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2. ABSTRAKT

Bakalarska prace je zamérena na nadorova onemocnéni tlustého streva,
pfedevSim na zpracovani bioptického materidlu ziskaného odbérem pfi

kolonoskopickém vysetreni a pfi kolektomii.

V teoretické ¢asti je popisovana obecna anatomie stfeva a dale predpoklady
vzniku nadoru v této lokalité. Zamérena je zejména na rizikové faktory, které mohou
byt neovlivnitelné napf. dédi¢nost a vék, ale i ovlivnitelné, jako jsou nedostatecna
fyzicka aktivita, nadmérna konzumace ¢erveného masa, nizky pfijem vlakniny, koureni,
konzumace alkoholu, nadvaha a dalsi. Také na moZnosti prevence, kterd Uzce souvisi
s rizikovymi faktory. Dale pak jsou uvadény charakteristiky odbéru bioptickych vzork( a

nasledného laboratorniho zpracovani.
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V praktické Casti jsou popsany presné metody pouzivané ve zpracovani tkani a v
barveni histologickych preparatll se zamérenim na vyhody metody rychlejsiho
zpracovani  tkdné  kontinudlnim  tkdfnovym  procesorem. Zabyvda se i
imunohistochemickym vySetfenim, které je neoddélitelnou soucasti

histopatologického diagnostického postupu.

Cilem bakalarské prace bylo porovnat, jak mohou urcité metody v histologickém

zpracovani urychlit a hlavné upresnit diagnézu a s tim spojenou naslednou lé¢bu.

Klicova slova: tlusté stfevo, kolorektalni karcinom, patologie, nadorové onemocnéni,
kolonoskopie, kolektomie, hemikolektomie, histologické zpracovani, mikroskopicka

analyza, imunohistochemickd analyza.



3. ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on tumor diseases of the colon, especially on the
processing of biopsy material obtained by sampling during colonoscopy and

colectomy.

The theoretical part of this thesis describes general anatomy of the colon and
assumptions of tumor formation in this location. It deals mainly with the risk factors
which may be unaffectable, e.g. heredity and age, but also affectable, such as
insufficient physical activity, excessive consumption of red meat, low fiber intake,

smoking, alcohol consumption, overweight etc.

The thesis also describes the possibility of prevention, which is closely related to
the risk factors. Finally, some ways of taking biopsy samples and subsequent

laboratory processing are listed.

The practical part presents the methods used for tissue processing and staining
histological slides with a focus on the advantages of faster tissue processing by
continuous tissue processor. It also deals with immunohistochemical examination,

which is an integral part of histopathological diagnostic procedure.

The aim of the thesis was to describe how certain methods of histological
processing can accelerate and especially clarify the diagnosis and the associated

follow-up treatment.

Keywords: colon, colorectal cancer, pathology, cancer, colonoscopy, colectomy,
hemicolectomy, histological processing, microscopic analysis, immunohistochemical
analysis.



4. UVOD

Nadorova onemocnéni tra¢niku a konec¢niku, zejména kolorektalni karcinom patfi
ve vyspélych statech mezi velice ¢asté onemocnéni a proto je zafazeno mezi civilizaéni

onemocnéni. Je nej¢astéjsSim zhoubnym nadorem traviciho traktu.

Pro mou bakalarskou praci jsem si vybrala téma histologické zpracovani, které je
zakladni pro stanoveni spravné diagndzy. Nékolik let pracuji v laboratofi patologie a
histologické vzorky pacientld s nddorovym onemocnénim stfev patfi ke kazdodennimu

zpracovani.

V teoretické C¢asti jsem ve stru€nosti popsala anatomii a histologii tlustého
stfeva. Rozdéleni patologie stfeva na benigni a maligni. Cast své prace jsem vénovala
rizikovym faktorim. Kazdy ¢lovék muze upravit stravovaci zvyklosti a tim ovlivnit zevni
rizikové faktory, které se podili na vzniku kolorektalniho karcinomu. Vcasné zachyceni
nadoru znamend zlepSeni moznosti |éCby i progndzy. Pro tento typ prevence je
provadén test okultniho krvaceni. V teoretické ¢dasti jsem také popsala kolonoskopické
a endoskopické odstranéni polypu tlustého stieva a kolektomii, kde dochazi k resekci

stfeva. V dalsi kapitole jsem vylicila, jak probiha zpracovani tkané.

V praktické c¢asti jsem se vénovala konkrétnim pfipadim a zpracovani v nasi
laboratofi. Vyhodnotila jsem vyhody, které se mi zdaji z mého pohledu pfinosné,

zvlasté pak pro pacientovu diagnézu.

V prvni ¢asti jsem se zaméfila na pacienty, ktefi podstoupili kolonoskopické

vySetfeni s naslednym odbérem bioptického vzorku.

Vdruhé d¢asti jsem se zaméfila na zpracovani materidlu z chirurgicky

resekovaného streva.

V treti ¢asti jsem se vénovala pacientovi, kterému bylo ultrazvukovym vySetienim
nalezeno loZisko v jatrech. A ndslednym odstranénim a vySetifenim tohoto loZiska byla

prokazana metastaza, s plivodem v kolorektalni karcinomu.
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem prace je popis odbéra tkani pfi kolorektalnim karcinomu pro naslednou

histologickou analyzu.

Srovnani metodik ve zpracovani bioptického materidlu a jejich posouzeni. Jak

mohou byt pfinosné v nasledné diagnostice.
Popis spojeni metodik barveni histologickych preparat(.

Zhodnoceni velmi dlilezitého pfinosu imunohistochemického vysetfeni pfi uréeni

objasnéni primdrniho origa i jako ukazatele nasledné onkologické lécby.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Tlusté strevo — intestinum crassum

6.1.1 Zakladni anatomicka stavba

Tlusté stfevo (intestinum crassum) je posledni cast traviciho systému, ktera
z tenkého stfeva pfijima obsah, znéhoz byly vtenkém stfevé vstfebany Ziviny.
V tlustém stfevé jsou z tohoto obsahu vstifebany elektrolyty a voda. Vyprazdnovani
obsahu ve formé stolice je vkonecném Uuseku tlustého stfeva andlnim otvorem

(CIHAK, R., 1988).

V pocateénim Useku stfeva se misi a posunuje obsah potravy. V dalSich dvou
tfetinach je peristaltika stfeva velmi intenzivni a posouva obsah smérem ke konecniku.
Pomoci této peristaltiky se stfevo vyprazdiiuje a je umoinén pfisun nové napliné

z tenkého stfeva (MERKUNOVA, A. a M. OREL, 2008).

Tlusté stfevo je dlouhé 1,2 — 1,5 m, Siroké od 4 do 7,5 cm a je tvorfeno témito

useky (Obrazek ¢. 1):

e Slepé strevo (ceacum) lezi v pravé dolni ¢asti dutiny bfisni, ve sméru doll je
slepé zakonceno, do bocni stény usti kyéelnik, koncova cast tenkého streva,
vstup uzavira ileocekalni chlopen. V oblasti pod chlopni odstupuje tzv. ¢ervovity
vybézek (appendix vermiformis). Slepé stfevo je 6 — 8 cm dlouhé, 6 — 7,5 cm
Siroké. K nasténnému peritoneu je slepé stfevo pfirostlé malou casti svého
dorsdlniho obvodu. V pfipadé, Ze pftirostlé neni a ma zachovanou ¢ast
mezenteria (mesocaecum), jde o perzistenci stavu z vyvoje. Apendix je dlouhy 5
— 8 cm, valcovitého charakteru. Mesoapendix (mesenterium appendicis) je
zaves, na kterém je apendix pfipojen.

e Tracnik (colon) je hlavni ¢ast tlustého stfeva, svymi Useky obtaci klicky tenkého
stfeva a ¢leni se na:

a) Vzestupny tracnik (colon ascendent) sméfuje od slepého stfeva vzhlru

pod jatra. Je dlouhy 12 — 16 cm a je uZsi nez slepé stfevo.
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b) Pri¢ny tracnik (colon transverzum) jdouci od jater napfic vlevo ke sleziné.
Tento Usek stfeva je dlouhy 50 — 60 cm, coZ odpovida asi dvojnasobku
rozméru bfisni dutiny.

c) Sestupny tracnik (colon descendent) sestupuje svisle doll od sleziny ke
hifebenu kosti kycelni, v délce 22 — 30 cm. Je uZzsi nez pfricny tracnik cca
4 cm a postupné se jesté zuZuje.

d) Esovitd klicka (colon sigmoideum) ¢ast stfeva esovité zakfivena, jdouci od
konce sestupného tracniku do stfedu malé panve.

e) Konecnik (rectum) posledni Usek stfeva, dlouhy 12 — 16 cm a Siroky bez
naplné cca 4 cm. Rektum Usti do analniho kanalu, ktery vyustuje fitnim

otvorem (anus) na povrch téla.

Otvor uzaviraji tzv. svérace: vnitfni svérac, tvoreny hladkou svalovinou, kterd
neni védomé ovlddana. Jeho napéti ovliviiuje vegetativni nervovy systém, zvysuje jej
sympatikus a naopak parasympatikus napéti snizuje. Zevni svérac je tvoreny pficné

pruhovanou svalovinou a je ovladany védomé (CIHAK, R., 1988).

Obrdzek ¢ 1 Ndzornd stavba tlustého stireva (Ceska onkologickd spoleénost,

2015)

pFiény tracnik

tenke strevo

sestupny
vzestupny traénifk pry

tracnik

slepe sirevo
appendix

konecnik

.. esovita kliicka
rtni otvor
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6.1.2 Zakladni histologicka stavba

Sliznice tlustého streva je pokryta jednovrstvym cylindrickym epitelem.

Enterocyty (epitelové buriky) maji apikdlné vyvinuty cetné a kratké mikroklky. Jejich

pocet je mensi a maji méné pravidelné usporddani, nez na apikdlnich ¢astech

enterocytl tenkého streva. V epitelu nachazime velky pocet poharkovych bunék

(Obrazek €. 2). Sliznice je bohatd na lymfoidni tkan (LICHNOVSKY, V., J.
MALINSKY a Z. MICHALIKOVA, 2004).

Sténa stfeva je tvorena Ctyfmi vrstvami:

Sliznice (tunica mucosa) se sklada ze tri vrstev (Obrazek €. 3). Epitel (lamina
epitealialis) pokryva povrch sliznice, je jednovrstvy a v andlni oblasti prechazi
v epitel vrstevnaty dlaZzdicovy. Vlastni vazivo slizni¢ni (lamina propria mucosae),
je tvoreno fidkym kolagennim vazivem, v némz probihaji krevni a lymfatické
kapilary a nervova vldkna. Slizni¢ni svalovina (lamina muscularis mucosae) je

uzka, tvorena vrstvou hladké svaloviny.

Podslizni¢ni vazivo (lamina submucosa) tvofi fidké kolagenni vazivo. Vazivem
probihaji krevni a lymfatické cévy, nervova vlakna, ty tvofi podslizni¢ni pleten —
lexus submucosus Meissneri. Tato pleten tvofi intramurdlni ganglia
autonomniho nervového systému, ta jsou tvorena spleti nervovych vlaken,

v nichZ jsou uloZeny gangliové bunky.

