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1. Souhrn

Pacienti s idiopatickym stfevnim zanétem maji zvysené riziko vzniku kolorektalniho
karcinomu. IBD-asociovana dysplazie je povazovana za konvencni prekurzor pro IBD-
asociovany adenokarcinom. (1-2) U pacientt s IBD jsou vSak popisovany i jiné nekonvenéni
slizni€ni zmény s pilovitou a vilézni hypermucindzni morfologii, ale jejich preneoplasticky

potencial neni zcela objasnén. (3—4)

Cilem studie byla retrospektivni revize vzorka od pacientti s IBD se zamétenim na detekci
ruznych typt slizni¢nich zmén véetné nekonvencnich 1¢ézi a zhodnoceni jejich vztahu a
imunohistochemickych a molekularnich vlastnosti. Revize zahrnovala chirurgické anebo
endoskopické vzorky od pacientli s diagndzou IBD vysetiené v priabéhu 10leté periody.
Zastizené slizni¢ni 1éze byly rozdeleny do 3 skupin. Do skupiny 1 byly zafazeny nekonvenéni
1éze (PPL), do skupiny 2 pravé pilovité polypy a do skupiny 3 IBD-dysplazie a kolorektalni
karcinom. Detailni morfologické hodnoceni, imunohistochemické vySetfeni exprese mismatch
repair proteinfi a/nebo MLH1, p53 a O%methylguanine DNA metyltransferazy (MGMT) a
molekularni vysetfeni mutaéniho stavu genti KRAS, NRAS a BRAF bylo provedeno ve vSech

detekovanych lézich.

V ramci studie byly revidovany vzorky celkem od 309 pacientii. U 51 pacientl jsme zastihli 88
slizni€nich 1ézi. Nejcastéjsi byly 1éze ze skupiny 1. Pilovité epitelidlni zména (SEC) byla
detekovana ve 41 vzorcich (46,6 %) a vilozni hypermucinézni zména v 6 vzorcich (6,8 %).
Léze ze skupiny 1 (PPL) byly charakterizovany ztratou exprese MGMT v 44,6 % ptipadu,
aberantni expresi p53 a mutacemi genu KRAS v 42,9 % piipadi. Skupinu 2 tvofilo 15 pravych
pilovitych polypt. Skupinu 3 tvotilo Sest IBD-dysplézii a 11 kolorektalnich karcinomt (KRK).
IBD-dysplazie vykazovala aberantni expresi pS3 v poloviné piipadii. IBD-asociované
karcinomy byly morfologicky heterogenni s aberantni expresi pS3 v 54,5 % ptipadt. U sedmi
piipadi KRK byla prokazana mutace genu KRAS/NRAS a v jednom piipadé genu BRAF. Sest
1ézi ze skupiny 1 bylo sdruzeno s invazivnim karcinomem a 2 z téchto 1ézi sdilely s

karcinomem shodnou mutaci. U 19 pacientl jsme nalezli vice 1ézi z riznych skupin.

Vysledky této prace potvrzuji existenci slizni¢nich zmén odlisnych od konvenéni IBD-
dysplézie a rozsituji znalosti o jejich imunohistochemickych a molekularnich vlastnostech 1
jejich vztahu ke karcinomu. Povédomi o téchto 1ézich je nutné v rdmci prevence jejich

poddiagnostikovani vzhledem k jejich potencidlni roli v IBD-asociované kancerogenezi.



2. Summary

Serrated lesions of gastrointestinal tract and significance of serrated changes in mucosa of

inflammatory bowel disease patients

Patients with inflammatory bowel disease (IBD) have an elevated risk of developing colorectal
carcinoma (CRC). IBD-dysplasia is regarded as a conventional precursor for IBD-associated
carcinoma. (1-2) Other types of non-conventional mucosal changes with serrated and villous
hypermucinous morphology have also been reported but their preneoplastic potential is still not
well elucidated. (3—4)

The aim of the study was to retrospectively review samples from IBD patients focusing on
detection of mucosal lesions including non-conventional lesions and evaluate their relationship
and immunohistochemical and molecular properties. Surgical specimens and/or endoscopical
biopsy samples of IBD patients examined during a 10-year period were reviewed. Mucosal
lesions were divided into three groups - group 1 of non-conventional lesions, group 2 of true
serrated polyps, and group 3 of IBD-dysplasia and colorectal carcinoma. Detailed
morphological evaluation, immunohistochemical analysis of mismatch repair proteins and/or
MLH]1, p53 and O%methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) expression, and
molecular analysis for KRAS, NRAS and BRAF gene mutation was performed in all
lesions.Overall, samples from 309 IBD patients were reviewed. A total of 88 mucosal lesions
were found in 51 patients. Most common were lesions from group 1 with serrated epithelial
change seen in 41 samples (46.6 %) and villous hypermucinous change in 6 (6.8 %). Lesions
from group 1 were characterized by loss of MGMT expression in 44.6 %, aberrant p53
expression, and by mutations in KRAS gene in 42.9 % of cases. Group 2 consisted of 15 true
serrated polyps. Six conventional IBD-dysplasias and 11 carcinomas were seen in group 3.
IBD-dysplasia was characterized by aberrant p53 expression in half of the cases. IBD-
associated carcinomas were morphologically heterogenous and characterized aberrant p53
expression in 54.5% of cases. Seven CRC cases harbored mutation of KRAS/NRAS and one
case of BRAF gene. Six lesions from group 1 were associated with invasive carcinoma and two
of them shared the same mutation. More than one type of lesion from different groups was
found in 19 patients. Our results prove the existence of mucosal changes other than
conventional IBD-dysplasia in mucosa of IBD patients and extend the knowledge about their
immunohistochemical and molecular properties and relation to carcinoma. Awareness of these
changes is necessary to prevent their missing and under-reporting due to their potential role in

IBD-related carcinogenesis.



3. Uvod do problematiky

3.1. IDIOPATICKE STREVNI ZANETY, IBD-DYSPLAZIE A RIZIKA ROZVOJE
KARCINOMU

Idiopatické stievni zanéty (inflammatory bowel disease, IBD) piedstavuji skupinu chronickych
zanétlivych onemocnéni, ktera postihuji pfedevsim stfevni sliznici a zahrnuji dvé hlavni
diagnostické jednotky, ulcer6zni kolitidu (UC) a Crohnovu chorobu (CD). (1) Ulcer6zni
kolitida postihuje pfedevsim sliznici tlustého stfeva s inicidlnim postizenim rekta a vzestupnym
Sifenim zanétu oradlnim smérem. Crohnova choroba pfedstavuje diskontinuélni a transmuralni
zanét postihujici jak tenké stievo (s predilekci v terminélnim ileu), tak tlusté stievo ve forme
tzv. skip 1ézi (stfidani nepostizenych a postizenych useki stieva). (1, 5-8) V obou piipadech,
ovsem s predominanci u UC, je dlouhodobé zanétlive iritovana a regenerujici sliznice ohrozena
akumulaci genetickych zmén a rozvojem neoplazie, véetné rizika vzniku KRK, a to v zavislosti
na délce trvani onemocnéni a na rozsahu postizeni stieva. (9—11) Starsi studie udavaly
celkovou prevalenci KRK u IBD az 3,7 % a kumulativni riziko po 30 letech trvani IBD az 18
%. (12) Pravidelna endoskopicka i histologické kontrola a lepsi detekce suspektnich zmén ve
sliznici vede patrné€ ke snizeni ro¢ni incidence IBD-asociovaného KRK, nicméné je stale vyssi

nez riziko pro béznou populaci. (13—-14)

Uznavanou prekurzorovou 1ézi pro IBD-asociovany kolorektalni karcinom je

dysplézie stievniho epitelu. Obecné IBD dysplazie ptipomina dysplazii v tubuldrnich
adenomech stfeva nekolitickych pacientt a morfologicky tak splituje obecna kritéria pro
dysplazii dle definice Riddel et al. z roku 1983, dle které dysplazie piedstavuje jednoznacné
neoplasticky epitel bez zndmek invaze do lamina propria sliznice. (15)

Histologicky se nyni uziva nazev IBD dysplazie a slizni¢ni 1éze se d€li do Ctyt kategorii: 1 —
bez dysplazie; 2 — nélez neurcity pro dysplazii; 3. dysplazie nizkého stupné (low—grade, LGD)
a 4. dysplazie vysokého stupné (high-grade, HGD) viz Obr. 1. (5-6, 16-17) Podle platnych
doporucenych postupti je nutné odlisit diferencialné diagnostické situace mezi regenerativnim
epitelem bez jasné dysplazie (tedy negativni pro dysplézii), regenerativni zmény s atypiemi
(neurcity pro dysplazii), IBD dysplazii a sporadickym konven¢nim adenomem. OdliSeni
regenerativnich atypii mize byt nékdy v terénu chronického zanétu problematické. (1)
RozliSeni IBD dysplazie od konvenéniho adenomu miiZe byt obdobné obtizné jako pfedchozi
situace a dilezité je 1 rozliSeni low-grade a high-grade dysplazie z diivodu odlisnych rizik pro

rozvoj KRK. U pacientli s HGD piedevsim v plochych nebo neviditelnych 1ézich byl prokazan



synchronni nebo ¢asné navazujici karcinom az u 42—-67 % ptipada (8) Nekteré studie se ve
snaze o zlepSeni diagnostiky zamé&fuji na identifikaci pomocnych vysetfeni pro detekci IBD-
dysplazie a odliseni od nedysplastického epitelu nebo sporadickych adenomt. Nejvice
studovanym vySetfenim je imunohistochemicka detekce exprese p53 v dysplastickém epitelu
kopirujici genetické zmény pii rozvoji IBD dysplazie. Aberantni exprese p53 je nicméné
detekovana pouze v casti ptipadii dysplazie, mize byt zastizena i v malém procentu
regerativnich zmén a je nutné tedy takové vysetieni interpretovat s vysokou obezietnosti. (7)
Celkov¢ je nicméné rozliseni tize dysplazie, typu 1éze (sporadicky adenom versus dysplazie u
IBD) a regenerativnich zmén zasadni pro rozhodovani ohledné dalSiho terapeutického postupu,
véetné urceni Cetnosti kontrolnich endoskopickych vySetteni, nebo pro rozhodovéni o nasledné
chirurgické 1écbé veetné profylaktické kolektomie, kterd je indikovana u pacienti

s detekovanou high-grade IBD dysplazii. (5-6, 7) (

3.2. PILOVITE LEZE GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU

Pilovité neboli serrated 1éze gastrointestinalniho traktu piedstavuji heterogenni skupinu 1ézi
charakterizovanych pilovitym nebo hvézdovitym uspotadanim zlazové epitelidlni komponenty
v podélném, resp. pficném fezu. Hlavni skupinu pilovitych 1ézi predstavuji pravé pilovité
polypy, v soucasné dob¢ definované dle stale platné WHO klasifikace pro nadory
gastrointestinalniho traktu (18) Pravé pilovité polypy rozdélujeme v sou€asné dobé na tii hlavni
kategorie: 1. hyperplasticky polyp (HP); 2. sesilni pilovity polyp/adenom (SSA/P) a 3. tradi¢ni
pilovity adenom (TSA). Toto rozdé€leni pilovitych polypti bylo oficidlné zakotveno az ve WHO
klasifikaci tumorti gastrointestinalniho traktu z roku 2010. (18)

Druhou, pocetné mensi skupinu tvoii pouze slizni€ni zmény s pilovitym vzhledem, které ale
nespliuji kritéria pro pravé polypy. V rameci gastrointestinalniho traktu je jim v souc¢asné dobé
vénovana vétsi pozornost u pacientll s idiopatickymi sttevnimi zanéty (IBD), a to v¢etné studia
jejich mozného nadoroveého potencidlu. Tato skupina tzv. nekonvencnich slizni¢nich 1ézi
obsahuje hlavni dvé 1éze pojmenované ve studiich nejcastéji jako pilovita epitelialni zména

(serrated epithelial change, SEC) a vildézni hypermucinézni zména.

