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Predmluva

Tato prirucka zahrnuje zakladni metodické discipliny, které se pouzivaji na tstavech a
oddélenich patologie ve zdravotnickych zafizenich, samozifejmé v ruzném rozsahu. Je
doplnéné i o strucny popis laboratofi, v nichZ jsou tyto postupy provadény. Pritom vy-
chazime z modelu pracovisté autori tohoto prehledu. Vydéani této je ideou a zasluhou
profesora Dvoraka, kterému nebylo doprano dozit se realizace tohoto projektu. Prace
nechce a nemiize nahradit podrobné texty s podrobnym popisem barvicich metod, ani
uéebni texty z histochemie, imunohistochemie nebo molekularn{ patologie.

Komu jsou tyto texty uréeny? Mnohé z nich mohou Cerpat zaméstnanci tstavi a oddéleni
patologie, a to jak laboranti, tak i zacinajici 1ékafi, kterym neuskodi si zopakovat zaklady
barvicich metod ¢ principy (histo)chemickych reakci. Déle také studenti mediciny a
bakalafského sméru, ktefi oviem maji zaklady biochemie v ¢erstvé paméti. V ucebnicich
a obecné i specidlni patologie jsou mnohé z probiranych metod ¢asto citovany, aniz je
mozno je v ramci diskutované latky blize vysvétlit. Pravé o to se pokousi tato prirucka

Jménem autora Z. L.



Obsah

1 Histologické vySetifovaci metody v patologii, autopsie (Dvofdk) 8
1.1 Ustav patologie, zakladni ¢lenéni . . . . . .. .. ... .. ... ...... 8
1.1.1 Laboratorni komplex tstavu patologie . . . . . .. ... ... ... 8
1.1.2  Druhy tkanového bioptického materialu zasilaného z klinickych pra-
coViSt . . L 11
1.1.3 Odbér a uprava tkanového materidlu na patologii . . . . . . . . .. 13
1.1.4 Chyby vzniklé v procesu bioptickych odbéra . . . . . .. ... ... 15
1.1.5 Biopticka priavodka, transport bioptického materidlu, ¢asové normy
na expedici ndleztt . . . . . ... oL L 20
1.1.6  Informace, které prinasi bioptické vySetfeni . . .. .. .. ... .. 22
1.1.7 Informace, které prinasi bioptické vysetfeni nadort. . . . . . . . . . 23
1.2 Autopticky tsek UPA . . . . . . . ... ... 23
1.2.1 Informace, které pfinasi autoptické vySetreni, druhy autopsii . . . . 24
1.2.2  Organizace autoptického komplexu. . . . . . . ... ... ... ... 24
1.2.3  Proces autopsie a histologické odbéry . . . . . . .. ... ... ... 26
1.3 Vyukovy komplex . . . . . . . .. 26
1.4 Pravidla k preparaci biopticky vySetfovanych organii a odbéra. . . . . . . 26
1.4.1 Lymfatické uzliny . . . . . . ... ... 27
142 Zaludek . ... ... 29
1.4.3 Tenkéstfevo . . . . . . . . . 30
1.4.4 Tlusté stfevo . . . . . . . . . . 31
1.4.5 Apendix . . . . ... 34
1.4.6 Plice . . . . . . 34
1.4.7 Pankreas . . . . . . .. 35
1.4.8 Jatra . . . ..o 37
1.4.9 Ledvina . . . . . . . . . 38
1.4.10 Biopsie délohy aadnex . . . . . . . . . . . ... ... ... 40
1.4.11 Ovarium . . . . . . . . . 43
1.4.12 Biopsie varlete . . . . . . . ... 43
1.4.13 Prostata . . . . . . . .. 44
1.4.14 Kosternisval . . . . . .. . ... 45



1.4.15 Klze . . . . o oo 45

2 Histopatologické barvici metody (Dvofdkovd) 47
2.1 Histologicka barveni . . . . . . .. .. ... 47
2.1.1 Ptehledna barveni . . . . . .. .. .. ... .. 0L 47
2.1.2 Elastika . . . . ... 47
2.1.3 Impregnacni metody . . . . . . .. ... ... L. 48
2.1.4 Retikularni vlakna . . . . . .. .o oo 48
2.1.5 Polysacharidy . . . . . . .. .. ... 48
2.1.6 Lipidy . . . . . .. 49
2.1.7 Fibrin, bakterie . . . . ... ... Lo 49
2.1.8 Amyloid . . . ... 49
2.1.9 Anorganické latky . . ... ..o o 49
2.1.10 Pigmenty . . . . . . ... 50
2.1.11 Plisné . . . . . .. 50
2.1.12 Karcinoid . . . . . . ... 50
2.1.13 MGG —krevni elementy . . . . . . . .. ... ... 50
2.1.14 Myofibrily . . . . . . . . 51
2.1.15 HBs-Ag—australsky antigen . . . . . . .. ... ... .. ... .. 51
2.1.16 HP — campylobakter . . . . . . . . . ... ... ... . 51
2.1.17 Kresylviolet . . . . . . . . .. 51

2.2 Zakladni barveni v cytologii . . . . .. ... oo 51
2.2.1 May Grinwald Giemsa . . . . . . . ... ... L. 51
2.2.2 Papanicolaou . . . . . ... . 52

2.3 Neurohistopatologické metody . . . . . . . .. ... ..o 52
2.3.1 Barveni tigroidu (Nisslovy substance) . . . ... ... ... . ... 52
2.3.2 Barvenimyelinu . .. ... .. ... .. oo 52
2.3.3 Znézornéni neuroglie . . . . .. .. Lo Lo 52
2.3.4 Metody na znazornéni neurond a nervovych vlaken . . . . . . . .. 53

3 Klinicka cytologie (cytodiagnostika) (Dvofdkovd) 54
3.1 Druhy cytologickych vySetfenf . . . . . . . .. ... ... 54
3.2 Cytologickd metodika . . . . . . . . ... o 55



