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ABSTRAKT

Doktorska dizertacni prace shrnuje teoretické poznatky o
historii, diagnostice, klinickych aspektech a diferencialni
diagnostice Lynchova syndromu, ktery byl podkladem
postgradudlniho studia MUDr. Martina Duska na
Univerzité Karlové v Praze, Lékarské fakulté v Plzni
v obdobi let 2013 - 2017.

Prace je zaméfena predevSsim na vyvoj funkéniho
algoritmu plosné morfologické depistdze Lynchova
syndromu na zakladé morfologického vysetfeni
kolorektalniho karcinomu a endometridlniho karcinomu.
Obsahuje také prace popisujici management Lynchova
syndromu na Siklové Ustavu patologie v Plzni, které byly
publikovany v recenzovanych ¢asopisech.

Béhem let 2013 — 2016 bylo diagnostikovano 23 pacient(
s Lynchovym syndromem. Ztoho ve 20 pfipadech se
syndrom prezentoval kolorektdlnim karcinomem, ve 2
karcinomem endometria a v 1 pfipadé adenokarcinomem
duodena.

Molekularné genetické vysSetfeni odhalilo i nové,
v literatufe dosud nepopsané zarodecné mutace.



SUMMARY

This doctoral thesis summarizes current knowledge of the
history, diagnosis, clinical aspects and differential
diagnosis of Lynch syndrome, which was the basis of the
postgraduate study of Martin Dusek, MD at Medical
faculty in Pilsen of Charles University in Prague during
2013 -2017.

The thesis is focused on establishing an efficient
algorithm of morphological screening of Lynch syndrome
based on histopathological investigation of samples of
colorectal carcinoma and endometrial carcinoma. It also
includes articles describing management of Lynch
syndrome at Sikl‘s department of pathology in Pilsen,
which were published in peer-reviewed journals.

Twenty three patients with Lynch syndrome were
diagnosed during the years 2013-2016. Twenty of them
presented with colorectal cancer, two with endometrial
cancer and one case with duodenal adenocarcinoma.

Molecular genetic analysis has even revealed new,
previously in the literature undescribed germline
mutations.
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uvob

Lynchliv syndrom (LS) je definovan jako autozomalné
dominantné dédi¢né onemocnéni vytvarejici predispozici
ke vzniku malignich nador(. Podkladem je zarodecna
mutace nékterého z genli odpovédnych za opravy
replika¢nich chyb v DNA, tzv. mismatch repair (MMR)
gend, germinalni mutace genu EPCAM nebo germinalni
metylace genu MLH1.

Prvni poznatky o moziné predispozici ke vzniku
nadorového onemocnéni publikoval v roce 1913 prof.
Warthin v ¢asopise Archives of Internal Medicine. [45]

Podobné pozorovani rodinného vyskytu karcinom( u
dvou rodin poté publikoval v roce 1966 ve stejném
Casopise prof. Lynch a vroce 1970 doplnil udaje
k pavodni rodiné G popsané profesorem Warthinem.
[24,26]

V roce 1990 byla ustanovena mezinarodni skupinou
International Collaborative Group on HNPCC (ICG-
HNPCC) tzv. Amsterdamska kritéria pro klinickou
diagnostiku Lynchova syndromu, ktera byla v roce 1999
pro zvyseni senzitivity a moznost prezentace syndromu
extrakolonickou  malignitou revidovana na tzv.
Amsterdamska kritéria Il. [43,44]



Vletech 1993-1995 byly objeveny geny stzv. DNA
mismatch repair funkci (MMR geny) a mutace ve ctyrech
z nich (MSH2, MLH1, MSH6 a PMS2) identifikovany jako
pfic¢ina Lynchova syndromu. [5,7,20,34,36]

Bylo zjisténo, Ze tumory v ramci LS jsou typické vysokym
stupném tzv. mikrosatelitni nestability (MSI-H) projevujici
se charakteristickou morfologii a nasledné byly vyvinuty
Bethesda guidelines pro vybér pacientl s kolorektalnim
karcinomem (CRC) vhodnych pro genetické vysetieni na
LS. [42]

