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Abstrakt 
 

Disertační práce „Management morfologické diagnostiky molekulárně-geneticky 

definovaných tumorů trávicího traktu“ je komentovaným souborem celkem osmi 

publikovaných prací (čtyři původní práce uveřejněné v anglické literatuře v časopisu 

s impact factorem, jeden dopis editorovi v anglickém jazyce, též v časopisu s impact 

factorem, a tři práce v českém jazyce publikované v tuzemských recenzovaných 

periodikách, z čehož dvě práce přehledové a jedna práce původní).  

V současnosti do klasifikací různých nádorových jednotek výrazně vstupuje 

molekulární genetika, která se u některých dokonce stává neodmyslitelnou integrální 

součástí diagnostického algoritmu a molekulárně-genetické rysy jednotlivých nádorů tak 

lze jen obtížně pominout. V patologii proto vedle sebe nacházíme klasifikace založené 

čistě na morfologických znacích, klasifikace naopak využívající především molekulárně-

genetické znaky (např. klasifikace centrálního nervového systému, hematologických 

malignit), ale i klasifikace oba rysy kombinující (část renálních neoplázií). Pro praktickou 

medicínu je však vždy nutné najít průsečík obou přístupů tak, aby byla zajištěna správná a 

kompletní diagnóza u pacienta.  

Většina nádorů gastrointestinálního traktu (GIT) je klasifikována na podkladě 

morfologie, část za přispění imunohistochemického profilu, zatímco léze a nádory GIT 

definované čistě molekulárně-geneticky jsou absolutní raritou. Molekulárně-genetické 

vyšetření je tak u nádorů GIT využíváno celkem ve třech oblastech: 1) pro určení diagnózy 

(vzácně), 2) v prediktivní diagnostice, 3) k diagnostice hereditárních nádorových 

onemocnění. Je evidentní, že velký rozmach molekulární genetiky v nejbližší době 

nenahradí klasický morfologický přístup a molekulární genetika se tak stane pouze 

integrální součástí jak diagnostického, tak prediktivního přístupu k jednotlivým lézím. 

Nádorové jednotky definované pouze na podkladě molekulárně-genetických znaků jsou a 

nejspíše i budou vzácné a čistě genetický přístup k diagnostice, alespoň v nejbližších 

letech, nebude ten hlavní. 

 

 

 



 
 

Abstract 

 

The dissertation called “Management of morphological diagnostics of molecularly-

genetically defined tumors of the digestive tract” is an annotated file of a total of eight 

published works (four original works published in an English literature in an impact-factor 

journal, one letter to an editor in English language also having an impact factor, and three 

works in Czech language published in domestic reviewed journals: two of these are 

reviews of the literature, one is an original work). 

 Currently, molecular genetics is significantly entering the classifications of 

different tumor units and in some units it is undoubtedly becoming an integral part of the 

diagnostic algorithm; as a result molecular genetic traits of individual tumors are hardly to 

be ignored. In contemporary pathology, at the same time you may find the classifications 

based exclusively on morphological traits, but also the classifications mostly using 

molecularly-genetic traits (e.g. the classification of the central nervous system or 

hematological malignancies), as well as the classifications combining the both traits (part 

of renal neoplasia). For practical medicine it is however always necessary to find an 

intersection of the both approaches to ensure the correct and complete diagnosis for a 

patient. 

 Most tumors, especially those of gastrointestinal tract (GIT), are classified on the 

basis of morphology, another part with the help of immunohistochemical profile of the 

lesion, but GIT-tumors defined exclusively on the basis of molecular genetics are rather 

rare. And so the molecularly-genetic examination regarding GIT-tumors is used in total in 

three areas: 1) to determine the diagnosis (rarely), 2) for predictive diagnostics, 3) to 

diagnose hereditary tumors. It is however evident that in the near future, despite the great 

boom of the molecular genetics, the classical morphological approach will not be replaced, 

and the molecular genetics will become a mere integral part of both the diagnostic and the 

predictive approach to individual lesions. Based on the molecular-genetic traits, the 

defined tumor units are and probably will be rare, and an exclusive genetic approach to the 

diagnostics, at least in the years to come, will not be the main one. 

 



 
 

Předmluva 
 

Doktorská disertační práce je komentovaným souborem publikovaných prací, které se 

zaobírají implementací molekulární genetiky do diagnostiky lézí gastrointestinálního 

traktu, na kterých se autorka podílela buď jako hlavní autor či jako členka autorských 

kolektivů. Práce je psána z pohledu patologa, tedy oboru specializace autorky, čímž však 

autorka nechce upozaďovat ostatní odbornosti ani si přivlastňovat zásluhy a myšlenky 

spoluautorů. V práci jsou zahrnuty celkem čtyři původní práce v anglickém jazyce 

(publikované v časopisech s impact factorem) a dvě přehledové a jedna původní práce 

v českém jazyce (práce publikovány v recenzovaných českých a slovenských periodikách). 

Práce jsou krátce představeny úvodem v českém jazyce, následuje vložený reprint v jazyce 

publikace. Závěrem je komentován význam provádění molekulárně-genetických vyšetření 

v rámci patologické diagnostiky gastrointestinálního traktu.  
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Seznam použitých zkratek  

 

AFAP Atenuovaná forma familiální adenomatózní polypózy (attenuated Familial 

Adenomatous Polyposis 

CS Syndrom Cowdenové (Cowden syndrome) 

GAPPS Syndrom adenokarcinomu žaludku a proximální polypózy (Gastric 

adenocarcinoma and proximal polyposis syndrome) 

FAP  Familiální adenomatózní polypóza (Familial Adenomatous Polyposis) 

ESS  Endometriální stromální sarkom 

GIST   Gastrointestinální stromální tumor 

GIT  Gastrointestinální trakt 

GS  Schwannom žaludku (gastric schwannoma) 

HDGC  Hereditární difúzní karcinom žaludku (hereditary diffuse gastric cancer) 

IMT  Inflamatorní myofibroblastický tumor 

JPS   Syndrom juvenilní polypózy (Juvenile Polyposis Syndrome) 

LM   Leiomyom 

LMS  Leiomyosarkom 

NAP  NTHL1- asociovaná polypóza (NTHL1-associated polyposis) 

MAP  MUTYH-asociovaná polypóza (MUTYH-Associated Polyposis) 

PJS  Peutz-Jeghersův syndrom (Peutz-Jeghers Syndrome) 

PPAP Polypóza spojená s opravnou funkcí polymerázy (Polymerase proofreading-

associated polyposis) 

SDH Sukcinát dehydrogenáza 

SDHx Souhrnné vyjádření pro geny kódující jednotlivé podjednotky SDH 

SFT Solitární fibrózní tumor 

SS Synoviální sarkom 

ÚZIS  Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR 
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1 Úvod 
 

 

1.1 Incidence nádorů trávicího traktu a základní statistická data 
 

Tumory trávicího traktu jsou relativně heterogenní skupinou neoplázií, což je dáno 

jak postižením celé řady různých orgánů, tak i vlastním histologickým spektrem v rámci 

jednotlivých orgánů. Ve statistikách pak nádory trávicího traktu (a zejména 

gastrointestinálního traktu/GIT) představují výrazný činitel, jedná se o nádory v našich 

zeměpisných šířkách postihující relativně velké množství pacientů – zhoubné novotvary 

tlustého střeva a konečníku řadí Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR (ÚZIS) 

společně se zhoubnými nádory prostaty, prsu u žen a průdušnice, průdušky a plíce 

k nejčastěji se v naší populaci vyskytujícím maligním nádorům. Zhoubné nádory tlustého 

střeva a konečníku (C18-C20) představují druhou nejčastější nově diagnostikovanou 

malignitu u mužů i žen (v roce 2017 dle ÚZIS v ČR 12,5 % všech nových případů), 

incidence zhoubných novotvarů tlustého střeva a konečníku je vysoká (69,3/100 000 osob) 

s převahou pacientů ve věku nad 60 let. (1). 

V rámci celorepublikových statistik jsou však významnými činiteli i další neoplázie 

vyskytující se v trávicím systému. Kompletní statistická data týkající se současných 

epidemiologických trendů v rámci novotvarů v ČR jsou dostupná na webových stránkách 

ÚZIS (1), zde prezentujeme neoplázie trávicího systému pouze v krátkém přehledu.  

Zhoubný novotvar jícnu (C15) je nádor s převažujícím postižením mužů a prokázanou 

incidencí 6,2/100 000 osob a 16. nejčastější příčinou úmrtí v roce 2017. Zhoubné 

novotvary žaludku (C16) mají v populaci incidenci 13,2/100 000 osob a v rámci 

onkologických diagnóz jsou 7. nejčastější příčinou úmrtí. U zhoubných novotvarů jater a 

intrahepatálních žlučových cest (C22) je udávána incidence 9,1/100 000 osob, převládají 

pacienti nad 60 let a křivka úmrtnosti kopíruje křivku incidence, v rámci onkologických 

diagnóz představují 9. nejčastější příčinou úmrtí v roce 2017. Zhoubný novotvar žlučníku a 

žlučových cest (C23, C24) se v ČR vyskytuje s incidencí 7,2/100 000 osob (2017), jedná se 

o nádorové onemocnění, které bylo v roce 2017 13. nejčastější příčinou úmrtí. Zhoubný 

novotvar slinivky břišní (C25) má dlouhodobě narůstající incidenci a v roce 2017 bylo toto 

onemocnění 7. nejčastěji diagnostikovaným novotvarem s incidencí 21,0/100 000 osob, 

mortalita v rámci onkologických diagnóz činní zhoubný novotvar slinivky 3. nejčastější 

příčinou úmrtí v roce 2017. 
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1.2 Klasifikace nádorů trávicího traktu 
 

Klasifikace nádorů trávicího traktu se stejně jako u všech orgánových soustav opírá 

o WHO klasifikaci. Vznik každé WHO klasifikace předchází publikace četných dílčích 

studií, jejich validace následnými studiemi, komparativní metaanalýzy a hlavně dosažení 

širšího konsenzu mezi autory jednotlivých kapitol. V současné době využíváme pro 

klasifikaci nádorů GIT 5. edici WHO klasifikací (tzv. „Blue books“). 5. edice je 

v mnohých aspektech odlišná od edicí předcházejících, avšak základní koncept zůstává, je 

obohacen o data z molekulární genetiky.  

Obecně lze říci, že do moderních klasifikací různých nádorových jednotek vstupuje 

v současné době velmi často a výrazně molekulární genetika, která se u některých jednotek 

stává neodmyslitelnou integrální součástí diagnostického algoritmu a molekulárně-

genetické rysy jednotlivých nádorů tak lze jen obtížně pominout. V současné patologii tak 

nacházíme vedle sebe klasifikace založené čistě na morfologických znacích, klasifikace 

naopak využívající především molekulárně-genetické znaky (např. klasifikace centrálního 

nervového systému, hematologických malignit), ale i klasifikace oba rysy kombinující 

(část renálních neoplázií). Pro praktickou medicínu je však vždy nutné najít průsečík obou 

přístupů tak, aby v nutných případech a v případech, kdy má aplikace obou charakteristik 

své opodstatnění, bylo možné využít nejlépe kombinace obou přístupů a tím byla zajištěna 

správná a kompletní diagnóza u pacienta.  

Ve všech odvětvích patologie se každý rok nově setkáváme s řadou 

jednotek/variant neoplázií definovaných zejména molekulárně-geneticky, současně však 

není možné tento přístup, aplikaci a diagnostiku pouze na podkladě molekulárně 

genetických výsledků, beze zbytku přijmout, ale je třeba hledat optimální kombinaci všech 

dostupných diagnostických prostředků. Vždy při indikaci jakéhokoliv vyšetření patologem 

je nutné vzít v úvahu časovou náročnost, cenu vyšetření, reprodukovatelnost vyšetření, 

korelaci s klinickým chováním a léčebné možnosti současné medicíny. 

Vlastní klasifikace nádorů trávicího traktu je heterogenní, což je především dáno 

spektrem orgánů, ve kterých nádory vznikají. Tím se pak klasifikace může zdát 

komplikovanou. Zjednodušeně lze však říci, že většina nádorů trávicího traktu je 

klasifikována na podkladě morfologie, část za přispění imunohistochemického profilu léze, 

zatímco nádory GIT definované molekulárně geneticky jsou spíše raritou.  

Z praktického pohledu lze metodiku klasifikace nádorů trávicího traktu, kde 

molekulárně-genetické metody hrají zásadní roli, rozdělit do několika skupin: 

 

Přímé využití molekulárně-genetických metod pro určení diagnózy 

Molekulárně-genetické metody a prediktivní diagnostika 

Molekulárně-genetické metody využívané ke screeningu hereditárních nádorových 

onemocnění 
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 Je jasné, že diagnostická molekulární genetika se často překrývá s molekulární 

genetikou prediktivní. Zvláštní skupinou jsou pak nádory hereditární a jejich depistáž.  

 

 

1.3 Přímé využití molekulárně-genetických metod pro určení diagnózy 
 

1.3.1 Gastrointestinální stromální tumor  

 
Gastrointestinální stromální tumor (GIST) je do jisté míry heterogenní skupinou 

nádorů s poměrně širokým spektrem morfologických obrazů a relativně typickým 

imunohistochemickým a molekulárně-genetickým profilem. Význam provedení 

molekulárně-genetických analýz u GIST v sobě snoubí potřeby diagnózy, predikce a 

detekce syndromových pacientů.  

V rámci histologické diagnostiky dokáže morfologie GIST být často značně 

matoucí (spektrum morfologických obrazů zahrnuje vřetenobuněčné tumory, nádory spíše 

s epiteloidním vzhledem buněk i smíšené formy). Zhruba 5 % GISTů je 

imunohistochemicky CD117/DOG1 negativních (při užití obou markerů je negativních 

cca. 2,6 % GISTů (2)), u pacientů s morfologicky a imunohistochemicky nejistou 

diagnózou je pak pro správné zařazení neoplázie genetická analýza absolutně nevyhnutelná 

(3). Více jak 99 % všech GISTů vykazuje genetickou či epigenetickou alteraci, jen malé 

množství případů zůstává geneticky nezařazeno (4). Nejčastější genetickou alterací je 

„gain-of-function“ mutace genu KIT, která byla v různých studiích detekována v 80-85 % 

případů (3, 5, 6).  

Z klinického hlediska je hlavním účelem molekulárně-genetického vyšetření GIST 

predikce odpovědi na cílenou léčbu inhibitory receptorových tyrozinkináz, respektive 

snaha detekovat případnou přítomnost mutací asociovaných s rezistencí vůči cílené terapii 

(7). Objevení aktivační KIT mutace v GIST v roce 1998 (5) spustilo novou éru 

v možnostech využití molekulárně-genetické diagnostiky pro řízení cílené léčby u 

postižených pacientů (4).  Mutace KIT a PDGFRA představují změny detekovatelné u 85-

90 % GISTů (8), avšak 12-15 % GISTů u adultních pacientů a 90 % pediatrických GISTů 

nevykazuje abnormality ani v KIT ani v PDGFRA (9) (tzv. GIST wild type (10)). Rozsáhlé 

genetické studie pak vedly k objevení abnormalit i v jiných genech (SDHA, SDHB, SDHC, 

SDHD, BRAF, NF1 atd.).  Významnou informací je též fakt, že imunohistochemická 

pozitivita CD117 a DOG1 je independentní na mutačním statutu KIT a PDGFRA (11, 12), 

což jen dále potvrzuje nutnost provádění molekulárně-genetického vyšetření u těchto 

tumorů (10). 

Současná klasifikace rozděluje GISTy do dvou základních skupin (na podkladě 

imunohistochemické reaktivity s protilátkou proti beta podjednotce enzymu 

sukcinátdehydrogenázy - SDHB): SDH kompetentní/pozitivní a SDH deficientní. SDH 

deficientní GISTy bývají syndromatické či familiární u více jak 90 % pacientů a imatinib 
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vykazuje u těchto nádorů limitovaný efekt (4). SDH deficience bývá podmíněna mutacemi 

genů některé z podjednotek sukcinátdehydrogenázy či hypermetylací promotoru genu 

SDHC. Mezi syndromy asociované s SDH deficientními GISTy je řazen hereditární 

Carney-Stratakis syndrom charakterizovaný germinální mutací některé z podjednotek SDH 

enzymatického komplexu. Klinicky se manifestuje diádou sestávající z familiárního 

paragangliomu a GISTu. Hypermetylace promotoru genu SDHC (jen v limitovaném 

množství případů byla též popsána germinální mutace genů SDHx (13)) je molekulárním 

podkladem non-hereditárního syndromu Carneyho triády (4, 10), který je asociován s 

rozvojem GISTu, pulmonárního chondromu a paragangliomu.  Hypermetylace promotoru 

genu SDHC je též přítomna u většiny pediatrických wild-type GISTů (4). Celkově však 

molekulárně-genetické vyšetření SDHx nemá prediktivní či diagnostický význam a proto i 

imunohistochemické vyšetření protilátkou SDHB v současné době zcela nepatří do 

rutinního diagnostického algoritmu GIST. Vzhledem k časté syndromologické asociaci 

však má význam pro genetické poradenství a proto ho lze využít jako screeningový test u 

případů, kde klinicko-morfologické znaky svědčí pro možnou SDHB deficienci (7).  

SDH kompetentní/pozitivní GISTy se na základě molekulárně genetického pozadí 

ještě dále dělí, a právě výsledky molekulárně genetického vyšetření mohou hrát 

významnou roli při plánování neoadjuvantní/adjuvantní/paliativní léčby. 

 

1.3.2 Gastroblastom 

Gastroblastom je vzácný tumor vycházející z muscularis propria žaludku 

s prokázanou MALAT1-GLI1 genovou fúzí (14), jejíž průkaz je dle současné WHO 

klasifikace vyžadován pro stanovení diagnózy gastroblastomu (8). V anglické literatuře 

bylo popsáno celkem celkem 13 případů těchto tumorů (14-23), ve většině se jedná o 

tumory mladých pacientů. Konzistentní nález MALAT1-GLI1 genové fúze pak poskytuje 

užitečný diagnostický nástroj při diferenciální diagnostice s jinými bifazickými tumory 

(např. synoviální sarkom, karcinosarkom, teratom a jiné) (23).   

Identická genová fúze byla též popsána u odlišného gastrického tumoru – 

plexiformního fibromyxomu (24), recentně byl též publikován případ maligní neoplázie 

jejuna s touto fúzí (25) a skupina autorů v čele s Antonescu publikovali práci, v níž popsali 

celkem šest extragastrických tumorů s GLI1 abnormalitami a fokální pozitivitou 

cytokeratinů (autoři navrhli rozlišovat entitu „maligní epiteloidní neoplázie s GLI1 fúzí“) 

(26). 
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1.3.3 Fibrolamelární hepatocelulární karcinom 

 
Fibrolamelární hepatocelulární karcinom je vzácná varianta hepatocelulárního 

karcinomu vznikající vždy v terénu necirhotických jater a postihující typicky mladé 

pacienty. Tumor má typický molekulárně genetický podklad v translokaci DNAJB1-

PRKACA. Tento molekulárně genetický znak s vysokou specificitou a senzitivitou právě 

pro fibrolamelární hepatocelulární karcinom může být používán pro potvrzení diagnózy 

(některými autory je pak toto velmi doporučováno (27).  

