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2. Klinicko-patologické charakteristiky karcinomii slinnych Zlaz

Salivarni karcinomy jsou vzacné se vyskytujicimi afekcemi, na v§ech zhoubnych huménnich
nadorech se podileji asi 0,5 %, v oblasti hlavy a krku pak zastupuji 3-5 % malignit (1).
Mohou vychéazet zvelkych (gl. parotis, submandibularis, sublingualis) nebo z malych
slinnych zlaz, Siroce rozesetych v oblasti hlavy a krku (sliznice dutiny ustni, uvula, spodina
ustni, kofen jazyka, retromolarni oblast, peritonsilarni oblast, hltan, hrtan, zevni zvukovod,
sttedousSi, paranazalni dutiny) (2).

Ptiblizné¢ 70 % vSech neoplasii slinnych zldz vychéazi ze zldzy piiusni. V této lokalizaci
pfevazuji benigni nadory, na karcinomy zde pfipada jen 15 — 32 %. V gl. submandibularis
a sublingualis nachazi své origo piiblizné 20 %, resp. 10 % sialomi, pficemz jejich maligni
formy jsou zde zastoupeny 41-45 %, resp. 70-90 % (3).

Nadory malych slinnych zlaz ptedstavuji v této onkologické skupiné asi 5% minoritu, avSak
polovinu z nich tvoti karcinomy (3). Jejich relativni zastoupeni je zavislé na lokalizaci. Napf.
na patfe ¢ini 40 %, na kofeni jazyka a na spodin¢ ustni az 90 % (4). Salivarni karcinomy se
vyskytuji ve vSech vékovych skupindch, nejcastéji nevyssim veku, u déti a mladistvych jsou
velmi vzacné (3).

Soucasna WHO Kklasifikace z r. 2005 (5) zahrnuje celkem 25 malignich epitelidlnich tumort
slinnych Zlaz (tabulka €. 1). Jejich relativni zastoupeni je velmi nevyrovnané, vétSinou se
jedna o mukoepidermoidni, adenoidné cysticky, acinocelularni a salivarni duktalni karcinom
(6). U malych slinnych Zlaz je nejcastéjsi histopatologickou jednotkou polymorfni low grade

adenokarcinom (1,4).



Tabulka ¢. 1
WHO histologicka klasifikace karcinomi nadori slinnych Zlaz (2005)

Karcinom z acinarnich bun¢k
Mukoepidermoidni karcinom
Adenoidné cysticky karcinom
Polymorfni low grade adenokarcinom
Epitelové-myoepitelovy karcinom
Karcinom z jasnych bunék
Bazocelularni adenokarcinom
Sebacedzni karcinom

Sebacedzni lymfadenokarcinom
Cystadenokarcinom

Low grade kribriformni cystadenokarcinom
Mucindzni adenokarcinom
Onkocytarni karcinom

Salivarni duktéalni karcinom
Adenokarcinom NOS (not otherwise specified)
Myoepitelovy karcinom

Karcinom z pleomorfniho adenomu
Karcinosarkom

Metastazujici pleomorfni adenom
Dlazdicobunécny karcinom
Malobunécny karcinom
Velkobunécny karcinom
Lymfoepitelidlni karcinom

Sialoblastom

Salivarni karcinomy jsou charakterizovany velkou histomorfologickou pestrosti a variabilitou
biologického chovani, a to i vramci jedné a téZe jednotky, coz je pfi¢inou obtiznosti pii
stanoveni jejich prognozy.

Dignita nékterych salivarnich karcinomii je a priori ddna samotnou histopatologickou
diagnozou, implikujici jejich grading (napf. vysoce maligni malobunéény vs. nizce maligni
acinocelularni karcinom). U mukoepidermoidniho (7, 8) a adenoidné cystick¢ho karcinomu
(9, 10) byla pro urc€eni stupné jejich diferenciace vypracovana specialni kritéria.

U raritné se vyskytujicich jednotek, unichz chybi pottebné histopatologicko-klinické
korelace, nebyl grading vitbec vytvofen. V individudlnich ptipadech vSak klinicky pribch

nemoci neodpovida stanovenému histopatologickému stupni malignity. Proto je v soucasnosti



tendence rozdélovat salivarni karcinomy nikoli na 1éze nizkého a vysokého stupné malignity,

ale na tumory s nizkym a vysokym biologickym rizikem (low- a high-risk).

2.1. MoZnosti prognézovani karcinomii slinnych zlaz

2.1.1. Vyznam histopatologického gradingu pro prognézu salivarnich karcinomu

Prognosticky vyznam histopatologického gradingu byl ovéfen nékolika nezavislymi studiemi.
Podle Lima (11) ¢ini Sleté preziti u pacientd s karcinomy nizkého a stfedniho stupné
malignity 85-90 %, s high grade karcinomy pouze 40-50 %. Podobné¢ Renehan (12)
u parotickych karcinomti udava 10leté preziti u low grade karcinomi 93 %, a u intermediate

a high grade 1¢zi 40-50 %.

Prognosticky vyznam gradingu byl prokazdn Armstrongem (13) pouze u tumorll vysSSich
klinickych stadii (III a IV). Preziti pacientii s low- vs. high-grade karcinomy, lé€enymi ve

stadiu I a II se signifikantné nelisilo.

2.1.2 Vliv klinického stagingu na prognoézu pacienti se salivirnimi karcinomy

Vedle stupné histopatologické diferenciace byly jako prognostické faktory karcinomu
slinnych zlaz zkoumany 1 jejich klinické charakteristiky. Nekteré studie prokazaly negativni
vliv véku, muzského pohlavi (14, 15) a zejména pak ptitomnosti krénich metastaz.

Podobn¢ jako u dlazdicobunéénych karcinomii hlavy a krku, je i u salivarnich tumort
prognoza determinovana klinickym stddiem (viz tab.¢.2). Bylo prokézano, ze staging ma

dokonce vétsi prognostickou vahu neZzli stanoveni stupné jejich diferenciace (1, 10, 16, 7, 8).



Tabulka €. 2: 10leté preziti pacient karcinomu slinnych 714z v zavislosti na klinickém stadiu

Autor st. I |st.II |st. III|st. IV

Lima"! 97% |81% |56% |20%

Renehan'> |96% |70% |47% |17%

Klinicky dtleZitym prognostickym faktorem, determinujicim rozsah resekce pfiusni Zlazy, je
velikost tumoru, kdy pacienti s karcinomy menSimi nez 4 cm vykazuji bez ohledu na

histopatologicky grading signifikantné delsi pteziti (viz tab. €. 3).

Tabulka ¢. 3: Délka pieziti pacientii se salivarnimi karcinomy v zavislosti na velikosti

tumoru

Velikost tumoru

<4em |>4 cm autor

5- leté preziti |>90% |<40% |Renehan et al.'’

5-leté pieziti | >75% |<40% |Spiro'®

Pro predikci vzniku lokoregiondlnich recidiv toliko parotickych karcinomil bylo vypracovano
schéma, které operuje s klinickymi idaji, a histopatologicky typ nadoru nebere v tivahu (14).

Pro komplikovanost a ¢asovou naro¢nost vSak jeho pouziti neni vSeobecné rozsiteno.

Mezi obtizné prognostikovatelné 1éze patii adenoidné cysticky karcinom (ACC), ktery je
druhym az tretim nejCastéj$im karcinomem velkych slinnych zlaz (6,10,19). Postihuje
pacienty kazdého véku, ponejvice viak 5. a 6. decénia (19). Casté je perineuralni Sifeni,
prakticky znemoznujici uplné chirurgické odstranéni tumoru, ktery tak vykazuje vyraznou

tendenci k lokoregionalnim recidivam. Typicky je dale vlekly prib&h s pozdnim vyskytem


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1034/j.1601-0825.2002.02870.x/full#t5n2

hematogennich metastdz, postihujicich zejména plice, jatra a skelet, které jsou schopny
zahubit pacienta i za nékolik desetileti (1,20).
Adenoidné cysticky karcinom patomorfologicky charakterizuje ptitomnost tubularnich,

kribriformnich a solidnich struktur.

