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Metoda imunohistochemie v patologii

Abstrakt

Bakalafska prace pojednavéd o vyuziti imunohistochemickych metod v diagnostice
novotvarl v patologii. Popisuje vyuziti spektra protilatek na oddéleni patologie Nemocnice

Cesky Krumlov, a.s.

Imunohistochemické metody jsou dnes vyznamnou metodou pouzivanou v patologii
pro typizaci nadorti a v piipadé metastaz pro urceni primarnich nadort. Dopliiuji standardni
barvici metody pro zakladni diagnostiku, jako napt. Hematoxylin—Eosin, Van—Gieson,
u kterych je nizsi specifi¢nost. Tyto metody slouzi zejména k barevnému odliSeni
zakladnich bunéénych slozek a tkdnovych komponent preparatu.

Metody imunohistochemie jsou zaloZené na principu afinity specidlni protilatky vici
danému antigenu a jsou rozdéleny na pifimé a nepiimé metody. U pifimé metody se pro
detekci antigenu pouzije protilatka zna¢ena napt. enzymem, ktery po navazani vyvolava
barevnou zménu, kterou pozorujeme pod mikroskopem. Nepiima metoda (dvoustupiiova i
tfistupiiovd) je metoda mnohem citlivéjsi, je zaloZzena na principu neznacené primdrni
protilatky, na kterou se navaze konjugovanad sekunddrni protilditka s enzymem nebo
biotinem. U tfistupniové metody pak vyuzivame afinity avidinu a biotinu, kdy se vytvofi

komplex avidin—biotin—enzym (napf. peroxidaza), ktery se znazorni a zvyrazni.

Podrobnéji se bakalarskd prace zabyva diagnostikou nadord prsu a sentinelové
lymfatické uzliny, jak v teoretické, tak v praktické ¢asti a dale incidenci téchto nadorti od
zavedeni imunohistochemické metody na oddéleni patologie Nemocnice Cesky Krumlov,

a.s. V neposledni fad¢ je zde popsana 1 kazuistika jednotlivych zajimavych piipadi.

Kli¢ova slova: imunohistochemie; antigen; protilatka; sentinelova lymfatickd uzlina;

biopsie sentinelové uzliny; karcinom mlééné zlazy; parcialni resekat; nador prsu



Diagnostic of immunohistochemistry in pathology

Abstract

The bachelor thesis deals with the use of immunohistochemical methods in the
diagnosis of neoplasms in pathology. Describes the use of antibody spectrum at the

Department of Pathology, Cesky Krumlov Hospital, a.s.

Immunohistochemical methods are nowadays an important method used in pathology
for tumor typing and metastasis for the determination of primary tumors. They complement
the standard staining methods for basic diagnostics such as Hematoxylin—Eosin, Van—
Gieson, which are less specific, these methods mainly serve to differentiate the basic

cellular components and tissue components of the preparation.

Immunohistochemistry methods are based on the special antibody affinity principle
and are divided into direct and indirect methods. For a direct method, an antibody labeled
with, for example, an enzyme is used to detect the antigen and, upon binding, induces
a color change observed under the microscope. Indirect method (two-stage, three-stage) is
a more sensitive method, based on the principle of an unlabeled primary antibody to which
a conjugated secondary antibody binds to an enzyme or biotin. In the three-stage, we use
the affinity of avidin and biotin to form the avidin-biotin-enzyme complex (eg. peroxidase),
which is shown and highlighted.

In more detail, the thesis deals with the diagnosis of breast and sentinel lymph node
tumors, both in the theoretical and practical part, and the incidence of these tumors since
the introduction of the immunohistochemical method at the Department of Pathology of
the Cesky Krumlov Hospital. Last but not least, a case report of individual interesting cases

1s described.

Key words: Imunohistochemistry; antigent; antibody; sentinel lymph node; SLNB, cancer

of mammary gland, partial resection; breast tumors;
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Seznam zkratek

ABC

aSMA

BAGE

Ca

CD

Avidin—biotin komplex
Hladkosvalovy aktin

Antigen spojeny s melanomem
Karcinom

Diferencia¢ni znak

CD 45-LCA Spole¢ny leukocytarni antigen

CDK

CK

CK7

CK 20

CK PAN

CNS

CT

DAB

DCS

DCIS

DNA

E-CAD

EDTA

EHK

EMA

Fab

Cyklin dependentni kinaza
Cytokeratin

Cytokeratin 7

Cytokeratin 20

Cytokeratin Coctail

Centralni nervovy systém
Pocitacova tomografie

3,3 diaminobenzidin tetrahydrochlorid
Diagnosticky systém

Duktalni karcinom in situ
Deoxiribonukleova kyselina

E kadherin

Kyselina ethylendiamintetraoctova
Externi hodnoceni kvality

Epitel membrénovy antigen

Variabilni doména



Fc Konstantni doména

GAGE Antigen spojeny s melanomem

GIT Gastrointestinalni trakt

HE Barveni Hematoxylin-Eosin
IDC Duktalni infiltrujici karcinom
Ig Imunoglobuliny (A, G, M, E, D)
IHC Imunohistochemie

ILC Lobularni infiltrujici karcinom
Ki 67 Jaderny protein

LCIS Lobularni karcinom in situ

MAGE Antigen spojeny s melanomem

MART Antigen spojeny s melanomem

NIS Nemocni¢ni informac¢ni systém

NST Duktalni invazivni karcinom (no special type)
PAP Peroxidaza-Antiperoxidaza

PAS Barveni na mukopolysacharidy

PPT Pracovni postup technicky

Rb Retinoblastom

RNA Ribonukleova kyselina

SABC Streptavidin biotin komplex

SLNB Biopsie sentinelové uzliny
SP Synaptic protein
TBS Fosfatovy pufr

TTF1 Transkripéni thyreoidni faktor



1. Uvod

Imunohistochemické metody jsou pomémé mladé, vyuzivaji k detekei
antigennich determinant vazby antigenu s protildtkou a umoziuji za pomoci svételné
mikroskopie blize charakterizovat ptivod bunék a tkani, jejich proliferacni aktivitu,
eventueln¢é stav hormondlnich receptorti. Toto vySetfeni se stava rutinnim v patologii,
umoziiuje  onkologim  zvolit  optimalni  terapeutickou  strategii. Bez
imunohistochemického vysetieni nelze viibec rozlisit napt. jednotlivé typy lymfomi, kde
je pritomnost nékterych povrchovych antigenti pro nékteré nadory definujici. U téchto
typt nadord je role imunohistochemie zcela nezastupitelnd. Prikazem antigennich
epitopt nadorovych bunék lze odlisit epitelové buiiky karcinomu od jinych nadori, které
karcinom mohou napodobit (nékteré sarkomy, melanom, lymfom, mezoteliom aj.).

S ohledem na priikaz nadorové specifickych molekul 1ze také u nékterych nadort
rozpoznat jejich pivod. Pfikladem je rozpoznani specifického prostatického antigenu
(PSA), ktery tvofii bunky prostatického epitelu, 1ze tedy pomyslet na karcinom prostaty.
Tato vysetfeni jsou vysoce piinosna zejména v ptipadech, kdy vySetfujeme metastaticky
nador a misto primarniho nadoru neni zcela znamo (Povysil C., Specialni patologie,
2007).

Klinicko patologicka korelace, tj. srovnani vysledkt diagnostiky patologem

s vysledky klinickych a dalsich laboratornich a zobrazovacich nalezl, ptispiva k ziskani
uceleného obrazu o onemocnéni a nékdy je vyznamna 1 pro vlastni diagnostiku (Povysil

C., Specialni patologie, 2007).



Historie

Zékladem pro imunohistochemické metody byla moznost kovalentni vazby molekul
imunoglobulinti s jinymi molekulami, coz se stalo pfedmétem vyzkumu jiz ve 30. letech
20. stoleti. Ve 40. letech 20. stoleti se podatilo prvné prokazat antigen v tkdni pomoci
fluoresceinem znacené protilatky (prvni imunofluorescencni metoda). Do patologie se
tyto metody dostavaly od 50. let 20. stoleti a postupné se zlepSovala jejich specifita,
senzitivita a dostupnost. Ruku v ruce pfichdzely tyto metody s pomoci rozvoje
molekularniho, proteinového a genetické¢ho inzenyrstvi. V 70. letech 20. stoleti byly
pfipraveny protilatky proti jedné antigenni determinanté, tzv. monoklondlni protilatky
produkované tzv. hybridomy. Rovnéz v téchto letech se zacind vyuZzivat spojeni enzymu
s protilatkou a SirSi zavedeni imunohistochemickych metod vyuzivajicich monoklonalni

a polyklonalni protilatky do praxe (Lukas Z., Imunohistochemické metody, 1997).
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2. Teoreticka Cast

Nejdiilezitéjsi antigenni skupiny prokazované v praxi

Intermediarni filamenta

Cytokeratiny typické pro typy epitelovych bun€k, vimentin typicky pro bunky
mezenchymového piivodu, desmin typicky pro svalovou tkén, neurofilamenta typicka pro

CNS.
Mikrofilamenta
Mezi mikrofilamenta fadime aktin a myosin.
CD antigeny
CD antigeny typické pro lymfoproliferativni choroby.

