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SOUHRN

Histochemicka diagnostika Hirschsprungovy nemoci byla na nasem pracovisti zavedena v 70. letech minulého stoleti, v roce 2015 jsme nové pridali imunohis-
tochemicky prikaz kalretininu na fezech z parafinovych blokl. Od té doby jsme kombinaci obou metod diagnostikovali morbus Hirschsprung u 13 pacient(,
u 34 jsme jej vyloucili. Vyhodou vysetieni exprese kalretininu je snadnd interpretace a vysoka spolehlivost nezavisla na véku, genetickém pozadi a rozsahu
choroby. Pocet nediagnostickych vzorkl byl mimoradné nizky (3,8 %). Histochemie je pomocnou metodou, ktera koriguje nejasné nalezy a stale se osvédcuje
pfi diagnostice kratkého a ultrakratkého segmentu. Hranice aganglionarniho useku, které jsme pred operaci stanovili pomoci etaZzovych odbéru s kalretininem,
velmi dobre korelovaly s nédlezem v definitivnim resekatu. Proti tomu histochemicka detekce vedla castéji k podhodnoceni, protoze reaktivita acetylcholineste-
razy se bez ohledu na délku postizeného segmentu oralnim smérem vytraci.
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Immunohistochemical diagnostics of Hirschprung’s disease using calretinin

SUMMARY

Histochemical diagnosis of Hirschsprung’s disease at our institution was introduced in the 1970s, calretinin imunohistochemistry on formalin fixed tissue was
newly added in 2015. Employing both methods we were able to confirm Hirschsprung’s disease in 13 patients and exclude it in 34 patients since then. Calre-
tinin seems highly reliable and easy to evaluate, it is not influenced by patient’s age, associated genetic features or the length of agangliosis. The number of
inadequate samples was very low (3.8%). Histochemistry is useful as an adjunct tool to correct equivocal findings of calretinin staining and to facilitate diagnosis
of short and ultra-short Hirschsprung’s disease. Serial biopsies from distal rectum and adjacent large bowel were obtained to assess the length of agangliosis
preoperatively. The results of calretinin imunohistochemistry correlated very well with the findings in the colectomy specimens. In contrast, the length of af-
fected bowel detected by histochemistry was often underestimated because acetylcholinesterase activity always diminishes orally irrespective of the length

of aganglionic portion.
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Hirschsprungova nemoc (HN) je vrozené neuromuskularni
onemocnéni tlustého stfeva, jehoz prvni pfehledny klinicky po-
pis podal dansky pediatr Harald Hirschsprung v roce 1886. Trva-
lo v3ak dalsich 60 let, nez byla spravné pochopena patogeneze
onemocnéni spocivajici v chybéni gangliovych bunék submu-
kézniho a myenterického plexu ve spastickém segmentu (1,2).
Tento objev umoznil kauzélni chirurgickou lé¢bu i zavedeni bi-
optické diagnostiky, kterd se vyvijela od skalpelem odebiranych
excizi rekta s naslednou suturou po Setrnéjsi odbéry sliznice
a submukdzy saci sondou. Rektosigma je postizeno v 80 % pfi-
padl (kratky segment), tzv. dlouhy segment zasahujici po lie-
nalni flexuru/colon transversum v 15 - 20 % pfipadu (3). Totalni
agangliondza tlustého stfeva (TCA - total colonic aganglionosis)
je definovana postizenim celého tlustého stieva az po ileoce-
kalni chloper a maze pfestupovat i na terminalni ileum v délce
krats$i nez 50 cm. Je diagnostikovdna u 4 — 13 % pacientu (4).
Opacnym polem choroby je ultrakratky segment, ktery nepresa-
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huje 2 cm nad vnitini svérac. HN postihuje pfiblizné 1z 5000 zivé
narozenych déti s prevahou chlapct. Vétsina pripadu pfichazi
sporadicky, ale familiarni zatéz zvysuje riziko az 200x. Priblizné
pétina déti ma pfidruzené vyvojové vady nebo syndrom. HN je
nejcastéji asociovana s Downovym syndromem (cca 7 % pacien-
t0), hluchotou, meduldrnim karcinomem $titné zlazy, syndromy
MEN 2, neurofibromatézou, neuroblastomem a vyvojovymi va-
dami srdce, travici trubice, mozku a mo¢opohlavniho Ustroji. HN
je multigenni onemocnéni s vice nez 10 pfi¢innymi geny. Nejvi-
ce probadané jsou mutace protoonkogenu RET, které jsou nalé-
zany asi u poloviny familiarnich a 7 - 35 % sporadickych forem
HN (3,5). U novorozence se opozduje odchod smolky, kojenci
trpi chronickou obstipaci, ileosnimi stavy, zvracenim i paradox-
nimi prdjmy. K zavaznym komplikacim se radi sterkordini vied
a perforace, obavana je enterokolitida a toxické megakolon (6).

