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1. Seznam pouzitych zkratek

S5FU — 5-fluorouracil

Al — angioinvaze

ALM - adenoma-like mass, adenomu podobna 1éze

APC — adenomatous polyposis coli, adenomat6ézni polypdza stieva

AZ — Arizona

bp — base pair, par bazi

BER — base excision repair, opravy excizi bazi

CA — California, Kalifornie

CD - Crohn’s disease, Crohnova choroba

CIMP — CpG island methylator phenotype, hypermetylace CpG ostrivka

CIMP-H - CpG island methylator phenotype-high, vysoky stupeii hypermetylace CpG
ostruvki

CIMP-L — CpG island methylator phenotype-low, nizky stupen hypermetylace CpG ostriivkl
DALM — dysplasia associated lesion and mass, s dyspldzii asociovana l1éze a masa

DFS — disease-free survival, pfeZiti bez onemocnéni/choroby

ECP — ectopic crypt formation, tvorba ektopickych krypt

EGFR - epidermal growth factor receptor, receptor pro epidermalni ristovy faktor
ext. — extramuralni

FAP — familidrni adenomatézni polypdza

FFPE — formalin fixed paraffin embedded, formolem fixovany v parafinu zality (vzorek)
FNHK - Fakultni nemocnice Hradec Kralove

GAP — GTPase activating protein, protein aktivujici GTPazu

GEF — guanine nucleotide exchange factor, faktor pro vyménu guanosinu

GIT — gastrointestinalni trakt

GDP — guanosin difosfat

GTP — guanosin trifosfat

HG, HGD — high-grade dysplasia, dysplazie vysokého stupné

HP — hyperplasticky polyp

HSPA9 — heat-shock protein family A (Hsp70) member 9, ¢len 9 rodiny A proteinti
teplotniho Soku

IBD - inflammatory bowel disease, idiopaticky stfevni zanét



IBD-U - inflammatory bowel disease-unclassified, idiopaticky stievni zanét-neklasifikovany
IC — indeterminate colitis, indeterminovana (neurcend) kolitida

int. — intramuralni

KRK — kolorektalni karcinom

LG, LGD - low-grade dysplazie, dysplazie nizkého stupné

LS — Lynchtiv syndrom

LU — lymfatické uzliny

LyAlI — lymfangioinvaze

MA - Massachusetts

MAP — MUTYH-asociovana polypoza

MGMT — O%-metylguanin DNA metyltransferdza

MMR - mismatch repair, oprava Spatné€ zatfazenych bazi

MUTYH — MutY Human Homolog gene, lidsky MutY homolog

NGS — next generation sequencing, multiparametrické sekvenovani (tzv. sekvenace nové
generace)

NOS — not otherwise specified, bliZze nespecifikovany

OS — overall survival, celkové preZiti

PCR - polymerazova fetézova reakce

PFS — progression-free survival, preziti bez progrese

PI3K — phosphoinositol 3-kinase, fosfoinositol 3-kindza

Pn — perineuralni $ifeni

PPL — ptedpokladana/potencidlni prekurzorova léze

PPP — pravé pilovité polypy

PSC — primarni skler6zujici cholangoitida

RB - retinoblastom-asociovany protein, RB gen

RTU - ready to use, protilatka pfediedéna vyrobcem k okamzitému pouziti
SEC — serrated epithelial change, pilovité epitelialni zména

S/M — synchronni/metachronni

SPS — serrated polyposis syndrome, syndrom pilovité polypozy

SP-U — serrated polyp, unclassified, pilovity polyp, neklasifikovany

SSA/P — sessile serrated adenoma/polyp, sesilni pilovity adenom/polyp
SSA-D — sessile serrated adenoma with cytological dysplasia, sesilni pilovity adenom
s dysplazii

STR — short tandem repeat, kratké tandemové repetitivni sekvence



sTVA — serrated tubulovillous adenoma, pilovity tubulovilozni adenom
SVC — subtle villous change, nepatrné vilézni zména

TA — tubularni adenom

TNM — Tumor Node Metastasis, TNM Kklasifikace

TSA — traditional serrated adenoma, tradi¢ni pilovity adenom

TVA — tubulovil6zni adenom

sTVA — serrated tubulovillous adenoma, pilovity tubulovilézni adenom
UC — ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida

UCAD — UC-adenoma, adenom u ulcer6zni kolitidy

UCAG - UC-adenomatous growth, adenomatdzni rist u ulcerdzni kolitidy
USA - United States of America, Spojené staty americké

VA — vil6zni adenom

VHL - von Hippel-Lindau

WHO — World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace



2. Souhrn

Pacienti s idiopatickym stfevnim zanétem maji zvysené riziko vzniku kolorektalniho
karcinomu z divodu dlouhodobého chronického zanétu vedouciho k rozvoji IBD-asociované
dysplazie, ktera je povazovana za konvencni prekurzor pro IBD-asociovany adenokarcinom a
jejiz detekcee je soucasti prevence rozvoje KRK v ramci dlouhodobého sledovani. [1] U
pacientt s IBD jsou vSak popisovany i jiné nekonven¢ni slizni¢ni zmény s pilovitou a vilézni

hypermucin6zni morfologii, ale jejich preneoplasticky potencial neni zcela objasnén. [3—4]

Cilem studie byla retrospektivni revize vzorkl od pacientli s IBD se zaméfenim na detekci
riznych typt slizni¢nich zmén véetné nekonvencnich 1ézi, IBD-dyspléazie 1 IBD-asociovaného
karcinomu a zhodnoceni jejich vzajemného vztahu a imunohistochemickych a molekularnich

vlastnosti.

Revize zahrnovala chirurgické anebo endoskopické vzorky od pacientti s diagnézou IBD
vySetfené v prubéhu 10leté periody. Zastizené sliznicni 1éze byly rozdéleny do 3 skupin. Do
skupiny 1 byly zafazeny nekonvencni nebo potenciélni prekurzorové 1éze (PPL) s pilovitou
nebo vilozni hypermucinézni morfologii, do skupiny 2 pravé pilovité polypy spliiujici platna
diagnosticka kritéria a do skupiny 3 IBD-dysplazie a IBD-asociovany kolorektalni karcinom.
Detailni morfologické hodnoceni, imunohistochemické vysetfeni exprese mismatch repair
proteinti a/nebo MLH1, p53 a O%-methylguanine DNA metyltransferazy (MGMT) a
molekularni vysetfeni mutaéniho stavu gentt KRAS, NRAS a BRAF bylo provedeno ve vSech

detekovanych 1ézich.

V ramci studie byly revidovany vzorky celkem od 309 pacientii. U 51 pacientli jsme zastihli
88 slizni¢nich 1¢ézi. Nejcastéjsi byly 1éze ze skupiny 1. Pilovita epitelidlni zména (serrated
epithelial change, SEC) byla detekovana ve 41 vzorcich (46,6 %) a vilozni hypermucin6zni
zména v 6 vzorcich (6,8 %). Léze ze skupiny 1 byly charakterizovany ztratou exprese MGMT
v 44,6 % ptipadi, aberantni expresi p53 a mutacemi genu KRAS v 42,9 % ptipada. Skupinu 2
tvotilo 15 pravych pilovitych polypli s mutacemi KRAS v obou ptipadech tradi¢niho
pilovitého adenoma (TSA), 4 ptipadech plochého pilovitého adenomu (SSA) a 4 ptipadech
hyperplastického polypu (HP). Skupinu 3 tvoftilo Sest IBD-dysplézii a 11 kolorektalnich
karcinomt (KRK). IBD-dysplédzie vykazovala aberantni expresi pS3 v poloving ptipada. IBD-
asociované karcinomy byly morfologicky heterogenni a charakterizované ztratou exprese
MGMT a aberantni expresi p53 v 54,5 % ptipadd. U sedmi ptipadi KRK byla prokézana
mutace genu KRAS/NRAS a v jednom piipadé genu BRAF. Sest 1ézi ze skupiny 1 bylo



sdruzeno s invazivnim karcinomem a 2 z téchto 1¢zi sdilely s karcinomem shodnou mutaci

genu KRAS, resp. BRAF. U 19 pacientl jsme nalezli vice 1ézi z riznych skupin.

Vysledky této prace potvrzuji existenci slizni¢nich zmén odlisnych od konvenéni IBD-
dysplazie a rozsituji znalosti o jejich imunohistochemickych a molekularnich vlastnostech i
jejich vztahu ke karcinomu. Povédomi o téchto 1ézich je nutné v ramci prevence jejich
piehlédnuti a poddiagnostikovani, a to vzhledem k jejich potencialni roli v IBD-asociované

kancerogenezi.
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3. Summary

Patients with inflammatory bowel disease (IBD) have an elevated risk of developing
colorectal carcinoma (CRC) due to the continuous long-standing chronic inflammation
leading to development of IBD-associated dysplasia. [1] IBD-dysplasia is regarded as a
conventional precursor lesion for IBD-associated adenocarcinoma and its detection is the
subject of surveillance and CRC prevention program. [2] Other types of non-conventional but
suspicious mucosal changes with serrated and villous hypermucinous morphology have also

been reported in IBD patients but preneoplastic potential of these lesions is still not well

elucidated. [3-4]

The aim of the study was to retrospectively review samples from IBD patients focusing on
detection of various mucosal lesions including non-conventinal lesions, IBD-dysplasia as well
as IBD-associated carcinoma and evaluation of 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. Detected mucosal lesions were divided into three groups -
group 1 (non-conventional or putative precursor lesions — PPLs) with serrated or villous
hypermucinous morphology, group 2 (true serrated polyps fulfilling valid criteria), and group
3 (IBD-associated dysplasia and colorectal carcinoma). Detailed morphological evaluation,
immunohistochemical analysis of mismatch repair (MMR) proteins and/or MLH1, 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 superficial 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 with mutation in KRAS gene in both cases of TSA and in BRAF gene in 4
cases of SSA and HP. Six conventional IBD-dysplasia cases 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 by loss of
MGMT expression and aberrant p53 expression in 54.5% of cases. Seven CRC cases harbored

mutation of KRAS/NRAS and one case of BRAF'. Six lesions from group 1 were associated
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with invasive carcinoma and two of the lesions shared the same mutation in KRAS and BRAF,

respectively. 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.
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4. Teoreticky uvod do problematiky
4.1. IDIOPATICKE STREVNI ZANETY

4.1.1. Idiopatické stfevni zanéty — typy a histomorfologicka charakteristika

Idiopatické stievni zanéty (inflammatory bowel disease, IBD) ptfedstavuji skupinu
chronickych zanétlivych onemocnéni, kterd postihuji predevs§im stievni sliznici a zahrnuji dvé
hlavni diagnostické jednotky, ulcerdzni kolitidu (UC) a Crohnovu chorobu (CD).
Indeterminovana kolitida (IC) a idiopaticky stfevni zanét, neklasifikovany (IBDU) jsou
terminy pouzivané pro doc¢asnou diagnézy kolitidy, u které nelze v dobé prezentace
jednoznacéné rozlisit mezi UC a CD na zékladé¢ histomorfologického, endoskopického a
radiologického nalezu. Diagnoza IC je rezervovana pro patologickou diagnostiku z resekatu

stieva, IBDU lze pouzit u pacientil, u kterych jsou k dispozici pouze endoskopické vzorky. [1]

UC 1 CD priedstavuji dlouhodobé probihajici zanétlivé onemocnéni vznikajici na zakladé
interakce mezi genetickymi, environmentélnimi i endogennimi faktory, v€etné poruch
mikrobiomu. Idiopatické stfevni zanéty postihuji predev§sim mladsi dospélé pacienty

s vrcholem vyskytu mezi 15.-35. rokem véku [5-6] a komplexni klinickou klasifikaci dle tzv.
Montrealské klasifikace [7] Oba typy IBD se mohou vyskytovat i v niz§im détském véku a
pak hovotime o tzv. pediatrické IBD (mladsi 17 let), asné (early onset, mladsi 10 let véku),
velmi Casné (very early onset, mladsi 6 let véku) a infantilni IBD (mladsi 2 let véku). [8-9]
Ob¢ onemocnéni mohou vznikat postupné a progredovat, ale abruptni nebo fulminantni
prabéh je také mozny [1] Ulcerdzni kolitida postihuje piredevsim sliznici tlustého stieva

s inicidlnim postiZenim rekta a vzestupnym Sifenim zanétu ordlnim smérem. Crohnova
choroba piedstavuje diskontinudlni a transmuralni zdnét postihujici jak tenké stfevo (s
predilekci v terminalnim ileu), tak tlusté stfevo ve formé tzv. skip 1ézi (stfidani nepostizenych

a postizenych useki stteva). [1,5]

Histologické vySetfeni endoskopickych biopsii (pfipadné resekatli) slouzi jak ke stanoveni
diagndzy, tak pro dlouhodobé kontrolni sledovani pacientti. Vzhledem k podobnosti
nékterych klinicko-patologickych charakteristik UC a CD je piesné stanoveni typu IBD nékdy
mozn¢é az na zakladé¢ interdisciplinarni korelace. Histologicky UC a CD sdileji nékteré
morfologické zmény, mezi které patii napi. zména architektoniky zlazek jako projev
chronického zénétu a kryptitida a kryptové pseudoabscesy charakterizujici aktivitu zanétu.
Odlisujicimi znaky jsou naopak charakter a rozsah postizeni stfeva (s piipadnou

extraintestinalni prezentaci u CD), riiznou intenzitou zdnétu (denzni kontinualni u UC),
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pritomnosti granulomt (CD) nebo ptidruzenych komplikaci (fisury a pistéle u CD). [10-12]
Pro spolehlivé stanoveni diagnozy je pak nutny odbér alesponi po 2 bioptickych vzorcich

z nejmén¢ 5 useku stieva veetné rekta a termindlniho ilea. [10]

Ulcerodzni kolitida je obvykle omezena na postizeni rekta a v rizném rozsahu i kolon,
zéanétlivé postizeni je nicméné kontinualni. Zanét obvykle postihuje pouze sliznici a
submukdézu vyjma fulminantnich ptipadt, kdy mize byt postizena cela sténa stieva

s hlubokymi ulceracemi vedouci v nekterych ptipadech k rozvoji toxického megakolon. [1,
13—-14] V ramci histologickych zmén neexistuje jednozna¢ny morfologicky diagnosticky znak
typicky pro UC. Histologicka diagnostika se opird o hodnoceni architektonickych zmén
zlazek, mezi které patii rozvétvené nebo rozdvojené Zlazky, jejich ubytek, resp. atrofie a
hyperplazie povrchového epitelu s pseudovildzni a pseudopolypdzni stavbou. Zmény
architektoniky jsou pfitomny u vétSiny piipadl, nicméné jejich rozvoj zavisi na délce trvani
zanétu a v Casnych fazich nebo u détskych piipadi nemusi byt jednoznacné patrné. [15]
Dal$imi parametry jsou intenzita, distribuce a slozeni zanétlivého infiltratu. Komponenta
neaktivniho zanétu u UC je tvofena diflizni intenzivni lymfoplazmocytarni celulizaci
postihujici sliznici. V ramci UC je Casto zachycena tzv. bazalni plazmocyt6za. Znamkou
aktivity je pak pfitomnost neutrofild jak ve slizni¢énim pojivu, tak v povrchovém epitelu, mezi
epitelem krypt (kryptitida), anebo v lumen krypt (kryptové pseudoabscesy). Aktivni zanét
provazi destrukce epitelu ve smyslu tvorby povrchovych erozi a vied nebo destrukce krypt
v hloubce sliznice. Destrukce krypt mize byt doprovdzena vznikem mukofagickych
(kryptolytickych) granulomi, ale epiteloidni granulomy bez vazby na destrukci krypt nebo

v hlubsich castech stieva (typické pro CD) zastizeny nejsou. Dalsi pomocné parametry pro
diagn6zu IBD typu UC jsou reaktivni zmény v epitelu s ibytkem hlenu nebo metaplazie

s Panethovymi bunikami [1]

Crohnova choroba postihuje rizné segmenty gastrointestinalniho traktu s predilekci

v proximalnim kolon a termindlnim ileu. Od ulcerézni kolitidy se odliSuje nepravidelnou
distribuci zanétlivych zmén s tvorbou tzv. skip 1€zi, pti kterych se nepravidelné stiidaji
postiZzené a nepostizené Useky stfeva. Dal§im rozdilem oproti UC je nepravidelné
distribuovana, ale transmuralni zanétliva infiltrace stény stfeva a tvorba pistéli. Casné
zanétlivé 1éze u CD pak zahrnuji drobné aftoidni slizni¢ni viedy, nepravidelné okrsky nekroz
epitelu véetné mikroulceraci a tvorba drobnych bazalnich kryptovych viedt. [1] Mezi
pozdéjsi znamky patii tvorba hlubsich fisur. Kryptové abscesy jsou oproti UC zastizeny méné

casto. [14] Kli¢ovym znakem Crohnovy choroby jsou granulomy definované jako skupiny
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epiteloidnich bun¢k monocytarné/makrofagického piivodu s nebo bez piitomnosti
mnohojadernych bunék. Granulomy mohou byt formované, sarkoidniho typu nebo
rozvolnéné. [6, 14—15] Pfitomny jsou jak ve sliznici, tak v hlubs$ich partiich stievni stény.
Mira zachytu granulomil v diagnostickych bioptickych vzorcich kolisa mezi 15-85 % a
vzacné prekracuje 50-60 %. [1] Dalsi morfologické znaky pfitomné castéji u CD jsou
neuronalni hyperléazie, pyloricka metaplazie sliznice, lymfangiektazie a hypertrofie svaloviny.

[14-15]

4.1.2. IBD-asociované neoplazie - dysplazie a kolorektalni karcinom - rizika vzniku

V obou ptipadech, ovSem s predominanci u UC, je dlouhodobé zanétlive iritovana a
regenerujici sliznice ohrozena akumulaci genetickych zmén a rozvojem neoplézie, véetné
rizika vzniku KRK, a to v zavislosti na délce trvani onemocnéni, véetné ¢asného rozvoje IBD
v détském veku, a na rozsahu postizeni stfeva. [16—18] Dalsimi rizikovymi faktory v rozvoji
KRK, ptedevsim u pacientt s UC, jsou pfidruzend primarni skler6zujici cholangoitida (PSC)
a pretrvavajici aktivita zanétu. [5, 16] Riziko rozvoje dysplazie a KRK je u IBD pacientt
vysSi oproti zdravé populaci. [17, 19] Starsi studie udavaly celkovou prevalenci KRK az 3,7
% a kumulativni riziko po 30 letech trvani IBD az 18 %. [19] Pravidelna endoskopicka 1
histologick4 kontrola a leps$i detekce suspektnich zmén ve sliznici vede patrné ke sniZeni roéni
incidence IBD-asociovaného KRK i kumulativniho rizika, které je v recentnich studiich pouze
2,63 %, nicméné je stale vyssi neZ riziko pro béZnou populaci. Nejvétsi rozdily jsou pak pii

vypoctu rizika pro mladsi populaci do 50 let. [20-22]

4.1.3. IBD dysplazie — morfologicka kritéria, klasifikace

Uznavanou prekurzorovou 1ézi pro IBD-asociovany kolorektalni karcinom je

dysplazie stievniho epitelu. Obecné IBD dysplazie ptipomina dysplazii v tubularnich
adenomech stfeva nekolitickych pacientd a zahrnuje cytologické zmeény jako je variabilita
uloZeni a velikosti jader, jejich shlukovani a pseudostratifikace a zmény v charakteru
jaderného chromatinu. Morfologicky tak IBD dysplazie spliiuje obecna kritéria pro dysplazii
dle definice Riddel et al. z roku 1983, dle kter¢ dysplazie predstavuje jednoznacné

neoplasticky epitel bez zndmek invaze do lamina propria sliznice. [23]

Jesté nedavno byly slizni¢ni dysplastické zmeény u IBD déleny morfologicky na elevované
nebo ploché a odliSovany terminy DALM (dysplasia associated lesion and mass, léze a masa
asociovana s dysplazii) a ALM (adenoma-like mass, adenomu podobna masa). [24—-25] Tyto

terminy byly nicméné opustény a dysplastické slizni¢ni 1€ze u pacientli s IBD jsou nyni
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rozdéleny na zaklad¢ endoskopického nélezu na a) viditelnou dysplézii polypoidni nebo
nepolypoidni (plochou nebo s depresi) a b) neviditelnou dysplazii, ktera je detekovana
patologem na mikroskopické irovni v ndhodn¢ odebraném necileném vzorku bez

endoskopicky jasného morfologického korelatu. [2]

Histologicky se nyni uziva nazev IBD dysplazie a slizni¢ni 1éze se déli do Ctyt kategorii: 1 —
bez dysplazie; 2 — nalez neurcity pro dysplazii; 3. dysplazie nizkého stupné (low—grade, LGD)
a 4. dysplazie vysokého stupné (high-grade, HGD) viz Obr. 1. [5-6, 26-27]

Adekvatni pocet bioptickych vzorkl odebranych pro diagnostiku dysplézie v ramci IBD
presné uréen neni. Nicméné pro UC je navrzen pocet 6—10 vzorkd z riznych mist a souc¢asné

doporuceni navrhuje bioptovat stfevo v intervalu po 10 cm. [5, 10]

Obr. 1: IBD dysplazie, high-grade. Barveni HE, zvétseni 100x.
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Podle platnych doporucenych postupii je nutné odlisit diferencidlné 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. Regenerativni a degenerativni zmény v epitelu zahrnuji ubytek hlenu, zvétseni
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jader s patrnymi jadérky a mitotickou aktivitu v kryptach. [1] Pokud se mitotickd aktivita
vyskytuje 1 v horni ¢asti krypt nebo v povrchovém epitelu, 1ze tento nalez povazovat za
abnormalni a spiSe svédcici pro dysplazii. Piesto je odliSeni 1ézi z kategorie ,,neurcity pro
dysplazii“ (indefinite for dysplasia) od LG dysplazie zatizeno nizkou shodou dokonce 1 mezi

erudovanymi gastrointestinalnimi patology. [10]

Rozliseni IBD dysplazie od konven¢niho adenomu miize byt obdobn¢ obtizné jako piedchozi
situace, je nicmén¢ velice dilezité vzhledem k odliSenému terapeutickému feSeni obou 1ézi.

V dané situaci je mozné se tidit nékolika pomocnymi diagnostickymi parametry jako je vék
pacienta, lokalizace dysplastické 1éze a morfologie endoskopicka i mikroskopicka. Konvenéni
adenomy obvykle vyrustajici proximalné od zanétlivé zméneéné ¢asti kolon a predstavuji ostie
ohrani¢enou 1ézi tvotfenou stejné velkymi dysplastickymi zlazkami bez ptilehlé ploché
dysplazie v okoli. Pacienti jsou obvykle starsi 60 let s krat$im trvanim onemocnéni a

v neaktivnim stadiu. [10—11] Naopak pro IBD dysplazii je typicky nizsi vek pacientd, delsi
trvani, vétsi rozsah postizeni stfeva a aktivita IBD. Dysplastické zlazky v ramci IBD dysplazie
jsou pak nepravidelné, rizné velké a mohou se stiidat s nepostiZenymi Zlazkami v hloubce
sliznice 1 s fokusy nedysplastického epitelu pfi povrchu. [10-11]

Tato kritéria 1ze pouzit jak pro UC, tak pro CD. Endoskopické odbéry okolni ploché sliznice a
nalez chronického zanétu a dysplastickych zmén mohou podpofit diagnézu IBD dysplazie

vznikajici v zanétlivém terénu.

Nemén¢ dulezité je nicméné i rozliSeni low-grade a high-grade dysplazie z divodu odlisnych
rizik pro rozvoj KRK. U pacientli s HGD ptedevsim v plochych nebo neviditelnych 1ézich byl
prokézan synchronni nebo ¢asné navazujici karcinom az u 42—67 % ptipada [11] Naopak
progrese LGD je niZsi a riziko vzniku KRK je popisovano u mensiho poctu pacientd (3—8 %).
[11] Nicméné faktory, které ovliviiuji progresi LGD do HGD nebo KRK, jsou pfedevsim
makroskopicky nepolypoidni (plochd nebo neviditelnd) charakter 1éze, rozsah dysplastické
1éze vétsi nez 1 cm a opakovand diagnoza ,,nejisty pro dysplazii“ v pfedchozich

endoskopickych vysettenich. [28]

Nekteré studie se ve snaze o zlepSeni diagnostiky zamétuji na identifikaci pomocnych
vysSetieni pro detekci IBD-dysplazie a odliSeni od nedysplastického epitelu nebo sporadickych
adenomil. Nejvice studovanym vysSetfenim je imunohistochemicka detekce exprese p53

v dysplastickém epitelu kopirujici genetické zmény pii rozvoji IBD dysplazie. Aberantni
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exprese p53 je nicméné detekovana pouze v Casti piipadi dysplazie, miize byt zastiZzena i
v malém procentu regerativnich zmén a je nutné tedy takové vysetieni interpretovat s vysokou

obezietnosti. [10] Téma je dale podrobné&ji diskutovano v kap. 4.5.1.

