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Abstrakt:

Uvod: Barrettiv jicen (BE) je prekanceroza. Jde o intestinalni metaplazii, ktera
muze progredovat ptes dysplazii az k adenokarcinomu. Cilem prace bylo zjistit vyuziti
kombinace NBI (narrow band imaging) endoskopie a imunohistochemie v diagnostice,
stratifikaci a dlouhodobém sledovani u pacientl s Barrettovym jicnem. Prace se zabyva
diagnostickou strankou problematiky Barrettova jicnu. Metodika: V praci byl hodnocen
soubor 82 pacientl s Barrettovym jicnem. Byly sledovany dva cile: 1) vyuzitelnost NBI
endoskopie v odhadu moznosti dysplastickych zmén (u celého souboru 82 pacientit); 2)
vyuzitelnost imunohistochemického vySetieni markera MUC2, CDX2 a MMP9 pii
stratifikaci nemocnych s Barrettovym jicnem (u vybraného souboru 26 pacienti).
Vysledky: Z celkového poctu 82 pacientl byla na zdkladé NBI endoskopie suspikovana
dysplazie u 27 pacientti, z toho byl u 24 pacientti (88,9 %) pozitivni také histologicky
nalez a ve 3 ptipadech (11,1 %) byl histologicky nélez negativni. Pozitivni prediktivni
hodnota NBI endoskopie pro dysplastické zmény je 88,9 %. Senzitivita je 60,0 %
a specificita je 92,9 %. U imunohistochemického vySetteni 26 pacientli nebyly
nezaznamenany staticky vyznamné rozdily v expresi vybranych markert u raznych
histopatologickych stadii Barrettova jicnu. Jedina statistickd vyznamnost byla
prokdazdna u markeru MUC2, a to ve skupiné bez dysplazie vs. LG (low-grade)
dysplazie a ve skupiné LG dysplazie vs. HG (high-grade) dysplazie. Zavér: NBI
endoskopie je k odhadu dysplastickych zmén (k zacileni mista bioptického odbéru)
velmi pfinosnd. Byla zjiSténa vysokd hodnota pozitivni predikce (88,9 %) a vysoka
specificita (92,6 %). Imunohistochemické vySetfeni mizZe byt ve vybranych klinickych
piipadech pomoci pfi stratifikaci rizika nemocného s Barrettovym jicnem, coz je patrné
hlavné u markeru MMPO. Prestoze tyto vysledky nejsou statisticky vyznamné, trend je

jasn¢ patrny.
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Abstract:

Objectives: Barrett's esophagus is premalignant condition. Intestinal metaplasia
can progress through various stages of dysplasia to adenocarcinoma. The aim is to
detect the role of NBI (narrow band imaging) and immunohistochemical analysis in the
diagnosis, stratification and long-term monitoring in patients with Barrett's esophagus.
Methods: Evaluation of 82 patients with Barrett's esophagus was done. We follow two
objectives: 1) role of NBI endoscopy in the estimation of the possibility of dysplastic
changes (82 patients); 2) usefulness of immunohistochemical analysis of markers
MUC2, CDX2 and MMP9 in the stratification of patients with Barrett's esophagus
(a sample of 26 patients). Results: NBI endoscopy suspected dysplasia was found in 27
patients out of 82. 24 patients of them (88.9 %) was also positive for histopathology
assesment of dysplasia and only 3 cases (11.1 %) were negative. The positive predictive
value of NBI endoscopy for dysplastic changes is 88.9 %. The sensitivity is 60.0 % and
specificity is 92.9 %. Immunohistochemical analysis of 26 selected patients has no
statistically significant differences in the expression of markers (MUC2, CDX2 and
MMP9) at various histological stages of Barrett's esophagus. The only statistical
significance was demonstrated for MUC2 marker, in the group without dysplasia vs. LG
dysplasia and LG dysplasia vs. HG dysplasia group. Conclusion: NBI endoscopy is
able to estimate the dysplastic changes (and thus to target the right places to take
biopsy). We found out a high positive prediction value (88.9 %) and high specificity
(92.6 %). Immunohistochemical analysis may be usefull in selected clinical cases.
Although there is no statistic significance of imunohistochemical markers, the tendency,

mainly of the MMP9 marker, is clearly evident.
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1.1 Uvod

Diagnéza Barrettova jicnu (BE) je zndma vice nez 60 let a prvni zminky patii
britskému chirurgovi Normanu Barrettovi (1903-1979). V roce 1950 publikoval svou
praci nazvanou "Chronic peptic ulcer of the oesophagus and 'oesophagitis'" v Casopise
British Journal of Surgery (1), ktera poprvé popisuje tuto nosologickou jednotku, i kdyz
z dneSniho pohledu neptfesné. Domnival se totiz, Ze jde o vrozeny stav. V roce 1953
byly dokumentovana Allisonem a Johnstonem jeho asociace s refluxem Zalude¢niho
obsahu do jicnu (2). Poslednim historickym milnikem Barrettova jicnu byl rok 1975,
kdy byla Naefem na souboru 140 pacienti popsana souvislost mezi BE
a adenokarcinomem jicnu (EAC) (3).

Dnes je znamo, ze zmény typické pro Barrettiiv jicen jsou ziskané, jde
o zavaznou komplikaci refluxni choroby jicnu a prekancerozu, kterou je nutné
sledovat. Endoskopické vySetfeni jicnu je totiz jedinou ucinou metodou, kterd
pacientim nabizi ptesnou diagnostiku a kvalitni sledovani s moznosti odhaleni pravé
nadorového bujeni v terénu BE.

Zajem o problematiku BE v poslednim desetileti vzrostl. To je dano predevsim
tim, ze incidence adenokarcinomu jicnu, ktery je s BE uzce spjat, se zvysila za
poslednich 40 let az 4nasobné (4). Prognoza pacienta s diagn6zou adenokarcinomu
jicnu je stale nedobra a vyznamné zkracuje Zivot. Dal§im diivodem zvySené¢ho zdjmu
o BE je zdokonaleni endoskopického zobrazeni a moznost pozorovani stale
casnéjSich sliznicnich zmén, a tim zlepSeni a zpfesnéni diagnostiky. S rozvojem
digitalizace obrazu (snimdni i zobrazeni) a zrychleni pocitaCového zpracovani dat je
endoskopie vyznamnym pomocnikem a v soucasné dobé opravdu nabizi 1 kvalitngjsi
zobrazeni, nez mize lidské oko a lidsky mozek zpracovat (oko vidi jen to, co mozek

umi zpracovat).
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V neposledni fadé¢ zajem o BE roste 1 z toho diivodu, Ze je také Casto uvadén
jako idealni model pro studium kancerogeneze, a proto je nyni intenzivnéji studovan
1 patology, histology, genetiky, molekuldrnimi biology a odborniky na translacni
medicinu. Dovoluje pomérné dobie sledovat jednotlivé faze vyvoje adenokarcinomu
jicnu — od akutniho zanétu, zanétlivych chronickych zmén, ptes intestinalni metaplazii,
stupné dysplazie az ke karcinomu. Metody histopatologie, imunohistochemie, sledovani
zmén na molekuldrni trovni a genetické analyzy jsou u diagnézy BE velmi dobte
vyuzitelné v experimentu a zac¢inaji se uplatiovat i v klinické praxi.

Tii vySe uvedené aspekty (nartist incidence adenokarcinomu jicnu, rozvoj
endoskopickych metod a model pro experimentalni model kancerogeneze) jsou

hlavnimi divody pro¢ vznikla tato prace.

1.2 Definice

Barrettiiv jicen je definovan jako nahrada dlaZdicobunécného epitelu jicnu
epitelem cylindrickym, ktery ma alesponi v nékterych tsecich charakter
intestindlni metaplazie. Takto je BE definovan dle Ceské gastroenterologické
spolecnosti (5), nicméné v samotné definici BE neexistuje celosveétoveé uplné shoda. Je
dilezity pohled klinika — endoskopujicitho Iékatfe, a také pohled patologa —
histopatologa. Navic existuji geografické rozdily v pohledu na definici BE (42).
Americkd gastroenterologicka spole¢nost (AGA) a Americké spolecnost pro endoskopii
(ASGE) definuji BE jako jakkoliv rozsahly metaplasticky cylindricky epitel, ktery
predisponuje ke vzniku rakoviny. Podminkou je povrzeni intestinalni metaplazie.
V tomto ohledu je naSe definice BE podobna definici americké. K pohledu

histopatologa se vyjadfujeme dile v diskuzi — vySe uvedena definice Ceské
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gastroenterologické spoleCnosti totiz jasné vyjadiuje fakt, ze histologicka verifikace je
nutnosti ke spravné diagnoze.

V ramci BE se ale mizeme setkat s fadou termini, které je tfeba vysvétlit:
Termin SIM - Specialized Intestinal Metaplasia. Jde o termin histologicky a jen
s timto typem metaplazie je prokazatelné¢ spjat vyskyt dysplastickych zmén c¢i
adenokarcinomu. Samotnd intestinalni metaplazie ma totiZ nékolik typi: kompletni typ,
nekompletni typ ¢i intestinalni metaplazie kolonického typu.

Termin CLE — Columnar Lined Esophagus. Jde také o popisny endoskopicky

termin, ktery pfi endoskopickém hodnoceni popisuje zmény typické pro BE.
Termin BORN — Barrett Oesophagus Related Neoplasia. Jde o termin, ktery
vyjadiuje fakt, ze dg. BE je spojena s vyskytem neoplazie. V soucasnosti se neoplazie
u BE déli na:

a) low-grade intraepitelialni neoplazii (low-grade dysplazii);

b) high-grade intraepitelidlni neoplazii (high-grade dysplazii);

¢) adenokarcinom jicnu — ¢asny nebo pokrocily.

Termin ESEM - Endoscopically Suspected Esophageal Metaplasia. Jde
o popisny endoskopicky termin, ktery pii endoskopickém hodnoceni popisuje zmény
typické pro BE. Tento termin by se m¢l pouzivat pro pacienta se zatim nestanovenou
dg. BE nebo pacienta, ktery vykazuje typické endoskopické zmény pro BE ale
histologicky se metaplazie zatim nepodaftila prokdzat. Termin GEJ — gastroezofagealni
junkce (gastroesophageal junction). Jde o termin dost problematicky a hlavné zcela
zasadni. Z pohledu endoskopujiciho I¢kaie je GEJ definovano jako proximalni konec
glandularnich  Zlazek Zaludku, tedy proximalni zakonceni ZaludeCnich fas.

»Anatomickd” GE junkce je definovana jako oblast “endoskopické” GE junkce, tedy
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piechod tubuldrniho jicnu v prostorny vak zaludku, jinak také proximalni zakonceni
zaludecnich tas. M¢la by se vzdy urCovat za minimalni insuflace. Rozhrani je nutné
urit co nejprfesnéji, hraje totiz mandatorni roli pii makroskopickém zhodnoceni
a endoskopické klasifikaci BE, a také pii odbéru biopsii k histologickému vysetieni.
Problém pak byva exaktné¢ vztdhnout misto GE junkce, misto ptechodu epitelt
a eventuelni délku Barrettovy sliznice u pacienta s axidlni hidtovou hernii, u pacientti po
fundoplikacich, u pacienti s jinymi stavy, které modifikuji normalni anatomické
poméry distalniho jicnu ¢i kardie (42).

Termin Z linie. Jde o jasn¢ viditelny piechod jednotlivych epitelll — tedy epitelu

vrstevného dlazdicobunééného a epitelu cylindrického. (obr. €. 1 a obr. €. 2).

