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SOUHRN

Popisovan je pfipad vzacné malobunécné varianty svétlobunécného sarkomu mékkych tkani distalné na pravém boku u 42leté zeny. Nespecificka morfologie
malobunécného kulatobunécného Ewing-like tumoru vedla pivodné k mylné interpretaci tumoru jako extraskeletalni myxoidni chondrosarkom, Ewinglv
sarkom resp. maligni melanom. Typické rysy svétlobunécného sarkomu jako napr. fascikularni vietenobunécné usporadani, Uprava bunék do hnizd ¢i svétlobu-
nécny resp. eozinofilni vzhled cytoplazmy nebyly zastizeny ani pfi extenzivnim zpracovani tkané. Imunohistochemické vysetieni zjistilo expresi S100 proteinu
a HMIB45; markery CD99, FLI1, cytokeratiny a EMA byly negativni. Mikroskopicky obraz primarni [éze, mistni recidivy a naslednych mnohocetnych koznich
metastaz byl totozny. Molekularné geneticka analyza az ve vzdalené metastaze v kizi prokazala translokaci t(12;22)(EWSR1-ATF1) a nakonec vedla ke spravné
diagnéze neobvyklého svétlobunécného sarkomu mékkych tkani. Diskutovan je vyznam vyuziti genetickych testl v diferencidlni diagnostice s ohledem na
existenci histogeneticky a biologicky rozdilnych nadord s analogickou molekularni alteraci.
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Small cell type (Ewing-like) clear cell sarcoma of soft parts: a case report

SUMMARY

The authors present a unique case of small cell variant of clear cell sarcoma of soft parts in a 42-year old woman. The tumor originally arose in the right flank
of the soft tissues and ultimately developed both a local recurrence and multiple distant skin metastases two years and ten months thereafter. Nonspecific
morphology of small blue round cell tumor was preserved at all microscopically verified sites and initially led to the spectrum of erroneous diagnoses such as
an extraskeletal myxoid chondrosarcoma, Ewing sarcoma as well as malignant melanoma. The distinctive features of clear cell sarcoma such as fascicular nested
growth pattern, spindling, clear cell change and/or eosinophilic cytoplasm were not disclosed even by extensive sampling. Immunohistochemically, the tumor
expressed only S100protein and HMB45; all other markers (CD99, FLI1, cytokeratins, EMA) were completely negative. The molecular analysis carried out in one
of the cutaneous metastases revealed translocation t(12;22) (EWSR1-ATF1) and ultimately led to the correct diagnosis of unusual Ewing-like clear cell sarcoma.
Discussed is the implementation of molecular tests in routine diagnostics considering the existence of both histologically and biologically different tumors
with an identical pathogenic molecular background.
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Svétlobunécny sarkom mékkych tkani/3slach a aponeurdéz (SS)
je vzacny, vétsinou nékolik let pomalu rostouci, sarkom mladis-
tvych a mladsich dospélych (nej¢astéji Il. - IV. dekada), vyskytuji-
ci se v povrchovych mékkych tkanich v intimni souvislosti Slach/
fascii, zejména akralnich partii dolnich (nart, ploska, kotnik)
a hornich (ruka, zapésti) koncetin (1-4). Pfestoze obvykla morfo-
logie signalizuje low-grade sarkom, pétileté preziti se uvadi jen
kolem 50 % pfipad(; nej¢astéjsi metastazovani sméfuje do regi-
ondlnich lymfatickych uzlin a plic (2-4). Histologicka diagnostika
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je pomérné obtizna vzhledem k ojedinélosti vyskytu, ale prede-
vsim proto, Zze ,patognomonicka” svétlobunécnost tumoru je
zde spise vyjimkou. SS je charakterizovén blandné vyhliZejicimi
vietenitymi az ovalnymi burikami s malym mnozstvim spise eo-
zinofilni cytoplazmy s vyraznym jadérkem, usporadanymi do
kompaktnich snopctd a hnizd oddélenych rdzné silnymi hyalin-
nimi vazivovymi pruhy. Nezfidka jsou patrné rozptylené obrov-
ské vicejaderné elementy napodobujici Toutonovy buriky resp.
osteoklasty. Rozpoznani nddoru navic komplikuje obcasna pfi-
tomnost melaninového pigmentu a kompletné vyjadfeny mela-
nocytarni fenotyp, v€etné presvédcivé dokumentované pFitom-
nosti melanozom na ultrastrukturalni drovni; to byl dtvod pro
dfive pouzivané synonymické oznaceni maligni melanom (MM)
mékkych casti (1). Molekularni biologie posléze jednoznacné
vyloucila histogenetickou pfibuznost s malignim melanomem
a prokazala translokace t(2;22) (EWSR1-CREB1) a t(12;22) (EWSR-
1-ATF1) jako zatim jediné zndmé klicové patogenetické momen-
ty (5,7).
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Predkldddame neobvykly pfipad malobunééné varianty SS, ktery
byl zpocatku mylné interpretovan jako extraskeletalni myxoidni
chondrosarkom (EMCH), Ewingtv sarkom (ES) resp. MM a teprve
az pfi druhé recidivé/metastaze spravné klasifikovan molekular-
ni analyzou.

