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Abstrakt

Tato bakalai'ské prace se vénuje tématu kolorektalniho karcinomu, ktery je velice
castym onemocnénim v populaci v Ceské republice.

Teoreticka ¢ast se vénuje anatomii, histologii a fyziologii tlustého stieva. Déle
seznamuje Ctenafe se vznikem kolorektdlniho karcinomu, prekanceréz a popisu
zakladniho preventivniho vySetteni.

V nésledujici ¢asti  prace hovoifime o metodice postupu zhotoveni
mikroskopickych preparati. A to od excidovani reprezentativnich vzorkl az po konecné
barvici techniky a mikroskopii.

V praktické ¢asti nalezneme srovnani zhotovenych preparati ze zdravé tkané
tlustého stieva a z tkané tlustého stfeva, ktera je postiZena adenokarcinomem. Struktury
tkan¢ jsou zviditelnény riznymi barvicimi technikami a v rizné tloust'ce fezli. A nasledné
fotograficky zdokumentovany s popisem viditelnych struktur.
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histologie, kolorektalni karcinom, morfologie, zhoubné nadorové bujeni, tlusté stievo



Abstract

This thesis is dedicated to the topic of colorectal cancer, which is a very common
disease in the population in the Czech Republic.

The theoretical part is dedicated to the anatomy, histology and physiology of the
colon. Also acquaints the reader with the emergence of colorectal cancer, precancerous
lesions and a description of the basic preventive examinations.

In the following part of the work we are talking about the methodology of the
procedure making microscopic preparations. From the excidation of representative
samples up to the final coloring techniques and microscopy.

In the practical part we can find the comparison made preparations from the
healthy tissue of the colon and the tissues of the colon that is affected by adenocarcinoma.
The structions of tissue are visualised in different colouring techniques and in various
thickness of the slices. And then photographically documented with descriptions visible

structures.
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1 UVOD

Kolorektalni karcinom patii mezi nejcastéj$i maligni onemocnéni v zemich
Evropské unie a Ceska republika zaujiméa predni pricky ve statistikich incidence a
mortality tohoto onemocnéni. ,, V Ceské republice na zhoubné diagnézy (C00 — C97)
umirad priblizné ctvrtina populace (27% muzii a 23% Zen v roce 2013). Rocné je odhaleno
41 000 novych nadorii u muzii a 36 000 u zen. Z tohoto poctu pripada 11% na
kolorektalni karcinom (diagnozy CI18 — C21)“ [1]. Ro¢ni incidence v Evropé presahuje
400 000 novych pripadii a zhruba 200 000 osob na onemocnéni zemfe [2].

Nédory tlustého stieva a konec¢niku patii mezi nejlépe preventabilni diky cilenym
preventivnim vysetfenim v populaci. Screeningovy program je uréeny pro
asymptomatické osoby s primérnym rizikem nad 50 let v€ku. Do 35. roku véku se
kolorektalni karcinom vyskytuje vzacné. Nejvyssi pocty nadorti jsou pak ve veékové
skuping 65-79 let. Nejcastéji je novotvar lokalizovan distdln€ od linearni flexury [1].
VétSinu nédort tlustého stfeva tvoii adenokarcinomy.

Tlusté stfevo je nedilnou a nenahraditelnou soucasti lidského traviciho traktu.
Probihd v ném zahus$tovani trdveniny a vyméSovani, vstiebavani vitaminili, mineralu a
pfedev§im vody. Neméné¢ dllezitou slozkou jsou symbiotické bakterie tzv. stfevni
mikroflora ve stfevnim obsahu.

Morfologické zmény zplisobené nddorovym onemocnénim je mozné pozorovat
skrze vzorky tkané pomoci barvicich metod a mikroskopie a na zékladé¢ téchto vySetieni
indikovat pacientovi vhodnou 1écbu. Nadorové onemocnéni je dilezité zachytit, co
nejdiive. K tomu dopomaéhaji preventivni screeningova vysetfeni pro skupiny obyvatel
nad 50 let véku. A dalsi kolonoskopicka vySetfeni. Pozorovani téchto morfologickych
zmén pomoci zhotovenych mikroskopickych preparatii a jejich porovnani se zdravou
tkani je pfedmétem praktické ¢asti prace. Teoreticka ¢ast méa seznamit Ctenaie s histologii,

anatomii a fyziologii tlustého stieva. A s informacemi o vzniku nddorového onemocnéni.



2 SOUCASNY STAV
2.1 Tkan

Tkan je soubor stejnotvarych bunék stejného ptivodu a jejich derivatd, které slouzi
jedné hlavni funkci. Zakladni rozd¢leni tkani je na epitely, pojiva, svalovou tkan a
nervovou tkan. Jednotlivé tkané tvofi organy, které spolecné vytvari organovou soustavu
[3]. Tkané tvofi zékladni slozku lidského téla a diferencuji se ze zarodecnych listl
v pribéhu embryonalniho vyvoje [4].

Epitelova tkan je pevné sloZzend z pevné spojenych a tésné k sobé piilehlych
bunék. Vétsinou kryje volné povrchy nebo vystyld dutiny v organismu. Buiky epitelu
nasedaji na tenkou bazalni membranu. Bazalni membranu tvoii dv€ vrstvy: lamina
basalis, kterd je semipermeabilni a vrstva retikularnich vlaken s glykoproteiny. Epitely
muzeme délit podle tvaru (jednovrstevny plochy, jednovrstevny krychlovy,
jednovrstevny cylindricky, vicetady cylindricky, tramdity, retikularni, mnohovrstevny
dlazdicovy, vicevrstevny cylindricky, pfechodny). Podle funkce na kryci (kize),
fasinkovy, zlazovy, resorpéni (stfevo), respiracni, svalovy, smyslovy [3]. Epitelova tkan
vznikla ze vSech zérode¢nych listt [5].

Pojivova tkan se skldda z buné€k a mezibunééné hmoty. Je mezenchymového
ptivodu [5]. Mezenchym se derivuje z mezodermu a vypliuje $térbiny mezi zdrode¢nymi
listy [4]. Mezibunéénd hmota je sloZzena z amorfni hmoty a vlaknité slozky. Pojivovou
tkan délime dale na vazivo, které je slozeno z fixnich bun¢k a bloudivych bunck.
Mezibuné¢na hmota vaziva obsahuje amorfni 1 vlaknitou slozku. Chrupavka, jako dalsi
pojivova tkan je pevnd a tuhd. Buniky — chondrocyty jsou uloZzeny v mezibunééné hmoté.
Na povrchu chrupavek je vazivova vrstva perichondria. Druhy chrupavek jsou elasticka,
hyalinni, vazivova a buné¢éna. Nejtvrdsi pojivova tkan je kost, ktera je specializovana pro
podpiirnou a ochranou funkci. Mezibunééna hmota kosti obsahuje mineralni slozku [3].

Svalova tkan je specializovand na pohyb. Skldda se z dlouhych smrsténi
schopnych elementli. Svalovou tkan délime na hladkou a pficn€ pruhovanou. Hladké
svalstvo zachovava i v klidu ur€ity tonus a je ovladdno autonomnimi nervy. Hladka
svalovina ma mezenchymovy pivod [5]. Pfi¢né pruhovana svalovina je slozena ze
svalovych vldken. Zvlastnim pfipadem je svalstvo pificn€ pruhované srdecni [3].

Svalovina srde¢ni a ptfi€né pruhovana kosterni vznikla z mezodermu [5].
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Nervova tkan tvoti CNS a periferni nervy. Jeji ptivod je ektodermovy [5]. Je
specializovana svou drazdivosti a schopnosti pienaSet vzruchy. Funkéni jednotkou je
nervova buiika - neuron, kterou vyzivuji a podporuji neuroglie. Nervova tkan pfijima
podnéty z vnéjsiho 1 vnitiniho prostfedi pomoci receptori. Vzruch putuje po nervovém
vlakné k vykonnym orgénim — efektoriim [3].

2.2 Obecna stavba stény tlustého stieva

Sténa travici trubice ma Ctyfi vrstvy charakteristické stavby. Z vnitini strany to je
sliznice, podslizni¢ni vazivo, svalovina a povrchovd vné&jsi vrstva (tunica adventitia,
v dutin€ pobfisnicové nahrazend lesklou pobfisnicovou vystelkou — tunica serosa) [6].

Sliznice — tunica mucosa vystyla celou travici trubici jako mekka, rizova az
cervena vrstva, jez mize vytvafet fasy — plicae, nebo mensi papily, v tenkém stievé klky.
Je obvykle pokrytd hlenem — mucus. Na povrchu sliznice je epitel, pod nimz se nachazi
slizni¢ni vazivo — lamina propria mucosae [6]. Toto slizni¢ni vazivo je slozeno z fidkého
kolagenniho vaziva s obasnymi svalovymi bunikami [7]. Na rozhrani lamina propria
mucosae a dalsi vrstvy, tj. podslizni¢niho vaziva, je v né&kterych usecich vytvofena
vrstvicka hladké svaloviny — lamina muscularis mucosae. Lamina propria a lamina
muscularis mucosae zajiStuji pohyblivost sliznice vici dalSim vrstvam [6]. Lamina
muscularis mucosae je tvofena hladkymi svalovymi buiikami ve dvou vrstvach [7].

V lamina propria je na mnoha mistech tzv. lymfatickd tkan, kterd je tvofena
prostornou siti retikuldrniho vaziva (buné€k a vlaken), v jejichz okach jsou nahromadény
lymfocyty. Tato tkan patfi do systému obrany organismu [6].

Slizni¢ni vazivo obsahuje lymfatické uzliky — folliculi lymphatici solitari.
Nahromadéni lymfatické tkan¢ nachazime piedev§im v apendixu. Lamina muscularis
mucosae je v tlustém stievu dobie vytvorena a obsahuje cirkularni i podélné snopce [6].

Podslizniéni vazivo — tela (tunica) submucosa byva pon€kud fidsi vrstva
kolagenniho vaziva s bohatymi sitémi cév krevnich i miznich, které odtud pronikaji do
jemnéjSich siti slizni€niho vaziva. Je zde téz nervova pleten — plexus submucosus
(Meissneri). Zasahuji do ného shluky lymfocyti ze sliznice [6].

Svalova vrstva — tunica muscularis je na zacatku travici trubice (dutina ustni,
hltan, ¢ast jicnu) z pticné pruhované svaloviny, dale pak ze svaloviny hladké. Na samém
konci pfi andlnim otvoru opét pfistupuje pficné pruhovana svalovina. Svalovina je

vétSinou rozdelena na dvé vrstvy: vnitini, napfic cirkuldrné obtéacejici a zevni podélnou
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longitudinalni vrstvu. V tenké vrstvé mezi cirkularni a podélnou svalovinou je typicka
nervova pleten, plexus myentericus (Auerbachi), jejiz slozky ovliviiuji hybnost stfeva [6].

Povrchovd wvné&jSi vrstva je v oddilech travici trubice uloZenych mimo
pobfisnicovou dutinu tvofena vazivem — tunica adventitia. V pobfi$nicové dutiné je na
mist¢ adventitia pokryv coelomového plochého jednovrstevného epitelu (mesothelu),
oznaCovany jako tunica serosa, pfiemZ vazivo mezi svalovinou a mesothelem se

oznacuje jako subserosni vazivo — tela subserosa [6].

2.3 Anatomie tlustého stieva

Tlusté stievo je posledni €ast travici trubice, ktera pfijimé ztenkého stfeva
kasovity az tekuty obsah (chymus), zn€hoz byly v tenkém stfevé vstiebany Ziviny.
V tlustém stfevu je z tohoto obsahu postupné vstiebavana voda a elektrolyty, a obsah je
formovén ve stolici. Na dekompozici stfevniho obsahu se ucastni kvasné s hnilobné
procesy, pusobené mikroorganismy. Mikroorganismy jsou stadlou soucasti stfevniho
obsahu [6].

Tlusté stievo je usek dlouhy 1,3 - 1,7 m, Siroky od 4 cm do cca 7,5 cm, ve kterém
za sebou nasleduji (obr. 1): slepé stfevo — intestinum caecum je nejSir$i ¢ast, uloZzena
v pravé jame kycelni, s ileocaekalnim vyusténim na levém boku slepého stfeva; appendix
vermiformis — Cervovity vybezek, slepé zakoncend soucast slepého stieva piipojend na
dolni konec caeka; tracnik — colon, ktery se dale déli na tranik vzestupny — colon

ascendens, tracnik pfi¢ny — colon transversum, tranik sestupny — colon descendens,

Obrazek 1: Tlusté stievo a jeho poloha vici klickam jejunoilea (schéma) [6]

1 —caecum s apendixem, 2 — colon ascendens, 3 — flexura coli dextra, 4 — colon transversum, 5 — flexura
coli sinistra, 6 — colon descendens, 7 — colon sigmoideum, 8 - rectum
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esovitd klicka — colon sigmoideum usek esovité¢ zakiiveny, tra¢nik je ukoncen
konecnikem — rectum, posledni tisek tlustého stteva ulozen v malé panvi, ktery vyustuje
navenek otvorem anu [6]. Cely tracnik obestupuji klicky tenkého stfeva [8].

