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Histologické vySetieni tlustého stireva

Abstrakt

Predmétem této bakalarské prace je histologické vySetieni tlust¢ho stieva se zamétenim na
laboratorni diagnostiku kolorektalniho karcinomu. Kolorektalni karcinom je nejen v Ceské
Republice, ale i v celém svéte aktualnim tématem a to predev§im diky své neustale nartstajici
incidenci. Laboratorni diagnostika tohoto onemocnéni ma nejen diagnosticky vyznam, ale diky
urceni typu a invazivniho stadia nadoru ma i dopad na nasledny terapeuticky postup u pacienta.
Imunohistochemické vySetfeni tlustého stieva pak napomaha k diagnostice Lynchova
syndromu, ktery je dédicnym onemocnénim s vysokym rizikem vzniku kolorektalniho
karcinomu.

Z pocatku se bakalafska prace zabyva zpracovanim odborné reSerSe na dané téma, které
ma nejen seznamit s danou problematikou souvisejici s kolorektalnim karcinomem, ale ma také
z pocatku uvést do anatomie, histologie a patologie tlustého stieva. Ke konci teoretické ¢asti 1ze
najit i obecné seznameni s odbérem tkané tlustého stieva a jeho zpracovanim v histologické
laboratofi. Tyto znalosti o histologickém zpracovani tkané tlustého stieva byly nasledné
aplikovany a detailnéji popsany v metodice bakalaiské prace. V této ¢asti se lze dozveédét o
postupu rutinnich barvicich metod jako je hematoxylin — eosin a barveni alcianovou modii.
Dale je uvedena i manualné provadéna imunohistochemicka metoda a s ni souvisejici reagencie,
jako naptiklad vyuzité protilatky. Ve vysledcich lze pak nalézt statisticky zpracovany soubor
pacientl s kolorektalnim karcinomem v Nemocnici Jihlava p. o. za rok 2018 — 2019. Pomoci
téchto dat byl ovéfen vSeobecné udavany fakt, ze v poctu ptipadi kolorektdlniho karcinomu
pfevazuji muzi a také, Ze nejvice je zasazena veékova skupina od 60. do 70. Let. Dale se pak
podafilo ovérit, ze defekt v MMR proteinech, ktery souvisi s Lynchovym syndromem nebyl

prokézan ani u poloviny vysetfovanych pacienti.
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Histological examination of the colon

Abstract

This bachelor’s thesis deals with histological examination of the colon, namely the
laboratory diagnosis of colorectal cancer. Colorectal cancer is a highly relevant issue today not
only in the Czech Republic, not least because of its continually growing incidence worldwide.
Laboratory analysis of this disease is not only important from the aspect of diagnosis per se.
Determining the type and invasive stage of the disease is also crucial for the therapeutic strategy
in a given patient. Immunohistochemistry testing of the colon also aids in the diagnosis of
Lynch syndrome, a hereditary disease with a high risk of colorectal cancer.

The first part of the thesis is theoretical and aims to introduce not only the subject of
colorectal cancer but also the anatomical, histological and pathological features of the colon.
This section also describes the methods used to obtain tissue samples from the colon and to
process these in a histopathology laboratory. This information regarding the histopathological
processing of colon tissue is then applied and described in detail in the methodology section of
the thesis. This describes the process of routine staining methods such as haematoxylin-eosin
and Alcian Blue. It also details the manually performed immunohistochemical methods and
related reagents, including the use of antibodies. The next section presents a statistical analysis
of a sample of patients with colorectal cancer treated at the Jihlava Hospital between 2018 and
2019. These data confirm the generally accepted fact that there is a higher incidence of
colorectal cancer in men and that this cancer predominantly affects patients aged between 60 to
70 years. Furthermore, this work shows that defects in the MMR proteins associated with Lynch

syndrome are not detected in even one half of the patients tested.

Key words

Colorectal cancer; hereditary nonpolyposis colorectal cancer; colon; histology;
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Uvod

Kolorektalni karcinom je v CR dlouholety problém a jeho statistiky jsou na piednich
prickach  ve srovnani s ostatnimi  onkologickymi  onemocnénimi. Diky zavedenym
screeningovym opatfenim a relativné dobré progndze v casném zachytu tohoto onemocnéni, je
za posledni roky zaznamenan pokles mortality. Incidence ovSem dale narlista a sni lze
pozorovat také vzestup prevelance.

Histologické vySetfeni tlustého stfeva je nedilnou soucasti diagnostiky kolorektalniho
karcinomu a hraje diilezitou roli vurceni stddia nadoru. Imunohistochemické vysetteni pak
napomaha kscreeningu Lynchova syndromu, ktery je jednim zhlavnich geneticky
podminénych onemocnéni, ktera mohou zptsobit vznik CRC. Diagnostika Lynchova syndromu
je dilezita predevsim v tom, Ze i po Uspésné 1écbé pacienta u n¢ho zistava nadale celozivotni
riziko vzniku nejen dalsiho CRC, ale také i vzniku jiného typu nadoru (napf. nador endometria u
zen).

K volbé tématu ,histologické vySetfeni tlustého stieva“ a v ném zaméfeni se na
histologické vysetfeni CRC mé sméfovala rodinna souvislost s timto onemocnénim. Zaroven mi
problematika kolorektalniho karcinomu pfisla jako pomérmné casto diskutované a aktudlni téma.
Proto jsem se rozhodla zvolit dané hypotézy a zkusit tak Castecné zmapovat situaci tohoto
onemocnéni u pacientdl s kolorektalnim karcinomem v Nemocnici Jihlava p. 0. za obdobi roku

2018 -2019.



1. Anatomie tlustého streva

Tlusté stievo (Intestinum crassum) je konecny usek travici trubice, kde probiha kone¢né
zpracovavani kaSovitého az tekutého obsahu ztenkého stfeva. Z tohoto obsahu je postupné
v tlustém stfevu absorbovana voda a elektrolyty a obsah je utvafen ve stolici, jeZ je pak
z konec¢ného tseku tlustého stieva vypuzena analnim otvorem. Na rozkladu stfevniho obsahu
v tlustém stievu se podileji mikroorganismy, jez jsou stalou soucasti stfevniho obsahu, a které
zpusobuji kvasné a hnilobné procesy. Nékteré bakterie jsou dokonce zdrojem vitaminu K.
Celkova délka tlustého stieva je priblizné 1,3 — 1,7 m a Sitka cini pfiblizné 4 — 7,5 cm

(Cihak, 2013).

1.1  Useky tlustého stieva

Prvni c¢asti tlustého stfeva je slepé sttevo (coecum) (Dylevsky, 2000). Je to vakovity a
jame. Cervovity piivések (appendix vermiformis), ktery odstupuje z medidlni stény slepého
stteva, ma variabilni délku (2 — 30 cm) i pozici. V jeho sténé nachazime velké mnozstvi
lymfatické tkan¢ (Kachlik, 2018).

Vzestupny tracnik (colon ascendent) ptiléha k zadni sténé btisni a je pokryt ser6zou pouze
z predni strany. Vzestupny tracnik se pod jatry zakiivuje doleva (flexura coli dextra) a prechazi
v tracnik pficny (Fiala, 2015).

Pti¢ny tracnik (colon transversum) postupuje pricné biisni dutinou a dale vede vzhiiru do
levého podzebii k slezin€, kde se op€tovné stac¢i smérem dola (flexura coli sinistra). Colon
transversum je celistvé kryto serézou. Pricny tracnik ma také svlj zaves, mesocolon
transversum, ve kterém prochéazeji cévy (a. colica media, vétev a. masenterica superior a
stejnojmenna Zila). Omenta, zadni list velké pfedstéry, je upevnéna na piedni tenii (Fiala, 2015).

Sestupny tracnik (colon descendent) je opétovné piilehly k zadni strané bfis$ni a je pokryt
serézou pouze z predni strany. V oblasti levé kyCelni jamy pak piechazi v esovitou klicku
(Fiala, 2015).

Esovita klicka (colon sigmoideum) je ruzné¢ dlouhy a esovité zakiiveny usek tlustého
stiteva. Colon sigmoideum se nachazi v levé kycCelni jamé a muze sahat az k pupku. Je to opét
volna ¢ast, ktera je cela kryta ser6zou a uchycena zavésem (mesosigmoideum), jehoz upon na
zadni stén¢ vede podobné jako sama esovita klicka. Na rozhrani velké a malé panve se poté
méni esovita kli¢ka v koneénik (Cihak 2013; Fiala 2015).

Kone¢nik (rectum) je posledni usek tlustého stieva, dlouhy asi 15 cm a je jiz bez hauster a
tenii (Fiala, 2015). Kone¢nik prochazi pied kiizovou kosti a vede na povrch téla analnim

otvorem. V panevni dutiné se konecCnik rozSifuje v prostornou ampulu (ampulla recti)



(Dylevsky, 2000). V pfedozadni roviné se nachazi na rektu dvé ohbi, pfi¢emz horni sleduje
vyduté linie kosti kiizové a dolni, dopfedu konvexni, se nachazi v oblasti hraze. Nasledn¢
prechazi rektum v fitni kanal (canalis analis). Cirkularni svalovina je v této oblasti zesilena a
vytvari tak vnitini svéraC (m. sphincter ani internus). Zevn¢ od vnitiniho svérace je cirkularni
svalovina tvofend pficné pruhovanou svalovinou a tvoii vili ovladany vnéj$i svérac (m.
sphincter ani externus). Analni kanal poté navenek ptfechdzi v fit' (anus). Anus je kryt kuzi a

zvenku je vtaZzen smérem dovnitt a kUiZe tak vytvari fasy (crena ani) (Fiala, 2015).

1.2 Histologicka stavba stény tlustého stieva

Stavba tlust¢ho stieva se shoduje se zakladnim ctyfvrstvym schématem travici trubice.
Tyto vrstvy travici trubice délime na sliznici (tunica mucosa), podsliznicni vrstvu (tela
submucosa), svalovou vrstvu (tunica muscularis) a serosni vrstvu (tunica serosa), nebo
povrchovou fascii (tunica adventitia) (Liillmann-Rauch, 2012).

Sife stény tlustého stfeva je kolem 1,7 az 2,2 mm. Tietinu z této §itky zaujima sliznice,

dalsi tfetinu submukoza a posledni tietinu muscularis propria (Spi¢ak, 2008).

1.2.1 Sliznice tlustého stireva

V celém tuseku tlustého stfeva, s vyjimkou analniho kanalu, ma sliznice stejnou stavbu.
RozliSovacim znakem od tenkého stfeva je absence klka (Liilllmann-Rauch, 2012). Vyskytuji se
zde také Lieberkithnovy krypty, které jsou dlouhé a charakteristické pfitomnosti vysokym
poctem poharkovych bunék a malym poctem enteroendokrinnich bun€k (Junqueira, 1997).

Sliznici mizeme dale d€lit na tyto vrstvy: epitel (lamina epithelialis), vazivovou vrstvu
sliznice (lamina propria mucosae) a svalovou vrstvu sliznice (lamina muscularis mucosae).

Epitel se vyskytuje na samém povrchu sliznice a kryje 1 povrch Lieberkithnovych krypt.
Epitelova vrstva je tvofena jednovrstevnym cylindrickym epitelem, ktery je formovan vysokymi
buiikami s kratkymi mikroklky (kolonocyty). Podstatnou roli kolonocytll je absorpce vody.
Praveé v epitelu je pfitomno velké mnozstvi poharkovych bunck a jsou zde také rozptyleny
endokrinni bunky. Poharkové bunky tvofi mucin, ktery chrani epitel a funguje jako bariéra proti
bakteriim. Na spodin¢ Lieberkithnovych krypt mizeme nalézt kmenové bunky. V dolni
poloving krypt probihd mitosa dcefinych bunék, odkud za soucasné diferenciace putuji vzhiru
k povrchu epitelu.  Zivotaschopnost  vyzralych  kolonocytd je nejvyse 6  dni
(Lillmann-Rauch, 2012).

Lamina propria obsahuje lymfoidni buiiky a folikuly, ty casto sahaji az do submukozy
(Junqueira, 1997).

Lamina muscularis mucosae je tvofena z piicné a podéln¢ probihajicich snopeckti hladké

svaloviny (Vacek, 1995).
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1.2.2  Podslizniéni vrstva

Sliznice spolu s podsliznicnim vazivem ¢asto vytvari cirkularné usporadané fasy (plicae
semilunares), které se od tenkého stieva lisi tim, Ze vznikaji prechodné kontrakci svaloviny
(Lillmann-Rauch, 2012). Podslizni¢ni vrstva je slozena z kolagenniho vaziva. Oproti vrstvé
slizni¢niho vaziva je Sirsi a vedou v ni hrubsi pleten¢ cévni a nervové, které sliznici zasobuji.

