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Hodnoceni a vyznam tumor budding v kolorektalnim

karcinomu

Abstrakt

Uvod: Kolorektélni karcinom patii k jedné z nejéastéjich malignit jak ve svétd, tak
ivCeské republice. Véasnou diagnostikou, tedy prevenci a screeningem, lze
kolorektalni karcinom podchytit v zacatcich onemocnéni, a tim docilit lepsi prognozy

onemocnéni.

Cile: Bakalarska prace se zabyvala analyzou tumor buddingu ve tkdni kolorektalniho
karcinomu srovnanim jeho hodnoceni mezi prepardty barvenymi hematoxylin
eosinomem a preparaty barvenymi imunohistochemicky pomoci protilatky cytokeratin
20. Dalsim cilem bylo poukézat na potencidlni prognosticky vyznam tumor buddingu na

zaklad¢ jeho korelace s tumor grade.

Materidly a metody: Studovany soubor zahrnoval 50 piipadi resekabilniho
kolorektalniho adenokarcinomu. V oblasti invazivni fronty kazdého vzorku byl
hodnocen tumor budding dvojim zpisobem. Jednak ze zdkladniho barveni hematoxylin
a eosin a jednak z imunohistochemického barveni s protilatkou proti cytokeratinu 20.
Veskera imunohitochemickd analyza byla provedena na automatizovaném barvicim
automatu Ventana Benchmark Ultra. Nasledné jsme porovnali stupeni tumor buddingu

se stupném nadorové diferenciace (tumor grade).

Vysledky: Z nasi studie vyplynulo, Zze ve tkani kolorektdlniho karcinomu byla pfti
hodnoceni tumor buddingu mezi preparaty barvenymi hematoxylinem a eosinem
a preparaty barvenymi imunohistochemicky 87,5% shoda. Stupei tumor buddingu
koreloval se stupném nadorové diferenciace u 86 9% piipadi kolorektalniho

adenokarcinomu.

Zaveér: NaSe studie zjistila ve vztahu khodnoceni tumor buddingu ve tkéni
kolorektalniho adenokarcinomu téméf rovnocenné postaveni barveni hematoxylin
a eosin s imunohistochemickym barvenim s protilatkou proti cytokeratinu 20. Dale jsme

v tomto typu nadorové tkané zjistili pozitivni korelaci tumor buddingu s tumor grade.

Kli¢ova slova: Tlusté stfevo; Kolorektalni karcinom; Tumor budding; Hematoxylin

a eosin; Imunohistochemie



Evaluation and significance of tumor budding in colorectal

cancer

Abstract

Introduction: Colorectal cancer is one of the most common diagnoses both in the world
and in the Czech Republic. By early diagnosis, which prevention and screening,
colorectal cancer can be detected in the early stages of the disease and thus a better

prognosis can be achieved.

Objectives: The bachelor's thesis focused on the analysis of tumor budding in colorectal
carcinoma tissue comparing its assessment between hematoxylin and eosin stained
preparations and immunohistochemically stained preparations using cytokeratin 20
antibody. Another objective was to highlight the potential prognostic significance of

tumor budding based on its correlation with tumor grade.

Materials and methods: The study cohort consisted of 50 cases of resectable colorectal
adenocarcinoma. In the invasive front area of each sample, tumor budding was assessed
in two ways - firstly, using the basic hematoxylin and eosin staining, and secondly,
using immunohistochemical staining with cytokeratin 20 antibody. All
immunohistochemical analysis was performed on an automated staining system,
Ventana Benchmark Ultra. Subsequently, we compared the degree of tumor budding

with the tumor grade, representing the level of tumor differentiation.

Results: From our study, it was found that there was an 87,5 % agreement in tumor
budding assessment between hematoxylin and eosin stained preparations and
immunohistochemically stained preparations in colorectal cancer tissue. The degree of
tumor budding correlated with the tumor grade in 86 % of colorectal adenocarcinoma

cascs.

Conclusion: Our study found that hematoxylin and eosin staining had comparable
efficacy to immunohistochemical staining with cytokeratin 20 antibody in assessing
tumor budding in colorectal adenocarcinoma tissue. Furthermore, we observed a
positive correlation between tumor budding and tumor grade in this type of tumor

tissue.

Key Words: Colon; Colorectal carcinoma; Tumor budding; Hematoxylin and eosin;

Immunohistochemistry
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Uvod

Tématem bakalafské prace je ,,Hodnoceni a vyznam tumor budding v kolorektalnim
karcinomu®. Ve své praci se zamétuji jak na teoretické zaklady znalosti tlustého stfeva
a kolorektalniho karcinomu, tak i na metodiku zpracovani histopatologického materialu

a metodiku hodnoceni tumor buddingu v tomto typu nadorové tkané.

Kolorektalni karcinom je skupina malignich nédorti, které vznikaji ve tkéani tlustého
stteva a konecniku. Tak jako jind nddorova onemocnéni se i kolorektalni karcinomy
vyznacuji nekontrolovatelnym rtistem nadorovych bunék, které v pokrocilejsich stadiich
mohou prortistat nebo metastazovat do jinych organti. Viibec nejcastéjSim karcinomem
tlustého stieva je tzv. adenokarcinom, ktery vznikd ze zlazového -epitelu

Lieberkiihnovych krypt.

Problematiku kolorektalniho adenokarcinomu jsem si vybrala z diivodu jeho velmi
vysokého vyskytu v populaci. Jedna se o jednu z nejcastéji diagnostikovanych malignit
jak ve svéte, tak v Ceské republice. V roce 2021 bylo diagnostikovano 1,9 milionti
pfipadi kolorektdlniho karcinomu, v dasledku, kterého zemielo vice nez 935 000
pacientil. Nejvice ohroZenou skupinou pacientli jsou lidé ve v€ku nad 50 let, ale neni
vyjimkou ani vyskyt u mladSich pacienti. Nepochybné stale zvySujici se prevence

a screening by mohly ¢asem vést ke snizeni vyskytu tohoto onemocnéni.

Bakalaiska prace se zaméfuje na téma, které je velmi aktudlni. Moji snahou je zde
predstavit zakladni principy hodnoceni tumor buddingu a poukazat na jeho potencialni
prognosticky vyznam jeho korelace s tumor grade ve tkani kolorektalniho karcinomu.
Také jsem porovnala preparaty, které byly barveny hematoxylinem a eosinem, s témi,
které byly barveny imunohistochemickou technikou s pouzitim protilatky proti

cytokeratinu 20 za uc¢elem hodnoceni tumor buddingu v kolorektalnim karcinomu.



1.1 Tlusté sti‘evo
1.1.1 Anatomie tlustého stieva

Znalost anatomie tlustého stfeva a rekta je klicova pro spravnou diagnostiku, planovani

1é¢by a dosazeni co nejlepsich vysledkt pii 1éEbe kolorektalniho karcinomu.

Tlusté sttevo a kone¢nik patfi do travici soustavy. Jednotlivé ¢ésti tlustého stfeva jsou

znazornény na obr. €. 1.

1 Terminalni Usek kycelniku
Ostium ileocaecale
2 Cervovity vybézek
Appendix vermiformis
3 Slepé strevo
Caecum
4 lleocekalni chlopen
Valva ileocaecalis
5 Traénik vzestupny
Colon ascendens
6 Pravé (jaterni) ohbi
Flexura coli dextra (hepatica)
7 Traénik pficny
Colon transversum
8 Levé (slezinové) ohbi
Flexura coli sinistra (lienalis)
9 Tracnik sestupny
Colon descendens
10 Bélavé podélné pruhy
Taeniae coli
11 Vypuk
Haustrum
12 Esovita klicka
Colon sigmoideum
13 Povrchové vybézky pobfisnice
Appendices epiploicae
14 Konecénik
Rectum
15 Rit

Anus

Obrazek ¢. 1: Tlusté stievo — intestinum crassum (Zdroj: www.is.muni.cz)

Konec¢nou ¢asti zazivaciho traktu je tlusté stievo (intestinum crassum). Jeho délka je
pfiblizn€ 1,5 m a $itka 5-7 cm. V distalnim useku se $itka tlustého stfeva zmensuje na
ptiblizné 4 cm (Hemza, 2006). V tlustém stieve se vstiebavaji ziviny mnohem mén¢ nez
v tenkém stievé. Tato skuteCnost je déna neptitomnosti klki, které v tenkém stieve
zvétSuji vstfebavaci plochu povrchu stfeva. V €inské medicingé je tlusté stfevo

povazovano za ,spravce nad stokami®, jelikoz do néj vstupuje to, co tenké stievo



nenatravilo a kone¢nik oznacuji jako ,branou odpadki“ (Celostnimedicina, © 2001-

2022). Fyziologie tlustého stfeva je dale popsana v kapitole 1.1.2.
Tlusté stifevo ma nékolik oddilii:

o Slepé stievo (intestinum ceacum) se nachdzi v kapse pravé jamy kycelni, do
které zleva usti kycelnik (ileum) kycelnikovym ustim (ostium ileocoecale).
V usti se nachazi Bauhinska chlopen (valva ileocoecalis), ktera zabranuje, aby
se obsah stieva dostal zpét ze slepého stieva do kycelniku. Zespod slepého
stteva vystupuje Cervovity vybézek (appendix vermiformis), ktery je slepé
zakoncen. Délka cervovitého vybézku ¢ini 5-10 cm a je variabilni, co se tyce
polohy vu¢i slepému stievu. Apendix mize mit rGzné anatomické polohy.
V oblasti apendixu je velké mnozstvi lymfatické tkan¢ (Hemza, 2006).

e Vzestupny tracnik (colon ascendens) navazuje na slepé stievo. Dosahuje délky
piiblizn¢ 16 cm. Vzestupny tracnik pifechdzi v piicny tracnik (colon
transversum) v misté, které nazyvame pravé ohbi (flexura coli dextra).

e Prficny tracnik (colon transversum) je dlouhy témét 60 cm a je kaudalné
prohnuty (Cihék, 2016).

e Sestupny tracnik (colon descendens) jehoz S§itka je 4 cm a délka 22-30 cm.
Prochazi od dolni Casti levé ledviny téméf vertikdln€é do levé jamy kycelni.
Pravé v tomto misté prechazi do esovité klicky (Cihak, 2016).

e Esovita klicka (colon sigmoideum) s délkou asi 40 cm a priimérem 3,7 cm, se
stavd nejuz§im oddilem tlustého stieva. Zavés esovité klicky (mezocolon
sigmoideum) ma tvar pismene N. Esovita klicka vede do stfedu malé panve
(Cihak, 2016).

e Konecnik (rectum) je posledni casti tlustého stieva a zaroven i travici soustavy.
Jeho délka se pohybuje okolo 12-16 cm a Sitka 4 cm. Je ulozen v malé panvi.
Rektum ma dve¢ hlavni ¢asti — ampula recti — v této Casti je konec¢nik rozsifen
v prostornou ampulu, jejiz délka je 10-12 cm. Daéle ptfechéazi v fitni kanal
(canalis analis) jehoz délka je 2,5 — 3,8 cm. Ritni kanal Usti v Fitni otvor (anus),

ktery vede ven z téla (Hemza, 2006).



1.1.2 Fyziologie

K zakladnim funkcim travici soustavy patri:

e Traveni

e Vstiebavani

e Vylucovani
V tlustém stfeve jiz neprobihd Zadné mechanické ani chemické traveni. Dochdzi zde ke
a odpadni latky se ve tlustém stfevé posouvaji pomoci peristaltickych kontrakei.
V tlustém stfevé se ze stfevniho obsahu vstfebava voda, cukry a mineraly jako napf.
sodik, draslik a chlorid (Simon et al., 1986). Absorbovanim vody se travenina zahust'uje
a vznika stolice, ktera odchazi konecnikem zté€la ven. Stolici netvoifi jen zbytek
natraveniny, ale i odloupnuté bunky stfevni sliznice a mrtvé bakterie, které stievni
mikrobiom nebyl schopen rozlozit. V tlustém stfevé se nachazi fada vyznamnych
kment mikroorganismui. Dulezité je zminit, Ze v tlustém sttevé dochazi ke vstfebavani
vitaminu K, ktery je produkovany anaerobnimi bakteriemi, které osidluji tlusté stfevo
(Wang et al., 2022). Mikroflora tlustého stieva hraje dilezitou roli ve fyziologii trdveni

a vyznamné prispiva k homeostaze tlustého stfeva (Hemza, 2006).

1.2 Histologie

Sténa tlustého stfeva se deli do Ctyt anatomicky odlisnych vrstev: sliznice (funica
mucosa), podslizni¢ni vazivo (tunica submucosa), svalova vrstva (muscularis propria) a

povrchova vrstva (tunica serosa) (Cihak, 2016).

