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Uvodni slovo

Réd bych pted samotnou odbornou ¢asti mé disertacni prace fekl nékolik slov.
Upfimné feceno, prakticky vse kolem zahajeni mé disertacni prace bylo zvlastni a netypické.

Po ukonceni studii na své Alma mater, 1. 1¢katské fakulté Univerzity Karlovy, jsem chtél pokracovat v dalSim
vzdélavani nejen v ramci piipravy k atestaci z patologie, ale chtél jsem absolvovat i postgraduélni studium,
jelikoz se domnivam, Ze vzajemna souhra klinickych ¢i odbornych dovednosti se vhodné dopliuje s védeckou
prapravou a schopnosti vytvofit, provést a nasledné i publikovat védecky projekt. Bohuzel, na samém zacatku
se prili§ nepovedlo ani jedno, ani druhé — k patologii samotné jsem se dostal az po dvou letech tapani v labo-
ratotich, a to diky kolegyni Evé Sticové, které si nejen proto velice vazim a d€kuji ji. Ale zpét k postgradual-

nimu studiu.

Ptivodné hlavnim tématem mé disertacni prace méla byt problematika glomerulonefritid, nebot’ jsem byl svou

prednostkou sméfovan zejména k nefropatologii.

Bohuzel (nebo bohudik?) jsem par mésicti po ukonceni lékaiské fakulty nedokéazal vymyslet smysluplny pro-
jekt, se kterym bych se mohl ucastnit piijimacich zkousek. Pozd¢ji mne oslovil vedouci tzv. jicnové skupiny
v IKEM (Institut klinické a experimentalni mediciny), dnes profesor (tehdy docent) Martinek s tim, zda bych
s nimi nechtél spolupracovat, a nabidl mi, Ze by se mohl stat i mym skolitelem, pokud by tématem mé disertace
byla problematika ¢asnych neoplézii jicnu. Po chvili premysleni a diskuzi jsem souhlasil, i kdyzZ mnohym

ptipadalo zvlastni, Ze mym Skolitelem je gastroenterolog, nikoli patolog.

IKEM je pro studium problematiky neoplazii jicnu i dalSich onemocnéni jicnu (vcetné vyzkumu, diagnostiky
a 1écby Sirokého spektra motilitnich poruch jicnu a Zzaludku) vhodnym mistem, jelikoz zde bylo pfichodem
pana profesora zaloZeno vyznamné centrum diagnostiky a 1écby onemocnéni jicnu a zaludku, pficemz 1écba
casnych karcinomi je jednim z piliiG tohoto programu. Dals$i vyhodou byla i skutecnost, ze jsem se mohl
zapojit do n€kolika grantovych projektt této skupiny a izce spolupracovat na jejich feseni jako jakysi dvorni
patolog. Vzhledem k Sirokému zabéru této skupiny zabyvajici se celym spektrem onemocnéni jicnu a zaludku

jsem mél moznost zapojit se prakticky do ¢ehokoli, experimenty nevyjimaje.

Problematika onemocnéni jicnu by se asi dala smérem k laické (a mozna i odborné) vefejnosti lehce s nadsaz-
kou shrnout slovy profesora Martinka z tivodu k jeho habilitaéni praci: ,,Rici, Ze se 1ékaf zabyva problematikou
gastroezofagealniho refluxu, neni na prvni pohled tak ,sexy* jako napft. 1écba tézké pankreatitidy.” Dovolim si
vsak poznamenat, ze z mého pohledu nejen jako postgradudlniho studenta, ale i patologa, jsem to vid¢l jinak.
Diky vys$e zminénému Sirokému zabéru ,,jicnové skupiny”, novym diagnostickym metodam i rozvoji tzv. en-
doskopické chirurgie, kde jsem mohl (a z divodu diagnostiky pomoci konfokalni laserové endomikroskopie

v realném cCase Casto i musel) byt pfitomny pii riznych inovativnich a z mého pohledu az heroickych
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endoskopickych vykonech. Myslim, Ze celd prace této skupiny je zasluzna, cilevédoma, vede k vychové mno-
hych kvalitnich 1ékaiti a endoskopistil, zaclenuje mezi sebe i studenty mediciny a ma nemalé védecké tispéchy.
Jsem rad, Ze jsem se Casti projektl této skupiny mohl zucastnit a Ctyfi z nich jsou soucasti mé disertace. Je
nepochybné, Ze tato oblast je velice zajimavou i pro patologa.

Cela disertace je souhrnem ctyt projektl, nejpodstatnéjsi je projekt prvni, kde jsme analyzovali pfitomnost
metastaz, mikrometastaz a izolovanych nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach u pacientii po endosko-
pické 1écbe, kteti byli pro pokrocilost neoplazie indikovani k 1é€bé chirurgické. Prekvapivym zjisténim nasi
analyzy je, Ze mnoho pacientli bylo operovano zbytecné, nebot’ endoskopicka 1é¢ba pro né nejspise predsta-
vovala kurativni zakrok. Vénovali jsme se i nalezeni prediktorti mozné progrese ¢i generalizace. Dal§im za-

sadnim tématem mé prace je vyuZiti noveé diagnostické metody, pro patologa velmi zajimavé konfokalni lase-

rové endomikroskopie, ktera mé potencial v budoucnu doplnit standardni histopatologické vySetfeni.

Dekuji timto jesté jednou za vSe prof. Martinkovi, za jeho trpélivost, znalosti a Cas.
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SOUHRN

Uvod: Karcinom jicnu predstavuje celosvétové osmou nejéast&jsi malignitu. Dva nejéastéjsi typy jsou adeno-
karcinom a spinocelularni karcinom. Spravna histopatologickd diagndza, staging a urceni prediktivnich rizi-
kovych markerQ v progresi jsou kli¢ové pro vyvoj nemoci, osud a management pacienta. Endoskopickou re-
sekci lze povazovat za kurativni 1é¢bu v pfipadech RO resekce karcinomu se slizni¢ni invazi nebo s invazi do
horni tfetiny submukoézy. Pacienti s pokroc€ilej$imi karcinomy jsou referovani k chirurgické, ptipadné onkolo-
gické terapii. Zlatym standardem v diagnostice je histopatologie, Castokrat s vyuzitim imunohistochemie, na-
priklad s prikazem mutace genu 7P53, ktery hraje dilezitou roli v patogenezi progrese 1ézi jicnu. Velky vy-
znam maji také nové diagnostické metody, mezi které naptiklad patii konfokalni laserova endomikroskopie
(CLE). Neméng¢ dulezité je sledovani pacientli i po endoskopické 1&¢bé s cilem vcasného a spolehlivého odha-

leni perzistentni ¢i rekurentni 1éze.

Cile, metody a pacienti: V praci jsou celkoveé zpracovany Ctyfi samostatné, na sebe castecné navazujici pro-
jekty, s parcialnim ptekryvem pacienti. Cile jednotlivych projektt byly: 1) Stanovit prediktivni markery pro-
grese karcinomu jicnu, riziko metastazovani a generalizace a porovnat efektivitu endoskopické a chirurgické
terapie u 65 pacientt s ,,high-risk* ¢asnym karcinomem jicnu. 2) U 87 pacientli s 1ézi jicnu zkoumat imuno-
histochemicky marker p53 a jeho vyznam v diagnostice. 3) U 65 pacientt se 74 viditelnymi 1ézemi jicnu/za-
ludku srovnat diagnostickou pfesnost standardnich biopsii a nového principu diagnostiky (,,virtualni histolo-
gie” — konfokalni laserova endomikroskopie). 4) Porovnat CLE s biopsiemi v detekci perzistentni/rekurentni

intestinalni metaplazie a neoplazie sliznice jicnu u 56 pacientt.

Vysledky: 1) Jedinym statisticky vyznamnym prognostickym faktorem generalizace a postizeni lymfatickych
uzlin byla pozitivni invaze do krevnich ¢i lymfatickych cév. Celkem 80 % endoskopicky 1écenych pacientti
dosahlo kompletni remise. Dlouhodobé remise bylo dosazeno u 62,9 % pacientti léCenych endoskopicky. 2)
Imunohistochemicky priikaz p53 byl diagnosticky v 73 % v diagnostice dysplastickych 1ézi a 100 % adeno-
karcinomti mélo mutovany fenotyp. 3) Diagnosticka piesnost k potvrzeni nebo vylouceni maligni 1éze byla 85
% u biopsii a 89 % u CLE. 4) Biopsie detekovaly intestinalni metaplazii po endoskopické terapii v 94,6 % a
u CLE ve 100 %. Diagnosticka shoda mezi CLE a biopsiemi byla 94,6 %.

Zavéry: 1) Invaze karcinomu do lymfatickych a krevnich cév se jevi jako nejvyznamnéjsi rizikovy faktor v
predikci progrese karcinomu jicnu. Endoskopicka terapie by mohla byt vhodnou alternativou k ezofagektomii
i u pacientd s pokrocilej$imi Casnymi neoplaziemi jicnu. 2) Imunohistochemicky prikaz p53 je vhodnou po-
mocnou metodou v odliSeni dysplastickych 1ézi od nedysplastickych. 3) CLE je porovnatelna s biopsiemi v
diagnostice 1ézi jicnu a zaludku a mohla by byt uznana jako standardni metoda v této indikaci. 4) CLE je
srovnatelné presna jako standardni biopsie v diagnostice perzistujici/recidivujici intestindlni metaplazie a pti

vylouceni recidivujici neoplazie. Vyhodou CLE ve vSech indikacich (3., 4.) oproti biopsiim je moznost
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vySetfeni podstatné vétsi plochy a hodnoceni v realném Case v prubchu endoskopie i vySkolenym gastroente-

rologem bez casti patologa.

Klic¢ova slova: karcinom jicnu, ,high-risk* karcinom, endoskopicka terapie, konfokalni laserova endomikro-

skopie, CLE, p53
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ABSTRACT

Introduction: Esophageal cancer ranks eighth among the most common malignancies worldwide. The two
most common types are adenocarcinoma and spinocellular carcinoma. Correct histopathological diagnosis,
cancer staging and identification of predictive risk factors of progression are important in terms of further
disease course and management. While patients with mucosal carcinoma without risk factors are treated en-
doscopically, those with submucosal invasion or mucosal carcinoma with risk factors are referred for surgi-
cal therapy according to current recommendations. Histopathology is still considered the gold standard in
diagnosis, often used in conjunction with immunohistochemistry, e.g., to document a 7P53 gene mutation,
which plays an important role in the pathogenesis and progression of esophageal dysplasia. New diagnostic
methods, such as confocal laser endomicroscopy (CLE), also play an important role. Other crucial factors

include patient follow-up, early and reliable detection of persistent or recurrent lesions.

Aims, methods and patients: In the thesis, 4 separate, partly connected projects are assessed together, with a
partial overlap of patients. The aims of the individual projects were as follows: 1) To identify predictive factors
of esophageal cancer progression, risk of metastasis and generalization, and to compare the effectiveness of
endoscopic and surgical therapies in 65 patients with "high-risk" early esophageal cancer. 2) p53 as an immu-
nohistochemical marker and its significance were investigated in 87 patients with esophageal lesions. 3) The
diagnostic accuracy of standard biopsies and CLE was compared in 65 patients with 74 visible
esophageal/gastric lesions. 4) To compare CLE with biopsies in the detection of persistent/recurrent intestinal

metaplasia and neoplasia in 56 patients.

Results: 1) The only statistically significant prognostic factor of generalization and lymph node metastasis
was documented blood or lymphatic vessel invasion. A total of 80 % of endoscopically treated patients achie-
ved complete endoluminal remission. Long-term remission was achieved in 62.9 % of patients. 2) p53 immu-
nohistochemistry was diagnostic in 73 % of dysplastic lesions and 100 % of adenocarcinoma showed an ab-
normal phenotype. 3) Diagnostic accuracy to confirm or exclude a malignant lesion was 85 % for biopsies and
89 % for CLE. 4) Biopsies detected intestinal metaplasia after endoscopic therapy in 94.6 % and CLE in 100

%. Diagnostic agreement between CLE and biopsies was 94.6 %.

Conclusions: 1) Cancer invasion into lymphatic and blood vessels appears to be the most significant risk factor
predicting esophageal cancer progression. Patients with mucosal carcinoma without risk factors or with carci-
noma invading the upper third of the submucosa could be treated endoscopically, and the criteria limit could
be shifted in these indications. 2) Immunohistochemical detection of p53 is a suitable auxiliary method, espe-
cially in differentiating dysplastic and nondysplastic esophageal lesions. 3) CLE is comparable to standard
biopsies in overall diagnostic accuracy in esophageal and gastric lesions and could be recognized as a standard
method in this indication. 4) The accuracy of CLE in diagnosing persistent/recurrent intestinal metaplasia and

in excluding recurrent neoplasia is comparable to that of standard biopsy.
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Compared to biopsy, the advantage of CLE in both indications (3rd, 4th) is examination of a significantly
larger area and real-time evaluation during endoscopy even by a trained gastroenterologist without the parti-

cipation of a pathologist.

Key words: esophageal cancer, high-risk cancer, endoscopic therapy, confocal laser endomicroscopy, CLE,

p53
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SEZNAM ZKRATEK

A+

AC

APC

ASGE

BJ

BORN

CER

CLE

CR-IM

CRN

ER

ESD

FTN

GEJ

GER

HD-WLE

HE

HGD

HC

IKEM

M

L+

LGD

angioinvaze, invaze do lymfatickych cév

adenokarcinom

argon-plasma koagulace

American Society for Gastrointestinal Endoscopy

Barrettiv jicen

Barrett’s Oesophagus Related Neoplasia

complete endoscopic remission, kompletni endoskopicka remise
konfokalni laserova endomikroskopie

complete remission of intestinal metaplasia, kompletni remise intestinalni metaplazie
complete remission of neoplasia, kompletni remise neoplazie
endoskopicka resekce

endoskopickéa submukozni disekce

Fakultni Thomayerova nemocnice

gastroezofagealni junkce

gastroezofagealni reflux

high-definition white light endoscopy, endoskopie s vysokym rozliSenim
hematoxylin eosin

high-grade dysplazie, dysplazie vysokého stupné
imunohistochemie

Institut klinické a experimentalni mediciny

intestinalni metaplazie

lymfangioinvaze, invaze do lymfatickych cév

low-grade dysplazie, dysplazie nizkého stupné
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LU

NBI
NPV
OKT
PAS
pCLE
PPI
PPV
SCC
sm

TCD

lymfatickd uzlina, lymfatické uzliny

mukoza, sliznice

narrow band imaging

negative predictive value, negativni prediktivni hodnota
opticka koherentni tomografie

periodic acid shiff

probe-based konfokalni laserova endomikroskopie
proton pump inhibitor, inhibitory protonové pumpy
positive predictive value, pozitivni prediktivni hodnota
spinocelularni karcinom

submukoza, podslizni¢ni vazivo

tumor cell dissociation, disociace nadorovych bun¢k
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1 UVOD

Karcinom jicnu pfedstavuje v soucasnosti celosvétoveé osmou nejcastéjsi malignitu (2020). V Evropé
je jeho ro¢ni incidence 4,5 ptipadti/100 000 obyvatel/rok (Zhang Y., 2013). Dvé nejcast&jsi jednotky jsou
adenokarcinom (AC) a dlazdicobunécny (spinocelularni) karcinom jicnu (SCC), které dohromady tvofti vice

nez 95 % vsech malignit jicnu.

Vznik obou karcinomt spojuje vznik abnormalnich bun¢k s patologicky zvysenou proliferaci ve sliz-
nici jicnu. Dnes je obecné pfijimano, ze oba karcinomy vznikaji sekvenci dysplazie — karcinom, a nelze opo-
menout ani vliv chronického zanétu na karcinogenezi. U obou typt karcinomi se na vzniku podili také gene-

tické mutace (podrobné viz dale).

Adenokarcinom i spinocelularni karcinom metastazuji do regionalnich lymfatickych uzlin (LU), coz v tako-
vém piipade vyrazné zhorSuje prognozu pacienta. V pokrocilejsich stadiich se vyskytuji i hematogenné Sifené
vzdalené metastazy (napft. do jater, plic aj.). Klinicky se karcinom jicnu v ¢asnych stadiich vyraznéji neproje-
vuje, zatimco pacienti s pokro€ilym karcinomem jicnu udavaji vétsinou progresivni dysfagii, ztratu hmotnosti

a 1 dalsi, Casto nespecifické pfiznaky.

1.1 Anatomie a histologie jicnu, fyziologie sliznice jicnu

Jicen je tubularni svalovy organ uloZeny v hrudni dutiné¢ v zadnim mediastinu, pfechazejici branici
skrz hiatus oesophageus do dutiny bfisni, kde navazuje na zaludek. Jeho sténa je tvofena Ctyfmi vrstvami —

sliznici, podslizni¢nim vazivem, svalovinou a fascii ¢i adventicii.

Sliznice, mucosa, se sklada z vrstevnatého nerohovéjiciho dlazdicového epitelu, pojivové tkané lamina pro-
pria mucosae a sliznicni svalové vrstvy lamina muscularis mucosase. Dlazdicovy epitel je tvoten 1-3 vrstvami

bazalnich bun¢k, dale dlazdicovymi bunikami a papilami dosahujicimi do 1/2 tloustky epitelu.

Podslizni¢ni vazivo je tvofené pojivovou tkani a zlazkami, které vylucuji hlen. Svalova vrstva lamina muscu-
laris propria je tvofena dvémi vrstvami svaloviny — vnitini cirkularni a zevni podélng, které se dale jeste lisi
strukturou v zavislosti na lokalizaci v jicnu. Svalovina prvnich 5 % proximalniho jicnu je tvofena pti¢né pru-
hovanym svalstvem, dalSich 30 % je tvofeno pticné pruhovanym i hladkym typem svali. Hladké svaloviny
pribyva kaudalnim smérem. Posledni vrstva je v hrudni ¢asti a predstavuje fascii tunica adventitia, zatimco

kratky usek v bfisni Casti je pokryt serozou, tunica serosa.

Uspotadani sliznice jicnu je v souladu s jeji vysokou mechanickou odolnosti potifebnou pro posuny
potravy. Burky sliznice jicnu, tak jako jinych organi lidského téla, maji geneticky naprogramovanou zivot-

nost a v pravidelnych intervalech se obménuji. Rovnovaha mezi zanikem a tvorbou novych bunék je zcela
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klicova pro zachovani fyziologické stavby sliznice jicnu. Jakakoliv odchylka v této rovnovaze vyvola patolo-
gicky stav. Pokud je pfevaha ve sméru zvySené proliferace nad zanikem, dochazi ke vzniku neoplastickych

bun¢k a ptipadné az ke vzniku tumoru.

Jicen je zasoben arterialni krvi z arteria thyreoidea inferior, z truncus thyreocervicalis, rami bronchia-
les, arteriae intercostales posteriores a rami oesophagei z hrudni aorty; bfisni ¢ast jicnu také z arteria gastrica
sinistra. Zajimavosti je, Ze tepny jicnu maji dvoji zakladni uspofadani: I. typ je charakterizovan vétsim poctem
privodnych cév s chudym vétvenim, které se zanotuji do svaloviny jicnu bez tvorby napadnéjsich anastomos;
II. typ je typicky malym poctem piivodnych cév, které se naopak spojuji v dlouhy kmen, provazejici jicen
v tahlé spirale (Seichert V., Sramhauser J., 1963). Znalost téchto typt cévniho zasobeni a jeho respektovani je
doporucovano pii chirurgickych vykonech na jicnu.

Zily jicnu tvoii pletené v submukoéze, které jsou mohutngjsi v dolni poloviné jicnu a na povrchu jicnu. Krev je
dale odvadéna venae esophageae riznymi sméry.

Jicen je velmi bohaty na ptritomnost lymfatickych cév, které jsou lokalizovany v sliznici i v submukoéze. Lym-
fatické cévy kréniho jicnu maji tributarni oblasti v nodi lymphatici cervicales profundi, hrudni ¢asti v nodi
tracheobronchiales a nodi mediastinales posteriores. Z bfisni ¢asti jicnu jsou odvadény do nodi gastrici sinistri.
Vzhledem k tomu, Ze lymfa je z jicnu odvadéna do blizkych, ale i vzdalenéjSich lymfatickych uzlin, metasta-
tické postizeni lymfatickych uzlin nemusi vzdy respektovat lokalizaci nadoru v jicnu.

Pficné pruhovana svalovina jicnu je inervovana vlakny bloudivého nervu (nervus vagus) a hladka svalovina

parasympatickymi vlakny pfes myentericky plexus (Cihdk R., 2022).

1.2 Adenokarcinom

Adenokarcinom jicnu je definovany jako maligni nador vyristajici z cylindrického epitelu, ktery pro-
dukuje hlen. Vzhledem k tomu, Ze sliznice jicnu je na povrchu kryt4 vrstevnatym nerohovéjicim dlazdicovym

epitelem, AC vznika nejCastéji z metaplastické sliznice Barrettova jicnu (viz Barrettv jicen, strana 18).

Histologicky obraz adenokarcinomu mize byt pestry, mezi nejcastéjsi patii tubularni/glandularni, tubulopapi-
larni, kribriformni nebo solidni. Na zaklad¢ téchto morfologickych obrazii je pak stanoven jeho grading. Mezi
dalsi znak AC (ve srovnani se SCC) patii vyssi stupen disociace nadorovych bunék. Obecné lze fici, ze diso-

ciace naddorovych buné¢k vzrista s vy$sim gradingem karcinomu.

1.2.1 Epidemiologie
Celkova ro¢ni incidence AC v zemich Evropské unie je 4,5 ptipad/100 000 obyvatel. V pritbéhu roku
je tak diagnostikovano 44 000 novych piipadi s vyznamnymi rozdily mezi jednotlivymi staty. Nejvyssi vyskyt

(11/100 000) je ve Spojeném kralovstvi, zatimco nejniz§i (1/100 000) je v Recku.
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Nutno podotknout, Ze AC byl v minulosti povazovan za relativné vzacnou malignitu jicnu. Prace ze zacatku
20. stoleti ukazaly, ze AC predstavoval maximaln€ 4 % vSech malignit jicnu (Bosh A. et al., 1979) a v roce
1964 v Ceské republice to bylo 25 % (Matatka Z., 1964). Nejvyssi nartst poétu AC byl pozorovan béhem
poslednich 3040 let (Blot WJ., 1994), kdy se jeho incidence zvySila az Sestinasobné. V soucasnosti je AC v
nékterych vyspélych zemich (Skotsko, Dansko) jiz Castéjsi nez SCC (Devesa SS. et al., 1998) a oCekava se
dalsi zvySeni jeho incidence. Vzestup vyskytu AC se pfipisuje zejména zvySenému vyskytu gastroezofageal-
niho refluxu a Barrettova jicnu, mimo jiné i v diisledku pandemie obezity. V CR je v sou¢asnosti pomér AC:
SCC cca 1:1. Incidence AC je nejvyssi u bilych muza. Nekolik studii ukazalo pomér postiZeni bilych Ameri-
canll a Afroamericani 5:1 (Cook M. et al., 2009). AC jicnu je v Asii povazovan za vzacny nador, naopak zde

jednoznacéné prevlada spinocelularni karcinom (viz Spinocelularni karcinom, strana 30).

1.2.2 Rizikové faktory, prekancerozy, Barrettiiv jicen a adenokarcinom

Existuje nekolik definici Barrettova jicnu. Barrettv jicen (BJ) je prekancerdza, kterou definujeme
jako nahradu dlazdicového epitelu jicnu epitelem cylindrickym s intestinalni metaplazii (IM) v endoskopicky
viditelném segmentu v minimalni délce 1 cm v oblasti nad gastroezofagealni junkci (definice dle Standardi
Ceské gastroenterologické spoleénosti) (Martinek J. et al., 2013). Intestinalni metaplazii rozumime nahradu
epitelu sliznice jicnu ¢i gastroezofagealni junkce (GEJ) epitelem intestindlniho typu. V tomto ptipad¢ plati
v histopatologii pravidlo ,,No goblets, no Barrett’s”. Tato definice vychazi ze skute¢nosti, Ze pouha ptitomnost
kardialni sliznice neni pro diagnézu BJ dostacujici.

Americka gastroenterologicka spole¢nost definuje BJ jako jakoukoliv ndhradu dlazdicového epitelu epitelem
cylindrickym s nezbytnou ptitomnosti IM pro potvrzeni diagnézy BJ (Spechler SJ. et al., 2011).

Britskéa gastroenterologicka spolecnost definuje BJ jako stav, ve kterém byla jakékoli ¢ast normalni distalni
dlazdicové epitelialni vystelky nahrazena metaplastickym cylindrickym epitelem, ktery je jasné¢ viditelny en-
doskopicky (=1 cm) nad gastroezofagedlni junkci a je histopatologicky potvrzen z biopsii jicnu (Fitzgerald

RC. et al., 2014).

BJ definujeme endoskopicky pomoci tzv. Prazské klasifikace (tzv. C, M kritéria), ktera popisuje délku
metaplastické sliznice, kdy ¢islo za pismenem M znaci celkovou délku segmentu BJ a ¢islo za pismenem C
délku cirkularniho segmentu. Prazska klasifikace je mezindrodné uznavana a je pouzivana vétSinou endosko-
pistl na celém svété. Jméno ,,Prazska“ vychazi z faktu, ze kritéria byla prvné predstavena na Evropském

gastroenterologickém kongresu v Praze v roce 2004 (Martinek J. et al., 2013).

U vétsiny pacientti se AC jicnu vyviji cestou intestinalni metaplazie (BJ) —> dysplazie nizkého stupné/low-
grade dysplazie —> dysplazie vysokého stupné/high-grade dysplazie —> karcinom. Dysplazie vznikajici v

terénu BJ se oznacuje jako ,,Barrett’s Oesophagus Related Neoplasia (BORN)®.

Nekteti autori tvrdi, Ze vyskyt cylindrického epitelu bez ptitomnosti poharkovych bunék (tedy bez intestinalni

metaplazie) nema jednoznacné prokazanou asociaci se vznikem AC jicnu (Chandrasoma P, 2012). Naopak
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jina skupina autord tvrdi, Ze pfitomnost IM neni klicova v sekvenci BJ — AC. Sv¢ tvrzeni potvrdili také mole-
kulérné-genetickymi metodami (Lavery DL, 2016). Nicméné i klinicka data potvrzuji, Ze prave intestinalni typ

epitelu je ten, ze kterého vyrastaji buiiky karcinomu.

Low-grade dysplazie je definovana témito histopatologickymi znaky: mirné nakupeni zlazek, zlazky
bez vétveni nebo s minimalnim vétvenim, ztrdta maturace, jaderna hyperchromazie, elongace a pseudostrati-
fikace jader, mirna jaderna pleomorfie, mirné nepravidelnost chromatinu a minimalni ztrata polarity. Jadérka
vétSinou nejsou pfitomna, a pokud ano, pouze v minimalnim mnozstvi. Obvykle je pfitomen ostry prechod

neoplastické a normalni sliznice.

