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Souhrn

Tyreoidni transkripéni faktor 1 (TTF-1) je vysoce specificky a senzitivni marker nadorovych 1ézi plicniho ptvodu. Imunohistochemicka
detekce jeho exprese ma velky vyznam pfi uréovani primarniho ptvodu plicnich adenokarcinomu v diferencialné diagnostické rozvaze
oproti metastatickému postizeni plicniho parenchymu adenokarcinomy jinych primarnich lokalizaci ¢i pfi uréeni primarniho plicniho ptvodu
extratorakalnich nadorovych |ézi. Pozitivita peroperac¢niho imunohistochemického prikazu markeru TTF-1 muze mit vyznamny vliv na
strategii operaéniho feSeni, nicméné v pfipadé peroperacnich biopsii je velmi dulezity ¢asovy faktor. Na naSem pracovisti jsme zavedli
metodiku imunohistochemického stanoveni exprese TTF-1 v peroperaénich vzorcich plicnich adenokarcinomd. Po optimalizaci nam
znamych a dostupnych protokold jsme dosahli ¢asu 15 minut. Z celkového poctu 290 provedenych peroperacnich vySetfeni byla metodika
imunohistochemického prikazu aplikovana ve 30 pfipadech. Imunohistochemicka exprese TTF-1 byla poté ovérena i vySetfenim
definitivnich parafinovych blokl. Z celkového poétu pouze ve dvou pfipadech nebylo peroperaéni imunohistochemické vysSetreni
jednoznacéné interpretovatelné, sporny vysledek vSak byl zaznamenan i v definitivnim prikazu. Nase rocni zkuSenost tedy potvrzuje
vysokou uzitnou hodnotu peroperaéniho stanoveni markeru TTF-1 ve vzorcich nadord plic s vysokou mirou senzitivity a specificity
a s nevyraznym ¢asovym zatizenim.
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Summary

Immunohistochemical Detection of TTF-1 in Intraoperative Bioptic Samples of Adenocarcinoma of the
Lung: a Year-Long Experience

The thyroid transcription factor 1 (TTF-1) is a highly sensitive and specific marker of adenocarcinomas of pulmonary origin in differential
diagnosis of solitary pulmonary nodules. Positivity of TTF-1 as a marker of primary pulmonary tumor could have a very high impact on
surgical treatment strategy. From known protocols we developed the method of immunohistochemical investigation of intraoperative bioptic
samples from frozen section lasting about 15 minutes. During last year, we applied this method on 30 cases of intraoperative bioptic
samples. All investigated cases were verified by immunohistochemical examination from formalin-fixed and paraffin-embedded definite
tissue samples. With the exception of two samples in which the result was inconclusive from both frozen and fixed tissue, all other samples
revealed the same result. Our experience demonstrates that intraoperative immunohistochemical investigation of TTF-1 in proper

consequences could be a very useful tool for routine practice.
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Primarni plicni nadory jsou jednou z nej¢astéjSich malignit
dospélého véku. Jejich vysoka ¢etnost souvisi s mnoha fakto-
ry, z nichz nejvice epidemiologicky zavaznym je koufeni.
Z hlediska prognézy i terapeutickych disledkd jsou primarni
plicni karcinomy déleny na malobunécné a nemalobunécné.
Castym nemalobunéénym plicnim karcinomem jsou rizné typy
adenokarcinomu (10). Zaroven v8ak je plicni parenchym i jed-
nou z nejcastéjSich lokalizaci metastatického postizeni karci-
nomy riznych primarnich lokalizaci, z nichz tvofi adenokarci-
nomy nejvétsi skupinu. Jednd se zejména o primarni
adenokarcinomy zazivaciho a mocového trakiu a pohlavnich
organu (10). Diferencialné diagnosticka rozvaha mezi postize-
nim plicniho parenchymu primarnim bronchopulmonalnim kar-
cinomem a metastatickym postizenim je kliCova z hlediska
progndzy pacienta a lééebnych modalit. Zejména chirurgické
pfistupy k 1é¢bé solitarnich plicnich lézi jsou vysoce odlisné
v pfipadé primarniho postizeni a metastaz. K urCovani dife-

rencialné diagnostické rozvahy primarnich plicnich lézi ¢asto
dochazi béhem peroperaéniho hodnoceni vzork( nadord ze
zmrazeného materialu, které se opira o morfologické vlast-
nosti nadorové tkané, o anamnestickd a klinicka data
a o vysledky radiologickych vySetfeni (9). V pfipadé adeno-
karcinom0 je mnohdy jednoznacéné uréeni primarni lokalizace
nadoru nemozné a zavisi na Sirokém imunohistochemickém
profilu nadorové tkané, ktery vSak mlze byt proveden az
z definitivniho parafinového materialu (10, 11).

