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ABSTRAKT

Autor: Marie Brachaczkova

Nazev: Mikrosatelitni instabilita karcinomu tlustého stfeva a komparace hodnoceni dvou

pracovist

Bakalaiska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Kolorektalni karcinom patfi mezi nejcastéjs§i nddorovd onemocnéni a jeho spravna
diagnostika hraje velmi dulezitou roli ve volbé nésledné 1écby. Mikrosatelitni nestabilita
je jednim zdulezitych markerti, ktery pomdha odliSit sporadické karcinomy

od hereditarnich forem, jako je Lynchiiv syndrom.

Cilem této prace je seznamit se se stanovenim MSI u kolorektalniho karcinomu

a porovnat statistické vysledky dvou pracovist'.

Teoreticka Cast této prace se zamétuje na charakteristiku kolorektalniho karcinomu, jeho
souvislost s mikrosatelitni nestabilitou a diagnostické metody. Metodicka ¢ast popisuje
postupy stanoveni. Zamé&fuje se na metody, které byly pouZity, a to zakladni histologické
zpracovani vzorki, imunohistochemické vySetteni MSI a nasledné molekularné
geneticke testovani MSI pomoci PCR spole¢né se stanovenim hypermetylace promotoru
genu MLHI. Stanoveni byla provadéna na vzorcich stfevni tkdné pacientl

s diagnostikovanym kolorektalni karcinomem.

Celkem bylo vySetfeno 293 pacientil v ramci dvou laboratofi, u kterych se stanovovala
mikrosatelitni instabilita. Z toho bylo identifikovano 30 pacientll se ztradtou exprese
v MMR (mismatch repair = oprava chybného parovani bazi), pti¢emz Lynchiv syndrom
byl potvrzen u 8 pacientii — a to pouze v jedné z laboratoii. U ostatnich byl karcinom
diagnostikovan jako sporadicky. Vysledky poukazuji na rozdily ve stanoveni mezi dvéma
laboratoiemi a soucasné¢ na vyskyt hypermetylace promotoru MLHI i u pacientii

s Lynchovym syndromem.

Zaver této prace zdliraziuje diilezitost vhodné volby metody pro stanoveni MSI a potiebu

standardizace laboratornich krokl. Za pfinosné by bylo zvazit i doplnéni diagnostiky



o vySetfeni mutace genu BRAF, kter¢é mlze pomoct potvrdit sporadicky pivod

karcinomu.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom, mikrosatelitni nestabilita, Lynchiv syndrom,

HNPCC, hypermetylace promotoru, imunohistochemie, molekularni genetika



ABSTRACT

Author: Marie Brachaczkova

Title: Microsatellite instability of large intestine cancer carcinoma and comparison of two

workplaces

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Study field: Laboratory Diagnostics in Healthcare

Colorectal cancer is one of the most common cancers and its correct diagnosis plays
a very important role in the choice of subsequent treatment. Microsatellite instability
is one of the important markers that helps to distinguish sporadic carcinomas from

hereditary forms such as Lynch syndrome.

The aim of this study is to review the determination of MSI in colorectal cancer

and to compare the statistical results of two workplaces.

The theoretical part of this work focuses on the characteristics of colorectal cancer,
its association with microsatellite instability and diagnostic methods. The methodological
part describes the determination procedures. It focuses on the methods that were used,
namely, histological processing of samples, immunohistochemical examination of MSI
and then molecular genetic testing of MSI by PCR together with determination
of hypermethylation of the MLH1 gene promoter. The determinations were performed

on intestinal tissue samples of patients diagnosed with colorectal cancer.

A total of 293 patients were examined in two laboratories for microsatellite instability.
Of these, 30 patients were identified with loss of expression in MMR (mismatch repair),
and Lynch syndrome was confirmed in 8 patients, and only in one of the laboratories. In
the others, the cancer was diagnosed as sporadic. The results highlight the differences in
assays between the two laboratories and also the presence of MLHI promoter

hypermethylation in patients with Lynch syndrome.

The conclusion of this paper highlights the importance of the appropriate choice
of method for MSI determination and the need for standardization of laboratory steps.

It would also be considered beneficial to consider supplementing the diagnostic workup



with BRAF gene mutation testing, which may help to confirm the sporadic origin of the

cancer.

Keywords: colorectal cancer, microsatellite instability, Lynch syndrome, HNPCC,

promoter hypermethylation, immunohistochemistry, molecular genetics
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1. Uvop

Karcinomy tlustého stfeva patii mezi nejcastdj$i maligni onemocnéni v Ceské
republice i v Evropé. Kolorektalni karcinom, vychazejici z epitelovych bunck tlustého
stteva, muze byt genetického plivodu nebo se miize rozvinout sporadicky v diasledku
pusobeni vnéjsich a vnitinich faktorii. Klicovou roli v prevenci a 1é¢bé hraje screening,

ktery umoziuje v€asny zachyt onemocnéni a tim i lepsi progndzu pacienta.

Mikrosatelitni instabilita (MSI) je charakterizovana selhanim DNA opravnych
mechanismi. Tyto mechanismy fyziologicky opravuji chyby vznikajici pfi replikaci
DNA. MSI je pritomna u vyznamného procenta karcinomu tlustého stieva a jeji analyza

ma zasadni vyznam nejen v diagnostice, ale také pii volbé nasledné 1éCby.

Stanoveni MSI je vyuZivano nejvice u hereditarnich forem kolorektalniho karcinomu
jako je Lynchiv syndrom, kde spravnéd diagnostika pacientll umoziuje jejich cilenou
1é¢bu. Vcasné zachyceni Lynchova syndromu je dulezité také z hlediska rodinné
anamnézy, nebot umoznuje sledovani ohrozenych rodinnych pfislusnikl. V praxi
se ke stanoveni MSI vyuZiva imunohistochemické metoda, sledujici ztratu exprese genu,

dale pro komplexné&jsi a ptesnéjsi analyzu se provadi i molekularné genetické stanoveni.
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2. ZADANI — CIL PRACE

Cilem této bakalafské prace je analyzovat mikrosatelitni nestabilitu (MSI)
u kolorektalniho karcinomu a porovnat vysledky jejiho stanoveni mezi dvéma
referenCnimi  laboratofemi. Duraz prace je kladen piedev§im na metody

imunohistochemického a molekularné genetického stanoveni. Mezi dil¢i cile prace patfi:
1. Charakterizovat klasifikaci nadord, jejich diagnostiku a 1é¢bu.

2. Definovat mechanismy vzniku MSI a jeji souvislost s Lynchovym syndromem

a dalsimi typy hereditarnich a sporadickych karcinomii.

3. Naucit se metodiku stanoveni MSI pomoci imunohistochemie a molekularni

genetiky.

4. Srovnat vysledky dvou referen¢nich laboratofi a statistické vyhodnoceni rozdila

ve stanoveni MSI v obou laboratofich.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Tluste sti‘evo

Tlusté stfevo je 1 — 1,5 m dlouha a 5-8 cm S§iroka, konecna ¢ast travici trubice
navazujici na stfevo tenké. Jeho hlavni funkeci je skladovani a schopnost regulovat zpétné
vstfebavani vody a elektrolytli z nestravené potravy, a tim nasledné ovlivnit konzistenci

stolice. [1]

3.1.1 Anatomie

Tlusté stievo svym prubéhem v biisni dutin€ obkruzuje stfevo tenké a jako celek

se sklada celkem ze 6 ¢asti, a to:

l. Slepé¢ sttevo (caecum)

2. Vzestupny traénik (colon ascendens)
3. Pti¢ny tracnik (colon transversum)
4. Sestupny tracnik (colon descendens)
5. Esovita klicka (sigmoideum)

6. Koneénik (rectum)

Slepé stfevo je prvni casti, umisténé v pravé kycelni jame, vystupuje
z n¢j Cervovity privések (appendix), ktery obsahuje vétsi mnozstvi lymfatické tkéné
a mé imunologickou funkci. Tracnik se skldda ze ¢tyt Casti a je nejdelsi Casti tlustého
stieva. Vzestupny tracnik svou zadni plochou srlista s bfi$ni st€énou a vede po pravé strané
smérem pod jatra, kde se sta¢i doleva a pokracuje jako pti¢ny, ktery déale pokracuje
pod slezinou. Sestupny tra¢nik pot¢ vede smérem doli do levé kycelni jamy,
kde na néj navazuje esovité kli¢ka vstupujici do panve. Konecnik je posledni Gisek travici

trubice probihajici pred kosti kiizovou, z lidského téla Usti fitnim otvorem (anus). [2, 3]

Tlusté stfevo je rozeznatelné od tenkého, pomoci utvarti, které se nachazeji
na stén¢ tlustého stfeva. Jedna se o tzv. haustra, taenie coli, appendices omentales.
Haustra predstavuji vyklenuti stény, které je dano Cinnosti kruhové a podélné svaloviny,
diky nimZ se muze posouvat stievni obsah. Taeniae jsou zesilené pruhy podélné
svaloviny na povrchu, které se nazyvaji dle toho, na které ¢asti tracniku se nachazi. Patii

zde taenia mesocolica, taenia omentalis a taenia libera. Appendices omentales jsou
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tukové vycénélky viscerdlniho peritonea na povrchu stfeva. Sliznice tracniku je bledé
barvy

a bez ptitomnosti klk{; na vnitinim povrchu se nachazeji pfi¢né polomeésicité slizni¢ni

tasy (plicae semilunares). [3, 4]

Arterialni zasobeni tlustého stfeva je zajisStovano predevSim dvéma hlavnimi
vétvemi, a to horni a dolni mezenterické artérie. Horni (a. mesenterica superior) zasobuje
pravou polovinu stieva a sklada se ze tti vétvi, arteria ileocolica zasobujici terminalni
ileum a caecum, arteria colica dextra pro colon ascendens a arteria colica media
pro pravou ¢ast colon transversum. Dolni mezentericka arterie (a. mesenteruca inferior)
zasobuje levou stranu. Mezi jeji hlavni vétve patii arteria colica sinistra pro levou ¢ast
pficného traéniku a sestupny tracnik, arteria sigmoideae zasobujici esovity tracnik
a arteria rectalis superior, kterd zasobuje horni cast rekta. Dal$i dilezitou tepnou
je arteria illiaca interna, ktera se vétvi do arteria rectalis media a inferior, zasobujici

zbylou ¢ast kone¢niku. [3]

Zilni odtok je zajistovan prostfednictvim portalni Zily (vena portae). Vena
mesenterica superior odvadi krev pomoci zilnich pfitokti zcéka, vzestupného
a sestupného tra¢niku, spojuje se s vena lienalis za vzniku vena portae. Vena mesenterica
inferior vede krev ze sestupného tracniku, esovitého tratniku a horni ¢asti rekta, napojuje

se a vena lienalis, ktera se vléva do portalni Zily.

