KARCINOM Z MERKELOVYCH BUNEK — IMUNOHISTOLOGICKA STUDIE
V SOUBORU 11 PACIENTU

Jirasek T.!, Maté&j R."2, Pock L.3, Knotkova I.!, Mandys V.!

'Ustav patologie 3. LF UK a FNKV, Praha
20ddéleni patologie a molekularni mediciny, FTNsP, Praha
SDermatohistopatologicka laboratof, Praha

Souhrn

Cilem prace bylo v souboru jedenacti karcinomd z Merkelovych bunék ovéfit imunohistologicky profil znamych a v bézné praxi rutinné
uzivanych diferenciacnich znakl a v téchto nadorech charakterizovat expresi dvou markert ¢asnych fazi neuronalni diferenciace, reelinu
a p-tubulinu tridy Ill, kieré dosud nebyly v karcinomech z Merkelovych bunék studovany. Ve vSech sledovanych nadorech jsme Zzjistili
pfiznaénou ,Cepickovitou” pozitivitu cytokeratinu 20, negativitu cytokeratinu 7 a tyroidalniho transkripéniho faktoru 1 (TTF-1) a znamky
neuroendokrinni diferenciace detekované pomoci protilatek proti neuron specifické enolaze (NSE) a chromograninu A (CgA). Zajimavym
zjisténim byla vysoka Cetnost fokalni perinuklearni pozitivity cytokeratinG v nadorovych burikach pii pouziti protilatky MNF116, a to i ve
dvou pfipadech lokalnich recidiv jednoho z vySetfenych nadort, kde nadorové buriky v recidivujicich loziscich ztratily charakteristickou
expresi cytokeratinu 20. Nami studované karcinomy z Merkelovych bunék vykazovaly ve vétsiné pfipadl (91%) pozitivitu B-tubulinu tfidy
Il pfi pouziti protilatky TU-20, zatimco detekce tohoto antigenu pomoci protilatky Tud-1 byla prekvapivé ve v§ech studovanych nadorech
negativni. Prikaz reelinu byl ve vSech pfipadech karcinomu z Merkelovych bunék v naSem souboru negativni, s vyjimkou jednoho nadoru,
ktery vykazoval slabou cytoplazmatickou pozitivitu v menS$i ¢asti nadorovych bunék.
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Summary

Merkel Cell Carcinoma — Immunohistochemical Study in a Group of 11 Patients

The aim of our work was to confirm an immunohistochemical profile of routine markers of epithelial and neuroendocrine differentiation in
eleven cases of Merkel cell carcinoma, as well as to study the expression of two markers of early phases of neuronal differentiation, namely
reelin and class Il B-tubulin, markers which have not yet been studied in Merkel cell carcinomas. In all the investigated tumours the
characteristic “dot-like” pattern of cytokeratin 20 immunoexpression, as well as negative immunostaining for cytokeratin 7 and thyroid
transcription factor 1 (TTF-1) were disclosed; all the tumours showed neuroendocrine differentiation, expressing either neuron specific
enolase (NSE) or chromogranin A(CgA), or both. An interesting finding was observed when the anti-cytokeratin monoclonal antibody MNF
116 was used. The characteristic “dot-like” pattern was detected in high proportion of tumours, including two samples of local recurrence
of one of the carcinomas, where neoplastic cells have lost the expression of cytokeratin 20. The majority (91%) of Merkel cell carcinomas
included in our group showed positive immunodetection of class Il -tubulin when TU-20 antibody was used, while TuJ-1 immunostaining
was surprisingly negative in all the investigated tumours. Detection of reelin was negative in almost all the studied Merkel cell carcinomas
except for cases, where neoplastic cells revealed weak focal immunostaining in a minor portion of neoplastic cells.
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Ces.-slov. Patol., 45, 2009, No. 1, p. 9-13

