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Abstrakt 

Doktorská disertační práce se zabývá korelací morfologického, 

imunohistochemického a molekulárně-genetického nálezu v maligních nádorech slinných 

žláz. V první části jsou shrnuty současné poznatky týkající se salivárních malignit. V druhé 

části je prezentován vlastní výzkum. 

Druhá polovina disertační práce se týká přímo výsledků vlastního výzkumu a je 

rozdělena do tří částí. V první části je představena metoda „dvoustupňového screeningu“ 

maligních nádorů, který má za cíl nalézt nové, doposud nepopsané genové aberace se 

zaměřením na zhoubné nádory slinných žláz. Tato metoda probíhá ve dvou na sebe 

navazujících krocích, kdy je materiál nejdříve vyšetřen imunohistochemicky směsí protilátek 

nespecificky detekující aberace v genech NTRK1-3, ALK a ROS1. Pozitivní případy jsou dále 

podrobeny vysoce senzitivnímu i specifickému molekulárně-genetickému vyšetření metodou 

masivního paralelního sekvenování s použitím Archer kitu.  

V druhé části výsledků je vypracován postup pro cytologickou diagnostiku sekrečního 

karcinomu slinných žláz z tenkojehlové aspirace (FNA). V této části je detailně popsána 

cytomorfologie sekrečního karcinomu v nátěrech obarvených dle Papanicolaoua i 

v cytobloku, ze kterého jsou následně provedena doplňková imunocytochemická a genetická 

vyšetření. Výsledky dostupných vyšetření jsou dány do kontextu s kategorizací dle 

Milánského systému. Dále byl navržen základní vyšetřovací panel protilátek, jehož výsledky 

podporují diagnózu sekrečního karcinomu.  

V poslední části jsou pak krátce komentovány tři publikované články, které se přímo 

týkají tématu práce. Jeden prvoautorský článek publikovaný v recenzovaném časopise 

pojednává o přínosu Milánského systému reportování do rutinní cytologické praxe. Dále jsou 

komentovány dva spoluautorské články. První se týká dvou případů sekrečního karcinomu 

dutiny nosní. Druhý článek popisuje tři případy světlobuněčného karcinomu, u kterých byla 

objevena nová genová translokace EWSR1-CREM.   
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Summary 

 This doctoral thesis is dealing with the correlation of morphological, 

immunohistochemical and genetical findings in malignant tumors of salivary glands. The first 

half of the thesis comprises the summary of current knowledge about salivary malignancies. 

The second half is presenting the research itself. 

 The research results are divided into three parts. The first part is presenting the 

method of “2-step diagnostic test” of malignant tumors. This screening test aims to find 

new, so far not described gene aberrations with a focus on malignant tumors of salivary 

glands. This method takes place in two consecutive steps. In the first step the material is 

examined by an immunohistochemical mixture of antibodies, which non-specifically detects 

aberration in the genes NTRK1-3, ALK and ROS1. In the second step all positive cases are 

subjected to highly sensitive and specific molecular-genetic examination by the method of 

next generation sequencing (NGS) using the Archer kit. 

 In the second part of the work there has been designed the approach to the 

cytological diagnosis of salivary secretory carcinoma by the fine-needle aspiration (FNA). This 

part is describing to the details the cytomorphology of secretory carcinoma in both, Pap 

smears and cell blocks, from which additional immunocytochemical and genetic 

examinations are performed. The results of available examinations are put into context with 

the categorization according to the Milan system. Furthermore, we have designed a basic 

antibody screening panel. Its results support the diagnosis of secretory carcinoma. 

 The last part comprises shortly commented three articles, which are directly related 

to the topic of the thesis. One first-authored article published in a reviewed journal is 

describing the contribution of the Milan reporting system to the routine cytology practice. 

There are another two co-authorial articles. The first one is concerning two cases of 

secretory carcinoma of the nasal cavity. Second article is describing three cases of clear cell 

carcinoma harboring a newly discovered EWSR1-CREM gene translocation.  
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Seznam použitých zkratek 

Aj.   a jiné 

ACC   acinic cell carcinoma, acinický karcinom 

ADC   adenoid cystic carcinoma, adenoidně-cystický karcinom 

ASR-W worldage-standardized rate, světová věkově standardizovaná 

incidence/mortalita 

Atd.   a tak dále 

Ca   carcinoma, karcinom 

CCC   clear-cell carcinoma, světlobuněčný karcinom  

CK   cytokeratin 

CNB/CCB  core needle/cut biopsy, core-cut biopsie 

CT   computed tomography, výpočetní tomografie 

ČR   Česká republika 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

FDA   Food and Drug Administration, úřad pro kontrolu potravin a léčiv  

FFPE formalin-fixed, paraffin embedded, formalínem fixovaná, v parafínu 

zalitá tkáň 

FISH   fluorescenční in situ hybridizace 

FN   Fakultní nemocnice 

FNAB/FNAC fine-needle aspiration biopsy/ cytology, tenkojehlová aspirační 

biopsie/ cytologie 

GCO Global Cancer Observatory  

HE barvení hematoxylin - eosin 

Her-2/neu human epidermal growth factor receptor 2 

HGT high-grade transformace, dediferenciace 

HG   high-grade 

HPF   high power field 
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ICC   imunocytochemie 

ICD-O   International Classification of Diseases for Oncology 

IDC   invasive ductal carcinoma, invazivní duktální karcinom 

IG   intermediate-grade 

IHC   imunohistochemie 

ITAC intestinal-type adenocarcinoma, intestinální typ sinonazálního 

adenokarcinomu 

CHT   chemoterapie 

LG   low-grade 

LU, LN   lymfatické uzliny 

MASC mammary-analogue secretory carcinoma of salivary glands, sekreční 

karcinom mamárního typ 

MEC mucoepidermoid carcinoma, mukoepidermoidní karcinom 

MIB   index proliferační aktivity 

MR, MRI  magnetic resonance imaging, magnetická rezonance 

MSRSGC The Milan System for Reporting Salivary Gland Cytopathology, 

Milánský systém reportování cytologií slinných žláz  

NGS next-generation sequencing, Masivní paralelní sekvenování 

NOS not otherwise specified, blíže nespecifikovaný 

PAS   Periodic acid Schiff 

PET   pozitronová emisní tomografie 

PCR   polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 

RNA   kyselina ribonukleová 

RT-PCR  Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

RTU   ready to use, připraveno k použití 

SC   secretory carcinoma, sekreční karcinom 

SDC   salivary duct carcinoma, salivární duktální karcinom 

SqCC   squamous cell carcinoma, dlaždicobuněčný karcinom 

SMA   smooth muscle actin, hladkosvalový aktin 
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SNAC   sinonasal adenocarcinoma, sinonazální adenokarcinom 

SŽ   slinná žláza 

TNM klasifikace tumor-node-metastasis klasifikace 

UICC   The Union for International Cancer Control 

USG   ultrasonografie 

ÚZIS   Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR 

WHO   World Health Organization, Světová zdravotnická organizace 

ZN   zhoubný novotvar 
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Cíle disertační práce 

 Pomocí dvoustupňové screeningové metody hledat nové genové aberace 

v karcinomech slinných žláz.  

 Korelovat cytomorfologii sekrečního karcinomu slinných žláz s histomorfologií a 

molekulárně-genetickým profilem. 

 Nalézt vhodný základní imunocytochemický panel protilátek podporující diagnózu 

sekrečního karcinomu z tenkojehlové aspirační cytologie. 

 Aplikovat molekulárně-genetické metody v cytologii slinných žláz. 

 Kategorizovat výsledky tenkojehlové aspirační cytologie sekrečního karcinomu 

slinných žláz podle nového Milánského systému v závislosti na dostupných 

pomocných vyšetřeních. 
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1. Úvod 

Nádory slinných žláz jsou vzácné, představují méně než 1 % všech malignit a na 

žebříčku incidence nejčastějších malignit jsou celosvětově na 25. místě u mužů a na 24. místě 

u žen. Tento žebříček kopíruje i stav v České republice, kde jak u žen, tak u mužů jsou 

malignity slinných žláz na 24. místě (obrázek 1) (1). Přestože jsou nádory slinných žláz 

vzácné, představují velmi problematickou skupinu nádorových jednotek. Jedná se o velmi 

heterogenní skupinu onemocnění se značně variabilním histologickým nálezem. 

Histomorfologické a imunohistochemické znaky se totiž v četných nádorových jednotkách 

vzájemně překrývají, což komplikuje jejich diagnostiku. Nádory slinných žláz jsou 

charakteristické především svou morfologickou variabilitou, která se může projevovat i 

v rámci jednoho tumoru, kdy se různá místa novotvaru strukturálně liší, což znesnadňuje 

diagnostiku především z probatorních excizí. 

 

Obrázek 1 – Incidence a pořadí jednotlivých onkologických diagnóz u českých žen a mužů za 

rok 2018. (Zdroj: Global Cancer Observatory) 
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Většina nádorů vychází z velkých slinných žláz (obrázek 2): Až 80 % vzniká v příušní 

žláze, 15 % v podčelistní žláze a zbylých 5 % v podjazykové a v malých slinných žlázách, které 

jsou rozptýleny v dutině ústní a horním aerodigestivním traktu (2). Až v 75 % případů se 

jedná o nádory benigní. Se snižující se velikostí žlázy, se zvyšuje riziko vzniku malignity, které 

s velikostí žlázy obráceně koreluje. To znamená, že zatímco u nádorů vznikajících z malých 

slinných žláz a sublingvální žlázy je riziko malignity 50–81 %, u submandibulární žlázy je to 

40–50 % a u nádorů vycházejících v příušní žlázy je riziko malignity pouze 20–25 % nádorů 

(3). 

 

Obrázek 2 – Topografická anatomie velkých slinných žláz a procentuální vyjádření výskytu 

nádorů v jednotlivých slinných žlázách. 

 

Naprostá většina nádorů se vyskytuje unilaterálně a unilokulárně. Bilaterální a 

multicentrický výskyt je častý pro benigní Warthinův tumor, který představuje až 70 % všech 

bilateralit slinných žláz. Z maligních nádorů byly popsány případy oboustranného acinického 

karcinomu (4). 

Primární nádory slinných žláz jsou v naprosté většině epiteliálního původu. Jen velmi 

raritně jsou diagnostikovány nádory mezenchymální a hematologické. Z benigních 

měkkotkáňových nádorů se vyskytují především hemangiomy, lipomy a schwannomy. 

Sarkomy a jiné maligní měkkotkáňové tumory jsou pak extrémně vzácné a je nutné je odlišit 

od jiných sarkomatoidně vyhlížejících malignit (5). Z hematologických malignit se pak 
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setkáváme častěji s primárním postižením nehodgkinskými lymfomy z B-buněk. Konkrétně se 

pak nejčastěji vyskytuje extranodální lymfom z B-buněk marginální zóny, tzv. MALT lymfom, 

který vzniká především v terénu Sjögrenova syndromu (6, 7). Metastatické sekundární 

nádory slinných žláz představují zhruba 5 %. Naprostá většina metastáz je lokalizována 

v příušní žláze a až v 80 % je primární nádor nalezen v oblasti hlavy a krku. Opačně je tomu 

v případě submandibulární žlázy, kde až 85 % metastáz pochází odjinud než z oblasti hlavy a 

krku a prognosticky jsou závažnější než metastázy parotické. Do slinných žláz však může 

metastazovat prakticky každý nádor tvořící vzdálené metastázy. Nejčastěji jsou přítomny 

metastázy dlaždicobuněčných karcinomů kůže a z oblasti horního aerodigestivního traktu, 

dále pak maligního melanomu či nádory mající primární origo v prsu, plicích nebo ledvinách 

(8, 9, 10, 11). Určení primárního origa bez použití imunohistochemického vyšetření je 

v některých případech prakticky nemožné, což platí dvojnásob především při cytologickém 

vyšetření nádoru (12). 

Příčiny vzniku nádorů slinných žláz nejsou zcela přesně objasněny. Jednoznačně byl 

prokázán pouze vliv ionizačního záření na vznik malignity obecně a kouření tabákových 

výrobků na vznik benigního Warthinova tumoru (13). Dále byl popsán endemický výskyt 

lymfoepiteliálního karcinomu slinných žláz v souvislosti s infekcí Epstein-Barrové virem (EBV), 

která je rozšířená především v Asii (14, 15). Jinak se mezi rizikové faktory vzniku nádorů této 

lokality uvádějí noxy mající kauzální souvislost obecně se vznikem všech nádorů. Jsou jimi 

vyšší věk, životní styl, strava či expozice nejrůznějším chemikáliím. Poměrně hojně 

debatovaná byla i souvislost vzniku zhoubného nádoru slinných žláz 

s dlouhodobým používáním mobilních telefonů, ani to se však neprokázalo (16). 

Z hlediska prognózy, jsou určujícími faktory především klinické stadium, dále 

lokalizace a histologický typ nádoru a přítomnost či nepřítomnost různých genových aberací. 

Obecně mají horší prognózu malignity lokalizované v submandibulární žláze, neboť je zde 

vyšší incidence recidiv a metastáz než pro histologicky stejné nádory lokalizované v příušní 

žláze (17). Pětileté přežití od doby první diagnózy maligního nádoru slinných žláz je 72 %. 

Toto číslo se však mění v závislosti na histologickém typu a pokročilosti nádoru v době 

diagnózy. Pro stage I je pětileté přežití až 91 %, pro stage II 75 % a pro pokročilá stádia stage 

III a IV je pětileté přežití v rozmezí 39–65 % (18). Méně než polovina (43 %) případů je 

diagnostikována ve stádiu I nebo II, tedy v časném stádiu, kdy se nádor nešíří mimo 
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parenchym žlázy. Z histologického hlediska se maligní nádory dále dělí do tří základních 

kategorií: low-grade (LG), intermediate-grade (IG) a high-grade (HG). Prognóza pro LG 

maligní nádory je excelentní a až 93 % pacientů přežívá 10 let od první diagnózy. Naproti 

tomu 10 let od první diagnózy HG malignity přežívá méně než polovina pacientů. Pro nádory 

z kategorie IG je desetileté přežití 61 %. 
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2. Obecná specifikace nádorů slinných žláz 

2.1. Epidemiologie 

Zhoubné nádory slinných žláz jsou velmi vzácné. Podle nejnovějších statistik Global 

Cancer Observatory (GCO) (1) bylo v roce 2018 nově diagnostikováno 18 078 957 zhoubných 

nádorů, z toho 52 799 pocházelo ze slinných žláz (ICD-O kódy C07 a C08), což představuje 

pouze 0,3 % a v podskupině malignit oblasti hlavy a krku je to 3-5 %. Více než polovina 

maligních nádorů (51,8 %) byla diagnostikována v Asii, v Evropě to byla téměř pětina 

případů (18 %). V důsledku tohoto onemocnění zemřelo celosvětově 22 176 (42 %), opět 

nejvíce v Asii (56,3 %). Bez ohledu na pohlaví a věk bylo v rámci Evropy za rok 2018 

diagnostikováno 9 487 nových případů ZN slinných žláz, v důsledku této nemoci zemřelo 

4 035 pacientů a prevalence byla 24 890 nemocných, kteří žijí s tímto onemocněním déle než 

5 let. Nejvyšší incidence ZN slinných žláz je ve Švédsku, kde dosahuje až 4,9 nových případů 

na 100 000 obyvatel. Nádory slinných žláz se mohou vyskytovat v každém věku včetně 

dětského, avšak nejvíce jsou diagnostikovány pacientům ve vyšších věkových kategoriích. 

Benigní nádory jsou nejčastěji diagnostikovány v 5. a 6. dekádě, zatímco maligní nádory jsou 

častější ve vyšší věkové kategorii, mezi 6. a 7. dekádou (obrázek 3). Průměrný věk, kdy je 

malignita slinných žláz diagnostikována, je 64 let (18).  

 

 

Obrázek 3 – Graf incidence benigních a maligních nádorů slinných žláz v souvislosti s věkem.  

 

Celkově bylo v České republice podle GCO v roce 2018 diagnostikováno 65 456 

nových zhoubných onemocnění různých lokalizací, což odpovídá incidenci 616 nových 

případů na 100 000 obyvatel (684 na 100 000 mužů, 550 na 100 000 žen). Tato čísla řadí ČR 
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na 19. místo na světě z hlediska incidence výskytu všech maligních novotvarů včetně 

nemelanomových zhoubných nádorů kůže. Mortalita v roce 2018 činila 26 980 úmrtí, což 

odpovídá 253 zemřelým na 100 000 obyvatel ČR (284 na 100 000 mužů, 224 na 100 000 žen) 

(1).  

Incidence zhoubných novotvarů slinných žláz je v České republice 17. nejvyšší ve 

světě a 8. v Evropě (obrázek 4). V ČR bylo za minulý rok 2018 podle GCO diagnostikováno 

148 nových případů ZN slinných žláz, přičemž 84 případů byli muži a 64 případů byly ženy. 

Incidence se souhrnně pohybuje okolo 1,4 nových případů na 100 000 obyvatel za rok (1,6 na 

100 000 mužů, 1,2 na 100 000 žen). Zhoubné novotvary slinných žláz se lehce častěji 

vyskytují u mužů než u žen. Incidence přepočítaná na celosvětový věkový standard (ASR-W) 

je 0,66 na 100 000 obyvatel a mortalita přepočítaná na celosvětový průměr je 0,24 na 

100 000 obyvatel (1).  

 

 

Obrázek 4 – Žebříček států s nejvyšší incidencí maligních nádorů slinných žláz. (Zdroj: Global 

Cancer Observatory)  

 

Z posledních údajů Ústavu zdravotnických informací a statistiky ČR (ÚZIS), které jsou 

dostupné z roku 2016, je patrné, že incidence ani mortalita nezaznamenala větších výkyvů 

v časové ose (19). Data jsou dostupná pro ZN parotické slinné žlázy (C07) a ostatních slinných 

žláz (C08) separátně. Podle nejaktuálnějších údajů ÚZIS byla za rok 2016 incidence pro 

diagnózu ZN parotické žlázy (C07) 0,98 na 100 000 obyvatel a mortalita činila 0,44 na 
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100 000 obyvatel. Pro ZN jiných a neurčených slinných žláz (C08) byla incidence 0,38 na 

100 000 obyvatel a mortalita činila 0,17 úmrtí na 100 000 obyvatel (obrázek 5). V absolutních 

číslech to reprezentuje 104 případů ZN parotické žlázy a 40 případů ZN jiných a neurčených 

slinných žláz (19). 

 

 

Obrázek 5 – Incidence a mortalita ZN slinných žláz v ČR mezi lety 1977 a 2016. (Zdroj: ÚZIS)  

 

 Věková struktura pacientů se ZN parotické žlázy i ostatních slinných žláz je téměř 

identická (obrázek 6). Riziko vzniku ZN slinných žláz stoupá s věkem. Více než polovina 

případů se vyskytuje ve věkové skupině 60 až 84 let pro ZN parotis (C07). Pro ZN jiných 

slinných žláz (C08) se více než polovina případů vyskytuje ve věkové skupině o 5 let mladších 
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pacientů, tedy 55 až 79 let. Maximum výskytu je u obou diagnóz ve věku 65–69 let, kdy je 

diagnostikováno téměř 14 % všech případů, poté incidence opět klesá. V dětském věku je 

výskyt ZN slinných žláz vzácný. V ČR bylo zaznamenáno 6 případů maligního novotvaru 

parotické žlázy u dětí mladších 10 let. V této věkové kategorii nebyl v ČR zaznamenán žádný 

případ ZN ostatních slinných (19).  

 

 

Obrázek 6 – Věková struktura pacientů se ZN slinných žláz v ČR. (Zdroj: ÚZIS) 
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 Souhrnná epidemiologická data týkající se zhoubných novotvarů slinných žláz jsou 

uvedena v tabulce 1 (tabulka 1). 

 

Parametr  

Incidence  

   Celkový počet salivárních ZN diagnostikovaných v roce 2018 52 799 

   Počet ZN na 100 000 obyvatel ve světě 0,69 

   Počet ZN na 100 000 obyvatel v Evropě 1,3 

   Počet ZN na 100 000 obyvatel v ČR 1,4 

   Pořadí ČR z hlediska výskytu ZN slinných žláz: celosvětově/v Evropě 17./8. 

   ASR (World) 0,66 

   Pořadí ZN slinných žláz mezi všemi ZN  30. 

Mortalita  

  Celkový počet zemřelých v souvislosti s ZN slinných žláz v roce 2018 22 176 

   Počet úmrtí na 100 000 ve světě 0,29 

   Počet úmrtí na 100 000 v Evropě 0,54 

   Počet úmrtí na 100 000 v ČR 0,56 

   Pořadí ČR z hlediska mortality: celosvětově/v Evropě 20./15. 

