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1. Brooke-SpieglerGv syndrom: Popis novych zarodec¢nych mutaci genu CYLD u

10 pacientti z 8 rodin
1.1. Uvod

1.1.1. Gen CYLD a jeho produkt

Gen CYLD kéduje evolucné konzervovany protein o velikosti 120 kDa (956 aminokyselin), ktery patfi
do proteinové rodiny DUB. Stejné jako dalsi ¢lenové této rodiny enzym( 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 dale 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 vyfazeni 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. Asociace genu CYLD s lidskymi genetickymi onemocnénimi

Brooke-Spieglerlv syndrom (BSS) (OMIM# 605041) je dédi¢né, autozomalné dominantni onemocnéni
charakterizované rozvojem mnohocetnych adnexalnich koznich neoplazii, jako jsou: spiradenomy,
cylindromy, spiradenocylindromy a trichoepiteliomy (= kribriformni trichoblastomy podle posledni
WHO Kklasifikace koZnich nadort). Penetrance onemocnéni je vysoka, existuji velké rozdily v klinické
prezentaci onemocnéni mezi jednotlivymi pacienty. KoZni léze se u pacientl zadinaji zpravidla
objevovat v ¢asné dospélosti a Castéji se vyskytuji u Zen. Cylindromy se typicky vyskytuji ve kstici a
mohou nardst do obfich rozmér( (tzv. turbanovy tumor). Mnohocetné trichoepiteliomy byvaji
prevazné lokalizovany na obliceji (4-7).

Kromé kGZe mohou morfologicky podobné neoplazie vznikat také ve slinnych Zlazach, nebo jinych
organech, ale tyto jsou extrémné vzacné (8-12). Vzacné se mohou, jinak benigni, nddory u BSS
maligné zménit (13, 14).

Familidlni cylindromatdéza (FC) (OMIM# 132700) je vzacné dédicné nadorové onemocnéni, které je
charakterizované tvorbou benignich nadord nazyvanych cylindromy na vlasatych/ochlupenych
Castech téla, prevainé na hlavé (5). Pfedpoklada se, Ze cylindromy vznikaji transformaci folikulo-
sebacedznich apokrinnich jednotek, které ddvaji vznik vlasim (chlupdm) 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 (15-19). Mutace genu CYLD nalézané u MFT se nelisi od téch zplsobujicich

cylindromatézu.



Je znamo, Ze u nékterych pacientd s cylindromatdzou se mohou rovnéz vyskytovat trichoepiteliomy,
benigni nadory vznikajici zvlasovych folikuli, a Ze postiZeni jedinci jedné rodiny mohou

reprezentovat rizné fenotypy se smisenymi typy nador( (20).

1.2. Cile prace

1. nalézt nové zarodecné mutace genu CYLD u pacientl s BSS

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

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

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

1.3. Material a metody

1.3.1. Detekce zarode¢nych mutaci

Do studie bylo zarfazeno deset pacientl s BSS pochazejicich z osmi rodin. Ze dvou rodin se podafrilo
ziskat po dvou pacientkach v pribuzenském vztahu matka-dcera. K identifikaci zarodec¢nych mutaci
byla u vSech pfipadli dostupna bud periferni krev, nebo nenadorova tkan.

Analyza zarodecnych mutaci v exonech 1-20 genu CYLD byla provedena pomoci PCR a pfimého

sekvenovani.

1.3.2. Detekce sekundarnich somatickych zmén

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

Zaroven byla u téchto vzork( provedena analyza ztrat heterozygotnosti (LOH) chromozomalni oblasti
16q. LOH analyza byla provedena pomoci PCR amplifikace STR markert D165304, D165308, D165419,
D16S476 a D16S541 lokalizovanych na chromozomovém raménku 16g a markeru D165407
lokalizovaného na chromozomovém raménku 16p a fragmentacni analyzy.

Vzorek byl povaZzovdn za LOH pozitivni, pokud byl pomér intenzity signalll dvou alel u vzorku
nadorové tkané délény pomérem intenzity signdll dvou alel u vzorku zdravé tkané >2, nebo <0,5.
VSechny nalezené mutace (zarodecné i somatické), resp. LOH byly potvrzeny dvojim opakovanim

zahrnujicim novou izolaci DNA, PCR a sekvenovani, resp. LOH analyzu.