Lymfaticky systém stfeva hraje zdsadni roli pro imunitni funkci a odtok lymfy
z traviciho traktu. Mezi lymfatické uzliny zahrnujeme nodi lymphatici ileocolici, jejimz
cilem je odvadét lymfu z termindlniho ilea, caeka, appendixu a zaCatku colon ascendens.
Zbylou ¢ast colon ascendens odvadéji nodi lymphatici colici dextri, nodi lamphatici colici
medii zajiStuji drendz z 2/3 colon transversum a nodi lymphatici colici sinistri zbytek
colon transversum, colon descendens a colon sigmoideum. Odtok lymfy z rekta probiha
diky nodi mesenterici inferiores, nodi lamphatici iliaci interni a nodi lymhatici
pararectales. Miza ze vSech uzlin se vléva do trunci intestinales a dale do hrudniho

mizovodu (ductus thoracicus). [3]

3.1.2 Histologie

Sténa tlustého stfeva je slozena ze Ctyf vrstev. Lumindln€ je sliznice

(tunica mucosa), pod ni se nachazi podslizni¢ni vazivo (tela submucosa), poté svalovina
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(tunica muscularis)  anejsvrchnéj§i  vrstva je seroza, pfipadné¢ adventicie

(tunica serosa/adventitia). [4, 5]

Tunica mucosa ma hladky povrch a nenese klky. S vyjimkou analni ¢asti tvofi
po celé délce hluboké Lieberkiihnovy krypty, které jsou vystlané jednovrstevnym
cylindrickym epitelem, vykazujicim resorpéni vlastnosti. Soucasti epitelu jsou resorpéni
buiiky (kolonocyty), velké mnozstvi bunék pohérkovych, enteroendokrinni a také

M buitky. [3-5]

Podslizni¢ni vazivo tvofi fidké kolagenni vazivo a obsahuje cévni a nervovou

pleteni.

Svalova vrstva se sklada z vnitini cirkularni a vnéjsi longitudinalni vrstvy, mezi
kterymi se nachazi nervova pleten. Na povrchu v pribéhu tlustého stieva tvoii podélna
vrstva svaloviny zesileni v podob¢ tfi pruhii nazyvajicich se taeniae coli. V oblasti rekta
je cirkularni vrstva silnéj$i a vytvari vnitini analni svérac.

Vétsina povrchu stfeva je kryta serdzou, jedna se o vrstvu subser6zniho vaziva
pokrytou mezotelem. V prubéhu stieva formuje tukové ptivésky (appendices omentales).
Retroperitonedlni a subperitonedlni cast tlustého stfeva pokryva adventitie, tvofena
fidkym kolagennim vazivem, kterd tyto ¢asti spojuje s okolnimi organy a zadni bfis$ni

sténou. [3-5]

3.2 Neoplazie a syndromy tlustého stieva

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi mezi zhoubné onemocnéni tlustého stfeva
a konecniku, patfi mezi jedno z nejcastéjSich malignich onemocnéni muza 1 Zen. Jedna
se 0 onemocnéni, jehoZ vyvoj miZze byt geneticky podminény, ale na jeho vzniku
arozvoji se podili také fada dalSich rizikovych faktorti endogenniho i1 exogenniho

puvodu.

Mezi faktory vné¢j$iho prostiedi se d4 mimo jiné zafadit nedostatek pohybu,
koufeni, konzumace alkoholu a nevhodné stravovaci navyky. Zasadni vliv rozvoje
malignity hraje genomova nestabilita, ktera zplsobi trvalou poruchu genetického

vybaveni bunky tlustého stfeva.[4]

15



3.2.1 Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Vyskyt kolorektalniho karcinomu v Evropskych zemich piesahuje az 400 000
ptipadl za rok, z ¢ehoz ptiblizné 200 000 pacienti zemfie. Dle databaze ECIS (European
Cancer Information Systém) nejvyssi ¢etnost nemoci v roce 2022 byla v Dansku v této
zemi je 113,2 ASR (age standardised ratio) na 100 000 obyvatel, zatimco v Ceské
republice bylo 70,5 ASR na 100 000 obyvatel. (Obrazek 1) [6]

Obrazek 1 Incidence kolorektdalniho karcinomu v EU 2022 [6]

48.6 - 61.5
61.5 - 74.4
74.4 - 87.4
87.4-100.3
100.3-113.2

Age standardised rate (European 2013) per 100,000

Umrtnost byla nejvy$si v Recku s 53,1 ASR, Mad’arsku s 51,2 ASR ¢&i Slovensku
kde bylo 48,8 ASR, v Cesku v roce 2022 byl stav 33,4 ASR na 100 000 obyvatel,

¢im se zaradilo na 11 misto. (Obrazek 2)[6]
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Obrazek 2 Mortalita kolorektdalniho karcinomu v EU 2022[6]

&
&

23.4-293
29.3 -35.3
353-41.2
41.2-47.2
W 47.2 -53.1

Age standardised rate (Furopean 2013) per 100,000

W

Dle narodniho onkologického registru (NOR) je roéné v Ceské republice nové
diagnostikovanych pacientt s kolorektalnim karcinomem kolem 7 700 z ¢ehoz ptiblizné
3400 pacientd zemie. Na zaklad¢ vysledkd se ukazuje vyskyt tohoto onemocnéni
a nasledné umrti vyssi u muzii nez u zen. (Obréazek 3)[7]

Obrazek 3 Incidence a mortalita pro muZe a Zeny Zdroj: Narodni onkologicky registr
CR UZIS CR Pievzato z: Kolorektalni karcinom PetruZelka L. (2018)[7]
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CRC se muze vyskytovat po celé délce tlustého stieva, prevazné vsak se nachazi

v rektosigmoidedlni oblasti. [7]

3.3 Klasifikace kolorektilnich neoplazii
Parizska klasifikace povrchovych 1ézi

Pro diagnostiku je dulezity popis, jak neoplazie vypadaji. Tuto klasifikaci urcuje
klinik na zakladé morfologického vzhledu 1ézi, které vidi pomoci endoskopického
vySetfeni. Velikost 1éze je jeden z dulezitych znakt, dle kterého lze usuzovat riziko
maligniho zvratu. Jako adenom s malignim potencidlem lze oznacovat tzv. pokroc€ily
adenom, jednd se o 1ézi vel. 10 mm a vétsi, s vice vilozni casti. Patizskd klasifikace

zatazuje léze do Ctyt kategorii dle toho, zda zasahuji hloubé&ji nez do submucosy (Tabulka
D). [8]

- Polypoidni l1éze 0-1, d€li se na ptisedlé (0-Ip) a stopkaté (0-Is).

- Nepolypoidni typ (0-II) popisuje 1ézi nizsi nez 2,5 mm, tato 1éze mize byt dale
rozd¢lena na povrchové vyvysenou (0-1Ia), plochou (0-IIb) a povrchové vkleslou
(0-IIc).

- Léze vklesla (0-I11)

- Smisené léze jsou nejéastéjSim typem, jedna se o povrchové vkleslou 1ézi
s vyvySenymi okraji (0-Ilc + 0-Ila) a povrchové vyvysSenou 1ézi s vkleslinou

v centru (0-IIa + 0-Ilc).

Tabulka 1 Parizska klasifikace povrchovych lézi. Prevzato 7: Endoskopicka klasifikace
neoplazii tlustého stieva a konecniku (2014) [8]

Typ Skupina Morfologie
Polypoidni 0-Ip Stopkaté

0-Is Ptisedlé

0-ITa Povrchové vyvysené
Nepolypoidni 0-Ib Ploché

0-11c Povrchovée vkleslé
Nepolypoidni vyhloubené | 0-111 Vyhloubené
SmiSené Pt. 0-IIa + 0-IIc
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Hlavnim cilem klasifikace je pfedpovédét riziko submukoézni invaze a postizeni

lymfatickych uzlin. U typt 0-1lc dochazi pomérné Casto k invazi do submukoézy. [8]

Histopatologicky stupeii neboli grade, se urcuje pii histolopatologickém vysetieni
a popisuje bunéné zmeény a schopnost nadoru tvofit struktury podobné ptivodni tkani
(diferenciace) nebo produkovat latky typické pro tuto tkan. Tento klasifika¢ni systém
hodnoti abnormalnost bun¢k a poskytuje informace o rychlosti rlstu a tvorbé metastaz.
Cim vétsi je rozdil mezi zdravymi a nadorovymi buiikami (tzn. ¢im méné jsou

diferenciované), tim je nador agresivnéjsi. [9]
Tento klasifika¢ni systém lze rozdélit do 5 stupnd:
1. GX — stupen diferenciace nelze hodnotit
2. GI1 — dobfe diferencovany
3. G2 —stfedné diferencovany
4. G3 —nizce diferencovany
5. G4 —nediferencovany

Pro zjednoduseni se naddory oznacuji jako low-grade, jedna se o naddory nizkého
stupné (G1, G2), rostouci pomaleji a nddory vysokého stupné neboli high-grade (G3, G4).
[9, 10]

TNM/TNM Klasifikace

TNM Kklasifikace je celosvétové uznavany systém, ktery slouzi k popisu rozsahu
nadoru (staging) a urceni stddia onemocnéni a jeho pfipadné Sifeni v téle pacienta. Také
poskytuje informace pro pacientovu prognézu a poméha u hodnoceni vysledkil 1é¢by.
Existuji dva typy klasifikace, klinicka a patologicka. Klinicka, oznaCovana jako TNM
(cTNM), je postavena na zaklad¢ klinickych informaci ziskanych pted 1écbou
(napf. zobrazovaci vySetiovaci metody, endoskopie). Patologickd (pooperacni
histopatologicka klasifikace), oznacovana také jako pTNM, poskytuje dopliujici tdaje
o prognoze. K patologickému hodnoceni je nutnd resekce primarniho nadoru nebo jeho
dostate¢ny sampling — zpracovani a dale odstranéni miznich uzlin pro prikaz metastz.