Pfedoperacni histologicka diagndza, ktera je zaloZzena na ab-
senci gangliovych bunék v submukéze, vyzaduje sériové pro-
krajovani vzorku o adekvatni hloubce. Enzymohistochemicky
priikaz patologicky zmnozenych cholinergnich vldken ve sliznici
se provadi pouze ze zmrazenych fezl. Z imunohistochemickych
metod se nejvice osvédcila protildtka proti kalretininu, kterd
barvi gangliové bunky i jejich slizni¢ni vybézky. Sténa tlustého
stfeva s normalnimi inerva¢nimi poméry vykazuje jen slabou
reakci cholinesterdzy (dale negativni histochemie) a protilatka
proti kalretininu barvi nervova vlakna ve sliznici (dale pozitivni
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kalretinin). Diagn6za HN je zaloZena na zesileni cholinestera-
zové reakce v patologickych cholinergnich vldknech (dale po-
zitivni histochemie) a soucasné na absenci gangliovych bunék
i jejich vybézkd, které by bylo mozné znazornit imunohistoche-
micky protildtkou proti kalretininu (ddle negativni kalretinin).
Délku postizeného Useku Ize mapovat irigografii a etdZovymi
odbéry histologickych vzorkd. Cilem této prace je sdilet zkuse-
nosti s diagnostikou HN pomoci imunohistochemického priika-
zu kalretininu a srovnat spolehlivost pfedoperacnich etdZzovych
mikroexcizi hodnocenych enzymohistochemicky a imunohisto-
chemicky.

MATERIAL A METODIKA

V obdobi od ledna 2015 do dubna 2018 jsme kvlli podezieni
na HN vysetfili metodou enzymové histochemie a imunohisto-
chemie celkem 49 déti ve véku 0 - 15 let. Vékové rozloZeni bylo
nasledujici: 0 — 3 mésice 8 pacientl, 3 — 6 mésict 14 pacientd,
6 — 12 mésicl 8 pacientd, 1 -5 let 9 pacientl a vice nez 5 let 10
pacientl. Diagnéza byla u operovanych ovérena histologickym
vysetfenim resekatu.

Odbéry provadél chirurg koloskopem nebo suk¢ni sondou.
Prvni vzorek byl lokalizovan v distalnim rektu 1 - 3 cm nad linea
dentata. V pripadé etazovych odbérl nasledovaly dalsi v pravi-
delnych rozestupech do vzdalenosti 12 - 55 cm od anu. U jed-
noho pacienta byla mista odbér(i méfrena od stomie a nebylo
dosazeno distalni rektum, dalsi mél odliSné anatomické po-
méry po resekci rektosigmatu pro HN pred 10 lety. Prvni sada
mikroexcizi (4 - 8 od kazdého pacienta) byla odesildna nativné
do laboratofe enzymové histochemie. Po orientaci pomoci lupy
byly vzorky mrazeny smési propan-butanu v tekutém dusiku
a krajeny v kryostatu na 5u tenké fezy. K priikazu aktivity ace-
tylcholinesterazy byla provedena reakce dle Karnovského. Skla
byla po naliti gelového média (acetylthiocholinjodid, tris-male-
at pufr pH 6, citronan sodny, siran médnaty, ferrokyanid drasel-
ny) inkubovana ve vodni lazni pfi 37°C po dobu 2 hodin. Poté
byl gel odstranén a vzorky fixovany v Bakerové tekutiné. Dru-
ha sada ezl byla modifikovana inhibici nespecifické cholin-
esterazy ve tkani pfidanim iso-OMPA (iso-ACHE). Ke kazdému
vySetieni byla zhotovena pozitivni kontrola (vzorek pacienta
s ovéfenou HN z archivniho materidlu) a negativni kontrola
(pacient bez HN). Struktury vykazujici aktivitu enzymu se barvi
tmavé hnédé.