K vylouceni moZnosti, Ze abnormality genu CYLD by mohli predstavovat 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 jedincd.
U jednoho ptipadu (Pfipad 5) (viz vysledky) byla provedena predikce vlivu mutace na funkci proteinu
za pouZiti PolyPhen software.

Jeden pripad (Pripad 8) byl jiz dfive publikovan, ovsem bez molekularné biologickych dat (22).

Za pouziti databaze PubMed a kfiZovych odkazl v jednotlivych ¢lancich byly zrevidovany vsechny

publikace pojednavajici o zarodeénych a/nebo somatickych mutacich genu CYLD u BSS.

1.4. Vysledky

1.4.1. Klinickopatologicka data

Soubor pacientd se skladal z osmi Zen a dvou muzd ve véku od 22 do 66 let (Tabulka 1.1). VSichni
pacienti byli postizeni mnohocetnymi, rlizné velkymi papulami a uzliky lokalizovanymi predevsim
v pokoZce hlavy. K histopatologickému prozkoumani bylo k dispozici celkem 38 nadorl ve sloZzeni 16
cylindrom@, 11 spiradenom(, 7 spiradenocylindroml a 4 trichoepiteliomy (kribriformni
trichoblastomy). Navic, mala trichoblastomatdzni ohniska byla identifikovana u 1 z 11 spiradenomu a

u 2 ze 16 cylindrom(.

1.4.2. Molekularné biologicka data

V souboru pacientt bylo nalezeno osm novych, dfive nepopsanych zarode¢nych mutaci (Tabulka 1.1).
Sekvenovanim DNA od 110 nahodné vybranych, zdravych, nepfibuznych jedincl nebyla nalezena
74dna z téchto sekvenénich variant.

Dale bylo analyzovano celkem 19 formalinem fixovanych, v parafinu zalitych vzorkd nadorovych tkani
ziskanych od 9 pacientd. U deviti z nich byly odhaleny somatické sekvencni mutace, u zbyvajicich
deseti byl prokazan LOH (Tabulka 1.1). U Pfipadu 5 nebylo moZzné analyzu provést z dlivodu 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 1.1). Pfipad s aminokyselinovou substituci
(Ptipad 5) byl analyzovan pomoci PolyPhen softwaru, ktery predpovédél pravdépodobny skodlivy
efekt této mutace na strukturu a funkci proteinu. U pfipadd u kterych byl detekovan LOH byla
zaroven pritomna hemizygotni zarode¢na sekvencni mutace.

U ¢tyrech pripadl (Pfipady 1, 2, 7, 9) byly nalezeny u rtznych nadort téhoZ pacienta rlizné somatické
mutace (Tabulka 1.1). U Pfipadu 1 nesl kazdy ze tfi spiradenocylindromi rliznou somatickou mutaci
(zménu). U prvniho byl prokazan LOH, druhy nesl duplikaci a u tfetiho byla nalezena substituce. U

Ptipadu 2 byl u jednoho spiradenocylindromu prokazan LOH a u druhého duplikace. U pfipadu 7 byla
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u jednoho cylindromu nalezena substituce, u druhého byla odhalena inzerce. U pfipadu 9 byl u dvou
ze tfi cylindrom( nalezen LOH, kdeZto u tfetiho byla prokazana substituce. Ve vSech téchto pripadech

vedla sekvenéni somaticka mutace ke zkracenému proteinu.



