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Pfedmluva

Doktorska dizertacni prace je shrnutim autorovy publikaéni ¢innosti v oblasti molekularni biologie
nadorl a jinych onemocnéni. Spis je ¢lenén do tfi ¢asti.

Prvni ¢ast se zabyva vyskytem mutaci genu CYLD u pacientl s Brooke Spieglerovym syndromem.
Prace reviduje vSechny doposud publikované mutace genu CYLD. Experimentalni ¢ast projektu byla
zamérena na identifikaci novych zarodecnych mutaci genu CYLD. Ddle byly studovany mnohocetné
neopldazie pacientd s Brooke Spieglerovym syndromem s cilem odhalit sekundarni genetické udalosti
vedouci k tvorbé neoplazii.

Druha cast dizertacni prace je vénovana popisu nové jednotky nadoru slinnych Zlaz, tzv.
sekre¢niho karcinomu slinnych Zlaz analogického karcinomu prsu, kde molekularné biologické
techniky vyznamné prispély k odliSeni této nadorové jednotky od jakychkoliv doposud znamych
nadord slinnych Zlaz.

Treti oddil predstavuje souhrn dalSich autorovych publikaci souvisejicich s tématem dizertacni
prace. Tato ¢ast demonstruje uplatnéni molekularné biologickych metod ve vSech oblastech moderni
patologie i dalSich odvétvich mediciny.
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1. Brooke-Spiegleriv syndrom: Popis novych zarodecnych mutaci genu CYLD u

10 pacientti z 8 rodin
1.1. Uvod

1.1.1. Gen CYLD a jeho produkt

Gen CYLD kéduje evoluéné konzervovany protein o velikosti 120 kDa (956 aminokyselin), ktery
patfi do proteinové rodiny DUB. Stejné jako dalsi ¢lenové této rodiny enzymU nese protein CYLD na
svém C-konci katalytickou doménu sloZzenou ze dvou konzervovanych subdomén obsahujicich aktivni
cystein a aktivni histidin, které tvofi katalytickou kapsu. Protein CYLD ddle obsahuje tfi CAP-Gly
motivy, u kterych se predpoklada, Ze se podileji na vazbé k mikrotubullim (1). Pfesto zUstava nejisté,
zda protein CYLD interaguje s mikrotubuly pfimo. VétSina mutaci nalézanych u genu CYLD patfi do
skupiny posunovych, nebo nonsense mutaci, které vedou ke zkraceni proteinu a vyrazeni katalytické
domény z funkce (2, 3). U genu CYLD bylo popsano pouze malé mnozZstvi missense mutaci. VSechny,

kromé jedné, postihuji esencidlni aminokyseliny v katalytické doméné.

1.1.2. CYLD - negativni regulator NF-kB a JNK signalnich drah

NF-kB signdini kaskdda hraje klicovou ulohu v pfirozené a ziskané imunité, zanétu a karcinogenezi.
NF-kB je transkripéni faktor slozeny z nékolika podjednotek. Je lokalizovany v cytoplasmé klidovych
bunék a je reprimovany inhibitorem IkB. Po stimulaci je IkB fosforylovan IkB kinazou (IKK). Tato
modifikace indukuje polyubiquitinaci IkB a jeho degradaci v proteasomu, coz umozni pfesun NF-kB do
jddra, kde reguluje expresi svych cilovych gend (4). Rada signalnich drah indukovanych
prozanétlivymi cytokiny (IL-1B, TNF-a), slozkami vnéjsi membrany bakterii (LPS, LPA), virovym
genetickym materidlem a z ného odvozenymi proteiny (dsRNA, latentni membranovy protein 1 viru
Epsteina-Barrové) a rdznymi typy stresovych faktord muze aktivovat IKK (5). Kindza IKK se sklada ze
tfi velkych podjednotek. Podjednotky IKK-1/a a IKK-2/B maji katalitickou aktivitu a jsou si strukturné
podobné, kdezto treti podjednotka NEMO (NF-kB Essentials modulator)/IKKy ma regulaéni funkci.
Podjednotka NEMO je ve vétsiné pripad( absolutné nezbytna pro aktivaci IKK, ale je postradatelna
pro urcitou malou skupinu stimuld, které pfimo ovliviiuji IKK-1/a prostfednictvim kindzy NIK (NF-«kB
inducing kinase). (6).

Molekularni mechanismus NEMO dependentni aktivace IKK zlstaval doneddvna pomérné tézko
pochopitelny. Nyni se zdd, Ze vyzaduje komplex polyubiquitinovych modifikaci, které vSak nevedou
k degradaci v proteasomu. Klicovymi tGcastniky téchto proces( jsou ¢lenové proteinové rodiny TRAF
(TNF receptor associated factor). Tyto proteiny maji ubiquitin ligdzovou aktivitu (E3) a pUsobi
spoleéné s Ubcl3/Uevla, coZz je dimericky, ubiquitin konjugujici enzym (E2). Tento komplex
modifikuje substraty pomoci K63 polyubiquitinace. Mezi substraty patfi samotné proteiny z rodiny
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TRAF, dale TAB2 (TAK1-binding protein 2) a TAB3 podjednotky IKK kinazy TAK (TGF-B activated
kinase) a NEMO. TAB2, TAB3 a NEMO maji rovnéz ve své strukture ubiquitin vazajici domény
s afinitou ke K63 pospojovanym polyubiquitinovym fetézclim. Ubiquitinace obou TAK komponent a
NEMO mUze tedy vyustit v aktivaci IKK (7).

Role proteinu CYLD v NF-kB signalizaéni kaskaddé byla objevena ¢&tyfmi rlznymi skupinami
vyuZzivajicimi tfi rdzné strategie. Prvni skupina Brummelkamp a kol. (8) pouzila shRNA knihovnu
zasahujici nejriznéjsi ¢leny lidské proteinové rodiny DUB. Bylo prokazano, Zze pouze shRNA specificky
zasahujici CYLD mRNA byly jedinymi, které byly schopné signifikantné ovlivnit aktivaci NF-kB signalni
drahy pomoci TNF-a u Hela bunék. V této studii vedla inhibice CYLD ke zvySeni signalizace drahy NF-
kB. Dalsi dvé skupiny Kovalenko a kol. (9) a Trompouki a kol. (10) pouzili tzv. two hybrid test
k identifikaci novych protein( interagujicich s NEMO. Zjistili, Ze vazebnou afinitu k NEMO ma pravé
protein CYLD. Interakce téchto dvou proteind se Ucastni sekvence bohata na prolin v N-termindlni
¢asti NEMO a treti CAP-Gly motiv proteinu CYLD. Ctvrta skupina Regamey a kol. (11) hledala vazebné
partnery proteinu CYLD a identifikovala TRIP (TRAF interacting protein), ktery byl jiz dfive popsan jako
reguldtor aktivace NF-kB signalni drahy (12).

Ve vsech téchto studiich bylo prokazano, Ze overexprese CYLD negativné reguluje NF-kB aktivaci
po stimulaci nejriznéjsimi faktory, mezi néz patfi napf. IL-1, TNF-a a LPS, ale ne NIK, coZ naznaduje,

Ze tento protein z rodiny DUB nejspiSe reprezentuje negativni regulator NF-«kB signalni drahy.

1.1.3. Role genu CYLD v tumorigenezi

Byly publikovany dvé studie tykajici se tumor supresorové funkce CYLD a tumorigeneze, které
ukdzaly, Ze inaktivace CYLD postihuje bunécnou proliferaci a transformaci. Pokud byly CYLD knock-
out mysi osetfeny azoxymethanem/dextran sulfatem sodnym (kombinace DNA alkyla¢niho ¢inidla a
latky indukujici zanét), byl pozorovan chronicky stfevni zanét spolecné se zvysenou tvorbou nador(.
U vétSiny mysi se vyvinuly stfevni adenokarcinomy, které byly i navzdory lécbé letalni. Ackoliv to
nebylo prokazano pfimo, tato tumorigeneze muaze byt dlsledkem zvysené NF-kB aktivity (13).

V dalsi studii byla zjistovana role genu CYLD v epidermis. Jejim cilem bylo ziskat informace o
bunécénych a molekuldrnich abnormalitach charakterizujicich lidské patologie zplisobené mutacemi
genu CYLD. U CYLD -/- mysi se neobjevily Zadné abnormality epidermis, ani se u nich spontanné
nevyvinuly Zaddné nadory. Ale pokud byla jejich kGiZze osetfena 7,12-dimethylbenzanthracenem a 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetatem (latky iniciujici vznik nadort), vyvinuly se u nich kozni papilomy,

které byly ¢etnéjsi a vétsi v porovnani s jejich vyskytem u normalnich (wild type) mysi (14).



1.1.4. Asociace genu CYLD s lidskymi genetickymi onemocnénimi

Brooke-Spiegleriv syndrom (BSS) (OMIM# 605041) je dédi¢né, autozomdlné dominantni
onemocnéni charakterizované rozvojem mnohocetnych adnexalnich koznich neoplazii, jako jsou:
spiradenomy, cylindromy, spiradenocylindromy a trichoepiteliomy (= kribriformni trichoblastomy
podle posledni WHO klasifikace koZznich nador(). Penetrance onemocnéni je vysoka, existuji velké
rozdily v klinické prezentaci onemocnéni mezi jednotlivymi pacienty. Kozni Iéze se u pacientl zacinaji
zpravidla objevovat v ¢asné dospélosti a ¢astéji se vyskytuji u Zen. Cylindromy se typicky vyskytuji ve
kStici a mohou narst do obfich rozmér( (tzv. turbanovy tumor). Mnohocetné trichoepiteliomy byvaji
prevaziné lokalizovany na obliceji (15-18).

Kromé klGze mohou morfologicky podobné neoplazie vznikat také ve slinnych Zlazach, nebo jinych
organech, ale tyto jsou extrémné vzacné (19-23). Vzacné se mohou jinak benigni nadory u BSS
maligné zménit (24, 25).

Familidlni cylindromatdza (FC) (OMIM# 132700) je vzacné dédicné nadorové onemocnéni, které je
charakterizované tvorbou benignich nadord nazyvanych cylindromy na vlasatych/ochlupenych
Castech téla, prevainé na hlavé (16). Pfedpoklada se, Ze cylindromy vznikaji transformaci folikulo-
sebacedznich apokrinnich jednotek, které davaji vznik vlasim (chluplm) a s nimi asociovanym
Zlazam.

Dalsim genetickym onemocnénim, které sdili podobnosti sfamilidlni cylindromatdzou, je
mnohocetny familidlni trichoepiteliom (MFT) (OMIM# 601606). MFT je rovnéZ zplisoben mutacemi
genu CYLD (26-30). Mutace genu CYLD nalézané u MFT se nelisi od téch zplsobujicich
cylindromatozu.

Je zndmo, Ze u nékterych pacientd scylindromatézou se mohou rovnéZz vyskytovat
trichoepiteliomy, benigni nadory vznikajici z vlasovych folikull, a Ze postiZeni jedinci jedné rodiny

mohou reprezentovat rlizné fenotypy se smiSenymi typy nadort (31).



1.2. Cile prace

1. nalézt nové zarodecné mutace genu CYLD u pacient( s BSS

2. prostudovat rdzné (mnohocetné) neopldzie od stejnych pacientll a identifikovat spektrum
sekunddrnich genetickych udalosti vedoucich k tvorbé neoplazii

3. revidovat vSechny publikované mutace genu CYLD u BSS a pfibuznych onemocnéni (mnohocetné
familidlni trichoepiteliomy)

4. korelovat geneticky néalez (typ mutace) s histologickym typem nadoru



1.3. Material a metody
1.3.1. Detekce zarodec¢nych mutaci

Do studie bylo zafazeno deset pacientd s BSS pochazejicich z osmi rodin. Ze dvou rodin se podafilo
ziskat po dvou pacientkdch v pribuzenském vztahu matka-dcera. K identifikaci zarode¢nych mutaci
byla u vSech pfipadll dostupna bud periferni krev, nebo nenadorova tkan.

Analyza zarodeénych mutaci genu CYLD byla provedena nasledovné. Genomova DNA z lymfocytl
periferni krve, nebo z nenadorové tkané byla naizolovana pomoci NucleoSpin Tissue Kit (Macherey
Nagel, Duren, Germany) pfesné podle pokyn( vyrobce. Exony 1-20 genu CYLD byly amplifikovany
pomoci PCR za poutZiti primer uvedenych v Tabulce 1.1. Primery byly navrZeny s vyuZitim Primer 3
software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)(34) a referenéni sekvence
(GenBank# NG_012061). SloZeni PCR reakce bylo nasledujici: 12,5 ul HotStart Tag PCR Master Mix
(QlAgen, Hilden, Germany), 10 pmol kazdého primeru, 100 ng templatové DNA. Reakéni smés byla
doplnéna destilovanou vodou do objemu 25 pl. Amplifikacni program se skladal z pocatecni
denaturace pfi 95°C po dobu 15 minut, nasledovalo 40 cyklG zahrnujicich denaturaci pfi 95°C po dobu
1 minuty, annealing pfi teploté uvedené v Tabulce 1.1 po dobu 1 minuty a syntézu pti 72°C po dobu 1
minuty. Program byl zakoncen findlni inkubaci pfi 72°C po dobu 7 minut.

Uspésné amplifikované PCR produkty byly purifikovdny pomoci Montage PCR Centrifugal Filter
Devices (Millipore, Billerica, USA). Precisténé PCR produkty byly poté z obou stran osekvenovany
pomoci Big Dye Terminator Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) a analyzovany na
automatickém genetickém analyzatoru ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems) pfi konstantnim napéti

13.2 kV po dobu 20 minut. Ziskané sekvence byly porovnany s databazi GenBank.

1.3.2. Detekce sekundarnich somatickych zmén

Dale bylo analyzovano 19 formalinem fixovanych, v parafinu zalitych vzork( nadord ziskanych od 9
pacientld za Ucelem zjisténi pfitomnosti somatickych mutaci. Detekce mutaci byla provedena stejnym
zpUsobem jak je uvedeno vyse.

Zaroven byla u téchto vzork(l provedena analyza ztrat heterozygotnosti (LOH) chromozomalni
oblasti 16q. LOH analyza byla provedena pomoci PCR a fragmentacni analyzy. Z databdze UniSTS
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists) byly vybrany STR markery D165304, D16S308,
D16S419, D16S476 a D16S541 lokalizované na chromozomovém raménku 16g a marker D165407
lokalizovany na chromozomovém raménku 16p. Sekvence pfislusnych primertd a jejich annealingové
teploty jsou uvedeny v Tabulce 1.2. Podminky a slozeni PCR reakce byly stejné jako u genu CYLD.

Uspééné amplifikované PCR produkty byly smichdny s Gene Scan-500LIZ Size Standard (Applied



Biosystems) a analyzovdny na automatickém genetickém analyzatoru ABI Prism 3130xlI (Applied
Biosystems).

Vzorek byl povaZzovan za LOH pozitivni, pokud byl pomér intenzity signall dvou alel u vzorku
nadorové tkané délény pomérem intenzity signal dvou alel u vzorku zdravé tkané >2, nebo <0,5.

Vsechny nalezené mutace (zdrodecné i somatické), resp. LOH byly potvrzeny dvojim opakovanim
zahrnujicim novou izolaci DNA, PCR a sekvenovani, resp. LOH analyzu. Vyhodnoceni sekvenci a
vysledk(l LOH analyzy bylo provedeno pomoci softwaru Sequencing Analysis v. 5.2, GeneMapper v.
3.2 (Applied Biosystems) a BioEdit v 7.0.9.0 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

K vylouceni mozZnosti, Ze abnormality genu CYLD by mohli prfedstavovat polymorfismy (benigni
mutace) spiSe neZ mutace asociované se vznikem nadord (maligni mutace), byly stejnym zplsobem
otestovany vzorky DNA z periferni krve od 110 ndhodné vybranych, zdravych, nepfibuznych jedinca.

U jednoho pfipadu (Pfipad 5) (viz vysledky) byla provedena predikce vlivu mutace na funkci
proteinu za pouziti PolyPhen software (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/).

Jeden pfipad (Pfipad 8) byl jiz dfive publikovan, ovsem bez molekularné biologickych dat (35).

Za pouziti databdze PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) a kfizovych odkazu
v jednotlivych ¢lancich byly zrevidovany vsechny publikace pojednavajici o zarodecnych a/nebo
somatickych mutacich genu CYLD u BSS. V ptipadech, kde bylo podezieni, Ze pfislusnda mutace byla
zapsana nespravné, byli kontaktovani korespondujici autofti téchto ¢lanku (3, 31, 32, 33) se Zadosti o
vysvétleni. Pokud nebyla zaslana zadna odpovéd' (vSechny ptipady s vyjimkou Dr. Lianga a jeho ¢lanku
(33)), byly do Obréazku 1.1 zahrnuty nazvy téchto mutaci v pavodni podobé, ale ke kazdé je pfipojen

komentar.



Tabulka 1.1. Sekvence a annealingové teploty primera pouzitych k analyze mutaci genu CYLD

Exon?! Nazev primeru? | Sekvence primeru 5’3’ Teplot? o
annealingu (°C)
, |CrDeal TTCCCTTCGGTACTTTAAGGAG s
exon CYLD e4.2A TGCTTTTTCACTAGGCATTTTG
, |CrDess TTTCATTTATCTCTACAACATCCTTTT s
exon CYLD e4.4 CAGCGTTACAGACAAACAAACA
, |CVDeds GGGTCCTCTGAAGCGTACAA s
exon CYLD e4.6 GCAACCTCATGCAGTTCTCTT
, |CDed7 CAGACACACATGAACACAAACAA o
exon CYLD e4.8 AATAGACGTGGGCTGTCCTG
CYLD e5.1 TCGACCTGCATTGTGTCC
exon 5 55
CYLD e5.2 CCCCTTTTCCTATGGATCGT
. |CDes3 ATCACAAAGATATTTAATCCAAAA -
exon CYLD e5.4 TGATGACACTGCATTGGAAA
| D61 AAAAATAAAGTTTGCCTTATAAATG 0
exon CYLD 6.2 ACATTTCATTGAGGAGGATT
CYLD alte6-7.1 | GCAGTGTGAAAAGTTCTTCC
exon7 |CYLDalte6-7.2 | TCTTTTCCTTGTGTTTAAAATG 50
. |CrDera GCAAGTTAGGCATTATGCAA -
exon CYLD e7.2 TTCTATAAGAATTTGCCTTTATCTTT
CYLD e8.1 TCTGATGAGTTAGAAAGAAAGGA
exon9  |cylpes.2 TTAAATGAAACTTTTCTTGTTCC 50
o |vtpen ATTGGGCATCTTGGTGAGAC s
exon CYLD €9.2 GAGTCAATATCCTTGAATACATTTCTG
CYLD €9.3 AGCCAATGAGCCCACTTCTA
exon10 | yipegs GACCACCGAGAACAGATTCC 23
CYLD €9.5 GCGAAATCTGCACAAAACCT
exon 10 62
CYLD €9.6 CATGCCTCCTGGGAACTC
CYLD e10.1 TTAAGTAAACAAAAAGCATCC
exonll | cyipe10.2 ATGCATATTGAAGCATTTCT 52
CYLD e11.1 CTCCAAGCCTTCTTTTTCCA
exon 12 57
CYLD e11.2N2 AACCAAAGCCTACTTTCCACTT
CYLD e11.3 CCTGCCTCATGGCACTATCT
exon12 | cylpe1l.4 TTTTCAGCATTTGGAGGCTA 55
L |CYDel21 CCATGTAAAGGCAAAATAGCAA s
exon CYLD e12.2 TGAAAAATATGTTTACAGCATGAAGA
CYLD e13.1 TATGCTCTTCAGTTATTTTTAACG
exon1l4 |cype13.2 AAAAAGAAATATGTGATTAAGATGTG 52
CYLD e14.1 CATGTCTGTTGAATAATGGCAGT
exon15 |cyipe14.2 TGATTTAAAAATTTTGCCTGTGA 55
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CYLD e15.1 TTTCACATAAAATACCACAGGTGA
exon 16 | CYLD e15.2 AAGCATTTGATAAATAGGTTGTATG 50
L, | YD e16IN ACCAACAAAACAAACTAAAA o
exon CYLD e16.2N1 CTTTGATTCTAAAAATATCTGTC
s | VD171 CTGTTCAACAAAAGTTTATCCATT s
exon CYLD e17.2 AAAGTCCTCTTAACTTCCCTTCC
CYLD e18.1 GCAACATAGTGGCTTGTTTCT
exon 19 55
CYLD e18.2 CCTCGGCCTAATGACATTCT
1 | CYIDe183NI CCACTACAAACTGTCCCACT -
exon CYLD e18.4N1 GAGTTATTTGCTGTTCTCTGC
CYLD e19.1 CACAGCCTTGGATTCTCCTG
exon 20 55
CYLD e19.2 TCACTGGCAAAAGGGTTTAGA
CYLD e19.3 GCCTTCAGTTTCTTTGCCTTT
exon 20 55
CYLD e19.4 ACCCCATGCCCAGAAGTAG

1 — ¢islovani podle referencéni sekvence GenBank # NG_012061)
2 — Cislovani podle Zheng et al.(28), “alt €” znamena “alternativni exon”

Tabulka 1.2. Sekvence a annealingové teploty primerd pouZitych k LOH analyze.