   ASR (World) 0,24 

   Pořadí mezi ZN jako příčina úmrtí v roce 2018 30. 

Prevalence (pacienti žijící 5 let od diagnózy ZN slinných žláz)  

   Celkový počet pacientů žijících s diagnózou ZN slinných žláz v roce 2018 123 460 

   Počet pacientů žijících s diagnózou ZN slinných žláz v roce 2018 v Evropě 24 890 

   Počet pacientů žijících s diagnózou ZN slinných žláz v roce 2018 v ČR 393 

Tabulka 1 – Souhrnná epidemiologická data týkající se ZN slinných žláz. (Zdroj: Global Cancer 

Observatory) 

 

 Incidenci jednotlivých histologických typů nádorů slinných žláz je obtížné stanovit 

přesně, protože výsledky různých studií přicházejí s odlišnými údaji v závislosti na zeměpisné 

poloze a rase (tabulka 2). Dle WHO 2017 je nejčastějším zhoubným novotvarem velkých i 

malých slinných žláz mukoepidermoidní karcinom, který představuje 30–35 % všech 

zhoubných nádorů slinných žláz. Mukoepidermoidní karcinom je též nejčastějším maligním 

nádorem dětského věku a vyskytuje se nejčastěji ve skupině nemocných, kteří byli v dětském 

věku vystaveni kombinaci chemoterapie a radioterapie (20, 21). Na dalších pozicích je 

z hlediska výskytu zhoubných novotvarů slinných žláz adenoidně cystický karcinom (20 %), 
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karcinom ex pleomorfní adenom (10–15 %), polymorfní adenokarcinom (10–15 %) a acinický 

karcinom (10 %), přičemž pokud jsou brány v úvahu pouze velké slinné žlázy, acinický 

karcinom je druhým nejčastějším zhoubným nádorem.  

 

Studie Stát Počet případů 
ve studii/počet 

ZN 

Období Nejčastější 
ZN ve studii 

Výskyt 
MEC 
(%) 

Výskyt 
ADC 
(%) 

Vuhahula EA, 
2004 (22) 

Uganda 268/125 1979-1988 ADC 20,3 29,3 

Toida M,  
2005 (23)* 

Japonsko 82/27 1979-2003 ADC 37 29,6 

Subhashraj K, 
2008 (24) 

Indie 684/262 1991-2006 ADC 19  25  

Bjørndal K, 
2011 (25) 

Dánsko 871/871 1990-2005 ADC 15,7  25,6  

Buchner A, 
2007 (26)* 

USA 380/156  1986-2005 MEC 35  15,4  

Jones AV,  
2008 (27) 

Velká 
Británie 

741/260 1974-2005 MEC 32,7  23,8 

Abrahão AC, 
2016 (28)*  

Brazílie 170/81 
 

1942-2012 MEC 28,8  24 

Gao M,  
2017 (29) 

Čína 7190/2536 1963-2012 MEC 29,6  28,9 

Tabulka 2 – Vybrané početné studie nádorů slinných žláz z různých kontinentů, které 

demonstrují odlišnosti ve výskytu nejčastějších zhoubných nádorů slinných žláz. *Intraorální 

tumory malých slinných žláz. 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vuhahula%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126188
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2.2. Klinické příznaky 

Klinické příznaky jsou rozdílné podle lokalizace a povahy tumoru. Nachází-li se nádor 

ve velkých slinných žlázách, projevují se jak benigní, tak maligní nádory nejčastěji 

nebolestivou hmatnou rezistencí, eventuálně i viditelným jednostranným zduřením v oblasti 

postižené žlázy (obrázek 7A). Benigní nádory se takto mohou projevovat i několik let a 

pacientovi prakticky nečiní větší obtíže až do doby, než expanzivně rostoucí nádor přeroste 

do rozměrů. Objeví-li se paréza lícního nervu periferního typu, je to téměř vždy známkou 

zhoubného nádoru, který se perineurálně propaguje, což může způsobovat bolest. Tento 

symptom je významným negativním prognostickým faktorem. Kůže v oblasti tumoru může 

být též zarudlá a fixovaná k nádoru. Diagnostické obtíže často způsobují LG malignity jako je 

acinický a LG mukoepidermoidní karcinom, které se klinicky manifestují právě jako 

nezhoubné nádory. Nejčastějším příznakem nádorů malých slinných žláz, které jsou většinou 

maligní povahy, jsou ulcerace sliznice různé velikosti (obrázek 7B). 

 

Obrázek 7 – A: Tumorózní zduření v oblasti úhlu mandibuly; B: Rozsáhlá ulcerace sliznice 

patra způsobená maligním nádorem malých slinných žláz. 
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2.3. Diagnostika 

 Základem diagnostiky je odebrání pečlivé osobní anamnézy, ve které je důležitým 

údajem délka trvání obtíží a zda pacient pociťuje bolest či změny citlivosti v postižené oblasti. 

Z délky trvání symptomů se lze již domnívat, zda se jedná o zhoubný či nezhoubný nádor, 

neboť právě nezhoubné nádory mají tento údaj mnohem delší než nádory zhoubné. Z 

fyzikálních vyšetření je pak pohledem možno zhodnotit stranovou asymetrii a pohmatem 

konzistenci tumoru, jeho orientační velikost, pohyblivost vůči spodině a kůži, eventuálně i 

přítomnost fluktuujícího obsahu. Nutno neopomenout palpačně vyšetřit i spádové 

lymfatické uzliny, které jsou především preaurikulárně, podél jugulárních žil a 

supraklaviklárně (obrázek 8). 

 

Obrázek 8 – Spádové lymfatické uzliny hlavy a krku. 

 

2.3.1. Zobrazovací metody 

Ultrasonografické vyšetření (USG) (obrázek 9A) je vzhledem ke své dostupnosti 

nejvyužívanější zobrazovací metodou v diagnostice nádorů slinných žláz. Vzhledem k tomu, 

že je vyšetření nebolestivé a pacient není vystaven radiační zátěži, je toto vyšetření pro 

pacienta téměř nezatěžující. USG vyšetření má vysokou senzitivitu, avšak nízkou specificitu 

pro diagnostiku konkrétního typu nádoru. Dobře odliší lézi cystickou od solidní, lézi dobře 

ohraničenou od infiltrativně rostoucí a s užitím Dopplerovského zobrazení je možno 

zhodnotit prokrvení léze. Sonograficky lze obdobným způsobem též zhodnotit eventuální 

postižení spádových lymfatických uzlin. Sonografická kontrola je dále hojně využívána při 

odběru diagnostického materiálu k cytologickému (FNA), eventuálně bioptickému vyšetření 

(CCB). 
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Až v dalším kroku, kdy není jasný rozsah tumoru či vztah k okolním strukturám, se 

přistupuje k sofistikovanějším zobrazovacím metodám, jako je počítačová tomografie (CT), 

nebo magnetická rezonance (MRI) (obrázek 9B a 9C). I přes časovou i finanční náročnost se 

zpravidla dává přednost MRI a k CT vyšetření se pro nízký kontrast měkkých tkání přistupuje 

až u pacientů, kde nelze MRI provést, nebo je nutno zhodnotit případnou infiltraci kostí (30). 

Obě metody jsou vhodné k určení lokální pokročilosti a zhodnocení přítomnosti regionálních 

i vzdálených metastáz, k čemuž se využívají především v kombinaci s pozitronovou emisní 

tomografie PET/CT, eventuálně PET/MRI, při které je nitrožilně podán radioaktivní zářič, 

nejčastěji se využívá fluorodeoxyglukóza (FDG) značená radioizotopem 18F (obrázek 9D). 

 

 

Obrázek 9 – A: Ultrasonografické vyšetření Warthinova tumoru parotis; B: MRI vyšetření 

Warthinova tumoru parotis; C: CT vyšetření oboustranného Warthinova tumoru parotis; D: 

PET/CT vyšetření Warthinova tumoru parotis. 
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2.3.2. Cytologické vyšetření 

 Nedílnou součástí předoperační diagnostiky je dnes již rutinně zavedené cytologické 

vyšetření salivární léze. Jedná se o vyšetření prováděné metodou tzv. tenkojehlové aspirační 

cytologie/biopsie (FNAB/FNAC). Principem FNA je proniknutí jehly celou tloušťkou tumoru a 

nasátí dostačujícího množství nádorových buněk do stříkačky a jejich následné zpracování 

k cytologickému vyšetření (obrázek 10A). Ideálně se k aspiraci užívá jehla (22-25 gauge) 

připojená ke stříkačce s držákem, který usnadňuje aspiraci (obrázek 10B). 

 

 

Obrázek 10 – A: Schematické znázornění průniku jehly do patologického ložiska; B: 25G silná 

jehla připojená ke stříkačce o objemu 10 cm3 s držákem usnadňující aspiraci buněk. (Zdroj: 

The Milan System for Reporting Salivary Gland Cytopathology) 

 

Vlastní postup při odběru materiálu se lehce liší u lézí, které jsou dobře palpovatelné 

a u lézí, které jsou malých rozměrů nebo hluboko uložené, a proto nehmatné. V těchto 

případech se užívá ultrazvukem naváděná FNA, která umožní přesné zaměření léze. 

Vzhledem k histologické heterogenitě nádorů slinných žláz je na místě, aby po proniknutí 

jehly do centra léze byl materiál aspirován z více punkčních kanálů a byla tak zajištěna 

maximální diagnostická výtěžnost vyšetření. Tento postup je důležitý především při vyšetření 

cystických lézí, u kterých je riziko nediagnostického vzorku nejvyšší. 

 Hodnoty senzitivity a specificity vyšetření FNA vyšetření jsou velmi vysoké. Senzitivita 

a specificita vztahující se k odlišení nádorové od nenádorové léze činí 79–100 %, respektive 
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71–100 %. Stejně tak odlišení benigní od maligní léze dosahuje vysokých čísel 81–100 %. 

Naproti tomu určení specifického histologického typu nádoru kolísá mezi 48 % a 94 %. 

Takovýto rozptyl je dán především tím, že nejčastější diagnózou, kterou cytopatolog 

diagnostikuje, je pleomorfní adenom a Warthinův tumor, s jejichž rozpoznáním nebývá 

větších problémů a specificita tedy dosahuje až 100 %. Naproti tomu specificita určení typu 

tumoru výrazně klesá při diagnostice jiných histologických typů než je pleomorfní adenom a 

Warthinův tumor (31). To je dáno především výrazným morfologickým překryvem 

jednotlivých histologických typů maligních nádorů slinných žláz.  

 

 

2.3.2.1. Interpretace cytologických nálezu: The Milan System for Reporting Salivary Gland 

Cytopathology 
 

Počátkem roku 2018 byl publikován nový klasifikační systém stanovující jednotná 

pravidla cytologické diagnostiky lézí slinných žláz. Práce na tomto klasifikačním systému 

započaly v roce 2015 na Evropském cytologickém kongresu v Miláně. Proto dostala tato 

klasifikace název The Milan System for Reporting Salivary Gland Cytopathology (MSRSGC), 

v češtině pak Milánský systém reportování cytologií slinných žláz. Tento systém navazuje na 

již zavedené Bethesda systémy pro cytologickou diagnostiku štítné žlázy či děložního čípku a 

na Pařížskou klasifikaci pro cytologie moče. Před přijetím Milánského systému nebyla v 

běžné praxi používaná jednotná klasifikace ani nomenklatura cytologických nálezů u lézí 

slinných žláz. Jednotlivá pracoviště a někdy dokonce i lékaři v rámci oddělení, měli vlastní 

způsob reportování nálezů. Některá oddělení užívala zastaralou Papanicolaouovu klasifikaci, 

nebo byl protokol pouze deskriptivní bez kategorizace nálezu, což bylo pro klinika často 

matoucí. Nomenklatura též nebyla sjednocena a často byla používána nevhodná histologická 

terminologie. Tyto nesrovnalosti a nesourodosti řeší právě Milánská klasifikace, která 

přichází s jednotnou nomenklaturou a strukturou reportováni cytologických nálezů.  

Milánská klasifikace popisuje šest diagnostických kategorií: nediagnostická, 

nenádorová, atypie nejistého významu (AUS – Atypia of Undetermined Significance), benigní 

nádory, suspektní z malignity a maligní (tabulka 3) (32). V návaznosti na již zavedené 

cytologické klasifikační systémy vydává i Milánská klasifikace klinická doporučení dalšího 
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postupu pro každou kategorii a procentuální vyjádření míry rizika malignity pro jednotlivé 

kategorie systému. Tyto aspekty dělají z Milánské klasifikace účinný diagnostický nástroj, 

který je vhodné začlenit do rutinní diagnostiky lézí slinných žláz na všech pracovištích. 

 

Diagnostická kategorie Riziko 
malignity (%) 

Doporučený klinický postup 

I. Nediagnostická 25 Nutná klinicko-patologická a 
radiologická korelace nebo opakovat 
FNA 

II. Nenádorová 10 Sledování a radiologická korelace 

III. Atypie nejistého významu (AUS) 20 Opakovat FNA nebo operovat 

IV. Nádory   

A. Benigní <5 Sledovat nebo operovat 

B. Salivární nádory s nejistým 
maligním potenciálem (SUMP)  

35 Vždy operovat 

V. Podezření z malignity (SM) 60 Vždy operovat 

VI. Maligní 90 Vždy operovat 

Tabulka 3 – Diagnostické kategorie MSRSGC společně s procentuálním vyjádřením míry rizika 

malignizace a doporučeným klinickým postupem (32). 

 

 

2.3.3. Bioptické vyšetření 

 Vedle FNA lze v rámci předoperačního vyšetření patologických ložisek nádorů 

slinných žláz využít též metodu core-cut biopsie (CCB/CNB), kterou je možno získat 

dostatečný materiál pro histologické, imunohistochemické či genetické vyšetření. Tato 

metoda je sice diagnosticky výtěžnější, ale ve srovnání s FNA je větší riziko komplikací 

spojených s odběrem (33). Mezi tyto komplikace patří především riziko poranění lícního 

nervu, implementace maligních nádorových buněk podél punkčního kanálu, riziko zanesení 

infekce, eventuálně iatrogenně indukovaná nekróza nádoru (32). Tyto komplikace se u FNA 

vyskytují v mnohem menší míře. Další metodou pro získání tkáně k bioptickému vyšetření je 

probatorní excize, která je z hlediska množství tkáně ještě přínosnější než CCB. 
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Po evaluaci předoperačních vyšetření je v případě prokázané neoplázie pacient 

indikován k chirurgickému zákroku různého rozsahu podle charakteru léze, tzn. enukleace, 

excize, či resekce tumoru. Vyoperovaný materiál je standardně fixován v pufrovaném 4% 

formaldehydu po dobu minimálně 24 hodin, makroskopicky popsán a rutinně zpracován k 

histologickému vyšetření. Běžně jsou vzorky barveny hematoxylinem-eosinem (HE), až 

v dalším kroku lze do diagnostického postupu zahrnout i doplňkové vyšetření 

imunohistochemické či molekulárně-genetické.  

  



27 
 

2.4. Histologické typy nádorů slinných žláz 
 

Nádory slinných žláz jsou velmi rozmanitou a komplikovanou skupinou neoplázií, 

neboť jejich morfologie je značně variabilní a některé, především maligní nádorové jednotky 

se do jisté míry vzájemně překrývají jak v histologickém, tam imunohistochemickém obraze. 

To v praxi znamená, že některé histomorfologické a imunohistochemické charakteristiky jsou 

sdíleny různými nádorovými jednotkami.  

Světová zdravotnická organizace (WHO) rozlišuje v nejaktuálnějším vydání Klasifikace 

nádorů hlavy a krku 21 histologických typů maligních salivárních nádorů, které mají 

specifický onkologický ICD-O kód (tabulka 4) (34).  

Maligní tumor  ICD-O 

Mukoepidermoidní karcinom (MEC) 8430/3 

Adenoidně cystický karcinom (ADC) 8200/3 

Acinický karcinom (ACC) 8550/3 

Polymorfní adenokarcinom (PAC) 8525/3 

Světlobuněčný karcinom (CCC) 8310/3 

Basocelulární karcinom (BC) 8147/3 

Intraduktální karcinom (IC) 8500/2 

Adenokarcinom, NOS 8140/3 

Salivární duktální karcinom (SDC) 8500/3 

Myoepiteliální karcinom 8982/3 

Epiteliálně myoepiteliální karcinom 8562/3 

Karcinom ex pleomorfní adenom (CaexPA) 8941/3 

Sekreční karcinom (SC) 8502/3 

Sebaceózní adenokarcinom 8410/3 

Karcinosarkom 8980/3 

Špatně diferencovaný karcinom  

    Dediferencovaný karcinom 8020/3 

    Velkobuněčný neuroendokrinní karcinom 8013/3 

    Malobuněčný neuroendokrinní karcinom 8041/3 

Lymfoepiteliální karcinom 8082/3 

Skvamocelulární (dlaždicobuněčný) karcinom 8070/3 

Onkocytický karcinom 8290/3 

Tabulka 4 – WHO histologická klasifikace nádorů slinných žláz 2017 (34). 

 

 Nejčastějším maligním nádorem slinných žláz je dle WHO mukoepidermoidní 

karcinom (MEC) (8430/3) (35). MEC vychází z příušní žlázy a malých slinných žlázek sliznice 

patra a bukální sliznice a je nejčastější intraorální salivární malignitou. MEC je též 
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nejčastějším maligním nádorem dětí a pacientů, kteří byli v dětském věku léčeni kombinací 

chemoterapie a radioterapie (20, 21). Histologicky se tumor skládá ze třech typů buněk: 

epidermoidních, mucinózních a intermediárních. Pro diagnózu MEC je nutný průkaz extra- a 

intracelulárního mucinu, který je prokazatelný speciálním barvením, např. mucikarminem, 

alciánovou modří či metodou PAS (periodic acid Schiff). 

Dle současné klasifikace WHO 2017 je MEC histologicky variabilní a dle převládajícího 

buněčného typu se dělí do tří stupňů diferenciace (grade) (35). Nízce maligní (low-grade, LG) 

MEC je definován jako dobře ohraničený cystický tumor s převahou mucinózních buněk a jen 

s lehkými buněčnými atypiemi (obrázek 11). Středně diferencovaný (intermediate-grade, IG) 

MEC je hůře ohraničen, méně cystický s větším podílem solidní komponenty a menším 

počtem mucinózních buněk. Nízce diferencovaný (high grade, HG)  MEC je charakterizován 

solidní strukturou s převahou epidermoidních a intermediárních buněk, které mohou být 

výrazně polymorfní a vykazují vysokou mitotickou i proliferační aktivitu (36). Přítomnost 

nekróz, perineurální a lymfovaskulární invaze či invaze do přilehlé kosti je podle 

modifikovaného systému důvodem pro upgradování nádoru (37, 38). Histologický grade je 

jedním z důležitých prognostických ukazatelů, neboť více než polovina pacientů s HG MEC 

nepřežije 5 let od první diagnózy (39). 

 

 

Obrázek 11 – Low-grade MEC složen převážně z mucinózních buněk utvářející tubulární 

struktury a buněk intermediálních a epidermoidních. 
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V praxi se pro grading MEC uplatňuje především skórovací systém dle AFIP (37) a jeho 

modifikace podle Brandweinové (38), které jsou porovnány v tabulce 5 (tabulka 5). Oba 

systémy se lehce liší interpretací celkového skóre. Podle AFIP systému jsou jako low-grade 

tumory považovány ty MEC, které v konečném součtu dosahují 0–4 bodů, jako intermediate-

grade tumory dosahující 5–6 bodů a jako high-grade tumory jsou hodnoceny MEC, které 

dosáhnou více než 7 bodů. V modifikovaném systému dle Brandweinové je bodové rozmezí 0 

bodů pro low-grade MEC, 2–3 body pro intermediate-grade MEC a více než 4 body pro high-

grade MEC. 