 

1.4 Molekulárně genetické metody a prediktivní diagnostika 
 

Ve snaze o co nejefektivnější nádorovou terapii začíná sílit snaha efektivně 

nacházet prediktivní a prognostické faktory. Molekulárně genetické vyšetření nádoru 

v době stanovení diagnózy primárního tumoru či při rozvoji metastatického onemocnění 

může ovlivnit volbu vhodného léčebného postupu jak v první linii, tak i umožní plánovat 

léčbu v dalších liniích. Možností systémové léčby je vždy více, univerzální jednoduchý a 

levný klíč pro volbu nejvhodnější léčby v současné době neexistuje, a kromě celkového 

stavu, komorbidit, léčebného záměru a preferencí by právě molekulárně-genetický podklad 

nádoru měl mít potenciál rozhodnout o nejadekvátnější možné léčbě. Tento fakt tak otevřel 

novou éru onkologie, éru velmi atraktivní personalizované medicíny a cílené terapie.  

Cílená terapie je však nákladnou záležitostí, a to nejen její vlastní léčebná část, ale 

též diagnostický začátek, tedy právě počáteční vyšetření molekulárně-genetickými 

metodami za účelem detekce potenciálně léčebně zasažitelných cílů. Vzhledem 

k finančním nákladům na vyšetření nelze genetickou analýzu provádět rutinně u každého 

případu. Z hlediska patologie a rutinního užití je evidentní velká snaha různých autorských 

skupin najít adekvátní zástupné markery pro výběr tumorů vhodných pro genetická 

vyšetření (tj. nádorů, u kterých je potenciál zastihnout některou z léčebně cílitelných 

alterací). Proto se četné skupiny autorů snaží popsat různé morfologické znaky 

charakteristické pro určité abnormality genomu a analyzují potenciálně použitelné 

imunohistochemické protilátky ve snaze najít marker s vysokou senzitivitou a specificitou 

pro vybrané genetické alterace.  

Indikace molekulárně-genetického vyšetření je v současné době ve většině případů 

v rukách onkologa, který vybírá pacienty, u nichž je žádáno o molekulárně-genetické 

vyšetření (zejména na podkladě klinického stavu). O provedení vyšetření tak ve většině 

případů nerozhodujeme na podkladě suspektních morfologických znaků při diagnostice 

nádoru, ale na podkladě rozhodnutí klinického lékaře o podání léčby u motivovaných 

pacientů s tzv. compliance. To je možná často škoda, neboť u některých nádorů by 

s největší pravděpodobností při rutinním zavedení molekulárně genetického vyšetření 

mohly být odhaleny léčebně postižitelné cíle, které však bez provedeného testování 

zůstávají skryté. Neselektivní vyšetřování všech nádorů by zase znamenalo velmi drahou 

diagnostiku a významnou finanční zátěž pro celý systém. Navíc by z takového přístupu 
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profitovala jen neadekvátně malá část pacientů, což by vedlo jen k neadekvátní finanční 

zátěži celého diagnostického systému.  

Je třeba si uvědomit, že v rámci primárního nádoru existuje výrazná molekulárně-

genetická heterogenita, významné jsou však i molekulárně-genetické rozdíly mezi 

primárním nádorem a metastázou (dané vznikem sekundárních mutací v nádoru). To 

komplikuje predikci léčebné odpovědi.  

Z hlediska prediktivního vyšetřování je vzhledem k incidenci nejvýznamnější 

hledání potenciálně zasažitelných léčebných cílů u kolorektálního adenokarcinomu. U 

metastatického kolorektálního adenokarcinomu je tak na žádost onkologa často prováděno 

molekulárně-genetické vyšetření nádoru se zaměřením na geny RAS a BRAF, někdy i 

vyšetření nestability mikrosatelitů, případně imunohistochemická detekce deficience a 

MMR proteinů. Vyšetření ostatních potenciálně cílenou léčbou postižitelných biomarkerů 

(PIK3CA, PTEN, overexprese/amplifikace HER2, overexprese MET) není v současnosti 

doporučováno k rutinnímu použití.  

RAS mutace v rámci kolorektálních adenokarcinomů fungují jako negativní 

prediktor. Molekulární testování nádorů na aktivační mutace v KRAS a NRAS před 

zvažováním anti-EGFR terapie (např. cetuximab) u metastatického kolorektálního 

adenokarcinomu je zcela zásadní pro výběr skupiny pacientů vhodných k této léčbě (28). 

RAS geny patří do skupiny protoonkogenů, kódujících proteiny schopné na sebe vázat GTP 

(tzv. G proteiny) (29), které jsou významným hráčem v procesu buněčné signalizace. 

Proteiny RAS jsou součástí signální cesty MAPK (mitogen-activated protein kinases). 

Fyziologicky jsou aktivovány vazbou ligandu (např. EGF, epidermal growth factor) na 

receptor pro epidermální růstový faktor (EGFR), který je součástí rodiny ErbB/HER 

receptorových komplexů, regulujících proliferaci, apoptózu a migraci buněk. Za 

normálních okolností (tj. u nemutované formy - RAS wild type/wt-RAS) je tak aktivita 

signální cesty MAPK funkčně kontrolována EGFR, kdy navázáním ligandu na receptor 

dojde k dimerizaci receptoru, jeho autofosforylaci a posunu signálu do dalších etáží. Anti-

EGFR protilátky brání navázání ligandu na EGFR, což způsobí blokádu celé dráhy, 

zároveň se podílí na aktivaci imunitního systému (30, 31). Aktivační mutace RAS však má 

za následek konstitutivní expresi a trvalou aktivitu RAS, vedoucí k vysílání stimulačních 

signálů směrem k jádru neoplastické buňky, bez ohledu na aktivaci EGFR, takže tuto 

aktivitu nelze ovlivnit navázáním anti-EGFR protilátky na receptor. Mutaci KRAS lze 

detekovat u 30 – 60 % pacientů se sporadickým kolorektálním adenokarcinomem (32), 

mutace NRAS se vyskytuje cca u 4-6 % kolorektálních adenokarcinomů (33). 

BRAF gen je protoonkogen, kódující protein patřící k rodině serin/threonin kináz, 

který je součástí signalizační cesty RAS/MAPK a svou funkcí se podílí na kontrole 

buněčného růstu, dělení buněk, buněčné diferenciaci, migraci a apoptóze. Mutace BRAF 

vede ke konstitutivní aktivaci BRAF proteinu. U kolorektálního adenokarcinomu je mutace 

BRAF nacházena s frekvencí cca 10 % (většinou tzv. hotspot mutace V600E) (34). Mutace 

BRAF a RAS se zdají být vzájemně se vylučující, proto je vyšetření BRAF přínosné pouze u 

nádorů s wt-RAS. BRAF mutace u metastatického CRC jsou od roku 2010 považovány za 

negativní prognostický marker (28). Většina nádorů s mutací BRAF se chová velmi 
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agresivně a prognóza pacientů je nepříznivá bez ohledu na typ použité léčby (34, 35). 

Léčba pomocí anti-EGFR protilátek tak může být využita pouze u pacientů wt-RAS, wt-

BRAF. 

Nestabilita mikrosatelitů, respektive její vysoký stupeň (MSI-H, microsatellite 

instability-high), může být asociován s hereditárním syndromem (Lynchův syndrom – viz 

níže), MSI-H však lze zastihnout i u přibližně 15 % sporadických kolorektálních 

karcinomů (převážně jako důsledek epigenetických změn typu hypermethylace promotoru 

MLH1). Mikrosatelitní nestabilita u tumorů vede k neustálému selektování nových klonů 

nádorových buněk s rozdílnými molekulárními alteracemi. Sporadické MSI-H kolorektální 

karcinomy jsou také často nositeli somatické mutace v genu BRAF. Pacienti II. klinického 

stadia s MSI-H nemají prospěch z adjuvantní chemoterapie na bázi 5- fluorouracilu.  

U kolorektálního adenokarcinomu byly zaznamenány i jiné genetické alterace. 

Mutace APC hraje důležitou roli v rámci hereditárně podmíněného kolorektálního 

karcinomu (viz níže), podílí se však i na vzniku sporadických forem kolorektálního 

karcinomu. Mutace TP53, která bývá přítomna v pozdějších stádiích rozvoje neoplázie, je 

přítomna až u 60 % kolorektálních adenokarcinomů a pacienti s touto mutací patrně více 

profitují z chemoterapie (36). Mutace PI3K se vyskytují přibližně v 15-18 % 

kolorektálních adenokarcinomů. U kolorektálního adenokarcinomu byla ovšem popsána 

opravdu široká škála genetických aberací, krásný přehled publikovali autoři Danielsen a 

kol. ve své práci (37), detekce těchto změn se však v současnosti rutinně neužívá. 

Dalším nádorem, u něhož je molekulárně genetické vyšetření důležité pro 

plánování další léčby je GIST, problematika prediktivního testování byla shrnuta 

v předchozí kapitole, proto zde již není dále komentována.  

V rámci rutinní praxe se též na žádost onkologa setkáváme s prediktivním 

testováním adenokarcinomů žaludku. Jedná se o vyšetření overexprese HER2 a případně i 

amplifikace genu HER2 u indikovaných pacientů. HER2 je protoonkogen kódující 

transmembránový protein s tyrosinkinázovou aktivitou, který je zahrnut v signální cestě 

vedoucí k buněčnému růstu a diferenciaci (38). Udávaná frekvence HER2 overexprese u 

adenokarcinomů žaludku a gastroezofageální junkce se v různých studiích liší, v průměru 

se pohybuje okolo 18 % (39). Pacienti profitují z léčby monoklonálními protilátkami proti 

HER2 (trastuzumab). 

 

1.5 Molekulárně-genetické metody využívané ke screeningu 
hereditárních nádorových onemocnění 
 

Možnost identifikovat pacienty s významně vyšším rizikem rozvoje nádorového 

onemocnění než v běžné populaci má výrazný vliv na možnosti prevence a tím na 

prognózu postižených pacientů. U pacientů s vrozenou syndromovou predispozicí 

nedokážeme zasáhnout do rozvoje onemocnění v rámci primární prevence, avšak znalost 

rizikového pacienta nám umožní adekvátně využít nástroje sekundární prevence, jež vedou 
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ke včasnému odhalení a odstranění rozvíjejícího se nádorového onemocnění. Rychlý 

rozvoj molekulární genetiky a její stále častější využívání v diagnostice vede k odhalování 

stále vyššího počtu pacientů indikovaných k dalším vyšetřením a klinickému screeningu.  

Aktivní hledání hereditárních syndromů v rámci rutinní praxe patologa se 

v současné době zaměřuje především na Lynchův syndrom, a to kvůli jeho relativně 

vysoké incidenci v rámci populace a výrazně zvýšenému riziku rozvoje (nejen) 

kolorektálního adenokarcinomu. Hereditární příčiny (především germinální mutace) jsou 

pravděpodobně podkladem 5-10 % všech kolorektálních karcinomů. Různé hereditární 

nádorové syndromy jsou asociovány s 60-100% rizikem rozvoje nádorového onemocnění 

v průběhu života, v závislosti na typu syndromu.  

 

1.5.1 Lynchův syndrom (Lynch Syndrome/LS) 

 

Lynchův syndrom, též známý pod názvem hereditární nepolypomatózní 

kolorektální karcinom (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer/HNPCC), je 

autozomálně dominantně dědičné onemocnění predisponující postižené jedince zejména 

k rozvoji kolorektálního karcinomu, karcinomu endometria a uroteliálnímu karcinomu 

horních cest močových, ale i širokému spektru dalších malignit (40). Jedná se o hereditární 

nádorovou predispozici s vysokou frekvencí výskytu v populaci, která typicky vede 

k rozvoji nádorového onemocnění již v mladém a středním věku. U onemocnění není 

přítomen premorbidní fenotyp a syndrom tedy bývá (bez aplikace molekulární depistáže) 

odhalen až s rozvojem karcinomu.  

Genetickým podkladem LS je germinální inaktivační mutace některého z DNA 

mistmatch repair genů (MMR), které vedou ke ztrátě či nedostatečné funkci některých 

z DNA mistmach repair proteinů (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, PMS1, MSH3, MLH3) 

(41). Defektní MMR geny vedou k MSI-H, která je detekována až u 85 % nádorů 

vznikajících na podkladě LS (42). U LS bývají nejčastěji postiženými geny MLH1 a MSH2 

(až 80 %) (41), ale vzácně může mít LS genetický podklad i v germinální metylaci 

promotoru MLH1 nebo germinální inaktivační mutaci genu ECPAM (43, 44). 

Diagnostika LS se opírá jednak o klinická kritéria založená především na 

anamnestických údajích, z nichž vycházejí Amsterdamská kritéria I a II a Bethesda 

guidelines, jen některé pak inkorporují kromě klinických dat i některé morfologické rysy 

nádoru (revidovaná Bethesda guidelines). Klinická kritéria však nejsou příliš úspěšná. 

Lynchův syndrom je ovšem krásným příkladem syndromu, u nějž v posledních desetiletích 

vidíme velkou snahu najít ideální zástupný marker/vyšetření, s vysokou specificitou a 

sensitivitou k vytipování pacientů, u nichž má být provedeno molekulárně-genetické 

vyšetření k definitivnímu potvrzení diagnózy LS. Toto hledání zástupných markerů 

vyústilo do zavedení rutinního imunohistochemického screeningu MMR proteinů (MHL1, 

MSH2, MSH6, PMS2) ve velké části patologických laboratoří, a to nikoliv pouze na 
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vzorky kolorektálních karcinomů, ale též na endometriální karcinomy a uroteliální 

karcinomy horních močových cest.  

 

1.5.2 Familiální adenomatózní polypóza (Familial Adenomatous Polyposis / FAP)  

 

Familiální adenomatózní polypóza je autozomálně dominantně dědičný syndrom 

predisponující postižené pacienty v průběhu života k rozvoji stovek až tisíců kolonických 

polypů, které, pokud nejsou včas odstraněny, vedou k rozvoji kolorektálního 

adenokarcinomu až ve 100 % případů (45). Mnohočetné polypy mohou u FAP vznikat i 

v jiných částech GIT (žaludek, duodenum). Kromě familiálního výskytu až 30 % případů 

FAP je způsobeno de novo vzniklou APC mutací u pacientů s negativní rodinnou 

anamnézou (46). FAP s sebou nese též zvýšené riziko rozvoje i jiných nádorů, např. 

žaludku, duodena, pankreatu a štítné žlázy (46). Existuje i mírnější forma FAP, tzv. 

attenuated FAP (AFAP) s pozdějším nástupem, menším množstvím polypů a nižším 

rizikem progrese do kolorektálního karcinomu, AFAP též představuje zvýšené riziko pro 

rozvoj karcinomu duodena a štítné žlázy (46). U AFAP je spíše sklon k rozvoji polypů 

v proximální části tlustého střeva.  

Genetickým podkladem FAP i AFAP je germinální mutace genu APC 

(lokalizovaného na chromozomu 5q21-q22), který je součástí Wnt signalizační cesty (47). 

U některých pacientů však byly popsány i jiné abnormality než standardní germinální 

mutace exonů APC, jako např. mutace v intronové části regulační komponenty genu, 

somatický mosaicismus, interstitiální delece celého genu či části chromosomu 5q, kde se 

gen nachází (48-54).  

 

1.5.3 MUTYH-asociovaná polypóza (MUTYH-Associated Polyposis/MAP)  

 

Jedná se o autozomálně recesivně dědičné onemocnění podmíněné bialelickou 

germinální inaktivací MUTYH genu (gen kódující protein, podílející se na opravě 

oxidačního poškození DNA – tzv. base excision repair gene). U heterozygotních nosičů 

zůstává riziko rozvoje karcinomu stále kontroverzním a otazným tématem (46).  

Onemocnění má překryvný fenotyp s AFAP s možným rozvojem méně než 100 

kolonických polypů, běžné je též postižení duodena. Vzhledem k fenotypické podobnosti 

s AFAP je doporučováno u pacientů s podezřením na tento syndrom provádět konkurentně 

rovnou molekulárně-genetické vyšetření obou genů (APC i MUTYH) (55), neboť bylo 

prokázáno, že až 18 % pacientů s polypózou, kteří jsou bez abnormality v APC, mají právě 

bialelickou mutaci genu MUTYH (46).   
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1.5.4 NTHL1-asociovaná polypóza (NTHL1-associated polyposis/NAP) 

 

Jde o recentně popsaný autozomálně recesivně dědičný syndrom asociovaný 

s adenomatózní polypózou a kolorektálním adenokarcinomem (56). U pacientů je zvýšené 

riziko i extrakolonických malignit (nádory prsu, endometria, kůže, hematologické 

malignity a jiné). Podkladem onemocnění je mutace genu NTHL1 (8), jímž kódovaný 

protein se podílí na excizních opravách nukleotidových bazí.  

 

1.5.5 Polypóza spojená s opravnou funkcí polymerázy (Polymerase proofreading-
associated polyposis/PPAP) 

 

Jedná se o dominantně dědičný syndrom podmíněný mutacemi v exonukleázové 

doméně genů POLD1 a POLE (57). Klinicky je syndrom asociován se střevní polypózou a 

rizikem rozvoje kolorektálního karcinomu, může mít též souvislost se zvýšeným rizikem 

rozvoje nádorů mozku, endometria, prsu (58, 59). 

 

1.5.6 Peutz-Jeghersův syndrom (Peutz-Jeghers Syndrome/PJS)  

 

Peutz-Jeghersův syndrom je vzácné hereditární onemocnění s autozomálně 

dominantním vzorcem dědičnosti, asociované s výskytem pigmentových melaninových 

skvrn v typických lokalizacích (rty, bukální mukóza, konečky prstů na rukou i nohou) a 

mnohočetnými hamartomatózními polypy zejména tenkého střeva, méně polypy tlustého 

střeva a žaludku (60). Polypy jsou typického morfologického vzhledu a identické 

hamartomatózní polypy mohou být jak sporadické, tak součástí tohoto familiálního 

syndromu. Kromě postižení GIT je u pacientů s PJS popisováno vyšší riziko rozvoje 

nádorů prsu, dělohy či ovária a varlat (61).  

Peutz-Jeghersův syndrom je nejčastěji asociován s mutací v genu pro 

serin/threoninovou kinázu 11 (STK11/LKB1), lokalizovaném na krátkém raménku 19. 

chromozomu (19p13.3) (62). STK11/LKB1 mutace byla v různých studiích popsána u 10-

94 % pacientů v závislosti na použité metodě detekce (61). Většina mutací jsou tzv. 

frameshift či nonsense mutace, resultující v abnormálně zkrácený protein a ztrátu kinázové 

aktivity. U syndromu byly však popsány i genetické změny vedoucí k alternativnímu 

sestřihu (63, 64).  Ojedinělé práce zabývající se korelací mezi genotypem a fenotypem PJS 

došly k závěru, že pacienti s missense mutací vykazují signifikantněji pozdější začátek PJS 

(65).    
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1.5.7 Syndrom juvenilní polypózy (Juvenile Polyposis Syndrome/JPS)  

 

Syndrom juvenilní polypózy je hereditární nádorový syndrom, který je asociovaný 

se zvýšeným rizikem rozvoje nádorů žaludku a kolorektálního karcinomu. Syndrom 

je spojen s rozvojem specifického typu polypů v GIT, tzv. juvenilních polypů (zejména 

v tlustém střevě, někdy i v žaludku, méně v tenkém střevě). Juvenilní polypy jsou tvořeny 

hlenem vyplněnými cystickými prostory, lemovány cylindrickým epitelem, ve stromatu 

s inflamatorním infiltrátem. Tyto benigní léze mohou posloužit jako prekurzor pro rozvoj 

maligního onemocnění, karcinomy však vznikají i mimo tyto polypy. Riziko rozvoje 

malignity u JPS je 40 % (66). Ačkoliv JPS představuje hereditární onemocnění, zhruba 67 

% případů s diagnostikovaným JPS nevykazuje pozitivní rodinou anamnézu a může tak být 

následkem de novo vzniklé mutace (67).  

