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Abstrakt

Pfredmétem bakalafské prace je zavedeni nového imunohistochemického
vySetieni karcinomu tlustého stieva do rutinni laboratorni praxe v laboratofi AeskulLab
Patologie k. s. (dfive BioLab) v Praze. Soucasny stav popisuje problematiku
kolorektalniho karcinomu, jeho incidenci a mortalitu v CR i ve svété, piidiny jeho
vzniku a nej€astéj$i lokalizace nadoru. RovnéZ se zamétuje na dédicnou formu CRC,
tedy Lynchiiv syndrom, jeho pfi¢iny a diagnostiku. Metodika prace se zabyva
imunohistochemickym stanovenim proteinu MSH2, optimalizaci reakénich podminek
avybéru vhodnych kontrol jak pro verifikaci metody tak pro rutinni laboratorni
vySetieni. K ovéfeni metody vyuzijeme také komercni sklo poskytnuté spolecnosti

NordiQC, které obsahuje vzorky se znamou expresi proteinu MSH2.

Klicova slova

Kolorektalni karcinom, hereditdrni nepolyp6zni kolorektalni karcinom,

mismatch repair protein, Lynchiiv syndrom, imunohistochemické stanoveni



Abstract

The subject of the bachelor thesis is to introduce a new immunohistochemical
colon cancer examination into routine laboratory practice in the AeskulLab
Patologie k. s. (Formerly BioLab) laboratory in Prague. Current status describes
the problems of colorectal cancer, its incidence and mortality in the Czech Republic and
in the World, its causes and the most commom tumor localization. It also focuses on the
hereditary form of CRC, the Lynch Syndrome, its causes and diagnostics. Methodology
of the thesis deals with immunohistochemical detection of MSH2 protein, optimizing
reaction conditions and the selection of appropriate controls for verification of the
methods, as well as for routine laboratory examinations. For validation of the method,
we will also use commercial glass provided by NordiQC that contains samples with
known expression of MSH2 protein.

Key words

Colorectal cancer, hereditary nonpolyposis colorectal cancer, mismatch repair

protein, Lynch syndrom, immunohistochemical assessement
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je po kardiovaskularnich onemocnénich druhé
nejCastéjsi onemocnéni ve svéte. Tumory obvykle vznikaji ve sténé sliznice
vzestupného tra¢niku, miize se ovSem nachazet i v jinych c¢astech kolorekta. CRC
je nechvalné znamy svou vysokou incidenci a mortalitou po celém svété. Dédi¢nou
formou CRC je hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (HNPCC), ktery je také
znam pod nazvem Lynchliv syndrom (LS). Jedna se o autozoméln¢ dominantni dédicné

onemocnéni.

LS mlZe byt stanoven molekularné genetickym vySetfenim, avSak tato metody
je velmi draha. Cast&ji je tedy pfistupovano k levnéj$im, ale stejné spolehlivym
metoddm detekce tohoto onemocnéni, mezi které patii histologické metody - testy
mikrosatelitni nestability (MSI) a imunohistochemickd (IHC) vySetfeni. Prakticka ¢ést
prace se zabyva zavedenim IHC metody, konkrétnéji detekci mutS homolog 2 (MSH2)
proteinu, jehoZ chybnd funkce ¢i jeji Gplnad ztrata zplsobuje HNPCC. Po zavedeni
detekce MSH2 proteinu spolu s proteiny MSH6, MLH1 a PMS2 bude mozné

Vv laboratofi detekovat pacienty s dédi¢nou formou CRC.



2 Soucasny stav

Kolorektalni karcinom je maligni nador, vznikajici v oblasti tlustého stfeva
a kone¢niku. Tento zhoubny novotvar patfi mezi onemocnéni s vysokou incidenci

I mortalitou v populaci. (Abrahamova, 2000, s. 7, 19)

2.1 Tlusté stievo

Tlusté stievo (lat. Intestinum crassum) je posledni ¢ast travici trubice dlouha
1,2-1,4 m a Sirokd 5-8 cm. Sestava se ze slepého stieva, Ctyi tranikli (vzestupného,

pricného, sestupného a esovité klicky) a kone¢niku. (Dylevsky, 2009, s. 327)

Prvnim oddilem tlustého stieva je slepé stievo (caccum). Tlusté stievo (colon)
dale pokracuje vzestupnym tracnikem (colon ascendens), ktery se nachézi v pravé ¢asti
dutiny bfi$ni, naopak na levé strané se nachazi sestupny trac¢nik (colon descendens).
Vzestupny a sestupny tracnik jsou spojeny tracnikem piiénym (colon transversum).
Ptechod mezi colon ascendens a transversum tvoii jaterni ohbi (flexura hepatica),
slezinné ohbi (flexura lienalis) se tvofi mezi colon transversum a descendens. Esovita
klicka (colon sigmoideum) je poslednim tracnikem tlustého stfeva, ktery dale tusti

do fitniho otvoru. (Dylevsky, 2007, s. 122-123) (Sviglerova, 2013, s. 83)

Cervovity piivések (appendix vermoris) je vybézek slepého stieva, Siroky asi
1 cm adlouhy asi 10 cm. Sliznice apendixu obsahuje velké mnoZstvi miznich Zlazek.
Casté zanéty v tomto misté jsou feSeny chirurgickym odstranénim Gervovitého piivésku.

(Dylevsky, 2007, s. 122-123)

pri¢ny tracnik

ST N sestupny
vzestupny traénik el Y traénik

slepé strevo
appendix

. X \
koneénik —U

A esovita klicka
fitni otvor

Obrazek 1 Schematicky nakres tlustého stieva a jeho okoli (Dusek, 2016)
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2.1.1 Stavba stény tlustého stireva
Sténa tlustého stfeva je tenci, neZz ostatni Casti travici trubice, protoze je zde

cirkularni a podélnd svalova vrstva uzs§i. Toto zuZeni zplsobuje vyduté stény

(haustrace). (Dylevsky, 2007, s. 122-123)
Sklada se ze Ctyi vrstev:

Sliznice (mukosa) je vystelka vnitfniho povrchu tlustého stieva, kterd byva casto
slozena v fasy. Tyto fasy zvétSuji plochu slizni¢niho povrchu. Mukosa tlustého stieva
neobsahuje klky, pouze dlouhé Lieberkithnovy kryty. Epitel je tvofen poharkovymi
bunikami. Ve sliznici jsou umisténé hlenové zlazky. Tyto zlazy produkuji hlen, ktery
chrani stievni sténu. (Dylevsky, 2007, s. 109-110) (Lata, 2010, s. 91) (Martinek, 2009,
s. 41) (Sviglerova, 2013, s. 9-10)

Podslizni¢ni vazivo (submukosa) je vrstva fidkého vaziva piipeviujici sliznici
ke svaloviné travici trubice. Submukosa obsahuje mizni uzliky (lymfatické folikuly),
které brani priniku Skodlivin do krevniho ob&hu. Obsahuje nervovou pleten, sit

lymfatickych a krevnich cév. (Dylevsky, 2007, s. 109-110) (Martinek, 2009, s. 41)

Svalovina (muscularis) je nejsilnéjsi vrstva. Je tvofena hladkou svalovinou, ktera
svymi stahy umoziiuje miseni a posun potravy trubici. Tyto stahy jsou vyvolany
autonomni nervovou pleteni uloZenou v hladké svaloviné stfeva. (Dylevsky, 2007,
s. 109-110)

Peritoneum je hladka a leskld blana tvofici vnéjSi vrstvu tlustého stieva.

(Dylevsky, 2007, s. 109-110)

2.1.2 Funkce tlustého stieva
K funkcim tlustého stfeva patii resorpce iontti a vody, dale se zde skladuje feces

a obsahuje bakterie, které zde maji fyziologické uplatnéni. (Silbernagl, 2012, s. 146)

Slepé stfevo a colons ascendens zahusStuji obsah stfeva, colon descendens
zadrzuje obsah pied defekaci. Rektum a colon sigmoideum defekaci realizuji. (Lata,

2010, s. 91)

Resorpce vody probihd ve vzestupném tracniku, hlen pak slepuje nestrdvené
zbytky potravy. Travenina se v téle skladuje 8-12 hodin a posouva se tlustym stievem
pomoci stahti dale ke kone¢niku. (Dylevsky, 2007, s. 122-124)
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Bakterie zplisobuji v organismu kvaSeni (cukry, tuky) a hniti (bilkoviny). Témito
procesy mohou vznikat riizné jedovaté produkty, pred jejichz prinikem do krevniho

feciste je sliznice stieva chranéna hlenem. (Dylevsky, 2007, s. 122-124)

2.2 Karcinom tlustého stieva
Nejcastéji  vyskytujicim se nadorovym onemocnénim traviciho systému
je kolorektalni karcinom, ktery rovnéz obsazuje druhé misto zebticku rakovinnych

onemocnéni ¢lovéka na svété. Vyskyt této choroby znepokojivé narusta. (Holubec,
2004, s. 13)

Pievazna vétsina (az 98%) CRC jsou adenokarcinomy, tumory vychazejici
Z hlenovych zlaz stfevni sliznice. Nejcastéji je lokalizovan ve vzestupném tracniku.
V sestupném tracniku pak nachdzime karcinomy rostouci cirkularné ve stievé. Tyto
karcinomy nejsou mikroskopicky odlisné. (Jablonska, 2000, s. 30) (Vorli¢ek, 2012,
s. 88)

CRC byva anatomicky umistén v riznych castech tlustého stieva. Nejcastéjsi
misto vzniku karcinomu je v rektalni oblasti a v esovité klicce, tzv. rektosigmoidedlni

oblasti, kde pravdépodobnost vzniku CRC ¢ini 56 %. (Jablonska, 2000, s. 148)

Obrazek 2 Anatomicka distribuce kolorektalnich karcinomd (Jablonska, 2000, s. 149)
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Zavaznost karcinomu tlustého stfeva se stanovuje podle Dukesovy klasifikace.
Urcuje se stadium karcinomu v dobé diagnozy, ktery postupné prorusta sténou tlustého

stieva. Jednotliva stddia CRC jsou zaznamenany v Tabulce 1. (Jablonska, 2000, s. 32)

Tabulka 1 Modifikovana Dukesova klasifikace stadia CRC (Jablonska, 2000, s. 32)

