o m p ar e d t o at l e ast o n e or a n g e c o ntr ol si g n al ( K R E M E N 1).

R e s ult s

D e m o gr a p hi c a n d  cli ni c al f e at ur e s

A t ot al of 1 4 c as es d e m o nstr at e d cl e ar m or p h ol o gi c e vi d e n c e 
of gl a n d ul ar di ff er e nti ati o n a n d l oss of S M A R C B 1 i m m u n o e x-
pr essi o n, a n d t h es e w er e i n cl u d e d i n t h e st u d y ( Ta bl e  2 ). T h e y 
o c c urr e d i n 1 1 m e n a n d 2 w o m e n wit h a g es r a n gi n g fr o m 3 6 t o 
9 2  ye ars ( m e a n 5 9  ye ars). Cli ni c al d at a w er e n ot a v ail a bl e f or o n e 
p ati e nt. T h e t u m ors ar os e i n t h e n as al c a vit y ( 7), m a xill ar y si n us 
( 1), et h m oi d si n us ( 1), p ar a n as al si n us N O S ( 4), a n d si n o n as al 
tr a ct N O S ( 1). I m a gi n g r e v e al e d e xt e nsi v e i n v ol v e m e nt of t h e 
p ar a n as al si n us es wit h or wit h o ut t h e i n v ol v e m e nt of t h e n as al 
c a vit y a n d fr e q u e nt i n v ol v e m e nt of t h e s k ull b as e ( Fi g.  1 a, b).

Of ei g ht p ati e nt s wit h d et ail e d t u m or st a gi n g i nf or m a-
ti o n, si x ( 7 5 %) pr e s e nt e d wit h st a g e T 4 di s e a s e wit h e xt e n-
si v e i n v ol v e m e nt of t h e b o n y c o n fi n e m e nt s of t h e si n o n a s al 
c a viti es a n d v ari a bl e i n filtr ati o n i nt o p eri or bit al or s k ull b as e 
ti s s u e s. S y n c hr o n o u s r e gi o n al l y m p h n o d e i n v ol v e m e nt a n d 
di st a nt m et a st a s e s w er e d et e ct e d i n o n e p ati e nt ( T a bl e  3 ).

Tr e at m e nt c o n si st e d of r a di c al s ur gi c al r e s e cti o n c o m-
bi n e d wit h c h e m ot h er a p y a n d/ or r a di ati o n i n ei g ht p ati e nt s. 

O n e p ati e nt r e c ei v e d o nl y s u p p orti v e ( p alli ati v e) c ar e aft er 
a di a g n o sti c bi o p s y. F or t h e r e m ai ni n g si x p ati e nt s, d et ail e d 
i nf or m ati o n r e g ar di n g t h er a p y w a s n ot a v ail a bl e ( T a bl e 3 ).

F oll o w- u p d at a w er e a v ail a bl e f or 8 p ati e nts, a n d t h e f oll o w-
u p p eri o d r a n g e d fr o m s h ortl y aft er di a g n osis t o 2 6  m o nt hs 
( m e di a n, 1 0). Di st a nt m et a st a s e s w er e r e c or d e d i n 4 of 8 
c a s e s ( 5 0 %). T h e sit e s of di st a nt m et a st a s e s i n cl u d e d t h e 
l u n gs (n  = 2), t h e li v er (n  = 1), t h e m e di asti n u m (n  = 2), t h e 
b o n es ( n  = 1), a n d t h e r etr o p erit o n e u m (n  = 1). T h e y o c c urr e d 
fr o m pr e s e nt ati o n t o 2 4  m o nt h s aft er di a g n o si s ( m e di a n, 
1 0  m o nt hs). R e gi o n al f ail ur e w as s e e n i n 7 5 % of p ati e nts, wit h 
6/ 8 l o c al r e c urr e n c es a n d 3 r e gi o n al r e c urr e n c es t o c er vi c al 
l y m p h n o d es. At t h e l ast f oll o w- u p, 5 of 8 ( 6 2 %) p ati e nts h a d 
di e d of t h eir dis e as e 2 t o 2 0  m o nt hs aft er di a g n osis ( m e di a n, 
8. 2  m o nt hs), a n d 3 w er e ali v e wit h t h e dis e as e ( T a bl e  3 ).

Hi st o p at h ol o gi c al a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al 
fi n di n g

I n m o st of t h e c a s e s, t u m or hi st o m or p h ol o g y w a s pr e d o mi-
n a ntl y s oli d, wit h tr a b e c ul ar a n d al v e ol ar gr o wt h p att er n s. 
T h e t u m or c ell s w er e l ar g e wit h e o si n o p hili c, o n c o c yt oi d, 
pl a s m a c yt oi d, a n d/ or r h a b d oi d a p p e ar a n c e. I n ni n e c a s e s 
( 9/ 1 4, 6 4 %), t h e d o mi n a nt c ell m or p h ol o g y w a s o n c o c y-
t oi d/r h a b d oi d ( Fi g. 2 a – c). H o w e v er, i n t w o c a s e s a b a s a-
l oi d/ bl u e c yt o pl a s m w a s o b s er v e d ( T a bl e 2  a n d Fi g. 2 d). 
All c a s e s d e m o n str at e d v ar yi n g pr o p orti o n s of gl a n d ul ar 
c h a n g es, i n cl u di n g al v e ol ar/ a ci n ar wit h a b orti v e mi cr o gl a n-
d ul ar di ff er e nti ati o n, tr a b e c ul ar, a n d s oli d/ cri brif or m/i ns ul ar 
p att er n s. A f o c al si g n et-ri n g c ell p att er n w a s n ot e d i n o n e 
c a s e ( T a bl e  2  a n d Fi g. 3 a, b). Vari a bl e l u mi n al a n d str o-
m al m u ci n-li k e s e cr eti o n w a s n ot e d i n s o m e c a s e s, o n e c a s e 
wit h pr o mi n e nt m y x oi d str o m a. Ar e a s wit h y ol k s a c t u m or-
li k e di ff er e nti ati o n wit h S c hill er- D u v al b o d y-li k e str u ct ur e s 
w er e f o u n d i n si x c as es ( 6/ 1 4; 4 3 %) wit h t w o c as es s h o wi n g 
e x cl u si v el y r eti c ul ar- mi cr o c ysti c y ol k s a c p att er n ( T a bl e  2  

a n d Fi g.  3 c – e). S e v e n c a s e s wit h hi g h- gr a d e m ali g n a nt 
hi st o m or p h ol o g y a n d t w o c a s e s wit h i nt er m e di at e- gr a d e 

Fi g. 1  S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a T 3 N 0 M 0: c or o n al n o n c o ntr ast C T s c a n ( A ) a n d a xi al n o n c o ntr ast C T s c a n (B )

5 8



Vir c h o ws Ar c hi v 

1 3

m ali g n a nt hi st o m or p h ol o g y w er e o b s er v e d ( T a bl e  2 ). I n all 
c a s e s, t h e Ki- 6 7 i n d e x w a s hi g h ( > 4 0 %).

I n  i m m u n o hi st o c h e mi c al  st ai ni n g s,  all  c a s e s  w er e  
c o m pl et el y  n e g ati v e  f or  S M A R C B 1  (I NI- 1)  pr ot ei n s  
( Fi g.  4 a). S M A R C A 2 a n d S M A R C A 4 h a d n or m al p at-
t er n s of e x pr e s si o n (r et ai n e d) e x c e pt f or c a s e 1 4, w hi c h h a s 
s h o w n S M A R C A 2 l o s s. I n all c a s e s, t h e n e o pl a sti c c ell s 
s h o w e d str o n g st ai ni n g f or c yt o k er ati n s A E 1/ A E 3 a n d/ or 
O S C A R ( 9/ 9), C K 7 ( 9/ 9), a n d E M A ( 4/ 4), w hil e S 1 0 0, 

S O X 1 0, C K 2 0, C D X 2, p 6 3, p 4 0, G A T A 3, N U T, a n d A R 
w er e m o stl y n e g ati v e. Pr olif er ati v e a cti vit y w a s hi g h, wit h 
t h e Ki- 6 7 i n d e x r e a c hi n g 4 0 – 8 0 % ( m e a n 5 6 %) ( Fi g. 4 b). 
F o c al p 6 3 st ai ni n g w a s s e e n i n 5 c a s e s, C D X 2 st ai ni n g i n 
2 c a s e s, a n d w e a k f o c al s y n a pt o p h y si n i n 3 c a s e s. I m m u-
n o hi st o c h e mi c al m ar k er s f or y ol k s a c t u m or ( S A L L 4 or 
gl y pi c a n- 3) d e c or at e d 6 c a s e s ( Fi g.  4 c – d), c orr e s p o n di n g 
t o t h eir y ol k s a c t u m or-li k e hi st ol o gi e s.

T a bl e 3  Cli ni c al c o urs e a n d f oll o w- u p of S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n as al a d e n o c ar ci n o m as, Pils e n ( c as es 1 – 9); Erl a n g e n ( c as es 1 0 – 1 4)

A W D , ali v e wit h dis e as e; D O D , di e d of dis e as e; C T , c h e m ot h er a p y; F , f e m al e; L N , l y m p h n o d e; M , m al e; m et a , m et ast asis; N A , n ot a v ail a bl e; 
N E D , n o e vi d e n c e of dis e as e
*  Cli ni c al a n d f oll o w- u p d at a f or c as es 1 0 – 1 4 ar e n ot a v ail a bl e

N o  A g e/s e x I niti al st a g e  Tr e at m e nt Cli ni c al c o urs e ( m o nt hs) O ut c o m e/
f oll o w- u p 
( m o nt hs)

1 6 6/ M p T 4 a, c N 0, c M 0  R a di c al s ur g er y, C T R e c urr e n c e ( 6)
C er vi c al L N m et a ( 6)

D O D ( 1 0)

2 6 2/ M p T 4, c N 0, c M 0  N o s ur g er y, p alli ati v e R T, C T  M et a l u n gs ( 1 2) D O D ( 2 0)

3 3 9/ M p T 4, c N 2, c M 2 S ur g er y, R T, C T M et a li v er, L N, s k el et o n, r etr o p erit o n e u m ( 2)  D O D ( 2)

4 5 5/ M  U n k n o w n  U n k n o w n U n k n o w n U n k n o w n

5 6 6/ M p T 4 a, c N 0, M 0  R a di c al s ur g er y, R T R e c urr e nt t u m or ( 7) A W D ( 7)

6 3 6/ M p T 4 a, c N 0, M 0 S ur g er y, R T, C T A W D ( 6)

7 9 2/ M p T 3, c N 0, M 0 S ur g er y, R T R e c urr e nt t u m or ( 6) D O D ( 6)

8 4 6/ M p T 3, c N 0, M 0 S ur g er y, R T, pr ot o n R e c urr e nt t u m or, m et a l u n gs a n d m e di asti n u m ( 2 4)  A W D ( 2 6)

9 5 2/ M c T 4 a, c N X, M X S ur g er y, R T, C T R e c urr e nt t u m or, m et a c er vi c al L N D O D ( 3)

1 0 6 2/ M * * * *

1 1 7 6/ F * * * *

1 2 5 9/ M * * * *

1 3  N A * * * *

1 4 5 5/ F * * * *

Fi g. 2  S M A R C B 1- d e fi ci e nt 
si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a is 
c h ar a ct eri z e d b y t h e pr es e n c e 
of o n c o c yt oi d/ pl as m a c yt oi d c ell 
m or p h ol o g y, wit h v ari a bl e b ut 
u n e q ui v o c al gl a n d f or m ati o n 
(A – C ) d e fi n e d b y o p e n gl a n-
d ul ar str u ct ur es ( A ), a b orti v e 
mi cr o gl a n d ul ar di ff er e nti ati o n 
(B ), a n d s m all n ests (C ). L ess 
c o m m o n p att er n is b as al oi d/
bl u e p h e n ot y p e wit h u nif or ml y 
hi g h- gr a d e c yt o m or p h ol o g y ( D )
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M ol e c ul ar fi n di n g s

N e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S) a n d/ or fl u or e s c e n c e 
i n  sit u  h y bri di z ati o n  ( FI S H)  r e v e al e d  alt er ati o n  i n  t h e 
S M A R C B 1  g e n e i n ni n e c a s e s ( 9/ 1 3, 6 9 %), w hil e t w o c a s e s 
w er e n e g ati v e a n d t w o c a s e s w er e n ot a n al y z a bl e. I n o n e 

c a s e, m ol e c ul ar a n al ysi s w a s n ot d o n e. ( T a bl e  2 ). A m o n g 
t h e p o siti v e c a s e s, t w o h a d n o n s e n s e m ut ati o n s tr u n c at-
i n g t h e S M A R C B 1  g e n e, n a m el y S M A R C B 1  c. 1 5 7 C > T 
p.( Ar g 5 3 T er) a n d c. 8 4 2 G > A, p.( Tr p 2 8 1 T er). S e v e n c a s e s 
h a d d el eti o n s i n t h e S M A R C B 1  g e n e d et e ct e d b y N G S 
or FI S H. O n e c a s e w a s n e g ati v e f or b ot h S N V a n d C N V 

Fi g. 3  Cri brif or m str u ct ur es 
m a y b e pr es e nt i n s oli d ar e as 
(A ), a n d f o c al si g n et-ri n g c ell 
p att er n w as n ot e d i n o n e c as e 
(B ). Fi br o us str o m a wit h i nt er-
mi n gl e d gl a n ds wit h a si e v e-li k e 
m or p h ol o g y or fl o ati n g t u m or 
c ell stri ps e m b e d d e d wit hi n 
m u c oi d str o m a w as pr es e nt i n 
t w o c as es (C ) al o n g wit h str u c-
t ur es r es e m bli n g t h e S c hill er-
D u v al b o di es. ( D ) T w o c as es 
s h o wi n g e x cl usi v el y r eti c ul ar-
mi cr o c ysti c y ol k s a c p att er n ( E ) 
p ositi v e f or S A L L 4 (i ns et)

Fi g. 4  R e pr es e nt ati v e e x a m pl e 
of c o m pl et e l oss of S M A R C B 1 
i m m u n o hist o c h e mistr y i n t u m or 
c ells wit h p ositi v e i nt er n al c o n-
tr ol i n l y m p h o c yt es a n d fi br o-
bl asts ( A ). Pr olif er ati v e a cti vit y 
w as hi g h wit h Ki- 6 7 > 4 0 % ( B ). 
G er m c ell m ar k ers of y ol k s a c-
li k e di ff er e nti ati o n, S A L L 4 (C ) 
a n d gl y pi c a n- 3 ( D ) hi g hli g ht e d 
6 c as es
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a n al ysis b y N G S a n d als o n e g ati v e f or S M A R C B 1  d el eti o n b y 
FI S H. A n ot h er o n e w as n e g ati v e f or S N V a n d C N V b y N G S 
o nl y. I n a d diti o n, o n e of t h e s e t u m or s h ar b or e d m ut ati o n s 
i n g e n e s A RI D 1 B  c. 1 4 6 9 G > A p.( Tr p 4 9 0 T er) a n d M G A  
c. 3 7 2 4 C > T p.( Ar g 1 2 4 2 T er); a n ot h er c a s e h a d a s pli ci n g 
m ut ati o n i n t h e E S R 1  g e n e c. 6 4 4- 2 A > T a n d t h e ot h er h a d a 
m ut ati o n i n g e n e P O L E  c. 3 5 2 _ 3 7 4 d el p.( S er 1 1 8 Gl yfs T er 7 8). 
I n a d diti o n, i n o n e c a s e, t h er e w a s a m ut ati o n i n t h e g e n e 
P A X 3  c. 4 4 d el p.( Gl y 1 5 Al afs T er 9 5). T h e c o m pl et e r e s ult s 
of m ol e c ul ar t e sti n g ar e ill u str at e d i n T a bl e  2 .

Di s c u s si o n

S WI/ S N F ( s wit c hi n g/ s u cr o s e n o n-f er m e nt a bl e) g e n e s w er e 
fir st d e s cri b e d i n S a c c h a r o m y c e s  y e a st i n 1 9 8 4 a s g e n e s 
r e q uir e d  t o  e n a bl e  m ati n g-t y p e  s wit c hi n g  a n d  s u cr o s e 
m et a b oli s m [ 2 7 ]. I n t h e pr o c e s s of e v ol uti o n fr o m y e a st t o 
m a m m al s, t h e S WI/ S N F c o m pl e x ( a k a B A F c o m pl e x) h a s 
e v ol v e d i nt o a l ar g e A T P- d e p e n d e nt c hr o m ati n r e m o d eli n g 
c o m pl e x wit h m a n y s u b u nit s e n c o d e d b y a v ari et y of g e n e s 
wit h a m ar k e dl y h et er o g e n e o u s str u ct ur e a n d f u n cti o n. D u e 
t o t h e t u m or s u p pr e s s or r ol e of t hi s c o m pl e x, s o m ati c m ut a-
ti o ns i n S WI/ S N F g e n es ar e i n v ol v e d i n t h e t u m ori g e n esis of 
m ulti pl e h u m a n n e o pl as ms [ 2 8 , 2 9 ]. Ot h er t u m or s u p pr ess or 
g e n e s, s u c h a s R B 1 , T P 5 3 , M Y C , a n d B R C A 1 , ar e k n o w n t o 
i nt er a ct wit h t h e S WI/ S N F c o m pl e x, a n d t h er ef or e m ut ati o ns 
i n t h e s e p art n er g e n e s c a n a ff e ct it s f u n cti o n a n d i n cr e a s e 
c ell pr olif er ati o n [ 2 8 – 3 1 ]. U p t o 2 5 % of h u m a n c a n c ers c arr y 
m ut ati o n s i n at l e a st o n e of ni n e S WI/ S N F s u b u nit g e n e s 
i n cl u di n g S M A R C A 1  a n d 2 , S M A R C B 1 , A RI D 1 A/ B , P B R M 1 , 
a n d A RI D 2  [3 2 ].

S M A R C B 1 ( S WI/ S N F-r el at e d, m atri x- a s s o ci at e d, a cti n-
d e p e n d e nt r e g ul at or of c hr o m ati n, s u bf a mil y b, m e m b er 1) 
is als o k n o w n as I NI 1 (f or i nt e gr as e i nt er a ct or 1) a n d S N F 5, 
t h e l att er of w hi c h w as i niti all y n a m e d b as e d o n a c o ns er v e d 
r e gi o n of t his pr ot ei n i n t h e S WI/ S N F c o m pl e x i n y e ast [3 3 ]. 
S M A R C B 1 , l o c at e d o n c hr o m o s o m e 2 2 q 1 1. 2, f u n cti o n s a s 
a t u m or s u p pr e s s or g e n e. M ut ati o n s i n t h e S M A R C B 1  g e n e 
w er e fir st d e s cri b e d i n r h a b d oi d t u m or s i n 1 9 9 8, e vi d e n ci n g 
f or t h e first ti m e t h e li n k b et w e e n t h e S WI/ S N F c o m pl e x a n d 
h u m a n c a n c er [ 3 3 ]. S M A R C B 1  m ut ati o n s h a v e b e e n i m pli-
c at e d i n t h e p at h o g e n e si s of s e v er al m ali g n a n ci e s, i n cl u d-
i n g at y pi c al t er at oi d r h a b d oi d t u m or, m ali g n a nt r h a b d oi d 
t u m or, e pit h eli oi d s ar c o m a, r e n al m e d ull ar y c ar ci n o m a, 
m y o e pit h eli al c ar ci n o m a, e pit h eli oi d m ali g n a nt p eri p h er al 
n er v e s h e at h t u m or, a n d e xtr a s k el et al m y x oi d c h o n dr o s ar-
c o m a [ 8 ]. Alt h o u g h t h e s e di v er s e n e o pl a s m s e x hi bit m a n y 
di sti n ct cli ni c o p at h ol o gi c f e at ur e s, t h e y all t e n d t o s h ar e 
t h e pr e s e n c e of “r h a b d oi d ” c ell s, d e fi n e d a s l ar g e c ell s wit h 
a b u n d a nt e o si n o p hili c c yt o pl a s m a n d e c c e ntri c all y pl a c e d 
n u cl ei wit h o p e n c hr o m ati n a n d pr o mi n e nt n u cl e oli. A m et a-
a n al ysis of 1 0, 8 4 9 p ati e nts fr o m 1 5 st u di es f o u n d t h at 5 % of 

h u m a n c a n c er s h a d alt er ati o n s i n S M A R C B 1 [ 3 4 , 3 5 , 3 6 ]. 
S u c h t u m ors m ostl y b ut n ot e x cl usi v el y c o m pris e r ar e, hi g h-
gr a d e l et h al c a n c er s [ 3 2 , 3 4 ].

Si n c e t h e fir st d e s cri pti o n of m ali g n a nt r h a b d oi d t u m or s 
i n p e di atri c p ati e nt s, v ari o u s hi st ol o gi c al p att er n s i n S WI/
S N F- m ut at e d t u m or s h a v e b e e n r e p ort e d. S u c h t u m or s 
c o m pri s e, b ut ar e n ot li mit e d t o, r h a b d oi d e o si n o p hili c 
c ell s, bl u e- b a s al oi d c ell s, s m all c ell s, a n d cl e ar c ell s, a s 
w ell a s gl a n d ul ar, s ar c o m at oi d, y ol k s a c-li k e, a n d mi x e d 
hi st ol o gi c al p att er n s [ 1 5 , 3 7 ]. A r ar e hi st ol o gi c s u b gr o u p 
of S WI/ S N F- d e fi ci e nt n e o pl a s m s a n d t h e s u bj e ct of o ur 
i n v e sti g ati o n i s S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al a d e n o c ar-
ci n o m a d e fi n e d b y gl a n d ul ar f e at ur e s. I n o ur li mit e d s eri e s, 
w e f o u n d t h at a m aj orit y of S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al 
a d e n o c ar ci n o m a s e x hi bit e d a d o mi n a nt e o si n o p hili c p at-
t er n wit h a n o n c o c yt oi d/r h a b d oi d a p p e ar a n c e, f oll o w e d b y 
a s oli d bl u e- b a s o p hili c c ell p att er n. Gl a n d ul ar str u ct ur e s 
i n cl u di n g t u b ul ar, mi cr o gl a n d ul ar, cri brif or m, s oli d, a n d 
si g n et-ri n g p att er n s w er e i d e nti fi e d i n all o ur c a s e s, c o m-
p ar a bl e t o ot h er p u bli s h e d s eri e s al s o s h o wi n g i ntr a c yt o-
pl a s mi c a n d i ntr al u mi n al m u ci n c o n fir m e d b y m u ci n st ai n-
i n g [1 5 ]. Of i nt er e st i s t h e fi n di n g of y ol k s a c t u m or-li k e 
di ff er e nti ati o n wit h S c hill er- D u v al b o d y-li k e str u ct ur e s i n 
3 4 % of o ur c a s e s, wit h b ot h b a s o p hili c a n d n o n- pi n k c ell 
a p p e ar a n c e s.

T hr e e p ot e nti al pitf all s c a n b e e x p e ct e d i n t h e di a g-
n o si s of S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al a d e n o c ar ci n o m a. 
Fir st, t h e c o m m o n e o si n o p hili c- gl a n d ul ar p att er n of t hi s 
t u m or c o ul d b e mi s cl a s si fi e d a s a hi g h- gr a d e n o n-I T A C. 
L o s s of i m m u n o hi st o c h e mi c al S M A R C B 1 st ai ni n g, w hi c h 
w a s u nif or ml y o b s er v e d i n all o ur c a s e s, i s a n e s s e nti al 
crit eri o n t o a v oi d t hi s di a g n o sti c err or. A s e c o n d di ff er-
e nti al di a g n o sti c err or c o ul d b e d u e t o t h e b a s o p hili c/ bl u e 
gl a n d s wit h e n d o m etri oi d/ y ol k s a c-li k e str u ct ur e s t h at 
mi g ht b e i nt er pr et e d a s f e at ur e s of I T A C. Alt h o u g h t hi s 
mi si nt er pr et ati o n i s m or e li k el y d u e t o t h e f o c al C K 2 0 a n d 
C D X 2 p o siti vit y s e e n i n t h e s e c a s e s, t h er e w a s a l a c k of 
di ff u s e C K 2 0/ C D X 2 st ai ni n g, w hi c h, al o n g wit h t h e l o s s 
of S M A R C B 1 st ai ni n g a n d f o c al p o siti vit y f or gl y pi c a n- 3 
a n d/ or S A L L 4, h el p e d i n di ff er e nti ati n g t h e s e e ntiti e s. 
S h a h et  al. al s o hi g hli g ht e d ot h er di ff er e nti al di a g n o s e s 
i n t hi s s etti n g, s u c h a s e xtr a g o n a d al or m et a st ati c y ol k 
s a c t u m or a n d m et a st ati c h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a [ 1 5 ]. 
T h e s e di a g n o s e s c o ul d b e i nf err e d fr o m p o siti v e st ai ni n g 
f or gl y pi c a n- 3 a n d S A L L 4; h o w e v er, t h e s e e ntiti e s ar e 
e xtr e m el y r ar e i n t h e si n o n a s al tr a ct. M or e o v er, n e g ati v e 
S M A R C B 1 a n d ot h er g er m c ell m ar k er s w o ul d r ul e o ut 
t h e s e di a g n o s e s. T hir d, t h e mi cr o gl a n d ul ar/ cri brif or m a n d 
e o si n o p hili c a p p e ar a n c e of c ell s wit h f o c al p 6 3 st ai ni n g 
c a n b e i nt er pr et e d a s m y o e pit h eli al di ff er e nti ati o n. O ur 
c a s e s w er e e ntir el y n e g ati v e f or S 1 0 0 a n d S O X 1 0, w hi c h, 
i n  c o m bi n ati o n  wit h  S M A R C B 1,  n e g ati vit y  e x cl u d e s 
m y o e pit h eli al c ar ci n o m a.
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S WI/ S N F- d e fi ci e nt m ali g n a n ci es p urs u e a hi g hl y a g gr es-
si v e cli ni c al c o urs e, r es ulti n g i n wi d es pr e a d dis e as e diss e m-
i n ati o n eit h er at t h e ti m e of di a g n o si s or s o o n aft er w ar d s 
a n d c a u si n g t h e d e at h of t h e p ati e nt s o o n aft er di a g n o si s, 
d e s pit e a n a p p ar e ntl y c ur ati v e t h er a p e uti c i nt e nt. S yst e mi c 
c h e m ot h er a p y h a s s h o w n n o s u c c e s s s o f ar [ 2 3 ]. T o d at e, 
s atisf a ct or y s yst e mi c c h e m ot h er a p y h as n ot b e e n est a blis h e d 
f or t h es e p ati e nts. T his dis a p p oi nti n g fi n di n g u n d erli n es t h e 
ur g e nt n e e d f or e ff e cti v e s yst e mi c t h er a p y t o all o w s u ffi ci e nt 
i nt er m e di at e t o l o n g-t er m dis e as e c o ntr ol. H o w e v er, t h er e ar e 
a n u m b er of s ci e nti fi c i n v esti g ati o ns ai m e d at d e ci p h eri n g t h e 
v ul n er a bl e m ol e c ul ar sit es s e c o n d ar y t o S WI/ S N F m ut ati o n 
i n t h e s e t u m or s [3 8 ]. G e n e s e q u e n ci n g a n d m ol e c ul ar s u b-
gr o u pi n g of e a c h S WI/ S N F- m ut at e d t u m or will h el p i d e ntif y 
a t ar g et s uit a bl e f or t ail or e d t h er a p y [ 3 5 ]. R e c e ntl y, S WI/
S N F- d e fi ci e n c y h as i n cr e asi n gl y e m er g e d as pi v ot al i n c a n-
c er i m m u n o g e ni cit y a n d h e n c e a pr o misi n g bi o m ar k er w h e n 
pr e di cti n g r es p o ns e t o i m m u n e- c h e c k p oi nt i n hi biti o n t h er a p y 
utili zi n g s e v er al r e c e ntl y e st a bli s h e d dr u g s [ 2 3 ]. I m m u n o-
t h er a p y t ar g eti n g P D L 1 [3 5 , 3 9 ], e m pl o yi n g t h e P R C 2 ( E Z H 2 
s u b u nit) i n hi bit or t a z e m et ost at [ 1 5 ], as w ell as i n hi bit ors a ct-
i n g a g ai nst pr ot ei n ki n as es, M Y C, M D M 2/ 4, a n d t h e pr ot e a-
s o m e ar e m aj or e x a m pl es of t h es e e ff orts [ 3 2 , 3 5 ].

S u m m ar y

I n t hi s li mit e d s eri e s, it a p p e ar s t h at S M A R C B 1- d e fi ci e nt 
S N A C s s h o w a pr e dil e cti o n f or m al e p ati e nt s, a n d i n c o n-
tr a st t o n o n- gl a n d ul ar t u m or s, m a y o c c ur wit h gr e at er fr e-
q u e n c y i n t h e n a s al c a vit y. T h e ori gi n al di a g n o si s i n m o st 
c a s e s of S M A R C B 1- d e fi ci e nt S N A C w a s H G n o n-I T A C 
a n d l e s s fr e q u e ntl y H G m y o e pit h eli al c ar ci n o m a or H G 
I T A C. Di ff er e nti al di a g n o si s i s c h all e n gi n g, b ut t h e a v ail-
a bilit y of i m m u n o hist o c h e mi c al a nti b o di es a g ai nst S WI/ S N F 
pr ot ei n s r e pr e s e nt s a n e m er gi n g e ff e cti v e t o ol f or s cr e e n-
i n g t h e s e n e o pl a s m s. F or t h e fir st ti m e, w e h a v e s h o w n a n 
N G S- d et e ct a bl e m ut ati o n i n t h e S M A R C B 1  g e n e i n a s u b s et 
of c a s e s. R e c e nt a d v a n c e s i n m ol e c ul ar pr o fili n g h a v e l e d 
t o m aj or u p d at e s a n d r e vi si o n s i n t h e cl a s si fi c ati o n of hi g h-
gr a d e si n o n a s al c ar ci n o m a s. Alt h o u g h t h e m aj orit y of t h e s e 
t u m or s ar e c h ar a ct eri z e d b y a g gr e s si v e bi ol o gi c b e h a vi or, 
t h e i d e nti fi c ati o n of t h es e m ut ati o ns c o ul d p ot e nti all y l e a d t o 
i m pr o v e d t ar g et e d t h er a p e uti c o pti o n s a n d i m pr o v e d o v er all 
di s e a s e- s p e ci fi c s ur vi v al.

A ut h or c o ntri b uti o n  All a ut h or s c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n 
a n d d e si g n. M at eri al pr e p ar ati o n, d at a c oll e cti o n a n d a n al y si s w er e 
p erf or m e d b y Al e n a S k ál o v á a n d A b b a s A g ai m y. T h e fir st dr aft of t h e 
m a n u s cri pt w a s writt e n b y T o ur aj T a h eri, a n d all a ut h or s c o m m e nt e d 
o n pr e vi o u s v er si o n s of t h e m a n u s cri pt. All a ut h or s r e a d a n d a p pr o v e d 
t h e fi n al m a n u s cri pt.

F u n di n g  T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 2 6 0 6 5 2 fr o m 
t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N at áli e Kl u bí č k o v á) a n d 
t h e C o o p er ati o Pr o gr a m, r e s e ar c h ar e a S U R G ( N at áli e Kl u bí č k o v á), 
a n d t h e pr oj e ct N ati o n al I n stit ut e f or C a n c er R e s e ar c h — NI C R ( Pr o-
gr a m m e E X C E L E S, I D Pr oj e ct N o. L X 2 2 N P O 5 1 0 2) — F u n d e d b y 
t h e E ur o p e a n U ni o n — N e xt G e n er ati o n E U ( Al e n a S k ál o v á, M arti n a 
Br a d o v á).

D at a a v ail a bilit y  D at a s u p p orti n g t h e fi n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail-
a bl e wit hi n t h e arti cl e. T h e c o m pl et e d at a s et s g e n er at e d d uri n g a n d/ or 
a n al y z e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e c orr es p o n di n g 
a ut h or u p o n r e a s o n a bl e r e q u e st.

C o d e a v ail a bilit y  N ot a p pli c a bl e.

D e cl ar ati o n s 

Et hi c s a p pr o v al  T h e st u d y w a s a p pr o v e d b y t h e i n stit uti o n al r e vi e w 
b o ar d of t h e F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h arl e s U ni v er sit y. T h e 
pr o c e d ur e s u s e d i n t hi s st u d y a d h er e t o t h e t e n et s of t h e D e cl ar ati o n 
of H el si n ki.

I nf or m e d c o ns e nt N o p ati e nt c o n s e nt w a s r e q uir e d f or t hi s st u d y.

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er ests.

O p e n A c c ess   T his arti cl e is li c e ns e d u n d er a Cr e ati v e C o m m o ns Attri-
b uti o n 4. 0 I nt er n ati o n al Li c e n s e, w hi c h p er mit s u s e, s h ari n g, a d a pt a-
ti o n, di stri b uti o n a n d r e pr o d u cti o n i n a n y m e di u m or f or m at, a s l o n g 
a s y o u gi v e a p pr o pri at e cr e dit t o t h e ori gi n al a ut h or( s) a n d t h e s o ur c e, 
pr o vi d e a li n k t o t h e Cr e ati v e C o m m o ns li c e n c e, a n d i n di c at e if c h a n g es 
w er e m a d e. T h e i m a g e s or ot h er t hir d p art y m at eri al i n t hi s arti cl e ar e 
i n cl u d e d i n t h e arti cl e' s Cr e ati v e C o m m o n s li c e n c e, u nl e s s i n di c at e d 
ot h er wi s e i n a cr e dit li n e t o t h e m at eri al. If m at eri al i s n ot i n cl u d e d i n 
t h e arti cl e' s Cr e ati v e C o m m o n s li c e n c e a n d y o ur i nt e n d e d u s e i s n ot 
p er mitt e d b y st at ut or y r e g ul ati o n or e x c e e ds t h e p er mitt e d us e, y o u will 
n e e d t o o bt ai n p er missi o n dir e ctl y fr o m t h e c o p yri g ht h ol d er. T o vi e w a 
c o p y of t hi s li c e n c e, vi sit htt p:// cr e at i v e c o m m o n s. or g/ li c e n s e s/ b y/ 4. 0/ .
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B a n e c k o v a M, Mi c h al M ( 2 0 2 3) S M A R C B 1- d e fi ci e nt si n o n a s al 
a d e n o c ar ci n o m a: r ar e v ari a nt of S WI/ S N F- d e fi ci e nt m ali g n a n c y 
oft e n mi s cl a s si fi e d a s hi g h- gr a d e n o n-i nt e sti n al a d e n o c ar ci n o m a 
or m y o e pit h eli al c ar ci n o m a. L a b o r at o r y I n v e sti g ati o n , ( U S C A P 
2 0 2 2 A b str a ct s: H e a d a n d N e c k P at h ol o g y ( 1 0 1 4 – 1 0 8 1)), 1 0 7 2 –
1 0 7 3. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. l a bi n v. 2 0 2 3. 1 0 0 0 9 2

 2 1. R ei er s e n D A, P a hil a n M E, D e v ai a h A K ( 2 0 1 2) M et a- a n al ysi s of 
tr e at m e nt o ut c o m es f or si n o n as al u n di ff er e nti at e d c ar ci n o m a. Ot o-
l ar y n g ol H e a d N e c k S ur g 1 4 7: 7 – 1 4

 2 2. Fr e n c h C A ( 2 0 1 3) T h e i m p ort a n c e of di a g n o si n g N U T mi dli n e 
c ar ci n o m a. H e a d N e c k P at h ol 7( 1): 1 1 – 1 6

 2 3. Al z u m aili B, S a d o w P M ( 2 0 2 3) I D H 2 - M ut at e d si n o n as al t u m ors: 
a r e vi e w. A d v A n at P at h ol 3 0( 2): 1 0 4 – 1 1 1

 2 4. A g ai m y A ( 2 0 2 3) S WI/ S N F- d efi ci e nt M ali g n a n ci e s: o pti m al 
c a n di d at e s f or i m m u n e- o n c ol o gi c al t h er a p y ? A d v A n at P at h ol 
3 0( 3): 2 1 1 – 2 1 7

 2 5. L a n dr u m MJ, L e e J M, B e ns o n M, Br o w n G R, C h a o C, C hiti pir all a 
S, G u B, H art J, H o ff m a n D, J a n g W, K ar a p et y a n K, K at z K, Li u 
C, M a d di p atl a Z, M al h eir o A, M c D a ni el K, O v et s k y M, Ril e y G, 
Z h o u G, H ol m e s J B, K att m a n B L, M a gl ott D R ( 2 0 1 8) Cli n Var: 
i m pr o vi n g a c c e s s t o v ari a nt i nt er pr et ati o n s a n d s u p p orti n g e vi-
d e n c e. N u cl ei c A ci d s R e s 4 6( D 1): D 1 0 6 2 – D 1 0 6 7. htt p s:// d oi. or g/ 
1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k x 1 1 5 3

 2 6. Št ei n er P, A n dr e a s e n S, Gr o s s m a n n P et  al ( 2 0 1 8) Pr o g n osti c si g-
ni fi c a n c e of 1 p 3 6 l o c u s d el eti o n i n a d e n oi d c ysti c c ar ci n o m a of 
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 3 1. L e e D, Ki m J W, S e o T, H w a n g S G, C h oi EJ, C h o e J ( 2 0 0 2) S WI/
S N F c o m pl e x i nt er a ct s wit h t u m or s u p pr e s s or p 5 3 a n d i s n e c e s-
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g e n e, a m e m b er of t h e S N F 5 g e n e f a mil y. N u cl ei c A ci d s R e s 
2 7( 1 1): 2 3 9 3 – 2 3 9 9

 3 4. Ver st e e g e I, S é v e n et N, L a n g e J et  al ( 1 9 9 8) Tr u n c ati n g m ut a-
ti o n s of h S N F 5/I NI 1 i n a g gr e s si v e p a e di atri c c a n c er. N at ur e 
3 9 4: 2 0 3 – 2 0 6

 3 5. C o o p er G W, H o n g A L ( 2 0 2 2) S M A R C B 1- D e fi ci e nt c a n c er s: 
n o v el m ol e c ul ar i n si g ht s a n d t h er a p e uti c v ul n er a biliti e s. C a n c er s 
( B a s el) 1 4( 1 5): 3 6 4 5

 3 6. W a n g N, Qi n Y, D u F, W a n g X, S o n g C ( 2 0 2 2) Pr e v al e n c e of 
S WI/ S N F g e n o mi c alt er ati o n s i n c a n c er a n d a s s o ci ati o n wit h t h e 
r e s p o n s e t o i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit or s: a s yst e m ati c r e vi e w 
a n d m et a- a n al ysi s. G e n e 5( 8 3 4): 1 4 6 6 3 8

 3 7. A g ai m y A ( 2 0 2 2) Pr o c e e di n g s of t h e N ort h A m eri c a n S o ci et y of 
H e a d a n d N e c k P at h ol o g y, L o s A n g el e s, C A, M ar c h 2 0, 2 0 2 2: 
S WI/ S N F- d e fi ci e nt Si n o n a s al N e o pl a s m s: A n O v er vi e w. H e a d 
N e c k P at h ol 1 6( 1): 1 6 8 – 1 7 8

 3 8. C ar u g o A, Mi n elli R, S a pi o L, S o e u n g M, C ar b o n e F, R o bi n s o n 
F S, T e p p er J, C h e n Z, L o vi s a S, S v elt o M, A mi n S, Sri ni v a s a n 
S, D el P o g g ett o E, L o p o nt e S, P u c a F, D e y P, M al o uf G G, S u 
X, Li L, L o p e z- T err a d a D, R a k h ej a D, L a z ar AJ, N ett o GJ, R a o 
P, S g a m b at o A, M aitr a A, Tri p at hi D N, W al k er C L, K ar a m J A, 
H e ff er n a n T P, Vi al e A, R o b ert s C W M, M s a o u el P, T a n nir N M, 
Dr a ett a G F, G e n o v e s e G ( 2 0 1 9) p 5 3 i s a m a st er r e g ul at or of pr o-
t e o st a si s i n S M A R C B 1- d e fi ci e nt m ali g n a nt r h a b d oi d t u m or s. 
C a n c er C ell 3 5( 2): 2 0 4- 2 2 0. e 9

 3 9. N g o C, P o st el- Vi n a y S ( 2 0 2 2) I m m u n ot h er a p y f or S M A R C B 1-
d e fi ci e nt s ar c o m a s: c urr e nt e vi d e n c e a n d f ut ur e d e v el o p m e nt s. 
Bi o m e di ci n e s 1 0( 3): 6 5 0
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A ut h or s a n d A ffili ati o n s

Al e n a  S k ál o v á 1, 2  · T o ur aj  T a h eri3  · M arti n a  Br a d o v á1, 2  · T o m á š  V a n ě č e k4  · Al e s s a n dr o  Fr a n c hi5  · D a vi d  Sl o u k a6  · 
T o m á š  K o stli v ý 6  · Gi s el e  d e  R e z e n d e7  · J ar o sl a v  Mi c h ál e k8  · N at áli e  Kl u bí č k o v á1, 2  · Ni c ol a  Pt á k o v á4  · 
A nt ó ni a  N e m c o v á 9  · Mi c h al  Mi c h al1, 2  · A b b a s  A g ai m y1 0  · Il m o  L ei v o1 1

 *  Al e n a S k ál o v á 
 s k al o v a @ bi o pti c k a. c z

1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pil s e n, 
C h arl e s U ni v er sit y, E. B e n e s e 1 3, 3 0 5  9 9  Pil s e n, 
C z e c h  R e p u bli c

2   Bi o pti c L a b or at or y, Lt d., Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

3   D e p art m e nt of  A n at o mi c al P at h ol o g y, Q u e e nsl a n d 
H e alt h, R o y al Bris b a n e a n d  W o m e n H os pit al, U ni v ersit y 
of  Q u e e nsl a n d, Bris b a n e, A ustr ali a

4   M ol e c ul ar a n d  G e n eti c L a b or at or y, Bi o pti c L a b or at or y, Lt d, 
Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

5   D e p art m e nt of  Tr a nsl ati o n al R es e ar c h, S c h o ol of  M e di ci n e, 
U ni v ersit y of  Pis a, Pis a, It al y

6   D e p art m e nt of  Ot or hi n ol ar y n g ol o g y, U ni v ersit y H os pit al 
i n  Pils e n, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pils e n, C h arl es U ni v ersit y, 
Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

7   D e p art m e nt of  A n at o mi c Hist o p at h ol o g y a n d  C yt o g e n eti cs, 
D e p art m e nt of  L a b or at or y M e di ci n e, Ni g u ar d a C a n c er 
C e nt er, Mil a n, It al y

8   D e p art m e nt of  Cli ni c al a n d  M ol e c ul ar P at h ol o g y, U ni v ersit y 
H os pit al a n d  M e di c al F a c ult y of  P al a c k y U ni v ersit y, 
Ol o m o u c, C z e c h  R e p u bli c

9   P at h ol o gi c al L a b or at ori es, M e di c yt, Lt d., K oši c e, 
Sl o v a k  R e p u bli c

1 0  I nstit ut e of  P at h ol o g y, U ni v ersit y H os pit al Erl a n g e n, 
Fri e dri c h ‐Al e x a n d er U ni v ersit y Erl a n g e n ‐N ür n b er g ( F A U), 
Erl a n g e n, G er m a n y

1 1  I nstit ut e of  Bi o m e di ci n e, P at h ol o g y, U ni v ersit y of  T ur k u 
a n d  D e p art m e nt of  P at h ol o g y, T ur k u U ni v ersit y H os pit al, 
T ur k u, Fi nl a n d
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4. 5  Bi p h e n ot y pi c si n o n as al s a r c o m a wit h P A X 3:: M A M L 3  f usi o n t r a nsf o r mi n g 
i nt o hi g h- g r a d e r h a b d o m y os a r c o m a: R e p ort of a n e m er gi n g r ar e p h e n o m e n o n 

V  t o mt o c as e r e p ort u p o pis uj e m e pZí p a d 6 7l et é h o p a ci e nt a s B S N S 

d e dif er e n c ují cí m d o hi g h- gr a d e r h a b d o m y os ar k o m u. A � k oli n a pr ost á v ětbi n a B S N S m á 
i n d ol e nt ní bi ol o gi c k é c h o v á ní a t e d y d o br o u pr o g n ó z u, t at o pr á c e u p o z or ň uj e n a r arit ní 
m o ž n ost tr a nsf or m a c e v e v ys o c e a gr esi v ní t u m or.  

P a ci e nt a n a m n esti c k y pr o d ěl al 3 r o k y pZ e d di a g n ó z o u s e pt o pl asti k u, v  d o b ě j e h o 
di a g n ó z y kli ni c k é pr oj e v y s p o �í v al y v  o bstr u k ci n os ní d uti n y a n a d m ěr n é sl zi v osti. 
E n d os k o pi c k é v yb etZ e ní a M R pr o k á z al y pZít o m n ost i nfiltr ati v ní h o pr o c es u p osti h ují cí h o 
pr a v ostr a n n o u d uti n u n os ní, fr o nt ál ní, et h m oi d ál ní a m a xil ár ní p ar a n as ál ní si n us y a o � ni ci 
st ej n é str a n y. P o pr o b at or ní bi o psii, kt er á b yl a h o d n o c e n a j a k o e m br y o n ál ní 
r h a b d o m y os ar k o m, b yl p a ci e nt l é � e n n e o a dj u v a nt ní c h e m ot er a pií ( vi n kri sti n-
d a kti n o m y ci n- c yt o x a n ), pZi kt er é vb a k n á d or pr o gr e d o v al. N ásl e d n ě b yl t u m or r es e k o v á n, 
a dj u v a nt n ě b yl a pr o v e d e n a r a di ot er a pi e, p o 4 m ěsí cí c h vb a k z o br a z o v a cí m et o d y 
pr o k á z al y r e k ur e n ci. Ef e kt n e m ěl a a ni d albí p o d a n á c h e m ot er a pi e ( vi n kristi n-iri n ot e k a n -
t e m o z ol a mi d), n á d or d ál e pr o gr e d o v al a p a ci e nt z e mZ el 1 5 m ěsí c ů p o pr v ní di a g n ó z e. 

R es e k át b yl hist ol o gi c k y t v oZ e n stZ e d n ě a ž v ys o c e c el ul ár ní pr olif er a cí 
u nif or m ní c h vZ et e nit ý c h b u n ě k mí st y us p oZ á d a n ý c h v  r o z p o z n at el n ý c h pr o v a z cí c h, b e z 
si g nifi k a nt ní c h at y pií a mit oti c k é a kti vit y. I m u n o hist o c h e mi c k é v yb etZ e ní pr o k á z al o 
dif ú z ní p o ziti vit u P A X 7, S 1 0 0 a v ari a bil n ě v yj á dZ e n o u p o ziti vit u S M A.  et n é b u ň k y 
r o v n ě ž e x pri m o v al y m ar k er k ost er n ě-s v al o v é dif er e n ci a c e M y o D 1, d es mi n a d albí m ar k er 

k ost er ní s v al o vi n y m y o g e ni n vb a k b yl y n e g ati v ní.  

V  n ě kt er ý c h Z e z e c h t yt o bl a n d ní o bl asti o d p o ví d ají cí B S N S a br u pt n ě pZ e c h á z el y 
d o hi g h- gr a d e n e o pl á zi e t v oZ e n é at y pi c k ý mi a mit oti c k y a kti v ní mi r h a b d oi d ní mi 
b u ň k a mi. T yt o o bl asti b yl y i m u n o hist o c h e mi c k y dif ú z n ě p o ziti v ní v  pr ů k a z u d es mi n u, 
M y o D 1 a m y o g e ni n u, n á d or b yl t u dí ž h o d n o c e n j a k o hi g h- gr a d e r h a b d o m y os ar k o m. 
M ar k er y S 1 0 0 a S M A b yl y n e g ati v ní, i m u n o e x pr es e P A X 7 b yl a v  t ě c ht o 
tr a nsf or m o v a n ý c h o bl ast e c h pr o k á z á n a j e n v n ě k oli k a f o k us e c h. J a k P A X 7, t a k M y o D 1 
r e g ul ují � as n ějbí st a di a m y o g e n e z e u s a v c ů n e ž m y o g e ni n a vb e c h n y t yt o tZi tr a ns kri p � ní 
f a kt or y js o u v m y o g e n e zi e x pri m o v á n y v ý z n a m n ě dZí v e n e ž str u kt ur ál ní pr ot ei n d es mi n 
( 45- 4 6). T o n a z n a � uj e, ž e b u ň k y B S N S js o u z ast a v e n y v dZí v ějbí c h f á zí c h m y o g e n e z e, 
c o ž j e t é ž k o n k or d a nt ní s n ál e z e m � ast ějbí i m u n o e x pr es e M y o D 1 v e sr o v n á ní s 
i m u n o e x pr esí m y o g e ni n u a d es mi n u v pZ e d c h o zí c h st u dií c h ( 1 8, 2 0). B u ň k y 
v  k o m p o n e nt ě hi g h- gr a d e r h a b d o m y os ar k o m u v  n á mi pr e z e nt o v a n é m pZí p a d u b yl y p a k 
zj e v n ě s c h o p n y dif er e n c o v at d ál e s m ěr e m m y o g e n ní h o f e n ot y p u.  

R N A -s e q pr o k á z al a pZít o m n ost f ú z e P A X 3:: M A M L 3 . V ýsl e d e k b yl n ásl e d n ě 
p ot vr z e n p o m o cí FI S H, pZi � e m ž zl o m y g e n ů P A X 3  a M A M L 3 b yl y n al e z e n y j a k 
v  k o m p o n e nt ě o d p o ví d ají cí B S N S, t a k v  hi g h- gr a d e r h a b d o m y os ar k o m u.  