Mezi useky tra¢niku jsou typicka ohbi. Pravé ohbi — flexura hepatica se nachazi
pod jatry, mezi vzestupnym a pifi€nym tra¢nikem. Levé ohbi — flexura coli sinistra je pod
slezinou, mezi pficnym tracnikem a sestupnym tra¢nikem, uloZené vySe nez ohbi pravé
[6].

Tlusté stievo je charakteristické svym vétSim priisvitem, nasSedlou tmavsi barvou,
utvafenim povrchu a charakterem sliznice. Taenie coli jsou tfi bélavé podélné pruhy
Siroké 8 — 10 mm na povrchu tlustého stieva, jsou to zhusténi podélné svaloviny jdouci
souvisle podél celého stfeva. Oznacuji se podle polohy na pficném tracniku jako: taenia
mesocolica — vzadu, v misté, kde je stfevo pfipojeno na pobfiiSnicovy zaves, taenia
omentalis — vpiedu nahofe, v mist€, kde colon prechédzi a s nim srista velka predstéra —
omentum majus, taenia libera — vptedu dole, volné ptistupnd. VSechny tfi taenie se sbihaji
na apendixu a tvoii souvislou podélnou vrstvu svaloviny. Na ptechodu esovité klicky a
konecniku se taenie naopak rozsituji v souvisly plast podélné svaloviny konecniku. Tah
teanii nakr¢i stfevo, takze vznikaji zevné vyklenutd mista — haustra, a mezi nimi patrné
polomésicité fasy — plicae semilunares. Vlivem tahu taenii se stdle méni misto i velikost
jednotlivych hauster a jejich okamzity vzhled se oznacuje jako haustrace [6].

Appendices epiploicae — jsou vybeézky serosniho (pobfiSnicového) povlaku
tlustého stfeva. Jsou cCasto delsi a stopkaté, vyplnéné tukovym vazivem, a vyskytuji se
hlavné v blizkosti taenii. Vytvateji se jiz ve fetalnim obdobi, kdy vSak neobsahuji tuk [6].

Slepé sttevo (caecum) je prvni ¢ast tlustého stfeva a vytvari vak v pravé jameé
kycelni, kaudaln¢ od ileocaekalniho visténi. [leum usti z medialni strany. Slepé stfevo je
6-8 cm dlouh¢ s primérem 6-7,5 cm. Slepé stievo neni svym slepym koncem dozadu
pfirostlé ani nema typicky peritonealni zavés stfeva. Mimo tento usek je slepé stfevo
pfirostlé k nasténnému peritoneu jen malou ¢asti svého obvodu. Valva ileocaecalis je
vyusténi ilea do slepého stfeva, na slizni¢ni strané upravené jako chlopen s vlastnim
pfi¢nym ustim, které je lemované vystouplou fasou — labium superius et labium inferius.
Chlopen dovoluje pritok pouze jednim smérem a brani tak refluxu obsahu zpét do ilea
[6].

Na slepé stfevo navazuje Cervovity vybéZzek — appendix vermiformis, ktery je
slepé zakoncen, dlouhy 5-10 cm o priméru tuzky. Usti apendixu do slepého stieva —

ostium appendicis vermiformis je kruhové s nekonstantni slizni¢ni fasou. Apendix se
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muze nachazet v riznych polohach vici slepému stievu [6]. Stalou polohu zaujima pouze
zacatek apendixu [8].

Sliznice a podslizni¢ni vazivo apendixu jsou prostoupeny lymfatickou tkani se
zarodeCnymi centry. V Lieberkiithnovych kryptach se vyskytuji Panethovy burky [6].

Svalovina ma typicky souvisly plast podélnych snopct, odkud se na slepé sttevo
rozbihaji tii taenie. Na nékterych mistech apendixu se miZe svalovina pieruSovat a
submucosa se piimo styka se subserosnim vazivem. Serosa povléka cely apendix [6].

Vzestupny tracnik (colon ascendens) pokracuje z caeca a po pravé strané biisni
dutiny mifi kranidlné pod jatra. Je dlouhy 12-16 cm a uz$i nez caecum. Nasleduje pravé
(jaterni) ohbi — flexura coli dextra, které naléha na jatra a pravou ledvinu. ProtoZe je ¢ast
stfeva pomérné kratka, zadni ¢asti srista se zadni st€énou biisni a chybi zde mesocolon,
v misté sristu mizi 1 nasténné peritoneum. Na piedni strané¢ mize byt flexura dextra coli
spojena druhotnymi fasami peritonea s jatry a Zlu¢nikem [6].

Pti¢ny tracnik (colon transversum) je dlouhy 50-60 cm, visi kaudalné prohnuty
v girlandu rtizného tvaru. Kranialn¢ se styka s jatry a Zluénikem, kaudéaln¢ se Zaludkem a
z¢asti dorsalné s klickami tenkého stieva, duodenem a pankreatem. Mistem piechodu
pfi€ného a sestupného tracniku je levé (slezinné) ohbi — flexura coli sinistra. Ohbi je
ulozeno pod slezinou, vyse nez pravé ohbi, naléha na dolni polovinu ledviny. Na zadni
sténu bfidni je tranik pfipojen pomoci zdvésu — mesocolon transversum [6].

Traénik sestupny (colon descendens) je uz$i nez tracnik pfi¢ny (cca 4 cm) a
postupné se zuzuje. Sestupuje kaudalné pti levém okraji btisni dutiny v délce 22-30 cm
do levé jamy kycelni, kde plynule pfechédzi v colon sigmoideum. Nemé mesocolon, a je
Sirokym pruhem srostly se zadni sténou télni, peritoneum piechazi na bocich colon
descendens v serosni povlak colon, a ve sristu za colon descendens nésténné peritoneum
neni [6].

Kauddlné od colon descendens plynule piechdzi esovitd klicka (colon
sigmoideum), pak zahyba vzhlru a medidlné¢ pfes okraj malé panve. Druhym ohbim
zataci klicka kaudalné a prechdzi pak vrectum pied kiiZzovou kosti, v rovni hranice
obratli S1 a Sz. Délka esovité klicky je 30-40 cm, je to nejuzsi oddil tlustého stfeva
s prumérem cca 3,7 cm. Mesocolon je dobfe vytvoreny zaves [6].

Konec¢nik (rectum) je posledni usek stfeva, ulozeny v malé panvi, dlouhy 12-16
cm, Siroky 4 cm. Naplnéné rectum je trojité bocné€ zaktivené, a dvojité esovite zakiivené
pfedozadné. Predozadni zakfiveni je dvoji: flexura sacralis jde v kranidlnich tfech

¢tvrtinach az Ctyfech pétinach délky rekta rovnobézné se zaktivenim kiizové kosti a

14



kostrce; flexura perinealis na zacatku posledni pétiny az ¢tvrtiny délky ohyba rectum pii
hrotu kostr¢e a pod nim dozadu k analnimu otvoru. Rectum ma dvé hlavni ¢asti: ampulla
recti — kranidlni ¢ast délky 10-12 cm a canalis analis — délky 2,5-3,8 cm se 1i$i podélnou
orientaci slizni¢nich tas [6].

Sliznice recta ma barvu a vzhled jako v colon. V ampulla recti jsou pfi¢né
polomésicité fasy vyvstavajici uprostfed délky ampulla recti od bo¢nich stén (obvykle
tf1). Kohlrauschova fasa (prostiedni fasa) za¢ind od pravé stény, ve vysi 6,5 — 7 cm od
fitniho otvoru, v tomto misté je typicka vkleslina podminujici zakiiveni recta. V canalis
analis je sliznice bledsi, prosvitaji skrze ni Zily a nese podélné fasy — columnae anales,
rozloZzené v poctu 6 - 10 po celém obvodu kanalu [6].

Zona haemorrhoidalis je pas sliznice ve vySi columnae et sinus anales, podloZeny
cévni pleteni — plexus venosus rectalis a zesilenou cirkularni hladkou svalovinou, ktera
vytvaii vnitini svéraC fitni. Za normélnich okolnosti se tato zona malo uplatiuje,
vystupuje vSak za patologickych okolnosti pifi preplnéni zil coz pfispiva k tésnosti
uzavéru analniho otvoru [6].

Epitel sliznice rekta je v ampule cylindricky jednovrstevny se schopnosti
vstiebavat. Lieberkithnovy krypty jsou €etné s mnozstvim poharkovych bunék. Slizni¢ni
zlazy — gladulae anales se nachazi v misté sinus anales, skladaji se z Sesti tubuldi, které se
muzou vétvit a zasahovat hluboko do stény vnitiniho svérace. Tyto zlazy usti do andlnich
krypt a secernuji hlen. V prib¢hu analniho kanélu se postupné méni epitel sliznice na
vicevrstevny s polygonalnimi hlubS§imi bunikami, mizi Lieberkiihnovy krypty a
cylindricky epitel zietelnou hranici ptechazi v epitel mnohovrstevny dlazdicovy. Pecten
analis je 15 mm Siroky svétlejsi pas sliznice s typickym mnohovrstevnym dlazdicovym
epitelem. Na tento pas navazuje zaCatek rohovéjiciho kozniho epitelu fitniho otvoru.
Podslizni¢ni vazivo je vysoké a fidké [6].

Svalovina rekta je charakteristicka tim, Ze zevni podélnd vrstva je souvisla jako
plast’ rekta, do n€hoZz se rozsifily a zesilily vSechny tfi taenie. Cirkuldrni vrstva hladké
svaloviny je zesilena v hornich tfech Ctvrtindch andlniho kandlu, kde vytvafi vnitini
svérac fitni. Ke svalovin€ se pod diaphragma pelvis ptfiklada svéra¢ z pfi¢né svaloviny
[6].

Peritoneum obaluje rektum na pfechodu z esovité klicky zcela, nékdy vytvaii i
kratké mesorectum, postupné se rektum zanotuje pod peritoneum malé panve. Od tohoto
zanoteni je povrch rekta pokryt vazivovou adventicii — fascia recti, ktera pokracuje ze

subserosniho vaziva zevn¢ piechazi v fidSi vazivo zvané paraproctium [6].
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Ritnim otvorem, je ukoncen andlni kandl na zevni strané€, kde je lemovén kizi,
kterd je vice pigmentovand, Cinnosti sveracich svalii stazend a slozena v nékolik
radidlnich fas, které se vyrovnavaji v pribéhu defekace pifi prichodu obsahu rekta. Crena
ani je vkleslina v misté fitniho otvoru, pfevySend a zakrytd okraji hyzdi, vyvySenym
glutealnim svalstvem a tukovou vrstvou. V medidlni roviné se spojuje sténa analniho
otvoru s kostréi tuhou vazivovou destiCkou — ligamentum anococcygeum. Na toto
ligamentum se upinaji slozky svalstva dna panevniho a zevniho fitniho svérace [6].

Mechanismus analniho uzavéru je plisoben jednak svéraci a jednak svalovinou
dna panevniho. M. sphincter ani internus je zesilena hladka cirkularni svalovina analniho
kanalu ve form¢ prstence vysokého asi 2-2,5 cm. M. sphincter ani externus je svérac
z pticné svaloviny, zven¢i obemykajici vnitini svéra¢ ze svaloviny hladké. Sklada se ze
tii Casti: pars profunda — hluboké slozka svalu uloZena nejkranialnéji. Medialni svalova
vlakna jsou cirkuldrni, lateralni vldkna tvofi dopfedu otevienou vidlici. Spolu s m.
puborectalis tvofi funkéni slozky oznacovanou jako m. compressor recti; pars
superficialis — mé vlakna uspotfédana predevsim kruhové, zakotvena na tuhé vazivo pred
stétnou rekta. Svym smrs$ténim zuZuje analni kandl; pars subcutanea — je podkoZni
prstenec svalovych vldken, fixovany pruhy vaziva a hladké svaloviny ke kizi okolo
andlniho otvoru, kterou svym smrs$ténim vtahuje a zfasuje, je funkéni slozkou tzv. m.

corrugator ani [6].