Nalezneme zde rovnéz drobné mucindzni zlazky (Vacek, 1995).

1.2.3  Svalova vrstva

V tlustém stievé je svalova vrstva uspoifadana zevnitt do cirkularni svaloviny (stratum
circulare) a z vnéjsku do podélné svaloviny (stratum longitudinale). Vrstva cirkularnich vlaken
je stejnomérné silna. Vrstvu s podélnymi vladkny tvoii tii ztlustélé makroskopicky viditelné
pruhy, nazyvané taenie (¢. libera, t. mesocolica, t. omentalis), mezi kterymi je podélna svalova
vrstva slaba. Zatim co v appendix vermiformis a v rektu je podélna svalovina jako souvisly

stejnomérny plast’ (Lillmann-Rauch, 2012).

1.2.4 Adventitia

Na povrchu tlustého stieva se vyskytuje bud’ serosa nebo adventicie. Zalezi, o jakou cast
tlustého stfeva jde. Serosni vrstva je tzv. organové peritoneum (peritoneum viscerale) a pokryva
veskeré organy bii$ni dutiny. Na jejim povrchu je jednovrstevny epithel (mesothelium), ktery je
podlozeny tenkou vrstvou vaziva (lamina propria serosae). Na fadé mist je vrstva subserosniho
vaziva (tela subserosa), ktera oddé€luje serosni vrstvu od svaloviny silnéj$i a umoznuje tak
pohyblivost serosy. Adventicie pokryva a ukotvuje do okoli extraperitonealni tiseky (jako ¢ast
jicnu a konecnik) a retroperitonedlni seky travici trubice (duodenum a ¢ast tlustého stieva)

(Liillmann-Rauch, 2012).
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2. Patologie tlustého stieva

2.1 Stievni zanéty

Strevni zanéty spadaji mezi nejcastéjsi sttevni onemocnéni. Zanét tlustého stteva se nazyva
kolitida (colitis). Jejich pfic¢iny jsou velmi riiznorodé. Zanéty mohou vyvolat napt. bakterie,
viry, paraziti, protozoa, alergie ¢i fyzikalni a chemické vlivy.

Po histologické strance se vyskytuje mnoho riznych druhti zanétu. V ptipadé, ze postihuji
sliznici, se tyto zancéty oznacuji jako katardlni. Mezi né¢ spadd napf. akutni serdzni,
pseudomembrano6zni, purulentni, ulcerézni a flegmondzni zanét. K obvyklym pivodciim zanétt

patii ptedevsim salmonely, shigely a stafylokoky (Macak et al., 2012).

2.1.1 Idiopaticka zanétliva stievni onemocnéni

Mezi tato onemocnéni fadime Crohnovu chorobu a ulcer6zni kolitidu. Jedna se o relativné
Casto se vyskytujici chronicka onemocnéni, ktera maji ve své etiologii spoustu spole¢ného, ale
hlavn¢ také stale nejasného. Proto tato onemocnéni oznaujeme jako idiopaticka
(Macak et al., 2012).

Ulcer6zni kolitida (UC) je tedy chronicka idiopatickd zanétliva porucha tlustého stfeva,
zpusobujici kontinudlni zanét sliznice rozsifujici se od rekta az do proximdlni ¢asti tlustého
stfeva, s variabilnim rozsahem. Pro UC je charakteristicky relapsujici a remitujici pribéh.
Svétové je UC mnohem vice rozsifené onemocnéni neZ Crohnova choroba a pomérné Casto se
vyskytuje v industrializovanych zemich. Hlavnimi rizikovymi faktory jsou genetické faktory,
zivotni styl, autoimunita a stfevni mikrobiom. Klinicky se UC projevuje chronickym krvavym
prijmem snebo bez hlenu, bolestmi bficha, tenzemi ptfed defekci, eventudlné horeckami,
ztratou hmotnosti a anémii. U UC je zadnét omezen na slizni¢ni vrstvu tlustého stfeva, pfiCemz
infiltraty se 1i§i ve sloZeni a hustoté v zavislosti na tom, zda je onemocnéni aktivni ¢i v remisi.
Infiltraty obsahuji hlavné lymfocyty, plazmatické bunky a granulocyty. Histologické zmény se u
UC v 75 % vyznacuji dvéma, nebo tfemi zménami z nasledujicich ¢tyt mikroskopickych zmén:
snizena hustota krypt, t€zké narusSeni struktury krypt, nepravidelny povrch sliznice a tézky
difuzni transmukosalni zanét. Pouze 20% pacientli ma narusené krypty béhem prvnich dvou
tydnid po nastupu onemocnéni. Pokud dojde k naruseni krypt, mtize to pomoci rozlisit UC od
akutni kolitidy, ktera je charakterizovana normalnimi kryptami a pfitomnosti akutniho zanétu.
Mezi histologické rysy, které byly spojeny se zvySenou mirou recidivy, také patii: poSkozeni
epitelu s pritomnosti neutrofill, bazalni plazmacytoza, pritomnost bazalnich lymfoidnich
agregatii a piitomnost vysokého poctu eozinofilti (Gajendran et al., 2019).

Crohnova choroba je chronické zanétlivé stfevni onemocnéni neznamé etiologie, spojené

se zhorSenou imunitni odpovédi a sobdobimi aktivni faze a remisemi. Vyznaluje se
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nerovnomérnymi a transmuralnimi lézemi, které se mohou vyskytovat v celém
gastrointestinalnim traktu — od ust po konecnik (Ballester Ferré et al., 2018). Crohnova choroba
se projevuje granulomatéznim zanétem, vyskytujicim se predevSim v termindlnim ileu a
proximalni casti tlustého stieva. Mezi nejcastéjsi klinické piiznaky patii: chronicky prijem,
bolesti bricha, ztrata hmotnosti a malabsorpéni syndrom (Karges a Dahouk, 2011). Pfiblizn€ u
75 % pacientl s Crohnovou chorobou v oblasti tlustého stfeva se Casem vyvine perianalni
patologie, véetn¢ koznich znaki, hlubokych viedl, prasklin, piStél, abscesti a zuzeni traktu.
Mezi histologické zmény patii zvySeny pocet lymfocyti a plazmatickych bunék napiic
bioptickym vzorkem, nepravidelnost krypt a to bud’ jejich narusenim, vétvenim ¢i zkracenim.
Mohou se také nachazet granulomy, které se projevuji shlukem epiteloidnich histiocyti

(monocyty / makrofagové bunky), a transmuralni lymfoidni agregaty (Magro et al., 2013).

2.2 Megacolon

Megacolon nastava pifi zvétSeni priméru tlustého stfeva nad 6 — 7 cm. Muze byt jiz
vrozeny a to v disledku vyvojové vady, kdy byva nejCastéji postizena oblast rekta a anu.
U 20 % pripadti byvaji defektni i jiné casti tlustého stfeva. V téchto tsecich se pak utvofi
bariéra pro peristalticky pohyb stieva a tedy i pro jeho vyprazdiovani. Tyto vzniklé zmeny jsou
nazyvany jako Hirsprungova nemoc. Megacolon miiZe nastat i jinymi pfi¢inami béhem zivota —
tzv. ziskany megacolon. Takovych pfi¢in maze byt mnoho, napf. nddor ¢i tzv. toxicky
megacolon (Macak a Macakova, 2004).

Toxicky megacolon je vzacna, ale potencialné smrtelna komplikace zanétu tlustého stieva.
Jeho definice je nestrukturalni dilatace tlustého stieva, ktera muze byt Gplna nebo segmentalni a
je obvykle spojena se systémovou toxicitou. Jakykoliv stav vedouci k zanétu tlustého stfeva
muze potencionaln¢ zapficinit vznik toxického megacolon. Nejcastéji je spojovan se zanétlivym
onemocnénim stiev, tj. ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba. Do etiologickych faktort spadaji
i dalsi zanétlivé a infekeni stavy jako je bakterialni kolitida ¢i virové a parazitarni infekce. Mezi
dalsi pfi¢iny mohou patfit i ischemické kolitidy, malignity jako lymfomy tlusté¢ho stfeva a
hemolyticko-uremicky syndrom zplsobeny Escherichia coli. Patofyziologické mechanismy
vedouci k toxické dilataci tlustého stfeva nejsou stale zcela objasnény. Hlavni charakteristiky
toxického megakolonu jsou pfiznaky systémové toxicity a zavazné distenze v tlustém stfeve. Je
vsak prokazana souvislost mezi zanétlivymi stavy tlustého stfeva a snizenou kontraktilitou

hladkého svalstva (Autenrieth a Baumgart, 2012).
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2.3 Divertikly

Divertikularni onemocnéni je velmi béznym onemocnénim v zapadnim svété, vcetné
Evropy, Severni Ameriky a Australie. Zatimco méné bézny vyskyt tohoto onemocnéni je
v Africe, na Stfednim Vychodé¢, v Indii a také na Dalném vychod¢ vcetné Japonska. Je to také
nejcastéji nalézana patologie pii kolonoskopii (Mimura, 2002).

Divertikly jsou tvofeny vychlipenim stfevni stény. Mohou byt jiz vrozené ¢i ziskané
(nepravé), tzv. pseudodivertikly. Vrozené divertikly jsou tvofeny vychlipenim vSemi vrstvami
stény stfeva. Pseudodivertikly jsou mnohem cast&jsi a jsou tvoieny pouze sliznici s obCasnym
vyskytem submukozy (Macak a Macakova, 2004).

Divertikularni chorobu mutzeme klasifikovat do ctyt kategorii, a to bud jako
asymptomatickou  divertikulézu,  divertikulitidu, = symptomatickou  nekomplikovanou
divertikularni chorobu nebo segmentalni kolitidu spojenou s divertikulézou. Patogeneze
divertikularni choroby je povazovana za multifaktoridlni a neni jeSté zcela objasnéna.
Predpoklada se, ze patogenezi onemocnéni ovliviiji faktory jako motilita a struktura stény

stfeva, genetické faktory, pfijem vlakniny, hladina vit. D a obezita (Rezapour, 2018).

2.4 Benigni nadory tlustého stireva

Tyto nadory pfedstavuji spiSe rizikové faktory pro vznik maligniho nédoru. Podle
histologického charakteru je mizeme rozdélit na nadory mezenchymové (leiomyom, lipom,
hemangiom), adenomové (polyp6zni adenom, vilézni adenom, tubulovil6zni adenom, papilarni
adenom, familiarni polyp6za) a polypy (zanétlivé, hypoplastické, lymfoidni, lipomatdzni atd.)
(Navratil et al., 2008).

Prevazna Cast téchto benignich nadord je po klinické strance néma. Mohou se vSak
vyskytovat enteroragiec a zmény charakteru defekci. Pokud se jedna o vyskyt benignich nadoru

v rektu, tak ty se mohou projevit jako rektalni syndrom (Navratil et al., 2008).

2.5 Kolorektalni karcinom (CRC)

CRC je zhoubny nador, ktery se vyviji z bunék sliznice tracniku a konecniku. Nejcastéji
postihuje rektum (az v 45 % ptipadt), dale colon sigmoideum (25 %), colon ceacum (15 %),
colon transversum (10 %) a colon descendens (5 %). Kolem 3 % pacienti ma synchronni
kolorektalni nadory a u dalSich byvaji spolu s karcinomem nalezeny i premaligni polypy.
Z histologického hlediska tvoti prevaznou cast CRC adenokarcinomy a to az v 98 % pripadu.
Charakteristicky je progresivni postup z premalignich polypt sliznice stfeva az do invazivniho
stadia karcinomu (Biichler, 2017). Adenokarcinom u CRC byva ve vét$iné€ pfipadi nemucinozni

(85 %), nebo ve zbylych 15 % mucin6zni povahy. Karcinomy mohou po case proriistat celou
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sténou stfeva a dostat se az do okolnich organt. Poté mohou vygradovat az v lymfogenni a
hematogenni metastazy, ¢cimz se S§iii ob¢hem do vzdalenych organi. Ve vétSing ptipadl se §iti
do jater, ale mohou se §ifit i napt. do plic a kosti (Vorlicek et al., 2012).
Podle Némecka a Svobody lze rozdélit sporadické CRC dle jejich karcinogeneze na

podkladé morfologicko-molekularnich souvztaznosti na tfi hlavni typy (© 2020):

e Model, kdy CRC vznika z konvencnich 1€zi (tubularni a tubulovilozni adenom).

e Model vznikajiciho CRC ze seratnich 1ézi (tradi¢ni seratni adenom a sesilni seratni

adenom).

e Model vzniku CRC ze zanétlivych 1ézi (dysplastické nepolyp6zni zmény).