Obr. €. 1 Kribriformni struktury adenoidné cystického karcinomu
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Relativni zastoupeni posledné¢ uvedené slozky se stalo zdkladem pozdéji modifikovaného
histopatologického gradingu (9, 10) viz tab. €. 4. Seethala (21) vSak poukazuje na to, ze jeho
prognosticky vyznam nebyl jednoznac¢né prokazan a rozhodujicim prognostickym cinitelem
u ACC je (podobné jako u dalSich karcinomi slinnych zlaz) jeho klinické stadium.

Velmi rychlym fatadlnim pribéhem se vyznacuji ACC, u nichz doSlo k high-grade
transformaci. Pro tuto histopatologickou jednotku, vy¢lenénou z ACC Seethalou v r. 2007, je
charakteristickd  dediferenciace nadorovych, duktalnich a myoepitelovych bunék, jejich

vysokd mitotickd aktivita a nepravidelnosti jader (22).

Tabulka ¢. 4. Histopatologicky grading ACC

Grade Szanto’ Spiro'’

Vétsinou tubularni
nebo kribriformni
komponenty

V¢étsinou tubularni, zadné
solidni struktury

VétSinou kribriformni
2 struktury, solidni
komponenty méné nez 30%

Solidni komponenty
méné nez 50%

Solidni komponenty vice nez | Solidni komponenty
30% vice nez 50%

2.1.3. Prognosticky vyznam genovych abnormalit u salivarnich tumori

Obtize pti predpovédi klinického pribéhu salivarnich karcinomti vedou k intenzivnimu
hledani novych prognostickych a prediktivnich molekuldrnich markeri. Jde pfedevSim
o identifikaci gentl, resp. jejich produktli, odpovédnych za iniciaci, progresi a metastazovani
jednotlivych typli nador. Kromé toho se ptepoklada, Ze jejich cilenou biologickou blokddou
by bylo mozno zlepsit kiivky pteziti u prognosticky zavaznych, vysoce rizikovych salivarnich
nadori (23-29). Blokada relevantnich molekul je obecnym principem cilené 1é¢by malignit,
kterd byla jiz jako standard vedle hematoonkologickych afekci zavedena i u nékterych
solidnich néadorti, predev§im nemalobunéénych karcinomi plic, karcinomu kolorekta,
mammy, gastrointestindlni stromdlniho tumoru, maligniho melanomu, jakoZ i spinaliomu

hornich cest dychacich a polykacich, aj. (30).
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Onkogenetické alterace jsou zpusobeny celou fadou mechanismti. Jednim z nich jsou i fuzni
translokace, které vedou ke vzniku novych genll. Ptedpokldda se, Zze posledné¢ uvedené
genetické zmény jsou odpoveédny za vznik az 20 % vSech lidskych neoplasii (31). Z celého
sirokého histopatologického spektra salivarnich nadortt byly tyto genové alterace
identifikovany zatim jen u 5 jednotek.

Pleomorfni adenom je iniciovan unikatni, a tedy pro histopatologickou diferencialni
diagnostiku vyznamnou fizni translokaci geni PLAG1 a HMGA2 (32). Kancerizace tohoto
nadoru je zptisobena amplifikaci genit MDM2 ,HMGA2 — WIF1 a genu HER2 (33).

Pro mukoepidermoidni karcinom je typicka translokace geni CRTC1 a MAML2 (34). Ta ma
vyznam 1 prognosticky, nebot’ je spojena s delSi délkou preziti, nizSim vyskytem lokéalnich
recidiv a menSi tendenci k metastazovani (35). Detekce fuznich gent ETV6 a NTRK3 (36)
umoznila identifikaci sekretorického karcinomu slinnych Zlaz (mammary analogue secretory
carcinoma), ktery byl dfive mylné¢ diagnostikovan jako biologicky pfiznivéjsi karcinom
z acindrnich buné€k. Pro hyalinizujici karcinom z jasnych bunék je charakteristické translokace
mezi geny ESWR1 a ATF1 (37).

Jednim ze zkoumanych gent u karcinomil slinnych zldz byl 1 nadorovy supresor p53.
Luukkaa (39) vsSak nezjistil prognosticky vyznam jeho exprese v Sikokém spektru 17
histopatologickych jednotek a k podobnym zdvérim dosel 1 Felix (38) u salivarniho
duktalniho karcinomu.

Dalsim ze salivarnich nadorti, u n¢hoz byly studovany genové abnormality, je 1 adenoidné
cysticky karcinom, u kterého Jian Fen He (40) podobné jako Sasahira (41) zjistili negativni
korelaci mezi expresi supresorového genu RUNX3 s jeho prognézou. Tento tumor, podobné
jako nékteré dalSi salivarni karcinomy, je asociovan se zvySenou, avSak prognosticky
irelevantni expresi onkoproteinu C-Kit, EGFR a VEGF (31,42,43, 44,45). Oproti tomu u
GISTu (gastrointestinalni stromalni tumor) byla zjiSténa souvislost mezi jeho expresi a délkou
pieziti (46).

Dal$im zkoumanym faktorem u salivarnich malignit byla exprese genu pro faktor kindzu
sphingosine 1 (SPHK1). SPHKI1 je bioaktivni lipidovy mediétor, ktery ma dilezitou roli ve
fyziologickych procesech jako bunécna proliferace a angiogeneze. ZvySend hladina této
kinazy byla prokazana u Sirokého spektra malignit spojenych se zavaznou prognézou (napt. u
glioblastomu, karcinomu prostaty, karcinomu zaludku) a je hodnocena jako negativni
prognosticky faktor (48). Podobné Liu (47) prokdzal Ze overexprese tohoho faktoru je

spojena s krat§i dobou pfeziti u salivarnich karcinoma.
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2.2 C-Kit gen

Kit (znam také jako C-Kit) je protoonkogen lokalizovany v pozici 4q12. Jeho produkt patfi
mezi receptorové tyrosinkinazy (RTK), coz jsou transmembranové proteiny, prevadéjici
signdl po vazb¢ ligandu rustovych faktori pies bunéénou membranu. Tim spoustéji
intracelularni kaskadu, kterou se predava signal do jadra. Zde po aktivaci transkripénich

faktort dojde k expresi genti nutnych pro aktivaci mit6zy (obr.¢.1).

Obr. €. 3. Schématické znazornéni Kit signalni drahy.

bunééna membréana

c-kit receptor \
\ Cyclina D1

mitochondrie
BCI-2

intracelularni signalni kaskada ) — -
v o3 jaderna DNA

transkrip&ni faktor

C-kit gen

C-Kit gen hraje vyznamnou tlohu ve vyvoji mastocytii, melanocytdi, kmenovych bunék bilé
icervené krevni fady, jakoZ i germindlnich a intersticidlni bun¢k Cajalovych GITu. Jeho
vyraznd exprese, byla prokazana u myeloidni leukémie, melanomu, karcinomu prsu, plic,
Stitné Zzlazy, seminomu a zejména pak u GISTu, ale u karcinomil slinnych 714z je znacné
variabilni. Vyjimku vSak ptedstavuje ACC, ktery vykazuje pozitivni Kit reakci (obr. 2) v 80-
100 % ptipadl (24,49). Jeji pfitomnost miiZe slouZit jako pomocny diferencialné diagnosticky
znak k odliSeni velmi podobného, avSak prognosticky daleko ptiznivéjSiho polymorfniho

»low-grade* adenokarcinomu slinnych 714z a benigniho pleomorfniho adenomu s absenci

,»stromalni* komponenty (44,50).
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Protoze naprosta vétSina ACC vykazuje silnou Kit imunoreakci, vkladaly se do blokady Kit
signalni cesty tyrozinkindzovymi inhibitory (TKI) velké nad¢je.