High-grade dysplazie je definovana nepravidelnymi a vétvenymi zlazkami odpovidajicimi komplex-
nimu nakupeni zlazek, ztratou maturace, anizokary6zou, vezikularnimi jadry, pfitomnosti jadérek a hyperchro-

mazii. Jadérka jsou vyrazné&jsi, mala a kulata.

1.2.3 Piivod a vznik Barrettova jicnu a adenokarcinomu

Historicka poznamka

Barretttliv jicen je pojmenovan podle vyznamného chirurga Normana Ruperta Barretta (16. 5. 1903 -
8. 1. 1979), ktery svij popis (BJ) publikoval v roce 1950 (Barrett NR., 1950). Zajimavosti jsou dvé kontro-
verzni informace tykajici se Barrettova jicnu a N. R. Barretta samotného. Za prvé, Barrettovo vysvétleni, ze
se jedna o embryonalni abnormalitu, nebylo spravné. Za druhé, Barrett nebyl prvnim, kdo nahradu dlazdico-
vého epitelu popsal (je vhodné dodat, Zze N. R. Barrett nikdy netvrdil, Ze byl prvni, kdo tento jev popsal). I z
téchto divodl je eponymum Barrettiv jicen nékterymi autory vniman pfinejmensim jako kontroverzni, byt
jeho uzivani je jiz vzito. Norman Rupert Barrett stravil vétSinu svého pracovniho Zivota v Londyné, kde pra-

coval jako vyznamny chirurg.

BJ je ziskanou abnormalitou, ktera vznika na podkladé gastroezofagealniho refluxu (GER) a lze jej

detekovat u cca 10—15 % pacientt s refluxni nemoci jicnu (Bhat S. et al., 2011).

Nékolik teorii se snazilo béhem mnoha let podat vysvétleni bunééného piivodu BJ na animalnich modelech
nebo na podkladé klinickych dat ¢i pitev. V souCasnosti neni jednoznané znama progenitorova burika, ktera
zpusobuje vznik BJ. Nejznaméjsi teorie tvrdi, Ze bunécny pivod BJ vychazi z:

1. progenitorové kmenové bunky v jicnu (Kalabis J. et al., 2008); 2. submukdzni jicnové zlazky (Leedham SJ.
et al., 2008); 3. residualnich embryonalnich bunék lokalizovanych ve skvamocelularni junkci (Wang X. et al.,
2011); 4. zalude¢ni kardie (Barbera M., Fitzgerald RC., 2010) nebo 5. cirkulujicich bunék kostni dfen¢ (Sarosi
G. et al., 2018). Nutno fici, ze vysledky téchto teorii, ¢asto vychazejicich z experimentt, by mély byt interpre-

tovany s rezervou, jelikoz jicen ¢lovéka se odlisuje od animalniho.
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1.2.4 Patofyziologie a patogeneze Barrettova jicnu

Sliznice jicnu se snazi adaptovat na nové prostfedi GER a mize prechazet fenotypickymi zménami
vedoucimi ke vzniku nového epitelu. Vzhledem k tomuto faktu je IM nekdy popisovana jako projev odchylné
regenerace sliznice jicnu. Na zaklad€ pozorovani u pacientil i animalnich modell se zda, Ze jde o nékolikas-

tupfiovy proces.

Utinek zaludeénich §tav, tedy kyseliny chlorovodikové a zejména zludovych kyselin, vede ke vzniku
zanétu, po kterém muize nasledovat vznik pfechodného vrstevnatého cylindrického epitelu, ze kterého se vy-
vine jednovrstevny non-intestinalni typ cylindrického epitelu a v konecné fazi specializovany intestinalni typ
cylindrického epitelu (intestinalni metaplazie). Na molekularni trovni zde dochézi k poskozeni DNA, které je
nelinearné€ zavislé na mnozstvi a trvani refluxu (Salo JA, Shvo E., 2003) (Spicak J. et al., 2015). Néktera data
ukazuji, Ze v minulosti popisované jednotlivé fenotypy cylindrického epitelu mohou byt spise soucasti mezi-
krokti vzniku BJ, nez riizné, samostatné entity (Glickman JN. et al., 2001). Tyto zavéry jsou podlozené rovnéz

molekularnimi mechanismy.

Poskozeni DNA je pravdépodobné zpisobeno reaktivnimi kyslikovymi radikaly, jelikoz buiiky vystavené re-
fluxu ztraceji ptirozené antioxidacni mechanismy, kter¢ je chrani pted reaktivnimi radikaly. Mezi nejvyznam-
néjsi antioxidacni mechanismy patii systém glutathion peroxidazy, a pravé jeho dysfunkce byla prokazana

v buiikach AC jicnu (Peppelenbosch MP. et al. , 2014) (Peng D. et al., 2014).

Obecnym, geneticky naprogramovanym mechanismem kontroly proliferace bunék v organismu je
apoptoza. Vznikem metaplastického epitelu se bunky sliznice typu BJ stavaji odolné vici apoptoze, ¢imz se

ztraci kontrolni mechanismus maligniho bujeni, které tim podnécuje vznik karcinomu.

1.2.5 Molekularni mechanismy vzniku Barrettova jicnu / intestinalni metaplazie

Genova exprese IM ukdzala expresi mnoha genti intestinalniho typu. Mezi nejdilezitéjsi patii CK20,
MUC2, VILLIN, které jsou regulovany homeoboxovymi geny CDX (CDX1 a CDX2) (Guo RJ. et al. , 2004).
Nutno fici, Ze CDX2 neni v normalni nemetaplastické sliznici jicnu ¢i zaludku viibec exprimovan. Mnoho
studii ukazalo, Ze jaderna exprese CDX2 a CDXI je ptitomna u IM (Guo RJ. et al. , 2004) (Huop X. et al.,
2010) (Casumori H. et al., 20006).

V experimentu bylo prokédzano, Ze pokud jsou buiky lidské dlazdicové linie vystaveny kyselému pro-
stiedi a zIuci, dochazi ke zvySené regulaci CDX2 (Liu T. et al., 2007). Na zaklad¢ téchto experimentl byly
provedeny dalsi studie na transgennich mysich pro urceni role CDX2 na vznik IM, kde cytokeratin CK/14
pusobil jako promotor. Zvysena exprese CDX2 v tomto modelu nedokazala indukovat cylindrickou metaplazii

(Kong J. et al., 2011).
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Tyto vysledky ukazuji, ze izolovana zvysena exprese CDX2 neni schopna indukovat cylindrickou me-
taplazii v jicnu ¢i zaludku. Naopak, zvySena exprese CDX2 za ucasti promotoru H+/K+ATPdzy vedla snadno
k intestinalni metaplazii zaludku. Chirurgicky experiment ukdzal, ze exprese CDX2 a MUC2 jsou pozd¢jsi
produkty, které zvysené regulovaly BMP4—pSMAD cestu. In vitro studie ukazaly, ze pPSMAD a CDX2 formuji
funkéni komplex, ktery je schopny oznacit MUC2 promotor (Salo JA, Shvo E., 2003). Lze tedy fici, ze funkce
CDX2 zavisi na aktivni BMP4—-pSMAD cest¢.

1.2.6 Progrese Barrettova jicnu do adenokarcinomu

BJ je asociovany se zvySenym rizikem vzniku AC jicnu s rocni incidenci 0,12—0,2 % u pacientl bez
prikazu dysplastickych zmén (Martinek J. et al. , 2008) (Bhat S. et al., 2011). U pacientli s potvrzenou low-
grade dysplazii (dysplazii nizkého stupn€, LGD) je riziko progrese do high-grade dysplazie (dysplazie vyso-
kého stupné, HGD) nebo do invazivniho AC 10-15 % ro¢n¢. Pacienti s HGD maji riziko progrese do AC cca
13-25 % rocné (obrazek 1) (Curvers WL. et al., 2010). Dysplastické zmény jsou povazovany za nejspolehli-
véjsi prediktivni faktory vzniku AC jicnu. Dal$im rizikovym faktorem vzniku AC je délka BJ — se zvySujici
se délkou BJ roste i riziko progrese do invazivniho karcinomu (Martinek J. et al. , 2008). Z téchto diivodi jsou
pacienti s BJ pravideln¢ sledovani v ramci endoskopické surveillance (Martinek J. et al. , 2008) (Hvid-Jensen

F.etal.,, 2011) (Kambhampati S. et al., 2020).

Obrazek 1. Schéma sekvence vzniku adenokarcinomu jicnu z normalniho dlaZzdicového epitelu.

A. Normalni dlazdicovy epitel; B. Epitel typu kardie; C. Intestinalni metaplazie; D. Low-grade dysplazie;
E. High-grade dysplazie; F. Adenokarcinom.

Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

Z uvedeného vyplyva, k cemu by se mél patolog vzdy jasn¢ vyjadiit (dovolim si proto doslovné citovat
odstavec z kapitoly Barrettitv jicen — od diagnozy az k terapii z uCebnice Novinky v digestivni endoskopii
(Spicak J. et al., 2015)):

Klinik ma k patologovi vétSinou nasledujici otazky:

1. Je pfitomna specializovana intestinalni metaplazie s poharkovymi bunikami?

2. U pacientd s BJ nas zajima, zda je nebo neni pritomna dysplazie a jeji stupent (LGD nebo HGD, eventualné
karcinom).

3. Pfesna diagnostika a staging v ptipad¢ hodnoceni endoskopickych resekatt.
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1.2.7 Molekularni mechanismy vzniku adenokarcinomu

Progrese BJ do adenokarcinomu piedstavuje pravdépodobné uceleny systém piechodu z prekurzorové
1éze do karcinomu. Ukézalo se, ze roli nema ,,pouze” samotna metaplasticka sliznice, ale podafilo se identifi-
kovat somatické mutace. Dvé nejcastéjsi mutace predstavuji 7P53 a PIK4CA (Hollstein M. et al., 1991)
(Watanable M., 2015).

TP53 je znamy tumor-supresorovy gen, které¢ho funkci je zachovani stability DNA a v pfipad¢ potieby opravy
DNA (viz niZe, Protein p53, strana 22). PIK3CA je kindzovy aktivator fosfoinositid-3-kindzové drahy. Mezi
dalsi geny, které jsou signifikantn¢ mutované u adenokarcinomu, patii CDKN2A4, SMAD4, ARIDI1A, TLR4 a
DOCK?2 (Foulkes WD. et al., 1997).

Dal$im mechanismem nalezenym v karcinogenezi u AC byla hypermetylace jednotlivych genti. Mezi
nejdilezitéjsi mizeme zatadit APC, TIMP3, CDKN20, AKAP12a CDHI (BabaY. etal., 2013). Kazdy z téchto

genu se podili na jiné signaliza¢ni draze.

Mezi dalsi procesy podilejici se na tumorigenezi jsou modifikace histontl, véetné acetylace, fosforylace nebo

ubikvitinizace. Detailni mechanismy tumorigeneze jsou velmi slozité a presahuji ramec tohoto textu.

1.2.8 Protein p53

Protein p53, zndmy jako tzv. strdZce genomu, je produktem genu 7P53, ktery je lokalizovan na 17.
chromozomu. Protein p53 funguje jako transkripéni faktor a reguluje expresi riiznych genti, které jsou zapo-
jené do opravy DNA a do inhibice bunééného cyklu (Levine AJ., Oren M., 2009). Protein p53 je v buiikach za
fyziologickych podminek exprimovan minimalné, a tim je jeho exprese zvySena jako odezva na podnéty in-
dukujici poskozeni DNA, tudiz bunécny stres. Nasledkem toho dochazi k transkripci inhibitoru cyklin depen-
dentni kindzy CDKN1A4, do¢asnému zastaveni bunécného cyklu v misté kontrolniho bodu G1/S a vyhodnoceni
stupn€ poskozeni DNA. Nasledné je zahajen proces opravy poskozenych usekit DNA, zatimco v pfipadé vy-
znamnéjSich ¢i neopravitelnych poruch p53 indukuje blok bunééného déleni nebo apoptozu. Kvuli vyse po-
psanym mechanismim je p53 oznacovan za ,,strazce genomu’.

Bialelickd ztrata genu T7TP53 je pravdépodobné nejcastéjsi genetickou zménou v nadorech.
Testovat lze TP53 geneticky nebo jeho produkt, protein p53, v histopatologické praxi rutinn¢ imunohistoche-

micky (IHC).

Interpretace IHC p53 se osvédcila napt. v diagnostice gynekologickych nadort. Nekdy se p53 v ,,ne-
patologické* komunité nespravné zameénuje za tzv. proliferacni marker. Nutno fici, Ze p53 v IHC ma né€kolik
,»obrazi”’, mysleno jakychsi vzorti exprese, jejichz znalost je zcela klicova pro spravné hodnoceni jednotlivych
1ézi. Interpretace se zde nedéli pouze na dveé skupiny (negativni ¢i pozitivni), jak jsme v imunohistochemii
zvykli, ale na tzv. normalni/nemutovany obraz a abnormalni/mutovany. Normalni/nemutovany obraz p53 je

tzv. wild-type vzor, ktery je definovan rozptylenou, fokalni variabiln¢ slabou jadernou ,,pozitivitou“. Tento
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obraz nesmi byt zaménén za pozitivni ¢i negativni, jelikoz by tim doslo k jeho nespravné interpretaci, ¢asto ve
tology neni tato informace zcela roz§ifena a pravdépodobné pomérné casto dochazi ke stanoveni nespravné
diagnoézy. Tomu pak pochopitelné odpovidaji nasledky, kdy je pacient gastroenterologem (s nejlepSim umys-

lem) referovan k endoskopické terapii, ktera je v téchto ptipadé nespravné indikovana.

Abnormalni fenotyp mize mit jeden z nasledujicich vzorti: 1) Kompletni ztrata exprese, negativita, tzv. “nu-
lovy fenotyp”, kdy neni zadna buiika pozitivni (ani slab¢). Jak jiz bylo zminéno, 7P53 je tumor supresorovy
gen, tudiz ztrata pozitivniho prilkazu, je oCekévany vysledek. 2) Diftzni a silna jaderna pozitivita, tzv. “blo-
kova”, je nejastcji asociovana s mutacemi, ktera je vyrazné siln€jsi nez vySe zminovany wild-type vzor. Tento
vzor je vysvétlovan tim, ze nékteré 7P53 mutace se projevi degradaci defektniho proteinu, ktera vede k aku-
mulaci nefunkéniho proteinu, coz vyusti v aberantni pozitivitu (Kobel M., Kang EY., 2001).

V tzv. jicnové problematice miizeme prukaz p53 vyuzit ve dvou indikacich. Za prvé, k odlisSeni
dysplastického epitelu od reaktivnich zmén. Pouziti imunohistochemického prikazu p53 v téchto ptipadech je
také doporuceno Britskymi standardy (Fitzgerald RC. et al., 2014). Za druhé, nékteré prace ukazuji, ze abe-
rantni exprese p53 i v nedysplastickém a nenaddorovém epitelu koreluje se zvySenym rizikem vzniku dysplézie

vysokého stupné ¢i karcinomu (Kastelein F. et al., 2013) (Redston M. et al., 2022) (Wang L. et al., 2016).

1.2.9 Diagnostika Barrettova jicnu

Diagnodza BJ je stanovena na zédkladé¢ makroskopie/endoskopie s naslednou histologickou verifikaci.
Endoskopicky je patrny Cerveny ¢i lososove zbarveny viditelny segment metaplastické sliznice jdouci nad GE
junkci alesponi v délce 1 cm. V histopatologii je kromé vySe zminéné ptritomnosti poharkovych buné¢k (intes-
tinalni metaplazie) specifickym morfologickym znakem ,,duplikace” lamina muscularis mucosae (obrazek 2),
kterd se ve zdravé sliznici jicnu ¢i v pfipad€ jinych onemocnénich jicnu nevyskytuje (Abraham SC. et al.,
2007). Znalost tohoto morfologického znaku je klicova pro spravné hodnoceni hloubky invaze AC, a tudiz pro
spravny staging. Pokud je napf. horni vrstva lamina muscularis mucosae hodnocena jako jedina, budou nado-
rové bunky pod touto vrstvou automaticky hodnoceny jako submukoézni invaze, i kdyz se realné€ jedna ,,pouze”
o invazi ve sliznici, tj. mezi dvémi vrstvami rozdvojené svaloviny ve sliznici. To mlize mit zadvazné nasledky,

zejména pii indikaci k chirurgii.
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Obrazek 2. Duplikace lamina muscularis mucosae a adenokarcmom jicnu mezi vlakny svaloviny.
Sipky oznaéuji svalovinu; * oznaéuje struktury adenokarcinomu.
Zdroj: Marek Kollar, Pracoviste klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

1.2.10 Sledovani (surveillance) pacientii s Barrettovym jicnem

Hlavnim cilem endoskopického sledovani pacientl s BJ je Casna detekce prencoplastickych ¢i neo-
plastickych 1ézi. Pfi v€asném zachytu neoplazie je mozné pacienty zcela vylécit. Tito pacienti tak maji mno-
hem lepsi progndzu ve srovnani s pacienty, u kterych byl karcinom zachyceny mimo program sledovani (Wong
T. et al., 2010). Zasadni je pti endoskopii neptehlédnout Casné 1éze, proto je dilezité dikladné prohlédnuti
celého segmentu metaplastické sliznice s oplachem od pfipadnych necistot ¢i hlenu. Toto prohlédnuti by mélo

trvat alespoil 5-7 minut a BJ byl mél byt popsén podle zminéné Prazské klasifikace.

V endoskopii se navic pouziva chromodiagnostika a virtudlni chromoendoskopie, které do ur¢ité miry pfispi-
vaji k lepsi detekci 1ézi. V chromodiagnostice je nejpouzivanéjsi barveni 2% kyselinou octovou, pii jejiz apli-
kaci dochazi k bélavému zbarveni BJ na podkladé denaturace intracelularnich cytoplazmatickych proteinti
(Longcroft-Wheaton G. et al., 2013). Dysplastické oblasti se pak odbarvuji rychleji oproti nedysplastickym

usektim sliznice, ¢imz je lze snadnéji endoskopicky detekovat.

Pokud je u pacienta detekovana refluxni ezofagitida, je nezbytna 1écba blokatory protonové pumpy a zopako-
vani endoskopie s biopsiemi po 6—8 tydnech (cilem je zhojeni ezofagitidy), jelikoz mize dojit k zaméné za-

nétlivych zmén za dysplastické.

Intervaly pravidelnych endoskopickych kontrol se lisi v zavislosti na délce segmentu BJ. Pacienti s

kratkym segmentem BJ bez dysplazie (do 3 cm) podstupuji kontroly v intervalu 3-5 let, pficemz interval
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prvnich dvou endoskopii je 6-12 mésicl. Pacienti s dlouhym segmentem nad 3 cm podstupuji endoskopii

kazdé 2-3 roky.

U pacientti s LGD je nutné kontrolni gastroskopie s odstupem 6 mésicii a navic je dle doporuéeni Ceské gastro-
enterologické spolecnosti potfebné druhé ¢teni histologie expertnim patologem (Martinek J. et al., 2013). V
pripad¢ potvrzené LGD je v soucasnosti indikovana endoskopicka 1écba (radiofrekvencni ablace) nebo inten-

zivni surveillance, a to kazdych 6 mésica.

Pacienti s prokdzanou HGD jsou stejné jako pacienti s casnym karcinomem indikovani k endoskopické 1écbé

(Martinek J. et al., 2013).

Béhem endoskopického vysetieni se odebiraji ¢tytkvadrantové biopsie kazdé 2 cm ze segmentu BJ
k detekci moznych dysplastickych zmén dle klasického ,,Seattle protokolu® a dale cilené biopsie z kazdé mak-
roskopicky viditelné 1éze, které je mozné piipadn¢ i pominout, pokud je provedena endoskopicka resekce (ve
smyslu pravidla, ze kazda “Casna” 1éze jicnu ma byt odstranéna endoskopicky a odeslana k histopatologickému

vySetfeni ke stanoveni pfesné diagnozy) (Fitzgerald RC. et al., 2014) (Spechler SJ. et al., 2011).

Spravna diagnoza z biopsii je klicova pro dalsi 1é¢bu pacienta. V jedné z nasich studii jsme ukazali,
ze samotné biopsie nejsou dostatecné presné k diagndze neoplazii jicnu, proto by méla byt kazda makrosko-
picky viditelna 1éze snesena endoskopickou resekei, vzhledem k tomu, Ze hodnoceni resekatu je mnohem spo-
lehliveéjsi. Diagndza stanovena z biopsii ve srovnani s definitivni diagnézou z ER se liSila az ve 42 %
(Stefanova M. et al., 2013). “Downstaging” pivodni diagnézy smérem k niz§imu stupni byl zastizen v 37 %,
zatimco “upstaging” k vys$Simu stupni postizeni az v 63 %. Na zaklad¢ téchto vysledki 1ze usuzovat, ze cilené

biopsie nejsou vzdy dostatecné pro presnou diagnozu neoplazii jicnu.

1.2.11 Dopliujici zobrazovaci modality

1.2.11.1 Konfokdlni laserova endomikroskopie

Konfokalni laserova endomikroskopie (CLE) je relativné nova endomikroskopicka zobrazovaci me-
toda umoziujici histopatologickou diagnézu v realném case bez invazivniho zptsobu odbéru vzorkt (tzv. op-

tickou biopsii) (Dunbar BK., 2013) (Wallace BM. et al., 2010).

Aktualn€ se vyuziva systém na bazi tzv. probe-based CLE (pCLE), kdy je endomikroskopicka sonda ptilozena
k vySetfované tkani a na monitoru je vidét histopatologicky obraz. Sonda miize byt zavedena skrze endoskop

¢i cholangioskop nebo jednoduse pfilozena k cilové tkani (obrazek 3BCD).

Zajimavosti je, Ze objevitelem a zakladatelem Mauna Kea Technologies, ktera pCLE vyrabi, je Fran-
couz Sacha Loiseau, ktery se svymi kolegy spolupracoval na nékolika projektech pro Narodni utad pro letectvi

a vesmir (National Aeronauctics and Space Administration - NASA). Hlavnim projektem, ktery ovlivnil jeho
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smétovani k vyvoji pCLE, byl vyvoj technologie generujici obrazy nejjemnéjSich objektt vzdalenych od

Zemé.

Nutno zminit, Ze princip konfokalni laserové endomikroskopie neni novy a jiz diive byl k dispozici
endoskop, ve kterém byla CLE zabudovana fixné, tzv. endoscope-based CLE. Hlavni nevyhoda tohoto sys-
tému ve srovnani s pCLE byla zcela zfejma — endomikroskopii bylo mozné provést pouze luminem gastroin-
testinalniho traktu, tedy misty dosazitelnymi endoskopem. Od pouzivani i vyroby tohoto systému bylo tedy

upusténo (Kopacova M. et al., 2007) (Kopacova M. et al., 2009).

pCLE vyuziva fyzikalni princip konfokalniho mikroskopu, kde je zdrojem svétla laser, ktery skrze
preparat osvétluje konfokalni clonu. Timto systémem prochazi svétlo i emitované fluorescenc¢ni zatreni odra-
zené od preparatu. U pCLE prochazeji laserové paprsky optickymi vlakny sondy, které jsou nasledné zpraco-
vany softwarem, vytvarejici celkovy obraz potfebny k hodnoceni histologie. Histopatologicky obraz se hodnoti
pfimo na monitoru soustavy pCLE, tzv. véZe (obrazek 3A). Soucasti této soustavy je i tiskarna, coz umoznuje
priloZeni fotografie suspektni léze patologovi, ktery mlize zaznam sekvence dale hodnotit off-line, ¢i gastro-

enterologovi.

Dvé az tii minuty pfed vySetienim pCLE se pacientovi intraven6zn€ aplikuje fluorescencni latka —
fluorescein (s absorpénim maximem pti 494 nm a svétlo emituje pii 512 nm). Prakticky ihned po aplikaci je
mozné zacit s vySetrovanim pacienta. Pfed kazdym pozitim pCLE dochazi automaticky ke kalibraci a jeho
spravné nastaveni se projevi ,,blikanim* sondy nazelenalou barvou (obrazek 3C). Nespravna kalibrace se pro-
jevi nedostatecnou kvalitou obrazu, ktera se da snadno napravit opakovanou kalibraci ptistroje. Pfed kazdym

vySetfenim i po ném je sonda pochopitelné peclivé dezinfikovana.

pCLE dokéze zobrazit epitelidlni, event. i subepitelialni struktury pti 1000nasobném zvétseni v jaké-
koli casti traviciho traktu. Vyhodou tedy mtze byt rychla diagnéza v realném Case (v prubchu endoskopie
nebo ihned po vykonu) a vySetieni mnohem vétsi plochy oproti standardnim biopsiim. V ptipadé komplexnich
¢i vétsich 1ézi miize byt zdznam hodnocen softwarové off-line, kde mohou byt jednotlivé struktury ptiblizeny

¢i dokonce zméteny, coz muze diagnostiku upfesnit.

Dalsi nespornou vyhodou pCLE je fakt, Ze diagnézu muze stanovit kromé patologa i endoskopista.
Jak endoskopista, tak i patolog vSak musi podstoupit specialni trénink, jelikoz obrazy v pCLE nejsou pfesnym

odrazem histopatologického nalezu.

Na zéklade¢ studii je pCLE validovana v diagnostice (a event. i endoskopické surveillance) pacientil s
BJ. pCLE ma vysokou senzitivitu a specificitu v detekci IM, HGD a AC jicnu (Sharma P. et al., 2011). Je
sporné, zda-li se pCLE v této indikaci prosadi, jelikoz odbér biopsii v jicnu ne€ini zasadni potiZe a cena pCLE

je zatim vysoka.

26



Na druhé¢ strané, pCLE muze byt vhodnou metodou v diagnostice spinocelularnich karcinomt jicnu, které jsou

vvvvvv

M. et al., 2018).

Je aktualni otazkou, zda je konfokalni laserova endomikroskopie (virtualni biopsie) srovnatelna s bi-
opsiemi v diagnostice viditelnych 1¢zi jicnu a Zaludku a zda miZe byt pouzita jako standardni metoda v dia-
gnostice Casnych neoplazii jicnu ¢i zaludku. I z tohoto diivodu jsme provedli studii, ve které jsme srovnavali
diagnostickou pfesnost standardnich biopsii s virtudlnimi biopsiemi (pCLE), pfi¢emz definitivni diagnéza byla

stanovena z endoskopickych ¢i chirurgickych resekatti (viz projekt 3).
Dalsi indikace pCLE v lékarstvi

pCLE se vyuziva ve vice nez 470 nemocnicich po celém svété¢ v mnohych oborech 1ékafstvi a rozsah

jejiho pouziti stalé narista. Neékteré indikace pCLE v USA jsou jiz hrazeny ze zdravotniho pojisténi.

