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ABSTRAKT 

Autor: Marie Brachaczková 

Název: Mikrosatelitní instabilita karcinomů tlustého střeva a komparace hodnocení dvou 

pracovišť  

Bakalářská práce  

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Studijní obor: Laboratorní diagnostika ve zdravotnictví 

Kolorektální karcinom patří mezi nejčastější nádorová onemocnění a jeho správná 

diagnostika hraje velmi důležitou roli ve volbě následné léčby. Mikrosatelitní nestabilita 

je jedním z důležitých markerů, který pomáhá odlišit sporadické karcinomy 

od hereditárních forem, jako je Lynchův syndrom.  

Cílem této práce je seznámit se se stanovením MSI u kolorektálního karcinomu 

a porovnat statistické výsledky dvou pracovišť.  

Teoretická část této práce se zaměřuje na charakteristiku kolorektálního karcinomu, jeho 

souvislost s mikrosatelitní nestabilitou a diagnostické metody. Metodická část popisuje 

postupy stanovení. Zaměřuje se na metody, které byly použity, a to základní histologické 

zpracování vzorků, imunohistochemické vyšetření MSI a následně molekulárně 

genetické testování MSI pomocí PCR společně se stanovením hypermetylace promotoru 

genu MLH1. Stanovení byla prováděna na vzorcích střevní tkáně pacientů 

s diagnostikovaným kolorektální karcinomem. 

Celkem bylo vyšetřeno 293 pacientů v rámci dvou laboratoří, u kterých se stanovovala 

mikrosatelitní instabilita. Z toho bylo identifikováno 30 pacientů se ztrátou exprese 

v MMR (mismatch repair = oprava chybného párování bází), přičemž Lynchův syndrom 

byl potvrzen u 8 pacientů – a to pouze v jedné z laboratoří. U ostatních byl karcinom 

diagnostikován jako sporadický. Výsledky poukazují na rozdíly ve stanovení mezi dvěma 

laboratořemi a současně na výskyt hypermetylace promotoru MLH1 i u pacientů 

s Lynchovým syndromem.  

Závěr této práce zdůrazňuje důležitost vhodné volby metody pro stanovení MSI a potřebu 

standardizace laboratorních kroků. Za přínosné by bylo zvážit i doplnění diagnostiky 
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o vyšetření mutace genu BRAF, které může pomoct potvrdit sporadický původ 

karcinomu.  

Klíčová slova: kolorektální karcinom, mikrosatelitní nestabilita, Lynchův syndrom, 

HNPCC, hypermetylace promotoru, imunohistochemie, molekulární genetika 
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ABSTRACT 

Author: Marie Brachaczková 

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

workplaces 

Bachelor thesis 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

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 MLH1 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 



10 
 

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. ÚVOD 

Karcinomy tlustého střeva patří mezi nejčastější maligní onemocnění v České 

republice i v Evropě. Kolorektální karcinom, vycházející z epitelových buněk tlustého 

střeva, může být genetického původu nebo se může rozvinout sporadicky v důsledku 

působení vnějších a vnitřních faktorů. Klíčovou roli v prevenci a léčbě hraje screening, 

který umožňuje včasný záchyt onemocnění a tím i lepší prognózu pacientů. 

Mikrosatelitní instabilita (MSI) je charakterizována selháním DNA opravných 

mechanismů. Tyto mechanismy fyziologicky opravují chyby vznikající při replikaci 

DNA.   MSI je přítomna u významného procenta karcinomů tlustého střeva a její analýza 

má zásadní význam nejen v diagnostice, ale také při volbě následné léčby.  

Stanovení MSI je využíváno nejvíce u hereditárních forem kolorektálního karcinomu 

jako je Lynchův syndrom, kde správná diagnostika pacientů umožňuje jejich cílenou 

léčbu. Včasné zachycení Lynchova syndromu je důležité také z hlediska rodinné 

anamnézy, neboť umožňuje sledování ohrožených rodinných příslušníků. V praxi 

se ke stanovení MSI využívá imunohistochemická metoda, sledující ztrátu exprese genu, 

dále pro komplexnější a přesnější analýzu se provádí i molekulárně genetické stanovení.  
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2. ZADÁNÍ – CÍL PRÁCE 

Cílem této bakalářské práce je analyzovat mikrosatelitní nestabilitu (MSI) 

u kolorektálního karcinomu a porovnat výsledky jejího stanovení mezi dvěma 

referenčními laboratořemi. Důraz práce je kladen především na metody 

imunohistochemického a molekulárně genetického stanovení. Mezi dílčí cíle práce patří:  

1. Charakterizovat klasifikaci nádorů, jejich diagnostiku a léčbu.  

2. Definovat mechanismy vzniku MSI a její souvislost s Lynchovým syndromem 

a dalšími typy hereditárních a sporadických karcinomů. 

3. Naučit se metodiku stanovení MSI pomocí imunohistochemie a molekulární 

genetiky.  

4. Srovnat výsledky dvou referenčních laboratoří a statistické vyhodnocení rozdílů 

ve stanovení MSI v obou laboratořích.  
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Tlusté střevo 

Tlusté střevo je 1 – 1,5 m dlouhá a 5–8 cm široká, konečná část trávicí trubice 

navazující na střevo tenké. Jeho hlavní funkcí je skladování a schopnost regulovat zpětné 

vstřebávání vody a elektrolytů z nestrávené potravy, a tím následně ovlivnit konzistenci 

stolice. [1] 

3.1.1 Anatomie 

Tlusté střevo svým průběhem v břišní dutině obkružuje střevo tenké a jako celek 

se skládá celkem ze 6 částí, a to: 

1. Slepé střevo (caecum) 

2. Vzestupný tračník (colon ascendens) 

3. Příčný tračník (colon transversum) 

4. Sestupný tračník (colon descendens) 

5. Esovitá klička (sigmoideum) 

6. Konečník (rectum) 

Slepé střevo je první částí, umístěné v pravé kyčelní jámě, vystupuje 

z něj červovitý přívěsek (appendix), který obsahuje větší množství lymfatické tkáně 

a má imunologickou funkci. Tračník se skládá ze čtyř částí a je nejdelší částí tlustého 

střeva. Vzestupný tračník svou zadní plochou srůstá s břišní stěnou a vede po pravé straně 

směrem pod játra, kde se stáčí doleva a pokračuje jako příčný, který dále pokračuje 

pod slezinou. Sestupný tračník poté vede směrem dolů do levé kyčelní jámy,  

kde na něj navazuje esovitá klička vstupující do pánve. Konečník je poslední úsek trávicí 

trubice probíhající před kostí křížovou, z lidského těla ústí řitním otvorem (anus). [2, 3] 

Tlusté střevo je rozeznatelné od tenkého, pomocí útvarů, které se nacházejí 

na stěně tlustého střeva. Jedná se o tzv. haustra, taenie coli, appendices omentales. 

Haustra představují vyklenutí stěny, které je dáno činností kruhové a podélné svaloviny, 

díky nimž se může posouvat střevní obsah.  Taeniae jsou zesílené pruhy podélné 

svaloviny na povrchu, které se nazývají dle toho, na které části tračníku se nachází. Patří 

zde taenia mesocolica, taenia omentalis a taenia libera. Appendices omentales jsou 
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tukové výčnělky viscerálního peritonea na povrchu střeva. Sliznice tračníku je bledé 

barvy  

a bez přítomnosti klků; na vnitřním povrchu se nacházejí příčné poloměsíčité slizniční 

řasy (plicae semilunares). [3, 4] 

Arteriální zásobení tlustého střeva je zajišťováno především dvěma hlavními 

větvemi, a to horní a dolní mezenterická artérie. Horní (a. mesenterica superior) zásobuje 

pravou polovinu střeva a skládá se ze tří větví, arteria ileocolica zásobující terminální 

ileum a caecum, arteria colica dextra pro colon ascendens a arteria colica media 

pro pravou část colon transversum. Dolní mezenterická arterie (a. mesenteruca inferior) 

zásobuje levou stranu. Mezi její hlavní větve patří arteria colica sinistra pro levou část 

příčného tračníku a sestupný tračník, arteria sigmoideae zásobující esovitý tračník 

a arteria rectalis superior, která zásobuje horní část rekta. Další důležitou tepnou 

je arteria illiaca interna, která se větví do arteria rectalis media a inferior, zásobující 

zbylou část konečníku. [3] 

Žilní odtok je zajišťován prostřednictvím portální žíly (vena portae). Vena 

mesenterica superior odvádí krev pomocí žilních přítoků z céka, vzestupného 

a sestupného tračníku, spojuje se s vena lienalis za vzniku vena portae. Vena mesenterica 

inferior vede krev ze sestupného tračníku, esovitého tračníku a horní části rekta, napojuje 

se a vena lienalis, která se vlévá do portální žíly.  

Lymfatický systém střeva hraje zásadní roli pro imunitní funkci a odtok lymfy 

z trávicího traktu. Mezi lymfatické uzliny zahrnujeme nodi lymphatici ileocolici, jejímž 

cílem je odvádět lymfu z terminálního ilea, caeka, appendixu a začátku colon ascendens. 