[11,12]

TNM Kklasifikace je ¢lenéna do tii kategorii.
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Kategorie T (Tumor) oznacuje primarni nador, popisuje jeho velikost, invazi

a roz§iteni. (Tabulka 1)

Tabulka 2 TNM klasifikace, Kategorie T (tumor) [11, 12]

TX primarni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primarniho nadoru

Tis karcinom in situ: intraepitelialni nebo invaze do lamina propria mucosae

T1 nador postihuje submukozu

T2 nador postihuje tunica muscularis propria

o nador postihuje subser6zu nebo se §itfi do neperitonealizované perikolické
nebo perirektalni tkdné

T4 nador piimo postihuje jiné organy ¢i struktury a/nebo prorista na visceralni
peritoneum

T4 a | nador prorUsta na visceralni peritoneum

b | nador pfimo postihuje jiné organy ¢i struktury

N (Node) popisuje postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin nddorem. (Tabulka 3)

Tabulka 3 TNM klasifikace, Kategorie N (node) [11, 12]

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 metastazy v 1 az 3 regionalnich miznich uzlinach
a | metastdza v 1 regionalni mizni uzliné
- b | metastdza ve 2-3 regionalnich miznich uzlinach
lozisko nadoru v subser6ze nebo neperitonealizované perikolické
¢ ¢1 perirektalni mekké tkani bez metastazy v regionalni mizni uzliné
N2 metastazy ve 4 nebo vice regionalnich miznich uzlinach
N2 a | metastdzy ve 4-6 regiondlnich miznich uzlinach
b | metastazy v 7 a vice regionalnich miznich uzlicich

M Kklasifikace (Metastasis) popisuje vzdalené metastdzy neboli Sifeni nadoru

do mist mimo ptivodni vyskyt nadoru. (Tabulka 4)
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Tabulka 4 TNM klasifikace, Kategorie M (metastasis) [11, 2]

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO bez vzdalenych metastaz
M1 vzdalené metastazy
Metastazy vyskytem omezené na jeden organ (plice, jatra, vajecnik,
M1 ! neregionalni uzlina)

b | Zastizeni metastaz ve vice nez jednom organu nebo peritoneu

3.4 Adenom

Adenom je sliznicni 1éze tlustého stfeva a konecniku také nazyvan jako
kolorektalni adenom. Jedna se o nezhoubny nador Zlazového epitelu, ktery vSak mize
vyustit do jiz maligniho adenokarcinomu. Adenomy v tlustém stfevé se mohou liSit
jak svou velikosti, tak i lokalizaci. Zatimco mensi adenomy se nachéazeji po celém
tracniku, adenomy vétsi nez 1 cm se prevazné nachazeji v distalni ¢asti tlustého stieva

a v rektu. Tyto vétsi adenomy maji Castéjsi riziko prechodu v maligni. [13]

Adenomy se rozdéluji do tii typl na zaklad¢ histologické stavby, a to na tubularni

adenom, vildézni a tubulovilozni.

Tubularni adenom paii mezi nejcastéjsi (az 80 %) formu polypoznich adenomii,

je slozeny z dysplastickych epitelovych bunék, které tvofi tubularni strukturu. [14]

Vilozni predstavuji 3-16 % ptipadl, jsou charakteristické uspofadanim bunék
tvorici vyb&zky pfipominajici prsty. Vilozni adenomy se vyskytuji jako pfisedlé léze,
na rozdil od tubularnich, které se projevuji jako polyp na stopce. [15]

Tubulovilézni adenom je kombinace vilozniho a tubularniho adenomu.
Dysplastické buiiky svym uspotadanim tvoii tubularni 1 vildézni struktury, kdy ma z vice
nez 20 % a méné nez 80 % vildézni charakter. [16]

Tyto dysplastické bunky se projevuji nadmérnou barvitelnosti jadra
(hyperchromazémie) a mohou byt pfitomny jak u low-grade, tak u high-grade dysplazie.

[13-16]

Podle druhu je miZeme také sefadit dle rizika vzniku malignity, nejvyssi riziko

cvwvr
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3.5 Adenokarcinom

Adenokarcinom tlustého stieva a kone¢niku neboli také kolorektalni karcinom
je zhoubny nador tvofeny zldzovymi bunkami a je jednim z nejcastéjSich malignich
nadori. Projevy karcinomu zavisi na jeho piesné lokalizaci a velikosti. Mezi nejcastéjsi
patii neprichodnost stfev (ileus), které se muze projevit nadmérnou plynatosti,
kolikovitymi bolestmi a zménou vyprazdiovacich navykl. Dal§im ptiznakem muze byt
krvaceni do gastrointestinalniho traktu, krvaceni miize byt méné casto vyrazné
a makroskopicky zfetelné ¢i mikroskopické, které se vySetifuje pomoci testu na okultni
krvaceni ze stolice. Na zéklad€ tohoto vySetfeni byva pacient poslan na koloskopii.

Karcinom mizeme délit podle histologické stavby na nékolik typi:
- Adenokarcinom
- Mucindzni adenokarcinom tvofen z vice nez 50 % mucinem
- Karcinom z prstencitych bunék, kdy je mucin nahromadény intraceluldrné

- Vzacné typy karcinomi, mezi které patii napt. adenoskvamozni, malobunécny

nebo nediferencovany karcinom

Kolorektalni karcinom nejc¢astéji metastazuje lymfatickymi cestami do lokalnich
lymfatickych uzlin (Obrazek 4). Déle pak do vzdalengjsich uzlin a dalSich organt,
hematogenni cestou pak nejcastéji do jater poté plic, ptipadné prorlsta na peritoneum.
Karcinomy rekta mohou také prorastat do dalSich okolnich organti jako je napt. mocovy

meéchyt nebo déloha. [19]

Obrazek 4 Metastaze karcinomu v lymfatické uzliné, zvétSeni 40x

poskytnuty MUDr.

ni, snim

Cervené oznaceno metastatické loZisko Zd}"_of' Viastni zpracova
Paviem Hurnikem Ph.D.

i
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3.6 Sporadicky karcinom

Tento typ karcinomu je u 80-85 % vSech kolorektalnich karcinomil a vznika
z benignich adenomovych polypt a bez dédi¢né predispozice. Zbyvajicich 15-20 %
pfipadli vznikd prostfednictvim de novo karcinogeneze, kdy nador vznikd piimo

z normalni nebo hyperplastické sliznice. [19, 20, 50]

Nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem je vek pacienta, kdy narust vyskytu tohoto
karcinom se objevuje nejcasteji u pacientti ve véku 50 let a vySe. K dal§im rizikovym
faktorim patii nezdravy zivotni styl a Spatna strava. Nezdravy zivotni styl zahrnuje

nedostatek fyzické aktivity, sedavy zpiisob zivota, obezitu a koufeni.

Mezi nespravné stravovaci navyky patii nadmérnd konzumace ¢erveného masa
a zivoCiSnych tuki, zaroven vSak snizeny piijem vldkniny. Té byva pfisuzovan
protektivni faktor, jelikoz se predpoklada, ze diky vlakning se urychluje priichod potravy
travicim traktem, a tak nedochazi k ptiliSnému plsobeni karcinogent na stfevni sliznici.

[19, 20]

3.7 Hereditarni karcinom

Jedn4 se o typ nadoru, ktery je zplsoben dédicnymi mutacemi pfenaSenymi
z generace na generaci. Na zdklad€ téchto mutaci se zvySuje riziko vzniku rakoviny,
na rozdil od sporadického karcinomu, ktery vznikd nahodné vétSinou v disledku vlivil

zivotniho prosttedi.

3.7.1 HNPCC - Lynchiiv syndrom

Hereditarni nepolypdzni karcinom neboli také Lynchiv syndrom patii mezi
nejvyznamnéj$i nadorové syndromy s vysokym sklonem ke kolorektalnimu karcinomu

(2-5 %). [19, 21]

Pti¢ina vzniku Lynchova syndromu je ddna vrozenou mutaci v tzv. mutatorovych
neboli mismatch repair genech (MMR), zejména MLH1, MSH2, MSH6 a PMS?2 (Obrazek
5 a Obrazek 8). Tyto geny koduji proteiny, které maji za tikol detekovat a nasledné opravit
chyby vznikajici pii replikaci DNA. U jedincli se zarode¢nou mutaci je tato mutace
pfitomna ve vSech somatickych bunikéach. Pro vznik nadoru je dostacujici, aby doslo
k mutaci nebo eliminaci druhé alely daného genu (tzv. ztrata heterozygozity). Diisledkem

je, ze buika vytvaii nefunkéni produkt nebo ho nevytvaii viibec, coz vede k zahéjeni
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mnohastupniového procesu hromadéni poruch zékladnich regula¢nich mechanismi
bunék. Mutace MMR geni vede k zvySenému vyskytu nepolypdznich adenomil

a rychlejSimu pteklenuti adenomu ve zhoubny nador.

Obrazek 5 Imunohistochemické stanoveni MLH1 u pacientii s LS, zvétSeni 100x

AP 100 pm

1. Zachovala exprese genu — jaderna pozitivita (hnéda barva) MLHI, 2. ztrata exprese genu —
jadernd exprese negativni (modrda) MLHI Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr.
Paviem Hurnikem Ph.D.

Obrazek 6 Imunohistochemické stanoveni MSH?2 u pacientii s LS, zvétSeni 100x

1. Zachovala exprese genu — jaderna pozitivita (hnéda barva) MSH2, 2. zachovala exprese genu
— jaderna pozitivita (hneda barva) MSH2 Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr.
Pavlem Hurnikem Ph.D.
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Obrazek 7 Imunohistochemické stanoveni MSH6 u pacientii s LS, zvétSeni 200x a 100x
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1. Zachovala exprese genu ]adema pozitivita (hnéda barva) MSH6 2. zachovala exprese genu
— jaderna pozitivita (hneda barva) MSHG6 Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr.
Paviem Hurnikem Ph.D.

Obrazek 8 Imunohistochemické stanoveni PMS?2 u pacientit s LS, zvétSeni 100x

1. Zachovala exprese genu jadema pozitivita (hneda barva) PMSZ 2 Ztmta expresev genit -
Jjaderna exprese negativni (modra) PMS2 Zdroj: Vlastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr.
Paviem Hurnikem Ph.D.

