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Hodnoceni a vyznam tumor budding v kolorektalnim

karcinomu

Abstrakt

Uvod: Kolorektalni karcinom patii k jedné z nejéast&jsich malignit jak ve svétd, tak
ivCeské republice. V&asnou diagnostikou, tedy prevenci a screeningem, lze
kolorektalni karcinom podchytit v zac¢atcich onemocnéni, a tim docilit lepsi prognodzy

onemocneéni.

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

zakladé jeho korelace s tumor grade.

Materialy a metody: Studovany soubor zahrnoval 50 piipadi resekabilniho
kolorektalniho adenokarcinomu. V oblasti invazivni fronty kazdého vzorku byl
hodnocen tumor budding dvojim zptsobem. Jednak ze zakladniho 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, ze ve tkani kolorektalniho karcinomu byla pii
hodnoceni tumor buddingu mezi preparaty barvenymi hematoxylinem a eosinem
a preparaty barvenymi imunohistochemicky 87,5% shoda. Stupeii tumor buddingu
koreloval se stupném nadorové diferenciace u 86 % piipadd kolorektalniho

adenokarcinomu.

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

v tomto typu nadoroveé 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

cases.

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 bakalarské prace je ,,Hodnoceni a vyznam tumor budding v kolorektalnim
karcinomu®. Ve své praci se zaméfuji jak na teoretické zaklady znalosti tlustého stfeva
a kolorektalniho karcinomu, tak 1 na metodiku zpracovani histopatologického materialu

a metodiku hodnoceni tumor buddingu v tomto typu nadorové tkané.

Kolorektalni karcinom je skupina malignich nadord, které vznikaji ve tkani tlustého
stteva a konecCniku. Tak jako jind nadorova onemocnéni se i kolorektalni karcinomy
vyznacuji nekontrolovatelnym riistem nadorovych bunék, které v pokrocilejsich stadiich
mohou prorustat nebo metastazovat do jinych organd. Vibec nejcastéjs§im karcinomem
tlustého stfeva je tzv. adenokarcinom, ktery vznika ze zlazového epitelu

Lieberktihnovych krypt.

Problematiku kolorektalniho adenokarcinomu jsem si vybrala z divodu 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 miliond
piipadi kolorektalniho karcinomu, v dusledku, kterého zemielo vice nez 935 000
pacientd. Nejvice ohrozenou skupinou pacientl jsou lidé ve véku 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.

Bakalarska 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 stieva a rekta je klicova pro spravnou diagnostiku, planovani

1écby a dosazeni co nejlepSich vysledka pfi 1€¢bé kolorektalniho karcinomu.

Tlusté stfevo a konecnik patii do travici soustavy. Jednotlivé Casti tlustého stfeva jsou

znazornény na obr. €. 1.

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

Anus

Obrazek C. 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 Sitka 5-7 cm. V distalnim useku se Sitka tlustého stfeva zmensuje na
pfiblizn€ 4 cm (Hemza, 2006). V tlustém stieve se vstiebavaji ziviny mnohem méné nez
v tenkém stfevé. Tato skuteCnost je dana nepfitomnosti klka, které v tenkém stievé
zveétSuji  vstiebavaci plochu povrchu stfeva. V Cinské mediciné je tlusté stfevo

povazovano za ,spravce nad stokami“, jelikoz do né vstupuje to, co tenké stievo
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nenatravilo a konecnik oznacuji jako ,,branou odpadki“ (Celostnimedicina, © 2001-

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

o Slepé strevo (intestinum ceacum) se nachazi v kapse pravé jamy kycelni, do
které zleva usti kycelnik (ileum) kycelnikovym ustim (ostium ileocoecale).
V uGsti se nachdzi Bauhinska chlopeni (valva ileocoecalis), ktera zabraiuje, aby
se obsah stfeva dostal zpét ze slepého stieva do kycelniku. Zespod slepého
stteva vystupuje Cervovity vybézek (appendix vermiformis), ktery je slepé
zakonCen. Délka Cervovitého vybézku cCini 5-10 cm a je variabilni, co se tyce
polohy vuéi slepému stfevu. Apendix muze mit rizné anatomické polohy.
V oblasti apendixu je velké mnozstvi lymfatické tkan€ (Hemza, 2000).

e Vzestupny tracnik (colon ascendens) navazuje na slepé stievo. Dosahuje délky
pfiblizn€ 16 cm. Vzestupny tracnik prechazi v pficny tranik (colon
transversum) v misté, které nazyvame pravé ohbi (flexura coli dextra).

e Pficny traCnik (colon transversum) je dlouhy témeér 60 cm a je kaudalné
prohnuty (Cihak, 2016).

e Sestupny tracnik (colon descendens) jehoz §itka je 4 cm a délka 22-30 cm.
Prochéazi od dolni casti levé ledviny témeér vertikalné do levé jamy kycelni.
Pravé v tomto misté piechazi do esovité klicky (Cihak, 2016).

e Esovita klicka (colon sigmoideum) s délkou asi 40 cm a primérem 3,7 cm, se
stavda nejuzsim oddilem tlustého stfeva. Zaveés esovité klicky (mezocolon
sigmoideum) ma tvar pismene N. Esovita klicka vede do stfedu malé panve
(Cihak, 2016).

e Konecnik (rectum) je posledni €asti tlustého stfeva a zaroven i travici soustavy.
Jeho délka se pohybuje okolo 12-16 cm a Sitka 4 cm. Je ulozen v malé panvi.
Rektum ma dvé€ hlavni Casti — ampula recti — v této Casti je koneCnik rozsifen
v prostornou ampulu, jejiz délka je 10-12 cm. Dale prechazi v fitni kanal
(canalis analis) jehoz délka je 2,5 — 3,8 cm. Ritni kanal Gsti 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 neprobiha zadné mechanické ani chemické traveni. Dochazi zde ke
zpétné resorpci vody a tvorbe stolice, coz jsou jeho nejdulezitéjsi funkce. Nestravitelné
a odpadni latky se ve tlustém stfevé posouvaji pomoci peristaltickych kontrakei.
V tlustém stfevé se ze stfevniho obsahu vstiebava voda, cukry a mineraly jako napf.
sodik, draslik a chlorid (Simon et al., 1986). Absorbovanim vody se travenina zahustuje
a vznikd stolice, ktera odchazi konecnikem zté€la ven. Stolici netvoii jen zbytek
natraveniny, ale 1 odloupnuté buriky stfevni sliznice a mrtvé bakterie, které stifevni
mikrobiom nebyl schopen rozlozit. V tlustém stfevé se nachazi fada vyznamnych
kmenti mikroorganismt. DuleZité je zminit, Ze v tlustém stfevé dochazi ke vstiebavani
vitaminu K, ktery je produkovany anaerobnimi bakteriemi, které osidluji tlusté stievo
(Wang et al., 2022). Mikrofléra tlustého stieva hraje dilezitou roli ve fyziologii traveni

a vyznamng prispiva k homeostaze tlustého stteva (Hemza, 2006).

1.2 Histologie

Sténa tlustého stieva se déli do Ctyt anatomicky odliSnych vrstev: sliznice (funica
mucosa), podslizni¢ni vazivo (ftunica submucosa), svalova vrstva (muscularis propria) a

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

Vnitini vystelku tlustého stieva a konecniku tvoii sliznice, ktera se sklada z tenké vrstvy
epitelu, vrstvy pojivové tkané (lamina propria) a tenké vrstvy svaloviny (muscularis
mucosae). Protoze se v tlustém stfeveé nevstiebavaji ziviny, nejsou ve sliznici ptritomny
klky. Epitel se prohlubuje do velkych cylindrickych struktur, tzv. Lieberkithnovych
krypt, které zasahuji pfes lamina propria k muscularis mucosae. Tyto krypty jsou
znazornény na obr. €. 2, kde je ukdzana struktura stfeva vcetné vySe zminénych krypt.
Diky rozsifené ploSe krypt je epitel v tlustém stfevé nejvétsi epitelialni bariérou téla
(Shamsuddin et al., 1982). Lieberkithnovy krypty maji dilezitou funkci pfi produkci a
obnové€ stievnich bunék. Bylo zjisténo, ze poruchy v normalni funkci téchto krypt

mohou pfispét ke vzniku kolorektalniho karcinomu (Holzer and Holzer-Petsche, 1997).
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Submukéza je vlaknita vrstva pojivové tkané, ktera obklopuje sliznici. Submukoéza je
bohaté prokrvena a zajiStuje vyzivu a dodavani kysliku do sliznice stfeva. Obsahuje
velké mnozstvi lymfocytl, fibroblasti a zirnych bunék. Kromé toho se v submukoze
nachazi submukozni plexus, znamy také jako Meissnertv plexus. Tento plexus ma
dilezitou roli v regulaci peristaltiky stény stfeva, fidi sekreci Zlaz, méni transport

elektrolyta a vody a reguluje mistni prutok krve (Siri et al., 2020).

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

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

Seréza je posledni vrstva stfevni stény a je sloZzena ze souvislé vrstvy mezotelialnich
bunék a vrstvy vaziva. Predstavuje rozsifeni visceralni podbfiSnice a mezenteria,
protoze obaluje stievo (Maier et al., 2021). Prestoze ma serd6za vyznamny obsah
kolagenovych vlaken, je nepravdépodobné, ze by meéla hlavni nosnou funkci kvili své
tenké tloustce ve srovnani s celkovou tloustkou stfevni stény (Watters, Smith, 2005).
Stejné jako podélna svalova vrstva, 1 serosa postrada vyznamnou senzorickou inervaci

(Spencer et al., 2014).

Myet. plx. Subm. plx.
- Submucosa

Serosa -

Muscularis
propria

Mucosa |- Crypt

Submucosa - Subm. pix.