2.4 Histologie tlustého stieva
Sliznice je v celém tlustém stfevé jednotnd, vyjimku tvofi jen analni kanal. Na

povrchu jsou cetné krypty. Krypty jsou hlubsi a husté rozmisténé. V lamina propria se
vyskytuji ¢etné buiiky imunitniho systému a solitarni lymfatické folikuly [9]. Na sliznici
se nenachéazi zadné klky a je kryta jednovrstevnym cylindrickym epitelem [6]. Krypty
jsou dlouhé svelkym mnoZstvim poharkovych bunék a malym poctem
enteroendokrinnich bun¢k [10].

Ve sliznici se nachézi enterocyty, které maji nizké a fidké mikroklky. Pii jejich
lumindlnim povrchu se vnich vyskytuji granula. Tyto granula jsou hlenovd nebo
s obsahem protilatky typu IgA. M-bunky (membranové buiiky) jsou nahromadény v
blizkosti lymfatickych uzlikli, nejvice se vyskytuji v oblasti apendixu. Chomackové
buniky jsou roztrousené mezi enterocyty a jejich chomacky, které jsou vyssi, nez
enterocyty vystupuji nad povrch [6]. Nalezneme zde i velké mnoZstvi poharkovych bunék
a bun€k endokrinnich. Poharkové bunky tvoii mucin, ktery tak vytvaii hlenovy povlak na

ochranu epitelové vrstvy stieva. Sliznice je kryta jednovrstevnym cylindrickym epitelem,
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ktery je tvofen vysokymi buiikami s kratkymi mikroklky (kolonocyty). Kolonocyty
prevazné vstiebavaji vodu, ale maji schopnost vodu i vylucovat V kryptach se nachazi
kmenové buniky. Mitdza jejich dcefinych bun€k probiha v dolni poloving krypt [9].

., Epitelové bunky tlustého streva jsou nahrazeny asi za 6 dni proliferaci a
diferenciaci v dolni tretiné krypt* [10].

Svalovina tra¢niku je tvofena vrstvou stejnomérné silnych cirkularnich vldken a

vrstvou s podélnymi vlakny, kteréd tvofi makroskopicky patrné taenie [9].
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Obrazek 2 : Stavba sliznice tlustého stfeva [6]

1 — Lieberkithnova krypta; 2 — lymfaticky uzlik; A — enterocyt; B — poharkova buiika; C —
choméackova buiika; D — M-buiika; E — nediferencovana kmenové burika; F — endokrinni buiika
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Ve stén¢ apendixu jsou ¢etné lymfatické folikuly. Tyto folikuly vznikaji v lamina
propria, ale Casto jsou objemné a vnikaji aZz do submukosy. Svalova vrstva je Casto
nerozeznatelnd. Nad lymfatickymi uzlinami se epitel vyklenuje a mizi z néj typické

krypty, nachazi se zde M-bunky [9].

Mm — lamina muscularis mucosae; SMu - submukosa

Oblasti andlniho kanalu mizeme rozlisit na zékladé epitelu (obr. 4). Anélni kanal
zacind v juctio anorectalis. DiileZitou hranici je linea dentata, kterou tvofi valvulae anales.
Za nimi se nachazi kapsovité Gtvary (sinus anales), kam usti vyvody slizni¢nich analnich
zlaz. Zona colorectalis je typicka kolorektalni sliznice s kryptami. Zona transitionalis nad
linea dentata je mozaika mnohovrstevného epitelu a jednovrstevného cylindrického
epitelu spolecné s kolorektalni sliznici s kryptami. Tvofi pfechodni zéonu. Zona squamosa
je pod linea dentata a je jednolité pokryta mnohovrstevnym nerohovéjicim dlazdicovym
epitelem, ktery je pevné spojeny vazivem s vnitinim svéraCem. Tato oblast ma
mimofddné cCetnou sensitivni inervaci. Posledni Usek tvofi periandlni klze. Silné
pigmentovand epidermis s ekrinnimi a apokrinnimi Zldzami, vice zevné€ s vlasovymi

folikuly [9].
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Obrazek 4: Oblasti epitelu analniho kanalu /9]

Co — linea dentata, Va — valvulae anales, Msi — vnitini svéra¢, Mse — vné&jsi svérac

2.5 Fyziologie tlustého stieva

., Gastrointestinalni trakt (GIT) zabezpecuje fyzikdlni (mechanickou) a chemickou
pripravu potravy ke vstrebani“ [11]. Funkce tlustého stfeva je rezervoarova (skladovani
stolice do doby vyprazdnéni) a regulace objemu a elektrolytového slozeni obsahu.
K hlavni ukolim GIT patfi mechanicka a chemicka Gprava potravy (traveni), selektivni
prenos latek skrze sténu GIT (vstfebavani), ochrana sebe sama i vnitiniho prostiedi téla
diky slizni¢ni bariéte. Zékladnim pfedpokladem této ochrany je neporusSena sliznice.
Gastrointestinalni trakt tvoii nejvetsi plochu, kde je organismus vystaven latkdm ze
zevniho prostfedi. Témér 25% lymfatické tkan¢ se nachédzi ve stfevech, v podobé
Peyerovych plaki, lymfocytd, miznich uzlin a plazmatickych bunék [11]. Lymfaticka
tkan stfeva se souhrnné nazyva GALT (gut-associated lymphoid tissue). Pro ¢innost
GALT je dulezita pfitomnost M-bun€k na povrchu sliznice. Jejich tkolem je transport
makromolekul k imunokompetentnim buiikdm lymfatické tkdné. Imunitni systém GIT
zastdvd 1 funkci imunitni tolerance k jednotlivym slozkdm potravy a pfirozenym
symbiotickym bakteriim. Ve stfevech se nachazi i slozky nespecifické imunity jako jsou
fagocyty, pfitomnost lysozom ve slinach a produkce hlenu [12].

Symbiotické bakterie tlustého stfeva jsou pievazné anaerobni a muiZeme je
rozdélit do dvou skupin na kvasné a hnilobné. Cinnosti n&kterych kmenti vznikaji
vitaminy (B1, B2, Bi2, K). Kvasné bakterie zpracovavaji vlakninu za vzniku plynt (CO»,
Hz, metan) a mastnych kyselin (kys. octova, propionova, maselna). Hnilobné bakterie
produkuji toxické latky (amoniak, indol, merkaptany, skatol), které resorbuji do krve a u

zdravého jedince jsou vychytavany a detoxikovany pomoci hepatocytt [12].
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Hybnost (motilita) je fizena skrze nervové plexy ve sténé stieva, které interaguji
s vnitin¢ sekretorickymi buitkami GIT a je ovlivnéna i autonomnim nervovym systémem.
Motilitu zvySuje parasympatikus, opacny U¢inek ma sympatikus. Hlavnim michacim
pohybem tlustého stieva je haustrace. Haustra vznikaji jako do¢asné vyduté pomoci vlivu
taenii a cirkularni svaloviny. Tvorbou novych a relaxaci hauster se stfevni obsah posunuje
dal[11].

Tlusté stfevo denné piijme asi 1,5 1 tekutého obsahu. Tento obsah je koncentrovan
a pomoci symbiotickych mikroorganisml pfeménén na stolici s obsahem vody pouze 60-
120 ml. 10-20% stolice tvoii anorganické latky, 30% mrtvé bakterie, 10-20% tuky
z bakterii a oloupané epitelie a 2-3% bilkoviny [11].

2.6 Nadory

Nédor lze definovat jako de novo vytvotenou tkan, jejiz rist pfesahuje anatomické
a funk¢ni potfeby tkdn€ normalni a pokracuje 1 poté, co pficiny vyvolavajici nadorové
bujeni pfestaly puasobit. Néadorova tkan postradd diferencované mikroskopické i
makroskopické uspofadani tkdné normalni a nepodili se na fyziologické funkci bunék
[13]. Nadorovy rust neni v koordinaci s riistem okolni tkané a rovnovdznym stavem
organismu [14].

Nédor je nezvratnd zména tkan€ ve smyslu jejiho mistné neregulovaného riistu o
autonomni povaze. Nevratnost je minéna tak, Ze nador se jiZ nemiZe piemé&nit v normalni
tkan. Autonomita znamend, Ze nador roste bez ohledu na nositele. A az na vyjimky
vychézi nddorové bujeni z bunék vlastniho téla [15].

Kazdy nador mé dvé zakladni sloZzky: naddorovy parenchym a stroma nadoru.
Stroma je tvofeno vétSinou znormalni mezenchymové tkdné a obsahuje cévni
komponenty. Casto obsahuje lymfocytdrni a makrofagickou slozku. Jeho funkce je
predevSim vyziva parenchymu a tvorba kostry pro parenchymalni buiiky. Dale ma
transportni funkci pro humoralni mezibunééné signdly a podili se na proliferaci
parenchymu. Zakladem pro rlst stromatu a nasledného parenchymu je angiogeneze, na
které se podili endotelové mitogeny TAF a VEGEF. Stromélni cévy jsou vstupem do ob¢hu
pro lymfatické i hematogenni metastazovani. Neovaskularizace zajiStuje nutricni a
kyslikové zasobeni nadorové tkané a nové vytvorené endotelie secernuji ristoveé aktivni
polypeptidy (PDGF, GM-CSF) a tim pomahaji stimulaci ristu okolni nadorové tkané
[14]. Nador je schopen produkovat angiogenni faktory jako odpovéd’ buné€k na tkanovou

hypoxii [16].
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Parenchym je vlastni, trvale genotypové transformovand slozka nadoru.
Vzhledem k parenchymu mutZzeme rozlisit n€kolik typd nadorti. Nadory homologni maji
parenchym podobny normalni tkdni v misté vzniku a obsahuji jednotlivé, pfevazné zralé
buiikky. Nadory heterogenni jsou odlisné od tkané v misté vzniku. Parenchym
pfipominajici embryonalni tkan oznacujeme jako nadorovou anaplazii [14].

V nadorové tkani miizeme pozorovat morfologické odliSnosti v samotném
nadoru, oznacené jako nadorova atypie. Atypie rozdélujeme na tkdnové a bunécné.
Tkanova atypie se vyznacuje ztratou pravidelného vrstevnatého nebo Zldzového
uspofadani a ztratou koheze mezi buitkami. Casto je dobie patrna v epitelialnich
nadorech. Buné¢nou atypie mizeme pozorovat v jadru bunék i v cytoplazmé [14].

Podle povahy rastu rozdélujeme nadory na benigni a maligni. Benigni nadory
jsou tvoreny diferencovanymi bunikami. Diferenciace bun¢k je uniformé sfdzovana, coz
znamend, Ze se u benignich nadorti nevyskytuji buniky nediferencované nebo né€kolik
stadii rizné diferencovanych bunék soucasné. Strukturné tkan benignich nadort vzdy
vyboc€uje z normalu a neni schopni napodobit mikroanatomické uspoiradani normdlni
tkang. Charakteristickd je také nizka nebo nulova mitotickd aktivita [13]. Maji vétSinou
organoidni stavbu a jsou homologické [14]. Rist benignich nadort je obvykle pomaly po
dobu mésict az let. AvSak i zhoubné nddory nemusi vzdy rist v rychlej$im tempu, stejné
tak za urcitych okolnosti mohou benigni nadory vyrtstat velmi rychle. Nadory rostou
expanzivné a byvaji dobfe ohrani¢ené. Hranici miiZe tvofit kontaktni zéna nadorové a
nenadorové tkané nebo vazivové pouzdro. Pouzdro je vétSinou tvofeno z vazivoveé tkané
vzniklé z okolni tkdné v sousedstvi nadoru. Benigni nddory zpravidla do okolni tkané
neprorastaji a jinak ji nenici, pouze na ni ptsobi tlakovou atrofii [13].

Maligni nadory jsou charakteristické Sirokym spektrem diferenciace bunék.
Vyskytuji se zde buiiky zcela nediferencované i bunky cytologicky a funkéng zralé.
VétSina malignich nddorh zaujima stupeii diferenciace bunc¢k zhruba ve stiedni urovni
mezi stavem téméf nediferencovanym (anaplazie) a stavem diferencovanym zcela.
Nediferencované bunky se podobaji progenitorovym buiikdm organti a jejich
morfologickym znakem je posun poméru velikosti/objemu jadra a cytoplasmy ve
prospéch jadra. V malignich nadorech nalézdme zietelnou mitotickou aktivitu, ktera znaci
rustovy potencial. Termin diferenciace se dnes pouziva spise ve smyslu sklonu k vy$simu
stupni bunécnych atypii. Rychlost riistu malignich nddordi casto souvisi s Grovni
diferenciace, kdy nizce diferencované nadory zpravidla vyristaji rychleji. Nadory

nebyvaji ohrani¢ené a opouzdiené, prorustaji do okolni tkdné¢ — invaliduji a destruuji ji.
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Také mohou v misté priméarniho vzniku penetrovat do okolnich organti [13]. Jsou v nich
pfitomny protedzy a enzymy Stépici kolagen na povrchu bunék, coz vede k destrukci
bazalnich membran a okolnich tkéni. Kvili tomu ma maligni nddor invazivni rist [14].