Vnitini vystelku tlustého stfeva a konecniku tvofi sliznice, kterd se sklada z tenké vrstvy
epitelu, vrstvy pojivové tkan€ (lamina propria) a tenké vrstvy svaloviny (muscularis
mucosae). Protoze se v tlustém stfevé nevstiebavaji ziviny, nejsou ve sliznici pfitomny
klky. Epitel se prohlubuje do velkych cylindrickych struktur, tzv. Lieberkiihnovych
krypt, které zasahuji pies lamina propria k muscularis mucosae. Tyto krypty jsou
znazornény na obr. ¢. 2, kde je ukdzana struktura stieva vcetné vySe zminénych krypt.
Diky rozsifené plose krypt je epitel v tlustém stfeveé nejvetsi epitelidlni bariérou téla
(Shamsuddin et al., 1982). Lieberkithnovy krypty maji dilezitou funkci pti produkci a
obnov¢ stfevnich bun¢k. Bylo zjisténo, Ze poruchy v normdlni funkci téchto krypt

mohou pfispét ke vzniku kolorektalniho karcinomu (Holzer and Holzer-Petsche, 1997).
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Submukéza je vladknita vrstva pojivové tkané, kterd obklopuje sliznici. Submukoza je
bohaté prokrvena a zajistuje vyzivu a dodavani kysliku do sliznice stfeva. Obsahuje
velké mnozstvi lymfocytl, fibroblasti a zirnych bunc¢k. Kromé toho se v submukodze
nachdzi submukdzni plexus, zndmy také jako Meissneriv plexus. Tento plexus ma
dalezitou roli v regulaci peristaltiky stény stfeva, fidi sekreci zlaz, méni transport

elektrolytii a vody a reguluje mistni pritok krve (Siri et al., 2020).

Muscularis propria se sklada ze dvou vrstev hladké svaloviny: vnitini cirkularni
svalové vrstvy a vnéjsi podélné (longitudinalni) svalové vrstvy. Mezi témito dvéma
vrstvami je myentericky plexus neboli Aeurbachiiv plexus, obsahujici jak
parasympatickd, tak sympaticka vlakna autonomniho nervového systému. Sympaticka
vldkna zptsobuji kontrakce hladké svaloviny a zvySuji peristaltiku, zatimco
parasympatickd vldkna maji opacny ucinek, tedy snizuji svalovou kontrakci (Furness,
2012). Cirkularni svalova vrstva ma siln€jsi nervova zakonceni. Oproti tomu v podélné

svalové vrstvé neni témet zadna senzoricka inervace (Spencer et al., 2014).

Seréza je posledni vrstva stfevni stény a je slozena ze souvislé vrstvy mezotelidlnich
bunc¢k a vrstvy vaziva. Piedstavuje rozSifeni visceralni podbfiSnice a mezenteria,
protoZze obaluje stievo (Maier et al., 2021). Pfestoze ma serd6za vyznamny obsah
kolagenovych vlaken, je nepravdépodobné, Ze by méla hlavni nosnou funkei kvili své
tenké tlouStce ve srovnani s celkovou tloustkou stievni stény (Watters, Smith, 2005).
Stejné jako podélna svalova vrstva, i serosa postrada vyznamnou senzorickou inervaci

(Spencer et al., 2014).

Myet. plx.

Subm. plx.
> Submucosa
Serosa

Muscularis
propria

Mucosa |- Crypt

Submucosa - Subm. plx.

Muscularis
propria

Serosa

Obrazek ¢. 2: Struktura tlustého stieva (Zdroj: www.mdpi.com)
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1.3 Kolorektalni karcinom
1.3.1 Uvod do kolorektdalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (CRC) je tieti celosvétové nejcastéji diagnostikovanou
malignitou a druhym nejsmrtelnéj$Sim zhoubnym onemocnénim jak pro zeny tak i pro
muze (Rawla et al., 2019). CRC ma4 silné enviromentalni asociace a genetické rizikové
faktory. Pravdépodobné v souvislosti s nartistem screeningového vySetieni a lepSimi
moznostmi 1é¢by, mortalita mirné¢ klesa, jak doklada obr. ¢. 3. Ackoliv je karcinom
tlustého stfeva a rekta diagnostikovan pievazné lidem nad 50 let, nejsou vyjimkou ani
mladsi pacienti (obr. €. 4). Pfiblizné 5 % vSech CRC je pfipisovano dvéma dédi€nym
syndromiim, kterymi jsou familiarni adenomatdzni polypoza (FAP) a Lynchliv syndrom

(Siegel et al., 2020).

C18-C21 - ZH tlustého streva a konecniku - Incidence
Wiwoj v Caze - Mortalita
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Obrdzek & 3: Casovy vyvoj incidence a mortality (Zdroj: www.uzis.cz)
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Obrazek ¢. 4: Vékova struktura populace pacientit (Zdroj: www.svod.cz)
1.3.2 Etiologie a patogeneze CRC

Existuje tada faktord, které hraji dalezitou roli v ptivodu a vyvoji CRC. Tyto faktory
mohou byt rozdéleny na 2 kategorie: enviromentalni (vnéj$i) a endogenni (vnitini). Je
také znamo, ze v kolorektalni karcinomu mé vyznamnou ulohu i genetika. Jak jiz bylo
zminéno, CRC se vyskytuje jak ve sporadické formé, tak i ve formé dédicné. Pro
hereditarni formu je charakteristicky vyssi geneticky sklon pro vznik CRC nez u bézné
populace. AvSak vyrazn¢ dominuje vyskyt sporadického karcinomu, kde hlavni roli

hraji zejména vné&jsi faktory (Bartoiikova, 2002).

Patogeneze CRC je multifaktoridlni a zahrnuje interakci genetickych, molekuldrnich a

enviromentalnich faktort, které jsou popsany v kap. 1.3.4.
Mezi genetické a molekularni faktory zpisobujici vznik karcinomu patii napt.:

e Gen APC (adenomatdzni stfevni polypdzy) hraje dllezitou roli v sekvenci
adenom-karcinom a je ¢asto mutovan u lidi s vyskytem CRC. Funkce genu APC
je potlacovat bujeni bunék a regulovat Wnt signalni drahu, kterd je dilezita pro
bunéénou proliferaci a diferenciaci. Mutace genu APC vedou ke ztraté
supresorové aktivity a k nadmérné a trvalé aktivaci Wnt signalni drahy, coz vede
k abnormalni bunééné proliferaci a tvorbé adenomt, které se mohou déle

rozvinout v CRC (Siegel et al., 2020).
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e KRAS gen je jednim z genll spojenych se vznikem a progresi kolorektalniho
karcinomu. KRAS je onkogen, ktery koéduje protein Ras, jenz je dalezitym
regulatorem bunécného ristu a diferenciace. Mutace v genu KRAS zplisobuji
trvalou aktivaci Ras signalni drahy, coz vede k nekontrolovatelnému bunéénému
ristu a prezivani nddorovych bunck. Aktivace tohoto genu je spojena
s agresivnéjsim biologickym chovanim, rezistenci vi¢i nékterym léCivim a
hors§i prognozou u pacientii s CRC. Vzhledem k vyznamné roli genu KRAS
v patogenezi CRC, se tento gen stal dulezitou soucasti prediktivniho vySetieni
ve vztahu k nasledné 1écbé. Identifikace mutaci v tomto genu pomaha urcit,
kterym pacientim budou prospésné cilené terapie, jako jsou inhibitory
epidermalniho rastového faktoru (EGFR). Varianty mutaci RAS (HRAS, KRAS,
NRAS) se nachéazeji v 50 % ptipadi CRC (Kolodner et al., 1999).

vvvvvv

Mutace TP53 jsou spojeny s nékolika druhy nadort, véetné CRC. Tyto mutace
mohou zpusobit ztratu nebo snizeni funkce proteinu p53, ¢imz se narusi jeho
schopnost regulovat bunéény cyklus a inhibovat nadorovy rast. Mutace 7P53
jsou casto pozorovany v pokrocilych stadiich CRC a jsou tudiz spojeny s horsi

prognézou (Gonzalez-Pons, Cruz-Correa, 2015).

e Mikrosatelitova nestabilita (MSI): MSI je dusledkem defekti v opravném
mechanismu DNA znamého jako mismatch repair (MMR). Tato nestabilita se
vyskytuje u pfiblizné 15 % CRC. Muze byt zplisobena mutacemi genli opravy
DNA, jako jsou MLHI, MSH2, MSH6 a PMS2. MSI je spojena s lepsi
prognézou u nékterych pacienti a mtize predikovat odpovéd na urcité 1écebné

metody, jako je imunoterapie (Kolodner et al., 1999).

e Chromozomalni nestabilita (CIN): CIN je dalsi dilezity mechanismus
uplatiiujici se v patogenezi CRC. Tento druh nestability je charakterizovan
ztratou nebo ziskanim celych ¢asti chromozomd, vyskytuje se u piiblizne€ 85 %
CRC. CIN muze vést ke ztraté¢ funkce gend nebo amplifikaci onkogend, coz

piispiva k maligni transformaci bunék (Siegel et al., 2020).
1.3.3 Epidemiologie
Vroce 2020 byla diagndéza CRC stanovena odhadem u 1931 590 lidi ve svété a

519 820 lidi v Evropé&. V rozvinutych a primyslové vyspélych zemich, napt. v Evropé¢ a
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Japonsku, je vyskyt CRC vyssi nez v zemich mén¢ rozvinutych, jako je naptiklad Indie
a Afrika. Vétsi vyskyt u mladych lidi miizeme pozorovat v Australii, Kanadé a v USA.
Odhadem zemielo na CRC v roce 2020 ve svété 935 173 pacientd, z toho v Evropé bylo

vvvvvv

v roce 2020 na 5 253 335, z toho v Evropé na 1 536 168 piipadi (Ferlay et al., 2021)

Ceska republika je stitem vyznamné zatizenym vyskytem CRC, zejména u muzské
populace. V incidenci si ¢eSti muzi stoji na 13. misté ve svété a na 12. misté v Evrop¢.
U zZen je incidence CRC nizsi. Na svétovém zebtficku jsou Zeny na 21. misté a na
evropském Zebticku obsazuji Zeny 14. misto v pofadi. Ke statim, které dlouhodobé
vykazuji nejvyssi mortalitu i incidenci, patii staty stiedni a zdpadni Evropy. Nejvyssi
incidenci lze zaznamenat v Mad’arsku, Slovensku a Norsku (Ferlay et al., 2021).

Kompletni piehled vyskytu CRC ve svéte je zobrazen na obr. €. 5.
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Incidence zhoubnych nadori tlustého stieva a koneéniku (C18-C21) u obou pohlavi v mezinarodnim srovnani.
ASR(W) — pocet nové diagnostikovanych nadort na 100 000 osob vékové standardizovany na svétovy vékovy standard.
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Zdroj: Ferlay J, Ervik M, Lam F, Colombet M, Mery L, Pifleros M, Znaor A, Soerjomataram |, Bray F (2020). Global Cancer
Observatory: Cancer Today. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer. Available from: https://gco.iarc.fr/today,
accessed on 23 February 2021.
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Obrazek ¢. 5: Incidence zhoubnych nadori kolorekta pro obé pohlavi v

mezindrodnim srovndni (Zdroj: kolorectum.cz)
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1.3.4 Rizikové faktory

Etiologie vzniku CRC zahrnuji jak neovlivnitelné, tak ovlivnitelné faktory.

K neovlivnitelnym rizikovym faktoriim patfi zejména:

o Vek
e Geneticka predispozice

e Muzské pohlavi

V¢ek patii k nejzasadnéjSimu faktoru, ktery ovlivituje vznik CRC. Z grafu na obr. €. 6 je
zfejmé, Ze incidence CRC nartsta u lidi starSich 50 let. K nejvice ohroZenym skupindm
patii 1lidé kolem 70 Ilet v&ku. Diivodem, pro¢ je pravé veék nejzasadnéjsi
faktor je ziejme hromadéni  jinych  ovlivnitelnych  faktort v pribéhu  Zivota

(Kolorektalni-karcinom, © 2023).

