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Abstrakt

Karcinomy ovaria jsou heterogenni skupina onemocnéni, skladajici se zrtznych
histotypt. Predstavuji nddory s nejvyssi letalitou ze vSech nadori Zenskych genitalu. V
soucasnosti je pfijimano rozdéleni do 5 zékladnich typt: high grade ser6zni karcinom, low
grade serdzni karcinom, endometroidni karcinom, svétlobunéény karcinom a mucindzni

karcinom. Malé procento tvofi velmi vzacné nadory, napt. Brenneriiv nador a dalsi.

Jedna se o velmi rozmanitou skupinu onemocnéni, s riiznymi prekurzory, morfologii,
genetickymi zménami, epidemiologickymi rysy, klinickymi projevy, 1écbou a prognézou.
Nejvice prostudovanym karcinomem je high grade ser6zni karcinom ovaria, s vysokou
incidenci (az 70 % karcinomu ovaria). Pocet studii vénovanych tomuto typu nadoru se stale
zvySuje. Ostatni uvedené typy nadorti jsou méné Casté a kvili jejich nizké incidenci je pocet
studii, které se jim vénuji, nizsi.

Diky rychlému rozvoji cilené 1écby je zadouci zjistit presné charakterizace jednotlivych
nadorti nejen na morfologické urovni, ale i na trovni imunohistochemické a genetické.
Detekei neoantigenti v nddoru mlizeme nepiimo piedpoveédét mutacni zatéz, hodnoti se i
proteiny mismatch repair (MMR) nebo jiné zmény vedouci k chromozomalnim aberacim.
Na rozdil od high grade ser6ézniho karcinomu jsou u ostatnich typti nadorti znalosti

genetickych zmén, mutacni zatéze, stavu MMR proteint a dalSich proteind znaén€ omezené.

Porozuméni a uceleni znalosti tykajici se vzacnych histotypi karcinomu ovaria ma

diagnosticky, prediktivni a prognosticky vyznam, izce spojeny s terapii téchto neoplazii.

Klicova slova: karcinom ovaria, imunohistochemie, molekularné€ geneticka vySetieni



Abstract

Ovarian carcinomas are heterogenous group of diseases comprising various histotypes.
Ovarian carcinomas as a whole are associated with the highest lethality among the female
genital tumors. Currently, 5 main types of carcinomas are recognized: high grade serous
carcinoma, low grade serous carcinoma, endometroid carcinoma, clear cell carcinoma and

mucinous carcinoma. Other types, e.g. Brenner tumors, are very rare.

Ovarian carcinomas are very diverse group with various precursors, morphology, genetic
aberrations, epidemiologic and clinical, features, therapy and prognosis. The most studied
and understood is high grade serous carcinoma with high incidence (up to 70 % of ovarian
carcinomas). The number of studies dedicated to this tumor is still increasing. Other types

of carcinomas are much less frequent, therefore related studies are rarer.

Due to the rapid development of targeted therapy, it is necessary to evaluate the tumors
not only morphologically but also on immunohistochemical and genetic level. Detection of
neoantigens may indicate the mutation load of a tumor, it is also possible to evaluate status
of mismatch repair (MMR) proteins and other features leading to chromosomal aberrations.
In contrast to the high grade serous carcinoma, as for other types of carcinomas, knowledge
about their genetic changes, mutation load, status of MMR proteins etc. are considerably

limited.

Comprehension of rare types of ovarian carcinomas has diagnostic, predictive, prognostic

and therapeutic significance.

Key words: ovarian carcinoma, immunohistochemistry, molecular genetics
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou velka skupina chorob, kterda mohou postihnout jakykoliv
organ. Nador vznikd v disledku nekontrolovatelné a autonomni proliferace
transformovanych bun¢k. Proliferace nadorovych bunék nereaguje na regulacni
mechanismy, jako je omezeny pocet replikacnich cykll, a vyhybaji se fyziologickym
bunéénym pochodim v podobé apoptdzy ¢i autofagie. Dokonce maji schopnost unikat
dohledu imunitniho systému, ktery by za normalnich okolnosti nddorové buiiky eliminoval.
Pro zajisténi svého rustu dokazi nddorové bunky indukovat angiogenezi v nadorové mase a
tim si zajistit dostatek Zivin na Ukor hostitele. Dalsi vlastnosti nddorovych bunék je

schopnost migrovat a infiltrovat vzdaleng;si tkané.

.....

poruse. Tato porucha se ptenasi do populace dcetfinych bunék. Nekontrolovatelna proliferace
a expanze zpusobuje genomickou nestabilitu, kterd vede k dalSim genetickym i
epigenetickym zméndm a tim se nador stavad agresivnéjsi. Ackoli byl nador zprvu tvofen

jednim klonem, ¢asem se populace stava heterogenni. (Patologie, svazek 1., 2019).

Dle WHO jsou zhoubné novotvary celosvétoveé druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. (WHO,
2020) Pocet nové zachycenych zhoubnych novotvarti v Ceské republice z dlouhodobého
pohledu setrvale roste, v poslednich letech viak riist zpomaluje. V roce 2018 bylo v CR nové
diagnostikovano 87 361 onemocnéni, tedy 822,1 na 100 000 osob. V mezinarodnim srovnani

stoji CR v incidenci zhoubnych novotvarti v Evropé na 16.—17. misté.

Incidence zhoubného novotvaru vajecniku v poslednich letech vykazuje lehky pokles. V
roce 2018 bylo toto onemocnéni 16. nejéast&jsim novotvarem v Ceské republice pii
vylouceni nemelanomovych koznich nadorG. U Zen se jednalo o 8. nejcastéji
diagnostikovany novotvar. (UZIS, 2018) Klasifikace nadorti ovaria je slozita. Posledni
klasifikace dle WHO zahrnuje vice nez 80 nadord se samostatnym morfologickym kodem.

(Patologie, svazek 3., 2019)



2. Literarni prehled

2.1. Morfologie ovaria

Zensky reprodukéni systém je tvofen vajeéniky (ovaria), vejcovody (tubae uterinae),
d€lohou (uterus), pochvou (vagina) a zevnimi rodidly (vulva). (Zaklady histologie, 1999)
Ovarium je parova pohlavni zlaza ovoidniho tvaru, s mirnym pfedozadnim oplosténim.
Ovaria jsou zavé$end uvniti pobfisnicové dutiny v prostoru malé panve. Hlavni funkci ovaria
je tvorba a dozravani vajicek a tvorba pohlavnich hormont (estrogenii a gestagenii). Obé
funkce jsou na sobé zavislé a probihaji v opakujicich se cyklech. Cely cyklus je fizen
hormony, které jsou uvoliiovany z ptedniho laloku hypofyzy. (Memorix histologie, 2017)
Béhem cyklu dochézi k strukturnim zméndm, vcetné zmén funkéni aktivity. (Zéklady
histologie, 1999) Ovarium je v poloze fixovano mesovariem, pobfiSnicovym zavésem na
pfedni strané, ktery je soucasti Sirokého delozniho vazu, déle ligamentem suspensorium
ovarii, které fixuje ovarium ke stén¢ panve a ligamentem ovarii proprium, které spojuje

délozni pol ovaria s déloznim rohem. (Memorix histologie, 2017)

2.2. Histologie ovaria

Povrch ovaria je tvofen vrstvou plochych az kubickych bun¢k (epithelium superficiale),
jejichz plivod je odvozen z mezotelu, ktery vystyld pobfiSnicovou dutinu. Pod plochym
epitelem se nachdzi vrstva hustého kolagenniho vaziva (tunica albuginea). (Memorix
histologie, 2017) Na prufezu lze rozlisit vnéjsi kliru (zona corticalis) a uvnitt uloZzenou dfeil
(zona medullaris). Hranice mezi klirou a dfeni neni jasn¢ definované. (Funkéni histologie,
2000) Obé vrstvy jsou tvorené fidkym kolagennim stromatem, které hlavné ve dieni
predstavuje nosnou tkan. Pro rozliSeni obou vrstev je zasadni pfitomnost folikuld, které se
nachdzi v kure. V kiife se folikuly vyskytuji v riznych stadiich vyvoje, pfipadné zde
muzeme nalézt i Zluté télisko. V fidkém kolagennim vazivu kliry se nachéazi fibroblasty,
bunky hladké svaloviny a jemna sit’” kolagennich a retikularnich vldken. Dfenl je sloZena
z hustého kolagenniho vaziva, je zde menSi zastoupeni bunck a vice kolagennich a
retikuldrnich vldken. Dfen ovaria je prostoupena Cetnymi cévami, lymfatickymi kapilarami
a nervovou tkani. (Funkéni histologie, 2000) V oblasti vstupu cév do ovaria se nachazi
intersticidlni hilové buiky, které produkuji androgeny, podobn¢ jako Leydigovy buinky ve

varleti. (Memorix histologie, 2017) Histologie ovaria je zachycena na Obrazku 1.



Obrazek 1.: Histologie ovaria, barveni HE, 100x. Vpravo kiira s Graafovymi folikuly (Zluta Sipka).

Vievo dren (nahore) a regredované zluté télisko (zelend Sipka).

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

2.3. Klasifikace nadoru ovaria

Primérni naddory ovaria miZeme rozdélit podle vychozi tkané do tfi zakladnich skupin:
epitelové, germinalni a sex-cord stromalni (ze stromatu zarode¢nych pruhii). Neméné
dilezitou skupinou jsou sekundarni nadory-metastatické. (Patologie, svazek 3., 2019) V roce
2014 byla ptijata nova kritéria WHO (platna i v aktudlni verzi z roku 2020), ktera zaclenila
histopatologické poznatky a nyni rozliSujeme pét hlavnich histotypt epitelového karcinomu
ovaria: high grade ser6zni karcinom (HGSC), low grade ser6zni karcinom (LGSC),
endometrioidni karcinom (EC), svétlobunéény karcinom (OCCC) a mucindézni karcinom
(MC). (PERES, 2018) Nejc¢ast¢jsim malignim nadorem je high grade ser6zni karcinom (cca
70 %), na druhém mist¢€ jsou endometroidni karcinom (10 %) a svétlobun&cny karcinom (10
%), mezi mén¢ Casté patii low grade serdzni karcinom (5 %) a mucin6zni karcinom (3 %).
Zbyla 2 % procenta zaujimaji velmi vzacné typy, jako je Brennertiv nador a dalsi. (Patologie,

svazek 3., 2019)



2.3.1. Sex-cord stromalni nadory

Sex-cord stromalni naddory predstavuji skupinu nadord, které vychazeji ze zdrodecnych
provazci nebo stromatu gonad. Déleni nadori této skupiny je nasledujici: Cisté stromdlni
(t¢kom-fibrom a nadory ze steroidogennich bunck), Cist¢ sex-cord (nadory z bunck
granuldzy a ze Sertoliho bun¢k) a smiSené (ze Sertoliho-Leydigovych bun¢k). (AL HARBI,
2021)

2.3.1.1. Nadory ze skupiny tékom-fibrom
Pro tyto nadory je charakteristicka pfitomnost bunck téky a stromalnich fibroblasti, které
mohou byt tvoifeny pouze fibroblasty (fibrom, fibrosarkom) ¢i smiSené az po nadory
s ptevahou bunék téky (tékom). NejcastejSim nddorem této skupiny je ovaridlni fibrom,
benigni povahy. Vzicnym typem benigniho nadoru je tékom. Jednia se o vétSinou o
jednostranné 1éze, které jsou Casto hormonalné aktivni (obvykle estrogenni, méné Casto

androgenni). Maligni typ nadoru ptedstavuje fibrosarkom.

2.3.1.2. Nadory ze steroidogennich bunék
Asi 20 % steroidogennich nadort tvoii nadory z Leydigovych bunék. Tento nador vznika
z tzv. hilovych bungk, lokalizovanych v oblasti hilu ovaria. Diagnosticky vyznamna je
pfitomnost tzv. Reinkeho krystalli, atvarQi uvnitt cytoplazmy. VétSinou jsou hormonélné

aktivni s produkci androgentl.

2.3.1.3. Nadory z bunék granulozy
Adultni typ nadoru se vyskytuje u pacientek stfedniho véku nebo po menopauze. Je
hormonalné aktivni. Hormonalni aktivita je spojena s hyperplazii endometria, kterd mtize
vyustit v karcinom. Z histologického pohledu je obtizné stanovit biologickou povahu, proto

je nador klasifikovan jako maligni. Nador muize recidivovat mnoho let po prvnim zachytu.
Juvenilni typ se vyskytuje v prvnich tiech dekadach zivota a je klasifikovan jako nador

s nejistou biologickou povahou, avSak v 5 % ptipadi se chové agresivné. Ve vétsing piipadl

je spojovan s pied¢asnou pseudopuberou, kdy nedochézi k ovulaci a gravidita neni mozna.

(Patologie, svazek 3., 2019)
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2.3.1.4. Nadory ze Sertoliho a Leydigovych bunék

Nédory pouze ze Sertoliho bunék jsou vzacné a vyjimecné maligni.
2.3.1.4.1. SmiSené nadory ze Sertoliho a Leydigovych bunék

Tento vzacny typ nadoru se vyskytuje s variabilni biologickou povahou, v zavislosti na
diferenciaci bun¢k. Dobfte diferencované nadory jsou benigni, mén¢ diferencované s nejistou

biologickou povahu a malo diferencované byvaji maligni. (AL HARBI, 2021)

2.3.2. Germinalni nadory

Rozmanitd skupina nadorit vznikajici ze zdrodecnych bunék. Histologicky identické
nadory se vyskytuji i ve varleti. Germindlni nadory délime na nadory z primitivnich
germinalnich bunék a teratomy, které predstavuji asi 30 % vSech ovaridlnich nadort a

vétSina z nich jsou zralé cystické teratomy.