Urcity entuziasmus byl vyvolan vysledky prvnich aplikaci imatinibu (Glivec), protoze Alcedo
(23) v r. 2004 referoval o dvou pacientech s ACC, uspésné 1éCenych timto preparatem. V roce
2005 Faivrova (51) publikovala vysledky u jen malo vét§iho souboru 8 pacienti s ACC.
K pozitivni odpovédi na 1é¢bu doslo u jednoho z nich. Podobné ani Hotte (25) nezaznamenal

vyraznéjsi efekt pisobeni imatinibu u 16 nemocnych s timto nddorem.

Kriticky pohled potvrdily i dal§i, rozsahlejsi studie (81,82). Linem byl po uvedené terapii
dokonce popsan akcelerovany riist metastaz (52). Ghosal ve studii publikované v roce 2010
podéval imatinib v kombinaci s cisplatinou v 1é€bé tohoto nadoru s ¢astecnym efektem, kdy
u 3 z 28 pacientl doslo k do¢asnému zastaveni jeho progrese (53). Novéji byly syntetizovany
TKI nové generace (sunitinib, nilotinib, dasatinib a jiné), které se od imatinibu li§i tim, ze
krom¢ Kit plisobi i1 na dal$i receptory s tyrozinkinazovou aktivitou. V soucasnosti probiha
intenzivni vyzkum lé¢by salivarniho ACC témito novymi preparaty, dosavadni zpravy vSak
jsou zdrzenlivé. Chau (26) nezaznamenal reakci u 14 nemocnych, léCenych sunitinibem.
Podobné¢ nedoslo k pozitivni odpovédi na 1écbu dasatinibem v kombinaci s cetuximabem
(54). Recentni studie, ktera ma za kol sledovat odpovéd’ na 1écbu Dasatinibem dosud nebyla
ukoncena (55). Dosavadni negativni zkuSenosti s uvedenou terapii je ovSem nutno hodnotit ve
svétle skuteCnosti, ze do studii byli zahrnuti jen pacienti s generalizovanymi, nikoliv
s primarnimi tumory. Dal§im moznym divodem neucinnosti 1é¢by imatinibem je dle Bellové
(49) skutecnost, ze Kit je exprimovan toliko v nadorovych duktalnich, a nikoli
myoepitelidlnich buiikach. Posledné uvedené elementy exprimuji MYB gen, ktery neni
cilovou molekulou pro lécbu TKI.

Pivodné studie predpokladaly ucinnost TKI pouze u nadortt jevicich expresi C-Kit
onkoproteinu. Tato ocekdvani vSak nebyla naplnéna, proto se naskytla otazka zda efektivita
této 1écby neni urcena dal$imi alteracemi tohoto genu - podobné jak tomu je u GISTu .

Vila (56) publikoval soubor 14 pacienti s ACC karcinomy slinnych Zlaz, u kterych zkoumal
jednotlivé typy mutaci C-Kit genu. U jednoho pacienta byly zjistény rizné typy mutaci jak
v primarnim tumoru, tak i v metastazach. Byl zde potvrzen piedpoklad, Ze primérni tumor a
metastazy mohou obsahovat riizné typy mutaci C-Kit genu. Lin v souboru 5 pacientli zadné
mutace C- Kit genu nezjistil (52) avSak Tetsu (57) ve své praci zjistil, ze u 17 C-Kit
pozitivnich pacientli s progredujicim ACC karcinomem se u dvou se vyskytuji mutace

vexonech 13 a 17. Tyto byly zodpovédné za blokadu C-Kit signadlni kaskddy by mohlo
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vysvétlovat neucinnost imatinibu. Navic u dal§ich dvou pacient bez mutaci C-Kit genu byly
zjistény mutace v genech kédujicich efektory signalnich kaskad (KRAS, BRAF), které rovnéz
byly zodpovédné za inaktivitu celé¢ C-Kit signalni kaskady. Na zékladé téchto nalezti Tetsu
vyvodil zavér, ze ACC karcinom progreduje i pfes blokadu C-Kit signalni cesty mutacemi a

vyjadiil pochybnost o ti¢innosti 1é¢by blokatory tyzozinkindzy.

2.3. MYB gen — charakteristika

MYB gen je lokalizovan v oblasti q22-q23 chromozomu 6. Jeho proteinovy produkt je
klicovy transkripéni faktor pro fyziologickou regulaci kmenovych bunék v kostni dfeni a ve
sttevnich kryptach. Deregulace a aberantni funkce tohoto genu vede ke vzniku nckolika
nadorovych onemocnéni. U détské akutni bazofilni a lymfocytarni leukémie byla
identifikovéana translokace MYB—-GATALI (58) resp. rekurentni chromozomalni translokace a
duplikace v MYB lokusu (59).

ACC je jedinym ze salivarnich tumord, ktery vykazuje alterace MYB genu. Ten miize byt
poskozen vicero dosud ne zcela presné identifikovanymi mechanismy (60), mezi néz patii
i translokaéni fuze s genem NFIB. Vyskytuje se v 28-49 % piipada (60,61) a je pro dany
nador zcela specificka, nenachazi se v jinych salivarnich tumorech ani v normalni slinné zlaze
(49,60,61,62). Jeji prukaz tak ma vyznam v histopatologické diferencidlni diagnostice
karcinomu slinnych Zlaz, predevsim v odlisSeni ACC od nejcastéji se vyskytujiciho benigniho
pleomorfniho adenomu (63).

Nazory na prognosticky vyznam tohoto genu resp. jeho exprese jsou vSak nejednotné.
Zatimco West (61) a Mitani (62) zjistili jeji signifikantni vztah k pieziti u ACC a n¢kterym
klinickym parametriim, jini autofi tyto souvislosti popiraji (49).

Terapeuticky potencidl blokddy MYB genu u malignit byl zkoumdn =zatim pouze
experimentalng, protoze transkripéni faktory, mezi néz tento patfi, jsou obecné povazovany za
velmi obtizné terapeutické cile (59). Na zvifatech bylo zjiSténo, ze MYB gen lze
u hematologickych malignit zablokovat bud’ pfimo na transkrip¢ni ¢i nizsi signalni Grovni
(64). Dalsi studie prokazala, ze jinak imunitnimu dohledu unikajici MYB pozitivni bunky
murinniho kolorektalniho karcinomu jsou po navazani MYB protilatky imunokompetentnimi
mechanismy rozpoznany a nasledné zniceny (65). Vysledky uvedenych experimentalnich

studii se jevi terapeutickym pfislibem nejen u zminénych nadord, ale i u ACC.
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3. CILE PRACE.

C-Kit gen

1. Provést imunohistochemickou expresi C-Kit genu u pacientli s karcinomem slinnych
7laz.

2. Vyhodnotit korelaci této exprese s prognézou salivarnich karcinomi log- rank testem.

MYB gen

3. Provést detekci zlomu MYB genu u pacientti s ACC slinnych zlaz
4. Provést korelaci MYB statutu s vybranymi klinickymi faktory (v€k, pohlavi,
perineurdlni invaze, pritomnost hematogennich a uzlinovych metastaz, origo,

bezptiznakovy interval) a gradingem u ACC
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4 .1. C-Kit gen

4.1.1 Soubor pacienti

Z registru karcinomt velkych zldz, vedeného na ORL klinice v Olomouci, bylo do
retrospektivni studie vybrano 33 nemocnych, u nichz byly dostupné archivované parafinové
bloky a soucasn¢ i relevantni klinicka data. 17 nemocnych bylo zenského, 16 muzského
pohlavi. Vék vsech nemocnych se pohyboval v rozmezi 8 az 86 let, primér pak ¢inil 52, 45
pouze 2 karcinomy, v 7adném piipadé se nevyskytl tumor ve Zldze podjazykové. Sest
nemocnych bylo ve stadiu T1, 10 ve stadiu T2, 9 ve stadiu T3, a 5 ve stadiu T4, u tfi
nemocnych nebylo mozno tento tdaj zjistit. U 31 nemocnych s parotickymi karcinomy byla
provedena 8krat superficidlni, 8krat totalni konzervativni a 15krat totalni radikélni, event.
roz8ifena parotidektomie. Tumory gl. submandibularis byly exstirpovany in toto se zlazou.
Kurativni nebo elektivni blokova kréni disekce byla provedena ve 24 piipadech. 23
nemocnych bylo nasledné ozareno.