Celkov¢ je nicméné rozliseni tize dysplazie, typu 1éze (sporadicky adenom versus dysplazie u
IBD) a regenerativnich zmén zasadni pro rozhodovani ohledné dalsiho terapeutického
postupu, v€etné uréeni Cetnosti kontrolnich endoskopickych vysetfeni, nebo pro rozhodovani
o nasledné chirurgické 1é€bé vcetné profylaktické kolektomie, ktera je indikovéana u pacientli

s detekovanou high-grade IBD dysplézii. [5—6, 10]
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4.2. PILOVITE LEZE GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU

Pilovité neboli serrated 1éze gastrointestinalniho traktu pfedstavuji heterogenni skupinu 1ézi
charakterizovanych pilovitym nebo hvézdovitym usporadanim zlazové epitelialni
komponenty v podé€lném, resp. pfi¢ném fezu. Pilovitd zména vznika v disledku zvySené
proliferace epitelu bez adekvatni apoptozy Casti enterocytl, které pak exofyticky prominuji do
lumen krypty a méni tak tubuldrni vzhled zlazek na pilovity, resp. hvézdovity na pficném
fezu. Hlavni skupinu pilovitych 1ézi piedstavuji pravé pilovité polypy, v soucasné dobé
definované dle stale platné WHO klasifikace pro nadory gastrointestinalniho traktu [29], které
jsou podrobné popsany v samostatné ¢asti 4.2.1. a jejichz vztah k idiopatickym stfevnim

zanétim (IBD) bude komentovan nasledné v kapitole 4.4.1.

Druhou, pocetné mensi skupinu tvoii pouze slizni¢ni zmény s pilovitym vzhledem, které ale
nespliuji kritéria pro pravé polypy. V rdmci gastrointestinalniho traktu je jim v souc¢asné dobé
vénovana vetsi pozornost u pacientl s idiopatickymi stfevnimi zanéty (IBD), a to véetné
studia jejich mozného nadorového potencialu. Tato skupina nekonvencnich slizni¢nich 1ézi
obsahuje hlavni dv¢ 1éze pojmenované ve studiich nej€astéji jako pilovita epitelidlni zména
(serrated epithelial change, SEC) a vilozni hypermucindzni zména. Tyto 1éze budou popsany

v kapitole 4.4.2. pfimo ve vztahu k IBD.

4.2.1. Pravé pilovité polypy — morfologické charakteristiky dle platné WHO klasifikace a
vztah k dysplazii

Pravé pilovité polypy rozdélujeme v soucasné dobé& na tf1 hlavni kategorie: 1. hyperplasticky
polyp (HP); 2. sesilni pilovity polyp/adenom (SSA/P) a 3. tradi¢ni pilovity adenom (TSA).
Toto rozdéleni pilovitych polypti bylo oficialné zakotveno az ve WHO klasifikaci tumori
gastrointestinalniho traktu z roku 2010. [29] Pted touto klasifikaci existovalo pouze rozdéleni
na hyperplasticky polyp a adenomatozni 1éze, a to v€etné tzv. pilovitého adenomu (serrated
adenoma) v ramci piedchozi WHO klasifikace vydané v roce 2000. [30] V poslednich zhruba
20 letech doslo k rozsahlé reklasifikaci pilovitych 1ézi véetné nové ¢i upravené
nomenklatury, definovani jejich molekularnich vlastnosti a pfehodnoceni vztahu téchto 1ézi

k hereditdrnim polyp6zam a kolorektalnimu karcinomu.

Vlastnosti pilovitych polypt v€etné molekularnich charakteristik jsou shrnuty v Tabulce 1.
Molekularni zmény v PPP jsou v této kapitole pouze stru¢n¢ zminény a budou dale

podrobnéji popsany ve vztaku k rozvoji KRK v kapitole 4.3.2.
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Tab. 1: Typy pilovitych polypt, jejich molekularni vlastnosti a vztah ke KRK

Typ
P 1101V itého Velikost v Lokalizace Dvsplazi Molekularni | Asociace se | Asociace s
;I))(()) d}illpl/lé mm v ramci GIT ysplazie vlastnosti syndromem | KRK
skupiné
MVHP —
mutace
BRAF
(~ 17{51) %) <5 mm rektum ne GCHP - an(l)vI—ASPPS, minimalni
mutace
KRAS,
CIMP-H
bez nebo s, mutace
LGD/HGD BRAF,
> 5 mm, proximalni 1. pilovity CIMP-H,
(1§§2A5/ I; %) plosné 1éze | (pravostranné) typ *metylace E/rle; %I;Sl; ano
nad 10 mm kolon 2. MLHI, pl6 i
konvencni a MGMT,
typ SSA-D MSI
#mutace
KRAS,
TSA >35 ;‘nm, distalni kolon ano BRAF,
(< 1%) ~ 31(()) % nad - rek‘Fum, LGD/HGD *CIMP-H — SPS ano
mm rektosigma metylace
MLHI,
MGMT

* obvykle v pokrocilych 1ézich s dysplazii (SSA-D nebo TSA s HGD)

# vzhledem k raritnosti rozdilné vysledky studii stran muta¢niho stavu KRAS/BRAF a MLH1

metylace

Zkratky: CIMP-H — vysoky stupent hypermetylace CpG ostritvkil; FAP — familiarni

adenomatozni polypdza; GIT — gastrointestindlni trakt; GCHP — hyperplasticky polyp bohaty

na pohéarkové buiiky; HGD — high—grade dysplazie; HP — hyperplasticky polyp; KRK —

kolorektalni karcinom; LGD — low—grade dysplazie; MAP — MUTYH asociovana polypdza;

MVHP — mikrovesikularni hyperplasticky polyp; SPS — syndrom polypovité polyp6zy; SSA/P

— sesilni pilovity adenom/polyp; SSA-D — sesilni pilovity adenom s dysplazii; TSA — tradi¢ni

pilovity adenom
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4.2.1.1. Hyperplasticky polyp (HP)

Hyperplastické polypy (dfive nazyvané metaplastické) jsou nejdéle zndmou 1€zi a nejcastéji se
vyskytuji v distdlnim kolon a mohou byt vicecetné. Velikostné se pohybuji mezi 1 az 5 mm a
obvykle nepfesahuji rozmér 10 mm. Histologicky je mozné déale HP rozd¢lit do dalSich
podtyptli podle vzhledu a mnozZstvi poharkovych buné¢k na HP bohaty na poharkové bunky
(goblet cell rich, GCHP), mikrovesikularni HP (MVHP) a na hlen chudy HP (mucin-poor,
MP/HP). Klinicky vyznam tohoto rozd¢leni je v§ak minimalni. Histologicky jsou HP tvofeny
prodlouzenymi rovnymi kryptami s riiznym stupném pilovitych zmén. Pilovité formace jsou
v hornich dvou tietinach krypty, tato ¢ast je také lehce dilatovana. Proliferace, véetné
pripadné mitotické aktivity, je patrna v dolni tfetin€ krypt, baze krypt jsou uzké a obsahuji
hojné neuroendokrinni bunky. Jadra MVHP a GCHP jsou obvykle blandniho vzhledu (Obr.
2). HP chudy na mucin vykazuje jaderné atypie spiSe reaktivniho typu. Dysplazie patrna neni.
Hyperplastické polypy obvykle vykazuji vysoky stupent metylaci CpG ostrivka

v promotorech riznych gend (CIMP-H), v hyperplastickych polypech mikrovesikularniho
typu je obvykle zastizena mutace genu BRAF. HP bohaté na poharkové bunky jsou Castéji

mutovany v genu KRAS. [29, 31]

Obr. 2: Hyperplasticky polyp. Pilovité zmé&ny jsou zastiZeny pouze v horni poloviné krypt,

dysplastické zmény zastizeny nejsou. Barveni hematoxylin-eosin (HE), zvetseni 40x.




4.2.1.2. Sesilni pilovity adenom/polyp (SSA/P, bez dysplazie a s dysplazii)

Sesilni pilovity adenom/polyp byl de facto terminologicky definovéan poprvé v roce 1996

v ramci studie ptipadi nové popsané pilovité polypozy autory Torlakovic et al. [32] a do té
doby byla patrn¢ vétSina SSA/P hodnocena jako HP nebo v ptipad¢ pritomné dysplazie jako
pilovity adenom dle WHO klasifikace z roku 2000. [30] Dle soucasnych znalosti tvoii SSA/P
zhruba 15-25 % ze skupiny pilovitych adenomt a vyskytuje se pfedevsim v proximalni ¢asti
kolon. Jedna se o pfisedlé léze obvykle vétsi nez 5—10 mm, mohou se vSak vyskytovat i vétsi
plosné 1éze. Uziti ndzvu adenom/polyp odraZzi rozdilné ndzory na pojmenovani této 1éze, kterd
v zékladu vykazuje blandni jaderné vlastnosti a ¢ast autori nepovazuje za vhodné uziti ndzvu
adenom pfi nepfitomnosti dysplastickych zmén. Histologicky je SSA/P obvykle plocha léze

s prodlouzenymi kryptami s vyraznou pilovitou zménou. Na rozdil od HP jsou pilovité
formace patrné v celé délce krypty. Proliferani zoéna neni umisténa do baze krypty, ale
obvykle laterdln¢ a krypty jsou asymetrické. Baze krypt jsou navic dilatované az cysticky
roz§itfené nebo jevi laterdlni protruze do tvaru pismene ,,L.“ nebo obraceného pismene ,,T*.
Jadra SSA/P mohou byt nendpadna a blandni nebo vykazovat rizny stupen atypii (vezikularni
jadra) a mohou mit patrna jadérka. Nékteré 1éze obsahuji dystrofické poharkové buiiky a
typicka je ztrata neuroendokrinnich bun¢k z krypt. Mitoticka a prolifera¢ni aktivita miize byt
pritomna v kterékoliv ¢asti polypu vCetné horni tfetiny, ¢asto asymetricky a nepravidelné.
[33] Lézi 1ze klasifikovat jako SSA/P, pokud alesponi dv¢ az tti sousedni krypty vykazuji vySe
uvedené zmény (Obr. 3). [29, 31]
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Obr. 3. Sesilni pilovity adenom/polyp bez dysplazie (SSA/P). Barveni HE, zvétseni 40x.
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Submukoéza u nékterych SSA/P vykazuje napadnou lipomatdzni preménu. Vceelku ¢astym
nalezem je protruze bazalnich zlazek pres muscularis mucosae pod obrazem tzv.
pseudoinvaze nebo invertovaného typu ristu. [31] Dysplazie se u SSA/P vyskytuje ve dvou
morfologickych variantach. Prvni a €astéjsi je adenomatozni dysplézie typicka pro sporadické
konvenéni adenomy s protahlymi hyperchromnimi jadry, ibytkem hlenu a bazofilni
cytoplazmou. Tyto 1éze se pak nazyvaji SSA s cytologickou dysplazii (SSA-D). SSA/P

s fokusy konven¢ni (tubularni nebo tubulovil6zni) adenomat6zni dysplazie predstavuji stupen
v ramci progrese do KRK. [31] Druhou formou dysplazie je tzv. pilovita (serrated) dysplazie
s proliferaci kuboidalnich bunék s hojnou eozinofilni cytoplazmou, se zvétSenymi atypickymi
vezikularnimi jadry a s prominentnim jadérkem (Obr. 4). Pfestoze je tento typ dysplazie méné
Casty, je nékterymi autory povazovan také za histologicky biomarker progrese do KRK. [34]
SSA/P jsou podobné jako HP obvykle spojeny s hypermetylacemi CpG ostravkil, mutacemi

v genu BRAF a ptipadné s mikrosatelitni nestabilitou (MSI), a to u SSA s cytologickou
dysplazii (SSA-D). [29, 31, 35]

Obr. 4: SSA/P s cytologickou dysplazii pilovitého typu, a — 1éze v ptehledném zvétseni, b, ¢ —
detaily dysplastickych zmén ve stejné 1€zi. Barveni HE, zvetseni 40x (a) a 200x (b, c).
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4.2.1.3. Tradicni pilovity adenom (TSA)

Tradi¢ni pilovity adenom je nejméné Casty a tvoii zhruba 1 % z pilovitych polypi. Pivodni
termin ,,pilovity adenom (serrated adenoma)*“ dle WHO klasifikace z roku 2000 patrné
zahrnoval vétSinu 1ézi dnes klasifikovanych jako TSA, ale také SSA s dysplazii a konvencni
adenomy s podilem pilovité architektoniky. Za prvni popis TSA se povazuje skupina 110 1ézi
popsanych v roce 1990 v ramci studie Longacre et al. [36] jako smiSené hyperplastické
adenomato6zni polypy/pilovité adenomy. V této studii byla zdliraznéna jejich predilek¢ni
lokalizace v rektosigmatu a vétsi velikost, pilovitd morfologie a asociace s dyspldzii a moZznou

progresi do adenokarcinomu a bylo doporuceno povazovat je za samostatnou jednotku. [36]

TSA se vyskytuje nejcastéji v distdlnim kolon s pfevahou v rektu a dosahuje obvykle velikosti
veétsi nez 5 mm, primérné ale okolo 10 mm. Histologicky se jedna o komplexni, nékdy
protuberantni a lobulovanou 1ézi s viliformnim riistem a cylindrickymi epiteliemi s protdhlymi
az tuzkovitymi jadry a cytologickymi znamkami ,,dyspldzie®, které jsou ale odlisné od
konvenc¢ni dysplézie. Tyto useky nejevi ndpadnou proliferacni aktivitu a je stale kontroverzni
otazkou, zda spiSe neptedstavuji metaplazii nebo senescentni populaci bunck. [31] Dalsi
morfologickou zménou, kterd predstavuje nejvyznamnéjsi rozdil oproti HP a SSA/P, je tzv.
tvorba ektopickych krypt (ECF, ectopic crypt formation). (Obrazek 5 a, b) Tvorba ECF
vzniké na zakladé ztraty kotveni baze krypt k muscularis mucosae a do oblasti ECF je
obvykle sméfovana i vyssi proliferace v Ki-67. [37] Podtypem TSA je tzv. filiformni pilovity
adenom s napadné Stihlymi epiteliemi a ndpadné eosinofilni cytoplazmou. Pti progresi se

v TSA objevuje dysplazie jak konvencniho, tak pilovitého typu (Obr. 6). TSA mohou
vykazovat mutaci v genu KRAS nebo BRAF', s progresi dysplazie stoupa frekvence

hypermetylaci CpG ostravki. [31,35]
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Obr. 5: Tradi¢ni pilovity adenom (TSA), a — cela 1éze v piehledném zvétSeni, b) s detailem na

tvorbu ektopickych krypt (ECF) Barveni HE, zvétseni 20x (a) a 100x (b).

Obr. 6: Tradi¢ni pilovity adenom (TSA) s konvencni adenomatozni dysplazii (vpravo nahote).

Barveni HE, zveétseni 100x.

26



4.2.1.4. Pilovité adenomy a pilovité polypozy

Pilovité adenomy jsou soucasti nékolika definovanych familiarnich polypdznich syndromd.
HP se muze vyskytovat jako soucast syndromu pilovité polyp6zy (SPS) stejn¢ jako SSA/P,
ktery navic miize byt zachycen 1 u pacientti s familiarni adenomatédzni polypézou (FAP). Dale
se HP a SSA/P vyskytuji jako soucast tzv. MUTY H-asociované polypozy (MAP). Gen
MUTYH je lidsky homolog genu Escherichia coli mutY. Gen MUTYH je zodpovédny za
opravy DNA v ramci excize bazi (BER - base excision repair) a mutace v tomto genu vedou
k navySeni poctu nukleotidovych transverzi G:C > T:A v tumor supresorovych genech. Mezi
geny postiZzené transverznimi mutacemi patii jak APC, tak KRAS. Asociace TSA se syndromy
je nejméné¢ Casta, vzacné jsou TSA popsany u SPS, v nékterych studiich jsou ale ptiznany

limitace stran histologickych kritérii. [38]

4.2.1.5 Pilovité zmény v konvencnich adenomech

Konvenéni adenomy ptedstavuji premaligni 1éze sttevni sliznice charakterizované tubuldrnim,
tubulovil6znim nebo vil6znim riistem a s low-grade nebo high-grade dysplastickymi zménami
v epitelu. Podle mnozstvi tubularnich a viloznich struktur se pak konven¢ni adenomy déli na
tubularni adenom (> 75 % tubuld, TA), tubulovil6zni adenom (25-75 % tubularnich a
viloznich struktur ve smési, TVA) nebo vilozni adenom (> 75 % viloznich struktur, VA).
Tyto adenomy prestavuji prekurzorovou 1ézi pro kolorektdlni karcinom s tzv. konvenéni
molekularni drdhou vzniku karcinomu (viz niZe) a jsou nej¢astéji spojeny s mutacemi

v genech APC, DCC, DPC4 &1 KRAS (viz nize). Hlavnimi znaky, kterymi se odliSuji od
pilovitych polypti je okrouhly tvar zlazek ptipadné rovné vildzni formace. Hvézdovity tvar
zlazek, dilatace krypt pii bazi nebo ndpadna eozinofilie cytoplazmy v konvencnich

adenomech obvykle chybi. [29, 35]

Léze, které obsahovaly jak pilovité formace, tak konven¢ni dysplastické zmény v Casti z1azek
se starsi literatute vEéetné WHO klasifikace z roku 2000 oznaCovaly jako smiSené (mixed)
polypy. [30] Caést z téchto 1ézi nicméné piedstavovala slizni¢ni prekurzory, které bylo mozné
po reklasifikaci zatadit do skupiny plochého pilovitého adenomu/polypu s konvencni
dyspléazii (SSA-D) nebo mezi tradi¢ni pilovité adenomy (TSA). Terminologie pouZivajici

pojem smiSend 1éze neni dle recentni WHO doporucovéna. [29]

Nicméné stale se vyskytuji ptipady adenomd, ve kterych ptfevazuje morfologie konven¢niho
adenomu (nejcastéji tubulovildzniho), ve kterych se souc¢asné mohou vyskytovat minoritni

pilovité zmény. Tyto 1éze, pojmenované autory Bettington et al. [39] jako tubulovil6zni
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adenom s pilovitymi formacemi, resp. pilovity tubulovil6zni adenom (sTVA), jsou
charakterizovany vil6znimi vyb&zky, vyraznym vétvenim, undulujicim povrchem
proliferujiciho epitelu a tvorbou ektopickych formaci. Zaroven v nich vSak chybi cytologické
znaky typické pro TSA s hypereozinofilni cytoplazmou, Stérbinovité pilovité proliferace a
jemna protahla jadra. Tyto léze vykazovaly vyssi vyskyt mutaci v genu KRAS oproti
konvencnim TVA a Castéjsi aberantni nukledrni expresi beta-cateninu a vyssi vyskyt mutaci

genu MGMT oproti TSA. [39]
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4.3. KOLOREKTALNI KARCINOM

4.3.1. Zékladni klinické a morfologické charakteristiky KRK
Kolorektalni karcinom je jednou z nejéast&jsich onkologickych diagnoz v Ceské republice
(CR) a celosvétové je CR na 6. mistd v incidenci tohoto onemocnéni. Roéné je v CR témét

8000 novych ptipadi. [40]

Morfologie patii mezi zakladni definujici parametr diagnozy karcinomu. Jednotlivé
histologické podtypy karcinomu jsou hodnoceny podle dosud platné Klasifikace nadora
gastrointestinalniho traktu Svétové zdravotnické organizace vydané v roce 2010 (WHO
2010). [29] Nejcastéjsim histologickym typem je adenokarcinom, blize nespecifikovany
(NOS), s charakteristickym glandularnim, resp. tubularnim ristem. Dtlezité je odliSeni
dalsich podtypt adenokarcinomu, kam patii mucindzni karcinom, karcinom z prsténcitych
bunék (signet ring cell carcinoma), medularni karcinom, pilovity karcinom, kribriformni
karcinom komedonového typu a mikropapilarni karcinom. Mezi méné Casté typy patii
adenoskvamozni karcinom, dlazdicobunéény karcinom, vietenobunéény karcinom a

nediferencovany karcinom.

Podkladem gradingu adenokarcinomi tlustého stieva je zhodnoceni podilu zlazovych (resp.
tubularnich) formaci v karcinomu. Morfologicky grading se tykéa pouze karcinomil ze skupiny
adenokarcinom, NOS. Grading rozdélujeme na numericky (1-4) nebo deskriptivni (low-
grade, high-grade). Histologicky grade 1 je tvofen z vice nez 95 % zlazovymi formacemi,
pokud je Zlazové komponenty50-95 %, jedna se o grade 2. Grade 1 a 2 spadaji do low-grade
deskriptivni kategorie. Karcinomy grade 3 (high-grade) jsou tvofeny mén¢ nez 49 %
zlazovych struktur. Samostatnou kategorii grade 4 piedstavuje nediferencovany karcinom bez
tvorby zlazek, s produkei hlenu, nebo neuroendokrinni, sarkomatoidni ¢i dlazdicobunécnou
diferenciaci. Do deskriptivni kategorie low-grade pak spadaji adenokarcinomy s prokézanou

vysokou mikrosatelitni nestabilitou (MSI-H). [29]

Na n¢které z vySe uvedenych podtypti nelze vzdy jednoznacéné aplikovat klasicky grading,
ktery nemusi korelovat s biologickym chovanim. Nékteré morfologické varianty maji sviij
vlastni prognosticky vyznam, ktery mlize byt pfipadné vazany i na molekularni vlastnosti
nadoru. Pfikladem morfologické a biologické diverzity je mucindzni karcinom, ktery patrné
piedstavuje dvé heterogenni jednotky s odlisSnym biologickym chovanim dle MSI statusu
nebo meduléarni karcinom, ktery morfologicky spliuje kritéria grade 3 1éze, ale ma paradoxné

v

ptiznivEjsi biologické chovani, ¢i mikropapilarni karcinom, ktery vykazuje horsi pétileté
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pieziti bez ohledu na MSI status. [41]

I ptes aktivni screeningovy program a sledovani rizikovych pacientt je diagnostikovano pies
60 % pacientll s KRK ve vyssich klinickych stadiich (II-IV, data Systém pro vizualizaci
onkologickych dat SVOD) s relativnim kumulativnim pétiletym ptezitim dosahujicim 56 %.
[40] Pétileté preziti pacientl 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 %. [42] Nicméné téméf petina
pacientil je diagnostikovana ve stadiu I, které piedstavuje heterogenni skupinu s odlisSnym
terapeutickym ptistupem od sledovani az po indikaci chemoterapie a s odliSnym piezitim i

v jednotlivych podstadiich (ITA-IIC) a paradoxn¢ s horsim piezitim stadia I[IB/C oproti stadiu
IIIA. [43—44] Pravé pro stadium II je nutné identifikovat rizikové faktory (pozitivni nebo
neurceny stav resek¢nich okrajii, obstrukce, perforace stteva nadorem, nizka diferenciace
nadoru, mucinodzni slozka, nedostatecny pocet vySetienych lymfatickych uzlin (méné€ nez 12),
lymfatickd a/nebo vaskularni a/nebo perineuralni invaze), na jejichz zéklad¢ je pacient

zatazen do high-risk skupiny s indikovanou adjuvantni terapii. [45]

Identifikace faktort, které ovliviiuji riziko uzlinovych nebo vzdalenych metastaz, riziko
relapsu, piipadné jinak ovlivituji progndzu, anebo majici vliv na terapeutickou odpoveéd’, je
dualezita ve vSech stadiich. Tyto faktory se mohou kombinovat a mohou pomoci 1€pe

stratifikovat pacienty i1 v ramci jednotlivych stadii s modifikaci terapeutické strategie.
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4.3.2 Molekularni vlastnosti KRK a drahy kancerogeneze

V ramci molekularnich alteraci, které jsou i podkladem drah vedoucich ke vzniku
kolorektalniho karcinomu, lze odlisit téi hlavni zmény dle Grovné, 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 gent a s nefunkénim systémem zodpovédnym za opravu
drobnych mutaci v DNA, tzv. mutation mismatch-repair genech (MMR), z nichz hlavni geny
(a pfidruzené funk¢éni proteiny) jsou MLHI, PMS2, MSH2 a MSH6 a o 3. hypermetylace
CpG ostriivkii (CIMP) nejcastéji tumor supresorovych gent, ktera vede ke snizeni
transkripce genu a ztraté funkce daného genu resp. jeho proteinu. Metylace CpG ostravki

mize byt také pficinou ztraty funkce genu MLH1.[35, 46]

Podrobné studium molekularnich zmén u familiarnich i sporadickych konvencnich a
pilovitych prekurzorovych 1ézi a ptidruzenych karcinoma umoznilo postulovat nékolik drah
vedoucich ke vzniku KRK. V ramci danych drah obvykle ptevazuje jeden typ genetickych
zmeén, které se ale vzdjemné nevylucuji a kombinace zmén, tedy chromozomalni ¢i

mikrosatelitova nestability anebo genové hypermetylace je mozna. [35, 46—47]

Nasledujici podkapitoly strucné popisuji jednotlivé drahy kancerogeneze, podrobnéjsi

charakteristika markerii vySetfovanych v rdmci této prace je uvedena v kapitole 4.5.