Obr. €. 1: Schematické zobrazeni fyziologického nalezu distalniho jicnu a kardie

ohlast gastroesofagealni
Junkce

| \ faludeini fasy
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Obr. ¢. 2: Endoskopicky pohled na oblast gastroesofagealni junkci (bez patologie)

Termin GEJ a Z linie nevyjadiuje totéZ - nejde o synonyma. V jicnu se zcela
fyziologickym nalezem muiZe byt Z linie pifimo v oblasti GEJ. U pacientl s Barrettovym
jicnem je ale Z linie nerovnd a vétSinou oralné/proximalné nad GEJ. U pacientl
s aktivnim zanétem jicnu nemusi byt Z linie zcela patrnd. Makroskopicky miizeme
Barrettiv jicen klasifikovat dle délky. V obecném povédomi jsou dva typy klasifikaci.
Prvnim typem Kklasifikace (tab. ¢. 1) je starSi, jednodussi, ale ne zcela pfesna, ktera
rozliSuje Barrettiiv jicen s dlouhym segmentem (LSBE, postiZzeni del§i nez 3 ¢cm nad
GEJ), Barrettiv jicen s kratkym segmentem (SSBE, postizeni kratSi nez 3 cm nad GEJ)
a ultrakratky segment BE (USSBE, makroskopické zmény jsou jen obtizné

definovatelné a jsou jen v oblasti GEJ).
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Tab. ¢&. 1: Klasifikace Barrettova jicnu dle délky segmentu

Typ Barretova jicnu | Zkratka Definice

LSBE Délka segmentu BE
Dlouhy segment (Long Segment je vice jak 3cm nad

Barrett Esophagus) | GEJ

SSBE Délka segmentu BE
Kratky segment (Short Segment je méné nez 3cm nad

Barrett Esophagus) | GEJ
USSBE (Ultra Short
Ultrakratky segment | Segment Barrett
Esophagus)

Zmény jen v oblasti
GEJ

Stale castéji se ale uplatnuje druhy typ klasifikace, tzv. Prazska Klasifikace
(Prague classification, Prague C&M criteria), kterd pfesné¢ v centimetrech urcuje
endoskopicky viditelné makroskopické zmény typické pro BE (40). Jednak urCuje
zmény v maximalni délce (M, maximum), a také piesné¢ urcuje oblast cirkularné
postizenou (C, cirkumferentni). Barrettiiv jicen pak mtze byt klasifikovan napt. CIM3
— cirkularni postizeni do 1 cm nad GE junkci a maximalni postizeni (nejdelsi vybihajici

postizena sliznice) je do 3 cm nad GE junkci (obr. €. 3 a obr. €. 4).
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Obr. ¢. 3: Prazska Klasifikace (Prague classification, Prague C&M criteria),

schematicky

M - maximalni rozsah 3cm

C - rozsah cirkumeference lem

/"’\

Obr. ¢. 4: Prazska Kklasifikace (Prague classification, Prague C&M criteria),

endoskopie




Mikroskopicky na zaklad¢ vysledku histopatologického vysetfeni rozliSujeme 3
37). V histologickém obraze mizeme sledovat jen prostou intestindlni metaplazii (bez
dysplastickych zmén). To je ptipad BE nejméné zadvazného, pro pacienta nejpiijatelné)si
stadium nemoci (obr. €. 5). DalSim stadiem je nizkd dysplazie (LG, low-grade
dysplazie nebo nové low-grade intraepitelidlni neoplazie) (obr. €. 6). Velmi nebezpecné
je stadium vysoké dysplazie (HG, high-grade dysplazie nebo novéji high-grade
intraepitelidlni neoplazie) (obr. ¢. 7). Jedna se o stadium pokrocilé, zdvazné a vétSinou
je vyzadovano tzv. druhé ¢teni preparatu jinym patologem nebo revize patologem

zkusengj$im/specialistou na problematiku patologie GIT.

Obr. ¢&. 5: Barrettiv jicen — intestinalni metaplazie (bez dysplazie)
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Obr. ¢. 6: Barrettuyv jicen — low-grade dysplazie

Obr. €. 7: Barrettuv jicen — high-grade dysplazie
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1.3  Epidemiologie

BE ma velmi tzkou vazbu na refluxni chorobu jicnu (GERD). Udava se, ze asi
8-12 % pacientd s GERD ma pii endoskopii zjistén BE. Vzhledem k ¢etnosti GERD
v celé populaci je prevalence BE odhadovana az na 1 %. Tato Cisla potvrzuje velka
studie na vice nez 13000 probandech, kterda udava pravé 1% prevalenci BE (6).
Z praktického hlediska je velmi dulezité, ze u 0,2-2 % pacienti s BE miize dojit ke
vzniku adenokarcinomu jicnu (7, 8, 9). Obecné se udava, ze asi 0,5 % pacientii s BE ma
riziko vzniku adenokarcinomu béhem jednoho roku trvani nemoci. Nalez BE tedy
zvySuje prokazatelné riziko vzniku adenokarcinomu jicnu. Udavalo se, Ze riziko
muze byt zvySeno az 300x, ale toto Cislo se zdd byt velmi nadhodnocené. Jedna
z nejvétsich praci dokumentuje 30-ti nasobné zvySeni rizika adenokarcinomu jicnu
u pacientit s diagnézou BE oproti zdravé populaci (10), i oproti pacientim sice
s ndlezem ezofagitidy, ale bez refluxni symptomatologie. Metaanalyza 12 studii na
celkem 1503 pacientech s adenokarcinomem jicnu ukazala, Ze BE byl pfitomen u 24-
64 %, nicméné pouze u 5 % pacienti se o diagnéze BE védélo pied stanovenim
diagnozy adenokarcinomu jicnu (14).

BE se castéji vyskytuje u muzii (muzi : Zeny je 3 : 1), narlsta s vékem, ale
vyznamnd zavislost na rodinné anamnéze neni potvrzena. Zavislost na socio-
ekonomické urovni neni téz nijak vyznamna. Rasové rozdily jsou spiSe kontroverzni,
ale BE je nejcastéjsi u bilé rasy (kavkazské), zatimco hispanci a ¢ernosi (afroamericané)
inklinuji spiSe k samotné GERD a BE u nich neni nachazen tak Casto. U praci
japonskych autor se nepopisuje tak vysokd incidence BE jako v zapadni Evropé ¢i
USA — zde je ale diskrepance v definici BE. Vzhledem k pomérné velkému poctu
pacientl, ktefi maji miniméalni nebo Zzadné potize, je diagnéza BE zfejmé

poddiagnostikovana (14).

21



1.4  Etiologie a patogeneze

K hlavnim etiologickym faktorim Barrettova jicnu patii GERD.
Dlouhotrvajici reflux méa vys$si vyskyt BE a zda se, ze na vznik BE ma vliv jak reflux
kysely (zalude¢ni obsah, zalude¢ni $tavy), tak i zésadity (duodenalni obsah, zlucové
kyseliny) (27). Pro vznik BE je zdsadni dlouhotrvajici irritace sliznice distalniho
jicnu. Dokonce je znamo, Ze doba a agresivita refluxatu ma vliv na vznik a rozvoj
dysplastickych zmén (31). V zavislosti na rizikovych faktorech je Barrettiv jicen zcela
srovnatelny s GERD. Tedy k hlavnim rizikovym faktorim patii: pfitomnost axialni
hiatové hernie (26, 27), nadvéha (32, 33, 34, 35), a s tim souvisejici objemna a tu¢na
jidla, jidlo na noc. Déle jsou to peprmint, ¢okolada, Cerstvé bilé¢ pecivo, mék, cibule,
cesnek, sycené napoje, kofein, cola, dzusy, nadmérné zapojeni btiSniho lisu (posilovéni,
sportovani, prace v predklonu), latky a léky ovlivitujici (snizujici) tonus dolniho
jicnového svérae (aminofyliny, antagonist¢ vapnikovych kandld, nitraty).
Komplikovany priitbéh GERD (Casté epizody zhorSeni, selhani farmakologické terapie,
ulcerace, krvaceni, striktury) je spojen s vyssi pravdépodobnosti vzniku BE. Tize
refluxu, resp. mira uddvanych subjektivnich potizi, ale neni imérna pravdépodobnosti
vzniku BE (28).
dlouho trvajici irritace sliznice distalniho jicnu. V dalSich sekvencich dochazi ke vzniku
dysplastickych zmén, a nakonec i adenokarcinomu. Riziko vzniku adenokarcinomu
v BE se udava dle metaanalyz 0,5-1,0 % za rok (29, 30). Ur¢ity stupen dysplazie ma az
25 % pacienti v dobé diagnézy BE (4). Pii lehké dysplazii (low grade dysplazie, LG)
stoupd riziko jen nepatrné, pii tézké dysplazii (high grade dysplazie, HG) je potencial
malignizace vysoky, asi 20-30 % pacientl s HG dysplazii se v pribéhu 1 roku miize

dockat vzniku adenokarcinomu. Pro¢ néktefi pacienti inklinuji k dysplastickym
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zménam, ¢i k rychlému piechodu v dysplazii, neni zatim jasné. Nabizi se geneticka
predispozice. Dle recentnich praci je vyskyt HG dysplazie ¢i adenokarcinomu jicnu
zavisly hlavné na téchto 4 faktorech: ptitomnost LG dysplazie, délka/rozsah BE, trvani
BE nad 10 let a pfitomnost ezofagitidy (73). 5-let¢ piezivani pacienta
s adenokarcinomem jicnu je méné nez 14 % (4). Riziko rozvoje adenokarcinomu se

zvySuje se stupném dysplazie (4, 7, 11).

1.5  Kilinicky obraz

Neexistuji typické piiznaky jen pro Barrettiv jicen. Cast pacienti udava potize
typické pro GERD (pyr6za, bolesti na hrudi, bolesti v epigastriu, no¢ni reflux
a mimojicnové pifiznaky jako kaSel nebo astma). Studie na vice nez 25 tisicich
endoskopovanych pacientech ukézala, Ze minimalné 40 % pacientii nema pri zjiSténi
BE refluxni potiZe a jsou zcela asymptomaticti. U 75 % pacientd s BE nejsou pii
endoskopii nalezeny ani pozdéji histologicky prokazany zanétlivé zmény v oblasti
distalniho jicnu.

BE se mize manifestovat ale také komplikacemi, patii mezi n€ krvaceni z jicnu,
vznik viedu v terénu Barrettova jicnu, stendza ¢i striktura s klinickou manifestaci
dysfagii nebo odynofagii. Zda se, Ze subjektivni potiZe jsou vice vyjadieny u mladsi
populace nez u starSich pacientl. Pfi trvalé medikaci inhibitory protonové pumpy a pii
dodrzovani rezimovych a dietnich opatienich je naprosta vétSina pacientti s BE, ktefi
udavali refluxni symptomatologii, nadale zcela bez potizi (28 a vlastni pozorovani
autora). Z praktického hlediska je toto diilezité: pokud si pacient s letitymi refluxnimi
potizemi ¢i se znamou diagnézou GERD zac¢ne pochvalovat 1é€bu a udava vymizeni
symptomt do té doby castych nebo obtézujicich, nemusi to nutné znamenat jen Gspéch

terapie ale i to, ze jde o Barrettliv jicen. Inervace distalniho tiseku jicnu se totiZ na
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podkladé metaplazie ¢i dysplazie méni — popisuje se hyposensitivita (12). Zména
inervace je prisuzovana pravdépodobné dlouhodobé probihajicimu zanétu, ktery vede
k anatomickym zméndm ve svaloviné a nasledné v inervaci (hypotéza). Otazka

degenerace inervacnich pochodl nebyla podrobnéji zkoumana.

1.6  Diagnostika

Diagnéza Barrettova jicnu se skldda z endoskopického vySetieni
a histologické verifikace. Endoskopie je samoziejmé zlatym standardem. BE ma
v endoskopickém obraze typicky charakter jazykovitych vybézkl, ostrivki anebo
splyvajicich 1 cirkumferentnich lezi, riizové ¢i lososovité barvy, nad GE junkci, které

jsou ostfe ohranicené vuci ostatni sliznici jicnu. (viz obr. 8a, 8b a 9).

Obr. 8a: Barrettiiv jicen — schéma

— W7\
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Obr. 8b: Barrettiiv jicen — schéma, ostrivky

%
—W7

Obr. 9: Barrettiiv jicen — endoskopicky pohled
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Vétsinou je Barrettv jicen lokalizovan v distalni tfetin€ jicnu, nad GE junkci.
BE muizeme najit izolovan¢ ve stfedni ¢i dokonce proximdlni tfetiné jicnu. Pfi
diagnostice by méla byt vzdy popsana délka segmentu BE. Je doporuceno, a stava se
celosvétovym standardem, pouziti Prazské klasifikace (Prague classification, Prague
C&M criteria) (40).

Diagnostickym pokrokem, a zatim ne zcela standardizovanym postupem, je
vyuziti zobrazeni na principu optické filtrace svétla — jedna se o systémy typu NBI
(Olympus), F.I.C.E. (Fujinon) nebo I-scan (Pentax), které umoznuji kvalitn&;si
zobrazeni slizni¢nich zmén, zlepSeni kontrastu piechodu jednotlivych epiteld,
zvyraznéni vaskularnich zmén (vascular patterns) a zmén architektury sliznice
a slizni¢nich zlazek (pit patterns). Umoznuji lepsi zacileni k biopsii (13, 44). Pi vyuziti
zoomu (pfiblizeni) a zobrazeni na monitoru typu HDTV je mozné vyslovit podezieni na

dysplastické ¢i neoplastické 1éze (obr. ¢. 10, se souhlasem firmy Olympus).