Nazev primeru

Sekvence primeru 5’53’

Teplota
annealingu (°C)

D16S304F GTCAGTGCAATGGAGGTAAGAAAAAAG

D16S304R GATCAGATGAGATAGGGCATATTCATGG >>
D16S308F CAGCCAGGGTAGTAAGGCTAGACCT

D16S308R TGGGTGGCAGAGTGAGACCCTGTCT >5
D16S419F ATTTTTAAGGAATGTAAAGNACACA

D16S419R GACGTTAGACCAGGAGTCAG 2>
D16S476F TTGCACTCCACTCTGGGCA

D16S476R TTGCCTTGGCTTTCTGTTGG 60
D16S541F CCACACCAGCGTTTTTCTAA

D16S541R CACACTTTACACACACCTATACCC 2>
D16S407F CTCGCGCTGGGTACAGTTAT

D16S407R AGATCAGAGGAGTGGGTTCC >>

Forward primery jsou znacené fluorescencnim barvivem 6-FAM.
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1.4. Vysledky
1.4.1. Klinickopatologicka data

Soubor pacientl se skladal z osmi Zen a dvou muzli ve véku od 22 do 66 let (Tabulka 1.3). VSichni
pacienti byli postizeni mnohocetnymi, rlizné velkymi papulami a uzliky lokalizovanymi pfedevsim
v pokoZce hlavy (Obrazek 1.2 A-C). K histopatologickému prozkoumani bylo k dispozici celkem 38
nadorl ve sloZeni 16 cylindrom(l, 11 spiradenom(, 7 spiradenocylindroml a 4 trichoepiteliomy
(kribriformni trichoblastomy). Navic, mald trichoblastomatdzni ohniska byla identifikovana u 1 z 11

spiradenomu a u 2 ze 16 cylindromd.

1.4.2. Molekularné biologicka data

V souboru pacientd bylo nalezeno osm novych, dfive nepopsanych zarodecnych mutaci (Tabulka
1.3; Obrazek 1.1, cervené pismo; Obrazek 1.3). Sekvenovanim DNA od 110 nahodné vybranych,
zdravych, nepfibuznych jedincd nebyla nalezena Zadna z téchto sekvencénich variant.

Dale bylo analyzovano celkem 19 formalinem fixovanych, v parafinu zalitych vzork( nadorovych
tkani ziskanych od 9 pacientld. U deviti z nich byly odhaleny somatické sekvenc¢ni mutace, u
zbyvajicich deseti byl prokdazan LOH (Tabulka 1.3). U Pfipadu 5 nebylo mozné analyzu provést z
dlvodu silného poskozeni DNA formalinovou fixaci.

Zjisténé mutace (zarodecné i somatické) byly substituce, delece, inzerce a duplikace. Vsechny
kromé jedné vedly ke vzniku predcasného stop-kodonu (Tabulka 1.3). Pfipad s aminokyselinovou
substituci (Pfipad 5) byl analyzovan pomoci PolyPhen softwaru, ktery predpovédél pravdépodobny
Skodlivy efekt této mutace na strukturu a funkci proteinu. U pfipad( u kterych byl detekovan LOH
byla zaroven pfitomna hemizygotni zarodecna sekvencni mutace.

U ctyrech pripadl (Pripady 1, 2, 7, 9) byly nalezeny u rdznych nador( téhoz pacienta rlzné
somatické mutace (Tabulka 1.3). U Pfipadu 1 nesl kazdy ze tfi spiradenocylindromd rliznou
somatickou mutaci (zménu). U prvniho byl prokdzan LOH, druhy nesl duplikaci a u tretiho byla
nalezena substituce. U Pfipadu 2 byl u jednoho spiradenocylindromu prokdzan LOH a u druhého
duplikace. U ptipadu 7 byla u jednoho cylindromu nalezena substituce, u druhého byla odhalena
inzerce. U pfipadu 9 byl u dvou ze tfi cylindrom( nalezen LOH, kdeZto u tretiho byla prokazana

substituce. Ve vSech téchto pripadech vedla sekvenéni somatickd mutace ke zkracenému proteinu.
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Obrazek 1.1. Doposud publikované zarodec¢né mutace genu CYLD a jejich distribuce napfic
jednotlivymi exony. Nové mutace identifikované v této studii jsou vypsany ¢ervenou barvou. Exony 1-
8 nejsou znazornény ve skutecném meéfitku. Nazvy mutaci jsou zapsany tak, jak je publikovali jejich
autofi, i kdyZz nékteré z nich neodpovidaji dnesni nomenklatufe. Navic, plvodni zapis nékterych
mutaci je zfejmé zcela chybny:

a) Mutace c.1364_1365delAA lokalizovana skupinou Liang a kol. (32) do exonu 15 by spravné méla
leZet v exonu 10.

b) Mutace N403X popsana skupinou Almeida a kol. (3) je v obrazku zapsana jako ?403X, protozZe

v pozici 403 se u proteinu CYLD nachazi aminokyselina glutamin (Q)*.

c) Mutace ¢.1862+2T>G a c.2241_2242delAG publikované skupinou Liang a kol. (33) jsou zfejmé
zapsany nespravné. Pozice 1862 je lokalizovana v exonu 13, ne na hranici exonu a intronu*. Spravny
zapis ma zfejmé byt ¢.1826+2T>G a mutace pfislusi k exonu 12. Co se ty¢e mutace

€.2241 2242delAG, v pozicich 2241 a 2242 kddujici sekvence genu CYLD nelezi dinukleotid AG, ale
GG*. Navic, pozice 2241 leZi na konci exonu 16, kdeZto pozice 2242 leZi na zacatku exonu 17. Spravny
zapis mutace ma ziejmé byt c.2240 2241delAG a mutace by méla byt umisténa v exonu 16 (tato
domeénka byla potvrzena osobni emailovou komunikaci s Dr. Liangem).

d) Mutace c.2253delG publikovana skupinou Poblete-Gutierez a kol. (31) je zfejmé také Spatné
zapsana, jelikozZ v pozici 2253 se nenachazi G, ale T*. NejbliZsi G je na pozici 2252*, spravny zapis
mutace by tedy zfejmé mél byt c.2252delG.

*podle referencni sekvence GenBank# NG_012061

AUG
.

HH 4/5116/|7 9 10 11 || 12 || 13 || 14|15 16 | 17| 18 19 20
561dupT ‘
1096del2 |
1112CA | 1569156
Es73x 1628del2 : 2104_2105insA
1681_1682dery | 1830_1831insA | o delA 2241_2242delAG* 2552_2553insA
1859 _1860delTG 2108C5C 2753delG? 2569C>T
mane || e e
1139-148A>G 1893_1906del14 | 694X g:g:ff Y
1364_1365delAA® 1935_1936insT S nsls
1392_1393dupT .
1455T>A ;gg:ﬁm'"sc 2BETEC
145571>G : 1950-2A>T 2355 2358delcAGa  2711CGT
1462delA ggi:‘:;”‘“ 1950_1953delGATA ZBSOBGA a6 :?zaqurc
1518+2T>C ey 1961T>A 2119C>T 2460deiC 806C
2403x%° IVS1241G>A 2012_2021del10 2128CT 2467C>T 2814 _2817delGCTT
2138delA 2469+1G>A eLr=l g
2154insT
2170_2171insTC
2172delA
2214delT
2240A5G

13



Tabulka 1.3. Hlavni klinicko patologické Udaje a vysledky molekularné biologickych studii u pacientli s Brooke-Spieglerovym syndromem

zarodecna mutace somaticka mutace (zména)
Pfipady . . , Nadory dostupné
POthaVI Klinicky projev . Nado.ry t’iostuprje If R ke genetickému c.DNA Protein c.DNA Protein
Vék histologickému vysetieni Yo .
vysetieni
SC
. s (o o . 1455T>G Y485X* 1736_1739dupTGGA E580DfsX36
Pipad 1 3/69 Vice nez 50 nador0 vyskytujicich se na celém 3 spiradenocylindromy sc
povrchu téla 1455T>G Y485X* LOH
SC 1455T>G YA85X* 1794C>A Y598X
C
o o . . . 1455T>G Y485X* LOH
. 5 Vice nez 20 nador0 vyskytujicich se ve kstici, 2 spiradenocylindromy 1
Pfipad 2 Z/37 L ) ) SC
na krku a v pubické oblasti cylindrom 1455T>G Y485X* LOH
SC 1455T>G YA85X* 1540dupA T514NfsX29
Pfipad 3 7/42 Vice nez 20 nador0 ve kstici 3 cylindromy C 2104delA 1702X 1112C>A S371X
Pfipad 4 7/22 Mnohocetné nadory ve kstici 1 cylindrom C 2104delA 1702X 2467C>T Q823X
Mnohocetné, 1 az 2 cm velké nadory ve kstici, 2 evlindrom
Pfipad 5 M/34 na trupu a vnéjsim zvukovodu, nékteré 1éze . v . y NA 2108G>C R703T NA NA
- trichoepiteliom
bolestivé
C
Yo . 3 cylindromy 2119C>T Q707X 2806C>T R936X
PFinad 6 3/67 Mnohocetné nadory ve kstici, na trupu a trichoepiteliom ) S
P koncetinach pfitomné po mnoho let ) P 2119C>T Q707X LOH
spiradenomy
S 2119C>T Q707X LOH
Pripad 7 7/66 Mnohoéetné nadory ve kstici, prvni léze se 2 cylindromy 1 c 2170_2171insTC K7241fsX12 2713C>T Q905X
objevila ve 46 letech spiradenom c 2170_2171insTC K7241fsXx12 | 2046_2047insAGATCCG E683RfsX43
Mnohocetné velké nadory na Cele, ve kstici, 8 spiradenomd
Pfipad 8 7/44 na obli¢eji, usich, hornich koncetinach a hrudi, . P o S 2299A>T K767X LOH
s L trichoepiteliomy
prvni léze se objevila v 18 letech
C
2729dupC E911RfsX31 LOH
Pfipad 9 Z/63 Mnohocetné nadory ve kstici 4 cylindromy C 2729dupC E911RFsX31 2107AST R703X
C 2729dupC E911RfsX31 LOH
SC
Pfipad 10 | M/47 Mnohocetné papuly a nddory ve kstici 2 spiradenocylindromy 2814_2817delGCTT L939VfsX13 LOH
SC 2814 _2817delGCTT L939VfsX13 LOH

Pfipady 1 a 2 jsou v pfibuzenském vztahu matka - dcera, stejné tak i pfipady 3 a 4.
Mutace na Urovni proteinu je odvozena od isoformy 1 mRNA.

* Tato mutace je znama na proteinové urovni, ale zde je disledkem jiné nukleotidové zamény, nez dfive publikovand mutace (2).
Vysvétlivky: C cylindrom, LOH loss of heterozygosity (ztrata heterozygotnosti), M muz, NA nelze analyzovat, S spiradenom, SC spiradenocylindrom, Z 7ena
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Obrazek 1.2. A-C, Mnohocetné noduly postihujici hlavu (Pfipad 9). D1-D2, Cylindrom. E1,
Spiradenom. E2, Spiradenocylindrom (spiradenoma-like). F, Spiradenocylindrom (cylindroma-like). G,
Trichoepiteliom (kribriformni trichoblastom).
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Obrazek 1.3. Sekvenogramy osmi novych zarodecnych mutaci. A, c.1455T>G. B, c.2104delA. C,
€.2108G>C. D, ¢.2119C>T. E, ¢.2170_2171insTC. F, c.2299A>T. G, ¢.2729dupC. H,
€.2814_2817delGCTT.

c.1455T>G

ACTTY C T A ¥ & &6 € & T A A

c21 c.2119C>T
CaanATaa'GraacC‘r DaccAGGTcAaaaGGT

€.2170_2171insTC €.2299A>T
E AT A I N N ¥ N X ) N F x A AT

A ] ] A D

J A I".I
A 1
N | HINANA
A AN HEER
ANANRY | 1 11
BERYRY, 111

P I | Ly tr o) o)l

f SRR TERTERT, | |

vy VvV vV vy

v

¢ 2814_2817delGCTT
H ] A A
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1.5. Diskuze

Mutace genu CYLD byvaji spojovany s FC, MFT a BSS. Gen CYLD je tvoren dvaceti exony, z nichz
prvni tfi nejsou translatovany. Exony 3 a 7 podléhaji alternativnimu splicingu (16). Gen kdduje
cytoplasmaticky deubiquitaéni protein, ktery reguluje nékolik signdlnich drah. Protein je slozen ze tfi
CAP-GLY (cytoskeletal-associated protein-glycine-conserved) domén, NEMO a TRAF-2 vazebnych
domén, fosforylaéni domény a katalytické domény (36, 37).

Tato studie pfinasi informace o osmi novych zarodeénych mutacich genu CYLD u pacientl s BSS,
¢imZ je rozsifen seznam znamych zarodecnych mutaci genu CYLD na 66 (Obrazek 1.1). VSechny
nalezené mutace, kromé jedné, vedou k vytvoreni pred¢asného stop-kodonu a tedy ke zkraceni
proteinu, coZ je nejcastéjsi typ mutaci nalézanych u genu CYLD (3, 32, 38, 39). Substitucni mutace u
pfipadu 5 byla analyzovana pomoci Polyphen softwaru za Ucelem zjisténi, zda tato zdména skutecné
pfedstavuje mutaci spojenou se vznikem nadoru. Tato analyza, spolec¢né s vysledky sekvenovani u
110 zdravych, nepfibuznych jedincl, prokazala kauzalni roli této mutace pro vznik nadoru. Zajimavé
je, ze jedna z mutaci identifikovanych v této sérii, p.Y485X (Pfipady 1 a 2, Tabulka 1.3), znama to
mutace na proteinové urovni, vznikla z jiné nukleotidové zamény (c.1455T>G), nez tomu bylo u
vzorku kolektivu Bignell a kol., kde stejna mutace vznikla nukleotidovou zdménou c.1455T>A (16).

Naprosta vétSina doposud popsanych mutaci genu CYLD zasahuje centrdlni a c-terminalni oblasti
NEMO vazebné a katalytické domény (exony 9-20) (3, 16, 26-33, 38, 40-46). Jedind mutace leZici pred
hranici devatého exonu byla popsdna v roce 2009 u pacienta se sporadickou mutaci genu CYLD.
Mutace byla nalezena v exonu 5 (c.561dupT) a vedla k posunu ¢teciho ramce a vzniku predéasného
stop kodonu (47). Dalsi mutace popsanda v N-termindlni oblasti (S265X) byla nalezena u
mnohocetného myelomu (48). Mutace nalezené v nasi sérii pacientl s BSS jsou v souladu s dfive
publikovanymi daty a vSechny leZi za hranici exonu 9.

V souladu s Knudsonovou teorii vyZaduje tumor supresorovy gen dva zdsahy (49), aby byl
inaktivovan a doslo ke vzniku nadoru. Ackoliv prvni zdsahy — zdrode¢né mutace — byly u BSS a
pfibuznych lézi hojné studovany, druhé zasahy — somatické zmény — byly analyzovany pouze vzacné a
informace o spektru somatickych zmén u rlznych neoplazii stejného pacienta jsou prakticky
neznamé. Pouze nékolik malo badatell analyzovalo jeden nador u jednoho pacienta a identifikovalo
LOH, nebo mutaci (15, 16, 27, 43). Z dat prezentovanych Bignellem a kol. se lze domnivat, Ze jeden,
nebo dva pacienti v jejich souboru méli ve svych jednotlivych nddorech mix somatickych sekvencnich
mutaci a LOH, ale nebylo zde specifikovano, zda byly testované nadory stejného histologického typu
nebo ne (16).

V této studii byla testovana pomoci sekvenovani a LOH analyzy série 19 nador( od 9 pacient(.

Analyza somatickych mutaci pfinesla nékolik zajimavych nalezl. Za prvé, druhy zdsah miZe byt u BSS
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reprezentovan bud LOH, nebo mutacemi vedoucimi ke zméné v nukleotidové sekvenci. Za druhé,
mnohocetné nadory stejného histologického typu (napf. cylindromy) mohou mit u stejného pacienta
rdzné somatické mutace (Pfipady 1, 2, 7, 9, Tabulka 1.3). Tyto ndlezy naznacuji, Ze mnohocetné
nadory u jednotlivych pacientl s BSS vznikaji nezdvisle, samostatnou somatickou zménou (druhym
zasahem) genu CYLD. Pokud je nam znamo, nase prace predstavuje prvni popis tohoto fenoménu u
genu CYLD. Podobny proces byl popsan u nékolika malo dalSich tumor supresorovych gen, jakymi
jsou napf. BHD a NF-1 (50, 51).

Z morfologického hlediska nase studie potvrdila dfive publikované prace popisujici vyskyt rdznych
typU adnexdlnich nador u BSS. Ackoliv pavodné byly u pacientll s BSS popisovany cylindromy a
obli¢ejové trichoepiteliomy, do dnesnich dnid byly u téchto pacientld nalezeny i dalsi typy nador(,
jakymi jsou napft. spiradenomy, spiradenocylindromy a jejich maligni analogy (17, 35, 46).

| kdyZ jsme neprovadéli presnou statistickou analyzu, je z nasSich dat evidentni, Ze zde neni zadna
korelace genotypu a fenotypu ve smyslu, Ze jednotlivé typy nadorl nejsou spojeny s nalezem
specifické zarodecné, nebo somatické zmény (mutace), coz je v souladu s dfive publikovanymi daty.

Bowen a kol. upozornili ve své préci na neexistujici korelaci mezi pfitomnosti mutace genu CYLD a
specifickym fenotypem nadoru u Sesti nepfibuznych jedinct (3x BSS, 2x MFT, 1x FC). Identifikovali pét
mutaci zkracujicich protein, u jednoho pacienta s MFT nenalezli zddnou mutaci genu CYLD (40).

Byla rovnéZz popsana variabilita exprese onemocnéni mezi jednotlivymi rodinami, ale i mezi
jednotlivymi ¢leny postizenych rodin nesoucich stejnou mutaci. Oiso a kol. popsali dva pfrislusniky
jedné rodiny nesouci mutaci ¢.2272C>T u kterych se vyvinuly 4, resp. 5 cylindromu, v prdméru
mensich nez 3 cm (52). Oproti tomu Zhang a kol. (39) popsali pacienta se stejnou mutaci, ale tento
byl silné postiZzen stovkami splyvajicich cylindrom.

Ndpadna fenotypova diverzita byla popsdna u rodiny s mutaci c.2252delG. Nékteti ¢lenové této
rodiny byli postizeni pouze malymi nadory, jejichz vyskyt byl omezen v nasolabidlni oblasti, u dalSich
¢lenl se nadory vyskytovaly navic jesté v pokoZce hlavy a jeden pfislusnik rodiny byl postizen
mnohocetnymi velkymi cylindromy po celém téle a turbanovym tumorem na hlavé (31).

Blake a Toro zjistovali u Sesti missense mutaci genu CYLD (missense mutace se u genu CYLD
vyskytuji relativné vzacné), zda jsou asociovany se specifickym fenotypem (53). Zjistili, Ze Ctyfi ze Sesti
(67%) missense mutaci byly popsany vyhradné u MFT. Ze zbyvajicich dvou mutaci se jedna (p.D681G)
vyskytla vrodiné se tfemi postizenymi jedinci, jedenact ze dvanacti nadorl ziskanych od téchto
pacientd byly trichoepiteliomy a jeden byl solitarni spiradenom (3). Dalsi missense mutace (p.E747G)
byla popsana u dvou rodin. V prvni rodiné Tureckého plvodu bylo 13 postiZzenych jedinct, u vSech se
vyskytly mnohocetné trichoepiteliomy (41). U jednoho ¢lena rodiny se navic vyskytly izolované
papuldrni cylindromy, ale ne klasicky turbanovy tumor.
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Na zakladé téchto pozorovani se zda, Ze missense mutace jsou spojeny s vyskytem

trichoepiteliom( a s mirnéjsim fenotypem.

1.6. Zaveér

Bylo identifikovano 8 novych zarodeénych mutaci (substituce, delece a inzerce/duplikace), z nichz
vSechny, kromé jedné, vedly ke vzniku prfedcasného stop-kodonu. V jednom pfipadé byla nalezena
substituéni mutace, ktera nevedla k pfedéasnému stop-kodonu, ale bylo predpovézeno, zZe rovnéz
vede k poruse funkce proteinu a je tedy kauzalni pro vznik nadoru.

Jako prvni jsme demonstrovali, Ze somatické zmény (LOH, nebo sekvenéni mutace) se mohou lisit
mezi mnohocetnymi nadory vyskytujicimi se u jednoho pacienta. A to i v pfipadé, Ze jsou stejného
histologického typu.

Vysledky tého studie byly pouZzity k pfipravé publikace prijaté do tisku v Diagnostic Molecular
Pathology (Sima R., Vanecek T., Kacerovska D., Trubac P., Cribier B., Rutten A., Vazmitel M., Spagnolo
DV., Litvik R., Vantuchova Y., Wyers W., Pearce RL., Pearn J., Michal M., Kazakov DV., Brooke-Spiegler
syndrome: report of 10 patients from 8 families with novel germline mutations. Evidence of diverse

somatic mutations in the same patient regardless of tumor type.).
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2. Sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu nesouci fuzni

gen ETV6-NTRK3. Doposud nepopsana jednotka nadoru slinnych zlaz

2.1. Uvod

Sekreéni karcinom, zndmy také jako juvenilni karcinom prsu, je vzacnou variantou duktdlniho
karcinomu prsu, plvodné popsaného McDivittem a Stewartem u pacientli ve véku 3-15 let (21).
Onemocnéni vétSinou postihuje mladsi pacienty, ackoliv urcité procento pripadd sekrecniho
karcinomu se vyskytuje také u starSich pacientll obou pohlavi (1, 25). Histologicky je sekrecni
karcinom tvoren ohrani¢enymi noduly sloZzenymi z uniformnich neoplastickych epitelidlnich bunék
usporadanych do mikrocystickych, tubuldrnich a solidnich rdstovych struktur. Nadorové burky maji
low grade jadra svesikuldarnim chromatinem a objemnou, svétle rlZovou, granularni, nebo
vakuolizovanou cytoplasmu. V mikrocystickych a tubularnich prostorech je pfitomna hojna, pénitd
sekrece. Imunohistochemicky jsou sekrecni karcinomy ¢asto negativni v reakci s protilatkami proti
estrogenovym a progesteronovym receptorim a proti HER-2/neu a jsou ¢asto pozitivni s protilatkami
proti proteinu S-100, EGFR a vimentinu (10).

