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Uvod

Nadory slinnych zl4z jsou morfologicky velmi heterogenni a variabilni nadorovou
skupinou s castym strukturdlnim a cytologickym piekryvem mezi jednotlivymi
nadorovymi jednotkami. Nadory slinnych zlaz se vyskytuji velmi vzacné s incidenci 5-10
novych piipadd/ 100 tis. obyvatel, predstavuji asi 6 % nadorG v oblasti hlavy a krku a
kolem 0,3 % vSech malignit. Nadory slinnych Zlaz postihuji jak velké slinné zlazy (piiusni,
podcelistni a podjazykovou), tak malé sliznicni zldzy dutiny Gstni, sinonasdlniho a
zazivaciho traktu [1, 2]. Mnohé salivarni karcinomy jsou nizce maligni, a lze je vylégit
chirurgicky, ale vyskytuji se 1 velmi agresivni primarni nadory jako je salivarni duktélni
karcinom, karcinom ex pleomorfni adenom nebo adenoidné cysticky karcinom. Vzhledem
k morfologické variabilité a vzacnosti nadora slinnych zlaz byla diferencialni diagnostika
zalozena predevsim na histologické klasifikaci vzdy velkym dilematem.

Metody molekuldrni diagnostiky maji v patologii slinnych zlaz jak diferencialné
diagnosticky vyznam, tak slouzi v klasifikaci nékterych karcinomt, protoze mnohé
translokace jsou specifické pro urc¢itou nadorovou jednotku. Objevy translokaci a fiznich
onkogenli, které jsou jejich produktem, zménily piistup ke klasifikaci salivarnich
karcinomi a do zna¢né miry i diagnostické a interpretaéni postupy. N&které translokace
byly nalezeny ptedev$im v low-grade primarnich karcinomech slinnych zlaz na zakladé
morfologické analogie s nddory nesalivarniho plivodu nesoucimi identické translokace.
Timto zplsobem byla objevena naptiklad translokace t(12;15)(p13;925) s fuznim
transkriptem ETV6-NTRK3 u sekre¢niho karcinomu mamarniho typu (mammary analogue
secretory carcinoma, MASC) [3], ktera je identicka u morfologicky blizkého sekre¢niho
karcinomu prsu [4] a EWSR1-ATFL1 t(12;22) u hyalinizujiciho svétlobunééného karcinomu
shodna s nékterymi nadory mékkych tkani [5].

Pouziti riznych zlomovych sond zchromosomové oblasti, ve které byla
pozorovana prestavba pomoci cytologickych metod, vedla k identifikaci konkrétnich
faznich gent, ¢ehoz bylo vyuzito k charakterizaci fuze MYB-NFIB u translokace
t(6;9)(q22-23;p23-24) adenoidné cystického karcinomu (AdCC) [6] nebo CRTC1-MAML?2
u t(11;19)(q21;p13) mukoepidermoidniho karcinomu [7, 8].

Mezi metody, které umoznuji detekci specifickych translokaci, patii predevSim
rutinné pouzivané RT-PCR a FISH. V posledni dob¢ stile vyraznéji také varianty
sekvenovani nové generace (next generation sequencing - NGS). RT-PCR je zkratkou pro
»reverse transcription-polymerase chain reaction. RNA je zpétné prepsdna do
komplementarni cDNA, ktera je pak amplifikovana za pouZiti primerd nasedajicich okolo
pfedpokladaného zlomového mista. Nevyhodou metody je nutna znalost pfesné sekvence
mista zlomu pro spravny design primert. FISH — flouorescenc¢ni in-situ hybridizace slouZzi
k identifikaci specifickych tsekii DNA pomoci in-situ hybridizace s fluorescen¢né
znacCenou sondou. K detekci translokaci Ize vyuzit tzv. ,break apart sond, kdy je jedna
¢ast sondy cilena k 5" ¢asti (znacena napt. oranZzovou barvou) genu, druha k 3" ¢asti genu
(znaCena napft. zelenou barvou). Takto 1ze nepfimo usuzovat na translokaci zjisténim prave
zlomil v zGcastnénych genech. V negativnim ptipade jsou v mikroskopu vidét 2 slozené
oranzovo-zluto-zelené signaly na jadro (obr. 1A), v pozitivnim piipad¢ jeden slozeny
signal ze zdravé alely a jeden oranzovy a zeleny signal ze zlomené alely (obr. 1B). Pfimy
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Obrazek 1 — A. Negativni , break apart” sonda reprezentovana dvéva slozenymi oranZovo-zluto-zelenymi

signaly. B. Pozitivni ,break apart” sonda reprezentovana jednim slozenym oranzovo-Zluto-zelenym signalem ze
zdravé alely a separatnim oranZovym a zelenym signdlem ze zlomené alely.

prikaz translokace pomoci FISH je mozny za uziti fizni sondy, kdy jedna ¢ast sondy
prekryva jednoho fuzniho partnera a druha druhého. V negativnim ptipad¢ lze pozorovat 2
separatni oranzové a 2 zelené signaly (obr. 2A), v pozitivnim pfipadé pak lze vidét 1-2
komplexni oranzovo-zluto-zelené signaly v pozitivnich jadrech (obr. 2B).