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 kolorektdlniho karcinonu

Kolorektalni karcinom (CRC) je tfeti celosvétové nejcastéji diagnostikovanou
malignitou a druhym nejsmrtelnéjSim 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 narastem screeningového vysetfeni a lepSimi
moznostmi 1é¢by, mortalita mirn¢ klesa, jak doklada obr. ¢. 3. Ackoliv je karcinom
tlustého stfeva a rekta diagnostikovan pfevazné lidem nad 50 let, nejsou vyjimkou ani
mlads$i pacienti (obr. €. 4). Priblizn€ 5 % vsech CRC je pfipisovano dvéma dédicnym
syndromum, kterymi jsou familiarni adenomato6zni polypdza (FAP) a Lynchiiv syndrom

(Siegel et al., 2020).
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Obrazek ¢. 4: Vékova struktura populace pacientit (Zdroj: www.svod.cz)
1.3.2 Etiologie a patogeneze CRC

Existuje fada faktort, které hraji dulezitou roli v puvodu a vyvoji CRC. Tyto faktory
mohou byt rozdéleny na 2 kategorie: enviromentalni (vn&jsi) a endogenni (vnitini). Je
také znamo, ze v kolorektalni karcinomu ma vyznamnou ulohu i genetika. Jak jiz bylo
zminéno, CRC se vyskytuje jak ve sporadické formé, tak i ve formeé dédicné. Pro
hereditarni formu je charakteristicky vyssi geneticky sklon pro vznik CRC nez u bézné
populace. Avsak vyrazné dominuje vyskyt sporadického karcinomu, kde hlavni roli

hraji zeyména vnéjsi faktory (Bartorikova, 2002).

Patogeneze CRC je multifaktorialni a zahrnuje interakci genetickych, molekularnich a

enviromentalnich faktort, které jsou popsany v kap. 1.3.4.
Mezi genetické a molekularni faktory zptisobujici vznik karcinomu patfi napf-.:

e Gen APC (adenomatézni stfevni polypozy) hraje dulezitou roli v sekvenci
adenom-karcinom a je Casto mutovan u lidi s vyskytem CRC. Funkce genu APC
je potla¢ovat bujeni bunék a regulovat Wnt signalni drahu, ktera je dalezita pro
bunéénou proliferaci a diferenciaci. Mutace genu APC vedou ke ztraté
supresorove aktivity a k nadmeérmné a trvalé aktivaci Wnt signalni drahy, coz vede
k abnormalni bunécné proliferaci a tvorbé adenomu, které se mohou dale

rozvinout v CRC (Siegel et al., 2020).
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e KRAS gen je jednim z gent spojenych se vznikem a progresi kolorektalniho
karcinomu. KRAS je onkogen, ktery koduje protein Ras, jenz je dulezitym
regulatorem bunécného rastu a diferenciace. Mutace v genu KRAS zpusobuji
trvalou aktivaci Ras signalni drahy, coz vede k nekontrolovatelnému bunécnému
rastu a prezivani nadorovych bunék. Aktivace tohoto genu je spojena
s agresivn€j§im biologickym chovanim, rezistenci vuci nékterym léCivim a
hor§i prognozou u pacienti s CRC. Vzhledem k vyznamné roli genu KRAS
v patogenezi CRC, se tento gen stal dualezitou soucasti prediktivniho vySetieni
ve vztahu k nésledné 1écbeé. Identifikace mutaci v tomto genu pomaha urcit,
kterym pacientim budou prospésné cilené terapie, jako jsou inhibitory
epidermalniho ristového faktoru (EGFR). Varianty mutaci RAS (HRAS, KRAS,
NRAS) se nachazeji v 50 % pripadi CRC (Kolodner et al., 1999).

e 7P53 gen je jednim z nejdulezitéjSich tumor supresorovych gent v lidském téle.
Mutace 7P53 jsou spojeny s neékolika druhy nadort, véetné CRC. Tyto mutace
mohou zpusobit ztratu nebo snizeni funkce proteinu p53, ¢imz se narusi jeho
schopnost regulovat bunécny cyklus a inhibovat nadorovy rast. Mutace 7P53
jsou Casto pozorovany v pokroc€ilych stadiich CRC a jsou tudiz spojeny s horsi

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

e Mikrosatelitova nestabilita (MSI): MSI je dasledkem defektd v opravném
mechanismu DNA znamého jako mismatch repair (MMR). Tato nestabilita se
vyskytuje u pfiblizné 15 % CRC. Muze byt zpisobena mutacemi gent opravy
DNA, jako jsou MLHI, MSH2, MSH6 a PMS2. MSI je spojena s lepsi
prognozou u nékterych pacienti a muze predikovat odpoveéd na urcité 1écebné

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

e Chromozomalni nestabilita (CIN): CIN je dalsi dulezity mechanismus
uplatiiyjici se v patogenezi CRC. Tento druh nestability je charakterizovan
ztratou nebo ziskanim celych ¢asti chromozomu, vyskytuje se u pfiblizn€ 85 %
CRC. CIN muze vést ke ztraté funkce gen nebo amplifikaci onkogend, coz

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

519 820 lidi v Evropé. V rozvinutych a primyslove vyspélych zemich, napt. v Evropé a
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Japonsku, je vyskyt CRC vyS$si nez v zemich méné rozvinutych, jako je naptiklad Indie
a Afrika. Vétsi vyskyt u mladych lidi mizeme pozorovat v Australii, Kanadé a v USA.
Odhadem zemielo na CRC v roce 2020 ve svété 935 173 pacientt, z toho v Evropé€ bylo
odhadnuto 244 824 umrti. Pocet pacientl, ktefi ziji do 5 let od diagnozy byl odhadnut
v roce 2020 na 5 253 335, z toho v Evropé na 1 536 168 piipadu (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 Evropé.
U zen je incidence CRC niz8i. Na svétovém zebiicku jsou zeny na 21. misté a na
evropském Zzebficku obsazuji Zzeny 14. misto v poradi. Ke statim, které dlouhodobé
vykazuji nejvys$si mortalitu i incidenci, patfi staty stfedni a zapadni Evropy. Nejvyssi
incidenci lze zaznamenat v Mad’arsku, Slovensku a Norsku (Ferlay et al., 2021).

Kompletni piehled vyskytu CRC ve svété€ 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 nadora na 100 000 osob vékové standardizovany na svétovy vékovy standard.
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Obrazek ¢. 5: Incidence zhoubnych ndadori 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 faktorum patfi zejména:

o Vek
e Geneticka predispozice

e Muzské pohlavi

Vék patii k nejzasadnéjSimu faktoru, ktery ovliviiuje vznik CRC. Z grafu na obr. €. 6 je
ziejmé, ze incidence CRC nartsta u lidi starSich 50 let. K nejvice ohrozenym skupinam
patii lidé kolem 70 let veéku. Dutvodem, pro¢ je pravé veék nejzasadnéjsi
faktor je zfejme hromadéni  jinych  ovlivnitelnych  faktort v pribéhu  Zivota

(Kolorektalni-karcinom, © 2023).

C18-C21 - ZNH tlustého strfeva a konedniku -4 Incidence
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Obrazek ¢. 6: RozloZeni vékovych kategorii u kolorektalniho karcinomu (Zdroj:

WWW. UZIS. CZ)

Vyznamnym faktorem v iniciaci onemocnéni jsou rovnéz genetické predispozice.
Dosud bylo popsano nékolik dédi¢nych 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 nepolyp6zni kolorektalni karcinom neboli Lynchiiv syndrom — je
dédicné autozomalné dominantni onemocnéni. Jeho projevem jsou vznikajici

mnohocetné nadory. Tyto nadory velmi Casto vznikaji z bunék sliznic tlustého
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stfeva, délohy a z mazovych zlazek v kazi. Syndrom muze postihovat dalsi
organy, jako jsou vajecniky, zaludek, tenké stfevo, jatra, zluCové cesty, horni
mocovy trakt, mozek a prostatu. Lynchiiv syndrom postihuje osoby v mladém a
sttednim véku (Lynchiiv syndrom, © 2023).

e CRC spojeny sidiopatickymi stievnimi zanéty — idiopaticka proktokolitida
(IPK) — tyto zanéty vznikaji z doposud neznamych pficin. Pravdépodobné se
jednd o autoimunitni onemocnéni, pod které spadd Crohnova choroba a
ulcerozni kolititida. Imunitni systém postizenych pacientti idiopatickymi zanéty
iniciuje v zazivacim 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 pievazné tlusté stievo, Crohnova choroba zptusobuje zanét v
jakékoliv Casti zazivaciho traktu, pfi¢emz 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 stfeva. Crohnova choroba
a ulcerdzni kolititida se nejvice diagnostikuji lidem mezi 15. — 35. rokem

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

e Spatné stravovaci navyky

e Spatny Zivotni styl

Nedavno bylo Veettilem a spolupracovniky publikovano rozsahlé review, ve kterém
byly popsany vysledky celkem 45 studii zabyvajicich se vyznamem stravy ve vztahu k
incidenci CRC. Ze zavéra tohoto review vyplynulo, Zze dodrzovani nutri¢nich zasad ma
ptiznivy vliv na snizeni rizika vzniku CRC u bézné populace. Mezi vyzivova
doporuceni, které byly v jednotlivych studiich sledovéany, patfi: zvySeny piijem
vlakniny, vapniku, zakysanych mlécnych vyrobka a snizeni piijmu Cerveného masa a
alkoholu. Podle nékterych autor maji vétsi predispozici ke vzniku CRC lidé, ktefi
konzumuji velké mnozstvi zivoéiSnych tukd, soli, vysoko-energetickych a
zpracovanych potravin, dale nadmémé konzumuji Cervené maso a jednoduché cukry
(Veettil et al., 2021). Tyto faktory spolu se Spatnym Zivotnim stylem, kam miZeme
zaradit koufeni a pozivani alkoholu, mohou kromé CRC vést ke vzniku dalSich

civiliza¢nich chorob, jako je napf. diabetes mellitus 2. typu. Vyzkumy naznacuji, ze
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existuje spojitost mezi diabetem mellitem 2. typu a vy$§im rizikem vzniku nékterych
nadorovych onemocnéni, zejména CRC. Piesné patofyziologické vysvétleni, pro¢ u
pacientd s diabetem mellitem dochazi ke zvySenému vyskytu CRC, zatim nebylo ve
védecké literatufe popsano. Vyznamnym faktorem pro vznik CRC u téchto pacienti
muize byt uzivani inzulinu. Vyssi riziko vzniku karcinomu ma nejspi§ za nasledek
inzulinova rezistence. Inzulin kromé jinych funkci také snizuje schopnost apoptozy a

podnécuje mnozeni nadorovych bunék (Rames et al., 2007).