VARIANTY LYNCHOVA SYNDROMU

Syndrom Muir-Torre (MTS) byl prvné popsdn dvéma
nezavislymi skupinami autord, v roce 1967 jej popsal Muir
s kolektivem a rok poté Torre s kolektivem. [28,40] Jde o
vzacnou genodermatdzu charakterizovanou kombinaci
alespon jednoho kozniho tumoru sebacedznich Zlazek a
nejméné jedné viscerdlni malignity. [14,18,31]

Turcotliv syndrom (TS) byl prvné popsdn v roce 1959.
[27,39,41] VyznaCuje se vznikem primarnich nador
centrdlniho nervového systému (CNS) jako je
glioblastoma multiforme (GBM) nebo meduloblastom,
spolu s ¢etnymi adenomatdznimi kolorektalnimi polypy a
adenokarcinomy. TS je nékdy také oznadovan jako ,,brain-
tumor polyposis” pro vyskyt primarnich tumor( mozku



spolecné s mnohocetnymi kolorektalnimi adenomy nebo
karcinomy. [21,35]

Syndrom  konstituéniho mismatch repair deficitu
(constitutional mismatch repair deficiency, CMMRD) je
velmi vzacné se vyskytujici porucha zpuUsobena
zarodecnou bialelickou mutaci MMR genl. [1,2,8]
Dédi¢ny vzor je autozomalné recesivni a vyskytuje se tedy
predevsim jako vysledek pribuzenskych vztahd.

DIAGNOSTIKA

Pro definitivni potvrzeni diagndzy LS je nutny prlikaz
germinalni mutace nékterého z MMR gen(, genu EPCAM
nebo germinalni metylace genu MLH1. Vzhledem
k finan¢ni a technické narocnosti tohoto vysetreni byly
vypracovany pomocné metody kvybéru pacientd
vhodnych pro toto molekularné genetické vySetreni.

Dulezitou roli v diagnéze LS hraje ziskani komplexni
rodinné anamnézy nador( vSech anatomickych oblasti
sdlrazem na hlavni znaky LS, mezi které patfi:
autozomalné dominantni vzor dédi¢nosti syndromovych
nadord v rodokmenu, ¢asnéjsi pramérny vék vzniku CRC
nez v normdlni populaci, Ccastéjsi proximalni
(pravostranna) lokalizace CRC, akcelerovana
kancerogeneze (drobné adenomy mohou projit
rychlejSim malignim zvratem v karcinom nez u béiné



populace), zvysené riziko vzniku dalSiho (metachronniho)
CRC, zvysené riziko vzniku extrakolonickych malignit
urcitych lokalizaci (zahrnujicich endometrium, ovdrium,
Zaludek, tenké stfevo, hepatobiliarni trakt, pankreas,
horni mocovy trakt, mozek u Turcotova syndromu a
mnohocetné sebacedzni tumory u syndromu Muir—
Torre).

Histologické vySetieni vyuzivd toho, Ze tumory s vysokym
stupném tzv. mikrosatelitni nestability (MSI-H) vykazuji
typické histologické znaky zahrnujici lymfoidni odpovéd
organismu  charakterizovanou tumor infiltrujicimi
lymfocyty, peritumoralnim lymfoidnim lemem nebo
Crohn-like lymfocytarni reakci, mucinézni morfologii
nebo se vyznacuji bunkami tvaru pecetniho prstenu
(signet-ring cells) se Spatnou diferenciaci. [15,16,17,38]
Medularni karcinom byl popsan jako podtyp v klasifikaci
Svétové zdravotnické organizace (World Health
Organization classification, WHO) a vyskytuje se témér
vyhradné v tumorech s MSI-H. [10]

V imunohistochemickém (IHC) vySetfeni se vyuZiva
komercéné dostupnych protilatek proti proteinim MLH1,
PMS2, MSH2 a MSH6 k prlikazu jejich deficitni exprese.
PFi pouziti vSech Ctyr protilatek je senzitivita IHC vySetieni
srovnatelna se stanovenim MSI. [11,37] Oproti stanoveni
MSI vSak IHC umozniuje stanovit mutovany MMR gen a



tim snizit naklady na molekuldrné genetické vysetreni.
Jako pomocné IHC metody lze dle literatury vyuzit
Annexin A10, ktery je u LS tumorl exprimovan pouze
v 5%, pripadné protilatku VE1, ktera ukazuje na mutaci
V600E genu BRAF. [6,13,33]