Obr. €. 10: Rozdil ve zobrazeni BE mezi klasickou endoskopii a NBI endoskopii

(vpravo)
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Pted nastupem NBI byly vyuzivany metody zvyraznéni pozorované tkané napf.
s pouzitim Lugolova roztoku, kyseliny octové ¢i chromoendoskopie s metylenovou
modii. Jde o metody pracnéjsi, v dneSni dobé uz opousténé a poskytujici podobné
vysledky jako NBI endoskopie.

Dle doporuéeni Ceské gastroenterologické spole¢nosti (CGS) plati, ze biopsie
maji byt v ramci endoskopického vysetteni odebrany ze vSech kvadrantli, od oblasti GE
junkce, spokracovanim v 1-2 cm intervalech oralné, posledni biopsie 1 cm nad
predpokladanou hranici Barrettova jicnu (5). Toto je pomérné technicky i Casové
naro¢né, navic jde o tangencidlni odbéry a zacileni mista k odbéru biopsie v terénu
zakrvaceného jicnu (po odbérech nckolika biopsii) neni jednoduché. Odbéry biopsii
jsou nutné i ze vSech makroskopicky podezielych 1¢ézi. Souc¢asna doporuceni odbornych
spole€nosti vétSiny zemi zatim nevedou k vétSimu zachytu pacientd s vysokym stupném
dysplazie nebo ¢asnou formou adenokarcinomu a jsou nazyvany ,hit and miss system*
(13). Z praktického hlediska je dulezité, ze az 25 % pacienti s Barrettovym jicnem ma
v dobé stanoveni diagnozy nizky stupen dysplazie (4), a proto je nutné¢ endoskopické
vySetieni v€etné odbera histologie opakovat.

Druhou soucasti diagnostiky je histologické vySetieni. Histologické preparaty
by mél hodnotit zkuSeny patolog, pfipadné je vhodné porovnavat hodnoceni vice
patologti. Shoda endoskopického nélezu BE a histologické verifikace BE je udavana
dokonce jen ve 20-50 %, vétSinou pramérné kolem 40 % (54, 63, 64). Shoda zkuSenych
patologli v hodnoceni LG dysplazie je dle studii 50 %, u HG dysplazie 85 % (13).
Urceni, zda jde o dysplazii a urceni stadia dysplazie je velmi dulezité pro dalsi

sledovani a osud pacienta. Dle histologického vySetfeni rozliSujeme BE:
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- s intestindlni metaplazii (bez dysplazie)

- s low-grade dysplazii (LG, low-grade intraepitelialni neoplazie, LGIN)

- s high-grade dysplazii (HG, high-grade intraepitelidlni neoplazie, HGIN)

(viz kapitola 1.2 Definice a obr. €. 5, obr. €. 6, obr. €. 7).

V budoucnu se ziejmé v rutinni diagnostice BE objevi imunohistochemické
metody, které budou jednak schopny zlepSit hodnoceni u histologicky ¢i
makroskopicky nejasnych nélezii a pomohou tak histopalogiim s diagnézou BE. Ale
budou také vyuzivany pro zlepSeni diagnostiky a stratifikace téch nemocnych s BE,
jejichz potencial prechodu do HG dysplazie ¢i adenokarcinomu je z dosud nezndmych
divodi vysoky, a mohou tak klinikiim pfinést velmi dualezitou informaci. Asi nejlépe
provéfené imunohistochemické markery jsou Ki67 a p53. Jedna se o markery
nespecifické, jejichZ zvysSend exprese je popisovana u dysplazie a adenokarcinomu jicnu
(65, 66, 22). Z dalSich markerti jsou studovany cytokeratiny, hlavné¢ dva typy CK7
a CK20. Cytokeratiny nejsou pitvodné markerem pro jicen ¢i intestinalni metaplazii, ale
bylo zjisténo, ze CK20 je markerem intestindlni diferenciace a CK 7 je vhodnym
markerem duktalni diferenciace. Zpocatku se zdalo vySetfovani CK pomérné nadéjné
(70), ale nekteré vysledky byly dosti rozporuplné a prvni hypotézy se nepotvrdily (71,
72). Specifické pro intestinalni metaplazii, a tim pro Barrettiiv jicen, je skupina markert
MUC. Zname 9 zéakladnich typt, znichz s intestindlnim typem metaplazie jsou
spojovany hlavné MUC2 a MUCS. Vys8i exprese téchto markerti je pozorovana
u intestindlni metaplazie, pti pfechodu do dysplazie jejich exprese klesa (67, 68, 69).
Dal$im markerem imunohistochemického vySetfeni je zajimavy a pro Barrettiv jicen
specificky CDX2 (caudal type homebox 2). V HG dysplazii a adenokarcinomu jeho
exprese klesd nebo dokonce fokalné¢ vymizi (17, 18, 41). V experimentalni studie

hodnoceni i jiné markery, napt. cyklin D1, cyklin D, pRB, H2AX, beta-katenin (22, 23,
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24, 25). Tim ale vycet imunohistochemickych markeri nekonci, dnes jsou jich
v souvislosti s BE zkoumany desitky. V zasadé¢ mizeme imunohistochemické markery
rozdélit na dvé tiidy: jednak markery, které pomahaji s diagnostikou BE, tedy
intestinalni metaplazie a ty, které potencionalné mohou naznacit maligni potencial,
tedy pfechod v dysplazii ¢i adenokarcinom. Tyto potencionalni markery se ovSem zatim

zkoumaji pouze na experimentalni irovni.

1.7  Lécba

Tato prace se nezabyva pohledem na 1é€bu BE, nybrZz na diagnostiku. Ptesto je

na tomto misté vhodné zminit stru¢ny prehled dostupné 1éCby.

1.7.1 RezZimova a dietni opatieni

Pti konzervativni 1€cbé BE se postupuje podobné jako v 1écbé GERD, tedy
nejdiive vysvétlenim rezimovych a dietnich opatieni. Zdiirazituje se Castéjsi a mensi
porce jidla, pravidelné, bez epizod hladovéni (dnes tak ¢astych), nehltat, neptejidat se,
jist vklidu a pohod¢, nejist na noc (minimalné¢ 2 hodiny pfed ulehnutim). Je nutné
omezit potraviny vyvolavajici reflux (cibule, ¢esnek, ¢okolada, peprmint, mak, Cerstvé
pecivo, sycené napoje, dzusy, cola, citrusové plody...). V diet¢ plati individualni
tolerance. Doporucuje se redukce télesné hmotnosti, omezeni cviceni zpusobujiciho
zvySeni nitrobfiSniho tlaku a poloh zvysujicich gastroesofagedlni reflux, vhodna je
elevace hlavové casti lizka, zdkaz koufeni, omezeni konzumace alkoholu (otdzkou je
mnozstvi alkoholu denng). Nutna je i znalost 1€k, které mohou snizovat tonus dolniho
jicnového svérace (anticholinergika, benzodiazepiny, kalciové blokatory, teofylin,

progesteron).
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1.7.2 Farmakologicka lécba

Medikamentézni terapie BE je zalozena na supresi kyselé Zaludecni sekrece
(omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, esomeprazol a rabeprazol). Mezi jednotlivymi
inhibitory protonové pumpy (PPI) neni pii zvyklém davkovani 2krat denné
a dodrzeni compliance klinicky vyznamny rozdil. Esomeprazol se davkuje jen 1x denné.
PPI preparaty jsou obecné¢ dobfe snaSeny, maji minimum vedlejSich ¢i1 nezddoucich
ucinki, lanzoprazol a pantoprazol vykazuji i méné¢ lékovych interakci (v porovnani
s omeprazolem). Je nutno poznamenat, ze existuje 1 mala skupina pacientt, ktera na PPI
terapii nereaguje — nonrespondéii.

PPI maji v 1écbé¢ BE jesté dalsi dvé role, o kterych se méné vi. Dlouhodobé
uzivani PPI vede prokazatelné k regresi BE a reepitelizaci BE zdravym epitelem a PPI
snizuji mimo kysely reflux i reflux zasadity, duodeno-esofagedlni. Za nejucinnéjsi
metodu snizeni zdsaditého refluxu je povazovéna antirefluxni chirurgie. Terapie PPI ale
vyznamné snizuje 1 Zalude¢ni obsah, a tim ma podobné G¢inky na zéasadity reflux (55).
V poslednich letech se objevuji nové poznatky o nezadoucich ucincich dlouhodobé
terapie PPI. Jde hlavné o diisledek snizené produkce HCI, a tim ovlivnéni uvolnéni latek
z potravy a snizeni baktericidni uc¢innosti zalude¢ni §tavy. Dochazi téz k ovlivnéni
trofiky Zalude¢ni sliznice. Z latek uvoliiovanych zpotravy se popisuje snizend
dostupnost Ca a je popsan vyssi vyskyt fraktur u starsi populace (80, 87). Rozdil
v kostni denzit¢ ovSem nebyl zaznamenadn a S$lo o populaci starSich pacienta
s pfidruzenymi riziky (87). Dale byl zaznamenan vyskyt zavazné hypomagnezemie
s kifec¢emi, dokumentovano je ale jen 26 piipadi (81, 82). Bez klinického vyznamu byly
publikovany préce, které¢ poukazuji na nizsi vstiebavani Fe a vitaminu B12 u pacienta
na dlouhodob¢ medikaci PPI (83, 84). Z infek¢nich komplikaci u dlouhodobého uzivani

PPI se popisuje relativné vyssSi riziko vzniku akutni gastroenteritidy, clostridiové
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kolitidy a pneumonie (85, 86). V praxi se endoskupujici I¢kafi setkavaji casto
s mnohoc¢etnymi polypy u pacienti na dlouhodobé terapii PPI. Tyto polypy jsou
histologicky benigni, jde o hyperplastické ¢i fundalni polypy (88).

H, blokatory dnes maji jen minoritni vyznam — u pacientli s alergii nebo
nesnasenlivosti PPI ¢i preferenci H, blokatora. Eventuelné je mozné H; blokatory ptidat
ve vecerni davce do kombinace s PPI, coZz je doporucovano pii obtéZujicim nocnim
refluxu (56).

Prokinetika (itoprid, metroclopramid, domperidon) maji také své misto v terapii
BE. Prokinetikia se piidavaji vzdy jen do kombinace, samostatné¢ podavani prokinetik
vyznam v terapii BE nemd. Davkovani je obvykle 3krat denné, pied jidlem.
V soucasnosti je nejuzivangjSim preparatem itoprid. Neexistuji ale zadné studie, které
by prokazovaly efekt prokinetik v terapii BE. V minulosti byl mezi
gastroenterologickou obci 1 mezi pacienty velmi oblibeny cisaprid (preparat Prepulsid),
ten byl ale pro své nezddouci ucinky a zavazné 1ékové interakce (s prodlouzenim QT
intervalu) staZen z trhu.

Ulevova 1é¢ba méa dobry efekt pro pacienta s vyraznou refluxni
symptomatologii. Antacida neutralizuji kysely obsah zaludku, maji ale kratkou dobu
trvani ucinku a vznikd k nim velice rychle tolerance. Pro dlouhodobé uZivani
v monoterapii tato 1é€ba neni vhodna a nelze ji povazovat za 1éCbu lege artis.

Profylakticka 1écba, kterd by snizovala riziko vzniku adenokarcinomu v BE,
neni zndma. Zvazovala se kyselina acetylsalicylova, ale ve velkych multicentrickych
studiich jeji pfinos na zmirnéni rizika vzniku neoplazie v BE nebyl prokazan (38).
Stejné nebyl prokazan vyznam selektivnich ¢i preferencnich inhibitort cyklooxygenazy
(39) nebo nékterych antioxidantd, které by mohly zamezit poskozeni DNA (beta-

karoten).
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Medikamentozni terapie BE je dlouhodoba ¢i celozivotni a vyskyt vedlejSich
nebo nezadoucich UCinkli je minimalni. Dlouhodobé podavani PPI je spojeno
s vyskytem neoplazii na experimentalnich zvifecich modelech, nicméné u lidi takové

zmény ani pii dlouhodobém podavani nebylo pozorovany.