Na druhé strané existuji protektivni faktory CRC, jako je fyzicka aktivita, strava
(dostatek ovoce a zeleniny, vlaknina, rezistentni Skrob, ryby), vitaminové dopliky
(kyselina listova, pyridoxin B6, vapnik, vitamin D, hoicik), Cesnek a kéava, ale i med
(Rames, Bencko and Valenta, 2007). Nové vyzkumy se rovnéz zabyvaji vztahem mezi
slozeni stfevniho 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 niz8i 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, vCetné biofilmu, genotoxint, patogennich bakterii a zanétu. (Wong et al.,
2019). Nicméné vétSina vysledki mikrobiomovych studii zduraziuje protektivni vliv
mikrobioty. Mezi mechanismy, které se zde uplatiuji, patii: schopnost vazby stfevnich
bakterii s potencialnimi mutageny, syntetizovat vitaminy, pfiznivé ovliviiovat produkci
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, zejména butyratu a pusobit pozitivn€ na sliznici

stieva (Cornut et al., 2008).

1.3.5 Druhy CRC

Adenokarcinom
Je nejcastéjsim typem CRC. Tvoii asi 90 % vSech malignit postihujicich tlusté stfevo.
Jedna se o karcinom, ktery vychazi z buné€k zlazového epitelu Lieberkithnovych krypt.

Jeho definujicim rysem je invaze pres muscularis mucosae do submukoézy (Nagtegaal et

al., 2020)

Ackoli je vétSina pripadt diagnostikovana jako adenokarcinom blize nespecifikovany

(not other specified, NOS), lze rozlisit n€kolik histopatologickych podtypa se
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specifickymi klinickymi a molekularnimi charakteristikami. Nékteré 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 v€etné bunek
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 mucinézni komponenta ve tkani
CRC nedosahuje 50 %, piipad je klasifikovan jako adenokarcinom s mucin6zni

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

V ptipadé, kdy buiiky pecetniho prstene tvoti vice jak 50 % vSech nadorovych epitelii,
je CRC Kklasifikovan jako karcinom z prstencitych bunék. Tyto buriky jsou dusledkem
intracytoplazmatickych depozit hlenu, které odtlacuji bunécné jadro na periferii.
Prevalence tohoto subtypu CRC je nizka, dosahuje piiblizné 1 %. Karcinom
z prstencitych bunék predilekéné postihuje pravostranné useky tlustého stfeva. Tyto
tumory jsou cCasto diagnostikovany v pokroCilych  stadiich, ve srovnani
s adenokarcinomy NOS a mucindéznimi karcinomy je jejich prognoéza horsi. V ptipadé,
ze mnozstvi prstencitych bun€k nedosahuje 50 %, je CRC Kklasifikovan jako

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

Pro medularni karcinom jsou charakteristické nadorové buriky s vezikularnimi jadry,
prominentnimi jadérky a hojnou eosinofilni cytoplazmou a také denzni infiltrat tvofeny
lymfocyty a neutrolily. Prevalence medularniho karcinomu dosahuje podle literarnich
udaju 4 %. Jeho prognoza je vSeobecné dobra. Medularni 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 (naptiklad prostiednictvim imunopozitivity pancytokeratinu
AE1/AE3). Svymi rysy miize napodobovat medularni karcinom, na rozdil od né& vSak
postrada syncytialni charakter ristu a prominentni lymfocytarni infiltrat (Nagtegaal et

al., 2020).
e Serrated adenokarcinom

Serrated adenokarcinom sdili tytéz morfologické rysy jako pilovité (serrated) polypy.
Pritomny muzou byt také oblasti s mucinozni komponentou. Pro nadorové buiiky je
typicky nizky nukleocytoplazmaticky pomér. Pfiblizné 10-15 % vSech CRC lze

klasifikovat jako serrated adenokarcinom (Mékinen, 2007).

Dals§imi rozeznavanymi subtypy CRC jsou mikropapilarni karcinom, adenoma-like

adenokarcinom, adenoskvamoézni karcinom a karcinom se sarkomatoidni komponentou.

1.3.6 Rust a Sireni kolorektalniho karcinomu
Staging

Staging je proces klasifikace a urCovani rozsahu a pokrocilosti nddorového onemocnéni,
v tomto piipadé CRC. Cilem stagingu je poskytnout lékaiim a pacientim informace o
velikosti primarniho nadoru, pfitomnosti a rozsifeni metastaz a dalSich faktorech, které

jsou dilezité pro stanoveni 1écby a progndzy (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 tkani.
OznaCeni T1-T4 se pouziva kurCeni rozsahu invaze nadori. Piesna klasifikace T
stagingu se provadi na zaklad€ raznych faktort, véetné histologie nadoru a hloubky
proniknuti do stény tlustého stieva nebo kone¢niku (Brierley, Gospodarowicz and

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

T Vyhodnoceni

TX | Priméarni nador nelze vyhodnotit.

TO | Neexistuje zadny dukaz rakoviny tlustého stfeva a konecniku.

Tis | Tyka se karcinomu in situ. Rakovinové buiky 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 stfevo nebo konecnik.

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

T4b | Nador prorostl do jinych organi nebo struktur nebo se k nim pfipojil.

(dle TNM klasifikace zhoubnych novotvari 8.vyddni)

NODE (N) — se tyka postizeni lymfatickych uzlin v blizkosti primarniho nadoru. NO
znamena, ze nejsou postizeny zadné lymfatické uzliny, zatimco oznaceni N1-N3 se

oznacuje ruzné stupné€ 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 regionalni lymfatické uzlin€ se nachédzeji nadorové buriky.

N1b | Nadorové buiiky se nachazeji ve 2 nebo ve 3 regionalnich lymfatickych uzlinach.

Nlc | Existuji uzliny tvofené nadorovymi burikami nalezenymi ve strukturach blizko tlustého

stfeva, které nevypadaji jako lymfatické uzliny.

N2a | Nadorové butiky se nachéazeji ve 4 az 6 regionalnich lymfatickych uzlinach.

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

(dle TNM klasifikace zhoubnych novotvaru 8.vyddni)

METASTASIS (M) — se vztahuje k pfitomnosti metastdz, coz jsou nadorové buriky,
které se §ifi na vzdalen&j§i mista v t€le. MO znaci, Ze nejsou pifitomny zadné metastazy,
zatimco M1 oznacuje pfitomnost metastaz. Pfitomnost metastaz miize ovlivnit prognozu
pacienta a muze byt brana v uvahu pii vybéru lé¢ebného planu, vCetné€ chirurgického
odstranéni nadoru, chemoterapie, radioterapie a dalSich terapeutickych pfistupa

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

M Vyhodnoceni

MO | Rakovina se nerozsifila do jinych casti téla.

Ml1a | Rakovina se rozsifila do 1 dalsi ¢asti téla mimo tlusté sttevo a konec¢nik.

Mi1b | Rakovina se rozsifila do vice nez jedné Casti téla mimo tlusté stfevo a konecnik.

Milc | Rakovina se rozsifila na peritonealni povrch.

(dle TNM klasifikace zhoubnych novotvari 8.vyddni)

Na zaklad¢é kombinace hodnot T, N a M je pfifazovan konkrétni stupen nebo faze CRC.
Spravné urceni stagingu CRC je dulezité pro stanoveni nejvhodnéjsiho 1é¢ebného planu
a prognozy pacienta. Lékari pouzivaji klinické vySetieni, obrazové metody (napt. CT,
MRI) a patologickou analyzu tumoru k posouzeni stagingu a urCeni spravného

1éCebného pristupu.

GRADE (G) - stupnovani G se tyka histologického hodnoceni malignity nebo
diferenciace buné€k v primarnim nadoru. Grade urcuje, jak se nadorové buriky ve tkani
odlisuji od normalnich bunék a mize poskytnout informace o agresivité nadoru, riziku
metastaz a reakci na 1écbu. Grade se obvykle klasifikuje do 4 stupnd. Kazdy stuperi
malignity ma specifické charakteristiky, které pomahaji posoudit stav bunécné

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

G Vyhodnoceni

GX | Stupeti nadoru nelze identifikovat

G1 | Nizky stuper malignity:

Bunééné zmeény jsou dobfe diferencované, coz znamena, ze se podobaji
normalnim bunéfnym typum ve tkanich. Maji dobrou strukturu a organizaci a
mimeé zvySenou miru bunécné proliferace.

G2 | Stredni stupen malignity:

Bunécné zmeény jsou stfedné diferencované. Maji mirn€ odliSnou morfologii od
normalnich bunécnych typa a vyssi miru bunécné proliferace. Jejich organizace je
mén¢ strukturovana nez u G1.

G3 | Vysoky stupen malignity:

Bunécné zmeény jsou Spatné diferencované. Maji vyrazné odliSnou morfologii od
normalnich bun€k, vCetné nepravidelnych tvara a velikosti bunék. Maji vysokou
miru bunééné proliferace a narusenou organizaci tkan¢.

G4 | Velmi vysoky stupein malignity:

Bunécné zmeény jsou zcela nediferencované. Maji vyrazné odliSnou morfologii od
normalnich bunécnych typi a velmi vysokou miru bunécné proliferace.
Organizace tkané je siln€ naruSend a nadorové buiky mohou byt velmi
nepravidelné a anaplastickeé.

(dle TNM klasifikace zhoubnych novotvari 8.vyddni)

Vybér spravného stupné nadorové diferenciace je dulezity pro stanoveni prognozy
pacienta a urCeni nejvhodnéjsi 1écebné strategie. Pacienti s nizkym stupném malignity
maji obvykle lepsi prognézu a reaguji 1épe na lécbu, zatimco pacienti s vysokym nebo

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

Tumor budding (TB) je etablovany prognosticky faktor u CRC. Tato metoda pfitahuje
zajem patologu, klinikd a vyzkumnikt od doby, kdy byl TB poprvé popsan v 50. letech
20. stoleti (Imai, 1954). Od té doby se podafilo ziskat velké mnozstvi dikazi, 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 rozdilim v kritériich, metodach a systémech hodnoceni TB v riznych
studiich, se TB ukézal jako pozoruhodné spolehlivy prediktor nepfiznivého vysledku
CRC. Donedavna vSak absence standardizovaného skérovaciho systému ztézovala
zavedeni metody TB do rutinni histopatologické praxe. To pfimélo skupinu odborniku,
aby se v roce 2016 sesli ve §vycarském Bernu na Mezinarodni konsenzualni konferenci
(International Tumor Budding Consensus Conference, ITBCC) s cilem dosahnout shody

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

24




konsenzuélnich doporuceni ITBCC vroce 2017 byl TB zaclenén jako dalsi

prognosticky faktor do klasifikace nadort (Kakar et al., 2020).

