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SOUHRN

Karcinom z Merkelovych bunék je vzacnym malignim koznim nadorem s agresivnim chovanim, ktery ve vétsiné ptipadl byva asociovany s infekci polyoma-
virem karcinomu z Merkelovych bunék (MCPyV). Ve vyjimecnych pripadech se nador manifestuje jako metastaza do lymfatické uzliny bez jednozna¢ného
prikazu primarniho kozniho loziska.

V této praci prezentujeme piipad 42letého pacienta s tfiselnou lymfadenopatii, s histologickym nalezem karcinomu z Merkelovych bunék. Imunohistochemic-
ky byla v nadoru prokazana exprese chromograninu-A, synaptofyzinu a teckovita pozitivita cytokeratinu 20. Molekularné genetickym vysetrenim byla pomoci
metody real-time PCR detekovéna pfitomnost genomu MCPyV v nadorovych burikach. Dermatologické vysetreni ani staging pomoci PET CT lozisko primarni-
ho nadoru v jiné lokalizaci u pacienta neprokazalo.
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Lymph node metastasis of Merkel cell carcinoma without known cutaneous primary - case report

SUMMARY

Merkel cell carcinoma is a rare cutaneous tumor with an aggressive clinical course. In most cases it is associated with Merkel cell polyomavirus infection. Excep-
tionally, the tumor can present as a lymph node metastasis without a discernible cutaneous primary.

In this report we present the case of a 42 year-old man with inguinal lymphadenopathy, histologically consistent with Merkel cell carcinoma. Tumor cells expressed
immunohistochemically chromogranin-A, synaptophysin and displayed dot-like positivity for cytokeratin 20. The genome of MCPyV in neoplastic cells was

detected using real-time PCR. A cutaneous primary has not been identified neither during the dermatologic examination, nor with PET CT scan.
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Karcinom z Merkelovych bunék (MCC) patii mezi vzacné pri-
marni kozni malignity. Vyskytuje se pfednostné v oblastech vy-
stavenych slune¢nimu zafeni, primérny vék pacientll je 69 let.
K charakteristickym vlastnostem nddoru patfi exprese znaku
neuroendokrinni diferenciace a paranuklearni teckovita pozi-
tivita cytokeratinu 20 (1,2). V patogenezi MCC hraje dulezZitou
roli infekce polyomavirem karcinomu z Merkelovych bunék
(MCPyV) (3). Karcinom z Merkelovych bunék miva agresivni kli-
nicky pribéh, s ¢astym vyskytem uzlinovych metastéz a s dise-
minaci do vzdalenych orgént (1).

V nasi praci prezentujeme pfipad pacienta s karcinomem
z Merkelovych bunék s postizenim inguinalni lymfatické uzliny
(unknown primary Merkel cell carcinoma, UPMCC), kdy derma-
tologické vysetfeni ani staging pomoci PET/CT plvod nadoru
v oblasti kiize neprokazalo.
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KLINICKY NALEZ

Muz narozen v roce 1973, dosud zdrdv, pozoroval od ledna
2015 v oblasti pravého tfisla hmatnou nebolestivou rezistenci.
Podle sonografického vysetieni se jednalo o zvétsenou lymfatic-
kou uzlinu.V bfeznu 2015 byla provedena exstirpace této uzliny.
Nasledné bioptické vysetieni odhalilo karcinom z Merkelovych
bunék. Parafinové fezy nadoru byly vysetfeny v Narodni refe-
renni laboratofi pro papilomaviry a polyomaviry Ustavu hema-
tologie a krevni transfuze (UHKT), kde byla nalezena pfitomnost
polyomaviru (MCPyV). Pacient v ramci stagingu onemocnéni
dale podstoupil CT vy3etteni, celotélovy PET/CT a octreoscan
bez dalsich zndmek tumorézniho postizeni. Klinické vysetfeni
dermatovenerologem neprokdazalo mozny primarni zdroj nddo-
ru v oblasti kiize, anoskopické vysetieni bylo téz negativni. Na
podkladé klinickych vysetieni bylo stanoveno klinické stadium
llIB (TO pN1b MO0). U pacienta byla indikovéna radioterapie na
oblast pravého ttisla a zevnich ilickych lymfatickych uzlin vpra-
vo, planovana davka 1.8/45 Gy v normofrakciona¢nim rezimu.
Pacient absolvoval 1é¢bu do ¢ervence 2015. Tolerance byla dob-
ra, pouze v pravém tfisle se vyvinula akutni postradia¢ni der-
matitida druhého stupné, ktera do ¢tvrtého tydne od ukonceni
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radioterapie odeznéla. Pfi opakovaném vysetfeni byla v prosinci
2015 provedena PET/CT bez patologie. Pacient je t. ¢. pIné aktiv-

