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Patologicka diagnostika Lynchova syndromu

Abstrakt

Lynchiv syndrom je autozomdalné dominantné dédicné onemocnéni vytvarejici
predispozici ke vzniku kolorektalniho karcinomu. Podle literatury az 5 % kolorektalnich
karcinomii mtize byt asociovdno s Lynchovym syndromem. Vzhledem k familidrnimu
vyskytu je jeho zachyt dualezity kvuli v€asné prevenci v rodin€. Depistaz je dnes
zalozena na metodach moderni patologie. V teoretické Casti této prace je nejprve
popsana stavba travici trubice, definice a historie Lynchova syndromu, a nakonec
I metodika jeho depistaze v laboratofi patologie. Depistaz mize byt zaloZzena na
hodnoceni mikroskopickych znaki nadoru (Semi PREDICT skore) v histologickych
fezech, na imunohistochemickém vysetfeni MMR (mismatch repair) proteinti, anebo na
molekularné genetickém stanoveni MSI (nestability mikrosatelitil). Zejména korelaci
prvnich dvou metod je vénovana praktickd cast. Nahodnym vybérem byly sestaveny
dvé skupiny piipadt kolorektalniho karcinomu. Prvni skupina sestavala z 25 ptipadi se
zachovanou imunoexpresi MMR proteinti, druhd skupina z 25 ptipadi se ztratou
exprese alesponi jednoho MMR proteinu. Vysledky byly dale ovéfeny molekularné
genetickym prikazem MSI a pro odliSeni sporadickych forem také analyzou genu
BRAF a hypermetylace promotoru MLHI1. V suspektnich ptipadech byly dale vySetieny
germinalni mutace MMR gend, které potvrdily Lynchiiv syndrom u 5 ptipadt z druhé
skupiny. Senzitivita Semi PREDICT skore pro predikci MMR-deficience (a neptimo tak
pro detekci Lynchova syndromu) byla 84 %, specificita 48 %. Senzitivita molekularné
genetického stanoveni MSI 87 %, po vztaZzeni na pacienty s Lynchovym syndromem
pouze 50 %, specificita 100 %. Tato prace prokazala dominantni postaveni
imunohistochemického vySetfeni exprese MMR proteinti v diagnostice MSI-H

karcinom, kter4 je v soucasné dob¢ zdkladem depistaze Lynchova syndromu.
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Diagnosis of Lynch syndrome based on pathologic examination

Abstract

Lynch syndrome is an autosomal dominant disease predisposing to cancer development.
Up to 5 % of colorectal cancers may be associated with Lynch syndrome. Due to its
familial occurrence the diagnosis is important for family screening. Currently it is based
on methods of modern pathology. Theoretical part describes structure of gastrointestinal
tract, definition and history of Lynch syndrome, and methods of its laboratory
diagnostics. The diagnosis can be based on evaluation of tumor microscopical features
(Semi PREDICT score) in tissue sections, imunohistochemical investigation of MMR
(mismatch repair) proteins, or molecular genetic MSI (microsatellite instability) testing.
Practical part focuses mainly on correlation of immunohistochemistry and MSI testing.
Randomly selected cases of colorectal cancer were organized into 2 study groups. The
first group consisted of 25 cases with intact MMR immunoexpression, the second group
comprised 25 cases with at least one MMR protein being deficient. For further
verification molecular genetic MSI testing, along with BRAF gene analysis and MLH1
promoter methylation status to discriminate Lynch syndrome from sporadic cases, were
performed. Germline analysis of MMR genes proved the diagnosis of Lynch syndrome
in 5 cases of the second group. Semi PREDICT score sensitivity for MMR-deficiency
prediction (and indirectly for Lynch syndrome detection) was 84 %, specificity 48 %.
Sensitivity of MSI testing was 87 %, but only 50 % in Lynch syndrome subset of cases,
specificity was 100 %. The results show major role of MMR immunohistochemistry in
the diagnostics of MSI-H cancers, which is the cornerstone of Lynch syndrome

screening.
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UvVOD

Lynchiiv syndrom je nejCastéjsi genetickou piicinou familiarniho vyskytu
kolorektalniho karcinomu. Pro zpracovani tohoto tématu jsem se rozhodla, vzhledem
k tomu, Ze vefejnost je s touto problematikou malo seznamena.

Diagnéza kolorektalniho karcinomu (CRC) dle statistik stale nartista a zlstava
velmi aktudlnim tématem. Vysoké procento CRC tvofi Lynchiiv syndrom. Toto
geneticky podminéné onemocnéni se projevuje vznikem mnohocetnych zhoubnych
nadord, postihujicich pacienty v rizném véku. Diky vcéasné diagnostice Lynchova
syndromu je mozné pacienty vice sledovat v ramci preventivnich prohlidek. Radu
problémt je tudiz mozno fesit jiz v Casném stadiu vzniku nadoru. Mnoho pacientl se
pak mize dozit vy$Siho veku. Je-li diagnostikovan LS, zahrnuje preventivni péce i
rodinu pacienta a lze tak odhalit dal§i potencidlné nemocné. Prevenci se snizuje jak
umrtnost, tak i naklady na 1é¢bu Cerpané ze systému veiejného zdravotnictvi. Procento
zachycenych piipadi LS se zvySuje Umérné tomu, jak se vyviji a zdokonaluji
diagnostické metody v oblasti imunohistochemie a molekularni genetiky.

Dtive si patolog ke stanoveni diagndézy musel vystaCit s pouhym zakladnim
histologickym barvenim a morfologickym hodnocenim prepardtu. Vyvoj piinesl
moznosti upfesnéni vysledki diky rozvoji imunohistochemickych metod. V poslednich
letech se senzitivita vySetfeni zvySuje diky rozvoji molekularné genetickych metod.

V teoretické casti se vénuji anatomicko-histologické stavbé travici trubice
a podavam informace o kolorektadlnim karcinomu. Obsahlejsi kapitola je vénovana
problematice Lynchova syndromu, jeho projeviim a diagnostice. V praktické casti se
vice zabyvam porovnanim senzitivity a specifity klasického histologického vySetieni
s imunohistochemickymi metodami. Vyzkum je proveden na nahodné vybranych

padesati pacientech ze skupiny osob vysetfovanych na Lynchiiv syndrom.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Anatomicka stavba tlustého stireva

Travici systém je tvofen souvislou trubici, kterd zacind v dutiné ustni a konci
analnim kandlem. Vyvojové pochazi ze zarodecné vrstvy entodermu a z malé ¢asti
z ektodermu a prilehlych vrstev mezodermu a mezenchymu. V duting Gstni a v hltanu se
jeste objevuji nepravidelnosti, ale pocinaje jicnem miizeme sledovat, Ze jeji sténu tvoii
obecné Ctyii zakladni vrstvy. Nejen u tlustého stfeva, ale i u celé travici trubice je

mozno popsat obecnou stavbu (Lichnovsky a Malinsky, 2009).

1.1.1 Sténa travici trubice

Sténa travici trubice je tvofena Ctyfmi vrstvami, které se vyznacuji
charakteristickou stavbou. Pokud postupujeme z vnitini ¢asti navenek, vrstvy travici
trubice jsou uspofadany nasledovné:

1. Sliznice (tunica mucosa) je riizova az ervena vrstva, kterd je mékka a vystyla
celou travici trubici. Muze tvofit fasy, papily nebo klky, podle toho o jaky usek
traviciho traktu se jednd, a obvykle je pokrytd hlenem. Sliznice je kryta epitelem a pod
ni je slizni¢ni vazivo.

2. Podslizni¢ni vazivo (tela submucosa) je fidka vrstva kolagenniho vaziva, kterym
probihaji bohaté pletené krevnich 1 miznich cév, které vedou aZ do slizni¢niho vaziva
spolecné s nervovou pleteni. Od sliznicniho vaziva byva oddélena tenkou vrstvou
hladké svaloviny (lamina muscularis mucosae).

3. Vrstva svalova (tunica muscularis propria) se rtizn¢ méni podle lokalizace.
V dutiné ustni, hltanu a ¢asti jicnu je svalovina pficn€ pruhovana, pak se méni
Vv ostatnich ¢astech na svalovinu hladkou. Vyjimkou je zas az konec travici trubice,
analni otvor, kde je opét pritomna piicné pruhovana svalovina (svérac). Svalovina je
délena na dvé vrstvy, cirkularni a podélnou, mezi nimiz je v tenké vrstvé vaziva
nervova pleteni, ktera je potfebna pro hybnost stieva (plexus myentericus). V ptipadé

zaludku je navic jesté jedna vrstva svaloviny, a to Sikma vrstva.
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4. Povrchova vngjsi vrstva: Mimo pobfisnicovou dutinu ji tvofi vazivo (tunica
adventitia) pfechazejici do okolnich tkani. V pobfisnicové dutiné je na vnéjSim povrchu
travici trubice pokrytd plochym jednovrstevnym mezotelem, pod nimz je subserdzni

vazivo (tunica serosa) (Cihak, 2013).

1.1.2 Zldzy trdvici trubice

Vétsinou se jednd o zladzy exokrinni (se zevnim vymeéSovanim), vyjimkou je
pankreas, ktery ma i endokrinni komponentu. Mohou byt umistény bud’ piimo v epitelu
(poharkové buiiky), anebo ve slizniénim ¢i podsliznicnim vazivu. U velkych zlaz je
tomu jinak, ty jsou umistény mimo sténu travici trubice (velké slinné Zzlazy, jatra
a pankreas).

Daleko méné napadné jsou buiiky roztrouSené¢ho neuroendokrinniho systému (diive
APUD systému) rozptylené mezi exokrinnimi Zlazovymi builkkami sliznice a ve

slizni¢nim stromatu (Cihak, 2013).

1.1.3 Jednotlivé useky tlustého stieva

Tlusté stfevo (intestinum crassum) ma nasedlou tmavsi barvu, primérnou délku
1,3-1,7 metru a Siroké je od 4 cm asi do 7,5 cm. Tento véEtsi prusvit je pro tlusté stievo
charakteristicky. V tenkém stievé jsou zkaSovitétho obsahu vstiebavany Ziviny,
Vv tlustém stievé se pak vstiebava voda a elektrolyty a je zde formovana stolice, ktera je
posléze vyloucena analnim otvorem. Na téchto procesech se v tlustém stfevu podile;ji
mikroorganismy (kvasné i hnilobné procesy). Tlusté stfevo je posledni usek travici
trubice a sklada se z nékolika ¢asti:

1.slepé sttevo
2.tra¢nik — vzestupny, pfi¢ny a sestupny
3.esovita klicka
4.kone¢nik — ampulla, anus
¢ast tlustého stieva, z niz jesté odstupuje slepé zakonceny Cervovity privések (appendix

vermiformis).
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Tracnik (colon) je hlavni casti tlustého stfeva. Ma né€kolik oddili. Prvni je
vzestupny tracénik (colon ascendens), ktery vede od slepého stieva az vzhtru pod jatra
(po pravé stran¢ v bfiSni dutin€). Tra¢nik pfi¢ny (colon transversum) vede pod jatry
a zaludkem ke slezing€, smérem zprava doleva. Sestupny tra¢nik (colon descendens) jde
od sleziny doll po levé stran¢ btisni dutiny do levé kycelni jamy.

Esovita klicka (colon sigmoideum) je esovité zkrouceny usek stieva zacinajici
u konce sestupného tra¢niku, vede do stfedu malé panve a pokracuje jako konecnik.

Konec¢nik (rectum) kon¢i navenek otvorem zvanym anus (fit) a je poslednim

tisekem stieva v malé panvi (Cihak, 2013).

1.2 Histologicka stavba stieva

Vzhledem k logické navaznosti jsem se rozhodla v této praci uvést histologickou
stavbu od tenkého stieva az po konecnik, aby byly zfejmé jednotlivé rozdily v téchto

usecich.

1.2.1 Histologickd stavba tenkého stieva

Tenké stievo je delSi a uzsi nez tlusté stievo (délka 4-5 metrt, pramér 3—4 cm)
ajeho cetné klicky jsou uloZené v dutiné bfiSni. Pocatecnim usekem je dvanactnik
(duodenum), jenz navazuje na vratnik (pylorus), dalsim oddilem je la¢nik (jejunum), po
némz nasleduje kycelnik (ileum), coZ je usek konecny. Kycelnik Usti do tlustého stfeva
v pravé jamé kycelni. Tenké stfevo, stejné jako ostatni €asti travici trubice ma sténu
sloZzenou za Ctyt vrstev: sliznice, podslizni¢ni vazivo, zevni vrstva svalovd a serdza
(Vacek, 1995a).

Sliznice se spole¢né s podsliznicnim vazivem sklada v pti¢né polokruhovité fasy
(plicae semicirculares). Slizni¢ni fasy se pfevazné vyskytuji ve dvanactniku a la¢niku a
asi trojnasobné zvétSuji rezorpeni povrch. Tenké sttevo ma velkou schopnost rezorpce a
jsou pro né&j typické Cetné prstovité vybézky (klky), které vybihaji nad slizni¢ni povrch.
Klky zvétsuji povrch a umocnuji vstiebavani latek. Vyska klk je rizna, jejich povrch je

dale zvétSen zdhyby cytoplazmy kryjiciho rezorpéniho epitelu v submikroskopické
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mikroklky. Mikroklky se ve svételném mikroskopu jevi jako asi 1 um silny kartaCovy
lem. Mezi klky se nachdzeji zahyby, které se prohlubuji v Lieberkiihnovy krypty
(Vacek, 1995a; Lichnovsky a Malinsky, 2009).

Buiiky rezorp¢niho epitelu se nazyvaji enterocyty a mezi nimi jsou roztrouseny
bunky pohérkové, které vylucuji hlen. Na dnech Lieberkiihnovych krypt jsou bunky
Panethovy, které produkuji enzymy. V Lieberkiihnovych kryptach a méné i mezi
bunikami epitelu klki se vyskytuji také buiikky endokrinni, které vylucuji nékteré
hormony (enteroglukagon, gastrin, serotonin atd.). V elektronovém mikroskopu lze
Vv buiikdch rozliSovat granula a na jejich zékladé je mozna klasifikace téchto bunék
(Vacek, 1995a; Lichnovsky a Malinsky, 2009).

Jako vyplil klku se uplatituje fidké vazivo, které ma v sobé volné bunky. Vazivo
obsahuje hustou sit’ krevnich vlasecnic, ktera je uloZena tésné€ pod epitelem. Uvniti klku
probihaji dvé cévy, a to pfivodna arteriola a odvodné venula. Také je zde Sirokd mizni
céva chylova. Slizni¢ni svalovina tvofena snopecky hladkého svalstva umoziuje
pohyby klku tim, Ze vybiha az do jejich vrcholkd, coz je velmi dilezité pro vstiebavani
zivin. Slizni¢ni vazivo obsahuje velké mnozstvi lymfatickych uzlik, které se vyskytuji
bud’ jednotlivé, anebo tvoti skupiny (Vacek, 1995a).

Podslizni¢ni vazivo je uspotfadano do siln€j$i vrstvy pod slizni¢ni svalovinou
(lamina muscularis mucosae). Tvoii ho kolagenni vazivo, které obsahuje pletené
lymfatickych a krevnich cév a podslizni¢ni nervovou pleten. V duodenu tato vrstva
navic obsahuje Brunnerovy zlazky, coz jsou rozvétvené tubuldzni Zlazky. Vlastni
svalovou vrstvu (tunica muscularis propria) tvoii dvé vrstvy hladkého svalstva, vnitini
kruhovitd a zevni podélnd, a mezi nimi jsou nervové pletené. Povrch stfeva pokryva

seroza, ktera je vnéjsi vrstvou stieva (Vacek, 1995a).