Hi g h- gr a d e tr a nsf or m a c e B S N S b yl a ji ž p o ps á n a v e  d v o u pZ e d c h o zí c h st u dií c h 
( 47- 4 8). V  o b o u pZí p a d e c h v y k a z o v al y hi g h- gr a d e k o m p o n e nt y vZ et e n o b u n ě � n o u 
m orf ol o gii s  v ýr a z n ý mi at y pi e mi, b e z r h a b d oi d ní c h z n a k ů. J e d e n pZí p a d s  pr o k á z a n o u 
f ú zí P A X 3:: M A M L 3 n e b yl i m u n o hist o c h e mi c k y t est o v á n n a e x pr esi m y o g e n ní c h 
m ar k er ů; dr u h ý pZí p a d, v  kt er é m b yl p o m o cí FI S H p ot vr z e n zl o m g e n u P A X 3 , v y k a z o v al 
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v  hi g h- gr a d e k o m p o n e nt ě f o k ál ní i m u n o e x pr esi m y o g e ni n u a d es mi n u, m ar k er M y o D 1 
vb a k t est o v á n n e b yl ( 4 7- 4 8). Ri zi k o tr a nsf or m a c e j e u B S N S zZ ej m ě v el mi m al é, m á 
ni c m é n ě z á v a ž n é kli ni c k é d ůsl e d k y, r o zs á hl ý s a m pli n g r es e k o v a n é h o m at eri ál u j e 
u  B S N S t u dí ž n ut n ostí. V  kli ni c k é pr a xi j e p a k u p a ci e nt ů s  B S N S v h o d n á d ůsl e d n á 

dis p e n z ari z a c e.
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t h e c o n v e nti o n al B S N S p arts s h o w e d S 1 0 0 pr ot ei n, S M A, P A X 7, a n d f o c al M y o D 1 e x pr essi o n, w h er e as d es mi n a n d m y o g e ni n 
w er e n e g ati v e. I n c o ntr ast, t h e c ells i n hi g h- gr a d e ar e as e x pr ess e d d es mi n, M y o D 1, m y o g e ni n, a n d P A X 7, w hil e b ei n g n e g a-
ti v e f or S 1 0 0 pr ot ei n a n d S M A. U si n g t h e Ar c h er F u si o n Pl e x a s s a y, t h e cl a s si c al P A X 3:: M A M L 3  g e n e f u si o n w a s d et e ct e d. 
FI S H f or P A X 3  a n d M A M L 3  c o n fir m e d a br e a k of t h e s e g e n e s i n b ot h c o m p o n e nt s. D e s pit e a g gr e s si v e t h er a p y, t h e t u m or 
pr o gr e s si o n r e s ult e d i n t h e p ati e nt’s d e at h. T h e h er ei n pr e s e nt e d c a s e, t o g et h er wit h 2 pr e vi o u sl y p u bli s h e d c a s e s of B S N S 
wit h hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n, h el ps t o b ett er u n d erst a n d t his n o v el p h e n o m e n o n. Alt h o u g h t h e ris k f or s u c h tr a nsf or m ati o n 
a p p e ar s l o w, it h a s i m p ort a nt cli ni c al a n d di a g n o sti c i m pli c ati o n s w hi c h ar e di s c u s s e d.

K e y w or ds  Bi p h e n ot y pi c si n o n as al s ar c o m a · R h a b d o m y os ar c o m a · Hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n · P A X 3:: M A M L 3

I ntr o d u cti o n

Bi p h e n ot y pi c  si n o n a s al  s ar c o m a  ( B S N S)  w a s  i niti all y 
d e s cri b e d b y L e wi s et  al. i n 2 0 1 2 a s a l o w- gr a d e s ar c o m a 
wit h n e ur al a n d m y o g e ni c f e at ur e s [ 1 ]. Cli ni c all y, t h e s e 
t u m or s u s u all y f oll o w a n i n d ol e nt c o ur s e wit h fr e q u e nt 
r e c urr e n c es b ut n o r e p ort e d m et ast as es a n d o nl y e x c e pti o n al 
dis e as e-r el at e d m ort alit y [ 1 – 4 ]. M or p h ol o gi c all y, B S N S t y p-
i c all y c o nsists of a n i n filtr ati v e h y p er c ell ul ar pr olif er ati o n of 
u nif or m s pi n dl e c ells arr a n g e d i n f as ci cl es, oft e n wit h a h er-
ri n g b o n e p att er n a n d fr e q u e nt i n v a gi n ati o n s of h y p er pl a sti c 
s urf a c e m u c os a. Mit oti c a cti vit y is us u all y mi ni m al. T h e v ast 

m aj orit y of c a s e s c o- e x pr e s s s m o ot h m u s cl e a cti n ( S M A) 
a n d S 1 0 0 pr ot ei n, w hil e a mi n orit y of c as es m a y als o e x hi bit 
m or p h ol o gi c al a n d/ or i m m u n o hi st o c h e mi c al si g n s of s k el-
et al m u s cl e di ff er e nti ati o n [ 1 , 3 – 5 ]. F u si o n s of P A X 3  g e n e 
ar e t h e m ol e c ul ar h all m ar k of B S N S, wit h M A M L 3  b ei n g 
t h e f u si o n p art n er i n t h e m aj orit y of c a s e s [3 , 4 , 6 ]. H er ei n, 
w e pr e s e nt a u ni q u e c a s e of hi g h- gr a d e r h a b d o m y o s ar c o m a 
( R M S) e m er gi n g fr o m a t y pi c al B S N S wit h a n a g gr e s si v e 
cli ni c al c o ur s e.

C a s e pr e s e nt ati o n

T h e p ati e nt w a s a 6 7- y e ar- ol d m al e wit h P ar ki n s o n’s di s-
e a s e a n d a hi st or y of s e pt o pl a st y, bil at er al fr o nt al si n u-
s ot o m y, a n d r e m o v al of ri g ht mi d dl e t ur bi n at e c o n c h a b ul-
l o s a 3 y e ar s b ef or e pr e s e nti n g wit h n a s al c o n g e sti o n a n d 
e pi p h or a. M RI s h o w e d a s oft ti s s u e m a s s i n v ol vi n g t h e 
ri g ht et h m oi d, m a xill ar y, a n d fr o nt al si n u s e s a n d i n v a d-
i n g t h e e xtr a c o n al or bit c a u si n g mil d a s y m m etri c ri g ht-
si d e d o c ul ar pr o pt o si s ( Fi g. 1 A, B). E n d o s c o pi c e v al u ati o n 
r e v e al e d a s oft ti s s u e m a s s m e a s uri n g 4. 4 × 3. 4 × 2. 2 c m 
w hi c h o b s c ur e d t h e n a s al air w a y a n d c e nt er e d ar o u n d t h e 

 *  Mi c h a el Mi c h al 
 mi c h a el. mi c h al @ bi o pti c k a. c z

1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, U ni v er sit y of  K a n s a s, K S, 
K a n s a s  Cit y, U S A

2   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e, C h arl es 
U ni v ersit y, M e di c al F a c ult y a n d  C h arl es U ni v ersit y H os pit al 
Pl z e n, Al ej S v o b o d y 8 0, 3 2 3 0 0, Pl z e n, C z e c h  R e p u bli c

3   Bi o pti c al L a b or at or y, Lt d., Pl z e n, C z e c h  R e p u bli c

4   M e di c al L a b or at or y C S D H e alt h C ar e, Lt d., K yi v, U kr ai n e

/ P u blis h e d o nli n e: 3 1 J a n u ar y 2 0 2 3
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1 3

mi d dl e t ur bi n at e. Bi o p s y r e v e al e d a hi g h- gr a d e s ar c o m a 
wit h m y o g e ni c di ff er e nti ati o n b y i m m u n o hi st o c h e mi str y, 
di a g n o s e d a s e m br y o n al R M S. St a gi n g P E T w a s n e g ati v e 
f or m et a st ati c di s e a s e. T h e p ati e nt i niti at e d n e o a dj u v a nt 
c h e m ot h er a p y wit h vi n cri sti n e- d a cti n o m y ci n- c yt o x a n. 
R e p e at e d i m a gi n g aft er t hr e e c y cl e s s h o w e d l o c al pr o-
gr e s si o n a n d i n cr e a s e d F D G a vi dit y wit h o ut m et a st ati c 
di s e a s e.

T h e r e s e cti o n s p e ci m e n s h o w e d a pr olif er ati o n of u ni-
f or m  s pi n dl e d  c ell s  wit h  m o d er at e  t o  hi g h  c ell ul arit y, 
o c c a si o n al f a s ci c ul ar arr a n g e m e nt, mi ni m al at y pi a, a n d n o 
mit oti c a cti vit y ( Fi g.  2 B). I n s o m e ar e as, i n v a gi n ati o ns of t h e 
h y p er pl a sti c s urf a c e m u c o s a w er e e n v el o p e d b y t h e t u m or 
c ell s ( Fi g.  2 A). N o r h a b d oi d di ff er e nti ati o n w a s n ot e d b y 
m or p h ol o gi c al e x a mi n ati o n i n t hi s ar e a. H o w e v er, i n s o m e 
s e cti o ns, t his t y pi c al B S N S m or p h ol o g y s h ar pl y tr a nsiti o n e d 

Fi g. 1  M RI o n a xi al fl air ( A ) 
a n d o n c or o n al T 2 s h ort t a u 
i n v ersi o n r e c o v er y (B ) s h o w e d 
a s oft tiss u e m ass i n v ol vi n g t h e 
ri g ht et h m oi d, m a xill ar y, a n d 
fr o nt al si n us es a n d i n v a di n g t h e 
e xtr a c o n al or bit c a usi n g mil d 
as y m m etri c ri g ht-si d e d o c ul ar 
pr o pt osis

Fi g. 2  T h e r es e cti o n s p e ci-
m e n s h o w e d a pr olif er ati o n of 
u nif or m s pi n dl e d c ells wit h 
m o d er at e t o hi g h c ell ul arit y, 
o c c asi o n al f as ci c ul ar arr a n g e-
m e nt, mi ni m al at y pi a a n d n o 
mit oti c a cti vit y ( B ). I n s o m e 
ar e as, i n v a gi n ati o ns of t h e 
h y p er pl asti c s urf a c e m u c os a 
w er e e n v el o p e d b y t h e t u m or 
c ells ( A ). I m m u n o hist o c h e mi-
c all y, t h e c o n v e nti o n al B S N S 
ar e as s h o w e d p at c h y S M A ( C ) 
a n d di ff us e S 1 0 0 pr ot ei n ( D ) 
e x pr essi o n. T h er e w as als o a 
di ff us e str o n g p ositi vit y wit h 
P A X 7 ( E ) a n d p at c h y e x pr es-
si o n of M y o D 1 ( F )
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t o a hi g h- gr a d e s ar c o m a wit h r h a b d oi d f e at ur e s, v er y hi g h 
mit oti c a cti vit y, a n d ar e a s of n e cr o si s ( Fi g.  3 A, B).

I m m u n o hi st o c h e mi c all y, t h e c o n v e nti o n al B S N S ar e a s 
s h o w e d p at c h y S M A ( Fi g.  2 C) a n d di ff u s e S 1 0 0 pr ot ei n 
( Fi g. 2 D) e x pr e s si o n. T h er e w a s al s o a di ff u s e str o n g p o si-
ti vit y wit h P A X 7 ( Fi g. 2 E) a n d p at c h y e x pr essi o n of M y o D 1 
( Fi g. 2 F), w hil e d es mi n a n d m y o g e ni n w er e c o m pl et el y n e g-
ati v e. I n c o ntr ast, t h e hi g h- gr a d e ar e as w er e c o m pl et el y n e g-
ati v e f or S 1 0 0 pr ot ei n a n d S M A, a n d t h er e w a s o nl y p at c h y 
p o siti vit y wit h P A X 7 ( Fi g.  3 D), w h er e a s t h e e x pr e s si o n of 
d es mi n ( Fi g.  3 C), M y o D 1 ( Fi g.  3 E), a n d m y o g e ni n ( Fi g.  3 F) 
w a s di ff u s e i n t h e s e p art s.

B a s e d  o n  t h e  pr e s e n c e  of  t h e  t y pi c al  B S N S  ar e a s,  
m ol e c ul ar st u di e s w er e p erf or m e d u si n g Ar c h er F u si o n Pl e x 
a s s a y a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y [ 7 ]. T hi s a n al y si s r e v e al e d 
P A X 3 ( e x o n 7):: M A M L 3( e x o n 2) f usi o n w hi c h w as c o n fir m e d 
b y FI S H, usi n g M A M L 3  ( 4 q 3 1. 1 ) a n d P A X 3  ( 2 q 3 6. 1) br e a k-
a p art pr o b e s ( b ot h fr o m S ur e FI S H, A gil e nt). Of n ot e, t h e 
FI S H a n al ysi s c o n fir m e d t h e pr e s e n c e of t h e r e arr a n g e m e nt 
( wit h a c ut- o ff d e fi n e d a s at l e a st 1 0 % c ell s wit h a br e a k) i n 
b ot h t h e c o n v e nti o n al a n d hi g h- gr a d e c o m p o n e nt s.

P o st o p er ati v el y, t h e p ati e nt r e c ei v e d 5 0 4 0 c G y i n 2 8 
fr a cti o n s. I m a gi n g st u di e s 4 m o nt h s aft er r e s e cti o n d e m-
o n str at e d r e c urr e n c e al o n g t h e ri g ht m e di al or bit al w all a n d 
or bit al fl o or. H e w a s i niti at e d o n vi n cri sti n e- uri n ot e c a n-
t e m o z ol a mi d e. I m a gi n g aft er t hr e e c y cl e s a g ai n s h o w e d 

l o c al pr o gr e s si o n. Cli ni c all y, t h e t u m or c a u s e d t ot al vi si o n 
l o s s i n t h e ri g ht e y e a n d st art e d t o pr otr u d e fr o m t h e ri g ht 
n ar e. D u e t o c o nti n u e d pr o gr essi o n o n m a xi m al t h er a p y, t h e 
p ati e nt tr a n siti o n e d t o h o s pi c e a n d di e d 1 5 m o nt h s aft er hi s 
i niti al di a g n o si s.

Di s c u s si o n

B S N S wit h m or p h ol o gi c all y e vi d e nt r h a b d o m y o bl a sti c dif-
f er e nti ati o n h a s b e e n d e s cri b e d i n a p pr o xi m at el y 1 0 % of 
c as es [ 1 – 3 , 5 ]. H o w e v er, as t h e 2 l ar g est st u di es h a v e s h o w n, 
at l e ast f o c al i m m u n o hist o c h e mi c al e x pr essi o n of d es mi n or 
M y o D 1 is c o m m o n, wit h t h e p er c e nt a g e of i m m u n o p ositi v e 
c a s e s r a n gi n g fr o m 3 5 t o 6 6 % a n d 2 6 t o 9 1 %, r e s p e cti v el y. 
M y o g e ni n e x pr essi o n is t h e l e ast fr e q u e nt a n d is e n c o u nt er e d 
i n o nl y 2 0 % of c a s e s [3 , 4 ]. P A X 7 e x pr e s si o n i n B S N S h a s 
n ot b e e n e xt e n si v el y st u di e d b ut w a s n ot e d pr e vi o u sl y a s 
w ell [ 8 ]. T h e s k el et al m u s cl e p h e n ot y p e of B S N S i s i n li n e 
wit h it s m ol e c ul ar b a c k gr o u n d, w hi c h i s m o st c o m m o nl y 
c h ar a ct eri z e d b y f u si o n s of P A X 3  wit h eit h er M A M L 3  or 
(l ess c o m m o nl y) wit h F O X O 1  or N C O A 1 . Ver y r ar el y, ot h er 
f usi o ns p art n ers m a y b e i n v ol v e d, i n cl u di n g R R E B:: M R T F B  
(M K L 2 ) [3 – 6 , 9 – 1 1 ]. H o w e v er, t h e n os ol o gi c al cl assi fi c ati o n 
of t h e l att er a s B S N S i s s o m e w h at c o ntr o v er si al a s i d e n-
ti c al g e n e f u si o n s h a v e b e e n d e s cri b e d i n ot h er h e a d a n d 

Fi g. 3  I n s o m e s e cti o ns, t his 
t y pi c al B S N S m or p h ol o g y 
s h ar pl y tr a nsiti o n e d t o a hi g h-
gr a d e s ar c o m a wit h r h a b d oi d 
f e at ur es, v er y hi g h mit oti c a cti v-
it y, a n d ar e as of n e cr osis (A, B ). 
T h er e w as o nl y p at c h y p ositi v-
it y wit h P A X 7 (D ), w h er e as 
t h e e x pr essi o n of d es mi n (C ), 
M y o D 1 ( E ), a n d m y o g e ni n (F ) 
w as di ff us e d i n t h es e p arts
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n e c k m e s e n c h y m al t u m or s [ 1 0 – 1 2 ]. D uri n g d e v el o p m e nt, 
P A X 3 d et er mi n e s t h e c ell f at e of m el a n o c yti c, n e ur o n al, 
a n d s k el et al m u s cl e di ff er e nti ati o n a n d r e g ul at e s n or m al 
m y o g e n e si s a n d p o st n at al m u s c ul ar r e g e n er ati o n [ 5 , 6 , 1 3 ], 
w hil e M A M L 3 h as b e e n s h o w n t o f u n cti o n as a p ot e nt tr a ns-
a cti v at or of P A X 3 r e s p o n s e el e m e nt s [ 6 ]. G e n e e x pr e s si o n 
pr o fili n g of B S N S wit h P A X 3:: M A M L 3  f u si o n al s o s h o w e d 
alt er e d e x pr e s si o n of s e v er al g e n e s a n d si g n ali n g n et w or k s 
i n v ol v e d i n n e ur al cr est, s k el et al s yst e m, a n d g e n er al e m br y-
o ni c d e v el o p m e nt, i n cl u di n g t h e m y o g e ni c g e n e s M Y O C D  
a n d M Y O D 1  [ 6 ].  I nt er e sti n gl y,  t h e  P A X 3:: F O X O 1  a n d 
P A X 3:: N C O A 1  f u si o n s w er e al s o d e s cri b e d i n r ar e c a s e s of 
al v e ol ar R M S [ 5 ]. It h as b e e n s p e c ul at e d t h at t h e di ff er e n c es 
i n cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur e s b et w e e n B S N S a n d al v e ol ar 
R M S ar e pr o b a bl y d et er mi n e d b y t h e c ell of ori gi n a n d c el-
l ul ar e n vir o n m e nt a n d b y a d diti o n al g e n eti c a b err ati o n s [4 ].

N e v ert h el e s s, t h e c a s e w e ar e pr e s e nti n g h er ei n s h o ws 
t h at a v er y s m all s u b s et of B S N S m a y pr o gr e s s t o w ar d s a 
hi g h- gr a d e R M S. Aft er r e vi e w of t h e lit er at ur e, w e f o u n d 2 
r e c e ntl y r e p ort e d c as es of m ol e c ul arl y c o n fir m e d B S N S wit h 
hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n, t h eir cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es 
t o g et h er wit h o ur c a s e ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 1 . Fr o m t h e 
a v ail a bl e d e s cri pti o n a n d fi g ur e s, it s e e m s t h at b ot h c a s e s 
s h o w e d a hi g h- gr a d e s pi n dl e c ell m or p h ol o g y wit h o ut t h e 
r h a b d oi d f e at ur e s d et e ct e d i n o ur c a s e. U nf ort u n at el y, t h e 
fir st c a s e w a s n ot t e st e d f or s k el et al m u s cl e m ar k er s at all 
[1 4 ], a n d t h e ot h er w as t est e d o nl y f or d es mi n a n d m y o g e ni n, 
b ot h of w hi c h w er e f o c all y p o siti v e i n t h e hi g h- gr a d e ar e a s 
of t his c as e, s u g g esti n g di ff er e nti ati o n i nt o s pi n dl e c ell R M S 
[1 5 ].

T h e di ff er e nti al di a g n o si s of or di n ar y B S N S i n cl u d e s 
a li st of ot h er n e o pl a s m s wit h u nif or m s pi n dl e c ell m or-
p h ol o g y o c c urri n g i n t hi s a n at o mi c ar e a s u c h a s m ali g n a nt 
p eri p h er al n er v e s h e at h t u m or (i n cl u di n g m ali g n a nt Tri-
t o n t u m or w h e n r h a b d o m y o bl a sti c di ff er e nti ati o n i s pr e-
s e nt), c ell ul ar s c h w a n n o m a, m o n o p h a si c fi br o u s s y n o vi al 
s ar c o m a, si n o n a s al gl o m a n gi o p eri c yt o m a, a n d s olit ar y 
fi br o u s t u m or. H o w e v er, t h e di sti n cti o n i s u s u all y p o s si-
bl e u si n g a c ar ef ull y s el e ct e d p a n el of i m m u n o hi st o c h e mi-
c al st ai n s [ 1 – 4 ]. I n c o ntr a st, t h e r h a b d o m y o s ar c o m at o u s 
c o m p o n e nt i n o ur c a s e c o ul d b e mi st a k e n f or e m br y o n al 
R M S or pl e o m or p hi c R M S. If t hi s ar e a i s s a m pl e d wit h-
o ut t h e c o n v e nti o n al B S N S c o m p o n e nt ( a s h a p p e n e d i n 
t h e i niti al pr o b at or y bi o p s y i n o ur c a s e), t h e di sti n cti o n i s 
i m p o s si bl e wit h o ut m ol e c ul ar g e n eti c m et h o d s. Si n c e t h e 
cli ni c al b e h a vi or a n d/ or r e s p o n s e t o tr e at m e nt of e m br y o-
n al a n d pl e o m or p hi c R M S mi g ht di ff er fr o m R M S ari s-
i n g fr o m B S N S, w e b eli e v e it i s r e a s o n a bl e t h at m ol e c u-
l ar i n v e sti g ati o n of s u c h c a s e s i n t h e si n o n a s al ar e a wit h 
eit h er P A X 3  FI S H pr o b e or pr ef er a bl y u si n g a n a d e q u at e 
R N A- s e q u e n ci n g p a n el i s c arri e d o ut. Si g ni fi c a nt pr o g n o s-
ti c di ff er e n c e s h a v e alr e a d y b e e n n ot e d b et w e e n s e v er al 
m ol e c ul ar s u b gr o u p s of s pi n dl e c ell R M S. F or e x a m pl e, Ta

bl
e 

1. 
 C

li
ni

co
pa

t
ho

lo
gi

ca
l 
fe

at
ur

es
 o

f 
B
S

N
S 

ca
se

s 
wi
t
h 

hi
gh

-g
ra

de
 p

ro
gr

es
si

on

Ca
se

 1
 (

Be
ll
 

D 
et
 a

l
11

)
Ca

se
 2

 (
Ha

sn
ie

 
S 

et
 a

l
12

)
Cu

rr
en

t 
ca

se

Ag
e/

se
x

66
/

M
72

/
F

67
/

M

Si
ze

 (
c

m)
3.

0 
× 

2.
4 

× 
2.

0
N

A
4.

4 
x 

3.
4 

x 
2.

2

Co
ur

se
 o

f 
di

se
as

e
B
S

N
S 
re

cu
rr

in
g 

as
 h

ig
h-

gr
ad

e 
sa

rc
o

ma
 i

n 
su

pe
ri

or
 e

xt
ra

co
na

l 
or

bi
t 

wi
t
h 
in

tr
ac

ra
ni

al
 e

xt
en

si
on

 1
5 

ye
ar

s 
la

te
r.

2-
ye

ar
 h

is
to

r
y 

of
 p

ro
gr

es
si

ve
 n

as
al
 o

bs
tr

uc
ti

on
 

wi
t
h 

ep
is

ta
xi

s 
an

d 
he

ad
ac

he
s. 

Re
se

ct
io

n 
of
 a

 “
po

ly
p”

 
wh

ic
h 

wa
s 

di
ag

no
se

d 
as

 
B
S

N
S. 

Th
en

 r
es

ec
ti

on
 o

f 
a 

sk
ul
l 

ba
se

 l
es

io
n 

en
co

mp
as

s-
in

g 
t
he

 e
nt
ir

et
y 

of
 b

ot
h 

si
no

na
sa

l 
ca

vi
ti

es
.

Hi
st

or
y 

of
 s

ep
to

pl
as

ty
, 

bi
la

te
ra

l 
fr

on
ta

l 
si

nu
so

to
my

, 
an

d 
re

mo
va

l 
of
 r

ig
ht
 

mi
dd

le
 t

ur
bi

na
te

 c
on

ch
a 

bu
ll

os
a 

3 
ye

ar
s 

be
fo

re
 

pr
es

en
ti

ng
 

wi
t
h 

na
sa

l 
co

ng
es

ti
on

 a
nd

 e
pi

ph
or

a. 
M

RI
 s

ho
we

d 
a 

so
ft
 t
is

su
e 

ma
ss

 i
nv

ol
vi

ng
 t

he
 r

ig
ht
 e

t
h

mo
id

, 
ma

xi
ll

ar
y, 

an
d 

fr
on

ta
l 

si
nu

se
s 

an
d 
in

va
di

ng
 t

he
 e

xt
ra

co
na

l 
or

bi
t 

ca
us

in
g 

mi
ld

 
as

y
m

me
tr

ic
 r

ig
ht

-s
id

ed
 o

cu
la

r 
pr

op
to

si
s

Tr
ea

t
me

nt
 a

nd
 o

ut
co

me
Pr

i
ma

r
y 
tu

mo
r 

– 
re

se
ct
io

n, 
ra

di
ot

he
ra

py
, 

ch
e

mo
t
he

ra
py

. 
Re

cu
rr

en
ce

 –
 r

es
ec

ti
on

, 
ir

ra
di

at
io

n. 
No

 e
vi

de
nc

e 
of
 d

is
ea

se
 

(1
0 

mo
nt

hs
)

Re
se

ct
io

n. 
Di

ed
 o

n 
co

mp
li

ca
ti

on
s 
re

la
te

d 
to

 s
ur

ge
r
y 

4.
5 

mo
nt

hs
 a

ft
er
 t

he
 r

es
ec

ti
on

 
wi
t
h 

no
 s

ig
ns

 o
f 
tu

mo
r 
re

cu
rr

en
ce

Ne
oa

dj
uv

an
t 

ch
e

mo
t
he

ra
py

, 
re

se
ct
io

n, 
ir

ra
di

at
io

n. 
Di

ed
 1

5 
mo

nt
hs

 a
ft

er
 d

ia
gn

os
is

 o
n 
tu

mo
r 

pr
og

re
ss

io
n

Mo
r
ph

ol
og

y
Hi

gh
-g

ra
de

 s
pi

nd
le

 c
el
l 

sa
rc

o
ma

Hi
gh

-g
ra

de
 s

pi
nd

le
 c

el
l 

sa
rc

o
ma

Hi
gh

-g
ra

de
 r

ha
bd

o
my

os
ar

co
ma

I
H

C 
of
 t

he
 h

ig
h-

gr
ad

e 
ar

ea
s 

Pa
tc

hy
 
S

M
A 

an
d 

S1
00

 e
xp

re
ss

io
n, 

my
og

en
ic

 
ma

rk
er

s 
no

t 
te

st
ed

Fo
ca

l 
de

s
mi

n 
an

d 
my

og
en

in
De

s
mi

n, 
P

A
X7

, 
My

o
D1

, 
My

og
en

in
 p

os
it
iv

e

Mo
le

cu
la

r 
ge

ne
ti

cs
P
A

X3
::

M
A

M
L3

 f
us

io
n

P
A

X3
 g

en
e 

br
ea

k,
 c

op
y 

nu
mb

er
 a

lt
er

at
io

ns
 o

f 
9p

 a
nd

 2
2

P
A

X3
::

M
A

M
L3

 f
us

io
n

7 8 0 Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 3) 4 8 2: 7 7 7 – 7 8 2

7 0



1 3

s pi n dl e c ell R M S wit h V G L L 2  a n d V G L L 3  f u si o n s h a s a 
r el ati v el y f a v or a bl e pr o g n o si s w hi c h i s i n c o ntr a st t o t h e 
v er y a g gr e s si v e s u b s et h ar b ori n g M Y O D 1  m ut ati o n s [1 6 ]. 
I m p ort a ntl y, s pi n dl e c ell R M S wit h V G L L 3  f u si o n s a n d 
M Y O D 1  m ut ati o n s h a s a pr e dil e cti o n f or t h e h e a d a n d n e c k 
ar e a [ 1 6 ]. A s t h e ot h er p u bli s h e d c a s e of B S N S wit h hi g h-
gr a d e tr a n sf or m ati o n f e at ur e d s pi n dl e c ell R M S p att er n, 
a c o m pr e h e n si v e m ol e c ul ar i n v e sti g ati o n f or t hi s m or-
p h ol o gi c al v ari a nt of R M S i s w arr a nt e d a s w ell. L a stl y, 
t h e h er ei n pr e s e nt e d c a s e e m p h a si z e s t h e i m p ort a n c e of 
c ar ef ul f oll o w- u p of p ati e nt s wit h B S N S a n d a t hr o u g h o ut 
s a m pli n g of e v er y c a s e t o pr e v e nt a d el a y e d d et e cti o n of 
hi g h- gr a d e tr a n sf or m ati o n.

Wit h r e g ar d t o t h e c a s e pr e s e nt e d h er ei n, it i s i nt er e st-
i n g t o n ot e t h e si g ni fi c a ntl y di ff er e nt e x pr e s si o n of s k el et al 
m u s cl e m ar k er s i n t h e c o n v e nti o n al B S N S ar e a s c o m p ar e d 
t o t h e hi g h- gr a d e ar e a s. E v e n t h o u g h t h e f or m er ar e a s w er e 
di ff u s el y p o siti v e f or P A X 7 a n d M y o D 1, t h e y w er e c o m-
pl et el y n e g ati v e f or d e s mi n a n d m y o g e ni n. I n c o ntr a st, t h e 
hi g h- gr a d e ar e a s w er e m o d er at el y t o di ff u s el y p o siti v e f or 
all t h e s e m ar k er s. B ot h P A X 7 a n d M y o D 1 r e g ul at e e arli er 
st a g e s of m a m m ali a n m y o g e n e si s t h a n m y o g e ni n [ 1 7 ], a n d 
all t h es e 3 tr a ns cri pti o n al f a ct ors ar e e x pr ess e d si g ni fi c a ntl y 
e arli er i n m y o g e n esis t h a n t h e str u ct ur al pr ot ei n d es mi n [ 1 8 ]. 
T his s u g g ests t h at t h e c ells i n c o n v e nti o n al B S N S ar e as w er e 
arr est e d at e arli er st a g es of m y o g e n esis w hi c h w o ul d b e als o 
i n li n e wit h a g e n er all y m or e fr e q u e nt e x pr essi o n of M y o D 1 
c o m p ar e d t o t h e e x pr e s si o n of d e s mi n a n d m y o g e ni n i n t h e 
pr e vi o us st u di es [ 3 , 4 ]. I n c o ntr ast, p ossi bl y d u e t o a d diti o n al 
m ol e c ul ar a b err ati o n s, t h e c ell s i n t h e hi g h- gr a d e ar e a s, 
alt h o u g h b ei n g hi g hl y a n a pl a sti c, w er e a p p ar e ntl y a bl e t o 
di ff er e nti at e f urt h er al o n g t h e m y o g e ni c p at h w a y a s al s o 
e vi d e n c e d b y t h eir r h a b d oi d m or p h ol o g y.

I n c o n cl u si o n, w e pr e s e nt e d a u ni q u e c a s e of B S N S wit h 
tr a n sf or m ati o n i nt o hi g h- gr a d e R M S w hi c h t o g et h er wit h 2 
pr e vi o u sl y p u bli s h e d c a s e s of B S N S wit h hi g h- gr a d e tr a n s-
f or m ati o n h el ps t o b ett er u n d erst a n d t his n o v el p h e n o m e n o n. 
Alt h o u g h t h e ri s k f or hi g h- gr a d e tr a n sf or m ati o n of B S N S 
a p p e ars l o w, it h as i m p ort a nt cli ni c al a n d di a g n osti c i m pli c a-
ti o n s. B e si d e s a d v o c ati n g f or a c ar ef ul f oll o w- u p of p ati e nt s 
wit h B S N S a n d a t hr o u g h o ut s a m pli n g of e v er y c a s e, w e 
b eli e v e t h at m ol e c ul ar pr o fili n g of si n o n a s al R M S of a n y 
t y p e i s w arr a nt e d.

A ut h or c o ntri b uti o ns   
     A n d er s M e y er, M. D.: di a g n o s e d t h e c a s e, p erf or m e d hi st ol o gi c al 
a n al ys e s, wr ot e p art s of t h e m a n u s cri pt, a n d e dit e d t h e m a n u s cri pt.

N at áli e Kl u bí č k o v á, M. D.: wr ot e p arts of t h e m a n us cri pt a n d e dit e d 
t h e m a n u s cri pt.

El a h e h M os ai e b y, Ms C.: N G S s e q u e n ci n g, e dit e d m ol e c ul ar g e n eti c 
s e cti o n.

P etr Gr o s s m a n n: FI S H a n al ysi s, e dit e d m ol e c ul ar g e n eti c s e cti o n.
A nt o ni n a K al m y k o v a, M. D.: lit er at ur e r e vi e w a n d pr e p ar ati o n of 

t h e t a bl e, e dit e d t h e m a n u s cri pt.

Ol e n a K o s h y k, M. D.: pr e p ar e d m a n u s cri pt fi g ur e s, e dit e d t h e 
m a n u s cri pt.

Mi c h a el Mi c h al, M. D., P h D.: p erf or m e d hi st ol o gi c al a n al y s e s, 
wr ot e p art s of t h e m a n u s cri pt a n d e dit e d t h e m a n u s cri pt.

F u n di n g  O p e n a c c e s s p u bli s hi n g s u p p ort e d b y t h e N ati o n al T e c h ni-
c al Li br ar y i n Pr a g u e. T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 
2 6 0 5 3 9 fr o m t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N K, E M), 
a n d b y t h e C o o p er ati o pr o gr a m, r e s e ar c h ar e a S U R G.

D e cl ar ati o n s 

Et hi c al a p pr o v al a n d c o ns e nt t o p arti ci p at e  T h e st u d y w a s c o n d u ct e d 
f oll o wi n g t h e r ul e s s et b y t h e F a c ult y H o s pit al i n Pil s e n Et hi c s C o m-
mitt e e. I nf or m e d c o n s e nt w a s n ot r e q uir e d f or t h e st u d y.

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er ests.

O p e n A c c ess  T his arti cl e is li c e ns e d u n d er a Cr e ati v e C o m m o ns Attri-
b uti o n 4. 0 I nt er n ati o n al Li c e n s e, w hi c h p er mit s u s e, s h ari n g, a d a pt a-
ti o n, di stri b uti o n a n d r e pr o d u cti o n i n a n y m e di u m or f or m at, a s l o n g 
a s y o u gi v e a p pr o pri at e cr e dit t o t h e ori gi n al a ut h or( s) a n d t h e s o ur c e, 
pr o vi d e a li n k t o t h e Cr e ati v e C o m m o ns li c e n c e, a n d i n di c at e if c h a n g es 
w er e m a d e. T h e i m a g e s or ot h er t hir d p art y m at eri al i n t hi s arti cl e ar e 
i n cl u d e d i n t h e arti cl e' s Cr e ati v e C o m m o n s li c e n c e, u nl e s s i n di c at e d 
ot h er wi s e i n a cr e dit li n e t o t h e m at eri al. If m at eri al i s n ot i n cl u d e d i n 
t h e arti cl e' s Cr e ati v e C o m m o n s li c e n c e a n d y o ur i nt e n d e d u s e i s n ot 
p er mitt e d b y st at ut or y r e g ul ati o n or e x c e e ds t h e p er mitt e d us e, y o u will 
n e e d t o o bt ai n p er missi o n dir e ctl y fr o m t h e c o p yri g ht h ol d er. T o vi e w a 
c o p y of t hi s li c e n c e, vi sit htt p:// cr e at i v e c o m m o n s. or g/ li c e n s es/ b y/ 4. 0/ .
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 1 8. F ol p e A L ( 2 0 0 2) M y o D 1 a n d m y o g e ni n e x pr essi o n i n h u m a n n e o-
pl a si a: a r e vi e w a n d u p d at e. A d v A n at P at h ol  9: 1 9 8 – 2 0 3

P u blis h er’s  n ot e  S pri n g er  N at ur e  r e m ai ns  n e utr al  wit h  r e g ar d  t o  
j uris di cti o n al cl ai ms i n p u blis h e d m a ps a n d i nstit uti o n al a ffili ati o ns.

7 8 2 Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 3) 4 8 2: 7 7 7 – 7 8 2

7 2

https://doi.org/10.1007/s12105-022-01479-w


 

4. 6  E W S R 1:: P O U 2 A F 3( C O L C A 2)  s a r c o m a: A n a g gr essi v e, p ol y p h e n ot y pi c 
s ar c o m a wit h a h e a d a n d n e c k pr e dil e cti o n  

V  p u bli k a ci js o u pZ e dl o ž e n y d albí p o z n at k y o n o v ě, m ol e k ul ár n ě- g e n eti c k y 

d efi n o v a n é j e d n ot c e – s ar k o m u s  f ú zí E W S R 1(/ F U S):: P O U 2 A F 3 , kt er á b yl a r e c e nt n ě 
v y �l e n ě n a z e s k u pi n y n e dif er e n c o v a n ý c h s ar k o m ů z  k ul at ý c h a ž vZ et e nit ý c h b u n ě k ( 2 1-
2 2).  

Ve st u dii b yl o z a hr n ut o 8 pZí p a d ů p osti h ují cí c h 5 p a ci e nt ů m u žs k é h o a 3 p a ci e nt y 
ž e ns k é h o p o hl a ví, j e d n al o s e o d os p ěl é stZ e d ní h o a v ybbí h o v ě k u ( m e di á n 6 0 l et). Ve 4 
pZí p a d e c h b yl y n á d or y l o k ali z o v á n y v  o bl asti hl a v y a kr k u: v e d v o u pZí p a d e c h 
v  si n o n as ál ní m tr a kt u, v  1 pZí p a d ě v n as o p h ar y n g u a v  1 pZí p a d ě s e j e d n al o o l yti c k o u l é zi 
� el ní k osti. Ve z b yl ý c h pZí p a d e c h n á d or y r ostl y v  m ě k k ý c h t k á ní c h hr u d ní k u a st e h n a, 
v  plí ci a v e fi b ul e . A � k oli b yli p a ci e nti l é � e ni i nt e n zi v ní m ulti m o d ál ní o n k ol o gi c k o u 
t er a pií, p o u z e d v a p a ci e nti n e m ěli pZi p osl e d ní k o ntr ol e pr o v e d e n é 3 3, 5 m ěsí c ů, 
r es p e kti v e 5 3, 5 m ěsí c ů p o di a g n ó z e z n á m k y o n e m o c n ě ní. J e d e n p a ci e nt z e mZ el 
z  n e ur � e n é pZí �i n y, pZi � e m ž vb a k u n ěj b yl a p ot vr z e n a l o k ál ní r e k ur e n c e a v ysl o v e n o 
p o d e zZ e ní n a pZít o m n ost v z d ál e n é m et ast á z y. Ost at ní p a ci e nti b yli v  r o z m e zí 4 – 1 2 2 
m ěsí c ů n a ži v u, a vb a k s e v z d ál e n ý mi m et ast á z a mi a/ n e b o l o k ál ní mi r e k ur e n c e mi.  

N a z á kl a d ě hist ol o gi c k é h o v yb etZ e ní b yl y v yt y � e n y d v ě m orf ol o gi c k é p o ds k u pi n y. 
Pr v ní z  ni c h o bs a h o v al a d v a pZí p a d y, j e d n al o s e o m é n ě c el ul ár ní n á d or y t v oZ e n é 
vZ et e nit ý mi a h v ě z di c o vit ý mi b u ň k a mi s  m a xi m ál n ě stZ e d n ě t ě ž k ý mi j a d er n ý mi at y pi e mi 
a ní z k o u mit oti c k o u a kti vit o u, n á d or y m ěl y fi br oti c k é �i fi br o m y x oi d ní str o m a. S píb e 

oj e di n ěl e b yl y z asti ž e n y dr o b n é f o k us y s e z v ýb e n o u c el ul arit o u a z a k ul a c e n ý mi 
n á d or o v ý mi b u ň k a mi. Dr u h á p o ds k u pi n a �ít al a 6 pZí p a d ů, n á d or y z d e m ěl y j as n ě m ali g ní, 
hi g h- gr a d e m orf ol o gii s  v ys o k o u c el ul arit o u, v ybbí mit oti c k o u a kti vit o u a v e d v o u 
pZí p a d e c h t é ž pZít o m n ostí n e kr oti c k ý c h l o žis e k. N á d or y m ěl y bif á zi c k o u str u kt ur u: 
h ní z d a k ul at ý c h b u n ě k s  j á dr y s j e m n ě zr nit ý c h c hr o m ati n e m a pr o mi n e nt ní mi j a d ér k y 
( pZi p o mí n ají cí b u ň k y n e ur o e n d o kri n ní c h n e o pl á zií) b yl a o b kl o p e n a pr olif er a cí 
vZ et e nit ý c h n á d or o v ý c h b u n ě k. J e d n otli v é pZí p a d y v  t ét o p o d s k u pi n ě v y k a z o v al y 
gl a n d ul ár ní, ost e o g e n ní a r h a b d o m y o bl asti c k o u dif er e n ci a ci. 

I m u n o hist o c h e mi c k y b yl y v e ví c e n e ž p ol o vi n ě pZí p a d ů e x pri m o v á n y m ar k er y 
C D 5 6 ( 4/ 4 pZí p a d ů), G F A P ( 5/ 8), bir o k os p e ktr é k er ati n y ( 5/ 8), S 1 0 0 ( 4/ 7) a S A T B 2 ( 4/ 6) . 
V  n ě kt er ý c h pZí p a d e c h b yl a d ál e p ot vr z e n a i m u n o e x pr es e n e ur o e n d o kri n ní c h m ar k er ů 
s y n a pt of y zi n u, c hr o m o gr a ni n u a I N S M 1. N ej v ybbí i nt e n zit y d os a h o v al a 
i m u n o hist o c h e mi c k á b ar v e ní v e v ýb e p o ps a n ý c h k ul at o b u n ě � n ý c h h ní z d e c h 
s n e ur o e n d o kri n ní mi r ys y.  

Ve vb e c h pZí p a d e c h b yl a p o m o cí R N A-s e q i d e ntifi k o v á n a f ú z e 
E W S R 1:: P O U 2 A F 3 , zl o m g e n u E W S R 1 b yl a d ál e p ot vr z e n p o m o cí FI S H v  5 pZí p a d e c h. 
V  9/ 1 2 d os u d p o ps a n ý c h t u m or ů p o c h á z ejí cí c h z  o bl asti hl a v y a kr k u b yl zl o m g e n u 

E W S R 1 l o k ali z o v á n v e x o n e c h 1 2 a ž 1 7, v e z b yl ý c h pZí p a d e c h b yl l o k ali z o v á n v  e x o n e c h 
9 �i 1 0. N a o p a k v e vb e c h pZí p a d e c h p o c h á z ejí cí c h z  ji n ý c h o bl astí b yl zl o m pZít o m e n 
v  e x o n e c h 9 n e b o 1 0. PZí �i n o u m ů ž e b ýt o dlib n á c est a v z ni k u f ú z e, o vli v n ě n á n a pZí kl a d 
s p e cifi c k ý m mi kr o pr otZ e dí m v  o bl asti hl a v y a kr k u. E x o n y 1 2 a ž 1 4 o bs a h ují m oti v R R M, 
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kt er ý s e p o dílí n a i nt er a k ci s R N A a D N A. Va z b a n u kl e o v ý c h k ys eli n �i 
ri b o n u kl e o pr ot ei n ů m ů ž e mít vli v n a f u n k ci f ú z ní h o g e n u E W S R 1:: P O U 2 A F 3 .
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a n a d h o c b a si s i n i n di vi d u al c a s e s, w e r e n e g ati v e o r n o n c o nt ri b -

ut o r y (li st e d i n T a bl e 2 ).

M ol e c ul a r G e n eti c Fi n di n g s

T h e m ol e c ul a r g e n eti c d at a a r e s u m m a ri z e d i n T a bl e 2 . F u si o n s

wit h g e n o mi c b r e a k p oi nt s i n e x o n s 9, 1 0, 1 4, 1 5, a n d 1 6 of E W S R 1

w e r e n ot e d a c r o s s t h e c o h o rt, w hil e b r e a k p oi nt s i n o nl y e x o n 2 of

P O U 2 A F 3 g e n e w e r e d et e ct e d. C a s e 2 s h o w e d 3 c o e xi sti n g

b r e a k p oi nt - d e fi n e d s u b cl o n e s aff e cti n g a dj a c e nt e x o n s 1 4 t o 1 6 of

E W S R 1 . N ot a bl y, t h e E W S R 1 g e n o mi c b r e a k p oi nt s i n all 4 si n o n a s al

c a s e s w e r e l o c at e d i n e x o n s 1 4 t o 1 6, w hil e all e xt r a si n o n a s al c a s e s

h a d b r e a k p oi nt s i n e x o n s 9 o r 1 0. I n c a s e s 1 t o 3, 5, 7, a n d 8, a b r e a k

of E W S R 1 w a s c o n fi r m e d b y fl u o r e s c e n c e i n sit u h y b ri di z ati o n. I n

c a s e 8, D N A s e q u e n ci n g di d n ot d et e ct a n y p at h o g e ni c m ut ati o n s,

a n d t h e t u m o r m ut ati o n b u r d e n w a s l o w ( 3. 9/ M b). N o c a s e

h a r b o r e d F U S r e a r r a n g e m e nt.

Di s c u s si o n

I n cl u di n g t h e o ri gi n al d e s c ri pti o n b y A g ai m y et al,1 f oll o w e d b y

t h e s e ri e s b y Hi e m e n z et al, 2 a n d o u r c u r r e nt c a s e s, a t ot al of 1 9

Fi g u r e 1.

( A- C) C a s e 1. T h e t u m o r i n c a s e 1 c o n si st e d of s pi n dl e t o st ell at e c ell s wit h mil d t o m o d e r at e at y pi a a n d fi b r o m y x oi d st r o m a. ( A) T h e p ri m a r y t u m o r s h o w e d a st ri ki n g a r b o ri zi n g

v a s c ul at u r e a n d p r e d o mi n a ntl y l o w c ell ul a rit y, ( B) wit h o nl y a s m all f o c u s h a vi n g m o r e c ell ul a r, r o u n d c ell f e at u r e s. ( C) T h e r e c u r r e nt t u m o r c o n si st e d c hi e fl y of m o r e c ell ul a r

s pi n dl e d p r olif e r ati o n. ( D - G) C a s e 2. ( D) C o m p ut e d t o m o g r a p h y s c a n i n c a s e 2 s h o w e d a l yti c t u m o r i n t h e ri g ht f r o nt al b o n e. T hi s c a s e w a s al s o h y p o c ell ul a r wit h s c att e r e d s m all -

t o m e di u m - si z e d n e st s h a vi n g a m o r e c ell ul a r, r o u n d c ell a p p e a r a n c e. ( E) S m all, h y ali ni z e d v e s s el s p r e d o mi n at e d. ( F) Hi g h - p o w e r vi e w of o n e of t h e l a r g e r n e st s wit h m o r e r o u n d

c ell a p p e a r a n c e. ( G) Hi g h - p o w e r vi e w of o n e of t h e s m all r o u n d c ell a g g r e g at e s.

Ol e n a K o s h y k et al. / M o d P at h ol 3 6 ( 2 0 2 3) 1 0 0 3 3 7
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n e o pl a s m s c a r r yi n g t h e E W S R 1/ F U S:: P O U 2 A F 3 (f o r m e rl y C O L C A 2 )

f u si o n h a v e b e e n w ell d o c u m e nt e d ( cli ni c o p at h ol o gi c al f e at u r e s of

all c a s e s a r e s u m m a ri z e d i n t h e S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 ). A si n gl e

c a s e m e nti o n e d i n o n e f u si o n d et e cti o n m et h o d ol o gi c al st u d y

(i n cl u d e d i n t h e c u r r e nt st u d y a s c a s e 5) l a c k e d a n y cli ni c al o r

a n at o mi c al d at a. 7

Cli ni c all y, t h e s e t u m o r s s h o w a st ri ki n g p r e dil e cti o n f o r t h e

h e a d a n d n e c k a r e a ( 1 3/ 1 9 c a s e s), p a rti c ul a rl y f o r t h e si n o n a s al

t r a ct ( 9/ 1 9 c a s e s), b ut t h e y m a y o c c u r at ot h e r sit e s, i n cl u di n g

s oft ti s s u e a n d b o n e. T h e y aff e ct p r e d o mi n a ntl y mi d dl e - a g e d t o

ol d e r a d ult s wit h o ut s e x p r e dil e cti o n. E W S R 1/ P O U 2 A F 3 - r e a r-

r a n g e d n e o pl a s m s r e p o rt e d s o f a r m o stl y b e h a v e d a s hi g h - g r a d e

s a r c o m a s i r r e s p e cti v e of t h ei r m o r p h ol o g y. H alf of t h e p u bli s h e d

c a s e s ( 9/ 1 8) d e v el o p e d m et a st a s e s ( a s l at e a s 1 0 a n d 2 3 y e a r s

aft e r di a g n o si s, h e n c e w a r r a nti n g a lif el o n g f oll o w - u p) wit h o r

wit h o ut r e c u r r e n c e a n d a d diti o n al 3 p ati e nt s e x p e ri e n c e d eit h e r

r e c u r r e n c e o r p r o g r e s si v e t u m o r g r o wt h. T h e 5 - y e a r l o c al

r e c u r r e n c e e f r e e s u r vi v al a n d m et a st a si s -f r e e s u r vi v al w e r e 4 8 %

a n d 5 4 %, r e s p e cti v el y, aft e r c o m bi ni n g t h e a v ail a bl e cli ni c al d at a

f r o m t h e s e 3 st u di e s. W hil e o nl y 1 of 1 8 p ati e nt s di e d of

di s s e mi n at e d di s e a s e, m o st r e m ai ni n g p ati e nt s w e r e ali v e wit h

di s e a s e d e s pit e m ulti m o d al t h e r a p y. H o w e v e r, 5 p ati e nt s w e r e

wit h o ut e vi d e n c e of di s e a s e at t h e l a st f oll o w - u p, a n d all 4 wit h

a v ail a bl e t r e at m e nt i nf o r m ati o n r e c ei v e d a m ulti m o d al t h e r a p y.

T h e p r e vi o u sl y e m p h a si z e d m o r p h ol o gi c f e at u r e s, i n cl u di n g

t h e p r e s e n c e of u n diff e r e nti at e d r o u n d a n d s pi n dl e d c ell s wit h

fi n e c h r o m ati n a n d p r o mi n e nt n u cl e oli 1 ,2 a n d f r e q u e nt bi p h a si c

a r r a n g e m e nt of s pi n dl e d a n d r o u n d/ e pit h eli oi d c ell s, oft e n

mi mi c ki n g s y n o vi al s a r c o m a, 2 w e r e o b s e r v e d i n o u r c a s e s a s w ell.