 

AFIP systém  Body Systém dle Brandweinové Body 

Intracystická komponenta < 20 % 2 Intracystická komponenta < 25 % 2 

Neurální invaze 2 Perineurální šíření  3 

Nekróza 3 Nekróza 3 

> 4 mitózy na 10 HPF 3 > 4 mitózy na 10 HPF 3 

Pleomorfie buněk a jader 4 Nukleární atypie 2 

  Invaze tumoru v malých hnízdech 2 

  Kostní invaze 3 

Tabulka 5 – Porovnání nejčastěji používaných skórovacích systémů pro grading 

mukoepidermoidního karcinomu. Grading  dle AFIP: Low-grade: 0–4 b., Intermediate-grade: 

5–6 b., High-grade: 7–14 b. Grading dle Brandweinové: Low-grade: 0b., Intermediate-grade: 

2–3 b. High-grade: 4–18 b. (40) 

 

 Vzhledem k tomu, že terapeutický přístup k pacientům s intermediate-grade a high-

grade MEC je totožný, přiklání se stále někteří autoři ke dvoustupňovému skórovacímu 

systému (tabulka 6) (41). 
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Low-grade MEC High-grade MEC 

< 4 cm > 4 cm 

Dobře ohraničený, neopouzdřený Špatně ohraničený, infiltrativní 

Převážně cystický (> 20 %) Převážně solidní (cystické prostory zaujímají < 20 %) 

> 50 % buněk je mucinózního typu < 10 % buněk je mucinózního typu 

Expanzivní růst („pushing margins“) Infiltrativní okraje 

Výrazný lymfoidní infiltrát  Fibrotizace až skleróza stromatu 

< 1–2 mitóz/HPF > 3–4 mitózy/HPF 

Lehké atypie Těžké atypie 

Bez nekróz, krvácení či vaskulární 

invaze  

Nekrózy, krvácení a perineurální invaze, vaskulární 

invaze méně častá 

Tabulka 6 – Histologická kritéria pro alternativní dvoustupňový grading MEC (41). 

 

Imunohistochemické vyšetření není pro diagnózu MEC ve většině případů nezbytné. 

MEC vykazuje expresi cytokeratinů (CK7, CK14 a dalších) a markerů p63 a p40, která je dána 

původem MEC v bazálních buňkách žíhaných vývodů. Myoepiteliální markery jako je 

calponin, hladkosvalový aktin jsou negativní stejně jako SOX10 a S100 protein.  

 Molekulárně-genetickými metodami lze prokázat translokaci t(11;19)(q21;p13) 

vedoucí k fúzi genů CRTC1-MAML2, až v 80 % případů MEC (42, 43, 44, 45). V malé 

podskupině MEC představující zhruba 5 % případů byla objevena translokace 

t(11;15)(q21;q26) vedoucí k fúzi genů CRTC3-MAML2 (46). Původně byla přítomnost těchto 

translokací považována za pozitivní prognostický faktor, neboť translokované MEC se 

chovaly klinicky indolentně, s menším procentem recidiv a metastáz. Histologicky se jednalo 

především o low-grade MEC. Vzácné případy MEC s high-grade morfologií a příslušnou 

translokací, byly v původních studiích spojeny s příznivým klinickým průběhem i 

v pokročilých stádiích onemocnění (47, 48). Nověji se však ukazuje, že translokace CRTC1/3-

MAML2 se může vyskytovat také v klinicky agresivních HG MEC. Přítomnost CRTC1/3-

MAML2 není tedy zárukou indolentní povahy nádoru a detekce translokací je tedy dle 

Seethaly a spol. spíše diagnostickým, než prognostickým markerem (49). Naproti tomu v 

rozsáhlé molekulárně-genetické analýze MEC navrhují autoři podle přítomnosti, či 

nepřítomnosti translokace CRTC1/3-MAML2 a počtu kopií genových alterací rozdělit MEC do 

3 odlišných prognostických skupin (50). Lze uzavřít, že přítomnost translokace CRTC1/3-

MAML2 je významným diagnostickým nálezem, který je stěžejní v diferenciálně diagnostické 
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rozvaze obtížných nádorů. Prognostický význam translokace je ale třeba ověřit v dalších 

studiích. Mutační profil MEC je dosud jen částečně objasněn a byly zaznamenány i jiné 

mutované geny, např. TP53 a v menší míře pak alterace genů PI3KCA, BAP1, BRCA1/2, ERBB2 

či CDKN2A typicky se vyskytující v HG MEC (51). 

 

 

Druhým nejčastějším maligním salivárním nádorem po MEC je v dutině ústní 

adenoidně cystický karcinom (ADC) (8200/3) (52). Tento karcinom je také nejčastější 

malignitou postihující submandibulární a sublingvální slinnou žlázu a je nejčastějším 

salivárním nádorem postihující horní respirační trakt (53, 54, 55). I přes pomalý růst se 

v dlouhodobém horizontu jedná o prognosticky velmi závažnou malignitu, která má výrazné 

tendence k infiltrativnímu růstu s perineurálním šířením, k lokálním recidivám a k pozdnímu 

zakládání vzdálených metastáz. ADC je charakterizován vysokou mortalitou. Při postižení 

příušní žlázy je klinicky častou manifestací paréza lícního nervu. Histologicky se jedná o 

bazaloidně vyhlížející nádor s bifazickou strukturou. Je složen ze dvou typů buněk, z tzv. 

modifikovaných myoepiteliálních buněk tvořící abluminální vrstvu a z duktálních buněk 

tvořící luminální vrstvu. Tyto dva typy buněk jsou uspořádány do tří růstových struktur: 

kribriformní, tubulární a solidní (obrázek 12), které se v různé míře vyskytují v rámci jednoho 

tumoru. Podíl solidní komponenty určuje míru diferenciace tumoru a do určité míry i 

predikuje prognózu (56, 57). Nádory, které se skládají převážně z kribriformních a 

tubulárních struktur a neobsahují solidní komponentu, jsou hodnoceny jako grade 1. Jsou-li 

solidní okrsky přítomny v méně než 30 % tumoru, klasifikuje se jako grade 2, a pokud ve více 

než v 30 %, jedná se o ADC grade 3 (58). Perineurální a intraneurální propagace je v ADC 

běžně přítomna, přičemž pouze intraneurální invaze je nepříznivý prognostický faktor (59). 
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Obrázek 12 – Kribriformní (*), tubulární (ø) i solidní (#) růstová varianta ADC. 

 

Imunohistochemické vyšetření je v případě adenoidně cystického karcinomu 

nespecifické a morfologie je vždy stěžejní pro finální diagnózu. Nápomocnou může být 

pozitivita CD117 (C-kit) (60, 61) a EMA v luminální vrstvě buněk a myoepiteliálních markerů 

S100 proteinu, p63 a SMA v abluminální vrstvě buněk. Zároveň je v obou vrstvách přítomná 

difúzní silná pozitivita cytokeratin CK7 a markeru SOX10. CK14 je silně pozitivní v tubulárních 

a kribriformních strukturách, naopak v solidní komponentě je negativní (58). 

V diagnosticky nejasných případech je možno využít přítomnosti rekurentní 

translokace t(6;9)(q22-23;p23-24) vedoucí ke vzniku fúzního genu MYB-NFIB, kterou lze 

detekovat až v 86 % případů ADC (62, 63). Tím dochází ke zvýšené expresi proteinu MYB, 

který může být imunohistochemicky detekován (64). Silná nukleární pozitivita především 

abluminálních buněk je senzitivní pro diagnózu ADC (obrázek 13) (65). Podle studie Poling a 

spol. je imunohistochemická detekce proteinu MYB dokonce senzitivnější i specifičtější než 

cytogenetická detekce pomocí FISH (66). Dalším vyšetřováním bylo zjištěno, že až v 35 % 

MYB-NFIB negativních případů ADC je přítomna odlišná rekurentní translokace t(8;9) vedoucí 

k fúzi genů MYBL1-NFIB (67). Tyto translokace nebyly doposud popsány v žádném jiném 

salivárním karcinomu. Několik dalších studií popisuje poměrně rozsáhlý repertoár 



33 
 

somatických mutací (68, 69). V centru zájmu je však především význam lokusu 1p36, na 

kterém se nachází řada tumor supresorových genů, jejichž delece byla popsaná vedle ADC i 

v řadě jiných nádorů včetně prsu, plic, pankreatu či kolorektálního karcinomu (70). 

Z výsledků dvou rozsáhlých studií, které hodnotily vztah přítomnosti delece lokus 1p36 a 

prognózy jasně vyplývá, že ADC obsahující tuto deleci mají signifikantně horší prognózu (71, 

72). Zároveň bylo zjištěno, že žádný ze studovaných případů, který byl pozitivní na 

přítomnost delece lokusu 1p36, neobsahoval zlom v genu MYBL1, a proto se lze domnívat, že 

se tyto dva nálezy vzájemně vylučují (72). 

 

 

Obrázek 13 – Difúzní silná nukleární pozitivita protilátky MYB v tubulární komponentě ADC. 

 

Další low-grade salivární malignitou, podle některých autorů čtvrtou nejčastější, je 

acinický karcinom (ACC) (8550/3) (73), který je dokonce druhou nejčastější malignitou 

slinných žláz v dětském věku (21, 74). Klinicky se jedná o pomalu rostoucí, dlouhou dobu 

asymptomatický nádor a jen velmi vzácně se může objevit bolest či paréza lícního nervu. 

Lokální recidivy se vyskytují až v jedné třetině případů. Vzdálené metastázy ACC vznikají sice 

pouze v 13 % případů, avšak mohou se objevit i mnoho let po první diagnóze. Pro morfologii 

ACC jsou charakteristické čtyři typy růstových struktur, microcystická, cystopapilární, solidní 
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a folikulární, jejichž poměr zastoupení v tumoru různě kolísá. Nejcharakterističtějším typem 

buněk jsou acinární buňky, které jsou podobné normálním acinárním buňkám serózní slinné 

žlázy a stejně tak obsahují i PAS-pozitivní zymogenní granula (obrázek 14). Dále se vyskytují 

vakuolizované buňky obsahující v cytoplasmě PAS-negativní mukopolysacharidy, nádorové 

buňky se světlou vodojasnou cytoplasmou a nespecifické buňky podobné duktálním 

epiteliím vmezeřených vývodů. V některých případech může být ve stromatu hojná lymfoidní 

infiltrace s proliferací aktivovaných zárodečných center lymfatických folikulů. Dobře 

diferencovaný ACC s lymfoidním stromatem je charakterizován klinicky indolentním 

průběhem (75). 

 

 

Obrázek 14 – Acinární buňky s tmavou bazofilní cytoplasmou obsahující zymogenní granula. 

 

V diferenciální diagnóze ACC je na prvním místě sekreční karcinom (SC) slinných žláz. 

V období před objevem SC, jakožto samostatné nádorové jednotky v roce 2010, byl zpravidla 

klasifikovaný jako tzv. „na zymogenní granula chudý acinický karcinom“ (76). Tyto nádory 

byly později překlasifikovány jako SC (77). SC a ACC se liší nejenom morfologicky, ale i svým 

imunoprofilem (tabulka 7). 
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Protilátka Acinický karcinom Sekreční karcinom 

DOG1 + (obrázek 15) - 

SOX10 + (obrázek 15) - 

P63 - -/+ 

CK7 + + 

MGA - + 

S100 protein - + 

EMA - (luminalně +) + 

Vimentin - + 

Tabulka 7 – Porovnání imunoprofilu acinického a sekrečního karcinomu slinných žláz. 

 

 

Obrázek 15 – Difúzní silná nukleární pozitivita SOX10 a membránová pozitivita DOG1 v ACC. 

 

ACC může být vzácně spojen s tzv. high-grade transformací (HGT). Tento vzácný 

fenomén, známý též jako „dediferenciace“, byl poprvé popsán u sarkomů (78). HGT 

představuje zvrat původně nízce maligního nádoru ve vysoce maligní a agresivní formu, která 

postrádá svou původní histomorfologickou diferenciaci (obrázek 16) (79, 80). Přítomnost 

nekróz a vysoká proliferační aktivita jsou charakteristickými znaky HGT (obrázek 17). Vedle 

ACC (81), byla HGT popsána i u jiných salivárních karcinomů, např. u adenoidně cystického 

karcinomu (82, 83), epitheliálně-myoepitheliálního karcinomu (84, 85), polymorfního 

adenokarcinomu (86, 87) či u sekrečního karcinomu (88, 89). Podmínkou diagnózy HGT je 

přítomnost okrsků původního low-grade karcinomu i okrsků dediferencovaného high-grade 

karcinomu v rámci jednoho nádoru (80). Tyto dvě komponenty se liší u ACC nejen 

histomorfologicky, ale též imunohistochemicky (tabulka 8).  
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Obrázek 16 – High-grade transformace ACC, v levé části (*) je patrná low-grade komponenta 

a v pravé části (#) dediferencovaná, high-grade komponenta. 

 

Protilátka Low-grade komponenta High-grade komponenta 

SOX10 + - 

DOG1 + - 

CK7 + - 

GATA3 - + 

CK14 - + 

P63 - + 

S100 - - 

Ki-67 Nízká Vysoká 

Tabulka 8 – Porovnání imunoprofilu low-grade a high-grade komponenty HGT acinického 

karcinomu.  
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Obrázek 17 – Porovnání vysoké proliferační aktivity HG komponenty (#) a ojedinělých MIB1 

pozitivních jader LG komponenty (*) ACC. Silná jaderná exprese buněk zárodečného centra 

lymfatických folikulu ve stromatu ACC slouží jako pozitivní vnitřní kontrola. 

 

 Jen velmi málo je známo o molekulárně-genetickém pozadí ACC. Na myším modelu 

byla demonstrována situace, kdy inaktivací tumor supresorových genů APC a PTEN došlo 

k aktivaci signálních drah mTOR a Wnt, což zanedlouho vedlo ke vzniku nádoru slinných žláz, 

který se morfologicky velmi podobá lidskému ACC. Po aplikaci mTOR inhibitoru rapamycin 

došlo ke kompletní regresi tumoru (90). V jiné studii zabývající se analýzou signálních drah ve 

272 případech různých ZN slinných žláz byla imunohistochemicky prokázána souvislost ACC 

se zvýšenou aktivací signálních drah mTOR, PI3K a AKT (91). Přínos těchto poznatků je však 

prozatím nejasný. 

 

 

Polymorfní nízce maligní adenokarcinom (PLGA) (92) byl v novém, čtvrtém vydání 

WHO klasifikace nádorů hlavy a krku překlasifikován jako polymorfní adenokarcinom (PAC) 

(8525/3) (93). Vyškrtnutím termínu „nízce maligní“ z názvu tumoru, chtějí autoři WHO 

zdůraznit skutečnost, že se nádor ne vždy chová jako low-grade karcinom a může vykazovat 
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klinicky agresivnější růst, recidivy i high-grade transformaci (86, 87). Po adenoidně cystickém 

karcinomu je PAC druhým nejčastějším salivárním karcinomem postihující malé slinné žlázy 

patra, ve velkých slinných žlázách se vyskytuje velmi zřídka (94). Charakteristickým 

histologickým znakem je výrazná heterogenita růstových struktur v rámci jednoho tumoru 

(obrázek 18A). Tyto rozmanité růstové varianty byly definovány jako tubulární, trabekulární, 

solidní, kribriformní, pseudocystické, papilární a jiné (92, 95, 96, 97). Typickým znakem PAC 

je perineurální infiltrativní propagace nádorových buněk a koncentrické „terčovité“ 

struktury. Cytologické znaky odpovídají svou uniformitou vzhledu téměř benignímu nádoru, 

neboť jsou typicky přítomny malé až středně velké buňky s oválným blandně vyhlížejícím 

jádrem a jen nečetnými jadérky. Mitózy a nekrózy jsou raritní a jejich přítomnost je spíše 

spojena s high-grade transformací, která je velmi vzácná (86, 87). 

V nejnovější edice WHO „modré knížky“ je zařazena tzv. kribriformní varianta PAC 

(93). Vzhledem k odlišnostem od klasické varianty PAC ji někteří patologové pokládají za 

samostatnou nádorovou jednotku, tzv. kribriformní adenokarcinom jazyka a malých 

slinných žláz (CATS/CAMSG) (98). Od klasického PAC se liší predilekční lokalizací, způsobem 

růstu, biologickým chováním i molekulárně-genetickým pozadím. V první publikované práci 

byly všechny nádory lokalizované výlučně do oblasti jazyka, a proto byl tumor pojmenován 

jako cribriform adenocarcinoma of the tongue (CAT) (98, 99, 100, 101, 102, 103). Publikace 

popisovala soubor 8 případů adenokarcinomů jazyka, původně diagnostikovaných jako PLGA, 

které vykazovaly výraznou morfologickou podobnost se solidní a folikulární variantou 

papilárního karcinomu štítné žlázy (obrázek 18B), možná metastáza však byla vyloučena. 

Všichni pacienti měli v době diagnózy metastázy v cervikálních lymfatických uzlinách. 

Postupem času a s přibývajícími nálezy se však ukázalo, že totožný nádor se solidně-

kribriformní a papilární architekturou připomínající papilární karcinom štítné žlázy se může 

vyskytnout i jinde v dutině ústní mimo bázi jazyka, což vedlo ke změně názvu na cribriform 

adenocarcinoma of minor salivary gland origin (CAMSG) (99). Přestože má velká většina 

pacientů v době diagnózy již rozvinuté metastázy v regionálních lymfatických uzlinách, řadí 

se vzhledem ke své radiosenzitivitě stále ještě mezi nízce maligní karcinomy s dobrou 

prognózou (100). 

Do diferenciální diagnostiky PAC spadají salivární nádory vyskytující se predilekčně 

v dutině ústní. Nejkomplikovanější se může zdát odlišení adenoidně cystického karcinomu 
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(ADC), se kterým sdílí především variabilní architektoniku. K odlišení ADC a PAC je možno 

použít imunohistochemické barvení s protilátkou CD117 (C-kit). Tato protilátka je poměrně 

hojně užívána v diagnostice ADC, kde je popisována difúzní silná pozitivita, zatímco pro PAC 

je případná pozitivita tohoto imunomarkeru výrazně slabší (60, 61). Pro diagnózu PAC bude 

dále svědčit nízké Ki-67 (104). Dále je nezbytné odlišit PAC od benigních nádorů jako je 

pleomorfní, kanalikulární a jiné adenomy slinných žláz. Ačkoli jsou obě varianty PAC dobře 

diagnostikovatelné z hematoxylinu-eosinu, v pomocném imunohistochemickém barvení 

může být nápomocna pozitivita s cytokeratiny (AE1/3, CK7, CK8), S100 proteinem, p63, bcl2 

či MGA. K vyloučení metastázy papilárního karcinomu slouží negativita thyreoglobulinu a 

TTF1 a positivita S100 proteinu. 

 

 

Obrázek 18 – A: Klasická varianta polymorfního adenokarcinomu při malém zvětšení, ze 

kterého je patrný infiltrativní růst do stromatu a architektonická rozmanitost. Okolní matrix 

je hojně hyalinizovaná. V pravém horním rohu jsou patrné jednořadé sloupce buněk na 

periferii tumoru; B: Papilární uspořádání kribriformní varianty PAC, kde nukleární rysy 

připomínají papilární karcinom štítné žlázy. 

 

 Molekulárně-genetické pozadí konvenční (klasické) a kribriformní varianty PAC je 

odlišné. Přestože v obou variantách byly popsány molekulární alterace v genové rodině PRKD 

ležící na 14. chromozomu, tyto alterace se liší. Až v 75 % případů klasického PAC (dříve PLGA) 

byla nalezena aktivační bodová mutace E710D genu PRKD1 (105). V kribriformní variantě 

PAC (dříve CAMGS) byly až v polovině případů nalezeny rekurentní translokace týkající se 

jednoho z genů PRKD1-3 s fúzními partnery ARID1A a DDX3X. V klasické variantě PAC však 



40 
 

doposud nebyly zaznamenány mutace genů PRKD2 či PRDK3 (106). Kompletní porovnání 

obou variant PAC je uvedeno v tabulce 9 (tabulka 9). 

 

 Kribriformní varianta PAC Klasická varianta PAC 

Lokalizace Malé slinné žlázy především při 
bázi jazyka 

Malé slinné žlázy hlavně patra a 
tváře 

Růst Především kribriformní a 
glomeruloidní struktury, dále 
tubulární a solidní 

Proudící jednořadé sloupce buněk 
nebo úzké trabekuly formující 
koncentrické spirály terčovitého 
vzhledu.  Přítomny jsou tubulární, 
trabekulární, papilární, solidní i 
kribriformní struktury 

Jaderné znaky Opticky prázdná, vesikulární jádra 
vzhledu jader papilárního 
karcinomu ŠŽ  

Vesikulární ovoidní jádra 

Klinické znaky Časně metastazuje do krčních LU Vzácně metastazuje do krčních LU  

Molekulární 
alterace 

Translokace genů PRDK1-3 
s fúzními partnery ARID1A a DDX3X 

Hot spot aktivace PRKD1, somatická 
bodová mutace   

Způsob invaze Sklon k lymfatické invazi Perineurální invaze 

Tabulka 9 – Porovnání kribriformní a klasické varianty PAC (107). 