V gastroenterologii ma pCLE slibné vysledky v diagnostice 1¢zi zaludku (Li WB. et al., 2011) a také
v diagnostice zalude¢ni IM ve srovnani s vysoko-rozliSovaci endoskopii (Li Z. et al., 2014) (Lim LG. et al.,
2013) (Guo YT, 2008).
Dalsi slibné vyuziti pCLE se jevi v diagnostice pankreatickych, zvlaste cystickych 1ézi, jelikoz aspiracni biop-
sie z pankreatickych 1ézi maji casto omezenou vytéznost (Brugge WR. et al., 2004) (Napoleon B. et al., 2015)
(Nakai Y. et al., 2015).
Podobna situace nastava rovnéz v diagnostice indeterminovanych biliarnich striktur, kde material ziskany pro
histopatologické hodnoceni byva rovnéz castokrat nevytézny, coz mlize piedstavovat pro patologa diagnos-
tické obtize. V téchto indikacich byla jiz pCLE schvalena v doporucenich ASGE (American Society for
Gastrointestinal Endoscopy) (Anderson MA. et al., 2013).

pCLE také poskytuje slibné vysledky v diagnostice bronchogennich karcinomti (Fuchs FS. et al.,
2013), intersticialnich plicnich procest (Fuchs FS. et al., 2011) ¢i v diagnostice chronické obstrukéni plicni
choroby (Newton RC. et al., 2010).
Velmi zajimavym pouzitim pCLE je urceni pfitomnosti/neptitomnosti nadorovych struktur v resek¢nich okra-

jich pfi neurochirurgickych vykonech (Belykh E. et al., 2020).
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Obrazek 3. Probe-based konfokalni laserova endomikroskopie.

A. Kompletni soustava, tzv. véz. B.D. Pohled na sondu zasunutou kanalem endoskopu. C. Spravn¢ kalibrovana
sonda. Pohled na sliznici tenkého stfeva u pacientky po multivisceralni transplantaci s denudovanym epitelem.
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

1.2.11.2 Opticka koherentni tomografie

Opticka koherentni tomografie (OKT) je dalsi dopliikovou neinvazivni optickou metodou v diagnos-
tice gastrointestinalnich 1ézi v pribéhu endoskopie s vysokym rozlisenim urovné mikroskopu s nizkym rozli-
Senim. Fyzikalni princip je analogicky s ultrazvukem, s tim rozdilem, ze OKT nepouziva k snimani tkani akus-
tické viny, ale infracervené svétlo. Tento princip umozinuje pronikat signalu hloubéji do tkané, a to 1-3 mm,
coz predstavuje jeji hlavni vyhodu ve srovnani s pCLE (Sivak MV. et al., 2000). Systém je zaloZen na tzv.
nizko-koherentni interferometrii (Brand S. et al., 2000) (Bouma BE. et al., 2000), diky které¢ je mozné dosah-
nout vyssi rozliSovaci schopnosti a tudiz jako jedina metoda umoziuje tzv. prifezovou vizualizaci vrstev stény
organu v realném cCase s vysokym rozliSenim. Na zéklad¢ interferenciho signalu pak pocitac dokéaze rekonstru-

ovat data do kone¢ného obrazu. Stejné¢ jako pCLE je povazovana za tzv. virtualni histologii.

Hlavni nevyhodou prvni verze byla pomala rychlost ziskavani obrazu, pficemz pouziti nové metody

zajistilo znateln€ vyssi rychlost zobrazovani (Yun S. et al., 2003). V soucasnosti je pouzivana dalsi generace

28



OKT, tzv. volumetricka laserova endomikroskopie (frekvencni tomografie), ktera dokaze v prubéhu 90 sekund

naskenovat 6 cm usek jicnu v rozliSeni 10 pm. Podobné jako u pCLE je negativem jeji vysoka cena.

Evans JA a kol. ukazali, ze OKT v diagnostice 1¢zi jicnu ma potencial identifikovat IM a HGD (Kohli
DR. et al., 2017). Jina studie prokazala senzitivitu 82 % a specificitu 74 % v pocitacoveé podporovaném algo-
ritmu pro diagnostiku dysplastické sliznice BJ na zakladé soucasnych kritérii (Qi X. et al., 2006). Tato metoda

se v Ceské republice nepouziva.

1.2.11.3 Autofluorescence

Autofluorescence je pfirozena schopnost emise svétla tkanémi, pokud jsou tyto ozareny svétlem, které
absorbuji. Nejcastéjsimi zdroji autofluorescence jsou nikotin amid adenin dinukleotid (NAD), kolagen, ribof-
lavin ¢i elastin. Schopnost sliznice vyzatovat autofluorescencni zateni klesa se stupném patologickych zmén,
coz zpusobi, ze tkan BJ se barvi zelen¢ a dysplazie ¢i karcinom fialove (Spicak J. et al., 2015). Stefanova a
kol. publikovali studii, kde sledovali pfinos autofluorescence v diagnostice LGD, HGD a ¢asné¢ho AC jicnu.
Specificita autofluorescence byla u HGD 94 % a u karcinoma 90 %, naopak u LGD byla specificita 76 % a
senzitivita 53 %, jelikoz velké procento pripadl bylo falesné pozitivnich (Stefanova M. et al., 2011). Navic,
vSechny HGD a karcinomy patrné v autofluorescenci, byly rovnéz viditelné i v bézném bilém svétle, tudiz
pouziti autofluorescence nevedlo ke zvysenému zachytu téchto 1ézi. Podobné vysledky ukézala i dalsi, zahra-

nicni studie (Boerwinkel DF. et al., 2013).

1.2.12 Antirefluxni l1é¢ba pacientii s Barrettovym jicnem

Dlouhodoby nekontrolovany GER je hlavnim rizikovym faktorem vzniku BJ a AC. Podle recentnich
doporuceni vétSiny odbornych gastroenterologickych spolecnosti maji byt pacienti s BJ 1éceni antirefluxné, tj.
bud’ inhibitory protonové pumpy (PPI, proton-pump inhibitor) v davce nezbytné ke kontrole refluxnich pfi-
znakli nebo fundoplikaci (Martinek J. et al., 2013) (Fitzgerald RC. et al., 2014) (Spechler SJ. et al., 2011).
Néktefi autofi navic doporucuji provedeni pH metrie pii 1é¢be protonovymi inhibitory k vylouceni vyznam-

ného zbytkového refluxu.

Antirefluxni 1écba je dilezita, nebot’ je prokazéano, ze lécba PPI snizuje riziko vzniku AC u pacientli s BJ
(Parkin DM. et al., 1988) (Steevens J. et al., 2010). Antirefluxni terapii by méli byt zajisténi i pacienti bez

aktualnich refluxnich ptiznakd, coz je u pacientii s BJ vcelku obvyklé.

Na druhou stranu je vhodné zminit, ze existuji také studie, které¢ naznacuji, Ze 1écba inhibitory protonové
pumpy muze naopak zvysit riziko vzniku jinych nadort (napt. karcinom zaludku - diky vlivu hypergastrinemie

zpusobené 1écbou PPI) ve srovnani s populaci bez 1écby (Nason KS. et al., 2011) (Abrahami D. et al., 2022).
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Fundoplikace predstavuje alternativu dlouhodobé 1écby PPI. K fundoplikaci jsou obvykle indikovani
pacienti s refluxnimi symptomy, zatimco pacienti bez refluxnich pfiznakti nejsou vhodnymi kandidaty. Lite-
rarni data o ucinku fundoplikace ve snizeni rizika vzniku AC nejsou na rozdil od podavani PPI jednozna¢na
(Tran T. et al. , 2005) (Tuuli M.E. Kauttu et al., 2011). Navic ucinnost fundoplikace nemusi byt dlouhodoba,
napft. Spechler a kol. publikovali retrospektivni studii, kde ukézali, ze az 62 % pacientii [éCenych fundoplikaci
se muselo v pribéhu nasledujicich 10 let vratit k farmakoterapii a opét uzivali antisekrecni 1é¢bu (Spechler SJ.
et al., 2001). O fundoplikaci jako jediném spravném feSeni refluxnich potizi a zarovei i ochrané proti malig-
nimu zvratu jsou obvykle presvédceni nékteti chirurgové, zatimco nékteti gastroenterologové maji naopak
tendenci pacienty k fundoplikaci neindikovat vibec (Spicak J. et al., 2015). Je zfejmé, Ze ani jeden z vyse
popsanych postuptl neni spravny. Nicméné i pacienty s BJ je po provedené fundoplikaci potieba sledovat en-

doskopicky vzhledem k riziku vzniku AC.

1.3 Spinocelularni karcinom

Spinocelularni karcinom jicnu je definovany jako maligni nador vyrtstajici z vrstevnatého dlazdico-
vého epitelu a miize vznikat sekvenci skvamozni dysplazie nizkého stupné (skvamoézni LGD) —> skvamdzni

dysplazie vysokého stupné (skvamozni HGD) —> spinocelularni karcinom (obrazek 4).

SCC muze byt nerohovéjici, rohovejici nebo mize mit urcity podil rohovéni. Tento nador ma obecné
vy$si kohezivitu bun¢k nez AC a tudiz mensi tendenci k disociaci nadorovych bunék. Oproti AC jicnu je

biologicky agresivnéjsi.

Skvamozni dysplazie nizkého stupné je definovana ptritomnosti lehkych dysplastickych zmén epitelu dosahu-
jicich do dolni tfetiny az poloviny dlazdicového epitelu, zatimco pfi dysplastickych zménach vysokého stupné
dosahuji dysplastické zmény az do horni tfetiny epitelu, resp. az k povrchu a rovnéz jsou castéjsi mitozy.

Invaze ptes bazalni membranu z definice v§ak neni zastiZena.
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Obrazek 4. Schéma sekvence vzniku spinocelularniho karcinomu jicnu z dlazdicového epitelu.

A. Normalni dlazdicovy epitel jicnu; B. Skvamoézni low-grade dysplazie; C. Skvamodzni high-grade dysplazie;
D. Spinocelularni karcinom.

Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

1.3.1 Epidemiologie

V roce 2012 predstavoval v celosvétovém métitku SCC 88 % vsech karcinomt jicnu. Incidence SCC
jicnu se v jednotlivych geografickych oblastech zna¢né lisi. SCC se v nékterych oblastech svéta (Asie) vysky-
tuje endemicky. Incidence SCC v CR se pohybuje kolem 0,9—1,4/100 000 obyvatel. V nékterych statech Ev-
ropy, jako napf. Portugalsku, Spanélsku a Italii, je incidence niz§i: 0,2-0,9/100 000 obyvatel. Na druhou
stranu, v Némecku, Francii, gvycarsku jsou hodnoty vyssi, s maximem ve Velké Britanii - 1,4-2,5/100 000
obyvatel. Nejvyssi hodnoty dosahuji endemické oblasti v severnim franu, stiedni Asii a v nékterych oblastech
Ciny, kde se pohybuji kolem 20-140/100 000 obyvatel. Tato oblast se n&kdy oznacuje jako ,,pas rakoviny
jicnu” (Parkin DM. et al., 1988). Geograficka distribuce SCC se vyrazn¢ li$i nejen napii¢ zemémi, ale i v
jednotlivych zemich, kde lze v incidenci nalézt az desetinasobné rozdily. Tento trend je zdokumentovany napf.
v Cing, kde jsou rozdily ve vyskytu SCC velké v relativné kratkych vzdalenostech. Vysoka incidence SCC je
rovnéz v severovychodnim Iranu. Jednoznacné vysvétleni tohoto fenoménu neexistuje (Steevens J. et al., 2010)

(Chen W. et al., 2016) (Islami F. et al., 2004).

Zajimavym faktem je pomér postizenych muzl a Zen. Ve Spojenych statech jsou muzi postizeni 4x
Castéji nez Zeny, zatimco v jiz zminénych vysoce postizenych oblastech Ciny a Iranu je to témé&F 1:1 (Arnold
M. et al., 2015). Priblizn¢ ve 12 zemich jsou dokonce Zeny postizené Castéji nez muzi. Tento zajimavy fakt se
vysvétluje prave rozdilnymi rizikovymi faktory — v USA ¢i Evropé€ je hlavnim faktorem rizika koufeni a alko-
hol, a muzi koufi a piji vice nez Zeny, naopak v endemickych oblastech tyto tradi¢ni rizikové faktory nejsou —

a roli hraje genetika a faktory prostredi.
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1.3.2 Etiologie

Etiologie SCC je multifaktorialni. Nejcast¢jsi rizikové faktory vzniku SCC jsou faktory zevniho pro-
stiedi, jako abuzus nikotinu a alkoholu, nizky socioekonomicky status, konzumace malého mnozstvi zeleniny
a ovoce, piti horkych napoji, $patna tstni hygiena ¢i asociace s jinymi nemocemi, jako jsou tyloza ¢i achalasie
(Engel LS. et al., 2003) (Zendehdel K. et al., 2008) (Salaspuro MP., 2003) (Abnet CC. et al. , 2018) (Prabhu
A.etal.,2014).

Ukazuje se, ze typ pozivané¢ho alkoholu ma pravdépodobné rovnéz vliv na vznik SCC. Tzv. tvrdy alkohol
(destilaty) mtze predstavovat vyssi riziko vzniku nez pivo nebo vino, nicméné se zda, ze dulezitéjsi je kumu-
lativni mnozstvi alkoholu (Tuyns AJ. et al. , 1979). Léta diskutovany enzymaticky vliv alkoholdehydrogenazy
na lidsky organizmus mutize hrat jistou roli v patogenezi karcinomu jicnu. Obecné plati, Ze pacienti, u kterych
je nizsi hladina alkoholdehydrogenazy, maji vyssi citlivost vici alkoholu. Z uvedeného vyplyva, Ze individu-

alni nachylnost k alkoholu hraje pravdépodobné vyznamnou roli.

Znamym faktem je, ze pacienti s nikotinizmem a abuzem alkoholu maji ¢asto malignitu tzv. aerodigestivni
oblasti. Zajimavosti je, Ze Casto byvaji postizeni druhym, synchronnim malignim tumorem pravé v oblasti

GIT. S abuzem alkoholu a nikotinizmem je logicky spojena i horsi Gstni hygiena.

Neékolik studii v Asii odhalilo asociace SCC s ur¢itymi chemickymi slou¢eninami obsazenymi v po-
travinach. Slo zejména o N-nitroso slouceniny, které se vyskytuji hlavné v uzeninach & v nespravné uprave-
ném mase (spaleni). Vznikaji v t€le zejména pti nedostatku vitaminu C (Cheng SJ. et al., 1982) (Siddiqi M. et
al., 1988).

Dosud bylo popsano né€kolik jednotek, které 1ze pokladat za prekancer6zy/stavy asociované s vyrazné
vy$sim rizikem vzniku SCC. Mezi né patii achalazie, tyloza (soucast Howelova-Evansova syndromu), kaus-
tickd striktura, Plummertv-Vinsontv (Kelly-Patersontiv) syndrom, infekce lidskym papilomavirem (Human

Papilloma Virus, HPV) a infekce virem Ebstein Barrové (EBV).

Su H. a kol. ukazali, Ze exprese genti u SCC jicnu se ve familidrnich a sporadickych ptipadech odli-

Sovala a rodinna anamnéza SCC zvysuje riziko jeho vzniku (Su H. et al., 2003).

1.3.3 Molekularni mechanismy vzniku spinocelularniho karcinomu

Z molekularné-genetického hlediska je SCC ve srovnani s AC mnohem htfe definovany. Jak bylo
zminéno vysSe, SCC vznika v sekvenci zanét — dysplazie — SCC, pficemz vétSina molekularné-genetickych

abnormalit je detekovana jiz ve stadiu dysplastickych zmén.

Mezi vyznamné alterace patii zejména inaktivace tumor supresorového genu. Casnou zménou je mu-

tace genu oznacovan¢ho jako PDCD4 (Programmed Cell Death 4), ktery koduje protein programované
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bunécné smrti 4 (Programmed Cell Death Protein 4), ¢imz vede ke zvysené odolnosti bun¢k viici apoptoze.

Mezi dalsi tumor supresorové geny patii gen 7P53 a CDKN2A.

Dal$im mechanismem je mutace genu produkujiciho enzym odpoveédny za opravu poskozenych useki DNA,
tudiz produkt zcela zasadni pro stabilitu genomu. Tento gen se oznacuje jako MGMT (O-6-methylguanin-

DNA-methyltransferaza) a jeho produkt se oznacuje jako alkylguaninova DNA alkyltransferaza.

Naruseny mechanismus opravy DNA, ktery vede k vyznamnému nartistu genovych alteraci, je zpiisoben také

mutaci/dysregulaci enzymi skupiny APOBEC (Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme).

Nelze téz opomenout zvysenou expresi/amplifikaci gent pro transkripcni faktory, které jsou spojené s regulaci

pluripotentnich kmenovych bunék. Sem patti zejména gen SOX2 a TP63.
Dalsi cytogenetickou abnormalitou jsou zmény v poctu chromosomtl.

1.3.4 Diagnostika

SCC se typicky manifestuje progresivni dysfagii, v pocatcich zejména pro tuhou stravu, v pozd¢jsich
stadiich i pro tekutiny. V piipad¢ exulcerovaného karcinomu udava mensi ¢ast pacientd odynofagii. Mezi dalsi
klinické projevy patii hemateméza a/nebo meléna. Typickym projevem pokrocilého SCC je v pozdéjsich sta-

diich kachektizase pacient.

Endoskopické vysetfeni je klicové pro diagnostiku SCC. Identifikace prekancerdznich 1ézi v dlazdi-
covém epitelu charakteru low- i high-grade dysplazie mtize byt v priitbéhu endoskopie obtizna, a to i pti vyuziti
endoskopu s vysokym rozlisenim. Je proto doporuc¢eno pouzivat chromoendoskopii s Lugolovym roztokem.
Dysplastické a maligni ¢asné 1éze jsou identifikovany jako Lugol-negativni, jelikoZ neobsahuji glykogen. Po-
krocilé nadory se vyznacuji specifickym malignim vzhledem, ktery 1ze spolehlivé diagnostikovat jiz endosko-
pickym vySetfenim. Vyznacuji se exofytickym ristem do lumen s typickymi miskovitym tvarem. Definitivni

diagnoza je stanovena z histopatologie.

1.4 Casny karcinom jicnu

Karcinomy jicnu podle pokroéilosti délime na ¢asné a pokrocilé. Casny karcinom jicnu je definovany
jako karcinom, ktery prortistd maximaln¢ do submukoézy, tj. neprorusta do vlastni svaloviny. Pfiblizn¢ 20 %
vsech diagnostikovanych karcinomi jicnu jsou ¢asné karcinomy. K jejich charakteristice patfi i absence lym-

fadenopatie ¢i vzdalenych metastaz.

Casny karcinom jicnu se na zakladé hloubky invaze v histopatologii dale déli. V ptipadé AC rozdélujeme
4 stupné slizni¢ni invaze m1 — m4: invaze do lamina propria mucosae, intramuko6zni karcinom (m1); invaze

do horni vrstvy duplikované svaloviny (m2); invaze do prostoru mezi vldkna duplikované svaloviny (m3);
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invaze do dolni vrstvy duplikované svaloviny (m4). Invazi AC do submukoézy (sm) délime na sm1 — sm3:
karcinom prorasta do horni tfetiny submukézy nebo je hloubka invaze < 500 pum (sm1); karcinom prorista
do stfedni tretiny submukozy (sm2); karcinom proriista do dolni tfetiny submukézy (sm3).

U SCC je situace odlisna, jelikoz u SCC nedochazi k duplikaci svaloviny jako v ptipadé AC. Slizni¢ni in-
vaze je tedy rozdélena do tfi vrstev, m1 — m3: karcinom iz situ (ml); invaze do lamina propria mucosae
(m2); invaze do lamina muscularis mucosae (m3). Definice invaze karcinomti do submukoézy je v podstaté
stejna jako u AC: karcinom s invazi do horni tfetiny nebo s hloubkou invaze < 200 pm (sm1); invaze do

stiedni tfetiny submukozy (sm2); invaze do dolni tietiny (sm3).

Dutlezitym faktorem je, Ze ¢asné karcinomy lze Casto 1é€it i zcela vylécit endoskopicky, tj. bez nutnosti
operace. Endoskopicka 1écba pro sliznicni AC se slizni¢ni a se submukozni (sm1) invazi je uzndvanou meto-
dou prvni volby. U SCC je situace obdobna, 1éze v§ak musi byt odstranéna en-bloc, nebot’ SCC je biologicky
agresivngjsi a jediné en-bloc resekce umozni kompletni histopatologicky staging. V pripad¢ AC je resekce en-
bloc taktéz vhodna, i kdyZ je podle doporuc¢enych postupli akceptovatelna i piece meal ER (Pimentel-Nunes

P. etal., 2022).

Casny karcinom jicnu se dale déli na tzv. ,,low-risk* a ,,high-risk”, tedy ,,nizko” a ,,vysoko” rizikovy karcinom.
Existuji rizné definice lisici se v jednotlivych studiich. V zasadé ma ,,high-risk* karcinom velkou pravdépo-
dobnost generalizace a pacienti by mély byt 1é€eni chirurgicky nebo onkologicky. Low-risk karcinomy lze
naopak lécit endoskopicky. Kde pfesné lezi hranice mezi endoskopickou a chirurgickou l1é¢bou je ptedmétem
diskuzi a téz tématem jedné z naSich studii (viz dale).

Manner H. a kol. (Manner H. et al., 2013) definovaly ,,Jow-risk* AC nasledovné: makroskopicky polypoidni
nebo plocha 1éze, histologicky prokézana invaze max. do sm1, dobré nebo stiedni diferenciace (G1-G2), bez
znamek angioinvaze ¢i lymfangioinvaze. Karcinomy, které nespliiovaly nejméné jedno z uvedenych kritérii,
byly automaticky hodnoceny jako ,,high-risk karcinomy a nebyly do studie zatazeny.

V nasi studii byl ,,high-risk karcinom jicnu definovan jako jakykoliv AC i SCC s invazi do submukozy (sml-
3) nebo slizni¢ni karcinom s minimaln¢ jednim z nasledujicich znaki: $patna diferenciace az dediferenciace

(G3-G4), angioinvaze do krevnich cév, lymfangioinvaze ¢i vysoka disociace nadorovych bunck.

1.4.1 Kiritéria indikace a kurability endoskopické 1é¢by

V tabulce 1 jsou shrnuta kritéria kurability pii endoskopické terapii Casnych neoplazii jicnu (Martinek
J. etal., 2013).
Nutno zminit, Ze na zékladé endoskopického nalezu neni mozné spolehlivé predikovat detailni biologickou
povahu, staging a pfipadné riziko metastazovani, proto je endoskopicky zakrok metodou, kterd umoznuje
presny histopatologicky staging a na jeho zakladé je indikovana bud’ dalsi endoskopicka terapie (je-li nezbytna,
nebo se mlize resekce povazovat za kurativni), nebo 1écba chirurgicka ¢i adjuvantni onkologicka terapie. Hra-

nice endoskopické 1é€by jsou ur€eny na zakladé rizika postizeni lymfatickych uzlin zejména v zavislosti na
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hloubce invaze karcinomu (tabulka 1). Cim hlubsi je invaze karcinomu, tim vysii je riziko metastatického

postizeni lymfatickych uzlin (tabulka 2) i vzdalenych metastaz.

Tabulka 1. Kritéria endoskopické 1é¢by ¢asnych neoplazii jicnu.

Obecné lze povazZovat
za kurativni

Obecné indikovano k nasledné
chirurgické/onkologické 1é¢bé

“Hrani¢ni stavy”

- se slizni¢ni invazi

- s R1 resekei (pozitivita lat.
okraji) s max. slizni¢ni invazi,
pokud endoskopista garantuje
makroskopické odstranéni 1éze
piece-meal technikou (tj. RO re-
sekce neni nezbytnou

- karcinomy s sm2-3 invazi

- méné diferencované karci-
nomy (G2-3) s sml invazi

- $patn¢ diferencované nebo ne-
diferencované karcinomy (G3-

- karcinomy dobie diferenco-
vané s R1 resekci (piece-meal,
invaze sml)

- sm2 invaze, RO resekce,
dobra diferenciace

(u téchto nemocnych lze

fangioinvaze

- horsi diferenciace

AC . (v 4), s hlubokou slizni¢ni invazi | zvazit dokonceni endosko-
podminkou prohlaSeni resekce . ; _ R ) )
. (m4) invazi nebo karcinomy pické 1écby s naslednou dis-
za kurativni). e C . C
s neptiznivymi histologickymi | penzarizaci nebo indikovat
vlastnostmi (TCD, invaze do chirurgicky vykon)
. ) cév)
- RO resekce s sml invazi
- s RO resekci, s m1-3 invazi, - sm 2-3 invaze - sml invaze, RO resekce
dobie diferencované a bez lym-
SCC - R1 resekce

Zkratky: AC — adenokarcinom; G — grading; sm — submukdza; SCC — spinocelularni karcinom. TCD — tumor
cell dissociation, disociace nadorovych bun¢k.

1.4.2 Riziko generalizace na zakladé hloubky invaze nadoru

TNM Kklasifikace (Tumor, Node, Metastastis) je mezindrodn¢ platna klasifikace, ktera slouzi k jedno-
duchému popisu rozsahu nadorového postiZeni a ureni stddia onemocnéni. Hloubka invaze nadoru a pozitivita
ze parametr T je vyznamny prediktor parametru N u pacientil s karcinomem jicnu. Tyto faktory, jak je dobte
znamo z histopatologické praxe, souvisi krome hloubky invaze také s diferenciaci tumoru (Rice TW. et al.,

1998).
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Karcinomy se slizni¢ni invazi jsou v TNM Kklasifikaci na zaklad¢ histopatologického hodnoceni klasifikovany

jako pTla, karcinomy se submukoézni invazi jako pT1b a karcinomy s invazi do vlastni svaloviny jako pT2.

Tabulka 2. Riziko postiZeni lymfatickych uzlin na zdkladé hloubky invaze nadoru (Maes S. et al., 2018).

AC SCC

Invaze m1 0% 0-1%

Invaze m2 0% 0-6 %

Invaze m3 (m4) 0-5% 1-9 %
Invaze sm1l 1-8 % 827 %
Invaze sm2 16-35 % 15-35%

Invaze sm3 16-69 % 45 %

Zkratky: AC — adenokarcinom; sm — submukodza; SCC — spinocelularni karcinom

1.4.3 Endoskopické modality 1é¢by Barrettova jicnu a ¢asnych karcinomii jicnu

V minulosti byli pacienti s BJ s HGD nebo ¢asnym karcinomem indikovani k chirurgické resekcei jicnu
(byla-li technicky moznéd) a pacienti s LGD nebo bez znamek dysplazie byli pravidelné sledovani. Podobny
pristup byl aplikovan rovnéz u pacientli s dlazdicobunéénymi neoplaziemi.
Vyznamny zlom v 1é¢bé té€chto pacientd v poslednich letech ptinesl rozvoj endoskopickych metod. Tyto me-
tody umoziuji presnéjsi diagnostiku nez biopsie a po endoskopické resekei ¢i submukoézni disekci nésleduje
presny histopatologicky staging. Tyto metody mohou poskytnout kurativni 1é¢bu bez nutnosti dalsi chirurgické
nebo onkologické 1écby. V piipadé nekurativniho endoskopického zakroku jsou pacienti po endoskopické te-
rapii referovani k chirurgickému vykonu a/nebo i onkologické 1€¢bé (napt. karcinomy v proximalnim jicnu),

pripadné pokracuji v endoskopické terapii, pokud jsou k ezofagektomii kontraindikovani.