Zbylou část colon ascendens odvádějí nodi lymphatici colici dextri, nodi lamphatici colici 

medii zajišťují drenáž z 2/3 colon transversum a nodi lymphatici colici sinistri zbytek 

colon transversum, colon descendens a colon sigmoideum. Odtok lymfy z rekta probíhá 

díky nodi mesenterici inferiores, nodi lamphatici iliaci interni a nodi lymhatici 

pararectales. Míza ze všech uzlin se vlévá do trunci intestinales a dále do hrudního 

mízovodu (ductus thoracicus). [3] 

3.1.2 Histologie 

Stěna tlustého střeva je složena ze čtyř vrstev. Luminálně je sliznice 

(tunica mucosa), pod ní se nachází podslizniční vazivo (tela submucosa), poté svalovina 
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(tunica muscularis) a nejsvrchnější vrstva je seróza, případně adventicie 

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

Tunica mucosa má hladký povrch a nenese klky. S výjimkou anální části tvoří 

po celé délce hluboké Lieberkühnovy krypty, které jsou vystlané jednovrstevným 

cylindrickým epitelem, vykazujícím resorpční vlastnosti. Součástí epitelu jsou resorpční 

buňky (kolonocyty), velké množství buněk pohárkových, enteroendokrinní a také 

M buňky. [3–5] 

Podslizniční vazivo tvoří řídké kolagenní vazivo a obsahuje cévní a nervovou 

pleteň.  

Svalová vrstva se skládá z vnitřní cirkulární a vnější longitudinální vrstvy, mezi 

kterými se nachází nervová pleteň. Na povrchu v průběhu tlustého střeva tvoří podélná 

vrstva svaloviny zesílení v podobě tří pruhů nazývajících se taeniae coli. V oblasti rekta 

je cirkulární vrstva silnější a vytváří vnitřní anální svěrač. 

Většina povrchu střeva je kryta serózou, jedná se o vrstvu subserózního vaziva 

pokrytou mezotelem. V průběhu střeva formuje tukové přívěsky (appendices omentales). 

Retroperitoneální a subperitoneální část tlustého střeva pokrývá adventitie, tvořená 

řídkým kolagenním vazivem, která tyto části spojuje s okolními orgány a zadní břišní 

stěnou. [3–5] 

3.2 Neoplázie a syndromy tlustého střeva 

Kolorektální karcinom (CRC) patří mezi zhoubné onemocnění tlustého střeva 

a konečníku, patří mezi jedno z nejčastějších maligních onemocnění mužů i žen. Jedná 

se o onemocnění, jehož vývoj může být geneticky podmíněný, ale na jeho vzniku 

a rozvoji se podílí také řada dalších rizikových faktorů endogenního i exogenního 

původu. 

Mezi faktory vnějšího prostředí se dá mimo jiné zařadit nedostatek pohybu, 

kouření, konzumace alkoholu a nevhodné stravovací návyky. Zásadní vliv rozvoje 

malignity hraje genomová nestabilita, která způsobí trvalou poruchu genetického 

vybavení buňky tlustého střeva.[4] 
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3.2.1 Epidemiologie kolorektálního karcinomu 

Výskyt kolorektálního karcinomu v Evropských zemích přesahuje až 400 000 

případů za rok, z čehož přibližně 200 000 pacientů zemře. Dle databáze ECIS (European 

Cancer Information Systém) nejvyšší četnost nemoci v roce 2022 byla v Dánsku v této 

zemi je 113,2 ASR (age standardised ratio) na 100 000 obyvatel, zatímco v České 

republice bylo 70,5 ASR na 100 000 obyvatel. (Obrázek 1) [6] 

Obrázek 1 Incidence kolorektálního karcinomu v EU 2022 [6] 

 

Úmrtnost byla nejvyšší v Řecku s 53,1 ASR, Maďarsku s 51,2 ASR či Slovensku 

kde bylo 48,8 ASR, v Česku v roce 2022 byl stav 33,4 ASR na 100 000 obyvatel, 

čím se zařadilo na 11 místo. (Obrázek 2)[6] 
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Obrázek 2 Mortalita kolorektálního karcinomu v EU 2022[6] 

 

Dle národního onkologického registru (NOR) je ročně v České republice nově 

diagnostikovaných pacientů s kolorektálním karcinomem kolem 7 700 z čehož přibližně 

3 400 pacientů zemře. Na základě výsledků se ukazuje výskyt tohoto onemocnění 

a následné úmrtí vyšší u mužů než u žen. (Obrázek 3)[7] 

Obrázek 3 Incidence a mortalita pro muže a ženy Zdroj: Národní onkologický registr 

ČR ÚZIS ČR Převzato z: Kolorektální karcinom Petruželka L. (2018)[7] 
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CRC se může vyskytovat po celé délce tlustého střeva, převážně však se nachází 

v rektosigmoideální oblasti. [7] 

3.3 Klasifikace kolorektálních neoplázií 

Pařížská klasifikace povrchových lézí 

Pro diagnostiku je důležitý popis, jak neoplázie vypadají. Tuto klasifikaci určuje 

klinik na základě morfologického vzhledu lézí, které vidí pomocí endoskopického 

vyšetření. Velikost léze je jeden z důležitých znaků, dle kterého lze usuzovat riziko 

maligního zvratu. Jako adenom s maligním potenciálem lze označovat tzv. pokročilý 

adenom, jedná se o lézi vel. 10 mm a větší, s více vilózní částí. Pařížská klasifikace 

zařazuje léze do čtyř kategorií dle toho, zda zasahují hlouběji než do submucosy (Tabulka 

1). [8] 

- Polypoidní léze 0-I, dělí se na přisedlé (0-Ip) a stopkaté (0-Is). 

- Nepolypoidní typ (0-II) popisuje lézi nižší než 2,5 mm, tato léze může být dále 

rozdělena na povrchově vyvýšenou (0-IIa), plochou (0-IIb) a povrchově vkleslou 

(0-IIc).  

- Léze vkleslá (0-III) 

- Smíšené léze jsou nejčastějším typem, jedná se o povrchově vkleslou lézi 

s vyvýšenými okraji (0-IIc + 0-IIa) a povrchově vyvýšenou lézi s vkleslinou 

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

Tabulka 1 Pařížská klasifikace povrchových lézí. Převzato z: Endoskopická klasifikace 

neoplázií tlustého střeva a konečníku (2014) [8] 

Pařížská klasifikace povrchových lézí 

Typ Skupina Morfologie 

Polypoidní 
0-Ip Stopkaté 

0-Is Přisedlé 

Nepolypoidní 

0-IIa Povrchově vyvýšené 

0-IIb Ploché 

0-IIc Povrchově vkleslé 

Nepolypoidní vyhloubené 0-III Vyhloubené 

Smíšené Př. 0-IIa + 0-IIc  
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Hlavním cílem klasifikace je předpovědět riziko submukózní invaze a postižení 

lymfatických uzlin. U typů 0-IIc dochází poměrně často k invazi do submukózy. [8] 

Histopatologický stupeň neboli grade, se určuje při histolopatologickém vyšetření 

a popisuje buněčné změny a schopnost nádoru tvořit struktury podobné původní tkáni 

(diferenciace) nebo produkovat látky typické pro tuto tkáň. Tento klasifikační systém 

hodnotí abnormálnost buněk a poskytuje informace o rychlosti růstu a tvorbě metastáz. 

Čím větší je rozdíl mezi zdravými a nádorovými buňkami (tzn. čím méně jsou 

diferenciované), tím je nádor agresivnější. [9] 

Tento klasifikační systém lze rozdělit do 5 stupňů: 

1. GX – stupeň diferenciace nelze hodnotit 

2. G1 – dobře diferencovaný 

3. G2 – středně diferencovaný 

4. G3 – nízce diferencovaný 

5. G4 – nediferencovaný  

Pro zjednodušení se nádory označují jako low-grade, jedná se o nádory nízkého 

stupně (G1, G2), rostoucí pomaleji a nádory vysokého stupně neboli high-grade (G3, G4). 

[9, 10] 

TNM/TNM klasifikace 

TNM klasifikace je celosvětově uznávaný systém, který slouží k popisu rozsahu 

nádoru (staging) a určení stádia onemocnění a jeho případné šíření v těle pacienta. Také 

poskytuje informace pro pacientovu prognózu a pomáhá u hodnocení výsledků léčby. 

Existují dva typy klasifikace, klinická a patologická. Klinická, označována jako TNM 

(cTNM), je postavena na základě klinických informací získaných před léčbou 

(např. zobrazovací vyšetřovací metody, endoskopie). Patologická (pooperační 

histopatologická klasifikace), označována také jako pTNM, poskytuje doplňující údaje 

o prognóze. K patologickému hodnocení je nutná resekce primárního nádoru nebo jeho 

dostatečný sampling – zpracování a dále odstranění mízních uzlin pro průkaz metastáz. 