Stadium karcinomu Hloubka invaze
A Sliznice
Bl invaze do muscularis propria bez penetrace v celé tloust’ce

uzliny bez nadorové infiltrace

B2 penetrace m. propria v celé tloust'ce uzliny

bez nadorové infiltrace

C1 invaze do m. propria bez penetrace v celé tloust’ce uzliny

S nadorovou infiltraci

C2 penetrace m. propria v celé tloust'ce uzliny

s nadorovou infiltraci

D vzdalené metastazy, nejCastéji v plicich a jatrech

Po 1écbé ¢i operativnim zakroku existuji rizika navratu CRC. Tato recidiva
onemocnéni zavisi na stddiu karcinomu, u nadoru typu A je pravdépodobnost recidivy
do 5 %, u tumoru typu B kolo 30% a pro typ C je pravdépodobnost 60%. (Jablonska,
2000, s. 207)

g T m. mucosae
_'— seréza
o W@ =

C1 CZ

Obrazek 3 Staging CRC podle Dukesovy klasifikace (Jablonska, 2000, s. 34)
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Kvili nedostatkim v Dukesové klasifikaci se Castéji pouziva TNM (tumor,
node, metastasis) systém. Tento stagingovy systém ma castéj§i vyuziti pro svou
univerzalnost a dovoluje sledovani prognozy onemocnéni a vliv 1écby. (Jablonska,

2000, s. 32) (Foretova, 2014, s. 24)

TNM je klasifikace doporucovana spolecnosti UICC (Union Internationale
Contre la Cancer). Ukazateli tohoto systému jsou tumor, ktery ukazuje rozsah
primarniho loziska, noduli popisujici stav regiondlnich lymfatickych uzlin a metastases,

ktery prokazuje pfitomnost vzdalenych metastaz. (Klener, 2011, s. 31)

Tabulka 2 Korelace mezi klasifikaci Dukesovou a TNM (Lata, 2010, s. 109)

Dukes A T1,2 NO MO
Dukes B T3 NO MO
Dukes C1 T1-4 N1,2 MO
Dukes C2 T1-4 N1,3 MO
Dukes D | T jakékoli | N jakékoli M1

Prognéza CRC zavisi na stadiu onemocnéni. V prvnim klinickém stadiu preziti
5 let dosahuje 90 % pacientli, ve druhém stadiu 60 — 80 %, ve tietim stadiu 30 — 60 %
a v pripad¢ ¢tvrtého klinického stadia uz pouze 5 %. (Adam, 2010, s. 80)

2.2.1 Priciny vzniku CRC

CRC patfi k velmi castym onemocnénim tlustého stfeva a byva zplsoben
napiiklad stravovacimi navyky v populaci nebo zarode¢nymi mutacemi v MMR genech.
Vyskyt CRC se s pribyvajicim v€kem zvySuje.(Kubackova, 2015, s. 312) (Vorlicek,
2012, s. 88)

Faktory pusobici na vznik CRC se daji rozdélit na faktory vnéjsiho prostredi,
zivotniho stylu a dédi¢nosti. (Otova, 2012, s. 163)

Vlivy vnéjsiho prostiedi:

e (Chemické

e Fyzikalni

14



Chemické latky pasobi v organismu rakovinotvorné az po své pieméné
na kancerogeny. Tato pfeména je pak u rtznych lidi odliSna, zalezi na predispozici
detoxikovat tyto latky. Piikladem je koufeni, lidé s vysokou aktivitou enzymu AHH

maji vyssi pravdépodobnost vzniku nadora. (Otova, 2012, s. 163,164)

Mezi fyzikalni vlivy patfi ionizujici a UV zafeni. Zafeni zplsobuje zlomy
chromosomit v DNA a tim zvySuje riziko vzniku mutace a ndsledné vzniku nadort.
Jako u chemickych latek zde zalezi na predispozici. Clovék s vrozenym defektem

reparace DNA ma vyssi riziko vzniku nddorového bujeni. (Otova, 2012, s. 163,164)
Vlivy Zivotniho stylu a potravy:

e Nadmérna konzumace Zivocisnych tukl a cerveného masa
e Nedostatek vlakniny

e Nadvédha

e Nedostatek vapniku

e Nedostatek vitamint (A, C, E)

e Alkohol

e Kouteni

e Spatna tepelna prava potravin (Holubec, 2004, s. 19)

Mnoho studii poukazuje na vztah mezi pfijimanymi potravinami a CRC.
Nadmérna konzumace zivocisSnych tuki zvySuje pravdépodobnost vzniku rakoviny
kolorekta aZ 0 polovinu. Riziko vzniku CRC roste 1 se zvySenou konzumaci hovéziho,
vepfového nebo jehné¢iho masa. Rybi maso toto riziko naopak snizuje. Cervené maso
obsahuje heterocyklické aminy, které mohou v organismu plisobit jako kancerogeny.

(Jablonska, 2000, s. 46-47) (Vyzula, 2007, s. 33)

Zvyseny piisun vlakniny ve strav€é sniZzuje riziko vzniku CRC. Vldknina
(celuldza, hemiceluldza, pektiny) se vaZze na kancerogeny, snizuje fekalni pH vazbou
na zluéové kyseliny a zvétSuje sliznici tlustého stfeva. RozSifenim povrchu sliznice

se snizuje koncentrace piisobicich kancerogent. (Jablonska, 2000, s. 47)

Nadvéha, tedy vysokd hodnota BMI, a soucasné vysoky energeticky piijem mayji
negativni vliv na vznik CRC. Pohybova aktivita snizuje nadvahu, urychluje

metabolismus organismu, a tim redukuje riziko vzniku CRC. (Vyzula, 2007, s. 34)
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O pozitivnim ¢i negativnim pusobeni vapniku na CRC se dosud spekuluje.
Nicméné, jsou jeho vlastnosti neutralizace piisobeni zlu¢ovych kyselin, podobné jako u

vlakniny, jsou prokazatelné. (Jablonska, 2000, s. 48)

Pisobeni vitamini A, C a E je také dosud diskutovano a zkoumano, ale béhem
klinickych pozorovani byl zjistén pozitivni efekt proti vzniku CRC. (Jablonska, 2000,
s. 48)

Pti konzumaci alkoholu se zvySuje riziko u muzi konzumujicich 70 gramut
alkoholu denné. Konzumace piva, nejméné 15 litrii mesi¢né, zvySuje pravdépodobnost

vzniku rakoviny karcinomu rekta. (Jablonska, 2000, s. 49)

Koufeni ma vliv na vznik CRC. Patii sem koufeni cigaret, doutnikd, dymek,
adokonce 1 zvykdni tabdku. Pti hoteni tabaku vznikaji rizné kancerogeny,
napf arylaminy, jejichZz polykéni zplsobuje CRC. Nékteré studie ukazuji, Ze riziko
vzniku CRC vlivem koufeni je vys$§i u muzi nez u zen, patrné antiestrogennim vlivem.
Jiné studie toto vyvracuji, riziko je riziko stejné pro ob¢ pohlavi. (Jablonska, 2000, s.
50) (Vyzula, 2007, s. 33)

Uzené potraviny a maso upravované smazenim nebo grilovanim zvySuji riziko

CRC. (Vyzula, 2007, s. 35)
Genetické faktory:

o  Syndromy mnohotné adenomatozni polypozy (familiarni adenomatozni
polypoza, Gardneriv syndrom) (Holubec, 2004, s. 19)
o Syndromy familiarniho vyskytu nepolypoznich karcinomii tlustého streva

(Lynchitv syndrom I, 1) (Holubec, 2004, s. 19)

Syndromy patii mezi autozomdlné¢ dominantni onemocnéni vznikajici mutaci
v nékterém z genit (napt. APC, MSH2, MLH1 apod.). Tato geneticky podminéna
nadorova onemocnéni tvoii pouze 5 % vSech CRC. (Holubec, 2004, s. 19) (Adam,
2010, s. 71)

2.2.2 Incidence a mortalita kolorektalniho karcinomu
Epidemiologie nadorovych onemocnéni se zabyva vyskytem novych

onemocnéni (incidenci) a Umrtnosti (mortalitou). Primémé v CR trpi zhoubnym
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nadorem kazdy ¢tvrty Clovek a kazdy paty z divodu téchto onemocnéni umira. (Klener,
2011,s.9)

V soucasné dobé se v Evrop¢ nachazi 3 000 000 pacienti s CRC. Incidence
je vyssi nez 400 000 novych ptipadd za rok. Mortalita za rok ¢ini 200 000 umrti
na CRC. (Seifert, 2015, s. 21)

Celosvétove patii CRC mezi nejcastéji se vyskytujici maligni onemocnéni.
Vincidenci novych nadorovych onemocnéni je Ceska republika na 5. misté
v celosvétovych tabulkich (Graf 1). Rozdéleno dle pohlavi pak zaujima Ceska
republika 3. misto v incidenci u muzl a 15. misto u zen. (Vorlicek, 2012, s. 88) (Dusek,

2007)

Incidence v zemich svéta

Slovensko
Madarsko
Novy Zéland
Izrael

Ceska republika
Austrélie
Nizozemsko
Kanada
Norsko
Dansko
Italie
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Jizni Korea
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Graf 1 Srovnani incidence s ostatnimi zemémi svéta, prepocet na 100 000 osob (Dusek,
2007)

V Evropskych zemich zaujima Ceska republika 3. misto po Slovensku

a Mad’arsku v incidenci CRC u muzii. Zeny jsou na 9. misto po zemich jako je Norsko,
Dénsko nebo Nizozemsko. (Dusek, 2007)
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Regionalni prehled
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Graf 2 Incidence CRC v CR podle regiont, piepocet na 100 000 osob (Dusek, 2007)

Incidence zhoubnych CRC je vy$$i u muzd nez u Zen a stale narGsta. Rozdily
v incidenci jsou i mezi kraji v Ceské republice. Nejvyssi vyskyt CRC byl v letech
1977-2013 zaznamenan V Plzenském kraji, dale také v JihoCeském, Karlovarském
a Moravskoslezském  kraji, (Graf2). Nejniz§i incidence byla zaznamenana

v Pardubickém a Kralovéhradeckém kraji. (Dusek, 2007)

Nartst incidence CRC (Graf 3) byl pozorovan do roku 2002, od té doby dochazi
ke stagnaci vyskytu novych onemocnéni. Z divodu poklesu mortality a stagnace

incidence dochazi k vyssi prevalenci onemocnéni v CR. (Seifert, 2015, s. 30-36)

Incidence a mortalita

e |ncidence === \lortalita

Graf 3 Incidence a mortalita CRC v CR, piepocet na 100 000 osob (Dusek, 2007)
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Incidence zavisi na véku pacienta jako dusledek narGstajici entropie v genomu.
Nejcastéjsi jsou delece supresorovych genti napt. APC, DCC a p53. Sporadické formy
CRC se vyskytuji ve véku 65-75 let. Vrozené familiarni polyp6zy a nadory Lynchova

syndromu se vyskytuji ve véku do 50 let u 10% populace. (Vyzula, 2007, s. 13)