Vrstva svalova (lamina muscularis propria) je nejsilnéjsi vrstvou stény streva.
Hladka svalovina je postupné v analni oblasti nahrazena pfi¢né pruhovanou
kosterni svalovinou. Vrstva svalovd je rozdélena do dvou vrstev: vnitfni
cirkularni svalovina a zevni longitudinalni svalovina. Hladké svalové bunky jsou
ve vSech vrstvach uloZeny spirdlovité, spiraly maji rozdilnou vysku zavitu, proto
fez tvofi dojem probihajicich svazkd cirkularnich a longitudindlnich. Mezi témito
dvéma vrstvami se nachazi ridké kolagenni vazivo, krevni a lymfatické cévy a
nervova pleten — plexus myentericus Auerbachii. V pleteni se nachazi
vegetativni a senzitivni nervova vlakna a vegetativni ganglia. Pleten se podili na
kontrakci zevni svalové hmoty. Diky této kontrakci je zajisténo v travicim traktu

miseni a nasledny posun potravy.
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e Zevni vrstva trdvici trubice je sloZzena ze dvou vrstev. Lamina serosa, jeji volny
povrch pokryvd mezenchymova vystelka. Tunica adventitia, nema volny povrch
a pfipojuje trdvici trubici k okolnim organim. Obé vrstvy jsou tvoreny
kolagennim vazivem a krevnimi a lymfatickymi cévami a nervovymi vldakny

(LICHNOVSKY, V., J. MALINSKY a Z. MICHALIKOVA, 2004).

Obrazek ¢. 2 Pohdrkové buriky v epitelu tlustého streva (barveno alcidnovou

modii) (ERDOSOVA, B. a D. KYLAROVA, 2006)

Obrazek ¢. 3 Tlusté strevo (intestinum crassum) sliznice, podsliznice
(ERDOSOVA, B. a D. KYLAROVA, 2006)

6.1.3 Patologie

Nadorova onemocnéni patfi mezi relativné frekventované patologie tlustého

streva.

Rozdéleni nddorl z onkologického hlediska ma zdsadni vyznam. Podle biologické

povahy a jejich potencidlniho vyvoje je rozliSujeme na benigni a maligni.
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Za benigni nador je povazovan ten, ktery roste v misté svého vzniku, je ohranicen
a nemd tendenci k metastazovani. Lze jej chirurgicky odstranit, protoZe byva ohranicen
nebo opouzdien. Benigni nadory jsou tvofeny diferencovanymi nadorovymi burikami.
Benigni nadory rostou pomalu, v obdobi nékolika mésicl az let. Pro epitelové benigni
nadory je zasadni, Ze neprorlstaji bazalni membranou. Vazivové pouzdro obvykle
ohranicuje benigni nadory. Toto pouzdro je vytvofeno ve vétsiné pripadl z vazivové
tkané v bezprostfedni blizkosti nadoru. Existuji i benigni nddory, které nejsou

opouzdiené, jako napf. tubuldrni adenomy stieva (POVYSIL, C. a I. STEINER, 2011).

Maligni nadory jsou charakteristické neohranicenym rlistem, maji tendenci se
progresivné Sifit v podobé metastaz (Tabulka ¢. 1). Tyto nadory se podle rizného
stupné malignity rozlisuji na nadory s nizkym, stfednim a vysokym stupném malignity.
Maligni nadory jsou charakteristické Sirokou Skalou diferenciace bunék. U urcitého
typu nadoru jednoho nemocného mize byt diferenciace nddorovych bunék vyrazné
pokrocild, zatimco u druhého nemocného se stejnym typem nddoru mohou byt burky
znacné nediferencované. Maligni nadory rostou rychle. Tato rychlost je r0zna,
v zavislosti na podminkach. Maligni nadory ohranicené nebyvaji, ve vétsiné pripadl
nejsou opouzdiené a do svého okoli prorlstaji. Maligni nadory, jejichz rist je
pomalejsi, byvaji opouzdreny, avsak pouzdro je pferusovano invazi nadorovych cepa.
Metastazy — vzddlené lozZisko nddoru je charakteristické pro maligni nddory. Nékteré
maligni nadory metastazuji velmi brzy, metastazy byvaji vtéchto pripadech
diagnostikovany s primarnim nadorem. Oproti tomu existuji nadory lokalné agresivni
(Tabulka €. 2), ale nemetastazuji. Metastazy se Sifi tfemi zplUsoby: cestou lymfatickou,

cestou krevni a cestou implantace nddoru v télnich dutinach.

U nékterych nddor( ovsem nelze jednoznacné urcit, zda se jedna o nador benigni
nebo maligni. Vtomto pripadé lze provést rozdéleni podle ¢tyr zakladnich
charakteristik: podle diferenciace nadorovych bunék a anaplazie, podle rychlosti rlistu

nadoru, podle chovéni k okolni tkdnim a podle schopnosti metastazovani (POVYSIL,

C.al STEINER, 2011).

Karcinom tlustého stfeva zacind maligni transformaci adenom( a polypQ.

V ptipadé, Ze jsou adenomy vétSich rozmérQ i viceCetné, je riziko ndadorové
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transformace vyssi. Screeningové metody, i kdyZz jsou nedokonalé, muUZou sniZit

incidenci kolorektalniho karcinomu (STRUM W., 2016).

Tabulka ¢. 1 Hodnoceni progrese podle mezindrodni klasifikace TNM (POVYglL, C.a
I. STEINER, 2007)

T — primarni nador

pTis karcinom omezeny na sliznici tlustého streva

pT1 karcinom postihujici submukoézu

pT2 karcinom postihujici tunica muscularis

pT3 karcinom prorustd pres tunica muscularis do subserdzy nebo do
neperitonealizované perikolické nebo perirektdini tkané

pT4 pT4 — karcinom prordstd do jinych orgdni Ci struktur

N - regionalni mizni uzliny

NO bez postiZzeni uzlin

N1 postiZzené jsou 1-3 uzliny

N2 postiZené 4 a vice uzlin

NX neni mozné stanovit, nebo nebyla provedena prislusnd vysetreni

M - vzdalené metastazy

MO bez diikazt vzddlenych metastdz

M1 vzddlené metastdzy jsou pfitomny v libovolném poctu

MX nelze stanovit, nebo nebyla provedena prislusnd vysetreni

Nejlepsi progndzu maji karcinomy pTis — nemetastazuji a pT1, pokud u néj nejsou
vytvofeny metastdzy. Karcinomy pT3 a pT4 c¢asto tvofi uzlinové metastazy, nebo
metastdzy v jinych organech.

Tabulka ¢. 2 Histopatologicky stupen se urcuje na zdkladé diferenciace nadoru.
Zpravidla to byvaji ¢tyfi stupné: (ANONYMOUS, 2016)

G1 dobre diferenciovany

G2 stfedné diferenciovany

G3 Spatné diferenciovany

G4 nediferenciovany nebo anaplasticky

Stupen odrazi nadorové chovani od nejméné po nejvice agresivni.
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6.2 Kolorektalni karcinom

6.2.1 Definice

Karcinom tlustého stfeva a rekta je typické onemocnéni zdpadniho Zivotniho
stylu. U muzskych a Zenskych pacientl je to druha visceralni malignita ve Spojenych
statech americkych, s kazdorocnim narlistem 185 000 novych pfipad( za rok (MILLS, S.,

2010).

Na jeho vzniku se podili genetické i epigenetické faktory. Geneticky podminéné
jsou karcinomy vznikajici u nemocnych s familidrni adenomatdzni polypdézou a
s Lynchovym syndromem. Cast&jsi jsou viak karcinomy sporadické, u kterych nebyla
zjisténa geneticka predispozice. Kolorektalni karcinomy vznikaji ve vétSiné pripadu
z adenom( nebo zjiné formy intraepitelové neoplazie. Nador se nachazi nejcastéji
v rektu (cca 40-60 %) a v sigmoideu (cca 20-30 %), méné Casto se nador nachazi ve
zbyvaijicich Usecich (Tabulka €. 3). Ve vyjimecnych ptipadech se mize karcinom objevit

na dvou mistech (POVYSIL, C. a I. STEINER, 2007).

Makroskopicky lze kolorektalni karcinomy rozdélit na exofytické (polypdzni),
vyhloubené (exulcerované) a ploché (infiltrujici). Levostranné karcinomy ¢asto rostou
cirkuldrné po obvodu stény, okraje téchto nador( byvaji ovalné. Pravostranné
karcinomy byvaji Castéji exofytické, v céku mohou tvofit objemné utvary. Pro tento
zpUsob rlstu zGstavaji dlouho bez klinickych ptiznakd. Mikroskopicky se jednd ve
vétsiné pripadll o adenokarcinom srlznym stupném diferenciace. Dobre
diferencované karcinomy sestavaji z papildrnich nebo ztubularnich formaci. Nizce
diferencované karcinomy jsou solidné usporadané. Mucindézni adenokarcinom
obsahuje bunky, které produkuji ve velkém mnozstvi extracelularni hlen tvofici jezirka

(POVYSIL, C. a I. STEINER, 2007).

Uréeni progndzy je podloZeno znalosti histologického typu, stupném diferenciace

a hloubkou nadorové infiltrace ve sténé streva a pritomnosti metastaz.

Mezi komplikace spojené s kolorektalnim karcinomem patfi stendza streva,
krvdceni z exulcerovaného nadoru a perforace stfeva. Metastdzy vznikaji hlavné

lymfatickou cestou v regionalnich uzlinach, hematogenni metastazy vznikaji v jatrech.
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Casto se setkdme s porogennim $ifenim nadoru po peritoneu (POVYglL, C.al

STEINER, 2007).

Tabulka ¢ 3 Anatomicka lokalizace a sublokalizace

Tlusté stfevo Cc18
Appendix c18.1
Ceacum C18.0
Colon ascendens C18.2
Flexura hepatika C18.3
Colon transverzum c184
Flexura lienalis C185
Colon descendens C18.6
Colon sigmoideum Cc18.7

Rektosigmoidealni pfechod Cc19

Rektum Cc20

6.2.2 Rizikové faktory (vék, dédicnost, Zivotni styl)

Zhoubné novotvary tlustého stfeva a konecniku patfi k nej¢astéjsSim nadorovym
onemocnénim v Evropé (Tabulka €. 4). Kolorektalni karcinom je na zac¢atku 21. stoleti
v Ceské republice nejéastéj$im nadorovym onemocnénim jak u Zen, tak u muzd. U
vétSinového typu kolorektalniho karcinomu vznikajiciho bez vazby na dédi¢nost
v rodiné byla popsana charakteristickd kombinace v supresorovych genech APC, DCC A
p53, kterd spolu se zvySenou expresi onkogenu ras tvofi sérii genetickych udalosti, jez
mohou vytvofit maligni transformaci bunék a vznik zhoubného nadoru. Tato
patogenetickd skupina karcinomu se vyskytuje nejcastéji, riziko stoupa s vékem mezi
65 — 75 lety. Jiné formy kolorektalniho karcinomu s prokazatelnou dédi¢nou vazbou
vznikaji v terénu vrozené familiarni polypdzy a karcinom pfi Lynchové syndromu. Oba
tyto odlisné typy karcinomu se objevuji jen asi v 10% a v mladsich vékovych skupinach

do 50 let.

