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Souhrn:

Tato prace se sklada z teoretické €asti, kterd se zabyva imunohistochemii, jejim principem
a metodami, dale imunohistochemickymi markery, jejich definici a zaméfenim na markery
vyuzivajicimi se u nadort hlavy a krku. Teoretickou ¢ast tvoti také popis jednotlivych typi
nadort hlavy a krku. Cast praktickd je zaméfena na aplikaci imunohistochemickych marke-
i, popisem imunohistochemického barveni u vybranych typd nddorG a procentualnim
zhodnocenim pozitivity a negativity imunohistochemie, které¢ ptiblizi piivod daného nado-

ru.
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UVOD

Imunohistochemie je v dnesni dobé velmi pouzivanou metodou v ptipadé, kdy neni
mozné ziskat dostatek informaci pomoci klasického histologického barveni hematoxylin-
eosin. Tato metoda vyuziva vazby antigen-protilaitka s jeji naslednou vizualizaci a
napomaha k urceni podtypu rakoviny, typu nddorové bunky a plivodu téchto bunck v

metastazach.

Nadory hlavy a krku maji pestré déleni. Jednou z lokalit, se samostatnou WHO
klasifikaci, je 1 oblast slinnych Zlaz. Chirurgicka terapie nadorti slinnych 714z (benignich
nebo malignich) je limitovana do znacné miry prostorem, kdy nékteré z 1ézi nelze
dostate¢né radikalné odstranit, zejména kvuli blizkosti dilezitych organovych a nervové-
cévnich struktur a jejich naruSeni by mohlo mit negativni nasledky pro pacienta. Maligni
onemocnéni mohou byt vysledkem somatické zmény genu, ztrdtou funkce v nadorovych

supresorovych genech, nebo aktiva¢ni mutaci v proto-onkogenech.

Nédory slinnych zlaz jsou relativné vzacnymi, morfologicky variabilnimi a
heterogennimi tumory. Mnohé histologické rysy jsou sdilené riznymi jednotkami, a proto
mohou Cinit diferencidlné diagnostické rozpaky. Z tohoto divodu jsou v diagnostickém
pfistupu vyuzivané imunohistochemické markery, které rozpoznévaji histogeneticky ptivod
jednotlivych nédord, a to optiméalné v kontextu molekularné—genetického vysSetieni, pokud

je dostupné.

Marker je molekula v krvi, jinych télnich tekutinach nebo tkanich a slouzi jako
ukazatel normalniho nebo abnormalniho procesu. Kazdy typ bunky ma sviij unikatni
molekularni "podpis", ktery 1ze oznacit jako marker a vypovida o aktivité a urovni bunky
(schopnost genll a proteinil spliiovat jejich funkce). Markery maji Siroké klinické vyuziti v
onkologii, napfiklad sledovani pribéhu nadorového onemocnéni (follow-up), kontrola
efektu terapie, prognoza nadorového onemocnéni a nebo pii podezieni na nadorové
onemocnéni nezndmého plivodu. Jinou variantou markeru je marker imunohistochemicky,
ktery se uchycuje na povrchu vysetiované tkané pomoci vazby protiladtka-antigen a tim
muize byt napomocny v piipad¢ detekce histogenetického ptivodu nddorové bunky. U

vybranych nadort hlavy a krku 1ze vyuzit markery SOX10, GATA3, MYB a HMGA2.
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TEORETICKA CAST

1 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie (IHC), nebo také imunocytochemie, je metoda umoziujici
znazornit lokalizaci specifickych antigeni ve tkanich nebo butnikach za pomoci reakce

antigen-protilatka. (1)

Imunohistochemické metody vyuzivaji protilatky oznafené fluoresceinem
(imunofluorescence) nebo enzymy (imunoperoxiddza) k prokazani proteini (bilkovin) a
dalSich molekul v buiikdch. V ramci diagnostiky jsou velmi rozsifené imunoperoxidazové
metody, které jsou vyuzivany k ziskani dopliujicich informaci o tkénich, které neni mozné
zajistit zakladnim histologickym barvenim hematoxylin a eosin, svételnym mikroskopem
nebo elektronovou mikroskopii. Vyhodou je identifikace molekul v bunce in-Situ.
Imunohistochemie je dnes pouzivana v chirurgické patologii k ur€eni typu rakovinné
buiiky, podtypu rakoviny a moznému urceni pivodu buiiky v metastdzach neznamého

pavodu. (2)

1.1 Historie imunohistochemie

Imunohistochemie ma vice nez 70-ti letou historii, kdy Coons vyvinul
imunofluorescenéni techniku k detekci odpovidajicich antigent tkani odebrané metodou
zmrazenych fezll. AvSak uplatnéni v chirurgické patologii nasla IHC az od 90. let 20.
stoleti. Postupny vyvoj a zdokonalovani technologii vedly k naslednému rozsifeni
uplatnéni IHC, pokracujici azZ do dne$ni doby. Enzymatické znaceni kienovou peroxidazou
umoznilo vizualizaci ozna€ené protilatky svételnym mikroskopem v ptitomnosti vhodného

barevného substratového systému. (1)

Na Oxfordské univerzit¢ Taylor a Burns (1) vyvinuli prvni uspéSnou ukazku
antigenu v rutinné¢ zpracované formalinem-fixované v parafinu zalit¢ (FFPE) tkani.
Problémem v prvotnich fazich vyvoje imunoperoxidazové techniky byla snaha dosahnout
vétsi citlivosti, ktera by usnadnila barveni FFPE tkani. Metody se vyvijely z jednoduchého
jednokrokového a ptimého konjugatu k vicekrokové detekéni technice, jako peroxidaza-
antiperoxidaza (PAP), konjugat avidin-biotin (ABC) a biotin-streptavidin (B-SA). Tento

vyvoj vedl k navyseni po¢tu imunohistochemickych metod. (1)
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1.2 Imunohistochemické metody
Protilatky nemohou byt vidény pod svételnym ¢i elektronovym mikroskopem,
pokud nejsou oznaceny metodou umoznujici jejich vizualizaci. Existuje Siroké spektrum

latek, které mohou byt pouzity ke znaceni tkani jako, naptiklad fluorescein nebo enzym.

1)

Mezi nejpouzivanéjsi enzymy fadime kienovou peroxidazu, alkalickou fosfatazu a
ptipadné také gluk6zooxidazu. V pfitomnosti peroxidu vodiku méni enzymy barvu
vhodného chromogenu, ktery slouzi k vizualizaci antigenu, samotnd vazba antigen-

protilatka Zadnou barevnou reakci nevyvolava. (3)

1.2.1 Metody primé

V imunohistologii se velice Casto pouziva metoda znaleni protilatky pomoci
chemickych prostiedkii a poté ptimého pouziti takto zna¢eného konjugatu na vybrany
vzorek tkan¢. Cilem je vazba maximalniho poctu molekul znacky ke kazdé molekule
protilatky. Je zadouci, aby doslo k oznaceni vSech molekul protilatky (100 %) tak, aby
7zadna z nich nezustala imunologicky inaktivni. Finalni znaCenad reagencie by neméla

obsahovat volné molekuly neoznacené protilatky. (1)

Vyhodou piimé metody je rychlost a jednoduchost. Cistota (monospecificita)
primarni protilatky nebo antiséra (polyklonalni protilatka) je jednou z podminek Gspéchu.
Problémem u antiséra je, ze kromé& konkrétni protilatky s pozadovanou specificitou navic
obsahuje molekuly protilatky odlisné specificity, které mohou byt v procesu konjugace téz
oznac¢ené, mohou obarvit tkan a tim dojde k chybné interpretaci vysledku. Praktickou
nevyhodou je nezbytnost konjugovat kazdou primarni protilatku samostatn¢, aby bylo
mozné detekovat rozdilné antigeny. Primarni protilatka musi byt pouZita v pomérné vysoké

koncentraci, na rozdil od neptimé metody. (1)

Obrazek 1 Schéma primé metody

AN N A B _A A

Zdroj: (35)
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1.2.2 Metody neprimé

Nepiima, nebo také sendvicova, konjugaéni metoda je sice komplikovanéjsi
modifikaci metody piimé, ale vyznacuje Se vétSim mnozstvim vyhod, protoze jedna
konjugovana protilatka mize byt pouzita s nékolika rozdilnymi primarnimi protilatkami.
Primarni protilditka mize byt méné¢ koncentrovand, v porovnani s protilatkou vyuzivanou
pfi pfimé metod¢. Zna¢i se pouze sekundarni protilatka, kterd je zaméfena proti
imunoglobulinu toho druhu, ze kterého je odvozena primarni protilatka. Tato metoda se da
vyuzit k dals$im kontrolam specificity tim, Ze primarni specificka protilaitka mize byt
vynechana, nebo jind protilatka s irelevantni specificitou muze byt nahrazena, coz
umoznuje cenné zhodnoceni platnosti jakéhokoliv pozorovaného vzoru barveni. VSechny
metody vedouci k znaCeni protilaitky nepfimou technikou jsou v principu podobné.
Primarni (neoznacend) protilatka, specificka proti hledanému antigenu, je pridana ke
vzorku a jeji piebytek je vymyt, nasledné se prida oznacena sekundarni protilatka, ktera je

specificka proti antigenni determinanté primarni protilatky. (1).

Obrazek 2 Schéma nepiimé metody

a4

JVANIVAN A B_A_A

Zdroj: (35)

1.2.3 Technika enzym-bridge

Nevyhodam chemického procesu konjugace lze piedejit metodou enzym-bridge,
ktera byla vyvinuta Masonen a spol. (1) Jedna se o metodu, kdy oznacena ¢ast je spojena s
antigenem pomoci imunologického spojeni. Tato metoda neni pfili§ vyuzivanou, ale ma

vyznam piedevsim ve vyzkumu, kde je chemicka konjugace nezadouci. (1)

1.2.4 Peroxidiazova-antiperoxidazova metoda
Ke dvoustupnovym nepiimym metodam, které se vyhybaji problému spojenych s

chemickou konjugaci, patii peroxiddzova-antiperoxidazovd metoda. Zde se pouziva
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komplex skladajici se ze tfi molekul peroxiddzy a dvou kréli¢ich protilatek proti
peroxidaze. Cely tento komplex je vazan na primarni protilatku, na kterou se dale vaze
sekundarni protilatka. Primarni protilatka je krali¢i, zaméfena proti lidskym antigentm,

sekundarni protilatka byva praseci, zaméfena proti primarni (kralic¢i) protilatce. (4)

Pti nahrazeni peroxidazy alkalickou fosfatdzou ziskdme metodu alkalicka fosfataza-
anti-alkalicka fosfataza (APAAP). Tato metoda je vhodna pro vySetfovani preparati, kde

je vysoka endogenni peroxidaza a nelze tak spolehlivé zarucit jeji iplnou inaktivaci. (3)

Podobnou metodou je systtm DAKO Envision. Na polymerovy nosi¢ jsou
navazany molekuly enzymu (kfenovéa peroxidaza) a sekundarni protiladtky. Polymer se

spoji ptes sekundarni protilatku s primarni, ktera je navazana na tkanovy antigen. (4)

1.2.5 Metoda avidin-biotinového komplexu

Nepiima trojstupnova metoda ABC vyuziva k prikazu protilatek vysokou vazebni
afinitu mezi avidinem a biotinem. Na specifickou primarni protilatku se navaze sekundarni
protilatka konjugovana s biotinem. Dal$im stupném je komplex avidin-biotin-peroxidaza
(Ize pouzit i jiny enzym), ktery se na sekunddrni biotinylovanou protilatku pevné vaze a

pomaha k zesileni signalu. Nasledné se komplex vizualizuje vhodnym systémem. (4)

Lze také pouzit avidin ziskany z bakterie Streptomyces avidini, vznikly komplex se
nazyva streptavidin-biotin. K dispozici jsou velice citlivé detekéni soupravy, kterymi
ziskame uspokojivé vysledky 1 pfi minimalnim mnozZstvi komplexu antigen-protilatka.
Sekundarni protilatka se ozna¢i biotinem a navaze se (strept)avidin-biotinovym
komplexem, ktery je oznaCeny kfenovou peroxiddzou. Enzymatickd aktivita této

peroxidazy indukuje mista v preparatu, kde doslo k primarni specifické reakci. (3)

1.3 Protilatky

vvvvvv

imunoglobulini (Ig), které jsou tvoifeny B lymfocyty transformované v plazmatické bunky.
Celkové existuje 5 druhi imunoglobulinti: IgA, IgD, 1gG, IgM a IgE. Imunoglobuliny se
tvoti pfi specifické imunitni reakci na antigen organické i anorganické povahy. Antigeny
putuji do lymfatickych uzlin, kde jsou zachyceny folikuldrnimi dendritickymi buiikami tzv.
antigen prezentujicimi. Poté dochazi k aktivaci imunitniho systému, kde T-lymfocyty
stimuluji B-lymfocyty k produkci fady molekul cytokind. B-lymfocyty nasledné

prodélavaji fadu mitotickych cykll, zvétSuji se a méni se nejprve v centrocyty a posléze v
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imunoblasty, které podléhaji transformaci v plazmatické bunky tvofici pii prvnim kontaktu
s antigenem protilatky tfidy IgM. V pozdni primarni ¢i sekundarni imunitni odpovédi
produkuje transformujici se B-lymfocyt v plazmatickou buiiku protilatky tfidy IgG a IgA a
dava vznik téz pamétovym B-lymfocytim, jez nasledné koluji v krevnim ob&hu. Protilatky
IgM a IgG se tvoii v ptipad¢, ze se antigen dostane do krve a nasledné¢ do sekundarnich
lymfatickych organid. Pokud se antigen do téla dostava povrchem sliznice, potom se tvoii

protilatky typu IgA, které se Gcastni lokalni imunitni reakce. (5)