2.3 Hereditarni nepolypodzni kolorektalni karcinom

Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom je dédi¢na dispozice ke vzniku
kolorektalniho karcinomu, nejcastéji v tracniku. HNPCC, tedy Lynchiiv syndrom
je onemocnéni mnohocetnych zhoubnych nadort tlustého stfeva. Projevuje se rustem
polypl nebo adenomil ve stfevni stén€. Tyto stopkaté ¢i ploché utvary se ¢asto méni
ve zhoubné nadory. (Jablonska, 2000, s. 252,253) (Foretova, 2006, s. 11) (Hadravsky,
2015)

Nédory mohou postihnout i délohu a mazové zlazy v kuzi. V ptipadé mazovych
zlaz se jedna o Muir-Torretv syndrom (MTS). Onemocnéni LS ¢asto vznika v mladém
nebo stiednim véku. Soucasné se mohou objevit karcinomy 1 v jinych orgéanech,
napt. tenkého stfeva, zaludku a vajecnikt. (Jablonskd, 2000, s. 252,253) (Foretova,
2014, s. 10) (Hadravsky, 2015)

HNPCC je autozomalné dominantni dédi€né onemocnéni. Tento typ CRC byva
zpusoben chybnou nebo nedostate¢nou funkci mismatch repair (MMR) proteinil. Tyto
DNA MMR proteiny tvoii systém pro opravovani chybnych péarovani bazi. Pokud
nejsou tyto chyby opravovany kvili $patné funkci tohoto systému, dochazi ke kumulaci
bunék svadnou DNA, a to muze vést ke vzniku rakoviny. (Vyzula, 2007, s. 51)
(Hadravsky, 2015)

Popula¢ni riziko vzniku CRC je 2 %, zatimco riziko vzniku CRC u pacientil
S LS je 28-75 % u muzl a 24-52 % u zen. Nejcastéjsi lokalizaci tumori je vzestupny
traénik. Zeny s LS maji riziko 27-71 % vzniku karcinomu endometria a riziko 3-13 %
onemocnéni rakovinou vaje¢nikii. Nadory mocovych cest, ledvin a kize maji riziko
vzniku u obou pohlavi stejné. V CR Zije kolem 10 500 jedinci postizenych LS.
(Foretova, 2014, s. 10, 11) (Hadravsky, 2015) (Kubackova, 2015, s. 314)
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2.3.1 Klinicka kritéria HNPCC

Pro urceni diagn6zy HNPCC byla vydana amsterodamska kritéria, publikovéana

jiz roku 1990. Jejich revize a rozsifeni probehly az o 8 let pozdéji. (Foretova, 2009,

s. 10-11)

Amsterodamska Kritéria (1998)

ti1 ptibuzni s nadory asociované s HNPCC (CRC, uterus, vajecniky, ...),
jeden z nich ptibuzny prvniho stupn¢ ostatnich dvou

postizeny osoby dvou generaci jdoucich po sob¢

vznik nédoru do 50 let Zivota

vylouéena FAP (Foretova, 2009, s. 10-11)

Pii splnéni amsterodamskych kritérii se v diagnostice HNPCC uplatiiuji jeste

kritéria bethesdskd, kterd urcuji, u kterych pacientd se provede vySetfeni na MSI

a pti pozitivnim vysledku i testovani gent MLH1 a MSH2. (Foretova, 2009, s. 10-11)

Bethesda Kritéria

Jeden

pacienti se dvéma nadory ze spektra HNPCC (CRC nebo asociované
s HNPCC)

pacienti s CRC a piibuznym prvniho stupné s CRC, kolorektalnim
adenomem nebo nadorem asociovanym s HNPCC, diagnostika do 45 let
pacienti se sporadickym CRC nebo nadorem endometria, do 45 let
pacienti s pravostrannym CRC, do 45 let

pacienti s nadorem buné&éné formy pecéetniho prstenu (signet ring), do 45
let

pacienti s adenomem, do 40 let (Foretova, 2009, s. 10-11)

nebo vice téchto mutaci se objevuje u 80% piipadl spliujicich

amsterodamska kritéria a u 35% kritéria bethesdska. (Vyzula, 2007, s. 52)

2.3.2 MMR geny
U clovéka je znamo 6 genti s MMR funkci, které mohou zptisobovat HNPCC.

Za vétsinu piipadi jsou zodpovédné geny MLH1 a MSH2. (Foretova, 2014, s. 10)
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Nové vldkno DNA je tvofeno DNA polymerazou, kterd pracuje rychle, a mize
dochazet k chybé kopie. K chybam patii adice, eliminace nebo zaména nukleotidi.
Z téchto diivodl tvoiti MMR proteiny systémy, které kontroluji a piipadné opravuji

chyby. (Hadravsky, 2015)

Proteiny pracuji ve dvojicich, napt. MLH1/PMS2, MSH2/MSH6 - protein
hlavni/vedlejsi. V piipad¢€, ze chybi hlavni protein, protein vedlejsi je nepotiebny a je
degradovan buiikkou ubiquintinovou cestou. Naopak pokud chybi protein vedlejsi, hlavni

protein zastava. Téchto poznatki je vyuzito pii IHC vySetienich. (Hadravsky, 2015)

Tabulka 3 Geny zodpovédné za HNPCC (Foretova, 2009, s. 10; Vyzula, 2007, s. 52)

MMR gen | Lokalizace na chromosomu
MLH1 Lokus 3p21

MSH2 Lokus 2p21

MSH6 Lokus 2p16

PMS1 Lokus 2931

PMS2 Lokus 7p22

MLH3 Lokus 14924

Prvnich pét z téchto MMR gent z Tabulky 3 ma klinicky vyznam. Jejich
zmutovanou formu miZzeme nalézt u HNPCC - MLH1 (49%), PMS1 (0,3%), PMS2
(2%), MSH2 (38%) a MSHG6 (9%). (Lauridsen, 2015)

Tabulka 4 Mutace genti zpUsobujici riznad onemocnéni (zdroj: Vyzula, 2007, s. 52)
MMR gen Onemocnéni

MLH1 Typicky syndrom HNPCC
MSH2 Typicky syndrom HNPCC, Muir-Torrertiv syndrom
MSH6 Typicky a atypicky syndrom HNPCC (pozdé€j$i nastup, distalni

lokalizace, nizky stupenn MSI)

PMS2 Typicky a atypicky HNPCC, Turcotiiv syndrom

Z tabulky 4 je patrné, Ze geny MLH1 a MSH2 zptsobuji klasicky LS, zatimco
geny MSH6 a PMS2 vedou k lehéi forme LS s pozdnim nastupem. (Kubackova, 2015,
s. 313)
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Pfitomnost ¢i nepiitomnost MMR proteinll 1ze stanovit imunohistochemicky,

nejcastéji u gent MLH1, MSH2 a MSH6. (Vyzula, 2007, s. 52)

2.3.3 Funkce MMR genii
Béhem replikace DNA dochazi k chybnému parovani bazi z divodu zamény
nukleotidt nebo ,,prokluzovani DNA-polymerazy. Funkci MMR genti je oprava chyb,

které nastanou:

e pii replikaci DNA
e vnéjSimi noxami (fyzikalni, chemick¢)

e nechomolognimi rekombinacemi DNA vlaken

Diky MMR proteinim se rizika vznikla béhem replikace snizuji az tisickrat.
Podobné geny byly nalezené u vSech organismi, napi. Escherichia coli. (Jablonska,

2000, 5. 254,255)

Jednotlivé proteiny maji rizné funkce. Protein MSH2 je potieba k rozliSeni
chybné zatazenych bazi béhem replikace DNA. Véze se s proteinem MSH6 a vznika
heterodimer, tzv. mismatch rozeznavaci komplex. V ptipadé ubytku MSH2 pozorujeme

i ztratu MSH6, pravdépodobné kvili nestabilité proteinu. (Lauridsen, 2015)

Proteiny MSH6 a PMS2 opravuji zdmény nukleotidii. Pfesnd funkce PMS1 neni

znama, MLH3 se ucastni oprav drobnych inzerci nebo deleci. (Vyzula, 2007, s. 51)

MLH1 a PMS2 formuji komplex, ktery je nezbytny pro mismatch rozeznavaci
komplex a jeho interakci s ostatnimi proteiny, napi. DNA-polymeraza nebo PCNA.
MLH1 muze tvofit heterodimer i s PMS1 nebo MLH3. (Vyzula, 2007, s. 51)
(Lauridsen, 2015)

Pokud nejsou chyby v DNA spravné opraveny, vznika zde mutace, ktera se dale

prenasi na dcefiné buiiky jakou soucést genetické informace. (Jablonska, 2000, s. 255)

Témet 20 % pacientd s CRC ma poruchu nebo uplnou ztratu funkce v systému
pro opravu chybnych parovani nukleotidi v DNA (MMRd, mismatch repair
deficiency). (Foretova, 2014, s. 29)

Ztrata funkce MMR genil nastdva:

e postupna ztrata obou gend
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e mutace nékterého z MMR genii

e U HNPCC - nefunk¢nost jednoho genu zirodecnou mutaci, druhého
somatickou mutaci

e u sporadickych CRC s MSI — inaktivace MLH1 metylaci promotoru,
tento proces lze zvratit Cinidle 5-azacytidinem

e nerovnovazna produkce kooperujicich proteint

e nestabilita mikrosatelitu (Jablonska, 2000, s. 255) (Foretova, 2014, s. 29)

Ptitomnost MMR Ize prokazat na urovni genti (mutacni analyza), proteini (IHC

vySetfeni) nebo MSI (nepiima analyza). (Foretova, 2014, s. 29)

2.3.4 Nestabilita mikrosatelitu

Mikrosatelity jsou kratké tseky DNA, slozené ze stejnych nukleotidd. Opakujici
se sekvence jednoho az ¢tyf nukleotidl jsou u jedince stejné, ale mezi jedinci se mohou
lisit. Pokud dochazi k rizn¢ dlouhym usekiim sekvenci u daného jedince, tento jev

nazyvame nestabilita mikrosatelitu. (Daum, 2014, s. 19)

Mikrosatelitni sekvence jsou nachylné k chybam pii replikaci DNA, protoze

Vv téchto mistech DNA-polymeraza Casto prokluzuje. (Daum, 2014, s. 19)

Nehled¢ na odlisné zékladni mechanismy sporadickych a hereditarnich
karcinomt, oba tumory maji spole¢ny molekularni fenotyp — nestabilitu mikrosatelitu.
Tento fenotyp vychazi ze skuteCnosti, ze mikrosatelity, tedy mono-, di-, tri- nebo
tetranukleotidy opakujicich se sekvenci DNA, jsou piili§ citlivé na nefunké¢nost MMR
proteinli. Tyto malé, opakujici se sekvence hromadi vkladani nebo delece DNA béhem
replikace. Neschopnost oprav chybné zafazenych nukleotidii ihned po replikaci
z divodu nefunkénosti MMR proteinti zplsobuje stazeni C€i roztazeni opakujicich

se jednotek a tim i1 genetickou nestabilitu. (Shia, 2004)