Obrazek 2 — A. Negativni ,, dual fusion“ sonda reprezentovand dvéva sloZzenymi oranzovo-zluto-zelenymi
signaly. B. Pozitivni ,dual fusion” sonda reprezentovana jednim separatnim oranzovym a zelenym signalem ze
zdravych alel a 1-2 sloZzenymi oranZovo-Zluto-zelenymi signaly jako prikaz flze.

Nové moznosti v soucasnosti pfina§i NGS, které umoziiuje detekci kompletni
sekvence studované nukleové kyseliny vcéetné ur€eni miry kvantifikace nukleovych
kyselin. NGS tim svym zpusobem nahrazuje jak klasické Sangerovo sekvenovani, tak



array-komparativni genomovou hybridizaci (array-comparrative genome hybridization —
aCGH), ktera slouzi k ur€eni pocetnich chromosomalnich zmén ve studovaném genomu z
DNA, tak v ptipad¢ vyuziti cDNA (reverzné-transkribovana RNA) vcetné detekce miry
exprese studovanych RNA a detekci fuznich gent. Mezi dals$i vyhody NGS patii téz
moznost cilen¢ studovat pouze konkrétni geny, coz je oproti sekvenovani celych genomt a
transkriptomt finan¢né Gspornéj§i varianta, které lze dosdhnout po izolaci nukleové
kyseliny, a ptfipadném prepsani RNA do cDNA, obohacenim oblasti zajmu amplifikaci ¢i
vychytavanim pomoci hybridizace.

Cilenym RNA sekvenovanim byla v nasi laboratofi v nedavné dobé nalezena
vzacné se vyskytujici fize ETV6-RET u pfipadit MASC negativnich na fuzi ETV6-NTRKS,
ale pozitivnich na zlom ETV6 [9], dale napiiklad fize NCOA4-RET a TRIM27-RET u
intraduktalniho karcinomu slinnych zlaz, coz bylo zatim publikovdno jako ptredbézné
sdéleni na Kongresu americkych a kanadskych patologii USCAP 2018 ve form¢ abstraktu
[10].

Adenoidné cysticky karcinom (AdCC) je se svoji 10% cetnosti u nadort slinnych Zlaz
druhym nejcastéj$im salivarnim karcinomem. AdCC je charakteristicky svym intra- a
perineuralnim Sifenim vyskytujicim se az v 80% piipadu [11] a svym pomalym rastem.
Prestoze je fazen mezi low-grade karcinomy, je jeho typickym projevem dlouhy klinicky
prabéh, opakované recidivy a vysoké riziko rozvoje pozdnich vzdalenych metastaz.
Z dlouhodobého hlediska se jednd o jeden z nejagresivnéjSich a nejméné piedvidatelnych
nadord hlavy a krku, vyznacujici se vysokou mortalitou ve stfednédobém horizontu [2].
Dtlezitym meznikem pro diagnostiku AdCC bylo objeveni a identifikace translokace
t(6;9)(q22-23;p23-24) vyustujici ve fuzi transkripénich faktori MYB a NFIB [6, 12].
V principu diky této fuzi dochéazi ke stabilni expresi MYB. T¢ je nejcastéji dosazeno
ztratou jeho 3° neptfekladané oblasti, ktera je fyziologicky cilena riznymi miRNA pro
umlCeni jeho exprese [6]. Diky rozvoji NGS metodik, byla u MYB-NFIB negativnich
pfipadl nalezena fuze gent MYBL1-NFIB a to hned dvéma skupinami v témze roce a dale
minoritni fuze gent YTHDF3 a RAD51B s MYBL1 genem, gentt XRCC4, NKAIN2, PTPRD
a AIG1 s genem NFIB [13, 14]. Muta¢ni analyzy zjistily nizkou frekvenci mutaci u AdCC.
Nalezené mutace se tykaly predevS§im genu SPEN, jehoZ mutace byly nazeleny u 21 %
analyzovanych AdCC a dale mutace zasahujici NOTCH signalni drdhu patfily mezi
nejcastéji pozorované [15].