Protilatky maji tvar pismene Y. Molekula IgG je tvofena dvéma tézkymi a lehkymi
fetézci (kappa a lambda), tyto fetézce jsou spojeny jak disulfidickymi mustky, t;.
kovalentnimi, tak 1 nekovalentnimi vazbami. Tento typ struktury je spole¢ny pro vSechny
imunoglobuliny. Molekuly IgM maji tvar pentameru, ktery je tvofen péti jednotkami, jez
maji stejnou strukturu jako IgG. Pentamer obsahuje jednu kopii tzv. J fetézce, ktery je

kovalentné vazan mezi dvéma sousednimi Fc fetézci. (4)

Protilatky jsou limitovany zivotnosti, béhem které plni biologické funkce. Pti
poskozeni se degraduji proteolytickymi enzymy a z nich vzniklé aminokyseliny se vyuZziji
na tvorbu novych a funkénich molekul. Nejprve dochdzi ke Sté€peni na fragmenty a déle na

malé peptidy az volné aminokyseliny. (5)

1.3.1 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky jsou secernovany rdznymi aktivovanymi liniemi B-
lymfocytt. Jedna se o akumulaci molekul imunoglobulini, které reaguji proti specifickym
antigentim, z nichz kazdy identifikuje odliSny epitop. Ziskavaji se imunizaci laboratornich
zvitat po inokulaci antigenem. Po sérii injekci se ocekava, ze zvite vytvori protilatky proti
vlozenému antigenu. Nasledné se odebere krev zvitete, z niz se izoluje sérum obsahujici
protilatky, jejichZ specifita zavisi na tom, v jaké f4zi imunitni odpovédi zvifete jsou z néj

protilatky ziskavany. (3)

U velké casti antisér je cCasto pozorovana nezadouci reaktivita, zplsobend
pfitomnosti protilatek proti jinym proteintim, neZ proti kterym byla provedena imunizace.

Tento nezadouci prvek lze odstranit afinitnim ¢isténim. (4)

1.3.2 Monoklonalni protilatky
Monoklonalni protilatky jsou produktem pouze jednoho klonu B-lymfocytt, tedy

identickou imunitni buiikou, ktera je klonem jedné unikatni rodi¢ovské bunky. Specifické
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protilatky jsou namifené proti jediné antigenni determinanté¢ a vazi se na stejny epitop.
Nadory jsou charakterizovany monoklonalni proliferaci, kdy z jedné bunky mateiské
vznikaji bunky dcefiné se stejnym imunofenotypem (imunohistochemickymi i
morfologickymi rysy). V téchto dcetfinych nadorovych buitkach miize casem dojit k dal$im
mutacim, jenz maji za nasledek vytvoreni nové imunofenotypicky unikatni nadorové liniie,
kterd muize byt zodpovédnd i za naslednou rezistenci vic¢i plvodné UCinné 1écbé
(chemoterapie, biologickd cilena 1écba, atd.) Ptrikladem monoklonédlni proliferace je

mnohocetny myelom (téZ plazmocytarni myelom). (3)

Kohler a Milstein vyvinuli techniku, ktera umoznuje in vitro rist bunééné populace
jednoho klonu produkujiciho protilatky zadané specificity. Prvni faze piipravy probiha
stejné¢ jako ptiprava polyklonédlnich protilatek. Zvife, nejCastéji myS, je imunizované
vybranym antigenem. Ze sleziny imunizovaného zvifete je pfipravena buné¢na suspenze,
kterd je nasledné fhzovana s relativné nesmrtelnymi myelomovymi bunkami. Fuze
slezinnych a myelomovych bun€k se provadi v prostiedi, které stimuluje fuzi membran, po

niz nasleduje fuze jaderna. (4)

1.4 Antigeny

Antigeny jsou latky, které jsou schopné vyvolat imunitni odpovéd’ organismu
formou specifické vazby antigenu s protilatkou za vzniku imunokomplexli. Antigeny maji
riznorody pivod, mohou to byt cizorodé latky z vnéjsiho prostiedi (exoantigeny), infekéni
mikroorganismy a jejich slozky. Antigeny mohou pochazet i z vlastniho organismu a
nazyvaji se autoantigeny. Alergen (exoantigen) ma schopnost u senzibilizovaného jedince
vyvolat patologickou alergickou imunitni odpovéd’. Superantigen je exoantigen (Casto
produkt infekénich mikroorganismii), ktery vyvola "nespecificky" aktivaci velkého poctu
T-lymfocytd nezéavisle na jejich antigenni specifité, vedouci k polyklondlni T-bunécné
aktivaci s masivnim uvolnénim cytokint.. Antigeny mohou mit jakoukoliv chemickou
strukturu, maze se jednat o proteiny, peptidy (fetézce aminovych kyselin) a polysacharidy.
Nekteré latky, naptiklad lipidy a nukleové kyseliny, se stavaji antigeny jen v piipade,
pokud se kombinuji s proteinovym & polysacharidovym nosi¢em. Cast antigenu, ktera je
rozeznavana imunitnimi receptory, se nazyva epitop. Antigen S protilaitkou a

komplementovanymi fragmenty se ozna¢uji imunokomplexy. (6)
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1.5 Metody podobné imunohistochemii

Nasledujici metody lze vyuzit v oboru specifickych priukazi tkanovych a
bunéénych struktur. S imunohistochemii jsou spojeny historicky, pouzitim podobnych
principti a zpracovanim vzorku v laboratofi. Vyuzivaji se k podobnym tucelim jako

imunohistochemie. Tyto metody zafazujeme to tzv. afinitni histochemie. (3)

1.5.1 Insitu hybridizace

Je metoda, ktera umoziiuje lokalizaci a identifikaci specifické sekvence nukleotidl
v DNA. Vyuzivame procesu denaturace a reasociace DNA. Slovo hybridiza¢ni v nazvu
znamend, Ze se dle pravidel komplementarity spoji vlakno vySetfované DNA s druhym
vlaknem — sondou, kterd byva znacena (napft.: fluorescencn¢). K hybridizaci dochazi ptimo
ve vySetfovaném biologickém materialu, tedy na mist¢ (in situ), nikoli na izolované
struktufe. Nejcastéji vyuzivanou metodou hybridizace in situ je metoda fluorescenéné in

situ hybridizace (FISH), pii které se pouzivaji fluorescencné znacené sondy. (3)
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2 NADOROVE MARKERY

Marker je molekula, ktera se naléza v krvi, jinych té€lnich tekutinach nebo tkanich a
slouzi jako ukazatel normalniho nebo abnormélniho procesu, stavu nebo nemoci, napiiklad
nadorového onemocnéni. Kazdy typ buiiky ma svij unikatni molekularni "podpis", ktery
Ize oznadit jako marker a vypovida o aktivité¢ a Grovni bunky (schopnost gend a proteint
spliovat jejich funkce). Markery jsou tedy piredmétem meéfeni nebo hodnoceni
fyziologickych nebo patologickych procest, odpovédi na 1éky nebo 1é¢bu. Existuje velké
mnozstvi markerd, které mohou zahrnovat proteiny (enzymy, receptory), nukleové
kyseliny (microRNA nebo jina nekodujici sekvence RNA), protilatky, peptidy a dalsi.
Mohou byt zachyceny v krevni cirkulaci (plnd krev, sérum, plazma) nebo v exkretech a
sekretech (stolice, mo¢, sputum) a tim padem snadno dosazitelné neinvazivng, odbér tkané
je jiz invazivni zékrok. Genetické markery mohou byt zdédény a detekovany jako sekvence
v zarodecné linii DNA izolované z plné krve, sputa, bukalnich bunék nebo v somatickych
bunkach identifikované jako mutace v DNA, ktera je odvozena od nadorové tkané. Pojem
nadorovy marker definuje latku indikujici pfitomnost nadoru, kterd je bud’ produkovéana
nadorovou tkani, ¢i se jednd o nespecifickou reakci organismu na pfitomnost neoplazie
v organismu. Od latek produkovanych normalnimi bunikami se odliSuji kvalitativné
(naddorové specifické — normalnimi buiikami produkované minimalné) nebo kvantitativné

(s nadory asociované — i vV nenadorovych bunkach pfitomné). (7)

2.1 Diagnosticka role

Markery maji Siroké klinické vyuziti v onkologii, naptiklad sledovani pribchu
nadorového onemocnéni (follow-up), kontrola efektu terapie, progndéza nddorového
onemocnéni nebo pii podezieni na nddorové onemocnéni neznamého puvodu. Nadorové
markery nejsou vhodné pro screening nadorovych onemocnéni (kvili nedostate¢né
senzitivité), staging (nemaji dostateCnou rozliSovaci kapacitu mezi jednotlivymi stadii
onemocnéni). Je dilezité, aby podstoupily piisné analytické a klinické zhodnoceni a
posouzeni klinické uzitecnosti pied zaclenénim do bézné klinické praxe. V neddvné dobé
se znalost nadorovych markert velice rozsifila, jelikoz nabizi ptilezitosti ke zlepSeni stavu
pacientll s malignim nadorovém onemocnénim zvySenou ucinnosti detekce a 1éCby.
Nadorovd onemocnéni jsou pfi¢inou vyssi morbidity i mortality obou pohlavi. Nadory
hlavy a krku patfi mezi Sest nejcastéjSich pfi¢in nadorového onemocnéni celosvétove.
Castgji jsou diagnostikované az v pokro¢ilé fazi onemocnéni, kdy je vétina pacientd
indikovana k paliativni péci. (7)
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2.2 Znaceni protilatek (markeri)
K lokalizaci cilové struktury (Ag) pomoci imunohistochemie je potiebné mit

protilatky oznacené nejcastéji enzymem, fluorochromem nebo radioizotopem. (4)

2.2.1 Znaceni enzymem

ZnaCeni enzymem je velmi casto pouzivany zpusob znafeni Ab v enzymové
imunohistochemii, kde koneénym produktem je barevna reakce stabilni pro svételnou
mikroskopii. Metody vyuzivaji enzym-substratové reakce, které konvertuji rozpustné

bezbarvé chromogeny do nerozpustnych barevnych produkti. (3)

Casto pouzivanym enzymem je kienova peroxidaza, kterou oznalujeme piimo
primarni protilatku, sekundéarni protilatku, pfipadn€ i avidin, kterému se tika streptavidin.
Nejbéznéjsi chromogen pro tento enzym je 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB).

1)

2.2.2 Znaceni fluorochromem

Toto znaceni se pouziva pii imunofluorescenci. Princip tohoto znaceni je v tom, ze
fluorofory po ozafeni (excitaci) svétlem urcité vinové délky vyzatuji (emituji) svétlo jiné
vlnové délky. ProhliZzeni v mikroskopu je umoznéno pomoci filtrii, které propousti jedno
prochazejici zafeni. Protilatky jsou chemicky konjugovany s fluorochromem. Casto se
oznacuje = pomoci  Cyaninu, Alexa  Fluor,  Fluoresceinu  isothiokyanatu,

aminometylkumarinu nebo pomoci Texas red, a dalsi. (1)

2.2.3 Znaceni radioizotopem
Tento typ znaCeni se v imunohistochemii nepouziva pfili§ Casto, jelikoz existuji

nov¢j§i metody, které nepouzivaji radioaktivni zateni (napf. ELISA) a nejsou tolik

nakladné na zabezpeceni. Obcas se vyuzivaji v onkologii a endokrinologii. (8)
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3 IMUNOHISTOCHEMICKE MARKERY V
DIFERENCIALNI DIAGNOSTICE NADORU HLAVY A
KRKU

Néadorova transformace je mnoha krokovy déj. Mezi klicové vlastnosti nddorovych
bunck patii nestabilita genomu, necitlivost k signalim zastavujici bunécny cyklus, naruseni
apoptozy, neomezeny replikacni potencial, sobé&stacnost v produkci ristovych signald,
schopnost zakladat metastazy, posileni angiogeneze, pieprogramovani energetického

metabolismu a vyhybani se imunitni destrukci. (9)

Maligni onemocnéni jsou casto vysledkem somatické zmény genu, které mohou
vzniknout ztratou funkce (loss-of-function) v nadorovych supresorovych genech nebo
ziskem nové funkce (gain-of-function) v proto-onkogenech. Nicméné i pfes vyznamné
pokroky ve vyzkumech v poslednich desetiletich stile nezname piesné molekularni

mechanismy nadorovych onemocnéni. (10)