2.3.2.1.  Naddory 7 primitivnich germindlnich bunék

Do této kategorie malignich nadorti patii dysgerminom, nador ze Zloutkového vacku,
embryonalni karcinom a non-gestac¢ni choriokarcinom. VétSinou se vyskytuji v prvnich
ttech dekadach Zivota. Vyskytuji se 1 ve smiSené formé, nejcastéji kombinace dysgerminomu
a nadoru ze Zloutkového vacku, ale vyskytuji se i v kombinaci s teratomy. Nadory jsou
spojovany s abnormalni enzymatickou a hormonalni aktivitou. Tyto latky se dostavaji do
krve, diky ¢emuz je miizeme vyuzit pro diagnostiku a sledovani odpovédi na 1é¢bu. Mezi

tyto markery patii B-hCG, a-fetoprotein a LDH. (DELLINO, 2020)

2.3.2.1.1. Dysgerminom ovaria

Tento nador je histologicky totozny se seminomem varlete. Makroskopicky se jevi jako

solidni, opouzdieny a vétSinou postihuje jedno ovarium.
2.3.2.1.2. Nador ze zloutkového vacku
Velmi ¢asty nador u déti a dospivajicich. Témét vzdy postihuje pouze jedno ovarium.
2.3.2.1.3. Embryonalni karcinom

Vétsinou se vyskytuje jako smiSeny nador a v ovariu se vyskytuje vyjimecné.

11



2.3.2.1.4. Non-gestacni choriokarcinom

Vzacny typ nadoru, se Spatnou progndzou, ktery je Casto smiSeny s jinym typem

germinalniho nadoru. (Patologie, svazek 3., 2019)

2.3.2.2.  Teratomy

Germinalni nadory, které mohou byt tvoieny jednim, dvéma nebo tifemi zarodecnymi
vrstvami (ektoderm, endoderm a mezoderm). Podle zastoupeni vrstev teratomy délime na
teratomy s jednim typem tkdn€ (monodermalni), s dvéma az tfemi typy vrstev. Podle
biologické povahy teratomy délime na zralé, které jsou benigni, a nezralé, které byvaji

maligni.

Zraly teratom zastupuje vétSinu vSech teratomu. V teratomu se mohou vyskytovat
vSechny typy tkani, napt. tkdn nervova, kosti, chrupavky, zuby. Do kategorie zralych
teratomu spadaji 1 tzv. dermoidni cysty, které jsou vystlané epidermis. Vzacné mize dojit

k maligni transformaci. (PETERSON, 2012)

Nezraly teratom je vzacny maligni naddor, obsahujici nezralou tkan embryonalniho typu,
Casto je pfitomna i tkan zrala.
Monodermalni teratomy jsou vzacné typy nadori, tvofené pouze jednim typem tkang.

Nejcastéjsi je tzv. struma ovarii, teratom tvoreny tkani Stitné zlazy. (Patologie, svazek 3.,

2019)

2.3.3. Epitelové nadory

Epitelové nadory patii mezi nejcastéjsi ovaridlni nadory, tvoii celkove asi 40 % benignich
a 80-90 % malignich neoplazii. (Patologie, svazek 3., 2019) Dle histogeneze naddory délime
na ser6zni, mucin6zni, svétlobunééné a endometroidni. Podle biologické povahy Ize nadory
rozdéglit na benigni, borderline (nadory hrani¢ni malignity) a maligni. (Patologie, svazek 3.,

2019)

2.3.3.1.  Epidemiologie

Geograficka incidence je nejvySsi v zemich s vysokym socioekonomickym statutem,
naopak incidence je velmi nizka napf. v oblastech Afriky, ackoliv i zde se posledni dobou
vyskyt zvySuje. (LISIO, 2019) Zda se, ze vyskyt souvisi s zZivotnim stylem a reprodukénim

chovanim.

12



2.3.3.2.  Etiopatogeneze

Rizikové faktory se 1isi dle histologickych typt nadoru. Vyskyt napt. high grade
serozniho a svétlobunécného karcinomu je davan do souvislosti s celkovym poctem ovulaci
béhem zivota, u Zen s ¢asnou menarché a pozdni menopauzou a také u Zen, které nikdy
nerodily ¢irodily v pozdéjsim véku. (Patologie, svazek 3., 2019) Pficiny nejsou zcela znamé,
ale prepoklada se, Ze na vznik karcinomu ovaria ma vliv vyssi pocCet ovulaci a tim 1 zvySeny
vyskyt reparativnich procesi po ovulaci. Tento proces mize mit za nasledek vznik

metaplastickych a genetickych zmén. (LISIO, 2019)

Dalsimi rizikovymi faktory pro vznik karcinomu ovaria, ale i dal$ich nddorti, mohou byt
mutace geni BRCA1 a BRCA2. (LISIO, 2019) U pacientek s prokdzanou mutaci gent
BRCA1 a BRCA2 se provadi profylaktické odstranéni déloznich tub a ovarii. Pravé
chirurgické odstranéni tub a ovarii pfineslo zdsadni poznatky o prekurzorech high grade

serdzniho karcinomu ovaria. (Patologie, svazek 3., 2019)

Hereditarni faktory endometroidniho a svétlobunééného karcinomu zahrnuji nepolyp6zni
kolorektalni karcinom (Lynchiiv syndrom), ktery ma za nasledek mikrosatelitovou
instabilitu (MSI). (LISIO, 2019) Mucin6zni karcinom mé na rozdil od vySe uvedenych
karcinomt jiné rizikové faktory, a to zejména koufeni a vyssi télesnou hmotnost (a tedy 1

vys$$i body mass index). (Patologie, svazek 3., 2019)

2.3.3.3.  Serozni nadory ovaria

2.3.3.3.1. Benigni serozni nadory

Dle makroskopie mliZeme rozdélit tuto skupinu na serdzni cystadenom (tvofen jednou ¢i
vice cystami, s ¢irou nazloutlou tekutinou), serdzni adenofibrom (tuhy a solidni nador) a
povrchovy serozni papilom (na povrchu ovaria proliferace papilarné usporadand).

(Patologie, svazek 3., 2019)
2.3.3.3.2. Serozni borderline nadory

Nédory s nejistou biologickou povahou. Vyznacuji se zvysenou proliferaci epitelu, ale
nevyskytuje se invazivni riist, ndpadné jaderné atypie a ani vyssi procento mit6z. Nicméné

se mohou §ifit po peritoneu v duting btisni. Morfologie je zachycena na Obrazku 2.

Podle morfologie rozdélujeme dvé samostatné jednotky: serozmni borderline nddor a
mikropapilarni variantu serozniho borderline nadoru. Serdzni borderline naddor ma

schopnost rozsevu na peritoneum, které nazyvame implantaty. Vyskyt invazivnich loZisek
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se jiz hodnoti jako low-grade serdzni karcinom. Borderline nadory jsou tedy prekurzory low-

grade serdzniho karcinomu. (HAUPTMANN, 2017)

S-BOT dle molekularni analyzy vykazuje podobné molekularni a genetické zmény jako
LGSC. Imunohistochemicky jsou S-BOT charakterizovany expresi WT1, PAXS, Bcl-2,
estrogenového a progesteronového receptoru. Mutace KRAS a BRAF jsou pfitomny asi u

30 %. (HAUPTMANN, 2017)
2.3.3.3.3. Serozni karcinomy

Skupina dvou onemocnéni, které se navzajem lisi morfologicky, genetickymi zménami a
prognozou. RozliSujeme tedy low-grade serézni karcinom (LGSC) a high-grade ser6zni

karcinom (HGSC). (Russell Vang, 2009)

High-grade serdzni karcinom (HGSC) casto postihuje obé ovaria. Primérny vék
pacientek v dobé diagndzy je kolem 60-63 let. Vyskyt v niz§im v&ku je vzacny. (LISIO,
2019) Casny zachyt nadoru bohuZel neni tak asty a k diagnéze dochézi aZ v rozvinutém
stadiu. Mezi priznaky patii bolesti bficha a zad, vaginalni krvaceni, zvétSujici se biicho

(ascites) a zvétSujici se abdominalni rezistence. Komplikace souvisi s Sifenim po peritoneu.

Makroskopicky je nador solidni, miiZze byt i cysticky a papilarni. Velikost miize byt
variabilni, od malych lozisek az po splyvajici infiltraty, ve kterych nejsou znatelné ptivodni
struktury tuby a ovaria. Mikroskopicky se vyznacuje jadernymi atypiemi s pleomorfnimi
jadry. Obvykle se téz vyznacuje ¢etnymi mitézami. (LISIO, 2019) Morfologie je zachycena
na Obrazku 3.

Prognoza zavisi na pokrocilosti nadoru v dobé diagndzy. Sleté preziti nadori 1. stadia je
az 90 %, u II. stadia 70 % a III. stadia 40-60 %. Nador velmi dobie reaguje na terapii, bohuzel
velmi ¢asto dochazi k relapstim, a nakonec vznika rezistence na 1écbu. (Patologie, svazek 3.,

2019)

Low-grade serozni karcinom (LGSC) je vzacny typ nadoru, tvoii asi 3 % vSech nadort
ovaria, 5-8 % ser6znich karcinomut. (SIEMON, 2019) Téz Casto postihuje obé ovaria.
Primérny vek pacientek je 50 let. (VANG, 2009) Onemocnéni je Casto diagnostikovano az
v pokrocilych stadiich, nebot’ je nador klinicky némy. Pozdéji se objevuji nespecifické
ptiznaky v podobé¢ bolesti biicha, abdomindlniho dyskomfortu a pozdéji ascites. Ascites je
divodem diseminace do bfiSni dutiny. Mikroskopicky se jednd hlavné o papilarné
uspoiadanou 1ézi, ktera se vyznaGuje invazivnim ristem. Castd je piitomnost

kalcifikovanych psamomatéznich t&lisek. Morfologie je zachycena na Obrazku 4. Cast léze
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ma oblasti charakteristické pro serdzni borderline nador, hlavné mikropapilarni histotyp,
ktery je povazovan za prekurzor nékterych 1ézi LGSC. Prognéza u LGSC je v ¢asnych
stadiich dobra, ackoliv se jedna o nadory, které nereaguji na chemoterapii. V pokrocilych

stadiich se progndza vyrazné zhorSuje. (Patologie, svazek 3., 2019)

LGSC ma odlisné klinické chovéani v porovnani s high-grade ser6znim karcinomem
(HGSC) a také specificky molekuldrni profil, jako jsou somatické mutace KRAS a BRAF.
(MOUJABER, 2022) Low-grade serozni karcinom ovaria (LGSC) a ser6zni borderline
nadory (S-BOT) se vyznacuji absenci mutované¢ho proteinu p53, ktery je naopak
charakteristicky pro HGSC. Jeho exprese tedy slouzi k odliSeni LGSC a S-BOT od HGSC.
(VOUTSADAKIS, 2020)

V soucasné dobé je primarni 1écba LGSC zaloZena na chirurgickém odstranéni nadoru a
podavani chemoterapie na bazi platiny. Nicmén¢ pouziti chemoterapie jak v pocatecni fazi,
tak v pfipad¢ relapsu je zpochybiiovano kvili nizké mite odpovédi u LGSC. Vétsina LGSC
exprimuje receptory steroidnich hormonti, na které mize cilit hormonalni terapie u
pacientek, kterym jiz byla podana chemoterapie, ale nebylo mozné odstranit chirurgicky cely
nador. Hormondlni terapie je relativné malo toxickd a muze stabilizovat onemocnéni,
bohuzel i1 tato varianta ma sva omezeni. LGSC ma vysokou prevalenci aktivacnich
somatickych mutaci v genech mitogenem aktivovanych proteinkindzovych drah, nejcastéji
v KRAS, BRAF a NRAS. Pouziti kombinovanych cilenych terapii, imunoterapie a
antiangiogennich latek zlistava aktivni oblasti zkoumani 1écby LGSC. Naptiklad Trametinib,
inhibitor MEK, prokazal uc¢innost oproti chemoterapii a hormonalni terapii. Déle je

pfedmétem zkouméni inhibitory CDK4/6. (MOUJABER, 2022)

Serozni tubularni intraepitelialni karcinom (STIC) je lokalizovany v oblasti fimbrii tuby,
méné cCasto vampuldrni c¢asti. Makroskopicky neni rozeznatelny, ale mikroskopicky
sekre¢ni epitel tuby vykazuje stejné znaky jako bunky HGSC v podobé jadernych atypii a
znamek zvySené proliferace bunck, vcetné atypickych mitoz. STIC byl objeven jako
prekurzorova léze vétSiny HGSC pii vySetfeni d€loznich tub a ovarii odstranénych

profylakticky u pacientek s mutacemi gent BRCA1 a BRCA2. (Patologie, svazek 3., 2019)
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Obrdazek 2.: Serozni borderline ovaridlni karcinom (S-BOT), barveni HE, 100x

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

Obrazek 3.: High grade serozni karcinom (HGSC) barveni HE, 200x

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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Obrazek 4.: Low grade serozni karcinom (LGSC) barveni HE, 100x. Psamomatozni téliska oznacena

Sipkou.

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

2.3.4. Endometroidni nadory ovaria
Benigni endometroidni nddory (endometroidni cystadenom a adenofibrom) a

endometroidni borderline nadory jsou velmi vzacné.
2.3.4.1.  Endometroidni karcinom

Endometroidni karcinom a svétlobunécny karcinom patii mezi castéjsi typy karcinomu
ovaria. Zajimavosti je, Ze jejich vyskyt je spojovan s endometriézou a také s Lynchovym
syndromem. Morfologie a exprese imunohistochemickych markeri napoméha jejich
rozliSeni od sebe navzijem. (FADARE, 2019) Makroskopicky se jednd o solidni nebo

cysticky nador, ¢asto s hemoragiemi 1 uvnitf cyst.