Z celkové skupiny 33 pacientl jich 20 zije, z toho 2 se zndmkami onemocnéni, 13 na nador
zemielo. Rozsah sledovaciho intervalu byl 8-270, primérné¢ 78,97 mésici (median 64
mesicil). Z jednotlivych histopatologickych forem byl nejcastéjSim karcinom adenoidné
cysticky (9 nemocnych), nésledovany karcinomem mukoepidermoidnim  (6x),
acinocelularnim (5x) a karcinomem z pleomorfniho adenomu (4x), dale salivarnim duktalnim
a nediferencovanym karcinomem (3, resp. 2 pfipady), po jednom piipadu pak
adenokarcinomem jinak nespecifikovanym, kribriformnim cystadenokarcinomem,
adenokarcinomem papilarné-cystickym a sekretorickym karcinomem slinnych zlaz.

Exprese C-Kit onkoproteinu byla hodnocena semikvantitativné kombinaci intenzity
membrandézni a/nebo cytoplazmatické reakce (Skala 1+, 2+, 3+) a relativniho poctu
pozitivnich bun€k metodou dle Wenta (83). Za negativni jsme povazovali pouze tumory bez

jakékoliv reakce.

4.1.2. Imunohistochemické vysetieni

K detekci exprese C-Kit jsme pouzili formalinem fixované, do parafinu zalité tkanoveé tezy.
Imunohistochemické reakce byla provedena standardnim zplsobem za pouZiti polyklonalni

kralici protilatky firmy Dako (Glostrup, Denmark) proti transmembranovému
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tyrosinkindzovému receptoru CD117/C-Kit v fedéni 1:100 pti 120 0C s pouzitim mikrovinné
trouby k odmaskovani epitopu antigenu. K vizualizaci probéhlé reakce byl pouzit detekéni
systém Histofine (Nichirei Biosciences INC, Universal immunoperoxidase polymer anti-
rabbit) a DAB (diaminobenzidine) jako chromogen.(obr.¢.2). Jako pozitivni kontrola slouzily

tkanové fezy ze stromalniho tumoru gastrointestinalniho traktu (GIST).

Obr. ¢. 4 C-Kit 3+ pozitivni adenoidné cysticky karcinom (hematoxylin-
eosin, zv. 200x).

4.1.3 Statistické metody zhodnoceni

Pravdépodobnost kumulativniho pfeziti (Kaplan- Meier) u pacienti s C-Kit pozitivnimi a

negativnimi karcinomy byla porovnana log-rank testem.
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4.1.4. Vysledky

Z celkového poctu 33 karcinomt bylo 26 (t.79 %) C-Kit pozitivnich. Na 7 negativnich
vysledcich se podilely 3 karcinomy mukoepidermoidni, 2 karcinomy z pleomorfniho
adenomu, jeden karcinom sekretoricky a low-grade kribriformni cystadenokarcinom.
Kompletni (az na jeden ptipad) silnou reakci jsme zjistili u 9 karcinomi

adenoidné cystickych a dale u vsech 3 salivarnich duktalnich karcinomt. U ostatnich
hodnocenych histopatologickych jednotek se C-Kit pozitivita pohybovala od 50 do 100 % pfti
preziti (Kaplan- Meier) u pacienti s C-Kit pozitivnimi (n = 27) a negativnimi (n = 6)

karcinomy se pfi statisticky neliSila.



Tab ¢.5

Exprese C-Kit onkoproteinu v zavislosti na histopatologickém typu karcinomu

intenzita reakce

Negat. |1+ 2+ 3+ pozit.celkem
karcinom
ACC 0 1 0 8 9/9 100%
SDC 0 0 0 3 3/3 100%
MEC 3 1 0 2 3/6 50%
CaexPA 2 0 2 0 2/4 50%
AciCC 0 2 1 2 5/5 100%
LG CCA 1 0 0 0 0/1 0%
nedif. ca 0 0 2 0 2/2 100%
adenoca
NOS 0 0 1 0 1/1 100%
LG PCA 0 1 0 0 1/1 100%
MASC 1 0 0 0 0/1 0%
ZKkratky

ACC- adenoidné cysticky karcinom
SDC- salivarni duktdlni karcinom
MEC- mukoepidermoidni karcinom

CaexPa-karcinom z pleomorfniho adenomu

AciCC - acinocelularni karcinom

LG CCA - low grade kribriformni cystadenokarcinom

Adenoca NOS - adenokarcinom NOS (not otherwise specified)

LG PCA - low grade papilarné cysticky adenokarcinom

19

MASC — mamarni analogicky sekretoricky karcinom slinnych zldz (mammary analogue

secretory carcinoma)

Nedif.ca - nediferencovany karcinom
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4.1.5 Diskuse

Imunoexpresi C-Kit onkoproteinu u karcinomt slinnych Zzlaz se vénovalo nékolik, ve
vysledcich se ¢asto rozchazejicich studii. V Jengové souboru (66) 79 salivarnich karcinomi
vykazovalo C-Kit imunopozitivitu jen 20 z 25 adenoidné cystickych karcinomt, dale pak
vSechny karcinomy lymfo- a myoepitelové, zastoupené 6, resp. 2 piipady. Ostatnich 46
hodnocenych tumortt (karcinom myoepitelovy, mukoepidermoidni, acinocelularni,
polymorfni low-grade adenokarcinom, adenokarcinom NOS, karcinom z pleomorfniho
adenomu, salivarni duktalni, nediferencovany a dlazdicobunécny karcinom) bylo negativnich.
Naproti tomu Andreadis (67) v testované skupin€ 57 tumorii zjistil C-Kit imunoexpresi v 30
ptipadech ponékud SirSiho histopatologického spektra. Vedle dominantniho karcinomu
adenoidné cystického (11 pozitivnich ze 14 hodnocenych), Slo o karcinom acinocelularni
(5/6), epitelové-myoepitelovy (3/3), lymfoepitelovy (1/1), polymorfni low-grade
adenokarcinom (7/14) a karcinosarkom (1/1). Negativita byla zjiSténa u karcinomu
mukoepidermoidniho (0/3), dlazdicobunécného (0/5), salivarniho duktalniho (0/2),
myoepitelového (0/2), onkocytarniho (0/1) a adenokarcinomu NOS (0/1).

V studii Soerensenové (31), zahrnujici 73 parotickych karcinomu, vykazovalo C-Kit
imunoreakei jen 18 (). 25 %) tumort, mezi nimiZ s 92% pozitivitou prevladal karcinom
adenoidné cysticky. U ostatnich 9 histopatologickych subtypti byla (s vyjimkou jediné¢ho
epiteliové-myoepitelového karcinomu) reakce nulova nebo nizkéa. Pocetné dosud nejobsahlejsi
je Ettlova sestava 96 ptipada salivarnich karcinomti, z nichz 55 bylo C-Kit pozitivnich (68).
V testované histopatologické skale byl zcela negativni toliko karcinom duktalni (celkem 11
piipadl), vSechny ostatni jednotky byly ve vétsim ¢i menSim procentu pozitivni. Stejné jako u
3 vyse uvedenych studii vykazoval C-Kit expresi nejcastéji karcinom adenoidné cysticky (23
z 25 hodnocenych), nasledovan karcinomem acinocelularnim (8/10), mukoepidermoidnim
(6/15), karcinomem z pleomorfniho adenomu (5/12) a dalSimi, vzacnéji zastoupenymi typy.
V nasem souboru jsme prokézali C-Kit expresi u 27 ze 33 (tj. 82 %) hodnocenych karcinomil.
Imunoreaktivita ptitom prochdzela s riznym podilem pozitivnich ptipadl naptic¢ témét celym
spektrem 11 zde zahrnutych histopatologickych jednotek, kdyz jedinou vyjimkou byl C-Kit
negativni mamarni analogicky sekre¢ni karcinom slinnych Zlaz. Pfi porovnani naSich a
publikovanych vysledka (68, 69, 70, 71) je zfejmé, Ze shody v udavané¢ C-Kit expresi je
dosahovano toliko u karcinomu adenoidné cystického, u vSech ostatnich, méné ¢i vice Casto
se vyskytujicich typl karcinomt jsou vysledky zna¢né odlisné. Osm z 9 ndmi hodnocenych