C18-C21 - ZH tlustého strfewa a koneéniku -4 Incidence
wvékova struktura pacientl za obdohbi 1977 - 2018 —# Mortalita
20%
u L
u L
[=] L
o
o L
oW 15% -
— -
ey i
a L
—
S o
= 10%
i -
= L
o) -
= -
;§ 5%
=5 L
o L
4 B . -
& - Zdroj dat: UZIS CR
0% + + 4y 4y T 1 T T T T T T T T T T 1
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S R I G A I S s
htt pr frwrw svod oz

Obrazek C. 6: RozloZeni vékovych kategorii u kolorektalniho karcinomu (Zdroj:

WWW.UZIS.CT)

Vyznamnym faktorem v iniciaci onemocnéni jsou rovnéz genetické predispozice.
Dosud bylo popsano nékolik dédicnych poruch, které zvysuji riziko vzniku CRC. Jsou

to zejména:

e Familiarni adematozni polypdza — jedna se o poruchu popsanou v kapitole 1.3.2
e Hereditalni nepolypdzni kolorektalni karcinom neboli Lynchiiv syndrom — je
dédicné autozomalné¢ dominantni onemocnéni. Jeho projevem jsou vznikajici

mnohocetné nadory. Tyto nadory velmi Casto vznikaji z bunck sliznic tlustého
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stieva, délohy a zmazovych zlazek v kizi. Syndrom mutze postihovat dalsi
organy, jako jsou vajecniky, zaludek, tenké stfevo, jatra, zluCové cesty, horni
mocovy trakt, mozek a prostatu. Lynchiv syndrom postihuje osoby v mladém a
sttednim veku (Lynchtv syndrom, © 2023).

e CRC spojeny s idiopatickymi stfevnimi zanéty — idiopaticka proktokolitida
(IPK) — tyto zanéty vznikaji z doposud neznamych pficin. Pravdépodobné se
jedna o autoimunitni onemocnéni, pod které spadd Crohnova choroba a
ulcerozni kolititida. Imunitni systém postizenych pacientl idiopatickymi zanéty
iniciuje v zaZzivacim traktu imunitni odpovéd’, ¢imZ indukuje dlouhotrvajici
zanét. Dusledkem je poskozeni stievni stény. Byla prokazana spojitost
chonickych zanéti s progresi CRC (Gibson et al., 2008). Zatimco ulcerdzni
kolititida postihuje pfevazné tlusté stievo, Crohnova choroba zpiisobuje zanét v
jakékoliv ¢asti zazivaciho traktu, pfiCemz nejcastéji postiznou lokalitou je
terminalni ileum. Zpocatku se 1ze omezit pouze na malou ¢ast traktu, ale pozd¢ji
je Crohnova choroba schopna rozsitit se do velké casti stieva. Crohnova choroba
a ulcerozni kolititida se nejvice diagnostikuji lidem mezi 15. — 35. rokem

(Crohnova choroba, © 2023).
K ovlivnitelnym rizikovym faktorim patii zejména:

e Spatné stravovaci navyky

e Spatny Zivotni styl

Nedavno bylo Veettilem a spolupracovniky publikovdno rozsahlé review, ve kterém
byly popsany vysledky celkem 45 studii zabyvajicich se vyznamem stravy ve vztahu k
incidenci CRC. Ze zavéra tohoto review vyplynulo, Ze dodrzovani nutricnich zasad ma
pfiznivy vliv na snizeni rizika vzniku CRC u bézné populace. Mezi vyzivova
doporuceni, které¢ byly v jednotlivych studiich sledovany, patii: zvySeny piijem
vlakniny, vapniku, zakysanych mléénych vyrobki a sniZeni pfijmu cervené¢ho masa a
alkoholu. Podle nékterych autorti maji vétsi predispozici ke vzniku CRC lidé, ktefi
konzumuji velké mnozstvi Zivoc¢iSnych tukd, soli, vysoko-energetickych a
zpracovanych potravin, dale nadmérn¢ konzumuji cervené maso a jednoduché cukry
(Veettil et al., 2021). Tyto faktory spolu se Spatnym zivotnim stylem, kam mtizeme
zatadit koufeni a pozivani alkoholu, mohou kromé CRC vést ke vzniku dalSich

civiliza¢nich chorob, jako je napt. diabetes mellitus 2. typu. Vyzkumy naznacuji, zZe
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existuje spojitost mezi diabetem mellitem 2. typu a vyS$S§im rizikem vzniku nékterych
nadorovych onemocnéni, zejména CRC. Piesné patofyziologické vysvétleni, pro¢ u
pacientl s diabetem mellitem dochdzi ke zvySenému vyskytu CRC, zatim nebylo ve
védecké literatufe popsano. Vyznamnym faktorem pro vznik CRC u téchto pacienti
muZe byt uzivani inzulinu. VyS§i riziko vzniku karcinomu mé nejspiS za nésledek
inzulinova rezistence. Inzulin kromé jinych funkci také snizuje schopnost apoptézy a

podnécuje mnozeni nddorovych bun¢k (Rames et al., 2007).

Na druhé stran¢ existuji protektivni faktory CRC, jako je fyzicka aktivita, strava
(dostatek ovoce a zeleniny, vldknina, rezistentni Skrob, ryby), vitaminové dopliky
(kyselina listova, pyridoxin B6, vapnik, vitamin D, hot¢ik), ¢esnek a kéva, ale i med
(Rames, Bencko and Valenta, 2007). Nové vyzkumy se rovnéz zabyvaji vztahem mezi
slozeni stievniho mikrobiomu a incidenci CRC. Bylo zjisténo, ze nékteré bakterialni
kmeny mohou pfispivat ke vzniku CRC (Cornut, Fortin and Souliéres, 2008). Chen
s kolegy se domnivaji, ze lidé s CRC vykazuji niz§i mnozstvi bakterii a nizsi diverzitu
ve srovnani se zdravymi jedinci (Chen et al., 2012). Uvadi se, Ze Streptococcus bovis,
Fusobacterium nucleatum a Enterococcus faecalis uzce souviseji s patogenezi CRC
(Cheng et al., 2020). Mechanismus spojeny s mikroorganismy v karcinogenezi CRC je
velmi slozity, véetné biofilmu, genotoxinil, patogennich bakterii a zanétu. (Wong et al.,
2019). Nicméné vétSina vysledkii mikrobiomovych studii zdiiraziuje protektivni vliv
mikrobioty. Mezi mechanismy, které se zde uplatiiuji, patii: schopnost vazby stfevnich
bakterii s potencidlnimi mutageny, syntetizovat vitaminy, pfiznivé ovliviiovat produkci
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, zejména butyratu a pusobit pozitivné na sliznici

stteva (Cornut et al., 2008).

1.3.5 Druhy CRC

Adenokarcinom
Je nejcastejSim typem CRC. Tvoii asi 90 % vSech malignit postihujicich tlusté stevo.
Jedna se o karcinom, ktery vychazi z bun¢k zlazového epitelu Lieberkiihnovych krypt.

Jeho definujicim rysem je invaze pfes muscularis mucosae do submukézy (Nagtegaal et

al., 2020)

Ackoli je vétSina piipadi diagnostikovana jako adenokarcinom blize nespecifikovany

(not other specified, NOS), lze rozliSit n¢kolik histopatologickych podtypt se

19



specifickymi klinickymi a molekuldrnimi charakteristikami. Né&které znich kratce

popiSeme.
e Mucindzni adenokarcinom

Tento subtyp CRC je z vice nez 50 % tvofen extracelularnimi hlenovymi jezirky
(mucinem), které obsahuji trsy, pruhy nebo izolované nadorovych epitelie véetné¢ bunck
pecetniho prstene (signet-ring cell). Jedna se o nejcastéji diagnostikovany subtyp CRC,
jehoz prevalence osciluje v rozmezi 5 az 20 %. Z prognostického hlediska se mucindzni
adenokarcinom neli$i od adenokarcinomu NOS. Pokud mucindzni komponenta ve tkani
CRC nedosahuje 50 %, pripad je klasifikovan jako adenokarcinom s mucindzni

komponentou (Nagtegaal et al., 2020).
e Karcinom z prstencitych bunck

V ptipadé, kdy buiiky pecetniho prstene tvoii vice jak 50 % vSech nadorovych epitelii,
je CRC klasifikovéan jako karcinom z prstencitych bunék. Tyto buiiky jsou disledkem
intracytoplazmatickych depozit hlenu, které odtlacuji bunécné jadro na periferii.
Prevalence tohoto subtypu CRC je nizkd, dosahuje pfiblizné 1 %. Karcinom
z prstencitych bunék predilekéné postihuje pravostranné useky tlustého stfeva. Tyto
tumory jsou Casto diagnostikovany v pokroCilych  stadiich, ve srovnani
s adenokarcinomy NOS a mucindéznimi karcinomy je jejich progndza horsi. V ptipadé,
ze mnozstvi prstencitych bunék nedosahuje 50 %, je CRC Kklasifikovan jako

adenokarcinom s komponentou bun¢k pecetniho prstene (Nagtegaal et al., 2020).
e Medularni karcinom

Pro medulérni karcinom jsou charakteristické nadorové buiiky s vezikularnimi jadry,
prominentnimi jadérky a hojnou eosinofilni cytoplazmou a také denzni infiltrat tvoieny
lymfocyty a neutrolily. Prevalence medularniho karcinomu dosahuje podle literarnich
udajit 4 %. Jeho prognoza je vSeobecné dobra. Meduldrni karcinom disponuje
aberantnimi imunohostichemickymi rysy, nebot’ vykazuje ztratu exprese CDX2 a CK20

(Nagtegaal et al., 2020).
e Nediferencovany karcinom

Tento subtyp CRC postradd konkrétni morfologické, imunohistochemické a

molekularné-genetické rysy. Ve tkani nediferencovaného karcinomu je priikazna pouze
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epitelidlni histogeneze (naptfiklad prostiednictvim imunopozitivity pancytokeratinu
AE1/AE3). Svymi rysy mize napodobovat medularni karcinom, na rozdil od néj vSak
postrada syncytidlni charakter ristu a prominentni lymfocytarni infiltrat (Nagtegaal et

al., 2020).
e Serrated adenokarcinom

Serrated adenokarcinom sdili tytéZ morfologické rysy jako pilovité (serrated) polypy.
Pfitomny muzou byt také oblasti s mucin6zni komponentou. Pro nddorové bunky je
typicky nizky nukleocytoplazmaticky pomér. Piiblizné 10-15 % vSech CRC lze

klasifikovat jako serrated adenokarcinom (Mékinen, 2007).

Dalsimi rozeznavanymi subtypy CRC jsou mikropapildrni karcinom, adenoma-like

adenokarcinom, adenoskvamozni karcinom a karcinom se sarkomatoidni komponentou.

1.3.6 Ruist a Sii'eni kolorektdlniho karcinomu
Staging

Staging je proces klasifikace a ur€ovani rozsahu a pokrocilosti nadorového onemocnéni,
v tomto piipadé¢ CRC. Cilem stagingu je poskytnout 1ékaitim a pacientim informace o
velikosti primarniho nadoru, pfitomnosti a rozsifeni metastaz a dalSich faktorech, které

jsou dulezité pro stanoveni 1é¢by a prognézy (Chapuis, Chan and Dent, 2011).
TNM staging
Pro staging CRC se nejcastéji pouziva systém TNM, ktery zahrnuje 3 hlavni prvky:

TUMOR (T) — popisuje velikost primarniho nadoru a jeho rozsiteni do okolnich tkéni.
Oznaceni T1-T4 se pouzivd k urCeni rozsahu invaze nadord. Presna klasifikace T
stagingu se provadi na zéklad¢ riznych faktorti, véetné histologie naddoru a hloubky
proniknuti do stény tlustého stfeva nebo kone¢niku (Brierley, Gospodarowicz and

Wittekind, 2017).
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Tabulka ¢. 1: Vyhodnoceni tumor (T)

T Vyhodnoceni

TX | Primarni nddor nelze vyhodnotit.

T0 | Neexistuje zadny ditkaz rakoviny tlustého stieva a konec¢niku.

Tis | Tyka se karcinomu in situ. Rakovinové buiiky se nachazeji pouze v epitelu nebo v
lamina propria.

T1 | Nador prorostl do submukoézy.

T2 | Nador prorostl do muscularis propria.

T3 | Nador prorostl pfes muscularis propria az do subserosy nebo prorostl do tkani
obklopujici tlusté stievo nebo konecnik.

T4a | Nador prorostl do povrchu viscelarniho peritonea, coz znamena, Ze prorostl vSemi
vrstvami.

T4b | Nador prorostl do jinych organti nebo struktur nebo se k nim piipojil.

(dle TNM klasifikace zhoubnych novotvari 8.vydani)

NODE (N) — se tyka postizeni lymfatickych uzlin v blizkosti primarniho nadoru. NO
znamend, 7e nejsou postizeny zadné lymfatické uzliny, zatimco oznacCeni N1-N3 se

oznacuje ruzné stupn¢ postizeni uzlin (Goldstraw et al., 2007).

Tabulka ¢. 2: Vyhodnoceni Node (N)

N Vyhodnoceni

NX | Regionalni lymfatické uzliny nelze hodnotit.

NO | Nedochazi k Sifeni do regiondlnich lymfatickych uzlin.

Nla | V 1 regiondlni lymfatické uzlin€ se nachdzeji nddorové bunky.

N1b | Nédorové buriky se nachazeji ve 2 nebo ve 3 regiondlnich lymfatickych uzlinach.

Nlec | Existuji uzliny tvofené nadorovymi buitkami nalezenymi ve strukturach blizko tlustého

stieva, které nevypadaji jako lymfatické uzliny.

N2a | Nadorové buiiky se nachdzeji ve 4 az 6 regiondlnich lymfatickych uzlinéch.