4.3.2.1. Konvencni drdaha kancerogeneze — draha chromozomalni instability

Tzv. konvencéni drdha kancerogeneze KRK sleduje sekvenci konvenéni adenom — karcinom a
je nejcastéjsi drahou s vyskytem u cca 60 % karcinomil. [47-48] Touto drdhou vznikaji
sporadické i familiarni adenomy (FAP) a karcinomy se zménami pfevazné na trovni
chromozomalni instability v genech jako APC, KRAS, DCC a TP53. V ramci této drahy je
kombinovana inaktivace tumor supresorovych gent a aktivace onkogentli. Prvnim krokem je
inaktivace genu APC, kterd vede k rozvoji adenomi. U FAP je tato mutace germindlni a
adenomt vznika velky pocet v fadech stovek 1€zi, a to jiz v détském veku. V dalsi fazi pak
mutace v genu KRAS indukuje rist adenomu. Progrese adenomu s rozvojem high-grade
dyspléazie vznika na podklad¢ ztraty heterozygozyty (LOH) v oblasti dlouhého raménka
chromozému 18 (18q), kde se nachazeji geny DCC a SMAD4. Mutace v genu 7P53 jsou pak
povazovany za jednu z poslednich molekularnich zmén v konvenc¢nich adenomech pted

progresi do invazivniho KRK. Karcinomy vznikajici konvencni cestou jsou pak vétSinou
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mikrosatelitn€ stabilni (MSS) a nevykazuji zadné nebo minimalni znamky hypermetylace

CpG ostritvktl (CIMP-negativni nebo CIMP-L). [35, 46, 48]

4.3.2.2. Mikrosatelitni nestabilita a KRK

Mikrosatelity jsou oblasti DNA bohaté na kratké tandemové repetitivni sekvence (short
tandem repeats, STR) tvofené 1-6 bp (base pair, pary bazi), které jsou rozmistény v celém
genomu a vyskytuji se jak v kodujicich, tak v nekddujicich oblastech. Repetitivni sekvence
jsou vyrazné nachylné na mutace, které jsou za fyziologického stavu opraveny pomoci DNA
mismatch-repair systému. [46, 49] Defekt v MMR systému vedouci k nestabilité oblasti

s DNA mikrosatelity se vyskytuje asi u 15 % sporadickych kolorektalnich karcinomi a ve
vice nez 95 % ptipadech Lynchova syndromu (LS). [46, 48, 50] U karcinomt v rdmci LS je
pfitomna germindlni mutace obvykle v MLHI nebo MSH?2, jsou obvykle CIMP-negativni a
nevykazuji mutace genu BRAF. Progrese adenomu s rozvojem dysplazie je spojena se ztratou
funkce zbyvajici alely MMR genu ¢i mutaci v genu 7P53. [35] Mutace v genu KRAS se u
karcinomi vzniklych v rdmci Lynchova syndromu vyskytuji v cca 35—40 % piipadd. [51-52]
U sporadickych karcinomt je podkladem nefunk¢niho systému ztrata funkce genu MLH1
epigenetickou cestou metylace jeho promotoru. Vice nez 80 % MSI-H KRK pak vykazuje
mutace v genu pro TGF-f receptor II (TGF-BRII). Tato mutace je pfitomna jiz v adenomech
s high-grade dysplazii a progresi do KRK. [46] U sporadickych MSI-H karcinomii mizZe byt
dale ptitomna mutace V600E mutace v genu BRAF nebo mohou vykazovat vysoky stupeii

metylaci CpG ostravkt (CIMP-H). [46, 48]

4.3.2.3. CIMP, pilovité polypy a pilovita draha kancerogeneze

CpG ostrivky jsou dinukleotidové sekvence lokalizované v oblasti promotora genti
zapojenych do regulace bunécného cyklu, apoptdzy, angiogeneze ¢i oprav DNA. Aberantnni
hypermetylace CpG ostrivkil je spojena se ztratou genové exprese vedouci ke ztraté funkce
pfidruZzeného proteinu. Tzv. metylatorovy fenotyp (CpG island methylator phenotype, CIMP)
je prokazatelny v cca 20-30 % kolorektalnich karcinomil a je Casto ve vazb¢ na prekurzorové
pilovité polypy (SSA/P, TSA). [35, 36, 53] Draha s vysokym stupném metylace CpG
ostruvkd (CIMP-H) miiZe byt u sporadickych karcinomi spojena s mutacemi v genech KRAS

nebo BRAF. [53]

Jedna se de facto o dve drahy. Prvni je spojena s mutaci v genu BRAF, ktera se vyskytuje u

SSA/P a u mikrovesikularnich HP. V ramci progrese SSA/P do dysplastické, resp.
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prekancerozni 1éze jsou pak popisovany predevsim CpG metylace v genu pro MLHI, p16 a
MGMT. V ptipad¢ hypermetylace genu MLHI se pak jedna o mikrosatelitné nestabilni
karcinomy. [48, 54]

Druhé draha sleduje progresi tradi¢niho pilovitého adenomu, ktery vykazuje mutace v genu
KRAS a pii progresi dysplazie je u pokroc€ilych 1€ézi zastizen prevazné nizky stupen
hypermetylaci CpG ostrivki (napt. v genu MGMT). [35, 46, 53] Jiné studie prokazaly u TSA
i mutace v genu BRAF a ztratu funkce genu 7P53 u pokrocilych 1ézi. [55-56]

4.3.3.4. Molekularni charakteristiky KRK asociovaného s IBD

Sliznice pacientt s idiopatickym stfevnim zénétem je z dlouhodobého hlediska vystavena
vysokému oxida¢nimu stresu z divodu trvajici zanétlivé aktivace. Dlouhodoba aktivace
signalnich drah jako draha cyclooxygenazy-2 (COX2) nebo nukledrniho faktoru kappaB (NF-
kB) vede k zesileni produkce prozanétlivych faktort a vy$simu oxidativnimu stresu a zaroven
aktivaci anti-apoptotické signalizace. Oxidativni poSkozeni DNA a DNA metylace mize vést
k inhibici tumor supresorovych proteinil jako je napt. p53. Dalsimi prokarcinogennimi faktory
jsou aneuploidie nebo rozvoj mikrosatelitni nestability. [57] Mikrosatelitni nestabilita i
chromozomalni nestabilita mohou byt navic prokazany jiz ve sliznici bez dysplastickych
zmen, a to predevsim u pacientd s UC. [57-58] Rozvoj mikrosatelitni nestability navic u
pacientl s IBD opét vznika na zéklad€ vysSiho oxidativniho stresu a poskozenim reaktivnimi
kyslikovymi radikaly. Dal§im faktorem je hypermetylace gen, resp. jejich promotorti, kterd u
IBD pacientt postihuje jednak gen MLHI (a piedstavuje tedy jednu z cest k mikrosatelitni
nestabilit¢) a dale geny jako MGMT, RUNX3 atd. Stejné jako u sporadickych adenomti a
karcinomt jsou pak u IBD-asociovaného karcinomu piitomny zmény v genech jako APC,
TP53, bcl2 nebo KRAS, ale v rozdilné mife a Casto s jinym na¢asovanim 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 [59] a
mutace v 7P53 vedouci k aberantni expresi proteinu p53. [60—61] Mutace v TP53 se vyskytuji
u 33-67 % ptipadii dysplazie a az u 83-95 % ptipadii IBD-asociovaného KRK. [57] Ztrata
heterozygozity a mutace v genu APC je v rdmci IBD-kancerogeneze pozorovana méné Casto a
vyskytuje se az u IBD-asociovaného karcinomu. Naopak u sporadickych adenomt je mutace

v genu APC jednou z prvnich genetickych zmén a germinalni mutace je podkladem familiarni
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adenomatozni polypdzy. U IBD pacientii nejsou mutace v genu APC zastiZeny ani

v zanétlivém epitelu ani v low-grade dysplazii.
Molekularni drahy pro rozvoj kolorektalniho karcinomu u pacientii s IBD a rozdily oproti

draham sledujicim progresi sporadického adenomu a pilovitych polypil jsou znazornény na

schématu na Obrazku 7.

Obr. 7: ZjednoduSené schéma molekularnich drah vzniku sporadického kolorektalniho
karcinomu (konvenci a pilovita cesta) a IBD-asociovaného KRK. Upraveno dle Bettington et
al. [35] a Beaugerie et al. [58]
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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 dyspléazii; STVA
— tubulovil6zni adenom s pilovitymi formacemi, TA — tubulérni adenom; TSA — tradi¢ni

pilovity adenom; TVA — tubulovil6zni adenom
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4.4. PILOVITE LEZE U PACIENTU S IDIOPATICKYM STREVNIM ZANETEM
Vyskyt pilovitych 1ézi u IBD pacienttl je Casto soucdsti studii zaméfenych na Sirokou kategorii
vSech pilovitych zmén spojenou obvykle se studiem pilovité drahy karcinogeneze a rozvojem
KRK. V téchto studiich se objevuji jak pravé pilovité polypy popsané vyse, tak 1éze

s pilovitou nebo vilézni morfologii a ménlivou terminologii, z niz vyuzivame pojmenovani
SEC a vilézni hypermucinozni zména. Nékteré studie jsou zaméteny pouze na pravé pilovité

polypy (viz nize), v né¢kterych jsou popisovany léze z obou kategorii.

4.4.1. Pravé pilovité polypy a IBD

Vzhledem k tomu, Ze popis pilovité drahy i pfesné rozdé€leni pilovitych polypt véetné
reklasifikace a nové terminologie je tématem vyzkumu v poslednich 15-20 letech, jsou vlastni
pravé pilovité polypy (PPP) v nékterych studiich hiife identifikovatelné. Dosud publikované
studie popisovaly obvykle 1éze ze skupiny HP nebo SSA/P a méné Casto TSA, véetné
synchronniho 1 metachronniho vyskytu vicecetnych 1ézi. Piehled vysledkt studii diskutujicich

problematiku vyskytu pravych pilovitych polypt u IBD pacienti je shrnut v Tabulce 2.

Ve studiich, kde byla doplnéna molekularni vysetfeni, nebyl prokazan rozdil mezi nalezy u
IBD a non-IBD pacientt v ptipadé dostupné kontrolni skupiny. [62—-65] Asociace s KRK byla
zastizena zcela minoritné pouze u jednotlivych pacientti a pouze v nékterych studiich. [62—64,
66] VEtsi pozornost byla ptipadné vénovana vyskytu dysplastickych zmén v PPP nebo

asociaci se synchronni nebo metachronni IBD dysplézii. [64, 66—67]
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Tab. 2: Studie zabyvajici se vyskytem pilovitych 1ézi u IBD se zamétenim na pravé pilovité polypy

Studie Pocet | mp | MCnebo gy HCa TSA HCa 4 splizie nebo SM -
. y molekularni » molekularni 9y molekularni , komentar
autor, rok pacienti | (pocet) » (pocet) N (pocet) N 1éze
zmény zmény zmény
Bossard et al BRAF BRAF
2007 [62] ’ 36 1 V600E 0 - 1 V600E 0
MSS MSS
3 3x pilovita polypoza
Srivastava et (desitky MGMT 3 MGMT ztrata . MGMT konvenéni adenom, SSA (KRAS) + KRK
al. 2008 [63] 3 az ztrata (desitky) KRAS 2 Gednotky) |4 4t LG TSA + KRK
stovky) (KRAS/BRAF)
y (mucindzni)
Iaz"gle[?g‘j‘l' 87 30 ND 14 ND 0 - Hhx LG adenom, Ix | o goskopickd studie
Johr;slon et 4208 studie zaméiena na SEC (79 ks), identifikovano 10 ptipadti SSP — dale
2014 [69] nestudovany
Feuel;slteln et 4 nad ND 0-3 na ND 0 B LG sporadicky syndrom pilovité
2014 '[70] 10/pac pacienta adenom polypozy
S/M — HP, SSA, TSA,
Shen et al. .
115 112 ND 7 ND 0 - DALM, plocha IBD- 0 IBD-KRK
2015 [67] .
dysplazie
23 testovano 11 +18 nezatrazenych 1ézi
Ko et al. 6602 28 ND 35 15x BRAF 25 testovano LG/HG dysplazie 5x asociace s KRK (6
2015 [64] 4x KRAS 5x KRAS v21/8% %) — SSA, TSA,
2x BRAF smisen¢ 1éze

Zkratky: DALM — s dysplazii asociovana 1éze a masa; HG — high-grade dysplazie; HP — hyperplasticky polyp; IBD — idiopaticky stfevni zanét; IHC —

imunohistochemie; KRK — kolorektalni karcinom; LG — low-grade; MVHP — mikrovesikularni hyperplasticky polyp; ND — not done, neprovedeno; S/M —

synchronni a metachronni 1éze; SSA/P — sesilni pilovity adenom/polyp; SSA-D — sesilni pilovity adenom s dysplazii; SP-U — serrated polyp, neklasifikovany;
TSA — tradi¢ni pilovity adenom
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Tabulka 2: Studie zabyvajici se vyskytem pilovitych 1ézi u IBD se zamétenim na pravé pilovité polypy - pokracovani

Studie Pocet HP IHC a SSA IHC a TSA IHC a dysplazie nebo komentar
autor, rok | pacientl | (pocet) | molekularni | (pocet) | molekularni | (pocet) | molekularni S/M 1éze
zmény zmeény zmeény
Jackson et al. Vi(.ht.e lné’ 2? SP-U ,
2016 [66] 144 97 ND 25 ND — — nev1d1telpa (neklamﬁkovatelne)
dysplazie Ix asociace s KRK
Lee et al. X ilovité léze vice
2017 [71] 83 = = 25 ND 4 ND 96 LG adenomti | P oroximélng
KRAS netestovan
korelovano s kontrolni
Yang et al skupinou — podobné
' 28 25 13x BRAF 11 5x BRAF 0 — — vlastnosti jako u non-
2018 [65]
IBD
SSA + KRK ve follow-
up

Zkratky: DALM — s dysplazii asociovana 1éze a masa; HG — high-grade dysplazie; HP — hyperplasticky polyp; IBD — idiopaticky stfevni zanét;

IHC — imunohistochemie; KRK — kolorektalni karcinom; LG — low-grade; MVHP — mikrovesikularni hyperplasticky polyp; ND — not done,

neprovedeno; S/M — synchronni a metachronni 1éze; SSA/P — sesilni pilovity adenom/polyp; SSA-D — sesilni pilovity adenom s dysplazii; SP-U

— serrated polyp, neklasifikovany; TSA — tradi¢ni pilovity adenom
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4.4.2. Nekonvencni slizni¢ni 1éze a IBD

Nekonvenéni 1éze u pacientd s IBD predstavuji heterogenni skupinu 1ézi, které se vyskytuji ve
sliznici postizené zanétem, ale nespnuji kritéria IBD dysplazie a nespadaji ani do kategorie
konvenc¢nich adenomu ani nesplni kritéria pro pravé pilovité polypy. Nekonvenc¢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
preména (serrated epithelial change, SEC). Do této skupiny pak spadaji 1éze kombinované, ve
kterych lze zachytit kombinaci vilozni a pilovité stavby a 1éze podobné hyperplastickému
polypu (HP-like 1éze). Shrnuti typli a morfologickych znakl nekonvenénich 1ézi je uvedeno v

Tabulce 3.

Na prvni z téchto 1ézi upozornil jiz v roce 1984 Rubio et al. v sérii pacientli s dlouhotrvajici
ulcerdzni kolitidou a 1ézi pojmenoval jako vil6zni adenomatdzni 1éze, resp. vildozni
dysplazie.[72] Podobnou zménu nasledné popsali Chaubert et al. jako vilézni regenerativni
zménu ve studii z roku 1994 [73], Andersen et al. nasledné v roce 1999 [74] a Kilgore et al.
v roce 2000 u pacientll s Crohnovou chorobou. [75] V této studii byla léze pojmenovana jako
“hyperplastic-like” sliznice a byla zastiZena jak v tésné blizkosti KRK, tak ve vzorcich mimo
karcinom. [75] Ve vSech téchto studich se ale jednalo o 1éze s obdobnou morfologii

s protdhlymi viléznimi vybéZzky s napadné hyperplastickym svétlym epitelem a obvykle
blandnimi jadry anebo ptidruZenou dysplazii. Vilozni i pilovité epitelidlni zména byly

nasledné popsany Rubiem et al. v roce 2007. [3]

Pilovita epitelidlni zména (SEC) byla popsana v roce 2007 Rubiem spolu s vil6znimi 1ézemi.
[3] SEC je popisovana jako superficialni pilovita zména, ktera nesplnuje kritéria pro pravy
pilovity polyp. [3, 76—78] Pilovité formace jsou zastizeny v horni tietin€ az poloving 1éze.
Zlazky jsou deformované nebo dilatované, ale zmény nedosahuji baze, resp. k muscularis
mucosae, a chybi krypty ve tvaru obracené¢ho pismene T nebo pismene L. Recentni studie pak
zduraziuji zvySené riziko konkomitantni dysplézie u pacient se SEC a zvazuji moznost, ze
SEC ptedstavuje mozny piedstupen €i rizikovy znak rozvoje dysplazie u IBD v budoucnosti.

[4, 69]
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Tab. 3: Typy a morfologické znaky nekonvencnich 1ézi u pacientti s IBD.

Typ léze Synonyma Morfologicke IBD :rlllo(ljék larni | Reference
P yhonym znaky/dysplazie ok
zmény
1984
Rubio,
1994
e - jemné vilozni . Chaubert,
vilozni dysplazie, aberantni
., e, formace, 1999
vilézni vilozni e p33
hypermucindzni | adenomatozni hypermucmozm uc exprese Andersen,
yperm cenomatoz epitelie, blandni | CD ’ 2000
1éze 1éze, vilozni ., mutace .
regenerace Jadra nebo KRAS Kllgqre,
dysplazie Rubio
2007,
Harpaz
2013
deformované Rubio
p}lO\f'lrta , pilovitd zlazky, pllOVlt?/ 2097,
epitelialni adenomatozni vzhled v horni ucC NA Parian
zmeéna léze ttetiné/poloving, CD 2013, 16,
(SEC) dilatace — Johnson
nedosahuje baze 2014
kombinace
pilovitych a .
smisend léze - viloznich zmén | UC NA Rubio
< 2007
bez splnéni
kritérii pro PPP
1éze podobna pilovité zmény, Kilgore
HP-like 1éze | hyperplastickému | zasazeniv terénu | CD NA 2000
polypu zanétu [75]

Zkratky: CD — Crohnova choroba; HP — hyperplasticky polyp; IBD — idiopaticky sttevni

zanét; IHC — imunohistochemie
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4.5. CHARAKTERISTIKA VYSETROVANYCH IMUNOHISTOCHEMICKYCH A
MOLEKULARNICH MARKERU

4.5.1. Charakteristika a funkce genu 7P53 a proteinu p53 a vyznam v nddorovych lézich GIT
Gen TP53 patii mezi tumor supresorové geny a je lokalizovan na chromozoému 17 (17p13
lokus). Za normalnich okolnosti funguje p53 jako stresogenni transkripcni faktor a ovliviiuje
transkripci svych cilovych gena, které pochazeji z celé fady bunééné funkénich skupin od
kontroly apoptozy a starnuti bunky (senescence) ptes indukei zastavy bunécného cyklu az po
anti-oxidacni aktivitu. Hlavni funkce v nadorové supresi jsou pravé indukce apoptdzy cestou
transkripéni aktivace dalSich efektorovych proteinti nebo ptimou aktivaci mitochondrialni
apoptotické cesty, zastavou bunécného cyklu a regulaci senescence buiiky. Ztrata téchto
funkci pfi mutaci 7P53 je pak jednim z podkladii mozné nadorové transformace bunky. [79—

81]

Gen TP53 je nejéastéji mutovanym genem témet ve vSech typech naddort s nejveétsim
vyskytem mutaci u karcinomi plic, kolorekta, jicnu nebo ovaria. V nékterych typech nadort
je ztrata funkce genu 7P53 zplsobena jinym mechanizmem jako je napt. inaktivace p53
proteinem E6 lidského papilomaviru u karcinomu délozniho hrdla nebo zvySenéa degradace
proteinu p53 v sarkomech mekkych tkani pti amplifikaci nebo overexpresi MDM?2 (mouse
double minute 2 homolog), ktery je silnym negativnim regulatorem funkce p53. Germinalni
mutace 7P53 je spojena s familidrnim syndromem mnohocetné nddorové predispozice Li-

Fraumeni. [79-81]

VétSina mutaci v genu 7P53 jsou v kategorii tzv. missense mutaci, které vedou obvykle

k produkci mutantniho proteinu v plné délce, na rozdil od rozsahlych deleci nebo trunkacnich
mutaci, které postihuji naptiklad geny jako APC, RB (retinoblatom-asociovany protein) a VHL
(von Hippel-Lindau) a jejichz vysledkem je kompletni ztrata exprese a funkce efektorového
proteinu. Piestoze mutace v genu 7P353 byly nalezeny ve vSech kodujicich exonech, vétSina
mutaci se vyskytuje v exonech 4-9 do oblasti DNA-vazebné domény a vysledkem je
neschopnost vazby mutovaného p53 proteinu na DNA. Pokud je gen 7P53 mutovan jen na
jedné alele (heterozygotni stav), mutovany protein pak blokuje funkci wild-type proteinu.
Wild-type protein je navic funkci proteazomu udrzovan na relativné nizké hladin€. Navazujici
udalosti je obvykle ztrata heterozygozyty a mutace i v druhé, ptivodné wild-type alele.

Mutovany protein se pak ve vysoké mife akumuluje v nadorové buiice, tento mechanizmus
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neni zcela jasn€ objasnén. [80—-81] Mutovany protein diky omezené vazbeé na DNA ztraci

svoji tumor supresorovou funkei.

Ke ztraté jaderné funkce genu 7P53 pak mlze dojit jest¢ mechanizmem tzv. cytoplazmatické
sekvestrace, pii které je protein p53 vazan na nadmérné produkovany heat-shock protein
(HSPA9, mortalin). p53/mortalinovy komplex brani jak pfesunu p53 do jadra, vazbé na bcl2 v
mitochondriich a aktivaci apoptozy, a tak i blokuje transkripéni funkci p53. Tento princip
ztraty funkce p53 je popsan napt. u neuroblastomi, v bunécnych liniich KRK. [83] Jinym
mechanizmem cytoplazmatické sekvestrace p5S3 pak mize byt mutace v domén¢ urcujici
jadernou lokalizaci proteinu p53, jak bylo prokdzano v nékterych ptipadech high-grade

ser6zniho karcinomu ovaria. [84]

Krom¢ ztraty funkce bylo zjiSténo, Ze mutovany protein p53 muze ziskat i nové vlastnosti,
tzv. gain-of-function, které vedou k riznym bunéénym procesiim, mezi kterymi je anti-
apoptoticka aktivita a stimulace bunécné proliferace, migrace, invaze, angiogeneze etc.[85]
Princip nékterych z téchto procesti je jiz objasnén a zahrnuje obvykle interakci mutovaného
proteinu s geny dalSich transkripénich faktorti s vlivem na jejich expresi a funkci, pfimou

interakci s proteiny a jejich funkcemi nebo vliv na expresi a funkci miRNA.

Mutaéni stav genu 7P53 miize byt detekovan nékolika zplisoby. Presny typ a lokalizaci
mutace lze vySettit pomoci molekulédrnich metod (PCR a sekvenace produktu). V ramci
histopatologické diagnostiky je vSak Casto vyuzivana detekce exprese proteinu p53 pomoci
imunohistochemického vySetieni. V pfipad€ normalniho nemutovaného, tzv. wild-type stavu
se pfedpoklada variabilni, obvykle slaba nebo stfedné silna exprese proteinu v méné nez 10 %
nadorovych buné¢k odrazejici zachyceni proteinu v riizné fazi akumulace nebo degradace.

V piipad¢€ mutace genu 7P53 pak muze nastat nékolik stavii vysledku IHC barveni. Prvnim a
castéj$im vysledkem je silna 3+ jaderna exprese (overexprese) proteinu p53, hodnocena jako
pozitivni v ptipadé exprese ve vice nez 50-60 % nadorovych bun¢k. [86—87] Druhou
moznosti je kompletni ztrata exprese pi1 mutaci, kterd vede k uplné ztraté funkce genu
(delece, nonsence mutace) bez transkripce cilového proteinu (null exprese, 0 % bun¢k) nebo
pfi zvySené degradaci proteinu mutovanym (upregulovanym) MDM?2, jako je tomu napf. u
meékkotkanovych sarkomt. [88—89] Existuje jeste tfeti cytoplazmaticky typ
imunohistochemické exprese p53, a to bud’ Cisté cytoplazmaticky nebo spojeny s overexpresi

v jadre. [90-91] V ptipad¢ izolované cytoplazmatické exprese pak miize byt gen 7P53
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mutovany anebo wild-type bez pfitomné mutace a akumulace proteinu p53 v cytoplazmé

vzniké patrné na podkladé vazby na heat-shock protein. [92-93]

Pro imunohistochemické vysetieni je v soucasné dobé dostupné vétsi mnozstvi komeréné
vyrabénych protilatek, které se odliSuji vazbou na rizné epitopy proteinu p53. Mezi nejcasteji
pouzivané protilatky patii tzv. skupina BP53 protilatek, jejiz podtyp BP53-11 byl pouzit i
v ramci nasi studie. Tato protilatka rozeznava epitop na amino konci (N-konci) proteinu (20—

25) a detekuje jak nemutovany wild-type produkt, tak mutovany protein. [94-95]

V bioptické praxi se imunohistochemické detekce aberantni exprese proteinu p53 vyuziva

v ramci diferencialni diagnostiky premalignich 1ézi nebo jako prognosticky faktor u riiznych
typt malignit. [96] V gastrointestinalnim traktu je mutace genu 7P53 povazovana za jednu

z poslednich genetickych zmén v rdmci progrese konvenéniho adenomu do adenokarcinomu
v rdmci konvenéni drahy vzniku KRK. [35, 97-98] V ramci diferencialni diagnostiky miize
byt vysetfeni exprese pS3 soucasti diagnostického algoritmu u hodnoceni dysplazie u
Barretova jicnu nebo IBD dysplazie. [96, 99] V ramci kancerogeneze u IBD pacientt jsou pak
mutace genu 7P53 spojené s aberantni expresi proteinu p53 jednou z prvnich genetickych
zmén v chronicky zanétlivé zmeénéné sliznici. [60—61, 100] Pfestoze se mira exprese p53
zvySuje s progresi IBD dysplazie, zistava pouziti imunohistochemického vysetteni p53

v diagnostice IBD dysplazie kontroverzni, a ne zcela spolehlivé, a to vzhledem k mozZnosti
aberantni exprese 1 v reaktivnim epitelu nebo 1ézich hodnocenych jako neurcité pro dysplazii.