Molekulárně-genetickým podkladem onemocnění mohou být mutace 

SMAD4/DPC4 genu, BMPR1A genu či PTEN genu (67-69). Pacienti s totožnou genetickou 

mutací mohou mít odlišnou fenotypickou manifestaci (66). Zároveň bylo prokázáno, že 

pacienti s mutací SMAD4 genu jsou predisponování k rozvoji velkých gastrických polypů, 

naopak pacienti s mutací BMPR1A mají nižší výskyt gastrických polypů (ve srovnání 

s předchozí skupinou), stejně tak riziko rozvoje kolorektálního karcinomu je u pacientů 

s mutací genu SMAD4 lehce vyšší.  

 

1.5.8 Syndrom Cowdenové (Cowden syndrome/CS) 

 

Syndrom Cowdenové, hlavní zástupce tzv. PTEN-hamartomatózního syndromu, je 

autozomálně dominantně dědičné onemocnění s širokým fenotypickým spektrem, typicky 

se manifestující mukokutáními lézemi.  Kromě zvýšeného rizika vzniku kolorektálního 

adenokarcinomu a přítomnosti benigních hamartomatózních lézí v různých lokalizacích 

(včetně GIT) jsou postižení pacienti ohroženi i rozvojem nádorů prsu, štítné žlázy, 

endometriálního karcinomu, melanomu a jiných (70).  

Syndrom Cowdwnové má genetický podklad v germinální mutaci genu PTEN 

(10q23.3) ve většině případů (8), ojediněle byla u syndromu popsány i germinální mutace 

SDHx (71).  

 

1.5.9 Hereditární difúzní karcinom žaludku (hereditary diffuse gastric cancer/HDGC) 

 
Hereditární difúzní karcinom žaludku je syndromové autozomálně dominantně 

dědičné onemocnění, které, jak z názvu jasně vyplývá, predisponuje postižené jedince 

k rozvoji difúzního adenokarcinomu žaludku a to často multicentricky. Odhadované 

kumulativní riziko rozvoje karcinomu je vyšší u žen než u mužů (odhaduje se 83% riziko u 
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žen a 67% riziko u mužů) (72). U geneticky potvrzených pacientů je proto často 

doporučována profylaktická gastrektomie (73). Lobulární karcinom prsu je další karcinom 

významně asociovaný s tímto syndromem.  

Geneticky je syndrom nejčastěji podmíněn zárodečnou mutací genu CDH1 (74), 

který kóduje transmembránový protein E-cadherin, v rámci tohoto syndromu však byly 

popsány i jiné alterace (např. zárodečná mutace CTNNA1 genu) (75).  

 

1.5.10 Adenokarcinom žaludku a proximální polypóza (Gastric adenocarcinoma and 
proximal polyposis/GAPPS) 

 
Jde o autozomálně dominantně dědičné onemocnění, de facto variantu FAP, 

spojené s masivní polypózou žaludku (fundus a tělo) a predispozicí k rozvoji 

adenokarcinomu žaludku (76). Onemocnění je způsobeno bodovou mutací YY1 v oblasti 

vazebného místa promotoru 1B genu APC (77, 78) (totožná mutace může být velmi zřídka 

zastižena i u některých pacientů s FAP).  
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2 Cíle prací 
 

 

V rámci zde prezentovaných prací byla společným jmenovatelem snaha detailně se 

zaměřit na morfologické diagnostické znaky některých neoplázií, ve vzácných případech 

na diagnostické molekulárně-genetické a imunohistochemické charakteristiky a provést 

jejich detailní analýzu a vzájemnou korelaci, zejména pak: 

1. Připomenout typický morfologický diagnostický znak adenomatoidního tumoru. 

2. Zhodnotit možný diagnostický přínos imunohistochemického vyšetření SDHB v 

diferenciální diagnostice mezenchymálních tumorů gastrointestinálního traktu. 

3. Zjistit, zda mutace PDGFRA hraje roli při rozvoji sporadických střevních lipomů. 

4. Vyhodnotit a shrnout morfologické znaky užitečné v diferenciální diagnostice mezi 

nediferencovaným karcinomem a gastrointestinálním stromálním tumorem.  

5. Zhodnotit vhodný a efektivní algoritmus pro detekci kolorektálních karcinomů 

s potenciálně léčebně ovlivnitelnými onkogeními genovými fúzemi. 

6. Zhodnotit výtěžnost na našem pracovišti používaného diagnostického algoritmu pro 

detekci pacientů s Lynchovým syndromem. 
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3 Výsledky 
 

3.1 Thread-like bridging strands in the adenomatoid tumor of the 
small intestine  
 

Dopis editorovi komentující původní práci autorů Lao a Wang s názvem „Adenomatoidní 

tumor tenkého střeva: první popsaný případ a review v literatuře“.  

Autoři ve své původní práci poukazují na morfologický vzhled, ale zejména na 

imunohistochemický fenotyp adenomatoidního tumoru v porovnání s více běžnými typy 

nádorů tenkého střeva s různým biologickým chováním, zejména adenokarcinomů. 

Imunohistochemický model použitý autory zahrnuje pozitivní „mezoteliální“ markery 

AE1/AE3, CK7, HBME-1, CK5/6, calretinin, D2-40 and WT1, negativní 

„adenokarcinomové“ markery Ber-EP4 a MOC-31, negativní markery „střevního epitelu“ 

CK20, CDX2 a CEA, a dále negativní „endotelové“ markery CD31 and CD34.  

V původní práci však postrádáme popis histologických znaků v základním barvení 

hematoxylinem a eosinem, které jsou u všech adenomatoidních tumorů stejné i v 

neobvyklých lokalizacích. Tento jednoduchý, senzitivní i specifický histologický znak 

adenomatoidního tumoru byl zobrazen již v roce 1962. Jedná se o fenomén „nitkovitých 

můstků“, jenž byl detailně studován o 41 let později Hesem a kolektivem. Ultrastrukturálně 

se tyto můstky skládají ze ztenčené, membránou obalené cytoplazmy 2 sousedních 

mezoteliálních buněk. Přítomnost těchto můstků je typickým znakem adenomatoidních 

tumorů, které jsou nezávislé na pohlaví a lokalizaci tumoru. Důrazně se zasazujeme o 

uznání „nitkovitých můstků“ jako prvního diagnostického kritéria. 
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Dear Editor, 

We read with great interest the current article by Lao 

and Wang titled “Adenomatoid Tumor of the Small  

Intestine: The First Case Report and Review of the 

Literature.”1 They described a case of a 44-year-old 

woman affected by an adenomatoid tumor arising primar- 

ily in the small intestine. The tumor involved all layers of 

the intestinal wall, and it was composed of variably sized 

tubules and gland-like spaces lined by bland cuboidal to 

flattened epithelioid cells with eosinophilic cytoplasm and 

small inconspicouos nucleoli.1 

The authors correctly emphasize the importance of 

“familiarity with the morphology and immunophenotype” 

of this type of tumor to differentiate it from more common 

neoplasms with different behavior, in the intestinal loca- 

tion mainly adenocarcinomas. Although the immunohisto- 

chemical model used by the authors (positive “mesothelial” 

markers AE1/AE3, CK7, HBME-1, CK5/6, calretinin, 

D2-40 and WT1, negative “adenocarcinomatous” markers 

Ber-EP4 and MOC-31, negative “intestinal epithelial” 

markers CK20, CDX2 and CEA, and negative “endothe- 

lial” markers CD31 and CD34) is indubitable, we miss 

description of basic hematoxylin and eosin histological 

pattern that should prompt a pathologist to consider the 

diagnosis of adenomatoid tumor even in the intestinal or  

other unusual locations, which is a condition necessary for 

targeting the immunohistochemical investigation. 

Such a simple, sensitive, and specific histological sign 

of adenomatoid tumor was depicted as early as in 1962, 

although inaccurately recognized.2 This phenomenon, 

regarded as “thread-like bridging strands” (and referred to 

as the Hes’s bridges by some pathologists), was studied in 

detail 41 years later by Hes et al.3 It consists of thready 

strands bridging the lumina of numerous tubular and slit- 

like structures and frequently forming a fine, inconspicu- 

ous network (Figure 1). Ultrastructurally, they are formed 

by apposition of attenuated cytoplasm of 2 adjacent meso- 

thelial cells. As the presence of thin intraluminal thread- 

like bridging strands within adenomatoid tumor was found 

to be a constant morphologic feature independent on gen- 

der and localization, we strongly advocate recognition of 

the Hes’s bridges as a major diagnostic criterion for the 

Figure 1. Thread-like bridging strands (arrows) are highly 

sensitive and specific signs of adenomatoid tumor (hematoxylin 

and eosin, original magnification 240*). Courtesy Prof Ondrej  

Hes, MD, PhD. 

inclusion of adenomatoid tumor in the differential diag- 

nostic considerations. 
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3.2 Utility of immunohistochemical investigation of SDHB and 
molecular genetic analysis of SDH genes in the differential diagnosis of 
mesenchymal tumors of GIT 
 

Ztráta exprese beta podjednotky sukcinát dehydrogenázy (SDHB) je přítomna v 

podskupině KIT/PDGFRA wt gastrointestinálních stromálních tumorů (GISTů). V rámci 

prezentované studie byly hodnoceny možnosti využití imunohistochemického vyšetření 

SDHB v diferenciální diagnostice mezenchymálních tumorů GIT.  

Do studie bylo zahrnuto 11 případů KIT/PDGFRA wt GISTů, 12 schwannomů 

žaludku (GS), 20 solitárních fibrózních tumorů (SFT), 4 leiomyomy (LM), 16 

leiomyosarkomů (LMS), 5 synoviálních sarkomů (SS), 3 endometrioidní stromální 

sarkomy (ESS) a 1 inflamatorní myofibroblastický tumor (IMT) ilea. Jako kontrolní 

skupina byly využity 3 případy KIT/PDGFRA mutovaných GISTů. U případů byla 

hodnocena exprese imunohistochemického barvení SDHB společně s molekulárně 

genetickou analýzou genů kódujících sukcinát dehydrogenázu (SDH). 

Celkem 6 z 11 KIT/PDGFRA wt GISTů exprimovalo SDHB, z nichž 1 wt 

GIST měl geneticky detekovanou abnormalitu genu SDHD. Všechny SDHB 

negativní případy byly SDHB-D wt. V 1 ze 3 kontrolních KIT/PDGFRA mutovaných 

GISTů molekulárně genetická analýza odhalila kromě mutace KIT (exon 11) i změnu 

sekvence SDHD. Žádný SFT neprokázal ztrátu exprese SDHB, u 2 však nebylo 

možné barvení analyzovat. Navíc jeden SFT vykazoval abnormalitu SDHB a dále 

jeden SFT pak mutaci SDHD. Všechny zbylé analyzované tumory (GS, LM, LMS, 

SS, ESS a IMT) byly buď imunohistochemicky SDHB pozitivní nebo 

neanalyzovatelné a SDHB-D wt. 

V regulaci exprese SDHB patrně mohou hrát roli i další faktory. 

Imunohistochemické vyšetření SDHB při diferenciální diagnostice GISTů oproti 

jiným KIT/PDGFRA wt mezenchymálních nádorům GIT (zejména SFT) může být 

zavádějící. 
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Utility of immunohistochemical investigation of SDHB 

and molecular genetic analysis of SDH genes in the 

differential diagnosis of mesenchymal tumors of GIT 
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Fingerland Department of Pathology, University Hospital, Hradec Kralove and 4Surgical Clinic, Medical Faculty Hospital, Charles 

University, Plzen, Czech Republic 

Summary. Loss of expression of beta subunit of 

succinate dehydrogenase (SDHB) was proved to be 

present in a subgroup of KIT/PDGFRA wt gastro- 

intestinal stromal tumors (GISTs). To evaluate possible 

diagnostic utility of SDHB immunohistochemistry in the 

differential diagnostics of mesenchymal tumors of 

gastrointestinal tract (GIT), 11 cases of KIT/PDGFRA wt 

GISTs, 12 gastric schwannomas (GSs), 20 solitary 

fibrous tumors (SFTs), 4 leiomyomas (LMs), 16 

leiomyosarcomas (LMSs), 5 synovial sarcomas (SSs), 3  

endometrioid stromal sarcomas (ESSs), and 1 ileal  

inflammatory myofibroblastic tumor (IMT) were 

investigated for SDHB immunoexpression together with 

molecular genetic analysis of genes encoding succinate 

dehydrogenase (SDH). Three recent cases of 

KIT/PDGFRA mutant GISTs were used as controls. 

Among the 11 KIT/PDGFRA wt GISTs, 6 expressed 

SDHB, 1 of them harboring a sequence change of  

SDHD. All SDHB-negative cases were SDHB-D wt. In 1 

of the control GIST cases molecular genetic analysis  

revealed an SDHD sequence change in addition to a 

mutation in KIT exon 11. No SFT was truly SDHB- 

negative, but in 2 of them the staining was impossible to 

analyze. Furthermore, 1 SFT carried an SDHB and 

another 1 SDHD sequence change. All GSs, LMs, 

LMSs, SSs, ESSs, and IMT were SDHB-positive or non- 

analyzable, and SDHB-D wt. 

Additional factors may play a role in regulating 

expression of SDHB. Furthermore, SDHB immuno- 

Offprint requests to: Ondrej Daum, M.D., Ph.D., Sikl’s Department of  

Pathology, Medical Faculty Hospital, Charles University, Edvarda 

Benese 13, Plzen, 305 99, Czech Republic. e-mail: daum@fnplzen.cz 

histochemistry alone may be misleading in excluding 

tumors other than GIST (especially SFT) in the 

differential diagnosis of KIT/PDGFRA wt mesenchymal 

tumors of GIT. 
Key words: GIST, Stromal tumor, KIT, PDGFRA , SDH 

Introduction 

Succinate dehydrogenase (SDH), also known as 

mitochondrial complex II, is an enzyme complex located  

in the inner mitochondrial membrane, which consists of 

four main subunits (SDHA, SDHB, SDHC, and SDHD), 

assembly factors (SDHAF1, SdHaF2), iron-sulphur 

centers, and ubiquinone. It participates in the electron 

transport chain and Krebs cycle by catalyzing oxidative 

dehydrogenation of succinate to fumarate (Gottlieb and 

Tomlinson, 2005). As immunoexpression of SDHB is 

dependent on complete assembly of the whole SDH 

complex, the immunohistochemical investigation of 

SDHB represents an important source of information on 

function of the enzyme complex. The SDHB protein is 

normaly ubiquitously expressed, whereas its loss reflects  

dysfunction of the SDH complex. Such a dysfunction 

caused by loss-of-function mutations of the genes 

encoding individual subunits of SDH (i.e. SDHx genes) 

was first described in familial paraganglioma/  

pheochromocytoma syndrome (Baysal et al., 2000; 

Niemann and Muller, 2000; Astuti et al., 2001a,b; van 

Nederveen et al., 2009). 

In 2007, germline mutations of SDHx and loss of 

SDHB expression were identified in gastrointestinal 

http://www.hh.um.es/
mailto:daum@fnplzen.cz
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stromal tumors (GISTs) in patients with Carney-Stratakis 

syndrome (McWhinney et al., 2007; Pasini et al., 2008).  

Since then, loss of SDHB expression was reported to 

occur also in other GISTs lacking mutations of genes  

encoding receptor tyrosine kinases KIT and platelet- 

derived growth factor receptor alpha (PDGFRa), i. e. so- 

called KIT and PDGFRA wild-type (KIT/PDGFRA wt) 

GISTs, and immunoexpression of SDHB became a 

standard tool used to discriminate between SDHB- 

positive GISTs driven by activation of KIT/ PDGFRa 

pathway, and SDHB-deficient GISTs which represent a 

different clinical, genetical and therapeutical entity 

(Agaimy et al., 2009; Gill et al., 2010, 2011a; Gaal et al.,  

2011; Miettinen et al., 2011; Rege et al., 2011; Barletta  

and Hornick, 2012; Doyle et al., 2012). 

However, little is known about expression of SDHB 

in other KIT/PDGFRA wt mesenchymal tumors of 

gastrointestinal tract (GIT). Therefore, we performed the 

study on expression of SDHB in GISTs and their 

mimics. Furthermore, we correlated SDHB-status with 

molecular genetic profile of the tumors. 

Materials and methods 

Eleven cases of KIT/PDGFRA wt GISTs (7 gastric, 4 

intestinal), 12 gastric schwannomas (GSs), 20 solitary 

fibrous tumors (SFTs), 4 leiomyomas (LMs), 16 

leiomyosarcomas (LMSs), 5 synovial sarcomas (SSs), 3  

endometrioid stromal sarcomas (ESSs), and 1 ileal  

inflammatory myofibroblastic tumor (IMT) were 

retrieved from our archives. Three recent cases of KIT or 

PDGFRA mut GISTs were used as control cases. 

Tissue for light microscopy was fixed in 4% 

formaldehyde and embedded in paraffin using routine 

procedures. Five micrometer-thick sections were cut 

from the tissue blocks and stained with hematoxylin and 

eosin. 

For immunohistochemical investigations the 

following primary antibodies were used: SDHB 

(polyclonal, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA), SDHB (21A11, 1:100, Abcam, Cambridge,  

MA), DOG-1 (K9, RTU, Novocastra, Newcastle, UK), 

Stat6 (S20, polyclonal, 1:100, Santa Cruz Bio- 

technology, Santa Cruz, CA). No special pretreatment  

was used. The primary antibodies were visualized using 

the supersensitive streptavidin-biotin-peroxidase 

complex (Biogenex, San Ramon, CA). Appropriate 

positive and negative control slides were employed.  

Furthermore, non-neoplastic mucosal epithelial or 

endothelial cells were used as internal positive control.  

Samples negative in staining with the polyclonal anti- 

SDHB antibody by Santa Cruz were then stained with 

the monoclonal antibody by Abcam. Only those samples  

that did not stain with any of the antibodies, but showed 

indubitable granular cytoplasmic positivity of 

intratumoral endothelial cells with at least one of the 

antibodies, were regarded as SDHB-negative. In the 

absence of endothelial staining, the sample was labeled 

as non-analyzable (NA). The diagnosis of SFT was then 

proved by immunoexpression of Stat6 and absence of 

staining with DOG-1 antibody in SDHB- cases. 