Druha paralelni sada (1 - 8 vzorkl od kazdého pacienta) ur-
¢end k imunohistochemickému vysetfeni byla fixovana v 10%
formolu a zalita do parafinu, poté barvena hematoxylinem
a eozinem. K imunohistochemickému vy3etfeni byla pouzita
primdrni mysi monoklondlni protilatka proti kalretininu (DAKO,
klon DAK-Calret1, fedéni 1: 50) s detekénim systémem Mouse/
Rabbit PolyDetector HRP/DAB (Bio SB Inc.) za vzniku hnédého
reakéniho produktu. Od fijna 2017 jsme zménili primarni proti-
latku (Ventana Roche, klon SP 65, ready-to-use; detekéni systém
UltraView). Jako vnéjsi pozitivni kontrola slouZil apendix, jehoz
nervové buriky vykazovaly silnou cytoplazmatickou a jadernou
pozitivitu. Slabé se barvily Zirné bunky, histiocyty a adipocyty,
ostatni struktury se s vyjimkou mezotelu nepfibarvovaly (nega-
tivni kontrola).

VYSLEDKY

Ve sledovaném obdobi jsme vysetiili 49 déti. Ctyfi pacienti
byli vy3etfeni dvakrat, celkem tedy bylo provedeno 53 paralel-
nich histochemickych a imunohistochemickych vy3etfeni.
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HN jsme vyloucili u 34 pacientl s negativni histochemii a po-
zitivnim kalretininem (déle negat-HN). U dvou pacientd jsme
vyslovili podezieni na jinou dysganglionézu.

U 13 déti jsme HN potvrdili pozitivni histochemii a negativ-
nim kalretininem. Jednalo se 0 10 chlapc a 3 divky staii 7 dni
az 3,5 roku. Dva pacienti trpéli Downovym syndromem a je-
den srdec¢ni vadou. Rodinna zatéz byla znama u dvou pacien-
tek: HN u bratra a otce, resp. otce a dédecka. U vsech pacient(
s HN bylo mozno vysledovat zac¢atek obtizi v prvnich dnech
po porodu. Jednalo se o poruchy pasdze smolky, meteorismus
a zvraceni. Mezi prvnimi pfiznaky se objevila i novorozenec-
ka perforace stfeva a volvulus sigmatu. Nejstarsi chlapec mél
typickou trias: vzedmuté bficho, trvalou zacpu a v noci uma-
zaval. VSechny operace byly provedeny na stejném pracovisti,
a to 9x laparoskopicky asistovand resekce rektosigmatu podle
Swensona a 3x totdlni kolektomie s ileoanandlni anastomo-
zou. Histologické vysetfeni potvrdilo 1x ultrakratkou formu
HN, 7x klasickou HN rektosigmatu, 2x dlouhy segment a 2x
totdIni agangliono6zu tlustého stfeva. Jeden novorozenec ma
vyvedenou stomii a operace ho ¢eka po stabilizaci klinického
stavu.

Histochemické vysetieni

Vzorky z distalniho rekta (1 — 3 cm od linea dentata) byly
v 9,8 % nevyhovujici (analni ¢ast, autolyza). U 3 pacientld ne-
byl hodnotitelny zadny vzorek z této zény. Ve 34 pfipadech
jsme hodnotili histochemii z distalniho rekta jako negativni.
Patologické zesileni acetylcholinesterdzové reakce bylo pozo-
rovano 16x (15x distalni rektum, 1x 10 cm od anu u pacienta
se stomii)

Imunohistochemicka exprese kalretininu

Mikroexcize z distalniho rekta chybéla u jednoho pacienta. Ne-
vyhovujici vzorky tvofily 3,8 % (analni kanal), nicméné u vsech
pacientl byl ziskan alespori jeden vyhovujici vzorek z distalniho
rekta. Imunohistochemicky prikaz kalretininu v distalnim rektu
byl 37x pozitivni. Pouzita protilatka znazornila sit nervovych vla-
ken ve sliznici (obr. 1). Patnact vysetfeni bylo negativnich: 14x
distalni rektum, 1x 10 cm od anu u pacienta se stomii (obr. 2).
Slabé teckovité pfibarvovani hypertrofickych submukéznich
nervl u jednoho pacienta jsme hodnotili jako nespecifické, tj.
také negativni.
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Obr. 1. Pozitivni imunohistochemicky prikaz kalretininu ve slizni¢nich ner-
vovych vldknech predstavuje normalni nalez, negat-HN (200x).
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Obr. 2. Negativni imunohistochemicky prikaz kalretininu v lamina propria
i muscularis mucosae, HN (200x).