MATERIAL A METODIKA

Materidl byl fixovan v 10% formolu a zalit do parafinu (FFPE);
pro barveni hematoxylinem eozinem a pro fluorescenéni ,in
situ” hybridizaci (FISH) byly krajeny fezy silné 2 mm, pro imuno-
histochemické vysetfeni fezy silné 4 mm. Imunohistochemické
vysetieni bylo provadéno elektronicky nastavenym protokolem
v automatu BenchMark ULTRA, VENTANA/Roche. K vizualizaci
reakce byl pouzit diaminobenzidin tetrahydrochlorid, k dobar-
veni jader metylénovd modr. Seznam pouzitych protilatek, vy-
robce, klon a fedéni jsou uvedeny v tabulce (tab. 1).

FISH analyza byla provedena prostiednictvim EWSRT ,bre-
ak apart” sondy (VYSIS/Abbott, Molecular, IL, USA) a néasledné
téz pomoci ATF1 a CREB1 ,break apart” sondy vyrobené z BAC
(bakteridlni arteficidlni chromozom) klon( RP11-189H16 a RP-
11-407N8, resp. RP11-167C7 aRP11-381D21 (BlueGnome, Cam-
bridge, UK). DNA byla izolovéna za pouziti QIAsymphony DNA
Mini kitu (Qiagen, Hilden, Germany) na automatizovaném ex-
trakénim systému QIAsymphony SP (Qiagen) dle protokolu vy-
robce pro FFPE vzorky (Purification of genomic DNA from FFPE
tissue using the QlAamp DNA FFPE Tissue Kit and Deparaffiniza-
tion Solution). RNA byla extrahovana pomoci RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation kitu (Ambion, Austin, TX, USA). Reverzni
transkripce (RT) byla provedena kitem Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
Mutace kodonu 600 (Val600) genu BRAF byla detekovana po-
moci PCR s FastStart PCR Master (Roche Diagnostic, Mannheim,
Germany) a primery (BRAF-F: 5" TCATGAAGACCTCACAGTAAAA
37, BRAF-R: 5" CAAAATGGATCCAGACAACT 3°) Vysledny PCR pro-
dukt byl analyzovan pfimym sekvenovanim s Big Dye Termina-
tor Sequencing kitem (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Zaroven byla provedena reverzni hybridizace CE IVD certifiko-
vanym kitem BRAF StripAssay (ViennalLab Diagnostics GmbH,
Gaudenzdorfer Girtel 43-45, A-1120 Vienna, Austria). K detek-

Tabulka 1. Seznam pouzitych protilatek — vysledky.

ci fuzniho transkriptu EWSR1-ATF1/CREB1 byla vyuzita RT-PCR
s HotStar Taq PCR Master Mixem (Qiagen) a s primery amplifiku-
jicimi oblast predpokladané fuze. Specifita fuznich transkripta
byla ovérena sekvenacni analyzou (viz vyse).