adenoidné cystickych karcinomil vykazovalo silnou expresi. Analogické vysledky uvadéji
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i dal$i autofi (68, 69, 70, 71), intenzivni C-Kit reakce u tohoto tumoru se tudiz nabizi jako
potencidlni diferencialné-diagnosticky znak mezi timto tumorem a histologicky podobnym,
avsak biologicky ptiznivéj$im polymorfnim low-grade adenokarcinomem, jenz podle Beltrana
(72) vykazuje vyznamné slabsi imunohistochemickou C-Kit expresi. Edwards (69) naproti
tomu zjistil C-Kit imunopozitivitu u 16 z jim hodnocenych 17 polymorfnich low-grade
karcinomt, pficemz v 5 ptipadech §lo o silnou expresi, takze z diferencidlné diagnostického
hlediska povazuje imunohistochemicky prikkaz tohoto onkoproteinu v obou uvedenych
biologicky odlisnych afekcich za neptinosny. V naSi sestav€é nebyl polymortni low-grade
adenokarcinom zastoupen, v tomto sméru je studie neptinosnd. Potencidlni moznosti vyuziti
stanoveni C-Kit proteinu u adenoidné cystického karcinomu je v€asnd detekce jeho high-
grade transformace, jez tento tumor s typicky dlouhodobym, avSak nelitostnym pribéhem
meéni v prekotné progredujici, lymfogenné se Sitici 1ézi s rychlym letdlnim koncem. Odhaleni
tohoto zvratu na zékladé¢ morfologickych zmén je velmi obtizné. Jak vSak prokazal Seethala
(22), stanoveni C-Kit overexprese vtomto ohledu nema vyznam. Dal§im z uskali
histopatologické diagnostiky adenoidné cystického karcinomu miize byt i jeho odliSeni od
pleomorfniho a monomorfniho adenomu. Stanoveni C-Kit se ani v téchto ptipadech nejevi
jako ptinosné, nebot v Andreadisové sestavé (67) vSech 20 testovanych pleomorfnich
adenomil vykazovalo C-Kit pozitivitu, podobné vysledky udava 1 Chandan (73). Edwards (69)
pak zjistil pozitivni reakci u 16 ze 17 monomorfnich adenom, pti¢emz v 10 piipadech Slo o
silnou expresi.

V hodnoceni prognostického vyznamu C-Kit overexprese u ACC Ettl (68) nalezl pozitivni
korelaci mezi chybénim imunoreakce a star§Sim vékem (70 a vice let) nemocnych, vysokym
histologickym stupném malignity a vyskytem uzlinovych metastdz. V univaridtni analyze
vyznamu exprese C-Kit pro preziti byla jeji negativita vedle nékterych dalSich sledovanych
klinickych a imunohistochemickych parametrii signifikantnim faktorem. V multivaridtnim
hodnoceni vsak jeji vliv nebyl potvrzen. Vedle hodnoceni prognostického vyznamu pro celou
skupinu salivarnich karcinomil byla C-Kit exprese analyzovana i pro nejcastéji se vyskytujici
histopatologické jednotky. Negativita vySetfeni korelovala nesigifikantné s piezitim u
mukoepidermoidniho karcinomu a karcinomu v pleomorfnim adenomu, u karcinomu
acinocelularniho byla korelace dokonce signifikantni. U salivarniho duktalniho a adenoidné
cystického karcinomu nebyla zjiSténa Zadnd zavislost mezi C-Kit expresi a prognozou.
Naproti tomu Sorensenova (31) ve skupiné 73 karcinomil,, pozlstavajici z 10
histopatologickych subtypli, nepotvrdila Zadnou prognostickou hodnotu exprese tohoto

tyrosin-kindzového receptoru, nebyla prokazana ani jeji korelace se stupném
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malignity, velikosti ¢i klinickym stadiem tumoru a histopatologickym stavem regionalnich
uzlin. Takovato zasadni diskrepance vysledkii obou zminénych studii mtize snad byt
zpusobena odlisnou metodikou urceni negativity imunoreakce: Ettl (68) hodnoti jako C-Kit
negativni tumory s Uplnou absenci imunoreakce a vSechny ostatni (tj. 1+, 2+, 3+) jako
pozitivni. Vychazi ptitom ze zkuSenosti Rohra (74), Tsutsui (75) a Honga (76), ziskanych u
nékterych extrasalivarnich karcinomu, které ukazuji, ze pti uziti C-Kit jako prognostického
markeru i slab4 reakce musi byt hodnocena jako pozitivni. Naproti tomu Sorensenova (31)
fadi mezi negativni 1 1+ pfipady. V nasi studii, pouZivajici Ettlovu metodiku (68), nebyl
potvrzen rozdil v celkovém nadorove specifickém piezivani

(disease specific survival) u C-Kit negativnich vs. pozitivnich karcinomu. Statistické
hodnoceni C-Kit exprese, jakozto prognostického parametru stratifikované pro jednotlivé

histopatologické typy, nebylo pro maly pocet ptipadi v dané skupiné v nasi studii mozné.

C-Kit protonkogen hraje velmi pravdépodobné roli v onkogeneze adenoidné cystického
karcinomu, jeho ucast na vzniku a rhstu dalSich malignich, jakoZ i nékterych benignich
sialomi je vagni. Vysledky dosavadnich studii, zkoumajicich imunohistochemickou expresi
jeho proteinu u ostatnich histopatologickych typt této onkologické skupiny, jsou nékdy az
diametralné rozporné. PfiCinu tohoto stavu spatiujeme v nejednotné metodice hodnoceni
pozitivity reakce, v raznych protilatkdch a metodologii, jez byly pouzity k imunodetekci
onkoproteinu, jakoz i1 v malém poctu testovanych, zejména vzacnéji se vyskytujicich
histopatologickych jednotek. Vedle biologické variability tumori zde urcitou roli mize hrat i
ztrata imunoreaktivity zkoumaného antigenu ve formalinem fixovanych archivovanych
parafinovych bloccich, 1 kdyz vzhledem k prakticky 100% expresi adenoidné cystického
karcinomu se posledn¢ uvedena pticina jevi jako mén¢ pravdépodobna.

Imunohistochemicka detekce C-Kit onkoproteinu se pro prognézu karcinomil slinnych zlaz

jevi jako nepfinosna.
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4.1.6 Zavér prace — C-Kit gen.

1. Imunohistochemicka exprese C-Kit genu je ve vétSiné nadorovych jednotek
pozitivni (v 79%), s nejvétsi pravidelnosti C-Kit gen exprimuje adenoidné cysticky a
salivarni duktalni karcinom.

2. Exprese C-Kit genu nekoreluje u salivarnich karcinomut s délkou pteziti, nema

prognosticky vyznam.
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4.2. MYB gen

4.2.1 Soubor pacientii

Z registru nadorti slinnych 7laz Siklova patologického Gistavu v Plzni byly vyhledany
archivované materidly 31 nemocnych lé¢enych pro ACC v letech 1989-2014 u nichz
byla dostupna relevantni klinickd data. 8 vzorkd bylo pro poskozeni DNA ze souboru
vyrazeno. Celkem tedy bylo analyzovano 23 vzorkt (viz tab. ¢.6).