Potencionalné€ maligni nddory (semimaligni) tvofi nejednotnou skupinu, u kterych
nelze podle soucasnych metod vySetfeni jednoznacné fici, zda jejich chovani bude mit
benigni nebo maligni prabeh [13].

V histologické klasifikaci ptihlizime k plivodu naddoru ze zakladnich tkéni a podle
toho miizeme jednotlivé nadory rozdélit na epitelové, mezenchymové, neuroektodermové
a smiSené. Pomoci dalSich vySetfeni jako je pouziti imunohistologickych metod zjistime
pfesnou typizaci nadorli pomoci stanoveni antigennich vlastnosti nadoru. Nutnym
doplnénim imunohistologického vySetieni je pak barveni konkrétnich vzorku tkdné a jeji
mikroskopické vySetteni [17].

Na vzniku néadort se podileji genetické a regula¢ni mechanismy, na jejichz
zaklad¢ nastava funkcni zména déleni a pfirozené¢ho zaniku bunck. Genetické zmény
mohou vzniknout jako sporadické mutace nebo jako mutace v zarode¢né linii, kde zaklad
nadorové transformace pochazi z vrozené mutace klicovych gend, které ovliviiuji chod
bunék. Sporadické mutace ovliviiuji pouze buiiky, ze kterych nddor vznikd. Zarodecné
mutace jsou pieneseny od rodi¢ii nebo mohou zapo€it jako nové v zarodecnych bunkach
po oplodnéni. A postihuji vSechny buiiky téla potenciondlné nemocného s nadorovym
onemocnénim. Hlavni vlastnosti nddorovych bunék je schopnost pokracovat v replikaci
nezévisle na regulacnich vlivech, které kontroluji pfirozeny rist a obnovu bunck —
autonomie [13].

Nédory délime podle druhu tkéné, z které vznikaji na mezenchymové, epitelové
neuroektodermové a smiSené (ostatni) nadory. Nazvoslovi mezenchymovych benignich
nadorl tvofime vychozi tkani a koncovkou -om. Fibrom — nador vazivové tkanég, lipom —
nador tukové tkan€, chondrom — nador z chrupavky, angiom — nador z cév. Maligni
mezenchymové nadory oznacujeme jako sarkomy, osteosarkom, liposarkom. Tyto
maligni nddory casto postihuji déti. A do této skupiny mlZeme zafadit nadorové
onemocnéni krvetvorné a lymfatické tkané (leukemie a lymfomy). Epitelové nadory
rozdélujeme podle epitelu jejich vzniku na nadory vychazejici ze zldzového epitelu a
nadory vychazejici z povrchového epitelu. Benigni nadory zpovrchového epitelu
nazyvame papilomy, které maji papilarni nebo bradavi¢naty vzhled. Ze Zldzového epitelu
jsou benigni povahy adenomy. Maligni epitelové nadory jsou karcinomy, z povrchového

epitelu prevazné se vyskytujici v kizi (dlazdicovy spinocelularni karcinom, basocelularni
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karcinom). Ze zlazového epitelu vznikaji adenokarcinomy, které délime dale podle toho,
ktery typ zlaz pfipominaji (tubulérni, solidni, trabekularni atd.). Karcinom in situ je
maligni nddor, ktery ale neproniké pfes bazalni membranu a je omezen pouze na epitel.
Neuroektodermové nadory mohou vychazet zgangliovych bunék i1 zpodplrnych
elementil nervové tkané. Nejcastéj$i benigni variantou nadorid jsou pigmentové névy,
jejich maligni varianta je melanom. Casté maligni neuroektodermové nadory jsou
neuroblastomy, vyskytujici se u déti. Z glii CNS vychazi gliomy (benigni) a glioblastomy
(maligni). Mezi ostatni (smiSené) nadory fadime teratomy a choriosarkom. Teratomy
vychézeji ze vSech zarodenych listi a nachazi se vnich tkéné epitelové i
mezenchymové. Ve vyzralych teratomech bézné nalézdme vlasy, zuby i tkané rtiznych
organl. V nezralych teratomech, které jsou maligni nalézdme tkané, které jsou nezralé a
pfipominaji tkan€ embryondlni. V extrémni nezralosti nazyvame takové nddory jako
embryomy. Zvlastnim typem maligniho nadoru je choriokarcinom, ktery vychazi z tkané
plodu (placenty) a vyskytuje se pouze u téhotnych zen [18] [19].

Vzniku karcinomu piedchézi tzv. prekancerdza. Prekancerdza je ristovy neklid a
bujeni tkédn€. Jednd se o dysplazie epitelu, které se mohou zvrhnout ve zhoubné bujeni

(obr. 5) [18].

Obrazek 5: Dysplazie, karcinom in situ, karcinom invazivni [18]
BM - bazélni membrana
Prekancer6zni zménu tkané oznacujeme jako standardni morfologickou alteraci
tkan¢, ve které vznikd nadorovy proces statisticky castéji, nez ve zdravé tkani [14].
Stacionarni prekancer6za piedstavuje malé riziko maligniho zvratu. Vyrazné€ vyssi riziko
maligniho zvratu je progredientni prekancerdza, u které jsou mikroskopicky patrné
tkanové atypie, zvySena proliferace a cytologické atypie. Nejvyssi riziko zvratu
v progresivné rostouci maligni nador pfedstavuje carcinom in situ. Carcinom in situ je
epitelovy ohrani¢eny nador, ktery nepifesahuje bazilni membranu a nemd zadné
metastazy. Mikroskopicky jsou ale patrné tkanové i cytologické zmény zcela shodné
s rozvinutym malignim nadorem ale chybi invaze do okolnich sruktur. Carcinomu in situ
pfedchazi dysplazie. V dysplazii nachazime riizn€ velké buiiky odliSného tvaru, jadra jsou

bazofiln&jsi a nukleoplazmovy pomér je ve prospéch jadra [14].
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Postup vzniku malignich nddorii 1ze rozdélit do n€kolika fazi [14]:
I.  Indukéni faze

a. Etapa iniciace — trvald a ireverzibilni zména genotypu bunky
indukovana fadou onkogennich faktori (iniciatorti). Somatickd mutace
vznikla v bunice bude pieddna vSem dal$im buiikdm od ni odvozenych
[16].

b. Etapa latence — Casovy usek, ve kterém miZe pokracovat plsobeni
iniciatoru.

c. Etapa promoce — vyZaduje dlouhy uc¢inek promotoru (karcinogenni
latka, hormonalni drdzdéni, onkogenni virus, plsobeni rustovych
faktort atd.)

II. Faze blastoma in situ — postupna selekce atypickych bunck s jiz plnou
genotypickou charakteristikou maligniho nédoru ale snetplné funkénim
malignim fenotypem bez schopnosti invazivniho rlstu a metastatické
diseminace.

III.  Faze progrese nadoru

a. [Etapa invaze — lokalni infiltrativni nebo destruktivni rist.

b. Etapa diseminace — metastaticky rozsev.

Kolorektalni karcinom vznikd zepitelu sliznice stfevni stény. V 95% ze
zldznatého epitelu. Benigni epitelové naddory oznacujeme jako adenomy. Vyskytuji se
bud’ ve formé polypd, kterd jsou se sliznici propojeny tenkou stopkou nebo jako ploché
(ptisedlé) 1éze. Adenomy nezasahuji do submukdzy a od normadlni sliznice se lisi rizny
stupném dysplazie. Maligni epitelovy nador penetrujici pfes lamina muscularis mucosae
do submukozy oznacujeme jako karcinom [20].

KRK v podobé adenokarcinomu vznikd v 95% ze Zzlazového epitelu sliznice.
Podle histologického hlediska mliZeme rozlisit n€kolik typti adenokarcinomt. Tubularni
adenokarcinom ma tubularni nebo tubulovilézni granulérni strukturu [20]. Vyskytuje se
zde redukce pohdrkovych bunck a variabilita ve velikosti 1 uloZeni buné¢énych jader.
Podle stupné dysplazie mizeme pozorovat protazeni jader, jejich nepravidelnosti a
hyperchromni vzhled [21]. Mucin6zni karcinom je tvofen z vice nez 50% hlenem, ktery
se secernuje do lumina zlaz, které jsou ¢asem destruovany a hlen proudi do stromatu, kde
v hlenu plavou nadorové buiiky. Karcinom z prstencitych bunék se vyznacuje bunikami
v podobé pecetnich prstentl. Uvniti builkky se nachdzi vakuola mucinu, ktera vytlacuje

jadro na periferii. Tento typ karcinomu se vyskytuje vzacné. Zlazova i dlazdicova
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komponenta nachazime u adenoskvamoézniho karcinomu. Medularni karcinom obsahuje
solidni loziska vétsich nadorovych bunék s ndpadnymi jadry a prominujicimi jadérky. Ve
stromatu se muze nachdzet lymfoidni infiltrdt. Absenci vSech zlazovych struktur

nachdzime u nediferencovanych karcinomu [20].

2.6.1 Metastazovani
Metastazy jsou vzdalend dcefind loZiska nadort a sv€d¢i o pokrocilém rozsahu

nadorového onemocnéni. Jsou znakem maligni povahy nddoru. Neni vSak podminkou, ze
vSechny maligni naddory metastazuji. Pravdépodobnéjsi metastaticky rozsev je u méné
diferencovanych nadort [13].

Maligni nadory mohou metastdzovat tfemi zpisoby, které se mohou u
jednotlivych onemocnéni kombinovat.

e Porogenni Sifeni: diseminace naddoru leziciho v blizkosti nebo prorstajiciho
na serosni povrchy napi. do dutiny bfi$ni, hrudni atd. Metastdzy cCasto
indukuji exsudaci tekutiny do postizené dutiny. Timto zpiisobem metastazuji
zejména nadory traviciho traktu, dale pak nadory ovarii a plic.

o Sifeni lymfatickou cestou: prvni postizend lymfaticka uzlina se nazyva
sentinelova z niZ mohou byt smérem spadu infiltrovany i dalsi lymfatické
uzliny.

o Sifeni krevni cestou: &astéji nadory proniknou do Zilniho fegi§té, timto typem
metastaz jsou nejcastéji postiZzeny plice a jatra [13].

Vyvoj metastaz se obvykle odehrava ve 3 fazich. V prvni fazi se uvolni nddorové
bunky z primarniho nadoru. V druhé fazi nastava transport nadorovych bunck na nové
misto. Transport probihd pomoci vySe zminénych zplsobi Sifeni. Tteti faze je nidace
uvolnénych bunék na novém misté. Je to nejpodstatnéjsi faze pro metastazy, kdy je jeji
uspésnost zavisld na nadorovych bunkach i buiikich hostitelskych. U kolorektalniho
karcinomu se v této fazi uplatiiuje adherentni molekula CD44. Tuto molekulu maji na
svém povrchu leukocyty a zprostfedkovava jejich adhezi na endotel. Pii onemocnéni
KRK mohou mit nddorové buniky na svém povrchu vysokou koncentraci této molekuly
vzniklou pfi maligni transformaci. To podmiiiuje vysoky metastaticky potencial. Pfi
metastazovani krevnim feciStém se uplatiiuje tromboxan uvolnény z krevnich desticek.
Tromboxan zptsobuje trvalou adhezi nadorového mikroembolu k endotelu a pii rozpadu

desti¢ek uvolnény ristovy faktor PDGF pozitivné ovliviiuje proliferaci nadorovych
bun¢k [14].
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Urcit rozsah onemocnéni je podstatnym faktorem, ktery oznacuje progndzu
onemocnéni ale i vybér vhodnych lécebnych metod. Toto urceni se nazyvéa staging.
Klasifikaéni systém pouzivany v Ceské republice je klasifikace TNM (tumor-noduli-
metastases). Systém je zaloZen na stanoveni ukazateld v nasledujici tabulce [22].

Tabulka 1 Klasifika¢ni systém TNM

T (tumor) Rozsah primarniho nadoru T -T4
N (noduli) Stav regionalnich miznich uzlin N1 -N3
Ptitomnost/nepiitomnost vzdalenych
M (metastases) MO - M1
metastaz

Mimo stagingu se v morfologické diagnostice nadorovych onemocnéni uziva
typing, coZ je histogenetické zhodnoceni piivodu nadoru, a grading, ktery urcuje stupent
malignity [14].