Podle nékterych studii ma télesnda aktivita seniorll sniZovat riziko vzniku
kolorektdlniho karcinomu. Pohyb ucinné pfispiva k ¢astéjSimu a pravidelnéjsSimu
vyprazdnovani. Oblenénd peristaltika seniorll zvySuje dobu expozice strevni sliznice

obsahu stfeva, v némz se nachdazeji prokazatelné i latky s kancerogennim potencialem.
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Mezi dalsi rizikové faktory kolorektalniho karcinomu patfi strava s nizkym
obsahem vlakniny, svysokym obsahem Zivocisnych tukul, cervené maso, nadvaha,
konzumace alkoholu, projektivnich latek, jako napf. vitaminu C, kyseliny listové.
Nedostacujici konzumace Cerstvého ovoce a zeleniny nepfindsi organismu vitaminy,
antioxidanty, stopové prvky a dalsi latky, hromadné oznacovany jako mikronutrienty.
Je také potvrzena spojitost mezi koufenim a vznikem kolorektalniho karcinomu. Tato
spojitost byla potvrzena i u uZivatell Zvykaciho tabdku, kurdkd dymky a doutniku.
Vyziva mliZze obsahovat latky Skodlivé, podporujici karcinogenezi, ale na druhé strané
obsahuje i latky projektivni. Riziko vzniku kolorektalniho karcinomu vznika pfi denni
konzumaci veprového, hovéziho a jehnécéiho masa, a ddle vysoka konzumace uzenin a
stravy bohaté na maso upravované pfi vysokych teplotach, zejména grilovani. Je
prokazano zvysené riziko tohoto karcinomu u muzl, ktefi konzumuji 70 a vice gram

etanolu denné, nebo 15 a vice litr( piva mési¢né.

Dalsi rizikovy faktor je vysoka hodnota index télesné hmotnosti (BMI). Jako
projektivni faktor proti nddoru se objevuje pohybova aktivita, kterd ovliviiuje obezitu a
celkovy metabolismus a také se podili na rychlosti pasaze v kolon. Klinické studie
potvrdily 75% pfiznivy efekt vlakniny. Pozitivné proti nadordm pusobi strava s vysokym

obsahem ovoce, zeleniny a ryb (VYZULA, R., J. ZALOUDIK a KOLEKTIV, 2007).

Mezi dalsi rizikové faktory patfi pritomnost stfevnich divertikl(, nékteré
parazitarni onemocnéni, nékteré stavy po chirurgickych vykonech v oblasti kolem
zaludku a stfeva, hormonadlni vlivy, predchozi iradiace a pfitomnost Zlu¢ovych kamen.

Velky problém nastava u pacient( s idiopatickymi stfevnimi zanéty.

Vysoka incidence kolorektdlniho karcinomu je dlouhodobé sledovana v populaci
se stravovanim ,zapadniho typu“ (kaloricky bohaté potraviny s Zivo¢iSnymi tuky)
spojeném se sedavym zplsobem Zivota. Epidemiologické studie ukazaly, Ze obezita,
konzumace masa, koufeni a alkohol jsou ovlivnitelnymi rizikovymi faktory.
Etiologickymi faktory pro vznik kolorektalniho karcinomu jsou také chronické zanéty
stfeva, zahrnujici ulcerdzni kolitidu, Crohnovu chorobu a infekci Schistosoma mansoni.
Vzacnym, ale jednoznacéné prokdzanym faktorem pro vnik kolorektalniho karcinomu je
i terapeutické ozarovani malé panve (BOSMAN, T., F. CARNEIRO, R. HRUBAN a
N. THEISE, 2010).
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Tabulka ¢. 4 Epidemiologie zhoubného novotvaru tlustého stieva a konecniku v
Evropé (DUSEK, L., D. MALUSKOVA, J. MUZIK a L. SNAJIDROVA, 2014)

Parametr | Muzi | Zeny | Cela populace
Incidence

pocet novotvart 241 813 205 323 447 136
pocet novotvar(l na 100 000 osob 67,6 53,5 60,3
ASR(W)_(incidence a mortalita) 37,3 23,6 29,5
podil ze ZN (zhoubny novotvar) kromé koZnich 132 % 12,7 % 13,0%
poradi mezi ZN kromé koznich 3. 2. 2.
Mortalita

pocet umrti 113 246 101 620 214 866
pocet Umrti na 100 000 osob 31,7 26,5 29,0
ASR(W) 16,2 9,9 12,5
podil z dmrti na ZN kromé koZnich 11,6 % 13,0 % 12,2 %
poradi mezi ZN jako pfic¢inou umrti 2. 2. 2.
Prevalence (Zijici pacienti do 5 let od dg.)

pocet pacientl 656 384 547 559 1203943
pocet na 100 000 osob 220,1 167,1 192,3
Kumulativni riziko vzniku nadoru

do 75 let od narozeni | 448% | 2,73% 3,51%

6.2.3 Klinicka manifestace — lokalni, systémové

Je podstatné vénovat pozornost dlouhodobé;jsi zméné strevni Cinnosti, ktera se
mulZe projevit pocitem nedokonalého nebo obtizného vyprazdnéni, zacpou i
prajmem. Nejbéznéjsi znamkou nddoru je krev ve stolici nebo krvaceni z konecéniku. To
muzZe vést k pocitu plnosti, bolesti bficha, vétsi plynatosti a horSimu odchodu plynu.
Stfevni neprlichodnost mlze byt vyvolana ristem nadoru, coz se nasledné projevi
kreCovitymi bolestmi bficha, pocitem nafouknuti, zacpou, slabosti ale i zvracenim.
Kolorektdlni karcinom muze rlst dlouhodobé bez priznak(l. Dulezity Udaj je snizeni
hmotnosti. Proto je nutné pfi jakychkoliv pochybnostech podstoupit vysetfeni u

praktického lékare (ANONYMOUS A, 2015).

6.2.4 Prevence

Hlavnim cilem primarni prevence je sniZit aZ eliminovat rizikové faktory, které
maji prokazatelny vliv na vznik kolorektalniho karcinomu. Pohybova aktivita pfispiva
k udrzeni optimalni télesné aktivity. Velmi dllezitd je nutricné adekvatni a pestra
strava zalozend zvelké ¢asti na potravinach rostlinného plGvodu. Hodnoty BMI
dospélych jedincl by se mély pohybovat v rozmezi 18,5-25. Pfi prevenci by se mél
snizit prijem potravin s vysokym podilem cukr(, tukd a naopak zvysit prijem vldkniny.
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Nutné je omezit pfijem sladkych ndpoju. Konzumace alkoholu se nedoporucuje,
v pfipadé konzumace u muzl by alkohol nemél tvofit vice nez 5 % energetického
pfijmu a u Zen 2,5 %. U konzumace masa je dulezité limitovat konzumaci ¢erveného
masa, nahradit jej rybami, popfipadé dribeZzim. Pro pfipravu masa a ryb pouZivat
relativné nizké teploty, upfednosthovat vareni a dusSeni. Pouze pfilezitostné
konzumovat grilované a roznéné maso. Omezit konzumaci slanych jidel a celkové sniZit
pouziti soli pfi vareni. Tyto doporuceni snizuji vyskyt kolorektalniho onemocnéni ale i
dalSich nadorovych onemocnéni. Maji efekt i proti nenaddorovym nemocem jako jsou
nemoci srdce a cév, vysoky krevni tlak, cukrovka a obezita (VYZULA, R., J.

ZALOUDIK a KOLEKTIV, 2007).

Sekundarni prevence spocivajici v asném zdchytu, coz pro pacienta znamena
vylééeni. Jde o kolorektalni screening. Znamena zachyceni |écitelného nadorového
onemocnéni v jeho ¢asnych stadiich, kdy pacient nepocituje potize ani Zadné priznaky.
Hlavni cil kolorektalniho screeningu (Tabulka ¢. 5) je snizit morbiditu (nemocnost) i
mortalitu (Umrtnost). Pfinos potom spociva ve zlepSeni progndzy, moznosti méné
radikalni a pfitom ucinnéjsi |é¢by. Tento screening spocivad v pravidelnych testech
okultniho krvaceni do stolice (TOKS) nebo na primarni screeningové kolonoskopii. Test
okultniho krvaceni se provadi u bezpfiznakovych jedincd nad 50 let a v pripadé
negativniho vysledku by mél byt opakovan jedenkrat za rok. Lidé nad 55 let mohou
zvolit pokraCovani v pravidelnych testech TOKS, nebo mohou podstoupit primarni
screeningovou kolonoskopii, kterou staéi provést jednou za deset let, pokud je
vysledek negativni. Screeningova kolonoskopie se také provadi v pfipadé pozitivniho
testu TOKS a dalsi terapeuticky postup vtomto ptipadé se tidi dle doporuceni pro

pacienty s vysokym rizikem tohoto onemocnéni (ANONYMOUS B, 2015).
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Tabulka ¢. 5 Prehledné vysledky screeningu kolorektdlniho karcinomu: 2006 - rijen
2015 (ANONYMOUS C, 2015)

Rok Kolonoskopie Adenomy Podil Karcinomy Podil
2006 5321 1576 29,60 % 335 6,30 %
2007 5675 1635 28,80 % 337 5,90 %
2008 7 457 2 368 31,80% 445 6,00 %
2009 13 072 4124 31,50% 623 4,80 %
2010 22727 7 310 32,20% 871 3,80 %
2011 24708 8301 33,60 % 776 3,10%
2012 25630 8948 34,90 % 812 3,20%
2013 26 938 10119 37,60 % 867 3,20%
2014 38 083 14 392 37,80% 1040 2,70%
2015* 21471 7570 35,30 % 502 2,30%

Zdroj: Registr screeningovych kolposkopii

6.2.5 Terapie

Pro stanoveni optimalniho terapeutického postupu musi [ékar zndat vysledek
histologického odbéru a rozsah onemocnéni. Velmi zavainé je, jestlize tumor prorUsta

stfevni sténou a nasledné zasdhne ostatni organy.

Chirurgicka resekce stfeva mUze byt v nepokrocilém stavu zcela kurativni, tedy
ma pacienta vylécit. Pfi operaci je zcela odstranén nador i s okolnim makroskopicky
zdravym lemem tkané. Zda byl vykon zcela uspésny, je zjiSténo histologickym

zpracovanim tkané odebrané z okoli, omenta a panevnich lymfatickych uzlin.

Ozarovani tlustého stfeva se neprovadi, protoze v blizkosti se nachazi vysoce

radiosenzitivni tenké strevo.