T h e r e p o rt e d c a s e s di d n ot e x hi bit a n y c o n si st e nt m o r p h ol o gi c

e vi d e n c e of e pit h eli al, m e s e n c h y m al, o r ot h e r s p e ci fi c li n e s of

diff e r e nti ati o n, a p a rt f r o m si n gl e c a s e s i n o u r st u d y e x hi biti n g

gl a n d ul a r, o st e o bl a sti c, a n d r h a b d o m y o bl a sti c diff e r e nti ati o n,

r e s p e cti v el y. H o w e v e r, t h e y s e e m t o di s pl a y a n u n u s u al i m m u -

n o p h e n ot y p e wit h f r e q u e nt e x p r e s si o n of m a r k e r s a s s o ci at e d wit h

e pit h eli al ( p a n k e r ati n s a n d/ o r E M A e x p r e s si o n) o r n e u r o e n d o -

c ri n e diff e r e nti ati o n. 1 ,2

N e w fi n di n g s i n o u r st u d y i n cl u d e t h e p r e s e n c e of 2 m o r p h o -

l o gi c all y diff e r e nt s u b g r o u p s. T h e fi r st c o n si st e d of r el ati v el y

u n c h a r a ct e ri sti c l o w- g r a d e e a p p e a ri n g s pi n dl e c ell t u m o r s wit h

mil d t o m o d e r at e at y pi a a n d v a ri a bl e c ell ul a rit y wit h o c c a si o n al

f o ci s h o wi n g r o u n d c ell s, w hil e t h e s e c o n d e n c o m p a s s e d h y p e r-

c ell ul a r n e o pl a s m s wit h p r e d o mi n a ntl y hi g h - g r a d e r o u n d a n d

s pi n dl e c ell m o r p h ol o g y. A v e r y c h a r a ct e ri sti c a n d f r e q u e nt

mi c r o s c o pi c f e at u r e of t hi s l att e r g r o u p w a s t h e p r e s e n c e of

di sti n ctl y bi p h a si c a r r a n g e m e nt of t h e t u m o r c ell s wit h t h e f o r-

m ati o n of r o u n d c ell n e st s o n a p r e d o mi n a ntl y s pi n dl e c ell b a c k-

g r o u n d r e mi ni s c e nt of bi p h a si c s y n o vi al s a r c o m a b ut l a c ki n g t r u e

gl a n d f o r m ati o n ( a p a rt f r o m a si n gl e c a s e). T h e r o u n d c ell s oft e n

c o nt ai n e d m o r e b a s o p hili c st ai ni n g n u cl ei wit h m o r e sti p pl e d

c h r o m ati n, i m p a rti n g a n e u r o e n d o c ri n e a p p e a r a n c e. N ot a bl y, it

w a s t h e s e r o u n d c ell s t h at p r ef e r e nti all y s h o w e d e x p r e s si o n of

k e r ati n s a n d t h e v a ri o u s n e u r o e n d o c ri n e m a r k e r s w e t e st e d. N o v el

fi n di n g s al s o i n cl u d e d t h e i d e nti fi c ati o n of t r u e gl a n d s wit h m u ci n

p r o d u cti o n a n d r h a b d o m y o bl a sti c a n d o st e o g e ni c diff e r e nti ati o n

f o u n d i n o n e c a s e e a c h.

T h e e x a ct n o s ol o g y of t h e s e n e o pl a s m s r e m ai n s t o b e f u rt h e r

d eli n e at e d. D at a f r o m t h e s e 1 9 r e p o rt e d c a s e s a r e i n li n e wit h a

s a r c o m a s h o wi n g p ol y p h e n ot y pi c ( a m bi g u o u s) i m m u n o p r o fi l e.

T h ei r m o r p h ol o gi c h et e r o g e n eit y p r e cl u d e s p utti n g t h e m i nt o a n y

of t h e d e fi n e d e pit h eli al o r m e s e n c h y m al n e o pl a sti c c at e g o ri e s

d e s pit e t h ei r f o c al o v e rl a p  wit h b a s al oi d e pit h eli al o r

Fi g u r e 2.

C a s e 3. ( A) C o m p ut e d t o m o g r a p h y s c a n r e v e al e d a n i n fi lt r ati v e l e si o n of s oft ti s s u e d e n sit y ( r e d ci r cl e), i n v ol vi n g t h e ri g ht n a s al c a vit y a n d f r o nt al, et h m oi d, a n d m a xill a r y si n u s e s

wit h m ultif o c al c al ci fi c ati o n s. ( B, C) T h e t u m o r c o n si st e d of hi g hl y c ell ul a r s h e et s a n d f a s ci cl e s of s pi n dl e d c ell s a n d o c c a si o n al r o u n d c ell s wit h littl e i nt e r v e ni n g st r o m a. ( D) F o ci

wit h r o u n d c ell s f e at u ri n g m o r e b a s o p hili c n u cl ei wit h fi n el y sti p pl e d c h r o m ati n a n d t y pi c all y 1 p r o mi n e nt pi n p oi nt n u cl e ol u s. ( E) S o m e of t h e t u m o r c ell s s h o w e d o st e o g e ni c

diff e r e nti ati o n wit h p r o d u cti o n of o st e oi d m at ri x. ( F) I n li n e wit h t h e o b s e r v e d o st e o g e ni c p r o p e rti e s, t h e t u m o r c ell s s h o w e d a diff u s e st r o n g e x p r e s si o n of S A T B 2.
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n e u r o e n d o c ri n e n e o pl a s m s i n a s u b s et of c a s e s. W hil e s o m e m a y

s u p e r fi ci all y mi mi c bi p h a si c s y n o vi al s a r c o m a s b a s e d o n s u btl e

bi p h a si c a r r a n g e m e nt s of pl u m p r o u n d e d a n d s pi n dl e d c ell s, t h ei r

m o r p h ol o g y ( v a ri a bl e s pi n dl e a n d r o u n d c ell f e at u r e s) a n d p ol y-

p h e n ot y pi c i m m u n o p r o fi l e ( v a ri a bl e e x p r e s si o n of e pit h eli al,

r h a b d o m y o g e ni c, a n d n e u r o g e ni c m a r k e r s s u c h a s S 1 0 0, G F A P, a n d

ot h e r s) a r e p a rti all y r e mi ni s c e nt of t h e r e c e ntl y r e p o rt e d c at e g o r y

of E W S R 1:: P A T Z 1 f u si o n s a r c o m a s.8 T h ei r c a p a cit y f o r m ultili n e a g e

i m m u n o p h e n ot y pi c diff e r e nti ati o n i s i n li n e wit h d e r a n g e m e nt of

c ell ul a r diff e r e nti ati o n p at h w a y s d o w n st r e a m of t h e f u si o n

t r a n s c ri pt.

T h e o b s e r v e d m o r p h ol o gi c diff e r e n c e s b et w e e n b ot h s u b -

g r o u p s o b vi o u sl y r ai s e t h e q u e sti o n of w h et h e r all t u m o r s p r e -

s e nt e d i n t hi s st u d y b el o n g t o t h e s a m e e ntit y o r r e p r e s e nt 2

f u n d a m e nt all y diff e r e nt n e o pl a s m s s h a ri n g t h e s a m e g e n eti c

e v e nt, t h e E W S R 1/ F U S:: P O U 2 A F 3 f u si o n. W e b eli e v e t h at s e v e r al

c a s e s i n o u r st u d y off e r e d a st r o n g cl u e i n s u p p o rt of a si n gl e

e ntit y wit h a wi d e m o r p h ol o gi c s p e ct r u m. N ot a bl y, t h e si g ni fi -

c a nt v a ri ati o n i n c ell s h a p e a n d c ell ul a rit y wit hi n t h e s a m e t u -

m o r s a n d b et w e e n p ri m a r y t u m o r s a n d t h ei r r e c u r r e n c e s

s u g g e st s t h e p r e s e n c e of a bl a n d -l o o ki n g s pi n dl e d m o r p h ol o g y at

o n e e n d a n d a hi g hl y c ell ul a r u n diff e r e nti at e d r o u n d c ell

m o r p h ol o g y at t h e ot h e r e n d of t h e s p e ct r u m wit h a l ot of

t r a n siti o n al m o r p h ol o gi e s o n t h e s p e ct r u m i n - b et w e e n. A si mil a r

m o r p h ol o gi c s p e ct r u m of m o r p h ol o gi c all y l o w - g r a d e e a p p e a ri n g

s a r c o m a s wit h l o w c ell ul a rit y o n o n e e n d a n d f r a n kl y hi g h - g r a d e

n e o pl a s m s wit h si g ni fi c a ntl y diff e r e nt a p p e a r a n c e o n t h e ot h e r i s

c o m m o n pl a c e i n s e v e r al ot h e r s oft ti s s u e e ntiti e s s u c h a s l o w -

g r a d e fi b r o m y x oi d s a r c o m a ( L G F M S)/ s cl e r o si n g e pit h eli oi d

fi b r o s a r c o m a, l o w - g r a d e/ hi g h - g r a d e m y x oi d li p o s a r c o m a, o r

m o r e r e c e ntl y wit hi n t h e s p e ct r u m of E W S R 1:: P A T Z 1 - r e a r r a n g e d

s a r c o m a s. 8 - 1 0

T h e diff e r e nti al di a g n o si s of t h e s e t u m o r s i s d e fi n e d b y t h e

p r e d o mi n a nt p att e r n s e e n i n a gi v e n c a s e a n d i s al s o i n fl u e n c e d b y

t h e a n at o mi c al sit e a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al fi n di n g s. T h e l o w-

g r a d e s pi n dl e c ell t u m o r s mi g ht b e r e mi ni s c e nt of ot h e r s pi n dl e

c ell s a r c o m a s wit h fi b r o m y x oi d st r o m a s u c h a s O F M T a n d L G F M S.

F e at u r e s a r g ui n g a g ai n st t h e di a g n o si s of O F M T w e r e t h e wi d e

i nfi lt r ati v e g r o wt h a n d l a c k of p s e u d o c a p s ul e a n d o s sifi c ati o n (i n

t h e v a st m aj o rit y of c a s e s).1 1 T h e a b s e n c e of a b r u pt t r a n siti o n s

b et w e e n c oll a g e ni z e d a n d m y x oi d st r o m a a n d t h e l a c k of M U C 4

e x p r e s si o n ( c a v e at: o nl y 2 c a s e s t e st e d) a r g u e a g ai n st L G F M S. 1 2

L o w- g r a d e m y x o fi b r o s a r c o m a o r, i n c a s e of a p ri m a r y b o n e t u -

m o r, v a ri o u s f o r m s of o st e o s a r c o m a m a y e nt e r t h e diff e r e nti al a s

w ell ( s e e l at e r di s c u s si o n). T h e hi g h - g r a d e r o u n d a n d s pi n dl e c ell

t u m o r s m a y b e diffi c ult t o di sti n g ui s h f r o m E wi n g s a r c o m a, CI C -

r e a r r a n g e d s a r c o m a, a n d ot h e r s a r c o m a s wit h t hi s m o r p h ol o g y

w hi c h c a n b e a c hi e v e d u si n g hi st ol o g y; i m m u n o hi st o c h e mi st r y;

a n d, if n e c e s s a r y, m ol e c ul a r m et h o d s. 1 3 W hil e E W S R 1/ F U S::

P O U 2 A F 3 s a r c o m a s c a n b e a d d e d t o a l o n g li st of mi mi c k e r s of

Fi g u r e 3.

( A, B) C a s e 4. T hi s c a s e c o n si st e d p u r el y of n e st s o r l o o s e di s p e r s e d s h e et s of r o u n d c ell s wit h b a s o p hili c n u cl ei wit h fi n el y sti p pl e d n e u r o e n d o c ri n e -li k e c h r o m ati n. It c o nt ai n e d

( A) a b u n d a nt s m all h y ali ni z e d v e s s el s a n d ( B) a r e a s wit h m y x oi d st r o m al m at ri x, w hi c h i m p a rt e d a c o r d -li k e a n d p s e u d o p a pill a r y a r c hit e ct u r e. ( C - F) C a s e 5. ( C) C a s e 5 s h o w e d a

p r o mi n e nt bi p h a si c a r r a n g e m e nt c o n si sti n g of p r e d o mi n a ntl y s pi n dl e c ell p e ri p h e r y (t o p), w h e r e a s t o w a r d t h e c e nt e r ( b ott o m), it c o nt ai n e d r o u n d c ell s wit h n e u r o e n d o c ri n e

f e at u r e s wit h c o r d -li k e, p s e u d o p a pill a r y, a n d p s e u d o gl a n d ul a r a r r a n g e m e nt wit hi n a m y x oi d st r o m a. ( D) Tr a n siti o n al a r e a s wit h r o u n d c ell s wit hi n t h e p r e d o mi n a ntl y s pi n dl e

c ell b a c k g r o u n d o c c a si o ni n g a r e s e m bl a n c e t o si mil a r a r e a s i n c a s e 2. ( E) Hi g h - p o w e r vi e w of r o u n d c ell s wit h n e u r o e n d o c ri n e f e at u r e s f o r mi n g p s e u d o gl a n d ul a r st r u ct u r e s. ( F)

Diff u s e st r o n g e x p r e s si o n of C D 5 6.
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n e u r o e n d o c ri n e n e o pl a s m s, 1 4 t h e l att e r t y pi c all y e x hi bit m o r e

diff u s e e x p r e s si o n of e pit h eli al a n d n e u r o e n d o c ri n e m a r k e r s

(t y pi c all y c o e x p r e s si o n of s y n a pt o p h y si n, c h r o m o g r a ni n, a n d/ o r

I N S M 1), a n d i n m o st c a s e s, a p ri m a r y l e si o n c a n b e i d e ntifi e d

cli ni c all y. A s al r e a d y e m p h a si z e d b y Hi e m e n z et al, 2 t h e s e t u m o r s

a r e i n m a n y a s p e ct s hi g hl y r e mi ni s c e nt of s y n o vi al s a r c o m a,

p a rti c ul a rl y of t h o s e wit h p r e d o mi n a ntl y s pi n dl e c ell m o r p h ol o g y,

a n d a c o n fi d e nt di sti n cti o n p u r el y o n m o r p h ol o gi c g r o u n d s i s

u n r eli a bl e. H o w e v e r, wit h t h e u s e of n o v el hi g hl y s p e ci fi c a n d

s e n siti v e i m m u n o hi st o c h e mi c al  m a r k e r s t h at a r e b e c o mi n g

a v ail a bl e at m a n y i n stit uti o n s, s y n o vi al s a r c o m a c a n m o st li k el y b e

e x cl u d e d ( c a v e at: o nl y 1 c a s e t e st e d f o r S S 1 8:: S S X a nti b o d y). 1 5

N e v e rt h el e s s, w hil e w e b eli e v e t h at, w h e n p r e s e nt, s o m e of t h e

m o r e r e c u r r e nt  hi st o p at h ol o gi c al f e at u r e s of E W S R 1/ F U S:: -

P O U 2 A F 3 t u m o r s  m a y r ai s e s u s pi ci o n f o r t h e  di a g n o si s,

hi g h -t h r o u g h p ut g e n eti c a s s a y s s u c h a s R N A s e q u e n ci n g r e p r e s e nt

t h e o nl y w a y t o r eli a bl y di a g n o s e t h e s e t u m o r s at t hi s p oi nt. I n

a d diti o n, s o m e c a s e s l a c k t h e m o r e c h a r a ct e ri sti c hi st ol o gi c t r ait s,

a n d t h e y c a n n ot b e di sti n g ui s h e d f r o m m o r p h ol o gi c all y hi g hl y

o v e rl a p pi n g diff e r e nti al di a g n o sti c e ntiti e s t h at l a c k s p e ci fi c

i m m u n o hi st o c h e mi c al  m a r k e r s s u c h a s l o w- g r a d e  m y x ofi -

b r o s a r c o m a, o st e o s a r c o m a, o r v a ri o u s m y o e pit h eli al o r b a s al oi d

e pit h eli al n e o pl a s m s wit h o ut a p p r o pri at e m ol e c ul a r st u di e s.

R e g a r di n g t h e m ol e c ul a r b a c k g r o u n d, a m o n g t h e 1 9 r e p o rt e d

c a s e s, 1 7 c a r ri e d t h e E W S R 1:: P O U 2 A F 3 f u si o n, w hil e 2 c a s e s h a d

F U S a s t h e 5 0 f u si o n p a rt n e r i n st e a d of E W S R 1 . W hil e t h e n u m b e r

of p u bli s h e d c a s e s i s l o w a n d t h e f oll o wi n g o b s e r v ati o n mi g ht

t h u s b e m e r el y c oi n ci d e nt al, it i s i nt e r e sti n g t o n ot e t h at i n 1 4 of

1 7 c a s e s wit h E W S R 1:: P O U 2 A F 3 f u si o n, t h e l o c ati o n s of g e n o mi c

b r e a k p oi nt s s e e m e d t o f oll o w a n a n at o mi c al sit e e d e p e n d e nt

p att e r n. N a m el y, 9 of 1 2 h e a d a n d n e c k c a s e s h a d g e n o mi c

b r e a k p oi nt s l o c at e d i n e x o n s 1 2 t o 1 7 a n d o nl y 3 c a s e s i n e x o n s 9

Fi g u r e 4.

( A - F) C a s e 6. ( A) C a s e 6 c o nt ai n e d a s h a r pl y d e m a r c at e d r h a b d o m y o bl a sti c n o d ul e ( g r e e n li n e). ( B, C) M o st p a rt s s h o w e d a bi p h a si c a r r a n g e m e nt a n d c o n si st e d of r o u n d c ell n e st s

wit h p r e d o mi n a ntl y n e u r o e n d o c ri n e n u cl e a r f e at u r e s o n a b a c k g r o u n d of m o r e o v oi d t o s pi n dl e d c ell s h a vi n g li g ht e r c h r o m ati n. ( D) Hi g h - p o w e r vi e w of t h e f o c u s c o nt ai ni n g

st r a p c ell s a n d r h a b d o m y o bl a st s wit h c r o s s - st ri ati o n s. ( E) M a r k e r s of r h a b d o m y o bl a sti c diff e r e nti ati o n i n cl u di n g m y o g e ni n w e r e p o siti v e t h r o u g h o ut t h e t u m o r. ( F) S A T B 2

e x p r e s si o n w a s f o u n d al m o st e x cl u si v el y i n t h e r o u n d c ell n e st s. ( G, H) C a s e 7. ( G) T h e t u m o r al s o s h o w e d a bi p h a si c a r r a n g e m e nt, wit h m o st p a rt s of t h e t u m o r c o n si sti n g of

m o r e l o o s el y di s p e r s e d s h e et s of r o u n d c ell s wit h n e u r o e n d o c ri n e f e at u r e s a d mi x e d wit h s pi n dl e c ell s. ( H) N u m e r o u s cl e a r c ell s w e r e p r e s e nt.
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o r 1 0 of E W S R 1 g e n e. I n c o nt r a st, all 5 c a s e s l o c at e d o ut si d e t h e

h e a d a n d n e c k a r e a h a d b r e a k p oi nt s l o c ali z e d i n e x o n s 9 o r 1 0.

E x o n s 1 2 t o 1 4 c o nt ai n a c e nt r al R N A r e c o g niti o n m otif ( R R M),

w hi c h i s i n v ol v e d i n R N A a n d D N A bi n di n g ( Fi g. 6 ). Si mil a r t o

E w i n g s a r c o m a a n d m a n y ot h e r E W S R 1 - r e a r r a n g e d t u m o r s t h at

u s u all y h a v e g e n o mi c b r e a k p oi nt s l o c at e d i n e x o n s 6 t o 8, t h e

R R M i s l o st i n n o n e h e a d a n d n e c k c a s e s. 1 6 - 1 8 I n c o nt r a st, m o st of

t h e r e p o rt e d h e a d a n d n e c k c a s e s r et ai n e d t h e R R M d o m ai n. T h e

bi n di n g of r e g ul at o r y n u cl ei c a ci d s o r ri b o n u cl e o p r ot ei n s m a y

p ot e nti all y aff e ct t h e f u n cti o n of t h e f u si o n p r ot ei n. A diff e r e n c e

i n t h e p at h o g e n e si s of t h e t r a n sl o c ati o n, i n cl u di n g t h e s p e cifi c

mi c r o e n vi r o n m e nt of t h e h e a d a n d n e c k a r e a, mi g ht p ot e nti all y

b e c a u s ati v e, w hil e t h e e x a ct si g ni fi c a n c e a n d m ol e c ul a r b a si s

r e m ai n u n cl e a r.

P O U cl a s s 2 h o m e o b o x a s s o ci ati n g f a ct o r 3 ( P O U 2 A F 3) g e n e

[f o r m e rl y  n a m e d c ol o r e ct al c a n c e r a s s o ci at e d 2 (C O L C A 2)]

l o c at e d o n c h r o m o s o m e 1 1 q 2 3. 1 h a s b e e n a s s o ci at e d wit h

i n c r e a s e d c ol o r e ct al c a n c e r ri s k i n a g e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n

st u d y. T h e p att e r n of e x p r e s si o n of t h e P O U 2 A F 3 p r ot ei n i n

n e o pl a sti c, st r o m al, a n d i m m u n e c ell s i n p ati e nt s wit h hi g h e r-

ri s k all el e s f o r c ol o r e ct al c a n c e r s u g g e st e d a t u m o r s u p p r e s s o r

r ol e.1 9 H o w e v e r, t h e e x a ct m e c h a ni s m t h r o u g h w hi c h t h e

P O U 2 A F 3 p r ot ei n i s d e r e g ul at e d r e m ai n s u n cl e a r. 1 M o r e o v e r,

P O U 2 A F 3 c o d e s f o r a t r a n s c ri pti o n al c o a cti v at o r p r ot ei n t h at

t h r o u g h it s O C A d o m ai n ( Fi g. 6 ) bi n d s wit h t h e t r a n s c ri pti o n

f act o r P O U 2 F 3, w hi c h i s c riti c al f o r t h e d e v el o p m e nt of t uft

c ell s, a r a r e c h e m o s e n s o r y li n e a g e t h at c o o r di n at e s i m m u n e

a n d n e u r al r e s p o n s e s t o f o r ei g n p at h o g e n s i n m u c o s al ti s s u e s.

Fi g u r e 5.

C a s e 8. ( A) C ell ul a r st r o m a e p o o r a r e a s ( b ott o m) alt e r n at e d wit h m o r e h y ali ni z e d s pi n dl e c ell r e gi o n s c o nt ai ni n g s c att e r e d r o u n d c ell n e st s (t o p). ( B) N e st s of r o u n d c ell s wit h

n e u r o e n d o c ri n e f e at u r e s o n t h e h y p o c ell ul a r b a c k g r o u n d f e at u ri n g s pi n dl e t o st ell at e s h a p e d c ell s wit h littl e at y pi a w e r e r e mi ni s c e nt of si mil a r a r e a s i n c a s e s 1 a n d 2. ( C)

P e ri p h e r al p ali s a di n g of t h e r o u n d c ell s w a s p r e s e nt i n s o m e n e st s. ( D) A s m all f o c u s wit h k e r ati n 7 e p o siti v e gl a n d s (l o w e r i n s et) c o nt ai ni n g Al ci a n bl u e e p o siti v e m u ci n ( u p p e r

i n s et). ( E -I) M ultif o c al e x p r e s si o n of S 1 0 0, G F A P, A E 1/ A E 3, s y n a pt o p h y si n, a n d I N S M 1 p r ef e r e nti all y f o u n d wit hi n t h e r o u n d c ell a r e a s.
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1 0. S mit h T A, E a sl e y K A, G ol d bl u m J R. M y x oi d/ r o u n d c ell li p o s a r c o m a of t h e
e xt r e miti e s. A cli ni c o p at h ol o gi c st u d y of 2 9 c a s e s wit h p a rti c ul a r att e nti o n t o
e xt e nt of r o u n d c ell li p o s a r c o m a. A m J S u r g P at h ol . 1 9 9 6; 2 0( 2): 1 7 1e 1 8 0 .

1 1. Mi etti n e n M, Fi n n ell V, F et s c h J F. O s sif yi n g fi b r o m y x oi d t u m o r of s oft
p a rt s d a cli ni c o p at h ol o gi c a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al st u d y of 1 0 4 c a s e s wit h
l o n g -t e r m f oll o w - u p a n d a c riti c al r e vi e w of t h e lit e r at u r e. A m J S u r g P at h ol .
2 0 0 8; 3 2( 7): 9 9 6 e 1 0 0 5 .

1 2. D o yl e L A, M €oll e r E, D al Ci n P, Fl et c h e r C D, M e rt e n s F, H o r ni c k J L. M U C 4 i s a
hi g hl y s e n siti v e a n d s p e ci fi c m a r k e r f o r l o w - g r a d e fi b r o m y x oi d s a r c o m a. A m J
S u r g P at h ol . 2 0 1 1; 3 5( 5): 7 3 3e 7 4 1 .

1 3. L e L o a r e r F, B a u d J, A z m a ni R, Mi c h ot A, K a r a ni a n M, Pi s s al o u x D. A d v a n c e s i n
t h e cl a s sifi c ati o n of r o u n d c ell s a r c o m a s. Hi st o p at h ol o g y . 2 0 2 2; 8 0( 1): 3 3e 5 3 .

1 4. K a s aji m a A, K o n u ki e wit z B, S c hlitt er A M, et al. M e s e n c h y m al/ n o n- e pit h eli al
mi mi c k er s of n e u r o e n d o cri n e n e o pl a s m s wit h a f o c u s o n f u si o n g e n e- a s s o ci at e d
a n d S WI/ S N F - d e fi ci e nt t u m or s. Vir c h o ws A r c h . 2 0 2 1; 4 7 9( 6): 1 2 0 9e 1 2 1 9 .

1 5. B a r a n o v E, M c B ri d e MJ, B elli z zi A M, et al. A n o v el S S 1 8 - S S X f u si o n - s p e ci fi c
a nti b o d y f o r t h e  di a g n o si s of s y n o vi al s a r c o m a. A m J S u r g P at h ol .
2 0 2 0; 4 4( 7): 9 2 2 e 9 3 3 .

1 6. W a n g X, S c h w a rt z J C, C e c h T R. N u cl ei c a ci d - bi n di n g s p e ci fi cit y of h u m a n F U S
p r ot ei n. N u cl ei c A ci d s R e s . 2 0 1 5; 4 3( 1 5): 7 5 3 5e 7 5 4 3 .

1 7. S a n k a r S, L e s s ni c k S L. P r o mi s c u o u s p a rt n e r s hi p s i n E wi n g' s s a r c o m a. C a n c e r
G e n et . 2 0 1 1; 2 0 4( 7): 3 5 1e 3 6 5 .

1 8. B ri d g e J A, Fi dl e r M E, N eff J R, et al. A d a m a nti n o m a -li k e E wi n g' s s a r c o m a:
g e n o mi c c o n fi r m ati o n,  p h e n ot y pi c  d rift. A m J S u r g P at h ol . 1 9 9 9; 2 3( 2):
1 5 9 e 1 6 5 .

1 9. P elt e k o v a V D, L e mi r e M, Q a zi A M, et al. I d e nti fi c ati o n of g e n e s e x p r e s s e d b y
i m m u n e c ell s of t h e c ol o n t h at a r e r e g ul at e d b y c ol o r e ct al c a n c e r - a s s o ci at e d
v a ri a nt s. I nt J C a n c e r. 2 0 1 4; 1 3 4( 1 0): 2 3 3 0e 2 3 4 1 .

2 0. W u X S, H e X Y, I p s a r o JJ, et al. O C A - T 1 a n d O C A - T 2 a r e c o a cti v at o r s of P O U 2 F 3
i n t h e t uft c ell li n e a g e. N at u r e . 2 0 2 2; 6 0 7( 7 9 1 7): 1 6 9e 1 7 5 .

Ol e n a K o s h y k et al. / M o d P at h ol 3 6 ( 2 0 2 3) 1 0 0 3 3 7

1 1
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4. 7  C o m p r e h e nsi v e cli ni c o p at h ol o gi c al, m ol e c ul a r, a n d m et h yl ati o n a n al ysi s of 
m es e n c h y m al t u m o r s wit h N T R K  a n d ot h e r ki n as e g e n e a b e r r ati o ns 

V  pr á ci v y d a n é v  J o ur n al of P at h ol o g y (I F 7, 3) u v á dí m e e xt e n zi v ní a n al ý z u 2 2 

vZ et e n o b u n ě � n ý c h m e s e n c h y m ál ní c h t u m or ů s  a b er a c e mi g e n ů pr o pr ot ei n o v é ki n á z y. J e 
u v e d e n d et ail ní hist ol o gi c k ý r o z b or s  r o z d ěl e ní m t ě c ht o t u m or ů d o tZí m orf ol o gi c k ý c h 
tZí d. P o m o cí m et yl a � ní h o pr ofil o v á ní b yl o m o ž n é d o k á z at, ž e 8/ 9 t est o v a n ý c h t u m or ů s e 
v  n es u p er vi z o v a n é m cl ust er o v á ní Z a dil o k  m et yl a � ní tZí d ě i nf a ntil ní h o fi br os ar k o m u. T ot o 
zji bt ě ní p ot vr z uj e h y p ot é z u, ž e vb e c h n y t yt o t u m or y p atZí d o s p ol e � n é s k u pi n y, j e d n otli v é 
pZí p a d y s e p a k p o h y b ují n a m orf ol o gi c k é m s p e ktr u o d l o w- gr a d e i n d ol e nt ní c h l é zí p o 
l o k ál n ě a gr esi v n ě s e c h o v ají cí a p ot e n ci ál n ě m et ast a z ují cí hi g h- gr a d e s ar k o m y. 

V  st u d o v a n é m s o u b or u b yl o s hr o m á ž d ě n o c el k e m 2 2 pZí p a d ů, v  1 4 z  ni c h s e 
j e d n al o o p e di atri c k é p a ci e nt y ( m e di á n v ě k u 5, 5 m ěsí c ů), v e z b yl ý c h pZí p a d e c h b yli 
p a ci e nti d os p ělí ( m e di á n v ě k u 4 4, 5 l et), n e b yl a p o z or o v á n a pr e dil e k c e p o hl a ví. N á d or y 
v yr ůst al y v  m ě k k ý c h t k á ní c h k o n � eti n a tr u p u i v e vis c er ál ní c h or g á n e c h, 5 pZí p a d ů b yl o 
l o k ali z o v á n o v o bl asti hl a v y a kr k u. V  1 5 pZí p a d e c h b yl y t u m or y r es e k o v á n y, v  6 
pZí p a d e c h b yl a l é � b a d o pl n ě n a c h e m ot er a pií a/ n e b o cíl e n o u t er a pií i n hi bit or y N T R K n e b o 
R E T. Ve tZ e c h pZí p a d e c h b yl y n á d or y l é � e n y k o m bi n a cí c h e m ot er a pi e a cíl e n é l é � b y.  
V  1 9 % pZí p a d ů b yl y z a z n a m e n á n y r e k ur e n c e, v z d ál e n é m et ast á z y b yl y pZít o m n y v  6 % 
pZí p a d ů, j e d n al o s e o j e d n o h o tZíl et é h o p a ci e nt a, kt er ý p o r es e k ci n á d or u m ě k k ý c h t k á ní 
o bli � ej e d o pl n ě n é c h e m ot er a pií v y vi n ul m e di a sti n ál ní m et ast á z y a z e mZ el 3 0 m ěsí c ů p o 
di a g n ó z e. U žití m cíl e n é t er a pi e s e p o d aZil o d os á h n o ut ú pl n é r e mis e n e b o v ý z n a m n é 

r e gr es e n á d or ů v 5/ 6 pZí p a d ů. Ve z b yl é m pZí p a d ě m us el a b ýt t er a pi e N T R K i n hi bit or e m 
l ar otr e kti ni b e m pZ er ub e n a k v ůli v e dl ejbí m ú �i n k ů m. 

TZi m orf ol o gi c k é tZí d y u ží v a n é v  pr á ci b yl y d efi n o v á n y n ásl e d ují cí m z p ůs o b e m: 
l o w- gr a d e s k u pi n u �ít ají cí v t ét o st u dii 6 pZí p a d ů t v oZil y bl a n d ní vZ et e n o b u n ě � n é n á d or y 
s ní z k o u c el ul arit o u, n e n á p a d n ý mi j a d er n ý mi at y pi e mi  a mi ni m ál ní mi mit oti c k o u 
a kti vit o u. V  t ét o s k u pi n ě b yl y p o z or o v á n y r ů z n é m orf ol o gi c k é v z or y a j eji c h k o m bi n a c e 
v  j e d n otli v ý c h pZí p a d e c h, j e d n al o s e n a pZí kl a d o l é z e pZi p o mí n ají cí n e ur ál ní t u m or 
p o d o b n ý li p ofi br o m at ó z e (li p ofi br o m at osis-li k e n e ur al t u m or), l é z e s  v ýr a z n o u str o m ál ní 
a p eri v as k ul ár ní h y ali ni z a cí �i l é z e pZi p o mí n ají cí h e m a n gi o p eri c yt o m. D o hi g h- gr a d e 
s k u pi n y �ít ají cí 1 1 pZí p a d ů b yl y Z a z e n y t u m or y s  v ys o k o u b u n ě � n ostí a v ýr a z n o u 
mit oti c k o u a kti vit o u ( ví c e n e ž 1 1 mit oti c k ý c h fi g ur n a 2, 4 m m 2 ), m orf ol o gi c k y 
o d p o ví d ají cí i nf a ntil ní m u �i a d ult ní m u fi br os ar k o m u n e b o pZi p o mí n ají cí hi g h- gr a d e 
m ali g ní t u m or z  p o c h e v p erif er ní c h n er v ů. D ál e b yl a z a v e d e n a s k u pi n a i nt er m e di at e-
gr a d e t u m or ů t v oZ e n á 4 pZí p a d y, k a m s p a d al y l é z e n e z aZ a dit el n é a ni d o j e d n é z  v ýb e 
p o ps a n ý c h k at e g orií. I nt er m e di at e- gr a d e t u m or y v y k a z o v al y m orf ol o gi c k é v z or y 
p o d o b n é l o w- gr a d e t u m or ů m, a vb a k s e z v ýb e n o u c el ul arit o u a mír n ě v ybbí mit oti c k o u 
a kti vit o u ( d o 6 mit oti c k ý c h fi g ur n a 2, 4 m m 2 ), pZí p a d n ě pZi p o mí n al y l o w- gr a d e m ali g ní 
t u m or z p o c h e v p erif er ní c h n er v ů. D ál e b yl v  st u dii z a hr n ut pZí p a d, kt er ý v  s e p ar át ní c h 

hist ol o gi c k ý c h bl o cí c h o bs a h o v al j a k st u kt ur y l o w- gr a d e t u m or u s  v ýr a z n o u str o m ál ní a 
p eri v as k ul ár ní h y ali ni z a cí, t a k str u kt ur y v el mi h y p er c el ul ár ní h o i nf a ntil ní h o 
fi br os ar k o m u. 

I m u n o hist o c h e mi c k é m ar k er y S 1 0 0 a C D 3 4 b yl y p o ziti v ní v 1 2/ 2 2 a 1 4/ 2 2 
pZí p a d ů, k o e x pr es e o b o u m ar k er ů b yl a pr o k á z á n a u 1 0/ 2 2 pZí p a d ů. Vb e c h n y t u m or y 
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s f ú z e mi g e n u N T R K 1/ 3 b yl y p o ziti v ní v  i m u n o hist o c h e mi c k é m pr ů k a z u e x pr es e 
m ar k er u p a n Tr k, l z e h o t e d y v y u žít pr o s cr e e ni n g pZí p a d ů, u ni c h ž b y d ál e m ěl a b ýt 
v yb etZ e n a pZít o m n ost a b er a c e t ě c ht o g e n ů.  

P o m o cí R N A-s e q b yl y v e 4 pZí p a d e c h d et e k o v á n y d os u d n e p o ps a n é f ú z e 
ki n á z o v ý c h g e n ů – P W W P 2 A:: R E T , N U M A 1:: R E T , C A P Z A 2:: M E T  a I T S N 1:: R A F 1. 
D N A -s e q pr o k á z al a v j e d n o m pZí p a d u c er vi k ál ní h o t u m or u, v kt er é m n e b yl a cíl e n o u 
R N A -s e q d et e k o v á n a ž á d n á f ú z e, m ut a c e v g e n e c h B R A F a  E G F R (B R A F  d eli ns 
p. V 6 0 0 K a E G F R  d u pli k a c e p. S 7 6 8 _ D 7 7 0 d u p), j e d n á s e v e s k u pi n ě t ě c ht o n á d or ů o pr v ní 
p o ps a n ý pZí p a d s  m ut a c e mi ji n ý mi n e ž f ú z e mi.  

Ve v ýb e z mí n ě n é m pZí p a d u s  l o w- gr a d e a hi g h- gr a d e k o m p o n e nt o u b yl a p o m o cí 
FI S H r o z p o z n á n a h o m o z y g ot ní ztr át a g e n u C D K N 2 A , a t o p o u z e v hi g h- gr a d e 
k o m p o n e nt ě, m o hl o s e t e d y j e d n at o m ut a ci, kt er ý z p ůs o bil a pr o gr esi o n e m o c n ě ní 
s r o z v oj e m a gr esi v ní hi g h- gr a d e n á d or o v é s u b p o p ul a c e.  

M et yl a � ní pr ofil o v á ní b yl o ús p ěb n é u 9 pZí p a d ů. N es u p er vi z o v a n é cl ust er o v á ní 
m et yl a � ní c h pr ofil ů pZiZ a dil o 8/ 9 t u m or ů d o m et yl a � ní tZí d y i nf a ntil ní h o fi br os ar k o m u, 
j e d n al o s e o t u m or y c el é h o v ýb e p o ps a n é h o m orf ol o gi c k é h o s p e ktr a, s f ú z e mi ji n ý mi n e ž 
E T V 6:: N T R K 3 , a o pZí p a d b e z f ú zí, s  m ut a c e mi B R A F a E G F R . Z b yl ý pZí p a d b yl z aZ a z e n 
d o m et yl a � ní tZí d y i nfl a m at or ní h o m y ofi br o bl asti c k é h o t u m or u, n ejs píb e k v ůli 
pZít o m n osti h oj n é h o n e n á d or o v é h o z á n ětli v é h o i nfiltr át u. V ýsl e d k y b yl y p ot vr z e n y t é ž 
hi er ar c hi c k ý m cl ust er o v á ní m.  

B yl y r o v n ě ž p or o v n á n y pr ofil y g e n o m o v ý c h c o p y- n u m b er v ari a nt ( C N V). B yl a 
p o z or o v á n a d o br á s h o d a m e zi pl o c h ý m pr ofil e m C N V a l o w- gr a d e a i nt er m e di at e- gr a d e 
m orf ol o gií. N a pr oti t o m u b yl y u hi g h- gr a d e pZí p a d ů zjibt ě n y m n o h o n ás o b n é zis k y a ztr át y 
g e n eti c k é h o m at eri ál u. Ve s k u pi n ě hi g h- gr a d e n á d or ů m ěl o v ari a nt ní p o �t y k o pií pZi bli ž n ě 
2 5 % g e n o m u, v e s k u pi n ě l o w- gr a d e a i nt er m e di at e- gr a d e p a k pZi bli ž n ě 7 % g e n o m u.  
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C o m pr e h e nsi v e cli ni c o p at h ol o gi c al, m ol e c ul ar, a n d m et h yl ati o n
a n al ysis of m es e n c h y m al t u m ors wit h N T R K a n d ot h er ki n as e g e n e
a b err ati o ns

N at áli e Kl u bí č k o v á 1, 2 * † , J os e p hi n e K D er m a w a n3 † , El a h e h M os ai e b y1, 2 , P etr M artí n e k 2 , T o m á̌s V a ně č e k 2 ,

V er o ni k a H áj k o v á 2 , Ni k ol a Pt á k o v á 2, 4 , P etr Gr oss m a n n2 , P etr Št ei n er 2 , M ari á n Š v aj dl er 1, 2 , Z d e ňe k Ki n k or 2 ,
K v ět osl a v a Mi c h al o v á 1, 2 , P et er S z e p e5 , L u k á̌s Pl a n k 5 , St a nisl a v a H e d er o v á6 , Al e x a n dr a K ol e n o v á 6 ,

N e o fi t J uri e v S p as o v7 , K e m al K os e m e h m et o gl u8 , L e o P ǎz a ni n 9 , Z u z a n a Š p ů r k o v á1 0 , M arti n B a ní k 1 1 ,
L u d ě k B a u mr u k 1 2 , A n d ers M e y er 1 3 , A nt o ni n a K al m y k o v a 1 4 , Ol e n a K os h y k1 4 , Mi c h al Mi c h al1, 2 a n d
Mi c h a el Mi c h al 1, 2

1 D e p art m e nt of P at h ol o gy, F ac ulty of M e dici n e i n Pils e n, C h arl es U niv ersity, Pils e n, C z ec h R e p u blic
2 Bi o ptic al L a b or at ory Lt d, Pils e n, C z ec h R e p u blic
3 R o b ert J. T o msic h P at h ol o gy a n d L a b or at ory M e dici n e I nstit ut e, Cl ev el a n d Cli nic, Cl ev el a n d, O H, U S A
4 D e p art m e nt of Bi ol o gy a n d M e dic al G e n etics, S ec o n d F ac ulty of M e dici n e, C h arl es U niv ersity a n d M ot ol U niv ersity H os pit al, Pr a g u e, C z ec h R e p u blic
5 I nstit ut e of P at h ol o gic al A n at o my, J ess e ni us F ac ulty of M e dici n e i n M arti n, C o m e ni us U niv ersity, M arti n, Sl ov a ki a
6 D e p art m e nt of P e di atric H e m at ol o gy a n d O nc ol o gy, N ati o n al I nstit ut e of C hil dr e n ’s Dis e as es a n d M e dic al F ac ulty, C o m e ni us U niv ersity, Br atisl av a,

Sl ov a ki a
7 D e p art m e nt of P e di atrics a n d M e dic al G e n etics, O nc o h e m at ol o gy U nit, M e dic al U niv ersity Pl ov div, U niv ersity H os pit al Sv eti G e or gi, Pl ov div, B ul g ari a
8 D e p art m e nt of P at h ol o gy, H ac ett e p e U niv ersity, A n k ar a, T ur k ey
9 D e p art m e nt of P at h ol o gy, S estr e Mil osr d nic e U niv ersity H os pit al C e nt er, Z a gr e b, Cr o ati a
1 0 D e p art m e nt of P at h ol o gy, N a B ul ovc e H os pit al, Pr a g u e, C z ec h R e p u blic
1 1 D e p art m e nt of P at h ol o gy, R e gi o n al H os pit al K arl ovy V ary, K arl ovy V ary, C z ec h R e p u blic
1 2 D e p art m e nt of P at h ol o gy, R e gi o n al H os pit al P ří br a m, Pří br a m, C z ec h R e p u blic
1 3 D e p art m e nt of P at h ol o gy, U niv ersity of K a ns as, K a ns as City, K S, U S A
1 4 M e dic al L a b or at ory C S D H e alt h C ar e Lt d, Kyiv, U kr ai n e

* C orr es p o n d e nc e t o: N Kl u bí č k ov á, D e p art m e nt of P at h ol o gy, M e dic al F ac ulty a n d U niv ersity H os pit al Pl z e ň, C h arl es U niv ersity, Al ej Sv o b o dy 8 0, 3 2 3
0 0 Pils e n, C z ec h R e p u blic. E- m ail: kl u bic k ov a @ bi o ptic k a.c z

† T h es e a ut h ors c o ntri b ut e d e q u all y t o t his st u d y.

A bstr a ct

Alt e r ati o ns i n ki n as e g e n es s u c h as N T R K 1/ 2/ 3 , R E T , a n d B R A F u n d erli e i nf a ntil e fi br os ar c o m a (I F S), t h e e m er gi n g e ntit y
‘N T R K -r e arr a n g e d s pi n dl e c ell n e o pl as ms ’ i n cl u d e d i n t h e l at est W H O cl assifi c ati o n, a n d a gr o wi n g s et of t u m ors wit h
o v erl a p pi n g cli ni c al a n d p at h ol o gi c al f e at ur es. I n t his st u d y, w e c o n d u ct e d a c o m pr e h e nsi v e cli ni c o p at h ol o gi c al a n d
m ol e c ul ar a n al ysis of 2 2 c as es of I F S a n d ot h er ki n as e g e n e - alt er e d s pi n dl e c ell n e o pl as ms aff e cti n g b ot h p e di atri c a n d
a d ult p ati e nts. F oll o w - u p p eri o ds f or 1 6 p ati e nts r a n g e d i n l e n gt h fr o m 1 0 t o 1 3 0 m o nt hs ( m e a n 3 8 m o nt hs). Si x
p ati e nts w er e tr e at e d wit h t ar g et e d t h er a p y, a c hi e vi n g a p arti al or c o m pl et e r es p o ns e i n fi v e c as es. O v er all, t hr e e c as es
r e c urr e d a n d o n e m et ast asiz e d. Ei g ht p ati e nts w er e fr e e of dis e as e, fi v e w er e ali v e wit h dis e as e, a n d t w o p ati e nts di e d. All
c as es s h o w e d pr e vi o usl y r e p ort e d m or p h ol o gi c al p att er ns. B as e d o n t h e c ell ul arit y a n d l e v el of at y pi a, c as es w er e di vi d e d
i nt o t hr e e m or p h ol o gi c al gr a d e gr o u ps. S 1 0 0 pr ot ei n a n d C D 3 4 w er e at l e ast f o c all y p ositi v e i n 1 2/ 2 2 a n d 1 4/ 2 2 c as es,
r es p e cti v el y. N o v el P W W P 2 A:: R E T , N U M A 1:: R E T , I T S N 1:: R A F 1, a n d C A P Z A 2:: M E T f usi o ns, w hi c h w e r e p ort h er ei n i n
m es e n c h y m al t u m ors f or t h e fi rst ti m e, w er e d et e ct e d b y R N A s e q u e n ci n g. A d diti o n all y, t h e fi rst ut eri n e c as e wit h B R A F
a n d E G F R m ut ati o ns a n d C D 3 4 a n d S 1 0 0 c o - e x pr essi o n is d es cri b e d. D N A s e q u e n ci n g p erf or m e d i n 1 3 c as es u n c o v er e d
v er y r ar e a d diti o n al g e n eti c a b err ati o ns. T h e C N V pr o fi l es s h o w e d t h at hi g h - gr a d e t u m ors d e m o nstr at e a si g nifi c a ntl y
hi g h er p er c e nt a g e of c o p y n u m b er g ai ns a n d l oss es a cr oss t h e g e n o m e c o m p ar e d wit h l o w - a n d i nt er m e di at e - gr a d e
t u m ors. U ns u p er vis e d cl ust eri n g of t h e t u m ors’ m et h yl ati o n pr o fi l es r e v e al e d t h at i n 8/ 9 c as es, t h e m et h yl ati o n pr ofi l es
cl ust er e d wit h t h e I F S m et h yl ati o n cl ass, irr es p e cti v e of t h eir cli ni c o p at h ol o gi c al or m ol ec ul ar f e at ur es.
© 2 0 2 4 T h e A ut h o rs. T h e J o ur n al of P at h ol ogy p u blis h e d b y J o h n Wil e y & S o ns Lt d o n b e h alf of T h e P at h ol ogi c al S o ci et y of G r e at

B rit ai n a n d Ir el a n d.

K e y w or ds: N T R K -r e arr a n g e d s pi n dl e c ell n e o pl as ms; i nf a ntil e fi br os ar c o m a; ki n as e g e n e f usi o n; m et h yl ati o n pr o fi li n g; B R A F m ut ati o n;
e ntr e cti ni b; l ar otr e cti ni b; s el p er c ati ni b; C D K N 2 A

R e c ei v e d 7 A u g ust 2 0 2 3; R e vis e d 1 3 D e c e m b er 2 0 2 3; A c c e pt e d 4 J a n u ar y 2 0 2 4

N o c o n fl icts of i nt er est w er e d ecl ar e d.

J o u r n al of P a t h ol o g y
J P at h ol 2 0 2 4
P u blis h e d o nli n e 9 F e b r u a r y 2 0 2 4 i n Wil e y O nli n e Li b r a r y
(wil e y o nli n eli b r a r y. c o m ) D OI: 1 0. 1 0 0 2/ p at h. 6 2 6 0

O RI GI N A L A R TI C L E

© 2 0 2 4 T h e A ut h o rs. T h e J o ur n al of P at h ol o gy p u blis h e d b y J o h n Wil e y & S o ns Lt d o n b e h alf of T h e P at h ol o gi c al S o ci et y of G r e at B rit ai n a n d I r el a n d.
T his is a n o p e n a c c ess a rti cl e u n d e r t h e t e r ms of t h e C r e ati v e C o m m o ns Att ri b uti o n- N o n C o m m e r ci al- N o D e ri vs Li c e ns e, w hi c h p e r mits us e a n d
dist ri b uti o n i n a n y m e di u m, p r o vi d e d t h e o ri gi n al w o r k is p r o p e rl y cit e d, t h e us e is n o n- c o m m e r ci al a n d n o m o di fi c ati o ns o r a d a pt ati o ns a r e m a d e.
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I ntr o d u cti o n

S oft tiss u e t u m ors wit h ki n as e g e n e alt er ati o ns c o m pris e
a h et er o g e n e o u s gr o u p of m e s e n c h y m al n e o pl a s m s
w hi c h i n cl u d e s, b e si d e s ot h er s, d er m at o fi br o s ar c o m a
pr ot u b er a n s ( D F S P), i n fl a m m at or y m y o fi br o bl a sti c
t u m or (I M T), a n d i nf a ntil e fi br o s ar c o m a (I F S) [ 1 ]. I n
a d diti o n t o t h e c a n o ni c al E T V 6:: N T R K 3 f u si o n
d e s cri b e d i n I F S m or e t h a n t w o d e c a d e s a g o [ 2, 3 ], t h e
r e c e nt wi d e s pr e a d a d o pti o n of R N A s e q u e n ci n g
( R N A- s e q) h a s l e d t o t h e d e s cri pti o n of s e v er al
alt er n ati v e g e n e r e arr a n g e m e nt s s u c h a s t h o s e of
N T R K 1/ 2/ 3 , B R A F , M E T , a n d ot h er s [1, 4 – 7 ]. It h a s
al s o l e d t o t h e e m er g e n c e of a n o v el a n d n ot y et f ull y
d e fi n e d gr o u p of m e s e n c h y m al t u m or s wit h ki n a s e
g e n e alt er ati o n s t h at p arti all y o v erl a p s wit h I F S.
It i s c urr e ntl y i n cl u d e d i n t h e W H O cl a s sifi c ati o n
a s ‘N T R K -r e arr a n g e d s pi n dl e c ell n e o pl a s m s’
(N T R K - S C N) [8, 9 ]. It i n cl u d e s s pi n dl e c ell t u m or s of
b ot h c hil dr e n a n d a d ult s t h at f or m a c o nti n u o u s
m or p h ol o gi c al s p e ctr u m w hi c h, b a s e d o n c ell ul arit y
a n d d e gr e e of at y pi a, c a n b e r o u g hl y di vi d e d i nt o t hr e e
m or p h ol o gi c al s u b gr o u p s.