Endometrioza je Casté onemocnéni, které postihuje az 10 % zen v reprodukénim veku.
Morfologicky se jednd o normdlni endometridlni tkéan, nachdzejici se mimo délohu.
Prevalence endometri6zy u ovarialniho karcinomu je silné zavisla na histotypu: 3,3 % u
serozniho karcinomu, 3,0 % u mucinézniho karcinomu, 39,2 % u svétlobunééného

karcinomu a 21,2 % u endometroidniho karcinomu ovaria. (FADARE, 2019) U c¢asti
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pacientek s endometroidnim karcinomem ovaria se objevi endometroidni karcinom
endometria. Dilezité je rozliSit, zda se jednd o dva primarni nadory nebo o metastazu
jednoho znédorti. Grading je tfistupiiovy a kritéria jsou stejna jako pro nadory téla

d€lozniho. Prognoza byva velmi dobra, diky véasnému zachytu (Patologie, svazek 3., 2019)

2.3.5. Mucindzni nadory ovaria
U mucindznich nadort je klicové odliSeni primarniho nadoru od metastdz ze zazivaciho

traktu.
2.3.5.1.  Benigni mucinozni nadory

Ve vétsing piipadl se jedna o mucindzni cystadenomy. Makroskopicky jde o objemné
cysty, dosahujici i vice nez 30 cm. Pivod mucin6znich nadort neni jasny, pravdépodobné

jsou germindlniho pivodu a z mezotelu nebo vznikaji metaplazii epitelu.
2.3.5.2.  Mucinozni borderline nadory

Nédory tvofené mucinéznimi buitkami gastrointestindlniho typu. Tyto nddory se
vyznacuji jadernymi atypiemi a zvySenou proliferaci, avSak chovaji se benigné.
Makroskopicky se vyznacuji velkym objemem, casto byvaji vétSi nez 50 cm a patii

k nejvétSim naddoriim, s nimiz se lidském v téle mizeme setkat. (Patologie, svazek 3., 2019)
2.3.5.3.  Mucinozni karcinom

Vzéacny typ nadoru, s vyskytem jen 3 %. Jde o multicysticky nador s obrovskym

mnozstvim intracelularniho mucinu ve vice nez 90 % nadorovych bunék. (RICCI, 2018)

2.3.6. Svétlobunécné nadory ovaria

Benigni nadory tohoto typu jsou velice vzacné.
2.3.6.1.  Svétlobunécny karcinom

Vyskyt svétlobunééného karcinomu ovaria je vazan na etnicky plvod. V Severni
Americe a Evropé OCCC tvofi méné nez 10 % z epitelovych ovaridlnich karcinomt, v
Japonsku to miize byt az 25 %. (ODA, 2018) Jak bylo zminéno v kapitole endometroidniho
karcinomu, svétlobunéény karcinom je asociovan s endometridzou. Zda se, ze riziko je
vyrazné vyssi, pokud je v dob¢ diagnozy pacientkdm nad 50 let, coz naznacuje, Ze k maligni
zméné endometridzy dochazi v obdobi menopauzy. K diagnéze vétsSinou dochdzi v ¢asném

stadiu, vtomto ptipadé¢ je prognoza piizniva diky chirurgickému odstranéni.
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V pokrocilejsim stadiu je progndza velmi Spatnd, nebot’ nador je rezistentni k chemoterapii.

(FUJIWARA, 2016)

Makroskopicky obvykle postihuje jedno ovarium, na fezu je solidni, solidni a cysticky ¢i
Cisté¢ cysticky. Mikroskopickd struktura je variabilni, nadorové buiky jsou kubické ¢i
cvockovité, usporadané v jedné vrstvé. Cytoplazma je vodojasna, bohatd na glykogen.

Morfologie je zachycena na Obrazku 5.

OCCC se vyznacuje genetickymi/epigenetickymi zménami a specifickym molekularnim
profilem, odliSnymi od téch, které se nachdzeji v HGSC, vcetné Castého deficitu gent
kédujicich podjednotkové proteiny komplexit SWI/SNF remodelujicich chromatin. Gen
ARIDI1A, ktery koduje protein BAF250A/ARIDI1A, je nejcastéji mutovanym genem
podjednotky SWI/SNF v OCCC. Mutace ARIDIA jsou detekovany asi u 50 % OCCC a s
podobnou frekvenci je pozorovéana i ztrata exprese proteinu BAF250A/ARIDI1A, ktery
funguje jako regulacni podjednotka komplexu SWI/SNF. Ztrata exprese proteinu
BAF250A/ARID1A je pozorovana nejen u homozygotnich, ale také u heterozygotnich

mutantnich forem.

Nedavno byla odhalena role deficitu ARID1A béhem rozvoje OCCC. U endometridzy
byly detekovany somatické mutace v genech ARIDIA a PIK3CA a v souvislosti s timto
objevem se prokdzalo, Ze nedostatek ARID1A s onkogenni mutaci PIK3CA podporuje
tvorbu OCCC in vivo posilenim signalizace zanétlivych cytokind. Dalsi studie prokézala, Ze
zmény v drahach ARIDIA 1 PI3-kin4dzy (PI3K) podporuji epitelidlni transdiferenciaci a
invazi. ARIDIA a dalsi faktory SWI/SNF tedy pravdépodobné funguji epigeneticky jako
nadorovy supresor pro rozvoj karcinomu ovaria. Protein BAF250A/ARID1A funguje jako
regulacni podjednotka komplexu SWI/SNF, ktery reguluje vice bunéénych procesi, véetne
transkripce a opravy DNA. Proto je mozné, Ze nadorové bunky s deficitem ARID1A nebo
jinych podjednotek SWI/SNF sdileji vlastnosti, které chybi u bun¢k nenddorovych. Cileni
na tyto vlastnosti predstavuje potencidlné ucinnou strategii pro lécbu OCCC.

(TAKAHASHI, 2021)
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Obrazek 5.: Svetlobunécny karcinom ovaria (OCCC), barveni HE, 200x

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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2.4. Protilatky pro imunohistochemii

2.4.1. MMR proteiny

Primarni funkci drahy MMR je identifikovat a opravit chyby zptisobené béhem replikace
DNA, a proto je oprava chybného parovani DNA (MMR) zéasadni pro zajisténi integrity
genomu. (SALEM, 2020) Funkce MMR proteini muze byt inaktivovana nékolika zptusoby.
Deaktivace miize byt trvala ¢i pfechodna a miize mit zdvazné disledky. Ztrata funkce MMR
omezuje apoptdzu, zvysuje preziti buiikky a vede k rezistenci na chemoterapii. MMR proteiny
tedy slouzi jako senzory, aktivuji kontrolni body bunécného cyklu a signalizuji apoptdzu.
(KUNKEL, 2005) Mikrosatelity (MS) jsou tandemové repetice kratkych sekvenci DNA,
vyskytujici se v celém lidském genomu. Diky vysokému poctu mutaci byly MS Siroce
pouzivany jako polymorfni markery v populacni genetice a forenzni analyze. Fenotyp
mikrosatelitni nestability (MSI) se vyskytuje u nadord s naruSenou opravou chybného
parovani DNA (MMR) a je hojné vyuzivan jako diagnosticky marker v nddorovych
bunkach. (CORTES-CIRIANO, 2017)

Za pocatecni rozpoznani chyby DNA je zodpovédny proteinovy komplex mutSa.
Snizena nebo nedostate¢na aktivita tohoto komplexu je zplsobena mutaci ¢i inaktivaci
MSH2 nebo MSH6. K rozruseni DNA a zah4jeni opravy slouZi proteinovy komplex mutLa,
jehoz funkce miiZze byt narusena v disledku mutace ¢i inaktivace MLH1 nebo PMS2. Ztrata
exprese proteind mikrosatelitni instability (MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2) se v nddorové
tkani detekuji imunohistochemicky nebo NGS. Ztrata exprese MLH1/PMS2 a/nebo
MSH2/MSHB®6 je nejcastéj$im vzorem pozorovanym u nadord s deficitem MMR. (SALEM,
2020)

2.4.2. Protein p53

p53 je hlavnim tumor supresorem, jehoZ funkce je kliCova pro ochranu proti vzniku
nadort. (OREN, 2010) Za stresovych podminek p53 reguluje bunéény riist podporou
apoptozy a opravy DNA. Kdyz p53 zmutuje, ztraci svou funkci, coz ma za nésledek
abnormalni bunécnou proliferaci a progresi nadoru. (KANAPATHIPILLAL 2018) Typicky
postizené nadorové buniky akumuluji nadmérné mnozstvi mutantniho proteinu p53. Diky
mutaci ziskava protein p53 nové vlastnosti pfispivajici k progresi nadoru, ktery se zaroven
stava odolngjsi k terapii. Nashromazdéné poznatky ukazuji, Ze mutace genu TP53 patii mezi

nejcastéjsi typy genové specifickych zmén u malignit. Vysledkem je ztrata fyziologické
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funkce p53, ktera se miiZe projevovat snizenou expresi ¢i produkci nestabilnich a zkracenych
proteintl. Zjistilo se vSak, Zze vétSina mutaci p53, souvisejicich se vznikem néadord, vede
k expresi celého proteinu se substituci jedné aminokyseliny. To ma za nasledek hromadéni

p53 v nadorovych bunikach. (OREN, 2010)

Mutace se mohou projevit ttemi zplisoby. Zaprvé, mutace inaktivuje tumor supresorovou
aktivitu postizené alely TP53, ¢imz snizi celkovou kapacitu bunky vyvolat spravnou
odpovéd’ p53. Pokud zmutuji obé alely nebo pokud dojde ke ztraté zbyvajici nezmutované
alely, buiiky jsou zcela zbaveny p53 ochrany proti vzniku nadoru. Zadruhé, mnoho izoforem
mutovaného proteinu p53 vykazuje dominantné-negativni u¢inky nad koexprimovanym
nezmutovanym p53. Vzniklé tetramery nejdou schopny vazby na DNA. I kdyz je zachovana
jedna alela nezmutovaného p53, buitka miiZze byt timto mechanismem prakticky zbavena
funkce p53, zejména pokud je mutantni protein exprimovan v piebytku oproti svému
protéjsku. Zatteti, zménény protein p5S3 mulze mit vlastni aktivitu, ktera neni pfitomna

v puvodnim proteinu, coz muze prispivat k progresi nadoru. (OREN, 2010)

Z histopatologického hlediska se typ exprese p53 hodnoti podle intenzity a Cetnosti.
Wild-type (WT) varianta se vyznacuje rtiznou intenzitou v rizném poctu bunck. Exprese
muze byt difuzni.

Mutantni forma p53 se exprimuje v aberantni podobé. Castgjsi je varianta s difuzni silnou
pozitivitou v alesponi 70 % nadorovych bun€k. Druhou variantou je kompletni negativita p53

v nadorovych bunkach. V této situaci musi byt v tkani vnitini kontrola, tedy nenddorova

tkan, kterou se ovéti, ze se nejedna o faleSnou negativitu.

Imunohistochemické vySetieni exprese p53 se u karcinomil ovaria se provadi pfedevSim
pro odliSeni HGSC od jinych karcinomid. HGSC v naprosté vétSiné piipadi vykazuje

aberantni expresi.

2.4.3. NTRK

Geny neutrofinovych kinaz tyrosinovych receptort (NTRK1, NTRK?2 a NTRK3) kéduji
rodinu kindz tyrosinovych receptort (TrkA, TrkB a TrkC), které hraji diilezitou roli pii
prezivani, proliferaci a diferenciaci u zdravych lidskych bunék. Proteiny Trk jsou
fyziologicky exprimovany pievazné v centralnim a perifernim nervovém systému a také v
hladkém svalstvu. (SOLOMON, 2019) Genové fuze NTRK vedou k transkripci

chimérickych proteinti Trk s aktivovanou nebo nadmérné exprimovanou funkci kinazy, ktera
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ma onkogenni potencidl. Tyto genetické abnormality mohou byt cilem pro terapii,
vyuzivajici inhibitory. VSechny tii receptory Trk jsou tvofené z extracelularni domény pro
vazbu ligandu, transmembrénové oblasti a intracelularni domény s kinazovou doménou.
Vazba ligandu na receptor spousti oligomerizaci receptorti a fosforylaci specifickych
tyrosinovych zbytkil v intracytoplazmatické kinazové domén¢. Tato reakce vede k aktivaci
signalnich transduk¢nich drah vedoucich k proliferaci, diferenciaci a pfeziti normalnich a

neoplastickych nervovych bun¢k. (AMATU, 2016)

244. IMP

IMP (insulin-like growth factor Il mRNA-binding protein) je skupina proteinti slozena z
IMP1, IMP2 a IMP3. Proteiny vézajici RNA (RBP) reguluji genovou expresi tim, ze zasahuji
do vSech fazi metabolismu mRNA, vcetné transkripce, 5’ zakonceni, sestfihu prekurzorové
mRNA, zpracovani 3’ konce, transportu, translace a stability. Zjistilo se, Ze rodina IMP je
exprimovana ve vétsiné organti béhem embryogeneze, kde se predpoklada, ze hraji dtlezitou

roli pfi migraci bun¢k, metabolismu a obnové kmenovych bun¢k. (DEGRAUWE, 2016)

IMP3 je onkofetalni protein, exprimovany ve vyvijejicim se epitelu, svalu a placenté
b&hem ¢asného vyvoje plodu. Béhem embryogeneze IMP3 hraje vyznamnou roli pfi migraci
bunék. Nedavné studie ukézaly, ze IMP3 podporuje bunécnou proliferaci naddorti a tvorbu
metastaz a mohl by byt asociovan s mnoha agresivnimi a pokroc¢ilymi novotvary, véetné
malignit Zenského genitalu. Specificky je exprimovan v nddorové tkani, ne vSak v tkani

nenddorové. (GONG, 2014)

Gen kodujici IMP2 je amplifikovan a nadmérné exprimovan u mnoha lidskych nadort,
coz muze mit za nasledek horsi prognézu. Ve zdravych buiikach protein IMP2 pomaha
vytvaret nové genové produkty stabilizaci urcitych nové produkovanych molekul RNA a
v nékterych ptipadech podporuje translaci téchto RNA na proteiny. Naptiklad se IMP2 vaze
na mRNA, kterd koduje protein IGF2, ktery podporuje bunécny rist a je produkovan ve

velkém mnoZstvi nddorovymi bunikami.