Korelace exprese kalretininu s histochemickym vysetfenim

U 13 pacientd s HN bylo provedeno celkem 16 vysetfeni (3x
byla indikovana rebiopsie). Ve 14 pfipadech byla zjisténa pred-
pokladana korelace, tj. pozitivni histochemie a negativni kalreti-
nin v mikroexcizich z distalniho rekta (1 — 3 cm nad linea denta-
ta). Ve dvou vzorcich byla pfitomna diskrepance. V prvni biopsii
pacienta s HN byl negativni nalez histochemicky ze 3 cm, pozdé-
ji byl potvrzen ultrakratky segment do 2 cm. Druhy pacient s HN
mél v rebiopsii pozitivni imunohistochemicky prikaz kalretini-
nu a soucasné vyrazné abnormalni ndlez histochemicky (tab. 1).

U dvou pacientl s predpokladanou dysganglionézou byly
vysledky variabilni (1x pozitivni histochemie, 1x negativni his-
tochemie, 2x pozitivni kalretinin, 2x pfitomnost gangliovych
bunék vcetné ektopickych).

U 34 pacientd bez HN (negat-HN) byla pfitomna kalretinin
pozitivni nervova vlakna ve sliznici a acetylcholinestrazova re-
akce nebyla zesilena. V této skupiné byla u 7 déti imunopozitiv-
ni intrinsickd vlakna v lamina propria mucosae jen sporadicka,
kratka a fragmentovana (obr. 3). Z toho v jednom pfipadé byl
nalez v malém vzorku témér negativni. V muscularis mucosae
byla vzdy pozitivni vlidkna o maélo cetnéjsi a také smérem oral-
nim zfetelné pfibyvala.

Korelace etazovych biopsii s definitivnim resekatem

U 12 operovanych pacientd s HN byly porovnany vysledky
predoperacnich etdzovych odbérl (histochemie, kalretinin)

Tabulka 1. Pfipady diskrepance mezi histochemickym a imunohistoche-
mickym vysetfenim.

Pacient Vzdalenost AChe Kalretinin
2/1 1cm ++ =
3cm =
2/1l 2cm ++
4/1 1cm N -
2cm N N
3cm = Sl
4/ 1cm ++ -
2cm ++ =

AChe acetylcholinesterdzovd reakce; N neodebrdno, | prvni biopsie; Il rebiopsie
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Obr. 3. Ojedinéla kalretinin pozitivni vldkna v lamina propria mucosae, ne-
gat-HN, 2 cm od anu (400x).

s resekatem (tab. 2). Vzorky na histochemické vysetieni byly ve
14 pripadech odebrany tak, Ze umoziiovaly odhadnout délku
aganglionarniho segmentu. Vysledky korelovaly s definitivnim
vysetfenim resekatu 8x. V Sesti pfipadech byl odhadnuty agan-
gliondrni usek vyznamné kratsi nez ve skutecnosti. Jednalo se
o Ctyfi pacienty s dlouhou formou/TCA a dvé déti s klasickou HN
rektosigmatu.

EtdZzové odbéry na imunohistochemické vy3etfeni s protilat-
kou proti kalretininu byly provedeny 13x. Vysledek vysetfeni
v 10 pfipadech koreloval s definitivnim resekdtem, 3x se nesho-
doval. Jeden pacient mél podle resekatu aganglion6zu délky
5 cm, ale exprese kalretininu byla v agangliondrnim segmentu
2 - 5 cm od anu opakované falesné pozitivni. Jedno dité s fami-
liarni zatézi mélo negativni imunohistochemicky prikaz kalreti-
ninu jen do 10 cm, ale peroperacni biopsie a nasledné podrob-
né vysetieni resekdtu prokazalo aganglion6zu délky 18 - 22 cm.
V resekatu presvédcivé chybéla exprese kalretininu v souvislém
useku 0 — 22 cm od anu. Vysledky pfedoperaéni biopsie a rese-
katu tady z nejasného dlvodu nesouhlasi. Spekulativnim vy-
svétlenim je nepfesné odméreni vzdalenosti pfi kolonoskopii,
ktera byla provddéna ve dvou samostatnych sezenich (prvni do
10 cm, druhé od 15 do 55 cm).