K odliSeni typu nddorového onemocnéni v piipadé diagnostickych obtizi pfi
hodnoceni pouze z  hematoxylin-eosinového  preparatu ~ mohou  napomoci
imunohistochemické markery. U vybranych nadord hlavy a krku lze vyuzit markery
SOX10, GATA3, HMGA2 a MYB, jedna se ptedevSim o transkripni faktory.
Transkripéni faktory (TF) jsou proteiny s DNA vazebnymi doménami, které se tcastni
(samostatné nebo jako soucast komplexu) navazovani na rozpoznavaci prvek zesilovace

(enhanceru) nebo na promotor, ktery reguluje asociovany gen. (11)

Proto jsou geny, exprimujici TF, zapojeny do regulace genové exprese. Uvadi se, ze
v lidském genomu je kédovano piiblizné 2000 rtiznych gent kodujicich TF, z nichZ mnohé
jsou exprimovany zpusobem specifickym pro dany bunécény typ, aby synchronizovaly
programy genové exprese, které jsou zakladem fady bunénych procesii. Casto je

pozorovano, ze lidské nadorové bunky vykazuji trend deregulace genti kodujicich TF. (12)

3.1 SOX10
Geny rodiny SOX piedstavuji zhruba 20ti ¢lennou skupinu gent, jejichz produkty -

proteiny-transkripcni faktory sehravaji kliCovou roli v determinaci pohlavi, diferenciaci ¢i

maturaci bunék. (10)
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Jednim z genti SOX rodiny je gen SOX10 (SRY-related HMG-box 10) spadajici do
podskupiny SOX E spole¢né s geny SOX 8 a SOX 9. SOX10 je genem, ktery predstavuje
klicovou roli pfi embryonalnim vyvoji mnoha tkdni a organti. Béhem embryogeneze se
SOX10 gen aktivuje v bunikach neuralni listy. Tyto buiiky migruji pfi vyvoji michy do
specifickych oblasti embrya, kde podminuji bunécnou diferenciaci a proliferaci zejména

nervovych buné€k a melanocyta. (13)

Vazba SOX10 genu na DNA je zprostiedkovana vazbou tzv. vysoce
konzervovanou doménou vysoké mobility = ,high mobility group domain*“ (HMG).
Dutkazy ukazuji, Ze osud bunék a diferenciace hlavnich vyvojovych procest jsou fizeny
pravé SOX transkripénimi faktory, dale také naznacuji, Ze dysregulace SOX TF muze

vyvolat progresi nadorového onemocnéni. (10)

SOX10 je pouzivan zejména k diagnéze nadori ze schwanovych bunck a
melanocytd, obzvlast¢ maligntho nddoru zpochvy periferntho nervu a maligniho
melanomu. Imunohistochmie vyuzivajici monoklonalni protilatku anti-SOX10 ma
konzistentni vysledky a proto ji lze vyuzit v praxi. Nadory slinnych zlaz jsou relativné
vzacné, morfologicky rozmanité a heterogenni, jejichz epitelialni struktury se déli do Ctyf
¢asti: aciny, vmezetené vyvody, zZihané vyvody a exkre¢ni vyvody. SOX10 je exprimovany
Vv acinarnich bunkach, myoepitelialnich bunkach acini a v luminalnich i abluminalnich
bunkach vmezetenych vyvodi. Exprese SOX10 odlisuje dva podtypy nadori slinnych zlaz.
Nadory SOX10 pozitivni jsou acinické karcinomy, adenoidni cystické karcinomy,
epitelidlné-myoepitelidlni karcinomy, myoepitelidlni karcinomy a pleomorfni adenomy,
véetné komponenty pleomorfniho adenomu v karcinomu ex pleomorfnim adenomu.
Druhou skupinu piedstavuji SOX10 negativni, mezi néz se fadi salivarni duktélni
karcinom, mukoepidermoidni karcinom, onkocytarni karcinom, onkocytomy a Warthintiv
tumor. SOX10 byl exprimovan dale v solidnich nebo morfologicky nespecifickych
nadorech slinnych Zlaz, ale jeho exprese neni popisovana ve Spatné diferenciovaném

spinocelularnim karcinomu. (14)

3.2 GATA3

GATA vazajici protein 3 (GATAZ3) je zinc finger transkrip¢ni faktor, ktery se podili
na regulaci normalniho vyvoje prsu, T-lymfocytt, ledvin, nervi a kuze. GATAS3 je
jadernym imunohistochemickym markerem, jenZ je exprimovany zejména v novotvarech

mamarniho a urotelialniho pivodu. Kvili podobnosti slinné a prsni Zlazy je mozno vyuzit
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GATAS3 barveni téz salivarniho pivodu a za urcitych okolnosti miize byt uzite¢nym
markerem k urceni podtypt pravé nadord slinnych zlaz. GATA3 je pozitivni pfedevsim v
salivarnim duktalnim karcinomu a sekrec¢nim karcinomu (mamarniho typu), pravé tyto
nadory jsou morfologicky podobné nadortim prsu. Negativni GATAS exprese je udavana v
acinickém karcinomu low-grade adenokarcinomu a polymorfnim low-grade karcinomu. |
prestoze GATA3 marker nelze vyuzit k odliSeni priméarniho nadoru slinnych zlaz od
metastaz karcinomu prsu, stadle ma vyuziti pfi rozliSovani subtypt nadort slinnych zlaz.

(15)

3.3 MYB

MYB je transkripcni faktor, ktery byl u ptaki identifikovan jako virovy onkogen
(v-MYB). Jeho bunécny protéjsek byl nasledné izolovan jako c-MYB, ktery ma tfi funkcni
domény: DNA vazebnou doménu, transaktivacni doménu a negativni regulacni doménu.
Pro pieziti je c-MYB nezbytny. Delece obou alel genu vede k embryonalni smrti. MYB je
vysoce exprimovan v hematopoetickych bunkach, nervové tkani a je nutny pro vyvoj T, B
lymfocyti. Navic byla nalezena aberantni exprese MYB v fad¢ solidnich nadorovych

bungk a leukémie. (16)

34 HMGA?2
Strukturni chromatinové proteiny High Mobility Group A (HMGA) patii mezi

jedny z nejvice Siroce exprimovanych proteind asociovanych s nadorovymi onemocnénimi.

Jejich nadmérna exprese koreluje se Spatnou prognézou. (17)

Krom¢ toho dysregulace HMGA v dusledku specifickych chromozomalnich
preskupeni je pfitomna u Siroké skaly béznych benignich mezenchymalnich nadord, diky
¢emuz jsou geny HMGA fazeny mezi nejcastéji preskupené geny v lidskych nadorech.
Data naznacuji kritickou roli nadmérné exprese HMGA také pii genezi hypofyzarnich
adenomi. Proteiny HMGA, zahrnujici HMGAL1 (izoformy HMGALl, HMGA1b) a
HMGA2, jsou strukturni jaderné faktory, které se podileji na remodelaci chromatinu a
genové transkripci genu, protoze jsou kliCovymi aktéry a kofaktory pfi sestavovani

transkriptomi nebo enhanzomu riznych gent. (17)

Protein HMGA je tvofen tfemi vazebnymi doménami DNA obsahujicimi kratké
bazické repetice, tzv. AT-hacky, schopné vézat vazby bohaté na AT sekvence v malé

drazce DNA a kysely karboxy-terminalni konec. Kazdd z téchto domén je koédovana
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odlisnym exonem prislusného genu, ktery je umistén bud’ na lidském chromozomu 6p21
(HMGA1) nebo 12q13-15 (HMGAZ2). Exprese HMGA je velmi vysoka béhem
embryogeneze, zatimco v diferencovanych dospélych tkanich je nedetekovatelna nebo jen

velmi nizka, pfi¢emz je omezena, alespon pro HMGAZ2. (17)
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4 NADORY HLAVY A KRKU

Mezi nadory hlavy a krku patii nadory hornich cest dychacich, oblasti polykani,
slinnych Zlaz, dale nddory dutiny Ustni a jazyka a vSech okolnich struktur, jako jsou kize,
nervy, cévy a dal§i tkdn¢. Nadory hlavy a krku jsou vétSinou diagnostikovany az v
pokrocilém stavu onemocnéni a to i piesto, Ze je tato oblast pfistupna riznym klinickym
vySetienim. Problematicka je ov§em i nemoznost fesit vétsinu nadorovych onemocnéni, jak
benignich, tak i malignich, z této lokality dostatecné radikalné chirurgicky odstranit
z divodu blizkosti dulezitych orgdnovych a nervové-cévnich struktur, jejichZ odstranéni by
mélo mutilujici nésledky pro pacienta a zhorSovaly by spolecenské uplatnéni a mnohdy 1

zaclenéni do bézného Zivota. (18)

Na vznik téchto nadort hlavy a krku ma vliv fada faktort, predev$im vné&jsi
prostfedi, velmi Casto se vyskytuji u kufakd, alkoholikl a zejména pti sou¢asném uzivani
jak nikotinovych, tak alkoholickych latek, karcinogenné¢ plisobi také dalsi navykové latky,
naptiklad marihuana. Dale mohou onemocnéni vyvolat viry, pfedev§im virus HPV (lidsky
papilomavirus), ktery je spojovan s nadory orofaryngu. Nepiiznivé pisobi geneticka

predispozice, $patna vyziva a hygiena. S vékem stoupa incidence nadoru hlavy a krku. (19)

4.1 Patologie slinnych Zlaz

Slinné zlazy obsahuji jednak parové velké zlazy (piiusni zlazu, podcelistni a
podjazykové) a jednak malé, které jsou rozptyleny v celém hornim aerodigestivnim traktu.
Slinné zlazy jsou histologicky tuboalveolarn¢€ usporadané. Periferni aciny jsou ¢lenény na
Cisté serdzni, mucindzni nebo smisSené. Strukturdlné se sestavaji ze dvou vrstev bunék
luminélnimi, slinami produkujicimi a abluminalnimi myoepitelidlnimi butikami, které maji
schopnost kontrakce. Na aciny navazuji kratké interkalované vyvody s luminalnimi
kubickymi buniakmi a abluminalnimi myoepitelialnimi bunkami. Interkalované vyvody
navazuji na dlouhé zihané a exkrecni vyvody, které jsou tvofené luminalnimi oxyfilnimi
bunikami, tak i abluminalnimi bazalnimi bunkami. Aciny piiusni zlazy se sestavaji
prevazné ze serdznich bunck, zatimco v submandibularnich a menSich zlazach zahrnuji
smés seroznich a mucindznich bunék a v sublingvalni Zlaze prevazuji mucindzni buiky.
Slinné zlazy vyprodukuji kolem 1000 ml slin za den, produkce je fizena vegetativnim

nervovym systémem. (20)
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4.2 Benigni nadory

Benigni nadory slinnych zlaz jsou nejcastéjsi. Charakterizuji se jako ohranic¢ené
utvary, pomalu rostouci utvary, které jsou opouzdiené a pohyblivé. Buiky téchto nadorti
jsou zralé a diferenciované, rostou expanzivné. Benigni nadory nemetastazuji, ale jsou

popsané vzacné vyjimky u pleomorfniho adenomu. (21)

Benigni nadory lze 1épe operovat v porovnani s invazivné rostoucimi malignimi
novotvary, Vv nékterych piipadech sta¢i prostd enukleace tumoru, ale i pfesto nékteré
benigni nadory mohou recidivovat pii nekompletnosti excize, kterd muze byt dilem

prostorem limitovaného chirurgického opera¢niho piistupu v oblasti hlavy a krku. (22)

4.2.1 Pleomorfni adenom

Pleomorfni adenom (PA) je benigni nador s variabilnimi cytomorfologickymi rysy.
Pro diagnostiku PA je nezbytna identifikace epitelidlnich a myoepitelidlnich/stromalnich
slozek. PA je nejbéznéjSim nadorem slinnych zlaz u déti i dospélych a vyskytuje se u

vvvvvv

obvykle samostatné rostouci, ale mohou se téz objevit metachronni a synchronni nadory.