3.3 Cytologicka diagnostika, diagnosticky skrining . . . . . . . .. .. .. ...
3.4 Cytologicka diagnostika délozniho ¢ipku . . . . .. .. .. ...
3.4.1 Hormonalni cytologie . . . . . . . . .. ... .. Lo
3.4.2 Klasifikace Bethesda . . . . . . .. ... oo
3.4.3 Kuvalifikace skrinérky . . . . .. ..o 0oL

Histochemické metody v bioptické diagnostice (Lukds)

4.1 Fixace a zpracovani nefixovaného materidlu . . . . . . .. ... ... ...
4.1.1 Formaldehyd . . ... ... ... ... ... ...
4.1.2 Koagulaéni fixativa . . . . . . .. ... ...
4.1.3 Zalévani a krajeni fixované tkané . . . . . .. ... L
4.1.4 Hluboké zmrazeni tkanovych bloki a zpracovani zmrazené tkané

4.2  Zakladni histochemické metody . . . . . . . . ... ...

4.3 Jednoduché ionalnf interakce . . . . . . .. ..o
4.3.1 Glycidy areakce PAS . . . . . ... oo
4.3.2 Reakce sacharidi s bazickymi barvivy . . . . .. ... ... ...
433 Lipidy . . . . . . o
434 Enzymy . . . ..o
4.3.5 Nukleové kyseliny . . . . . .. . ... ..
436 Zelezo . . ...,
4.3.7 Amyloid . . . . ..

4.4 Aplikace standardné pouZzivanych metod v histochemické laboratofi . . . .

4.4.1 Prukaz mukopolysacharidi (GAG) v bunkich gastrointestinalniho
traktu (GIT) . . . ... ...

4.4.2 Prukaz GAG vnadorech . . . . . . . .. ...

4.4.3 Histochemické vySetfeni tenkého stieva pii diagnostice malabsorpé-
niho syndromu (MAS) . . . . .. ...

4.4.4 Histochemické vysetfeni jaternich punkci a biopsii . . . . .. . ..
4.4.5 Prukaz cholinesteraz ke zjisténi agangliondrniho segmentu v GIT. .

4.4.6 Myozinova Ca?" ATPéaza, fosforylaza, dehydrogenazy a kysela fos-
fatdza v myopatologii a u glykogenéz. . . . . ... ... ... ...

4.5 ZaFizeni histochemické laboratore . . . . . . . . . . . . ... ... ..

5 Zaklady imunohistochemie (Lukds)

72



5.1 Protilatky . . . . ... 75
5.1.1 Polyklonalnf protilatky . . . . . .. .. .. ... ..o 76
5.1.2  Monoklonaln{ protilatky . . . . . . .. ... oo 7

5.2 Fixace . . . . .. 7
5.2.1 Zéklady imunohistochemickych reaket . . . . ... ... ... 78
5.2.2 Prikaz antigent insitu . . .. ..o Lo 78
5.2.3 Imunohistochemicky pritkkaz sérovych protilatek . . . . . . .. . .. 83

5.3 Zafizeni imunohistochemické laboratofe . . . . . . . . .. ... ... ... 84

6 Imunohistochemie v bioptické diagnostice (Lukds) 85

6.1 Cytoskelet, stfedni filamenta a zakladni druhy tkani . . . . . . . ... .. 85

6.2 Cytokeratiny, epitelidlni antigeny . . . . . . . . .. ... ... .. ... .. 87

6.3 Klasifikace cytokeratini . . . . . . .. ... Lo 87
6.3.1 Pritomnost cytokeratint podle organti a tkénf . . . . . . . . . . .. 88
6.3.2 Vyznam detekce cytokeratinti pro bioptickou diagnostiku . . . . . . 92

6.4 Vimentin a mezenchymalni derivaty . . . . . ... .. ... ... ... .. 93

6.5 Antigeny krevnich elementt a endotelii . . . . . ... ... ... ... ... 93

6.6 Endotelidlni markery, antigeny krevnich skupin . . . . . . . ... ... .. 95

6.7 Histiocytarn{ markery, histiocytézy . . . . . . . ... .. ... 96

6.8 Svalova tkan . . . . . . .. 97

6.9 Nervovatkan . . . . . . . . ... 98

6.10 Melanogenni antigeny . . . . . . . .. .. Lo 100

6.11 Ukazatelé rychlosti bunééné proliferace . . . . . . . . .. .. .. ... ... 100

6.12 Onkogeny, antionkogeny . . . . . . . . . ... .. oL 101

6.13 Praktickd aplikace imunohistochemie, ptiklad postupu v diagnostice nadori102

7 Metody molekularni patologie (Smardovd) 104

7.1 Misto molekularné biologickych metod v patologii . . . . . . ... ... .. 104

7.2 Fluorescené¢ni in situ hybridizace (FISH) . . . . .. .. ... ... ... .. 104

7.3 PCR . . . 106
7.3.1 Zpétna neboli reverzni PCR (RT-PCR) . . . ... ... ... ... 107
7.3.2 Kvantitativni PCR . . . . . .. ... o 108
7.3.3 PCR sledovana v realném case (real time PCR, online PCR) . . . . 109



7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10

7.11

734 PCRinsitu . . . . . . . . 109

735 Nested PCR. . .. ... . ... . 109
7.3.6 Multiplex PCR . . . . . .. .. o 109
Kombinace PCR s metodami k uréeni bodovych mutaci . . . .. .. ... 110
Southerntv pfenos . . . . . . . . . .. Lo 110
Northernovy pfenos. . . . . . . . . . . . . o 111
Westernovy prenos . . . . . . . . . ... oo 111
Izoelektricka fokusace a dvourozmérné elektroforéza . . . . . . . . . . . .. 112
Pratokova cytometrie . . . . . . . ... oL 113
Testovani rezistence nadoru k cytostatikim in vitro . . . . . . . . .. . .. 114
7.10.1 Ziskavani a zpracovani nadorové tkdné . . . . . . ... ..o L. 115
7.10.2 Separace bunék a jejich inkubace s cytostatiky . . . . .. .. ... 115
7.10.3 Test MTT . . . . . . o 0o 115
Priklady vyuziti metod molekularni biologie v patologii . . . . . . . . . .. 116
7.11.1 Stanoveni HER2/neu . . . . . ... ... ... ... L. 116
7.11.2 Analyza naddorového supresoru pb3 . . . . . . ... ... 116
7.11.3 Analyza nékterych svalovych proteinu (calpain, dystrophin) . . . . 119



1 Histologické vySetrovaci metody v patologii, autopsie

1.1 Ustav patologie, zakladni ¢lenéni

Struktura prace UPA: UPA je ¢lenén na 3 zakladni utvary: laboratorni komplex k vy-
Setfovani tkani, autopticky komplex, vyukovy komplex. Ustavy patologie jsou konstantni
soucésti fakultnich nemocnic.