1.7.3 Endoskopicka lécba

Endoskopicka lécba Barrettova jicnu je ¢im dal u¢innéjSi a umoziuje fesit
ilokaln¢ pokrocilé nalezy. EMR (endoskopicka mukozni resekce) a ESD
(endoskopicka submukozni disekce) jsou radikalni endoskopické techniky. Obé
techniky maji nespornou vyhodu - patologim poskytnou moznost ,en bloc*
preparatu/resekatu k histologickému zhodnoceni postizeni resek¢ni linie. EMR jicnu je
v Ceské republice provadéna a asi nejvice dat pochazi z UVN Praha (Martinek)
a Nemocnice Vitkovice (Urban, Falt). Vyhodou této metody je relativni bezpecnost v
rukou zkuSené¢ho odbornika, komplikace se daji feSit endoskopicky, nicméné u tak
radikalni endoskopické techniky je nutno pocitat se zavaznymi komplikacemi, kdy je
potfeba mit v zdloze chirurga s hrudni specializaci a zkuSenosti s chirurgii jicnu.
K hlavnim komplikacim patii krvaceni, stenoza a perforace. Krvaceni byva v ramci
vykonu nebo ivdruhé dobé a provazi asi 1-10 % vykont, vétSinou je oSetfitelné
ednoskopicky. Stenozy jsou popisovany hlavné u EMR kde je odebrano vice nez 50 %
cirkumference jicnu. Perforace jsou popisovany hlavné v zavislosti na zkuSenosti
endoskopujiciho 1ékate a jsou Castéjsi pokud je objem submukozni injekce nepfimérene
velky (74, 75, 76, 77). VSechny metody (EMR, ESD a RFA) vyzaduji sedaci pacienta,
vétSinou analgosedaci. Stale Castéji je doporucovana kombinace obou metod, nejdiive

provedeni EMR a nasledn¢ RFA.
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RFA (radiofrekvenc¢ni ablace) je nova a velmi slibna metoda k oSetfeni BE. Jde
o metodu, kterd vyuziva fizené termické poskozeni sliznice BE s naslednou reparaci
“zdravou” sliznici. Provadi se pod endoskopickou vizualizaci, kdy je abla¢ni sonda bud’
pevné spojena s endoskopem nebo po vodi¢i do jicnu zasunuta a nasledné pod
endoskopickou kontrolou nasazena na misto, které bude oSetfeno. V dobé vzniku této
dizertacni prace bylo provedeno vice nez 60 000 procedur na celém svété¢ a nebyly
hlaseny zadné zavazné komplikace. Nejcastéj$i komplikaci po RFA je stendza,
popisovana asi v 1-2 % ptipadi (78). Metoda je provadéna s ispéchem i1 na pracovisti
autora, na II. interni klinice gastro-enterologické a hepatologické FN Olomouc (79).

APC (argon plazma koagulace) je nyni spiSe okrajovou metodou v terapii BE.
Jejim problémem je Casova narocCnost, realativni nepfesnost, pomérné tézka destrukce
osSetfené tkané ariziko komplikaci. APC nedovoluje oSetfit rozsdhld postizeni BE
(dlouh¢é segmenty). Neexistuji ani velké zkuSenosti s oSetfenim dysplazii, data shrnuji
spiSe terapii nedysplastického BE. Metaplazie i dysplazie v Barrettové jicnu po APC
pomérné Casto perzistuje. APC je v terapii vymezeno snad jen k moznému oSetieni
izolovaného residua po piedchozi terapii (ESD, EMR) ale izde jde spiSe
o experimentalni postup nez o postup standardizovany (15).

Z dalSich metod endoskopického oSetfeni BE Ize jen okrajové zminit
endoskopickou  kryoterapii,  fotodynamickou  terapii  (PTD), multipolarni
elektrokoagulaci a termoterapii s vyuzitim laseru. Tyto metody nejsou standardné
vyuzivany k 1é¢bé Ci eradikaci a uspésnost téchto metod neni presvéd¢iva. Chybi i data

na velkych souborech. V Ceské republice se nepouzivaji.
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1.7.4 Chirurgicka lécba

Chirurgickou intervenci u BE mizeme rozdélit na dvé casti. Jednak jde
o chirurgii antirefluxni, v otdzce BE tedy spiSe o preventivni postup. Jednak jde
ofeSeni komplikaci BE — tedy o lécbu tézké dysplazie a adenokarcinomu jicnu.
Ezofagektomie (eventuelné¢ s naslednou koloplastikou) je ale velmi néarocnym

a mutilujicim zakrokem. BliZe 1ze odkazat na recentni chirurgickou literaturu.

Poznamka v problematice konzervativni terapie vs. chirurgicka terapie.

Odborna gastroenterologicka vetejnost mnoho let vede spor o tom, co piinasi
pacientim vétsi benefit: zda dlouhodoba terapie PPI nebo antirefluxni chirurgické
postupy. Existuje nékolik velkych multicentrickych studii, které se touto problematikou
zabyvaji. Jedna z nejobsahlejSich publikovanych praci je metaanalyza Changa z let
1996 az 2005, ktera revidovala 2011 abstraktti, 100 ptivodnich pfispévki a analyzovala
25 praci s celkem 1696 pacienty s Barrettovym jicnem. Prace prokéazala vétsi moznost
regrese BE v souboru chirurgicky feSenych pacientli oproti konzervativné léCenym
pacientiim, nicméné¢ vyskyt adenokarcinomu v BE byl u obou soubort prakticky stejny,
bez rozdilu ve statistické vyznamnosti (16).

Stale se tedy nedd jednoznacné doporucit, co preferovat — zda trvalou,
celozivotni medikaci PPI nebo zda pacienta nabidnout k chirurgickému feseni. Postup
zavisi na pfitomnosti hernie, povaze refluxatu (pH-metrie), Cetnosti refluxnich epizod,
complianci a toleranci PPI terapie, na subjektivnich potizich nemocného. Postup je tedy
u kazdého pacienta individudlni. S chirurgem by mél byt vzdy konzultovan mladsi
pacient s BE, pacient bez adekvatni odpovédi na farmakoterapii, pacient s velkou
axialni hiatovou hernii. Pfed zvaZzenim chirurgické intervence by se mél pacient vzdy

snazit o0 maximalni dodrzeni reZimovych a dietnich opatieni. Snaha o snizeni hlavnich
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ovlivnitelnych rizikovych faktorti (obezita, koufeni, dieta) je v péci o pacienty s BE
do budoucnosti by mohla byt kombinace antirefluxni chirurgick¢ 1écby

a endoskopického osetfeni RFA.

1.8  Komplikace

wewr

komplikaci je vznik adenokarcinomu jicnu. Striktura vznikd nejcastéji pfi chronické
pfetrvavajici zanétlivé slozce nebo jako komplikace po endoskopickém oSetieni BE.
Prevenci striktur u BE je dlouhodobé uzivani PPI. Po vylouceni maligni stendzy je
v 1é€be uzivana endoskopicka dilatace.

Vied v BE ¢i Barrettiiv vied se vyskytuje castéji u pacientll s hiatovou hernii,
muze byt provazen krvacenim a neziidka je prvni manifestaci BE. Lécba Barrettova
viedu je antirefluxni medikament6zni terapie. Lécba krvaceni je endoskopicka. Jak jiz
narlista a pfeziti pacientll s adenokarcinomem jicnu neni dobré. Asi 0,3-2,9 % pacientl
s Barrettovym jicnem dospéje do adenokarcinomu jicnu. 5-ti leté piezivani pacientl
s adenokarcinomem jicnu je méné nez 14 % (2). Riziko EAC se zvySuje se stupném
dysplazie. Recentni prace udavaji, Ze az 95 % adenokarcinomil jicnu vznik4 u jedinct
bez ptredchozi znamé diagnézy BE (14). Ne vSechny adenokarcinomy jicnu vznikaji
v Barrettové sliznici. Ale pravé dispenzarizace pacientdl, pravidelné endoskopické
kontroly s biopsiemi a ¢asnd endoskopicka 1écba dysplazii je jedinou moznou prevenci

vzniku této zavazné komplikace.
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1.9  Dispenzarizace

CGS ma doporuceny postup pro dispenzarizaci pacientt s BE (5). ZaleZi vzdy na
stupni histologickych zmén. Odbéry pifi endoskopiich by mély byt provedeny
protokolarné, tedy jak jiz bylo vySe uvedeno z kazdého kvadrantu jicnu po 1-2 cm az
nad oralni linii maximalniho rozsahu BE.

Pacient s prokdzanou intestinalni metaplazii (bez dysplazie) by mél byt
endoskopicky kontrolovan 1x za 1-2 roky. Po dvou negativnich kontrolach (tzn. nejsou
zjistény dysplastické zmeény) jsou pak dalsi endoskopické kontroly provadény jedenkrat
za 2-4 roky celozivotng. Pacient s prokazanou LG dysplazii by mél mit prvni dveé
endoskopické kontroly po 6-ti mésicich a dale 1x ro¢né€ celozivotné. Histologie pacienta
s prokazanou HG dysplazii by méla byt nejprve potvrzena v druhém cteni jinym
patologem apoté by méla byt preferovana endoskopickd 1é€ba (EMR nebo RFA,
pfipadné kombinace obou metod), v ptipadé netispéchu chirurgické feSeni. Intenzivni
endoskopické sledovani pacienta s prokdzanou HG dysplazii po 3 mésicich by pfi
soucasnych moznostech endoskopické terapie (EMR, RFA atd) mé¢lo byt vyhrazeno jen

pro ojedin€lé piipady.
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2 Vlastni prace
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2.1 Cil prace
Cilem prace bylo posoudit vyznam NBI (narrow band imaging) endoskopie
a imunohistochemického vySetieni u pacientd s Barrettovym jicnem. Prace sledovala 2

hlavni vystupy:

1) Posouzeni vyznamu NBI endoskopie v diagnostice a sledovani pacienti
s Barrettovym jicnem. Zde Slo o moZnost predikce dysplastickych zmén
Barrettova jicnu na zakladé NBI endoskopického vySetfeni a porovnani predikce
s definitivnim vysledkem histopatologického vySetieni.

2) Stanoveni exprese vybranych imunohistochemickych markert u pacientd
s Barrettovym jicnem a korelace této exprese s histologickymi zménami
v bioptickych vzorcich. Tato ¢ast prace hodnotila porovnani exprese vybranych
imunohistochemickych markeri (CDX2, MUC2 a MMP9) u pacientii bez

dysplazie, s LG dysplazii a s HG dysplazii/adenokarcinomem.

Oba hlavni vystupy spolu tzce souviseji. NBI endoskopie je relativné nova
modalita zobrazeni pfi endoskopii, kterd miize pomoci odhalit dysplastické zmény
¢idokonce casné formy neoplazie. Imunohistochemické vySetfeni se standardné
u pacientl s Barrettovym jicnem neprovadi, a proto bylo snahou zjistit, zda by mohla
imunohistochemie hrat roli v diagnostice a sledovani pacientli s BE, zvlasté s ohledem

na vysledky histologického vySetteni.

Jako vedlejsi vystupy byly hodnoceny rizikové faktory Barrettova jicnu:
1) pfitomnost axialni hidtové hernie;

2) pfitomnost obezity, koufeni a alkoholismu.
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2.1 Material a metodika

2.1.1 Material a metodika endoskopické ¢asti

Na II. interni klinice FN Olomouc byla od roku 2005 vytvofena databaze celkem
106 pacientii s Barrettovym jicnem (v roce 2005 bylo ze zdravotni dokumentace pro
obdobi 2003-2005 retrospektivné vyhleddano a od roku 2005 také dopliiovano o noveé
diagnostikované pacienty). Z databaze 106 pacienti souhlasilo a bylo zaiazeno
k dalsim prospektivhim sledovanim 82 pacienti. K hodnoceni nebyli zafazeni
pacienti:
1) ktefi s prospektivnim sledovanim v ramci této studie nesouhlasili (1 pacient);
2) ktefi na zaklad¢ retrospektivnich dat nebyli blize dohledatelni - zména bydliste,
u Zzen zména jména, umrti atd. (13 pacienti);
3) u nichz méla zdravotnickd dokumentace nedostatky - nejasné popisy
gastroskopii, chybéjici histologie atd. (8 pacienttl);
4) a ktefi mé¢li diagné6zu BE stanovenou nové a zatim neme¢li alesponi prvni

endoskopickou kontrolu (2 pacienti).

VSech 82 pacientii zaiazenych do hodnoceného souboru bylo sledovano
alespoi jeden rok a tito jsou i nadale prospektivné sledovani na II. interni klinice

FN Olomouc.

Vsechna endoskopicka vySetieni byla provedena v souladu s doporucenim
Ceské gastroenterologické spole¢nosti. Vichni pacienti podepsali informovany souhlas
s endoskopickym vySetfenim horniho zazivaciho traktu, ktery obsahoval také souhlas
s odbérem biologického materidlu pfi endoskopii. Pacienti podepsali informovany

souhlas pfi prvnim vySetfeni. Pfi kazdém dalSim endoskopickém vysSetieni
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(endoskopické kontrole s biopsii) byl piivodni informovany souhlas znovu parafovan
pacientem a endoskopujicim lékafem s aktudlnim datem kontrolniho endoskopického
vySetieni. Informované souhlasy jsou zalozeny v kartotéce endoskopické ambulance II.

interni kliniky a jsou soucasti zdravotnické dokumentace pacienta.