N2b | Nadorové buiiky se nachazeji v 7 a vice regionalnich lymfatickych uzlinach.

(dle TNM Fklasifikace zhoubnych novotvaru 8.vyddni)

METASTASIS (M) — se vztahuje k pfitomnosti metastaz, coz jsou nadorové burky,
které se §ifi na vzdalenéjsi mista v té€le. MO znaci, Ze nejsou pifitomny zadné metastazy,
zatimco M1 oznacuje pfitomnost metastdz. Pfitomnost metastaz miZe ovlivnit progndzu
pacienta a mize byt brana v uvahu pii vybéru 1éCebného planu, véetné chirurgického
odstranéni nddoru, chemoterapie, radioterapie a dalSich terapeutickych pfistupt

(Chapuis, Chan and Dent, 2011).
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Tabulka ¢. 3: Vyhodnoceni Metastasis (M)

M Vyhodnoceni

MO | Rakovina se nerozsifila do jinych ¢asti téla.

M1a | Rakovina se rozsifila do 1 dal$i ¢asti téla mimo tlusté stfevo a konecnik.

M1b | Rakovina se rozsifila do vice nez jedné ¢asti téla mimo tlusté stievo a konecnik.

Milc | Rakovina se rozsifila na peritonealni povrch.

(dle TNM Fklasifikace zhoubnych novotvaru 8.vyddni)

Na zéklad¢ kombinace hodnot T, N a M je prifazovan konkrétni stupen nebo faze CRC.
Spravné urceni stagingu CRC je dulezité pro stanoveni nejvhodnéjsiho 1écebného planu
a progndzy pacienta. Lékaii pouzivaji klinické vySetieni, obrazové metody (napi. CT,
MRI) a patologickou analyzu tumoru k posouzeni stagingu a urceni spravného

1écebného piistupu.

GRADE (G) - stuptiovani G se tykd histologického hodnoceni malignity nebo
diferenciace bunék v primarnim nadoru. Grade urcuje, jak se nadorové buiky ve tkani
odliSuji od normalnich bun€k a mize poskytnout informace o agresivité¢ nadoru, riziku
metastaz a reakci na 1écbu. Grade se obvykle klasifikuje do 4 stupni. Kazdy stupen
malignity mé specifické charakteristiky, které pomdhaji posoudit stav bunécné

diferenciace a jejich zmén (Brierley, Gospodarowicz and Wittekind, 2017).
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Tabulka ¢. 4: Vyhodnoceni Grade (G)

G Vyhodnoceni

GX | Stupen nadoru nelze identifikovat

G1 | Nizky stupen malignity:

Bunééné zmény jsou dobie diferencované, coz znamend, Ze se podobaji
normalnim bunéénym typum ve tkanich. Maji dobrou strukturu a organizaci a
mirné¢ zvySenou miru bunécné proliferace.

G2 | Stredni stupen malignity:

Bunécné zmeény jsou stfedné diferencované. Maji mirné odliSnou morfologii od
normalnich bunéénych typt a vyssi miru bunécné proliferace. Jejich organizace je
méné strukturovand nez u G1.

G3 | Vysoky stupeit malignity:

Bunécné zmény jsou Spatné diferencované. Maji vyrazné odlisSnou morfologii od
normalnich bunék, vcetné nepravidelnych tvart a velikosti bun¢k. Maji vysokou
miru bunééné proliferace a narusenou organizaci tkan¢.

G4 | Velmi vysoky stupent malignity:

Bunécné zmény jsou zcela nediferencované. Maji vyrazné odliSnou morfologii od
normalnich bunéénych typti a velmi vysokou miru bunééné proliferace.
Organizace tkdn¢ je siln€¢ narusend a nddorové bunky mohou byt velmi
nepravidelné a anaplastické.

(dle TNM Fklasifikace zhoubnych novotvaru 8.vyddni)

Vybér spravného stupné nadorové diferenciace je dilezity pro stanoveni prognozy
pacienta a ur¢eni nejvhodnéjsi 1éCebné strategie. Pacienti s nizkym stupném malignity
maji obvykle lepsi prognézu a reaguji 1épe na 1écbu, zatimco pacienti s vysokym nebo

velmi vysokym stupném malignity maji obvykle horsi prognézu a vyssi riziko metastaz.
1.4 Tumor budding

Tumor budding (TB) je etablovany prognosticky faktor u CRC. Tato metoda pfitahuje
zdjem patologt, klinikd a vyzkumnikii od doby, kdy byl TB poprvé popsan v 50. letech
20. stoleti (Imai, 1954). Od t¢ doby se podatilo ziskat velké mnozstvi dilkazii, které
pevné potvrdily, Ze TB je silnym a nezavislym prediktorem metastaz v lymfatickych
uzlinach, recidivy onemocnéni a umrti v souvislosti s CRC (Zlobec et al., 2020).
Navzdory velkym rozdiltim v kritériich, metodach a systémech hodnoceni TB v riznych
studiich, se TB ukdazal jako pozoruhodné spolehlivy prediktor neptfiznivého vysledku
CRC. Donedévna vsak absence standardizovaného skérovaciho systému ztézovala
zavedeni metody TB do rutinni histopatologické praxe. To pfimélo skupinu odbornikd,
aby se v roce 2016 sesli ve Svycarském Bernu na Mezinarodni konsenzuélni konferenci
(International Tumor Budding Consensus Conference, ITBCC) s cilem dosahnout shody

na jednotné, na diikkazech zalozené, metodé¢ hodnoceni TB u CRC. Od zvefejnéni

24




konsenzudlnich doporuceni ITBCC vroce 2017 byl TB zaclenén jako dalsi
prognosticky faktor do klasifikace nadort (Kakar et al., 2020).

TB je definovan jako jedna nadorova buiika (bud) nebo shluk sestavajici z maximalné
¢tyt nadorovych bun¢k (buds) (Lugli et al., 2017). Tyto shluky nadorovych bunék se
nachdzeji v invazivni front¢ tumoru a jsou Casto obklopeny desmoplastickou reakci.
Podle konsensudlniho doporuceni Lugliho et al. (2017) byl upfednostnén ttistupniovy
syst¢tm hodnoceni TB (Bdl, Bd2, Bd3) pfed dvoustupnovym systémem (nizky vs.
vysoky), protoze tiistupniovy systém je 1épe reprodukovatelny ve vztahu k prognoze
CRC. Stupnice hodnoceni TB je tedy nasledujici, Bd1 (0 — 4 shluky), Bd2 (5 — 9
shluktl) a Bd3 (10 a vice shluki). Pfesny popis metodiky hodnoceni TB je popsan v kap.
3.3.

Hodnoceni TB lze provadét z preparatii barvenych hematoxylinem a eosinem, ale také
z preparatli barvenych imunohistochemicky. Podle doporuceni Lugliho a kolegii 1ze TB
velmi dobfe stanovit pouze ze vzorkll barvenych hematoxylinem a eosinem.
V nékterych pitipadech je pouziti imunohistochemie leps$i variantou, a to z toho divodu,
ze shluky nadorovych buné€k mohou byt piekryty peritumuralnim zanétlivym
infiltratem, coz ztéZuje jejich identifikaci v prepardtech barvenych hematoxylinem a
aeosinem (Horcic et al., 2013). Pfi pouziti imunohistochemického barveni jsou ve
vztahu k TB pouzivany cytokeratiny (CK). Cytokeratiny ptfedstavuji skupinu ptiblizné
20 cytoskeletalnich strukturdlnich proteind pfitomnych v normalnich epitelich a jejich
exprese se udrzuje 1 béhem maligni transformace (Moll et al., 1982). ProtoZe exprese
cytokeratinli je v neoplastickych buiikach obvykle zachovana, mé pouziti specifickych
protilatek vyznam zejména pii prokazani plvodu metastatickych karcinomi. V
patologicky nezménéné tkani je CK7 exprimovan napiiklad ve zlazovém epitelu prsu
nebo plic, dile také v mezotelu nebo urotelu mocového méchyfe. CK20 je hlavnim
bunéénym proteinem adultnich enterocytii a poharkovych bun¢k ve stievnim traktu.
Bylo zjisténo, Ze relativni exprese CK20 a CK7 se u riznych epitelidlnich nadori lisi a
tyto markery se v souCasné¢ dob¢ pouzivaji jako diagnostické nastroje, které pomahaji
urCit misto ptvodu metastatickych karcinoma. Imunofenotyp CK20+/CK7- je
povazovan za charakteristicky pro CRC a pouzivd se kjeho odliSeni od
adenokarcinomi jiného ptivodu, jako jsou napt. adenokarcinomy plic, jater nebo prsou.

Ale ne vSechny CRC postradaji expresi CK7, rizné studie ukazaly, Ze mira pozitivity se
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muze lisit v rozmezi 0-22 % (Hernandez et al., 2005). Exprese CK7 ve tkani CRC je

podle nekterych studii asociovana s horsi prognozou (Hrudka et al., 2021).

Ptesné mechanismy, které vedou ke vzniku shluk naddorovych bunék, nejsou zcela
znamy, ale n¢které dikazy naznacuji, ze TB muze byt viditelnym koreldtem procesu
souvisejiciho s epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT) v nddorovém mikroprostiedi
CRC. EMT je proces, pii kterém se buiky epitelového typu méni na bunky
s mezenchymalnimi vlastnostmi. Béhem EMT dochazi ke ztrat€ adhezivnich molekul a
polarizaci bun¢k, coz umoziuje bunkam ziskat invazivni potencial a schopnost
migrovat z primarniho nadoru do jinych tkdni a organd. To je kli¢ovy krok pii vzniku
metastaz, které jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u pacientti s CRC (Kirchner,

Brabletz, 2000).

vvvvvv

kterého se odviji 1éCba pacienta (Sobin et al., 2010). Odlisné biologické chovani
ruznych typi CRC muze vysvétlovat znacné rozdily mezi karcinomy stejného stadia.
Pti hledani potencialnich ukazateli v CRC se ukéazal TB jako obzvlasté slibny kandidat.
U endoskopicky resekabilniho pT1 CRC bylo zjisténo, Ze TB je silnym a nezavislym
prediktorem metastaz do lymfatickych uzlin (Bosch et al., 2013).

1.5 Imunohistochemie

IHC je diagnostickd metoda, kterd umozinuje identifikaci a lokalizaci specifickych
proteinli v tkanich pomoci pouziti protilatek. Tato metoda Casto poskytuje dodatecné
informace o bunéénych a tkanovych zménach. Také slouzi k identifikaci pfitomnych

infek¢nich agens (Hoftejsi and Bartlikova, 2009).

Pfi imunhistochemické analyze se pouzivaji primarni protilatky, specifické pro antigen
analyzované tkané¢, které jsou navazany na tkanové tezy. Tyto protilatky se poté
detekuji pomoci sekundarnich protilatek, které jsou konjugovéany s enzymem nebo
fluorescenénim barvivem. IHC je tedy uzitecnym nastrojem pro zobrazovani
specifickych proteinti v tkanich a maze byt pouzita k diagnostice nadorti a infekci (De

Matos et al., 2010).

Imunochemické barveni je slozeno z vice kroki. Bud’ je mozné celé barveni provést

manudlné, lze vidét i poloautomaticky proces, kdy je nutné ruén¢ odparafinovat a
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odmaskovat epitopy, ale zbytek postupu je provadén automatem, nebo cely proces

imunohistochemického barveni provede automat sam.
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2 Cil prace

Cilem bakalaiské byla analyza TB ve tkani CRC. TB byl hodnocen u 50 pacientl
s CRC. V nasi praci jsme TB hodnotili dvojim zplisobem, a to jednak na preparatech
barvenych hematoxylinem a eosinem, a jednak na preparatech barvenych
imunohistochemicky s vyuzitim protilatky proti CK20 na automatizovaném barvicim
automatu Ventana Benchmark Ultra. Obé tyto metody jsme ndsledné porovnali. Na
zaveér nasi studie jsme provedli korelaci mezi TB a stupném nadorové diferenciace (tj.

grade), ¢imZ jsme poukézali na prognosticky vyznam TB.
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3 Metodika

3.1 Odbér a zpracovani vzorki

1.

Odbér a fixace

. Klinik odebral material, v pfipad€ nasi studie resekat tlustého stfeva.

Resekat kolorekta se vlozil do nadoby s fixaénim médiem, kterym byl 10%
neutrdlni formaldehyd. Pouzili jsme dostate¢n¢ velkou nadobu, aby byl
odebrany material zcela ponofen a vSechny tkané byly zfixovany. Tento proces

byl proveden, aby se zabranilo autolyze odebrané tkan¢.

. Fixovany material byl transportovan na oddéleni patologie v pevné uzavienych

nadobach.

Materidl byl podle velikosti odebrané¢ho vzorku tkdné fixovan po dobu 24 — 48
hodin.