Karcinom z Merkelovych bunék je relativné vzacny primarni
kozni maligni novotvar. Klinicky se obvykle manifestuje jako
nodularni, nékdy na povrchu exulcerovana afekce ¢ervenofia-
lové barvy, kterd postihuje oblasti kiize exponované slunecni-
mu zareni, nejéastéji obliCej a koncetiny (18, 19). Nador je
charakteristicky pro dospély vék, nicméné jeho vyskyt byl
popsan i v détském véku (22). Castéji se vyskytuje u muzd,
vétSina |ézi méfi méné nez 2 cm v priméru (13). Z pohledu
bézné histopatologické praxe je tato afekce fazena do spekt-
ra koZnich nadorl z malych modrych bunék (1, 20). Nador je
tvofen men&imi, fenotypicky primitivnimi, pomérné uniformni-
mi burikami, které maji relativné chudou cytoplazmu (obr. 1A).
Jadra nadorovych bunék jsou okrouhla, méchyrkovita, s jem-
nou chromatinovou kresbou a ¢etnymi nukleoly (4) (obr. 1B).
Pfiznana je vysoka mitoticka aktivita nadorovych bunék,
zastizeny mohou byt i mitdézy atypické. Nador obvykle vytvari
vétsi solidni loZiska vykazujici charakteristicky infiltrativni rist
difuzniho typu, méné Casto Ize zastihnout tvorbu formaci tra-
bekularnich (25).

Beta tubulin tfidy Il je protein o molekulové hmotnosti 50
kD, kédovany genem lokalizovanym na dlouhém raménku 16.
chromozomu. Jako €len tubulinové ,rodiny” se podili na tvor-
bé mikrotubull. V soucasné dobé je pokladan za jeden z mar-
kerG ¢asnych fazi neuronalni diferenciace, a to jak za vyvojo-
vych podminek (3, 10, 14), tak i ve tkani nadorové (12). Reelin
je extracelularni glykoprotein o molekulové hmotnosti 420 kD,
kédovany genem RELN, lokalizovanym na sedmém chromo-
zomu; uplatiiuje se jako kli¢ovy regulator migrace neurond pfi
vyvoji mozkové tkané (5). Kromé zasadniho vlivu ve vyvoiji
CNS byla exprese reelinu zjisténa v celé fadé tkani mimo CNS
(periferni nervovy systém, jatra, ledviny, pohlavni organy, Lan-
gerhansovy ostrivky a dal$i), coz svéd¢i pro Sirsi spektrum
biologickych funkci tohoto proteinu. Novéji byla popsana ulo-
ha zmény exprese genu RELN v inhibici migrace bunék pan-
kreatickych nadort (21). ZvySena produkce reelinu byla zjisté-
na v nadorovych bunkach karcinomu jicnu (24) a u karcinomu
prostaty korelovala s nizs$i diferenciaci a agresivitou nadoru
17).
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Obr. 1. 1A, B. Karcinom z Merkelovych bunék, HE, 100x (A) a 400x (B)

1C. Cepickovita (,,dot-like*) pozitivita cytokeratinu 20 v cytoplazmé nadorovych bunék, 400krat
1D. Jemné granularni pozitivita chromograninu A v cytoplazmé nadorovych bunék, 400krat

Cilem naSi prace bylo na vlastnim souboru karcinomu
z Merkelovych bunék zjistit expresi g-tubulinu tfidy 1l a reelinu,
ktera podle dostupnych informaci nebyla dosud v tomto nado-
ru studovana.

MATERIAL A METODY

Ve studii jsme pouzili 13 bioptickych vzork(i karcinomu
z Merkelovych bunék, které pochazely od 11 pacient(. Blocky
tkani byly ziskany z bioptického archivu Ustavu patologie 3. LF
UK a FNKV a Dermatohistopatologické laboratofe v Praze
z let 1997 az 2007. VSechny studované vzorky byly fixovany
10% formalinem a zpracovany béznou parafinovou technikou.
Tkanové fezy o tloustce 5 um byly barveny hematoxylinem
a eozinem a pomoci imunohistologickych metod.