T h e fi r st s u b gr o u p c o n si st s of bl a n d s pi n dl e c ell
l e si o n s e x hi biti n g l o w c ell ul arit y, mi ni m al at y pi a, a n d
v er y f e w mit o s e s [f urt h er r ef err e d t o a s t h e l o w- gr a d e
( L G) gr o u p], w hil e t h e s e c o n d c o nt ai n s l e si o n s wit h
hi g h c ell ul arit y, hi g h mit oti c a cti vit y, a n d a hi g h l e v el
of at y pi a [ hi g h- gr a d e ( H G) gr o u p]. I n a d diti o n, s o m e
c a s e s ar e dif fi c ult t o a s si g n t o o n e of t h e s e c at e g ori e s
a s t h e y f all s o m e w h er e i n- b et w e e n [i nt er m e di at e- gr a d e
(I G) gr o u p]. T h e L G gr o u p m a y e x hi bit o n e of s e v er al
oft e n c o- o c c urri n g m or p h ol o gi c al p att er n s s u c h as a
li p ofi br o m at o si s-li k e n e ur al t u m or ( L N T) p att er n [ 1 0 ],
a pr o mi n e nt str o m al a n d p eri v a s c ul ar h y ali ni z ati o n
( S P H) p att er n [1 1 ], a m y o p eri c yti c/ h e m a n gi o p eri c yti c
p att er n [ 1 2 ], a n d ot h er s [9, 1 3 ]. T u m or s i n t h e I G gr o u p
m a y r et ai n si mil ar p att er n s, or t h e y m a y v a g u el y r es e m-
bl e L G m ali g n a nt p eri p h er al n er v e s h e at h t u m or s
( L G- M P N S T s) [9, 1 4 ]. T u m or s fr o m t h e H G gr o u p
m or p h ol o gi c all y o v erl a p wit h I F S, a d ult fi br o s ar c o m a,
a n d/ or H G- M P N S T s ( d u e t o si g ni fi c a nt o v erl a p,
t h es e will b e c oll e cti v el y r ef err e d t o as t h e I F S p att er n)
[1, 9, 1 4 ].

M a n y t u m or s a cr o s s t h e m or p h ol o gi c al s p e c-
tr u m of N T R K - S C N e x hi bit i m m u n o hi st o c h e mi c al
c o- e x pr e s si o n of C D 3 4 a n d S 1 0 0 pr ot ei n, a n d t h eir
m ol e c ul ar b a c k gr o u n d i s c h ar a ct eri z e d b y v ari o u s
g e n e f u si o n s of, a n d l e s s oft e n m ut ati o n s i n, ki n a s e
g e n es s u c h as N T R K 1/ 2/ 3 , B R A F , R A F 1 , R E T , M E T ,
a n d ot h er s [ 9, 1 4 – 2 2 ], all of w hi c h l e a d t o t h e a cti v ati o n
of t h e M A P ki n as e si g n ali n g p at h w a y [ 1 ]. H o w e v er,
v er y littl e i s k n o w n r e g ar di n g t h eir m et h yl ati o n a n d
c o p y n u m b er v ari ati o n ( C N V) pr o fi l es a n d p ot e nti al
s e c o n d ar y g e n eti c alt er ati o n s. I n t hi s cli ni c o p at h o-
l o gi c al st u d y, w e f o c u s e d o n t h eir c o m pr e h e n si v e
m ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n u si n g FI S H, D N A s e q u e n c-
i n g ( D N A- s e q), a n d R N A- s e q, a s w ell a s C N V a n d
m et h yl ati o n pr o fi li n g.

M at eri als a n d m et h o ds

C o m pli a n c e wit h et hi c al st a n d ar ds

T h e st u d y w as c o n d u ct e d f oll o wi n g t h e r ul es s et b y t h e
F a c ult y H os pit al i n Pils e n Et hi cs C o m mitt e e. I nf or m e d
c o ns e nt w as n ot r e q uir e d f or t h e st u d y.

C as e s el e cti o n

T w e nt y-t w o c as es f alli n g wit hi n t h e m or p h ol o gi c al a n d
m ol e c ul ar s p e ctr u m of t h e s o- c all e d N T R K - S C N a n d I F S
w er e r etri e v e d fr o m o ur i nstit uti o n al t u m or r e gistr y. All
b ut o n e w er e r e c ei v e d i n c o ns ult ati o n, w hi c h e x pl ai ns
t h e l o w i n ci d e n c e of c o n v e nti o n al E T V 6:: N T R K 3 -f us e d
I F S i n o ur c o h ort. C as es 1 1, 1 6, a n d 1 8 w er e r e p ort e d
pr e vi o usl y b y o ur gr o u p b ut w er e n o w s u bj e ct e d t o a
m or e e xt e nsi v e m ol e c ul ar- g e n eti c a n al ysis [ 1 9, 2 0, 2 3 ].
I n c as e 6, L G a n d H G ar e as w er e pr es e nt i n t w o diff er e nt
s e cti o ns, w hi c h e n a bl e d us t o a n al y z e b ot h p arts s e p a-
r at el y. B as e d o n c ell ul arit y ( d efi n e d as n o o v erl a p pi n g,
p arti al o v erl a p pi n g, or c o nsist e nt o v erl a p pi n g of t u m or
c ells) a n d l e v el of at y pi a ( cl assi fi e d b as e d o n u nif or mit y
of t u m or c ells, n u cl e ar t o c yt o pl as mi c r ati o, a n d
h y p er c hr o m atis m of n u cl ei), t h e c as es w er e di vi d e d i nt o
t hr e e m or p h ol o gi c al gr a d e gr o u ps as o utli n e d i n t h e
I ntr o d u cti o n. I m p ort a ntl y, t his di visi o n w as b as e d p ur el y
o n m or p h ol o gi c al f e at ur es a n d is n ot m e a nt t o i m pl y
cli ni c al b e h a vi or of gr a d e 3 ( or H G) s ar c o m as.

I m m u n o hist o c h e mistr y

All c as es w er e i m m u n o hist o c h e mi c all y st ai n e d usi n g a
V e nt a n a B e n c h M ar k U L T R A ( V e nt a n a M e di c al S yst e m,
I n c., T u cs o n, A Z, U S A) f or S 1 0 0 pr ot ei n a n d C D 3 4.
A d diti o n all y, 1 2 c a s e s t h at h ar b or e d N T R K 1 /3 r e arr-
a n g e m e nt s w er e t e st e d wit h a p a n Tr k a nti b o d y.
D et ail s r e g ar di n g a nti b o d y dil uti o n s a n d cl o n e s ar e
pr o vi d e d i n s u p pl e m e nt ar y m at eri al, T a bl e S 1.

M ol e c ul ar g e n eti c st u di es

All m ol e c ul ar m et h o ds i n t his s e cti o n ar e d es cri b e d i n
m or e d et ail i n S u p pl e m e nt ar y m at eri als a n d m et h o ds.

FI S H

F or t h e d et e cti o n of C D K N 2 A l oss usi n g FI S H, f a ct or y
pr e mi x e d Z yt o Li g ht S P E C C D K N 2 A/ C E N 9 D u al C ol or
Pr o b e ( Z yt o Visi o n G m b H, Br e m er h a v e n, G er m a n y)
w a s u s e d. T h e FI S H pr o c e d ur e w as p erf or m e d as
d es cri b e d pr e vi o u sl y [ 2 4 ].

N e xt - g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S)

T h e c ust o mi z e d S ar c o m a F usi o n Pl e x kit ( Ar c h er D X
I n c., B o ul d er, C O, U S A) w as us e d, w hi c h d et e cts f usi o n
tr a ns cri pts of s el e ct e d e x o ns of 8 8 g e n es, a n d m ut ati o ns
i n h ots p ots of 1 4 g e n es, r es p e cti v el y. F or f urt h er m ut ati o n
a n al ysis, w e us e d t h e c o m m er ci all y a v ail a bl e Tr u Si g ht
O n c ol o g y 5 0 0 p a n el (Ill u mi n a, S a n Di e g o, C A, U S A), a
c o m pr e h e nsi v e N G S ass a y o n F F P E s a m pl es t h at

2 N Kl u bí č k o v á, J K D e r m a w a n et al
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i d e ntifi es s o m ati c v ari a nts, c o p y n u m b er c h a n g es, t u m or
m ut ati o n al b ur d e n ( T M B), a n d mi cr os at ellit e i nst a bilit y
( M SI). O nl y t u m or tiss u e w as a n al y z e d, e x c e pt f or c as e
1 8 w h er e a p eri p h er al bl o o d s a m pl e w as a v ail a bl e.

M et h yl ati o n a n al ysis

El e v e n ki n as e-r e arr a n g e d t u m ors w er e t est e d b y m et h-
yl ati o n pr o fi li n g ( c as es 1, 3, 4, 6, 1 1, 1 3, 1 5, 1 8, 1 9, 2 1,
a n d 2 2). T w o s p e ci m e ns f ail e d q u alit y c o ntr ol ( c as es
4 a n d 1 5). G e n o mi c D N A w as e xtr a ct e d fr o m p ar af fi n
bl o c ks a n d 2 5 0 n g of g e n o mi c D N A w as s u bj e ct e d t o
bis ul fi t e c o n v ersi o n a n d pr o c ess e d o n t h e Ill u mi n a
I nfi ni u m M et h yl ati o n E PI C/ 8 5 0 k pl atf or m (Ill u mi n a)
wit h o v er 8 5 0, 0 0 0 m et h yl ati o n sit es a c c or di n g t o t h e
m a n uf a ct ur er ’s i nstr u cti o ns.

A d diti o n all y, w e o bt ai n e d r a w i d at fi l es f or 2 4 7 s a m pl es
fr o m t h e H ei d el b er g s ar c o m a m et h yl ati o n cl assifi er r ef er-
e n c e c o h ort ( G e n e E x pr essi o n O m ni b us st u d y a c c essi o n
n u m b er G S E 1 4 0 6 6 8). I d at pr o c essi n g a n d d at a a n al ysis
o n all 2 5 6 s a m pl es w er e p erf or m e d usi n g R s oft w ar e
( v ersi o n 4. 1. 0) ( R F o u n d ati o n f or St atisti c al C o m p uti n g,
Vi e n n a, A ustri a) a n d t h e ‘mi n fi ’ R p a c k a g e ( v ersi o n 1. 3 8. 0)
( Bi o c o n d u ct or, B ost o n, M A, U S A).

F or u ns u p er vis e d cl ust eri n g, di m e nsi o n alit y r e d u cti o n
w as p erf or m e d b y t h e t- distri b ut e d st o c h asti c n ei g h b or-
h o o d e m b e d di n g (t- S N E) m et h o d. Aft er n or m ali zi n g t h e
i n p ut d at a m atri x ( c e nt eri n g t h e m e a n of e a c h c ol u m n t o
z er o), t h e t o p 1 0, 0 0 0 m ost v ari a bl e C p G sit es b y v ari-
a n c e w er e a n al y z e d usi n g t h e ‘Rts n e ’ R p a c k a g e ( v ersi o n
0. 1 5) ( htt ps:// C R A N. R- pr oj e ct. or g/ p a c k a g e = Rts n e , l ast
a c c ess e d 8 J u n e 2 0 2 3) wit h t h e f oll o wi n g n o n d ef a ult
p ar a m et ers: p er pl e xit y = 1 0, m a x _it er = 5, 0 0 0, a n d
θ = 0. A d diti o n all y, u ns u p er vis e d hi er ar c hi c al cl ust er-
i n g w as p erf or m e d o n t h e t o p 1, 0 0 0 m ost v ari a bl e C p G
sit es b y v ari a n c e usi n g t h e ‘p h e at m a p ’ R p a c k a g e ( v er-
si o n 1. 0. 1 2) ( htt p s:// C R A N. R- pr oj e ct. or g/ p a c k a g e =
p h e at m a p , l a st a c c es s e d 8 J u n e 2 0 2 3) wit h W ar d. D 2’s
li n k a g e a n d E u cli d e a n di st a n c e f or cl u st eri n g.

F or C N V a n al ysis, t h e Ms et fi l es aft er i d at fi l es
pr e pr o c essi n g w er e pr o c ess e d b y t h e ‘c o n u m e e ’ R p a c k a g e
( v ersi o n 1. 3 2. 0) ( Bi o c o n d u ct or). C N V w as c o nsi d er e d
pr es e nt if t h e a bs ol ut e s e g m e nt ati o n m e a n w as gr e at er t h a n
or e q u al t o 0. 3. T h e fr a cti o n of C N V a cr oss t h e g e n o m e
w as c al c ul at e d b y di vi di n g t h e s u m of all s e g m e nts wit h
C N V b y t h e s u m of all s e g m e nts a cr oss t h e g e n o m e.
A d diti o n all y, t h e i d at r a w d at a fi l es w er e u pl o a d e d t o a
D N A m et h yl ati o n- b as e d cl assi fi c ati o n t o ol, S ar c o m a cl as-
sifi er ( v ersi o n 1 0. 1) [ 2 5, 2 6 ], a v ail a bl e vi a htt ps:// w w w.
m ol e c ul ar n e ur o p at h ol o g y. or g/ (l ast a c c ess e d 8 J u n e 2 0 2 3).

R es ults

Cli ni c al d at a

Cli ni c o p at h ol o gi c al d at a ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 1 .
T h er e w er e 1 1 f e m al e a n d 1 1 m al e p ati e nts, i n cl u di n g
1 4 c hil dr e n r a n gi n g i n a g e fr o m n e w b or ns t o 1 3 y e ars
( m e a n 2 4 m o nt hs; m e di a n 5. 5 m o nt hs). T h e ei g ht a d ult

p ati e nts w er e a g e d 2 6 – 7 2 y e ars ( m e a n 4 7 y e ars; m e di a n
4 4. 5 y e ars). V ari o us s u p er fi ci al a n d d e e p sit es w er e
aff e ct e d i n cl u di n g t h e d u o d e n al w all ( n = 1) or t h e
ut er us ( n = 2). T h e si z e r a n g e d fr o m 1. 3 t o 3 0 c m ( m e a n
8. 5 c m, m e di a n 5 c m).

Hist ol o gi c al fi n di n gs

Mi cr os c o pi c all y, t h e t u m ors w er e us u all y u n cir c u m-
s cri b e d, a n d s o m e wi d el y i n fi ltr at e d i nt o t h e s urr o u n-
di n g tiss u es. T h e 2 2 c as es e x hi bit e d v ari o us a n d
oft e n m ulti pl e m or p h ol o gi c al p att er ns a n d m or p h ol o gi-
c al gr a d es. I n t his sit u ati o n, t h e hi g h est gr a d e w as
assi g n e d.

Fi v e c a s e s at t h e L G e n d of t h e m or p h ol o gi c al
s p e ctr u m e x hi bit e d S P H a n d L N T p att er n s a n d w er e
c o m p o s e d of u nif or m bl a n d n o n- o v erl a p pi n g s pi n dl e
c ell s t h at w er e di s p er s e d i n a b u n d a nt str o m a. T h e
mit oti c a cti vit y di d n ot e x c e e d t w o mit o s e s p er
1 0 hi g h- p o w er fi el d s ( H P F; 2. 4 m m 2 ). T h e t u m or c ell s
gr e w i n s h e et s or c or d s ar o u n d t hi c k h y ali ni z e d v e s-
s el s i n t h e c a s e of S P H or wi d el y i n fi ltr at e d i nt o s u b-
c ut a n e o u s a di p o s e ti s s u e i n t h e c a s e of L N T
( Fi g ur e 1 A ). C a s e 1 1 s h o w e d a m y x oi d S P H p att er n
c o m p o s e d m o stl y of e pit h eli oi d c ell s wit h a b u n d a nt
e o si n o p hili c c yt o pl a s m ( Fi g ur e 1 B ) [2 3 ].

T hr e e I G c as es s h o w e d m or e p ol y m or p his m,
h y p er c hr o m asi a, a n d o c c asi o n al o v erl a p pi n g of t u m or
c ells, w hi c h w er e arr a n g e d h a p h a z ar dl y or i n s h ort f as-
ci cl es. T h e c as es r es e m bl e d L G- M P N S T ( Fi g ur e 1 C ) or
h a d a n S P H ( Fi g ur e 1 D ) or a m y o p eri c yt o m at o u s p at-
t er n ( c a s e 1 9). T h e l att er c a s e w a s c o m p o s e d of m y oi d
s pi n dl e c ell s arr a n g e d i n h a p h a z ar d f a s ci cl e s p u n ct u-
at e d b y pr o mi n e nt v a s c ul at ur e ( Fi g ur e 1 E, F ). T h e
mit oti c a cti vit y w a s hi g h er t h a n i n t h e L G gr o u p b ut
di d n ot e x c e e d 6 mit o s e s/ 1 0 H P F ( Fi g ur e 1 F ); n e cr o si s
w a s a b s e nt.

All 1 2 c as es cl assi fi e d as H G h a d a s c ar c e str o m a a n d
w er e c o m p os e d of h y p er c ell ul ar, l ar g el y o v erl a p pi n g
c ell p o p ul ati o n wit h a hi g h n u cl e ar t o c yt o pl as mi c r ati o,
h y p er c hr o m ati c n u cl ei, a n d si g ni fi c a nt v ari a bilit y i n c ell
s h a p e. T h e c as es w er e arr a n g e d i n a h erri n g b o n e p att er n,
v a g u e f as ci cl es, or s oli d s h e ets ( Fi g ur e 2 A, B ). T h e
mit oti c a cti vit y r a n g e d fr o m 1 1 t o 5 6 mit os es/ 1 0 H P F
a n d s m all ar e as of n e cr osis w er e oft e n pr es e nt. I n
c as e 1 7, t h e t u m or e x hi bit e d e pit h eli oi d t o r h a b d oi d
t u m or c ells ( Fi g ur e 2 C ). C as e 1 8 s h o w e d ar e as wit h
u n us u al L G tri p h asi c m or p h ol o g y r es e m bli n g fi br o us
h a m art o m a of i nf a n c y ( Fi g ur e 3 A ) t h at tr a nsf or m e d i nt o
H G-I F S i n s o m e f o ci ( Fi g ur e 3 B ) [2 0 ]. A t y pi c al
L G- S P H p att er n ( Fi g ur e 3 C ) wit h pr o gr essi o n t o
H G-I F S ( Fi g ur e 3 D ) w as pr es e nt i n c as e 6. C as e 1 h a d
t h e t y pi c al I F S m or p h ol o g y a n d c o nt ai n e d a ri c h
n o n- n e o pl asti c i n fl a m m at or y i n fi ltr at e ( Fi g ur e 3 E ).

I m m u n o hist o c h e mi c al fi n di n gs

T h e i m m u n o hist o c h e mi c al r es ults ar e s u m m ari z e d i n
T a bl e 1 . C D 3 4 ( Fi g ur es 3 F, H a n d 4 C ) a n d S 1 0 0 pr ot ei n
( Fi g ur es 3 G,I a n d 4 D ) w er e at l e ast f o c all y p ositi v e i n

C o m p r e h e n si v e a n al y si s of m e s e n c h y m al t u m o r s wi t h ki n a s e g e n e a b e r r a ti o n s 3
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1 4/ 2 2 ( 6 4 %) a n d 1 2/ 2 2 ( 5 5 %) c as es, r es p e cti v el y, wit h
b ot h m ar k ers b ei n g e x pr ess e d i n 1 0/ 2 2 ( 4 5 %) c as es. All
1 2 c as es wit h N T R K f usi o ns w er e p ositi v e f or p a n Tr k
( Fi g ur e 3J ).

M ol e c ul ar g e n eti c fi n di n gs

R N A a n d D N A s e q u e n ci n g

T h e m ai n m ol e c ul ar- g e n eti c r es ults ar e pr es e nt e d i n
T a bl e 1 , a n d m or e d et ail e d s u m m ari es ar e a v ail a bl e
i n s u p pl e m e nt ar y m at eri al, T a bl es S 2 a n d S 3.

N T R K 1/ 3 f usi o ns w er e r e v e al e d b y R N A-s e q i n
1 2 c as es, i n cl u di n g f o ur c as es wit h I F S m or p h ol o g y
a n d E T V 6:: N T R K 3 f usi o n. C as e 6 wit h E M L 4:: N T R K 3
w as c o m p os e d of L G- S P H ar e as tr a nsf or mi n g i nt o I F S
( Fi g ur e 3 C, D ). A ut eri n e c as e wit h S T R N:: N T R K 3

s h o w e d a n e xtr a or di n ar y, hi g hl y m y x oi d L G- S P H
p att er n ( Fi g ur e 1 B ) [2 3 ], w hil e c as e 1 2 wit h R B P M S::
N T R K 3 f usi o n e x hi bit e d t h e L G- S P H p att er n. T h e fi v e
N T R K 1 -f us e d t u m ors s p a n n e d t h e e ntir e m or p h ol o gi c al
s p e ctr u m, s h o wi n g L G- L N T ( n = 2), I G- S P H ( n = 1),
a n d H G-I F S ( n = 2) p att er ns.

T u m ors wit h R E T f usi o ns (n = 5) als o s p a n n e d t h e
e ntir e s p e ctr u m fr o m L G t o H G l esi o ns a n d s h o w e d
v ari o us m or p h ol o gi es i n cl u di n g t h e I F S p att er n e n c o u n-
t er e d i n c as e 1 3 wit h a n o v el P W W P 2 A:: R E T f usi o n
( Fi g ur e 2 B ). A n o v el N U M A 1:: R E T f usi o n w as d et e ct e d
i n c as e 1 7 w hi c h s h o w e d e pit h eli oi d/r h a b d oi d m or p h ol-
o g y ( Fi g ur e 2 C ). B ot h c as es wit h M E T f usi o n w er e
u n us u al. C as e 1 8 wit h T F G:: M E T f usi o n dis pl a y e d a
u ni q u e L G tri p h asi c m or p h ol o g y ( Fi g ur e 3 A ) c o m bi n e d
wit h H G-I F S ar e as ( Fi g ur e 3 B ) [2 0 ], w hil e c as e 1 9 wit h

Fi g ur e 1. ( A) C as e 5 s h o w e d a pr ot ot y pi c al L N T p att er n wit h wi d e i nfi ltr ati o n i nt o s u b c ut a n e o us a di p os e tiss u e. ( B) C as e 1 1 s h o w e d a m y x oi d
S P H p att er n c o m p os e d m ostl y of e pit h eli oi d c ells wit h a b u n d a nt e osi n o p hili c c yt o pl as m. ( C a n d D) C as es 1 4 a n d 1 5 e x hi bit e d i n cr e as e d
c ell ul arit y a n d w er e cl assi fi e d as I G. T h e f or m er c as e h a d a n L G - M P N S T p att er n ( C), w hil e t h e l att er s h o w e d I G - S P H m or p h ol o g y ( D).
( E) C as e 1 9 h a d a m y o p eri c yt o m at o us p att er n, a n d t h e t u m or w as c o m p os e d of m y oi d s pi n dl e c ells wit h l o w t o m o d er at e c ell ul arit y arr a n g e d
i n h a p h a z ar d f as ci cl es p u n ct u at e d b y a b u n d a nt t hi n - w all e d v ess els, s o m e of w hi c h h a d a st a g h or n s h a p e. S o m e ar e as h a d i n cr e as e d
c ell ul arit y a n d mit oti c a cti vit y ( F).
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t h e C A P Z A 2:: M E T f usi o n h a d a n I G m y o p eri c yt o m at o us
a p p e ar a n c e ( Fi g ur e 1 E, F ).

B ot h c as es wit h R A F 1 (n = 1) a n d B R A F (n = 1)
f usi o n s h o w e d I F S m or p h ol o g y ( Fi g ur e 2 A ). C as e
2 2 wit h a n L G- S P H p att er n ( Fi g ur e 4 A, B ) l a c k e d
f usi o ns b ut h ar b or e d a p at h o g e ni c B R A F d eli ns
p. V 6 0 0 K a n d a n E G F R p. S 7 6 8 _ D 7 7 0 d u p.

D N A-s e q w as s u c c essf ul i n 1 3 c as es a n d u n c o v er e d
r ar e a d diti o n al g e n eti c a b err ati o ns, m ostl y v ari a nts of
u n k n o w n si g ni fi c a n c e, wit h o nl y t w o e x c e pti o ns: li k el y
p at h o g e ni c m ut ati o ns of P A L B 2 ( c as e 1 1) a n d R O S 1
( c as e 1 8) of s us p e ct e d a n d c o nfi r m e d g er mli n e ori gi n,
r es p e cti v el y (s u p pl e m e nt ar y m at eri al, T a bl e S 3).
A d diti o n all y, i n c as e 1 8, a C N V ( d u pli c ati o n) of M Y C
w as r e v e al e d b y D N A-s e q a n d c o n fi r m e d b y t h e m et h-
yl ati o n pr o fi li n g C N V pl ot. A hi g h T M B w as d et e ct e d i n
2/ 8 t est e d c as es ( c as es 6 a n d 1 8, 1 7. 7 a n d 3 5. 4 m ut/ M b,
r es p e cti v el y). All s e v e n t est e d c as es h a d l o w M SI.

M et h yl ati o n pr o fi li n g

M et h yl ati o n pr o fi li n g w as s u c c essf ul i n 9/ 1 1 c as es. C as e
1 3 wit h I F S m or p h ol o g y h ar b ori n g t h e n o v el
P W W P 2 A:: R E T f usi o n m at c h e d t o t h e D K F Z s ar c o m a
m et h yl ati o n cl ass of i nf a ntil e fi br os ar c o m a wit h a
c ali br at e d s c or e of 0. 9 8. N o ot h er m at c h w as f o u n d.
H o w e v er, i n c as es 3, 6, a n d 2 2, t h e cl assi fi er s u g g est e d
a m et h yl ati o n cl ass s ar c o m a, M P N S T-li k e wit h l o w
c ali br at e d s c or es ( 0. 7 3, 0. 8, a n d 0. 3 1, r es p e cti v el y).
T h e ot h er s u g g est e d m et h yl ati o n cl ass es w er e D F S P
f or c as e 1 1 (s c or e 0. 5 7) a n d r h a b d o m y os ar c o m a-li k e i n
c as e 2 1 (s c or e 0. 4 3). N o m et h yl ati o n cl ass w as
s u g g est e d i n t hr e e c as es.

U ns u p er vis e d cl ust eri n g of m et h yl ati o n pr o fi l es b y
t- S N E s h o w e d t h at t h e ei g ht ki n as e-r e arr a n g e d c as es

( c as es 3, 6, 1 1, 1 3, 1 8, 1 9, 2 1, a n d 2 2) t h at p ass e d q u alit y
c o ntr ol cl ust er e d t o g et h er wit h t h e I F S m et h yl ati o n cl ass
a n d w er e disti n ct fr o m 1 5 ot h er s oft tiss u e t u m or t y p es
a n d c o ntr ol r e a cti v e tiss u e, i n cl u di n g n er v e s h e at h
t u m ors, m y ofi br o bl asti c t u m ors, a n d u n diff er e nti at e d
s ar c o m as ( Fi g ur e 5 A ). C as e 1, w hi c h c o nt ai n e d a si g nif-
i c a nt pr o p orti o n of a d mi x e d i nfl a m m at or y c ells
( Fi g ur e 3 E ), w as t h e o nl y c as e t h at cl ust er e d wit h I M T.
T his fi n di n g w as f urt h er c o n fi r m e d b y hi er ar c hi c al cl us-
t eri n g. Fi g ur e 5 B pr es e nts a h e at m a p s h o wi n g t h e t o p
1, 0 0 0 m ost v ari a bl e C p G sit es a n d si mil ar m et h yl ati o n
pr o fi l es b et w e e n t h e ei g ht ki n as e-r e arr a n g e d t u m ors a n d
t h e I F S m et h yl ati o n cl ass, r e g ar dl ess of t h e u n d erl yi n g
ki n as e f usi o n. B as e d o n u ns u p er vis e d hi er ar c hi c al
cl ust eri n g, t h e M P N S T-li k e m et h yl ati o n cl ass s h o w e d
t h e s e c o n d m ost cl os el y r el at e d m et h yl ati o n pr ofi l e t o
t h e ki n as e-r e arr a n g e d c as es, w hil e t h e M P N S T m et h yl-
ati o n cl ass s h o w e d a v er y disti n ct a n d diff er e nt
m et h yl ati o n si g n at ur e.

N e xt, w e a n al y z e d a n d c o m p ar e d t h e p er c e nt a g es of
g e n o m e- wi d e c o p y n u m b er alt er ati o ns i n t h e ki n as e-
r e arr a n g e d c as es, c o m p ari n g m or p h ol o gi c all y L G/I G
wit h H G t u m ors. T h e H G c as es ( c as es 6, 1 3, 1 8, 2 1)
s h o w e d fr e q u e nt c o p y n u m b er g ai ns a n d l oss es, n o n-
r e c urr e ntl y i n v ol vi n g g ai ns i n C C N D 1 ( c as e 1 3),
M D M 2/ C D K 4 ( c as es 6 a n d 1 8), a n d C D K 6 ( c as e 2 1),
a n d l oss es i n C D K N 2 A/ B ( c as e 6) ( Fi g ur e 6 A ), c o m-
p ar e d wit h t h e r el ati v el y fl at c o p y n u m b er pr o fi l e i n L G
c as es ( c as es 3, 1 1, 1 9, 2 2) ( Fi g ur e 6 B ). H o w e v er,
C D K N 2 A/ B l oss w as als o pr es e nt i n t w o L G c as es ( c as es
3 a n d 1 9). Of n ot e, t h e cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es of t h e
t w o c as es wit h M D M 2 g ai n w er e n ot i n k e e pi n g wit h a
di a g n osis of d e diff er e nti at e d li p os ar c o m a or i nti m al
s ar c o m a wit h ki n as e g e n e f usi o ns as r e c e ntl y r e p ort e d [ 2 7 ].
O v er all, t h e p er c e nt a g e of t h e g e n o m e i n v ol v e d b y

Fi g ur e 2. ( A) C as e 2 0 wit h a n o v el I T S N 1:: R A F 1 f usi o n a n d I F S m or p h ol o g y. ( B) I F S m or p h ol o g y w as als o e n c o u nt er e d i n c as e 1 3, w hi c h
h ar b or e d a n o v el P W W P 2 A:: R E T f usi o n. ( C) C as e 1 7 r e v e al e d e pit h eli oi d t o r h a b d oi d t u m or c ells wit h H G at y pi a.

6 N Kl u bí č k o v á, J K D e r m a w a n et al
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C N V s, s er vi n g a s a s urr o g at e f or g e n o mi c c o m pl e xit y,
i n H G c as e s w a s si g nifi c a ntl y hi g h er t h a n t h o s e i n
L G – I G t u m or s ( m e a n % C N V: 2 4. 7 % v er s u s 7. 0 %,
St u d e nt- t p < 0. 0 3 6) ( Fi g ur e 6 C ).

FI S H

I n a d diti o n, t h e l oss of t h e C D K N 2 A g e n e l o c us w as
a n al y z e d usi n g FI S H, c o n fi r mi n g h o m o z y g o us l oss i n
c as es 6 a n d 1 5. I n c as e 6, l oss of C D K N 2 A w as pr es e nt

Fi g ur e 3. ( A) C as e 1 8 s h o w e d ar e as wit h u n us u al L G tri p h asi c m or p h ol o g y r es e m bli n g fi br o us h a m art o m a of i nf a n c y, w hi c h i n s o m e ar e as
tr a nsf or m e d i nt o I F S ar e as ( B). ( C a n d D) C as e 6 wit h E M L 4:: N T R K 3 w as c o m p os e d of L G - S P H ar e as ( C) tr a nsf or mi n g i nt o a n H G -I F S
m or p h ol o g y ( D). ( E) C as e 1 wit h L M N A:: N T R K 1 c o nt ai n e d a si g ni fi c a nt i n fl a m m at or y i n fi ltr at e a n d cl ust er e d wit h t h e I M T m et h yl ati o n cl ass.
B ot h C D 3 4 ( F) a n d S 1 0 0 ( G) w er e p ositi v e. ( H a n d I) T h e t u m or i n c as e 6 c o - e x pr ess e d b ot h C D 3 4 ( H) a n d S 1 0 0 pr ot ei n (I). I n a d diti o n, diff us e
p a n Tr k e x pr essi o n w as pr es e nt (J).

C o m p r e h e n si v e a n al y si s of m e s e n c h y m al t u m o r s wi t h ki n a s e g e n e a b e r r a ti o n s 7

© 2 0 2 4 T h e A ut h o rs. T h e J o ur n al of P at h ol o gy p u blis h e d b y J o h n Wil e y & S o ns Lt d
o n b e h alf of T h e P at h ol o gi c al S o ci et y of G r e at B rit ai n a n d I r el a n d. w w w. p at hs o c. o r g

J P at h ol 2 0 2 4
w w w.t h ej o u r n al of p at h ol o g y. c o m

 10969896, 0, 
Do

wnloaded fro
m https://pathsocjournals.onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/path.6260 by 

Cochrane 
Czech 

Republic, 
Wiley 

Online 
Library on [10/02/2024]. 

See the 
Ter

ms and 
Conditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions) on 
Wiley 

Online 
Library for rules of use; 

O
A articles are governed by the applicable 

Creative 
Co

m
mons 

License

9 4



o nl y i n t h e I F S-li k e c o m p o n e nt (i n d e p e n d e ntl y c o n fi r m e d
b y a C N V pl ot), w hil e t h e L G- S P H ar e as a n al y z e d
s e p ar at el y b y FI S H h a d b ot h c o pi e s i nt a ct.

Tr e at m e nt a n d f oll o w - u p d at a

Tr e at m e nt a n d f oll o w- u p d at a as s u m m ari z e d i n T a bl e 1
w er e a v ail a bl e f or 1 9 a n d 1 6 p ati e nts, r es p e cti v el y.
F oll o w- u p l e n gt h r a n g e d fr o m 1 0 t o 1 3 0 m o nt hs ( m e a n
3 8 m o nt hs; m e di a n 2 4. 5 m o nt hs). O v er all, t h e r e c ur-
r e n c e a n d m et ast ati c r at es i n o ur st u d y w er e 1 9 % a n d
6 %, r es p e cti v el y. T h e o nl y t u m or t h at m et ast asi z e d
a n d e v e nt u all y h a d a f at al o ut c o m e ( c as e 6) s h o w e d
H G-I F S m or p h ol o g y. I n c as e 1 9, t h e p ati e nt h a d a l ar g e
i n o p er a bl e r etr o p erit o n e al t u m or a n d di e d of a n
u n k n o w n c a us e.

I n 1 2/ 1 9 c as es, i n cl u di n g ei g ht c as es wit h f oll o w- u p
d at a, t h e p ati e nts w er e tr e at e d b y s ur g er y wit h ( n = 3) or
wit h o ut ( n = 9) c h e m ot h er a p y. T h e st at us of s ur gi c al
m ar gi ns w as m ostl y u n k n o w n. O v er all, fi v e p ati e nts
h a d n o e vi d e n c e of dis e as e ( N E D) wit h f oll o w- u p l e n gt h
r a n gi n g fr o m 1 0 t o 1 3 0 m o nt hs; o n e c as e r e c urr e d
4 8 m o nt hs aft er a n R 1 e x cisi o n; a n d o n e p ati e nt
w as ali v e wit h dis e as e ( A W D). T h e p ati e nt i n c as e
6 e x p eri e n c e d dist a nt m et ast asis a n d e v e nt u all y di e d of
t h e t u m or i n 3 0 m o nt hs.

Si x p ati e nts w er e tr e at e d wit h t ar g et e d t h er a p y c o m-
bi n e d wit h s ur g er y a n d/ or c h e m ot h er a p y. T h e e y eli d
t u m or i n c as e 1 h a d r e p e at e dl y r e c urr e d b ef or e b ei n g
di a g n os e d as a n N T R K 1 -r e arr a n g e d t u m or. T h e p ati e nt
w as t h e n st art e d o n e ntr e cti ni b a n d 1 3 m o nt hs l at er h a d

N E D. I n c as e 7, t h e i n c o m pl et el y e x cis e d t u m or w as
f urt h er tr e at e d wit h c h e m ot h er a p y a n d l ar otr e cti ni b,
l e a di n g t o c o m pl et e r es p o ns e ( N E D, 2 7 m o nt hs). T h e
p ati e nt i n c as e 1 5 w as i niti all y tr e at e d wit h s ur g er y a n d
c h e m ot h er a p y. S el p er c ati ni b w as t h e n a d mi nist er e d,
l e a di n g t o si g nifi c a nt r e gr essi o n of t h e r esi d u al t u m or
wit hi n 2 m o nt hs ( A W D, 2 2 m o nt hs).  C o m pl et e
r es p o ns e wit h c h e m ot h er a p y a n d l ar otr e cti ni b w as
a c hi e v e d i n c as e 9 ( N E D, 2 1 m o nt hs). Mi ni m al r es p o ns e
t o c h e m ot h er a p y b ut al m ost c o m pl et e r es p o ns e t o
s el p er c ati ni b w as o bs er v e d i n c as e 1 3 ( mi ni m al r esi d u al
t u m or, 2 2 m o nt hs). L ar otr e cti ni b w as dis c o nti n u e d d u e
t o s e v er e si d e eff e cts i n c as e 4 ( A W D, 2 0 m o nt hs).

Dis c ussi o n

T h e disti n cti o n b et w e e n I F S a n d N T R K - S C N as
c urr e ntl y d e fi n e d b y t h e W H O is m ostl y str ai g htf or w ar d
as t h e y us u all y o c c ur at diff er e nt a g es. H o w e v er, d u e t o a
si g nifi c a nt o v erl a p i n di a g n osti c crit eri a, a s u bs et of
c as es c o ul d b e assi g n e d t o b ot h gr o u ps, p arti c ul arl y
i nf a ntil e c as es wit h alt er n ati v e ki n as e f usi o ns a n d I F S
m or p h ol o g y t h at c o- e x pr ess C D 3 4 a n d/ or S 1 0 0 pr ot ei n.
I n f a ct, s o m e st u di es s p e c ul at e d t h at all p e di atri c
N T R K -r e arr a n g e d m es e n c h y m al t u m ors i n cl u di n g I F S
m a y r e pr es e nt a si n gl e dis e as e [ 1 3 ]. W hil e t h e i n a bilit y
f or pr e cis e cl assifi c ati o n d o es n ot c urr e ntl y aff e ct t h e
p ati e nts ’ m a n a g e m e nt, g ai ni n g t his a bilit y mi g ht e v e n-
t u all y pr o v e t o b e of pr o g n osti c or t h er a p e uti c r el e v a n c e.

Fi g ur e 4. ( A– D) N o f usi o n w as f o u n d i n c as e 2 2 wit h a n L G - S P H p att er n ( A a n d B), w hi c h i nst e a d h ar b or e d a p at h o g e ni c B R A F d eli ns p. V 6 0 0 K
a n d a p at h o g e ni c i n -fr a m e d u pli c ati o n i n E G F R p. S 7 6 8 _ D 7 7 0 d u p. T h e t u m or c o - e x pr ess e d C D 3 4 ( C) a n d S 1 0 0 pr ot ei n ( D).

8 N Kl u bí č k o v á, J K D e r m a w a n et al
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Gi v e n t h e r el ati v el y s h ort m e di a n f oll o w- u p a n d
m ulti pl e f a ct ors i n fl u e n ci n g pr o g n osis ( m ar gi n st at us,
s el e ct e d t h er a p y, et c.), of w hi c h s o m e ar e u n k n o w n i n
o ur st u d y, a n y c o m p aris o n of cli ni c al b e h a vi or b et w e e n
N T R K - S C N a n d I F S w o ul d b e i n a c c ur at e b as e d o n
o ur d at a. H o w e v er, t h e o nl y c as e i n o ur st u d y t h at m et as-
t asi z e d a n d e v e nt u all y l e d t o t h e p ati e nt’s d e at h w as
c as e 6 wit h H G m or p h ol o g y, w hi c h s u p p orts t h e pr e vi-
o usl y m e nti o n e d ass u m pti o n [ 9 ] t h at at l e ast i n a d ult
p ati e nts [ 1 ] t h e m et ast ati c p ot e nti al of N T R K - S C N s e e ms
t o p arti all y c orr el at e wit h hist ol o gi c gr a d e, as t u m ors
wit h l o w c ell ul arit y, at y pi a, a n d mit oti c a cti vit y g e n er-
all y t e n d t o f oll o w a n i n d ol e nt cli ni c al c o urs e [ 1 4, 2 8 ].
H o w e v er, r ar e e x c e pti o ns m a y o c c ur [ 2 9 ]. Fr o m t h e
t h er a p e uti c p ers p e cti v e, o ur st u d y f urt h er c o nfi r ms t h e
eff e cti v e n ess of t ar g et e d t h er a p y wit h N T R K a n d R E T
i n hi bit ors [3 0, 3 1 ], l e a di n g t o a c o m pl et e or n e ar- c o m pl et e
r es p o ns e i n 5/ 6 c as es.

V er y i nt er esti n g n o v el d at a r e g ar di n g t h e r el ati o ns hi p
b et w e e n N T R K - S C N a n d I F S w er e r e c e ntl y p u blis h e d b y
T a u zi è d e- Es p ari at et al [2 9 ]. Usi n g u ns u p er vis e d w h ol e

R N A-s e q cl ust eri n g a n al ysis, t h e y s h o w e d t h at al m ost
all i nf a ntil e a n d a d ult c as es wit h N T R K f usi o ns ( a n d o n e
M E T -r e arr a n g e d c as e) i n cl u di n g E T V 6:: N T R K 3 -f us e d
I F S cl ust er cl os el y t o g et h er i n d e p e n d e ntl y of t h eir cli n-
i c o p at h ol o gi c al f e at ur es. M or e o v er, usi n g D N A
m et h yl ati o n- b as e d D K F Z br ai n t u m or a n d s ar c o m a cl as-
sifi ers [ 2 5, 2 6 ], 9/ 1 6 c as es w er e si g nifi c a ntl y cl assi fi e d
( c ali br at e d s c or es ≥ 0. 9) eit h er as s ar c o m a, M P N S T-li k e
(n = 6) or as I F S ( n = 3). T h e n, o n t- S N E a n al ysis of t h e
m et h yl ati o n d at a, t h eir c o h ort s e gr e g at e d i nt o t hr e e dif-
f er e nt s u b gr o u ps. W hil e f o ur t u m ors ( 4/ 1 6, 2 5 %) o c c ur-
ri n g i n i nf a nts a g e d 0– 1 y e ar, wit h I F S m or p h ol o g y,
C D 3 4 a n d S 1 0 0- n e g ati v e i m m u n o pr o fi l e, a n d E T V 6::
N T R K 3 f usi o n cl assifi e d wit hi n t h e I F S cl ust er, t h e l ar g-
est fr a cti o n ( 1 1/ 1 6, 6 9 %) f or m e d a p ossi bl y n o v el cl ust er
v er y cl os e t o t h e e xisti n g m et h yl ati o n cl ass s ar c o m a,
M P N S T-li k e. Si x o ut of t h e 1 1 c as es ( 5 4. 5 %) h a d a
C D K N 2 A d el eti o n, a n a b err ati o n n ot f o u n d i n ot h er
t u m ors i n t h e st u d y. T his m et h yl ati o n cl ust er i n cl u d e d
t u m ors irr es p e cti v e of a g e t h at w er e i niti all y di a g n os e d
b y hist o p at h ol o g y eit h er as N T R K - S C N or as a d ult-t y p e

Fi g ur e 5. ( A) U ns u p er vis e d cl ust eri n g of m et h yl ati o n pr ofi l es b y t - S N E c o m p ar e d wit h 2 4 7 mis c ell a n e o us s oft tiss u e m et h yl ati o n cl ass es
s h o w e d t h at ei g ht c as es ( c as es 3, 6, 1 1, 1 3, 1 8, 1 9, 2 1, a n d 2 2) cl ust er e d t o g et h er wit h t h e I F S m et h yl ati o n cl ass a n d o n e c as e ( c as e 1)
cl ust er e d wit h I M T. ( B) U ns u p er vis e d hi er ar c hi c al cl ust eri n g of m et h yl ati o n pr o fi l es c o m p ari n g t h es e ni n e c as es of ki n as e -r e arr a n g e d t u m ors
wit h I F S, I M T, M P N S T, a n d M P N S T -li k e c as es d e m o nstr at e d si mil ar fi n di n gs.

C o m p r e h e n si v e a n al y si s of m e s e n c h y m al t u m o r s wi t h ki n a s e g e n e a b e r r a ti o n s 9
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Fi g ur e 6. P er c e nt a g e of g e n o m e C N As i n l o w t o i nt er m e di at e - a n d hi g h - gr a d e c as es. G e n o m e - wi d e C N A o bt ai n e d fr o m t h e m et h yl ati o n
pr o fi l e usi n g t h e c o n u m e e R p a c k a g e. ( A a n d B) C o p y n u m b er pr ofi l es of hi g h - gr a d e ( A) a n d l o w t o i nt er m e di at e - gr a d e c as es ( B) a cr oss
t h e g e n o m e wit h c o p y n u m b er s e g m e nts c o m p ut e d o v er g e n o mi c r e gi o ns wit h g ai ns or l oss es. E a c h d ot r e pr es e nts a C p G pr o b e.
( C) C o p y n u m b er alt er ati o ns: t h e c e nt er li n e c orr es p o n ds t o t h e m e di a n; l o w er a n d u p p er hi n g es c orr es p o n d t o t h e 2 5t h a n d 7 5t h
p er c e ntil es; u p p er a n d l o w er w his k ers c orr es p o n d t o 1. 5 i nt er q u artil e r a n g e. E a c h d ot r e pr es e nts a n i n di vi d u al c as e. p v al u e fr o m
St u d e nt ’s t- a n al ysis.

1 0 N Kl u bí č k o v á, J K D e r m a w a n et al
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fi br os ar c o m as; all s h o w e d  C D 3 4 a n d S 1 0 0
c o- e x pr essi o n, a n d all h a d eit h er N T R K or M E T
f usi o ns [2 9 ].

I n c o ntr ast t o t h es e fi n di n gs [ 2 9 ], o ur r es ults s h o w t h at
irr es p e cti v e of t h eir cli ni c al, m or p h ol o gi c al, or g e n eti c
f e at ur es, t h e m et h yl ati o n pr ofi l es of t h e ei g ht ki n as e-
r e arr a n g e d c as es cl ust er e d t o g et h er wit h t h e I F S m et h-
yl ati o n cl ass, w hil e b ei n g disti n ct fr o m 1 5 ot h er s oft
tiss u e t u m or t y p es (i n cl u di n g t h e M P N S T-li k e gr o u p)
a n d c o ntr ol r e a cti v e tiss u e. T his fi n di n g w as f urt h er
c o n fi r m e d b y hi er ar c hi c al cl ust eri n g. I nt er esti n gl y, t h e
M P N S T-li k e m et h yl ati o n cl ass r e pr es e nt e d t h e s e c o n d
m ost cl os el y r el at e d m et h yl ati o n pr o fi l e, w hil e t h e
M P N S T m et h yl ati o n cl ass s h o w e d a v er y disti n ct a n d
diff er e nt m et h yl ati o n si g n at ur e. N ot a bl y, c as e 1 wit h a
ri c h i nfl a m m at or y b a c k gr o u n d cl ust er e d t o g et h er wit h
t h e I M T m et h yl ati o n cl ass, a c o m m o n p h e n o m e n o n
o bs er v e d i n t u m ors wit h a b u n d a nt i n fl a m m at or y c ells.
T h e dis a gr e e m e nt b et w e e n t h e t w o st u di es is dif fi c ult t o
e x pl ai n b ut mi g ht b e c a us e d b y diff er e n c es i n st u d y
c o h orts or diff er e nt m et h yl ati o n cl ass es b ei n g i n cl u d e d
i n t h e u ns u p er vis e d cl ust eri n g a n al ysis. N e v ert h el ess, it
is i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e M P N S T-li k e m et h yl ati o n
cl ass is c urr e ntl y n ot v er y w ell c h ar a ct eri z e d a n d is
s u p p os e d t o i n cl u d e c as es wit h M P N S T-li k e m or p h ol-
o g y, r et ai n e d e x pr essi o n of t h e H 3 K 2 7 tri m et h yl ati o n
m ar k er, a n d a hi g h fr e q u e n c y of C D K N 2 A/ B h o m o z y-
g o us d el eti o ns [ 2 6 ]. T h er ef or e, t his gr o u p m a y i n cl u d e a
h et er o g e n e o us mi xt ur e of t u m ors, i n cl u di n g s o m e wit h
ki n as e f usi o ns, p ossi bl y e x pl ai ni n g t h e cl os e r el ati o ns hi p
of c as es i n o ur st u d y as w ell as i n t h e st u d y b y T a u zi è d e-
Es p ari at et al [2 9 ]. M or e st u di es ar e still n e e d e d t o
el u ci d at e t h e e x a ct li n k b et w e e n N T R K - S C N a n d I F S.