DISKUZE

Hirschsprungova nemoc je nejcastéjsim onemocnénim en-
terického nervového systému ze skupiny dysganglionéz (7).
Aganglionarni segment kon¢i v myenterickém i submukéznim
plexu ve shodné vzdalenosti. Diagn6zu HN zaloZenou na absen-
ci intrinsickych neuroni mlzeme proto provadét z mikroexcize
obsahujici pouze sliznici a submukézu rekta. Guidelines doporu-
Cuji odbér sukéni sondou 2 - 3 cm nad linea dentata (8). Vzorek
obsahujici dlazdicovy epitel anu neni reprezentativni, protoze
nizko nad svéra¢em jsou gangliové bunky pfili$ fidce rozlozené.
Adekvatni excize by méla mit délku 3 mm, z toho submukdéza
by méla zaujimat alespon tfetinu vzorku (8). Gangliové bunky
identifikujeme podle typickych cytonuklearnich znakd v kon-
vencnim barveni hematoxylinem a eozinem, imunohistochemie
(napf. NSE, MAP-2, synaptofyzin, peripherin) neni nezbytna. Vy-
hodou je pfimé hodnoceni patognomického znaku. Nevyhodou
je potfeba dostate¢né velkého a hlubokého vzorku a nutnost
sériového prokrajovani, kdy pocet fezli mize dosdhnout 100.
HN vylucuje nélez jediné gangliové buriky. Diagnézu podporuje
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Tabulka 2. Porovnani vysledk( preoperacnich etazovych odbéru s resekaty.

3-5cm 5cm HN, rekt05|gma AChe, K
2/l 1cm 1cm
2/1 5cm 0cm HN, rektosigma, 5 cm AChe
3 10cm 10cm HN, dlouhy segment, 22 cm
4/l N 1cm K
4/11 2cm 2cm HN, ultrakratky segment AChe, K
5 10 cm od anu (stomie) 10 cm od anu (stomie) HN, rektosigma AChe, K
6 10 cm >30cm TCA K
7 8cm N HN, rektosigma AChE
8 5cm N TCA
9 1-5cm >25cm HN, dlouhy segment K
10/1 5cm >12cm K
10/11 >15cm >15cm HN, rektosigma Ache, K
11 6cm 3-6cm HN, rektosigma Ache, K
12 7-12cm 7cm HN, rektosigma Ache, K

AChe acetylcholinestrdzovd reakce; HN Hirschsprungova nemoc; K kalretinin; N neodebrdno; TCA totdIni agangliondza tlustého streva; | prvni biopsie; Il rebiopsie

nalez hypertrofickych nervd (> 35 - 40 um). Jako samostatny
znak vsak nestaci, protoze tyto nervy lze identifikovat az u 10 %
zdravych osob (9).

Histochemicky prikaz aktivity enzymu acetylcholinesterazy
v kryostatovych fezech je povazovén za zlaty standard zvlasté
v Evropé a Asii. Metoda je technicky naro¢nd a dostupna pou-
ze ve velkych pediatrickych centrech. Na nasem pracovisti byla
zavedena pred vice nez 40 lety prof. Z. LukdSem. Principem
metody je detekce patologické pfitomnosti silné reaktivnich
axonalnich vybézkd cholinergnich extrinsickych neuron(i v sub-
mukdze a ve sliznici. Téla cholinergnich neuront jsou lokalizo-
vana v jadrech n. vagus a sakrdlnich parasympatickych ganglii.
Jejich axony se za fyziologickych podminek zakoncuji na télech
intrinsickych gangliovych bunék submukézniho a myenteric-
kého plexu. V aganglionarnim Useku tyto vybézky prordstaji az
do sliznice, kde je mozné je detekovat. Za pozitivni vysledek po-
vazujeme zmnozeni silnych a intenzivné reagujicich nervovych
vldken v submukdze, muscularis mucosae a lamina propria. Sil-
né provazce proplétajici se mezi kryptami az k povrchu sliznice
nalézame predevsim u pacientl starsich 3 — 6 mésicd. Nezraly
typ pozitivity, ktery pfevladd u novorozencd, se omezuje na ze-
sileni reakce v muscularis mucosae a submukéze, ale v lamina
propria reakéni produkt chybi Uplné nebo je znatelny pouze pfi
bazi krypt. Patologicka vldkna mohou probihat i soubézné nad
a pod muscularis mucosae, tzv. tram-track pattern (9-11). Acetyl-
cholinesteraza ve zdravém strevé znazornuje jen slaba nervova
vlakna v submukédze a muscularis mucosae, v lamina propria