Toto onemocnéni se fadi mezi autozomalné dominantni s 50 % rizikem pienosu
na dal$i generaci a nositelé této mutace maji az 80 % riziko vzniku kolorektalniho

karcinomu, ktery je ¢asto diagnostikovan jiz pted 50 rokem veku. [19, 21]

3.7.2 DalSi genetické mutace

Familidarni adenomatézni polypdza je autozomdlné dominantni dédicné
onemocnéni zpisobené mutaci genu APC (adenomatosus polyposis coli). Jedna
se o tumor supresorovy gen, tvorici protein APC, ktery za normalnich okolnosti piisobi
proti vzniku nadort, v disledku jeho mutace je vSak tato funkce naruSena. Pii tomto
onemocnéni dochazi k tvorbé stovek az tisicii adenomatdznich polypt v tlustém streve

nejCastéji ve veéku 10-20 let, a vede ke vzniku kolorektalniho karcinomu. Jednd
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se 0 adenomy vétSinou tubuldrni s dysplazii nizkého stupné, poptipadé se mohou

vyskytovat také sesilni nebo propadlé 1éze. [4,19, 41]

MAP — Mutyh associated polyposis je recesivné dédicna forma polypdzy
vyvolana bialelickou zarode¢nou mutaci v MUTYH genu. To znamend, Ze k projevu
je nutné, aby mutaci nesly ob¢ alely — jedna od matky a druhé od otce. Tento gen koduje
protein, ktery ma za kol opravovat oxida¢ni poskozeni DNA. MAP se nejcastéji
projevuje vznikem desitek az sta polypti a byva diagnostikovana ptiblizn€ kolem 50. roku

Yivota. [4, 42, 43]

Krom¢ Lynchova syndromu jsou zndmy i dalsi geneticky podminéné syndromy
spojené se zvySenym rizikem nadorovych onemocnéni. Mezi né patii Peutziiv Jegherstiv
syndrom (PJS) zplsobeny mutaci v genu S7K// a Cowdeniv syndrom, ktery
je disledkem mutace genu PTEN. Obé tato onemocnéni jsou charakterizovana predevsim
pritomnosti hamartomii, jedna se o benigni loziska ¢i polypy, které vS§ak mohou mit vétsi
tendenci k maligni transformaci. Hamartomy se mohou nachazet na riznych ¢astech téla,

vcetné sliznice traviciho traktu. [4, 44]

3.8 Mikrosatelitni instabilita = MS1

Mikrosatelitni instabilita (Microsatellite instability = MSI) je geneticky jev, kdy
se v celém genomu objevuji zmény na nekodujicich, kratkych opakujicich se sekvencich
DNA, nazyvanych mikrosatelity. Tyto useky, tvofené jednou az Sesti bazemi, maji
piirozené vys$i nachylnost k mutacim. Pfi replikaci DNA jsou velmi zranitelné a DNA
polymeraza muze zpisobit zménu jejich délky, coz vede k insercim nebo delecim, tedy
bodovym mutacim. Tyto mutace spocivaji ve vlozeni nebo odstranéni nukleotid

v mikrosatelitech.[22-24]

U zdravého ¢loveka jsou mikrosatelity ve vSech bunikach shodné, coz se oznacuje
jako mikrosatelitni stabilita (MSS). U jedincti s MSI se vSak mikrosatelity v nadorovych
buiikéach lisi od téch v normalnich bunikach. Na zéklad¢ rozsahu zmén Ize MSI rozdélit

na MSI-H (vysoka nestabilita) a MSI-L (nizké nestabilita).

Ptesnost replikace zajisStuje mnoho mechanismi, véetné DNA polymerazy, které
sniZuji pravdépodobnost chyb. Dal§im dillezitym opravnym mechanismem je Mismatch
repair syttm (MMR), ktery sniZzuje miru mutaci tim, Ze dokaZe rozpoznat a opravit

nespravné vlozené pary bdzi. V builkdch s mutaci genii kodujicich MMR dochazi
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ke zvysenému vyskytu replikacnich chyb, coz vede ke vzniku mikrosatelitni nestability

(MSI).[22-24]

Absence funkéniho MMR mechanismu mliZe mit za néasledek inaktivaci tumor-
supresorovych gent, coz vede ke vzniku sporadického nebo dédi¢ného kolorektalniho
karcinomu. Dédi¢na forma, zndma jako hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom

neboli Lynchiiv syndrom, je zptsobena pravé defekty v MMR.

MMR proteint existuje velké mnozstvi a mezi nejznameéjsi z nich patii Ctyfi
z nich, a to, MSH2, MLH1, MSH6 a PMS2. Tyto proteiny spolu pracuji v parech MSH2
s MSH6 a MLH1 s PMS2, kde tvorba téchto komplexi je velice dilezitd pro jejich
spravnou funkci a stabilitu. Prvni z téchto parti rozpoznava chyby v DNA a druhy
je opravuje. Pokud by doslo ke ztrat¢ funkce MLH 1 nebo MSH 2, PMS2 a MSH6
by ztratili svou imunoreaktivitu. V opacném piipad¢, pokud by MLH1 a MSH2 ztratili
své partnery mohou se sparovat s jinymi proteiny a jejich imunoreaktivita by byla
oslabena, ale ¢astecné zachovana. Exprese téchto proteini se vySetiuje

pfi imunohistochemické diagnostice Lynchova syndromu.[26, 27]

Deficit MMR zpusobuje bodové mutace, které mohou zptsobit posun cteciho
ramce pfi translaci, a to zpasobuje tvorbu jinych proteintl, na jejichz koncich se vytvareji
struktury tzv. neoantigeny, které jsou viditelné pro imunitni systém a stimuluji imunitni
odpovéd’ proti nadorovym buiikam. Na zdklad€ toho se u téchto pacientli vyuziva

imunoterapie. [28]

Ztrata exprese MLHI1 je témét vzdy doprovazena i ztratou PMS2 (Obrazek 9).
U sporadického karcinomu dochézi k potlaceni exprese MLH1 nejcastéji v dsledku
hypermetylace promotoru. Tato epigenetickd zména vede k pfidani metylovych skupin
(-CH3) na cytosinové zbytky v oblasti promotoru, coZ znemozni transkripci genu MLH1
nasledné zptisobi mikrosatelitni instabilitu (MSI). Proto se krom¢ imunohistochemického
stanoveni MSI provadi i molekularné¢ genetickd analyzy hypermetylace promotoru

MLH]1, ktera se u Lynchova syndromu vyskytuje je vyjimecné. [22-25, 29]
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Obrazek 9 Imunohistochemické stanoveni MS1, Biopsie ¢.9777, zvétSeni 200x

1. Ztrdta exprese génu MLHI, 2. zachovald exprese genu.M.SHZ, 3. zachovald éxprese genu
MSHG, 4. ztrata exprese genu, Ztrdta exprese — jadernd exprese negativii (modra), zachovala
exprese — jadernd pozitivita (hnéda) PMS2 Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr.

Pavlem Hurnikem Ph.D.

Dalsi moznosti, jak odlisit sporadicky karcinom od Lynchova syndromu,
je analyzy mutace genu BRAF. Tato mutace je pfitomna u nekterych sporadickych
nadord, ale u Lynchova syndromu se téméf nevyskytuje. Pozitivni vysledek jednoho
z téchto vysetfeni (hypermetylace MLH1 nebo mutace genu BRAF) umoziuje vyloucit
Lynchtiv syndrom potvrdit sporadicky ptivod karcinomu. [22-25, 29]

3.9 Diagnostika rakoviny tlustého stieva

Kolorektalni karcinom casto vznikd ze stfevnich polypl, které zplsobuji
problémy az v pozd¢jSich stadiich. Aby byla Sance na plné vyléCeni vyssi, je dilezité,
aby byl polyp, znéhoz se muze kolorektdlni karcinom vyvinout, diagnostikovan
co nejdiive. Na toto maji vysoky vliv preventivni vysetfeni, které mohou piipadny nador
zachytit v&as. V Ceské republice jiz od roku 2014 existuje program screeningu
kolorektalniho karcinomu, ktery umoziuje lidem starSich 50. let véku vyuzit vySetieni

hrazené z vetejného zdravotniho pojisténi a tim odhalit karcinom vcas. Jedna se o test
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na okultni krvaceni a screeningovou koloskopii. Pokud vySetfovany pacient
ma genetickou predispozici nebo jiz mu byli diagnostikovany stfevni polypy v minulosti,

mél by podstupovat vysetieni od 40. roku veku. [30]

3.9.1 Test okultniho krvaceni do stolice (TOKS)

TOKS je jednoduchy a zcela neinvazivni test, zdkladem kterého je odbér vzorku
stolice a nasledné jeho vysetfeni v laboratofi na odhaleni pfitomnosti krve, ktera mize
byt pouhym okem neviditelnd. Pozitivni vysledek testu nemusi poukazovat
na kolorektalni karcinom, mtze signalizovat pfitomnost pouze stfevnich polypi a jina
onemocnéni, proto pro potvrzeni tohoto testu je pacient dale odeslan na screeningovou
koloskopii. Tento test existuje také v podob¢ antigenniho testu, ktery je mozné zakoupit

v 1ékarné na volny prodej. [30]

3.9.2 Screeningova koloskopie

v

Toto vySetfeni je mnohem spolehlivéjsi nez TOKS a provadi se kvalifikovanym
gastroenterologem v ambulanci za pouziti analgosedace, kterd zmirni nepfijemné pocity.
Béhem koloskopie je mozné odstranit i stfevni polypy nebo odebrat podezielou tkan,
které¢ se dale zasilaji na histopatologické vySetteni (Obrazek 10). Pied timto vySetienim
je dulezita dikladnd piiprava pacienta, aby se zajistilo jeho hladkého priib&hu. Tato
ptiprava zahrnuje doporucené postupy dané Evropskou spolecnosti gastrointestinalni
endoskopie. Mezi né€ patii naptiklad dodrZeni diety s nizkym obsahem vldkniny den pred
vySetfenim a podani polyethylenglykolu v plné déavce, kterd ¢ini 41 a méa za ukol

vyprazdnit a ocistit stfevo.