V souboru bylo 9 nemocnych muzského a 14 Zenského pohlavi. Vék vSech nemocnych se
pohyboval v rozmezi 24 az 84 let (prumér 57) let. V gl. parotis, gl. submandibularis, gl.
sublingualis a v malych slinnych Zlazach bylo lokalizovéano 7, 7, 2 resp. 7 karcinomti.

Sedm nemocnych bylo v dob¢ stanoveni diagnozy ve stadiu T1, 6 ve stadiu T2, 5 ve stadiu T3
a 5 ve stadiu T4. Metastazy do krénich uzlin v rozsahu N1 méli 3 pacienti, v rozsahu N2b
byly zjistény u 2 pacientii. Vzdalené metastazy mél 1 pacient. Ve 2, 12 a 9 ptipadech byl
stupeni diferenciace nadoru I, II a III, respektive.

7 submandibularnich a 2 sublingualni nadory byly exstirpovany in toto se Zlazou. Sest ze
sedmi parotickych tumort bylo odstranéno totalni a 1 konzervativni parotidektomii. 11 ze 17
operovanych pacientli dostalo adjuvantni radioterapii a 5 radiochemoterapii. Pouze operaci
byli IéCeni 4 pacienti. Z 5 pacientl, ktefi nebyli operovani, byli dva 1é¢eni radiochemoterapii,
jeden kurativni radioterapii, jeden paliativni radioterapii a jeden symptomaticky.

Z celkové skupiny 23 pacientt jich 17 zije, z toho 1 se zndamkami onemocnéni, 6 pacientii na
nador zemielo. Rozsah sledovaciho intervalu se pohyboval od 9-282 mésict, (pramér 62,6
meésicit).

Disease free interval (DFI) v celém souboru ¢inil u MYB pozitivnich od 7,0 do 285,8
(primérné 64,5) mésicti. od 3,5 do 163,6 (primérné 63,7) u MYB negativnich pacienta .

Klinické charakteristiky souboru jsou uvedeny v tabulce ¢.6.

4.2.2 Priprava FFPE vzorku

Vzorky pro vySetfeni metodou interfdzni FISH byly pfipraveny z formalinem fixované
a v parafinu zalité (FFPE) tkané. Pfiprava FFPE vzorkl byla zahdjena umisténim 4 um fezu

na povrch pozitivné nabitych mikroskopickych skel. Oblast s nadorovymi buitkami pro FISH
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analyzu byla ur€ena a vyznacena na sklech s fezem tkdn¢ obarvené v hematoxylinu-eosinu.
Deparafinizace probéhla v dvakrat po sob¢ jdoucim xylenu po dobu 10 min., poté v dvakrat

po sob¢ jdoucim 96 % etanolu po dobu 5 min. nésledovany oplachnutim v deionizované vode.

4.2.3 FISH postup

Vzorky byly inkubovany v citratovém roztoku (1x Target Retrieval Solution Citrate pH 6
(DAKO, Glostrup, Denmark)) pii 95°C po dobu 40 min., pak zchlazeny ve stejném roztoku
na pokojovou teplotu a poté oplachnuty v deionizované vod¢. Nasledovalo natraveni vzorki
v proteolytickém roztoku pepsinu o vysledné koncentraci 0,5 mg/ml (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) v 0,01M HCI pti 37°C po dobu 30 min. Po natrdveni byly preparaty
oplachnuty v deionizované vod¢, dehydratovany ve vzestupné alkoholové tadé (70%, 85%,
96% vzdy po 2 min.) a nasledn¢ vysuseny do odpateni veskerého etanolu. Pro detekci zlomu
vgenu MYB byla na pfedem vyznafenou oblast s nddorovymi buiikami aplikovana
komercné dostupna fluorescencné znaené sonda ZytoLight ® SPEC MYB Dual Color Break
Apart Probe (6q23.3) (ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Germany). Pro detekci zlomu
v gemu NFIB byla pouzita vlastni sonda smichana z BAC klonti RP11-408A13 (oranzové
znaceny), RP11-549112 (zelen¢ znaCeny)(BlueGnome Ltd, Cambridge, UK), vody a
LSI/WCP pufru (Vysis/Abbott Molecular, IL, USA) v poméru 1:1:1:7. Oblast se sondou byla
piekryta krycim sklem, jehoz okraje byly zalepeny elastickym lepidlem (Marabu-Fixogum)
proti vysychani. Skla byla vloZena do ThermoBrite ptistroje (StatSpin/Iris Sample Processing,
Westwood, MA, USA), kde probéhla kodenaturace vzorkl se sondou pfi teploté 85°C po
dobu 8 min., nasledovana hybridizaci pti 37 °C po dobu 16 hodin.

Po hybridizaci byla sejmuta kryci skla, nespecificky navazand sonda byla odstranéna
promytim preparatll v posthybridiza¢nim roztoku (2xSSC/0.3% NP-40) pfi teploté 72°C po
dobu 2 min. a pak vysuSena ve tm¢. DNA interfaznich jader byla vizualizovdna
fluorescencnim barvivem diamidinofenylindolem - DAPI (VYSIS/Abbott, IL, USA). Poté
byly mikroskopické preparaty ihned odecitany.

4.2.4. FISH interpretace a cut off

Pro odecitani fluorescenénich signdli byl pouZit epifluorescencni mikroskop Olympus BX51
se 100 nasobné zvétSujicim objektivem a sadou fluorescen¢nich filtrti: Triple Band Pass filtr

(DAPI/SpectrumGreen/SpectrumOrange) a Single Band Pass filtry (SpectrumGreen a
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SpectrumOrange). Vyhodnoceni zlomu bylo provedeno analyzou 100 ndhodné vybranych
a vzajemn¢ se neptekryvajicich nadorovych jader (obr.5).

Hranice pozitivity pro break-apart sondy byla stanovena na vlastni kontrolni skupiné 5
preparatti s normalnim histologickym nalezem, u kterych byl vyhodnocen pocet jader s
pozitivnim statusem, jejich primér a smérodatnd odchylka (SD). Cut-off hodnota byla
definovana jako soucet priméru + 3SD, zaokrouhlené na celé desitky % nahoru. Pro ob¢

pouzité sondy byla hodnota cut-off 10%.

Obr.¢.5. FISH MYB pozitivni reakce u ACC

4.2.5 Statistické metody zhodnoceni
Byla provedena Kaplan-Meierova analyza pieZiti. Jako cenzorovani byli oznaceni pacienti

preziv§i. Rozdil v celkovém pieZiti u pacienti s MYB pozitivnimi a s MYB negativnimi
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nadory byl hodnocen pomoci log-rank testu. Stav tohoto genu byl korelovan s vékem
a pohlavim pacientdl, disease-free intervalem (DFI), pfitomnosti uzlinovych a vzdalenych
metastaz, perineurdlni invazi a histopatologickym gradingem pomoci Fisherova exaktniho

testu. Hranice statistické vyznamnosti byla ur¢ena p= 0,05.

4.2.6 Vysledky

Z celkového poctu 23 zkoumanych pacientti s ACC byl FISH metodou detekovan zlom MYB
genu u 15 (tj. 65%) detekovan zlom (break) MYB genu. Z 15 MYB pozitivnich zemielo 6
pacientl, z 8 MYB negativnich pacienti zemiel 1 pacient. Tedy 10leté kumulativni pfeziti u
MYB pozitivnich ¢inilo 60% u MYB negativnich bylo 88,5 %, rozdil nebyl statisticky
signifikantni (log rank test, p=0,23, viz graf €. 1)

Graf. ¢. 1
Celkove preziti a MYB status u pacientii s ACC
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Nezjistili jsme statisticky vyznamny rozdil ve v€ku, pohlavi, perineuralni invazi, origa,
pfitomnosti hematogennich ani uzlinovych metastdz, DFI a ve stupni malignity u MYB

pozitivnich a MYB negativnich pacientii (viz tab. ¢.7, graf.¢.2).