3.3. KOLOREKTALNI KARCINOM
Kolorektalni karcinom je jednou z nejéast&jsich onkologickych diagnéz v Ceské republice (CR)
a celosvétové je CR na 6. misté v incidenci tohoto onemocnéni. Roéné je v CR téméi 8000

novych piipadl. (19) I ptes aktivni screeningovy program a sledovani rizikovych pacientt,



vcetné pacientl s IBD, je diagnostikovano pies 60 % pacientli s KRK ve vysSich klinickych
stadiich (II-IV) s relativnim kumulativnim pétiletym ptezitim dosahujicim 56 %. (19) Pétileté
preziti pacientil je nejhorsi pro stadium IV (11,5 %), pro stadium III je 53,5 %, pro stadium II je
73,2 % a nejlepsi je pro stadium I — 86,5 %. (20) Morfologie patii mezi zédkladni definujici
parametr diagndzy karcinomu. Jednotlivé histologické podtypy karcinomu jsou hodnoceny
podle dosud platné Klasifikace nddor( gastrointestinalniho traktu Svétové zdravotnické
organizace vydan¢ v roce 2010 (WHO 2010). (18) NejcastejSim histologickym typem je
adenokarcinom, blize nespecifikovany (NOS), s charakteristickym glanduldrnim, resp.

tubularnim rustem.

Molekularné je pak definovano nékolik drah vedoucich ke vzniku kolorektalniho karcinomu, ve
kterych Ize odlisit tfi hlavni zmény dle rovné, na které vznikaji. Jedna se o 1. chromozomalni
instabilitu s mutacemi v genech jako APC, PTEN, DPC4, KRAS/NRAS nebo BRAF; o 2.
mikrosatelitni nestabilitu s mutacemi v mikrosatelitnich nukleotidovych repetitivnich
sekvencich riznych genti a s nefunkénim systémem zodpovédnym za opravu drobnych mutaci
v DNA, tzv. mutation mismatch-repair genech (MMR), z nichZ hlavni geny (a pfidruzené
funkéni proteiny) jsou MLHI, PMS2, MSH2 a MSH6 a o 3. hypermetylace CpG ostrivku
(CIMP) nejcastéji tumor supresorovych gent, kterd vede ke snizeni transkripce genu a ztraté
funkce daného genu resp. jeho proteinu. Metylace CpG ostriivkli mtize byt také pti¢inou ztraty
funkce genu MLHI1.(21-22) V ramci danych drah obvykle pfevazuje jeden typ genetickych
zmeén, které se ale vzdjemné nevylucuji a kombinace zmén, tedy chromozomalni ¢i

mikrosatelitova nestability anebo genové hypermetylace je mozna. (21-23)

U pacientt s idiopatickym stfevnim zanétem je sliznice z dlouhodobého hlediska vystavena
vysokému oxidacnimu stresu z diivodu trvajici zanétlivé aktivace. Dlouhodoba aktivace
signalnich drah jako draha cyclooxygenazy-2 (COX2) nebo nuklearniho faktoru kappaB (NF-
kB) vede k zesileni produkce prozanétlivych faktorl a vy$Simu oxidativnimu stresu a zaroven
aktivaci anti-apoptotické signalizace. Oxidativni poSkozeni DNA a DNA metylace mize vést
k inhibici tumor supresorovych proteint jako je napt. p5S3. DalSimi prokarcinogennimi faktory
jsou aneuploidie nebo rozvoj mikrosatelitni nestability. (24) Mikrosatelitni nestabilita i
chromozomalni nestabilita mohou byt navic prokazany jiz ve sliznici bez dysplastickych zmén,
a to predevsim u pacientt s UC. (24-25) Rozvoj mikrosatelitni nestability navic u pacient

s IBD opét vznika na zéklad¢ vyssiho oxidativniho stresu a poskozenim reaktivnimi

kyslikovymi radikaly. Dal§im faktorem je hypermetylace gent, resp. jejich promotort, ktera u



IBD pacientti postihuje jednak gen MLH1 (a ptedstavuje tedy jednu z cest k mikrosatelitni
nestabilit¢) a dale geny jako MGMT, RUNX3 atd. Stejné jako u sporadickych adenomii a
karcinomu jsou pak u IBD-asociovaného karcinomu pfitomny zmény v genech jako APC,
TP53, bcl2 nebo KRAS, ale v rozdilné mife a ¢asto s jinym nacasovanim vyskytu v ramci

kancerogeneze.

Kancerogeneze u IBD probiha tedy v morfologické sekvenci chronicky zanét — IBD dysplazie
— karcinom. Mezi prvni genetické zmény ve sliznici patii hypermetylace MGMT (26) a mutace
v TP53 vedouci k aberantni expresi proteinu p53. (27-28) Mutace v TP53 se vyskytuji u 33—67
% ptipadi dysplazie a az u 83-95 % ptipadi IBD-asociovaného KRK. (24) Ztrata
heterozygozity a mutace v genu APC je v ramci IBD-kancerogeneze pozorovana méné casto a
vyskytuje se az u IBD-asociovaného karcinomu. Naopak u sporadickych adenomil je mutace v
genu APC jednou z prvnich genetickych zmén a germinalni mutace je podkladem familiarni
adenomato6zni polypozy. U IBD pacientd nejsou mutace v genu APC zastizeny ani v zanétlivém
epitelu ani v low-grade dysplazii. Molekularni drahy pro rozvoj kolorektalniho karcinomu u
pacientil s IBD a rozdily oproti draham sledujicim progresi sporadického adenomu a pilovitych

polypl jsou zndzornény na schématu na Obrazku 1.

3.4. PILOVITE LEZE U IBD-PACIENTU

Vyskyt pilovitych 1ézi u IBD pacienttl je Casto soucasti studii zaméfenych na Sirokou kategorii
vSech pilovitych zmén spojenou obvykle se studiem pilovité drahy karcinogeneze a rozvojem
KRK. V téchto studiich se objevuji jak prave pilovité polyp, tak 1éze s pilovitou nebo vilézni
morfologii a ménlivou terminologii, z niZ vyuzivame pojmenovani SEC a vil6zni
hypermucin6zni zména. Nékteré studie jsou zaméteny pouze na pravé pilovité polypy a

v n€kterych jsou popisovany léze z obou kategorii.



Obr. 1: Zjednodusené schéma molekularnich drah vzniku sporadického kolorektalniho
karcinomu (konvenci a pilovita cesta) a IBD-asociovaného KRK. Upraveno dle Bettington et

al. (22) a Beaugerie et al. (25)
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Zkratky: DYS — dysplazie; HG — high-grade; KRK — kolorektalni karcinom; LG — low-grade;
SSA/P — sesilni pilovity adenoma/polyp; SSA-D — sesilni pilovity adenoma s dysplazii; sTVA
— tubulovil6zni adenom s pilovitymi formacemi, TA — tubularni adenom; TSA — tradi¢ni

pilovity adenom; TVA — tubulovil6zni adenom

Dosud publikované studie popisovaly obvykle 1éze ze skupiny HP nebo SSA/P a mén¢ Casto
TSA, v€etné synchronniho 1 metachronniho vyskytu vicecetnych 1€zi. V nekterych studiich
byla doplnéna molekuldrni vySetfeni a nebyl v nich prokazan rozdil mezi ndlezy u IBD a non-
IBD pacientt v ptipadé dostupné kontrolni skupiny. (29-32) Asociace s KRK byla zastizena

zcela minoritné pouze u jednotlivych pacientli a pouze v nékterych studiich. (29-31, 33)

Nekonvencni 1éze u pacientll s IBD ptedstavuji heterogenni skupinu 1ézi, které se vyskytuji ve
sliznici postizené zanétem, ale nespiiuji kritéria IBD dyspldzie a nespadaji ani do kategorie

konvenénich adenomti ani nesplni kritéria pro pravé pilovité polypy. Nekonven¢ni slizni¢ni



1éze jsou u pacientt s IBD popisovany jiz od 80 a 90. let. Z dosud publikovanych studii 1ze
identifikovat dvé hlavni 1éze, a to je vilézni hypermucinodzni 1éze a pilovita epitelidlni pfeména
(serrated epithelial change, SEC). Na prvni z téchto 1ézi upozornil jiz v roce 1984 Rubio et al.
v sérii pacientd s dlouhotrvajici ulcerdzni kolitidou a 1ézi pojmenoval jako vilo6zni
adenomat6zni 1éze, resp. viloézni dysplazie. (34) Podobnou zménu nasledné popsali Chaubert et
al. jako vilozni regenerativni zménu ve studii z roku 1994 (35), Andersen et al. nésledné v roce
1999 (36) a Kilgore et al. v roce 2000 u pacient s Crohnovou chorobou. (37) V této studii byla
1éze pojmenovana jako “hyperplastic-like” sliznice a byla zastizena jak v tésné blizkosti KRK,
tak ve vzorcich mimo karcinom. (37) Ve vSech téchto studich se ale jednalo o 1éze s obdobnou
morfologii. Vilozni i pilovita epitelialni zména byly nasledné popsany Rubiem et al. v roce
2007. (3) SEC je popisovana jako superficialni pilovitd zména, ktera nesplnuje kritéria pro
pravy pilovity polyp. (3, 38—40) Recentni studie pak zdaraziuji zvySené riziko konkomitantni
dysplazie u pacientli se SEC a zvazuji moznost, ze SEC ptedstavuje mozny predstupeni ¢i

rizikovy znak rozvoje dysplazie u IBD v budoucnosti. (4, 41)

V predkléddané disertacni préaci jsem se zaméfila na detekci riznych slizni¢nich 1ézi u pacientt
s idiopatickymi stfevnimi zanéty, a to predevsim na detekci 1€zi s pilovitou nebo vil6zni

morfologii a na popis jejich morfologie, vlastnosti i vztahu ke kolorektalnimu karcinomu.