Sekrecni karcinom mamdrniho typu (mammary analogue secretory carcinoma — MASC)
byl v nasi laboratofi identifikovan jako novy typ salivarniho karcinomu v roce 2010 [3] a
ptijat novou WHO Kklasifikaci vroce 2017 [2]. Pro MASC je typicka translokace
t(12;15)(p13;925) vedouci k fazi gent ETV6 a NTRK3 [16, 17]. MASC je obvykle
indolentni, ale lokoregionalni recidivy a vzdalené metastazy byly téZ pozorovany. DilezZity
je predevS$im vzacny vyskyt high-grade transformace, ktery mulze vyustit ve smrt
V souvislosti o onemocnénim [18, 19]. Spravna diagnostika MASC a urceni fuze ETV6-
NTRK3, eventualné¢ ETV6-RET jsou nutné k potencialni indikaci cilené biologické 1éCby
inhibitory NTRK3 (napf. entrectinib) u agresivnich nebo neresekovatelnych forem
karcinomu [20-22].



Abstrakt

Doktorskd dizertatni prace se zabyva vztahem mezi histomorfologickymi a
molekuldrné¢ genetickymi nalezy u vybranych nadorG slinnych zlaz. Autor se jako
molekularné-cytogeneticky pracovnik ve své praci zamécioval predevSim na vyuzivani
detekce translokaci jako diferencialné diagnostickych markert u karcinomt slinnych zlaz.
Dizerta¢ni prace je komentovanym souborem vlastnich publikaci autora a je rozdélena do 4
casti.

V prvni C¢asti jsou publikace prohlubujici znalosti o adenoidné cystickém
karcinomu. Bylo prokazano, ze translokace t(6;9)(q22-23;p23-24) vyustujici ve fazi
transkrip¢nich faktora MYB-NFIB, nebo translokace t(8;9) vyutstujici ve fuzi MYBL1-NFIB
predstavuji robustni diferencidlné diagnosticky marker adenoidné cystického karcinomu.
Dale bylo prokézano, ze vzhledem k statisticky vyznamné niz§imu pfezivani pacientl se
ztratou lokusu 1p36, mlze tato delece slouzit jako marker nepfiznivé progndzy
onemocnéni.

Druha cast shrnuje prace zabyvajici se sekreénim karcinomem mamarniho typu
(MASC), ktery byl v nasi laboratofi prioritné popsan jako nova jednotka, vyznacujici se
vyskytem translokace t(12;15)(p13;q25) s fuzi genti ETV6-NTRK3. Dalsim prioritnim
pozorovanim je popis nové fuze ETV6-RET u mensi casti piipadi MASC. Nové byly
popsany prvni dva ptipady MASC vychazejici ze Zlazek v nosni sliznici.

Tteti cast tvoii ptehledové €lanky, z nichz jeden prvoautorsky se zabyva detailnim
popisem molekuldrné-genetickych metod pouzivanych ke studiu salivarniho adenoidné
cystického karcinomu. Dalsi dva spoluautorské shrnuji poznatky o biologickém chovani,
morfologii, prognostice a molekuldrni-genetice vybranych salivarnich karcinomd,
pfedevsim u jednotek vykazujicich charakteristické translokace.

Ve ¢tvrté ¢asti je komentovana prace zabyvajici se vztahem mezi zlomem EWSR1
genu a histomorfologii vybranych salivarnich nadorti s pfevazujici svétlobunécnou
komponentou. Zlom EWSR1 se vyskytuje ve spektru nadorovych jednotek a neni
specificky pro hyalinizujici svétlobunéény karcinom malych slinnych Z1az.



Summary

Thesis deals with relationship between histomorphological and molecular-genetic
findings of selected salivary gland tumors. Author, as a molecular-cytogeneticist mainly
focused on detection of tumor-specific translocations of the salivary gland tumors which
can serve as differential diagnostic markers. The thesis is composed as a commented files
of authors own publications, and it is divided into four parts.

First part deepens the knowledge of salivary adenoid cystic carcinoma. It was
proved, that t(6;9)(g22-23;p23-24) resulting in fusion of transcription factors MYB-NFIB,
or more rarely t(8;9) resulting in MYBL1-NFIB fusion represent robust differential
diagnostic marker of adenoid cystic carcinoma. Further it was proved, that the 1p36
deletion can serve as an unfavorable prognostic indicator of adenoid cystic carcinoma, as
the patients with 1p36 deletion had significantly lower survival.

Second part summarizes new developments about mammary analogue secretory
carcinoma (MASC), which was described by our group as a new salivary tumor entity
characterized by translocation t(12;15)(p13;925) resulting in ETV6-NTRKS3 fusion. Another
novel observation is a discovery of ETV6-RET fusion in a subset of MASC cases. Further,
the first two MASCs of nasal mucosa origin have been described.