2.5.1 Symptomatologie

V prvnich stadiich byva CRC spiSe asymptomaticky, bez zevnich projevi. V pozdé&jsim
stadiu se mlze zacit projevovat lokalnimi i celkovymi pfiznaky. Nejcastéjsi lokalni zména byva
v defekci a charakteru stolice. Ve stolici se také mize objevit krev ¢i hlen. Nékdy mulize byt
pfitomna bolest v oblasti bficha nebo konec¢niku. Bolesti také mohou souviset s odchodem
stolice. K celkovym ptiznaklim pak fadime nevolnost, slabost, ztratu hmotnosti, nechutenstvi
atd. (Vorlicek et al., 2012). V pozdégjsich stadiich CRC mtize dojit k vyraznému zGzeni lumen
stfeva, a tedy i ke vzniku stfevni obstrukce. Symptomologie mlize zalezet i na misté vyskytu
sideropenickou anémii z chronické ztraty krve. Zatimco nadory colon descendens a sigmoidea
se manifestuji stfidanim obstipace s diareou. Stolice se muze také vyznaCovat pfimési krve.
Vyskyt nadoru v oblasti rekta pak muze vyvolat tenezmy, hematochezii a nutkani na stolici

(Biichler, 2017).

2.5.2 Epidemiologie CRC

Zhoubné nadory kolorekta se fadi mezi nejcastéj$i onkologické diagndzy ve vyspélych
statech a jeho incidence stale nartista. Ceskd Republika (CR) se zafazuje na prvni mista v
mezinarodnim Zebii¢ku. Podle dat GLOBOCAN se fadi CR na 15. misto mezi evropské zemé
v incidenci CRC. V celosvétovém méfitku se pak CR fadi na 23. Misto (obr. 1.). (Ferlay et al.,
2018). Co se ty&e pohlavi, je na tom muzska populace v CR hiife nez populace Zenska. MuZi se
fadi na 14. potadi v Evropé a 19. pofadi ve svété. Zeny jsou na tom o néco l1épe, protoze

zaujimaji 19. poradi v Evropé a 28. — 29. poradi ve svété (Ferlay et al., 2018).
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Incidence zhoubnych nador( tlustého stieva a koneéniku (C18-C21) u obou pohlavi v mezinarodnim srovnani.
ASR(W) — pocet nové diagnostikovanych nadord na 100 000 osob vékové standardizovany na svétovy vékovy standard.
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Obrazek 1: Incidence CRC u obou pohlavi v mezinarodnim srovnani (zdroj: Ferlay et al.,
2018)

Incidence CRC pro rok 2018 ve svét¢ byla odhadnuta na 1849518 nové
diagnostikovanych pfipadi a ztoho je odhadované mnozstvi umrti v 880 792 ptipadech.
V Evropé pak pro rok 2018 ¢ini odhad na 499 667 vzniklych nadorti a ztoho 242 483 umrti
(Ferlay et al., 2018). Populaéni zat&Z je rovnéz vysoka i piimo v CR. V CR je diagnostikovano
8000 pripadl za rok a ztoho takika 4000 timrti (obr. 2.). Za posledni roky mutizeme vidét
epidemiologické zlepSeni situace, a to predevSim stabilizaci a pokles mortality. OvSem
incidence je rostouci a tedy vzrista i prevalence — pocet zijicich osob, které prodélaly CRC. Od
roku 2005 do roku 2015 vzrostla prevalence témét o 40 % (obr. 3). V¢asny zachyt CRC v méné
pokro¢ilém stadiu vyrazng zlepsuje prognozu. V CR je viak stale vysoky podil novych pacientt
s diagnostikou CRC v pozdgjsim stadiu. Vék pacientti v CR s CRC je kolem 60 — 79 let, ale aZ
19 % pacienti je mladsich 60 let (Gregor et al., 2018).
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C18-C21 — incidence a mortalita — obé& pohlavi
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Obrazek 2: incidence a mortalita u obou pohlavi (zdroj: Gregor et al., 2018)
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Obrazek 3: prevelance u obou pohlavi (zdroj: Gregor et al., 2018)

2.5.3 Etiologie CRC

JelikoZz dochazi k zna¢nému rozdilu v incidenci CRC v rozdilnych oblastech svéta, lze
ptedpokladat, ze znany vyznam na vznik CRC maji vnéjsi vlivy a to predevSim nutricni
faktory. Mezi nutri¢ni faktory ovliviujici vznik CRC se tfadi pfedevsim nadbytek tuku a masa
ve stravé, kdy se prokarcenogenni u¢inek navySuje s vysokym obsahem omega-6
polynenasycenych mastnych kyselin (Lukas et al., 2005). Do skupiny vnéjsich vliva dale spada
i nedostatek vlakniny, nadmérnd produkce zluCovych kyselin do tra¢niku, koufeni a deficit

vapniku ve stravé (Navrital et al., 2008). Je popisovana i souvislost vzniku CRC u osob s vyssi

konzumaci Cerveného masa. U kouteni dochazi ke zvySenému vyskytu invazivnich karcinomi
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v tlustém stfevé a adenomut skoro dvojnasobné. Stdle je vlaknina povazovana za preventivni
faktor, ktery ovsem novodobé studie piimo neprokazaly. Uzivani kyseliny acetylsalycilové ve
vyssich davkach riziko CRC snizuje az o 30 % a imrtnost o 40 %. Na snizeni rizika se podili i
uzivani oralnich kontraceptiv, a to diky pfimému ucinku estrogenu na sliznici stfeva a poklesu
koncentrace Zluci ve streve. Pii vyssi fyzické aktivité dochazi ke snizeni rizika dokonce az o 40
—50 % (Drdova et al., 2010).

Vyrazné castéjsi vyskyt karcinomu tlustého stfeva nastavd u pacienti s dlouhotrvajicimi
idiopatickymi zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi, a to nejcastéji po asi 20 letech trvani
onemocnéni. U téchto onemocnéni dochazi ke zménam na sliznici stteva v disledku dlouhého a
Castého vyskytu zanéti. Diky témto zménam mize Casem nastat i nadorové onemocnéni
(Drdova et al., 2010).

VétSina CRC je sporadického pivodu, ale je odhadovano, ze 20 — 30 % je dédi¢ného
pivodu, pficemz jen u 5 — 10 % je znam geneticky syndrom (Plevova et al., 2019). Do této
skupiny spadd syndrom familiarni adenomat6ézni polypoézy (FAP) a Lynchiiv syndrom
(familiarni nepolypdzni karcinom tlustého stieva). U FAP se zprvu objevuji mnohonasobné
adenomat6zni polypy, lokalizované v tlustém stieve, které maji sklon se pretvaret v karcinomy
(Vorlicek et al., 2012). O Lynchové syndromu vice v kapitole 3.

U kolorektalni karcinogeneze jsou hlavnimi patogenetickymi pfi¢inami chromozomalni
instability a mikrosatelitni instability. Kazdy z téchto mechanizmti mé odlisny fenotypovy obraz
lisici se v lokalizaci primarniho nadoru, stupném diferenciace nadoru, pohlavim a vékem

pacientl (Némecek a Svoboda, © 2020).
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3. Hereditarni nepolypézni kolorektalni karcinom (HNPCC, Lynchiv

syndrom)

3.1 Charakteristika HNPCC

Ze souboru vsech nové vzniklych kolorektalnich karcinomti jsou 3 % pfipisovana
Lynchovu syndromu (Win et al., 2017). Zatimco u sporadickych CRC dochazi ke vzniku ve
star§im v€ku (kolem 69 let), u CRC spojenych s HNPCC dochézi jiz ve v€ku mlad$im (45 — 60
let) (Meller et al.,, 2017). U HNPCC je znatné celozivotni riziko vzniku kolorektalniho
karcinomu. U muz je toto riziko kolem 28 — 75 %, zatimco u Zen se udava 24 — 52% riziko
vzniku CRC. Ackoliv v nazvu stoji nepolypdzni, i u tohoto syndromu se mize vyskytnout
mens$i mnozstvi polyptl tlustého stfeva, které ovsem nepiekracuje pocet 100 polypt. Jedinci
s diagnézou HNPCC, u kterych se vyskytl kolorektalni karcinom, mohou mit az 16% riziko, ze
pfti sledovani po dobu 10 let onemocni dal$im nadorem tlustého stfeva. U zen s HNPCC je navic
27 — 71% riziko, Ze onemocni karcinomem endometria a zhruba 3 — 13% riziko, ze onemocni
karcinomem vajecniki. HNPCC byva také spojovan se zvySenym rizikem karcinomu urotraktu
(riziko 1 — 12 %), tenkého stieva (4 — 7 %), hepatobiliarniho systému (2 %), zaludku (2 — 13 %)
a nddoru mozku (I — 4 %). U HNPCC mohou byt naddorovd onemocnéni mnohocetna
(Vasen et al., 2007).

Do histologickych znakti nadorl spojenych s HNPCC spadd S$patna diferenciace,
mucindzni rysy, Crohn-like lymfocytarni infiltrace, lymfoidni shluky v okrajich naddoru, buiiky
vzhledem pecetniho prstenu nebo medularni diferenciace. Histologické znaky svadi k nazoru, Ze
nador je vysoce rizikového charakteru, av§ak CRC spojené s HNPCC maji ve srovnani s nadory
sporadickymi nizs$i sklon k metastatickému S$iteni do lymfatickych uzlin a ke vzdalenym
metastazam (Plevova, 2019). Vyvoj z adenomu do karcinomu je u HNPCC rychlejsi, nebot’ tyto
nadory se mohou vyvinout jiz béhem 5 letého intervalu i diive. U sporadickych nadort je

interval kolem 10 let a vice (Wells a Wise, 2017).

3.2 Genetika u HNPCC

Jedna se o autozomalné dominantni dédi¢ny syndrom s vysokym rizikem vzniku
kolorektalniho karcinomu (CRC). Syndrom ve vétSing piipadt vznika v dusledku patogenni
mutace geni (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), které¢ jsou odpovédné za reparaci chyb DNA
(deoxyribonukleové kyseliny) vzniklych na urovni replikace, a to jiz v zarodecné bunice. Jedna
se o tzv. mismatch repair genes (MMR geny). Tento defekt vede k vysokému stupni nestability
mikrosateliti (kratkych tandemovych repetic) v molekule DNA (Plevova et al., 2009; Macak et
al., 2012). MMR geny tedy udrzuji stabilitu genomu a potlacuji vznik nadoru opravou chyb
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replikace DNA a zajistuji apoptickou odpovéd’ na poSkozeni DNA (Scherer et al., 2005). U
zdravych osob jsou jednotlivé mikrosatelity ve vSech bunikach stejné (pficemz mezi jedinci se
lisi). Pokud vSak MMR geny neplni spravné svoji funkci, mize nastat situace, kdy se délka
jednotlivych mikrosatelith u jednoho jedince muize liSit a nastava tedy tzv. nestabilita
mikrosatelitti (Dusek et al., 2016).

Kromé patogennich mutaci byly také prokdzany rodiny, v nichz Lynchliv syndrom vznikl
na podkladé hypermetylace promotoru (tzv. konstitu¢ni epimutace) gend Mutl protein homolg 1
(MLH1) nebo Muts homolog 2 (MSH2) (Pinto et al., 2018). U konstitu¢ni epimutace dochazi
ke konstitu¢nimu transkripénimu utlumu genti pomoci epigenetickych mechanizmt a sekvence
genu tak neni pfimo zménéna. Ke konstituéni epimutaci MSH2 dochazi sekundarné, a to
pfi¢inou zarode¢né delece genu EPCAM (epithelial cell adhesion molecule) v poloze cis a
jedna se také o autozomaln¢ dominantni dédi¢nost. Vznik konstitu¢ni epimutace u MLHI je
zavisly na vzniku tohoto genu a muizeme ji tak rozd¢lit na primarni a sekundarni. Primarni
konstitu¢ni epimutace MLH1 vznikd spontanné a je reverzibilni mezi generacemi. Zatim co
sekundarni konstituéni epimutace je dédéna klasickou autozomalné¢ dominantni cestou
v disledku vyskytu sekvencni genetické zmény v poloze cis. Primarni konstituéni metylace
MLHLI je zjisténa u 10 % pacientl se ztratou exprese proteinu MLH1 a mtze tak byt disledkem
az 3 % ptipadi HNPCC (Plevova, 2019).