Imunohistochemie

Prehled pouzitych protilatek, jejich zdroj a fedéni jsou uve-
deny v tabulce 1. VSechny protilatky byly fredény v Dako Anti-
body Diluent (DakoCytomation, Glostrup, Dansko). VSechny
vySetfované vzorky byly zpracovany standardnim imunohisto-
chemickym postupem. Jako detekéni systém byl pouzit En-
Vision™ Kit (DakoCytomation, Glostrup, Dansko), reakce byly
vizualizovany pomoci 3, 3 diaminobenzidinu (Fluka, Buchs,
Svycarsko). Bunéc¢na jadra byla dobarvovana pomoci Harriso-

va hematoxylinu. Jako pozitivni kontrola pro protilatky Tud-1
a TU-20 byly pouzity Purkynovy buriky lidského mozecku, jako
pozitivni kontrola pro protilatku detekujici reelin byla pouzita
tkan nizce diferencovaného (G3) karcinomu prostaty, jako
pozitivni kontrola pro protilatku detekujici TTF-1 slouzila tkan
lidské S§titné zlazy. Vysledky imunohistochemickych reakci
byly hodnoceny semikvantitativné pomoci optického mikro-
skopu v celych vySetfenych fezech takto: 0: negativni reakce,
1: < 30 % pozitivnich nadorovych bunék, 2: 30—60 % pozitiv-
nich nadorovych bunék, 3: > 60 % pozitivnich nadorovych
bunék.

VYSLEDKY

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2. Soubor sestaval z jede-
nacti pacientt, od kterych bylo studovano celkem tfinact vzor-
kd. V péti pfipadech se jednalo o muze, v Sesti o Zeny. Pri-
mérny vék pacientt ¢inil 76,1 roku s rozmezim od 48 do 89 let.
Primarni nadory byly lokalizovany ve tfech pfipadech v kizi
predlokti, ve Ctyfech pfipadech v oblasti ¢ela a tvafi, v jednom
pfipadé v oblasti levé paze. V jednom pfipadé byl nador loka-
lizovan v oblasti levé glutealni krajiny a ve zbyvajicich dvou
pfipadech nebyla pfesna lokalizace nadoru klinikem uvedena.
V jednom pfipadé (€. 10) byly v archivu nalezeny vzorky z opa-
kované recidivy nadoru v misté pfedchozi operace, ke které
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z Merkelovych bunék, 400krat
2B. Lozisko ¢epickovité pozitivity cytokeratinu 7 v cytoplazmé nadorovych bunék v jednom z vysetienych karcinomt, 400krat

2C, D. Detekce beta tubulinu ttidy lll. Pomoci protilatky TU-20 je zastizena intenzivni difuzni pozitivita v cytoplazmé nadorovych bunék
(C), imunodetekce pomoci protilatky TuJ-1 je negativni (D), 400krat (C, D)