K endoskopickému vySetteni byli pouzivany piistroje firmy Olympus:

1) Endoskop Olympus GIF Q 160 a endoskopickd véZ Exera II — k primarni
diagnostice BE;

2) Endoskop Olympus GIF Q 180 a endoskopickd véz Exera II — k primarni
diagnostice BE;

3) Endoskop Olympus GIF Q 180 NBI a endoskopickd véz Exera II — k primarni
diagnostice BE;

4) Endoskop Olympus GIF FQ 260 Z a endoskopickd véz Lucera CV-260 SL —

k primarni diagnostice a kontrolnim endoskopiim (obr. ¢. 11).
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Obr. ¢. 11: Endoskopicka véz Olympus Lucera CV-260 SL

Ptistroje Olympus GIF Q 180 NBI a Olympus GIF FQ 260 Z nabizi moznost
NBI (narrow band imaging, princip vysvétlen nize). Pristroj Olympus GIF FQ 260 Z
nabizi zvétSeni — zoom az 115x. Ptistroj Olympus GIF FQ 260 Z nabizi také moznost
AFT (autofluorescence), jeji vysledky ovSem nejsou soucasti tématu této prace. VSichni
sledovani pacienti absolvovali minimaln¢ jedno endoskopické vySetfeni na pfistroji
Olympus GIF FQ 260 Z v tzv. trimodalnim zobrazeni (tedy zoom + NBI + AFI)
a vysledky tohoto vySetteni byly porovnavany s histologickymi vysledky.

Principem endoskopie v NBI modu je opticka filtrace svétla, kdy jsou

filtrovany 2 vlnové délky celého barevného spektra. Modra vinova délka (400-430) nm
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a zelend vinova délka (530-550 nm). Cervena vinova délka, kterd méa hlubsi pranik do
tkani, je timto NBI filtrovanim potlacena. Modra a zelend vinové délka umoziuje spise
povrchovou penetraci a zlep$i tak pozorovani jemnych struktur architektury sliznice
(pitt patterns) a sité slizni¢nich cévek/kapilar (vascular patterns). Endoskopicky pfistroj
muze pracovat jak v klasickém modu tzv. bilého svétla (bez redukce jednotlivych
vlnovych délek) a jednoduchym piepnutim béhem momentu piejde do NBI modu. Pro
pacienta nejde o nijak zatézujici proceduru.

Soucasti kontrolnich endoskopii bylo taktéZ pouziti originalniho capu firmy
Olympus (obr. €. 12). Jedna se o specialni nastavec na distalni konec endoskopu, ktery
udrzuje doporucenou vzdalenost (2mm) coCky endoskopu od pozorované sliznice

a umoznuje plné vyuziti zoomu (zvétSent).

Obr. €. 12: Cap — nastavec na distalni konec endoskopu

Endoskopické vySetteni s NBI ase zoomem bylo zobrazovano na monitoru
vrezimu HDTV (reZim vysokého zobrazeni, ktery umozZnuje pozorovat i jemnéjsi

detaily).
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Endoskopické nalezy byly hodnoceny dvéma endoskopisty (prvni s praxi 25 let,
druhy spraxi 5 let). Barrettiv jicen byl klasifikovan s pouzitim tzv. Prazské CM
klasifikace, ktera je dnes celosvétove uznavanym a doporu¢ovanym standardem (40, viz
Obecna c¢ast). Pii endoskopickém vysetfeni bylo nejdiive pouzito klasické endoskopické
zobrazeni v bilém svétle, kdy byl BE klasifikovan dle Prazské CM Kklasifikace, ur¢ena
pfitomnost hernie, pfipadné stav po fundoplikaci ¢i jiné anatomické zmény. Nasledné
byla v médu NBI (bez zoomu) prohlédnuta cela oblast BE a byly popsany ptipadné
makroskopicky patrné 1éze. Poté bylo v NBI se zoomem provedeno pozorovani oblasti
BE a hodnoceni suspektnich histologickych zmén. Klasifikace pifedpokladanych
histologickych zmén byla hodnocena dle tzv. pitt patterns a vascular patterns — tedy
zmeén slizni¢ni architektury a zmén vaskularni/kapilarni sité. K jednotnému hodnoceni
endoskopického nialezu v NBI zoom modu byla pouzita modifikovana klasifikace

dle Singha (8). Klasifikace vyuziva 4 charakteristické obrazy (tab. €. 2 a obr. €. 13):

Tab. &. 2: Klasifikace slizni¢nich zmén Barrettova jicnu

Typ | Popis Ocekavany histologicky nalez

sliznice kardie, zlazky fundéalniho
A | round pits typu nebo jde o intestinalni
metaplazii, bez dysplazie

intestinalni metaplazie bez
B villous pits dysplazie,
mozZnost dysplazie je velmi nizka

absent pits znamka intestinalni metaplazie
C s pravidelnou bez dysplazie, moznost dysplazie
strukturou cévek je velmi nizka
distorted pits znamka dysplazie,
D s nepravidelnou pravdépodobnost
strukturou cévek dysplazie je velmi vysoka
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Obr. ¢. 13: Ukazka jednotlivych typi slizni¢nich zmén Barrettova jicnu

Hlavnim ukolem endoskopisty bylo tedy pfifadit pozorovanému
endoskopickému obrazu jeden zvySe =zobrazenych druht BE. Typ A, B
a C neptedpokladal moZznost zachyceni dysplastického epitelu (¢i jen v malém procentu
ptipadli moznost LG dysplazie, vétSinou fokaln€). Typ D (neuspofddanost Zlazek nebo
kapilarni sit¢) predpokladal nalez dysplazie, neztidka HG dysplazie. Z pozorovaného
mista byl odebran vzorek pro histologické vysetieni (a nasledné byly provedeny odbéry
biopsie dle doporueni CGS). Bioptické vzorky byly odebirany jednim druhem

endoskopickych klesti od dvou rtiznych vyrobet. Slo o kle§té s bodcem, systém swing
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jaw s vyklopnymi branzemi, ktery umoziuje pohodInéjsi a kvalitngjsi odbér

bioptovaného vzorku sliznice jicnu. (obr. €. 14).

Obr. ¢. 14: Endoskopické klesté — s bodcem a vyklopnymi branZemi

Prvné byla bioptovana loZiska suspektnich zmén v NBI zoom obraze a vzorky

byly odeslany v samostatné¢ zkumavce (obr. €. 15), poté nasledoval protokolarni odbér

45



biopsii dle doporu¢eni CGS (odbéry zjednotlivych kvadrantl, po 1-2 c¢cm aZ nad
makroskopicky patrné zmény typické pro Barrettliv jicen) a tyto vzorky byly odeslany
ve druhé zkumavce. Pii odbéru materidlu k histologickému vySetfeni nebyla

zaznamenana zadna komplikace.

Obr. €. 15: Odebrané bioptické vzorky

Z endoskopii byl pofizovan DVD zaznam na DVD rekordér, a také fotodokumentace na
pamétovou kartu (xD, ve formatu jpeg). Lokalni anestetikum (xylocain) ke znecitlivéni
hrdla bylo podano jen na piani pacienta. Analgosedace i celkovd anestézie byla
k endoskopickému vySetfeni vyuzita jen u 2 pacienti (oba méli gastroskopie provadény
v analgosedaci pro intoleranci jiz diive). Ostatni vysetieni prob&hla bez anestézie.

U vSech vySetfeni byl pacientem podepsdn informovany souhlas, a o vSech
vySetfenich je fadny zdznam v nemocni¢nim informa¢nim systému FN Olomouc. Lé¢ba
pacientii probihala v souladu s doporu¢enim a soucasnymi poznatky — pacienti byli

pouceni o rezimovych a dietnich opatfenich a byli 1éCeni inhibitory protonové pumpy
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(omeprazol, lansoprazol, pantoprazol) a eventuelné¢ prokinetikem (metoclopramid,

itoprid).

2.1.2 Material a metodika histologické a imunohistochemické ¢asti

Histologické vySetfeni probihalo standardnim postupem, jen bylo u vSech
histologickych vzorki pouzito tzv. “druhé cteni” — kazdy vzorek byl hodnocen
nezavisle dvéma zkuSenymi patology. Bioptované vzorky byly fixovany formolem,
odeslany ke zpracovani a histopatologickému vysSetfeni. Bylo pouzito standardni
barveni hematoxylin-eozin.

V bioptovanych vzorcich byly vySetfeny 3 r1Gzné imunohistochemické
markery: CDX2, MUC2 a MMP9 (viz tabulka ¢. 3). Imunohistochemické vysetieni
bylo provedeno s pouzitim seti Lab Vision na MMP9 a Novocastra Laboratoires na

MUC2 a CDX2.

Tab. €. 3: Pfehled imunohistochemicky vySetfovanych markeri

Protilatka Koncentrace | Vyrobce

MMPY, polyklonalni | 1:50 Lab Vision Products; Fremont, USA

MUC?2 (Ccp58) 1:200 Novocastra Laboratories Ltd; Newcastle, UK
CDX2 (AMT28) 1:100 Novocastra Laboratories Ltd; Newcastle, UK

CDX2 — Imunohistochemické vySetieni proteinu CDX2 (obr. €. 16) je specifické
pro Barrettv jicen. CDX2 je exprimovan jak v intestindlni metaplazii, tak LG dysplazii,
HG i adenokarcinomu jicnu. V HG dysplazii a adenokarcinomu jeho exprese klesa nebo
dokonce fokaln¢ vymizi. Exprese CDX2 napomaha patologovi, urcit zda jde o Barrettiv

jicen nebo o intestinalni metaplazii. CDX2 (caudal type homebox 2) je protein, ktery
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reguluje v intestinalnim epitelu rast bunék a jejich diferenciaci, patii do rodiny tzv.
transkriptnich genii (17, 18).

MUC2 - Imunohistochemické vySetieni MUC2 je vysoce specifické. Urcuje,
zda vysSetfovana tkan je intestinalni metaplazii, i kdyz histopatolog nenalezne v tkéani
pohéarkové buiky. MUC2 je vysoce exprimovan i tam, kde poharkové bunky
nenachazime (obr. €. 17). Jeho exprese by méla klesat s pokrocilou dysplazii. MUC2
také neni exprimovan fundalnimi zldzkami. MUC2 (mucin 2, MLP, SMUC) je ¢lenem
celé skupiny MUC genta (napt. MUCSAC, MUCS5B, MUC 6 a dalsi), které¢ produkuji
proteiny epitelu gastrointestinalniho traktu, hlavné tam, kde je potifeba ochranna bariéra
s mucinem (intestindlni epitel) (18, 19).

MMP9 — Imunohistochemické vySetteni MMP9 (obr. €. 18) by mélo pomoci
ur¢it miru rizika malignizace tkané. MMP9 (matrix metaloproteindza 9, matrix
metallopeptidase 9) neni specificky pro Barrettlv jicen, ani pro epitel zazivaciho traktu.
Tento gen kdduje protein, resp. proprotein, ktery je aktivovan az v extracelularnim
prostiedi, kde rozkldda kolagen IV a kolagen V. Je pozorovan v remodelaci tkani, pfi
onkogenezi, u metastdz. Vede k destrukci extracelularni matrix (20, 21).

K vyhodnoceni imunohistochemickych vzorka bylo pouzito tzv. histoskore ,,H-
score”. H-score je semikvantitativni hodnoceni imunohistochemického barveni. Jde
o soucin mnozstvi pozitivnich bunék a miry intenzity barveni. (Pozitivita bunék: 0 = do
10 % pozitivnich bun¢k, 1 = 11-29 % pozitivnich bunék, 2 = 30-59 % pozitivnich
bunck, 3 = 60 % a vice pozitivnich bunék. Inteznita zbarveni: 0 = negativni, 1 =
zbarveni slabé& intenzivni, 2 = svétle hnédé zbarveni, 3 = tmavé hnédé zbarveni).

Maximalni hodnota H-score je tedy 9.
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Po vyhodnoceni H-score byly vysledky statisticky zpracovany (neparametricky
Mann-Whitney test a Kruskal-Wallistiv test). Nasledujici obrazky jsou ukéazkami

imunohistochemickych vySetfeni (obr. ¢. 16, 17 a 18).

