PUVODNI
PRACE

Moznosti vyuziti imunohistochemie pro upfesnéni
diagndzy z historickych parafinovych bloku

Ales Ryska', Jan Betlach?

"Fingerlanddv Gstav patologie, Lékarskd fakulta Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Hradec Krdlové
20ddéleni patologie, Nemocnice Havlickiv Brod

SOUHRN

Autofi ve svém kazuistickém sdéleni prezentuji vysledky dodatecného histochemického a imunohistochemického vysetieni parafinovych blokd archivovanych
60 rokd odebranych pfi pitvé kralovéhradeckého biskupa Mofice Pichy zemfielého s generalizovanym nizce diferencovanym adenokarcinomem neznamého
primarniho plvodu. Imunohistochemie umoznila oziejmit pravdépodobny primarni zdroj nadoru. Jsou diskutovany moznosti vyuziti archivnich parafinovych
blokd pro provadéni modernich imunohistochemickych a molekularnich vysetreni a dopad fenoménu tzv. starnuti antigenu na validitu takto provedenych

vysetreni.
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Potential use of immunohistochemistry for diagnosis precision in historic paraffin blocks

SUMMARY

Authors present an autopsy case report where the immunohistochemical examination of tissues archived as paraffin blocks for more than 60 years enabled to
identify the most probable primary origin of disseminated poorly differentiated adenocarcinoma. The potential issues caused by so called antigen decay and

limitations of immunohistochemistry in archive material are discussed.
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Vysetfeni imunohistochemickymi a molekularné patologic-
kymi metodami ma nenahraditelny vyznam v soucasné dia-
gnostické praxi a vysledky téchto doplhkovych metod jsou
dnes standardnim doplrikem morfologického nalezu v biop-
tickych i autoptickych vzorcich. Studii zabyvajicich se uchova-
nim antigen( v archivovanych tkanich fixovanych ve formali-
nu a zalitych do parafinu existuje nékolik, v naprosté vétsiné
vsak jde o prace zabyvajici se materidlem pomérné recentnim,
archivovanym maximalné nékolik malo dekad. Vzhledem ke
skutec¢nosti, Ze vysledky historickych studii nejsou zcela kon-
zistentni a soucasné k tomu, ze v poslednich letech dochazi
k velmi dynamickému metodickému rozvoji, jenz umoznuje
vysetfeni i tkdni pomérné vyrazné poskozenych béhem pre-
analytické faze, je obtizné spolehlivé rozhodnout, nakolik se
Ize o dfive publikovana data opirat a nakolik je k uptesnéni
plvodni autoptické diagnézy vyuzitelny parafinovy pitevni
material po dobé delsi nez pul stoleti. Na neobvyklé a z histo-
rického hlediska zajimavé kazuistice biskupa kralovéhradecké
diecéze, ktery zemrfel na generalizovany maligni nador a byl
pitvan ve Fakultni nemocnici Hradec Krélové pred vice, nez 60
lety, demonstruji autofi sou¢asné moznosti provedeni imuno-
histochemického vysetieni na historickém materidlu s cilem
pokusit se ex post urcit makroskopicky plivodné neidentifiko-
vané primarni sidlo nddoru.
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POPIS PRIPADU

87lety muz, ktery dle dostupnych anamnestickych udajd
prodélal béhem Zivota pouze béZzna onemocnéni, byl v 80 a 81
podatilo dohledat. Nékolik rok(i pfed smrti udaval postupné se
zhor3ujici obtize pfi moceni (polakisurie, dysurie). Na chirurgic-
ké klinice Vojenské Iékafské akademie Jana. Evangelisty Purkyné
(VLA JEP) v Hradci Kralové umird pfi postupuijici kachektizaci po
mésicni hospitalizaci. Pfi pitvé, ktera byla provedena 15 hodin
po smrti pacienta v Ustavu patologické anatomie VLA JEP (dnes
Fingerland(iv Ustav patologie), byl hlavnim nalezem disemino-
vany nador na visceralnim i parietalnim peritoneu bez nalezené
primarni lokalizace. Sténa Zaludku byla bez makroskopicky pa-
trného ztlusténi, sliznice jemna. V lumen Zlu¢niku byly vicecet-
né cholesterolové kameny, sténa Zlu¢niku byla makroskopicky
zavzata ve vazivovych srlstech, které postihovaly také extrahe-
patélni Zlu¢ové cesty a duodenum. Kromé povsechné arterio-
sklerézy (se souvisejicimi disperznimi myofibrézami myokardu
a oboustrannou nefrosklerézou), myoadenomatézni hypeplazie
prostaty a drobné urocystolitidazy byly na ostatnich vnitfnich
organech zmény pfimérené véku zemfelého. Pfi¢inou smrti pfi
celkové seslosti byla oboustrannad hnisavd bronchopneumo-
nie postihujici vdechny plicni laloky. Pro histologické vysetreni
byly odebréany vicecetné vzorky z oblasti postizenych nadorem
(omentum, peritoneum, zlu¢nik), obé plice, jatra, ledvina, kost-
ni dren, pankreas a prostata. Tkan byla zpracovana podle v té
dobé standardnich postupt - fixovana 10% formalinem a zalita
do parafinu. Material byl archivovan v prostorach Fingerlandova
Ustavu patologie az do soucasnosti ve sklepnich prostorach za
pokojové teploty v temnu a suchu ve formé parafinovych blokd.
Z téch proto bylo mozné nyni, po 60 letech od plvodni pitvy,
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zhotovit nové histologické rezy, které byly barveny hematoxy-
linem-eozinem, histochemicky na prikaz hlenu a také imuno-
histochemicky.