Third part consists of review articles. One of them deals with the description of
molecular-genetic methods used to study adenoid cystic carcinoma. The latter two articles
summarize the knowledge of biological behavior, morphology, prognostics and molecular-
genetic of salivary gland carcinomas carrying diagnostic translocations.

In the last section, we comment the paper dealing with relationship of EWSR1 gene
break and histomorphology of selected salivary gland carcinomas with predominant clear
cell component. EWSR1 break occurs in a spectrum of tumor entities, and it is not specific
for hyalinizing clear cell carcinoma of small oral salivary gland origin as originally
expected.



Cile prace

Predlozena doktorska dizertaCni prace se zabyva predevSim ,translokac¢nimi
karcinomy slinnych zlaz“ a je ¢lenéna do Ctyf Casti. V prvni ¢asti bude diskutovana
problematika adenoidné cystického karcinomu, v druhé ¢asti se prace zabyva sekre¢nim
karcinomem mamarniho typu (MASC), tfeti ¢ast shrnuje publikované piehledové ¢lanky a
ve Ctvrté c¢asti uvadime publikaci studujici vyznam EWSR1 rearanze u vybranych
salivarnich karcinomd.

V piipadé adenoidn¢ cystického karcinomu (AdCC) se jednalo o lepsi
charakterizaci fuzi zahrnujicich geny MYB, NFIB a MYBL1 jako diagnostickych markert a
detekci delece lokusu 1p36 jako potencialniho prognostického markeru.

U sekre¢niho karcinomu mamarniho typu (MASC) bylo cilem detekovat fuzi
ETV6-NTRKS3, ktera je mezi salivarnimi karcinomy specifickym markerem této jednotky,
dale identifikaci ptipadi, kde byl prokazan zlom genu ETV6 s intaktnim genem NTRKS3 a
nalezeni nového potencidlniho fizniho partnera u téchto ETV6-X piipadd a v neposledni
fad¢ detekovat fuzi ETV6-NTRK3 u sekrecnich karcinom mamarniho typu neobvyklych
lokalizaci pro potvrzeni jejich diagnosy.

Dale bylo cilem ovéfit specifitu a tim také diagnosticky potencial ptestavby EWSR1
genu pro hyalinizujici svétlobunéény karcinom proti jemu histolomorfologicky podobnym
jednotkadm se svétlobunécnou komponentou.



Material a metodika

Material ve form¢ parafinovych blokii byl vybran piedevSim z registru nadora
Siklova ustavu patologie a Bioptické laboratofe s.r.o. v Plzni, ale téZ od spolupracujicich
zahrani¢nich pracovist.

K dosazeni cili bylo vyuzito celé spektrum metod od klasického barveni
histologickych  fezii hematoxylinem-eosinem, imunohistochemickd barveni, po
molekularné-genetické metody, piedevsim fluorescencni in situ hybridizaci, dale reverzné-
transkripéni PCR a varianty sekvenovani nové generace.

Soucasti neékterych studii byly téz klinické udaje pacienti a statistickd analyza dat.
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Vysledky

V pribéhu studia bylo dosazeno nékolika prioritnich pozorovani a
publikac¢nich vystuptd. V ptipad¢ adenoidné cystického karcinomu nase prace pfispély
k lepsi charakterizaci translokaci zahrnujicich geny MYB, NFIB a MYBL1, dale
k identifikaci prvniho prognostického markeru — delece lokusu 1p36, Kk identifikaci
miRNA, které by mohly slouzit jako diferencialné diagnostické, popt. prognostické
markery AdCC a k popséani prvnich ptfipadt s pfestavbou MYBL1 u koznich adenoidné
cystickych  karcinoma. V pfipadé¢ sekre¢niho karcinomu mamarniho typu byly
identifikovany nové piipady vykazujici klasickou ptestavbu ETV6 genu, byly prioritné
popsany piipady, kde ETV6 fhzuje sjinym faznim partnerem nez NTRKS, posléze k
identifikaci fuzniho partnera - genu RET a nakonec byly publikovany prvni dva pfipady
sekre¢niho karcinomu v nosni sliznici. Dale doslo k sepsani celkem tii ptrehledovych
¢lanktl a nakonec ke zjisténi, ze detekci prestavby EWSR1 genu nelze pouzit jako
specifického diagnostického markeru hyalinizujiciho svétlobunééného karcinomu slinnych
zlaz, ale ze molekularni nalezy musi byt interpretovany vzdy v korelaci s histomorfologii
daného tumoru.
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Zavér
Celkem bylo sepsano 14 publikaci, z toho 2 prvoautorské ¢lanky (jeden v Casopise

s impakt faktorem), 12 spoluautorskych ¢lanki (z toho 9 v ¢asopisech s faktorem impaktu -
IF) a dalsich osm publikaci nesouvisejicich s tématem dizertacni prace.
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