1.2.2 Histologicka stavba tlustého sti‘eva

Tlusté sttevo ma histologickou stavbu velmi podobnou jako jiné Casti travici
trubice. Je zde patrny rozdil oproti tenkému stfevu v tom, ze je zde rovny povrch
sliznice a nevyskytuji se zde klky, pouze Lieberkiihnovy krypty, které jsou oproti
tenkému stfevu hluboké a jsou vétSinou bez Panethovych bunék. V epitelu je prevaha

pohérkovych bunék, které vylucuji hlen. Bun¢k rezorpénich ubyva. Kartacovy lem je
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viditelny v elektronovém mikroskopu, ale neni bohaty, mikroklky jsou vidét ojedinéle
a jsou kratké. Podslizni¢ni vazivo obsahuje velké lymfatické uzliky v malém mnozstvi.
Zevni vrstva svalova je misty prolozena podélnymi sloupci (taeniae coli) a na povrchu
je seroza, ze které vyc¢nivaji tukové lalucky (appendices epiploicae) (Lichnovsky
a Malinsky, 2009).

1.2.3 Histologicka stavba cervovitého vybéZku

Histologicka stavba Cervovitého vybézku (processus vermiformix, appendix) se
shoduje se stavbou tlustého stfeva. Vzhledem k malému priméru jsou zde vSak
jednotlivé vrstvy stény tenci. Je zde mensSi mnozstvi Lieberkithnovych krypt a slizni¢ni
vazivo je téméf v celém rozsahu vyplnéno lymfatickymi uzliky (Vacek, 1995a;

Lichnovsky a Malinsky, 2009).

1.2.4 Histologicka stavba konecniku

Kone¢nik (rectum) ma dva useky, ampularni a fitni. Histologicka stavba
ampularniho useku se shoduje se stavbou tlustého stfeva. V fitnim Useku se charakter
sliznice 1i8i tim, Ze se distdln¢ méni druh epitelu. Jednovrstevny cylindricky epitel se
méni ve vrstevnaty dlazdicovy epitel, ktery dale prechdzi v pokozku, v niZ se vyskytuji
mazové zlazy, potni zldzy a chlupy. Podslizni¢ni vrstva obsahuje Cetné Zilni pletené.
Svéra¢ fitni tvofi pficné pruhovany sval uspotadany do svalovych snopct, které
obkruzuji analni otvor (Vacek, 1995a).

Pro lepsi piehlednost a porovnani jednotlivych tseku stieva jsem vytvotila Tabulku
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Tabulka 1. Souhrnny ptehled stavby stteva

Epitel Typy Klky | Krypty | Svalovina
epitelovych
bunék
Rezorpéni
Tenké Jednovrstevny (enterocyty) Hladka —

v D, Ano Ano
stirevo cylindricky Panethovy 2 vrstvy
Poharkové
Panethovy (mén¢
nez v tenkém

Tlusté Jednovrstevny stieve) Ne Ano Hladké —
stievo cylindricky Poharkové (vice 2 vrstvy
nez v tenkém
stfeve)
. Jednovrstevny | Jako Vv tlustém Hladka —
Apendix cylindricky stfeve Ne Ano 2 vrstvy
Konecr}lk . | Jednovrstevny | Jako v tlustém Hladké —
ampularni e, Y Ne Ano
" 1 cylindricky stieve 2 vrstvy
cast
Ptechod na Pricn€ ,
Konecénik - vrstevnaty pruhovana
el o oxs N Dlazdicové Ne Ne (1 vrstva) +
Fitni ¢ast dlazdicovy ;
epitel hladka
(2 vrstvy)

(vlastni zdroj)

1.3 Kolorektalni karcinom (CRC)

V Ceské republice patii CRC k nejéastéj$im malignim tumoram. Rozdily se
vyskytuji podle véku a pohlavi, také podle zemé&pisné oblasti. Casty vyskyt CRC je
v USA, naopak vzacny je v Asii a v jizni Africe. Velky vliv na vznik CRC ma slozeni
potravy (Fakan, 2005; Povysil a Steiner, 2007).

Rada CRC vznika na podkladé mnoha genetickych a environmentalnich faktord.
Jednoznaéné geneticky podklad je u Lynchova syndromu. Castéjsi jsou sporadické
karcinomy, zde vSak neni jasn€¢ definovana souvislost s genetickymi predispozicemi.

Vétsina kolorektalnich karcinomli vznika zadenoml (z benignich nador).

U nékterych pacientti (asi 6 %) je mozny vyskyt karcinomu soucasné¢ na dvou mistech,
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jedna se o synchronni karcinom. Jindy se jedna o karcinom metachronni, kdy u jednoho
nemocného vznikaji karcinomy postupné (Povysil a Steiner, 2007).

Nejcastéjsi vyskyt ma CRC v trac¢niku a rektu, proto nazev kolorektalni karcinom.
Jedna se o epitelovy maligni nador, ktery infiltruje stfevni sténu, dale maze invadovat
do krevnich a lymfatickych cév a nésledné vést ke vzniku druhotnych nadorovych

lozisek (metastaz).

1.3.1 Diagnostika kolorektalniho karcinomu

Zakladem pro urceni spravné terapie je studium nddorové morfologie, a to
makroskopické i1 mikroskopické. Je tfeba spravné urcit histologickou diagnézu
a zhodnotit nadorové markery.
Material pro histologické vySetieni se ziskava n€kolika zplsoby:

1. Endoskopickou biopsii, kdy se jedna o drobny vzorek ze suspektni tkané.

2. Resekci stieva, kdy dojde k vyjmuti celé patologické 1éze az po zdravou tkan.

3. Metoda zmrazenych fezii (Frozen section), ktera se da pouzit pro rychlé
peroperacni stanoveni typu patologického loziska (Holubec, 2004).

Makroskopicky vzhled je zavisly na stupni rozvoje onemocnéni, CRC mize
vykazovat riist bud’ exofyticky, nebo endofyticky.

Histologicky drtiva vétSina CRC piedstavuje adenokarcinomy (maligni nadory,
které pochazeji ze zlazového epitelu) a v rizné mife produkuji mucin (hlen) (Holubec,
2004).

1.3.2 Typy kolorektdlnich karcinomii

Na zakladé¢ mikroskopické struktury je mozné urcit nékolik typi CRC dle
klasifikace WHO (Hamilton et al., 2010):
1. Adenokarcinom blize nespecifikovany: vyznacuje se tvorbou tubularnich
zlazovych struktur.
2. Kribriformni adenokarcinom komedonového typu: je tvofen zlazovymi

strukturami s pouze drobnymi luminy (dirkami) s centralni nekrézou.
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10.

Medularni karcinom: je charakterizovany plochami tvofenymi malignimi
nadorovymi bunkami S vezikuldrnimi jadry, vyraznymi jadérky a objemnou
eozinofilni cytoplazmou, s vyraznou infiltraci naddoru lymfocyty. Tento typ
nadoru je téméet bez vyjimky MSI-H a obvykle ma dobrou prognozu.
Mikropapilarni karcinom: sestava z drobnych klastrti nadorovych bunék uvnit
stromalnich $térbin, které napodobuji cévni lumina.

Mucindzni karcinom: je definovan pfitomnosti extracelularniho hlenu, ktery
tvoii vice nez 50 % objemu tumoru. Objevuji se zde trsy nadorovych bunék,
které plavou v hlenu.

Pilovity (,,serrated”) adenokarcinom: podobné jako jeho benigni prekurzor,
ptisedly pilovity polyp, je definovan pilovitym (zubatym) profilem lumina
nadorovych Zlazek. Tyto nddory prevazné patii do skupiny sporadickych MSI-H
karcinomti s mutaci BRAF a hypermethylaci promotoru MLH1.

Karcinom z prstencitych bunék: vice nez 50 % jeho objemu je tvofeno
disociované rostoucimi kulatymi bunikami, jejichz cytoplazma je vyplnéna
hlenovou vakuolou, kterd odtlacuje jadro k bunééné membrang, takze buika
ziskava vzhled pecetniho prstenu.

Adenoskvamdzni karcinom: ma dlazdicovou i zlazovou komponentu.
Vietenobunéény karcinom: je -charakterizovan komponentou z vietenitych
bunék, které pfipominaji sarkom (maligni mezenchymovy nador).

Dlazdicovy karcinom: maligni nador tvofeny dlazdicovym epitelem je

Vv kolorektalni oblasti extrémné vzacny.

11. Nediferencovany (anaplasticky) karcinom: tento nador nema zlazové struktury

ani jiné morfologické, imunohistochemické ani molekularni znamky

diferenciace.
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1.3.3 Komplikace zpuisobené kolorektalnim karcinomem

Dochazi Kk ohrozeni nemocného na podkladé stendzy stieva a mechanického
obstrukéniho ileu. Dal$im problémem je krvaceni nadoru uvnitt stfeva, které¢ se muze
projevit enterorhagii a anémii. Déle pak miize dojit k perforaci stieva a metastazovani.

Ke wvzniku metastaz dochazi hlavné lymfatickou cestou do regionalnich
lymfatickych uzlin, pak také krevni cestou do jater, vzacnéji i do jinych organii (ovaria,

plice) (Fakan, 2005; Povysil a Steiner, 2007).

1.4 Lynchiiv syndrom

1.4.1 Definice Lynchova syndromu

Lynchiv syndrom (LS, dfive oznacovan hereditarni nepolypdzni kolorektalni
karcinom, HNPCC) je nejcastéjsi genetickou pfic¢inou familidrniho vyskytu
kolorektalniho karcinomu. Jedna se o autozomalné¢ dominantn¢ dédi¢né onemocnéni,
které vytvari predispozice ke vzniku zhoubnych néadord, jmenovité kolorektalniho
karcinomu (nejcastéji), karcinomu endometria, ovaria, tenkého stieva, ledvinné
panvicky a mocovodu, nadorit mozku a kize. Karcinomy pifi LS nevznikaji v terénu
polypozy. Neptitomnost polypdzy nebo jiného premorbidniho fenotypu, tedy benigni
zmény, které by umoZiovaly diagnostikovat LS jeSt¢ neZ vznikne maligni tumor,
vyrazné¢ zt¢zuje vcasnou diagnostiku. Familidrni  karcinomové  syndromy
s premorbidnim fenotypem je moZzné diagnostikovat jesté¢ pred vznikem maligniho
tumoru (napfiklad u neurofibromatoézy 1. typu), ale LS miize byt diagnostikovan
prakticky az pfi nalezu maligniho tumoru, pfipadné pii genetickém vySetieni rodinnych
ptislusnikt jiz diagnostikované¢ho pacienta. Vyjimkou ztohoto pravidla je Muir-
Torreho syndrom (MTS), coz je fenotypicka varianta Lynchova syndromu, ktera se
projevuje vznikem koznich sebacedznich nadorti (Kacerovska et al., 2010).

LS vznika na zaklad¢ zarode¢né mutace nékterého z genti, které opravuji chyby ve
struktufre DNA vzniklé pii jeji replikaci. V disledku této zarodeéné mutace dochézi

k dysfunkci opravného komplexu a hromadéni chyb ve struktute DNA, coz se projevi
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rozvojem nestability mikrosateliti (MSI) a zvySenim rizika vzniku néadord, hlavné
kolorektalniho karcinomu (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993).

V sou€asné¢ dob¢, dle publikovanych studii, odhadem az 5 9% kolorektalnich
karcinomt vznikd ve spojitosti s LS. Tato Cetnost je pomérné vysoka. Dale je zde
absence premorbidniho fenotypu, familiarni vyskyt a prezentace malignich nédora
v produktivnim véku. Je proto nasnadé velmi vysoka dulezitost vC€asné diagnostiky
Z etického, ale 1 z ekonomického hlediska.

Klinicka kritéria, kterd piedstavuji zejména Amsterdamska kritéria a Bethesda
guidelines, kterd byla navrzena a urcena pro detekci pacient vhodnych na genetické
vySetieni moznosti LS, nejsou dostatecné senzitivni. VysSi senzitivity je mozno
dosahnout, pokud se aplikuji metody moderni patologie, jejichz diagnostika je zalozena
na pfimém nebo nepiimém pritkazu MSIL

Do metod nepfimého prukazu MSI patii detekce morfologickych znaki
asociovanych s MSI pfi histologickém vysetfeni tkanovych vzorkd kolorektalnich
karcinomt, dale pak imunohistochemické vySetfeni exprese mismatch repair (MMR)
proteind, které navic umoziluje urceni dysfunkéniho proteinu. Aby bylo mozné vyloucit
sporadické nadory s vysokym stupném nestability mikrosatelitd (MSI-H, microsatellite
instability — high), které jsou zpusobené somatickou epigenetickou inaktivaci MMR
genu MLH1, je mozné vyuzit vySetfeni genu BRAF a analyzy metylace promotoru genu
MLH1.

Pokud vznikne podezieni na LS po tomto vySe uvedeném komplexu vySetieni,
mélo by nakonec dojit k jeho potvrzeni pomoci detekce zarode¢né mutace nékterého
z MMR gent vySetifenim z periferni krve pacienta a nasledné pak v ptipadé pozitivniho
prikazu k vySetfeni pacientovych rodinnych piislusnikd, aby byla moZznost zajisténi

ucinné prevence (Kokoskova et al., 2014; Dusek et al., 2016).

1.4.2 Historie Lynchova syndrom

Prvni pisemnou zpravu o Lynchové syndromu podal Prof.Warthin v roce 1913,

V niz popsal ,.karcinomovou rodinu G (Warthin, 1913).
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Dr. Lynch provadél podobné pozorovani rodinného vyskytu kolorektalniho
karcinomu pii absenci polypt, coz ho ptivedlo ke ,,karcinomové rodiné G*, aktualizoval
informace a rozpoznal zakladni znaky LS, kterymi jsou:

1. zvySeny vyskyt adenokarcinomu, hlavné tlustého stfeva a endometria,
2. zvyseny vyskyt viceetnych tumort,

3. autozomaln¢ dominantni typ dédicnosti,

4. vznik nadord v relativné mladém véku.

Lynchtiv syndrom byl zpocatku oznacovan jako ,,syndrom karcinomové rodiny*,
pozd¢ji pak ,hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom* (HNPCC) (Lynch et al.,
1966; Lynch a Krush, 1971).

V soucasné dobé je preferovan nazev ,,.Lynchuv syndrom®, a to hned z n¢€kolika
divodu: jednak z divodu vyskytu i jinych malignit, nez malignit tlustého stfeva, jednak
kvali pfilis hluboké asociaci diagn6zy HNPCC s Amsterdamskymi kritérii, kterd je
sohledem na poznatky dne$ni doby uz neudrzitelnd. Dnes se LS diagnostikuje
pfedev§im na zékladé molekularné genetickych vysetfeni. V piipadech spliujicich
Amsterdamska kritéria, ale neprokazatelného genetického poSkozeni definujiciho LS
(nebo jiny znamy molekularné geneticky definovany familiarni karcinomovy syndrom),
se doporucuje pouzivat termin ,,familiarni kolorektalni karcinom typu X (Lindor et al.,
2005).

1.5 Molekularni biologie Lynchova syndromu

U vétSiny pripadd LS je jeho pfi¢inou germinalni mutace nékterého z gent, které
maji zodpovédnost za opravy chyb vzniklych v pribéhu replikace DNA, tzv. mismatch
repair (MMR) gent (Fishel et al., 1993).

Za fyziologickych okolnosti se MMR proteiny, které jsou kodované témito geny,
spojuji do funk¢nich skupin a vznikaji heterodimery MSH2-MSH6 a MLH1-PMS2.
Prvni jmenovany dimer se uplatiiuje v rozpoznavani chyb (hlavné $patné sparovanych
nebo nesparovanych nukleotidl), také ma podil na zastaveni bunééného cyklu a indukci
apoptozy v reakci na posSkozeni DNA. Druhy heterodimer je pouZzit k opravé chyb, které
prvni heterodimer najde (KokoSkova et al., 2014; Dusek et al., 2016).
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Pokud jsou inaktivovany ob¢ alely ne¢kterého z MMR genti, zpuisobi to dysfunkci
celého komplexu a vznikaji tzv. MSI-H tumory, tedy nadory, které maji charakteristicky
vysoky stupen tzv. nestability mikrosateliti (Peltomaki et al., 1993; Thibodeau et al.,
1993).