Obr. ¢. 16: Pozitivita CDX2
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Obr. ¢é. 17: Pozitivita MUC2

Obr. ¢. 18: Pozitivita MMP9
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Vyse uvedené 3 imunohistochemické markery byly vybrany z desitek
imunohistochemickych markerti na zéklad¢ literarnich idaji a recentnich praci (17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25) a po porad¢ s histopatologem. VysSetfeni vybranych 3
markert zlepsuje jak diagnostiku BE (MUC2 a CDX2), tak mize pomoci poukazat na

maligni potencial v terénu BE (CDX2 a MMP9).

2.1.3 Statistické metody

Pro statistické zpracovani vysledkii imunohistochemického vysetieni
(histoscore) byl pouzit neparametricky test Kruskal-Wallis a test Mann-Whitney. Test
Kruskal-Wallis zjistuje, zda se skupiny lisi statisticky signifikantn€, v ptipadée
signifikantniho vysledku se potom testem Mann-Whitney porovnaji vSechny dvojice
skupin. Ke statistickému zpracovani vysledkii NBI endoskopie s vysledky
histopatologického rozboru bylo vyuZito senzitivity, specificity, piesnosti, falesné
pozitivity, faleSné negativity, pozitivni prediktivni hodnoty (PPV) a negativni
prediktivni hodnoty (NPV) a intervalu spolehlivosti (CI). Statistické zpracovani
vysledkii bylo provedeno ve spolupraci se statistikem Ustavu biofyziky LF UP

Olomouc.

2.1.4 Charakteristika souboru

Charakteristika hodnoceného souboru (tab. ¢. 4). Celkovy pocet pacientl byl
82. Primérny ve&k celého souboru pak 61,8 let. Nejmladsi pacient mél 19 let a nejstarsi
pacient 86 let. V€kovy median byl 57,4 let. Soubor zahrnoval 54 muza (65,85 %) a 28

zen (34,15 %). Pramérna délka Barrettova jicnu s pouzitim tzv. Prazské CM klasifikace
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byla C1,6 M 3,0 - po zaokrouhleni na jednotky bézn¢ pouzivané jde o C2M3. Nejdelsi
segment BE byl C7TM9, nejkratsi COM1.

Tab. €. 4: Charakteristika souboru pacientu

Celkovy pocet pacientii 82
Muzi : Zeny 54:28
Procentualné 66 % : 34 %

Primérny vék 61,8 let
Vékoveé rozpéti 19 — 86 let
Pramér délky Barrettova jicnu Cc2Mm3
Maximalni délka Barrettova jicnu C7TM9

Primérna doba sledovani pacienta byla 4,8 let. Maximalni doba sledovani pro dg. BE

byla 14 let, minimalni doba byla (dle vstupnich parametri pro sledovani) 1 rok.

2.1  Vysledky

2.3.1 Vysledky NBI endoskopie

Celkovy pocet hodnocenych pacienti byl 82. Histologicka analyza (tab. ¢. 5):
40 pacientt (48,8 %) z celkového poctu 82 mélo histologicky néalez dysplazie (z toho 6
pacienti HG a 34 pacienti LG). Zbylych 42 pacienti (51,2 %) mélo ndlez BE
s intestinalni metaplazii. Ze 34 pacientil s histologickym nalezem LG dysplazie byl
endoskopicky ndlez pozitivni v 18 ptipadech (52,9 %), v 16 ptipadech (47,1 %) byl

endoskopicky ndlez negativni.
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Tab. &. 5: Vysledky histologického vySetfeni

Pocet pacient (N=82) Histologicky nalez
42 (51,2 %) Intestinalni metaplazie
LG dysplazie 34 (41,5 %)
40 (48,8 %) Dysplazie
HG dysplazie 6 (7,3 %)

Endoskopicka analyza: Pozitivni endoskopicky nalez (predikovana dysplazie) byl
zjistén u 27 pacientll, z toho byl u 24 pacientl (88,9 %) pozitivni také histologicky
nalez, ve 3 ptipadech (11,1 %) byl histologicky nalez negativni. Pozitivni prediktivni
hodnota NBI endoskopie pro dysplastické zmény je tedy 88,9 %. Predikce dysplazie
na zakladé NBI endoskopie byla u vSech 6 pacientt s histologicky verifikovanou HG
dysplazii. V resekatu sliznice u jednoho pacienta s histologicky verifikovanou HG
dysplazii byl zachycen karcinom. I tento pacient mél pozitivni NBI endoskopické
vySetteni.

Podrobnéjsi rozbor 82 pacientdl - parametry metody endoskopie NBI pii
porovnani vysledkli vySetfeni s histologickym néalezem ukazuji nésledujici 2 tabulky
(tab. €. 6 atab. C. 7).

Tab. €. 6: Porovnani vysledku endoskopie a histologie

Histo(lI(jéif: ggz)itivni Histoloz%ilcfvgegativni Celkove
NBI endoskopie pozitivni 24 3 27
NBI endoskopie negativni 16 39 55
Celkove 40 42 82
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Tab. €. 7: Vysledky NBI endoskopie v predikci dysplazie v Barrettové jicnu

Endoskopie NBI
Senzitivita 60,0 % (43,3 % - 75,1 %)
Specificita 92,9 % (80,5 % - 98,5 %)
Presnost 76,8 % (66,2 % - 85,4 %)

Fales$na pozitivita 7,1 % (1,5 % - 19,5 %)

Fale$na negativita 40,0 % (24,9 % - 56,7 %)

PPV 88,9 % (70,8 % - 97,7 %)

NPV 70,9 % (57,1 % - 82,4 %)

(95% CI) 95% interval spolehlivosti

Vysledky prvni ¢asti prace ukazuji NBI endoskopii jako metodu presnou
a predev§im vyhodnou pro pacienta, protoZze umi odhalit dysplazii — pozitivni
prediktivni hodnota NBI endoskopie pro dysplastické zmény je téméi 90 %. Toto
je v diagnostice a sledovani pacienti velmi dilezité. Zaznamenali jsme i velmi
nizkou faleSnou pozitivitu, jen 7 %. Relativné vysoké je cislo pro faleSnou
negativitu, 40 %. Je v§ak nutné zminit, Ze dysplazie byla predikovana vSude tam,
kde histolog potvrdil HG dysplazii. V klinické praxi jde o véc, ktera pacienta nijak

nezasiahne a neposkodi.
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2.3.2 Vysledky imunohistochemie

26 pacientli bylo selektivné vybrano a bylo provedeno imunohistochemické
vysetieni exprese vybranych markerti: CDX2, MUC2 a MMP9. Soubor 26 pacientl
tvotilo 10 pacientii s dg. BE bez dysplazie (jen s intestinalni metaplazii), 11 pacienti
sLG dysplazii a 5 pacienti s HG dysplazii. Na zadklad¢ vyhodnoceni
imunohistochemického vysSetfeni (semikvantitativné pomoci H-score), bylo dosazeno

vysledki, které priblizuji nasledujici tabulky (tab. ¢. 8 a tab. €. 9).

Tab. €. 8: Vysledky vSech imunohistochemickych markeru dle testu Kruskal-

Wallis
Skupina N Mean Rank
CDX2 IM 10 13,25
LG 11 15,77
HG 5 9,00
Total 26
MUC2 IM 10 10,45
LG 11 18,95
HG 5 8,40
Total 26
MMP9 IM 10 9,70
LG 11 13,80
HG 5 18,00
Total 26

Tab. €. 9: Zhodnoceni statistické vyznamnosti v§ech imunohistochemickych

markeri
CDX2 MUC2 MMP9
Chi-square 3,764 9,273 5,753
Signifikace 0,152 0,010 0,056
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Test Kruskal-Wallis prokazal signifikantni rozdil pouze v expresi MUC2
(graf ¢. 1). Ostatni vySetfované markery (CDX2 a MMPY) vykazovaly rozdily

v expresi, zvlasté u MMP9Y, nicméné statistickda vyznamnost zde nebyla prokazana.

Graf ¢. 1: Vysledky imunohistochemického vySetifeni MUC2
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Nasledujici tabulky ukazuji statick¢é hodnoceni markeru MUC?2 v jednotlivych
histologickych skupindch —intestindlni metaplazie (bez dysplazie), LG dysplazie a HG

dysplazie (tab. ¢. 10, ¢. 11 a &. 12).
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Tab. €. 10: Statistické hodnoceni skupiny bez dysplazie vs. LG dysplazie

Ranks
Sum of
skupina N Mean Rank Ranks
MUC2  bez dysplazie 10 7,75 77,50
LG 11 13,95 153,50
Total 21
Test Statistic®
MUC2
Mann-Whitney U 22,500
Signifikance ,019

b. Grouping Variable: skupina

Tab. €. 11: Statistické hodnoceni skupiny bez dysplazie vs. HG dysplazie

Ranks
Sum of
skupina N Mean Rank Ranks
MUC2  bez dysplazie 10 8,20 82,00
HG 5 7,60 38,00
Total 15
Test Statistic®
MUC2
Mann-Whitney U 23,000
Signifikace , 782

b. Grouping Variable: K_ SOUBOR
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Tab. €. 12: Statistické hodnoceni skupiny LG dysplazie vs. HG dysplazie

Ranks
Sum of
skupina N Mean Rank Ranks
MUC2 LG 11 10,64 117,00
HG 5 3,80 19,00
Total 16
Test Statistic®
MUC2
Mann-Whitney U 4,000
Signifikance ,007

b. Grouping Variable: skupina

Nasledujici fotografie dokumentuji rozdil mezi MUC2 pozitivitou a negativitou

(obr. €. 19 a obr. €. 20).

Obr. €. 19: MUC2 negativni nalez
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Obr. €. 20: MUC?2 pozitivni nalez

Vysledky imunohistochemického vySetifeni nepoukidzaly na statisticky
vyznamné rozdily v expresi jednotlivych imunohistochemickych markeri
u riznych histologickych stadii Barrettova jicnu. Jedina statistickd vyznamnost
byla prokizana u markeru MUC2, a to ve skupiné bez dysplazie vs. LG dysplazie
a ve skupiné LG dysplazie vs. HG dysplazie. Tato skute¢nost ale neni v praxi
z pohledu Kklinického diilezita. Soubor hodnoceného imunohistochemického
vySetieni je nesporné zatiZzen tzv. chybou ,,malych ¢isel“, coZ je patrné hlavné
u markeru MMP9, kde je trend jasné patrny, statisticka vyznamnost ale bohuzel

chybi.
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2.3.3 Vysledky vedlejsi

Mimo vySe uvedené hlavni cile (NBI endoskopii a imunohistochemii) byla
sledovana jednak piitomnost axidlni hidtové hernie a pfitomnost obezity, kouieni
a alkoholismu. Prfitomnost axialni hidtové hernie byla zjiSténa na zakladé
endoskopického vysetfeni, pfitomnost dalSich rizikovych faktorti na zakladé zdravotni
dokumentace. Obezita byla hodnocena jako BMI (body mass index) nad 30, koufeni
bylo hodnoceno jako pravidelné uzivani tabakovych vyrobku (zatfazeni byli i exkufaci).
Vliv alkoholu byl hodnocen jako pravidelné uzivani ekvivalentu 40 g Cist¢ho alkoholu
na den u muzl, 20 g u zen. 20 g Cisté¢ho alkoholu je obsazeno pfiblizné v 1 pivu (12-ti
stupniové 500ml), 1 odlivce tvrdého alkoholu (50 ml) nebo jedné sklenicce vina (200
ml).

Ptitomnost axidlni hiatové hernie byla potvrzena u 68 pacientd (82,9 %),
obéznich pacient bylo 27 (32,9 %), kuraki 22 (26,8 %) a alkohol denné pozivali 4
pacienti (4,9 %) (tab. ¢&. 13). U 4 pacientii byl zjiitén rodinny vyskyt BE. Slo o vztah

otec-syn a matka-syn.