Pred pfijetim vzorku do laboratofe jsme se ujistili, ze je ke vzorku pfiloZena fadné

vyplnéna zadanka.

2.

Krajeni vzorki do bloku

Po 24-48hodinové fixaci probihalo zpracovani vzorku, coz zahrnovalo makroskopicky

popis resekatu patologem a jeho piikrojeni do blokl (blokovani). Velikost ptikrojeného

materidlu byla u kazdého resekatu okolo 1 cm. Po pfikrojeni do blokii byl zbytek

resekatu vlozen do roztoku methacarnu, ktery slouzil ke zvyraznéni lymfatickych uzlin.

Druhy den bylo mozné v resekatu detekovat lymfatické uzliny diky tomuto zviditelnéni.

Pro plnost uvadime slozeni methacarnu: methanol (6 dild), chloroform (3 dily), konc.

kyselina octova (1 dil).
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3. Zalévani do parafinu

Aby mohl byt vzorek zafixovan v parafinu, byla nezbytnéd jeho lazen v alkoholu.
Dnesni tkdnové automaty pracuji na jiném principu nez klasicka alkoholova lazen
ve zvySujici se koncentraci alkoholu. V nasi analyze jsme pracovali s tkanovym
automatem Intelsint RVG1, ktery vyuziva vakuum.
Postup:
1. Vzorky se vlozi do autotechnikonu, kde probiha jest¢ dalsi fixace ve
formalinu. Tento krok slouzi k zachovani struktury a stabilité tkéani.
2. Po fixaci ve formalinu nasleduje proces vymyti fixativa pomoci vody.
Cilem tohoto kroku je odstranit piebyte¢ny formalin ze vzorkd.
3. Dals§im krokem je postupné odvodnéni v 5 laznich alkoholu. Alkohol je
pouzit k odstranéni vody, aby do nich mohl prostoupit xylen.
4. Vzorky jsou nasledné vystaveny 3 laznim xylenu, a to z toho divodu, Ze
parafin se v alkoholu nerozpousti, tudiz vzorky by se neprosytily
nasledné parafinem.

5. Po procesu s xylenem nasleduji 4 lazn¢ s parafinem.

Vzorky pfes noc postupné prosly témito procesy a rano jsme vytahli prosycené vzorky,
které se zalivaly zkvalitnénym parafinem do tkanovych bloc¢kd. My jsme pouZili

HistoFor Plus.
4. Krajeni

Po zaliti vzorki bylo nutné jejich zchlazeni na ledu po dobu cca 10 min. Zalitim vzorku
parafinem je blok témét nachystan. Poté byly tyto vzorky krajeny na mikrotomu. Lze
nastavit na krajeni fezi rizné tloustky, ale vétSina tkani je krajena ptiblizn€ na Spm. Po
ukrojeni byly fezy vloZzeny nejprve do studené vody, poté se fezy nabraly na podlozni
skla a ptenesly do teplé vody, kde doslo k natazeni fezli. Dale lze vyuzit vyhfivana

ploténka, kterd umozni dokonalé pfilnuti fezii na podlozni skla.

Identifikace tkanovych blokil musi byt jednozna¢na a shodnd s ozna¢enim na podloznim

skle, aby se predeslo zdaméné materialu.
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5. Barveni

Po krajeni nasledovalo barveni fezli na podloznich sklech. V nasi studii byly vSechny
vzorky obarveny zakladnim barvenim hematoxylinem a eosinem, kter¢ je dnes ve
vetsingé laboratofi barveno v barvicim automatu. VétSina zkoumanych bunék je
prihlednd a bez obarveni se jevi téméf bezbarva. Barviva, nejcastéji hematoxylin a
eosin (H&E), se pouzivaji k zajisténi kontrastu tkanovych tezli, diky ¢emuz jsou
tkanové struktury viditeln€j$i a snadnéji hodnotitelné. Hematoxylin a eosin je zakladni
barvici laboratorni metoda pouzivana k vySetfeni vzorka tkané pro rutinni diagnostiku.
Tato technika barveni bazofilnich a acidofilnich struktur pomoci hematoxylinu a eosinu
umoziiuje patologiim pozorovat funkéni a morfologické detaily bunék. Mechanismus
barveni hematoxylinu a eosinu je zalozen na chemické interakci mezi tkani a barvivem.
Hematoxylin dodava modrofialovy kontrast bazofilnim strukturam, zejména tém, které
obsahuji molekuly nukleové kyseliny, jako je chromatin, ribozomy a cytoplazmatické
oblasti bohaté na RNA. Rizové az Cervené zbarveni je dano kyselym eosinem bazickym
materidliim, jako jsou cervené krvinky, cytoplazma, svaly a kolagen. Na tkan se pak
pusobi kyselym roztokem, ktery odstrani bazické barvivo z cytoplazmy a ponecha je
v jadrech. Tkan je poté obarvena eosinem, kyselym barvivem, které zakladni struktury,
jako je cytoplazma a extraceluldrni matrix, barvi do rtizova. Ve srovnani s jinymi
barvicimi  histologickymi metodami, jako je imunohistochemie, je barveni
hematoxylinem a eosinem jednodussi, rychlejsi a levnéj$i. V dneSni dob¢ je naprostym
standardem provadét barveni na automatickém barvicim automatu. Naproti tomu
histochemické barveni, které naptiklad zahrnuje barveni alcidnovou modfi slouzici ke
zvyraznéni mukopolysacharidii nebo kombinované barveni PAS-Alcidn k priikkazu PAS-
pozitivnich substanci, neutralnich mukopolysacharidi a kyselych mukopolysacharidi,
se barvi stdle manualné. Po obarveni se na vzorek tkané pfipevni kryci skli¢ko pomoci

optického lepidla, které pomaha vzorek chranit.

Ne vzdy miize barveni hematoxylinem a eosinem poskytnout vSechny informace, které
patolog béhem diagnostického procesu potiebuje. Z tohoto dliivodu je nutné sdhnout po

jiné barvici technice, kterou je napt. imunohistochemie.
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3.2 Imunohistochemie (IHC)

Pro imunohistochemickou detekci jsme pouzili barvici automat Ultra Ventana firmy
BenchMark (imunostainer). Tento automat umoziuje rychlou a spolehlivou analyzu

proteinové exprese v nddorovych tkanich.

Pro na$i studii jsme pouzili primarni protilatku proti CK20. Primarni protilatky byly
vizualizovany za pouziti substrdtu peroxidu vodiku a chromogenu 3,3'-

diaminobenzidin-tetrahydrochloridu (DAB) (ultraView Universal DAB Detection Kit).

Pro imunohistochemii byla pouzita skla TOMO, jedna se o skla s vysokou pfilnavosti
specidln¢ vyrobend pro IHC analyzu. Po vlozeni do imunostaineru probihalo suseni a
odparafinovani fezli. Nasledovalo kondiciovani buné¢k, tedy odmaskovani antigenu,
v EDTA pufru pii 95 °C po dobu 64 min. Tkanové vzorky byly inkubovany s
protildtkou proti CK20 po dobu 16 min. Kazdé sklo s analyzovanym vzorkem
obsahovalo soucasn¢ kontrolni tkan pro verifikaci IHC reakce. Jako pozitivni externi

kontrola byla pouzita tkan lidského apendixu.

3.3  Metodicky postup pii hodnoceni TB hematoxylinem a eosinem

1. U kazdého pfipadu CRC jsme v preparatech barvenych hematoxylinem a
eosinem vybrali takovy preparat, ktery v oblasti invazivni fronty obsahoval TB

nejvyssiho stupné.

2. V tomto preparatu jsme pii 10ndsobném zvétSeni analyzovali celkem 10 oblasti
invazivni fronty, ze kterych jsme vybrali tu oblast, ktera obsahovala nejvyssi

pocet buds (tj. ,,hotspot®).

3. V této oblasti invazivni fronty jsme zjiStovali pfesny pocet buds pii 20ndsobném

zvétSeni na plose 0,785 mm?2.

4. TB jsme finaln¢ kategorizovali jako: Bdl (nizky), 0-4 buds, Bd2 (stfedni), 5-9
buds, Bd3 (vysoky), >10 buds (tab. 5 a obr. 7).
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Tabulka ¢é. 5: Hodnoceni TB

Stupen TB Stupen Pocet buds

Bdl low 0-4 per 01785 mm?
Bd2 intermediate 5-9

Bd3 high >10

(Zdroj: vilastni zpracovani)

3.4 Metodicky postup pii hodnoceni TB imunohistochemicky

Pro posouzeni TB imunohistochemickym barvenim bylo nutné vybrané skli¢ko, které
bylo hodnoceno hematoxylinem a eosinem obarvit imunohistochemicky s protilatkou
proti CK20. Pfi hodnoceni TB imunohistochemickym barvenim se postupovalo stejné
jako u preparatii barvenych hematoxylinem a eosinem, pouze s tim rozdilem, ze uz se
nevyhleddvala invazivni fronta tumoru, ale zaméfovali jsme se pouze na oblast

hotspotu, ze které je TB hodnocen, dle zadanych kritérii z tab. ¢. 5.
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Objective magnification: 20

1 Define the field (specimen) area for the
20x objective lens of your microscope

based on the eyepiece field number (FN) 19 0709 0903
H 20 0.785 1.000
diameter 5 pthed kicasc
22 0950 1210
23 1.039 1323
24 1.131 1.440
25 1227 1.563
26 1327 1.680
2 Select the H&E slide with greatest degree ,
of budding at the invasive front P ) P Py

3 Scan 10 individual fields at medium power
(10x objective) to identify the “hotspot” at
the invasive front

For surgical resection For pT1 endoscopic
specimens, scan 10 fields  resections (usually <10
fields available), scan all

4 Count tumor buds in the selected
“hotspot” (20x objective)

Selected hotspot indicated in red

5 Divide the bud count by the normalization Tumor bud count _  Bud count (20x objective)
factor (figure 2) to determine the tumor per 0.785 mm?  ~ Normalization factor*
bud count per 0.785mm?2

T :
Select the budding [Bd] category based on niefmediaio): uds - per 0.785 mm
bud count and indicate the absolute count DS (iah): El0buce
per 0.785mm? (see reporting example) Reporting example:

Tumorbudding: Bd3 (high), count 14 (per 0.785 mm?2)

Obrazek ¢. 7: Popis vyhodnoceni TB (Zdroj: studie Lugli et al., 2017)
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4 Vysledky

V bakalaiské praci jsem pouzila standardni popisnou statistiku. Data jsou prezentovana
pomoci poctu pacientl a procentualniho zastoupeni jednotlivych kategorii. Byl median

a 5.- 95. percentil.

4.1 Analyzovana data

Celkem bylo do této studie zatfazeno 50 pacientii s diagnézou CRC. VSichni pacienti
podstoupili odbér vzorku formou resekce. Pacienti byli vybrani v letech 2017-2022
v Nemocnici Znojmo a materidl byl zpracovan na Patologicko - anatomickém oddéleni

v téZe nemocnici.

Hodnoceny soubor obsahoval 28 muzi a 22 zen v primérném veéku 68 let; vE€kové

rozpéti 37-90 let.

Tabulka ¢. 6: Vyhodnoceni vysledkii

Charakteristika (N=50) Median Percentil (5.-95.) / N(%)

68 (51-85 let)
Vek <70 31 (62 %)
>70 19 (38 %)

22 (44 %)
28 (56 %)

Pohlavi

18 (36 %)
28 (56 %)
4 (8 %)

Grade

12 (24 %)

17 (34 %)

20 (40 %)
1 (2 %)

41 (82 %)
8 (16 %)
12 %)

49 (98 %)
1 (2 %)

=N = (S [ (W(N[= W[ =L

Bdl 23 (46 %)
Bd2 23 (46 %)
Bd3 2 (4 %)
Nelze 2 (4 %)

B

Shoda G/TB 86 %

(Zdroj: vlastni zpracovani)
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V zavislosti na véku lze vidét, ze CRC se Castéji vyskytuje u starSich lidi. Béhem nasi
studie jsem porovnala procentudlni zastoupeni pacient nad a pod 70 let. Vékovou
skupinu >70 let zastupovala populace 31 osob, coZ bylo 68 %. Skupinu <70let
zastupovalo 19 osob (32 %), viz graf ¢.1.

=70 let

Graf ¢. 1: Porovndni vékové skupiny, (Zdroj: vlastni zpracovadni)

Dobte diferencovany karcinom (G1) byl diagnostikovan u 18 pacientd (36 %). U
vétSiny pacientll byl diagnostikovan stiedné diferencovany karcinom (G2), konkrétné u
28 pacientt (56 %). Pouze 4 (8 %) pacienti méli diagnostikovany nizce diferencovany

karcinom (G3), viz graf ¢.2.
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Graf ¢. 2: Rozdéleni grade podle procentudlniho zastoupeni, (Zdroj: vlastni

gpracovdni)

Z popisovaného souborii pacienti bylo zhodnoceno, ze CRC ve stadiu T1 byl
diagnostikovan u 12 osob (24 %), status T2 u 17 pacientt (34 %), status T3 u 20

pacientil (40 %) a pouze u 1 pacienta (2 %) byl pfitomen T4.