Koloskopie se provadi rektilné vleZze na boku, pomoci ohebného
videoendoskopu, ktery I¢kati umozni prohlédnout sliznici tlustého stieva. Doba vySetieni
byva okolo dvaceti minut a po dokoncenti je tfeba minimalné ptl hodiny odpocinku. Mezi
dals$i mozné diagnostické postupy se ftadi také zobrazovaci metody jako
je ultrasonografie, vypocetni tomografie btiSni dutiny (CT) nebo rentgen. Tyto
zobrazovaci metody mohou casto odhalit jiz vzniklé metastaze v dalSich orgénech.[30—

32]
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Obrazek 10 Karcinom zachyceny v bioptickém vzorku, zvétSeni 40x

1. Zakladni histologické barveni Hematoxylin-eosin, 2. Specialni barveni PAS, cervené oznacené
oblasti nadorové tkané Zdroj: Vlastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr. Pavlem Hurnikem
Ph.D.

3.9.3 Diagnostika Lynchova syndromu

Diagnostika Lynchova syndromu (LS) spo¢ivd na molekularné genetickém
vySeteni. Genetické vySetfeni se d& provést z krve, tato metoda je vSak nédkladna
a provadi se pouze u pacientll, ktefi maji podezieni na Lynchiv syndrom. Toto podezieni

je u jedinct, ktefi maji prokazany LS v rodinné anamnéze.

K vysetteni nadort a potvrzeni spojitosti s LS se vyuziva:

—

Histologie

2. Imunohistochemické vySetteni DNA MMR proteint
3. Test mikrosatelitni nestability (MSI)

4. Test hypermetylace promotoru genu MLH

5. Test vylouceni mutace BRAF [33]

3.10 Lécba

Lécba kolorektalniho karcinomu je zavisla na moha faktorech, a to predevsim
na stadiu onemocnéni, rozsifeni, typu nddoru a zdravotnim stavu pacienta. Nej€astéjsi
moznosti 1é€by byva chirurgicky zakrok a mezi dalsi se fadi neoadjuvantni a adjuvantni

1écba.
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3.10.1 Endoskopicka 1écba

Pokud je karcinom ve velmi ranném stadiu, mize byt pii screeningové koloskopii
Casto zaménén za nezhoubny polyp a jiz odstranén. Této technice se fikd endoskopicka

polypektomie. Existuje mnoho technik polypektomie, mezi nejCastéjsi z nich patii:

Polypektomie klickou (EPE) — odstranéni stopkatych ¢i plochych polypi vel. 4-9

mm pomoci smycky za studena (cold snare) ¢i za pomoci elektrokoagulace (hot snare).

Endoskopickd mukosni resekce (EMR) — slouzi k odstranéni 1éze, nezasahujici
hluboko do stfevni stény, o velikosti vétsi nez 10 mm pomoci endoskopické klicky.
Pti této metodé se vyuziva podpichu léze, nejCastéji fyziologickym roztokem zabarvenym

methylenovou modfi, ¢imz dojde k odstranéni 1éze od svaloviny.

Endoskopickd submukosni resekce (ESD) — resekéni metoda pomoci jehlovych
nozu se specialné zakoncenou Spickou, kterd brani, aby nliz prosel travici st€énou a opét
se vyuziva podpichu. Touto metodou se odstranuji ploché povrchové 1éze a Siroce

ptisedlé polypy velikosti vétsi nez 20 mm, které jsou rozsifené az do submukosy.

Veskery material je poté zaslan na histopatologické vysetfeni. Jestlize se poté
pii histopatologickém vySetieni potvrdi, Ze se jednalo o zhoubny novotvar, ktery byl zcela
odstranén, je pacient pfedan do nasledné péce a l1écba timto konci. Pokud
se pi1 endoskopii narazi na vétsi polyp, ktery endoskopicky odstranit nelze, mohou byt
z l1éze odstranény pouze vzorky biopsie na histologii. Takhle velky polyp lze poté

odstranit chirurgicky. [34-36]

3.10.2 Chirurgicka lécba

Pokud je karcinom ve velmi ranném stadiu, miZe byt pii screeningové koloskopii
Casto zaménén za nezhoubny polyp a jiz odstranén. V ptipadé, Ze ve stievé zlstavaji
zbytky nadoru, ktery jiz prortsta do hlubsich vrstev stievni stény, musi pacient podstoupit

operaci.

Cilem chirurgického zékroku je odstranéni celého nadoru, kdy je chirurgem
odstranéna postizend ¢ast stieva a ¢ast okolni zdravé tkané, ktera sousedi s nddorem. Této
Casti se fikd tzv. bezpecny lem a zajisti, aby v operovaném useku stieva nezlstaly
nadorové buniky. Spole¢né s touto €asti se odstrani i nejblizsi tukova tkan s lymfatickymi
uzlinami, v§echny odstranéné ¢asti se poté zaslou na histopatologické vysetieni, kde jsou

dale vySetfeny patologem.
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Provadi se bud’ ¢astecna resekce, pfi niz chirurg odstrani pouze Usek zasazeny
nadorem a volné konce se se$iji k sobé, nebo se provede vyvod z tlustého streva
(kolostomie). Pii kompletni resekci tlustého stfeva je pacientovi po zakroku vytvoren
umély vyvod z tenkého stieva tzv. ileostomie. Cilem kazdé operace je vzdy zachovat

co nejdelsi zdravy usek stieva. [37, 38]

3.10.3 Onkologicka lécba

VétSina  pacientlt s diagnostikovanym  kolorektalnim  karcinom podstupuji
onkologickou 1é¢bu razného druhu, miize se jednat o radioterapii, chemoterapii nebo
biologickou lécbu. Dle toho, kdy je terapie pacientovi provedena, se miize rozdélit

na neoadjuvantni a adjuvantni typ. [39]

Neoadjuvantni 1écba, jedna se o zplsob 1écby, kterd se podava pied planovanym
chirurgickym zakrokem, nej¢astéji se provadi u karcinomu rekta. Cilem je nddor zmensit,
pokud je pfili§ rozsahly, tim usnadnit pritbéh operace a dosdhnout provedeni méné
rozsahlého vykonu. V neoadjuvantni terapii se pouziva lé¢ba medikamenty nebo

radioterapie, popiipad¢ jejich kombinace.[39]

Adjuvantni typ 1é€by nasleduje po chirurgickém odstranéni nadoru, kdy je snaha
touto terapii eliminovat mikroskopické metastdzy a pozd€jsi rozvoj recidivy.
V soucasnosti je tento typ podavan pacientim u nadoru ve stadiu III, kdy jsou postizeny
regionalni uzliny. Dale u n¢kterych specifickych nadort ve stadiu 11, zde uzliny postizeny

nejsou, ale jedna se o rozsah nddoru T3 nebo T4 dle TNM klasifikace. [39, 40]
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4. METODICKA CAST

Metodicka ¢ast této prace popisuje laboratorni postupy pouzité ke stanoveni MSI
u kolorektalniho karcinomu. Pro diagnostiku MSI byly vyuzity tii hlavni postupy:
zakladni histologické metody, imunohistochemické metody zamétené na detekci exprese
MMR proteinti a molekularné geneticka analyza MSI. Tyto metody se navzajem dopliuji
aumoziuji presnéjsi diagnostiku. VSechny pouzité postupy odpovidaji standardnim

opera¢nim postupiim (SOP) laboratofe.

4.1 Zakladni histologické techniky

Histologické zpracovéani zahrnuje n€kolik po sobé jdoucich krokd, které ptispivaji
ke spravné diagnostice. Tento proces zahrnuje fixaci, zpracovani v autotechnikonu, zaliti

do parafinu, fezani na mikrotomu a nasledné barveni preparati.

4.1.1 Odbér, fixace a prijem vzorki

Vzorky tkani jsou odebirany biopticky nebo chirurgicky a ihned fixovany
v 4% neutrdlnim pufrovaném formaldehydu po dobu minimalné 24 hodin. Fixace slouZzi
k rychlé denaturaci bilkovin protoplazmy bunék a tkani, kterd ma zabranit vlastni
autolyze. Fixa¢ni roztok musi byt Setrny, dobife pronikat do tkdni a zaroven zachovat
strukturu 1 barvitelnost buné€k. Takto pfipravené vzorky pfichazeji do laboratofe spolu
s fadné vyplnénym priivodnim listem. V laboratofi jsou vzorky zkontrolovany, oznac¢eny

bioptickym c¢islem a nasledné zaevidovany.

4.1.2 Prikrojeni a dalsi zpracovani

Po dostatecné fixaci jsou vzorky zméfeny, popsany a v ptipadé potieby prikrojeny
na vhodnou velikost tak, aby se vesly do plastové komtrky. Aby bylo mozné z dodané¢ho
materidlu pfipravit velmi tenké fezy, musi byt tkan zalitd ve vhodném médiu, nejcastéji
v parafinu. Pfed vlastnim zalitim je v§ak nutné vzorky odvodnit a projasnit, coz se provadi
v tkanovém automatu. Odstranéni vody se provadi pomoci postupné stoupajicich
koncentraci lihobenzinu. Po odvodnéni je nutné tkan zbavit lihobenzinu, jelikoz parafin
se v lihu nerozpousti. Z tohoto diivodu se dale provadi prosyceni latkou, ktera se dobie
misi s lihobenzinem a zaroven rozpousti parafin. Nejcasteji se v laboratofich pouziva

xylen. Ze xylenu jsou vzorky nasledné prosyceny v rozehtatém parafinu, ktery se udrzuje
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v tekutém stavu pfti teploté 56-58°C. Poté probihd vlastni zaliti tkdn€ do ptislusné zvolené
kovové komtrky. Po ztuhnuti parafinu vznikne parafinovy blok, ktery lze uchovat
pro dalsi pouziti 1 nckolik let. Takto piipravené parafinové bloky se fezou
na mikrotomech, pfistrojich urcenych k vytvareni velmi tenkych fezi. Pomoci nich
se nafezou fezy o tloust’ce 2um. Tyto fezy se poté pokladaji na vodni hladinu, aby doslo
k jejich napnuti, anasledné¢ se zvodni hladiny natdhnou na podlozni sklo. Skla
s natahnutymi fezy se dale vlozi do termostatu na 30 min pii teploté 70 °C, kde dochazi

k odstranéni vody a rozpousténi parafinu.

4.1.3 Barveni preparati

Jelikoz je vétSina tkanovych struktur bezbarva, je pro jejich pozorovani
v mikroskopu nutné preparaty obarvit. Pfed vlastnim barveni je potieba fezy zbavit
parafinu, coz se provadi pomoci tfi po sob¢ jdoucich lazni xylenu a nésledné prochazeji

sestupnou fadou lihobenzinu (96%, 80% a 70%) po dobu 10min.