4. Cile disertacni prace

1. Detekce slizni¢nich prekurzorovych 1€zi v zanétlivé zménéné sliznici v resekatech a
endobiopsiich pacientli s idiopatickym stfevnim zanétem se zamétenim na detekci

nekonvencnich 1¢zi s pilovitou a vilézni morfologii.

2. Podrobné studium nalezenych 1€zi, jejich morfologickd, imunohistochemick4 a molekularni
charakteristika a posouzenti jejich vztahu k rozvoji dysplazie a ptipadné progresi do invazivniho

adenokarcinomu.



5. Material a metodika

Projekt byl koncipovan jako retrospektivni. Zakladni soubor tvofil materidl od pacientt

s diagnozou IBD, jejichz vzorky byly vySetfeny na Fingerlandové stavu patologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (FNHK) v desetiletém obdobi od ledna 2006 do prosince 2016.
Protoze nekonvencni slizni¢ni 1éze nejsou v biopsiich od IBD pacientd rutinné popisovany,
nemohly byt terminy jako ,,pilovita epitelidlni pfeména®, ,,vilézni hypermucin6zni
1éze/pteména® apod. pouzity jako klicova slova ve fulltextovém vyhledavani. Protoze soucasti
projektu byla 1 identifikace IBD-asociovanych karcinom, byly primarn¢ vyhledavany piipady
disponujici chirurgickym resekatem. Pro vyhledani ptipadil byla vyuzita kombinace kli¢ovych
slov, diagnostickych kodii a vnitroustavniho ¢iselného diagnostického kddovaciho systému
(Vortelova kartotéka). Timto zptisobem byl sestaven zakladni soubor pacientd, u kterych byly
nasledné v laboratornim informaénim systému vyhledany i pfidruzené endoskopické bioptické

vzorky ziskané v ramci dlouhodobého sledovani.

Veskery ziskany material byl mikroskopicky revidovan vcetné ovéfeni diagnézy IBD.
Diagnoza IBD byla stanovena dle platnych histopatologickych kritérii u vSech pacientd bud’ na
zéakladé predchozi endoskopické biopsie, nebo ve vlastnim chirurgickém resekatu. (5-8) U
kazdého pacienta byl zaznamenan vk, pohlavi, vék v dob¢ diagnézy IBD, délka trvani

onemocnéni a typ IBD (ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba nebo indeterminovana kolitida).

U pacientt s IBD-asociovanym kolorektalnim karcinomem (KRK) byl zaznamendan i vék

v dobé€ diagndzy karcinomu, obvykle shodny s vékem v dobé resekce. Diagn6za, morfologicky
typ adenokarcinomu a grade nadoru byly stanoveny podle platné WHO klasifikace nadort
gastrointestinalniho traktu (GIT) z roku 2010. (18) U vSech karcinomt byla dale zaznamenana
lokalizace naddoru, morfologie, patologicky staging a potencialni prognostické faktory jako
invaze do krevnich a lymfatickych cév, perineurdlni Sifeni, typ nddorové hranice (tumor border
configuration) a nadorovy budding. Nadorovy budding byl hodnocen podle doporuceni
mezinarodni konsenzuélni konference (International Tumor Budding Consensus Conference,
ITBCC. (42) Podle poctu ,,buds* byl vysledek zatazen do kategorie Bd1 (0—4), Bd2 (5-9) nebo
Bd3 (nad 10). (42)

Vsechna histologicka skla z resekatl i z pridruzenych endoskopickych biopsii byla pecliveé
revidovéana a v kazdém fezu bylo patrano jak po IBD dysplézii, tak po dalSich slizni¢nich

zménach se zamétenim na pilovitou epitelidlni pfeménu (SEC) a vildézni hypermucindzni
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pieménu. Z divodu prevahy chirurgickych resekati nebylo mozné u vétsi Casti 1ézi zaznamenat
lokalizaci zastizené 1éze. Pro dalSi imunohistochemické a molekularni vySetteni byly vybrany
ptipady, ve kterych byla zastizena jak konven¢ni slizni¢ni 1éze véetné adenokarcinomu, tak
nekonvenc¢ni slizni¢ni zmény. Parafinové bloky pro dalsi vySetieni byly dostupné ve vSech

piipadech.

Ve vSech studovanych vzorcich bylo provedeno imunohistochemické vysetfeni markera
MLHI, p53 a MGMT. Pro slizni¢ni 1éze byla vybrana detekce MLH1 ptedevsim z diivodu
podpory detekce ptipadné progrese nebo dysplazie v téchto 1ézich dle studie Liu et al.

v pravych pilovitych polypech. (43) Ve vzorcich s adenokarcinomem bylo doplnéno vySetieni
dalSich markeri ze skupiny mismatch repair proteini (MMR), jmenovit¢ MSH2, PMS2 a
MSHG6.

Jadernd exprese MLH1 byla hodnocena jako pozitivni. Ztrata exprese v jadrech nadorovych
bun¢k byla hodnocena jako negativni. V pfipadé hodnoceni exprese vSech MMR proteinti

v karcinomu, byl naddor bych vyhodnocen tzv. jako MMR proficientni (MMRp) v ptipadé
zachované jaderné exprese vSech ¢tyf MMR markerit (MLHI1, PMS2, MSH2, MSH6). Nador
byl vyhodnocen jako MMR deficientni (MMRA) pii ztraté jaderné exprese v nddorovych
bunkach kteréhokoliv ze ¢tyt MMR markert. Exprese p53 byla hodnocena jako normalni
(korespondujici s wild-type stavem genu), pokud byla patrnd slaba (1+) nebo stiedné (2+)
intenzivni nepravidelné rozloZena pozitivita. V piipadé silné difuzni 3+ exprese anebo pii
kompletni ztraté barveni byl vysledek hodnocen jako aberantni resp. tzv. mutacni typ.
Hodnocena byla pouze jaderna exprese MGMT o rtizné intenzité a pridélenym skore 0 — zadné
barveni, 1 — slabé barveni, 2 — stfedn€ intenzivni barveni a 3 — silné barveni. Vysledek barveni
MGMT byl hodnocen jako pfitomny (pozitivni) pii skore 2 nebo 3 nebo jako neptitomny
(negativni) pfi skore 0 nebo 1. Hodnoceni bylo provedeno podle metodiky autorit Svrcek et al.

(25) Ztrata exprese MGMT byla stanovena, pokud vice nez 50 % bunck vykazovalo skore 0/1.

VysSetteni mutac¢niho stavu genit KRAS, NRAS a BRAF bylo provedeno ve vzorcich
obsahujicich slizni¢ni dysplastickou nebo nekonvencni PPL 1€zi a kolorektalni karcinom. U
endoskopickych vzorkl byly pouzity celé fezy obsahujici vySetfovanou 1ézi. U ¢asti vzorki z
chirurgickych resekatl byla v ptipadn€ mensi 1éze provedena makrodisekce v parafinovém
fezu. Pro molekularni vySetieni byly zhotoveny histologické nebarvené fezy o tloust’ce 5 um. U
endoskopickych vzorkl byly pouzity celé fezy obsahujici vySetfovanou 1ézi. U ¢asti vzorkt z

chirurgickych resekatl byla v pfipadn€ mensi 1éze provedena makrodisekce v parafinovém fezu
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dle oznaceni na barveném skle k docileni vyssiho poméru studované tkan¢ ve studovaném
vzorku vici zdravé tkani. Pro izolaci DNA byl pouzit isolacni kit MagCore Genomic DNA
FFPE One-Step Isoloation kit (Rbc Bioscience, New Taipei, Taiwan) a automaticky extraktor
nukleovych kyselin MagCore HF 16. Mnozstvi extrahované DNA bylo zméfeno za pomoci kitu
dsDNA Broad Range Assay Kit (Invitrogen Qubit, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Po izolaci DNA byly pro vysetieni muta¢niho stavu genlit KRAS a NRAS byl pouzit
detekéni kity AmoyDx® KRAS and NRAS Mutation Detection Kit (Amoy Diagnostics) a BRAF
StripAssay (Viennalab Diagnostics, Vienna, Austria).

Statistick4 analyza pomoci chi-kvadrat (32, MS Excel) testu byla pouzita pro porovnani
distribuce 1ézi mezi typy IBD (UC versus Crohnova choroba) a pro zhodnoceni ¢etnosti

vyskytu KRAS a BRAF mutace v nekonvencnich 1ézich.
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6. Vysledky
6.1. CHARAKTERISTIKY SOUBORU A TYPY LEZi

V ramci reserse laboratorniho informacéniho systému bylo nalezeno 309 pacientl s diagnézou
IBD a chirurgickym resekatem. Celkem u 153 pacientd byly v archivu nalezeny dal$i kontrolni
endoskopické vzorky a celkové jsme byli schopni zrevidovat 547 ptipadt. Celkem u 51
pacientil z celého revidovaného souboru (16,5 %) jsme zastihli nékterou z hledanych
slizni¢nich 1ézi. Tato skupina pacientl byla tvofena 26 muzi a 25 Zenami. Ulcerdzni kolitida
byla diagnostikovana ve 27 ptipadech a Crohnova choroba ve 24 piipadech. Primérny vék v
dob¢ diagnézy IBD pro tuto skupinu byl 39 £ 15 let (rozmezi 7-79 let, median 38 let) a
pramérnd doba trvani onemocnéni byla 10,3 £ 10,3 let (rozmezi 045 let, median 7 let).
Zakladni charakteristiky celého revidovaného souboru i souboru se slizni¢nimi lézemi jsou
shrnuty v Tabulce 1.

V celém revidovaném souboru pacientd jsme identifikovali 11 pfipadt IBD-asociovaného
KRK. Zakladni diagn6za ulcerdzni kolitidy byla diagnostikovana u 8 pacientl a Crohnovy
choroby u 3 pacientt. Jednalo se o0 6 zen a 5 muza s vékovym rozmezim 26—79 (median 42 let;
pramér 45%15 let). U vétSiny pacientti byl karcinom diagnostikovan po delsi dobé od stanoveni
zakladni diagnézy IBD. U dvou pacienttl (ptipad 4 a 11) byla diagnéza IBD i KRK stanovena
ze stejného resekéniho materidlu a u dvou pacienti (pfipady 1 a 10) byla IBD diagnostikovana
pouze 10 resp. 13 mésicii pied stanovenim diagnézy KRK. Deskriptivni charakteristiky pro

skupinu pacientl s KRK jsou uvedeny samostatné v Tabulce 2.

Celkovée jsme u 51 pacientd zachytili 88 slizni¢nich 1ézi, které byly nalezeny v 78 vzorcich.