Je moznost prokazovat i jiné antigeny typické pro urcité tkané a diferenciacni stupné

jednotlivych tkani.

Specifické je vyuzivani estrogenovych a progesteronovych markerti pro diferencialni

diagnostiku nadorii délohy, ovarii a prsu (Hotejsi 1., Zaklady imunologie, 2009).
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3. Rozdéleni typi imunohistochemickych metod

pfima metoda

nepiima metoda dvojstupiiova

nepiima metoda trojstupiiovd — PAP metoda (peroxidaza — antiperoxiddza komplex)
— ABC metoda (avidin — biotin komplex)

3.1. PFima metoda
Jde o nejjednodussi zplisob vysSetieni antigenu ve tkani. Primarni protilatka je
pfimo znacena fluoresceinem, kovem nebo enzymem a po zvyraznéni jeho pfitomnost ve
tkani hodnotime. Tyto metody 1ze pouzit u vysokych koncentraci antigenil ve tkanich.
Tyto protilatky jsou dostupné pro Siroké spektrum antigenii a vyuzivaji se zejména
v nativnich fezech. Pro pouziti na parafinovych fezech je pfima metoda malo citliva

(Bartlinkova J., VySetfovaci metody v imunologii, 2011).

3.2. Nepiima metoda dvojstupiiova
a komplikovanéjsi, ale jeji vyhodou je vyssi citlivost. V prvnim kroku se na parafinové
fezy navaze primarni neoznacena protilatka (imunoglobulin) se specifickymi vlastnostmi
proti prokazovanému antigenu. Ve druhém kroku se navazuje protilatka sekundarni proti
Fc fragmentu imunoglobulinu zvitete, které bylo v prvnim kroku darcem primarni
protilatky, tato sekundarni protilatka je znafena fluorochromem nebo enzymem.
Imunologickou vazbou se navaZze sekundarni protilatka na priméarni protilatku

(Bartinkova J., VySetfovaci metody v imunologii, 2011).
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3.3. Nepiima metoda trojstupiiova

Tuto metodu také nazyvame amplifikacni, zesileni signalu nastane v ptipadé, ze
mnozstvi antigenu ve tkani je nizké. Prvni krok je reakce primérniho specifického antiséra
s antigenem, ktery chceme ve tkani prokazat. Druhy krok navazujeme neznacCenou
specifickou sekundarni protilatku proti imunoglobulinim zvifete, které poskytlo
protilatky pro prvni a teti krok. Této sekundarni protilatce také fikdme spojovaci, vznikne
tzv. miistek. Mustek je nutné nakapat v nadbyte¢ném mnozstvi, protoze ¢asto dochazi
k vysyceni Fab fragment(i, na nichz je antigenné specificka oblast a tento efekt pak dava
fale$n¢€ negativni reakci. Tietim krokem je poté naneseni zna¢ené¢ho komplexu napt. PAP
(peroxidaza—antiperoxidazovy komplex). Tato metoda je Casové naro¢nd a vysoce citliva
(Bartinkova J., VySetfovaci metody v imunologii, 2011).

U metody ABC (avidin—biotin komplex), pouzijeme avidin ziskany z bakterie
Streptomyces avidiny, n€kdy se miizeme setkat s ozna¢enim SABC (streptavidin—biotin
komplex). Vytvaii se pevna nespecificka vazba glykoproteinu bilku avidinu s vitaminem
biotinem. Principem metody je oznaceni sekundéarni protilatky biotinem a jeho dalsi
vazba se streptavidin—biotinovym komplexem oznacenym peroxidazou. Mista
v preparatu, kde doslo ke specifické reakci, jsou indikovdna enzymatickou aktivitou

peroxidazy (Bartinkova J., VySetfovaci metody v imunologii, 2011).

13



4. Rozdéleni protilatek

4.1. Monoklonalni protilatky
Jsou produktem jednoho klonu B lymfocytt. Hybridom vzniké fazi B lymfocytt
imunizovaného zvifete s neoplastickymi buitkami myelomu a je schopen produkovat
monoklonalni protilatky namifené proti jedné antigenni determinanté. Tuto vlastnost
zdédi hybridom po aktivovaném B lymfocytu a vlastnost nesmrtelnosti, neptetrzit¢ho

neoplastického ristu, zdédi po myelomové buiice (Hotejsi 1., Zaklady imunologie, 2009).

4.2. Polyklonalni protilatky
Jsou produktem mnoha klont B lymfocytti a jsou to tzv. smési protilatek. Narozdil
od monoklonalnich protilatek nejsou homogenni a nemaji definovanou jasnou specificitu.
Ziskavame je od imunizovanych laboratornich zvifat antigenem nebo jejich smési. Pii
imunizaci organizmu se ruzné B lymfocyty stimuluji a ndsledné diferencuji v plazmatické
buiky. Tim je produkovano §iroké spektrum protilatek proti riiznym epitopiim ptislusné
bilkoviny, které maji odliSnou schopnost vazby na tuto bilkovinu (Hoftejsi 1., Zaklady

imunologie, 2009).
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Typy primarnich protilatek pouZivanych na oddéleni patologie Nemocnice Cesky

Krumlov, a.s.

anti a—SMA (Smooth Muscle Actin)

nazev: Monoclonal Mouse Anti Alpha—Smooth Muscle Actin, clone I A4, (vyrobce

DCS Innovative Diagnostic—Systeme, Hamburg)
immunogen: Mouse IgG 2 kappa

specifikace: Aktin je jednou z hlavnich slozek cytoskeletu a je pfitomen témer
v kazdé buiice. Protilatka proti aktinu hladkého svalstva rozpoznava protein exprimovany
normalnimi hladkymi, kosternimi a srde¢nimi svalovymi bunikami. Hladkosvalovy aktin
se nachazi ve sténdch cév, stievni sliznici, muscularis propria organti zazivaciho traktu
a ve stromatech riznych tkani. Imunohistochemicka detekce hladkosvalového aktinu se
pouziva k identifikaci myogennich slozek nebo myogenniho plivodu néadort, napf.
leiomyomt, leiomyosarkom a pleomorfnich adenomt.

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti CD 45-LCA (Leucocyte Common Antigen)

nazev: Monoclonal Mouse Anti Leucocyte Common Antigen (Anti—-LCA, CD 45),
clone 2B11 PD7/26, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—Systeme, Hamburg)

immunogen: Mouse IgG1 kappa

specifikace: antiCD 45 je monoklonalni protilatka pouzivand k diferencialni
diagnostice nediferencovanych novotvart, kdykoliv je podezfeni na maligni lymfom
(morfologicky nebo klinicky). Jedna se o vysoce specifickou protilatku, proto je pozitivni
vysledek velmi pfiznaény pro lymfoidni nebo myeloidni ptavod. Né&které typy
lymfoidnich novotvarit mohou postradat CD 45 (Hodgkinova choroba, nékteré

T-lymfomy a nékteré leukémie), takze jeji nepfitomnost nevylucuje hematolymfoidni
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nador. Tato protilatka je exprimovana vyhradné buitkami hematopoetické linie a je
pfitomna ve vétSin€ benignich a malignich lymfocyti a prekurzorech plazmatickych

bunék.