Predchozi vyzkum ukazal, Ze mysi, které postradaji protein IMP2, Ziji déle a nadory u
nich vznikaji s niz$i frekvenci, zatimco pacienti, jejichZ nador exprimuje velké mnozstvi

IMP2, maji hors$i prognozu. (DAI, 2017)
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2.4.5. CD56

CD56 je transmembranovy glykoprotein, ktery je exprimovan na NK builkach,
myoblastech, nékterych aktivovanych T lymfocytech a nervovych tkanich. Také je
exprimovan riznymi malignimi nédory, v jejichz diagnostice jej lze pouzit jako nespecificky
neuroendokrinni marker. NK buiiky jsou zivotné dulezité pro vrozenou imunitu a hraji

kli¢ovou roli v imunoregulaci, imunitnim dohledu a produkci cytokini. (HUANG, 2020)

24.6. L1CAM

L1CAM (L1 cell adhesion molecule) je jednou z prvnich neurdlnich adheznich molekul,
které hraji dalezitou roli pfi vyvoji nervového systému. (ALTEVOGT, 2016) Proto jsou
mutace v genu L1ICAM zodpovédné za riizné neurologické poruchy. Studie dokézaly, ze je
L1CAM exprimovan nékterymi nadory a zaroven znaci schopnost nadoru metastazovat.
Ptitomnost LICAM v nadorové tkani a kultivovanych bunkéach souvisela se S$patnou
progndzou a pokrocilej§imi stadii onemocnéni. LICAM je uZite¢nym diagnostickym a
prognostickym markerem, ktery by mohl byt vyuZitelny v protinddorové 1écbe, véetné

imunoterapie. (RAVEH, 2009)

2.4.7. Synaptofysin (SYN)

Synaptophysin je membranovy glykoprotein synaptickych vezikul exprimovany
v neuroendokrinnich, endokrinnich a nervovych bunkach. Tento marker napomaha pfii
diagnostice neuroendokrinnich novotvari, jako jsou neuroendokrinni nadory plic,
gastrointestinalniho traktu a pankreatu, a nékterych nadorti endokrinnich organt. (Agilent,

nedatovano)

2.4.8. Chromogranin A

Chromogranin A je glykoprotein, patiici do rodiny sekrecnich proteind. Nachazi se
v sekrec¢nich granulich diené¢ nadledvin a v mnoha dalSich neuroendokrinnich buiikach a
neuronech. Chromogranin A je exprimovan mnoha endokrinnimi a neuroendokrinnimi

nadory, ale i jinymi nadory, jako jsou karcinomy prostaty, prsu, Zaludku.

Nekteré studie naznacuji, Ze abnormdlni produkce chromograninu A v nddorové tkani by

mohla regulovat rast a progresi nadorti. (CORTI, 2010)
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2.4.9. INSM1

INSM1 (insulinoma-associated protein 1) je transkripcni faktor s motivem zinkového

prstu, ktery byl izolovéan ze subtrakéni knihovny lidského inzulinomu. (CHEN, 2020)

Strukturni motiv zinkového prstu je rozsifen u fady proteinti. Motivy zinkového prstu
maji zdsadni vliv pfi transkripci, degradaci proteinl, opravé DNA a migraci bunck.
(ABBEHAUSEN, 2019) Fyziologicky je exprimovan ve vyvijejicich se neuroendokrinnich
tkdnich a nervovém systému u savci. INSMI1 tedy pfedstavuje dualezitou roli v rané
embryonalni neurogenezi a pfi diferenciaci endokrinnich bunék pankreatu. Exprese INSM1

je ve zdravych dospélych tkdnich velmi nizka, ptipadné uplné chybi. (LAN, 2009)

INSM1 spole¢né s CD56, synaptofyzinem a chromograninem A slouzi k diagnostice

riznych neuroendokrinnich nadora. (TING, 2021)

2.4.10. CK17

Cytokeratin 17 je exprimovan bazalnimi buiikami riznych epitell, napt. bazalnimi
buitkami kiize, myoepiteliemi prsu ¢i rezervnimi bunikami hrdla délozniho. V hrdle
déloznim se rezervni buiilky podileji na vzniku dlazdicové metaplazie. Béhem dozravani
metaplastického epitelu exprese CK17 klesa az postupné zmizi. (REGAUER, 2007)
Exprese CK17 byla zkoumana u karcinomt kiize a také u mnoha preinvazivnich
epitelidlnich malignit. (FERNANDEZ-FLORES, 2016) Protilatka proti CK17 muze
pomoci v rozliSeni mezi nezralou dlaZzdicovou metaplazii a dysplastickymi zménami.

(REGAUER, 2007)
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3. Cil prace
Diplomova prace je zaméfena na komplexni analyzu vzacnych typt karcinomu ovaria.
Hlavnimi cili je:

e Analyza imunohistochemického profilu

e Zhodnoceni vysledkii imunohistochemického profilu se zaméifenim na moznosti

vyuziti v diferencialni diagnostice a ptipadné cilené 1é¢bé

e Analyza zmén proteinii mismatch repair (MMR) imunohistochemicky a metodou

sekvenovani nové generace (NGS)
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4. Metodika

Cilem projektu je fesit komplexni analyzu vzacnych ovarialnich karcinomt s ohledem na
morfologii, imunohistochemii, genetické a nddorové mikroprostfedi. Prvni krok v celém
projektu byl vybér a piiprava souboru vzorkii se vSemi klinicko-patologickymi tdaji z
archivii Ustavu patologie 1. LF UK VEN v Praze a participujicich instituci s ohledem na
hlavni vysledky. Laboratofe imunohistochemie a laboratof molekularni patologie, které

analyzy provadély, se nachazi na Ustavu patologie 1. LF UK VFN v Praze.
Celkovy pocet vzorkt pro analyzu byl:

e 124 ptipadi svétlobunécného karcinomu ovaria (OCCC)

e 101 ptipadi LGSC

e 114 ptipadi HGSC (kontrolni skupina)

e 43 pripadd S-BOT (kontrolni skupina)

Pro analyzu DNA byly preferovany nativni vzorky, zmrazené v kapalném dusiku a
uloZzené¢ v Bance biologického materidlu (BBM), ktera se nachédzi v Hlavové tUstavu
patologie, 1. LF UK a VFN v Praze. Vzhledem k vzéacnosti téchto naddori nejsou vzorky
vSech pacientek, zatfazenych do této studie, v BBM dostupné. Z tohoto diivodu byly pouzity
parafinové bloky, uloZené v archivech. Mensi kvalita DNA v parafinovych blocich neni
prekazkou pro imunohistochemické vySetteni, pro NGS analyzu se ocekava 50-60 % vSech

vybranych vzorkl vhodnych pro analyzu.

4.1. Imunohistochemie (IHC)

Imunohistochemie je Siroce vyuZivand metoda, kterd pomoci specifické primarni
protilatky detekuje hledany antigen. Zakladnim principem je tedy vazba antigen-protilatka.
Antigeny jsou proteiny, které jsou exprimovany Zivou buiikou. Specifita antigentl je zavisla
na druhu bunky a zda se jedna o buriku nddorovou. Antigeny se mohou nachazet na povrchu
buniky, v cytoplazmé nebo v jadie a tohoto jevu se vyuziva v histopatologii. Pomoci IHC
muzeme detekovat antigeny ve tkani, které jsou specifické pro nadory i nenadorové

struktury.

Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze disponuje veikerym piistrojovym vybavenim a

diagnostickymi reagenciemi, které jsou potiebné pro analyzu.
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4.1.1. Princip imunohistochemie

4.1.1.1.  Rucni zpracovani IHC

Laboratof imunohistochemie je jedno ze stézejnich mist. Vytvoii a zpracuje se zde 4000-
4500 preparati meésiéné. VeSkeré pracovni postupy jsou uvedeny ve Standardnich

operacnich postupech VFN (SOP-PAT-03).

Vybaveni zahrnuje PT Link (Dako) vodni lazen (Obrazek 6.), kterd kombinuje proces
deparafinace, rehydratace a odhaleni antigent v tkéni. (Agilent). V jednom pfistroji se
nachazi dvé kovové lazné, do kterych se fedi roztoky EnVision FLEX Target Retrieval (low
pH nebo high pH) 1:50, specidln¢ vyvinuty pro PT Link. Pufr je slozen tak, aby v jednom
cyklu vareni doslo k deparafinaci a odhaleni antigend. Pfedkrajené a susené preparaty jsou
umistény do specialnich hiebent a vlozeny do PT Linku. Deparafinace a odhaleni antigenti
se d¢je pii teploté 97 °C po dobu 20 minut. Po této dobé PT Link zah4ji chlazeni aZ na teplotu
65 °C. Tato teplota zajistuje bezpecnou manipulaci s hiebeny. Hfebeny jsou dale pfeneseny
na 5 minut do pfipravenych nadob s nafedénym Wash Bufferem EnVision FLEX 1:20.
Preparaty jsou nasledné¢ oplachnuty v destilované vodé¢, tkadn je oznacena pomoci
delimita¢niho pera, které zajisti zadrZeni tekutin v misté tkan¢ (Obrazek 7.). Preparaty jsou
nasledné ulozeny do vlhké komory. Na pfipravené preparaty se aplikuje Peroxidase-
Blocking reagent, EnVision FLEX na 5 minut. Blokovani endogenni peroxidazy ve tkani
brani vyskytu faleSnych pozitivit. Reagencie je nasledné oplachnuta destilovanou vodou a
dale laborant ru¢né aplikuje primarni protilatky, které mohou byt RTU (ready to use) nebo
jsou laboranty fedény z koncentrati. Takovéto protilatky jsou fedény pomoci specidlni
tekutiny (Antibody Diluent) do lahvicek, které jsou znaceny ndzvem primarni protilatky,
klonem a fedénim. Kazdé nové fedéni je laborantem zaznamendvano do piipravené¢ho
formulare. Inkubace primarni protilatky probihd za pokojové teploty po dobu 50 minut
(Obrazek 8.). Po této dobé€ je primarni protilatky smyta roztokem EnVision FLEX Wash
Buffer, ktery je pfipraveny ve stfi€ce. Zasobni roztok Wash Bufferu je fedén laborantem do
zasobni lahve, oznacené datem fedéni a parafou. Nasleduje aplikace sekundarni protilatky
EnVision FLEX/HRP a inkubace 20 minut. Poté je sekundarni protilatka smyta EnVision
FLEX Wash Bufferem a na preparaty je aplikovana destilacni voda na 5 minut, ktera ma
také zabranit nespecifickym pozitivitim. Destilovana voda se z preparatl odstrani a aplikuje
se roztok substrat-chromogen (DAB) na 10 minut. DAB slouzi k vizualizaci peroxidazy in
situ a vytvari hnédé pozitivity. Roztok DAB se ptipravuje kazdy den Cerstvy, smichanim 1
ml EnVision FLEX Substrate Buffer a jednou kapkou EnVison FLEX DAB+ Chromogen.
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Po inkubaci jsou komory opatrné oplachnuty tekouci vodou a spolecné¢ s DAB nality do
nadoby s roztokem Desam PRIM. Kohoutkova voda zajist'uje zastaveni reakce a tim zabrani
pribarvovani tkané. Poslednim krokem je obarveni struktur tkané hematoxylinem, inkubace
3 minuty a nasledné oplachnuti pod tekouci vodou. Preparaty se nechaji ve vodni lazni
n¢kolik minut, aby doSlo ke zmodrani jader. Po zmodrani se preparaty premisti do
odvodnovaci baterie, ktera se sklada ze Ctyt kyvet s 96 % alkoholem, dvou kyvet s acetonem,
jednou kyvetou s aceton xylenem a dvéma kyvetami s xylenem, ktery slouzi k projasnéni
tkadn€. Z xylenu se preparaty premisti do montovaciho automatu, ktery preparaty ptikryje
montovacim mediem (Pertex) a krycim sklem. Po zaschnuti montovaciho media laborant

provadi interni kontrolu kvality preparatt (SOP-PAT-03).

pH pufru a fedéni primarni protilatky se vybira na zakladé doporuceni vyrobce protilatky
a naslednych zkouSkéch na kontrolnim materialu a vybrané skupiné nadorti. Cely proces se
provadi v souladu s podminkami pro validaci a verifikaci (SM-PAT-03) a ve spolupraci s
patologem. U primarnich protilatek, které vyzaduji vice ¢asu pro vazbu s antigenem se
vyuzivé postup inkubace pies noc v lednici a druhy den rano laboratorni pracovnik pokracuje
od aplikace sekundarni protilatky stejné jako u protilatek, které se zpracovavaji v dennim

rezimu.