TB je definovan jako jedna nadorova burika (bud) nebo shluk sestavajici z maximalné
ctyt nadorovych bunék (buds) (Lugli et al., 2017). Tyto shluky nadorovych bunék se
nachézeji v invazivni fronté tumoru a jsou Casto obklopeny desmoplastickou reakci.
Podle konsensualniho doporuceni Lugliho et al. (2017) byl upfednostnén tiistupiovy
systém hodnoceni TB (Bdl, Bd2, Bd3) pred dvoustupriovym systémem (nizky vs.
vysoky), protoze tiistupfiovy systém je lépe reprodukovatelny ve vztahu k prognoze
CRC. Stupnice hodnoceni TB je tedy nasledujici, Bd1 (0 — 4 shluky), Bd2 (5 - 9
shlukti) a Bd3 (10 a vice shlukti). Presny popis metodiky hodnoceni TB je popsan v kap.
3.3.

Hodnoceni TB lze provadét z preparati barvenych hematoxylinem a eosinem, ale také
z preparati barvenych imunohistochemicky. Podle doporuceni Lugliho a kolegt 1ze TB
velmi dobfe stanovit pouze ze vzorkli barvenych hematoxylinem a eosinem.
V nékterych pripadech je pouziti imunohistochemie lepsi variantou, a to z toho divodu,
ze shluky nadorovych bunék mohou byt piekryty peritumuralnim zanétlivym
infiltratem, coz ztézuje jejich identifikaci v preparatech barvenych hematoxylinem a
aeosinem (Horcic et al.,, 2013). Pfi pouziti imunohistochemického barveni jsou ve
vztahu k TB pouzivany cytokeratiny (CK). Cytokeratiny piedstavuji skupinu pfiblizné
20 cytoskeletalnich strukturalnich proteini pfitomnych v normalnich epitelich a jejich
exprese se udrzuje 1 béhem maligni transformace (Moll et al., 1982). Protoze exprese
cytokeratinu je v neoplastickych bunkach obvykle zachovana, ma pouziti specifickych
protilatek vyznam zejména pii prokazani puivodu metastatickych karcinomd. V
patologicky nezménéné tkani je CK7 exprimovan naptiklad ve zlazovém epitelu prsu
nebo plic, dale také v mezotelu nebo urotelu mocového méchyte. CK20 je hlavnim
bunéénym proteinem adultnich enterocyti a poharkovych bunék ve stfevnim traktu.
Bylo zjisténo, ze relativni exprese CK20 a CK7 se u riznych epitelialnich nadort lisi a
tyto markery se v soucasné¢ dobé pouzivaji jako diagnostické nastroje, které pomahaji
urCit misto puavodu metastatickych karcinomt. Imunofenotyp CK20+/CK7- je
povazovan za charakteristicky pro CRC a pouziva se kjeho odliSeni od
adenokarcinomu jiného ptavodu, jako jsou napf. adenokarcinomy plic, jater nebo prsou.

Ale ne v§echny 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 nékterych studii asociovana s horsi prognozou (Hrudka et al., 2021).

Presné mechanismy, které vedou ke vzniku shlukti nadorovych bunék, nejsou zcela
znamy, ale nekteré dikazy naznacuji, ze TB muize byt viditelnym korelatem procesu
souvisejiciho s epitelialné-mezenchymalni tranzici (EMT) v nddorovém mikroprostiedi
CRC. EMT je proces, pii kterém se buiiky epitelového typu méni na buiky
s mezenchymalnimi vlastnostmi. BEhem EMT dochazi ke ztraté¢ adhezivnich molekul a
polarizaci bun€k, coz umoziuje burikam ziskat invazivni potencial a schopnost
migrovat z primarniho nadoru do jinych tkani a organt. To je klicovy krok pfi vzniku
metastaz, které jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u pacientd s CRC (Kirchner,

Brabletz, 2000).

U CRC je TNM staging nejdulezitéjsi faktorem pii urCovani stadia onemocnéni, od
kterého se odviji 1éCba pacienta (Sobin et al., 2010). Odlisné biologické chovani
raznych typi CRC muze vysvétlovat zna¢né rozdily mezi karcinomy stejného stadia.
Pti hledani potencialnich ukazatel v CRC se ukazal 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 diagnosticka metoda, ktera umoziuje identifikaci a lokalizaci specifickych
proteinu v tkanich pomoci pouziti protilatek. Tato metoda Casto poskytuje dodatecné
informace o bunéfnych a tkanovych zménach. Také slouzi k identifikaci pfitomnych

infek¢nich agens (Horejsi and Bartiirikova, 2009).

Pfi imunhistochemické analyze se pouzivaji primarni protilatky, specifické pro antigen
analyzované tkan€, které jsou navazany na tkanové fezy. Tyto protilatky se poté
detekuji pomoci sekundarnich protilatek, které jsou konjugovany s enzymem nebo
fluorescencnim barvivem. IHC je tedy uziteCnym nastrojem pro zobrazovani
specifickych proteind v tkanich a mize byt pouzita k diagnostice nadort a infekci (De

Matos et al., 2010).

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

manualné, lze vidét 1 poloautomaticky proces, kdy je nutné ruéné odparafinovat a

26



odmaskovat epitopy, ale zbytek postupu je provadén automatem, nebo cely proces

imunohistochemického barveni provede automat sam.
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2 (il prace

Cilem bakalaiské byla analyza TB ve tkani CRC. TB byl hodnocen u 50 pacientt
s CRC. V nasi praci jsme TB hodnotili dvojim zptisobem, 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 nasledné porovnali. Na
zaver nasi studie jsme provedli korelaci mezi TB a stupném nadorové diferenciace (tj.

grade), ¢imz jsme poukazali na prognosticky vyznam TB.
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3 Metodika
3.1 Odbér a zpracovani vzorkii

1. Odbér a fixace
1. Klinik odebral material, v piipade nasi studie resekat tlustého stieva.

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

byl proveden, aby se zabranilo autolyze odebrané tkan¢.

3. Fixovany material byl transportovan na oddéleni patologie v pevné uzavienych

nadobach.

4. Material byl podle velikosti odebraného vzorku tkané 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 bloki

Po 24-48hodinové fixaci probihalo zpracovani vzorku, coz zahrnovalo makroskopicky
popis resekatu patologem a jeho piikrojeni do bloku (blokovani). Velikost piikrojeného
materialu byla u kazdého resekatu okolo 1 cm. Po pfrikrojeni do bloki 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 uplnost uvadime slozeni methacarnu: methanol (6 dila), chloroform (3 dily), konc.

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

Aby mohl byt vzorek zafixovan v parafinu, byla nezbytna jeho lazen v alkoholu.
Dnesni tkanové 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:
L. Vzorky se vlozi do autotechnikonu, kde probiha jest¢ dalsi fixace ve
formalinu. Tento krok slouzi k zachovani struktury a stabilité tkani.
2. Po fixaci ve formalinu nasleduje proces vymyti fixativa pomoci vody.
Cilem tohoto kroku je odstranit piebyte¢ny formalin ze vzorku.
3. Dalsim 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 1azné s parafinem.

Vzorky pfes noc postupné prosly t€mito procesy a rano jsme vytahli prosycené vzorky,

které se zalivaly zkvalitnénym parafinem do tkanovych blocki. My jsme pouzili

HistoFor Plus.
4. Krajeni

Po zaliti vzorkt bylo nutné jejich zchlazeni na ledu po dobu cca 10 min. Zalitim vzorku
parafinem je blok témér nachystan. Poté byly tyto vzorky krajeny na mikrotomu. Lze
nastavit na krajeni feza rizné tloustky, ale vétsina tkani je krajena piiblizné na Spum. Po
ukrojeni byly fezy vlozeny nejprve do studené vody, poté se fezy nabraly na podlozni
skla a prenesly do teplé vody, kde doslo k natazeni fez. Dale lze vyuzit vyhtivana

ploténka, ktera umozni dokonalé pfilnuti fezi na podlozni skla.

Identifikace tkanovych blokti musi byt jednoznacna a shodna s ozna¢enim na podloznim

skle, aby se predeslo zaméne 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, které je dnes ve
vétsiné laboratofi barveno v barvicim automatu. VétSina zkoumanych bunék je
pruhledna a bez obarveni se jevi téméf bezbarva. Barviva, nejCastéji hematoxylin a
eosin (H&E), se pouzivaji k zajiSténi kontrastu tkanovych fezl, diky ¢emuZz jsou
tkaniové struktury viditeln€jsi a snadnéji hodnotitelné. Hematoxylin a eosin je zakladni
barvici laboratorni metoda pouzivana k vySeteni vzorka tkan€ pro rutinni diagnostiku.
Tato technika barveni bazofilnich a acidofilnich struktur pomoci hematoxylinu a eosinu
umoziuje patologim pozorovat funkéni a morfologické detaily bunék. Mechanismus
barveni hematoxylinu a eosinu je zaloZzen na chemické interakci mezi tkani a barvivem.
Hematoxylin dodava modrofialovy kontrast bazofilnim strukturdm, zejména tém, které
obsahuji molekuly nukleové kyseliny, jako je chromatin, ribozomy a cytoplazmatické
oblasti bohaté na RNA. Riizové az Cervené zbarveni je dano kyselym eosinem bazickym
materialim, 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 extracelularni matrix, barvi do rizova. Ve srovnani s jinymi
barvicimi histologickymi metodami, jako je imunohistochemie, je barveni
hematoxylinem a eosinem jednodussi, rychlejsi a levn&jsi. V dneSni dobé je naprostym
standardem provadét barveni na automatickém barvicim automatu. Naproti tomu
histochemické barveni, které napfiklad zahrnuje barveni alcianovou modii slouzici ke
zvyraznéni mukopolysacharidi nebo kombinované barveni PAS-Alcian k prukazu PAS-
pozitivnich substanci, neutralnich mukopolysacharidi a kyselych mukopolysacharidi,
se barvi stdle manualn€. Po obarveni se na vzorek tkané pripevni kryci sklicko pomoci

optického lepidla, které pomaha vzorek chranit.

Ne vzdy muaze barveni hematoxylinem a eosinem poskytnout v§echny informace, které
patolog béhem diagnostického procesu potiebuje. Z tohoto divodu je nutné sahnout po

jiné barvici technice, kterou je napf. 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 nadorovych tkéanich.