Tabulka 1.1. 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:.iostuprvie If R ke genetickému c.DNA Protein c.DNA Protein
Vék histologickému vysetieni Yo .
vysetieni
SC
. M S o . 1455T>G Y485X* 1736_1739dupTGGA E580DfsX36
Pfipad 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 . . . 1455T>G Y485X* LOH
- 5 Vice nez 20 nador0 vyskytujicich se ve kstici, 2 spiradenocylindromy 1
Pfipad 2 Z/37 o ) ) 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, .
- - N s 2 cylindromy 1
Ptipad 5 M/34 na trupu a vnéjsim zvukovodu, nékteré 1éze . o NA 2108G>C R703T NA NA
- trichoepiteliom
bolestivé
C
Yo . 3 cylindromy 1 2119C>T Q707X 2806C>T R936X
piipad 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, 3 spiradenomd 0y
Ptipad 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
Ptipad 9 Z/63 Mnohocetné nadory ve kstici 4 cylindromy C 2729dupC E911RFsX31 2107A5T 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

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

* Tato mutace je zndma 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 Zena




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 (5). Gen kéduje
cytoplasmaticky deubiquitacni 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, fosforylacni domény a katalytické domény (23, 24).

Tato studie pfindsi informace o osmi novych zarode¢nych mutacich genu CYLD u pacient( s BSS, ¢imz
je rozsiten seznam zndmych zdrodecnych mutaci genu CYLD na 66. 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, 21, 25, 26). Substitu¢ni mutace u pfipadu 5 byla analyzovana
pomoci Polyphen softwaru za ucelem zjisténi, zda tato zaména skutecné predstavuje mutaci
spojenou se vznikem nadoru. Tato analyza, spolec¢né s vysledky sekvenovani u 110 zdravych,
nepribuznych jedinct, prokazala kauzalni roli této mutace pro vznik nadoru.

V souladu s Knudsonovou teorii vyZzaduje tumor supresorovy gen dva zasahy (29), aby byl inaktivovan
a doslo ke vzniku nadoru. Ackoliv prvni zasahy — zarodecné mutace — byly u BSS a ptibuznych lézi
hojné studovany, druhé zdsahy — somatické zmény — byly analyzovany pouze vzacné a informace o
spektru somatickych zmén u rlznych neoplazii stejného pacienta jsou prakticky neznamé. Pouze
nékolik malo badatel( analyzovalo jeden nador u jednoho pacienta a identifikovalo LOH, nhebo mutaci
(4,5, 16, 27).

V této studii byla testovdana pomoci sekvenovani a LOH analyzy série 19 nador( od 9 pacient(.
Analyza somatickych mutaci pfinesla nékolik zajimavych nalezl. Za prvé, druhy zasah mizZe byt u BSS
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
razné somatické mutace (Pfipady 1, 2, 7, 9, Tabulka 1.1). Tyto nalezy naznacuji, Ze mnohocetné
nadory u jednotlivych pacientd 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.

Z morfologického hlediska nase studie potvrdila dfive publikované prace popisujici vyskyt rlznych
typl adnexalnich nadori u BSS. Ackoliv plivodné byly u pacientl s BSS popisovany cylindromy a
obli¢ejové trichoepiteliomy, do dnesnich dnd byly u téchto pacientl nalezeny i dalsi typy nadord,
jakymi jsou napf. spiradenomy, spiradenocylindromy a jejich maligni analogy (6, 22, 28).

| kdyZ jsme neprovadéli pfesnou statistickou analyzu, je z naSich 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), co? je v souladu s dfive publikovanymi daty.
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1.6. Zavér

Bylo identifikovano 8 novych zdrodecnych mutaci (substituce, delece a inzerce/duplikace), z nichz
vsechny, kromé jedné, vedly ke vzniku predc¢asného stop-kodonu. V jednom pfipadé byla nalezena
substituéni mutace, ktera nevedla k predéasnému 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 sekvencni 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 pouzity k pfipravé publikace pfijaté 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.).

1.7. Summary

Brooke-Spiegler syndrome (BSS) is an inherited autosomal dominant disease characterized by the
development of multiple adnexal cutaneous neoplasms including spiradenoma, cylindroma,
spiradenocylindroma and trichoepithelioma (cribriform trichoblastoma). BSS patients have various
mutations in the CYLD gene, a tumor suppressor gene located on chromosome 16q. Our search of
the literature revealed 52 germline CYLD gene mutations reported to date. Somatic CYLD mutations
have rarely been investigated. We studied ten patients from 8 families with BSS. Analysis of germline
mutations of the CYLD gene was performed using either peripheral blood or nontumorous tissue.
Additionally, 19 formalin-fixed paraffin-embedded tumor samples were analyzed for somatic
mutations, including loss of heterozygosity (LOH) studies. A total of 38 tumors were available for
histopathological review. We have identified 8 novel germline mutations, all of which consisted of
substitutions, deletions and insertions/duplications and all except one led to premature stop codons.
The substitution mutation in a single case was also predicted to disrupt protein function and seems
causally implicated in tumor formation. We demonstrate for the first time that somatic events, LOH
or sequence mutations, may differ among multiple neoplasms even of the same histological type,

occurring in the same patient.
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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

