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Lynchuv syndrom u pacientti s urotelialnim karcinomem hornich cest

mocovych: ZkuSenosti jednoho centra

Abstrakt

Lynchiv syndrom (LS) je autozomaln¢ dominantné dédicné onemocnéni,
které predisponuje postizené jedince k rozvoji malignit riznych organu (tlustého stieva,
délohy, horntho mocového traktu atd.) jiz v mladém/strednim  vé&ku.
Prezentovana bakalaiska prace si klade za cil shrnout dosavadni znalosti a zkuSenosti
0LS u pacientt surotelidlnim karcinomem (UC) hornich cest mocovych,
stanovit frekvenci vyskytu LS u téchto pacienti a navrhnout vhodny diagnosticky
algoritmus i zpusob, jak co nejspolehlivéji vytipovat vV bézné populaci suspektni
pacienty, ktefi by méli podstoupit dalsi genetické testovani.

V ramci bakalafské prace byli retrospektivné vyhledani a opétovné hodnoceni
vSichni pacienti 1éceni na urologické klinice FN Plzeni pro UC hornich cest mocovych
v obdobi /2010 — X11/2018. U vybranych piipadi bylo provedeno imunohistochemické
barveni tzv. MMR proteint (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) a statistické vyhodnoceni
vysledkd.

Celkem bylo v daném obdobi nalezeno 215 vysetfeni od 182 pacientt (58 UC
mocovodu, 119 UC renalni panvicky, 5 UC soucasné mocovodu i renalni panvicky).
Imunohistochemicky pak bylo vysetieno celkem 121 pacienti (44 UC mocovodu,
73 UC renalni panvicky, 4 UC soucasné mocovodu i renalni panvicky). Ztrata exprese
nékterého z MMR proteinli (upozoriiujici na moZnost genetické mutace nékteré¢ho
z genl zodpoveédnych za LS) byla prokazana u 9/121 imunohistochemicky vysetienych
pfipadd. Definitivni vySetfeni periferni krve pro prikaz zarode¢né mutace daného genu
a kone¢né stanoveni diagnozy LS bylo provedeno jen u dvou pacientt (2%). U jednoho
pacienta (muz, 71 let) byla definitivné potvrzena zarode¢nd mutace genu MSHG6
z periferni krve. Druhy pacient (muz, 73 let) na definitivni potvrzeni diagnézy
z periferni krve toho Casu €eka (vzhledem anamnéze kolorektdlniho adenokarcinomu
a k nalezu deficitu exprese proteinu MSH6 nejen v UC, ale pravé i vdfive
diagnostikovaném kolorektdlnim adenokarcinomu, se vSak u tohoto pacienta jedna
0 suspekci hranicici s jistotou).

Na zaklad¢ analyzovanych dat doporucujeme u kazdého pacienta s UC hornich cest

mocovych, bez ohledu na vék a jeho anamnézu, rutinni provadéni



imunohistochemickych barveni MMR proteind. Tzv. univerzalni imunohistochemicky
screening u pacienti s UC hornich cest mocovych je dobry a vytézny zpisob,

jak vytipovat suspektni pacienty, ktefi by méli podstoupit dalsi geneticka vySetieni.
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Lynch syndrome in patients with upper urinary tract urothelial

carcinoma: One centre study

Abstract

Lynch syndrome (LS) is an inherited autosomal dominant (AD) disease
with predisposition for cancer development in different organs (large intestine, uterus,
upper urinary tract, etc.). Typically, young or middle age individuals are affected
by cancer. Presented bachelor thesis summarizes the current knowledge about LS
in patients with urothelial carcinoma (UC) of the upper urinary tract. We tried
to determine the frequency of LS in patients with urothelial carcinoma of the upper
urinary tract and design a suitable diagnostic algorithm how to identify suspect patients
appropriate for further genetic testing.

In the practical part of the thesis, we searched for all patients treated on Urology
department Faculty Hospital in Pilsen for UC of the upper urinary tract in the time
period 1/2010 - XI1/2018. All cases were re-evaluated. Immunohistochemical staining
of MMR proteins (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) was performed in selected cases.
Obtained data were evaluated statistically.

We found 215 examinations/biopsies from 182 patients (58 UC of the ureter,
119 UC of the renal pelvis, 5 UC of both the ureter and the renal pelvis). 121 patients
were examined by immunohistochemistry (44 UC of the ureter, 73 UC of the renal
pelvis, 4 UC of both the ureter and the renal pelvis). Lost expression of some MMR
protein was demonstrated in 9/121 examined cases. Definitive examination
of peripheral blood for detection of germline mutation was performed in only two
patients (2%). One patient (male, 71 years) has confirmed germline mutation of MSH6
gene from peripheral blood. The second patient (male, 73 years) is still waiting for
a definitive confirmation of the diagnosis from peripheral blood (patient has a high
suspicion for Lynch syndrome, he has personal history of colorectal carcinoma,
deficiency of MSH6 protein expression was found in UC of upper urinary tract even
in colorectal carcinoma).

Based on here presented data, we recommend routine immunohistochemical
staining of MMR proteins in all patients with UC of upper urinary tract,

regardless of their age or medical history. Universal immunohistochemical screening



in patients with UC of upper urinary tract is a good and yielding way how to identify
suspicious patients for genetic testing of LS.
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UVvOoD

Lynchiiv syndrom (LS) se v poslednich letech dostdva do podvédomi klinickych
1ékait, ovSem piedev§im ve spojeni s kolorektdlnim karcinomem (KRK). I kdyz je
syndrom asociovan se vznikem dalSich malignit v raznych organech, jsou tyto
(vCetné neoplazii hornich cest mocovych) Casto opomijeny a i literatura se vétsinou
zamétuje spise na vyzkum LS ve spojeni s KRK ¢i karcinomem endometria. Pti zachytu
urotelialniho karcinomu (UC) v oblasti hornich moc¢ovych cest (tj. ledvinné panvicky
Ciuretertl) si velkd c¢ast 1ékaii obvykle nedava do souvislosti vyskyt této neoplazie
ariziko ptitomnosti LS u pacienta. Pfitom po KRK a karcinomu endometria je UC
hornich cest mocovych povazovan za tieti nejcastéj$i manifestaci tohoto onemocnéni.

Jelikoz je LS autozomalné dominantné dédi¢ny, mohou byt (a vétsinou tak i jsou)
postiZeni dal$i rodinni pfislusnici. Dsledné odhalovani genetické zatéze u jednotlivci -
probandl, tak ma diasledky v ramci celé jeho rodiny a vede k odhaleni mnozstvi
potencialn¢ rizikovych pacientii. Vzhledem k tomu, ze UC hornich cest mo¢ovych je
v ramci LS ¢asto opomijenou malignitou, na vySetfovani pacientti s timto nadorem se
ze stran LS zapomina. Proto V poslednich letech sili snahy dostat do podvédomi
1ékatské vefejnosti tuto asociaci a vypracovat automatizovany rutinni postup u UC
hornich cest mocCovych tak, aby vySetfovani odhalilo co mozna nejvétsi mnozstvi
suspektnich pacientil, ktefi mohou byt potencialnimi nosi¢i LS. Je pravdou, Ze vzniku
nadord v rdmci LS nedokaZeme zabranit zddnou 1écbou (primérni prevence neexistuje).
Proto dulezitost znalosti genetické zatéze u pacienta tkvi v sekundarni prevenci,
tedy v pravidelném sledovani, v aktivni snaze o zachyt neoplazie u mladsich pacientt

V teoretické Casti je v€novana pozornost hornim cestdim mocovym. Blize je
popsana problematika LS a jeho spojitost pravé s hornim mo¢ovym traktem.

Prakticka cast popisuje vlastni soubor, se kterym bylo v ramci bakalaiské prace
pracovano. Nastinén je zpusob histologického zpracovani vzorku, jeho hodnoceni a
postup imunohistochemického barveni pro priikaz pfitomnosti ¢i absence MMR
proteinil. Vysledky jsou zpracovany zakladni deskriptivni statistikou, prezentuji bazalni
demografickd data. Stézejni je analyza frekvence ztraty exprese nckterého z MMR
proteind, vyclenujici suspektni pacienty pro dalsi genetické testovani ze stran LS.
V ramci bakalaiské prace piedstavujeme diagnosticky algoritmus LS pouzivany SUP,

ktery z ¢asti vychazi pravé ze zde prezentovanych dat.

10



1 TEORETICKA CAST

1.1 Lynchav syndrom

Lynchav syndrom (LS) je klinicky velmi dulezitym autozomalné dominantné
dédicnym onemocnénim. Jeho projevem je vznik rozmanitych malignit,
postihujicich rizné organy, nejCastéji u pacienti v mladych ¢i stfednich letech.
Neoplazie mohou vznikat z mazovych zlazek vkuzi (Muir-Torre syndrom),
ve vajeénicich, v zaludku, v tlustém stfevé, v jatrech, ve zluCovych cestach, v mozku,
I v prostaté (Hadravsky et al., 2017).

Malignitu, ktera se vSak u pacienti sLS vyskytuje nejcastéji,
piedstavuje kolorektalni karcinom (KRK). U Zen sLS relativné casto vznika téz
karcinom sliznice délohy - endometrialni karcinom (uvadén jako druhy nejcastéjsi typ
nadoru u pacientd s LS). Dal§im pomérné ¢asto se objevujicim typem neoplazie u téchto
pacientll je urotelialni karcinom (UC), ktery vznika explicitné v hornich cestach
mocovych (UUT), tj. postihuje ledvinné panvicky a mocovody.

Lynchtv syndrom se odliSuje od jinych familiarnich karcinomovych syndromi
s tzv. premorbidnim fenotypem. Na rozdil od nich je LS u pacienta odhalen teprve
az Po rozvoji onemocnéni — tedy rozvoji nadoru u pacienta. Diagnostikovan je analyzou
vzniklé nadorové masy nebo po zachytu LS pii genetickém testovani u ¢lenti jeho
rodiny. Muir-Torre syndrom (MTS) je vyjimkou, vytvaii kozni subacedzni tumory

a stava se tak fenotypickou variantou LS (Kacerovska et al., 2010; Pai, 2016).

1.1.1 Molekuldarné geneticky podklad Lynchova syndromu

U LS je s nejvétsi pravdépodobnosti podkladem onemocnéni zarode¢na inaktivacni
mutace jednoho ¢i vice z DNA mismatch repair (MMR) gent. Nasledkem je ztrata
nebo nedostate¢na funkce nékterého z DNA MMR proteinti: MLH1, PMS2, MSH2,
MSH6, PMS1, MSH3, MLH3. Tento proteinovy systém by mél spravné opravovat
chybné parovani bazi na nové vzniklém vlakné pfi replikaci DNA.

DNA polymeraza je enzym (protein) ucastnici se replikace DNA, pracuje s velkou
rychlosti a muaze tak dat wvznik chybné kopii, ve které doSlo k adici,
eliminaci nebo zaméné nukleotidi. DNA MMR proteiny by mély nova vlakna

kontrolovat a popfipadé vzniklé chyby napravit — podporuji opravu DNA,
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aktivuji kontrolu bunééného cyklu, popt. spousti apoptozu, ktera by méla organismus
branit pied poskozenou bunkou (Kolat, 2003; Hadravsky et al., 2017).

Jestlize vSak tento systém nepracuje spravné, zavady na DNA pfetrvaji,
dalSimi replikacemi se hromadi a postupem cCasu se builka maligné zvrhne.
Nejvice znalosti mame v soucasné dobé o proteinech MLH1, PMS2, MSH2, MSH6.
Proteiny spolupracuji ve dvojicich (napf. MLH1/PMS2, MSH2/MSH6), kdy rozlisuje
protein hlavni a vedlej$i. Stouto znalosti je tfeba nakladat pii hodnoceni
imunohistochemickych barveni ve tkani, nebot’ jestlize neni pfitomen protein hlavni,
chybi soucasné i protein vedlejsi, ktery neni potiebny. Naopak, chybi-li protein vedlejsi,
protein hlavni je zachovan (Hadravsky et al., 2017).

V ramci LS jsou statisticky nejcastéji postizeny geny pro MLH1 a MSH2 (az 80%
ptipadll). Typickym znakem zachycenym u 85% mnadori ve spojitosti s LS
je mikrosatelitni nestabilita (MSI). Na viné¢ jsou pravé defektni MMR geny,
které ptsobi nestabilitu kratkych opakujicich se sekvenci genomu. Zaroven muze byt
LS vzacné vyvolan germindlni metylaci promotoru MLH1, ¢i germindlni inaktivacni
mutaci genu EPCAM, vedouci k inaktivaci MSH2 (Nynstérm-Lahti et al., 1996;
Umar et al., 2004; Pai, 2016).