[10, 60]

U kolorektalniho karcinomu se pak mutace v genu 7P53 vyskytuji primérné u 50 % piipada.
[97, 101] Pfitomnost mutace genu TP53 je Castéjsi ve skuping karcinomi z konvenéni drahy
vzniku KRK a je sdruzena s mikrosatelitni stabilitou (MSS) a BRAF mutaci. [102] Aberantni
exprese p53 je pak spojena s kratsi dobou bez recidivy, s vétsi velikosti nadoru, vyssi

proliferaci a hor§im pfeZitim pacientd, a to pfedevsim pro klinicka stadia I a III. [103—105]
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4.5.2. Charakteristika a funkce MLH1 a MMR proteinti a vyznam v nddorovych 1ézich GIT

K identifikaci mutaci v kratkych tandemovych repetitivnich sekvencich (mikrosatelitech)

v hereditarnich nepolypdznich karcinomech kolorekta (HNPCC, nyni Lynchtiv syndrom) a

v ¢asti sporadickych karcinomti doslo na pocatku 90. let minulého stoleti. [106—108] Dalsi
vyzkum vedl k propojeni mikrosatelitnich zmén s drahou mismatch repair systému, véetné
identifikace ctvetice gent MLH1, MSH2, MSH6 a PMS?2 a jejich funk¢nich proteind, které
jsou inaktivovany a nejsou schopny plnit funkci oprav chybné¢ zatazenych bazi. Prvni z takto
identifikovanych MMR gent byl MSH2, u kterého se vyskytuje nestabilita v dinukleotidové
repetitivni sekvenci D2S123. [106, 109] V ramci MMR systému se pak jest¢ opravnych reakci
ucastni protein MLH3, MSH3 a Exol. Vlastni mutace v MMR genech jsou pak typoveé

missense, s posunem ¢teciho ramce (frameshift) nebo nonsense typu.

MMR systém piedstavuje koordinovanou spolupraci 4 proteini ve form¢ heterodimerti
MSH2/MSH6 (MutSa) a MLH1/PMS2 (MutLa). Heterodimer MutSa slouzi k rozpoznani
chybné zatazenych bazi v DNA (mismatch) a aktivuje druhy heterodimer MutLa., ktery se s
MutSa spoji v proteinovy komplex se schopnosti oddéleni dvou vlaken DNA za pomoci Exol

s naslednym odstranénim poskozené DNA a syntézou nového vldkna DNA. [110]

Testovani mikrosatelitni nestability je mozné bud’ na imunohistochemické urovni s prikazem
porusené funkce MMR systému se ztratou exprese v nékterém z MMR proteintl, nebo na
molekularni trovni metodou PCR nebo sekvenovanim nové generace (NGS, Next Generation
Sequencing). Metodiky maji podobnou analytickou sensitivitu a ke stanoveni MMR deficitu
1ze pouzit rizné algoritmy. [111] Pti imunohistochemickém vySetieni se predpoklada ztrata
exprese nékterého z proteinil na zaklad¢ deaktivace genu mutaci nebo hypermetylaci
promotoru (viz niZze). Pouzit 1ze bud’ testovani vSech 4 hlavnich proteinii monoklonalnimi
protilatkami nebo tzv. dvouprotilatkovy model s testovanim pouze MSH6 a PMS?2, jejichz
sekundarni ztrata exprese odrazi poruchu vytvoreni heterodimeru z ditvodu molekularni

zmény na urovni MLH1 a MSH2. [112]

Molekularni vySetfeni MSI stavu je zaloZeno na detekci alterované délky mikrosatelitnich
repetitivnich sekvenci v riznych genech v porovnani se zdravou tkani stejného pacienta.
Soucasné komercné dostupné panely pro PCR 1 NGS vysetieni obsahuji obvykle kombinaci 5
mikrosatelitnich mononukleotidovych repetitivnich sekvenci (BAT25, BAT26, MONO-27,
NR-21 a NR-24). Tyto mononukleotidové sekvence pak mohou byt kombinovany jeste s delsi

dinukleotidovou sekvenci (D18S55) nebo pentanukleotidovou sekvenci (Penta C, Penta D).
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Nestabilita a zména délky produktu ve 2 a vice lokusech se hodnoti jako MSI-high (MSI-H)
kategorie, nestabilita v 1 lokusu jako MSI-low (MSI-L). Ostatni léze se hodnoti jako
mikrosatelitn€ stabilni (MSS). [113-115]

Obé metody (IHC i molekularni) maji urcité limitace a ani jedna neni schopna identifikovat
vSechny MMR deficientni nadory. Napfiklad izolovana germinalni mutace MSH6 nemusi byt
spojena s PCR potvrzenym MSI-H stavem. Naopak, naptiklad prokdzana missense mutace
(PCR metodou) miize vést k vytvoreni proteinového produktu detekovatelného v IHC

s fale$n€ normalnim vysledkem. [113, 116] Na zakladé¢ imunohistochemicky prokdzané ztraty
exprese MLH1 nelze pak stanovit pfi¢inu na genetické urovni a odli$it mutovany gen od

hypermetylovaného promotoru.

Mikrosatelitni instabilita (MSI) a s ni sdruzena porucha MMR systému se vyskytuje u zhruba
15 % sporadickych kolorektalnich karcinom a je nejcastéjsi pfi¢inou karcinomu
hereditarnich (3 % ze vSech KRK) v ramci Lynchova syndromu. V piipad¢ Lynchova
syndromu je ztrata funkce MMR systému na podkladé germinalnich mutaci, které zahrnuji
bodové mutace i rozsdhlé delece a prestavby se ztratou exprese proteinu na urovni IHC. Malé
procento piipadl s missense mutaci v MLH1 vede k vytvofeni mutovaného proteinu, ktery
muze byt na IHC urovni detekovan. Nej€astejsi pii¢inou ztraty funkce MLHI ve sporadickych
karcinomech je hypermetylace promotoru v ramci CIMP a ztrata exprese proteinu na
imunohistochemické urovni. Tyto karcinomy jsou pak ¢asto spojeny s mutaci genu BRAF..
[114] Exprese proteinu MLH]1 je kromé detekce MSI stavu v karcinomech studovana v také
samostatn¢ dalSich 1ézich GIT, jako jsou pilovité polypy typu SSA s dysplazii (SSA-D), ve
kterych je prokazana ztrata exprese MLH1 az v 73 %, a to 1 v 1ézich s minimalnimi

dysplastickymi zménami, kde tento nalez mize podpotit diagnézu SSA-D. [117]

Detekce MSI v KRK je dulezita z nékolika hledisek; jednak muze vést k identifikaci piipadi
sdruzenych s Lynchovym syndromem, u sporadickych karcinomi mé pak prognosticky i
terapeuticky vyznam. MSI karcinomy jsou €ast&ji spojeny s imunitni aktivaci v nadoru a
Castéji s lepSim prezitim. [35, 53, 118] MSI-H status ma vliv pfedevSim na indikaci adjuvantni
terapie, jelikozZ MSI-H karcinomy reaguji méné na konven¢ni terapii 5-fluorouracilem (5-FU).
U MSI-H karcinomu s nefunkénim MMR systémem dochazi totiz k toleranci
inkorporovaného terapeutického nukleotidu v DNA, piipadné k toleranci prob&hlych
genotoxickych zmén a nedochézi tedy k aktivaci apoptdzy takové buiiky. [119-120] Pacienti

s MSI-H karcinomy tedy neprofituji z podané terapie, ktera obsahuje 5-FU a MSI status je

44



pak prediktivnim faktorem ovliviiujicim indikaci adjuvantni terapie u pacientt ve II. a
ptipadné i ve III. klinickém stadiu. Benefit podéani této adjuvantni terapie u pacientii s MMR

deficitnim karcinomem je v onkologii stale diskutovanou otazkou. [121]
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4.5.3. Charakteristika a funkce MGMT a vyznam v nadorovych 1ézich GIT

O%-metylguanin DNA metyltransferdza (MGMT) je nddorovy supresor a reparaéni
protein/enzym, jehoz hlavni funkci je oprava piirozené¢ se vyskytujici mutagenni 1éze DNA,
kterou je O®-metylguanin, zpét na guanin a prevence $patné zafazenych bazi (mismatch)

v prub¢hu transkripce a replikace DNA. MGMT je po piijeti metyl-skupiny inaktivovéana a
degradovana. Exprese MGMT je zachovana ve v§ech normélnich tkanich, ale mira exprese je
odli$nd v riznych organech (nejvice v jatrech, stteve a plicich). [122]

Ztrata funkce MGMT vznika nejcastéji na podkladé hypermetylace promotoru genu MGMT,
kterd vede k umlceni funkce genu a kterou lze detekovat molekuldrnimi metodami jako je
pyrosekvenace nebo metylac¢né specificka PCR. [59, 123] Imunohistochemické protilatky pro
detekci exprese MGMT byly poprvé pouzity na zacatku 90. let [124] a jsou pouzivany

k detekci zachované nebo ztracené exprese proteinu MGMT s pfedpokladem korelace mezi

metylovanym stavem genu MGMT a negativnim vysledkem imunohistochemie. [59]

V piipadé porusené funkce MGMT, je O%-metylguanin rozpoznan jako adenin a sparovan

s thyminem v ramci DNA replikace za vniku mismatch paru A : T. Tyto zdmény mohou
postihnout 1 geny asociované s kancerogenezi, jako je TP53 a KRAS, ale chyby by m¢ly byt
rozpoznany MMR proteiny a vést k aktivaci apoptdzy. Pokud je porusen i tento systém,
kancerogenni mutace nemusi byt rozpoznana. [59] S porusenou funkci MGMT se poji i tzv.
plosny defekt (field defect), pfi kterém je hypermetylace v genu MGMT zachycena i

v nenddorové tkani vzdalené od samotného karcinomu nebo je zastizena v nenddoroveé
zanétlivé zménéné sliznici, napiiklad u pacientt s IBD [59, 125] kde by mohla [HC
detekovana ztrata exprese MGMT piedstavovat metodu ¢asné detekce IBD dysplazie. [123] U
KRK je metylace genu MGMT pozorovana az v 40-90 % piipadl a spojena s field defektem
v okolni tkani v 10-30 % ptipadech. [123, 125] Pokud je ale hodnoceni zaméfeno na
karcinomy s MSI, je pak vyskyt metylace 1 field defekt vyssi (60—70 %), patrné z divodu tzv.

metylacni tolerance vedouci k pfednostni selekci bun€k s MMR deficitem. [59]
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4.5.4. Charakteristika genit KRAS/NRAS a BRAF a vyznam mutaci v nadorovych lézich GIT
Geny KRAS, NRAS a BRAF patii mezi tzv. onkogeny. Onkogeny ptedstavuji geny kodujici
proteiny schopné v piipadé mutace transformovat butiku a indukovat kancerogenezi. Proteiny
téchto gent vykazuji obvykle kindzovou nebo hydrolazovou (GTPazovou) aktivitu nebo

vlastnosti transkripcnich a ristovych faktort.

Geny KRAS a NRAS (a HRAS) patii do funkEné i strukturné homologni super-rodiny Ras genti
a jejich proteini, které jsou schopné vazat guanosin-trifosfat (GTP) a guanosin-difosfat
(GDP) a vykazuji tedy GTPazou aktivitu. K aktivaci proteinu dochazi po navazani volného
GTP a po konverzi na GDP dochazi k inaktivaci. [126] Gen KRAS je lokalizovan v oblasti
12p12.1 chromozému 12 a koduje dve sestiihové izoformy (A a B), z nichZ obvykle
pfevazuje sestfihova varianta KRASB. Gen KRAS se sklada z 6 exont, pfi¢emz neménné a
kédujici jsou exony 2—4 obsahujici oblasti kodujici funk¢ni mista proteinu jako je misto vazby
GTP, misto vazby efektort, oblast switch I (pro interakci efektori a GAP (GTPase activating
protein)) a oblast switch II pro interakci s GEF (guanine nucleotide exchange factor). Vazba
GTP na K-ras protein vede k jeho aktivaci a ta je regulovana rychlosti hydrolyzy GTP na
GDP pomoci GAP vedouci k inaktivaci proteinu. Do aktivni formy se protein K-ras dostava
pusobenim proteintt GEF, které navozuji disociaci GDP z K-ras a uvolnéni vazebného mista
pro navazani dal§iho volného GTP. Aktivacni mutace genu KRAS se obvykle vyskytuji

v oblastech ovliviiujicich hydrolyzu GTP. Pokud nedochézi k hydrolyze GTP, je znemoZnén

ptechod aktivni formy proteinu ras na neaktivni. [127-128]

Gen BRAF se nachazi na chromozomu 7 v oblasti 7q34 a koduje protein s aktivitou
proteinoveé serin/threonin kinazy pienasejici signaly do bunécného jadra. Patii do rodiny kinéaz
spolu s ARAF a CRAF (RAF1), které jsou aktivovany GTPéazovou aktivitou Ras. Gen BRAF
se skladé z n€kolika kodujicich oblasti véetné domény pro vazbu Ras, aktivaéni kindzové
domény, P-smycky pro kotveni ATP a katalytické smycky. Protein B-raf po aktivaci plni
funkeci kindzy pienasejici fosfatovou skupinu z ATP na cilovy protein (napf. na dalsi kindzu
MEK) za vzniku ADP a nového fosfoproteinu. [129] VétSina onkogennich mutaci genu BRAF
se vyskytuje v oblasti P-smycky a aktiva¢ni domény. Vice nez 90 % mutaci vznika na
podklad€ zamény thyminu v pozici 1799 za adenin a vysledkem je zaména valinu (V) za
kyselinu glutamovou (E) v kodonu 600 (mutace V600E). [130—132] Mutace v BRAF vede

k vytvoteni proteinu s mnohondsobn¢ vyssi kindzovou aktivitou nez ma nemutovana wild-

type forma. [130]
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Proteiny K-ras, N-ras 1 B-raf se ucastni tzv. RAS/MAPK (MEK/ERK kinazy, mitogen
activated protein kinase, extracellular-signal regulated kinase) signaliza¢ni kaskady, kterd je
obvykle aktivovéana receptorovymi tyrozin-kindzami na povrchu buiiky jako je napft. receptor
pro epidermalni rastovy faktor (EGFR). Pravé vazba na povrchové receptory vede

k intracelularni aktivaci faktorit GEF, které uvoliuji vazbu GDP z neaktivniho proteinu K-ras,
ktery je pak dostupny pro pasivni vazbu GTP a aktivaci. Aktivni protein K-ras reaguje s vice
nez 20 efektory, mezi které patii protein B-raf, fosfoinositol 3-kinaza (PI3K) aj. Vlastni drdha
RAS/MAPK pak reguluje bunééné déleni a proliferaci, migraci a diferenciaci bun¢k nebo
apoptdézu. Jednotlivé kindzy jako ERK (MEK 1, MEK?2) jsou napt. schopné fosforylovat
mnozstvi intracelularnich i jadernych substratti (JUN, ELK1) s aktivaci transkripcnich faktori
vedouci k expresi proteint regulujicich bunéény cyklus (cyklin D apod). [127] Aktivace PI3K
vede k jejimu pfesunu na membranu a k fosforylaci substratu jako je 3-fosfoinositid
dependentni kindza 1 (PDK1) nebo Akt kindza, ktera podporuje pieziti buiiky inaktivaci pro-
apoptotickych proteint.

Pti onkogennich somatickych mutacich pak buiika obsahuje bud’ konstitutivné aktivni protein
(K-ras) nebo aktivni enzym se zvySenou fosforylacni aktivitou bez ohledu na signalizaci

z membranovych receptorll postavenych v signaliza¢ni draze nad danym proteinem, kam pro
K-ras patii napf. receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Konstitutivni aktivace
funkce proteinu vede k propagaci signalizace pro bunécnou proliferaci a preziti, kterd miize

byt jednim z hlavnich krokii vedoucich ke vzniku nadoru.

Zhruba 35-45 % KRK a konvenc¢nich adenomi stfeva nese aktivujici missense mutaci v genu
KRAS. Ve skupiné pravych pilovitych polypt je mutace KRAS piitomna v ¢asti tradi¢nich
pilovitych adenomt (TSA). [35, 53, 133-134] U adenom se jedna predevsim o asociaci

s vilozni morfologii a vy$$im stupném dysplazie (high-grade). [135] Mutace nejcastéji
postihuje kodony 12 a 13 exonu 2, kodony 59 a 61 exonu 3 a kodony 117 a 146 exonu 4.
Mutované pozice jsou dilezité pro GTPazovou funkce K-ras véetn¢ aktivace RAF kindz a
mutace vede ke konstitutivni aktivaci. Pfitomnost KR4S mutace v KRK souvisi s lepSim
stupném diferenciace karcinomu (¢astéjsi u karcinom s niz§im grade) a u KRAS mutovanych
KRK je Castéji zastizen rezidudlni prekurzorovy polyp/adenom. KRAS mutace se pak Castéji

vyskytuji u karcinomt s mikrosatelitni stabilitou (Cast&j$i u MSS a MSI-low karcinom).

Mutace v genu BRAF se vyskytuje zhruba u 10-12 % KRK, u vétSiny hyperplastickych
polypt a sesilnich pilovitych adenomii (SSA) a v ¢asti TSA. [35, 53] Mutace genu BRAF jsou
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Castéji zachyceny u karcinomil pravostranného kolon. Déle jsou BRAF mutované KRK
spojeny s vyssim grade, resp. s hiife diferencovanou nebo mucinézni morfologii a vykazuji
vys$si vyskyt peritonedlnich metastdz a vykazuji castéji vysokou mikrosatelitni nestabilitu

(MSI-H). [135-136]

4.5.4.1. Prediktivni a prognosticky vyznam mutaci geniit KRAS/NRAS a BRAF u KRK
Znalost mutac¢niho stavu genit KRAS/NRAS a BRAF v kolorektalnim karcinomu je extrémné
uzitecna jak pro vybér systémové chemoterapie, tak pro stratifikaci pacientii do rizikovych
skupin, a to pfedevsim ve vyssich klinickych stadiich s metastatickym KRK nebo v ptipadé¢

rekurence.

Pro vybér terapie predstavuje mutacni stav téchto geni prediktivni marker odpovédi na terapii
inhibitory signalizace pies membranovy receptor EGFR (anti-EGFR terapie). Principem
ucinku této 1écby je ovlivnéni signalizace ptes EGFR a inhibice signalizace ptes RAS/RAF a
PI3K drahu. Pfedpokladem je ale nemutovana (wild-type) forma proteinti K-ras/N-ras a B-raf
bez konstitutivni aktivace, ktera je navozena v ptipadé mutaci. Mutované onkogeny
KRAS/NRAS/BRAF tedy predstavuji negativni prediktivni marker pro pouZiti cilené anti-
EGFR [éEby. [45] Prognosticky mimotadné neptiznivou podskupinou jsou nadory s
prokdzanou BRAF mutaci a MSS stavem, u kterych je u¢innost 1écby inhibitory EGFR velice
nizka. [45, 137]

Z prognostického hlediska je vyznam pfitomnosti mutace v genu KRAS stale kontroverzni,
pfesto pacienti ve stadiu III s mutovanym KRAS vykazuji krat$i dobu pieZiti bez choroby
(disease-free survival, DFS). [138] Vliv na progn6zu ma pak i dle n€kterych studii i typ
mutace v genu KRAS. Pacienti s mutaci v kodonu 61 a 146 maji kratsi preziti bez progrese
(progression-free survival, PFS) i celkové pteziti (overall survival, OS). [136, 138] Pro
pacienty s resekabilni jaterni metastdzou méa mutace genu KRAS negativni prognosticky vliv

na celkové preziti i na preziti bez progrese. [136]

Mutace genu BRAF jsou prognosticky spojeny s vy$$im rizikem Gmrti v souvislosti s
vlastnim nddorovym onemocnénim, a to u pacientd napfi¢ v§emi klinickymi stadii a snizuji
celkovée preziti (OS) predevsim u karcinomi, které jsou mikrosatelitné stabilni (MSS) nebo
s nizkym stupném mikrosatelitni nestability (MSI-L). [135] Mutace genu BRAF nemaji
prognosticky vyznam na pteziti bez relapsu, jsou vSak silnym negativnim faktorem pro

celkové preziti u pacient s relabujicim KRK. [135, 139]
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5. Cile disertacni prace
1. Detekce sliznicnich prekurzorovych 1¢ézi v zanétlivé zmeénéné sliznici v resekatech a
endobiopsiich pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem se zaméfenim na detekci

nekonvencnich 1€zi s pilovitou a vilézni morfologii.

2. Podrobné studium nalezenych 1€zi, jejich morfologicka, imunohistochemicka a molekularni
charakteristika a posouzenti jejich vztahu k rozvoji dysplézie a ptipadné progresi do

invazivniho adenokarcinomu.
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6. Material a metodika

6.1. CHARAKTERISTIKA STUDOVANEHO SOUBORU

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

s diagnozou IBD, jejichz vzorky byly vysetieny na Fingerlandové tstavu patologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (FNHK) v desetiletém obdobi od ledna 2006 do prosince 2016.
Vzhledem k faktu, ze nekonvencni slizni¢ni 1éze nejsou v biopsiich od IBD pacientt rutinné
popisovany, nemohly byt terminy jako ,,pilovita epitelidlni pfeména®, ,,vilozni
hypermucinozni léze/pfemena* apod. pouzity jako klicova slova ve fulltextovém vyhleddvani.
Protoze soucasti projektu byla i identifikace IBD-asociovanych karcinom, byly primarné
vyhledavany piipady disponujici chirurgickym resekatem. Pro vyhledéani pfipadi byla vyuzita
kombinace kli¢ovych slov, diagnostickych kodt a vnitroustavniho ¢iselného diagnostického
kédovaciho systému (Vortelova kartotéka). Timto zpisobem byl sestaven zékladni soubor
pacientil, u kterych byly nasledné v laboratornim informacnim systému vyhledany 1
ptidruzené endoskopické bioptické vzorky ziskané v ramci dlouhodobého sledovani.

Veskery takto ziskany material byl mikroskopicky revidovan v€etné ovéteni diagnézy IBD.
Diagnoza IBD byla stanovena dle platnych histopatologickych kritérii u vSech pacient bud’
na zakladé predchozi endoskopické biopsie, nebo ve vlastnim chirurgickém resekatu. [5-6,
10, 14] U kazdého pacienta byl zaznamenan vek, pohlavi, vék v dob€ diagnozy IBD, délka
trvani onemocnéni a typ IBD (ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba nebo indeterminovana

kolitida).

U pacientt s IBD-asociovanym kolorektalnim karcinomem (KRK) byl zaznamenan i vék
v dob¢ diagnézy karcinomu, obvykle shodny s vékem v dobé resekce. Diagnoza,
morfologicky typ adenokarcinomu a grade nadoru byly stanoveny podle platné WHO
klasifikace nadorti gastrointestinalniho traktu (GIT) z roku 2010. [29]

U vSech karcinomi byla dale zaznamenana lokalizace naddoru a patologicky staging dle

v dobe studie v Ceské republice pouzivaného, tedy 7. vydani TNM Klasifikace zhoubnych
novotvart. [140] Mezi dalsi morfologické charakteristiky hodnocené ve skuping€ pacienti s
KRK byly zahrnuty uznavané i potencialni prognostické faktory jako invaze do krevnich a
lymfatickych cév, perineuralni Sifeni, typ nadorové hranice (tumor border configuration) a
nadorovy budding. Nadorovy budding byl hodnocen podle doporu¢eni mezinarodni
konsenzualni konference (International Tumor Budding Consensus Conference, ITBCC)

kromé jednoho piipadu pacienta po neoadjuvantni terapii s regresivnimi zménami, ve kterych
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neni doporuceno budding hodnotit. [ 141] Pfi pouziti tohoto doporuceni je nejprve vybran
blok, resp. fez, ve kterém je na invazivnim okraji karcinomu nejvyraznéjsi infiltrativni rast

v podobé jednotlivych bunék nebo skupinek do 4 bunék (budding). V tomto fezu je pfi
zvétseni 100x (objektiv 10x) revidovano minimalné€ 10 zornych poli a identifikovano misto s
nejvyraznéjSim buddingem (tzv. hot-spot), ve kterém jsou nasledné pii zvétSeni 200x
(objektiv 20x) pocitany nadorové skupinky a jednotlivé buniky (buds). Vzhledem k riznému
praméru okularti u mikroskopti od riznych vyrobct, je nutné vysledny pocet ,,buds* vydélit
tzv. normaliza¢nim faktorem, aby bylo dosazeno hodnocené plochy 0,785 mm?, ktera byla

pouzita pii tvorbé téchto doporuceni. Podle poctu ,,buds* po normalizaci je vysledek zatazen

do kategorie Bd1 (0—4), Bd2 (5-9) nebo Bd3 (nad 10). [141]

Vsechna histologicka skla z resekatt i z ptidruzenych endoskopickych biopsii byla peclivé
revidovéna a ptipadné znovu prokrajena. V kazdém fezu bylo patrano jak po uzndvanych
prekurzorovych l1ézich (IBD dysplazie), tak po jakychkoli dalSich signifikantnich slizni¢nich
zménéch s mimofddnym zamétenim na pilovitou epitelidlni preménu (SEC) a vilozni
hypermucinozni preménu. Z divodu prevahy chirurgickych resekati a charakteru prikrojeni
materialu bez oznaceni blokli mistem odbéru, nebylo mozné u vétsi ¢asti 1€zi zaznamenat
lokalizaci zastizené 1éze. Pro dalSi imunohistochemické a molekularni vySetfeni byly vybrany
ptipady, ve kterych byla zastizena konven¢ni slizni¢ni 1éze nebo adenokarcinom, tak
nekonvencni sliznicni zmény. Parafinové bloky pro dalsi vysetieni byly dostupné ve vSech

ptipadech.
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6.2. IMUNOHISTOCHEMICKE VYSETRENI A JEHO HODNOCENI

6.2.1. Princip imunohistochemického vysetieni

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

v pravych pilovitych polypech. [117] Ve vzorcich s adenokarcinomem bylo doplnéno
vysSetieni dalSich markert ze skupiny mismatch repair proteini (MMR), jmenovité MSH2,

PMS2 a MSH6. Seznam protilatek, vyrobcti a fedéni je uveden v Tabulce 4.