4.1.1.2.  Strojové zpracovini IHC

Ptistrojové vybaveni dale zahrnuje dva imunostainery Ventana BenchMark Ultra (Roche)
(Obrazek 9.). Jde o pln¢ automaticky imunostainer, vhodny jak pro imunohistochemii, tak
pro in situ hybridizaci. Jeden cyklus zahrnuje maximaln¢ 30 preparatii a doba zpracovani se
rizni, podle nastaveného protokolu. (Roche Diagnostics) Tento systém je vhodny pro
protilatky, které jsou malo citlivé pro rucni zpracovani IHC nebo je nutné pouZit
certifikovany kit (napt. vySetfeni exprese proteinu Her-2/Neu). VéEtSina protilatek je vSak
aplikovana laboranty po zaznéni signalu. Protilatky jsou fedény stejnym zplisobem jako
protilatky pro ru¢ni zpracovani IHC. Ventana BenchMark Ultra vyuZzivd vyrobcem
proddvané detekéni kity, UltraView DAB IHC Detection kit a OptiView DAB IHC
Detection kit. OptiView DAB IHC kit se vyuZziva k detekci protilatek, u kterych byl signal

nedostatecny a je tedy tfeba vazbu amplifikovat.
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Hotové preparaty jsou premistény do teplé vody se saponatem, promyty pod tekouci
vodou a déle prochézi stejnym procesem odvodnéni a montovani jako preparaty s rucni

detekci.

4.1.1.3.  Zpracovani parafinovych blokit pomoci TMA Master

TMA Master je pocitatem fizeny nastroj pro vytvafeni tkanovych mikrocipt (tissue
microarray-TMA). (HISTECH). Pfistroj je zobrazen na Obrazku €. 10. Principem je pfesné
zamétfeni pozadované struktury a vyvrtani z ptivodniho parafinového bloku. Nasledné je
pomoci pocitace presn¢ definovana pozice a tkan je zasazena do nového parafinového TMA
bloku. Takto je do parafinu vlozeno i n¢kolik desitek biopsii. Jakmile je vytvoien TMA blok,
laborant mtiZe kréjet preparaty podle pozadavku patologa. Hotovy TMA blok je zobrazen na
Obréazku ¢. 11.
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Obrdzek 6.: Vodni lazné PT Link, Low pH

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

TOMO:

Obrazek 7.: IHC komory s preparaty

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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T Reset 1

Obrazek 8.: Inkubace protilatek

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

Obrazek 9.: Imunostainer Ventana BenchMark Ultra

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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Obrazek 10.: TMA Master

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze

Obrdazek 11.: Hotovy TMA blok

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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4.2. Molekularné geneticka analyza

Molekularn¢€ geneticka analyza metodou NGS (Next Generation Sequencing) neboli
masivni paralelni sekvenovani, je technologie sekvenovani DNA ¢i RNA, ktera zpusobila
revoluci ve vyzkumu genomu. Pomoci NGS Ize sekvenovat cely lidsky genom 1 vybrané
oblasti u nékolika pacientli v jedné analyze, béhem velmi kratké doby. (BEHJATI, 2013)
Zakladnim piredpokladem genomiky je, ze rakovina je zplsobena somaticky ziskanymi
mutacemi a jde tedy o onemocnéni genomu. Pomoci NGS lze genom, nebo jeho ¢asti, u
onkologickych pacientl systematicky studovat v jejich celistvosti. V klinické praxi se NGS
vyuziva k identifikaci mutaci v nadorech a vyhledavani pacient vhodnych pro podani cilené

1é&by. (BEHJATIL 2013)

4.2.1. Princip NGS
Analyza DNA zahrnuje piipravu knihovny, vcetné fragmentace, oznaceni a amplifikaci
jednotlivych usekd. Nasledné sekvenovani obvykle vybranych tusekii a biostatistické

zpracovani vystupt a porovnani sekvence vzorku s referencni sekvenci.

Analyza celkové RNA je obdobna jako v ptipadé DNA srozdilem kroku syntézy
komplementarni DNA (cDNA) z RNA.

Vyhodou metody je velmi nizk4 chybovost analyzatoru, ktera je na trovni 0,1 %, tzn.
jedna chybné piectend baze na 1000 bazi. Pro vlastni vySetfeni nddorové genetické
informace je také dulezité, aby vzorky obsahovaly co nejmén¢ nenadorového pozadi, v praxi
minimalné 20 % nadorovych bunék, optimalné ale > 50 %. VySetfeni miZe byt ovlivnéno
velikosti cilové oblasti, mnozstvim vzorkii v sekvena¢nim béhu, mnozstvim a kvalitou
vstupniho materidlu, vykonem analyzatoru. V piipadé¢ sekvenace RNA je vySetieni

ovlivnéno 1 aktudlni genovou expresi v bunikach. (SOP-PAT-23)

Pro NGS se vyuziva bud’ sekvenator MiSeq (Illumina), se sekvena¢ni kapacitou 3-5
miliard bazi nebo sekvendtor NextSeq (Illumina), ktery ma sekvenacni kapacitu fadové
vys§i, vrozmezi 20 — 120 miliard bazi. Vysledky sekvenovani jsou hodnoceny
certifikovanymi programy pro biostatistické vyhodnoceni dat CLC Genomic Workbench

(QIAGEN) anebo NextGENe (Softgenetics).
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4.2.1.1. Izolace DNA/RNA

Genomova DNA / celkova RNA mize byt ziskana z parafinovych blokt (FFPE), z
cytologickych natért, z nativnich tkéni nebo nativnich tkani zmrazenych v tekutém dusiku

¢1 ulozenych ve fixacnim c¢inidle jako napi. RNAlater. Také je moznéd analyza volné

cirkulujici DNA (tzv. cell-free DNA; cfDNA) z krevni plazmy. (SOP-PAT-03)

K izolaci DNA/RNA z FFPE vzorkii byva vyuzivan Quick-DNA/RNA FFPE Miniprep
Kit (Zymoresearch). Pfed kazdou izolaci patolog urcuje oblast, ze které je vhodné odebrat
nadorovou tkan. Makrodisekce nebo mikrodisekce tkané z parafinovych fezii se pouziva pro
nabohaceni vstupniho materidlu o nadorové buiiky, nebot” pro NGS vySetfeni je zadouci
minimalné 20 % nadorovych bunék. Pro izolaci z parafinovych blok je tieba ziskat alespoil
jeden az dva fezy o tloustce 5 um, o celkové plose 1 cm?. Pokud je tkan mensi nez 1 cm?,
navysi se pocet fezi dle potfeby, az do poctulO fezil. Izolace z nativni Cerstvé i Cerstve
zamrazené tkané nebo tkdn¢ z RN Alater vyzaduje obvykle 10-25 mg tkan€. Minimum krevni

plazmy pro izolaci cfDNA jsou 2 ml.

Izolace DNA/RNA dle (PP-PAT-LMP 35) zacind v ptipadé¢ parafinovych blokil
deparafinaci pomoci Deparaffinization Solution (DS). Po ptidani 400 pl DS se vzorek fadné
protiepe (wortex) a centrifuguje pii 20 000 x g po dobu 2 min. Odstrani se supernatant a
vzorek se vysus$i. Po vysuSeni se k vzorku ptidd 95 pul DNase/RNase Free water, 95 pl 2X
Digestion Buffer a 10 pl Proteinase K. Nasleduje inkubace pti 55 °C po dobu 1-4 h (v

prubéhu se vzorek protfepava) a poté se vzorek dale inkubuje pii 94 °C po dobu 20 min.

K vzorku se ptfida 600 ul DNA/RNA Lysis Bufferu, fadné se protiepe (vortex) a stoci
16000 x g po dobu 1 min. Vznikly supernatant se opatrné prenese na izolacni kolonku se
sbérnou zkumavkou, kolonka musi byt fadné popsand identifikaci pro vzorek a oznacena
jako ,,DNA frakce®. Nasledné se vzorek centrifuguje 16 000 x g po 30 s. Nyni je DNA
navazdna na kolonku, RNA protekla kolonkou do sbérné¢ zkumavky. Do nové sbérné
zkumavky se vlozi takto pfipravena kolonka s DNA, kterd miiZze byt skladovana v chladnicce
do dalSiho zpracovéni, viz izolace DNA. Pivodni sbérnou zkumavku se supernatantem
oznacime jako ,,RNA frakci“. Se supernatantem se déle pracuje podle protokolu ,,izolace

RNA*.
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Izolace RNA vyuzivéa vznikly supernatant, ke kterému se ptida 750 pl absolutniho etanolu
a sm¢s se promichd. Maximaln¢ 700 pl tohoto mixu se pfenese na novou izolaéni kolonku
se sbérnou zkumavkou, poté nasleduje centrifugace 16 000 x g po 30 s a supernatant se
odstrani. Na kolonku se znovu pfida zbyly supernatant (etanol s RNA frakci) a opét
nasleduje centrifugace (16 000 x g po 30 s) a odstranéni supernatantu. Nasleduje promyvaci
faze. Kolonka se promyva celkem 3x. V prvnim kroku se pfidd 400 pl DNA/RNA Prep
bufferu, centrifugace 16 000 x g po 30 s, supernatant se odstrani. V druhém kroku se prida
700 ul DNA/RNA Wash bufferu, centrifugace 16 000 x g po 30 s, supernatant se odstrani a
ve tfetim kroku se ptida 400 ul DNA/RNA Wash bufferu, centrifugace 16 000 x g po 2 min.
Kolonka se nyni ptemisti do elu¢ni zkumavky (s oznac¢enim identifikace vzorku a ,,RNA*)
a prida se 50 pl DNase/RNase-Free water. Voda se necha inkubovat 1 minutu na filtru a
nasledné se centrifuguje pii 16 000 x g po dobu 30 s. Vzorek se mize kratkodobé skladovat
pti -20 °C nebo dlouhodobé -70 °C.

Izolace DNA pokracuje s kolonkou, ktera byla oznacena jako ,,DNA frakce*. Podobné,
jako u izolace RNA se na kolonku se ptida 400 ul DNA/RNA Prep bufferu, nésleduje
centrifugace 16 000 x g po 30 s, supernatant se odstrani. Déle se piida 700 ul DNA/RNA
Wash bufferu, centrifugace 16 000 x g po 30 s, supernatant se odstrani a opét se ptida 400
ul DNA/RNA Wash bufferu, centrifugace 16 000 x g po 2 min. Kolonka se umisti do nové
eluéni zkumavky, kterd se oznac¢i ndzvem vzorku a ,,DNA®“. Na kolonku se ptida 50 pl
DNase/RNase-Free water. Kolonka se necha inkubovat 1 min a nasledné centrifugujeme

16 000 x g po dobu 30 s. Vzorek se skladuje kratkodobé pii -20 °C.

4.2.1.2.  Stanoveni koncentrace a kvality DNA/RNA

Meéteni koncentrace DNA se provadi fluorometricky (Qubit) a méfeni RNA
spektrofotometricky (NanoDrop 2000). Minimalni koncentrace a mnozstvi vstupni DNA je
5,7 ng/ul (tj. 100 ng DNA do reakéni smési v objemu 17,5 pl) nebo 1,43 ng/ul (tj. 50 ng
DNA v reakéni smési v objemu 35 pl). Minimélni koncentrace a mnozstvi vstupni RNA je
5 ng/ul (tj. 50 ng RNA v reakéni smési 10 pl). Spektrofotometrické metoda zarovei slouzi
pro kontrolu ¢istoty vzorku. Hodnoceni kvality (integrity) materialu je mozno také provadét

elektroforetickym délenim DNA/RNA na agar6zovém gelu. (SOP-PAT-03)
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Elektroforéza — do vzorkového platicka nebo do eppendorfek pfipravime vzorky
smisenim 2 pl DNA/RNA vzorku + 1ul ptislusného vzorkového pufru. Do jamek gelu se
napipetuji postupné vSechny vzorky a na kazdy gel pfidime minimaln€ do jedné jamky 2 pl
velikostniho zebticku (marker, 100bp ladder). Elektroforéza probiha 30-60 min, 120 V/ 400
mA (pro 2% gel). DNA/RNA se pohybuje od zéporné elektrody (katoda) ke kladné (anoda).
Gel se prohlizi a foti na UV transluminatoru. Snimek se popiSe a ulozi v elektronické podob¢.
Normalni velikostni rozsah je 200-700 bp pro DNA/RNA izolovanou z FFPE. Vzorky
s krat$im rozlozenim jsou z dalsi analyzy piipadné vyiazeny. (PP-PAT-LMP 08)

4.2.1.3. Postup NGS analyzy DNA Sequence Capture (Somatic)

Masivni paralelni sekvenovani metodou DNA Sequence Capture, kterd vyuziva

hybridizace celkové DNA se specifickymi sondami pro obohaceni cilovych oblasti.

NGS analyza metodou Sequence Capture (Somatic) je rozlozena do tii dni. Prvni den se
izoluje DNA pomoci Quick-DNA/RNA FFPE Miniprep kitu (Zymo Research) dle pokynti
vyrobce. Koncentrace izolované DNA se méfi fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit. Pro
pfipravu knihovny se pouzivdi KAPA HyperPrep kit (Roche). Chemikélie pro syntézu
sekvenacéni knihovny se pfipravi rozmrazenim na ledu. Pufry a enzymy, alikvoty primert a
adapter mixy se po rozmrazeni kratce protfepou (vortex) a sto€i. V excelu se piipravi
elektronicky NGS protokol, kde se zapisi vzorky a jejich koncentrace. Protokol pomiize
vypocitat vstupni mnozstvi vzorku a ddH»>O, ktera se odpipetuje dle pokynii kitu pro ptipravu
knihoven. Zarovein se oznai vzorky, které nespliiuji vstupni podminky. Optimalné
pracujeme s 300 ng nebo minimaln¢ 50 ng genomové DNA ve vstupnim objemu, tj. 17,5 pl.
U vzorkt s nizkou koncentraci DNA je moZné provadét reakce v dvojnasobném objemu. U
vzorkd s nizkou koncentraci DNA je mozné provadét reakce v dvojndsobném objemu

spole¢né se vSemi nasledujicimi kroky.