MLHI vyuzivaji fyziologicky fungujici proliferujici buiiky k reparaci bodovych mutaci,
které mohou vzniknout pii replikaci DNA. MLHI1 spolu s MutL protein homolog 2 (PMS2),
ktery slouzi k opravé chybné sparovanych bazi, tvoti heterodimericky komplex MLH1 — PMS2.
Tento komplex se vaze na chybné sparovanou sekvenci DNA za pomoci heterodimerického
komplexu MutS MMR. Komplex MutS MMR se sklada z heterodimeru tvoreného MSH2 —
MSH6 (Muts homolog 6), ktery se jiz bezprostiedné navaze k mistu vadné sparované baze.
Opravné funkce poté podniti komplex MLH1 — MSH2. Tyto opravné funkce pokracuji proti
sméru fetézce DNA, a to vCetné likvidace chybné sparované sekvence fetézce. Poté dojde
k naslednému opraveni prostiednictvim navazani polymeraz, nukleaz a dalSich proteini (Dako

North America, 2009).

3.3 Diagnostika HNPCC

U HNPCC je bohuzel absence tzv. premorbidniho fenotypu, tedy zmén, které by umoznily
diagnostikovat syndrom, dfive nez se u pacienta vyvine maligni tumor. Diagnoza Lynchova
syndromu se tedy mize stanovit prakticky az pfi zjisténi jiz vzniklého maligniho tumoru, nebo
pii genetickém vysSetieni v ramci rodinné anamnézy (Dusek et al., 2016).

Indikace k vySetfeni HNPCC vychdzi ze stanovenych kritérii, a to predevSim

z revidovanych kritérii z Bethesdy (tzv. Bethesda guidelines, BG), ktera ale nejsou dostate¢né
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senzitivni, jelikoZ je odhadovano cca 25 % pacientli s HNPCC, u kterych tento syndrom nebyl
za vyuziti systému BG odhalen. Vyssi senzitivity se da docilit za pouziti novodobych metod
v patologii, byt’ s rizikem sniZeni specifity. Tato diagnostika zahrnuje pifimy a nepfimy prikaz
nestability mikrosateliti. Nepfimy prikaz nestability mikrosatelitl zahrnuje rozpoznavani
morfologickych znakli asociovanych s nestabilitou mikrosatelit pomoci histologického
vySetieni vzorki tkdn¢ CRC a také wvyuziti imunohistochemického vySetieni
(Dusek et al., 2016).

Nestabilita mikrosateliti vSak neznaci stav, pii kterém bezprostfedné vznika nador. Pri
jeho stanoveni jde pfedevsim o semikvantitativni posudek genetického defektu DNA zplsobeny
timto zminénym mechanismem. Stanoveni stupné nestability mikrosatelitt se zaklada na
stanoveni nestability mezinarodné kodifikovanych markerd. U vzorku (pfedevsim tedy nadoru)
se podle poctu postizenych markeri urCuji tfi stavy, a to bud jako tkan se stabilnimi
mikrosatelity (MSS), s nizkym stupném nestability mikrosatelitt (MSI-L) ¢i s vysokym
stupném nestability mikrosatelitt (MSI-H) (Dusek et al., 2016). Na piiklad jako vysoce
nestabilni klasifikujeme tkan v pfipad€, Ze nam z péti testovanych mikrosatelitnich markert
vyjde u dvou ¢i vice vysoka hodnota nestability mikrosatelitd (Shia, 2008).

Na rozdil od nadort zpisobené HNPCC jsou u sporadickych nadort CRC mikrosatelity ve
veétsSing pripada stabilni (Wells a Wise, 2017). Ale zhruba u 15 % sporadickych nadort se
vyskytuje vysoky stupenn nestability mikrosatelith (MSI-H), coz je patrné disledkem
epigenetickych transformaci povahy hypermetylace mista promotoru u genu MLH1. U téchto
nadort se obvykle vyskytuji somatické mutace v BRAF genu. Tim se tyto nadory odliSuji od
nadort vzniklych na zaklad¢ germinalnich mutaci gen pro Lynchliv syndrom, u kterych se
béZzné¢ mutace v genu BRAF nevyskytuji (Plevova, 2019). Proto k vylouceni téchto
sporadickych nador by méla byt zahrnuta analyza metylace promotoru MLH1 a vySetfeni genu

BRAF (Dusek et al., 2016).

3.3.1 Imunohistochemie (IHC) a jeji postaveni v diagnostice HNPCC

Vseobecn¢ se IHC povazuje za spolehlivou metodu v testovani mutaci, které maji za
nasledek zkraceni nebo degradaci proteinu. Mélo by se ovSem brat na védomi, ze vysledek IHC
muze byt povazovan za ,,genetické informace a mélo by se tak zajistit obeznameni a souhlas
pacienta (Shia, 2008).

IHC vySetfeni u HNPCC vyuZziva monoklonalni protilatky proti vS§em ctyfem jiz vyse
zminénym MMR proteintim a muze tedy prokazat ztratu exprese proteinu a upozornit tak na
kauzalni gen (Vasen et al., 2007). Ve valné vét$iné pfipadd mutaci genu MSH2 dochazi ke
zkraceni proteinu, tudiz se da predpokladat, ze vetSina CRC zapficinéna touto mutaci bude

metodou IHC v disledku chybéjici exprese MSH2 proteinu odhalena. AvSak mutace v genu

Mrwe
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k mutantnim neaktivnim proteiniim, ale jsou antigenné neporusené. Nasledkem téchto mutaci
mize byt faleSné negativni vysledek IHC barveni. Tyto abnormality v genech MMR, které
nejsou pokryty panelem IHC protilatek, mize detekovat stanoveni nestability mikrosatelitii.
Naopak IHC vySetfeni mlize detekovat piipady, které mohou byt vynechany testovanim
nestability mikrosatelitt (Shia, 2008). Proto se v soucasné dobé tyto dvé metody povazuji za
komplementarni, jelikoz jejich kombinaci 1ze dosahnout vyssi senzitivity nez pfi samostatném
pouzivani metod (Dusek et al., 2016). Pti pouziti vSech Ctyt protilatek je citlivost IHC vySetfeni
kolem 92 %, oproti tomu testovani nestability mikrosatelit pomoci PCR se udava kolem 93 %
(Shia, 2008).

IHC vySetfeni se upfednostiuje jako prvni screeningova metoda v urCeni diagndzy
HNPCC a provadi se u vSech CRC. Divody pro preferenci této metody podle Duska et al. jsou
nasledujici (2016):

e THC vySetfeni ma co se ty¢e mutaci genu MSH6 vyssi zachyt, ktera pii vySetfeni
pomoci PCR metodou stanoveni nestability mikrosateliti mtze uniknout. Tento
falesn¢ negativni vysledek u PCR metody je z toho diivodu, ze MSH2 je schopen
tvotit heterodimerni komplex s MSH3 a tudiz nemusi nutn¢ dochazet ke stavu
MSI-H.

e Na rozdil od stanoveni nestability mikrosateliti umoznuje IHC vySetieni exprese
MMR proteint ur€it postizeny gen pro molekularné genetické vySetfeni. Tudiz
dochazi i k znaénému snizeni nakladd pfi nasledujici detekci zarode¢né mutace.

e Neni nutnd kontrolni nenadorova tkan.

e Dokaze odhalit i pfipady, kdy nastava BMMR-D (biallelic mismatch repair

deficiency), u kterého ¢asto nedochazi k nestabilité mikrosatelit.
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4. Odbér bioptického materialu k vySetieni CRC

Cilem standardniho odbéru pro bioptickou diagnostiku je odbér tkané s predpokladanou
patologickou zménou pomoci riznych chirurgickych metod. Biopticky odbér je ¢asto veden
jako soucast terapeutické operace sohledem na nalez, ktery chirurg zaznamena béhem
operativniho vykonu. Po zvazeni chirurg provede parcialni resekci organti ¢i odejmuti organu
celého. Material odebrany béhem operace je pak zasilan na patologické oddéleni v nativni nebo
fixované formé. K bioptickému vySetieni tlustého stfeva jsou zasilany pfedevSim parcialni
resekaty (hlavné u nadorti a Crohnovy choroby), celé tlusté stievo, koloskopické mikroexcize a
jednotlivé polypdzni Gtvary (Dvorak et al., 2008).

Fixace tlustého stfeva se provadi nejcastéji formolem. Rozstiihnuté tlusté stievo se fixuje
rozvinuté na korkovych deskach a polohu stieva v nadob¢ lze zajistit smotky gazy. Nadoba
musi obsahovat dostate¢né mnozstvi fixacni tekutiny (Dvotak et al., 2008).

Bioptické vySetfeni naddorti poskytuje informace piedevsim o rastové aktivité nadorl, o
tom zda jsou infiltrované i okolni uzliny a také o patomorfologickych zménach (pocet mitoz,
mira exprese prolifera¢nich markerti, pfitomnost ¢i nepfitomnost hormonalnich receptort atd.).
Patolog také muze uvadét diagnostickou rozvahu v pfipadé nejednoznaéného vysledku biopsie

(Dvorak et al., 2008).

4.1 Endoskopicka resekce

Endoskopicka resekce (ER) je castou diagnostickou a lécebnou metodou. Jednd se o
zakrok, pii kterém dochazi k odejmuti sliznice i submukézy az v rozsahu trovné muscularis
propria. ER poskytuje moZnost odbéru reprezentativnich vzorki ke kone¢nému
histopatologickému zhodnoceni. Tato metoda se vyuziva predevsim k odstranéni dysplastickych
1ézi ¢i ¢asnych karcinomil, a to v rozsahu celého gastrointestinalniho traktu. Vyhodou je mensi
invazivita této metody oproti operaénim rizikim (Spi¢ak, 2008).

Jelikoz sliznice vznika z entodermu a svalova vrstva z mezodermu, je mozné tyto vrstvy
bez komplikaci oddélit (napt. mezi vrstvy aplikovat tekutinu pomoci injektoru). Lze tedy
sliznici 1 submukozu resekovat a zaroven tak ponechat svalovou i zevni vrstvu neporusenou

(Spicak, 2008).

4.2 Kolektomie

Kolektomie je chirurgicky zakrok, pfi kterém dochazi k vynéti celé Casti tlustého stieva.
Nazev kolektomie je odvozen z latinského slova ectomia, které v piekladu znamena vynéti, a
také latinského znaCeni ¢asti tlustého stfeva. Ne vzdy je chirurg nucen odebrat celou Cast

tlustého stieva. V tomto piipadé se pak zakrok znaci podle odebrané ¢asti, napf.
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sigmoidektomie (vynéti esovité klicky), hemikolektomie (vynéti poloviny tlustého stfeva),
appendektomie (vynéti slepého stieva), resekce rekta. U zakrokt, kdy dochazi i k odejmuti rekta
se musi pfistoupit k tzv. kolostomii, coZ znamena vytvoreni umelého vyvodu (Linkos, © 2020).
U pacientl s karcinomem tlustého stieva v souvislosti s HNPCC je subtotalni kolektomie
(kdy dochazi k odstranéni celé ¢asti tlustého stieva s ponechanim rekta) ¢asto zakladni operacni
vykon. Na konecnik se poté ptipoji tenké stievo, takze neni nutny vyvod. Jako dal$i moznost se
nabizi segmentéalni odstranéni zasazeného useku tlustého stieva, u které ovSem hrozi riziko
opétovného vzniku karcinomu ve zbylé ¢asti traéniku (Fiala, 2019). VétSinou se 1ze setkat také
s pravostrannou Ci levostrannou hemikolektomii, resekci transversa a resekci sigmoidea.
Nedilnou soucasti chirurgické 1é€by karcinomu tlustého stfeva je také lymfadenektomie
regionalnich miznich wuzlin. Minimalni pozadovany pocet miznich wuzlin zasilanych

k histologickému vySetfeni je 12 uzlin (Bednatik, 2008).
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5. Histologické metody uzivané v bioptické diagnostice

Nejcastéjsim postupem v histologii je parafinova metoda zpracovani materialu na tkanové
fezy uréené pro pozorovani ve svételném mikroskopu. Z tkdni a organd, které dorazi do
histologické laboratofe je dulezité vytvorit tenké fezy, které se prenesou na podlozni skli¢ko a
pomoci barvicich technik se zvyrazni jejich vnitini struktury. Za idedlnich podminek, by mély
byt v preparatech zachovany strukturni vlastnosti tkan€, shodné s vlastnostmi tkané v zivém

organismu (Mescher, 2018).

5.1 Priprava materialu pro laboratorni zpracovani

Dulezitym krokem pro uchovani strukturnich vlastnosti tkané a zabranéni jeji autolyze je
fixace. K tomuto kroku nejcastéji slouzi fixacni ¢inidla, kterd maji za ukol rychlou denaturaci
bilkovin a zachovani jejich struktur tkané. Je podstatné, aby se fixacni ¢inidlo dostalo do celé
¢asti vzorku a byly tak uchovany mikrostruktury veskerych bunék (Mescher, 2018).