POPIS PRIPADU

U 42leté Zeny byl zjistén v mékkych tkanich distalné na pra-
vém boku 50 mm veliky, ohraniceny, neopouzdreny tumor, kte-
ry byl patologem hodnocen jako EMCH. Po dvou letech doslo
k mistni recidivé a pfi shodné morfologii a expresi S100 pro-
teinu uzavirdno tymz patologem opét jako EMCH. Za dalsich
10 mésicll byla nalezena 20 mm velikd metastaza identického
tumoru v mékkych tkanich tfisla a dva jini patologové dospéli
k odliSnym zavérim - jedna se bud’ o MM nebo ES/PNET resp.
AskinGv tumor s aberantnim fenotypem. S odstupem nékoli-
ka ndsledujicich mésict se objevily dalsi (dle udajd klinika az
kolem 20) kozni metastazy, predevsim na trupu. Pfipad byl
posléze konzultovan na nasem pracovisti a zpocatku byl rov-
néz jasné favorizovan MM; dodatecné provedené molekularné
genetické vysetfeni nakonec ukazalo, Ze se viak jedna o zcela
jiny nddor naprosto neodpovidajici klasicky popisovanému
histologickému obrazu.

Mikroskopicky vzhled spocival v difizni, monoténni mozaiko-
vité, malobunécné kulatobunécéné populaci odpovidajici arche-
typu tzv. small blue round cell tumoru (obr. 1). Chybélo jakékoliv
strukturdIni uspofadani (napf. rozety) a ¢astecné diskohezivni
nadorové elementy s malym mnozstvim bazofilni cytoplazmy
obsahovaly uniformni jadra s vyraznymi jadérky. Evidentni mi-
totickd aktivita pfekrac¢ovala 20 mit6z na 10 velkych zornych poli
(zvétseni 400x). Imunohistochemické vysetireni ukazalo diftzni
silnou expresi S100 proteinu a loziskové slabéji téz HMB45 (obr.
2); dalsi pouzité markery byly kompletné negativni (Melan A,
tyrozinaza, MITF, CD99, FLI1, cytokeratiny CK20, Oskar a AE1/3,
EMA, chromogranin A, calretinin, desmin).

Molekularné genetickym vysetfenim byl pomoci FISH meto-
dy prokazan zlom v oblasti geni EWSRT a ATF1, nikoliv v oblasti
genu CREBT (obr. 3). Tyto nalezy byly konfirmovany detekci fuz-
nich transkriptl EWSR-ATF1 pomoci sekvenovani (obr. 4). Sou-
Casné s tim byla vyloucena také mutace V600E genu BRAF.

ey SP65 Ventana predifedéno

CD99 013 Ventana prediedéno -
CK AE1/3 PCK26 Ventana prediedéno -
CK Oskar IsoType: IgG2 Covance 1:100 =
CK20 Ks20.8 Dako 1:100 =
Desmin D33 Dako prediedéno -
EMA E29 Dako 1:400 =
FLI1 MRQ1 Cell Marque 1:50 -
HMB45 HMB45 Dako 1:400 +
Chromogranin A DAK-A3 Dako 1:100 -
Melan A A103 Dako prediedéno -
MITF1 D5 Dako 1:100 =
$100 protein polyclonal Dako 1:2000 ++
Tyrozinaza T311 Ventana predifedéno =

CD - cluster of differentiation, CK - cytokeratin, EMA - epitelovy membrdnovy antigen, MITF1 - microphtalmia transforming factor.

Vysledek reakce: difizné silné pozitivni ++ ; pozitivni + ; negativni - ;
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Obr. 1. Solidni monoténni usporadani malych ovalnych bunék
s nehojnou bazofilni cytoplazmou, vyraznymi jadérky a ¢etnou
mitotickou aktivitou, pfipominajici Ewinglv sarkom (HE, 200x).

DISKUZE

Dlouhodobé systematické molekularné biologické vysetfova-
ni ukazalo, Ze na jedné strané mohou existovat histogeneticky,
morfologicky i biologicky rozdilné nadory majici totoznou ge-

Obr. 2. A: Difuzni silnd jaderna i cytoplazmaticka pozitivita S100 proteinu.
B: Loziskova, jemné granularni cytoplazmatickd pozitivita antigenu HMB45
(imunohistochemie, 200x).