Pro na$i studii jsme pouzili primarni protilatku proti CK20. Primarni protilatky byly
vizualizovany za pouziti substratu 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 prilnavosti
specialné vyrobena pro IHC analyzu. Po vlozeni do imunostaineru probihalo suSeni a
odparafinovani fezii. Nasledovalo kondiciovani buné€k, tedy odmaskovani antigenu,
v EDTA pufru pfi 95 °C po dobu 64 min. Tkanové vzorky byly inkubovany s
protilatkou proti CK20 po dobu 16 min. Kazdé sklo sanalyzovanym vzorkem
obsahovalo soucasné kontrolni tkan pro verifikaci IHC reakce. Jako pozitivni externi

kontrola byla pouzita tkan lidského apendixu.

3.3 Metodicky postup p¥i 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 10nadsobném 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 zji§tovali presny pocet buds pii 20nasobném

zvétseni na plose 0,785 mm?2.

4. TB jsme finalné¢ kategorizovali jako: Bd1 (nizky), 0-4 buds, Bd2 (stfedni), 5-9
buds, Bd3 (vysoky), >10 buds (tab. 5 a obr. 7).
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Tabulka ¢. 5: Hodnoceni TB

Stupenn TB Stupen Pocet buds

Bdl low 0-4 ber 0,785 mm’”
Bd2 intermediate 5-9

Bd3 high >10

(Zdroj: vlastni zpracovani)

3.4 Metodicky postup p¥i hodnoceni TB imunohistochemicky

Pro posouzeni TB imunohistochemickym barvenim bylo nutné vybrané sklicko, které
bylo hodnoceno hematoxylinem a eosinem obarvit imunohistochemicky s protilatkou
proti CK20. Pfi hodnoceni TB imunohistochemickym barvenim se postupovalo stejné
jako u preparati barvenych hematoxylinem a eosinem, pouze s tim rozdilem, Ze uZ se
nevyhledavala invazivni fronta tumoru, ale zameéifovali jsme se pouze na oblast

hotspotu, ze které je TB hodnocen, dle zadanych kritérii z tab. €. 5.
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Define the field (specimen) area for the
20x objective lens of your microscope
based on the eyepiece field number (FN)
diameter

Objective magnification: 20

EN .
Diameter (mm) (mm2) Factor
18 0636 0810
19 0.709 0.903
20 0.785 1.000
21 0.866 1.103
22 0950 1210
23 1.039 1323
24 1.131 1.440
25 1227 1.563
26 1327 1.680

Select the H&E slide with greatest degree
of budding at the invasive front

»elelelt

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

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

For surgical resection
specimens, scan 10 fields

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

Selected hotspot indicated in red

Divide the bud count by the normalization
factor (figure 2) to determine the tumor
bud count per 0.785mm?

Select the budding [Bd] category based on

bud count and indicate the absolute count
per 0.785mm? (see reporting example)
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Tumor bud count _  Bud count (20x objective)
per 0.785 mm? Normalization factor*
Bd1 (low): 0-4 buds

Bd2 (intermediate): 5-9 buds per 0.785 mm?
Bd3 (high): >10 buds

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

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



4 Vysledky

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

a5.- 95. percentil.

4.1 Analyzovand data

Celkem bylo do této studie zafazeno 50 pacientt s diagn6zou CRC. VSichni pacienti
podstoupili odbér vzorku formou resekce. Pacienti byli vybrani v letech 2017-2022
v Nemocnici Znojmo a material byl zpracovan na Patologicko - anatomickém oddéleni

v téZe nemocnici.

Hodnoceny soubor obsahoval 28 muzi a 22 Zen v primémém veéku 68 let; vekové

rozpéti 37-90 let.

Tabulka ¢. 6: Vyhodnoceni vysledkii

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

68 (51-85 let)
Vék <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 %)
1.2 %)

49 (98 %)
12 %)

=N (=& (W (N [=w (N |= L

Bdl1 23 (46 %)
Bd2 23 (46 %)
Bd3 2 (4 %)
Nelze 2 (4 %)

TB

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 procentualni zastoupeni pacienti 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 zpracovani)

Dobie diferencovany karcinom (G1) byl diagnostikovan u 18 pacientd (36 %). U
vétSiny pacientl byl diagnostikovan stfedné 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

Zpracovdni)

Z popisovaného soubori pacienti bylo zhodnoceno, ze CRC ve stadiu T1 byl
diagnostikovan u 12 osob (24 %), status T2 u 17 pacientd (34 %), status T3 u 20
pacientd (40 %) a pouze u 1 pacienta (2 %) byl pfitomen T4.

V souboru vysetfovanych pacientd s CRC byl status N2 hodnocen pouze u 1 pacienta
(2 %). Osm pacienti (16 %) mélo status N1 a u zbyvajici Casti, tedy u 41 pacientd
(82 %) nebyly postizeny lymfatické uzliny, coz je status NO.

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

zadna vzdalena metastaze, tedy status MO.

Z analyzovaného soubort pacientd 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 pacientd (4 %) nebylo mozné TB v dusledku

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:
viastni zpracovdni)

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

zaznamenany do grafu ¢.4.

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

(Zdroj: vlastni 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

Bdl1 23 17 17

Bd2 23 28 23

Bd3 2 3 2
shoda (%) 87,5

(Zdroj: vlastni zpracovani)
Bdl Bd2 Bd3
H&E mCK20

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

hematoxylinem a eosinem (Zdroj: vlastni zpracovdni)

Dle studie Lugliho a kolegt jsme pro korelaci mezi TB a tumor gradem hodnotili TB
z preparati 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. Dobfe diferencovany adenokarcinom (G1)
s Bdl se shodoval v 18 ptipadech (36 %), stiedné diferencovany adenokarcinom (G2)
sBd2 v 23 pfipadech (46 %) a nizce diferencovany adenokarcinom (G3) s Bd3
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dosahoval shody u 2 pacientt (4 %). Tumor grade tedy koreloval s TB u 86 % pacientu.

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

Tabulka & 8: Hodnoceni a shoda tumor gradu a TB

Grade Pocet pacienti TB Pocet pacienti Shoda
Gl 18 Bdl 23 18 (36 %)
G2 28 Bd2 23 23 (46 %)
G3 4 Bd3 2 2 (4 %)
shoda ( %) 86
(Zdroj: vlastni zpracovdni)
Bdl1/G1 Bd2/G2 Bd3/G3

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

V této bakalarské praci jsme se vénovali hodnoceni TB ve tkani CRC, a to z preparatu
barvenych hematoxylinem a eosinem a z preparati barvenych imunohistochemicky.
Oba zpusoby hodnoceni TB jsme nasledné porovnavali. Dale jsme se zaméfili na
porovnani TB s nadorovym grade, konkrétné jsme zjistovali, v jakém procentu se oba

tyto histopatologické parametry u jednotlivych ptipadi CRC shoduji.

Na zakladé analyzy 50 pacienti s CRC jsme zjistili, ze 18 znich (36 %) mélo
diagnostikovany dobie diferencovany karcinom (G1), stfedné diferencovany karcinom
(G2) byl klasifikovan u vétsiny pacientti, konkrétné u 28 z nich (56 %). Pouze 4 pacienti
(8 %) méli diagnostikovany nizce diferencovany karcinom (G3). Tyto vysledky ukazuji
na prevahu stfedné diferencovaného karcinomu (G2) v naSem souboru pacientt, coz je
v souladu s literarnimi udaji. Pokud se zaméfime na hodnoceni TB, zjistili jsme, Ze
23 pacient (46 %) mélo hodnoceni Bd1, u 23 pacient (46 %) byl hodnocen TB jako
Bd2, pouze u 2 pacienti (4 %) byl pfitomen Bd3. U dvou piipadi mucinoézniho
karcinomu (4 %) nebylo mozné TB spolehlivé hodnotit kvuli pfitomnosti velkého
mnozstvi extracelularniho hlenu. Podle studie Karamitopoulouvé a kolegti z roku 2018,
do které bylo zahrnuto celkem 117 pacientt s CRC, byl dobfe diferencovany (G1)
karcinom pfitomen u 16 pacientd, sttedné diferencovany karcinom (G2) u 55 pacientti 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 pacientl. Druhy patolog mél pfi hodnoceni TB mirn¢ odlisné
vysledky, konkrétné byl Bdl stanoven u 24 pacientt, Bd2 u 35 pacienti a Bd3 u 51
pacientd. Z vysledku 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 faktord, které maji vliv na korelaci mezi TB

a nadorovym grade, jedna se zejména o zkuSenosti patologa.

V nasi studii jsme pii hodnoceni TB vychazeli z konsensualniho doporuceni Lugliho
a kolegti z roku 2017. Podle téchto doporuceni je TB nezavislym prediktorem prognozy

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

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

Stejné jako v konsensualnich doporuceni Lugliho a kolegt, navrhuje i Zlobec s kolegy
analyzovat celkem 10 zornych poli invazivni fronty nadoru pii 10nasobném zvétSeni.
Timto zpusobem je vybrana oblast (,,hot spots©) s nejvyssim TB. Na rozdil od Lugliho
a kolegli navrhuje Zlobec skolegy hodnotit TB vzdy =z preparati barvenych jak
hematoxylinem a eosinem, tak z preparati barvenych imunohistochemicky
(podle Lugliho doporuceni je barveni hematoxylin a eosin pro validni hodnoceni TB
dostacujici). Nutné je zminit, ze studie Zlobece a kolegt predchazela konsensualnimu
doporuceni Lugliho a kolegg, jednalo se tak o jednu z mnoha studii, na zakladé kterych
se doporuceni pro hodnoceni TB utvarela (Zlobec byl jednim z podilejicich se ¢lent).
Nase zkuSenosti v souladu s Lugliho doporucenim vSak poukazuji na vyznamnou roli
imunohistochemie pfi hodnoceni TB v urcitych situacich, kterou je naptiklad velké

mnozstvi zanétlivého infiltratu v oblasti invazivni fronty nadoru.

Jednim z hlavnich davodd, pro¢ byla zavedena standardizace hodnoceni TB podle
konsensualniho doporuceni Lugliho a kolegii (2017), je fakt, ze hodnoceni TB
podléhalo znacné interindividualni variabilité a bylo zavislé na zkuSenosti odecitajiciho
patologa. Nez bylo zavedeno toto konsensualni doporuceni, existovalo nékolik raznych
systému slouzicich k hodnoceni TB, které se liSily v kvantitativnich 1 kvalitativnich
parametrech klasifikace TB. Diskutovalo se o potifebé sjednotit a standardizovat tyto
hodnotici systémy, aby bylo dosazeno vétsi konzistence a porovnatelnosti vysledku
mezi ruznymi studiemi. Pravé ztohoto divodu byl zaveden doporuceny postup
hodnoceni TB, ktery je také uveden v recentni WHO klasifikaci nadorti zazivaciho
traktu, a podle kterého jsme postupovali i my v nasi studii. Po zavedeni tohoto systému
by se mélo histopatologické hodnoceni TB mezi patology ruznych koutt svéta ramcoveé

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 uziteCnou, a to s ohledem na

biologické chovani takovych ptipadi CRC.