(18)

Makroskopicky je PA pevna, mobilni, dobfe ohrani¢ena l1éze. Na fezu je svétle
hnéd¢ az Sedé barvy s chrupavcitymi rysy a misty degenerativnimi €i cystickymi zménami.
Nadory jsou slozeny z variabilnich epitelidlnich a myoepitelidlnich/stromélnich bunék.
Buiikky PA mohou vykazovat spektrum fenotypt, ovalné, vietenité, epitelioidni, se svétlou

cytoplazmou a plazmacytoidni smichané v chondromyxoidni stromatu. (18)

Geneticky profil je u 70 % PA charakterizovany translokaci ¢i intrachromosomalni
pfestavbou, které resultuji v genové fuze zahrnujici transkripéni faktory PLAGI na
chromosomu 8gl2a HMGAZ2 na chromosomu 12q14-15. Recidiva PA muze vzniknout,
pokud je PA multinoduldrné uspotadany a nadorové struktury PA dosahuji do resekéni
linie. Metastazujici PA je histologicky nerozeznatelny od PA, byl popsany v 81 ptipadech.
(23)
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4.2.2 Myoepiteliom

Myoepiteliom (ME) je benigni nador slinné zlazy slozeny témét vyhradné z bunék s
myoepitelidlni diferenciaci. Muzi a Zeny jsou postizeni se stejnou frekvenci. VétSina
nadord se vyskytuje u dospélych, ale byly hlaseny vzacné ptipady u déti. Myoepiteliomy
se vyvijeji nejcastéji v piiusni zlaze, nasleduje tvrdé a mekke patro. Tyto typy nadort jsou
na fezu lesklé Zlutohnédé barvy. Histologicky jsou OC tvofeny hnizdy nebo pruhy
kulatych az polygonalnich bunék, s centraln¢ umisténymi jadry a variabilnim mnozstvim
eosinofilni cytoplazmy. Mohou byt pfitomny pfilezitostné kandlky a mezibunééné

mikrocystické prostory. Recidivy ME jsou vzacné, asociované s inkompletni excizi. (18)

4.2.3 Bazocelularni adenom

Bazocelularni adenom (BA) je benigni nddor slinnych Zlaz slozeny z malych
bazaloidnich bun¢k s obasnymi vnitinimi duktalnimi epitelidlnimi. BA ptedstavuje 1-3,7
% vsech nadori slinnych zlaz. Nejcastéji se vyskytuji u starSich pacientd. VétSina BA se
vyskytuje ve velkych slinnych zldzach, hlavné v pfiusni zldze, po niz nasleduje
submandibularni Zl4za, tento typ nadoru je v menSich Zlazach velmi vzacny. Nadory jsou

typicky dobie ohrani¢ené a pohyblivé solitarni hmoty. (18)

Histologicky jsou popisovany Ctyfi riistové vzorce solidni, tubularni, trabekularni a
membran6zni — ale je pravdépodobné, ze ve skutenosti existuji pouze dvé samostatné
biologické entity, nemembrandézni a membranézni BA. Nemembran6zni BA ptedstavuji
¢ast spektra myooepiteliomu a PA. Néadory jsou vejcité, dobfe ohrani¢ené masy, ve kterych
jsou ostrivky, hnizda a tramce bazaloidnich bun€k obklopeny odliSnou tenkou PAS-
pozitivni bazalni membranou. Membran6zni BA (dermalni analogovy nador) se vyskytuje
pfevazné u muzi a mize byt multicentricky. Mikroskopicky nejsou opouzdieny a jsou
multinodularni. Nejcharakteristic¢téj$im znakem je depozice velkého mnozstvi hyalinniho
bazéalniho membranového materialu, ktery je jasné eosinofilni a PAS pozitivni. Recidiva u
nemembrandzniho BA je extrémné nizka. Terapeuticky je lokalni excize s €istymi okraji
dostate¢na. Naproti tomu az 25 % membrandzni BA po chirurgickém zakroku recidivuje,

coz je pravdépodobné odrazem multicentricity tumoru. (20)
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4.2.4 Warthinuv tumor

Warthintv tumor (WT) je benigni nador slinnych zlaz sloZzeny z onkocytarnich
epitelidlnich bun€k lemujicich duktalni, papilarni a cystické struktury v lymfoidni
stromatu. WT je druhym nej¢astéjsim nadorem slinnych zlaz, coz predstavuje ptiblizné 5-
15 % vSech nadort slinnych Zlaz. Tyto nadory obycejné postihuji jednotlivce v Sesté az
sedmé dekad¢ Zivota. Byla zaznamendna mirna dominance u muzi. Nadory byly spojeny s
koufenim cigaret ¢i radiacni expozice jsou spojeny se vznikem WT. Rovnéz byla popsana
souvislost mezi nadory WT, autoimunitnimi chorobami a infekci EBV. WT jsou témér
vyhradné lokalizované v pfiusni zlaze, ale nckdy se vyskytuji v periparotidedlnich
lymfatickych uzlindch. Vétsina naddort se nachazi v dolnim pdlu ptiusni zlazy. Nadory se
obCas vyskytuji multifokdln€, bud’ synchronné¢ nebo metachronné, ve stejnych nebo

dvoustrannych zlazach. Mohou byt spojeny s jinymi typy nadora slinnych zlaz. (18)

Klinicky se manifestuji bezbolestnymi, pomalu rostoucimi a fluktuujicimi otoky.
Bolestivost nebo ochrnuti obliceje jsou neobvyklé, ale mohou se objevit v metaplastické
varianté. WT jsou dobfe ohrani¢ené kulovité az ovalné masy. Na fezu jsou solidné ¢i
multicysticky s papilarnimi formacemi. Terapie je chirurgickd, kompletni chirurgicka

excize s adekvatnimi okraji je postacujici. WT recidivuje vzacné. (18)

4.25 Onkocytom

Onkocytomy (OC) jsou benigni nadory slinnych zlaz tvotfené bunikami s granularni
— na mitochondrie bohatou cytoplazmou. Vétsina OC je lokalizovana v piiusni slinné zlaze
s maximem mezi 50. — 70. rokem Zzivota. Né&ktefi pacienti s onkocytarnimi nadory maji v
anamnéze piedchozi radiani expozici. Nejcastéji se jedna o bezbolestnou 1ézi.
Makroskopicky je OC dobie ohrani¢eny, lobularné uspoiadany, Cervenohnédé barvy.
Histologicky jsou OC tvofeny husté eosinofilni granularni cytoplasmou s centralné
lokalizovanymi vezikularnimi jadry sjednim prominujicim jadérkem. Mohou rlst
v pruhovitych trabekularnich nebo dukty-napodobujicich formacich. Nador muze byt
slozen i zcela z jasnych (clear-cell) bunék nebo muze mit vlastnosti onkocytarniho

lipoadenomu. (20)

Terapie OC spociva v chirurgické excizi. Recidivy jsou vzacné, ale ve zbytkové
parotidé se mohou objevit dalsi onkocyty. Byla hlaSena souvislost mezi vyraznou zmeénou

Cistych bungk a opakujicim se a bilateralnim onemocnénim. (24)
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4.3 Maligni nadory

Maligni nadory se vyznacuji rychlym ristem, nepfesnym ohrani¢enim a zpravidla
nejsou opouzdiené a pohyblivé. Buiikky malignich naddora jsou méné diferencované, nezralé
s ¢etnymi mitdozami véetné atypickych. Nadory metastazuji a rostou infiltrativné. Mohou

vést k anémii, kachexii a dal§im zdravotnim komplikacim. Operativné jsou hiie pfistupné.

(21)

4.3.1 Acinicky karcinom

Acinicky karcinom (AciK) je zhoubny novotvar slinnych zlaz slozeny z
nadorovych bungk s acinarnimi rysy. Primérny vek pacienta v dobé onemocnéni je 50 let,
AciK je druhym nejc¢astéj$im onemocnénim slinnych Z1az u déti. P¥iusni zlaza je postiZzena
az v 90 %. AciK je pomalu rostouci léze, ¢asto multinodularné uspotadana, mize byt
fixovana na kuzi. Jedna tfetina pacientli trpi bolesti a mlize se rozvinout obrna facidlniho
nervu. AciK je tvofeny acinarnimi a duktalnimi bunikami. Histologicky vykazuje solidni,
mikrocystické, papilarné cystické, makrofolikularni struktury. Acinarni bunky AciK maji
vlastnosti ser6znich acinarnich bun€k s bazofilni granulovanou cytoplasmou s pfitomnosti
zymogennich sekre¢nich PAS pozitivnich granul; jsou polygondlni, s kulatym a
excentricky ulozenym jadrem. Agresivita je vys$$i u nadort velkych slinnych zlaz. AciK
metastazuje do regionalnich krénich uzlin, je schopen zakladat vzdalené metastazy

hematogenni cestou. (18)

Diferencidlni diagndéza zahrnuje sekre€ni karcinom mamarniho typu,
mukopeidermoidni karcinom a svétlobunécné tumory zejména hyalinizujici svétlobunéény

karcinom a metastaza svétlobunécného renalniho karcinomu. (20)

4.3.2 Mukoepidermoidni karcinom

Mukoepidermoidni karcinom (MEK) je maligni nador slinnych zlaz rostouci
solidn¢ ¢i cysticky. MEK se vyskytuje v Sirokém vékovém rozpéti a je nejCastejsi
malignitou slinnych zlaz u déti a mladych osob s maximalnim vyskytem ve druhé dekadé
zivota. Priusni Zlaza je nejbéZnéjSim mistem MEK, nésleduji slinné Zlazy patra,
submandibulédrni Zlaza, dal$i intraordlni mista a malé Zzlazy. Primarni intraosedzni

Mukoepidermoidni karcinomy jsou vzacné. (18)

Nédory jsou obvykle ptfitomny jako mekka, pevné ohrani¢ena ¢i infiltrativné
rostouci 1éze, Casto s cystickou slozkou. MEK je tvofen riznym mnoZzstvim razné cetné
zastoupenych bun¢k mucindzni, skvamoidni a intermedidlni diferenciace. Mucin6zni
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buniky prevazuji v cystické variant¢ MEKu. V MEK byla popsédna translokace t(11;19)
s fuzi CRTCI-MAML2 genli a v menSim mnozstvi pifipadi dale t(11;15) s CRTCS3-
MAML2 genovou fuzi. V diferencidlni diagnoze je nutné zvazit benigni afekce jako
nekrotizujici sialometaplézii ¢i sklerdézujici polycystickou aden6zu. Z malignich 1ézi zase
spinocelularni karcinom, adenoskvamdzni karcinom, karcinom z jasnych bunék, ale i SC.
Nékteré MEK mohu vykazovat rozsahlou onkocytarni metaplazii, kterd mize piekryt
vétsinu nddoru a imponovat tak jako benigni ¢i maligni onkocytarni 1éze. Lécba je

chirurgicka. (20)

4.3.3 Adenoidné cysticky karcinom

Adenoidné cysticky karcinom (AdK) je pomalu rostouci maligni nador slinnych
714z slozeny z epitelidlnich a myoepitelidlnich neoplastickych bunék, které vytvareji rizné
vzory, vcetn¢ tubularnich, kribriformnich a solidnich forem. AdK pfedstavuje méné nez
1 % vSech nadort hlavy a krku a méné nez 10 % vSech nadord slinnych zlaz. Néador se
vyskytuje nejcastéji ve velkych slinnych zlazach, ale vice nez tietina ptipadl je pfitomna v

malych slinnych zlazach dutiny ustni, ¢i sinonasalni oblasti. (18)

AdK je pevna, Sedo-bila, neopouzdiend masa, dosahujici znaéné velikosti.
Pritomnost nekrozy a/nebo krvaceni muze indikovat moznost high-grade transformace.
AdK jsou tvotfené tubularnimi a Kribriformnimi strukturami s variabilnim podilem solidni
komponenty. Nadorové bunky obsahuji malo cytoplasmy, maji malda zahnutd a

hyperchromaticka jadra. (18)

Diferencialni diagnéza zahrnuje primarni nadory — polymorfni low-grade
adenokarcinom, pleomorfni adenom, BA, bazocelularni karcinom ¢i bazaloidni varianty
epitelialné-myoepitelianiho a dlazdicobunééného karcinomu. Geneticky byla v AdK
pospana translokace t(6;9) s fizi MYB-NFIB genti, mén¢ ¢asto byla popsana translokace
t(8;9) s MYBL1-NFIB genovou fuzi. (20)

Pramérna doba pieziti 5 az 10 let je asi 60 %, respektive 40 %, ale vétSina pacientl
na nemoc umird. Hlavnimi prognostickymi faktory jsou misto vyskytu (submandibularni
hor$i nez parotis), histologicky typ rastu, stddium nadorového onemocnéni, perineuralni
infiltrace, ptitomnost AdK v resekénim okraji. Pro obtizné chirurgické feseni AdK 1écba

vyzaduje adjuvantni radioterapii. (20)
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4.3.4 Polymorfni adenokarcinom a kribriformni adenokarcinom

Polymorfni adenokarcinom (PAK) je maligni epitelidlni nador charakterizovany
cytologickou uniformitou, morfologickou diverzitou a infiltrativnim riistem. Synonymem
pro tento typ nadoru je polymorfni low-grade adenokarcinom a kribriformni
adenokarcinom (KA). Kribriformni adenokarcinom se vSak v posledni dobé od PAK
odlucuje a jsou snahy o jeho identifikaci jako samostatné jednotky. PAK nejcastéji
postihuje malé slinné zlazy horniho aerodigestivniho traktu a pifedstavuje druhou
nejcastéj$i nadorovou jednotku v salivarni patologii. Histologicky rostou jednotlivé
nadorové bunky v pruzich, fadach a trabekulech ¢i tubulech, které se koncentricky kupi

kolem nervi a vaskularnich struktur. (18)

Vseobecné se PAK definuje jako low-grade nador s 19 % rizikem relapsu a s 13 —
17 % rizikem zakladani metastdz do lymfatickych uzlin. Naproti tomu KA by mél byt od
PAK odlisovany diky unikatni histologii a vy$$imu riziku lymfogennich metastaz. V 70 %
PAK byla zastizena hotspot aktivace postihujici PRKD1 gen, zatimco v 80 % KA byli
popsané genové translokace zahrnujici PRKD1, PRKD2 ¢i PRKD3 geny. Fakt, Zze KA a
PAK jsou asociované s aktivaci PRKD1 genu ovSem jinymi mechanismy, pfispiva

k nazoru, Ze se jedna od dva odlisné nadory a nikoliv jednu jednotku. (25)

4.3.5 Epitelialné-myoepitelialni karcinom

Epitelidlni-myoepitelialni karcinom (EMK) je maligni nador slinnych Zzlaz
bifazického uspotadani z vnitinich lumindlnich a zevnich myoepitelidlnich bun¢k. EMK je
vzacnéj$i novotvar, ktery predstavuje méné¢ nez 5 % vSech malignit slinnych zlaz.
Vyskytuje se nejcastéji v 6. a 7. dekad¢é zivota s mirnou pirevahou v muzské populaci.
zahrnuji sinonasalni dutinu a patro. EMK obvykle roste multinodularné a je
charakterizovana dvouvrstevnatym uspofddanim malych vnitinich luminalnich duktalnich
bunék s hustou eosinofilni cytoplazmou a wvné&jSich ablumindlnich polygonalnich
myoepitelialnich bun¢k s Cistou cytoplazmou. Strukturné je tento typ nadoru podobny
myoepitelidlnimu karcinomu (MK). EMK je obvykle indolentni, ale lokdlni relaps neni
vzacny, zatimco hematogenni diseminace a metastdzy do lymfatickych uzlin vzacné jsou.