Oddélent patologie jsou z¥izovana v mensich nemocnicich, kterd nemaji vyukovou ¢ast a
zpravidla k jejich naplni nepatii vyzkumné prace. Maji vzdy autoptickou ¢ast a labora-
tofe pro histopatologii a cytodiagnostiku. Ve vétsich nemocnicich jsou oddéleni patologie
mohou provadét nékteré imunohistochemické a histochemické metody, vyjimecéné i né-
které metody, které jiz patii do kategorie molekularni patologie.

Bioptické stanice nemaji vyukovou a autoptickou slozku. Jde mens{ pracovisté zfizované
pfi malych nebo specidlné zaméfenych nemocnicich, nebo jde o soukromé pracovisté,
ktera slouzi ambulantnim zafizenim praktickych lékaii nebo mensim soukromym ne-
mocnicim.

7 didaktickych davodiu se v textu pfidrzime pracovni naplné dstavu patologie.

1.1.1 Laboratorni komplex tistavu patologie

. Laboratorni komplex patologie je tvoren souborem laboratofi vybavenych na analyzu
bioptickych tkanovych excizni, cytologickych odbért a odbéri tkani z autopsii. PrevaZznou
¢ast laboratorniho provozu je biopticka diagnostika, kterd dnes tvoii priblizné 85istavu.

Modern{ astav je vybaven komplexem laboratofi k nimz patfi:

Prijmovéa laboratof a komplex histologickych laboratori

Cytologicka laboratofr.

Histochemicka laborator

Imunohistochemicka laborator

Laborator molekularni patologie

DetaSované laboratofe jsou zaméiené metodicky podle potfeb mensich nemocni¢nich
celku patricich k fakultni nemocnici. Na laboratorni tisek navazuje kancelar k expedici
bioptickych nalezii, diagnostické pracovny lékari, knihovna, seminarni mistnost a rizné
pracovny podle potieb specidlniho zaméreni pracovisteé.

Odborné kvalifikace laborantek celého ustavu je vedena tak, aby jednotlivci postupné

prochézeli riznymi laboratofemi. Vysledkem je optimalni pocet Siroce erudovanych la-
borantek, které se mohou v raznych laboratorich plnohodnotné zastupovat a kvalifikované



zajistovat komunikaci mezi jednotlivymi laboratofemi celého laboratorniho komplexu. Je
to dilezité. Vzdyt na jedné zavéreéné diagnoze se podili Gasto vSechny laboratofe. Vzé-
jemné zastupovani je zajisténo také mezi laboranty zékladniho pracovisté a bioptickych
stanic. Pravidlo zastupovéni plati pro vSechny profese.

Komplex histologickych laboratoiri Prvni soucasti komplexu histologickych labora-
tofi je prijmovd laborator, ktera registruje veskery tkanovy material zasilany k vySetfeni
ve vSech laboratofich. Z klinickych pracovist zasilané tkanové vzorky, ¢asti organi i celé
organy zde tfidény. Nékteré vzorky jsou pfedavany pirimo do specialnich laboratori, vét-
Sina tkdnového materidlu prochézi procesem piikrajovani. Prikrajovani probihé ve speci-
alnich ventilovanych prikrajovacich boxech. Tkané jsou makroskopicky dokumentovany
popisem, piipadné jsou vzorky fotografovany. Nésleduje cilené vybirani reprezentativ-
nich tkanovych excizi a jejich dprava do blokovacich kazet. Pri prikrajovani tvori lékar,
laborantky a zapisovatel sehrané spolupracuji tym s presné rozdélenymi funkcemi. Ve
se déje v rezii laborantky, ktera garantuje vylouceni zamény vzorkd i optiméalni uloZzeni
tkani v kazetach. Ty jsou pak vkladany do autotechnikonii, kde v pribéhu zbytku dne
a v no¢nich hodinach je tkan automaticky odvodiovéna a pfipravena k zaliti do para-
finu. Soucasti histologickych laboratoii, histochemické laboratofe a bioptickych stanic je
metoda peroperacniho vysetieni.

V laboratoti pro parafinové zpracovdand tkdni jsou excize zalévany do tvaru parafinovych
blocku. Laborant dba na pfesné uloZeni parafinem prosycenych excizni do parafinového
bloku, aby byla zajisténa spravna orientace vzorku pti krajeni blockti na mikrotomech.
Proces krajeni a barveni probih4 v histologické laboratori ¢. 1, kterou lze pfirovnat k am-
bulantnimu provozu klinik. Laborantky pomoci mikrotomt zhotovuji z exciz{ série nékolik
tisicin mm tlustych tkanovych fezt. Rezy zachycené na podlozni skle jsou rychle suseny
v termostatu a vlozeny do barviciho automatu kde probihé4 zakladni baveni hematoxy-
a odvodnén{ jsou fezy pokryty mediem, pfikryty krycim sklem. Vznikne trvaly histolo-
gicky preparat. Je predan patologovi k mikroskopické diagnostice. Od prikrojeni tkani
po predéni preparatu lékafi trvé cely proces zhotoveni standardniho preparatu 24 hodin.
Analogicky jako bioptické preparaty jsou zhotovovany preparaty z autopsii.

V histologické laboratori ¢. 2 jsou zhotovovany preparéaty z endoskopickych mikroexcizi,
z drobnych punkénich vzorkiu z jater, z prostaty a z jinych orgént. Z téchto odbéru
jsou standardné zhotoveny série preparattt barvenych nékolika specidlnimi metodami.
Laborator slouzi také k odvapnovani kosti.