Obr. 3. A: FISH analyza interfaznich jader s break apart sondami EWSR1
(22q12). B: ATF1 (12q13). Zluté signaly zna&i normalni kopii genu bez pii-
tomnosti zlomu, oddélené oranzové a zelené signaly prokazuji rearanzi
genu.
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netickou aberaci; na strané druhé tumory s jedine¢nym a na-
prosto odlisnym molekuldrnim pozadim mohou byt od sebe his-
tologicky nerozeznatelné. Dokladem prvni z moznosti jsou napf.
translokace t(15;19) (ETV6-NTRK3) pfitomnd u kongenitalniho
fibrosarkomu, mezoblastického nefromu, mamérniho resp. sali-
varniho sekretorického karcinomu a akutni myeloidni leukémie
nebo translokace t(2;22) (EWSR1-CREB1) a t(12;22) (EWSR1-ATF1)
nachazejici se u SS a jeho gastrointestinalni analogie, angioma-
toidniho fibrézniho histiocytomu (AFH), primarniho plicniho
myxoidniho sarkomu a svétlobunécného hyalinizujiciho kar-
cinomu slinnych zlaz (8-11). Vysvétleni pro takovou variabilitu
vysledného projevu identické molekularni alterace zatim chybi,
spekuluje se napf. o vyznamu vychoziho tkanového prostredi,
ve kterém se geneticka porucha odehraje (pojivova tkan nebo
zlazovy epitel), nelze viak vyloucit ani dalsi, zatim neznamé ge-
netické/epigenetické mechanizmy. Gen EWSRT1 je ostatné velmi
promiskuitni a translokacné zna¢né potentni; dosud bylo nale-
zeno minimalné 15 rozdilnych fuznich partnerstvi, kterd jsou ve
svém disledku generickym substratem témér stejného poctu
rozli¢nych neoplazii. V tomto ohledu skyta obrovsky potencial
nova technologie tzv. next generation sequencing, ktera umozni
jak hlubsi rozkryti a pochopeni slozitého komplexu patogene-
tickych déja na drovni DNA i RNA (transkriptomu), tak hledani
optimalnich mist pro cilenou (targeted) 1é¢bu.

A Typ 1

!

GTGE G A ATGGE G AAAAATTTTE

A p I| |
|III III| IIII IIII _IIII III|. III ||| |II II|

EWSR1 —exon 9 * ATF1 —exon 4

E Typ 2

|

G GG6CA GCA G AT T GEC CAT T GEC

e L

EWSR1 — exon 8** ATF1 —exon 5

Obr. 4. Konfirmace prikazu fuzniho transkriptu EWSR1-ATF1 pomoci sek-
venovani.V tumoru nalezeny fuzni transkripty typu 1 (A) a typu 2 (B). Sipky
vyznacuji mista fuze.

* - dfive exon 8; ** - dfive exon 7.

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 1 2015



Ukazkou druhé eventuality je $kdla tzv. small blue round cell
tumord, kde neodlisitelny histologicky obraz a ¢astecné prekry-
vajici se fenotyp jiz bez cileného molekularniho testovani pres-
nou diagnézu neumoziuji. Omezime-li se pouze na zastupce
mékkotkanovych 1ézi, Ize vedle ES/PNET (v€etné heterogenni
skupiny tzv. Ewing family tumor() a desmoplastického malobu-
néc¢ného kulatobunééného tumoru zminit napf. i nediferenco-
vany alveolarni rhabdomyosarkom, nediferencovany synovialni
sarkom, nediferencovany EMC, primarni myoepiteliom/myoepi-
telidlni karcinom atd. Nové sem Ize zcela jisté pfifadit neddvno
popsanég, cisté molekuldarné definované, sarkomy s translokaci
t(4;19) (CIC-DUX4) a inv(X)(p11.4p11.22) (BCOR-CCNB3) (12,13).