Do jamek 96 jamkového plata (0,2 ml Non-skirted 96-well PCR Plate; Thermo Fisher
Scientific) se napipetuje genomova DNA a pfislusné mnozstvi ddH,O a ptipravi se
fragmentaéni pufr (2,5 pl) a fragmentani enzym (5 pl). Pfipravené plato se vlozi do
termocykleru a pusti se protokol na fragmentaci na 24 minut pifi 37 °C, viko nastavené na
teplotu 47 °C. Po fragmentaci se musi opracovat piesahujici konce a ptidat A ptesahy (tzv.
End repair and A-tailing). Ke vzorkiim se ptfidd 5 pl pfedem piipravené smési ER a AT
enzymu (1,5 pl) a ER a AT pufru (3,5 pl), obsah v jamkach se protiepe (vortex) a stoci.

Vzorky se vlozi do termocykleru a pusti se protokol 65 °C — 30 minut. Do plata se vzorky
37



se poté pfida 25 pl predem ptipravené smeési, ligaéniho pufru (15 pl) a DNA ligazy (4 pl) s
ddH>O (4 pl) a udeverzalnimi adaptory (2 ul), a celou smés (25 ul) ptidime ke vzorku,
promichdme na vortexu a kratce sto¢ime. Vzorky se opét vlozi do termocykléru a pusti se
program ligace (20 °C — 30 minut). Po ligaci je tfeba pied dalsimi kroky syntézy sekvenacni
knihovny vzorky ptecistit (purifikovat). Ke kazdému vzorku se pfipipetuje 45 pl ddH20 a
dale 80 pl tadné promichané smési SPRIselect Cinidla (Agencourt; smes poréznich
magnetickych kulicek s polyethylenglykolem, ktery zptsobi vysokou afinitu DNA
k magnetickym kulickam). Vzorky se ditkladné promichaji a nechaji 5 minut inkubovat pfi
pokojové teploté. Plato se poté vlozi do magnetického stojanku, hnédé magnetické kulicky
s DNA se pfichyti k magnetiim a roztok se tak stane Cirym. Supernatant se opatrn¢ odstrani
pipetou. K pteciSténi se pouziva 2x oplach pomoci 80 % etanolu a proces s magnetickym
stojankem se tak opakuje. Po druhém oplachu etanolem nechdme jeho zbytky odpafit. K
vysuSenym peletdm se ptipipetuje ddH2O (23,5 pl) a vzorek se protiepe, aby vznikl
homogenni roztok. Smés se necha inkubovat 2 minuty pii pokojové teploté, kdy dochazi ve
vzorku k eluci DNA z kuli¢ek do roztoku a poté se vzorky stoci a opét vlozi do magnetického
stojanku. Do nového plata se od kazdého vzorku napipetuje supernatant s DNA (23 pl), ke
kazdému vzorku se pripipetuje KAPA HiFi HotStart Ready Mix polymeraza (25 pl) a
primery s indexovymi oblastmi navrzené tak, aby kazdy vzorek mél unikatni kombinaci
nukleotidli v rdmeci tzv. indexu, coz ndm umozni po sekvenaci jednotlivé vzorky od sebe
odlisit. Plato se promicha vortexovanim, kratce sto¢i a vloZi do termocykleru s nastavenym
protokolem pro tzv. 1. PCR (pre-capture PCR). PCR bézi dle programu 98 °C — 45 vtefin; 7
cykla: 98 °C — 15 vtefin, 60 °C — 30 vtetin a 72 °C — 30 vtefin; ukoncené finalni polymeraci
72 °C — 5 minut. Po PCR nésleduje opét krok pteciSténi pomoci poréznich magnetickych

kulicek s polyethylenglykolem (Agencourt SPRISelect).

Druhy den se zméfti koncentrace knihoven jednotlivych vzorkd (pre-capture knihoven
jednotlivych vzorkll) pomoci fluorimetru Qubit (ThermoFisher Scientific) dle pokynt
vyrobce. Dal§im krokem je ptiprava na hybridizaci smésného vzorku se sondami navrhnuté
knihovny. Na ledu se rozpusti KAPA Universal Enhancing Oligos (soucast KAPA
HyperCapture Reagent kit), Hybridiza¢ni pufr (souc¢ast KAPA HyperCapture Reagent kit),
Hybridiza¢ni komponenta H (souc¢ast KAPA HyperCapture Reagent kit), COT Human DNA
(1 mg/ml, KAPA HyperCapture Reagent kit), pfipraveny alikvot hybridiza¢nich sond (4 pul;
KAPA HyperChoice MAX). Nasleduje piiprava hybridizaéniho vzorku. S pouzitim
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naméefené koncentrace vzorku se zhodnoti koeficient amplifikovatelnosti a vysledna
koncentrace vzorku po PCR. Vyplnime, kolik procent vzorku budeme do hybridizace
vkladat. Standardné se vklada 100 %. Pokud se vzorek amplifikuje s nizkou G¢innosti a ma
nizkou koncentraci po PCR, cca 2-10 ng/ul, mize do hybridizace vlozit az 130 % vzorku,
naopak, pokud se vzorek amplifikuje s vysokou uc¢innosti a ma vysokou koncentraci po PCR,
cca 60-90 ng/ul, mize se snizit vstup az na 80 %. Od kazdého vzorku se napipetuje
vypocitané mnozstvi do 1,5ml zkumavky s nizkou vazebnou kapacitou stén. Smisenim vSech
vzorkl se ziskd 1,5 pg DNA (Multiplex DNA Sample Library). Ke knihovné se piida COT
Human DNA. Dale se piida dvojnasobny objem SPRISelect a piecisténim smési se redukuje
objem. K vysusenym kulickam se ptida 13,4 ul KAPA Universal Enhancing Oligos, obsah
se resuspendeuje, dokud nevznikne homogenni smés. Poté se ke kazdé knihovné ptidd smés
Hybridiza¢niho pufru (28 pl), Hybridizacni komponenty H (24 pl) a ddH>O (3 pl) pro
kazdou knihovnu. Zkumavky se vlozi na magneticky stojanek a po projasnéni tekutiny se
cely supernatant piepipetuje do nové zkumavky, ve které je pfipraven alikvot sond. Smés se

vloZi do cykleru a spustime program hybridizace (95 °C — 5 minut; 55 °C — 16 hodin.)

Tteti den probihd vlastni obohaceni vzorku (purifikace vychytanych oblasti naseho
z4jmu) a amplifikace obohacené knihovny. Pfipravi se streptavidinoveé kulicky (50 pl;
Capture Beads — KAPA HyperCapture Bead Kit), které se nechaji vytemperovat 30 minut
pti pokojové teploté. Roztok se protiepe, dokud nezmizi usazeniny a nevznikne homogenni
smés. Dale se pfipravi omyvaci pufry 1 (300 pul), 2 (200 ul) a 3 (200 pl), Stringent Wash
buffer (400 pl) a promyvaci pufr 7 (500 ul; KAPA HyperCapture Reagent kit) nafedénim
zasobniho roztoku ptisluSnym mnozstvim ddH,OPufr 1 (100 pl) a Stringent Wash buffer
(400 pl) se vlozi temperovat do termocykleru (55 °C), ve kterém se hybridizuje z

ptedchoziho dne knihovna.

Streptavidinové kulicky se odpipetuji do nové zkumavky s nizkou vazebnou kapacitou
stén a 2x se promyji pomoci promyvaciho pufru 7 (2x200 pl). Po druhém promyti se objem
prepipetuje do 200ul zkumavky, supernatant se odstrani. Takto pfipravend zkumavka se
vlozi do termocykleru piedehtat, na 2-3 minuty pii 55 °C. Do zkumavky ke kulickam se poté
pfepipetuje hybridizacni vzorek, ktery se temperuje z piredchoziho dne v termocykleru a
smés se kratce protifepe na vortexu. Tato smés se dale hybridizuje 15 minut. Do skonceni
hybridiza¢ni faze nasleduje omyvani Streptavidinovych kuli¢ek se sondami s navazanou

DNA. Pfi promyvani béhem inkubace pracujeme rychle, aby teplota vzorku neklesla po 55
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°C. Po skonc¢eni 15minutové inkubace se vzorek postupné omyje pfedehiatymi pufry (pufr
1 a pufr 4 s Sminutovou inkubaci pfi 55 °C mezi omytimi) a poté se omyje pii pokojové
teploté postupné pufry 1 az 3. Po kazdém piidani pufru se zkumavka protiepe na vortexu,
necha se 1 minutu inkubovat pii pokojové teploté a pak se vlozi do magnetického stojanku,
kde se po vyceteni tekutiny odebere supernatant a prida se dalsi pufr. Po promyti poslednim

pufrem se do zkumavky ptida 20 ul ddH-O.

Ptipravi se pracovni smés primeri (Post Capture PCR oligos; 2,5 ul), KAPA HiFi
HotStart ReadyMix (25 ul) a ddH>O (2,5 pul). Tato smeés se piida do zkumavky se vzorkem
a cely objem (50 pl) se propipetuje, tim se promichd. Zkumavka se vlozi do termocykleru a
pusti se program pro tzv. 2. PCR (post-capture PCR). Po PCR nésleduje precisténi s pomoci
SPRISelect. Postup je stejny jako precisténi po 1. PCR.

V den sekvenace se zméti koncentrace finalni knihovny na pfistroji Qubit (Thermo Fisher
Scientific). Dale se méfi profil findlni knihovny pomoci kapilarni elektroforézy (Fragment

Analyzer).

Pted vlastnim sekvenovdnim se pfipravi sekvenani Sample Sheet, ve kterém je
definovano mnozstvi vzorkii a jednotlivé Index sekvence pro rozpoznani a pfifazeni

jednotlivych ¢teni ke vzorkiim.

Déle se ptipravi vzorek pro sekvenovani v pfistroji MiSeq nebo NextSeq (Illumina). V
nové zkumavce se pripravi 0,2M NaOH a pfipravi se sekvenacni kit [llumina, ktery se necha
temperovat pii pokojové teploté. Pomoci zmétené koncentrace findlni knihovny a jeji
pramérné délky se vypocitda molarita. Knihovna se nafedi tak, aby byla jeji vysledna

koncentrace 4nM a vysledny objem byl vyssi nez 5 pl.

Ze 4 nM smési se odpipetuje 5 pul do nové zkumavky a ptida se Sul 0,2M NaOH, pro
kazdou knihovnu zvIast' (v pfipad€ sekvenace vice knihoven) a jednou pro kontrolni
knihovnu PhiX (PhiX z jiZ pfipravené, rozmraZené smési; jedna se o definovanou knihovnu,

ktera slouzi pro kontrolu priibéhu sekvenace). Tyto smési se nechaji denaturovat 5 minut.

Vsechny denaturované vzorky (10 pl) se pfenesou do zkumavky s piipravenym HTI
pufrem (990 pl), ¢imz vzniknou 20pM fedéné denaturované knihovny. Denaturované vzorky
se pipetuji dohromady dle pozadavki pro pfislusnou pouzitou sekvenacni chemii, ¢imz se
ziska finalni smés pro sekvenaci. Cely objem piipravené smeési se prepipetuje do sekvenacni
kazety s chemikaliemi, vlozi se spole¢né se sekvenanim pufrem a sekvenaéni destickou do

sekvenatoru a spusti se sekvenacni béh dle pfipraveného sample sheetu.
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Analyzu hrubych sekvenacnich DNA dat pomoci software NextGENe a kompletni
analyzu sekvenacnich dat (DNA i RNA) pomoci software CLC Genomics Workbench

zajistuji VS pracovnici Laboratofe molekularni patologie 1. LF UK a VFN v Praze.

4.2.1.4.  Postup NGS analyzy RNA Sequence Capture (Somatic)

Masivnim paralelnim sekvenovanim metodou RNA Sequence Capture se detekuji a
analyzuji faze v prediktorovych a jinych genech na urovni RNA pomoci syntézy
komplementarni DNA (cDNA). cDNA z celkové RNA a jeji hybridizace se specifickymi

sondami umoziuje ziskani cilovych oblasti.

NGS RNA metodou SEQUENCE CAPTURE (SOMATIC) se shoduje téméf v celém
postupu s NGS DNA SEQUENCE CAPTURE (SOMATIC). Po fragmentaci 300 ng celkové
RNA (s 5 ul FPE pufru pii teploté 85 °C po dobu 5 minut) se syntetizuje prvni fetézec cDNA
(1st Strand Synthesis). Ke vzorkiim na ledu se pfipipetuje smés 1st Strand Sythesis Buffer
(4,5 pl) a Script reverzni transkriptazy (0,5 pl). Plato se vlozi do termocykleru a pusti se
protokol pro syntézu prvniho fetézce cDNA (25 °C — 10 minut; 42 °C — 15 minut; 70 °C —
15 minut). Poté se vynda plato se vzorky, vlozi se zpatky na led. A dale se syntetizuje druhy
fetézec cDNA (2nd Strand Synthesis) pii kterém se provadi zaroven a A-tailing. Do plata se
vzorky se prida 15 pl pfedem pfipravené smési 2nd Strand Marking pufru (14 pl) se 2nd
Strand Synthesis and A-tailing enzyme mix (1 pl), smés se promicha pomoci vortexu a kratce
sto¢i. Poté se vloZi do termocykleru a pusti se piislusny program (16 °C — 30 minut; 62 °C
— 10 minut). V reakci se tak vytvofi druhy fetézec cDNA s A piesahy, ¢imzZ docilime vyssi

stability syntetizované cDNA.