Chemoterapie znamena uzivani cytostatik. Pro adjuvantni podani je zakladni
kombinace 5 — fuiorouracil (5-FU) a leukovorin. Adjuvantni |é¢ba je uréend po kurativni
[éCbé, ve vétsiné pripadl po chirurgické a je smérovana proti skryté nadorové nemoci.
Klinicky se nador nenachazi, ale je prfedpoklad mikrometastatického rozsevu a proto
musi byt lé¢ba zahdjena véas, obvykle do t¥ tydnd (KONOPASEK, B. a L.
PETRUZELKA, 2003).
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6.2.6 Progndza pri véasném zachytu

Progndza zavisi na v€asném zachytu a v€asném zahdjeni |éCby. ZlepSeni lze
ocekavat od primarni a sekundarni prevence. Uspé&3nd onkologicka Ié¢ba je zavisla na
tom, aby pacient pfiSel v€as. V€asné zachycend onemocnéni jsou vylécitelnd. Pokrocilé

nadory nemusi byt |éCitelné a Casto se Sifi do okoli a metastazuiji.

Do skupiny se zvySenym rizikem je zafazena familidrni adenomova polypdza
(FAP), syndrom hereditarniho nepolypdzniho karcinomu (HNPCC), osoby
s kolorektalnim karcinomem (CRC) v rodinné anamnéze, nespecifické stfevni zdnéty,
osoby po endoskopické polypektomii adenomovych polypd (VYZULA, R., J.
ZALOUDIK a KOLEKTIV, 2007).

Podezieni na dédi¢nou formu by mélo vzniknout, jestlize se onemocnéni v rodiné

vyskytlo v predeslych generacich.

6.3 Odbeér bioptického materidlu

6.3.1 Kolonoskopie

Kolonoskopie a endoskopické odstranéni adenomi tlustého stfeva je ucinna
metoda sekundarni prevence tlustého stfeva. Pomoci ohebné trubice mlze lékar
nahlédnout dovnitf tlustého stfeva a konecniku. Kolonoskopie umoziuje presné a
Uplné zobrazit duty prostor tlustého stfeva a nahrazuje dfive pouzivané rentgenové
vySetfeni. Kolonoskop je pfistroj, kde na jednom konci je obvykle okular, kterym lékar
vySetfuje. Nékteré pristroje umoziuji prenos na monitor. Pfistroj ddle obsahuje
ovladaci zafizeni na regulaci zakfiveni a otaceni pfistroje. Hadice obsahuje svétlovod
privadéjici studené teplo, pracovni kandl a kanalky na oplachovani vodou a napousténi
vzduchu (asi 1,5 — 2 ). Pti vySetfeni proudi vzduch do stfeva a roztahuje stény. Napln
stfeva pacient vétSinou pocituje jako stfevni pnuti a plnost. Pracovni kanal je nezbytny
pro zavedeni miniaturnich pristroji. Pfed kolonoskopii by mélo dojit k vyprazdnéni
stfeva a to laénénim, kdy posledni jidlo by mélo byt v poledne den pred vySetfenim a

nasledné uziti predepsané davky projimadla. Vysetieni obvykle trva 15 -20 minut.

24



Pro odstranéni polypu slouZi rGzné tvarované polypektomické klicky. Zasadou je,
aby byl polyp cely odstranén, tzn. nasadit klicku tak, aby stopka byla pevné zachycena
a elektrickym teznym proudem byl polyp cely odstranén. U vicecetnych polypa je
nutné provést nékolik polypektomii. Ziskané polypy jsou zaslany k histologickému
zpracovani a u vicecetnych polypu je dbano na to, aby doslo k oddéleni materialu
podle usek(l stfeva, kde byly polypy odstranény (nejcastéji se nachazeji v oblasti
sigmatu - 20 %, v oblasti vzestupného traéniku — 15 %, v pficném a sestupném tracniku

— 7 %, ostatni pripadaji na rektum). Objemné polypy jsou odstranény po Castech.

Histologické vysSetieni v laboratofi bioptického materidlu je nesmirné dllezité pfi
rozliSeni mezi hyperplastickymi a adenomatdznimi polypy. Hyperplastické polypy, které
byvaji i viceCetné a jsou obvykle mensi nez 5 mm, nevykazuji zndmky dysplazie, nemaji
tedy maligni potencial. Adenomatdzni polypy tvofené dysplastickym epitelem jsou
rizné velké, v nékterych pripadech i nékolikacentimetrové. Maligni potencidl maji
obvykle polypy velikosti dvou a vice cm. Jestlize se nador nachazi v hlavic¢ce stopkatého
polypu, ma polypektomie kurativni charakter, coZ znamena pacienta zcela zbavit

nadorové nemoci.

Soucasti kolonoskopie muze byt endoskopickd mukozalni resekce (EMR) nebo
endoskopickd submukdzni disekce (ESD) k odstranéni patologického loZiska. PFi téchto
vykonech nedochazi k poruse kontinuity stfeva. Veskerd odebrand tkan, tzv. biopticky
materidl musi byt podroben histologickému zpracovani. Vysledek biopsie je pro lékare
rozhodujici z dlvodu stanoveni nasledné |écby, zda bude pacient sledovan nebo

podstoupi chirurgicky zékrok (VYZULA, R., J. ZALOUDIK a KOLEKTIV, 2007).

6.3.2 Kolektomie

Chirurgicka resekce je primarni forma |é€by pro ¢asna stadia CRC. Patologicka
analyza resekovanych vzork( je dalezZity nastroj pro zhotoveni progndzy a dalsi 1éCby
pacienta. Parametry, které urcuji patologické stadium jsou nejsilnéjsi prediktivni
faktory pro zhodnoceni chirurgického vykonu, ostatni klinické, molekularni a

imunohistochemické znaky maji také vliv na prognézu (COMPTON, C., 2016).

Kolektomie je chirurgicky zakrok, pfi kterém dochdzi k odstranéni celého tlustého

stfeva a ndslednym vyusténim tenkého stfeva do konecniku. Totdlni kolektomii Iékar
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voli v pfipadé, Ze se u pacienta vyskytuje familidrni polypdéza nebo nador roste

v rliznych mistech tracniku soucasné.

Velmi c¢asto ale chirurgové pfristupuji k hemikolektomii, ktera pro pacienta
znamend odebrdni poloviny tlustého stfeva. Dochazi k radikdlni resekci postizeného
useku stfeva, soucastné sodstranénim vétSiho mnozstvi lymfatickych uzlin a
odstranéni i potenciondlné poskozené tkané nadorem. U ndador(l by aboralni
vzdalenost resekénich okraji neméla byt mensi nez 5 cm od tumoru. Hemikolektomii

muzeme rozlisit na:
e pravou hemikolektomii — odstranéna prava polovina stfeva,
e |evou hemikolektomii — odstranéna leva polovina streva,
e resekci sigmatu — odstranéni esovitého tracniku,

e resekci rekta — provadi se, pokud je nador nalezen pouze v rektu (SIMSA,

J.,2016).

Po hemikolektomii dochdzi k histologickému zpracovani odebrané tkané. Pokud
je tumor malo diferencovany, jsou zastizeny metastdzy v uzlindch nebo jsou nadorové
buriky zastiZzeny v resekénich okrajich, podstupuje pacient adjuvantni chemoterapii.
Jako paliativni [éCba mUZe byt zvolena radioterapie, kterd ovsem nema lécebny efekt,

ale zlepsuje kvalitu pacientova Zivota.

6.4 Histologické zpracovadni tkané

6.4.1 Priprava vzorku pro laboratorni zpracovani

Odebrana tkan pro histologické zpracovani musi byt vloZzena do fixacni tekutiny.
Fixace zabraniuje samovolnému rozkladu tkané (autolyze) tim, Ze vysrazi bilkoviny.
Nejbéznéjsi fixatni prostfedek pouZivany v laboratofich je 10% formaldehyd. Pro ucely
imunohistochemické je nejvhodnéjsi pufrovany formaldehyd. Pfi nasledném
cytogenetickém a molekularnim vysetfeni tkdné je doporucéeno poutziti pufrovaného

formaldehydu, ktery Setrné uchovava struktury DNA.
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Pfi fixaci dochdzi vidy ke zméné struktury tkané. Cilem je, aby tyto zmény byly co
nejmensi, proto je duleZité zvoleni vhodného fixacniho roztoku. Dale musi byt
zachovana barvitelnost tkané. Fixacni tekutina musi rychle proniknout do tkané,
mnozstvi tekutiny souvisi s velikosti dané tkané. Doba fixace se pohybuje od 24 do
48 hodin v zavislosti na velikosti tkané. Maly polyp odebrany pfi kolonoskopii bude
potifebovat kratS$i ¢as pro fixaci, nez ¢ast stfeva odebrand pfi hemikoloktomii

(VACEK, Z., 1996).

Po fixaci nasleduje blokovani tkané do bioptickych kazet nékolika typu. Biopticka
kazetka typu Mikrotwin je vhodnd pro zpracovani tkané mensich velikosti v rozsahu
1 - 5mm. Kazetka Mikrotwin ma malé otvory na svém povrchu a tim je zaruceno
bezpelné zpracovani velmi drobnych castic a zaroven se ke zpracovdvané castici
dostanou reagencie, které plisobi na tkan ve tkanovém procesoru. Biopticka kazeta
BIO-AMP je urcena pro zpracovani ¢astic stfedni velikosti, v rozsahu 5 - 10mm, kazetka
Standard je urcena pro zpracovani Castic vétsSich rozmérd, v rozsahu az do maximalni

velikosti 2x2,5cm (Obrazek €. 4).

Obrazek ¢. 4 Bioptické kazetky (foto autora, Laboratofe Agel a.s., Laboratof
Patologie, 2016)
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6.4.2 Odvodnéni a prosyceni tkanového vzorku

Tkanovy vzorek v bioptické kazeté je ndsledné zpracovan v tkdnovém procesoru.
Tento pfistroj zajisti odvodnéni a prosyceni vzorku, ktery je urien ke zpracovani
formol-parafinovou metodou. Standardni tkanovy procesor svyuzZitim xylenu
zpracovava tkan obvykle v ¢asovém rozmezi 14-ti a vice hodin, kontinualni tkanovy
procesor bez vyuZziti xylenu zpracovava tkan v asovém rozmezi 60 - 120 minut. U obou
typa procesorl dochazi v prvnim kroku k odvodnéni tkané a v posledni fazi k prosyceni

tkané v tekuté parafinové lazni.

Standardni tkdfovy procesor zpracovava tkan postupem odvodnéni etanolem,

prosyceni xylenem a prosyceni parafinem.

Odvodnéni tkdné se provadi vzestupnou fadovou etanolu. Znamend to, Ze
koncentrace etanolu se postupné zvysuje. Je to dllezZité proto, aby nedoslo ke smrsténi
tkané, coz by nastalo, kdybychom tkan vloZili nardaz do koncentrovaného etanolu

(VACEK, Z., 1996).