Jednim z klicovych diagnostickych markerti je TTF-1. TTF-
1 je tkénové specificky transkripéni faktor, ktery je za fyziolo-
gickych podminek exprimovan zejména alveolarnimi pneumo-
nocyty Il. typu a ve tkani $titné Zzlazy; kromé toho byl
identifikovan v prdbéhu embryonainiho vyvoje nékterych
oblasti mozku (5, 6). Pozitivita TTF-1 tedy (pfi vylou€eni karci-
nomu §titné zlazy) s vysokou mirou senzitivity a specificity
sveédci pro primarni lokalizaci karcinomu v plicnim parenchy-
mu (7, 9). Navic pozitivita tohoto markeru vysoce koreluje
s délkou preziti pacientl s primarnim plicnim adenokarcino-
mem (2).
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Metodika peropera¢niho imunohistochemického vysSetfova-
ni materidlu ze zmrazenych fezl je s vyhodou uzivana jako
doplfujici vySetfeni pro zpfesnéni diagndzy. Jejimi hlavnimi
nevyhodami jsou pracnost, vysoké naklady a prodlouzeni
doby trvani peroperaéniho vySetieni. Cilem rGznych Uprav
metodik je dosahnout co nejvytéznéjSiho diagnostického
co nejkrats§iho ¢asového intervalu provedeni peropera¢niho
vySetfeni. Analyzou a Upravami nam dostupnych protokolQ
a porovnanim dostupnych chemikalii jsme zavedli metodiku
vySetfeni exprese markeru TTF-1 na zmrazenych fezech
z peroperacnich vzorkl nadorovych lézi plicniho parenchymu
do rutinni diagnostické praxe. Predkladame vysledky nasSich
roCnich zkuSenosti.

MATERIAL A METODIKA

K dispozici jsme méli tfi rizné metodické protokoly pro imu-
nohistochemickou detekci riznych markerd na zmrazenych

teploté -70 °C a -20 °C a ¢asti okolni nepostizené plicni tka-
né.

Testovali jsme dvé rGzné primarni mySi monoklonalni
protilatky klonu 8G7G3/1 proti TTF-1 od vyrobce Dako
(Dako, Glostrup, Dansko) v fedéni 1:200 a LabVision pfi
fedéni 1:100 (Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA)
a dva rGzné detekéni kity EnVision™+ od vyrobce Dako
(Dako, Glostrup, Dansko) a Histofine® od vyrobce Nichirei
(Nichirei Biosciences, Tokyo, Japonsko) dle instrukci od
vyrobce.

Jako negativni kontrola byly uzity vzorky nadorové tkané,
na néz byl aplikovan pouze sekundarni detekéni kit.

Za sledované obdobi bylo na Oddéleni patologie a mole-
kularni mediciny Fakultni Thomayerovy nemocnice v Pra-
ze provedeno celkem 290 vSech peroperaénich vySetfeni.
Z toho bylo peroperaéni imunohistochemické vySetrieni
provedeno u 30 pfipadd nadorovych lézi plicniho paren-
chymu. Peroperacni imunohistochemické vySetfeni bylo
ovéfeno imunohistochemickym prikazem z definitivnich
fezll z parafinovych blokll formolem fixovanych vzorkd
materialu.

Tab. 1. Pouzita metodika pro peroperacni imunohistochemické vysetfeni zmrazeného materialu

TTF-1, peroperacni imunohistochemie na zmrazenych fezech
1. kryostatové Fezy ususit 30 sek. za pouziti proudu vzduchu
2. fixovat acetonem 1 minutu

3. oplach TBS pufrem pH 7,6

4. primarni protilatka pfFi 37 °C 4 minuty

5. oplach TBS pufrem

6. sekundarni detekcni systém pfi 37 °C 4 minuty
N-Histofine - Nichirei (kat.c. 414154F, H0312)

7. oplach TBS pufrem pH 7,6

8. DAB+ p¥Fi 37 °C 4 minuty
Dako (k.C. K3468)

9. oplach vodou
10. MAYERUV hematoxylin 10 sekund
11. modrat ve vodé

12. dehydratacni fada, montovani

nenadorového plicniho parenchymu)

fedéni protilatky Dako klon 8G7G3/1 (k.C. M3575) 1 : 200 v Dako Antibody Diluent (k.C.S2022)

Vzdy se pridava negativni kontrola a pozitivni kontrola v pfipadé nepfitomnosti autokontroly (reprezentativni Useky

1. Negativni kontrola — stejny postup, pouze se na fez neaplikuje primarni protilatka.

2. Pozitivni kontrola — nakrajené fezy z Kryostatu se ususi a fixuji acetonem, zabalené ve folii se uchovavaji pfi teplote -80 °C.

fezech z peroperacnich vysetfeni. Jednalo se o dva rizné pro-
tokoly pro detekci antigenu TTF-1 (3, 1 a Nicholson AG, Roy-
al Brompton Hospital, London, UK — osobni sdéleni) a proto-
kol pro detekci Sirokospektrého cytokeratinu (Knudsen H,
Hospital Herlev, Denmark — osobni sdéleni). Metodickou Upra-
vou stavajicich protokoll jsme vytvofili protokol novy, jehoz
celkova doba trvani nepfesahuje 15 minut. Detail protokolu je
shrnut v tabulce 1.