1.2 Diagnostika Lynchova syndromu

Pro definitivni stanoveni diagnézy LS se pouZiva genetické vySetfeni z periferni
krve. Toto vysetfeni u pfisné nevyselektovanych pacienti by bylo finanéné velmi
narocné, tedy se provadi pouze u jedinct, ktefi spliuji urcitd definovand kritéria a jsou
oznaceni za suspektni.

Pti hodnoceni rizika pfitomnosti LS u pacienti vychdzime z rtiznych pomocnych
kritérii: klinickd kritéria, histologickd kritéria, univerzalni imunohistochemicky

screening, test mikrosatelitni nestability a dalSich (Vasen et al., 1991).

1.2.1 Klinicka kritéria

Klinicka kritéria se zcela opiraji o anamnestické udaje od pacienta. Existuji rizné
klinické klasifikace. Prvni Amsterodamska kritéria (1991) stavi na zakladé osobni
arodinné anamnézy, jsou ryze namifena na KRK. Revidovand Amsterodamska kritéria
(verze Il z roku 1999) navic zohlednuji extrakolonické spektrum neoplazii u LS a opét

jsou zalozena na znalosti anamnézy jedince a jeho rodiny. Prikaz LS ma diky nim
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vysokou (98%) specificitu, ale nizkou (22%) citlivost, (Vasen et al., 1991; Vasen et al.,
1999; Green et al., 2009).

Bethesda guidelines (1996) pomahaji identifikovat jedince s KRK, ktefi by méli
byt podrobeni testovani na mikrosatelitovou instabilitu (MSI) a molekularné
genetickému vySetieni.

Revidovana Bethesda guidelines (2002), kterd zohlednuji jak klinicka kritéria,
tak i morfologické znaky nadoru, zachycuji sice pacienty s LS s vyssi citlivosti (82%),
ale snizsi specifitou (77%) nez Amsterodamska kritéria (obzvlasté ty, s postizenim

MSH6 a PMS2), (Umar et al., 2004, Pifiol et al., 2005; van der Klift et al., 2005).

Tabulka 1 Amsterodamska kritéria II.

1 Alesponi tfi ¢lenové rodiny maji karcinom spadajici do spektra LS (KRK,
' karcinom endometria, tenkého stfeva, mocovych cest)

2. Alespori jeden pacient je piimy piibuzny ostatnich dvou

3. Postizeni jedinct v nejméné dvou po sobé jdoucich generacich

A Prikaz nadorového onemocnéni alesponl jednoho z jedinct v rodiné pied 50.
. rokem veku

S, Vylouceni familiarni adenomat6zni polypky

6. Karcinom byl potvrzen histopatologickym vysetfenim

(Vasen et al., 1999)
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Tabulka 2 Revidovana Bethesda guidelines.

KRK diagnostikovany pied 50. rokem

Pritomnost synchronizovaného ¢i metachronniho KRK ¢i jiného karcinomu ze spektra
LS, bez ohledu na ve€k

KRK s MSI-H histologii u pacienta mladsiho 60 let

Alesponi jeden ptimy piibuzny s diagnostikovanym KRK nebo jinym karcinomem ze

spektra LS pred 50. rokem Zivota

Alespon dva ptibuzni prvniho ¢i druhého stupné s diagnostikovanym KRK nebo jinym

karcinomem ze spektra LS bez ohledu na vék

(Sidransky et al., 1992)

V ramci klinickych kritérii je pacient suspektni z pfitomnosti LS, jestlize byl LS
potvrzen u nékterého ze ¢lenti rodiny. Pokud se u pacienta pouze vyskytl néktery
z nadort ze spektra neoplazii asociovanych s LS, nalez sice nebudi vyssi suspekei z LS,
ale pacient by mél byt fadn€ a do hloubky pieSetfen (anamnéza, eventualné univerzalni

imunohistochemicky screening).

1.2.2 Hodnoceni piimo v resekované tkani

K potvrzeni ¢i vyvraceni vzniku nddoru na podkladé LS, je zapotfebi fadné
vySetieni nddorové tkan¢ pomoci riznych patologickych metod.

,»Nejprimitivnéjsi“ metodou je histologické/morfologické hodnoceni tzv. rysa
asociovanych s mikrosatelitni instabilitou (semiPREDICT skoére) v nadorové tkani
patologem. Mezi tyto rysy patii: Pritomnost tumor infiltrujicich lymfocyti (> 3 /HPF),
peritumoralni  Crohn-like zanétlivd infiltrace, lymfocyty infiltrujici stroma,
mucindzni diferenciace  tumoru, ,signet ring cell* diferenciace  tumoru,
medularni subtyp adenokarcinomu, ¢inediferencovany karcinom. Rysy se rutinné
hodnoti u kolorektalniho karcinomu (Hadravsky et al., 2017).

Jinym zptsobem hodnoceni v resekované tkani je imunohistochemické vySetfeni
MMR proteini. To detekuje, zda je exprese MMR proteini v bufikach zachovana ¢i ne.
Je zde vyuzivano specifickych protilatek namifenych proti nékterym MMR proteinim
(MLH1, MSH2, PMS2 a MSHS6). Pozitivita barveni zna¢i ptitomnost a funk¢énost
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detekovanych MMR proteinti (pacient s nejvétsi pravdépodobnosti nema LS).
Negativita barveni je naopak znamkou chybéni proteinu ¢i poruchy jeho funkce
a vzbuzuje suspekci z diagnézy LS (Hadravsky et al., 2017).

V rutinni praxi se tak na velké &sti patologickych pracovist v CR v soucasné dobé
uziva univerzalni imunohistochemicky sceening MMR proteini pro vytipovani
pacientli, kteti maji byt ze stran LS déle vySetfovani. Imunohistochemické barveni
se pouziva uz vétsinou rutinné U KRK a endometrialnich adenokarcinoma.

Dalsi moznosti je test mikrosatelitni nestability (MSI). Jedna se o genetické
vySetieni, které porovnava DNA zdravé (nenadorové) a nadorové tkané. V testu jsou
analyzovany tzv. mikrosatelity, tedy aseky DNA, kde DNA polymeraza pii replikaci
chybuje nejéastéji. Jak jiz bylo popsano vySe, pokud MMR proteiny tyto vady
neodstrani, zlstdvaji v bunice a kumuluji se. V praxi se testuje celkem pét useki.
Mikrosatelitni stabilita (MSS) udava, ze nebyly zménény zadné useky a Lynchiv
syndrom je tak vyvracen. Odlisnost jednoho z péti Gisekti znaéi nizkou nestabilitu (MSI-
low), pokud se DNA neshoduje ve dvou a vice usecich z péti, jedna se o vysokou
nestabilitu (MSI-high).

Imunohistochemické vySetieni a testovani MSI, jsou citlivé komplementarni
metody, pokud jsou vSak provadény spole¢né, maji jeSté vyssi citlivost zachytu LS
(Boland et al., 1998, Halvarsson et al., 2004, Shia et al., 2009; Funkhouser et al., 2012).

Mezi dalsi testy slouZici k vylouceni LS patii napf. molekularné-geneticky priikaz
mutace BRAF genu — pozitivita BRAF vtumoru témét vzdy vyluuje moznost LS.
Dalsim vySetfenim z resekované tkané je test hypermethylace promotoru genu MLH1,
kdy samotna metylace fidi expresi genu MLH1 a vede tak ve vysledku k absenci
hlavniho proteinu MLH1, ke ztraté jeho exprese (tedy i ztraté imunohistochemického
barveni proteinu) a zaroven i ke ztraté exprese vedlejSitho proteinu PMS2 (téZ ztrata
detekovatelna imunohistochemickym barvenim). Hypermethylace genu MLH1 neni
dédi¢na, podoba se klinickymi znaky LS (a imunofenotypem miize LS napodobovat),
0 LS se vSak nejednd. Proto je nutné u pacientli s imunohistochemicky zastiZenou
ztratou proteinu  MLH1 provést nejdiive prikaz metylace promotoru MLH1
z resekované tkané. Az pii absenci metylace promotoru MLH1 je pacient indikovan
k vySetieni mutace z periferni krve — viz. nize. Pfitomnost hypermethylace MLH1 vsak

pfitomnost LS ani zcela nevylucuje (Hadravsky et al., 2017).
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1.2.3 Molekularné genetické vySetieni 7 periferni krve

Cilem genetického vySetieni je stanovit z periferni krve zarodeCnou mutaci
nékterého z MMR genli. VysSetieni definitivné potvrzuje vyskyt LS u pacienta
a uzavira tak algoritmus jeho diagnostiky. Test je proveden pouze tehdy, jestlize pacient
spliiuje jiz zminovana kritéria a je u n¢j tak vysloveno podezieni na vyskyt LS.
Pacient téz samoziejme musi s provedenim vysetfeni souhlasit. Pokud je vystupem testu
pozitivni vysledek, méli by byt kontaktovani a nasledné vySetieni i pacientovi rodinni
prislusnici, nebot’ 1 ti jsou snejvetsi pravdépodobnosti nosi¢i LS a tedy maji

predispozici k rozvoji malignit (Pitra et al., 2017).
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v
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y
< + BRAF V600E* >

A

A

Hypermethylace MLH1
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Analyza genit MLH1 a

MSI-H
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A

Schéma 1 Algoritmus diagnostiky Lynchova syndromu (Dusek et al., 2016)
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PMS2 v periferni krvi




~

A. CRC u pacienta < 70 let — bez ohledu na lokalizaci nebo morfologii
B. > 70 let, kdyz spliiuje revidovana Bethesda kritéria (anamnéza jiného LS nddoru nebo rodinna anamnéza — Bethesda kritéria)

C. Pacientka s karcinomem endometria

D. Ostatni — extraokularnisebaceozni nadory, Ca ovaria s endometroidni slozkou, medularni Ca pankreatu, gliomy...

N /

[ Imunohistochemie MMRP +/- genetika MSI 1
|

Exprese MMRP zachovana MSI-high MSI-high MSI-high
MSS Chybi exprese IHC chybi Exprese MMRP
Pravdépodobné se nejedna o LS PMS2, MSH6 nebo MSH2 MLH1 a PMS2 zachovana
germline test mutace BRAF nebo wild type BRAF wild type BRAF
PMS2, MSH6 nebo MSH2 metylace MLH1 * bez metylace MLH1 bez metylace MLH1
Pravdépodobné ) .
sporadicky MSI-H germline test germline test
CRC (,serrated MLH1 viech MMRP
pathway*)

Schéma 2 Zpuisob rutinniho vysetiovani KRK na SUP ve snaze o detekci LS (interni stanoveni SUP).
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1.3 Obecna stavba urogenitalniho traktu

1.3.1 Anatomicka stavba urogenitdalniho traktu

Ledvina je parovy organ (exkreéni Zlaza) ulozeny V retroperitoneu. Jeji funkci je
filtrace krve a produkce ultrafiltratu krevni plazmy (primarni moc), ktery je v systému
ledvinnych kandlkli sekunddarné modifikovan a vznikd tak moc¢ definitivni
(tzv. sekundarni moc), ktera slouzi k eliminaci zplodin metabolismu a jinych latek ven
z lidského téla. Ledvina se sklada z kiry a dfené a je obalena vazivovym pouzdrem.
Dren tvoii velky pocet kanalkli a krevnich cév. V kiife se vyskytuji nefrony, které jsou
slozeny z ledvinovych télisek a z kanalkii mocovych. V centru ledviny se nachézi
ledvinna panvicka, vybihajici v ledvinné kalichy (renalni panvicka a kalichy patfi jiz
K vyvodnym cestam moc¢ovym).

Mo¢ produkovana ledvinami je posléze pfijimana ledvinovymi kalichy, které jsou
zacatkem vyvodnych cest mocovych. Odtud mo¢ putuje do ledvinné panvicky, ktera ji
pfedava mocovodim (pravému a levému). Mocovody ji pievedou do mocového
méchyie, ve kterém je nasledné skladovana. Odtud je mo¢ vypuzena prostfednictvim
mocové trubice (neparova) a vyloucena ven z organismu.

Rendélni panvicka ma ptiblizné trojuhelnikovity tvar, jeji objem je za normalnich
okolnosti 3-8 cm® (pti patologickych stavech se miize mnohonasobné zvétsit) a nachazi
se v oblasti renalniho sinu ledviny (centralni ¢ast ledviny, z této oblasti vychazi renalni
hilus). Do panvicky mezi vétvicimi se cévami vstupuji kalichy a vystupuje z ni
mocovod. Ledvinové kalichy maji poharkovity tvar, jejich volny okraj se poji s tkani
ledviny kolem dietiové papily (Cihak, 2002).

Mocovod (ureter) je pfiblizn€¢ 7 mm silna trubice o délce 30 cm a v prazdném stavu
ma diky podélnym fasdm hvézdicovité lumen. Jeji funkei je peristalticky transport moci
do mocového méchyte (Liilllmann-Rauch, 2012).