Tab. 4: Seznam pouzitych protilatek a vyrobcii

Primarni Vyrobce druh/typ Redéni Klon
protilatka
Zytomed, Berlin, myS$i/monoklonalni | RTU G168-15
MLHI1
Némecko
PMS2 Roche/Ventana, Tuscon, krali¢i/monoklonalni | RTU EPR 3947
AZ, USA
Cell Marque, Rocklin, myS$i/monoklonalni | 1:100 G219-1129
MSH2
CA, USA
Cell Marque, Rocklin, krali¢i/monoklonalni | 1:100 SP93
MSH6
CA, USA
53 Roche/Ventana, Tuscon, | mySi/monoklondlni | RTU Bp53-11
P AZ, USA
ThermoFischer, Waltham, | mySi/monoklonalni | 1:50 MT3.1
MGMT
MA, USA

Zkratky: AZ — Arizona; CA — Kalifornie; MA — Massachusetts; RTU — ready-to-use,
protilatka prediedény vyrobcem a pfipravend k okamzitému pouziti; USA — United States of

America, Spojené staty americké

Imunohistochemické vySetfeni bylo provedeno v fezech z reprezentativnich tkanovych blokt
vzorkl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Pro imunohistochemické
barveni byly pouzity parafinové fezy o tloustce 2 um. Po demaskovani antigenu byly fezy

inkubovany s primarni protilatkou (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, p53) v barvicim automatu
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(BenchMark Ultra, Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, USA) za pouziti vizualizacniho
systému OptiView (OptiView DAB IHC detek¢ni kit, Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,

USA). Podrobny postup imunohistochemického barveni je v Ptiloze 1.

K detekci MGMT bylo pouzito ruéni barveni. Cilené demaskovani antigenu probéhlo ve
vodni lazni pti ateplote 97 °C po dobu 40 min za pouziti pufru s pH 9.0 (pufr K8007; DAKO
Denmark, Glostrup, Dansko). Pfipadna endogenni peroxidazova aktivita byla inhibovana
ponofenim fezl do blokujiciho reagencia Envision FLEX (RTU, K8010, DAKO-Denmark,
Glostrup, Denmark). Rezy byly nejprve inkubovany s primarni protilatkou (MGMT, fedéni
1:50) po dobu 32 minut a nasledné v roztoku EnVision FLEX/HRP (RTU, Dako Denmark,
Glostrup, Déansko). Pro vizualizaci byl pouzit diaminobenzidin EnVision FLEX DAB
(diaminobenzidin, Dako-Denmark, Glostrup, Dansko). Preparaty byly dobarveny
hematoxylinem. Vysledky barveni byly porovnany s barvenim v externi kontrolni tkani na

skle, ptipadné v ramci vlastniho fezu s vnitini kontrolou v okolni nenadorové tkani.

6.2.2. Princip vyhodnoceni vysledkli imunohistochemického vySetieni

6.2.2.1. MLH]I a jaderné proteiny

Jaderna exprese MLHI1 byla hodnocena jako pozitivni. Ztrata exprese v jadrech nadorovych
buné¢k byla hodnocena jako negativni. V ptipad€ hodnoceni exprese vSech MMR proteint

v karcinomu, byl nador bych vyhodnocen tzv. jako MMR proficientni (MMRp) v piipadé
zachované jaderné exprese vSech ¢tyf MMR markerd (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). Nador
byl vyhodnocen jako MMR deficientni (MMRA) pii ztraté jaderné exprese v nadorovych
buiikach kteréhokoliv ze ¢tyf MMR markera.

6.2.2.2. Hodnoceni exprese p53

Exprese p53 byla hodnocena jako normalni (korespondujici s wild-type stavem genu), pokud
byla patrna slaba (1+) nebo stiedné (2+) intenzivni nepravidelné rozlozena pozitivita.

V piipad¢ silné difazni 3+ exprese anebo pii kompletni ztraté barveni byl vysledek hodnocen

jako aberantni resp. tzv. mutacni typ.

6.2.2.3. Hodnoceni exprese MGMT

Hodnocena byla pouze jaderna exprese MGMT o rtizné intenzit€ a pfidélenym skore 0 —
z4dné barveni, 1 — slabé barveni, 2 — stfedn¢ intenzivni barveni a 3 — silné barveni. Vysledek
barveni MGMT byl hodnocen jako pfitomny (pozitivni) pfi skére 2 nebo 3 nebo jako

nepfitomny (negativni) pii skore 0 nebo 1. Hodnoceni bylo provedeno podle metodiky autort
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Svreek et al. [59] Ztrata exprese MGMT byla stanovena, pokud vice nez 50 % bunck

vykazovalo skore 0/1.
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6.3 MOLEKULARNI VYSETRENI

6.3.1. Priprava vzorkt a izolace DNA

Vysetteni mutac¢niho stavu genit KRAS, NRAS a BRAF bylo provedeno ve vzorcich
obsahujicich slizni¢ni dysplastickou nebo nekonvencni PPL 1€zi a kolorektalni karcinom.
Vysetieni bylo provedeno z reprezentativnich parafinovych blokl. Pro molekularni vysetieni
byly zhotoveny histologické nebarvené fezy o tloustce 5 um. U endoskopickych vzorki byly
pouzity celé fezy obsahujici vySetfovanou 1ézi. U Casti vzorkl z chirurgickych resekatl byla

v ptipadné mensi 1éze provedena makrodisekce v parafinovém fezu dle oznaceni na barveném
skle k docileni vyssiho poméru studované tkan¢ ve studovaném vzorku viici zdravé tkani. Pro
izolaci DNA byl pouzit isola¢ni 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). Ve vSech piipadech

bylo postupovano dle ndvodu vyrobce. Postupy izolace jsou shrnuty v Ptiloze 2.

6.3.2. VySetfeni mutacniho stavu gent KRAS a NRAS

Pro vySetfeni mutaéniho stavu gentit KRAS a NRAS byl pouzit detekéni kit AmoyDx® KRAS
and NRAS Mutation Detection Kit (Amoy Diagnostics) a vzorky DNA byly analyzovany
metodou real-time polymerazové fetézové reakce (PCR) na systému Cobas Z 480
(Cobas/Roche Molecular Diagnostics). Pouziti téchto kit umoznuje detekci mutaci v exonu 2
(G12D, G12A, G12V, G128, GI2R, G12C, G13D, G13C), exonu 3 (A59T, Q61K, Q61L,
Q61R, Q61H) a exonu 4 (K177N, K177A, A146T, A146V a A146P) genu KRAS a mutaci v
exonu 2 (G12D, G128, G12C, G12V, G12A, G13D, G13R, G13V), exonu 3 (A59D, Q61R,
Q61K, Q61L, Q61H) a exonu 4 (K117N(G>C/T), A146T) genu NRAS. Analyticka sensitivita
RAS testii je detekce 2 % mutovanych alel na wild-type nemutovaném pozadi. Postup

vySetieni je shrnut v Ptiloze 3.

6.3.3. VySetfeni mutacniho stavu genu BRAF

Pro detekci BRAF mutaci byla pouzita PCR amplifika¢ni metoda BRAF StripAssay
(ViennalLab Diagnostics, Vienna, Austria) s reverzni hybridizaci produktu. Odecet vysledku
hybridizace na prouzku (strip) byl hodnocen prostym okem dle protokolu vyrobce. Tento test
pokryva mutace genu BRAF V600A, V600D, V60OE (c.1799T>A), V600OE

(c.1799 1800TG>AA), V600G, V600K, V600OM, V600R a K601E. Analytické sensitivita
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testu je detekce 1 % mutovanych alel na wild-type nemutovaném pozadi. Postup vySetieni je

shrnut v Ptiloze 4

6.4 STATISTICKA ANALYZA

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

vyskytu KRAS a BRAF mutace v nekonvencnich 1ézich.
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7. Vysledky
7.1. DESKRIPTIVNI CHARAKTERISTIKY CELEHO SOUBORU

V ramci primarni reserse laboratorniho informaéniho systému bylo nalezeno 309 pacientii

s diagnozou IBD a chirurgickym resekatem. Celkem u 153 pacientii z této primarni skupiny
byly v archivu nalezeny dalsi kontrolni endoskopické vzorky. Celkove jsme tedy byli schopni
pro ucely studie zrevidovat 547 bioptickych piipadt s dostupnym chirurgickym nebo
endoskopickym histologickym materidlem. V priméarnim souboru bylo 156 (50,5 %) muzi a
153 (49,5 %) Zen. Celkem byl u 263 pacientl (85,1 %) diagnostikovana Crohnova choroba a
u 45 (14,6 %) pacientli ulcerdzni kolitida. Pouze jeden pacient byl po zhodnoceni
chirurgického resekatu zarazen do kategorie indeterminované kolitidy (0,3 %). Primérny vék
v dobé€ diagndzy IBD v ramci celého souboru byl 38 £ 16 let (rozmezi 7-79 let, median 36
let). Primérné doba trvani onemocnéni pro cely soubor byla 4,5 £+ 5,9 roku (rozmezi 045 let,
median 2 roky). U 91 pacientii byl vlastni chirurgicky resekat diagnosticky i pro vlastni
onemocnéni IBD, pfedevsim u piipadii komplikovanych pistéli nebo stenézou. Celkem u 59

pacientil se nepodafilo dohledat n¢ktera klinické data, pfedevsim o dobé trvani nemoci.

7.1.1. Charakteristiky souboru pacientil se slizni¢nimi lézemi

Celkem u 51 pacientil z celého revidovaného souboru (16,5 %) jsme zastihli nékterou

z hledanych slizni¢nich 1ézi. Tato skupina pacientli byla tvofena 26 muZi a 25 Zenami.
Ulcerdzni kolitida byla diagnostikovana ve 27 ptipadech a Crohnova choroba ve 24
pfipadech. Primérny veék v dobé diagnézy IBD pro tuto skupinu byl 39 + 15 let (rozmezi 7—
79 let, median 38 let) a priimérna 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 1ézemi jsou shrnuty v Tabulce 5.
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Tab. 5: Deskriptivni charakteristiky pacientl 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 %)

Neurc¢end (indeterminovana 1(03 %) 0

Vek a trvani nemoci v letech

VéEk v dobé diagnozy IBD

median 36 let
(rozmezi 7-79 let)

median 38 let
(rozmezi 7-79 let)

primér 38 £ 16 let

primér 39 + 15 let

Trvéani IBD v letech —
dostupna data u 250 resp. 39
pacientl

median 2 roky
(rozmezi 045 let)

median 7 let
(rozmezi 045 let)

prumér 4,5 let = 5,9 let

pramér 10,3 + 10,3 let

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

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

— pocet
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7.1.2. Charakteristiky samostatné skupiny pacientii s IBD-asociovanym karcinomem

V celém revidovaném souboru pacientil jsme identifikovali 11 ptipadti IBD-asociovaného
KRK. Pro deskriptivni ucely byly jednotlivé ptipady KRK oznaceny ¢isly 1-11. Zakladni
diagnoza ulcerdzni kolitidy byla diagnostikovana u 8 pacient a Crohnovy choroby u 3
pacientl. Jednalo se 0 6 Zen a 5 muzil s vékovym rozmezim 26—79 (median 42 let; primeér
45+15 let). Nejmladsi pacient s adenokarcinomem byl diagnostikovany ve 26 letech a dalSich
6 pacientli bylo mladsich 45 let. Primérny vék pacientli v dobé stanoveni diagnézy IBD byl
33£16 let (rozmezi 7-79 let, median 24 let). Z celé skupiny byla u 4 pacientii diagnéza IBD
stanovena v détském véku (do 18. roku véku) a celkoveé u 7 pacientl byla IBD stanovena ve
veku niz$im nez 40 let (dle Montrealské klasifikace A2). [7] Doba trvani IBD do rozvinuti
KRK byla v rozmezi 0-31 let (median 15 let; primér 15210 let). U vétSiny pacientl byl
karcinom diagnostikovan po delsi dobé od stanoveni zékladni diagnozy IBD. U dvou pacienti
(ptipad 4 a 11) byla diagn6za IBD 1 KRK stanovena ze stejného resekéniho materidlu a u
dvou pacientt (ptipady 1 a 10) byla IBD diagnostikovana pouze 10 resp. 13 mésict pred
stanovenim diagn6zy KRK.

Deskriptivni charakteristiky pro skupinu pacientli s KRK jsou uvedeny samostatné v Tabulce

6

Tab. 6: VE&k pacientll v dobé diagnozy IBD a kolorektalniho karcinomu a doba trvani IBD do
doby diagndézy malignity pro podskupinu IBD-asociovanych KRK.

Vék Median a rozmezi Primér

v dobé& diagn6zy IBD 24 let (7-79 let) 33 £16 let
v dobé diagnozy KRK 42 let (2679 let) 45 £15 let
Trvani IBD do doby diagnézy KRK 15 let (0-31 let) 13 +10 let

Zkratky: IBD — idiopaticky stievni zanét; KRK — kolorektalni karcinom
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7.2. Typy a Cetnost slizni¢nich 1ézi a jejich vztah k typu IBD

Celkovée jsme u 51 pacientd zachytili 88 slizni¢nich 1¢zi, které byly nalezeny v 78 vzorcich,
resp. fezech. Celkem 55 1€zi (62,5 %) bylo zachyceno v resekatech a 33 1ézi (37,5 %)

v endoskopickém vzorku. Studované slizni¢ni 1éze bylo nasledné mozné rozdélit do 3

kategorii:

1. nekonven¢ni slizni¢ni 1éze (piedpokladané prekurzorové 1éze, PPL, celkem 56 z 88 1ézi u
42 pacientll) jako pilovita epitelialni zména (serrated epithelial change, SEC) a vil6zni

hypermucin6zni zména;

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

WHO klasifikace nadora gastrointestinalniho traktu [29];

3. konven¢éni IBD dysplazie a IBD-asociovany adenokarcinom (17 z 88 1ézi, u 13
pacientll). Vice nez jedna slizni¢ni 1éze byla zachycena celkem u 19 pacientd, a to nejcastéji
(12 pacientil) ve smyslu vice typil 1 poctu 1ézi ve stejném chirurgickém resekatu (v rtiznych
blocich) nebo v asové stejném endoskopickém vzorku (ve vice etdZzich) anebo v kombinaci
vice 1ézi v resekatu a dale v dodate€ném endoskopickém kontrolnim materidlu stejného

pacienta (6 pacientll). Viz. Tab. 9 na strané 76.

Nejcastéji zastizenymi zménami byly 1éze ze skupiny nekonvenc¢nich 1ézi (skupina 1), z
nichZ se nejvice vyskytovala pilovité epitelidlni pfeména (41 1€zi, 46,6 %). Z této skupiny
PPL byla déle zastizena vil6zni hypermucin6zni pieména (6 1€zi, 6,9 %) a obtizn¢ zataditelné
zmény s kombinovanou pilovitou i hypermucindzni morfologii (5 1€zi, 5,8 %). Nejmén¢
Castou 1ézi ze skupiny PPL byla pilovitd zména podobna hyperplastickému polypu (HP-like
serrated change, 4 1éze, 4,6 %). Celkové pak nekonven¢ni slizniéni zmény ze skupiny 1
piedstavovaly 56 1€zi (64,4 %). Ve skupiné 1 (PPL) byla ze vSech 56 1¢zi vice nez polovina
zastizena u pacient s UC (30 z 56 resp. 53,6 %). Zbylych 26 1ézi bylo zastizeno u pacientt s
Crohnovou chorobou (46,4 %). Nicméné pokud zvazime distribuci podtypii IBD v celém
revidovaném souboru 309 pacientti, pak byly PPL 1éze zastizeny mnohem cast&ji u ulcerdzni
kolitidy, a to 30 1ézi ve 45 piipadech UC (66,6 %), na rozdil od Crohnovy choroby, kde bylo
zachyceno 26 1ézi v celkové 263 revidovanych ptipadech (9,9 %). VétsSina téchto 1ézi byla
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také zastiZzena v terénu chronického (42,9 %) nebo aktivniho zanétu (46,4 %) a pouze 6

ptipadt (10,7 %) bylo zachyceno v €asti stieva, kterd nebyla postizena zanétem.

Skupinu 2 tvotilo 15 1ézi (17,2 %) s nejcastéji zastoupenym sesilnim pilovitym adenomem
(SSA, 7 ptipadi, 8 %) a druhym nejcastéjsim hyperplastickym polypem (6 ptipadi, 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 pripadil). 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 s celkem osmi lézemi zastizenymi

v zanétlivém terénu (aktivnim nebo chronickém) a 7 1ézemi v terénu nezanétlivém.

Ve skupiné 3 jsme pak zaznamenali 6 ptipadi konvencni IBD dysplazie a 11 pripadi IBD-
asociovaného kolorektalniho karcinomu. Ve skupiné 3 byla opét vétSina ptipadi zastizena u
ulcerdzni kolitidy, a to predevsim u ptipadii s KRK (8 ptipadi). VSechny dysplazie i

karcinomy byly zastizeny v ¢asti stieva postizené zanétem.

Typy 1€zi a jejich Cetnost jsou shrnuty v Tabulce 7. Zastoupeni jednotlivych 1ézi dle typu
IBD, zéanétlivého pozadi a vztahu ke KRK je podrobné uvedeno v Tabulce 8.
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Tab. 7: Rozd¢leni 88 slizni¢nich 1ézi do morfologickych typt a skupin.

Procentualni zastopeni ze
Typ 1éze N vSech 1ézi
N =288 (100 %)

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

Pilovita epitelidlni zména — SEC 41 46,5 %

Vilézni hypermucindzni zména 6 6,8 %

Kombinovana p110V1ta a vilozni 5 5.7 %
1éze

HP-like 1éze 4 4,5 %

Skupina 2 — Pravé pilovité polypy
N =15 (u 11 pacientit); 17,1 %

HP 6 6,8 %
SSA 7 8 %
TSA 2 2,3 %

Skupina 3 — IBD—-asociované neopldzie
N =17 (u 13 pacientit); 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. 8: Vztah riiznych typi 1€zi k typu IBD, zanétlivému pozadi a KRK.

. Skupina 2 Skupina 3 IBD-
Skupina 1 e, . , y .
PPL Pravé pilovité asociovana Vsechny léze
N =56 polypy neoplazie N =288
N=15 N=17
Typ IBD
30 (53,6 %, o o o
ucC $ 66,6 %) * 10 (66,7 %) 12 (70,6 %) 52 (59,1 %) #
26 (46,4 %, 0 0 0
CD $9.9 %) * 5(33,3%) 5(29,4 %) 36 (40,9 %) #
Typ bunécného pozadi }
IBD dysplazie Hodnocené léze N
N=6 =771
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 § f
0,
Ptilehlé ke KRK 6d 10//5’ 160 1 (6,7 %) 4 (66,7 %) 11 (14,2 %)
0,
Vzdalené od KRK 8 (14’%%?’ T80 1 (6,7 %) 0 9 (11,7 %)
0
V kontrolni biopsii 3 (5’40/;’ T30 0 0 3(3,9%)
(V]

Poznamka:

$ — procento piipadt z celého souboru 309 piipadi dle distribuce UC a CD

T — procento piipadt v ramci skupiny IBD—asociovaného KRK

i — 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 Cast¢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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7.2.1. Morfologické charakteristiky nekonvencnich slizni¢nich 1¢ézi ve skupiné 1 a jejich vztah
ke kolorektalnimu karcinomu

Pilovita epitelialni zména (SEC) byla charakterizovana variabiln¢ vyjadienou pilovitou
pieménou povrchové sliznice a zlazek. (Obr. 8) Léze byly obvykle ploché a ptisedlé nebo
lehce elevované a v nékterych ptipadech tvotily drobné povrchové papilarni vybézky. VétSina
1ézi byla ostfe ohrani¢ena od okolni sliznice, nicméné vétsi plosné az kobercovité 1éze byly
také zastizeny, a to v n€kterych vzorcich z chirurgickych resekati. Pilovité zmény byly
zachyceny predevsim v horni nebo stfedni tfeting sliznice bez napadné;jsi dilatace zlazek pii
bazi, ¢imz se liSily od pravého polypu typu SSA. V ¢asti 1ézi byla patrna ztrata hlenotvorby

v epitelu, kterd dodédvala 1ézim hypereozinofilni vzhled. Jadra epitelii byla obvykle lehce

zvétSena, ovalna a vezikularni, nékdy s patrnymi jadérky.

Nicmén¢ napadnéjsi atypie a jadernd hyperchromdzie suspektni z dysplazie byly nalezeny
pouze ve 3 piipadech (Obr. 9). Jedna z téchto 1ézi typu SEC s dysplézii byla zastizena u
jednoho pacienta ve stejném resekatu jako karcinom, ale v bloku vzdaleném od vlastniho
KRK. Dalsi tfi léze typu SEC byly asociovany s KRK ve stejném bloku a byly v tésném
vztahu ke karcinomu (Obr. 10). Osm dalSich SEC 1ézi bylo zachyceno v jiném bloku
vzdaleném od KRK a 2 SEC Iéze byly nalezeny v dodate¢ném endoskopickém bioptickém

vzorku.
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Obr. 8: Ptiklady pilovité epitelidlni zmény (SEC) bez dysplazie v endoskopickém vzorku.

Barveni HE, zvetseni 100x.



Obr. 9: SEC s dysplazii ve vzorku z resekatu, 1éze nespliiuje kritéria pro SSA/P. Barveni HE,

zvetseni 100x.

100x.
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Vilozni hypermucindézni zména byla zastizena v 6 vzorcich a byla tvofena tenkymi jemnymi
papilarnimi, resp. viloznimi vybézky v jinak ploché sliznici. Papily byly lemovéany
cylindrickym epitelem s napadné svétlou cytoplazmou. (Obr. 11) Jadra epitelu byla obvykle
mensi, okrouhld s kondenzovanym chromatinem nebo vezikularni a obvykle bazalné
lokalizovana. Népadna hyperchromazie, zména nukleocytoplazmatického poméru a ptechod
do dysplazie byly zastizeny v jedné vilozni 1ézi z kontrolni endoskopické biopsie u pacienta
s ulcerozni kolitidou (Obr. 12) a u jednoho pacienta piimo v sousedstvi KRK. (Obr. 13) Ve
dvou dalSich ptipadech vilozni zmény asociované s prilehlym KRK nebyla zastiZzena
dysplazie, ale ptechod viloézni 1éze do karcinomu byl plynuly a nadorové bunky karcinomu si
zachovavaly obdobny svétly az mucindzni vzhled. Tyto dva pripady budou podrobnéji
popsany v ramci morfologickych charakteristik IBD-asociovaného karcinomu v kapitole

7.2.4.nastr. 77.

Obr. 11: Viloézni hypermucindzni zména bez dysplazie v endoskopickém vzorku. Barveni HE,

zvétseni 40x.
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Obr. 12: Viloézni hypermucindzni zména s dysplazii. Barveni HE, zvétSeni 200x.

Obr. 13: Vilozni hypermucindézni zména v ptimém prechodu do invazivniho adenokarcinomu.

Barveni HE, zveétseni 100x.
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Pé&t studovanych slizni¢nich 1€ézi pak v morfologii kombinovalo oba riistové a bunééné vzory
s fokusy pilovité premény podobné jako v SEC, ale epitelie vykazovaly loziskové
hypermucinézni pfeménu anebo tvorbu viléznich formaci. (Obr. 14) Pfesné zatazeni 1ézi bylo
obtizné a hodnoceny tedy byly samostatné jako smiSené pilovité/hypermucin6zni léze stejné
jako 4 ptipady 1ézi podobnych hyperplastickému polypu (HP-like 1éze) z diivodu
podobnosti s hyperplastickym polypem, ale bez splnéni vSech kritérii pro HP. (Obr. 15).

Z4adna z téchto 1ézi nebyla asociovana s kolorektalnim karcinomem.