Dalsi diskutovanou otazkou v doporuceni Lugliho a kolegl je potencialni vyznam TB
jako prediktivniho faktoru pro cilenou terapii. Zjisténi, ze vySsi stupein TB je spojen
s hor§i prognodzou, naznacuje, ze by TB ve tkani CRC mohl slouzit jako indikator

agresivngjsiho fenotypu a rezistence viici 1écbe.

Nase studie zjistila vysoky stupen shody pfi hodnoceni TB mezi preparaty barvenymi
hematoxylinem a eosinem a preparaty barvenymi imunohistochemicky. Toto zji§téni je

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

Celkove lze tici, ze doporuceni Lugliho a kolegti z roku 2017 pfinasi zasadni poznatky
o dulezitosti a prognostickém vyznamu TB v CRC. Toto doporuCeni pfispiva
k hlub§imu porozuméni a otevira cestu pro dalsi vyzkum a vyuziti TB jako

diagnostického a prognostického nastroje ve vyvoji 1é€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 poukéazat na jeho prognosticky
vyznam na zéakladé korelace s nadorovym grade ve tkani CRC. NasSe studie zahrnovala
hodnoceni TB u 50 pacientd 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.

Bakalafska prace byla rozdélena do nékolika ¢asti s cilem poskytnou uceleny pohled na
zkoumanou problematiku. V prvni casti byl popsan obecny popis tlustého stieva, ktery
zahrnoval anatomii, histologii 1 fyziologii tohoto organu. Tim bylo vytvoteno zakladni
podvédomi o strukture a funkcich tlustého stieva, coz je dilezité pro pochopeni dalsich
témat souvisejicich s CRC. Dalsi cast bakalarské prace byla vénovana CRC. Tato ¢ast
popisuje CRC od etiologie az po jeho rizné subtypy. Byly popsany faktory, které
prispivaji ke vzniku CRC, jako jsou genetické a environmentalni faktory. Tim bylo
poskytnuto hlubsi porozuméni o této maligni chorobé a jejim riznym aspektim.
Posledni kapitola teoretické Casti se zaméfila na TB. Tato Cast zahrnovala definici,
hodnotici metody a potencialni prognosticky vyznam TB. V metodické Casti bakalarské
prace jsme se zameéfili na rutinni postup histopatologického zpracovani resekovanych

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

V nasem souboru Citajicim celkem 50 pacienti byl 18 z nich (36 %) diagnostikovan
dobte 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 pacientti s CRC.

Pfi analyze hodnoceni TB z barveni hematoxylinem a eosinem jsme zjistili, ze 28
pacientt (56 %) dosahlo hodnoceni Bd1, u 19 pacientt (38 %) byl TB hodnocen jako
Bd2, apouze u 1 pacienta (2 %) byl hodnocen Bd3. Vzhledem k pfitomnosti
abundantnich extracelularnich hlenovych jezirek nebylo mozné spolehlivé hodnotit TB
u 2 pacientd s mucindznim karcinomem (4 %). Pfi pouziti imunohistochemického
barveni s protilatkou proti CK20 bylo 17 pacientd (34 %) hodnoceno jako Bdl, 28
pacientd (56 %) jako Bd2 a u 3 pacientt (6 %) dosahlo hodnoceni Bd3. Stejné jako u
barveni hematoxylinem a eosinem jsme u 2 pacientd (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 predlozené prace naznacuji, ze stupenn nadorové diferenciace (grade) a TB
jsou vzajemné propojeny. Dobfe diferencovany (G1) adenokarcinom vétsinou koreloval
s Bdl u 18 pacientd (36 %), stfedné diferencovany adenokarcinom (G2) vétSinou
koreloval s Bd2 v 23 piipadech (46 %) a nizce diferencovany adenokarcinom (G3)
koreloval s Bd3 u 2 pacientd (4 %). Tato souvislost mezi diferenciaci nadoru a TB by
mohla mit prognosticky vyznam a mohla by pomoci pii urcovani vhodné lécby

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

Jak 1ze vidét z vysledki nasi studie, hodnoceni TB z resekatd barvenych hematoxylinem
a aeosinem je zcela dostacujici a ma témef shodné vysledky s imunohistochemickym
barvenim proti protilatce CK20, coz je zcela v souladu s celosvétové uznavanym
konsensualnim doporucenim Lugliho a kolegii. V nékterych pftipadech, jako je
napiiklad zvySené mnozstvi zanétlivého infiltratu, dasledkem Cehoz neni oblast
invazivni fronty nadoru prehledné hodnotitelna, je pro lepsi pouzit imunohistochemické

barveni.

Zaveérem lze fici, ze TB lze povazovat za silny prognosticky faktor u CRC a je na mistg,

ze byl TB zaveden ve WHO klasifikaci nadorti zazivaciho traktu.
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. Protokol barveni hematoxylinem a eosinem

: Protokol imunohistochemického barveni s protilatkou proti CK20
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Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu
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: Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

: Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

10: Tumor budding ve stiedné diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.

11: Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu

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
B

Adenomatdzni polyp6zni coli
Chromozomalni nestabilita
Cytokeratin

Kolorektalni karcinom
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epitelidlné-mezenchymalni prechod
Familiarni 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. Dobfe diferencovany (G1) kolorektalni adenokarcinom.

Patrny jsou struktury glandularné uspotfaddaného adenokarcinomu intestinalniho typu
s low-grade nuklearni polymorfii a nizkou mitotickou aktivitou neoplastickych bunék
(barveni hematoxylin a eosin, zvét§eno 200x).

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

Patrny jsou struktury kribriformné uspofadaného adenokarcinomu intestinalniho typu
s pfevazyjici intermedidlni nuklearni polymorfii neoplastickych bunék (barveni
hematoxylin a eosin, zvétSeno 200x).
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Obr. 6. Tumor budding v dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
i fronty n

Oblast invazivn
tumor buds (1) (barven
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Obr. 7. Tumor budding ve stfedné diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru se stfednim stupném tumor buddingu — pfitomno je 8
tumor buds (1) (barveni hematoxylin a eosin, zvétSeno 200x).
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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 dobfe diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru s nizkym stupném tumor buddingu — piitomny jsou 3
tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétsSeno 200x).

Obr. 10. Tumor budding ve stfedn¢ diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru se stfednim stupném tumor buddingu — pfitomno je 7
tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétsSeno 200x).
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Obr. 11. Tumor budding v nizce diferencovaném kolorektalnim adenokarcinomu.
Oblast invazivni fronty nadoru s vysokym stupném tumor buddingu — pfitomno je vice
nez 10 tumor buds (1) (imunohistochemie, zvétSeno 200x).
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CONFIRM anti-Cytokeratin 20 (SP33) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody

790-4431

O5587TTE0001

¥ 50

UREENE POUZITI

Protilatka CONFIRM anfi-Cytokeratin
20 [SP33) Rabkit Manoclonal Prmary
Anfbody je urtena pro laboratomi
pouziti pfi kvalitatm i
imunohiztochemicke detekei
cytokaratinu 20 [CK20) pomoci
switeliné mikroskopie v fezech thand
fimgvané formalinem, zalite parafinem,
kbare jsou barveny na pristroji
BenchMark IHCASH.

Tenio produkt ma byt infespratovan
kvalifikevanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetfenim,
relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi konrolami

Tato prefilatka je uréena peo diagnosiicke powZiti in vitre (VD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Profiitka CONFIRM anti-Cytokeratn 20 (SP33) Rakkit Monaclonal Primary Anfbody
{protiitka CONFIRM anti-Cylokeratin 20 [SF33]) detekuie CK20, kysely) eytokeratn
typa |, kidovary genem KRT20.1.2 Detekee CK20 pomoci HC je typicky omezena na
gastrointestnaini epitel, urotel a Merkelové bufiky; exprese CK20 jo fedy detekovina

w karcinomu z Mesielovich bundi, va vEEng pripadl v urotlidinim karcmnomu

a kolorektlnim adenckarcinomu a v podskuping adenciarcinomy Zaludio, 1 Kromé toho
jie exprese CK20 pozorovina u viting mucindznich neoplasmi vajednikl a u niktzrjch
adenciarcinomi sliniviey a Sutovosdu, 123 Je tFeba poznamenat, 2o diagnosticka
wyuditelmost CK20 s2 zvySuje ph poufiti ve spojeni s cytokeratimem T [CKT) 48

Detekee CK2) pomoci imunchistochemie (IHC) s profilatkou CONFIRM anti-Cytokerafin
20 (3P33) mitZe byt poudita jako pomicka pf iden§fikac kolorekiainiko adenckarcinomu.
Tato profiatca miZe byt poudit jakn sowdist panelu studii IHC. Vzor bamveni j
FPRINCIF POSTUPU

Proflifka CONFIRM anti-Cytokeratin 20 [SP33) je kedlizi monoklonsin profilita
namifena profi karkoxylovemu konci lidského proteiru CK20. Tuto profilatku je moiné
zobrazit pomeei detekeni soupravy wiErs\iew Universal DAB Delection Kit (kat. &. 760-500
1 [5269806001). Dalsi mformace najdets v metodickém Estu k defekini soupravé
witraWiew Universal DAB Defection Kit

Obe. 1. Cytoplazmaticks zabarveni
adanokarcinomu tustéha stfeva
protilitkou CONFIRM anti-Cytokeratin
20(SP33).

DODAVANY MATERIAL

Proflatka CONFIRM arti-Cytokeratin 20 [SP33) desahuje dostatek reagencie pro

50 testi.

Jeden SmL divkovat protidtky CONFIRM ant-Cylokeratin 20 (SP33) obsahuje pRbiné
9.5 pg krdlici monoklonaini protilasy.

Proflatka je nafeddna ve fyziologickém rozioku 5 fosforeénanowym pufrem s cbsahem
nosiGoveho proteinu a 0.10 % konzeracniko prostredku ProClin 300,

Koncentrace $eﬁﬁdne pmnlaﬂq']eplilm 1.8 pg/ml_ Pro tenio produkt neni znama
Zadna nespecificka reaktivita protlatiy.