Nasleduje mezistupen v lazni acetonu, nebo izopropylalkoholu. Pfedposlednim
krokem zpracovani je prosyceni tkané xylenem, ktery se misi s bezvodou formou

reagencii a zaroven rozpousti parafin.

Kontinualni tkanovy procesor Tissue-Tex Xpress umoZni zpracovani tkané
v kratSim ¢asovém horizontu. Pokud je tkan blokovana presné stanovenym postupem,
v urcité tloustce a ve spravné velikosti dle topografie odbéru, je zvolena doporucena
délka zpracovani a je v preanalytické ¢asti oSetfena roztokem Pre-Processing Solution
(PPS). Roztok PPS je na bazi acetonu, ktery zahajuje dehydrataci tkané. Nasledné
prochdzeji vzorky v transportnim kosi dalSimi dvéma retortami, které jsou naplnény
komeréné dodavanymi reagenciemi. Tyto roztoky zajistuji fixaci, dehydrataci a
prosyceni tkané. Retorty jsou vyhfivany mikrovinnym zarenim, proces probiha pfi
teploté 51°C. Nasleduji dvé vakuové stanice, kde dochazi k parafinové impregnaci
vzorkd. Vakuum zvySuje odstranéni reagencii pouzitych v mikrovinnych retortach a
zlepsuji pronikani parafinu do tkané. Takto zpracované vzorky odebirame z posledni-

vystupni stanice procesoru.
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6.4.3 Priprava preparatt pro mikroskopickou analyzu (zalévani, fezani,
barveni)

K zalévani block( se pouZiva zalévaci linka, zkvalitnény a rozpustény 58-60°C
parafin, zalévaci formicka. Bioptickou kazetku se zpracovanou tkani otevieme,
odlomime vicko a dale vyuzZivdme pro zpracovani pouze spodni ¢ast kazetky s popisnou
Casti, kde je uvedeno vysSetfovaci Cislo vzorku. Zalévaci formicka se naplni z ¢asti
parafinem, pinzetou umistime tkdn do formicky a orientujeme prirez tkané. Spravna
orientace tkdné v parafinovém bloku je stéZejni pro naslednou mikroskopickou
analyzu. Na formicku pfilozZime spodni ¢ast bioptické kazetky, doplnime kazetku
parafinem a formicku se zalitym vzorkem umistime na chladici modul zalévaci linky. Po
nékolika minutdch lze hotovy parafinovy blok oddélit od zalévaci formi¢ky a vzorek

tkané je pripraven k fezani na mikrotomu.

Mikrotom je zdakladni pfistrojové vybaveni pro fezani parafinového bloku.
Parafinovy blok se upne do pevné svorky a parafinova cast je fezana tenkym
mikrotomovym noZem. Blok je nejdfive profezan do vétsi hloubky sérii hrubsich fezl a
nasledné se nastavi fezani tenkych fezl, obvykla tloustka je okolo 2 um. Tyto fezy
preneseme na vodni hladinu, kterd umozni napnuti fezu na podlozni sklo preparatu.
Timto zplsobem vznikne histologicky preparat stkanovym vzorkem, ktery se ddle

zvyrazni barvici histologickou metodou.

Histologicky preparat pred zacatkem barveni prochdzi krokem suseni. PFi
manualnim barveni prepardtl je barvici koS s preparaty uloZzen do termostatu po dobu
20-30 minut, pfi barveni barvicim automatem je prvni faze barveni nastavena startem
v susici stanici.

,Pozorujeme-li neobarveny prepardt v obycejném svételném mikroskopu,
nerozezndme jednotlivé sloZky tkdné, protoZe se vzdjemné mnoho nelisi lomivosti
svétla. Ztohoto didvodu barvime rfezy vhodnymi barvivy, vyuZivajice toho, Ze riizné

soucdsti bunék a tkdni vdZou riznd barviva, takZe se pak daji v mikroskopu zretelné

rozlisit“ (VACEK, Z., 1996).

K barveni pouzivdme zpravidla barviva rozpustna ve vodé. Barveni histologického
fezu zacind xylenovou lazni, xylen odstrani parafinovou ¢ast. Nasleduje sestupna rada
alkoholovych |azni v koncentraci 96% alkohol, 80% alkohol a 70% alkohol. Po posledni
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alkoholové lazni nasleduje oplachnuti preparatu vodou. Nyni je preparat pfipraven pro
fazi barveni barvici metodou, ktera zvyrazni struktury tkané pro mikroskopickou

analyzu.

K zakladnimu barveni tkani pouZivame barviva zasaditd. Nejpouzivanéjsi
v histologickém barveni je hematoxylin. A dale barviva kysela, z nichz nejpouzivanéjsi je
eozin. Spojenim ziskame zakladni a nejpouzivanéjsi metodu hematoxylin-eozin.

V preparatu potom vidime modra jadra a rGzové vazivo (VACEK, Z., 1996).

Po ukonceni barveni prepardty odvodnime vzestupnou alkoholovou fadou,
nasleduje lazen acetonu, lazen aceton-xylen, dvé aZ tfi lazné xylenu. Provedeme
montdz preparatu, abychom zabranili mechanickému poskozeni obarvené tkané.
Manualni montaz je provedena pouZitim montainiho média Solakryl a pfiloZzenim
tenkého kryciho skla na histologicky fez. Automatickda montaz prekryje obarveny
tkanovy fez montdzni paskou, kterd ma montdini médium jiz na svém povrchu. Po
zaschnuti montaziniho média je histologicky prepardt dostateéné chranén pred

vnéjsimi mechanickymi vlivy.

6.4.4 Histochemicka a imunohistochemicka analyza

Zakladni barvici metoda Hematoxylin — Eosin je v pfipadé potieby doplnéna

specidlni histochemickou, nebo imunohistochemickou analyzou.

Histochemickda metoda zvyrazni dalsi latky a enzymy pfitomné ve tkani. Pro
diagnostiku biopsie odebrané pfi kolonoskopii pouzivame specidlni barveni na
pfitomnost mukopolysacharidi. Nej¢astéji pouzivané metody jsou metody Periodic
Acid Shiff (PAS ), metoda Alcian, kombinovand metoda PAS-Alcian. Metoda Alcian
zvyrazni mukopolysacharidy modrozelenym zbarvenim, metoda PAS nabarvi neutralni
mukopolysacharidy rGzovofialové. U obou specidlnich metod jsou jadra bunék
zvyraznéna hematoxylinem modfe. Metoda mizZe byt barvena manudlné, nebo

barvicim automatem.

Imunohistochemie (IHC) je pokrocilejsi metoda, kterda pomaha diagnostikujicimu
lékari urcit presné pri¢inu nemoci, nebo jeji pivod a jeho zavér dale ovlivni optimalni

terapii pacienta. Principem této metody je vazba antigen — protilatka. Pfima IHC
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vyuziva postupu: detekce (odhaleni) antigenu, aplikace primarni znacené protilatky,
reakce se specifickym substratem, vznik barvené reakce. CitlivéjSi a presnéjsi je
neprima IHC, kterd vyuZiva v postupu primarni i sekundarni protilatku. Provedeni IHC
analyzy je v poslednich letech prioritou vétSich histologickych laboratofi a je tedy
prevdzné provadéna automaty. Automat aplikuje vSechny reagencie v presné
stanoveném mnoistvi a zaruci, aby byl vidy pokryt cely povrch diagnostikujiciho

preparatu.

Histochemické i imunohistochemické zpracovani je stejné jako zakladni barveni

ukonéeno odvodnénim, projasnénim a montazi histologického rezu.
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7. PRAKTICKA CAST

7.1 Prvni cast

Pro hodnoceni v prvni ¢asti jsem si vybrala tyto biopsie odebrané pacientim pfi

kolonoskopickém vysetreni:
Pacient A, Zena, 82 let, zakladni diagndéza - zacpa.

Pacient B, muz, 46 let, zakladni diagndza — zhoubny novotvar esovitého tracniku

(colon sigmoideum).
Pacient C, muz, 90 let, zakladni diagndza - zhoubny novotvar konecniku (rekta).

Ve vSech trech pripadech byl biopticky material dopraven do laboratore
v pfepravnich nadobach s 10-% formalinem. Po dodrZeni sprdvné doby fixace byla

biopsie ndsledné zpracovdna dle standardnich operacnich postupt naseho oddéleni.

7.1.1 Zpracovani

Po pfijmu materidlu, kontrole oznaceni nadobky a vSech zakladnich udaji na
zadance je pridéleno bioptické Cislo. Toto Cislo je tisténo na prlvodni list k materialu a
dale na kazetky, do kterych lékar zablokuje material, a nasledné i skla se zpracovanymi
histologickymi preparaty. Zaroven je pod timto Cislem vytvofen zaznam v elektronické
karté pacienta v softwarovém systému naseho oddéleni. Je tak zamezeno pfipadné

zdméné materidlu béhem celého pribéhu zpracovani a hodnoceni materidlu.

V pfipadé A byla dodana jedna céstecka polypku colon ascendens velikosti do
3mm, ktera byla kompletné zpracovana v jednom bloku.

V pfipadé B bylo dodano deset castek zmista plvodniho stenozujiciho
adenokarcinomu sigmoidea, kde t. ¢. dle klinického nalezu bylo po chemoterapii

loZisko fragilni exulcerované sliznice. Castecky byly $edohnédé barvy, velikosti do 3 mm

a zpracovany kompletné ve dvou blocich.

V pfipadé C byl dodadn tumor rekta umistén a orientovan na korkové desce, kde

ordlni smér byl oznacen Sipkou. Patolog, ktery tuto biopsii pfikrajoval, si oralni smér
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oznacil zelenou tusi a ostatni plochy cerné. Toto oznaceni umozZni lékafi orientaci
odebraného materidlu pfi mikroskopickém hodnoceni preparatu, kde zlistane barva
zachovana. Lékar ddle ve svém makroskopickém ndlezu zaznamenal, Ze tumor ma
velikost 5x4x1lcm. Ve vzddlenosti 1,5cm od nejordlnéjsi ¢asti okraje a 0,7cm od
nejkaudalnéjsiho okraje prominuje nad sténou strevni knoflikovity tumor lehce zrnité
struktury velikosti 2,6x3cm s tloustkou do 0,5cm. Materidl byl sériové prokrojen. Na
fezu v misté tumoru byly zifetelné jemné zihané tuhé Sedobilé homogenni hmoty, které

pronikaly sliznici i submukosou. Lékar tento material zpracoval do deseti blokd.

V pfipadé A a B byl biopticky materidl zpracovan v dopolednich hodinach
kontinualnim tkanovym procesorem. Tento materidl vyhovuje pozadavkim pro toto
zpracovani. Zpracovani probéhlo v ¢asovém intervalu 90 minut. Ndsledné byly biopsie

zality do parafinovych blok( a jesté tyZ den pfipraveny k dalSimu zpracovani.