Obr. 14: Morfologie smiSen¢ 1éze s pilovitymi rysy (dolni ¢ast) a vilézni hypermucin6zni

komponentou (vlevo nahote). Barveni HE, zvétseni 40x.
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Obr. 15: Léze podobna hyperplastickému polypu (HP-like 1éze). Barveni HE, zvétseni 40x.
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7.2.2. Pravé pilovité polypy a IBD dysplézie a jejich vztah ke KRK

V ramci vySetfovaného souboru byly zastizeny vSechny typy pilovitych polypii.
Hyperplastické polypy (6 ptipadll) 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). Zadny ze SSA polypti nevykazoval dysplastické zmény, nicméné jeden piipad SSA byl
zastizen u pacienta s IBD-asociovanym KRK, ale v bloku mimo vlastni karcinom. Oba
zachycené TSA byly sdruZeny s dysplazii, jeden ptipad s low-grade dysplastickymi zménami,
druhy s high-grade dysplazii. High-grade TSA byl zastizen u pacienta s KRK ve stejném

resekatu jako 1éze prilehla ke karcinomu.

IBD dysplazie byla celkové zastizena v 6 pripadech. Morfologicky byla u vSech 1ézi splnéna
kritéria adenomatdzni dysplazie se zvétSenymi hyperchromnimi jadry, zvySenym
nukleocytoplazmatickym pomérem a atypiemi. Tti pfipady byly hodnoceny jako low-grade
stupen dysplastickych zmén. High-grade dysplazie byla popsana v dalSich tfech 1ézich, které
vykazovaly 1 komplexni architektonické zmény, atypie vysSiho stupné, ale bez zndmek
invazivniho rstu. Ctyfi z ptipadi IBD dysplazie byly zastizeny v piimém piechodu do

invazivniho karcinom, a to v€etné dvou piipadi low-grade dysplazie.

7.2.3. Vyskyt vice typt 1ézi u jednoho pacienta

Léze z jednotlivych skupin byly zastiZzeny v riznych kombinacich celkem u 19 pacientd.
Zachyceny byly jak kombinace 1ézi ze skupiny PPL a pravych pilovitych polypt (SEC a PPP,
5 ptipadi), tak kombinace PPL a IBD-dysplazie (SEC a IBD-dysplazie ve 3 ptipadech,
vilozni hypermucin6zni zména a IBD-dyspléazie v 1 ptipad€). U 8 pacienti s KRK pak byly
zastizeny v riznych kombinacich 1éze ze skupiny PPL, pravych pilovitych polypt i
prekurzorové dysplazie. Vyskyt jednotlivych kombinaci 1€zi véetn€ pacientii s IBD-
asociovanym KRK je v Tab. 9. Pro pacienty s KRK je pak jest¢ doplnéno schématické

zobrazeni na Obr. 16.
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Tab. 9: Kombinace raznych typi 1€zi v ptipad¢ nalezu u jednoho pacienta.

Pocet pacientil s

Typy 1ézi v kombinaci danou kombinaci* Typ materialu
SEC + SSA 4 rizné biopsie
SEC + HP 1 ruzné biopsie

3x prilehla 1éze, 8x
SEC + KRK 8 vzdalena léze, 3x

v dodatecné biopsii
vilozni hypermucinézni + TSA 1 ruzné biopsie
vilézni hypermucinézni + IBD- . e

. 1 ruzné biopsie
dysplazie
o o 3x prilehla 1éze, 3x v
_l’_

vilozni hypermucindzni + KRK 3 dodateéné biopsii
SEC + vilézni hypermucinozni + 2 Ix prilehld 1éze, 1x
KRK v dodatecné biopsii
SEC + IBD-dysplézic + KRK | 3* SEC jako leze

v dodate¢né 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. 16: ZjednoduSené schéma vztahu rtiznych slizni¢nich 1ézi ke KRK popsanych u pacientii

s IBD—asociovanym karcinomem.

* 3x SEC
. ; * 3x vilozni
_ prllehla hypermucin6zni
(PRI 4 léze . Ix TSA
- i (NN * 4x IBD dysplazie

bt - ™ % yzdalena - 8x SEC
U AR 1éze . 1x SSA

léze v « 3x SEC
kontrolni - 3x vilozni
biopsii hypermucindzni

Zkratky: IBD — idiopaticky stfevni zanét; SEC — pilovita epitelidlni zména; SSA — sesilni
pilovity adenom; TSA — tradi¢ni pilovity adenom
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7.2.4. Morfologické charakteristiky studovanych IBD-asociovanych kolorektalnich karcinomu
V ramci samostatného hodnoceni byly karcinomy podrobné definovany, klinické
charakteristiky jsou popsany v Tabulce 10. Prestoze vSechny piipady spadaly do
morfologické kategorie blize neurceného adenokarcinomu tlustého stieva (adenocarcinoma,
NOS - not otherwise specified), vykazovaly jednotlivé ptipady vyraznou vnitronddorovou
heterogenitu. Podrobné histomorfologické charakteristiky jsou uvedeny pro kazdy ptipad

v Tabulce 11. Nadorovy grade stanoveny dle kritérii platné WHO Klasifikace nadorti bylo
mozné stanovit v deseti z jedendcti ptipadil. [29] Grade nemohl byt stanoven u jednoho
ptipadu po pfedchozi neoadjuvantni chemoradioterapii (pfipad 11), u kterého zaroven nebyl
dostupny diagnosticky vzorek pted terapii. VEétsi ¢ast karcinomil byla hodnocena jako grade 2
(6 z 10) s riznym podilem tubularnich a kribriformnich formaci. Dva karcinomy byly
hodnoceny jako dobfe diferencované a dalsi dva jako high-grade (grade 3) karcinomy. Oba
dobte diferencované (grade 1) karcinomy (ptipad 1 a 5) sdilely podobné morfologické rysy.
Oba byly tvofeny dobie diferencovanymi zlazkami s kuboidnimi nebo cylindrickymi
nadorovymi bunikami se svétlou cytoplazmou ptipominajici gastrickou foveolarni
diferenciaci. (Obr. 17) Gastricka diferenciace byla nasledné potvrzena castecnou
imunohistochemickou expresi antigent MUCS5AC a MUCG6 v nadorovych bunkach (vySetfeno
pro ucely publikace na jiném pracovisti, neni uvedeno v metodéach). Ve 3 ptipadech KRK
byla zastiZena minoritni (cca 20-30 %) komponenta vzhledu mucin6zniho karcinomu. V
jednom piipadné pak tvoftila pfevazujici soucast nadoru (pies 60 %). Jeden ptipad (ptipad 3)
vykazoval kombinaci komponenty tvotfené Spatné kohezivnimi elementy s morfologii

pecetniho prstenu a komponenty mucindzni a kribriformni s nekr6zami komedo typu.

Osm ptipadli KRK vykazovalo invazi do lymfatickych cév. U vSech se jednalo o tzv.
extramuralni typ lymfangioinvaze; u ¢ty byla zdroven zastizena 1 intramuralni
lymfangioinvaze. Invaze do krevnich cév byla prokazana u 3 karcinomu. U tfi pfipadi KRK
(ptipady 6, 8 a 9) bylo zjisténo vyrazné perineuralni Sifeni. U vSech se jednalo o prominentni
infiltraci myenterického plexu s vyraznym horizontadlnim charakterem propagace nadorovych

bun¢k. (Obr. 18).

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). (Obr. 19)

75



Obr. 17: Dobfe diferencovany karcinom s gastrickou diferenciaci a blandnim vzhledem.

Barveni HE, zvetseni 100x.
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Obr. 19: Hotspot nadorového buddingu s 20 ,,buds“ v plose 0,785 mm? spadajici do kategorie
Bd3. Barveni HE, zveétseni 200x.

J

VétSina karcinomil byla lokalizovéana v levém kolon a rektu (7 z 11), zbylé ptipady byly

zastizeny v piicném tracniku (2 pfipady), céku a vzestupném tracniku. Podle typu IBD byl
pak u 5 pacientd s UC zastizen karcinom v oblasti rektosigmatu, zbylé KRK u UC pacientt
pak byly zastizeny v pfi¢ném tracniku, céku a vzestupném tra¢niku. Dva piipady KRK
asociovan¢ho s CD byly zastizeny v oblasti slezinného ohbi a jeden pfipad KRK v ptfi¢ném
tracniku. Po rozd¢leni dle klinického stadia byly dva ptipady hodnoceny jako stadium I, 4
ptipady jako stadium II a pé&t ptipadt jako klinické stadium III. Ctyfi ptipady vykazovaly
extenzivng infiltrativni rist hodnoceny jako pT4 a celkem u 5 ptipadiit KRK byly zastizeny

uzlinové metastazy.
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Tab. 10: Klinické charakteristiky pacientti s IBD-asociovanym KRK.

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

1 7 CD 29 slezinné ohbi pT3 pN1b

111B

2 Z uC 26 sestupny traénik | pT3 pNO

1A

3 M ucC 36 rektum pT4a pN2b

1ic

4 Z ucC 57 pti¢ni traénik pT4 pN1b

1B

5 Z ucC 42 vzestupny tracnik | pT2 pNO

I
6 Z uc 48 rektum pT2 pNO
I

7 M uUC 42 cékum pT1 N1

1A

8 Z CD 31 piicny traénik pT3 pNO

II

9 M CD 55 slezinné ohbi pT4a N2b

ic

10 M uUC 52 rektum pT3 pNO

1A

11 M ucC 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 — ulcer6zni

kolitida; Z — Zena
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Tab. 11: 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 vEtsi nepravidelné svétla cytoplazma, ovalna a | infiltrativni
zlazky, svétlé, okrouhl4 jadra, nendpadna | hranice, BdO,
gastricka diferenciace | jadérka LyAl ext, A1 0,
Pn 0
2 grade 2 velké kribriformni tmavé eosinofilni infiltrativni
zlazky cytoplazma, apikalni hranice, Bd2
vybézky, velka jadra, (5), LyAl ext,
napadnd jadérka Ai0,Pn0
mucindzni 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, mald int/ext, Pn ext
komponenta (30 %) | jadra
Spatné kohezivni svétla cytoplazma, vakuoly
(diftizni) komponenta | s hlenem, malé jadra
(30 %)
4 grade 2 kribriformni rist, cylindrické elementy s infiltrativni
komedo nekrozy hojnou cytoplazmou, velkd | hranice, Bd2
jédra, hruby chromatin, (6), LyAl ext,
misty jadérka A10,Pn0
5 grade 1 tubularni rast, tmavsi cytoplazma v expanzivni
gastricka diferenciace | tubulérnich oblastech, hranice, BdO,
(foveolarni) svétla cytoplazma s LyAI 0, Al 0,
hlenem, vesikulérni jadras | Pn 0
jadérky
mucinozni svétla cytoplazma
komponenta (20 %)
6 grade 2 pilovity a hojna tmava eosinofilni infiltrativni
tubulopapilarni rist, cytoplazma, velkd jadra s hranice, Bd 0,
splyvajici kribriformni | jadérky LyAI 0, AI O,
struktury, horizontalni Pn int ext
myenterické Sifeni myenterické

Zkratky: Ai — angioinvaze; Bd — budding; ext — extramuralni; IBD — idiopaticky stievni zanét;

int — intramuralni; KRK — kolorektalni karcinom;

LyA — lymfangioinvaze; Pn — perineuralni Sifeni; RT — radioterapie




Tab. 11: Histomorfologické charakteristiky IBD-asociovanych KRK - pokracovani

Piipad | Grade Histomorfologie Cytologické vlastnosti — Morfologic
¢. KRK cytoplazma, jadra, jadérka ké markery
konfigurace
nadorove
hranice, Bd,
LyAl Al,
Pn
7 grade 2 | mucinézni svétla cytoplazma, mald jadra | expanzivni
karcinom (nad 60 hranice,
%) BdO, LyAl
tubulérni tmavsi cytoplazma, mala ext, pfime
komponenta jadra LU Sifeni,
Aiext,Pn0
8 grade 2 | mald kribriformni svétla eosinofilni cytoplazma, | infiltrativni
fomace, tubularni mensi tmava jadra bez hranice,
rust, horizontalni jadérek BdO, LyAl
myenterické Sifeni int/ext, Al
0, Pn
int/ext,
myenterické
9 grade 2 | tmavsi a svétlejsi eosinofilni cytoplazma, infiltrativni
kribriformni vesikuladrni jadra s jadérky v | hranice,
grade 3 | struktury, svétlé kribriformnich oblastech, Bdl1 (2),
solidni solidni useky, svétla cytoplazma v solidnich | LyAl
horizontalni usecich, histiocytoidni int/ext, Al
myenterické Sifeni vzhled, vesikularni jadra ext, Pn
int/ext —
myenterické
10 grade 2 | tubuladrni a tmava cytoplazma, tmava infiltrativni
kribriformni rst, 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,
buiiky, skore regrese Bdx
dle Dworaka 2 (postRT),
LyAIO0, Al
0,Pn0

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

int — intramuralni; KRK — kolorektalni karcinom;

LyAlI — lymfangioinvaze; Pn — perineuralni Sifeni; RT — radioterapie
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7.3. VYSLEDKY IMUNOHISTOCHEMICKEHO VYSETRENI DLE
MORFOLOGICKYCH SKUPIN

7.3.1. Vysledky imunohistochemického vysetieni v nekonvenénich 1ézich (PPL) skupiny 1
Exprese MLH1 byla zachovana ve vétSing vySetienych PPL lézich. Aberantni ztrata exprese
byla zastizena pouze v jednom piipadé vilozni hypermucinézni zmény piidruzené k MMR
proficientnimu KRK. V jedné vilozni hypermucindzni 1ézi byla dale zastizena ztrata exprese
MSHB6, a to v piipadé€ vySetfovaném v ramci asociace s KRK. Komplexni aberantni exprese
pS3 v ramci nekonvencnich 1€ézi byla zastizena ve 3 piipadech SEC a v jedné vildzni
hypermucin6zni zméné spojené s HGD. Mimo tyto ptipady jsme u 13 dalSich PPL pozorovali
silnou expresi (3+) antigenu p53 pouze v bazalni ¢asti 1éze, a to jmenovité v 11 ptipadech
SEC a vzdy po jednom ptipadu vilézni hypermucinézni zmény, HP-like 1éze a kombinované
1éze. Ztrata exprese MGMT byla zastizena v 17 ptipadech SEC, 4 piipadech vil6zni
hypermucin6zni zmény a po dvou ptipadech HP-like zmé&ny a kombinovanych 1ézi. Vysledky
IHC pro skupinu 1 jsou souc¢asti Tabulky 12. Vybrané vysledky barveni jsou zobrazeny na

Obr. 20.

Obr. 20: Vysledky imunohistochemického barveni p53 a MGMT v SEC a vil6ozni
hypermucin6zni zméné: a) silna bazalni pozitivita p53 v SEC. Barveni HE, zvétseni 200x, b)
ztrata MGMT exprese v SEC. Barveni HE, zvétseni 100x, ¢) silné p53 exprese v dysplastické
¢asti vilozni hypermucindzni zmeény. Barveni HE, zvetseni 100x, d) Ztrata exprese MGMT ve
vilézni hypermucin6zni zménég, zachovana expres ve stromalnich lymfocytech. Barveni HE,

zvétseni 100x




Tab. 12: Vysledky imunohistochemického a molekularniho vySetfeni pro nekonvencni slizni¢ni 1éze (skupina 1).

Pilovité epitelidlni
zména
N =41 (100 %, $)

Vilozni
hypermucinézni
zména
N =6 (100 %, $)

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

HP-like 1éze
N=4(100%, $)

Vsechny PPL
N =156
($ 100 %)

IHC vysledky

MGMT ztréta exprese

17 (41 %, $ 30 %)

4(67 %, 37,1 %)

2 (40 %, $ 3,6 %)

2 (50 %, $ 3,5 %)

25 ($ 44,6 %)

p53 aberantni exprese

0 0 1) 1) 0 0 0 0 0

(komplexni a baze) 14 (26,9 %, $ 19,7 %) 2 (33,3 %, $ 3,6 %) 1(20 %, $ 1,8 %) 1(25%,$ 1,8 %) 17 ($ 30,4 %)

MLHI1 ztrata 0 1(16,6 %, $ 1,8 %) 0 0 1
Molekuldrni 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 %) *
Soubézna
KRAS(NRAS) a BRAF 3(7,3%,9$5,3%) 0 0 0 3($5.3%)
mutace
Poznamka:

$ — procento ze vSech 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 —; N — pocet; PPL — potencidlni prekurzorova léze

82




7.3.2. Vysledky imunohistochemického vySetieni v pravych pilovitych polypech

Ve skupiné pravych pilovitych polypt byla patrna zachovana exprese MLH1 piedevsim v
bazalni zoné 1éze. V apikalnich ¢astech polypu byla pozorovana slabsi exprese nebo
negativita MLH1. Tento typ barveni je nicmén¢ u pilovitych polypi Castym nalezem a neni
hodnocen jako aberantni ztrata exprese proteinu. [54] Aberantni exprese v p53 byla zastizena
pouze v jednom piipad¢ TSA. Ztrata exprese MGMT byla zastizena ve vSech 7 ptipadech
SSA, obou TSA a u dvou ptipada hyperplastického polypu, coz z celé skupiny PPP
predstavuje 73,3 %.

7.3.3. Vysledky imunohistochemického vysetieni v IBD dysplazii a KRK

7.3.3.1. IHC vysledky v IBD dysplazii
Exprese MLH1 byla v IBD dysplazii zachovana. Ve tech ptipadech byla zastizena aberantni
exprese p53 a ve dvou piipadech ztrata exprese MGMT.

7.3.3.2. IHC vysledky v KRK

V piipadech KRK bylo provedeno imunohistochemické vysetfeni vS§ech 4 MMR proteini. Ve
dvou karcinomech byl prokdzan MMR deficientni status. Jeden pacient (pfipad 1) vykazoval
izolovanou ztratu exprese MSHO6, ktera byla zastizena i v ptilehlé vilozni hypermucin6zni

zméng. Druhy pacient (pfipad 2) vykazoval ztratu ve dvojici MMR proteint MLH1 a PMS2.

Celkove u 6 pripadi KRK byla zastizena kompletni ztrata exprese p53 (pfipad 3 a 4) nebo
siln& aberantni overexprese (pfipady 7-9 a 11). Zbylych 5 karcinomil vykazovalo zachovanou
slabou resp wild-type expresi p53. Ztrata exprese MGMT byla patrna v 6 ptipadech KRK
(ptipady 1, 2, 5, 6, 7, 9), zbylé ptipady vykazovaly zachovanou silnou expresi. Vysledky pro

skupinu 2 a 3 jsou v Tabulce 13.
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Tab. 13: Vysledky imunohistochemického a molekularniho vySetfeni v pravych pilovitych polypech (skupina 2) a IBD-asociovanych neoplaziich

(skupina 3).
HP SSA TSA IBD dysplazie IBD—asociovany KRK
N=16 (100 %) N =7 (100 %) N =2 (100 %) N =06 (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 o 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 0 0
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 stfevni zanét; IHC — imunohistochemie; KRK — kolorektalni karcinom; N — pocet; SSA —

sesilni pilovity adenom; TSA — tradi¢ni pilovity adenom
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7.4. 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 Castéji v
porovnani s ostatnimi skupinami (p = 0,017). Mutace v genu KRAS byly nejcastéji zastizeny v
exonu 2 s 16 mutacemi v lokusu G12D, 12 mutacemi v lokusu G13D, 7 v G12V, dv€éma v
G12C ajednou v G128S. Dalsi dvé mutace byly zastizeny v exonu 3 v lokusu Q61 a jedna
mutace v exonu 4 (kombinujici oblast K117N a A146T). Mutace v genu NRAS byly zastizeny
u dvou pacientll v exonu 2 a to v kombinaci dvou mutovanych oblasti G12D/G12S, resp.
G12D/G13D. Jeden ptipad vykazoval mutaci v exonu 4 v oblasti K117N. VétSina mutaci v
genu BRAF byla v oblasti V60OE (15 ptipadtl) a V600A (4 pripady) véetné dvou piipadi
kombinujicich V60OE spolu s V600OA v jednom vzorku. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 14.

Tab. 14: 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#9$ 1$ - — 1# — 1
exon 15
V600E | V600A V600E i V60OA
BRAF (N) 13 2 2

* 1 jednoho ptipadu zastizena kombinace mutaci G12D a G13D v genu KRAS

# mutace G12D a G128 v genu NRAS byla zastizena u stejné¢ho ptipadu

$ mutace G12D a G13D v genu NRAS byla zastizena u stejného piipadu

Zkratky: N — pocet

7.4.1. Vysledky molekularniho vysetieni v nekonvencénich lézich (PPL) skupiny 1

Ve skupiné PPL byly zastiZeny mutace ve vSech tfech testovanych genech, a to nejcastéji v

genu KRAS. Podle jednotlivych typti PPL byla mutace v genu KRAS zastizena celkem v 16

ptipadech SEC, 4 kombinovanych lézich a 2 viléznich hypermucin6znich zménach a jedné

HP-like 1ézi. Mutace v genu NRAS byla prokézéna v jedné SEC v kombinaci s mutaci v genu

KRAS. Mutace v genu BRAF byla zastizena celkem v 9 ptipadech PPL, opét nejvice v

ptipadech SEC (6x), navic v neobvyklé kombinaci se soucasnou mutaci v genu KRAS (2

piipady) anebo NRAS (1 ptipad). Zbylé 3 ptipady mutované¢ho genu BRAF byly prokdzany
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ve dvou viléznich hypermucinéznich zménach a 1 HP-like 1¢ézi. Vysledky molekularniho

vySetteni pro skupinu 1 jsou souc¢asti Tabulky 12 — viz vySe.

7.4.2. Vysledky molekularniho vysetteni v pravych pilovitych polypech

Ve skupiné pravych pilovitych polypt byly opét zastizeny mutace ve vSech tiech
vysetfovanych genech. Mutace v genu KRAS byla zastizena v 8 1ézich, a to jmenovité v obou
TSA, poloviné HP (3x) a ve 3 ze 7 ptipadit SSA, z nichZ jeden vykazoval soucasné 1 mutaci
genu NRAS. BRAF byl mutovan ve 4 pripadech hyperplastického polypu a 4 SSA, v obou
skupinéch 1ézi navic vzdy se dvéma ptipady (2x HP, 2 SSA) se soubéznou mutaci KRAS a
BRAF (3 ptipady) nebo NRAS a BRAF (1 ptipad).

7.4.3. Vysledky molekularniho vysetfeni v IBD dysplazii a KRK

7.4.3.1. Vysledky v IBD dysplazii

Ctyii ze Sesti ptipadti IBD dysplazie vykazovaly mutaci v genu KRAS. Mutace v genech
NRAS a BRAF nebyly v této skupiné detekovany.

7.4.3.2. Vysledky v KRK

Celkem 8 ptipadi KRK z 11 vySetfenych vykazovalo mutaci v n€kterém z vySetfovanych
genil. Mutace v genu KRAS byla zastizena nejcastéji, a to v 6 piipadech (ptipady 1, 2, 4, 8, 10,
11). Jeden piipad nesl mutaci jak v genu KRAS, tak v genu NRAS (ptipad 6). Jeden ptipad
vykazoval mutaci v genu BRAF (ptipad 7). Tt1 zbyvajici ptipady KRK vykazovaly wild-type
status ve vSech tfech genech (pfipady 3, 5, 9). Vysledky molekuldrniho vySetfeni pro skupinu

2 a 3 jsou soucasti Tabulky 13 — viz vySe.
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7.5. VZTAH IMUNOHISTOCHEMICKYCH A MOLEKULARNICH VYSLEDKU
V JEDNOTLIVYCH SKUPINACH K VYSLEDKUM V IBD-ASOCIOVANYCH
KRK

Jediny ptipad ztraty exprese MLH1 v PPL skupiné morfologicky odpovidal vilézni

hypermucin6zni 1ézi zastizené v t€sné blizkosti invazivniho KRK s MMR proficientnim
profilem. Vildzni 1éze ale s ptrilehlym KRK sdilala stejnou mutaci genu BRAF. Ztrata exprese
MLHI1 (a PMS2) v ptipadé KRK byla zastizena u pacientky s geneticky prokédzanym

Lynchovym syndromem, nicmén¢ zadna dalsi 1éze nebyla u tohoto pfipadu nalezena.

Aberantni exprese p53 byla ve dvou ptipadech SEC zastizena v 1ézich v tésné asociaci

s kolorektalnim karcinomem. V jednom ptipadé se jednalo o wild-type karcinom, v druhém
pfipad€ o KRAS mutovany karcinom, se kterym SEC léze tuto mutaci sdilela. Aberantni
exprese p53 ve tfetim piipadu SEC byla prokazana v kontrolni endoskopické biopsii od
pacienta s BRAF mutovanym KRK. Vlastni SEC léze v tomto piipad¢ nevykazovala zadnou
mutaci. Tti pfipady IBD dyspléazie s aberantni expresi pS3 byly spojeny s ptilehlym

karcinomem, ve dvou piipadech s mutaci genu KRAS.

Tti ptipady KRK se ztratou exprese MGMT vykazovaly mutaci genu KRAS (ptipady 1, 2, 6)
a jeden piipad mutaci v BRAF genu (ptipad 7). Ztrata exprese MGMT pak byla zastiZena i
v ptipadé€ dvou SEC 1ézi zastiZzenych v blizkosti KRK, které navic s karcinomem sdilely

mutaci v genu BRAF (ptipad 7) resp. mutaci v genu KRAS (ptipad 6).