Zatim neni znam dokonaly fixa¢ni prostiedek, ktery by zcela zachoval struktury tkané beze
zmény. Pii fixaci dochazi k vysrazeni bunécnych bilkovin, vzniku artefaktl, nasledné smrsténi
tkan¢ a tudiz dochazi i k uréitému zkresleni tkanové struktury. Je tedy dilezité dbat na kvalitu
fixacniho c¢inidla, aby dochdzelo k co nejmensimu zkresleni. Fixace také nesmi ovlivnit
nasledné barveni tkan€. Pro svételnou mikroskopii je nejrozsifenéjsim fixacnim ¢inidlem roztok

formaldehydu (Vacek, 1995a).

5.2 Zpracovani tkané pred samotnym barvenim

Pred zalitim vzorku do parafinu je zapotiebi vzorek odvodnit a dale prosytit intermédiem.
Pro odvodnéni se pouzivd vzestupna tada alkoholti (kdy postupné navySovani koncentrace
alkoholi zabrani piilisSnému smrsténi tkang). Alkohol se spolecné se zalévacim médiem nemisi,
a proto je dulezité vzorek zprvu prosytit intermédiem. Vét§inou se vyuziva organickych ¢inidel,
jako je xylen, benzen a toluen. Poté se vzorek prosyti piimo zalévacim médiem a nasledné se
pfistoupi k samotnému zaliti. Pro zalivani musi byt parafin v tekutém stavu, a proto se zaliti
provadi pfi 56 — 58 °C. Tkan, ktera je zalitd do parafinu neni mozno vyuzit k prikazu lipida
(Cizkova, 2018).

Zalita tkan se necha ztuhnout a po ztuhnuti lze pfistoupit k samotnému krajeni preparatu.
Pomoci mikrotomu se zpocatku tzv. trimovanim sefizne tkan az na cely jeji praiez. Poté lze
zhotovit z tkanového blocku pomoci mikrotomu tenké fezy. Pro svételnou mikroskopii se
parafinové fezy kraji o tloustce 3 — 10 pm. Rezy se déle napinaji na podlozni skli¢ko a nasledné

barvi (Mascher, 2018).
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5.3 Histologické barveni ezt

Aby se dala vétSina bun€k a mezibunééné hmoty pod mikroskopem pozorovat, musi se
piistoupit k jejich barveni. Bunééné struktury maji totiz velmi podobny index lomu, a tudizZ jsou
v mikroskopu téméf nerozeznatelné. Barvici metody vyuzivané v histologické technice tkan
nejen zvyrazni pro jeji vizualizaci v mikroskopii, ale jsou také schopny barevné jednotlivé
slozky tkané odlisit. Jednotlivé slozky bunék a tkani maji totiz rGznou afinitu k odlisSnym
barvivim (Cizkova, 2018; Mascher, 2018).

Barviva mtzeme délit podle riznych hledisek. Nejbéznéji se setkavame s rozdélenim
barviv na zasaditd a kyseld, jelikoz barviva ve tkanich vytvareji elektrostatické vazby
s elektricky nabitymi skupinami makromolekul. Mezi kysela barviva fadime napf. eosin, nebo
kysely fuchsin (Mascher, 2018). Podle slozek, které barviva barvi, se zasadita barviva Casto
nazyvaji jadrova a naopak kyseld barviva jako cytoplazmatickd. Existuji i barviva neutralni,
ktera jsou smési barviv kyselych a zasaditych. Neutralni barviva tak barvi struktury bazofilni i
acidofilni. Podle zdroje se pak barviva déli na synteticka a pfirodni. Pfevazna vétSina barviv,
ktera jsou vyuzivana v histologické technice, jsou syntetického ptivodu. Piirodni barviva, jak jiz
nazev napovida, jsou ziskavana z rostlin ¢i zivocichti. Mezi pfirodni barviva mizeme fadit napf.
hematoxylin, nebo karmin (Cizkova, 2018).

Vyse popsand barviva funguji pfevazné na chemickych interakcich. V histologii mizeme
najit barvici metody, které jsou zaloZeny i na interakcich fyzikalnich. U téchto interakci se
barvivo bud’ v barvené slozce rozpousti, nebo se na tkanovych strukturach absorbuje ¢i dochazi
k precipitaci. Fyzikalnich interakci se vyuziva pfedevsim v barveni tukt, kdy jsou vyuzivana

barviva rozpustna v tucich, ale nikoliv v alkoholech &i vodé (Cizkova, 2018).

5.4 Imunohistochemické barveni

Jak uz sam nazev vypovid4, imunohistochemii mlzeme vnimat jako vyuziti
imunologickych metod a jejich nasledného aplikovani pii studiu bunék a tkani. Casto se
muzeme setkat i s oznaCenim imunocytochemie. Vyuzivd se predevS§im hlavniho principu
imunologickych metod, kterym je afinita antigenu a specifické protilatky, kdy dochazi k jejich
vzajemné vazb¢ (Lukas, 1997).

V imunohistochemii prokazujeme antigen (piedevSim tedy jeho samotné antigenni
determinanty) v tkanich a buiikkdch pomoci konkrétnich protilatek. Specifické protilatky, které
jsou namifeny proti hledanému antigenu, se nand$i pfimo na tkanové fezy. Je-li antigenni
determinanta v tkanovém fezu pfitomna, specifickd protilitka se na ni navaze.
Imunohistochemie se da provadét jak na urovni svételné mikroskopie, tak i na urovni

mikroskopie elektronové (Lukas, 1997). Vyuzivanou protilatku lze ,,0znacit™ pomoci konjugace
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s fluorescencni slouceninou ¢i cytochemicky prokazatelnym enzymem nebo latkou, kterou Ize

prokazat v elektronovém mikroskopu (napt.: feritin, nebo koloidni zlato) (Vacek, 1995a).

5.4.1 Imunoglobuliny

Imunoglobulin a jeho zakladni stavba je tvofen parem lehkych fetézcu (L) a parem tézkych
fetézcli (H). Tyto fetézce jsou formovany do pismene Y. Na konci imunoglobulinové molekuly
se nachazi ¢ast se znacn¢ variabilnim fazenim aminokyselinovych zbytkt. Tento usek molekuly
se nazyva aminotermalni ¢ast. Na druhém konci imunoglobulinové molekuly se nachazi cast,
ktera je pomémné konstantni. Misto pro navazéani antigenniho epitopu lze nalézt na variabilni
¢asti imunoglobulinové molekuly. Tato ¢ast imunoglobulinu se oznacuje zkratkou Fab
(Fucikova, 1997). Schéma stavby protilatky miizeme vidét na obrazku 4.

Podle rozdilnosti voblasti konstantni c¢asti imunoglobulinové molekuly lze
imunoglobuliny rozdélit do jednotlivych imunoglobulinovych tfid (izotop). Téchto
imunoglobulinovych tfid rozliSujeme pét — IgG, IgM, IgA, IgD a IgE (Fucikova, 1997).

Lehké fetézce

1 Antigen Amigenl

Tézké fetézce —
Variabilni oblasti s i
lehkych a tézkych fetdzcl F(ab'),

2 . Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a tézkych fetézcl
Fe

Tézkeé fetézce

Obrazek 4: Schéma protilatky (zdroj: Labguide, © 2019)

5.4.2 Antigen

Vseobecné se jako antigen bere kterdkoliv struktura, ktera je schopna podnitit imunitni
odpoveéd’. Nejbéznéji se lze setkat s antigeny pievazné bilkovinné povahy, ale v jejich sloZeni se
mize objevit jakdkoliv chemicka struktura. Antigeny mohou pochazet bud’ z vnéjsiho prostiedi
nebo mohou byt organismu vlastni (Fucikova, 1997).

V tkanich a bunkach jsou obsazeny endogenni antigeny, které jsou jejich pfirozenou
soucasti. Mezi endogenni antigeny miZeme zafadit napf. antigeny cytoskeletalni, jaderné,
membranové nebo také produkty onkogenti apod.. V tkanich mizeme také nalézt antigeny
exogenni, které jsou do bunky transportovany infekci ¢i fagocytozou. Nejbéznéji jsou to

antigeny virového a bakterialniho pivodu (Dvorak et al., 2008).
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V piipadé, Ze je antigenni determinanta, proti které je namifend specificka protilatka
v tkani pfitomna, tak se na ni dand protilatka svym Fab fragmentem navaze. Takto vznikly

komplex (tzv. imunokomplex) 1ze znazornit jiz vySe popsanymi zpisoby (Dvorak et al., 2008).
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6. Cil prace a vyzkumné otazky

6.1 Cil prace

Na zakladé¢ tématu bakalafské prace byly stanoveny cile, které jsou piedstaveny
v nasledujicich bodech:
e Sepsani odborné reserse na dané téma.
e Osvojeni si histologickych a imunohistochemickych metod barveni tlustého stieva.
e Kvantitativni zpracovani vysledkil z vysetfovanych vzorki CRC za obdobi 2018 —

2019 na patologicko — anatomickém oddéleni Nemocnice Jihlava p. o..

6.2 Hypotézy

Pro tuto praci byly stanoveny nasledujici tii hypotézy:
1. Pocet vysetfovanych vzorkli CRC bude zavisly na pohlavi a bude dominovat u
pohlavi muzského.
2. Pocet vySettovanych vzorkd bude zavisly nejen na pohlavi, ale také na stari
pacientl a to predevsim u pacientt ve vékové skupiné 60 — 70. let.

3. Defekt v MMR proteinech bude prokazan u méné nez poloviny vSech vzorkd.

29



7. Metodika prace

Veskeré metody a uvedené postupy v této kapitole byly provadény v histologickych
laboratofich na patologicko — anatomickém oddéleni v Nemocnici Jihlava p. o. za dodrzovani
vSech bezpeénostnich zasad kladenych na praci v histologické laboratofi, o kterych jsem byla
fadné poucena.

V prvni ¢asti kapitoly se zaméfuji na material a jeho zpracovani pied samotnym barvenim
zhotoveného preparatu. Dale budou predstaveny prfistroje a reagencie, které byly pfi této praci
pouzity. V barveni jsme se zaméfili na imunohistochemické stanoveni exprese proteinti Ctyt
hlavnich gentl, za ucelem screeningového vysetfeni LS. V této praci se také vénuji i zakladnimu
barveni hematoxylin — eosin a barveni na prokazani kyselych mukopolysacharidii (barveni
alcianovou modii). Vysledky z analyzovaného souboru za rok 2018 — 2019 byly zpracovany
metodou kvantitativniho vyzkumu. Veskeré grafy a tabulky z tohoto statisticky zpracované¢ho

souboru jsou dale uvedeny v kapitole 8.2..

7.1 Material a jeho prvotni zpracovani pred samotnym barvenim

7.1.1 Odbér materidlu a jeho fixace

K provadéni prace bylo vyuzito bioptickych vzorka tkané. U vSech vzorku se jednalo o
resekaty tlustého stfeva, které byly odebrany operativné pii ¢aste¢né nebo uplné kolektomii.

Jako fixacni ¢inidlo bylo u odebranych tkani vyuzito 10% formaldehydu.

7.1.2  Prijmuti tkané a zhotoveni preparadti pied samotnym barvenim

Material do histologické laboratoie pfichdzi viadné oznaené nadobce a se spravné
vyplnénym pravodnim listem. Privodni list musi obsahovat informace jako jméno a piijmeni
pacienta, jeho rodné ¢islo, klinicka diagnoza, pozadavek na vysetieni, datum odbéru materialu,
druh fixa¢ni tekutiny a v neposledni fadé odesilatele. Laborant md povinnost takto uvedené
udaje na zadance zkontrolovat, zda souhlasi sinformacemi uvedenymi nanadobce
s materidlem.

Poté miize patolog tkan prikrojit a vybrat reprezentativni vzorky. Laborantka v této fazi
piislusnému patologovi asistuje. Patolog dale vzorky vlozi do kazet, na kterych jsou piredem
predtisténé informace jako Cislo biopsie, pofadové ¢islo a rok. Kazety se vzorky poté laborantka
vlozi do odvodiiovaciho automatu pies noc a na druhy den rano je tkan pripravena k zaliti do
blocku. V odvodnovacim automatu se material odvodni, zaroven prosyti latkou, ktera rozpousti

parafin (napf. Xylenem) a nasledné prosyti parafinem.
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K samotnému zaliti tkané do bloc¢ku se vyuziva zalévaci linka, kdy laborantka tkan vlozi
do kovové formicky a zorientuje ji dle potfeby. Dale na kovovou formicku prilozi kazetu a
vyplni ji parafinem. Takto zality blocek se nechd ztuhnout na chladici desce.

Zalité tkané se poté kraji pomoci mikrotomd na tenké fezy o tloustce 1 — 5 um. Rezy se
dale vlozi na hladinu vody v Petriho misce, kde se napnou a poté opatrn¢ prenesou na podlozni

sklicko. Preparat se vlozi do termostatu a necha se uschnout.