Studované slizni¢ni 1éze bylo nasledn€ mozné rozd¢lit do 3 kategorii:

1. nekonven¢ni slizni¢ni 1éze (pfedpokladané prekurzorové 1éze, PPL, celkem 56 z 88 1ézi u
42 pacientt) jako pilovita epitelidlni zména (serrated epithelial change, SEC) a vilozni
hypermucin6zni zména;

2. pravé pilovité polypy (15 z 88 1ézi, u 11 pacientll), mezi které se fadi hyperplasticky polyp
(HP), sesilni pilovity adenom/polyp (sessile serrated adenoma, SSA) a tradicni pilovity adenom
(traditional serrated adenoma, TSA)

3. konven¢ni IBD dysplazie a IBD-asociovany adenokarcinom (17 z 88 1€zi, u 13 pacienttt).
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Tab. 1: Deskriptivni charakteristiky pacient v souboru

Vsechny revidované piipady

N =309 (100 %)

Podskupina pacienti se
slizni¢nimi 1ézemi

N =51 (100 %, $ 16,5 %)

kolitida)

Muzi 156 (50,5 %) 26 (51,0 %)
Zeny 153 (49,5 %) 25 (49,0 %)
Typ IBD
CD 263 (85,1 %) 27 (52,9 %)
ucC 45 (14,6 %) 24 (47 %)
Neurcena (indeterminovana
1 (0,3 %) 0

Vek a trvani nemoci v letech

VeEk v dobé diagnozy IBD

median 36 let

(rozmezi 7-79 let)

median 38 let

(rozmezi 7-79 let)

pramér 38 £ 16 let

prumér 39 £ 15 let

Trvani IBD v letech —
dostupné data u 250 resp. 39

pacientd

median 2 roky

(rozmezi 045 let)

median 7 let

(rozmezi 045 let)

pramér 4,5 let £ 5,9 let

pramér 10,3 + 10,3 let

Pozn.: $ — procento pacientu se slizni¢ni 1ézi z celého souboru revidovanych piipadt

Zkratky: CD — Crohnova choroba; IBD — idiopaticky stfevni zdnét; UC — ulcerdzni kolitida; N

— pocet
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Tab. 2: V¢k pacientli v dobé diagnozy IBD a kolorektalniho karcinomu a doba trvani IBD do
doby diagndzy malignity pro podskupinu IBD-asociovanych KRK.

Vék Median a rozmezi Primér

v dobé diagnozy IBD 24 let (7-79 let) 33 £16 let
v dobé diagnézy KRK 42 let (26-79 let) 45 +15 let
Trvéni IBD do doby diagnézy KRK 15 let (0-31 let) 13 £10 let

Zkratky: IBD — idiopaticky stievni zdnét; KRK — kolorektalni karcinom

Nejcastéji zastizenymi zmeénami byly 1éze ze skupiny nekonvenénich 1ézi (skupina 1), z nichz
se nejvice vyskytovala pilovita epitelidlni preména (41 1ézi, 46,6 %). Vilozni hypermucin6zni
pfeména (6 1ézi, 6,9 %) a obtizné zatfaditelné zmény s kombinovanou pilovitou i
hypermucin6zni morfologii (5 1ézi, 5,8 %). Nejméné¢ Castou 1ézi ze skupiny PPL byla pilovita
zména podobnd hyperplastickému polypu (HP-like serrated change, 4 1¢éze, 4,6 %). Celkové
pak nekonvenéni slizni¢ni zmény ze skupiny 1 pfedstavovaly 56 1ézi (64,4 %). Ve skupiné 1
(PPL) byla ze vSech 56 1ézi vice nez polovina zastizena u pacienti s UC (30 z 56 resp. 53,6 %).
Vétsina téchto 1€ézi byla také zastizena v terénu chronického (42,9 %) nebo aktivniho zanétu
(46,4 %) a pouze 6 ptipadii (10,7 %) bylo zachyceno v Casti stieva, kterd nebyla postizena

zanétem.

Skupinu 2 tvotilo 15 1ézi (17,2 %) s nejCastéji zastoupenym sesilnim pilovitym adenomem
(SSA, 7 ptipadt, 8 %) a druhym nejcastéj$Sim hyperplastickym polypem (6 ptipadd, 6,9 %).
TSA byl zastizen pouze ve dvou ptipadech (2,3 %). Ve skupiné 2 bylo 10 1ézi zastizeno u UC,
z ¢ehoz se nejcastéji jednalo o SSA (6 ptipadl). Zbylych 5 1ézi bylo zastizeno u Crohnovy
choroby, a to nejvice v podobé HP (4 ptipady). Distribuce pravych pilovitych polypt

v zavislost na zanétlivém pozadi byla relativné rovnomérna.

Ve skupiné 3 jsme pak zaznamenali 6 piipadi konvenéni IBD dyspléazie a 11 ptipadt IBD-
asociovaného kolorektalniho karcinomu. Ve skupiné 3 byla opét vétSina piipadi zastizena u
ulcerdzni kolitidy, a to predevsim u ptipadii s KRK (8 ptipadil). VSechny dysplazie i karcinomy

byly zastizeny v Casti stfeva postiZzené zanétem.

Typy 1ézi a jejich Cetnost jsou shrnuty v Tabulce 3. Zastoupeni jednotlivych 1ézi dle typu IBD,

zanétlivého pozadi a vztahu ke KRK je podrobné uvedeno v Tabulce 4.
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Tab. 3: Rozd¢leni 88 slizni¢nich 1ézi do morfologickych typii a skupin.

Procentualni zastopeni ze
Typ léze N vsech 1ézi
N =88 (100 %)

Skupina 1 — PPL
N =56 (u 42 pacientii); 63.6 %)

Pilovita epitelidlni zména — SEC 41 46,5 %
Vildézni hypermucindzni zména 6 6,8 %
Kombinovana pilovita a vilozni 1éze 5 5,7%
HP-like 1éze 4 4,5 %

Skupina 2 — Pravé pilovité polypy
N =15 (u 1l pacienti); 17,1 %

HP 6 6,8 %
SSA 7 8%
TSA 2 23 %

Skupina 3 — IBD-asociované neopldzie

N =17 (u 13 pacienti),; 19,3 %

IBD dysplazie 6 6,8 %

IBD-asociovany KRK 11 12,5%

Zkratky: HP — hyperplasticky polyp; HP-like 1éze — hyperplastickému polypu podobna 1éze;
IBD — idiopaticky sttevni zanét; KRK — kolorektalni karcinom; N — pocet; PPL — potencialni
prekurzorova léze; SEC — pilovita epitelialni zména; SSA — sesilni pilovity adenom; TSA —

tradi¢ni pilovity adenom
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Tab. 4: Vztah riiznych typi 1€zi k typu IBD, zanétlivému pozadi a KRK.

Skupina 2 Skupina 3 IBD-
Skupina 1 o )
PPL Pravé pilovité asociovana Vsechny léze
ol neoplazie N =288
N = 56 polypy p
N=15 N=17
Typ IBD

30 (53,6 %,
ucC 10 (66,7 %) 12 (70,6 %) 52 (59,1 %) #

$ 66,6 %) *

26 (46,4 %,
CD 5(33,3%) 5(29,4 %) 36 (40,9 %) #

$9,9 %) *

Typ bunécného pozadi }
IBD dysplazie Hodnocené léze N
N=6 =77%
Aktivni zanét 26 (46,4 %) 4 (26,6 %) 1 (16,7 %) 31 (40,3 %)
Chronicky zanét 24 (42,9 %) 4 (26,6 %) 5(83,3 %) 33 (42,8 %)
Nezanétlivé 6 (10,7 %) 7 (46,8 %) 0 13 (16,9 %)
Asociace s KRK T f
Prilehlé ke KRK 6 (11 %, T 60 %) 1 (6,7 %) 4 (66,7 %) 11 (14,2 %)
8 (14,2 %, 1 80
Vzdalené od KRK % 1 (6,7 %) 0 9 (11,7 %)
0

V kontrolni biopsii 3 (5,4 %, T30 %) 0 0 33,9 %)

Poznamka:

$ — procento ptipadii z celého souboru 309 ptipadu dle distribuce UC a CD

T — procento piipadt v ramci skupiny IBD-asociovaného KRK

1 — procento z hodnotitelnych 1ézi, bez KRK

*p =2,2 x 10" porovnavajici vyskyt PPL v ramci UC a CD v ramci celého souboru

# p = 0,04 pro cCast&jsi vyskyt jakékoliv slizni¢ni 1éze v IBD typu UC nez CD

Zkratky: CD — Crohnova choroba; IBD — idiopaticky stfevni zanét; KRK — kolorektalni

karcinom; N — pocet; PPL — potencialni prekurzorova 1éze; UC — ulcerdzni kolitida
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6.1.1. Morfologie a vztahy zastiZenych slizni¢nich 1ézi

Pilovita epitelialni zména (SEC) byla charakterizovana variabiln¢ vyjadienou pilovitou
preménou povrchové sliznice a zlazek. Léze byly obvykle pfisedlé nebo lehce elevované a v
nekterych pripadech tvotily drobné povrchové papilarni vybezky. Pilovité zmény byly
zachyceny predevsim v horni nebo stfedni tfetiné sliznice bez napadnéjsi dilatace zlazek pfi
bazi. Jadra epitelii byla obvykle lehce zvétSend, ovalna a vezikularni, nékdy s patrnymi jadérky.
Napadnéjsi atypie a jaderna hyperchromazie suspektni z dysplazie byly nalezeny pouze ve 3
piipadech. Tti Iéze typu SEC byly asociovany s KRK ve stejném bloku a byly v tésném vztahu
ke karcinomu. Osm dalSich SEC 1ézi bylo zachyceno v jiném bloku vzdaleném od KRK a 2

SEC léze byly nalezeny v dodate¢ném endoskopickém bioptickém vzorku.

Vilézni hypermucinézni zména byla zastizena v 6 vzorcich a byla tvofena tenkymi jemnymi
papilarnimi, resp. viloznimi vyb&zky v jinak ploché sliznici. Papily byly lemovany
cylindrickym epitelem s napadné svétlou cytoplazmou. Jadra epitelu byla obvykle mensi a
obvykle bazalné lokalizovana. Pfechod do dysplazie byl zastizen v jedné vildzni 1ézi

z kontrolni endoskopické biopsie u pacienta s ulcerdzni kolitidou a u jednoho pacienta ptimo
v sousedstvi KRK. Ve dvou dalsich pfipadech vilézni zmény asociované s ptilehlym KRK
nebyla zastiZzena dysplazie, ale ptechod vilozni 1éze do karcinomu byl plynuly a nddorové

buiiky karcinomu si zachovavaly obdobny svétly vzhled.