Tti ptipady mutovanych karcinomi s mutaci genu KRAS (piipad 6, 11) a BRAF (ptipad 9)
sdilely stejnou mutaci s dal$imi 1ézemi nalezenymi ve stejném resek¢nim materiélu, ale v
fezech vzdalenych od vlastniho KRK (ptipady 6, 9, 11). Morfologicky tyto 1éze spadaly do
kategorie SEC (ptipad 6, 9) a TSA s high—grade dysplézii (pfipad 11). Ve dvou ptipadech (7,
11) byly dale zastizeny dalsi SEC 1éze bez mutaci (wild-type). Tii pacienti s KRK vykazovali
mutaci pouze v karcinomu (vzdy KRAS) bez mutaci v 1ézich ziskanych ze stejného resekatu
(ptipady 1, 4, 8). Pfesnéji se jednalo o dvé SEC léze (4, 8) a jednu vildzni hypermucindzni
zménu v piipadu 1. U jednoho z wild-type karcinomt (pfipad 5) byla zastiZzena léze typu SEC
s mutaci BRAF V600E. Porovnani mutacniho stavu ptipadi KRK a ptidruzenych PPL nebo
dysplazii je shrnuto v Tabulce 15
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Tab. 15: Molekularni vysledky IBD-asociovanych KRK ve vztahu k dal§im 1ézim zastizenym u daného pacienta.

Karcinom SEC Vilézni 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 X WT WT WT X X X X X X X X X
2 | p.G13D | WT WT X X X X X X X X X X X X

WT WT WT X X X X X X X X X X X X X X X
4 | p.GI2D | 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-GI12D | 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
9# | 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 X X p.G13D | WT WT X X X p.G13D | WT WT

x léze v daném piipadé KRK nepfitomna

* ptipady se dvéma viloznimi hypermucinéznmi zménami

# ptipady se dvéma SEC, reportovan ptipad s mutaci

$ pripad se tiemi SEC lézemi

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

tradi¢ni pilovity adenom; WT — wild-type

88




8. Diskuze

Uvodem je nutné zdtiraznit, Ze v ramci reSere tématu idiopatickych stievnich zanétd a
pilovitych 1ézi/zmén jsme zjistili, ze tato kombinace klicovych slov vede

v prohledavané literatute k heterogenni skupiné smésnych vysledkd, které zahrnuji studie
zacilené pouze na pravé pilovité polypy a IBD, studie popisujici spise 1éze typu PPL

s riznorodou, ménlivou anebo vyvijejici se terminologii a morfologicky heterogenni
charakteristikou, a dale studie kombinujici IBD a pravé polypy i 1éze typu PPL. Z tohoto
divodu budeme diskutovat jednotlivé podskupiny samostatné s navazujici diskuzi ohledn¢

vztahu téchto 1ézi k IBD-asociovanému KRK.

8.1. Pilovité 1éze u IBD pacientti
Diskuze o vyskytu pilovitych i viloznich zmén ve sliznici IBD pacienttli predstavuje rozvijejici
se problematiku, o které bylo publikovano né€kolik praci zahrnujici i hodnocenti jejich vztahu k

IBD-asociované neoplazii véetné¢ KRK.

8.1.1. Pilovité 1éze typu SEC, vildézni hypermucindzni zména aj. a IBD

Rubio et al. upozornili na 1ézi pojmenovanou jako ,,vilo6zni adenomatozni 1éze*, resp. ,,vilozni
dysplazie* v sérii 40 pacientl s dlouhotrvajici ulcerdzni kolitidou jiz v roce 1984. Tuto 1ézi
popsali u 85 % pacientil s invazivnim karcinomem v terénu UC a byla detekovana také v 70
% dostupnych ptedoperacnich endoskopickych biopsiich téchto pacientd. Plochou dysplazii
zastihli naopak v resekatech nebo v endoskopickych biopsiich pacienti bez karcinomu. [72]
Podobnou zménu nasledné popsali Chaubert et al. jako ,,vildzni regenerativni zménu* a
,,vilozni dyspldzii“ ve studii z roku 1994 u 9 pacienti s UC. V této studii vySetfili celkem 39
nadorovych a nenadorovych vzorkl a prokazali asty vyskyt mutace v genu KRAS a aberantni
overexpresi proteinu p53 jak ve vzorcich z karcinomi, tak ve vilozni 1 v nenddorové zanétlivé
sliznici. [73] Andersen et al. nasledné€ v roce 1999 popsali obdobné vysledky s casté;si
pfitomnosti mutace v genu KRAS u vilézni hypermucindzni zmény v sérii 13 pacienti s UC, u
kterych celkove vySettili 161 mikrodisekovanych vzorki. Vildzni zména byla zastiZzena ve 13
vzorcich (8 %) se zachytem mutace genu KRAS v 8 (61 %). [74] Podobna léze byla pak v roce
2000 popsana autory Kilgore et al. také u 60 pacientii s Crohnovou chorobou s nebo bez
karcinomu a byla pojmenovana jako “hyperplastic-like” slizni¢ni zména. V této studii byla
tato 1éze zastizena v resekatech v tésné blizkosti KRK (17 %), ve vzorcich mimo karcinom
(10 %) a zaroven byla zachycena 1 v 10 % resekati pacientl s CD bez karcinomu. [75] Oba

typy 1ézi — pilovité i vilozni zmény byly nasledné popsany znovu Rubiem v roce 2000 [142]
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v sérii 50 pacientt s IBD a zachyceny u pacientti s IBD-asociovanym KRK. Vil6zni zména
byla popséna az u 52 % ptipadu a pilovita dysplazie u 29 % piipadi. Znovu byly tyto 1éze
spole¢né s dal§imi adenomat6znimi zménami u IBD studovany stejnou skupinou v roce 2007.

[3]

Imunohistochemické vySetfeni bylo soucasti pouze nékterych studii. Exprese proteinu p53
byla studovana autory Kilgore et al. v hyperplastic-like 1ézich, které vykazovaly silnou
expresi p53 v €asti popsanych 1ézi, a to pfedevSim v epitelu bazélnich ¢asti krypt. [75]
Obdobny charakter barveni se silnou bazalni p53 pozitivitou jsme zaznamenali i nékterych
naSich lézich, jmenovité u jedné vildzni hypermucindzni zmény, jedné HP-like 1éze a jedné
kombinované 1éze. Recentni studie autorti Hirsch et al. dale prokdzala zvySeny vyskyt 7P53
mutaci v KRK asociovaném s Crohnovou chorobou se shodnou mutaci pfitomnou i
prekurzorovych 1ézich stejn¢ jako v nedysplastické okolni sliznici. Navic mutace v 7P53 byly

mnohem castéji pfitomny v CD-asociovanych KRK ve srovnéni se sporadickymi KRK. [100]

Charakter barveni MLH1 nevykazoval ve vétsin€ 1€zi ze skupiny PPL znamky aberance
kromé jedné vilozni hypermucin6ézni zmény s kompletni ztratou exprese. Ve skupiné¢ PPL
tedy MLH1 expresni profil nepomohl k identifikaci 1ézi, které by mohly vykazovat ptipadné
casné dysplastické znaky na IHC urovni, jak je tomu u pravych pilovitych polypi.[117]

Déle jsme zastihli 25 z 56 (44,6 %) 1¢ézi typu PPL, které vykazovaly ztratu exprese MGMT.
Imunohistochemicka ztrata exprese MGMT vykazuje trend k asociaci s metylaci promotoru
genu pro MGMT a muze byt tedy zndmkou poruSené funkce genu MGMT s plosSnym defektem
ve slizni¢nich zménach spojenych s dlouhodobym zanétem a s vys$§im rizikem rozvoje mutaci
v genech jako KRAS a TP53. [59] Mezi MGMT negativnimi ptipady v nasem souboru jich 40
% vykazovalo mutaci v genu KRAS a 28 % mutaci v genu BRAF, v¢etné dvou piipadi se
soucasnou mutaci KRAS/BRAF. Ostatni MGMT-negativni 1éze vykazovaly wild-type stav
naptiklad 1éze ve studii skupiny Svrcek et al. (az 70 % z testovanych vzorki), nicméné
zminéna studie byla zamétena predevsim na piipady sporadickych, hereditarni a IBD-
asociovanych KRK a na pfiléhajici nenddorovou sliznici. [59] BohuZzel, z divodu 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 pirevazné morfologicky

deskriptivni, jsme limitovani moznostmi diskuze molekularnich vlastnosti PPL.
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Jak jiz bylo zminéno vyse, mutace v genu KRAS byly popsany ve viléznich regenerativnich i
dysplastickych zménach u dlouhotrvajici UC autory Chaubert et al. [73] a Andersen et al., a to
az v 61 % studovanych 1ézi. [74] 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 pritkazem o¢ekavané mutace v genu BRAF. [62, 64]
Nicméné nekteré studie prokdzaly 1 vyskyt mutace v genu KRAS u pilovitych 1ézi. Naptiklad
Srivastava et al. prokazali mutace v genu KRAS ve vice nez poloving vsech studovanych 1ézi,
které byly zastizeny u dvou IBD pacientli s mnohocetnymi polypy spliiujicich kritéria pro
syndrom pilovité polypozy (u které by byla spiSe o¢ekavatelnd mutace v genu BRAF). [63] Ko
et al. pak zastihli KRAS mutace v ¢asti piipadti z morfologické skupiny nazvané pilovité
polypy s low-grade dysplazii (morfologicky ale pfipominajici TSA) a ve skupiné pilovitych
polypt s nalezem neurcitym pro dysplézii (tzv. skupina smiSenych 1ézi) a navrhli tak paralelu
a srovnani s mirou detekce mutaci, ktera je reportovana u sporadickych TSA. [64] V naSi
studii byla mutace genu KRAS prokazana ve velké ¢asti (42,9 %) nekonvencnich a
neoplastickych 1ézi. Nase vysledky mohou byt ovlivnény malym poétem 1ézi v neoplastické

skupiné 3 a dale chybéjici kontrolni skupinou sporadickych 1ézi pro skupinu 1 (PPLs).

Zajimavym nalezem v na$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. vzdjemné se vylucujici, nicméné né€kolik publikaci tuto mutaéni
koexistenci u KRK popisuje, obvykle s odkazem na nddorovou heterogenitu. [143—-146] V
nasi studii nicméné¢ nebyly soucasné mutace zastizeny u piipadu karcinomt, ale u 3 ptipada
SEC, dvou HP a dvou piipadii SSA, a to v 5 endoskopickych vzorcich a ve 2 disekovanych
vzorcich z chirurgickych resekatli. VSechny 1éze s koexistenci obou mutaci byly bez znamek
dyspléazie. Kontaminace materialu byla vylouc¢ena, ale opakované vySetfeni mutac¢niho stavu
nebylo provedeno. Vysvétleni tohoto nalezu zlistava problematické, protoze oba markery jsou

vvvvv

heterogenity i na prekurzorové 1éze.

8.1.1.1. Endoskopicka detekce nekonvencnich léz u IBD
Samostatnym tématem jsou moznosti endoskopické detekce nekonvencnich 1€zi. Léze typu

PPL byly popsany v ramci n¢kolika mensSich endoskopickych serii.

Studie autordt Hamamoto et al. popsala endoskopické nepatrné vilozni zmény (subtle villous

change, SVC) u 18 pacienti ze screeningového programu 250 pacientli. Endoskopicky
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piipominaly tyto zmény svym vzhledem sliznici tenkého stieva a byly zachyceny v zanétlive
postizené Casti tlustého stfeva s porusenou cévni kresbou, a to u 12 pacientii s UC au 6

pacientii s CD. Histologicky pak byla u 7 ptipadi SVC popséna vildzni 1éze s LG dysplazii a
u 2 piipadi s HG dysplazii. U Sesti pacientti pak byly dysplastické zmény zachyceny 1 mimo

vilozni zmény. [147]

Otéazka detekce, zachytu a asociace s dysplazii a karcinomem u pilovité epitelidlni zmény
(SEC) je stale problematicka. Recentné byly publikovany prace kolektivii Johnson et al. a
Parian et al. dokladajici, ze detekce nekonvencnich 1€zi miize byt jesté vice problematicka.

V prvni studii bylo pouze 38 % lézi typu SEC viditelnych nebo diagnostikovanych z cilené
biopsie. Z této studie vSak byli vylouceni pacienti bez morfologicky popsané SEC a pacienti
s resekei pro kolorektalni karcinom.[69] V druhé, retrospektivni, studii bylo pouze 22 % SEC
zastizeno v cileném bioptickém odbéru. [4] Niméné ob¢ tyto studie zdiiraznily zvysené riziko
konkomitantni dysplazie u pacientli se SEC, ktera by tak mohla pfedstavovat mozny
predstupeii €i rizikovy znak rozvoje dysplazie v budoucnosti. [4, 69] V ramci nasi prace jsme
nebyli schopni hodnotit nebo komentovat otazku endoskopické viditelnosti studovanych 1€z,
jelikoz vétsi ¢ast 1ézi byla detekovana v resekatu. Nicméné dle dostupnych udajti nebyla vétsi
¢ast 1ézi v kontrolnich biopsiich endoskopujicim Iékatem detekovana, jelikoz vétsina vzorkl
byla zaslana jako necilené odbéry v rdmci kontrolni etdzové biopsie bez popisu vidilnych

slizni¢nich zmén.

8.1.2. Pravé pilovité polypy a IBD

Studie zamétujici se na pravé pilovité polypy, jejich vyskyt u IBD a Gcast pilovité drahy v
karcinogenezi IBD-asociovaného karcinomu jsou spiSe recentniho data, a to pfedevsim z
diivodu relativné nové definice a terminologie pilovitych polypt i pilovité drahy. [62, 64, 67,
68, 71, 148] Bossard et al. revidovali celkem 36 pacientil, u kterych identifikovali 1éze
morfologicky odpovidajici hyperplastickému polypu a tradi¢nimu pilovitému adenomu (TSA)
a u obou prokazali BRAF V600OE mutaci. [62] Nékteré studie popisuji dokonce ptipady nebo
mensi série pacientl s viceCetnymi lézemi, které jsou porovnavany s kritérii pro pilovité
polypdzy. [63, 70] Srivastava et al. v praci publikované v roce 2008 popsali soubor 3 pacientii
a jejich rodin s vicecetnymi pilovitymi l€zemi na pozadi IBD a porovnavali je s nalezy od

pacientl se syndrome pilovité (hyperplastické) polypdzy. [63]

V nasi studii tvotily pravé pilovité polypy pouze 17 % ze vSech zastiZzenych slizni¢nich 1ézi.

Zachyceny byly vSechny typy PPP. V ramci provedenych vySetfeni je zajimavym vysledkem
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relativné vysokd pfitomnost aberantni exprese MGMT (73 %) v ramci celé skupiny PPP.
V ramci molekularnich zmén pak pravé pilovité polypy obvykle vykazovaly o¢ekavanou

mutaci v genu BRAF (SSA a HP) nebo v genu KRAS (TSA).

Nase vysledky i1 zavéry nékterych vyse uvedenych studii dokladaji vyskyt pravych pilovitych
polypti u IBD pacientl a potvrzuji podobnost pilovitych polypt u IBD se sporadickymi
pilovitymi Iézemi u non-IBD pacientt ve smyslu molekularnich a imunohistochemickych
vlastnosti. [137] Je tedy mozné, Ze v budoucnosti bude nutné pravé pilovité polypy u IBD
histologicky ptesné odliSovat do nekonvencnich 1€zi typu SEC a vilézni hypermucin6zni
zmeény, stejné jako je nutné jiz nyni odliSovat sporadické konvencni adenomy od IBD

dysplazie z diivodu odli$né prognozy a nutnosti sledovani.

8.2. IBD-asociované KRK — diskuze morfologickych, fenotypovych a molekularnich
charakteristik.

V celé revidované skupiné 309 resekovanych IBD piipadii za desetileté obdobi jsme
identifikovali 11 pacientd s IBD-asociovanym KRK. V ramci skupiny ptipadii IBD-
asociovaného KRK jsme pozorovali znacnou morfologickou heterogenitu jednotlivych
pripadi od klamné blandni morfologie dvou piipadt s gastrickou diferenciaci (pfipady 1 a 5),
rizné vyjadienou mucindzni diferenciaci v 4 ptipadech aZ po neobvyklé perineuralni Sifeni
karcinomu cestou myenterického plexu. Nicméné pravé heterogenita morfologie, minimum
nadorové nekrotizace, mucindzni nebo prsténcita diferenciace anebo naopak dobie
diferencovana morfologie jsou znaky, které¢ jsou popisovany ve vétSich souborech IBD-

asociovanych karcinomu. [149]

Dalsi, ¢asto diskutovany parametr u IBD-KRK, je stav mismatch repair proteint (MMR) se
zaméienim na MMR deficit anebo MSI-H status, ktery je detekovan az u 10 % piipadi [149,
150] V nasi sérii jsme zaznamenali celkem dva MMR deficientni pfipady KRK (1 %, ptipad 1
a 2). Defekt v MMR proteinech u jednoho z naSich ptipada (pfipad 2) byl prokdzén na
germinalni Grovni véetné splnéni kriterii Lynchova syndromu dle Amsterdamskych kriterii 1
revidovanych Bethesda kriterii a molekularniho vySetieni u dalSich ¢lenti rodiny. [151-152]
U druhého pacienta jsme prokazali ztratu exprese MSH6 na imunohistochemické urovni.
Molekularni vySetfeni MSI nebylo provedeno. V ramci studii, které porovnavaji morfologii a
molekularni vlastnosti IBD-asociovanych KRK se sporadickymi a hereditdrnimi karcinomy a
stavem MMR systému se zda, Ze mechanismus vzniku MMR deficitu u IBD-asociovanych

karcinomt je spiSe podobny mechanismim popsanym u hereditarnich MSI-H karcinomii, ale

93



jsou na rozdil od nich spojeny spise s mutacemi v genu BRAF. Cilové geny, ve kterych
dochazi v rdmci mikrosatelitni nestability k mutacim v tandemovych repeatech, jsou nicméné

u IBD karcinomti podobné jako ve sporadickych a hereditarnich MSI-H KRK. [59, 149, 153]

Vysledky vySetfeni imunohistochemické exprese MGMT vykazovaly aberantni ztratu
exprese v 6 piipadech IBD-asociovaného KRK a také v 16 piidruzenych slizni¢nich 1ézich
piedevsim ze skupiny PPL. Jak bylo prokazano nékterymi autory. [59, 63], ztrata funkce a
exprese MGMT byva ptitomna jak u sporadickych, tak u IBD-asociovanych a hereditarnich
KRK a mize byt zastizena také v pfiléhajici nenadorové anebo zanétlivé zménéné sliznici.
Tyto nalezy podporuji hypotézu, Ze metylace MGMT se ztratou funkce mize predchézet dalsi
molekularni zmény a maligni transformaci epitelu. U IBD-karcinom? je dale moZna asociace
mezi ztratou MGMT a MSI stavem, ale dle nékterych autorti bez vazby na mutovany stav
genll KRAS nebo BRAF'. [59] V ramci nasi studie jsme nicméné ve skupiné MGMT-
negativnich karcinomu prokézali mutaci v genu KRAS ve tfech ptipadech KRK (1,2 a 6) a
mutaci genu BRAF v jednom ptipadu KRK (7). Nase vysledky jsou spise v souladu se studii,
ve které byla metylace v promotoru MGMT spojena s vyskytem mutaci v genu KRAS. [154]
Nov¢jsi studie zabyvajici se molekuldrnimi vlastnostmi KRK vznikajiciho u IBD nicméné
upozoriiuji na pomérné nizsi vyskyt mutaci v genu KRAS a vyssi podil mutaci v 7TP53 v
porovnani se sporadickymi karcinomy. [100, 155—-158] S témito recentnimi studiemi se naSe
vysledky rozchézeji, ale divodem muze byt limitni pocet vySetfovanych karcinomt v rdmci
studovaného souboru a vétsi podil slizni¢nich 1ézi a nemoZnost porovnat vysledky s kontrolni

skupinou.

8.3 Diskuze vztahu IBD-asociovaného KRK k jednotlivym typtim slizni¢nich 1ézi

8.3.1. IBD-asociovany KRK a dysplazie

PtestoZe je IBD dysplazie (intraepitelidlni neoplazie) povaZzovéana za hlavni prekurzorovou
1ézi pro KRK u IBD pacienti a je tedy také hlavnim znakem pro sledovani ptipadné progrese
[2, 5, 10, 159], identifikovali jsme v nasi skupin¢ KRK pouze 3 ploché IBD-dysplézie a 1
elevovanou IBD-dysplastickou 16zi. Zadn4 z téchto 1ézi navic nebyla identifikovana v rAmci
kontrolni sledovaci endoskopie a byly odhaleny az v dob¢ diagnézy KRK ve stejném
resekénim materidlu. Nicméné u téchto pacientli nemame k dispozici piesna data tykajici se

cetnosti kontrolnich endoskopii, resp. dodrzovani kontrol ze strany pacienta.
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8.3.2. IBD-asociovany KRK a pravé pilovité polypy

Ze skupiny pravych pilovitych polypt jsme zastihli kolorektalni karcinom u 1 pfipadu TSA, a
to v blizkosti KRK a u jednoho ptipadu SSA, nalezeného ve vzorku vzdaleném od KRK. U
z4ddného z pacientli s hyperplastickym polypem karcinom zastizen nebyl. V ramci studii
zabyvajicich se pritomnosti pravych pilovitych polypt u IBD pacientli byly obdobné¢
zastizeny spiSe jednotlivé ptipady KRK bud’ jako synchronni 1éze, [62—64] nebo jako
metachronni karcinomy zastizené v ramci sledovani pacientll. [64—65] Ve dvou ptipadech se
jednalo o TSA asociovany s karcinomem s mucindzni morfologii; v jednom piipadé se
sdilenou mutaci genu BRAF (REF Bossard 2007), v druhém piipad¢ byla u KRK zastizena
mutace KRAS i BRAF, ale u ptidruzeného TSA nebylo molekularni vysetieni provedeno.
Dalsi KRK byly zastizeny také u SSA nebo TSA, ale bez dalsiho molekularniho vySetteni.
Vzhledem k malému mnozstvi popsanych ptipadi nelze jednoznaéné posoudit piipadné

rozdily mezi asociaci KRK s pravymi pilovitymi polypy u IBD a non-IBD pacientii.

8.3.3. IBD-asociovany KRK a PPL

NejzajimavéjSim ndlezem ve skupiné IBD-asociovanych KRK byl pravée prikaz ptimého
vztahu karcinomu nejen s o¢ekavanou konvenéni IBD-dysplazii, ale také s jinym typem PPL,
a to celkové u 7 pacientl. Z dalSich slizni¢nich 1ézi jsme v pfimé asociaci s KRK zaznamenali
3 ptipady vilézni hypermucinézni zmény (pfipady 1, 5 a 7). Dva z téchto ptipadit KRK
sdilely urcité morfologické znaky v podobé gastrické diferenciace, resp. vzhledu foveolarni
¢asti zaludecni sliznice. Karcinom v pfipadé¢ 1 sdilel s ptfiléhajici PPL ztratu exprese MGMT.
U karcinomu v piipad€ 5 nebyla prokdzdna mutace v Zadném ze sledovanych genit KRAS,
NRAS a BRAF, ale asociovana vil6zni hypermucindzni 1éze vykazovala mutaci BRAF V600E.
Tteti karcinom sdruzeny s vilozni hypermucinézni 1ézi sdilel s touto PPL stejnou mutaci genu
BRAF. MoZna asociace vilozni hypermucindzni zmény a ulcer6zni kolitidy byla zminéna v
publikaci autori Andersen et al. [74] Autofi v této praci hodnotili 161 mikrodisekovanych
vzorkli od 13 UC pacientt, ktefi podstoupili proktokolektomii pro pretrvavajici dysplazii nebo
diagnozu KRK. V ramci této studie zastihli 13 1ézi s viloznim hypermucinéznim vzhledem a
61 % z téchto 1¢ézi se vyznacovalo mutaci v genu KRAS a byly tak hodnoceny jako potencialné
rizikove slizni€ni 1€z¢€ v terénu ulcerdzni kolitidy. [74] Morfologicky podobné 1éze pak byly

popsany i autory Kilgore et al. [75] v roce 2000 u pacientti s Crohnovou chorobou.

Dalsi 1ézi ze skupiny PPL, kterou jsme zastihli v pfimé asociaci s KRK, byla pilovita
epitelialni zména (SEC), a to opét ve tiech ptipadech (6, 8 a 9). Dvé ze SEC [ézi sdilely s
asociovanym KRK stejnou mutaci v genu KRAS, resp. BRAF. Jedna z 1ézi pak sdilela s
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piidruzenym KRK aberantni overexpresi proteinu p53. Pilovité zmény a pilovita dysplazie
byly popsany u IBD-asociovaného KRK u pacienti s UC Rubiem (REF 2007 Rubio). Rubio
zastihl v sérii 96 kolektomii pilovity ristovy vzorec u 12 % lézi popsanych v zékladu jako
UC-adenomatozni rast (UC adenomatous growth, UCAG) a v 29 % 1ézi pojmenovanych jako
UC-adenomy (UC-adenoma, UCAD).

Jeden MMR deficientni karcinom (pfipad 1) z nasi studie sdilel MMR defekt s ptidruzenou

PPL, kterd morfologicky odpovidala vilézni hypermucinézni 1¢zi.