[11, 12] 

TNM klasifikace je členěna do tří kategorií.  
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Kategorie T (Tumor) označuje primární nádor, popisuje jeho velikost, invazi 

a rozšíření. (Tabulka 1) 

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

T – primární nádor 

TX primární nádor nelze hodnotit 

T0 bez známek primárního nádoru 

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

T1 nádor postihuje submukózu 

T2 nádor postihuje tunica muscularis propria 

T3 
nádor postihuje subserózu nebo se šíří do neperitonealizované perikolické 

nebo perirektální tkáně 

T4 
nádor přímo postihuje jiné orgány či struktury a/nebo prorůstá na viscerální 

peritoneum 

T4 
a nádor prorůstá na viscerální peritoneum 

b nádor přímo postihuje jiné orgány či struktury 

N (Node) popisuje postižení regionálních lymfatických uzlin nádorem. (Tabulka 3) 

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

N - Uzliny 

NX regionální mízní uzliny nelze hodnotit 

N0 regionální mízní uzliny bez metastáz 

N1 metastázy v 1 až 3 regionálních mízních uzlinách 

N1 

a metastáza v 1 regionální mízní uzlině 

b metastáza ve 2-3 regionálních mízních uzlinách 

c 
ložisko nádoru v subseróze nebo neperitonealizované perikolické 

či perirektální měkké tkáni bez metastázy v regionální mízní uzlině 

N2 metastázy ve 4 nebo více regionálních mízních uzlinách 

N2 
a metastázy ve 4-6 regionálních mízních uzlinách 

b metastázy v 7 a více regionálních mízních uzlících 

 

M klasifikace (Metastasis) popisuje vzdálené metastázy neboli šíření nádoru 

do míst mimo původní výskyt nádoru. (Tabulka 4) 
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Tabulka 4 TNM klasifikace, Kategorie M (metastasis) [11, 12] 

M - metastáze 

MX vzdálené metastázy nelze hodnotit 

M0 bez vzdálených metastáz 

M1 vzdálené metastázy 

M1 
a 

Metastázy výskytem omezené na jeden orgán (plíce, játra, vaječník, 

neregionální uzlina) 

b Zastižení metastáz ve více než jednom orgánu nebo peritoneu 

3.4 Adenom 

Adenom je slizniční léze tlustého střeva a konečníku také nazýván jako 

kolorektální adenom. Jedná se o nezhoubný nádor žlázového epitelu, který však může 

vyústit do již maligního adenokarcinomu. Adenomy v tlustém střevě se mohou lišit 

jak svou velikostí, tak i lokalizací. Zatímco menší adenomy se nacházejí po celém 

tračníku, adenomy větší než 1 cm se převážně nacházejí v distální části tlustého střeva 

a v rektu. Tyto větší adenomy mají častější riziko přechodu v maligní. [13] 

Adenomy se rozdělují do tří typů na základě histologické stavby, a to na tubulární 

adenom, vilózní a tubuloviloźní.  

Tubulární adenom paří mezi nejčastější (až 80 %) formu polypózních adenomů, 

je složený z dysplastických epitelových buněk, které tvoří tubulární strukturu. [14] 

Vilózní představují 3-16 % případů, jsou charakteristické uspořádáním buněk 

tvořící výběžky připomínající prsty. Vilózní adenomy se vyskytují jako přisedlé léze, 

na rozdíl od tubulárních, které se projevují jako polyp na stopce. [15] 

Tubulovilózní adenom je kombinace vilózního a tubulárního adenomu. 

Dysplastické buňky svým uspořádáním tvoří tubulární i vilózní struktury, kdy má z více 

než 20 % a méně než 80 % vilózní charakter. [16] 

Tyto dysplastické buňky se projevují nadměrnou barvitelností jádra 

(hyperchromazémie) a mohou být přítomny jak u low-grade, tak u high-grade dysplázie. 

[13–16] 

Podle druhu je můžeme také seřadit dle rizika vzniku malignity, nejvyšší riziko 

představuje vilózní adenom, poté tubulovilózní a nejnižší tubulární adenom.[17, 18] 
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3.5 Adenokarcinom 

Adenokarcinom tlustého střeva a konečníku neboli také kolorektální karcinom 

je zhoubný nádor tvořený žlázovými buňkami a je jedním z nejčastějších maligních 

nádorů. Projevy karcinomu závisí na jeho přesné lokalizaci a velikosti. Mezi nejčastější 

patří neprůchodnost střev (ileus), které se může projevit nadměrnou plynatostí, 

kolikovitými bolestmi a změnou vyprazdňovacích návyků. Dalším příznakem může být 

krvácení do gastrointestinálního traktu, krvácení může být méně často výrazné 

a makroskopicky zřetelné či mikroskopické, které se vyšetřuje pomocí testu na okultní 

krvácení ze stolice. Na základě tohoto vyšetření bývá pacient poslán na koloskopii. 

Karcinom můžeme dělit podle histologické stavby na několik typů: 

- Adenokarcinom 

- Mucinózní adenokarcinom tvořen z více než 50 % mucinem 

- Karcinom z prstenčitých buněk, kdy je mucin nahromaděný intracelulárně  

- Vzácné typy karcinomů, mezi které patří např. adenoskvamozní, malobuněčný 

nebo nediferencovaný karcinom  

Kolorektální karcinom nejčastěji metastazuje lymfatickými cestami do lokálních 

lymfatických uzlin (Obrázek 4). Dále pak do vzdálenějších uzlin a dalších orgánů, 

hematogenní cestou pak nejčastěji do jater poté plic, případně prorůstá na peritoneum. 

Karcinomy rekta mohou také prorůstat do dalších okolních orgánů jako je např. močový 

měchýř nebo děloha. [19] 

Obrázek 4 Metastáze karcinomu v lymfatické uzlině, zvětšení 40x 

 
Červeně označeno metastatické ložisko Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D. 
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3.6 Sporadický karcinom 

Tento typ karcinomu je u 80–85 % všech kolorektálních karcinomů a vzniká 

z benigních adenomových polypů a bez dědičné predispozice. Zbývajících 15-20 % 

případů vzniká prostřednictvím de novo karcinogeneze, kdy nádor vzniká přímo 

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

Nejvýznamnějším rizikovým faktorem je věk pacienta, kdy nárust výskytu tohoto 

karcinom se objevuje nejčastěji u pacientů ve věku 50 let a výše. K dalším rizikovým 

faktorům patří nezdravý životní styl a špatná strava. Nezdravý životní styl zahrnuje 

nedostatek fyzické aktivity, sedavý způsob života, obezitu a kouření.  

Mezi nesprávné stravovací návyky patří nadměrná konzumace červeného masa 

a živočišných tuků, zároveň však snížený příjem vlákniny. Té bývá přisuzován 

protektivní faktor, jelikož se předpokládá, že díky vláknině se urychluje průchod potravy 

trávicím traktem, a tak nedochází k přílišnému působení karcinogenů na střevní sliznici.  

[19, 20] 

3.7 Hereditární karcinom 

Jedná se o typ nádoru, který je způsoben dědičnými mutacemi přenášenými 

z generace na generaci. Na základě těchto mutací se zvyšuje riziko vzniku rakoviny, 

na rozdíl od sporadického karcinomu, který vzniká náhodně většinou v důsledku vlivů 

životního prostředí.  

3.7.1 HNPCC – Lynchův syndrom 

Hereditární nepolypózní karcinom neboli také Lynchův syndrom patří mezi 

nejvýznamnější nádorové syndromy s vysokým sklonem ke kolorektálnímu karcinomu 

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

Příčina vzniku Lynchova syndromu je dána vrozenou mutací v tzv. mutátorových 

neboli mismatch repair genech (MMR), zejména MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 (Obrázek 

5 a Obrázek 8). Tyto geny kódují proteiny, které mají za úkol detekovat a následně opravit 

chyby vznikající při replikaci DNA. U jedinců se zárodečnou mutací je tato mutace 

přítomna ve všech somatických buňkách. Pro vznik nádoru je dostačující, aby došlo 

k mutaci nebo eliminaci druhé alely daného genu (tzv. ztráta heterozygozity). Důsledkem 

je, že buňka vytváří nefunkční produkt nebo ho nevytváří vůbec, což vede k zahájení 
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mnohastupňového procesu hromadění poruch základních regulačních mechanismů 

buněk. Mutace MMR genů vede k zvýšenému výskytu nepolypózních adenomů 

a rychlejšímu překlenutí adenomu ve zhoubný nádor. 

Obrázek 5 Imunohistochemické stanovení MLH1 u pacientů s LS, zvětšení 100x 

 
1. Zachovalá exprese genu – jaderná pozitivita (hnědá barva) MLH1, 2. ztráta exprese genu – 

jaderná exprese negativní (modrá) MLH1 Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D.  

Obrázek 6 Imunohistochemické stanovení MSH2 u pacientů s LS, zvětšení 100x 

 
1. Zachovalá exprese genu – jaderná pozitivita (hnědá barva) MSH2, 2. zachovalá exprese genu 

– jaderná pozitivita (hnědá barva) MSH2 Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D.  
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Obrázek 7 Imunohistochemické stanovení MSH6 u pacientů s LS, zvětšení 200x a 100x 

 
1. Zachovalá exprese genu – jaderná pozitivita (hnědá barva) MSH6, 2. zachovalá exprese genu 

– jaderná pozitivita (hnědá barva) MSH6 Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D.  

Obrázek 8 Imunohistochemické stanovení PMS2 u pacientů s LS, zvětšení 100x 

 
1. Zachovalá exprese genu – jaderná pozitivita (hnědá barva) PMS2, 2. ztráta exprese genu – 

jaderná exprese negativní (modrá) PMS2 Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D.  