Tab. ¢. 13: Rizikové faktory Barrettova jicnu

n=82 Pocet pacientii %
Axialni hiatova hernie 68 82,9 %
Obezita (BMI nad 30) 27 32,9 %
Koureni 22 26,8 %
Alkohol 4 4,9 %
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3 Diskuze
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Vzhledem k moznosti pfechodu v dysplazii a nasledné¢ v adenokarcinom je
Barrettiiv jicen prekancerdza. Uz samotna definice BE a vyse uvedené tdaje v “Obecné
¢asti” naznacuji, ze ptistup k BE neni celosvétove jednotny a existuji rozpory v definici,
histologii 1 topografii (48, 54). Z Kklinického hlediska je BE duleZity svym malignim
potencialem. Prevalence GERD se odhaduje na 10 %-20 % populace. Prevalence BE se
odhaduje asi na 10 % u GERD, a coz je cca 1 % populace (57, 58, 59, 60, 61).
Prevalence BE v CR znama neni, ale lze vychazet z piikladu: Pfi pramémé 2500
gastroskopiich ro¢n€ na nasem pracovisti (II. interni klinika FN Olomouc) by mélo byt
zachyceno asi 25 pacientil s dg. BE. NasSe pracovisté je srovnatelné s fakultnimi
1 vétsimi krajskymi nemocnicemi. Navic musime zohlednit fakt, Ze endoskopujeme
vetSinou symptomatické pacienty. V nasi praci vychdzime z retrospektivniho sledovani
od r. 2003 a soubor pacienti sledujeme az do konce r. 2010. Tedy za 8 let méme
celkove zachyceno 106 pacientii s BE, t.j. asi 13 pacientll s BE rocné (pozndmka autora:
106 pacientt s BE bylo celkove, 82 pacientl bylo zatfazeno do vlastni studie). Diagnoza
Barrettova jicnu je 1 u nas poddiagnostikovana. Na diagn6zu BE malo myslime.

Pokud se méame snazit o zachyt pacientl s Barrettovym jicnem, nesmime
zapominat na zcela zdkladni véci — zakladni anamnesticka data, zakladni
fyziognomicka data, pfitomnost axialni hiatové hernie ¢i udaj o dlouhotrvajim refluxu
nebo prokazané refluxni esofagitidé. Axialni hidtova hernie je nachazena asi u 80 %
pacienti s BE (26, 27) — v naSem souboru byla pfitomnost axialni hiatové hernie
potvrzena u 82,9 % pacientli. Nadvaha je také Castym rizikovym faktorem (32, 33, 34,
35), BMI nad 30 bylo potvrzeno u téméf tretiny nemocnych (32,9 % pacientll). Neméné
dalezita je rodinna anamnéza, k rizikovym faktorti esofagitidy a BE patii 1 nezdravy
zivotni styl (hlavné koufeni). Ve studovaném soubory byla zaznamenana vice nez

¢tvrtina pacientll s abusem kouteni (26,8 %). Alkohol, zda se, nehraje pfi vzniku BE tak
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velkou roli. S jistou nadsazkou se da tvrdit, Ze alkoholici se k Iékafi dostavaji az se

Nedilnou soucasti diagnostiky BE a dlouhodobého sledovani pacientii s BE je
endoskopické vySetireni. Schopnost vybrat spravné misto k odbéru bioptickych vzorka
u pacientii s Barrettovym jicnem je zasadni. Samoziejmosti je respektovani zékladnich
anatomickych fakti — tedy pfesné¢ urCeni Z linie a GE junkce. Dale pak spravna
klasifikace Barrettova jicnu s vyuzitim Prazské klasifikace (40) a zjisténi, zda je
pritomna axidlni hidtova hernie ¢i jind anatomickd anomalie (stp. fundoplikaci,
brachyesofagus atd.). Poté¢ nasleduje vlastni vySetfeni Barrettova jicnu, za idealnich
podminek s pouzitim trimodalniho zobrazeni: zoom, NBI a AFI. V nas$i praci bylo toto
respektovano a vr. 2005, kdy bylo sledovanim pacienti s BE pomoci trimodalniho
zobrazeni zavedeno, byla pacientim nabidnuta kvalitni a nadstandardni endoskopicka
péce.

Predklddand prace pouziva k hodnoceni endoskopického obrazu v moédu NBI
klasifikaci dle Singha (13). Jde o klasifikaci, ktera rozeznava 4 typy histologickych
obrazii, ktera je jednoducha a vyuziva popisu na zéklad¢ charakteristik pitt patterns
a vascular patterns v NBI zobrazeni. Singh a kolektiv klasifikaci navrhli pro NBI
endoskopii a pouzivali stejny typ pfistroje jako nase pracovisté — Olympus FQ260Z.
Z dalsich klasifikaci mame na vybér i klasifikaci dle Endo (43), kterd rozeznava 5
riznych obrazi ve zvétSovaci endoskopii, ale je urcend pro endoskopii s pouzitim
barveni sliznice methylenovou modii. Tato klasifikace umoznuje odlisit intestindlni
metaplazii od metaplazie gastrické (junkéniho typu), avSak sam Endo a také Sharma
opar let pozdé&ji doporucuji NBI jako jednu zmetod pro spravnou diagnostiku
a sledovani pacienti s BE (44, 47). Domnivdim se, Ze v béZné denni rutinni

endoskopické praxi jde predev§sim o urceni vhodného mista k odbéru biopsie
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a moznosti co nejvysSi Sance na zachyt dysplastickych zmén. Z tohoto hlediska
jednoduchost Singhovy klasifikace (13) a jeji zamétfeni na potenciondlné dysplastické
zmény zcela vyhovuje. Vyhodnost NBI vySetieni u pacienti s BE dokumentuje
1 recentni prace prednich svétovych odbornikii na problematiku BE (Sharma, Bergman,
Singh, Fockens) (46). Tato prace udava signifikantné nizsi pocet provedenych biopsii
Barrettova jicnu v NBI endoskopii nez v endoskopii klasické (bilym svétlem) pfi stejné
vytéznosti pro zachyt dysplazie. Z praktického hlediska jde o velice dulezity fakt,
protoze ¢im vice biopsii v jicnu je odebrano, tim se terén stivi méné pirehlednym
(a ¢as vySetieni se prodluzuje). Jde tedy o to, zvolit takovou metodu, kterd ma jasna
a jednoducha pravidla pro odecteni potenciondln¢ dysplastickych zmén, a kterd by
mohla snizit mnozstvi odebranych biopsii, tim zajistit prehlednost bioptovaného terénu
(a zkratit Cas vySetfeni, coz znamend zlepSit komfort pro pacienta). Existuji sice
doporu¢ené postupy narodnich gastroenterologickych spole¢nosti (vétSinou biopsie
z jednotlivych kvadrantli, s opakovanim po 1-2cm ordlné od GE junkce az nad hranici
slizni¢nich zmén pii Barrettove jicnu) ale v praxi se tato doporuceni zcela nedodrzuji,
coz dokumentuje prace, ktera zjistila, Ze biopsie se odebiraji pifesn¢ dle doporuceni jen
ve 32 % piipadu (62). Navic doporucovany postup bioptovani jednotlivych kvadranta
BE prokazatelné nevede ke zvySeni zachytu dysplastickych zmén nebo ¢asné formy
adenokarcinomu jicnu a jsou nazyvany tzv. ,.hit and miss system* (13).

Vyse uvedené fakta vyhodnosti NBI médu pii vySetfovani paientli s BE se
netykaji jen moédu zobrazeni NBI (Olympus) ale jsou plné srovnatelnd 1 pro dalsi
modality, které nabizeji podobné zobrazeni, tedy I-scan (Pentax) a F.I.C.E. (Fuji). M¢l
jsem moznost pracovat se vSemi jmenovanymi zafizenimi a z hlediska uzivatele jsou
zcela srovnatelné. Jednotlivé mdody zobrazeni se sice liSi v principu, nikoli vSak ve

vysledném zobrazeni. Primarni optickou filtraci emitovaného svétla nabizi NBI
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(Olympus), tzv. post-procesingové zpracovani nabizi I-scan a F.I.C.E. (Pentax resp.
Fuji). Tak jako vuvodu prace poukazuji na fakt, Ze lze pracovat pouze s tou
informaci, kterou naSe oko zachyti a mozek zpracuje. Prestoze nové endoskopické
pristroje nabizi rizné moddy snimani, maximalizuji zobrazeni a filtruji 1 velmi tzka
spektra, tak limitovani jsme pouze a piedevSim tim, co naSe oko opravdu vidi a co
mozek umi zpracovat.

Barrettiv jicen je zpohledu histologického pomérné heterogenni
onemocnéni, kam fadime metaplazie, LG dysplazie, HG dysplazie i adenokarcinom,
navic obraz riiznych stadii BE mize byt komplikovan 1 slozkou zanétu, esofagitidy.
Pacienti s BE bez dysplazie nejsou nijak dramaticky ohroZzeni rizikem vzniku
adenokarcinomu. Dle recentnich praci je riziko incidence adenokarcinomu v této
skupiné BE asi 0,12 % ro¢né (50). Tedy pfiblizné 1 pacient z 1000. Riziko ale nartsta
u pacientil s dysplazii. Vice se setkavame s pacienty s LG dysplazii nez s pacienty s HG
dysplazii. Dokonce az 25 % pacienti ma v dobé primozachytu BE histologicky
potvrzenou low-grade dysplazii (4). Jako vhodnéd cilova skupina pro dlouhodobé
sledovani pacientl s BE je udavéna kohorta pacienti s LG dysplazii 1v praci
nizozemskych autorti (73). Na velkém souboru 713 pacientii s BE, s metaplazii nebo LG
dysplazii byl sledovan 4-lety interval a poté hodnoceno, zda doSlo ke vzniku HG
dysplazie nebo adenokarcinomu. Vysledky ukazaly vznik HG
dysplazie/adenokarcinomu ve 3,4 % (po 4 letech) a jako vyznamna predispozice pro
vznik HG dysplazie/adenokarcinomu byla oznacena piitomnost LG dysplazie, délka
BE, trvani BE nad 10 let, pfitomnost ezofagitidy. A proto by méla byt skupina
pacientii s BE s low-grade dysplazii pravé tou, kterou se vyplati peclivé sledovat

s vyuZzitim nejmodernéjSich endoskopickych technologii.
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V naSem souboru jsme prokazali vysokou pozitivni prediktivni hodnotu (PPV)
v urceni dysplazie (88,9 %). Z klinického hlediska je to pro pacienta velkym piinosem.
Na zakladé NBI vySetieni jsme schopni dysplazii predpovédét a velmi pravdépodobné
nalézt misto, které dysplastické skute¢né je a miizeme toto misto bioptovat. I kdyz jsme
v nasem souboru zaznamenali pouze 6 pacientd s HG dysplazii, tak u vSech jsme tyto
zmény pozorovali uz na zakladé NBI endoskopie. Relativni nevyhodou naseho souboru
je vysoka faleSna negativita 40,0 %, coz se avSak tyka souboru pacientli s LG dysplazii.
Ptisuzujeme to faktu, ze jsme se zpoc¢atku nasi studie novou metodu ,,ucili a proto jsme
dosahli tak vysoké faleSné negativity. V prospektivnim sledovéani naSich pacientli jsme
v poslednich 2-3 letech zaznamenali zlepSeni endoskopické diagnostiky a nértst
korelace mezi NBI endoskopickou suspekci pro LG dysplazii a definitivnim
histologickym prikazem LG dysplazie. Nase vysledky jsou srovnatelné s praci Singha
(13), ktery ma PPV 67-100 % (pro LG dysplazii 90 %).

V naSem souboru tvoii pacienti s BE s dysplazii témé&i polovinu vSech pacientti:
LG dysplazie 41,5 %, HG dysplazie 7,3 %. NaSe prace ale neni studii demografickou
a nelze ji takto interpretovat ¢i srovnavat. Histopatologické rozlozeni naseho souboru
(t¢tmér 50 % dysplazii) je dano hlavné tim, Ze na naSe pracovist¢ piijimadme
k endoskopickému vySetieni 1 pacienty z jinych gastroenterologickych pracovist, které
nedisponuji NBI (nebo AFI) endoskopii. Navic nase pracovisté¢ v poslednich 3 letech
nabizi 1 terapeutickou metodu RFA Barrettova jicnu (79) a z tohoto diivodu se na nasem
pracovisti koncentruji pacienti s dysplastickym BE.

Dalsim dilezitym bodem v otdzce Barrettova jicnu je pohled histopatologa.
Neexistuje celosvétové platna definice Barrettova jicnu z histologického hlediska.
Jsou velké geografické rozdily v definicich BE samotnymi patology ai velké studie

dokumentuji malou shodu patologi v diagnéze BE a v diagnéze dysplazie u BE (48).
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Studie némeckych autorii publikovana v ¢asopise Endoscopy dokonce ukazuje na shodu
endoskopického nalezu BE a histologické verifikace BE jen ve 42 % (54). Nékteré
prace udavaji shodu endoskopického nalezu s histologickym nalezem mezi 20-50 %
(63, 64). Pro histopatologa je problémem exaktné odlisit sliznici kardie od sliznice
intestinalniho typu. Je problémem 1 odliSeni reparacnich ¢i regeneratornich zmén
vterénu BE od sliznice BE, ktery uz vykazuje znamky LG dysplazie a navic je
pritomna 1 slozka zanétu. I z pozice patologa (histopatologa) neni hodnoceni Barettova
jicnu a potvrzeni této diagnozy jednoduché a snadné.