Acinicky karcinom prsu (AciCC) byl poprvé popsan skupinou Roncaroli a kol. vroce 1996 (24).
Histologicky je AciCC prsu sloZzen zbunék usporadanych do mikrocystickych, solidnich a
mikroglandularnich struktur podobajicich se AciCC slinnych Zlaz a mammarni mikroglandularni
adendze (9). V nedavné studii popsali Hirokawa a kol. (15) podobnost imunohistochemickych a
klinickopatologickych znak(l pozorovanych u sekrec¢niho karcinomu prsu a AciCC slinnych Zlaz. Na
zakladé téchto nalezud vyslovili hypotézu, Ze sekrecni karcinom prsu a AciCC slinnych Zlaz mohou byt
identickymi jednotkami.

V neddvné dobé bylo prokazano, Ze sekrecni karcinom prsu nese balancovanou chromozomalni
translokaci t(12;15)(p13;q25), kterd vede ke vzniku fuzniho produktu slozeného z genu ETV6 leziciho
na chromozomu 12 a genu NTRK3 lezictho na chromozomu 15 (31). Fuzni gen ETV6-NTRK3 kdduje
chimerickou tyrozin kindzu, u které byla prokazana transformacni aktivita v epitelidlnich a
myoepitelidlnich bunikdch mysi mlééné zlazy (19). Tato translokace se zda byt mezi prsnimi nadory
specificka pouze pro sekrecni karcinom.

V pribéhu nasi konzultaéni praxe jsme narazili na zvlastni, doposud neznamy karcinom slinnych
Zlaz charakterizovany morfologickymi a imunohistochemickymi vlastnostmi pripominajicimi sekre¢ni
karcinom prsu. Z naseho archivu nadoru slinnych Zlaz jsme ziskali celkem 16 pripadd, které byly drive
klasifikovany jako: neobvykld varianta AciCC slinnych Zlaz, nebo jako blize nespecifikovany
cystadenokarcinom. Nadory jsou tvoreny mikrocystickymi a solidnimi oblastmi s hojnym,

vakuolizovanym, koloidnim, PAS-pozitivnim sekre¢nim materidlem vypliujicim mikrocystické
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prostory. Navrhujeme pro tuto skupinu nadord oznaceni sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky

karcinomu prsu (Mammary analogue secretory carcinoma of salivary glands = MASC).

2.2. Cile prace

1. prostudovat pritomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 u souboru nadoru slinnych Zlaz
se sekrec¢ni morfologii (14 pripadu), prsnich sekrec¢nich karcinomu (3 pfipady) a u 16 pripadd MASC

2. zjistit, zda jsou MASC a AciCC odlisnymi jednotkami

3. pokud ano, navrhnout jejich samostatné zarazeni v klasifikaci salivarnich nadora
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2.3. Material a metody

Soubor byl tvoren 16 pripady neobvyklého karcinomu slinnych zlaz morfologicky pripominajiciho
sekrecni karcinom prsu. Vétsina vzork( predstavovala konzulta¢ni pripady vybrané z vice nez 3000
pripadd uloZenych v archivu salivarnich nadort Prof. Skalové a Prof. Michala. Prohledani nadorovych
registr(l Fingerlandova Ustavu patologie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci kralové, Ustavu
patologie Lékafské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, Haartman Institute Department of
Pathology University of Helsinki a Department of Pathology, University Health Network, University of
Toronto pfineslo dalSich 7 pfipad(. Za ucelem porovnani bylo do histologické a imunohistochemické
studie zarazeno dalSich 30 pfipad( nadorl slinnych Zlaz se sekrecnimi rysy, zahrnujicich AciCC (12
pfipadd), low grade a high grade mukoepidermoidni karcinom (6 pfipad(), adenoidni cysticky
karcinom (4 ptipady), low grade kribriformni cystadenokarcinom (1 pfipad), salivarni duktalni
karcinom (2 ptipady), adenokarcinom blize nespecifikovany (3 pfipady) a pleomorfni adenom (2
pFipady).

Molekularné biologicky byly, kromé studovanych ptipadd MASC, analyzovany také 3 pfipady
sekre¢niho karcinomu prsu jako pozitivni kontroly, 14 pfipad( nador( slinnych Zlaz se sekrecni

morfologii a 10 pripad( normalnich, nenadorovych tkani slinnych Zlaz.

2.3.1. Histochemie a imunohistochemie

Tkan byla fixovana ve formalinu, rutinné zpracovana, zalita do parafinu, nakrdjena a obarvena
hematoxylinem — eosinem. Ve vétsiné pripadl byla provedena také dalsi barveni, véetné PAS barveni
s diastazou i bez, barveni mucikarminem a alcian blue pfti pH 2,5.

U 15 pfipadld MASC byly k dispozici parafinové blocky k imunohistochemickému vysetreni. 4 pum
silné fezy byly ukrojeny z kazdého parafinového blocku, byly preneseny na sklicka pokryta 3-
aminopropyltriethoxy-silane (Sigma, St. Louis, USA), deparafinizovdny v xylenu a rehydrovany v
sestupné ethanolové Fadé (100 ai 70%). Rezy byly poté vystaveny teplem indukovanému
zptistupnéni epitopd ponofenim do 0,01 M citratového pufru (pH 6,0) a zahfatim v mikrovinné
troubé Micromed TTmega po dobu 20 minut. Endogenni peroxidaza byla zablokovana pétiminutovou
inkubaci s 3% peroxidem vodiku v absolutnim metanolu. Sklicka byla poté inkubovana s primarnimi
protilatkami (Tabulka 2.1) v barvicim automatu LabVision pfi pokojové teploté po dobu 60 minut.
Navazané protilatky byly vizualizovany pouZitim Histofine Simple Stain MAX PO (Multi) Universal
Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and Rabbit (Nichirei Biosciences inc., Tokyo, Japan) a 3-3’-
diaminobenzidinu (Sigma) jako chromogenu. V kazdém barveni byly zahrnuty pfislusné pozitivni a

negativni kontroly. Sklicka byla podbarvena Mayerovym hematoxylinem.
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Tabulka 2.1. Protilatky pouZité v imunohistochemické studii

Protilatkova specifita Klon Redéni Vyrobce

$-100 protein S-100 1:2000 DakoCytomation
Vimentin V9 1:200 DakoCytomation
CK7 OV-TL 12/30 1:100 DakoCytomation
CK8 35 beta H11 RTU DakoCytomation
CK19 RCK 108 1:200 DakoCytomation
CK18 DC10 1:100 DakoCytomation
CK14 NCL-LLOO2 1:40 Novocastra
CK5/6 D5/16B4 1:100 DakoCytomation
BRST2 GCDF15 1:500 Signet
Mammaglobin 304-1A5 RTU DakoCytomation
STAT 5a Polyklonalni 1:400 Assay Designs Inc.
MUC1 Ma695 1:200 Novocastra
MUC4 1G8 1:100 Santa Cruz

EMA E29 1:200 DakoCytomation
Ki-67 MIB1 1:2000 DakoCytomation
P63 4A4 1:200 DakoCytomation
Calponin CALP1 1:1000 DakoCytomation
EGFR H11 1:400 DakoCytomation
c-erbB-2 HercepTest™ RTU DakoCytomation
ER 1D5 1:100 DakoCytomation
PR PgR 636" 1:100 DakoCytomation
AR AR441 1:50 DakoCytomation

Vysvétlivky: RTU (ready to use) — k pfimému pouZiti
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2.3.2. Molekularni genetika
2.3.2.1. RT-PCR

RNA z formalinem fixovanych, v parafinu zalitych tkani byla izolovdna pomoci RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA). cDNA byla syntetizovana za poutZiti First Strand
cDNA Synthesis Kit (do kazdé reakce byl pfidan 1 pug RNA) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
VSechny kroky byly provedeny presné podle protokold vyrobct. Ke kontrole kvality extrahované RNA
byla pouzita PCR amplifikace 105 bp fragmentu transkriptu genu kdédujiciho B2-mikroglobulinu, 126
bp fragmentu transkriptu genu kddujiciho PBGD a 247 bp fragmentu transkriptu genu kddujiciho PGK
(3, 14, 32).

Detekce 110 bp velkého fragmentu fdzniho transkriptu ETV6-NTRK3 byla provedena podle
metodiky popsané skupinou Burgeois a kol. (6). 2 pul cDNA bylo pfidano do reakéni smési obsahuijici
12.5 ul of HotStart Tag PCR Master Mix (QlAgen, Hilden, Germany), 10 pmol kazdého primeru
(primer TRKC1059 komplementarni k NTRK3:

5’-CAGTTCTCGCTTCAGCACGATG-3’ a primer TEL971 komplementarni k ETV6:

5’-ACCACATCATGGTCTCTGTCTCCC-3’). Reakéni smés byla doplnéna destilovanou vodou do
objemu 25 ul. Amplifikacni program se skladal z pocatecni denaturace pfi 95°C po dobu 14 minut,
nasledovalo 45 cykl zahrnujicich denaturaci pfi 95°C po dobu 1 minuty, annealing pfi 65°C po dobu 1
minuty a syntézu pfi 72°C po dobu 1 minuty. Program byl zakoncen finalni inkubaci pfi 72°C po dobu
7 minut.

Uspésné amplifikované PCR produkty byly purifikovany pomoci Montage PCR Centrifugal Filter
Devices (Millipore, Billerica, USA). Precisténé PCR produkty byly poté z obou stran osekvenovany
pomoci Big Dye Terminator Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) a analyzovany na
automatickém genetickém analyzatoru ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems) pfi konstantnim napéti

13.2 kV po dobu 20 minut. Ziskané sekvence byly porovnany s databdzi GenBank.

2.3.2.2. FISH

Z kazdého studovaného pfipadu byl ukrojen 4 um silny rfez, ktery byl pfenesen na mikroskopické
sklicko. Tkan byla odparafinovdna v xylenu 3x5 minut, oplachnuta 2x ve 100% etanolu, 1x v 95%
etanolu a 1x v deionizované vodé, vidy po dobu 5 minut. Dale byla sklicka zahfata v 1x Target
Retrieval Solution (pH 6) (DAKO, Glostrup, Denmark) pfi 95 °C po dobu 40 minut a ndasledné ve
stejném roztoku schlazena pfi pokojové teploté po dobu 20 minut. Sklicka byla poté oplachnuta v
deionizované vodé po dobu 5 minut a tkdné byly pokryty roztokem proteindzy K (20 mg/ml) (SERVA,
Heidelberg, Germany) pfi pokojové teploté po dobu 10 minut. Sklicka byla nasledné oplachnuta v
deionizované vodé po dobu 5 minut, dehydrovana ve vzestupné etanolové radé (70%, 85%, 96%,
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kazdy 2 minuty) a osusena. Potfebné mnozstvi LSI ETV6 (TEL) (12p13) Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (VYSIS/Abbott, Abbott Park, Il, USA) bylo naneseno na kazdou tkan, pfikryto
krycim sklem a zalepeno. Skla byla inkubovana v pfistroji ThermoBrite™ instrument (StatSpin/Iris
Sample Processing, Westwood, MA, USA). Teplotni profil zahrnoval kodenaturaci pfi 85 °C po dobu 8
minut a hybridizaci pfi 37 °C po dobu 16 hodin. Poté byla odstranéna kryci skla a tkané byly ponofeny
na 2 minuty do posthybridiza¢niho odmyvaciho roztoku (2xSSC/0.3% NP-40) zahfatého na 72 °C.
Skli¢ka byla osusena ve tmé, podbarvena DAPI Il (VYSIS/Abbott), pfekryta krycim sklem a okamzité

vyhodnocena.

2.3.2.3. Interpretace FISH

Kazdy ptipad byl prohlédnut pod fluorescenénim mikroskopem Olympus BX51 za pouziti objektivu
se zvétSenim 100x a filtrd Triple Band Pass (DAPI/SpectrumGreen/SpectrumOrange), Dual Band Pass
(FITC/Texas Red) a Single Band Pass (SpectrumGreen, nebo SpectrumOrange). Vyhodnoceni bylo
provedeno spocitanim fluorescencnich signdld ve 100 nahodné vybranych, neprekryvajicich se jader
nadorovych bunék. Skla byla nezavisle vyhodnocena dvémi pozorovateli (RNDr. Radek Sima, RNDr.
Tomas Vanécek, PhD.). Hodnoty cut-off byly stanoveny spoctenim 100 neprekryvajicich se jader u 10
pripadl normalnich, nenadorovych, kontrolnich tkani slinnych Zlaz. Prmérny pocet rozdélenych
(translokovanych) signall byl u normalni, kontrolni tkané 2,34% a standardni odchylka (SD) 1,83.
Vzorky byly klasifikovany jako pozitivni, pokud vice nez 10% (primér + 3 SD, zaokrouhleno nahoru)

jader neslo rozdélény (translokovany) signal.
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2.4. Vysledky
2.4.1. Klinicka data a follow up

Nejdulezitéjsi klinicka data a makroskopické vlastnosti vSsech 16 pripadd MASC jsou shrnuty v
Tabulce 2.2. Priimérny vék pacientl byl 46 let (rozmezi od 21 do 75 let). Z 16 pfipadl MASC se 9
vyskytlo u muzl a zbyvajicich 7 u Zen. U jednoho pacienta byl tumor lokalizovan v malych slinnych
Zlazach bukalni sliznice, jeden mél nador patra, dalsi mél nddor horniho rtu, u ostatnich 13 ptipadd
se nador vyskytl v pfiusni Zlaze. Primérna velikost nador( byla 2,1 cm (rozmezi od 0,7 do 5,5 cm).
Plvodni diagndzy zahrnovaly AciCC, adenoidni cysticky karcinom, cystadenokarcinom a nizce maligni
karcinom bliZze nespecifikovany. Trvani symptomu bylo zaznamenavano u 14 pripadd a pohybovalo se
v rozmezi od dvou mésicl do tficeti let. 7 pacientl popsalo svoje léze jako pomalu rostouci noduly
pritomné po mnoho let. U 3 pacientl byl zaznamenan rychly rlst nddor. U 2 pacientd se vyskytl
multinodularni tumor a mnohocetné recidivy izolovanych nadorovych noduld. U 1 pfipadu byl nador
cysticky a zvétSoval se pomalu (Tabulka 2.2).

V 10 pripadech byli pacienti 1éCeni nejprve neradikalni chirurgickou excizi lézi, u 6 pacientl
zahrnovala primarni 1écba radikalni, nebo konzervativni chirurgické odstanéni ptiusni zlazy. Dale je
znamo, Ze u 7 pacient( byla aplikovana adjuvantni radioterapie. Klinicky follow up byl k dispozici u 15
pripadd a jeho délka se pohybovala v rozmezi od 3 mésict do 10 let. U 3 pacientl se vyskytly lokalni
recidivy. Jeden pacient (Pfipad 7) zemfel na nasledky mnohocetnych lokalnich recidiv s rozsifenim
nadoru do spankové kosti. U dalsiho pacienta (Pripad 4) se vyvinul velky nador priusni Zlazy. Tento
nador metastazoval do tfi krénich lymfatickych uzlin. Pacient podstoupil radikalni chirurgické
odstranéni pfiusni Zlazy a odstranéni krénich lymfatickych uzlin, podporené adjuvantni radioterapii.
Navzdory agresivni terapii nador u pacienta do dvou let metastazoval a infiltroval pleuru, perikard a
vytvofil mnohocetné metastazy v plicich. Pacient zemrel z divodu diseminace nadoru po 2 letech od
zahajeni |é¢by. U dalSiho pacienta (Pfipad 16) se vyskytla 2,5 cm metastaza do kréni lymfatické uzliny.
Pacient podstoupil disekci cervikalnich lymfatickych uzlin a v 1 ze 37 vyoperovanych uzlin byl

pritomen karcinom. Pacient je nyni v pofadku a bez zndmek onemocnéni 27 mésicl po operaci.
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Tabulka 2.2. Sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu (MASC): DllezZita klinicka data

Pfipad | Vék/ Lokalizace Velikost Trvani symptomt Klinicky projev Stage v case Lécba Follow up
Pohlavi (mm) pred operaci diagndzy

1 51/7 Ustni sliznice 10 1 rok Pomalu rostouci, nebolestivy uzlik TINOMO NRE NED,4 roky

2 44/7 Pfiusnice 9x8x8 3 mésice Multinodularni nador T2NOMO NRE NED, 6 let

3 48/M Mékké patro 10x15 NA Pomalu rostouci uzlik TINOMO NRE NED,9 let

4 55/M Pfiusnice 55x45x30 2 mésice Rychly rlst TAN2MO RP/RT ME 2 roky, DOD 2

roky

5 34/M Pfiusnice 16 1 rok Dobre ohranic¢eny uzlik TINOMO NRE NED,7 let

6 53/M Pfiusnice 15 NA Recidivujici nador s extraglandularni extenzi T3NOMO CcP RE,6 let

7 53/M Pfiusnice 35 1,5 roku Nebolestivy uzlik tvrdé konzistence fixovany k | T3NOMO CP/RT RE, 2 roky,3 roky
pfilehlé tkdni, extraglandularni extenze, 60 x DOD,6 let
40 mm

8 55/7 PFiusnice 10 30 let Mnohocetné recidivy izolovanych nadorovych | TINOMO NRE, Mnohocetna RE,
uzlika RP/RT NED,3 roky

9 26/M PFiusnice 15 14 let Nador levé pFiusnice rozsifeny do pokozky T3NOMO RP/RT RE 6 mésicl, NED
obliceje 22 mésicl

10 35/7 Pfiusnice 30x25x20 NA Cysticky, nebolestivy, pomalu se zvétsujici TINOMO NRE/RT NED,9 let
nador

11 46/M Pfiusnice 14 26 let Nebolestivy, neohraniceny, bily nador, dlouhd | TINOMO CP/RT NED,10 let
pritomnost nebolestivého uzliku

12 55/M Pfiusnice 40 23 let Nebolestivy, neohraniceny, bily nador, T2NOMO RP NED,3 roky
rostouci poslednich 6 mésicl

13 59/7 PFiusnice NA 14 let Tuhy, nebolestivy nador NA NRE Nebyl k dispozici

14 21/7 PFiusnice 27 NA Nebolestivy uzlik T2NOMO NRE NED novy pfipad

15 75/7 PFiusnice 7 NA Nebolestivy uzlik TINOMO NRE NED novy pfipad

16 32/M Horni ret 10 Nékolik mésict Nebolestivy, ale zvétsujici se uzlik TINOMO NRE, re- LN ME 86 mésicQ,

excize, NED 27 mésicl
RT/ND

Vysvétlivky: Z 7ena, M muz, NRE neradikalni odstranéni nadoru, RP radikalni parotidektomie, CP konzervativni parotidektomie, RT radioterapie, ND —
blokova kréni disekce, NED bez zndmek onemocnéni, DOD smrt nasledkem onemocnéni, NA neni k dispozici, ME metastdza, RE recidiva, LN lymfaticka

uzlina
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2.4.2. Histopatologické a imunohistochemické nalezy

Nadory byly z makroskopického pohledu pruzné konzistence, na fezu bélavé az Sedé. Histologicky
predstavovaly vSechny pfipady ohrani¢enou, lalo¢natou masu rozdélénou fibréznimi septy (Obrazek
2.1a) a sloZzenou z mikrocystickych, tubuldrnich a solidnich struktur (Obrazek 2.1b). Okraje nadort
byly obvykle ohranicené, ale nezapouzdiené a ¢asto byl pfitomen invazivni rlst do slinné Zlazy. U 4
pripadd se tumor Sifil i do okolnich tkani mimo slinnou Zlazu. Nadorové bunky mély low grade
vesikuldrni jadra s jemné zrnitym chromatinem, vyraznd, centralné lokalizovana jadérka (Obrazek
2.2a) a svétle rGzovou, granularni, nebo vakuolizovanou cytoplasmu (Obrazek 2.2b). Bunécné atypie
byly mirné a mitotické figury byly ve vétsiné pfipadd vzacné (Obrazek 2.2c). Nebyl nalezen Zadny
dlikaz perineurdlni, nebo vaskularni invaze, nebyla pfitomna ani nekréza. Oproti AciCC nebyla u
zadného pripadu pozorovana serdzni acinarni diferenciace. V mikrocystickych a tubularnich
prostorach byla pfitomna hojna bublinkovita sekrece (Obrazek 2.3a). Sekrecni materiadl byl PAS
pozitivni a to jak s natravenim diastazou, tak i bez (Obrazek 2.3b). Ddle byl pozitivni v barveni
mucikarminem, MUC1 (11 z 12 vysettenych pripadd) a MUC4 (8 z 12 vySetfenych pfipadu) (Obrazek
2.4a).