U mocovodu jsou anatomicky popisovany tii ¢asti. Prva ¢ast (pars abdominalis)
je sestupna v retroperitoneu, napojuje se na druhou cast (pars pelvica), ktera se jiz
vyskytuje v malé panvi a tieti ¢ast (pars intramuralis) probiha ve sténé mocového
méchyie.

Mocovy méchyi je duty organ uloZeny v malé panvi, ktery je ,,skladistém‘ mogi.

Jeho velikost a tvar zavisi pfedevsim na jeho naplni.
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Mocova trubice (uretra) se odliSuje v zavislosti na pohlavi délkou a vyskytem
epitelu v jednotlivych ¢astech. Uretra odvadi nahromadénou mo¢ z mocového méchyie

ven zorganismu. Vyprazdnéni mocového méchyie je dé& ovladatelny vuli
(Cihak, 2002).

1.4 Histologicka stavba vyvodnych cest mocovych

Sténa vyvodného mocového traktu se obecné sklada ze sliznice, svalové vrstvy
a adventicie. Od ledvinné panvi¢ky az po proximalni uretru je sliznice pokryta tzv.
ptechodnym typem epitelu (téz nazyvany urotel). Vazivova adventicie zajistuje
pfipevnéni odvodnych mocovych cest ke strukturdm v jejich okoli a plsobi tak jako

jakési ,lepidlo (Liillmann-Rauch, 2012).

1.4.1 Horni cesty mocové (rendlni kalichy, rendlni panvicka, mocovod)

Renalni kalichy a panvicka jsou duté utvary s tenkou sténou, slozenou ze sliznice,
vazivové-svalové stény a z povrchového vazivového krytu (adeventicie).
Sliznice (tunica mucosae), ma na svém povrchu piechodny epitel, stejny jako v jinych
¢astech vyvodného mocového traktu. Epitel odvodnych mocovych cest kalichi vodu
ani latky z moce nevstiebava. Vazivové svalova vrstva (tunica muscularis), se nachazi
pod sliznici. Tvoii ji vazivo se sitémi kolagennich 1 elastickych fibril a také spiralové
usporadané pruhy hladkého svalstva. Cirkularné je svalovina zesilena na vstupu kalichi
do panvicky i na konci ledvinové panvicky tam, kde zacina ureter. Svalovina ma zde
dulezitou funkci, kterou je posouvani moce stfidavymi kontrakcemi z papil
do ledvinové panvicky a zni do ureteru. Adventicie (tunica adventitia) je posledni
vrstvou - jedna se o tidké kolagenni vazivo.

Mocovody spojuji rendlni panvicku s mocovym méchyfem, mo¢ se v hich
pohybuje pomoci peristaltické vlny. Sténa mo¢ovodu ma na piiéném prifezu
hvézdicovity vzhled a sklada se ze sliznice (mukozy), vagné definované submukozy,
svaloviny a adventicie. Sliznice (tunica mucosa) je stejn¢ jako jinde ve vyvodném
mocovém traktu kryta prechodnym epitelem (urotel), ktery nasedd na bazalni
membranu. Pod epitelem a bazdlni membranou je ulozeno tzv. podsliznicni vazivo
(lamina propria mucosae), které je tvoreno fidkym kolagennim vazivem, v némz
probihaji krevni kapilary, cévy anervova vldkna. Podslizni¢ni vazivo je stile jesté

soucasti mukozy, ale s hloubkou fidne a méni se/pfechdzi v podslizniéni vazivo.
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Svalovou vrstvu (tunica muscularis) tvoii hladka svalovina smichana s vazivem.
Sklada se z vnitini (podélné) a ze zevni (cirkularni) hladkosvalové vrstvy. V panevnim
useku se piipojuje jesté tieti zevni vrstva (podélna). Ve skutecnosti vrstvy svaloviny
probihaji jako spirdly (Ze jsou cirkularni a podélné urCujeme podle strmosti spiral).
Zevni podélna vrstva je zesilend svalovymi pruhy a smyckami pted tim, nez ureter
vstoupi do mocového méchyte, toto zesileni se nazyva ureterova pochva a predstavuje
pomocny mechanismus, ktery pomoci staht brani protékani moce z méchyte zpét do
ureteru (tzv. vezikoureteralni reflux). Posledni vrstvou je adventicie (tunica adventitia)
skladajici se z fidkého kolagenniho vaziva, pod kterym probihaji cévy k svalové vrstveé

stény ureteru (Cihak, 2002).

1.4.2 Dolni cesty mocové (mocovy méchyi a mocovd trubice)

Histologicka stavba stény mocového méchyie se v jeho riznych astech patrné
lehce 1isi. Rozdily se tykaji predevsim popisu ptitomnosti lamina propria mucosae
a submukézy vjeho riznych d¢astech. Proto 1 histologicky popis v riznych
histologickych ucebnicich se lehce lisi. Obecné je vSak u stény mocového méchyie
vétSinou popisovana pritomnost mukdzy (sliznice sestavajici z urotelu, lamina propria
mucosae a lamina  muscularis  mucosae), submukozy, svalové  vrstvy
(muscularis propria/detrusor) a posledni vrstvu stény predstavuje adventicie
(fokalng, pfi vertexu mocového méchyie a na zadni sténé je serdza). Schéma stavby
sttny mocového meéchyie je zobrazeno na obrazku 1. Systém svaloviny
(muscularis propria) ma v mo¢ovém méchyti velmi slozitou stavbu. Ve stén¢ méchyie

se vyskytuji autonomni gangliové bunky a nervy (Liillmann-Rauch, 2012).
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Obrazek 1 Histologicka stavba mo¢ového méchyrte (vlastni zdroj)

Stavba mocové trubice (uretra) se lisi u muzd a Zen. Pfechodny epitel se zde
nachézi pouze v polateénim Gseku uretry. Zenskd uretra ma délku piiblizné 4 cm.
Pocatek je kryt urotelem, zbytek uretry pokryva nerohovéjici dlazdicovy epitel.
Lamina propria je Sirokda a vyskytuje se v ni husta zilni pleten. Svalovina mocové
trubice souvisi se svalovinou mocového meéchyte, jeji cirkularni ¢asti funguji jako
svéraC. Muzska uretra je ve svém prubéhu rozdélena na pars intramuralis,
pars prostatica, pars membranacea a pars spongiosa. Pars membranacea je obklopena
pficné pruhovanym svéraCem. Urotelova vystelka saha az kvyusténi ductuli
ejaculatorii, odtud pokracuje vicevrstevny cylindricky epitel, ktery je ve fossa
navicularis vystiidan vrstevnatym nerohovéjicim dlazdicovym epitelem (Lillmann-
Rauch, 2012).
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1.5 Nadory vyvodného mocového traktu

Ve vyvodném mocovém traktu Se mohou nachazet benigni i maligni nadory
vychazejici ze vsech histologicky zastoupenych slozek. Uplné nejéastéjsi jsou vsak
nadory maligni, vychazejici z urotelu (tj. urotelialni karcinom). Z rizikovych faktora
majicich nejvétsi podil na vzniku urotelidlniho karcinomu je nejvyznamnéjsi koufeni

(Uroweb, ©2020).

1.5.1 Histologické typy nadorii vyvodného mocového traktu — zakladni piehled

Urotelialni karcinom je nador vychazejici z pfechodného epitelu mocovych cest
(urotelu), charakterizovany ptitomnosti cytologickych a architektonickych zmén/atypii.
Rozsiteni urotelu, ztrata polarity a koheze bunék, vyskyt mitdéz v hornich vrstvach
a predevsim tvorba papilarnich struktur s tenkymi fibrovaskularnimi septy jsou atypie
architektonické. Naproti tomu zvétSeni jader, nepravidelnost jadernych Kkontur,
zhrubnuti chromatinu, hyperchromazie, posun nukleoplazmového poméru ve prospéch
jadra, anizocytozy (nepravidelnosti velikosti buné€k), anizokaryozy (nepravidelnosti
velikosti jader) a ¢etné&jsi mitozy (veetné mitdz atypickych) jsou cytologické atypie.

V ramci urotelialnich neopldzii jsou rozliSovany dvé hlavni skupiny - urotelidlni
neinvazivni 1éze a infiltrativni urotelidlni karcinom. Ve skupin€ neinvazivnich 1€ézi jsou
rozliSovany urotelialni ploché l1éze a papilarni neoplazie. Mezi papilarni neoplazie patii
jednak vzacny urotelidlni papilom, déale papilarni urotelidlni neoplazie nizkého
maligniho potencidlu (PUNLMP) a predevSim, ztéchto 1ézi nejCastéjsi,
papilarni urotelialni karcinom (low-grade nebo high-grade). Urotelidlni ploché 1éze
rozliSujeme rtzné (urotelidlni dysplazie, urotelidlni hyperplazie), nejvyznamnéjsi v této
skuping je vsak urotelialni high-grade plocha 1éze — urotelialni carcinoma in situ (CIS).
Invazivni/infiltrativni urotelidlni karcinom je charakterizovan invazivnim rlstem pies
bazalni membranu a mize mit velké mnozstvi divergentnich diferenciaci a subtypt
(Povysil a Steiner, 2007).

Méné obvyklé karcinomy piedev§im mocového méchyie vznikaji na podkladé
metaplazie urotelu (tj. fenotypické zmény, kdy je ptvodni piechodny typ epitelu
nahrazen epitelem jinym - nejcastéji mnohovrstevnym dlaZzdicovym epitelem
¢i epitelem intestinalniho typu) nebo neoplastickym zvratem rtznych jinych slozek
stény. Tyto nadory jsou vSak vyrazné vzacnéjsi nez urotelidlni karcinom.

Naptiklad spinocelularni  (dlazdicobunécny) karcinom se muze vyskytnout
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pii poskozeni urotelu dlouhotrvajicim zanétem (typicky v endemickych oblastech
pti infekci Schistosomiasis spp.) s rozvojem reaktivnich zmén, hyperplazie, metaplazie,
dysplazie a s naslednym vznikem spinocelularniho karcinomu. DalSi vzacny nador,
adenokarcinom, vychazi z intestinalni metaplazie urotelu a nasledného dysplastického
zvratu. Diferencialn¢ diagnosticky je zapotfebi vzdy vyloucit adenokarcinom jiné
primarni lokalizace (prostaty, stfeva). Neepitelové nadory mocového méchyie
(téz nékdy nazyvané mékkotkanové) jsou vzacné a lze je odvodit od struktur tvoficich
sténu méchyfte.

Nadory mimovezikalnich oddilti vyvodnych cest mocovych (panvicky, ureteru,
uretry) se v zasad¢ nelisi od nadori mocového méchyie ani histologickym spektrem
ani biologickym chovanim. Maji limitovany prostor, proto jsou vétSinou symptomatické

- projevuji se hematurii a obstrukcemi (Povysil a Steiner, 2007).

1.6 Lynchuv syndrom a urotelidlni karcinom

V ramci urologickych malignit ma LS souvislost hlavné s UC horniho moc¢ového
traktu (UUT), tj. renalni panvicky (vCetné kalichovych systémt) a mocovodu.
V této lokalizaci je pri sporadickém vyskytu UC vyrazné vzacnéj$i nez v mocovém
méchyii. U pacientd s LS se vSak frekvence vyskytu UC voblasti UUT zvysuje.
Vramci LS jev literatufe nejcastéji sklonovana souvislost s KRK, vzacngji pak
s nddory endometria. Pfitom se Casto zapomind na spojitost tohoto syndromu s UUT,
kde vyskyt rozhodné neni vzacny - V literatufe udavany vyskyt UC v UUT u pacient
s LS ma Siroké rozmezi (2,9-28%), (Pitra et al., 2017).