Bohuzel, vzhledem k stafi materidlu a tehdejsim zvyklostem
neni v dokumentaci Zadny zdznam o typu fixace (rutinné byl
vsak historicky na hradecké patologii pouzivan 10% vodny roz-
tok formaldehydu neutralizovany drcenou kfidou) ani o délce
fixace tkané; ta vsak s vysokou pravdépodobnosti prfesahovala
dnes doporucovanych 24 hodin.

Mikroskopické vysetfeni prokazalo diseminaci nizce diferen-
covaného disociovaného adenokarcinomu s minimalni hle-
notvorbou. Nador difuzné infiltroval mesenterium, omentum
a Sifil se po peritoneu (obr. 1A, B). Ve vzorcich z pankreatu byla
patrnd lipomatdzni atrofie a ojedinélé Balzerovy nekrozy, pro-
stata vykazovala zndmky uzlovité myoadenomatoézni hyperpla-
zie a nevyraznou chronickou prostatitidu. Jiny tkdnovy material
pro histologické vysetieni nebyl k dispozici. Ze zachovanych pa-
rafinovych blockd byly v soucasnosti pro dodatecné vysetieni
histochemickymi a imunohistochemickymi metodami nakraje-
ny nové histologické rezy.

Pro histochemické vysetieni byly vyuzity vzorky omenta
s okrsky nadoru. Ve specialnich barvenich (PAS, PAS s diasta-
zou, alcidnova modf, mucikarmin) byla patrna abortivni hle-
notvorba ve formé zcela ojedinélych intracytoplazmatickych
vakuol (obr. 2).

Obr. 1. A: Infiltrace mezenteria diseminovanym nadorem s vyraznou de-
smoplasii ve stromatu (HE, 40x); B: Detail difuzné rostoucich nadorovych
bunék bez zietelného organoidniho usporadani (HE, 200x).
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Dale bylo z totoznych blokl provedeno pomérné extenzivni
imunohistochemické vysetfeni se zdmérem stanovit primarni
plvod diseminovaného karcinomu. Z vysetiovanych markerd
(CK7, CK20, TTF1, WT1, MOC31, BER-EP4, HMB45, SOX10, CDX2
a E-cadherin) byla prokazana mapovita stfedné silna cyto-
plazmaticka pozitivita pfi pouziti dvou klon{ necytokeratinové-
ho epitelialniho markeru EpCAM (MOC31 a BER-EP4) (Obr. 3B),
a déle difuzni silna exprese CK7 (Obr. 3A). Pi prikazu Ki67 byla
patrnd pozitivita v asi 20 % bunék, loziskové vsak dosahovala
az 50 % (obr. 3C). V3echny ostatni markery byly negativni. Imu-
nofenotyp nddoru ukazuje na epitelovy plvod, stran plvodu
Ize usuzovat zejména na oblast horniho GIT (gastro-ezofage-
alni junkce, zaludek), pfipadné pankreatobilidrni pQvod. Spolu
s makroskopickym nalezem srlstd v oblasti zlu¢niku, extrahepa-
talnich zlu¢ovych cest a duodena, Ize proto usuzovat na primar-
ni pivod nadoru pravé z této oblasti.