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti Chromogranin A

nazev: antichromogranin A, clone SP12, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—

Systeme, Hamburg)

immunogen: Kralik IgG, Rekombinantni protein odpovidajici lidskému chromogranin A

specifikace: Lidsky chromogranin A je protein sestavajici z 439 aminokyselin (68
kDa). Ptislusny gen je lokalizovéan na 17. chromozomu. Chromogranin A je exprimovan
neuroendokrinnimi bunikami celého téla, v intestinalnich neuroendokrinnich bunkach, ve
dfeni nadledvin, v pankreatickych buiikach, v ptednim laloku hypofyzy, parafolikularnich
C-thyreoidnich bunkach, jakoz i v nddorech z nich odvozenych. V imunohistochemii tato
protilatka barvi peptidy obsahujici neurosekrecni granula neuroendokrinnich bunék. Tato
protilaitka se uplatiiuje pii diagnostice neuroblastomil, metastdz malobunéénych
karcinomil plic a karcinoidii. Spole¢né se synaptofyzinem je chromogranin A jednim

vvvvvv

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti Cytokeratin 7

nazev: Monoclonal Mouse Anti Cytokeratin 7, clone OV-TL 12/30, (vyrobce DCS

Innovative Diagnostic—Systeme, Hamburg)

immunogen: Mouse IgG1 kappa

specifikace: Protilatka CK7 reaguje s proteiny, které se nachazi v duktalnich
a Zlazovych epitelech, pfechodném epitelu mocovych cest a epitelidlnich buiikdch

zlu€ovodu. CK7 rozliSuje plicni a prsni epitelové buiiky, ty barvi pozitivné. Epitelidlni
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bunky tlustého stfeva a prostaty nebarvi. Tato protilatka také reaguje s mnoha benignimi
a malignimi epitelidlnimi 1ézemi, napi. adenokarcinom vajecniku, prsu a plic. Pfechodné
bunécné karcinomy jsou pozitivni a karcinomy prostaty negativni. Tato protilatky
nerozpozna meziproduktové proteiny.

kontrolni tkan: mandle (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti Cytokeratin 20

nazev: Antibody cytokeratin20, clone SP 33 (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—
Systeme, Hamburg)

immunogen: Rabbit IgG, Rekombinantni protein odpovidajici lidskému proteinu

CK20.

specifikace: CK20 o molekulové hmotnosti 46kDa, se nejcasteji pouziva jako marker
pro buiiky epitelidlniho ptivodu. CK20 je exprimovan epitelidlnimi bunkami zaludku,
tenkého a tlusté¢ho stfeva, urotelu a v Merkelovych buikach kize. Také CK20 byva
detekovan na vétSin€ adenokarcinomt tlustého stfeva a moc¢ového méchyie, stejné jako
u mucindznich nddord vajecniku, karcinomti zaludku, zlucového systému a nadort
pankreatu. Jen ziidka jsou pozitivity nalezené u karcinomu plic. Adenokarcinomy
vajecniku a prsu, jakoZ i nemucindzni karcinomy vajecniki, lymfomy, nadory hlavy
a krku, rendlni buniky, karcinomy prostaty a §titné zlazy, stejn€ jako malobunééné nadory
plic, melanomy a sarkomy neexprimuji CK20. V kombinaci s CK7 se CK20 pouziva
k odliSeni karcinomi tlustého stieva, vajecniku, plic a prsu.

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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anti Cytokeratin PAN (Cocktail AE1/AE3)

nazev: Monoclonal Antibody Cytokeratin Cocktail PAN, clone AE1/AE3, (vyrobce
DCS Innovative Diagnostic—Systeme, Hamburg)

immunogen: Mouse IgG1 kappa

specifikace: Anti PAN cytokeratin je koktejl dvou monoklonalnich mysich protilatek
AE1/AE3. Je vhodny k rozliSeni epitelidlniho karcinomu od neepitelialnich malignit
a slouzi k podpote klasifikace epitelidlnich nadord. Tato protilatka byla pouzita pro
studium bunék obsahujicich keratin v epiteliich béhem normalniho vyvoje a béhem
vyvoje epitelidlnich novotvart. Protilatka Anti PAN cytokeratin Cocktail zbarvuje
cytokeratiny pfitomné v normalnich a abnormalnich lidskych tkénich a vykazuje vysokou
citlivost v rozpoznani epitelidlnich bunék a karcinomu.

kontrolni tkan: mandle (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti E—Cadherin

nazev: Purifikovand protilaitka Anti E—Cadherin, clone EP700Y, (vyrobce DCS

Innovative Diagnostic—Systeme, Hamburg)
immunogen: Rabbit IgG

specifikace: E—Cadherin L-CAM, Uvomorulin je bun&tna adhezivni molekula
zavisla na vapniku, kterd je exprimovana prevazné na epitelidlnich buiikach. E—Cadherin
hraje dualezitou roli v bunééném ristu pii udrZzovani integrity tkani prostfednictvim
bunécénych spojii. Je moznost prokazat, ze ztrata exprese E—Cadherinu v nadorovych
burikach je spojena se zvySenym potencidlem téchto bun€k pro invazi a metastazu.
V diagnostice se jedna o stézejni protilatku k odliSeni NST karcinomu prsu = duktalniho
od karcinomu lobularniho. Duktalni karcinom prsu vykazuje expresi E—cadherinu,
lobuléarni karcinom je zcela negativni.

kontrolni tkan: mandle (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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anti Ki—67 (Proliferating Cell Antigen)

nazev: Antibody Ki—67, clone SP 6, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—Systeme,
Hamburg)

immunogen: Rabbit IgG 1

specifikace: Ki—67 je jaderny protein, ktery je exprimovan v proliferujicich bunkéch.
Ki—67 je ptfednostn¢ exprimovan béhem pozdnich fazi G 1, S, M a G 2 bunécného cyklu,
zatimco bunky ve fazi G 0 (klidové) jsou pro tuto protilatku negativni. Ackoliv byl
antigen také asociovan s transkripci RNA, je silné€ spojen s bunéénou proliferaci, a je tedy
indikovan jako U¢inny marker pti hodnoceni rychlosti proliferace nadorti (napt. mozku,

prsu, délozniho ¢ipku, prostaty, melanomu atd.).

kontrolni tkan: mandle, appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti MART-1 (Melan—A)

nazev: Antibody Melan—-A (MART-1), clone A103, (vyrobce DCS Innovative
Diagnostic—Systeme, Hamburg)

immunogen: Mouse IgG1, Rekombinantni prokaryoticky protein

specifikace: Melan-A (MART-1) je diferenciani antigen melanocytl, ktery je
rozpoznavan autolognimi cytotoxickymi T-lymfocyty. Je produktem genu MART-1 a je
specificky pro melanocyty a melanom, dale pro buné¢né linie pochazejici z melanomu.
Dal8i antigeny spojené s melanomem, které jsou také rozpoznany autolognimi
cytotoxickymi T-lymfocyty, jsou MAGE-1, MAGE-3, tyrosinasa, gp100, gp75, BAGE—
1 a GAGE-1. Analyza téchto molekul a jejich vzorce exprese u riznych melanomti mtze
pomoci objasnit relativni diilezitost v rozvoji a diferenciaci nadoru. Melan—A je zjiStén
v melanomu na 80—100 %. Analyza exprese Melan—A u jednotlivych melanomt je mimo
jiné dilezita pro piedpovéd’ odpovédi na nadorovou terapii.

kontrolni tkan: KE melanomu  (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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anti pl16
nazev: Monoclonal Antibody p16, clone R 19-D, (DB Biotech, a.s., KoSice)
immunogen: synteticky peptid derivovany z C—koncové sekvence lidské p16

specifikace: Protein p16 je inhibitor CDK, ktery hraje dtlezitou regulacni ulohu
v bunécném cyklu. Kontrolovanim ptechodu mezi fazemi G1 a S fazi prostfednictvim
regulace proteinu Rb pl6 zpomaluje bunécnou eretenci a plisobi proto jako supresor
nadoru, coz z n¢j ¢ini klicovy marker u nékolika lidskych novotvarti, s vyjimkou napf.
melanomd, gliomd, karcinomu jicnu, pankreatickych karcinomt, plicnich karcinomu
a moc¢ovych karcinomu a nékterych typt leukémie. Nadmérna exprese proteinu p16 byla
klinicky spojena s karcinomem délozniho hrdla epitelu zlazového i dlazdicového, protoze
onkoprotein E7 z lidského papilomaviru HPV inaktivuje retinoblastom Rb, ¢imZz
interferuje s regulaci bunééného cyklu a vede ke zvySenym hladindm p16
v prekancer6znich a nadorovych tkanich. P16 se proto pouziva jako imunohistochemicky
marker v gynekologické patologii.

kontrolni tkaf: poz. délozni ¢ipek (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti p53

nazev: Antibody p53, clone D 07, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—Systeme,
Hamburg)

immunogen: Mouse IgG 2a—Rekombinantni protein kodujici lidsky p53

specifikace: Tumor supresorovy gen p53 je exprimovan v mnoha tkanich a podili se
na regulaci bunééného rustu, replikaci a programované bunécné smrti (apoptdze). Mutace
v genu p53 vedou k vytvofeni proteinu, ktery ma abnormalni strukturu, sniZzenou vazbu
na DNA a prodlouZenou Zivotnost. ZvySenad nestabilita proteinu vede k akumulaci
mutantniho p53, kterd mize byt detekovana u mnoha malignich nadort, vcetné nadort
prsu, karcinomt vaje¢niku, mocového méchyte, tlustého stfeva, plic a ktze. Je to

prognosticky marker fady nadorovych onemocnéni.

kontrolni tkan: mandle, appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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anti p63

nazev: Antibody p63, clone SFI-6, (vyrobce DCS, Hamburg)
immunogen: Mouse IgG1, Synteticky peptid odpovidajici lidskému p63

specifikace: Lidsky p63 je homologem p53, kdéduje rizné izotopy schopné bud’
transaktivovat report geny p53 (TA p63), nebo plisobit jako p53 negativni dominanta. P63
je detekovan v bazalnich buiikach prostatickych zlazek, je vSak negativni u malignich
nadori prostaty. Protilatka p63 je dale klicovy marker pro dlazdicobuné¢nou diferenciaci.