ni, bez obtizi. Posledni recentni sonografické vysetfeni pravého
tfisla ze srpna 2016 neprokazalo recidivu onemocnéni.

MATERIAL A METODY

Chirurgicky odebrand tkan byla fixovana v 10% neutralnim
formolu a zalita do parafinu. Histologické fezy byly barveny he-
matoxylinem a eosinem. Imunohistochemické vysetteni bylo
provedeno v automatu Ventana Benchmark Ultra (Roche, Basi-
lej, Svycarsko), jako chromogen byl pouzit 3, 3 - diaminoben-

zidin tetrachlorid (DAB), k vizualizaci jader pak MayerGv hema-
toxylin. Pro imunohistochemicky prikaz byly pouzity nasledu-
jici protilatky: chromogranin-A (DAK-A3, fedéni 1:1200, Abcam,
Cambridge, UK), synaptofyzin (SP11, pfedfedénd, Roche), CD56
(123C3 predfedénd, Roche), cytokeratin 20 (SP33, predfedénd,
Roche), cytokeratin (CAM 5.2, pfedfedénd, Roche), Ki-67 (30-9,
rédéni 1:100, Dako, Glostrup, Dansko), TTF1 (SP141, prediedény,
Roche), LCA (RP2/18, pfediedénd, Roche) a S100 (krélici polyklo-
nalni, prediedénd, Roche).

DNA byla izolovéna z jednoho parafinového fezu tloustky
20 um pomoci kitu Recover All Total Nucleic Acid Isolation
Kit for FFPE (Termo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Kvantifikace MCPyV DNA byla provedena pomoci real-

Obr. 1. Mikroskopicky je lymfaticka uzlina infiltrovdna nadorem tvofenym stfedné velkymi solidné uspofaddanymi elementy s hy-
perchromnim jadrem. Jsou pfitomny ¢etné mitotické figury. A - Hematoxylin-eosin, 100x. B - Hematoxylin-eosin, 400x.

Obr. 2. Imunohistochemicky nélez. A - silna pozitivita synaptofysinu v nadoru. B - loziskova pozitivita chromograninu A. C - mem-
branova pozitivita CD56. D - fokalni paranuklearni pozitivita cytokeratinu 20. E - Ki-67. (ptivodni zvétseni 200x, 200x, 200x, 400x,
400x)
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Obr. 3. Reverzni transkripce a PCR s primery a probami pro amplifikaci
mRNA LT antigenu MCPyV: M hmotnostni marker pUC18/Mspl, 1-4 pfedsta-
vuji negativni kontrolu krajeni, kontrolu izolace, kontrolu DNazovani a nega-
tivni kontrolu PCR, 5 testovany vzorek, 6 pozitivni kontrola RNA z karcinomu
z Merkelovych bunék. Velikost RT-PCR produktu je 152pb.