Toto onemocnění se řadí mezi autozomálně dominantní s 50 % rizikem přenosu 

na další generaci a nositelé této mutace mají až 80 % riziko vzniku kolorektálního 

karcinomu, který je často diagnostikován již před 50 rokem věku. [19, 21] 

3.7.2 Další genetické mutace 

Familiární adenomatózní polypóza je autozomálně dominantní dědičné 

onemocnění způsobené mutací genu APC (adenomatosus polyposis coli). Jedná 

se o tumor supresorový gen, tvořící protein APC, který za normálních okolností působí 

proti vzniku nádorů, v důsledku jeho mutace je však tato funkce narušena. Při tomto 

onemocnění dochází k tvorbě stovek až tisíců adenomatózních polypů v tlustém střevě 

nejčastěji ve věku 10-20 let, a vede ke vzniku kolorektálního karcinomu. Jedná 
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se o adenomy většinou tubulární s dysplazií nízkého stupně, popřípadě se mohou 

vyskytovat také sesilní nebo propadlé léze. [4,19, 41]  

MAP – Mutyh associated polyposis je recesivně dědičná forma polypózy 

vyvolaná bialelickou zárodečnou mutací v MUTYH genu. To znamená, že k projevu 

je nutné, aby mutaci nesly obě alely – jedna od matky a druhá od otce. Tento gen kóduje 

protein, který má za úkol opravovat oxidační poškození DNA. MAP se nejčastěji 

projevuje vznikem desítek až sta polypů a bývá diagnostikována přibližně kolem 50. roku 

života. [4, 42, 43]  

Kromě Lynchova syndromu jsou známy i další geneticky podmíněné syndromy 

spojené se zvýšeným rizikem nádorových onemocnění.  Mezi ně patří Peutzův Jeghersův 

syndrom (PJS) způsobený mutací v genu STK11 a Cowdenův syndrom, který 

je důsledkem mutace genu PTEN. Obě tato onemocnění jsou charakterizována především 

přítomností hamartomů, jedná se o benigní ložiska či polypy, které však mohou mít větší 

tendenci k maligní transformaci. Hamartomy se mohou nacházet na různých částech těla, 

včetně sliznice trávicího traktu. [4, 44]  

3.8 Mikrosatelitní instabilita = MSI  

Mikrosatelitní instabilita (Microsatellite instability = MSI) je genetický jev, kdy 

se v celém genomu objevují změny na nekódujících, krátkých opakujících se sekvencích 

DNA, nazývaných mikrosatelity. Tyto úseky, tvořené jednou až šesti bázemi, mají 

přirozeně vyšší náchylnost k mutacím. Při replikaci DNA jsou velmi zranitelné a DNA 

polymeráza může způsobit změnu jejich délky, což vede k insercím nebo delecím, tedy 

bodovým mutacím. Tyto mutace spočívají ve vložení nebo odstranění nukleotidů 

v mikrosatelitech.[22–24] 

U zdravého člověka jsou mikrosatelity ve všech buňkách shodné, což se označuje 

jako mikrosatelitní stabilita (MSS). U jedinců s MSI se však mikrosatelity v nádorových 

buňkách liší od těch v normálních buňkách. Na základě rozsahu změn lze MSI rozdělit 

na MSI-H (vysoká nestabilita) a MSI-L (nízká nestabilita). 

Přesnost replikace zajišťuje mnoho mechanismů, včetně DNA polymerázy, které 

snižují pravděpodobnost chyb. Dalším důležitým opravným mechanismem je Mismatch 

repair sytém (MMR), který snižuje míru mutací tím, že dokáže rozpoznat a opravit 

nesprávně vložené páry bází. V buňkách s mutací genů kódujících MMR dochází 
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ke zvýšenému výskytu replikačních chyb, což vede ke vzniku mikrosatelitní nestability 

(MSI).[22–24] 

Absence funkčního MMR mechanismu může mít za následek inaktivaci tumor-

supresorových genů, což vede ke vzniku sporadického nebo dědičného kolorektálního 

karcinomu. Dědičná forma, známá jako hereditární nepolypózní kolorektální karcinom 

neboli Lynchův syndrom, je způsobena právě defekty v MMR.  

MMR proteinů existuje velké množství a mezi nejznámější z nich patří čtyři 

z nich, a to, MSH2, MLH1, MSH6 a PMS2. Tyto proteiny spolu pracují v párech MSH2 

s MSH6 a MLH1 s PMS2, kde tvorba těchto komplexů je velice důležitá pro jejich 

správnou funkci a stabilitu. První z těchto párů rozpoznává chyby v DNA a druhý 

je opravuje. Pokud by došlo ke ztrátě funkce MLH 1 nebo MSH 2, PMS2 a MSH6 

by ztratili svou imunoreaktivitu. V opačném případě, pokud by MLH1 a MSH2 ztratili 

své partnery mohou se spárovat s jinými proteiny a jejich imunoreaktivita by byla 

oslabena, ale částečně zachována. Exprese těchto proteinů se vyšetřuje 

při imunohistochemické diagnostice Lynchova syndromu.[26, 27] 

Deficit MMR způsobuje bodové mutace, které mohou způsobit posun čtecího 

rámce při translaci, a to způsobuje tvorbu jiných proteinů, na jejichž koncích se vytvářejí 

struktury tzv. neoantigeny, které jsou viditelné pro imunitní systém a stimulují imunitní 

odpověď proti nádorovým buňkám. Na základě toho se u těchto pacientů využívá 

imunoterapie.  [28]  

Ztráta exprese MLH1 je téměř vždy doprovázena i ztrátou PMS2 (Obrázek 9). 

U sporadického karcinomu dochází k potlačení exprese MLH1 nejčastěji v důsledku 

hypermetylace promotoru. Tato epigenetická změna vede k přidání metylových skupin  

(-CH3) na cytosinové zbytky v oblasti promotoru, což znemožní transkripci genu MLH1 

následně způsobí mikrosatelitní instabilitu (MSI). Proto se kromě imunohistochemického 

stanovení MSI provádí i molekulárně genetická analýzy hypermetylace promotoru 

MLH1, která se u Lynchova syndromu vyskytuje je výjimečně. [22–25, 29] 
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Obrázek 9 Imunohistochemické stanovení MSI, Biopsie č.9777, zvětšení 200x 

 
1. Ztráta exprese genu MLH1, 2. zachovalá exprese genu MSH2, 3. zachovalá exprese genu 

MSH6, 4. ztráta exprese genu, Ztráta exprese – jaderná exprese negativní (modrá), zachovalá 

exprese – jaderná pozitivita (hnědá) PMS2 Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. 

Pavlem Hurníkem Ph.D. 

Další možností, jak odlišit sporadický karcinom od Lynchova syndromu, 

je analýzy mutace genu BRAF. Tato mutace je přítomna u některých sporadických 

nádorů, ale u Lynchova syndromu se téměř nevyskytuje. Pozitivní výsledek jednoho 

z těchto vyšetření (hypermetylace MLH1 nebo mutace genu BRAF) umožňuje vyloučit 

Lynchův syndrom potvrdit sporadický původ karcinomu. [22–25, 29] 

3.9 Diagnostika rakoviny tlustého střeva 

Kolorektální karcinom často vzniká ze střevních polypů, které způsobují 

problémy až v pozdějších stádiích. Aby byla šance na úplné vyléčení vyšší, je důležité, 

aby byl polyp, z něhož se může kolorektální karcinom vyvinout, diagnostikován 

co nejdříve. Na toto mají vysoký vliv preventivní vyšetření, které mohou případný nádor 

zachytit včas. V České republice již od roku 2014 existuje program screeningu 

kolorektálního karcinomu, který umožňuje lidem starších 50. let věku využít vyšetření 

hrazené z veřejného zdravotního pojištění a tím odhalit karcinom včas. Jedná se o test 
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na okultní krvácení a screeningovou koloskopii. Pokud vyšetřovaný pacient 

má genetickou predispozici nebo již mu byli diagnostikovány střevní polypy v minulosti, 

měl by podstupovat vyšetření od 40. roku věku. [30] 

3.9.1 Test okultního krvácení do stolice (TOKS) 

TOKS je jednoduchý a zcela neinvazivní test, základem kterého je odběr vzorku 

stolice a následné jeho vyšetření v laboratoři na odhalení přítomnosti krve, která může 

být pouhým okem neviditelná. Pozitivní výsledek testu nemusí poukazovat 

na kolorektální karcinom, může signalizovat přítomnost pouze střevních polypů a jiná 

onemocnění, proto pro potvrzení tohoto testu je pacient dále odeslán na screeningovou 

koloskopii. Tento test existuje také v podobě antigenního testu, který je možné zakoupit 

v lékárně na volný prodej.  [30] 

3.9.2 Screeningová koloskopie 

Toto vyšetření je mnohem spolehlivější než TOKS a provádí se kvalifikovaným 

gastroenterologem v ambulanci za použití analgosedace, která zmírní nepříjemné pocity. 

Během koloskopie je možné odstranit i střevní polypy nebo odebrat podezřelou tkáň, 

které se dále zasílají na histopatologické vyšetření (Obrázek 10). Před tímto vyšetřením 

je důležitá důkladná příprava pacienta, aby se zajistilo jeho hladkého průběhu. Tato 

příprava zahrnuje doporučené postupy dané Evropskou společností gastrointestinální 

endoskopie. Mezi ně patří například dodržení diety s nízkým obsahem vlákniny den před 

vyšetřením a podání polyethylenglykolu v plné dávce, která činí 4 l a má za úkol 

vyprázdnit a očistit střevo.  

Koloskopie se provádí rektálně v leže na boku, pomocí ohebného 

videoendoskopu, který lékaři umožní prohlédnout sliznici tlustého střeva. Doba vyšetření 

bývá okolo dvaceti minut a po dokončení je třeba minimálně půl hodiny odpočinku. Mezi 

další možné diagnostické postupy se řadí také zobrazovací metody jako 

je ultrasonografie, výpočetní tomografie břišní dutiny (CT) nebo rentgen. Tyto 

zobrazovací metody mohou často odhalit již vzniklé metastáze v dalších orgánech.[30–

32] 
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Obrázek 10 Karcinom zachycený v bioptickém vzorku, zvětšení 40x 

 
1. Základní histologické barvení Hematoxylin-eosin, 2. Speciální barvení PAS, červeně označené 

oblasti nádorové tkáně Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. Pavlem Hurníkem 

Ph.D. 

3.9.3 Diagnostika Lynchova syndromu 

Diagnostika Lynchova syndromu (LS) spočívá na molekulárně genetickém 

vyšetření. Genetické vyšetření se dá provést z krve, tato metoda je však nákladná 

a provádí se pouze u pacientů, kteří mají podezření na Lynchův syndrom. Toto podezření 

je u jedinců, kteří mají prokázaný LS v rodinné anamnéze.  