Po syntéze druhého fetézce nésleduje ligace adaptord, stejné jako v protokolu ptipravy
NGS DNA. VSechny nasledujici kroky probihaji identicky s rozdilem mnozstvi cykli tzv. 1.
PCR, kterych je v pfipadé¢ RNA 11.
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5. Pouzity panel protilatek

Vzhledem knizké incidenci téchto typi néadoru, je prace zaméfena na

imunohistochemicky profil, ktery by mohl byt zasadni nejen pro diferencialni diagnostiku,
ale také by mohl slouzit pro vyhodnoceni progndzy, predikci odpovédi na 1€cbu a nastaveni

optimalni terapie. Imunohistochemicky profil je zaroven doplnén o molekuldrné¢ geneticka

vySetfeni. Tabulka 1. obsahuje pouzité protilatky, véetné zavedenych protokolt.

Protilatka Klon Vyrobce Katalog. €. Redé&ni Odhaleni
CD 56 123C3.D5 Zeta Corporation 22038 1:25 nizké pH
Synapto DAK-SYNAP Dako M7315 1:200 vysoké pH
Chromo LK2H10 Zytomed MSK062-05 1:400 nizké pH
INSM 1 A-8 Santa Cruz Sc-271408 1:500 vysoké pH
CK 17 E3 Zeta Corporation 22254 1:200 Ventana
L1CAM uJ127 Invitrogen MA5-14140 1:100 Ventana
MLH1 G168-15 Zytomed MSK045-15 1:50 vysoké pH
MSH2 FE11 Zytomed MSK031-15 1:50 vysoké pH
MSH6 44 Cell Marque 287M-15 1:50 vysoké pH
PMS2 EP51 Dako IRO87 RTU nizké pH
NTRK EPR17341 Abcam Ab181560 1:100 Ventana
p53 DO7 Dako M7001 1:400 Ventana
IMP2 OTI3F9 Novus Bio NBP2-02627 | 1:200 Ventana
IMP2 EPR6741(B) Abcam Ab124930 1:100 Ventana
IMP3 69.1 Dako M3626 1:200 vysoké pH

Tabulka 1.: Protokoly panelu protilatek

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze

Imunoterapie vedla k podstatnym zméndm v 1écbé zhoubnych nédorG a je trvale
oblibenym tématem vyzkumu, protoZe mohou zlepSovat u¢innost 1é€by a preziti pacientil s
riznymi typy nadort. Bohuzel pouze mala ¢ast je citlivA na imunoterapii a specifické
biomarkery jsou potieba k oddéleni pacientd reagujicich na lé¢bu od nereagujicich. (ZHAO,

2019)

V poslednich letech se ukazalo, Ze u nadori ovaria je zménéno mnoho epigenetickych
regulatori, véetné EZH2, SMARCA2/4 a ARID1A. Stejné tak je tomu u vétSiny jinych
novotvarl. Naruseni epigenetickych regulatort ¢asto vede ke ztraté transkripéni kontroly a
naru$eni apoptotickych a proliferac¢nich drah. Tyto epigenetické zmény jsou zv14sté slibnymi
cili terapie, protoze jsou do znacné miry reverzibilni.

42



Epigenetika, reverzibilni modifikace jak DNA, tak histont, reguluje zékladni geny a
naruseni mechanismu vede k aberantni aktivaci/represi kliCovych genll souvisejicich se

vznikem nadoru. (COUGHLAN, 2021)
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6. Vysledky

Analyze byly podrobeny nadory LGSC a OCCC. Do kontrolni skupiny byly zatazeny
HGSC, ktery je dobfe prozkouman, a S-BOT, z né¢hoz LGSC vychazi.

V tabulce 2. je uveden vék pacientek v dobé diagnozy. VEekové rozmezi pacientek,
zatazenych do studie, bylo u HGSC 36-81 let (primérny vék 59,6 let, median 60 let), u
LGSC 19-83 let (primérny vek 52 let, median 55 let), u S-BOT 25-85 let (primérny veék
50,5 let, median 49 let) a u OCCC 34-87 (primérny veék 61,1 let, median 62 let). Z vysledkt
je patrné, ze prumérny vék zen u LGSC a S-BOT je o 5-10 let nizsi, a tedy postihuji Casté;ji
mladsi zeny nez HGSC a OCCC. V¢ék nékterych pacientek nebyl znam, a proto jsou v tabulce

uvedeny v kolonce ,,NA*.

Typ Rozmezi |Primér |Median |NA

HGSC 36-81 59,6 60 0
LGSC 19-83 52 55 8
S-BOT 25-85 50,5 49 9
0cCcCC 34-87 61,1 62 2

Tabulka 2.: Vek pacientek v dobé diagnozy v zavislosti na typu nadoru

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze

V grafu €. 1. a tabulce €. 3. jsou zndzornény souhrnné vysledky imunohistochemického

vysetfeni LGSC a OCCC, v¢etné kontrolnich skupin HGSC a S-BOT.

Do studie bylo zatazeno 114 pacientek s dg. HGSC, 101 pacientek LGSC, 43 pacientek
S-BOT a 124 pacientek OCCC. U vétSiny markerti bylo hodnoceno jednak procento
pozitivnich bunék, jednak intenzita exprese, a to Ctyfstupiovym systémem (0 = negativni,
1+ = slaba exprese, 2+ = stiedné silna exprese a 3+ = silnd exprese). V pfipad¢ exprese
proteinii MMR bylo hodnoceni dvoustupiiové: za negativni byly povazovany nadory
s kompletni ztratou exprese daného proteinu, ostatni byly fazeny mezi pozitivni. Exprese

p53 mize mit charakter aberantni, ¢i wild-type, jak bylo uvedeno vyse.

Z neuroendokrinnich markertt (CD56, Chromogranin A, Synaptofyzin a INSM 1), byl
nejvice exprimovan marker CD56, a to u kontrolni skupiny HGSC (31,58 % pftipadt). U
HGSC, LGSC a S-BOT byly pozorovany pievazné slabé az stfedné silné exprese CD56.
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U OCCC bylo zaznamenano malé procento pozitivnich pfipadd, ale jednotlivé stupné
intenzity byly zastoupeny rovnomérné. Exprese synaptofyzinu byla u vSech typti nadort
velmi nizk4, nejvice bylo zaznamendno 5,05 % LGSC s ne€etnymi slabé az stfedné silné
pozitivnimi buitkami (do 5 %). Chromogranin A byl nejvice exprimovan u OCCC (11,29
%), pticemz u vétSiny z nich (10,48 %) jsme pozorovali silnou intenzitu. U ostatnich typi
nadort byl chromogranin A zastiZen jen v malém procentu, a to povétsinou slabé az stiedné
siln¢. Marker INSM 1 nejvice exprimovala skupina HGSC (17,54 %), nejvétsi zastoupeni
mély slabé pozitivity. Ostatni nddory byly pozitivni jen v malém procentu, u OCCC byly

obdobné jako u CD56 jednotlivé stupné intenzity zastoupeny rovnomeérne.

CK17 nejvice exprimovaly skupiny LGSC (72 %) a S-BOT (69,11 %), a to slab¢ a stiedné
siln€ intenzivné. Z HGSC bylo pozitivnich 16,81 % ptipadii (Obrazek €. 12) az OCCC 8,06

% piipadl, v obou nadorech rovnéz pievazné se slabou a stiedné silnou intenzitou.

IMP 3 byl prokazan ve velké ¢asti vSech skupin naddorti. Nejvice pozitivnich ptipadii bylo
zaznamenano u HGSC (77,19 %) a OCCC (68,55 %), které vykazovaly variabilni intenzitu
exprese. U LGSC (48 % pozitivnich) a S-BOT (46,34 % pozitivnich) pfevazovala slaba

intenzita.

IMP 2, oba klony, byly hojné exprimovany u vSech skupin nadorti. U HGSC, LGSC a
S.BOT se jednalo 0 99-100 % ptipadi, u OCCC 91,13 % (klon IMP2/OTI3F9) a 95,16 %
(klon IMP2/EPR6741(B)) ptipada.

Stav MMR proteint je podrobné&ji znazornén v tabulce €. 4. Ptipady se ztratou exprese
byly pouze ojedin¢lé. U proteinu MLHI1 byla exprese ve 100 % ptipadi LGSC, S-BOT a
OCCCav 98,25 % HGSC. 2 ptipady (1,75 %) HGSC byly negativni. U proteinu MHS2 byla
exprese ve 100 % ptipadd HGSC, LGSC a S-BOT a v 99,19 % OCCC. 1 ptipad (0,81 %)
OCCC byl negativni. U proteinu MSH6 byla exprese ve 100 % u ptipadd HGSC, LGSC a
S-BOT a v 98,37 % OCCC. 2 ptipady (1,63 %) byly negativni. U proteinu PMS2 byla

exprese ve 100 % vSech nadort.

Exprese NTRK byla prokézéna pouze u jednoho ptipadu (0,88 %) HGSC a u dvou
ptipadi (1,64 %) OCCC. Vsechny LGSC a S-BOT byly negativni.

L1CAM exprimovaly variabilné intenzivné piedev§im skupiny HGSC (43 %) a OCCC
(27,5 %). Mezi LGSC a S-BOT byly pozitivni ojedin€lé ptipady.
p53 protein byl aberantné exprimovan u velké vétSiny HGSC (90,74 %; Obrazek €. 13) au
minority OCCC (7,38 %). Vétsinou se jednalo o difuzni silnou pozitivitu (66,67 % HGSC,
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5,74 % OCCC), méné¢ Casto o kompletni ztratu exprese (24,07 % HGSC, 1,64 % OCCC).
Vsechny LGSC a S-BOT vykazovaly wild-type expresi.

HGSC (n=114) LGSC (n=101) S-BOT (n=43) OCCC (n=124)
% celkem % bunék |% celkem (% bunék |% celkem (% bunék |% celkem |% bunék
primér primér primér primér
(rozmezi) (rozmezi) (rozmezi) (rozmezi)
25 16,2 2 50
CD56 31,58 (0-82) 13 (2-50) 17,07 (1-7) 4,03 (10-90)
65 2,4 10
SYN 0,88 (65) 5,05 (1-5) 0 0 0,81 (10)
27 3,6 2 20,1
CHROMO 7,02 (1-80) 5,05 (2-5) 4,76 (2) 11,29 | (1-60)
9,7 9,7 2 9
INSM 1 17,54 | (1-30) 6,93 (1-45) 7,32 (2) 4,84 (3-30)
12,8 16,1 4,6 11
CK 17 16,81 (1-60) 72 (1-95) 69,77 (1-30) 8,06 (1-75)
59,5 14,6 19,4 62,2
IMP 3 77,19 | (2-100) 48 (1-100) | 46,34 | (1-100) | 6855 | (5-100)
91,4 88 98,4 81,3
IMP2/OTI3F9 100 (5-100) 100 (3-100) 100 | (53-100) | 91,13 | (1-100)
92,6 89,9 99,3 88
IMP2/EPR6741 100 (10-100) 99 (2-100) 100 (90-100) | 95,16 (1-100)
MLH1 98,25 100 100 100
MSH2 100 100 100 99,19
MSH6 100 98 100 98,37
PMS2 100 99 100 100
20 100
NTRK 0,88 (20) 0 0 0 0 1,64 (100)
28 46 1 28,4
L1CAM 43 (2-100) 1,98 (2-90) 2,33 (1) 27,5 (1-90)
p53 aber 90,74 0 0 7,38

Tabulka 3.: Prehled vysledkii imunohistochemického barveni

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze
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Souhrnné vysledky
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Graf 1.: Souhrnné vysledky imunohistochemického vysetreni LGSC, OCCC a kontrolnich skupin
HGSC a S-BOT

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VEN v Praze

MLH1 MSH2 MSH6 PMS2 MSI (NGS)

% 1,75 0 0 0 NA
NA 0 0 0 0

% 0 0 0 0 0
NA 2 1 3 2 22
% 0 0 0 0 0
NA 1 1 3 1 11
% 0 0,81 1,63 0 3,85
NA 0 0 1 0 20

Tabulka 4.: Prehled exprese MMR proteinii a vysledkii NGS analyzy. Radek % uvddi podil nadori:

se ztrdtou exprese proteinii a s prokdzanou MSI.

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze
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Molekularn¢ genetickd analyza metodou NGS byla provedena u skupin LGSC, S-BOT a
OCCC. V tabulce 4 je uveden piehled vysledkti NGS analyzy.

Vsechny hodnotitelné piipady LGSC a S-BOT byly mikrosatelitové stabilni (MSS). Cast

piipadii nebylo mozné analyzovat kviili nizké kvalit¢ DNA.

U skupiny OCCC 4 ptipady (3,84 %) vykazovaly mikrosatelitovou instabilitu (MSI-H).

20 ptipadi nebylo mozné analyzovat.
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Obrazek 12.: CK17 pozitivni bunky v HGSC, 200x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze

Obrdazek 13.: p53 pozitivni buriky v HGSC, 200x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF a VFN v Praze

49



7. Diskuze

Relativné nizky vyskyt low-grade ser6zniho karcinomu ovaria a svétlobunééného nadoru
technologii je mozné mnoho malignit vysetfit i na molekularni Grovni. Diky tomu jsme
schopni nejen diagnostikovat riznd onemocnéni, ale také poodhalit pfi¢iny vzniku nadora,

urcit prognozu a predikovat GspéSnost cilené 1écby.

Imunohistochemické analyza vzacnych typi nadoru ovaria byla provedena za ucelem
rozsifit znalosti, které antigeny jsou t€émito naddory exprimovany. Dal§im cilem této prace
bylo zjistit, je-li mozné studované markery pouzit v diferencialni diagndze, ptipadné jako

prediktory vyuzitelné k 1écbe.

Poslednich nékolik let se onkologie zamétuje na alternativni terapii nadort, u nichz
konvenéni 1é¢ba selhava. Cilem je odhalit pfi¢iny vzniku nadorti a novymi postupy a lécivy

tyto pfi¢iny odstrafiovat ¢i inhibovat.