Endoskopicka 1écba ma ve srovnani s chirurgickou lé¢bou mnohem niz§i morbiditu a mortalita je nu-
lova. U pacientil 1é€enych chirurgicky miize mortalita dosahovat az 10 % (Gockel I. et al., 2005).
Metodami endoskopické 1écby ¢asnych neoplazii jicnu jsou endoskopicka resekce (ER), endoskopicka sub-
mukozni disekce (ESD) a abla¢ni metody zahrnujici radiofrekvenéni ablaci (RFA), ,,hybridni” argon-plasma
koagulaci (APC), kryoterapii ¢i fotodynamickou 1écbu.
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Doporuceni gastroenterologickych spole¢nosti (American College of Gastroenterology, 2016; British Society
of Gastroenterology, 2013; Ceska gastroenterologicka spole¢nost, 2013) upfednostiiuji endoskopickou 1é¢bu

pred ezofagektomii u pacientl s Casnym karcinomem jicnu.

1.4.3.1 Indikace k endoskopické 1é¢bé a surveillance

Barrettav jicen bez dysplazie

Pacienti s BJ bez dysplazie jsou endoskopicky sledovani v pravidelnych intervalech. Pacienti s BJ do 3 cm
jsou po uvodnich dvou endoskopiich bez prokazané dysplazie indikovani k endoskopické kontrole kazdych 3-
5 let. Pacienti s BJ nad 3 cm po dvou negativnich endoskopiich jsou indikovani kazdé 2—3 roky. V této skupiné
neni indikovana endoskopicka terapie, individualni pfipady mohou byt eventudlné 1éceni radiofrekvencni ab-

laci nebo kryoablaci.

Barrettav jicen s LGD

Pacienti s definitivni diagn6zou LGD (potvrzenou druhym ¢tenim patologem centra specializovaném v pro-
blematice casnych neoplazii jicnu) jsou indikovani k endoskopické 1€cbé, vétsinou k radiofrekvencni ablaci.
V piipadé viditelnych 1ézi ¢i kratkého segmentu BJ je indikovana ER. Alternativou je intenzivni (kazdych 6

mesicit) endoskopicka surveillance.

Barrettav jicen s HGD

Zde je jednoznac¢né indikovana endoskopicka 1écba. U 1ézi s HGD lze pouzit endoskopickou resekei, RFA
nebo kombinaci obou metod v libovolném potadi. Jakakoliv viditelna 1éze musi byt odstranéna endoskopic-

kou resekci.

Casny adenokarcinom jicnu

U pacientt s casnym AC jicnu je indikovana endoskopicka terapie. Modality endoskopické 1écby zahrnuji
ER ¢i ESD, které maji vyznam v piesné diagnostice i histopatologickém stagingu a u ¢asti pacientll ma kura-
tivni charakter. Kazdy pacient po ER ¢i ESD musi byt individualné diskutovan v rdmei multidisciplinarniho
tymu ke stanoveni dal$iho terapeutického postupu. U pacientti s AC 1écen¢ho ER nebo ESD je indikovano
dalsi pokracovani endoskopické 1&cby (vétSinou RFA), pokud neni indikovana chirurgicka 1é¢ba. Cilem
1é¢by je nejenom odstranéni neoplazie, ale téz eradikace BJ, coz snizuje riziko vzniku metachronnich neopla-

Zil.

LGD a HGD dlazdicového epitelu (skvamézni LGD a HGD)

U téchto 1ézi je indikovana endoskopicka lécba (ER, ESD ¢i RFA), pripadné Ize jednotlivé metody kombino-

vat.

Casny spinocelularni karcinom

V ptipad¢ agresivngjsich a vétSich (nad 10 mm) SCC je doporucovanou metodou ESD, ktera umoziuje od-

stranéni 1ézi en-bloc s nutnosti provést RO resekci. ESD poskytuje resekat pro spolehlivé histopatologické
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vySetfeni a staging. Piece-meal resekce neni u SCC vhodnou metodou. RFA je v pripadé¢ SCC kontraindiko-

vana.
Nize je uveden podrobnéjsi popis jednotlivych endoskopickych metod (obrazek 5).

Ablacni metody

Ablacni techniky sliznice BJ zahmuji RFA, APC, kryoterapii ¢i fotodynamickou lécbu. V soucasnosti
je RFA nejpouzivangjsi abla¢ni modalitou a je povaZovana za standardni metodu 1écby pacientd s BJ na pod-
klad¢ jeji i€innosti a bezpecnostniho profilu.

Fyzikalnim principem RFA je zména polarity elektrod pfistroje vyvolavajici pohyb nabitych Castic tkané. Te-
pelny ucinek energie destruuje vSechny vrstvy sliznice a neprostupuje do submukozy, jelikoz energie pronika
do hloubky 1000 pm. Vzhledem k tomu neni s RFA spojené vysoké riziko stenoz.

V terapii BJ se pouzivaji systtmy HALO360, HALO90, HALO60 a HALO TTS (through the scope).
HALO360 se vyuziva u cirkumferen¢ni RFA. Balon je pokryty 30 mm dlouhou bipolarni elektrodou je umis-
tény na distalnim konci endoskopu. Na zacatku vySetteni se provadi kalibrace méticim balonem ke stanoveni
velikosti priméru jicnu. HALO90 a HALOG60 jsou elektrody obdélnikového tvaru vyuzivané v terapii kratkého
segmentu BJ ¢i loZiskovych metaplastickych ostrivki.

RFA se provadi v celkové anestezii nebo analgosedaci a probiha vzdy pod endoskopickou kontrolou. Na za-
¢atku je sliznice BJ oplachnuta vodou a mukolytikem. Uginnost RFA byla prokazana ve velké studii z roku
2009, kde byla IM eradikovana v 77 %, LGD v 90 % a HGD v 81 % (Shaheen NI. et al., 2009). Rekurence se
pohybuji do 13 % uIM au 2 % v pripad¢ dysplazie (Orman ES. et al., 2013).

Nejcastéjsi nezadouci UCinky zahrnuji bolesti na hrudi, ojedinéle stendézy ¢i vzacné krvéceni.

Ablacni 1écba neposkytuje klicovou informaci o histologii.

Endoskopicka resekce

Pomoci ER je mozné odstranit mensi l1éze jicnu do 15 mm vcelku (tzv. en-bloc) nebo vétsi 1éze ve vice

castech, tzv. piece-meal. Hlavni nevyhodou piece-meal resekce je, Ze se patolog nemuize spolehlivé vyjadrit

......

Dveé nejcastéjsi metody ER pouzivané v jicnu jsou:
- EMRC - endoskopicka (mukozni) resekce s vyuzitim “capu” (endoscopic mucosal resection with cap)

- EMRL - endoskopickéa (mukdzni) resekce s vyuzitim ligatoru (endoscopic mucosal resection with ligator)

Endoskopicka submukozni disekce

ESD umoznuje odstranit en-bloc i 1éze velké nékolik centimetrii pomoci specialniho noze k endosko-
pické disekci. Nevyhodou ESD je technicka a Casova naro¢nost vykonu a vyssi riziko perforace. V ptfipadé
odstranéni vétsich 1€zi jicnu se zvySuje riziko vzniku striktur. Zasadni vyhodou en-bloc resekce je precizni

histopatologicky staging ze strany patologa.
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Kombinace ER/ESD s RFA

Jednotlivé resekéni a abla¢ni metody lze kombinovat a pravé kombinace ER (nebo ESD) s RFA je
v soucasnosti povazovana za zlaty standard 1€cby pacientli s Casnym karcinomem jicnu v terénu BJ. RFA je
mozné kombinovat v libovolném potadi, pficemz vétSinou ER ptfedchazi RFA. V ptfipadé navaznosti téchto
dvou lécebnych modalit v terapii u jednoho pacienta je vhodné jejich provedeni na stejném pracovisti (Spicak
J. et al., 2015). Cilem kombinované 1écby je nejenom odstranéni neoplazie (BORN), ale iplna eradikace

Barrettova jicnu, ¢imz se snizuje riziko rekurence neoplazie.

V ptipad€, Ze nejsou piitomné makroskopické znamky rezidualni metaplastické sliznice, dalsi pokra¢ovani

endoskopické 1écby neni nutné.

Obrazek 5. Modality endoskopické 1écby.

Radiofrekvencni ablace: A. Segment Barrettova jicnu. B. Stav po aplikaci série radiofrekvenéni energie.
Endoskopicka resekce: C. Endoskopicky pohled na Ilc 1ézi. D. Stav po terapii endoskopickou resekci.
Endoskopicka submukozni disekce: E. Léze charakteru O-Is. F. Stav po 1écbé.

Zdroj: Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.

1.5 Rekurence Barrettova jicnu po 1é¢bé a problematika sledovani

Pacienti s dysplazii potvrzenou specializovanym patologem jsou kandidati endoskopické terapie (blize
viz vySe Endoskopické modality 1é¢by Barrettova jicnu a ¢asnych karcinomtl jicnu, strana 36).
Nase studie publikovana Krajé¢iovou J. a kol. (Krajciova J. et al., 2019) z roku 2019 z Ceské narodni databaze
ukazala, ze z celkového poctu 134 pacientl s neoplazii souvisejici s BJ, ktefi podstoupili endoskopickou 1é¢bu
(RFA / RFA+ER / RFA+ESD), az 98,5 % pacientti dosahlo kompletni remise neoplazie (complete remission
of neoplasia, CRN) a 77,9 % pacientll dosahlo kompletni remise IM (complete remission of IM, CR-IM).
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Recidiva neoplazie byla pozorovana u 4,5 % (6/134) pacienttia IM u 15 % (16/106) pacientli; 7 pacientl mélo
makroskopickou recidivu BJ. Zajimavosti je, Ze vétSina pacientl s perzistentni nebo rekurentni IM neméla
makroskopicky viditelny BJ, tudiz l1ze spekulovat, ze IM (perzistujici/recidivujici) v rdmci normalni neo-Z-

linie nemusi pravdépodobné predstavovat rizikovy faktor pro progresi.

Velmi podobna data publikoval Orman a kol. (Orman ES. et al., 2013) v metaanalyze 18 studii, kde analyzovali
3802 pacienttl po 1écbé. CRN bylo dosazeno u 91 % pacienti a CR-IM u 78 %. Recidiva neoplazie byla pozo-

rovana u 9 pacientd, z toho 4 s karcinomem, a recidiva IM u 13 %.

Z uvedenych dat vyplyva velmi dilezitd informace: recidivy byly zachyceny diky endoskopickému
sledovani a tito pacienti byli nasledn¢ uspésné 1é¢eni endoskopicky (re-RFA nebo ER). Pacienti po endosko-
pické 1écbeé bez dalsiho endoskopického sledovani by velmi pravdépodobné progredovali az do stadia karci-

nomu.

1.6 Problematika tzv. “buried glands”

RFA je standardni abla¢ni metoda k eradikaci metaplastické/dysplastické sliznice BJ s cilem zabranéni
dalsi progrese (viz strana 38). OSetieni pacienta RFA vSak ptinasi riziko potencialni perzistence rezidualnich
oblasti kolumnarniho epitelu pod neo-skvamoéznim epitelem. Tato situace je znama pod pojmem “buried
glands” / “buried Barrett’s esophagus”, nebo “pohibené Zlazky” / “pohibeny BJ”. Hlavnim problémem jeji
primnosti pod dlazdicovym epitelem je mozna progrese do neoplastickych 1¢zi, ptipadné az do AC, coz do-
klada naptiklad prace Titi M. a kol. (Titi M. et al., 2012). O vyznamu diikladného sledovani pacientii po terapii
a uznavané, byt vzacné komplikaci vzniku “buried glands”, pojednava téz prace Kohoutové D. a kol.
(Kohoutova D. et al., 2015). Ukazuje, ze u 2 % (7/288) pacientil po 1écbé RFA a fotodynamickou terapii byl
detekovan subskvamoézni invazivni adenokarcinom u jednoho pacienta, dale u péti pacientli intramukézni kar-

cinom nebo HGD a jeden pacient vyvinul AC s metastdzami do jater.

Z divodu necastych, ale moznych recidiv BJ 1 BORN je doporuceno pacienty po skonceni 1écby endoskopicky
sledovat (a mimo to i 1é¢it antirefluxni medikaci), intervaly endoskopickych kontrol zaleZi na vstupni diagnoze

(4. nejcastéji u karcinomu).

1.7 Histopatologie — zpracovani a hodnoceni vzorki z ER/ESD, staging

Endoskopicky resekat by mél byt vzdy zpracovan histopatologicky specializovanym gastrointestinal-
nim patologem centra (nebo patologem specializovanym v problematice casnych neoplazii jicnu). Vysledek

histopatologického vysetfeni urci definitivni diagnozu i presny staging a na jeho zaklad¢ je urcen dalsi
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postup sledovani nebo 1écby pacienta.

Endoskopicky ziskany vzorek (vzorky) se priSpendli na korkovou desticku, pricemz Spendliky ne-
maji prochéazet 1¢zi a endoskopistou je provedena fotodokumentace. Vzorek je fixovan v 10% roztoku forma-
linu pro histopatologické vySetieni.

Patolog v prubchu zpracovani vzorek popise, zméfti, nabarvi okraje a spodinu 1éze a rozdéli ho na
1-2mm fezy. Timto zptsobem je vzorek vzdy zpracovan kompletné (obrazek 6). V piipadé slozit&jsiho reli-
¢fu (nepravidelny tvar a/nebo povrch 1éze) a nepravidelnych okraji tumoru je vhodné nakreslit vzorek na
privodku a oznacit, kde jsou vedeny jednotlivé makroskopické fezy, pfipadné je to mozné provést i elektro-
nicky. Nasledné je tkan zalita do parafinu a dale nakrajena na 3—4pm fezy, barvena hematoxylinem-eosinem
(HE) a dle zvyklosti jednotlivych pracovist’ ¢i v piipadé potieby je barvena i dal§imi barvenimi, nejcastéji

alcianovou modfi ¢i alcianovou modii dobarvenou Periodic Acid Shiff-em (PAS).

Hodnocené histopatologické parametry:

- histologicky typ nadoru (typing)
- diferenciace nadoru, grading (G1 — G4)
- hloubka invaze (AC: m1 — m4, sm1 — sm3; SCC: m1 — m3, sml — sm3)
- disociace nadorovych bun¢k — tumor cell dissociation (TCD: 1 — 3)
- lymfangioinvaze: pozitivni (L+), negativni (L-)
- angioinvaze: pozitivni (A+), negativni (A-)
- okraje vzorku: lateralni — horizontalni (negativni — HMO, pozitivni — HM1) a
spodni — vertikalni (negativni — VMO, pozitivni — VM1)
VM a HM spolu vypovidajici o kompletnim resekénim okraji (RO/R1).

U karcinomil s invazi do submukoézy se provadi histopatologické méteni téchto parametri:
- hloubka invaze nadoru — od nejhlubsiho vlakna spodni vrstvy lamina muscularis mucosae k nejhlubSimu
mistu invaze nadoru
- vzdalenost nejhlubsich nadorovych bunék elementt k linii fezu (vertikalni okraj)
- hloubka invaze v submukoze

- §ifka tumoru
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Obrazek 6. Zpracovani endoskopického resekatu.

A. Vzorek ptispendleny na korek. B. Oznaceni spodiny a resekénich okraja tusi.

C. Jednotlivé makroskopické fezy 1ézi v sérii ptipravené pro zaliti do parafinu a dal$i zpracovani.
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
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2 HYPOTEZY

1. Riziko metastaz ¢i mikrometastaz do lymfatickych uzlin je u pacientd s “high-risk” ¢asnym karcinomem
jicnu nizsi, nez se predpoklada, a tudiz by bylo mozné rozsitit kritéria indikace endoskopické 1écby ve smyslu

jeji kurability.

2. Protein p53 je v urcitych indikacich vyznamnym imunohistochemickym markerem v diagnostice LGD a

v predikci progrese dysplastickych zmén (= intraepitelovych neoplazii) jicnu.

3. Konfokalni laserova endomikroskopie mtize byt srovnatelna s tradi¢ni histopatologii v hodnoceni (diagnos-

tice) mikroskopické povahy viditelnych ¢asnych 1ézi jicnu a zaludku.

4. Konfokalni laserova endomikroskopie mtize byt srovnatelna s biopsiemi v diagnostice perzistentni/reku-
rentni intestinalni metaplazie sliznice jicnu a rekurentni neoplézie po predchozi endoskopické 1écbé Casné ne-

oplazie.

3 CILE PRACE

1. Hlavnim cilem prace je analyza histopatologickych rizikovych faktorti pokrocilosti ,high-risk* ¢asné¢ho
karcinomu jicnu ve smyslu rizika metastatického i mikrometastatického postizeni lymfatickych uzlin a rizika

generalizace a dale srovnani vysledkii endoskopické a chirurgické 1é¢by u téchto pacientd.

2. Stanovit vyznam imunohistochemického prukazu p53 produktu tumor supresorového genu 7P53 v diagnos-

tice 1ézi jicnu a stanoveni rizika progrese dysplastickych zmén jicnu.

3. Zhodnotit pfinos konfokalni laserové endomikroskopie v mikroskopické diagnostice viditelnych 1ézi jicnu

a zaludku.

4. Porovnat konfokalni laserovou endomikroskopii s biopsiemi v detekci perzistentni/rekurentni intestinalni

metaplazie sliznice jicnu a rekurentni neoplazie po endoskopické 1é¢bé BORN.
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4 METODIKA

4.1 1.PROJEKT - SROVNANI ENDOSKOPICKE A CHIRURGICKE
LECBY PACIENTU S ,,HIGH-RISK* CASNYM KARCINOMEM JiCNU
A DETAILNI ANALYZA UZLINOVYCH METASTAZ A MIKROME-
TASTAZ

4.1.1 Design studie

Monocentricka, retrospektivni analyza prospektivné sbiranych dat. Cilem studie bylo 1) zhodnotit a
porovnat dlouhodobé¢ vysledky endoskopické a chirurgické 1écby u pacientti s ,,high-risk* casnymi karcinomy
jicnu; 2) zhodnotit riziko generalizace u téchto pacientil; 3) posoudit mozné histopatologické prediktory ne-

priznivého prubehu onemocnéni ve snaze o optimalizaci [éCebné strategie.

4.1.2 Definice

,High-risk” €asny karcinom jicnu byl definovan jako adenokarcinom ¢i dlazdicobunéény karcinom
jicnu se submukoézni (T1b) invazi nebo se slizni¢ni (T1a) invazi s minimaln¢ jednim rizikovym faktorem.
Mezi tyto rizikové faktory patfily nizkd diferenciace nadoru (G3—G4), invaze do krevnich (A+) ¢i lymfatic-
kych cév (L+) a vysoky stupen disociace nadorovych bunék — TCD3 (nejvyssi stupen ztraty kohezivity pied-

stavujici izolované nadorové bunky ve stromatu).

Pii histopatologickém vysetfeni byly karcinomy se submukoézni invazi rozdéleny podle hloubky invaze do 3

podskupin: sm1, sm2, sm3.

Kompletni endoskopicka remise (complete endoscopic remission, CER) byla definovana: 1) resekéni okraje
(horizontalni i vertikalni) endoskopického resekatu byly bez nadorovych struktur (RO resekce) a béhem dvou
po sob¢ jdoucich kontrol po vykonu nebyla pfitomna zadna rezidualni neoplazie makroskopicky a nebyla za-
stizena ani mikroskopicky po provedeni ndhodnych biopsii; 2) pacienti s pozitivnim horizontalnim a/nebo
vertikalnim resekénim okrajem (R1 resekce) po dal$im osetieni (ER, ESD, RFA ¢i onkologicka 1écba) s mini-
malné 2 po sob¢ nasledujicimi kontrolami bez makroskopického ¢i histologického priikazu rezidua tumoru.

Dlouhodoba remise byla definovana jako CER trvajici alesponl 24 mésict sledovani.

4.1.3 Pacienti

V obdobi od ledna 2004 do biezna 2019 byli na Kliniku hepatogastroenterologie v IKEM referovani
pacienti s Casnou neoplazii jicnu ve forme viditelné 1éze, kteti podstoupili endoskopickou terapii (ER ¢i ESD).
Endoskopické resekaty byly vySetieny dvémi specializovanymi gastrointestinalnimi patology a pacienti, ktefi
splnili kritéria “high-risk” ¢asného karcinomu a byla u nich vyloucena generalizace onemocnéni (CT hrudniku

a bficha, endosonografie), byli zafazeni do této studie. Pacienti s “high-risk” karcinomem jicnu bez
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kontraindikaci byli indikovani ke standardni chirurgickeé terapii (prvni skupina). Pacienti, ktefi nebyli z divodu
kontraindikace (komorbidity, vysoky vék) ¢i z divodu osobni preference operovani, byli dale lé¢eni endosko-
picky (¢i pouze endoskopicky sledovéni, druha skupina). VSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Ptehled je uveden na obrazku 7.

Pacienti referovani
k endoskopické resekei éze jicnu
n=191

Potvrzeny TINOMO karcinom
s histologickymi “high-risk” znaky

n=65
Ezofagektomie Dalsi endoskopicka terapie
+/- CHRT +/- CHRT
n=130 n=735
Histopatologické hodnocent CER dosaZena CER nedosazena
resekau a LU n= 28 n=7

l ! !

Sledovéni pacientt (min. 24 mésict)

}

Analyza vysledk

Obrazek 7. Prehled pacienti, 1écby a design studie.
Zkratky: CER — complete endoscopic remission, kompletni endoskopickéd remise; CHRT — chemoradiotera-
pie; LU — lymfatické uzliny
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4.1.4 DalSi terapie a sledovani pacienti

Do analyzy bylo zafazeno 65 pacientll. VSem pacientiim, ktefi nebyli kontraindikovani k chirurgické
terapii, byla jako preferovand moznost nabidnuta ezofagektomie s lymfadenektomii. Ezofagektomii podstou-
pilo 30 pacientt, dalSich 35 pacientl pokracovalo v endoskopickeé terapii ¢i v pouhém sledovani, ¢asti z nich
byla nabidnuta onkologicka lécba — radioterapie ¢i chemoradioterapie (s paliativni, resp. ,,adjuvantni* intenci).
Endoskopické terapeutické modality sestavaly z endoskopické resekce, endoskopické submukozni disekce a
radiofrekvenc¢ni ablace. Po dosazeni CER pacienti absolvovali pravidelné endoskopické kontroly s odbérem
biopsii k detekci potencialni recidivy kazdych 3—6 mésicti v prubéhu prvnich dvou let a poté jednou rocné.
K detekci mozné generalizace bylo v prvnim, druhém a patém roce provadéné kontrolni CT hrudniku a bficha.
Generalizace byla definovana jako pfitomnost nadorovych struktur v lymfatickych uzlinach a ve vzdale-

nych organech (tj. mimo jicen a GEJ, napf. v jatrech).

Pacientim bez dosazené CER bylo nabidnuto paliativni endoskopické osetfeni (napt. argon-plasma koagulace,
metalicky jicnovy stent) a/nebo paliativni onkologicka 1écba a tito pacienti byli nadale jednou ro¢né klinicky

sledovani.

Pacienti léceni chirurgicky absolvovali klinické kontroly s endoskopii kazdych 6 mésict po dobu 2 let a na-

sledné jednou ro¢né.

4.1.5 Histopatologické zpracovani a vyhodnoceni vzorki

Kazda endoskopicky odstranénd 1éze byla zpracovana a vyhodnocena specializovanym gastrointesti-
nalnim patologem centra pro problematiku ¢asnych neoplazii jicnu a diagnoza/staging byly nezavisle potvr-

zeny druhym specializovanym patologem.

Endoskopicky resekat: Endoskopicky resekat byl pfichycen na korkovou desticku, odeslan ve forma-
linu na histopatologické vysetieni, byl zméten a popsan, eventudlné byl vzorek s jednotlivymi makroskopic-
kymi fezy nakreslen a byla pofizena fotodokumentace. Vertikalni a lateralni (horizontalni) okraje byly barevné
oznaceny, makroskopicky byl vzorek excidovan na 2—3 mm fragmenty a dale nakrajen na mikrotomu na cca

3 um silné fezy. Byla provedena barveni HE a Alcianovou modii s PASem.

Chirurgicky resekat: Veskery chirurgicky material byl popsan, zméten a vysetfen standardnim unifi-
kovanym protokolem. Resekéni okraj jicnu a zaludku byl kompletné zpracovan a vySetten. Jicen a GEJ byly
zpracovany v maximalnich rozestupech 10 mm a obarveny HE. Lymfatické uzliny byly zpracovany nize po-

psanym zplisobem.
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Lymfatické uzliny. VSechny LU odstranéné béhem chirurgického zakroku byly zpracovany ve dvou
po sobé nasledujicich krocich. Kazda LU byla vySetiena podle protokolu pro vysetiovani sentinelovych lym-

fatickych uzlin.

1) Mensi LU byly makroskopicky rozdéleny na dvé poloviny, vétsi uzliny byly v celém rozsahu rozdéleny
ziletkou na cca 5 mm silné fezy. VSechny LU byly makroskopicky zpracovany kompletné. Poté byly vzorky
zality do parafinu. Tento krok zpracovéani probéhl na Ustavu patologie a molekularni mediciny Fakultni ne-

mocnice Motol a 2. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

2) Nasledné byly vsechny LU vySetfeny protokolem uréenym pro zpracovavani sentinelovych LU, které byly
krajeny na ziletkovém mikrotomu (Mikrotom pfim Slide 4004 M). Dle protokolu byla zhotovena dv¢ skla,
kazdé se 2 az 4 fezy, podle velikosti vzorku. Rezy na prvnim skle v sérii byly obarveny HE, fezy na druhém
skle pak protilatkou proti cytokeratinim CK AE1/3 s hnédou koncovkou (AE1/3 Cytokeratin, Monoklonal
Mouse, Clones AE1/AE3; fedéni 100x; DAKO; Santa Clara, CA, USA). Tato protilatka znaci epitelialni struk-
tury AC i SCC a je vyuzita k piesnéjsi detekci metastaz, mikrometastaz i izolovanych nadorovych bungk.
V dal§im kroku bylo 200 pm LU odkrojeno a proces barveni HE a IHC byl opakovan. Tento proces se opakoval

az do kompletniho vykrajeni LU. Detailni schematické znazormeéni zpracovani LU je na obrazku 8.