 

 

Světlobuněčný karcinom (CCC) (8310/3) je nové pojmenování pro jednotku 

uváděnou v předchozí WHO klasifikaci jako „hyalinizující světlobuněčný karcinom“ (108). 

Vzhledem k tomu, že hyalinizace je variabilním znakem a nemusí být vůbec přítomna, bylo 

slovo „hyalinizující“ z názvu karcinomu v nejnovější WHO klasifikaci vypuštěno. CCC vykazuje 

predilekci pro ženské pohlaví (109). Jedná se o nízce maligní karcinom vycházející hlavně 

z malých slinných žláz orofaryngu, patra a bukální sliznice. Klinicky se manifestuje někdy jako 

bolestivé fixované zduření či ulcerace a může infiltrovat přilehlou kost. Mikroskopicky je 

tumor špatně ohraničený s širokou infiltrací okolních struktur včetně kosti a s častou intra- a 

perineurální propagací. Solidní hnízda a trabekulárně uspořádané nádorové pruhy bývají 

obklopeny hyalinizovaným až sklerotizovaným stromatem (obrázek 19). Nádorové buňky 

jsou jen s mírnými atypiemi, dobře ohraničené a s eosinofilní cytoplasmou, která je místy až 

vodojasná (109, 110). 
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Obrázek 19 – Solidní hnízda nádorových buněk s eosinofilní až vodojasnou cytoplasmou, 

která jsou oddělená pruhy hyalinizovaného stromatu. 

 

Diferenciální diagnostika CCC zahrnuje nádory se světlobuněčnou diferenciací, včetně 

odontogenních nádorů. Do tohoto spektra lézí spadá mukoepidermoidní karcinom, 

světlobuněčná varianta skvamózního, epiteliálně-myoepiteliálního a myoepiteliálního 

karcinomu (111). Z odontogenních karcinomů pak připadají v úvahu především 

světlobuněčný odontogenní karcinom, se kterým sdílí též identickou genovou translokaci, a 

světlobuněčný kalcifikující epiteliální odontogenní karcinom (112). V neposlední řadě je 

nutno myslet i na možnost metastázy světlobuněčného renálního karcinomu. Diagnostické 

obtíže vyvstávají především u karcinomů s vyjádřenými skvamózními rysy, absencí 

hyalinizace, nízkým procentem světlých buněk a u nádorů zaujímající povrchový epitel (113). 

Ty mohou být chybně diagnostikovány jako high-grade skvamózní dlaždicobuněčné 

karcinomy (SqCC) a pacient by mohl být poškozen zbytečně extenzivním chirurgickým 

zákrokem, radioterapií eventuálně i chemoterapií (114). Všechny tyto nádory však lze 

podrobným vyšetřením morfologie, použitím imunohistochemických a především 

molekulárně-genetických metod dobře rozlišit. Donedávna byla diagnóza CCC považována 

ještě jako „diagnóza per exclusionem“, při selhání diagnostických kritérií pro výše popsané 

karcinomy. Toto tvrzení však bylo opuštěno po objevení specifické rekurentní genové 
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translokace EWSR1-ATF1, které podpořilo tvrzení, že CCC je samostatná nádorová jednotka 

(115). 

V imunohistochemickém barvení je patrná pozitivita s cytokeratiny CK7, CK17, CK14 a 

p63. Ostatní myoepiteliální markery jako jsou S100 protein, SMA, či calponin jsou negativní. 

Intracytoplasmatický materiál je PAS a mucikarmin pozitivní, což svědčí pro přítomnost 

glykogenu. Hyalinizované stroma je pozitivní pro průkaz kolagenu I a negativní pro kolagen IV 

(116). CCC mohou být i difúzně silně nukleo-cytoplazmaticky pozitivní s protilátkou proti p16 

proteinu, což může být velmi zavádějící především u karcinomů s výraznými skvamózními 

rysy a mohlo by dojít k chybné diagnóze SqCC (113). Na rozdíl od p16 pozitivních 

dlaždicobuněčných karcinomů hlavy a krku, je však CCC negativní při následné HPV testaci 

(117, 118).  

CCC je až v 90 % případů spojen s rekurentní translokací t(12;22) (q13;q12) vedoucí ke 

vzniku fúzního transkriptu EWSR1-ATF1 (115). Tato translokace byla původně objevena ve 

světlobuněčném sarkomu měkkých tkání (119).  Dále se tato translokace typická pro 

světlobuněčný odontogenní karcinom, což potvrzuje teorii, že tyto dva tumory spolu 

souvisejí (120). Autoři první práce se domnívali, že zlom genu EWSR1 je pro salivární CCC 

specifická, avšak nedávno byl identický nález objeven ve velkém souboru 94 myoepiteliálních 

karcinomů se světlobuněčnou diferenciací (121). Zlom v genu EWSR1 byl nalezen kromě CCC 

též ve 39 % de novo vzniklých světlobuněčných myoepiteliálních karcinomů, ve 24 % 

světlobuněčných myoepiteliálních karcinomů vzniklých v pleomorfním adenomu a v jednom 

případu (9 %) epitelio-myoepiteliálního karcinomu. V této studii bylo dále prokázáno, že 

pacienti se světlobuněčnou variantou myoepiteliálního karcinomu se zlomem EWSR1 mají 

výrazně horší prognózu. Vedle typické translokace EWSR1-ATF1 byla nedávno ve 3 případech 

světlobuněčných karcinomů s výraznou mucinozní komponentou popsána nová, méně častá 

translokace EWSR1-CREM (122). 

 

 

Sekreční karcinom mamárního typu (mammary analogue secretory carcinoma - 

MASC) je nově popsaný salivární karcinom (76). Jako jediná nová nádorová jednotka byl SC 

zařazen do nové WHO klasifikace nádorů slinných žláz z roku 2017 (123), a to pod názvem 
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sekreční karcinom (SC) (8502/3). Jde o low-grade salivární karcinom, který se svou 

histomorfologií, imunoprofilem a genetickým pozadím podobá sekrečnímu karcinomu prsu 

(124). Nejčastěji se vyskytuje v příušní žláze, dále pak v submandibulární žláze (125) a 

v malých slinných žlázách dutiny ústní a sinonasálního traktu (126, 127, 128). Z extrasalivární 

lokalizace byl sekreční karcinom kromě prsu popsán ve štítné žláze (129, 130), slzné žláze 

(131), či v kůži (132, 133). Před prvním popsáním tohoto karcinomu v roce 2010, byl SC 

zpravidla klasifikován jako acinický karcinom, adenokarcinom NOS, LG mukoepidermoidní 

karcinom či jako LG salivární duktální karcinom (134).  

SC je ve většině případů dobře ohraničený, ale neopouzdřený tumor s infiltrativním 

charakterem růstu. Tumor mikroskopicky utváří různě velké lobuly oddělené vazivovými 

septy a formuje mikrocystické a tubulární struktury, uvnitř kterých je přítomen PAS pozitivní 

eosinofilní sekreční materiál (obrázek 20). Buňky jsou uniformní a mají pravidelná jádra 

kulatého až oválného tvaru s jemně granulovaným chromatinem a zřetelným centrálně 

uloženým jadérkem. Cytoplasma nádorových buněk je objemná, bledá a místy může být 

granulární a vakuolizovaná. Proliferační aktivita je většinou nízká a nekrózy nejsou přítomny. 

Někdy může být přítomna i perineurální invaze. Doposud bylo publikováno šest případů 

s prokázanou high-grade transformací s velice agresivním chováním, invazí do okolních 

orgánů, výraznou jadernou pleomorfií, vysokou mitotickou aktivitou a komedo nekrózami 

(88, 89, 135, 136). 

Imunohistochemicky je SC difúzně pozitivní s cytokeratiny CK7, CK8, CK 18, CK 19, 

S100 proteinem, vimentinem a STAT5a, příznačná je difúzní pozitivita s mammaglobinem 

(MGA), SOX10 a GATA3 a negativita s markerem DOG1, jehož pozitivita se typicky vyskytuje u 

acinického karcinomu (obrázek 15) (137). Myoepiteliální markery calponin, SMA, CK14, či 

CK5/6 jsou negativní. Nádorové buňky SC jsou negativní na průkaz p63 a p40, ale některé 

případy vykazují fokální abluminální p63 pozitivitu in situ komponenty SC (138, 139). 

Charakteristický imunoprofil v kombinaci s popsanou histomorfologií jsou stěžejní pro 

diagnózu SC (tabulka 7).  
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Obrázek 20 – A: Lobulárně uspořádané solidní nádorové čepy oddělené vazivovými septy; B: 

Detail mikrocystických a tubulárních struktur obsahující sekreční materiál a fokální 

vakuolizace cytoplasmy v SC.  

 

 Pro potvrzení diagnózy sekrečního karcinomu v nejistých a variantních případech je 

nutný průkaz některé z rekurentních genových translokací. V drtivé většině případů je SC 

spojen s onkogenní translokací t(12;15) (q13;p25) vedoucí k fúzi mezi geny ETV6-NTRK3 (76). 

V minoritní skupině má SC zlom genu ETV6- , avšak fúzní partner je jiný než NTRK3 (140, 

141). Nový fúzní partner byl nalezen až s použitím metody masivního paralelního 

sekvenování (NGS), která objevila fúzi genu ETV6-RET (142). Tato translokace je však 

mnohem vzácnější a vyskytuje se v méně než 5 % případů SC. Po zavedení NGS do běžné 

vyšetřovací praxe byla recentně objevena v jednom případu SC translokace ETV6-MET (143). 

SC, které obsahují atypické translokace, se většinou chovají agresivněji než SC s klasickou 

ETV6-NTRK3 translokací. S rozvojem molekulárně-genetických metod se rozšiřuje i spektrum 

genových aberací SC.  

Po objevení a publikování morfologických, imunohistochemických a molekulárně-

genetických znaků SC byly ve velkém prohledávány registry patologických oddělení. 

Patologové pátrali po atypicky vyhlížejících acinických karcinomech, mukoepidermoidních 

karcinomech, adenokarcinomech NOS či jiných salivárních nádorových jednotkách, které by 

mohly být na podkladě prokázané specifické translokace překlasifikovány na SC. Tímto 
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způsobem byly překlasifikovány desítky karcinomů, které byly většinou původně 

diagnostikovány jako acinické karcinomy (144, 145). V současné době panuje mezi patology 

konsenzus, že diagnóza klasického SC může být stanovena na základě histomorfologie a 

imunoprofilu bez nutnosti molekulárně-genetického vyšetření. Pokud je však přítomna 

jakákoli odchylka od typických histomorfologických znaků či imunoprofilu, je molekulárně-

genetické vyšetření nezbytné k potvrzení diagnózy. 

 

 

Intraduktální karcinom (IC) (8500/2) je nově přijatý název pro nádory, které byly 

dříve označovné jako low-grade intraduktální karcinom, kribriformní cystadenokarcinom či 

low-grade salivární duktální karcinom (146). Jde o nízce maligní, zpravidla intraduktálně či 

intracysticky rostoucí karcinom.  Jedná se o poněkud kontroverzní jednotku, ne jenom kvůli 

terminologii, ale také kvůli jejímu nejasnému vztahu k salivárnímu duktálnímu karcinomu 

(SDC) (147). SDC je morfologicky high-grade (HG), agresivně se chovající, invazivní a 

metastazující karcinom, přestože byly popsány vzácné případy čistě in situ SDC (148). 

Na druhou stranu byly reportovány případy invazivních IC s pozdním metastazováním (149). 

Klinicky se v naprosté většině případů IC jedná o dobře ohraničený, expanzivně rostoucí 

nádor, který je nízce maligní a má většinou dobrou prognózu. Histologicky má IC blandní 

vzhled a podobá se prekancerózním lézím prsu, jako jsou duktální karcinom in situ (DCIS), či 

atypická duktální hyperplázie (147). Při malém zvětšení je v IC patrná rozmanitá architektura 

s řadou růstových variant. Popisovány jsou solidní, cystické a kribriformní ostrůvky 

nádorových buněk, které mají na svém okraji zachovalou vrstvu myoepiteliálních buněk, 

které je možno imunohistochemicky ozřejmit barvením myoepiteliálními markery. Vlastní 

nádorové buňky jsou však s myoepiteliálními markery negativní. Při větším zvětšení jsou 

patrná uniformní oválná jádra s jemným chromatinem a eosinofilní cytoplasmou, větší 

nukleární polymorfie většinou chybí. Méně často může být patrná apokrinní diferenciace 

(obrázek 19) (149).  
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Obrázek 21 – V horní části obrázku je patrná apokrinní diferenciace v IC. 

 

V imunohistochemickém barvení je vedle pozitivity myoepiteliálních markerů (CK14, 

p63, calponin, SMA) na okraji neinvazivních nádorových ostrůvků, patrná pozitivita pro 

cytokeratiny (AE1/3, CK7, CK8, CK18), mamaglobin, S100 protein, SOX10 či EMA v duktálních 

buňkách. Partie s apokrinní diferenciací jsou pozitivní na přítomnost androgenních receptorů 

(AR). Pozitivita myoepiteliálních markerů však v invazivních částech tumoru zcela chybí (150). 

Imunoprofil IC včetně nízké proliferační aktivity, je tedy velmi podobný imunoprofilu SC. 

Navíc v některých případech je velmi podobná i histomorfologie. V takových to případech je 

finální diagnóza možná až na základě výsledků molekulárně-genetického testování. 

Molekulárně-genetickým vyšetřením se v nedávné době podařilo objevit téměř 

v polovině (47 %) případů IC zlom genu RET a v jednom případu dokonce translokaci  

 NCOA4-RET (151). Oba geny leží poměrně blízko sebe na stejném chromozomu 10, což 

znesnadňuje jejich detekci metodou FISH. Přítomnost translokace NCOA4-RET v IC byla 

pomocí NGS potvrzena v navazující studii skupiny prof. Skálové, která objevila ve dvou 

případech vyšetřovaných IC novou rekurentní translokaci TRIM27-RET v nádorech s apokrinní 

diferenciací (152). V žádném IC nebyl zatím nalezen zlom genu ETV6, a tím jej lze spolehlivě 
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odlišit od sekrečního karcinomu, se kterým může sdílet jak histomorfologii, tak imunoprofil, 

což je přínosné například při FNA (153). 

 

 

Salivární duktální karcinom (SDC) (8500/3) (154) je vysoce maligní karcinom, který se 

svou morfologií podobá duktálnímu karcinomu prsu (155). Tento agresivní karcinom vzniká 

buď de novo, nebo maligním zvratem původně benigního pleomorfního adenomu, tzv. 

karcinom ex pleomorfní adenom (156, 157). Pacienti jsou typicky starší muži s anamnézou 

rychle rostoucí rezistence především v příušní žláze, která může být i bolestivá a 

doprovázená periferní obrnou lícního nervu (158). Za předpokladu, že SDC vyrůstá 

z preexistujícího pleomorfního adenomu, je často v anamnéze dlouhotrvající nebolestivá 

rezistence, která se promptně zvětšila. SDC má ze všech salivárních malignit nejhorší 

krátkodobou prognózu, kdy 65 % pacientů umírá do 4 let od první diagnózy, lokální recidivy 

se vyskytují až v 1/3 případů a vzdálené metastázy až v polovině případů (159). Histologicky 

lze od sebe odlišit intraduktální komponentu napodobující IC, avšak s komedo nekrózami, 

high-grade cytologickými znaky a s papilárně kribriformním způsobem růstu, od invazivní 

komponenty tvořené pruhy buněk infiltrující stroma a indukující výraznou desmoplastickou 

reakci (obrázek 22). Nádorové buňky jsou apokrinního a onkocytoidního vzhledu 

s abundantní eosinofilní cytoplasmou a velkými pleomorfními jádry s hrubým chromatinem, 

prominujícím jadérkem a vysokou mitotickou aktivitou. Hojně je přítomna lymfovaskulární a 

perineurální invaze (obrázek 22). Najdou-li se v materiálu okrsky vzhledu pleomorfního 

adenomu, je zřejmé, že se jedná o karcinom ex pleomorfní adenom, ze kterého vyrůstá 

zhruba polovina případů SDC (160). 
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Obrázek 22 – Trabekulární formace infiltrující stroma s výraznou desmoplastickou reakcí. 

V pravém dolním rohu je perineurální invaze, která je v SDC velmi častá. 

 

V imunohistochemii je typický vysoký Ki-67 a pozitivita androgenních receptorů (AR) 

(obrázek 23) a overexprese Her-2/neu genu, jehož amplifikace je přítomna až u 30 % případů 

SDC a potvrzuje tak podobnost s duktálním karcinomem prsu (161, 162, 163). Geneticky 

potvrzená overexprese genu Her-2/neu je nepříznivým prognostickým markerem, avšak je 

léčebně ovlivnitelná látkou bevacizumab (164, 165). Dále je přítomná pozitivita cytokeratinů 

(CK7, CK19) a EMA a negativita myoepiteliálních markerů S100, p63, CK14, SMA či calponinu. 
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Obrázek 23 – Difúzní silná nukleární pozitivita androgenních receptorů v nádorových 

čepech SDC. 

 

 Molekulárně-genetické pozadí SDC je velmi heterogenní. Vedle amplifikace genu Her-

2/neu bylo v literatuře popsáno široké spektrum molekulárních onkogenních aberací 

v genech TP53, PIK3CA, HRAS, PTEN (166, 167, 168). Méně často pak byly detekovány 

mutace v genech BRAF, FBXW7, ATF1 či NF1. Recentně byly popsány solitární případy 

obsahující translokace ETV6-NTRK3, BCL6-TRADD a ABL1-PPP2R2C (169). Jak již bylo 

zmíněno, zhruba polovina SDC vychází z preexistujícího pleomorfního adenomu, který je 

z molekulárně-genetického hlediska charakterizován až v 60 % přítomností zlomu v genu 

PLAG1 a v 30 % zlom v genu HMGA2 (170, 171). Fúze zaujímající jeden z těchto dvou genů se 

tedy vyskytuje ve více jak 90 % pleomorfních adenomů a stejně tak i karcinomů z něj 

vznikajících. Tento nález je pro diagnózu specifický a může přispět v diferenciálně 

diagnostické rozvaze, kdy je v úvahu carcinoma ex pleomorfic adenoma, nebo jiný de novo 

vzniklý karcinom (172, 173). Mutace genů PLAG1 i HMGA2 mohou být vysoce specificky 

detekován též imunohistochemicky (174, 175).  
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2.5. Genetické profily vybraných nádorů slinných žláz 

 Vzhledem k histomorfologické variabilitě maligních nádorů slinných žláz se jako slibný 

diagnostický nástroj jeví užití molekulárně-genetických metod ke stanovení rekurentních 

nádorových mutací. V posledních letech došlo k objevení mnoha významných genetických 

translokací, které jsou specifické pro určité typy salivárních nádorů (107). Tyto nově 

objevené rekurentní translokace postupně zcela mění pohled na diferenciální diagnostiku a 

dostávají se do popředí při utváření taxonomie nádorů. Nádorové mutace obecně mohou 

v některých případech sloužit i jako prognostický marker, kdy přítomnost nebo nepřítomnost 

určuje agresivitu onemocnění (73,121), nebo naopak mohou být čistě diagnostickým 

nástrojem bez prognostického významu (49,76). V neposlední řadě je nutno zmínit nádory 

s translokacemi, které jsou potenciálně léčebně ovlivnitelné moderními terapeutiky (76, 124, 

152). Doposud nalezené významné molekulární alterace v maligních nádorech slinných žláz 

jsou přehledně uvedeny v tabulce 10. 