K vyšetření nádorů a potvrzení spojitosti s LS se využívá: 

1. Histologie 

2. Imunohistochemické vyšetření DNA MMR proteinů 

3. Test mikrosatelitní nestability (MSI) 

4. Test hypermetylace promotoru genu MLH1 

5. Test vyloučení mutace BRAF [33] 

3.10  Léčba  

Léčba kolorektálního karcinomu je závislá na moha faktorech, a to především 

na stádiu onemocnění, rozšíření, typu nádoru a zdravotním stavu pacienta. Nejčastější 

možností léčby bývá chirurgický zákrok a mezi další se řadí neoadjuvantní a adjuvantní 

léčba. 
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3.10.1 Endoskopická léčba 

Pokud je karcinom ve velmi ranném stádiu, může být při screeningové koloskopii 

často zaměněn za nezhoubný polyp a již odstraněn. Této technice se říká endoskopická 

polypektomie. Existuje mnoho technik polypektomie, mezi nejčastější z nich patří: 

Polypektomie kličkou (EPE) – odstranění stopkatých či plochých polypů vel. 4-9 

mm pomocí smyčky za studena (cold snare) či za pomocí elektrokoagulace (hot snare).  

Endoskopická mukosní resekce (EMR) – slouží k odstranění léze, nezasahující 

hluboko do střevní stěny, o velikosti větší než 10 mm pomocí endoskopické kličky. 

Při této metodě se využívá podpichu léze, nejčastěji fyziologickým roztokem zabarveným 

methylenovou modří, čímž dojde k odstranění léze od svaloviny.  

Endoskopická submukosní resekce (ESD) – resekční metoda pomocí jehlových 

nožů se speciálně zakončenou špičkou, která brání, aby nůž prošel trávicí stěnou a opět 

se využívá podpichu. Touto metodou se odstraňují ploché povrchové léze a široce 

přisedlé polypy velikosti větší než 20 mm, které jsou rozšířené až do submukosy.   

Veškerý materiál je poté zaslán na histopatologické vyšetření. Jestliže se poté 

pří histopatologickém vyšetření potvrdí, že se jednalo o zhoubný novotvar, který byl zcela 

odstraněn, je pacient předán do následné péče a léčba tímto končí. Pokud 

se při endoskopii narazí na větší polyp, který endoskopicky odstranit nelze, mohou být 

z léze odstraněny pouze vzorky biopsie na histologii. Takhle velký polyp lze poté 

odstranit chirurgicky. [34–36] 

3.10.2  Chirurgická léčba 

Pokud je karcinom ve velmi ranném stádiu, může být při screeningové koloskopii 

často zaměněn za nezhoubný polyp a již odstraněn. V případě, že ve střevě zůstávají 

zbytky nádoru, který již prorůstá do hlubších vrstev střevní stěny, musí pacient podstoupit 

operaci.  

Cílem chirurgického zákroku je odstranění celého nádoru, kdy je chirurgem 

odstraněna postižená část střeva a část okolní zdravé tkáně, která sousedí s nádorem. Této 

části se říká tzv. bezpečný lem a zajistí, aby v operovaném úseku střeva nezůstaly 

nádorové buňky. Společně s touto částí se odstraní i nejbližší tuková tkáň s lymfatickými 

uzlinami, všechny odstraněné části se poté zašlou na histopatologické vyšetření, kde jsou 

dále vyšetřeny patologem.  
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Provádí se buď částečná resekce, při níž chirurg odstraní pouze úsek zasažený 

nádorem a volné konce se sešijí k sobě, nebo se provede vývod z tlustého střeva 

(kolostomie). Při kompletní resekci tlustého střeva je pacientovi po zákroku vytvořen 

umělý vývod z tenkého střeva tzv. ileostomie. Cílem každé operace je vždy zachovat 

co nejdelší zdravý úsek střeva. [37, 38] 

3.10.3  Onkologická léčba 

Většina pacientů s diagnostikovaným kolorektálním karcinom podstupují 

onkologickou léčbu různého druhu, může se jednat o radioterapii, chemoterapii nebo 

biologickou léčbu. Dle toho, kdy je terapie pacientovi provedena, se může rozdělit 

na neoadjuvantní a adjuvantní typ. [39] 

Neoadjuvantní léčba, jedná se o způsob léčby, která se podává před plánovaným 

chirurgickým zákrokem, nejčastěji se provádí u karcinomu rekta. Cílem je nádor zmenšit, 

pokud je příliš rozsáhlý, tím usnadnit průběh operace a dosáhnout provedení méně 

rozsáhlého výkonu. V neoadjuvantní terapii se používá léčba medikamenty nebo 

radioterapie, popřípadě jejich kombinace.[39]  

Adjuvantní typ léčby následuje po chirurgickém odstranění nádoru, kdy je snaha 

touto terapii eliminovat mikroskopické metastázy a pozdější rozvoj recidivy. 

V současnosti je tento typ podáván pacientům u nádoru ve stádiu III, kdy jsou postiženy 

regionální uzliny. Dále u některých specifických nádorů ve stádiu II, zde uzliny postiženy 

nejsou, ale jedná se o rozsah nádoru T3 nebo T4 dle TNM klasifikace. [39, 40]  
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4. METODICKÁ ČÁST 

Metodická část této práce popisuje laboratorní postupy použité ke stanovení MSI 

u kolorektálního karcinomu. Pro diagnostiku MSI byly využity tři hlavní postupy: 

základní histologické metody, imunohistochemické metody zaměřené na detekci exprese 

MMR proteinů a molekulárně genetická analýza MSI. Tyto metody se navzájem doplňují 

a umožňují přesnější diagnostiku. Všechny použité postupy odpovídají standardním 

operačním postupům (SOP) laboratoře.  

4.1 Základní histologické techniky 

Histologické zpracování zahrnuje několik po sobě jdoucích kroků, které přispívají 

ke správné diagnostice. Tento proces zahrnuje fixaci, zpracování v autotechnikonu, zalití 

do parafínu, řezání na mikrotomu a následné barvení preparátů. 

4.1.1 Odběr, fixace a příjem vzorků 

Vzorky tkání jsou odebírány biopticky nebo chirurgicky a ihned fixovány 

v 4% neutrálním pufrovaném formaldehydu po dobu minimálně 24 hodin. Fixace slouží 

k rychlé denaturaci bílkovin protoplazmy buněk a tkání, která má zabránit vlastní 

autolýze. Fixační roztok musí být šetrný, dobře pronikat do tkání a zároveň zachovat 

strukturu i barvitelnost buněk. Takto připravené vzorky přicházejí do laboratoře spolu 

s řádně vyplněným průvodním listem. V laboratoři jsou vzorky zkontrolovány, označeny 

bioptickým číslem a následně zaevidovány.  

4.1.2 Přikrojení a další zpracování 

Po dostatečné fixaci jsou vzorky změřeny, popsány a v případě potřeby přikrojeny 

na vhodnou velikost tak, aby se vešly do plastové komůrky. Aby bylo možné z dodaného 

materiálu připravit velmi tenké řezy, musí být tkáň zalitá ve vhodném médiu, nejčastěji 

v parafínu. Před vlastním zalitím je však nutné vzorky odvodnit a projasnit, což se provádí 

v tkáňovém automatu. Odstranění vody se provádí pomocí postupně stoupajících 

koncentrací lihobenzínu. Po odvodnění je nutné tkáň zbavit lihobenzínu, jelikož parafín 

se v lihu nerozpouští. Z tohoto důvodu se dále provádí prosycení látkou, která se dobře 

mísí s lihobenzínem a zároveň rozpouští parafín. Nejčastěji se v laboratořích používá 

xylen. Ze xylenu jsou vzorky následně prosyceny v rozehřátém parafínu, který se udržuje 
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v tekutém stavu při teplotě 56-58°C. Poté probíhá vlastní zalití tkáně do příslušně zvolené 

kovové komůrky. Po ztuhnutí parafínu vznikne parafínový blok, který lze uchovat 

pro další použití i několik let. Takto připravené parafínové bloky se řežou 

na mikrotomech, přístrojích určených k vytváření velmi tenkých řezů. Pomocí nich 

se nařežou řezy o tloušťce 2µm. Tyto řezy se poté pokládají na vodní hladinu, aby došlo 

k jejich napnutí, a následně se z vodní hladiny natáhnou na podložní sklo.  Skla 

s natáhnutými řezy se dále vloží do termostatu na 30 min při teplotě 70 °C, kde dochází 

k odstranění vody a rozpouštění parafínu.  

4.1.3 Barvení preparátů 

Jelikož je většina tkáňových struktur bezbarvá, je pro jejich pozorování 

v mikroskopu nutné preparáty obarvit. Před vlastním barvení je potřeba řezy zbavit 

parafínu, což se provádí pomocí tří po sobě jdoucích lázní xylenu a následně procházejí 

sestupnou řadou lihobenzínu (96%, 80% a 70%) po dobu 10min.  

Jako základní barvení, které se provádí u všech preparátů, se používá barvení 

hematoxylin-eosin (HE). Hematoxylin je bazický roztok, který barví kyselé struktury jako 

je jádro, modře. Naopak eosin je barvivo kyselé a barví všechny zásadité struktury 

oranžovo-růžově. (Tabulka 5,Obrázek 11) 

Tabulka 5 Základní barvení – Hematoxylin-Eosin 

Základní barvení – Hematoxylin-Eosin 

1. Odparafínování v xylenu, sestupná řada alkoholů a oplach 

v destilované vodě 

 

2. Mayerův hematoxylin 2-3 min 

3. Tekoucí teplá voda (modráni jader) 10 min 

4. Oplach v alkoholu  

5. Alkoholický roztok Eosinu 20s – 1 min 

6. Oplach alkoholem  

Výsledek barvení: Jádra buněk se barví modře, cytoplasma a ostatní struktury oranžovo-

růžově 
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Obrázek 11 Barvení HE, Biopsie č. 9777, zvětšení 100x 

 
Jádra – modře, cytoplazma a ostatní struktury – oranžovorůžově, červeně označeny nádorové 

struktury Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. Pavlem Hurníkem Ph.D. 