Graf¢. 2
DFI interval a MYB status u pacienti s ACC
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Tabulka €. 6. Klinické charakteristiky souboru pacienti s ACC a MYB status

29

Pacient | V&k | Lokalizace prim. tumoru | Pohlavi | Stadium | Grade | OAS |DFI | Umrti | Recidiva 1(\;;(8];1)
1. 32 |submand. M 1 2 33.5 1322 |0 0 1
2. 84 |malé slinné zlazy M 4 3 9.1 |x 1 0 1
3. 58 |malé slinné zlazy F 2 2 97.4 1954 |0 0 1
4. 60 |malé slinné zlazy F 1 2 59.8 120.1 (0 1 1
5. 48 |malé slinné zlazy F 2 3 85.2 [80.1 [0 0 1
6. 48 |submand. F 3 2 141.1(42.6 |1 1 1
7. 47 |submand. F 1 3 38.6 [31.0 |1 1 1
8. 65 [sublingual M 1 2 81.2 [79.2 |0 0 1
0. 45 |parotis M 3 2 46.7 141.6 |0 0 0
10. 79 [malé slinné zlazy F 4 2 5.1 |x 1 0 1
11. 77 |parotis F 2 3 224 |21.1 |0 0 1
12. 49 | submand. F 3 2 164.3(163.6(0 0 0
13. 76 [sublingual. F 3 3 50 |35 |0 0 0
14. 51 |malé slinné zlazy M 4 2 87.3 |83.7 |0 0 0
15. 24 | submand. M 1 2 286.11285.8|0 0 1
16. 65 |parotis F 3 1 73.2 170.2 (0 0 0
17. 33 | submand. M 1 2 65.3 |65.1 (0 0 0
18. 61 |submand. F 2 3 27.4 126.8 |0 0 1
19. 57 |malé slinné zlazy M 4 3 239 |7 1 1 1
20. 54 |parotis F 3 1 66.9 |50.1 (0 1 0
21. 34 | parotis M 3 2 39.6 |36.5 [0 0 1
22. 71 |parotis F 4 3 152 |79.3 |1 1 1
23. 64 | parotis F 1 3 34.8 1322 |1 0 0
Vysvétlivky

X- Uplna remise nedosazena




Tabulka ¢. 7.

Korelace MYB statutu s klinickymi a histopatologickymi parametry ACC

Vék MYB+ |MYB- |P
pod 50 9 5 0.63
nad 50 6 3

Pohlavi

muzi 6 3 0.63
zeny 9 5

Primarni

lokalizace

malé¢ slinné

zlazy 6 1 0.18
velké slinné

zlazy 9 7

Stadium

1+2 2 6 0.12
3+4 9 6

Uzlinové

meta

ano 2 3 0.28
ne 12 6

Vzdalené meta

ano 1 0 0.65
ne 14 8

Grade

I+II 8 6 0.29
I 7 2

PNI

yes 3 1 0.60

no
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Vysvétlivky:

PNI- perineurdlni invaze

A —nazivu s/anebo bez onemocnéni

DOD - pacienti zemteli na zékladni.nddorové onemocnéni

P - Fisheruv exaktni test

31
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4.2.7 Diskuse

Alteraci MYB genu u ACC popsala jako prvni v r. 2009 Perssonova (77) u 6 pacientl, u
nichz tento nador vychazel z velkych a malych slinnych zlaz, ze slzné zlazy a z prsu. Ve
vsech téchto ptipadech §lo o translokaci MYB genu a jeho fazi s malou ¢asti NFIB genu,
ktery je lokalizovan na chromozomu 9 v oblasti p23—p24. Autorka se proto domnivala, Ze tato
fuzni translokace, o niz je zndmo ze zvySuje MYB transkripéni aktivitu nadorovych bunék
(78), je jedinym mechanismem vzniku ACC.

Vysledky dalsich studii (60,61,79), které studovaly MYB-NFIN fiizi a soucasné
imunohistochemickou expresi tohoto fiizniho genu prokazaly, ze ne vzdy je zvySena
imunohistochemicka exprese spojend s MYB-NFIB fuzi. Lze tak pfedpokladat, ze MYB gen
je aktivovan jesté dalSimi, dosud ne zcela objasnénymi mechanismy (60). West (61) zjistil
v 16 % piipadi svého souboru adenoidné cystickych karcinomii pomoci FISH abnormalni
stav MYB genu. Domnival se, ze jde o jeho duplikaci, kterd neni spojena s NFIB genem.
Podobny nélez byl zjistén u akutni lymfatické leukémie z T bunék (58). Jinou moZznosti
alterace MYB genu je ndmi prokazany zlom, ktery se vyskytl v 65 % analyzovanych vzorkd.

Takovato genova anomalie dosud nebyla popsana.

V nasi praci jsme neprokazali prognostickou relevanci zlomu MYB genu, u MY B negativnich
pacienti vSak byla naznaCena tendence k delSimu preziti. West (3) a Mitani (60,62)
zkoumali prognosticky vyznam MYB-NFIB fuzni translokace. V jejich souboru ACC se
vyskytla ve 49 %, resp. 28 % vySetfenych vzorkll. Prvni z autori zjistil hor$i preziti
onemocnéni u pacientl s touto alteraci, vysledek vSak pro maly pocet zkoumanych vzorkt
nedosahl statistického vyznamu. Druhy autor studoval prognosticky dopad piitomnosti
MYB-NFIB fuzni translokace v ACC ve dvou po sob¢ nasledujicich studiich. V prvni z nich,
Citajici 72 probandil byl patrny rozdil mezi pacienty s MYB-NFIB pozitivnimi a negativnimi
nadory, tento vSak nebyl vyznamny (6). Statistické signifikance bylo dosaZeno az ve druhé
studii (62), zahrnujici 103 piipadld. V dosud nejvétsi recentni studii Rettigové (80) z r .2015
zahrnujici 158 pacientdi nebyl zjistén jednoznacny prognosticky vyznam MYB-NFIB fize.
Avsak autorka hodnoti vysledky z prognostického hlediska jako nejednozna¢né. U pacientl
MYB-NFIB pozitivnich totiz pozoruje pokles délky disease-free intervalu avSak bez
souvislosti s celkovym prezitim. Spolecné s vysledky dalSich klinickych studii (60,61,62)
hodnoti ACC s MYB- NFIB pozitivnim statusem jako vice agresivni.
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Vzdalené metastazy jsme prokdzali pouze u jednoho z celkového poctu 23 pacientti. U tohoto
pacienta jsme prokézali zZlom MYB genu. Na druhé strané 14 nemocnych s touto alteraci
zustavalo prosto znamek generalizace nadoru. Ve Westové souboru (61) doslo
k hematogennim metastazam pouze u 2 z celkového poctu 37 pacienti s ACC. U zadného
z prvn¢ uvedenych vSak nebyla prokazdna MYB/NFIB fuze, tato vSak byla ptitomna 24 ze 35
nemocnych bez metastaz.

Uzlinové metastazy byly zjistény u 5 naSich pacientii, z nichz 2 byli MYB FISH pozitivni.
Z celkového poctu 15 pacientdi s touto alteraci byl karcinom v uzlinach zastizen jen ve 2
piipadech. Westova studie (61) zahrnovala 7 nemocnych s uzlinovym postizenim z nichz 4
byli MYB/NFIB pozitivni a z celkového poctu 18 pacientil s touto anomalii méli 4 uzlinové
metastazy. Vysledky obou studii naznacuji, Ze ani jedna z uvedenych alteraci zkoumaného
genu nemd vztah k hematogennimu ani lymfogennimu Sifeni nadoru.

V naSem souboru 3 ze 4 pacienti s PNI byli MYB FISH pozitivni. Tito 3 pacienti tvoii 20%
z celkového poctu 15 pacientl s pozitivnim zlomem MYB genu. Oproti tomu West (61) ve
svém souboru udava PNI invazi u 15 z 18 (tj. 83%) z FISH MYB pozitivnich pacientii. Nase
studie tedy na rozdil od Westovy nenaznaCuje trend k perineurdlni invazi u pacientd
s uvedenymi zménami tohoto genu.