Prestoze je MSI-H sice typicka pro LS, neni specificka.
Tumory s MSI-H totiz vznikaji dvéma rdznymi
mechanizmy. Bud' jako sporadické nadory vyvolané
genetickymi a/nebo epigenetickymi zménami
v somatické burice, nebo jako familidrné se vyskytujici
nadory v ramci LS zplUsobené zarodecnou mutaci
nékterého z MMR genU. Pokud je u osob nesoucich jednu
zarode¢né mutovanou alelu MMR genu béhem jejich
Zivota inaktivovana i alela druha, dochéazi ke vzniku
malignich tumord. Pricinou této inaktivace muize byt
somatickd mutace vdruhé alele genu, ztrata
heterozygozity (LOH) nebo metylace promotoru, jak
tomu byva u genu MLHI1. [9,32] Stanoveni metylace
promotoru genu MLH1 je proto dal$i metodou pomahajici
v rozliseni sporadickych MSI-H tumord.

UZiteénym pomocnym vySetfenim je i detekce
pritomnosti mutace genu BRAF, kterd v MSI-H karcinomu
obvykle svédci pro sporadicky CRC. [30]

Pro definitivni diagndzu LS u pacient( u kterych predchozi
metody nepotvrdily sporadicky MSI-H karcinom se pak
provadi molekuldrné genetické vysSetfeni zarodecné
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mutace genu MMR z periferni krve za pomoci PCR
pfimym sekvenovanim dle Sangera.

KLINICKOPATOLOGICKE ASPEKTY LYNCHOVA
SYNDROMU

Syndromové nadory se u LS v rodokmenu dédi na zakladé
autozomalné dominantniho vzoru. [25] Kolorektalni
karcinom vznikd u pacientd s LS prlimérné v ¢asnéjsSim
véku neZz vnormalni populaci a castéji s proximalni
(pravostrannou) predilekci. Drobné adenomy tlustého
stfeva mohou mit rychlejsi zvrat v karcinom nezZ je tomu
u bézné populace a je zvysené riziko nasledného vzniku
dalsiho CRC. Histologicky jsou CRC u LS castéji hure
diferencované, uvadi se vsak zvysené preziti. U nosicl
zarode¢né mutace MMR genu je navic zvySené riziko
vzniku dalSich extrakolonickych nadorl, a to zejména
nadord endometria, ovarii, zaludku, tenkého streva,
hepatobiliarniho traktu, pankreatu, mocového traktu,
mozku a klze. [3,46]

Klinické projevy LS se mohou liSit v zavislosti na
postizeném genu nebo konkrétnim typu mutace. Zatimco
mutace MLH1 je ¢asto spojena s diagndzou CRC jakoZto
jedinou malignitou, u pacienti se zdrodec¢nou mutaci
v genu MSH2 se Castéji vyskytuji extrakolonické nadory.
[19] Mutace vgenu MSH6 a PMS2 se vyznaduji nizsi
penetranci, priemZz mutace MSH6 je spojovdna



s CastéjSim  vyskytem  karcinomu endometria a
levostrannou lokalizaci CRC. [4,12] Na zakladé
fenotypickych vlastnosti vznikaji nékdy takové kombinace

vrve

zminénych, klinickych syndromd, i kdyz ve skutec¢nosti jde
pouze o varianty LS.

Vzhledem k ¢astéjsSimu a ¢asnéjsSimu vyskytu malignit u LS
oproti bézné populaci byly vypracovany také pokyny
k intenzivnéjSimu screeningu u téchto pacientd a jejich
pfibuznych nesoucich stejnou germindlni mutaci.
[22,23,29]

DIFERENCIALNI DIAGNOZA
Kromé sporadickych nadorl pfipadaji v diferencialni
diagndze LS v Uvahu i nasledujici syndromy:

e Lynch-like syndrom

e Familiarni kolorektalni karcinom typu X
e Familiarni adenomatdzni polypdza

e MUTYH-associovana polypdza

e Peutz-Jegherstv syndrom

e Familiarni juvenilni polypdza

e Cowdenuv syndrom

e Syndrom hereditarni smiSené polypdzy
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e Polymerase proofreading-associovana
polypdza

e Brooke-SpieglerQiv syndrom

e GorlinQiv syndrom (Basal cell nevus syndrome)
e Ferguson-Smith{v syndrom

e Tuberdzni sklerdza

e Syndrom Birt—Hogg—Dube

e Syndrom hyperplastické polypdzy

e Ashkenazi 11307-k

e Mutace 1100delC genu CHEK?2

CIL PRACE

Cilem prace bylo zavedeni algoritmu depistaZze Lynchova
syndromu, protoze nastaveni optimalniho managementu
vysSetfovani je pro diagnostiku LS klicové.