7.2  Pristroje a pomucky pouzité k barveni preparati

K histologickému a imunohistochemickému vysetfeni tlustého stieva byly pouzity
laboratorni pfistroje, které se rutinné vyuzivaji v provozu histologické laboratore na patologicko
- anatomickém oddéleni v Nemocnici Jihlava. Samotné imunohistochemické barveni bylo
realizovano manualn€. Zatimco k rutinnimu barveni hematoxylin — eosin a k barveni alcianovou

modii bylo vyuzito barviciho automatu.

7.2.1 Barvici automat

Jak bylo jiz vySe zminéno, barvici automat byl pouzit pouze na barveni hematoxylin —
eosin a barveni alcianovou modii. K témto barvenim bylo vyuzito pfistroje znacky LEICA, a to
konkrétné model ST5020 (obr. €. 5). K lince nalezi i montovaci automat LEICA CV5030.

LEICA ST5020 je barvici automat, ktery je navrzen pro barveni histologickych a
cytologickych preparati. Tento barvici automat zvlada zpracovat i 12 koSt soucasn¢ a
umoziuje i souc¢asny provoz vice barvicich programii najednou. Cely barvici proces se zaroven
zaznamenava na display a umoziuje tak orientaci v celém postupu barveni. Na jednotlivych
barvicich kosich miizeme zaznamenat riizné barevné klipy, podle kterych si piistroj sam urci,
jaky barvici proces ma zvolit. Kapacita jednoho barviciho kose je 30 skel. Reagen¢ni nadoby
maji objem az 450 ml. V susici komote se udrzuje teplota kolem 40-70 °C. LEICA ST5020 je

vybaven 1 integrovanou ochranou pted vypary z reagencii (Leica Biosystems, 2017).
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Obrazek 5: Barvici automat (zdroj: vlastni)

7.2.2  Vodni lazen

Pii imunohistochemickém barveni bylo vyuZzito vodni lazné€ znacky JULABA, ktera slouzi
k demaskovani antigennich epitopti v tkani.

Bylo zjisténo, Ze v disledku fixace mtze dochézet k vyvazani, maskovani a v n¢kterych
ptipadech dokonce k zablokovani antigennich determinant, které jsou pfitomny v nativni tkani.
Diky této skutecnosti tak miize dojit ke znacnému zkresleni imunohistochemického vysetfeni.
Aby bylo dosazeno demaskovani ¢i pfipadné revitalizaci takto zablokovanych epitopt, lze
vyuzit digesce proteolytickymi enzymy nebo zahtati tkanovych fezli v pufru ve vodni lazni

(Dvorak et al., 2008).

7.3 Pouzité reagencie

K laboratornimu vysetfeni byly pouzity reagencie jako monoklonalni protilatky proti

¢tyfem MMR proteintim, pufry, alkoholy a barviva. Protilatky byly pouzity od firmy DAKO.

7.3.1 FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Mutl Protein Homolog 1

Jedna se o protilatku urCenou k pouzivani v imunohistochemické diagnostice. Je to
monoklonalni mysi protilatka, ktera je do laboratofe dodavana v kapalné podobé, a to jako
supernatant bunécnych kultur. Obsahuje totiz fetalni bovinni sérum. Protilatka je izotopem
IgGl, kappa a jedna se o klon ES05. Takto doru¢ena protilatka je typu RTU (Ready-To-Use).

Protilatku tedy nebylo zapotiebi pied pouzitim natedit.
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Jako imunogen slouzi rekombinantni protein, ktery odpovida ¢asti aminokyseliny 210
lidské molekuly MLHI1. Imunoglobulin je tedy vhodny k diagnostice exprese MMR proteini
genu MLH]1 (Dako North America, 2009).

7.3.2 FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human Postmeiotic Segregation Increased 2

V tomto pfipad¢ se jednd o monoklondlni krali¢i protilatku, a to opét typu RTU. Do
laboratofe je dodavana v kapalné podobé v pufru, ktery obsahuje stabilizujici protein a
0,015 mol/l azidu sodného. Protilatka je izotopem IgG a jedna se o klon EP51.

Jako imunogen zde hraje roli synteticky peptid, ktery odpovida reziduim v lidském
proteinu PMS2. Imunoglobulin je tedy vhodny k diagnostice exprese MMR proteinii genu
PMS2 (Dako North America, 2009c).

7.3.3 FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human MutS Protein Homolog 2

Jedna se opét o mysi protilatku k okamzitému pouziti (RTU) a je urena pro vyuziti
v imunohistochemii. Touto protilatkou Ize detekovat MutS protein homolg 2 nejen v normalni,
ale i neoplastické tkani. Protilatka se dodava v kapalné formé, a to v podobé pufru, ktery
obsahuje stabilizujici protein a 0,015 mol/l azidu sodného. Protilatky jsou izotypu IgG1, kappa a
jedna se o klon FE11.

Jako imunogen slouzi rekombinantni protein, ktery obsahuje aminokyseliny karboxyl-
terminal 330 z hMSH2. Imunoglobulin je tedy vhodny k diagnostice exprese MMR proteinti
genu MSH?2 (Dako North America, 2009a).

7.3.4 FLEX Monoclonal Rabbit Anti-human MutS Protein Homolog 6

Tato protilatka je také pfedem urcena k vyuziti v imunohistochemii a je kraliciho ptivodu.
Jedna se o klon EP49 a izotop protilatky IgG. Protilatka detekuje MSH6 jak v normalni, tak i
neoplastické tkani. Je dodavana opét jako protilatka RTU a nemusi se tedy dale fedit. Protilatka
se dodava v kapalné form¢ v podobé pufru, v kterém lze mimo jiné nalézt stabilizujici protein a
0,015 mol/l azidu sodného.

Jako imunogen pro tuto protilatku slouzi synteticky peptid odpovidajici reziduim pobliz N-
konce v lidském proteinu MSH6. Imunoglobulin mtize byt tedy vyuzit k diagnostice exprese
MMR proteinti genu MSH6 (Dako North America, 2009b).

7.3.5 Promyvaci a demaskovaci pufr

Promyvaci pufr m4 hodnotu pH 7,6 — 7,8. Pied pouzitim je nutné ho ziedit v poméru 1:20

(100 ml pufru + 1900 ml destilované vody).
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Demaskovaci pufr ma hodnotu pH 9. Pfed pouzitim se fedi v poméru 1:50 (5 ml pufru + 45
ml destilované vody). Demaskovaci pufr se vliva do kyvety, ktera se vklada do vySe zminované

vodni lazné.

7.3.6 EnVision FLEX/HRP a Peroxidase Block RTU

EnVison HRP je urcen k pouzivani s primarnimi protilatkami mysiho i krali¢itho ptvodu.
Cinidla jsou uréené ke kvalitativni identifikaci antigenu pomoci svételné mikroskopie. Systém
EnVision HRP je zaloZen na polymeru, ktery je znacen kienovou peroxidazou (HRP). Polymer
je konjugovany se sekundarnimi protildtkami. Primarni protilatky dobfe reaguji s takto
znacenym polymerem (Dako North America, 2015).

K potlaceni endogenni peroxidazové aktivity se docili petiminutovou inkubaci vzorku
s ¢inidlem Peroxidase Block, ktery endogenni peroxidazu blokuje. V €inidlu Peroxidase Block

je obsazeno 0,03% peroxid vodiku obsahujici azid sodny (Dako North America, 2015).

7.3.7 DAB chromogen

DAB (3,3’-diaminobenzidin) slouZzi k zviditelnéni reakce u IHC barveni. Pokud se v tkani
nachazi dany antigen, dojde k vazbé primarni a sekundarni protilatky. Po této reakci se nanese
DAB chromogen a dojde k chemické reakci se znacenym polymerem na sekundéarni protilatce.
Tato chemicka reakce zapfic¢ini vznik hnédé barvy produktu, ktery milizeme nasledné
zaznamenat pod svételnym mikroskopem. DAB je klasifikovan jako potencionalni karcinogen,
proto je u jeho aplikace dulezité dodrzovat bezpecnostni zasady prace (Dako North America,

2015).

7.4 Barveni

Za pomoci vyse uvedenych piistrojii, pomticek a reagencii bylo provedeno manualni
imunohistochemické barveni tlustého stfeva, spolu sbarvenim hematoxylin — eosin a
alcianovou modii v barvicim automatu. Barveni bylo realizovano v souladu se schvalenymi
rutinnimi manualnimi protokoly v dané histologické laboratofi. K barveni bylo vyuzito vzorki
tlustého stfeva za obdobi roku 2018 — 2019.

Pii samotném barveni je dillezité predev§im dodrzovat jednotlivé Casy barveni a nijak
jednotlivé kroky neuspéchat. Podstatné je také kontrolovat kvalitu barveni pomoci kontrolnich
fezll a reagencie pravidelné ménit. U barvicich automatti je zna¢nou vyhodou, Ze jsou jednotlivé
Casy promyvani, odkapavani a barveni neustdle stejné a Ize tak jednoduse dosahnout

standardizace postupu barveni.
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7.4.1 IHC vySetieni tlustého stieva

Timto vySetienim detekujeme v bunkdch vzorku tlustého stieva ptitomnost ¢i absenci
DNA MMR proteint. Vyuzivame k tomu jiz vySe zminéné protilatky, které jsou barevné
oznaceny. Tyto protilatky se specificky navazou na pfedem dany MMR protein. Protilatky jsou
namifeny proti MLHI1, PMS2, MSH6 a MSH2. Po obarveni lze preparat odecitat pod svételnym
mikroskopem. Pfitomnost proteinli ovlivituje i to, zda je defekt v hlavnim nebo ve vedlej$im
genu. Pokud se defekt vyskytne v hlavnich genech (MLH1 ¢i MSH2), bude nepiitomnost
exprese MMR proteind jak u hlavnich gent, tak i u genti vedlejsich (PMS2 ¢i MSH6). Tento jev
je zapfiCinény tim, Ze vedlejsi protein je jiZz nepotiebny. Pro Uisporu aminokyselin totiz buiika
veskeré nepotiebné proteiny degraduje ubiquitinovou cestou. OvSem pokud neni pfitomen
protein vedlejsi, hlavni stale zastava (Hadravsky et al., 2017).

V piipadé, ze vysledek barveni vyjde pozitivné pro LS, je pacient kontaktovan a odkazan
na molekularné  genetické  vySetfeni, které dédicné onemocnéni dale potvrdi
(Hadravsky et al., 2017).

Manualni postup IHC barveni:

1. 'V prvni fazi barveni jsem si ziedila pufr 3vl v poméru 1:50 (5 ml pufru + 245 ml
destilované vody).

2. Kyvetu s pufrem jsem vlozila do vodni lazn€. Vodni ldzen jsem nasledné nahiéala

na teplotu 97 °C. Teplotu jsem v prib&hu zahfivani kontrolovala teplomérem. Po
dostate¢ném zahtati vodni lazné jsem do kyvety vloZila odparafinované preparaty
v tzv. kontejnerech a nechala je inkubovat 30 minut. Poté jsem kontejnery
s preparaty vyjmula a ponechala je chladnout 20 minut pfi 25 °C.
Jako dals$i moznost 1ze také vkladat i fezy neodparafinované, ale v tomto piripadé
se méni doba inkubovani preparatu ve vodni lazni na 40 minut. Teplota 1azn¢ a Cas
chladnuti se neméni. Neodparafinované fezy jsou schopné se v pufru
odparafinovat a zaroven demaskovat antigen.

3. Po zchladnuti jsem preparaty vlozila do promyvaciho pufru na 2 minuty.

4. Pomoci parafinového pera (liquid blocker) jsem okolo preparatt aplikovala tenkou
vrstvu parafinu, ktery napomtlize udrzeni reagencii na preparatu a reagencie se tak
nerozlije po celém sklicku.

5. Pomoci automatické pipety jsem aplikovala 100 um peroxidazové blok RTU na 5
minut a vlozila jsem je do vlhké komurky.

6. Preparaty jsem oplachla promyvacim pufrem.

7. Pomoci automatické pipety jsem aplikovala na preparaty primarni protilatku RTU
30 minut.

8. Preparaty jsem opét proplachla pufrem.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Poté jsem na preparaty aplikovala pomoci automatické pipety Linker a ponechala
ve vlhké komtirce 15 minut.

Preparaty jsem opét oplachla promyvacim pufrem.

Po oplachnuti pfisla na tfadu aplikace EnVision FLEX/HRP, které jsem nanesla
pomoci automatické pipety a nechala ve vlhké komdrce 30 minut.

Preparaty oplachneme promyvacim pufrem.

Po oplachnuti jsem jesté preparaty vlozila do kadinky s promyvacim pufrem na 5
minut.