Pé&t studovanych slizni¢nich 1ézi pak v morfologii kombinovalo oba riistové a bunééné vzory
s fokusy pilovité pfemény podobné jako v SEC, ale epitelie vykazovaly loziskové
hypermucin6zni pfeménu anebo tvorbu viloznich formaci. Pfesné zarazeni 1ézi bylo obtizné a
hodnoceny tedy byly samostatné jako smiSené pilovité/hypermucindzni léze stejn¢ jako 4
ptipady 1ézi podobnych hyperplastickému polypu (HP-like 1éze) z diivodu podobnosti

s hyperplastickym polypem, ale bez splnéni viech kritérii pro HP. Zadna z téchto 1ézi nebyla

asociovana s kolorektalnim karcinomem.

V ramci vySetfovaného souboru byly zastizeny vSechny typy pilovitych polypii.
Hyperplastické polypy (6 ptipadlt) byly nejcastéji pritomny v dodatecnych endoskopickych
vzorcich a v nezanétlivém pozadi (4 ze 6). Sesilni pilovity adenom (SSA, 7 ptipadi) byl
zastizen jak v zanétlivém (aktivnim i chronickém) pozadi (4 ze 7) tak v nezanétlivé sliznici (3
ze 7). Oba zachycené TSA byly sdruzeny s dysplazii, jeden ptipad s low-grade dysplastickymi

zménami, druhy s high-grade dysplazii.
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IBD dysplazie byla celkové zastizena v 6 ptipadech. Morfologicky byla u vSech 1ézi splnéna
kritéria adenomatozni dysplézie. Tti ptipady byly hodnoceny jako low-grade stupen
dysplastickych zmén. High-grade dysplazie byla popséana v dalSich tiech 1ézich, které
vykazovaly i komplexni architektonické zmény. Ctyfi z ptipad IBD dysplazie byly zastizeny

v ptimém ptechodu do invazivniho karcinom, a to v¢etné dvou ptipada low-grade dysplazie.

Léze z jednotlivych skupin byly zastizeny v riiznych kombinacich celkem u 19 pacientt.
Zachyceny byly jak kombinace 1ézi ze skupiny PPL a pravych pilovitych polypti, tak
kombinace PPL a IBD-dysplazie. U 8 pacientti s KRK pak byly zastizeny v riznych
kombinacich 1éze ze skupiny PPL, pravych pilovitych polypt i prekurzorové dysplazie. Vyskyt
jednotlivych kombinaci 1ézi véetné pacientl s IBD-asociovanym KRK je shrnut v Tabulce 5.

Pro pacienty s KRK je pak jesté doplnéno schématické zobrazeni na Obr. 2.

Tab. 5: Kombinace riznych typt 1ézi v pfipad¢ ndlezu u jednoho pacienta.

Pocet pacientt s

Typy 1ézi v kombinaci danou Typ materialu
kombinaci*

SEC + SSA 4 ruzné biopsie
SEC + HP 1 ruzné biopsie

3x prilehla léze, 8x vzdalena léze, 3x
SEC + KRK 8 o

v dodatecné biopsii
vilézni hypermucindzni + TSA 1 rizné biopsie
vilézni hypermucinézni + IBD-dysplazie | 1 rizné biopsie
vilézni hypermucinézni + KRK 3 3x prilehla l1éze, 3x v dodatecné biopsii
SEC + vilézni hypermucinézni + KRK 2% 1x prilehla 1éze, 1x v dodatecné biopsii
SEC + IBD-dysplazie + KRK 3* SEC jako léze v dodatecné biopsii

* pacienti s trojkombinaci jsou zahrnuti 1 v sou¢tu dvojkombinace (SEC + KRK, vildzni

hypermucin6zni + KRK

Zkratky: HP — hyperplasticky polyp; IBD — idiopaticky stfevni zanét; KRK — kolorektalni
karcinom; N — pocet; PPL — potencialni prekurzorova 1éze; SEC — pilovita epitelidlni zména;

SSA — sesilni pilovity adenom; TSA — tradi¢ni pilovity adenom
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Obr. 2: Zjednodusené schéma vztahu raznych slizni¢nich 1ézi ke KRK popsanych u pacientti

s IBD—asociovanym karcinomem.

* 3x SEC

* 3x vilozni
hyperlnuCinéZ
ni

* 1x TSA

W * 4x IBD

o dyspldzie
e vzdélend e 8x SEC

1éze  1x SSA

prilehla
léze

1éze v * 3x SEC

kontrolni  « 3x vildzni
biopsii hypermucindzni

Zkratky: IBD — idiopaticky stievni zanét; SEC — pilovita epitelidlni zména; SSA — sesilni

pilovity adenom; TSA — tradi¢ni pilovity adenom

6.1.2. Charakteristiky IBD-asociovanych karcinomi

V ramci samostatného hodnoceni byly karcinomy podrobné definovény, klinické
charakteristiky jsou popsany v Tabulce 6. Ptestoze vSechny ptipady spadaly do morfologické
kategorie bliZe neuréen¢ho adenokarcinomu tlustého stfeva (adenocarcinoma, NOS - not
otherwise specified), vykazovaly jednotlivé piipady vyraznou vnitronddorovou heterogenitu.
Podrobné histomorfologické charakteristiky jsou uvedeny pro kazdy piipad v Tabulce 7.
Nadorovy grade byl stanoven dle kritérii platné WHO Klasifikace nadort. (18) VéEtsi Cast
karcinomu byla hodnocena jako grade 2 (6 z 10) s riznym podilem tubularnich a
kribriformnich formaci. Dva karcinomy byly hodnoceny jako dobie diferencované a dalsi dva
jako high-grade (grade 3) karcinomy. Oba dobfe diferencované (grade 1) karcinomy sdilely
podobné morfologické rysy a byly tvoteny dobfe diferencovanymi zldzkami s cylindrickymi
nadorovymi bunkami se svétlou cytoplazmou pifipominajici gastrickou foveolarni diferenciaci
(potvrzena ¢astecnou imunohistochemickou expresi antigenit MUCS5AC a MUC6 v nadorovych
bunkach — vySetieno pro tcely publikace na jiném pracovisti). Ve 3 pfipadech KRK byla

zastizena minoritni (cca 20-30 %) komponenta vzhledu mucinézniho karcinomu.
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Osm piipadi KRK vykazovalo invazi do lymfatickych cév. U vSech se jednalo o tzv.

extramuralni typ lymfangioinvaze; u Ctyt byla zaroven zastizena i intramuralni

lymfangioinvaze. Invaze do krevnich cév byla prokdzéana u 3 karcinomt. U tii ptipadi KRK

bylo zjisténo vyrazné perineuralni Sifeni s prominentni infiltracé myenterického plexu. Osm

karcinomt spadalo do kategorie Bd1 nddorového buddingu (0 nebo lehky stupen) i pies

infiltrativni charakter nadorové hranice. Dva ptipady byly hodnoceny jako stfedni intenzita

buddingu (Bd2) a dalsi dva ptipady jako vysoky stupen buddingu (Bd3).

Tab. 6: Klinické charakteristiky pacientti s IBD-asociovanym KRK.

Piipad ¢. | Pohlavi | Typ IBD | Vék (v Lokalizace KRK Staging KRK —
dobé KRK, pTNM a klinické
v letech) stadium

1 7 CD 29 slezinné ohbi pT3 pN1b
111B

2 7 ucC 26 sestupny tra¢nik pT3 pNO
1A

3 M ucC 36 rektum pT4a pN2b
11IC

4 Z ucC 57 pficni traénik pT4 pN1b
111B

5 Z ucC 42 vzestupny tracnik pT2 pNO
I

6 7 ucC 48 rektum pT2 pNO
I

7 M ucC 42 cékum pT1 NI
1A

8 V4 CD 31 pri¢ny tra¢nik pT3 pNO
II

9 M CD 55 slezinné ohbi pT4a N2b
1ic

10 M ucC 52 rektum pT3 pNO
1A

11 M uC 79 rektum ypT4a ypNO
1B

Zkratky: CD — Crohnova choroba; IBD — idiopaticky stfevni zanét; KRK — kolorektalni

karcinom; M — muz; pTNM - patologicky staging tumor — node — metastasis; UC — ulcerdzni

kolitida; Z — Zena
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Tab. 7: Histomorfologické charakteristiky IBD-asociovanych KRK.

Piipad | Grade Histomorfologie KRK | Cytologické vlastnosti — Morfologické

¢. cytoplazma, jadra, jadérka | markery —
konfigurace
nadorové
hranice, Bd,
LyAl, Al, Pn

1 grade 1 vétsi nepravidelné svétla cytoplazma, ovalna a | infiltrativni
zlazky, svétle, okrouhld jadra, nenapadna | hranice, BdO,
gastrickd diferenciace | jadérka LyAlext, Al O,

Pn 0
2 grade 2 velké kribriformni tmav¢ eosinofilni infiltrativni
zlazky cytoplazma, apikalni hranice, Bd2
vybézky, velkd jadra, (5), LyAlI ext,
napadna jadérka Ai0,Pn0
mucindézni svétla cytoplazma, mensi
komponenta (30 %) | jadra

3 grade 3 solidn¢ kribriformni tmavée eosinofilni infiltrativni

rust, komedo nekrézy | cytoplazma, hranice, Bd3
neuroendokrinni rysy, (20), LyAl
velkd jadra s jadérky int/ext, Al

mucinézni svétla cytoplazma, mala int/ext, Pn ext

komponenta (30 %) | jadra

Spatné kohezivni svétla cytoplazma, vakuoly

(diftizni) komponenta | s hlenem, malé jadra

(30 %)

4 grade 2 kribriformni rast, cylindrické elementy s infiltrativni
komedo nekrozy hojnou cytoplazmou, velka | hranice, Bd2

jadra, hruby chromatin, (6), LyAlI ext,
misty jadérka Ai10,Pn0
5 grade 1 tubularni rist, tmavsi cytoplazma v expanzivni
gastricka diferenciace | tubuldrnich oblastech, hranice, BdO,
(foveolarni) svétla cytoplazma s LyAIO, AL 0,
hlenem, vesikularni jadras | Pn 0
jadérky

mucindzni svétla cytoplazma

komponenta (20 %)

6 grade 2 pilovity a hojna tmava eosinofilni infiltrativni
tubulopapilarni rist, cytoplazma, velka jadra s hranice, Bd 0,
splyvajici kribriformni | jadérky LyAIO, AIO,
struktury, horizontalni Pn int ext
myenterické Sifeni myenterické

Zkratky: A1 — angioinvaze; Bd — budding; ext — extramuralni; IBD — idiopaticky stfevni zanét;

int — intramuralni; KRK — kolorektalni karcinom:;

LyA — lymfangioinvaze; Pn — perineuralni Sifeni; RT — radioterapie
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Tab. 7: Histomorfologické charakteristiky IBD-asociovanych KRK - pokrac¢ovani