Zaroven barvenim p63 muze byt pozorovana pii¢né pruhovand svalovina.

kontrolni tkan: mandle, placenta (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti S—100 Protein

nazev: Antibody S—100 protein, clone 4C4.9, (vyrobce DCS, Hamburg)
immunogen: Mouse IgG 2a

specifikace: S—100 se vyskytuje u normalnich melanocytii, v Langerhansovych
bunikach, histiocytech, chondrocytech, tukovych buiikach, kosternich a srdecnich
svalovych bunikach, Schwannovych buiikach, stejné jako v epitelialnich
a myoepitelidlnich bunkach slinnych a potnich Zlaz, dale v prsu a v gliovych buikéch.
Nédory odvozené z téchto bun€k dobfe exprimuji S—100. Témeét veSkeré piipady
maligniho melanomu a ptipady histiocytozy jsou S—100 pozitivni. Navzdory skutecnosti,
7ze S—100 protein je vSudypfitomny, je jeho detekce velmi piinosnd pii identifikaci
novotvard, zejména melanomu.

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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anti Synaptophysin
nazev: Antibody Synaptophysin, clone SP11, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—
Systeme, Hamburg)

immunogen: Rabbit IgG, Synteticky peptid odpovidajici C—konci proteinu lidského
synaptophysinu

specifikace: Synaptophysin je protein o molekulové hmotnosti 38kDa. Vyskytuje se
v presynaptickych vaccich vSech neuronii v neuroendokrinnich bunikach. Déle je
lokalizovan v bunikdch diené nadledvin, hypotyzy, §titné Zlazy, slinivce biisni, na sliznici
GIT a v plicich. Neurony v mozku a sitnici se téz barvi touto protilatkou. V kombinaci
s protilatkou proti chromograninu je velmi dilezitym markerem v diagnostice
neuroendokrinnich a adrenokortikalnich neoplazmat.

kontrolni tkan: appendix (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

anti Thyroid Transcription Faktor (TTF-1)

nazev: Antibody TTF-1, clone 8G7G3-1, (vyrobce DCS Innovative Diagnostic—
Systeme, Hamburg)

immunogen: Mouse IgG1 kappa

specifikace: Anti TTF-1 se pouZziva pfi diferencidlni diagnostice primarnich
adenokarcinomli plic, metastazujicich prsnich karcinomi, malignich mezotheliom,
karcinomt S§titné Zlazy. Dale se anti TTF-1 pouzivd k rozliSeni malobunécéného

karcinomu plic od lymfoidnich infiltratd.

kontrolni tkan: plice (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)

22



5. Patologie prsu

Maligni nadory prsu piedstavuji v CR nejéast&jsi zhoubné nadory u Zen, jejich
incidence stale stoupd, zptsobuji kazdé paté umrti Zen na zhoubny nador. Vyskyt
karcinomu mlécné zlazy je v zenské populaci rok od roku vyssi. V roce 2015 bylo vice
nez 7000 novych piipadi rakoviny prsu, coZ je 8,3% vSech zhoubnych nadort. 10% Zen

bylo mladsich 45 let. (Dusek L., Epidemiologie zhoubnych nadort v CR, 2005)

Z hlediska anatomického a dle WHO klasifikace 1ze benigni a maligni nadory prsu

rozdélit na:

KozZni nadory

Vyrazné se morfologicky a diagnosticky neodlisuji od koznich nadort ostatnich

¢asti lidského téla.
Nadory bradavky a dvorce

V této oblasti se charakter epitelu 1i8i od ostatni kliZze, v mistech bradavky a dvorce
se nachazi epitel vrstevnaty dlazdicovy nerohovéjici, tedy epitel od okolni kiize méné
odolny a vice nachylny k vyskytu patologickych zmén. Vznikaji zde traumata, eroze,

zanéty, nadory.

Z benignich nadori je uveden vétSinou adenom napi. syringomatozni adenom
lokalné rostouct, tvofeny nepravidelnymi zlazovymi formacemi s diferenciaci k potnim

zlazkam.

Specialni malignitou je ,,Pagetova nemoc*, tento nador byva povétSinou spojen
s invazivnim NST karcinomem = duktalnim, ktery vychéazi z velkych vyvodl mlécné

zlazy (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
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Mezenchymové a neuroektodermové nadory z mékké tkané prsu

K nim fadime hyperplazie, napi. pseudoangiomatozni stromalni hyperplazii, kdy jde
o benigni 1ézi. Dalsi ze vzacnych je fibromatdza prsu, ktera lokalné agresivné roste, ale
nema metastaticky potencial. A dalsi vzacny nador je zanétlivy myofibroblastovy tumor,
zde je obtizné diferencovat, zda se jedna o reaktivni zménu nebo uz pravy nador, pfi

recidivach tohoto nadoru vznikéa angiomatoéza (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
Benigni nadory

Do oblasti benignich nadorti patfi napf. lipomy, angiolipomy, fibromy,

neurofibromy, leiomyomy, hemangiomy, schwannomy.
Maligni nadory

Do oblasti malignich nadorG patii napi. maligni lymfomy, liposarkomy,

angiosarkomy, leiomyosarkomy (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).

5.1. Nenadorové léze prsu

Reaktivni zmény

Mezi reaktivni zmény patii napf. tukova a hemoragicka nekroza, infarkt prsu pti
intenzivni hyperplazii Zlazy v t&€hotenstvi, galaktokéla je cysta s tekutinou podobnou

mléku, duktéalni ektdzie a diabetickd mastopatie (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
Zanéty

Mezi zéanéty patii napf. puerperdlni mastitida, plazmocytarni mastitida,

granulomatozni lobuldrni mastitida ¢1 mastitida vyvolana plisnémi a parazity.

Fibrozni a fibroepitelové nenadorové 1éze — fibrézni a fibrocysticka mastopatie

(Lakhani R.S.,WHO Kklasifikace,2012).
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Epitelové nenadorové léze

Epitelové nenadorové 1éze jsou napf. cysty, epitelidzy napt. juvenilni papilomatoza.
K dalsim lobuldrnim hyperplaziim fadime adendézy zmnoZzeni lobulii s hyperplazii
stromalni slozky a myoepitelové vrstvy. Druhy adenéz jsou floridni, sklerozujici,

mikroglandulérni a duktalni (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
Benigni epitelové nadory

Benigni epitelové nadory jsou napt. intraduktalni a intracysticky papilom, tubularni
adenom, laktujici adenom, apokrinni adenom, pleomorfni adenom a duktalni adenom

(Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).