DISKUZE

Prezentovany pfipad dobfe ilustruje, jak zasadni proménou
prosel obor patologie za poslednich nékolik dekad, kdy doslo
k posunu od diagnostiky makroskopické doplnéné o klasické
histologické techniky, k moznostem imunohistochemického ¢i
molekularné-patologického priikazu nejrliznéjsich specifickych
marker( slouzicich k upfesnéni plvodni ¢isté morfologické dia-
gnozy. Jak bylo prezentovano vyse, pro tyto doplikové metody
Ize vyuzit i archivni material z parafinovych bloc¢kd, a to i po vice
nez pul stoleti od pGvodniho odbéru.

Viyuziti imunohistochemie vsak mdze narazit na metodické
limitace, které Ize rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich spoci-
vaji v historicky daleko méné rigoréznim dodrzovéni podminek
preanalytické faze (z pitevniho protokolu Ize sice zpétné rekon-
struovat délku doby studené ischemie, tedy intervalu mezi smrti
a Casem provedeni pitvy a odebranim vzork( tkané do fixativa,
nikoli v3ak jiz, jak dlouho byla odebrana tkan fixovéna, zda byl
pouzit formalin v adekvatnim mnozstvi, se spravnym pH, apod.).
Vsechny tyto faktory pfitom maji zasadni vliv na kvalitu nukleo-
vych kyselin (jak DNA, tak zejména RNA) i proteind (at jiz vyu-
zivanych pro proteomickd vysetfeni, tak pro imunohistochemii
(1). Zatimco kriticka délka intervalu ischemie od okamziku smrti
do provedeni pitvy pro zachovani RNA ¢ini 4 hodiny, pro DNA
zhruba 48 hodin, pro imunohistochemickou detekci bilkovin

Obr. 2. Polymorfni nadorové burky s prokazatelnou abortivni hlenotvorbou
(PAS pozitivni vakuoly v ojedinélych burikach) (PAS, 400x).

123



i = r # e 5l -
1 ‘ +* i RN,
&y a e
W N 3 : ¥
g Ty b
. - p y L
o3 -,
S e o
--l..r'r_-\ -
. * . b
5 ‘ -
» Y L]
i ¢ :
t - -
5, 1,:-_1"
g, ¥ :
o ] P, - = -
+ ’ .
"
B o N L A

Obr. 3. A: Silna difuzni exprese cytokeratinu 7 v prakticky vsech nadorovych elementech (400x); B: Slaba az stfedné silna exprese BER-EP4 ve valné vétsiné
bunék (200x); C: Priikaz Ki67 je pozitivni ve vice nez 50 % bunék. Pozitivni priikaz tohoto prolifera¢niho markeru potvrzuje zachovalost antigen( a tim i pouzi-

telnost parafinového bloc¢ku pro dodatecné imunohistochemické vysetreni.

neni mozné tuto dobu plo3né stanovit pro viechny antigeny,
je viak pravdépodobné jesté delsi. Naproti tomu délka fixace
je nejkritictéjsi pro proteiny (interval by mél ¢init 6-24 hodin),
méné pro RNA (8-48 hodin) a nejméné pro DNA (do 72 hodin)
(1). Vliv nékterych dalsich proménnych - napt. stafi fixativa, jeho
expozice svétlu ¢i pohyb vzorku béhem fixace, zpisob odvod-
néni a zaliti do parafinu — pak neni znam vibec (1).

Druhym zasadnim limitujicim faktorem pro provadéni imuno-
histochemie v archivnim materialu je starnuti, resp. degradace
antigend ve tkani. Tento fenomén, oznacovany jako ,antigen
decay”, je opakované popisovan v fadé retrospektivnich studii.
Degradace nepostihuje véechny antigeny rovnomérné — nejvice
patrnd je u antigenU jadernych a membranovych, méné nebo
dokonce vibec u antigenll cytoplazmatickych (2). Degradace
antigenu probihd také podstatné rychleji v predem nakrajenych
fezech, nez v parafinovych bloccich (3-5). Z praktického hlediska
je proto doporucovano krajenti histologickych fez(i s co nejmen-
$im predstihem pred vlastnim vysetfenim a nikoli archivace jiz
predkrajenych skel (5). Za kritickou délku skladovani predkraje-
nych fezl jsou pro nékteré antigeny (napf. hormonalni recepto-
ry ¢i Ki67) uvadény 3 mésice, zatimco u jinych antigen (EMA,
SMA, CD20, CD45) nedochazi ke zméné v priikazu ani u fezl sta-
rych nékolik let (6). Prospektivni studie zaméfena na vylouceni
vlivu vSech proménnych béhem preanalytické faze prokazala, ze
degradace antigenu v pfedkrajenych fezech postihuje prakticky
vyhradné antigeny membrénové a jaderné (CD3, CD31, CD117,
estrogenové a progesteronové receptory, Ki67, p53, TTF-1) za-
timco u antigenl cytoplazmatickych (SMA, cytokeratiny 7, 20,
AE1/AE3, 34BE12) k degradaci nedochazi. Ztrata antigenicity
byla pfimo Umérna stafi tkdné a zavisla na zplsobu skladovani,
lepsi vysledky vykazovalo skladovani pfi snizené teploté (7).