DNA for molecular genetic investigation was 

extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded 

tissues. Several 5 ^m thick sections were placed on the 

slides. Hematoxylin and eosin stained slides were 

examined for determination of area of tumor t issue. 

Then, tumor tissue from unstained slides was scraped 

and DNA was isolated by the NucleoSpin® Tissue Kit 

(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, 

Germany) according to the manufacturer’s protocol. 

Mutational analysis of coding sequence, including exon- 

intron junctions of SDHB, SDHC, and SDHD genes was 

performed by PCR and direct sequencing. In GIST 

cases, analysis of exons 9, 11, 13 and 17 of the KIT gene 

(accession number U63834), exons 12, 14 and 18 of the 

PDGFRA gene (accession number D5001 7) was 

performed as well. 

In GIST cases, their pattern (spindled, mixed,  

epithelioid) was compared with previous 

markers. 

Results 

GISTs 

All GIST cases used in the study were previously 

defined on the basis of their morphology and pattern of 

immunoexpression of KIT (CD117), desmin, and S-100 

protein, either during routine daily service or in 

consultation practice. Basic clinical and morphological 

features of the investigated GISTs are summarized in 

Table 1. SDHB status was investigated in two steps. In 

the first step, the Santa Cruz anti-SDHB antibody was 

used in all cases. As the second step, all SDHB-negative 

or questionable cases were stained with the Abcam 

monoclonal anti-SDHB antibody. 

Immunohistochemical and molecular genetic 

Table 1. Clinicopathologic features of GISTs. 

No. Localization Gender and age Pattern Size (cm) MI 

1 stomach F, 47 mixed 14 1 

2 stomach F, 63 spindle ? 10 
3 stomach F, 43 mixed 7 5 
4 stomach F, 76 mixed 2 2 
5 stomach F, 70 spindle 10 2 
6 stomach M, 62 spindle 7 0 
7 stomach F, 48 epithelioid 6 2 
8 stomach F, 12 mixed ? 10 
9 small intestine M, 75 epithelioid 6 133 
10 small intestine F, 30 epithelioid 7 0 
11 small intestine M, 46 spindle 5 5 
12 small intestine F, 51 mixed 2 4 
13 small intestine M, 60 mixed 2.5 0 
14 mediastinum M, 52 epithelioid 15 25 

M, male; F, female; MI, mitotic index (number of mitoses per 5 mm2); ?, 

unknown 
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features of the tumors are summarized in Table 2. 

Briefly, of the 11 GIST KIT/PDGFRA wt cases, 6 tumors 

were SDHB+ and 5 were SDHB- when stained with the 

Santa Cruz antibody. Three of the SDHB- tumors were 

localized in stomach, 2 of those showed mixed pattern 

and 1 displayed epithelioid morphology. Two SDHB- 

GISTs were located in the small intestine, 1 of them 

being of mixed, the other one of epithelioid cell 

morphology (Fig. 1). SDHB negativity was confirmed 

by the Abcam antibody in only one female pediatric 

gastric GIST of mixed morphology, which was found to 

be SDHB-D wt (Fig. 2). On the contrary, one of the 

SDHB+ gastric GISTs harbored an SDHB sequence 

Table 2. Immunohistochemical and molecular genetic features of 

GISTs. 

No
. 

Mutational profile SDHB SDH
B 

  Santa Cruz Abcam 

1 KIT wt, PDGFRA wt, SDHD p.G12S +  

2 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA +  

3 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA NA NA 
4 KIT wt, PDGFRA p.D842V, SDHB-D wt +  

5 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D wt +  

6 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA +  

7 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA NA NA 
8 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D wt - - 
9 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA +  

10 KIT wt, PDGFRA wt, SDHx wt +  

11 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA NA NA 
12 KIT p.W557_E561 del, PDGFRA wt, SDHB-D wt - + 
13 KIT wt, PDGFRA wt, SDHB-D NA NA NA 
14 KIT p. W557_K558del, PDGFRA wt, SDHD p.G12S - - 

NA, not analyzable; SDHB-D, genes SDHB, SDHC, and SDHD; wt, wild 

type 

change in exon 1 (G12S). Other tumors showed no 

SDHB-D genetic changes. 

Of the three KIT or PGDFRA mut GISTs, which 

were used as control cases, only 1 was SDHB-negative 

(Fig. 3), although this case was also shown to bear G12S 

change in exon 1 of SDHD gene in addition to 

W557_K558 deletion in exon 11 of KIT gene. 

All cases were KIT-positive, regardless of their 

SDHB-status. Membranous pattern was more prominent 

in tumors composed of spindle-shaped cells (Cases 2, 5, 

6 and 11), whereas in epihelioid tumors or epithelioid 

cells of mixed tumors the dot-like cytoplasmic pattern 

was more eye-catching. There was no significant 

difference in KIT staining between SDHB- cases 8 and 

14 and other cases. 

Table 3. Schwannomas. 

No. Sex and Size (cm) SDHB-D SDHB SDHB 

 age  status Santa Cruz Abcam 

1 F, 77 4.5 wt +  

2 F, 74 7 wt +  

3 M, 16 ? NA +  

4 F, 88 2.5 wt +  

5 F, 64 4 wt +  

6 M, 82 3 wt +  

7 F, 46 3.5 wt +  

8 F, 80 ? wt +  

9 M, 47 ? wt +  

10 M, 43 3.5 wt +  

11 F, 26 ? wt NA NA 
12 M, 63 ? wt NA NA 

M, male; F, female; ?, unknown; NA, not analyzable; SDHB-D, genes 

SDHB, SDHC, and SDHD; wt, wild type 

 

Fig. 1. GIST Case 9 was located in the small intestine, composed of epithelioid cells, with numerous mitoses (A, H&E), and with striking granular SDHB 

positivity (B, SDHB Santa Cruz). x 200 
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Gastric schwannomas 

Of the 12 GSs used in the study, 10 showed at least  

focal granular staining of neoplastic cells with at least 

one anti-SDHB antibody (Fig. 4). The 2 remaining cases 

were found to be impossible to analyze due to the lack of 

staining of endothelial cells. Eleven tumors were SDHB- 

D wt, only 1 sample was non-analyzable due to poor 

quality of DNA (Table 3). 

Solitary fibrous tumors 

Clinicopathological, immunohistochemical and 

molecular genetic data are shown in Table 4. In 

summary, none of the cases was proved to be SDHB-, 

although 2 cases had to be categorized as non-analyzable 

due to the lack of staining of endothelial cells. However, 

it has to be stressed that interpretation of SDHB staining 

was extremely difficult in some cases because of small  

Table 4. Solitary fibrous tumors. 

No. Sex and Size (cm) SDHB-D SDHB SDHB 

 age  status Santa Cruz Abcam 

1 M, 33 ? wt +  

2 M, 59 ? wt +  

3 F, 45 2 wt - + 
4 F, 80 "large" wt +  

5 M, 74 21 wt +  

6 F, 55 2.2 wt +  

7 F, 59 5.5 wt +  

8 M, 51 6.7 wt +  

9 M, 77 11 SDHB p.S163P - + 
10 M, 70 7 wt +  

11 M, 66 17 wt +  

12 F, 48 ? NA - + 
13 F, 73 7 NA NA NA 
14 M, 48 12 SDHD p.G12S +  

15 F, 71 19 wt +  

16 F, 74 ? wt +  

17 F, 55 ? wt NA NA 
18 F, 29 17 wt +  

19 F, 28 "large" wt +  

20 F, 67 4 wt +  

M, male; F, female; ?, unknown; NA, not analyzable; SDHB-D, genes 

SDHB, SDHC, and SDHD, wt, wild type 

Table 5. Smooth muscle tumors. 

No. Sex and Diagnosis Size SDHB-D SDHB SDHB 

 age  (cm) status Santa Cruz Abcam 

1 F, 69 LM 4.7 wt +  

2 M, 36 LM 10 wt - + 
3 M, 61 LM 7 wt +  

4 F, 58 LM 1.2 NA +  

5 F, 35 LMS 4 wt +  

6 F, 38 LMS 3.5 wt - + 
7 F, 60 LMS 12 wt +  

8 F, 56 LMS ? wt +  

9 F, 65 LMS ? NA +  

10 F, 77 LMS ? wt +  

11 F, 49 LMS 9 wt +  

12 F, 75 LMS 12 wt +  

13 M, 41 LMS ? wt +  

14 M, 74 LMS ? wt - + 
15 M, 71 LMS 7.5 wt +  

16 M, 59 LMS 2 NA +  

17 F, 69 LMS 3.5 wt +  

18 M, 65 LMS ? NA +  

19 F, 77 LMS ? NA +  

20 F, 66 LMS 5 wt +  

M, male; F, female; LM, leiomyoma; LMS, leiomyosarcoma; ?, unknown; 

NA, not analyzable; SDHB-D, genes SDHB, SDHC, and SDHD, wt, wild 

type 

Fig. 2. Gastric pediatric GIST Case 8 displayed mixed cellular morphology (A, H&E), with the neoplastic cells showing no SDHB staining in contrast to 

positive endothelial cells and scattered infiltrating leucocytes (B, SDHB Abcam). A, x 100; B, x 200 
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volume of the cytoplasm of neoplastic cells. DNA 

quality was sufficient for SDHB-D analysis in 18 cases. 

Of those, 2 showed gene sequence changes, namely 

G12S change in SDHD (Fig. 5) and S163P in SDHB. 

Both cases were SDHB-positive. 

Smooth muscle tumors 

LMs and LMSs are grouped together in Table 5. 

Generally, all tumors were SDHB-positive, although 

usually the staining was difficult to interpret, mainly in  

slender spindle shaped cells. All samples with sufficient  

quality of DNA were SDHB-D wt. 

Synovial sarcomas, endometrial stromal sarcomas, and 

inflammatory myofibroblastic tumor 

Due to the low number of cases, all 5 SSs, 3 ESSs, 

and 1 IMT are lumped together in Table 6. Briefly,  

expression of SDHB was difficult to evaluate as all  

tumors were composed of short spindled cells with 

diminutive amount of cytoplasm, although on thorough 

investigation all were finally found to be at least focally 

SDHB+. All but 1 SS and 1 ESS were successfully 

tested for SDHB-D mutations, with negative results in all 

tested SSs, ESSs and IMT. 

Discussion 

The majority of GISTs harbor mutations in KIT or 

PDGFRA leading to ligand-independent activation of the 

respective receptor tyrosine kinases (Hirota et al., 1998,  

2003; Heinrich et al., 2003). However, about 15% of 

GISTs occurring in adults and 90% of GISTs in children 

lack KIT and PDGFRA mutations (Corless et al., 2004; 

Agaram et al., 2008). A considerable number of such 

cases is associated with SDH complex dysfunction. It is 

estimated that 7.5% of all GISTs belong to this category, 

which is characterized by lack of SDHB- 

immunostaining, and thus referred to as SDHB-deficient 

GISTs (previously also type 2 GISTs and pediatric type 

GISTs) (Miettinen et al., 2011). SDHB-deficient GISTs 

can be further divided according to their clinical and 

molecular genetic features into several groups. Carney- 

Stratakis syndrome is a dyad of gastric GIST and 

paraganglioma inherited in an autosomal dominant trait,  

caused by a germ-line mutation of SDHx (Carney and 

Stratakis, 2002; Pasini et al., 2008). It affects mainly 

young people with no sex predilection. On the other 

hand, Carney triad lacks familial occurrence, shows 

striking female predominance, and despite its SDHB- 

Table 6. Synovial sarcomas, endometrial stromal sarcomas, and 

inflammatory myofibroblastic tumors. 

No. Sex and Diagnosis Size SDHB-D SDHB SDHB 

 age  (cm) status Santa Cruz Abcam 

1 M, 30 biphasic SS ? wt +  

2 M, 34 monophasic SS 3 NA +  

3 M, 41 monophasic SS ? wt +  

4 M, 29 biphasic SS ? wt - + 
5 M, 32 monophasic SS 7 wt +  

6 F, 63 ESS 5 wt +  

7 F, 38 ESS 2 NA +  

8 F, 61 ESS 8.5 wt +  

9 F, 7 IMT ? wt +  

M, male; F, female; SS, synovial sarcoma; ESS, endometrial stromal  

sarcoma; IMT, inflammatory myofibroblastic tumor; ?, unknown; NA, not  

analyzable; SDHB-D, genes SDHB, SDHC, and SDHD; wt, wild type 

 

Fig. 3. Mediastinal GIST Case 14, which served as a KIT-mutated control case, was composed of epithelioid finely granular oncocyte-like cells (A, 

H&E). The cells showed only faint non-granular SDHB staining much less intensive than in intratumoral endothelial cells or in GIST Case 9 (B, SDHB 

Abcam). x 200 
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deficiency, all Carney triad-related tumors were reported SDHx mutation (Janeway et al., 2011; Pantaleo et al.,  

to be SDHx wt (Carney et al., 1977; Carney, 1979, 1983; 2011a,b). However, even this category of SDHB- 

Matyakhina et al., 2007). The tumors traditionally  deficient GISTs contains SDHx wt tumors, in which the 

associated with Carney triad are gastric GIST, mechanism of their SDH-deficiency remains to be 

pulmonary chondroma and paraganglioma, but explained (Miettinen et al., 2011; Doyle et al., 2012).  

esophageal leiomyoma and adrenocortical adenoma may Regardless of the exact category of SDHB-deficient 

also be related to this syndrome (Carney, 2009).  GISTs, all such tumors share common clinico- 

Furthermore, a subset of apparently non-syndromic pathological characteristics: gastric localization, 

sporadic KIT/PDGFRA wt GISTs is also associated with epithelioid or mixed cell morphology, multinodular  

SDH complex dysfunction (Gill et al., 2010, 2011a;  and/or plexiform arrangement, positive KIT 

Rege et al., 2011). Such tumors occur mainly in children immunostaining (but lack of KIT/PDGFRA mutations), 

and despite their sporadic nature they are more frequent lymph node metastases, and relatively indolent  

commonly caused by a germ-line rather than somatic clinical behavior (Gill et al., 2010). 
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Despite the current focus on SDHB-deficient GIST, 

it is not the only tumor type associated with SDH 

complex dysfunction. In addition to paraganglioma/  

pheochromocytoma, which is also well known to occur 

in an SDHB-deficient form, either in familial or sporadic 

setting (Gimm et al., 2000; Amar et al., 2005; Mannelli  

et al., 2009), several other tumors were recently reported  

to display signs of SDH dysfunction, namely rare renal  

cell carcinomas (Vanharanta et al., 2004; Ricketts et al., 

2008; Gill et al., 2011b,c), pituitary adenoma (Xekouki 

et al., 2012), and seminoma (Galera-Ruiz et al., 2008). 

Besides that, neuroblastoma (Schimke et al., 2010),  

papillary thyroid carcinoma (Neumann et al., 2004), and 

renal oncocytoma (Henderson et al., 2009) were 

suggested to be also possible candidates for SDH- 

deficient tumors, although with no direct immunohisto- 

chemical or molecular genetic support. 

As we were unaware of any study on SDHB 

immunoexpression and/or SDHx mutational analysis of 

mesenchymal tumors which come into the differential  

diagnosis of GIST, we collected a short series of the  

most important GIST mimickers, namely 12 GSs, 20 

SFTs, 4 LMs, 16 LMSs, 5 SSs, 3 ESSs, and 1 IMT. For 

comparison, 11 cases of KIT/PDGFRA wt GISTs (7 

gastric, 4 intestinal) were studied as well. Moreover, 3 

recent cases of KIT or PDGFRA mut GISTs were used as 

control cases. 

Originally, we classified tumors as SDHB-negative 

if they showed a lack of staining of neoplastic cells by 

the Santa Cruz antibody despite positive staining of 

epithelial cells on the mucosal surface. Using this 

approach, the category of SDHB-negative tumors 

included: 7 GISTs (3 gastric, 3 intestinal, and 1 

mediastinal), 2 GSs, 5 SFTs, 1 LMs, 2 LMSs, and 1 SS.  

However, on closer inspection in some cases it was  

found out that intratumoral endothelial cells were also  

negative. This prompted us to stain the negative cases  

with monoclonal Abcam antibody. In this setting, 

endothelial cells were used as internal control. This 

second round of immunohistochemical investigation 

reduced the group of SDHB-deficient tumors to 2 GISTs 

(1 gastric, 1 mediastinal). Others tumors were either re- 

classified as SDHB-positive or signed out as non- 

analyzable due to the lack of endothelial staining. 

The gastric case, which was SDHB-deficient (GIST 

Case 8, Fig. 2), occurred in a 12-year old girl with no 

familial history of a GIST or paraganglioma. At the time 

of diagnosis, there were no signs of a possible  

pulmonary chondroma or paraganglioma on record. 

Molecular genetic analysis ruled out mutations in the hot 

spots of KIT, PDGFRA, SDHB, SDHC, and SDHD. 

According to our current state of knowledge, the tumor 

should be then ruled out to harbor SDHA mutations, 

either indirectly by SDHA immunohistochemistry or 

directly by mutational analysis (Pantaleo et al., 2011a,b; 

Wagner et al., 2013). However, as the issue of SDHA 

status was beyond the scope of this study (SDHB 

expression in gastrointestinal mesenchymal tumors), the 

cost/benefit ratio of such an analysis was found to be 

unreasonably high. 

The other SDHB-deficient tumor was already 

published as a case report (Daum et al., 2012). Briefly,  

GIST Case 14 presented as a mass measuring 

13.9x7.6x10.4 cm located in the posterior mediastinum 

of a 52-year-old white man. The tumor consisted of 

epithelioid cells with abundant finely granular cytoplasm 

(Fig. 3). Immunohistochemically, the cells were  

strikingly immunoreactive with CD117 and antimito- 

chondrial antibody. SDHB staining was only focal and 

faint, without the characteristic granular pattern.  

Surprisingly, molecular genetic analysis revealed not 

only p.W557-K558 deletion in exon 11 of the KIT gene 

but also p.Gl2S sequence change in exon 1 of the SDHD 

gene. Although this SDHD sequence change is currently 

of questionable pathogenicity, its prevalence is slightly 

higher in GISTs or paragangliomas than in the control 

population (Janeway et al., 2011). Neither existing 

genetic databases nor current literature provides 

information on the impact of this sequence change. 

However, the finely granular appearance of the 

cytoplasm of the neoplastic cells resembling oncocytes,  

together with striking contrast between faint 

immunohistochemical positivity of SDHB and strong 

granular positivity of antimitochondrial antigen 

antibody, may mirror pseudohypoxia resulting from 

partial destabilization of the SDH complex due to the 

SDHD Gl2S sequence change. The incomplete nature of 

such destabilization might be also responsible for the 

residual faint focal staining which differs from both 

typical positive and negative cases. Thus, it is possible 

that at least some sequence changes in SDHx genes and 

KIT/PDGFRA mutations are not necessarily mutually 

exclusive and that they may even cooperate in tumor 

progression. Nevertheless, the fact that GIST Case 1, 

which was undoubtedly SDHB-positive, harbored the 

same SDHD sequence, casts doubt on this theory, 

although the additional effect of several minor factors  

cannot be ruled out. Furthermore, the striking oncocyte- 

like appearance was not observed in other SDHx 

sequence change-positive GIST and SFTs. 