5.2. Nadorové léze prsu

Intraduktalni proliferujici 1éze a lobularni neoplazie

Velmi cCasty progresivni potencidl smérem k invazivnim a metastazujicim
karcinomiim mé¢né zlazy. Diagnostika se mnohem vice zptesiuje. Radime sem atypickou
hyperplézii, duktalni karcinom in situ a lobularni karcinom in situ (Lakhani R.S.,WHO

klasifikace,2012).
Maligni epitelové nadory

Dva nejcastéjsi typy invazivni NST karcinom = duktilni a lobuldrni invazivni
karcinom, dal$i invazivni karcinomy jsou tubularni, papilarni, mikropapilarni, medularni,
metaplasticky, malobunécny, cysticky, apokrinni, kribriformni a onkocytarni (Lakhani

R.S.,WHO klasifikace,2012).
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Myoepitelové léze

Myoepitelové 1éze jsou tvofeny bazalnimi bunkami s aktinem, maji kontrakéni
schopnosti, tzv. myoepiteliemi. Z téchto 1ézi vznikaji hyperplazie smiSené nebo Cisté
myoepiteliové novotvary. Napi. adenomyoepitelova hyperplazie, adenomyoepiteliom,

myoepiteliom, myoepitelovy karcinom (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
Mezenchymové nadory

Mezenchymové nadory nejsou az tak casté uvniti mlécné zlazy. Z benignich nadort
je to napft. fibrézni tumor, myofibroblastom, leiomyom, hamartom, myxom, lipom
a hemangiom. Nejcastéjsimi malignimi mezenchymovymi nadory jsou sarkomy,
leiomyosarkomy, liposarkomy, fibrosarkomy. Déle lymfomy (Lakhani R.S.,WHO
klasifikace,2012).

SmiSené nadory

SmiSené nadory oproti mezenchymovych jsou velmi Casté. Nalézaji se u mladych
zen. Jednd se o komplexni fibroadenomy, uvadéji se dva typy perikanalikuldrni
fibroadenom a intrakanalikularni fibroadenom. Objevuji se epitelové sekre¢ni zmény,
které vedou k rychlému ristu nadoru, jako napft. pfi gravidité nebo laktaci a svadi
k fale$n¢€ pozitivni diagnostice a podezieni na karcinom. Dal§im typem smiSeného nadoru
je ,,phyllodes‘ naddor. Ma potencial pro recidivy a metastazovani. Zde stroma miiZze mit
az maligni charakter a je nutné odlisit od sarkomu. VétSina phyllodes nadort se chova
benigné, jen mald skupina téchto nadorG malignizuje (Lakhani R.S.,WHO

klasifikace,2012).

Léze muzského prsu

Mezi patologické zmény muzZského prsu patii gynekomastie, projevujici se
proliferaci vyvodil v souvislosti se zvySenou hladinou estrogenii pfi hormonalni terapii
nebo jaterni cirhéze. Typické byva chybéni lobult. Velmi vzacny a raritni je karcinom
prsni Zlazy. U muzské populace ve srovnani s zenskou populaci je 100krat mensi

pravdépodobnost jeho vyskytu (Lakhani R.S.,WHO klasifikace,2012).
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6. VySetieni karcinomu prsu a sentinelové uzliny

Tradi¢nim terapeutickym postupem bylo ve 20. stoleti odoperovani celého prsu
a kompletni disekce axilarnich lymfatickych uzlin. Vedlo k tomu piesvédceni o nutnosti
radikalni lokoregionalni terapie (Pecha V., Biopsie sentinelové uzliny, 2011).

V soucasnosti se ptistup k 1écbé diametralné zménil, pfesto, Ze neni pochybnosti
o primarni systémové povaze prsnich malignit. Ablace jsou ve vétSin€ piipadii nahrazeny
Setrnéj§imi konzervativnimi vykony, parcidlnimi resekcemi s naslednou radioterapii

(Pecha V., Biopsie sentinelové uzliny, 2011).

Parcidlni resekaty prsu jsou podle zvyklosti konkrétniho pracovisté znaceny
operatérem napt. stehy dle ciferniku hodin. Vzhledem k doporuceni standardu
Spolec¢nosti ¢eskych patologil je nezbytné parcialni resekaty prsu na resek¢nich plochach
nabarvit napf. tusi. V resekatech vzdy popisujeme vzdalenost tumoru od jednotlivych

resekénich linii.

V chirurgii axilarni lymfatické uzliny je velkym trendem peroperaéni vySetieni
sentinelové uzliny (sentinel lymf node biopsy SLNB). Dilezitym prognostickym
faktorem je stav miznich lymfatickych uzlin a zejména té sentinelové. V axilarni oblasti
je sentinelova uzlina tzv. straZcova, je to uzlina, kterd pfijima jako prvni lymfatickou
drendz primarniho naddoru a znaci misto Sifeni nddoru. Koncepce sentineloveé lymfatické
uzliny vychazi z ptedpokladu, Ze primarni nador metastazuje lymfatickymi cestami
postupné a podle urcitého fadu. Do sentinelové uzliny prichdzi lymfa ptimo z primarniho
nadoru a je tudiZ prvni, do které se dostdvaji nadorové burnky. Nasledné metastazy jdou
az do dalSich spadovych uzlin. Vysledek histologického vySetteni pak rozhodne, zda je
nebo neni nutné provést lymfadenektomii spadovych uzlin a v ptipad€ pozitivniho nalezu
je indikovéana nasledna disekce pfitomnych uzlin. Vyznamné toto rozhoduje o dalSim

postupu v systémové 1é€bé novotvaru prsu (Pecha V., Biopsie sentinelové uzliny, 2011).
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7. Incidence a mortalita novotvaru prsu

Vyskyt a imrtnost novotvaru prsu jsou udaje ke kterym ma lékar, pacient
a vefejnost v CR piistup diky serveru o datech z Narodniho onkologického registru CR.
Tyto velmi cenné informace byly tedy zpfistupnény Sirokému spektru zajemct.
Epidemiologické analyzy jsou ptistupné podle jednotlivych druhti nadort.
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8. Postup imunohistochemického barveni IHC

Fixace tkané

Odebrany material fixujeme vzhledem k zachovani morfologickych struktur,
antigenicity a pro minimalizaci vzniku artefaktt. Tkan vSak nesmi byt pfefixovéna.
Fixace se provadi bud’ zmrazenim tkané nebo pouzitim fixa¢nich roztokl, nejcastéji
uzivany je neutralni vodny roztok formaldehydu nebo Bouinova tekutina (formaldehyd
s kyselinou pikrovou a kyselinou octovou). Vzhledem k rychlému vzniku artefaktt se
snazime vyhnout alkoholovym a acetonovym fixa¢nim tekutindm (Litzman J., Zéklady

vySetfeni v klinické imunologii, 2011).
Zaliti tkané

Provadi se klasicky zaliti tkdn€ do parafinu—paraplastu. Nutnd je sprdvnad orientace
tkané a presné rychlé zaliti parafinem o teploté 56°C. Parafinovy blok nechdme chladnout

na chladici desce (Litzman J., Zaklady vysetfeni v klinické imunologii, 2011).
Krajeni a napinani tkané

Krajeni se provadi s pomoci saitkového mikrotomu, na minimalni tloustku fezu 6
um (u vétsiny tkani je pii této tlouSt'ce zachycena ptiblizné jedna vrstva buné€k). Napinani
tezll je provadéno na hlading destilované vody pii teploté¢ 52°C, natahovani na specialni
adhezivni, pozitivné nabita skla, ktera tkan udrZi i za varu ve vodni l4zni pfi odmaskovani

antigenl (Litzman J., Zaklady vySetfeni v klinické imunologii, 2011).
Odmaskovani antigeni

Za pouziti spravného fixacniho roztoku je morfologickd struktura tkdné plné

vvvvvv

Nepfiznivé vlivy fixace lze minimalizovat, tedy oSetfit tkanové fezy pied dalSim
zpracovanim, aby Iépe odmaskovaly a ukézaly antigeny primérni protilatce. D&je se tak

s pomoci proteaz (napf. pepsin, trypsin), nebo povafenim preparatl v citratovém pufru

29



a EDTHY9 pufru za pouziti mikrovinného zafeni nebo vodni lazné. (max. 20 min.)