Jako zakladni barveni, které se provadi u vSech preparatd, se pouziva barveni
hematoxylin-eosin (HE). Hematoxylin je bazicky roztok, ktery barvi kyselé struktury jako
je jadro, modfe. Naopak eosin je barvivo kyselé a barvi vSechny zasadité struktury

oranzovo-riazove. (Tabulka 5,0brazek 11)

Tabulka 5 Zakladni barveni — Hematoxylin-Eosin

1. Odparafinovani v xylenu, sestupna rada alkohold a oplach

v destilované vodé

2. Mayeriv hematoxylin 2-3 min

3. Tekouci tepla voda (modrani jader) 10 min

4. Oplach v alkoholu

5. Alkoholicky roztok Eosinu 20s — 1 min
6. Oplach alkoholem

Vysledek barveni: Jadra bunék se barvi modie, cytoplasma a ostatni struktury oranzovo-

razove
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Obrazek 11 Barveni HE, Biopsie ¢ 9777, zvétSeni 100x
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Jadra — modre, cytoplazma a ostatni struktury — oranZovoriizové, cervené oznaceny nddorové
struktury Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr. Pavlem Hurnikem Ph.D.

RN R

Pro stfevni preparaty se v laboratofi ze specidlnich barvicich metod nejcastéji
pouziva PAS (Period Acid — Shiff). Tato barvici metoda se pouzivd k zndzornéni
mukopolysacharidi. (Tabulka 6, Obrazek 12)

Tabulka 6 Specialni barveni — PAS

1. Odparafinovani v xylenu, sestupna fada alkohola

2. Kyselina perijédova 1-5 min
3. Oplach vodou

4. Schiffovo reagens 1-5 min
5. Tekouci tepla voda 10 min
6. Mayeriv hematoxylin 2-3 min
7. Tepla tekouci voda (modrani jader)

Vysledek barveni: PAS pozitivni substance (neutrdlni mukopolysacharidy) barveny

purpurové Cervené, jadra bun¢k modrie
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Obrazek 12 Zakladni a specidlni histologické barveni, zvétSeni 100x
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1. Barveni Hematoxylin-Eosin Jadra — modre, cytoplazma a ostatni struktury — oranzovoriizové,
2. Specialni barveni PAS, Jadra — modre, PAS positivni substance purpurové cervené, cervene
oznaceny nddorové struktury Zdroj: Vlastni zpracovani, snimky poskytnuty MUDr. Paviem
Hurnikem Ph.D.

Po vlastnim barveni nasleduje odvodnéni v postupné stoupajicich koncentracich
lihobenzinu, projasnéni vacetonu a dvou ldznich xylenu. Poslednim krokem
. A r r 17 9 r s ~e r1:
je montovani, které se provadi bud’ pomoci montovaciho automatu za pouziti folie anebo
ruén€. Pii ruénim montovani se jako médium pouzivé solakryl a fez se prekryje krycim

sklem. Takto zhotovené fezy lze poté uchovavat nékolik let.

4.2 Imunohistochemické metody

Principem imunohistologickych metod je priikaz antigent (biomarkerti) pomoci
specifickych priméarnich protilatek. Pokud dojde k navazani protilatky na antigen je tato
reakce povazovana za pozitivni a projevi se barevnym produktem, ktery lze nésledné

pozorovat v mikroskopu.

V laboratoii se vyuziva pristroj VENTANA BMK ULTRA, je wurcen
k automatickému barveni vzorkt pomoci imunohistochemickych ¢i in situ hyridizacnich
¢inidel. Pro priikaz MSI slouzi panel protilatek VENTANA MMR [HC od firmy Roche.
Jedna se o kvalitativni test, ktery slouzi k hodnoceni proteinti opravy chybného parovani
(MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) z parafinovych tezl (Obrdzek 13). Kombinace téchto
protilatek se vyuZziva pravé pii diagnostice Lynchova syndromu. Pro detekci se dale
pouzivaji detekéni panely od firmy Roche a to OptiView DAB IHC a OptiView
Amplification Kit. [45-48]
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Obrazek 13 Imunohistochemické stanoveni MSI, Biopsie ¢ 20443, zvétSeni 200x,
Ventana BMK ULTRA
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1. Ztrdta exprese genu MLHI, 2. zach
MSHG, 4. ztrata exprese genu PMS2, Ztrata exprese — jadernd exprese negativni (modrd),
zachovala exprese — jadernad pozitivita (hnéda) Zdroj: Viastni zpracovani, snimky poskytnuty
MUDr. Pavlem Hurnikem Ph.D.

4.2.1 Protilatky panelu VENTANA MMR IHC

Protilatky obsaZené v panelu VENTANA MMR IHC jsou kombinace mySich
a krali¢ich monoklonalnich protilatek. (Tabulka 7) [45, 46]

Tabulka 7 Panel protilatek VENTANA MMR ITHC

Anti-MLH1 (M1) Mys Jadro Kolorektalni karcinom
. . , Normalni kolorektalni

Anti-PMS2 (A16-4) | Mys Jadro buiiky

Anti-MSH2 (G219- My Tadro Normalni kolorektalni

1129) i buiiky

Anti-MSH6 Kralik Jadro Kolorektalni karcinom
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4.2.2 Detekéni panely

Pti THC stanoveni MSI se vyuzivd kombinace dvou detekénich paneld,

a to OptiView DAB IHC a OptiView Amplification Kit firmy Roche.

OptiView DAB IHC panel (Tabulka 8), je citlivy detek¢ni chromogenni panel,
ktery je schopen detekovat specifické mysi a kralici primarni protilatky vazané
na antigenech tkan¢. Primarni protilatka je lokalizovéana protilatkou sekundérni, na kterou
se dale véaze terciarni protilatka znacend enzymem. Vysledny komplex je nésledné
znazornén pomoci substratu peroxidu vodiku a chromogenu 3,3°-diamiinobenzidin
tetrachloridu (DAB), ktery vytvaii hnédé srazeniny viditelné pod svételnym

mikroskopem. [47]

Tabulka 8 Panel OptiView DAB IHC

OptiView Peroxidase Inhibitor | 3% H>O»

OptiView HQ Universal Linker | HQ znacené protilatky

OptiView HRP Multimer Mys$i monoklonalni tercidrni protilatka

OptiView DAB 0,2 % w/v 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid
OptiView H20: 0,04% H>0>

OptiView Copper siran méd'naty — CuSOs4 (5,0 g/1)

Pro zvySeni detekce se pouziva k tomuto panelu 1 OptiView Amplification Kit
(Tabulka 9). Tento systém zesiluje signal IHC barveni prostfednictvim piidanych
reagencii, a to HQ hapten konjugitu (Amplifier), substratu peroxidu vodiku
(Amplification 3% H>0z) a mysi anti-HQ monoklonalni protilatky znacenou kienovou
peroxidazou — HRP (Amplification Multimer). V piipad¢ aktivace zesilovaciho kroku
jsou na sklicko postupné naneseny reagencie OptiView Amplifier a OptiView
Amplification 3% H20Oz, které se nanesou po aplikaci OptiView HRP Multimer z DAB
detek¢niho panelu. [48]
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Tabulka 9 Panel OptiView Amplification Kit

OptiView Amplifier Tyramid + HQ

Mysi monoklondlni protilatka anti-HQ znacana
HRP protilatkou
OptiView Amplification H202 0,04% H202

OptiView Amplification Multimer

4.2.3 Roztoky pouzivané u pristroje VENTANA BMK ULTRA

V pribéhu procesu jsou pouzity fady roztokd, které napomahaji spravnému
postupu. Dodané roztoky od firmy Roche dochazi bud’ v podobé koncentratt, které
je potieba pied vlastnim pouziti nafedit dle pfislusného fedéni, nebo jako prediedéné

roztoky rovnou k pouziti.

EZ Prep roztok snizuje povrchové napéti vodného roztoku a napomaha uvolnéni

parafinu, a tim provadi deparafinizaci parafinového fezu.

ULTRA LCS je predfedény roztok s funkci kryci vrstvy, ktery slouzi jako
ochrannd bariéra mezi vodnymi reagenciemi a okolnim vzduchem. Jeho tkolem
je zabranit odpafovani, ¢imz udrzuje stabilni vhodné prosttedi pro IHC metody

a hybridiza¢ni reakce in situ.

DalSim reagencii je Reaction Buffer, coz je pufrovaci roztok na bazi TRIS
(trishydroxymethylaminomethan) a jeho hlavnim ukolem je udrzeni vodného prostredi.

Pouziva se k oplachu skel mezi jednotlivymi kroky barveni.

Poslednim pouzivanym roztokem je ULTRA CC1 (Cell Conditioning Solution),
ktery diky svému zasaditému pH a pisobeni zvySené teploty dokaZe rozrusit kovalentni
vazby vzniklé pii fixaci tkané¢ formalinem. Tyto vazby mohou omezit dostupnost

antigentll, coz muze negativné ovlivnit navazani protilatek. [49]

4.2.4 Postup IHC stanoveni

Ptistroj VENTANA BMK ULTRA je komplexni systém, ktery provadi vice krokti
imunohistochemické analyzy. Pozitivn€ nabité sklicko s natahnutym parafinovym fezem
a prislusnou kontrolou se oznaci Stitkem ¢arovym kodem. Sklo se nasledné polozi
na desticku do pfistroje ¢arovym kodem nahoru, pfistroj tento koéd naskenuje a podle

néj automaticky nacte odpovidajici protokol uloZeny v softwaru.
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Prvnim krokem procesu je suseni pii teploté 65 °C a déle deparafinace tkadnového
fezu pti 72 °C, spole¢né s roztokem EZ PREP. Timto procesem dochézi k odstranéni

parafinu a rehydrataci tkan¢.

Dalsim krokem je tzv. odmaskovavani antigenu pomoci roztoku CCI
pro snadnéjsi pfistup protilatek k antigenu. Nésledné se aplikuje primarni protilatka,
ktera je inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 24 min. Po této fazi se zapojuji oba detekéni
kity, které jsou na sebe nalezit¢ navazany. ZavéreCnou Casti procesu je dobarveni
a modrani jader pomoci roztoku hematoxylinu. VSechny kroky probihaji v ptfedepsanych

teplotnich a ¢asovych podminkach, podle doporuceni vyrobce.