No other intraabdominal mesenchymal tumor 

(namely GS, SFT, LM, LMS, SS, ESS, IMT) was found 

to be SDHB-deficient if strict criteria (negative reaction 

of neoplastic cells with two antibodies and positive 

granular intracytoplasmic staining of endothelial cells)  

were applied. In spite of SDHB-positivity, 2 SFTs 

revealed SDHB-D sequence changes. SFT Case 9 

showed p.S163P of SDHB, and SFT Case 14 harbored 

p.G12S of SDHD. 

The significance of SDHB and SDHD sequence 

changes detected in 2 GISTs and 2 SFTs remains 

unclear. As 3 of the tumors were SDHB-positive, and 1 

GIST harbored concurrent KIT mutation, they can hardly 

be viewed as “real” oncogenic mutations. The non- 

neoplastic tissue in GIST Case 14 was proven to contain 

the same gene sequence as the neoplastic cells did, 

which, in that setting, speaks more for the possibility of  

polymorphism than for germ-line mutation. But even 
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this circumstance does not rule out the possible role of 

detected changes with certainty. Unfortunately, the other  

SDHx sequence change-positive cases were consultation 

cases and no non-neoplastic tissue was available for 

analysis. The precise mechanisms by which SDH 

complex dysfunction leads to tumor formation have not 

yet been fully elucidated. An important role is believed 

to be played by succinate accumulation leading to 

stabilization of HIF1-alpha, overexpression of VEGF 

(Burnichon et al., 2010), and alteration of DNA 

methylation profiles (Killian et al., 2013; Mason and 

Hornick, 2013), resulting in angiogenesis and cell  

proliferation. Although SDH dysregulation is currently 

viewed as a consequence of an SDHx mutation leading 

to disruption of the whole complex with resultant loss of 

SDHB expression, the effects of “immunohisto- 

chemically silent” sequence changes have not been 

sufficiently studied yet. Even those subtle structural 

changes that do not lead to disruption of the enzyme  

complex may result in a minor decrease of enzyme 

activity, which may promote tumor growth initiated by 

another (e. g. KIT or PDGFRA) mutation. Although the 

S DHB - tumors are not driven by gain of function 

mutations of KIT or PDGFRA, they invariably show 

immunohistochemical staining for KIT protein, a 

phenomenon which is currently not fully understood 

(Miettinen et al., 2011). Our study showed no significant  

difference in KIT staining between the SDHB-positive 

and SDHB-deficient GISTs. 

In summary, our study found no intraabdominal 

mesenchymal tumor other than GIST to be SDHB- 

deficient. However, analysis of SDHB immuno- 

expression must be performed with caution due to the 

small amount of cytoplasm in neoplastic cells, mainly in  

SFTs, smooth muscle tumors, and monophasic SSs. Only 

intratumoral endothelial cells should be used as internal 

control because the mucosal epithelium, located usually 

at the edge of the specimen, may differ in its antigen 

quality from the more distant neoplastic tissue. In the 

differential diagnostics, attention also should be paid to 

other morphological features, as SDHB-deficient GIST 

should be localized in the stomach, arranged in 

multinodular/plexiform pattern, composed of epithelioid 

cells, or mixed in cellular composition. Last but not 

least, our results raise the suspicion of a possible role of 

SDHx sequence changes of questionable pathogenicity,  

which may promote tumor growth initiated by another 

genetic event. 
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3.3 Nonsyndromic intestinal lipomas are probably not associated with 
mutations of PDGFRA 

 

Cílem této práce byla snaha zjistit, zda střevní lipomy vyskytující se u pacientů bez 

známek tzv. PDGFRA mutačního syndromu mohou reprezentovat sporadické protějšky 

familiálních lipomatózních tumorů, které se vyskytují ve spektru tumorů asociovaných s 

germinální mutací PDGFRA, tedy s PDGFRA mutačním syndromem. PDGFRA mutační 

syndrom se může manifestovat gastrointestinálními stromálními tumory, Vaňkovými 

tumory, fibrózními tumory a submukózními střevními lipomy. Až do naší studie nebyla ve 

světové literatuře žádná zmínka o molekulárně-genetické analýze mutací PDGFRA ve 

střevních lipomech. 

V práci jsme provedli mutační analýzu exonu 12,14 a 18 genu PDGFRA ve skupině 20 

nádorů od 17 pacientů. Žádný z 16 analyzovatelných vzorků nevykazoval mutaci 

PDGFRA, tato mutace tak s vysokou pravděpodobností nebude hrát důležitou roli v rozvoji 

sporadických střevních lipomů. 
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Abstract: The purpose of this study was to test the hypothesis 

that intestinal lipomas occurring in patients devoid of signs of  

PDGFRA-mutant syndrome might represent sporadic counter- 

parts of familial lipomatous tumors occurring in the spectrum of 

tumors associated with PDGFRA mutations. PDGFRA -mutant 

syndrome may manifest with gastrointestinal stromal tumors,  

Vanek tumors, fibrous tumors, and lipomatous tumors. Until  

now there has been no molecular genetic study of PDGFRA 

mutations in intestinal lipomas published in the world literature. 

A series of 20 intestinal lipomas were obtained from 17 patients,  

and mutational analysis of exons 12, 14, and 18 of the PDGFRA 

gene was performed. None of the 16 analyzable tumors showed 

mutations in PDGFRA. Thus, PDGFRA mutations probably 

do not play an important role in the development of sporadic  

lipomas of the intestines. 

Key Words: sporadic, intestinal lipoma, PDGFRA-mutant 

syndrome, PDGFRA, familial GIST syndrome 

(Appl Immunohistochem Mol Morphol 2017;25:664-667) 

I 
ntestinal lipomas are relatively common benign mes- 

enchymal tumors of the gastrointestinal tract that can 

be encountered particularly in the large intestine.1 In most 

cases, they arise from the submucosa and only occasion- 

ally extend into the muscularis propria and subserosa. 

Histologically, they do not differ significantly from lip- 

omas located in soft tissues. Small tumors are mostly 

asymptomatic and may be discovered incidentally at co- 

lonoscopy, through radiologic examination, or at autop- 

sy. Larger intestinal lipomas (usually >2 cm in diameter) 

are more likely to cause various symptoms, for example, 
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abdominal pain, intestinal obstruction, hemorrhage, or 

intussusception.2-4 

Intestinal lipomas can occur either in a sporadic 

setting or as a component of a familial tumor syndrome, 

which is associated with germline mutations of the 

PDGFRA gene, so-called PDGFRA-mutant syndrome.5,6 

PDGFRA-mutant syndrome is a condition inherited in 

autosomal dominant trait, formerly termed intestinal 

neurofibromatosis (neurofibromatosis 3b) and later rec- 

ognized as a subtype of familial GIST syndrome.5,7-9 

Tumors found in this syndrome encompass stomach-re- 

stricted gastrointestinal stromal tumors (GISTs) without 

accompanying Cajal cell hyperplasia, Vanek tumors (in- 

flammatory fibroid polyps), fibrous tumors, and intestinal  

lipomas.6 

Although PDGFRA -mutated GISTs, Vanek tu- 

mors, and fibrous tumors are known to occur also spor- 

adically in a nonsyndromic setting,7,8,10-12 sporadic 

PDGFRA -mutated lipomas have not been recorded yet. 

We aimed to find out whether mutations of PDGFRA 

gene could take part in the development of sporadic in- 

testinal lipomas. Therefore, we performed this study of 20 

sporadic intestinal lipomas, in which we analyzed their 

molecular-genetic profile. 

MATERIALS AND METHODS 
A series of 20 intestinal lipomas obtained from 17 

patients were retrieved from our archives. All tumors used 

in this study were previously defined on the basis of their  

morphology during routine daily service and reviewed by 

2 authors (S. H. and O. D.). As the second step, molecular 

genetic analysis of exons 12, 14, and 18 was performed in 

all cases. 

Tissue for light microscopy was fixed in 4% form- 

aldehyde and embedded in paraffin using routine proce- 

dures. DNA for molecular genetic investigation was 

extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) 

tissues. Several 5-mm-thick sections were placed on the 

slides. Hematoxylin and eosin-stained slides were exam- 

ined for determination of the area of tumor tissue. Then, 

tumor tissue from unstained slides was scraped and DNA 

from FFPE tumor tissue was extracted using the QIA- 

symphony DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) on 

the automated extraction system (QIAsymphony SP; 

Qiagen) according to the manufacturer’s supplementary 

protocol for FFPE samples (purification of genomic DNA 
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from FFPE tissue using the QIAamp DNA FFPE tissue 

kit and deparaffinization solution). Concentration and 

purity of isolated DNA was measured using NanoDrop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, 

DE). DNA integrity was examined by amplification of 

control genes in a multiplex PCR. 

Mutational analysis of exons 12, 14, and 18 of the 

PDGFRA gene (accession number D50017) was per- 

formed using PCR and direct sequencing. 

PCR was carried out using primers shown in Table 1. 

The reaction conditions were as follows: 12.5 mL of Hot- 

Start Taq PCR Master Mix (Qiagen), 10 pmol of each 

primer, 100 ng of template DNA, and distilled water up to 

25 mL. The amplification program consisted of denatura- 

tion at 95°C for 15 minutes and then 40 cycles of 

denaturation at 95°C for 1 minute, annealing at 55°C for 1 

minute, and extension at 72°C for 1.5 minutes for all am- 

plicons. The program was completed by 72°C incubation 

for 7 minutes. The PCR products were separated by elec- 

trophoresis through a 2% agarose gel. 

Successfully amplified PCR products were purified 

with magnetic particles Agencourt AMPure (Agencourt  

Bioscience Corporation, A Beckman Coulter Company, 

Beverly, MA), both side sequenced using Big Dye Ter- 

minator Sequencing kit (PE/Applied Biosystems, Foster 

City, CA) and purified with magnetic particles Agencourt 

CleanSEQ (Agencourt Bioscience Corporation, A Beck- 

man Coulter Company), all according to the manu- 

facturer’s protocol, and then they were run on an 

automated sequencer ABI Prism 3130xl (Applied Bio- 

systems) at a constant voltage of 13.2 kV for 20 minutes.  

RESULTS 
Details on the patients and tumors are shown 

in Table 2. Briefly, the M/F ratio was 8/9; age of the patients 

ranged from 45 to 84 years (average: 64.7 y); lipomas were 

situated in the small intestine (n = 1), ileocecal valve (n = 3),  

cecum (n = 3), ascending colon (n = 4), hepatic flexure 

(n = 2), transverse colon (n = 1), lineal flexure (n = 1), sig- 

moid colon (n = 3), and rectum (n = 2); and the maximum 

size of the tumors ranged from 0.3 to 6 cm (average: 

1.76 cm). One patient presented with 3 lipomas, another one 

with 2 lipomas, and 15 patients each had only 1 lipoma 

detected. In most cases there were additional pathologic 

findings present, which are summarized in Table 2. 

DNA of 4 tumors was nonanalyzable; all remaining 

16 tumors with sufficient quality of DNA were found to 

bear wild-type alleles of exons 12, 14, and 18 of the 

PDGFRA gene. 

DISCUSSION 
PDGFRA, the gene encoding platelet-derived growth 

factor receptor-a (PDGFRa), is located in the long arm of 

chromosome 4 in close vicinity of the KIT gene, another 

member of the PDGFRA family of receptor tyrosine 

kinases.13 In human pathology, activating mutations of 

PDGFRA are mostly known to be associated with a subset  

of GIST.13,14 Activating mutations of PDGFRA were 

reported to be responsible for 30% to 60% of KIT- 

immunonegative and/or KIT-wild-type tumors fulfilling 

histologic criteria of GiST. The PDGFRA -mutated GISTs 

are predominantly located in the stomach,15-18 are com- 

posed of epithelioid cells,15-22 and contain admixture of 

multinucleated giant cells,21 myxoid stroma, and infiltrates 

of mast cells.22,23 

Notably, activating mutations of PDGFRA were 

also detected in Vanek tumors (also called inflammatory 

fibroid polyps)10,11,24 and peculiar fibrous stromal tu- 

mors.7,12 

All the aforementioned tumors can also occur in a 

setting of familial tumor syndrome caused by germline 

mutations of PDGFRA, currently termed PDGFRA-mu- 

tant syndrome.6 This condition inherited in the autosomal 

dominant trait is a subtype of familial GIST syndrome 

formerly designated intestinal neurofibromatosis (neuro- 

fibromatosis 3b).5,7-9 Unlike KIT-dependent familial 

GIST syndrome, multiple GISTs occurring in the setting 

of PDGFRA-mutant syndrome may be accompanied by 

multiple Vanek tumors (inflammatory fibroid polyps) and 

gastrointestinal CD34-positive fibrous tumors of un- 

certain classification, which we term “fibrous stromal 

tumors.” Furthermore, in contrast to KIT-dependent 

familial GIST syndrome, if present, GISTs are limited to 

the gastric area and diffuse Cajal cell hyperplasia is not 

observed.6,25 Apart from these 3 classic PGDFRA-mu- 

tated tumor types, in individual families additional lesions 

were described, namely abnormally large hands26 and 

multiple intestinal lipomas (or “fatty tumors”).5,8 

Intestinal lipomas are relatively common tumors of 

the gastrointestinal tract. In overwhelming majority of 

cases, they occur in a sporadic setting; however, recent 

studies reported on multiple occurrence of intestinal lip- 

omas in the setting of PDGFRA-mutant syndrome.5,6 

Even though there is a well-known occurrence of 

PDGFRA -mutated gastrointestinal mesenchymal tumors, 

such as GISTs and Vanek tumors, in sporadic non- 

syndromic setting, until now, no study on PDGFRA- 

mutant status of intestinal lipomas has been published. 

As we were unaware of any study on PDGFRA 

mutational analysis of intestinal fatty tumors, we col- 

lected a series of 20 intestinal lipomas obtained from 
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TABLE 1. Primers Used for PCR Amplification and Sequencing of PDGFRA Gene  

PDGFRA Exon Forward Primer Sequence 5'-3' Reverse Primer Sequence 5' -3' 

12  TCCAGTCACTGTGCTGCTTC GGAGGTTACCCCATGGAACT 

14  TCACAGGATTAGTCAT ATTCTTGGTT TGAAAATCCTCACTCCAGGTC 
18  GCTACAGATGGCTTGATCCTG GACCAGTGAGGGAAGTGAGG 
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patients devoid of signs of PDGFRA-mutant syndrome 

and carried out molecular genetic investigation to test the 

hypothesis that sporadic intestinal lipomas may represent 

sporadic counterparts of the “fatty tumors” described in 

association with PDGFRA-mutant syndrome. Our study 

did not reveal any mutations in PDGFRA exons 12, 14, 

and 18 in any of the 16 analyzable tumors. 

Thus, we suggest that PDGFRA mutations prob- 

ably do not play an important role in the development of 

sporadic intestinal lipomas, and their pathogenesis, as 

well as relation to the syndromic fatty tumors, is currently 

still questionable. 

In conclusion, our study is the first study inves- 

tigating PDGFRA status in sporadic nonsyndromic in- 

testinal lipomas. In contrast to lipomas occurring in the 

setting of PDGFRA-mutant syndrome, their sporadic 

counterparts do not harbor mutations in any of the hot 

spots of PDGFRA gene. 
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3.4 Morphological features useful in the differential diagnosis between 
undifferentiated carcinoma and gastrointestinal stromal tumor 

 

Nediferencované (sarkomatoidní) karcinomy mohou vykazovat překryvné 

morfologické rysy s gastrointestinálním stromálním tumorem (GIST). Za účelem 

zefektivnění diagnostiky těchto tumorů (bez nadbytečného využívání imunohistochemie a 

molekulárně-genetických testů) by bylo vhodné definovat jednoznačně užitečné 

morfologické znaky využitelné pro histologickou diferenciální diagnostiku u těchto lézí.  

V rámci multiinstituciální spolupráce bylo vyhledáno a do studie zařazeno celkem 5 

tumorů klasifikovaných jako nediferencované (sarkomatoidní) karcinomy s jednoznačným 

důkazem správné diagnózy (tedy s přítomností diferencované karcinomové složky). Jako 

kontrolní skupina (pro srovnání) sloužila skupina 84 případů GIST s prokázanou mutací v 

genu KIT nebo PDGFRA. Všechny tumory byly podrobeny detailní morfologické analýze. 

Na podkladě našich pozorování byl nález lymfatické invaze a mezi nádorovými buňkami 

zachycené nenádorové tukové tkáně silně podporující diagnózu nediferencovaného 

karcinomu. Dále u všech 5 případů nediferencovaných karcinomů bylo detekováno střídání 

low-grade a high-grade oblastí, tvorba „angiosarcomatous-like“ prostor a přítomnost „yolk 

sac-like“ oblastí, naopak tyto morfologické znaky byly vyjádřeny pouze u 1,2 %, 2,4 %, 

resp. 7,2 % GISTů. Imunohistochemický průkaz DOG1 byl negativní ve všech případech 

nediferencovaného karcinomu. 

Na podkladě této studie lze konstatovat, že přítomnost výše uvedených 

histologických znaků by měla vést k extenzivnímu samplingu léze za účelem detekce 

diferencovanné karcinomové složky tumoru. Vzhledem k malému počtu případů 

nediferencovaného karcinomu, které jsou v naší studii k dispozici, je však pro definitivní 

stanovení závěrů nutná další větší multiinstitucionální studie. 
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detected in all cases of undifferentiated carcinoma, but only in 1.2%, 2.4% and 7.2% of the GISTs, respectively. 

Furthermore, DOG1 was negative in all cases of undifferentiated carcinoma. 
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1. Introduction 

Gastrointestinal stromal tumor (GIST) is the most common me- 

senchymal tumor of the digestive system [1,2]. The overwhelming 

majority of GISTs harbor mutations in the KIT or PDGFRA genes [3-5], 

less commonly they may show genetic or epigenetic alterations of genes 

encoding subunits of mitochondrial succinate dehydrogenase [6-8]. A 

small subset of GISTs harbors mutations of NF1 [9], RAS, BRAF [10,11], 

EGFR [12], or oncogenic fusions of genes encoding receptor tyrosine 

kinases FGFR1 or NTRK3 [13,14]. Typical GISTs are composed of 

spindle shaped and/or epithelioid cells, which are usually im- 

munohistochemically positive for CD117 (KIT) and/or DOG1 (anoc- 

tamin-1, ANO1) [15-17]. 

Undifferentiated carcinoma lacks morphological, 

immunohistochemical, and molecular evidence of differentiation be- 

yond that of epithelial tumor. It is also regarded as anaplastic carci- 

noma and divided into various morphological subtypes, e.g. sarcoma- 

toid carcinoma, pleomorphic carcinoma, large cell carcinoma with 

rhabdoid phenotype, carcinoma with osteoclast-like giant cells or car- 

cinoma with sarcomatoid components. Although some definitions re- 

quire the complete absence of any differentiated epithelial component, 

less stringent criteria are advisable, because those minor components 

may serve as the only reliable proof of the presumed “carcinomatous 

nature” of the tumor, as other definitive positive diagnostic markers are 

lacking. Especially the sarcomatoid subtype composed of spindle 

shaped cells may closely mimic a GIST, as it may even show aberrant 

expression of CD117 [18,19]. 

We encountered a case of colonic tumor closely resembling a GIST 
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Fig. 1. The index case of undifferentiated carcinoma composed of plump 

spindled cells (H&E, 200x). 