(Litzman J., Zaklady vySetfeni v klinické imunologii, 2011).
Blokace peroxidazy

Vzhledem ke skutecnosti, Ze protilatky jsou znaceny enzymy, které se pfirozené
vyskytuji ve zpracovavané tkani a mohly by do zna¢né miry ovlivnit vysledek THC
vysetieni, je nutné tyto enzymy blokovat. V pfipad¢ pouziti protilatek znacenych
peroxidazou pouzijeme jako substrat pro blokaci 3% roztok peroxidu vodiku

v destilované vod¢ (Litzman J., Zéklady vysetieni v klinické imunologii, 2011).
Vazba protilatek a detekéniho systému

Reakci antigenu s primarni protildtkou provedeme nakapanim vlastni
monoklonalni primarni protilatky na fez ve vlhké komirce, nechame inkubovat podle
datasheetu. Po oplachu v TBS pufru (pH 7.4) nésleduje podle metodiky reakce se
sekundarni protilatkou, op¢€t inkubace ve vlhké komiirce. V misté, kde doslo k navazani
sekundarni protilatky na primarni protildtku vznikne chromogen, ktery je nutné dale

zvyraznit (Litzman J., Zaklady vysetfeni v klinické imunologii, 2011).
Zvyraznéni chromogenu

Samotna vazba protilatek s antigenem se na fezech barevné neprojevi (fezy jsou
bezbarvé), vznik chromogenu je nutné dale zvyraznit, abychom ho mohli pozorovat ve
svételném mikroskopu. Jeli pouzivany detekéni komplex znafen peroxidazou (metoda
PAP, SABC nebo ABC), pouZijeme jako chromogen dvouslozkovy kit DAB. Peroxidaza
enzymaticky méni DAB na hnédy precipitat, ktery je nerozpustny v alkoholu. Vzdy je
nutné piipravovat Cerstvy pracovni roztok DAB, nebo zpracovat nejlépe do 4 hod. od
smichani obou slozek kitu (pufru + chromogenu). Pracovni roztok DAB a nechdme ve

vlhké komirce inkubovat (Litzman J., Zéklady vySetieni v klinické imunologii, 2011).
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Dobarveni pozadi

U IHC technik je nutné také dobarvit pozadi preparatu, vzhledem k lepsi orientaci
pfi pozorovani v mikroskopu. Nejvice se vyuziva dobarveni jader pomoci Mayerova
hematoxylinu. Po obarveni vypereme piebytecné barvivo destilovanou vodou a nechame

jadra modrat v teplé vod¢ (Litzman J., Zaklady vysetfeni v klinické imunologii, 2011).

Odvodnéni a montovani preparata

Po vypirani v teplé vod¢ nasleduje odvodnéni preparatii vzestupnou tfadou
alkoholil (70%, 80%, 96%) a ptevedeni preparatii do xylenu ptes roztok alkohol-xylenu.
Posledni faze je montovani, kdy zavirame preparat krycim sklem s pomoci synteticky
vyrabénych pryskyfic na bazi kanadského balzamu. Na fez kapneme kapku napft. Pertexu
a zakryjeme krycim sklem. Nechdme zaschnout. Nasleduje prohlizeni preparatu pod

optickym mikroskopem (Litzman J., Zaklady vySetteni v klinické imunologii, 2011).
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Barvici protokol pro manualni imunohistochemické techniky

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Odparafinované a zavodnéné fezy vlozit do destilované vody..................... 1 min.

Vlozit fezy do pufru pro demaskovani antigenu

Inkubovat preparaty v ptedepsaném pufru ve vodni lazni pii 95 °C.......... 20 min.
Nechat preparaty s fezy chladnout v pufru ... 20 min.
Oplachovat v destilované vode .........cccvvvviiiiiiiiiiiieniiie e 3 x 2 min.
Inkubovat v roztoku 3% peroxidu vodiku .........c.ccooviiiiiiiiiniiiciee, 5—10 min.
Oplachovat v promyvacim TBS pufrul .......cccoviiiiiiiiiicecees 3x2 min.

Otfit sklo kolem fezu, udélat imunopenem kruh a nakapat ptislusnou protilatku
Inkubovat s protilatkou ve vlhké komulrce...........ccooviiiiiiiiiiiniiicns 30 min.
Oplachovat v promyvacim TBS pufrul .......cccoviiiiiiiiiicecees 3x2 min.
Otrit sklo kolem fezu a nakapat N Histofine — sekundarni protilatku

Inkubovat s N Histofinem ve vlhké komurce ...........cccovvveiiiiiiiiiinnienine 30 min.
Oplachovat v promyvacim TBS puftru .......cccooviiiiiiiiiiciee 3x2 min.

Otfit sklo kolem fezu a nakapat pracovni roztok DAB

Inkubovat s DAB pracovnim roztokem ve vlhké komirce ...........cccoovennne. 5 min.
Oplachovat v destilované vode ............cccoeiiiiiiiicicec e 3x2 min.
Skla s fezy ponofit do roztoku Mayerova haematoxylinu .............cccocvenns 2 min.
Oplachovat v teplé pramenité vod€¢ do zmodrani jader .............cccoceenens 1-2 min.
Skla s fezy vlozit do roztokd 70% — 96% alkoholu ...........cccceviiiiiiiiiennen, 5 min.
Skla s tezy vloZit do roztoku s alkohol — xylenem ...........ccccccviiiiiiiiicnnns 5 min.
Skla s fezy vloZit do r0ZtoKu XYlenu .........cccovoviiiiiiiiinieieee e 5 min.

Zamontovat — na preparat kapnout kapku montovaciho média a ptikryt krycim

sklem. (PPT, patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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9. Prakticka ¢ast

Na oddéleni patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s. je k diagnostice pouzivano
15 primarnich protilatek pro manualni IHC techniku. Volba primarni protilatky je
rozhodujici pro spravné stanoveni diagnozy, ktera také zavisi na spravném IHC barveni.
U vsech protilatek je testovana jejich spolehlivost a senzitivita. Je nutné také dodrzet
doporu¢enou metodu odmaskovani antigenu. VSechny primarni protilatky, které jsou
pouzivany na oddé&leni patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s., jsou vyvinuty pro
reakci s lidskym antigenem. Tyto a dalsi informace jsou uvedeny v datovych listech

k jednotlivym protilatkam.
Cil prace

Pti variabilit¢ tumort a jejich schopnosti mutovani jsou v patologii v dnesni dobé
imunohistochemické metody na prvnim misté v pfesném urceni piivodu nadoru a také
odhaleni mikrometastaz, které jsou pfi bézném histopatologickém barveni neviditelné.
Cilem bakalafské prace je odhaleni piivodu nadoru, stejné tak jako odhaleni zminiovanych
mikrometastaz karcinomu mlécné zlazy se zaméfenim na poukdzani dulezitosti
imunohistochemického vysSetieni k detekci nddorovych bunék v sentinelovych uzlindch
pro rychlou diagnostiku, kterd zajisti pacientiim vcasnou onkologickou 1é¢bu a lepsi
prognoézu. Dale odhaleni a grafické vyhodnoceni nadorii kiize, gynekologickych nador,

nadori prostaty a traviciho traktu.
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V praktické Casti jsou uvedena a statisticky zpracovana data imunohistochemickych
vysetieni. Mnozstvi odebranych vzorkt, jednotlivé protilatky a jednotliva nadorova
onemocnéni od zavedeni metody 10/2017 do 12/2019. Data byla ziskana na pracovisti

patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.

Metoda imunohistochemie zde byla zavedena v druhé poloviné roku 2017. Od té

doby bylo imunohistochemické vysetieni provedeno celkem u 240 pacientt.

Z celkového poctu zpracovanych biopsii mizeme rozdélit imunohistochemicka
vySetfeni na benigni a maligni varianty nadorti prsu u Zen i u muZze, benigni a maligni
varianty koznich 1€ézi (z nich je nejcastéji zastoupen maligni melanom), benigni a maligni

1éze gynekologického traktu, maligni nddory zaZivaciho traktu a maligni nadory prostaty.

Maligni a benigni nadory prsu byly celkem vySetieny u 67 pacientii

(imunohistochemické vySetieni a pouzité protilatky pro tuto lokalizaci: CK7, E-CAD, a-

SMA)

Pohlavi Pocet

Muz 1
. -

Celkem 67

Tabulka ¢€.1: Pocet pacientll s nadorem prsu podle pohlavi (zdroj vlastni)

Maligni léze

Duktalni invazivni karcinom — NST byl prokdzan u 41 pacientii, z toho u 40 Zen a 1 muze

(podrobnéji popsan v Casti kazuistika)

Mikrometastaza NST v sentinelové uzling byla prokdzana u 6 pacientek
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Lobularni invazivni karcinom byl prokazan u 6 pacientek
DCIS byl prokazan u 5 pacientek

LCIS byl prokazan u 1 pacientky

Pagetiiv karcinom bradavky byl prokazan u 1 pacientky

Kozni karcinom z Merkelovych bunék u 1 pacientky (podrobnéji popsan v ¢asti

kazuistika).
Benigni léze

Tubularni adenom u 2 pacientek, duktalni papilom u 2 pacientek, fibrom u 2 pacientek.