Jako pozitivni kontrolu jsme uzivali vzorky pozitivnich
zmrazenych nador(, které byly dlouhodobé skladovéany pfi

VYSLEDKY

K aplikaci peropera¢niho imunohistochemického prikazu
exprese antigenu TTF-1 byly uzity vzorky nadorovych lézi,
které mély v peroperacnim vySetfeni histologické charakte-
ristiky adenokarcinomu (obr.1). K aplikaci peroperaéniho
imunohistochemického prikazu exprese antigenu TTF-1
jsme pfistoupili ve 30 pfipadech; pocet vySetfeni tedy jen
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Obr. 1. Obraz invazivniho adenokarcinomu v peropera¢nim vyset-
feni ze zmrazeného materialu (a) a z definitivniho fixovaného
vzorku (b) jako typicky ptiklad, kdy zvazit indikaci peroperaéniho
imunohistochemického prikazu TTF-1. Standardni barveni tolui-
dinovou modii a hematoxylinem-eozinem. Puvodni zvétSeni
200krat

mirné prekrocil 10 % z celkového poctu provedenych pero-
peracnich biopsii.

Ve vSech pfipadech provedenych imunohistochemickych
vySetfeni peroperacnich biopsii byly vysledky z definitivnich
fez( z parafinovych blokl fixovaného materidlu identické (obr.
2). Ve dvou pfipadech nebyla interpretace vysledného nalezu
z peroperacéniho vysSetfeni jednoznacna, avSak obdobné dia-
gnostické rozpaky byly zaznamenany i ve vySetfeni definitiv-
niho materidlu. Kompatibilita vySetfeni peropera¢niho a defini-
tivniho materialu tedy byla absolutni i pfi védomi nepfilis
velkého souboru vySetfeni.

P¥i sledovani pozitivnich kontrol byl zaznamenan vyznamny
Ubytek imunoreaktivity antigenu TTF-1 u vzork( skladovanych
pfi teploté -20 °C bé&hem nékolika tydnd; u vzork( skladova-
nych v hlubokomrazicich boxech pfi -70 °C kvalitativni ani
kvantitativni pokles imunoreaktivity zaznamenan nebyl. Pfifa-
zenim malého useku okolni plicni tkané pfi makroskopickém
zpracovani peroperacnich vzorkd je v fezu pfitomna tkan, jez
slouzi jako idealni autokontrola.

K testovani jsme zvolili klon 8G7G3/1 monoklonalnich pro-
tilatek proti TTF-1 vzhledem k jeho nizsi faleSné pozitivité (4,
8). Porovnanim obou primarnich mysich monoklonalnich pro-
tilatek a sekundarnich detekénich kith byly dosazeny prakticky
identické vysledky. PFi danych fedénich vSak ekonomicky nej-
vyhodnéjsi variantou je kombinace primarni monoklonaini pro-
tilé(;ky od firmy Dako se sekundarnim detekénim kitem Histofi-
ne®.

Obr. 2. Jaderna pozitivita nadorovych elementt v imunohistoche-
mické reakci s monoklonalni protilatkou proti TTF-1 ve zmraze-
ném materialu peroperacniho vysetieni (a) a v definitivnim para-
finovém materialu formalinem fixovaného vzorku (b). Pavodni
zvétSeni 200krat

ti (1). Navic pfi vysoce cilené indikaci (pocet vySetfeni
v nasem souboru nepiekro€il 11 %) nejsou celkové ekonomic-
ké naklady extrémné vysoké.

Z nasich zkuSenosti také plyne, ze skladovani pozitivnich
kontrol v bézném mrazicim boxu (-20 °C) je mozné jen po
nepfili§ dlouhé ¢asové obdobi a pro uziti tohoto typu kon-
troly je nutné vybaveni laboratorniho provozu hlubokomra-
zicim boxem (-70 °C). Tento typ drahého pfistrojového
vybaveni nebyva vzdy jednodusSe dostupny. Vhodnou vol-
bou materidlu k vySetfeni, kdy je soucasti vzorku i cast
nepostizeného plicniho parenchymu coby autokontrola, Ize
tuto jinak nezbytnou nakladnou materidlovou polozku prak-
ticky zcela pominout.