V souboru vySetfovanych pacientii s CRC byl status N2 hodnocen pouze u 1 pacienta
(2 %). Osm pacientll (16 %) mélo status N1 a u zbyvajici Casti, tedy u 41 pacientl
(82 %) nebyly postizeny lymfatické uzliny, coZ je status NO.

V analyzovaném souboru se nachdzel pouze 1 pacient (2 %) s pfitomnosti vzdalenych
metastaz, tedy statusem M1. Ostatnim 49 pacientim (98 %) nebyla diagnostikovana

zadna vzdalena metastaze, tedy status MO.

Z analyzovaného souborti pacientii s diagnostikovanym CRC u preparati barvenych
hematoxylinem a eosinem mélo 23 z nich (46 %) status Bd1, 23 z nich (46 %) Bd2 a 2
pacienti (4 %) byli hodnoceni Bd3. U 2 pacientl (4 %) nebylo mozné TB v disledku

abundantnich extracelularnich hlenovych jezirek zcela validné stanovit, viz graf €. 3.
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Bd2

Graf ¢. 3: TB v procentudlnim zastoupeni, barveni hematoxylinem a eosinem (Zdroj:
vilastni zpracovani)

U preparatii barvenych imunohistochemicky s protilatkou proti CK20 mélo status Bd1
17 pacientt (34 %), 28 z nich (56 %) mélo Bd2 a 3 pacienti byli hodnoceni Bd3 (6 %).
U 2 pacientl nemohl byt TB hodnocen, jak bylo zminéno vySe. Vysledky jsou

zaznamenany do grafu ¢.4.

Graf ¢. 4 Graf C. 4: TB v procentudlnim zastoupeni, imunohistochemické barveni

(Zdroj: vilastni zpracovani)
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V tabulce ¢. 7 lze vidét, jak se shodovalo hodnoceni TB u imunohistochemického
barveni a barveni hematoxylinem a eosinem. Shoda hodnoceni mezi témito druhy

barveni byla 87,5 %.

Tabulka ¢. 7 Tabulka ¢. 7: Shoda hodnoceni TB mezi imunohistochemickym

barvenim a barvenim hematoxylinem a eosinem

H&E CK20 shoda
Bd1 23 17 17
Bd2 23 28 23
Bd3 2 3 2
shoda ( %) 87,5
(Zdroj: vlastni zpracovani)
Bdl1 Bd2 Bd3
H&E = CK20

Graf ¢. 5: Shoda hodnoceni TB mezi imunohistochemickym barvenim a barvenim

hematoxylinem a eosinem (Zdroj: vlastni zpracovani)

Dle studie Lugliho a kolegli jsme pro korelaci mezi TB a tumor gradem hodnotili TB
z preparatli barvenych hematoxylinem a eosinem. Nejprve byl patologem stanoven
tumor grade pomoci standardniho systému hodnoceni, tedy TNM klasifikace. Poté byla
posouzena shoda mezi TB a tumor gradem. Dobie diferencovany adenokarcinom (G1)
s Bdl se shodoval v 18 ptipadech (36 %), stfedn¢ diferencovany adenokarcinom (G2)
s Bd2 v 23 ptipadech (46 %) a nizce diferencovany adenokarcinom (G3) s Bd3
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dosahoval shody u 2 pacientd (4 %). Tumor grade tedy koreloval s TB u 86 % pacientt.

Zobrazeni shody mezi TB a tumor gradem Ize vidét v tab. €. 8 a grafu €. 6.

Tabulka ¢ 8: Hodnoceni a shoda tumor gradu a TB

Grade Pocet pacientii TB Pocet pacientii Shoda
Gl 18 Bdl 23 18 (36 %)
G2 28 Bd2 23 23 (46 %)
G3 4 Bd3 2 2 (4 %)
shoda ( % ) 86
(Zdroj: vlastni zpracovani)
Bd1/G1 Bd2/G2 Bd3/G3

Graf ¢. 6: Shoda mezi TB a tumor gradem (G) (Zdroj: vlastni zpracovdni)
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5 Diskuse

V této bakalarské praci jsme se vénovali hodnoceni TB ve tkdni CRC, a to z preparat
barvenych hematoxylinem a eosinem a z preparatli barvenych imunohistochemicky.
Oba zpisoby hodnoceni TB jsme nasledné porovnavali. Dale jsme se zaméfili na
porovnani TB s naddorovym grade, konkrétn¢ jsme zjistovali, v jakém procentu se oba

tyto histopatologické parametry u jednotlivych ptipadit CRC shoduji.

Na zéklad¢ analyzy 50 pacienti s CRC jsme zjistili, Ze 18 znich (36 %) mélo
diagnostikovany dobie diferencovany karcinom (Gl), stfedné diferencovany karcinom
(G2) byl klasifikovan u vétsiny pacientd, konkrétn€ u 28 z nich (56 %). Pouze 4 pacienti
(8 %) meli diagnostikovany nizce diferencovany karcinom (G3). Tyto vysledky ukazuji
na prevahu stfedn¢ diferencovaného karcinomu (G2) v naSem souboru pacientl, coz je
v souladu s literarnimi 0daji. Pokud se zamétime na hodnoceni TB, zjistili jsme, Ze
23 pacientl (46 %) mélo hodnoceni Bd1, u 23 pacientd (46 %) byl hodnocen TB jako
Bd2, pouze u 2 pacientl (4 %) byl pfitomen Bd3. U dvou piipadii mucinézniho
karcinomu (4 %) nebylo mozné TB spolehlivé hodnotit kvilli pfitomnosti velkého
mnozstvi extraceluldrniho hlenu. Podle studie Karamitopoulouvé a kolegti z roku 2018,
do které¢ bylo zahrnuto celkem 117 pacienti s CRC, byl dobfe diferencovany (G1)
karcinom pfitomen u 16 pacienttl, sttedné diferencovany karcinom (G2) u 55 pacientii a
nizce diferencovany karcinom (G3) byl diagnostikovan u 46 pacientt. V této studii byl
TB hodnocen nezavisle 2 patology. Prvni z nich vyhodnotil Bd1 u 18 pacienti, Bd2
u 32 pacienti a Bd3 u 60 pacientd. Druhy patolog mél pti hodnoceni TB mirn¢ odlisné
vysledky, konkrétné byl Bdl stanoven u 24 pacienti, Bd2 u 35 pacienti a Bd3 u 51
pacientil. Z vysledki této studie vyplyva, ze zatimco prvni patolog mél shodu mezi TB
a stupném nadorové diferenciace (grade) 72 %, u druhého patologa byla shoda mezi
obéma analyzovanymi parametry vyssi, konkrétné dosahovala 84 %. Oba patologové
tak méli vysoky stupen shody mezi TB a nadorovym grade. K podobnym vysledkiim

dospéla také nase studie, zjistili jsme 86% shodu mezi TB a nadorovym grade.

Ze vSeobecného hlediska existuje vice faktorti, které maji vliv na korelaci mezi TB

a nadorovym grade, jedné se zejména o zkuSenosti patologa.

V nasi studii jsme pii hodnoceni TB vychazeli z konsensualniho doporuceni Lugliho
a kolegli z roku 2017. Podle téchto doporuceni je TB nezdvislym prediktorem progndzy

u CRC. Bylo zjisténo, ze vyssi stupen TB je ve tkani CRC asociovan s nepfiznivymi
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(agresivnimi) histopatologickymi rysy a klinickym chovanim. Tento vyznamny vztah
mezi TB a progndzou byl potvrzen v riznych klinickych a histopatologickych studiich
(Qu et al., 2023). Diskuse se tak soustfed’uje na dilezitost a metodiku hodnoceni TB,

a to jak ve vztahu k jeho kvantifikaci, tak k jeho interpretaci (Lugli et al., 2017).

Stejné€ jako v konsensudlnich doporuceni Lugliho a kolegl, navrhuje i Zlobec s kolegy
analyzovat celkem 10 zornych poli invazivni fronty naddoru pii 10nasobném zvétSeni.
Timto zplisobem je vybréana oblast (,,hot spots) s nejvyssim TB. Na rozdil od Lugliho
a kolegli navrhuje Zlobec s kolegy hodnotit TB vzdy zpreparati barvenych jak
hematoxylinem a eosinem, tak =z preparatd barvenych imunohistochemicky
(podle Lugliho doporuceni je barveni hematoxylin a eosin pro validni hodnoceni TB
dostacujici). Nutné je zminit, ze studie Zlobece a kolegt pfedchdzela konsensualnimu
doporuceni Lugliho a kolegt, jednalo se tak o jednu z mnoha studii, na zéklad¢ kterych
se doporuceni pro hodnoceni TB utvéiela (Zlobec byl jednim z podilejicich se Clentl).
Nase zkusenosti v souladu s Lugliho doporu¢enim vSak poukazuji na vyznamnou roli
imunohistochemie pii hodnoceni TB v ur€itych situacich, kterou je naptiklad velké

mnozstvi zanétlivého infiltratu v oblasti invazivni fronty nadoru.

Jednim z hlavnich diivodt, pro¢ byla zavedena standardizace hodnoceni TB podle
konsensualniho doporuceni Lugliho a kolegii (2017), je fakt, Ze hodnoceni TB
podléhalo zna¢né interindividudlni variabilité a bylo zavislé na zkuSenosti odecitajiciho
patologa. Nez bylo zavedeno toto konsensudlni doporuceni, existovalo né€kolik riznych
systému slouZicich k hodnoceni TB, které se liSily v kvantitativnich 1 kvalitativnich
parametrech klasifikace TB. Diskutovalo se o potfebé sjednotit a standardizovat tyto
hodnotici systémy, aby bylo dosaZeno vétsi konzistence a porovnatelnosti vysledkl
mezi ruznymi studiemi. Pravé ztohoto divodu byl zaveden doporuceny postup
hodnoceni TB, ktery je také uveden v recentni WHO klasifikaci nadori zaZivaciho
traktu, a podle které¢ho jsme postupovali i my v nasi studii. Po zavedeni tohoto systému
by se mélo histopatologické hodnoceni TB mezi patology rtiznych koutl svéta ramcovée

shodovat a prekryvat.

Zlobec s kolegy si ve své recentni studii z roku 2021 klade otazku, zda by neméla byt
do systému hodnoceni TB zafazena také kategorie 0, ktera by reflektovala absenci

nadorovych buds ve tkani CRC. Tim padem by se ze skupiny Bd1 odstépila podskupina
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Bd0. Zlobec ve své studii tuto kategorii povazuje za uzite¢nou, a to s ohledem na

biologické chovani takovych ptipadii CRC.

Dalsi diskutovanou otazkou v doporuceni Lugliho a kolegi je potencidlni vyznam TB
jako prediktivniho faktoru pro cilenou terapii. Zjisténi, ze vyssi stupeit TB je spojen
s horSi progndzou, naznacuje, ze by TB ve tkdni CRC mohl slouzit jako indikétor

agresivné¢jSiho fenotypu a rezistence vici 1écbe.

Nase studie zjistila vysoky stupeit shody pifi hodnoceni TB mezi preparaty barvenymi
hematoxylinem a eosinem a preparaty barvenymi imunohistochemicky. Toto zjisténi je

zcela v souladu se studii Mitrovice kolegii (2012), Van Wyka a kolegii (2015) a jinymi.

Celkové lze fici, Ze doporuceni Lugliho a kolegli z roku 2017 pfinasi zdsadni poznatky
o dulezitosti a prognostickém vyznamu TB v CRC. Toto doporuceni pfispiva
k hlubSimu porozuméni a otevira cestu pro dalsi vyzkum a vyuziti TB jako

diagnostického a prognostického nastroje ve vyvoji lé¢ebnych strategii u CRC.

Podle doporuceni Lugliho a kolegii TB vyznamné koreluje s tumor grade. Toto tvrzeni

je zcela v souladu s vysledky nasi studie.
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6 Zavér

Cilem bakalarské prace bylo provést analyzu TB a poukédzat na jeho prognosticky
vyznam na zaklad¢ korelace s nddorovym grade ve tkani CRC. Nase studie zahrnovala
hodnoceni TB u 50 pacientli s CRC. V naSem vyzkumu jsme hodnotili TB dvéma
zpusoby, a to na preparatech barvenych hematoxylinem a aeosinem a na preparatech
barvenych imunohistochemicky s protilatkou proti CK20 na automatizovaném barvicim

automatu Ventana Benchmark Ultra.