Tumory vzniklé MSI mohou byt detekovany pomoci PCR. The National Cancer
Institut doporucuje pouziti sady péti mikrosatelitnich markerd, kdy se DNA zdravé

tkané porovnava s DNA tkan¢ nadorové. (Shia, 2004) (Hadravsky, 2015)
Podle poc¢tu pozménénych sekvenci rozdélujeme MSI do tifech skupin:

e mikrosatelitni stabilita (MSS) - pokud neni pozménéna ani jedna

sekvence oproti zdravé DNA
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e nizka nestabilita mikrosatelitd (MSI-L) — zména 1 tseku z 5

e vysoka nestabilita mikrosatelitd (MSI-H) — pozménéno 2 az 5 useku

(Hadravsky, 2015)

Molekularné genetické studie ukazaly, ze 10 — 15 % CRC je spojena s MSI-H.
MSI se casto objevuje jako disledek sporadické methylace MLHI1, také v zarodecné
mutaci v. MMR genech predisponuji MSI-H CRC u pacientt s HNPCC, tedy
Lynchovym syndromem. Adenokarcinomy s MSI-H maji lepsi celkovou prognézu
nez onemocnéni MSS. Existuje také dikaz, ze CRC s MSI-H je méné citlivy

k chemoterapii nez MSS tumory. (Greeson, 2009, s. 126)

2.4 IHC stanoveni MMR proteint

Béhem posledniho desetileti se znacné€ rozsifili znalosti o MMR proteinech
jakozto jedné z pfi¢in CRC. Je znamo, Ze zména funkce MMR proteinti vede k 15 %
vSech CRC, asi tietina téchto onemocnéni se objevuje u pacientt s HNPCC syndromem,
ostatni jsou sporadického typu. (Shia, 2004, s. 431-441)

IHC vySetteni patfi mezi histologické techniky. Jedna se o vySetieni kvalitativni,
tzn. je vySetfovdno, zda je antigen ptfitomen, nebo ne. Ve tkanich je prokazovéana
pfitomnost proteinii nebo jinych molekul. Casto se jedna o molekuly s tkafiovou
¢1 nadorovou specifitou. K tomuto pritkkazu je vyuZzivana imunologickd reakce antigenu

a protilatky. (Foretova, 2014, s. 42-44) (Slaby, 2015, s. 39)

Imunohistochemie se béhem poslednich 20 let stala dileZitou metodou v oboru

histopatologie. IHC stanoveni probiha podle nasledujicich kroku:

1. Demaskovani antigenu (antigen retrieval) — Po fixaci formalinem tvoii
makromolekuly spojené methinovymi mustky hustou sit’, ktera brani
molekulam Ig v priiniku do cilové struktury. Tuto sit’ je potfeba otevfit,
nejlépe proteolytickym Stépenim za vysokeé teploty. Prili§ vysoka teplota
nebo nadmérna proteolyza muze plisobit kontraproduktivné.

2. Blokace enzymatickych aktivit — Vizualizace reakce nejcastéji probiha
pomoci peroxiddzy, kterd se vaze na sekundarni protilatku. Nékteré
bunky testované tkdn¢ mohou vykazovat pseudoperoxidazovou aktivitu,
ktera by mohla zplsobit faleSné¢ pozitivni vysledek. Pomoci peroxidu
vodiku je tato aktivita blokovana.
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Blokace nespecifickych vazebnych mist — Inkubaci neimunnich sér
S misty s tendenci k vazb¢ proteinu se predchdzi vzniku nespecifickych
vazeb primarnich a sekundarnich protilatek.

Primérni protilitka — Vybér optimalni koncentrace protilatky
je klicovym krokem IHC vySetfeni. Prili§ vysokd nebo nizka diluce
protilatky casto vede ke vzniku nespecifickych vazeb a tim je snizena
intenzita vysledného signalu.

Vizualizace — Detekéni systém je tvofen sekundarni protilatkou
navazanou na polymerovy nosi¢. Soucasti tohoto nosic¢e jsou molekuly
peroxidazy. Po pridani peroxidu vodiku s diaminobenzidinem (DAB)
vznikd permanentni hnédé zbarveni. Jiny typ detekéniho systému
je napf. s pouzitim alkalické fosfatazy.

Hodnoceni - Pii IHC vySetfenich je potfeba znat umisténi antigenu
v tkdnovém fezu. Reakce muize byt jaderna, membranova, plasmaticka
nebo extracelularni. Pro ovéfeni funkce protilatky je pouzita pozitivni
kontrola.

Archivace — Histologické preparaty je mozno dlouhodobé archivovat.
(Slaby, 2015, s. 39-40)

IHC metody jsou piimé a nepiimé. Pfimé metody spocivaji v reakci znac¢enych

protilatek piimo s antigeny v tkanovych fezech (Obrazek 4). Primarni protilatka byva

oznacena enzymem, kovem nebo fluoresceinem. Metody to jsou rychlé, maji vSak

ve vétsiné piipadi nedostateCnou citlivost. Piimé metody lze vyuzit V piipadé,

ze se sledovany antigen nachédzi ve tkani v dostatecné koncentraci. (Beranova, 2012)

(Foretova, 2014, s. 42-44)

Protilatka
s
@ Q
VAN
AN LA
? \
Antigen

Obrazek 4 Piima imunohistochemicka metoda (Ross, 2006, s. 10)
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Neptfimé metody jsou komplikovanéjsi ve srovnani s metodami piimymi, maji
vSak mnohem vysSi citlivost. Pouzivaji vazbu neoznafené primarni protilatky
(imunoglobulin) na detekovany protein. Na primarni protilaitku se vaze oznacena
sekundarni protilatka proti Fc-fragmentu lg, ktera slouzi k zesileni signalu a zvyseni
senzitivity. Sekundarni protilatka mtize byt oznacena fluorochromem nebo enzymem.
V tomto stanoveni se pouzivaji zvifeci Ig. Tuto metodu nazyvame dvoustupiiovou.

(Foretova, 2014, s. 42-44) (Beranova, 2012)

Primarni protilatka Sekundarni Zﬁéfné protilatka

/

Obrazek 5 Nepiima imunohistochemicka metoda (Ross, 2006, s. 10)

Existuje také nepiima metoda tfistupniova. Obsahuje amplifikaci k zesileni
signalu. Amplifika¢ni metody je vyuzito v pfipad¢ nizké koncentrace Ag. Nejprve
dochazi kreakci specifického antiséra s prokazovanym Ag, poté je aplikovéna
neznafend protilatka proti Ig. Tato protilatka je oznaCovédna jako spojovaci, tvoii
mustek, ktery se pfidavd v nadbyteném mnozstvi. Pfi vysyceni IgG molekul
by dochéazelo k falesné negativnimu vysledku. V posledni fazi reakce pfidavame
znaCeny komplex PAP (peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex). Tento zpusob

je mnohem citlivejsi nez predchozi metody, je vSak ¢asové naro¢ngjsi. (Beranova, 2012)

Nepiima imunofluorescenéni metoda obsahuje sekundarni protilatku znacenou
fluorescencnim barvivem (rhodamin, FITC). Neptimé imunoenzymové metody maji
sekundarni protilatku znaCenou enzymaticky (gluk6zooxidaza, alkalicka fosfataza,

peroxidaza). (Foretova, 2014, s. 42-44)
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3 Cil prace

Cilem této prace je rozsifit spektrum imunohistochemickych vySetieni
v laboratofi AeskuLab Patologie k. s. v Praze o stanoveni proteinu MSH2, ktery spolu
s dalsimi MMR geny umoziiuji detekci MSI u pacienti s CRC a zlepsi diagnostiku

tohoto onemocnéni.

K tspé$nému zavedeni metody do rutinni praxe laboratoie je zapotiebi zvolit
optimalni reakéni podminky. Dil¢im cilem je tedy provést testovani kontrolnich vzorkt
tonsily a apendixu se tfemi riznymi protokoly, vysledné preparaty porovnat a vybrat

nejvhodnéjsi protokol pro dalsi testovani.

Pro ovétfeni funkce protilatky bude pouzito testovaci sklo od spolecnosti
NordiQC. Preparaty budou pozorovany v mikroskopu a nasledné porovnany s vysledky

poskytnutymi spole¢nosti NordiQC.

Na zavér se budou testovat vzorky tkani pacienti s CRC a pacientl s prokazanou

mutaci v genu MSH2 a porovnavat s o¢ekavanymi vysledky.
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4 Metodika prace

Prakticka cast bakalafské prace se zabyva IHC detekci MSH2 proteinu.
Metodika popisuje material pouzivany k tomuto stanoveni, pouzité pfistroje, pomiicky

a chemikalie. Jsou zde také popsané laboratorni postupy testovani MSH2 proteinu.

Pro stanoveni optimalnich reakénich podminek jsme vyuzili informaci
spolecnosti NordiQC. NordiQC je déanska spoleCnost, ktera se zabyva kontrolou
laboratofi po celém svété, zvySenim kvality imunohistochemie a rozsifeni spekter
vySetieni v IHC laboratotich. NordiQC poskytuje vysledky testd jednotlivych proteint,

vcetn€ informaci o vyrobci protilatky, klonu a uspésnosti v testovani.

Vroce 2014 se ucastnilo testovdini MSH2 proteinu 143 laboratofi. 35 %
zGcastnénych laboratofi pouzilo klon G219-1129 od firmy Cell Marque v RTU formatu
od firmy Roche. Vysledky téchto laboratoti byly v 90 % uspokojivé. Na zakladé téchto

informaci jsme vybrali tento klon spolecnosti od Cell Marque.

4.1 Material

Pro optimalizaci a ovéfeni funkcnosti reakce pro detekci MSH2 proteinu

je vhodné pouzit:

e apendix
e tonsila
e adenokarcinom tlustého stfeva s normélni expresi MSH2

e adenokarcinom tlustého stfeva se ztratou exprese MSH2
Kritéria pro optimalni reakci MSH2 proteinu jsou:

e slabd aZ stfedni jadernd reakce vSech bunck apendixu

e slaba az stiedni jaderna reakce B-bunék plastové zony a stiedni az silna
jaderna reakce B-bun¢k zarodecného centra v tonsile

e stiedni aZz silnd jadernd reakce ve vSech rakovinnych builkach
adenokarcinomu tlustého stieva s normalni expresi MSH2 proteinu

e 7adna reakce rakovinnych bun€k adenokarcinomu tlustého stfeva

se ztratou exprese MSH2 proteinu
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Spolecnost NordiQC poskytuje také informace, ktery material je vhodny
jako kontrola pro bézné pouziti v laboratofi a optimalni reakce na téchto kontrolach.
Jako pozitivni kontrola je doporucovana tonsila, kde B-bunky v plastové zoné¢ musi
vykazovat slabou az stfedni jadernou reakci, v zarodecnych centrech pak stfedni
az silnou reakci. Kromé tonsily lze pro kontrolu pouzit také apendix, kde musi reagovat

slab¢ az stfedné jadra vSech bunék.