Typ nádoru Chromozomální 
alterace 

Fúzní partneři/ 
molekulární alterace 

Prevalence 
(%) 

Mukoepidermoidní 
karcinom (MEC) 

t(11;19)(q21;p13) 
t(11;15)(q21;q26) 

CRTC1-MAML2  (43) 
CRTC3-MAML2 (46) 

40–80 
5 

Adenoidně cystický 
karcinom (ADC) 

t(6;9)(q22-23;p23-24) 
t(8;9) 

MYB-NFIB (62) 
MYBL1-NFIB (67) 

25–80 
10–20 

Polymorfní 
adenokarcinom (PAC) 

   

    Klasická varianta 
    („PLGA“) 

14q12 Hotspot activating 
PRKD1 somatic point 
mutation (E710D) (105) 

20 

     Kribriformní varianta  
     (CAMGS) 

t(1;14)(p36.11;q12) 
t(X;14)(p11.4;q12) 

ARID1A-PRKD1  
DDX3X-PRKD1, 
PRKD2 a PRKD3 
translokace (106) 

24 
13 
16 

Světlobuněčný karcinom 
(CCC) 

t(12;22)(q21;q12) EWSR1-ATF1 (115) 
EWSR1-CREM (122) 

80–90 
1 

Sekreční karcinom (SC) t(12;15)(p13;q25) 
t(12;X) 

ETV6-NTRK3 (76) 
ETV6-RET (142) 
ETV6-MET (143) 

95–98 
2–5 
1 

Intraduktální karcinom 
(IC) 

inv(10)(q11.21q11.22) 
 

NCOA4-RET (151) 
TRIM27-RET (152) 

<5 
1 

Salivární duktální 
karcinom (SDC) 

17q21.1 
3q26.32 

amplifikace genu Her2 
mutace genu PIK3CA 

20–40 
20 

Tabulka 10 – Prokázané klíčové molekulární alterace ve vybraných maligních nádorech 

slinných žláz. 
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2.6. WHO klasifikace & staging 

V roce 2017 vyšla 4. WHO klasifikace nádorů hlavy a krku, která v kapitole nádorů 

slinných žláz doznala jen malých změn (34). Ač jsou tendence autorů „modré knihy“ 

v posledních letech spíše ve smyslu redukce počtu nádorových jednotek, jeden objev se přeci 

jen zasloužil o zvýšení počtu maligních nádorových jednotek na 21. Jedinou nově přidanou 

maligní nádorovou jednotkou ve 4. edici WHO klasifikace nádorů hlavy a krku je tumor 

známý jako MASC (Mammary Analogue Secretory Carcinoma), který byl do klasifikace 

zařazen pod názvem sekreční karcinom slinných žláz (123).  

Další změny ve WHO jsou už menších rozsahů a týkají se především nomenklatury 

(176). Hyalizující světlobuněčný karcinom byl přejmenován pouze již na světlobuněčný 

karcinom vzhledem k možné absenci hyalinizace stromatu (108). Polymorfní nízce maligní 

karcinom byl přejmenován na polymorfní adenokarcinom (PAC), pod který byla zahrnuta i 

kontroverzní podjednotka, tzv. kribriformní varianta, též známá jako kribriformní 

adenokarcinom jazyka a malých slinných žláz (Cribriform adenocarcinoma of minor salivary 

gland origin - CAMSG) (93). Název nádorové jednotky intraduktální karcinom byl sice poprvé 

použit v roce 1983 (177), avšak do WHO klasifikace se dostal až nyní a sdružuje pod sebe 

terminologicky nesourodou jednotku, pro kterou bylo v minulosti vyhrazeno několik názvů, 

jako například low-grade intraduktální karcinom, kribriformní cystadenokarcinom či low-

grade salivární duktální karcinom (146).  

 

2.6.1. Staging nádorů slinných žláz 

 Pro určení pokročilosti nádorů slinných žláz se užívá klasické TNM klasifikace 

navržené v 8. vydání UICC (Union for International Cancer Control) z roku 2017 (178). 

Pooperační patologická TNM se využívá k určení dalšího terapeutického postupu a má i 

prognostický význam. Stejně jako k patologické evaluaci primárního nádoru (pT) je nutná 

jeho resekce, tak k hodnocení metastatického postižení regionálních mízních uzlin (pN) je 

nutná krční disekce. Stejně to platí i pro ohodnocení vzdálených metastáz (pM), které musí 

být mikroskopicky vyšetřeny. Klasifikace pokročilosti onemocnění, která byla vytvořena bez 

histologického vyšetření, na podkladě klinického nálezu, zobrazovacích metod či jinak, je 

považována za klinickou klasifikaci (cTNM). Určení primárního tumoru (pT) (obrázek 24), 
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regionálních mízních uzlin (pN) a vzdálených metastáz (pM) je uvedeno v tabulkách 11a, 11b 

a 11c. 

Tx Primární nádor nelze hodnotit 

T0 Bez známek primárního nádoru 

T1 Nádor do velikosti 2 cm v největším rozměru, bez šíření mimo parenchym 

T2 Nádor větší než 2 cm, ne však více než 4 cm v největším rozměru. Bez šíření 
mimo parenchym 

T3 Nádor větší než 4 cm a/nebo nádor se šíří mimo parenchym 

T4a Nádor invaduje kůži, mandibulu, zevní zvukovod a/nebo n. facialis 

T4b Nádor invaduje bázi lební a/nebo pterygoidní výběžky kosti klínové a/nebo 
obrůstá a. carotis 

Tabulka 11a – Patologická evaluace primárního nádoru (pT). Grafické zobrazení pT 

(obrázek 22).  

 

Obrázek 24 – Grafické vyobrazení pT. (Zdroj: Head and Neck Cancer Guide) 

 

NX Regionální mízní uzliny nelze hodnotit 

N0 Regionální mízní uzliny bez metastáz 

N1 Metastáza v jedné stejnostranné mízní uzlině, do 3 cm v největším rozměru 

N2 Metastázy podle následujícího popisu: 

   N2a Metastáza v jedné stejnostranné mízní uzlině větší než 3 cm, ne však více než 6 
cm v největším rozměru 

   N2b Metastázy ve více stejnostranných mízních uzlinách, žádná není větší než 6 cm 
v největším rozměru 

   N2c Metastázy v oboustranných či druhostranných mízních uzlinách, žádná není větší 
než 6 cm v největším rozměru 

N3 Metastáza/metastázy v mízní uzlině větší než 6 cm v největším rozměru 
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Tabulka 11b – Patologická evaluace regionálních mízních uzlin (pN). Pro histologické 

hodnocení vzorků ze selektivní krční disekce je nezbytné hodnotit minimálně 6 mízních uzlin. 

Pro hodnocení vzorků z radikální, či modifikované krční disekce je za potřebí minimálně 10 

mízních uzlin. 

 

MX Vzdálené metastázy nelze hodnotit 

M0 Bez vzdálených metastáz 

M1  Vzdálené metastázy 

Tabulka 11c – Patologická evaluace vzdálených metastáz (pM). 

 

Dle výsledků pTNM se dále stanoví pokročilost onemocnění maligním nádorem 

slinných žláz. Kritéria pro určení stádia jsou uvedena v tabulce 12. 

 

Stádium T N M 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 

T1/T2/T3 

N0 

N1 

M0 

M0 

IVA T4a 

T1/T2/T3/T4a 

N0/N1 

N2 

M0 

M0 

IVB T4b 

Jakékoliv T 

Jakékoliv N 

N3 

M0 

M0 

IVC Jakékoliv T Jakékoliv N M1 

Tabulka 12 – Určení stádia onemocnění na základě výsledků pTNM. 
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2.7. Léčba 

Všechny nádory slinných žláz, benigní i maligní, jsou indikovány k chirurgickému 

odstranění. V případě postižení velkých slinných žláz se provádí úplné nebo částečné 

odstranění žlázy, eventuálně odstranění povrchového listu parotis. U jasně benigních a dobře 

ohraničených nádorů jako jsou monomorfní adenomy (bazocelulární adenom, onkocytom) a 

Warthinův tumor často postačí prostá enukleace léze. Ta se však nedoporučuje pro 

odstranění pleomorfního adenomu vzhledem k jeho tendencím k lokálním recidivám. 

V případě operabilního maligního nádoru se po odstranění primárního nádoru přistupuje 

k provedení krční disekce vždy, když jsou klinicky přítomny uzlinové metastázy (cN+). Při 

primárním postižení příušní žlázy je indikovaná krční disekce v rozsahu oblastí I–V (obrázek 

25A) na postižené straně, přičemž nejčastěji je postižena oblast II. Při postižení podčelistní a 

podjazykové žlázy se provádí odstranění cervikálních struktur menšího rozsahu, tzv. 

selektivní krční disekce, která je v rozsahu oblastí I–III (obrázek 25B). Komplikovanější situace 

nastává při klinické nepřítomnosti metastáz v krčních lymfatických uzlinách (cN0). Přístup 

k těmto pacientům není jednotný, a proto je v současné době nejčastěji přistupováno k 

elektivní krční direkci za předpokladu přítomnosti rizikových faktorů, mezi které patří high-

grade malignita, perineurální a perivaskulární šíření či pozitivní resekční okraje primárního 

tumoru. V těchto případech je prováděna disekce v rozsahu úrovní II, III a Va při primárních 

karcinomech parotis a v úrovních I-III při postižení submandibulární a sublinguální žlázy (30). 

Obrázek 25 – A: Radikální krční disekce oblastí I–V; B: Selektivní krční disekce včetně oblasti 

IV při primárním postižení jazyka. (Zdroj: Medscape) 
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 Vzhledem k tomu, že nádory slinných žláz jsou radiosenzitivní, je radioterapie 

metodou volby u inoperabilních nádorů z důvodu lokální pokročilosti, či celkových příčin. 

Samotná radioterapie však zdaleka nedosahuje takových výsledků jako v případech, kdy je 

kombinována s operačním řešením. Adjuvantní terapie je vždy indikována u high-grade 

karcinomů a pokročilých stádií (T3 a T4). Pro časná stadia malignity (T1 a T2) a low-grade 

karcinomy, je k ozařování přistupováno v případě mikroskopického dosahu do resekčního 

okraje, přítomnosti cervikálních metastáz, lymfovaskulární invaze a perineurální propagace 

nádorových buněk. Chemoterapie je indikována pouze v rámci paliativní péče pokročilých 

stádií a má jen velmi omezený účinek.  

Zvýšená pozornost se v posledních letech věnuje molekulárnímu pozadí nádorů a 

tomu, jak tyto poznatky využít ne jenom k diagnostickým, ale i k terapeutickým účelům. 

Zvýšená exprese některých receptorů či přítomnost specifických genových translokací je 

potencionálním terapeutickým cílem biologické léčby. Zatímco například v terapii karcinomu 

prsu je biologická léčba již dlouhá léta neodmyslitelnou součástí komplexní onkologické 

péče, v terapii nádorů slinných žláz se jedná o novinku. To je dáno nejenom nesrovnatelně 

nižší incidencí nádorů slinných žláz, ale i tím, že genové testování nádorů této lokalizace 

zažívá „boom“ až v posledních letech (107). Potenciál hledání nových genových aberací 

podpořil právě nedávný objev translokace ETV6-NTRK3 (76) v sekrečním karcinomu 

mamárního typu, která se však nachází i v jiných lokalizacích (124, 128-132). Gen NTRK3 patří 

společně s geny NTRK1 a NTRK2 do rodiny protoonkogenů NTRK (Neurotrophic Tyrosine 

Kinase), které kódují transmembránové receptory s tyrosinkinázovou aktivitou TrkA, TrkB a 

TrkC. Tyto receptory se od sebe liší pouze ve struktuře extracelulární komponenty, na které 

se váží lehce odlišné proteinové ligandy patřící mezi tzv. neurotrofiny (obrázek 26). 

Výsledkem fúze genu ETV6 na chromozomu 12 a genu NTRK3 na chromozomu 15 dochází 

v nádorových buňkách k onkogenní aktivaci transmembránového receptoru 

s tyrosinkinázovou aktivitou (TrkC) a zapříčiní tak aktivaci signálních drah, což vede k 

autonomní proliferaci a nesmrtelnosti nádorových buněk (obrázek 27). V současné době se 

blíží ke konci klinická studie selektivního inhibitoru tyrozinkinázové aktivity jménem 

Entrectinib, který navázáním na intracelulární doménu receptoru má potenciál cíleně 

zastavit proliferace nádorových buněk. Vedle genů NTRK1, 2 a 3 tento lék cíleně inhibuje i 

geny kódující tyrozinkinázové receptory ALK a ROS1. Lék je užíván perorálně a prochází skrz 
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hematoencefalickou bariéru, proto jsou k léčbě indikováni právě pacienti v pokročilých 

stádiích onemocnění včetně těch s mozkovými metastázami (179, 180). 

 

 

Obrázek 26 – Znázornění struktury Trk receptorů, které se od sebe liší pouze vazebným 

místem pro neurotrofinový ligandy, zatímco intracelulární komponenta je u všech tří 

receptorů shodná. (Zdroj: NTRK fusions) 

 

 

Obrázek 27 – Aktivace signálních drah vedoucí ke zvýšené proliferaci, diferenciaci a přežívání 

buněk, ke které je za normálních okolností nutná aktivace transmembránového receptoru 

TrkA, TrkB nebo TrkC navázáním ligandu ze skupiny neurotrofinů. (Zdroj: NTRK fusions) 
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 Vedle klasické translokace genů ETV6-NTRK3 byla mezi sekrečními karcinomy 

objevena podskupina s odlišnými fúzními partnery (142, 143). Malá část sekrečních 

karcinomů obsahuje specifickou translokaci ETV6-RET (142). Genové translokace, kde je gen 

RET jedním z fúzních partnerů, byly nově popsány i v intraduktálním karcinomu slinných žláz, 

kde téměř polovina případů obsahuje translokace genů NCOA4-RET, a nově byly popsány dva 

případy s translokací genů TRIM27-RET (151, 152). Aberace týkající se genu RET byly 

doposud objeveny minimálně v souvislosti se dvěma histologickými typy karcinomů slinných 

žláz, což z něj dělá potencionální cíl biologické léčby (181). Stejně jako geny NTRK1-3 i gen 

RET kóduje transmembránový receptor s tyrosin kinázovou aktivitou. I tento receptor je 

potencionálně léčebně ovlivnitelný inhibitory tyrosinkinázové aktivity jménem Loxo 292, 

kterému byla na podzim roku 2018 udělena licence americké FDA. 

 Dalším možným terapeutickým postupem je využití hormonálních receptorů u 

nádorů, u kterých byla prokázána jejich přítomnost v imunohistochemickém vyšetření. Mezi 

nádory slinných žláz má z tohoto hlediska zásadní postavení salivární duktální karcinom, 

jehož nádorové buňky na svém povrchu zvýšeně exprimují androgenní receptory (AR) a jsou 

tedy hormon dependentním nádorem. Cílem hormonální terapie je navázání molekuly 

antiandrogenu (Bicalutamid) na povrchové androgenní receptory, spustit jejich degeneraci a 

tím zabránit jejich další vazbě s androgeny. Tím se zamezí další stimulaci růstu nádorových 

buněk. Tato terapie je rezervována pro pacienty s lokálně pokročilými nebo diseminovanými 

karcinomy. 

 Vedle hormonálních receptorů je SDC spojen jako jediný nádor slinných žláz 

s amplifikací genu Her-2/neu (human epidermal growth fastor receptor-2), též známého jako 

c-erB-2. Jeho amplifikace je známá především v souvislosti s  karcinomem prsu, kde se 

vyskytuje až ve 30 % invazivních lézí (182). Jedná se o protoonkogen, který je lokalizován na 

dlouhém raménku chromozomu 17 (q11.2-q12) a spadá do rodiny genů kódujících receptory 

pro epidermální růstové faktory. Her-2/neu gen kóduje transmembránový protein s 

tyrosinkinázovou aktivitou a následkem jeho amplifikace dochází přes řadu regulačních 

kaskád ke zvýšené proliferaci a přežívání nádorových buněk. Vzniklý protein je exprimovaný 

ve zvýšené míře na membránách nádorových buněk a lze jej imunohistochemicky i 

cytogeneticky detekovat (183). Přestože je amplifikace genu Her-2/neu nepříznivým 

prognostickým markerem (184, 185), může být cíleně terapeuticky ovlivněn monoklonálními 
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protilátkami. Trastuzumab, prodávaný pod jménem Herceptin, je rekombinantní 

humanizovaná IgG1 protilátka cílená proti extracelulární doméně transmembránového 

receptoru HER. Vazbou na subdoménu IV brání utváření homodimerů s dalším HER2 

receptorem a takto inhibuje intracelulární signalizaci zprostředkovanou HER2 a stimuluje na 

protilátkách dependentní buněčnou cytotoxicitu. Léčba Trastuzumabem v kombinaci 

s chemoterapií (pacitaxel, carboplatina) přináší značný benefit a zvyšuje pacientovo celkové 

přežití (165). 
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3. Vlastní výzkum 

  

Vlastní výzkum je rozdělen do tří částí. První část se zabývá diagnostikou nádorů 

slinných žláz s využitím tzv. „dvoustupňové screeningové metody“, která ve dvou na sebe 

navazujících krocích detekuje translokace v genech NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK a ROS1. 

Tento výzkum staví na znalostech z odvětví molekulární patologie, která v současné době 

prodělává obrovský rozvoj, a na objevení velkého množství nádorově specifických mutací 

(107), především pak na objevu sekrečního karcinomu slinných žláz (76). Druhá část je 

zaměřená na cytologickou diagnostiku nádorů slinných žláz, konkrétně pak na diagnostiku 

sekrečního karcinomu metodou tenkojehlové aspirace a na jeho kategorizaci podle Milánské 

klasifikace pro reportování salivárních cytologií. Ve třetí části jsou pak krátce komentovány 

další spoluautorské publikace přímo se týkající tématu disertační práce.  
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3.1. Specifický dvoustupňový screening rekurentních translokací karcinomů 

slinných žláz 

 

3.1.1. Cíle 

Ve světle nedávných objevů rekurentně se vyskytujících onkogenních translokací 

nejen v nádorech slinných žláz došlo i k velkému rozvoji v odvětví cílené terapie. Na základě 

objevu translokace ETV6-NTRK3, která se ukázala být diagnostická pro sekreční karcinom 

slinných žláz, započal v Bioptické laboratoři s.r.o. plošný screening maligních nádorů 

různějších lokalizací. Cílem tohoto prospektivního screeningu je vyhledat nádory, které 

obsahuji doposud nepopsané translokace a které by mohly být potenciálně léčitelné 

inhibitory tyrosin-kinázové aktivity. Screening byl zacílen na translokace genů NTRK1, NTRK2, 

NTRK3, ALK nebo ROS1, jejichž onkogenní aktivace je právě terapeuticky ovlivnitelná lékem 

Entrectinib. Jejich hledání je však velmi náročné a šance, že některý nádor obsahuje 

konkrétní hledanou translokaci genů NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK nebo ROS1 je velmi 

nepatrná. Podrobit všechny nádory molekulárně-genetickému testování by však bylo 

extrémně náročné, a to jak z ekonomického, tak personálního hlediska. Z těchto důvodu se 

jako nejvhodnější jeví tzv. dvoustupňový screening, který vychází z metodiky navržené 

Murphyho pracovní skupinou (186). Tento screening probíhá v Bioptické laboratoři od 

listopadu 2016. 

 

 

3.1.2. Materiál a metodika 

Do dvoustupňového screeningu byly zařazeny všechny invazivní maligní nádory 

z rutinní bioptické práce s výjimkou kolorektální karcinomu, basocelulárního karcinomu kůže 

a lymfomů. Zvláštní důraz byl dán na vyšetření malignit z oblasti slinných žláz, štítné žlázy, 

plic, pankreatu, měkkých tkání a glioblastomu mozku, neboť v těchto lokalizacích byly 

v literatuře s větší četností popisovány nádory podmíněné onkogenní translokací genů 

NTRK1, NTRK2 nebo NTRK3 (obrázek 28). 
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Obrázek 28 – Doposud reportované onkogenní fúze týkající se NTRK genů v konkrétních 

nádorech (187). 

 

 Principem dvoustupňové metody screeningu terapeuticky relevantních genových 

aberací je vyšetřování nádorové tkáně ve dvou na sebe navazujících krocích. V prvním kroku 

se všechny nádory, splňující výše popsaná kritéria, imunohistochemicky testují směsí 

protilátek. Tento imunohistochemický koktejl nespecificky detekuje aberace v genech 

kódujících NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK a ROS1. Případná imunopozitivita 

imunohistochemického vyšetření je však značně nespecifická a není vždy dána přítomností 



62 
 

hledané translokace. Proto je nezbytné všechny imunopozitivní případy v druhém kroku 

screeningu podrobit vysoce specifickému i vysoce senzitivnímu vyšetření metodou masivního 

paralelního sekvenování (NGS), která spolehlivě ozřejmí eventuální přítomnost hledané 

genové aberace. Pokud je výsledek NGS pozitivní ve smyslu nálezu translokace v některém 

z genů NTRK1, NTRK2, NTRK3 či ROS1 a ALK, musí tento nález být ještě potvrzen jinou 

molekulárně-genetickou metodou, což je FISH nebo RT-PCR. 

 Imunohistochemická analýza užitím koktejlu protilátek byla provedena na tkáni, 

která byla fixovaná 10% formalinem a zalita do parafinových bloků. Z bloků byly ukrojeny 

řezy o síle 2 µm a přeneseny na pozitivně nabitá skla (TOMO, Matsunami Glass IND, Japan). 