Bakalaiska prace byla rozdélena do nékolika ¢asti s cilem poskytnou uceleny pohled na
zkoumanou problematiku. V prvni ¢asti byl popsan obecny popis tlustého stieva, ktery
zahrnoval anatomii, histologii i fyziologii tohoto organu. Tim bylo vytvofeno zakladni
podvédomi o struktufe a funkcich tlustého stfeva, coz je diileZité pro pochopeni dalSich
témat souvisejicich s CRC. Dalsi ¢ast bakalaiské prace byla vénovana CRC. Tato ¢ast
popisuje CRC od etiologie az po jeho rizné subtypy. Byly popsény faktory, které
piispivaji ke vzniku CRC, jako jsou genetické a environmentdlni faktory. Tim bylo
poskytnuto hlubsi porozuméni o této maligni chorobé a jejim rGznym aspektim.
Posledni kapitola teoretické Casti se zaméfila na TB. Tato Cast zahrnovala definici,
hodnotici metody a potencialni prognosticky vyznam TB. V metodické ¢asti bakalarské
prace jsme se zamétili na rutinni postup histopatologického zpracovani resekovanych

vzorkli CRC a nasledné imunohistochemické barveni s vyuzitim protilatky proti CK20.

V nasem souboru ¢itajicim celkem 50 pacientd byl 18 z nich (36 %) diagnostikovan
dobfte diferencovany karcinom (G1), 28 z nich (56 %) stfedné diferencovany karcinom
(G2) a 4 znich (8 %) nizce diferencovany karcinom (G3). Tato data naznacuji vétsi

prevalenci stfedné diferencovaného karcinomu (G2) v naSem souboru pacienti s CRC.

Pii analyze hodnoceni TB z barveni hematoxylinem a eosinem jsme zjistili, ze 28
pacientll (56 %) doséhlo hodnoceni Bdl, u 19 pacienti (38 %) byl TB hodnocen jako
Bd2, apouze u 1 pacienta (2 %) byl hodnocen Bd3. Vzhledem k ptitomnosti
abundantnich extracelularnich hlenovych jezirek nebylo mozné spolehlivé hodnotit TB
u 2 pacientd s mucinéznim karcinomem (4 %). Pfi pouziti imunohistochemického
barveni s protilatkou proti CK20 bylo 17 pacientl (34 %) hodnoceno jako Bdl, 28
pacientt (56 %) jako Bd2 a u 3 pacientli (6 %) dosahlo hodnoceni Bd3. Stejné jako u
barveni hematoxylinem a eosinem jsme u 2 pacientli (4 %) TB nemohli validné

stanovit.
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Shoda v hodnoceni TB mezi preparaty barvenymi hematoxylinem a eosinem a preparaty
barvenymi imunohistochemicky s protilatkou proti CK20 dosahla shody 87,5 %, coz
naznacuje, ze je opravdu dostacujici pouzit na stanoveni TB barveni hematoxylinem

a eosinem.

Vysledky piedloZené prace naznacuji, Ze stupen nadorové diferenciace (grade) a TB
jsou vzajemné propojeny. Dobie diferencovany (G1) adenokarcinom vétSinou koreloval
s Bdl u 18 pacienti (36 %), stiedn¢ diferencovany adenokarcinom (G2) vétSinou
koreloval s Bd2 v 23 ptipadech (46 %) a nizce diferencovany adenokarcinom (G3)
koreloval s Bd3 u 2 pacientt (4 %). Tato souvislost mezi diferenciaci nddoru a TB by
mohla mit prognosticky vyznam a mohla by pomoci pfi urCovani vhodné lécby

a progndzy pacientt s CRC.
Shoda ve stanoveni tumor grade a TB dosahovala v nasi studii 86 %.

Jak Ize vidét z vysledkl nasi studie, hodnoceni TB z resekatti barvenych hematoxylinem
a aeosinem je zcela dostacujici a ma témet shodné vysledky s imunohistochemickym
barvenim proti protilatce CK20, coz je zcela v souladu s celosvétové uznavanym
konsensualnim doporucenim Lugliho a koleg. V nékterych ptipadech, jako je
napiiklad zvySené mnozstvi zanétlivého infiltratu, dasledkem cehoz neni oblast
invazivni fronty nadoru ptehledné hodnotitelna, je pro lepsi pouzit imunohistochemické

barveni.

Zavérem lze fici, ze TB lze povazovat za silny prognosticky faktor u CRC a je na misté,

ze byl TB zaveden ve WHO klasifikaci nddort zazivaciho traktu.
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9 Seznam priloh

Obr. 1: Protokol barveni hematoxylinem a eosinem
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

: Protokol imunohistochemického barveni s protilatkou proti CK20
: Dobfte diferencovany (G1) kolorektalni adenokarcinom.
: Stfedné diferencovany (G2) kolorektalni adenokarcinom.

: Nizce diferencovany (G3) kolorektalni adenokarcinom.

Obr.
Obr.
Obr.

2

3

4

5
Obr. 6: Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

7: Tumor budding ve stfedné diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.

8: Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

9: Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu
Obr. 10: Tumor budding ve stfedné diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Obr. 11: Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

Obr. 12: Metodicky list protilatky proti CK20, Ventana Benchmark Ultra
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10 Seznam zkratek

APC
CIN
CK
CRC
EDTA
EMT
FAB
H&E
HNPPCC
HC
IPK
ITBCC
MSI
TB

Adenomatdzni polypdzni coli
Chromozomalni nestabilita
Cytokeratin

Kolorektalni karcinom
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epitelidlné-mezenchymalni pfechod
Familidrni adenomatézni polypdza
Hematoxylin eosin

Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
Imunohistochemie

Idiopaticka proktokolitida

Tumor Budding Consensus Conference
Mikrosatelitova nestabilita

Tumor budding
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Susici komora 25:00

Obr. 1: protokol barveni hematoxylinem a eosinem

Obr. 2: Protokol imunohistochemického barveni s protilatkou proti CK20
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Obr. 3. Dobte diferencovany (G1) kolorektalni adenokarcinom.

Patrny jsou struktury glanduldrné uspotddaného adenokarcinomu intestindlniho typu
s low-grade nukledrni polymorfii a nizkou mitotickou aktivitou neoplastickych bunck
(barveni hematoxylin a eosin, zvétSeno 200x).

Obr. 4. Stfedné diferencovany (G2) kolorektalni adenokarcinom.

Patrny jsou struktury kribriformné uspoiadaného adenokarcinomu intestinalniho typu
s pfevazujici intermedialni nukledrni polymorfii neoplastickych bunék (barveni
hematoxylin a eosin, zvétsSeno 200x).
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Obr. 5. Nizce diferencovany (G3) kolorektalni adenokarcinom.

Patrny jsou struktury solidné a disociativné uspofadaného adenokarcinomu difuzniho
typu s high-grade nuklearni polymorfii neoplastickych bun¢k (barveni hematoxylin a
eosin, zvétseno 200x).

Obr. 6. Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru s nizkym stupném tumor buddingu — pfitomny jsou 2
tumor buds (1) (barveni hematoxylin a eosin, zvétSeno 200x).
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Obr. 7. Tumor budding ve stiedné diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.

Oblast invazivni fronty nadoru se stfednim stupném tumor buddingu — pfitomno je 8
tumor buds (1) (barveni hematoxylin a eosin, zvétSeno 200x).

Obr. 8. Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru s vysokym stupném tumor buddingu — pfitomno je vice
nez 10 tumor buds (1) (barveni hematoxylin a eosin, zvétseno 200x).
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Obr. 9. Tumor budding v dobfte diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.

Oblast invazivni fronty nadoru s nizkym stupném tumor buddingu — pfitomny jsou
tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétSeno 200x).

Obr. 10. Tumor budding ve stiedn¢ diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.

Oblast invazivni fronty nadoru se stifednim stupném tumor buddingu — pfitomno je 7
tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétSeno 200x).
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Obr. 11. Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nddoru s vysokym stupném tumor buddingu — pfitomno je vice
nez 10 tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétSeno 200x).

57



CONFIRM anti-Cytokeratin 20 (SP33) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody

7904431

05587 Te000

V 50

URCENE POUZITI

Profilatka CONFIRM anti-Cytokeratin
20 [SP33) Rakkit Manaclonal Prmary
Anfbody je urtena pro laboratomi
pouiti ph kvalitatumi
imunchisiochemicke detekei
cyiokerating 20 [CK20) pomeei
svitelng mikroskopie v fezech thamé
fixovans fomalinem, zalité parafinem,
kferé jsou barvery na piistroj
Benchbark IHCASH.

Tento produkt ma byt interpretovin
kvalifikevanym patologem v kombinaci
= histologickym vySetfenim,
relevaninimi klinicikymi informacemi a spravrymi konirolami.

Tatn profiatka je urtena pro diagnosiicke pouziti in vitre (VD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Proftitka CONFIRM anti-Cytokeratin 20 (SP33) Rabhit Monoclonal Primary Anfody
{protikitka CONFIRM anti-Cytokeratin 20 {SP33)) detekuje CK20, (kysely) cytokeratn

typu |, kddovany genem KRT20.1.2 Detekce CK20 pomoci HC je typicky emezena na
gastrointestnaini epitel, uratzl a Merkelové bufiky; express CK20 jo tedy detekovana

v karcinomu z Meskelovich bunél, ve vEEnd pfipadi v urotslisinim karcinomu

a kelosektalnim adenckarcinemu a v podskuping adenckarcinom Zahdiu, ™ Kromé toho
j& exprase CH20 pozorovana u vitiing mucindzrich neoplasmil vajednikl 2 u ndkterjch
adenckascinomi slinivicy 2 Zudovodu.1.2.3 Je tFeba poznamenat, 2o diagnosticka
wyuZitelnost CK20 se zvySuje pR pousiti ve spojeni s cytokeratimem 7 (CKT) 48

Dretekce CK20 pomoci imunchistochemie (IHC) s profilatkow CONFIRM anti-Cytokerafin
20 (SP33) miZe bt poudita jako pomiicka pA idenificac kolorekiainiho adenokarcinomu.
Tato profiatka méZe byt powdita jako sowdist panelu studii IHC. Vzor barveni je
cytoplazmaticky.

PRINCIF POSTUPU

Proftitka CONFIRM anti-Cytokeratin 20 (SP33) je keiligi monoklonaini profilitka
namifena peoti karkowylovému konci lidského proteiru CK20. Tuto profilatu je moiné
zobrazit pomeci detekcni soupravy wlnView Universal DAB Defection Kit (kat. & 760-500
1 05269505001 ). Dalsi imformace najdete v metodickém Fstu k detekéni soupravé
wltralfiew Universal DAB Detection Kit

Obr. 1. Gytoplazmatickeé zabarveni
adenokarcinomu tlustsho stieva
profikitkou CONFIRM anti-Cytoksratin
20(SP33).

DODAVANY MATERIAL

Proftitka COMFIRM anti-Cytokerain 20 (SP33) desahuie dostatek reagencie pro

50 teshi.

Jeden SmL divkovad protiatky CONFIRM anb-Cytokeratin 20 (SP33) obsahuje prbliing
9.5 pa kralici monoklonalni protilagy.

Proflatka je nafedéna ve fyziologickem rozioku s fosforeénanavym pufrem s cksahem
nesidovéhe proteinu a 0.10 % korzeradnibe prostredku ProClin 300.

Konceniracs specifické profilatky je pAbiEné 1.9 pgiml. Pro tento produkt neni zndama
Zaena nespecificka reakiivita protilatiy.

Profiitka CONFIRM anti-Cytokeratin 20 (SP33) cbsahuje rekombinanini krdbéi
mancklonalni protilatku jako purifikovany supematant bunséne kulhary.

V' metodickam listu k pisluiné detekini soupravé VENTAMA raleznete podrmbne p-npxsgr
prncipu p-u‘shpu malerilu 2 matod, odbém vzorki pnpravy Fro analyzu, postupd
kentroly kvality, FeSeni problémi, intergretace vislediol a omezeni.

2022-0547
FTOTD0-808

1/

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekdni soupravy VENTANA & p-nmome materiily, vEeind
skiicek peo negativei a pozifvni konirolu tané, nejsou scutasti dodaviy.

Vsedny pmdlﬁy uvedané v metodickam listy nmmsql byt iusim ve viech
zemepisnych oblastech. Clorafte se na misini servisni zasioupeni.

Nasleduici reagencie a materialy mohou byt pfi banveni poffekné, nejsou viak soutisti
dodaviy:

i.  Doporufena kontrolni thaf

2. Misroskopicks sklitka, Kiadné nakich

3. Rabbit Monoclonal Negative Condral lg (kat. & 7904795 / D56B3380004)
4. wirdView Universal DAE Detection Kit (kat ¢. 760-300 / 0526%806001).
5. EZ Prep Concentrate (103) (kat. . 850-902 | 0S279771001)

6. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat &.'950-200 / 05353%55001)

7. LCS [Pragilute) (kat & 650-010 / 05264838004}

8. ULTRALCS [Prediluie] kat. & 650-210 § 05424534001)

9. Cell Conditioning Soluion (CCA) (kat . 950-424 | DS279804004)

10.  ULTRA Cell Conditioning Sokufion [ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 | 05424568001)
1. Hemabouylin |l {kat. & 790-2208 | 05277965001)

42 Bluing Reagent (kat 3. TE0-2037 | 05266769001

13, Trvalé fixadni médium

4. Kryci skin

45 Automatizovany podavad keycich sklidek

18. Dbeons laboraiomi vybaveni

i7.  Pistraj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po pRyeti a mezi pousitimi uchovavejte phi teploté 2-8 *C. Nezmrazujte.