Proflatia CONFIRM anti-Cytokeratin 20 {SP33) cbsahuje rekombinanini krabi
manckiondini protidtku jako purfkovany supematant bunding kuthery.

W metodickém listu k pFisluing deiekini soupravd VENTANA nalemnets podrbné pnpnsr
pracipu p-usupu matesidly a metod, odlbér veosd a pnpralq' pro amaljzu, poshapd
koritroly kvality, FaSeni problémi, |rrberpmbne wyslediil a omezeni.

20220547
FTIT-41E
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POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad deteldni so_rwy\u'ENThNh a p-nmom materily, vietnd
skiiézk peo negafivai a pozifvni konirolu thand, nejsou soutasti dodaviy.

Wazchny produkty uvedens v metodickem listu PIElTIISe]I byt dostupns ve viech
zemépisnych cklastech. Obrafte se na mistni servisni zastoupeni.

Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi bawveni poffekné. nejsou viak soulasti
dodaviy:

Doparutena kontrolni tkan

1.

2 Mikroskopickd skiidka, kladné nabid

3. Rabbit Monoclonal Negative Coniral I (kat. £. 7904795 / D5683380001)
4 ufraView Universal DAE Detection Kit (kat. & 780-500 / 05263808001).
5. EZ Prep Concentrate (10X) [kat. & 850-102 ) 0S279771001)

B.  Reaction Buffer Concentrate (10%) (kat & 950-200 / 05353855001)

7. LCS [Prediute) kat 3. 650-010 / 05264839001)

g ULTRALCS (Predilue] (kat. & £50-210 / 05424334001)

9. Cell Conditioning Saluion (CC1) (kat, &. 950-124 / DS279801009)

100 ULTRA Cell Conditioning Sokufion [ULTRA CC1) (kat. &. 950-224 / (5424569001)
11, Hematoxylin || (kai. & 790-Z208 / D5277T965001)

42 Bluing Reagent (kat 3. T60-2037 | 05266762001

13, Trvale fixacni medium

4 Kryci ko

5. Automatizovany podavad keycich sklidek

16, Obeoné laboratomi vybaveni

17, Pfistroj BenchhMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Pao pRjeti a mezi pouZitimi uchovaveje pfi teploté 2-8 5C. Nezmrazuite.

Ay byla ijsima spravna funkEnost reagencie a stakilita protilatiy, musi se daviovat po
kazdém pouditi uzawfit vickem a okamEie umistit ve svislé poloze do chladridky.

Kazdy edvkovad protilathy ma sanovenou dobu exspirace. PR Fadném skladovani zistone
reagencie stabilni do data wwedeného na Sitku. Po uplynuti data exspirace reagendii
nepowEiveje.

PRIPRAVA VZORKUD

Pro pouziti tébo primami protlatky s detekinimi soupravami VENTAMNA a phistroji
Banchbark IHCASH jsou vhodné thané zpracované kéZnim zpdsokem, fixovans
formalinem, zalité parafinem (FFPE). Doporudarym vhiodrym fixativem na tkang je 10%
neutralni pufrwmi'fnmal'n.? J= treba pofidit fezy o Howsice pliblné 4 um a fovat je
na kiadné nabita podiozni skiitka. Sklicka je freba obarvit neprodiens, nebol antigennost
péipravenych thifowych Fezil se miZe postupem Sasu sniovat. Pro vice informaci
poZidajte mistnike zistupce spoleénosti Roche o kopil dokumenty Recommendad Slide
Siorage and Handing®, kiery uvadi dopometens postupy pro skladovani skitek

a manipulaci s nimi.

ViySetfeni neznamych vzork doporutujeme provadSt soubding s pozitmimi
anegatimimi konbrolnimi vzorky.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

9. Urdeno k diagnosfickému powditi in vitro (VD).

2 Pouze kodbomén poukit.

3. UPOZORMENE Federdini zakony USA omezuji prode) tohoto prosfedion pouze
IEkafm neko na jefich obisdndvia. (R Only)

4 NepouZiveiie nad ramec specifikovancho podtu testd.

5. Rowiok ProClin 300 se pouiva v tto reagencii jako konzervadni prosthedak. Je
Wasifikovan jako deaddivy @ pA sty = kiZi mize zplsobit sanzibiizaci. PR
marnipulaci dodrZujte pfislusna bezpecnosini opatfeni. Zamezte kontakiu reagencii
5 ofima, kil?i a skmicemi. PouZiveite ochranny cdéy a rukavice.

B Kladné nabits skiika mohou byt citivi na 2387 prostfedi, cod ma za nasledek
nevhodné zbarveni. PoZadefte zastupee spoleémosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouZivat tyto typy skitek.

7. Smaterslem lidského nebio Zvedindho plvodu je feba makdadat jake

5 nebezpadnym biclogickym materdlem a kvidovat jej v souladu 5 platnymi
bezpednosinimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se Fdit zdavoinickymi
smismicemi odpovdnych argard 42
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& Tenio vyrobek obsahuie 1 % nebo méné hovéziho séra, kier se pouZiva pfi vyroké
pratiatky.

9. Zabeafte kontakiu reagencii s odima a siznicemi. JestiZe se reagencie dostanou do
kontakby 5 cifivymi cklastmi, omyjte zasafens oblast vydatnpm maodstvim vody.

10.  Zakearte mikrebisini kentaminaci reagencii, mokla by zplsobit nepfesnost
wysledd.

11. Dabiinformace o pouZivani tohoto prostfediu cksahuje Wivatelska prirucia
phistroje BenchMark IHC/ISH a ndvody k pouZiti viach nezkyinjch soutisti, kisrd
naleznete na intemetovych strankach dialog roche com.

12. Doporedene meiody likvidace jsou uvedeny v celostainich amebo misinich

13.  Oznaceni produliu kezpednosinimi Stitiy se Fidi hlavns pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uZivatels jo na vyZadani k dispozici bezpetnosini st

14, Pro nahladeni podezfelich zivadnich incidentd tykajicich se iohoto prostedku se
okeafte na misinihe zastupee spoletnost Roche a kompetenini organy clenského
sidtu nebo zemé, ve kier uZivatel provozuje Grnost.

Temto produki chsahue sowdist klasifikované nisledovns podle smémice (ES)

& 127272008

Tab. 1. Informace o rizicich.

Choche)

Metoda
Typ postupu - ULTRA nebo
ULTRAPLUS 2
Uprava bunék
(odmaskovani CCA, standardni #Eﬂ%?c
antigenu)
Protilitka [primami) 16 minud, 37 °C 16 minut, 36 °C
Kontrastni barvive Hematouyiin I, 4 mirudy
Po konfrasinim ) _
i Bluing, 4 mimuty

1 Shoda mezi pFistroji BerchMark LLTRA a Banchiark ULTRA PLUS byl prokazina
pomoci reprezentafwnich testd,

Vzhledem k niznym zplsoblm fxace a zpracovani tani, jakof | cbecnému stavu pFistroje
a podminkam laboratomiho prostfedi miZe kit potfeba prodloudt rebo kbt dobu
inkubace s primami protilatkow, dobu upravy bunék nebo doku predbéineho zpracovani
p!meaznu w zavislosE na pﬁoﬂwwh vzorcich, poudité metodé detekes a preferenci

ftele. Dalsi informace o mmymﬁaamdn nalemede v pfiredce

Riziko Kod Weta
Varovani | H3T MiiZe vyvalat alesgickou kodni reakei.
Ha12 Skodlivy pro vodni organismy, s diouhodobymi airky.
261 Zamerte vdechovani
prachu/dymufplynuimihy/pariaenosol.
P273 Zabrafte wolnéni do Zvotibo prostedi.
P280 Poaiveiie ochranna rukavice.
P333+ PFi podraZdéni kie nebo vyrafos: Vyhledejte
F313 lekafskou pomocioSatreni.
P362 + Kentaminovary odév svitknéte a prad cpStovaym
F354 pouditim vypere.
P51 Odstrante oksahiokal predanim do schvalencho
zaFzeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt chsatwje |3tk 5 §. CAS 55965-84-9, reakéni hmoba: S-chior-2-methyl-2H-

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

POSTUP BARVENI

Primami protitky VENTANA byly wyvinuty pro pousiti v pRisinojich Benchbark [HC/ISH

spolecné 5 detekinimi soupravami a prisluSenstvim VENTANA. Doporstené barvici
profokoly: viz Tab. 2.

Tato profilatka byla ama pro sp

wysledky ziskané pomoci této reagencie validovat

Parametry aulomatickjch procesd lze zokrazit, vylisknout a upravovat podle postupl

uvedanych v uZivatelske prinos pristroje. Dalsi podrobng informace o postupech

imunchistochemického barveni naleznete v metodickém list k pfishene detekini

souperave VENTANA.

Dalsi podrknost o spravnem pouZivani tohoto prostfediou najdete v metodickem listd ke

vididacimu divkovad (PN T90-4431).

Tab. 2. Doporadeny barvici protokol pro protilithe CONEIRM ant-Cylokeratin 20 (SP33) 5

detekini soupravou wfw\iew Universal DAB Detecfion Kit na prrsirojich BenchMark

HCASH.

PRI,

Ini doky, uivatel viak musi

Metoda
Typ postupu = ULTRA nsbo
ULTRAPLUS 3
Odparafinovani Zuoleno Zvalena

JImmunchisinchemistry Principles and Advances® (Zasady a postupy
imumohistochemie) 10

NEGATIVNi REAGENCNI KONTROLA

Kromé cbarveni proflatou CONFIRM ant-Cytokeratin 20 (SP33) by mélo byt provedenc
cliarveni drhého sklitka s cdpovidajicd reagencii negativai kontroly.

POZITIVNI KONTROLA TKANE

Nejvhodngj5im lakoratomim poshapem je wazit Fez pro pozitvmi kontrolu na stajné sklicks
jaka testovancu thaf. PA nanaseni reagencie na silicko pak kze snize zjisdit pfipadné
zavady. Pro kenirolu kvality je nejvhodnéSi tkan se slabym pozitimim zbarvenim.
Kontroini thaf miZe obsahovat pozitwné | negativné zabarené prvy a slowdit pro
pazitivni i negativni konirolu. Kontrolni tiani by mél byt Serstvy vzorek z pitvy, biopsie
mebo operace, pRpraveny a fisovany co nejdfve steaym mplsobem jako testované fezy.
Zmamé pozitivai kondroly &ani jo nutne poudivat pouze ke sledovani spravné funkes
reagencii a pristrojl, nikoli jako pomicku ke stanoveni konkrétni diagnazy testovanyich
vzorkls. Pokud pozitimi kontroly Beini pozitvei barveni nevykazuji, je tFeba povaZovat
vyshedlcy testovanych vzorl za neplamé.