Ve sporadickych ptipadech UC v oblasti UUT je tumor ¢astéji pfitomen v panvicce
nez v mocovodu. U pacienti s LS je vSak situace obracena - zvySuje Se frekvence
vyskytu UC v moc¢ovodu. U UC UUT pacientd s LS pak molekularné geneticky byva
nejcastéji zaznamenana mutace postihujici gen MSH2 (Lynch et al., 1990; Visser et al.,
2012; Joost et al., 2015; Pradere et al., 2017).
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uTuC

A

Systematické vysetieni béhem lékatského pohovoru

l

l

Podezreni na dédi¢né UTUC
- Veék <65 let
- Osobni historie tumoru ze spektra karcinomt asociovanych s LS
nebo
- Pfibuzny prvni linie s tumorem ze spektra karcinomt
asociovanych s LS ve véku < 50 let
nebo
- Dva ptibuzni prvni linie s tumorem ze spektra karcinomu
asociovanych s LS

\ 4

Sekvenovani DNA v zarode¢né linii: mutace (5-9%)

l

- Klinické hodnoceni pro dalsi rakovinu souvisejici s LS:

kolorektalni, gastrointestinalni, endometrialni, ovarialni a kozni
- Peclivé sledovani a nasledné opatfeni

- Familiarni genetické poradenstvi

Sporadicky UTUC

Schéma 3 Algoritmus doporucovany Evropskou Asociaci Urologi (EAU) a jejich

doporucenymi postupy pro selekci pacientii s UC UUT suspektnich z asociace s LS —

schéma pro vybér pacienti vhodnych pro genetické testovani (Audenet et al., 2012;

Pradere et al., 2017) — tento.
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1.6.1 Péce o pacienty s LS ve vztahu K nddoriim mocového traktu

Bohuzel péce o pacienty SLS neni jasn¢ déna a Vv klinické urologické praxi
neexistuje specialni dispenzarni program ani léCebné doporucené postupy
pro management pacienti s diagnézou LS. Casna detekce karcinomu viak piedstavuje
Vv ¢asnych stadiich nadorového postizeni (schéma 3). Vzhledem k tomu, ze diagnoza LS
znamena vysokou pravdépodobnost rozvoje karcinomu, méli by tito pacienti
systematicky a pravideln¢ podstupovat kontrolni vySetfeni. V souc€asnosti je vSak pouze
na uvazeni urologa a jeho znalostech ohledné LS jak casto, jak intenzivné a jakym
zpusobem bude pacienta vySetrovat/sledovat.

Pacienty s LS lze z hlediska klinického rozdélit do dvou lehce odlisnych skupin.
Prvni skupina zahrnuje pacienty sdiagnézou LS, toho <¢asu v anamnéze
bez diagnostikovaného karcinomu mocového traktu. Pacienti spadajici do této skupiny
by méli vyhledavat urologickou péci, z diivodu v¢asného zachytu UC (tzv. sekundarni
prevence). Do druhé skupiny jsou fazeni pacienti S diagnézou LS a jiz i S anamnézou
UC UUT. U téchto pacientll je nutna urologicka pravidelnd dispenzarizace, k v¢asné
detekci rekurence UC. Evropska Asociace Urologi (EAU) a jejich doporucené postupy
u pacientl s LS nedoporucuji vyrazné odlisny postup od bézné populace sporadickych
karcinomi (Joost et al., 2015; Rouprét et al., 2018).

V podstaté tyto pacienty neodliSuji od ostatnich, tedy neberou v potaz jejich

zvySené riziko rozvoje karcinomu.
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2 CIL PRACE

2.1 Hlavni cil

Vyhodnotit a posoudit vyuziti imunohistochemického vySetieni resekované tkané

pii detekci pacientit vhodnych k dalsimu testovani stran LS.

2.2 Dil¢i cile

1. Urcit limitace imunohistochemického barveni ve screeningu LS.
2. Stanovit frekvenci vyskytu LS u pacientti s UC hornich cest mocovych.

3. Navrhnout vhodny a vyhodny diagnosticky algoritmus.
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3 MATERIAL A METODIKA

Retrospektivné byli vyhledani a opétovné hodnoceni vSichni pacienti léCeni
na Urologické klinice FN Plzeit pro UC hornich cest mocovych v obdobi /2010 —
XI11/2018. Pro vyhledani pacientii byl vyuzit nemocni¢ni informac¢ni systém FN Plzen
(WinMedicalc), vsechny piipady byly opétovné zrevidovany — hodnocen byl kompletné
cely soubor pacientll stran dostupnych klinickych udaji, dale byl piehodnocen vlastni
patologicky nalez (opétovné ¢teni histologického materidlu ze zachovanych
histologickych preparatti) a hodnoceno bylo i provedeni imunohistochemickych barveni
(barveni MMR proteini - MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). Ziskana data byla nasledné
statisticky zpracovana (zakladni deskriptivni statistika).

Vroce 2018 wvesSlo v platnost obecné nafizeni o ochrané osobnich udaji
(General Data Protection Regulation/GDPR). Cilem nafizeni je chranit zajmy obcant
proti neopravnénému zachéazeni s jejich osobnimi daty. V ramci bakalaiské prace bylo
pracovano s osobnimi daty pacientll, jejich lékatskymi zpravami a histologickym
materidlem. S ohledem na ochranu osobnich udaji pacientdl FN Plzei muselo byt
pozadano o souhlas S poskytnutim informaci potfebnych k vypracovani bakalarské

prace (povoleni ke sbéru dat je doloZeno jako soucast této prace — viz. ptilohy).

3.1 Obecna priprava trvalého preparatu pro histologické hodnoceni

Zakladem pro adekvatni histologické hodnoceni je zhotoveni kvalitniho trvalého
preparatu, resp. tkanového parafinového bloku (FFPE), ktery miZze byt dlouhodobé
archivovan a v budoucnu pouzit k dal§im vySetfenim, ¢i studiim.

Cesta odebran¢ho vzorku/biopsie zac¢ind okamZitou fixaci po vyjmuti z téla
pacienta, pokracuje pies centralni pfijem patologické laboratofe, kde vzorek ziska
identifikacni Cislo. Nasledné je zde vzorek makroskopicky popsan lékafem a piikrojen
do tkanovych kazet. Material v tkanové kazet¢ pak po pokracujici fixaci sméfuje
k odvodnéni, projasnéni a prosyceni, nasledné k zaliti parafinovych blockt. Posléze je
material krajen, natahovan na sklicko, barven a montovan. Na konci vznika histologicky
preparat, odhalujici tajemstvi mikroskopickych struktur tkané pti pohledu do svételného
mikroskopu. Histologické hodnoceni provadi 1ékat s piislusnou specializovanou

zpusobilosti (patolog).
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3.1.1 Fixace a piijem materidlu na pracovisté patologie

Je procesem, pii némz dojde k denaturaci bilkovin a Setrné se usmrti zivé struktury
bunck a tkdni. Zejména se musi zamezit autolyze (samonatraveni) tkang,
kterou zpusobuji Stépici enzymy normalné pfitomné ve tkanich (Lichnovsky et al.,
2007).

Zakladem optimalni fixace materidlu k histologickému vySetfeni, je zachovani
normalni struktury tkané¢ (umoznujici jejich fadné barveni) a nepozménéna antigenicita
bilkovin (pro imunohistochemické vysSetfeni). Pro ptipady molekularné genetického
vySetfeni by nemélo fixaci dojit ani k poruseni nukleovych kyselin (Vacek, 1995).

Tekutinou zajist'ujici uchovani vzorku, se kterou histologické laboratofe pracuji
nejvice, je formol. Ma skvélé konzervacni a fixaéni vlastnosti, dobry prinik do tkani
ajeho dostupnost je zcela bezproblémova. Vyrabi se z 40% roztoku formaldehydu.
Pro tcely fixace musi byt dale 10x nafedén vodou, vysledny formol je pak tedy 4%
vodny roztok formaldehydu. Fixacni tekutina by méla byt v dostateném mnoZzstvi,
resp. objemu (mélo by byt pouzito mnozstvi fixacni tekutiny asi 50x vétsi, nez je
velikost vzorku tkang), (Vacek, 1995; Lichnovsky et al., 2007).

Fixace by méla byt zapocata co nejdiive po odbéru biopsie ztéla pacienta,
ponofenim vzorku do dostatetného mnozstvi/objemu formolu (nikoliv pouhym
prelitim). Pro fixaci musi byt vybrana adekvatni vyhovujici nddoba - nevhodné jsou
nadoby s uzkym hrdlem, z kterych vzorek nelze jednoduse vyjmout, ani nadoby, v nichz
neni umoznéno fixacni tekutin€ prostupovat do vzorku ze vSech stran. Za vybér vhodné
nadoby a dostatecného mnozstvi dodaného fixativa odpovida uréeny stfedni
zdravotnicky persondl operacnich sali. Nadoba s resekovanym vzorkem musi byt
nasledné zietelné a Citelné oznaCena jménem pacienta a jeho rodnym cislem.
Takto oznaceny vzorek ponofeny ve fixacni tekuting, spoleéné s odpovidajicim
pruvodnim listem k bioptickému vySetieni, je transportovan na pracovisté patologie
k dalsimu zpracovani.

Na pfijmu patologického oddéleni jsou pak vSechny naleZitosti zkontrolovany
(shoduje-li se pocet vzorkl/nadobek s pocty na privodce, zda je nadoba dobie
oznacena, shoduji-li se inicialy pacienta na nadob¢ a na privodnim listu K bioptickému
materialu a zda jsou na pruvodnim listu k bioptickému materialu vSechny potfebné
udaje — tj. jméno a datum narozeni pacienta, o jaky druh tkané se jedna, datum a Cas

odbéru, oddeleni a jméno 1ékare, ktery provedl odbér, predbézna diagnéza, pozadavky
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na specialni vySetfeni, interval mezi odbérem a fixaci), (Lichnovsky et al., 2007).

V piipad¢€ nejasnosti je materidl vracen na pracovisté odbéru k napraveé a dotfeSeni.
Pokud je vsSe v poradku, materidlu je ptid€leno cislo v Ciselné tadé patologické
laboratoie, material je zapsan do knihy pfijmii a v elektronickém nemocni¢nim systému
je zapsan pod ptitazené Cislo. Material je v laboratoti dale procesovan pouze pod timto

¢islem (jméno pacienta, ¢i jeho rodné Cislo se pii zpracovavani v laboratofi nepouziva).

3.1.2 Makroskopicky popis a prikrojeni bioptického vzorku

Makropopis je provadén lékatem, ktery prohlédne material a nasledné jej popise.
Ptikrojeni vzorku je individudlni, fidi se typem tkané/resekdtu (nddor panvicky,
mocovodu, mocového méchyte), typem provedeného chirurgického vykonu a rozsahem
nadorového postizeni.

Dulezité je vysetfit okraje resekatu (resekéni okraj) a uvést jaky je vztah resekcnich
okraji k nadoru. Pti popisu tumoru jsou hodnoceny rozméry, makroskopicky vzhled,
struktura, vzdalenost od okraji, proristani (do jaké hloubky nador infiltroval sténu
organu a do kterych organt v jeho okoli prorostl). Z nadoru se odebira reprezentativni
pocet bloki podle velikosti a makroskopického vzhledu tumoru, pocet je vzdy
modifikovan konkrétni situaci. Déle se rutinné odebiraji i bloky z mist mimo tumor,
jejichz pfipadné zmény je nutné popsat. Tento makroskopicky zhodnoceny a piikrojeny
material je vloZzeny do tkanovych kazetek. Ty jsou opét vlozeny do nadobky
s formolem, kde ¢ekaji na dalsi postupy zpracovani (POSTUP, 2016a).

Délka dalsiho setrvani zablokovaného materidlu ve fixacni tekutin€ se 1isi podle
charakteru tkan¢ a podle pfedpokladanych narokt na délku fixace (jedna se o empirické

hodnoceni tkan¢ laborantkou), vétsinou v délce 1-3 dny.

3.1.3 Odvodnéni, projasnéni a prosyceni tkané parafinem ve tkdriovém procesoru

Po profixovani materialu formaldenydem je nutné tkan zbavit vody, proto ji

postupné protahneme odvodiiovaci fadou alkoholli o navysujici se koncentraci: 70%,

80%, 96% (Lichnovsky et al., 2007).
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Do tfeti 1azné, kde ma etanol koncentraci 96% je potieba blocky s tkani ponofit
jesté¢ dvakrat. Postup odvodnéni je zakoncen ponofenim blockli do acetonu.
Dale je dulezité vystavit tkan kapaling, jenz rozpusti parafin a vytahne z tkan¢ alkohol.
Jedna se 0 proces projasnéni a nejlépe jej docilime vlozenim tkané¢ do jedné lazné
acetonu a dvou ldzni xylenu. Nakonec prosytime tkané tekutym parafinem ve tfech
laznich o teploté¢ 56-58°C. Tyto postupy (odvodiujici, projasiiujici a prosycujici)
provadéji  pristroje  (tkanové procesory), které pracuji pi1  zvySené teplot¢,

Casto za pouziti vakua (Vacek, 1995).

3.1.4 Viastni zalévani

Z vyse popsaného procesoru béziciho nejcastéji pres noc, ziskdme rano odvodnéné
a projasnéné tkané uloZzené v tkanovych kazetach. Protoze tkané v kazetkach prosytil
parafin, vysklddame je na vyhtatou desku, abychom tak zabréanili jejich tuhnuti.
Zvolime  vhodnou  velikost kovové  vanicky podle rozméra  tkané.
Prostfednictvim zalévaci linky napustime do vanicky trochu parafinu. Pinzetou do ni
vlozime tkan z vyhtivané desky a prikryjeme ji kazetkou. Doplnime vani¢ku parafinem
a pak celou formu nechame ztuhnout na chladici desce. Po n¢kolika minutich mizeme
vyjmout z kovové formy hotovy parafinovy tkanovy blo¢ek. Ten je dale uchovan
v mrazni¢ce (za ucelem takového zchladnuti, aby byl co nejvhodnéjsi ke krajeni

histologickych fezi mikrotomem), (POSTUP, 2014a).