Po vyjmuti preparati zkadinky jsem pomoci automatické pipety nanesla na
preparaty DAB chromogen a ponechala ho pusobit ve vlhké komtrce v
¢asovém rozmezi 10 minut.

Preparaty jsem oplachla promyvacim pufrem.

Po oplachnuti jsem preparaty vlozila do kadinky obsahujici Gilliv hematoxylin a
ponechala jsem je v ném po dobu 2 minut.

Poté jsem pristoupila ke kroku, ktery je nazyvan jako tzv. modrani jader, kdy jsem
nechala preparaty v kadince s vodou z vodovodu po dobu 2 minut.

Na zavér barveni jsem preparaty odvodnila a projasnila v laznich s 96%
alkoholem, acetonem, aceton-xylenem a samotnym xylenem. Po projiti preparatu
témito laznémi doslo k jejich odvodnéni a projasnéni.

V posledni fazi barveni jsem preparat zamontovala montovacim médiem,
konkrétné solakrylem BMX, na ktery jsem nasledné pfilozila kryci sklicko. Pied
samotnym zamontovanim preparatu se musi dbat na to, aby preparat nezacal
osychat. Také je dulezité kryci sklicko pokladat opatré, aby se zamezilo vzniku
vzduchovych bublin.

Ve vysledném barveni bychom méli vidét prokazované antigeny hnéd¢ a jadra bunék modre. Pti

jednotlivych krocich jsem postupovala obezietné a tak, aby reagencie vzdy pokryly celou

plochu tkan¢ na preparatu. V pfipadé vkladani preparatd do kadinek s reagenciemi jsem

kontrolovala, zda hladina reagencii je dostate¢na a dosahuje na vSechny ¢asti preparatu.
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Obrazek 6: Preparaty ve vlhké komtirce (zdroj: vlastni)

7.4.2  Barveni hematoxylin — eosin

Jedna se o zakladni barvici techniku, vyuzivanou v histologickych laboratofich.
Hematoxylin se fadi mezi bazicka barviva a v tkanich zbarvi jadra do modra. Eosin je oproti
hematoxylinu barvivo kyselé a v tkanich barvi cytoplazmu cervené. Nejbeéznégji se k rutinnimu
barveni vyuziva hematoxylin Mayertv (Dvotak et al., 2008).

Toto barveni jsme vyuzily u kazdého vzorku tlustého stieva. Slouzilo nam k zakladnimu
znazornéni jednotlivych struktur v tkani tlustého stfeva. K barveni jsme vyuzily hematoxylin
Weigertav.

Nejprve jsem na kosik pfipnula Cerveny klip, podle kterého barvici automat rozpozna,
jakou barvici metodu ma zahajit. V tomto ptipadé ¢erveny klip zna¢i metodu hematoxylin —
eosin. Do kosiku jsem poté vlozila jednotlivé preparaty oto¢ené s tkani smérem k barevnému
klipu. Takto pfipraveny kosik jsem pak vlozila do vstupni stanice. Barvici automat si poté jiz
sam nacte barvici metodu ihned po vloZeni koSiku. Nasledné se na displayi zobrazi metoda,
kterou automat zvolil. Poté barvici automat preparaty obarvi a nasledné na navazujici montovaci
lince i zamontuje. Po tomto procesu jsem piipravené preparaty vyjmula a pfipravila do

jednotlivych desek pro odecitani preparati a stanoveni diagnézy odbornym patologem.
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Barvici protokol, podle kterého postupuje barvici automat LEICA ST5020 k barveni
preparatl technikou hematoxylin — eosin:
1. SuSeni 10 minut
Xylen
Xylen
Alkohol 96%
Alkohol 96%
Alkohol 80%
Alkohol 70%
Hematoxylin Weigertv 5 -10 minut
Alkohol 70% (oplach)
. Oplach vodou
. Kysely alkohol 3% 10 sekund
. Oplach vodou
. Uhli¢itan lithny 30 sekund

A e A o S

—_ = = e
WD = O

. Oplach vodou (modrani jader)

—
9]

. Eosin 3-5 minut

—
[@)

. Oplach vodou
. Alkohol 96%

—_— =
[ <IN

. Aceton

—
Ne)

. Aceton-xylen
20. Xylen

Vysledek barveni: jadra bun€k — modfe. Erytrocyty — oranzovocervené. Cytoplasma a

ostatni tkan€ — ¢ervena az razova.

7.4.3  Barveni alcianovou modii

Poharkové buniky ve sténé tlustého stieva obsahuji kyselé mukopolysacharidy, tzv. GAG.
Tyto GAG lze barvit alcianovou modii pfi pH 2,5. Barveni alcidnovou modii je uzitecné pii
odhalovani tzv. myxoidnich nadorti (myxoidni lipom, myxoidni liposarkom, myxoidni fibrom,
lipoblastom, myxoidni maligni fibrozni histiocytom) (Dvortak et al., 2008).

Preparaty jsem vlozila do barviciho automatu stejnym zptsobem, které jsou jiz popsany
v kapitole 7.4.2.. Jediny rozdil, ktery jsem u tohoto barveni ucinila byl ten, Ze jsem misto

cerveného klipu na kosik piipnula klip modry, ktery znaci metodu barveni alcianovou modii.
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Barvici protokol, podle kterého postupuje barvici automat pii barveni alcidnovou modfi:

1. 1. SuSeni 10 minut
2. Xylen

3. Xylen

4. Alkohol 96%

5. Alkohol 96%

6. Alkohol 80%

7. Alkohol 70%

8. Destilovana voda

9. Alcianova modt 30 minut
10. Opléachnuti vodou

11. Jadrova Cerven 5 minut
12. Opléachnuti vodou

13. Alkohol 96%

14. Aceton

15. Aceton-xylen

16. Xylen

Vysledek barveni: hlen — modrozelené. Jadra bunék — ¢ervené.
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8. Vysledky vyzkumu

Vsechny nize uvedené tabulky a grafy jsou zpracované z vysledkl, které mi byly
poskytnuty v Nemocnici Jihlava p. o. na patologicko-anatomickém odd¢€leni. Jiz ze zvolené
metodiky lze odvodit, Ze veskerym vySetfovanym materidlem byly vzorky tkané tlustého stieva
od pacientll ze zminéné nemocnice za rok 2018 — 2019. Vysetfovany soubor za tato rocni
obdobi ¢inil dohromady 121 vzorkt s CRC.

Dale v této kapitole 1ze najit krom statisticky zpracovanych dat i vysledné mikrofotografie
vSech tfi barvicich metod u pacienta s CRC. Samotné mikroskopovani a nasledné urceni
diagndzy provadi patolog. Proto uvadim pouze fotografie vysledného barveni spolu s komentafi,
kde mizeme nazorné vidét defekt vexpresi MMR proteint, tkan bez defektu v
MMR proteinech a rutinni barveni hematoxylin — eosin a alcianovou modii. VSech Sest

uvedenych mikrofotografii pochazi od jednoho pacienta s karcinomem tlustého stfeva.

8.1 Vysledky barveni

Na obrazku 7 mlzeme vidét imunohistochemické barveni exprese proteinu MLHI1 u
karcinomu tlustého stfeva. V pravé Casti obrazku lze nalézt Cast karcinomu tlustého stifeva
s negativnim barvenim jader. Jedna se tak o defekt exprese proteinu MLHI1. V levé casti je poté
pfitomna normalni sliznice tlustého stfeva jiz s pozitivnim barvenim jader. Tato cast slouzi
k pozitivni vnitini kontrole. Na obrazku lze zpozorovat i pozitivni barveni stromatu, které také

slouZzi jako pozitivni kontrola.

Obrazek 7: [HC vysetteni MLH1, 200x zvétSeni (Zdroj: vlastni)
Na obrazku 8 Ize vpravé casti vidét karcinom s pozitivnim barvenim jader
v imunhistochemickém barveni exprese proteinu MSH6. Defekt exprese tohoto proteinu je tedy

nepfitomen. V levé dolni ¢asti obrazku 1ze poté shledat normalni sliznici tlustého stieva.
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i .
Obrazek 8: IHC vysetfeni MSH6, zvétSeni 200x (Zdroj: vlastni)
Obrazek 9 znazornuje imunohistochemické vySetteni exprese proteinu PMS2. V levé ¢asti
lze shledat karcinom s negativnim barvenim, tudiz se jedna o defekt v tomto proteinu. V pravé
¢asti pak lze opét najit normalni sliznici tlustého stfeva, slouzici jako pozitivni vnitini kontrola

spravnosti barveni.

Obrazek 9: THC vysetteni PMS2, zvétseni 200x (Zdroj: vlastni)

Obrazek 10 je poslednim imunohistochemickym vysetfenim exprese proteinu MSH2.
V levé Casti obrazku je patrny karcinom s pozitivnim barvenim jader, defekt tedy neni ptitomen.

V pravé Casti obrazku je poté normalni sliznice tlustého stieva, slouzici jako pozitivni kontrola.
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Obrizek 10: IHC vySetieni MSH2, zvétSeni 200x (Zdroj: vlastni)
Na nasledujicim obrazku 11 miizeme vidét karcinom barveny metodou hematoxylin-eosin.

Na obrazku 12 pak mtzeme vidét barveni alcianovou modfi. V tumoru Ize shledat hojny

Obrazek 11: barveni hematoxylin - eosin, zvétSeni 100x (Zdroj: vlastni)
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Obrazek 12: Barveni alcianovou modfi, zvétSeni 100x (Zdroj: vlastni)

8.2 Analyzovany soubor pacientii s CRC za rok 2018 — 2019

V nasledujici tabulce 1 lze vidét vSech 121 vzorkl prehledné rozdélenych dle pohlavi a
veku. Jiz z téchto dat se da odvodit, Ze v poctu uvedenych piipadtt CRC dominuji muzi.

Tabulka 1: pocet vzorkli CRC v rozdéleni dle pohlavi a véku

Vékova Pohlavi Pohlavi

. = Celkem -
kategorie muzi Zeny muzi Zeny
do 50 let 1 4 5 1,3% 9,5%
51-60 let 10 9 19 12,7% 21,4%
61-70 let 31 8 39 39,2% 19,0%
71-80 let 28 12 40 35,4% 28,6%
81-90 let 8 8 16 10,1% 19,0%
vice nez 90
let 1 1 2 1,3% 2,4%
Celkem 79 42 121 100,0% | 100,0%

(zdroj: vlastni)

Na obrazku ¢. 13 je graf vytvoreny z dat v tabulce €. 1, znazoriiujici pocet onemocnéni Zen
a muza dle vékovych kategorii. JelikoZ je zastoupeni muzli a Zen znacn€ odlisné, byly pro
prezentaci vysledkl v grafu zvoleny relativni ¢etnosti. Nejvice pripadit CRC u muzi se vyskytlo
ve vekové kategorii 61 — 70 let, kdy jejich pocet dosahl skoro 40 %. U Zen se nejvice ptipadi
CRC objevilo ve veékové kategorii 71 — 80 let, kdy jejich pocet v tomto sahal témér k 30 %.
Nejméné pripadd CRC u Zen pak bylo ve vékové kategorii nad 90 let, kdy podil pacienti
nedosahl ani 5 %. U muzt se nejmensi hodnoty pfipadt CRC vyskytly srovnatelné ve dvou
veékovych kategoriich, a to ve v€kové kategorii do 50 let a poté ve vékové kategorii nad 90 let,

kdy podil pacientt také nedosahl ani 5%.
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Pocet pripadi CRC dle vékové skupiny a pohlavi
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Obrazek 13: Pocet pripadi CRC dle vékové skupiny za rok 2018 - 2019 (zdroj: vlastni).
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Obrazek 14: krabicovy graf (zdroj: vlastni)

Na obrazku 14 pak mizeme vidét krabicovy graf, ktery nam slouzi k prehlednému
posouzeni souboru dat véku pacientt.

Nabizi se nam zde otazka, zda je v€k Zen a muzi srovnatelny. Dle t testu kdy p= 85,6 %,
mizeme Fict, ze primérny vek se nelisi podle pohlavi pacientu.

Z tabulky ¢. 2 mizeme vidét, ze konfidencni interval podilu muzii neobsahuje hodnotu
50 % a mtzeme tedy tvrdit, Ze je podil muzti nadpolovi¢ni. U podilu vzorka s defektem v MMR
proteinech mizeme naopak tvrdit, ze jejich podil ani zdaleka nedosahuje poloviny. U véku
pacientl se nam konfidenc¢ni interval ¢astecné prekryva s hypotetickym rozmezim 60 — 70 let.
Lze tedy tvrdit, Ze se onemocnéni vyskytuje ptiblizn¢ v navrhovaném rozmezi, avSak spise na

jeho horni hranici.
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Tabulka 2: test statistické vyznamnosti

95% konfidencni
Proménna Hodnota | St¥. chyba interval
horni Dolni
Podil muzu 65,3% 4,3% 73,8% 56,8%
Podil vzorka s defektem 9,9% 3,1% 16,0% 3,8%
Pramérny vék (roky) 69,2 1,0 71,2 67,3

(zdroj: statistik JCU)
Kritéria pro imunohistochemické vysetieni skrze screening Lynchova syndromu splnilo 91
vzorkli ze 121. Jak mizeme vidét dle kategorialnich dat vtabulce ¢. 3, defekt v MMR
proteinech byl prokazan pouze u 9 vzorkd, z toho 5 vzorki byly muzi a 4 vzorky Zeny.