(18)
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4.3.6 Svétlobunécny karcinom

Svétlobunécny karcinom (SBK) slinnych 714z je low-grade maligni nador sloZzeny z
malignich bunék s vodojasnou cytoplazmou, s nebo bez hyalinizace. Tento nador je
Cast¢jSi u zen v rozmezi 5.-8. dekady zivota. SBK se nejcastéji vyrusta z malych slinnych
zl4z patra a na jazyku. SBK se nej¢astéji manifestuje otoky a moznou povrchovou ulceraci,
doprovazenou bolesti, invazi do kosti ¢i fixaci k mékkym tkanim. Nadory se vyskytuji jako

Spatn¢ ohrani¢ené, tuhé, Sedo-bilé 1éze. (18)

Vyraznd hyalinizace mize byt patrna i makroskopicky. Perineuralni invaze a invaze
do kosti jsou Casté. Histologicky je SBK tvofeny dukty a Zlazovymi prostory zanoifenymi v
hyalinizovaném stromatu obklopujicimi nddorova hnizda, ptechéazejici ve fibrocelularni
myxoidni stroma. Nadorové buiiky jsou polygondlni s dobie vytvofenymi bunéénymi
hranicemi s lehce eosinofilni az vodojasnou cytoplazmou. SBK muze také vykazovat
dlazdicovou a dokonce mucindzni diferenciaci. SBK maji vSeobecné dobrou prognézu,
pokud jsou lé¢ené kompletni chirurgickou excizi. Muze se objevit lokalni relaps s
metastazi do lymfatickych uzlin. Pfipady high-grade transformace SBK s rearanzi EWSR1
genu byly téz popsané v literatufe. (26)

4.3.7 Salivarni duktalni karcinom

Salivarni duktalni karcinom (SDK) je adenokarcinom, ktery se histologicky podoba
duktalnimu karcinomu prsu. Predstavuje asi 4-6 % vSech karcinomt slinnych zlaz. VétSina
pacientd je starSich 50 let, pomér muzi a Zen je piiblizn€ 4:1. Vyskytuje se hlavné v
zlazach. SDK muze vzniknout de novo, ale az polovina ptipadt se vyviji jako maligni

komponenta karcinomu ex pleomorfniho adenomu. (20)

SDK je Spatn¢ ohraniceny, invazivné¢ rostouci nador. Histologicky je SDK podobny
invazivnimu duktalnimu karcinomu. Tento nador se skldda hlavné z bunck s eosinofilni
cytoplazmou s vezikularnimi pleomorfnimi jadry s prominujicimi jadérky. Mezi relativné
neobvyklé varianty SDK patii papilarni, mikropapilarni, na mucin bohata a onkocytarni,
jakoz 1 sarkomatoidni SDK, smés obvyklych karcinomii slinnych duktii a vietenovitych.
Standardni 1écbou je v soucasné dob& kompletni chirurgické excize s radikélni disekei krku

nasledovanou radioterapii nadorového luzka a ptipadné chemoterapie. (20)
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4.3.8 Myoepitelialni karcinom

Obvykle se jednad o nebolestivou 1ézi ptilezitostné rychle rostouci s moznym postizenim
licniho nervu. Histologicky je tvofeny dezorganizovanymi noduly maligné vyhlizejicich
myoepitelialnich bunc€k s invazivnimi okraji. Nadorové buniiky rostou v solidnich,
trabekularnich a retikuldrnich ristovych vzorcich, stroma miZze byt myxoidni ¢i
hylinizované. Nadorové buiiky jsou IHC pozitivni s myoepitelidlnimi markery. EWSRI1
genové rearanze byly popsané v podskupiné MK s agresivnimi znaky, nekrézami a
s predominanci bun¢k s vodojasnou cytoplasmou. MK ma rozmanité chovani a sklon
k distalnim (obvykle plicnim) metastazam. Jedna tfetina pacienti je lé¢ena resekci a u

jedné tfetiny pacientll Se vyvine metastatické a progresivni onemocnéni. (18)

4.3.9 Sekreéni karcinom mamarniho typu

Sekrec¢ni karcinom (mamarniho typu) (SK) je nedavno popsany nador slinnych zlaz
s prestavbou genu ETV6. Jak nazev napovida SK je histologicky a imunohistochemicky
podobny sekreénimu karcinomu prsu. SK je typicky ptitomen u dospélych, primérny vék
46,5 let srovnomérnym zastoupenim muzui a zen. Nejcastéji je lokalizovany v pfiusni

slaze. (20)

Nadory jsou gumovité a bilo-hnédé, dobie ohranicené, ale neopouzdiené 1éze. SK
vykazuje lobularni zptsob rustu. Ve vétSiné piipadi je SK slozena =z
mikrocystickych/solidnich a tubularnich struktur. Builky maji eosinofiln¢ granuldrni a
vakuolizovanou cytoplasmu s malymi, uniformnimi jadry. Nadorové bunky maji low-grade
vezikuldrni kulatd az ovalna jadra s jemné granularnim chromatinem. Geneticky profil SK
je charakterizovany nespecifickou translokaci t(12;15) s fuzi ETV6-NTRK3 gend, ktera je
ptitomna v 95-98 % piipadi. SK je low-grade malignita, charakterizovana mirnym rizikem
lokalni recidivy (15%) a metastaz v lymfatickych uzlinach (20 %) a nizkym rizikem

vzdalenych metastaz (5 %). (20)

4.3.10 Bazocelularni karcinom

Bazocelularni karcinom (BK) je maligni nddor sloZeny z bun¢k bazalniho typu s
tendenci k invazi a potencidlem zakladat metastdzy. BK je vzacny, pfedstavuje ptiblizné
2 % karcinom1 slinnych Zlaz. VétSina ptipadi se vyskytuje u pacientl starSich 50 let a u
obou pohlavi se stejnou incidenci. Obvyklym mistem vyskytu je ptiuSni zlaza, byly vSak

popsany v submandibularnich, sublingualnich a malych slinnych zlazach. (18)
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BK miize dosahovat 7 az 70 mm. Mikroskopicky jsou rozliSovany Ctyfi rastové
vzorce — solidni, tubularni, trabekularni a membran6zni — ackoli se nezda, ze by mély
prognosticky vyznam. Nadorové ostrivky obsahuji smés velkych, bledych a malych
bazaloidnich bun¢k, pficemz posledni z nich obvykle vykazuji periferni palisadovani, i
kdyz je to méné zastoupeno v porovnani s BA. OdliSeni BK od BA je na zdklad¢ jejich
infiltrativniho chovani, perineuralni a lymfovaskularni propagaci, vy$§im mitotickym

indexem a nekrézami. BC se obvykle chova jako maligni low-grade nador. (18)

4.3.11 Karcinom ex pleomorfni adenom

Karcinom ex pleomorfni adenom (Ka ex PA) je epitelidlni a/nebo myoepitelialni
maligni tumor vyvijejici se z primarniho nebo recidivujiciho pleomorfniho adenomu.
Karcinomova slozka mlize byt pfitomna ¢isté v epitelidlni nebo myoepitelidlni s infiltraci
do okolni zlazové a mimo zlazové tkdné. Ka ex PA predstavuje 3,6 % vSech nadort
slinnych 714z a 12 % vSech malignit slinnych zl4z. VétSina ptipadl karcinomu ex PA se

vyskytuje v piiusni zlaze. (18)

Histologicky typ maligni slozky je dilezity. VétSina nadord jsou high-grade
adenokarcinom, obvykle fenotypu SDK. Mezi dalsi typ Ka ex PA patii myoepitelialni
karcinom ex PA, ktery predstavuje 35 % piipadi. Minimaln¢ invazivni Ka ex PA mutze
predstavovat ¢asné onemocnéni. Karcinom ex PA je agresivni malignita s lokalnimi nebo
vzdalenymi metastazami vyskytujicimi se az v 70 % piipadi a celkovou 5letou mirou

preziti Citajici 25-65 %. (18)
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PRAKTICKA CAST

5 CILE

Cilem prace je zpracovani problematiky nadort slinnych zlaz a vyuziti
imunohistochemickych markert, které napomahaji k zisku informaci o ptivodu nadorovych
bunc¢k, kdy je nedostate¢né barveni hematoxylin-eosin. Vyhodnoceni pozitivity a
negativity imunohistochemického barveni pro markery SOX10, GATA3, MYB a HMGA2

u jednotlivych malignich a benignich nédort slinnych zlaz.

6 VYZKUMNE PROBLEMY

K lepsimu posouzeni ptivodu daného nadoru (z jaké bunky vznikl) poslouzi uréeni

pozitivity nebo negativity u jednotlivych typti nadort slinnych zlaz.

7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Praktickou ¢ast své bakalaiské prace jsem zpracovavala v Bioptické laboratofi s.r.o.

v obdobi od 1.3.2019 do 30.11.2019.

VySetfovany soubor se skladal ze vzorkll pacientl, kterym bylo diagnostikovano

nadorové onemocnéni slinnych zlaz.

8 METODIKA

Pro praktickou cast bakalarské prace byl proveden sbér piipadi pacientd s
nadorovym onemocnénim. Nasledné bylo od kazdého typu maligniho a benigniho nadoru
slinnych Zlaz vybrano 10 vzorkt, u neékterych typ nadori nebylo mozné vybrat vSech 10
vzorkl. Ze zpracované tkan¢ se ndsledné provedlo imunohistochemické barveni markery
SOX10, GATA3, MYB a HMGA?2, néasledn¢ se u vybranych naskenovanych ptipadi
provedl popis a celkové se procentualné zhodnotila pozitivita/negativita u jednotlivych

nadora.
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8.1 Zpracovani tkané

Zasady pro odbér a zpracovani materidlu se 1i$i podle typu vzorku tkané, télesné
tekutiny ziskané punkci (punktat), spontdnnim vyloucenim (moc¢, sputum) aspiraci (kostni
dren) nebo stérem ¢i otiskem (otiskova cytologie). Odbér tkdné provadi vzdy I€kafr, ktery
pak cely material odesila patologovi. Vétsi vzorky (napf. prsni excize, resekaty z oblasti
hlavy a krku a tak podobné€) je vhodné oznacit stehem, barevn¢ tusi nebo jinym vhodnym a
viditelnym materidlem. Tkan by méla byt po odebrani vlozena do vhodné nadoby a ihned
fixovana, k tomuto Ucelu se nejCastéji vyuziva pufrovany 10 % formol (tedy 4 %
formaldehyd). Fixacni tekutiny musi byt vzdy dostatecné mnozstvi, doporuceno je 10x
veétsi mnozstvi vzorku, nez je objem tkané. Material urceny k fixaci by mél byt tekutinou
zcela zakryt, aby se zabranilo procesu autolyzy a osidlovani mikroorganismy, které¢ by
mohly tkan znicit a znehodnotit pro nasledujici histologické, imunohistochemické ¢i

molekularné-genetické vysetieni. (4)

Po doruceni materialu je 1ékafem ¢i zkuSenou laborantkou proveden makropopis,
ktery diktuje do diktafonu, makropopis je piiklddan k preparatim odevzdanym
odecitajicimu patologovi. Vzdy se popiSe velikost ve tfech rozmérech, barva, konzistence a
ptipadny vztah k resekéni linii. Konkrétni makropopis a typ ptikrojeni se déje s ohledem
na jednotlivé organy a tkangé. Drobné excize (do 10 mm) se zpracovavaji kompletn€. Pro
velké excize plati vSeobecné jeden fez na jeden centimetr tkdné/tumoru. Proces ptikrojeni
probihd ve specialnich boxech s odsava¢em par, aby dochdzelo k mensimu vdechovani
toxickych wvypara, které jsou obsazené ve fixaCnich tekutindch. Tkan piipravenou
patologem poté umisti laborant do perforovanych kazet, pro lepsi prinik fixativa, dale do

specialnich kost, v nichz probiha dalsi faze fixace. (4)