O n t h e ot h er h a n d, w h e n w e att e m pt e d t u m or cl assi-
fi c ati o n usi n g t h e D K F Z s ar c o m a m et h yl ati o n cl assi fi er,
o nl y t h e c o n g e nit al c as e 1 3 wit h P W W P 2 A:: R E T f usi o n
si g nifi c a ntl y cl assi fi e d (s c or e 0. 9 8) wit h t h e m et h yl ati o n
cl ass I F S. T o t h e b est of o ur k n o wl e d g e, t his is t h e fi rst
r e p ort e d c as e assi g n e d t o t his m et h yl ati o n cl ass wit hi n
t his cl assifi er t h at h ar b ors a f usi o n diff er e nt fr o m E T V 6::
N T R K 3 . A n a d diti o n al t hr e e c as es w er e assi g n e d t o t h e
m et h yl ati o n cl ass s ar c o m a, M P N S T-li k e, b ut wit h l o w
c ali br at e d s c or es. S u c h i n c o nsist e nt a n d hi g hl y v ari a bl e
r es ults li k el y r efl e ct t h e f a ct t h at t h e ori gi n al tr ai ni n g a n d
v ali d ati o n c o h ort i n t h e s ar c o m a cl assi fi er l a c k e d a
w ell- c h ar a ct eri z e d c o h ort of N T R K - S C N, a n d t h us
is i n a d e q u at e i n t his t u m or cl ass.

C N V pl ots w er e g e n er at e d i n all c as es w h er e m et h yl-
ati o n pr o fi li n g w as p ossi bl e. T his all o w e d us t o c orr el at e
t h e C N V pr ofi l es of e a c h c as e wit h t h eir m or p h ol o gi c al
f e at ur es. O ur r es ults i n di c at e a r el ati v el y g o o d c o n c or-
d a n c e b et w e e n a fl at C N V pr o fi l e a n d L G/I G m or p h ol-
o g y. I n c o ntr ast, m ulti pl e g ai ns a n d l oss es w er e us u all y
f o u n d i n H G c as es. S p e cifi c all y, a b o ut 2 5 % of t h e
g e n o m e i n t h e H G gr o u p w as i n v ol v e d b y n o n-r e c urr e nt
c o p y n u m b er g ai ns a n d l oss es, c o m p ar e d wit h o nl y 7 % i n
t h e L G a n d I G gr o u p. C D K N 2 A/ B l oss is a n o n-r e c urr e nt
f e at ur e of t u m ors i n t h e l att er gr o u p, w hi c h w as als o
s h o w n i n t h e st u d y b y T a u zi è d e- Es p ari at et al [2 9 ].
A d diti o n all y, w e al s o o b s er v e d n o n-r e c urr e nt c o p y

n u m b er g ai ns i n C D K N A 2 A/ B , C C N D 1 , M D M 2/ C D K 4 ,
a n d C D K 6 a m o n g o ur H G c as es. S h ort f oll o w- u p d at a
f or m ost of o ur c as es hi n d er e d a r eli a bl e c o m p aris o n of
C N V pr o fi l es wit h pr o g n osis b ut t h e o nl y c as e wit h a
f at al o ut c o m e ( c as e 6) h a d a hi g hl y c o m pl e x C N V
pr o fi l e, w hi c h is i n k e e pi n g wit h a pr e vi o us st u d y o n
t his t o pi c [3 2 ].

O ur st u d y als o pr es e nt e d f o ur g e n e f usi o ns t h at ar e
n o v el i n s oft tiss u e t u m ors, n a m el y P W W P 2 A:: R E T ,
N U M A 1:: R E T , C A P Z A 2:: M E T , a n d I T S N 1:: R A F 1.
T h e P W W P 2 A g e n e, w hi c h e n c o d es a pr ot ei n i n v ol v e d
i n hist o n e a c et yl ati o n [3 3 ], w as pr e vi o usl y i d e ntifi e d as a
f usi o n p art n er t o R O S 1 i n S pit z t u m ors [3 4, 3 5 ]. N U M A 1
f usi o ns, w h os e pr o d u ct, N u M A, pl a ys a n i m p ort a nt r ol e
i n mit oti c s pi n dl e ass e m bl y a n d f u n cti o n [3 6 ], w er e
r e p ort e d i n a c ut e pr o m y el o c yti c l e u k e mi a [3 7 ], as w ell
as i n r ar e c as es of I M T [ 3 8 ] a n d a n e ur ys m al fi br o us
histi o c yt o m a [ 3 9 ]. C A P Z A 2 , e n c o di n g a n a cti n- bi n di n g
pr ot ei n, C a p Z [ 4 0 ], w as pr e vi o usl y d et e ct e d as a M E T
f usi o n p art n er i n n o n-s m all c ell l u n g c a n c er [4 1 ]. T o t h e
b est of o ur k n o wl e d g e, n o f usi o ns or ot h er alt er ati o ns of
t h e I T S N 1 g e n e ( e n c o di n g a v esi cl e s c aff ol di n g pr ot ei n,
i nt ers e cti n- 1 [4 2 ]) h a v e b e e n r e p ort e d t o d at e. O v er all,
t h e p at h o g e ni c eff e cts of all t h es e n o v el f usi o ns m ost
li k el y d eri v e fr o m t h e f usi o n p art n er c o nt ai ni n g t h e t yr o-
si n e or s eri n e/t hr e o ni n e ki n as e d o m ai n, i. e. N T R K 1/ 3 ,
R E T , R A F 1 , or M E T . Pr ot ei ns e n c o d e d b y t h es e g e n es
ar e all p art of t h e u bi q uit o us M A P ki n as e si g n ali n g
c as c a d e, a n d t h e g e n er al m e c h a nis m b y w hi c h t h e y l e a d
t o o n c o g e n esis h as b e e n t h or o u g hl y d es cri b e d [1, 3 4 ]. Of
t h es e f o ur n o v el f usi o ns, t h e m ost i nt er esti n g is C A P Z A 2::
M E T as o nl y fi v e M E T -r e arr a n g e d m es e n c h y m al t u m ors
h a v e b e e n d es cri b e d i n t h e lit er at ur e [ 5, 9, 2 0, 3 5 ]. O ur c as e
is disti n ct fr o m t h e m b ot h m or p h ol o gi c all y a n d cli ni c all y
si n c e it is t h e fi rst s u c h c as e r e p ort e d i n a n a d ult.

T his st u d y als o i n cl u d e d t w o ut eri n e c as es. W hil e t h e
fi rst h ar b or e d a n N T R K 3 f usi o n [2 3 ], w hi c h is w ell
k n o w n t o o c c ur i n ut eri n e m es e n c h y m al t u m ors
[4 3 – 4 5 ], t h e l att er ( c as e 2 2) w as e xtr a or di n ar y. It
h a d t h e t y pi c al m or p h ol o g y a n d i m m u n o pr o fi l e of
N T R K - S C N b ut i nst e a d of a f usi o n, it h ar b or e d p at h o-
g e ni c a b err ati o ns of B R A F a n d E G F R , w hi c h h as n ot
b e e n s e e n pr e vi o usl y i n t his c o nt e xt. H o w e v er, B R A F as
w ell as E G F R a b err ati o ns w er e r e c e ntl y r e p ort e d i n
c o n g e nit al m es o bl asti c n e p hr o m a, i. e. a t u m or wit h a
si g nifi c a nt m or p h ol o gi c o v erl a p wit h I F S a n d N T R K - S C N
[2 1, 2 2, 4 6, 4 7 ].

D es pit e r a pi dl y i n cr e asi n g k n o wl e d g e r e g ar di n g t h e
v ari o us dri vi n g m ol e c ul ar a b err ati o ns d et e ct e d i n ki n as e
f usi o n m es e n c h y m al t u m ors, l ar g er-s c al e st u di es a n al y z-
i n g ot h er p ot e nti al m ol e c ul ar a b err ati o ns t h at c o ul d b e
r es p o nsi bl e f or t h er a p y r esist a n c e or t u m or pr o gr essi o n
w er e missi n g [ 4 8 ]. W e us e d a l ar g e D N A p a n el t o
a n al y z e 1 3 c as es a n d f o u n d o nl y r ar e s e c o n d ar y g e n eti c
a b err ati o ns wit h u n cl e ar si g ni fi c a n c e.

I n s u m m ar y, w e r e p ort a c o m pr e h e nsi v e cli ni c o p at h-
ol o gi c al a n d m ol e c ul ar g e n eti c a n al ysis of 2 2 c as es of
b ot h p e di atri c a n d a d ult m es e n c h y m al t u m ors wit h
ki n as e g e n e a b err ati o ns. W e d et e ct e d f o ur n o v el f usi o ns
n ot pr e vi o usl y r e p ort e d i n t h es e n e o pl as ms, i n cl u di n g

C o m p r e h e n si v e a n al y si s of m e s e n c h y m al t u m o r s wi t h ki n a s e g e n e a b e r r a ti o n s 1 1
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t h e fi rst a d ult M E T -r e arr a n g e d c as e, as w ell as t h e fi rst
ut eri n e c as e of t his t y p e l a c ki n g a f usi o n b ut h ar b ori n g
B R A F a n d E G F R m ut ati o ns. I n t h e m et h yl ati o n pr o fi li n g
a n al ysis, 8/ 9 of o ur c as es cl ust er e d t o g et h er wit h t h e I F S
m et h yl ati o n cl ass, s u g g esti n g t h at t h e y r e pr es e nt a
cl os el y r el at e d e ntit y.

A c k n o wl e d g e m e nts

T his st u d y w as s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 2 6 0 6 5 2
fr o m t h e Mi nistr y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N K,
E M, A K, O K) a n d b y t h e C o o p er ati o pr o gr a m, R es e ar c h
Ar e a S U R G ( N K, Mi c h a el M).

A ut h or c o ntri b uti o ns st at e m e nt

All a ut h ors c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n a n d
e dit e d t h e m a n us cri pt. M at eri al pr e p ar ati o n, fi n al d at a
c oll e cti o n a n d a n al ysis w er e p erf or m e d b y N K a n d
Mi c h a el M. J K D p erf or m e d t h e m et h yl ati o n a n d C N V
a n al ysis. T h e fi rst dr aft of t h e m a n us cri pt w as writt e n b y
N K, wit h a si g ni fi c a nt c o ntri b uti o n fr o m Mi c h a el M. All
a ut h ors c o m m e nt e d o n pr e vi o us v ersi o ns of t h e m a n u-
s cri pt. All a ut h ors r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al
m a n us cri pt.

D at a a v ail a bilit y st at e m e nt

D at a s u p p orti n g t h e fi n di n gs of t his st u d y ar e a v ail a bl e
wit hi n t h e arti cl e. T h e c o m pl et e d at as ets g e n er at e d d ur-
i n g a n d/ or a n al y z e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail-
a bl e fr o m t h e c orr es p o n di n g a ut h or u p o n r e as o n a bl e
r e q u est.

R ef er e n c es

1. D a vis J L, Al-I br a h e e mi A, R u d zi ns ki E R, et al . M es e n c h y m al

n e o pl as ms  wit h  N T R K a n d ot h er ki n as e g e n e alt er ati o ns.

Hist o p at h ol o g y 2 0 2 2; 8 0: 4 – 1 8.

2. K n e z e vi c h S R, G ar n ett MJ, P ys h er TJ, et al . E T V 6- N T R K 3 g e n e

f usi o ns a n d tris o m y 1 1 est a blis h a hist o g e n eti c li n k b et w e e n

m es o bl asti c n e p hr o m a a n d c o n g e nit al fi br os ar c o m a. C a n c er R es

1 9 9 8; 5 8: 5 0 4 6 – 5 0 4 8.

3. R u bi n B P, C h e n CJ, M or g a n T W, et al . C o n g e nit al m es o bl asti c

n e p hr o m a t( 1 2; 1 5) is ass o ci at e d wit h E T V 6- N T R K 3 g e n e f usi o n:

c yt o g e n eti c a n d m ol e c ul ar r el ati o ns hi p t o c o n g e nit al (i nf a ntil e) fi br o-

s ar c o m a. A m J P at h ol 1 9 9 8; 1 5 3: 1 4 5 1 – 1 4 5 8.

4. K a o Y C, Fl et c h er C D M, Al a g gi o R, et al . R e c urr e nt B R A F g e n e

f usi o ns i n a s u bs et of p e di atri c s pi n dl e c ell s ar c o m as – e x p a n di n g

t h e g e n eti c s p e ctr u m of t u m ors wit h o v erl a p pi n g f e at ur es wit h i nf a n-

til e fi br os ar c o m a. A m J S ur g P at h ol 2 0 1 8; 4 2: 2 8 – 3 8.

5. Fl u c k e U, v a n N o es el M M, Wij n e n M, et al . T F G- M E T f usi o n i n a n

i nf a ntil e s pi n dl e c ell s ar c o m a  wit h n e ur al f e at ur es. G e n es

C hr o m os o m es C a n c er 2 0 1 7; 5 6: 6 6 3 – 6 6 7.

6. C h ur c h AJ, C ali c c hi o M L, N ar di V, et al . R e c urr e nt E M L 4 – N T R K 3

f usi o ns i n i nf a ntil e fi br os ar c o m a a n d c o n g e nit al  m es o bl asti c

n e p hr o m a s u g g est a r e vis e d t esti n g str at e g y. M o d P at h ol 2 0 1 8; 3 1:

4 6 3 – 4 7 3.

7. T a n S Y, Al-I br a h e e mi A, A hr e ns W A, et al . A L K r e arr a n g e m e nts i n

i nf a ntil e fi br os ar c o m a-li k e s pi n dl e c ell t u m o urs of s oft tiss u e a n d

ki d n e y. Hist o p at h ol o g y 2 0 2 2; 8 0: 6 9 8 – 7 0 7.

8. K all e n M E, H or ni c k J L. T h e 2 0 2 0 W H O cl a s si fi c ati o n: w h at ’s n e w

i n s oft ti s s u e t u m or p at h ol o g y ? A m J S u r g P at h ol 2 0 2 1; 4 5:

e 1 – e 2 3.

9. A nt o n es c u C R. E m er gi n g s oft tiss u e t u m ors wit h ki n as e f usi o ns: a n

o v er vi e w of t h e r e c e nt lit er at ur e wit h a n e m p h asis o n di a g n osti c

crit eri a. G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 2 0; 5 9: 4 3 7 – 4 4 4.

1 0. A g ar a m N P, Z h a n g L, S u n g Y S, et al . R e c urr e nt N T R K 1 g e n e f usi o ns

d e fi n e a n o v el s u bs et of l o c all y a g gr essi v e li p o fi br o m at osis-li k e n e u-

r al t u m ors. A m J S ur g P at h ol 2 0 1 6; 4 0: 1 4 0 7 – 1 4 1 6.

1 1. S u ur m eij er AJ H, K a o Y C, A nt o n es c u C R. N e w a d v a n c es i n t h e

m ol e c ul ar cl assi fi c ati o n of p e di atri c m es e n c h y m al t u m ors. G e n es

C hr o m os o m es C a n c er 2 0 1 9; 5 8: 1 0 0 – 1 1 0.

1 2. H all er F, K n o pf J, A c k er m a n n A, et al . P a e di atri c a n d a d ult s oft tiss u e

s ar c o m as wit h N T R K 1 g e n e f usi o ns: a s u bs et of s pi n dl e c ell s ar c o m as

u ni fi e d b y a pr o mi n e nt m y o p eri c yti c/ h a e m a n gi o p eri c yti c p att er n.

J P at h ol 2 0 1 6; 2 3 8: 7 0 0 – 7 1 0.

1 3. D a vis J L, L o c k w o o d C M, St o hr B, et al . E x p a n di n g t h e s p e ctr u m of

p e di atri c N T R K -r e arr a n g e d m es e n c h y m al t u m ors. A m J S ur g P at h ol

2 0 1 9; 4 3: 4 3 5 – 4 4 5.

1 4. S u ur m eij er AJ H, Di c ks o n B C, S w a ns o n D, et al . A n o v el gr o u p of

s pi n dl e c ell t u m ors d e fi n e d b y S 1 0 0 a n d C D 3 4 c o- e x pr essi o n s h o ws

r e c urr e nt f usi o ns i n v ol vi n g R A F 1, B R A F, a n d N T R K 1/ 2 g e n es.

G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 1 8; 5 7: 6 1 1 – 6 2 1.

1 5. A nt o n es c u C R, Di c ks o n B C, S w a ns o n D, et al . S pi n dl e c ell t u m ors

wit h R E T g e n e f usi o ns e x hi bit a m or p h ol o gi c s p e ctr u m a ki n t o

t u m ors wit h N T R K g e n e f usi o ns. A m J S ur g P at h ol 2 0 1 9; 4 3:

1 3 8 4 – 1 3 9 1.

1 6. D a vis J L, V ar g as S O, R u d zi ns ki E R, et al . R e c urr e nt R E T g e n e

f usi o ns i n p a e di atri c s pi n dl e  m es e n c h y m al n e o pl as ms.

Hist o p at h ol o g y 2 0 2 0; 7 6: 1 0 3 2 – 1 0 4 1.

1 7. D er m a w a n J K, A z z at o E M, G ol d bl u m J R, et al . S u p erfi ci al

A L K -r e arr a n g e d m y x oi d s pi n dl e c ell n e o pl as m: a c ut a n e o us s oft

tiss u e t u m or wit h disti n cti v e m or p h ol o g y a n d i m m u n o p h e n ot y pi c

pr o fi l e. M o d P at h ol 2 0 2 1; 3 4: 1 7 1 0 – 1 7 1 8.

1 8. C h o o F, R a k h ej a D, D a vis L E, et al . G A B 1- A B L 1 f usi o ns i n t u m ors

t h at h a v e hist ol o gi c o v erl a p wit h N T R K -r e arr a n g e d s pi n dl e c ell

t u m ors. G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 2 1; 6 0: 6 2 3 – 6 3 0.

1 9. Mi c h al M, Pt á k o v á N, M artí n e k P, et al . S 1 0 0 a n d C D 3 4 p ositi v e

s pi n dl e c ell t u m or wit h pr o mi n e nt p eri v as c ul ar h y ali ni z ati o n a n d a

n o v el N C O A 4- R E T f usi o n. G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 1 9; 5 8:

6 8 0 – 6 8 5.

2 0. Mi c h al M, U d Di n N, Š v aj dl er M, et al . T F G:: M E T -r e arr a n g e d s oft

tiss u e t u m or: a r ar e i nf a ntil e n e o pl as m wit h a disti n ct l o w- gr a d e tri p h asi c

m or p h ol o g y. G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 2 2; 6 2: 2 9 0 – 2 9 6.

2 1. P e n ni n g AJ, Al-I br a h e e mi A, Mi c h al M, et al . N o v el B R A F g e n e

f usi o ns a n d a cti v ati n g p oi nt m ut ati o ns i n s pi n dl e c ell s ar c o m as wit h

hist ol o gi c o v erl a p wit h i nf a ntil e fi br os ar c o m a. M o d P at h ol 2 0 2 1; 3 4:

1 5 3 0 – 1 5 4 0.

2 2. W e g ert J, V o k u hl C, C oll or d G, et al . R e c urr e nt i ntr a g e ni c

r e arr a n g e m e nts of E G F R a n d B R A F i n s oft tiss u e t u m ors of i nf a nts.

N at C o m m u n 2 0 1 8; 9: 2 3 7 8.

2 3. Mi c h al M, H áj k o v á V, S k ál o v á A, et al . S T R N- N T R K 3 -r e arr a n g e d

m es e n c h y m al t u m or of t h e ut er us: e x p a n di n g t h e m or p h ol o gi c s p e ctr u m

of t u m ors wit h N T R K f usi o ns. A m J S ur g P at h ol 2 0 1 9; 4 3: 1 1 5 2 – 1 1 5 4.

2 4. G er a mi P, Li G, P o ur y a z d a n p ar ast P, et al . A hi g hl y s p e cifi c a n d dis cri m-

i n at or y FI S H ass a y f or disti n g uis hi n g b et w e e n b e ni g n a n d m ali g n a nt

m el a n o c yti c n e o pl as ms. A m J S ur g P at h ol 2 0 1 2; 3 6: 8 0 8 – 8 1 7.

2 5. C a p p er D, J o n es D T W, Sill M, et al . D N A m et h yl ati o n- b as e d cl assi-

fi c ati o n of c e ntr al n er v o us s yst e m t u m o urs. N at ur e 2 0 1 8; 5 5 5:

4 6 9 – 4 7 4.

1 2 N Kl u bí č k o v á, J K D e r m a w a n et al

© 2 0 2 4 T h e A ut h o rs. T h e J o ur n al of P at h ol o gy p u blis h e d b y J o h n Wil e y & S o ns Lt d
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2 6. K o els c h e C, S c hri m pf D, Sti c h el D, et al . S ar c o m a cl assifi c ati o n b y

D N A m et h yl ati o n pr o fi li n g. N at C o m m u n 2 0 2 1; 1 2: 4 9 8.

2 7. Br a h mi M, D ufr es n e A, V err et B, et al . N T R K f usi o n i n s oft tiss u e

s ar c o m as h ar b ori n g M D M 2/ C D K 4 a m pli fi c ati o n: t hr e e c as e r e p orts.

A n n O n c ol 2 0 2 1; 3 2: 8 1 3 – 8 1 4.

2 8. K a o Y C, S u ur m eij er AJ H, Ar g a ni P, et al . S oft tiss u e t u m ors c h ar a c-

t eri z e d b y a wi d e s p e ctr u m of ki n as e f usi o ns s h ar e a li p ofi br o m at osis-

li k e n e ur al t u m or p att er n. G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 2 0; 5 9:

5 7 5 – 5 8 3.

2 9. T a u zi è d e- Es p ari at A, D u c h es n e M, B a u d J, et al . N T R K -r e arr a n g e d

s pi n dl e c ell n e o pl as ms ar e u bi q uit o us t u m o urs of m y o fi br o bl asti c

li n e a g e wit h a disti n ct m et h yl ati o n cl ass. Hist o p at h ol o g y 2 0 2 2; 8 2:

5 9 6 – 6 0 7.

3 0. Orti z M V, G er d e m a n n U, R aj u S G, et al . A cti vit y of t h e hi g hl y

s p e cifi c R E T i n hi bit or s el p er c ati ni b ( L O X O- 2 9 2) i n p e di atri c p ati e nts

wit h t u m ors h ar b ori n g R E T g e n e alt er ati o ns. J C O Pr e cis O n c ol 2 0 2 0;

4: P O. 1 9. 0 0 4 0 1.

3 1. L a ets c h T W, D u B ois S G, M as c ar e n h as L, et al . L ar otr e cti ni b f or

p a e di atri c s oli d t u m o urs h ar b o uri n g N T R K g e n e f usi o ns: p h as e

1 r es ults fr o m a m ulti c e ntr e, o p e n-l a b el, p h as e 1/ 2 st u d y. L a n c et

O n c ol 2 0 1 8; 1 9: 7 0 5 – 7 1 4.

3 2. V ar g as A C, Ar d a k a ni N M, W o n g D D, et al . C hr o m os o m al i m b al-

a n c es d et e ct e d i n N T R K -r e arr a n g e d s ar c o m as b y t h e us e of c o m p ar-

ati v e g e n o mi c h y bri dis ati o n. Hist o p at h ol o g y 2 0 2 1; 7 8: 9 3 2 – 9 4 2.

3 3. Li n k S, S pit z er R M M, S a n a M, et al . P W W P 2 A bi n ds disti n ct c hr o-

m ati n m oi eti es a n d i nt er a cts wit h a n M T A 1-s p e ci fi c c or e N u R D

c o m pl e x. N at C o m m u n 2 0 1 8; 9: 4 3 0 0.

3 4. D o n ati M, K ast n er o v a L, M arti n e k P, et al . S pit z t u m ors wit h R O S 1

f usi o ns: a cli ni c o p at h ol o gi c al st u d y of 6 c as es, i n cl u di n g FI S H f or

c hr o m os o m al c o p y n u m b er alt er ati o ns a n d m ut ati o n a n al ysis usi n g

n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g. A m J D er m at o p at h ol 2 0 2 0; 4 2: 9 2 – 1 0 2.

3 5. Wi es n er T, H e J, Y el e ns k y R, et al . Ki n as e f usi o ns ar e fr e q u e nt i n

S pit z t u m o urs a n d s pit z oi d m el a n o m as. N at C o m m u n 2 0 1 4; 5: 3 1 1 6.

3 6. C h u X, C h e n X, W a n Q, et al . N u cl e ar mit oti c a p p ar at us ( N u M A)

i nt er a cts wit h a n d r e g ul at es astri n at t h e mit oti c s pi n dl e. J Bi ol C h e m

2 0 1 6; 2 9 1: 2 0 0 5 5 – 2 0 0 6 7.

3 7. W ells R A, C at z a v el os C, K a m el- R ei d S. F usi o n of r eti n oi c a ci d

r e c e pt or al p h a t o N u M A, t h e n u cl e ar mit oti c a p p ar at us pr ot ei n, b y a

v ari a nt tr a nsl o c ati o n i n a c ut e pr o m y el o c yti c l e u k a e mi a. N at G e n et

1 9 9 7; 1 7: 1 0 9 – 1 1 3.

3 8. R a o N, I w e n of u H, T a n g B, et al . I nfl a m m at or y m y o fi br o bl asti c t u m or

dri v e n b y n o v el N U M A 1- A L K f usi o n r es p o n ds t o A L K i n hi biti o n.

J N atl C o m pr C a n c N et w 2 0 1 8; 1 6: 1 1 5 – 1 2 1.

3 9. P a n a g o p o ul os I,  G or u n o v a  L,  Bj er k e h a g e n  B, et al .

L A M T O R 1- P R K C D a n d N U M A 1- S F M B T 1 f usi o n g e n es i d e ntifi e d

b y R N A s e q u e n ci n g i n a n e ur ys m al b e ni g n fi br o us histi o c yt o m a wit h

t( 3; 1 1)( p 2 1; q 1 3). C a n c er G e n et 2 0 1 5; 2 0 8: 5 4 5 – 5 5 1.

4 0. d os R e m e di os C G, C h h a br a D, K e ki c M, et al . A cti n bi n di n g pr ot ei ns:

r e g ul ati o n of c yt os k el et al mi cr ofi l a m e nts. P h ysi ol R e v 2 0 0 3; 8 3: 4 3 3 – 4 7 3.

4 1. Ri e d el R, F ass u n k e J, S c h e el A H, et al . M E T f usi o ns i n N S C L C:

cli ni c o p at h ol o gi c f e at ur es a n d r es p o ns e t o M E T i n hi biti o n. J T h or a c

O n c ol 2 0 2 3; 1 9: 1 6 0 – 1 6 5.

4 2. H err er o- G ar ci a E, O ’Br y a n J P. I nt ers e cti n s c aff ol d pr ot ei ns a n d t h eir

r ol e i n c ell si g n ali n g a n d e n d o c yt osis. Bi o c hi m Bi o p h ys A ct a M ol C ell

R es 2 0 1 7; 1 8 6 4: 2 3 – 3 0.

4 3. C hi a n g S, C ot zi a P, H y m a n D M, et al . N T R K f usi o ns d efi n e a n o v el

ut eri n e s ar c o m a s u bt y p e wit h f e at ur es of fi br os ar c o m a. A m J S ur g

P at h ol 2 0 1 8; 4 2: 7 9 1 – 7 9 8.

4 4. Cr o c e S, H ost ei n I, L o n g a cr e T A, et al . Ut eri n e a n d v a gi n al s ar c o m as

r es e m bli n g fi br os ar c o m a: a cli ni c o p at h ol o gi c al a n d m ol e c ul ar a n al y-

sis of 1 3 c as es s h o wi n g c o m m o n N T R K -r e arr a n g e m e nts a n d t h e

d es cri pti o n of a C O L 1 A 1- P D G F B f usi o n n o v el t o ut eri n e n e o pl as ms.

M o d P at h ol 2 0 1 9; 3 2: 1 0 0 8 – 1 0 2 2.

4 5. C osti g a n D C, N u c ci M R, Di c ks o n B C, et al . N T R K -r e arr a n g e d ut er-

i n e s ar c o m as: cli ni c o p at h ol o gi c f e at ur es of 1 5 c as es, lit er at ur e r e vi e w,

a n d ris k str ati fi c ati o n. A m J S ur g P at h ol 2 0 2 2; 4 6: 1 4 1 5 – 1 4 2 9.

4 6. Z h a o M, Yi n M, K ui c k C H, et al . C o n g e nit al m es o bl asti c n e p hr o m a is

c h ar a ct eris e d b y ki n as e m ut ati o ns i n cl u di n g E G F R i nt er n al t a n d e m

d u pli c ati o ns, t h e E T V 6- N T R K 3 f usi o n, a n d t h e r ar e K L H L 7- B R A F

f usi o n. Hist o p at h ol o g y 2 0 2 0; 7 7: 6 1 1 – 6 2 1.

4 7. K o o S C, S c hi eff er K M, L e e K, et al . E G F R i nt er n al t a n d e m d u pli c a-

ti o ns i n f usi o n- n e g ati v e c o n g e nit al a n d n e o n at al s pi n dl e c ell t u m ors.

G e n es C hr o m os o m es C a n c er 2 0 2 3; 6 2: 1 7 – 2 6.

4 8. T h or w art h A, H a as e K, R o ef z a a d C, et al . G e n o mi c e v ol uti o n a n d

p ers o n ali z e d t h er a p y of a n i nf a ntil e fi br os ar c o m a h ar b ori n g a n N T R K

o n c o g e ni c f usi o n. J C O Pr e cis O n c ol 2 0 2 2; 6: e 2 1 0 0 2 8 3.

S U P P L E M E N T A R Y M A T E RI A L O N LI N E

S u p pl e m e nt a r y m at e ri als a n d m et h o ds

T a bl e S 1. D et ails of t h e a nti b o di es us e d f or i m m u n o hist o c h e mistr y

T a bl e S 2. E x a ct c hr o m os o m e br e a k p oi nts a n d ot h er d et ails r e g ar di n g t h e d et e ct e d p at h o g e ni c a b err ati o ns

T a bl e S 3. Ot h er g e n eti c v ari a nts d et e ct e d b y t h e m ol e c ul ar g e n eti c a n al ysis

C o m p r e h e n si v e a n al y si s of m e s e n c h y m al t u m o r s wi t h ki n a s e g e n e a b e r r a ti o n s 1 3
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4. 8  TI M P 3:: A L K  f usi o ns c h a r a ct e ri z e a disti n cti v e m y x oi d fi b r o bl asti c t u m o r of 
t h e v o c al c o r ds: a r e p ort of 7 c as es 

Ve st u dii p o pis uj e m e 7 pZí p a d ů u ni k át ní h o i n d ol e nt ní h o, v ari a bil n ě m y x oi d ní h o 

n á d or u hl asi v e k. J e di s k ut o v á n v zt a h t ét o n o v ě n a vr ž e n é n á d or o v é j e d n ot k y a I M T.  

a est p a ci e nt ů v e v ě k u o d 1 5 d o 6 5 l et b yl o m u žs k é h o p o hl a ví, s e d m ý m p a ci e nt e m 
b yl a 5 4l et á ž e n a. U j e d n o h o p a ci e nt a d obl o n ejs píb e k v ůli i n k o m pl et ní e x ci zi pri m ár ní h o 
t u m or u k r e ci di v ě. Vbi c h ni p a ci e nti s d ost u p n ý mi d at y n e m ěli pZi n ásl e d n ý c h k o ntr ol á c h 
z n á m k y o n e m o c n ě ní.  

N á d or y o bs a h o v al y stZí d ají cí s e k o m p a kt n ějbí o bl asti a o bl asti s m y x oi d ní m 
str o m at e m. V  m y x oi d ní c h o bl a st e c h b yl y n á d or o v é b u ň k y v ol n ě r o z pt ýl e n y v e str o m at u, 
n ě k d y s n a h o dil ý m r ůst o v ý m v z or e m p o d o b n ý m t k á ň o v é k ult uZ e pZi p o mí n ají cí m 
pr olif er ati v ní f as ciiti d u, z atí m c o v k o m p a kt n ějbí c h  o bl ast e c h b yl y pZít o m n y kr át k é 
n e pr a vi d el n é s v a z k y vZ et e nit ý c h b u n ě k. F as ci k ul ár ní n e b o st orif or m ní r ůst o v ý v z or 
r el ati v n ě u nif or m ní c h vZ et e nit ý c h b u n ě k t y pi c k ý pr o I M T n e b yl pZít o m e n. V n á d or e c h 
b yl a pZít o m n a j e m n á sí ť v ět ví cí c h s e k a pil ár s  n e v ýr a z n o u p eri v as k ul ár ní k o n d e n z a cí 
n á d or o v ý c h b u n ě k, v e tZ e c h pZí p a d e c h b yl y p atr n é n á p a d n ě „ k u dr n at é “, z a kZi v e n é c é v y. 
Yí d k ý,  v ětbi n o u  p eri v as k ul ár ní  n e n á d or o v ý  z á n ětli v ý  i nfiltr át  t v oZ e n ý 
p ol y m orf o n u kl e ár ní mi  l e u k o c yt y, l y mf o c yt y a pl a z m ati c k ý mi b u ň k a mi b yl pZít o m e n v 6 
pZí p a d e c h, v  1 pZí p a d ě b yl y v n á d or o v é t k á ni r o z pt ýl e n y p o u z e o b � as n é l y mf o c yt y a 
h ustbí l y mf o pl a z m o c el ul ár ní i nfiltr át b yl pZít o m e n j e n pZi o kr aji n á d or u.  

C yt o m orf ol o gi c k y m ěl y n á d or o v é b u ň k y v ys o c e v ari a bil ní a at y pi c k ý v z hl e d. 
Z atí m c o n ě kt er é b u ň k y b yl y n e v ýr a z n é, o v ál n é h o a ž vZ et e nit é h o n e b o h v ě z di c o v é h o 
t v ar u, s e stZ e d n ě v el k ý mi, l e h c e b a z ofil ní mi j á dr y a n e n á p a d n o u, mír n ě e o si n ofil ní 
c yt o pl a z m o u, t y pi c k ý m z n a k e m t ě c ht o n á d or ů b yl a pZít o m n ost v el k ý c h at y pi c k ý c h b u n ě k 
s v ýr a z n ý mi j a d ér k y, � ast o s j e d n o u n e b o ví c e i ntr a n u kl e ár ní mi a c yt o pl a z m ati c k ý mi 
v a k u ol a mi, p o pZí p a d ě i ntr a n u kl e ár ní mi  c yt o pl a z m ati c k ý mi ps e u d oi n kl u z emi . N ě kt er é 
z  t ě c ht o v el k ý c h b u n ě k m ěl y t m a v á b a z ofil ní j á dr a s r o z m a z a n ý mi o kr aji. D ál e b yl y 
pZít o m n y b u ň k y v z hl e d u b u n ě k g a n gli o v ý c h, s e s v ětl o u o bj e m n o u c yt o pl a z m o u, stZ e d n ě 
v el k ý mi j á dr y s j e m n ý m c hr o m ati n e m a ži v ě e osi n ofil ními  m e g a n u kl e ol y. N ě kt er é 
at y pi c k é b u ň k y v y k a z o v al y dl o u h é bi p ol ár ní n e b o m ulti p ol ár ní d e n driti c k é v ý b ě ž k y, �í m ž 
s e p o d o b al y P ur k y ň o v ý m b u ň k á m n e b o t z v. t a d p ol e r h a b d o m y o bl ast ů m. I pZ es t yt o 
v ýr a z n é at y pi e vb a k c h y b ěl a si g nifi k a nt ní mit oti c k á a kti vit a, at y pi c k é mit ó z y a n e kr ó z a.  

I m u n o hist o c h e mi c k á d et e k c e A L K b yl a p o ziti v ní v e vb e c h pZí p a d e c h, z atí m c o 
pr ů k a z hl a d k os v al o v é h o m ar k er u S M A b yl z c el a n e g ati v ní v  5 pZí p a d e c h, v e d v o u 
pZí p a d e c h b yl a d et e k o v á n a sl a b á v ari a bil ní e x pr es e. R N A -s e q o d h alil a v e vb e c h 
a n al y z o v at el n ý c h pZí p a d e c h i d e nti c k o u f ú zi TI M P 3:: A L K  m e zi e x o n e m 1 g e n u TI M P 3  a 
e x o n e m 1 2 g e n u A L K . 

Z atí m c o b u ň k y v z hl e d u b u n ě k g a n gli o v ý c h js o u b ě ž n o u s o u � ástí I M T ( 3 1) , 

pr o mi n e nt ní v el k é b u ň k y s i ntr a n u kl e ár ní mi a c yt o pl a z m ati c k ý mi v a k u ol a mi n e b o 
i ntr a n u kl e ár ní mi c yt o pl a z m ati c k ý mi ps e u d oi n kl u z e mi n ejs o u t y pi c k ý m r ys e m I M T. 
V ětbi n a I M T s e v y z n a � uj e b o h at ý m a dif ú z ní m z á n ětli v ý m i nfiltr át e m,  v e z d e 
pr e z e nt o v a n ý c h pZí p a d e c h b yl vb a k z á n ětli v ý i nfiltr át s píb e Zí d k ý. I m u n o hist o c h e mi c k y 
n e b yl n a ví c pr o k á z á n m y ofi br o bl asti c k ý f e n ot y p ( n e g ati vit a S M A), m y ofil a m e nt a n e b yl a 

1 0 1



 

p o z or o v á n a a ni ultr astr u kt ur ál n ě ( 4 9). Vb e c h n y a n al y z o v at el n é pZí p a d y s díl el y i d e nti c k o u 
f ú zi TI M P 3:: A L K . J e d n á s e t e d y o t u m or v y m e z e n ý u ni k át ní mi g e n eti c k ý mi, 
m orf ol o gi c k ý mi a kli ni c k ý mi z n a k y, pZ e dst a v ují cí s p e cifi c k ý s u bt y p I M T n e b o 
s a m ost at n o u j e d n ot k u.  
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A b str a ct
We r e p ort 7 c a s e s of a n i n d ol e nt, v ari a bl y m y x oi d t u m or of t h e v o c al c or d s, c h ar a ct eri z e d b y o v ert c ell ul ar at y pi a wit h l ar g e 
c ell s c o nt ai ni n g i ntr a n u cl e ar a n d i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s, d eli c at e c ur vili n e ar v e s s el s, a n d s p ar s e i n fl a m m at or y i n filtr at e. 
Si x p ati e nt s w er e m al e, a g e d 1 5 t o 6 5  y e ar s, a n d 1 p ati e nt w a s a 5 4- y e ar- ol d f e m al e. All t u m or s w er e l o c at e d i n t h e s u p er-
fi ci al p orti o n of t h e v o c al c or d. O n e p ati e nt s u ff er e d a r e c urr e n c e t h at w a s c o m pl et el y r e s e ct e d; all p ati e nt s wit h a v ail a bl e 
f oll o w- u p d at a c urr e ntl y h a v e n o e vi d e n c e of di s e a s e. T h e t u m or s c o nt ai n e d alt er n ati n g ar e a s wit h m y x oi d str o m a a n d m or e 
c o m p a ct e d r e gi o n s wit h t u m or c ell s or g a ni z e d i n s h ort f a s ci cl e s, i nt er w o v e n wit h d eli c at e c ur vili n e ar v a s c ul at ur e. O v ert 
c ell ul ar at y pi a wit h l ar g e c ell s c o nt ai ni n g i ntr a n u cl e ar a n d i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s or r e s e m bli n g g a n gli o n c ell s w a s pr e-
s e nt i n all c a s e s b ut mit o s e s a n d n e cr o si s w er e a b s e nt. A L K i m m u n o st ai ni n g w a s p o siti v e i n all c a s e s, w hil e m o st t u m or s 
w er e n e g ati v e f or s m o ot h m u s cl e a cti n. T ar g et e d R N A- s e q u e n ci n g r e v e al e d a n i d e nti c al TI M P 3:: A L K  f u si o n wit h e x o n 1 of 
TI M P 3  g e n e b ei n g f us e d wit h e x o n 1 2 of A L K  g e n e i n all a n al y z a bl e c as es. F or v ari o us r e as o ns dis c uss e d, it r e m ai ns u n cl e ar 
w h et h er t hi s t u m or r e pr e s e nt s a m er e s u bt y p e of I M T or a s e p ar at e e ntit y. N e v ert h el e s s, it i s a m or p h ol o gi c all y di sti n ct a n d 
di a g n o sti c all y c h all e n gi n g l e si o n t h at n e e d s t o b e r e c o g ni z e d b y s ur gi c al p at h ol o gi st s i n or d er t o pr e v e nt o v er di a g n o si s i n 
t hi s cli ni c all y v er y d eli c at e ar e a.

K e y w or ds  S oft tiss u es · M y x oi d fi br o bl asti c t u m or · I n fl a m m at or y m y o fi br o bl asti c t u m or · TI M P 3:: A L K  · V o c al c or ds · 
L ar y n x

I ntr o d u cti o n

I n fl a m m at or y m y o fi br o bl a sti c t u m or (I M T) i s d e fi n e d a s 
a r ar el y m et a st a si zi n g l o w- gr a d e n e o pl a s m c o m p o s e d of 
fi br o bl a sti c a n d m y o fi br o bl a sti c s pi n dl e c ell s a d mi x e d wit h 
i n fl a m m at or y i n filtr at e c o n si sti n g of pl a s m a c ell s, l y m p h o-
c yt e s, a n d/ or e o si n o p hil s [ 1 ]. T h o u g h i niti all y c o n si d er e d 
t o r e pr e s e nt a r e a cti v e i n fl a m m at or y p s e u d ot u m or, I M T i s 
c urr e ntl y a c c e pt e d as a tr u e n e o pl as m dri v e n i n t h e m aj orit y 
of c a s e s b y c o n stit uti o n all y a cti v e A L K or, l e s s fr e q u e ntl y, 
ot h er r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e pr ot ei n s [ 2 – 4 ], a c hi e v e d b y 
tr a n sl o c ati o n of t h e r e s p e cti v e g e n e s t o tr a n s cri pti o n all y 
a cti v e g e n e p art n er s. Y o u n g er a d ult s a n d c hil dr e n ar e t y pi-
c all y a ff e ct e d, b ut t h e di s e a s e m a y o c c ur o v er a wi d e a g e 
r a n g e. T h e m ost c o m m o n sit e of o c c urr e n c e is t h e l u n g, f ol-
l o w e d b y m e s e nt er y, o m e nt u m, a n d t h e uri n ar y tr a ct. A b o ut 
1 5 % of I M T c a s e s ari s e i n t h e h e a d a n d n e c k r e gi o n a n d 
t h e u p p er r e s pir at or y tr a ct [5 ]. I n t hi s l o c ali z ati o n, I M T h a s 
a p arti c ul arl y f a v or a bl e pr o g n o si s: m o st t u m or s h a v e b e e n 

 *  N at áli e Kl u bí č k o v á 
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1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, C h arl e s U ni v er sit y, F a c ult y 
of  M e di ci n e i n  Pil s e n, Al ej S v o b o d y 8 0, 3 2 3  0 0  Pil s e n, 
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c o m pl et el y tr e at e d b y a si n gl e e x ci si o n, w hil e o nl y 1 of 
t h e 1 3 c a s e s a n al y z e d b y K err et  al. [6 ] d e v el o p e d a l o c al 
r e c urr e n c e 3  y e ar s aft er t h e i niti al tr e at m e nt. T hr e e m ai n 
hist ol o gi c al p att er ns ar e r e c o g ni z e d i n I M T: c ell ul ar s pi n dl e 
c ell p att er n wit h a pr e d o mi n a ntl y f a s ci c ul ar arr a n g e m e nt of 
t u m or c ell s a n d ri c h i n fl a m m at or y i n filtr at e; h y p o c ell ul ar 
fi br o u s p att er n wit h a b u n d a nt h y ali ni z e d str o m a a n d s p ar s e 
i n fl a m m ati o n; a n d a m y x oi d p att er n c o n si sti n g of s pi n dl e d 
m y o fi br o bl a st s wit h a ri c h v a s c ul ar a n d i n fl a m m at or y c o m-
p o n e nt. I m m u n o hi st o c h e mi c all y, o v er 9 0 % of I M Ts e x pr e s s 
s m o ot h m u s cl e a cti n [ 7 , 8 ].

I n o ur pr a cti c e, w e h a v e r e p e at e dl y e n c o u nt er e d a n u n u-
s u al m y x oi d m e s e n c h y m al l e si o n ari si n g fr o m t h e v o c al 
c or d s t h at fr e q u e ntl y h ar b or e d a n i d e nti c al TI M P 3:: A L K  
g e n e f u si o n a n d s h o w e d a di ff u s e c yt o pl a s mi c A L K i m m u-
n o e x pr e s si o n. H o w e v er, t h e l e si o n l a c k e d a c o m p elli n g 
s m o ot h m u s cl e a cti n st ai ni n g i n m o st c a s e s, a s w ell a s t h e 
t y pi c al di ff u s e a n d pr o mi n e nt i n fl a m m at or y i n filtr at e, w hil e 
e x hi biti n g u n us u al l ar g e at y pi c al c ells wit h pr o mi n e nt n u cl e-
oli a n d si n gl e or m ulti pl e i ntr a n u cl e ar a n d/ or i ntr a c yt o pl a s-
mi c v a c u ol e s. H er ei n, w e r e p ort o ur e x p eri e n c e wit h 7 s u c h 
c a s e s t o dr a w att e nti o n t o t h e s e di a g n o sti c all y c h all e n gi n g 
v o c al c or d l e si o n s.

M at eri al s a n d  m et h o d s

C a s e s el e cti o n

A r etr o s p e cti v e r e vi e w of p er s o n al c o n s ult ati o n fil e s w a s 
c o n d u ct e d t o s e ar c h f or c a s e s of l ar y n g e al I M T a n d ot h er 
b e ni g n m es e n c h y m al t u m ors of t h e l ar y n x wit h u n us u al f e a-
t ur e s i n cl u di n g ar e a s of a b u n d a nt m y x oi d str o m a wit h g a n-
gli o n-li k e c ells or wit h l ar g e at y pi c al c ells h ar b ori n g n u cl e ar 
or c yt o pl as mi c v a c u ol es. T h e s e ar c h yi el d e d 7 c as es i n t ot al. 
H o w e v er,  N G S a n al y si s w a s i nf or m ati v e i n o nl y 5 c a s e s 
( c a s e s 1 – 5). T h e r e m ai ni n g 2 c a s e s w er e i n cl u d e d b a s e d o n 
a n i d e nti c al m or p h ol o g y a n d di ff us e c yt o pl as mi c A L K st ai n-
i n g ( c a s e s 6 – 7) a s e ff ort s t o c o n fir m t h e f u si o n wit h FI S H 
f ail e d as w ell. C as e 1 h as b e e n p u blis h e d i n a pr e vi o us r e p ort 
b y Y orit a et  al. [ 9 ]. O n e or 2 bl o c k s w er e a v ail a bl e f or e a c h 
c a s e. Cli ni c o p at h ol o gi c d at a w er e o bt ai n e d fr o m t h e m e di-
c al r e c or d s of t h e i n stit uti o n s t h at p arti ci p at e d i n t h e st u d y.

I m m u n o hi st o c h e mi c al st u di e s

I m m u n o hi st o c h e mi c al st ai ni n g w a s r o uti n el y p erf or m e d at 
t h e p arti ci p ati n g i n stit uti o n s u si n g a n a ut o m at e d Ve nt a n a 
B e n c h M ar k U L T R A or X T s yst e m s ( Ve nt a n a M e di c al S ys-
t e m s I n c., T u c s o n, A Z, U S A). T h e pri m ar y a nti b o di e s u s e d 
ar e s u m m ari z e d i n T a bl e  1 .

M ol e c ul ar- g e n eti c st u di e s

FI S H a n al ysis

FI S H  a n al y si s  of  A L K  r e ar r a n g e m e nt s  i n  c a s e  1  w a s 
d e s cri b e d pr e vi o u sl y [ 9 ]; t h e pr ot o c ol f or a n al y si s of 
A L K  r e arr a n g e m e nt s i n c a s e s 2 – 3 i s d eli n e at e d i n [1 0 ]. 
F or t h e d et e cti o n of A L K  a n d TI M P 3  r e arr a n g e m e nt s i n 
c a s e s 6 – 7, V ysi s A L K Br e a k A p art FI S H Pr o b e Kit ( V ysi s/
A b b ott M ol e c ul ar, D e s Pl ai n e s, I L, U S A) a n d C u st o m-
FI S H D e si g n 2 2 q 1 2. 3 TI M P 3 br e a k- a p art pr o b e w er e u s e d 
( S ur e FI S H/ A gil e nt T e c h n ol o gi e s, S a nt a Cl ar a, C A, U S A), 
r e s p e cti v el y. T h e FI S H pr o c e d ur e a n d i nt er pr et ati o n of 
FI S H r e s ult s w er e p erf or m e d a s d e s cri b e d e arli er [ 1 1 ].

R N A-s e q u e n ci n g

R N A w a s e xtr a ct e d u si n g M a x w ell R S C R N A F F P E kit 
( a ut o m at e d o n M a x w ell R S C 4 8 I n str u m e nt, Pr o m e g a, 
M a di s o n, WI, U S A). P uri fi e d R N A w a s q u a nti fi e d u si n g 
t h e Q u bit Br o a d R a n g e R N A A s s a y ( T h er m o Fi s h er S ci e n-
ti fi c, W alt h a m, M A, U S A). C a s e s 4 a n d 6 – 7 w er e a n al y z e d 
u si n g t h e Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 p a n el. R N A li br ari e s 
w er e pr e p ar e d u si n g t h e Tr u Si g ht O n c ol o g y 5 0 0 Kit (Ill u-
mi n a, S a n Di e g o, C A, U S A) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur-
er’s pr ot o c ol. S e q u e n ci n g w a s p erf or m e d o n t h e N o v a S e q 
6 0 0 0 s e q u e n c er (Ill u mi n a) f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’s 
r e c o m m e n d ati o n s. D at a a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g 
Tr u si g ht O n c ol o g y 5 0 0 L o c al A p p. C a s e 5 w a s s e q u e n c e d 
i n a c c or d a n c e wit h t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol u si n g t h e 
I o n S 5 s e q u e n c er ( T h er m o Fi s h er S ci e nti fi c) a n d a c u st o m 
kit b a s e d o n Ar c h er F u si o n Pl e x S ar c o m a kit ( Ar c h er D X, 
B o ul d er, C O, U S A) t h at d et e ct s f u si o n s i n 5 3 g e n e s  a n d 
m ut ati o n s i n 1 3 g e n e s, i n cl u di n g A L K , B R A F , N T R K 1-
3 , R A F 1 , R E T , a n d R O S 1 . D at a a n al y si s w a s p erf or m e d 
u si n g t h e Ar c h er A n al y si s s oft w ar e v er si o n 6. 2 ( Ar c h er 
D X). C a s e 1 w a s a n al y z e d a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y [ 9 ]; 
t h e pr ot o c ol f or a n al ysi s of c a s e s 2 – 3 i s d eli n e at e d i n [1 2 ].