Poéet nadori prsu na oddéleni patologie Cesky Krumlov
za obdobi 2017-2019

Celkovy pocet nadorii S — G/

Papilom m2
Adenom m?2
Fibrom m2
Karcinom z Merkelovych bun¢k 11
Pagetliv karcinom 11

Mikrometastdza NST w6
LCIS 11

DCIS mm5

Invazivni lobularni karcinom === g

Invazivni duktalni karcinom m— /]

Graf ¢.1: Pocet nadori prsu na oddé&leni patologie Cesky Krumlov (zdroj vlastni)
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Pocet nadorii prsu v % na oddéleni patologie
Cesky Krumlov

1% o 3% 3%

® Invazivni duktalni karcinom = Invazivni lobularni karcinom

= DCIS LCIS

= Mikrometastdza NST = Pagettiv karcinom
m Karcinom z Merkelovych bun¢k = Fibrom

= Adenom = Papilom

Graf ¢.2: Nadory prsu v % na oddé&leni patologie Cesky Krumlov (zdroj vlastni)

Vékové rozloZeni u nadori prsu

23
15
12
I |

2 1
[ | —
20-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80

Graf¢.3: V&kové rozloZeni u nadori prsu (zdroj vlastni)
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KoZni maligni a benigni 1éze byly celkem vySetfeny u 52 pacienti

(imunohistochemické vySetfeni a pouzité protilatky pro tuto lokalizaci: Ki67, Mart—1

melan A, S100, p53, CD45, CK20)

Pohlavi Pocet

Muz 19
-

Celkem 52

Tabulka ¢.2: Pocet pacientii s nadorem ktize podle pohlavi (zdroj vlastni)
Maligni léze

Maligni melanom prokdzan u 31 pacientii, Lentigo maligna u 1 pacienta, Spinocelularni

karcinom prokazan u 3 pacientt.
Benigni léze

Lichen sclerosus u 7 pacientl, Fibroxantom u 1 pacienta, Clarkiiv névus u 3 pacientt,

Neurofibrom u 3 pacienti, Hemangiom u 1 pacienta, Névus Spitzové u 2 pacientd.

Pocet imunohistochemicky vySetienych koZnich 1ézi na
oddéleni patologie Cesky Krumlov za obdobi 2017-2019

Celkovy pocet nador(. . e — 5 )
Hemangiom ®1
Névus "Spitzove" 2

"Clarktiv" névus =3
Fibroxantom =1

Lichen sclerosus 7
Neurofibrom mm 3

Lentigo maligna =1

Spinoceluldrni karcinom == 3
Melanom m——— 3|

Graf ¢.4: Pocet imunohistochemicky vySetfenych koznich 1ézi (zdroj vlastni)
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Vékové rozlozZeni u nadorii kiiZe na oddéleni patologie

Cesky Krumlov
18
14
6
5 5
3
- 1
[
20-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Graf ¢€.5: VEékové rozlozeni u nadort kiize (zdroj vlastni)

Maligni a benigni nadory gynekologického traktu celkem vySetieny

u 87 pacientek

(imunohistochemické vysetieni a pouzité protilatky pro tuto lokalizaci: Ki67, p16, p53,

CKPAN, S100)

Maligni léze

VIN 3 u 2 pacientek, CIN 2-3, CIN 3 a HSIL u 44 pacientek

Mucin6zni adenokarcinom ovdria s mikroinvazi u 1 pacientky, endometroidni karcinom

u 2 pacientek

Leiomyosarkom u 1 pacientky, AIS cervixu délohy u 6 pacientek, karcinom

z Miillerovych vyvodl u 2 pacientek.
Benigni léze

Reaktivni zmény u 18 pacientek, L-SIL u 10 pacientek, leiomyom u 1 pacientky
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Pocet gynekologickych nadorii na oddéleni patologie
Cesky Krumlov

Celkem e 37
Reaktivni zmény Cipku m——— 18
LSIL s 10
Leiomyom teéla dél. 1 1
Mucinodzni karcinom ovaria 1 1
AIS ¢ipku d¢l. mm 6
HSIL (CIN2-3) = 4/
VIN3 m 2
Endometroidni CA téladél. m 2
Miiller. karcinom ® 2
Leiomyosarkom téla délohy 1 1

Graf ¢.6: Pocet gynekologickych nadorii na oddéleni patologie CK (zdroj vlastni)

Vékové rozlozeni u gynekologickych nadorii na
oddéleni patologie Cesky Krumlov

|

20-30 31-40 41-50 51-60 61-70 81-90

Graf ¢.7: V&kové rozlozeni u gynekologickych nadort (zdroj vlastni)
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Gynekologické nadory v % na oddéleni patologie
Cesky Krumlov

1%

20¢
127 2% oo,

1%

= Leiomyosarkom = Muller. karcinom = Endometroidni kar.
VIN3 = HSIL (CIN2-3) = AIS
= Mucin6zni karcinom = Leiomyom = LSIL

= Reaktivni zmény

Graf ¢.8: Gynekologické nadory v % na oddéleni patologie CK (zdroj vlastni)

Nadory zazZivaciho traktu celkem vySetifeny u 10 pacientii

(imunohistochemické vySetfeni a pouzité protilatky pro tuto lokalizaci: CK7, CK20,

aSMA, Ki67, chromogranin A, synaptofyzin)
Maligni
Metastdza adenokarcinomu tlustého stifeva do kréni LU a do jater u 1 pacientky,

karcinom zlu¢niku u 2 pacientek, karcinom zaludku u 1 pacienta, neuroendokrinni

karcinom stfeva u 6 pacientt.
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Nadory prostaty celkem vySetieny u 24 pacientii

(imunohistochemické vySetfeni a pouzité protilatky pro tuto lokalizaci: p63)

Maligni

Acinarni adenokarcinom prostaty prokazan u 24 pacient.
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10. Kazuistika

10.1. Invazivni NST karcinom prsu u muze
64 - lety muz, bez vyznamné rodinné anamnézy, v osobni anamnéze bez
vazngjSich onemocnéni, pozoroval po dobu cca 2 let rezistenci v levém prsu, kterd byla
verifikovana ultrasonografii. Vzhledem ke zvétSeni rezistence a bolestivosti byl pacient

opétovn¢ pieSetfen a byla mu provedena punkcni biopsie.

Z punk¢ni biopsie 1éze levého prsu byl popséan invazivni NST karcinom.

Mammarnim tymem bylo indikovano operacni feSeni (09/2017).

Makroskopicky: do laboratofe byl dodan preparat levého prsu velikosti 11 x 7 x 3 cm,

s mirn¢ vtazenou bradavkou. V hloubce preparatu 1 cm pod bradavkou byl zastizen tuhy
bélavy tumor velikosti 1,4 x 0,8 x 1,2 cm, ktery byl vzdaleny od kozniho krytu 1 ecm, od
resekéni spodiny 1,5 cm a od dolniho resekéniho okraje 3 cm. V blizkosti tumoru byl
patrny prokrvaceny punkcni kandl. Déle byla dodéna bézova lymfatickd uzlina velikosti
1,6 x 1 x 0,7 cm, ktera se zpracovala kompletné dle standardu jako sentinelova uzlina.
Spolu s levym prsem byla také dodana tukova tkan velikosti 2 x 1 x 0,3 cm s jednou

lymfatickou uzlinou velikosti 1,5 x 1 x 0,7 cm.
Mikroskopicky: preparat levého prsu se strukturami invazivniho duktalniho karcinomu

= NST; (M—8500/32), grade 2 totozny s Nottinghamskou klasifikaci — 6 bodii: Z1azové
formace 3 body, pleomorfie jader 2 body, mit6zova aktivita 1 bod), velikosti 1,4 x 0,8 x
1,2 cm, bez jednoznaénych zndmek angioinvaze, nedosahujiciho do resekénich linii
preparatu, vzdalenosti uvedeny v makropopisu, neprorustajiciho do bradavky.
Lymfatické uzliny s reaktivni histiocytdzou dilatovanych splavii, bez metastatickych

struktur.
Imunohistochemické vySetieni provedeno ze tii parafinovych bloku:
E-cadherin: pozitivni v naddorovych strukturach

CK7 k verifikaci metastatickych struktur: negativni
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Po operaci pacient bolesti prsu ¢i jiné obtize nepozoroval, vpravo prs bez nalezu, vievo
klidna jizva po mastektomii, bez retence, jizva v levé axile s fibrozni reakci, palpacné
citliva.

UZV a RTG kazdych 7 mésict pfi potizich i dfive.

Dnes se jiz u pacienta neprokazuji znamky malignity, jatra jsou nezvétSend, bez lozisek.

(LIS, Nemocnice Cesky Krumlov,a.s.)