Sekre¢ni karcinom, zndmy také jako juvenilni karcinom prsu, je vzdcnou variantou duktdlniho
karcinomu prsu, plvodné popsaného McDivittem a Stewartem u pacientli ve véku 3-15 let (11).
Histologicky je sekrec¢ni karcinom tvofen ohranicenymi noduly sloZzenymi z uniformnich
neoplastickych epitelidlnich bunék usporadanych do mikrocystickych, tubuldrnich a solidnich
rastovych struktur. Nadorové buriky maji low-grade jadra s vesikularnim chromatinem a objemnou,
svétle rlZovou, granuldrni, nebo vakuolizovanou cytoplasmu. V mikrocystickych a tubuldrnich
prostorech je pfitomna hojnda, pénita sekrece. Imunohistochemicky jsou sekre¢ni karcinomy casto
negativni v reakci s protilatkami proti estrogenovym a progesteronovym receptordm a proti HER-
2/neu a jsou Casto pozitivni s protilatkami proti proteinu S-100, EGFR a vimentinu (4).

Acinicky karcinom prsu (AciCC) byl poprvé popsan skupinou Roncaroli a kol. vroce 1996 (13).
Histologicky je AciCC prsu sloZzen zbunék usporadanych do mikrocystickych, solidnich a
mikroglanduldrnich struktur podobajicich se AciCC slinnych Zlaz a mammarni mikroglandularni
adendze (3). V nedavné studii popsali Hirokawa a kol. (8) podobnost imunohistochemickych a
klinickopatologickych znakli pozorovanych u sekrec¢niho karcinomu prsu a AciCC slinnych Zlaz. Na
zakladé téchto nalezd 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 fizniho produktu sloZzeného z genu ETV6 leziciho
na chromozomu 12 a genu NTRK3 leziciho na chromozomu 15 (14). Fuzni gen ETV6-NTRK3 kdéduje
chimerickou tyrozin kinazu, u které byla prokazana transformacni aktivita v epitelidlnich a
myoepitelidinich burikdch mysi mlécéné zlazy (10). Tato translokace se zda byt mezi prsnimi nadory
specificka pouze pro sekrec¢ni karcinom.

V prlibéhu nasi konzultacni praxe jsme narazili na zvlastni, doposud neznamy karcinom slinnych Zlaz
charakterizovany morfologickymi a imunohistochemickymi vlastnostmi pripominajicimi sekrecni
karcinom prsu. Z naseho archivu nadoru slinnych Zlaz jsme ziskali celkem 16 pfipadd, které byly dfive
klasifikovany jako: neobvykld varianta AciCC slinnych Zlaz, nebo jako blize nespecifikovany
cystadenokarcinom. Nadory jsou tvoreny mikrocystickymi a solidnimi oblastmi shojnym,
vakuolizovanym, koloidnim, PAS-pozitivnim sekrecnim materidlem vypliujicim mikrocystické
prostory. Navrhujeme pro tuto skupinu nadord oznaceni sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky

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

1. prostudovat pFitomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 u souboru nador( slinnych Zlaz
se sekre¢ni morfologii (14 pfipadu), prsnich sekrecnich karcinomi (3 ptipady) a u 16 pFipadl MASC

2. zjistit, zda jsou MASC a AciCC odliSnymi jednotkami

3. pokud ano, navrhnout jejich samostatné zarazeni v klasifikaci salivarnich nadord