time PCR s pouzitim primerd a TagMan préb navrzenych pro
oblast velkého T-antigenu, malého T-antigenu a pozdni oblasti
VP1 genu (4,5). Pro normalizaci poc¢tu kopii virového genomu
byla pouzita real-time PCR s primery a prébou pro lidsky RNaza
P gen, ktery se v diploidni burice vyskytuje ve dvou kopiich.
Standardni k¥ivky byly vytvoreny desitkovym fedénim standar-
du s odpovidajici sekvenci pro MCPyV a RNazu P, které obsaho-
vali znamy pocet kopii pFislusné DNA. Pocet virového geno-
mu na buriku byl vypocten ze standardnich kfivek pro MCPyV
a délenim polovinou poctu RNaza P genu ve vzorku. Detekce
probihala na pfistroji RotorGene 3000 (Qiagen, Hilden, Spolko-
vé republika Némecko). Jako standard pro MCPyV byl pouzit
plazmid pCR.MCV350 (3), plazmid se sekvenci RNazy P genu
byl pfipraven zaklonovanim PCR produktu do pCR-Bluntll-TO-
PO vektoru. VSechny PCR reakce byly provadény v duplikatech
v celkovém objemu 15 pl (6). cDNA byla pfipravena reversni
transkripci z 500ng izolované RNA, ktera byla nejprve osetiena
DNazou (Jena Bioscience, Jena, Spolkova republika Némecko),
a nasledné byla provedena reverzni transkripce s M-MLV re-
verzni transkriptdzou (Promega, Madison, Wisconsin, USA). In-
tegrita cDNA byla ovéfena amplifikaci beta-globinového genu
(7). PCR s primery specifickymi pro mRNA velkého T-antigenu
(Forw 5'TTC AAA AGA AGCTGCTTA AA 3’ v pozici na genomu
MCPyV350 295-314, Rev 5'ATA TAG GGG CCT CGT CAA CC 3;
v pozici 860-879) byla provedena pomoci Ampli Taq Gold po-
lymerazy (Life Technologies (Termo Fisher Scientific), Waltham,
Massachusetts, USA) (3).

VYSLEDKY

Chirurgem exstirpovana tkan z pravého tfisla byla tvofena
lymfatickou uzlinou rozmérd 22x15x7 mm. Histologicky byla
lymfaticka uzlina téméf v celém rozsahu spotfebovana malig-
nim nadorem, ktery byl misty nekroticky, rostouci ve formé so-
lidnich ¢epl. Nadorové buriky byly stfedné velké, s méchyrkovi-
tym jadrem s chudsi cytoplasmou, s pritomnosti hojnych mito-
tickych figur (obr. 1).

Imunohistochemicky vykazoval nador expresi synaptofyzinu,
chromograninu-A i CD56. Imunodetekce cytokeratind CAM5.2
a CK 20 vykazovala paranukledrni te¢kovitou pozitivitu. Nadoro-
vé bunky neexprimovaly S-100, TTF-1 a LCA (obr. 2).

MCPyV DNA byla ve vzorku detekovana pomoci viech tfi po-
uzitych real-time PCR. Virova naloz byla 5 kopii MCPyV DNA na
bunku. Vsechny pouzité detekéni systémy vykazovaly shodné
vysledky. Virovd mRNA velkého T antigenu byla ve vzorku pfi-
tomna.
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DISKUZE

Karcinom z Merkelovych bunék (MCC) predstavuje vzacny a vy-
soce agresivni kozni nddor. Pfipady prezentujici se jako uzlinové
postizeni bez prokazatelného kozniho nadoru (UPMCC), byvaji
jesté vzacnéjsi a jsou popisovany v literature ve formé individual-
nich kazuistik, nebo malych soubor( pacient(. Heath a spol. uva-
déji 27 pacientt (14 %) s UPMCC v souboru 195 ptipadl MCC (8).
Deneve a spol. identifikovali 38 ptipadd UPMCC (12 %) v souboru
321 nemocnych s MCC (9).