3.1.5 Krdjeni parafinovych rezii

Ke krajeni fezli se pouziva sankovy nebo rotacni mikrotom. Sankovy mikrotom
(ktery se na SUP pouzivd ke krajeni vétSiny bioptickych vzorkd s vyjimkou
tzv. histotopogramti, vyuzivanych pifi zpracovani resekatl prostat) se sklada
z podstavce, Vv jehoz kluzkych plochach se pohybuji san€. Na sanich je upevnén drzak
pro ziletku, ktery umoziuje nastavit sklon ziletky. Mikrometrickym $roubem se nastavi
pozadovana tloustka fezti. Na SUP se standardné kraji 3 um tenké fezy na hematoxylin-
eosin (HE), a 1 pm tenké fezy pro imunohistochemicka barveni (Vacek, 1995;
POSTUP, 2014b).
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3.1.6 Natahovani parafinovych vezii na podloZni sklo

Z mikrotomu pieneseme nékolik fezli nejprve na hladinu studené vodni lazné,
kde probéhne jeho uprava za pomoci patradel. Vybere se neposkozeny fez/fezy,
vypadajici reprezentativné a prostiednictvim podlozniho skla je pfeneseme na hladinu
teplé vodni lazné (47-49°C), aby se fez mohl vlivem tepla vy$ponovat. Rez poté
pfichytime na sklicko a nechame ho oschnout v termostatu (pifi teplot¢ 56°C).
Po prosuseni preparatu je mozné jej odparafinovat a vénovat se dal§im krokum
(POSTUP, 2014b).

K Gspésnému natazeni preparatu je nutné vybrat spravné podlozni sklo. To se voli
podle toho, jak je materidl problematicky a jakou metodou bude dale postupovano
(co se bude barvit). N&kdy je tak tfeba pouzit sklo od vyrobce opatiené adhezivni
vrstvou, k némuz material piiléha mnohem vice nez k oby¢ejnému podloznimu sklu,
ze které¢ho by pii dalsich postupech fez mohl sklouznout — tzv. uplavat. Dulezité je vzdy
oznacit skli¢ko nalezitym ¢islem blocku a neustale shodu téchto ¢isel kontrolovat tak,
aby nedoslo k zaméné. Sklicko s preparatem oznacujeme jeSté zkratkou metody,
ve které bude v dalSich krocich histologicky preparat obarven. Az po zajisténi téchto

ukonti muzeme prejit k vlastnimu natahovani ve vodni lazni.

3.1.7 Odparafinovani a zavodiiovani iezit

Po osuSeni preparatu je nezbytné ho zbavit parafinu. Pokud by byl parafin
ponechan, fezy by se neobarvily, nebot’ k barveni se pouzivaji vodné roztoky barviv.
Xylen je tekutina, kterd donuti parafin opustit prostory fezu. Abychom fez skute¢né
ocistili od parafinu, ponofime skli¢ko s preparatem do tfi xylenovych 1azni. Xylen téz
neni misitelny Svodou, je tedy zapotiebi, aby preparat nasledn¢ prosel sestupnou
alkoholovou fadou, ktera jej zavodni (rehydratace).

V béZném provozu se ke vSem témto krokiim vyuzivd barvici automat

(Vacek, 1995; POSTUP, 2014c).
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3.1.8 Barveni histologickych preparatit

K tomu abychom mohli mikroskopicky vySetfovat tkan, musime tkanové tezy
nabarvit. Zakladni barveni pro histologické vySetieni je hematoxylin-eosin (HE).
Po obarveni fez pfichdzi na fadu montovani preparati. Cilem je vytvofit trvaly
preparat, ktery muze byt archivovan neomezenou dobu (POSTUP, 2014d; Balko et al.,
2016).

Montovani preparati na SUP provadi automat za pouziti latky Pertex (ma vysoky

index lomu svétla, je rozpustny v xylenu).

3.2 Imunohistochemie

Mezi antigenem a pro né&j specifickou protilatkou dochazi k vzajemnému pusobeni,
této reakce je vyuzivano v rutinni diagnostice. VSechny reakce k detekci proteinu
(antigenu) potfebuji pfislusnou protilatku. Definitivni vysledek (imunokomplex) pak
mize byt ve tkani vizualizovan a hodnocen ve svételném mikroskopu. K detekci
tkanovych antigenti aplikujeme monoklonalni nebo polyklonalni protilatky (Lichnovsky

et al., 2007; Mescher, 2018).

3.2.1 Protilatky

Protilatky jsou glykoproteiny, na jejichZz molekule se nachédzi vazebné misto,
které se poji s pro n¢j specifickym epitopem antigenu za vzniku imunokomplexu
(Lichnovsky et al., 2007).

Protilatky rozliSujeme polyklondlni a monoklondlni. V praxi se vSak Ccastéji
pouzivaji imunohistochemické protilatky monoklonalni, nebot’ pomoci monoklonalnich
protilatek je prikaz proteinu selektivnéj$i nez u protilatek polyklonalnich. Zvysuje se
tim vétSinou specificita barveni (Lukas et al., 1997; Mescher, 2018).

V ramci nasi studie byly pouzity monoklonalni protilatky k detekci MMR proteind:
MLH1 (MutL Protein Homolog 1, M1, RTU, Ventana), MSH2 (MutS Protein Homolog
2, G219-1129, RTU, Ventana), MSH6 (MutS Protein Homolog 6, 44, RTU, Ventana)
a PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2, EPR3947, RTU, Ventana).
Imunohistochemicka analyza byla provedena pomoci Ventana Bench Mark ULTRA
(Ventana Medical System, Inc., Tucson, Arizona).

33



3.2.2 Vlastni imunohistochemické barveni

Imunohistochemické barveni je mozné provést manualng, Siklav Gstav patologie
vSak rutinné¢ vyuziva automat Ventana Bench Mark ULTRA od firmy Roche
(POSTUP, 2016c).

Tabulka 3 Reagencie pouzité pii barveni v automatu.

1. Universal DAB Detection Kit

2. Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit

3. Hematoxylin 11

4. Bluing Reagent

5. Protease 1, Protease 3

6. Amplifikacni kit

7. Dispensery s riiznymi druhy protilatek

Tabulka 4 Zasobni roztoky v tomto automatu.

1. EZ PREP Solution

2. Bench Mark ULTRA LCS

3. SSC Solution

4. Reaction Buffer Concentrate

5. Bench Mark ULTRA CC1

Automat Bench Mark ULTRA VENTANA je ovladan vlastnim pocitacem fidicim
vSechny kroky imunohistochemického barveni. Sklicko S preparatem oznacCime Stitkem
s¢arovym  kédem  podle  pozadovaného  imunohistochemického  barveni.
Automat prostfednictvim kamery zaznamena Stitek, nacte ho a navoli si chemikalie
a protilatky, které pro dané barveni pouzije. Reagencie a zasobni roztoky (z tabulky 3
a4) si pristroj sam zvoli a vypocita jejich potiecbné mnozstvi k barveni. Pfistroj mtze
fungovat v rezimu automatu (skla vlozime a na konci procesu vyjmeme, béhem procesu
se o b¢h nestarame), nebo s nim mizeme pracovat jako s poloautomatem, kdy protilatku
aplikuje do piislusné barvici jednotky obsluhujici personal, po zaznéni zvukového
signalu a rozsviceni oranzové diody na piislusné zasuvce piistroje. Po ukonceni barveni
(ptistroj hlasi zvukovym signdlem a zelen€ rozsvicenou diodou) se vyjme preparat
azbavi se mastného povlaku zreagencii oplachnutim v teplé vodé se saponatem.
Nasleduje odvodnéni a montovani preparatu (POSTUP, 2016d).

Konkrétné pro imunochemické vySetieni v nasi studii byly mikrotomem ukrojené
1 um tenké fezy nejprve odparafinovany a rehydratovany v jednom kroku a to jiz
v pfistroji Bench Mark ULTRA Ventana. Sklicka byla pokryta Tris-EDTA pufrem

34



(pH 8,6), pak nasledovalo jejich zahtati na 95°C po dobu 64 minut, aby se odmaskoval
antigen. Na sklicka bylo naneseno 100 pl primarni protilatky proti MLH1, MSH2,
MSH6 a PMS2. Poté se sklicka inkubovala 40 minut pti 37°C. Pro odstranéni reagenti
byla nasledné sklicka oplachnuta TBS (Tris-bufferedsaline). Detekci umoznila inkubace
s 200 ul DAB (3,3-diaminobenzidine) substrate/chromogen po dobu 3 minut. Jestli bylo
barveni kvalitni, ovéfila odpovidajici wvné&jSi kontrola i wvnitini kontrola

(nenadorové lymfocyty), (Dusek et al., 2018).

3.3 Vlastni hodnoceni histologickych preparati

Ptfi hodnoceni byl vSechen archivni materidl nejprve zrevidovan patologem
(MUDr. K. Pivovar¢ikova, Ph.D.), ovétena byla spravnost diagndzy a vSechny piipady
byly zaklasifikovany podle jednotného gradovaciho a stagovaciho systému. Pro grading
UC byla pouzita WHO Kklasifikace tumori mocového traktu a muzského genitalu
(WHO Classification of Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs)
zroku 1973 (Mostofi et al., 1973), dle aktualnich doporucenych postupi Evropské
asociace urolog (EAU), (Uroweb, ©2020).

UC byl Kklasifikovan podle stupné diferenciace na dobfe diferencovany
(grade 1/G1), stiedné diferencovany (grade 2/G2) a Spatné diferencovany (grade 3/G3).

Staging malignit byl proveden dle aktudlniho 8. vydani TNM Kklasifikace
zhoubnych novotvard (Union for International Cancer Control/UICC) zroku 2017

(Brierley et al., 2017) — piesné znéni klasifikace (tab. 5) — pfevzato.

Tabulka 5 TNM Kklasifikace

T — primarni tumor

TX | Primarni tumor nelze hodnotit

TO | Bez znamek priméarniho nadoru

Ta | Neinvazivni papilarni karcinom

Tis | Karcinom in situ

T1 | Nador postihuje subepitelialni vazivo

T2 | Nador postihuje svalovinu

Ledvinna panvi¢ka: nador se §ifi ptes svalovinu do peripelvického tuku nebo
T3 | parenchymu ledviny

Mocovod: nador se $iii pies svalovinu doperiureteralni tukové tkané
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T4 | Tumor postihuje okolni organy nebo se $iti ledvinou do perirendlniho tuku

N — regionalni lymfatické uzliny

NX | Regionélni lymfatické uzliny nelze hodnotit

NO | Regionélni lymfatické uzliny bez metastaz

N1 | Metastaza v 1 lymfatické uzlin€ do 2 cm v€etné v nejveétsim rozméru

ND Metastaza v 1 lymfatické uzlin€ vétsi nez 2 cm, nebo metastazy ve dvou a vice
uzlinich

M — vzdalené metastazy

MO | Bez vzdélenych metastaz

M1 | Vzdalené metastazy

(Brierley et al., 2017)

Nésledné bylo zkontrolovano diivéjsi provedeni imunohistochemickych barveni
MMR proteinii. U pacientl, u nichz vySetieni diive nebylo provedeno, byl v ptipadé
dostupnosti kvalitniho reprezentativniho materialu vybran vhodny FFPE a barveni bylo
provedeno az nyni. Za reprezentativni byl povazovan material, ktery nebyl rozsahle
nekroticky ¢i arteficielné rozsdhle termicky zhmoZdény odbérem, byl dostupny
V dostateném mnozstvi (vyfazeny byly vykrijené piipady) a v klasickém
histologickém barveni HE nenesl vyraznéj$i znamky autolytickych zmén.

Imunohistochemické barveni bylo hodnoceno dvéma nezavislymi badateli
(Karolina Buchova a MUDr. Kristyna Pivovarc¢ikova, Ph.D.). Za pozitivni bylo
povazovano barveni voblasti jadra nadorovych bunék (viz obrazek 2).
Negativni vysledek vykazoval absenci jaderného barveni v nddorovych bunkach a vSak

pii soucasné pozitivni vnitini kontrole v jadrech lymfocytt (viz obrazek 3).

36




et G B 0 oo R LS
e BB
R Faithe

A

ok n,t,.-’. "y
2Ees e 0y te
".‘?v'}.‘.’d ;

2,0

R e 12

] ) . ALY
. 4 VWer .

0008 !.:"_’%?V:‘aﬁ .

"-ﬁi‘ﬁlh ..gti K 1

td J A o : ! ¢ P vy
Dy A 3 “r"‘ S B 2el%s
LRI RS RO B ‘:K;t{i’, fe2 52

Obriazek 2 Ukazka pozitivniho barveni MMR proteini (v tomto pfipad€ konkrétné

MSH6), pouze jaderné barveni je povaZzovano za pozitivni (vlastni zdroj).