T a bl e 1  A nti b o di es us e d f or t h e i m m u n o hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n

A b br e vi ati o ns: R T U , r e a d y t o us e

Dil uti o n Cl o n e S o ur c e

A L K- 1 1: 5 0 ( c as es 1, 4 – 7), 
1: 1 0 0 ( c as es 2 – 3)

D 5 F 3  C ell si g n ali n g

S M A R T U 1 A 4  D a k o

D es mi n  R T U D 3 3  D a k o

S 1 0 0 R T U p ol y cl o n al  D a k o

P a n- c yt o k er ati n  R T U A E 1/ A E 3  D a k o

C D 3 4 1: 2 0 0 Q B E n d/ 1 0  D a k o
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R e s ult s

Cli ni c al d at a

T h e m ai n cli ni c al d at a ar e s u m m ari z e d i n T a bl e  2 . Si x 
p ati e nt s w er e m al e; 1 p ati e nt w a s a mi d dl e- a g e d f e m al e. 
T h eir a g e r a n g e d fr o m 1 5 t o 6 5  y e ar s ( m e a n 3 6, m e di a n 
3 2). T w o p ati e nt s e x p eri e n c e d h o ar s e n e s s of v oi c e; o n e of 
t h e s e p ati e nt s al s o r e p ort e d sli g ht d y s p n e a. O n e p ati e nt 
h a d d y s p h o ni a a n d i nt er mitt e nt a p h o ni a a s w ell a s t h e 
s e n s ati o n of a f or ei g n b o d y i n hi s t hr o at; h e al s o s u ff er e d 
fr o m m o d er at e d y s p n e a. T hr e e p ati e nt s r e p ort e d pr e vi o u s 
t o b a c c o u s e ( s m o ki n g of ci g ar ett e s). All c a s e s a ff e ct e d t h e 
s u p er fi ci al p orti o n of t h e v o c al c or d s, wit h 2 c a s e s ari si n g 
fr o m t h e l eft v o c al c or d, w hil e 4 w er e l o c ali z e d t o t h e ri g ht 
v o c al c or d a n d n o i nf or m ati o n o n t h e l at er alit y w a s a v ail-
a bl e i n 1 c a s e. All c a s e s w er e tr e at e d b y l o c al e x ci si o n of 
u n k n o w n e xt e nt. I n c a s e 5, a s m all pr o b at or y bi o p s y w a s 
t a k e n 2  m o nt h s pri or t o t h e e x ci si o n. F oll o w- u p i nf or m a-
ti o n w a s a v ail a bl e f or 4 p ati e nt s. T h e p ati e nt i n c a s e 1 
h a d n o si g n s of r e c urr e n c e at t h e l a st vi d e o l ar y n g o s c o pi c 
e x a mi n ati o n p erf or m e d 4  m o nt h s aft er t h e s ur gi c al i nt er-
v e nti o n a n d h a d n o cli ni c al si g n s of r e c urr e n c e 3  y e ar s 
aft er t h e s ur g er y ( vi d e o l ar y n g o s c o p y or ot h er i m a gi n g 
e x a mi n ati o n w er e, h o w e v er, n ot p erf or m e d at t h at ti m e 
d u e t o p ati e nt’s r ef u s al). N o e vi d e n c e of di s e a s e aft er 
1 1. 5  y e ar s w a s r e p ort e d i n c a s e 2. I n c a s e 4, t h er e w a s n o 
e vi d e n c e of di s e a s e 2  m o nt h s aft er t h e e x ci si o n. T h e t u m or 
r e c urr e d a n d w a s tr e at e d b y r e- e x ci si o n 1  y e ar aft er t h e i ni-
ti al e x ci si o n i n c a s e 6. S u b s e q u e ntl y, t h e p ati e nt h a s h a d n o 
e vi d e n c e of di s e a s e f or 1 4  y e ar s. C a s e s 3 a n d 5 ar e r e c e nt 
c a s e s. N o f oll o w- u p i nf or m ati o n w a s a v ail a bl e i n c a s e 7.

Hi st ol o gi c al a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al fi n di n g s

Mi cr o s c o pi c all y, t h e t u m or s gr e w a s u n e n c a p s ul at e d, 
v a g u el y n o d ul ar l e si o n s i n t h e s u p er fi ci al p orti o n s of 
t h e v o c al c or d. W h e n pr e s e nt, t h e o v erl yi n g s q u a m o u s 
e pit h eli u m di s pl a y e d sli g ht r e a cti v e c h a n g e s. T h e t u m or s 
c o n si st e d of v ari o u s c o m bi n ati o n s of c o m p a ct ar e a s a n d 
ar e a s wit h a b u n d a nt m y x oi d str o m a ( Fi g.  1 A – D ). T h e 
t u m or c ell s w er e l o o s el y s c att er e d i n t h e m y x oi d str o m a, 
s o m eti m e s wit h a h a p h a z ar d ti s s u e c ult ur e-li k e gr o wt h 
p att er n r e s e m bli n g pr olif er ati v e f a s ciiti s, w hil e i n t h e 
m or e c o m p a ct ar e a s, s h ort ir r e g ul ar f a s ci cl e s c o ul d b e 
a p pr e ci at e d ( Fi g.  1 A ). T h e t y pi c al f a s ci c ul ar or st orif or m 
gr o wt h p att er n c o m p o s e d of bl a n d s pi n dl e d c ell s t y pi c al 
of I M T w a s, h o w e v er, n ot pr e s e nt. C yt o m or p h ol o gi c all y, 
t u m or c ell s h a d a hi g hl y v ari a bl e a p p e ar a n c e. S o m e c ell s 
w er e bl a n d, o v al t o s pi n dl e d or st ell at e s h a p e d, wit h m o d-
er at el y si z e d li g htl y b a s o p hili c n u cl ei a n d i n c o n s pi c u o u s, 
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mil dl y  e o si n o p hili c  c yt o pl a s m.  H o w e v er,  t h e  t y pi c al 
f e at ur e of t h e s e t u m or s w a s t h e pr e s e n c e of l ar g e at y pi-
c al c ell s wit h pr o mi n e nt n u cl e oli, oft e n wit h si n gl e or 
m ulti pl e i ntr a n u cl e ar a n d i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s or 
i ntr a n u cl e ar c yt o pl a s mi c p s e u d oi n cl u si o n s ( Fi g. 2 A – C , 
E ). D ar k b a s o p hili c n u cl ei wit h i n di sti n ct b or d er s a n d 
s m u d g e d a p p e ar a n c e w er e e n c o u nt er e d i n s o m e of t h e s e 
c ell s ( Fi g.  2 C – D ). I n a d diti o n, l ar g e g a n gli o n-li k e c ell s 
w er e pr e s e nt. T h e y h a d li g ht c yt o pl a s m, m e di u m- si z e d 
n u cl ei  wit h  s m o ot h  c hr o m ati n,  a n d  e nl ar g e d  vi vi dl y 
e o si n o p hili c  n u cl e oli  ( Fi g.  2 F ,  Fi g.  2 F -i n s et). S o m e 
at y pi c al c ell s e x hi bit e d l o n g bi p ol ar or m ulti p ol ar d e n-
driti c pr o c e s s e s t h at c o ul d b e b e st a p pr e ci at e d o n A L K 
i m m u n o hi st o c h e mi c al  e x a mi n ati o n  ( Fi g.  3 A – B ),  b ut 
w er e vi si bl e e v e n i n t h e h e m at o x yli n a n d e o si n st ai n. O n 
o c c a si o n, t h e s e c ell s a c q uir e d a r e s e m bl a n c e t o P ur ki nj e 
c ell s i n t h e c er e b ell u m or r h a b d o m y o bl a sti c t a d p ol e c ell s 
( Fi g. 2 C ). A d eli c at e n et w or k of br a n c hi n g s m all v e s s el s 
w a s pr e s e nt t hr o u g h o ut t h e t u m or s, wit h a sli g ht c ell u-
l ar c o n d e n s ati o n ar o u n d t h e v e s s el s i n s o m e ar e a s a n d 
stri ki n gl y “ c url y ” v e s s el s i n t hr e e c a s e s ( Fi g.  1 A – B ). 
S p ar s e, m o stl y p eri v a s c ul ar i nfl a m m at or y i nfiltr at e of 
p ol y m or p h o n u cl e ar l e u k o c yt e s, l y m p h o c yt e s, a n d pl a s m a 

c ell s w a s pr e s e nt t hr o u g h o ut t h e t u m or s i n 6 c a s e s, w hil e 
i n c a s e 1, o nl y o c c a si o n al l y m p h o c yt e s w er e s c att er e d 
i n t h e t u m or ti s s u e, wit h a h e a vi er l y m p h o pl a s m a c yti c 
i nfiltr at e pr e s e nt at t h e t u m or b or d er. Mit oti c fi g ur e s a n d 
n e cr o si s w er e a b s e nt i n all c a s e s. T h e r e c urr e nt t u m or i n 
c a s e 6 w a s sli g htl y m or e c ell ul ar, wit h l e s s pr o mi n e nt 
m y x oi d ar e a s. T h e m at eri al fr o m t h e ori gi n al e x ci si o n 
w a s r e vi e w e d i n t hi s c a s e, r e v e ali n g a wi d el y p o siti v e 
r e s e cti o n m ar gi n.

A L K i m m u n o hi st o c h e mi c al st ai ni n g w a s di ff u s el y a n d 
str o n gl y p o siti v e i n t h e c yt o pl a s m of t h e t u m or c ell s i n all 
c a s e s, o c c a si o n all y hi g hli g hti n g t h eir d e n driti c c yt o pl a s-
mi c pr o c e s s e s ( Fi g.  3 A – B ). S m o ot h m u s cl e a cti n s h o w e d a 
v ari a bl e p o siti vit y i n 2 c a s e s; t h e ot h er 5 c a s e s t e st e d w er e 
c o m pl et el y n e g ati v e. D e s mi n, S 1 0 0 pr ot ei n, p a n- c yt o k er-
ati n ( u si n g t h e A E 1/ A E 3 a nti b o d y), a n d C D 3 4 w er e n e g a-
ti v e i n all c a s e s t e st e d. O n e x a mi n ati o n b y el e ctr o n mi cr o s-
c o p y, w hi c h w a s p erf or m e d i n c a s e 1 [ 9 ], t h e t u m or c ell 
c yt o pl a s m c o nt ai n e d a ri c h n et w or k of r o u g h e n d o pl a s mi c 
r eti c ul u m wit h s e cr et or y gr a n ul e s a n d a b u n d a nt c yt o pl a s-
mi c v a c u ol e s. I ntr a n u cl e ar c yt o pl a s mi c p s e u d oi n cl u si o n s 
w er e r e v e al e d a s w ell. C o ntr aril y, m y o fil a m e nt s w er e c o m-
pl et el y a b s e nt fr o m t h e t u m or c ell s.

Fi g. 1  Hist o m or p h ol o gi c f e at ur es: A  l o w- p o w er vi e w of t h e alt er n at-
i n g m y x oi d a n d s oli d, v a g u el y f as ci c ul ar ar e as i n c as e 2; B  a b u n d a nt 
m y x oi d  str o m a  wit h  n u m er o us  c ur v y  v ess els  i n  c as e  2;  C  h y p o c el-

l ul ar m y x oi d “l a k e ” i n c as e 4; D  gr a d u al tr a nsiti o n of t h e h y p o c ell ul ar 
m y x oi d (l eft) a n d m or e c o m p a ct e d (ri g ht) ar e as, wit h a ri c h c a pill ar y 
n et w or k t hr o u g h o ut t h e l esi o n i n c as e 7
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M ol e c ul ar- g e n eti c fi n di n g s

T h e m ol e c ul ar- g e n eti c r e s ult s ar e s u m m ari z e d i n T a bl e  2 . 
FI S H a n al ysi s r e v e al e d a br e a k i n t h e A L K  g e n e i n 3/ 3 of 
a n al y z a bl e c as es; t h e m et h o d f ail e d i n 2 ot h er c as es i n w hi c h 
t h e a n al ysi s w a s att e m pt e d. TI M P 3  br e a k w a s n ot d et e ct e d 
b y FI S H i n c a s e 6 a n d f urt h er m ol e c ul ar t e sti n g w a s n ot 
p ossi bl e d u e t o t h e l o w q u alit y of t h e g e n eti c m at eri al i n t his 
ar c hi v al bi o ps y s p e ci m e n. A n i d e nti c al TI M P 3:: A L K  f usi o n 
i n v ol vi n g e x o n 1 of t h e TI M P 3  g e n e a n d e x o n 1 2 of t h e A L K  
g e n e w as d et e ct e d b y s e q u e n ci n g m et h o ds i n all 5 a n al y z a bl e 
c as es. T h e r ef er e n c e tr a ns cri pt s e q u e n c es us e d f or d es cri bi n g 

TI M P 3  a n d A L K  h a v e a c c essi o n n u m b ers N M _ 0 0 0 3 6 2. 4 a n d 
N M _ 0 0 4 3 0 4. 3, r e s p e cti v el y; t h e c hr o m o s o m al p o siti o n i s 
d es cri b e d usi n g t h e r ef er e n c e g e n o m e G R C h 3 7 ( h g 1 9), wit h 
br e a k p oi nt s at c hr 2 2: 3 3 1 9 8 1 0 7 a n d c hr 2: 2 9 4 7 4 1 3 3.

Di s c u s si o n

We r e p ort 7 c as es of a n u n us u al v o c al c or d l esi o n c h ar a ct er-
i z e d b y v ari o u s a m o u nt s of m y x oi d str o m a, l ar g e at y pi c al 
c ell s wit h i ntr a n u cl e ar a n d/ or i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s, 
s p ar s e i n fl a m m at or y i n filtr at e, a n d a fr e q u e nt TI M P 3:: A L K  

Fi g. 2  At y pi c al  t u m or  c ells  pr es e nt  i n  t h e  t u m ors.  S o m e  at y pi c al  
c ells c o nt ai n e d i ntr a n u cl e ar ps e u d oi n cl usi o ns ( A – C ; c as es 3, 6, a n d 
4, r es p e cti v el y). L ar g e c ells wit h i n disti n ct n u cl e ar b or d ers a n d b as o-

p hili c s m u d g e d c hr o m ati n ( C – D ; c as e 4). I ntr a c yt o pl as mi c v a c u ol es 
w er e o c c asi o n all y s e e n ( E ; c as e 4). T u m or c ells wit h a g a n gli o n-li k e 
a p p e ar a n c e ( F ; c as e 6, F-i ns et ; c as e 4)
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f u si o n wit h c orr e s p o n di n g A L K i m m u n o e x pr e s si o n. O v er-
all, it i s u n cl e ar w h et h er t hi s t u m or r e pr e s e nt s a m er e s u b-
t y p e of I M T or a di sti n ct e ntit y. W hil e a m y x oi d p att er n 
i s w ell r e c o g ni z e d i n I M T, it i s oft e n a c c o m p a ni e d b y f a s-
ci c ul ar/ st orif or m gr o wt h p att er n s at l e a st i n s o m e ar e a s of 
t h e t u m or. Si mil arl y, w hil e t h e g a n gli o n-li k e c ell s c a n b e 
f o u n d i n s o m e I M Ts [1 3 ], t h e pr o mi n e nt l ar g e c ell s wit h 
i ntr a n u cl e ar a n d c yt o pl a s mi c v a c u ol e s or i ntr a n u cl e ar c yt o-
pl a s mi c  p s e u d oi n cl u si o n s ar e n ot a f e at ur e of I M T. M o st 
I M Ts f e at ur e a n  a m pl e a n d di ff u s e i n fl a m m at or y i n filtr at e 
w hi c h w a s r at h er s p ar s e i n o ur c a s e s. I m p ort a ntl y, 7 0 % of 
t h e c a s e s pr e s e nt e d h er ei n l a c k e d m y o fi br o bl a sti c p h e n o-
t y p e b y i m m u n o hi st o c h e mi str y. Ultr a str u ct ur all y, t h e m o st 
stri ki n g f e at ur e of t h e t u m or c ell s w a s t h e a b u n d a nt r o u g h 
e n d o pl a s mi c r eti c ul u m t a ki n g u p m o st of t h e c yt o pl a s m. 
T his is a f e at ur e s e e n i n b ot h fi br o bl asts a n d m y o fi br o bl asts, 
t o g et h er wit h a s pi n dl e d or st ell at e s h a p e of t h e c ell s [1 4 , 
1 5 ] w hi c h w a s al s o o b s er v e d i n o ur c a s e s. M y o fil a m e nt s 
w er e, h o w e v er, n ot pr e s e nt i n t h e e x a mi n e d c ell s [ 9 ], p oi nt-
i n g r at h er t o w ar ds a fi br o bl asti c di ff er e nti ati o n. A n i d e nti c al 
TI M P 3:: A L K  g e n e f u si o n d et e ct e d i n all c a s e s a n al y z a bl e 
b y R N A- s e q u e n ci n g pr o p o s e s a di sti n cti v e p at h o g e n eti c 
p at h w a y f or t h e d e v el o p m e nt of t hi s l e si o n. H o w e v er, FI S H 
f or a TI M P 3  r e arr a n g e m e nt w a s n e g ati v e i n 1 c a s e w hi c h 
w a s n ot a n al y z a bl e b y s e q u e n ci n g m et h o d s. I n d ol e nt cli ni-
c al b e h a vi or a n d a f a v or a bl e o ut c o m e c a n b e d e d u c e d fr o m 
t h e a v ail a bl e f oll o w- u p i nf or m ati o n, pr o p o si n g a ri s k of 
o v ertr e at m e nt i n c as e of mis di a g n osis. O nl y 1 c as e r e c urr e d 
l o c all y, li k el y d u e t o i n c o m pl et e r e m o v al of t h e t u m or tiss u e 
i n t h e ori gi n al e x ci si o n.

T h e a cti vit y of t h e tr a n s m e m br a n e r e c e pt or t yr o si n e 
ki n a s e A L K i s k e y f or t h e d e v el o p m e nt of t h e n e ur al s y s-
t e m u n d er p h y si ol o gi c al c o n diti o n s [1 6 ], w hil e it s g e n eti c 
alt er ati o n s ar e t h e c a u s e of s e v er al n e o pl a sti c di s e a s e s 
[1 7 – 2 1 ]. A b o ut t hr e e- fift h s of I M T c a s e s h ar b or a dri v er 
A L K  g e n e f u si o n [2 , 3 ]. T h e n e g ati v e c a s e s oft e n di s pl a y 
r e arr a n g e m e nt s of ot h er r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e g e n e s, 

i n cl u di n g R O S 1 , R E T , N T R K 3 , or I G F 1 R [2 , 3 , 2 2 ]. A L K 
c o nt ai n s a r e c e pt or d o m ai n i n t h e e xtr a c ell ul ar r e gi o n, a 
si n gl e h y dr o p h o bi c tr a n s m e m br a n e d o m ai n, a n d a t yr o s-
i n e ki n a s e d o m ai n l o c at e d i n t h e i ntr a c ell ul ar p art of t h e 
pr ot ei n. U n d er n or m al c o n diti o n s, t h e ki n a s e di m eri z e s 
a n d a ut o p h o s p h or yl at e s it s elf aft er b ei n g tri g g er e d b y a n 
e xtr a c ell ul ar li g a n d, a n d t h e n c o nti n u e s t o a cti v at e s e v-
er al pr ot ei n s of v ari o u s d o w n str e a m si g n ali n g p at h w a y s, 
i n cl u di n g b ut n ot li mit e d t o t h e R A S/ M A P K, PI 3 K/ A kt, 
a n d P L C γ p at h w a y s [ 2 3 ]. T h e f u si o n pr o d u ct i n o ur c a s e s 
r et ai n s t h e t yr o si n e ki n a s e d o m ai n, w hi c h i s cr u ci al f or 
it s f u n cti o n i n c ar ci n o g e n e si s. Tr a n sl o c ati o n of t h e A L K  
g e n e t o t h e TI M P 3  g e n e, c o di n g f or a pr ot ei n i n v ol v e d 
i n t h e r e m o d el ati o n of e xtr a c ell ul ar m atri x — a pr o c e s s 
t h at i s u ni v er s all y pr e s e nt d uri n g t u m ori g e n e si s —li k el y 
c a u s e s it s i n cr e a s e d e x pr e s si o n, w hi c h c a n b e c o n fir m e d 
b y i m m u n o hi st o c h e mi str y.

R e c e ntl y, K err et  al. [ 6 ] r e p ort e d 1 3 c a s e s of I M T i n 
t h e h e a d a n d n e c k r e gi o n. I n 4 c a s e s ( c a s e s 1, 6, 1 1, a n d 
1 3), t h e t u m or s o c c urr e d i n t h e v o c al c or d s a n d h ar b or e d a 
TI M P 3:: A L K  f u si o n. C o n si d eri n g t hi s s u b gr o u p, b ot h s e x es 
w er e a ff e ct e d e q u all y; t h e p ati e nt s’ a g e s r a n g e d fr o m 2 5 t o 
3 3  y e ars ( m e a n 2 8. 7 5, m e di a n 2 8. 5). F oll o w- u p i nf or m ati o n 
w as a v ail a bl e i n 2/ 4 of c as es wit h a m e a n of 4. 2 5  y e ars; b ot h 
p ati e nt s h a d n o e vi d e n c e of di s e a s e. T h e t u m or s c o nt ai n e d 
l ar g e g a n gli o n-li k e c ell s i n 2 c a s e s, a s w ell a s c ell s wit h 
i ntr a n u cl e ar i n cl u si o n s i n 3 c a s e s, di s p er s e d i n a v ari a bl e 
mi xt ur e of m y x oi d a n d c o m p a ct str o m a wit h m o d er at e t o dif-
f us e l y m p h o c yti c or l y m p h o pl as m a c yti c i n fl a m m at or y i n fil-
tr at e. I m m u n o hi st o c h e mi c all y, all c a s e s di s pl a y e d c yt o pl a s-
mi c gr a n ul ar or di ff u s e p o siti vit y f or A L K. S m o ot h m u s cl e 
a cti n a n d d e s mi n w er e n e g ati v e i n 2/ 3 a n d 3/ 4 c a s e s t e st e d, 
r e s p e cti v el y. C o n v er s el y, c a s e 1 3 w a s i m m u n o p o siti v e f or 
s m o ot h m u s cl e a cti n; r ar e c ell s ar e al s o st ai n e d f or d e s mi n. 
T h e e x a ct f u si o n e v e nt di ff er e d sli g htl y i n t hi s gr o u p: e x o n 
1 of t h e TI M P 3  g e n e w a s f u s e d t o e x o n 1 9 of t h e A L K  g e n e 
i n 2 c a s e s; t h e ot h er 2 c a s e s h ar b or e d a f u si o n of e x o n 3 of 

Fi g. 3  Str o n g c yt o pl as m ati c i m m u n o hist o c h e mi c al p ositi vit y wit h t h e A L K a nti b o d y w as pr es e nt i n all c as es, o c c asi o n all y hi g hli g hti n g t h eir 
d e n driti c c yt o pl as mi c pr o c ess es ( A ; c as e 2, B ; c as e 4)
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t h e TI M P 3  g e n e t o e x o n 1 8 of t h e A L K  g e n e. I n a n y e v e nt, 
h o w e v er, t h e A L K t yr o si n e ki n a s e d o m ai n i s r et ai n e d i n t h e 
f u si o n pr o d u ct, pr e s er vi n g it s pr o p o s e d o n c o g e ni c a cti vit y.

Si mil arl y, Pi err y et  al. [ 4 ] pr e s e nt e d 6 c a s e s of l ar y n g e al 
I M T wit h A L K o v er e x pr essi o n, t hr e e of w hi c h w er e l o c at e d 
i n t h e v o c al c or d s a n d w er e p o siti v el y t e st e d f or a n A L K  
r e arr a n g e m e nt b y FI S H ( c a s e s 2, 3, a n d 6). T w o m al e s w er e 
a ff e ct e d, a n d 1 p ati e nt w a s f e m al e. T h eir a g e s r a n g e d fr o m 
4 0 t o 4 8  y e ar s ( m e a n 4 3. 3 3̅, m e di a n 4 2). Hi st ol o gi c all y, t h e 
t u m or s c o n si st e d of s pi n dl e c ell s wit h n u cl e ar at y pi a i n a 
m y x oi d b a c k gr o u n d, wit h v ari a bl y pr o n o u n c e d i n fl a m m at or y 
i n filtr at e s of l y m p h o c yt e s a n d pl a s m a c ell s. H o w e v er, n o 
d et ail e d hist o m or p h ol o gi c d es cri pti o n w as a v ail a bl e f or e a c h 
c a s e s e p ar at el y. C a s e 2 w hi c h o c c urr e d i n t h e v o c al c or d 
of a 4 0- y e ar- ol d m al e di d n ot st ai n i m m u n o hi st o c h e mi c all y 
f or s m o ot h m u s cl e a cti n, w hil e t h e ot h er 2 c a s e s w er e p o si-
ti v e. M or e o v er, c as e 6 w as i m m u n o p ositi v e f or d es mi n. T h e 
p ati e nt s di d n ot r e c ei v e a n y a d diti o n al tr e at m e nt aft er t h e 
e x ci si o n of t h e t u m or a n d h a d n o e vi d e n c e of di s e a s e i n t h e 
f oll o w- u p p eri o d w hi c h l a st e d fr o m 5 t o 2 8  m o nt h s ( m e a n 
1 5, m e di a n 1 2). O n e m or e at y pi c al I M T of t h e ri g ht v o c al 
c or d w a s r e p ort e d b y V öl k er et  al. [ 2 4 ]. T h e p ati e nt w a s a 
3 4- y e ar- ol d f e m al e w h o s u ff er e d a r e c urr e n c e 3  m o nt hs aft er 
t h e i niti al e x cisi o n t h at w as c o nsi d er e d c o m pl et e. T h e p ati e nt 
h a d n o e vi d e n c e of di s e a s e 2. 5  y e ar s aft er t h e e x ci si o n of 
t h e r e c urr e nt t u m or. I nt er e sti n gl y, t h e pri m ar y t u m or c o n-
si st e d of c yt o m or p h ol o gi c all y m o stl y bl a n d s pi n dl e d c ell s 
i n a m y x oi d str o m a; t h e r e c urr e n c e dis pl a y e d m or e c o m p a ct 
gr o wt h of mil dl y at y pi c al c ells wit h pr o mi n e nt n u cl e oli. T h e 
t u m or w as i m m u n o hist o c h e mi c all y p ositi v e f or A L K, w hil e 
b ot h s m o ot h m u s cl e a cti n a n d d e s mi n w er e n e g ati v e.

E v e n  t h o u g h  a  d et ail e d  r e vi e w  of  t h e s e  pr e vi o u sl y  
r e p ort e d t u m or s [4 , 6 , 2 4 ] w a s n ot a v ail a bl e, gi v e n t h e c o n-
c or d a nt i m m u n o pr o fil e ( A L K p ositi vit y, c o m m o n n e g ati vit y 
f or m us cl e m ar k ers), hist o m or p h ol o gi c f e at ur es ( pr es e n c e of 
m y x oi d str o m a a n d at y pi c al c ell s), a n d v er y i n d ol e nt cli ni-
c al b e h a vi or, a s w ell a s t h e TI M P 3:: A L K  dri vi n g f u si o n i n 
t h e 4 c a s e s r e p ort e d b y K err et  al. [6 ], w e pr o p o s e t h at at 
l e a st s o m e of t h e s e pr e vi o u s c a s e s mi g ht r e pr e s e nt i d e n-
ti c al t u m or s a s pr e s e nt e d h er ei n b y u s. W e ar e u n a bl e t o 
d et er mi n e w h et h er t his i n d ol e nt l esi o n r e pr es e nts a s e p ar at e 
di a g n o sti c e ntit y or a s u bt y p e of I M T. H o w e v er, it i s m or-
p h ol o gi c all y a n d i m m u n o hi st o c h e mi c all y u ni q u e a n d n e e d s 
t o b e r e c o g ni z e d t o r efr ai n fr o m o v er di a g n o si s.

A p art fr o m t h e l ar y n g e al r e gi o n, TI M P 3:: A L K  f u si o n s 
h a v e b e e n r e p ort e d i n 2 ut eri n e a n d 1 2 pr e g n a n c y- ass o ci at e d 
I M T c a s e s [2 5 – 2 9 ]. T h e a g e s of t h e f e m al e p ati e nt s r a n g e d 
fr o m 2 5 t o 4 1  y e ar s ( m e a n 3 4, m e di a n 3 4. 5). All of t h e 7 
p ati e nt s wit h a v ail a bl e f oll o w- u p d at a h a d n o e vi d e n c e of 
di s e a s e. I nt er e sti n gl y, hi st o m or p h ol o gi c p ar all el s c o ul d b e 
dr a w n b et w e e n t h es e I M T c as es a n d t h e l ar y n g e al l esi o n pr e-
s e nt e d h er ei n. T h e m aj orit y of c as es dis pl a y e d f o c al t o a b u n-
d a nt m y x oi d str o m a i nt er w e a v e d wit h d eli c at e t hi n- w all e d 

v ess els. T h e t u m or c ells w er e d es cri b e d as el o n g at e d or s pi n-
dl e d, w hil e mil d t o m o d er at e n u cl e ar at y pi a a n d g a n gli o n-
li k e a p p e ar a n c e of s o m e c ell s w er e c o m m o n fi n di n g s. O n 
i m m u n o hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n, A L K w as p ositi v e i n t h e 
t u m or c ell c yt o pl a s m i n e a c h c a s e.

A n u m b er of e ntiti e s c a n b e c o n si d er e d i n t h e di ff er e n-
ti al di a g n o si s of t h e l e si o n pr e s e nt e d h er ei n. I n g e n er al, t h e 
u n u s u al c yt ol o gi c al f e at ur e s a n d di ff u s e A L K i m m u n o e x-
pr e s si o n a n d/ or d et e cti o n of A L K  r e arr a n g e m e nt s ar e t h e 
m o st h el pf ul di a g n o sti c cl u e s. Fir stl y, e d e m at o u s r e a cti v e 
v o c al c or d n o d ul e s a n d p ol y p s c a n e a sil y b e e x cl u d e d b y 
t h e a b s e n c e of a n y si g ni fi c a nt at y pi a i n t h e n o n- n e o pl a sti c 
s m all s pi n dl e d fi br o bl a st s t h at ar e pr e s e nt i n t h e s e l e si o n s. 
Si mil arl y, t h e di a g n osis of m y x o m a, w hi c h h as b e e n s c ar c el y 
r e p ort e d i n t h e v o c al c or ds [3 0 ] a n d w hi c h c o nsists of a b u n-
d a nt m y x oi d str o m a wit h di s p er s e d, c o m pl et el y bl a n d s pi n-
dl e d or st ell at e s m all c ell s, c a n b e r ej e ct e d b a s e d o n t h e 
si g ni fi c a ntl y di ff er e nt c yt ol o gi c al a n d i m m u n o hist o c h e mi c al 
f e at ur e s pr e s e nt i n o ur c a s e s.

Gi v e n  t h e  pr e vi o u sl y  m e nti o n e d  c yt ol o gi c al  at y pi a, 
m ali g n a nt s oft ti s s u e t u m or s s h o ul d b e t a k e n i nt o a c c o u nt 
d uri n g  t h e  di a g n o sti c  pr o c e s s.  M y x ofi br o s ar c o m a  i s  a 
m ali g n a nt m y x oi d m e s e n c h y m al t u m or t h at a ff e ct s ol d er 
a d ult s wit h n o s e x pr e dil e cti o n [ 3 1 – 3 4 ]. S oft ti s s u e s of 
pr o xi m al e xtr e miti e s ar e m o st c o m m o nl y a ff e ct e d, wit h 
t h e t hi g h b ei n g t h e m o st fr e q u e nt sit e [3 2 ]. L e s s t h a n 5 0 
c a s e s of h e a d a n d n e c k m y x ofi br o s ar c o m a c a s e s h a v e 
b e e n r e p ort e d i n t h e lit er at ur e [ 3 5 , 3 6 ] a n d, t o t h e b e st 
of o ur k n o wl e d g e, o nl y 1 r e p ort of a m y x o fi br o s ar c o m a 
o c c urri n g i n t h e v o c al c or d e xi st s [ 3 7 ]. T h e di ff er e nti ati o n 
b et w e e n t h e s e t w o e ntiti e s mi g ht b e c h all e n gi n g. J u st 
a s t h e h er ei n pr e s e nt e d l e si o n s, m y x o fi br o s ar c o m a i s a 
v a g u el y  n o d ul ar  l e si o n  wit h  alt er n ati n g  h y p o c ell ul ar 
m y x oi d  a n d  m or e  c ell ul ar  s oli d  ar e a s.  N ot a bl y,  t h e  
m y x oi d  str o m a  i s  pr e d o mi n a nt  i n  l o w- g r a d e  c a s e s.  
S oli d  s h e et s  of  s pi n dl e d  c ell s  b e c o m e  m or e  fr e q u e nt 
wit h  i n cr e a si n g  hi st ol o gi c al  gr a d e.  A n ot h er  c o m m o n 
f e at ur e of t h e t w o l e si o n s i s t h e pr e s e n c e of n u m er o u s 
c ur vili n e ar or ar c h e d c a pill ari e s wit h p eri v a s c ul ar c ell 
c o m p a cti o n [ 3 4 ]. C yt ol o gi c all y, t h e s pi n dl e d t u m or c ell s 
di s pl a y n u cl e ar pl e o m or p hi s m a n d h y p er c hr o m a si a; s o m e 
c ell s mi g ht c o nt ai n i ntr a c yt o pl a s mi c v a c u ol e s a n d t h u s 
r e s e m bl e li p o bl a st s [3 4 ]. T h e s e c h a n g e s ar e v er y s u btl e 
i n l o w- gr a d e m y x o fi br o s ar c o m a, w hil e i n t h e m or e hi g h-
gr a d e c a s e s, t h e at y pi c al c ell s a s w ell a s mit oti c fi g ur e s 
a n d o c c a si o n al n e cr o si s ar e m or e pr o mi n e nt. T h e l att er 
ai d s i n t h e diff er e nti ati o n of m y x ofi br o s ar c o m a fr o m 
t h e  l e si o n s  pr e s e nt e d  h er e,  a s  i n cr e a s e d  mit oti c  r at e 
a n d  n e cr o si s  w er e  a b s e nt  i n  o ur  c o h ort.  G e n eti c all y, 
m y x o fi br o s ar c o m a h ar b or s c o m pl e x g e n eti c a b err ati o n s, 
w hil e A L K  r e ar r a n g e m e nt s  h a v e  n ot  b e e n  d et e ct e d.  
T h er ef or e, t h e d et e cti o n of a n A L K  r e arr a n g e m e nt a n d/
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or i m m u n o hi st o c h e mi c al e x pr e s si o n of A L K mi g ht b e 
di a g n o sti c all y v er y u s ef ul i n r uli n g o ut m y x o fi br o s ar c o m a.

Alt er n ati n g  m y x oi d  a n d  c o m p a ct  w h orl e d  ar e a s,  
t o g et h er wit h d eli c at e c ur vili n e ar v e s s el s, ar e  al s o t y pi-
c al f or l o w- gr a d e fi br o m y x oi d s ar c o m a ( L G F M S). O nl y 
e xtr e m el y r ar e c a s e s ar e k n o w n t o a p p e ar i n t h e h e a d a n d 
n e c k r e gi o n, g e n er all y i n y o u n g er a d ult m al e p ati e nt s [ 3 8 ]. 
D e s pit e it s m ali g n a nt n at ur e, t h e t u m or i s c yt o m or p h ol o gi-
c all y bl a n d, c o m p o s e d of a m o n ot o n o u s pr olif er ati o n of 
s pi n dl e d or f u sif or m n e o pl a sti c c ell s. T hi s i s i n c o ntr a st 
t o t h e v ari a bl y s h a p e d a n d sli g htl y at y pi c al c ell s e n c o u n-
t er e d i n t u m or s pr e s e nt e d i n t hi s r e p ort. M or e o v er, di ff u s e 
M U C 4 i m m u n o e x pr e s si o n a n d F U S:: C R E B 3 L 1 /2  or l e s s 
c o m m o nl y E W S R 1:: C R E B 3 L 1  f u si o n s r e pr e s e nt h el pf ul 
di a g n o sti c f e at ur e s of L G F M S [ 3 9 – 4 1 ].

T h e m y x oi d str o m a, v ari a bl y i n fl a m m at or y b a c k gr o u n d, 
a n d at y pi c al t u m or c ell s c o ul d s u g g e st t h e p o s si bilit y t h at 
o n e i s d e ali n g wit h d e di ff er e nti at e d li p o s ar c o m a. M or p h o-
l o gi c all y, t h e pr e s e n c e of a w ell- di ff er e nti at e d c o m p o n e nt 
a s w ell a s t h e pr e s e n c e of m or e h y p er c hr o m ati c s pi n dl e 
c ell s mi g ht h el p t o e st a bli s h t h e c orr e ct di a g n o si s. I n m or-
p h ol o gi c all y c h all e n gi n g c a s e s, C D K 4 a n d M D M 2 i m m u-
n o hi st o c h e mi c al m ar k er s a n d, c o n v er s el y, A L K i m m u n o-
hi st o c h e mi str y r e pr e s e nt v er y h el pf ul di a g n o sti c ai d s [ 4 2 ].

I n s u m m ar y, w e r e p ort 7 c a s e s of a n i n d ol e nt, v ari-
a bl y m y x oi d t u m or of t h e v o c al c or d s, c h ar a ct eri z e d b y 
o v ert c ell ul ar at y pi a wit h l ar g e c ell s c o nt ai ni n g i ntr a n u-
cl e ar a n d i ntr a c yt o pl a s mi c  v a c u ol e s, d eli c at e c ur vili n e ar 
v e s s el s, a n d s p ar s e i n fl a m m at or y i n filtr at e. A r e c urr e nt 
TI M P 3:: A L K  f u si o n a n d A L K i m m u n o e x pr e s si o n w er e 
pr e s e nt i n all c a s e s t e st e d. It r e m ai n s u n cl e ar w h et h er t hi s 
t u m or r e pr e s e nt s a m er e s u bt y p e of I M T or a s e p ar at e 
e ntit y. N e v ert h el e s s, it i s a m or p h ol o gi c all y di sti n ct a n d 
di a g n o sti c all y c h all e n gi n g l e si o n t h at n e e d s t o b e r e c o g-
ni z e d b y s ur gi c al p at h ol o gi st s i n or d er t o pr e v e nt o v er di-
a g n o si s i n t hi s cli ni c all y v er y d eli c at e ar e a. W e, t h er ef or e, 
s u g g e st t h e n a m e “ M y x oi d fi br o bl a sti c t u m or of t h e v o c al 
c or d s wit h a TI M P 3:: A L K  f u si o n ” f or t h e e ntit y.

A ut h or c o ntri b uti o n  All a ut h or s c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n 
a n d d e si g n. M at eri al pr e p ar ati o n, d at a c oll e cti o n, a n d a n al ysi s w er e 
p erf or m e d b y N at áli e Kl u bí č k o v á, A b b as A g ai m y, a n d Mi c h a el Mi c h al. 
T h e fir st dr aft of t h e m a n u s cri pt w a s writt e n b y N at áli e Kl u bí č k o v á 
a n d all a ut h ors c o m m e nt e d o n pr e vi o us v ersi o ns of t h e m a n us cri pt. All 
a ut h or s r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al m a n u s cri pt.

F u n di n g  T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 2 6 0 5 3 9 fr o m 
t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N K).

D at a a v ail a bilit y  D at a s u p p orti n g t h e fi n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail-
a bl e wit hi n t h e arti cl e. T h e c o m pl et e d at a s et s g e n er at e d d uri n g a n d/ or 
a n al y z e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail a bl e fr o m t h e c orr es p o n di n g 
a ut h or o n r e a s o n a bl e r e q u e st.

C o d e a v ail a bilit y  N ot a p pli c a bl e.

D e cl ar ati o n s 

Et hi c s a p pr o v al  T h e st u d y w a s a p pr o v e d b y t h e i n stit uti o n al r e vi e w 
b o ar d of t h e F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h arl e s U ni v er sit y. T h e 
pr o c e d ur e s u s e d i n t hi s st u d y a d h er e t o t h e t e n et s of t h e D e cl ar ati o n 
of H el si n ki.

I nf or m e d c o ns e nt N o p ati e nt c o n s e nt w a s r e q uir e d f or t hi s st u d y.

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o m p eti n g i nt er ests.
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m at or y m y o fi br o bl a sti c t u m or wit h m u c oi d d e p o sit s h ar b ori n g 
TI M P 3- A L K f u si o n: a p ot e nti al di a g n o sti c pitf all. P at h ol I nt 
6 9( 6): 3 6 6 – 3 7 1

 1 0. A g ai m y A, B a n ě č k o v á M, I hrl er S et  al ( 2 0 2 1) A L K R e arr a n g e-
m e nt s c h ar a ct eri z e 2 di sti n ct t y p e s of s ali v ar y gl a n d c ar ci n o m a s: 
cli ni c o p at h ol o gi c a n d m ol e c ul ar a n al ysi s of 4 c a s e s a n d lit er at ur e 
r e vi e w. A m J S ur g P at h ol 4 5( 9): 1 1 6 6 – 1 1 7 8

 1 1. Pt á k o v á N, Mi es b a u er o v á M, K osť u n J et  al ( 2 0 1 8) I m m u n o hist o-
c h e mi c al a n d s el e ct e d g e n eti c r e fl e x t esti n g of all ut eri n e l ei o m y o-
s ar c o m as a n d S T U M Ps f or A L K g e n e r e arr a n g e m e nt m a y pr o vi d e 
a n e ff e cti v e s cr e e ni n g t o ol i n i d e ntif yi n g ut eri n e A L K-r e arr a n g e d 
m e s e n c h y m al t u m or s. Vir c h o ws Ar c h 4 7 3( 5): 5 8 3 – 5 9 0

 1 2. A g ai m y A, T ö g el L, H all er F, Z e n k J, H or n u n g J, M är kl B ( 2 0 2 0) 
Y A P 1- N U T M 1 g e n e f usi o n i n p or o c ar ci n o m a of t h e e xt er n al a u di-
t or y c a n al. H e a d N e c k P at h ol 1 4( 4): 9 8 2 – 9 9 0

 1 3. C o ffi n C M, H or ni c k J L, Fl et c h er C D ( 2 0 0 7) I n fl a m m at or y m y o fi-
br o bl a sti c t u m or: c o m p ari s o n of cli ni c o p at h ol o gi c, hi st ol o gi c, 

7 2 8 Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 2) 4 8 1: 7 2 1 – 7 2 9

1 1 0



1 3

a n d i m m u n o hi st o c h e mi c al f e at ur e s i n cl u di n g A L K e x pr e s si o n i n 
at y pi c al a n d a g gr e s si v e c a s e s. A m J S ur g P at h ol 3 1( 4): 5 0 9 – 5 2 0

 1 4. E y d e n B ( 2 0 0 4) Fi br o bl a st p h e n ot y p e pl a sti cit y: r el e v a n c e f or 
u n d er st a n di n g h et er o g e n eit y i n “ fi br o bl a sti c ” t u m or s. Ultr a str u ct 
P at h ol 2 8( 5 – 6): 3 0 7 – 3 1 9

 1 5. E y d e n B ( 2 0 0 8) T h e m y o fi br o bl a st: p h e n ot y pi c c h ar a ct eri z ati o n 
a s a pr er e q ui sit e t o u n d er st a n di n g it s f u n cti o n s i n tr a n sl ati o n al 
m e di ci n e. J C ell M ol M e d 1 2( 1): 2 2 – 3 7

 1 6. C a o Z, G a o Q, F u M, Ni N, P ei Y, O u W B ( 2 0 1 9) A n a pl a sti c 
l y m p h o m a ki n as e f usi o ns: r ol es i n c a n c er a n d t h er a p e uti c p ers p e c-
ti v e s. O n c ol L ett 1 7( 2): 2 0 2 0 – 2 0 3 0

 1 7. G u st afs o n S, M e d eir o s LJ, K al h or N, B u e s o- R a m o s C E ( 2 0 0 9) 
A n a pl a sti c l ar g e c ell l y m p h o m a: a n ot h er e ntit y i n t h e di ff er e n-
ti al di a g n o si s of s m all r o u n d bl u e c ell t u m or s. A n n Di a g n P at h ol 
1 3( 6): 4 1 3 – 4 2 7

 1 8. K oi v u n e n J P, M er m el C, Z ej n ull a h u K et  al ( 2 0 0 8) E M L 4- A L K 
f u si o n g e n e a n d e ffi c a c y of a n A L K ki n a s e i n hi bit or i n l u n g c a n-
c er. Cli n C a n c er R e s 1 4( 1 3): 4 2 7 5 – 4 2 8 3

 1 9. C h o u A, Fr as er S, T o o n C W et  al ( 2 0 1 5) A d et ail e d cli ni c o p at h o-
l o gi c st u d y of A L K-tr a nsl o c at e d p a pill ar y t h yr oi d c ar ci n o m a. A m 
J S ur g P at h ol 3 9( 5): 6 5 2 – 6 5 9

 2 0. J a n o u ei x- L er o s e y I, L e q ui n D, Br u gi èr e s L et  al ( 2 0 0 8) S o m ati c 
a n d g er mli n e a cti v ati n g m ut ati o n s of t h e A L K ki n a s e r e c e pt or i n 
n e ur o bl a st o m a. N at ur e 4 5 5( 7 2 1 5): 9 6 7 – 9 7 0

 2 1. G e or g e R E, S a n d a T, H a n n a M et  al ( 2 0 0 8) A cti v ati n g m ut ati o n s 
i n A L K pr o vi d e a t h er a p e uti c t ar g et i n n e ur o bl a st o m a. N at ur e 
4 5 5( 7 2 1 5): 9 7 5 – 9 7 8

 2 2. Pi ar ulli G, P ul s F, W ä n g b er g B et  al ( 2 0 1 9) G e n e f u si o n i n v ol v-
i n g t h e i n s uli n-li k e gr o wt h f a ct or 1 r e c e pt or i n a n A L K- n e g a-
ti v e  i nfl a m m at or y  m y ofi br o bl a sti c  t u m o ur.  Hi st o p at h ol o g y 
7 4( 7): 1 0 9 8 – 1 1 0 2

 2 3. H u a n g H ( 2 0 1 8) A n a pl a sti c l y m p h o m a ki n a s e ( A L K) r e c e pt or 
t yr o si n e ki n a s e: a c at al yti c r e c e pt or wit h m a n y f a c e s. I nt J M ol 
S ci 1 9( 1 1): 3 4 4 8

 2 4. V öl k er H U, S c h ei c h M, Z ettl A, H a g e n R, M üll er- H er m eli n k H K, 
G att e nl ö h n er S ( 2 0 1 0) L ar y n g e al i n fl a m m at or y m y o fi br o bl a sti c 
t u m or s: di ff er e nt cli ni c al a p p e ar a n c e a n d hi st o m or p h ol o gi c pr e s-
e nt ati o n of o n e e ntit y. H e a d N e c k 3 2( 1 1): 1 5 7 3 – 1 5 7 8

 2 5. H ai m es J D, St e w art CJ R, K u dl o w B A et  al ( 2 0 1 7) Ut eri n e i n fl a m-
m at or y m y o fi br o bl a sti c t u m or s fr e q u e ntl y h ar b or A L K f u si o n s 
wit h I G F B P 5 a n d T H B S 1. A m J S ur g P at h ol 4 1( 6): 7 7 3 – 7 8 0

 2 6. B e n n ett J A, N ar di V, R o u z b a h m a n M, M or al e s- O y ar vi d e V, 
Ni el s e n G P, Oli v a E ( 2 0 1 7) I n fl a m m at or y m y o fi br o bl a sti c t u m or 
of t h e ut er u s: a cli ni c o p at h ol o gi c al, i m m u n o hi st o c h e mi c al, a n d 
m ol e c ul ar a n al ysi s of 1 3 c a s e s hi g hli g hti n g t h eir br o a d m or p h o-
l o gi c s p e ctr u m. M o d P at h ol 3 0( 1 0): 1 4 8 9 – 1 5 0 3

 2 7. D e v er e a u x K A, Fit z p atri c k M B, H arti n g er S, J o n es C, K u n d er C A, 
L o n g a cr e T A ( 2 0 2 0) Pr e g n a n c y- a s s o ci at e d i n fl a m m at or y m y o fi-
br o bl a sti c t u m or s of t h e ut er u s ar e cli ni c all y di sti n ct a n d hi g hl y 
e nri c h e d f or TI M P 3- A L K a n d T H B S 1- A L K f u si o n s. A m J S ur g 
P at h ol 4 4( 7): 9 7 0 – 9 8 1

 2 8. C h e e k E H, F a dr a N, J a c k s o n R A et  al ( 2 0 2 0) Ut eri n e i n fl a m m a-
t or y m y o fi br o bl asti c t u m ors i n pr e g n a nt w o m e n wit h a n d wit h o ut 
i n v ol v e m e nt of t h e pl a c e nt a: a st u d y of 6 c as es wit h i d e nti fi c ati o n 
of a n o v el TI M P 3- R E T f u si o n. H u m P at h ol 9 7: 2 9 – 3 9

 2 9. M a k h d o u m S, N ar di V, D e v er e a u x K A et  al ( 2 0 2 0) I n fl a m m at or y 
m y o fi br o bl asti c t u m ors as s o ci at e d wit h t h e pl a c e nt a: a s eri e s of 9 
c a s e s. H u m P at h ol 1 0 6: 6 2 – 7 3

 3 0. Val- B er n al J F, M arti n o M, L o n g ar el a M Y ( 2 0 2 0) C ell ul ar m y x-
o m a of t h e v o c al c or d: a c a s e r e p ort a n d r e vi e w of t h e lit er at ur e. 
T ur k P at ol oji D er g 3 6( 1): 7 7 – 8 1

 3 1. S a n fili p p o R, Mi c eli R, Gr os s o F et  al ( 2 0 1 1) M y x o fi br os ar c o m a: 
pr o g n o sti c f a ct or s a n d s ur vi v al i n a s eri e s of p ati e nt s tr e at e d at a 
si n gl e i n stit uti o n. A n n S ur g O n c ol 1 8( 3): 7 2 0 – 7 2 5

 3 2. Gil g M M, S u nit s c h S, L eit n er L et  al ( 2 0 2 0) T u m or- a s s o ci at e d 
m ort alit y a n d pr o g n o sti c f a ct or s i n m y x o fi br o s ar c o m a - a r et-
r o s p e cti v e r e vi e w of 1 0 9 p ati e nt s. Ort h o p Tr a u m at ol S ur g R e s 
1 0 6( 6): 1 0 5 9 – 1 0 6 5

 3 3. Y o s hi m ot o M, Ya m a d a Y, I s hi h ar a S et  al ( 2 0 2 0) C o m p ar ati v e 
st u d y of m y x o fi br os ar c o m a wit h u n di ff er e nti at e d pl e o m or p hi c s ar-
c o m a: hi st o p at h ol o gi c a n d cli ni c o p at h ol o gi c r e vi e w. A m J S ur g 
P at h ol 4 4( 1): 8 7 – 9 7

 3 4. H u a n g H Y, L al P, Qi n J, Br e n n a n M F, A nt o n e s c u C R ( 2 0 0 4) 
L o w- gr a d e m y x o fi br o s ar c o m a: a cli ni c o p at h ol o gi c a n al ysi s of 4 9 
c a s e s tr e at e d at a si n gl e i n stit uti o n wit h si m ult a n e o u s a s s e s s m e nt 
of t h e e ffi c a c y of 3-ti er a n d 4-ti er gr a di n g s yst e m s. H u m P at h ol 
3 5( 5): 6 1 2 – 6 2 1

 3 5. Z h a n g B, B ai M, Ti a n R, H a o S ( 2 0 2 1) I di o p at hi c a n d r a di ati o n-
i n d u c e d m y x o fi br o s ar c o m a i n t h e h e a d a n d n e c k- c a s e r e p ort a n d 
lit er at ur e r e vi e w. C hi n N e ur o s ur g J 7( 1): 4 8

 3 6. D ell’ A v er s a n a Or a b o n a G, I a c o n ett a G, A b b at e V et  al ( 2 0 1 4) 
H e a d a n d n e c k m y x o fi br o s ar c o m a: a c a s e r e p ort a n d r e vi e w of 
t h e lit er at ur e. J M e d C a s e R e p 8: 4 6 8

 3 7. G u g at s c h k a M, B e h a m A, St a m m b er g er H, S c h mi d C, Fri e dri c h 
G ( 2 0 1 0) First c as e of a m y x o fi br os ar c o m a of t h e v o c al f ol ds: c as e 
r e p ort a n d r e vi e w of t h e lit er at ur e. J V oi c e 2 4( 3): 3 7 4 – 3 7 6

 3 8. C o w a n M L, T h o m p s o n L D, L e o n M E, Bi s h o p J A ( 2 0 1 6) L o w-
Gr a d e Fi br o m y x oi d S ar c o m a of t h e H e a d a n d N e c k: A Cli ni c o-
p at h ol o gi c S eri es a n d R e vi e w of t h e Lit er at ur e. H e a d N e c k P at h ol. 
1 0( 2): 1 6 1 – 6

 3 9. L a u P P, L ui P C, L a u G T, Ya u D T, C h e u n g E T, C h a n J K ( 2 0 1 3) 
E W S R 1- C R E B 3 L 1 g e n e f u si o n: a n o v el alt er n ati v e m ol e c ul ar 
a b err ati o n of l o w- gr a d e fi br o m y x oi d s ar c o m a. A m J S ur g P at h ol 
3 7( 5): 7 3 4 – 7 3 8

 4 0. M ert e ns F, Fl et c h er C D, A nt o n es c u C R et  al ( 2 0 0 5) Cli ni c o p at h o-
l o gi c a n d m ol e c ul ar g e n eti c c h ar a ct eri z ati o n of l o w- gr a d e fi br o-
m y x oi d s ar c o m a, a n d cl o ni n g of a n o v el F U S/ C R E B 3 L 1 f u si o n 
g e n e. L a b I n v e st 8 5( 3): 4 0 8 – 4 1 5

 4 1. P a n a g o p o ul o s I, St orl a z zi C T, Fl et c h er C D et  al ( 2 0 0 4) T h e c hi-
m eri c F U S/ C R E B 3l 2 g e n e i s s p e ci fi c f or l o w- gr a d e fi br o m y x oi d 
s ar c o m a. G e n e C hr o m o s o m e C a n c er 4 0( 3): 2 1 8 – 2 2 8

 4 2. Al ei x o P B, H art m a n n A A, M e n e z es I C, M e ur er R T, Oli v eir a A M 
( 2 0 0 9) C a n M D M 2 a n d C D K 4 m a k e t h e di a g n o si s of w ell di ff er-
e nti at e d/ d e di ff er e nti at e d li p o s ar c o m a ? A n i m m u n o hi st o c h e mi c al 
st u d y o n 1 2 9 s oft tiss u e t u m o urs. J Cli n P at h ol 6 2( 1 2): 1 1 2 7 – 1 1 3 5

P u blis h er's  n ot e  S pri n g er  N at ur e  r e m ai ns  n e utr al  wit h  r e g ar d  t o  
j uris di cti o n al cl ai ms i n p u blis h e d m a ps a n d i nstit uti o n al a ffili ati o ns.