Pripad Grade Histomorfologie Cytologické vlastnosti — Morfologic
é. KRK cytoplazma, jadra, jadérka ké markery
konfigurace
nadorové
hranice, Bd,
LyAl Al,
Pn
7 grade 2 | mucinézni karcinom | svétla cytoplazma, malé jadra | expanzivni
(nad 60 %) hranice,
tubularni komponenta | tmavsi cytoplazma, mala jadra | BdO, LyAl
ext, pfimé
LU Sifeni,
Aiext, Pn 0
8 grade 2 | mald kribriformni svétla eosinofilni cytoplazma, | infiltrativni
fomace, tubularni mensi tmava jadra bez jadérek | hranice,
rast, horizontalni BdO, LyAl
myenterické Sifeni int/ext, Al
0, Pn
int/ext,
myenterické
9 grade 2 | tmavsi a svétlejsi eosinofilni cytoplazma, infiltrativni
kribriformni vesikuldrni jadra s jadérky v | hranice, Bdl
grade 3 | struktury, svétlé kribriformnich oblastech, (2), LyAl
solidni solidni tseky, svétla cytoplazma v solidnich | int/ext, Al
horizontalni usecich, histiocytoidni vzhled, | ext, Pn
myenterické Sifeni vesikularni jadra int/ext —
myenterické
10 grade 2 | tubularni a tmava cytoplazma, tmava infiltrativni
kribriformni rist, jadra, nenapadna jadérka hranice,
komedo nekrozy BdO, LyAl
int/ext, Al 0,
Pn0
11 grade malé kribriformni hojna eosinofilni cytoplazma, | infiltrativni
nelze formace, jednotlivé velka jadra s jadérky hranice, Bdx
buiiky, skore regrese (postRT),
dle Dworaka 2 LyAIO, Al
0,Pn0O

Zkratky: Al — angioinvaze; Bd — budding; ext — extramuralni; IBD — idiopaticky stfevni zanét;

int — intramuralni; KRK — kolorektalni karcinom;

LyAI — lymfangioinvaze; Pn — perineuralni Sifeni; RT — radioterapie
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6.2. IMUNOHISTOCHEMICKE VYSLEDKY

Exprese MLHI byla zachovana ve vétSin€ vySetienych PPL 1ézich. Aberantni ztrata exprese
byla zastizena pouze v jednom piipad¢ vilozni hypermucin6ézni zmény piidruzené k MMR
proficientnimu KRK. Komplexni aberantni exprese pS3 v rdmci nekonvencnich 1ézi byla
zastizena ve 3 piipadech SEC a v jedné vilozni hypermucinézni zméné spojené s HGD. Ztrata
exprese MGMT byla zastizena v 17 ptipadech SEC, 4 ptipadech vil6zni hypermucindzni
zmeény a po dvou pfipadech HP-like zmény a kombinovanych 1ézi. Vysledky IHC pro skupinu
1 jsou soucasti Tabulky 8.

Ve skupiné pravych pilovitych polypt byla patrna zachovana exprese MLH1. Aberantni
exprese v p53 byla zastizena pouze v jednom piipadé TSA. Ztrata exprese MGMT byla
zastizena ve vSech 7 ptipadech SSA, obou TSA a u dvou ptipadt hyperplastického polypu, coz
z celé skupiny PPP predstavovalo 73,3 %.

Exprese MLH1 byla v IBD dysplazii zachovana. Ve tfech ptipadech byla zastizena aberantni
exprese p53 a ve dvou pripadech ztrata exprese MGMT. V piipadech KRK bylo provedeno
imunohistochemické vySetfeni v§ech 4 MMR proteind. Ve dvou karcinomech byl prokazan
MMR deficientni status. Jeden pacient vykazoval izolovanou ztratu exprese MSH6, ktera byla
zastizena i v pfilehlé vilozni hypermucin6zni zméné. Druhy pacient vykazoval ztratu ve dvojici
MMR proteindt MLH1 a PMS2. Celkové u 6 piipadi KRK byla zastizena kompletni ztrata
exprese p53 nebo silna aberantni overexprese. Ztrata exprese MGMT byla patrna v 6 ptipadech

KRK. Vysledky pro skupinu 2 a 3 jsou v Tabulce 9.

6.3. MOLEKULARN{ VYSLEDKY

V celém studovaném souboru jsme zastihli mutace ve vSech tiech testovanych genech.
Nejcastéji mutovanym genem byl gen KRAS, ve skupiné PPL pak signifikantné Casté&ji v
porovnani s ostatnimi skupinami (p = 0,017). Mutace v genu KRAS 1 NRAS byly nejcastéji
zastizeny v exonu 2. VétSina mutaci v genu BRAF byla v oblasti V60OE (15 piipadll) a V60OA
(4 ptipady). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 10

Ve skupiné PPL byla nejvice zastiZena mutace genu KRAS, nejcastéji v 1ézich typu SEC (16
ptipadl). Mutace v genu NRAS byla prokazana v jedné SEC v kombinaci s mutaci v genu
KRAS. Mutace v genu BRAF byla zastizena nejvice v piipadech SEC (6x), navic v neobvyklé
kombinaci se soucasnou mutaci v genu KRAS (2 ptipady) anebo NRAS (1 ptipad). Vysledky

molekularniho vySetteni pro skupinu 1 jsou soucasti Tabulky 8 — viz vySe.
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Tab. 8: Vysledky imunohistochemického a molekularniho vySetfeni pro nekonvenéni slizni¢ni 1éze (skupina 1).

Pilovita epitelialni
zména
N =41 (100 %, $)

Vilozni
hypermucin6zni
zména

N =6 (100 %, $)

Kombinovana
pilovita a vilézni
1éze
N=5 (100 %, $)

HP-like 1éze
N=4(100%, $)

Vsechny PPL
N=56
($ 100 %)

IHC vysledky

MGMT ztrata exprese

17 (41 %, $ 30 %)

4(67 %, $ 7,1 %)

2 (40 %, $ 3,6 %)

2(50 %, $ 3,5 %)

25 ($ 44,6 %)

p53 aberantni exprese
(komplexni a baze)

14 (26,9 %, $ 19,7 %)

2 (33,3 %, $ 3,6 %)

120 %, $ 1,8 %)

1(25%,$ 1,8 %)

17 ($ 30,4 %)

MLHI1 ztrata

0

1 (16,6 %, $ 1,8 %)

0

0

1

Molekularni vysledky

KRAS/NRAS mutace* | 17 (41,5 %, $ 30,6 %) 2 (33,3 %, $ 3,6 %) 4 (80 %, $ 7,1 %) 1(25 %, $ 1,8 %) 24 ($42,9 %) *
BRAF mutace* 6 (15 %, $ 10,7 %) 2 (33,3 %, $ 3,6 %) 0 1(25 %, $ 1,8 %) 9 (16,4 %, $16,1 %) *
SoubézZna
KRAS(NRAS) a BRAF 3(7,3%,$ 5,3 %) 0 0 0 3($5,3%)
mutace
Poznamka:

$ — procento ze v§ech 1ézi typu PPLs

*p=0,017 pro rozdilny vyskyt mutace v genu KRAS a BRAF ve skupiné PPL

Zkratky: HP-like — hyperplastickému polypu podobny; IHC — imunohistochemie; N — pocet; PPL — potencidlni prekurzorova léze
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Tab. 9: Vysledky imunohistochemického a molekularniho vySetieni v pravych pilovitych polypech (skupina 2) a IBD-asociovanych neopléziich

(skupina 3).
HP SSA TSA IBD dysplazie IBD—-asociovany KRK
N=6 (100 %) N=7(100 %) N =2 (100 %) N =6 (100 %) N=11 (100 %)
IHC vysledky
MGMT ztrata 2 (33,3 %) 7 (100 %) 2 (100 %) 2 (33,3 %) 6 (54,5 %)
p53 aberantni
exprese 0 o o 0 o
(komplexni a 1 (16,6 %) 1 (14,2 %) 2 (100 %) 3 (50 %) 6 (54,5 %)
baze)
MLHI1 ztrata 0 0 0 0 0
Molekularni vysledky
KRAS/NRAS o o o o o
mutace 3 (50 %) 4 (57,1 %) 2 (100 %) 4 (66,6 %) 8 (72,7 %)
BRAF mutace 4 (66,6 %) 4 (57,1 %) 0 0 19,1 %)
Soubézna
KRAS(NRAS) a 2 (33,3 %) 2 (28,6 %) 0 0 0
BRAF mutace

Zkratky: HP — hyperplasticky polyp; IBD — idiopaticky stievni zanét; IHC — imunohistochemie; KRK — kolorektalni karcinom; N — pocet; SSA —

sesilni pilovity adenom; TSA — tradic¢ni pilovity adenom
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Tab. 10: Typy detekovanych mutaci v genech KRAS, NRAS a BRAF.

Gen exon 2 exon 3 exon 4
Mutace GI2D | GI3D GI2V GI12C GI12S Q61 | K117N/A146T
KRAS (N) 16* 12%* 7 2 1 2 1
NRAS (N) 2#8$ 1$ - — 1# — 1
exon 15
V600E | V600A V600E i V600A
BRAF (N) 13 2 2

* u jednoho piipadu zastizena kombinace mutaci G12D a G13D v genu KRAS
# mutace G12D a G128 v genu NRAS byla zastiZena u stejného ptipadu
$ mutace G12D a G13D v genu NRAS byla zastiZzena u stejného piipadu

Zkratky: N — pocet

Ve skupiné pravych pilovitych polypt byla mutace genu KRAS zastizena v obou TSA, poloviné
HP (3x) a ve 3 ze 7 ptipadd SSA. BRAF byl mutovan ve 4 pripadech hyperplastického polypu a
4 SSA. Ctyfi ze Sesti piipadi IBD dysplazie vykazovaly mutaci v genu KRAS. Mutace v genech
NRAS a BRAF nebyly v této skupiné detekovany. Celkem 8 ptipadit KRK z 11 vySetfenych
vykazovalo mutaci v nékterém z vySetfovanych geni. Mutace genu KRAS byla zastizena v 6
piipadech. Jeden ptipad nesl mutaci jak v genu KRAS, tak v genu NRAS. Jeden ptipad
vykazoval mutaci v genu BRAF'. Tti zbyvajici ptipady KRK vykazovaly wild-type status ve
vSech tfech genech. Vysledky molekularniho vySetieni pro skupinu 2 a 3 jsou souc¢asti Tabulky

9 —viz vyse.

Karcinomy s mutaci genu KRAS a BRAF sdilely stejnou mutaci s dalS$imi lézemi nalezenymi ve
stejném resekEénim materialu, a to morfologicky s IBD-dysplazii (3 ptipady), SEC (1 piipad) a
vilozni hypermucindzni zménou (1 piépad).. Tti pacienti s KRK vykazovali mutaci pouze

v karcinomu (vZdy KRAS) bez mutaci v 1ézich ziskanych ze stejného resekatu (dvé SEC léze a
jedna vilézni hypermucindzni zména) U jednoho z wild-type karcinomil (pfipad 5) byla
zastizena léze typu SEC s mutaci BRAF V600E. Porovnani mutacniho stavu pfipadiit KRK a
piidruzenych PPL nebo dysplazii je shrnuto v Tabulce 11.
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Tab. 11: Molekularni vysledky IBD-asociovanych KRK ve vztahu k dal§im 1ézim zastizenym u dan¢ho pacienta.