doslo s odstupem sedmi (€. 10a) a jedendcti (¢. 10b) mésicu
po exstirpaci primarniho nadoru v oblasti ¢ela. Imunofenoty-
picky odpovidaly vSechny vySetfené nadory karcinomu z Mer-
kelovych bunék. Primarni nadory vykazovaly v 100 % Cepic-
kovitou paranuklearni cytoplazmatickou pozitivitu CK 20 (obr.
1C), v deviti pfipadech (82 %) bylo pozitivnich vice nez 60 %,
ve dvou pfipadech (18 %) méné nez 30 % nadorovych bunék;
buriky obou recidiv nadoru €. 10 byly CK 20 negativni. Az na
jednu vyjimku (pfipad €. 7), kde jsme zastihli nékolik drobnych
skupinek nadorovych bunék vykazujicich ¢epiCkovitou para-
nuklearni cytoplazmatickou pozitivitu (obr. 2B), byly zbyvajici
nadory (92 %) CK 7 negativni. VySetfené vzorky vykazovaly
ve 100 % Cepickovitou paranuklearni cytoplazmatickou poziti-
vitu pfi pouziti protilatky MNF116; ve dvanacti vzorcich (92 %)
bylo pozitivnich vice nez 60 % nadorovych bunék, v jednom
pfipadé (8 %) méné nez 30 % nadorovych bunék; tento pfipad
(€. 8) vykazoval i nizsi expresi CK 20 (viz tabulka 2). Buriky
obou recidiv nadoru €. 10 vykazovaly pozitivitu pfi detekci pro-
tilatkou MNF 116 (obr. 2A). Studovany soubor nadord vykazo-
val konzistentni negativitu TTF-1 v 100% pfipadl. Exprese
CgA byla zastizena v deseti vzorcich (77 %) (obr. 1D), osm
pozitivnich vzork(l vykazovalo pozitivitu v 30-60 % nadoro-
vych bunék, jeden vzorek ve vice nez 60 %, jeden vzorek pou-
ze v necetnych rozptylenych nadorovych bunkach; tfi vzorky
(23 %) byly negativni. Buriky obou recidiv nadoru €. 10 byly

CgA negativni. Exprese NSE byla zastizena v jedenacti vzor-
cich (85 %), devét pozitivnich vzorkl (70 %) vykazovalo pozi-
tivitu ve vice nez 60 %, dva vzorky (15 %) pak ve 30-60 %
nadorovych bunék; dva vzorky (15 %) byly negativni. Kazdy
ze studovanych nadori vykazoval expresi NSE a/nebo CgA.
Vysledky imunodetekce B-tubulinu tfidy Il se vyrazné lisily
v zavislosti na pouzité primarni protilatce: pfi pouziti protilatky
TU-20 vykazovalo 12 vzorkd (92 %) difuzni intenzivni cyto-
plazmatickou pozitivitu, 10 vzorkll (77 %) v téméF 100 % (obr.
2C), 2 vzorky (15 %) v asi 50 % nadorovych bunék, jeden vzo-
rek (8 %) vykazoval negativitu TU-20. Detekce p-tubulinu tfidy
Il pomoci protilatky TuJ-1 byla ve vSech vySetfenych vzorcich
negativni (obr. 2D). Slaba difuzni cytoplazmatickd pozitivita
reelinu byla zastizena v asi 10 % nadorovych bunék v jednom
z pfipadl (8 %), ostatni vzorky (92 %) byly negativni.

DISKUSE

Karcinom z Merkelovych bunék patfi ke vzacnym koznim
nadorim. Stejné jako ostatni neuroendokrinni karcinomy vyka-
zuje znaky epitelové i neuroendokrinni diferenciace. Histopa-
tologicka diferencidlni diagnostika zahrnuje nékolik malignich

Cesko-slovenska patologie
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Tab. 1. Souhrn pouzitych primarnich protilatek

protilatka vyrobce

fedéni natravovani

cytokeratin 20 DakoCytomation

1:50 pepsin

cytokeratin 7 DakoCytomation

1:50 pepsin

TTF-1 DakoCytomation

1:100 Dako Antigen Retrieval Solution

NSE DakoCytomation

1:200 vareni v citratovém pufru pH 6

chromogranin A DakoCytomation

1:600 pepsin

MNF 116 DakoCytomation

1:50 vareni v citratovém pufru pH 6

TU-20 Exbio

1:50 vareni v citratovém pufru pH 6

Tud-1 Exbio

1:100 trypsin

klon 142 Calbiotech

1:500 0

Tab. 2. Zakladni klinické udaje a vysledky imunohistochemickych reakci v souboru pacientt

lokalizace

pravé predlokti

levé glutealni krajina

prava tvar

pravé predlokti

levé predlokti

leva paze

lokalizace neuvedena

prava tvar

leva strana ¢ela

Gelo-primarni léze

recidiva tumoru ¢ela

recidiva tumoru ¢ela

lokalizace neuvedena

o|lo|lo|o|lo|]o|lo|lo|lo|] o o] o
o|lo|lo|o|lo|]o|lo|lo|lo|]o| o] o
olo|lo|o|lo|]o|lo|lo|lo|]o| o] o