Material C byl zpracovan standardnim tkanovym procesorem, vzhledem k vétsi
tloustce a rozméru biopsie. V naSem pfipadé to znamena, Zze material je po pfikrojeni
umistén do zdasobniho koSe i sdalSimi biopsiemi a ponechdan ve formalinu.
V odpolednich hodinach byl koS umistén do tkanového procesoru, kde zacina
odvodnéni a nasledné prosyceni. Zpracovani probéhlo béhem 14 hodin. Nasledujici

den byl material zalit do parafinového bloku.

Na nasem oddéleni mame typ kontinudlniho tkanového procesoru Sakura Tissue-
Tek® Xpress® x 120. Nejvétsi vyhodou je zpracovani tyZz den, coZz znamend, Ze |ékar

ktery tkan prikroji, dostane obarveny preparat jiz za 5 hodin.

Pro zjisténi, zda tento zpUsob zpracovani neni na Ukor kvality preparat(, bylo na
nasem pracovisti provedeno porovnani v obdobi 18 mésict a bylo vyhodnoceno 53 279
parafinovych bloku. Pfi hodnoceni histologickych ezl barvenych hematoxylin-eozinem
jsme neshledali kvalitativni odchylky oproti materialu zpracovaném ve standardnim
tkannovém procesoru. Stejné tak pfi imunohistochemickém vysSetfeni nedochazelo ke
vzniku falesné pozitivity ¢i negativity ve srovnavacim vzorku materidlu zpracovaném

v standardnim tkanovém procesoru.

Diky tkanovému procesoru Sakura Tissue-Tek® Xpress® x 120 umoZnujicimu

kontinualni vkladani vzorkd a jejich prlbéiné zpracovani je moino velkou C¢ast
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vysledkl expedovat vden pfijmu materidlu, jedna-li se o diagndézy bez nutnosti
imunohistochemického vysetieni. V pfipadé materidlu, kde je k diagndze ¢i jejimu
potvrzeni nutné provést nasledné jiné specidlni barveni ¢&i imunohistochemické

vySetfeni jsou vysledky expedovany do tfi dnl od pfijeti materidlu.

Vyhodou barvici metody PAS-Alcian je spojeni dvou barvicich metod do jedné.

Lékari tak usnadnuje orientaci v mikroskopickém preparatu pfi stanoveni diagndzy.

Po zaliti bioptického materidlu do parafinu, jsou blocky pfipraveny ke zhotoveni
preparatd. Ke krajeni tkanovych rezl pouzivdame rotacni mikrotomy s nastavenou
tloustkou rezu 2 um. Podlozni sklo je oznaceno bioptickym cislem a barvici metodou.
Pro stanoveni diagndzy u kolonoskopickych odbér( pripravime jeden preparat uréeny
k zakladnimu barveni hematoxylin-eozin a jeden preparat ke specidalnimu barveni
PAS-Alcidn. Preparaty jsou ndsledné suSeny v termostatu pfi 60°C nebo pfi pouziti

barviciho automatu umistény do susici stanice.

Barvici automat slouZi k nabarveni aZ Sedesati preparatl najednou. Na néj
navazuje lepici automat, ktery zamontuje obarvené preparaty. Na barvicim automatu
na nasem oddéleni mame nastaveny nejcastéji pouzivané barvici metody hematoxylin-

eozin, PAS a PAS-Alcian.

Preparaty jsou vloZzeny do barvicich kosiki podle barvici metody. Na barvicim
automatu zvolime poZadovanou metodu a vloZzime koSik s preparaty do startovaci
retorty. Automat si sam kosik vlozi na 30 minut do susici stanice. Nasledné probiha

barveni.
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Metoda hematoxylin-eozin (Obrazek ¢. 5):

Odparafinovani fezli - 2 lazné xylenu po 3 minutach, 96 % alkohol 3 minuty a 70 % alkohol 3
minuty.

Barveni
e oplach tekouci vodou 1 minutu
e Kodousklv hematoxylin 5 minut
e oplach tekouci vodou 5 minut — barveni jader
e eozin 3 minuty
¢ oplach tekouci vodou 3 minuty

Odvodnéni fezl -70 % alkohol 3 minuty, 96 % alkohol 3 minuty, aceton 1 minutu, aceton /xylen
2 minuty, 2 1azné xylenu po 3 minutach.

Obrazek ¢. 5 Vysledek barveni hematoxylin-eozin (foto autora, Laboratore
Agel a.s., Laborator Patologie, 2016)
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Metoda PAS-Alcian (Obrazek €. 6):

Odparafinovani fezli - 2 lazné xylenu po 3 minutach, 96 % alkohol 3 minuty a 70 % alkohol 3
minuty.

Barveni
e 1% alcidnovd modf 5 minut
e oplach tekouci vodou 1 minutu
e 0,5 % kyselina jodista 2 minuty
e oplach tekouci vodou 1 minutu
e Schiffovo reagens 12 minut
e oplach tekouci vodou 10 minut
e Kodousklv hematoxylin 8 minut
e tekouci voda 5 minut

Odvodnéni fez -70 % alkohol 3 minuty, 96 % alkohol 3 minuty, aceton 1 minutu, aceton /xylen
2 minuty, 2 1azné xylenu po 3 minutach.

Obrazek ¢. 6 Vysledek barveni PAS-Alcian barveni (foto autora, Laboratore Agel
a.s., Laborator Patologie, 2016)

n s lehkou dysplazif /LGIN/
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7.1.2 Vyhodnoceni

Patolog na zdakladé histologickych preparatli zpracovanych vySe popsanym
zplUsobem zhodnoti pfipadné zmény v danych tkanich a urci diagnézu. Ta je nasledné
odesilana Zadajicimu lékati (zpravidla |ékafi odebirajicimu materidl k histologickému
vysSetieni, popt. didle obvodnimu lékafi) a na jejim zakladé je rozhodnuto o nasledné

|é¢bé Ci sledovani pacienta.
Pacientovi A byl diagnostikovany adenom ascendentu.

Pacientovi B byla diagnostikovana rezidudlni infiltrace strukturami neadjuvantni

terapii poskozeného adenokarcinomu v re-biopsii sliznice esovité klicky.

Pacientovi C byl diagnostikovdan v misté puvodniho tubuldrniho adenomu
vyrlstajici stfedné diferencovany tubuldrni adenokarcinom Gll, ktery invaduje na

hranici se svalovinou, okraje jsou bez nadoru.

V téchto danych pripadech mohla byt histologickd diagnéza stanovena
z preparatll se zakladnim barvenim HE a Pas-Alcian. Nebylo nutné provadét nasledné

imunohistochemické vysetreni.

Biopticky material z kolonoskopickych odbérd miva rizny morfologicky vzhled.
Velikost se pohybuje od milimetrovych polypl aZz po polypy velikosti nékolika
centimetr(. Proto je pfi prikrajovani velice dllezité rozhodnuti Iékafe, zda ponecha
material cely a neporuseny (milimetrové polypy) a material je zablokovan do jedné
kazetky nebo se ho rozhodne naexcidovat (vétsi centimetrové polypy) a material je

zablokovan do vice kazetek podle velikosti polypu.

Dals$im dulezitym krokem ve zpracovani je rozhodnuti laborantky, zda zvoli
rychlejsSi metodu v kontinudlnim procesoru nebo metodu zpracovani standardnim
procesorem. Kontinudlni zpracovani je rychlejsi a tkan projde procesorem asi za hodinu
a pull, neni vSak vhodné pro vsechny typy tkani. U materidlu vétsi velikosti a vzhledu
tukové tkané reagencie neproniknou za kratky casovy interval tkani. Proto znalost

morfologie materialu je pro praci laborantky jednou z nejdulezitéjsich (Tabulka ¢. 6).
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Tabulka ¢. 6 Porovndni zpracovdni bioptickych vzorkii (vlastni zpracovani, Laboratore
Agel a.s., Laborator Patologie, 2016)

Nakladnéjsi, finanéni naro¢nost se odviji od cen reagencii, které jsou urceny
pouze pro tento typ pfistroje a jsou doddvany dvorni firmou

Neni vhodna pro vSechny typy tkani

Mozné kontinualni vkladani co 20minut s maximem 30 kazetek v transportnim
Kontinudlni |kosi

zpracovani .. e .
MozZné stanoveni diagndzy v den zpracovani

Erudovanost laborantky

Vysoka pofizovaci cena procesoru

Méné financné ndrocné, pouzivani standardnich reagencii

, | Vhodné pro viechny typy tkani
Standardni

zpracovéni Vkladani vzork( jednou denné s maximem 300 kazetek, které se zpracovavaji
do nasledujiciho dne

Pofizovaci cena ve srovnani s kontinudlnim procesorem je méné financné
naro¢na

Nejvétsi vyhoda kontinudlniho zpracovani spociva v moznosti stanoveni diagndzy
a odeslani vysledku v den zpracovani. Kontinualni zpracovani je vhodné pro laboratore

s vétSim objemem denniho pfijmu bioptického materialu.

VSechen material po zpracovani v procesorech je zalévdn do parafinu. Zde
nejvice zalezi na spravné orientaci tkané. Materidl musi byt spravné nasmérovan a
zality do roviny. Proto kromé znalosti morfologie je zde také dulezita zrucnost a

zkuSenost laborantky. Spravna orientace tkané se projevi na nabarvenych preparatech.

Pti zhotovovani histologickych preparatl pro mikroskopickou analyzu pouzivame
mikrotomy a zhotovujeme fezy o tloustce 2 um. Laborantka musi byt zruén4, ale také

musi poznat, zda dostatecné zachytila tkan.

Pro specialni barveni pouzivame metodu PAS-Alcian, spojenim dvou metod

barveni doslo k Uspore ¢asu, kdy misto barveni dvou skel se barvi pouze jedno sklo.
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Uspora v mensim poctu barvenych preparat( je také vyhodné&j$i po strance finanéni.
Pro lékafe to znamen3, Ze v jednom preparatu mize vyhodnotit sou¢asné dvé barvici

metody. Pro mikroskopickou analyzu se v patologii pouZivaji optické mikroskopy.

7.2 Druha cast

Pro hodnoceni v druhé ¢asti jsem si vybrala biopsii odebranou pfi kolektomii.
Sedmdesatiletd pacientka podstoupila kolonoskopické vySetfeni, pfi kterém ji bylo
odebrano 6 castic bilé barvy z tumoru rekta. Ve dvou z nich byly zachyceny Zlazky
tubulovilézniho adenomu s tézkymi dysplastickymi zménami zZlazovitého epitelu, které
v jedné z cCastic prechazeji ve Zlazky infiltrativné v desmoplastickém stromatu se

Sificiho dobre diferencovaného adenokarcinomu.

ZavérecCna diagndza: v terénu tubuldzniho adenomu vyrlstajici adenokarcinom

G1.

Na zakladé této diagndzy stanovené patologem z histologického vySetieni chirurg

odebral resekat rektosigmatu.

7.2.1 Zpracovani

Material od pacient(, ktefi byli indikovani onkologickou komisi k resekci stfeva,
nebot u nich byl prokdzan predchozim vysetfenim nador, se nezaléva na operacnim
chirurgickém sdle fixa¢ni tekutinou a je dodavan na nase pracovisté v nerozsttizeném a
nativnim stavu (Obrdzek €. 7). Po pfijeti je nadoba sresekdtem stfeva oznacena

bioptickym ¢islem a zavedena do systému.