S pri n g er N at ur e or its li c e ns or h ol ds e x cl usi v e ri g hts t o t his arti cl e u n d er 
a p u blis hi n g a gr e e m e nt  wit h t h e a ut h or(s) or ot h er ri g hts h ol d er(s); 
a ut h or s elf- ar c hi vi n g of t h e a c c e pt e d m a n us cri pt v ersi o n of t his arti cl e 
is  s ol el y  g o v er n e d  b y  t h e  t er ms  of  s u c h  p u blis hi n g  a gr e e m e nt  a n d  
a p pli c a bl e l a w.

7 2 9Vir c h o ws Ar c hi v ( 2 0 2 2) 4 8 1: 7 2 1 – 7 2 9
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4. 9  E pit h eli oi d s oft tiss u e n e o pl as m of t h e s oft p al at e wit h a P T C H 1:: G LI 1  f usi o n: 
A c as e r e p ort a n d r e vi e w of t h e lit er at ur e  

V  pr á ci j e p o ps á n v z á c n ý m e s e n c h y m ál ní t u m or m ě k k é h o p atr a s  f ú zí 

P T C H 1:: G LI 1 . N á d or b yl di a g n osti k o v á n u 3 4l et é ž e n y, p ů v o d n ě b yl vb a k p o v a ž o v á n z a 
z á n ětli v o u l é zi a b yl l é � e n a nti bi oti c k o u t er a pií. V z hl e d e m k  p er zist e n ci n ál e z u b yl o 
pr o v e d e n o C T v yb etZ e ní, kt er é pr o k á z al o pZít o m n ost n e h o m o g e n ní h o t u m or u v  o bl asti 
m ě k k é h o p atr a a n as o p h ar y n g u, pr o v e d e n á pr o b at or ní bi o psi e b yl a u z a vZ e n a j a k o l o w-
gr a d e k ul at o b u n ě � n ý s ar k o m s  p o ziti vit o u n e ur o e n d o kri n ní c h i m u n o hist o c h e mi c k ý c h 
m ar k er ů.  

N á d or b yl r es e k o v á n, r es e k c e vb a k n e b yl a k o m pl et ní, pr ot o b yl a p o d v o u m ěsí cí c h 
pr o v e d e n a r e-r es e k c e a dis e k c e kr � ní c h l y mf ati c k ý c h u zli n, d albí a dj u v a nt ní l é � b a n e b yl a 
o n k ol o g e m d o p or u � e n a. V  d o b ě t v or b y dis ert a � ní pr á c e b yl a p a ci e nt k a dl e p osl e d ní h o 
d ost u p n é h o ú d aj e 1 4 m ěsí c ů b e z pZí z n a k ů o n e m o c n ě ní.  

N á d or o v é b u ň k y b yl y us p oZ á d á n y v e s pl ý v ají cí c h  h ní z d e c h s e s oli d n ě-
tr a b e k ul ár ní m, f as ci k ul ár ní m n e b o r eti k ul ár ní m r ůst o v ý m v z or e m, o d d ěl e n ý c h 
v a zi v o v ý mi s e pt y. N e o pl asti c k é b u ň k y s e j e vil y n á p a d n ě u nif or m ní, k ul at é a ž o v ál n ě, s e 
stZ e d n ě o bj e m n o u, p o v ětbi n o u j e m n ě gr a n ul ár ní e osi n ofil ní c yt o pl a z m o u, l o ži s k o v ě i 
s c yt o pl a z m o u pr oj as n ě n o u, a s  c e ntr ál n ě u míst ě n ý mi j á dr y s  j e m n ý m c hr o m ati n e m a 
n e v ýr a z n ý mi j a d ér k y. Ve f as ci k ul ár ní c h o bl ast e c h n a b ý v al y b u ň k y vZ et e nit é m orf ol o gi e. 
Mit oti c k á a kti vit a b yl a ní z k á ( 2 mit oti c k é fi g ur y n a 1 0 p olí v el k é h o z v ětb e ní), n e b yl y 
pZít o m n y at y pi c k é mit ó z y a n e kr ó z a. V  n á d or u b yl y l o ži s k o v ě h oj n é t u m or-i nfiltr ují cí 

n e n á d or o v é l y mf o c yt y a b o h at á v ět v e n á sí ť k a pil ár, v e v ětbí c h c é v á c h b yl a p o z or o v á n a 
pr otr u z e t k á n ě n á d or u d o c é v ní h o l u m e n, a vb a k b e z pr a v é l y mf o v as k ul ár ní i n v a z e.  

I m u n o hist o c h e mi c k y b yl y n á d or o v é b u ň k y n er o v n o m ěr n ě p o ziti v ní v  pr ů k a z u 
m ar k er ů S 1 0 0 a C D 5 6 a dif ú z n ě p o ziti v ní v  pr ů k a z u D 2- 4 0. air o k ý p a n el e pit eli ál ní c h, 
m y o g e n ní c h, m el a n o c yt ár ní c h, e n d ot eli ál ní c h a d albí c h m ar k er ů b yl n e g ati v ní. V z hl e d e m 
k  p o ziti vit ě n e ur o e n d o kri n ní c h m ar k er ů v  pr o b at or ní bi o psii b yl a t est o v á n a e x pr es e N S E, 
s y n a pt of y zi n u a c hr o m o gr a ni n u: z atí m c o N S E b yl a i m u n o hist o c h e mi c k y dif ú z n ě 
p o ziti v ní, s y n a pt of y zi n a c hr o m o gr a ni n b yl y p o ziti v ní j e n v li mit o v a n é m r o zs a h u ( d o 5 
% n á d or o v ý c h b u n ě k).  

V z hl e d e m k p o d e zZ e ní n a G LI 1 -r e ar a n ž o v a n ý t u m or b yl m at eri ál t est o v á n p o m o cí 
R N A -s e q. B yl a pr o k á z á n a pZít o m n ost f ú z e P T C H 1:: G LI 1 m e zi e x o n e m 1 g e n u P T C H 1 
a e x o n e m 6 g e n u G LI 1 . D o p os u d p o ps a n é n á d or y s f ú zí P T C H 1:: G LI 1  v � et n ě z d e 
pr e z e nt o v a n é h o pZí p a d u v y k a z o v al y e pit el oi d ní r ys y s m ulti n o d ul ár ní m n e b o 
pl e xif or m ní m t y p e m r ůst u s  us p oZ á d á ní m b u n ě k v  h ní z d e c h a s pZít o m n ostí b o h at é j e m n é 
a v ět v e n é v as k ul ár ní sít ě. N á d or o v é b u ň k y m ěl y u nif or m ní c yt o m orf ol o gii s  o v ál n ý mi 
j á dr y, b yl y pZít o m n y o bl asti s pr oj as n ě ní m c yt o pl a z m y a f o k ál ní vZ et e n o b u n ě � n o u 
m orf ol o gií. I m u n o hist o c h e mi c k y b yl o m o ž n é pr o k á z at e x pr esi S 1 0 0, e x pr es e S M A a 

c yt o k er ati n ů b yl a n e g ati v ní.  

1 1 2
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H e a d a n d N e c k P at h ol o g y ( 2 0 2 2) 1 6: 6 2 1 – 6 3 0 
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C A S E R E P O R T S

E pit h eli oi d S oft Tiss u e N e o pl as m of t h e  S oft P al at e wit h  a  P T C H 1- G LI 1  
F usi o n: A  C as e R e p ort a n d  R e vi e w of t h e  Lit er at ur e

N at áli e  Kl u bí č k o v á 1, 2, 8   · Z d e n ě k  Ki n k or1, 2  · Mi c h a el  Mi c h al1, 2  · M arti n a  B a n ě č k o v á1, 2  · V er o ni k a  H áj k o v á3  · 
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T h er e ar e t w o s e ni or a ut h or s of t hi s m a n u s cri pt (Il m o L ei v o a n d 
Al e n a S k ál o v á).

 *  N at áli e Kl u bí č k o v á 
 kl u bi c k o v a @ bi o pti c k a. c z

1   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e i n  Pil s e n, 
C h arl e s U ni v er sit y, Pil s e n, C z e c h  R e p u bli c

2   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, Bi o pti c al L a b or at or y, Lt d., Pils e n, 
C z e c h  R e p u bli c

3   M ol e c ul ar a n d  G e n eti c L a b or at or y, Bi o pti c al L a b or at or y, 
Lt d., Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

4   D e p art m e nt of  Cli ni c al a n d  M ol e c ul ar P at h ol o g y, 
F a c ult y of  M e di ci n e a n d  D e ntistr y, P al a c k y U ni v ersit y, 
a n d  U ni v ersit y H os pit al Ol o m o u c, Ol o m o u c, C z e c h  R e p u bli c

5   D e p art m e nt of  Or al a n d  M a xill of a ci al S ur g er y, U ni v ersit y 
H os pit al Ol o m o u c, Ol o m o u c, C z e c h  R e p u bli c

6   D e p art m e nt of  Pl asti c a n d  A est h eti c S ur g er y, St. A n n e’s 
U ni v ersit y H os pit al, a n d  F a c ult y of  M e di ci n e, M as ar y k 
U ni v ersit y Br n o, Br n o, C z e c h  R e p u bli c

7   I nstit ut e of  Bi o m e di ci n e, P at h ol o g y, U ni v ersit y of  T ur k u, 
a n d  T ur k u U ni v ersit y H os pit al, T ur k u, Fi nl a n d

8   D e p art m e nt of  P at h ol o g y, Bi o pti c al L a b or at or y, Lt d., 
Mi k ul ášs k é n á m ěstí 4, 3 2 6  0 0  Pils e n, C z e c h  R e p u bli c

1 1 3

http://orcid.org/0000-0002-4407-5544
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s12105-021-01388-4&domain=pdf


6 2 2 H e a d a n d N e c k P at h ol o g y ( 2 0 2 2) 1 6: 6 2 1 – 6 3 0

1 3

I ntr o d u cti o n

F u si o n s or a m pli fi c ati o n s of t h e G LI 1  g e n e h a v e b e e n di s-
c o v er e d i n s oft tiss u e t u m ors of v ari a bl e m or p h ol o g y, i m m u-
n o pr o fil e a n d cli ni c al b e h a vi or. G LI 1 -f usi o n p ositi v e t u m ors 
w er e i niti all y r e p ort e d b y D a hl e n e t  al. i n 2 0 0 4 a s a gr o u p 
of di sti n cti v e s m o ot h m u s cl e a cti n p o siti v e m e s e n c h y m al 
n e o pl a s m s h ar b ori n g a n A C T B- G LI 1  g e n e f u si o n, a n d t h e y 
w er e d e si g n at e d a s “ p eri c yt o m a wit h t( 7; 1 2) tr a n sl o c ati o n ” 
[1 ]. T hr e e of t h eir fi v e c a s e s w er e l o c at e d i n t h e t o n g u e 
a n d o n e e a c h i n t h e st o m a c h a n d t h e c alf [ 1 ]. S u b s e q u e ntl y, 
ot h er G LI 1 -r e arr a n g e d t u m ors h a v e b e e n r e p ort e d t o aris e i n 
di v er s e ti s s u e s [ 2 , 3 ], i n cl u di n g t h e o v ar y [4 , 1 0 ], t h e b o n e s 
[5 ], t h e g a str oi nt e sti n al tr a ct [6 – 9 ], t h e s oft ti s s u e of t h e 
e xtr e miti es [ 1 0 ], t h e r etr o p erit o n e u m [2 ], t h e l u n g [3 ] or t h e 
ki d n e y [ 1 5 ]. A br o a d s p e ctr u m of m ali g n a nt m e s e n c h y m al 
n e o pl a s m s wit h r el ati v el y m o n o m or p hi c r o u n d c ell or e pi-
t h eli oi d m or p h ol o g y, wit h a fr e q u e nt S 1 0 0 pr ot ei n e x pr e s-
si o n, a n d wit h r e c urr e nt G LI 1  g e n e f u si o n s wit h A C T B , 
M A L A T 1 , P T C H 1  or F O X O 4  h a v e b e e n c h ar a ct eri z e d [2 , 3 , 
1 5 ]. Alt h o u g h s h ari n g s o m e hist ol o gi c f e at ur es wit h p eri c y-
t o m a, i n cl u di n g m o n o m or p hi c a n d o c c a si o n all y r o u n d c ell 
p h e n ot y p e, n e st e d gr o wt h p att er n a n d a n i ntri c at e c a pill ar y 
n et w or k, t h e s e l e si o n s di s pl a y m or p h ol o gi c v ari a bilit y, l a c k 
of a cti n i m m u n or e a cti vit y, a n d pr o p e n sit y f or l o c or e gi o n al 
l y m p h n o d e a n d di st a nt l u n g m et a st a s e s [2 ].

E v e n t h o u g h i n t h e fir st p u bli s h e d s eri e s of t u m or s h ar-
b ori n g A C T B- G LI 1  f u si o n s t h er e w a s a m ar k e d pr e dil e c-
ti o n f or o c c urr e n c e i n t h e t o n g u e [1 ], ot h er G LI 1 -r e arr a n g e d 
t u m ors h a v e b e e n l at er r e p ort e d t o aris e i n ot h er l o c ati o ns of 
t h e h e a d a n d n e c k, i n cl u di n g t h e s u b m a n di b ul ar gl a n d a n d 
s oft ti s s u e s of t h e n e c k [ 1 1 ]. H o w e v er, a m u c o s al l o c ati o n 
i n t h e p al at e h a s n e v er b e e n r e p ort e d. H er ei n, w e pr e s e nt a 
c as e of a 3 4- y e ar- ol d f e m al e p ati e nt wit h a n e pit h eli oi d m es-
e n c h y m al t u m or of t h e s oft p al at e h ar b ori n g a P T C H 1- G LI 1  
f u si o n. S e v er al c a s e s wit h G LI 1  r e arr a n g e m e nt s i n t h e h e a d 
a n d n e c k h a v e b e e n d e s cri b e d [ 1 1 ] b ut t o d at e, o nl y t w o of 
t h e m h ar b or e d t h e P T C H 1- G LI 1  f u si o n. T h e y ar o s e i n s oft 
tiss u es of t h e s u b m a n di b ul ar r e gi o n a n d t h e n e c k [2 , 1 1 ]  a n d 
t h e t o n g u e [1 1 ].  O n e a d diti o n al c as e wit h t his f usi o n ar os e i n 
s oft tiss u es of t h e t h or a x [ 1 2 ]. T o t h e b est of o ur k n o wl e d g e, 
o ur s i s o nl y t h e f o urt h c a s e wit h t h e P T C H 1- G LI 1  f u si o n 
r e p ort e d s o f ar.

All r e p ort e d t u m or s wit h t h e P T C H 1- G LI 1  r e arr a n g e-
m e nt (i n cl u di n g o ur c a s e) s h o w e d pr o mi n e nt e pit h eli oi d 
f e at ur e s wit h a m ulti n o d ul ar or pl e xif or m gr o wt h p att er n 
at l o w m a g ni fi c ati o n a n d a di sti n cti v e n e st e d ar c hit e ct ur e 
wit h a ri c h, d eli c at e ar b ori zi n g v as c ul ar n et w or k. T h e t u m or 
c ell s di s pl a y e d a m o n o m or p hi c c yt o m or p h ol o g y wit h u ni-
f or m r o u n d t o o v oi d n u cl ei, m ulti pl e cl e ar- c ell ar e as, a f o c al 
s pi n dl e d m or p h ol o g y, a n d S 1 0 0 pr ot ei n i m m u n o p o siti v-
it y. C o n v er s el y, s m o ot h m u s cl e a cti n a n d wi d e- s p e ctr u m 

c yt o k er ati n ( A E 1/ A E 3) e x pr essi o ns w er e n e g ati v e o n i m m u-
n o hist o c h e mi c al e x a mi n ati o n. T h e u n us u al i ntr a or al m u c os al 
l o c ali z ati o n of t h e t u m or i n t h e p al at e a n d o v erl a p pi n g m ulti-
l o b ul at e d gr o wt h, n est e d e pit h eli oi d m or p h ol o g y, cl e ar c yt o-
pl as m a n d S 1 0 0 pr ot ei n i m m u n o p ositi vit y r e pr es e nt p ossi bl e 
di ff er e nti al di a g n o sti c f e at ur e s s h ar e d wit h s o m e pri m ar y 
s ali v ar y gl a n d n e o pl a s m s, s u c h a s m y o e pit h eli o m a, c ell u-
l ar pl e o m or p hi c a d e n o m a, a n d m y o e pit h eli al c ar ci n o m a. 
U s ef ul di a g n o sti c cl u e s f or t u m or s wit h a G LI 1  r e arr a n g e-
m e nt i n cl u d e a ri c h v a s c ul ar n et w or k, n e st e d ar c hit e ct ur e, 
t u m or tiss u e b ul gi n g i nt o v as c ul ar s p a c es, a n d t h e a bs e n c e of 
c yt o k er ati n, S O X 1 0, G F A P a n d c al p o ni n i m m u n o p ositi vit y. 
I d e nti fi c ati o n of ar e a s wit h cl a s si c hi st o p at h ol o gi c f e at ur e s 
of G LI 1 -r e arr a n g e d t u m ors s h o ul d tri g g er e ff orts f or m ol e c u-
l ar c o n fir m ati o n of a G LI 1  r e arr a n g e m e nt. T hi s a b err ati o n 
h as n ot b e e n r e p ort e d i n t h e m y o e pit h eli al c ar ci n o m a of s ali-
v ar y gl a n d s [ 1 3 , 1 4 ].

M at eri al s a n d  M et h o d s

T h e st u d y w as a p pr o v e d b y t h e i nstit uti o n al r e vi e w b o ar d of 
t h e F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h arl e s U ni v er sit y. T h e 
c a s e d e s cri b e d i n t hi s st u d y w a s r etri e v e d fr o m t h e c o n s ul-
t ati o n fil e s of A S. T h e cli ni c al f oll o w- u p i nf or m ati o n w a s 
o bt ai n e d fr o m t h e tr e ati n g cli ni ci a ns ( R P, Z D) a n d t h e r ef er-
ri n g p at h ol o gi st (J M).

F or c o n v e nti o n al mi cr o s c o p y, e x ci s e d ti s s u e s w er e fi x e d 
i n f or m ali n, pr o c e s s e d r o uti n el y, e m b e d d e d i n p ar affi n 
( F F P E), c ut, a n d st ai n e d wit h h e m at o x yli n a n d e o si n. F or 
i m m u n o hi st o c h e mi c al a n al ysi s, 4- μ m-t hi c k s e cti o n s w er e 
c ut fr o m p ar a ffi n bl o c k s a n d m o u nt e d o n p o siti v el y c h ar g e d 
sli d e s ( T O M O; M at s u n a mi Gl a s s I N D, J a p a n). S e cti o n s 
w er e pr o c ess e d o n a B e n c h M ar k U L T R A ( Ve nt a n a M e di c al 
S yst e m, T u c s o n, A Z), d e p ar a ffi ni z e d, a n d t h e n s u bj e ct e d t o 
h e at-i n d u c e d e pit o p e r etri e v al b y i m m er si o n i n C C 1 s ol u-
ti o n at 9 5  ° C a n d p H 8. 6. All pri m ar y a nti b o di e s u s e d ar e 
s u m m ari z e d i n T a bl e  1 . B o u n d a nti b o di e s w er e vi s u ali z e d 
u si n g t h e Ultr a Vi e w U ni v er s al D A B D et e cti o n Kit ( R o c h e, 
B a s el, S wit z erl a n d) a n d t h e Ultr a Vi e w U ni v er s al Al k ali n e 
P h o s p h at a s e R e d D et e cti o n Kit ( R o c h e). T h e sli d e s w er e 
c o u nt erst ai n e d wit h M a y er’s h e m at o x yli n. A p pr o pri at e p osi-
ti v e a n d n e g ati v e c o ntr ol s w er e e m pl o y e d.

T ar g et e d N e xt- G e n er ati o n S e q u e n ci n g

F or n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S) R N A w a s e xtr a ct e d 
usi n g T ot al N A M a x w ell R S C D N A F F P E kit ( a ut o m at e d o n 
M a x w ell R S C 4 8 I nstr u m e nt, Pr o m e g a, M a dis o n, WI). P uri-
fi e d R N A w as q u a nti fi e d usi n g t h e Q u bit Br o a d R a n g e R N A 
A s s a y ( T h er m o Fi s h er S ci e nti fi c, W alt h a m, M A). F u si o n 
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tr a ns cri pt d et e cti o n a n d m ut ati o n al a n al ysis w er e p erf or m e d 
u si n g t h e c u st o mi z e d F u si o n Pl e x S ar c o m a kit N o. 6 ( Ar c h er 
D X, B o ul d er, C O). T h e pr o c e s s of li br ar y pr e p ar ati o n a n d 
s e q u e n ci n g w a s d o n e a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y [ 1 4 ] a n d d at a 
a n al ysi s w a s p erf or m e d u si n g t h e Ar c h er A n al ysi s s oft w ar e 
v er si o n 6. 2. 1. T h e c o m pl et e li st of g e n e s i s a v ail a bl e i n 
O nli n e R e s o ur c e.

C a s e Pr e s e nt ati o n

T h e p ati e nt w a s a 3 4- y e ar- ol d f e m al e w h o h a d o b s er v e d a 
sti ff l e si o n i n h er s oft p al at e 2  m o nt h s pri or t o fir st c o nt a ct 
wit h a m a xill of a ci al s ur g e o n. T h e l e si o n w a s i niti all y c o n-
si d er e d t o b e a n a b s c e s s wit h p arti al r e gr e s si o n of it s si z e 
aft er d e nt al w or k a n d a n a nti bi oti c tr e at m e nt. H o w e v er, a C T 
a n gi o gr a p h y r e v e al e d a p er si st e nt n o n- h o m o g e n o u s t u m or-
o us l esi o n i n t h e s oft p al at e a n d l at er al n as o p h ar y n g e al w all. 
A pr eli mi n ar y bi o p s y w a s i n c o n cl u si v e, b ut s u g g e sti v e of a 
l o w- gr a d e r o u n d- c ell s ar c o m a wit h i m m u n o hi st o c h e mi c al 
p o siti vit y f or D 2- 4 0 a n d n e ur o e n d o cri n e m ar k er s ( a di ff u s e 
p o siti vit y f or s y n a pt o p h ysi n a n d N S E, a n d a f o c al p o siti v-
it y f or S- 1 0 0 pr ot ei n). At t h e ti m e of e x ci si o n, t h e t u m or 

m e a s ur e d 3 4 × 2 1 × 1 3  m m. Or al s urf a c e a b o v e t h e t u m or 
w a s ul c er at e d i n a n ar e a of 1 8 × 1 3  m m a n d t o a d e pt h of 
4  m m ( Fi g.  1 A). T h e t u m or c o n si st e d of s oft t a n- br o w n ti s-
s u e o n c ut s urf a c e, a n d t h er e w a s n o di s c er ni bl e c a p s ul e.

Mi cr o s c o pi c all y, t h e e x ci si o n w a s c o v er e d b y a s u p er-
fi ci all y  ul c er at e d  str atifi e d  s q u a m o u s  e pit h eli u m  wit h 
r e a cti v e c h a n g e s a n d a n e xt e n si v e p s e u d o e pit h eli o m at o u s 
h y p er pl a si a. U n d er n e at h, t h er e w a s i n fl a m e d gr a n ul ati o n 
ti s s u e wit h o c c a si o n al gi a nt c ell s att a c h e d t o t h e m ultil o b u-
l ar t u m or ( Fi g. 2 A). I n v a si v e t u m or fr o nt e xt e n d e d i nt o t h e 
s urr o u n di n g s m all s ali v ar y gl a n d ( Fi g.  2 B) a n d t h e stri at e d 
m u s cl e ti s s u e ( Fi g.  2 C), a n d p eri n e ur al i n v a si o n w a s n ot e d 
( Fi g. 2 D). T u m or c ell n e st s w er e s e p ar at e d b y t hi c k or d eli-
c at e fi br o us s e pt a e ( Fi g.  3 A) a n d o c c asi o n all y t h e y pr otr u d e d 
i nt o v a s c ul ar s p a c e s ( n ot s h o w n). A n a b u n d a nt ar b ori zi n g 
c a pill ar y n et w or k w as s e e n t hr o u g h o ut t h e n e o pl asti c tiss u e. 
T h e n et w or k w a s w ell pr o n o u n c e d e s p e ci all y i n s oli d ar e a s 
of t h e t u m or ( Fi g.  3 A, B). T h e t u m or c ell s w er e or g a ni z e d 
eit h er i n a s oli d-tr a b e c ul ar f a s hi o n ( Fi g.  3 B), a f a s ci c ul ar 
( m y o e pit h eli al c ar ci n o m a-li k e) p att er n ( Fi g.  3 C, D), or a 
r eti c ul ar p att er n wit h a m y x oi d str o m a ( Fi g.  3 E). A mi n or 
p art of t h e t u m or di s pl a y e d a p s e u d o gl a n d ul ar ar c hit e ct ur e 
( Fi g. 3 F). T u m or c ell s a p p e ar e d r el ati v el y u nif or m, r o u n d 

T a bl e 1  A nti b o di es us e d f or t h e 
i m m u n o hist o c h e mi c al st u d y

C C 1  E D T A b u ff er, p H 8. 6, 9 5  ° C; E n Visi o n hi g h p H  E n Visi o n hi g h p H s ol uti o n, p H 9. 0, 9 7  ° C; mi n  mi n-
ut es; R T U  r e a d y t o us e

A nti b o d y Cl o n e Dil uti o n  A nti g e n r etri e v al, ti m e S o ur c e

A E 1/ A E 3  A E 1/ A E 3 R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

C A M 5. 2 C A M 5. 2 R T U  C C 1, 3 6  mi n Ve nt a n a

C D 3 1 J C 7 0 A 1: 4 0  C C 1, 3 6  mi n D a k o

C D 3 4 Q B E n d/ 1 0 1: 1 0 0  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

C D 5 6 1 2 3 C 3 R T U  C C 1, 5 2  mi n Ve nt a n a

C D 9 9 O 1 3 R T U  C C 1, 5 2  mi n Ve nt a n a

C D K 4 D C S- 3 1 1: 8 0 0  C C 1, 5 2  mi n I n vitr o g e n

C hr o m o gr a ni n  D A K- A 3 1: 2 0 0  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

C K 5/ 6 D 5/ 1 6 B 4 1: 5 0  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

C K 7 O V- T L 1 2/ 3 0  R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

C K 1 4 S P 5 3 R T U  C C 1, 3 6  mi n Ve nt a n a

D DI T 3 9 C 8 1: 2 0 0  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  A b C a m

D es mi n D 3 3 R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

D 2- 4 0 D 2- 4 0 R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

H H V- 8 1 3 B 1 0 R T U  C C 1, 5 2  mi n Ve nt a n a

Ki- 6 7 MI B- 1 R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

M y o D 1 E P 2 1 2 R T U  C C 1, 5 2  mi n Ve nt a n a

N S E B B S/ N C/ VI- H 1 4 1: 4 0 0  C C 1, 3 6  mi n D a k o

O S C A R Is o T y p e:I g G 2 a 1: 1 0 0  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  C o v a n c e

p 6 3 4 A 4 R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

S O X 1 0 S P 2 6 7 R T U  C C 1, 5 2  mi n Ve nt a n a

S T A T 6 Y E 3 6 1 1: 1 0 0 0  C C 1, 5 2  mi n A b c a m

S y n a pt o p h ysi n  D A K- S Y N A P  R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o

S- 1 0 0 P ol y cl o n al R T U  E n Visi o n Hi g h p H, 3 0  mi n  D a k o
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Fi g. 1  M a cr os c o pi c f e at ur es of t h e t u m or. A  T h e t u m or gr e w o n t h e l eft si d e of t h e s oft p al at e wit h a s u p er fi ci al ul c er ati o n. B  R esi d u al t u m or tis-
s u e w as r es e ct e d d uri n g s e c o n d s ur g er y, t o g et h er wit h t h e l eft p al ati n e t o nsil

Fi g. 2  L o w- p o w er  mi cr os c o pi c  vi e w  of  t h e  t u m or  ( H & E *).  A  T h e  
m ultil o b ul ar t u m or gr e w u n d er n e at h a n ul c er at e d str ati fi e d s q u a m o us 
e pit h eli u m of t h e or o p h ar y n g e al m u c os a. B  T u m or c ells e xt e n d e d i nt o 

a dj a c e nt mi n or s ali v ar y gl a n d. C  T u m or c ells i n filtr at e d a dj a c e nt stri-
at e d m us cl e tiss u e. D  P eri n e ur al i n filtr ati o n w as n ot e d. * H e m at o x yli n 
a n d e osi n
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t o o v al, wit h bl a n d c e ntr all y l o c at e d b a s o p hili c- st ai ni n g 
n u cl ei, i n c o n s pi c u o u s n u cl e oli a n d a m o d er at e a m o u nt of 
d eli c at e gr a n ul ar e o si n o p hili c c yt o pl a s m. A s pi n dl e d c ell 
m or p h ol o g y w a s pr e s e nt i n t h e f a s ci c ul ar ar e a s. O c c a si o n al 
c ell s di s pl a y e d cl e ari n g of t h e c yt o pl a s m, s o m eti m e s wit h 
a p eri n u cl e ar h al o ( Fi g.  3 G), e s c al ati n g i n s o m e ar e a s i nt o 
a p s e u d oli p o bl a st a p p e ar a n c e wit h pr o mi n e nt c yt o pl a s mi c 
v a c u oli z ati o n ( Fi g.  3 H). T u m or-i n filtr ati n g l y m p h o c yt e s 
w er e a b u n d a nt, e s p e ci all y i n t h e s oli d-tr a b e c ul ar ar e a s of 

t h e t u m or ( Fi g. 3 H). C ell pr olif er ati o n w a s l o w, r e a c hi n g 
2 mit oti c fi g ur e s p er 1 0 H P F. N o t u m or n e cr o si s n or a n y 
at y pi c al mit o s e s w er e s e e n. T h e t u m or w a s n ot c o m pl et el y 
r e s e ct e d.

I m m u n o hi st o c h e mi c all y,  a  f o c al  a n d  p at c h y  S- 1 0 0 
pr ot ei n ( Fi g.  4 A) a n d C D 5 6 ( Fi g.  4 B) p o siti vit y, a s w ell 
a s a di ff u s e a n d str o n g D 2- 4 0 ( Fi g.  4 C) e x pr e s si o n w er e 
d e m o n str at e d i n t h e t u m or c ell s. A wi d e s p e ctr u m of v ari-
o u s m ar k er s w a s n e g ati v e, i n cl u di n g m ar k er s of e pit h eli al 

Fi g. 3  Hist o m or p h ol o gi c  f e at ur es  of  t h e  t u m or  ( H & E *).  N ests  of  
t u m or c ells w er e s urr o u n d e d b y t hi c k or d eli c at e fi br o us s e pt a e (A ). 
Ar b ori zi n g  c a pill ar y  n et w or k  w as  i nt ers p ers e d  a m o n g  t u m or  c ells  
t hr o u g h o ut  t h e  l esi o n  (A , B ).  T u m or  c ells  w er e  r el ati v el y  u nif or m,  
r o u n d t o o v al, o c c asi o n all y s pi n dl e d, a n d wit h bl a n d b as o p hili c o v al 
n u cl ei  a n d  i n c o ns pi c u o us  n u cl e oli  ( B , C ).  S e v er al  ar c hit e ct ur al  p at-
t er ns w er e s e e n. T u m or c ells gr e w pr e d o mi n a ntl y i n a s oli d-tr a b e c ul ar 
(B )  a n d  a  f as ci c ul ar,  m y o e pit h eli al  c ar ci n o m a-li k e  f as hi o n  (C , D ). 

L ess c o m m o nl y, a r eti c ul ar p att er n wit h a b u n d a nt m y x oi d str o m a ( E ) 
a n d  a  ps e u d o gl a n d ul ar  mi cr o c ysti c  p att er n  ( F )  w er e  s e e n.  F o c all y,  
t u m or  c ells  dis pl a y e d  cl e ari n g  of  t h e  c yt o pl as m  wit h  a n  i nfr e q u e nt  
p eri n u cl e ar h al o ( G ). T h e cl e ar c ell c h a n g e es c al at e d i n s o m e ar e as 
i nt o a ps e u d oli p o bl ast-li k e a p p e ar a n c e wit h m ar k e d v a c u oli z ati o n of 
t h e c yt o pl as m (H ). A f o c al l y m p h o c yti c i n filtr at e w as s e e n t hr o u g h-
o ut t h e t u m or ( H ). * H e m at o x yli n a n d e osi n
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( A E 1/ A E 3,  O S C A R,  C A M 5. 2,  C K 5/ 6,  C K 7,  C K 1 4), 
m y o g e ni c ( m y o D 1, d e s mi n), m el a n o c yti c ( S O X 1 0), a n d 
e n d ot h eli al ( C D 3 1, C D 3 4) di ff er e nti ati o n, a s w ell a s v ari-
o u s ot h er m ar k er s s u c h a s C D 9 9, p 6 3, H H V- 8, D DI T 3, 
S T A T 6 a n d C D K 4. Pr olif er ati v e i n d e x w a s l o w t o i nt er-
m e di at e, i n l y m p h o c yt e- p o or ar e a s Ki- 6 7 st ai n e d u p t o 
7 %  of  n u cl ei,  w hil e  i n  l y m p h o c yt e-ri c h  ar e a s  Ki- 6 7 
w a s  p o siti v e  i n  2 0 – 2 5 % of  t u m or  c ell s ( Fi g.  4 D).  A s 

t h e i m m u n o hi st o c h e mi c al e x a mi n ati o n of t h e pr o b at or y 
bi o p s y at t h e r ef erri n g i n stit uti o n s h o w e d di ff u s e p o siti v-
it y f or s y n a pt o p h y si n a n d N S E, w e c o n d u ct e d a n a d di-
ti o n al a n al y si s of t h e e x pr e s si o n of n e ur o e n d o cri n e m ar k-
er s. W hil e N S E w a s str o n gl y di ff u s el y p o siti v e, p at c h y 
s y n a pt o p h y si n e x pr e s si o n w a s d et e ct e d i n u p t o 5 % c ell s 
a n d c hr o m o gr a ni n w a s p o siti v e i n o n e f o c u s. H o w e v er, 

Fi g. 4  I m m u n o hist o c h e mi c al  f e at ur es  of  t h e  t u m or.  A  I m m u n o his-
t o c h e mi c al  e x a mi n ati o n  r e v e al e d  f o c al  a n d  p at c h y  S- 1 0 0  pr ot ei n  
e x pr essi o n ( p ositi v e i nt er n al c o ntr ol i n a n er v e is s e e n i n t h e u p p er 
ri g ht  c or n er).  B  Si mil ar  p att er n  w as  s e e n  wit h  C D 5 6  i m m u n ost ai n.  

C  Di ff us e  a n d  str o n g  D 2- 4 0  p ositi vit y  w as  pr es e nt  t hr o u g h o ut  t h e  
t u m or. D  Ki- 6 7 st ai n e d u p t o 7 % of c ells i n ar e as wit h s p ars e l y m p h o-
c yt es, w hil e 2 0 – 2 5 % of t u m or c ells w er e p ositi v e i n l y m p h o c yt e-ri c h 
f o ci

Fi g. 5  P T C H 1- G LI 1  f usi o n  tr a ns cri pt.  E x o n  1 a  of  P T C H 1  g e n e  
c o nt ai ni n g a Gli 1 bi n di n g sit e ( bl a c k arr o w) is f us e d (r e d arr o w) t o 
e x o n 6 of G LI 1  g e n e. Gli 1 p art of t h e f usi o n pr ot ei n r et ai ns its F O X P 

c oil e d- c oil d o m ai n ( F O X P- C C) a n d t hr e e zi n c fi n g ers of C 2 H 2 t y p e 
( C 2 H 2  Z n  fi n g ers),  w hi c h  m a y  e n a bl e  di m eri z ati o n  a n d  bi n di n g  t o  
Gli 1 t ar g et g e n es
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m ulti pl e bl o c k s h a d t o b e e x a mi n e d t o d e m o n str at e t h e 
p o siti vit y of s y n a pt o p h y si n a n d c hr o m o gr a ni n.

U si n g t h e Ar c h er F u si o n Pl e x c u st o m p a n el, a P T C H 1-
G LI 1  f u si o n i n v ol vi n g e x o n 1 of t h e P T C H 1  g e n e a n d e x o n 
6 of t h e G LI 1  g e n e w a s d et e ct e d. T h e r ef er e n c e tr a n s cri pt 
s e q u e n c e s  u s e d  f or  d e s cri bi n g  P T C H 1  a n d  G LI 1  h a v e  
a c c e s si o n n u m b er s N M _ 0 0 1 0 8 3 6 0 2. 1 a n d N M _ 0 0 5 2 6 9, 
r e s p e cti v el y. T h e c hr o m o s o m al p o siti o n i s d e s cri b e d u si n g 
t h e r ef er e n c e g e n o m e G R C h 3 7 ( h g 1 9), a n d br e a k p oi nt s at 
c hr 9: 9 8 2 7 8 7 5 1, a n d c hr 1 2: 5 7 8 5 9 3 9 ( Fi g.  5 ).

R e-r e s e cti o n a n d l at er al bl o c k n e c k di s s e cti o n w er e p er-
f or m e d 2  m o nt hs aft er t h e pri m ar y e x cisi o n ( Fi g. 1 B). S m all 
a m o u nt s of r e si d u al t u m or w er e i d e nti fi e d i n t h e r e s e cti o n 
s a m pl e fr o m t h e or o p h ar y n x, b ut t h e m ar gi n s w er e cl e ar. 
T w e nt y-t w o n e c k l y m p h n o d e s w er e i d e nti fi e d, a n d t h e y 
w er e fr e e of t u m or i n filtr ati o n. A P E T- C T s c a n w a s p er-
f or m e d b ef or e t h e first s ur g er y, a n d it di d n ot r e v e al a n y s us-
p e ct e d m et a st ati c l e si o n s. S u b s e q u e nt a dj u v a nt t h er a p y w a s 
n ot r e c o m m e n d e d b y a n o n c ol o gi st. T h e p ati e nt i s c urr e ntl y 
i n t h e s e c o n d tri m e st er of pr e g n a n c y. T h e c a s e i s r e c e nt a n d 
o nl y a li mit e d f oll o w- u p of 4  m o nt h s i s a v ail a bl e wit h n o 
e vi d e n c e of di s e a s e.

Di s c u s si o n

G e n eti c a b n or m aliti e s of G LI 1 , i n cl u di n g g e n e f u si o n s 
a n d a m pli fi c ati o n, h a v e b e e n r e p ort e d r e c e ntl y i n a s u b s et 
of s oft ti s s u e t u m or s wit h a di sti n cti v e e pit h eli oi d n e st e d 
hi st o m or p h ol o g y a n d a pr o p e n sit y f or l o c or e gi o n al a n d di s-
t a nt m et a st a si s [2 ]. T o t h e b e st of o ur k n o wl e d g e, 4 5 c a s e s 
of G LI 1 - alt er e d t u m or s, i n cl u di n g 1 4 c a s e s ( 3 1 % of all 
c a s e s) i n t h e h e a d a n d n e c k r e gi o n, h a v e b e e n r e p ort e d t o 
d at e. R e arr a n g e m e nts of G LI 1  h a v e b e e n d et e ct e d i n t u m ors 
ari si n g fr o m v ari o u s p art s of t h e b o d y, i n cl u di n g s oft ti s-
s u e s of e xtr e miti e s or tr u n k ( 1 1/ 3 1 c a s e s) [ 2 , 3 , 1 0 ], g a s-
tr oi nt e sti n al tr a ct ( 1 0/ 3 1 c a s e s) [6 – 9 ], b o n e s ( 4/ 3 1 c a s e s) 
[2 , 5 , 1 0 ], o v ar y ( 2/ 3 1 c a s e s) [4 , 1 0 ], a n d o n e c a s e e a c h i n 
i ntr at h or a ci c s oft ti s s u e s [1 2 ], ki d n e y [1 5 ], l u n g [3 ], a n d 

r etr o p erit o n e u m [2 ]. I n t h e h e a d a n d n e c k r e gi o n, t h e m o st 
c o m m o n sit e of ori gi n w a s t o n g u e ( 1 1/ 1 4 c a s e s), f oll o w e d 
b y s u b m a n di b ul ar a n d n e c k s oft ti s s u e ( 3/ 1 4 c a s e s) [ 1 – 3 , 
1 1 ]. T h er e ar e n o pr e vi o u s r e p ort s of a t u m or of t h e s oft 
p al at e. T h e t u m or s w er e di a g n o s e d eit h er a s “ p eri c yt o m a 
wit h t( 7, 1 2) tr a n sl o c ati o n ” or m e s e n c h y m al n e o pl a s m wit h 
G LI 1  g e n e alt er ati o n s (t h e n a m e m ali g n a nt e pit h eli oi d n e o-
pl a s m wit h G LI 1 g e n e r e arr a n g e m e nt s w a s al s o u s e d f or 
t hi s e ntit y i n t h e p a st [2 ]). A d diti o n all y, t w o c a s e s of g a s-
tr o bl a st o m a wit h a M A L A T 1- G LI 1  f u si o n [7 ] a n d fi v e c a s e s 
of g a stri c pl e xif or m fi br o m y x o m a wit h t h e s a m e f u si o n or 
G LI 1  a m pli fi c ati o n w er e r e p ort e d r e c e ntl y [8 ]. Stri ki n gl y, 
wit h t h e e x c e pti o n of t h e pl e xif or m fi br o m y x o m a c a s e s, 
m o st t u m or s d e m o n str at e d si mil ar hi st o p at h ol o gi c f e at ur e s 
a n d w er e d es cri b e d as v a g u el y l o b ul ar pr olif er ati o ns of bl a n d 
s pi n dl e d t o o v oi d e pit h eli oi d c ell s wit h p al e e o si n o p hili c or 
cl e ar c yt o pl as m, oft e n wit h s o m e m y x oi d ar e as a n d d eli c at e 
ar b ori zi n g v a s c ul at ur e. E v e n t h o u g h t h e fir st r e p ort e d c a s e s 
of G LI 1 - alt er e d t u m or s st ai n e d p o siti v e f or s m o ot h m u s cl e 
a cti n, l e a di n g t o t h eir di a g n osis as p eri c yt o m a, m u c h hi g h er 
v ari a bilit y i n t h e i m m u n o pr o fil e of t h e s e t u m or s w a s l at er 
n ot e d. I n a d diti o n t o t h e a cti n, t h e t u m or s ar e fr e q u e ntl y 
p o siti v e f or C D 5 6 ( 1 6/ 1 9 c a s e s t e st e d, 8 4 %), S 1 0 0 pr ot ei n 
( 1 7/ 4 3 c a s e s t e st e d, 3 9. 5 %) a n d, l e s s c o m m o nl y, wi d e s p e c-
tr u m c yt o k er ati n s ( A E 1/ A E 3) ( 8/ 3 9 c a s e s t e st e d, 2 0. 5 %). 
Alt h o u g h a wi d e a g e r a n g e h a s b e e n o b s er v e d i n p ati e nt s 
wit h G LI 1 -r e arr a n g e d t u m or s (r a n gi n g fr o m 1 t o 7 9  y e ar s), 
p ati e nt s i n t h eir 4t h d e c a d e s e e m t o b e m o st c o m m o nl y 
a ff e ct e d ( m e di a n 3 2  y e ars). T h e sit u ati o n is v er y si mil ar wit h 
r e g ar d s s p e ci fi c all y t o t h e h e a d a n d n e c k t u m or s, w h er e t h e 
a g e of t h e  p ati e nt s h a s r a n g e d fr o m 1 t o 6 5  y e ar s, wit h a 
m e di a n of 3 4. 5  y e ars. A c c or di n g t o t h e o bt ai n a bl e d at a, l o c al 
r e c urr e n c e a n d/ or di st a nt m et a st a si s o c c urr e d i n 3 6 % c a s e s 
wit h f oll o w- u p i nf or m ati o n a v ail a bl e, i n cl u di n g t w o c as es i n 
t h e h e a d a n d n e c k ar e a. T h e t u m or i n t h e fir st c a s e o c c urr e d 
i n t h e s u b m a n di b ul ar s oft ti s s u e a n d h ar b or e d a P T C H 1-
G LI 1  f u si o n ( di s c u s s e d f urt h er i n t h e n e xt p ar a gr a p h), i n 
t h e s e c o n d c a s e t h e t u m or wit h a G LI 1  a m pli fi c ati o n ar o s e 

T a bl e 2  P T C H 1- G LI 1  
p ositi v e m es e n c h y m al 
t u m ors: cli ni c o p at h ol o gi c 
a n d i m m u n o p h e n ot y pi c 
c h ar a ct eristi cs

A W D  ali v e wit h dis e as e; N E D  ali v e wit h n o e vi d e n c e of dis e as e; F  f e m al e; F  + f o c all y p ositi v e; L N  l y m p h 
n o d es; L R  l o c al r e c urr e n c e; M  m al e; m et  m et ast asis; m o  m o nt hs; + p ositi v e; S T  s oft tiss u e

C as e #  A g e/ S e x Sit e I H C F oll o w- u p R ef er e n c es

1 3 2/ F S u b m a n di b ul ar 
S T/ n e c k

S 1 0 0 ( +) L R, m ets t o L N a n d l u n g, 
A W D 1 2 3 m o

[2 , 1 1 ]

2 3 8/ M  T o n g u e S 1 0 0 ( +)
C D 5 6 ( +)

N E D 2 m o [1 1 ]

3 1 3/ M  T h or a x S 1 0 0 ( +)
C D 5 6 ( +)

N E D 8 4 m o [1 2 ]

4 3 4/ F S oft p al at e S 1 0 0 ( F +)
C D 5 6 ( F +)
D 2- 4 0 ( +)

N E D 4 m o R e c e nt c as e
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fr o m t h e n e c k s oft tiss u e. B ot h p ati e nts d e v el o p e d b ot h l o c al 
r e c urr e n c e a n d di st a nt m et a st a si s.