Nékteré dil¢i postupy se mohou v jednotlivych zafizenich
liSit, zejména s ohledem na persondlni, finanéni nebo
technické mozZnosti laboratore. Optimalni vySetfovaci
algoritmus by mél byt co nejefektivnéjsi, coz zahrnuje
nejen co nejvyssi senzitivitu a specifitu, ale také efektivitu
logistiky a financnich ndkladl. Vzhledem k casto
nedostate¢né anamnéze slouzi klinicka kritéria spiSe jako
pomocny faktor a navic se jejich samostatna senzitivita a

11



specifita ukazala nedostatecnou. Zakladem vysetfovaciho
postupu je v soucasné dobé detekce MSI-H tumord. Jeji
prakaz lze  provadét jednak pfimo, jednak
zprostfedkované pomoci IHC exprese MMR proteind,
nebo na zakladé histologickych znak typickych pro MSI-
H tumory. Pravé systém pouZiti téchto metod se mize
liSit. PInohodnotny postup by mél zahrnovat vSechny
zminéné metody z ddavodu jejich  vzajemné
komplementarnosti, nicméné zfinan¢nich i casovych
dlvodu je nutné nalézt vstupni metodu detekce, kterd je
dostatecné efektivni pfi zachovani uUnosnych nakladd
(financnich, ¢asovych i personalnich).

MATERIAL A VYSETROVACI METODY

Pro histologickou analyzu byly pouzity standardni vzorky
tkané fixované v 10% formolu, zpracované klasickou
parafinovou technikou a obarvené hematoxylinem a
eosinem pri tloustce ezl 4 um.

Pro IHC vysSetfeni byly pouzity primarni protilatky proti
MMR proteinm od spolec¢nosti Ventana a Cell Marque s
detekci zprostfedkovanou alkalickou fosfatazou s
amplifikaci nebo inkubaci DAB. Kvalita barveni byla
verifikovdna vnéjsi i vnitfni kontrolou. Jako ztrata exprese
bylo oznadeno negativni barveni nadorové tkdné pfi
zachované barvitelnosti vnitfni kontroly.
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Pro vySetfeni MSI ve tkani byla pouzita multiplexni PCR s
naslednou fragmentacni analyzou péti monukleotidovych
a dvou pentanukleotidovych repetici.

Mutace genu BRAF byly provadény vysetifenim casti
exonu 15 se zaméfenim na detekci mutaci v kodonech
V600 a K601 metodou PCR a reverzni hybridizace nebo
metodou real-time PCR.

Analyza metylace promotoru genu MLH1 byla provadéna
pomoci metody bisulfidické konverze a metylacné
specifické PCR.

Detekce mutaci MMR genl byla provedena pomoci
metody PCR a pfimého sekvenovani.

VYSLEDKY

Celkem bylo v letech 2013-2016 vysetfeno 5814 pacient(
s diagndzou C18-20 (4397 pacientl v Bioptické laboratofri
s.r.0. a 1417 v Siklové Gstavu patologie). Suspektni MSI-H
morfologii a/nebo IHC deficit MMR protein( vykazovalo
228 pfipadd. Zarodetna mutace definujici LS byla
molekuldrné geneticky potvrzena u 20 pacientt (0,3 %) s
CRC. V Bioptické laboratofi s.r.o. bylo diagnostikovano 10
pripadUll, coZ pti prepoctu na celkové vysetfené pripady
CRC v této laboratofi ¢ini 0,2 %. SiklQv Ustav patologie
diagnostikoval také 10 pripad(, ale vzhledem k mensimu
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poctu vySetfeni s diagndzou CRC byl podil LS 0,7 %. Navic
byl u dvou pacientek LS diagnostikovan na podkladé
vySetfeni adenokarcinomu endometria a u jedné
pacientky prezentujici se adenokarcinomem duodena. U
4 pacientl (0,1 %) byl diagnostikovan LLS. Sporadicky
MSI-H karcinom se prokdzal u 178 pacientll (3,1 %).
Celkem 26 pacient (0,4 %) se dosud nepodafilo z riznych
dlvodd vysetfit molekuldrné genetickou analyzou
germinalnich mutaci, z toho 21 pacientt (0,4 %) je velmi
suspektnich z diagndzy LS. U 4 pacientll byla stanovena
diagnoza Lynch-like syndromu.