2.7 Kolorektalni karcinom

V Ceské republice je typicky vek pacienta s kolorektalnim karcinomem 61 az 77
let, ale 21% vSech nemocnych je mladSich 60 let. Z toho vyplyvaji 1€kaiské, etické i
spolecenské dusledky, jelikozZ onemocnéni postihuje 1 mnoho osob v produktivnim véku
[23].

Nejvétsi rizikové faktory vzniku kolorektalniho karcinomu jsou strava s vysokym
obsahem ZivociSnych tukil a cerveného masa, nizky obsah vlakniny, nadvaha, konzumace
alkoholu, nedostatecny piijem protektivnich latek jako je vitamin C a kyselina listova
[24].

Vznik KRK je nejcastéjsi ve sporadické formé (asi 70% piipadil) bez dalSich
pfipadli onemocnéni v rodin€. Vznikd jako disledek kombinace faktorti vnéjsiho
prostfedi, nevhodného stravovani, starnuti organismu a kumulace somatickych mutaci
v burice. Tyto buiiky mohou byt zménény defekty tumorsupresorovych genti (APC!,
DCC?), antionkogenii p53 a zvySenou expresi protoonkogenu Ki-ras® [2] [22]. Tento
protoonkogen se podili na vzniku dysplazii. Protoonkogeny mohou byt aktivovany a
vznikaji onkogeny, které naruSuji normalni bunéfny cyklus a diferenciaci. Ztrata
heterozygozita tumorsupresorovych genl se podili na pfeméné adenomu v maligni
karcinom [20]. K podpofe karcenogeneze mohou vést také integrace onkogenli
s ristovymi faktory, u kterych dojde k nepiiméfené a aberantni expresi a tim stimuluji

bunécnou proliferaci [25]. VétSina sporadickych karcinoml vznikd z pocatecnich
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adenomatoznich polypi, které jsou vyznamnd prekancerdza. Vysoce rizikovy faktor
vzniku sporadického karcinomu tlustého stieva je polyp vétsi nez 1 cm, viceCetny vyskyt
polyptl, vilozni struktura a t&zky stupen cytologickych a strukturalnich atypii [24]. Cést
karcinomit vychazi z dysplatickych zmén ve sliznici, které jsou ovlivnény jinym
onemocnénim jako je ucerdzni kolitida nebo Crohnova choroba [25]. Riziko onemocnéni
stoupd s vékem, kde 50let predstavuje hranici, kdy incidence nariista velmi strmé. Vyssi
vyskyt KRK mizeme pozorovat u diabetikil a pacientll s metabolickym syndromem [2].
20-25% onemocnéni KRK se vyskytuje jako familiarni forma onemocnéni [24].

Adenom nebo dysplazie sliznice se mize vyvinout z tzv. field defect oblasti
sliznice, kde se vyskytuji aberantni krypty. Tato oblast pfedstavuje inicidlni
prekancer6zni zménu, charakteristickou proliferaci a odliSnou diferenciaci epitelu krypt.
Pocet abnormalnich krypt miiZe kolisat od jednotek az do stovek a urcuje velikost loZiska
[25]. ,, Podle vzhledu epitelu se histologicky rozlisuji tFi typy loZisek aberantnich krypt
(typicky, hyperplasticky a mikroadenomy) “ [25]. Adenomy rozliSujeme tubularni, vilézni
a smiSené. Tubuldrni adenom je vétSinou maly, stopkaty s nizkym stupném dysplazie. Asi
75% nédorové tkané tvofi tubuldrni struktura. Sliznice adenomu je tmavé Cervena a
povrch je hladky nebo jemné granulovany. Velikostné se tubularni adenomy nachazi pod
1 cm. Vil6zni adenom je na povrchu syté ¢erveny a ¢asto nerovny az kvétakovity. Vildzni
adenomy byvaji Castéji prisedlé oproti stopkatym tubularnim. Vilézni komponenta tvoii
vice nez 50% nadoru. Ve smiSenych tubuloviléznich adenomech jsou komponenta
zastoupena piiblizné ve stejném poméru. Riziko maligniho zvratu adenomu je vétsi u
Siroce prisedlych viléznich adenomil vétsich nez 4 cm s téZkou dysplazii [25].

Velké mnozstvi pacienti s menSimi polypy nemd Zadné klinické piiznaky a
onemocnéni je nalezeno ndhodné bud’ pii preventivnim screeningu nebo jako nélez pii
nespecifickych gastrointestindlnich obtiZzich. Nendpadné piiznaky uZz mohou byt
zpiisobeny jiz pfitomnym karcinomem. NejcastéjSim piiznakem jsou nespecifické bolesti
bficha, krvaceni a zmény defekacnich zvyklosti. Krvaceni je obvykle interminentni a
v malém mnoZstvi. U juvenilni polypodzy se ¢asto objevuje krvaceni rekta. Vilozni polypy
muze provazet prijem [25].

2.7.1 Maligni zvrat adenomu
Nejprve dochazi k rGstu nadoru pies bazdlni membranu Zlaz do pftilehlého

stromatu nebo do muscularis mucosae. Tato faze se oznacuje jako neinvazivni nebo
intramukoézni karcinom. Invazivni karcinom prorastad do submukoézy, kde miize pronikat

do lymfatickych cév a krve a diky tomu metastazovat [25]. Priinik nddorovych buné¢k pies
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bazalni membranu je umoZnén diky protoelytickym enzymtm, které narusi jeji integritu
a nasleduje k jejimu disrupci [20]. Stadium (stage) malignizace adenomu rozliSujeme ve
¢tytech stadiich podle Haggitova systému viz tabulka 2.

Tabulka 2 Stadium malignizovaného adenomu [25]

_ Karcinom prorGstda do m. mucosae a do submukédzy hlavy
1. stadium
adenomu
2. stadium Karcinom infiltruje hlavu a stopku adenomu
3. stadium Karcinom infiltruje celou stopku adenomu
‘ Karcinom infiltruje submukozu stfevni stény pod stopkou, ale
4. stadium ' ' '
nezasahuje do muscularis propria

Maligni buiiky se na zaCatku onemocnéni nachazi pouze ve sliznici. Prinikem
pfes muscularis mucosae stfevni stény vznikd invazivni karcinom. Tento proces je
obvykle pomaly a miiZze se odehravat v fadu nékolika let, coz dava prostor pro vcasny
zachyt onemocnéni a jeho 1é€bu. Proces mlze byt usnadnén a urychlen, pokud genom
konkrétniho jedince obsahuje uz zdédénou nebo nové vzniklou mutaci alel dilezitych
gent [2].

Pfi malignich procesech nastdva v bunikdch zména v interakci s mezibunéénou
hmotou, jeji enzymatické rozruSovani a dochazi ke zméndm ve schopnosti rozliSovani
okolnich bun¢k. To je zplisobeno zménénou genetickou informaci v butice, ktera je
predavana dcefinym bunkam. Tato geneticka nestabilita mlZe byt zplisobena napiiklad
mutaci genu p53. Pfi rychlém nadorovém ristu mize dojit k hypoxii naddorové tkane,
zpiisobenou nedostate¢né rychlou angiogenezi a tkan pak neni zasobena kyslikem ani
zivinami. Hypoxie zpiisobi zvySenou expresi genu p53. Ztratovd mutace tohoto genu
pusobi tak, Ze je buiika odolné viici hypoxii a je v této podobé€ predavana dalS§im dcefinym
buitkdm. Timto zplGsobem dochazi k selekci naddorovych bunék s riistovou vyhodou
v hypoxickém prostiedi nadoru [16].

2.7.2 Familiarni formy kolorektalniho karcinomu
Familiarni formu onemocnéni muizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin

onemocnéni, polypdzni syndromy a nepolypdzni syndromy. Mezi polypdzni syndromy
patii familiarni adenomatdzni polypdza (FAP), Peutzliv-Jeghersiv syndrom (PJS),
juvenilni polypoza (JPS), PTEN-hamartomat6zni tumorovy syndrom (PHTS) a smiSeny
polyp6zni syndrom (HMPS). Dédi¢ny nepolypdzni syndrom je hereditalni nepolyp6zni
kolorektélni karcinom (HNPCC) cCastéji oznacovan jako Lynchitv syndrom [24].
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Pticinou FAP jsou zarodecné autozomalné dominantni mutace v genu APC. Tento
gen kdduje multidoménovy protein, ktery je soucasti signalizani drahy a méa vyznamnou
funkci pfi udrZeni stability cytoskeletu, v bunééné adhezi a v regulaci bunééného cyklu.
NaruSeni signalizacni drdhy tohoto proteinu je hlavni divod k iniciaci kolorektalni
karcinogeneze. Tyto mutace jsou Casto nalézdny také u sporadicky se vyskytujiciho
karcinomu. Onemocnéni FAP se projevuje rozvojem stovek az tisicti prekancerdznich
adenomato6znich stfevnich polypi, které se zacinaji objevovat uz béhem puberty. U 95%
jedinct jsou polypy zcela rozvinuté kolem 35. roku véku a riziko maligniho zvratu je
velice vysoké. Mezi jednotlivymi rodinami jsou variabilni dal§i pfiznaky, které mohou
zahrnovat polypy zaludku, duodena, zubni abnormality, nddory mé&kkych tkani, osteomy
a dalsi [24].

Juvenilni polypdza se projevuje autozomalné dominantni dédinosti a tvori
predispozici ke vzniku hamartomat6znich polypl v gastrointestindlnim traktu. Pfevazné
v zaludku, tenkém stfevé a kolorektu. Polypy se zac¢inaji vyskytovat okolo 20. roku
zivota. VétSina téchto polypt jsou benigni polypy ale maji vyznamné riziko maligniho
zvratu. Geny zodpovédné za toto onemocnéni jsou gen MADH4 a gen BMPR1A. Formou
juvenilni polypdzy je PTHS. Ale v piipadé tohoto onemocnéni je odpovédnym genem
gen PTEN, ktery kéduje lipidovou fosfatazu, inhibitor drahy PI3K/Akt. Tato fosfataza je
nezbytnd pro zastavu bunééného cyklu ve fazi G1 a apoptozu [24].

Nejcastéjsi formou dédi¢ného kolorektalniho karcinomu je Lynchiv syndrom. U
této diagndzy se nachdzi adenomat6zni polypy jako u FAP, ale ne v tak vysokém poctu.
Pficinou je autozomdlné dédicnd mutace v nékterém z mismatch reparacnich genii. Tyto
geny koduji proteiny opravujici chybné parovani bazi v fetézci DNA. Defekt v tomto
systému genti vede k hromadéni somatickych mutaci v bufice a ndsledkem toho nastava
maligni zvrat. Kritéria pro ur¢eni Lynchova syndromu jsou alespon tfi ptibuzni s nddorem
kolorekta (jeden piibuzny je prvniho stupné dalSich dvou c¢lenil) a je vyloucena FAP,
postizeni alesponi dvou generaci, vznik nadoru pted 50. rokem véku minimélné u jednoho
znemocnych [24]. Syndrom zvySuje riziko vzniku dalSich karcinomt v zaludku,

v ovariich nebo v urogenitalnim systému [2].

2.8 Screening
Screening je urcen piedev§im pro populaci zdravych asymptomatickych osob.

Je nutné zajistit vysokou citlivost vySetteni [23]. Zakladem screeningového programu

v CR je test na okultni krvaceni ve stolici (TOKS).
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TOKS slouzi k vyhledavani jedinct k diagnostickému programu v nizkorizikové
asymptomatické populaci. Fyziologicky dochazi ke ztratam krve stolici v objemu 0,5 —
2,5 ml za den, to znamena asi 0,3 — 1,3 mg hemoglobinu na 1 g stolice. RozliSujeme dva
typy testi na okultni krvaceni ve stolici. StarS§i a v soucasnosti méné pouzivany
guajakovy test a imunochemické testy. Pozitiva guajakovych testl spocivaji ve
finan¢nich nékladech, jednoduchosti a proveditelnosti pifimo v ordinaci Iékare.
Nevyhodou je zpiisob odbéru vzorkd, pii kterém je nutné pfimo manipulovat se stolici a
nemoznost automatizovaného odectu. Princip testu spocivd v reakci guajakové
pryskyfice s peroxidazovou aktivitou hemoglobinu. Vzorky velikosti ¢ocky se odebiraji
ze dvou riznych mist ve tfech po sobé& nasledujicich stolicich. Vzorky naneseme do
testovacich policek, tak aby byla zcela vyplnénd a odecitdme barevnou reakci. Falesné
pozitivni vysledky mulZe zpiisobit konzumace potravin s obsahem krve (jelita, ¢erna
polévka), tepelné¢ neopracované maso, urcité druhy zeleniny (brokolice, kvétak) a

nadmérné uzivani vitaminu C [1].
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Obrazek 6: Schéma screeningového programu KRK (50-54 let) [23] (upraveno)

Vyhody imunochemickych testl jsou piedev§im hygienicky odbér malého
mnozstvi z nékolika mist jedné stolice a vyssi senzitivita. Vzorky se odebiraji ty¢inkou
ze 3 aZ 6 mist na stolici a po odbéru se ty¢inka vklada do odbérové lahvicky. Hemoglobin
se ve stolici stanovuje na principu reakce s protilatkou. Reakce se vyhodnocuje bud’ jako
barevna reakce nebo pii fotometrickém stanoveni zménou turbidity [1].
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Obrazek 7: Schéma screeningového programu KRK (nad 55 let) [23] (upraveno)
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3 CIL PRACE

V teoretické Casti této bakalaiské prace je Ctenar sezndmen s problematikou
onemocnéni kolorektalnim karcinomem, které patii k nejcastéjSim malignim
onemocnénim v Ceské republice. Rakoviné tlustého stfeva ptedchazi prekancerézy.
RozliSujeme sporadicky a familiarni vyskyt tohoto onemocnéni.