Histochemické a imunohistochemické profily vsech 16 nador( jsou shrnuty v Tabulce 2.3. VSechny
pfipady MASC se barvily silné s protilatkami proti CK7, CK8, CK18, S-100 proteinu a vimentinu. Dale
byla vétsina ptipadl signifikantné pozitivnich s protilatkami proti CK19 (11 z 12 vySetfenych ptipadu),
GCDFP-15 (8 z 11 vysetifenych pripad() a EMA (9 z 11 vySetfenych pripadl) (Obrazek 2.4b). Nadorové
bunky rovnéz vykazovaly ve vSech pfipadech silnou expresi STAT5a a mammaglobinu (Obrazek 2.4c-
d). Markery bazéalnich a myoepitelidlnich bunék, jako napf. p63, calponin, CK14, aktin hladké

svaloviny a CK5/6 byly negativni. Proliferaéni aktivita byla variabilni s MIB1 indexy v rozmezi 5-28%.
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Obrazek 2.1. Histologicky predstavovaly vsechny ptipady ohrani¢enou, lalo¢natou masu
rozdélénou fibréznimi septy (a), slozenou z mikrocystickych, tubularnich a solidnich struktur (b).
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Obrazek 2.2. Nadorové bunky mély low grade vesikuldrni jadra s jemné zrnitym chromatinem,
vyrazna, centralné lokalizovana jadérka (a) a svétle rlZovou, granularni, nebo vakuolizovanou
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Obrazek 2.3. Hojna bublinkovita, nebo homogenni sekrece pfitomna v mikrocystickych a tubularnich
prostorach (a). Sekre¢ni material byl PAS pozitivni a to jak s natra
™ - 'M'w G

venim diastdzou, tak i bez (b).
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emicky profil. Silna pozitivita s protilatkou proti MUC4 (a), vétsina pripad
byla signifikantné pozitivnich s protilatkami proti GCDFP-15 (b), nddorové bunky vykazovaly silnou

nukledrni expresi STAT5a (c), protilatka proti mammaglobinu ve vSech pfipadech barvila cytoplazmu
a sekrecni material (d).
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Tabulka 2.3. Vysledky imunohistochemickych studii

IHC marker MASC SC prsu (Pozitivni kontroly) Konvencni AciCC, (Negativni kontroly)
Pocet ptFipadi: 15 Poéet pFipadu: 4 Pocet pfipadl: 12
S-100 protein 15/15 4/4 4/12
Vimentin 15/15 4/4 3/12
CK7 15/15 4/4 8/9
CK8 15/15 4/4 2/10
CK19 15/15 2/4 2/10
CK18 15/15 4/4 9/10
GCDFP-15 8/11 3/4 4/10
Mammaglobin 15/15 4/4 1/11
STAT 5a 15/15 4/4 7/11
MUC1 11/12 4/4 6/8
MUC4 9/11 4/4 0/8
EMA 9/9 4/4 NT
Ki-67 5-28% 5-10% 5-50%
P63 0/9* 0/4* 0/6
Calponin 0/9 0/4 0/6
EGFR 0/9 0/4 0/6
c-erbB-2 0/9 0/4 0/6
ER 0/9 0/4 0/6
PR 0/9 0/4 0/6
AR 0/9 1/4 0/6

*bunky byly imunohistochemicky negativni, ale sekretoricky material se barvil silné pozitivné
Vysvétlivky: NT nebylo testovano, IHC imunohistochemicky, SC sekre¢ni karcinom, MASC sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu,
AciCC acinicky karcinom
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2.4.3. Molekularné genetické nalezy

16 vzork(i MASC od 15 pacientd bylo analyzovdano pomoci RT-PCR. Ve 14 pfipadech byla kvalita
extrahované RNA dostatecnd pro nasledné zjistovani pfitomnosti fuzniho genu ETV6-NTRK3 (tzn.
amplifikovaly se alespon dva kontrolni geny). Pfitomnost fuzniho transkriptu ETV6-NTRK3 byla
potvrzena u 13 pripadld MASC (Tabulka 2.4, Obrazek 2.5) a u vsech t¥i pozitivnich kontrol (sekre¢ni
karcinom prsu). Pfipad 8 byl negativni (Tabulka 2.4, Obrazek 2.5). U Zadné z negativnich kontrol
(rzné nadory slinnych Zlaz se sekre¢ni morfologii a normalni, nenadorové kontroly) nebyla
prokdzana pritomnost translokace genu ETV6.

Translokace zahrnujici gen ETV6 byla potvrzena metodou FISH za poufZiti sondy LSI ETV6 (TEL)
(12p13) Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (VYSIS/Abbott) u vSech 11 analyzovatelnych
pripadd MASC (Obrazek 2.6) a u vsech pozitivnich kontrol. Zlom genu ETV6 nebyl detekovan u
zadného ze 14 pripadd ndadorl slinnych Zlaz se sekrecni morfologii, ani u 10 normalnich,

nenadorovych kontrol.

Tabulka 2.4. Vysledky molekularné genetickych studii MASC

Kontrolni geny fuzni gen FISH Souhrn
B2M PBGD PGK ETV6-NTRK3 zlom ETV6
51/7 Pfipad 1 + + - + NA +
44/7 Pfipad 2 + + - + NA +
48/M Pfipad 3 +f - - NA + +
+ + - + + +
55/M Ptipad 4 + + + + + +
34/M Ptipad 5 + + - + NA +
53/M Pfipad 6 + + + + + +
53/M Pfipad 7 + + - + + +
55/7 Pfipad 8 + + + - NA -
26/M Pfipad 9 + + + + + +
35/7 Pfipad 10 +f - - NA NA NA
46/M Pfipad 11 + + + + + +
55/M Ptipad 12 + + + + + +
59/7 Pfipad 13 NT NT NT NT NT NT
21/7 Pfipad 14 + + + + + +
75/2 PFipad 15 + + + + + +
32/M Pfipad 16 + + + + + +

Vzorky byly uznany za translokované, pokud bud RT-PCR, nebo FISH vysly pozitivni.
Vysvétlivky: Z 7ena, M muz, MASC Sekre¢ni karcinom slinnych 7laz analogicky karcinomu prsu, NA
nelze analyzovat, NT nebylo testovano, f slaby PCR produkt
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Obrazek 2.5. Exprese fuzniho transkriptu ETV6-NTRK3 u MASC a pozitivnich kontrol (sekre¢ni
karcinom prsu). 1-16 Pripady MASC, PK pozitivni kontrola, NK negativni kontrola (a), sekvenacni
analyza fuzniho transkriptu ETV6-NTRK3. Sipky ukazuji misto spojeni obou gend (b).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 1214 15 16 PK NKH,O M

Mot

>
NTRK3

Obrazek 2.6. FISH analyza Pfipadu 12 za poufZiti LSI ETV6 (TEL) (12p13) Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (VYSIS/Abbott). Zelené a ¢ervené Sipky ukazuji rozdéléné signaly indikujici
zlom genu ETV6. Zluté Sipky ukazuji netranslokovany signal.
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2.5. Diskuze

Predstavujeme klinicko-patologickou studii 16 pfipad( nadoru slinnych Zlaz s histomorfologickymi
a imunohistochemickymi vlastnostmi pfipominajicimi sekre¢ni karcinom prsu. Po dobu nékolika let
jsme si uvédomovali existenci neobvyklé, doposud nepopsané, charakteristické skupiny nadort
slinnych Zlaz nesoucich nékteré morfologické znaky salivarniho AciCC a sekreéniho karcinomu prsu.
Tato skupina nadorl je charakterizovana silnou pozitivitou v reakci s protilatkami proti vimentinu a S-
100 proteinu.

Mikroskopicky jsou nadory charakterizovany lobularnim rlstem, pfitomnosti mikrocystickych a
glandularnich prostor s hojnym vyskytem eosinofilniho, homogenniho, nebo pénitého sekrecniho
materidlu, ktery je pozitivni v PAS reakci, v barveni mucicarminem, MUC1 a MUCA4.

U vSech analyzovatelnych pripadl, kromé jednoho, zahrnutych v nasi studii byla odhalena
translokace t(12;15)(p13;925)(ETV6/NTRK3). Tato translokace se béiné vyskytuje u sekrecniho
karcinomu prsu. Na zakladé téchto vysledkd navrhujeme pro tuto skupinu nador( oznaceni sekrec¢ni
karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu (Mammary analogue secretory carcinoma of
salivary glands).

V diferencialni diagnostice pfipada v ivahu jako prvni AciCC. Nadorové bunky MASC pripominaji
buniky vmezefenych vyvodl, maji low grade jadra svyraznou jadernou membranou a centrdlné
lokalizovanymi jadérky. Ale nejsou zde pfitomny, pro AciCC typické, velké, serdzni, acindrni bunky,
které maji v cytoplazmé PAS pozitivni granula pfipominajici zymogenni granula. Navic, AciCC je
charakterizovdn cytologickou a strukturni diverzitou. Nalézdme zde smés serdznich, acindrnich,
vmezerenych, duktalnich, vakuolizovanych, vodojasnych a nespecifickych glanduldrnich bunék
usporadanych do solidnich/lobuldrnich, mikrocystickych, papilarné — cystickych a folikularnich
struktur (12). Oproti tomu MASC je strukturné homogenni, cely tumor je prostoupen mikrocystickymi
a lehce dilatovanymi glandularnimi prostory s pfitomnosti sekrecniho materialu v luminu.

Vétsina pfipadd MASC byla v minulosti klasifikovana jako low grade cystadenokarcinom blize
nespecifikovany, nebo AciCC slinnych Zlaz. Podle naseho nazoru muiZe jednotka AciCC, tak jak je
popsana v modré knize WHO (12) a svazku AFIP (11) zahrnovat heterogenni skupinu nador(. MASC se
zjevné lisi morfologicky od jakychkoliv doposud znamych nador( slinnych Zlaz, maji charakteristicky
imunohistochemicky profil a nesou translokaci ETV6-NTRK3, kterd se nevyskytuje u konvenéniho
AciCC. Jsme proto presvédceni, Zze MASC reprezentuji skutecné samostatnou skupinu a mély by byt
klasifikovany oddélené od konvenéniho AciCC. Hlavnim diferencidlné diagnostickym znakem MASC je
absence acinarnich bunék. Dalsi diagnosticka kritéria zahrnuji mikrocysticky, plastvovity vzhled

sloZzeny z malych cyst ¢asto splyvajicich do vétsich uGtvarl pfipominajicich thyroidni folikuly; tubularni
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prostory obsahujici sekrec¢ni material a uniformni neoplastické bunky s hojnou eozinofilni
cytoplazmou, kterd mize mit prilezitostné pénity vzhled.

V neddvné dobé bylo prokazano, Ze sekrecni karcinom prsu nese balancovanou chromozomalni
translokaci t(12;15)(p13;925), kterda vede ke vzniku fuzniho produktu tvoreného genem ETV6 z
chromozomu 12 a genem NTRK3 z chromozomu 15 (31). V této studii jsme jako prvni prokazali
pfitomnost translokace t(12;15)(p13;925) u MASC. V nasem souboru jsme tuto translokaci prokazali u
vsech pfipadl MASC, kromé jednoho. Negativita u tohoto jednoho pripadu mohla byt dlisledkem
nizké exprese fuzniho produktu (6). Oproti tomu, u Zadného ze studovanych konvencnich salivarnich
AciCC nebyla nalezena translokace zahrnujici gen ETV6. Reis-Filho a kol. (23) ve své nedavné studii
neprokdzali pomoci FISH pfitomnost translokace zahrnujici gen ETV6 u AciCC prsu. Toto pozorovani
silné podporuje predstavu, Ze sekrecni karcinom prsu a AciCC prsu jsou dvé rlizné nadorové jednotky.
Podobné jsme také my presvédceni, Ze nase pripady MASC slinnych Zlaz reprezentuji jednotku, ktera
je odlisna od konvencniho salivarniho AciCC, resp. jakéhokoliv doposud znamého karcinomu slinnych
Zlaz.

Translokace ETV6-NTRK3 neni zcela specifickym znakem sekre¢niho karcinomu (18). Tato
translokace byla jiz dfive nalezena u kongenitalnich fibrosarkomd, celularnich mesoblastickych
nefromd a akutni myeloidni leukemie (16), ale v souvislosti s malignitami prsu se pritomnost
translokace ETV6-NTRK3 zda byt omezena pouze na sekre¢ni karcinom (20). Biologickym dusledkem
translokace je fuze transkrip¢niho regulatoru (ETV6) s membranovou receptorovou kindzou (NTRK3).
Tento fuzni produkt aktivuje bunécnou proliferaci a preziti buriky. Pfitomnost fuzniho produktu ETV6-
NTRK3 nebyla doposud popsana u zadného z nador( slinnych Zlaz.

Slinné a prsni Zldzy jsou shodné tvoreny duktulo acindrnimi exokrinnimi zldzami. Proto neni
prekvapujici, Ze se ve slinnych a prsnich tkdnich vyskytuji histologicky podobné Iéze a nadory. Jako
priklady nador, které mohou byt nalezeny jak v prsnich, tak ve slinnych Zlazach bychom mohli uvést
adenoidni cysticky karcinom, mukoepidermoidni karcinom a pleomorfni adenom (4, 13). Tyto
neoplazie slinnych Zlaz vykazuji silnou histopatologickou podobnost prsnim nadordm, ale prestoze
jsou si hodné podobné, nejsou Uplné identické a mohou vykazovat signifikantni odliSnosti v klinickém
prabéhu. Nejlépe je to vidét na prikladu salivarniho epitelidiné myoepitelidlniho karcinomu (26),
ktery je morfologicky identicky s adenomyoepiteliomem prsu (27), ale na rozdil od tohoto nddoru se
jednd o skutec¢nou malignitu, ¢asto invazivné rostouci a majici nizky, ale nesporny potencial k tvorbé
metastdz. Oproti tomu adenomyoepiteliom prsu je benigni nador. Podobné napf. adenoidni cysticky
karcinom slinnych Zlaz je nelprosné rostouci, letalni nador, kdezto jeho morfologicky identicky

mammarni protéjSek je obvykle zcela neSkodny tumor.
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Nejcastéjsim nalezem v patologii prsu je benigni fibrocystickda mastopatie. Dlouhou dobu nebyl
znam protéjsek tohoto onemocnéni ve slinnych Zlazach, ale neddvno byla popsana tzv. sklerozujici
polycysticka adendza (SPA), cozZ je jednotka odpovidajici nddorové lézi velkych slinnych Zlaz (29).
Ackoliv ma SPA tadu histologickych podobnosti se svym mammarnim protéjskem, ve skutecnosti
reprezentuje opravdovou neoplazii charakterizovanou klonalitou, fokdlni dysplazii a tendenci k
recidivam (28).

Doposud se soudilo, Ze se sekrec¢ni karcinom vyskytuje pouze v mlééné Zlaze, nicméné my véfime,
Ze tato studie pfinasi priikaz dalSich analogickych nador( vyskytujicich se v obou organech, kde MASC
je protéjskem sekreéniho karcinomu prsu vyskytujicim se ve slinné Zlaze.

Navzdory morfologickym a imunohistochemickym podobnostem se sekreéni karcinom prsu a
MASC slinnych Zlaz lisi pokud jde o klinicky pribéh. Sekre¢ni karcinomy prsu maji spiSe mirny klinicky
prabéh, maji sklon k lokdlnim recidivam a je pro né charakteristické delsi preziti (17). Oproti tomu
salivarni MASC reprezentuji Siroké spektrum klinickych manifestaci zahrnujicich ptipady s mirnym
prabéhem, ale i pfipady srychlym klinickym pribéhem charakterizovanym maligni diseminaci
onemocnéni a koncici smrti.

STAT (signal transducer and activator of transcription) molekuly jsou zodpovédné za transkripci
fady diferenciacnich a regulacnich proteint u nador( prsu (8). Bylo prokazano, Ze transkripcni faktor
STAT5a je dulezity pro diferenciaci a rlast mlécné Zlazy (22). Bylo demonstrovano, Ze
imunohistochemicky lze protein STAT5a prokazat v cytoplazmé a jadre u fady bunéénych typu
zahrnujicich prsni epitel, adipocyty, leukocyty a endotelialni buriky (7). Caste¢né zvysend aktivita je
pfitomna u bunék se sekrec¢ni funkci, véetné bunék sekre¢niho karcinomu prsu (30). Exprese STAT5a
byla pozorovana u bunék prsu podstupujicich sekre¢ni zmény. V nasi studii jsme imunohistochemicky
zjistovali expresi STAT5a u vsech pripadd MASC. Oproti konvenénim AciCC, které postradaji expresi
STAT5a, vykazovaly vsechny pfipady MASC silnou jadernou expresi STAT5a. Tento nalez mlzZe mit
spojitost s chromozomalni translokaci t(12;15)(p13;925), asociovanou jak se sekre¢nim karcinomem
prsu, tak i slinnych Zlaz (30).

Mammaglobin je sekre¢ni protein s molekulovou velikosti 10,5 kDa, ktery je overexprimovan u
karcinom( prsu (5). Pozitivni reakce s protildtkami proti mammaglobinu je pozorovana také u
endometridlnich karcinom( a u podstatné ¢asti karcinomU potnich Zlaz, ale u jinych tkani je exprese
mammaglobinu velice omezend (5). Pozitivni reakce proti mammaglobinu byla ocekdvana také u
nadora slinnych Zlaz, ale Zadné intenzivni barveni nebylo doposud u téchto nadorli pozorovano (5).
Zda se, ze mammaglobin je zahrnut v mechanismu bunécné sekrece, neni tedy prekvapenim, Ze jsme

nalezli silnou overexpresi mammaglobinu u vétsiny pfipadd MASC.
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Epitelidlni muciny MUC1 a MUC4 jsou transmembranové, nebo na membranu napojené
glykoproteinové komponenty hlenu. V normalnich slinnych Zlazach jsou MUC1 a MUC4 exprimovany
v exkrecnich Zihanych vyvodech a nékdy také v acinarnich strukturdch (2). MUCL1 se barvi prevazné v
apikalnich ¢astech bunéénych membran, kdezto MUC4 byva cytoplazmaticky pozitivni prevazné v
apikalni a supranuklearni zéné (2). V naSem souboru byla exprese MUC1 a MUC4 pfitomna, kromé
bunécnych membran, také v cytoplazmé neoplastickych bunék a v sekre¢nim materidlu. V expresi
obou mucin( nebyl signifikantni rozdil. Oproti pfedchozim studiim korelujicim vysokou expresi MUC4
s nizkou agresivitou mukoepidermoidniho karcinomu (2) jsme nebyli schopni demonstrovat zadny

prognosticky vyznam exprese MUC1 a MUC4 u MASC.

2.6. Zaveér

Prostudovali jsme pritomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 u souboru konvencnich
salivarnich AciCC (12 ptipadt), prsnich sekrecnich karcinom( (3 pfipady) a u 16 pripadd MASC.
Pfitomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 byla prokdzana u vSech analyzovatelnych
pripadl MASC, kromé jednoho a u Zadného konvencniho salivarniho AciCC. MASC se zjevné lisi
morfologicky od jakychkoliv doposud zndamych nadorld slinnych Zlaz, maji charakteristicky
imunohistochemicky profil a nesou translokaci ETV6-NTRK3, kterd se nevyskytuje u konvenéniho
AciCC. Jsme proto presvédceni, Zze MASC reprezentuji skutecné samostatnou skupinu a mély by byt
klasifikovany oddélené od konvencéniho AciCC.

Vysledky tého studie byly pouZzity k pfipravé publikace pfijaté do tisku v American Journal of
Surgical Pathology (Skalova A., Vanecek T., Sima R., Laco J., Weinreb |., Perez-Ordonez B., Starek I.,
Geierova M., Simpson RHW., Passador-Santos F., Ryska A., Leivo I., Kinkor Z., Michal M. Mammary
analogue secretory carcinoma of salivary glands, containing the ETV6-NTRK3 fusion gene: a hitherto

undescribed salivary gland tumor entity.).
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3. Priloha - Souhrn dalsich publikaci autora dizertacni prace
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3.1. Boudova L, Vanecek T, Sima R, Bouda J, Hes O, Fakan F. Role of p27Kip1 protein in the
cell cycle and its appearance in lymphoid tissues, particularly non-Hodgkin's B-cell
lymphomas. (Review). Cesk Patol. 2003 Jul;39(3):126-9.

Souhrn

Progrese bunécného cyklu zfaze G1 do faze S je fizena cyklin-dependentnimi kinazami (CDK), na

Kipl

které plsobi aktivatory a inhibitory. Protein p27™"" je inhibitorem CDK, ktery ovlada prechod z faze

G1 do faze S. Tento protein vsak zfejmé miZe mit také pozitivni regulacni vliv. V nenddorovych

tkanich a ve vét$iné zkoumanych tumorl je mezi imunohistochemickou pozitivitou p27“°*

a
proliferacnim indexem nepfimo Umérny vztah. Vyjimku z této zavislosti mezi B-lymfomy predstavuji
naptiklad lymfom z plastovych bunék, leukémie z vlasatych bunék a imunoblasticky typ difizniho
velkobunécného B-lymfomu s pozitivitou latentniho membranového proteinu viru Epsteina-Barrové

Kipl

u pacient( s AIDS. Ztrata exprese p27 """ je negativnim prognostickym faktorem u mnoha nadord,

véetné vétsiny B-lymfom.
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3.2. Daum O, Hes O, Vanecek T, Benes Z, Sima R, Zamecnik M, Mukensnabl P, Hadravska S,
Curik R, Michal M. Vanek's tumor (inflammatory fibroid polyp). Report of 18 cases and
comparison with three cases of original Vanek's series. Ann Diagn Pathol. 2003

Dec;7(6):337-47.