Vyskyt UPMCC neni doposud objasnény. Nejcastéji byvaji po-
stizeny lymfatické uzliny inguinalni, axilarni a kr¢ni. Otazka, zda
se jedna o primarni tumor lymfatické uzliny, nebo o metastazu
kozniho MCC, ktery podlehl regresi, zlstdva nezodpovézena.
Spontanni a kompletni regrese kozniho MCC je vzacnym jevem
a nejspise nemuze byt vysvétlenim pro vznik viech pFipadd UP-
MCC (10). Vzhledem k zasadnim rozdildm v klinickém obrazu
nelze vyloudit, Ze se jednd o nddorové onemocnéni lisici se od
kozniho MCC. Prekvapiva je téz silna asociace UPMCC s jinymi
malignitami. Pan a spol. popisuji napfiklad u 8 z 22 pacientt
multisystémové nebo agresivni nddorového onemocnéni pred
diagnézou UPMCC (11). PGvodni burika, ze které kozni MCC
vychazi, je rovnéz predmétem diskuze. Toker jako prvni popsal
MCC kliZe v roce 1972 pod nazvem trabekularni karcinom kiize
(12); na zakladé podobnosti v elektronmikroskopickém obraze
byl 0 6 let pozdéji postulovan plvod z Merkelovych bunék (13).
Merkelovy buriky exprimuji znaky neuroendokrinni diferenciace
a cytokeratin 20. Jedna se ale o postmitotické elementy, které
nebyvaji infikovany MCPyV. MCC vzniké pravdépodobné z méné
diferencovanych bunék, odpovidajicich nejspise epidermalnim
nebo dermalnim kmenovym bunkam (14,15). Pavod z prekur-
zorovych element je téZ vysvétlenim pro vysokou morfologic-
kou heterogenitu MCC.

Diagnéza MCC vychézi z mikroskopického obrazu a imunohis-
tochemického prikazu znakl neuroendokrinni diferenciace. Ve
vétsiné pfipadd byva rovnéz pozorovéana paranuklearni teckovi-
ta pozitivita cytokeratinu 20. Pro diagnézu UPMCC je nezbytna
klinicko-patologicka korelace nalezu s vylou¢enim primarniho
kozniho loZiska. Dllezité je vylouceni metastatického postizeni
uzliny z jiné primarni lokalizace, na prvnim misté malobuné¢-
nym karcinomem plic, ktery vykazuje pozitivitu TTF-1 a byva
zpravidla cytokeratin 20 negativni (1,2).

Vyznam infekce MCPyV u pacient s UPMCC je v rliznych pub-
likacich interpretovan rizné. Pan a spol. (11) popisuji polyoma-
virovou infekci v tumorech pouze u 4 z 13 pacienty, de Biase
a spol. (16) ale prokazali infekci MCPyV u viech péti UPMCC.

Pacienti s UPMCC v lymfatické uzliné spadaji do stadia IlIB
dle 7. vydani AJCC. U primarnich koznich MCC je uzlinovd me-
tastdza asociovana se Spatnou progndézou, s pétiletym prezitim
42 % ve stadiu lllA a 26 % ve stadiu llIB (17). V ramci stagingu
pacientd s MCC se zacina dostavat do popredi vysetteni senti-
nelové lymfatické uzliny, obraz histologického rlistu nddorové
metastazy muze téz ovliviiovat prognézu pacienta (18). Pozo-
ruhodné je, ze v porovnani s koznim MCC s uzlinovou metasta-
zou maji pacienti s UPMCC patrné lepsi prognézu, s medidnem
preziti 18-104 mésicl (9,19,20). Vzhledem k malému dostup-
nému souboru pacientld je vsak vypovidajici hodnota udajd
0 pfeziti omezena.

Vzhledem k tomu, Zze UPMCC se vyskytuje jen zfidka, nebyl
prozatim dosazen konsenzus ohledné idedlniho terapeutického
postupu. Nemocni byli v rznych souborech Ié¢eni kombinaci
lokalni excize, radikalni lymfadenektomie, ozareni a adjuvantni
chemoterapie. Kotteas a spol. v jejich souhrnu 90 pfipadt z li-
teratury identifikuji nejpfiznivéjsi terapeuticky Gcinek radikalni
lymfadenektomie s adjuvantni radioterapii (21). Vyznam che-
moterapie na celkovou délku preziti u pacientl lécenych radi-
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kaIni lymfadenektomii a radioterapii nebyl v dlsledku malého
rozsahu sledovanych soubor( blize hodnotitelny.

Cilem predloZeného sdéleni je poukazat na neobvyklou jed-
notku, jejiz diagnéza vyzaduje Uzkou klinicko-patologickou
a laboratorni spolupréci. Autofi by radi upozornili i na moznost
a dostupnost molekuldrni detekce polyomaviru karcinomu
z Merkelovych bunék v Ceské republice, a to i z tkané zpracova-
né parafinovou technikou.
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