8.2 Obecna fixace materialu

Ditlezitou ¢asti zpracovani tkané je jeho fixace, aby nedoslo ke znehodnoceni
materialu. Hlavnim cilem je zachovat strukturu buné€k a tkani, kterd se co nejvice podoba
stavu, v némZ se nachazeji zaZiva. Fixace ma zasadni vyznam pro imunohistochemii,
jelikoz spravné rozpoznani povrchovych antigenii zavisi na jejich zachovani v tkanovych
fezech. Zastavenim metabolickych d&ji nebo jejich zpomaleni, stabilizaci enzymu ci
proteinti 1ze dosdhnout nékolika zpisoby. Mezi zakladni metody patii fixaéni roztoky a
pary. Fixace mtize byt provedena také zmrazenim tkan¢ nebo ptisobenim mikroviny, kdy

nedochazi ke ztraté proteinti ve srovnani s metodou chemickou. (3)
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Formaldehyd je nejpouzivanéjsim fixaénim roztokem pro histochemické 1
imunohistochemické ucely. Ve zfedénych vodnich roztocich je pouzivan 4 % roztok
formaldehydu, vétSina formaldehydu je ve formé metylenglykolu CH,(OH),. Formolova
fixace zakryva nékteré funkéni skupiny, jez jsou potencionalni soucasti antigenni
determinanty nebo epitopu hledané¢ho antigenu, toto je nutno zohlednit zejména v
imunohistochemii. Dal§im druhem fixativ jsou koagula¢ni fixativa, nejcastéji alkoholy, do
této skupiny fadime fixaci etanolem, metanolem, pfipadné jejich roztoky (Carnoyova
tekutina, Mathacarn, chloroform-metanol). Pro imunohistochemické metody je z této
skupiny nejvice pouzivany methacarn, jenz uchovava reaktivitu antigennich determinant
lépe nez formol. Glykogen je aldehydy Spatné fixovany, alkoholova fixace zadrzi v
odebrané tkani (nebo tezu) 70 % glykogenu, u formaldehydu je to pouze 12 %.
Nejcitlivéjsi na fixaci jsou enzymy, pro jejichz detekci je nutno vytvorit nefixované fezy z

hluboce zmrazenych bloku. (4)

8.3 Fixace pro imunohistochemické metody

V soucasné dobé je mozno vyuzit rozsédhlé spektrum reagencii, které umoziuji
provést imunohistochemické reakce na béznych fezech, tedy fixovanych pufrovanym
neutralnim roztokem formaldehydu a zalitych do parafinu. Reaktivitu antigenti v IHC
reakci podle vztahu mista zmén k reakénimu mistu antigenu mohou ovlivnit jejich zmény
béhem fixace. Vyrobcem doporuceny zplsob fixace je nutno vybrat pro jednotlivé
imunohistochemické metody. Pouzivanymi jsou nejéastéji aldehydy, 4 % vodny roztok
formaldehydu, ktery ma schopnost udrzet si pH i po piidani kyselého nebo zasaditého
roztoku. Aldehydy reaguji s aminoskupinami aminokyselin a za uréitych podminek
ponechaji enzymatickou a imunoglobulinovou aktivitu, kterd je potiebna pfi

imunohistochemii, kdyz prokazujeme lokalizaci ptislusnych aktivit ve tkani. (3)

8.4 Optimalizace prezentace antigent

prokazatelné, tyto vlivy fixace na tkanové antigenni struktury je mozno zmirnit. Dilezité je
pro dalsi zpracovani tkan oSetfit, aby na povrchu nabizela antigeny primarni protilatce a
nebyly prekryty molekulami, které neumoziuji specifickou reakci. Navraceni antigenni
vlastnosti materialu v blocku zalit¢tm do parafinu Ize dosahnout casteCnou digesci
(natravenim) molekul tkan& proteolytickymi enzymy. Casto pouZivané proteazy pro

imunohistochemické metody jsou trypsin, pepsin, pronaza a ficin, tyto latky maji omezeny
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rozsah ucinnosti a narusuji jen povrchové oblasti proteinti. Nevyhodou je, Zze po aplikaci
téchto enzymil maji tkanové fezy horsi pirilnavost na mikroskopicka sklicka. Ke zvyseni
pfilnavosti se pouzivaji specidlni média, mezi ktera patfi napiiklad APES, Elmerova
zelatina nebo poly-L-lysin). Dalsi vyuzivanou metodou pro obnoveni antigennich struktur
je pusobeni mikrovin, kdy se uplatfiuje tepelny efekt, jenz podporuje chemické reakce a
stabilizuje proteiny. Za normalnich okolnosti vysoka teplota negativné ovliviiuje tkan a
zpusobuje denaturaci bilkovin, zde je vSak vyjimka. Nékteré protilatky pfimo od vyrobce
vyuzivaji mikrovln, jejich vyuziti je také potfeba v pripade, kdy vyrobce zdlirazni ucinek
preparatu pouzitim specialniho detekéniho systému nebo média k fixaci. Laboratote
mohou provadét testovani protilatek na vzorcich, kde porovnavaji a¢innost mikroviln nebo
digesce. Pro urcité latky, naptiklad estrogenni receptor, se pro obnoveni antigenu pouziva
povareni fezu v citratovém pufru v mikrovinné troub€. Pii pohlceni mikrovin dochazi k

ustaleni uspofadani antigenu, tato metoda je pro nékteré IHC metody leps$i variantou. (3)

8.5 Blokace endogenni aktivit enzymii

K prikazu komplexu antigen-protilatka se pouzivaji protilatky znacené enzymem,
nejcastéji to jsou alkalicka fosfataza nebo peroxidaza, tyto enzymy se ale vyskytuji v
piirozené formé¢ v tkanich odebranych na vySetfeni a tudiz mohou narusit vyhodnoceni a
vytvafet faleSné pozitivni reakci, je nutné zablokovat tyto enzymy, respektive jejich
aktivitu. Pokud k prikazu pouzivame peroxidazu, je nutné pouzit 1-3 % roztok H,O, v
metanolu nebo destilované vodé¢ po dobu 20-30 minut, u alkalické fosfatdzy pouzivame v
zaveérecném médiu lavamizol. Pti blokaci avidinu a biotinu pouzivame blok s 0,1-0,01 %
avidinem ve fosfatovém pufru podobu 20 minut. K fale$n¢ pozitivnim vysledkim nemusi
nutn¢ dochazet pouze z diivodu endogennich enzymd, ale zpisobuje je cela fada faktord,
mezi nejcastéjSi patii kontaminace fezi nebo reagencii cizorodymi latkami, reakce
protilatek s podobnymi epitopy na raznych antigenech, nespecificka reakce primarni
protilatky s pojivovymi strukturami nebo interakce tercialnich protilatek s Fc receptory
imunoglobulint pfitomnych ve tkani, poskozeni fezu pii zpracovani, které vede ke Spatné
reaktivit¢ pozadi. Vysycenim tkdn¢ bilkovinami lze ptedchazet nespecifickému
vychytavani specifické protilatky, pouziva se naptiklad nespecifické sérum nebo mléko.

(3)
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8.6 Krajeni histologickych Fezii

Tkén se kraji pomoci mikrotomu na pozadovanou tloustku, nejlépe Sum, kdy se
zachyti jedna vrstva bunék. Takto nakrdjené fezy je potieba ptenést na vodni hladinu a
natdhnout na podlozni sklicko opatiené lepivym prostiedkem. U imunohistochemie je
nutné pouzit takovy prostiedek, ktery je ucinny, trvanlivy a nezplsobuje nespecifickou
reakci. Pro lepsi orientaci v fezu pii imunohistochemické technice vyuzivame piehlednych
typt histologickych barveni (dobarveni jader) pro lokalizaci pozitivni reakce k okolnim

strukturam v fezu. (3)

8.7 Kontrola vysledkii

Faktory putisobici faleSné¢ pozitivni reakci mohou ovlivnit vysledek
imunohistochemického vySetieni, snazime se 0 senzitivitu, specificitu. Pro IHC se zafazuji
negativni a pozitivni kontroly. Negativni kontrolu u IHC reakce ma takovy preparat, ktery
nema prokazovanou protilatku (antigen), pokud jsme vynechali reakci s primarni
protilatkou, ale zaroven obsahuje prokazovany antigen. Pro kontrolu by se méla otestovat i
ucinnost blokovani endogenni aktivity enzyml (peroxiddza) a nespecificka zktizena
reaktivita detek¢niho systému. K pozitivni kontrole pouzivame preparat, o némz vime, ze
obsahuje prokazovany antigen. Zpravidla se kontroly umist'uji na stejné podlozni sklo jako

preparat. (3)

Obrazek 3 Vnéjsi pozitivni kontrola u tkané

5000 pm

Zdroj: vlastni
Zde je na obrazku vétsi vzorek tkdni, v némz detekujeme pfisluSnou protilatku

(konkrétné SOX10). Mensi fez je pozitivni vnéjsi kontrola.
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8.8 Barveni hematoxylin-eosin

Hematoxylin a eosin je nejCastéji pouzivanou histologickou technikou. Je
automatizovany a jasné¢ demonstruje rtuzné struktury tkani. Hematoxylin barvi buné¢na
jadra modro-Cerné, pii¢emz zachovava jaderné detaily, zatimco eosin obarvi bunéénou
cytoplazmu a nejvice pojivova tkanova vladkna v riznych odstinech riizové, oranzové a
cervené. V dneSnich laboratofich se bézné pouzivaji automatizované barvici stroje a

komer¢né pripravené roztoky hematoxylinu a eosinu pro bézné barveni. (27)

8.8.1 Eosin

Eosin je fluorescen¢ni xanthenové barvivo, které se vaze na soli s eosinofilnimi
slouceninami obsahujicimi pozitivni naboj. Je to nejvhodnéj$i barva, kterou Ize
kombinovat s hematoxylinem, aby se prokéazala obecna histologicka struktura tkani. Eosin
ma schopnost rozliSovat mezi cytoplazmou riznych typti bun¢k, vlakny pojivovych tkani a
matric, barvenim téchto struktur do riznych odstinti ¢ervené a rizové. Komeréné je k
dispozici nékolik typt eosinu. Nejrozsifenéjsi je eosin Y, ktery je rozpustny ve vodé a
alkoholu. Jako cytoplazmatické barvivo se obvykle pouziva ve formé 0,5 % nebo 1 %
roztok v destilované vodé s ptidavkem krystalu thymolu. Barveni eosinem muze byt po

fixaci rtuti intenzivni a mohou se vyskytnout obtize pti ziskavani adekvatni diferenciace.

(27)

8.8.2 Hematoxylin

Hematoxylin je pravdépodobné nejbéznéjsim jadernym barvivem. K dispozici jsou
rizné typy, které jsou tfidéné podle pouzitého barviva a podle toho, zda jsou progresivni
nebo regresivni. VSechny z nich dodavaji bunéénym jadrim modrou barvu rizného odstinu
a intenzity. Hematoxylin samotny je aniontové barvivo, a proto nema piiliSnou afinitu k
DNA. U progresivnich hematoxylinti (jako Mayer, Carazzi a Gill) jsou tkan¢ nebo bunky
inkubovany v hematoxylinu, dokud neni dosazeno pozadovaného stupné jaderného
zbarveni. Pro srovnani, v piipadé regresivnich hematoxylini (Harissiiv) se tkané nebo
buiiky inkubuji aZ do dosazeni urcitého stupné nadmérného zabarveni, a poté se Cast
pfebytecného hematoxylinu odstrani ponofenim do kyselého roztoku. Tento proces se

nazyva diferenciace. (28)

Progresivni hematoxyliny jsou proto vhodnéj$i pro pouziti nez regresivni, kviili
absenci diferenciacniho kroku a wvysledné kompatibilit¢ s alkoholové rozpustnymi

enzymovymi / substratovymi produkty. At uz je progresivni nebo regresivni, jakmile je
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dosazeno pozadované urovné jaderného zbarveni, jsou hematoxyliny ,,namodralé*. Pii
kyselém pH hematoxyliny barvi jadra Cervené. Jakmile je vSak hematoxylin vystaven

alkalickému prostfedi, zméni jeho modrou barvu. (28)

Obrazek 4 Barveni HE v acinickém karcinomu

Zdroj: vlastni

8.9 Protilatky pouZité pri imunohistochemii

Tabulka €. 1 Protilatky pouzité pri studii

Cas znovu-
Protilatka Klon Roztok ziskani anti- Zdroj
genu
GATA3 L50-823 1:200 CC1/52 min. BioCareMedical
SOX10 polyklonalni 1:100 CC1/64 min. Cell Marque
HMGAZ2 D1A7 1:100 CC1/52 min. Cell Signaling
MYB EP769Y 1:100 CC1/64 min. Ab Cam

Zdroj: vlastni

46




Vsechny pouzité primarni protilatky jsou shrnuty v Tabulce 1, kde je vzdy uvedeno,
o jaky klon se jednd, fedéni, ¢as obnoveni antigenu a firmu, ktera danou protilatku dodava.
Navazané protilatky byly vizualizovany pomoci ultraView Universal DAB Detection Kit
(Roche) a ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (Roche). Sklicka
byla kontrastné¢ barvena Mayerovym hematoxylinem. Byly pouzity vhodné pozitivni a

negativni kontroly.