10.2. Karcinom z Merkelovych bunék
88 - leta pacientka odeslana 05/2019 k excizi kozni 1éze na pravém prsu pro rychly rist,
dle pacientky afekce vznikla pied mésicem, doprovodny efekt otok pravé horni

koncetiny a lymfadenopatie pravé axily.

Makroskopicky: do laboratofe byla odeslana kozni excize o velikosti 2,5 x 1,3 x 0,2 cm,
na povrchu s vystouplou bélavou afekci 1 x 1 x 0,2 cm, vzdalenou 0,1 cm od blizsiho

okraje a 0,5 cm od bliz§iho cipu.

Mikroskopicky: kozni excize se zviedovatélym povrchem. Korium a ¢astecné

1 podkozni tukova tkan infiltrovany malignimi nddorovymi strukturami, které vykazuji
znamky angioinvaze. Nadorové struktury jsou fokalné nekrotické, tvofené elementy

s nepatrnym mnozstvim cytoplazmy a pleomorfnimi jadry se zrnitym chromatinem.
Mitézova aktivita je velmi vysoka az 13 mit6z/1 zorné pole/zvétSeni 400x. Specidlni
barveni alcianovou modii neprokazuje hlenotvorbu v nddorovych elementech, metodou
PAS neprokazany PAS pozitivni substance. Maligni nadorové struktury nedosahuji

k lateralnim okrajim, cipiim ani spodiné kozZni excize.

Imunohistochemické vySetteni provedeno ze dvou parafinovych bloku:

Index proliferacni aktivity Ki67: proliferacni aktivita v 70% jader nddorovych elementl
CKAE1/3, CK20, chromogranin A, synaptophysin: pozitivni v nddorovych strukturach
CK7, TTF-1, melan A, S 100: negativni v nadorovych strukturach
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Zavér: Karcinom z Merkelovych bun¢k (M—8247/3), ktery nedosahuje k lateralnim

okrajtim, ciptim a spodin¢ kozni excize.

Jedna se o vysoce agresivni neuroendokrinni kozni tumor, ktery velmi rychle roste
a Casto recidivuje, zdhy metastazuje do regionalnich lymfatickych uzlin a zaklada
vzdalené metastazy hematogenni i lymfogenni cestou.

Vzhledem k dg. doplnéno u pacientky v 07/2019 celotélové CT vySetieni, které
prokazalo kulovité lozisko charakteru metastdizy v mozku frontobazalné vlevo,
infiltrované lymfatické uzliny v pravé axile, v dutiné bfisni a pravém tiisle, metastazy
v jatrech, jedno metastatické lozisko v pankreatu.

U pacientky vzhledem ke generalizaci nddoru indikovana pouze symptomaticka

terapie.

Pacientka 5 mésicti od diagnostiky novotvaru zemfela.

(LIS, Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.)
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11. Fotodokumentace

Obrazek ¢.2: Lobuléarni karcinom (zdroj vlastni, zvétSeni 400x)

45



Obrazek ¢.3: Merkeltv Ca, teckovita pozitivita CK20 (zdroj vlastni, zvétSeni 400x)

Obrazek ¢.4: Mikrometastdza IDC v sentinelové uzling€ (zdroj vlastni, zvétSeni 200x)
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12. Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo odhaleni piivodu nadorGi a mikrometastaz tumoru
mlécné zlazy se zamétenim na poukazani dilezitosti imunohistochemického vySetfeni
k detekci nadorovych bunék v sentinelovych uzlinach pro rychlou diagnoézu a zahéjeni
vcasné 1écby pacientli, ktera zajisti jejich lepsi prognézu. Dale odhaleni a grafické
vyhodnoceni nadort kaze, gynekologickych nadort, nadori traviciho traktu a nadori

prostaty.

Jednotlivé nadory byly zachyceny za obdobi od 10/2017 do 12/2019 na oddéleni

patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s.

Pti diagnostice je velice dulezité dodrzeni pracovnich postupt, Cistoty prostredi

a laboratornich pomticek i laboratorniho skla, pH pufrl, nesmi dojit napt. k vyschnuti
fezll. V imunohistochemickych metodach je nutnéa pfedevs§im preciznost, piesnost

1 pe€livost laborantek, pracuje se s velmi malymi objemy pii fedéni primarnich protilatek
a jejich pofizovaci cena je vysokd. Velmi dulezité je pti aplikaci primarni, sekundarni
protilatky a detek¢niho systému pouziti vhodného mnozstvi reagencii, tak aby tkanovy
fez byl dostate¢né pokryty a nedoslo ke stékani protildtek mimo fez; k tomuto ucelu je
mozno pouZzit specidlni imunopen, ktery pfesné ohrani¢i misto aplikace. Aby se
minimalizovalo denaturovani antigenil, nesmi byt tkan vystavena nadmérné teploté. IHC
barveni zavisi také na manipulaci a procesech, kterymi tkan prosla pred barvenim.
Nevhodna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, osuseni, zahtati nebo fezdni mize vést
k nespravnym nebo Spatnym vysledkiim. Nespravné vysledky barveni mohou vzniknout

z divodu vazby na nespecifické proteiny.
Jednotlivé problémy a jejich FeSeni:

Nedoslo k zbarveni nebo pouze slabému zbarveni u pozitivni kontroly a neznamého

vzorku.

Nesmi dojit k vyschnuti vzorkli (nutnost pouziti vlhké komurky); doslo k pouziti

nevhodného média pro zaliti do bloku, nebo k nedostatecnému odstranéni parafinu
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z bloku (pouzijte vhodné médium a odstrante parafin ze vzorku); v pufru byl pfitomen
azid sodny, ktery inaktivoval peroxidazu (pouzijte pufr bez NaN3); doslo k neadekvatni
inkubaci enzymu a protilatky (vyménte stary chromogenni substrat a dodrzte spravné

inkubacni Casy).
Neznamy vzorek neni zbarven a pozitivni kontrola ano.

Antigen byl denaturovan nebo zamaskovan béhem fixace nebo zalévani (zkrat'te
dobu fixace, nékdy je nutnd trypsin pfiprava pro odmaskovani antigenl); antigen byl
zniCen autolyzou (pouzijte tkan¢ fixované neutrdlnim formolem, ziskané biopsii nebo

chirurgicky); na fezu je pfitomno malo antigent (prodluZzte dobu inkubace).
Doslo k intenzivnimu prebarveni pozadi na vsech sklickach.

Nebyla celkové zablokovana enzymaticka aktivita (ujistéte se, ze proces inaktivace
endogennich peroxidaz probé&hl spravné); doslo k tvorbé nespecifickych vazeb (pted
nakapanim primdrni protilatky pouzijte 10% kozi sérum); nebyla spravné vymyta
protilatka (vicekrat peclivé vymyijte protilatku z tezll); vysoka teplota v laboratofi

urychlila enzymatickou reakci (udrzujte teplotu v laboratoii do max. 24°C).
Béhem barveni doslo ke spadnuti Fezii od podlozniho skla.

Nekteré antigeny vyzaduji delsi ¢as pro tepelné odhaleni, coz mlize vést k snadnému
odloupnuti fezu od podloZniho skla (fezy natahujte na adhezivni skla potaZzena silanem,

nebo pozitivng nabita skla).
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13. Zavér

Diky imunohistochemickému vySetieni bylo rozliseno a diagnosticky upfesnéno na
oddéleni patologie Nemocnice Cesky Krumlov, a.s. celkem 240 malignich a benignich
nadort, z toho 67 nadort mlécné zlazy (vcetné 6 mikrometastaz tumoru mlécéné zlazy),
52 koznich nadorti, 87 gynekologickych nador, 24 nadorG prostaty a 10 nadort

zazivaciho traktu.

I ptes vyrazny rozvoj molekularni diagnostiky v dnesni dobé imunohistochemie stale
zaujima ptfedni misto v patologii pii diagnostice tumort. Pro zjisténi mikrometastaz je
IHC barveni jedine¢né a nezbytné. V normalnim bézném histopatologickém barveni
nejsou mikrometastdzy viditelné. Imunohistochemické techniky se uplatiiuji pi hledani
bunécnych a tkanovych antigenli a napomahaji k pfesnému stanoveni histopatologickych
diagnoz, zejména napomahaji urcit primarni misto malignity, zkoumaji prognostické

faktory a terapeutické indikace jednotlivych nemoci.

V bakalaiské praci jsem zarocila nékolikaletou praxi na oddéleni patologie
a védomosti ziskané studiem tohoto oboru. Stanovené cile bakalafské prace byly z mého

pohledu splnény.
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