Obrazek 3 Ukazka negativniho barveni MMR proteinti (v tomto piipadé konkrétné

ztrata exprese MSH2). Jadra nadorovych bunék jsou v barveni kompletné negativni,
Vv materidlu vSak vidime pozitivné reagujici jaddra tumor-infiltrujicich nenaddorovych
lymfocyth (tzv. pozitivni vnitini kontrola — zndmka spravné probéhlé

imunohistochemické reakce), (vlastni zdroj).
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4 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Retrospektivné byly vyhledany a opétovné hodnoceny vSechny piipady
urotelialniho karcinomu hornich cest mocovych (tj. urotelidlni karcinom mocové
panvicky a mocovodu), které byly léceny na urologické klinice FN Plzeni v obdobi
1/2010 — XI11/2018. K vlastnimu vyhledavani byl vyuzit nemocni¢ni informacéni systém
FN Plzen (WinMedicalc). Hledano bylo pomoci vyhledavace diagnoz (dle mezinarodni
klasifikace nemoci diagndzy C65 a C66). VSechny vyhledané polozky byly nasledné
manualné zrevidovany, pacienti nespliujici zahrnujici kritéria (urotelialni karcinom

horniho mocového traktu) byli ze studie vyrazeni.

4.1 Obecna charakteristika souboru

Celkem bylo v elektronickém nemocni¢nim systému nalezeno 215 vysetieni
od 182 pacientt spliyjicich vySe jmenovana kritéria — pii revizi byla u vSech pacienti
V histologickém materialu ovéfena diagnéza UC, nador byl pfitomen v hornich cestach

mocovych.

Tabulka 6 Shrnuti jednotlivych diagn6z UC u obou pohlavi.

Pohlavi
Diagnéza Muzi Zeny Dohromady
C66 36 22 58
C65 76 43 119
Soucasna diagnéza C65 + C66 2 3 5
Celkem 114 68 182

(vlastni zdroj)

Jednalo se vesmés o star$i pacienty, vékovy pramér byl 70 let (median 72 let).
V souboru byla zaznamenana vyrazna pievaha pacientd muzu, kterych bylo v souboru
celkem 114, Zen bylo celkem 68 (tab. 6). Zeny v souboru byly pii stanoveni diagnozy
UC UUT v priméru jen nepodstatné star$i neZ muzi- u Zen byl vékovy primér v dobé
stanoveni diagnézy 72 let (median 73 let); u muza pak byl vypocitan v€kovy pramér 69

let (median 70 let). Vékova distribuce pacientt je znazornéna piehledné v grafu 2.
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Graf 1 Zastoupeni vSech UC UUT v souboru, ¢lenénych na zakladé MKN diagnéz a

pohlavi (vlastni zdroj).
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Piipady byly stratifikovany dle diferenciace tumoru — gradu UC (data shrnuta
v tabulce 7). Pouzita byla WHO Kklasifikace tumorii mocového traktu a muzského
genitalu z roku 1973 (viz. vyse — material a metody). Ve 38 ptipadech se jednalo o UC
dobie diferencovany (WHO grade 1), v 98 0 UC stiedné diferencovany (WHO grade 2),
ve 45 piipadech 0 UC $patn¢ diferencovany (grade 3).

Tabulka 7 Rozdéleni pacient do skupin dle gradu UC (WHO 1973).

GRADE
Diagnéza pacienti
UC, G1 UC, G2 UC, G3
C65 18 64 33
C66 20 27 9
Soucasné C65 + C66 0 7 3
Celkem 38 98 45

(vlastni zdroj)

Piipady byly klasifikovany i na podklad¢ stage onemocnéni (tab. 8). Pro stanoveni
stage UC bylo pouzito aktualni 8. vydani TNM klasifikace zhoubnych novotvart z roku
2017 (viz. vySe). Stage onemocnéni byl ve 42 ptipadech pTa, ve 45 pTl, ve 20
ptipadech pT2, u59 pacientd pT3 a u 7 pacienti pT4. U celkem 18 pacientd nador
napadl i lymfatické uzliny (u péti pacienti pN1, u téinacti pacientl pN2). Dva pacienti
méli histologicky potvrzené metastazy (pM1). V nekterych pfipadech nebylo mozné
grade a stage UC u pacienta stanovit — v téchto piipadech se v pievazné vétsing jednalo
0 velmi drobny material z punkce pod CT kontrolou, kde bylo mozno pouze potvrdit
urotelialni origo 1éze a stanovit maligni diagnézu, blize se vSak ke grade a stage

onemocnéni vV tomto limitovaném vzorku nebylo mozné vyjadfit.

Tabulka 8 Rozdéleni pacientd do skupin dle stage onemocnéni.

STAGE
Diagnoza pacienti
pTa | pT1l | pT2 | pT3 | pT4 | pTis | pN1 | pN2 | pM1
C65 21 22 8 51 6 6 4 12 2
C66 20 18 9 7 1 0 1 1 0
Soucasné C65 + C66 1 5 3 1 0 0 0 0 0
Celkem 42 45 20 59 7 6 5 13 2

(vlastni zdroj)
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4.2 Pacienti s nadorem renalni panvicky (C65)

Pfi ¢lenéni pacientd dle jednotlivych MKN diagnéz bylo v tomto obdobi zachyceno
celkem 119 pacientt, ktefi mohli byt oznaceni za pacienty s nadorovym postizenim UC
pouze Vv oblasti renalni panvicky (tedy stratifikovani MKN diagnézou C65). V tomto
souboru bylo zaznamenano celkem 43 Zen a 76 muzu (graf 1). Vékové rozmezi pacienti
se pohybovalo od 32 do 88 let (pramér 70 let, median 71 let).

V 18 piipadech se jednalo o UC dobie diferencovany (grade 1), v 64 0 UC stiedné
diferencovany (grade 2) a ve 33 piipadech 0 $patné diferencovany UC (grade 3). U ¢tyf
ptipadi nebylo mozné grade UC stanovit (dostupny byl jen velmi drobny a arteficielné
poskozeny nereprezentativni vzorek, hodnoceni gradu onemocnéni z tohoto vzorku
by bylo zavadéjici, nemusel by odpovidat zbytku nadorové masy, proto neprovedeno).

Stage onemocnéni odpovidal pTa v 21 ptipadech, pT1 ve 22 piipadech, pT2 v 8
ptipadech, pT3 v 51 piipadech a pT4 v 6 piipadech. Z toho u n¢kolika ptipadi byla
souCasné zastizena i1 pritomnost urotelialniho carcinoma in situ/CIS (6 pfipadd),
¢i postizeni lymfatickych uzlin nadorem (4 ptipady s pN1, 12 ptipadt s pN2) a ve dvou
piipadech byla histologicky potvrzena i pfitomnost vzdalenych metastaz (pM1).

4.3 Pacienti s nadorem mocovodu (C66)

U 58 pacientt byl diagnostikovan urotelialni karcinom v oblasti mocovodu
(odpovida MKN diagnéze C66). Tumor byl v této podskupiné zaznamenan u 22 Zen
a 36 muzu (graf 1). Pacienti byli ve véku 49-92 let (pramér 70 let, median 72 let).

Grade UC odpovidal ve 20 piipadech dobie diferencovanému UC (grade 1), ve 27
ptipadech stiedné diferencovanému UC (grade 2) a v 9 ptipadech §lo 0 S$patné
diferencovany UC (grade 3). U dvou piipadi opét nebylo mozné grade onemocnéni
zhodnotit.

Stage onemocnéni V pfevazné vétSiné pripadi odpovidal tzv. svalovinu
neinfiltrujicimu nadoru - 20 piipadt bylo pTa, 18 ptipadl bylo pT1. V mensim procentu
ptfipadid se jednalo o vyrazn€ pokrocilé onemocnéni (9 ptipadd se stage pT2, 7 piipadii
se stage pT3 a jeden pacient s onemocnénim pT4). Lymfatické uzliny byly postizeny

nadorem u dvou pacientti (u jednoho pacienta pN1 a u jednoho pN2).
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4.4 Pacienti s nadorem konkurentné v renalni panvicce i v mo¢ovodu

U péti pacientti byl zachycen soucasné (konkurentné¢) UC renalni panvicky i UC
mocovodu (C65 + C66). Pacienti byli dva muzi a tii zeny (graf 1), vékové rozmezi 65-
85 let (pramér i median 79 let).

Nadory v oblasti panvicky odpovidaly stfedné diferencovanému (grade 2) UC u tii
pacientd, U dvou pacientti byl tumor $patné diferencovan (grade 3). V oblasti mo¢ovodu
pak celkem ctyti pacienti méli UC stfedné diferencovany (grade 2) a jeden pacient m¢l
UC Spatné diferencovany (grade 3).

Stage u UC renalni panvicky byl u jednoho pacienta pTa, u tii pT1 a jeden pacient
mél stage pT3. U tumoru mo¢ovodu méli dva pacienti stage pT1 a tii pT2.

4.5 Imunohistochemicky prikkaz MMR proteint

Imunohistochemicky prikaz MMR proteini byl proveden celkem u 121/182
pacientll (66%) — presnéji u 73/119 pacienti s tumorem v panvicce (C65), u 44/58
pacientti S UC v moc¢ovodu (C66) a u ¢tyf pacientd soucasné s diagnéozou C65 i C66.

V celkem deviti pfipadech byla zaznamenana ztrata barveni nékterého z MMR proteinii
(graf 3).

10%

30%

OMSH6 OMLH1 OPMS2 BMSH2

Graf 3 Ztraty exprese nékterého z MMR proteind, které byly zachyceny celkem u deviti
pacientl, graf zndzoriuje frekvence ztraty exprese v rdmci jednotlivych MMR proteint

(vlastni zdroj).
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45.1 Pacienti s diagnozou C65

U pacienti s diagnéozou C65 (UC renalni panvicky) bylo imunohistochemické
vySetfeni provedeno u 73 pacientd, z toho bylo 26 Zen a 47 muzii, vékového rozmezi
mezi 43-86 lety (prumér 69 let, median 71 let). Ztrata exprese nékterého z MMR
proteint byla zjisténa u 5 pacientd (2x ztrata MLH1, 1x ztrata MSH6 a 3x ztrata PMS2)

— blizsi specifikace viz tabulka 9.

Tabulka 9 Pacienti s UC renalni panvicky (C65) s prokazanou ztratou nékterého
Z MMR proteindi.

Pacient | Pohlavi | VEk | Stage | Grade Lokalizace MMR proteiny
2. muz 76 | pT1 | UC,G1 | péanvicka pravé ledviny ztréts I\Ijlré)éeinu
3. | muz |70 | pTa | UC,G1 | homi kalich pravé ledviny | “*5 Provin
4. | muz | 73| pTL|UC, G2 | panvieka levé ledviny Ztr""tlf‘/lls’ﬁgeinu
5. | zena | 65 | pTL | UC, G2 | panvicka pravé ledviny I\Z/ff_é;alp;‘;tﬁjg;

(vlastni zdroj)

Jeden z pacientd, u kterého byla zachycena ztrata proteinu MSH6 je i z hlediska
své osobni anamnézy velmi suspektni z LS. U tohoto pacienta byl kromé UC rendlni
panvicky se  ztratou exprese MSH6 (UC  diagnostikovan v X1/2018),
diagnostikovan a resekovan i KRK (V1/2002, tj. ve véku pacienta 57 let), u kterého byla
dodatecnym vysetfenim téZ imuhohistochemicky prokézana ztrata proteinu MSH6.
Nalez je tak vysoce suspektni z diagnozy LS (suspekce hranicici s jistotou — proto je
I vnasem souboru dale povazovan za pacienta sdiagnoézou LS). Pacient ovSem
na definitivni formalni potvrzeni diagndzy genetickym vySetienim z periferni krve
(k potvrzeni germinalni mutace) t.¢. ¢eka (pacient absolvoval konzultaci u klinického
genetika s odbérem krve, vysledky vySetfeni vSak nejsou v dobé odevzdani bakalaiské
prace k dispozici).