1.5.1 Mikrosatelity a nestabilita mikrosatelitit (MSI)

V lidském genomu se mikrosatelity vyskytuji hojné. Jedna se o useky DNA, které
jsou tvotfené nékolikandsobnym opakovanim jednoho az Ctyt, vzacnéji 1 vice nukleotidi.
Délky jednotlivych mikrosatelitl jsou za normalnich okolnosti u jednoho jedince stejné,
ale mezi jednotlivci miize dochézet k odlisSnostem. Tyto kratké repetitivni sekvence se
pii replikaci DNA mohou snadno poskodit, protoze v oblasti repetic DNA polymeraza
,»sklouzava* a disledkem toho je vznik kratSich ¢i delSich usekd. Pokud je bunika zdrava
a ma funkéni MMR systém, jsou tyto chyby ihned rozpoznany a opraveny. Pokud
ovsem nedojde k identifikaci a opravé chyb vznikajicich pfi replikaci, pak je disledkem
moznost kolisani délky mikrosateliti a tento stav je oznaCovan jako nestabilita
mikrosatelitli (microsatellite instability, MSI). MSI vSak neni jednozna¢nou pticinou
vzniku nadort, jde spiSe o semikvantitativni vyjadieni genetického poSkozeni DNA

vyse uvedenym mechanizmem.

Dle stanoveni stupné MSI se rozlisuji tyto stavy (Boland et al., 1998):
e MSS: stabilni mikrosatelity (microsatellite stable),
e MSI-L: nizky stupen nestability mikrosateliti (microsatellite instability —
low),

e MSI-H: vysoky stupen nestability mikrosatelitti (microsatellite instability
—high).

1.5.2 MSI-H tumory a MMR geny

Pro tucel této prace je nejvyznamnéjsi skupina MSI-H karcinomu. Existuji dva

rizné zakladni zptsoby vzniku MSI-H tumort. Bud’ se miiZze jednat o sporadické
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nadory, které zpusobuji genetické nebo epigenetické zmény v somatické burice, anebo
nadory, které se vyskytuji familiarné¢ na podklad¢é LS jako nésledek germinalni mutace
nekterého z MMR genl. Jedna se o autozomalné¢ dominantni zptusob dédi¢nosti
mutované alely. K samotnému vzniku maligniho nadoru dojde vSak az tehdy, kdyz se
somaticky inaktivuje i druha alela tohoto genu, jelikoz MMR geny jsou typické tumor
supresorové geny (Daum et al., 2014).

Pti LS byvaji nejcastéji postizeny geny MLH1 a MSH2 (dohromady az 80 %), dalsi
v fadé je gen MSH6 (10 %). Germinalni mutace ostatnich MMR gent (PMS2, PMS1,
MSH3 a MLH3) se vyskytuji vzacnéji. VétSinou se jedna o méné rozsahlé mutace jako
delece, inzerce nebo substituce (Daum et al., 2014, Dusek et al., 2016).

Ve vzéacnych ptipadech je dysfunkce MMR proteinli pfi LS podminéna jinymi
mechanizmy, jejichz neznalost mize zpusobit chyby pii diagnostice LS. V piipadé genu
MLH1 byla popsana zarode¢na hypermetylace promotoru genu MLH1 vedouci k jeho
epigenetické inaktivaci (Hitchins et al., 2007). Dalsi alternativou je zarode¢na delece 3°
konce genu EPCAM (TACSTD1), ktera zpusobi epigenetickou inaktivaci genu MSH2
(Ligtenberg et al., 2009).

1.6 Klinické projevy Lynchova syndromu

Klasicky se LS prezentuje hlavné kolorektalnim karcinomem tlustého stfeva bez
polypozy (odtud piedchozi nazev hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom).
Klinické projevy LS v8ak mohou byt velmi variabilni. Mohou se li$it podle postizeného
genu nebo i typu mutace. Napiiklad pokud je pacient nosi¢em zarodecné mutace genu
MLH1, casto byva jedinou diagnostikovanou malignitou kolorektalni karcinom
a zaroven ma tento pacient riziko vzniku tohoto nadoru v nizkém veéku nizsi. Pokud
pacienti nesou zarodeCnou mutaci v genu MSH2, vyskytuji se u nich Ccastéji
I extrakolonické nadory (Kastrinos et al., 2008).

Pokud se jedna o mutaci genu MSH6, jsou Casto prezentace LS ponékud atypické,
protoze maji nizkou penetranci, dale se 6x Castéji poji (u Zen) s nddory endometria nez

s nadory tlustého stfeva, a pokud tito pacienti kolorektalni karcinom mayji, je Cast&ji
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levostranny (v porovnani s LS zpiisobenym mutacemi jinych MMR genil). Mutace
MSH6 navic nemusi vzdy nutné zplsobit nestabilitu mikrosatelitl, tedy vznik tumoru,
ktery je MSI-H, diky tvorbé alternativniho heterodimeru MSH2-MSH3, coz muze
negativné ovlivnit diagnostiku LS v téchto piipadech (Hampel et al., 2006).

U mutace genu PMS2 je tomu naopak, vétSinou totiz vedou ke vzniku MSI-H
tumorll a je zde asociace s casnym kolorektalnim i endometridlnim karcinomem.
Penetrace v tomto ptipad¢ také neni piilis§ vysoka (Hendriks et al., 2006).

Existuji ptipady, ve kterych se vyskytuji kombinace klinickych znakl a jsou tak
vyrazné, ze na jejich podkladé doslo ke vzniku novych klinickych syndromi. Tyto
syndromy predstavuji pouze varianty Lynchova syndromu. Jedna se o Muir-Torreho

syndrom, Turcotiv syndrom 1. typu a Syndrom bialelického mismatch repair deficitu.

1.6.1 Muir-Torreho syndrom (MTYS)

Ma v sob¢ zahrnutou kombinaci alesponi jednoho kozniho nadoru se sebacedzni
diferenciaci (napiiklad sebacedzni adenom, sebaceom a extraokuldrni sebacedzni
karcinom) a alespon jednoho visceralniho tumoru. Tyto mnohocetné kozni nadory se
vyskytuji u pacientii pfed 50. rokem zivota nebo se vyskytuji v télnich partiich mimo
obli¢ej a jsou silnym indikatorem onemocnéni. Pravé Dr. Henry Lynch upozornil v roce
1981 na spojitost MTS a LS poté, co se mu podaiila identifikace pacientd s fenotypem
MTS v rodin¢ postizené LS. Tato varianta LS je unikéatni v tom, Ze jako jedina vykazuje
znaky premorbidniho fenotypu a umoziiuje tak diagnostikovat LS jesté pied tim, nez se
rozvine kolorektalni karcinom. MTS vznika ptfedev§im na podklad¢ zarodecné mutace

v genech MLH1 a MSH2, ale MSH2 ptevazuje (Kacerovska et al., 2010).

1.6.2 Turcotity syndrom 1. typu

Charakteristicky se spole¢n¢ vyskytuji nadory mozku (vétSinou gliomy)
a kolorektalni karcinom. Pfi tomto onemocnéni byly detekovany mutace MMR gend,

hlavné MLH1 a PMS2 (De Rosa et al., 2000).
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1.6.3 Syndrom bialelického mismatch repair deficitu (,,constitutional mismatch repair
deficiency“, CMMRD)

Vyskytuje se velmi vzacné a jedna se o zarodecnou bialelickou mutaci MMR genti.
Vzhledem k tomu, Ze se toto onemocnéni dédi autozomalné recesivné, k jeho vyskytu
dojde zejména nasledkem incestu. Fenotyp tohoto onemocnéni pfipomina
neurofibromatédzu 1. typu, jiz ve velmi mladém veku vSak vznika kolorektalni karcinom
(pramém¢ diagnostikovano kolem 161let véku pacienti), dale se vyskytuji
hematologické malignity (hlavné¢ T-lymfomy) a také mozkové nadory (predevSim
glioblastomy) (Gallinger et al., 2004; Bandipalliam, 2005).

Diagnosticky dulezity fakt je, ze senzitivngj$i je imunohistochemické vySetieni
(stanoveni deficitu MMR proteinu) nez vySetieni MSI, které¢ miZe byt negativni. Navic

imunohistochemické vySetfeni lze provést 1 z nenaddorové tkan¢, muze poslouzit

naptiklad kozni biopsie (Bakry et al., 2014).
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1.7 Klinicka diagnostika Lynchova syndromu

Dftive byl kolorektalni karcinom diagnostikovan pomoci Amsterdamskych kritérii,
ktera byla formulovana v roce 1990 a revidovana v roce 1998 na Amsterdamska kritéria
II pro zvySeni senzitivity a také s piihlédnutim K mozZnosti prezentace LS

extrakolonickou malignitou (Daum et al., 2014).

1.7.1 Amsterdamska kritéeria 11

Amsterdamska kritéria I (Vasen et al., 1991):

1. Nejméné tfi rodinni piislusnici maji nador, jenz se vyskytuje v ramci Lynchova
syndromu (kolorektalni karcinom, endometrialni karcinom, karcinomy tenkého
stteva a hornich mocovych cest).

2. Nejméné¢ jeden pacient je v ptibuzenském vztahu se dvéma ostatnimi.

3. Postizeni ptislusnikli rodiny se prokazalo nejméné ve dvou generacich po sobé
nasledujicich.

4. Karcinom byl diagnostikovan nejméné u jednoho ¢lena Vv roding, a to ve véku
niz8$im, nez je padesat let.

5. Byl spolehlivé vyloucen syndrom familiarni adenomatozni polypozy.

6. Klinicka diagndza tumoru byla potvrzena histologickym vysetienim patologem.

Postupné se vSak dostavaly do popredi molekularné genetické metody pro
diagnozu LS, tudiz se stal prioritou hlavné zachyt velkého mnoZstvi pacientl pro toto
vySetfeni, ktery byl upfednostnén pred samotnou klinickou diagnézou LS (Kokoskova
etal., 2014).

Vroce 1996 byla vypracovana tzv. Bethesda guidelines, vroce 2000 byla
revidovana. Slouzi k rozpoznani pacientii s CRC, u kterych ma byt vySetfena nestabilita
mikrosatelith  (MSI), pfipadné jest¢ provedeno molekularné genetické vySetieni.
Revidovana Bethesda guidelines berou v potaz morfologické znaky tumoru, ale

i klinicka kritéria. Témito rozSifenymi kritérii se nedaji zachytit vSechny piipady LS,
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hlavné se jedna o postizeni gent MSH6 a PMS2 (Dovrat et al., 2005; Hegde et al., 2005;
Hendriks et al., 2006).

1.7.2 Bethesda guidelines

Revidovana Bethesda guidelines (RBG) (Umar et al., 2004):

1. CRC u pacienta mladsiho nez 50 let.

2. Synchronni nebo metachronni CRC, pfipadné¢ jiny nador asociovany
s Lynchovym syndromem, pti¢emz se nezohlednuje vek.

3. CRC s histologickymi znaky MSI u pacienta mladsiho 60 let.

4. Nejméné jednomu piimému piibuznému byl ve véku pod 50 let diagnostikovan
CRC nebo jiny nador, ktery byva soucasti LS.

5. CRC nebo jiny nador asociovany s Lynchovym syndromem nejméné u dvou

ptibuznych prvniho nebo druhého stupné, pficemz se nezohlednuje veék.

Bohuzel ani senzitivita Revidovanych Bethesda guidelines neni brana za
dostatecnou, dle soucasnych odhadi 25 % pacientd s LS systém téchto kritérii
nezachyti. Amsterdamska kritéria i RBG maji velkou slabinu, a to, Ze je zde kladen
velky diraz na rodinnou anamnézu, v niZz jsou tradicné¢ znacné nedostatky, které
zpusobuje nedostateCna informovanost pacienta, dale nezdjem vySetiujiciho Iékate,
nejistota biologické otcovstvi, pfipadné se miZe jednat o nizkou penetraci zarodecné

mutace (hlavné u genu MSH6) (Dusek et al., 2016).

1.8 Moderni patologicka diagnostika Lynchova syndromu

V soucasné dobé je snaha o zavedeni morfologickych vysSetieni a depistaze s vyssi
senzitivitou 1 za cenu toho, ze se snizi specifiCita vySetieni. Vzhledem k familiarnimu
vyskytu téchto malignich nadort je to ospravedlnitelné z hlediska etiky i ekonomicnosti
zdravotnictvi.

Existuje nékolik hlavnich argumentl pro zvySeni senzitivity systému zachytu

tohoto onemocnénti:
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1. V pfipadé, ze u Lynchova syndromu kvuli falesné negativité¢ nedojde k jeho
rozpoznani, tak to ma za nasledek, Ze nedojde k identifikaci onemocnéni nejen
U vysetiovaného pacienta, ale i jeho ptibuzenstva.

2. Nositelem zarode¢né mutace jednoho z MMR genii je asi 1 z 660 lidi.

3. U Lynchova syndromu je signifikantn¢ zvySené riziko vzniku kolorektalniho
karcinomu, a to 60-80% (Jenkins et al., 2006).

4. Progrese nadoru z adenomu (nezhoubny nador) na karcinom (zhoubny nador) je
velmi rychla, obvykle k ni dochazi béhem 2-3 let. U sporadickych ptipadu je
tato doba mnohem delsi, 810 let.

5. Velmi dilezity je fakt, ze pramérny vék v dobé diagnézy LS je 45 let na rozdil
od sporadického kolorektalniho karcinomu, u kterého je primérny vék v dobé

diagnozy 65 let (Lynch a de la Chapelle, 1999).

Soucasna moderni diagnostika LS nabizi tfi moznosti senzitivnich modeld, které
slouzi k vyhledavani pacientl s podezienim na LS. Spole¢nym znakem pro tyto modely
je fakt, Ze detekuji tumory s MSI-H (molekularné genetické vySetfeni MSI), dale pak
konven¢ni histologie, pfi niZ se prokazuji morfologické znaky charakteristické pro
kolorektalni karcinom s vysokym stupném nestability mikrosateliti (MSI-H)
a v neposledni fadé¢ imunohistochemicky pritkaz exprese MMR proteint.

Analyza jednotlivych MMR gent je velmi nakladna, proto je tfeba pfedem odliSit
sporadick¢ nadory. V dnesni dobé se ktomuto rozliSeni pouziva dvou metod
molekularni biologie.

Jednd se o analyzu genu BRAF, konkrétné je zde prokazovana mutace V600E,
kterd témét nikdy neni pfitomna u LS, ale skoro u poloviny sporadickych MSI-H
karcinomii pfitomna byva. Tento mutovany protein lze navic prokazat i pomoci
monoklonalni protilatky (Kuan et al., 2014).

Dalsi metoda je zaloZena na prukazu hypermetylace promotoru genu MLH1, jedna
se o marker sporadickych MSI-H kolorektalnich karcinomti, ale naopak u LS nebyva
pfitomna témét viibec (Domingo et al., 2004).

Je tteba zde také zminit, Ze novéji se da pouzit k odliSeni LS od sporadickych MSI-

H karcinomt také protilatka proti annexinu A10 (Pai et al., 2014).
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Jednotlivé moznosti detekce LS a odliSeni LS od MSI-H kolorektalnich karcinomu

budou detailné€ji popsany v praktické casti této prace.
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2 CIL PRACE A HYPOTEZY

V této praci pfedstavim a porovnam jednotlivé metody, které jsou na nasem
pracovisti vyuzivany ke zvySeni senzitivity detekce Lynchova syndromu. Tim padem
umoziuji prevenci vzniku, pfipadné progrese malignich nadorG vznikajicich v terénu
tohoto familiarniho nadorového syndromu. V této diagnostice uplatiiujeme kombinaci
téchto metod:

e Konven¢ni histologické vysetieni preparati obarvenych hematoxylinem
a eosinem
¢ Imunohistochemické vySetfeni exprese ,,mismatch repair* (MMR) proteint
¢ Imunohistochemicky priikaz mutované formy proteinu BRAF V600E
e Molekularné genetické stanoveni substituce V60OE genu BRAF
e Stanoveni nestability mikrosateliti (MSI)
e Stanoveni hypermetylace promotoru genu MLH1

e Molekularné genetické vySetieni samotnych MMR gent.

Zatimco molekularné genetické vysSetteni MMR genit slouzi jiz pfimo
k diagnostice Lynchova syndromu, vybér pacientl pro toto vySetfeni je zalozen na
vyhledavani MSI-H tumord na podkladé konvenéniho histologického vySetieni anebo
imunohistochemického vySetieni exprese MMR proteinii (na nckterych pracovistich
alternativné molekularné¢ genetickym vySetfenim MSI). Stanoveni hypermetylace
promotoru genu MLH1 a vySetfeni sekvence genu BRAF (pfipadné pfitomnosti proteinu
BRAF kodovaného mutovanym genem) se pak uplatiiuje v odliSeni Lynchova
syndromu od sporadickych karcinomil pfed samotnou molekularné genetickou analyzou
MMR gent.