Negativni kontrolou mize byt adenokarcinom tlustého stieva se ztratou exprese
MSH2, kde nedochazi k zadné reakci. V laboratoii AeskulLab se pro IHC vySetfeni

pouziva pouze kontrola pozitivni.

4.2 Pristroje

K testovani MSH2 proteinu jsme vyuzili laboratorni pfistroje pouzivané béhem
rutinnich THC vysSetfeni. Hlavnim pfistrojem byl imunostainer, neméné dulezité byly

vSak také chladici deska, mikrotomovy nliz, montovaci automat apod.

4.2.1 Chladici deska

Parafinové histologické bloky obsahujici vzorky tkdni bylo nezbytné
pted krajenim fezi zmrazit. Pouzili vestavnou chladici desku MKF 2000 od firmy
Medite GmbH. Teplota desky byla -7 °C. Bloky jsme polozili na chladici desku
minimalné na dobu 15 minut, parafin nizkou teplotou ztuhnul a krajeni ez pak bylo
snazsi. Rezy krajené za studena méli vyssi kvalitu, neZ fezy ukrojené z nezchlazenych

blokt.

Obrazek 6 Chladici deska
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4.2.2 Mikrotomovy niz

Ke krajeni fezli jsme pouzili sankovy mikrotom HM400 od firmy Microm.
Mikrotom se sklada z podstavce, na jehoz strané se nachazi Sroub, ktery je spojen
se svorkou, do které se upeviiuje parafinovy blok. Po kazdém fezu se Sroub mechanicky
posune 0 3 um, tim se zajistuje konstantni tloustka fezu. Svorka pro histologicky blok
obsahuje Srouby pro nastaveni idealni hladiny fezu. Dalsi ¢ast mikrotomu je nlz

upevnény na sanich, které se po kluznych plochach pohybuji smérem k bloku.

Obrazek 7 Mikrotomovy ntiz

4.2.3 Napinaci stolek (vyhrivana deska)

V histologickych a imunohistochemickych laboratofich se pro napinani a suSeni
fezl na sklickach pouziva napinaci stolek Medite OTS 40. Hlinikova deska silna 6 mm
se zahtala na 50°C, skla se polozila na desku a byla zde suSena minimalné po dobu 15

minut, aby fezy spravné ptilnuly na jeho povrch.
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Obrazek 8 Napinaci stolek

4.2.4 Termostat

Po napnuti a usus$eni fezu se sklicko vlozilo do termostatu. V laboratofi jsme
vyuzili termostat Incucell Comfort 22 od vyrobce BMT Medical Technology s.r.o0.,
ktery fixuje fezy na skla pomoci vzduchu o teploté 58 °C. Skla s preparaty se pti takové
teploté ponechala v termostatu minimalné po dobu 60 minut. Pokud bylo potfeba nechat
skla v termostatu pies noc, fixace probihala pfi teploté 37 °C. Obecné plati, Ze pokud
se ponecha sklo v termostatu pies noc, snizujeme tim pravdépodobnost, Ze fezy béhem

zpracovani tzv. uplavou — tedy neudrZi se na sklicku.

v i

Obrazek 9 Termostat
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4.2.5 Imunostainer
Ptistroj Ventana BenchMark ULTRA od firmy Roche se ¢asto pouziva k IHC

vySetienim. Obsahuje 30 pozic pro sklicka a 35 pozic pro dispenzery S protilatkami.
Hlavni vyhodou tohoto pfistroje je, Zze jednotliva skla zpracovava na sob¢ nezavisle
a po ukonceni jedné reakce lze do pristroje kontinualné dopliovat dalSi preparaty.
Ptistroj muze tedy zpracovat az 90 skel béhem 8 hodin a az 120 skel s no¢nim béhem.
Soucasn¢ mize probihat stanoveni IHC, ISH, SISH nebo FITC. Imunostainer obsahuje
plastové nadoby na promyvaci pufr, destilovanou vodu a olej. Tyto nadoby je potieba

po kazdém béhu kontrolovat a doplnovat

Obrazek 10 Imunostainer

4.2.6 Montovaci automat

Obarvena skla, kterd prosla dehydratacni fadou, byla zamontovana. Misto
klasickych krycich skel jsme pouzili montovaci folii. Stojan se skly se vlozil
do pristroje Tissue-Tek Film ® Film Coverslipper od firmy Sakura, ktery preparaty
zamontoval. Do montovaciho automatu lze soucasné vlozit 3 stojany se skly,

kde je na sklo folie automaticky natazena. Jako montovaci médium je zde pouzit xylen.
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Obrazek 11 Montovaci stroj

4.2.7 Mikroskop

Preparaty jsme sledovali pomoci svételného mikroskopu Nikon Eclipse 50i.
Mikroskop byl pfipojen k pocitaci, méli jsme tedy moznost sledovat preparaty na velké
obrazovce a pofizovat snimky. K pozorovani preparatd jsme zvolili objektiv

se zvétSenim 150X.

4.3 Pomiicky a nastroje

Mezi néstroje a pomucky pouzité pii IHC stanoveni patii podlozni skla a vodni

lazen.

4.3.1 Podlozni skla
Skla TOMO piimo pro IHC stanoveni vyrabi firma Matsunami. Skla jsme

si popsali obycCejnou tuzkou, aby nedoslo k jejich zaméné, a po natazeni fezu jsme
je opatiili ¢arovym kodem, ktery byl rozeznatelny imunostainerem a obsahoval

informace o zvoleném protokolu.

Obrazek 12 Podlozni skla
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4.3.2 Vodni lazen

Vodni lazen byla sklenéna nadoba s destilovanou vodou. Ukrojené fezy

se pomoci histologického hacku pienesly na vodni hladinu, aby se napnuly.

4.4 Reagencie
Vedle pfistroji a laboratorniho naéini jsme vyuzili i nékteré reagencie,

napf. protilatku proti MSH2 proteinu, pufry, barvivo a alkoholy.

4.4.1 Protilatka

jsme monoklonalni protilatku MSH2 mAb clone G219-1129 od firmy Roche.
Pfednaplnény dispenzer je typu RTU (ready to use) skoncentraci 2,84 ug/ml.
To znamena, Ze protilatku nebylo potieba pied pouzitim nafedit. Davkova¢ mél objem
protilatky na 50 IHC stanoveni. Protilatka je oznaCena Cislem produktu (760-4265)
a ¢islem Sarze (1529502C). Datum expirace je zaii 2018.

62191129
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Obrazek 13 Protilatka

4.4.2 Gilliv hematoxylin

Gilliv  hematoxylin je barvivo, které se pouziva k dobarveni
imunohistologickych fezli. Barvenim preparatli se dosahuje pozadovaného kontrastu
mezi jednotlivymi slozkami tkané. Barvivo je aplikovano na preparat po dobu 2 minut
a nasledn¢ oplachnuto tekouci vlaznou vodou. Pti stanoveni MSH2 proteinu pouzivame

Gilltv hematoxylin forméatu RTU — barvivo neni potieba pied pouzitim fedit.
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4.4.3 Dehydratacni rada

Dehydratacni fada se sklada z 6 kyvet, pficemz CEtyfi kyvety obsahuji alkohol
a zbylé dvé xylen. Obarvené preparaty jsou vlozeny do jednotlivych kyvet alkoholu
na3 minuty, do xylenu pak na 1 minutu. Dehydrata¢ni fada slouzi k odvodnéni

a projasnéni preparatu.

4.4.4 Pufry do imunostaineru
KIHC stanovenim jsou potieba pufry, které se musi po kazdém béhu

kontrolovat a ptipadné dopliiovat. Vyuziva se n¢kolik druhi pufii.

e ULTRA LCS - ULTRA Liquid Coverslip je ptedem nafedény kryci roztok
vyrobeny pro pouziti na piistroji Ventana. Odstraniuje nevazebny material
a minimalizuje odpatfovani vodnich ¢inidel ze sklicka.

e Reaction Buffer Concentrate (10X) solution - Reak¢ni pufr na bazi roztoku
TRIS pufru (pH 7,6) se pouziva k promyvani sklicek mezi jednotlivymi kroky
reakce a soucasné, stejné¢ jako ULTRA LCS, zajiStuje stabilni vodni prostiedi
pro IHC a ISH stanoveni.

e EZ Prep Concentrate (10X) solution - Tento roztok je pozivan pro odstranéni
parafinu z tkanovych fezi béhem IHC a ISH reakci.

e Cell Conditioning Solution 1 - CCI je pfedem nafedény roztok pouZzivany

ke kondiciovani tkanovych preparatt pred piidanim primarni protilatky.

4.5 Laboratorni postupy

S pouzitim vySe zminénych pfistroji, pomuicek a chemikalii jsme provedli
testovani MSH2 proteinu. Nejdfive byly optimalizovany reakéni podminky, kdy jsme
stanovovali MSH2 protein na kontrolach (tonsile a apendixu). Dale jsme ovéfili funkci
protilatky na testovacim skle od firmy NordiQC. K posledni fazi stanoveni jsme vyuzili

vzorky pacientii s CRC a pacienta s prokazanou mutaci genu MSH2.
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4.5.1 Optimalizace

Optimalizace reak¢nich podminek prob¢hla otestovanim reakce protilatky

a antigenu na kontrolnich vzorcich tonsily a apendixu.

Pro IHC stanoveni MSH2 proteinu jsme museli nastavit protokol

na imunostaineru. Testovali jsme tfi rtizné protokoly:

e protokol doporuceny firmou Roche
e protokol vyuzivajici amplifika¢niho kitu pro zvyseni signalu
e protokol doporuceny firmou NordiQC
Jednotlivé protokoly se 1isi detekénim systémem metody (Tabulka 5). Protokol
doporuceny firmou Roche obsahuje detekéni systém UltraView, pro lepsi zobrazeni byl

K tomuto protokolu pii druhém testovani vyuzito amplifika¢niho kitu a protokol

od spole¢nosti NordiQC pouziva zobrazovaci systém OptiView.