Pro střevní preparáty se v laboratoři ze speciálních barvících metod nejčastěji 

používá PAS (Period Acid – Shiff). Tato barvící metoda se používá k znázornění 

mukopolysacharidů. (Tabulka 6, Obrázek 12) 

Tabulka 6 Speciální barvení – PAS 

Speciální barvení - PAS 

1. Odparafínování v xylenu, sestupná řada alkoholů   

2. Kyselina perijódová 1-5 min 

3. Oplach vodou  

4. Schiffovo reagens 1-5 min 

5. Tekoucí teplá voda 10 min 

6. Mayerův hematoxylin 2-3 min 

7. Teplá tekoucí voda (modrání jader)  

Výsledek barvení: PAS pozitivní substance (neutrální mukopolysacharidy) barveny 

purpurově červeně, jádra buněk modře 
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Obrázek 12 Základní a speciální histologické barvení, zvětšení 100x 

 
1. Barvení Hematoxylin-Eosin Jádra – modře, cytoplazma a ostatní struktury – oranžovorůžově, 

2. Speciální barvení PAS, Jádra – modře, PAS positivní substance purpurově červeně, červeně 

označeny nádorové struktury Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty MUDr. Pavlem 

Hurníkem Ph.D.  

Po vlastním barvení následuje odvodnění v postupně stoupajících koncentracích 

lihobenzínu, projasnění v acetonu a dvou lázních xylenu. Posledním krokem 

je montování, které se provádí buď pomocí montovacího automatu za použití fólie anebo 

ručně. Při ručním montování se jako médium používá solakryl a řez se překryje krycím 

sklem. Takto zhotovené řezy lze poté uchovávat několik let.  

4.2 Imunohistochemické metody  

Principem imunohistologických metod je průkaz antigenů (biomarkerů) pomocí 

specifických primárních protilátek. Pokud dojde k navázání protilátky na antigen je tato 

reakce považována za pozitivní a projeví se barevným produktem, který lze následně 

pozorovat v mikroskopu.  

 

V laboratoři se využívá přístroj VENTANA BMK ULTRA, je určen 

k automatickému barvení vzorků pomocí imunohistochemických či in situ hyridizačních 

činidel. Pro průkaz MSI slouží panel protilátek VENTANA MMR IHC od firmy Roche. 

Jedná se o kvalitativní test, který slouží k hodnocení proteinů opravy chybného párování 

(MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6) z parafínových řezů (Obrázek 13). Kombinace těchto 

protilátek se využívá právě při diagnostice Lynchova syndromu. Pro detekci se dále 

používají detekční panely od firmy Roche a to OptiView DAB IHC a OptiView 

Amplification Kit. [45-48]



37 
 

Obrázek 13 Imunohistochemické stanovení MSI, Biopsie č. 20443, zvětšení 200x, 

Ventana BMK ULTRA 

 
1. Ztráta exprese genu MLH1, 2. zachovalá exprese genu MSH2, 3. zachovalá exprese genu 

MSH6, 4. ztráta exprese genu PMS2, Ztráta exprese – jaderná exprese negativní (modrá), 

zachovalá exprese – jaderná pozitivita (hnědá) Zdroj: Vlastní zpracování, snímky poskytnuty 

MUDr. Pavlem Hurníkem Ph.D.  

4.2.1 Protilátky panelu VENTANA MMR IHC 

Protilátky obsažené v panelu VENTANA MMR IHC jsou kombinace myších 

a králičích monoklonálních protilátek. (Tabulka 7) [45, 46] 

Tabulka 7 Panel protilátek VENTANA MMR IHC 

Protilátka Druh protilátky Lokalizace skvrn Kontrolní tkáň 

Anti-MLH1 (M1) Myš Jádro Kolorektální karcinom 

Anti-PMS2 (A16-4) Myš Jádro 
Normální kolorektální 

buňky 

Anti-MSH2 (G219-

1129) 
Myš Jádro 

Normální kolorektální 

buňky 

Anti-MSH6 Králík Jádro Kolorektální karcinom 
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4.2.2 Detekční panely 

Při IHC stanovení MSI se využívá kombinace dvou detekčních panelů, 

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

OptiView DAB IHC panel (Tabulka 8), je citlivý detekční chromogenní panel, 

který je schopen detekovat specifické myší a králičí primární protilátky vázané 

na antigenech tkáně. Primární protilátka je lokalizována protilátkou sekundární, na kterou 

se dále váže terciární protilátka značená enzymem. Výsledný komplex je následně 

znázorněn pomocí substrátu peroxidu vodíku a chromogenu 3,3‘-diamiinobenzidin 

tetrachloridu (DAB), který vytváří hnědé sraženiny viditelné pod světelným 

mikroskopem. [47] 

Tabulka 8 Panel OptiView DAB IHC 

OptiView DAB IHC 

OptiView Peroxidase Inhibitor 3% H2O2 

OptiView HQ Universal Linker HQ značené protilátky 

OptiView HRP Multimer Myší monoklonální terciární protilátka 

OptiView DAB 0,2 % w/v 3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid 

OptiView H2O2 0,04% H2O2 

OptiView Copper síran měďnatý – CuSO4 (5,0 g/l) 

Pro zvýšení detekce se používá k tomuto panelu i OptiView Amplification Kit 

(Tabulka 9). Tento systém zesiluje signál IHC barvení prostřednictvím přidaných 

reagencií, a to HQ hapten konjugátu (Amplifier), substrátu peroxidu vodíku 

(Amplification 3% H2O2) a myší anti-HQ monoklonální protilátky značenou křenovou 

peroxidázou – HRP (Amplification Multimer). V případě aktivace zesilovacího kroku 

jsou na sklíčko postupně naneseny reagencie OptiView Amplifier a OptiView 

Amplification 3% H2O2, které se nanesou po aplikaci OptiView HRP Multimer z DAB 

detekčního panelu. [48] 
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Tabulka 9 Panel OptiView Amplification Kit 

OptiView Amplification Kit 

OptiView Amplifier Tyramid + HQ 

OptiView Amplification Multimer 
Myší monoklonální protilátka anti-HQ značaná 

HRP protilátkou 

OptiView Amplification H2O2 0,04% H2O2 

4.2.3 Roztoky používané u přístroje VENTANA BMK ULTRA 

V průběhu procesu jsou použity řady roztoků, které napomáhají správnému 

postupu. Dodané roztoky od firmy Roche dochází buď v podobě koncentrátů, které 

je potřeba před vlastním použití naředit dle příslušného ředění, nebo jako předředěné 

roztoky rovnou k použití.  

EZ Prep roztok snižuje povrchové napětí vodného roztoku a napomáhá uvolnění 

parafínu, a tím provádí deparafinizaci parafínového řezu. 

ULTRA LCS je předředěný roztok s funkcí krycí vrstvy, který slouží jako 

ochranná bariéra mezi vodnými reagenciemi a okolním vzduchem. Jeho úkolem 

je zabránit odpařování, čímž udržuje stabilní vhodné prostředí pro IHC metody 

a hybridizační reakce in situ.  

Dalším reagencií je Reaction Buffer, což je pufrovací roztok na bázi TRIS 

(trishydroxymethylaminomethan) a jeho hlavním úkolem je udržení vodného prostředí. 

Používá se k oplachu skel mezi jednotlivými kroky barvení.  

Posledním používaným roztokem je ULTRA CC1 (Cell Conditioning Solution), 

který díky svému zásaditému pH a působení zvýšené teploty dokáže rozrušit kovalentní 

vazby vzniklé při fixaci tkáně formalínem. Tyto vazby mohou omezit dostupnost 

antigenů, což může negativně ovlivnit navázání protilátek. [49] 

4.2.4 Postup IHC stanovení 

Přístroj VENTANA BMK ULTRA je komplexní systém, který provádí více kroků 

imunohistochemické analýzy. Pozitivně nabité sklíčko s natáhnutým parafínovým řezem 

a příslušnou kontrolou se označí štítkem čárovým kódem. Sklo se následně položí 

na destičku do přístroje čárovým kódem nahoru, přístroj tento kód naskenuje a podle 

něj automaticky načte odpovídající protokol uložený v softwaru.  



40 
 

Prvním krokem procesu je sušení při teplotě 65 °C a dále deparafinace tkáňového 

řezu při 72 °C, společně s roztokem EZ PREP.  Tímto procesem dochází k odstranění 

parafínu a rehydrataci tkáně.  

Dalším krokem je tzv. odmaskovávání antigenu pomocí roztoku CC1 

pro snadnější přístup protilátek k antigenu.  Následně se aplikuje primární protilátka, 

která je inkubována při teplotě 37 °C po dobu 24 min. Po této fázi se zapojují oba detekční 

kity, které jsou na sebe náležitě navázány. Závěrečnou částí procesu je dobarvení 

a modrání jader pomocí roztoku hematoxylinu. Všechny kroky probíhají v předepsaných 

teplotních a časových podmínkách, podle doporučení výrobce.  

Barvení protilátkami se projevuje hnědým jaderným zbarvením v aktivně 

proliferujících buňkách. Pokud je ztráta exprese genu, hnědé barvení v preparátu 

nenacházíme.  