Bezprostfednim cilem této prace bude porovnani senzitivity a specificity
samotného morfologického vySetfeni s vySetfenim imunohistochemickym. Vysledky
obou metod provedené na vzorcich cca. 50 pacienti budou porovnany s vysledky

stanoveni MSI molekularné genetickymi metodami.
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Hypotéza 1: Konvenéni histologické vySetieni je v diagnostice MSI-H karcinomi
mén¢ senzitivni nez vysetfeni imunohistochemickeé.
Hypotéza 2: Konvenc¢ni histologické vySetfeni, imunohistochemicky prikaz

exprese MMR proteinti a molekularné genetické vysetfeni MSI se navzajem doplnuji.
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3 METODIKA VYZKUMU

Tento vyzkum je zaloZen na porovnani vysledki vySettovani vzorkl kolorektalniho
karcinomu konvencni histologickou metodou zalozenou na barveni ezt tkan¢ zalité do
parafinovych bloc¢kli hematoxylinem a eosinem s imunohistochemickym vySetfenim
exprese MMR proteinti v fezech z tychz blockli. Mimo tento hlavni cil studie jsem jako
vedlejSi znak studovanych nadort zafadila i vysledky molekuldrné genetickych
vySetfeni, které jsou u téchto pifipadi vysetfovany v dalSim sledu. Z takto rutinné
vySetfovanych vzorkli byly pro statistické zhodnoceni pro ucely této studie ndhodné
vybrany vzorky do dvou skupin na zékladé imunohistochemické exprese MMR
proteini: MMR pozitivni (25 pfipadi) a MMR deficientni (25 ptipadd). V souladu
s Casovym sledem provadéni jednotlivych tkont postupné uvedu metodiku zhotoveni (a
hodnoceni) histologickych preparéti, imunohistochemického vysetfeni, molekularné

genetického vysetfeni a vybéru ptipadii do studie.

3.1 Konven¢ni histologické vySetifeni preparati obarvenych
hematoxylinem a eosinem

V této kapitole a jejich subkapitolach bych chtéla popsat principy tohoto vySetient,
jeho vyhody a pfesny postup zpracovani tkani pro toto vysetieni, pocinaje ptikrojenim
bioptického materidlu, ptes zhotoveni preparatu obarvené¢ho hematoxylinem a eosinem,
az po odevzdani histologického preparatu hodnoticimu I€kati, ktery stanovi diagnézu

pacienta.
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3.1.1 Model morfologické diagnostiky a jeho vyhody

Histologické vysSetfeni je ekonomicky nejméné narocna forma zachytu Lynchova
syndromu. Je dostupné pro vSechna pracovisté, kterd vySetiuji tkanové vzorky
karcinomut tlustého stieva a nejsou pro né dostupné financné nakladné metody
imunohistochemické a molekularné biologické. Je zaloZzeno na detekci morfologickych
znakd, které jsou typické pro kolorektdlni karcinom S vysokym stupném nestability
mikrosateliti. Jednd se o takzvanou ,MSI-H histologii“. Tyto znaky nejsou
charakteristické jen pro Lynchliv syndrom, stejné znaky mohou vykazovat takeé
sporadické MSI-H karcinomy, ale odhadem 1 z 5 MSI-H kolorektalnich karcinomu se
vyskytuje v ramci Lynchova syndromu.

V soucasné dob¢ se jako nejuziteln€jsi model pouziva Model PREDICT a jeho
zjednoduSend forma Semi PREDICT skoére. Tento model je zaloZen na nasledujicich
diagnostickych znacich: pfitomnost hlenu, ktery disekuje slizni¢ni stroma v rizném
mnozstvi, ptitomnost tumor-infiltrujicich lymfocytt (TIL), peritumoralni lymfoidni lem
a vyskyt plazmatickych bun¢k mezi bunikkami v zanétlivém infiltratu ve stromatu, jejichz
mnozstvi prevysuje 25 % (Hyde et al., 2010).

Pro tuto diagnostiku je potieba zhotoveni histologického preparatu, které bude

detailn¢ popsano v nésledujicich kapitolach.

3.1.2 Prikrojeni bioptického vzorku

Nejprve je tfeba makroskopického vySetieni a popis vzorku, které musi byt vzdy
provedeno Iékarem. Podle typu tkané je ptikrojeni vzdy individudlni. Jako ptiklad jsem
si vybrala zptsob pfikrojeni karcinomu tlustého stieva, nebot’ se bezprostfedné tyka této
préace. Zvolila jsem pracovni postup pouzivany mym pracovistém, ktery bych zde rada
zjednodusSen¢ popsala.

Pti prikrojeni resekéatu tlustého stieva, které bylo odebrano pro nadorovy proces, je
tteba uvést, zda je resekat rozstfizeny nebo nerozstfizeny, jakou ma délku, je nutné
vysetfit jeho okraje a doplnit popis, jaky je jejich vztah k nadoru. Dale je tieba popis
samotné¢ho nadoru, jeho rozmeéry, makroskopicky vzhled a struktura a jeho vzdalenost
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od okraji, hloubka infiltrace, pfipadné invaze do okolnich orgdnl. Ze samotného
nadoru se odebird 1 blok na 1 cm nejvétsiho rozméru, nejméné vsak 3 bloky. Pak je
nutno nabrat sliznici v okoli nadoru, jeji ptipadné zmény popsat, a také oba okraje
resekatu. Nakonec se vySetfuji lymfatické uzliny (pocet, velikost atd.). VSe je tieba
podrobné popsat a zaznamenat na diktafon. Diktat je posléze prepsan sekretarkou
aptipojen k zadance pacienta. Pfikrojeny material je pak vlozen do bio kazet

a pripraven k fadné fixaci a dal$im postuptim zpracovani (POSTUP, 2016a).

3.1.3 Fixace

Zakladni tlohou spravné fixace je rychla a Setrna denaturace bilkovin v cytoplazmeé
bun¢k a z ni vyplyvajici zastava autolyzy (samovolny rozklad tkan¢ vlastnimi enzymy).
Dulezita je rychlost fixace, je tfeba ji provést v co nejkrat§im case po odbéru
bioptického materialu. Setrnosti fixace je zase potieba z diivodu zachovéni struktury
tkan¢, aby nebyla zménéna a méla podobu jakou ma tkan za ziva, a také, aby nebyla
poruSena barvitelnost, antigenicita bilkovin pro imunohistochemické vySetfeni
a intaktnost nukleovych kyselin pro vySetfeni molekularné genetické. Dalsi zasadni
vlastnosti spravné fixacni tekutiny je rychly a rovnomérny prinik do tkané (Vacek,
1995D).

Fixacni prostfedky jsou dvojiho druhu, a to fyzikélni a chemické. Fyzikalni fixacni
prosttedky nejsou pftili§ rozsitené a pouzivaji se minimalné€, zejména ve formé zmrazeni
vzorku pii peropera¢nim vySetieni. Chemické fixacni prostiedky (fixacni tekutiny) se
pouzivaji nejvice, fixace je diky nim jednoduchd a jejich pfiprava snadna. Jsou to
roztoky vyrobené z organickych i anorganickych sloucenin.

V histologickych laboratofich je nejvice pouzivanou fixacni tekutinou formol
neboli formalin. Vyrdbi se z formaldehydu, coz je aldehyd kyseliny mravenéi. Do
laboratoie se dodava bud’ koncentrovany, 40%, ktery je pak fedén vodou na 10%
formol. Druh4a moznost je, Ze laboratot objedna z Iékarny formol jiz nafedény, ktery je
upraven pufry, tudiz se stabilnim pH, a je pfipraven piimo k pouziti. S formolem je
tieba zachazet velmi opatrné, jedna se o bezbarvou kapalinu, kterd ma Stiplavy zépach

a vyrazné drazdi sliznice. Pfi potiisnéni klize mlze zpUsobit tvrdnuti pokozky i ekzém,
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proto jsou pfi praci nezbytné ochranné gumové rukavice. Formol je vhodny zejména pro
fixaci prehlednych histologickych preparatt, nehodi se vSak pro vySetfeni cytologicka

(Vacek, 1995b).

3.1.4 Proces odvodnéni a prosyceni tkané parafinem ve tkdaiiovém procesoru

Princip odvodnéni tkané spociva v postupném prenosu tkanovych blockl stoupajici
fadou alkoholll (etanolll) znizs$i do vys$i koncentrace alkoholu. Pokud by se tak
neucinilo a vzorek by se vlozil rovnou do koncentrované¢ho alkoholu, doslo by ke
smrs§téni tkan€. Prvni lazen alkoholu je o koncentraci 0,7 objemového zlomku (70 %),
druhé lazent mé koncentraci 80 % a tieti 96 %, tuto je tfeba minimalné dvakrat az tfikrat
opakovat.

Dalsim krokem je tzv. projasnéni, tedy prosyceni tkdné tekutinou rozpoustéjici
parafin, timto procesem dojde k odstranéni alkoholu z tkang. Je tedy tfeba pouzit latky,
které dobfe rozpousti parafin, jimiz v nasi laboratofi jsou jedna lazenn acetonu a dvé
lazné¢ xylenu. Pokud se odvodnéni a projasnéni neprovede spravné a ve tkani zlstane
alkohol ¢i voda, velmi to pak komplikuje dalsi zpracovani, napiiklad krajeni a barveni
preparatu.

Na konec procesu se tkan prosycuje tekutym parafinem, ktery ma teplotu
56-58 °C a je rozdélen do tii lazni.

Vsechny tkony podilejici se na odvodnéni, projasnéni a prosyceni tkdn¢ parafinem
probihaji béhem noci v pfistrojich, které se nazyvaji autotechnikony nebo také tkanové
procesory, které pracuji pfi zvySené teploté¢ za pouziti vakua. Na naSem pracovisti
pouzivame tkanovy procesor Leica TP 1020, ktery obsahuje dvé 1azné pufrovaného
formolu, jednu lazen 70% alkoholu, jednu lazen 80% alkoholu, dvé lazné 96%
alkoholu, jednu lazen acetonu, dvé lazn€ xylenu a tii parafinové lazné. Tkanové blocky
jsou prenaseny z jednotlivych lazni v pravidelném ¢asovém useku jedné hodiny (Vacek,
1995b).
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3.1.5 Vlastni zalévani tkani do parafinu

Pti vlastnim zalévani tkané pouzivame Cisty rozpustény parafin. Nikdy nemiizeme
pouzivat ten parafin, ktery slouzil k prosyceni tkané. Na tuto Cinnost pouzivame na
naSem pracovisti parafinovou zalévaci linku, kterd ma svou nadrz, do které predem
parafin nasypeme. Nadrz je vyhfivana a parafin se v ni rozpusti. Rozpousténi parafinu
urcuje ¢asovy spinaC na parafinové lince, ktery je naprogramovany tak, aby se spustil
vzdy dv¢ hodiny pied zac¢atkem zalévaciho procesu.

Bio kazety s tkanémi nejprve vyjmeme z tkanového procesoru a vylozime je na
vyhfivanou desku. Kdyby tak nebylo u¢inéno, tkan by zacala okamzité tuhnout, protoze
uz je prosycend parafinem. Dale pouzijeme kovovou zalévaci formicku (zvolime
vhodnou velikost), do které z parafinové linky napustime parafin, vlozime do n¢j tkan,
kterou spravné zorientujeme a nakonec prikryjeme bio kazetou a dopustime parafin.
Dame vychladit na chladici desku a po chvili miizeme vyndat z formicky hotovy zality
tkanovy blocek, ktery se umisti jest¢ do mraznicky k dochlazeni a pak je pfipraven ke

krajeni (Vacek, 1995b; POSTUP, 2014a).

3.1.6 Krdjeni parafinovych rezii

Na nasem pracovisti se ke krajeni parafinovych fezli pouzivaji safikové mikrotomy,
tézké san¢, ve kterych je umistén drzdk na mikrotomovou ziletku. Tento drzédk se da
polohovat dle potfeby a mizeme tim rtizné¢ meénit sklon ziletky. Kazdy mikrotom je
opatien mikrometrickym Sroubem, ktery ma ciselnou stupnici v tisicindch milimetru
(mikrometry) a slouZi k nastaveni tlouStky krdjenych fezti. Na vrSku mikrotomu se
nachdzi neapolskd svorka, do které se parafinovy blocek pevné upne. Principem
sankového mikrotomu je, Ze blo¢ek pevné drzi a pohybuje se drzék se ziletkou.

Nejprve je tfeba bloc¢ek skrojit nahrubo a docilit toho, aby byla cela tkan v fezu.
Pak krajime fezy v rozmezi 1-5 mikrometrt, tloustku fezl uzpisobujeme typu tkdné
a také barvici metodice. Naptiklad pro imunohistochemické barveni, uzliny a krvavé
tkan¢ potfebujeme fezy co nejtenci (1 mikrometr), na ostatni tkdné¢ a bézné barvici

metody se uzivaji fezy o sile 2—4 mikrometry a u tukovych tkani, které se kraji
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problematicky, je pouZivana hodnota az 5 mikrometri. Rezy je mozné kréjet po jednom
nebo tvofit série, kdy se ukroji paska, napiiklad Sesti fezii napojenych na sebe.
Sériovych fezl se vyuziva v ptipadé malych tkani, kdy je tieba dostat na sklicko vétsi
pocet fezt (Vacek, 1995b; POSTUP, 2014b).

Krom¢ sankového mikrotomu se Vv naSi laboratofi pouzivaji dalsi dva typy
mikrotomtl, rotani a zmrazovaci.

Rota¢ni mikrotom je vhodny pro kréjeni sériovych fezli a v nasi laboratofi byva
nejcastéji vyuzit pro zpracovani makroblokii. Mikrotomova ziletka je zde umisténa
Vv pevné svorce a proti ni dochazi k pohybu svorky s parafinovym blokem, coz je hlavni
rozdil oproti sanikovému mikrotomu, u kterého se tento proces déje obracené.

Zmrazovaci mikrotom (kryomikrotom), slouzi ke zpracovani nativni tkdné
bezprostfedné po odbéru, kterd se V pfistroji namrazi na teplotu az -25 °C a tim je
material fixovan. Zpracovani preparati je diky tomu velmi rychlé a pouziva se
U peroperacnich biopsii. Celé toto zpracovani trva jen nékolik desitek minut.

Principialné se jedna o rota¢ni mikrotom, ktery je uzavien v kryostatickém mrazicim

boxu (Vacek, 1995b; Balko et al., 2016).

3.1.7 Napindni a natahovdni parafinovych iezi

Prvnim tkolem laboranta pied vlastnim natahovanim fezi je pfipravit si podlozni
sklicko, na které se pak ukrojeny fez natdhne. Je tieba oznacit ho ¢islem pacienta a pii
natahovani vZdy sledovat shodu oznaceni parafinového blocku a skla. Déle je nutné na
sklo uvést typ metody, kterou bude nasledné obarveno. V piipad€, Ze se jedna
0 problematicky tkanovy material, napfiklad tukovou tkan, je nutné potiit sklicko
chemikalii, ktera zajisti vétsi ptilnavost fezu (poly-L-lysin), anebo zvolit skli¢ko, které
je uz ptimo od vyrobce opatfeno adhezivni vrstvou.

Proces vlastniho natahovani se provadi ve vodni lazni. V nasi laboratofi pouzivame
dvé vodni 1azné. Prvni lazen obsahuje studenou destilovanou vodu, na jejiz hladinu se
pfenesou ukrojené fezy. Za pouziti dvou patradel provedeme tupravu fezl,, opravime
nerovnosti, vybereme nejkvalitnéj$i fezy, které pfeneseme pomoci podlozniho skla do
druhé lazné s teplou destilovanou vodou, kterd je vyhiatd na 42-45 °C. Zde dojde
K vypnuti fezii G¢inkem teplé vody. Rezy nabereme na skli¢ko a po ususeni v termostatu
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pii 56 °C jsou preparaty pfipraveny k odparafinovani, zavodnéni a barveni (POSTUP,

2014b).