Souhrn

Soubor predstavuje osmnact pfipadl Vankova tumoru. Mezi pacienty bylo devét muz(i a devét Zen,
jejichz vék se pohyboval v rozmezi 45 az 93 let (primérny vék 66,2 let). Devét pripadl bylo klinicky
diagnostikovano jako polyp Zaludec¢niho antra, pét jako polyp Zaludku (blize neurceno), jeden polyp
byl lokalizovan v ileu a tfi zbyvajici v tenkém stfevé (blize neuréeno). Velikost byla zndma u tfinacti
polypl. U téchto se nejvétsi rozmér pohyboval od 0,4 do 5 cm (priimér 2,2 cm). Imunohistochemicky
byly afekce pozitivni v prikazu vimentinu (18/18) a antigenu CD34 (15/18). VSechny pfipady
negativni v prikazu CD34 také postradaly koncentrické formace vietenitych bunék okolo Zlazek a cév.
Rozdilny imunofenotyp a absence koncentrickych formaci mlze byt vysvétlena existenci dvou
raznych lézi bézné spolecné oznacovanych jako Vankdv tumor (inflamatorni fibroidni polyp), nebo
hypotézou o rlznych vyvojovych stadiich jedné entity. V diferencidlni diagndze je treba odlisit
zejména eosinofilni gastroenteritidu, gastrointestindlni stromalni tumor, inflamatorni pseudotumor,
hemangioendoteliom a hemangiopericytom. Narozdil od gastrointestinalniho stromdlniho tumoru,
molekuldrné genetické vysetfeni neprokdzalo substituci, deleci ani inserci v exonech 11 a 9 genu c-kit

v Zadném z analyzovanych Vankovych tumord.
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3.3. Michal M, Vanecek T, Sima R, Mukensnabl P, Boudova L, Brouckova M. Primary
capillary hemangioblastoma of peripheral soft tissues. Am J Surg Pathol. 2004

Jul;28(7):962-6.

Souhrn

V této praci je prezentovan ptipad kapildarniho hemangioblastomu lokalizovaného v periferni mékké
tkani vnitfniho kotniku u 74 leté Zeny. Nador byl neopouzdieny, ale ostfe ohraniceny, velikosti 2,5
cm, barvy Zlutobilé, s vyskytem cervenohnédych skvrn a malych cyst (velikosti do 2 mm) vyplnénych
krvi. Makroskopicky nebyl nddor napojen na Zadny z perifernich nervi. Zndmky von Hippel-Lindauovy
choroby byly vylouéeny dtkladnym klinickym vy$etienim. Zadny dalsi tumor, ani erytrocytéza nebyly
u pacientky nalezeny. Imunohistochemicky reagovaly stromadlni buriky nadoru silné s protilatkami
proti proteinu S-100, NSE a calponinu a byly negativni s protildtkami proti GFAP, CD34, CD31,
cytokeratinlim, aktinu, desminu, EMA a HMB-45. Endotel kapilar reagoval pozitivné s protilatkami
proti CD31, CD34 a Faktoru VIII. Kapildrni pericyty byly aktin pozitivni. VSechny burnky nadoru se
barvily pozitivné protilatkou proti vimentinu. Protilatka proti MIB1 reagovala pouze v malém poctu
bunék (<1%). Ultrastrukturalné obsahovaly stromalni buriky prihlednou cytoplazmu s lipidovymi
kapénkami, v malém mnoistvi drsné endoplazmatické retikulum a glykogenové partikule. Zadné
elektron-denzni struktury charakteristické pro sekrecni granula nebyly ve stromalnich bunkach

pozorovany. Nebyly nalezeny mutace kddujicich oblasti genu VHL.
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3.4. Daum O, Vanecek T, Sima R, Curik R, Zamecnik M, Yamanaka S, Mukensnabl P, Benes
Z, Michal M. Reactive nodular fibrous pseudotumors of the gastrointestinal tract: report of

8 cases. Int J Surg Pathol. 2004 Oct;12(4):365-74.

Souhrn

Studie prezentuje osm prfipadl reaktivhiho noduldrniho  fibrézniho  pseudotumoru
gastrointestinalniho traktu. Soubor pacientl byl tvoren Sesti muzi a dvéma Zenami, vékové rozmezi
bylo 1 - 68 let (priimérny vék 41,5 roku). Pét lézi bylo lokalizovano v tlustém strevé. Z téchto byly dvé
v sigmatu, jedna v céku, jedna v appendixu a u jedné nebyla lokalizace v tlustém stfevé blize
specifikovdna. Zbyvajici tfi pfipady postihovaly tenké stfevo. Nejvétsi rozmeér téchto tumoriformnich
utvard se pohyboval v rozmezi 3 az 10 cm (primér 6,2 cm). Histologicky byly afekce tvoreny
hvézdicovitymi nebo vietenitymi burikami pfipominajicimi fibroblasty v nepravidelném usporadani
nebo tvoficimi kratké svazky, uloZenymi ve stromatu bohatym na kolagen, s fidce disperznimi
mononukledrnimi zanétlivymi elementy ¢asto tvoticimi lymfoidni folikly. Imunohistochemicky byly
vietenité a hvézdicovité bunky pozitivni v prikazu vimentinu (7/7), hladkosvalového aktinu (8/8),
aktinu specifického pro svalovinu (5/7), cytokeratind protilatkou AE1/AE3 (6/7) a CAM 5.2 (1/7), a
antigenu CD68 (1/7). Zadny pripad (0/8) nereagoval s protildtkou proti antigenu CD117 (c-kit).
Narozdil od gastrointestindlniho stromalniho tumoru také molekuldrné genetické vysetieni
neprokazalo substituci, deleci ani inserci v exonech 11 a 9 genu c-kit v Zddném z analyzovanych
reaktivnich noduldrnich fibréznich pseudotumor(. Elektronmikroskopické vysetfeni vietenitych
bunék prokazalo ultrastrukturalni znaky myofibroblastl. Vzhledem k vySe uvedenym vysledkiim
histologického, imunohistochemického a elektronmikroskopického vysetteni, zvlasté vzhledem k
imunoexpresi cytokeratini o nizké molekularni hmotnosti, predpokladame, Ze jde o proliferaci of

multipotentnich subserdznich bunék spiSe nez béznych myofibroblast( ¢i fibroblastd.
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3.5. Kazakov DV, Pitha J, Sima R, Vanecek T, Shelekhova K, Mukensnabl P, Michal M.
Hybrid peripheral nerve sheath tumors: Schwannoma-perineurioma and neurofibroma-
perineurioma. A report of three cases in extradigital locations. Ann Diagn Pathol. 2005

Feb;9(1):16-23.

Souhrn

Publikace prezentuje tfi pripady podkoZnich nadora s hybridnimi rysy schwannomu a perineuriomu
(1 pripad) a neurofibromu a perineuriomu (2 pripady), které se vyskytly u dvou Zen ve véku 50 a 52
let a jednoho muZe ve véku 52 let. Nadory byly lokalizovany v oblasti lopatky, v k(Zi prsu a v oblasti
kolena. Velikost nadord byla 1,5, 4 a 5 cm. Zadny z pacientl nejevil zndmky neurofibromatdzy.
Vsechny nadory byly operativné odstranény a pacienti setrvavali bez pfiznak( choroby po dobu 1-4
let. Klasifikace lézi do kategorii schwannom-perineuriom a neurofibrom-perineuriom spocivala na
histopatologickych a imunohistochemickych ndlezech. Ultrastrukturdlni studie byla provedena u
jednoho pfipadu neurofibromu-perineuriomu. VSechny pfipady byly testovany na pritomnost mutaci
genu NF-2. U jednoho pfipadu (neurofibrom-perineuriom) byla nalezena bodovad mutace v exonu 15

genu NF-2.
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3.6. Kazakov DV, Hes O, Hora M, Sima R, Michal M. Primary intranodal cellular
angiolipoma. Int J Surg Pathol. 2005 Jan;13(1):99-101.

Souhrn

Angiolipom je vzacny benigni nador mékkych tkani, ktery se nejcastéji vyskytuje u mladych muzd ve
formé& mnohocetnych, malych, podkozZnich citlivych aZ bolestivych nodull, pfednostné se
vyskytujicich na predlokti. Predkladame pfipad angiolipomu, ktery byl nalezen u 67 letého muze
s adenokarcinomem prostaty, ktery podstoupil radikalni retropubickou prostatektomii s indikovanou
pelvickou lymfadenektomii. Byla odstranéna prostata a 3 lymfatické uzliny lokalizované ve fossa
obturatoria. Makroskopicky byla odhalena na fezu jedné zuzlin 85 mm velkd, vejCita, ostfe
ohrani¢ena, nezapouzdrend, Sedd léze podezield jako metastdaza adenokarcinomu. Mikroskopicky
byla majoritni ¢ast lymfatické uzliny nahrazena zralou metaplastickou tukovou tkdni. Angiolipom byl
dobfe ohrani¢eny, nezapouzdieny, sklddal se zmnoha malych cév lemovanych monomorfnimi,
plochymi, nebo vretenitymi endotelidinimi bunfkami. Mnoho cév bylo vyplnéno fibrinovymi
srazeninami. Vyskytovalo se zde malé mnoiZstvi zralych adipocytl. Misty byly pozorovany oblasti se
zvySenym poctem bunék a naznacenym solidnim rlstem endotelidlnich bunék. Je znamo, Ze
lymfatické uzliny mohou byt vzacné primarnim mistem vzniku fady nadoru, které se obvykle vyskytuji
v jinych orgdnech. Znalost téchto nadora je dllezitd proto, aby nebyly mylné interpretovany jako
metastatické |éze. Mezi nejCastéji nalézané priklady patfi pigmentované névy, palisadujici
myofibroblastom, rlizné benigni epitelidlni inkluze, serdzni cystické tumory s hraniéni malignitou a
hyperplastické mezothelidlni inkluze. V tomto sdéleni prezentujeme, Ze angiolipom je dalsi neoplazii,
jejiz primarni vyskyt v lymfatické uzliné by nemél byt nespravné interpretovan jako metastaticky

tumor, nebo maligni vaskularni tumor.
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3.7. Hes O, Benakova K, Vanecek T, Sima R, Michal M. Clear cell type of renal cell
carcinoma with numerous hyaline globules: a diagnostic pitfall. Pathol Int. 2005

Mar;55(3):150-4.

Souhrn

Publikace predstavuje jedinecny a nikdy v minulosti publikovany pfiklad svétlobunécéného renalniho
karcinomu (CRCC) nalezeného mezi 9000 primarnimi nadory ledvin. Nador obsahoval v cytoplazmé
takovou hustotu hyalinnich ¢astic, Ze zcela zastinily morfologii neoplastickych bunék. Vysledny zjev
nadoru byl zcela zavadéjici a odlisSny od konvencéniho RCC. Hyalinni ¢astice byly v prGméru velké 7-30
um. Byly sklovité a v barveni hematoxylinem eosinem mély svétlé, az lehce eosinofilni zbarveni.
Hyalinni Castice se pozitivné barvily v PAS reakci a negativné stfibrem a Haleho koloidnim Zelezem.
Imunohistochemicky byly negativni s protildtkami proti antigenu Mycobacterium bovis.
Ultrastrukturdlné byly hyalinni ¢astice tvofeny amorfni hmotou hvézdicovitého tvaru. Hyalinni ¢astice
byly lokalizovany vdrsném endoplazmatickém retikulu. Molekuldarné geneticky byla v nddoru
nalezena posunova mutace v distalni ¢asti exonu 3 genu VHL zplsobujici elongaci VHL proteinu.

Tento nalez podporuje diagnézu CRCC.
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3.8. Daum O, Klecka J, Ferda J, Treska V, Vanecek T, Sima R, Mukensnabl P, Michal M.
Gastrointestinal stromal tumor of the pancreas: case report with documentation of KIT

gene mutation. Virchows Arch. 2005 Apr;446(4):470-2.

Souhrn

Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) je nejcastéjsSi mesenchymalni nador travici trubice.
PfestoZze byva vzacnéji popisovan i v nékterych extragastrointestindlnich lokalizacich, jako ve
Zluéniku, mocovém méchyfi, omentu a mesenteriu, az do konce roku 2003 nebyl popsdn molekuldrné
geneticky prokazany GIST pankreatu. Tato kazuistika popisuje pripad (extra)gastrointestinalniho
stromalniho tumoru, tedy (E)GISTu hlavy pankreatu u 70-leté Zeny. Nador byl dobfe ohraniceny,
pruzny, bily, s centralni dutinou. Nejvétsi rozmér tumoru byl 5 cm. Histologicky byl tvorfen predevsim
vietenitymi burikami s relativné cetnymi perinukledrnimi vakuolami. Skeinoidni vldkna byla dobre
patrna. V centrdlni ¢asti nddoru byla pfitomna perivaskularni hyalinizace, myxoidni zmény, loZiska
nekrdzy a cystické degenerace. Mitoticky index byl 2 mitdzy/50 zornych poli velkého zvétSeni (HPF).
Nadorové bunky vykazovaly imunoexpresi vimentinu, KIT proteinu a hladkosvalového aktinu.
Molekularné genetické vysetfeni tumoru prokazalo deleci 6 bazi v exonu 11 genu c-kit. Podle naseho
presvédceni zaloZzeného na vyhleddvani literatury v elektronickych databdzich je toto prvni pfipad
adekvatné (imunohistochemicky a molekuldrné geneticky) diagnostikovaného GISTu klinicky se

prezentujiciho jako tumor pankreatu.
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3.9. Daum 0., Sima R., Mukensnabl P., Vanecek T., Brouckova M., Michal M.: Pigmented
Solid-Pseudopapillary Neoplasm of the Pancreas. Pathol Int. 2005 May;55(5):280-4.

Souhrn

Publikace predstavuje doposud nezndmou variantu solidni pseudopapilarni neoplazie pankreatu.
Nador se vyskytoval v hlavé pankreatu 57 leté Zeny. Jednalo se o dobfe ohraniceny, zapouzdieny
Gtvar méfici v prméru 27 mm. Barva byla rliznoroda, od Zluté po hnédou, na fezu mél povrch sedou
barvu. Histologicky byla neoplazie tvofena uniformnimi, mnohosténnymi bunkami usporadanymi
okolo jemnych fibrovaskularnich jader, které si uchovavaly sv(j solidni charakter na periferii, kdezto
centralni ¢asti nadoru byly charakterizovany vyskytem papil a mensich pseudocyst. Nebyla
detekovana ani mitotickd aktivita, ani invazivni rdst. Nadorové bunky byly imunohistochemicky
pozitivni s protildtkami proti vimentinu, neuron-specifické endoldze a CD56 a negativni v reakci
s protilatkami proti ostatnim neuroendokrinnim marker(im, cytokeratinlm, melanocytickym
markerlim a pankreatické amyldze. Kromé téchto typickych nalezli byly nalezeny intracelularni
pigmentové granule v tmavé hnédych ¢astech nadoru. Tyto granule se pozitivné barvily v PAS reakci
po natraveni diastazou, sudan black B a ve Schmorlové barvivu. Oproti tomu se nebarvily v reakcich
dle Fontana-Masson, Ziehl-Neelsen a Perls. Pigment se ultrastrukturdlné skladal z denznich granul
s lipidovymi kapénkami, pfipominajicich modifikované lysozomy. Tyto vysledky vylucuji moZnost

melanogenniho plvodu pigmentu, misto toho jej determinuji jako lipofuchsin.
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3.10. Hes O, Vanecek T, Sima R, Hora M, Velickinova H, Grossmann P, Kovar J, Michal M.
Tumorous diseases in patients with the testicular feminization syndrome ("androgen

insensitivity" syndrome) - description of two cases. Ceska Gynekol. 2005 Mar;70(2):113-7.

Souhrn

Cil studie: Popis nadorQ, které se vyskytly u dvou pripad testikularni feminizace.

Typ studie: Kazuistika.

Nazev a sidlo pracovisté: Oddéleni specialni diagnostiky SPAU, FN Plzef.

Predmét a metoda studie: Ze ¢tyf pripad( syndromu testikularni feminizace v nasem registru byly
vybrany dva. , Pacientky” byly staré 45, respektive 84 let. Resekovany materidl byl rutinné zpracovan,
barven hematoxylinem a eosinem a ddle inhibinem, cytokeratinem 20, placentarni alkalickou
fosfatazou, CD 99, Melanem A a hCG. U obou pacient(l byly nalezeny adenomy ze Sertoliho bunék.
Starsi pacient mél navic neklasifikovatelny sex cord tumor blizky nadoru z Leydigovych bunék. Pocet
pohlavnich chromozéma byl stanoven pomoci FISH.

Zavér: Pacienti se syndromem testikularni feminizace jsou ¢asto postizeni jak benignimi tak malignimi
nadory v nesestouplych varlatech. Popisujeme dva benigni adenomy ze Sertoliho bunék a jeden sex
cord tumor nejasného biologického chovani. U pacientl s timto syndromem by méla byt odstranéna

varlata po puberté s naslednou estrogenni terapii.
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3.11. Kazakov DV, Sima R, Michal M. Hemosiderotic fibrohistiocytic lipomatous lesion:

clinical correlation with venous stasis. Virchows Arch. 2005 Jul;447(1):103-6.

Souhrn

Hemosideroticka fibrohistiocytarni lipomatdzni léze (HFLL) je nedavno navrzena lipomatdzni
jednotka. Plivodné se predpokladalo, Ze HFLL je benigni reaktivni |éze vznikajici jako nasledek
drivéjSiho traumatu. V tomto ¢lanku predklddame dvé pacientky s HFLL, které také trpéli chronickou
Zilni nedostatecnosti zplUsobenou varikdzou hlubokych Zil dolnich koncetin. Obé pacientky byly Zeny
stfedniho véku se solitarnimi, Spatné ohrani¢enymi podkoznimi Iézemi na dolnich koncetinach.
Histopatologické vysetreni odhalilo typické znaky HFLL. Myslime si, Ze klinické znaky jako pokrocily
vék, Zenské pohlavi a specifickd lokace |ézi spole¢né s charakteristickymi histopatologickymi znaky
umoznuji predpokladat, Ze narusena krevni cirkulace (tedy méstnani krve) je zahrnuta v patogenezi
HFLL. Predpokladame, Ze proliferace vietenitych fibroblastickych a myofibroblastickych bunék a
kapilar, extravazace erytrocytll a ukldadani hemosiderinu v lipomatdzni tkani HFLL muze
reprezentovat pfehnanou odpovéd tkané na méstnani krve, pfi kterém zvyseny Zilni a kapilarni tlak,
sniZzena saturace kyslikem a otok stimuluje proliferaci vyse zminénych elementi a vede k extravazaci
erytrocytl. Podobny histopatologicky nalez je pozorovan u akroangiodermatitidy Mali a u vaskularni
transformace sinusli lymfatickych uzlin. Tato onemocnéni jsou také asociovdna s nedostatecnou

cirkulaci krve.
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3.12. Kazakov DV., Vanecek T., Sima R., Kutzner H., Michal M. Dendritic cell neurofibroma
with pseudorosettes lacks mutations in exons 1-15 of the neurofibromatosis type 2 gene.

Am J Dermatopathol. 2005 Aug;27(4):286-9.

Souhrn

Neurofibrom z dendritickych bunék s pseudorozetami (DCNWPR) je neddvno navriena varianta
neurofibromu s charakteristickym mikroskopickym vzezfenim pseudorozet, které jsou formovany
z malych, tmavych, lymfocytim podobnych bunék (Type | cells) usporddanych soustfedné kolem
vétsSich bunék se svétle se barvicimi vesikularnimi jddry a objemnou, slabé eosinofilni cytoplasmou
(Type Il cells). Zda se, ze DCNWPR neni asociovan s neurofibromatdzou, presto byl popsan jeden
pacient s DCNWPR u kterého se predpokladalo, Ze trpi formou neurofibromatdzy, protoze u ného
byly nalezeny mnohocetné koini léze, z nichz dvé byly DCNWPR (jak bylo potvrzeno histologicky).
Cilem této studie bylo zjisténi, zda je, ¢i neni u pacientd s DCNWPR mutovan gen NF-2. Sedm
histologicky potvrzenych ptipadll DCNWPR u kterych bylo dostupné dostate¢né mnozstvi archivniho,
v parafinu zalitého materialu, bylo vybrano do této studie. T¥i ptipady (vCetné intraneurdlni léze byly
publikovany jiz dfive) a Ctyfi pfipady byly identifikovany nové. Soubor tvofili tfi Zeny a Ctyfi muZi ve
véku od 30 do 61 let (median 48 let). U vSech pacientl byla objevena mal3 solitarni |1éze, ktera byla
klinicky diagnostikovana jako fibrom, nebo neurofiborom a Zadny zpacientd nejevil znamky
neurofibromatdzy. Follow up byl zndm u Sesti pacientl (v rozmezi 1-5 let, median 2,5 roku) a byl ve
vSech pfipadech bez komplikaci. VSechny léze mikroskopicky naplfiovaly kritéria DCNWPR. Exony 1-
15 genu NF-2 byly amplifikovany pomoci PCR za poufZiti dfive publikovanych primer(. Amplifikované
fragmenty byly precistény a osekvenovany. Ziskané sekvence byly pocitacové zpracovany a
porovnany sdaty vdatabdzi GenBank. Nebyla nalezena Zadnd mutace ani ujednoho z péti
analyzovanych vzorkd, ze kterych bylo moZné ziskat pouzitelnou DNA. Zda se, Ze DCNWPR nenese
Zadné mutace v exonech 1-15 genu NF-2. Z divodu relativné malého poctu prostudovanych ptipadu

je predcasné vyvozovat zavér, Zze mutace genu NF-2 neni zahrnuta v DCNWPR.
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3.13. Boudova L., Kazakov DV., Sima R., Vanecek T., Torlakovic E., Lamovec J., Kutzner H.,
Szepe P., Plank L., Bouda J., Hes O., Mukensnabl P., Michal M. : Cutaneous lymphoid
hyperplasia and other lymphoid infiltrates of the breast nipple: a retrospective

clinicopathologic study of 56 patients. Am J Dermatopathol. 2005 Oct;27(5):375-86.