Lékar stfevo prohlédne a zméfi jeho celkovou délku, oznaci, zda byl nalezen
tumor (ve vétsiné pripadl je tumor nalezen) a popiSe celkovou morfologii tumoru.
Dale zaznamenava minimalni vzddlenost dolniho okraje od aboralni resekéni linie,
minimalni vzdalenost horniho okraje tumoru od oralni resekéni linie, maximalni délku,

Sifi a tloustku tumoru. VSechny Udaje jsou zaznamendany na specidlni pravodni list
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urceny pro tyto odbéry. Stfevo je lékafem zdokumentovano fotografii a nasledné zalito

fixacni tekutinou.

Po dodrzZeni dostatecné doby fixace lékar zhotovi sériové prarezy v misté tumoru
a opét zdokumentuje (Obrazek €. 8). Nasleduje blokovani do bioptickych kazetek. U
této biopsie bylo blokovano: tumor v blocich 1 — 9, abordlni resekéni okraj v blocich 10
— 14, oralni resekéni okraj v bloku 15. Ze stfeva byla ponechdna rezerva tukové
vazivové tkané, ktera byla zalita do specidlniho uzlinového roztoku. Jeden litr
uzlinového roztoku je smés 600 ml metylalkoholu, 300 ml chloroformu a 100 ml
kyseliny octové. Tento roztok po 4 a vice hodindch (podle velikosti tkané) zvyrazni
lymfatické uzliny. Po fixaci v uzlinovém roztoku bylo u této biopsie Iékafem nalezeno
23 lymfatickych uzlin do velikosti 6mm v praméru a byly zablokovany v blocich 16 — 23
vidy po jedné uzliné. Blokovani uzlin ma velky vyznam pro vyslednou diagndzu.
V ptipadé, Ze v uzlindch nejsou zastiZeny metastdzy, znamend to pro pacienta
pfiznivéjsi progndzu.

Po prikrojeni nasleduje zpracovani v standardnim tkanovém procesoru, zaliti
tkané do parafinu a zhotoveni preparatud. Z kazdého bloku je pripraven jeden preparat
a nabarven zdkladni barvici metodou hematoxylin-eozin. Mikroskopickou analyzou

|ékar stanovi diagndzu.
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Obrazek ¢. 7 Resekat stfeva v nativnim stavu (foto autora, Laboratore Agel a.s.,
Laborator Patologie, 2016)

Obrazek ¢. 8 Sériové prirezy v misté tumoru (foto autora, Laboratore Agel a.s.,
Laborator Patologie, 2016)
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7.2.2 Vyhodnoceni

V nasem pripadé Slo o diferencovany adenokarcinom tlustého strfeva. Ve

vySetfenych uzlinach nebyly zastizeny metastazy.

V pfipadé metastazovani karcinomu do uzlin odesilaji 1ékati material z tumoru na
vySetfeni mutace K-ras genu. Vysledky tohoto genetického vySetteni jsou rozhodujici

pro naslednou Iécbu.

Vyhodou fotografické dokumentace je pouzivani k prfipadnym potiebdm
prezentace Ci publikace. Nativni preparat stfeva je zdokumentovan jesté pred fixaci,

ktera zpravidla ve tkani zpGsobuje zménu tvaru, velikosti, barvy a konzistence.

Tyto zmény mohou rovnéz ovlivnit charakter resekénich linii preparatu, jejichz
hodnoceni je velmi dualezité pro naslednou |éCbu pacienta, proto mulze byt
fotodokumentace nativniho preparatu dulezZitou ¢asti reportu pro klinického |ékare.
Rentgenolog si mlze dle fotografii sériovych fezl resekatu srovnat hloubku nadorové

invaze do stény strevni se svym endosonografickym nalezem.

Mezi rozhodujici ukazatele pfi tomto vySetfeni patfi lymfatické uzliny. Po fixaci
stfeva ve formalinu nebyvaji uzliny zietelné, proto se material prelivd do uzlinového
roztoku, ktery za 4 a vice hodin uzliny zvyrazni. Lékaf s jistotou nalezené uzliny
zablokuje. Po zpracovani formolparafinovou technikou je dalezZité, aby laborantka pfi
fezani parafinovych blok(i na mikrotomu zachytila prifez uzlinou a preparat mohl byt

spravné vyhodnocen.

7.3 Treti cast

Pro hodnoceni treti ¢asti jsem si vybrala biopsii muze 65 let, kterému byl
v loriském roce po odebrani 5 vzorkd pfi kolonoskopii diagnostikovan adenokarcinom
colon sigmoideum grade 2 — 3. Ndsledné pacient podstoupil chirurgicky vykon, pfi

kterém mu bylo resekovano colon descendent a sigma s nadorem. Adenokarcinom byl

potvrzen, ve vysSetfenych Sesti lymfatickych uzlindch nebyly zastizeny metastazy.

V ramci pravidelné onkologické kontroly bylo ultrazvukovym vysetienim zjisténo

loZisko v jatrech.
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7.3.1 Zpracovani

PFi laparoskopické revizi dutiny bfisni bylo toto loZisko resekovdno a zaslano na
peroperacni vySetfeni. Pfi tomto vySetfeni je biopsie z operacniho salu zasldna

v nativnim stavu a zpracovana patologem zmrazovaci technikou — frosen section.

Lékaf material prohlédne a nadiktuje makropopis vzorku. Poté podle velikosti
zvoli zpracovani celé ¢astice nebo jen Casti, a to nddoru a resekénich okraji. Na
specidlni zmrazovaci tercik je aplikovdno tkanové lepidlo a orientovana tkan spravného
prGfezu. V mrazicim pfistroji cryocut se tercik s tkani namrazi na teplotu -10 az -35°C
podle typu tkané a zhotovi se preparaty o tloustce fezu 3 — 5 um, preparaty se barvi

rychlou metodou MGG QUICK STAIN:
e reagent A slouzici pro fixaci — 20 sekund,
e reagent B + C pro zvyraznéni struktur — 20 sekund,
e oplach vodou.

Patolog mikroskopickou analyzou vyhodnoti nabarveny preparat a telefonicky
informuje operatéra o vysledku vysSetieni tkané zaslané na pooperacni vysetieni.
Operatér ¢ekd na vysledek patologa, ktery je pro néj smérodatny v dalSim postupu

operace.

V pfipadé mého posuzovaného vzorku byl na nase pracovisté dodan resekat jater
o velikosti 4,0 x 3,8 x 2,2 cm, ve stfedni ¢asti pod pouzdrem nalezeno tumorové lozisko
velikosti 1,2 x 0,8 x 0,2 cm. Nejblizsi resekéni okraj byl vzdalen 6 mm od tumoru a byl
z néj zhotoven preparat ,,nazmrzlo“. Histologicky pak patolog potvrdil nepfitomnost
nadoru v resekénich okrajich, coz telefonicky sdélil operatérovi. Ten mohl operaci

ukoncit.

Zbylad ¢ast nezpracované jaterni tkané se nalozila do fixacni tekutiny a po
dodrZeni spravné doby fixace byla zablokovana do blok(. Do bloku cislo 1 byl
zablokovan zbytek resekéniho okraje z preparatu ,,nazmrzlo”, v bloku &islo 2 dalsi tkan
resekéniho okraje, nador v bloku Cislo 3 a 4, okolni zdrava jaterni tkan v blocich 5 a 6.
Bloky byly nasledné zpracovany formolparafinovou technikou. Byly odvodnény a

prosyceny ve standardnim tkanovém procesoru, zality do parafinu. Vidy z jednoho
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bloku byl zhotoven jeden preparat, ktery byl nabarven zdkladni barvici metodou

hematoxylin-eozin.

Po mikroskopickém zhodnoceni dal patolog zhotovit imunohistochemické
vySetieni, které mu pomohlo rozhodnout, zda tumor v jatrech je primarni nebo
sekundarni. Jelikoz byl pacientovi jiz v minulosti diagnostikovdan adenokarcinom streva,
rozhodl se lékaf zhotovit z preparatd nadoru imunohistochemické vysetreni protilatek
CK7, CK20 a CDX2, jejichz pozitivita by potvrdila kolorektalni plvod bunék. Pokud by
nadorové bunky byly jaterniho pavodu, byly by tyto protilatky negativni.

CDX2 (Obrazek €. 9) - je transkripcni faktor specificky pro stfevni epitel. Je

vyuzivan k odliseni metastdz kolorektalniho karcinomu od jiného primarniho zdroje

CK20 a CK7 (Obrazek €. 10, Obrazek €. 11) - jsou cytokeratiny, které tvori skupinu
proteinu cytoskeletu epitelidlnich bunék. Pouzivaji se k diagnostice epitelidlnich bunék

a nadorl z nich odvozenych.

Obrazek ¢. 9 Protilatka CDX2 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laborator
Patologie, 2016)
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Obrazek ¢. 10 Protilatka CK20 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laborator
Patologie, 2016)

Obrazek ¢. 11 Protilatka CK7 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laboratof
Patologie, 2016)
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7.3.2 Vyhodnoceni

V imunohistochemickém barveni byly vSechny tfi protilatky difuzné pozitivni,
nadorové bunky byly tedy stfevniho plvodu a pfipad byl uzavien jako metastaza

stfedné diferencovaného tubularniho adenokarcinomu kolon sigmoideum.

Vyhodou imunohistochemického vysetfeni je moZnost objasnéni primarniho

plvodu nadorovych struktur.

Vyhodou vysetteni zmrazovaci technikou je, Ze operatér se jiz pfi vykonu dozvi
od patologa, zda nddor je odstranén v celém rozsahu s dostate¢nymi okraji, nebo musi
resekci rozsifit. Pokud by byla tkan vySetfena definitivnim histologickym vySetfenim a
zjistily by se nadorové burky v resekénim okraji, musel by pacient znovu podstoupit
operaci, coz by pro néj bylo zatézujici. Ne vidy je to vSak vzhledem k anatomickym
pomérim mozné.

Pomérné Casto se setkavame s pacienty, ktefi maji metastazy v jatrech, plicich
nebo zfidka i v jinych organech, ale plivod metastazujiciho tumoru neni jasny. Proto je
imunohistochemie velkou vyhodou a pomoci pfi objasnéni primarniho origa, jehoz

znalost je nutnd pro IéCbu a zabranéni dalSimu metastazovani.

Imunohistochemie patti mezi specidlni a doplriikové vysetieni v patologii.
IHC je jasny a presny ukazatel, nepostradatelny v diagnostice.
Financ¢ni naroc¢nost je dana pofizovaci cenou specialnich pfistroj a protilatek.

Kazda nové dodana protilatka je pred uvedenim do rutinni diagnostické praxe ovérena
na kontrolnich prepardtech. Orientacni fedéni protildtky provede kvalifikovana
laborantka, koneéné fedéni stanovi lékar. VSe je zapsano v elektronické formé v PC

systému a preparaty jsou archivovany.