Histochemicka laborator je specialni laboratof zaméfend prevazné na prikaz en-
zymu v histologickych Fezech a na detekei jinych latek v buifice (proteinové komplexy se
Zelezem, s médi, detekce aminokyselin atd.). Na rozdil od histologickych laboratofi pra-
cuje histochemie prevazné s nativnim materidlem, tj. s tkdinémi bez vychozi formolové
fixace. Histologické Tezy jsou zhotoveny v kryostatu pii teploté —20 — 30°C. Vysledné
preparaty jsou vySetfovany biochemickymi metodami upravenymi k aplikaci na tkanovy



fez. Reakci vznikne zbarveny produkt presné vazany na bunééné komponenty tkani. Di-
agnoza je patologem odectena mikroskopicky. Laborator slouzi prevazné k diagnostice
metabolickych onemocnéni GIT a k diagnostice chorob kosterniho svalstva.

Laborator pro imunohistochemii a specialni histologii V dnesni patologii je imu-
nohistochemie nezbytnou metodikou pro pfesnou onkologickou diagnostiku. Imunohis-
tochemie umi v histologickych fezech prokazat desitky antigenti vdzanych na bunééné
komponenty normalnich tkani i nadori. Metodika pouziva velky pocet definovanych pro-
tilatek, které jsou aplikovany na histologicky fez. Vazané protilatka se pak prokéze his-
tochemickou reakci. Vysledkem je zbarveny produkt, ktery v mikroskopu oziejmi pii-
tomnost protilatky, a tedy i hledany antigen. Imunofenotyp buiky je pro kazdy nador
dosti charakteristicky a napoméha k diagnoze. Metodika pracuje s parafinovymi i se
zmrazenymi tkanovymi fezy, laborator je vybavena specialnim vakuovym a hyperbaric-
kym tkanovym procesorem a imunostainerem (pfistroj automaticky aplikuje na serii fezi
naprogramovanou sadu protilatek). V kombinaci se specidlnimi barvicimi metodami je
imunohistochemie dnes nezbytna pro hematoonkologickou biopsii, pro pediarickou on-
kologii, podili se na presné diagnostice onkologické biopsie v8ech organovych systém.
Uplatnuje se také v diagnostice metabolickych vad a v rozlisovani bunéénych typ1.

Cytologicka laborator Cytodiagnostika je zaméfena na hodnoceni bunéénych suspenzi
ziskanych ze sekreti, ze stéri sliznic, z vypotkil, z moci a z nejriznéjsich télnich tekutin.
Zakladem hodnoceni je cytologicky preparét, tj. podlozni sklicko se zachycenymi bufi-
kami v jedné vrstvé. Preparat je zhotoven bud jako natér nebo jako bun&ény koncetrat
pripraveny centrifugaci na speciadlnim pristroji ,,cytospinu®. Nékteré materialy jsou zalé-
vany do parafinu a vySetfeny jako histologicky preparat. Metodika poskytuje cenné infor-
mace hlavné v gynekologii a v pneumologii, je ¢asto prvni metodou volby pfi podezieni
na nadorova onemocnéni. Laborantky cytodiagnostické laboratote zhotovuji cytologické
preparaty a soucasné jako ci skrinéreky se podileji na diagnostice. Mikroskopicky vy-
Setfuji sestavy preparati, formuluji pro patologa predbéznou diagnézu. V gynekologické
cytologii neonkologické nélezy samostatné diagnostikuji, onkologické nalezy s predbéz-
nou diagnézou predévaji k hodnoceni patologovi. K diagnostice je tfeba mit potfebné
teoretické znalosti a spoustu zkuSenosti. Pro funkci skrinérek je vyZzadovana specialné
zameéfena cytologicka atestace.

Laborator elektronového mikroskopu Metodika polotenkych fezl a fezl pro elek-
tronovou mikroskopii je zcela zvlastni laboratorni disciplinou. Velmi drobné tkanové frag-
menty jsou specidlné fixovany, zalévany do umélych pryskyftic, krajeny diamantovymi nozi
na ultramikrotomu a prohlizeny v elektronovém mikroskopu. Slouzi k diagnostice svalové
biopsie, k biopsii periferniho nervu a nékterych tumori.

Laboratof molekularni patologie V réamci oboru jde o novou disciplinu, bez niz se
moderni ustav neobejde. Prace laboratore je zaméfena na soubor definovanych diagnéz,
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jejich pocet vsak stale roste. Na rozdil od histopatologie pouziva molekuldrni patologie
metodiky molekularn{ biologie. Prace laborantek méa v8ak Fadu sty¢nych bodu s histo-
logii. Standardnim postupem jsou metodiky FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace),
metoda Western blotting, amplifikaci Her-2/neu a metoda FASAY. Diagnosticka infor-
mace je odec¢itdna na subceluldrni trovni. Metodiky molekuldrni patologie vstupuji do
presné diagnostiky nékterych lymfomi, karcinomu prsu, karcinomu mocového méchyte
a formuluji diagnozu nékterych svalovych dystrofii. Pocet diagnostickych jednotek sta-
novenych v laboratoii molekularni patologie stale roste. Metodiky garantuji a provadi
ptirodovédci.

Detasované bioptické stanice Laboratore disponuji analogickym metodickym vyba-
venim jak je uvedeno v komplexu histologickych laboratofi zédkladniho pracovisté v Bo-
hunicich. Mohou provadét také nékteré imunohistochemické metody a pro opera¢ni saly
vlastni nemocnice zajistuji peropera¢ni biopsii. K dalsim metodam posilaji tkiné a bloky
na zakladni pracovisté.

1.1.2 Druhy tkanového bioptického materialu zasilaného z klinickych praco-
vist

Chce-li klinik presné informace od patologa, musi také sdm poskytnout patologovi presné
informace o pacientovi. Ve vétsiné pripadi je dostacujici uvést klinické idaje na zadanku,
v nejasnych piipadech je optimalni osobni komunikace patologa a klinika.