4.3 Molekulárně genetické metody  

4.3.1 Princip stanovení MSI pomocí PCR 

Metody stanovení MSI detekované pomocí PCR a dMMR stanovené pomocí IHC 

poskytují odlišné informace o nádorových vzorcích. IHC umožňuje zjistit expresi MMR 

proteinů ve vzorku, zatímco PCR analýza hodnotí funkčnost MMR systému na základě 

detekce změn v DNA způsobených ztrátou jeho hlavní funkce. Kombinované použití 

obou metod může výrazně zvýšit přesnost charakterizace nádorů. [52] 

Pro diagnostiku MSI se používá OncoMate MSI Dx analysis systém, který 

využívá metody založené na polymerázové řetězové reakci (PCR) a kapilární 

elektroforéze, jež umožňují porovnání alelických profilů normální a nádorové tkáně téhož 

pacienta. Přítomnost MSI se prokazuje změnou délky repetitivní sekvencí v nádorové 

DNA oproti nenádorové.  

Systém pracuje s pěti mononukleotidovými repetitivními markery (BAT-25, 

BAT-26, NR-21, NR-24 a MONO-27) pro určení MSI a dvěma pentanukleotidovými 

repetitivními markery (Penta C a Penta D), které slouží k ověření identity vzorků a detekci 

případné kontaminace. [51, 52] 

Proces analýzy začíná izolací DNA ze vzorků fixovaných formalínem a zalitých 

v parafínu. Následně probíhá PCR amplifikace specifických mikrosatelitních oblastí, 
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přičemž jsou amplifikované fragmenty fluorescenčně značeny a separovány kapilární 

elektroforézou. Výsledky jsou analyzovány pomocí softwarových nástrojů 

GeneMapper®, který umožňuje automatickou klasifikaci genotypů a interpretaci MSI. 

[51, 52] 

Nestabilita markeru je definována detekcí alely, která se liší velikostí alespoň 

o 2,75 bp (párů bází) oproti alele referenční v nenádorové tkáni. Vzorek nádoru 

je považován za MSI-H, pokud jsou nestabilní alespoň dva markery. Pokud je stabilita 

ve všech markerech, nebo dojde k nestabilitě méně než dvou, je vzorek označován jako 

MSS.  

Přesnost analýzy je zajištěna použitím interního standardu pro korekci velikosti 

fragmentů a kontrolou shody mezi nádorovou a nenádorovou tkání pacienta. [51, 52] 

4.3.2 Postup stanovení MSI pomocí PCR 

Jednotlivé reagencie z Kitu OncoMate MSI Dx analysis systém se rozmrazí při 

pokojové teplotě a stočí se v centrifuze. Prvním krokem pro analýzu je příprava PCR 

master mixu, pomocí tabulky, na základě této tabulky se připraví potřebné množství 

(Tabulka 10). Před pipetováním je potřeba, aby se všechny reagencie intenzivně 

vortexovaly po dobu 3 sekund.  

Tabulka 10 Příprava PCR Master mixu pro 1 reakci 

Reagencie Objem 

Water, Amplification Grade 4 µl 

OncoMate MSI 5X Master Mix 2 µl 

OncoMate MSI Primer Mix 2 µl 

Templátová DNA (0,5 ng) 2 µl 

Připravený Master mix se následně promíchá vortexováním a krátce centrifuguje.  

Poté se do PCR zkumavek pipetuje 8 µl této směsi.  

Jednotlivé vzorky DNA se centrifugují a umístí do přípravného stojánku. 

Ke každé zkumavce se přidá 2 µl DNA a tím se dosáhne celkového objemu 10 µl. 

Kontrolní vzorky se ředí na koncentraci 0,5 ng/ µl pomocí Water Amplification Grade. 

Po uzavření zkumavek následuje krátká centrifugace, poté jsou vzorky umístěny 

do termocykleru a je spuštěn příslušný program termocyklování (Tabulka 11).  
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Tabulka 11 Program termocyklování 

Fáze Počet cyklů Teplota Čas 

Denaturace 1 96 °C 1 min 

Cyklování 29 

96 °C 10 s 

58 °C 1 min 

72 °C 30 s 

Finální extenze 1 60 °C 10 min 

Chlazení 1 4 °C - 

Další fází je fragmentační analýza, před jejím zahájením je potřeba rozmrazit 

a krátce centrifugovat Hi-Di formamid a velikostní standard Size Standard 500. 

Smícháním těchto reagencií se připraví denaturační směs, kdy se napipetuje 9,5 µl Hi-Di 

formamid a 0,5 µl Size Standard 500. Směs se důkladně vortexuje a krátce centrifuguje. 

Takto připravená směs se rozdělí do připravených zkumavek a přidá se ke každé 1 µl 

PCR produktu. Vzorky jsou opět vortexovány, krátce centrifugovány a následně 

přeneseny do termocykleru, kde probíhá denaturační program (Tabulka 12). 

Tabulka 12 Denaturační program 

Fáze Počet cyklů Teplota Čas 

Denaturace 1 95 °C 3 min 

Chlazení 1 4 °C 5 min 

Chlazení 1 4 °C - 

Po denaturaci se obsah mikrozkumavek přenese do destičky pro genetický 

analyzátor ABI 3130, a to v pořadí odpovídajícím vzorkům. Destička je následně krátce 

centrifugována, vložena do analyzátoru a propojena s odpovídajícím protokolem 

v systému. Analýza se provádí metodou kapilární elektroforézy 

4.3.3 Princip stanovení hypermetylace promotoru 

Pro vyloučení Lynchova syndromu se provádí molekulárně genetické vyšetření 

hypermetylace promotoru MLH1 z parafínového řezu. Jedná se o real-time PCR metodu, 

která je vysoce citlivá, specifická, a umožňuje detekci a kvantifikaci cílových sekvencí 

DNA.  [53-55] 
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Tato metoda je založena na třech základních krocích, a to extrakci nukleových 

kyselin, chemické modifikaci DNA bisulfitem a následné amplifikaci specifických 

sekvencí pomocí fluorescenčně značených sond TaqMan.  [53-55] 

Modifikace DNA pomocí bisulfitu způsobí přeměnu nemetylovaných cytosinů 

na uracil, zatímco metylované cytosiny jsou před přeměnou chráněny a zůstávají 

nezměněné. To umožňuje jejich detekci při PCR. [53-55] 

Principem metody je využití TaqMan sondy, která obsahuje fluorescenční barvivo 

a zhášecí molekulu. Tato sonda se během PCR váže na specifickou sekvenci DNA, která 

je ohraničena primery. Při syntéze nového řetězce DNA polymerázou dojde k degradaci 

sondy, uvolnění fluoroforu od zhášecí molekuly a následně k emisi fluorescence, která 

je detekována v reálném čase. [53-55] 

Pro vyhodnocení analýzy se používá hodnota Ct (tzv. prahový cyklus PCR), tato 

hodnota představuje počet cyklů PCR, při kterém fluorescence překročí detekční práh. 

Při vyhodnocení real-time PCR platí, že čím nižší hodnota Ct, tím větší množství cílové 

sekvence. [53-55] 

4.3.4 Postup stanovení hypermetylace promotoru 

Pro analýzu se používá MLH1 Methylation Analysis Kit od firmy Genmark 

(Tabulka 13), tento kit umožňuje detekci methylovaných oblastí DNA. Součástí soupravy 

je také vnitřní kontrola, která slouží k ověření správnosti reakce.  

Tabulka 13 Obsah MLH 1 Methylation Analysis Kit 

Reagencie Obsah 

4x MLH1 Primer Probe Mix 
Amplifikační a detekční oligonukleotidy, 

šablona vnitřní kontroly 

2x Master Mix DNA polymeráza + pufr s dNTPs 

Voda bez RNázy Pro negativní kontrolu templátu 

Pozitivní kontrola (100% methylovaná 

DNA) 
Směs syntetických sekvencí 

Kalibrátor MLH1 (Methylated DNA) Směs syntetických sekvencí 

Příprava reakce probíhá v celkovém objemu 20µl na vzorek a tato reakční směs 

obsahuje 2X Master Mix, specifickou směs primerů a sond pro MLH1, a bisulfidově 

upravenou DNA nebo kontrolní vzorek.  
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Před vlastním pipetováním jsou všechny složky zcentrifugovány a rozmrazeny 

při laboratorní teplotě, aby se zajistila jejich homogenita. Směs je následně pipetována 

do PCR destičky, která se uzavře lepící fólií, poté je krátce centrifugována a umístěná 

do přístroje pro real-time PCR.  

PCR reakce začíná počáteční denaturací vzorku při 95 °C po dobu 15 min. Poté 

program probíhá ve 45 cyklech amplifikace, přičemž každý cyklus zahrnuje 

20sekundovou denaturaci při 95 °C a annealing při 60 °C po dobu 1 min. Fluorescenční 

signál je během každého cyklu snímán, což umožňuje sledování průběhu reakce 

v reálném čase.  
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4.4 Výsledky 

Celkem za rok 2023 bylo v laboratoři č. 1 vyšetřeno MSI u 186 pacientů, z toho 

bylo 73 žen a 113 mužů. V laboratoři č. 2 bylo vyšetřeno MSI u 107 pacientů, z toho bylo 

53 žen a 54 mužů. (Graf 1) 

Graf 1 Počet žen a mužů v jednotlivých laboratořích 
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V laboratoři č. 1 je nejvíce osob ve věkové kategorii 65-75 let (Graf 2), zatímco 

v laboratoři č. 2 je věkové rozložení rovnoměrnější, s větším zastoupením mladších 

i starších skupin. (Graf 3) 

Graf 2 Věkové zastoupení – laboratoř č.1 

 

Graf 3 Věkové zastoupení - laboratoř č.2 
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Dle morfologie byly v obou laboratořích nádory klasifikovány jako karcinomy 

mucinózní a adenokarcinomy, které se vyskytovaly ve většině. V laboratoři č. 1 bylo 

diagnostikováno 180 adenokarcinomů a 6 mucinózních karcinomů, v laboratoři č.2 

se jednalo o 102 adenokarcinomů a 5 mucinózních karcinomů. (Graf 4) 

Graf 4 Srovnání počtu adenokarcinomů a mucinózních karcinomů 
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V laboratoři č. 1 byla při IHC vyšetření prokázána nejčastější ztráta exprese genu 

MLH1 (15 případů), zatímco v laboratoři č. 2 bylo těchto případů o 3 méně (12 případů). 