Priklady fané pro pw_rhum koniralu tefo protilatky jsou normalni epitel Bustehs stfeva a
adenckarcinam tusteho stfeva.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Vizor barveni bunik pro protilisu CONEIRM ant-Cyickeratin 20 (SP23) j
SPECIFICKA OMEZENi

NEkolik thani vykazovale rozptilensd barveni pozadi makrofagl, aviak vzor ziskany u
makrafagl neni podobry specifickému vzoru barveni Cytokerating 20 v pozitvnich
teanich.

Wiachny testy memuseji byt registrovany na kaddém pfistoji. Pro vice informaci
koniakiuie misiniho zashepee spalecnosti Roche.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST
NiZe jsou uvedeny vis|edicy provedenjch testl barveni tikajicich se sargitivity, specificity
a precizrost,
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Senzitivita a specificita Podat
Tab. 3. Senzitivitalspecificta peotiliticy COMFIRM ant-Cytokeratin 20 (SP33) byla pg_ﬂiv_li:fl
Slancvena tesovanim bédnyeh tkani FRRE. piipands
Pokat Podat Patologie m‘t‘""?m
Pripadu pripacu DCruictin ksrcinam in sitw (prs) af
podat potat Inuazhimi dukdzini karcinom {prs) an
L= [ 1= L Lotutimi karcinom in situ (prs) 1"
viely mozek i[5 Faludek 33 N .. . .
Karcinom e skvamaoznich bunék (plice) o
Maozeizk 0 Tenké stfevo 313 - -
AdenoNarcinom (plice] o
vajelnic o Tiusie sifewn 2 IEE N T
Malzbunety karcnom [phice) ® 1
Siinivia ' s - — e
o o3 Karcinom 22 skvamaanich munék, (jicen) o
Fristine Blisko o3 Slinna daza o3 - -
AdencEErcinom (jicen) an
Hypofiza f Letvina ) .
o o3 AENONICINOM (NSt sTevn) 5465
are 03 [Prostata o3 . - 3 N
. Mucindzni adenokarcinom {Bus stfevo) 1313
Stiina Haza 03 Endomeirium o3 - . .
Karcinom z pestencitych Bunék (Tusté stfevo) 22
Prs o Delodni hdie o -
. Adenom [Susté seva) L]
Slezina o st sval fils] " T . .
Karcinom e skvamaoznich bunék [Iuste sfeva) 15
.
Mandie il Kz 13 . _ .
Mucingzni adenokarncingm (Zakudek) an
Bralic o Merv o3 - .
AdenoRarcinom (enks stevo) 11
Kosmi dfei 03 Pice w3 A )
Gastrointestindini stamaini twmar (GIST) o3
Srice o3 Mezole] 03 . -
Adenokarcinom (Konemnik) an
Jicen i Motovy mcmyF PR -
il i il 2 Hepalocelulami karknom (jaira) ol
8 Kalegosie tcang zahrnuje nenddonows ZanStive neda chomané pApady. -
! ripacy Hepatotlasiom (jiirs) an
Tab. 4. Senzitiitalspecificta protikaticy COMFIRM anti-Cytolesalin 20 {5P33] byla Karcinom z jasnjch bundi ledvina) an
STANCUENG 1BSIOVANIM Fady necplasticaych tkani FRRE. -
- AQENONEITINOM (Drostata) o
Pocat i
pozitiviich Urokelidini karcinom (prostafickd mecova trubice) 1"
i !
coliovy podst Lefomyom [aéicha) an
Fatologie P Adenaiarcinom (ddkna) an
Giloblastam (mozek) o Karcinem z jasnifch bundk dsloha) an
Meningiom {mozek) o Karcinem 2e skvamaznich unék (fip=a) oz
BNYMOM [MOE) ' . e - ,
Epencym ! o Embryonalni mabgdomyosarkom (pfgne pruhovany sval) o
[ i {mozeK ' o
Diigodenargiom {mozek) o Mesnom ffir o
Serteni ke ajecnik ' - — PR
O KR (v J o Karcinem z bazalnich bunék fuiZe) an
Muchazal ka lapniy o Karcinem ze skvamiéznich Bunék (kie) an
Meuroendoirinni novotvar [slnika ' —
Fure n ar fs d o Weundbom (medastnum) an
ino [slinivia) v .
Ragnckarcnom (¢ I o Newrcbiastom (retroperitonsum) o
Seminam {vare) o . . —
- Epi 1. [ umy an
Embryondini kancinom (varle '
! frarte) o Lyméom, NOS e
Meduimi karcinom {Etiing Ztza) | Urovein varcinom oSoe] mEc) »
Fapiiami karcinom [Stina Haza) o
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4 |
Potet
L=t
pripadul
) AT
Fatologis pripadu
Leamyssarkam [11-]
Ostecsarkom [kosd) o
Rabdomyasarksm z wietenowitych bunék (retroperioneum) o
Adenckarcinom tusieng sifeva |metasiaticy) 1114
Mucindzni adenckarcinom Huskho sifeva (metastaticny) L]
Karcinomy bunéi typu peceining pretem v Sustim sfev
|mEtEstticks) b

= MEkiené pripady makbunéiného Karcnomu jsou v iteratufe uvadény jako
imuncreakiimi = ant-cylokeratinem 20,11

Preciznost

Studie preciznest pro protiSku CONFIRM ant-Cyiokertin 20 {SP33) byl provedeny 2=
(i€elem peokazani:

s Praciznost vysiediol prodtitiy mezi Sarfemi.

»  Precinos bénem jednono cykdu a mezi dny na pRistroji Benchiark XT.

= Precinosd mezi pistroli na piistofich Benchiank XT a Benchiark ULTRA.

=  Precinst mezi plalformarmi mezi pistrof Eenchiark XT a Benchiark ULTRA.
Wizchy studie spinily koiléna pRasinas.

Preciznost na pfistrofl BenchiAas ULTRA PLUS byl prokdzina pomoci repeezentafimicn

125t smdnezanrrmyupummtu ramnqm m preciznost mezi dny
a mezi cyidy. Wiachny siudie spinily irfienia piateinosi.

KLINICKA VYKONNOST

L'ldqeo unmmmu mleuaﬂ’uptoza’nyslemru;ei yCONFIRM am—

Cytokeratin 20 [SP33) bty hodnoceny systematickou lierami reSersi. Sheomadidn

ldaje podponyji pouZiti prosFedku v souladu 5 jeho zamySlenym Blelem.

LITERATURA

1.  Dabbs DJ. Diagnestic ImmunanisiochemBing: Themanostic and Genomic
Agplicafions, Sth Ediion. Amsizndam, Nehenands: Elsevier; 2018.

2. Chu PG, Wieiss LW. Keratin Expression in Human Tissues and Neoplasms.
Histopathology. 2002;80(5)403-439.

3. Mol R, Divo M, Langbein L. The Human Kerafns: Biclogy and Pathology.
Histochem Cell Biol. 2008;129[6) 705733

4. Karanim V. Keratns in Heallh and Cancer: More Than Mere Epithelial Cell Markers.

Cncogene. 2011;30(2 127-138.

5. KumarA, Jagannaman M. Cylokeratin A Review on Cument Concets. Intemational
Jounal of Ceoacial Biology. 2018;2(1).

6.  Banrami A, Trueng LD, Ro J¥. Undiferentiated Tumar: Tree identty by
Immunchistochemistry. Azch Pathal Lab Med. 2008; 132(3): 326348,

7. Carson F, Hiadik C. Hslolechnology~ A Seff Instructional Text, Snd edifion. Hong
Kong: Amenican Secisly for Cinical Paihology Press; 2009,

8.  Occupational Sasety and Healh Standanis: Occupational expesure io hazardous
chemicals in laboratones. (79 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.

9.  Directive 2000¢54/EC of e European Pariament and Council of 18 September
2000 on e protection of workess from risics relaled o exposure i biological agents
al work.

10. Roche PC, Hsi ED. Immunohistechemistry-Principles and Advances. Manual of
Clinical Laboratory Immunciogy, Gth editien. In: MR Rose, ed. ASM Press; 2002

11.  Chan J, Suster 5, e al. Cylokeraiin 20 Immunoreacivity Disinguishes Merkel Cell
(Primary CUlanesus Meurnendocnne] Crcinomas and Salkary Gland Smal el
Carcinomas fom Small Cell Cantinomas of Vanous Sites. Amenican Joumal of

Sumgical Pathelogy. Fab 1907;21(2) po226-234.

20220517
FTEag-4 0

474

POZNAMKA: V lomio dokumenty s jaio symbol peo caddiovani cekng Cisla

a desafinnpch mist pouZiva vidy lefia. OddSiovate pro Ssice se nepouZivajl.

Souhm bezpeinost 3 funkEnost naleznzte 2de;

ITpS:RC. UMD SUN0Ck Ul amed

Symbaoly

Spolecnost Ventana pouZiva naskdujici symbody a Znaky nad rames uvedeny v nome
150 15223-1 [pec USA: definici poafitjch symbol naleznels na imemetovich strnkach
dialog.roche.com):

[arin]
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Cisio poiadiy Global Trage
Jedinetnd identifiace prosthedio

Oenatuje subjekt dovadejici zdraveticky prostfedek do Evnapsks unie

HISTORIE REVIZI
Verze Aktualizace
D Aktualzace Cisti Pfipmva vzoril, Upczoméni a bezpecnasmi

opatfeni, Pastup bareni, Anayticka visoanost a Symbay.
Dopinén pfistraj BanchiMark ULTRA PLUS,

DUSEVNI vLASTNICTVI

VENTAMA, BENCHMARK, CONFIRM, wfmView 3 l0g0 VENTANA jSou SChanné Znamiy
spolecnesti Roche. Vizchy ostatni ochranné znamicy jsou majetkem pRshSmych
viastiied.
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Obr. 12. Metodicky list protilatky proti CK20, Ventana Benchmark Ultra
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