2.3. Material a metody

Soubor byl tvofen 16 pfipady neobvyklého karcinomu slinnych Zlaz morfologicky pfipominajiciho
sekre¢ni karcinom prsu. Za Ucelem porovndni bylo do histologické a imunohistochemické studie
zafazeno dalSich 30 pfipadl nador( slinnych Zlaz se sekreé¢nimi rysy, zahrnujicich AciCC (12 pfipada),
low grade a high grade mukoepidermoidni karcinom (6 pfipadl), adenoidni cysticky karcinom (4
pfipady), low grade kribriformni cystadenokarcinom (1 pfipad), salivarni duktdlni karcinom (2
pfipady), adenokarcinom blize nespecifikovany (3 ptipady) a pleomorfni adenom (2 ptipady).
Molekularné biologicky byly, kromé studovanych pfipadd MASC, analyzovany také 3 pripady
sekrecniho karcinomu prsu jako pozitivni kontroly, 14 ptipadd nador( slinnych Zlaz se sekrecni

morfologii a 10 pfipadd normalnich, nenadorovych tkani slinnych Zlaz.

2.3.1. Histochemie a imunohistochemie

Tkan byla fixovana ve formalinu, rutinné zpracovana, zalita do parafinu, nakrajena a obarvena
hematoxylinem — eosinem. Ve vétsiné pripadl byla provedena také dalsi barveni, véetné PAS barveni
s diastazou i bez, barveni mucikarminem a alcian blue p¥i pH 2,5. U 15 pfipadd MASC byly k dispozici

parafinové blocky k imunohistochemickému vysetreni.

2.3.2. Molekularni genetika

2.3.2.1. RT-PCR

RNA zformalinem fixovanych, v parafinu zalitych tkdni byla izolovana pomoci RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA). cDNA byla syntetizovana za pouziti First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). VSechny kroky byly provedeny presné
podle protokold vyrobcll. Ke kontrole kvality extrahované RNA byla pouZita PCR amplifikace 105 bp
fragmentu transkriptu genu kddujictho PB2-mikroglobulinu, 126 bp fragmentu transkriptu genu
kddujiciho PBGD a 247 bp fragmentu transkriptu genu kodujiciho PGK (1, 7, 15).

Detekce 110 bp velkého fragmentu fuzniho transkriptu ETV6-NTRK3 byla provedena podle metodiky

popsané skupinou Burgeois a kol. (2).
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2.3.2.2. FISH

Detekce translokace zahrnujici gen ETV6 byla dale potvrzovdna metodou FISH za pouziti sondy LSI
ETV6 (TEL) (12p13) Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (VYSIS/Abbott).

Vyhodnoceni bylo provedeno spocitanim fluorescencnich signdld ve 100 nahodné vybranych,
neprekryvajicich se jader nadorovych bunék. Skla byla nezavisle vyhodnocena dvémi pozorovateli.
Hodnoty cut-off byly stanoveny spoctenim 100 neprekryvajicich se jader u 10 pfipad( normalnich,
nenadorovych, kontrolnich tkani slinnych Zlaz. Primérny podet rozdélenych (translokovanych) signald
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.

2.4. Vysledky

2.4.1. Klinicka data a follow up

Nejdulezitéjsi klinicka data a makroskopické vlastnosti vsech 16 pfipadl MASC jsou shrnuty v Tabulce
2.1. Primérny vék pacientl byl 46 let (rozmezi od 21 do 75 let). Z 16 pripadd 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 nador horniho rtu, u ostatnich 13 pripad( se nador
vyskytl v pFiusni zZlaze. 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
pfitomné po mnoho let. U 3 pacientl byl zaznamenan rychly rlst nadord. U 2 pacientl se vyskytl
multinodularni tumor a mnohocetné recidivy izolovanych nadorovych noduld. U 1 pfipadu byl nador