Pr e s u m a bl y, t hi s i s o nl y t h e f o urt h n e o pl a s m wit h a 
P T C H 1- G LI 1  f u si o n r e p ort e d t o d at e ( T a bl e 2 ). O n e of t h e 
pr e vi o u sl y d e s cri b e d t u m or s wit h t hi s f u si o n gr e w a s a n 
i ntr at h or a ci c m a s s i n a 1 3- y e ar- ol d m al e [1 2 ]. T w o t u m or s 
wit h t h e f u si o n d e s cri b e d b y A nt o n e s c u a n d X u [ 2 , 1 1 ] 
o c c urr e d i n t h e h e a d a n d n e c k, o n e a p p e ari n g i n t h e s u b m a n-
di b ul ar s oft ti s s u e s of a 3 2- y e ar- ol d f e m al e p ati e nt, a n d t h e 
ot h er i n t h e t o n g u e of a 3 8- y e ar- ol d m al e p ati e nt. Si mil arl y, 
t h e 3 4- y e ar- ol d f e m al e p ati e nt i n o ur c as e pr es e nt e d wit h a n 
ul c er at e d t u m or of t h e s oft p al at e. A str o n g er pr e dil e cti o n f or 
t h e h e a d a n d n e c k c a n b e n ot e d i n t h e P T C H 1- G LI 1  f u s e d 
t u m or s t h a n i n ot h er G LI 1 -r e arr a n g e d n e o pl a s m s, alt h o u g h 
t h e n u m b er of c a s e s k n o w n at pr e s e nt i s li mit e d. O n e of t h e 
t hr e e pr e vi o u sl y r e p ort e d c a s e s wit h a P T C H 1- G LI 1  f u si o n 
d e v el o p e d l o c al r e c urr e n c e a n d l u n g m et ast asis. T h e mit oti c 
i n d e x i n t hi s c a s e w a s hi g h ( 6 mit o s e s p er 1 0 H P F), a n d t h e 
t u m or al s o c o nt ai n e d ar e a s of n e cr o si s. C o n v er s el y, b ot h of 
t h e s e f e at ur e s w er e l a c ki n g i n t h e ot h er c a s e s t h at di d n ot 
m et a st a si z e, i n cl u di n g t h e c a s e r e p ort e d h er e. E v e n t h o u g h 
mit oti c a cti vit y i n o ur c a s e w a s r at h er l o w a n d t h e t u m or 
w a s ulti m at el y r e s e ct e d wit h t u m or-fr e e m ar gi n s, a c ar ef ul 
f oll o w- u p i s m a n d at or y.

C o n si d eri n g  t h e  hi st o m or p h ol o g y,  t u m or s  wit h  t h e  
P T C H 1- F LI 1  f u si o n d o n ot di ff er gr e atl y fr o m ot h er t u m or s 
i n t h e gr o u p. A s i n t h e ot h er c a s e s of G LI 1 -r e arr a n g e d 
t u m or s r e p ort e d i n t h e h e a d a n d n e c k, t h e pr e s e nt t u m or 
c o n si st e d of m o n o m or p hi c r o u n d c ell s wit h e pit h eli oi d f e a-
t ur e s a n d a f o c al cl e ar- c ell c h a n g e t h at w er e or g a ni z e d i nt o 
n e st s i nt er s p er s e d wit h d eli c at e c a pill ar y n et w or k s. O nl y 
li mit e d i nf or m ati o n is a v ail a bl e i n t h e lit er at ur e o n hist o m or-
p h ol o g y of t h e p e di atri c t u m or o c c urri n g i n t h e 1 3- y e ar- ol d 
m al e. T h e a ut h or s d e s cri b e a t u m or c o n si sti n g of u nif or m 
s m all r o u n d c ells or g a ni z e d i nt o c or d-li k e str u ct ur es [ 1 2 ]. I n 
r o u g h a gr e e m e nt wit h t h e i m m u n o pr o fil e of all G LI 1  r e ar-
r a n g e d t u m or s, t h e P T C H 1- G LI 1  f u s e d t u m or s r e p ort e d t o 
d at e w er e at l e ast f o c all y p ositi v e f or C D 5 6 a n d n e g ati v e f or 
A E 1/ 3, w hil e S 1 0 0 pr ot ei n, w hi c h is o nl y p ositi v e i n a p pr o x-
i m at el y  4 0 % of all G LI 1 -r e arr a n g e d t u m or s, w a s e x pr e s s e d 
at l e a st i n s o m e c ell s i n e a c h t u m or wit h t h e P T C H 1- G LI 1  
f u si o n. At l e a st f o c al e x pr e s si o n of C D 5 6 a n d S 1 0 0 pr ot ei n 
( o b s er v e d i n 3/ 3 a n d 4/ 4 a n al y z e d c a s e s, r e s p e cti v el y) wit h 
c o nsist e ntl y n e g ati v e c yt o k er ati ns a n d s m o ot h m us cl e a cti n, 
t o g et h er wit h t h e t y pi c al hi st o m or p h ol o g y, s e e m s t o b e a 
c o m m o n d e n o mi n at or f or P T C H 1- G LI 1  f u s e d t u m or s [1 1 ].

T h e tr a n s cri pti o n f a ct or Gli 1 i s a n u cl e ar e ff e ct or of 
t h e H e d g e h o g si g n ali n g p at h w a y, w hi c h u n d er n or m al 
c o n diti o n s pl a y s i m p ort a nt r ol e s i n or g a n o g e n e si s d uri n g 
e m br y o ni c d e v el o p m e nt. T h e p at h w a y i s d er e g ul at e d i n 
v ari o u s c a n c er s, f or i n st a n c e a G LI 2  a m pli fi c ati o n h a s b e e n 
d e m o n str at e d i n s o m e m e d ull o bl a st o m a s, w hil e a pr o p or-
ti o n of r h a b d o m y o s ar c o m a s r e p ort e dl y h ar b or i n a cti v ati n g 

m ut ati o n s i n g e n e s of t u m or s u p pr e s s or pr ot ei n s P at c h e d 
a n d S uf u [ 1 6 ]. T h e si g ni fi c a n c e of t h e H e d g e h o g si g n ali n g 
p at h w a y d uri n g e m br y o ni c d e v el o p m e nt a n d i n c ar ci n o-
g e n e si s i s e vi d e nt i n p ati e nt s wit h t h e n e v oi d b a s al c ell 
c ar ci n o m a s y n dr o m e, w h o s u ff er fr o m m ulti pl e b a s al c ell 
c ar ci n o m a s a n d v ari o u s c o n g e nit al a b n or m aliti e s c a u s e d 
b y a n i n a cti v ati n g g er mli n e m ut ati o n i n t h e P T C H 1  g e n e. 
T hi s g e n e e n c o d e s t h e P at c h e d pr ot ei n, a t u m or s u p pr e s s or 
l o c ali z e d i n t h e c ell m e m br a n e, w h er e it bi n d s a n d i n hi bit s 
t h e S m o ot h e n e d r e c e pt or. W h e n a n y of t h e H e d g e h o g si g n-
ali n g pr ot ei n s bi n d s P at c h e d, it i s i n a cti v at e d a n d S m o ot h-
e n e d i s r el e a s e d. C o n s e q u e ntl y, a si g n ali n g c a s c a d e l e a d s 
t o t h e a cti v ati o n of Gli 1. I n d er e g ul at e d si g n ali n g d uri n g 
t u m ori g e n e si s, v ari o u s pr ot ei n s i n v ol v e d i n c ell pr olif er a-
ti o n, l o s s of c ell a d h e si o n, i n cr e a s e d m otilit y or c a n c er 
c ell st e m n e s s b el o n g t o Gli 1 t ar g et s [ 1 6 , 1 7 ]. I m p ort a ntl y, 
t h e P at c h e d- e n c o di n g g e n e P T C H 1  c o nt ai n s a Gli 1 bi n d-
i n g sit e i n it s e x o n 1. T h e pr o p o s e d g e n e pr o d u ct of t h e 
P T C H 1- G LI 1  f u si o n r et ai n s t h e Gli 1 bi n di n g sit e i n t h e 
P T C H 1  p art, w hil e t h e pr o p o s e d f u si o n pr ot ei n c o nt ai n s 
zi n c fi n g er s i n t h e Gli 1 p art t h at pr o vi d e bi n di n g t o s p e ci fi c 
r e g ul at or y s e q u e n c e s of g e n e s d o w n str e a m of t h e H e d g e-
h o g p at h w a y, i n cl u di n g P T C H 1  ( Fi g.  5 ). I n n e o pl a sti c 
c ell s, t hi s mi g ht i n t ur n cr e at e a p o siti v e f e e d b a c k l o o p, 
i n c o ntr a st t o t h e o p p o si n g r el ati o n s hi p b et w e e n Gli 1 a n d 
P at c h e d i n n or m al ti s s u e s. T hi s w o ul d i n cr e a s e t h e e x pr e s-
si o n of t h e f u si o n pr ot ei n w hi c h r e m ai n s a n a cti v e tr a n-
s cri pti o n f a ct or f or ot h er t ar g et s i n t h e H e d g e h o g p at h w a y.

T h e di ff er e nti al di a g n o si s of a G LI 1 -r e arr a n g e d m e s-
e n c h y m al e pit h eli oi d n e o pl a s m i s c h all e n gi n g. D u e t o a n 
o v er all bl a n d m or p h ol o g y wit h m o n o m or p hi c r o u n d t o 
e pit h eli oi d c ell s, m ultil o b ul at e d gr o wt h, n e st e d ar c hit e c-
t ur e, cl e ar c yt o pl a s m a n d S 1 0 0 pr ot ei n i m m u n o p o siti vit y, 
t h e s e t u m or s ar e str o n gl y r e mi ni s c e nt of pri m ar y e pit h e-
li al a n d/ or m y o e pit h eli al n e o pl a s m s of t h e s ali v ar y gl a n d s. 
I n t h e pr e s e nt c a s e, d u e t o t h e c or d e d, mi cr o gl a n d ul ar or 
r eti c ul ar gr o wt h p att er n s wit hi n a m y x oi d str o m a, t h e 
e pit h eli oi d a n d s pi n dl e- s h a p e d u nif or m n e o pl a sti c c ell s, 
a n d t h e u ni q u e m u c o s al l o c ati o n i n t h e p al at e i n cl o s e 
pr o xi mit y t o mi n or s ali v ar y gl a n d s, t h e r e s e m bl a n c e t o 
m y o e pit h eli al n e o pl a s m s i n cl u di n g m y o e pit h eli o m a, c el-
l ul ar pl e o m or p hi c a d e n o m a, a n d m y o e pit h eli al c ar ci n o m a, 
w a s p arti c ul arl y i ntri g ui n g. I m p ort a ntl y, i n c o ntr a st t o t h e 
m ulti n o d ul ar a n d i n filtr ati v e gr o wt h p att er n of t h e G LI 1 -
r e ar r a n g e d m e s e n c h y m al n e o pl a s m, a b e ni g n m y o e pi-
t h eli o m a i s w ell- cir c u m s cri b e d. M or e o v er, pl e o m or p hi c 
a d e n o m a s h o ws a bi p h a si c p h e n ot y p e wit h b ot h d u ct al a n d 
m y o e pit h eli al di ff er e nti ati o n, w h er e a s all G LI 1 -r e arr a n g e d 
t u m or s w er e c o m p o s e d of a si n gl e c ell t y p e. M y o e pit h eli al 
c ar ci n o m a s h o ws at l e a st f o c all y i n v a si v e f e at ur e s a n d i s 
c h ar a ct eri z e d b y a m ulti n o d ul ar ar c hit e ct ur e di vi d e d b y 
fi br o u s b a n d s i n a z o n al arr a n g e m e nt a n d a h y p er c ell ul ar 
p eri p h er al ri m s urr o u n di n g a h y p o c ell ul ar, u s u all y m y x oi d 
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a n d/ or n e cr oti c c e nt er. U s ef ul di a g n o sti c cl u e s f or t u m or s 
wit h a G LI 1  r e arr a n g e m e nt i n cl u d e a ri c h v a s c ul ar n et w or k 
a m o n g n e st s of t u m or c ell s, t u m or ti s s u e b ul gi n g i nt o v a s-
c ul ar s p a c e s, a n d a b s e n c e of c yt o k er ati n, S O X 1 0, G F A P 
a n d c al p o ni n i m m u n o p o siti vit y. I d e nti fi c ati o n of ar e a s 
wit h t h e s e cl a s si c f e at ur e s of G LI 1 -r e ar r a n g e d t u m or s 
s h o ul d tri g g er e ff ort s f or m ol e c ul ar c o n fir m ati o n of a G LI 1  
r e arr a n g e m e nt, w hi c h i n c o ntr a st h a s n ot b e e n r e p ort e d 
i n m y o e pit h eli al c ar ci n o m a s of s ali v ar y gl a n d s [1 3 , 1 4 ].

E ct o m es e n c h y m al c h o n dr o m y x oi d t u m or is a n ot h er t u m or 
i n cl u d e d i n t h e di ff er e nti al di a g n o si s of G LI 1 -r e arr a n g e d 
t u m ors. It is a r ar e m es e n c h y m al n e o pl as m c h ar a ct eri z e d b y 
a stri ki n g pr e dil e cti o n f or t h e a nt eri or d or s al t o n g u e. It h a s 
a m ultil o b ul at e d gr o wt h p att er n a n d i s i m m u n o hi st o c h e mi-
c all y p ositi v e f or S 1 0 0 pr ot ei n, C D 5 6, c yt o k er ati n, a n d S M A 
[1 8 , 1 9 ]. H o w e v er, e ct o m es e n c h y m al c h o n dr o m y x oi d t u m or 
t y pi c all y s h o ws a m or e s pi n dl e d c yt o m or p h ol o g y a n d a n 
a b u n d a nt m y x oi d str o m a, it l a c k s a n ar b ori zi n g c a pill ar y 
n et w or k a n d m a y e x pr e s s ot h er m y o e pit h eli al m ar k er s s u c h 
a s c al p o ni n a n d G F A P [ 1 8 ]. At t h e m ol e c ul ar l e v el, t h e s e 
t u m or s h ar b or a c h ar a ct eri sti c R R E B 1- M K L 2  f u si o n. T h u s, 
m ol e c ul ar t e sti n g c a n b e u s e d i n di ff er e nti al di a g n o si s i n 
c h all e n gi n g c a s e s [ 1 9 ].

I n a t u m or wit h p o siti v e  n e ur o e n d o cri n e m ar k er s  a n d a 
pr o mi n e nt v a s c ul ar n et w or k i n b et w e e n r o u n d t o o v al c ell s 
wit h m o d er at e a m o u nt s of p al e e o si n o p hili c c yt o pl a s m 
or g a ni z e d i n a s oli d-tr a b e c ul ar p att er n, t h e di ff er e nti al di a g-
n o si s of p ar a g a n gli o m a c o ul d b e c o n si d er e d. N o n et h el e s s, 
a m or e s oli dl y n e st e d gr o wt h p att er n i s u s u all y pr e s e nt i n 
p ar a g a n gli o m a. F urt h er m or e, S 1 0 0 pr ot ei n i m m u n o hi st o-
c h e mistr y dis pl a ys a disti n ct p att er n i n p ar a g a n gli o m as, wit h 
o nl y t h e s ust e nt a c ul ar c ells st ai ni n g p ositi v e. W h er e as C D 5 6 
i m m u n o p o siti vit y i s v er y fr e q u e nt i n e pit h eli oi d s oft ti s s u e 
t u m or s wit h G LI 1  r e arr a n g e m e nt s, ot h er n e ur o e n d o cri n e 
m ar k er s ar e t y pi c all y n e g ati v e. I n f a ct, t h er e h a v e o nl y b e e n 
f o ur ot h er c a s e s t h u s f ar wit h a r e p ort e d p o siti vit y f or a n y 
n e ur o e n d o cri n e m ar k er s. T h e s e i n cl u d e a c a s e of a 5 7- y e ar-
ol d f e m al e wit h a ti bi al t u m or wit h r ar e c ell s st ai ni n g wit h 
a n a nti b o d y a g ai n st s y n a pt o p h ysi n [ 1 0 ], t w o c a s e s di ff u s el y 
p o siti v e f or N S E, i n cl u di n g a 6 7- y e ar- ol d m al e wit h a b o n e 
(t al us) t u m or [5 ] a n d a 4 8- y e ar- ol d m al e wit h a j ej u n al t u m or 
[6 ], a n d a n a d diti o n al c as e of a 2 8- y e ar- ol d m al e wit h a g as-
tr o bl a st o m a p o siti v e f or N S E i n t h e e pit h eli al c o m p o n e nt 
of t h e t u m or [ 6 ]. All b ut o n e of t h e s e p ati e nt s l at er s u ff er e d 
dist a nt m et ast as es [ 6 , 7 , 1 0 ], p ossi bl y li n ki n g s u c h n e ur o e n-
d o cri n e f e at ur es t o a m or e a g gr essi v e cli ni c al b e h a vi or. T his 
f urt h er hi g hli g hts t h e i m p ort a n c e of c ar ef ul f oll o w- u p of t h e 
p ati e nt i n t h e c a s e pr e s e nt e d h er e.

A c orr e ct di a g n osis s u p p ort e d b y t h e d et e cti o n of a G LI 1  
g e n e r e arr a n g e m e nt m a y h a v e t h er a p e uti c i m pli c ati o n s, a s 
t u m or s wit h G LI 1  o n c o g e ni c a cti v ati o n a n d s u b s e q u e nt 
P T C H 1  o v er e x pr e s si o n m a y b e s e n siti v e t o S H H p at h-
w a y i n hi bit or s [ 2 0 ]. I d e nti fi c ati o n of G LI 1  alt er ati o n s a n d 

o n c o g e ni c a cti v ati o n i n t hi s u ni q u e t u m or e ntit y m a y, t h er e-
f or e, all o w p ati e nts, es p e ci all y t h os e wit h a d v a n c e d dis e as e, 
t o g ai n a c c e s s t o H e d g e h o g or G LI 1 -t ar g et e d t h er a pi e s.

I n s u m m ar y, t h e pr es e nt e d c as e i m pr o v es o ur u n d erst a n d-
i n g of t h e e m er gi n g gr o u p of G LI 1 -r e arr a n g e d t u m or s. T h e 
t u m or c o n si st e d of n e st s of r el ati v el y u nif or m r o u n d t o 
s pi n dl e d c ell s wit h bl a n d b a s o p hili c n u cl ei, a n o c c a si o n al 
cl e ari n g of t u m or c ell c yt o pl a s m a n d f o c al i m m u n o hi st o-
c h e mi c al p ositi vit y f or S- 1 0 0 pr ot ei n a n d C D 5 6. A r eti c ul ar, 
tr a b e c ul ar, p s e u d o gl a n d ul ar or f a s ci c ul ar ar c hit e ct ur e w a s 
pr e s e nt i n di ff er e nt p art s of t h e t u m or. A d eli c at e br a n c hi n g 
v a s c ul at ur e p er m e at e d t h e l e si o n. M ol e c ul ar g e n eti c t e sti n g 
r e v e al e d a P T C H 1- G LI 1  f u si o n. G LI 1 -r e arr a n g e d t u m or s 
u s u all y h a v e a n i n d ol e nt b e h a vi or; h o w e v er, pr o p e n sit y f or 
l o c or e gi o n al r e c urr e n c e a n d dist a nt m et ast ati c s pr e a d s h o ul d 
n ot b e u n d er s c or e d. I nf or m ati o n a b o ut m ol e c ul ar g e n eti c 
b a c k gr o u n d of t h e t u m or i s of gr e at cli ni c al i m p ort a n c e, 
e s p e ci all y f or p ati e nt s wit h a d v a n c e d di s e a s e w h o c o ul d 
b e n e fit fr o m tr e at m e nt wit h s el e cti v e H e d g e h o g p at h w a y 
i n hi bit or s.

S u p pl e m e nt ar y I nf or m ati o n  T h e o nli n e v er si o n c o nt ai n s s u p pl e m e n-
t ar y m at eri al a v ail a bl e at htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 1 0 5- 0 2 1- 0 1 3 8 8- 4 .

A c k n o wl e d g e m e nt s  T hi s st u d y w a s s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 
2 2 6 3 9 fr o m t h e Mi ni str y of E d u c ati o n, C z e c h R e p u bli c ( N K).

A ut h or C o ntri b uti o ns  All a ut h or s c o ntri b ut e d t o t h e st u d y c o n c e pti o n 
a n d d e si g n. M at eri al pr e p ar ati o n, d at a c oll e cti o n a n d a n al ysi s w er e 
p erf or m e d b y A S, J M a n d V H. T h e fir st dr aft of t h e m a n u s cri pt w a s 
writt e n b y N K a n d all a ut h or s c o m m e nt e d o n pr e vi o u s v er si o n s of t h e 
m a n u s cri pt. All a ut h or s r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al m a n u s cri pt.

F u n di n g  T his st u d y w as s u p p ort e d b y st u d y gr a nt S V V 2 2 6 3 9 fr o m t h e 
Mi ni st er st v o š k ol st ví, ml á d e ž e a t ěl o v ý c h o v y, C z e c h R e p u bli c ( N K).

 D at a A v ail a bilit y D at a s u p p orti n g t h e fi n di n g s of t hi s st u d y ar e a v ail-
a bl e wit hi n t h e arti cl e a n d it s s u p pl e m e nt ar y i nf or m ati o n fil e s.

 C o d e A v ail a bilit y N ot a p pli c a bl e.

D e cl ar ati o n s 

C o nfli ct of i nt er est  T h e a ut h ors h a v e n o r el e v a nt fi n a n ci al or n o n- fi-
n a n ci al i nt er ests t o dis cl os e.

Et hi c al A p pr o v al  T h e st u d y w a s a p pr o v e d b y t h e i n stit uti o n al r e vi e w 
b o ar d of t h e F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h arl e s U ni v er sit y. T h e 
pr o c e d ur e s u s e d i n t hi s st u d y a d h er e t o t h e t e n et s of t h e D e cl ar ati o n 
of H el si n ki.

I nf or m e d C o ns e nt N o p ati e nt c o n s e nt w a s r e q uir e d f or t hi s st u d y.
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5  Z á v ě r  

V  dis ert a � ní pr á ci js o u dis k ut o v á n y v z á c n é a n o v ě d efi n o v a n é j e d n ot k y 
v  n á d or o v é p at ol o gii hl a v y a kr k u, s e z a m ěZ e ní m n a j eji c h m ol e k ul ár n ě- g e n eti c k é p o z a dí, 

i m u n o pr ofil, dif er e n ci ál ní di a g n ó z u a kli ni c k é i m pli k a c e. 

A ut or k a s e b ě h e m d o kt or s k é h o st u di a p o díl el a n a 1 6 p u bli k a cí c h v y d a n ý c h 
v  � as o pis e c h s  i m p a ct f a ct or e m, n a 8 z ni c h j a k o pr v ní a ut or. S o u � ástí a k a d e mi c k é h o 
p ůs o b e ní a ut or k y b yl a t a k é a kti v ní ú � ast n a 1 1 d o m á cí c h a z a hr a ni � ní c h k o nf er e n cí c h �i 
s e mi n áZí c h.  

V  o bl asti s ali v ár ní p at ol o gi e js o u u v e d e n y d v ě st u di e z a b ý v ají cí s e a ci ni c k ý m 
k ar ci n o m e m a s kl er ó z ují cí m p ol y c ysti c k ý m a d e n o m e m. N ásl e d ují st u di e z a b ý v ají cí s e 
v z á c n ý mi si n o n as ál ní mi a d e n o k ar ci n o m y, v  o bl asti si n o n as ál ní p at ol o gi e j e d ál e 
dis k ut o v á n  bif e n ot y pi c k ý  si n o n as ál ní  s ar k o m  tr a nsf or m ují cí  v  a gr esi v ní 
r h a b d o m y os ar k o m a r o v n ě ž pr o g n osti c k y z n a � n ě n e pZí z ni v ý E W S R 1:: P O U 2 A F 3 
s ar k o m. P ot é js o u pZ e dl o ž e n y n o v é p o z n at k y v � et n ě d at z  m et yl a � ní h o pr ofil o v á ní u 
s o u b or u m es e n c h y m ál ní c h n á d or ů s  a b er a c e mi g e n ů k ó d ují cí c h pr ot ei n ki n á z y, p o pis 
s o u b or u 7 u ni k át ní c h m y x oi d ní c h fi br o bl asti c k ý c h t u m or ů hl asi v k y, a n a k o n e c j e 
r ef er o v á n v z á c n ý t u m or m ě k k é h o p atr a s P T C H 1: G LI 1 1  f ú zí.  
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r ar e t u m o urs: r es ult s of R A R E C A R E n et- a p o p ul ati o n- b as e d st u d y [ p u blis h e d 
c orr e cti o n a p p e ar s i n L a n c et O n c ol. 2 0 1 7 A u g; 1 8( 8): e 4 3 3]. L a n c et O n c ol. 
2 0 1 7; 1 8( 8): 1 0 2 2- 1 0 3 9.  

2 7.  Fl et c h er C D. Disti n cti v e s oft tiss u e t u m ors of t h e h e a d a n d n e c k. M o d P at h ol. 
2 0 0 2; 1 5( 3): 3 2 4- 3 3 0.  

2 8.  A nt o n es c u C R. E m er gi n g s oft tiss u e t u m ors wit h ki n as e f usi o ns: A n o v er vi e w of t h e 
r e c e nt lit er at ur e wit h a n e m p h asis o n di a g n osti c crit eri a. G e n es C hr o m os o m es C a n c er. 
2 0 2 0; 5 9( 8): 4 3 7- 4 4 4.  

2 9.  D a vis J L, Al-I br a h e e mi A, R u d zi ns ki E R, S urr e y L F. M es e n c h y m al n e o pl as ms wit h 
N T R K a n d ot h er ki n as e g e n e alt er ati o ns. Hist o p at h ol o g y. 2 0 2 2; 8 0( 1): 4- 1 8.  

3 0.  C offi n C M, Watt ers o n J, Pri e st J R, D e h n er L P. E xtr a p ul m o n ar y i nfl a m m at or y 

m y ofi br o bl asti c t u m or (i nfl a m m at or y ps e u d ot u m or). A cli ni c o p at h ol o gi c a n d 
i m m u n o hist o c h e mi c al st u d y of 8 4 c as es. A m J S ur g P at h ol. 1 9 9 5; 1 9( 8): 8 5 9- 8 7 2. 

3 1.  Gl e as o n B C, H or ni c k J L. I nfl a m m at or y m y ofi br o bl asti c t u m o urs: w h er e ar e w e n o w ?. 
J Cli n P at h ol. 2 0 0 8; 6 1( 4): 4 2 8- 4 3 7.  
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3 2.  K err D A, T h o m ps o n L D R, Taf e LJ, et al. Cli ni c o p at h ol o gi c a n d G e n o mi c 
C h ar a ct eri z ati o n of I nfl a m m at or y M y ofi br o bl asti c T u m or s of t h e H e a d a n d N e c k: 
Hi g hli g hti n g a N o v el F usi o n a n d P ot e nti al Di a g n osti c Pitf all. A m J S ur g P at h ol. 
2 0 2 1; 4 5( 1 2): 1 7 0 7- 1 7 1 9.  

3 3.  A nt o n es c u C R, S u ur m eij er AJ, Z h a n g L, et al. M ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n of 
i nfl a m m at or y m y ofi br o bl asti c t u m ors wit h fr e q u e nt A L K a n d R O S 1 g e n e f usi o ns a n d 
r ar e n o v el R E T r e arr a n g e m e nt. A m J S ur g P at h ol. 2 0 1 5; 3 9( 7): 9 5 7- 9 6 7. 

3 4.  Ya m a m ot o H, Y os hi d a A, Ta g u c hi K, et al. A L K, R O S 1 a n d N T R K 3 g e n e 
r e arr a n g e m e nts i n i nfl a m m at or y m y ofi br o bl asti c t u m o ur s. Hist o p at h ol o g y. 
2 0 1 6; 6 9( 1): 7 2- 8 3.  

3 5.  X u B, C h a n g K, F ol p e A L, et al. H e a d a n d N e c k M es e n c h y m al N e o pl as ms Wit h G LI 1 
G e n e Alt er ati o ns: A P at h ol o gi c E ntit y Wit h Disti n ct Hist ol o gi c F e at ur es a n d P ot e nti al 
f or Dist a nt M et ast asis. A m J S ur g P at h ol. 2 0 2 0; 4 4( 6): 7 2 9- 7 3 7. 

3 6.  A g ar a m N P, Z h a n g L, S u n g Y S, et al. G LI 1- a m plifi c ati o ns e x p a n d t h e s p e ctr u m of 
s oft tiss u e n e o pl a s ms d efi n e d b y G LI 1 g e n e f usi o ns. M o d P at h ol. 2 0 1 9; 3 2( 1 1): 1 6 1 7-
1 6 2 6.  

3 7.  P arr a c k P H, M ari ñ o- E nrí q u e z A, Fl et c h er C D M, H or ni c k J L, P a p k e DJ Jr. G LI 1 
I m m u n o hist o c h e mistr y Disti n g uis h es M es e n c h y m al N e o pl as ms Wit h G LI 1 
Alt er ati o ns Fr o m M or p h ol o gi c Mi mi cs. A m J S ur g P at h ol. 2 0 2 3; 4 7( 4): 4 5 3- 4 6 0.  

3 8.  Nitt a Y, Ta k e d a M, F ujii T, et al. A c as e of p eri c yti c n e o pl as m i n t h e s h o ul d er wit h a 
n o v el D E R A- G LI 1 g e n e f usi o n. Hist o p at h ol o g y. 2 0 2 1; 7 8( 3): 4 6 6- 4 6 9.  

3 9.  S k ál o v á A, Va n e c e k T, Si m a R, et al. M a m m ar y a n al o g u e s e cr et or y c ar ci n o m a of 

s ali v ar y gl a n ds, c o nt ai ni n g t h e E T V 6- N T R K 3 f usi o n g e n e: a hit h ert o u n d es cri b e d 
s ali v ar y gl a n d t u m or e ntit y. A m J S ur g P at h ol. 2 0 1 0; 3 4( 5): 5 9 9- 6 0 8.  

4 0.  B a n e c k o v a M, A g ai m y A, A n dr e as e n S, et al. M a m m ar y A n al o g S e cr et or y C ar ci n o m a 
of t h e N as al C a vit y: C h ar a ct eri z ati o n of 2 C as es a n d T h eir Disti n cti o n Fr o m Ot h er 
L o w- gr a d e Si n o n as al A d e n o c ar ci n o m as. A m J S ur g P at h ol. 2 0 1 8; 4 2( 6): 7 3 5- 7 4 3.  

4 1.  S k ál o v á A, Va n e c e k T, M aj e ws k a H, et al. M a m m ar y a n al o g u e s e cr et or y c ar ci n o m a 
of s ali v ar y gl a n ds wit h hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n: r e p ort of 3 c as es wit h t h e E T V 6-
N T R K 3 g e n e f usi o n a n d a n al ysis of T P 5 3, β- c at e ni n, E G F R, a n d C C N D 1 g e n es. A m 
J S ur g P at h ol. 2 0 1 4; 3 8( 1): 2 3- 3 3.  

4 2.  A n dr e as e n S, S k ál o v á A, A g ai m y A, et al. E T V 6 G e n e R e arr a n g e m e nts C h ar a ct eri z e 
a M or p h ol o gi c all y Disti n ct S u bs et of Si n o n as al L o w- gr a d e N o n-i nt esti n al-t y p e 
A d e n o c ar ci n o m a: A N o v el Tr a nsl o c ati o n- ass o ci at e d C ar ci n o m a R estri ct e d t o t h e 
Si n o n as al Tr a ct. A m J S ur g P at h ol. 2 0 1 7; 4 1( 1 1): 1 5 5 2- 1 5 6 0.  

4 3.  A n dr e as e n S, Kiss K, M el c hi or L C, L a c o J. T h e E T V 6- R E T G e n e F usi o n Is F o u n d i n 
E T V 6-r e arr a n g e d L o w- gr a d e Si n o n as al A d e n o c ar ci n o m a Wit h o ut N T R K 3 
I n v ol v e m e nt. A m J S ur g P at h ol. 2 0 1 8; 4 2( 7): 9 8 5- 9 8 8. 

4 4.  Kis hi k a w a S, H a y as hi T, S hi mi z u J, et al. L o w- gr a d e tr a c h e al a d e n o c ar ci n o m a wit h 
E T V 6:: N T R K 3 f usi o n: u ni q u e m or p h ol o g y a ki n t o s u bs ets of si n o n as al l o w- gr a d e 
n o n-i nt esti n al-t y p e a d e n o c ar ci n o m a. Vir c h o ws Ar c h. 2 0 2 2; 4 8 1( 5): 7 9 3- 7 9 7.  

4 5.  C h ar vill e G W, Var m a S, F or g ó E, et al. P A X 7 E x pr essi o n i n R h a b d o m y os ar c o m a, 
R el at e d S oft Tiss u e T u m or s, a n d S m all R o u n d Bl u e C ell N e o pl as ms. A m J S ur g 
P at h ol. 2 0 1 6; 4 0( 1 0): 1 3 0 5- 1 3 1 5.  

4 6.  F ol p e A L. M y o D 1 a n d m y o g e ni n e x pr essi o n i n h u m a n n e o pl asi a: a r e vi e w a n d 
u p d at e. A d v A n at P at h ol. 2 0 0 2; 9( 3): 1 9 8- 2 0 3.  
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4 7.  B ell D, P h a n J, D e M o nt e F, H a n n a E Y. Hi g h- gr a d e tr a nsf or m ati o n of l o w- gr a d e 
bi p h e n ot y pi c si n o n as al s ar c o m a: R a di ol o gi c al, m or p h o p h e n ot y pi c v ari ati o n a n d 
c o nfir m at or y m ol e c ul ar a n al ysis. A n n Di a g n P at h ol. 2 0 2 2; 5 7: 1 5 1 8 8 9.  

4 8.  H as ni e S, Gl e n n C, P et ers o n J E G, El R assi E T, M c Ki n n e y K A. Hi g h- Gr a d e 

Bi p h e n ot y pi c Si n o n as al S ar c o m a: A C as e R e p ort. J N e ur ol S ur g R e p. 
2 0 2 2; 8 3( 3): e 1 0 5- e 1 0 9. P u blis h e d 2 0 2 2 S e p 1 3.  

4 9.  Y orit a K, T o g as hi Y, N a k a g a w a H, et al. Vo c al c or d i nfl a m m at or y m y ofi br o bl asti c 
t u m or wit h m u c oi d d e p osit s h ar b ori n g TI M P 3- A L K f usi o n: A p ot e nti al di a g n osti c 
pitf all. P at h ol I nt. 2 0 1 9; 6 9( 6): 3 6 6- 3 7 1.  
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7  S o u h r n díl a a ut o r k y  

7. 1  P u bli k a c e t v o ří cí p o d kl a d dis e rt a č ní p r á c e  

Kl u bí č k o v á N , Gr oss m a n n P, at ei n er P, et al. A mi n orit y of c as es of a ci ni c c ell c ar ci n o m a 
of t h e s ali v ar y gl a n ds ar e dri v e n b y a n N R 4 A 2 r e arr a n g e m e nt: t h e di a g n osti c utilit y of 
t h e ass ess m e nt of N R 4 A 2 a n d N R 4 A 3 alt er ati o ns i n s ali v ar y gl a n d t u m or s. Vir c h o ws 
Ar c h. 2 0 2 3; 4 8 2( 2): 3 3 9- 3 4 5.  

S k ál o v á A, B a n ě � k o v á M, L a c o J, et al . S cl er osi n g p ol y c ysti c a d e n o m a of s ali v ar y 
gl a n ds: A n o v el n e o pl as m c h ar a ct eri z e d b y PI 3 K- A K T p at h w a y alt er ati o ns – N e w 
i nsi g hts i nt o a c h all e n gi n g e ntit y. A m J S ur g P at h ol. 2 0 2 2; 4 6( 2): 2 6 8- 2 8 0.  

Kl u bí č k o v á N , M os ai e b y E, Pt á k o v á N, et al. Hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al t y p e si n o n as al 
a d e n o c ar ci n o m a wit h E T V 6:: N T R K 3 f usi o n, disti n ct fr o m s e cr et or y c ar ci n o m a b y 
i m m u n o pr ofil e a n d m or p h ol o g y. Vir c h o ws Ar c h. 2 0 2 3; 4 8 3( 2): 1 8 7- 1 9 5.  

S k ál o v á A, Ta h eri T, Br a d o v á M, et al . S M A R C B 1- d efi ci e nt si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a: 
a r ar e v ari a nt of S WI/ S N F- d efi ci e nt m ali g n a n c y oft e n mis cl assifi e d as hi g h- gr a d e n o n-
i nt esti n al-t y p e si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a or m y o e pit h eli al c ar ci n o m a. Vir c h o ws Ar c h. 
P u blis h e d o nli n e D e c e m b er 1 2, 2 0 2 3.  

M e y er A, Kl u bí č k o v á N , M os ai e b y E, et al. Bi p h e n ot y pi c si n o n as al s ar c o m a wit h 
P A X 3:: M A M L 3 f usi o n tr a nsf or mi n g i nt o hi g h- gr a d e r h a b d o m y os ar c o m a: r e p ort of a n 
e m er gi n g r ar e p h e n o m e n o n.  Vir c h o ws Ar c h. 2 0 2 3; 4 8 2( 4): 7 7 7- 7 8 2.   

K os h y k O, D e h n er C A, v a n d e n H o ut M F C M, et al . E W S R 1:: P O U 2 A F 3( C O L C A 2) 
s ar c o m a: A n a g gr essi v e, p ol y p h e n ot y pi c s ar c o m a wit h a h e a d a n d n e c k pr e dil e cti o n.  M o d 
P at h ol. 2 0 2 3; 3 6( 1 2): 1 0 0 3 3 7.  

Kl u bí č k o v á N , D er m a w a n J K, M os ai e b y E, et al. C o m pr e h e nsi v e cli ni c o p at h ol o gi c al, 
m ol e c ul ar, a n d m et h yl ati o n a n al ysis of m es e n c h y m al t u m ors wit h N T R K a n d ot h er ki n as e 
g e n e a b err ati o ns.  J P at h ol. P u blis h e d o nli n e F e br u ar y 9, 2 0 2 4.  

Kl u bí č k o v á N , Mi c h al M, A g ai m y A, et al. TI M P 3:: A L K f usi o ns c h ar a ct eri z e a 
disti n cti v e m y x oi d fi br o bl asti c t u m or of t h e v o c al c or ds: a r e p ort of 7 c as es.  Vir c h o ws 
Ar c h. 2 0 2 2; 4 8 1( 5): 7 2 1- 7 2 9.  

Kl u bí č k o v á N , Ki n k or Z, Mi c h al M, et al. E pit h eli oi d s oft tiss u e n e o pl as m of t h e s oft 
p al at e wit h a P T C H 1- G LI 1 f usi o n: A c as e r e p ort a n d r e vi e w of t h e lit er at ur e. H e a d N e c k 
P at h ol. 2 0 2 2; 1 6( 2): 6 2 1- 6 3 0.  
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7. 2  D alší p u bli k a c e s o u vis ejí cí s  t é m at e m dis e rt a č ní p r á c e 

Kl u bí č k o v á N , Gr oss J M, C o m o v á K, K ur u c J, Mi c h al M. A n o v el F U S:: N F A T C 4 f usi o n 
d et e ct e d i n a s ar c o m a wit h m or p h ol o gi c al f e at ur es o v erl a p pi n g wit h N F A T C 2 

s ar c o m as.  Hist o p at h ol o g y. 2 0 2 4; 8 4( 2): 4 1 3- 4 1 5.  

S k ál o v á A, Br a d o v á M, Mi c h al M Jr, et al . M ol e c ul ar p at h ol o g y i n di a g n osis a n d 
pr o g n osti c ati o n of h e a d a n d n e c k t u m ors.  Vir c h o ws Ar c h. P u blis h e d o nli n e J a n u ar y 1 3, 
2 0 2 4.  

 

7. 3  P u bli k a c e n es o u vis ejí cí s  t é m at e m dis e rt a č ní p r á c e 

Kl u bí č k o v á N , Mi c h al M, Ki n k or Z, et al. P o orl y diff er e nti at e d e xtr a- a xi al e xtr as k el et al 
c h or d o m a di a g n os e d b y m et h yl ati o n pr ofili n g: c as e r e p ort a n d a n al ysis of br a c h y ur y 
e x pr essi o n i n S WI/ S N F- d efi ci e nt t u m or s.  Vir c h o ws Ar c h. P u bli s h e d o nli n e A u g ust 1 8, 
2 0 2 3.  

Kl u bí č k o v á N , A g ai m y A, H áj k o v á V, et al. R N A-s e q u e n ci n g of m y x oi nfl a m m at or y 
fi br o bl asti c s ar c o m as r e v e als a n o v el S N D 1:: B R A F f usi o n a n d 3 diff er e nt m ol e c ul ar 
a b err ati o ns wit h t h e p ot e nti al t o u pr e g ul at e t h e T E A D 1 g e n e i n cl u di n g S E C 2 3I P:: V G L L 3 
a n d T E A D 1:: M R T F B g e n e f usi o ns. Vir c h o ws Ar c h. 2 0 2 2; 4 8 1( 4): 6 1 3- 6 2 0.  

L e n z J, Kl u bí č k o v á N , Pt á k o v á N, et al. E xtr as k el et al m y x oi d c h o n dr os ar c o m a: A st u d y 

of 1 7 c as es f o c usi n g o n t h e di a g n osti c utilit y of I N S M 1 e x pr essi o n a n d pr es e nti n g r ar e 
m or p h ol o gi c al v ari a nts ass o ci at e d wit h n o n- E W S R 1:: N R 4 A 3 f usi o ns.  H u m P at h ol. 
2 0 2 3; 1 3 4: 1 9- 2 9.  

L as ot a J, C hC o p e k M, K a c z or o ws ki M, et al . Utilit y of i m m u n o hist o c h e mistr y wit h 
a nti b o di es t o S S 1 8- S S X c hi m eri c pr ot ei ns a n d C-t er mi n us of S S X pr ot ei n f or s y n o vi al 
s ar c o m a diff er e nti al di a g n osis.  A m J S ur g P at h ol. 2 0 2 4; 4 8( 1): 9 7- 1 0 5.  

Mi c h al M, U d Di n N, a v aj dl er M, et al . T F G:: M E T-r e arr a n g e d s oft tiss u e t u m or: A r ar e 
i nf a ntil e n e o pl as m wit h a disti n ct l o w- gr a d e tri p h asi c m or p h ol o g y. G e n es C hr o m os o m es 
C a n c er. 2 0 2 3; 6 2( 5): 2 9 0- 2 9 6.  
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7. 4  Ú č ast n a v ě d e c k ý c h k o nf e r e n cí c h  

7. 4. 1  P ř e d n áš k y  
S klí � k o v ý s e mi n áZ p at ol o gi c k ý c h pr a c o vib ť, 3 0. 9.- 1. 1 0. 2 0 2 1, L e d ni c e  

PZ e d n áb k a: T u m or hl asi v k y s TI M P 3:: A L K f ú zí. 

3 4t h E ur o p e a n C o n gr ess of P at h ol o g y, 3- 7. 9. 2 0 2 2, B asil ej  
PZ e d n áb k a 1: A si n gl e-i nstit uti o n e x p eri e n c e wit h 1 2 8 c as es of a ci ni c c ell c ar ci n o m a: 
Di a g n osti c utilit y of N R 4 A 3 a n d N R 4 A 2 i m m u n o hi st o c h e mi str y i n s ali v ar y gl a n d 
p at h ol o g y.  
PZ e d n áb k a 2: A si n gl e i nstit uti o n e x p eri e n c e wit h 1 7 c as es of e xtr as k el et al m y x oi d 
c h o n dr os ar c o m a: R ar e f usi o ns, u n us u al m or p h ol o g y a n d t h e utilit y of I N S M 1 
i m m u n o hist o c h e mistr y.  

4 7. sj e z d � es k ý c h p at ol o g ů, 3.- 5. 1 1. 2 0 2 2, Pr a h a  
PZ e d n áb k a: T u m or y s dif er e n ci a cí d o pZí � n ě pr u h o v a n é s v al o vi n y: PZ e hl e d n o vi n e k a 
dif er e n ci ál ní di a g n osti k a.  

S klí � k o v ý s e mi n áZ p at ol o gi c k ý c h pr a c o vib ť, 1 0.- 1 1. 1 1. 2 0 2 2, Mi k ul o v  
PZ e d n áb k a 1: N o vi n k y v m e s e n c h y m ál ní c h l é zí c h s dif er e n ci a cí d o pZí � n ě pr u h o v a n é 
s v al o vi n y. 
PZ e d n áb k a 2: H y ali ni z ují cí s v ětl o b u n ě � n ý k ar ci n o m sli n n é žl á z y rt u s f ú zí 
S M A R C A 2:: C R E M . 

PZ e d n áb k a 3: Si n o n as ál ní s olit ár ní fi br ó z ní t u m or.  

V e � er ai kl o v a úst a v u p at ol o gi e, 2 6. 4. 2 0 2 3, Pl z e ň  
PZ e d n áb k a: K a p osi h o s ar k o m j a k o k o m pli k a c e dl o u h o d o b é k orti k ot er a pi e.  

St u d e nt s k á v ě d e c k á k o nf er e n c e L é k aZs k é f a k ult y v  Pl z ni, 1 7. 5. 2 0 2 3, Pl z e ň  
PZ e d n áb k a: T ar g et e d R N A s e q u e n ci n g of ossif yi n g fi br o m y x oi d t u m or r e v e als n o v el 
P H F 1:: A F F 3 , P H F 1:: K L F 1 5 , B MI 1:: E P C 1 , a n d S U Z 1 2:: E P C 1  g e n e f usi o ns a n d 
u n us u al m or p h ol o gi c al f e at ur es.  

4 8. sj e z d � es k ý c h p at ol o g ů, 2 6.- 2 8. 1 0. 2 0 2 3, Zlí n  
PZ e d n áb k a: PZ e d n áb k a k pZ e v z etí L a m bl o v y c e n y z a n ejl e pbí p ů v o d ní pr á ci v o b or u 
p at ol o gi e p u bli k o v a n o u v pZ e d c h o zí m r o c e �l e n e m S p ol e � n osti � es k ý c h p at ol o g ů  L S 
J E P v e v ě k u d o 3 5 l et.  

S klí � k o v ý  s e mi n áZ  p at ol o gi c k ý c h  pr a c o vib ť,  9.- 1 0. 1 1. 2 0 2 3,  Mi k ul o v  
PZ e d n áb k a 1: M es e n c h y m ál ní vZ et e n o b u n ě � n é t u m or y s alt er a c e mi g e n ů pr o 
pr ot ei n ki n á z y: PZ e hl e d a n o v é p o z n at k y.  
PZ e d n áb k a 2: M et at y pi c k ý a d e n oi d n ě c ysti c k ý k ar ci n o m p ar otis.  
PZ e d n áb k a 3: P alis á d ují cí a d e n o k ar ci n o m s u b m a n di b ul ár ní žl á z y.  
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7. 4. 2  P ost e r y  

1 1 1t h U S C A P, 1 9.- 2 4. 3. 2 0 2 2, L os A n g el es, C A, U S A  
P ost er 1: T ar g et e d D N A a n d R N A s e q u e n ci n g of s oft tiss u e s pi n dl e c ell t u m or s r e v e als a 

r ar e M E T:: T F G a n d a n o v el P W W P 2 A:: R E T g e n e f usi o ns as w ell a s a d diti o n al r e c urr e nt 
PI K 3 C A p oi nt m ut ati o ns.  
P ost er 2: S olit ar y fi br o us t u m or wit h p ur e r o u n d c ell m or p h ol o g y: I m m u n o hist o c h e mi c al 
a n d m ol e c ul ar st u d y of 1 5 c as es.  

1 1 2t h U S C A P, 1 1.- 1 6. 3. 2 0 2 3, N e w Orl e a ns, L A, U S A  
P ost er 1: T ar g et e d R N A s e q u e n ci n g of ossif yi n g fi br o m y x oi d t u m or s r e v e als n o v el P H F 1 
g e n e f usi o ns a n d u n us u al m or p h ol o gi c f e at ur es.  
P ost er 2: S M A R C B 1- d efi ci e nt si n o n as al a d e n o c ar ci n o m a: R ar e v ari a nt of S WI/ S N F-
d efi ci e nt m ali g n a n c y oft e n mis cl assifi e d as hi g h- gr a d e n o n-i nt esti n al a d e n o c ar ci n o m a or 
m y o e pit h eli al c ar ci n o m a.  

1 1 3t h U S C A P, 2 3.- 2 8. 3. 2 0 2 4, B alti m or e, M D, U S A  
P ost er 1: Ossif yi n g fi br o m y x oi d t u m ors wit h li p o m at o us a n d c h o n dr oi d diff er e nti ati o n: 
A di a g n osti c pitf all [ a c c e pt e d f or p ost er pr es e nt ati o n].  
P ost er 2: H M G A 2  g e n e alt er ati o ns d efi n e a disti n cti v e c a n ali c ul ar s u bt y p e of s ali v ar y 
pl e o m or p hi c a d e n o m a [ a c c e pt e d f or p ost er pr es e nt ati o n].  
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