Karcinom SEC Vilozni hypermucinézni IBD dysplazie SSA TSA
zména

KRAS | NRAS | BRAF KRAS | NRAS | BRAF | KRAS | NRAS | BRAF | KRAS | NRAS | BRAF | KRAS | NRAS | BRAF | KRAS | NRAS | BRAF
1* | p.G12D | WT WT X WT WT WT X X X X X X X X X

p.G13D | WT WT X X X X X X X X X X

WT WT WT X X X X X X X X X X X
4 | p.Gl2D | WT WT WT WT WT X X X X X X X X X X X X
51 WT WT WT WT WT V600E | WT WT WT X X X X X X X X X
6# | p.G12D | 12/13 | WT p.G12D | WT WT X X X p.G12D | WT WT p.G12D | WT WT X X X
78 | WT WT V600A/E | WT WT V600A | WT WT V600A | x X X X X X X X X
8# | p.G12D | WT WT WT WT WT X X X p-G12D | WT WT X X X X X X
O# | WT WT WT WT WT WT X X X WT WT WT X X X X X X
10 | p.G12D | WT WT X X X X X X X X X X X X X X X
11 ] p.G13D | WT WT X X X X p.G13D | WT WT X X X p.G13D | WT WT

x léze v daném piipadé KRK nepfitomna

* piipady se dvéma viléznimi hypermucinéznmi zmé&nami

# ptipady se dvéma SEC, reportovan ptipad s mutaci

$ piipad se tiemi SEC 1ézemi

Zkratky: IBD — idiopaticky stievni zdnét; KRK — kolorektalni karcinom; SEC — pilovité epitelidlni zména; SSA — sesilni pilovity adenom; TSA —

tradi¢ni pilovity adenom; WT — wild-type
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7. Diskuze

Uvodem je nutné zdtiraznit, Ze reSerSe tématu idiopatickych stievnich zanétd a pilovitych
1ézi/zmén vede v prohledavané literatufe k heterogenni skupiné smésnych vysledki, které
zahrnuji studie zacilené pouze na pravé pilovité polypy a IBD, studie popisujici spise 1éze typu
PPL s rménlivou anebo vyvijejici se terminologii, a dale studie kombinujici IBD a pravé

polypy i léze typu PPL.

7.1. PILOVITE LEZE TYPU SEC, VILOZNI HYPERMUCINOZN{ ZMENA AJ. A IBD

Léze ze skupiny PPL byly opakovan¢ popsany riznymi autory. Vildézni hypermucindézni zména
byla poprvé zminéna pod ndzvem ,,vil6zni adenomatozni 1éze*, resp. ,,vilozni dysplazie* v sérii
40 pacientt s dlouhotrvajici ulcerdzni kolitidou jiz v roce 1984. (34) Podobnou zménu nasledné
popsali Chaubert et al. a prokazali Casty vyskyt mutace v genu KRAS a aberantni overexpresi
proteinu p53 jak ve vzorcich z karcinomd, tak ve vilozni i v nenadorové zanétlivé sliznici. (35)
Andersen et al. nasledné v roce 1999 popsali obdobné vysledky s ¢astéjsi pfitomnosti mutace v
genu KRAS u vilézni hypermucindzni zmény v sérii 13 pacienti s UC. (36) Oba typy 1ézi —
pilovité i vilézni zmény byly nasledné popsany znovu Rubiem v roce 2000 (44) znovu spole¢né
s dal§imi adenomatéznimi zménami u IBD studovany stejnou skupinou v roce 2007. (3)
Imunohistochemické vySetteni bylo soucésti pouze nékterych studii. Exprese proteinu p53 byla
studovana autory Kilgore et al. v hyperplastic-like 1€zich, které vykazovaly silnou expresi p53
v Casti popsanych 1€zi, a to predevsim v epitelu bazalnich ¢asti krypt. (37) Obdobny charakter
barveni se silnou bazalni p53 pozitivitou jsme zaznamenali i nékterych naSich 1ézich, jmenovité
u jedné vilozni hypermucindzni zmény, jedné HP-like 1éze a jedné kombinované 1éze. Recentni
studie autortl Hirsch et al. dale prokazala zvyseny vyskyt 7P53 mutaci v KRK asociovaném s
Crohnovou chorobou se shodnou mutaci pfitomnou i prekurzorovych 1ézich stejné jako v
nedysplastické okolni sliznici. Navic mutace v 7P53 byly mnohem castéji ptitomny v CD-
asociovanych KRK ve srovnéni se sporadickymi KRK. (45) Charakter barveni MLH1
nevykazoval ve vétsin¢ 1¢zi ze skupiny PPL znamky aberance kromé¢ jedné vilozni
hypermucin6zni zmény s kompletni ztratou exprese. Ve skupiné PPL tedy MLH1 expresni
profil nepomohl k identifikaci 1ézi, které¢ by mohly vykazovat ptipadné ¢asné dysplastické
znaky na IHC urovni, jak je tomu u pravych pilovitych polypt.(43)

Dale jsme zastihli 25 z 56 (44,6 %) 1ézi typu PPL, které vykazovaly ztratu exprese MGMT.

cw v

skupiny Svrcek et al. (az 70 % z testovanych vzorkll), nicméné zminéna studie byla zamétena
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piedevsim na ptipady sporadickych, hereditarni a IBD-asociovanych KRK a na ptiléhajici
nenadorovou sliznici. (26) Bohuzel, z ditvodu charakteru nasi studie bez kontrolni skupiny jsme
nebyli schopni vysledky porovnat s normalni nebo zanétlivou zménénou sliznici bez pilovité
1éze.

Vzhledem k celkové nizkému poctu predchozich studii, které byly pfevazné morfologicky
deskriptivni, jsme limitovani moznostmi diskuze molekuldrnich vlastnosti PPL.

Jak jiz bylo zminéno vySe, mutace v genu KRAS byly popsany ve vildéznich regenerativnich i
dysplastickych zménach u dlouhotrvajici UC autory Chaubert et al. (35) a Andersen et al., a to
az v 61 % studovanych 1ézi. (36) Mutacni stav genu BRAF vSak nebyl v téchto 1ézich studovan.
Studie zahrnujici pilovitou drahu IBD onkogeneze popisovaly Castéji pravé pilovité polypy (viz
nize) jako HP nebo SSA s prikazem o¢ekavané mutace v genu BRAF. (29, 31) Nicméné
nékteré studie prokazaly 1 vyskyt mutace v genu KRAS u pilovitych 1ézi. Naptiklad Srivastava
et al. prokazali mutace v genu KRAS ve vice neZ poloviné€ vSech studovanych 1ézi, které byly
zastizeny u dvou IBD pacientli s mnohocetnymi polypy spliiuyjicich kritéria pro syndrom
pilovité polypozy (u které by byla spise o¢ekavatelna mutace v genu BRAF). (30) V nasi studii
byla mutace genu KRAS prokédzana ve velké €asti (42,9 %) nekonvencnich a neoplastickych
1ézi. Nase vysledky mohou byt ovlivnény malym poctem 1ézi v neoplastické skupiné€ 3 a dale
chybéjici kontrolni skupinou sporadickych 1ézi pro skupinu 1 (PPLs).

Zajimavym nalezem v nas$i studii byla pfitomnost sou¢asné mutace v genech KRAS/BRAF (6
piipadll) nebo NRAS/BRAF (1 ptipad). Obecné jsou mutace v genech KRAS/NRAS a BRAF
povazovany za tzv. vzajemné se vylucujici, nicméné n€kolik publikaci tuto muta¢ni koexistenci
u KRK popisuje, obvykle s odkazem na nddorovou heterogenitu. (46—49) V nasi studii nicméné
nebyly soucasné mutace zastizeny u ptipadd karcinomd, ale u 3 piipadi SEC, dvou HP a dvou
pifipadi SSA, a to v 5 endoskopickych vzorcich a ve 2 disekovanych vzorcich z chirurgickych
resekatll. VSechny léze s koexistenci obou mutaci byly bez znamek dysplazie. Kontaminace
materidlu byla vyloucena, ale opakované vySetfeni mutacniho stavu nebylo provedeno.
Vysvétleni tohoto ndlezu zlstava problematické, protoze oba markery jsou zfidka testovany
najednou. Zistava spekulaci, zda tyto nalezy rozsifuji spektrum molekularni heterogenity i na

prekurzorové 1éze.

7.2. PRAVE PILOVITE POLYPY A IBD
Studie zamétujici se na pravé pilovité polypy, jejich vyskyt u IBD a ucast pilovité drahy v
karcinogenezi IBD-asociovaného karcinomu jsou spise recentniho data, a to predevsim z

davodu relativné nové definice a terminologie pilovitych polypi i pilovité drahy. (29, 31, 50—
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51) Bossard et al. revidovali celkem 36 pacientt, u kterych identifikovali 1éze morfologicky
odpovidajici hyperplastickému polypu a tradi¢nimu pilovitému adenomu (TSA) a u obou
prokazali BRAF V600OE mutaci. (29 V nasi studii tvotily pravé pilovité polypy pouze 17 % ze
vSech zastizenych slizni¢nich 1ézi. Zachyceny byly vSechny typy PPP. V ramci provedenych
vysetieni je zajimavym vysledkem relativn€ vysoka pfitomnost aberantni exprese MGMT (73
%) v ramci celé skupiny PPP. V ramci molekularnich zmén pak pravé pilovité polypy obvykle
vykazovaly o¢ekdvanou mutaci v genu BRAF (SSA a HP) nebo v genu KRAS (TSA). Nase
vysledky i1 zavéry nékterych vyse uvedenych studii dokladaji vyskyt pravych pilovitych polypt
u IBD pacientli a potvrzuji podobnost pilovitych polypii u IBD se sporadickymi pilovitymi
1ézemi u non-IBD pacientll ve smyslu molekulérnich a imunohistochemickych vlastnosti. (54)
Je tedy mozné, ze v budoucnosti bude nutné pravé pilovité polypy u IBD histologicky ptesné
odliSovat do nekonvencnich 1ézi typu SEC a vilozni hypermucindzni zmény, stejné jako je
nutné jiz nyni odliSovat sporadické konven¢ni adenomy od IBD dysplazie z divodu odlisné

progndzy a nutnosti sledovani.