3.1.8 Odparafinovani a zavodiiovani Fezit

Prvnim krokem je zbaveni tkan¢ parafinu, protoze K barveni preparatti pouzivame
vétsinou vodnych roztokli barviv, a kdyby ve tkani parafin zlstal, barveni fezi by
neprobéhlo.

Aby se fezy ftadné odparafinovaly, potfebujeme dvé lazn¢ xylenu (latka
rozpoustéjici parafin). Xylen je rovnéz latka, ktera se ve vodé nerozpousti, z tohoto
divodu musime preparaty prevést pies sestupnou fadu alkoholi, ve které probiha zpétné
zavodnéni. Tento postup se da provést bud’ ru¢né, anebo v barvicim automatu, ktery se
pouziva v nasi laboratofi, pficemz tento proces trva zhruba 15-30 minut. Do barviciho
automatu se preparaty vlozi ve specidlnim koSicku a podle zvoleného programu samy
prochéazeji ur€itymi ldznémi s tekutinami a samy se odparafinuji a zavodni, ptipadné

obarvi, coz popisi podrobn¢ v dalsi kapitole (Vacek, 1995b; POSTUP, 2014c).

3.1.9 Barveni Hematoxylin — E0sin

V neobarveném preparatu neni mozno pod svételnym mikroskopem rozpoznat
jednotlivé slozky tkané€, protoZe nemaji odliSnou lomivost svétla. Proto je tfeba fezy
pfed mikroskopovanim obarvit vhodnym barvenim, které je zaloZené na principu, Ze
rizné slozky tkéni vazou riizna barviva a tim pak dojde k jejich odliSeni.

V histologii pouzivame barviva kysela a zasaditd. Barviva kyselad slouzi k barveni
cytoplazmy bung¢k, barviva zasaditd barvi jadra bunék. Tato rizna barvitelnost vznika
na podkladé odlisSnych chemickych vlastnosti jadra a cytoplazmy. NejpouZzivanéjsi
kyselé barvivo je eosin a nejpouzivanéjsi zasadité barvivo je hematoxylin. Dale se daji
barviva rozdé@lit na pifirozena, coz byvaji extrakty z rostlin a Zivoc¢ichd, anebo barviva
uméla (synteticka), pfipravena chemicky (Vacek, 1995b).

Barveni Hematoxylin — Eosin je zdkladni barveni, které musi prob&hnout pfti

histologickém vySetieni kazdého pacienta v nasi laboratofi, jednd se tedy o piehledné

37



barveni pro parafinové fezy. Podle vysledkl tohoto barveni se pak urcuje dalsi postup
a pripadné dalsi barveni specidlnimi nebo imunohistochemickymi metodami.

Pro pfipravu dvou litri roztoku Gillova hematoxylinu je tfeba 8 g hematoxylinu,
0,8 g jodi¢nanu sodného, 70,4 g siranu hlinitého, 1420 ml destilované vody, 500 ml
etylenglykolu a 80 ml ledové kyseliny octové. VSechny tyto chemikalie jsou postupné
smichany podle laboratorniho postupu. V posledni dobé nase laboratoi piesla na
pouzivani jiz hotového hematoxylinu dodavaného na naSe pracovisté od
farmaceutickych firem.

Roztok eosinu se vyrabi z 10 g zlutavého ecosinu rozpustného ve vodé, 5 ¢
dvojchromanu draselného a 800 ml destilované vody. Po rozpusténi se ptida 100 ml
¢istého alkoholu. Roztok eosinu naSe laboratof pfipravuje sama.

K barveni preparati se pouzije uz vySe zminény barvici automat, na kterém se
zvoli patficny program, a automat pak cely proces provede sam. Odparafinované
a zavodnéné fezy se ponoii na 7 minut do roztoku Gillova hematoxylinu, pak se
diferencuji v diferenciacnim roztoku (4800 ml 70% alkoholu a 37,5 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové). Pak se preparaty perou v tekouci vod€, kde dochéazi ke
zmodrani jader bunék. Dale nasleduje lazen eosinu na 30 sekund a oplach v destilované
vodég. Tim je barvici proces ukoncen.

Ve vysledku barveni se do modra az fialova barvi bazofilni struktury (jadro,
jadérko, ribozomy). Acidofilni sloZky jsou obarveny eosinem, do rtiZova aZz riZovo-
oranzova (cytoplazma, kolagenni vlakna, hemoglobin, svalovina) (Vacek, 1995b; Balko
etal., 2016; POSTUP, 2016b).

Preparaty se v barvicim automatu odvodni vzestupnou fadou alkoholli a acetonem.
Projasni se xylenem a dal$imi dvéma laznémi s aceton-xylenem a xylen-acetonem

a jsou tak pfipraveny k montovani.

3.1.10 Montovani prepardtii

Montovani se v na$i laboratofi provadi do latky zvané Pertex, ktera ma vysoky
index lomu svétla a je rozpustna v xylenu. Miizeme pouzit ru¢ni montovani, kdy na fez
kapneme Pertex a zvolna piikryjeme krycim sklickem. Dal$i mozZnosti je pouZiti
montovaciho automatu, ktery celé montovani zajisti sam. Tim je preparat jako celek
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hotov a je pfipraven k prohlizeni pod mikroskopem. Skladd se z podlozniho skla,
nabarveného fezu, montovaciho média a kryciho skla (POSTUP, 2014d; Balko et al.,
2016).

3.1.11 Mikroskopovani

V této kapitole podam stru¢né informace o svételném mikroskopu, nebot’ se jedna
0 pfistroj nezbytny pro vnimani stavby lidského téla. Je pouzivan v celé fade¢
medicinskych obort, nejen v histologii a histopatologii, ale velky pfinos znamena i pro
biologii, mikrobiologii, embryologii apod. Diky nému mame mozZnost pochopit piivod
fady onemocnéni a zmény, které v chorobnych stavech probihaji. Svételny mikroskop
ma tfi ¢asti, mechanickou, osvétlovaci a optickou.

Mechanicka ¢ast se sklada z podstavce mikroskopu, ze stativu, na némz se da
posunout rameno, a stolek. Umoziuje hruby posuv, ktery zajistuje makroskopické
zaostfeni, a jemny posuv, ktery zaostii obraz mikroskopicky. Také je mozné nastaveni
vysky kondenzoru. Dalsi Casti je stolek s drzdkem opatieny ovladacimi Srouby, do
kterého se upinaji preparaty. K rychlému otaceni vhodnych objektivii slouzi
revolverovy nosi¢ a na horni ¢asti mikroskopu je okularovy tubus.

Zakladem osvétlovaci €asti je zdroj svétla a jeho ovladani. Svétlo je na pozorovany
preparat soustfedéno kondenzorem s cCoCkami, které maji kratkou ohniskovou
vzdalenost. Kondenzor ma clonu ovladatelnou sroubem (Balko et al., 2016).

Optickymi ¢astmi mikroskopu jsou objektiv a okular. Objektivy maji numericky
znacené zvétSeni. Mohou byt bud’ suché, anebo imerzni, které se pouzivaji pro
nejsilngjsi zvetSeni (1000x a vice). Okulér tvoii vétSinou dveé ¢ocky, které jsou zasazené
do kovové objimky. Okulér se da pouzit voliteln€, da se jim korigovat i dioptricka vada
uzivatele mikroskopu.

Nejcastéji pouzivanou metodou pro pozorovani obarvenych preparati je
pozorovani ve svételném poli, kdy svétlo zviditelné oblasti (vinovda délka
400-760 nanometrti) prochazi preparatem rovnobézné s osou mikroskopu (Vacek,
1995b; Balko et al., 2016).

Pro ucely této prace byly krom& béznych rutinné hodnocenych znakli nadort
hodnoceny 1 takzvané histologické znaky MSI podle modelu PREDICT a kazdému
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tumoru bylo na zakladé¢ tohoto vySetfeni pfifazeno Semi PREDICT skore podle

Tabulky 2. Jsou-li ptitomny alesponi 2 znaky, je tumor hodnocen jako suspektni z MSI.

Tabulka 2: Piehled takzvanych MSI-H znaka.

Znak Charakteristika
Lokalizace tumoru Proximalné od slezinného ohbi traéniku
Hlen Jakékoli mnozstvi hlenu disekujiciho stroma
Vék Nizsi nez 50 let
Lymfocyty infiltrujici nador Vice nez 2 lymfocyt}vf na zorné pole velkého
zvetsenlt
Lem lymfocyti podél nadoru Souvisly pruh lymf(;cél}zitg rErl invazivnim okraji

Plasmatické buniky ve stromatu

. Tvoii vice nez 25 % vsech leukocytll ve stromatu
nadoru

(Hyde et al., 2010)

3.2 Imunohistochemické vySetieni

V této kapitole nejprve budou popsany obecné postupy imunohistochemického
vySetieni, od vysvétleni principu vazby protilatky na antigen, pfes moznosti piipravy
diagnostickych protilatek, az po detailni popis imunohistochemické metodiky pouzivané
v nasi laboratofi. Konkrétné pak bude specifikovana metodika imunohistochemického
prikazu MMR proteinti, diky kterému se da ziskat zprostiedkovana informace o tom,
jak funguje MMR komplex, a metodika priikazu pfitomnosti mutované formy proteinu
BRAF V600E, ktery se uziva k odliSeni Lynchova syndromu od sporadickych MSI-H

karcinomnu.

3.2.1 Princip imunohistochemického vySetieni

Za zakladatele imunohistochemie je povazovan americky patolog Albert Hewett
Coons, ktery vroce 1941 polozil zéklad pro tuto metodiku. V dneSni dobé uz je
imunohistochemie Vv histopatologické diagnostice rutinnim procesem, je vyuzivana
zejména pii prukazu nadorovych onemocnéni (Balko et al., 2016).

Jednd se o molekuldrné biologickou metodu, kterd je zaloZend na lokalizaci

urcitych antigent v histologickych fezech, tedy ve tkanich a bunkach. Vyuziva afinitu
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primarni protilatky, kterd je svou podstatou imunoglobulin, a prokazovaného antigenu,
ktery ma bilkovinnou povahu. Jedna se tedy o hybridizaci struktur antigenu a protilatky,
které jsou komplementarni. Metoda se da provadét i ze zmrazenych fezl, ale v nasi
laboratoii tento systém nepouzivame. Pouzivame parafinové fezy z tkané fixované
nejcastéji pufrovanym formolem. Vazba protilatky a antigenu je vysoce specificka

a produktem je komplex antigen-protilatka (STANDARD, 2016).

3.2.2 Antigeny

Antigen je latka, kterd je schopna vyvolat specifickou imunitni odpovéd’. Imunitni
systém umi antigeny rozpoznat a reagovat na né¢. Mohou pochazet bud’ ze samotného
organismu (autoantigeny), anebo jsou to cizorodé latky zvn&jSiho prostiedi
(exoantigeny). Na cizorodé antigeny reaguje organismus tvorbou specifickych
protilatek, které se umi na antigen navazat a zneSkodnit jej. Komplex antigenu
a protilatky je oznacovan jako imunokomplex a jeho vznik je povazovan jako zéklad
imunohistochemie. Antigeny mohou mit rGznou biologickou povahu (polypeptid,
polysacharid, protein, glykoprotein, lipid, lipoprotein).

Antigeny se skladaji z makromolekul, které maji velké mnozstvi epitopti, které jsou
misty pro navazani protilatky. Epitopy tvoii aminokyseliny a monosacharidy.
V imunohistochemii je pro nas velmi dilezita specificka vazba protilatky s antigenem,
kterou je tieba zajistit, aby antigen bylo mozné dal$imi postupy zviditelnit (Hofejsi
a Bartunkova, 2009; Balko et al., 2016).

3.2.3 Protilatky a hybridom

Protilatky jsou tvofené aktivovanymi formami B-lymfocytl, tzv. plazmatickymi
bunikami a maji schopnost se specificky vazat na antigen a na popud urcitého antigenu
také dochazi k jejich tvorbé. Jedna se o glykoproteiny ze skupiny imunoglobulind.
Vicestupiiova imunohistochemie povazuje urcitou ¢ast molekuly primérni protilatky za
antigen, na ktery se pak navaze sekundarni protilatka. Protilatky mohou byt bud

monoklonalni, anebo polyklonalni.
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Polyklonélni protiladtky jsou tvofené z vétstho mnozstvi klonti aktivovanych
plazmatickych bun¢k, které se ziskavaji zkrevniho séra zvifat imunizovanych
antigenem. Diky imunitnimu systému zvifete je tvofena smes protilatek reagujici proti
riznym epitoptim antigenu, a to i t€ém slabé&ji reagujicim. Vysledna reakce je pak silna.
Reakce s polyklonalnimi protilatkami je méné specificka nez s monoklonalnimi
protilatkami (Hoftejsi a Bartinkova, 2009; Balko et al., 2016).

Monoklonalni protilatky jsou produkty jednoho klonu plazmatickych bunék a jsou
namifené proti jednomu konkrétnimu epitopu. Maji jeden izotyp. Pro imunohistochemii
se tyto protilatky ziskavaji z tzv. hybridomu, coz jsou namnozené klony bun¢k vzniklé
z faze nenadorové plazmatické buiikky a nadorové myelomové buiky. Diky nenddorové
plazmatické buiice se tvoii specificka protilatka a diky nddorové bunice ma hybridom

schopnost se nékolikanasobné rozd¢lit (Hotejsi a Bartinkova, 2009).

3.2.4 Piima a nepiima imunohistochemie

Pfi imunohistochemii se d4 pouzit bud’ pfim4, anebo nepiima metoda.

Pfima metoda spociva v aplikaci protilatky pfimo na fez tkan€ a na protilatku se
navaze znaceni (enzym, fluorescencni barvivo, kov). Metoda je rychld a jednoducha, ale
je kni tfeba vysoce koncentrované a Cisté protilatky a ma nizsi citlivost pro svételnou
mikroskopii (Balko et al., 2016).

Nepiimd nebo také sendviCova metoda je pouzivana v nasi laboratofi. Jednd se
0 avidin-biotinovou metodu. Protilatky a detek¢éni systémy jsou vazany v né€kolika
vrstvach. Metoda je slozit&jsi a citlivéjsi. V prvnim kroku se sekundérni protilatka
oznaci biotinem a navaze se avidin-biotinovy komplex, ktery se znac¢i bud’ kienovou
peroxidazou, nebo alkalickou fosfatdzou. V druhém kroku se piitomnost komplexu,
Vv ptipadé peroxidazy, prokazuje barevnou reakci s diaminobenzidinem (DAB).
V ptipad¢ alkalické fosfatdzy se pouZzivd fuchsinovy substratovy roztok. Vysledné
produkty barveni, efekt vazby protilatky je posouzen ve svételném mikroskopu

(STANDARD, 2016).
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3.2.5 Vlastni postup imunohistochemického barveni

Zakladnim cilem imunohistochemie je detekovat specifické antigeny za vyuziti
principu imunologické vazby, tedy vySe zminény princip vazby antigenu a protilatky.
Toto barveni je mozné provadét ruénim postupem, ktery uz se v posledni dob¢ v nasi
laboratoii téméf nepouzivd. Od roku 2011 je rucni barveni nahrazeno piistrojovym
barvenim v automatu BenchMark ULTRA VENTANA od firmy Roche (Pfiloha 1 —
Obrazek 1,) (POSTUP, 2016c).