Tabulka 5 Protokoly pro IHC stanoveni MSH2 proteinu

Protokol Roche Roche + amp NordiQC
Suseni 4 min, 60 °C 4 min, 60 °C 4 min, 60 °C
Odparafinovani 72 °C 72 °C 72 °C
Kondiciovani CC1, 40 min, CC1, 40 min, CC1, 40 min,
100 °C 100 °C 100 °C
Protilatka 20 min, 37 °C 20 min, 37 °C 20 min, 37 °C
Detekeni systém UltraView, 8 min | Amplifikace, 8 min OptiView, 8 min
+ 8 min, 36 °C + 8 min, 36 °C + 8 min, 36 °C

Postup piipravy preparatl tonsily a apendixu byl nasledujici:

1. Histologicky blocek s apendixem nebo tonsilou jsme upevnili v drzaku
mikrotomového noze. Pomoci oto¢nych Sroubt jsme nastavili idealni rovinu
pro krajeni a zhotovili jsme n€kolik fezt tenkych 3 um.

2. Ukrojené fezy jsme pomoci hacku pienesli do vanicky s vodou. Voda byla
zahtata na cca 55°C, aby se fezy dostatecné roztahly.

3. Na pripravena skla jsme nalepili Sstitky sc¢arovymi kody, diky kterym
Imunostainer rozezna pozadovanou protilatku. Kazdé sklo obsahovalo ¢arovy

kod zvoleného protokolu.
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4. Skla jsme ponofili do vody a pomoci hacku natahli fezy na skla. Nasledné jsme
skla opatrn¢ osusili buni¢inou a polozili na nahtivaci plotnu, kde lezela alespon
15 min.

5. Pro lepsi fixaci vzorku jsme sklicka vlozili do termostatu, minimalné
na 1 hodinu.

6. Skla jsme po vyjmuti ztermostatu vlozili do Suplikii V pfistroji Ventana
spole¢né s dispenzerem obsahujicim protilatku, detekénim systémem a pfistroj
spustili.

7. Po dobéhnuti protokolu jsme skla vyjmuli ze Supliki a promyli je v roztoku
detergentu.

8. Obarvili jsme preparaty Gillovym hematoxylinem. Stojan se skly jsme ponofili
do kyvety s barvivem na 2 minuty a poté oplachli vlaznou vodou.

9. Odvodnili a projasnili jsme preparaty Vv fad¢ alkohold a xylenu.

10. Preparaty jsme zamontovali v montovacim automatu a nasledné pozorovali

v mikroskopu.

4.5.2 Testovaci sklo NordiQC
Déle jsme pouzili testovaci sklo NordiQC z Run 41 z roku 2014, které bylo
uchovano v mrazdku pii teplot¢ -23 °C. Sklo obsahovalo tkan tonsily, apendixu,

adenokarcinom s normalni expresi MSH2 a adenokarcinom se ztratou exprese MSH2.

4.5.3 Testovani pacientii s CRC

Dalsim krokem stanoveni bylo ovéfit funkci protilatky na vzorcich
adenokarcinomu tlustého stieva. Byly vybrany 4 vzorky pacienti s CRC. Postup
pfipravy preparatl byl stejny jako kontrolnich vzorkd. Protokol byl po ptfedchozim
testovani zvolen jen jeden a to doporuceny spolec¢nosti NordiQC vyuzivajici detekéni

systém OptiView.

4.5.4 Mutace genu MSH2

Poslednim krokem testovani bylo pouzit protilatku na tkan pacienta
s prokazanou mutaci v genu MSH2 a na tkan pacienta s pravdépodobnou mutaci. Tyto

vzorky tkani nam poskytla Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
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5 Vysledky

Na vybranych preparatech jsme provedli IHC stanoveni MSH2 proteinu. Klon
protilatky byl mAb G219-1129. VysSetfené tkdné jsme sledovali pod mikroskopem

a zhotovili fotografie pro nasledné hodnoceni vysledk.

5.1 Vysledky optimalizace
Podminkou spravného stanoveni MSH2 byl vybér optimélni protokolu pro dané
vySetieni. Pouzili jsme shodné tfi vzorky tonsily a tfi vzorky apendixu, kazdy pro jiné

stanoveni.

5.1.1 Tonsila
Testovani preparatl tonsily tfemi rliznymi protokoly poskytlo nésledujici

vysledky:

Obrazek 14 Tonsila Roche UltraView, zvétSeni 150X

Na tonsilu z obrazku 1 byl pouzit protokol firmy Roche s detekénim systémem
UltraView. Tonsila vykazuje slabou reakci B-bunék plastové zony a slabou az stiedni

reakci B-bunék germinalnich center. Vysledek tohoto vysetieni neni dostacujici.
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Obrazek 15 Tonsila, amplifikace, zvétSeni 150x

Amplifikacni kit v protokolu pro stanoveni MSH2 m¢l zvysit signal reakce.
Na obrazku 15 mizeme vidét reakci tkané tonsily s pouZitim pravé amplifikacniho kitu.

Reakce se v§ak vyrazné nelisi od protokolu s detekénim systémem UltraView.

Obrazek 16 Tonsila, NordiQC, zvétseni 150x
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Preparat tonsily z obrazku 16 ukazuje vysledek stanoveni MSH2 s pouzitim
protokolu doporuc¢enym spolecnosti NordiQC. Tento protokol obsahoval detekéni
systém OptiView. B-bunky plastové zony vykazuji typickou stiedni jadernou reakci
a germinalni centra lymfatickych folikuld vykazuji silnou jadernou reakci. Tato reakce

je optimalni.

5.1.2 Apendix
U stanoveni protilatky na preparadtu apendixu ocekdvam stfedni az silnou

jadernou reakci u v§ech bunék.

Obrazek 17 Apendix, Roche, zvétseni 150X

Protokol Roche s UltraView detekénim systémem neposkytl uspokojivy
vysledek (Obrazek 17). Bunky apendixu vykazuji slabou jadernou reakci. N&které

bunky tkané nevykazuji zddnou reakci.
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Obrazek 18 Apendix, amplifikace, zvétSeni 150x

Vysledek pouziti protokolu s amplifikatnim kitem ukazuje slabou reakci

Vv bunikach apendixu.

Obrazek 19 Apendix, NordiQC, zvétSeni 150x

Apendix z obrazku 19 reaguje na protilatku stiedni az jadernou reakci vsech
buné¢k. Tento jev jsme pozorovali u protokolu od spole¢nosti NordiQC.
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Na rozdil od ptedchozich dvou protokolti firmy Roche, protokol NordiQC
obsahoval detekéni kit formatu OptiView. Pouzitim tohoto protokolu sledujeme
optimalni reakce bunék tonsily i apendixu, proto k dal$im vySetfenim zvolime protokol

S detekcnim systémem OptiView.

5.2 Testovaci sklo NordiQC

Komer¢ni sklo slouzi ke kalibraci metody. Sklo spolecnosti NordiQC

obsahovalo tkanové fezy tonsily, apendixu a dvou adenokarcinomu tlustého stieva.

Obrazek 20 Tonsila, optimalni (vlevo) a nedostacujici stanoveni (Nielsen, 2014)

Leva polovina obrazku 20 zndzorfiuje optimalni reakci tonsily pfi pouziti
detek¢niho systému OptiView v protokolu. Klon pouzity pro stanoveni MSH2 proteinu
je mAb klon G219-1129. Plastova zéna vykazuje vyraznou stiedni jadernou reakci,
B-buriky v germindlnich centrech prezentuji silnou jadernou reakci. V pravé casti
obrazku vidime nedostateCnou reakci bunék preparatu tonsily. Germindlni centra
vykazuji slabou reakci, plastova zona je témeér bez reakce. K tomuto vysledku miize
dojit slabou koncentraci protilatky nebo pouZzitim protokolu s detekénim systémem

UltraView.
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Obrazek 21 Tonsila, testovaci sklo NordiQC, zvétSeni 150x

Tonsila poskytnuta spolecnosti NordiQC (Obrazek 21) vykazuje silnou jadernou

reakci v geminalnim centru a stfedni jadernou reakci plastové zony.

Obrazek 22 Apendix, optimalni (vlevo) a nedosta¢ujici stanoveni (Vyberg, 2005)

Optimalni stanoveni MSH2 na tkani apendixu vykazuje stfedni az silnou reakci
témeét vSech bunck (Obrazek 22, vlevo). Nedostate¢ny vysledek stanoveni MSH2
zobrazuje vyraznou reakci enterocytl, zatimco vétSina bun€k stromatu zistava

negativni.
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Obrazek 23 Apendix, testovaci sklo NordiCQ, zvétseni 150x

Z obrazku 23 je patrna stfedni az silna reakce jader vSech bungk, coz odpovida

pozitivni reakci protilatek MSH2 s antigeny bunck apendixu.

Obrazek 24 Adenokarcinom s normalni expresi MSH2, optimalni (vlevo)
a nedostacujici stanoveni (Nielsen, 2014)

Optimalni stanoveni adenokarcinomu s normalni expresi MSH2 je ukazéano
Vv levé casti obrazku 24. Pro tuto detekci byl pouZit stejny protokol jako u optimalni
reakce tonsily. Je zde viditelna stiedni az silna jaderna reakce rakovinnych bunék a
vyraznd reakce bunék pojivové tkané. Reakce pozadi neni pozorovana. Nedostacujici
reakce této tkané je vyobrazena v pravé poloviné obrazku 24. Je zde pouzit detekéni
systém UltraView. Reakce bunék stromatu je negativni. Intenzita reakce neoplastickych

bunék je znacné slabsi nez u optimalniho vysledku.
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Obrazek 25 Adenokarcinom s normalni expresi MSH2, testovaci sklo NordiQC,
zvétSeni 150 X

Vsechny rakovinné buiikky adenokarcinomu tlustého stfeva s normalni expresi

MSH2 (Obrazek 25) vykazuji stfedni az silnou jadernou reakci.

Obrazek 26 Adenokarcinom se ztratou exprese MSH2, optimalni (vlevo) a nedostacujici
stanoveni (Nielsen, 2014)

Adenokarcinom se ztratou exprese MSH2 v levé Casti obrazku 26 vykazuje
negativni reakci jader rakovinnych bunék. Vyraznou jadernou reakci bunék pojivové
tkané lze povazovat za pozitivni kontrolu funkce protildtky. Tento vysledek je
povazovan za optimalni. Oproti tomu neuspokojivy vysledek reakce této tkan¢ vykazuje
negativni reakci bunék stromatu. Prestoze je reakce neoplastickych bunck tkané

negativni, na tento vysledek neni mozné spoléhat.
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Obrazek 27 Adenokarcinom se ztratou exprese MSH2, testovaci sklo NordiQC, zvétSeni
150x

Neoplastické bunky adenokarcinomu tlusté¢ho stfeva se ztratou exprese MSH2
(Obrazek 27) nevykazuji zadnou reakci. Slaba jaderna reakce bunék pojivové tkané zde
slouzi jako kontrola spravné funkcnosti protilatky. Tato tkdn muize byt pouzita

jako negativni kontrola pro IHC vySetieni MSH2 proteinu.