Germinalni mutace v genu MLH1 byla zaznamenana u 6
pripadl (26 %), v genu PMS2 u 3 pripadd (13 %), v genu
MSH2 u 5 pfipadi (22 %) a v genu MSH6 u 9 pripadl (39
%). LS se potvrdil u 10 pacientd muzského pohlavi ve véku
26-80 let (primér 58,5 let) a 13 pacientl byly Zeny ve
véku 38-78 let (pramér 55,3 let), pficemz 5 pacientliim
(21,7 %) bylo vdobé diagndzy vice nez 70 let, cozZ
znamena, Ze v literatufe nékdy udavana hranice 70 let pro
vySetfovani pacientd na LS je neopodstatnéna.
Kolorektdlni karcinomy byly lokalizovany u 7 pacient( (30
%) v céku, u 2 pacientl (8,7 %) v colon ascendens, u 2
pacientl (8,7 %) v oblasti hepatdlniho ohbi, u 3 pacient(
(13 %) v colon transversum, u jednoho pacienta (4,3 %)
v colon descendens, u jednoho (4,3 %) v colon colon
sigmoideum a u jednoho (4,3 %) v rektosigmatu.
V souhlase s literaturou je tak vétSina CRC v ramci LS
lokalizovdna pravostranné. U 3 pacientd (13 %) nebyla
lokalizace v tlustém stfevé upfesnéna.
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DISKUSE

Frekvence zachytu LS na naSem pracovisti je nizsi nez je
udavana v literature. Zejména je-li hodnocena souhrnné
pro Bioptickou laboratof (0,2 %) a SiklGv Gstav (0,7 %).
Nepomér mezi témito dvéma pracovisti je vsak snadno
vysvétlitelny systémem financovani zdravotnictvi v CR,
ktery je jednoznacné orientovan na terapii, nikoli
prevenci a tudiZz ani na screening. Zdaleka ne u vsech
ptipadu totiz bylo mozno vyslovit podezieni na LS nebo
provést dalsi vySetteni. Vétsina klientd (klinickych [ékart)
Bioptické laboratore se totiz postavila proti vySetfovani
jejich materialu na Lynchlv syndrom, jelikoZ by jim pfilis
navysSovalo indukovanou péci.

Nicméné i frekvence Lynchova syndromu mezi pacienty
s kolorektdlnim karcinomem vySetfovanym v Siklové
Ustavu je relativné nizkd, a i po zapocteni pfipadu
suspektnich, u nichZz dosud vysSetfeni nebylo dokonéeno
(protoze nebyla dodana periferni krev kanalyze
germinalnich mutaci) tvofi pouze 1,3 %. MoZnych
vysvétleni je nékolik:

1) Vzhledem kcelkové nizkému poctu pacientQ
s kolorektalnim karcinomem v regionu neni statistické
zhodnoceni zcela spolehlivé, protoze v malych souborech
statistické odchylky ziskdvaji na vyznamnosti.

2) V Ceské republice je kazdy rok hldgeno vice nez 8000

nové  diagnostikovanych  pfipadl  kolorektalniho
karcinomu (MKN C18-20), ztoho okolo 550 ptipadu
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v Plzefiském kraji, ktery ma nejvyssi incidenci v CR. Nami
muze byt zplsobena nejen tim, Ze nam nékteré pripady
unikaji, ale také moinou souvislosti s nékterymi
exogennimi faktory zapficinujicimi vyssi incidenci CRC
v Plzenském  kraji za snizeni podilu geneticky
podminénych CRC.

3) Ne vsechny literdrni zdroje udavajici incidenci,
prevalenci nebo ¢etnost Lynchova syndromu v ramci
kolorektalniho karcinomu, maji jasné definovana kritéria
diagnoézy Lynchova syndromu, tedy podle dnesni definice
prikaz germinalnich mutaci MMR genl, germindlnich
mutaci genu EPCAM nebo germinalni metylace
promotoru genu MLH1. Tyto zdroje mohou zahrnovat
tedy i pfipady Lynch-like syndromu, pfipadné, byla-li
pouzita pouze klinickd kritéria, i jiné familiarni syndromy
asociované s CRC.