U ostatnich ¢ty pacientl s diagnézou C65 a ztratou nekterého MMR proteinu
dovysetieni neprobéhlo. Tti pacienti byli pfedani do péce spadového pracovisté a tim
ztraceni pro nas nasledujici follow-up (nékteti z nich s nejvétsi pravdépodobnosti jiz

zemieli). U Zzadného z téchto ti{ pacientdi nebyl nalezen v zaznamech SUP tudaj o jiném
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histologickém vySetfeni (tedy o anamnéze tumoru), ale po podrobném prozkouméani
dokumentace a anamnézy jednoho z pacientti bylo klinickym 1ékafem (urolog) zjisténo,
ze tento pacient (muz, 76 let, ztradta PMS2) md v anamnéze diagnozu KRK
Z polypektomie. Resekéni vykon a histologické vysetieni ale bylo provedeno na jiném
provedeno imunohistochemické vySetteni MMR proteinli a s jakym vysledkem)
ani material k dodateénému testovani. Bylo by tak vhodné tohoto pacienta kontaktovat,
informovat a doporucit mu dalsi vySeteni. Pouze jeden z téchto pacientt (muz, 70 let,
ztrata MLH1) je dle elektronického systému dale odetfovan ve FN Plzedi. V ramci SUP
byl vysetfovan nejen pro zde v souboru prezentovany UC mocové panvicky, ale téz pro
feochromocytom nadledviny a UC mocového méchyie. A€ se nejednd o tumory typicky
asociované s LS, tento pacient bude urologem kontaktovan a konzultovdna s nim bude
jeho osobni a rodinnd anamnéza. Pokud urolog u pacienta na zaklad¢ vzajemné diskuze
usoudi, ze by bylo vhodné pacienta dale vySetfit a pacient nebude vySetfeni odmitat,
je potfeba nejdiive z nadorové tkané provést detekci metylace promotoru MLHL.
Pokud genetické vySetieni z resekované tkané¢ metylaci MLH1 neprokaze, je pacient
suspektni ze strany LS a mélo by byt dale provedeno genetické vySetfeni z periferni

krve k prikazu germinalni mutace.

4.5.2 Pacienti s diagnézou C66

Z celkového souboru 44 pacientd s diagné6zou C66, u nichz bylo provedeno
vySetteni MMR proteind, bylo 15 Zen a 29 muzd. Vekové rozmezi pacientil
se pohybovalo v rozmezi 49-86 let (pramér 69 let, median 72 let).

U pacientt s diagndzou C66 (UC mocovodu) byla ztrata exprese nékterého z MMR
proteinti zaznamenana u 3 pacientt (2X se jednalo o ztratu MSH6 a 1x o ztratu MLH1)

— data shrnuta v tabulce 10.

Tabulka 10 Pacienti s UC mocovodu (C66) s prokazanou ztratou nékterého z MMR

proteintl.
Pacient |Pohlavi| Vék | Stage | Grade | Lokalizace MMR proteiny
1. muz 71 pTl | UC, G2 | pravy ureter | ztrata proteinu MSH6
2. muz 81 pTl | UC,G2 | levyureter | ztrata proteinu MSH6
3. zena 81 pTa | UC,G3 | levyureter | ztrata proteinu MLHI

(vlastni zdroj)
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Nasledné dovysetteni bylo mozné pouze u jednoho z téchto pacientd (muz, 71 let,
ztrata MSH6) - pan byl indikovan ke genetickému vySetfeni mutace genu MSHG6
z periferni krve, na jehoz zaklad¢ byla potvrzena diagnéza LS. U pacienta byla
prokdzana zarode¢na mutace MSHG6, jednalo se o frameshift duplikaci c.741dupA
(p.Arg248ThrfsTer8) v exonu 4 genu MSH6. Tato duplikace méa za nasledek vznik
ptedcasného STOP kodonu zhruba ve 20% délky sekvence proteinu MSH6. Tento nalez
je klasifikovan jako patogenni.

Dva ostatni pacienti nebyli dovySetfeni, v nemocni¢nim systému jsou t.¢. vedeni
jako zemfeli. U Zadného z tdchto pacienti SUP neeviduje jiné histologické vysetieni

(tedy ani vyskyt jiného nadoru).

4.5.3 Pacienti se soucasnou diagnozou C65 a C66

U pacientii se soucasnou diagnézou C65 a C66 (simultanni duplexni tumor) bylo
vySetfteni MMR proteinli provedeno u Ctyf pacientd (u 3 Zen, 1 muze, vékové rozmezi
65-83 let, pramér 78 let, median 82 let). Ztrata exprese nékterého z MMR proteint byla
zjisténa v jednom piipadé (ztrata MSH2), vice v tabulce 11.

Tabulka 11 Pacientka se sou¢asnou diagnozou C65 a C66 se ztratou nékterého z MMR
proteintl.

Pacient | Pohlavi | Vék Stage Grade Lokalizace MMR proteiny
pT1l UcC, G2 N
r ey Ly tumor mocovodu , .
1 sena 82 panvicka panvicka 2 rendlni ztrata proteinu
' pT1l UC, G2 Ly MSH2
panvicky vpravo

moc¢ovod | mocovod

(vlastni zdroj)

Pacientka je v nemocni¢nim systému vedena jako zemield, v ziznamech SUP
nebylo u pacientky dohledano zadné jiné histologické vySetieni, tedy pro nds

U pacientky neni zndma Zadna jind neoplazie v anamnéze.

45.4 Souhrn

Pokud tedy shrneme nase vysledky, u 9/121 pacientt (7%) vySetfenych pomoci
imunohistochemie byla prokazéna ztrata n€kterého z MMR proteind. Pouze u dvou
pacienti byla moznost je dale dovySetfit, jeden ma potvrzenou diagnézu LS,

[ A %

druhy na oficilni ptifceni diagnozy LS aktualné ¢eka (graf 4).
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Oba pacienti jsou ve veéku nad 70 let (71 let a 73 let). Urotelialni karcinom byl
Vv téchto pripadech grade 2 u pacienta s tumorem mocovodu a grade 2 u pacienta s UC

renalni panvicky. Stage onemocnéni byl u obou pacientl pT1.

B Pacienti se zachovalou expresi
vSech ¢tyf MMR proteint

B Pacienti se ztratou exprese
nékterého z MMR proteinti

B Pacienti s potvrzenym LS

Graf 4 Procentualni vyjadieni exprese MMR proteinti u 121 pacienti vysetienych

V nasem souboru (vlastni zdroj).
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5 DISKUZE

Karcinom mocového méchyte patii k relativné Castym nadorovym onemocnénim
v populaci, sptfevahou muzskych pacientd - je celosvétové sedmou nejcastéjsi
malignitou u muzi a tfinactou u Zen. V ramci Ceské republiky se jedna se o teti
nejcastéj$i malignitu muzl, pfiCemz nejvice pacientli s diagnézou UC mocového
meéchyte je uddvano ve vékovém rozmezi 70 — 74 let (median 69 let), (Muzik et al.,
©2019).

Nadory moc¢ového méchyte predstavuji celkové mezi 90-95% nadori vyvodného
mocového traktu (Uroweb, ©2020).

Karcinom UUT je tak v porovnani s UC moc¢ového méchyie onemocnénim velmi
vzacnym, tvofii jen cca 5-10% UC (Siegel et al., 2019).

Celkové mezi UC napfi¢ celym mocovym traktem prevazuji nadory sporadickeé,
tj. bez genetické predispozice ,,nedédicné”. Nejvyznamnéjs§im rizikovym faktorem
pro rozvoj sporadického UC je koufeni cigaret, vyrazné méné se pak v incidenci
sporadického UC uplatituji 1 jiné noxy jako napf. expozice aromatickym aminlm,
polycyklickym aromatickym uhlovodikiim (nejcastéji se jedna o pracovni expozice),
¢1 1onizujicimu zafeni.

Vrozena geneticka predispozice pro rozvoj UC stoji za vyrazné¢ menSim mnozstvim
UC. Vramci vrozenych syndroml nejcastéji spojovanych snadory vyvodného
mocového traktu (nikoliv ledviny) je tfeba zminit Lynchiiv syndrom a hereditarni
retinoblastom. Hereditarni retinoblastom je vSak asociovan s jinym typem malignity
nez urotelidlnim karcinomem — u postizenych pacientdi muze dochazet ke vzniku
leiomyosarkomu mocového méchyie a to Castéji po pfedchozim ozareni ¢i 1écbé
cyklofosfamidem (Moch et al., 2016).

Mutace v MMR genech definujici Lynchtiv syndrom, se dle literatury vyskytuji
ucca 9% pacienti sUC vUUT a cca u 1% pacientt s UC mocového méchyie
(Juetal., 2018).

LS je tak onemocnénim s relativné vysokou frekvenci vyskytu u urologickych
malignit, proto i doporu¢ené postupy EAU podporuji screening vSech pacient s UC
UUT mladsich 65 let (Audenet et al., 2012; Pradere et al., 2017).

Pokud az u 9% pacienti s UC v UUT byl prokazan dédiény vyskyt predispozice
k rozvoji UC, mélo by tak u pacient s tumorem v UUT byt vzdy aktivné pomysleno

na moznost genetického podkladu. Cilené aktivni hledani téchto pacientii potencuje
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I fakt, ze UC UUT je relativné vzacnym typem malignity. Na velkém ustavu FN Plzen
bylo za poslednich osm let primérmé kazdy rok vysetieno cca 23 pacienti s UC UUT.
Jedna se tak o poCty vysetfeni v fadu nékolika desitek rocn€, kde i ve vytizeném
provozu patologické laboratote SUP (provadgjici roéné pies 20 000 vysetfeni)
by u téchto raritnich pfipadi mél 1ékai dostavajici do ruky material od pacienta
sudajem na pravodnim listu k bioptickému vySetfeni ,,nador hornich cest moc¢ovych*
vzdy zpozornét a dale indikovat vySetteni, ktera pomohou dédi¢nou predispozici odhalit
— vramci vySetfovani resekovaného materidlu pak nejcastéji imunohistochemické
vySetfeni exprese MMR proteinti. Imunohistochemické vySetfeni samoziejmé neni
zadarmo a Vv kone¢ném souctu prodrazuje patologické vysSetfeni, ale i pfes financni
narocnost prevazuji vyhody. Jen na podkladé¢ dostupnych studii si mizeme snadno
spocitat, ze pii 9% frekvenci vyskytu LS u UC UUT a pii primérné ro¢ni frekvenci
cca 23 pacientt s UC UUT vysetiovanych na SUP, je statisticky vysoce pravdépodobné,
ze pii dasledném vySetfovani téchto biopsii bude ro¢né odhalen alespon jeden pacient,
resp. jeho jedna ,,nadorova“ rodina (LS je AD dédi¢né onemocnéni), jejiz piislusnici
maji nejen zvySené riziko rozvoje UC, ale 1 statisticky castéjSiho kolorektalniho
karcinomu, ¢i nadori endometria (a fady méné Ccastych néadoril). Celkem Ctyfi
imunohistochemicka barveni tak dokazou vytipovat pacienty, u kterych je vhodné
provést dal§i vySetfeni za ucelem detekce germinalni mutace (vySetfeni z periferni
krve), kterd definitivné potvrdi diagnéozu LS. Lehce zvySend finan¢ni narocnost
na biopsii podle nas nepfevysi vyrazné vyhody zachytu pacienti s LS (a jejich
rodinnych pfislusniki), nebot’ je zndmym faktem, Ze vzdy je jednodussi, levnéjsi a pro
pacienta méné¢ mutilujici prevence nadorového onemocnéni, nez feSeni nasledki
rozsahlého a mozna i metastatického onemocnéni.

Klasicky se udava, ze LS se projevuje vznikem nadorti v mladém a stfednim véku.
Nasim dvéma pacientim s UC UUT a na zéklad€ néj diagnostikovanym LS vSak bylo
v dob¢ diagnozy UC a LS 71 a 73 let. Jeden z pacientd (muz, 71 let) nemél ve své
osobni anamnéze zadnou jinou nadorovou diagnézu. Druhy pacient (muz 73 let) mél
pozitivni osobni anamnézu z hlediska dfive diagnostikovaného KRK (ten byl u péana
diagnostikovan o 16 let diive nez UC UUT, tedy ve v€ku 57 let). Stejn¢ tak vSichni
zbyli pacienti, u kterych jsme imunohistochemicky prokazali ztratu nékterého z MMR
proteinli (a jsou tedy indikovani k dalSimu vySetfeni pro potvrzeni ¢i vyvraceni
diagnozy LS), byli star$i 65 let. V nasem souboru, zadny pacient pod 65 let nem¢l ztratu

exprese nékterého z MMR proteini. To je sice snejvétsi pravdépodobnosti dano
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vyraznou pievahou starSich pacientii v souboru (pacientd s vékem mensim nebo rovno
65 let bylo 49, pacientd s vékem nad 65 bylo 133), ale vzhledem ke kompletni absenci
pacientll pod 65 let (0/49) mezi pacienty se ztratou exprese MMR proteinti nesdilime
nazor s doporu¢enimi EAU, které doporuéuji provadét imunohistochemicky screening
U pacientd jen do véku 65 let. Podle naSich zkuSenosti a na podkladé jasnych dat
z naSeho souboru miizeme doporucit screening absolutné vSech pacientii s UC UUT bez
veékového omezeni.