Souhrn

Tato studie charakterizuje klinickopatologické spektrum lymfoproliferaci v oblasti prsni bradavky
a/nebo areoly. Byly analyzovidny morfologické, imunohistochemické, molekuldrné genetické a
klinické znaky 58 vzorkll od 56 pacientl. Byly rediagnostikovany jako kozni lymfoidni hyperplazie
(CLH, n=44), ostatni benigni lymfoidni infiltraty (OBLI, n=8), periferni T-lymfom, blize nespecifikovany
(n=1), ptipady s prekryvajicimi se vlastnostmi CLH a B-lymfomu (n=3), jeden znich se skladal
z vietenitych bunék. CLH infiltrdty byly denzni, slozené prevainé z B-bunék formujicich folikuly
s germinalnimi centry. CLH nesly Casto znaky, které simulovaly malignitu, jako napfiklad splyvani
zarodecénych center, ztrata polarizace germinalniho centra, absence plastovych zén, ,smazany”
infiltrat, lymfoidni bunky Sitici se do kolagenu (Casto jako Indian files), hladké svaloviny, cévnich stén
a nervovych pochev. Pouze dvé CLH recidivovaly, nicméné vsichni pacienti jsou nyni bez pfiznakd
nemoci (primérny follow up je 62 mésicl). Za pouziti PCR reakce byla detekovana monoklonalni
prestavba genu pro tézky retézec imunoglobulinu u péti a monoklondlni prestavba genu pro TCR
gamma receptor u dvou CLH, ale vsichni tito pacienti jsou nyni rovnéz v pofadku. Pomoci PCR a/nebo
serologie byla detekovdna u 47% pripad( pfitomnost Borrelia burgdorferi. Jeden z téchto pfipad byl
monoklonalni. Z nasich vysledkl vyvozujeme, Ze CLH je nejcastéjsi lymfoproliferaci prsni bradavky,

vzacné rozpoznanou klinicky a ¢asto mylné histologicky diagnostikovanou jako lymfom.
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3.14. Daum O., Vanécek T., Sima R., Michal M. (2006): Gastrointestinalni stromalni tumor:

soucasny pohled. Klinicka onkologie 19, 203-11.

Souhrn

Gastrointestindlni stromalni tumor je nejc¢astéjsi mesenchymalni nador traviciho traktu. V soucasné
dobé je definovany jako nador tvofeny vietenitymi a/nebo epiteloidnimi burikami, jejichZz fenotyp
odpovida diferenciaci v Cajalovy interstitidlni burky. Vétsinou jsou tyto nddorové burky pozitivni
v imunohistochemickém prikazu KIT proteinu a u témér vsech téchto tumord lze prokazat mutaci
genu c-kit nebo PDGFRA kédujici transmembranové proteiny zarazené do lll. tfidy receptorovych
tyrosinkindz. Nejcastéji se gastrointestindlni stromadlni tumor vyskytuje v zaludku, méné casto
v ostatnich ¢astech travici trubice, vzacné i v extragastrointestindlni lokalizaci, a to v mesenteriu,
omentu, retroperitoneu, Zluéniku, mo¢ovém méchyfi, pankreatu a ve vaginé. Ve vétsiné pripadu je
mozna pomeérné spolehlivd diagndza z konvencniho barveni hematoxylinem a eosinem ve svételné
mikroskopii. Pomocnymi diagnostickymi metodami je imunohistochemicky prikaz KIT proteinu
(CD117) a prlikaz mutace genu c-kit nebo PDGFRA. Negativita téchto vysetfeni vSak diagndzu
nevylucuje. Kazdy gastrointestinadlni stromalni tumor je tfeba povaZovat za potencialné maligni.
Riziko agresivniho chovani se vsoucasné dobé stanovuje na zdkladé mitotického indexu a
maximalniho rozméru nadoru. Mutacni analyza umoznuje predikovat odpovéd tumoru na terapii

imatinib mesylatem.
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3.15. Kazakov DV, Bisceglia M, Sima R, Michal M. Adenosis tumor of anogenital mammary-
like glands: a case report and demonstration of clonality by HUMARA assay. J Cutan

Pathol. 2006 Jan;33(1):43-6.

Souhrn

V patologii prsu je nodularni adendza (adenosis tumor) definovana jako klinicky rozpoznatelna léze,
ktera histologicky predstavuje prevainé adendzu, ale rovnéZ muizZe vykazovat rGzné kombinace
rozlicnych epitelidlnich zmén pozorovanych u ostatnich benignich onemocnéni prsu. Popisujeme |ézi,
ktera se vyskytla v anogenitdini oblasti 46 leté Zeny a zfejmé vznikla v anogenitalni zlaze a podle
naseho nazoru je nejlépe klasifikovatelnd jako noduldrni adendza. Biopsie odhalila dobfe
ohranicenou, nezapouzdienou lézi obklopenou zhusténou fibrézni tkani, ktera tvofila pseudokapsulu.
Vtumoru bylo moZné rozpoznat nékolik rdznych histologickych zmén: zmény pfipominajici
sklerozujici adendzu; rlizné velké mikrocysty, nékteré mély ojedinélé, kratké, papilarni struktury
s epitelidInimi  rysy pfipominajicimi duktalni hyperplazii; oblasti sapokrinni metaplazii a
svétlobunécné epitelidlni zmény pfipominajici mucindzni metaplazii. V mnoha Ilumen byla
pozorovana sekrece. Néktera lumen byla vyplnéna pénitymi makrofagy. Byly zde také fokalni
svétlobunécné zmény myoepitelidlnich bunék. Ve stromatu byla mald hustota bunék, stroma bylo
v nékterych mistech sklerézni a slozené z myofibroblastl, vjinych mistech bylo myxoidni.
Myoepitelidlni buriky se barvily vreakci s protilatkami proti calponinu, aktinGm a p53. Burky
v oblastech s oxyfilni (apokrinni) metaplazii se barvily s protildtkami proti mitochondridlnimu
antigenu a Bcl-2. Protilatky proti progesteronovému a estrogenovému receptoru barvily pfiblizné 50
a 20% epitelidlnich bunék. Analyza lokusu HUMARA odhalila monoklonaini plvod léze. Zd3 se, Ze
oznaceni nasi léze jako noduldrni adendza je opravnéné, protoze ndas pfipad nese radu znakl
identickych tém, které jsou pozorovany u rGznych benignich onemocnéni prsu. Tato kozni perianalni

Iéze je mikroskopicky nerozliSitelna od svého prsniho analogu.
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3.16. Kinkor Z, Sima R, Skalova A, Boudova L, Pekova S, Dvorakova D, Dedic K, Kracik M,
Janousek M, Michal M. Isolated lymphadenopathy as the first presentation of systemic

mastocytosis--description of two cases Cesk Patol. 2006 Jan;42(1):34-8.

Souhrn

Popisovany jsou dva ptipady systémové mastocytézy u 46 leté a 63 leté Zeny, kdy byla prvné
stanovena spravna diagndza na zakladé morfologie v ndhodné zjisténé izolované kréni, resp.
nitrobfisni lymfadenopatii. U obou nemocnych chybély vokamziku histologické diagndzy
charakteristické kozni projevy i typické ,, mediatorové” symptomy. V jednom ptipadé slo o indolentni
typ systémové mastocytézy bez prokdzané genetické alterace, druhy pfipad byl uzaviran jako
agresivni systémova mastocytdza s eozinofilii se zjiSténou bodovou mutaci Asp816Val c-kit genu a
prekvapivé dobrou odpovédi na terapii Gleevecem. Rozebirdana je jak morfologicka diferencialni
diagndza mastocytdzy v lymfatické uzling, tak nové poznatky v molekuldrni biologii téchto proliferaci,
které maji vedle osvétleni rozdilné geneze systémovych mastocytdz predevsim zdsadni prognostické

a terapeutické implikace.
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3.17. Michal M, Vanecek T, Sima R, Mukensnabl P, Hes O, Kazakov DV, Matoska J, Zuntova
A, Dvorak V, Talerman A. Mixed germ cell sex cord-stromal tumors of the testis and ovary.
Morphological, immunohistochemical, and molecular genetic study of seven cases.

Virchows Arch. 2006 May;448(5):612-22.

Souhrn

Prezentujeme morfologické, imunohistochemické a molekuldarné genetické vlastnosti tfi pripadu
testikularnich a tfi pfipadl ovaridlnich MGSCT (mixed germ cell sex cord—stromal tumors). Zarodecné
bunky testikuldrnich MGSCT se morfologicky odliSovaly od bunék u klasickych seminom( absenci
typickych kulovitych jader. Oproti jadrdm u klasickych seminom byla jejich velikost u testikularnich
MGSCT mensi a jadérka byla nepatrnda, cytoplazma byla PAS negativni. Velikostni variabilita jader
zarodecnych bunék u testikularniho MGSCT byla naopak vice podobna tém, které lze pozorovat u
zarodecénych bunék spermatocytickych seminom(. Zarodecné buriky MGSCT u jednoho pfipadu
vykazovaly imunohistochemickou paranuklearni pozitivitu s protildtkami proti AE1-AE3 pripominajici
tecky, nebo carky. VSechny tfi testikularni MGSCT reagovaly negativné se zbyvajicimi protilatkami,
véetné placentalni alkalické fosfatazy (PLAP), OCT4 a C-KIT proteinu. Ovaridlni MGSCT se v nasem
souboru odliSovaly od testikularnich lézi jak v komponenté zarodeénych bunék, tak v sex-cord
komponenté. Zarodecné bunky mély u vsech ¢tyf ovaridlnich pfipadd cytomorfologické a
imunohistochemické znaky identické s klasickymi seminomy/dysgerminomy. Vyznacovaly se
typickymi kulovitymi jadry, kterd byla mnohem vice blasticka, s vétSim poctem mitdz v porovnani
s testikularnimi nadory v nasi sérii. Imunohistochemicky byly buriky PLAP (4/4), OCT (4/4) a C-KIT
protein (3/4) pozitivni. Cytoplazma zarodecnych bunék u ovaridlnich neoplazii obsahovala PAS
pozitivni glykogen. U zarodecnych bunék jednoho ovaridlniho MGSCT byla prokazana amplifikace
12p. U vsech ostatnich zarodecnych bunék tato amplifikace nebyla prokdzana. U zadného z péti
Uspésné analyzovanych pfipadl nebyla prokdzana mutace v Zadném z vysetfovanych exonl (véetné

exon-intronovych spojll) gent c-kit a PDGFRa.
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3.18. Kralickova M, Sima R, Vanecek T, Sima P, Rokyta Z, Ulcova-Gallova Z, Sucha R, Uher P,
Hes O. Leukemia inhibitory factor gene mutations in the population of infertile women are
not restricted to nulligravid patients. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2006 2006
Aug;127(2):231-5

Souhrn

LIF (leukemia inhibitory factor) je jednim zklicovych cytokinli zahrnutych v regulaci implantace
embrya. Zkoumali jsme prevalenci mutaci genu LIF v populaci neplodnych Zen, ktera se skladala
z nuligravidnich a sekundarné neplodnych pacientek. Ke screeningu mutaci genu LIF jsme vyvinuli
testovaci metodu zaloZenou na teplotni gradientové gelové elektroforéze (TGGE). Soubor
testovanych pacientek tvofilo 176 neplodnych Zen rozdélenych do skupiny A reprezentujici 147
nuligravidnich Zen a skupiny B predstavujici 29 Zen se sekundarni neplodnosti u kterych byl
v minulosti zaznamenan potrat, nebo ektopické téhotenstvi, ale ne Uspésny porod. Kontrolni
populace byla tvorena skupinou 75 zdravych, plodnych Zen. Skupiny plodnych kontrol a neplodnych
pacientek byly porovnany pomoci t-testu za Gcelem zjisténi statisticky signifikantnich rozdil(. Bylo
nalezeno Sest pacientek s potencidlné funkénich mutaci genu LIF. Jednalo se o transici G3400A, kterd
vedla k zaméné valinu za methionin v pozici 64 (V64M), tj. v oblasti tzv. AB smycky. VSechny ze Sesti
mutovanych Zen byly neplodné. Ctyfi z nich byly nuligravidni a dvé v minulosti spontanné otéhotnély
a nasledné predcasné potratily. Zddné mutace nebyly odhaleny v kontrolni skuping, co? znamena, e
frekvence funkéné relevantnich mutaci genu LIF je signifikantné vyssi u neplodnych Zen v porovnani
s kontrolni skupinou (P<0,05, t-test). Nase vysledky podporuji myslenku, Ze mutace genu LIF ovliviuji
fertilitu. PfestoZe se nevyskytuji pfilis casto, jejich vliv na molekularni déje v prlbéhu casnych fazi

téhotenstvi by mél byt dale objasnén.
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3.19. Skalova A, Gnepp DR, Simpson RH, Lewis JE, Janssen D, Sima R, Vanecek T, Di Palma
S, Michal M. Clonal nature of sclerosing polycystic adenosis of salivary glands
demonstrated by using the polymorphism of the human androgen receptor (HUMARA)
locus as a marker. Am J Surg Pathol. 2006 Aug;30(8):939-44.

Souhrn

Sklerozujici polycysticka adendza (SPA) je nedavno popsana vzazna léze slinnych Zlaz, ktera pripomina
epitelidlni proliferativni |éze prsu. Skutecna povaha lézi je neznama, ale doposud se obecné
predpoklddalo, Ze reprezentuje pseudoneoplasticky, sklerozujici a zanétlivy proces, prestoZe se asi u
tretiny pripadl objevily lokdlni recidivy. U SPA byly popsany rGzné displastické zmény v rozsahu od
nizce maligni dysplazie po in-situ karcinom. Ackoliv nebyla dokumentovdna smrt pacientd
v souvislosti s timto onemocnénim, nebo jeho metastazami, klinické a histopatologické vlastnosti lézi
napovidaji, Ze SPA muZe reprezentovat neoplastickou lézi. Polymorfismus lokusu HUMARA je
nejc¢astéji pouzivan ke zjistovani, zda je vysledek inaktivace chromozému X nahodny nebo ne, ¢ehoz
Ize vyuzit kindikaci klonality. V této studii byla analyza lokusu HUMARA pouZita k vysetfeni 12
pripadQ SPA. Tri pripady (muzi) byly neinformativni a tfi pripady (Zeny) nebylo moziné vysetfit
z dlvodu nizké kvality DNA. Zbyvajicich Sest pfipad( bylo monoklonalnich. Tyto vysledky podporuji

skutecnost, Ze SPA je skutec¢nou neoplazii a nejen reaktivnim procesem.
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3.20. Boudova L, Kazakov DV, Jindra P, Sima R, Vanecek T, Kuntscher V, Vera V, Bouda J,
Michal M. Primary cutaneous histiocyte and neutrophil-rich CD30+ and CD56+ anaplastic
large-cell ymphoma with prominent angioinvasion and nerve involvement in the forehead

and scalp of an immunocompetent woman. J Cutan Pathol. 2006 Aug;33(8):584-9.

Souhrn

Kozni lymfomy koexprimujici CD56 a CD30 jsou velice vzacné. Nesou prekryvajici se
klinickopatologické znaky natural killer — (NK)/T bunéénych lymfom( a anaplastickych
velkobunéénych lymfomG (ALCL), dvou jednotek svelice rozdilnym klinickym chovanim.
Prezentujeme pfipad imunokompetentni, 57 leté béloSské Zeny srapidné rostoucim,
angiodestruktivnim a neuroinvazivnim primarnim koZnim ALCL (PCALCL). Neoplastickd populace
velkych, anaplastickych CD30+ a CD56+ T bunék byla prekryta masivni pfimési histiocytl a neutrofild.
Castecné ulcerovany a hnisajici tumor zasahoval ¢elo a kstici a byl posouzen jako klinické stadium IAE.
Po chemoterapii (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine a prednisone) pacientka dosahla
kompletni remise. Ddle byla pacientce podana vysoce davkovd chemoterapie a byla provedena
autologni transplantace perifernich krevnich kmenovych bunék ke konsolidaci kompletni remise, ve
které pacientka setrvala po dobu 6 let. Toto je prvni popis CD30+ a CD56+ primarniho kozniho
lymfomu s lokalizaci na hlavé. Prezentovany pfipad nese nevsedni kombinaci klinickopatologickych

znak( PCALCL a NK-/T bunééného lymfomu.
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3.21. Kazakov DV, Belousova IE, Sima R, Michal M. Mammary type tubulolobular
carcinoma of the anogenital area: report of a case of a unique tumor presumably

originating in anogenital mammarylike glands. Am J Surg Pathol. 2006 Sep;30(9):1193-6.

Souhrn

V této studii prezentujeme pripad neobvyklého nadoru, ktery se vyskytl v perianalni oblasti 64 leté
zeny. Klinické vysetteni neodhalilo zadny dalsi nador. Léze byla odstranéna a pacientka je nazivu bez
znamek metastdz, nebo recidivy po dobu 5,5 roku po operaci. Neoplazie se histopatologicky skladala
z jednoradych pruhQ uniformnich, kulatych aZ vejcitych bunék promichanych s kulatymi aZz
protahlymi tubuly jevicimi zndmky sekrece na luminalnim okraji. Tubuly byly tvofeny prevainé
jednou vrstvou bunék, ale misty se vyskytoval mnohovrstevny epitel (bez znamek diferenciace
myoepitelidlnich bunék), stejné tak jako jednotlivé kribriformni struktury a intraluminalni mustky.
Trabekularni komponenta celkové lehce dominovala nad tubuldrni komponentou a obé byly
promichané. Misty bylo pozorovdno vagni tercovité usporadani sex cords. Nadorové burky v obou
komponentach reagovaly imunohistochemicky pozitivné s protilatkami proti E-catherinu, 34BE12,
estrogenovym receptorim, progesteronovému receptoru a byly negativni s protilatkami proti
HER2/neu (c-erbB-2). Reakce s protildtkami proti calponinu neodhalila zadné znamky myoepitelidlni
bunécné diferenciace. Véfime, ze prezentovany pripad lze nejlépe klasifikovat jako tubulolobularni

karcinom mammarniho typu a diky lokalizaci pdvodem z anogenitélnich Zlaz.
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3.22. Daum O, Grossmann P, Vanecek T, Sima R, Mukensnabl P, Michal M. Diagnostic
morphological features of PDGFRA-mutated gastrointestinal stromal tumors: molecular
genetic and histologic analysis of 60 cases of gastric gastrointestinal stromal tumors. Ann

Diagn Pathol. 2007 Feb;11(1):27-33.

Souhrn

Byla provedena analyza vztahu morfologickych znak( a pfitomnosti mutaci gent KIT a PDGFRA u 60
gastrointestinalnich stromalnich tumorl (GIST) Zaludku. Soubor zahrnoval nadory pochazejici od 27
muzl a 33 Zen, pramérny vék byl 63,8 let (rozmezi 12 az 92 let). Pouze jeden z tumor( pochézel od
divky mladsi 21 let. Mutace KIT genu byly detekovany v 31 pfipadech (51,7%), mutace PDGFRA genu
v 22 pfipadech (36,7%), zatimco 7 tumorud (11,7%) mélo divoké alely KIT a PDGFRA gen(. Korelace
vysledkll mutacni analyzy s histologickymi znaky tumor( prokdazala, Ze pfitomnost epiteloidnich
nadorovych bunék a infiltrace nadoru Zirnymi burikami jsou nejvyznaméjsi znaky mutace PDGFRA
genu. Nadorové rhabdoidni buriky a nddorové vicejaderné buriky, které také néktefi autofi uvadéji
jako typické pro GIST s mutaci PDGFRA genu, se v nasem souboru jevily jako méné specifické
markery, a tumor infiltrujici lymphocyty a myxoidni stroma jako atributy zcela beze vztahu
k mutaénimu profilu GISTu. Zhodnoceni histomorfologie GISTu tak umoZiuje volbu cilenéjsiho
molekularné genetického vysetfeni a tedy i casnéjsSi diagndzu a ucelnéjsi vyuziti financnich

prostredk.

67



3.23. Kazakov DV, Bisceglia M, Spagnolo DV, Kutzner H, Belousova IE, Hes O, Sima R,
Vanecek T, Yang Y, Michal M. Apocrine Mixed Tumors of the Skin With Architectural
and/or Cytologic Atypia: A Retrospective Clinicopathologic Study of 18 Cases. Am J Surg
Pathol. 2007 Jul;31(7):1094-1102.