Vsechny LU byly hodnoceny nezavisle dvéma patology a eventudlni diskrepance byly posouzeny dal$im pa-
tologem a samotny zaver predstavuje konsenzus vsech tii patologti u tzv. vicehlavého mikroskopu (multi-head

microscope).

Tato Cast zpracovani LU byla provedena na Pracovisti klinické a transplantacni patologie v Institutu klinické

a experimentalni mediciny v Praze.
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Definice — metastazy, mikrometastazy, izolované maligni burky

Metastazy byly definovany jako ptitomnost malignich struktur > 2 mm; mikrometastazy jako kolekce

malignich bunék 0,2-2 mm a izolované nadorové buiiky < 0,2 mm.

200 pm 200 pm 200 pm 200 um 200 pm
odkrojeno odkrojeno odkrojeno odkrojeno odkrojeno
nezZpracovano NeZPracovano  Nezpracovano NeZpracovano NezZpracovano

I A N

N A A !

HE HE HE HE HE
fez 3 pm fez 3 pm fez 3 um fez 3 pm fez 3 pm
CK AE1/3 CK AE1/3 CK AE1/3 CK AE1/3 CK AE1/3
fez 3 pm fez 3 pm fez 3 um fez 3 pm fez 3 pm

Obrazek 8. Zpracovani lymfatické uzliny. Detekce mikrometastiz a izolovanych nadorovych bunék.
Na obrazku je schéma lymfatické uzliny (zvétSeno neptesné pro tcely publikace).

Spodni cast obrazku oznacuje fezy lymfatickou uzlinou nakrajené pro barveni hematoxylinem eosinem a
pro imunohistochemickou reakci protilatkou CK AE1/3, kazdy o tloust’ce 3 um.

V horni ¢asti obrazku jsou odkrojené, nezpracované ¢asti lymfatické uzliny tloustky 200 um.

Kazda lymfaticka uzlina byla zpracovana podle tohoto protokolu kompletné, tzn. do vykrajeni.

Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

4.1.6 Statisticka analyza

Vsechna data byla analyzovana pomoci priméru, medianu, minimalnich ¢i maximalnich hodnot. Srov-
nani G¢innosti obou lécebnych modalit bylo hodnoceno pomoci miry lokalnich recidiv, LU metastaz nebo
generalizaci a imrtnosti souvisejici s nadorem zjisténé v kazdé skupin€ béhem sledovani. Bezpecnost byla
hodnocena pomoci miry komplikaci a pozorované umrtnosti souvisejici s vykonem. Provedena byla Kaplan-

Meiereova analyza preziti.

Metastatické postizeni LU ¢i metastazu do jiného organu jsme také korelovali s histopatologickymi (stupen
typ nadoru, hloubka invaze, TCD, invaze do krevnich ¢i lymfatickych cév) a endoskopickymi charakteristi-
kami nadoru (velikost, lokalizace, charakter a pocet 1ézi). VSechny zminéné proménné byly zahrnuty do mo-

delu logistické regrese. Statisticka vyznamnost byla definovana jako p < 0,05.
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4.2 2.PROJEKT - VYZNAM IMUNOHISTOCHEMIE P53 V DIAGNOS-
TICE LEZI JICNU

4.2.1 Design studie

Prospektivni studie s prospektivnim i retrospektivnim sbérem dat. Cilem bylo 1) stanoveni typu ex-
prese p53 u benignich, dysplastickych i malignich 1€zi jicnu; 2) vyznam imunohistochemického prukazu p53
v diagnostice 1ézi jicnu v terénu Barrettova jicnu; 3) stanoveni rizika progrese 1éze v sekvenci nedysplasticka

sliznice — dysplazie — karcinom.

4.2.2 Pacienti

V letech 2014 az 2021 byl u vybranych pacientl s viditelnou 1ézi jicnu, ktefi podstoupili endoskopii
horniho GIT vysoko rozliSovaci endoskopii s NBI na Klinice hepatogastroenterologie v IKEM, proveden od-
bér bioptickych vzorkd, které byly nasledné zpracovany standardnim zptisobem pro histopatologického vyset-
feni s dopliiujicim imunohistochemickym priikazem p53 na Pracovisti klinické a transplantacni patologie. Do
studie byli zatazeni pacienti, u kterych byla na urovni HE nezéavisle dvémi patology jednoznacné€ potvrzena
diagnodza zcela benigni (= bez dysplazie), LGD, HGD ¢i adenokarcinomu. Vytazovaci kritéria byla stanovana
takto: nejednoznacna shoda v diagnéze mezi dvémi patology; znama diagnoéza z predchozich biopsii; nedosta-
te¢na velikost 1éze definovana nepfitomnosti stejnych struktur v prikazu p53 jako v barveni HE (1éze se “vy-

krajela”).

4.2.3 Biopsie

Biopsie byly odebrany pouzitim large-capacity klesti (Radial Jaw™ 4; Boston Scientific; Natick, MA,
USA). Pocet biopsii byl odebran s ohledem na velikost vzorku, nicmén€ minimalné 2 biopsie byly odebrany z

kazdeé 1éze. Vzorky tkani byly fixovany 10% formolem.

4.2.4 Histopatologie

Veskery materidl byl zpracovan standardnim zpisobem doporucenym pro zpracovani a vySetfeni
gastrointestinalnich 1ézi. U vSech 1ézi (benigni, dysplastické ¢i karcinom) bylo v prvni linii provedeno stan-
dardni histopatologické barveni HE a Alcianovou modii s PAS reakci, poté byl u nich proveden imunohisto-
chemicky prukaz p53 s hnédou koncovkou (Monoclonal Mouse, Anti-Human p53 Protein, Clone DO-7; fedéni
400x; DAKO; Santa Clara, CA, USA) za pouziti imunohistochemického barviciho automatu (Ventana Ben-
chMark ULTRA; Ventana Medical Systems, Inc.; Tucson, AZ, USA). Definitivni diagn6za byla stanovena
z HE (ptipadné v kombinaci s PAS reakci) nezavisle dvéma patology z centra specializovaného v gastrointes-
tinalni patologii a poté byla provedena, vyhodnocena a korelovana imunohistochemie s definitivni diagndézou

z HE.
49



4.2.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pouzitim standardnich programi MedCalc (MedCalc Software BV,
Ostend, Belgie) a GraphPad Prism v7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data byla hodnocena Fishe-
rovym testem a jednotlivé hladiny vyznamnosti byly korigovany Bonferroniho metodou v pfipadé¢ mnohocet-
nych srovnani. Rovnéz byly vypocteny intervaly spolehlivosti pro relativni Cetnosti pouZzitim nasledujicich

vzorct (spodni hranice = 100*(p-1,96* V(p*(1-p)/n)); horni hranice = 100*(p+1,96*V(p*(1-p)/n)).

4.3 3.PROJEKT - KONFOKALNI LASEROVA ENDOMIKROSKOPIE
V DIAGNOSTICE LEZI JICNU A ZALUDKU

4.3.1 Design studie

Jednalo o monocentrickou, prospektivni, patologem zaslepenou studii porovnavajici diagnozu stano-
venou z pCLE vs. diagnézu na zaklad¢ standardnich biopsii; definitivni diagndza byla pak stanovena z endo-
skopického nebo chirurgického resekatu. Studie byla registrovana na ClinicalTrials.gov pod Ccislem

NCT02922049 (spolecné¢ s projektem ¢. 4).

4.3.2 Pacienti

V obdobi mezi ¢ervnem 2016 a zafi 2019 byli pacienti star$i 18 let s viditelnou 1ézi jicnu a/nebo za-
ludku referovani na Kliniku hepatogastroenterologie do IKEM. Vylu€ovaci kritéria byla: absence viditelné
1éze, alergie na fluorescein, pfedem znama histopatologické diagnoza, t¢hotenstvi, jicnové varixy a koagulo-
patie. Pacienti zatazeni do studie byli vySetfeni vysoko rozliSovaci endoskopii (s NBI), poté byla u nich pro-
vedena pCLE a nasledoval odbér standardnich biopsii. Poté pacienti podstoupili endoskopickou terapii (ER ¢i

ESD), chirurgickou terapii, onkologickou terapii nebo nebyli déle 1éCeni.

Studie byla schvalena Etickou komisi IKEM a Fakultni Thomayerovy nemocnice (FTN). VSichni pacienti

podepsali informovany souhlas.

4.3.3 Endoskopie a pCLE

Pacienti podstoupili endoskopii horniho zazivaciho traktu (Endoscopy Olympus 180 nebo 190; Olym-
pus Medical Systems, Tokio, Japonsko). Dale byly podle uvazeni endoskopisty pouzity doplitkové metody
jako napt. NBI, Lugoltv roztok ¢i chromodiagnostika kyselinou octovou. V piipad¢ potieby byl u pacientd

k analgosedaci podan midazolam 2—5 mg. VSechny viditelné 1éze a okolni sliznice byly vySetfeny pomoci

pCLE (Cellvizio®; MaunaKea Technologies, Pafiz, Francie), byly pofizeny videosekvence (12
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UHD ge zobrazovaci hloubkou 65 pm, zornym polem 240 um

snimkti/sekundu) a byla pouzita sonda GastroFlex
a bo¢nim rozliSenim 1 pm. Dv¢ az tfi minuty pfed pCLE vySetfenim bylo intraven6zné pacientovi aplikovano
2,5-5 ml kontrastni latky, fluorescein (Fluorescite 100 mg/mL injected solution; Alcon Pharmaceuticals,
Praha, Ceska republika). Viechny pCLE sekvence byly hodnoceny off-line zaslepenym gastrointestinalnim
patologem. Patolog podstoupil trénink v hodnoceni pCLE béhem staZze na specializovaném pracovisti a on-
line tréninkovém portalu. K hodnoceni vsech 1ézi byly pouzity validované Miami a Mainz klasifikace. Miami
klasifikace byla vyvinuta specialné pro pCLE k odliSeni normalnich a patologickych stavii v gastrointestinalni
problematice a je obecné ptijimanou klasifikaci v diagnostice 1ézi pomoci pCLE (Wallace M. et al., 2011).
Mainz klasifikace byla sice piivodn€ vyvinuta pro star$i systém endoscope-based CLE, jeji klasifikace a znaky
je mozné pouzit i pro pCLE (Kiesslich R. et al., 2004). VSechny léze byly hodnoceny jako benigni, dysplas-
tické ¢i maligni. U 1ézi patolog popisoval i specifickou diagndzu (napt. adenokarcinom, spinocelularni karci-

nom ¢i hyperplasticky polyp). U vSech potizenych zaznami byla stanovena kvalita sekvenci (1 = excelentni,

2 =uspokojiva, 3 = neuspokojiva).

4.3.4 Biopsie

Standardni biopsie byly odebrany s pouzitim large-capacity klesti (Radial Jaw™ 4; Boston Scientific;
Natick, MA, USA). Pocet biopsii odpovidal velikosti 1éze, nicméné minimalné 2 biopsie byly odebrany z
kazdé 1éze. Vzorky tkani byly v plastovych nddobkach zality 10% formolem a byly odeslany k histopatologic-

kému vysetieni.

4.3.5 Histopatologie

Veskery material byl vySetien specializovanym patologem v oblasti gastrointestinalni patologie. Ne-

jasné piipady byly feSeny jako konsenzus tii specializovanych patologt.

Standardni biopsie. Material byl fixovan v roztoku 4% formaldehydu a byl zality do parafinu, na-
sledné byly zhotoveny fezy pro svételnou mikroskopii o tloustce 2—3 pm a byly obarveny HE a Alcianovou

modfi s PASem.

Endoskopicka resekce. Vzorky ziskané endoskopickou resekci byly fixovany v roztoku 4% formalde-
hydu, makroskopicky byla spodina a okraje nabarveny odlisnou barvou a byly nakrajeny na 2—3 mm silné fezy
a zpracovany kompletné. Resekeni okraje byly vySetfeny extenzivné. Vzorky byly barveny jako standardni

biopsie.

Chirurgicka resekce. Resekat jicnu byl zpracovan standardnim zptisobem, suspektni oblasti byly zpra-

covany kompletné.
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4.3.6 Vystupy

Primarnimi vystupy byly celkova diagnosticka piesnost, senzitivita, specificita, pozitivni a negativni

prediktivni hodnota biopsii a pCLE v diagnostice malignity, dysplazie a/nebo benigni 1éze.

4.3.7 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pouzitim standardnich programi MedCalc (MedCalc Software BV,
Ostend, Belgie) a GraphPad Prism v7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Ke kalkulaci vytéznosti
diagn6z stanovenych pCLE a z biopsii byla pouzita deskriptivni statistika a rozdily mezi témito metodami byly
testovany pomoci Fisherova exaktniho testu. Spocitali jsme senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativni pre-
diktivni faktor s 95% intervalem spolehlivosti (Clopper-Pearsonovou metodou) pCLE a biopsii diagnostikovat
nebo vyloucit maligni 1ézi, dysplazii ¢i benigni 1ézi. Spocitali jsme rovnéz diagnostickou pfesnost pCLE a

biopsii.

4.4 4.PROJEKT - KONFOKALNI LASEROVA ENDOMIKROSKOPIE VS.
BIOPSIE V DIAGNOSTICE PERZISTENTNI / REKURENTNI INTESTI-
NALNI METAPLAZIE U PACIENTU PO LECBE BARRETT’S
OESOPHAGUS RELATED NEOPLASIA

4.4.1 Design studie

Monocentricka, prospektivni, patologem zaslepena studie, schvalena Etickou komisi IKEM a FTN
v Cervnu 2015 a byla rovnéz registrovana na ClinicalTrials.gov pod ¢islem NCT02922049 (spolecné s projek-
tem/studii €. 3). Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci véetné zmén piijatych v Soulu v Jizni
Korei béhem 59. valného shromazdéni WMA (World Medical Association, Svétova Lékaiska Asociace).

Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas pied zafazenim do studie.

4.4.2 Pacienti

Do studie byli zafazeni pacienti po ukonceni uspésné endoskopické terapie BORN. Pacienti star$i 18
let podstoupili v obdobi od dubna 2016 do dubna 2019 kontrolni endoskopii (vSechny vykony byly provedeny
v IKEM). Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas. Endoskopicka terapie zahrnovala endoskopické
resekéni metody (ER ¢i ESD) a abla¢ni metody (RFA), event. jejich kombinaci. Vylucovaci kritéria byla ne-
provedeni zadné kurativni 1écby (tito pacienti byli odeslani k chirurgické ¢i adjuvantni chemo-radioterapii),
absence kompletni lokalni remise neoplazie a/nebo BJ. Mezi dalsi vyluCovaci kritéria patiila antikoagulacni

terapie, aktivni ezofagitida, jicnové varixy ¢i alergie na fluorescein.

52



Uspé&sna 1é¢ba BORN byla definovana jako kompletni makroskopicka i mikroskopicka eradikace neoplazie

(bez viditelného segmentu BJ).

4.4.3 Endoskopie a konfokalni laserova endomikroskopie

Pacienti podstoupili endoskopii s vysokym rozlisenim (high-definition white light endoscopy, HD-
WLE) (Olympus 180 nebo 190, Olympus Medical Systems, Tokio, Japonsko). V ptipadé¢ potieby byla paci-
entlim podana analgosedace midazolamem 2-5 mg intravendzné a u pacientd bylo po kontrole HD-WLE pro-
vedeno vysetfeni pCLE. Pfed pCLE byl intraven6zn¢ podan 10% fluorescein v davce 2,5—5 ml (Fluorescite
100mg/ml inj sol, Alcon Pharmaceuticals, Praha, Ceska republika). Nékolik minut po podéani fluoresceinu byla
pracovnim kanalem endoskopu zavedena sonda CLE (GastroFlex™, MP-009-HDG, Mauna Kea Technolo-
gies, Pafiz, Francie) a nasledn¢ byly detailné pfibliZzeny vSechny cilové oblasti. Videosekvence byly zazname-
nany z celého obvodu neo-Z linie, z viditelnych jazyckli metaplastické sliznice nebo jakychkoli nepravidel-
nosti a z neoskvamodzniho epitelu jicnu (oSetfovana oblast). Po dokonceni vySetteni pCLE byly odebrany bi-
opsie. Videosekvence a snimky byly hodnoceny zkusenym patologem vyskolenym v pCLE, ktery byl zaslepen
s ohledem na histologické vysledky standardnich biopsii. Intestinalni metaplazie v pCLE byla definovana pii-
tomnosti kolumnarniho epitelu s klkovitou kresbou obsahujici minimaln€ jednu poharkovou buniku, ktera byla
definovana jako pravidelna bunka s tmavou elipsoidni vakuolou s pravidelnym okrajem o velikosti asi 20 mi-
krometri. Dysplasticka sliznice BJ byla charakterizovana ¢ernymi buiikami s nepravidelnymi okraji a tvary,
vysokym tmavym kontrastem k okolni tkani a nepravidelnymi prosakujicimi kapilarami ve sliznici (tzv. Mi-

amska klasifikace).

4.4.4 Biopsie

Po ukonceni pCLE bylo u kazdého pacienta odebrano minimalné 4—6 biopsii z neo-Z linie a nejméné
3 biopsie nad neo-Z linii z tzv. neo-skvamozniho epitelu a z kazdé viditelné abnormality sliznice jicnu (jazycky
a ostriivky) pomoci tzv. velkokapacitnich klesti (Radial Jaw TM4, Boston Scientific, Natick, MA, USA). Vzo-

rek byl fixovan v 10% formolu s zpracovan standardnim procesem pro histopatologické hodnoceni.
Definice

Definitivni diagnéza IM a/nebo neopldzie byla stanovena, pokud byl nalez potvrzen pomoci obou
metod (biopsii i pCLE) a nebyly zadné diskrepance.
Perzistujici IM byla definovana jako ptitomnost IM u pacienta po Gspésné 1€cbe neoplazie a makroskopické
eradikaci BJ. Rekurentni metaplazie byla definovéana jako IM zjisténa u pacienta s diive potvrzenou kompletni

remisi intestinalni metaplazie v alesponi 2 po sobé nasledujicich endoskopiich.

53



4.4.5 Hlavni cile

V této studii jsme si stanovili tyto cile:

1. Porovnat pCLE a biopsie v diagnostice perzistujici/recidivujici IM a recidivujici neoplazie u pacientd po

endoskopické 1écbé BORN.

2. Posoudit senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativni prediktivni hodnotu pCLE pii detekci perzistentni/re-

kurentni IM a neoplazie s ohledem na definitivni diagnézu IM nebo neoplazie pred 1é¢bou pacienti.

3. Ur¢it pocet zlazek a poharkovych bunck detekovanych pomoci pCLE a standardnich biopsii, jelikoz pCLE

teoreticky disponuje vyhodou vySetieni vétsi oblasti sliznice jicnu v porovnani s odbérem biopsii.

4.4.6 Statisticka analyza

Prezentovana data jsou poCty a procenta, primeéry se standardnimi odchylkami a mediany s rozsahem.
Senzitivita, specificita, prediktivni hodnoty s 95% intervalem spolehlivosti k potvrzeni nebo vylouceni dia-
gnozy IM a neoplazie pomoci obou metod. Pro vypocet intervalu spolehlivosti byla pouZzita Clopper-Pearso-
nova metoda. Rozdily v proporcich skute¢nych negativ (specificnost) a pozitiv (senzitivita) a skute¢nych dia-
gnoz (diagnosticka presnost) byly testovany pouzitim McNemarsova testu. Celkova shoda mezi biopsiemi a
pCLE pfi diagnostice IM byla hodnocena pomoci Cohenova koeficientu kappa. Vzhledem k tomu, Ze diagnoza
recidivujici neoplazie se vyskytla pouze jednou, nebylo mozné tyto parametry vypocitat. Primérny pocet zlaz
a poharkovych bunck hodnocenych pomoci obou metod byl porovnan pouzitim Studentova #-testu, pficemz
hodnota <0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

Minimalni planovany pocet pacienti zahrnutych do studie byl 50 (kfizeny design, ocekavana diagnosticka

presnost biopsii 80 %, 95% CI: 65—90, p = 0,05; 80% sila studie).
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5 VYSLEDKY

5.1 1. PROJEKT

5.1.1 Charakteristika pacienti

V obdobi od ledna 2004 do biezna 2019 podstoupilo endoskopickou resekci ¢i endoskopickou sub-

mukozni disekci na naSem pracovisti celkové 191 pacienttl, z toho 65 jich splnilo kritéria k zatazeni do nasi

studie. Celkem 48 (74 %) pacientl mélo diagnostikovany ¢asny ,.high-risk“ AC a 17 (26 %) pacientli m¢lo

diagnostikovany ¢asny SCC.

Sedmnact pacientti melo T1la karcinom s jednim nebo vice rizikovymi faktory a 48 pacientd mélo T1b karci-

nom. Detailni ptehled vyskytu jednotlivych rizikovych faktord v nasem souboru je zndzornén v tabulce 3.

Charakteristika pacientli a demografické faktory jsou v tabulce 4.

Tabulka 3. Piehled histologickych rizikovych faktoru vztazenych k jednotlivym typtim nadoru.

Typ
Invaze tumoru G3-4 A+ L+ TCD3
tumoru

Tla(n=14) 11 1 5 6
T1b—sml (n=15) 6 1 2 3

AC (n=48)
T1b—sm2 (n=4) 3 2 3 2
Tlb —sm3 (n=15) 13 5 9 5
Tla(n=3) 2 0 1 1
Tlb—sml (n=1) 1 0 0 0

SCC (n=17)
T1b —sm2 (n = 6) 2 1 3 1
Tlb—sm3 (n=7) 5 3 4 1

X (n=65) 43/65 (66,2 %) | 13/65 (20 %) | 27/65 (41,5 %) | 19/65 (29,2 %)

Cisla charakterizuji vyskyt/po¢et daného rizikového faktoru vztazeného ke konkrétni hloubce invaze u ade-

nokarcinomu i spinocelularniho karcinomu. Procenta jsou souctem jednoho rizikového faktoru.

Zkratky: A+ - angioinvaze; AC — adenokarcinom; G — grading; L; - lymfangioinvaze; SCC — spinocelularni

karcinom; sm — submukoézni invaze; TCD — tumor cell dissociation, disociace nadorovych bunék
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Tabulka 4. Charakteristika pacienti a demografické faktory.

Faktor AC (n=48) SCC (n=17) Y (n = 65)
Pohlavi
Muzské 43 (89,6 %) 12 (70,6 %) 55 (84,6 %)
Zenské 5(10,4 %) 5(29.,4 %) 10 (15,4 %)
Median véku (rozmezi) 64,7 (35-87) 61,6 (35-77) 63,8 (35-87)
Pocet 1ézi a velikost
1 lozisko <2 cm 25 (52,1 %) 5(29.,4 %) 30 (46,2 %)
1 lozisko >2 cm 13 (27,1 %) 9 (52,9 %) 22 (33,9 %)
2 loziska 6 (12,5 %) 1(5,9 %) 7 (10,8 %)
Vice lozisek (multifokalni) 4 (8,3 %) 2 (11,8 %) 6 (9,2 %)
Lokalizace tumoru
Proximalni jicen - 7 (41,2 %) 7 (10,8 %)
Stfedni jicen 1(2,1 %) 5(29,4 %) 6 (9,2 %)
Distalni jicen 47 (97,9 %) 5(29.,4 %) 52 (80 %)

Zkratky: AC — adenokarcinom; SCC — spinocelularni karcinom

5.1.2  Vysledky chirurgické terapie a histopatologické hodnoceni

Celkem 30/65 (46 %) pacientii podstoupilo ezofagektomii s lymfadenektomii. Median doby od endo-
skopické resekce do ezofagektomie byl 2 mésice (rozsah 0-9). Delsi interval byl v n€kolika ptipadech zpiso-
ben potiebou zlepsit klinicky ¢i nutriéni stav pacientli pfed ndroénym opera¢nim vykonem. Zadnému pacien-
tovi nebyla pfed operaci podana neoadjuvantni terapie.

Komplikace spojené s operaci byly pozorovany u 43,3 % (13/30) operovanych pacientli. Tzv. 30denni morta-
lita souvisejici s vykonem piedstavovala 6,7 % (2/30). Jeden z téchto pacientl trpél syndromem septické

zanétlivé odpoveédi (SIRS) a druhy pacient zemiel po dehiscenci anastomézy. U dal§itho pacienta byl
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problémem leak v anastomoze, pro ktery byl nékolikrat reoperovan a zemiel 2 roky po vykonu na komplikace
dalSich operaci. Jeden z pacientd byl reoperovan nekolik dni po ezofagektomii pro chylothorax zptlisobeny
iatrogennim poranénim ductus thoracicus. Nejcastéjsi pozdni komplikaci po ezofagektomii byla postchirur-
gicka gastroparéza, ktera se vyskytla u 5 pacienti (16,5 %). Sten6za rezidualniho jicnu se vyvinula u dvou

pacienti (6,7 %). Dva pacienti byli pozdéji odeslani na plastickou chirurgii kvtili rozvoji kyly v jizvée.

Histopatologické vySetieni vzorkl z chirurgického resekatu jicnu odhalilo lokalni rezidua malignity u
33,3 % (10/30) operovanych pacientil, z toho v péti ptipadech byla invaze tumoru hlubsi nez invaze popsana
v endoskopickém resekatu. HGD byla popsana u 20 % (6/30) pacientt a LGD u 3,3 % (1/30). Ve 43,3 %
(13/30) vzorkl nebyla zastizena loziska karcinomu ani dysplazie, tudiz pfedchozi endoskopickou resekci/di-

sekci Ize povazovat za radikalni.

Celkem bylo resekovano, kompletné zpracovano a vyhodnoceno 622 lymfatickych uzlin (LU; obecné platny
protokol na vySetfovani sentinelovych LU pro jiné organy). Primérné bylo vySeteno 21 LU/1 pacienta (roz-
mezi 2—42 LU). Dva pacienti méli metastazy na urovni svételné mikroskopie ve 2/10 LU, respektive v 16/42
LU.

Po podrobné analyze mikrometastdz a izolovanych nadorovych bun¢k byli identifikovani dalsi 4 pacienti

s pozitivnimi LU (obrazek 8). Histopatologické charakteristiky téchto pacienti jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Histopatologické charakteristiky pacientii s metastizami, mikrometastidzami a izolovanymi

nadorovymi buiikami.