 

Fig. 2. The neoplastic cells in the index case expressed KIT protein (CD117, 

200x). 

 

Fig. 3. Mesocolic lymph node of the index case infiltrated by adenocarcinoma 

(H&E, 100x). 

(Fig. 1), including immunoexpression of CD117 (Fig. 2) and lack of 

expression of cytokeratins in the initial regular slides of the tumor. 

However, due to the finding of a metastasis of adenocarcinoma in one 

of the mesocolic lymph nodes (Fig. 3), the entire mass of the tumor was 

eventually submitted to paraffin blocks. This finally led to the finding of 

a component of differentiated adenocarcinoma in four blocks (out of 

88) (Fig. 4). Furthermore, molecular genetic analysis, performed to rule 
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Fig. 4. A minor component of adenocarcinomatous differentiation found in the 

index tumor after its complete sampling (H&E, 100x). 

out the possibility of a collision tumor, revealed that the sarcomatoid 

component was KIT and PDGFRA wild type. 

This index case prompted us to perform a retrospective study to 

compare morphological features of GISTs and GIST-mimicking sarco- 

matoid carcinomas of the digestive tract. 

1. Material and methods 

Eighty-four cases of GIST with proven mutation in KIT or PDGFRA 

were retrieved from the authors' archives. Upon request, we collected 

14 cases of gastrointestinal undifferentiated carcinoma from several 

institutions, but 9 of them had to be discarded from the study group 

because of the lack of definite proof of diagnosis, i. e. a differentiated 

carcinomatous component, and/or small specimen size (e.g. en- 

doscopical biopsies) precluding representability of histomorphological 

studies of such samples. 

In all cases, the tissue was fixed in 10% formalin, routinely pro- 

cessed and embedded in paraffin, and 4 |jm thick sections were stained 

with hematoxylin and eosin (H&E). 

1.1. Histological evaluation of selected morphological features 

Selection of histological signs for analysis was based on initial 

scanning review of samples of H&E stained slides of the index case. The 

selected features included: mitotic index counted as in GIST (number of 

mitoses per 5 mm2), presence of rhabdoid cells, multinucleated cells, 

lymphatic invasion, vesicular nuclei, entrapped fat, skeinoid fibers, 

angiosarcomatous-like spaces, yolk sac-like areas, alternation of low- 

and high-grade areas, glassy cells, and perinuclear vacuoles. Rhabdoid 

cells, multinucleated cells, lymphatic invasion, vesicular nuclei, en- 

trapped fat, angiosarcomatous-like spaces, and yolk sac-like areas were 

evaluated only as present or absent. Skeinoid fibers and perinuclear 

vacuoles were scored in 4 grades (0-negative; 1-scarce, found at high 

magnification; 2-few, found at medium power; 3-numerous, easily seen 

at scanning magnification). Evaluation of alternation of low- and high- 

grade areas was not based on specific grading of GIST, which is derived 

from the mitotic index, but on a general pattern consisting of cellular 

crowding, nucleocytoplasmic ratio, cellular and nuclear pleomorphism, 

and abnormalities of chromatin texture. It was then expressed in 3 

grades (0-only low-grade; 1-only high-grade; 2-alternation of low- and 

high-grade). Yolk sac-like areas were specifically defined as being re- 

miniscent of the microcystic/reticular pattern of yolk sac tumors. 

Glassy cells were recognized as polygonal cells with voluminous pale 

eosinophilic cytoplasm of ground glass appearance. 

Five of the authors were involved in independent and blinded re- 

view of all slides after initial tutorial. At the end of this process, final 

2 



42 
 

B. Vankova, et al. 

scores were assigned based on consensus review. 

1.2. Immunohistochemistry 

For immunohistochemical investigations, the following primary 

antibodies were used: Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26, RTU, 

Ventana, Tucson, AZ), anti-Cytokeratin (CAM 5.2, RTU, Ventana, 

Tucson, AZ), CD117, c-kit (polyclonal, 1:800, Dako, Glostrup, 

Denmark), DOG1 (SP31, RTU, Cell Marque, Rocklin, CA), Anti-Human 

Chromogranin A (DAK-A3, 1:400, Dako, Glostrup, Denmark), 

Synaptophysin Ab-4 (polyclonal, 1:350, NeoMarkers, Fremont, CA), 

INSM1 (A8, 1:1000, Santa Cruz, Heidelberg, Germany), TLE1 (M-101, 

1:100, Santa Cruz, Heidelberg, Germany), Anti-SALL4 (6E3, 1:800, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), CD31, Endothelial Cell (JC70A, 1: 40, 

Dako, Glostrup, Denmark), and Ki-67 (30-9, RTU, Ventana, Tucson, 

AZ). No special pre-treatment was used. The immunohistochemical 

analysis was performed using a Ventana BenchMark ULTRA (Ventana 

Medical System, Inc., Tucson, Arizona). Appropriate positive and ne- 

gative control slides were employed. While AE1/3, CAM5.2, CD117 and 

Ki-67 were studied in all samples, only the cases of undifferentiated 

carcinoma were stained for TLE1, DOG1, chromogranin, synapto- 

physin, INSM1, SALL4, and CD31. 

Stained slides were independently and blindly reviewed by three of 

the authors. Afterwards, final results were obtained upon consensus. 

1.3. Molecular genetics 

DNA from FFPE tissue was extracted using a QIAsymphony DNA 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) on an automated extraction system 

(QIAsymphony SP, Qiagen) according to the manufacturer's supple- 

mentary protocol for FFPE samples. 

Mutational analysis of coding sequences, including exons 9, 11, 13 

and 17 of the KIT gene (accession number U63834), and exons 12, 14 

and 18 of the PDGFRA gene (accession number D50017) was per- 

formed. 

2. Results 

2.1. General clinicopathological data 

In total, 84 cases of GIST and 5 cases of undifferentiated carcinoma 

were collected. The number of paraffin blocks available for each case 

ranged from 1 to 88. 

2.1.1. GIST group 

The mean age of patients in this group was 64.5 (range: 29-92). M:F 

ratio was 1:1. Gastric location was the most common (n = 66), fol- 

lowed by the small intestine (n = 12). Three cases occurred in the 

colorectum, 1 in the mediastinum (possibly representing extramural 

growth of a lower esophageal or upper gastric tumor), and 2 cases were 

liver metastases of suspected primary gastric tumors. The average lar- 

gest dimension of the tumors was 6.2 cm (range: 0,5-20 cm). All tumors 

were imatinib-naive. 

2.1.2. Undifferentiated carcinoma group 

The mean age of patients in this group was 69.2 (range: 50-78). M:F 

ratio was 2:3. The large intestine was the most common site of occur- 

rence (n = 3), the small intestine and pancreas each hosted 1 tumor. 

Data on tumor size was available in 4 cases (the fifth case was only 

described as “large” in the original report). The average largest di- 

mension of the 4 tumors was 11.75 cm (range: 3-17 cm). After exclu- 

sion of a case, which was later found to represent an intestinal metas- 

tasis of pulmonary carcinoma, the average largest dimension of the 3 

tumors was 14.7 cm (range: 12-17 cm). 
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2.2. Immunohistochemistry 

2.2.1. GIST group 

CD117 was positive in 67 cases of GIST. Of the CD117-negative 

tumors 2 harbored mutations in exon 11 of KIT gene, 2 were mutated in 

PDGFRA exon 12, and 13 harbored mutations in exon 18 of PDGFRA 

gene. Fifteen of the CD117-negative tumors were of mixed or epithe- 

lioid pattern. 

Only 7 GISTs were positive for AE1/3, five of them mutated in exon 

11 of KIT gene and 2 in PDGFRA exon 18. Four of the AE1/3-positive 

tumors showed mixed or epithelioid pattern. 

CAM5.2 was positive in 2 cases of GIST, one harboring mutation in 

exon 11 of KIT gene and the other one in exon 18 of PDGFRA. 

2.2.2. Undifferentiated carcinoma group 

All 5 cases of undifferentiated carcinoma were im- 

munohistochemically negative for DOG1, chromogranin, synapto- 

physin, INSM-1, and cytokeratins stained with antibody CAM5.2. None 

of the cases stained with antibody against TLE1, which was used to rule 

out the possibility of synovial sarcoma. SALL4 was negative in all cases. 

The cells lining angiosarcomatous-like spaces were not decorated by the 

antibody against CD31 in any of the tumors. Only the index case 

showed positive staining for CD117. Conversely, only the index case 

was negative in an immunohistochemical reaction with the Anti-Pan 

Keratin antibody (AE1/3). 

2.3. Molecular genetics 

Sixty-one cases of GIST harbored mutations in KIT, specifically exon 

9 (n = 4), exon 11 (n = 56) and exon 13 (n = 1). Mutations of PDGFRA 

were proved in 23 cases, involving exon 12 (n = 4), exon 14 (n = 1) 

and exon 18 (n = 18). All cases of undifferentiated carcinoma were KIT 

and PDGFRA wild type. 

2.4. Analysis of selected morphological features 

Comparison of histological features selected to be studied in terms 

of their occurrence in GISTs and undifferentiated carcinomas is sum- 

marized in Table 1. 

The low number of cases in the undifferentiated carcinoma group 

did not enable us to carry out a valid statistical analysis, but it can be 

hypothesized that the presence of lymphatic invasion (Fig. 5) strongly 

favors the diagnosis of undifferentiated carcinoma, as it was found in all 

Table 1 

Comparison of morphological features of GIST and undifferentiated carcinoma. 

 GIST Undifferentiated carcinoma 

Rhabdoid cells 24/84 5/5 (100%) 

 (28.6%)  

Multinucleated cells 21/84 (25%) 4/5 (80%) 

Lymphatic invasion 0/84 (0%) 5/5 (100%) 

Vesicular nuclei 10/84 5/5 (100%) 

 (11.9%)  

Entrapped fat 0/84 (0%) 4/5 (80%) 

Skeinoid fibers (score) Mean: 0.3 Mean: 0 

 Median: 0 Median: 0 

Angiosarcomatous-like spaces 2/84 (2.4%) 5/5 (100%) 

Alternation of low- and high-grade 1/84 (1.2%) 5/5 (100%) 

areas   

Yolk sac-like areas 6/84 (7.1%) 5/5 (100%) 

Glassy cells 0/84 (0%) 3/5 (60%) 

Perinuclear vacuoles (score) Mean: 0.9 Mean: 0.9 

 Median: 1 Median: 0 

Mitotic index (per 5 mm2) mean: 3.8 mean: 34 

 range: 0-45 range: 28-39 

Ki-67 proliferation index mean: 7.6% mean: 56.4% 

 range: 0-58% range: 48-77% 

3 
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Fig. 5. Lymphatic invasion in a case of undifferentiated carcinoma (H&E, 

200x). 

 

Fig. 6. Entrapment of fat is a common finding in undifferentiated carcinomas 

(H&E, 200x). 

 

Fig. 7. Angiosarcomatous-like spaces probably represent abortive formation of 

glands in undifferentiated carcinomas (H&E, 200x). 

5 cases of undifferentiated carcinoma, but in no cases of GIST. Simi- 

larly, no case of GIST showed entrapment of fat tissue in the tumor 

(Fig. 6) in contrast to all cases of undifferentiated carcinoma except for 

one, which was shown to represent an intestinal metastasis of pul- 

monary origin and was also found to be the smallest of the un- 

differentiated carcinoma cases (3 cm in largest dimension). Further 

promising markers seemed to be the alternation of low- and high- grade 
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Fig. 8. Yolk sac-like areas are reminiscent of a microcystic/reticular subtype of 

the yolk sac tumor, but are SALL4-negative (H&E, 200x). 

areas, angiosarcomatous-like spaces (Fig. 7) and yolk sac-like areas 

(Fig. 8), as they were detected in all cases of undifferentiated carci- 

noma, but only in 1.2%, 2.4% and 7.2% of GISTs, respectively. Glassy 

cells were not found in any cases of GIST in our series, however, they 

were identified in only 60% of undifferentiated carcinomas, so the re- 

levance of this connection is uncertain. 

Other markers, namely rhabdoid cells, multinucleated cells and 

vesicular nuclei, appear to be less useful, because they were found in a 

relatively significant proportion of the GISTs; rhabdoid cells and mul- 

tinucleated cells typically in those mutated in the PDGFRA gene 

(rhabdoid cells were present in 19 of 23 PDGFRA mutated GISTs and in 

5 of 61 KIT mutated GISTs; multinucleated cells in 15 of 23 PDGFRA 

mutated GISTs and in 6 of 61 KIT mutated GISTs). As for the multi- 

nucleated cells in undifferentiated carcinomas, they tend to differ from 

typical multinucleated floret-like cells in PDGFRA mutated GISTs, in 

that they are more high-grade or even anaplastic. Conversely, peri- 

nuclear vacuoles and skeinoid fibers, although rare or absent in un- 

differentiated carcinomas, were also commonly absent or poorly de- 

veloped in a significant number of GISTs, which is mirrored by their 

median score values. 

Although the differences in mean values of mitotic index and pro- 

liferative index between GIST and undifferentiated carcinoma groups 

seem to be significant, the overlap in ranges of values, mainly in the 

zone of higher values, precludes these indices from being useful in 

differential diagnostics. 

3. Discussion 

Differential diagnosis of GIST is broad, encompassing mainly me- 

senchymal tumors, most commonly smooth muscle tumors, schwan- 

noma, intraabdominal fibromatosis or solitary fibrous tumor. Less 

commonly, germ cell tumors and malignant melanoma may mimic 

GIST, especially due to their expression of CD117. On the other hand, 

differential diagnosis between GIST and (adeno)carcinoma of the gas- 

trointestinal tract is not an issue in the majority of cases, due to easily 

recognizable characteristic morphological patterns of both conditions 

and their immunohistochemical profile (GISTs are usually CD117 and/ 

or DOG1 positive, whereas carcinomas are stained with antibodies 

against cytokeratins). However, undifferentiated tumors do not show 

usual morphological diagnostic features and typical patterns of im- 

munoexpression may become altered in them. It has already been re- 

cognized, that 22% of pulmonary adenocarcinomas and 13% of pul- 

monary squamous cell carcinomas may express CD117 [20]. In the 

gastrointestinal tract, CD117 expression was reported to occur in 15% 

and 29.9% of esophageal squamous cell carcinomas in two case series 

[21,22]. A case of CD117-positive esophageal carcinosarcoma was 

4 
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published by Martland et al. [18]. Furthermore, Mori et al. reported on 

expression of CD117 in a case of gastric undifferentiated carcinoma 

with focal neuroendocrine differentiation [19], and hypothesized that 

the CD117 expression was attributable to neuroendocrine differentia- 

tion, because of multiple cases of CD117-positive neuroendocrine car- 

cinomas on record [23-30]. Nevertheless, the diagnosis of Mori et al. 

was questioned by Hewer et al., due to the lack of molecular genetic 

analysis of PDGFRA in the reported case [31]. Conversely, rare case 

reports of cytokeratin positivity in GISTs have been published [31-36]. 

According to larger studies of case series, the positivity of cytokeratins 

occurs in 3% to 18% of GISTs [37-39]. Cytokeratin expression in GIST 

may also result from transdifferentiation induced by imatinib treatment 

[40,41]. 

Despite the reported possibility of immunohistochemical overlap 

between GIST and carcinoma, there is no study on morphological dif- 

ferences between GIST and undifferentiated (sarcomatoid) carcinoma 

in the world literature. To identify such features, which could poten- 

tially be useful for differential diagnostics, we collected a series of 84 

KIT or PDGFRA mutated imatinib-naive GISTs and 5 undifferentiated 

(sarcomatoid) carcinomas. The histological signs studied in both groups 

included: mitotic index (number of mitoses per 5 mm2), presence of 

rhabdoid cells, multinucleated cells, lymphatic invasion, vesicular nu- 

clei, entrapped fat, skeinoid fibers, angiosarcomatous-like spaces, yolk 

sac-like areas, alternation of low- and high-grade areas, glassy cells, and 

perinuclear vacuoles. The possibility of neuroendocrine differentiation 

of the carcinomas was ruled out by negative staining with antibodies 

against chromogranin, synaptohysin and INSM-1. 

Lymphatic invasion was shown to be the most promising marker of 

possible carcinomatous nature in the aforementioned differential di- 

agnostic scenario. This can easily be explained by the fact that SDHB- 

positive GISTs do not tend to give rise to lymphatic metastases [42,43], 

which is in striking contrast to high-grade carcinomas. One can argue, 

that SDHB-deficient GISTs, which can present with lymphatic metas- 

tases, should also have been included in the study, however, they are 

quite rare and usually present with characteristic clinicopathologic 

features [43,44]. 

Fat entrapment, which reflects an infiltrative growth pattern of the 

tumor, was found to be discriminatory between GIST and un- 

differentiated carcinoma, as had been expected, having been found in 4 

of the 5 undifferentiated carcinoma cases, but in no GISTs. In fact, the 

case of undifferentiated carcinoma devoid of fat entrapment was dis- 

covered to be an intestinal metastasis of non-small cell lung carcinoma. 

Thus, the relatively common pushing pattern of metastatic tumors, 

together with its small size (3 cm in the largest dimension), may explain 

the absence of fat entrapment in this case. 

Alternation of low- and high-grade areas, angiosarcomatous-like 

spaces and yolk sac-like areas also seem to be good candidates for 

discriminatory markers, as they were detected in all cases of un- 

differentiated carcinoma, but only in a small number of GISTs. 

Alternation of low- and high-grade areas probably mirrors the hetero- 

geneity of cellular population of high-grade cancers composed of sub- 

clones with a variable degree of dedifferentiation. In contrast, GISTs are 

usually homogenous tumors, although cases with histological ded- 

ifferentiation, especially in imatinib-treated tumors have been reported 

[40,45,46]. Angiosarcomatous-like spaces, lined by CD31-negative 

plump spindled to epithelioid atypical cells, and areas reminiscent of a 

microcystic/reticular subtype of the yolk sac tumor in undifferentiated 

carcinomas probably represent focal abortive attempts to form glands. 

However, stromal edema with focal separation of cells may also lead to 

similar patterns appearing in a small number of GISTs. 

DOG1 is a proved marker of GIST with high sensitivity and speci- 

ficity. Sensitivity is higher than 90% in most studies, which makes the 

combination of CD117 and DOG1 very effective in im- 

munohistochemical confirmation of GIST [17,47,48]. Nevertheless, 

DOG1 can also stain other tumors, including differentiated carcinomas 

in various locations [48-50], gastrointestinal carcinomas being no 
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exception [51]. However, cases of undifferentiated sarcomatoid carci- 

noma of the gastrointestinal tract were found to be negative [51,52]. 

Our results seem to be in accordance with these findings as none of our 

5 cases of undifferentiated carcinoma was DOG1-positive, which makes 

DOG1 immunohistochemistry one of the markers in the spectrum of 

features possibly leading pathologist to consider undifferentiated car- 

cinoma in making differential diagnosis. 

The main drawback of the study is the low number of cases of un- 

differentiated carcinoma, which precludes valid statistical analysis. 

Thus, a large multi-institutional study of representative age, sex, site 

and size matched cohorts is warranted. 