Kurceni spravné diagndzy, a predevsim vhodného zplsobu 1écby je velmi
dilezité histologické vySetieni vzorku tkané. Abychom mohli rozliSit nadorovou tkan od
tkan¢ zdravé je nutné zhotovit histologicky preparat. Tento proces se sklada z nékolika
jednotlivych kroki: odbér vySetfované tkan¢, fixace odebrané tkané a jeji odvodnéni,
zalévani do parafinu, krdjeni tenkych fezli pomoci mikrotomu, barveni pomoci rtiznych
barvicich technik. OdliSnych barvicich technik se vyuziva, protoze kazda struktura a
bunika ma jinou schopnost vazat barvivo, a pii pouziti nékolika barvicich metod miizeme
zviditelnit rozdilné struktury.

Hlavnim cilem prace je zhotovit preparaty tkdné tlustého stieva s postizenim
kolorektalnim karcinomem a preparaty zdravé tkané, jejichZ struktura je zviditelnéna
nékolika barvicimi technikami. A nésledné porovnat morfologické zmény ve tkani stfeva

postizené karcinomem oproti tkani zdravé.
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4 METODIKA

4.1 Odbér materialu
Odbér materialu k histologickému vySetfeni miZzeme ziskat z Zivého organismu

(biopsie) nebo pii pitvé zemielého (nekropsie). Biopticky materidl je mozné obrat
nékolika zplsoby podle typu pozadovaného vySetieni a druhu materidlu. Nejcastéji se
material odebird pomoci excize, kdy se za diagnostickym ucelem vyfizne c¢ast tkané
k vysetfeni. Dal$i mozZnosti odbéru biologického materialu je kyretdz, nebo punkce [17].
Biopticky material musi byt ihned po odbéru fadné zfixovéan a oznacen. Oznaceni musi
obsahovat jméno a piijmeni pacienta a rodné Cislo. Spolecné s odeslanym materidlem
musi byt do laboratotfe dodana histologickd priivodka. Na privodce musi byt uvedeno
jméno a piijmeni pacienta s rodnym c¢islem, klinicka diagnéza, druh fixaéni tekutiny a
datum odbéru materidlu, podpis a razitko lékate, ktery odbér provedl a pozadované
vySetieni. Excize reprezentativnich vzorkl k vySetieni se ukladaji do barevnych kazetek,
které jsou ciselné oznacené bioptickym c¢islem shodnym s ¢islem privodky, kterd byla
spole¢n¢ s materidlem dodana do laboratofe. Biopticky material pouzity ke zhotoveni
preparatl v praktické ¢asti této bakalatské prace byl odebran jako excize z resekatu ¢asti
tlustého stfeva, povérenym lékafem v ON Kladno.

Resekat tlustého stfeva se obvykle do laboratofe k histologickému vySetfeni
dostava jako rozsttizeny v linii oproti iponu mezokolonu. Pfi klinické diagnéoze KRK
vyhledavame v resekdtu lymfatické uzliny, pokud jsou k dispozici. Samotny tumor
prokrajime pres vSechny vrstvy. Excidujeme reprezentativni vzorky tak, aby obsahovaly
nadorovou tkan, pfechodnou z6nu mezi nadorem a okolim i mista bez regresivnich zmén.
Dale odebereme excize viditelnych nebo hmatatelnych tkanovych abnormalit na povrchu
1 v hloubce materidlu. Material excidujeme ostrym noZem, btitvou nebo Ziletkou. Nejlépe
krdjenim jednim tahem, aby nedochazelo k poskozeni tkané¢ na fezu. Excize
reprezentativnich vzorki provadi patolog za asistence laborantky. V prib&hu excidovani
vzorkl lékat diktuje k zapsani makropopis materidlu. Délku, Sitku a vySku resekatu,
ptipadné tlouStku stény, uzly, myomy a dalsi nalezy, nalez na fezné ploSe, lokalizaci a
vztah k okoli u patologickych utvart. Makropopis poskytuje informace o vySetfovaném
materidlu 1 po ¢asovém odstupu, je voditkem pro orientaci vzorkl a slouZi jako zpétna

kontrola pfi pfipadné zdméné materidlu [26].
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4.2 Fixace

Fixace je rychlé a Setrné vysraZeni bilkovin protoplazmy bungk a tkani fixa¢nimi
prostfedky, které by mélo zabranit samovolné autolyze tkan€. Tkan odebrana pro Ucely
histologického vysetfeni je nutné fixovat ihned nebo v co nejmensim mozném casovém
intervalu po odbéru. Ideélni fixacni prosttedek by mél uchovat tkan v nezménéném stavu.
Fixacni prosttedek musi byt schopen pronikat do tkan¢ rychle a rovnomérné [17].

Fixa¢ni prostfedky rozdélujeme do dvou zékladnich skupin, na chemické a
fyzikalni. Fyzikalni fixa¢ni prostiedky vyuzivaji bud’ suchého tepla nebo vystaveni tkané
nizké teploté. Fixace teplem se pouziva témét vyhradné v mikrobiologii k fixaci natéra.
Fixace mrazem se pouziva predevsim pii peroperacnich vysetfenich. Pomoci kryostatu se
dodana tkan v laboratofi rychle zmrazi a rovnou se z takto zmraZeného kousku tkané kraji
tenké fezy k vySetieni patologem. Vysledky vySetfeni jsou na operacni sal doruceny
béhem 20 az 30 minut a mohou ovlivnit pokracovani opera¢niho vykonu. Nejvyuzivanéjsi
formou fixace je chemicka fixace. Tkanova excize se vlozi do dostate¢né velké nadoby
s dostate¢nym mnoZstvim fixacni tekutiny tak, aby tekutina méla pfistup k fixované tkani
ze vsech stran. Nejvice pouzivand fixacni tekutina je formol (formalin). Vychozi latkou
pro ptipravu formolu je aldehyd kyseliny mravenci (formaldehyd). Formol je dodavan do
laboratofe jiz pfipraven v koncentraci 10% a 40%. Kapalina je bezbarva s drazdivym
zapachem, ktery siln¢ drazni sliznici [17]. Dalsi fixa¢ni tekutina pouZzitd pfi fixaci vzorkt
je Lilliecho ethanol-formol-kyselina octova (AAF). AAF je pfipravovano piimo
v laboratoti z 500 ml formolu, 250 ml kyseliny octové a 4250 ml 96% ethanolu [27].

4.3 Odvodnéni a prosyceni parafinem
Fixovanou tkan neni mozné krajet na tenké fezy jen samostatné zalitou

v parafinovém blocku. Je nutné tkan odvodnit a prosytit parafinem. Odvodnéni tkané
docilime pouziti n€kolika 14zni 96% ethanolu. Ethanol je ale nutné z tkan€ po odvodnéni
odstranit, protoZe parafin je v ethanolu nerozpustny a nebylo by mozné vzorky parafinem
prosytit. K odstranéni ethanolu pouzivame tzv. intermedia, coz je latka dobie

rozpoustéjici parafin a zdroven se dobie misi s ethanolem [17] [28] [27].
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Odvodnéni, prosyceni intermediem a prosyceni parafinem je v laboratofi
provadéno pomoci linearniho tkanového automatu Bamed TPC 15 duo. Jako intermedium

je pouzivan xylen.

Obrazek 8: Tkanovy automat Bamed TPC 15 duo [30]

4.4 Zalévani parafinovych blockii a krajeni tenkych rezi
Ke zhotoveni tenkych fezli na mikrotomu je nutné tkan zalit do parafinovych

blockl. Teplota parafinu pii zalévani se pohybuje okolo 60°C + 1°C [28]. Zalévani
parafinovych blocku se provadi pomoci zalévaci linky znacky Medite (obr.9). Vlevo je
chladici plocha, kde parafinové bloc¢ky tuhnou, v prostfedni ¢asti se nachazi zasobnik
rozpus$téného parafinu, pinzeta a malé chladici ploska, ktera slouzi k prichyceni tkané pii
zalévani a vpravo je uzaviratelna vyhiivand komora na fixované excize uloZené

v oznacenych kazetkach.

,,,,,,,,,

Obrazek 9: Zalévaci linka (Aneta Landecka, 2018)
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Fixovanou tkéan zalévame do dostate¢ného mnozstvi parafinu a do priméiené
velkych kovovych kazetek tak, aby kolem kazdého okraje tkané byl parafinovy lem a tkan
se tak mohla snadno krajet na tenké fezy. Blocky nechdvame dostatecné zchladnout na
chladici desce zalévaci linky a do doby krajeni tenkych feztli je uchovavame v mrazaku.

Tenké fezy krdjime pomoci sankového nebo rotaéniho mikrotomu. Blocek
zasadime do svorky na sankach (u saitkového mikrotomu) a dbame na to, aby byl blocek
ve svorce pevné uchycen. Mikrotomovy nliz zasadime tak, aby bylo jeho ostfi rovnobézné
s predni hranou blocku a jeho sklon k roviné fezu mensi nez 10°. Horni plochu blo¢ku
zkrdjime tak, aby vznikla rovnéd plocha na fezu s celou plochou zalité tkané [17]. Na
mikrometrickém Sroubu nastavime poZadovanou tlouStku fezu. Pro snadny a spravny
odecet jsou nejvhodnéjsi, co nejtenci fezy, obvykle 3 — 6 pm. A pomoci packy na
automaticky posun postupné krajime tenké fezy [28].

Tenké fezy je tfeba napnout, a to pomoci nadoby s teplou destilovanou vodou.
Voda by méla mit teplotu 37 — 40°C. Ukrojeny tenky fez pfeneseme pomoci Stétce na
vodni hladinu, kde se fez napne a plave na hladin€. V blizkosti fezu ponofime do vody
podlozni sklicko a fez na ngj pfichytime a vytdhneme z vody. Vodu lehce sklepneme a

sklicko ulozime do termostatu [17].

Obrazek 10: Sankovy mikrotom [31]
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4.5 Barveni histologickych preparata
Barviva rozdélujeme na dvé zakladni kategorie, a to na barviva zasaditéa (bazicka)

a kysela. Charakteristické pro barviva zasaditd je, Ze barvi bunécné jadra oproti tomu
barviva kysela barvi dobfe cytoplasmu bunék. NejpouzivanéjSim kyselym barvivem je
eosin, ze zasaditych pak hematoxylin. Spojeni téchto dvou barviv tvoii nejzakladnéjsi
barvici techniku — hematoxylin-eosin (HE). Zakladni barveni pak doplitujeme podle
potieb kazdého vySetfenim specidlnimi barvicimi metodami pro zviditelnéni

charakteristickych struktur [17].

4.5.1 Hematoxylin — eosin - HE
Pfed samotnym procesem barveni je nutné nafedit pracovni roztok eosinu.

Pracovni roztok nafedime z 200 ml destilované vody, 70 ml 2% eosinu a 1 ml 99%
kyseliny octové. 2% roztok eosinu je do laboratofe dodavan pfipraven z ustavni 1ékarny
ON Kladno, stejn¢ jako roztok Mayerova hematoxylinu. Pfipravené fixované fezy tkané
nakrajené pomoci mikrotomu na tenké fezy a natazené na podloZni sklicko mizeme
obarvit.