Nami prezentovany protokol Ize pouzit i v dalSich indika-
cich, kdy mize vysledek peropera¢niho imunohistochemické-
ho vy$etfeni vyznamné ovlivnit pacientovu prognézu, eventu-
alné mlze byt vysledkem tohoto vySetfeni modifikovana volba
chirurgického opera¢niho zakroku. V prvni fadé se aplikace
tohoto typu vySetfeni bude tykat moznosti zpfesnéni detekce
nepfitomnosti nadorovych bunék v resekénich liniich ¢i pfi-
tomnosti metastatického postizeni lymfatickych uzlin (karcino-
my gastrointestinalniho traktu, mocopohlavniho Ustroji, ORL
oblasti ¢i dychaciho traktu), diferencialné-diagnostické rozva-
hy uzlinového syndromu (metastatické postizeni proti hemato-
logickym malignitam) a v neposledni fadé pfi detekci postize-
ni sentinelovych lymfatickych uzlin v pfipadé zhoubnych
nadorl mlééné Zlazy ¢i maligniho melanomu.

DISKUSE

ZAVER

Predlozeny soubor doklada predchozi pisemné poznatky
i nepublikované zkuSenosti o vysoké mife citlivosti imunohis-
tochemické detekce markeru TTF-1 v peropera¢nim materiélu
tkané nadorovych lézi v plicnim parenchymu. Jedna se o rela-
tivné pracnou a nakladnou metodiku, ktera vSak v pripadé
pozitivniho vysledku (a vylou€eni primarniho nadorového
postizeni titné zlazy) vyznamné zvysuje miru diagnostické jis-
toty provadéného vysetfeni a miize se vyznamné podilet na
volbé zplsobu adekvatni chirurgické |é¢ebné terapie. Nami
upraveny protokol zkracuje dobu potfebnou pro provedeni
vySetfeni z puvodnich cca 40 minut (3) na 15 minut a tim se
stava prakticky uzite¢néjsi v bézném rutinnim provozu. Také
ekonomicky aspekt provadéného vySetfeni muize byt pfi
spravné volbé primarni protilatky a sekundarniho detekéniho
kitu vyznamné modifikovan pfi zachovani vysoké miry citlivos-

Peroperacni imunohistochemicky prikaz exprese marke-
ru TTF-1 mGZe vyznamnou mérou pfispét ke zkvalitnéni
diagnostického procesu a tim se mize podilet na spravnéj-
8i volbé adekvatni chirurgické terapie. Optimalizaci proto-
kolu a racionalizaci indikace uziti této metodiky lze dosah-
nout ekonomicky i ¢asové uspokojivych vysledkud
peroperacnich vySetfeni i v rutinnim provozu bézné bioptic-
ké laboratofe. Metodiku peroperaéni imunohistochemie lze
aplikovat i na dalSi oblasti diferencialné-diagnosticky obtiz-
nych bioptickych vySetfeni pfi védomi pracnosti a ekono-
mickych aspektd.

Podékovani:
Autofi dékuji prof. A.G. Nicholsonovi z Royal Brompton
Hospital v Londyné a dr. H. Knudsenové za poskytnuti jejich
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protokoldi. Dale dékuji kolektivu laborantek Oddéleni patologie
a molekularni mediciny FTNsP za vybornou technickou praci
pfi zavadéni i rutinni aplikaci popisované metodiky.
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Rakovina tlustého stfeva a kone¢niku je jednou z hlavnich pfic¢in mortality na rako-
vinu a navzdory riznym snahdm o preventivni programy je stile vyznamnéjSim
zdravotnim problémem. Kniha se podrobné zabyva béznymi otdzkami spojenymi
s epidemiologii, diagnostikou a 1é¢bou, ale hlavné klade dliraz na méné znamé dia-
gnosticko-1é¢ebné postupy, moderni moznosti a vyhledy do budoucnosti. Jde
o netradi¢ni publikaci s nad¢asovym obsahem, aktualnim i v prib&hu dalsich let,
kterd se miZe stat dilezitou zakladnou pro dalsi, podrobnéjsi studium jednotlivych
oblasti. Tato kniha je pfinosem pro kazdého, kdo md zdjem maximdalné¢ pomoci
nemocnym s kolorektalni rakovinou, protoze nabizi nové pohledy a mozZnosti, kte-
ré nejsou soucdsti bézné odborné literatury.
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120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz. Na objednavce laskavé uved'te i jméno éaso-

pisu, v némz jste se o knize dozvédéli.
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