U genu PMS2 byla situace opačná, více případů bylo zaznamenáno v laboratoři č. 2 (11 

případů) oproti laboratoři č. 1, kde bylo 9 případů. Ztráta exprese genu MSH2 byla 

zaznamenána pouze v laboratoři č.2 (2 případy), zatímco ztráta MSH6 byla přítomna 

jen v laboratoři č.1 (1 případ). (Graf 5) 

Graf 5 Porovnání výskytu ztráty exprese u jednotlivých genů 
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V laboratoři č. 1 se ztráta exprese MMR genu vyskytla převážně ve věkové 

skupině 70-79 let (10 případů), méně často pak ve skupině 60-69 let (3 případy) a poté 

ve skupině 80-89 let (2 případy). (Graf 6) V laboratoři č. 2 byla ztráta exprese rozložena 

rovnoměrněji mezi širší věkové rozmezí, nejčastěji se však vyskytovala ve skupinách  

50-59 let, 70-79 let a 80-89 let (po 4 případech), zatímco v mladších věkových 

kategoriích byla přítomna pouze po 1 případu. (Graf 7) 

Graf 6 Závislost výskytu ztráty exprese na věku pacientů – Laboratoř č.1 

 

Graf 7 Závislost výskytu ztráty exprese na věku pacientů – Laboratoř č.2 
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V laboratoři č.1 byla hypermetylace promotoru vyšetřena u 13 pacientů, z toho 

byla u všech prokázána hypermetylace promotoru. V laboratoři č 2 byla hypermetylace 

vyšetřena u 8 pacientů, u všech se prokázala hypermetylace. Dále se v laboratoři č. 2 

u všech pacientů provedlo molekulárně genetické vyšetření, kde u 3 pacientů byla 

prokázána stabilita a u 5 pacientů se jednalo o nestabilitu. (Graf 8) 

Graf 8 Vyšetření hypermetylace promotoru MLH1 

 

  

13 13

8 8

3

5

0

2

4

6

8

10

12

14

Celkem Pozitivní Stabilní Nestabilní

Hypermetylace

Laboratoř č.1 Laboratoř č.2



51 
 

Molekulárně genetické vyšetření se provádělo pouze v laboratoři č. 2, toto 

vyšetření se provádělo celkem u 18 případů, z toho 10 případů vyšlo jako mikrosatelitně 

stabilní karcinomy a u 8 případů byla prokázána mikrosatelitní nestabilita. (Graf 9) 

Graf 9 Molekulárně genetické vyšetření MSI v laboratoři č.2 
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Graf 10 Závislost výskytu Lynchova syndromu na věku v laboratoři č.2 
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5. DISKUZE 

V posledních letech je kladen stále větší důraz na terapii tzv. „šitou na míru“, 

a proto se při diagnostice kolorektálního karcinomu stává důležité 

jak imunohistochemické (IHC), tak molekulárně genetické vyšetření, na základě, kterého 

se volí specifická léčba. Detekce MSI tak hraje důležitou roli při výběru terapie.  

Cílem práce bylo seznámit se s metodikou stanovení MSI pomocí 

imunohistochemie a molekulární genetiky, a následně srovnat výsledky stanovení MSI 

u dvou referenčních laboratoří.  

Při sběru dat z obou laboratoří bylo patrné, že vyšší zastoupení kolorektálního 

karcinomu se objevuje častěji u mužů než u žen, což potvrzuje i studie zaměřená 

na klinické a genetické charakteristiky Lynchova syndromu. [56]  

Kolorektální karcinom je jedno z nejčastějších nádorových onemocnění. 

Dle studie Boland (2010) je popisována MSI u 15 % všech kolorektálních karcinomů, 

3 % z nich jsou spojeny s Lynchovým syndromem, zbylých 12 % je způsobeno 

sporadickou hypermetylací promotoru MLH1. Většina kolorektálních karcinomů s MSI 

ztratila expresi MLH1 a PMS2. Což je v souladu s námi zjištěnými daty, kde v laboratoři 

č. 1 to bylo 15 pacientů z celkového počtu 186 a v laboratoři č. 2 15 pacientů ze 107. [61]  

Při porovnávání MSI metodiky mezi vybranými laboratořemi byly zjištěny 

odlišné postupy. V případě ztráty exprese MLH1 detekované pomocí IHC bylo v obou 

laboratořích následně provedeno molekulárně genetické vyšetření hypermetylace 

promotoru MLH1. Zatímco laboratoř č.1 při pozitivním nálezu hypermetylace 

klasifikovala nádor jako sporadický, laboratoř č.2 provedla navíc i testování MSI pomocí 

PCR. Na základě tohoto vyšetření byla hypermetylace detekována jak u nádorů 

sporadických, tak i u Lynchova syndromu. Tato skutečnost je podpořená také studií 

Moreira et al. z roku 2015, která uvádí, že hypermetylace promotoru MLH1 se vyskytuje 

až u 15 % případů Lynchova syndromu. [57] Z tohoto důvodu by bylo vhodné, 

po konzultaci s klinickým genetikem, doplnit stanovení MSI také metodou PCR, které 

je doporučeno i na základě mezinárodní směrnice CAP Bartley et.al. 2022. [63] 

Pro zlepšení diagnostiky je dále možné stanovení mutace genu BRAF, na což také 

poukazuje studie Moreira et al. z roku 2015 prokazující přítomnost mutace genu BRAF 

u sporadického karcinomu. [57]  Dle mezinárodní směrnice CAP Shannon 2018 [64], 
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kde je uvedeno, že při ztrátě exprese MLH1 a/nebo PMS2 by vyšetření mutace genu 

BRAF mohlo usnadnit rozlišení sporadického karcinomu od Lynchova syndromu.  

Ve studii Hampel et al. (2005) [58] byla nejčastěji zjištěna mutace v genu MSH2, 

následované mutacemi v MLH1. Zatímco v datech z laboratoře č. 2 byly u pacientů 

s Lynchovým syndromem zachyceny pouze mutace v genu MLH1. Odlišnost mohla 

být způsobena například velikostí vyšetřovaného souboru, kde u studie Hampel et al. 

(2005) bylo 23 subjektů s LS, zatímco v laboratoři č. 2 bylo 8 pacientů. 

Nejvyšší výskyt Lynchova syndromu v laboratoři č. 2 byl zaznamenán ve věkové 

kategorii 70-79 let. Výskyt však byl pozorován i u jednoho z mladších pacientů 

ve věkovém rozmezí 50-59 let v pokročilejším stádiu, kdy byl karcinom klasifikován jako 

pT3. Studie Durhuus et al. vydána v roce 2021 [59] uvádí, že Lynchův syndrom se může 

vyskytnout i u pacientů mladších 40 let. Tito jedinci mívají lepší prognózu, ale zároveň 

bývá nádor zachycen v pokročilejším stádiu. [59]  

V laboratoři č. 1 byla zastižena ztráta exprese genu ve vyšším věku, zatímco 

v laboratoři č. 2 byl věk pacientů rozptýlen ve všech věkových kategorii od 30-89 let. 

Podle real-word studie Yamada (2021) [62] bylo potvrzeno, že se ztráta v MMR genech 

vyskytuje jak u mladších, tak u starších pacientů. U pacientů s Lynchovým syndromem 

a související mutací MSH6 je medián věku při diagnóze o deset let vyšší než u nositelů 

mutace MLH1 a MSH2, na což upozornili v téže studii. [62] 

Zastoupení pacientů vyšší věkové kategorie může být způsobeno pozdní 

diagnostikou, často až po rozvoji klinických příznaků nádorového onemocnění. [60]  
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6. ZÁVĚR  

Tato práce je zaměřena na porovnání metodiky a výsledků stanovení 

mikrosatelitní instability ve dvou referenčních laboratořích, a to jak pomocí 

imunohistochemických, tak molekulárně genetických metod.  

Na základě získaných dat bylo zjištěno, že přístup k diagnostice se může lišit 

dle nastavených kroků v jednotlivých laboratořích. Výsledky poukazují na důležitost 

kombinace imunohistochemického a molekulárně genetického vyšetření, a to především 

v případech, kde je podezření na Lynchův syndrom. Mohou také podpořit úvahy 

o sjednocení některých diagnostických postupů.  

Zajímavým zjištěním bylo, že u pacientů s LS byla detekována hypermetylace 

promotoru genu MLH1, která bývá obvykle považována za znak sporadického 

karcinomu. Toto zjištění poukazuje na to, že samostatná přítomnost hypermetylace 

nemusí LS jednoznačně vyloučit a potvrzuje tak význam širšího diagnostického postupu.  

Pro budoucí výzkum by bylo přínosné analyzovat větší soubor dat a rozšířit 

vyšetření také o detekci mutaci v genu BRAF, které by mohlo přispět k rozlišení 

sporadického karcinomu od LS. Na základě toho by bylo vhodné zvážit i využití 

protilátky pro imunohistochemickou detekci této mutace, kterou společnost Roche nabízí 

jako součást kitu pro stanovení MSI.  
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