Tabulka 3: Rozdéleni vzorki dle defektu v MMR proteinech

Defekt MMR Pohlavi

. — < Celkem
proteinu Muzi Zeny
ano 5 4 9
ne 50 32 82
Celkem 55 36 91

(zdroj: vlastni)
Je vyskyt defektu v MMR proteinech zavisly na pohlavi?
Chi kvadrat test  p=75,2%
Vyskyt defektu v MMR proteinech neni zavisly na pohlavi, jelikoZz je u muzl i Zen stejny.
Ptehledné znazornéni poméru poctu vzorki bez defektu a s defektem v MMR proteinech
muizeme vidét na obrazku €. 6, kdy vidime, Ze z celkového poctu vysetfovanych vzorkt byl

defekt prokazan jen v 10 % ptipadt CRC.

Vzorky s
prokazanym
defektem

10%

Obrazek 15: pomér vzorki s defektem a bez defektu v MMR proteinech
(Zdroj: vlastni)
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9. Diskuze

Téma kolorektalniho karcinomu v CR je velmi aktudlni a ma jak prakticky, tak i socialni
vyznam, jelikoz incidence CRC a s ni spojend umrtnost v nasi zemi nas zafazuje na prvni pricky
v incidenci tohoto onemocnéni v celosvétovém méfitku (Penka a Kala, 2008).

Tato bakalatska prace se zabyva zpracovanim 121 vzorkl kolorektalniho karcinomu, které
byly vySetfovany za obdobi roku 2018 — 2019. Vzorky byly vySetfeny pomoci béznych
histologickych metod jako je barveni preparatii pomoci barvici metody hematoxylin — eosin a
metody barveni alcianovou modii. 91 vzorka zcelkovych 121 splnilo kritéria pro specialni
imunohistochemické vySetfeni, kdy se v tkani detekovala pfitomnost Ctyt hlavnich MMR
proteint — MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6. Z celkového poctu vzorkli jsme se poté snazily
zjistit, zda vyskyt kolorektalniho karcinomu u pacientli v Nemocnici Jihlava p. o. je zavisly na
véku a pohlavi pacientli, a také u jak velkého poctu vzork bude prokazan defekt v expresi
MMR proteinti.

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo kvantitativni zpracovani vysledkti z dat
ziskanych v Nemocnici Jihlava p. o., které se nasledné budu v této kapitole snazit porovnat
s ostatnimi studiemi a zdroji. Ze ziskanych dat a naslednych vypocti se nam podaftilo ovérit
vSechny tfi zvolené hypotézy. Podil muzskych vzorkt zcelkového poctu se ukazal jako
nadpolovi¢ni. VétSina piipadid CRC se vyskytovala pfiblizné v navrhovaném hypotetickém
rozmezi 60 — 70 let, ale drzela se spiSe na jeho horni hranici. OvSem pramérny vék pacienti
nebyl zavisly na jejich pohlavi. Podil vzorkd s prokazanym defektem v MMR proteinech
nedosahoval ani tfetiny vSech vzorkd a nebyl zavisly ani na pohlavi pacientt, jelikoz byl u
muzi i Zen stejny.

Analyzovany soubor jsem se rozhodla porovnat s daty zportalu SVOD (systém pro
vizualizaci onkologickych dat), ktery byl vytvofen kolektivem autorti Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné, a také Masarykovym onkologickym tstavem v Brné. Webovy
portal svod pracuje prevazné s daty poskytnutymi Narodnim onkologickym registrem (NOR),
ktery je dale fizen Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky CR. SVOD poskytuje
srovnani dat od roku 1977 do roku 2017. Z grafi uvedenych na tomto portalu lze zaznamenat,
Ze ve srovnani vyvoje hrubé incidence dle pohlavi dominuji hlavné muzi, a to predevsim od
roku 1997, kdy se rozdil mezi poctem piipadd a pohlavim vyrazné¢ zvysuje. Co se tyce vékové
struktury pacienttl, tak od 50 roku zacina kiivka strmé stoupat a vrcholi na hranici 75 let, coz se
pfiblizné podoba i datiim v této praci. Na portalu Svod lze data rozdélit i dle kraji. Jelikoz jsem
svilj vyzkum, provadéla v Nemocnici Jihlava p. o., zvolila jsem si pro porovnani i vysledky z
kraje Vyso¢ina. U téchto grafti, co se tyCe incidence dle pohlavi a véku, mizeme vidét

podobnou situaci jako u dat z celé CR. V incidenci op&t dominuji muzi, aviak co se ty¢e véku,
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lze pozorovat mirny rozdil. Jak u muzi, tak i Zen v€kova kiivka vrcholi kolem 84 roka Zivota.
Pouzité grafy k srovnani vysledkt I1ze najit v piiloze této prace (ptiloha 1 — 5) (Dusek, 2007).

Pro celosvétové srovnani jsem zvolila databazi Global Cancer Observatory (GCO), ktera
funguje jako interaktivni webova platforma piedstavujici globalni statistky co se tyce
onkologickych onemocnéni. Tuto platformu zajistuje Internetional of Agency for Research on
Cancer, World Health Organization. Nedavné statistky z této platformy naznacuji, ze vyskyt
CRC v CR je nad celosvétovym primérem, a to predevsim u éeskych muzi. Mira vyskytu CRC
u muzd se fadi na 19. misto ve svété a 14. misto v Evropé, zatimco Zeny se zafazuji na 28. — 29.
misto celosvétoveé a 18 — 19 misto v Evropé (Ferlay, 2018). Co se ty¢e veéku, tak GCO uvadi
nejvétsi incidenci CRC ve vékové skupiné od 60 — 74 let, coz zhruba odpovida i nasemu
hypotetickému rozmezi. Incidence CRC siln¢ nartista od 50 roka Zivota (GLOBCAN, 2018).

Kdyz jesté ziistaneme u svétového srovnani, tak napt. Keum a Giovannucci uvadi ve své
studii z roku 2019, Ze se pocet piipadti CRC rapidné zvysSuje od vékové kategorie 50 let. Také
se zminuje, ze po 50 letech veéku lze zpozorovat i znacny rozdil mezi souvislosti nartistu
incidence a pohlavi, kdy je pocCet piipadd vy$s$i u muzi a dochazi az k 1,4 nasobnému rozdilu
v incidenci mezi muzi a Zenami (Keum a Giovannucci, 2019).

Co se tyce hypotézy €. 3, tak bohuzel srovnani poctu piipadi CRC v souvislosti
s Lynchovym syndromem neni na portdlu SVOD a GCO zaznamenan. Ovsem Ma et al. ve své
préaci uvadi, ze 2 — 5 % ptipadit CRC souvisi s dédicnym onemocnénim a to vcetné Lynchova
syndromu, ktery se uvadi jako nejbéznéjsi geneticka predispozice CRC a podili se na 2 — 4 %
pfipadt tohoto onemocnéni (Ma et al., 2018). Toto odpovida uvedenému tvrzeni jiz v teoretické
casti od Win et al., ktefi uvadi, ze znové vzniklych ptipadi CRC jsou 3 % piipisovana
Lynchovu syndromu (Win et al., 2017). Na druhé strané Plevova ve své praci ,,Nové poznatky o
geneticky podminénych nadorech tlust¢ho stieva a polypdzach gastrointestinalniho traktu®
hovoti o odhadu témét 20 — 30 % ptipadit CRC v souvislosti s familiarnim podkladem, pfi¢emz
v disledku Lynchova syndromu, uvadi shodné 2 — 3 % jako v ptedchozich zminénych pracich
(Plevova, 2019). V této bakalaiské praci uvadim, Ze defekt v MMR proteinech, ktery
coz se lisi od procent ve vySe zminénych pracich. Tato odchylka mohla vzniknout i na podkladé
toho, ze pouzitd IHC metoda je pouze screeningovym vySetfenim tohoto genetického
onemocnéni a pacienti, u kterych byl defekt nalezen, jsou dale odkazani na molekularné
genetickd vySetieni, kterd tento defekt nasledné potvrdi. Jist¢ by bylo také vhodné pii dalsim
vyzkumu analyzovat vétsi soubor pacientt, jelikoz IHC metodou bylo vysetfeno 91 vzorkt a pti

tak malém procentu pozitivnich pacientli miZe nastat urcité zkresleni hodnot.
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10. Zavér

Tématem bakalaiské prace je histologické vySetieni tlustého stieva. Pro praci byly
definovany tfi cile a v ndvaznosti na n¢ byly stanoveny tfi hypotézy, které jsme statisticky
ovetovali.

Prvnim cilem této bakalaiské prace bylo zhotoveni odborné reSerSe. Tento cil jsem splnila
v teoretické Casti bakalaiské prace, kdy jsem ze zacatku predstavila anatomii, histologii a
patologii tlustého stieva. V teoretické Casti jsou i obecné informace o odbéru a histologickych
metodach zpracovani tkané tlustého stieva a jeho barveni.

Tyto teoretické znalosti jsem nésledné vyuzila v praktické ¢asti, ve které bylo mym dal$im
cilem si tyto histologické a imunohistochemické metody prakticky osvojit. Prakticky osvojené
metody jsem nasledné blize predstavila v metodice a s nimi i spojené pristroje a reagencie, které
byly k danym metodam vyuzity. Metody jsou rutinné vyuZzivany v provozu nemocnic¢nich
laboratofi, coz usnadnilo pfistup a dostupnost téchto metod.

Ttetim a poslednim cilem prace bylo ze souboru vySettenych vzorka za rok 2018 - 2019 na
pracovisti patologicko-anatomickém oddéleni v Nemocnici Jihlava p. o. vysledky kvantitativné
zpracovat a porovnat. Pro préci byly zvoleny celkem tfi hypotézy, které se nasledn¢ podatilo
overit. Ve své praci jsem zjistila, ze vyskyt CRC ovliviiuje jak pohlavi pacienta, tak i jeho vék.
Také jsem zjistila, ze defekt v MMR proteinech se vyskytoval zhruba jen v 10 % ptipadi,
z celkového poctu imunohistochemicky vySetfovanych vzorki. V této praci byly tedy splnény
vSechny cile a zaroven potvrzeny stanovené hypotézy.

Karcinom tlustého stieva je zdvazné onemocnéni, které trapi jiz fadu let nejen Ceskou
Republiku, ale stdva se jiz celosvétovym problémem. Jelikoz je progndza v Casném zéachytu
onemocnéni velmi pfizniva, je na misté pokladat prevenci a screeningova vysetfeni za velmi
dalezitou a pfinosnou roli v nasi spolecnosti. Po rozvinuti tohoto onemocnéni do vyssich stadii
nastupuji Casto metastazy, které zasahuji nejcastéji jatra a dalsi organy, coz naslednou prognézu
znaén€ nepiiznive ovlivilyje.

Ackoliv se z bakalarské prace mtze zdat, ze piipady CRC vzniklé na podklad¢ Lynchova
syndromu se pohybuji v malych procentech, je i tak dulezité tyto pacienty aktivné vyhledavat.
Provadénymi IHC screeningovymi vySetfenimi lze nejen zna¢né napomoct rodinné anamnéze,

ale také v€asnému zachytu dalSich vzniklych nadord v souvislosti s Lynchovym syndromem.
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13. Seznam zkratek

BG — Bethesda kritéria

BMMR-D - biallelic mismatch repair deficiency
BRAF — protoonkogen B - raf

CRC — kolorektalni karcinom

DAB - 3,3"-diaminobenzidin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EPCAM - epithelial cell adhesion molecule

ER — endoskopicka resekce

GAG - kyselé mukopolysacharidy

GCO — Global Cancer Observatory

HNPCC — Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
HRP - kienova peroxidaza

IHC — imunohistochemické
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MLH1 — MutL protein homolog 1
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MSHG6 — MutS protein homolog 2
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NOR — narodni onkologicky registr

PCR — polymerazova fetézova reakce

PMS?2 — Postmeiotic segregation increased 2
RTU - k okamzitému pouziti (ready to use)
SVOD - systém pro vizualizaci onkologickych dat

UC — ulcerozni kolitida
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