Ay byla zajistina spravna funkEnost reagencie a stabifia protilatiy, musi se davkovat po
kazdim pouditi uzavfit vickem a okamEiE umistit ve svislé poloze do chladnidky.

Kaddy dawvkovad protilatky md stamoven ou dobu exspirace. PR fadném skladovani zistone
reagencie stabilni do dat wwedeného ra Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepoEivejie.

PRIPRAVA VZORK(

Fro pouiti teto primami protilatky s detekinimi soupravami VENTAMA a pristroji
Banchilark IHCASH jsou vhodné fkané zpracované béZnim zpdsokem, fixovans
formalinem, zalité parafinem (FFPE). Doporuarym vhodiym fixativem na tkiné j2 10%
neu‘h'ﬂnipufmmifnmal'n.? Je feha paridit fezy o Housice pbEme 4 um a fxovat jo
na kdadns nakita podiozni skiitka. Sklicka je treba obarvit neprodiens, nebof antigennast
pRpravenych thafowych fazll se miZe postupem Sasu snifovat. Pro vice informaci
poZadajte mistriko zistupce spoleénosti Roche o kopil dokumenty Recommendad Slide
Siorage ard Handing®, kiery wwadi dopomutens postupy pro skladovani sklicek

a manipulaci s nimi.

VySetheni nezndmych vzorkd doporutujeme provadst soubSing s pozitwmimi

a megatimimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNI OPATRENI

i Ursmok dlagnnstnkam pouzrh i vitro (VD)

2 Powek otnmernu poi

3. UPDZORNENL Federdini z3kony LUSA omezuji prode] tohato prostediu pouze
lekaRim neko na jejich okjednaviu, (Fx Only)

4 NepouZivejte nad rimec specifikovanéha podha testd.

5. Roziok ProClin 300 se pouziva v tto reagencii jako konzervadni prostredek. Je
Kasficovan jako dratdvy a ph stylw s kigi muze zpuschit senzibilizaci. PR
miahipulaci dodriute pAisiusnd bezpednosing opatfeni. Zamezte kontakiy reagencii
5 ofima, kiiZi a skmicemi. Poudiveite ochiranny odév a nukavice.

6. Kladn® nabita skiitka mohou byt citliva na za#z prostredi, coZ ma za nasledek
nevhodné zhameni. PoZidejte zastupes spoletnost Roche o dalsi mformace o tom,
jak poutivat tyto typy skiifek.

7. Smaieridlem lidského nebo Zivodidného plvodu je fFeiba nakiadat jake

5 nebezpadnym biclogickym materalem a lkvidovat jgj v souladu 5 platnymi
bazpednosinimi opatfenimi. V pfipadé exparzice je poffeba se Fidit zdmvotnickymi
smémicemi odpovednych orgars 8.9
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8.  Tenio vjrokek obsahuz 1 % nebo men hovaziho sera, kiers se pouZivd pfi viroke
protilatiy.

9.  Zabeanie kontakiu reagencil s ofima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostancu do

kontakty 5 citlivymi cllastmi, omyjte zasaZens oblasti vydatnpm maoZstvim vody.

Zabrafite mikrobidini kontaminac reagencil, mohla by zplsobit nepresnost

wysledi,

11. DaBinformace o pouZivani tohato prostediu cbsahwie ukivatelskd prirutia
pristroje BenchMark IHC/ISH a ndwody k pouditi viach nezbyinych soutist, kierd
naleznetz na intemetovych strankach dialog roche.com.

10.

12,  Doporsdené metody likvidace jsou uvedeny v celostamich amebo mistnich
predpisach.

13.  Oznateni produitu bezpednostnimi Stitey e Fidi hlawné polyny GHS EU. Pro
profesiondlni ufivatels je na vyZadani k dispozici bezpetnostni st

14, Pro nahlaSeni podezfeljch zivadnych ncidentl tikajicich se iohoto prostedku se

abeafts na mistino Zastupce spolednost Roche a kompetenini organy Slenského
siatu nebo zema, ve kiere uZivatel provozuie Gnnost.

Tento produki chsabuje sowdasi klasifikované nasledovné podle smémice [ES)

€. 1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

Metoda
Typ postupu o ULTRA nsbo
ULTRA PLUS 2
Uprava bunék
(odmaskovani CCA, standardni skl ;Tﬂg?c
antigenu)
Profilitka (primami) 46 minut, 37 °C 16 minut, 36 °C
Kontrasini barvivo Hematoayfin I, & mirudy
Po kontrastnim . :
: Bluing, 4 mimuty

1 Shoda mezi pFistroji BerchMark ULTRA a BanchiMark ULTRA FLUS kyla prokazana
pomaoc reprezentafmich teshl.

Vzhledem k rizrym zpdsckim fxace a zZpracovani tani, jakoZ | checnému stavu pfistroje
a podminkam laboratomino prostiedi mide kit potfeha prodiowdit nelo Tkratit dobu
inkubace 5 prmami protilatkow, dobu upravy bunék nebo dobu predbéineho zpracovani
proteazou v zavislosE na jednotlivych vzorcich, pouZite meiodé detekee a preferenci

. DalSi informace o miznych fixacich nalenete v priruice

Tento produkt cksahuje 3tk s 5. CAS 55965-84-9, reakéni hmotu: S-chior-2-methyt-2H-

isathiazol-3-onu a 2-methyl-2H-sothiazol-3-onu (3:1).

POSTUP BARVENI

Primami pmulaﬁtyVENTANAmyw\mu‘tr pro pmmtl v pristrojich Benchiark IHC/ISH

spoletné 5 detekinimi sowpravami a pAslusenstvim VENTANA Doporubsné barvici
profokoly: viz Tab. 2.

Tato profilatka kyla cptimalizovana peo specifick® inkubadni doby, uZvatel viak musi

wysledky ziskané pomoci tto reagencie validovat

Parametry automaticigjch procesi ze zobrazit, vytisknout a upravovat podle posthupt

wvedenych v uiivatelske prinacee pristraje. Daléi podrobng informace o postupech

imunchistochemickeho barveni naleznete v metodickem lisiu k pfisluSne deiekini

souprave VENTANA

Dialsi podrobnosti o spraveém pouZivini ichoto prostfediou rajdete v metodickém lista ke

wididacimu divkovadi (PN T90-4431).

Tab. 2. Doporadeny barvici protokol pro profilitku CONFIRM anti-Cyiokeratin 20 (SP33) s

detekéni sowpravou wdriew Universal DAB Detection Kit na pfisirojich BenchMark

HCASH.

Matoda
Typ poziupu = ULTRA neba
ULTRA PLUS 3
Odparafinovani Zuolana Zvoleno

Riziko Kod Véta e tal
Varovani | H3{7 MiiZe wyvolat alesgickou kadni reakci.

Ha42 Skodivy pra vodni arganismy, s dicuhodobymi dginky.

261 Zamezte vdechovani
prachudymuipammity/paraesasoil.

P27 Zakrafte uvolnéni do Zvomiho prosthedi.

P280 Pouzivejiz ochranns nikavice.

P333 + PFi podraZdéni kie nebo vyrades: Vyhledejte

F313 lekafskou pomocioSatfeni.

P62 + Kontaminovarmy cdév svisknete a pred opétovnym

P354 pouZitim vypere.

50 Odstrasite obsah/obal pfedanim do schvalensho
zaFzeni k likvidaci odpadu.

Jmmumohisiochemistry Principles and Advances® (Zasady a postupy
imunchistochemie), 10

NEGATIVNI REAGENCNI KONTROLA

Kromé clarveni profiiatou CONFIRM anéi-Cytokeratin 20 [SP33) by mélo byt provedena
charveni druhého sklitka s cdpovidajicd reagencii negativai kontroly.

POZITIVNI KONTROLA TKANE

NejvhodnEfSim lakboratomim poshupem je wozit Fez pro pozitvmi kontrolu na stajné sklicke
jaka festovanou thaf. PA nandseni reagencie na sMitko pak ke snize zjsii pfipadné
zavady. Pro koniroly kyvality je nejpvhodnéiSi tkaf e slabym pozifmim zkarvenim.
Kontrolni thaf miZe obsahovat pozitvmé | negativeé zabarvene prby a slowditpro
p-uahmlmega‘hrm Im-nhulu Kmmhlﬂmlhymelbrtcersml wzorek z pitvy, hmpsre
nebo operace, pRpraveny a fixovany co nejdfve stenym mpascbem jako estované fezy.
Zmamé pnzrhml kmhutyl:am}e nutro pmlzn.latpm ke sledovini sprivné fumkcs
reagenlu a phistrojis, rikoli ko pomiicku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanjich
vzorkls. Pokud pozitvni kontroly ticdni pozitvni Zearveni nevykazuji, je feba povatovat
vyslediy tastovanych vzorkl za neplané.

Priklady &ané pro pnzrhum konirelu teto protlatky jsou normalni epitel tustaho stfeva a
adenckarcinom tiusteho stfeva.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Vzor barveni bunék pro protilafou CONFIRM anti-Cyiokeratin 20 (5P33) je
SPECIFICKA OMEZENI

Nékolik thani vykazovale rozptylens barveni pozadi makrofagl, avsak vzor ziskany u
makrofagi neni podoiny specifickému vzoru barveni Cytokerating 20 v pozitvaich
VSachny testy memuseji byt regisirovany na kazdem pfistroji. Pro vice informaci
koniakiujie misiniho zashepce spoleénosti Rocke.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

NiZe jsou uvedeny visledky provedenych teshi barveni tikajicich se senzitivity, specificity
a preciznost.
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Senzitivita a specificita Fotat
Tab. 3. Senzitiitaspecificta protilitcy CONFIRM anti-Cytokesatin 20 [SP33) byl pll\ﬂnlim
slanovena testovanim bSEnych thani FRPE. wipadil
= = walkovy polet
5 == - Fatologis pripad
pazithinicn pazithmicn .-
pripadi pripadu [ Duidind iarcinom in it {prs) an
el V —
podst podat Invazimi duldaini karcinom |prs) o
= P L Pripa Lobaliemi karcineen in siti (prs) 11
Vielij mozek 03 Falden s - P P
Karcinom 22 skvamiznich bunk (plica) o
Mozetzk 111 Tenke stfevo an 5 5
Adenoi@rcinam {plice] an
vajednic s Tl stfewn 2 2586 P L
Maizbumeiy karcinam [plice) * 11
Shinivia ; Jam - - P
o3 o3 Karcinem 22 skvamdznich bunék (ficen) oA
Pt Slisko =] siinna Hiza 03 - -
AdenokErcinom (jicen) an
Hypofiza ! Ledvina - =
o3 o3 Adenoi@Ercinom (IustE sFevo) 5465
varle 03 Prostata a3 . . . L e
. Mucindzni adenckarcinom (Husk stev) 1313
titna Hdza 03 Endomerium o3 - T s .
Karcinom z prstenditjch bunik (lusté sfeva) 20
Frs =] DEladni hrdie 03 T
: Adenom [Tusté steva) &8
Slezing 0 Kosiemi sval s " . . .
Karcinom 22 skvamoeznich bunék [Buste sifeva) 15
Mandie 0 Kige 13 —— —
Mucindzni adenokarcinom (Zaksdek) o
Bezlic s Hery 03 - T
Adenckarcinom (ienks stev) 101
Kosti dfef 03 Piice it . . ]
Gastrointestindini sromaini wmor (GIST) o
SricE 03 Mezolel o3 _ . .
Adenoi@rrinam funednik] an
icen ? Wofovy micF T P
! o= i il 3 Hepaiocelulami kardnom (jaira) an
® Kategosie tané Zahrnuje nenddonove ZanStive nedo chonbng pripady. -
! Fripasy Hepaioblasiom {jilrs) a
Tah. 4. Senzithital 'dmpmﬁléir,'-:_:mFlﬂMa.rrﬁ-C,mmﬁn 20 (5P33) byla Karcinom z @snych bunék {ledvina) on
slanowena lesiovanim fady necplasticoych tkand FFFE. -
— AdenoiErTinom (prostata) o
Potat
pozitivnich Uroteliaini karcinom (prostatickd mocovd trubice) 10
pripadil | - .
calkovy pocat Letomyom |deicha) an
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Obr. 12. Metodicky list protilatky proti CK20, Ventana Benchmark Ultra
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