Sest pacienttl s origem ACC v malych slinnych Zlizach bylo MYB pozitivnich. Téchto 6
pacientii tvoii 84% z celkového poctu 7 pacientii sorigem v malych slinnych Zlazach.
Podobn¢ West (61) z celkového poctu 24 pacientli s origem v malych slinnych zldzach
detekoval MYB-NFIB pozitivitu u 17 z nich ( tj.70%). Rettigova (80) rovnéz udava vyssi
prevalenci MYB-NFIB fize u ACC malych slinnych 714z, ato v 76%.
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4.2.8 Zavér prace - MYB gen

1. U vétSiny ( v 65%) salivarnich adenoidné cystickych karcinomt byl detekovan zlom
MYB genu.

2. Neprokdzali jsme vyznamnou korelaci pfitomnosti zlomu MYB genu u ACC
s prognézou, ani se zddnym ze sledovanych klinickych parametra.

Prognosticky vyznam detekce zlomu MYB genu u ACC je sporny a k jeho ovéfeni bude

potieba dalSich studii.
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6. PRILOHY
Priloha 1.
Prognostické skore PS1 ( prettherapeutic) a PS2 ( posttherapeutic)
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Prognostic Index PS1

Pretherapeutic prognostic index:

PS1=0.024 A+0.62P+0.44T+045N+0.63 S+0.91 F

Prognostic Index PS2

Posttherapeutic prognostic index :

PS2=0.018A+0.39 T+0.34 N+0.70S +0.56 F +0.78 PG + 0.65 PM

Vysvétlivky:

A -vék v dobe diagnozy ( v letech)

P - bolesti v dobé diagnodzy 1- ne 2-ano

T - klinicka T klasifikace T1 ( do2 cm) -0, T2 (2-4 ¢cm) -1,T3 (46 cm) -2, T4 (6 cm) - 3
N - klinicka N klasifikace NO - 0, N1 - 1, N2a -2, N2b -3, N2¢ -4, N3 - 5

S -kozni invaze 1 - Zadnd invaze, 2 - invaze

F - dysfunkce licniho nervu 1 — intaktni funkce, 2 - paresis-paralysis

PG - perineuralni invaze v resekovaném vzorku 1 - ne, 2 -ano

PM -pozitivni resekéni okraje 1 - ne, 2 - ano
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7 SOUHRN

Cile. Zhodnoceni exprese C-Kit onkoproteinu u karcinomt slinnych zldz a jeji korelace
s prognozou a detekce zlomu MYB genu u adenoidné cystickych karcinomi (ACC) slinnych
zlaz a jeho korelace s prognézou.

Metody. Imunohistochemické analyza C-Kit proteinu byla provedena u 33 karcinomul za uziti
formalinem fixovanych parafinovych blockti. Detekce zlomu MYB genu FISH metodou byla
provedena u 23 karcinomil. Prognostické korelace byly provedeny univariatni analyzou
nadorové specifickych piezivacich kiivek dle Kaplan-Meiera a porovnanim pomoci log-rank
testu.

Vysledky. Ze 33 hodnocenych bylo jen 7 nadorti C-Kit negativnich, a to 3 low-grade
karcinomy mukoepidermoidni, 2 karcinomy z pleomorfniho adenomu, jeden karcinom
sekretoricky a jeden low-grade kribriformni cystadenokarcinom.

Ve skupiné 26 (tj. 79 %) pozitivnich tumori pievladalo 9 karcinomi adenoidné cystickych
(vSechny az na jeden siln¢ imunoreaktivni), nasledovanych 5 karcinomy acinocelularnimi, 3
karcinomy mukoepidermoidnimi a 3 salivarnimi duktdlnimi, 2 karcinomy z pleomorfniho
adenomu a 4 dalSimi karcinomy, u kterych se pozitivita pohybovala od 50 do 100 % pfi slabé
az silné imunoreakci. Chi-kvadratem nebyl zjistén rozdil v nddorove specifickém piezivani u
C-Kit negativnich (n=7) a pozitivnich (n=26) karcinomul.

Z 23 hodnocenych bylo 15 nadortt MYB pozitivnich a 8 MYB negativnich pii FISH analyze.
Disease free interval (DFI) v celém souboru ¢inil u MYB pozitivnich od 7,0 do 285,8
(primérné 64,5) mésicti. od 3,5 do 163,6 (pruimérné 63,7) u MYB negativnich pacienta .
10leté kumulativni pteziti u MYB pozitivnich ¢inilo 60% u MYB negativnich bylo 88,5 %.
Zavéry. Ze vsech typu salivarnich karcinomi jevil pravidelnou silnou C-Kit reaktivitu jen
karcinom adenoidné cysticky. Imunoreaktivita ostatnich typti v souladu s publikovanymi daty
siln€ kolisala. Stanoveni c-kit exprese nema prognosticky vyznam.

Prokézali jsme rozdil v pteziti u pacientit s ACC v zavislosti na MYB statutu, tento vSak
nebyl statisticky vyznamny. Rovnéz jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil ve veku,
pohlavi, perineuralni invazi, pfitomnosti hematogennich ani uzlinovych metastdz, DFI a ve

stupni malignity (histopathologic grading) u MYB pozitivnich a MYB negativnich pacientii .
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8. ABSTRACT
Aims: To investigate the expression of c-kit protein in salivary gland carcinomas and to
correlate it to prognosis.To detect MYB gene breaks in adenoid cystic carcinoma (ACC) of

salivary glands and its correlation with prognosis and selected clinical parameters.

Methods: Immunohistochemistry for C-Kit protein was performed in 33 carcinomas, using
formalin-fixed paraffin-embedded sections. For the evaluation of reactivity of tumor cells, a
combination of the cytoplasmic and/or membranous staining and the percentage of positive
cells were applied. Only cases without any staining pattern were considered negative. For
prognostic correlation, univariate disease-specific survival curves were calculated by the
Kaplan-Meier method and distributions were compared using the log-rank test.

MYB gene break was detected by FISH assay in 23 adenoid cystic carcinomas using
formalin-fixed paraffin-embedded blocks. Prognostic calculations were performed by Kaplan-

Meier survival analysis.

Results: Of all 33 cases, only 7 were c-kit negative, including 3 low-grade mucoepidermoid
carcinomas, 2 carcinomas ex pleomorphic adenoma and 1 secretory carcinoma and 1 low-
grade cribriform cystadenocarcinoma. The group of 26 (i.e. 79 %) positive tumors was
dominated by 9 adenoid cystic carcinomas (all but one revealing strong reaction), followed

by 5 acinic cell, 3 each mucoepidermoid and salivary duct carcinoma, 2 carcinomas ex
pleomorphic adenoma and 4 other tumors, in which positive staining ranged from 50-100 %,
with the immunoreaction varying from weak to strong. Disease specific survival in c-kit
negative (n=7) carcinomas did not differ from that in positive (n=26) cases.

Fifteen of 23 evaluated adenoid cystic carcinomas were MYB positive and 8 MYB negative.
The 10-year cumulative survival, respectively disease free interval, was 60.0%, respectively
59.3%, in MYB positive patients and 88.5%, respectively 80.0%, in MYB negative patients
(long rank test, p=0.23). We also found insignificant differences in age, gender, perineural
invasion, presence of hematogenic or nodal metastases, and degree of histopathologic grading

between MYB positive and MY B negative patients.
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Conclusions: Of all salivary gland carcinomas, only adenoid cystic carcinoma was regularly
associated with strong C-Kit expression. Immunoreactivity in other subtypes, considering our
as well as published data, greatly varies. C-kit expression harbors no significant prognostic
information.

We have demonstrated a tendency towards difference in the survival among patients with
ACC, depending on their MYB status. MYB negative patients are predisposed to better

prognosis.

Key words: adenoid cystic carcinoma, C kit oncoprotein, MYB gene, salivary gland,

prognosis
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