5.3 Testovani CRC

Funkci protilatky bylo tfeba ovéfit na vzorcich pacienti s CRC. K tomuto
stanoveni jsme pouZili vzorky ¢tyf pacientl, vypijcené ze skladu histologickych blocki
laboratote AeskulLab Praha.

K vzorkim pacientd jsme piidali fez apendixu jako pozitivni kontrolu. Stanoveni

probihalo podle NordiQC protokolu s OptiView detekénim systémem.

U adenokarcinomi s normalni expresi MSH2 proteinu ocekavadme stiedni

az silnou jadernou reakci vSech rakovinnych buné¢k.
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Obrazek 28 Pacient €. 1, NordiQC, zvétseni 150x

U pacienta ¢. 1 byl diagnostikovan adenokarcinom tlustého stfeva, ndador
prorusta do subserosy, ale pifes serosu se nesiti. Podle TNM Kklasifikace je tento tumor
hodnocen stupném 3. Na obrazku 28 pozorujeme pozitivni vysledek stanoveni. Tkan

adenokarcinomu tlustého stfeva pacienta Cislo 1 vykazuje silnou jadernou reakci vSech

rakovinnych bunék.
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Obrazek 29 Pacient ¢. 2, NordiQC, zvétseni 150x
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U pacienta ¢islo 2 (Obrazek 29) je viditelnd stfedni az silna reakce jader
neoplastickych bunék. Diagnostika tohoto pacienta popisuje tumor jako invasivni
adenokarcinom tlustého stteva, TNM stupeil 2, s metastazou do jedné lymfatické uzliny
a se sedmi metastdzami do perikolického tuku. Podle Dukesovy klasifikace je tumor

oznacen stupném C.

Obrazek 30 Pacient ¢. 3, NordiQC, zvétSeni 150x

Adenokarcinom tlustého stfeva s invasi do perikolického tuku s venosni invazi
pacienta ¢. 3 vykazuje stfedni jadernou reakci neoplastickych bunék (Obrazek 30).
Podle TNM je tento novotvar hodnocen stupném 3, coz odpovida stupni C

Vv klasifikacnim systému podle Dukese.
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Obrazek 31 Pacient ¢. 4, NordiQC, zvétseni 150x

Lékarsky je u pacienta Cislo 4 diagnostikovdn mucindézni adenokarcinom
tlustého stieva stupné 2 podle TNM, proristajici do subserdzni tukové tkané stény
sttevni. U tohoto pacienta miZeme jako vysledek IHC vySetieni vidét silnou jadernou

reakci rakovinnych buné¢k.

5.4 Testovani pacientii s mutaci MSH2 genu

K ovéteni funkce jsme pouzili vzorek tkdné pacienta s prokdzanou mutaci genu
MSH2. Pouzili jsme vzorek adenokarcinomu pacienta poskytnuty histologickym

oddélenim laboratotfe AeskulLab (Obrazek 32).

Jako druhy vzorek jsme pouzili pacienta s moznou mutaci MSH2 genu (Obrazek
33). Kvili mladému véku pacienta S onemocnénim CRC bylo doporuceno genetické
vySetfeni, které by odhalilo pfipadné onemocnéni LS. Tento vzorek jsme tedy pouzili
k vySetteni MSH2 proteinu. V pfitomnosti mutace, tedy ztraté exprese MSH2,
by vysledna reakce rakovinnych bunék byla negativni, pozitivné by reagovaly burnky

pojivové tkan¢.
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Obrazek 32 Pacient s prokazanou mutaci MSH2, zvétSeni 150x

Negativni jaderna reakce neoplastickych bunék adenokarcinomu pacienta

potvrdila vysledek genetického vySetieni — pacient ma pozitivni nalez HNPCC.

Obrazek 33 Pacient s moznou mutaci genu MSH2, zvétseni 150x

Z Obrazku 33 je vidét silna jaderna reakce rakovinnych bunek. Pozitivni reakci

vazby Ag s Ab je mutace MSH2 genu vyvracena.
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6 Diskuse

Lékati laboratoie AeskulLab Patologie diagnostikuji benigni i maligni nadory
tlustého stieva, ale i prostaty, délozniho ¢ipku, prsu, zaludku a mnoho dalsich. Nejprve
pozoruji pod mikroskopem tkanové fezy obarvené histologickym barvivem
hematoxylin-eosin. Pokud neni mozné jednoznaéné urcit karcinom, pro dalsi
diagnostiku vyuzivaji Sirokého spektra imunohistochemickych vySetieni na prikaz
antigend. Pfi diagnostice CRC u pacienti ve véku do 35 let Ize piredpokladat
na HNPCC. V takovych pfipadech se vzorek odesila do jinych laboratofi
specializovanych na molekularné genetickda vysSetfeni. Cilem této prace tedy bylo
rozsifit spektrum diagnostickych metod o stanoveni dédicné formy kolorektdlniho
karcinomu, tedy Lynchova syndromu pomoci IHC detekce MSH2 proteinu. Diagnostika
HNPCC by mohla nasledné probihat v IHC laboratoii AeskuLab. Vyhodami tohoto
stanoveni jsou zejména rychlost vysetieni, jednoduchost a jeho finan¢ni dostupnost.

Pii zavadéni nového imunohistochemického vySetieni byl nejprve proveden
prizkum, jaka protilatka by pro toto stanoveni byla nejvhodnéjsi, jaké jsou uspésnosti
spravné pozitivnich vysledki jednotlivych kloni a jestli je vybrana protilatka

kompatibilni s imunostainerem, ktery se pouziva v IHC laboratofi AeskuLab.

K takovému pruzkumu bylo vyuzito informaci spole¢nosti NordiQC a UK
NEQAS. Kli¢ovym aspektem spravného stanoveni byl vybér protilatky.
Monoklonalnich protilatek proti MSH2 proteinu existuje nékolik druhti. Spolec¢nost
NordiQC béhem testovani kvality v letech 2008 a 2014 (Nielsen, 2008) (Nielsen 2014)
vyuzila étyf protilatek — mAb FE11, mAb G219-1129, mAb 25D12, mAb 27. Uginnosti
testovanych protilatek zobrazuje tabulka 6. V prizkumu zroku 2008 bylo pouzito
koncentrovanych protilatek (Nielsen, 2008), které bylo tfeba nafedit pied pouzitim,
v roce 2014 byly pouzity koncentrované protilatky i protilatky formatu RTU (Nielsen,
2014).

Tabulka 6 U¢innost protilatek, testovani NordiQC (Nielsen, 2008, Nielsen, 2014)

mAb FE11 mAb 27 mADb 25D12 mAb G219-1129
Run 2008 | 67 % 86 % 88 % 70 %
Run 2014 |59 % Netestovano | 0 % 50 %
Run 2014 | 96 % Netestovano | 0 % 90 %
(RTU)
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Protilatku se obvykle vybira podle uspésnosti testovani a také podle toho, zda
je kompatibilni Ventana. Klon mAb FE11 ve formatu RTU z béhu 2014 dosahoval
nejvyssi Géinnosti (az 96 %), nebylo jej ovSem mozné stanovovat na analyzatoru
od firmy Ventana. S ohledem na tento piistroj jsme vybrali klon mAb G219-1129, jehoz
ucinnost dosahovala 90 %. Podle informaci z UK NEQAS (Parry, 2014a) je tento klon

nejcastéji pouzivany laboratofemi ke stanoveni MSH2 proteinu.

Dalsim krokem bylo nastavit protokol pro detekci MSH2 proteinu. Vyuzili jsme
protokol doporuceny firmou Roche s detekénim systémem UltraView. UltraView
Universal DAB Detection Kit funguje na principu detekce specifickych krali¢ich
a mysich primarnich protilatek, které se vazi na Ag tkani parafinovych tfezl. Specificka
protilatka je lokalizovana smési sekundarnich protilatek oznacenych enzymem. Tento
komplex se vizualizuje substraitem z DAB chromogenu a peroxidu vodiku a vznika
hnéda srazenina. Na zakladé testovani spole¢nosti NordiQC z roku 2014 je doporuc¢eno
pouzit tkan apendixu a tonsily jako kontrolu pro stanoveni. Preparat tonsily vsak
vykazoval slabou jadernou reakci B-bunék plastové zony a slabou az stfedni jadernou
reakci germinalni center lymfatickych folikuld. | u apendixu byla v bufikach tkané
pozorovana slaba jadernd reakce. Tento vysledek neodpovidal vysledkiim testovani
NordiQC — reakce byla mnohem slabsi. Podle spolecnosti NEQAS (Parry, 2014b) neni
tkan tonsily vhodna jako kontrola. Silna jaderna reakce v lymfatickych folikulech
a epitelu by mohla ztizit odhad citlivosti metody. Z tohoto diivodu je doporuceno pouZit
jako kontrolni vzorek tkané apendixu a adenokarcinomu tlustého stfeva s normalni

expresi MSH?2.

Vzhledem ke slabé intenzit€¢ reakce jsme do dalSiho protokolu pfidali
amplifikaci k zesileni signalu. Amplifika¢ni kit pouziva specifické krali¢i IgG tézké
a lehké tetézce a mysi specifické IgG tézké tfetézce, které se vazi S primarni protilatkou
a tim dochazi ke zvySeni poctu protilatek vdzanych na sit’ Ag a rovnéz se zvySuje
intenzita stanoveni. Diky amplifika¢nimu kitu bylo sledovano zesileni reakce na obou

preparatech, stale vSak nebylo dosazeno pozadovanych vysledk.

NordiQC 1 NEQAS doporucuji k detekci MSH2 vyuZit protokol s detekénim
systtmem OptiView. OptiView DAB IHC Detection Kit totiz vyuziva vazby Ag
a specifickych mysich a kralic¢ich protilatek ve tkanovych ftezech (parafinovych
nebo zmrazenych). Tyto primarni protilatky jsou lokalizované smési sekundarnich

protilatek, které dale tvoii vazbu s enzymem znacenou protilatkou terciarni. Terciarni
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protilatka je, stejné jako u UltraView, vizualizovana substratem peroxidu vodiku s DAB
chromogenem za vzniku hnédé srazeniny. Toto tieti testovani pfineslo uspokojivé
vysledky — silnou jadernou reakci B-bunék v germinalnich centrech a stiedni reakci
B-bunék plastové zony u tonsily a stfedni jadernou reakci bunék apendixu. Protokol
s OptiView detekénim systémem byl zvolen jako optimalni a byl pouzit v dalsich fazich

testovani.