Pacient ¢. Vék Pohlavi Histopatologické charakteristiky
1. 74 muz AC, sm3, G3, TCD3, A+, L+
Metastazy
2. 70 muz AC, sml, G3, TCD3, A-, L-
3. 66 Zena AC, sm3, G3, TCD2, A+, L+
Mikrometastazy
4. 63 zena AC, sml, G3, TCD2, A-, L+
Izolované
nadorové buiiky 5. 68 muz AC, m4, G1, TCDI1, A-, L+
6. 62 zena SCC, sm2, G2, TCD1, A-, L-

Zkratky: A+ - angioinvaze; AC — adenokarcinom; G — grading; L; - lymfangioinvaze; SCC — spinocelularni
karcinom; sm — submukoézni invaze; TCD — tumor cell dissociation, disociace nadorovych bunék
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Pacient ¢. 5 byl jedinym pacientem v naSem souboru s tumorem T1a (slizni¢ni invaze) a moznym postizenim
LN. V resekatu jicnu vSak bylo nalezeno reziduum nadoru s hlubsi invazi, nez bylo hodnoceno v endosko-
pickém resekatu.

Median sledovani v této skupiné byl 24 mésicti (1-85). Mortalita souvisejici s nadorem ¢inila 3,3 % (1/30) —
tento pacient zemiel v disledku generalizace nadoru odhalené po vykonu. Celkova mortalita chirurgické
1éCby piedstavovala 11 % (4/30) a zahrnovala 1 generalizaci, 2 procedure-related imrti a 1 pozdni kompli-

kaci (komplikace dalSich nutnych operaci).

Obrazek 9. Pozitivni lymfatické uzliny vysetfené imunohistochemicky protilatkou CK AE1/3 — hnéda barva
predstavuje pozitivni zachyt.

A. Pozitivita izolovanych nadorovych bun¢k. B-D. Pozitivita mikrometastaz.

Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
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Pétileté preziti specifické pro onemocnéni (disease-specific survival) v této skuping ¢inilo 96,4 % (95 % CI
89,8—100). Celkové pétileté preziti dosahlo 86,7 % (95 % CI 75,3-99,7). Kaplan-Meierovy kiivky pieziti pro

chirurgicky i endoskopicky 1é¢ené pacienty lze nalézt na obrazku ¢. 10.
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Obrazek 10. Kaplan-Meierova krivka preziti.

Kftivka porovnava preziti pacientil 1é¢enych endoskopicky (nahote) a chirurgicky (dole) s ohledem
na pravdépodobnost pteziti a ukazuje delsi preziti pacientl v chirurgické skupin€. Tento rozdil je
dan i faktem, Ze vsichni pacienti nebyli referovani k ezofagektomii (komorbidity, odmitavy postoj).
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5.1.3 Vysledky endoskopické 1é€by

U 35 pacient s “high-risk” ¢asnym karcinomem jicnu (35/60) byla operace kontraindikovana nebo
radikalni chirurgicky vykon pacienti odmitli. Celkem 12 z 35 pacienti (34 %) 1é¢enych endoskopicky zemtelo
béhem sledovani. Mortalita souvisejici s nadorem byla pozorovana u 7 z nich (20 %) a byla pfimo spojena
s progresi zakladniho onemocnéni. Pri¢inami dalSich tmrti, ktera nesouvisela se zakladnim (sledovanym) one-
mocnénim, byly chronicka obstrukéni plicni nemoc (2/35; 5,7 %), non-Hodgkintiv lymfom (1/35; 2,9 %),
primarni karcinom plic (1/35; 2,9 %) a kardiogenni Sok zptisobeny akutnim infarktem myokardu (1/35; 2,9
%).

Ve srovnani s chirurgickou terapii nesouviselo zadné z umrti pacientd s endoskopickym vykonem. Téméf u
poloviny pacientii doslo k mirnému periproceduralnimu krvaceni, u kazdého z nich vSak bylo pomoci dostup-
nych endoskopickych metod tspésné dosazeno hemostdzy. U jednoho z pacientti se krvaceni objevilo znovu
nékolik hodin po vykonu a bylo nutné opakované provadét endoskopickou hemostazu. U jiného pacienta doslo
pti provadéni cirkularni ESD k drobné perforaci, ktera byla oSetfena klipem a vykon prob¢hl bez dalsich po-

zoruhodnosti. Béhem sezeni RFA ani APC nebyly pozorovany zadné komplikace.

Pocet post-proceduralnich komplikaci byl u pacientd lécenych pouze endoskopickymi modalitami relativné
nizky. Rozvoj stenozy jicnu jsme zaznamenali u dvou pacientll. Jedna z nich vznikla po provedeni cirkularni
ESD s drobnou perforaci, druha se rozvinula po tfech po sobé nasledujicich endoskopickych slizni¢nich re-

sekcich. Stenézy byly feSeny balénkovou a buziovou dilataci.

Median sledovani byl 38,5 mésice (4-88). U 28/35 (80 %) pacientli bylo dosazeno kompletni endo-
skopické remise. K dosazeni CER bylo potieba primérné 2,2 sezeni (1-7) endoskopické 1écby. U 14 (50 %) z
t&chto pacientil byla RFA pouzita k eradikaci rezidualni dysplastické nebo metaplastické sliznice. Ctyii paci-
enti (14,3 %) podstoupili adjuvantni onkologickou lécbu. U dvou z pacienti s CER byla pozdéji diagnostiko-
vana lokalni recidiva nasledovana generalizaci onemocnéni. U dalsich 3 pacientl byla generalizace diagnosti-

kovana nékolik mésicti po dosazeni CER. Primérna doba do recidivy/generalizace byla 23,5 mésice (5-38).

Nékolik pacientt, kteti nedosahli CER (7/35; 20 %), pokracovalo v paliativni 1é¢bé — predevsim s APC (2/7;
28,6 %), nebo byli 1é¢eni onkologicky (3/7; 42,9 %). K metastatickému rozsevu doslo v pribéhu sledovani u

4/7 (57,1 %) téchto pacientd.

Odhadovana mira Sletého preziti v endoskopické skuping byla 53,1 % (95 % CI: 35,6-79,3), nicmén¢ pieziti
specifické pro onemocnéni bylo 70,8 % (95 %CI: 52.5-95.6). Podrobné srovnani vysledkd hodnocenych u

endoskopické a chirurgické skupiny je v tabulce 7.
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Tabulka 7. Srovnani dlouhodobych vysledki endoskopické a chirurgické terapie.

Endoskopie (n = 35) Ezofagektomie (n = 30)
Median sledovani (mésice) 38,5 (4-88) 24 (1-85)
Celkova umrtnost (v§echny prifiny) 12 (34,3 %) 4 (13,3 %)
Tumor-related mortality 7 (20 %) 1(3,3 %)
Procedure-related mortality 0 (0 %) 2 (6,7 %)
Post-proceduralni komplikace 3 (8,6 %) 13 (43,3 %)
Dlouhodoba remise 22 (62,9 %) 26 (86,7 %)
Sleté celkové pieZiti 53,1 % (95% CI 35,6-79.3) 86,7 % (95% CI 75,3-99,7)
Sleté preziti specifické pro nemoc 70,8 % (95% CI, 52,5-95,6) 96,4 % (95% CI 89,8-100)

Zkratky: CI — confidence interval, interval spolehlivosti

5.1.4 Celkové hodnoceni endoskopické a chirurgické 1é¢by — metastazy do lymfatickych
uzlin, vzdalené metastazy, generalizace

U pacientl s AC doslo ke generalizaci nebo postizeni LU v 18,6 % (9/48) ptipadi, zatimco v ptipadé
SCC byla generalizace ¢i postiZeni uzlin v 35,3 % (6/17) ptipadd; p = 0,171. Disociace nadorovych bun¢k a
grading nadoru nesouvisely s agresivitou nadoru (TCD3: p = 0,292; G3-4: p = 0,991), stejné jako endosko-
pické charakteristiky pouzité v této studii — loZisko nadoru (p = 0,65), jeho lokalizaci a velikost (p = 0,568).
Naopak, invaze do krevnich ¢i lymfatickych cév vykazovaly statistickou vyznamnost z hlediska mozné sou-

vislosti s vyskytem generalizace onemocnéni (A+: p = 0,034; L+: p = 0,007).

U jednoho pacienta s Tla invazi u AC doslo k postizeni LU zjisténého pfi analyze mikrometastaz. U dalSich
16 pacientd s Tla karcinomem nebyla nalezena generalizace ani postizeni LU. Mezi 16 pacienty s invazi sm1
(15x AC, 1x SCC) doslo u 4 pacientt (25 %, vsichni s ptitomnymi dal$imi rizikovymi faktory) ke generali-
zaci/postizeni LU. Dalsi postizeni LU/vzdalené metastazy byly pozorovany u pacientli s touto charakteristikou:

2/10 (20 %) u sm2 invaze (oba SCC), 4/15 (26,7 %) u sm3 AC a 4/7 (57,1 %) u sm3 SCC.

Kompletni shrnuti generalizace a postizeni LU s ohledem na histopatologické charakteristiky je v tabulkach 8

ao.
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Tabulka 8. Kompletni prehled generalizace a postiZeni lymfatickych uzlin s ohledem na histopatolo-

gické charakteristiky.

Generalizace / postiZeni LU ) p hodnota
(vfetné mikrometastaz a INB) hodnota
AC SCC
Typ tumoru (typing) 18,6 % (9/48) 35,3 % (6/17) 23,1 % (15/65) 0,17
Invaze do lymfatickych cév 0,007

Negativni (L-) 6,9 % (2/29) 22,2 % (2/9) 10,5 % (4/38)

Pozitivni (L+) 36,8 % (7/19) 50 % (4/8) 40,7 % (11/27)

Invaze to krevnich cév 0,03

Negativni (A-) 12,8 % (5/39) 30,8 % (4/13) 17,3 % (9/52)

Pozitivni (A+) 44,4 % (4/9) 50 % (2/4) 46,2 % (6/13)
Diferenciace tumoru 0,99
Dobré/stredni (G1-2) 6,7 % (1/15) 14,3 % (1/7) 9,1 % (2/22)

Nizka 24,2 % (8/33) 50 % (5/10) 30,2 % (13/43)
TCD 0,29
TCD 0-2 12,5 % (4/32) 35,7 % (5/14) 19,6 % (9/46)
TCD 3 31,3 % (5/16) 33,3 % (1/3) 31,6 % (6/19)
pT tumoru 0,08
Tla 7,1 % (1/14) 0 % (0/3) 5,9 % (1/17)
T1b 23,5 % (8/34) 42,9 % (6/14) 29,2 % (14/48)
sml bez RF 0 % (0/9) - 0 % (0/9)
sml s RF 66,7 % (4/6) 0 % (0/1) 57,1 % (4/7)
sm2 0 % (0/4) 33,3 % (2/6) 20 % (2/10)
sm3 26,7 % (4/15) 57,1 % (4/7) 36,4 % (8/22)

Zkratky: A+ - angioinvaze; AC — adenokarcinom; G — grading; INB — izolované nadorové buiky;
L+ - lymfangioinvaze; RF — rizikovy faktor; SCC — spinocelularni karcinom; sm — submukézni invaze;
TCD — tumor cell dissociation, disociace nadorovych bunék
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Tabulka 9. Kompletni prehled generalizace a postiZeni lymfatickych uzlin s ohledem na endoskopické

charakteristiky.
Generalizace / postiZeni LU ¥ p hodnota
(véetné mikrometastaz a INB) hodnota
Velikost a charakter 1éze AC SCC 0,65
1 lozisko <2 cm 16 % (4/25) 40 % (2/5) 20 % (6/30)
1 lozisko >2 cm 23 % (3/13) 44,4 % (4/9) 31,8 % (7/22)
2 loziska 16,7 % (1/6) 0 % (0/1) 14,3 % (1/7)
Vice lozisek (multifokalni) 25 % (1/4) 0 % (0/2) 16,7 % (1/6)
Lokalizace v jicnu 0,57
proximalni jicen 28,6 % (2/7) 28,6 % (2/7)
stfedni jicen 0 % (0/1) 60 % (3/5) 50 % (3/6)
distalni jicen 19,2 % (9/47) 20 % (1/5) 19,2 % (10/52)

Zkratky: AC — adenokarcinom; INB — izolované nadorové bunky; SCC — spinocelularni karcinom

5.2 2. PROJEKT

5.2.1 Charakteristika pacienti a 1ézi

Celkem 126 pacientli podstoupilo endoskopii horniho zazivaciho traktu a nasledné bylo do studie za-
fazeno 87 pacientd s lézi jicnu. Ze studie bylo vytazeno celkem 49 pacientl z ditvodu nejednoznacné shody
v definitivni diagnéze mezi hodnoticimi patology a/nebo z diivodu nedostate¢né velikosti 1éze na mikrosko-
pické urovni, ¢imz se 1éze v imunohistochemickém prikazu vykrajela. Vékovy median pacientii byl 64 let
(rozmezi 31-89 let), muzi byli postizeni v 65,5 % (57/87) ptipadt. Vysettili jsme 87 1ézi jicnu (u kazdého
pacienta byla vySetiena 1 suspektni 1éze). Definitivni diagnoza byla stanovena histopatologicky z hematoxylin

eosinu s naslednou korelaci s imunohistochemickym prikazem p53.
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5.2.2 Definitivni diagnozy stanovené histopatologicky z hematoxylin eosinu

Celkove bylo vysetieno 87 1ézi (57 muzd, 30 zen), z toho 43 (49 %) s benigni 1ézi ¢i BJ (25 muzd, 18
zen), 12 (14 %) s low-grade dysplazii (8 muzl, 4 Zeny), 14 (16 %) s high-grade dysplazii (9 muzd, 5 Zzen) a 18

(21 %) s adenokarcinomem jicnu (15 muzi, 3 Zeny). Pfehled 1ézi je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10. Charakteristika 1ézi diagnostikovanych histopatologicky barvenim hematoxylin eosin.

Benigni 1éze a BJ LGD HGD AC Celkem
Muzi 25 8 9 15 57
Zeny 18 4 5 3 30
Celkem 43 (49 %) 12 (14 %) 14 (16 %) 18 (21 %) 87 (100 %)

Zkratky: AC —adenokarcinom; BJ — Barrettiv jicen; HGD — high-grade dysplazie; LGD — low-grade dysplazie

5.2.3 Vysledky imunohistochemického priikazu pS3

U 43 benignich 1ézi bez dysplazie a BJ byl pritkaz p53 u vétSiny z nich normalni, tj. byla prokdzana
tzv. wild-type exprese v IHC u 40 1ézi, (93 %; 40/43). Abnormalni/mutovany obraz byl zastizen u tii 1ézi (3/43;
7 %), z toho u 1 1éze bylo p53 IHC pozitivni a dvé 1éze byly negativni. U téchto tii pacientd byly 1éze hodno-
ceny na zakladé nalezu v HE jako léze bez dysplazie.
U 12 1ézi s LGD mélo 6 (50 %) wild-type obraz a 6 (50 %) 1ézi bylo p53 fokalné pozitivni (slabéji ve srovnani
s HGD). Zadna léze nebyla negativni.
U 14 1ézi s HGD méla 1 (7 %) wild-type obraz a 14 (93 %) 1ézi m¢lo mutovany obraz, vSechny byly difuzné
blokové siln& pozitivni. Zadna 1éze nebyla negativni.
Adenokarcinom: celkem bylo vySetieno 18 AC, vSechny mély abnormalni obraz, z toho 9 (50 %) bylo nega-
tivnich a dalSich 9 (50 %) bylo pozitivnich (2 byly pozitivni ve vétsin€ 1éze a 7 bylo difuzné pozitivnich). U
zadného AC nebyl nalezen wild-type obraz.

Detailni histopatologicky rozbor je uveden v tabulce 11. Ukazky typickych piikladii normalniho a abnormal-

niho (pozitivniho) obrazu jednotlivych 1€ézi jsou shrnuty na obrazku 11.
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Tabulka 11. Nalezy imunohistochemie p53 u jednotlivych lézi.

Normalni exprese Abnormalni exprese
Celkem
Wild-type Pozitivni Negativni
Benigni léze a 1(2,5 %) 2 (5 %)
40 (85 %) 43
BJ
3(7,5 %)
6 (15 %) 0(0 %)
LGD 6 (13 %) 12
6 (15 %)
13 (32,5 %) 0(0 %)
HGD 1(2 %) 14
13 (32,5 %)
9 (22,5 %) 9 (22,5 %)
AC 0 (0 %) 18
18 (45 %)
29 (72,5 %) 11 (27,5 %)
Celkem 47 (100 %) 87
40 (100 %)

Procenta jsou vztazena k jednomu typu exprese u vSech 1ézi, t.z. vyjadiuji procentualni zastoupeni jednotlivych
diagnéz k danému typu exprese, jelikoz 1éze byly mezi sebou statisticky srovnavany pravé v daném typu ex-
prese (napf. benigni léze a BJ vs. LGD u wild-type obrazu).

Zkratky: AC — adenokarcinom; BJ — Barrettiv jicen; HGD — high-grade dysplazie; LGD — low-grade dysplazie

5.2.4 Korelace imunohistochemického prikazu p53 s definitivni diagnézou z hematoxylin
eosinu

Normalni/nemutovany, tzv. wild-type obraz IHC pritkazu p53 byl pfitomen celkoveé u 47 1ézi (40x BJ,
6x LGD, 1x HGD, z&dna u AC). Abnormalni/mutovany, pozitivni exprese byla u 28 1ézi (1x BJ, 6x LGD, 13x
HGD a 9x AC), negativni u 11 1ézi (2x BJ, 9x AC). Dysplastické 1éze vykazovaly diagnosticky mutovany
obraz v 73 % piipadt. Pfitomnost normalniho nemutovaného, wild-type obrazu se li$i mezi jednotlivymi 1é-
zemi, p < 0,0001. Vysledky korelace IHC prukazu p53 s definitivni diagnézou stanovenou z HE nam ukazuji,
ze prukaz p53 nam mutze pomoci v odliSeni benignich 1ézi (zanétlivych, regenerativnich atypii a jinych) od
dysplastickych zmén, véetné LGD. Benigni 1éze bez dysplazie se lisily od LGD (p = 0,0114), od HGD
(» <0,0001)io0d AC (p < 0,0001). Intenzita prukazu p53 byla vyssi v ptipadé HGD stejné jako u LGD, statis-
tickd vyznamnost pro rozdil mezi LGD a HGD nebyla prokazana. Testovali jsme také odlisnost HGD od AC,
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kde rozdil rovnéz nebyl nalezen, coz oviem neni zasadni nebot’ v rutinni histopatologické praxi prave odliseni
téchto dvou 1ézi obvykle necini problémy a pak oba typy 1ézi jsou indikovany k endoskopické terapii.

Normalni/nemutovany, wild-type fenotyp maji nasledovné intervaly spolehlivosti: BJ a nedysplastické 1éze
(95% CI 85—100 %), LGD (95% CI 21-79 %), HGD (95% CI 0-21 %) a AC (95% CI 0—17 %). U 1ézi BJ,
HGD i AC procento abnormalniho/mutovaného obrazu nekoreluje s rozmezim intervalem spolehlivosti nemu-

tovaného obrazu, tudiz mliizeme fici, Ze u téchto 1ézi se 1isi abnormalni od normalniho wild-type obrazu.

Typ 1éze se mezi pohlavim v nasem souboru nelisi (p = 0,3052).

Obrazek 11. Korelace nalezu hematoxylin eosinu a imunohistochemického prikazu p53.

Leva polovina: A. Hematoxylin eosin; Dlazdicovy epitel a epitel typu zalude¢ni kardie bez dysplazie.
B. Imunohistochemicky prikaz p53, wild-type obraz.

Prava polovina: C. Hematoxylin eosin; High-grade dysplazie epitelu v terénu intestinalni metaplazie (neni na
fotografii zastizena). D. Imunohistochemicky prikaz p53 s difizni blokovou pozitivitou.

Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
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5.3 3. PROJEKT

5.3.1 Charakteristika pacientii a vykon

Celkové bylo do studie zafazeno 67 pacientil, median 65,4 let (rozmezi 35—84 let), s pfevahou muzi
77,6 % (52/67). Vysettili jsme 74 1ézi (53 1¢€zi jicnu a 21 1¢ézi zaludku). Definitivni diagnoza byla stanovena z
endoskopického resekatu v 70,3 % ptipadii (52/74 1ézi) a z biopsie na zaklad¢ konsenzu vice specializovanych
patologli v 28,4 % ptipadd (21/74 1ézi). U jednoho pacienta (1,3 %) byla definitivni diagnéza stanovena na
zakladé pCLE (pacient s pokrocilym SCC, pficemz ve standardni biopsii byla zachycena pouze nekroticka
tkan).

Definitivni nalezy pacientli jsou shrnuty v tabulce 12. Mezi benigni léze pattily zanétlivé, hyperplastické a
fundic gland polypy, gastricka intestinalni metaplazie, cylindrické a apokrinni metaplazie a tumor z granular-
nich bunék (v nasi studii byl nejspise poprvé v literatufe tumor z granularnich bunék zcela korelovan v pCLE

s histopatologickym obrazem, obrazek 14).

Tabulka 12. Charakteristika 1ézi vySetiovanych pCLE.

Jicen Zaludek
Benigni léze 17 11
Dysplastické 1éze 7 5
Maligni léze 29 5
Adenokarcinom 20 5
Spinoceluldrni karcinom 9 0
Celkovy pocet 1ézi 53 21

5.3.2 Diagnosticka presnost

pCLE diagndza byla spravna v 89,2 % (66/74) a nespravna v 10,8 % ptipadu (8/74), zatimco diagnoza
stanovena na zaklade klestové biopsie byla spravna v 85 % (57/67) a nespravna v 15 % ptipadt (10/67); p =
0,6. Detailni analyza neshod mezi biopsiemi a pCLE je zndzornéna v tabulce 14. pCLE potvrdila maligni dia-
gnozu v 88,2 % (30/34), zatimco biopsie ji potvrdily v 75,9 % ptipadt (22/29); p = 0,3. Dysplastické 1éze byly
spravné diagnostikované pomoci pCLE v 83 % (10/12) a v biopsiich ve 100 % ptipadi (10/10); p = 0,48.
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Diagnoza benignich 1ézi byla spravna v 92,8 % (26/28), zatimco v biopsiich v 89,2 % ptipadi (25/28); p = 1.
g

pCLE umoznila stanovit “spravnou” specifickou histopatologickou diagnozu v 90,9 % ptipadt (60/66).

Celkova diagnosticka ptesnost biopsii byla 85 % (95% CI 76-94 %) a pCLE 89 % (95% CI 79-96 %; p = 0,9).
Senzitivita a specificita v diagnostice malignich 1ézi byla 88,2 % (95% CI 72-97 %) a 92 % (95% CI 79-98
%) pro pCLE a 75,9 % (95% CI 56-89 %) a 100 % (95% CI 90-100 %) pro biopsie (p > 0,3). Pozitivni
prediktivni hodnota (PPV) a negativni prediktivni hodnota (NPV) k diagnostice (nebo k vylouceni) malignity
byly 90,9 % (95% CI 77-97 %) a 90 % (95% CI 78-96 %) pro pCLE a 100 % (95% CI 90-100 %) a 83,3 %
(95% CI 72-90 %) pro biopsie (p > 0,1). Senzitivita a specificita v diagnostice dysplazie byla 83,3 % (95% CI
81-98 %) a 93,5 % (95% CI 89—-100 %) pro pCLE a 100 % (95% CI 91-100 %) a 88,7 % (95% CI 73-93 %)
pro biopsie (p > 0,2). Definitivné, senzitivita a specificita pro diagnostiku benigni 1éze byla 92,9 % (95% CI
76,5-99,1 %) a 97,8 % (95% CI 88,5-99.,9 %) pro pCLE a 89,3 % (95% CI 72-97,7 %) a 94,9 % (95% CI 83—
99,4 %) u biopsii (p > 0,2).

Porovnani diagnostické piesnosti pCLE a standardnich biopsii, senzitivita, specificita, PPV i NPV diagnosti-
kovat/vyloucit maligni 1éze je zndzornéna v tabulce 13. Piiklady benignich a malignich 1ézi jsou zndzornény

na obrazcich 12—15.
Detailni rozbor v§ech nespravnych diagnéz stanovenych pomoci pCLE a biopsii je v tabulce 14.

Tabulka 13. Porovnani biopsii a pCLE.

Diagnosticka

> ¢ Senzitivita Specificita PPV NPV
pFresnos

Biopsie 85 % (76-94) 75,9 % (56-89) | 100 % (90-100) | 100 % (90-100) | 83,3 % (72-90)

pCLE 89 % (79-96) 88,2 % (72-97) | 92 % (79-98) | 90,9 % (77-97) | 90 % (78-96)

Diagnosticka ptesnost pCLE ve srovnani se standardnimi biopsiemi, senzitivita, specificita, PPV a NPV v
diagnostice (k potvrzeni a vylouceni) maligni 1éze. Hodnoty predstavuji procenta s 95% intervalem spolehli-
Vosti.

Zkratky: (PPV - Positive Predictive Value, pozitivni prediktivni hodnota; NPV - Negative Predictive

Value, negativni prediktivni hodnota)
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Obrazek 12. Shoda v diagnodze u pacienta s Barrettovym jicnem
(—> - poharkové bunky odp. intestinalni metaplazii). A. Standardni histopatologie, barveni alcianovou modii
s PAS reakci; B.C. pCLE.
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.
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Obrazek 13. Shoda v diagnéze wu pacienta s Barrettovym jicnem s high-grade dysplazii.

A. Standardni histopatologie, barveni hematoxylin eosin. 1. Nepravidelné zlazky. 2. Kulatd i nepravidelna

jadra; 2. pCLE. 1. Vétvené, nepravidelné zlazky. 2. Tmavé nepravidelné bunky.
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.
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Obriazek 14. Shoda v diagnéze u pacienta s tumorem z granularnich bunék, tzv. Abrikosoviv tumor.
A. Endoskopicky nalez (Sipka oznacuje 1€zi); B. Histopatologicky nélez v barveni hematoxylin eosin, 1. Struk-
tury tumoru; C. pCLE, 1. Struktury tumoru.
Zdroj: Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.

Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
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Obrazek 15. Neshoda v diagnoze - nespravné stanovena diagnéza v pCLE.
A. Standardni histopatologie v barveni hematoxylin eosinem znéazornuje chronickou aktivni gastritidu.
B. pCLE s nerovnym luminalnim povrchem s tmavymi buitkami nespravné¢ hodnocena jako dysplazie.
1. Zlazky; 2. Regenerativni zmény bunék (v pCLE imitujici dysplastické zmény).
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.

Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.
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Tabulka 14. Detailni analyza nespravné hodnocenych 1ézi v biopsiich a pCLE.