Rezy nejprve inkubujeme v termostatu 1 hodinu pii 60°C. Nésledné je nutné fezy
odparafinovat v xylenu 20 minut. Odparafinované fezy oplachneme fadou 96% ethanolti
a nasledné oplachneme v destilované vodé. Rezy nalozime do lazné Mayerova
hematoxylinu na 5 minut a poté n¢kolik minut diferencujeme pod mirnym proudem
tekouci vody. Znovu fezy proplachneme v destilované vod¢ a naloZime do 14zné€ eosinu
na 2 minuty. Nasleduje opét proplach v destilované vodé a takto obarvené fezy
odvodnime pomoci fady ethanoli a projasnime v xylenu [27].

e Deparafinace v xylenu................ 20 minut
e Proplach v fad¢ ethanold

e Oplach v destilované vodé

e Lazen Mayerova hematoxylinu...... 5 minut
e Diferenciace pod tekouci vodou

e Oplach v destilované vodé

o Lazen €oSiNU........covvvvvneenninnn... 2 minuty
e Oplach v destilované vodé

e Odvodnéni fadou 96% ethanolti

e Projasnéni v xylenu
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Vysledky barveni: jaddra — modra, cytoplasma — ¢ervena

Obrazek 11: Deparafinace tenkych fezii v 1azni xylenu (Aneta Landecka, 2018)

Obrazek 12: Barvici roztok Mayerova hematoxylinu a pracovni roztok eosinu (Aneta Landecka,
2018)
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4.5.2 Kombinovana metoda alcianové modri a PAS (prikaz kyselych a
neutralnich mukopolysacharidi) - Kombi
Pted procesem barveni si nafedime 3% kyselinu octovou (97 ml destilované vody

a 3 ml 99% kyseliny octové) a 1% kyselinu jodistou (100 ml destilované vody a 1 g
koncentrované kyseliny jodisté). Dale budeme pouzivat Schiffovo reagens, alcianovou
modf a Mayerliv hematoxylin. VSechny tyto roztoky jsou do laboratofe dodavany
pfipraveny v Ustavni lékarn¢ ON Kladno.

Fixované tenké fezy na podloznich sklickach inkubujeme v termostatu 1 hodinu
pfi 60°C a nasledné je deparafinujeme v xylenu po dobu 20 minut. Poté fezy
proplachneme v fad¢ ethanolli a v destilované vodé&. Oplachneme v 3% kyselin€ octové a
thned nalozime do 1azn¢ s alcidnovou modii na 30 minut. Nésledné fezy oplachneme
v destilované vodé a nalozime do 1% kyseliny jodisté na 10 minut. Opét oplachujeme
v destilované vodé a nalozime do lazné Schiffova reagens na 30 minut. Rezy
diferencujeme pod mirnym proudem tekouci vody a dobarvime v ldzni s Mayerovym
hematoxylinem po dobu 5 minut. Opét diferencujeme pod tekouci vodou, odvodnime
fadou ethanoll a projasnime v xylenu [27].

e Deparafinace v xylenu............ 20 minut
e Proplach fadou 96% ethanol
e Oplach v destilované vodé
e Oplach v 3% kyseling octové
e Lazen alcidnové modii............ 30 minut
e Oplach v destilované vodé
o Lazen 1% kyseliny jodisté.........10 minut
e Oplach v destilované vodé
e Lazen Schiffova reagens........... 30 minut
e Diferenciace pod tekouci vodou
e Lazen Mayerova hematoxylinu...5 minut
e Diferenciace pod tekouci vodou
e Odvodnéni fadou 96% ethanoli
e Projasnéni v xylenu

Vysledky barveni: jddra — modie, neutralni mukopolysacharidy — €ervenofialove,

kyselé mukopolysacharidy — modrozelené
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4.5.3 Modry Massoniiv trichrom (kombinace barveni Weigertovym
hematoxylinem, kyselym fuchsinem a anilinovou mod¥i) - MM
Pted procesem barveni si nafedime roztok 1% kyseliny fosfowolframové (1 g

kyseliny fosfowolframové a 100 ml destilované vody), 1% kyseliny octové (1 ml
koncentrované kyseliny octové a 99 ml destilované vody), pracovni roztok anilinové
modfi (1 dil anilinové modfi a 3 dily destilované vody) a Weigertiv Zelezity hematoxylin
(roztok A a B v poméru 1:1). Anilinovd modf a roztoky A a B Weigertova Zelezitého
hematoxylinu jsou do laboratote dodavany pfipraveny z Gstavni 1ékarny ON Kladno.
Rezy fixované tkan& inkubujeme v termostatu pti 60°C 1 hodinu. Deparafinujeme

je v xylenu 20 minut a proplachneme fadou ethanold a oplachneme v destilované vod¢.
Rezy nalozime do ldzné Weigertova Zelezitého hematoxylinu na 10 minut a nasledng
diferencujeme pod mirnym proudem tekouci vody 5 minut. Poté fezy nalozime do
Massonova fuchsinu na 5 minut a kratce oplachneme v destilované vodé. Rezy
diferencujeme v 1% kyselin€ jodisté 5 minut a kratce oplachneme v destilované vode¢.
Nasledné je nalozime do lazn€ pracovniho roztoku anilinové modii na 5 minut a
oplachneme v destilované vodé. Rezy diferencujeme v 1% kyseliné octové kratkym
oplachem a oplachneme v destilované vod¢. Odvodnime fadou ethanold a projasnime
v xylenu [27].

e Deparafinace v xylenu................c.oeeieinn. 20 minut

e Proplach fadou 96% ethanol

e Oplach v destilované vodé

e Lazen Weigertova Zelezitého hematoxylinu...... 10 minut

e Diferenciace pod tekouci vodou..................... 5 minut

e Oplach v destilované vodé

e Lazenl Massonova fuchsinu............................ 5 minut

e Oplach v destilované vodé

e Diferenciace v 1% kyselin¢ fosfowolframové.....5minut

e Oplach v destilované vodé

e Lazen anilinové modii...................coo 5 minut

e Oplach v destilované vodé

e Odvodnéni fadou 96% ethanoli

e Projasnéni v xylenu

Vysledek barveni: jadra — modrocerné, svalovina a erytrocyty — cerveng,

kolagenni vldkna - modrie
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4.6 Montovani preparatii
Obarvené fezy montujeme mezi podlozni a kryci sklicko do uzaviraciho média.

Uzaviraci medium musi byt latka, ktera je dokonale prithlednd s vysokym indexem lomu
a nesmi poskozovat zbarveni tkdné. Montujeme odvodnéné a projasnéné fezy. Sklicko
s fezem vyjmeme z lazné xylenu, lehce osuSime a fez zakapneme montovacim médiem.
PtiloZime kryci sklicko a lehce pfitlacime pinzetou, aby se medium rozlilo po celé plose
fezu a zbavili jsme se pfipadnych bublin. Montovaci média miizeme rozdé¢lit do dvou
skupin, montovaci média nemisitelnd s vodou. Takové médium je kanadsky balzam,
husty cedrovy olej a rtizné syntetické pryskytice. Montovaci média misitelnd s vodou jsou
glycerin, glycerinova Zelatina a sirup z arabské gumy (Apathyho sirup). V téchto médiich
fezy pfed montovanim neodvodiiujeme. Montovaci média misitelna s vodou pouZivame
v pfipadé, kdy tkan nesmi pfijit do kontaktu s koncentrovanym ethanolem a xylenem, na
ptiklad pii prikazu lipidi [17]. K montovani preparati k ucelim této prace byl jako

médium pouzit solakryl BMX. Solakryl je roztokova akrylatova pryskyfice [29].
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5 VYSLEDKY
Vsechny preparaty jsou realné piipady z obdobi listopadu 2017 az ledna 2018 a

byly zhotoveny metodami uvedenymi vySe. Preparaty jsem zhotovila samostatng, pouze
za dozoru vrchni laborantky Viery Seféoviové na patologicko — anatomickém oddé&leni
ON Kladno. Fotografie preparatii jsem vyhotovila pomoci fotoaparatu Bio View BioVID
HD 1080+ ptipevnéném na mikroskopu BMS EduLed flarq bino v laboratoti K-307
v budové FBMI za pomoci MUDr. Daniely Obitkové. Uvedend zvétSeni jsou odectena
z objektivu a okuldru na uvedeném mikroskopu. Preparaty byly odborné prohlédnuty
MUDr. Lucii Bartonovou a uvedené diagnozy jsou jeji odborné zavery, které jsou s jejim
svolenim pouzity. Histologicky popis jednotlivych preparati vychazi z obecnych ucebnic
histologie a z histologického atlasu (zdroje [9] a [32]) a byly konzultovany s MUDr. Lucii
Bartonovou, MUDr. Danielou Obitkovou a MUDr. Radkem Matlachem.

5.1 Preparaty normalni tkané tlustého stieva
Preparaty jsou zhotovené pfi tloustce fezl 5-8 pm.

) P9 BNy

Obrazek 13: Sliznice tlustého stieva, prifez Lieberkiihnovymi kryptami, zvétseni 200x, barveni HE (Aneta
Landecka, 2018)

A — poharkova bunka
B — muscularis mucosae

C — submucosa
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Obrazek 14: Sliznice tlustého stieva, prafez Lieberkithnovymi kryptami, zvétseni 100x, barveni Kombi (Aneta
Landecka, 2018)

A — Lieberkithnova krypta s modfe zbarvenymi poharkovymi buinikami, které
produkuji hlen (mucin)

B — muscularis mucosae
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novymi kryptami, zvétseni 400x, barveni HE (Aneta Landecka, 2018)

e LU Lo,

Obrazek 15: Prifez Liebrkiih
A — poharkové bunky
B — epitelova buiika (jednovrstevny cylindricky epitel)

C — nahromadéni eozinofilu v disledku zanétu
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Obrazek 16: Pritez Lieberkithnovymi kryptami, zvétSeni 400x, barveni Kombi (Aneta Landecka, 2018)

A — modfe zbarvené poharkové bunky produkujici hlen (mucin)

B — Lieberkiihnova krypta na Sikmém fezu
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bréze 7 Sliznice tlustého stfeva, zvétéei 100x, barveni HE (Ane Landck, 218)
A —sliznice s Lieberkithnovymi kryptami
B — muscularis mucosae
C — uzlik lymfatické tkané
D — submukosa

E — pteplnéna céva
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400x, barveni HE (Aneta Landecka, 2018)

étSeni

reva zve

v

Obréazek 18: Sliznice tlustého st

A — lumen

epitel

— jednovrstevny cylindricky
lamina propria

B
C-—
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Obrazek 19: Sliznice tlustého stfeva, zvétseni 200x, barveni Kombi (Aneta Landecka, 2018)

A — lumen

B —sliznice s Lieberkithnovymi kryptami, poharkové buriky jsou zbarveny modie
C — muscularis mucosae

D — submukoza

E — pteplnéna céva s okolni svalovinou
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Obrazek 20: Sliznice tlustého stfeva s Lieberkithnovymi kryptami, zvétSeni 400x, barveni MM (Aneta
Landecka, 2018)

Barveni metodou Masoniv modry trichrom neni vhodné pro zviditelnéni

struktur tkané tlustého stfeva. Tato metoda je vhodnéjsi pti barveni kolagenniho vaziva.
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5.2 Preparaty tkané tlustého stieva s adenokarcinomem
Preparaty jsou zhotovené pii tlouSt’ce 3 — 5 pm z resekatu rektosigmoidea pacienta

postizeného adenokarcinomem rekta.

_ 4 A I A y U _._._._ _Li" ‘_ L Sl St
Obrazek 21: Adenokarcinom, zvétSeni 100x, barveni HE (Aneta Landecka, 2018)

Cast tkdn¢ adenokarcinomu v lumen stfeva. Adenokarcinom je tubularni a

vysoce diferencovany témeét k nerozeznani od normalni sliznice stieva.
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Obrazek 22: Adenokarcinom, zvétseni 100x, barveni Kombi (Aneta Landecka, 2018)

Cast tkané vysoce diferencovaného adenokarcinomu. Modie je zbarveny
hlen (mucin) a hlenotvorné poharkové buiky, které jsou castecné zachovany 1 ve tkani
adenokarcinomu ale rast buné€k tvotici krypty je viditeln¢ deformovany.