Barveni protilatkami se projevuje hnédym jadernym zbarvenim v aktivné
proliferujicich buiikach. Pokud je ztrata exprese genu, hnéd¢ barveni v preparitu

nenachazime.

4.3 Molekularné genetické metody

4.3.1 Princip stanoveni MSI pomoci PCR

Metody stanoveni MSI detekované pomoci PCR a dMMR stanovené pomoci IHC
poskytuji odlisné informace o nddorovych vzorcich. IHC umoziiuje zjistit expresi MMR
proteini ve vzorku, zatimco PCR analyza hodnoti funkénost MMR systému na zakladé
detekce zmén v DNA zpiisobenych ztratou jeho hlavni funkce. Kombinované pouZiti

obou metod mlZe vyrazné zvysit presnost charakterizace nadori. [52]

Pro diagnostiku MSI se pouzivd OncoMate MSI Dx analysis systém, ktery
vyuzivd metody zaloZené na polymerdazové ftetézové reakci (PCR) a kapilarni
elektroforéze, jez umoziuji porovnani alelickych profilti normalni a nadorové tkané téhoz
pacienta. Pfitomnost MSI se prokazuje zménou délky repetitivni sekvenci v nadorové

DNA oproti nenadorové.

Systém pracuje s péti mononukleotidovymi repetitivnimi markery (BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24 a MONO-27) pro ur¢eni MSI a dvéma pentanukleotidovymi
repetitivnimi markery (Penta C a Penta D), které slouzi k ovéteni identity vzorki a detekci

pfipadné kontaminace. [51, 52]

Proces analyzy zac¢ina izolaci DNA ze vzorku fixovanych formalinem a zalitych

v parafinu. Nasledn¢ probihd PCR amplifikace specifickych mikrosatelitnich oblasti,
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pricemz jsou amplifikované fragmenty fluorescencné znaceny a separovany kapilarni
elektroforézou. Vysledky jsou analyzovany pomoci softwarovych nastroji
GeneMapper®, ktery umoznuje automatickou klasifikaci genotypt a interpretaci MSI.

[51,52]

Nestabilita markeru je definovana detekci alely, ktera se lisi velikosti alespon
02,75 bp (part bazi) oproti alele referen¢ni v nenddorové tkani. Vzorek nadoru
je povazovan za MSI-H, pokud jsou nestabilni alespon dva markery. Pokud je stabilita
ve vSech markerech, nebo dojde k nestabilit¢ méné nez dvou, je vzorek oznac¢ovan jako

MSS.

Presnost analyzy je zajiSténa pouzitim interniho standardu pro korekci velikosti

fragmentl a kontrolou shody mezi nddorovou a nenddorovou tkédni pacienta. [51, 52]

4.3.2 Postup stanoveni MSI pomoci PCR

Jednotlivé reagencie z Kitu OncoMate MSI Dx analysis systém se rozmrazi pii
pokojové teploté a stoci se v centrifuze. Prvnim krokem pro analyzu je pfiprava PCR
master mixu, pomoci tabulky, na zékladé této tabulky se pfipravi potfebné mnozstvi
(Tabulka 10). Pfed pipetovanim je potieba, aby se vSechny reagencie intenzivné

vortexovaly po dobu 3 sekund.

Tabulka 10 Piiprava PCR Master mixu pro 1 reakci

Water, Amplification Grade 4 ul
OncoMate MSI 5X Master Mix 2ul
OncoMate MSI Primer Mix 2 ul
Templatova DNA (0,5 ng) 2 ul

Pfipraveny Master mix se nasledn¢ promicha vortexovanim a kratce centrifuguje.

Poté se do PCR zkumavek pipetuje 8 ul této smesi.

Jednotlivé vzorky DNA se centrifuguji a umisti do pfipravného stojanku.
Ke kazdé zkumavce se pfidd 2 ul DNA a tim se dosdhne celkového objemu 10 pl.
Kontrolni vzorky se fedi na koncentraci 0,5 ng/ pul pomoci Water Amplification Grade.
Po uzavieni zkumavek nésleduje kratkd centrifugace, poté jsou vzorky umistény

do termocykleru a je spustén ptislusny program termocyklovani (Tabulka 11).
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Tabulka 11 Program termocyklovini

Denaturace 1 96 °C 1 min
96 °C 10s
Cyklovani 29 58 °C 1 min
72 °C 30s
Finalni extenze 1 60 °C 10 min
Chlazeni 1 4°C -

Dalsi fazi je fragmentacni analyza, pfed jejim zahdjenim je potieba rozmrazit
a kratce centrifugovat Hi-Di formamid a velikostni standard Size Standard 500.
Smichanim téchto reagencii se ptipravi denatura¢ni smés, kdy se napipetuje 9,5 ul Hi-Di
formamid a 0,5 pl Size Standard 500. Smés se dikladné vortexuje a kratce centrifuguje.
Takto pfipravena smés se rozdéli do pfipravenych zkumavek a ptida se ke kazdé 1 pl
PCR produktu. Vzorky jsou opét vortexovany, kratce centrifugovany a nasledné

preneseny do termocykleru, kde probiha denatura¢ni program (Tabulka 12).

Tabulka 12 Denaturacni program

Denaturace 1 95 °C 3 min
Chlazeni 1 4 °C 5 min
Chlazeni 1 4 °C -

Po denaturaci se obsah mikrozkumavek ptenese do desticky pro geneticky
analyzator ABI 3130, a to v potadi odpovidajicim vzorkim. Desticka je nasledné kratce
centrifugovdna, vloZena do analyzitoru a propojena s odpovidajicim protokolem

v systému. Analyza se provadi metodou kapilarni elektroforézy

4.3.3 Princip stanoveni hypermetylace promotoru

Pro vylouceni Lynchova syndromu se provadi molekularné genetické vysetieni
hypermetylace promotoru MLH]1 z parafinového fezu. Jedna se o real-time PCR metodu,
kterd je vysoce citliva, specificka, a umoziuje detekci a kvantifikaci cilovych sekvenci

DNA. [53-55]
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Tato metoda je zaloZena na tfech zakladnich krocich, a to extrakci nukleovych
kyselin, chemické modifikaci DNA bisulfitem a nasledné amplifikaci specifickych

sekvenci pomoci fluorescencné znacenych sond TagMan. [53-55]

Modifikace DNA pomoci bisulfitu zplisobi pfeménu nemetylovanych cytosinti
na uracil, zatimco metylované cytosiny jsou ptfed pfemeénou chranény a ziistavaji

nezménéné. To umoziuje jejich detekci pii PCR. [53-55]

Principem metody je vyuziti TagMan sondy, ktera obsahuje fluorescencni barvivo
a zhaseci molekulu. Tato sonda se béhem PCR vaZze na specifickou sekvenci DNA, ktera
je ohrani¢ena primery. Pfi syntéze nového fetézce DNA polymerdzou dojde k degradaci
sondy, uvolnéni fluoroforu od zhaseci molekuly a nasledn¢ k emisi fluorescence, ktera

je detekovana v redlném case. [53-55]

Pro vyhodnoceni analyzy se pouziva hodnota Ct (tzv. prahovy cyklus PCR), tato
hodnota ptedstavuje pocet cyklia PCR, pii kterém fluorescence pirekroci detekéni prah.
Pti vyhodnoceni real-time PCR plati, ze ¢im niz§i hodnota Ct, tim vétsi mnozstvi cilové

sekvence. [53-55]

4.3.4 Postup stanoveni hypermetylace promotoru

Pro analyzu se pouzivd MLHI1 Methylation Analysis Kit od firmy Genmark
(Tabulka 13), tento kit umoznuje detekci methylovanych oblasti DNA. Soucasti soupravy

je také vnitini kontrola, ktera slouzi k ovéteni spravnosti reakce.

Tabulka 13 Obsah MLH 1 Methylation Analysis Kit

4x MLH]1 Primer Probe Mix iAmphﬁkac.nvl 2’1 detek¢ni oligonukleotidy,
Sablona vnitini kontroly

2x Master Mix DNA polymeraza + pufr s ANTPs

Voda bez RNazy Pro negativni kontrolu templatu

Pozitivni kontrola (100% methylovana
DNA)

Kalibrator MLH1 (Methylated DNA) Smés syntetickych sekvenci

Smés syntetickych sekvenci

Ptiprava reakce probiha v celkovém objemu 20ul na vzorek a tato reakéni smés
obsahuje 2X Master Mix, specifickou smés primerli a sond pro MLHI, a bisulfidové

upravenou DNA nebo kontrolni vzorek.
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Pted vlastnim pipetovanim jsou vSechny slozky zcentrifugovany a rozmrazeny
pfi laboratorni teploté, aby se zajistila jejich homogenita. Smés je nasledné pipetovana
do PCR desticky, ktera se uzavie lepici folii, poté je kratce centrifugovana a umisténa

do pfistroje pro real-time PCR.

PCR reakce za¢ind pocatecni denaturaci vzorku pti 95 °C po dobu 15 min. Poté
program probihd ve 45 cyklech amplifikace, pficemz kazdy cyklus zahrnuje
20sekundovou denaturaci pii 95 °C a annealing pti 60 °C po dobu 1 min. Fluorescen¢ni
signal je béhem kazdého cyklu sniman, coz umoziiuje sledovani prubéhu reakce

v realném cCase.
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4.4 Vysledky

Celkem za rok 2023 bylo v laboratofi ¢. 1 vySetifeno MSI u 186 pacientt, z toho
bylo 73 zen a 113 muza. V laboratofi €. 2 bylo vySetteno MSI u 107 pacientd, z toho bylo
53 Zen a 54 muzl. (Graf 1)

Graf 1 Pocet Zen a muZii v jednotlivych laboratoiich
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V laboratofi €. 1 je nejvice osob ve vékové kategorii 65-75 let (Graf 2), zatimco
v laboratofi ¢. 2 je vékové rozlozeni rovnomérnéjsi, s vétsim zastoupenim mladsich

1 starSich skupin. (Graf 3)

Graf 2 Vekové zastoupeni — laboratoi C.1
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Dle morfologie byly v obou laboratofich nadory klasifikovany jako karcinomy
mucindzni a adenokarcinomy, které se vyskytovaly ve vétSin€. V laboratoti ¢. 1 bylo
diagnostikovano 180 adenokarcinomli a 6 mucindznich karcinomu, v laboratofi ¢.2

se jednalo o 102 adenokarcinomil a 5 mucindznich karcinomu. (Graf 4)