Tkanovy material z klinickych oddéleni prochazi nejprve pi{jmovou laboratoii, kde je
registrovan a tfidén do jednotlivych laboratoii. Do piijmové laboratofe pfichazi rizné
typy tkénovych vzorkd.

Standardni diagnostické bioptické odbéry Cilem chirurgického vykonu je odbér
tkané s predpokladanou patologickou zménou. K nejcastéjsim diagnostickym odbérim
patii: excize koznich afekci, odbér lymfatickych uzlin, excize topograficky uréenych zmén
mékkych tkani, orgdnové excize z ohrani¢enych procesiu, organové excize z diftiznich pro-
cest, kostni trepanobiopsie, nejriznéjsi mikroexcize odebrané endoskopicky.

Bioptické odbéry provedené jako soucast terapeutické operace Odbér je pro-
veden jako soucést indikované operace. S prihlédnutim k nalezu, ktery chirurg pozna
v pribéhu operace jsou odebirdny cilené excize z patologicky zménénych mist, jsou pro-
vadény parcidlni resekce organti nebo odniméany celé organy, které jsou pak biopticky
vySetfovany. Opera¢ni materiél je prenaSen na patologii nativni nebo fixovany. Zasilani
materidlu vyzaduje dodrzovani pravidel, kterd maji své zvlastnosti pro jednotlivé orgény
¢i systémy. Viz nize ,,pravidla pro bioptické vySetfovani organi.
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Peroperac¢ni biopsie (odbér pro kryostatové rychlé vysetieni). Poskytuje chirurgovi
rychlou informaci nutnou pro optimélni pokracovani probihajici operace a v nékterych
pripadech i diagnozu pro okamzitou celkovou terapii. Patomorfologické vySetieni vétsinou
rozhoduje mezi benignim a malignim procesem, ¢asto miZe proces presné pojmenovat.
U jednozna¢nych malignit pot¥ebuje chirurg védét, zda byl tumor excidovan cely (in
sano). Vysledek peropera¢nich vySetfeni usmériuje vyznamné daldi operacni postup.
Napiiklad pii operaci plic pro lozisko v plicnim parenchymu neznamé biologické povahy
provede chirurg nejprve diagnosticky odbér z loziska a ¢eké na vysledek peropera¢niho
vySetfeni. Pokud se jedna o benigni proces, mize byt operace ukoncéena prostou excizi
nebo exstirpaci. V pfipadé maligniho nddoru nasleduje lobektomie. Analogické situace je
u vétsiny organovych systémi.

Po predani excidovaného materialu patologovi nasleduje uprava vzorku a technické zpra-
covani kryostatovou metodou, coz trva 10 — 15 minut. Cas nutny ke zhodnoceni pfipra-
veného vzorku patologem a formulovani peropera¢ni diagnozy se pohybuje od 1 minuty
po 15 minut, podle sloZitosti nalezu.

Je dulezité zduraznit! Pokud by se od vijsledku peroperacni biopsie neodvijel dalsi operacni
postup, nemd byt kryostatové vySetieni poZadovdino (coz klinik ¢asto, z prosté profesio-
nalni zvédavosti, déla). Zmrazenim se vzdy excidovana tkan ¢astecné poskodi. To kom-
plikuje nésledny parafinovy proces. Ten je pro formulaci definitivni bioptické diagnozy
nezbytny. V pritb&hu operace je tieba zajistit moznost komunikaci patologa s operatérem
(mobilni telefon ¢i jiny zptisob).

Punkéni biopsie Velmi drobné tkanové vzorky jsou odebrané specialni punkéni biop-
tickou jehlou. Punkéni biopsie jsou dnes nedilnou soucasti diagnostiky onemocnéni jater,
ledvin, prostaty, $titné zlazy, mlécéné zlazy i jinych organt. Odebrana tkan je ihned vlo-
zena do fixa¢niho roztoku. Pokud je predpokladano metabolické onemocnéni, je nezbytné,
aby klinik postup nakladani s materidlem pfedem s patologem dohodnul. Punkéni biop-
sie ledvin je standardné vySetfovana elektronovym mikroskopem a imunohistochemicky,
k fixaci slouzi roztok glutaraldehydu. Cast punkce je vySetfovana imunohistochemicky
z kryostatovych fezi nativni tkané. V nékterych pripadech je nutné vysetfit nativni tkan
s pouzitim histochemie. Nativni punkéni valecky jsou po odbéru poloZeny na kus suchého
COs v girokohrdlé termosce.

Endoskopické biopsie. Jsou dnes konstantni soucésti vétSiny endoskopickych vySetfeni
(bronchoskopie, gastroskopie, endoskopické vySet¥eni pankreatu, kolonoskopie, mediasti-
noskopie, cystoskopie, kolposkopie, laparoskopie). Postupy technického zpracovani jed-
notlivych endoskopickych odbéri maji své zvlastnosti pro kazdy organ (velikost vzorku,
pocet odbéri a jiné).

Punkéni cytologicka biopsie Tenkou jehlou je aspirovano z nékolika mist patologic-
kého loziska malé mnozstvi tkané. Aspirat obsahuje krev a tkdnovou tekutinu se suspen-
dovanymi jednotlivymi buiikami a bunéénymi trsy, piipadné velmi drobné kousky tkané.
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Materiél je vystfiknut v kapkich na podlozni skla. Natéry jsou zhotoveny analogicky
jako krevni natéry. Malé kousky tkané jsou fixovany ve formolu a zpracovany histolo-
gicky. Punkéni cytologicka biopsie je nejvice je pouzivana k vySetfeni rezistenci prsu,
§titné Zzlazy a prostaty.

Cytologické otisky Jsou doplikem histologického vySetfeni. Dnes jsou stale Castéji
pouzivany v metodice molekularni patologie. Jsou také vyznamnym doplitkem vySetfeni
lymfatickych uzlin. Metodika je jednoducha. Reznou plochu vySetfované tkdné polozime
(otiskneme) na odmasténé podlozni sklo. Z jedné fezné plochy lze vétSinou udélat 2 infor-
mativni otisky. Zaschlé otisky jsou pfedény patologovi soubézné s tkAnovym materialem.