In conclusion, we identified lymphatic invasion, fat entrapment, 

alternation of low- and high-grade areas, angiosarcomatous-like spaces, 

yolk sac-like areas, and absence of DOG1 staining in a gastrointestinal 

neoplasm of mesenchymal appearance lacking specific histological 

features of other tumors in the differential diagnosis, as indicative of 

the possibility of the correct diagnosis being undifferentiated (sarco- 

matoid) carcinoma. Although these morphological signs cannot be used 

to confirm the diagnosis, their presence may warrant complete or at 

least more extensive sampling of the tumor to find diagnostic differ- 

entiated carcinomatous areas. This attitude may prevent a pathologist 

from unnecessary overuse of molecular genetic analysis, which by itself 

may also not prove decisive in such a differential diagnostic dilemma. 
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3.5 Targeted next generation sequencing of MLH1-deficient, MLH1 
promoter hypermethylated, and BRAF/RAS-wild-type colorectal 
adenocarcinomas is effective in detecting tumors with actionable 
oncogenic gene fusions 

 

Onkogenní genové fúze představují atraktivní cíle pro léčbu maligních nádorových 

onemocnění. Nicméně, frekvence funkčních genomických přestaveb u kolorektálních 

karcinomů (CRC) je velmi nízká a univerzální screening těchto změn se tedy zdá být 

nepraktický a nákladný. Několik rozsáhlých studií retrospektivně ukázalo, že CRC 

s genovými fúzemi se často vyskytuje ve skupinách nádorů definovaných deficitem MLH1 

DNA mismatch repair proteinu (MLH1d), hypermetylací promotoru MLH1 (MLH1ph), 

přítomností nestability mikrosatelitů a BRAF/RAS wild-type nádorového genotypu 

(BRAFwt/RASwt). V této studii jsme použili metodu paralelního sekvenování (NGS) 

k analýze výskytu potenciálně cílitelných genových fúzí v neselektované sérii případů 

BRAFwt/RASwt kolorektálních karcinomů, které vykazovaly MLH1d/MLH1ph.  

Z původně identifikované skupiny 173 MLH1d CRC případů vykazovalo 141 

případů (81,5 %) MLH1ph. Genotyp BRAFwt/RASwt byl potvrzen u 23 ze 141 případů (16 

%) MLH1d/MLH1ph. Cílené vyšetření NGS těchto 23 případů identifikovalo genové fúze 

celkem u 9 tumorů (39,1 %; interval spolehlivosti při konfidenční hladině 95 %: 20,5 %-

61,2 %). Zjištěné fúze zahrnovaly geny NTRK (4 případy), ALK (2 případy) a BRAF (3 

případy). Z námi detekovaných fúzí zasluhuje zvláštní zmínku fúze MAP7-BRAF, která 

nebyla dosud v předchozích studiích publikována Jako sekundární výsledek testování NGS 

jsme identifikovali změny dráhy PIK3K-AKT-mTOR ve 2 případech CRC, které 

vykazovaly mutaci PIK3CA. Celkem 11 z 23 případů (48 %) MLH1d/MLH1ph a 

BRAFwt/RASwt tak vykazovalo genetické změny, které by mohly vyvolat rezistenci na 

anti-EGFR terapii.  

Naše studie potvrzuje, že cílená metoda NGS se zaměřením na MLH1d/MLH1ph a 

BRAFwt/RASwt kolorektálních karcinomů by mohla být nákladově efektivní strategií 

k detekci pacientů s potenciálně léčitelnými onkogenními kinázovými fúzemi. 
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Abstract 

Oncogenic gene fusions represent attractive targets for therapy of cancer. However, 

the frequency of actionable genomic rearrangements in colorectal cancer (CRC) is 

very low, and universal screening for these alterations seems to be impractical and 

costly. To address this problem, several large scale studies retrospectivelly showed 

that CRC with gene fusions are highly enriched in groups of tumors defined by 

MLH1 DNA mismatch repair protein deficiency (MLHld), and hypermethylation of 

MLH1 promoter (MLHlph), and/or the presence of microsatellite instability, and 

BRAF/KRAS wild-type status (BRAFwt/KRASwt). In this study, we used targeted next 

generation sequencing (NGS) to explore the occurence of potentially therapeutically 

targetable gene fusions in an unselected series of BRAFwt/KRASwt CRC cases that 

displayed MLH1d/MLH1ph. From the initially identified group of 173 MLHld CRC 

cases, 141 cases (81.5%) displayed MLHlph. BRAFwt/RASwt genotype was confirmed 

in 23 of 141 (~16%) of MLH1d/MLH1ph cases. Targeted NGS of these 23 cases iden- 

tified oncogenic gene fusions in nine patients (39.1%; CI95: 20.5%-61.2%). Detected 

fusions involved NTRK (four cases), ALK (two cases), and BRAF genes (three cases). As 

a secondary outcome of NGS testing, we identified PIK3K-AKT-mTOR pathway 

alterations in two CRC cases, which displayed PIK3CA mutation. Altogether, 11 of 

23 (~48%) MLH1d/MLH1ph/BRAFwt/RASwt tumors showed genetic alterations that 

could induce resistance to anti-EGFR therapy. Our study confirms that targeted NGS 

of MLH1d/MLH1ph and BRAFwt/RASwt CRCs could be a cost-effective strategy in 

detecting patients with potentially druggable oncogenic kinase fusions. 

K E Y W O R D S  

ALK, BRAF, colorectal cancer, gene fusions, NTRK 
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1  | INTRODUCTION  

Colorectal cancer (CRC) is the second most common malignant disease 

in women and the third in men, with an estimated total number of 

~1.8 milion new cases and ~890 000 deaths in 2018 worldwide.1 

Remarkable advances in the CRC therapy and improvements in 

patients' prognosis have been achieved in recent years by the introduc- 

tion of targeted therapy, including agents targeting epidermal growth 

factor receptor (EGFR) pathway and angiogenesis.2,3 The selection for 

optimal treatment is actually based on negative, rather than positive 

molecular criteria. Specifically, patients with any known KRAS or NRAS 

exon 2, 3, or 4 mutation are not recommended for treatmnent with 

either cetuximab or panitumumab. Likewise, the presence of BRAF 

V600E mutation makes response to these anti-EGFR agents highly 

unlikely, unless used in combination with a BRAF inhibitor and cyto- 

toxic agent irinotecan.4-6 Therefore, testing of these biomarkers is cur- 

rently recommended in all patients with metastatic CRC being 

considered for anti-EGFR therapy.4,6 However, in spite of this molecu- 

lar profile-driven patient selection, only a fraction of patients responds 

to anti-EGFR therapy, and even the patients with objective clinical 

responses almost inevitably develop secondary resistance.3 It should 

be noted that less prevalent alterations in the RAS-MAPK or PIK3K- 

AKT-mTOR pathways, such as mutations in the HRAS, MAP2K1, RAF1, 

PTPN11, PIK3CA, or PTEN genes, could be also responsible for resis- 

tance to the EGFR inhibitors, and detection of these mutations may 

have potential implications for more refined treatment selection in the 

future.5,7 This is supported by analysis of the mutational status of RAS- 

MAPK pathway expanded beyond the KRAS and NRAS genes, which 

demonstrated that up to 56% of CRCs have pathway alterations that 

can make the patients ineligible for anti-EGFR treatment.7 

Patients with tumors showing certain oncogenic gene fusions 

represent another small but potentially important group of the CRC 

patients with poor prognosis and unlikely benefit from conventional 

anti-EGFR therapy.8 In a study by Kloosterman et al, up to 2.5% of 

CRCs harbored recurrent gene fusions affecting expression and func- 

tion of relevant oncogenes. This also included 1.8% cases with a 

potentially druggable receptor kinase fusions.9 Other studies reported 

fusions involving NTRK, ALK, ROS1, RET, or BRAF genes in 0.2% to 

2.4% of CRC cases.8,10-17 Because the frequency of gene fusions in 

CRC is very low, the screening for these alterations in general CRC 

patients population seems to be impractical and costly. To address 

this problem, several large scale studies retrospectivelly showed that 

CRCs with gene fusions are highly enriched among groups of tumors 

characterized by the loss of expression of MLH1/PMS2 DNA mis- 

match repair proteins and hypermethylation of MLH1 promoter, with 

or without the presence of microsatellite instability, while presenting 

BRAF/KRAS wild-type status (BRAFwt/KRASwt).11,18-20 

In this study, we used targeted next generation sequencing to 

explore the occurence of potentially targetable gene fusions NTRK, 

ALK, ROS1, RET, or BRAF in BRAFwt/KRASwt CRC cases that displayed 

IHC confirmed loss of expression of PMS2 and MLH1 proteins, and 

genetically proven MLH1 gene promoter hypermethylation (MLH1d/ 

MLH1ph). 

2  | MATERIALS AND METHODS  

2.1 | Patients and tissue specimens 

The study was performed following the rules of the Ethics Committee 

of the Faculty Hospital in Pilsen. Resection specimens from 173 unse- 

lected consecutive CRC patients from a 3-year period (2016-2019) 

with immunohistochemically confirmed loss of expression of PMS2 

and MLH1 proteins (MLH1-deficient; MLH1d) were initially retrieved 

from the files at the Sikl's Department of Pathology, Faculty of Medi- 

cine in Plzen, and Biopticka Laboratory, Ltd, Pilsen, Czech Republic. 

All MLH1d tumors underwent MLH1 gene promoter hypermetylation 

and BRAF gene testing as a routine procedure, in order to identify 

potential patients with Lynch syndrome (LS). In a subset of cases, RAS 

gene testing was performed on a clinical request in patients consid- 

ered for anti-EGFR therapy; in the remaining cases, RAS gene testing 

was performed only for the purpose of this study. 

All MLH1d/MLH1ph/BRAFwt/RASwt cases underwent next gen- 

eration sequencing. Demographic and clinical data, including tumor 

localization and pTNM stage were retrieved from medical records. 

2.2 | Immunohistochemistry 

For the immunohistochemistry (IHC), 4 ^m sections were initially sta- 

ined with PMS2 (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, A16-4, RTU) 

and MSH6 (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, SP93, RTU) 

antibodies, as a routine procedure in LS screening, using the Bench- 

Mark ULTRA automated stainer (Ventana Medical Systems), according 

to the manufacturer's protocol with appropriate positive and negative 

control slides. In the second step, MLH1 (Ventana Medical Systems, 

M1, RTU) staining was performed in all PMS2-negative cases. Visuali- 

zation was performed using the OptiView Dab Detection Kit (Roche). 

2.3 | Bisulfite DNA conversion MLH1ph testing 

Bisulfite conversion of DNA was carried out using EZ DNA Methylation- 

Gold Kit (DNA input 500 ng) (Zymo Research, Orange, California). Detec- 

tion of promoter methylation was carried out via methylationspecific PCR 

as described by Hermanet al21 Briefly, 100 ng of DNA or 2 ^L of 

converted DNA was added to reaction consisted of 12.5 ^L of HotStar 

Taq PCR Master Mix (Qiagen), 10 pmol of specific primers and distilled 

water up to 25 ^L. The amplification program was composed of denatur- 

ation at 95°C for 14 minutes and then 40 cycles of denaturation at 95°C 

for 1 minute, annealing at 60°C for 1 minute, and extension at 72°C for 

1 minute. The program was finished by incubation at 72°C for 7 minutes. 

2.4 | RAS/BRAF testing 

Hotspot mutations in the genes BRAF, KRAS, and NRAS were analysed 

using the BENkit (4Bases, Switzerland, CH). The libraries were 

 



49 
 

 

prepared following the BENkit protocol for Illumina sequencing. Final 

libraries were multiplexed, spiked with 20% PhiX control and 

sequenced on a NextSeq 550 (Illumina, San Diego, California) to 

achieve at least 150 000 reads per sample. The analysis of the 

sequencing results was performed using the Amplicon Suite software 

(version 2.0.1; SmartSeq, IT). Parameters for variant reporting were 

set to a minimum coverage per amplicon 100 and allelic fruequency 

over 5%. 

2.5 | Next generation sequencing (NGS) 

For NGS, up to three FFPE sections (10 ^m thick) were macro- 

dissected and total nucleic acid (NA) was extracted using Maxwell 

RSC DNA FFPE Kit on Maxwell RSC 48 Instrument (Promega, Madi- 

son, Wisconsin). Both, RNA and DNA components of the total NA 

were quantified using the Qubit Broad Range RNA Assay Kit/Qubit 

Broad Range DNA Assay (Thermo Fisher Scientific) and 2 ^L of sam- 

ple. Fusion Plex Comprehensive Thyroid and Lung (CTL) Kit 

(ArcherDX Inc., Boulder, Colorado) was used to construct cDNA 

library for detection of genetic abnormalities in 36 genes, including 

the detection of fusion transcripts of ALK, AXL, BRAF, CCND1, FGFR1, 

FGFR2, FGFR3, MET, NRG1, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PPARG, RAF1, 

RET, ROS1, and THADA genes. All steps were performed according to 

the manufacturer's protocol (version of the protocol LA135.F), and 

the library was sequenced on an Illumina platform as described 

previously.22 

2.6 | Microsatellite instability (MSI) testing 

The MSI Analysis System v.1.2 (Promega) based on fluorescent multi- 

plex PCR followed by capillary electrophoresis using an ABI PRISM 

3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) was used for detection 

of MSI. Data were analyzed using the GeneMapper Software (Applied 

Biosystems). All steps were done according to manufacturer's protocol. 

2.7 | Statistics 

Ninety-five percent-confidence intervals for prevalences (CI95) were 

determined using Wilson procedure with correction for continuity.23 

Significance of differences between proportions and between contin- 

uous data were determined by Fisher's exact test and Welch's 

corrected t-test, respectively, implemented in Prism 5 for Windows, 

version 5.02 (GraphPad Software, Inc.). Differences were considered 

statistically significant for two-sided P-values <.05. 

3  | RESULTS  

From the initially identified group of 173 MLH1d CRC cases (46 male 

and 127 female patients; median age: 72 years; range 36-92 years 

(Table 1), 141 cases (81.5%) displayed hypermethylation of the MLH1 

gene promoter (MLH1d/MLH1ph). BRAFwt/RASwt genotype was con- 

firmed in 23 of 141 (~16%) of MLH1d/MLH1ph cases (10 males and 

13 females; median age: 68 years; range 45-87 years). Remaining 

117 MLH1d/MLH1ph cases showed mutations in BRAF or RAS genes. 

All BRAF mutations were represented by V600E substitution. The 

KRAS gene codon 12/13 mutations occured in nine cases, whereas 

five cases showed KRAS codon 61 substitution, one case KRAS codon 

117 substitution and one case showed NRAS gene codon 12 mutation. 

Interestingly, one case displayed a rare co-occurrence of KRAS (G12V) 

and BRAF (V600E) mutations. 

BRAF V600E mutation was found in 103 MLH1d/MLH1ph cases. 

This mutation was more prevalent in female than in male cases 

(75.9% vs 63.6%; P = .1825) and associated with older age (mean age 

73.26 years in BRAF-mutant vs 69.26 years in BRAFwt; P = .0863) and 

T A B L E  1  Baseline patient and tumor characteristics of 173 

MLH1-deficient colorectal cancers 

Gender  

Female 127 (73.4%) 

Male 46 (26.6%) 

Age  

Females Median: 72 years (range 36-92 years) 

Males Median: 71.5 years (range 36-88 years) 

pT stage  

T1 4 (2.3%) 

T2 29 (16.8%) 

T3 103 (59.5%) 

T4a 17 (9.8%) 

T4b 11 (6.4%) 

Unknown 9 (5.2%) 

pN stage  

N0 109 (63.0%) 

N1a 18 (10.4%) 

N1b 16 (9.2%) 

N1c 4 (2.3%) 

N2a 4 (2.3%) 

N2b 13 (7.5%) 

Unknown 9 (5.2%) 

Histological grade  

Low grade 89 (51.4%) 

High grade 83 (48%) 

Unknown 1 (0.6%) 

Location  

Left colon 24 (13.9%) 

Right colon 148 (85.5%) 

Unknown 1 (0.6%) 

BRAF mutation 109 (not available in 3 cases) 

RAS mutation 16 (not available in 128 cases) 
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high grade (80% vs 65.2%; P = .0586), although the differences did 

not reach statistical significance. RAS mutations were found in 

16 CRC cases and showed no significant association with sex (11.9% 

in F vs 8.8% in M; P = .7623), grade (11.3% low grade vs 11.1% high 

grade; P = 1.00) or age (mean age 72.5 years in mutant vs 69.3 years 

in wild-type cases; P = .3691). 

All 23 MLH1d/MLH1ph/BRAFwt/RASwt cases showed MSI-high 

status. Targeted NGS of these 23 cases identified oncogenic gene 

fusions in nine patients (39.1%; CI95: 20.5-61.2%) that involved 

(a) NTRK genes in four cases (LMNA-NTRK1, ETV6-NTRK3, and TPR- 

NTRK1 in two cases), (b) ALK gene in two cases (both EML4-ALK), 

(c) BRAF gene in three cases (CUL1-BRAF, GTF2IRD1-BRAF, and 

MAP7-BRAF), and (d) a suspicious gene fusion in RAF1 gene in a single 

case (NLGN3-RAF1) (Table 2). However, NLGN3-RAF1 rearrangement 

resulted into joining untranslated region of the NLGN3 gene transcript 

and intronic sequence of RAF1, with unclear impact on RAF1 kinase 

activity, because no open reading frame has been found. Although 

possible transcription starts sites were found upsteram of fusion, and 

translation initiation codon was predicted in exon 7 of RAF1 gene (p. 

M265) using Promoter 2.0 and NetStart 1.0 prediction tools,24,25 pas- 

senger event is more probable rather then oncogenic character for 

this fusion. All other fusion variant were found to be in-frame, with 

retained functional kinase domains. 

To the best of our knowledge, MAP7-BRAF fusion variant has not 

been previously reported. 

No significant differences in sex (Fisher's exact test, P-value = .68), 

age (Mann-Whitney test, P = .47), pathologic stage (Fisher's exact test, 

P = 1.0, tested for difference among all stages), grade (low grade vs 

high grade, Fisher's exact test, P = 1.0) or tumor location (left vs right 

side, Fisher's exact test, P = 1.0) were found between the fusion posi- 

tive and fusion-negative groups. 

As a secondary outcome of our NGS testing, which primarily 

aimed at the detection of targetable gene fusions, we identified 

PIK3K-AKT-mTOR pathway alterations in two CRC cases, which dis- 

played PIK3CA mutation. In addition, one tumor was found to have 

GNAS mutation and three CRCs harbored CTNNB1 mutations 

(Table 3). All identified mutations have been annotated by COSMIC 

database26 as previously confirmed somatic in CRC or other 

cancers,27-32 and all substitutions have been predicted by FATHMM 

predictor33 as cancer-promoting/driver mutations (Table 3). 