8.4. Endoskopické sledovani pacientii s IBD a endoskopické prevence rozvoje
kolorektalni neopléazie a vztah k nekonvencnim 1ézim

Pacienti s dlouhotrvajici IBD jsou ve zvySeném riziku rozvoje kolorektalni neopléazie pti
onemocnéni trvajicim déle nez 8—10 let a podstupuji pravidelné endoskopické kontroly. [17]
Cetnost kontrol zavisi na mife rizik a pacienty dale rozdglit na vysoce rizikové (rodinna
anamnéza KRK, trvajici aktivita onemocnéni, asociace s primarni skler6zujici
cholangoitidou), kteti podstupuji kontrolni endoskopii 1x ro¢né. Pacienti s nizkym rizikem
(relapsy onemocnéni s dlouhymi remisemi, negativni rodinnd anamnéze) jsou sledovani 1x za
pét let. Programy pravidelného sledovani patraji primarné po slizni¢nich 1ézich endoskopicky
suspektnich z konvenc¢ni dysplézie. Jedna-li se o polypoidni viditelnou 1ézi s dysplazii, je
mozné jeji endoskopické odstranéni a dalsi sledovani s posunem k ¢astéjSim kontrolam (1x za
3—6 meésich). [5-6, 17] Zachyt HG dysplazie a dale neresekovatelné ploché nebo tzv.
neviditelné 1éze detekované az z histologicky z nahodného necileného odbéru jsou pak

indikaci ke kolektomii. [5-6]

Jak ukazuji recentni studie, detekce nekonvenc¢nich 1€zi spada do problematické kategorie tzv.
neviditelné 1éze a cilend detekce s odbérem je mozna jen u mensi ¢asti 1ézi, [4, 69] Postaveni

a vyznam téchto 1ézi v ramci dlouhodobé depistaze by mél byt tématem dalsiho vyzkumu.
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8.5. Limitace studie

Povazujeme za nutné zminit limitace nasi studie. Hlavni limitaci je retrospektivni
nekontrolované nastaveni celé studie a primarni reSerSe archivu zamétena na chirurgické
resekaty, kterd vedla k obohaceni celého souboru o piipady Crohnovy choroby, jelikoz
pacienti s CD ¢asté&ji podstupuji chirurgickou terapii z diivodu komplikovaného onemocnéni
se stendzou nebo pistélemi. Pies tyto limitace jsme presvédceni, ze nase studie prispiva k
dalsim znalostem o nekonven¢nich slizni¢nich 1ézich u IBD pacientd a ze jsme byli schopni

prokazat a podpofit vyskyt téchto 1ézi.

Pro skupinu IBD-asociovanych KRK je pak obdobnou limitaci retrospektivni hodnoceni
malého mnozstvi archivniho materialu s limitujicim po¢tem parafinovych blokli bez moznosti
dodatecného zpracovani dalsiho materidlu. Mensi pocet blokti k revizi je nejvétsi limitaci
predevsim v ramci resekati KRK, protoze tyto vzorky byly makroskopicky zpracovany se
zamétfenim na vlastni karcinom a jeho staging a dozajista tak doslo k nedostatecnému
ptikrojeni dalSich ¢asti nenddorového kolon, ve kterém tak mohly byt ptehlédnuty dalsi

potencialni prekurzorové 1éze véetné PPL.
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9. Zavéry prace

V ramci provedené studie jsme potvrdili pfitomnosti riznych typt slizni¢nich 1ézi
vznikajicich ve sliznici pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem. Kromé o¢ekavané IBD
dysplazie, ktera je obecné povazovana za hlavni prekurzor pro vznik KRK v terénu IBD, a
tedy hlavnim diivodem pro program preventivnich kontrolnich endoskopii, jsme potvrdili také
pritomnost pravych pilovitych polypt i dalSich nekonvencnich 1€zi jako je pilotiva epitelialni
pieména (SEC) a vilozni hypermucinézni zména ve sliznici IBD pacientt. Jednotlivé typy
slizni¢nich zmén nebo polypli se mohou vyskytovat u jednoho pacienta multifokalné nebo
jako kombinace rtiznych typt 1ézi v riznych odbérech. Kromé toho jsme zjistili, ze
nekonvenéni PPL 1éze mohou vykazovat dysplastickou morfologii a mohou byt nalezeny v
bezprostiedni 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 rdmci nasi studie tyto nekonvencni PPL 1éze
predstavovaly nejvétsi skupinu ze vSech popsanych 1¢ézi (celkove 63 %) a byly nalezeny

Castéji, nez ocekavana a sledovana IBD dysplazie (7 %).

Nami studované IBD-asociované karcinomy se vyznacovaly morfologickou,
imunohistochemickou (fenotypovou) a molekularni heterogenitou obdobné jako ptipady
sporadickych KRK. V souboru karcinomil jsme kromé& vazby na konven¢ni prekurzorovou
1éz1, kterou je IBD dysplazie, popsali take ptimy vztah karcinomu s jinymi nekonven¢nimi
1ézemi jako je vilozni hypermucindzni zména a pilovita epitelidlni zména. V radmci malé
podskupiny samostatné hodnocenych IBD-asociovanych karcinom tvotily PPL vice nez 80
% zachycenych slizni¢nich zmén a jejich vyskyt byl tedy ¢astéjsi nez konvenéni IBD-
dyspléazie. Navic 6 z 22 1¢zi, (27 %) bylo zastizeno ve sliznici, kterd bud’ tésn¢ ptiléhala k
zastizenému invazivnimu karcinomu, anebo byl zachycen piimy ptechod PPL léze do

invazivniho KRK.

Jsme presvédceni, ze naSe vysledky podporuji v literatufe jiz recentné vyslovené podezieni,
ze 1éze typu pilovita epitelidlni zména (SEC) a vildézni hypermucindzni zména mohou
piedstavovat dalsi podtyp prekurzorové 1éze pti rozvoji IBD-asociovaného KRK a ze dale
karcinomu. Dale naSe prace potvrzuje vyskyt pravych pilovitych polypti u pacientli s IBD a

popisuje jejich vztah k dal$im 1ézim i KRK.
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Vzhledem k tomu, Ze vSechny 1éze byly zastizeny retrospektivné v ramci cileného patrani, je
pravdépodobné, ze jsou 1éze typu PPL v ramci rutinniho histologického vysetieni ¢asto
prehlédnuty a nejsou tak tedy popsany v bioptické zprave, coz ma za nasledek jejich celkové
podhodnoceni. Povédomi o vyskytu a suspektni prekurzoroveé roli téchto nekonvencnich 1€zi
je nutné. Jejich rozpoznani patologem je zdsadni v¢etné zahrnuti jejich popisu do bioptickych
vysledkl v ramci endoskopickych kontrol. Pro potvrzeni jednozna¢né prekurzorové role

téchto 1ézi jsou nicméné nutné dalsi rozsahlejsi prospektivni studie.

9.1. Témata a doporuceni pro béznou bioptickou praxi vyplyvajici z provedené studie
I ptes retrospektivni rdz studie vétim, ze z vysledkil vplyva nékolik faktl, které mohou mit
dopad 1 na béznou bioptickou praxi. V rdmci sledovani pacientl s dlouhotrvajici IBD bychom
v kontrolnich biopsiich méli kromé konvencéni IBD dysplazie patrat i po diskrétnich
histologickych zménach pilovitého nebo vil6zniho vzhledu. Vzhledem k obtizné detekci
téchto 1ézi v endoskopii se bude jednat obvykle o necilené odbéry bez jasného
endoskopického korelatu (napft. pro pilovitou epiteldlni zménu - SEC) nebo s moznym
endoskopickym popisem charakteru nepatrnych vil6znich zmén (subtle villous changes,
SVC). Histologicka detekce vilozni hypermucindzni zmény s dysplazii se zda byt i1 dle studii
snazsi vzhledem k charakteru riistu a také morfologicka kritéria jsou vcelku jednoznacna. [72]
Stale problematickou 1ézi zlstava pilovita epitelidlni zména (SEC) a HP-like 1éze, které je
nutné odlisit od pravych pilovitych polypi. Zde by mélo pomoci piesné dodrzovani
histologickych kritérii pro PPP dle platné WHO klasifikace. [29] Otazkou zlstava, zda ke
zlepSeni detekce téchto 1ézi mliZze pomoci pouZiti imunohistochemickych metod jako napf.

exprese MGMT.

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

tématem pro budouci vyzkum.
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9.2. Osobni ptinos doktoranda:

V ramci této studie jsem osobné provedla revizi veskerého histologického materidlu od 309
pacienttl, a to v¢etn¢ vSech dostupnych dodatecnych endoskopickych vzorki, celkem 547
bioptickych piipadi, resp. vice nez 5000 histologickych skel. U kazdého ptipada jsem
revidovala zakladni diagnézu IBD a jeho podtyp a dale patrala po slizni¢nich zménach, které
obvykle nebyly popsany v zakladni histologické zprave. U ptipadii s invazivnim karcinomem
jsem revidovala morfologicka a stagingova data a dopliiovala hodnoceni dalsich

prognostickych parametrt jako je nadorovy budding atd.

Ve spolupréaci s MUDr. Helenou Hornychovou, Ph.D., jsme zavedli do provozu
imunohistochemické vySetteni MGMT, které jsem nasledné hodnotila ve vSech

vySetfovanych fezech stejné jako dalsi, jiz technicky zavedena imunohistochemicka vysetieni

(p53, MLH1 a MMR proteiny u KRK).

Pro ucely molekularniho vysetieni jsem vybirala bloky a oznacovala vzorky uréené pro

makrodisekci. Molekuldrni vySetfeni provedla a hodnotila RNDr. Hana Vosmikova.

Osobné jsem nasledné hodnotila vysledky IHC a molekularniho vySetfeni v jednotlivych
kategoriich slizni¢nich 1ézi, véetné€ asociace s KRK, a hodnoceni vzajemnych vztaht riznych
1ézi mezi sebou, vCetné zakladniho statistického hodnoceni, které bylo provedeno pouze u

nekterych parametri z divodu limitaci uvedenych v bodé¢ 8.5.
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Ptiloha 1. Postup imunohistochemického vySetfeni v barvicim automatu Ventana a

postup ru¢niho barveni.

Postup v barvicim automatu Ventana Y« ,
Krok BenchMark Ultra Postup pro rucni barveni
Y o deparafinace fezli — xylen 3x10
. | deparafinace fezli (EZ prep. pufr - minut, 96 % alkohol 2x5 minut, 70 %
deparafinacni roztok) )
alkohol 5 minut
2. | oplach oplach v destilované vodé
demaskovani antigent — MGMT —
3 demaskovani antigeni — SSC pufr (chlorid | v demaskovacim pufru (pufr K8007;
" | sodny, citrat sodny) DAKO, Dansko) po dobu 40 min. ve
vodni lazni 97 °C
4. | aplikace promyvaciho pufru zakapani promyvacim pufrem
5. | oplach oplach v destilované vodée
tlumeni peroxidazové aktivity —
6. | tlumeni peroxiddzové aktivity FLEX peroxidazovy blok (RTU) 100
ml po dobu 5 minut
7. | oplach oplachnuti 3x promyvacim pufrem
nakapani protilatky — automatické dle n?lkapazn primart pr.otllatky, fedéni
8. Y xos 1:50, pisobeni 32 minut
protokolu a fedéni
9. | oplach oplachnuti 3x promyvacim pufrem
aplikace vizualiza¢niho systému, OptiView aplikace vizualizatniho systému
10. DAB IHC detekéni kit, Ventana EnVision ELEX /HRP (RTU) pod
dobu 20 minut
11. | oplach oplachnuti 3x promyvacim pufrem
FLEX DAB+ FLEXChromogen
. (tekuty DAB) fedime: 1 ml DAB
12| aplikace chromogenu pufru + 1 kapka DAB chromogenu
po dobu 10 minut
13. | oplach oplachnuti destilovanou vodou 3x
dobarveni Kod’ouskovym
14. | dobarveni hematoxylinem hematoxylinem po dobu 1 minuty
promyti preparatii pramenité vode
15. | ° ne{mhka kapkaryu,J aru, oprani v p ramentte odvodnéni a zamontovani preparatt
vod¢ a zamontovani do montovaci folie
(automat Tissue Tek Film)
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Ptiloha 2: Ptiprava vzorkl a izolace DNA z parafinovych blocki

Parafinové bloky pro izolaci DNA byly vybrany na zéklad¢ nalezi v histologickych fezech.
Ptipady byly rozdéleny do dvou skupiny podle zpiisobu piipravy vzorki pro izolaci DNA.
V ptipadé izolace z celého fezu byly krajeny rulicky do mikrozkumavek (skupina A).

V ptipad€ makrodisekce byly fezy krajeny na sklo (skupina B).
Piiprava a deparafinace — skupina A:

Tloust’ka krajenych tezii (rulicek) byla 5 pum. Nakrajené rulicky byly pomoci preparacni jehly
premistény do sterilni 1,5 ml Safe-Lock mikrozkumavky. Pocet krajenych rulicek byl uréen

podle velikosti tkané tak, aby celkova plocha tkané byla v souétu minimalné 1 cm?.

Deparafinizace FFPE fezl v rulickach v mikrozkumavce

1. Do mikrozkumavky Safe-Lock pfidat 500 pl xylenu, inkubace 5 min pfi laboratorni
teploté

2. Ptidat 500 pl absolutniho ethanolu, inkubace 5 min pfii laboratorni teplote

3. Centrifugovat pti 20 000 x g (RCF) po dobu 2 minut. Odsat supernatant bez poruseni
pelety a pfidat 1 ml absolutniho etanolu.

4. Centrifugovat pii 20 000 x g (RCF) po dobu 2 minut. Odsat supernatant bez porusSeni
pelety a vysusit tkaniovou peletu v suchém bloku 10 minut pii 56 °C—s otevienymi
zkumavkami.

5. K peleté ptidat 180 ul DNA tkanového lytického purfu, pfidat 70 pl rozmrazené

proteindzy K

Priprava a deparafinace — skupina B:
Tloustka krajenych fezii byla Spum. Nakrajené fezy byly pomoci preparacni jehly pfemistény
na kladné nabité podlozni sklo s kapkou destilované vody. Pocet krajenych fezli byl uréen

podle velikosti tkané tak, aby celkové plocha preparatu byla v sou¢tu minimalné 1 cm?.

Deparafinizace FFPE fezi na sklickach

1. Na sklicko s fezem napipetovat 1 ml xylenu, inkubace 5 minut

2. Xylen slit ze sklicka, naklonit a oplachnout 1 ml xylenu.

3. Opakovat body 1 a2

4. Sklicko oplachnout 1 ml absolutniho ethanolu a dale napipetovat 1 ml abs. etanolu,

inkubace 5 minut, slit a znovu oplachnout 1 ml abs. etanolu.
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5. Sklicko s fezem nechat zcela uschnout 5—10 min na vzduchu nebo na plotné pfi teploté
56°C.

6. Seskrabnout tkan ze skla pomoci sterilniho skalpelu a provést makrodisekci dle uréeni
patologem

7. Tkan postupné prenést pomoci kapky smési tkanového lyitckého pufru a proteindzy K

do oznacené Safe-Lock mikrozkumavky.

Izolace DNA — obé skupiny, zkraceny struény postup pro izolaé¢ni kit Cobas DNA
Sample Preparation Kit — Roche

1. Vortexovat 30 s mikrozkumavky, pro izolaci pro testy COBAS (KRAS) pfipravit
navic 1,5 ml zkumavku pro negativni kontrolu (oznacit NK)

2. Inkubace 60 min v termobloku pii 56°C.

3. Inkubace 60 min v termobloku pii 90°C. Vychladnuti a centrifugace.

4. Pridat do kazdé mikrozkumavky 200 pul DNA vazebného pufru, promisit pipetou a

inkubovat 10 minut pii laboratorni teploté.

Ptidat 100 pl izopropanolu a 5x protdhnout pipetou.

Prenést lyzat do zkumavky s filtrem nasazené na odbérové zkumavce

Centrifugace a promyvani v promyvacim pufru (WB I a WB II), centrifugace.

Sl

Zkumavku s filtrem nasadit na novou odbérovou zkumavku. Kapalinu i starou

odbérovou zkumavku vyhodit. Centrifugace 1 minuta.

9. Zkumavku s filtrem nasadit na oznacenou 1,5ml mikrozkumavku, pouZzitou
odbérovou zkumavku vyhodit

10. Ptidat elu¢ni pufr (DNA EB) - pro KRAS+NRAS+BRAF 75 pl, inkubace 5 min,
centrifugace.

11. V 1,5 ml mikrozkumavce je eluat DNA.

12. Thned po izolaci zmétit pomoci Qubitu koncentraci DNA

Izolace DNA pfi pouziti automatického izolatoru MagCorel6 s izola¢nim kitem

MagCore Genomic DNA FFPE One-Step Kit
Skupina A — celé fezy s dostateCnym mnoZzstvim tkané
1. Pftipravit odpovidajici pocet izolacnich patron dle poctu vzorkl

2. Do jamky ,,Heat block Well 1 napipetovat 500 ul Sula Oil.
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3. Pfipravené rulicky tkané pfemistit do jamky ,,Heat block Well 1*

4. Napipetovat 20 ul proteinasy K.

5. Pokracovat krokem Automaticka izolace DNA (viz nize)

Skupina B — priprava po makrodisekci (MD)

1
2
3.
4

Ukrojit fezy a umistit na sklo

Ptipravit odpovidajici pocet izola¢nich patron dle poctu vzorki

Do jamky ,,Heat block Well 1* napipetovat 500 pl Sula Qil a 20 ul proteinasy K.
Tkan v parafinu lehce zakapnout smési sula oil/proteinasa K a pomoci sterilniho

skalpelu provést makrodisekci.

Tkan postupné prenést pomoci kapky smési sula oil/proteinasa K do ptislusné ,,Heat

block Well 1.

Jamku zavtit dodanym vickem a pokracovat krokem Automaticka izolace DNA.

Automaticka izolace DNA

Do pfistroje MagCore HF 16 vloZit pfipravené izola¢ni patrony

Predplnény stojanek se Spickami a zkumavkami — dbat na spravné sparovani patrony a
elucnich zkumavek.

Spustit vybrany program, doba 1yzy 16 hodin. Elu¢ni objem nastavit dle velikosti
tkan¢€ a planovym pouzitim DNA dle tabulky.

Elu¢ni objem pro rizné ucely

Standardné 100 pl

Malo tkan& 60 pl

Ptistoj provede izolaci DNA
V elu¢ni zkumavce v pozici 1 je eluat DNA
Ihned po izolaci zméfit pomoci Nanodropu koncentraci DNA, pro ucely sekvenace

zm¢étit koncentraci DNA pomoci Qubitu
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Ptiloha 3: Detekce mutaci genu KRAS a NRAS pomoci real-time PCR pomoci
AmoyDx® KRAS Mutation Detection Kit — Amoy Dx, AmoyDx® NRAS Mutation

Detection Kit - Amoy Dx - zkraceny struény postup vySetieni

1. Redéni DNA pied analyzou

1. Pfed analyzou natedit vzorky na koncentraci 2 ng/pl DNA ve vzorku.

A

Rozmrazit PCR H20

obsahujici H>O.

6. Zkumavky uzavfit a zvortexovat

Ptipravit prislusny pocet 1,5 ml zkumavek, oznacit identifikaci vzorku.

Napipetovat vypoctené objemy H20 do kazdé oznacené zkumavky.

Piidat vypocteny objem kazdé zasobni DNA do ptislusné znacené zkumavky

2. Rozpipetovani Master Mixti (KRAS Reaction Mix 1-11 a KRAS External Control
Reaction Mix) a Master Mixil (NRAS Reaction Mix 1-7 a NRAS External Control Reaction

Mix)

1. Do PCR boxu pfipravit z kitu KRAS: Reaction Mixy 1-11 a KRAS External Control

Reaction Mix (Reaction Mix 12), nechat vytemperovat na laboratorni teplotu, resp.

ptipravit z kitu NRAS Reaction Mixy 1-7 a NRAS External Control Reaction Mix

(Reaction Mix 8), nechat vytemperovat na laboratorni teplotu.

A

Pted pouzitim kazd¢ ¢inidlo promichat a stocit.

Ptipravit MMX podle tabulek dle typu vySetteni (neuvadéno)
Kazdy pracovni MMX dukladné protahnout pipetou (5x a vice)
Rozpipetovat KRAS MMX 1-11 a External Control Reaction Mix (ECM) a NRAS

MMX 1-7 a External Control Reaction Mix (ECM) po 17,66 pul podle ptislusnych

tabulek s jednotlivymi analyzovanymi mutacemi.

Mvx1 | MMXI
MMX | vivix MMX MMX3 | MMX4 Wiybgg || WBARS || WABADS Y WAMIDC | bl 0 e ECM
G12D 2 G12V G128 Gizr | © i B ASIT | oeir | KITN
KRAS GI2A GI12C | GI13D | G13C | Q61K = A146T/
V/P
MX MM MMX3 MMX | MM MM
GI13R/V MMX4 | 5 X6
MVIXI X2 GI12C/V/IA | A59D Q6IR/K | K117N X7 L2EhL
NRAS G12/DS G13D S (G>C/ A146T
Q6lH | T)
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6. Napipetovat 2,34 ul KRAS, resp. NRAS Positive Control do jamek mikrotitracni
desticky

7. Napipetovat 2,34 pl H20 do jamek

8. Do tadki pro pacientské vzorky ptidat do kazdé jamky 2,34 pl nafedéného vzorku
DNA (zvortexovaného)

9. Zalepit mikrotitracni desticku zalepovaci folii pomoci aplikatoru.
10. Zalepenou desticku centrifugovat

11. Desticku vlozit do analyzatoru Cobas a spustit PCR.

Interpretace vysledki

FAM signaly mutacniho detekéniho systému indikuji mutacni status vzorku. HEX/VIC

signdly indikuji status interni kontroly kvality.

1. Vybrat typ analyzy: Abs Quant / FIT points a potvrdit.

2. Nastavit Filter Comb 533-580 (HEX/VIC) zkontrolovat amplifikaci ptisluSného
signalu

3. Nastavit Filter Comb 465-510 (FAM) zkontrolovat amplifikaci pfislusného signalu

4. 'V kanale FAM klik na Calculate a odecist hodnoty Cp pozitivni kontroly PC a vzorki

a zapsat je do vysledkového formulare.

V jamkach MMX ECM by mélo dojit k amplifikaci signdlu a dosaZeni Ct hodnoty 15-21.

CyKklus je platny, jestlize jsou platné jamky s kontrolami mutace KRAS (KRAS Positive
Control) resp. NRAS a jamky s negativnimi kontrolami (PCR H>0), dochazi k amplifikaci
produktu ve vSech testovanych jamkach MMX.
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Ptiloha 4. Detekce mutaci genu BRAF metodou PCR s reverzni hybridizaci produktu —

BRAF StripAssay Viennalab — zkraceny strucny postup

1. Redéni DNA pied analyzou

1.

A

Mnozstvi DNA a PCR vody je automaticky vypocteno na koncentraci 5 ng/ul DNA ve
vzorku. Vzorky, které maji koncentraci DNA nizsi nez 10 ng/ul, se netedi.

Ptipravit pfislusny pocet 1,5 ml zkumavek, oznacit identifikaci vzorku.

Napipetovat vypoctené objemy PCR vody do kazdé oznacené zkumavky.

Vortexovat kazdou zasobni DNA po dobu 5 az 10 s.

Pridat vypocteny objem kazdé zasobni DNA do pfislusné znacené zkumavky

obsahujici PCR vodu.

2. Amplifikace DNA

1.

Pro kazdy vzorek ptipravit PCR reakéni mix:

15 pl Amplification Mix

5 pl nafedéné Taq DNA Polymerase

Ke kazdému mixu ptidat § pl ptislusné DNA, dle oznaceni zkumavky
PCR zkumavky vloZit do termocykleru, zvolit program BRAF_VL.
Po dokonceni PCR pokracovat ihned krokem 8.3.4. Hybridizace nebo 1ze amplikony

ulozit do mrazaku —20 °C na max. 30 dni.

3. Hybridizace

1. Pfiprava laboratofe, vytemperovani roztoku a pufri (Hybridization Buffer a Wash
Solution A na 45 °C)

2. Testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer
vytemperovat na laboratorni teplotu.

Postup hybridizace

1. Pro kazdy vzorek pfipravit jeden strip, oznacit ¢islem vzorku
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2. Napipetovat do spodni ¢asti korytka 10 pl DNAT (modré vicko). Jeden sloupec pro
kazdy vzorek.

3. Ptidat 10 pl PCR produktu vzdy piimo do kapky DNAT, promichat pipetou

4. Inkubace 5 min pii laboratorni teploté.

5. Piidat do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (pfedehiaté¢ho na
45°C).

6. Vlozit strip do piislugného sloupce korytka s oznadenim, lesklou stranou dolti. Uplné
ponofit.

7. Inkubace 30 min pfii 45 °C v inkubované tiepacce.

8. Nastavit takovou frekvenci tfepani, aby se tekutina v korytku pohybovala, ale
nestiikala ven. Uzavfit tfepacku vikem, aby byla teplota stabilni.

9. Po skonceni inkubace odsat hybridizaéni roztok pipetou.

4. Promyvani a barveni

1. Ttikrat aplikace 1 ml Wash Solution A (45°C) a inkubace 15 min pti 45 °C

2. Ptidat 1 ml Conjugate Solution, inkubace 15 min pfi laboratorni teploté na tfepacce,
odsat.

3. Tiikrat ptidat 1 ml Wash Solution B s oplachy a inkubaci. Odsat. P¥idat 1 ml Color
Developer, inkubace 15 min pfi laboratorni teploté ve tmé na tfepacce.

4. Pozitivni reakce — purpurové prouzky. Nékolikrat stripy oplachnout destilovanou
vodou.

5. Stripy ve tm¢ ususit.

6. Suché stripy nalepit na vysledkovy list (Collector, soucast kitu), ihned zapsat pozice

prouzku.
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