Legenda: Ck20:cytokeratin 20, Ck7: cytokeratin 7, Ck116: MNF116, TTF-1: Thyroid Transcription Factor-1, CgA: chromogranin A, NSE: neuron
specificka enolaza, ¢.: poradoveé Cislo pacienta, vysledky imunohistochemickych reakci: 0 - negativni reakce, 1 - 33 % nebo méné pozitivnich
nadorovych bunék, 2 - 34-66 % pozitivnich nadorovych bunék, 3 - vice nez 66 % pozitivhich nadorovych bunék

nadorl, mezi které patfi zejména malobunéény maligni mela-
nom, kozni lymfomy, nékteré formy bazaliomu, Ewingllv sar-
kom a kozni metastazy malobunécného karcinomu, které
predstavuji v bézné diagnostické praxi asi nejvétsi diferencial-
né diagnosticky problém. Diagnéza karcinomu z Merkelovych
bunék vychazi ze zakladniho histologického obrazu solidné
usporadaného nadoru sestavajiciho z fenotypicky primitivnich
polygonalnich bunék. Diagndzu je vzdy nutné potvrdit imuno-
histologickym vySetfenim znak( epitelové a neuroendokrinni
diferenciace. V soucasné dobé se doporucuje vysetfit nador
panelem protilatek, ktery zahrnuje CK 20, CK 7, TTF-1, NSE
a/nebo neurofilamenta, pfipadné chromogranin A. Bunky Mer-
kelova karcinomu vykazuiji pfiznacnou ¢epickovitou (,,dot-like)
pozitivitu nizkomolekularnich cytokeratin(i, jako je CK 20.
Detekce CK 7 a TTF-1 je typicky negativni; tento nalez svédci
proti moznosti kozni metastazy malobunééného plicniho karci-
nomu, ktery ma byt typicky CK 20 negativni, CK 7 pozitivni
a TTF-1 pozitivni. VétSina popsanych nadorl vykazuje poziti-
vitu NSE a neurofilament, pozitivita chromograninu A byva
variabilné zastizena jen v mensim procentu pfipadd. Nadoro-
vé buriky karcinomu z Merkelovych bunék jsou typicky nega-
tivni v detekci S-100 proteinu, karcinoembryonalniho antigenu
a lymfocytarnich markert (20).

Charakteristiky naSeho souboru nemocnych odpovidaji,

pokud se ty¢e véku nemocnych a lokalizace nadoru, dfive
publikovanym datim. Tumory se vyskytovaly pfevazné v oslu-
nénych oblastech klze, v obli¢eji a na konéetindch. Imunohis-
tochemicky profil studovanych nadorG byl vcelku typicky
a odpovidal dfive publikovanym tdajim. Ke zvlastnim patfil
v nadem souboru nador €. 7, u kterého byla patrna kromé
vyrazné Cepickovité pozitivity CK 20 i fokalni perinuklearni
cytoplazmaticka pozitivita CK 7 v drobnych okrscich nadoro-
vych bunék. Tento nalez diagn6zu karcinomu z Merkelovych
bunék nevyluéuje, pozitivni imunodetekce CK 7 zde byla jiz
dfive vzacné popsana, véetné pfipadu, které vykazuji CK 7
pozitivitu a zaroven jsou CK 20 negativni (6). Ztratu exprese
CK 20 jsme zaznamenali u obou lokalnich recidiv jednoho
z nadoru (pfipad ¢. 10). V této souvislosti se jako zajimavé
ukazuje zjisténi, ze bunky tohoto recidivujiciho nadoru si
zachovaly charakteristickou ¢epickovitou distribuci cytokerati-
nu, detekovatelnou pomoci protilatky MNF116. Pouziti proti-
latky MNF116 se tedy jevi jako pfinosné v diagnosticky obtiz-
nych pfipadech karcinomu z Merkelovych bunék s odliSnym
imunohistochemickym profilem exprese CK 20. Z analyzy
ostatnich studovanych pfipadl je zfejmé, Ze protilatka
MNF116 vcelku vérné kopiruje stupen exprese CK 20 v nado-
rovych bunkach.