Pro imunohistochemické studie byly vytvoreny fezy o tloustce 4 pum z
parafinovych blokl a umistény na pozitivné nabitd podlozni sklicka (TOMO, Matsunami
Glass IND, Japonsko). Rezy byly zpracovany na BenchMark ULTRA (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ), deparafinizovany a poté podrobeny tepeln¢ indukovanému

ziskavani epitopt ponofenim do roztoku CC1 (EDTA pufr) pti pH 8,6 a 95 °C.

8.10 SOX10

Protilatka je urcena pro diagnostiku in vitro. SOX10 od firmy Cell Marque je
pouzita k identifikaci pfitomnosti souvisejicich antigeni imunohistochemickymi metodami
pomoci svételného mikroskopu v tkdnovych fezech, které jsou fixované fomalinem a zalité
do parafinovych blokid. Tato protilaitka umoZiiuje ve spojeni s detekénim systémem
(streptavidin, biotin) a IHC barvenim vizualizaci antigenti pomoci sekvenc¢ni aplikace
specifické protilatky (primarni) proti antigenu, dale sekundarni (spojovaci) protilatky proti
primarni protilatce, komplexu enzym a chromogenniho substratu (musi dojit k
promyvani). Pouzivad se také polymerni detekéni systém bez biotinu. K viditelnému
reakénimu produktu v misté antigenu dojde enzymatickou aktivaci chromogenu. Vzorek se
muze doplikové barvit a prekryt krycim sklem. Vysledek se odecitd pod svételnym
mikroskopem a pouziva se k diferencialni diagnostice patofyziologickych procest, které
mohou a zdroven nemusi souviset s konkrétnim antigenem. Pfipravky s predtim ziedénou
protilatkou jsou optimaln¢ zifedéné pro pouziti s detekénimi soupravami Cell Marque,
pouzit se také mohou s rozsahlou fadou detek¢nich souprav, které nabizeji jini vyrobci.
(29)

Tkanovy blok je nejprve nutné nafezat na tlouStku 3pum a umistit na pozitivné
nabité sklicko, kde se susi nejméné 2 hodiny pfi teploté 58 az 60 °C + 5 °C. Predfedeény
ptripravek SOX10 (383A-77, 383A-78) obsahuje Cinidlo piipravené k pouziti. Rozsah
koncentrace imunoglobulind je v tomto ptipravku 5-10 pg/ml. Ptipravek s koncentrovanou

protilatkou (383A-74, 383A-75, 383A-76) obsahuje koncentrované Cinidlo, pfediedéné i
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koncentrované formy této protilatky jsou zfedény v tlumivém roztoku Tris, pH 7,3-7,7,s 1
% BSA a <0,1 % azidem sodnym, rozsah koncentrace Ig v tomto roztoku je 125-375

pg/ml. Doporucené fedéni je 1:25 az 1:100, pouzivaji se imunoglobuliny IgG. (29)

Postup barviciho protokolu pro SOX10 protilatku (série 383A) zadina vymytim
parafinu sestupnou fadou alkoholii, rehydrataci a obnazenim epitopli za pouZiti
elektrického tlakového hrnce, po dokonceni Skrat oplach sklicka s fezem destilovanou
nebo deionizovanou vodou. Pii pouziti detekéniho systému horseradish peroxidase
(kfenova peroxidaza) se umisti skla do peroxidového bloku na 10 minut a oplach, pokud
pouzivame jiny detekéni systém (naptiklad alkalickou fosfatazu) tento krok se vynecha. Po
aplikaci protilatky probiha inkubace 10-30 minut, poté je nutno material oplachnout.
Nasledné je na 10-30 minut naneseno zesilovaci ¢inidlo krali¢i/mysi HiDef Detection a
opét proplach. Po naneseni polymerového detektoru probiha 10 minut inkubace, proplach a

dale aplikace velkého mnozstvi chromogenu s inkubaci 1-10 minut a opét proplach. (29)

Obrazek 5 Jaderna pozitivita SOX10 v acinickém karcinomu

Zdroj: vlastni

8.11 GATA3

GATA3 je mysi monoklonalni protilatka, klon L50-823 s isotypem IgG1l/kappa.
Epitopem je zde peptid mezi transaktivaéni a DNA-vazajici doménou GATAS3. GATAS je
jaderny marker, ktery se pouziva se u formalinem fixovanych a v parafinu zalitych blokd.

Postup barveni za¢ina blokaci proteinti v tkanovych fezech pomoci 10-ti minutové
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inkubace materidlu pii pokojové teploté s univerzalnimi blokujicimi reagencii (Biocare's
Background Punisher). Po ptidani primarni protilatky dochazi k jeji inkubaci po dobu 30
minut, nasledn¢ se vlozi do roztoku sekundarni sonda a polymer a s kazdym se material
inkubuje 10 minut. Poté dochazi ke smiseni s chromogenem, s nimz se inkubuje dalsich 5
minut. Jako kontrastni barva se pouziva hematoxylin, dale oplach deionizovanou vodou.
(30)

Obrazek 6 Jaderna pozitivita GATA3 v sekre¢nim karcinomu

Zdroj: vlastni

8.12 MYB

Jedna se o monoklonalni krali¢i protilatku (EP769Y). Proces barveni zacina
inkubaci bungk, které probihd v 1 % roztoku bovinniho sérového albuminu a glycinu ve
fostatovém pufru po dobu 30 minut az do doby zablokovani nespecifickych vazeb
protilatek. Nasledné se tkan 1 hodinu inkubuje se zfedénou protilatkou ve vlhké komirce
pii pokojové teploté ¢i pres noc pii 4 °C. Poté je nutno roztok dekantovat a promyt buiky
3X (4 5 minut kazdé promyti) po dobu 5 minut. Poté¢ se buiiky po dobu jedné hodiny
inkubuji ve tmé se sekundarni protilatkou v 1 % bovinnim sérovém albuminu pii pokojové
teploté a nasledné se dekantuje roztok se sekundarni protilatkou a opét 3x proplach (a 5
minut kazdé promyti). (31)
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Obrazek 7 Jaderna pozitivita MYB v High-grade adenoidné cystickém karcinomu

Zdroj: vlastni

8.13 HMGA2

HMGAZ2 (D1A7) je krali¢i monoklonalni protilatka. Blokace vzorku v blokovacim
pufru po dobu 60 minut, aspirace blokovaciho roztoku a aplikace primarni protilatky s
naslednou inkubaci ptfes noc pii 4 °C. Nasledujici den se material 3X proplachne ve

fosfatovém pufru po dobu 5 minut. (32)

Obrazek 8 Jaderna pozitivita HMGA2 v pleomorfnim adenomu

Zdroj: vlastni
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9 VYSLEDKY IMUNOHISTOCHEMIE U NADORU
HLAVY A KRKU

9.1 Benigni nadory
Tabulka €. 2 Vysledky IHC u benignich nadora

Benigni nadory

SOX10 GATA3 MYB HMGA2
Nazev nadoru Pocet pripadu

P N P N P N P N

Pleomorfni adenom 10 10 0 2 8 0 10 3 7
Myoepiteliom 10 10 0 0 10 0 10 3 7
Bazocelularni adenom 10 10 0 4 6 2 8 - -
Warthintv tumor 7 0 7 1 6 0 7 - -
Onkocytom 10 1 9 1 9 0 10 - -

Zdroj: vlastni

U benignich nadord slinnych Zlaz lze vycist, ze marker SOX10 je pozitivni u
pleomorfniho adenomu, myoepiteliomu a bazocelularnino adenomu. Dalsi markery
(GATA3, MYB) byly u téchto nadortt z velké miry negativni, krom¢ bazocelularniho
adenomu, kde byly i pfipady pozitivity. HMGA2 nebyl pouzit u vSech nadord, na
pouzitych typech vychazel spiSe negativni. U Warthinova tumoru byla vSechna
imunohistochemicka barveni negativni, podobné to bylo i u onkocytomu, u téchto nadori

nebyl pouzit HMGAZ2.
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Obrazek 9 IHC v pleomorfnim adenomu

Zdroj: vlastni

Na obrazku A benigni pleomorfni adenom s ptevahou chondromyxoidniho
stromatu a s ostrivky myoepitelidlnich vietenitych bunék. Na obrazku B a C vidime
difuzni jadernou pozitivitu s markery SOX10 (B) a HMGA2 (C). Na obrazku D Ize vidét
jadernou pozitivitu markeru GATA3 v myoepitelidlni varianté benigniho pleomorfniho

adenomu, zejména kolem duktalnich formaci.

Obrazek 10 IHC v myoepiteliomu

Zdroj: vlastni
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Na obrazku A myoepiteliom tvofeny solidn¢ uspotadanymi vietenitymi buitkami,
misty jemnym fibrovaskularnim stromatem. Duktdlni formace ani chondromyxoidni
stroma nejsou piitomné. Difuzni jaderna pozitivita s markery SOX10 je patrna na obrazku
B, totéz pro barveni HMGA?2 na obrazku C. Kompletn¢ negativni GATA3 v nadorovych

burikach je na obrazku D.

9.2 Maligni nadory
Tabulka €. 3 Vysledky IHC u malignich nadori

Maligni nadory
SOX10 GATA3 MYB HMGA2
Nazev nadoru Pocet pripadi
P N P N P N P | N
Acinicky karcinom 10 10 0 2 8 0 10 - -
Mukoepidermoidni karci- 10 0 10 0 10 0 10 i i
nom
Adenoidné cysticky karci- 10 10 0 0 10 3 ) i i
nom
Polymorfni LG adenokarci- 3 8 0 3 5 0 10 i i
nom
EplteIlalnl-myoepltellalnl 10 10 0 7 3 0 10 i i
karcinom
Svétlobunécny karcinom 10 2 8 2 8 0 10 - -
Salivarni duktdlni karcinom 10 0 10 6 4 0 10 0 |10
Myoepitelidlni karcinom 10 6 4 0 10 1 9 0 | 10
Sekrecni klarcmom mamar- 10 9 1 10 0 0 10 i i
niho typu
Kribriformni adenokarcinom 9 8 1 1 8 0 9 - -
Bazocelularni adenokarci- 9 9 0 0 9 3 6 i i
nom
Karcinom ex pleomorfni 9 3 1 6 3 0 9 1 3
adenom

Zdroj: vlastni

Marker SOX10 byl pozitivni u vétSiny nadord, pouze u tfech vychazel negativné, a
to u mukoepidermoidniho karcinomu, svétlobunééného karcinomu a u salivarniho
duktalniho karcinomu. Marker GATAS3 vychazel naopak u vétSiny negativné, kromé
epitelidlniho-myoepitelidlniho karcinomu, sekrecniho karcinomu mamarniho typu a
¢astecné pozitivné u salivarniho duktalniho karcinomu a karcinomu ex PA, u ostatnich
nadorti tento marker vychazel negativné. Marker MYB, krom¢ adenoidné cystického

karcinomu, vychazel opét u vétsiny nadorti negativné. HMGAZ2 byl pouzit pouze u tii typt
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(salivarni duktalni karciom a myoepitelialni karcinom a karcinomu ex PA) s negativnim

vysledkem.

Obrazek 11 IHC v adenoidné cystickém karcinomu

Zdroj: vlastni

Na obrazku A low-grade oblast adeonoidné cystického karcinomu tvoficiho
kribriformni a solidné€ tubularni struktury. Na periferii s rezidualnimi aciny jsou malé
mucindzni slinné zlazy (Zlutd hvézda). Na obrazku B high-grade adenoidné cysticky
karcinom, morfologicky napodobujici ,,nddory z malych modrych kulatych bunék* se zcela

solidnim usporaddnim a high-grade jadernymi atypiemi.