V pfistroji BenchMark ULTRA VENTANA jsou pouzivany k barveni preparatii
nasledujici reagencie (Ptiloha 1 — Obrazek 2):

1. Universal DAB Detection Kit

2. Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit

3. Hematoxylin 11

4. Bluing Reagent

5. Protease 1, Protease 3

6. Amplifikacéni kit

7. Dispensery s ruiznymi druhy protilatek

Dale jsou v pfistroji nésledujici zasobni roztoky (Ptiloha 1 — Obrazek 3):
1. EZ PREP Solution

2. BenchMark ULTRA LCS

3. SSC Solution

4. Reaction Buffer Concentrate

5. BenchMark ULTRA CC1

BenchMark ULTRA VENTANA je propojen s vlastnim pocitatem, ktery ovlada
vSechny programy pfistrojem provadéné. Jeden pocita¢ miize ovladat i n€kolik téchto
pfistroji. najednou. Pro jednotlivd barveni Sriznymi protildtkami jsou zde
naprogramovany specialni protokoly, které trvaji rizné dlouhou dobu a individualné se
lisi. K pocitaci patii jesté tiskarna na Stitky s ¢arovymi koédy, pii jejichz tisku si laborant
zvoli vhodny program barveni, vytiskne Stitek a opatii jim preparat, ktery bude nasledné
Vv pfistroji barven. Dle stitku (ktery nacte kamera uvnitf piistroje) si pak BenchMark
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ULTRA VENTANA sam zvoli potiebné chemikalie a protilatky, které jsou k danému
barveni nezbytné. Rovnéz reagencie a zdsobni roztoky jsou opatfeny carovymi kody
nebo Cipy, diky nimz piistroj piesné spocité jejich pouzitelné mnozstvi pro dany cyklus
barveni.

Nejprve je nutné pfistroj prevést zUsporného rezimu do rezimu s nazvem
,»HOTOVO®, coz znamena, ze je vse pfipraveno k barveni. Z lednice vyndame potiebné
reagencie a protilatky, které budeme potiebovat k barveni, a vlozime je do nosi¢i
pristroje. Pomoci ovladaciho tlacitka na pfednim panelu otevieme barvici jednotky,
vlozime do nich preparaty opatiené carovymi kédy a dolnim tlacitkem na ovladacim
panelu barvici jednotky zas uzavieme. Pak uvedeme pfistroj do pracovniho rezimu
»PRACUJ*. Piistroj ma dvé moZnosti barveni podle pracovniho protokolu. Bud’ mize
pracovat jako automat, mé protilatku uvnitt a dle ¢arového kodu ji aplikuje Gplné sam,
nebo lze uzit funkce poloautomatu a potiebnou protilatku pak aplikuje do prislusné
barvici jednotky laborant po zvukovém a oranzovém svételném signalu. Pokud se ozve
nepretrzity zvukovy signal a svétlo na barvici jednotce zCervend, znamend to chybu
V prib¢hu barveni, ktera musi byt odstranéna laborantem. MiiZze se jednat o posunuté
sklo v barvici jednotce, jeji rozbiti ¢i chybné nalepeny Stitek na preparatu, ktery kamera
nemuze nacist.

Kdyz je barveni dokonceno, automat signalizuje zelenym svétlem a opét pouzije
zvukovy signal. Laborant pak otevie barvici jednotku stiskem tla¢itka, obarveny
preparat vyjme a nékolikrat ho oplachne v teplé vodé se saponatem, aby byl zbaven
mastné¢ho povlaku z reagencii. Odvodnéni a montovani preparati jiz probihd v jinych
automatech. Na konci barveni je tfeba zkontrolovat odpadni nddoby na chemikalie,
pfipadné je vylit. Pak je tfeba automat uvést do isporného rezimu, ulozit data a vypnout

pfistroj 1 pocita¢ (POSTUP, 2016d).

3.2.6 Imunohistochemické vySetieni exprese ,,mismatch repair“ (MMR) proteini

Provadi se vySetfeni exprese hlavnich MMR proteini, tedy MLH1, PMS2, MSH2
a MSH6. Na naSem pracovisti tento postup funguje jako vstupni vySetfeni k zarazeni

pacienta do diagnostiky Lynchova syndromu. Provadi se u vSech kolorektalnich
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karcinomtl, karcinomti endometria a nové se zavadi i u karcinomi hornich cest
mocovych.

Dfive se imunohistochemicky stanovovala pouze exprese MLH1 a MSH2, proto
bylo upiednostfiovano stanoveni nestability mikrosatelitd (MSI) pro vyssi senzitivitu.
Po zavedeni dal$ich dvou protilatek, které detekuji druhy heterodimer (tedy proteiny
PMS2 a PMS6), se stala senzitivita stanoveni MSI a imunohistochemie srovnatelna,
navic jsou Vv posledni dobé obé metody vnimany jako komplementarni, jejich
kombinace ma totiz vy$$i senzitivitu nez samostatné pouziti jednotlivych metod.

Velkou vyhodou imunohistochemie je, kromé¢ ceny, moznost odhalit postizeny gen
pro dalsi molekularné biologické vySetfeni, coz vyrazné snizi néklady na prukaz
pfipadné germindlni mutace. Navic je uc¢inngj$i v prikazu mutaci genu MSHG6, které
mohou uniknout pii pritkazu MSI prostfednictvim polymerazové fetézové reakce (PCR)
(Shia, 2008).

Pracovni protokoly vSech pouzitych barveni jsou umistény v Ptiloze 3. Seznam

a fedéni pouzitych protilatek je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3. Protilatky pouzité pti MMR barveni

Pouzité protilatky P(;)T:;lgiﬁ;m Klon Vyrobce protilatky
MLH1 Netedi se G168-728 Ventana Roche
MSH®6 Nefiedi se 44 Ventana Roche
MSH2 Neftedi se G219-1129 Ventana Roche
PMS2 Netedi se EPR 3947 Ventana Roche

(vlastni zdroj).

3.2.7 Imunohistochemicky pritkaz mutované formy proteinu BRAF V600E

K priikazu substituce V60OE genu BRAF slouzicimu k odliseni sporadického MSI-
H karcinomu od Lynchova syndromu (u néjz tato substituce pfitomna nebyva) lze,
krom& molekularn¢ genetické analyzy genu popsané V kapitole 3.3.3., pouzit
I imunohistochemického priikazu pfitomnosti abnormalni formy proteinu kédovaného
mutovanym genem Vv cytoplazmé nadorovych bunék. V soucasné dobé je k dispozici
klon VE-1, ktery je pii pfesném dodrZzeni podminek postupu barveni dostate¢né

senzitivni 1 specificky v nepfimém prikazu této formy mutace. Pfi nejasnostech
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Vv interpretaci vysledku barveni je vSak vhodné verifikovat vysledek molekularné
genetickym vySetfenim genu BRAF (Kuan et al., 2014; Patil et al., 2015).

Stanoveni mutované¢ formy proteinu BRAF V600E se provadi v nasi laboratofi
prostiednictvim imunohistochemického pritkazu v barvicim automatu BenchMark Ultra
Ventana. Postup je popsan v kapitole 3.2.5. a pracovni protokol této metody je umistén

v Pfiloze 3.

3.3 Molekularné geneticka analyza

V nésledujicich podkapitoldch bude nejprve podan popis zékladnich metodik
ktera slouzi k izolaci a namnozeni studovanych usekd nukleovych kyselin. Dale budou
konkrétnéji popsany metody uzivané pii diagnostice Lynchova syndromu, jmenovité

analyza genu BRAF, vySetieni MSI a molekularné genetické vySetteni MMR gent.

3.3.1 Polymerdazovd ietézovd reakce (PCR)

Mutace genu BRAF jsou ve vySetfovanych vzorcich detekovany pomoci
polymerédzoveé fetézové reakce (PCR), amplifikace dan¢ho useku deoxyribonukleoveé
kyseliny DNA a nasledné reverzni hybridizace. Test Ize provést z DNA izolované
z fixovanych i nefixovanych tkani (NAVOD, 2015).

PCR (polymerase chain reaction) je metoda, ktera slouzi kizolaci a dalSim
analyzam genid. PCR probiha in vitro a je zalozend na principu replikace nukleovych
kyselin. Diky této technice miizeme velmi rychle namnoZit konkrétni nukleotidové
sekvence obsazené v DNA, a to s velmi vysokou selektivitou. PCR je hojné€ vyuzivana
pfi diagnostice genetickych chorob, v nadorové diagnostice, pfi detekci infekéniho
agens, Vprenatdlni diagnostice, soudnim I€kafstvi a kriminalistice atd. Jejim
prostfednictvim se d4 namnozit jakykoliv gen i Z velmi malého mnozstvi DNA.

PCR probihd v zatizeni zvaném termocykler, které¢ dokaze v kratkém case (nékolik
sekund) zvySovat ¢i sniZzovat teplotu o desitky stupiii Celsia. K zahajeni PCR dojde
pomoci syntetického primeru, coZ je sekvence 15-20 nukleotidil, ktera je shodna se

sekvencemi na koncich tiseku DNA, ktery potiebujeme namnozit. Dale je tfeba vsech
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¢ty deoxyribonukleosidtrifostati a DNA-polymerazy, ktera se izoluje z Thermus
aquaticus (termofilni bakterie, ktera ma optimalni teplotu 72 °C).

Proces PCR za¢ina zahiatim smési na 95 °C, kdy dojde k denaturaci DNA a vzniku
jednotetézcovych molekul. Nésleduje ochlazeni na 50 °C. Pak se miize navazat primer
na komplementarni sekvence DNA. V dalsim kroku reakce se teplota zvysi na 72 °C,
kdy dochazi k polymerizaci smérem od navazaného primeru. Tak dojde ke vzniku kopie
puvodni DNA. Dale se smés zahieje zase na 95 °C a cyklus je opakovan.

PCR slouzi k vytvoteni az n¢kolik milionii kopii ptivodniho iseku DNA, postaci na
to 20-30 cykli reakce. Proces je tedy velmi rychly a umoznuje provést analyzu DNA i
z velmi malého mnozstvi vychoziho materialu (Necas, 2000; STANDARD, 2014a).

3.3.2 Reverzni hybridizace

Jedna se o rutinni metodu, kterd pracuje na principu PCR, ale pouziva se zde jiny
typ primert. Jsou to biotinylové primery. Pouzivaji se specialni stripy, které jsou
tvofeny prouzky nylonovych membran. Na n¢ se fixuji specifické sondy, které mayji
schopnost nasledné hybridizovat s produkty PCR. Dal§im krokem je detekce produktt
kalorimetrickou reakci. Po ukonceni hybridizace se necha strip zaschnout, pfiblizné
¢tyficet osm hodin. Pak je odecteno genotypové urceni. Pokud se linie na stripu zbarvi

Sedohnédou barvou, je reakce povazovana za pozitivni (STANDARD, 2014b).

3.3.3 Molekuldrné geneticky pritkaz mutace V600OE genu BRAF

Tato metoda je jedna z moznosti, které napomahaji v diferencialni diagnostice,
rozliSuje sporadicky MSI-H karcinom od MSI-H karcinomu pfi Lynchové syndromu.
Mutace V600E je pfitomna az u 50 % sporadickych MSI-H kolorektalnich karcinomt,
ale téméft nikdy u LS (Daum et al., 2014).

Mutace genu BRAF jsou asociovany s celou fadou nadorti, jedna se nejen
0 kolorektalni karcinom, ale i 0 maligni melanom, non-Hodgkinsky lymfom, papilarni
karcinom stitné zlazy, nemalobunéény karcinom plic a adenokarcinom plic. Vétsinu

téchto mutaci zplisobuje transverze T1799A (spocivajici v zdmeéné adeninu za thymin),
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ktera zpusobi aminokyselinovou zaménu V600E, tedy substituci valinu kyselinou
glutamovou v exonu 15. (Rosypal et al., 2001; NAVOD, 2015).

Gen BRAF je slozen z osmnacti exonu a koduje protein, ktery hraje dalezitou roli
v regulaci signalni kaskady, ktera ovliviiuje bunécné déleni a diferenciaci.

Mutace V60OE zajistuje buikam transformacni aktivitu. Stimuluje autofosforylaci
proteinu BRAF, diky ¢emuz je tento protein stale v aktivnim stavu.

Fosforylace zajistuje piechod transkripcniho faktoru do aktivniho stavu. Aktivace
probiha prostfednictvim fosforylace na hydroxylové skupiné¢ aminokyselin serinu,
treoninu nebo tyrozinu. Proces je katalyzovan proteinkindzami, které prenaseji
fosfatovou skupinu z adenosintrifostatu (donor), na aminokyselinovy zbytek
fosforylovaného protein (akceptor).

Opacny proces je oznacovan jako defosforylace a jedna se o odstranéni fosfatové
skupiny. Ktomuto dojde hydrolyzou z fosforylovaného proteinu, za Kkatalyzy
fosfoproteinfosfatazami.

Fosforylace ovliviiuje biochemické slozeni proteinu, méni se jeho umisténi
Vv burice, zvysSuje se jeho citlivost k proteolyze atd. Defosforylace navozuje pivodni
stav (Rosypal, 2005; NAVOD, 2015).

3.3.4 Stanoveni nestability mikrosatelitii (MSI)

MSI analyza je provadéna pomoci vySe popsané PCR metody, kapilarni
elektroforézy (fragmentacni analyzy), kterd rozeznd fragmenty DNA, které se lisi
délkou pouhych nékolika bazi, a vizualizace DNA prostifednictvim emise svétla vinové
délky charakteristické pro danou molekulu po ozéfeni laserem.

Zjistuji se zde ruzné délky mikrosatelitii v analyzovanych bunkach. K této
variabilité délek mikrosatelith dochazi pti dysfunkci komplexu MMR proteintl.

Kritéria a diagnostika MSI byla stanovena National Cancer Institute (NCI) v roce
1997. Jedna se o referencni Bethesda panel mikrosatelitti pro klinické testovani. Panel
se skldda ze dvou mononukleotidi (BAT25 a BAT26) a tii dinukleotidi (D5S346,
D2S123, D17S250). Byly stanoveny tii kategorie (Murphy et al., 2006; Daum et al.,
2014):
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1. MSI-H: vice nez jeden nestabilni marker v Bethesda panelu (vice nez 30—40 %
Z lokust ve vétSich panelech),

2. MSI-L: nizka nestabilita, tj. jeden nestabilni marker v Bethesda panelu (30-
40 % a méné¢ lokusii ve vétSich panelech),

3. MSS: nebyl prokazan zadny nestabilni marker.

3.3.5 Stanoveni hypermetylace promotoru genu MLH1

Tato metoda slouzi jako marker sporadickych MSI-H kolorektalnich karcinomi,
protoze téméf nikdy nebyva pozitivni u LS.

K detekci této epigenetické zmény je v naSi laboratoii preferovana metoda
metylaéné specifické PCR. Jeji podstatou je bisulfidickd konverze DNA studovaného
vzorku, tedy deamidace nemetylovanych molekul cytosinu v promotoru genu MLH1
(metylované cytosiny timto zpuisobem deamidovat nelze), ¢imz se tyto pfeméni na
uracil. Nésledn¢ se pak provadi PCR se dvéma typy primert, z nichZ jedny se vazou
specificky na sekvenci s uracilem, druhé na sekvenci s cytosinem. Porovnani produktt

pak umoznuje stanovit miru metylace promotoru genu MLH1 (Chan et al., 2002).

3.3.6 Molekularné genetické vySetieni samotnych MMR genii

ProtoZe toto vySetfeni jiz nepatfi mezi metody uzivané v depistdzi Lynchova
syndromu, ale slouzi k potvrzeni této diagndzy u pacientli vyselektovanych na zakladé
vyse uvedenych depistaznich vySetfeni, a tudiz je mimo ramec této bakalaiské prace,
uvadim je jen v kratké ilustraci dal§iho postupu a také proto, ze ve vysledkové casti
prace jsou u nékterych pacientli uvedeny vysledky této analyzy.

Nejvhodnégj$im biologickym materidlem pro finalni analyzu MMR gent je periferni
krev, kterd je odebrdna do zkumavky s protisrazlivym cinidlem. Mutace, ktera je
prokdzana mimo nadorovou tkan, potvrzuje jeji germinalni ptivod. Vytéznost vySetfeni
Z leukocytt periferni krve je podstatné vyssi nez z nenadorové tkan¢ po predchozi fixaci

formolem. Je to dano také mensi technickou naro¢nosti analyzy (Daum et al., 2014).
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Jsou zde pouzity opét metody PCR a fragmentacni analyza. Ob¢& jsou popsany
v ptedchozich kapitolach. Geny MLH1, MSH2 a MSH6 se analyzuji z DNA, gen PMS2
z jeho transkriptu v RNA (STANDARD, 2014c).