Nase raritni pozorovani malobunécné Ewing-like varianty SS
je jen dalsim dikazem mozné proménlivosti mikroskopického
obrazu u léze s jasné vymezenym genetickym profilem. Konzis-
tentni,melanomovy” fenotyp SS je vtomto kontextu zna¢né za-
vadéjici a znesnadnuje spravné rozpoznani tumoru, nebot pra-
vé MM dokdaze dokonale napodobit prakticky jakykoliv nador.
V literature jsme zaznamenali pouhé dvé prace dokumentujici
malobunécnou verzi SS napodobuijici ES - a to v mékkych tka-
nich (lytko) a primarné ve skeletu (kost stydka) (14,15). Klasifika-
ce prvniho ze jmenovanych pfipadu je vsak dosti problematic-
ka; tumor totiz difuzné exprimoval pouze desmin; markery S100
protein a HMB45 byly kompletné negativni. Je otazkou, zda se
ve skute¢nosti nejednalo o malobunécénou variantu AFH, kde
pravé casta exprese desminu muze byt pfi odpovidajici mor-
fologii dlilezitym voditkem ke spravné diagndze; pochopitelné
nasledné podporené molekularni analyzou. Obé publikace se
shoduji v ndzoru, Ze bez extenzivnich molekuldrnich testl by
|éze zUstaly nerozpoznény a byly by reportovany jako ES/PNET.

Nas pfipad mélo moznost hodnotit nékolik zkusenych pato-
logli a spektrum diagnéz zahrnovalo EMC, ES/PNET a MM; pro
nas byla pfi druhém ¢teni diagnéza melanomu zpocatku téz
nejprijatelnéjsi. Prakticky jen z urcité zvédavosti jsme provedli
dvé orientacni genetickd vysetreni s prekvapivym vysledkem -
mutace V600E genu BRAF negativni; metodou FISH zjistén zlom
genu EWSR1. Posléze jiz jediné cilené vy3etfeni prokazalo tran-
slokaci t(12;22) (EWSR1-ATF1). Kone¢na diagndéza histologicky
mimoradné vzacného SS pak byla nepochybna.

V této souvislosti nelze nepfipomenout jesté vzacnéjsi visceral-
ni analogii SS uvadénou v pisemnictvi jako clear cell sarcoma-like
tumor with osteoclast-like giant cells ¢i novéji jako gastrointestinal

neuroectodermal tumor (GNET). Dosud neni shoda na tom, zda
se jedna o totozny/pfibuzny tumor ¢i Uplné jinou lézi (16,18).
Kazdopadné GNET (vétsinou lokalizovany v ileu a mikroskopicky
mimo jiné nepfijemné kopirujici napt. GIST ¢i karcinoid/epitelovy
NET) pfi expresi S100 proteinu reaguje konzistentné negativné
s dalSimi melanocytarnimi markery (melan A, HMB45, tyrozinaza,
MITF1), postrddd melaninovy pigment a znamky melanogeneze
na ultrastrukturdini drovni. Obracené, GNET casto pozitivné rea-
guje s antigeny SOX10, NSE, synaptofyzin, neurofilamenta) a v ul-
trastrukture vykazuje sekre¢ni vezikuly a denzni granula. Genoty-
pové GNET charakterizuje Gcast CREBT jako preferencniho translo-
kacniho fuzniho partnera genu EWSRT (19,20). Jakkoliv neni zatim
souvislost mezi SS a GNET objasnéna, je nejdilezitéjsi nezaménit
oba dva za MM. Pfi ndlezu domnélych metastdz MM do zaZivaciho
traktu, zejména pfi absenci primarni kozni léze, je nutné tuto vzac-
nou diagnostickou eventualitu bezpecné vyloucit.