cysticky a zvétSoval se pomalu (Tabulka 2.1).
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Tabulka 2.1. Sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu (MASC): Dllezita 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 krénf
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 sSedé. Histologicky
predstavovaly vSechny pfipady ohranicenou, lalocnatou masu rozdélénou fibréznimi septy a sloZzenou
z mikrocystickych, tubuldrnich a solidnich struktur. Okraje nador( byly obvykle ohranicené, ale
nezapouzdiené a Casto byl pfitomen invazivni rlst do slinné Zlazy. U 4 pfipadd se tumor $ifil i do
okolnich tkani mimo slinnou zldzu. Nadorové bunky mély low grade vesikularni jadra s jemné zrnitym
chromatinem, vyraznd, centralné lokalizovand jadérka a svétle rlZovou, granuldrni, nebo
vakuolizovanou cytoplasmu. Bunécné atypie byly mirné a mitotické figury byly ve vétsiné pripadu
vzacné. Nebyl nalezen Zadny duikaz perineuralni, nebo vaskularni invaze, nebyla pfitomna ani
nekrdéza. Oproti AciCC nebyla u Zadného pripadu pozorovana serdzni acindrni diferenciace. V
mikrocystickych a tubuldrnich prostorach byla pritomna hojnd bublinkovitd sekrece. Sekrecni
materidl byl PAS pozitivni a to jak s natradvenim diastdzou, tak i bez. Dale byl pozitivni v barveni
mucikarminem, MUC1 (11 z 12 vySetfenych pripad() a MUC4 (8 z 12 vysetfenych pripada).
Histochemické a imunohistochemické profily vsech 16 nador( jsou shrnuty v Tabulce 2.2. VSechny
pfipady MASC se barvily silné s protilatkami proti CK7, CK8, CK18, S-100 proteinu a vimentinu. Dale
byla vétsina pfipad signifikantné pozitivnich s protilatkami proti CK19 (11 z 12 vySetienych ptipada),
GCDFP-15 (8 z 11 vysetfenych pfipadl) a EMA (9 z 11 vySetfenych pfipadll). Nadorové bunky rovnéz
vykazovaly ve vSech ptipadech silnou expresi STAT5a a mammaglobinu. Markery bazélnich a
myoepitelidlnich bunék, jako napt. p63, calponin, CK14, aktin hladké svaloviny a CK5/6 byly negativni.

Proliferacni aktivita byla variabilni s MIB1 indexy v rozmezi 5-28%.
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Tabulka 2.2. Vysledky imunohistochemickych studii

IHC marker MASC SC prsu (Pozitivni kontroly) Konvencni AciCC,

Pocet pFipadul: 15 Pocet pfipadu: 4 (Negativni kontroly)
Pocet pfipadul: 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 materidl se barvil silné pozitivné
Vysvétlivky: NT — nebylo testovano, IHC — imunohistochemicky, SC — sekrecni karcinom, MASC —
sekrec¢ni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu, AciCC — acinicky karcinom
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2.4.3. Molekularné genetické nalezy

16 vzorkll MASC od 15 pacientd bylo analyzovano 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 pfipadd MASC (Tabulka 2.3) a u viech tfi pozitivnich kontrol (sekrecni karcinom prsu).

Ptipad 8 byl negativni (Tabulka 2.3). U Zadné z negativnich kontrol (rizné nadory slinnych Zlaz se

sekre¢ni morfologii a normalni, nenddorové kontroly) nebyla prokdzana pfitomnost translokace genu

ETVe.

Translokace zahrnujici gen ETV6 byla potvrzena metodou FISH za pouZiti sondy LSI ETV6 (TEL) (12p13)

Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe (VYSIS/Abbott) u vSech 11 analyzovatelnych pfipadd

MASC a u vsech pozitivnich kontrol. Zlom genu ETV6 nebyl detekovan u Zadného ze 14 pfipadu

nadorl slinnych Zlaz se sekre¢ni morfologii, ani u 10 normalnich, nenadorovych kontrol.