Prikladem jsou proteiny MMR, respektive mikrosatelitova instabilita (MSI), ktera byla
objevena u riznych typt solidnich nadorti a vysettovani MMR proteint je v klinické praxi
na vzestupu. Nékolik klinickych studii prokdzalo, Ze narusend oprava chybného parovéani
(dMMR) nebo vysoka mikrosatelitova instabilita (MSI-H) jsou vyznamné pro imunoterapii
a lepsi prognozou u kolorektalnich a nekolorektalnich malignit. (ZHAO, 2019) Protilatka
proti proteinu programované buné¢né smrti-1 (PD-1) je inhibitorem imunitniho kontrolniho
bodu, ktery spousti protinddorovou odpovéd’ posilenim imunitni odpovédi. (LI, 2018)
Inhibitory proteinu programované bunécné smrti-1 (anti-PD-1), jako jsou pembrolizumab a
nivolumab, byly jiz schvaleny pro lécbu né€kterych solidnich tumorti s narusSenou
MMR /vysokou mikrosatelitovou instabilitou (MSI-H). (ZHAO, 2019) Ackoliv je protilatka
PD-1 u¢innd u nékterych malignich nadort, ani tato 1écba neni bez rizik. Bylo jiz popsano,
Zze muze vyvolat vyznamné, imunitné¢ podminéné neziddouci ulinky, jako je napf.

autoimunitni diabetes. (LI, 2018)

Studie publikovand na zacatku 2022 naznacuje, ze v pfipadé¢ OCCC muze mit MSI jen
omezeny klinicky vyznam pro 1é¢bu a prognozu. (LIU, 2022) Resitelé se zaméfili na
prevalenci mutaci genu homologni rekombinace (HRR) a deficitu homologni rekombinace
(HRD), ktera ziistava u tohoto agresivniho karcinomu do zna¢né€ miry neznama. Porozuméni
etiopatogeneze tohoto nadoru je zasadni, nebot’ je mén¢ citlivy na standardni chemoterapii

na bazi platiny, ma horSi prognoézu nez jiné hlavni histologické podtypy ovaridlniho
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karcinomu, u vétSiny pacientek s OCCC dochazi k recidivé nddoru a terapeutické strategie

jsou omezeng, zejména u pokrocilych nebo recidivujicich nadort. (LIU, 2022)

V nasi sestave jsme prokézali imunohistochemicky ztratu exprese alespon jednoho MMR
proteinu u ojedinélych ptipadit HGSC a OCCC. 4 ptipady (3,84 %) OCCC pak vykazovaly
mikrosatelitovou instabilitu (MSI-H) pii vySetfeni metodou NGS. U LGSC nebyla MSI

prokazana imunohistochemicky ani pomoci NGS.

Pfi imunofenotypizaci ser6znich nadort ovaria, konkrétné HGSC, se zjistilo, Ze serdzni
ovarialni naddory mohou vykazovat neuroendokrinni diferenciaci, ¢asto jen v minoritnim
zastoupeni. Neuroendokrinni diferenciace u ovaridlnich nddorG muze mit prognosticky
vyznam, nebot’ exprese téchto proteinti znaci neptiznivy vyvoj nemoci. (TAUBE, 2015) Na
zakladé tohoto zjisténi byl zafazen i1 neuroendokrinni panel (Synaptofyzin, Chromogranin

A, INSM1 a CD56) u LGSC a OCCC.

Nejvice byly exprimovany CD56 a INSM1 v HGSC (31,58 % a 17,54 % ptipadt) a
chromogranin A v OCCC (11,29 % pripadi). U vSech ostatnich markerti a nadori se

zastoupeni pozitivnich ptipadi pohybovalo v rozmezi 0 — 7,32 %.

Byly provedeny studie na pokusnych zvifatech, které se zaméfily na 1é¢bu L1CAM
pozitivnich nadort. Jednou z moznosti je pouziti monoklondlnich protilatek. Anti-L1
monoklonélni protilatky ptisobi prostfednictvim imunologického a neimunologického
efektorového mechanismu a vedly k blokovani ristu nadoru. Protilatky proti LICAM by se
tedy mohly stat uziteénymi nastroji pro terapii L1-pozitivnich karcinomti. (WOLTERINK,
2010)

LICAM je Casto spojovan s endometroidnim karcinomem ovaria. Jiz probéhlo nékolik
studii, které se zam¢fily na klinicko-patologicky vyznam exprese tohoto proteinu. Naptiklad
publikace z roku 2017 (SOOVARES, 2017) byla zamé&fena na porovnani vyznamu exprese
u endometroidniho (EC) a svétlobunééného karcinomu ovaria (OCCC). Vysledky naznacuji,
ze vyznamnym prognostickym markerem by L1CAM mohl byt pravé u EC, ale ne u OCCC.
Autofi publikace poukazuji na fakt, Ze pozitivita LICAM v OCCC neni asociovana
s velikosti nadoru a exprese proteinu také nebyla asociovana s odezvou na primarni 1écbu.
Autofti druhé publikace (VAN GOOL, 2016) hodnotili vztah exprese L1CAM a mutovaného
proteinu p53 u endometroidniho karcinomu ovaria. Vysledky naznacuji, Ze by zvySena
exprese L1CAM mohla mit silny vztah s p53. Je tedy mozné, ze prave proto exprese LICAM
u OCCC neni vyuZitelnd jako prognosticky marker, nebot OCCC neexprimuje p53
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v mutované formé. NaSe vysledky ukazuji vyssi pozitivity LICAM u OCCC a HGSC, ktery

také Casto exprimuje p53 v aberantni podob¢ jako EC.

Lécba pacienti s NTRK pozitivnimi karcinomy spoc¢iva v podavani inhibitord TRK prvni
generace, jako je larotrektinib nebo entrektinib. Lécba je spojena s vysokou mirou odpovédi
(>75 %), bez ohledu na histologicky typ nddoru. Inhibitory TRK prvni generace jsou
vétSinou pacientli dobfe sndSeny. Navzdory trvalé kontrole onemocnéni u mnoha pacientii
se nadory s pozitivni fizi NTRK v pokrocilém stadiu nakonec stanou odolnymi vii¢i inhibici
TRK. Rezistence muze byt dana ziskanim mutaci NTRK kinazové domény. Urcité
rezistentni mutace by mohly byt pfekonany inhibitory TRK druhé generace, véetné¢ LOXO-
195 a TPX-0005, které jsou zkoumany v klinickych studiich. (COCCO, 2018)

Genova fize NTRK mé onkogenni potencidl, nicméné u gynekologickych nadora je
vzacna. Vysledky v nasi studii byly také negativni u LGSC, S-BOT 1 OCCC. Pouze jeden
ptipad z kontrolni skupiny HGSC vykazoval slabou pozitivitu.

V soucasnosti probihaji studie, které se zamétuji na IMP2, jako na potencidlni cil pii
1¢¢bé nadord. Na bunéénych kulturach se prokazalo, ze u bunék s vyfazenym genem IMP2
doslo ke sniZeni jejich Zivotaschopnosti, migrace a proliferace. Nékterd potenciondlni
testovana 1éCiva vykazovala in vitro biologickou ucinnost a specificitu. Nejucinngjsi
slouceniny byly také testovany in vivo a u pokusnych zvifat vedly k inhibici rtstu
nadorovych bun¢k. Na zakladé téchto vysledku se zd4, Zze by IMP2 mohl byt vyuzitelny pro
cilenou lécbu. (DAHLEM, 2022)

Antigeny IMP2 a IMP3 pomahaji v endometriu odliSit ser6zni karcinomy, které jsou
pozitivni, od ostatnich karcinom1, které proteiny IMP neexprimuji. Cilem tedy bylo zjistit,
zda je moZné tyto markery pouZit i v pfipad¢ ovarialnich nadori. VySetfeni LGSC a OCCC,
vcetné kontrolnich skupin (S-BOT a HGSC) ukazaly vysokou expresi ve vSech
vySetfovanych nadorech. Specifickou inhibici proteinit IMP by mohlo dojit potlaceni riistu

nadoru.

CK17 je exprimovan ruznych typech nadort (napf. dutiny ustni, prsu). U nékterych
z nich, napf. u nddord pankreatobiliarniho traktu, zatim neni znam specificky marker.
Zajimalo nas tedy, zda tento marker mohl napomoci v diferencialni diagnostice primarnich

nadort ovaria od metastdz nadort pankreatobilidrniho traktu.

V nasi sestavé byla pozitivni velka ¢ast LGSC (72 %) a S-BOT (69,11 %), mezi HGSC
a OCCC se jednalo o 16,81 % a 8,06 % piipadi. CK17 by tedy mohl byt vyuzit jako
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pomocny marker v odliSeni metastdz od HGSC a OCCC, nicméné nezbytné je jeho

hodnoceni v kontextu s dal§imi imunohistochemickymi vySetfenimi.
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8. Zavér

Diplomové prace byla zaméfena na imunohistochemickou a molekularné genetickou
analyzu vzacnych typti nadort ovaria. Ukolem bylo vysetfit vybrané imunohistochemické
markery a jejich expresi v nadorové tkani. Molekularné geneticka analyza sekvenovanim

nové generace mela za ukol prozkoumat ptipadné odchylky v MMR proteinech.

Vysetienim novych markerd u vzacnych typii nadort ovaria mohou mit zadsadni vliv na
diagnostiku a onkologim mohou poskytovat cenné informace, které se uplatni v terapii.

Zaroven nabizeji cesty, kterymi by se mohl ubirat vyzkum zaméfeny na nové trendy v 16Cbe.
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9. Zkratky

ARID1A (AT-Rich Interactive Domain-containing protein 1A) protein, ktery
je soucasti velkého komplexu remodelace chromatinu zavislého na
ATP SWI/SNF, jenz je nezbytny pro transkripcni aktivaci gena
BBM Banka Biologického Materialu
Bcl-2 (B-Cell Lymphoma — 2) antiapoptoticky protein
BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) lidsky gen,
ktery koduje protein nazyvany B-Raf
BRCALI (BReast CAncer 1) tumor supresorovy gen, ucastni se kontroly
bunécéného cyklu a oprav poskozené DNA
BRCA2 (BReast CAncer 2) tumor supresorovy gen, ucastni se kontroly
bunécného cyklu a oprav poskozené DNA
CD56 (Cluster of Differentiation 56) antigen, exprimovany NK buiikami,
myoblasty, nékterymi aktivovanymi T lymfocyty a nervovymi
bunkami
cDNA komplementarni DNA
CK17 (CytoKeratin 17) antigen exprimovan bazalnimi buiikami rtiznych
epitelt
DAB (Diaminobenzidin) chromogen pro imunohistochemické vysetieni
ddH20 ¢isténa voda vysoké kvality (double-distilled Water)
DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)
EC (Ovarian Endometrid Carcinoma) endometroidni karcinom ovaria
EZH?2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) histone-lysine N-methyltransferase

enzym
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HGSC (High Grade Serous Carcinoma) high grade ser6zni karcinom
IHC Imunohistochemie
IMP2 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 2) proteiny
vazajici RNA (RBP), které reguluji genovou expresi
IMP3 (Insulin-like growth factor Il mRNA binding protein 3) proteiny
vazajici RNA (RBP), které reguluji genovou expresi
INSM1 (insulinoma-associated protein 1) transkripcni faktor s motivem
zinkového prstu, ktery byl izolovan z lidského inzulinomu
KRAS (Kirsten rat sarcoma virus oncogene homolog) onkogen, kodujici
protein dilezity pro intracelularni signalizaci
L1CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) hraje dtlezitou roli pti vyvoji
nervového systému. Je exprimovan i v nadorové tkani
LGSC (Low Grade Serous Carcinoma) low grade ser6zni karcinom
MLH1 (MutL Homolog 1) protein MMR komplexu
MMR (Mismatch Repair) oprava chybného parovani DNA
MSH2 (MutS Homolog 2) protein MMR komplexu
MSH6 (MutS Homolog 6) protein MMR komplexu
MSI Mikrosatelitova Instabilita
NA (Not Available) neni k dispozici
NaOH Hydroxid sodny
NGS (Next Generation Sequencing) sekvenovani nové generace
NK buiky (Natural Killers) buiiky pfirozené imunity
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NTRK (Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase) neutrofinové kindzy
tyrosinovych receptori
OoCccC (Ovarian Clear Cell Carcinoma) svétlobunécny karcinom ovaria
pS3 Protein p53, exprimovdn genem TP53, ktery patii mezi tumor
Supersorove geny.
PAXS Protein, ktery je exprimovan predevsim tkanémi vnitiniho Zenského
genitalu a ledvin, véetné nadort z nich vznikajicich (Paired Box
Protein 8)
PCR (Polymerase Chain Reaction) Polymerazova fetézova reakce
PD-1 (Programed cell death 1) receptor na povrchu buné¢k imunitniho
systému
PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) katalyzuje navazani fosfatové
skupiny na inositolovy kruh fosfatidylinositidi. Zmény hladin
ovliviiyji vlastnosti membran i proteinil a signalnich drah.
PMS2 (Postmeiotic Segregation 2) protein MMR komplexu
RNA (Ribonucleic Acid) Ribonukleova kyselina
S-BOT Ser6zni Borderline Ovarialni Tumor
SMARCA4 | SMARCAA4, také znamy jako BRG1, slouZi jako transkrip¢ni faktor
STIC Ser6zni tubarni intraepitelidlni karcinom
TMA (Tissue Microarray) tkanové mikrocipy
WHO (World Health Organization) Svétova zdravotnicka organizace
WT (Wild-Type) nezmutovany typ
WT1 (Wilms Tumor 1) protein mé v buiice funkci tumor supresorového

transkripéniho faktoru
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