Graf 4 Srovndni poctu adenokarcinomii a mucinoznich karcinomii
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V laboratofi €. 1 byla pfi IHC vySetieni prokazana nejcastéjsi ztrata exprese genu
MLHI] (15 ptipadit), zatimco v laboratofi €. 2 bylo téchto pfipadi o 3 méné (12 ptipadit).
U genu PMS?2 byla situace opacnd, vice pfipadl bylo zaznamenano v laboratofi ¢. 2 (11
pfipadl) oproti laboratofi €. 1, kde bylo 9 ptfipadi. Ztrata exprese genu MSH2 byla
zaznamenana pouze Vv laboratofi ¢.2 (2 ptipady), zatimco ztrata MSH6 byla pfitomna

jen v laboratofi €.1 (1 ptipad). (Graf 5)

Graf 5 Porovnani vyskytu ztrdty exprese u jednotlivych genii
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V laboratofi €. 1 se ztrata exprese MMR genu vyskytla pfevazné ve vekové
skupiné 70-79 let (10 ptipadll), méné Casto pak ve skupiné 60-69 let (3 ptipady) a poté
ve skupiné 80-89 let (2 ptipady). (Graf 6) V laboratofi €. 2 byla ztrata exprese rozloZena
rovnomérnéji mezi Sir$i vékové rozmezi, nejéastéji se vSak vyskytovala ve skupinich
50-59 let, 70-79 let a 80-89 let (po 4 ptipadech), zatimco v mladsich vékovych
kategoriich byla pfitomna pouze po 1 ptipadu. (Graf 7)

Graf 6 Zavislost vyskytu ztrdaty exprese na véku pacientit — Laborato¥ ¢.1
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Graf 7 Zavislost vyskytu ztrdty exprese na véku pacientit — Laboratoi ¢.2
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V laboratofi ¢.1 byla hypermetylace promotoru vysetfena u 13 pacientti, z toho
byla u vSech prokazéana hypermetylace promotoru. V laboratoti ¢ 2 byla hypermetylace
vySetfena u 8 pacientli, u vSech se prokézala hypermetylace. Déle se v laboratofi €. 2
u vSech pacienti provedlo molekularné genetické vySetieni, kde u 3 pacientii byla

prokazana stabilita a u 5 pacientl se jednalo o nestabilitu. (Graf 8)

Graf 8 Vysetieni hypermetylace promotoru MLH1

Hypermetylace
14 13 13
12
10
8 8

8

6 5

4 3

2 l

0

Celkem Pozitivni Stabilni Nestabilni

W Laborator ¢.1 m Laborator ¢.2

50



Molekularne genetické vySetfeni se provadélo pouze v laboratofi €. 2, toto
vySetfeni se provadélo celkem u 18 piipadu, z toho 10 pfipada vyslo jako mikrosatelitné

stabilni karcinomy a u 8 ptipadil byla prokdzana mikrosatelitni nestabilita. (Graf 9)

Graf 9 Molekularné genetické vysetieni MSI v laboratoii ¢.2
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Na zékladé molekularné genetického vySetfeni v laboratofi ¢. 2 bylo zjisténo,
ze nejvice pacientd s Lynchovym syndromem bylo ve véku 70-79 let (5 ptipadd), dale
byly 2 ptipady ve véku 80-89 let a 1 ptipad v kategorii 50-59 let. (Graf 10)

Graf 10 Zavislost vyskytu Lynchova syndromu na véku v laboratori ¢.2
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5. DISKUZE

V poslednich letech je kladen stale vétsi diraz na terapii tzv. ,,Sitou na miru®,
a proto se pri diagnostice  kolorektadlniho  karcinomu stava  dualezité
jak imunohistochemické (IHC), tak molekularné genetické vysetieni, na zakladé, kterého

se voli specificka 1écba. Detekce MSI tak hraje diilezitou roli pfi vybéru terapie.

Cilem prace bylo seznamit se s metodikou stanoveni MSI pomoci
imunohistochemie a molekularni genetiky, a nasledné srovnat vysledky stanoveni MSI

u dvou referen¢nich laboratofi.

Pti sbéru dat z obou laboratofi bylo patrné, ze vyssi zastoupeni kolorektalniho
karcinomu se objevuje ¢astéji u muzd nez u zen, coZ potvrzuje i studie zaméfena

na klinické a genetické charakteristiky Lynchova syndromu. [56]

Kolorektalni karcinom je jedno znejcastéjSich nadorovych onemocnéni.
Dle studie Boland (2010) je popisovana MSI u 15 % vsSech kolorektalnich karcinomd,
3% znich jsou spojeny s Lynchovym syndromem, zbylych 12 % je zptsobeno
sporadickou hypermetylaci promotoru MLH 1. VétSina kolorektalnich karcinoma s MSI
ztratila expresi MLH1 a PMS?2. Coz je v souladu s nami zjisténymi daty, kde v laboratofti
¢. 1 to bylo 15 pacientil z celkového poctu 186 a v laboratofi €. 2 15 pacientti ze 107. [61]

Pti porovnavani MSI metodiky mezi vybranymi laboratofemi byly zjistény
odli$né postupy. V piipadé€ ztraty exprese MLHI detekované pomoci IHC bylo v obou
laboratofich nésledné¢ provedeno molekularné genetické vySetteni hypermetylace
promotoru  MLHI. Zatimco laboratof ¢.1 pii pozitivnim ndlezu hypermetylace
klasifikovala nador jako sporadicky, laboratof €.2 provedla navic i testovani MSI pomoci
PCR. Na zéklad¢ tohoto vySetieni byla hypermetylace detekovana jak u néadorh
sporadickych, tak i u Lynchova syndromu. Tato skute¢nost je podpofend také studii
Moreira et al. z roku 2015, ktera uvadi, Ze hypermetylace promotoru MLHI se vyskytuje
az u 15 % ptipadi Lynchova syndromu. [57] Z tohoto divodu by bylo vhodné,
po konzultaci s klinickym genetikem, doplnit stanoveni MSI také metodou PCR, které
je doporuc¢eno i1 na zdkladé mezinarodni smérnice CAP Bartley et.al. 2022. [63]
Pro zlepSeni diagnostiky je dale mozné stanoveni mutace genu BRAF, na coz také
poukazuje studie Moreira et al. z roku 2015 prokazujici pfitomnost mutace genu BRAF

u sporadického karcinomu. [57] Dle mezinarodni smérnice CAP Shannon 2018 [64],
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kde je uvedeno, Ze pii ztraté¢ exprese MLH1 a/nebo PMS2 by vySetfeni mutace genu

BRAF mohlo usnadnit rozliSeni sporadického karcinomu od Lynchova syndromu.

Ve studii Hampel et al. (2005) [58] byla nejcastéji zjiSténa mutace v genu MSH?2,
nasledované mutacemi v MLHI. Zatimco v datech z laboratofe ¢. 2 byly u pacienta
s Lynchovym syndromem zachyceny pouze mutace v genu MLHI. OdlisSnost mohla
byt zplisobena naptiklad velikosti vysSetifovaného souboru, kde u studie Hampel et al.

(2005) bylo 23 subjekti s LS, zatimco v laboratofti €. 2 bylo 8 pacientd.

Nejvyssi vyskyt Lynchova syndromu v laboratofi ¢. 2 byl zaznamenan ve vékové
kategorii 70-79 let. Vyskyt vSak byl pozorovan i u jednoho z mladSich pacientii
ve vékovém rozmezi 50-59 let v pokrocilej$im stadiu, kdy byl karcinom klasifikovan jako
pT3. Studie Durhuus et al. vydana v roce 2021 [59] uvadi, Ze Lynchliv syndrom se mize
vyskytnout i1 u pacientl mladsSich 40 let. Tito jedinci mivaji lepsi progndzu, ale zaroven

byva nador zachycen v pokrocilejsim stadiu. [59]

V laboratoii ¢. 1 byla zastizena ztrata exprese genu ve vysSim véku, zatimco
v laboratofi €. 2 byl veék pacientii rozptylen ve vSech vékovych kategorii od 30-89 let.
Podle real-word studie Yamada (2021) [62] bylo potvrzeno, Ze se ztrata v MMR genech
vyskytuje jak u mladsich, tak u starSich pacientti. U pacientii s Lynchovym syndromem
a souvisejici mutaci MSH6 je medidn veéku pii diagndze o deset let vyssi nez u nositeli

mutace MLH1 a MSH2, na coZ upozornili v téze studii. [62]

Zastoupeni pacientd vysSi vekové kategorie miize byt zplsobeno pozdni

diagnostikou, ¢asto aZ po rozvoji klinickych ptiznaki nddorového onemocnéni. [60]
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6. ZAVER
Tato prace je zaméfena na porovnani metodiky a vysledkd stanoveni

mikrosatelitni instability ve dvou referenCnich laboratofich, a to jak pomoci

imunohistochemickych, tak molekularn¢ genetickych metod.

Na zaklad¢ ziskanych dat bylo zjisténo, ze pristup k diagnostice se muze liSit
dle nastavenych kroka v jednotlivych laboratofich. Vysledky poukazuji na dilezitost
kombinace imunohistochemického a molekularné genetického vyseteni, a to predevSim
v ptipadech, kde je podezieni na Lynchiiv syndrom. Mohou také podpofit tvahy

o sjednoceni nékterych diagnostickych postupt.

Zajimavym zjisténim bylo, ze u pacientti s LS byla detekovana hypermetylace
promotoru genu MLHI1, kterd byva obvykle povazovéna za znak sporadického
karcinomu. Toto zjiS§téni poukazuje na to, Zze samostatnd pfitomnost hypermetylace

nemusi LS jednoznacné vyloucit a potvrzuje tak vyznam SirSiho diagnostického postupu.

Pro budouci vyzkum by bylo ptfinosné analyzovat vétsi soubor dat a rozsifit
vySetfeni také o detekci mutaci v genu BRAF, které by mohlo pfispét k rozliSeni
sporadického karcinomu od LS. Na zakladé toho by bylo vhodné zvazit i vyuziti
protilatky pro imunohistochemickou detekci této mutace, kterou spole¢nost Roche nabizi

jako soucast kitu pro stanoveni MSI.
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LABORATOR .2
A= adenokarcinom KMUC = karcinom mucindzni LS = Lynchiiv syndrom
[-] = ztdta exprese genu  (+) = zachovald exprese genu
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