SOX10 difazni pozitivita na obrazku C, spole¢n¢ s negativni kontrolou ve
vrstevnatém dlazdicovém epitelu (leva Cast obrazku) a wvnitini pozitivni kontrolou v
rezidudlnich duktech malé mucindzni slinné zlazky (zelend hvézda). Na obrazku D je k
vidéni difuzni jadernd pozitivita MYB markeru svéd¢ici o mozné piitomnosti rearanze
genu MYB, kterd byla v tomto ptipad¢ potvrzena metodou sekvenovani nové generace s

nalezem genové fuze MYB-NFIB.
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Obrazek 12 IHC v epitelialné-myoepitlialnim karcinomu

Zdroj: vlastni

Na obrazku A epitelidlné-myoepitelialni karcinom, pro ktery je charakteristicka
bifazickd morfologie tvofena vnitini vrstvou malych luminalnich bunék s eosinofilni
cytoplasmou a vné&jsi vrstvou vétSich ablumindlnich bun€k s vodojasnou cytoplasmou.
PiileZitostné lze uvniti lumin zastihnout husty eosinofilni material. Zlazové formace jsou
oddéleny siln¢ hyalinizovanym stromatem. Bifazicky zptsob rlstu potvrzuje jednak
barveni p63 (myoepitelidlni marker) na obrazku B a jednak SOX10 na obrazku C. GATA3

vykazuje téz diflizni jadernou pozitivitu v nddorovych butikach na obrazku D.
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Obrazek 13 IHC v sekre¢nim karcinomu mamarniho typu

Zdroj: vlastni

Na obrazku A sekre¢ni karcinom tvofici solidné¢ az mikrocysticky uspotadané
oblasti s eosinofilnim materialem. Nadorové bunky jsou monomorfni, stfedni velikosti, S
low-grade jadry a eosinofilni svétlou, misty vakuolizovanou, cytoplazmou. Obrazek B
high-grade sekre¢ni karcinom se =zastiZenou perineurdlni invazi zvyraznénou
imunohistochemickym barvenim S100 protein. Na obrazku C difuzni SOX10 pozitivita s
pozitivni vnitini kontrolou zachycenou ve zdravé tkani slinné Zlazy pravém dolnim rohu

obrazku. Posledni obrazek D zobrazuje GATA3 nuklearni pozitivitu.
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Obrazek 14 IHC v karcinomu ex pleomorfnim adenomu

Zdroj: vlastni

Na obrazku A je infiltrativné rostouci Spatné diferenciovany karcinom, solidné
trabekularni a tubularni struktury vzhledu salivarniho duktélniho karcinomu s rozsdhlymi
lozisky nekréz (zlutd hvézda), vyraznou hyalinizaci az desmopléazii stromatu. Nadorové
bunky vykazuji zna¢né cytologické atypie, vcetné jaderné pleomorfie, hyperchromazie,
zvyraznénych jadérek a nepravidelnosti jaderné membrany. Na periferii 1éze byly
zachyceny rezidualni struktury pleomorfniho adenomu, ze kterého tento Spatné
diferencovany high-grade karcinom vznika. Na obrazku B je difuzni jadernd pozitivita
SOX10 v rezidudlnich strukturach pleomorfniho adenomu (levy horni roh) a tataz silna
pozitivita v nadorovych bunkach karcinomu (pravy dolni roh). Silnd jaderna pozitivita
GATA3 na obrazku C v nddorovych bunkach, barveni zvyraziuje jadernou pleomorfii.
Fokalni HMGA?2 jaderna pozitivita byla zastizena v jednom piipadu karcinomu ex

pleomorfniho adenomu na obrazku D.
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10 DISKUZE

Imunohistochemické markery rozpoznavaji histogeneticky puvod jednotlivych
nadord, a to optimalné v kontextu molekularné — genetického vySetieni, pokud je dostupné.
Celkové se vysetiilo 115 pfipadt u 12 typti malignich nédori a 47 pfipadi u 5 typt
benignich nadort, pouzity byly imunohistochemické markery SOX10, GATA3, MYB a
HMGAZ.

SOX10 marker je vnormalni slinné zlaze detekovan v bunikach acini a
V luminélnich i ablumindlnich bunkdch vmezefenych vyvodi a timto je exprimovan
v nadorech, které jsou histogeneticky podobné vyse popsanym strukturam. Muazeme tak
fici, ze SOX10 marker rozd€luje salivarni tumory na dvé skupiny. Jednak SOX10 pozitivni
skupina, kterda je pfedstavovana acinickym karcinomem, adenoidné cystickym
karcinomem, polymorfnim low-grade adenokarcinomem, epitelidlné-myoepitelidlnim
karcinomem, myoepitelidlnim karcinomem, sekrecnim karcinomem (mamarniho typu),
kribriformnim  adenokarcinomem, bazocelularnim karcinomem, karcinomem ex
pleomorfnim adenomem ptedev§im pokud ma rysy myoepitelidlniho karcinomu,
myoepiteliomem a pleomorfnim adenomem. A druhou skupinu ptedstavuji SOXI10
negativni  néadory:  salivarni  duktdlni  karcinom,  svétlobunécny  karcinom,

mukoepidermoidni karcinom a z benignich dale Warthiniv tumore a onkocytom. (14)

Zarazejici je ovsem SOXI10 pozitivita v jednom ptipad¢ ,,onkocytomu®. V tomto
typu nadoru nebyl SOX10 marker doposud v literatufe popisovany jako pozitivni. Pii
nasledném vySetfeni se ukdzalo, Ze tento konkrétni ptipad ,,onkocytomu* dale exprimoval
S100 protein a PLAG1. Navic molekularné genetické vySetieni za pouziti fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH) prokdzalo zlom v genu PLAG1, coz vedlo k nésledné reklasifikaci
,onkocytomu‘ v onkocytdrni variantu pleomorfniho adenomu ¢i myoepiteliomu. Nelze
S jistotou potvrdit, kterd diagnoza je spravnd, a to z toho diivodu, ze myoepiteliom a
pleomorfni adenom maji piekryvajici se diagnostickd kritéria a nékterymi autory jsou
brany jako nadory ze stejn¢ho spektra myoepitelidlnich 1ézi. PfeZivani pacientli se SOX10
negativnimi nadory je dle klinickopatologickych studii hor§i nez u pacienti se SOX10

pozitivnimi nadory. (14)
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Exprese GATA3 je popisovdna zejména ve tkéni prsu a uropoetického traktu. Prave
pro stejny ektodermalni ptivod a histologickou podobnost prsni a slinné zlazy, byl tento
marker testovan i v Sirokém spektru nadort salivarniho ptivodu. Naprosto nejvyssi ¢etnosti
pozitivnich piipadii dosahoval GATA3 v sekreCnim karcinomu (mamdarniho typu) a
v salivarnim duktalnim karcinomu. Pozadi tkan€ nepostizené slinné zlazy vykazovalo
obvyklou slabou pozitivitu jak v acinech, tak v duktech. GATA3 marker neni omezeny jen
na tumory prsu a uropoetického traktu, ale je exprimovan napfi¢ riiznymi typy nadord
slinnych zladz. Salivarni ptivod by mél byt zvazeny pii nalezu GATA3 pozitivnich
karcinomt, zejména v oblastech hlavy a krku i pfesto, ze GATA3 neni napomocny
v diferencidlni diagndze mezi primarnimi nadory slinnych zlaz a metastazou karcinou prsu.
Ale jeho vyuziti je vyuzitelné zejména v subtypizovani salivarnich nadorti, jmenovité

salivarniho duktalniho karcinomu a sekre¢niho karcinomu (mamarniho typu). (15)

Exprese markeru MYB mize byt nukledrni a cytoplazmatickd, avSak pouze
nuklearni se bere jako spravné pozitivni. V parenchymu zdravé slinné zlazy jeho exprese

popisovana neni. (33)

Nejsignifikantné&jsi exprese MYB markeru byla zastizena v AdK (8/10). V ostatnich
typech byla zastoupena minoritné a predev§sim fokaln€, a to jak v jednom pozitivnim
myoepitelidlnim karcinomu tak ve dvou bazocelularnich karcinomech. Tieti ptipad
bazocelularniho karcinomu, S pozitivnim MYB markerem, vykazoval bifazickou
morfologii a spise pripominal low-grade adenokarcinom. Z benignich nadord se MYB
exprimoval ve dvou ptipadech bazocelularniho adenomu, ovSem velmi slabé, fokalné a

prevazné cytoplazmaticky s ojedinéle detekovanou jadernou pozitivitou.

HMGA2 je vysoce specifickym (96,2 %), ale nizce senzitivnim (29,8 %)
markerem, vyuzivanym v rozliSeni pleomorfniho adenomu, myoepiteliomu a karcinomu ex
pleomorfniho adenomu od jejich imitatord. Jmenované nadory jsou Casto asociované

s rearanzemi HMGAZ2 lokusu. (34)

Shrneme-li ziskané poznatky, SOX10 je napomocny k vylou¢eni nadora
pochézejicich z exkrecnich vyvoda (salivarni duktalni karcinom, mukoepidermoidni
karcinom). GATA3 je vhodny pro subtypizaci primérnich salivarnich nadorti zejména
salivarniho duktalniho karcinomu a sekre¢niho karcinomu (mammaérniho typu). MYB je

vhodny pro diagnostiku adenoidné cystického karcinomu, zvlasté v ptipadech, kdy
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histologicky nalez je nejisty a mize byt podpofen molekuldrné-genetickym vySetfenim
hledajici genovou fuzi MYB-NFIB. HMGAZ2, obdobné jako PLAGI, je jaderny marker
vhodny pro pouziti v panelu dalsich protilatek (p63, p40, calponin, S100, SOX10, SMA) k
typizaci myoepitelialnich naddord, jmenovité pleomorfniho adenomu, myoepiteliomu a téz
pro detekci komponenty pleomorfniho adenomu v karcinomu ex pleomorfni adenom, ktery
muize morfologicky pfedstavovat diagnostické obtize. Imunohistochemické markery
HMGA?2 a PLAGI1 je mozné dale podpofit molekularné genetickym vySetfenim (FISH,
RT-PCR ¢i metodou sekvenovani nové generace), detekujicim zlomy v téchto genech,

pripadné hledajici prislusné genové fuze.
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ZAVER

V parenchymu normalni slinné Zlazy je marker SOX10 jaderné exprimovan v obou
vrstvach bunck jak lumindlnich (epitelidlnich), tak abluminalnich (myoepitelidlnich)
buiikach ser6znich acinli a vmezefenych duktl, zatimco exprese SOX10 v luminalnich
bunkach mucinéznich acinti chybi. Intenzita jaderného barveni SOX10 byla vyssi v
atrofickém parenchymu slinnych zldzach a intenzita barveni v serdéznich acinarnich
bunikach byla niz§i nez v interkalovanych duktilnich epitelidlnich buikach. SOX10
protilatka byla pozitivni u vétSiny malignich nadori slinnych zlaz, negativné vysla pouze u
mukoepidermoidniho karcinomu (10/10), svétlobunééného karcinomu (8/10), salivarniho
duktalniho karcinomu (10/10), hrani¢né vychazela pozitivita u myoepitelidlniho karcinomu
(6/10), celkoveé byla pozitivni z 69,6 % (80 ze 115 ptipadli). U benignich nadord opét
pfevazovala pozitivita SOX10 a to u pleomorfniho adenomu (10/10), myoepiteliomu
(10/10) a bazocelularniho adenomu (10/10). Negativni byl SOX10 pouze u Warthinova
tumoru (7/7) a u onkocytomu byl (9/10), celkove byl tento marker pozitivni u zhruba 66 %
(31 ze 47 ptipadi).
Obrazek 15 Schéma exprese markeru SOX10 v jednotlivych komponentach slinné
Zlazy

SOX10 (+) | <= sox10(-) 55

Intercalated Striated Excretory
ACIH duct duct duct

_ Myoepithelialcell . Basal cell =~

Acini Intercalated duct Striated duct Excretory duct
SOX10 luminal ++/H* ++/L
abluminal ++/H ++/H

Zdroj: (14)

Marker GATA3 vykazoval pozitivitu u 32,2% (37 ze 115 piipadi) malignich
nadort slinnych Zlaz, jaderna pozitivita byla nalezena U sekre¢niho karcinomu mamarniho
typu (10/10) a salivarniho duktalniho karcinomu (6/10), a dale byla zastizena u epitelialné-
myoepitelialniho karcinomu (7/10) a karcinomu ex PA (6/9), jasna negativita vySla u
mukoepidermoidniho karcinomu (10/10), adenoidné cystického karcinomu (10/10),

myoepitelidlniho karcinomu (10/10) a bazocelularniho adenokarcinomu (9/9). U benignich

61



nadort slinnych 714z byl marker GATA3 pfevazné negativni, pozitivni byl pouze v 17 %
(8 ze 47 pripadi) zjistovanych nadord a to v pleomorfnim adenomu (2/10), bazocelularnim

adenomu (4/10) a v jednom piipadu onkocytomu (1/10).

Exprese MYB nebyla pozorovana v normalnim parenchymu slinnych Zl4z. Jaderna
exprese MYB markeru byla omezena na adenoidni cysticky karcinom myoepitelidlniho
puvodu, kde byla zastizena signifikantni pozitivita z celkového poctu vySetfovanych pouze
u adenoidné cystického karcinomu (8/10), u ostatnich malignich nadori vySel tento marker
prevazné negativné, celkové byla pozitivita pouhych 10,4 % (12 ze 115 pripadu),
minoritné byla exprese zastizena v bazocelularnim adenokarcinomu (3/9), myoepiteliomu
(1/10) a v karcinomu ex pleomorfnim adenomu (1/10). Podobn¢ se tento marker prokazal i
u benignich nadort slinnych zlaz, kde mél jesté nizsi pozitivitu, a to zhruba 4 % (2 ze 47

ptipadll) pouze u bazocelularniho adenomu.

Imunohistochemicky marker HMGA2 byl pouZit pouze u vybranych nadorl, z
malignich se vysetfovaly salivarni duktalni karcinom, myoepitelialni karcinom a karcinom
ex pleomorfni adenom. Ptipady SDK a MK byly negativni (10/10) v kazdé¢ skupiné. Ve
skupiné karcinomu ex PA byl jeden ptipad pozitivni, kde se jednalo o myoepitelialni
karcinom vznikajici na podkladé¢ pleomorfniho adenomu dle imunoprofilu, ale
morfologicky spiSe ptipominal salivarni duktalni karcinom se strukturami Warthinova
tumoru Vv uzlinach. Ve skupiné benignich nadora byl HMGA2 marker pozitivni U
pleomorfniho adenomu (3/10), myoepiteliomu (3/10), celkové byla pozitivita 30 % (6 z 20
ptipadl).
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