. Hodnoceni
Pacient Nespravné Definitivni B .
. , Organ Diivod
Sislo hodnoceno diagnoza
Bs pCLE
1. N S HGD AC J Maly vzorek v biopsii
2. N S HGD AC J Maly vzorek v biopsii
3. N N pCLE: LGD; AC J Morf. znaky karcinomu v
Bs: LGD hlubsich vrstvach
4, S N HGD AC J Nejednotna distribuce
karcinomu
5. X N nehodnoceno AC Z Nedostatecna kvalita videa
6. S N HGD + karcinom | Vyrazné aktivni 7 Cerné bunky, nerovné
in situ gastritida luminalni okraje
7. N S NET Apokrinni J Podobnost bunék - mtize
metaplazie imitovat NET
8. S N AC HGD J Nepravidelné okraje, tmavé
a izolované bunky
9. N S HGD Hyperplasticky Z Zanétlivé zmény mimiku-
polyp iici dysplazii
10. S N HGD Hyperplasticky J Nepravidelné luminalni
polyp okraje, Cerné bunky
11. N S Nekroticka tkan SCC J Nedostatecna velikost
se zanctem vzorku
12. N S LGD Hyperplasticky 7z Tmavé okraje mimikujici
polyp LGD
13. N S HGD AC 7z Nedostate¢ny biopticky ma-
terial
14. N N Bs: NET AC 4 Bs: Neuroendokrinni slozka
pCLE: benigni bvla isekem AC
15. N S HGD AC J Biopsie odebrany povr-
chové
16. S N AC LGD J Nepravidelny luminalni
okraj zlazek, tmavy epitel

Zkratky: AC — adenokarcinom; Bs - biopsie; HGD — high-grade dysplazie; J — jicen; LGD — low-grade
dysplazie; N — neshoda; NET - neuroendokrinni tumor; pCLE — probe-based konfokalni laserova
endomikroskopie; S — shoda; SCC — spinocelularni karcinom; Z — zaludek
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5.4 4. PROJEKT

5.4.1 Charakteristika pacienti

Celkoveé bylo do studie zafazeno 56 pacientt (8 zen, 48 muzi); zakladni charakteristiky jsou uvedeny

v tabulce 15. U jednoho pacienta se vyskytla nevyrazna alergicka reakce zpisobena fluoresceinem.

Tabulka 15. Charakteristika pacienti zaiazenych do studie.

LGD HGD AC
Pocet pacientit 24 (43 %) 12 21 %) 20 (36 %)
Primérny vék — roky (rozmezi) 62 (48-79) 68 (51-77) 68 (42-81)
Medi4n délky BJ — cm (rozmezi) 3 (1-10) 4(1-12) 1 (1-7)
Lécebné modality BORN:
ER nebo ESD 2(8,3 %) 1 (8,3 %) 6 (30 %)
ER/ESD + RFA 4(16,7 %) 7 (58,3 %) 14 (70 %)
RFA 18 (75 %) 4(33.3 %) 0(0 %)
Medié'ins;‘s’?c‘zv é';izg’ht)erapﬁ - 13 (4-65) 65 (4-97) 12 (4-66)

Zkratky: AC — adenokarcinom; BJ — Barrettv jicen; BORN — Barrett’s Oesophagus Related Neoplasia; ER —
endoskopicka resekce; ESD — endoskopicka submukoézni disekce; HGD — high-grade dysplazie; LGD — low-
grade dysplazie; RFA — radiofrekvencni ablace

5.4.2 pCLE a biopsie v diagnostice perzistentni/rekurentni IM

Celkové u 36 pacientt (64,3 %) nebyla IM detekovana v pCLE ani v biopsiich, zatimco 20 pacienti
(35,7 %) mélo perzistujici ¢i rekurentni IM. pCLE detekovala IM u vsech 20 pacientt (100 %), zatimco biopsie
u 17 pacientti (85 %). IM nebyla odhalena pomoci biopsii u Zadného pacienta, u kterého byla pCLE v hodno-

ceni IM negativni. IM se ve vSech piipadech vyskytla na makroskopicky normalni neo-Z linie.

5.4.3 pCLE a biopsie v diagnostice rekurentni neoplazie

Pouze u jednoho pacienta (1/56; 1,8 %) byla diagnostikovana recidivujici LGD pomoci pCLE, zatimco
histologicky nebyla zastizena. Tento pacient podstoupil Gspésnou terapii re-RFA (HALO 60). Jak bylo
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zminéno v oddilu statistické analyzy, nebylo mozné porovnat G¢innost biopsii a pCLE v diagnostice rekurentni

neoplazie, jelikoz se nevyskytly dalsi ptipady recidivy BORN.

5.4.4 Diagnosticka presnost

Senzitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodnota pCLE a biopsii se vyznamné¢ nelisily
a jsou uvedeny v tabulce 16. Shoda mezi pCLE a histopatologickou detekci IM byla 94,6 %. Cohens kappa
statistika ukazala témét dokonalou shodu mezi dvéma testy (0,88; 95% CI 0,747 - 1,000).

Tabulka 16. pCLE vs. biopsie v detekci IM po terapii BORN.

pCLE Biopsie p hodnota
Senzitivita 100 % (95% CI: 80—-100) 85 % (95% CI: 62,1-96,8) 0,25
Specificita 100 % (95% CI: 88—100) 100 % (95% CI: 88—100) 1
PPV 100 % (95% CI: 80-100) 100 % (95% CI: 77,1-100) 1
NPV 100 % (95% CI: 88—100) 92,3 % (95% CI: 78-98) 1
Diagnosticka pres- | 100 % (95% CI: 93,6-100) | 94,6 % (95% CI: 85,1-98.9) 0,25
nost
Shoda mezi pCLE 94.6 % 0,88
a histopatologii (95% CI:0.747-1.000)*

Zkratky: NPV — Negative Predictive Value, negativni prediktivni hodnota; pCLE — probe-based konfokalni
laserova endomikroskopie; PPV — Positive Predictive Value, pozitivni prediktivni hodnota

5.4.5 Analyza detekovanych Zlazek a poharkovych bunék

Celkove bylo odebrano 639 bioptickych vzorkt (8—12 vzorki na pacienta), z toho 195 biopsii 17 pa-
cientlim, u kterych byla IM detekovana biopticky. U téchto pacientl byla IM zachycena v 26 biopsiich (13 %),
zatimco 169 biopsii (87 %) IM nezachytilo. Navic u téchto 17 pacientl biopsie detekovaly 250 zlazek a 1407
poharkovych bunék, na druhou stranu pCLE 278 zlazek obsahujicich 1784 poharkovych bungk (tabulka 17).
Pomoci pCLE bylo detekovano vyznamné vice poharkovych bun€k (median 43 na pacienta, rozmezi 7-676) v

porovnani se standardnimi biopsiemi (median 12 na pacienta, rozmezi 3—659), p = 0,01.
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Tabulka 17. Porovnani poctu detekovanych Zlazek a poharkovych bunék v pCLE a biopsii.

pCLE Biopsie p hodnota
Pocet detekovanych Zlazek 278 250
Pocet Zlazek na 1 pacienta 8 (4-95) 3(1-87) 0,45
(median, rozsah)
Pocet detekovanych poharkovych 1784 1407
bunék
na 1 pacienta (median, rozsah)

Zkratky: pCLE — probe-based konfokalni laserova endomikroskopie

YT - - - 5 - -
oo N
. g - -

Obrazek 16. Shoda v detekci intestindlni metaplazie (poharkovych bunék) v biopsii a pCLE.
A. Standardni histopatologie v barveni hematoxylin eosin. B. pCLE.
1. Epitel zlazek. * Poharkové buniky (intestinalni metaplazie).
Zdroj: Marek Kollar, Pracovisté klinické a transplantacni patologie, IKEM, Praha.
Jan Martinek, Klinika hepatogastroenterologie, IKEM, Praha.

74



6 DISKUSE

6.1 1. PROJEKT

V nasi studii jsme provedli u pacientli s “high-risk” ¢asnym karcinomem jicnu porovnani endosko-
pické a chirurgické 1écby a stanovili jsme rizikové faktory generalizace a postizeni lymfatickych uzlin.

Zjistili jsme, ze endoskopicka terapie poskytuje slibné vysledky i v 1é€be pacientii s “high-risk” ¢as-
nym karcinomem jicnu, ktery je v soucasnosti povazovan za jednoznacnou indikaci k chirurgické 1écbe, je-1i
tato mozna. Celkem 80 % pacientd 1éCenych endoskopicky dosahlo kompletni endoskopické remise. Za vy-
lécené pacienty mizeme povazovat ty, ktefi dosahli dlouhodobé remise, coz bylo 62,9 % pacientd 1é¢enych
pouze endoskopicky a 86,7 % léCenych chirurgicky. Nutno dodat, Ze ve skupiné pacienti 1écenych pouze
endoskopicky byli i jednoznaéni kandidati k ezofagektomii, kterou kviili zavaznym komorbiditam nebo odmi-
tavému postoji k chirurgii nepodstoupili. Tento fakt je zodpovédny za ,,horsi* vysledky endoskopické 1écby
ve smyslu krat$iho preziti, a tudiz vys$si mortality. Dillezité je se na tyto vysledky podivat z jiné stranky — az
u 43,3 % pacientll, ktefi podstoupili ezofagektomii, byla endoskopicka 1é¢ba dostatecna a kurativni, jelikoz
detailni histopatologické vysetfeni resekatu nezastihlo rezidua malignity v jicnu a v LU nebyly detekovany
metastazy, mikrometastazy ¢i izolované nadorové burnky.
U pacientq, kteti podstoupili chirurgickou 1é€bu, byla v definitivnim chirurgickém resekatu u 33,3 % zastiZzena
lokalni rezidua malignity. U vétSiny téchto pacientil jsme tento nalez ocekavali, jelikoz 1éze nebyla endosko-
picky vzhledem k pokrocilosti odstranéna kompletné, tj. histopatologie endoskopického resekatu ukazala R1
resekci. Navic v péti piipadech byla skute¢na invaze tumoru hlubsi nez invaze popsana v endoskopickém
resekatu. Tento fenomén lze vysvétlit nékolika zpiisoby: 1) mohlo jit o “podhodnoceni” hloubky invaze; 2)
skutecna hloubka invaze v definitivnim chirurgickém resekatu nemusela byt v endoskopickém resekatu pfi-
tomna a tudiz nebyla hodnocena; 3) vyvojem dané 1éze v Case, zejména u pacientd, u kterych nebylo dosazeno
RO resekce nebo u kterych byl delsi ¢asovy interval mezi endoskopii a ezofagektomii. Z uvedeného vyplyva,
ze pacienti, u kterych nebyl endoskopicky karcinom odstranén kompletné (R1 resekce) a nemaji kontraindi-

kace k chirurgii, maji byt indikovani k ezofagektomii.

Nevyhodou ezofagektomie je jeji relativné vysoka mortalita a morbidita. Finks JF a kol. provedli stu-
dii, kde stanovili mortalitu po ezofagektomii v pritbéhu 10 let ve dvouletych intervalech na 10 %, 10,8 %,
10 %, 9,2 % a 8,9 % (Finks JF. et al., 2011). Pro srovnani, nejvyssi zjisténé hodnoty mortality dalSich riziko-
vych operaci byly 7,3 % u pankreatektomie, 5,3 % u resekce plic a 4,3 % u cystektomie. Tato data jednoznacné
poukazuji na zavaznost a miru rizika ezofagektomie. Mortalita navic stoupa u pacientl s vyraznéjs$imi komor-
tami byla az 18 % (Asti E. et al., 2018). V nasem souboru byla mortalita ve srovnani se zminénymi studiemi
nizsi, 6,7 % (2/30). Nicmén¢ celkova mortalita v chirurgické skupin€ asociovana s vykonem byla 11 %. Nutno

dodat, Ze jeden pacient zemiel na dehiscenci anastomozy, pficemz v chirurgickém resekatu nebyla zastizena
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rezidua karcinomu a LU byly negativni véetné prikazu mikrometastaz a izolovanych nadorovych buné¢k (en-
doskopicka resekce byla tedy kurativni). Niz§i mortalita ezofagektomie v nasem souboru miize byt dana dvémi
faktory. Za prvé, viichni pacienti byli operovani v centru s nejvétsi zkusenosti s resekcemi jicnu v Ceské re-
publice, a za druhé, pacienti s vyznamnymi komorbiditami byli 1é¢eni endoskopicky a chirurgickou lécbu

nepodstoupili.

Dale jsme v nasi studii provedli detailni analyzu postizeni LU ¢i generalizace u pacientt s “high-risk”
karcinomy jicnu. Pfesné vysledky jsou velmi cenné, jelikoz hranice endoskopické 1é€by jsou urceny na zaklade
rizika postizeni lymfatickych uzlin. Metastazy v LU ¢i generalizace byly zastizeny u 25 % (4/16) pacientt s
karcinomem s sml invazi. U vSech téchto pacientli byl diagnostikovan karcinom s rizikovymi faktory. Na
druhou stranu, zadny z pacientii s sm1 karcinomem bez rizikovych faktorti nemél metastazy ¢i mikrometastazy
v LU ani generalizaci. Manner a kol. (Manner H. et al., 2013) publikovali analyzu metastatické¢ho postizeni
LU u pacientt s karcinomem se submukoézni invazi. Ukazali, Ze metastazy byly zastizeny ve 2 % LU s, low-
risk“ sm1 AC, v9 % LU s ,,high-risk“ sm1 AC a v 8,3 % u ,,Jow-risk” sm2 AC. Na zaklad¢ téchto vysledki
usuzovali, Ze u pacientl s ,,Jow-risk sm1 karcinomy by mohla byt endoskopicka lécba vhodnou alternativou
k ezofagektomii. Vyznamny rozdil v procentu postizeni mezi naSimi studiemi miize byt dan zejména rozdilnou
metodikou. Za prvé, studie provedena Mannerem a kol. detekovala v LU ,,pouze” pfitomnost metastaz, za-
timco nase studie hodnotila ve vSech LU i mikrometastazy a izolované nadorové bunky vcetné imunohisto-
chemického prikazu, coz umoziuje nepochybné piesnéjsi zachyt malignich struktur. Za druhé, az 74 % paci-
entll v sérii publikované Mannerem podstoupilo ezofagektomii, takze riziko metastaz bylo nizsi. Za tteti, or-
ganove a uzlinové metastazy detekovali pomoci endoskopické ultrasonografie (sami to povazovali za nedosta-
tek jejich studie), zatimco v nasi studii bylo provedeno kontrolni vySetieni CT hrudniku i bficha, které ma
vyssi citlivost v detekci metastaz.

Metastazy v LU ¢i generalizace byly v naSem souboru zastizeny u karcinomu s sm2 invazi ve 20 % a
u sm3 invaze ve 36,4 %. Vyssi procento pozitivnich uzlin bylo pochopitelné ocekévano. Zajimavym faktem
mize byt nepomér u pacientl s sml invazi s rizikovymi faktory, ktery pfedstavoval 57,1 %. To muze byt
pravdépodobné zplisobeno az 3x niz§im poctem pacientli s sml karcinomem ve srovnani se skupinou s sm3
karcinomy. Vyssi procento postizeni LU koreluje s invazi nddoru do hlubs$ich partii submukozy. Teoreticky
by se to dalo vysvétlit vétsim poctem lymfatickych cév a/nebo vét§im primérem jejich lumin v hlubsich vrst-
vach submukoézy, coz by umoznovalo snadngjsi prortstani nadorovych elementd do stény cév a pak nasledné
metastazovani do LU.

Otazkou je, jaky je skute¢ny prognosticky vyznam mikrometastaz a izolovanych nadorovych bunék.
Zadny z pacientii, u nichz byly detekovany mikrometastazy, nezemiel. Na druhou stranu nemfizeme spolehlivé
predikovat vyvoj téchto lozisek v lymfatickych uzlinach v €ase. Teoreticky by velmi pravdépodobné doslo ke
zvétSeni lozisek z mikrometastatického na metastaticky a tim by se zhorSovala i prognéza pacienta. Problema-
tika mikrometastdz ma také etickou stranku véci. Ma byt pacient o zjiSténi mikrometastazy ¢i izolovanych

nadorovych bunék informovan?
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Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme provedli detailni analyzu histopatologickych prediktivnich faktort
ve vztahu k metastazam do LU a generalizaci. Za jediny statisticky vyznamny negativni prediktivni faktor lze
povazovat pouze angioinvazi a lymfangioinvazi. Tento fakt se pochopiteln¢ nabizi jako logické vysvétleni
progrese v sekvenci karcinom -> lymfangioinvaze a/nebo angioinvaze -> metastatické postizeni LU a/nebo
postizeni organt. Je zajimavé, ze s angio/lymfangioinvazi nekoreloval napt. hor$i grading tumoru ¢i vyssi
disociace nadorovych bunék. Na druhou stranu, absence lymfangioinvaze ¢i angioinvaze zcela neeliminuje
riziko metastatického postizeni. V naSem souboru tomu nasvédcuje fakt prokazané mikrometastazy u pacienta,
kde nebyla lymfangioinvaze detekovana. Tato situace miize byt zdlivodnéna nésledovné. Na prvnim miste se
nabizi vysvétleni, Ze kazda metoda ma urcité limity a ani v pfipad€ kompletniho zpracovani vzorku by nebyla
vySetiena celd tkan. Dalsim vysvétlenim by mohla byt situace, ze angioinvaze nebyla zastiZzena, ale neni mozné
vyloucit pfitomnost cirkulujicich naddorovych bunék, ze kterych mohou vznikat metastazy. Obdobné zavéry
publikovali také Boys a kol. a Nentwitch a kol. (Boys JA. et al., 2016) (Nentwich MF. et al., 2014). V jejich
souborech predstavovala lymfangioinvaze nejdilezitéjsi rizikovy faktor metastazovani do LU. Boys a kol. také
naznacili, Ze metastaticky potencial mize zaviset na mnozstvi rizikovych faktor. V ptipadé koincidence 3
rizikovych faktord (G3-4, L+ a hloubka invaze > 500 pm) mélo 50 % pacientl metastazy v LU. Tento fakt
jsme retrospektivné analyzovali v naSem souboru a dosli jsme ke stejnému vysledku, a to i v piipadé, Ze jsme
rizikové faktory definovali odlisn¢ (G3-4, L+, A+, TCD3). Pokud byly u pacienta pfitomny vSechny ctyfi

rizikové faktory, az u 57,1 % byla zastizena generalizace nebo metastazy do LU.

Na zéakladé vysledkti porovnani obou 1é¢ebnych modalit usuzujeme, Ze u pacientt, u kterych je kon-
traindikovana ezofagektomie, mize byt endoskopicka resekce povazovana za vhodnou terapeutickou alterna-

tivu.

Nase studie ma nékolik nedostatkli. Za prvé, do studie byl zatazen nizsi pocet pacientd. Za druhé se
jedna o retrospektivni analyzu, pfestoze je zaloZena na prospektivnim sbéru dat. Za tfeti, endoskopicky byli
léCeni 1 pacienti, u kterych byla vzhledem k pokrocilosti karcinomu jednoznacné preferovana ezofagektomie,
coz nepochybné pfispélo ke zhorseni vysledki endoskopické 1écby. Jedin€ multicentrické prospektivni rando-
mizovana studie mize jednoznacn¢ odpovédet na otazku, jak pokrocily ¢asny karcinom jicnu je jesté fesitelny

endoskopicky.

Na druhou stranu, studie ma i silné stranky. Tou zasadni je, Ze byla provedena detailni analyza lymfa-
tickych uzlin. Vétsina studii, které hodnotily riziko postizeni LU histopatologicky, detekovala pouze me-

tastazy, kdezto nase studie analyzovala i pfitomnost mikrometastaz a izolovanych nadorovych bunék.

Zavérem lze shrnout, Ze endoskopicka terapie miiZe byt vhodnou alternativou 1é¢by “high-risk”

karcinomi jicnu u pacienti, a to nejenom u téch, ktef'i nemohou podstoupit ezofagektomii. Pacienti s
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R1 resekei by méli byt referovani k chirurgii. Angioinvaze a lymfangioinvaze jsou statisticky vyznam-

nymi rizikovymi faktory v progresi ¢asnych karcinomi jicnu.

6.2 2. PROJEKT

V nasi studii jsme porovnavali a korelovali nalezy imunohistochemického prikazu p53 s definitivni
diagnézou stanovenou z hematoxylin eosinu v diagnostice benignich, dysplastickych i malignich 1ézi sliznice
jicnu. Zjistili jsme, ze pouziti IHC prikazu p53 mtize byt v ur¢itych indikacich spolehlivou pomocnou meto-
dou v diagnostice 1ézi jicnu. p53 je vhodnym pomocnym imunohistochemickym markerem k odliseni benig-
nich (napf. reaktivnich) a dysplastickych 1¢zi, a to jak u LGD (p = 0,0114), tak i HGD (p < 0,0001). Prikaz
p53 ale neni spolehlivy v odliSeni stupné dysplazie. Diagnostika AC necini obvykle problémy, proto marker
p53 v diagnostice karcinomd jicnu neni standardn€ uzivan, nicméné v nasi studii byl proveden ke zjisténi pro-
centa mutovanych a nemutovanych fenotypti u karcinomu. U vsech pacienti s AC byl zastizen pouze muto-

vany fenotyp p53.

Design nasi studie byl odli$ny ve srovnani s mnohymi jinymi studiemi zabyvajicimi se vyznamem p53
v diagnostice 1ézi jicnu. VEtsi Cast studii stanovovala prikaz p53 v ptipadech, kde nebyla diagnéza na turovni
HE jednoznacné a prikaz p53 byl povazovéan za smérodatny (Januszewicz W. et al., 2022). Nejprve vyhodno-
tili vzorky z HE a u nejasnych piipada byl pouzity IHC prikaz p53 a definitivni diagndza byla stanovena s

velkym ohledem na vysledek p53. Tento postup je pouzivan zcela bézné v rutinni histopatologické diagnostice.

Metodika nasi studie byla v podstaté reverzni. Definitivni diagn6za byla stanovena nejprve z HE na zakladé
jednoznac¢nych morfologickych a cytologickych znakli nezavisle dvémi specializovanymi gastrointestinalnimi
patology. U vSech vzorkt, kde byla jednoznac¢na shoda, jsme nasledné provedli prikkaz p53. Léze, u kterych
nebyla diagnosticka shoda mezi patology nebo se v imunohistochemickém prikazu vykrajely, byly ze studie
vyfazeny. Cilem tohoto reverzniho piistupu bylo stanovit spolehlivost priikazu p53 v jednotlivych indikacich

a zpusob, jak by mél byt nalez patologem interpretovan.

Kaye PV a kol. provedli studii, kde ukazali, Ze p53 je vhodnym pomocnym markerem pro rutinni
pouziti v diagnostice dysplastickych 1ézi a jejich odliSeni od nedysplastickych. Nicméné, uvedli, ze p53 spo-
lehlivé nedokazala odlisit LGD léze od HGD 1ézi, a proto doporucuji zjednoduseni diagnozy tykajici se
dysplastickych zmén na ,,pfitomnou*, ,,neurcitou’ a ,,neptitomnou‘ (Kaye PV. et al., 2016). V podstate k stej-
nym vysledklim jsme dospéli také. NaSe analyza ukazala, ze prikaz p53 je vhodnym pomocnym imunohisto-
chemickym markerem k odliSeni benignich/nedysplastickych a dysplastickych 1ézi a to jak u LGD
(p = 0,0114), tak i HGD (p < 0,0001). Odliseni HGD a nedysplastickych, zejména reaktivnich 1ézi obvykle
v praxi necini potize. Naopak odliseni LGD od reaktivnich 1ézi jicnu je jednim z nejcastéjSich problému v kli-
nické praxi v oblasti onemocnéni jicnu, jak ukazala napiiklad prace autorti z Nizozemska, kde pouze
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27 % pacientti m¢lo ve druhém expertnim ¢teni potvrzenou LGD v terénu BJ (Duits LC. et al., 2015). Prave
v téchto indikacich je pfinos stanoveni p53. Nase vysledky potvrzuji, Ze p53 nedokaze spolehlivé odlisit LGD
a HGD.

Dalsim cilem jejich studie bylo porovnani spolehlivosti interpretace v diagnostice dysplazie. Uk4azali, Ze inter-
pretace p53 je spolehlivéjsi nez diagnostika dysplazie z bézného histopatologického vySetieni pti barveni HE,
avSak za podminky tréninku. Tato otazka nebyla v nasi studii cilené zkoumana, nicméné na zaklad€ naSich
vysledk (napt. normalni wild-type obrazu u HGD) mtizeme usuzovat na uznavanou ,,poucku” v patologické

komunité: ,,V pfipad¢, ze nalez v IHC nekoreluje s ndlezem v hematoxylinu eosinu, je rozumné fidit se/upied-

nostnit morfologii (architektonické a cytologické zmény) v hematoxylin eosinu.*

Nékolik studii ukazalo, ze abnormalni fenotyp p53 identifikuje pacienty s BJ s vy$sim rizikem pro-
grese i u téch, ktefi v dob¢ diagnozy neméli v biopsii zastizeny dysplastické zmény (Redston M. et al., 2022)
(Tokuyama M. et al., 2020). V nasi studii jsme zachytili jednoho pacienta, ktery mél diagnostikovany BJ bez
dysplazie, ale pritkaz p53 byl pozitivni a v pribéhu 5 let se u néj vyvinula low-grade dysplazie, tudiz abnor-
malni/mutovany fenotyp p53 muize byt dilezitym prognostickym faktorem i pfi nepfitomnosti dysplazie. Jeden
ze dvou pacientt, u kterych bylo p53 negativni, byl v minulosti endoskopicky lé¢en pro AC jicnu a v souCasné
biopsii dysplazie zastizena nebyla. V obou pfipadech se jednalo o abnormalni/mutovany fenotyp. Kastelein F.
a kol. analyzovali biopsie 635 pacientil v prospektivni kohort¢ a stanovili imunohistochemicky expresi pro-
teinu p53 (Kastelein F. et al., 2013). Dospéli k zavéru, Ze pozitivni prediktivni hodnota pro neoplastickou 1ézi
se zvysila z 15 % s diagnostikovanou LGD na 33 % v pfipad¢ soucasné aberantni exprese p53. Na zakladé
téchto vysledkt dospéli k zaveru, ze aberantni exprese proteinu p53 je spojena se zvySenym rizikem progrese
neoplastickych 1ézi u pacienti s BJ a zda se byt vhodnéj$im prediktorem progrese nez histologicka diagnoza

LGD.

Do nasi studie bylo zatazeno 18 pacienti s AC, u kterych jsme ve 100 % pozorovali abnormalni feno-
typ. V 50 % ptedstavoval nulovy (negativni) fenotyp a v 50 % pozitivni.
Na zéklad¢ vyse zminénych nalezl (abnormalni fenotyp u dysplastickych 1ézi a u AC) Ize usuzovat, Zze mole-

kulérné-genetické zmeény jsou ptitomné jiz u pacientl s dysplastickymi lézemi.