Řezy byly deparafinizovány xylenem a zavodněny v sestupné řadě etanolu. Demaskování 

antigenních epitopů bylo provedeno ponořením do CC1 roztoku (EDTA pufr) o pH 8,6 a 

zahřátím na teplotu 95°C po dobu 64 minut. Endogenní aktivita peroxidázy byla zablokována 

ponořením řezů do 3% roztoku peroxidu vodíku v absolutním methanolu na dobu 5 minut. 

Následně byly přidány primární protilátky, jejichž vlastnosti jsou uvedeny v tabulce 13 a 

inkubovány v autosteineru Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Mediclas System, Tucson, 

AZ, USA) při teplotě 37°C na dobu 40 minut. Pro vizualizaci primárních protilátek byla použita 

alkalická fosfatáza (Ventana Medical Systems). Řezy byly nakonec dobarveny Mayerovým 

hematoxylinem. Pro každé vyšetření byly použity vhodné pozitivní vnější kontroly. 

 

Protilátka Klon Ředění Zdroj  

Pan-Trk A7H6R 1:20 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

ALK D5F3 1:50 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

ROS1 D4D6 1:50 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Tabulka 13 – Imunohistochemická směs protilátek použitá v prvním kroku dvoustupňové 

screeningové metody. 

  

Pro hodnocení výsledku imunohistochemického vyšetření byl vytvořen dvou až 

třístupňový skórovací systém, který zohledňuje jednak intenzitu barvení, jednak lokalizaci 

vyšetřovaného nádoru vzhledem k preferenčním lokalizacím uvedeným výše. Jako skóre 0, 

tedy negativní, byly vyhodnoceny případy, které nevykazovali žádnou imunoreaktivitu. Skóre 

1+ popisuje imunoreaktivitu nádorových buněk, ve kterých je patrná pouze slabá granulární 
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cytoplasmatická pozitivita alespoň v 70 % nádorových buněk (obrázek 29A). Jako skóre 2+ 

byly vyhodnoceny vzorky, které vykazovaly silnou jadernou pozitivitu alespoň v 5 % 

nádorových buněk (obrázek 29B). V případě, že vzorky pocházejí z preferenčních lokalizací 

(slinné a štítná žláza, měkké tkáně, plíce, slinivka břišní a glioblastom mozku) je jim v případě 

pozitivity automaticky přidělen 1 skórovací bod navíc, takže slabě se barvící vzorky odebrané 

z preferenční lokalizace jsou ohodnoceny jako 2+ a silně se barvící vzorky jako 3+. Všechny 

případy, které byly jakkoli vyhodnoceny jako pozitivní v imunohistochemickém barvení 

koktejlem protilátek, byly naskenovány do registru nádorů, včetně příslušného 

hematoxylinu-eosinu.  

 

 

Obr 29 – A: Slabá granulární cytoplasmatická pozitivita nádorových buněk; B: silná jaderná 

pozitivita nádorových buněk. 

 

 

V druhém kroku dvoustupňového screeningu byly všechny imunopozitivní případy 

podrobeny molekulárně-genetickému testování vysoce senzitivní a specifickou metodou 

masivního paralelního sekvenování (NGS): 

Příprava vzorku pro NGS 

Z parafinového bloku byly ukrojeny 2 až 3 řezy o tloušťce 10 µm, a z nich byla 

makrodisekcí odebrána do mikrozkumavky oblast nádoru. Ze vzorků byly extrahovány 

nukleové kyseliny (DNA i RNA) s použitím Agencourt Forma Pure Kitu (Beckman Coulter, 

Brea, CA) dle standardizovaného protokolu. Lýza probíhala přes noc a byla přidána inkubace 

při 80°C po dobu 1 hodiny dle modifikace protokolu firmy ArcherDX (ArcherDX Inc., Boulder, 
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CO). Nukleové kyseliny byly kvantifikovány s použitím Qubit Broad Range RNA Kitu (Thermo 

Fisher Scientific). 

Hodnocení integrity RNA a příprava sekvenační knihovny 

Pro přípravu knihovny bylo použito 250ng RNA. Aby byla generována míra pro 

integritu RNA, kontrola kvality RNA byla provedena pomocí PreSeq RNA QC Assay použitím 

iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, CA) u všech vyšetřovaných vzorků. 

Integrita se měří ve formě prahové hodnoty cyklu (Ct value) a nejnižší povolená hodnota Ct 

byla stanovena na 30 cyklů. Příprava knihovny a kontrola kvality RNA byla provedena podle 

Archer Fusion Plex protokolu pro platformu Illumina (ArcherDX Inc.). Finální knihovna byla 

zředěna v poměru 1:100 000 a kvantifikována v 10 µL směsi podle protokolu Library 

Quantification pro Illumina knihovny, kdy byla předpokládána délka fragmentů 200 párů bází 

(KAPA, Wilmington, MA). Koncentrace finální knihovny by se měla pohybovat kolem 200nM. 

Limit minimální koncentrace, při které může být sekvenování úspěšně provedeno byl 

stanoven na 50nM. 

 NGS sekvenování a analýza 

 Knihovny byly sekvenovány na sekvenátoru Nextseq 500 (Ilumina, San Diego, CA). 

Knihovny byly ředěny na 4nM a stejné množství všech knihoven bylo smícháno a vloženo do 

jednoho sekvenačního běhu. Doporučené minimální množství klastrů na jeden vzorek bylo 

stanoveno na 500 000. Sekvenační knihovna byla poté ředěna na 1,8 pM a byly přidány 2% 

kontrolní knihovny PhiX a směs byla naložena do sekvenační cartridge. Analýza výsledků 

sekvenace byla provedena pomocí Archer Analysis softwaru (v5; ArcherDX Inc.). Parametry 

pro vyhodnocení validní pozitivity detekce fúzního produktu byly nastaveny na minimálně na 

5 čtení s fúzním transkriptem s minimálně 3 různými počátečními místy. 

 

V případě potvrzení genové translokace v jednom z hledaných genů, je obratem 

kontaktován klinik odesílající biopsii, kterému je sdělena informace, že nádor jeho pacienta 

obsahuje terapeuticky ovlivnitelnou nádorovou translokaci a je požádán o sdělení klinických 

dat ve smyslu klinického stádia onemocnění, podané terapie, či možné recidivy. Po obdržení 

relevantních klinických informací o stavu pacienta se zhodnotí, zda je vhodný pro zařazení do 
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klinické studie STARTRK2. Je-li pacient vhodný k zařazení do studie, je mu nabídnuta možnost 

léčby peroráním inhibitorem tyrosin-kinázové aktivity, Entrectinib (188). 

 

 

3.1.3. Výsledky 

 Prospektivní dvoustupňový screening terapeuticky relevantních genových aberací 

probíhá v Bioptické laboratoři s.r.o. od listopadu 2016. K 22.12.2018 bylo v tomto časovém 

období vyšetřeno imunohistochemickým koktejlem protilátek detekující aberace v genech 

NTRK1, NTRK2, NTRK3, ROS1 a ALK, 7151 případů z rutinní bioptické práce i konzultačních 

biopsií. Imunohistochemické vyšetření bylo pozitivní bez ohledu na skóre v 1379 případech 

(obrázek 30A). Po provedení molekulárně-genetické analýzy bylo objeveno 109 různých 

genových aberací v různých lokalizacích a z nich bylo 44 terapeuticky relevantních translokací 

(obrázek 30B).  

 

 

Obrázek 30 – A: Graf vyjadřující poměr imunoreaktivních a imunonegativních vyšetření 

z celkového počtu 7151 vyšetření. Imunorektivnch případů bylo 1379 (19 %); B: Z celkového 

počtu 1379 imunoreaktivních vyšetření, které byly podrobeny molekulágně-genetické 

analýze metodou NGS, bylo 92 % případů bez nálezu genové aberace. Ve 109 případech (8 

%), byla nalezena genová aberace, avšak pouze v 44 případech (3 %) z celkového počtu 

molekulárně-geneticky vyšetřených případů, byla nalezena terapeuticky relevantní 

translokace.  
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Nalezené aberace se nejvíce vyskytovaly ve slinných žlázách a v kůži, kde bylo 

objeveno 32, respektive 25 různých mutací. V těchto lokalizacích bylo nalezeno shodně 18 

nádorů obsahující terapeuticky ovlivnitelnou translokaci. Dále následovala prostata s 18 

nalezenými mutacemi, avšak žádná z nich nepředstavovala hledané translokace. Stejně tak 

tomu bylo u vzorků mozku, kde bylo nalezeno 13 mutací, ve střevě, děložním čípku i 

měkkých tkáních, kde bylo nalezeno shodně po jedné mutaci. V prsu bylo nalezeno 8 různých 

mutací a z toho 3 byly terapeuticky relevantní. Ve vzorcích z plic bylo nalezeno 6 genových 

aberací a z toho 2 byly terapeuticky relevantní. Ve štítné žláze byly detekovány 2 genové 

aberace a z toho 1 byla terapeuticky ovlivnitelnou translokací. Obě nalezené translokace 

v ledvinách spadaly mezi terapeuticky ovlivnitelné genové fúze. Výsledky podle lokalizace a 

relevantnosti nalezené mutace jsou shrnuty v tabulce 14 a obrázku 31 (tabulka 14, obrázek 

31). Všechny nalezené genové aberace včetně lokalizace, a diagnózy jsou sepsány v příloze 

(tabulka 19). 

 

Lokalizace Nalezené genové aberace Terapeuticky relevantní translokace % 

Slinné žlázy 32 18 56 

Kůže 25 18 72 

Prostata 18 0 0 

Mozek 13 0 0 

Prs 8 3 37,5 

Plíce 6 2 33,3 

Štítná žláza 2 1 50 

Ledvina 2 2 100 

Střevo 1 0 0 

Měkké tkáně 1 0 0 

Děložní čípek 1 0 0 

Tabulka 14 – Množství nalezených genových aberací v různých lokalizacích. 
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Obrázek 31 – Graf znázorňující celkové počty nalezených genových aberací v poměru k 

aberacím spadajícím do terapeuticky ovlivnitelných. 

 

 Pomocí dvoustupňové screeningové metody bylo vyšetřeno 185 případů maligních 

nádorů slinných žláz různých lokalizací. 102 (55,1 %) případů vykazovalo imunopozitivitu 

různého stupně a bylo podrobeno v druhém kroku molekulárně-genetickému vyšetření 

metodou NGS. Zbylých 83 (43,9 %) případů bylo imunohistochemicky negativních a nebyly 

proto dále vyšetřovány. Provedením molekulárně-genetické analýzy 102 imunoreaktivních 

nádorů slinných žláz bylo objeveno 32 (31,4 %) různých genových translokací, z nichž 18 

(17,6 %) je považováno za terapeuticky ovlivnitelné. Konkrétně se jednalo o translokaci 

ETV6-NTRK3, která je specifická pro sekreční karcinom a tímto způsobem byla i potvrzena 

diagnóza. 24 (75 %) nádorů pocházelo z příušní žlázy a shodně 4 (12,5 %) případy vycházely 

ze submandibulární žlázy a malých slinných žláz, přičemž 2 z dutiny ústní, 1 z dutiny nosní a 1 

případ pocházel z malých slinných žláz orofaryngu (obrázek 32). 
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Obrázek 32 – Graf znázorňující lokalizace translokovaných nádorů slinných žláz. 

 

 V drtivé většině translokovaných nádorů se jednalo o sekreční karcinom, který byl 

diagnostikován ve 25 (78,1 %) případech. Z tohoto počtu byly 4 (16 %) SC diagnostikovány 

jako high-grade varianty a 2 z nich byly vyšetřovány již jako recidiva. Dále byly nalezeny 2 

(6,3 %) intraduktální karcinomy a 2 (6,3 %) acinické karcinomy, jeden dokonce s high-grade 

transformací. Dále pak byl shodně po 1 (3,1 %) případu diagnostikován světlobuněčný 

karcinom, onkocytický cystadenokarcinom a adenoidně cystický karcinom (obrázek 33). 

 

 

Obrázek 33 – Graf znázorňující spektrum diagnóz ZN slinných žláz, ve kterých byly nalezeny 

translokace různých genů. 
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 Sekreční karcinomy obsahovaly typickou, terapeuticky ovlivnitelnou translokaci ETV6-

NTRK3 v 18 (72 %) případech, v 6 (24 %) případech byla prokázána méně častější fúze genů 

ETV6-RET a v jednom (4 %) případu byla objevena doposud nepopsaná fúze genů VIM-RET. 

V jednom případu recidivujícího high-grade SC submandibulární žlázy byla nalezena vedle 

klasické translokace ETV6-NTRK3 ještě MYB-SMR3B. Identická koexprese byla nalezena i v 

jednom případu intraduktálního karcinomu, kde byla vedle typické translokace NCOA4-RET 

nalezena právě nízkofrekvenční fúze genů MYB-SMR3B. Druhý případ intraduktálního 

karcinomu obsahoval již pouze klasickou fúzi NCOA4-RET, avšak tento případ byl unikátní 

tím, že byla nalezena metastáza v lymfatické uzlině, což pro IC není běžné. Další onkogenní 

translokací, která byla pomocí dvoustupňového screeningu nalezena je EWSR1-ATF1, která 

definuje světlobuněčný karcinom a MYB-NFIB, která je specifická pro adenoidně cystický 

karcinom. Vedle těchto do značné míry tradičních translokací, které se rekurentně v daných 

karcinomech nacházejí, byly objeveny i poněkud netradiční fúzní partneři. SYN2-PPARG 

translokace byla nalezena v klasickém low-grade acinickém karcinomu a v onkocytickém low-

grade cystadenokarcinomu, který by však podle nejnovější, 4. Edice WHO klasifikace spadal 

do kategorie adenokarcinom NOS. V jednom případu high-grade transformovaného 

acinického karcinomu byla zastižena velmi atypická translokace EWSR1-HYOU1. Tyto dvě 

atypické translokace nebyly doposud v salivární patologii publikovány a jejich význam bude 

dále zkoumán. Kompletní seznam salivárních karcinomů včetně lokalizace a nalezené 

translokace je uveden v tabulce 15 (tabulka 15). 
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No. Lokalizace Diagnóza Nalezena 
relevantní 

translokace 

Fúzní partneři 

1 Malé slinné žlázy dutiny nosní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

2 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

3 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

4 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

5 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

6 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

7 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

8 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

9 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

10 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

11 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

12 Příušní žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

13 Submandibulární žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

14 Submandibulární žláza Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

15 Příušní žláza Sekreční karcinom HG Ano ETV6-NTRK3 

16 Submandibulární žláza Sekreční karcinom HG Ano ETV6-NTRK3 

17 Malé slinné žlázy dutiny ústní Recidivující HG Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

18 Submandibulární žláza Recidivující HG Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3, MYB-SMR3B 

19 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

20 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

21 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

22 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

23 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

24 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

25 Příušní žláza Sekreční karcinom Ne VIM-RET 

26 Příušní žláza LG intraduktální ca s meta v 1 lu Ne NCOA4-RET 

27 Příušní žláza LG intraduktální karcinom Ne NCOA4-RET, MYB-SMR3B 

28 Malé slinné žlázy orofaryngu Světlobuněčný karcinom Ne EWSR1-ATF1 

29 Příušní žláza HGT acinického karcinomu Ne EWSR1-HYOU1 

30 Příušní žláza Acinický karcinom Ne SYN2-PPARG 

31 Příušní žláza Onkocytický cystadenokarcinom Ne SYN2-PPARG 

32 Malé slinné žlázy dutiny ústní Adenoidně cystický karcinom Ne MYB-NFIB 

Tabulka 15 – Seznam všech nalezených translokací v karcinomech slinných žláz.  

* lu: lymfatická uzlina, ca: karcinom, meta: metastáza, HGT: high-grade transformace. 

 

 

3.1.4. Diskuze 

Nově objevené rekurentní genové translokace zcela mění současný přístup ne jenom 

k diagnostice a klasifikaci nádorů, ale i k terapii. V současné době jsou již k terapeutickým 

účelům schválené inhibitory tyrosin-kinázové aktivity cílené proti mutacím v genech NTRK1, 

NTRK2, NTRK3, ALK a ROS1. Vyhledáváním onkogenních translokací v těchto genech se 

zabývala i tato studie využívající metodu dvoustupňového screening, která vyšetřuje tkáň ve 

dvou na sebe navazujících krocích (186). V prvním kroku je tkáň nespecificky testována 

imunohistochemickým koktejlem protilátek detekující aberace ve výše zmíněných genech. 

Přestože studie Hechtmena a spol. a Rudzinské a spol. uvádí IHC vyšetření užitím pan-Trk 
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protilátky jako vysoce senzitivní (95 %, resp. 97 %) i specifické (100 %, resp. 98 %) (189, 190), 

naše zkušenosti jsou odlišné. Z výsledků naší studie vyplývá, že samostatné IHC vyšetření je 

nespecifické, neboť se do určité míry přibarvují nenádorové i nádorové buňky v tumorech, 

které nejsou podmíněny mutacemi v hledaných genech (191, 192). Proto je nezbytné, aby 

všechny imunoreaktivní vzorky byly v druhém kroku podrobeny vysoce specifické i senzitivní 

metodě NGS, která s jistotou tyto aberace detekuje. Negativní výsledek IHC s jistotou potvrdí 

pouze to, že námi hledané translokace nejsou ve tkáni přítomny. IHC vyšetření má tedy spíše 

negativní prediktivní hodnotu. K totožnému závěru došla i pracovní skupina Murphy a spol., 

která dokonce hodnotila jako imunopozitivitu jakoukoliv pozitivitu ve více než 5 % 

nádorových buněk (186). Vzhledem k tomu, že z případů, které byly v našem souboru 

imunoreaktivní a byly vyšetřovány NGS (1379 případů), byla pouze 3 % (44 případů) 

pozitivních na jednu z hledaných genových aberací (obrázek 30B), je nemožné, aby byla 

indikována terapie inhibitory tyrozin-kinázové aktivity pouze na podkladě výsledků IHC. 

Aplikace dvoustupňové screeningové metody je značně výhodná, neboť s jistotou a velmi 

rychle eliminuje případy neobsahující relevantní translokace. Podrobit všechny nádory 

molekulárně-genetickému vyšetření a „naslepo“ pátrat po genových aberacích, které by byly 

terapeuticky ovlivnitelné, by bylo finančně, časově i personálně náročné.  

Pomocí NGS bylo nalezeno v naší laboratoři značné množství genových aberací 

v nádorech slinných žláz, které potvrzují výskyt konkrétní rekurentně se objevující mutace, 

ale byly nalezeny i zcela nové, doposud nepopsané onkogenní fúze, které byly publikovány 

v mezinárodních časopisech s impact factorem: 

 

Sekreční karcinom mamárního typu nazální dutiny: Charakteristika 2 případů a jejich 

odlišení od ostatních nízce maligních sinonazálních adenokarcinomů 

V této studii „Mammary Analog Secretory Carcinoma of the Nasal Cavity: 

Characterization of 2 Cases and Their Distinction From Other Low-grade Sinonasal 

Adenocarcinomas“ byly popsány 2 unikátní případy sekrečního karcinomu mamárního typu 

lokalizované v dutině nosní (128). Bylo analyzováno 17 případů low-grade sinonasálních 

adenokarcinomů non-intestinálního typu (SNAC), které svou morfologií napodobovaly 

sekreční karcinom slinných žláz. Byla provedena imunohistochemická a molekulárně-

genetická analýza metodou NGS, FISH a RT-PCR. Molekulárně-genetickými metodami byla ve 
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dvou případech nalezena translokace ETV6-NTRK3 specifická pro sekreční karcinom. Jeden 

z těchto dvou případů (případ č. 1) byl vyšetřen i imunohistochemickým koktejlem protilátek 

detekující aberace v genech NTRK1-3, ALK a ROS1 s pozitivním výsledkem (obrázek 34). Dva 

případy tohoto studovaného souboru byly následně reklasifikovány jako SC. Studie se zabývá 

především diferenciální diagnostikou SNAC a SC. Oba případy SC vykazovaly typické 

histomorfologické i imunohistochemické znaky, tzn. imunopozitivitu v markerech CK7, MGA, 

GATA3, S100 proteinu, STAT5, SOX10 a negativitu v p63 a DOG1. Naproti tomu zbylých 15 

případů low-grade SNAC tubulopapilární architektura a IHC bylo ve 14 případech negativní 

pro průkaz MGA. V jednom případě byla nalezena jen fokální pozitivita MGA, S100 proteinu, 

GATA3 a SOX10. Celý soubor byl negativní na průkaz CDX2, CK20 a SATB2, čímž byla 

vyloučena diagnóza intestinálního typu adenokarcinomu (ITAC). Studie dále varuje před 

diagnostickým pitfallem, který představuje záměna tzv. ETV6-rearanžovaného low-grade 

SNAC (193) za sinonazální SC. Tyto dvě jednotky je nutno odlišit vzhledem k rozdílnému 

klinickému chování. Zatímco ETV6-rearanžovaný SNAC se chová spíše jako benigní nádor, SC 

je již plnohodnotná malignita, která je potenciálně léčitelná a pacienti mohou profitovat 

z léčby tyrosin-kinázovými inhibitory. Tato publikace tak odhalila další lokalizaci vedle 

slinných žláz, kůže a štítné žlázy, ve které se může vyskytovat sekreční karcinom.  