Odbéry pro enzymaticka vySetifeni Jsou doruceny v nefixovaném stavu a déle zpra-
covany v histochemické laboratoii. Slouzi k diagnostice enzymopatii travici trubice, né-
kterych vzacnégjsich metabolickych chorob, a k diagnostice chorob kosterniho svalu. Pred
odbérem se klinik pfedem domlouva s patologem o zptsobu odbéru excize a zpisobu
doruceni vzorku.

Odbéry pro molekularni patologii Jde o specialni odbéry i o soucasti vySetieni
standardnich odbéri. Podrobnosti jsou uvedeny v oddéleném textu.

1.1.3 Odbér a tprava tkanového materialu na patologii

Tkanové materialy (bioptické odbéry a organové resekéty) dorucené do piijmové labo-
ratofe patologie jsou v nativnim (nefixovaném) stavu nebo jsou jiz vlozeny do fixaéni
tekutiny. Diagnosticky proces za¢ina prikrajovanim (preparaci) materidlu. Patolog pre-
paruje zaslanou tkan, makroskopicky ji hodnoti, nalezené informace diktuje do priavodky;,
pripadné provede obrazovou dokumentaci. Hlavnim smyslem preparace je cilenych odbér
excizi pro cely komplex histopatologickych metod. Preparace tkani je vedena podle ustéle-
nych konvenénich schémat (viz nize). Jeji soucasti je makroskopicka registrace nalezenych
zmén, registrace vahy a rozméri, vyhledavani a odbér lymfatickych uzlin i shromazdo-
vani udaju pro TNM Kklasifikaci. Tkédné jsou preparovany ve specialnich ventilovanych
boxech. Boxy zamezuji vdechovéani toxickych par fixa¢nich tekutin. Excize spolupracujici
laborant vklada do kazet, kazety a jednotlivé excize oznaci ¢isly. Proces pfikrajovani musi
presné organizovan, nesmi dojit z zameéné excizi!

V nemocnici s patologii jsou z operacCnich sali tkanové resekaty predéavany patologim
zpravidla nativni (nefixované). Patolog pfi preparaci nativni tkané snadno vyhledava uz-
liny a sdm voli optimélni fixa¢ni tekutinu pro standard nebo imunohistochemii, pro elek-
tronovou mikroskopii, pfipadné provede explanta¢ni odbér pro tkanové kultury, vybere
bloky pro vysetfeni metodou zmrazenych fezl, v indikovanych piipadech udéla otisky
pro cytologické hodnoceni, provede odbéry pro metody molekularni patologie, pfipadné
i odbéry pro mikrobiologicka vySetieni.
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Postupy patologa pfi preparaci fixovanych tkani jsou analogické jako pri preparaci tkané
nativni, moznosti vyuziti nékterych metodik z fixovaného vzorku jsou limitované. Nékteré
metody z fixované tkané nelze provést vibec.

Zakladni (standardni) histologické vySetfeni Uvodnim a soucasné zakladnim po-
stupem je metodika zalévani tkani do parafinovych bloku, krajeni blokt na mikrotomu,
zhotoveni mikroskopickych preparati pomoci barvicich metodik. f{ezy nebo natéry jsou
standardné barveny hematoxylinem-eozinem, podle potifeby pak dal$imi metodami na
znézornéni vaziva, pigmenti, bunééné cytoplazmy, nervovych bunék a vlaken. Soucasti
standardniho vysSetfeni jsou také nékteré histochemické metody a vySetfeni tkdni v pie-
hlednych velkoplo$nych histotopogramech. Nejméné v 65 % pripadi lze bioptickou dia-
gnozu uzaviit ze standardniho vysetfeni.

Ze zakladniho vySetfeni rozlisi bioptik nadorovy proces od pseudotumorti a jinych ne-
nédorovych zmén, odlisi vétsinu benignich nddort od nadort malignich, odlisi hyperpla-
zie od dysplazii, rozlisi typy prekancer6z. U malignich nadort ur¢i miru diferenciace ¢i
dediferenciace neboli gradus (grading), pfipadné i T ¢ N stadium tumoru. Pokud byl
patologovi dodan cely preparat, lze vétsinou rozpoznat, zda byla excize provedena az do
zdravé tkané a zda nadorové lozisko bylo vyjmuto celé (stadium nadoru).

VySetieni ve zmrazenych rezech Metoda slouzi standardné peroperacni biopsii,
jak bylo vyse uvedeno. VySetfeni tkiné€ zmrazenymi fezy je nezbytné pro detekci vétsiny
enzymi, tukd a latek rozpustnych v tucich a pro provedeni nékterych imunohistoche-
mickych metod. Nefixovana tkan je rychle zmrazena poloZenim na piredmrazeny kovovy
stolek, proudem kysli¢niku uhli¢itého, nebo ponofenim do kapalného propan-butanu.
Tkanové bloky jsou krajeny v kryostatech na predchlazeném mikrotomu, fezy zachyco-
vany na podlozni skla, vkladdny do fixa¢ni tekutiny a déle barveny nebo zpracovany
riaznymi metodami. Standardné jsou zmrazené fezy pouzivany k diagnostice metabolic-
kych svalovych onemocnéni, malabsorpénich onemocnéni tenkého streva, k diagnostice
megakolon.

Trepanobiopsie VysSetfeni kostni diené je nedilnou soucésti diagnostickych postupu
v onkologii a hematologii. Jde pfedevsim o choroby krvetvorby a lymfatické tkdné, mensi
mérou i o solidni nadory, zvlasté détského véku.

Trepanbiopsie pFinasi nasledujici dileziti informace: Vyjime¢nymi nalezy jsou tesaurismoézy (m. Gaucher,
m. Niemann-Pick), selektivni poruchy vyzravani — ,pure red cell aplasia* apod. Ke vzacnym diagn6zam
patfi i histiocytosis X, systémova mastocytodza a dalsi. Kone¢né, kostni dfen miize byt vySetfovana i u
pacientit po transplantaci kostni d¥ené (autologni i allogenni), jednak pro suspektni relaps, jednak pro
posouzeni prihojeni transplantatu. Literatura v tomto ohledu uvadi po allogenni transplantaci poruchy
v architektufe tkané a varuje pfed moznou zaménou s MDS, naSe omezena zkuSenost zatim tyto zmény

nezaznamenala.