Souhrn

Prezentujeme soubor 18 atypickych, apokrinnich, smiSenych nadorl klZze charakterizovanych
strukturalnimi a/nebo cytologickymi atypiemi, které ale presto neklasifikuji tyto léze jako karcinomy.
Soubor tvorilo 15 muzid a 3 Zeny, u vSech kromé jednoho se vyskytly solitarni noduly, jejichz velikost
se pohybovala od 4 do 20 mm, jedna Zena méla velky nador o velikosti 12 cm. Nadory byly
lokalizovany prevainé na hlavé, zvlasté na obliceji (13 pfipadl). Dale se vyskytly na dolnich
koncetinach (3 pripady) a v oblasti tfisel (2 pripady). Ve vsech pfipadech byly nddory chirurgicky
odstranény. Klinicky follow up byl k dispozici u 11 pfipad( a jeho délka se pohybovala v rozmezi od 1
do 24 let (pramér 9,6 let, median 5 let). Nebyly zaznamenany Zadné recidivy, ani metastazy. Celkové
mély léze spiSe benigni stavbu, obvykle s dobrym ohrani¢enim, nebyly zde znamky poruseni pouzdra,
ani hypercelularity. Presto zde byla pozorovdna urcitd asymetrie, okraje nadoru byly
charakterizovany nepravidelnym, expandujicim a infiltrujicim rastem. 17 pripadd mikroskopicky
odpovidalo tzv. varianté bohaté na hyalinni bunky. V oblastech hyalinnich bunék se nachdzely
mnohojaderné, atypické, hyperchromatické bunky, které vykazovaly myoepitelidlni imunofenotyp. U
jednoho pripadu byly nalezeny atypické mitotické figury. U jednoho ptipadu se v duktdlni
komponenté vyskytl mirny jaderny pleomorfismus. Nadory byly negativni v reakci s protilatkami proti
p53, véetné bizarnich obfich bunék, které se nebarvily Ki-67. Hyalinni burky ultrastrukturdiné
vykazovaly znaky odpovidajici myoepitelidlni diferenciaci. U 7 pripadd, které byly vySetfeny
imunohistochemicky nebyla prokazana exprese proteinu HER2/neu (c-erbB-2), stejné tak nebyla u 5
testovanych pripadl prokazana amplifikace genu HER2/neu pomoci FISH. Jako kontroly byly pouZity 4
skute¢né maligni smisené tumory, ale ani u nich nebyla prokazana exprese proteinu HER2/neu, ani
amplifikace genu. U jednoho maligniho smiSeného tumoru byla prokdzdna polysomie chromozému
17. Zavérem této studie je, Ze nékteré atypické cytoarchitektonické rysy apokrinnich smisenych

tumord, i kdyzZ je to znepokojujici, neindikuji maligni zménu.
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3.24. Michal M, Kazakov DV, Sima R, Vanecek T. Primitive small cell tumor with epithelial,
gangliocytic, neuroendocrine, and mesenchymal differentiation: report of 2 cases. Int J

Surg Pathol. 2007 Oct;15(4):429-36.

Souhrn

Publikace popisuje dva nadory, které, podle naseho nejlepsiho védomi, nebyly doposud popsany.
Pfevazujicim bunécnym typem byly malé, kulaté az vietenité, tmavé modré buriky. Tmavé modré
buniky tvofily zfetelné epitelidlni pruhy se Zlazovym uspofadanim a shlenem pozitivnim na
mucikarmin. Ddle byla v nddorech pfitomna zfetelna mezenchymalni komponenta. Mezenchymalni
oblasti mély benigni vzhled a mohly by byt pfirovnany k fiboromu. Mély denzni kolagenové stroma,
nebo vietenité burky zasazené v myxoidnim pozadi navozuji podobnost myxomu. DalSim vyraznym
znakem byla diferenciace gangliovych bunék. Mitotické figury, véetné atypickych forem, byly
nalezeny pouze v malobunécné komponenté. Vsechny buriky byly imunohistochemicky negativni
vrekci s protildtkami proti aktinu, calponinu, desminu, HMB45, neurofilamentovému proteinu,
CD99/MIC2, MelanA, tyrozindze, serotoninu, CD56, GFAP a S-100 proteinu. Protilatky proti
cytokeratinu, synaptophysinu, FLI1 proteinu a chromograninu reagovaly pouze v primitivnich,
malych, kulatych bunkach, vSechny ostatni komponenty byly cytokeratin negativni. Pomoci FISH
nebyla prokazana translokace zahrnujici gen EWSR1, ani zisk (gain) chromozomalniho regionu 12p.
Ultrastrukturalné byly mezi burikami patrné dobrfe zformované desmozomy. V cytoplasmé se
nachazela granula. Pro tuto neopldzii navrhujeme ndzev primitivni malobunécny tumor s epitelialni,

gangliocytickou, neuroendokrinni a mezenchymalni diferenciaci.
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3.25. Kralickova M, Sima R, Martinek P, Vanecek T, Ulcova-Gallova Z, Sima P, Krizan J, Kalis
V, Stepan Jr, Stepan J, Rokyta Z, Uher P, Hes O. The leukemia inhibitory factor gene
mutations in the population of infertile women: the heterozygote transition G to A on the
position 3400 does not affect the outcome of the infertility treatment. Ceska Gynekol.

2007 Aug;72(4):293-8.

Souhrn

Cil studie: Leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF) je jednim zkli¢ovych cytokind embryo-maternalniho
molekularniho dialogu, ktery probiha béhem implantace embrya. Nasim cilem bylo zjistit prevalenci
mutaci v genu pro LIF v populaci neplodnych Zen a sledovat jejich vliv na Uspésnost |éCby.

Typ studie: Kohortova studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Gynekologicko-porodnicka klinika LF UK a FN v Plzni.

Metodika a soubor: Vysetfili jsme 399 infertilnich a 202 kontrolnich zdravych plodnych Zen. K analyze
jsme poutzili elektroforézu probihajici v teplotnim gradientu (TGGE) s naslednou sekvenaci vsech
TGGE pozitivnich vzork(. Statistické zhodnoceni rozdilu mezi skupinou neplodnych pacientek a
skupinou fertilnich kontrol bylo provedeno pomaci Fisherova exaktniho testu pro ctyfpolni tabulky.
Vysledky: Ve skupiné neplodnych Zen byla u 12 z nich detekovana potenciondlné funkéni mutace
v genu pro LIF, bodovd zdména G za A na pozici 3400. Tato mutace vede k vyméné valinu za
methionin v 64. kodénu (V64M). V kontrolni skupiné zdravych plodnych Zen nebyla Zadnd mutace
nalezena, coZ znamena, ze vyskyt mutaci v genu pro LIF je signifikantné zvySen v populaci neplodnych
v porovnani s kontrolni skupinou (P = 0.01, FisherQv exaktni test pro ¢tyfpolni tabulky). Sedm z téchto
Zen po |é¢bé otéhotnélo.

Zavér: Vysledky prokazuji, Ze mutace v genu pro LIF na pozici 3400 snizuje plodnost, ale jeji vyskyt
neznamend, Ze Zena nebude moci byt Uspésné lécena pomoci béznych metod Ié¢by neplodnosti.
Ackoliv se mutace vgenu pro LIF vyskytuji vzacné, jejich vliv na molekularni pochody béhem

implantace a ¢asné embryogeneze by mél byt objasnén.
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3.26. Hes O, Michal M, Sima R, Vanécek T, Brunelli M, Martignoni G, Kuroda N, Alvarado
Cabrero |, Perez-Montiel D, Hora M, Urge T, Dvoifdk M, JaroSovd M, Yang X. Renal
oncocytoma with and without intravascular extension into the branches of renal vein have
the same morphological, immunohistochemical, and genetic features. Virchows Arch. 2008

Feb;452(2):193-200.

Souhrn

V této publikaci jsme se pokusili prozkoumat klinickopatologické vztahy rendiniho onkocytomu (RO)
s rozSifenim do rendlni Zily. Identifikovali jsme 7 RO s rozsitenim do renalni Zily. Vék téchto sedmi
pacientll se pohyboval od 61 do 82 let. Pét pripad( bylo odhaleno ndhodné, dva pacienti méli silnou
hematurii. Po operaci byli vSichni pacienti Zivi a bez znamek dalSiho nddorového onemocnéni po
dobu od 1 do 5 let (pramér = 3,6 let). Onkocytomy mérily od 2,2 do 7,5 cm. Rozsifeni do rendlni Zily
bylo makroskopicky ocekavano u 5 ze 7 pripadll a histologicky potvrzeno u vSech sedmi pfipadu.
Nadorové bunky byly pozitivni s protilatkami proti cytokeratinGm, mitochondridlnimu antigenu
(MIA), epitelidlnimu membranovému antigenu (EMA) a parvalbuminu. 5 ze 7 nadortd bylo fokalné
pozitivnich s protilatkami proti CD117. Ultrastrukturalné byla cytoplazma preplnéna mitochondriemi.
Molekularné geneticka analyza neodhalila abnormalni pocty chromozomu 1, 2, 6, 7, 10, 17, X a Y,
ztratu heterozygotnosti chromozomalniho regionu 3p, ani mutaci genu VHL v Zddném ze studovanych
pripadl. Array CGH u dvou pfipadl neodhalila Zddné vyznamné genetické zmény. Nase zavéry jsou:
1) renalni onkocytomy mohou mit rozsitfeni do rendlnich Zil, 2) renalni onkocytomy s intravaskularni
extenzi do renalnich zil maji stejné morfologické, imunohistochemické a cytogenetické
charakteristiky jako jejich analogy bez intravaskularni invaze, 3) absence metastdz naznacuje celkové
benigni chovani tohoto ndadoru, ale toto musi byt podlozeno dalSimi studiemi s dlouhodobym
sledovanim, 4) u renalnich nadord s granularni cytoplazmou a s extenzi do renalni Zily je potreba
peclivé vyloudit rendini karcinomy jako napf. chromofobni rendlni karcinom, onkocyticka varianta

papilarniho rendlniho karcinomu a granularni varianta svétlobunééného rendlniho karcinomu.
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3.27. Kralickova M, Ulcova-Gallova Z, Sima R, Vanecek T, Sima P, Krizan J, Sucha R, Uher P,
Hes O, Novotny Z, Rokyta Z, Vetvicka V. Association of the leukemia inhibitory factor gene
mutation and the antiphospholipid antibodies in the peripheral blood of infertile women.

Folia Microbiol (Praha). 2007;52(5):543-8.

Souhrn

Cilem této préace bylo charakterizovat vliv potencidlné funkéni mutace — tranzice G>A v pozici 3400
genu kédujiciho leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF, pluripotentni cytokin, ktery hraje klicovou ulohu
v fizeni implantace embrya). Tato mutace vede kaminokyselinové zaméné valinu za metionin
v kodonu 64. Zhodnotili jsme vztah mutaci genu LIF a hladiny antifosfolipidovych protilatek (aPLs)
v periferni krvi neplodnych Zen (vysSetfeni aPLs bylo soucasti naseho rutinniho imunologického
testovani v prabéhu lékarského vysetfeni neplodnosti). 8 neplodnych, mutovanych Zen bylo
diagnostikovano s idiopatickou neplodnosti (n=5) a endometriézou (n=3) a jejich hodnoty aPLs v séru
byly porovnény se 115 neplodnymi Zenami bez mutace genu LIF. K detekci sedmi antifosfolipidovych
protildtek byla pouzita metoda ELISA. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Fisherova 2x2
exaktniho testu s cilem zhodnotit vztah mutaci genu LIF a hladiny aPLs v séru neplodnych pacientek.
Hladina aPLs byla signifikantné vy$si v ndmi studované skupiné (100%) v porovnani s 30% aPLs
pozitivnich pacientek u kontrolni skupiny (p=0,0035), coz naznacuje, Ze aPLs jsou zvySeny u Zen

s mutaci genu LIF.
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3.28. Vazmitel M, Michal M, Shelekhova KV, Sima R, Mukensnabl P, Kazakov DV. Vascular
changes in merkel cell carcinoma based on a histopathological study of 92 cases. Am J

Dermatopathol. 2008 Apr;30(2):106-11.

Souhrn

Ackoliv je prominentni vaskuldrni proliferace znamym rysem nejrliznéjsich neuroendokrinnich
nadorl, nebyl tento znak doposud studovan u karcinomu z Merkelovych bunék (MCC). Zamérem této
studie bylo plné charakterizovat mikroskopické, imunohistochemické a ultrastrukturalni rysy
vaskularnich zmén asociovanych s MCC a determinovat jejich frekvenci a vyznam v diferencialni
diagnostice. Dale byla v téchto lézich zjistovana pfitomnost DNA lidského herpes viru 8 (HHV-8). Z 92
prostudovanych pfipadd MCC byly u 18 pfipadl (20%) nalezeny oblasti s vyraznymi vaskuldarnimi
zménami, které byly rozdéleny do nasledujicich Sesti typl: pericytarni hyperplazie, zmény podobné
pyogennimu granulomu, hemangioendotheliomu, epithelioidnimu hemangiomu, pelidze a
folikularnimu dendritickému tumoru. Ddle byl pozorovan Azzopardiho fenomén. Tyto zmény byly
pozorovany samostatné, nebo v kombinaci. V Zddném z 18 analyzovanych pfipad( nebyla pomoci
PCR detekovadna ptitomnost HHV-8. Zavérem nasi studie je, Ze prominentni vaskuladrni proliferace
mUze byt pozorovana u 20% MCC a tim pfipomina neuroendokrinni nadory v jinych organech. Kdyz je
vaskularni proliferace nadmérna a setkdme se s ni v malé biopsii, miZe reprezentovat potencialni
diagnostické uskali, ale na druhou stranu miZe sama o sobé slouZit jako voditko ke spravné diagndze.

HHV-8 nehraje roli v angiogenezi u MCC.
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3.29. Skalova A, Sima R, Bohus$ P, Curik R, Lukas J, Michal M. Endolymphatic sac tumor
(aggressive papillary tumor of middle ear and temporal bone) Report of two cases with

analysis of the VHL gene. Pathol Res Pract. 2008;204(8):599-606.

Souhrn

Nador endolymfatického vacku (Heffnerlv tumor) (ELST) je velice vzacny, nemetastazujici, misty
agresivni, low grade adenokarcinom pochdzejici z endolymfatického vacku, ktery je spojen
s vonHippel-Lindauovou chorobou (VHLD). VHLD je autozomalné dominantni onemocnéni
charakterizované vrozenou genetickou abnormalitou genu VHL lokalizovaného na kratkém raménku
chromozomu 3 (3p26-p25). Mutace genu VHL byly nalezeny jak u ELST asociovanych s VHLD, tak u
sporadickych pfipad(. Diky tomu, Ze je ELST velice vzacny, byl pomoci molekularné genetickych
metod vysetfen pouze maly pocet pripadl. Setkali jsme se se dvémi pacienty s ELST, jeden z nich mél
prokazanou dédi¢nou VHLD. Druhy byl sporadicky pfipad, pacient nemél ptiznaky VHLD. Tkané
ziskané z Heffnerova tumoru a hemangiomu mozecku pacienta svrozenou VHLD nesly bodovou
mutaci v exonu 1 genu VHL. Touto mutaci byla zdména C194T vedouci k aminokyselinové zaméné
S65L. U sporadického pripadu nebyla nalezena mutace v Zadném ze tfi analyzovanych exond genu

VHL, véetné exon-intronovych spoju.
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3.30. Kazakov DV, Belousova IE, Kacerovska D, Sima R, Vanecek T, Vazmitel M, Pizinger K,
Michal M. Hyperplasia of hair follicles and other adnexal structures in cutaneous
lymphoproliferative disorders: a study of 53 cases, including so-called
pseudolymphomatous folliculitis and overt lymphomas. Am J Surg Pathol. 2008

Oct;32(10):1468-78.

Souhrn

V této praci jsme prostudovali 53 koznich lymfoproliferativnich onemocnéni s hyperplazii vlasovych
folikulll. Soubor tvorilo 42 pfipad( spadajicich do kategorie pseudolymfomatézni folikulitidy (PLF) a
11 pripadl skutecnych lymfomU (mycosis fungoides, CD30+ anaplasticky velkobunécny lymfom,
difuzni velkobunéény B-lymfom, malobunéény B-lymfom/leukemie a periferni T-lymfom blize
nespecifikovany). U vSech pacientl s PLF byl pfitomen solitarni uzlik, pfednostné se objevujici na
tvari. Kromé hyperplazie vlasovych folikul( byly dalSimi typickymi znaky téchto lézi napf. denzni
infiltrat malych, dobfe diferencovanych lymfocyt(ll, lymfoplazmacytoidni burky, plazmatické buriky a
epiteloidni histiocyty formujici drobné granulomy. Byly rovnéZ odhaleny nékteré neobvyklé, nebo
znepokojujici znaky jako napf. hyperplazie ekrinnich/apokrinnich duktd, infiltrace podkozZi/svaloviny,
smazany lymfoidni infiltrat, jednofada infiltrace a velké atypické burky. V souboru
imunohistochemicky dominovaly T-bunééné pripady. U vSech 34 testovanych pfipadd byl odhalen
polyklondlni pattern exprese k a A lehkych fetézch imunoglobulinl. U 4 pfipadd byly nalezeny
rozptylené CD30+ burnky. Monoklonalni prestavba T-bunécného receptoru gamma (TCR) a genu
kodujiciho tézky fetézec imunoglobulinu (IgH) byla detekovana u 19, respektive 3 pfipadu. Jeden
pripad nesl jak prestavbu TCR, tak i IgH. U 3 ze 30 testovanych pfipadl byl prokdzan Herpes simplex
virus (HSV) 1. HSV-2 nebyl prokazan u Zadného z testovanych vzork(. 30 z 31 testovanych vzork( bylo
negativnich na pfitomnost Borrelia burgdorferi. U 9 pfipadl byla provedena FISH na prlikaz t(11,18) a
t(14,18). U Zadného z téchto pfipadl nebyla prokazana zadna z testovanych translokaci. Nej¢astéjsim
zplUsobem osetreni bylo chirurgické odstranéni 1ézi. U 40 ptipadd byl znam follow up (pramérna délka
3,7 roku), u 39 pacientl nebyla Zadna znamka pokracdovani onemocnéni, u 1 pacienta se objevila
lokalni recidiva. Porovnani klondlnich pfipad( PLF s pfipady polyklonalnimi, nebo témi, u kterych
nebylo mozné klonalitu zjistit, neodhalilo zadné rozdily v klinické prezentaci a co se tyce
patologickych a imunohistochemickych znak(. Zavérem této publikace je, Ze hyperplazie vlasovych
folikuld a dalSich adnex nemusi byt pfitomna pouze u PLF, ale také u skute¢nych koZnich lymfom0 a

muZe byt pouhou ndhodnou udalosti doprovazejici zakladni patologicky proces.
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3.31. Hes O, Sima R, Nemcova J, Hora M, Bulimbasic S, Kazakov DV, Urge T, Reischig T,
Dvorak M, Michal M. End-stage kidney disease: gains of chromosomes 7 and 17 and loss of
Y chromosome in non-neoplastic tissue. Virchows Arch. 2008 Oct;453(4):313-9.

Souhrn

Cilem této studie bylo determinovat zmény poctu kopii chromozéom( 7, 17, Y a chromozomalniho
regionu 3p v nendadorovém tubuldrnim epitelu u ledvin ve stadiu tzv. end stage (end stage kidney
disease = ESKD). Z naseho archivu bylo ziskdno 17 ledvin od 11 pacient( s ESKD. Nenadorova tkan
ledvin byla u téchto ptipadl vySetfena oddélené. Tkané obsahujici papilarni adenomy (PA),
svétlobunécné (CRCC), papilarni renalni karcinomy (PRCC) a myxoidni liposarkom (LPS) byly vysetfeny
za poutziti stejnych sond a vysledky byly porovnany s Udaji ziskanymi vySetfenim nenadorové tkané.
Tubularni zmény ledvinného parenchymu byly klasifikovany do t#i typ(. 1) Naprosta vétsina tubull
byla zcela atrofovana, 2) nékteré tubuly byly hyperplastické, t.j. tubuly s nediferencovanymi, velkymi
epitelidlnimi bunkami, u kterych nebylo mozné urcit specificky typ renalniho tubulu, 3) dysplastické
tubuly, které byly dilatované, nékdy svrastélé. Bazalni membrany byly lemovany velkymi,
eosinofilnimi, epitelidinimi bunkami s polymorfnimi jddry a pseudostratifikaci. Jadérka byla jasné
zfetelnd. Tyto tubularni zmény byly multifokalni s ndhodnou distribuci v atrofovaném parenchymu.
PA byly detekovany u 9 pacientl, u 8 z nich byly nalezeny jesté dalsi nadory (4x CRCC, 3x PRCC, 1x
PRCC+CRCC). Jeden pacient mél pouze CRCC, dalsi mél kombinaci PRCC a myxoidniho LPS.
Chromozomalni abnormality byly nalezeny u druhé a treti skupiny tubuldrnich zmén, t.j. u
hyperplastickych a dysplastickych tubull. Trizomie chromozému 7 byla detekovana u Sesti pfipadd,
trizomie chromozému 17 u 8 pfipadd. Kombinace obou trizomii byla nalezena u 5 ptipad(. Ztrata
chromozému Y byla detekovana u 2 pfipadd. FISH u tkani obsahujicich PA, RCC a myxoidni LPS
odhalila o¢ekavané vysledky, t.j. trizomie chromozdm@ 7 a 17 u viech PA a PRCC. Zadné zisky
chromozomi nebyly zjistény u CRCC a myxoidniho LPS. Ztrata chromozému Y byla nalezena u 6 PA, 5
PRCC a 1 myxoidniho LPS, ztrata chromozému X byla nalezena u 2 CRCC. Zavérem této studie je, Ze
chromozomalni zmény typické pro papilarni rendlni neoplazie, t.j. trizomie chromozom 7 a 17 jsou
velice frekventované v nenddorovém parenchymu ledvin ve stadiu tzv. end stage a zpravidla se

vyskytuji multifokalné.
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3.32. Michal M, Hes O, Nemcova J, Sima R, Kuroda N, Bulimbasic S, Franco M, Sakaida N,
Danis D, Kazakov DV, Ohe C, Hora M. Renal angiomyoadenomatous tumor: morphologic,
immunohistochemical, and molecular genetic study of a distinct entity. Virchows Arch.