Pomoci DAB chromogenu jsou vizualizovany struktury tkanovych preparati
a je mozné sledovat vysledky reakce pod mikroskopem. Pro lep$i vizualizaci je vSak
preparat dobarven Gillovym hematoxylinem. Jedna se o histologické barveni jader IHC
preparatu, dosahuje se tim pozitivni reakce vac¢i okolnim strukturdm preparatu.

(Beranova, 2012)

Jak uz bylo zminéno, imuhistochemick4 detekce probiha na principu vazby
antigen-protilatka. Protilatky se vazou na mista, kde je pfitomen antigen, v nasem
pripadé MSH2 protein. Pozitivni reakce stanoveni tedy signalizuje normalni expresi
MSH2, tzn., Ze se nejedna 0 mutaci tohoto MMR genu. Tohoto faktu bylo vyuZito
pfi testovani MSH2 u pacientli s CRC. Z naSich vysledkil je patrné, ze vSechny Ctyfi
vzorky vykazuji pozitivni, stfedni az silnou jadernou reakci rakovinnych bunék
adenokarcinomu. Na zakladé diagnostickych vySetieni bylo zjisténo, Ze vzorky pacientt
1 — 4 obsahovaly invazivni adenokarcinomy tlustého stfeva. Tabulka 7 zobrazuje
vysledky detekce MSH2 proteinu a naslednou diagnostiku HNPCC. Pozitivnimi
vysledky naSeho testovani byla vyvracena hereditarni forma CRC u vSech 4 pacienttl.
Shodou mezi nasimi vysledky a diagnézami stanovenymi lékafem byla potvrzena

funkénost IHC stanoveni MSH2 proteinu.

Tabulka 7 Detekce MSH2 proteinu a diagnostika HNPCC u pacientii s CRC

Detekce MSH2 proteinu HNPCC/Lynchtiv syndrom
Pacient ¢. 1 Pozitivni Negativni
Pacient ¢. 2 Pozitivni Negativni
Pacient ¢. 3 Pozitivni Negativni
Pacient ¢. 4 Pozitivni Negativni

ZvySena pozornost je vénovana pacientim, u kterych vznikd CRC v mladém

veéku. Vznik CRC ve véku do 35 let miiZe signalizovat Lynchliv syndrom. K vySetfeni
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LS byva nejéastdji vyuzito molekularné genetickych vysetieni. Utelem naseho testovani
detekce MMR proteinu bylo zavést vysetfeni LS do IHC praxe. Ke stanoveni byly
pouzity dva vzorky pacientd. U prvniho znich byl LS v minulosti prokazan
molekuldrné genetickym vysSetfenim. Po provedeni IHC vysSetteni tkan adenokarcinomu
vykazovala negativni reakci V rakovinnych buiikach, buniky pojivové tkdné reagovali
pozitivné. Tento vysledek naseho stanoveni potvrzuje diagnézu HNPCC u tohoto
pacienta. Diky diagndze stanovené genetickym vySetfenim mohla byt vyloucena falesna

negativita detekce MSH2 proteinu a soucasné byla ovéiena funkcénost této metody.

V této fazi IHC testovani byl pouzit vzorek pacienta, u kterého byl zjistén CRC
v pomérné mladém véku. U tohoto pacienta byl piedpoklad, ze karcinom je genetického
puvodu. Z tohoto ditvodu jsme vyuzili detekci MSH2 proteinu jako pritkaz HNPCC.
Preparat tkan€ adenokarcinomu vykazoval silnou pozitivni reakci jader rakovinnych
bun¢k. To signalizuje normdalni expresi MSH2. Z téchto vysledki byla vyloucena
hereditarni forma CRC zpusobena ztratou funkce MSH2 proteinu. Stale vsak nelze

jednoznacné vyloucit LS.

Jak jiZ bylo zminéno, HNPCC byva zpiisobem MMR proteiny, nejcastéji MLHI,
MSH2, MSH6 a PMS2. Z tohoto divodu nelze vylouc¢it LS u pacienta, u kterého
vysledek THC detekce MSH2 proteinu byl negativni, tzn., ze zde nebyla prokazana
ztrata funkce MSH2 genu. Lynchliv syndrom totiZ mize byt zplGsoben mutaci genu
v nékterém z ostatnich MMR proteint. MMR proteiny MSH2 a MSH6 tvofi
heterodimer. Casto tedy dochazi k soucasné ztraté MSH2 a MSH6 proteinti u pacienti
s mutaci v genu MSH2. Spekuluje se o tom, ze defekt MMR zptisobeny ztratou MSH2
muze vést kselektivni mutaci genu MSH6. Dal§imi MMR proteiny tvoficimi
heterodimer jsou MLHI a PMS2. Zvyseni citlivosti IHC metod by mohlo byt docileno
ptidanim protilatek MSH6 a PMS2 do vysetfovaciho panelu. (Ellis, 2005, s. 101-103)

Imunohistochemické laboratofe v CR i ve svété, které provadi diagnostiku LS,
pouzivaji pro tato stanoveni 2, 3 nebo 4 protilatky. Krom¢ detekce MSH2 se v téchto
laboratofich testuji i protilatky proti MSH6, MLHI1 a PMS2. Obecné plati, Ze ¢im vice
Ab proti MMR proteinim je pouZito pifi stanoveni, tim spolehlivjsi je diagnostika
HNPCC. Naptiklad Bioptick4a laboratof v Plzni, ktera se také specializuje na IHC
vySetieni, nabizi stanoveni vSech ¢tyf MMR proteinti. Toto je nejspolehlivejsi zptisob,
jak odhalit mutace MMR gent a nasledné onemocnéni LS. V soucasné dobé jsou kromé

Bioptické laboratote v Plzni IHC vysetiteni MLH1 a MSH2, pfipadn¢ MSH6 a PMS2
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provadéna v Ustavu patologie a molekulérni genetiky FN Motol v Praze, MOU v Brng,
Ustavu patologie FN Ostrava a Onkologickém centru v Novém Ji¢ing. (Vyzula, 2016)

Vysetteni HNPCC pomoci 4 protilatek si klade za cil 1 laboratotf AeskulLab.
V pribéhu nasledujicich mésicii budou mezi IHC metody zafazeny i detekce MLHI,

MSH6 a PMS?2 proteini.

V oboru imunohistochemie je stidle co vylepSovat. Vysledky testovani MMR
proteinti publikované v ¢asopise American Journal Surgical Pathology (Ellis, 2005)
ukazuji, ze IHC vySetfeni nemohou zcela nahradit testy mikrosatelitni nestability,
protoze ne vSechny IHC-pozitivni pfipady vykazuji stejnou formu pozitivity ve vSech
tumorech a slaba fokalni exprese MMR proteinu mize byt asociovana s MSI nebo
genovou mutaci. Hlavnim nedostatkem je zde nizkd senzitivita nékterych MMR

proteint.

Podle této studie ma IHC stanoveni mutace MSH2 genu ucinnost 91 %. Z tohoto
divodu se doporucuje pouziti IHC metod jako prvni screening u pacientll
s ptedpokladanou mutaci MMR genil a to hlavné diky jednoduchosti a dostupnosti
téchto vySetieni. Pii negativni reakci IHC vySetfeni, tedy ztraté exprese MMR proteinu
by byly vzorky analyzovany kvili mutacim v MMR genech. Pii pozitivni reakci [HC
vySetieni, tedy normalni expresi proteinu by vzorky byly otestovany na mikrosatelitni

nestabilitu. Az v ptipadé nalezu MSI by dochézelo k analyze mutaci MMR gent.
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[ Zavér

Ne¢kolikastupiovym  testovanim detekce MSH2 proteinu  jsme dosahli
pozadovanych vysledki. Pii zadaném protokolu doporuceném spolecnosti NordiQC
s detekénim systémem OptiView je metoda povazovana za ucinnou. Nejoptimalnéjsi

pozitivni kontrolou pro toto stanoveni je apendix.

Imunohistochemickou detekci MSH2 jsme zafadili mezi jiz stavajici IHC
vySetfeni laboratofe BioLab Praha. Diky této metod¢ bude mozné diagnostikovat
genetické faktory na vznik kolorektalniho karcinomu, zvysit predikci dalSich karcinomt

rodinnych pfisluSnikii nemocného pacienta a snizit mortalitu tohoto onemocnéni.

Dal$im cilem imunohistochemické laboratofe Aeskulab Patologie k. s. bude

rozsifit spektrum metod o dalsi tfi mismatch repair proteiny MSH6, MLH1 a PMS2.
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Seznam zkratek a symbolii

Ab
Ag
AHH
APC
BMI
CC1
CRC
DAB
DCC
DNA
FAP
FITC
HNPCC

ICC

ISH
LCS
LS
mAb
MLH1
MLH3

MMR

Protilatka

Antigen

aryl hydrocarbon hydroxylasa

gen adematdzni polypdzy tlustého stieva

body mass index

Cell Condition 1

kolorektalni karcinom

Diaminobenzidin

tumor supresorovy gen, deleted in colon cancer
deoxyribonukleova kyselina

familiarni adenomatézni polypoza

fluorescein 5-isokyanat fluorescence
hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
Immunocytochemistry

Imunoglobulin

imunoglobulin G

imunohistochemie, imunohistochemické

in situ hybridizace

liquid coverslip

Lynchtv syndrom

monoclonal antibody, monoklondlni protilatka
mut L homolog 1

mut L homolog 3

mistmatch repair, chybné parovani
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MMRd mismatch repair deficiency, porucha v chybném péarovani

MSH2 mut S homolog 2

MSH6 mut S homolog 6

MSI nestabilita mikrosatelitu, mikrosatelitova nestabilita
MSI-H microsatellite instability high, vysoka nestabilita
MSI-L microsatellite instability low, nizka nestabilita
MSS microsatellite stable, mikrosatelitni stabilita

MTS Muir-Torrettv syndrom

NordiQC Nordic immunohistochemical Quality Control

p kratké raménko chromosomu

p53 tumor supresorovy gen p53

PAP peroxidéaza anti peroxiddzovy komplex

PCNA proliferating cell nuclear antigen, sviraci protein
PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
PMS1 postmeiotic segregation increased 1

PMS2 postmeiotic segregation increased 2

q dlouhé raménko chromosomu

RTU ready to use, pfipraveno k pouziti

SISH silver in situ hybridizace

TNM tumor, node, metastasis; klasifikacni systém CRC
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethanu

uiCC Union Internationale Contre le Cancer

UK NEQAS the United Kingdom National External Quality Assessment Service
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