Obvykle je k histologickému hodnoceni odesilan valecek houbovité kosti obsahujici dfe-
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nové prostory (trepanobiopsie). Lze vSak s vyhodou vySetfovat i drobné ¢astice drené
vyplavené krvi z rdny po trepanobiopsii ¢i sternalni punkci. Tyto ,,vlocky*“ mohou byt
zasldny jako soucést velkého krevniho koagula, v némz jsou fidce rozptyleny, nebo radéji
pred srazenim aspirované krve koncentrovany na jedno misto Petriho misky a takto sepa-
rovany od nadbytecnych erytrocyti a posléze vlozeny do fixativa. Tak ¢i tak mohou byt
ve vét8iné piipadi plnohodnotnou nédhradou trepanobioptického valecku. Jsou-li zaslany
spolu s nim, zvysSuji diagnostickou vytéznost vySetifeni a nékdy také supluji nekvalitné
odebrany trepanat. Mistem odbéru je obvykle spina illiaca posterior superior, u obéznich
osob je doporucovana spina illiaca anterior superior. Velikost véle¢ku je zésadnim a li-
mitujicim faktorem ovliviiujicim kvalitu diagnostiky. Literarni tidaje hovoii o minimalni
pozadované ploge tkanovych fezit 30m?, coz pii sile 2mm znad&i délku vzorku nejméné
15 mm.

Metody trepanobiopsie Tradi¢nim a nejdostupnéjsim zptsobem je fixace formolova (formalinova),
které je i metodou volby pro vzorky kostni dfené. Trvani 24 h je u malych objemu tkéné plné dostacu-
jici. U materiala obsahujicich kostni tkan musi nasledovat dekalcifikace. Trepanobiopticky vélecek je dale
zpracovavan v ramci parafinového procesu a nasleduje barveni fezi prehlednymi barvenimi — hematoxy-
linem a eosinem a také May-Griinwlad-Giemsovym barvenim. Obvykle jsou aplikovany i metody dalsi —
impregnace retikula napt¥. Gémoéryho metodou, barveni na kolagenni vlakna dle Van Giesona ¢i Massono-
vym trichromem, PAS reakce, chloracetatova reakce (enzymova histochemie) prokazujici buiiky patiici
k neutrofilni fadé a také mastocyty. V mnoha ohledech je nenahraditelnd metoda imunohistochemie.
Jde o uréitou analogii imunofenotypizace bunéénych suspenzi pritokovou cytometrii. Hledany antigen
se prokazuje monoklonalni protilatkou in situ. Zasadni informaci je, na jaké buiice ¢i dokonce bunééné
struktufe (jadro, plazma, membrana) se nachazi. Vysledna hodnoceni je tedy kombinaci imunofenotypu
a morfologie.

Na jednom Fezu je mozno v rutinnim provozu detekovat jen jeden antigen, priikaz koexprese (napf.
CD20+ CDb5+ charakterizujici B-CLL a lymfom z plastovych bunék) miize tedy byt u minoritné zastou-
pené populace problematicky az nemozny. Nutno poznamenat, ze po fixaci jsou mnohé antigeny zni¢eny
a nelze je v uz nijak prokazovat (napifiklad CD13, CD33). I tak je ale spektrum prokazatelnych antigen-
nich determinant dosti Siroké a umoznuje pfesnou diagnostiku vétsiny patologickych odchylek. Z dobte
odebraného valecku lze pfi Setrném zachazeni pfipravit desitky fezli a ty barvit ¢i aplikovat libovolné
protilatky.

Pro uplnost uvedme, Ze parafinovy material miZe slouzit i pro vySetfeni DNA a s omezenim i RNA
pomoci PCR, a to i po mnoha letech archivace — t(14,18) nebo k detekci genomovych aberaci pomoci
FISH —t(11,14). Elektronova mikroskopie je pouZivana pii pritkazu vlasatobunééné leukemie a pfipadné

pfi vySetfeni stifddacich poruch metabolismu.

1.1.4 Chyby vzniklé v procesu bioptickych odbéra
e zbytecné maly objem bioptického vzorku
e mechanické zhmozdéni tkané neSetrnou manipulaci
e zpozdéné dodani nativniho vzorku na patologii

e pouziti malého mnozstvi fixa¢niho roztoku na velky objem tkané
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e chybéni prefixa¢ni tpravy nebo $patna prefixa¢ni Gprava odbéru pfi posilani fixo-
vané tkané, Spatné oznaceni vzorku stehy a jinymi znackami urc¢ujicimi topografii
zmény urcené k cilenému bioptickému vySetfeni

e nedostacujici idaje v privodce
e zaslani riznych topografickych odbéri v jedné fixa¢ni nddobce

e absence pfedchozi domluvy s patologem pii odbéru pro specidlni biopticka vySetfeni

Technickd dokonalost postupu pfi odbéru materidlu je predpokladem spolehlivé histopa-
tologické diagnozy. Spatné odebrana nebo zhmozdéné tkan vyrazné omezi nebo i zne-
mozni bioptickou diagnézu, vystavuje pacienta opakovanému vykonu, komplikuje ¢i zne-
mozni v€asnou adekvatni terapii. Chce-li klinik pfesné informace od patologa, musi také
sam poskytnout patologovi presné informace o pacientovi. Je samoziejmé, Ze patologovi
se dodany material hodnot{ tim lépe, ¢im vice informaci o klinickém charakteru nemoci od
klinika ziska. Je nezbytné, aby klinik, ktery chce co nejpresnéjsi patomorfologické hodno-
ceni, dodal patologovi v8echny dilezité informace, které usmérnuji pouziti metodického
spektra a jsou pomocnym voditkem pii stanoveni bioptické diagnézy. V nékterych pfipa-
dech je dostacujici vSe podstatné uvést na zaddanku, v nejasnych pripadech je optimalni
osobni komunikace patologa a klinika.