3.4 Metodika vybéru pacienti

Ze souboru vSech pacientli, pfesnéji feCeno jejich kolorektalnich karcinomil,
Unichz byla vnaSi laboratofi dosud imunohistochemicky vySetiena exprese MMR
proteint, byly vyc¢lenény dvé rozsahlé skupiny: MMR-pozitivni (bez ztraty exprese
MMR proteinti) a MMR-deficientni (s prokazanou ztratou exprese alespon jednoho
MMR proteinu). Zvlastni podskupinu druhé skupiny ptedstavovali pacienti, u nichz byl
molekularné geneticky potvrzen Lynchliv syndrom. Nasledné bylo z obou téchto skupin
vybrano po 25 pacientech, pficemz z druhé skupiny (MMR-deficientni) bylo vybrano
5 pacientil s Lynchovym syndromem, zbyvajicich 20 pacientli bez této diagnozy.

Samotny ndhodny vybér z jednotlivych skupin (respektive podskupin) probihal
metodou slepého manualniho vybéru: nejprve byly vSem ptipadim piidélena poradova
Cisla, tato ¢isla byla poté prepsana na ctverecky z tvrdého kartonu rozmérd 3 X 3 cm,
které byly nasledné vloZeny do tifi vakl z neprithledné latky podle vyse uvedenych
skupin a podskupin. Obsah kazdého vaku byl zamichén tfesenim po dobu 5 minut
kontrolovanou laboratorni minutkou. Posléze bylo bez vizualni kontroly manualné
vynato z vaku ,,MMR-pozitivni* 25 ¢isel, z vaku ,,MMR-deficientni bez LS* 20 ¢isel,
z vaku ,, MMR-deficientni s LS*“ 5 ¢isel.
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4 VYSLEDKY

Metodou nahodného vybéru byly ziskany dvé studijni skupiny, kazda sestavajici
z 25 ptipadl: skupina nadortt MMR-pozitivnich (Ptiloha 2 — Tabulka 4) a skupina
nadortt MMR-deficientnich (Pfiloha 2 - Tabulka 5). Druha jmenovana skupina sestavala
z 20 ptipadta sporadickych MMR-deficientnich tumort a z 5 ptipadi s Lynchovym
syndromem (pfipady 21-25 v Tabulce 5).

Podkladem pro rozdéleni do téchto dvou skupiny byly vysledky
imunohistochemického vySetfeni MMR proteini. Nadory MMR-pozitivni vykazovaly
zachovanou expresi vSech ¢tyf MMR proteinti (Pfiloha 1 — Obrazek 4). Naopak
VvV MMR-deficientnich tumorech byl prikaz alespon jednoho z téchto MMR proteini
negativni (Ptiloha 1 — Obrazek 5).

4.1 Klinické charakteristiky jednotlivych skupin

Ve skupiné MMR-pozitivnich tumord byl primémy veék pacientd 67,88 let
(rozmezi 45—-84 let), pomér muzi/Zeny byl 17/8.

Ve skupin¢ MMR-deficientnich tumorti byl primérny vek 68,24 let (rozmezi 42—
90 let), pomér muzi/Zeny byl 6/19. V ramci této skupiny byl priméry veék pacientd
S prokdzanym Lynchovym syndromem 51,6 let (rozmezi 42—-60 let), pomér muzi/zeny
byl 1/4, zatimco primérny vék pacientli bez Lynchova syndromu byl 72,4 let (rozmezi

42-90 let), pomér muzi/zeny byl 5/15.

4.2 Semi PREDICT skore

Ve vSech tumorech bylo hodnoceno Semi PREDICT skore podle Tabulky 2.
Kromé¢ véku pacienta a pravostranné lokalizace tumoru toto zahrnuje 1 nékteré
histologické parametry, jmenovité piitomnost hlenu, ktery disekuje slizni¢ni stroma
v rizném mnozstvi (Ptiloha 1 — Obrazek 6), pfitomnost tumor-infiltrujicich lymfocytt

(Ptiloha 1 — Obrazek 7), peritumoralni lymfoidni lem (Ptiloha 1 — Obrazek 6) a vyskyt
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plazmatickych bunék mezi bunkami v zdnétlivém infiltratu ve stromatu, jejichz
mnozstvi prevysuje 25 % (Pfiloha 1 — Obrazek 8). Tumory, jejichz Semi PREDICT
skore bylo 2 2, byly hodnoceny jako suspektni z MSI (Ptiloha 2 — Tabulka 4
a Tabulka 5).

Ve skupiné MMR-pozitivnich tumort vykazovalo 13 (52 %) nadori Semi
PREDICT skore 2 2, tedy byly hodnoceny jako suspektni z MSI (Graf 1).

Ve skupiné MMR-deficientnich tumort tyto znaky vykazovalo 21 (84 %) ptipadu,
tedy vyrazné vyssi pocet nez ve skupiné nadord MMR-pozitivnich, Gplné shody vsak

dosazeno nebylo (Graf 2).

m MSI-H susp. = MSS susp.

Graf 1: Pomér tumortli podezielych z MSI na zakladé Semi PREDICT skore ve skupiné

nadorl se zachovanou expresi vSech MMR proteinti (vlastni zdroj).
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m MSI-H susp. = MSS susp.

Graf 2: Pomér tumort podezielych z MSI na zakladé Semi PREDICT skore ve skupiné

nadort se ztratou exprese alespon jednoho z MMR proteint (vlastni zdroj).

Diky pocate¢nimu rozdé€leni piipaddi do dvou skupin podle MMR
pozitivity/deficience na zakladé imunohistochemického vysetfeni, které bylo dano
vstupni metodikou, pfinaseji tdaje v Grafu 1 a 2 vjednoduché formé i tudaje
o0 senzitivité a specificit¢ Semi PREDICT skore jako testu predikujiciho stav MMR
systému.

Senzitivita Semi PREDICT skore pro predikci MMR-deficience (a tim padem
nepiimo i pro detekci Lynchova syndromu) hodnocena jako pomér poctu piipadd se
Semi PREDICT skore = 2 (n = 21) k celkovému poctu MMR-deficientnich nadort
piedstavujicimu soucet skutecné pozitivnich a falesné negativnich vysledku (n = 25)
byla ve studovaném souboru 84 %. Po zGzeni vybéru pouze na podskupinu pacientli
s Lynchovym syndromem senzitivita dosdhla 100 %, vzhledem k nizkému poctu téchto

pacientil v souboru je vSak statisticky vyznam tohoto tdaje maly.
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Specificita Semi PREDICT skore hodnocend jako pomér poctu piipadi se Semi
PREDICT skoére < 2 (n = 12) ve skupiné MMR-pozitivnich tumort k celkovému poctu
ptipadt v této skupiné (n = 25) byla 48 %.

4.3 Vztah imunohistochemického vySetfeni MMR proteini a
molekularné genetického stanoveni MSI

Ve 49 piipadech z50 byla 1 molekularn€é geneticky vySetiena nestabilita
mikrosatelitt  (jediny pifipad vySetfen nebyl, protoze vzhledem k vysledku
imunohistochemického deficitu MSH2 a MSH6 bylo vysloveno silné podezieni na
Lynchtiiv syndrom, které bylo nasledné potvrzeno priikkazem germinalni mutace genu
MSH2, takze vySetfeni MSI nebylo nutné). Pouze 21 tumorti vykazovalo MSI-H,
vSechny ve skupiné MMR-deficientnich nadort. V této skupiné vsak byly i 3 MSS

tumory, dva z nich dokonce u pacientt s prokazanym Lynchovym syndromem (Graf 3).
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= MSI-H MMR- nonLynch = MSS MMR- nonLynch = MSS MMR- Lynch = MSI-H MMR+ m MSI-H MMR- Lynch

Graf 3: Rozlozeni MSI v jednotlivych skupindch tumort podle stavu MMR systému a

molekularné genetického prikazu Lynchova syndromu (vlastni zdroj).

Vzhledem k zaméfeni této studie je za skuteCné pozitivni vysledek testu
povazovana MMR deficience, za skute¢né negativni vysledek MMR-pozitivita. Za
téchto podminek je tedy senzitivita stanoveni MSI 87 % po vztaZeni pouze na pacienty
s Lynchovym syndromem (n = 4) vS8ak pouze 50 %. Specificita tohoto testu byla ve

studovaném souboru 100 % (nebyly zaznamenany falesné pozitivni vysledky).
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5 DISKUZE

Lynchiiv syndrom je nejéastéjsi, a tedy nejvyznamnéjsi monogenné¢ podminény
autozomaln¢ dédicny syndrom familidrniho kolorektalniho karcinomu, pfi¢emz jeho
Cetnost dosahuje az 5 % vSech CRC (Daum et al., 2014). Z toho divodu se jeho
diagnostika stava dulezitou i pro cely systém zdravotni péce. Samotna diagnostika LS
v soucasné dob¢ vyzaduje prikaz germindlni mutace nékterého z MMR gent, které
koéduji proteiny opravujici poskozenou DNA (pouze ve vzacnych piipadech je jeho
pfi¢inou jina genetickd udalost jako germinalni mutace genu EPCAM nebo germindlni
metylace promotoru MLH1) (Fishel et al., 1993; Dusek et al., 2016). Protoze je vSak
toto vySetieni germinalnich mutaci velmi nakladné, nelze testovat vSechny CRC, ale je
nutné nejprve vybrat pacienty, u kterych je tato moznost pravdépodobna. Po fadu let
K tomuto vybéru slouzila (revidovana) Besthesda guidelines (Umar et al., 2004).
Vyssiho zéchytu lze vSak dosdhnout aplikaci metod pouzivanych v moderni
histopatologii, a to bud’ stanovenim Semi PREDICT skére nédoru na zakladé jeho
histologického vySetfeni preparati obarvenych hematoxylinem a eosinem, nebo
imunohistochemickym vySetfenim ¢tyi hlavnich MMR proteinii v histologickych fezech
z nadoru, anebo molekularné genetickym prikazem MSI v nddorové tkani (Kokoskova
et al., 2014). V dalsim sledu se pak pro vyfazeni pacientd se sporadickym MSI-H
karcinomem uziva molekularné genetického prikazu substituce V60OE v genu BRAF
a hypermetylace promotoru genu MLH1, coz jsou udalosti, které LS prakticky vylucuji
(Daum et al., 2014).

Primérnim cilem této prace bylo porovnani vySe uvedenych vstupnich metod
depistaze Lynchova syndromu. ProtoZe na nasem pracovisti se rutinné k této detekci
nadori suspektnich z LS uZiva imunohistochemického vySetteni MMR proteinti, zvolila
jsem vysledky tohoto vySetfeni za referencni vysledek testovani a pro ucely této studie
vybrala z archivu naseho pracovist¢ metodou nahodného vybéru 2 skupiny nadort,
kazdou slozenou z 25 piipadd: skupinu nadora s intaktni imunoexpresi MMR proteint
a skupinu nadori MMR-imunodeficientnich. Tato skupina obsahovala i 5 pacienti
s prokdzanym Lynchovym syndromem, coz zhruba odpovida i odhadovanému

skutecnému zastoupeni téchto nadori mezi CRC s MSI-H (Daum et al., 2014).
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Nasledné byla tato exprese korelovana se Semi PREDICT skore a s vysledky vySetfeni
MSI.

Z hlediska veéku pacientli v dobé diagndozy CRC byly obé skupiny podobné. Ve
skupiné MMR-pozitivnich tumort byl primérny vék pacientd 67,88 let (rozmezi
45-84 let) a ve skupiné MMR-deficientnich tumort jako celku byl primérny vék 68,24
let (rozmezi 42-90 let). V ramci této skupiny byl praméry vek pacientl s prokdzanym
Lynchovym syndromem 51,6 let (rozmezi 42—60 let), takze logicky musel byt vék
pacientll v této skupin€ bez Lynchova syndromu vyraznéji vyssi nez v prvni skupiné
(pramérny veék byl 72,4 let, rozmezi 42-90 let). Ztéchto klinickych dat vyplyva
I nedostate¢na senzitivita véku pro depistaz Lynchova syndromu, protoZze 3 z 5 pacienti
s Lynchovym syndromem byli starS$i nez 50 let (v archivu naseho pracovist¢ méame
i 2 pacienty s Lynchovym syndromem, u nichz byl nador diagnostikovan az ve véku
80 let, na zakladé nahodného vybéru vsak do této skupiny nebyli zafazeni). Ve skupiné
MMR-pozitivnich tumort byli vyrazné Castéji zastoupeni muzi (pomér muzi/zeny byl
17/8), ve skupiné MMR-deficientnich nadorti byl tento pomér obraceny (pomeér
muzi/zeny byl 6/19). Sohledem na fakt, ze Lynchiv syndrom je autozomalné
dominantné¢ dédi¢ny, je ponc¢kud zardzejici, ze v této podskupiné pacientii byl pomér
muzi/zeny 1/4. Tento vysledek lze vysvétlit jednak nizkym poctem pacient
s Lynchovym syndromem ve studii, kviili kterému je statisticky vyznam téchto udajl
nizky, jednak skutecnosti, Ze u Zen se pomérné casto Lynchiv syndrom primarné
manifestuje karcinomem endometria (Hampel et al., 2006).

Semi PREDICT skoére se hodnoti na zédklad¢ parametrt klinickych (v€ku pacienta
a pravostranna lokalizace tumoru) a histologickych (pfitomnost hlenu, ktery disekuje
slizniéni stroma v rizném mnozstvi, pfitomnost tumor-infiltrujicich lymfocytd,
peritumoralni lymfoidni lem a vyskyt plazmatickych bun€k mezi buikami v zanétlivém
infiltratu ve stromatu, jejichz mnozstvi ptfevySuje 25 %). Tumory, jejichz Semi
PREDICT skore bylo 2 2, tedy vykazuji alespoit 2 z vySe uvedenych znakt, jsou
hodnoceny jako suspektni z MSI. Senzitivita Semi PREDICT skore pro predikci MMR-
deficience (a tim padem nepiimo i pro detekci Lynchova syndromu) hodnocena jako
pomér poctu piipadti se Semi PREDICT skore = 2 (n = 21) k celkovému poctu MMR-
deficientnich nadort ptedstavujicimu soucet skutecné pozitivnich a faleSn€ negativnich

vysledkti (n = 25) byla ve studovaném souboru 84 %. Po zuZeni vybéru pouze na
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podskupinu pacientti s Lynchovym syndromem senzitivita dosahla 100 %. Vzhledem
k nizkému poctu téchto pacientli v souboru je vSak statisticky vyznam tohoto udaje
maly. Specificita Semi PREDICT skore hodnocena jako pomér poctu piipada se Semi
PREDICT skore < 2 (n = 12) ve skupiné MMR-pozitivnich tumort k celkovému poctu
pfipadl v této skupiné (n = 25) byla 48 %. Tato nizkd specificita v§ak neni limitujicim
faktorem, pouzije-li se Semi PREDICT skoére pouze jako vstupni vysetieni na
pracovistich, ktera nemaji moznost imunohistochemického vysetteni MMR proteint,
a ptipady hodnocené podle Semi PREDICT skore jako pozitivni jsou posléze odeslany
na pracovisté vysetfujici imunoexpresi MMR proteintl.