 

Obrázek 34 – A: Obraz sinonazálního SC v barvení HE; B: Difúzní silná jaderná pozitivita v IHC 

barvení koktejlem protilátek na průkaz přítomnosti aberací v genech NTRK1-3, ALK a ROS1. 
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Molekulární profilování intraduktálního karcinomu slinných žláz odhalilo podskupinu 

tumorů nesoucí fúze NCOA4-RET a novou fúzi TRIM27-RET: Report 17 případů. 

V této publikaci „Molecular Profiling of Salivary Gland Intraductal 

Carcinoma Revealed a Subset of Tumors Harboring NCOA4-RET and Novel TRIM27-RET 

Fusions: A Report of 17 cases“, byla věnována pozornost nově zavedené entitě v salivární 

patologii, a to intraduktálnímu karcinomu, který až v polovině případů nese translokaci 

NCOA4-RET (151). Tato studie, která je se svými 17 případy doposud nejrozsáhlejší, měla za 

cíl pomocí molekulárně-genetické analýzy detekovat nejčastěji se vyskytující genové fúze 

v intraduktálním karcinomu, eventuálně objevit fúze nové. Ze salivárních registrů bylo 

vybráno 17 případů intraduktálních karcinomů, z toho 7 případů bylo zasláno ke 

konzultačnímu vyšetření s původní diagnózou sekrečního karcinomu, se kterým sdílí ne 

jenom velmi podobnou histomorfologii, ale i imunoprofil, který se liší prakticky pouze 

v expresi p63/CK14/calponinu na periferii neinvazivní komponenty nádoru. Pomocí NGS bylo 

objeveno 8 (47 %) případů nesoucí fúzi v genu RET. U 6 případů byla prokázána typická 

translokace NCOA4-RET a ve 2 případech s výraznými apokrinními rysy byl nalezen nový, 

doposud nepopsaný fúzní partner TRIM27. Tyto nálezy byly potvrzeny i pomocí FISH a RT-

PCR a byla tak vyloučena přítomnost translokace ETV6-NTRK3. K tomuto souboru byl pomocí 

dvoustupňové metody screeningu přiřazen ještě 1 případ tumoru parotis 35letého muže, 

který je unikátní přítomností metastázy v regionální lymfatické uzlině (případ č. 26). Tento 

tumor vykazoval granulární cytoplasmatickou pozitivitu v IHC koktejlu protilátek detekující 

aberace v genech NTRK1-3, ALK a ROS1 a byl proto indikován k molekulárně-genetické 

analýze metodou NGS, kde byla objevena typická translokace NCOA4-RET. Tento rozsáhlý 

soubor IC byl prezentován na Kongresu amerických a kanadských patologů USCAP 2019 ve 

formě posteru. 
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V souboru případů salivárních karcinomů, které byly vyšetřovány dvoustupňovou 

screeningovou metodou, byly dále objeveny 2 sekreční karcinomy, které obsahovaly 

doposud nepopsané fúzní partnery. V prvním případu sekrečního karcinomu typické 

morfologie i imunoprofilu u 56leté ženy v příušní žláze nebyla nalezena ani fúze ETV6-NTRK3, 

ani ETV6-RET, avšak pomocí NGS byla nalezena doposud nepopsaná translokace VIM-RET 

(případ č. 25). Tento tumor vykazoval jen granulární cytoplasmatickou pozitivitu v IHC 

vyšetření koktejlem protilátek. V druhém případě se jednalo o metastazující HG sekreční 

karcinom submandibulární žlázy u 56letého muže, kde byla nalezena zvláštní koexprese 

tradiční translokace ETV6-NTRK3 a MYB-SMR3B (případ č. 18). Těmito nálezy se opět 

rozšiřuje spektrum molekulárních aberací přítomných v SC slinných žláz a tím i pohled na 

diagnostiku této nádorové entity. 

 

 

 

 

  



95 
 

3.2. Imunocytochemická a molekulárně genetická korelace v cytologické 

diagnostice sekrečního karcinomu slinných žláz a její vliv na interpretaci 

nálezů v souvislosti s Milánskou klasifikací 

 

3.2.1. Cíle 

 Cílem práce bylo korelovat cytomorfologické charakteristiky sekrečnho karcinomu 

slinných žláz s jeho histomorfologií. Tyto nálezy byly dále porovnány s poznatky, které byly 

doposud na toto téma publikovány. Na souboru šesti případů jsme vyzdvihli důležitost 

pomocných imunocytochemických a molekulárně-genetických metod v interpretaci 

cytologických nálezů, které jsou v diagnostice sekrečního karcinomu slinných žláz esenciální. 

Vzhledem k tomu, že materiál získaný tenkojehlovou aspirační cytologií je často buněčně 

chudý pro další pomocná vyšetření, je nutné s materiálem maximálně šetřit. Hlavním cílem 

této studie bylo sestavit základní imunocytochemický panel, jehož výsledky podporují 

diagnózu sekrečního karcinomu a tyto nálezy uvést v souvislosti s nově zavedeným 

Milánským systémem reportování cytologií slinných žláz (32). Kategorizace nálezů je totiž do 

značné míry ovlivněna dostupností a výsledky pomocných vyšetřovacích metod. 

 

  

3.2.2. Materiál a metodika 

 Ze salivárního registru nádorů slinných žláz Šiklova ústavu patologie a Bioptické 

laboratoře s.r.o. byly v kooperaci s Univerzitní nemocnicí v Tampere retrospektivně 

vyhledány všechny potvrzené případy sekrečních karcinomů slinných žláz, u kterých byla 

v předoperačním období provedena tenkojehlová aspirační cytologie (FNAC). Mezi léty 2011 

a 2018 bylo tímto způsobem vyšetřeno 6 případů, u kterých byla posléze v definitivní biopsii 

prokázána diagnostická translokace genů ETV6-NTRK3 pomocí fluorescentní in situ 

hybridizace (FISH). Pět případů pocházelo z archivu a externích konzultací Univerzitní 

nemocnice v Tampere a jeden případ z plzeňského salivárního registru Šiklova ústavu 

patologie. U všech šesti případů byly dohledány klinicko-patologická data (pohlaví, věk, 

lokalizace, klinická manifestace a velikost léze), stanoveny cytomorfologické znaky 

podle Milánské klasifikace pro reportování cytopatologie slinných žláz a doplněna 
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imunocytochemická data a molekulárně-genetická vyšetření aspirovaného materiálu při 

FNA.  

 Všechny FNA odběry byly prováděny klinikem pod ultrazvukovou navigací s použitím 

aspirační jehly o průměru 22G. Aspirovaný materiál byl rutinně zpracován dvěma způsoby. 

Část byla zpracována v nátěrech na podložní skla, které byly sušené vzduchem, fixované 

alkoholem a obarveny dle Papanicolaoua podle standardizovaného protokolu. Druhá část 

aspirovaného materiálu byla odstředěna v cytocentrifuze a opět obarvena dle 

Papanicolaoua. Zbytek materiálu byl vysrážen přidáním plazmy a trombinu a vzniklá 

sraženina byla následně standardně fixována ve 4% formaldehydu (formol), zalita do 

parafinu a rutinně zpracovaná k histologickému vyšetření v tzv. cytobloku. Z cytobloku se pak 

na mikrotomu ukrojily řezy o síle 4 µm a byly obarveny základním barvením heomatoxylin-

eosin (HE). Dále byly ukrojeny řezy, které byly obarveny speciálním Schiffovým činidlem 

(Periodic acid-Schiff, PAS) s a bez natrávení. 

 Pro imunocytochemickou analýzu byly ukrojeny řezy z cytobloku o síle 2 µm, 

nataženy na pozitivně nabitá skla (TOMO, Matsunami Glass IND, Japan). Tyto řezy byly 

v dalším kroku deprafinizovány xylenem, zavodněny sestupnou řadou roztoků ethanolu. 

Demaskování antigenních epitopů bylo provedeno ponořením do CC1 roztoku (EDTA pufr) o 

pH 8,6 a zahřátím na teplotu 95°C na dobu 64 minut. Endogenní aktivita peroxidázy byla 

zablokována ponořením řezů do 3% roztoku peroxidu vodíku v absolutním methanolu na 

dobu 5 minut. Následně byly přidány primární protilátky, jejichž vlastnosti jsou uvedeny 

v tabulce 16 a inkubovány v autosteineru Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Mediclas 

System, Tucson, AZ, USA) při teplotě 37°C na dobu 40 minut (tabulka 16). Jako detekční 

systém byl použit streptavidin-biotin-peroxidáza komplex. Řezy byly nakonec dobarveny 

Mayerovým hematoxylinem. Pro každé vyšetření byly použity vhodné pozitivní vnější 

kontroly. 

 

Protilátka Klon Ředění Zdroj  

S100 protein Polyklonální 1:5000 Ventana Medical system, Tucson, AZ, USA 

mammaglobin 31A5 RTU Ventana Medical system, Tucson, AZ, USA 

vimentin V9 RTU Ventana Medical system, Tucson, AZ, USA 

Ki-67 30-9 RTU Ventana Medical system, Tucson, AZ, USA 

Tabulka 16 – Imunocytochemické markery použité pro cytologickou diagnózu SC. *RTU: 

ready to use. 
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Jako pozitivní výsledek byla interpretována nukleární pozitivita pro S100 protein a 

nukleárně-cytoplazmatická pozitivita pro mammaglobin, která byla jakékoli intenzity ve více 

než 5 % nádorových buněk. Proliferační aktivita (MIB-1 index) byla vyjádřena procentem 

pozitivních buněk v barvení Ki-67. 

 V dalším kroku byla provedena detekce translokace genů ETV6-NTRK3 na zbytkovém 

materiálu cytobloku molekulárně-genetickými metodami. Použita byla flurescenční in situ 

hybridizace (FISH), polymerázová řetězová reakce spojená s reverzní transkripcí (RT-PCR) a 

masivní paralelní sekvenování (NGS). 

Pro účely FISH byly z parafinového bloku ukrojeny 4 µm silné řezy na pozitivně nabytá 

podložní skla. Řezy byly deparafinizovány ve dvou lázních xylenu po pěti minutách, dvou 

lázních 96% etanolu po dvou minutách a vloženy do destilované vody po dobu pěti minut. 

Řezy byly poté inkubovány v Target Retrieval Solution (pH 6) (DAKO, Glostrup, Denmark) při 

95°C po dobu 40 minut, následně 20 minut chlazeny v témže roztoku a promyty destilovanou 

vodou na 5 minut. Poté byly řezy natráveny při 37°C po dobu 45–60 minut (dle stavu tkáně) 

v roztoku v 0,01M HCl s 0,5 mg/ml pepsinu (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a poté 

promyty v destilované vodě po 5 minut. Odvodnění bylo provedeno vzestupnou řadou 

etanolů (70 %, 85 % a 96 %) po dvou minutách a dosušeny na vzduchu. Na takto připravený 

řez bylo přidáno dostatečné množství komerčně vyráběné sondy pro detekci zlomu genu 

ETV6- Vysis ETV6 Break Apart FISH Probe Kit (Vysis/Abbott Molecular, Illinois) a sondy 

vlastního designu CustomDesign SureFISH NTRK3 break apart (Agilent Technologies Inc., 

Santa Clara, CA) pro detekci zlomu genu NTRK3. Řezy se sondami byly překryty krycími skly, 

uzavřeny rubber cementem a inkubovány v ThermoBrite instrument (StatSpin/Iris Sample 

Processing, Westwood, MA). Kodenaturace probíhala při 85°C na 8 minut a hybridizace při 

37°C na 16 hodin. Po vyjmutí z ThermoBrite přístroje byly řezy, po odstranění rubber 

cementu a krycího sklíčka, promyty v posthybridizačním roztoku 2xSSC/0.3%NP-40 

(VYSIS/Abbott) při 72°C po dobu dvou minut. Skla byla po oschnutí ve tmě obarvena DAPI II 

(VYSIS/Abbott), překryta krycím sklem a okamžitě odečítána.  

Pro interpretaci výsledků byl použit fluorescenční mikroskop Olympus BX51 (Olympus 

Corporation, Tokyo, Japan) při 100x zvětšení s použitím filtrů Triple Band Pass 

(DAPI/SpectrumGreen/SpectrumOrange), Dual Band Pass (FITC/Texas Red) a SingleBand Pass 

(SpectrumGreen or SpectrumOrange). Bylo vybráno 100 nepřekrývajících se jader 

nádorových buněk a vyhodnocena přítomnost žlutých, zelených a oranžových 
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fluorescenčních signálů. Žluté signály byly hodnoceny jako negativní, zatímco oddělené 

zelené a oranžové signály byly vyhodnoceny jako pozitivní. Cut-off pro positivitu vzorku byl 

nastaven na 10 % (průměr + 3 směrodatné odchylky v normální nenádorové tkáni).  

 Pro detekci fúzního genu ETV6-NTRK3 byla následně užita metoda RT-PCR. RNA byla 

z parafinových řezů extrahována pomocí the RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit 

(Ambion, Austin, TX). V dalším kroku byla mRNA převedena do cDNA užitím Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kitu (RNA input 500 ng) (Roche Diagnostics). Všechny metody byly 

provedeny podle standardizovaných protokolů. Detekce 110 párů bází dlouhého fragmentu 

fúzního transkriptuETV6-NTRK3 byla provedena podle Bourgeois et al. (194). Do reakční 

směsi bylo přidáno 2μL cDNA, 12,5 μL HotStar Taq PCR Master Mix (Qiagen, Hilden, 

Germany), 10 pmol každého primeru (tabulka 17) a destilovaná voda doplněná do finálního 

objemu 25 μL. Amplifikace je zahájena v prvním kroku úvodní denaturací cDNA při teplotě 

95°C po dobu 14 minut, dalších 45 cyklů pak probíhá denaturace již pouze po dobu 1 minuty. 

V druhém kroku cyklu dochází tzv. annealingem, tedy prudkým ochlazením na teplotu 65°C 

po dobu 1 minuty k nasednutí primerů. V poslední kroku cyklu pak dochází ke zvýšení teploty 

na 72 °C na 1 minutu, během které dochází k syntéze DNA. Proces je zakončen inkubací 

reakce při 72 °C na dobu 7 minut. Úspěšně amplifikovaný produkt fúzního transkriptu ETV6-

NTRK3 byl vyčištěn pomocí magnetických částic z Agencourt AMPure Kitu (Agencourt 

Bioscience Corporation, A Beckman Coulter Company, Beverly, MA), obousměrně 

sekvenován pomocí Big Dye Terminator Sequencing Kitu (PE/Applied Biosystems, Foster City, 

CA), znovu vyčištěn magnetickými částicemi Agencourt CleanSEQ Kitu (Agencourt Bioscience 

Corporation) a analyzován na automatickém sekvenátoru ABI Prism 3130xl (Applied 

Biosystems) při konstantním napětí 13,2 kV po dobu 11 minut. 

 

Primer Sekvence primeru Lokalizace 

TEL971 (ETV6A) ACCACATCATGGTCTCTGTCTCCC ETV6 exon 5 

TRKC1059 (NTRK3A) CAGTTCTCGCTTCAGCACGATG NTRK3 exon 15 

Tabulka 17 – použité primery při detekci fúzního transkriptu ETV6-NTRK3. 

 

 Posledním molekulárně genetickým vyšetřením, které bylo použito pro 

detekci translokace ETV6-NTRK3 v cytobloku, byla metoda NGS. Viz. Výsledky 3.1. 
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3.2.3. Výsledky 

 Náš retrospektivně vyšetřovaný soubor obsahoval 4 muže a 2 ženy ve věku 20 až 76 

let (průměr 44,3 let). Klinicky se všech 6 případů prezentovalo jako hmatná, dobře 

ohraničená rezistence, přičemž nejmenší popisovaná masa dosahovala na USG průměru 1 

cm a největší 4 cm. 5 případů (83,3 %) bylo lokalizováno do oblasti parotidy a pouze 

v jednom případě se jednalo o postižení submandibulární žlázy. Všechny případy byly 

vyšetřeny předoperačně FNA a následně byla provedena chirurgická resekce tumoru, který 

byl histomorfologicky, imunohistochemicky a molekulárně geneticky vyšetřen s konečnou 

diagnózou sekreční karcinom slinných žláz. 

 K vyhledaným 6 případům bylo k dispozici 7 vyšetření FNA, neboť pro jeden případ 

(No. 4) bylo vyšetření provedeno dvakrát s rozdílným závěrem. U čtyř případů (No. 1, 3, 4 a 

5) z šesti byl závěr FNA reportován v té doby užívanou Papanicolaouovou klasifikací a ve 

všech případech byl nález vyhodnocen jako PAP class III – atypie suspektní z malignity. 

V diferenciální diagnostice pak bylo uvedeno široké spektrum lézí spadající především do 

benigních neoplázií: pleomorfní adenom, myoepiteliom, či bazocelulární adenom. Pouze 

v jednom případě (No. 5) bylo vysloveno podezření na acinický nebo sekreční karcinom. Pro 

případ číslo 4, kde byla FNA provedena dvakrát, spadal závěr pro první vyšetření do 

kategorie PAP class II odpovídající benignímu adenomu či onkocytomu. Zbylé dva případy 

(No. 2 a 6), které byly reportovány bez užití jakékoli klasifikace, pouze deskriptivně, 

zahrnovaly v diferenciální diagnostice pleomorfní adenom, myoepiteliom, či monomorfní 

adenom. 

 Histomorfologie sekrečního karcinomu je poměrně variabilní, v cytomorfologickém 

vyšetření tomu tak úplně není. Z cytologických znaků, které byly všem případům společné, 

patří uspokojivá celularita stěrů, aspirované buňky byly organizovány do kohezivních klastrů 

utvářejících papilární struktury (obrázek 35A) s přebíhajícími cévami (obrázek 35B) a ve dvou 

případech (No. 1 a 2) až kribriformní formace. V jejich okolí byly vždy přítomny i izolované 

buňky. Jádra ve všech stěrech byla uniformní, pouze s velmi mírnými atypiemi a bez mitóz. 

Jaderný chromatin je jen jemně granulovaný a je dobře patrné jadérko. Vzhled cytoplasmy 

byl poněkud variabilní. V pěti případech byla cytoplasma hojná s jemným granulováním, 

pouze v jednom případě (No. 2) byla cytoplasma nepatrná a buňky zde nabývaly až vzhledu 

myoepitelií (obrázek 35C). Ve čtyřech případech (No. 1, 4, 5 a 6) byla cytoplasma 
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vakuolizovaná, v případech 1 a 4 dokonce až vzhledu buněk tvaru pečetního prstenu 

(obrázek 35D). 

 

 

Obrázek 35 – Nátěry na sklech barvené dle Papanicolaoua; A: papilární struktury; B: 

přebíhající cévy, tzv. transgrassing vessels; C: myoepiteliální diferenciace buněk; D: 

vakuolizace cytoplasmy vzhledu až buněk pečetního prstenu. 

 

 V pěti případech byl vedle nátěrů na sklo dostupný též cytoblok (No. 1-5). 

V porovnání s nátěry bylo na cytobloku možné v mnohem větší míře ohodnotit architekturu 

tkáňových fragmentů. K vidění byly papilární, kribriformní až pseudoglandulární formace 

(obrázek 36A), v některých případech však byla vidět i solidní hnízda nádorových buněk. Tato 

architektonická variabilita byla přítomna dokonce i v rámci jednoho vzorku. Nukleární rysy se 

prakticky nelišily od těch popsaných v nátěrech. Cytoplasmatické znaky však byly mnohem 

lépe hodnotitelné, a to především hojná vakuolizace místy až vzhledu buněk pečetního 

prstenu (obrázek 36B) a v jednom případě (No. 2) dokonce až vzhledu koloidu. 
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Obrázek 36 – Nálezy v cytobloku barvené hematoxylinem-eosinem; A: Pseudoglandulární 

struktury v cytobloku ; B: Buňky vzhledu pečetního prstenu. 