7.3. IBD-ASOCIOVANE KRK — DISKUZE MORFOLOGICKYCH, FENOTYPOVYCH A
MOLEKULARNICH CHARAKTERISTIK.

V celé revidované skupiné 309 resekovanych IBD ptipadi za desetileté obdobi jsme
identifikovali 11 pacientd s IBD-asociovanym KRK. V rdmeci skupiny piipadii IBD-
asociovaného KRK jsme pozorovali znacnou morfologickou heterogenitu jednotlivych ptipadi.
Nicméné prave heterogenita morfologie, minimum nadorové nekrotizace, mucin6zni nebo
prsténcita diferenciace anebo naopak dobie diferencovand morfologie jsou znaky, které jsou
popisovany ve vétSich souborech IBD-asociovanych karcinomil. (55) Dalsi, casto diskutovany
parametr u IBD-KRK, je stav mismatch repair proteini (MMR) se zaméfenim na MMR deficit
anebo MSI-H status, ktery je detekovan az u 10 % ptipadi (55-56) V nasi sérii jsme
zaznamenali celkem dva MMR deficientni pfipady KRK (1 %). Molekularni vySetfeni MSI
nebylo provedeno. V rdmci studii, které porovnavaji morfologii a molekularni vlastnosti IBD-
asociovanych KRK se sporadickymi a hereditarnimi karcinomy a stavem MMR systému se
zda, ze mechanismus vzniku MMR deficitu u IBD-asociovanych karcinom je spiSe podobny
mechanismim popsanym u hereditarnich MSI-H karcinom1, ale jsou na rozdil od nich spojeny
spiSe s mutacemi v genu BRAF. Cilové geny, ve kterych dochédzi v rdmci mikrosatelitni
nestability k mutacim v tandemovych repeatech, jsou nicméné u IBD karcinomi podobné jako

ve sporadickych a hereditarnich MSI-H KRK. (26, 55, 57)
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Vysledky vysetieni imunohistochemické exprese MGMT vykazovaly aberantni ztratu exprese
v 6 ptipadech IBD-asociovaného KRK a také v 16 pfidruzenych slizni¢nich 1ézich piedev§im
ze skupiny PPL. Jak bylo prokézano n¢kterymi autory, ztrata funkce a exprese MGMT byva
pritomna jak u sporadickych, tak u IBD-asociovanych a hereditarnich KRK a muze byt
zastizena také v ptiléhajici nenadorové anebo zanétlivé zménéné sliznici. (26, 30) Tyto nalezy
podporuji hypotézu, ze metylace MGMT se ztratou funkce mize predchazet dalsi molekularni
zmeény a maligni transformaci epitelu. U IBD-karcinomt je ddle mozna asociace mezi ztratou
MGMT a MSI stavem, ale dle nékterych autori bez vazby na mutovany stav gentt KRAS nebo
BRAF. (26) V ramci nasi studie jsme nicméné ve skupiné MGMT-negativnich karcinomu
prokézali mutaci v genu KRAS ve tiech pfipadech KRK a mutaci genu BRAF v jednom piipadu
KRK. Nase vysledky jsou spise v souladu se studii, ve které byla metylace v promotoru MGMT
spojena s vyskytem mutaci v genu KRAS. (58) Novéjsi studie zabyvajici se molekularnimi
vlastnostmi KRK vznikajiciho u IBD nicmén¢ upozoriiuji na pomérné€ nizsi vyskyt mutaci v
genu KRAS a vyssi podil mutaci v TP53 v porovnani se sporadickymi karcinomy. (45, 59-62)
S témito recentnimi studiemi se nase vysledky rozchazeji, ale divodem muize byt limitni pocet
vySetfovanych karcinomu v rdmci studovaného souboru a vétsi podil slizni¢nich 1¢ézi a

nemoznost porovnat vysledky s kontrolni skupinou.

Ptestoze je IBD dysplazie (intraepitelidlni neoplézie) povazovana za hlavni prekurzorovou 1ézi
pro KRK u IBD pacienti a je tedy také hlavnim znakem pro sledovani ptipadné progrese (2, 5,
7, 63) identifikovali jsme v nasi skupiné¢ KRK pouze 3 ploché IBD-dysplazie a 1 elevovanou
IBD-dysplastickou 1ézi. Zadna z téchto 1ézi navic nebyla identifikovana v ramci kontrolni
sledovaci endoskopie a byly odhaleny az v dobé diagn6zy KRK ve stejném resekénim
materidlu. Nicméné& u téchto pacientll nemame k dispozici pfesna data tykajici se ¢etnosti

kontrolnich endoskopii, resp. dodrZovani kontrol ze strany pacienta.

Ze skupiny pravych pilovitych polyptl jsme zastihli kolorektalni karcinom u 1 ptipadu TSA, a
to v blizkosti KRK a u jednoho ptipadu SSA, nalezeného ve vzorku vzdaleném od KRK. U
zadného z pacientli s hyperplastickym polypem karcinom zastiZzen nebyl. V ramci studii
zabyvajicich se pritomnosti pravych pilovitych polypti u IBD pacienti byly obdobné zastizeny
spiSe jednotlivé pripady KRK bud’ jako synchronni 1éze, (29-31) nebo jako metachronni
karcinomy zastiZené v ramci sledovani pacientl (31-32) Vzhledem k malému mnoZstvi

popsanych piipadii nelze jednoznacné posoudit piipadné rozdily mezi asociaci KRK s pravymi
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pilovitymi polypy u IBD a non-IBD pacientt.

Nejzajimavejsim nalezem ve skupiné IBD-asociovanych KRK byl pravé prukaz ptimého
vztahu karcinomu nejen s ocekavanou konvencéni IBD-dysplazii, ale také s jinym typem PPL, a
to celkove u 7 pacientii. Z dalSich slizni¢nich 1ézi jsme v piimé asociaci s KRK zaznamenali 3
ptipady vilézni hypermucinézni zmény. Dva z téchto ptipadii KRK sdilely urcité
morfologické znaky v podobé gastrické diferenciace, resp. vzhledu foveolarni casti zalude¢ni
sliznice. V jednom ptipad¢ pak KRK sdilel s ptiléhajici PPL ztratu exprese MGMT, u druhého
karcinomu nebyla prokdzédna mutace v Zzadném ze sledovanych genti KRAS, NRAS a BRAF', ale
asociovana vildzni hypermucinoézni 1éze vykazovala mutaci BRAF V600E. Tteti karcinom
sdruzeny s vilozni hypermucinézni 1ézi sdilel s touto PPL stejnou mutaci genu BRAF. Mozna
asociace vilozni hypermucin6zni zmény a ulcerdzni kolitidy byla zminéna v publikaci autorti
Andersen et al. (36) Morfologicky podobné 1éze pak byly popsany i autory Kilgore et al. (37) v
roce 2000 u pacientii s Crohnovou chorobou.

Dalsi 1¢ézi ze skupiny PPL, kterou jsme zastihli v pfimé asociaci s KRK, byla pilovita
epitelialni zména (SEC), a to opét ve tiech ptipadech. Dvé ze SEC 1ézi sdilely s asociovanym
KRK stejnou mutaci v genu KRAS, resp. BRAF. Jedna z 1ézi pak sdilela s pfidruzenym KRK
aberantni overexpresi proteinu p53. Pilovité zmény a pilovita dyspldzie byly pak popsany u
IBD-asociovaného KRK u pacienti s UC Rubiem (3) jako pilovity rustovy vzorec u 12 %
zachycenych 1€zi a ve studii Parian et al. (6) s limitacemi jejich pfesného morfologické a

prognostického zatazeni.
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8. Zavéry vlastni prace

V ramci provedené studie jsme potvrdili pfitomnosti riiznych typt slizni¢nich 1¢ézi vznikajicich
ve sliznici pacientt s idiopatickym stfevnim zanétem. Kromé ocekavané IBD dysplazie, jsme
potvrdili také pfitomnost pravych pilovitych polypti i dal§ich nekonvenc¢nich 1ézi jako je
pilotiva epitelialni pteména (SEC) a vilézni hypermucindzni zména ve sliznici IBD pacientt.
Jednotlivé typy slizni¢nich zmén nebo polypti se mohou vyskytovat u jednoho pacienta
multifokaln€ nebo jako kombinace rtiznych typt 1€zi v riiznych odbérech. Kromé toho jsme
zjistili, ze nekonvenc¢ni PPL 1éze mohou vykazovat dysplastickou morfologii a mohou byt
nalezeny v bezprostfedni blizkosti invazivniho karcinomu. PPL 1éze navic mohou vykazovat
mutace v genech KRAS/NRAS nebo BRAF a navic, pokud jsou v blizkosti invazivniho KRK,
mohou s timto karcinomem stejny typ mutace sdilet. V ramci nasi studie tyto nekonvenéni PPL
1éze predstavovaly nejvétsi skupinu ze vSech popsanych 1€zi (celkove 63 %) a byly nalezeny
Castéji, nez o¢ekavana a sledovana IBD dysplazie (7 %). V souboru karcinomtl jsme kromé
vazby na konven¢ni prekurzorovou 1€zi, kterou je IBD dysplazie, popsali take pfimy vztah
karcinomu s jinymi nekonvenénimi 1ézemi jako je vilozni hypermucin6zni zména a pilovita
epitelidlni zména. V ramci malé podskupiny samostatné hodnocenych IBD-asociovanych
karcinomu tvotily PPL vice nez 80 % zachycenych slizni¢nich zmén a jejich vyskyt byl tedy
Castéj$i nez konvencéni IBD-dysplazie. Navic 6 z 22 1ézi, (27 %) bylo zastizeno ve sliznici,
ktera bud’ tésné pfiléhala k zastiZenému invazivnimu karcinomu, anebo byl zachycen pfimy
pfechod PPL 1éze do invazivniho KRK. Jsme pfesvédceni, Ze nase vysledky podporuji

v literatufe jiz recentné vyslovené podezieni, Ze 1€ze typu pilovité epitelidlni zména (SEC) a
viloézni hypermucindzni zména mohou predstavovat dalsi podtyp prekurzorové 1éze pti rozvoji
IBD-asociovaného KRK a Ze dale rozsifuji poznatky o jejich imunohistochemickych a
molekularnich vlastnostech 1 vztahu ke karcinomu. Dale naSe prace potvrzuje vyskyt pravych
pilovitych polypti u pacientt s IBD a popisuje jejich vztah k dalSim 1ézim i KRK.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny 1éze byly zastizeny retrospektivné v ramci cilené¢ho patréani, je
pravdépodobné, Ze jsou léze typu PPL v ramci rutinniho histologického vySetfeni prehlédnuty a
nejsou tedy popsany v bioptické zprave, coz ma za nasledek jejich celkové podhodnoceni.
Povédomi o vyskytu téchto nekonvencnich 1€zi je nutné. Jejich rozpoznani patologem je

zéasadni v¢etn¢ zahrnuti jejich popisu do bioptickych vysledka v ramci endoskopickych kontrol.

Sjednoceni terminologie, ptesnd endoskopicka i histomorfologicka kritéria a dalsi studium
asociace pilovité epitelidlni zmény k dysplazii a IBD-asociovanému karcinomu jsou pak

tématem pro budouci vyzkum.
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