Bez imunohistochemického vysetifeni by bylo tézké v nékterych pripadech presné

stanoveni diagndzy.

IHC je rozhodujici ukazatel pro naslednou onkologickou lécbu.
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8. ZAVER

Pfi podezfeni na kolorektdlni karcinom je prvotné vysetfena tkan odebrana pfi
kolonoskopii. Kolonoskopie je vySetfovaci, ale zaroven i |écebna metoda, kterd
dovoluje prohlédnout cast travici trubice a zaroven ztéto oblasti odebrat
vzorky. Nasleduje zpracovani bioptickych vzork(i formolparafinovou technikou
a stanoveni diagndzy. Kolonoskopicky odbér s ndslednym stanovenim diagndzy
je rozhodujici ukazatel pro pripadny odbér ¢asti postizeného stfeva nadorem.
Kolektomie je chirurgicky zakrok, pfi kterém dochazi k odstranéni ¢asti nebo i
celého tlustého stfeva. U téchto odbérl je velmi dlilezité spravné zpracovani a

vyhodnoceni lymfatickych uzlin.

Biopticky material odebrany pfi kolonoskopii Ize zpracovat dvéma metodikami.
Hlavnim rozhodujicim ukazatelem, zda zvolit zpracovani kontinualni nebo
standartni technikou, je struktura tkdané. Dalsim faktorem, ktery ovlivni, jak je
tkan zpracovdna, je erudovanost laborantky. Kontinudlni zpracovani je financné
nakladnéjsi, coz se odviji od pofizovaci ceny pristroje a pouzivanych reagencii.

’

Cas mGZe byt pro pacienta pfi stanoveni diagndzy dalezity, Proto kontinudlni

zpracovavani, které znamena stanoveni diagndzy v den zpracovani, je v téchto

pfipadech velmi pfinosné.

Lékar patolog stanovuje diagndzu z histologickych preparati ze zakladniho
barveni hematoxylin-eozin a barveni na PAS a Alcidn. Spojeni barvici metody

PAS-Alcian znamena pro |ékare snadnéjsi orientaci v preparatech.

Imunohistochemické zpracovani upfesni diagndézu. Objasni typ a primarni
plvod nadorovych struktur, uréi stupen nadorového postizeni. To je rozhodujici

pro lékare onkologa, jakou naslednou Ié¢bu pro pacienta urdi.

Karcinom tlustého stfeva a konecniku je nejcastéjSim zhoubnym nadorem traviciho

ustroji a druhym nejcastéjsim nadorem vibec. Proto je tfeba tomuto onemocnéni

vénovat zvySenou pozornost v informovanosti populace, a to v primarni prevenci -

zméné stravovacich zvyklosti, dale v informovanosti o sekundarni prevenci - vysetfeni

stolice na okultni krvaceni .
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9. POUZITE ZKRATKY

Zstia | vjznam dcatiy

ASR(W) incidence a mortalita

BMI index télesné hmotnosti

CRC kolorektalnim karcinomem

EMR endoskopicka mukozalni resekce
ESD endoskopickd submukdzni disekce
FAP familiarni adenomova polypdza
HNPCC syndrom hereditarniho nepolypézniho karcinomu
IHC Imunohistochemie

PAS Periodic Acid Shiff

PPS Pre-Processing Solution

TOKS okultni krvaceni do stolice

ZN zhoubny novotvar

5-FU 5 — fuiorouracil

48



10. SEZNAM TABULEK

Tabulka €. 1 Hodnoceni progrese podle mezinarodni klasifikace TNM (POVYSIL, C. a .

STEINER, 2007) ....cvveieieeeeseee st sesesse s ssesees st s e s eesessesaesas s sssessessssessensssssssnsssnessessnes 17
Tabulka €. 2 Histopatologicky stupen se urcuje na zdkladé diferenciace nadoru. Zpravidla to
byvaji ¢tyfi stupné: (ANONYMOUS, 2016) ...ceevviireeierieeieeiesieeeeie ettt sre e e 17
Tabulka ¢ 3 Anatomicka lokalizace a SUBIOKAlIiZACe ........covveeriiiiiiiiiie e 19
Tabulka €. 4 Epidemiologie zhoubného novotvaru tlustého streva a konecniku v Evropé
(DUSEK, L., D. MALUSKOVA, J. MUZIK a L. SNAJDROVA, 2014) .....ccceuriureeereineeiriieeneeneeereeeeeans 21
Tabulka €. 5 Pfehledné vysledky screeningu kolorektalniho karcinomu: 2006 — fijen 2015
(ANONYMOUS C, 2015) . ueeeieeieiieiieriesieeiesiesteeste e etes e seetesseessessesseesessesssessesssensesseesessesssens 23
Tabulka ¢. 6 Porovnani zpracovani bioptickych vzork( (vlastni zpracovani, Laboratore Agel a.s.,
Laborator Patologie, 2016) ........cceecciieeieiiiee et ettt eeette e e e ette e e e ette e e e e sbte e e s ebteeeeebaeeesebraaeeeanes 38

49



11. SEZNAM OBRAzZKU

Obrézek €. 1 Nazorna stavba tlustého stfeva (Ceska onkologicka spole¢nost, 2015) ................ 13
Obrazek €. 2 Poharkové buriky v epitelu tlustého stfeva (barveno alcidnovou modfi)
(ERDOSOVA, B. 2 D. KYLAROVA, 2006)........comrermereerererereressesseesessessessesssssssssssesssssssasnas 15
Obrézek €. 3 Tlusté stfevo (intestinum crassum) sliznice, podsliznice (ERDOSOVA, B. a D.
KYLAROVA, 2006) .......veviveverererereeeteteieseaeeeesesasesssesesesesesesasesesesesesesesesesessssssssssssssssssasssssssssssesnns 15

Obrazek €. 4 Bioptické kazetky (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laboratof Patologie, 2016) 27
Obrazek €. 5 Vysledek barveni hematoxylin-eozin (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laboratof

[ o] o= [T 0 ) ISPt 35
Obrazek €. 6 Vysledek barveni PAS-Alcian barveni (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laborator
[ o] oY= [T 0 ) USRSt 36
Obrazek €. 7 Resekat stfeva v nativnim stavu (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laboratof

LY o] [oT =TT 0 ) ISR 41
Obrazek €. 8 Sériové prlrezy v misté tumoru (foto autora, Laboratofe Agel a.s., Laboratof

[ o] oY= [T 0 ) U PURRNt 41

Obrazek €. 9 Protilatka CDX2 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laborator Patologie, 2016)... 44
Obrazek €. 10 Protilatka CK20 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laboratof Patologie, 2016) 45
Obrazek €. 11 Protilatka CK7 (foto autora, Laboratore Agel a.s., Laborator Patologie, 2016) ... 45

50



12. POUZITA LITERATURA

ANONYMOUS A. Jaké jsou priznaky onemocnéni? [online]. Linkos, 2015 [cit. 2016-
03-20]. Dostupné z: http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-verejnost--
kolorektalni-karcinom--priznaky-onemocneni

ANONYMOUS B. Screeningovy proces [online]. 2015 [cit. 2016-03-20]. Dostupné z:
http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-odborniky--organizace--screeningovy-
proces

ANONYMOUS C. Populacni screening kolorektalniho karcinomu v CR: nejnovéjsi
vysledky [online]. IBA MU: Casopis I1ékaru ¢eskych, 2015 [cit. 2016-03-24]. Dostupné
z: http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-odborniky&aid=414

ANONYMOUS. Histopatologicky stupen (grade) [online]. Linkos, 2016 [cit. 2016-04-
16]. Dostupné z: http://www.linkos.cz/slovnicek/histopatologicky-stupen-grade/

BOSMAN, T., F. CARNEIRO, R. HRUBAN a N. THEISE. WHO Classification of
Tumours of the Digestive System. Geneva: WHO PRESS, 2010:418. ISBN 978-92-832-
2432-7.

COMPTON, C. Pathology and prognostic determinants of colorectal cancer [online].
2016 [cit. 2016-04-06]. Dostupné z: http://www.uptodate.com/contents/pathology-and-
prognostic-determinants-of-colorectal-cancer

Ceska onkologicka spole¢nost. Rakovina tlustého stieva a konecniku: Co je tlusté stievo
a jaka je jeho funkce? [online]. 2015 [cit. 2016-03-13]. Dostupné z:
http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-verejnost--kolorektalni-karcinom

CIHAK, R. Anatomie 2. 1. Praha 1: Avicenum, 1988:388. ISBN 08-060-88

DUSEK, L., D. MALUSKOVA, J. MUZIK a L. SNAJDROVA. Epidemiologie
kolorektalniho karcinomu v mezindarodnim srovnani [online]. Brno: Institut biostatistiky
a analyz, 2014 [cit. 2016-03-16]. Dostupné z:
http://www.kolorektum.cz/index.php?pg=pro-odborniky--epidemiologie-

ERDOSOVA, B. a D. KYLAROVA. Atlas svételné mikroskopie [online]. 2006 [cit.
2016-03-13]. Dostupné z: http://heu.upol.cz/Atlas/trav/tr00.html

KONOPASEK, B. a L. PETRUZELKA. Klinickd onkologie. Univerzita Karlova v
Praze: Karolinum, 2003:382. ISBN 80-246-0395-0.

LICHNOVSKY, V., J. MALINSKY a Z. MICHALIKOVA. Prehled histologie ¢lovéka
v obrazech II. dil. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2004:190. ISBN 80-
244-0850-3.

MERKUNOVA, A. a M. OREL. Anatomie a fyziologie ¢lovéka pro humanitni obory. 1.
Praha 7: Grada, 2008:328. ISBN 978-80-247-1521

51



MILLS, S. Sternberg’ s diagnostic surgical patology. Philadelphia: Wolters Klower
Health, 2010:20703. ISBN 10:0-7817-7942.

POVYSIL, C. a I. STEINER. Obecnd patologie. 1. Praha 5: Galén, 2011:290. ISBN
978-80-7262-773-8.

POVYSIL, C. a I. STEINER. Specidlni patologie. 2. Praha 5: Galén, 2007:430. ISBN
978-80-7262-494-2

STRUM, W. Colorectal Adenomas [online]. M.D., N Engl J Med 2016, , 374:1065-
1075March 17 [cit. 2016-04-06]. Dostupné z:
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMra1513581

SIMSA, J. Kolorektdini karcinom/terapie: Resekce tracniku [online]. 2016 [cit. 2016-

03-29]. Dostupné z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Kolorekt%C3%A1In%C3%AD_karcinom/terapie

VACEK, Z. Histologie a histologicka technika. Brno: Institut pro dalsi vzdélavani
pracovnikl ve zdravotnictvi Brno, 1996:185. ISBN 80 — 7013 — 202 -7.

VYZULA, R., J. ZALOUDIK a KOLEKTIV. Rakovina tlustého stieva a konecnikii.
Praha 4: Maxdorf, 2007:287. ISBN 978-80-7345-140-0.

52