Obdobna intenzivni ztrata antigenicity, k jaké dochazi v pred-
krajenych fezech, byla pozorovana také v povrchovych vrstvach
parafinovych blo¢kd. Po sneseni 500-1000 um povrchové vrstvy
bloku je jiz antigenicita zachovana signifikantné Iépe (2).

Pokud jde o ztratu antigenicity v parafinovych bloccich, jsou
data z literatury ponékud nekonzistentni. Publikované prace
ukazuji, ze vétsinu antigend je mozné detekovat i v bloccich
starSich nez 50 let (2,8). Zajimavé ale je, ze vysledky imunohis-
tochemie v praci Grillové, kterd srovnavala barveni v bloccich
z jednotlivych dekdd od 60. let do soucasnosti, byly u vétsiny
testovanych antigent lepsi u bloc¢kl z let 60. nez u bloc¢k( o de-
kadu mladsich. Tato skutecnost naznacuje, ze kromé absolutni
hodnoty stafi blo¢ku budou pfi degradaci antigen( hrét roli
pravdépodobné i dalsi faktory, jako pravé jiz zmifnované pod-
minky preanalytické faze, pfipadné podminky skladovani (blo-
¢ky ze 70. let byly v této studii skladovany za suboptimalnich
podminek - vystaveny svétlu a vlhkosti, zatimco blocky z let 60.
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byly skladovany v temnu a suchu, obdobné jako blo¢ky v nasem
pripadé). Pfitom pravé expozice tkané vodnim pardm je pravdé-
podobné hlavnim mechanismem degradace antigenu (9).

Moderni zplsoby demaskovani epitopl rozpoznavanych
primarni protilatkou dokazi v naprosté vétsiné pfipadd vliv de-
gradace antigenl béhem starnuti eliminovat (3). Nejcitlivéjsi
antigen, tj. Ki67, |ze vyuzit jako spolehlivy marker zachovalosti
antigenicity — pokud Ize prokdazat jeho expresi ve tkani (at jiz
bez nutnosti modifikace protokolu, nebo po intenzivnéjsim de-
maskovani antigenu), Ize material povazovat za plnohodnotny,
pokud jde o vyuzitelnost pro imunohistochemii (2).

Na zavér této kazuistiky povazujeme za vhodné alespon krat-
ce pfiblizit osobnost ThDr. Mofice Pichy, O.S.L.J. (obr. 4), ¢lena
$pitalniho Radu svatého Lazara Jeruzalémského., 22. biskupa
krdlovéhradecké diecéze v letech 1931-1956. Narodil se 18. dub-
na 1869 v Sebetové u Blanska. Studia filozofie a teologie v Praze