Altogether, 12 of 23 (52%) MLH1d/MLH1ph/BRAFwt/RASwt 

tumors showed genetic alterations that could induce resistance to 

anti-EGFR therapy. Nevertheless, previous studies demonstrated that 

CRCs with downstream RAS-MAPK or PIK3K-AKT-mTOR pathway 

alterations are not always resistant to the EGFR inhibitor cetuximab.34 

4  | DISCUSSION 

About 10% to 15% of sporadic CRCs have MSI-high phenotype (MSI- 

H) caused by the MLH1ph. Most of these CRCs show CpG Island 

Methylator Phenotype (CIMP), caused by BRAF V600E mutation and 

subsequent up-regulation of the transcriptional repressor MAFG .35,36 

We found BRAF V600E status in ~73% of MLH1d/MLH1ph CRC 

cases. Our results support previously reported association of this 

mutation with older age, female sex and poor differentiation.37 

A smaller subset of MLH1ph CRCs harbor KRAS mutations instead 

of BRAF V600E.35,38 Altogether, BRAF and KRAS mutated tumors may 

represent ~80% of MSI-H/MLH1ph CRCs, leaving approximately 20% 

of cases without a known RAS-MAPK pathway alteration.19 In the 

present study, we found that ~16% of MLH1d/MLH1ph CRCs 

showed RAS/BRAF wild-type status, and ~40% of these CRCs showed 

the presence of potentially targetable oncogenic kinase fusions. This 

result is comparable with several studies recently reported by other 

investigators. In a study by Cocco et al, 21 of 2314 CRCs tested by 

NGS harbored kinase fusions and 12 fusion-positive cases (57%) were 

MSI-H/MLH1d. Methylation of the MLH1 gene promoter was con- 

firmed in all cases with available material. Altogether, the fusions were 

reportedly present in 5% of MSI-H/MLH1d CRCs and 15% of MSI-H/ 

DNA mismatch repair-deficient/BRAFwt/RASwt, but only in 0.4% of 

microsatellite stable/DNA mismatch repair proteins proficient tumors. 

Furthermore, the prevalence of fusions reportedly reached 42% in 

MLH1d/MLH1ph/RASwt/BRAFwt CRCs,19 which is consistent with 

our result. Sato et al. performed MSI analysis of over 2800 surgically 

T A B L E  2  Clinical characteristics of 10 colorectal adenocarcinomas with gene fusions 

Age Sex Site Grade pTNM Fusion gene (exon/intron #) Frame Kinase domain 

58 F Left colon Low grade pT3 N0 TPR(e21)-NTRK1(e10) In-frame Preserved 

68 M Right colon Low grade pT3 N1b M1 EML4(e6)-ALK(e20) In-frame Preserved 

78 F Right colon Low grade pT2 N0 CUL1(e7)-BRAF(e9) In-frame Preserved 

74 F Right colon Low grade pT3 N0 EML4(e21)-ALK(e20) In-frame Preserved 

81 M Right colon High grade pT4aN2a LMNA(e4)-NTRK1(e11) In-frame Preserved 

68 M Right colon High grade pT3 N0 NLGN3(e8)-RAF1(i6) Uncleara Uncleara 

71 M Right colon High grade pT4a N1a ETV6(e5)-NTRK3(e15) In-frame Preserved 

70 F Right colon Low grade pT4a N1b GTF2IRD1(e22)-BRAF(e10) In-frame Preserved 

78 M Right colon Low grade pT3 N0 MAP7(e7)-BRAF(e10) In-frame Preserved 

53 F Right colon Low grade pT3 N1a TPR(e21)-NTRK1(e10) In-frame Preserved 

aSee text for eplanation. 
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T A B L E  3  Characteristics of five colorectal adenocarcinomas without gene fusions with other potentially significant NGS findings 

   Other NGS findings 

Age Sex Site Grade pTNM Gene coding DNAchange (protein change) COSVa 

AFb 

FATHMM prediction Somatic status in 

scorec cancersd (reference) 

60 F Left colon High grade pT4b N1a M1b CTNNB1 c.101G>A (p.Gly34Glu) COSV62688267 -7.7 Yes (27,28) 
AF = 0.26 

80 F Right colon Low grade pT3 N0 CTNNB1 c.134_136del p.(Ser45del) N/A Yes (29) 

   COSV62693334   

   AF = 0.45   

57 M Right colon High grade pT4a N1b GNAS c.602G>T (p.Arg201Leu) COSV55671845 -4.41 Yes (30) 
AF = 0.34 

84 M Right colon Low grade pT3 N0 PIK3CA c.3140A>G, (p.His1047Arg) 

COSV55873195 AF = 0.25 

-2.53 Yes (31) 

45 M Right colon Low grade pT3 N1b PIK3CA c.3140A>G, (p.His1047Arg) 

COSV55873195 AF = 0.11 

-2.53 Yes (31) 

  
CTNNB1 c.121A>G, p.(Thr41Ala) COSV62687862 

AF = 0.37 

-6.95 Yes (32) 

aGenomic mutation identifier (COSMIC)26 
bAllele frequency. 
cPrediction of cancer driver status using FATHMM predictor.33 Score < 2.5 predicts association with cancer with specificity >98%. 
dPreviously reported as somatic mutation in colorectal and/or other cancers. Information retrieved from COSMIC26 datasets and other publications. 

resected CRCs and performed whole exome, transcriptome and meth- 

ylation analyses on 149 of 162 tumors showing MSI-H status. In- 

frame fusion transcripts encoding fusion-type kinases were found in 

~10% of MSI-H tumors and ~55% of MSI-H/KRASwt/BRAFwt CRCs.39 

Wang et al identified 11 tumors with gene fusions among 125 consec- 

utive mismatch repair-deficient (MMRd) and 238 randomly selected 

mismatch repair-proficient CRCs (3%). All tumors that harbored 

fusions were MMRd with MLHlph and wild-type BRAF and KRAS, 

comprising 55% (11/20) of this subgroup.20 Moreover, they used 

227 PMS2/MLH1 deficient CRCs as an independent validation 

cohort. MLH1ph was confirmed in 137/227 cases (60%) and 44/137 

(32%) patients lacked BRAF V600E or KRAS/NRAS mutations. 

Targeted NGS showed that 32% (14/44) of patients displayed onco- 

genic fusions.20 Taken together, approximately 30% to 55% of CRCs 

with MLHlph status, wild-type BRAF and wild-type RAS have onco- 

genic fusions. 

Based on the results of the above mentioned studies and present 

study, colon cancers with kinase fusions are highly represented among 

MSI-H CRCs. Generally, MSI-H CRCs have a more favorable prognosis 

than microsatellite stable CRCs,40-42 although this may be controver- 

sial for advanced (stage III and IV) CRCs.43 The National Comprehen- 

sive Cancer Network guidelines recommend MSI testing for all 

patients with stage II CRC, to inform adjuvant therapy decisions, 

based on the assumption that MSI-H status in MMRd CRCs predicts 

poor efficacy of the standard 5-fluorouracyl (5-FU) based adjuvant 

chemotherapy.4,44,45 The data from several meta-analyses about the 

potential value of MSI status and 5-FU chemotherapy response 

remain contradictory, however, mostly because of the high inter-study 

heterogenity in the MSI-H groups.42,46-49 Importantly, MSI-H CRCs 

have high tumor mutation burden, which results in the generation of 

neoantigens recognized by the patient's immune system and 

modulation of this response with immune checkpoint inhibitors is an 

attractive therapeutic option (reviewed by Thomas et al50). 

Pembrolizumab, nivolumab, and combination of nivolumab and 

ipilimumab already received US Food and Drug Administration (FDA) 

approval for the use in advanced MMRd CRCs progressing after stan- 

dard therapies, and clinical studies are underway to find out the role 

of immune checkpoint inhibition in the first-line and neoadjuvant set- 

tings.50 Nevertheless, a significant proportion of MMRd patients do 

not respond or develop resistance to immune checkpoint inhibition 

(progressive disease rate 21%-41%), or experience serious adverse 

reactions.50 As a result, oncogenic fusions can provide new opportu- 

nity for targeted therapy in this subset of MMRd CRC patients who 

otherwise would be candidates for an orthodox therapy with anti- 

EGFR agents, which would likely be ineffective due to alternative 

RAS-MAPK pathway activation. 

A summary of possibly actionable gene fusions already detected 

in CRCs was recently provided in a review by Pagani et al.8 Potential 

targets for therapy included NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS, RET, 

BRAF, FGFR2, FGFR2, and ERBB2 gene fusions. Even though only a 

limited number of patients were treated with kinase inhibitors so far, 

some encouraging results with objective clinical responses were 

obtained in a few NTRK-rearranged CRCs treated with larotrectinib or 

entrectinib.8 Our results confirm findings from previous studies as we 

have also detected these actionable gene fusions, mostly those involv- 

ing NTRK, ALK, and BRAF genes, and we detected one novel 

MAP7-BRAF fusion variant. 

In the present study, a fraction of RASwt/BRAFwt CRC patients 

who underwent NGS testing, and who lacked any oncogenic fusions, 

was found to harbor PIK3CA mutations, with potentially negative 

impact on the outcome of the anti-EGFR therapy. Overall, PIK3CA 

mutations are thought to predict resistance to anti-EGFR therapies5 
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and patients with PI3KCA-mutant CRC may be potential candidates 

for a targeted therapy with selective PIK3CA inhibitors.51 

In conclusion, we found that potentially actionable oncogenic 

kinase fusions are highly enriched in CRCs with MLH1d/MLH1ph and 

BRAFwt/RASwt status. When anti-EGFR treatment is considered in 

patients with advanced CRC, targeted NGS of tumors with MLH1d/ 

MLHlph and BRAF wild-type status could be a cost-effective strategy 

in detecting patients with common and less common RAS gene muta- 

tions, rare downstream mutations in RAS-MAPK and PIK3K-AKT- 

mTOR pathway genes, and, eventually, potentially druggable gene 

fusions. 
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3.6 Moderní diagnostika Lynchova syndromu 
 

Článek shrnuje problematiku Lynchova syndromu a představuje vhodný 

diagnostický algoritmus pro detekci pacientů, jež by měli podstoupit další testování pro 

průkaz germinální mutace z periferní krve (k definitivnímu potvrzení diagnózy LS).  

Naprostá většina případů LS je způsobena zárodečnou mutací některého z MMR 

genů. Pomocí imunohistochemických barvení hlavních MMR proteinů (MLH1, PMS2, 

MSH2, MSH6) můžeme dostat zprostředkovanou informaci o funkci MMR komplexu. Na 

našem pracovišti byl zaveden „komplexní diagnostický management“, kdy je v případě 

přítomnosti tzv. MSI-H histologie (tj. v Semi PREDICT skóre přítomny dva a více 

hodnocených znaků - hodnocení přítomnosti mucinu disekujícího stroma, tumor-

infiltrujících lymfocytů, peritumorálního lymfoidního lemu a přítomnosti plazmatických 

buněk ve stromatu převyšujících 25 %), proveden imunohistochemický screening 

(vyšetření exprese MLH1, PMS2, MSH2, MSH6), jehož cílem je potvrdit přítomnost MSI-

H, vyloučit možnost sporadického MSI-H karcinomu a určit pravděpodobně postižený gen 

k detekci zárodečné mutace.  
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3.7 Výsledky morfologické depistáže Lynchova syndromu v období 
2013-2016 
 

 

Článek shrnující naše zkušenosti s depistáží Lynchova syndromu a zavedením 

imunohistochemických barvení MMR proteinů do rutinní praxe. 

Z celkového počtu 5814 vyšetřených pacientů v období 2013-2016, byla u 24 

pacientů prokázána přítomnost LS (u 20 pacientů byl LS diagnostikován na podkladě 

kolorektálního karcinomu, u 3 pacientek na podkladě endometriálního karcinomu a u jedné 

pacientky se LS prezentoval adenokarcinomem duodena), u dalších 26 vytipovaných 

pacientů se doposud nepodařilo provést analýzu germinálních mutací. U 8 případů byly 

nalezeny nové patogenní mutace MMR genů.  

Práce prokazuje nespornou výhodu centralizovaného screeningu pacinetů 

s vybranými diagnózami a užití univerzálního imunohistochemického screeningu MMR 

proteinů při vyšetřování kolorektálních a endometriálních adenokarcinomů v rámci 

depistáže LS.  
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3.8 Diagnóza Lynchova syndromu od patologa 
 

Přehledová publikace pojednávající o základních charakteristikách Lynchova 

syndromu a jeho diagnostice. Práce zdůrazňuje komplexní diagnostický přístup zahrnující 

znaky morfologické a rutinně prováděný imunohistochemický screening podpořený 

molekulárně-genetickým vyšetřením. 
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4 Závěr  
 

Předkládaný soubor publikací zahrnuje poměrně dlouhý časový úsek, po který 

práce vznikala. V průběhu přípravy disertačního spisu a v době práce na jednotlivých 

publikacích se stávalo stále zřejmější, že molekulárně-genetická klasifikace nádorů GIT 

v nejbližší době nenahradí klasický morfologický přístup, ale stane se integrální součástí 

jak diagnostického, tak prediktivního přístupu k jednotlivým lézím. V aktuální 5. edici 

klasifikací nádorů Světové zdravotnické organizace (WHO) věnované nádorům trávicího 

systému je u drtivé většiny jednotek uváděna jako integrální součást popisu celá řada 

molekulárně-genetických rysů, které se podílejí na etiologii, které lze využít k diagnostice 

a které eventuálně ovlivňují prognózu daného typu nádoru. Trend je tedy jasně daný a je 

evidentní, že bez molekulární genetiky nebude možné některé nádorové jednotky 

diagnostikovat, jiné léčit, a u dalších například stanovit prognózu. Na druhou stranu se zdá, 

že pouze molekulárně-geneticky definované jednotky budou vzácné a čistě genetický 

přístup k diagnostice, alespoň v nejbližších letech, nebude ten hlavní (8, 79).  Rovněž je 

evidentní, že díky široce rozšířené a dostupné technologii pro sekvenaci nádorů získáváme 

stále nová a nová data. Bylo by velkou chybou pevně lpět na dogmatech z let minulých, 

jelikož molekulárně-genetické poznání jednotlivých nádorů se velmi rychle vyvíjí a názory 

se rychle stávají zastaralými. 

V současné době (2021) v rámci GIT neexistuje nádorová jednotka definovaná čistě 

na základě molekulárně genetických vlastností. U velké části méně obvyklých nádorových 

jednotek je nutná korelace morfologie, imunohistochemických vlastností a genetických 

abnormalit.  Na druhou stranu, u velké částí lézí GIT pouhá morfologická, byť i 

imunohistochemicky podložená diagnóza nestačí vyhovět nárokům na stanovení následné 

onkologické léčby, popř. k detekci familiálních nádorových onemocnění. V rámci predikce 

se spektrum vyšetřovaných alterací dynamicky mění a je jisté, že molekulárně genetické 

změny potřebné k diagnostice a léčbě budou popisovány a využívány i nadále v daleko 

větší míře, než jsme odhadovali před 10 lety. 

V současnosti je tedy zřejmé, že molekulární genetika se uplatňuje jako jeden 

z nástrojů diagnostiky nádorů GIT, ale zejména je využívána a nepochybně i v budoucnosti 

bude využívána ke stanovení prediktivních parametrů. Je pravděpodobné, že vybrané 

parametry bude možno v daleko větší míře využívat napříč spektrem nádorových lézí 

s přesahem mimo GIT. Taková situace je již skutečností například pro geny BRAF, RAS, 

HER2, atd. Další vysoce perspektivní molekulární markery jsou spojeny s geny NTRK, 

ROS1 a jinými. V nadcházející éře sekvenování nové generace (jakožto do budoucna 

patrně běžné součásti klinické péče) musíme být připraveni na situace, kdy genetické 

vyšetření odhalí nízce rizikové abnormality genů a různé polymorfismy jednotlivých 

nukleotidů, a musíme být schopni i tyto možná často ne příliš jasné výsledky inkorporovat 

do klinického managementu pacienta. Zároveň je třeba jasně nastolit pravidla testování – 

ne zcela vyřešena zůstává otázka, zda je pro prediktivní testování vhodnější primární 
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tumor, či metastáza. V současnosti je molekulárně-genetické vyšetření prediktivních 

markerů prováděno z primárního nádoru. Je však otázkou, zda by pro predikci 

metastazujícího onemocnění nebylo spíše vhodné vyšetřovat metastázy.  Ukazuje se totiž, 

že metastázy se často velmi podstatně liší od primárního nádoru, a to nejen morfologicky, 

ale také v některých imunohistochemických a zejména molekulárně-genetických 

vlastnostech (80). Zůstává pak otázkou, zda není lepší pro léčbu vyšetřit patřičnou 

metastázu. 

Tato disertační práce má celkem široký záběr témat. Konkrétně pak komentuje 

jednak možnosti využití testování SDHB při detekci familiálních GISTů a z naší práce 

vcelku jednoznačně vyplynulo, že detekce abnormalit genů SDHx je (s určitými 

omezeními) využitelná jak pro diagnostiku vlastní léze, pro diferenciální diagnostiku GIST 

a jiných vřetenobuněčných lézí i pro diagnostiku familiálního syndromu. V další recentní 

práci jsme prokázali, že široké screeningové testování poměrně úzce zvolené skupiny 

kolorektálních karcinomů dokáže vyselektovat nádory, které kromě zařazení do základní 

molekulárně-genetické skupiny umožňují modifikovat léčbu další cílenou terapií. Velmi 

komplexní diagnostický přístup jsme použili v práci popisující hlavní morfologické rozdíly 

mezi nediferencovanými karcinomy se sarkomatoidní diferenciací a gastrointestinálními 

stromálními tumory. Infiltrace do tukové tkáně, lymfatická invaze, absence 

imunoreaktivity s protilátkou DOG1 a další morfologické rysy (změny připomínající nádor 

ze žloutkového váčku, změny připomínající angiosarkom) ukazovaly významně na 

diagnózu nediferencovaného karcinomu a nikoliv gastrointestinálního stromálního tumoru. 

Oproti poměrně komplikované molekulárně-genetické metodice tato jednoduchá vyšetření 

rychleji a významně levněji odliší tyto skupiny nádorů. Dále jsou představeny tři práce 

zaměřené na diagnostický algoritmus Lynchova syndromu, kde prokazujeme, že rutinní 

zavedení univerzálního imunohistochemického screeningu nádorů pomocí 

imunohistochemického průkazu exprese MMR proteinů má dobrou specificitu a sensitivitu 

pro záchyt pacientů suspektních z Lynchova syndromu. 

Závěrem lze říct, že čistě molekulárně-genetický přístup nemusí nutně vést 

ke správně a rychle stanovené diagnóze. Tak, jako je tomu u většiny nádorových lézí 

v lidské patologii, prozatím i v GIT platí, že molekulárně-genetické metody mají být ve 

většině případů indikovány až na základě prvotní diagnostické práci založené na 

morfologii a imunohistochemii. Na druhou stranu soubor našich prací demostruje roli 

molekulárně-genetických rozborů v současném moderním diferenciálně diagnostickém 

přístupu a při stanovení prognózy u vybraných nádorových lézí GIT. Současně ale 

ukazujeme, že i v moderní patologii je stále kladen důraz na základní morfologické 

vyšetření, kde morfologie dává impuls k vygenerování dalších speciálních nadstavbových 

vyšetření. Moderní diagnostický přístup pak klade stále vyšší nároky na patology, kteří 

kromě své „klasické“ morfologické práce musí umět správně odhadnout a indikovat 

molekulárně-genetická vyšetření tam, kde je to nutné pro další management pacienta. 
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