V ramci Plzetiskych patologickych pracovist (SUP a Biopticka laboratof, s.r.o.)
doslo jiz v minulosti k rutinnimu zavedeni systému depistaze LS do patologické praxe,
bohuzel prozatim pouze u KRK a endometridlniho karcinomu. V Givodu se jednalo
0 depistdz KRK postavenou na posuzovani morfologickych znaki asociovanych
s nestabilitou mikrosatelitd (tzv. MSI-H morfologie, viz. teoreticka ¢ast prace).
Pozd¢ji byly vSechny KRK (a posléze i endometridlni karcinomy) vySetiovany
imunohistochemicky panelem MMR proteint (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2).
Zavérem téchto snah byla diagndza LS u 24 pacienti (ve 20 piipadech se jednalo
o0 pacienty s KRK, ve 3 ptipadech o0 pacientky s endometrialnim karcinomem a jedna
pacientka s adenokarcinomem duodena). Selektivng, pouze v ramci SUP pak pii tomto
zpiisobu depistaze bylo odhaleno celkem 10 pacientl (frekvence vyskytu LS v celém
souboru na SUP vysetiovanych pacientd tak byla 0,71%) s ovéfenou diagnézou LS
(vySetfeni periferni krve) a dalSich 10 pacientd suspektnich zdiagnozy LS
(avSak nedovySetienych, tj. bez prokdzané germinalni mutace z periferni krve).
Hloubkova studie pracovniki SUP pak vkoneéném hodnoceni prokazala vyssi
uspéSnost a vytéznost univerzalniho imunohistochemického screeningu LS u KRK
a endometrialniho karcinomu v porovndni s uzitim vybérovych depistaznich metod,
které  jsou zaloZené na klinickych a morfologickych znacich.
Univerzalni imunohistochemicky screening shledali vice efektivni nejen diky
vy$si citlivosti  imunohistochemického stanoveni oproti relativné subjektivnim
morfologickym kritériim, ale také diky automatizaci procesu a zvySeni adherence
k depistazi piimo u patologt (Dusek et al, 2018).

Krom¢ imunohistochemického screeningu rutinné aplikovaného na KRK
a endometroidni karcinom by vSak mélo pracovisté pfidat na seznam i rutinni provadéni
barveni MMR proteini na v§echny UC UUT , které jsou na pracovisti vySetiovany.

Limitace na$i snahy o ucinnou diagnostiku LS vidime jasné hned v nékolika

problémech. Ten nejzakladné€j$i spociva ve faktu, ze pacient, u kterého patolog
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pfi zavedeném rutinnim imunohistochemického screeningu sice diagnostikuje ztratu
exprese nékterého z MMR proteint, je z diagndzy LS suspektni, nemusi vsak byt vzdy
nosi¢em mutace genu. K potvrzeni diagnézy LS tedy musi byt dale vySetien - vzdy je
nutné genetické vysSetfeni periferni krve probanda s prikazem zarode¢né mutace genu.
Pokud nedojde ktomuto definitivnimu kroku, je cely systém rutinniho
imunohistochemického screeningu zcela zbyte¢nym vyhazovanim penéz. Ztrata exprese
imunohistochemického barveni totiz mize byt vzacné podminéna i jinymi zménami nez
LS, a to zejména nejriznéjsimi artefakty - barveni muze byt ovlivnéno fixaci materialu,
pfitomnosti nekrotické tkdn€, limitovaného mnozstvi nadorovych struktur,
vyraznym zhmozdénim materidlu odbérem atd. Zaroven, i jiné genetické zmény nez
mutace mohou vyvolat ztritu exprese proteinu (ztrita exprese MLH1 mulze byt
podminéna metylaci promotoru MLH1, tato zména vSak vétSinou nebyva asociovéna
s LS). Pacienta s imunohistochemicky prokazanou ztratou exprese MMR proteinu tak
nelze brat jako pacienta s LS. To potvrzuje i recentni studie s relativné¢ velkym
souborem pacientll (celkem 115 UUTUC), kterd prokazala, ze u 13,9% pacientl
pozitivné vySetfenych a potencialné podezielych na LS, byla definitivné diagnéza LS
syndromu potvrzena u méné nez poloviny (pfesné pak u 5,2% téchto piipada),
(Metcalfe et al., 2018).

Dale by mé¢lo byt zdlraznéno, Ze to, Ze imunohistochemickd barveni neprokézou
ztratu exprese zadného z vySetfovanych MMR proteinti téZ neni absolutni zaruka toho,
ze pacient nemize trpét LS. Nékteré genetické zmény asociované s LS mohou totiz vést
ke zméné v genomu pouze do té miry, Ze postizeny gen vytvaii inkompletni protein
(ktery je defektni ¢i nefunkéni), protein ma vSak zachovany epitop a tedy i exprese
daného proteinu je imunohistochemicky zachovana (imunohistochemické barveni je
pozitivni). Proto u pacientii se silnym klinickym podezienim na LS (pozitivni osobni
arodinna anamnéza - Amsterodamska kritéria, Bethesda guidelines, viz. teoreticky
uvod), by testovani z periferni krve mélo byt provedeno bez ohledu na vysledky
imunohistochemickych barveni MMR proteinti v nadorové tkani.

Celé kolecko diagnostiky LS tak neni pouze o snaze patologické laboratote,
ale ptedev$im o nastaveni systému spoluprace mezi patology a klinickymi Iékafi,
kde zakladem je ptredev§im edukovany klinicky lékaf. Pokud patolog poskytne
klinickému 1ékafi informaci o provedeni imunohistochemickych barveni MMR proteind
a jejich vysledcich, musi byt klinicky 1ékai schopen tyto informace interpretovat

a vyvodit z nich patiiéné dusledky, tzn. kontaktovat pacienta vysvétlit mu problematiku
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a pozvat ho k osobni navstévé nejlépe na oddéleni klinické genetiky, kde je kromé
genetické konzultace s analyzou rodokmenu proveden i odbér periferni krve a vysetteni
na pritomnost vrozené mutace. Na stranu druhou, pouze snazivy patolog a edukovany
klinicky 1ékai téz nejsou zarukou zvysSené frekvence zachytu pacientti s LS a jejich
rodin. Je totiZz na pacientovi zda se rozhodne, Ze chce vySetfeni podstoupit. Pacient ma
pravo dalsi vysetfovani odmitnout a mozna nékteti nadmérmné uzkostni pacienti
ani rad¢ji nemusi chtit védét, Ze jsou ve zvySeném riziku, ¢i Ze jsou nosi¢i genetické
zatéze. Zaroven, V praxi se setkavame i s problémem, Ze ne vzdy je snadné pacienta
kontaktovat. Ve velkych krajskych a fakultnich nemocnicich podstupuji casto
chirurgickou 1écbu (a tedy i histologickou diagnostiku) pacienti, ktefi jsou v péci
nckterého z mensich spaddovych center a do fakultni ¢i krajské nemocnice ptichazeji
pouze na operaéni vykon, po kterém jsou na doléceni a nasledné sledovani opét vraceni
do pfislusného mensiho spadového centra ¢i do rukou ambulantniho specialisty.
Tito pacienti jsou tak pro nas ,,ztraceni” pro nasledné sledovani a neni ani jednoduché je
kontaktovat.

Pfesuneme-li se do obdobi po potvrzeni diagnézy LS, ani tam neni Situace zcela
pfimocaré a jednoznacna. U pacienta s potvrzenym LS totiz vyvstava dilezita otazka —
co pro pacienta muze lékat vlastn¢ udélat? Zakladem je u téchto pacientti sekundarni
prevence, tedy snaha o v€asnou diagnostiku nddorového onemocnéni, nebot’ jeho vznik
bohuzel ovlivnit nemiizeme. Zde se opét do poptedi dostava edukovany klinicky lékar,
ktery by mél védeét, co diagnoza LS piesné znamena a na co by se mél soustiedit. LS je
vV podvédomi klinickych 1ékafti totiz asociovan predevsim s KRK, vétSina ostatnich
malignit souvisejicich s LS je ale ¢asto opomijena (a to pfedev§im UC UUT). V ramci
urologickych malignit by pak urolog mél pfizpisobit dispenzarni péci faktu,
ze Upacientl s LS vznikd UC ptedevsim v UUT a tedy opakované cystoskopie
mocového méchyie nejsou nejvhodnéjSim dispenzarnim algoritmem - u téchto pacientt
by mél byt pravideln€ vySetfovan 1 horni mocovy trakt. TéZ by mél urolog myslet na to,
ze pacient s LS muiZe stejné tak jako UC mit 1 KRK ¢i jiny tumor a pravidelné se ho
dotazovat, zda je sledovan i jinymi specialisty a stejné tak jeho rodina.

Téz ze zkuSenosti urologi FN Plzen vime, Ze potvrzena diagndza LS je jedna véc,
predani této informace v ramci lékafské komunity 1 ostatnim oSetiujicim Iékaiim
pacienta je véc druha a bohuzel toto neni samoziejmosti. Pokud pacient neni dostatecné
edukovan o LS a jasn¢ instruovan a motivovan, sam casto aktivné informaci o diagnoze

LS oSetfujicim I¢kaiim nesdéluje. Cela situace ohledné LS je pak spiSe o tom, zda 1ékar
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sam aktivné na diagnoézu u pacienta pomysli, patra v dokumentaci a elektronickych
systémech (zda a s jakym vysledkem bylo vysetieni provedeno), a ¢i je pacient schopen

na jasn¢ dany dotaz validné odpovédét.
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6 ZAVER

U kazdého pacienta s UC UUT doporucujeme bez ohledu na vék a jeho anamnézu
rutinni provadéni imunohistochemickych barveni MMR proteini. Tento ,,univerzalni
imunohistochemicky screening” vede k automatizaci a vysSi adherenci procesu
diagnostiky LS a tedy véfime i k vétsi vytéznosti v odhalovani postizenych pacientt
a jejich rodin.

Na zéklad¢ analyzovanych dat v tomto souboru navrhujeme pro zefektivnéni
diagnostiky LS u pacienti s UC UUT modifikovany diagnosticky algoritmus
(schéma 4), ktery byl piijat do rutinniho uzivani SUP FN Plzex.

Agresivni diagnostika LS patologem vSak ma cenu pouze za predpokladu
spoluprace s edukovanym oSetiujicim lékafem pacienta, ktery vi, co dana diagnoza

Znamena, co pacientovi hrozi a jak s jeho diagndzou dale nakladat.
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Urotelialni karcinom hornich mocovych cest (renalni panvi¢ka, moc¢ovod)

- Bez ohledu na vék pacienta, jeho osobni a rodinnou anamnézu

Imunohistochemie MMR proteini

(MLH1, MSH2, PMS2, MSH6)

, Ztrata exprese IHC chybi
Exprese MMRP zachovana
PMS2, MSH6 nebo MSH2 MLH1 a PMS2
Priikaz germinslni Pozitivni pritkaz metylace Bez metylace
mutace Vv periferni krvi promotoru MLH1 promotoru MLH1
PMS2, MSH6, MSH?2,
EPCAM
Pravdépodobné Priikaz germinalni
Pravdépodobné se nejedna o LS mutace Vv periferni

sporadicky UC krvi MLH1

Schéma 4 Navrzeny modifikovany diagnosticky algoritmus LS pro pacienty s UC UUT (vlastni zdroj).
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9 SEZNAM ZKRATEK

AD Autosomal dominant

BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CIS Carcinoma In Situ

CRC Colorectal Cancer

DAB Diaminobenzidine

DNA Deoxyribonucleic Acid

EPCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule
EAU Evropska Asociace Urologti

FFPE Formalin Fixed Parafin Embedded blocks
Gl Grade 1

G2 Grade 2

G3 Grade 3

GDPR General Data Protection Regulation
HE Hematoxylin Eosin

HPF High Power microscopical Fields
IHC Immunohistochemistry (imunohistochemie)
KRK Kolorektalni Karcinom

LS Lynchtv Syndrom

MKN Mezinarodni Klasifikace Nemoci
MLH1 Mut L Homolog 1

MLH3 Mut L Homolog 3

MMR Mismatch Repair

MMRP Mismatch Repair Protein

MSH2 Mut S Homolog 2

MSH3 Mut S Homolog 3

MSH6 Mut S Homolog 6

MSI Microsatellite Instability

MSI-H Microsatellite Instability — High
MSS Microsatellite Stable

MTS Muir-Torreho Syndrom

PMS1 Postmeiotic Segregation Increased 1
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PMS2 Postmeiotic Segregation Increased 2

PUNLMP Papillary Urothelial Neoplasm of Low Malignant Potentia
SUP Siklav Ustav Patologie

TBS Tris-bufferedsaline

TNM Tumor, Node, Metastases

uicC Union for International Cancer Control

ucC Urothelial Carcinoma (urotelialni karcinom)

uuT Upper Urinary Tract (horni mocovy trakt)

UuTuC Upper Urinary Tract Urothelial Carcinoma
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