MSI byla molekularné geneticky stanovena ve 49 ptipadech z 50 (nebyl vySetien
1 ptipad Lynchova syndromu, protoze vzhledem k vysledku imunohistochemického
deficitu MSH2 a MSH6 bylo vysloveno silné podezieni na Lynchiiv syndrom, které
bylo nésledné potvrzeno pritkazem germinalni mutace genu MSH2, takze vysetfeni MSI
nebylo nutné). Pouze 21 tumorti vykazovalo MSI-H, vSechny ve skupiné MMR-
deficientnich nadord. V této skupiné vSak byly i 3 MSS tumory, dva z nich dokonce
u pacienta s prokazanym Lynchovym syndromem. Vzhledem k zaméfeni této studie je
za skutecn€ pozitivni vysledek testu povazovana MMR deficience, za skutecné
negativni vysledek MMR-pozitivita. Za téchto podminek je tedy senzitivita stanoveni
MSI 87 %, po vztazeni pouze na pacienty s Lynchovym syndromem (n = 4) vSak pouze
50 %. Specificita tohoto testu byla ve studovaném souboru 100 %. Ptestoze tedy nebyly
zaznamenany faleSné pozitivni vysledky, nizka senzitivita stanoveni MSI v ramci této
studie sveéd¢i pro to, Ze molekuldrné genetické stanoveni MSI neni vhodnym vstupnim
markerem pro depistdZ Lynchova syndromu, zejména s pfihlédnutim k pouze 50%
senzitivit¢ vnaSi (byt malé) podskupiné pacientii s prokdzanym Lynchovym
syndromem. Pfes tradovany ndzor, Ze imunohistochemické vysetfeni exprese MMR
proteinit a molekularné genetické stanoveni MSI se vzajemné dopliiuji a mohou zvysit
senzitivitu depistaze, v souboru pfipadli vybranych do této studie se to nepotvrdilo.
Popsané faleSné negativni piipady stanoveni MSI svéd¢i pro to, Ze molekularné
geneticky stanovovand MSI-H je pouze marker tohoto typu genetického poskozeni
buiiky, které neni timto molekularné genetickym vySetfenim vylouceno. Pro to svédci
fakt, ze v jednom z téchto 3 pfipadl byl imunohistochemicky prikaz deficience MLH1

a PMS2 podpoten molekularné genetickym pritkazem hypermetylace promotoru genu
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MLH1 (ktery vede k jeho inaktivaci a tedy 1 imunonegativité¢), ve zbyvajicich
2 ptipadech byl zase imunohistochemicky vysledek potvrzen prikazem germinélnich

mutaci pfisluSnych MMR gen.
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6 ZAVER

Tato studie vramci bakalaiské prace prokazala dominantni postaveni
imunohistochemického vySetfeni exprese MMR proteini v diagnostice MSI-H
karcinomt, ktera jsou v soucasné¢ dob¢ zakladem depistaze Lynchova syndromu. Semi
PREDICT skore ma niz$i senzitivitu a zejména specificitu, na pracovistich bez
moznosti vySetfeni imunoexprese MMR proteind jej vSak lze vyuzit k vybéru ptipad
pro imunohistochemické vySetfeni na specializovaném pracovisti. Samotné stanoveni
MSI na podkladé molekularné genetického vySetteni standardniho panelu mikrosatelitl
se Vv této studii jevi jako nedostatecné senzitivni a nevhodné jako samostatny vstupni
marker. Vyznam muze mit vSak v ptipadech, kdy je imunohistochemické barveni Spatné

hodnotitelné a nelze na jeho zaklad¢ dojit k jednoznacnému zavéru.
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8 PRILOHY

Priloha 1: Obrazova dokumentace

Obrazek 2: Universal DAB Detection Kit, Hematoxylin II, Bluing reagent, (vlastni
zdroj)
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Obrazek 4: V MMR-pozitivnich tumorech je exprese vSech 4 proteinii zachovéana

(vlastni zdroj, MMR-pozitivni ptipad €. 9)
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negativni, zde konkrétné MSH2 a MSH6 (vlastni zdroj, MMR-deficientni piipad €. 21)
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Obrézek 6: Mucin disekujici stroma (Zluta Sipka) a peritumoralni lymfoidni lem (zelena

d ¢. 4, HE,
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Obrézek 7: Lymfocyty infiltrujici nddor (n€kolik oznaceno Zlutymi Sipkami) jako znak
MSI-H tumoru (vlastni zdroj, MMR-deficientni ptipad ¢. 6, HE, zvétSeni 200x)
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Obréazek 8: Plasmatické buiiky (n€kolik oznafeno zlutymi Sipkami) tvoifi podstatnou
¢ast populace leukocytti v tomto MSI-H tumoru (vlastni zdroj, MMR-deficientni ptipad
¢. 12, HE, zvétSeni 400x)
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Piiloha 2: Tabulky

Tabulka 4: MMR-pozitivni tumory

Semi BRAF
No. | PREDICT | IHC deficit | MSI \VV600E MLH1M | pohlavi | vék
1 3 0 neg. neg. neg. zena 45
2 2 0 neg. neg. neg. muz 82
3 2 0 neg. neg. neg. muz 84
4 2 0 neg. neg. neg. muz 63
5 5 0 neg. neg. neg. muz 62
6 2 0 neg. neg. neg. zena 71
7 2 0 neg. neg. neg. muz 65
8 2 0 neg. neg. neg. muz 70
9 1 0 neg. neg. neg. muz 68
10 4 0 neg. neg. neg. muz 64
11 0 0 neg. neg. neg. zena 53
12 1 0 neg. neg. neg. zena 81
13 0 0 neg. neg. neg. muz 70
14 4 0 neg. neg. neg. muz 77
15 0 0 neg. neg. neg. muz 53
16 2 0 neg. neg. neg. zena 63
17 3 0 neg. neg. neg. muz 58
18 1 0 neg. neg. neg. muz 78
19 1 0 neg. neg. neg. muz 69
20 1 0 neg. neg. neg. zena 60
21 1 0 neg. neg. neg. zena 69
22 2 0 neg. neg. neg. muz 81
23 1 0 neg. neg. neg. zena 61
24 1 0 neg. neg. neg. muz 69
25 0 0 neg. neg. neg. muz 81

(vlastni zdroj)
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Tabulka 5: MMR-deficientni tumory

Semi BRAF MMR
No. |PREDICT | IHC deficit MSI VV600E MLH1M | mutace | pohlavi | vék
1 2 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV Zena 80
2 3 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV zena 63
3 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV Zena 86
4 5 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV zena 68
5 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV muz 70
6 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV Zena 74
7 3 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV zena 79
8 2 MLH1 a PMS2 | neg. poz. poz. NV muz 78
9 2 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV zena 71
10 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV muz 77
11 3 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV zena 42
12 1 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV zena 64
13 2 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV muz 75
14 0 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV zena 63
15 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV muz 63
16 3 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV zena 90
17 2 MLH1 a PMS2 | poz. poz. poz. NV zena 82
18 1 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV Zena 75
19 2 MLH1 aPMS2 | poz. poz. poz. NV zena 68
20 1 MLH1 a PMS2 | poz. neg. poz. NV zena 80
21 4 MSH2 a MSH6 | neg. neg. neg. MSH?2 muz 60
22 3 MSH6 poz. neg. neg. MSH6 zena 52
23 3 MSH6 poz. neg. poz. MSHG6 zena 42
24 5 MLH1 a PMS2 | neg. neg. neg. MLH1 zena 60
25 2 MSH2 a MSH6 NV NV NV MSH?2 zena 44

(vlastni zdroj)
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Piiloha 3: Pracovni protokoly BenchMark ULTRA Ventana

Souhrn protokolt
Procedura: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
FN Plzen, alej Svobody Plzen

138
1 Sudeni [Zvoleno]
2 Zahiat skla na (75 st C] a inkubovat po dobu [4 minuty] ( Suseni )
3 Odparafinovani [Zvoleno]
4 Ohfat sklicka na [72 st. C] z Stiedni teploty ( Odparafinovani )
5 Kondicionovani bunék [Zvoleno]
6
7
8

ULTRA Conditioner #1 [Zvoleno]
Zahfat skla na [95 st. C] a inkubovat po dobu 8 minut ( Kondicionér bunék ¢.1)
20 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)
9 36 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
10 52 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)
11 Teploty inkubace protilatky [Zvoleno]
12 Zahiat skla na [37 st. C] a inkubovat po dobu 4 minuty ( Protilatka )
13 Titrace [Zvoleno)]
14 Hand Apply ( Primarni protilatka ), and Incubate for [0 h 20 min]
15 ultraWash [Zvoleno]
16 Jadrové barveni [Zvoleno)
17  Aplikovat jednu kapku [HEMATOXYLIN 1I] ( Jadrové barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty]
18 Po jadrovém barveni [Zvoleno]
19 Aplikovat jednu kapku [BLUING REAGENT] ( Po jadrovém barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty]

* jedna kapka je jedna davka reagencie Vytisténo 20.03.2017 12:54:20
FN Pizen, alej Svobody Plzen Strana 121
VSS v12.3 Build 0055

Protokol 1: Pracovni protokol IHC BRAF (vlastni zdroj)
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Souhrn protokoll
Procedura: U ultraView DAB (v1.02.0018)
BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
FN Plzen, alej Svobody Plzen

29 MSHeavM

i
& 5

EY =i )
Suseni [Zvoleno]

Zahféat skla na [72 st. C] a inkubovat po dobu [4 minuty] ( Suseni )

Odparafinovani [Zvoleno]

Ohféat sklicka na [72 st. C] z Stfedni teploty ( Odparafinovani )

Kondicionovani bunék [Zvoleno)]

ULTRA Conditioner #1 [Zvoleno]

Zahfat skla na [95 st. C] a inkubovat po dobu 8 minut ( Kondicionér bunék ¢€.1)

20 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]

36 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]

52 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)

Teploty inkubace protilatky [Zvoleno]

Zahfat skla na [37 st. C] a inkubovat po dobu 4 minuty ( Protilatka )

Protilatka [Zvoleno]

Aplikovat jednu kapku [anti-MSHS (44)] ( Protilatka ), zakryt a inkubovat po dobu [0 h 40 min]

Amplifikace [Zvoleno]

Amp mys$i protilatky [Zvoleno]

Jadrové barveni [Zvoleno]

Aplikovat jednu kapku [HEMATOXYLIN I1] ( Jadrové barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [8 minut]

Po jadrovém barveni [Zvoleno)

Aplikovat jednu kapku [BLUING REAGENT] ( Po jadrovém barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty]
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* jedna kapka je jedna davka reagencie Vytisténo 20.03.2017 12:52:47
FN Plzen, alej Svobody Plzen Strana1z1
VSS v12.3 Build 0055

Protokol 2: Pracovni protokol IHC MSH6 (vlastni zdroj)
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Souhrn protokolt
Procedura: U ultraView DAB (v1.02.0018 )

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
FN Plzen, alej Svobody Plzen

¥ ﬁmgz amm
Suseni [Zvoleno]
Zahtat skla na [72 st. C] a inkubovat po dobu [4 minuty] ( Sudeni )
Odparafinovani [Zvoleno]
Ohfat sklicka na [72 st. C] z Stfedni teploty ( Odparafinovani )
Kondicionovani bunék [Zvoleno)
ULTRA Conditioner #1 [Zvoleno)
Zahféat skla na [95 st. C] a inkubovat po dobu 8 minut ( Kondicionér bunék €.1)
20 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
36 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
52 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)]
64 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)
76 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno)
Teploty inkubace protilatky [Zvoleno)
Zahtat skla na [37 st. C] a inkubovat po dobu 4 minuty ( Protilatka )
Protilatka [Zvoleno)
Aplikovat jednu kapku [PMS2 (EPR3947)] ( Protilatka ), zakryt a inkubovat po dobu [0 h 40 min]
Amplifikace [Zvoleno]
Ampule kraliéi protilatky [Zvoleno]
Jadrové barveni [Zvoleno]
Aplikovat jednu kapku [HEMATOXYLIN 1] ( Jadrové barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [8 minut]
Po jadrovém barveni [Zvoleno]
Aplikovat jednu kapku [BLUING REAGENT] ( Po jadrovém barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty)
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* jedna kapka je jedna davka reagencie Vytisténo 20.03.2017 12:52:54
FN Pizen, alej Svobody Plzen Strana1z1
VSS v12.3 Build 0055

Protokol 3: Pracovni protokol IHC PMS2 (vlastni zdroj)
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Souhrn protokolu
Procedura: U ultraView DAB (v1.02.0018)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
FN Plzen, alej Svobody Plzen

1 Suseni [Zvoleno]
2 Zahtéat skla na [72 st. C] a inkubovat po dobu [4 minuty] ( Suseni )
3 Odparafinovani [Zvoleno]
4 Ohfat skligka na [72 st. C] z Stfedni teploty ( Odparafinovani )
5 Kondicionovani bunék [Zvoleno]
6 ULTRA Conditioner #1 [Zvoleno]
7 Zahiat skla na [95 st. C) a inkubovat po dobu 8 minut ( Kondicionér bunék €.1)
8 20 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
9 36 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
10 52 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
11 64 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
12 Teploty inkubace protilatky [Zvoleno]
13 Zahfét skla na [37 st. C] a inkubovat po dobu 4 minuty ( Protilatka )
14 Protilatka [Zvoleno)
15 Aplikovat jednu kapku [MLH-1 (M1)] ( Protilatka ), zakryt a inkubovat po dobu [0 h 40 min]
16 Amplifikace [Zvoleno]
17 Amp mysi protilatky [Zvoleno]
18 Jadrové barveni [Zvoleno]
19  Aplikovat jednu kapku [HEMATOXYLIN I1] ( Jadrové barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [8 minut]
20 Po jadrovém barveni [Zvoleno]
21 Aplikovat jednu kapku [BLUING REAGENT] ( Po jadrovém barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty]
* jedna kapka je jedna davka reagencie Vyti§téno 20.03.2017 12:53:02
FN Pizen, alej Svobody Plzen Strana1z1

VSS v12.3 Build 0055

Protokol 4: Pracovni protokol IHC MLH1 (vlastni zdroj)
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Souhrn protokolu
Procedura: U ultraView DAB (v1.02.0018 )

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
FN Plzen, alej Svobody Plzen

L

32 MsH2avm 29.04.2014

Suseni [Zvoleno]
Zahfat skla na [72 st. C] a inkubovat po dobu [4 minuty] ( Suseni )
Odparafinovéani [Zvoleno]
Onhféat sklicka na [72 st. C] z Stfedni teploty ( Odparafinovani )
Kondicionovani bunék [Zvoleno]
ULTRA Conditioner #1 [Zvoleno]
Zahtat skla na [95 st. C] a inkubovat po dobu 8 minut ( Kondicionér bunék ¢.1)
20 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
9 36 minut pfi pouziti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
10 52 minut pfi pouZiti lahve ULTRA CC1 [Zvoleno]
11 Teploty inkubace protilatky [Zvoleno]
12 Zahfét skla na [37 st. C] a inkubovat po dobu 4 minuty ( Protilatka )
13 Protilatka [Zvoleno)
14 Aplikovat jednu kapku [MSH-2] ( Protilatka ), zakryt a inkubovat po dobu [0 h 40 min]
15 Amplifikace [Zvoleno]
16  Amp mysi protilatky [Zvoleno]
17 Jéadrové barveni [Zvoleno]
18 Aplikovat jednu kapku [HEMATOXYLIN I1] ( Jadrové barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [8 minut]
19 Po jadrovém barveni [Zvoleno]
20 Aplikovat jednu kapku [BLUING REAGENT] ( Po jadrovém barveni ), zakryt a inkubovat po dobu [4 minuty]

N Obs WN =

* jedna kapka je jedna davka reagencie Vytisténo 20.03.2017 12:53:08
FN Pizen, alej Svobody Plzen Strana1z1
VSS v12.3 Build 0055

Protokol 5: Pracovni protokol IHC MSH2 (vlastni zdroj)
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9 SEZNAM ZKRATEK

BRAF — Rapidly Accelerated Fibrosarcoma homolog B
CMMRD - Constitutional Mismatch Repair Deficiency
CRC — Colorectal Cancer (Kolorektalni karcinom)
DAB — Diaminobenzidin
DNA — Deoxyribonucleic Acid
EPCAM — Epithelial Cell Adhesion Molecule
FAP — Familiarni adenomat6zni polypdza
HNPCC — Hereditary Non-polyposis Colorectal Cancer
IHC — Immunohistochemistry (Imunohistochemie)
MMR — Mismatch Repair
MPLA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
MSI — Microsatellite Instability
MSI-H — Microsatellite Instability-High
MSI-L — Microsatellite Instability-Low
MSS — Microsatellite Stable
MLH1 — Mut L Homolog 1
MSH2 — Mut S Homolog 2
MSH3 — Mut S Homolog 3
MSH6 — Mut S Homolog 6
MTS — Muir-Torreho syndrom
NCI — National Cancer Institute
LS — Lynchtv syndrom
PMS2 — Postmeiotic Segregation Increased 2
PCR — Polymerase Chain Reaction (Polymerazova fetézova reakce)
RNA — Ribonucleic Acid
RBG — Revidovana Bethesda guidelines
SOP — Standardni opera¢ni postup
SUP — Siklav tistav patologie
TIL — Tumor infiltrujici lymfocyty
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