 

 U těchto pěti případů, kde byl k dispozici cytoblok (No. 1–5), byla provedena 

imunocytochemická studie použitím speciálního barvení PAS a 4 základních protilátek: S100 

protein, mammaglobin, vimentin a Ki-67. Sekretorický materiál uvnitř mikrocystických 

struktur byl PAS pozitivní, ve všech případech byla prokázána difúzní silná pozitivita pro 

mammaglobin a vimentin, fokální pozitivita S100 proteinu a proliferační aktivita byla nízká, 

méně než 5 % (obrázek 37).  

 

 

Obrázek 37 – A: Hematoxylin-eosin; B: Periodic Acid Schiff (PAS); C: S100 protein; D: 

mammaglobin A; E: Ki-67; F: vimentin. 
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 V dalším kroku byla provedena molekulární analýza zbylého materiálu v cytolobloku. 

Ten byl však dostupný už pouze ve čtyřech případech ze šesti, a to pro případy 1–4, 

v případech 5 a 6 byl již cytoblok vykrájen. Dále se z genetické analýzy musel vyřadit případ 

číslo 2, jehož kvalita DNA byla nízká, a proto nevhodná k analýze. Ve zbylých testovaných 

třech případech (No. 1, 2 a 4) byl prokázán zlom v genu ETV6 a NTRK3 metodou FISH 

(obrázek 38). Fúzní transkript byl následně prokázán buď RT-PCR nebo NGS. 

 

 

Obrázek 38 – Cytogenetická analýza metodou FISH znázorňující vyšetření genu ETV6 

komerčně vyráběnou break-apart sondou (Vysis/Abbott Molecular). Jádra mající separovaný 

oranžový a zelený signál obsahují zlom v genu ETV6. 

  

 

3.2.4. Diskuze 

Sekreční karcinom slinných žláz je ve většině případů popisován jako nízce maligní 

karcinom, který se však svou poměrně blandní cytomorfologií může snadno zaměnit za 

benigní nádor. Tento pitfall v hodnocení FNA může vést k nevhodně zvolenému operačnímu 

řešení. Proto je nutná co nejpřesnější kategorizace nálezů podle Milánského klasifikačního 

systému, která poskytuje klinikům i doporučený terapeutický postup.  

Správná diagnóza sekrečního karcinomu je však důležitá mimo jiné i proto, že pacienti 

s agresivně se chovajícími nádory, pokročilým nálezem či inoperabilními tumory mají od 

podzimu 2018 možnost být léčeni biologickou léčbou inhibitory tyrosin-kinázové aktivity, 

které jsou vhodné pro karcinomy obsahující translokace genů NTRK3 a RET (180, 181). 
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Cytomorfologie SC je bohužel nespecifická a pro přesnou diagnózu je nezbytné 

provést doplňková pomocná vyšetření, jinak je prakticky nemožné vytvořit správnou 

diagnózu, vzhledem k poměrně rozsáhlé diferenciální diagnostice SC. Doposud byly 

publikovány pouze malé série a případové studie týkající se cytologie SC (195-208) a všechny 

retrospektivně popisovaly SC jen s velmi limitovanými imunocytochemickými výsledky a až 

na jednu studii (206) byly všechny diagnostické translokace potvrzeny až z finální histologie. 

Pouze Pisharodi et al. (195) ve své publikaci  předkládá dostatečně široký 

imunocytochemický panel, avšak genetické vyšetření na přítomnost translokace genů ETV6-

NTRK3 bylo provedeno až z finální histologie. Griffith et al. jako jediný provedl molekulárně-

genetické testování z cytobloku u dvou případů ze šesti (206). Imunocytochemický panel 

v této studii byl však nedostačující pro diagnózu SC. Naše studie přichází jako první se 

suficientním imunocytochemickým panelem protilátek a genetickým vyšetřením 

prováděným na cytobloku pro tři případy ze šesti vyšetřovaných.  

Vzhledem k obtížnosti cytologické diagnostiky SC byl podle výsledků této studie 

navržen panel základního barvení vhodný k potvrzení, či vyvrácení diagnózy SC. Jedná se o 

speciální barvení PAS a protilátky S100 protein, mamaglobin, vimentin a proliferační index 

 Ki-67. Izolované pozitivity těchto markerů jsou přítomny i v řadě jiných salivárních nádorů, 

proto je nutné, aby nádorové buňky vykazovaly pozitivitu ve více markerech. Vimentin je 

vysoce senzitivní, avšak nespecifickou protilátkou, která je indikátorem myoepiteliální 

diferenciace. Silná difúzní pozitivita může odlišit myoepiteliální a acinární diferenciaci 

směrem k acinickému karcinomu, se kterým je SC nejčastěji zaměňován. I když je pro průkaz 

acinární diferenciace mnohem více specifický marker DOG1 (137), není vždy dostupný na 

menších patologických odděleních. Velmi dobrá dostupnost vimentinu na většině 

patologických oddělení je nespornou výhodou této protilátky oproti DOG1, který je v SC vždy 

negativní. 

 Po provedení imunocytochemického vyšetření z cytobloku by mělo dále následovat 

molekulárně-genetické testování metodou FISH, RT-PCR nebo v ideálním případě NGS. Při 

nálezu specifické translokace ETV6-NTRK3, či méně častých ETV6-RET či ETV6-MET je 

diagnóza SC potvrzena. 

 Kategorizace cytologických nálezů dle Milánské klasifikace je do značné míry 

ovlivněno možnostmi pomocných vyšetření. Pokud jsou dostupné pouze nátěry na sklech, 

nález by měl být klasifikován jako kategorie IVB: Salivární nádory s nejistým maligním 
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potenciálem (Salivary gland neoplasm of Uncertain Malignant Potential - SUMP). Pokud jsou 

dostupné kvalitní cytobloky pro provedení navrhovaného imunocytochemického panelu 

protilátek a genetického vyšetření, které potvrdí přítomnost minimálně zlomu v genu ETV6, 

v tom případě by FNA měla být reportována jako kategorie VI: Maligní nádory. V případě, že 

genetické vyšetření není dostupné a je potvrzená pozitivita PAS a protilátek MGA, S100 a 

vimentinu, eventuálně negativita DOG1, včetně nízké proliferační aktivity, nález lze 

interpretovat jako kategorii V: Suspektní z malignity.  

 

 Na souboru šesti pacientů jsme potvrdily výsledky předchozích cytomorfologických 

studií týkající se FNA diagnostiky sekrečního karcinomu. Uvedené cytomorfologické znaky 

jsou však značně nespecifické a pro přesnou diagnózu jsou nezbytná doplňková vyšetření, 

která však nejsou vždy úspěšná vzhledem k limitovanému množství materiálu. Za účelem 

šetřit cytologický materiál jsme vytvořili základní panel protilátek, jejichž výsledek 

podpoří diagnózu sekrečního karcinomu. Ta je však vždy definitivní až po provedení 

genetického testování, které potvrdí přítomnost hledané translokace. Na tomto souboru 

jsme jako první prezentovali cytologickou diagnostiku sekrečního karcinomu slinných žláz 

v kontextu s Milánským systémem reportování cytologií slinných žláz a zároveň se jednalo o 

největší soubor případů se suficientním imunocytochemickým i genetickým vyšetřením 

prováděném na cytobloku. 
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3.3. Další publikované práce přímo se týkající tématu 

 

3.3.1. Nový systém pro sjednocené hodnocení tenkojehlových aspiračních cytologií slinných 

žláz: Co nového přinesl tzv. „Milánský systém reportování“ do cytodiagnostiky lézí slinných 

žláz? 

 

 Tenkojehlová aspirační cytologie/biopsie (FNA/FNAC/FNAB) je předoperační 

diagnostická metoda, která v dnešní době je již nedílnou součástí rutinního diagnostického 

postupu. Jedná se o vysoce specializované odvětví cytopatologie vyžadující zkušenosti 

s diagnostikou nádorů slinných žláz, které jsou charakteristické svou heterogenní 

histomorfologií a komplexním imunoprofilem. Ještě donedávna v reportování FNA vládl 

chaos a nebyla ustanovena žádná konkrétní jednotná podoba reportu. Po vzoru již 

zavedených klasifikací Bethesda či Paris systému byla v roce 2015 započata tvorba 

klasifikačních kritérií pro reportování cytologií salivárních lézí. Počátkem roku 2018 vychází 

nový Milánský systém pro reportování cytologií salivárních lézí, který vedle pevně daných 

kritérií pro kategorizaci nálezů vydává i klinická doporučení dalšího postupu a riziko 

malignizace pro každou ze šesti diagnostických kategorií. Milánský systém má za úkol 

sjednotit reportování nálezů salivárních lézí, kterému dostatečně porozumí jak kliničtí 

pracovníci, tak patologové z jiných patologických oddělení nejenom v rámci republiky, ale i 

celého světa.  
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3.3.2. Significance of 1p36 locus deletion in adenoid cystic carcinoma of the salivary 

glands. 

 

Tato studie vychází ze skutečnosti, že molekulární pozadí adenoidně cystického 

karcinomu slinných žláz je poměrně heterogenní a vykazuje široké spektrum somatických 

mutací. Vedle standardně reportovaných translokací MYB-NFIB (62)a MYBL1-NFIB (67), které 

jsou dnes již hojně využívány pro diagnostiku ADC, byly nalezeny i jiné somatické mutace a 

zvláštní pozornost je věnována deleci lokusu 1p36. Na lokusu 1p36 se nachází řada tumor 

supresorových genů, jejichž delece byla popsaná vedle ADC i v řadě jiných nádorů (70). 

Přítomnost delece lokusu 1p36 významně koreluje se signifikantně horší prognózou (71). 

Cílem této studie proto bylo vyšetřit molekulárně-genetické pozadí ADC a stanovit deleci 

1p36 lokusu jako negativní prediktivní marker na velkém souboru čítající 85 pacientů s ADC 

v různých lokalizacích a stádiu onemocnění. 

Na základě histomorfologického vyšetření byl stanoven grade a sumarizována 

klinicko-patologická data včetně follow-upu. Imunohistochemické vyšetření bylo v souladu 

s charakteristickým imunoprofilem ADC. Navíc bylo provedeno ve všech 85 případech 

barvení protilátkou MYB, která byla pozitivní v 45 případech (51,1 %) a tato pozitivita byla 

predilekční v abluminální vrstvě buněk. V dalším kroku bylo provedeno molekulárně-

genetické vyšetření metodou FISH, jehož výsledky jsou v tabulce.  

 

Použitá sonda Pozitivní případy/počet testovaných případů Pozitivní případy (%) 

MYB ba 60/85 70,59 

NFIB ba 69/85 81,18 

MYB-NFIB DF 57/79 72,15 

MYBL1 ba 16/28 57,14 

1p36/1q25 13/85 15,29 

Tabulka 18 – Výsledky FISH analýzy testovaných ADC. ba: break apart; DF: dual fusion 

  

Z výsledků statistické analýzy vyplývá, že delece lokusu 1p36 je významně asociovaná 

s pokročilými klinickými stádii 3 a 4 v době diagnóz a histologicky s grade 3. V těchto 

případech bylo signifikantně nižší celkové přežití (overall survival), pro nemoc specifické 

přežití (disease-specific survival), období bez recidivy (recurrence-free interval) i přežití bez 
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recidivy (recurrence-free survival). Tyto případy s prokázanou delecí lokusu 1p36 však nikdy 

neobsahovaly zlom v genu MYBL1, který byl nalezen výhradně v případech méně 

pokročilých, tedy ve stádiích 1 a 2. Všechny tyto případy s prokázaným zlomem MYBL1 byly 

negativní v IHC barvení protilátkou MYB.  

 Na souboru 85 ADC bylo potvrzeno, že přítomnost delece lokusu 1p36 je nepříznivým 

prognostickým markerem. Vzhledem k tomu, že žádný z těchto případů neobsahoval zlom 

v genu MYBL1, lze předpokládat, že se tyto dva nálezy vzájemně vylučují. Translokace 

zahrnující geny MYB, NFIB, či MYBL1 byly nalezeny v 79 případech z celkem 85 testovaných 

vzorků, což potvrzuje jeho důležitost, jakožto diagnostického markeru. 
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3.3.3. Molecular profiling of hyalinizing clear cell carcinomas revealed a subset of tumors 

harboring a novel EWSR1-CREM fusion: report of three cases 

 

 Světlobuněčný karcinom slinných žláz, podle předchozí WHO známý jako hyalinizující 

světlobuněčný karcinom je low-grade maligní karcinom, který je ve své klasické podobě 

spojen s translokací genů EWSR1-ATF1, a to až v 80 % případů (115). Tři případy nádorů se 

světlobuněčnou diferenciací pocházely z báze jazyka, dolního laloku plíce a nasofaryngu. 

Vzhledem k histomorfologii a imunoprofilu byly všechny původně diagnostikovány 

jako mukoepidermoidní karcinomy s netradiční morfologií. Pomocí FISH byl diagnostikován 

zlom v genu EWSR1, avšak gen ATF1 byl intaktní. RT-PCR byla negativní pro průkaz fúze 

EWSR1-ATF1 i CRTC1/3-MAML2. Až na podkladě výsledků metodou NGS byla identifikována 

doposud nepopsaná fúze genů EWSR1-CREM, která byla potvrzena metodou FISH a ve dvou 

případech i RT-PCR.  

 Translokace EWSR1-CREM doposud nebyla popsána v žádném jiném karcinomu 

slinných žláz, a proto tento objev opět rozšířil spektrum genových aberací, které jsou 

asociované s konkrétním typem nádoru. Diferenciální diagnostika světlobuněčného 

karcinomu je totiž velmi široká a záměna s high-grade tumorem může mít pro pacienta 

mutilující důsledky, přestože je CCC ve své podstatě low-grade tumor, ač byly popsány 

případy high-grade transformace (209). Zatím se nepodařilo jasně ozřejmit, zda má tato 

translokace nějaký prognostický význam, či zda je pouze diagnostická. 
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6. Přílohy 

Případ Lokalizace Diagnóza 
Nalezena 
relevantní 

translokace 

Typ 
mutace/fúzní 

partneři 

1 SŽ – dutina nosní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

2 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

3 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

4 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

5 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

6 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

7 SŽ – příušní  Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

8 SŽ - příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

9 SŽ – příušní  Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

10 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

11 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

12 SŽ – příušní Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

13 SŽ – submandibulární  Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

14 SŽ – submandibulární  Sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

15 SŽ – příušní  Sekreční karcinom HG Ano ETV6-NTRK3 

16 SŽ – submandibulární  Sekreční karcinom HG Ano ETV6-NTRK3 

17 SŽ – dutina ústní Recidivující HG sekreční karcinom Ano ETV6-NTRK3 

18 SŽ – submandibulární  Recidivující HG sekreční karcinom Ano 
ETV6-NTRK3, 
MYB-SMR3B 

19 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

20 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

21 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

22 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

23 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

24 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne ETV6-RET 

25 ŠŽ – příušní Sekreční karcinom Ne VIM-RET 

26 ŠŽ – příušní LG intraduktální s metastázou v 1 LU Ne NCOA4-RET 

27 ŠŽ – příušní LG intraduktální karcinom Ne 
NCOA4-RET, 
MYB-SMR3B 

28 ŠŽ – orofarynx Světlobuněčný karcinom Ne EWSR1-ATF1 

29 ŠŽ – příušní HGT Acinický karcinom Ne EWSR1-HYOU1 

30 ŠŽ – příušní  Acinický karcinom Ne SYN2-PPARG 

31 ŠŽ – příušní  Onkocytický cystadenokarcinom Ne SYN2-PPARG 

32 SŽ – dutina ústní  Adenoidně cystický karcinom Ne MYB-NFIB 

33 Kůže Sekreční karcinom kůže Ano ETV6-NTRK3 

34 Kůže Lentigo maligna melanoma Ano LMNA-NTRK1 

35 Kůže Nodulární melanom Ano LMNA-NTRK1 

36 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano LMNA-NTRK1 

37 Kůže Povrchově se šířící melanom  Ano SQSTM1-NTRK2 

38 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano SQSTM1-NTRK2 

39 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano SQSTM1-NTRK2 

40 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano TPM3-NTRK1 
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41 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano MYO5A-NTRK3 

42 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano MYO5A-NTRK3 

43 Kůže Povrchově se šířící melanom Ano KIAA1598-ROS1 

44 Kůže Povrchově se šířící melanom Ne TMPRSS2-AXL 

45 Kůže Atypický tumor Spitzové Ano LMNA-NTRK1 

46 Kůže Atypický tumor Spitzové Ano ZCCHC8-ROS1 

47 Kůže Atypický tumor Spitzové Ano PWWP2A-ROS1 

48 Kůže Atypický tumor Spitzové Ano PWWP2A-ROS1 

49 Kůže Atypický tumor Spitzové Ano FIP1L1-ROS1 

50 Kůže Atypický tumor Spitzové Ne CLIP2-BRAF 

51 Kůže Basocelulární karcinom Ano PTCH1-ALK 

52 Kůže 
Malobuněčný karcinom, dif.dg. 
Merkelův karcinom Ne SDCCAG8-AKT3 

53 Kůže Merkelův karcinom Ne SYN2-PPARG 

54 Kůže Merkelův karcinom Ne SYN2-PPARG 

55 Kůže Špatně diferencovaný karcinom Ne DUSP14-PRKCA 

56 Kůže Nevoidní melanom Ano CAPRIN1-ROS1 

57 Kůže Basoskvamózní karcinom Ne ETV5-EGFR 

58 Prostata Acinární adenokarcinom Ne EWSR1-TFE3 

59 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

60 Prostata Mikroacinární adenokarcinom Ne TMPRSS2-ERG 

61 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

62 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

63 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

64 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

65 Prostata Mikroacinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

66 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

67 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

68 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

69 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

70 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

71 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

72 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne TMPRSS2-ERG 

73 Prostata Mikroacinózní adenokarcinom  Ne 
RBM33-BRAF 
out of frame 

74 Prostata Urachální karcinom Ne ESRP1-RSPO2 

75 Prostata Acinární adenokarcinom  Ne NDRG1-ETV4 

76 Mozek Oligodendroglion grade II Ne FGFR2-CTNNA3 

77 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR-SEPT14 

78 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR-SEPT14 

79 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR del ex 2-7  

80 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR del ex2-7 

81 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR del ex 2-7 

82 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR del ex 2-7 

83 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne EGFR del ex 2-7 

84 Mozek Gioblastoma grade IV, IDH-wild type Ne FGFR3-TACC3 

85 Mozek Anaplastický astrocytom, IDH-wild type Ne FGFR3-TACC3 



169 
 

86 Mozek Glioblastom grade IV Ne FGFR3-TACC3 

87 Mozek Glioblastom grade IV Ne FGFR3-CKAP5 

88 Mozek Anaplastický oligodendrogliom Ne FGFR3-AMBRA1 

89 Prs Sekreční karcinom  Ano ETV6-NTRK3 

90 Prs IDC grade 2, Nottingham score 7 Ano SMG7-ALK 

91 Prs IDC grade 1, Nottingham score 5 Ano ETV6-NTRK3 

92 Prs IDC grade 3, Nottingham score 8 Ne FGFR3-TACC3 

93 Prs IDC grade 3, Nottingham score 8  Ne C21orf33-ERG 

94 Prs IDC grade 3, Nottingham score 8 Ne CTBP2-ERG 

95 Prs IDC grade 3, Nottingham score 9 Ne MED27-RSPO2 

96 Prs 
Metastáza světlobuněčného 
karcinomu ledviny Ne EWSR1-TFE3 

97 Plíce Adenokarcinom Ano EML4-ALK 

98 Plíce Adenokarcinom Ano EML4-ALK 

99 Plíce Světlobuněčný karcinom Ne EWSR1-CREM 

100 Plíce Adenokarcinom Ne MET 

101 Plíce Adenokarcinom Ne KIF5B-RET 

102 Plíce 
Nízce diferencovaný nemalobuněčný 
karcinom Ne MET del ex14 

103 Štítná žláza Papilární karcinom  Ano TPM3-NTRK1 

104 Štítná žláza Folikulární karcinom Ne PAX8-PPARG 

105 Ledvina Metanefrický adenom  Ano STRN-ALK 

106 Ledvina 
Mucinózní tubulární vřetenobuněčný 
karcinom Ano KIF5B-ALK 

107 Střevo 
Metastáza prostatického 
adenokarcinomu Ne TMPRSS2-ERG 

108 Paranazální dutiny 
Inflamatorní myofibroblastický 
tumor/sarkom Ne ETV1-ERG 

109 Cervix Adenoidně bazální ca klenby poševní Ne FGFR2-SORBS1 

Tabulka 19 – Seznam všech nalezených genových aberací pomocí dvoustupňové screeningové 

metody.  * SŽ: slinná žláza, ca: karcinom, IDC: invazivní duktální karcinom. 

 
 

 