4) Nesoulad mezi hodnocenim exprese MMR proteintl na
zakladé imunohistochemického wvysSetfeni a funkci
daného proteinu mlze byt dan jednak charakterem
mutace, kterd sice umoini syntézu proteinu
zachovavajiciho antigenicitu, ale postradajiciho funkci,
jednak chybnym hodnocenim imunohistochemické
reakce. Tato moZnost pfichazi v Uvahu zejména v pfipadé
komplexu MLH1/PMS2. Je totiZz znamo, Ze tyto proteiny
jsou velmi citlivé na autolyzu, a proto zejména ve vétsich
resekatech je jejich antigenicita ¢asto snizena v dusledku
pomalého a/nebo nedostatecného priniku fixativa do
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tkdné. Ztoho vyplyvajici adaptivni sniZzeni ndrokd na
intenzitu hodnocené imunohistochemické reakce pak
mlze mit za nasledek mylnou interpretaci slabého
zbarveni v dlisledku abnormalni struktury proteinu jako
nasledek neadekvatni fixace. Pro tuto moznost by mohl
svéddit fakt, Ze v nasem souboru vyrazné prevazovaly
pfipady LS asociované s germinalni mutaci MSH6 nad
ptipady zpusobenymi germinalni mutaci MLH1, coZ je dle
literatury nej¢astéjSi moznost.

Ackoli je problematika nizké frekvence LS v nasem
souboru zajimava a dllezitd a vyzaduje hlubsi analyzu
vétSiho souboru v jesté delsim ¢asovém obdobi, aktudlné
se jako zasadnéjsi jevi vysoky pocet nedovySetienych
ptipadd suspektnich z Lynchova syndromu. Vzhledem
k tomu, Ze analyzu germinalnich mutaci mGze dle platné
legislativy indikovat pouze lékafsky genetik, k némuz
mlze pacienta odeslat pouze jiny klinicky l|ékat, je
evidentni, Ze na této Urovni screeningového systému se
jeho management dostdvda zcela mimo moZnosti
ovlivnéni patologem. Mezioborova spoluprace s aktivni
Ucasti zainteresovanych klinickych 1ékafl je tak
v soucasnosti  jednim  z nejkriti¢téjSich  momentu
v diagnostice LS. V dalSich letech bude tedy nezbytné
zainteresovat do diagnostiky LS i klinické l|ékare, bez
jejichz aktivni ucasti neni mozind kompletni diagnostika
pacienta, jeho rodinnych pfislusnikl ani navazujici
screeningové metody. Neékolik let snahy o zavedeni
ploSného screeningového systému nas presvédéilo i o
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tom, Ze vySe uvedené nebude moiné bez politické
podpory a bez financni Ucasti zdravotnich pojistoven.

ZAVER

Prestoze byla vypracovana klinicka kritéria pro diagnézu
LS, jejich efektivita se ukazuje jako nedostatec¢nd a
diagnostika je tak, mimo jiné pro absenci premorbidniho
fenotypu (tj. zmén, které by predchazely vzniku malignit),
z velké ¢asti v rukou patologu. Aby diagnostika LS byla co
nejefektivnéjsi, je nezbytné vhodné nastavit algoritmus
uvedenych vySetfovacich metod a logisticky postup
sohledem na mozZnosti konkrétni laboratore. Velmi
dilezitd je, jak jiz bylo fteCeno, také spoluprace
s klinickymi  lékafi  (pfedevSim  oborl chirurgie,
gastroenterologie, onkologie a praktické |ékafstvi) a to
nejen pro dalsi screeningovy dohled nad pacientem a
jeho pfibuznymi, ale také pro samotny odbér periferni
krve pacienta k vySetfeni na zdrode¢né mutace. Pravé
tato faze s odbérem krve se také casto ukazuje jako
problematicka. Zadost laboratofe o periferni krev na
genetickou analyzu totiz zUstava v zaplavé administrativy
a dalSiho pooperaéniho managementu ¢asto nevyslysena.
Ackoli se vlastné jedna pouze o prevainé administrativni
fazi celého procesu, muaie zanedbani fteSeni jeji
problematiky  zplsobit selhdni celého systému
zalozeného na racionalnim a etablovaném
morfologickém algoritmu.
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