Nase studie ma nékolik nedostatkll. Za prvé, nizsi celkovy pocet 1ézi zahrnutych do studie a zejména
nizsi pocet dysplastickych 1€zi, coz je zptisobeno faktem, ze tyto zmény byly Castokrat pouze fokalni a v pri-
kazu p53 jiz nebyly zastizeny. Za druhé, do studie byly zahrnuty vzorky ziskané klestovymi biopsiemi i vzorky
z endoskopickych resekatt (ER ¢i ESD) a nalezy v p53 nebyly mezi sebou srovnavany. Za tfeti, nebylo mozné
spolehlivé stanovit vyznam p53 v progresi 1ézi, jelikoz pouze u jednoho z pacientii byla nalezena progrese

z 1éze bez dysplazie do dysplastické.

Zavérem lze Fict, Ze imunohistochemicky prikaz p53 je vhodnou pomocnou metodou v diagnos-
tice 1ézi jicnu. Je vhodnou dopliikovou metodou v odliSeni dysplastickych a nedysplastickych lézi. V p¥i-

padé silné blokové pozitivity prikaz p53 koreluje s nalezem HGD, nicméné odliSeni LGD od HGD neni
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presvédcivé. Pouziti pS3 by mélo predejit nespravné diagnéze, zejména ve smyslu nadhodnoceni léze.
Zcela klicova je znalost odliSného piistupu hodnoceni ve srovnani s jinymi imunohistochemickymi pri-
kazy, ktery hodnotime jako normalni/nemutovany, tzv. wild-type obraz a abnormalni/mutovany. Pru-
kaz p53 je dilezity v stanoveni rizika progrese 1ézi jicnu. Nespornou vyhodou pouziti p53 je jeho do-

stupnost (nizka cena) a rychlost zhotoveni.

6.3 3. PROJEKT

V nasi prospektivni studii jsme porovnavali diagnostickou ptesnost pCLE vs. biopsie u pacientil s
viditelnymi lézemi sliznice jicnu a zaludku. Zjistili jsme, Ze obé metody maji vynikajici diagnostickou presnost
(89 % pro pCLE vs. 85 % pro biopsie) s uspokojivou senzitivitou a specificitou diagnostikovat maligni,
dysplastické a benigni 1éze. Biopsie je povaZovana za zlaty standard v histopatologické diagnostice u pacientti
s gastrointestinalni patologii. Diagn6za zaloZzena na biopsiich je povazovana za spolehlivou, ale ne dokonalou.
Naptiklad probihaji kontroverze o diagnostické piesnosti biopsii v detekci dysplazie nizkého stupné€ u pacientii
s BJ (LGD je casto nadhodnocena) (Duits LC. et al., 2015). Ani biopsie z viditelné 1éze nejsou dostate¢né
presné, aby poskytly spolehlivou diagnézu. Dvé studie ukézaly, Ze definitivni diagn6za znacného poctu vidi-
telnych neoplastickych 1ézi musela byt zménéna po zhodnoceni vzorkd z ER (Stefanova M. et al., 2013)
(Pailoor K. et al., 2013). V této studii ukazaly biopsie trend sniZzené citlivosti k diagnostice malignity (76 %).
Ve vétsing nespravné diagnostikovanych ptipada biopsie odhalily dysplazii nebo nekrotickou tkan. Byly tedy
vyvinuty a testovany nové diagnostické pfistupy s cilem zlepsit detekci 1ézi i diagnostickou piesnost. pCLE
predstavuje relativné novou metodu umoziujici ,,virtualni” mikroskopickou diagnostiku. Existuje nékolik di-
vodd, pro¢ miize byt pCLE uziteCnym nastrojem, ktery mtize za ur¢itych okolnosti nahradit standardni tech-
niky odbéru vzorka tkani. Za prvé, mize poskytnout rychlou diagnézu. Za druhé, neni nutny zadny odbér
tkan¢ (a proto u pacientti s antikoagulancii nehrozi Zddné riziko nezadoucich uc¢ink, jako je krvaceni). Za treti,
sonda miize zkoumat vyrazn¢ veétsi oblast ve srovnani s biopsii. Za ctvrté, pCLE mutize vyhodnotit vyskoleny
endoskopista. Konecné, po pCLE nedochazi k zddnému jizveni a je dobfe znamo, Ze biopsie by nemély byt
odebirany z plochych kolorektalnich 1ézi (jizveni ztéZzuje naslednou endoskopickou resekei). Pouziti pCLE
miZe navic i zabranit zbytné endoskopické resekci 1€zi, které nejsou indikovany k endoskopickému odstranéni

(napf. tuberkul6za, lymfom).

pCLE muize byt akceptovana jako standardni metoda, pokud spliiuje urcita kritéria. ASGE (American
Society for Gastrointestinal Endoscopy) navrhla prahové hodnoty vykonu v dokumentu Preservation and In-
corporation of Valuable Endoscopic Innovations (PIVI), kter¢ jsou definovany jako a) zobrazovaci technologie
s cilenymi biopsiemi, ktera by méla mit senzitivitu na pacienta > 90 % a negativni prediktivni hodnota > 98 %

pro detekci HGD nebo ¢asného AC u pacientl s BJ ve srovnani se sou¢asnym standardnim protokolem a b)

80



zobrazovaci technologie, ktera by méla mit dostatecné vysokou specificitu (80 %), aby umoznila snizeni poctu

biopsii (Sharma P. et al., 2012).

V nasi studii nebyla kritéria PIVI pro pCLE splnéna, protoze senzitivita byla 88 % a negativni prediktivni
hodnota 92 %. Nicméné hodnoty zjisténé v nasi studii lze povazovat za uspokojivé, protoze ani standardni
biopsie nedosahly prahovych hodnot a nase léze zahrnovaly oba typy karcinomu jicnu a také karcinom Za-
ludku. Nékolik studii ukazalo, ze pCLE miZe poskytnout srovnatelnou nebo dokonce lepsi diagnostickou ptes-
nost ve srovnani se standardnimi biopsiemi u pacienti s AC jicnu (Sharma P. et al., 2011) (Kiesslich R. et al.,
2006) (Pohl H. et al., 2008), SCC jicnu (Pech O. et al., 2008) (Huang J. et al., 2015) nebo AC zaludku (Li WB.
etal., 2011).

VétSina studii hodnoticich roli pCLE v detekci HGD/AC u pacientli s BJ zkoumala, jestli pfidani
pCLE k jinym diagnostickym metodam muiZe snizit po¢et nahodnych biopsii. Sharma a kol. zjistili, Ze kombi-
nace narrow band imaging s vysoko-rozliSovaci endoskopii s bilym svétlem a s pCLE vedla k vynikajici sen-
zitiviteé (100 %) v diagnostice AC jicnu a/nebo HGD, a proto bylo mozné vyhnout se biopsiim u 60 % pacient,
pokud byly vSechny tfi metody negativni (Sharma P. et al., 2011). Bertani a kol. prokazali senzitivitu, specifi-
citu, pozitivni a negativni prediktivni hodnotu pCLE 100 %, 83 %, 67 % a 100 % pro detekci dysplazie u
pacientd s BJ (Bertani H. et al., 2013).

Jedna dilezita prospektivni studie zkoumala, zda by pCLE mohla nahradit biopsie pii endoskopii u
pacientd s BJ. Celkove analyzovali 670 part biopsii a videosekvenci pCLE, pficemz neoplazie byla histolo-
gicky diagnostikovana u 8,3 %. Specificita a negativni prediktivni hodnota pCLE pfi vylouceni neoplazie byly
97 %, resp. 93 %. Jak pozitivni prediktivni hodnota, tak citlivost byly spise nizké (46 % a 28 %). Autoii dospéli
k zavéru, ze pCLE lze povazovat za non-inferiorni k endoskopickym biopsiim k vylouceni neoplazie, ale ne-
mize nahradit standardni biopsie kvili nizké pozitivni prediktivni hodnot¢ a senzitivité (Bajbouj M. et al.,

2010).

Nase studie prokazala, ze u pacientti s BJ a s viditelnou 1ézi poskytuje pCLE ve vétsing pripadd spo-
lehlivou diagnézu HGD/AC. pCLE nediagnostikovala spravné¢ AC jicnu u 2/20 pacientli, zatimco biopsie se
zmylily u 6/20 pacientl. U pacientti s BJ (bez viditelné 1éze) spociva potencidlni uzitecnost pCLE ve zlepSeni
diagnostické vytéznosti dysplazie a ve snizeni celkového poctu biopsii. U pacientt s viditelnou 1ézi poskytuje

pCLE srovnatelné vysledky s biopsii.

pCLE se zda byt spolehliva v diagnostice SCC jicnu. Pech a kol. prokéazali vynikajici ptesnost pCLE
v diagnostice histologicky prokazaného SCC u 27 pacientd, jelikoz vSechny 1éze byly spravné diagnostikovany
dvéma endoskopisty (Pech O. et al., 2008). V jiné studii byla senzitivita, specificita a diagnosticka pfesnost
pCLE u pacientti se SCC > 90 % (Guo J. et al., 2015). V nasi studii jsme vysetfili 9 pacientti se SCC a u v§ech
byl spravné diagnostikovan pomoci pCLE, zatimco biopsie nedokéazaly SCC diagnostikovat spravné u jednoho
pacienta, jelikoz byla zachycena pouze nekroticka tkan bez vitalnich malignich nadorovych bunék. Nasledujici

uspésna chemoradioterapie byla podana pouze na zaklad¢ vysledk pCLE.
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pCLE se zda byt spolehliva také v diagnostice zalude¢nich 1ézi. V metaanalyze 23 studii byla souhrnna
senzitivita a specificita pro spravnou diagnézu zalude¢niho AC 91 % (95% CI 88—94 %) a 99 % (95% CI 99—
99 %). V nasi studii mélo pét pacientl zaludecni AC. Biopsie i pCLE nediagnostikovaly spravné karcinom
zaludku u dvou pacientt (tabulka 14). Jeden pfipad nespravné diagnozy pCLE byl zptisobem $patnou kvalitou

obrazu.

Nase studie se liSila od prechozich studii tim, Ze zahrnovala neselektované pacienty s viditelnou 1ézi
Setfuje celé spektrum pacientli. Celkova diagnosticka presnost pCLE v diagnostice 1ézi jicnu a zaludku byla
srovnatelna s biopsiemi. Domnivame se tedy, ze pCLE mlze nahradit standardni biopsie u pacientt s viditel-
nymi lézemi jicnu/zaludku. Hlavni nevyhodou pCLE je vysoka cena, kterd je vyrazné€ vyssi ve srovnani s his-

topatologii (500 USD za pCLE vs. 150 USD za pét biopsii) a pCLE zatim neni hrazena z vefejného pojisténi.

Nase studie ma nckolik nedostatkll. Za prvé, zahrnuli jsme 67 pacientd se 74 1ézemi, a i kdyZ byl
minimalni pocet planovanych pacientt 50, velikost naseho souboru je stale omezend. Za druhé, vSechny sek-
vence byly hodnoceny off-line a hodnoceni v redlném case nebylo provedeno. Nakonec jsme nezkoumali
schopnost pCLE hodnotit dalsi dilezité charakteristiky, jako je grading, disociace nadorovych bunck a tak
dale.

Silnou strankou nasi studie je jeji atypicky design a skutecnost, Ze definitivni diagndza byla (ve vEtSing pii-

padl) potvrzena z resekéniho vzorku.

Zavérem lze fici, Ze naSe studie ukazala, Ze pCLE je porovnatelna se standardnimi biopsiemi,
pokud jde o celkovou diagnostickou presnost pro spravnou diagnostiku viditelnych 1ézi jicnu/Zaludku.
Nase vysledky naznacuji, Ze u pacientii s viditelnou jicnovou/Zaludecni 1ézi by mohla byt pCLE povazo-

vana za standardni metodu.

6.4 4. PROJEKT

V nasi studii jsme prokazali, Ze pCLE ma srovnatelnou ti€¢innost se standardnimi biopsiemi pii detekci
perzistujici nebo recidivujici IM u pacientt, ktefi podstoupili endoskopickou 1é¢bu BORN (Barrett’s Oesopha-
gus Related Neoplasia). Kromé toho byla pCLE stejné G¢inna jako biopsie pii vylouceni rekurentni intestinalni

neoplazie a konecné pCLE detekovala vyznamné vice poharkovych bunék nez biopsie u pacientl s IM.

Barrettliv jicen je premaligni stav. Pacienti s BJ bez dysplazie maji zvySené riziko rozvoje AC jicnu
s ro¢ni incidenci 0,12-0,2 %, u pacientd s LGD 10-15 % a u pacientt s HGD 13-25 % (Martinek J. et al. ,
2008) (Bhat S. et al., 2011) (Curvers WL. et al., 2010) (Hvid-Jensen F. et al., 2011) (Rastogi A. et al., 2008).

Z tohoto dtivodu jsou pacienti s BJ bez dysplazie endoskopicky sledovani v¢etné odbéru biopsii za ti¢elem
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casné detekce dysplazie nebo ¢asného karcinomu, aby v pfipad¢ nalezu nasledovala €¢inna mini-invazivni

1écba.

Pacienti s LGD, HGD nebo ¢asnym AC jsou dobrymi kandidaty pro endoskopickou 1écbu, sestavajici
z ER nebo ESD (jakakoliv viditelna léze, nejenom karcinom) a/nebo ablac¢nich metod (nejcastéji RFA) nebo
kombinace resekce+ablace. Endoskopicka resekce kombinovana s RFA je dnes povazovéna za zlaty standard
v 1é¢be pacientil s casnym AC jicnu. Samotna radiofrekvencni ablace je 1é¢bou prvni volby u pacienti s plo-
chym BJ s potvrzenou LGD nebo HGD (Fitzgerald RC. et al., 2014) (Shaheen NIJ. et al., 2016) (Weusten B.
et al., 2017) (Bennett C. et al., 2012).

Cilem endoskopické 1écby je odstranéni jak neoplazie, tak i zbyvajiciho segmentu BJ. V idealnim
pripad¢ by pacient po Gspésné endoskopické 1é¢beé nemél mit viditelny segment BJ, neoplazii ani IM; kom-
pletni remise neoplazie a IM jsou povazovany za hlavni cil u pacientd podstupujicich endoskopickou lécbu
BORN. Nékolik studii prokazalo, Ze endoskopicka 1écba je ucinna a bezpecna. Rozmezi kompletni remise
neoplazie a IM jsou 80-93 % a 70-88 % (Krajciova J. et al., 2019) (Phoa KN. et al., 2016) (Orman ES. et al.,
2013) (Shaheen NJ. et al., 2009).

Nicméng rekurence jak BJ, neoplazie, tak i perzistujici IM se miize vyskytnout i po usp&$né endosko-
pické terapii. Naptiklad Orman a kol. v metaanalyze 18 studii s 3802 pacienty prokazali, ze CR-IM bylo do-
sazeno u 78 % a CR-N u 91 % pacientti (Orman ES. et al., 2013). Recidiva IM a neoplazie byly zjistény u
13 % a 1,6 % pacientil. NaSe nedavno publikovana studie zjistila, Ze mezi pacienty s BORN, kteii podstoupili
endoskopickou 1écbu, dosahlo 98,5 % pacientti CR-N a 77,9 % pacientli dosahlo CR-IM (Krajciova J. et al.,
2019). Neoplazie a IM rekurovaly u 4,5 % a 15 % pacientl. Za zminku stoji, Ze k vétsin€ recidiv pacienti IM
doslo bez recidivy makroskopicky viditelného segmentu BJ. Také dalsi studie uvadéji recidivu IM ve 2-20 %

a recidivu neoplazie u 2-7 % (Haidry RJ. et al., 2013) (Wolf WA. et al., 2015).

Proto pacienti po uspésné endoskopické 1é¢bé BORN stale potiebuji endoskopicky dohled. Na rozdil
od pacientil s BJ nejsou rizikové faktory recidiv neoplazie nebo IM plné objasnény, a proto jsou vhodné inter-
valy mezi endoskopiemi stale pfedmétem diskuse (Martinek J, Krajciova J., 2019). Ptesto se zda, Ze riziko
recidivy je vyS$si u pacientd s pokrocilou vstupni histopatologickou diagnézou (napf. karcinom) ve srovnani
s pacienty s mén¢ pokro€ilymi stadii (napt. LGD) (Krajciova J. et al., 2019) (Cotton CC. et al., 2018). Kon-
trolni endoskopie by tedy mély byt dodrzovany castéji u pacientd s AC a méné Casto u pacientd s inicialni
diagn6zou LGD. Kontrolni endoskopie sestava z peclivé kontroly a z biopsii odebranych z jakékoli viditelné
abnormality (1éze, nové ostrivky jazykl metaplastické sliznice), z neo-Z-linie a z jicnového neo-skvamézniho
epitelu (k vylouceni tzv. buried glands). V ptipadech recidivy (viditelny segment BJ nebo neoplazie) je tieba
zvazit dalsi sezeni endoskopické 1écby. V piipadech perzistujici/rekurentni IM v ramci makroskopicky nor-
malné se objevujici neo-Z linie neni opakovana lécba obvykle indikovana (Krajciova J. et al., 2019) (Bajbouj

M. et al., 2010) (Pouw RE. et al., 2008).
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Konfokalni laserova endomikroskopie je relativn¢ nova metoda umoziujici mikroskopické zobrazeni
v realném cCase. V soucasnosti dostupny systém pro pCLE umoziuje vySetfeni celého traviciho systému, jeli-
koz sondu lze zavést pracovnim kanalem standardniho endoskopu (jicen, zaludek, tlusté stievo) nebo cholan-
gioskopu (ZluCovy strom, pankreaticky vyvod) nebo jehlou pro biopsii pii endoskopické ultrasonografii. Kon-
fokalni laserova endomikroskopie mize byt uzite¢na bud’ jako dopliikovy nastroj ke zvySeni diagnostické vy-
téznosti standardnich diagnostickych metod nebo jako néstroj umoziujici nahradu (iplnou nebo castecnou)

stavajicich diagnostickych metod.

Probe-based konfokalni laserova endomikroskopie poskytuje spolehlivou diagnostiku IM u pacientt
s BJ (Dunbar BK., 2013) (Sharma P. et al., 2011) (Kiesslich R. et al., 2006) a neni hor$i nez biopsie k vylouceni
BORN (Bajbouj M. et al., 2010). Dv¢ studie u pacientil s BJ prokazaly, ze pouziti pCLE muze sniZzit pocet
biopsii potebnych k diagnostice neoplazie a ze pCLE zlepsila detekci HGD/€asného AC, pokud byla pfidana
k vysoko rozliovaci endoskopii s bilym svétlem (HD-WLE, high-definition white light endoscopy) (Sharma
P.etal., 2011) (Dunbar KB. et al., 2009). Kombinace narrow-band imaging, pCLE a HD-WLE vedla k vyni-
kajici senzitivité (100 %) pro diagnostiku HGD/AC (Sharma P. et al., 2011). U 60 % pacientd nebylo nutné
odebrat biopsie. NaSe nedavna studie ukazala, Ze pCLE je z hlediska diagnostické piesnosti piinejmensim
stejné ucinna jako standardni biopsie u pacientli s makroskopicky viditelnymi 1ézemi jicnu/zaludku (projekt
3). Vyhoda pCLE pii hodnoceni pacientl s BJ spociva ve zlepseni diagnostické vytéznosti pro BORN a/nebo

ve snizeni poctu biopsii (u pacientl s viditelnou 1ézi jicnu mtze pCLE dokonce nahradit biopsie).

V této studii jsme zkoumali, zda by pCLE mohla byt také uzitecna u pacientti po uspésné endoskopické
lécbé BORN. Prokazali jsme, Ze pCLE muze byt v této indikaci uZzite€nd, protoze byla pfinejmensim stejné
ucinna jako biopsie v detekci perzistujici/recidivujici IM a pfi vylouceni neoplazie. Mezi 20 pacienty s IM
pCLE diagnostikovala vSechny, zatimco biopsie vynechaly IM u 3 pacientti. Dosud pouze jedna randomizo-
vana studie hodnotila roli pCLE pfi hodnoceni rezidualniho BJ po endoskopické 1é€bé BORN. Sledovali, jestli
pouziti pCLE v kombinaci s endoskopii s vysokym rozliSenim mohlo zlepsit diagnostiku zbytkového BJ ve
srovnani s endoskopii bez pCLE. Hlavnim cilem byl podil optimalné vedenych pacientl (spravné indikovana
dalsi 1écba u pacienti s rezidualni IM/neoplazii a zadna terapie u pacientll bez IM/neoplézie). Studie dospéla
k z&véru, ze ptidani pCLE k endoskopii s vysokym rozliSenim nepfispélo k lepsi detekcei rezidualniho BJ nebo
neoplazie (26 % pro endoskopii vs. 27 % pro endoskopii + pCLE) (Wallace MB. et al., 2012). Pfi porovnani
jejich a nasi studie vSak existuje né€kolik rozdilt: za prvé jsme porovnavali pCLE s biopsiemi, ale netestovali
jsme, zda by pCLE mobhla zlepsit diagnosticky vytézek biopsii; za druhé, zahrnuli jsme pouze pacienty, kteri
dokon¢ili 1é¢bu BORN; nakonec byla interpretace obrazu v nasi studii provedena off-line po vysetfeni a ne

v realném cCase, coZ mohlo ovlivnit jejich zachyt intestinalni metaplazie v pCLE.

Vzhledem k velmi nizkému poctu pacientil s recidivujici neoplazii (1 pacient) jsme bohuzel nemohli
porovnat pCLE s biopsiemi pfi detekci recidivujici neoplazie. Toto byl nejrelevantnéjsi vystup z klinického
hlediska. Nicmén¢ s ohledem na velmi nizkou miru rekurentnich neoplazii po ER/RFA (2—7 %) je studie srov-

navajici pCLE a biopsie v detekci rekurentni neoplazie pravdépodobné nerealnd, protoze by vyzadovala
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zatazeni vysokého poctu pacientil (napf. s 2% mirou neoplastické recidivy by takova studie musela zahrnovat
1000 pacientt, aby bylo nalezeno 20 s recidivujici neoplazii). Vzhledem k tomu, ze pCLE spolehlivé diagnos-
tikuje BORN u pacientli s BJ, mizeme predpokladat, ze pCLE by také mohla spolehlivé diagnostikovat reci-
divujici neoplazii. Je treba poznamenat, Ze diagndza (a nasledné re-RFA) jediného pacienta s recidivujici LGD

v nasi studii byla zalozena pouze na pCLE, protoze biopsie byly negativni.

Nase nalezy by mohly vyvolavat otazky o jejich klinickém vyznamu a skutecného klinického dopadu
perzistujici/rekurentni IM v rdmci normalni neo-Z-linie. Odbér biopsii z normalni neo-Z-linie se doporucoval
béhem kontrolnich endoskopii k detekci IM, vzhledem k tomu, ze eradikace IM je povaZovana za dulezity cil
endoskopické 1écby BORN (Weusten B. et al., 2017) (Shaheen NJ. et al., 2009). Recentni prace publikovana
tymem z Holandska ukézala, Ze nahodné biopsie z normalné vyhlizejici kardie prokazaly IM u 14 % a neo-
plazii u 0 % pacientd. IM v kardii byla v pribéhu dalsiho sledovani pozorovana ve 33 %, zddna vSak nepro-
gredovala do neoplazie. Tato studie navrhuje mirnéjsi intervaly kontrolnich endoskopii s vétsim diirazem na

peclivou endoskopickou kontrolu, pfi¢emz ndhodné biopsie z neoskvamozniho epitelu kardie maji spornou

hodnotu (van Munster S. et al., 2022).

Na druhou stranu nase studie ukazuje, Ze pCLE je spolehliva pii vylouceni rekurentni neoplazie i tzv.

buried glands pod neoskvamo6znim epitelem, jelikoz pCLE neukazala zadny fale$né pozitivni nalez.

Nase studie také hodnotila, kolik zlazek a poharkovych bun¢k bylo vysetfeno pomoci pCLE ve srov-
nani s biopsiemi u pacientl s IM. pCLE detekovala vyznamné vice poharkovych bun€k ve srovnani s biopsi-
emi. Tento vysledek neni pfilis ptekvapivy, vezmeme-li v uvahu, Ze biopsie byly odebrany z 3-6 specifickych
mist v ramci neo-Z-linie, ale obrazy pCLE byly zaznamenany z celého obvodu neo-Z-linie. Mzeme tedy spe-

kulovat, ze pCLE by mohla mit vyssi pravdépodobnost detekce recidivujicich neoplazii.

Hlavni nevyhodou pCLE je vysoka cena, ktera je vyrazné vyssi ve srovnani s histopatologii (500 USD

za pCLE vs. 150 USD za 5 biopsii) a bohuzel pCLE neni hrazena z vefejného pojisténi.

Nase studie ma urcité nedostatky. Za prvé, byl zahmuty pouze limitovany pocet pacientl a pouze jeden
pacient mél recidivujici neoplazii, ktera neumoziiovala srovnani pCLE s biopsiemi v diagnostice rekurentni
neoplazie. Off-line hodnoceni obrazi pCLE lze také povaZzovat za limitaci, protoZe moznost diagnostiky v re-

alném Case patii k zasadni vyhodé pCLE.
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7 HLAVNI ZAVERY

7.1 1. PROJEKT

Endoskopicka 1écba se zda byt vhodnou alternativou k ezofagektomii i u pokrocilejSich karcinomu
jicnu. Angioinvaze a lymfangioinvaze se jevi jako nejdilezitéjsi prediktivni faktory postizeni lymfatickych

uzlin a/nebo generalizace u ¢asného karcinomu jicnu.

7.2 2. PROJEKT

Imunohistochemicky prikaz p53 je vhodnym markerem k odliSeni dysplastickych zmén od reaktiv-
nich, ale neni spolehlivy v odliSeni low-grade a high-grade dysplazie. p53 mutovany fenotyp nachazime u
nedysplastickych, dysplastickych zmén i u karcinomu, coz potvrzuje molekularné-geneticky podklad vzniku

adenokarcinomu v terénu Barrettova jicnu.

7.3 3. PROJEKT

pCLE je srovnatelna se standardnimi biopsiemi z hlediska celkové diagnostické piesnosti v diagnos-
tice 1ézi jicnu a Zaludku. Na zaklad¢ vysledkl nasi studie usuzujeme, Ze pCLE by mohla byt uznana jako
standardni metoda v diagnostice 1ézi jicnu a zaludku poskytujici pfesnou histopatologickou diagnostiku. pCLE
navic umoznuje pozorovat a hodnotit sliznici ¢i 1éze i z dynamické stranky, jako je naptiklad rychlost proudéni

krve v cévach tumoru ¢i ho porovnat s normalni sliznici.

7.4 4. PROJEKT

pCLE miize byt uzitecna u pacientli podstupujicich endoskopické sledovani po terapii neoplazie aso-
ciované s Barrettovym jicnem (BORN), jelikoZ je srovnatelné pfesna v diagnostice perzistujici/recidivujici IM
a pii vylouceni recidivujici neoplazie jako standardni biopsie. Nespornou vyhodou pCLE ve srovnani s biop-

siemi je moznost vySetfeni podstatné veétsi plochy.
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