ZAVER

Popisovany pfipad morfologicky mimoradné vzacné, malobu-
nécné varianty SS doklada nutnost vyuziti molekuldrni biologie
v rutinni diagnostické praxi. Variabilita histologického obrazu
muze vést k tomu, ze i 1éze se zdanlivé presvédcivé dolozenym
fenotypem, odpovidajicim kontextu ,hematoxylin eozinové”
morfologie, mlze uniknout spravnému rozpoznani. Dnes jiz
bézné dostupnd, byt cilené zamérena FISH, nemusi dat ale vzdy
definitivni odpovéd (napf. pfi zZlomu genu EWSR1) a nékdy je
potieba presné urcit i konkrétniho partnera vysledného fuzniho
genu. Patolog pak musi alespon teoreticky tyto souvislosti vni-
mat v diferencialni diagnostice.
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... leiomyomy délohy s bizarnimi jadry predstavuji
benigni afekce a termin atypicky leiomyom by se
v souvislosti s témito lézemi jizZ nemél pouzivat

Leiomyom délohy s bizarnimi jadry (syn. symplasticky
leiomyom) je pomérné vzacna léze, dfive téz nazyvana atypic-
ky leiomyom, podle posledni WHO klasifikace nador( se vsak
jiz toto oznaceni nema pouzivat. V literatufe byly doposud uve-
fejnény 2 prace analyzujici vétsi pocet pacientl s ohledem na
biologickou povahu a morfologické rysy tohoto nddoru. Autofi
z Bordo a Bostonu popsali dosud nejvétsi skupinu pacientek ¢i-
tajici celkem 59 pfipadi (42 z hysterektomie, 17 z myomekto-
mie) a zaméfili se na morfologické rysy a klinicko-patologickou
korelaci zejména s ohledem na chovani Iézi. Morfologicky léze
stratifikovali podle rozsahu vyskytu bizarnich jader na léze s di-
fuznim (18 pfipadl; 30 % - definovéno jako vyskyt v témér celé
1ézi), multifokalnim (26 piipadd; 44 % - definovéano jako vyskyt
ve > 5 oblastech) a fokalnim (15 pfipadd, 26 % - arbitrarné defi-
novano jako vyskyt v nejvice 5 oblastech) vyskytem téchto jader.
Autoti dale hodnotili denzitu vyskytu bizarnich jader (nizka < 30
% nadorovych bunék; stfedni = 30 a < 70 %; vysokd = 70 %).
Mitézy se vyskytovaly v poctu 0-7 /10 HPF (95 % lézi mélo do 5
mitéz / 10 HPF). U 21 (36 %) ptipad byla pfitomna ischemicka
nekréza. Kromé jedné léze byly vSechny ohranic¢ené proti okol-
nimu myometriu s expanzivnim typem rustu.

Imunohistochemickd vysetfeni byla provedena pouze u 7
pfipadll. Zajimavym nélezem byla vysokd prolifera¢ni aktivita
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aneb nemélo by vam uniknout, ze ...

u jednoho pfipadu (60 %), u ostatnich byl Ki67 index < 15 %.
Dalsim zajimavym uUdajem byla primarni diagnéza, ktera byla
spravné stanovena u 24 pripad (41 %). U dalSich 24 ptipad( (41
%) si patolog nebyl jisty biologickou povahou léze a u 10 paci-
entek (17 %) byla stanovena diagnéza leiomyosarkomu. Posled-
ni pfipad byl diagnostikovan jako solitarni fibrézni nédor.

Doba sledovani se lisila, u 48 pacientek byl vsak follow-up
> 3 roky. Kromé jedné pacientky, u které byl po 9 mésicich od
operace prokazan benigni metastéazujici leiomyom v plici (paci-
entka je bez dalSich obtizi 9 let po odstranéni plicni [éze) a jiné
pacientky, kterd po 2 letech prodélala dal$i myomektomii, jsou
vsechny pacientky bez zndmek recidivy onemocnéni.

Zavérem autofi konstatuji, Zze ze vSsech doposud publikova-
nych pfipadd leiomyomu s bizarnimi jadry (> 100 pacientek) se
pouze u jednoho pfipadu objevila rekurence v retroperitoneu
(po 87,5 mésicich). Vysledky jejich studie podporuji benigni cho-
vani afekci, bez ohledu na zastoupeni analyzovanych morfolo-
gickych znakd a autofi se ztotozruji s novou terminologii WHO
a opusténim terminu atypicky leiomyom (coz s ohledem na fakt,
Ze jedna z autorek tohoto ¢lanku je zaroveri spoluautorkou pfi-
slusné kapitoly ve WHO neni nijak zarazejici).

Zdroj:
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