2009 Jan;454(1):89-99.

Souhrn

V této publikaci prezentujeme vzdcnou nadorovou jednotku nazvanou renalni angiomyomatdzni
tumor (RAT). Z konzultac¢nich archiv( autord bylo vybrano 5 pfipadd tohoto nadoru. Byla provedena
histologickd a imunohistochemickd vysetfeni téchto nador(. U vsech pfipadd byla provedena
sekvenacni analyza kédujicich oblasti genu VHL. Nadory byly tvotfeny epitelidlni svétlobunécnou
komponentou a prominentnim leiomyomatdéznim stromatem. Epitelidlni buriky byly formovany do
adenomatadznich, tubularnich struktur, jejichZ vniténi povrch byl kryt puchyfnatymi vyrlstky. VSechny
tubuldrni a glandularni struktury byly lemovany jemnou kapildrni siti. Epitelidini komponenta byla u
vsech pripad( pozitivni v reakci s protilatkami proti epitelidlnimu membranovému antigenu, CK7,
CK20, AE1-AE3, CAMS5.2 a vimentinu. U Zadného z analyzovanych vzorkd nebyla nalezena mutace
genu VHL. RAT je vzacna morfologickd jednotka, kterd se lisi morfologicky, imunohistochemicky a
geneticky od vsech rendlnich tumordl, véetné konvencniho svétlobunééného karcinomu a smiSeného

epitelidlniho a stromdlniho tumoru ledviny.
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3.33. Kazakov DV, Zelger B, Riitten A, Vazmitel M, Spagnolo DV, Kacerovska D, Vanecek T,
Grossmann P, Sima R, Grayson W, Calonje E, Koren J, Mukensnabl P, Danis D, Michal M.
Morphologic Diversity of Malignant Neoplasms Arising in Preexisting Spiradenoma,
Cylindroma, and Spiradenocylindroma Based on the Study of 24 Cases, Sporadic or
Occurring in the Setting of Brooke-Spiegler Syndrome. Am J Surg Pathol. 2009
May;33(5):705-19.

Souhrn

V této publikaci prezentujeme soubor 24 malignich neoplazii vznikajicich z preexistujicich benignich
spiradenoma (20), cylindrom( (2) a spiradenocylindroma (2). 19 pacientl (12 Zen, 7 muZzl ve véku
od 41 do 92 let) mélo solitarni neoplazii (velikostni rozpéti 2,2 az 17,5 cm, median 4 cm). Zbyvajicich
5 pacientll (4 Zeny, 1 muz ve véku od 66 do 72 let) mélo klinické znaky Brooke-Spieglerova syndromu
(BSS), autozomalné dominantniho, dédicného onemocnéni charakterizovaného tvorbou velkého
mnozstvi malych, benignich neoplazii, na jejichZ pozadi se objevily vétsi maligni Iéze. U vSech pfipadi
byly mikroskopicky nalezeny pozlstatky preexistujicich benignich neoplazii. Maligni komponenty lézi
byly variabilni a byly klasifikovany do 4 rliznych typ( vyskytujicich se samostatné, nebo v kombinaci:
1) struktury podobné Jlow grade bazoceluldarnimu salivdrnimu adenokarcinomu (BCAC-LG), 2)
struktury podobné high grade bazocelularnimu salivarnimu adenokarcinomu (BCAC-HG), 3) invazivni
karcinom, blize nespecifikovany (IAC-NOS), 4) sarkomatoidni (metaplasticky) karcinom. U jenoho
pfipadu IAC-NOS byl nalezen také in-situ adenokarcinom. Lze se domnivat, Ze se mohl vyvinout
z prilehlé adenomatdzni a atypické adenomatdzni komponenty. Pripady se sarkomatoidnim
karcinomem mély maligni epitelidini komponentu tvorenou rlznici se kombinaci BCAC-HG, BCAC-LG,
IAC-NOS, nebo squamodzniho karcinomu, kdezto sarkomatoidni komponenta vypadala jako
pleomorfni, nebo vietenobunécny sarkom. U dvou pfipadl byla navic nalezena loZiska s heterologni
chondrosarkomatdzni diferenciaci, u jednoho pfipadu byla nalezena rhabdomyosarkomatézni
diferenciace. U 21 pacientl byl k dispozici klinicky follow up (rozmezi 3 mésice az 15 let, primér 4,8
roku, median 3,5 roku). 10 pacientl bylo bez zndmek nemoci, 1 byl naZivu s metastatickym
onemocnénim, 1 byl naZivu s BSS, u 3 pacientd se rozvinula lokdlni recidiva, 4 zemreli nasledkem
nemoci a 2 zemfeli z jinych pficin. Histologicky nalez malignich neoplazii koreloval v urcitém rozsahu
s klinickym pribéhem. BCAC-LG neoplazie vykazovaly méné agresivni priibéh s lokalnimi recidivami,
ale bez metastaz, kdeito BCAC-HG neoplazie typicky vykazovaly vysoce agresivni pribéh, jehoz
disledkem byla smrt 3 ze 6 pacientli s BCAC-HG. Pacienti se sarkomatoidnim karcinomem méli

relativné dobré preziti. Molekuldrné genetické vySetfeni neodhalilo Zddné mutace genu CYLD u 4
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sporadickych ptipadd. Jeden pacient s BSS nesl novou zdrode¢nou missense mutaci v exonu 14
(c.1961T>A, p.V654E). Zivy potomek jiného zesnulého pacienta nesl zarode¢nou nonsense mutaci
vexonu 20 (c.2806C>T, p.R936X). Vzhledem k morfologické diverzité a komplexité neoplazii
navrhujeme pouZivani vice specifické terminologie s pfesnym popisem jednotlivych komponent,
misto vseobecnych a méné informativnich termind jako ,spiradenokarcinom®, nebo ,karcinom ex

cylindrom®”.
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3.34. Kazakov DV, Ivan D, Kutzner H, Spagnolo DV, Grossmann P, Vanecek T, Sima R,
Kacerovska D, Shelekhova KV, Denisjuk N, Hillen U, Kuroda N, Mukensnabl P, Danis D,
Michal M. Cutaneous hidradenocarcinoma: a clinicopathological, immunohistochemical,
and molecular biologic study of 14 cases, including Her2/neu gene
expression/amplification, TP53 gene mutation analysis, and t(11;19) translocation. Am J

Dermatopathol. 2009 May;31(3):236-47.

Souhrn

Prezentujeme soubor 14 ptipadd koznich hidradenokarcinom(l. Soubor byl tvofen 6 Zenami a 8 muzi,
jejich vék se v dobé diagndzy pohyboval vrozmezi 34-93 let. Kromé jednoho se u vsech pacient(
vyskytoval solitarni uzlik, ktery nemél zadné predilekéni misto. U jednoho pacienta byly nalezeny
mohocetné |éze reprezentujici metastatické noduly. Z 12 pacientl u kterych byl k dispozici follow up,
2 zemfeli nasledkem nemoci, zbyvajicich 10 pacientl bylo naZivu, ale u 3 z nich se vyvinula lokalni
recidiva. Velikost nadoru se pohybovala od 1,2 do 6 cm. Ze 14 primarnich nador( jich 9
mikroskopicky vykazovalo low grade cytomorfologii, kdezto 5 zbyvajicich neoplazii byly high grade
léze. Pozlstatky hidradenomi byly ptfitomny u 5 ze 14 primarnich nadorG. Mitoticka aktivita byla
vysoce variabilni, vrozmezi od 2 do 64 mitéz na 10 HPF. Bunécné sloZeni nadori bylo mirné
variabilni, se svétlymi burikami, epidermoidnimi burfikami a prechodnymi formami pfitomnymi u
kazdého pripadu. U jednoho pfipadu byla pozorovana metaplastickd transformace smérem
k sarkomatoidnimu karcinomu. Glandularni diferenciace se lisila u kazdého ptipadu a nejcastéji méla
vzhled jednoduchych kulatych Zlazek, nebo bunék sintracytoplazmatickou hlenovou vakuolou.
Nekrodza ,,en masse” byla detekovana u 8 pripadu. Jeden pripad prezentoval reexcizi a byl neobvykly,
protoZe vykazoval dobre ohranic¢enou intradermalni proliferaci pomérné benignich svétlych bunék
v kombinaci s intraepidermalné rostoucimi svétlymi bunkami podobnymi hidradenoacanthoma
simplex. Navzdory benignimu vzhledu nador metastazoval do lymfatické uzliny. Imunohistochemicky
bylo 5 z8 studovanych pripadl negativni na expresi HER2/neu proteinu, kdeZzto 3 vzorky od 2
pacientl vykazovaly skore 2+, ale vSechny 3 vzorky se skére 2+ byly nasledné negativni pti prikazu
amplifikace genu HER2/neu pomoci FISH. Z10 studovanych primarnich nadord byly 4
imunohistochemicky pozitivni v reakci s protilatkami proti p53 u vice nez 25% bunék tvoricich maligni
slozku lézi, u 2 pfipad( vykazovalo malé mnoZstvi bunék (10-20%) jaderné barveni, 4 zbyvajici pfipady
byly negativni. U 9 pfipadd hidradenokarcinomi byla provedena analyza mutaci genu TP53. U 2
z nich byla prokazana mutace, 7 zbyvajicich pfipad( bylo negativnich. U 11 pfipad( byla zjistovana

translokace t(11,19), u 2 pfipadld byla tato translokace prokazana. Zavérem lze fici, Ze kozni
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hidradenokarcinomy vykazuji urcitou mikroskopickou heterogenitu a jsou tvoreny jak low, tak i high
grade lézemi, které jsou cytologicky podobné jejich benignim protéjskim — hidradenomdm. Zda se,
Ze ve spektru low grade |ézi existuji nadory témér nerozlisitelné od hidradenomdl, ale schopné tvofrit
regiondlni, nebo vzdalené metastazy. Podobné jako hidradenomy, také hidradenokarcinomy nesou
translokaci t(11,19), ale vyrazné méné casto. Jesté vzacnéjsi je amplifikace genu HER2/neu. Pozornost
si zaslouzZi relativné nizka frekvence mutaci genu TP53, navzdory vysokému poméru exprese proteinu

p53 na imunohistochemické drovni.
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3.35. Kazakov DV, Sima R, Vanecek T, Kutzner H, Palmedo G, Kacerovska D, Grossmann P,
Michal M. Mutations in exon 3 of the CTNNB1 gene (beta-catenin gene) in cutaneous

adnexal tumors. Am J Dermatopathol. 2009 May;31(3):248-55.

Souhrn

Predchozi studie naznacovaly, Ze mutace genu kddujiciho B-catenin u koZnich adnexalnich nador(
s matrikalni diferenciaci pfispivaji k jejich tumorigenezi. S vyjimkou pilomatrixomU a pilomatrikalnich
karcinom( byla dosud prostudovéana pouze hrstka dalSich typa koZnich adnexalnich nadort. DNA byla
extrahovana z 86 |ézi zahrnujicich 17 proliferujicich tricholemmalnich a trichilemmalnich tumord, 15
trichoblastomi, 7 trichoadenomi, 4 pilomatrixomy, 1 pilomatrikalni karcinom, 4 karcinomy
z bazélnich bunék (BCC) s duchovitymi bunikami, 2 trichofolikulomy, 3 BCC se sebacedzni diferenciaci,
9 sebacedznich adenom, 6 sebaceom, 14 sebacedznich karcinoma (jak okularni, tak extraokularni
formy), 2 gigantické rohy a 2 apokrinni smisené tumory s duchovitymi burikami. Dale byly studovany
3 kraniopharyngiomy. VSechny léze byly analyzovany pomoci PCR s nové navrienymi primery
ohranicujicimi glycogen synthase kinase-3 beta phosphorilation site genu CTNNB1. Sekvenacni
analyza odhalila 8 pravdépodobnych mutaci genu CTNNB1. Tyto zahrnovaly 5 rGznych bodovych
mutaci, 3 znich byly nalezeny u 2 rlznych nador(: S23N (kribriformni trichoblastom), D32Y
(pilomatricom a kraniopharyngiom), G34R (pilomatrikalni karcinom a kraniopharyngiom), S37F (2 BCC
s diferenciaci do duchovitych bunék) a G34V (kraniopharyngiom). Tato studie rozsifuje seznam
koZnich adnexalnich tumor( nesoucich mutaci genu CTNNB1 a rovnéZ doplriuje prehled mutaci

vyskytujicich se u téchto neoplazii.
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3.36. Skalova A, Sima R, Vanecek T, Muller S, Korabecna M, Nemcova J, EiImberger G, Leivo
I, Passador-Santos F, Walter J, Rousarova M, Jedlickova K, Curik R, Geierova M, Michal M.
Acinic Cell Carcinoma With High-grade Transformation: A Report of 9 Cases With
Immunohistochemical Study and Analysis of TP53 and HER-2/neu Genes. Am J Surg Pathol.
2009 May 20.

Souhrn

High grade transformace acinického karcinomu (AciCC) (dfive popisovana jako dediferenciace) je
vzacny fenomén charakterizovany histologickou progresi low grade AciCC smérem k high grade
adenokarcinomu, nebo nediferencovanému karcinomu. Predkldaddame 9 novych pfipadud
charakterizovanych imunohistochemicky a vySetfenych molekularné biologicky (detekce amplifikace
genu HER2/neu, analyza mutaci genu p53) k blizsimu definovani profilu tohoto nadoru. High grade
komponenta byla histologicky slozena z polymorfnich bunék svysokym mitotickym pomérem,
uskupenych do glandularnich a solidné rostoucich struktur s komedonekrézou. MIB1 indexy byly
zvySeny v high grade komponenté v porovnani slow grade konvenénim AciCC. High grade
komponenta AciCC byla charakterizovana silnou membranovou pozitivitou s protildtkami proti CK18
a B-cateninu a nuklearni pozitivitou proti cyklinu-D1. HER2/neu, androgen receptor, c-kit a EGFR se
nebarvily ani v low grade, ani v high grade komponenté. Oproti tomu S-100 protein, a-1-antitrypsin a
lysozym se neexprimoval pouze v high grade komponenté transformovaného AciCC. Median véku
pacientld byl 61 let (rozmezi 43-76 let). Metastazy do lymfatickych uzlin byly nalezeny u 5 z 9 pfipadd
(56%). Dale byly pozorovany vzdalené metastazy do plic (4), pleury (2), mozku(3), peritonea (1) a
paraaortalnich, paratrachedlnich a mediastinalnich lymfatickych uzlin (2). 6 z9 pacientli (66%)
zemrelo z divodu diseminace nadoru, s medidnem preziti 4,3 let (rozmezi 1-9 let). Vysoka tendence
k metastazam do lymfatickych uzlin naznacuje potfebu disekce cervikalnich lymfatickych uzlin v dobé

diagndzy.
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3.37. Kacerovska D, Sima R, Michal M, Hes O, Roucka P, Zarybnicka M, Hora M, Chudacek
Z, Kazakov DV. Carney complex: a clinicopathologic and molecular biological study of a
sporadic case, including extracutaneous and cutaneous lesions and a novel mutation of the

PRKAR1A gene. J Am Acad Dermatol. 2009 Jul;61(1):80-7.

Souhrn

Carneyho komplex (CNC) je autozomalné dominantni onemocnéni asociované s mnohocetnymi
neoplaziemi. Predkladame pripad 40 letého muZe se sporadickou formou CNC. Jedna se o klinicko
patologicky popis a molekuldrné biologickou studii s dlirazem na histopatologické poznatky. Pacient
mél mnohocetné kozni myxomy, srdec¢ni myxomy a flekatou pigmentaci na typickych mistech. Dale
byly nalezeny: modry névus, lipom, mnohocetné kalcifikace v obou testes a hypoechogenni oblasti ve
stitné Zlaze, suspektni jako adenomy. 2 prostudované srdecni a 6 koznich myxomU mélo typicky
vzhled. Byly tvofeny roztrousenymi, polygonalnimi, hvézdicovymi, kulatymi a/nebo vietenitymi
burikami v mucindzni matrix obsahujici malé, nékdy dilatované cévy. Ze 6 koZznich myxomu byla
pouze u jedné |éze nalezena abnormalni epitelidini komponenta (drobné bazaloidni papuly a rohovita
cysta). Molekularné biologické vysetfeni odhalilo heterozygotni posunovou mutaci c.796dupA
v exonu 10 genu PRKAR1a. Zdravotni prohlidka i genetické vysetfeni genu PRKAR1a u ostatnich ¢lenl
rodiny (oba rodic¢e a dva bratfi) byly negativni, stejné jako vysetfeni DNA z periferni krve od 110
nahodné vybranych, neptibuznych, zdravych osob. Tyto nalezy naznacuji, Ze se jedna o sporadické

onemocnéni a novou mutaci.
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3.38. Novotny Z, Krizan J, Sima R, Sima P, Uher P, Zech N, Hiitelova R, Baborova P, Ulcova-
Gallova Z, Subrt I, Ulmanova E, Houdek Z, Rokyta Z, Babuska V, Kralickovda M. Leukaemia
inhibitory factor (LIF) gene mutations in women diagnosed with unexplained infertility and
endometriosis have a negative impact on the IVF outcome. A pilot study. Folia Biol (Praha).

2009;55(3):92-7.

Souhrn

Frekvence funkéné relevantnich mutaci genu LIF je u neplodnych Zen signifikantné vyssi v porovnani
s plodnymi kontrolami. Cilem této retrospektivni studie bylo zjisténi vlivu mutaci genu LIF na vysledek
léCby Zen s rGznymi pfi¢inami neplodnosti. Bylo analyzovano 15 neplodnych Zen nesoucich transici
G>A v pozici 3400 genu LIF vedouci k aminokyselinové zaméné V64M. Skupina A byla tvorena Zenami
s diagndzami, které jsou casto spojeny se zménami v humordlni i bunécné imunité — idiopaticka
infertilita a endometridéza (n=7). Skupina B se skladala z pacientek se syndromem polycystickych
ovarii (PCOS), pacientek, u nichz byl pfi¢inou infertility andrologicky faktor, tubalni faktor a
hyperprolaktinémie (n=8). Kontrolni skupinu tvofilo 136 neplodnych Zen bez mutace genu LIF
diagnostikovanych s idiopatickou infertilitou a endometriézou (n=37) (skupina C) a pacientky s PCOS,
tubdlni a andrologickou pficinou infertility (n=99) (skupina D). 7 z mutovanych pacientek bylo
Uspésné vyléceno in vitro fertilizaci (IVF), ale Zadnd ztéchto pacientek nebyla diagnostikovdna
s idiopatickou infertilitou a pouze jedna sendometridzou, coZ znamend, Ze existuje statisticky
signifikantni rozdil poméru téhotnych mezi skupinami A a B (P=0,01, Fisherlv exaktni test), ale nebyl
nalezen statisticky signifikantni rozdil, pokud byly porovnavany pacientky s mutacemi genu LIF
(skupiny A+B) s pacientkami bez LIF mutaci (skupiny C+D). Vysledky naznacuji, Ze u Zen s mutaci maji

idiopaticka infertilita a endometriéza negativni vliv na vysledek IVF 1éCby.
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3.39. Daum O, Sima R, Michal M. Patologicka diagnostika gastrointestinalniho

stromalniho tumoru. Onkologie 2010; 4(1).

Souhrn

Gastrointestinalni stromalni tumor je nejcastéjsi mezenchymalni nador traviciho traktu. V soucasné
dobé je definovany jako nador tvofeny vietenitymi a/nebo epiteloidnimi burikami, jejichZz fenotyp
odpovida diferenciaci v Cajalovy interstitidlni buriky. Nej¢astéji se gastrointestinalni stromalni tumor
vyskytuje v Zaludku, méné casto v ostatnich ¢astech travici trubice, vzacné i mimo travici trakt, a to v
mezenteriu, omentu, retroperitoneu, Zlu¢niku, moCovém meéchyfi, pankreatu a ve vaginé. Ve vétsiné
pfipadd je moznd pomérné spolehlivd diagndza z rutinniho barveni hematoxylinem a eosinem ve
svételné mikroskopii. Imunohistochemickd vysSetreni zahrnuji pozitivni prikaz KIT proteinu (CD117),
PDGFRA a/nebo DOG-1, stejné jako negativni prikaz markerl jinych diferenciacnich linii.
Molekularné genetické vysetfeni genl KIT a PDGFRA ma vyznam nejen diferencidlné diagnosticky, ale
i prediktivni. Negativita téchto vysSetfeni vSak diagndzu nevylucuje. Kazdy gastrointestindlni stromalni
tumor je tfeba povaZovat za potencidlné maligni. Riziko agresivniho chovani se v souc¢asné dobé

stanovuje na zdkladé lokalizace, mitotického indexu a maximalniho rozméru nadoru.
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