mucosae mohou byt ojedinéld vldkna rovnéz slabé zbarvena.
Hranice normy neni pfesné ddna, hodnoceni je proto subjek-
tivni a vyZaduje zkuenost, kterou je mozné ziskat jen soustre-
dénim pacientll na vétsim pracovisti. Biopsie nemusi obsahovat
submukézu, ale musi zahrnovat muscularis mucosae, v niz je
pfi aganglionéze zesileni reakce konstantni. Hodnoceni vzorkd
obsahujicich pouze lamina propria mlze byt fale$né negativni
(12). Na vysledek ma dale vliv vék pacienta, pfidruzené choro-
by (m. Down) a délka agangliondrniho segmentu. K nejvétsimu
poctu diagnostickych selhdni dochazi u novorozenca a totalni
agangliondzy (13-15). Aktivita enzymu mUze byt znehodnoce-
na autolyzou v preanalytické fazi. Acetylcholinesteraza zkiizené
reaguje i s erytrocyty a hladkou svalovinou. Fale$né pozitivni
barveni bylo vzacné zaznamenano u vzork(i hemorrhagickych,
u kolitid a nékterych dysganglion6z (13). Metoda je v rukou
zapracovaného patologa pomérné spolehlivd, nicméné nejed-
noznacné nalezy vedou k prodlevé a zatézuji pacienty opako-
vanymi odbéry. Ve velkych souborech je udavana vysoka spe-
cificita metody (96 — 100 %), senzitivita je vzdy nizsi (65 — 92 %)
(11,13,16,17).

Kalretinin patfi do skupiny proteind vazajicich kalcium. Je
exprimovan v periferni nervové tkani v¢etné gangliovych bu-
nék submukézniho a myenterického plexu. Barshack jako prv-
ni popsal expresi kalretininu v gangliovych burikach a nervech
normalniho stfeva jakoz i jeho zachovanou expresi v ganglio-
narnich segmentech HN, coz ostfe kontrastovalo s Uplnym vy-
padkem v aganglionarnim oddilu (18). Dalsi studie ukazaly, ze

Tabulka 3. Obtizné situace pfi hodnoceni imunohistochemické exprese kalretininu a jejich feseni.

Kalretinin - pfic¢ina obtizi

Technické selhani

Nevyhovujici vzorek

Pozitivni fidkd vldkna

Pozitivni submukosni nervy
Absence vladken v anorektalni junkci

Fale$né negativni dg. (HN, kalretinin pozit.)

Fale$né pozitivni dg. (negat-HN, kalretinin negat.)
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Ox
Ox
6x

Vyskyt v souboru
(pocet pacienti)

Pozitivni a negativni kontrola
Rebiopsie

Histochemie

Nevylucuje HN

Hodnotit jako HN
Histochemie

Histochemie
Gangliové buriky (rebiopsie)
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Obr. 4. Pozitivni imunohistochemicky priikaz kalretininu v anorektalni junk-
ci, negat-HN (200x).

expresi kalretininu je mozné hodnotit také v mikroexcizich, pro-
toze z gangliovych bunék vybihaji do sliznice jejich vybézky (in-
trinsicka vlakna). Normou rozumime syté splyvajici granularni
barveni tenkych nervovych vybézkl v lamina propria mucosae,
muscularis mucosae a povrchové vrstvé submukézy (19-21).
Metoda je s vyhodou pouzitelna i u povrchovych biopsii bez do-
state¢ného objemu submukézy (19,22).

Kalretinin ma v odbornych kruzich ¢etné pfiznivce, senzitivita
(100 %) i specifita (99,1 %) se jevi jako slibné vysoké (23). Pfesto
bychom na konkrétnich pfipadech chtéli upozornit na mozné
diagnostické omyly (tab. 3). Obtizi technického razu se vyvaru-
jeme duslednym pouzivanim vhodné kontroly. Imunohistoche-
micky prikaz kalretininu nenfi spolehlivy v biopsiich dfive fixo-
vanych mrazem (24). To znemoznuje pouzit jednu sadu vzork(
soucasné pro histochemii a imunohistochemii. Zdrojem chyb
a falesné pozitivni diagnézy HN mohou byt pfipady s malou
hustotou vldken. Hustota vlaken kolisa, ale nastésti prevladaji
pfipady s hojnymi kalretinin pozitivnimi vlakny, kterd snadno
zachytime pfi pfehledném zvétseni. Pouze absolutni negativita
kalretininu znamend aganglionézu. Proto musime biopsie stu-
dovat i pfi zvétSeni 200x/400x a oddélit tak pfipady s ojedinély-
mi pozitivnimi vldkny od pfipadi zcela negativnich (24). Nasim
pacientm s nizkou hustotou instrinsickych vldken bylo prdmér-
né 26 mésicl, proto se nedomnivame, ze bychom slabou poziti-
vitu mohli pfipsat nizkému véku. Hodnotit nalez jako hypogan-
glionézu povazujeme za ukvapené i proto, Ze sama existence
této jednotky je nékterymi odborniky zpochybriovana (7). Tepr-
ve dalsi zkusenosti s imunohistochemickym vysetfenim exprese
kalretininu na velkych souborech pomohou vyhodnotit, zda se
tato skupina pacientl néjak odlisuje od zdravych kontrol.