Tabulka 2.3. Vysledky molekularné genetickych studii MASC

Kontrolni geny fuzni gen FISH Souhrn
B2M | PBGD | PGK ETV6-NTRK3 zlom ETV6
51/7 P¥ipad 1 + + - + NA +
44/1 PFipad 2 + + - + NA +
48/M Pfipad 3 +f - - NA + +
+ + - + + +
55/M Ptipad 4 + + + + + +
34/M Ptipad 5 + + - + NA +
53/M Ptipad 6 + + + + + +
53/M Ptipad 7 + + - + + +
55/2 Pfipad 8 + + + s 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 Ptipad 14 + + + + + +
75/ 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 — Sekrecni karcinom slinnych Zlaz analogicky karcinomu prsu, NA — nelze analyzovat, NT-
nebylo testovano, f —slaby PCR produkt
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2.5. Diskuze
Predstavujeme klinicko-patologickou studii 16 pfipadd nadord slinnych Zlaz s histomorfologickymi a

imunohistochemickymi vlastnostmi pfipominajicimi sekrecni karcinom prsu. Po dobu nékolika let
jsme si uvédomovali existenci neobvyklé, doposud nepopsané, charakteristické skupiny nador(
slinnych Zlaz nesoucich nékteré morfologické znaky salivarniho AciCC a sekrec¢niho karcinomu prsu.
Tato skupina nadorl je charakterizovana silnou pozitivitou v reakci s protilatkou proti vimentinu a S-
100 proteinu.

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

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

V diferencidlni diagnostice pfipadd v Uvahu jako prvni AciCC. Nadorové bunky MASC pripominaji
bunky vmezefenych vyvodd, maji low grade jadra svyraznou jadernou membranou a centralné
lokalizovanymi jadérky. Ale nejsou zde pfitomny, pro AciCC typické, velké, serdzni acinarni bunky,
které maji v cytoplazmé PAS pozitivni granula pripominajici zymogenni granula. Navic, AciCC je
charakterizovan cytologickou a strukturni diverzitou. Nalézdme zde smés serdznich, acinarnich,
vmezefenych, duktalnich, vakuolizovanych, vodojasnych a nespecifickych glanduldrnich bunék
usporadanych do solidnich/lobuldrnich, mikrocystickych, papilarné — cystickych a folikularnich
struktur (6). Oproti tomu MASC je strukturné homogenni, cely tumor je prostoupen mikrocystickymi
a lehce dilatovanymi glanduldrnimi prostory s pfitomnosti sekre¢niho materidlu v luminu.

Vétsina pripadd MASC byla v minulosti klasifikovana jako low grade cystadenokarcinom blize
nespecifikovany, nebo AciCC slinnych Zlaz. Podle naseho nazoru mizZe jednotka AciCC, tak jak je
popsana v modré knize WHO (6) a svazku AFIP (5) zahrnovat heterogenni skupinu nadort. 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, Ze MASC reprezentuji skutecné samostatnou skupinu a mély by byt
klasifikovany oddélené od konvencéniho AciCC. Hlavnim diferencialné diagnostickym znakem MASC je
absence acinarnich bunék. Dalsi diagnosticka kritéria zahrnuji mikrocysticky, plastvovity vzhled
sloZzeny z malych cyst ¢asto splyvajicich do vétsich atvar( pripominajicich thyroidni folikuly; tubularni
prostory obsahujici sekre¢ni material a uniformni neoplastické bunky s hojnou eozinofilni

cytoplazmou, kterd mize mit prileZitostné pénity vzhled.
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V nedavné dobé bylo prokazano, ze sekrecni karcinom prsu nese balancovanou chromozomalni
translokaci t(12;15)(p13;925), kterd vede ke vzniku fuzniho produktu tvoreného genem ETV6 z
chromozomu 12 a genem NTRK3 z chromozomu 15 (14). 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 pfipadu mohla byt disledkem
nizké exprese fazniho produktu (2). Oproti tomu, u Zaddného ze studovanych konvencnich salivarnich
AciCC nebyla nalezena translokace zahrnujici gen ETV6. Reis-Filho a kol. (12) ve své nedavné studii
neprokazali pomoci FISH ptitomnost translokace zahrnujici gen ETV6 u AciCC prsu. Toto pozorovani
silné podporuje predstavu, Ze sekrecni karcinom prsu a AciCC prsu jsou dvé r(izné 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.

Doposud se soudilo, Ze se sekrecni karcinom vyskytuje pouze v mlééné zlaze, nicméné my véfime, ze
tato studie prinasi prlkaz dalSich analogickych nador( vyskytujicich se v obou organech, kde MASC je
protéjskem sekrecniho karcinomu prsu vyskytujicim se ve slinné Zlaze.