Dlouho platilo, Ze histologickym podkladem Barrettova jicnu, resp. intestinalni
metaplazie je poharkova buiika. Nicmén¢ i metaplasticky epitel v distalnim jicnu,
ktery poharkové bunky neobsahuje, vykazuje stejné odchylky v DNA struktuie jako
metaplasticky epitel s poharkovymi bunikami (51) a ma téz rizikovy potencidl pfechodu
do adenokarcinomu (52). Jen zatim neni zndmo, jak je tento potencial malignizace
velky. Potiebuje jeSté patolog pritomnost poharkové buiniky k diagnéze Barrettova
jicnu?

Histopatology je zvaZovana 1 moznost stanoveni diagnézy BE jen na podkladé
samotného endoskopického vySetieni (53). Histologie by pak méla jen roli podpirnou.
Tento postup ale dle nazoru klinikii neni spravnym feSenim, diagnoza ,,Barrettiv jicen*
by méla byt i nadéle histologicka a histologie hraje nezastupitelnou roli. Endoskopujici
1ékar ale miize histopatologim dost napoveédeét.

Stejnou napovédu muze histopatologiim poskytnout i imunohistochemické
vySetfeni. Nejde o metodu novou a nejde ani o metodu standardné vyuzivanou.
Imunohistochemie ndm v souc¢asné dobé nabizi celé spektrum riznych markerd, které

muzeme u BE sledovat a vySetfovat.
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Jedny z nejvice studovanych a nejlépe provéfenych markera jsou Ki67 a p53.
Jedna se o markery nespecifické, jejichz zvySend exprese je popisovana u dysplazie
a adenokarcinomu jicnu (65, 66, 22). Tyto markery, resp. jejich zvySend exprese,
mohou predikovat pfechod ke karcinomu. ZvySend exprese téchto markert vlastné
znamena zvysenou proliferaci bun€k. Ovsem u LG dysplazie je jejich eprese pomérné
nizka.

Z dalSich markert jsou studovany cytokeratiny, hlavné dva typy CK7 a CK20.
Cytokeratiny nejsou pivodné markerem pro jicen i intestindlni metaplazie, ale bylo
zjiSténo, Zze CK20 je markerem intestinalni diferenciace a CK 7 duktalni diferenciace.
Zpocatku se zdalo vySetfovani CK pomérné nadéjné (70), ale vysledky byly dost
rozporuplné a prvni hypotézy se nepotvrdily (71, 72). Proto jsme ani my, po konzultaci
s histopatologem, tyto CK markery nevySetfovali.

Nemalou pozornost ma u diagnézy Barrettova jicnu skupina markerd MUC. Je
identifikovano 9 zakladnich typi MUC, rozdélenych do dvou skupin — extracelularni
(MUC2, MUCSAC, MUC5B, MUC 6) a s membranou asociovan¢ (MUCI1, MUC3,
MUC4). S intestindlnim typem metaplazie jsou spojovany hlavné MUC2 a MUCS.
Vyssi exprese téchto markeri je pozorovana u intestinalni metaplazie, pti pfechodu do
dysplazie jejich exprese klesa (67, 68, 69). Pro klinika 1 pro patologa mize byt skupina
extracelularnich MUC (MUC2, MUCS5AC, MUC5B, MUC 6) vhodnym pomocnikem,
pii urCovani, zda se viibec o intestinalni metaplazii jednd. Druhou vyhodou je fakt, ze
u pacientil v dlouhodobém sledovani pro BE, kde dochazi k dysplastickym zménam, by
méla exprese MUC markert klesat (MUC2), ¢i se aspoit ménit jejich pomér (MUCSAC
a MUCSB).

Dal$im markerem imunohistochemického vysetieni, ktery je v této praci zminén,

je CDX2 (caudal type homebox 2). Jde o marker specificky pro BE. CDX2 je
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exprimovan jak v intestindlni metaplazii, tak LG dysplazii, HG i1 adenokarcinomu jicnu.
V HG dysplazii a adenokarcinomu jeho exprese klesd nebo dokonce fokalné vymizi.
CDX2 (caudal type homebox 2) je protein, ktery reguluje v intestindlnim epitelu rust
bunck a jejich diferenciaci, patii do rodiny tzv. transkriptnich gent (17, 18). Recenti
prace americkych autorti hodnotici expresi vybranych imunohistochemickych markera
v blocich tkan& z endoskopické mukozni resekce poukazuje na fakt, Ze exprese CDX2
klesa u dysplazie v BE a karcinomu v BE (41). I tato prace dobie dokumentuje snizeni
exprese u HG dysplazie oproti pacientim s BE bez dysplazie ¢i jen s LG dysplazii (9,0
v.s. 13,25, resp. 15,77).

Poslednim markerem, ktery byl vySetfovan, je nespecificky marker MMP9
(matrix metaloproteinaza 9, matrix metallopeptidase 9), ktery pomaha urcit miru rizika
malignizace tkdné. Je pozorovan v remodelaci tkani, pfi onkogenezi, u metastaz. Vede
k destrukci extraceluldrni matrix (20, 21). Pfestoze u naSeho souboru pacientli nebyla
potvrzena jeho statistickd vyznamnost, je jasn¢ patrnd zvySujici se exprese tohoto
markeru u LG dysplazii a predev§im HG dysplazii oproti pacientiim s BE bez dysplazie
(9,7 v.s. 13,8 resp. 18,0). V tomto piipadé neexistuje srovnani s podobnymi soubory ve
svétove literatufe, vychdzeli jsme pouze z dvou experimentdlnich praci, které
popisovaly expresi MMP9 u karcinomt jicnu (20, 21) a ze zkuSenosti a doporuceni
naseho patologa. Pokud exprese MMP9 roste, pak je to varovnd zndmka a muze
poukazovat na vysoky potencial malignizace.

Tato prace vychazi zptredpokladu, ze je vhodné mit vySetfenou kombinaci
markert, které jsou pro BE specifické. Toto kritérium spliiovaly 2 markery: MUC2
a CDX2. Jako experimentalni marker byl hodnocen MMPO. I kdyZ vySetfované markery

nemaji statistickou vyznamnost, rozdily mezi expresi CDX2 a MMP9 u BE s dysplazii
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abez dysplazie jsou jasn¢ patrné a v klinické praxi mohou byt v indikovanych
ptipadech pouzity.

Pokud oSetiujeme mladSiho pacienta s dlouhym segmentem BE a se suspekci
dysplastickych zmén na podkladé NBI vySetfeni, a 1 pfesto histolog dysplazii
neprokaze, tak by pravé imunohistochemické vysetieni mohlo pomoci pfi rozhodovani,
zda jen sledovat ¢i endoskopicky 1é€it. Jinym piipadem by mohl byt starSi polymorbidni
pacient s prokazanou HG dysplazii v kratkém segmentu BE, kde by byla HG dysplazie
jen fokalni a snizkou expresi imunohistochemickych markerti indikujici maligni
potencial. Zde by byla na misté spiSe zdrzenliva terapie, dle zasady ,, nihil nocere .

Jak klinik endoskopista, tak 1 histopatolog si klade otdzku, zda a jakou cenu ma
sledovani pacienti s Barrettovym jicnem. Zda peclivé sledovani mize vést k zachytu
high-grade dysplazie ¢i Casnych forem adenokarcinomu v terénu BE. Zda se, zZe
incidence adenokarcinomu v Barrettové jicnu neni tak vysokd jak se dfive
predpokladalo (kolem 2 %). Dle prace Shaheena (6) mensi soubory pacienti udavaji
daleko vyss$i incidenci adenokarcinomu v souborech pacientti s BE nez soubory vétsi.
Za velké soubory Ize povazovat ty s vice nez 100 pacienty s BE. Takovych je v ¢eskych
veédeckych publikacich malo, patrné nejvétsi soubor s 520, resp. 259 pacienty ma Al-
Tashi (11) a také Martinek (9) se 135 pacienty, a proto je nutné vychdzet ize
zahrani¢nich zdrojii. Recentni prace autorti z Dénska odhalila na souboru vice nez 11
tisic pacientll s BE rocni incidenci karcinomu jen 0,12 %. Toto ¢islo uZ je “pomérné
malé” na to, aby byl pacient s BE sledovan a karcinom u néj hledan. “Cost effect
benefit” zde neni z hlediska vSech pacientt s dg. BE dostate¢ny. Tato studie ovSem stoji
za zminku z divodu dysplazie. Zatimco u pacientll s BE bez dypslazie (jen intestindlni
metaplazie) byla ro¢ni incidence karcinomu jen 0,1 %, tak ro¢ni incidence karcinomu

u pacientit s LG dysplazii byla 0,51 % (50). I z tohoto hlediska je pro dlouhodobé
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sledovani vhodna hlavné skupina pacienti s LG dysplastickym Barrettovym
jicnem. Té&chto pacienti neni malo, udavd se az 25 % LG dysplazii unové
diagnostikovanych pacienti s BE (4). Nutno ale pfipomenout epidemiologicky fakt, ze
vzhledem k pomérné velkému poctu pacientt, kteti maji minimalni nebo zadné potize,
je BE zifejmé poddiagnostikovan.

V $irS§im pohledu bychom mohli pouzit slovo “screening”. Pokud pomineme, Ze
nas$im cilem neni populace obecné, a o klasicky populacni screening se nejedna, tak by
m¢élo jit hlavné o sniZeni letality na adenokarcinom jicnu (na podkladé¢ BE). Néaklady na
screening by ale nemély byt vysoké. Na zdklad¢ statistickych udajt, pfibliznych
vydajich na jednoho lécen¢ho pacienta s adenokarcinomem jicnu a Cetnosti chorob
(adenokarcinomu jicnu a BE) se da shrnout, ze (57):

- pti incidenci karcinomu pod 0,2 % nema endoskopické dispenzarizace vyznam

- pfi incidenci karcinomu nad 1 % jsou vhodné 2 leté intervaly kontrolnich

endoskopii

- k priikazu sniZeni letality je nutna studie na 5000 pacientech po dobu 10 let

Tato data jsou ale zatim strohou statistikou a nelze je ptimo aplikovat na skupinu
pacientll s Barrettovym jicnem. Ta je totiz znacné nesouroda, kontroverzni v otazce
histologické diagnostiky, v otdzce shody (resp. neshody) endoskopisty a patologa

a nejasnou v otazce invazivni (endoskopické €1 chirurgické) terapie.
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Byla prokdzdna vyhodnost pouziti NBI endoskopie pii sledovani pacienti
s Barrettovym jicnem. Pozitivni prediktivni hodnota (88,9 %) a vysoka specificita (92,9
%) v urCeni suspektnich dysplastickych zmén miZe napomoci v ur€eni spravného mista
k biopsii. NBI endoskopie ma i uspokojivou senzitivitu (60,0 %). Ptresnost NBI
endoskopie v urceni dysplastickych zmén je 76,8 %. U NBI endoskopie neni nutna
zavislost na erudici, metoda se da rychle osvojit, je pohodlnd, Setrnd a pacienta nijak
nezatézuje ve srovnani se standardni endoskopii (bez NBI zobrazeni). NBI endoskopii
se podafilo zavést do rutinni praxe u vSech pacientli sledovanych s diagnézou BE a jeji
zavedni bylo zhodnoceno jako vysoce pfinosné.

Cilovou skupinou pro NBI endoskopii jsou hlavné pacienti s LG dysplazii. Pro
tuto skupinu pacient je NBI endoskopie nejvice ptinosna v dlouhodobém sledovani.
Zkoumany soubor pacientl je stran rizikovych faktort (axialni hiatova hernie, obezita)
zcela srovnatelny s vétSimi soubory publikovanymi ve svétové literatuie a piestoze
vysledek hodnoceni imunohistochemickych markert (MUC2, CDX2 a MMP9)
nevykazuje statistickou vyznamnost, byly demonstrovany jasné rozdily v expresi
jednotlivych markertt u dysplastickych zmén. Proto muze byt imunohistochemické
vySetfeni vyznamnou pomocnou metodou pii rozhodovani o dalsi terapii pacienta.

Soubor systematicky sledovanych pacientii s Barrettovym jicnem hodnoceny
v této studii patii k nejvétsim v Ceské republice a vysledkem této prace je i zavedeni
nové endoskopické terapie Barrettova jicnu metodou RFA (radiofrekvenc¢ni ablace),
spoluprace na 4 grantovych projektech, multicentrickd studie vramci CR atuzka
spoluprace s Ustavem klinické a molekuldrni patologie LF UP, Ustavem histologie
a embryologie LF UP a navazani spoluprace s Ustavem molekularni a translaéni

mediciny LF UP (projekt BioMedReg).
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