NaSe vysledky pfinaseji nové poznatky o expresi f-tubulinu
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tfidy Il v neuroendokrinnich karcinomech. Ziskané vysledky
potvrdily nas plvodni pfedpoklad, Zze karcinomy z Merkelo-
vych bunék budou vykazovat, podobné jako gastroenteropan-
kreatické NET (8) a plicni karcinoidy (11), pozitivitu tohoto ¢as-
ného markeru neurondlni diferenciace. Pozorovany vyrazny
rozdil v imunodetekci f-tubulinu tfidy Ill pfi pouziti protilatky
TU-20 a Tud-1 zjistény u ndmi sledovanych karcinom( z Mer-
kelovych bunék se lisi od naSich dfivéjSich pozorovani expre-
se B-tubulinu tfidy 1l v souborech rGznych karcinomu (9)
a v souboru kolorektalnich karcinom(i rizného stupné diferen-
ciace (7). Vyrazny rozdil mezi reaktivitou protilatek TU-20
a Tud-1 byl pozorovan ve skupiné dlazdicobunéénych karcino-
mU, které vykazovaly pozitivitu B-tubulinu tfidy 1l pfi pouZiti
protilatky Tud-1 (23), zatimco pfi pouziti protilatky TU-20 byl
vysledek negativni (2). Pozorované rozdily v imunoreaktivité
obou protilatek jsou v literature vysvétlovany rozdilem ve dvou
aminokyselinovych zbytcich v C-koncové ¢asti B-tubulinu tfidy
Il kufeci mozkové tkané, specificky rozpoznavanym protilat-
kou TuJ-1 a lidské mozkové tkané, rozpoznavané protilatkou
TU-20 (2, 15, 16). DalSim moznym vysvétlenim je znama
a Casta posttransla¢ni modifikace C-konce riznych izotypU -
tubulinG, pfipadné interakce této oblasti s proteiny vazicimi
mikrotubuly (MAPs), kterd mlze zménit antigenni vlastnosti
této oblasti (16).

Exprese reelinu v karcinomech z Merkelovych bunék neby-
la dosud studovana. Reelin, ktery byl popsan jako regulator
migrace mozkovych bunék béhem vyvoje, byl nové popsan
jako potencialni prognosticky marker v nizce diferencovanych
prostatickych karcinomech. Zmény jeho exprese byly popsany
i v karcinomech slinivky a jicnu (21, 24). NaSe vysledky uka-
zuji, Ze reelin neni exprimovan v burnkach karcinomu z Merke-
lovych bunék, i kdyz se jedna o vysoce maligni nadory vyka-
zujici zndmky neuronalni i neuroendokrinni diferenciace.
Vyznam tohoto nalezu a jeho vztah k histogenezi karcinomu
z Merkelovych bunék zbyva vysvétlit.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze exprese B-tubulinu tfidy
Il v karcinomech z Merkelovych bunék vykazuje vyznamné
rozdily v zavislosti na typu primarni protilatky, ktera je pouzita
k jeho imunodetekci. Z hlediska diagnostické praxe se jako
zajimavé jevi pouziti protilatky MNF 116 ke zjiSténi exprese
cytokeratind v nadorovych bunkach, zejména v diagnosticky
obtiznéjSich pfipadech, jakymi mohou byt napfiklad lokalni
recidivy nadoru.

Prace byla podporena projektem , Onkologie“ MSM
0021620808 Ministerstva Skolstvi, mladeZe a télovychovy
Ceské republiky
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