Pricinou falesné negativniho zavéru mize byt slaba exprese
v submukéznich nervech. Pribarvovani axont velkych nerv(
neni v rozporu s diagnézou HN, chybi-li typické splyvajici gra-
nuldrni barveni vldken ve sliznici a povrchové vrstvé submuké-
zy (19,24). Nové je tento znak pokladén za pfiznacny pro kratky
aganglionarni segment (25).

Samostatnou kapitolou je diagnostika ultrakratké formy ne-
moci. Prvnim krokem je spravny odbér vzork(, které musi ob-
sahnout sliznici distalniho rekta nejlépe 1 cm i 2 cm nad linea
dentata. Ultrakratky segment maze byt minut, pokud chirurg
odebere prvni vzorek az ze 3 cm (tab. 1, pacient 4). Oblast ano-
rektalni junkce do 2 cm nad svéracem obsahuje pfirozené maly
pocet gangliovych bunék, ale i ty vyzafuji do sliznice kalretinin
pozitivni vybézky. Pouze ve vzorcich kompletné krytych dlaz-
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Obr. 5. Silné pozitivni acetylcholinesterazova reakce, HN ultrakratky seg-
ment, 1 cm od anu (iso-ACHE 40x).

dicovym analnim epitelem neni kalretinin prokazatelny a pro-
to je hodnotime jako nediagnostické (19,22). Nase zkusenosti
potvrzuji, Ze za normalniho stavu sleduje pozitivita kalretininu
v anorektalni junkci pfitomnost cylindrického epitelu a relativ-
né ostfe mizi s ndstupem epitelu dlazdicového (obr. 4). U jed-
noho ditéte s HN jsme proto zjistili v junkéni zé6né vypadek
barveni.

Dal$im redlnym nebezpecim je pfitomnost kalretinin pozi-
tivnich vldken v kratké aganglionéze, pficemz zdrojem téchto
vlaken jsou gangliové buriky proximélné od patologického seg-
mentu (26). U jednoho ditéte jsme za takovych okolnosti stano-
vili ultrakratkou agangliondzu jen do 1 cm za svérag, ale chlapec
mél pii konzervativni terapii trvalou tendenci k obstipaci a roz-
vinul se u néj subileus. Rebiopsie po roce a nasledna operace
ukazala aganglion6zu rekta do 5 cm s kalretinin pozitivnimi
vldkny ve 2 - 5 cm a vypadkem pouze v 1 cm. Toto pozorovani
prekonava literarni udaje, podle nichz kalretinin pozitivni vldk-
na zasahuji do aganglionarniho segmentu jen do vzdélenosti
1 -2 cm (27). Ultrakratky segment bychom vzdy méli verifikovat
dvéma metodami (obr. 5) a u déti, jejichz symptomy se nelepsi
pfi konzervativni |é¢bé, doporucit rebiopsii.

Specifikem naSeho pracovisté jsou etdzové odbéry, jejichz
ukolem je predoperacni stanoveni délky aganglionarniho seg-
mentu. Z analyzy naseho souboru vyplyvd, Ze u HN s delsim
postizenym Usekem (dlouhy segment, TCA) vedou vysledky
histochemického vysetieni k vyraznému podhodnoceni délky
agangliondzy. Nejmarkantnéjsi byl pfipad 8 mési¢niho kojence
s TCA, u néjz dle histochemické diagnostiky koncila pfedpokla-
dand aganglionéza v 5 cm od anu. Skute¢ny rozsah choroby se
ozrejmil az 4x opakovanou peroperacni biopsii, pficemz tato na-
ro¢na operace trvala 5 hodin.

Zvy3ena aktivita acetylcholinesterdzy odrazi pfitomnost hy-
pertrofickych cholinergnich nervd, které nepokryvaiji cely agan-
gliondrni segment, nebot se jejich rdst v urcité vzdalenosti od
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Obr. 6. Stejny pacient s HN ve véku 14 dni (A, C) a 2 mésicl (B, D).
A: Acetylcholinesterazova reakce jen slabé pozitivni v kratkém Useku muscularis mucosae, v lamina propria je reakce negativni (iso-ACHE 40x).
B: Acetylcholinesterazova reakce pozitivni v muscularis mucosae i lamina propria (iso-ACHE 40x).