A — lumen stfeva

B — hlen (mucin)
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Obrazek 23: Adenokarcinom, zvétSeni 200x, barveni HE (Aneta Landecka, 2018)

A — pohérkové bunky
B — zanétliva slozka obsazend ve sliznici jako reakce na karcinom
C — jednovrstevny cylindricky epitel

D — submucosa
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Obrazek 24: Adenokarcinom, zvétseni 100x, barveni Kombi (Aneta Landecka, 2018)

Neusporddany rist bunék v adenokarcinomu, které v normalni tkdni vytvaii
Lieberkiihnovy krypty. Na tomto snimku je vidét zdeformovany tvar krypt a ztrata

produkce mucinu. Okoli je zaplnéno opét zanétlivou slozkou.
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Obrazek 25: Adenokarcinom, zvétSeni 400x, barveni HE (Aneta Landecka, 2018)

A — deformovana Lieberkiihnova krypta bez poharkovych bun¢k

B — lumen krypty vyplnéno zanétlivou slozkou
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Zdeformované krypty ve tkani postizené adenokarcinomem. Poharkové bunky

neprodukuji hlen (mucin) a nejsou modie zviditelnéné. V epitelovych buiikach se nachazi

zmnozena jadérka nebo velké mnoZzstvi chromatinu.

55



Obrazek 27: Adenokarcinom se zachovanou hlenotvorbou, zvétseni 100x, barveni Kombi (Aneta
Landecka, 2018)

A — Lieberkiihnovy krypty ve sliznici tkané adenokarcinomu s poharkovymi
buiikami, které maji minimélné zachovanou hlenotvorbu (modré zbarveni)

B — deformované Lieberkiihnovy krypty, jejichZ poharkové buiiky ztratily funkci
produkce mucinu

C — lymfaticky uzlik
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Obrazek 28: Cést piechodu adenokarcinomu a normalni tkang, zvétseni 100x, barveni Kombi (Aneta
Landecka, 2018)

A — Adenokarcinom se deformovanymi Lieberkiihnovymi kryptami, které maji
zachovanou hlenotvorbu v pohdrkovych bunikach. Krypty jsou vyplnény zanétlivou
slozkou.

B — Normalni sliznice ptechazejici v adenokarcinom. Poharkové buiiky u hranice
adenokarcinomu produkuji nadbytek hlenu (mucinu).

C — muscularis mucosae

D — submucosa
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Obrazek 29: Hranice pfechodu normalni sliznice a adenokarcinomu, zvétSeni 100x, barveni Kombi
(Aneta Landecka, 2018)

A — normalni sliznice

B — adenokarcinom
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6 DISKUZE

Zhotoveni a mikroskopie histologickych preparati je v soucasnosti hlavnim
ukolem oddéleni patologické anatomie. Pfiprava preparatii je uskuteciovana pomoci
modernich metod v kombinaci s manuédlni zrucnosti laborantky. Proti zhotovovani
preparatli v minulosti nebo v méné vybavenych laboratofich je prace usnadnéna pouzitim
tkanovych automatii, které samy diky programu zajisti odvodnéni tkané, jeji prosyceni
intermediem a parafinem. Pfed nastupem téchto automatl trval ru¢ni proces odvodnéni,
prosyceni intermediem a prosyceni parafinem nékolik hodin. Standardné se v literatuie
uvadi, Ze odvodnéni tkané se provadi pomoci vzestupné fady alkoholl. V laboratofi PAO
a pifi zhotoveni preparati pro Ucely této bakalaiské prace byly pouzity 3 lazné 96%
ethanolu. Tento postup je v laboratofi zvolen jen kvuli uspofe Casu a nenaroc¢nosti
provedeni, protoZze nemusime fedit riznou koncentraci alkoholll, ale pouZziva se piimo
alkohol v podobg, v jaké byl doddn od dodavatele [27].

Zalévani parafinovych block je stejné tak zjednoduSeno pomoci zalévacich linek
s chladici plochou, kde mohou bloky ztuhnout za n€kolik minut a jsou pfipraveny ke
krajeni tenkych fezli na mikrotomu. Kvalitni ukrojeni tenkych fezli je hlavnim
predpokladem ke zhotoveni preparatu. Rezy by mély byt, co mozna nejtenéi. Standardng
krdjime fezy silné 3-5 pm tak, abychom skrojili jednu vrstvu bunék. ProtoZe pokud jsou
z téchto fezii urcit histologickou diagnozu. Preparaty ze zdravé tkané tlustého stieva jsou
zhotoveny v tloust'ce fezli 5 — 8 pm a na obrazku 16 miZeme pozorovat tmavsi zbarveni
a prekryvajici se builky, jejichZ struktura neni tak dobie zfetelnd. Na rozdil od preparatt
z tkan¢ postizené adenokarcinomem, kde jsou buiiky zcela jasné zietelné v jedné vrstve
jako je vidét na obrazku 26. Pfi krajeni tenkych fezli mizeme celit riznym potizim
zpisobenym jak zachdzenim s mikrotomem nebo krajenou tkéni. Pokud kréjime piili§
silné fezy tak se na Ziletce tkan s parafinem roluje do rulicek, které jiz nelze napnout.
V odborné literatufe se uvadi, ze stejny problém nastavd v piipadé nizké teploty
v mistnosti. Ale pii zhotovovani preparati jsem se setkala spise s opacnym piipadem, kdy
teplota v mistnosti, respektive teplota parafinového blocku byla vysoka a fezy se na
ziletce rolovaly. Pro odstranéni této zadvady bylo mozné pouzit kryospej k rychlejSimu
ochlazeni blokt nebo ulozit bloky jesté na n€kolik dalSich minut do mraznicky. V piipadé
priliS nizké teploty parafinovych blokii jsem se pii krdjeni tenkych fezl setkala spisSe
s ptipadem, ze se fezy pii skrajovani drolily a parafin byl vlivem chladu pfili§ tvrdy. Tuto

zavadu je mozné snadno odstranit tim, ze pockdme nékolik minut s blokem pii pokojové
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teploté nebo na blok pfi skrajovani fezi nadychame, a tak jeho teplotu zvySime. Naopak
ptilis tenké fezy se mohou snadno trhat pfi pfesunu na vodni hladinu. Rezy se také mohou
stlacovat ve varhanky v disledku Spatného sklonu ziletky v tichytu mikrotomu nebo
v pfipadé, Ze je Ziletka jiZ otupena. Pfi krdjeni tvrdych tkdni mlZe nastat situace, kdy
ziletka poskakuje po krajeném bloku a tvofi na ném i fezech ryhovani. Tvrdé tkané
muzeme ponofit do odvapiiovaciho roztoku ke zmékeeni. Pti krajeni parafinovych blokt
se vzorky tkané je dilezité také dbat na to, aby tkan nebyla zcela vykrajena. Bloky i
preparaty se archivuji po dobu 10ti let [27]. Hlavnim diivodem archivace je moZnost
skrojeni dalSich preparatl v piipad€ nejasné diagnosy nebo pfi jejim Spatném stanoveni.

Dalsi nedilnou soucasti histologické laboratofe je barvici automat, ktery je
schopen obarvit az n€kolik desitek preparatli ve stejnou dobu. Pfi barveni preparatli pro
ucely této bakalaiské prace barvici automat pouZit nebyl, ale v béZzném provozu by ru¢ni
barveni preparati prodlouzilo jejich zhotoveni az dvojndsobné. Obarvené preparaty je
nutné zamontovat krycim sklickem. Pfi ruénim montovani preparatl se pouziva uzaviraci
médium, v ptipad¢ zpracovani preparatii této bakalaiské prace byl pouzit Solakryl. Toto
montovaci médium je idealni kompromis mezi cenou a snadnym pouzitim. Solakryl ma
vysoky index lomu, jeho pouZziti je snadné, dobie a rychle tuhne na vzduchu. Montovani
preparatd je proces, ktery je v laboratotich pti zpracovani velkého mnozstvi vzorka taktéz
automatizovany. Montovaci automat je standardné pfipojen u barviciho automatu a jiz
dobarvené a projasnéné preparaty se automaticky posunuji k montovani. Prekryti
preparat v automatu probihd pomoci specidlné vytvoiené pasky sjiZ nanesenym
médiem.

Zakladnim barvenim histologickych preparati je metoda Hematoxylin — eosin
(HE). Jadra jsou zbarvena modie, svalovina Cervené, kolagenni vazivo a cytoplasma
odstiny rizové. Metoda HE se pouziva jako zakladni barveni vSech preparati, protoze je
schopné dostatecné zviditelnit poZadované struktury a je i cenové prijatelna. Cena 1 litru
eosinu je cca 1200 K¢ a 1 litru Mayerova hematoxylinu cca 2500 K¢&. Oproti tomu je
napiiklad cena alcianové modii 8200 K¢ za 1 litr velice vysoka. Z tohoto diivodu fadime
ostatni barveni (Kombi, MM atd.) mezi tzv. specialni. Tyto specidlni barveni pouzivame
jen u vybranych preparatli, pokud patolog nemutze dobie a kvalitné stanovit diagnézu
pouze z preparatll barvenych metodou HE. V bézném provozu histologické laboratoie
Oblastni nemocnice Kladno je specialni barveni pouzivano na pokyn patologa. Barveni
Kombi je mozné barvit pomoci barviciho automatu, ostatni specialni barveni se pfipravuji

ruéné a jsou zavisla na zrucnosti laborantky.
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V této bakalarské praci bylo mimo specidlniho barveni Kombi, pouZito i barveni
Massonovym modrym trichromem (MM) jako ukdzka toho, Ze je diilezité zvolit vhodné
barveni preparatli podle barvené struktury. Modry trichrom barvi jddra modrocerné a
vazivo modie. Diky dobrym vlastnostem k barveni vaziva se hodi pifedev§im k barveni
preparatl vazivovych a svalovych tkdni na ptiklad cévy nebo Slachy.

Dal8im pouzitym specialnim barvenim je metoda Kombi, kterd kombinuje barveni
alcidnovou modii a PAS reakci. Jadra a kyselé mukopolysacharidy jsou zbarvené modrie
az modrozeleng, diky tomu muizeme v mikroskopickém pozorovéani preparatl vidét
poharkové buriky, které jsou produkci mucinu modie zbarveny a v zadkladnim barveni HE

vypadaji pouze jako prazdné prostory.
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7 ZAVER

Pacientli postizenych kolorektdlnim karcinomem stile pfibyva i v populaci
pacientll v produktivnim véku. Jednd se o zdvazné onemocnéni, které se casto vyskytuje
nejen v Ceské republice ale i ve svété. Z tohoto diivodu se klade velky diiraz na prevenci
a casnou diagnostiku kolorektalniho karcinomu. Kazdy prakticky lékat v Evropé
v pruméru zachyti 1 az 2 pacienty za rok snové zjisténym KRK. Vys§i vyskyt
pozorujeme u muzl nez Zen hlavné od poloviny 90. let. Z hlediska stagingu neubyva
karcinomil diagnostikovanych ve 3. a 4. stadiu. I pfes jiZ n¢kolik let trvajici preventivni
programy se nezménilo rozlozeni stadii KRK, a¢ je ¢asné (stadium 0 — 1) diagnostikovano
60% nalezil. V soudasnosti zije v Ceské republice asi 55000 lidi s onemocnénim
kolorektalniho karcinomu. Z téchto divodi je velice potiebna vcasnd a piesna
diagnostika, které je v neposledni fad¢ soucdsti mikroskopické vySetfeni preparati
zhotovenych z bioptickych vzorka [1].

V teoretické Casti bakalarské prace byl Ctenaf sezndmen s anatomii, fyziologii a
histologii tlustého stfeva, problematikou onemocnéni kolorektalnim karcinomem, jeho
vznikem a rozdélenim karcinomli ve sporadické a familiarni formé a sezndmen se
zékladnim screeningovym programem v Ceské republice.

Cilem praktické casti bakalatské prace bylo zhotoveni histologickych preparatii
ze zdravé tkané tlustého stfeva a ztkané postizené kolorektalnim karcinomem.
Mikroskopické struktury byly zviditelnény pomoci nékolika barvicich technik i v odlisné
tloust’ce fezl. Preparaty byly fotograficky zdokumentovény.

Cile urcené v této praci se podaftilo splnit. Pozorovani mikroskopickych preparatt
vedlo k dikladnému prostudovani struktur zdravé tkdné i1 patologickych struktur
vznikajicich v diisledku onemocnéni kolorektalnim karcinomem. Ru¢ni zpracovani vSech
preparatl vedlo k ziskani praktickych zkuSenosti v profesi zdravotni laborant. Zhotovené
preparaty mohou slouzit k ndzorné ukézce a porovnani zdravé tkané tlustého stieva a

tkan¢ postizené adenokarcinomem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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deleted in colorectal carcinoma; gen urc€ujici stejnojmenny protein
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Gut—associated lymphoid tissue; nakupeni lymfatické tkan¢ ve
sliznici stieva

gastrointestinalni trakt

granulocyte macrophage colony stimulating factor; faktor stimulujici
kolonie granulocyti a makrofagh

Hematoxylin-eosin

smiSeny polyp6zni syndrom
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imunoglobulin A

juvenilni polypdza
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