Navzdory morfologickym a imunohistochemickym podobnostem se sekrecni karcinom prsu a MASC
slinnych Zlaz lisi pokud jde o klinicky pribéh. Sekrecni karcinomy prsu maji spiSe mirny klinicky
prabéh, maji sklon k lokdlnim recidivdam a je pro né charakteristické delsi preZiti (9). Oproti tomu
salivarni MASCs reprezentuji Siroké spektrum klinickych manifestaci zahrnujicich pfipady s mirnym
prdbéhem, ale i pfipady srychlym klinickym pribéhem charakterizovanym maligni diseminaci

onemocnéni a koncici smrti.

2.6. Zavér

Prostudovali jsme pfitomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 u souboru konvencnich
salivarnich AciCC (12 pripad), prsnich sekrecnich karcinomd (3 pfipady) a u 16 pripadd MASC.
Pfitomnost translokace t(12;15)(p13;925) ETV-NTRK3 byla prokazana u vSech analyzovatelnych
pripadld MASC, kromé jednoho a u Zadného konvencniho salivarniho AciCC. MASC se zjevné lisi
morfologicky od jakychkoliv doposud zndmych nador( slinnych Zlaz, maji charakteristicky
imunohistochemicky profil a nesou translokaci ETV6-NTRK3, ktera se nevyskytuje u konvencniho
AciCC. Jsme proto presvédceni, ze MASC reprezentuji skutecné samostatnou skupinu a mély by byt
klasifikovany oddélené od konvenéniho AciCC.

Vysledky tého studie byly pouzity k pripravé publikace pfijaté do tisku v American Journal of Surgical
Pathology (Skalova A., Vanecek T., Sima R., Laco J., Weinreb I., Perez-Ordonez B., Starek I., Geierova

M., Simpson RHW., Passador-Santos F., Ryska A, Leivo I., Kinkor Z., Michal M. Mammary analogue
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secretory carcinoma of salivary glands, containing the ETV6-NTRK3 fusion gene: a hitherto

undescribed salivary gland tumor entity.).

2.7. Summary

We present a series of 16 salivary gland tumors with histomorphological and immunohistochemical
features reminiscent of secretory carcinoma of the breast. This is a hitherto undescribed and
distinctive salivary gland neoplasm, with features resembling both salivary acinic cell carcinoma and
low grade cystadenocarcinoma, as well as displaying strong similarities to breast secretory
carcinoma. Microscopically, the tumors have a lobulated growth pattern and are composed of
microcystic and glandular spaces with abundant eosinophilic homogenous or bubbly secretory
material positive for PAS, mucicarmine, MUC1, MUC4 and mammaglobin. The neoplasms also show
strong vimentin, S-100 protein, and STAT5a positivity. For this tumor we propose a designation
mammary analogue secretory carcinoma of salivary glands (MASC).

The 16 patients comprised 9 men and 7 women, with a mean age of 46 years (range 21-75). Thirteen
cases occurred in the parotid gland, and one each in the minor salivary glands of the buccal mucosa,
upper lip, and palate. The mean size of the tumors was 2.1 cm (range 0.7 to 5.5 cm). The duration of
symptoms was recorded in 11 cases and ranged from 2 months to 30 years. Clinical follow-up was
available in 13 cases, and ranged from 3 months to 10 years. Four patients suffered local recurrences.
Two patients died, one of them due to multiple local recurrences with extension to the temporal
bone, and another due to metastatic dissemination to cervical lymph nodes, pleura, pericardium and
lungs.

We have demonstrated a t(12;15) (p13;q25) ETV6-NTRK3 translocation in all but one case of MASC
suitable for analysis. One case was not analyzable and another was not available for testing. This
translocation was not found in any conventional salivary acinic cell carcinoma (12 cases), nor in other
tumor types including pleomorphic adenoma (1 case) and low grade cribriform cystadenocarcinoma
(1 case), whereas ETV6-NTRK3 gene rearrangements were proven in all three tested cases of
mammary secretory carcinoma. Thus, our results strongly support the concept that MASC and acinic

cell carcinoma are different entities.
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