C: Negativni imunohistochemicky priikaz kalretininu (200x).

D: Negativni imunohistochemicky prikaz kalretininu beze zmén (200x).

anu pfirozené zastavuje. Pozitivita kalretininu ukazuje pfimo na
vyskyt intramurdlnich gangliovych bunék v dané etézi, proto
s jeji pomoci dokdzeme hranice postizeného Useku urcit spo-
lehlivéji. Pocet pfipadl v nasem souboru je zatim maly, navic
presné méreni agangliondrniho Useku v resekatu jsme realizo-
vali jen u dvou pacientl. Tyto zavéry povazujeme za predbézné,
ale v budoucnu planujeme podrobnéjsi analyzu jiz proto, ze ve
svétové literatufe nenachdzime az na vyjimky podobné pozo-
rovani (28).

Prace porovndvajici vyuziti histochemie a imunohistochemie
s protilatkou proti kalretininu dolozily, Ze interpretace vysledku
imunohistochemického vysetteni je oproti acetylcholinesteraze
snadnéjsi, s mensim poctem zavérld nejasnych i nespravnych
(19,21). V nasem souboru jsme zaznamenali potize s hodnoce-
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nim imunohistochemické exprese kalretininu pfedevsim v po-
Catcich, pfi ziskavani zkusenosti. Celkové vnimame metodu
jako velmi uzite¢nou a jednoduchou, kterou si Ize na rozdil od
interpretace vysledk( cholinesterazové reakce snadno osvojit.
Tato metoda umoznuje vyhodnocovat i nejpovrchnéjsi vzorky
sliznice bez muscularis mucosae, k vylouceni HN staéi pozitivita
v lamina propria mucosae. Velkou vyhodu spatfujeme v ¢asné
diagnéze, protoze vysledek imunohistochemického barveni
se na rozdil od aktivity acetylcholinesterdzy neméni s vékem
pacienta (obr. 6A — D). Chceme v3ak varovat pfed nekritickym
vyzdvihovanim kalretininu jako metody neomylné. V nasem
souboru nejméné jeden pacient bez HN mél tak maly pocet in-
trinsickych vldken v distalnim rektu, Ze vysledek hranicil s nega-
tivitou (faleSné pozitivni diagnéza HN). Naopak jeden pacient
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s verifikovanou HN mél imunopozitivni vldkna pfesahujici i do
aganglionarniho Useku (fale$na negativita).

Pfipadnym pochybenim je lépe predejit zapojenim dvou
diagnostickych metod. Nam se osvédcila kombinace histo-
chemického a imunohistochemického vysetieni s protilatkou
proti kalretininu. Pravé diky této kombinaci se snizil pocet
nekonkluzivnich biopsii i v dalsich studiich (29,30). Histoche-
mie je nedocenitelna pfi diagnostice ultrakratkého a kratké-
ho segmentu. Pfitomnost ojedinélych kalretinin pozitivnich
vldken v distalnim rektu maze byt totiz jak variantou normy
(histochemie je negativni), tak prlvodni znamkou kratkého
aganglionarniho segmentu (histochemie je pozitivni). Pra-
covisté bez pristupu k enzymové histochemii mohou na pa-
rafinovych blocich vyuzivat bézné barveni hematoxylinem
a eozinem v kombinaci s imunohistochemickym priikazem
kalretininu ¢i dalSich protilatek, napf. GLUT-1 (31,32). Nevy-
hodou takového pfistupu by mohl byt vyssi pocet nerepre-

ZAVER

Pro diagnostiku HN doporu¢ujeme spojeni enzymové histo-
chemie a imunohistochemického vysetfeni s protilatkou proti
kalretininu, které dava do kontrastu zvysenou aktivitou acetyl-
cholinesterazy a vypadek exprese kalretininu v aganglionarnim
segmentu. Odbér hlubsich vrstev submukdzy neni podminkou,
proto jen vyjimecné odmitdme vzorek jako nedostatecny. Hlav-
ni vyhodou kalretininu je spolehlivost a jednoduché hodnoce-
ni (vldkna ano/ne), histochemie ma nezastupitelnou roli v dia-
gnostice kratkého a ultrakratkého segmentu. Kombinovanym
piistupem snizujeme mnozstvi nejednoznacnych vysledkd,
z ¢ehoz nejvice profituje maly pacient a jeho rodina.
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