fede ,
o f&ﬂg; ﬁ; g
Colop todtmilonancty) | 7 147

Obr. 4. Biskup ThDr. Mofic Picha, O.S.L.J.
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a Rimé jej predur¢ovala k cirkevni kariéfe. Knézské svéceni pfijal
v fimské bazilice S. Giovanni in Laterano. V letech 1897-1901 byl
ceremoniafem prazskych arcibiskupd, v roce 1911 ziskal dokto-
rat teologie na Karlové univerzité. Postupné se stal kanovnikem
metropolitni kapituly u sv. Vita, kancléfem arcibiskupské kon-
zistore, radou cirkevniho soudu a generdlnim vikafem. Proslul
jako znalec cirkevniho prava. V roce 1931 byl papezem Piem XI.
(1851-1939) jmenovan biskupem v Hradci Kralové a slavnostné
intronizovan v katedrale sv. Ducha (10). Ve svém pUlsobeni se za-
méfil pfedevsim na charitativni a misionarskou ¢innost a také na
opravy chram( a cirkevnich pamatek v diecézi. Vrcholem jeho
obnovitelského dila byla rozsdhla oprava a restaurovani interi-
éru katedrdly sv. Ducha v letech 1939-1941. Diecézi ved| pev-
nou rukou, vniman byl jako pfisny biskup. Byl osobnosti pevné
viry, uslechtilosti a noblesy. Jeho suchy humor nebyl vzdycky
chépan. Potrpél si ve viech ohledech na dokonalost a vytfibeny
Zivotni styl. P¥i slavnostnich pfileZitostech se podévalo vybrané
menu podle zdpadoevropskych zvyklosti. Jeho zalibou byl lov;
od 30. let vlastnil automobil a stal se dokonce ¢lenem cesko-
slovenského autoklubu. Mél rad zvifata, v rezidenci mu délal
spole¢nost pes a kanarek. Od skolnich let mél v oblibé matema-
tiku, rad si pro zabavu a bystfeni mysli pocitaval rovnice. Jinak
ovsem pan biskup neved! pfilis zdravou Zivotospravu; denné
pry vykoufril 40-80 cigaret. Opakované jezdil na |é¢eni do Karlo-
vych Var(. Diecézi Uspésné prevedl tézkym obdobim okupace
a druhé svétové valky (11). Na jejim sklonku byl statnim mini-
strem protektordtu Karlem Hermannem Frankem (1898-1946)
donucen k napsani dopisu papezovi, v némz by ho upozornil
na nebezpedi bolsevizmu. Picha dopis skutec¢né napsal, ovsem
s dovétkem, Ze nejvétsim pfanim ceského lidu je zbavit se naci-
stického jha a oproti plvodni dohodé psani zapecetil. TyZ den
byl dopis zvlastnim kuryrem a letadlem dorucen do Némecka
apostolskému nunciovi. Zda dopis svaty Stolec dostal a néjak
na néj reagoval, neni znamo. Papez Pius XII. (1876-1958), ktery
byl Pichovym spoluzédkem na fakulté cirkevniho prava v Rimé,
dobre znal jeho schopnosti a pevny charakter. Zdmér jmenovat
Pichu hned po vélce prazskym arcibiskupem a kardinalem byl
vsak zmaren, patrné na zékrok ¢eskoslovenské vlady. Tim se bis-

kupovy perspektivy nadobro uzavrely a jeho postaveni se uz jen
zhorSovalo umérné propadajicimu se postaveni cirkve ve staté.
Na pokyn Vatikanu stacil jesté na biskupa tajné vysvétit 30letého
Karla Ot¢endska (1920-2011). V ¢ervnu 1949 byl na biskupskou
konzistof dosazen zmocnénec ministerstva Skolstvi a do vratni-
ce rezidence pfislusnik StB v civilu. V kvétnu 1950 byl Picha ve
svém sidle internovan a na kazdém kroku jej hlidali dva straZci.
| v tomto tézkém postaveni se choval state¢né a klidné. Po slo-
Zeni tzv. slibu vérnosti republice o rok pozdéji byla jeho izolace
zrusena. Picha byl ovsem postaven mimo uUfad a spravu diecéze
vykonaval kapitulni vikar Ladislav Hronek, ktery s rezimem spo-
lupracoval. Biskup(lv zdravotni stav se zacal zhorSovat. Pod tr-
valym dohledem byl i pti hospitalizacich v hradecké nemocnici.
Zpravy o ném podaval byvaly zaméstnanec nemocnice soudruh
Fuks.V jeho vypovédi z inora 1950 se pise: ,U biskupa jsou stdle
sestry a jeho sekretdr Rykyf...Fuks prohldsil, Ze mluvil s doktorem,
ktery je dobry soudruh a ktery fikal, Ze by panu biskupovi pomohli
do nebe, ale Ze se to néjak nevede, protoZe je stdle u ného néjakd
ndvstéva. Ddle Fuks prohldsil, Ze ani on sdm ani doktor neztrdci
nadéji, Ze se to néjak podafi. Mluvil téZ o injekci, kterd by oslabila
biskupovo srdce” Zlomeny a téZce zkouseny biskup mohl obcas
vefejné vystoupit, bifmovat, celebrovat bohosluzby v katedrdle
a o velkych svatcich slouzil pontifikdlni m3e. Zemfel 12. listopa-
du 1956 ve vecernich hodinach a o tyden pozdéji byl podle své-
ho pfani pochovan do hrobky na hibitové v Chrasti u Chrudimi.
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