Zbyteéné maly objem bioptického vzorku Na objem odebraného materidlu nelze
formulovat zadné univerzalni pravidlo. VSeobecné plati zasada, Ze excize mé byt repre-
zentativni, tj. co nejveétsi pii soucasném usili chirurga o co nejmensi poskozeni pacienta.
cize se musi vyhnout nekrotickym tsektim a méa zasahovat hlavni ¢ast loziska. Pokud lze
odebrat lozisko celé, neméla by chybét i ¢ast prilehlé neposkozené tkané. Tyto pozadavky
nelze vzdy zcela splnit. Zkuseny chirurg se dovede vySe uvedenému souboru postuléti
potiebné priblizit. V pruvodce vidy uvede tidaj o makroskopickém nalezu v misté excize.

Mechanické poskozeni tkAné Pri neSetrné manipulaci vznikaji ve tkéni tlakové arte-
fakty. Jadra bunék jsou tmava, zmenSend, nelze rozlisit mitotické figury od nekrotickych
a stlacenych jader, vazivo homogenizuje, rozliSeni malignity od benignity je pak zcela
nejisté. Zhmozdéni vznika nejcastéji pii pouzivani kovovych nastroji (kompresi pednem,
pinzetou ale také pfi odbéru tkané tlakem skalpelu, ziletky a pinzety pii rozkrajovani
vzorku na mensi ¢asti). Pfi chirurgickém zakroku je tfeba brat excizi do pinzety nebo
peanu za jeji okraj, za pouzdro, za prilehlou vazivovou tkan a podobné, nikdy piimo za
usek, ktery ma byt vySetfovan. Zde se opét uplatiuje predevsim zkuSenost chirurga. Po-
kud lékar slozitym postupem ziskd punkéni valeéek z hluboce uloZeného lozZiska v centru
jater, a pak neché vzorek malo poucenou sestrou prenést pinzetou do fixa¢niho roztoku,
je témér jisté, ze biopsie bude neinformativni. Patolog pak musi tkan opakované prokra-
jovat, situaci slozité hodnotit v riznych thlech fezu a po specialnich metodikich, aby se
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alespon priblizil ke spravnému diagnostickému zavéru. PFi manipulaci s odebranou excizi
jiz chirurgické nastroje témér nepouzivame.

Malé excize uchranime pfed tvorbou tlakovych artefaktt, kdyz opakované pouziti pin-
zety nahradime pfimym vloZzenim do fixa¢niho roztoku v naddobce vhodné velikosti. Pti
expedici nativniho materidlu lze polozit materidlu na ¢tvereéek skladané gazy namo-
¢ené do fyziologického roztoku. Material na géze vlozime do transportni nadobky, kterou
pevné uzavieme. Vznikne tak improvizovana vlhka komora zabranujici vysychéan{ tkané.
Nadobku ihned zaSleme na patologii.

Mikroexcize, které nevyzaduji topografickou upravu pfi fixaci vlozime rovnéz piimo do
fixa¢niho roztoku. Endoskopické excize sliznic a valecky punkénich orgénovych excizi
(napf. sliznice zaludku, stfeva, punkéni véalecky jater, ledviny, prostaty) se ve fixa¢nim
roztoku nepravidelné zkrouti a zhotoveni spravné orientovanych a spolehlivé diagnostic-
kych histologickych fezt je pak problematické. Je vhodné, kdyz 1ékar provadéjici slizni¢ni
endoskopickou mikroexcizi, polozit tkan spodinou na prouzek filtra¢niho papiru navlhce-
ného ponofenim do fyziologického roztoku. Spodina mikroexcize snadno ptilne k povrchu
filtra¢niho papiru (narozdil od povrchu sliznice). K rozliseni povrchu sliznice je vhodné
pouzivat lupu. K manipulaci se vzorkem na filtra¢nim papife pouzivime zasadné injekéni
jehlu, nikdy pinzetu.

Punkéni biopsie  Valecek tkané ziskany punkéni biopsii (napf. jatra, ledviny, prostata)
je rozestien do roviny na prouzku filtra¢niho papiru smoc¢eného do fyziologického roztoku.
Neékterymi autory k manipulaci s valeckem tkédné doporucovana ostré dfevéna zubni pa-
ratka. P¥ipadné pfemisténi mikroexcize provedeme opatrnym ,nabranim“ na ziletku nebo
také na hrot jehly. Mikroexcize odesilané v nefixovaném stavu (napf. pro histochemické
vySetfeni malabsorpce) polozime na podloZni sklo a predame patologovi ve vlhké komote
(uzaviena nadobka se ¢tvereckem gazy smocené ve fyziologickém roztoku).

Pozdni dodani nativniho odbéru na patologii Ptedéani nativniho (nefixovaného)
materialu patologovi mé byt okamzité. Jiz za 15 minut vznikaji ve tkani artefakty ul-
trastruktury a postupné se rozviji autolyza. Autolyza probiha v riznych tkanich rizné
rychle. Plati proto zésadni pravidlo. Nativni tkan odesilame patologovi hned po odbéru,
vzdy ulozenou ve vlhké komore. Nikdy neodesildme tkdn ponotenou ve fyziologickém roz-
toku!

Nevhodny postoperac¢ni zasah klinika do excidovanych tkani pfed odeslanim
na patologii. Chirurg ¢asto vyjmuté organy rozstiihuje a rozdéluje rizné orientovanymi
fezy, aby se informoval o makroskopickych zménach. V tomto sméru mé dodrZzovat tato
pravidla:

Pokud posila chirurg patologovi nativni excize a organy, pak do excidované tkané in-
strumentalné nezasahuje. Je vSak vhodné a potfebné na zevnim obvodu resekatu oznacit
zalozenim stehu lokality, které jsou komentovény v privodce. Je povinnosti patologa po-
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psat makroskopicky dodanou tkan, pripadné provést fotodokumentaci a pokud chirurg
chce byt vice informovan, obréti se na patologa dotazem pfimo. Pokud posila chirurg
odebrany material ve fixaénim roztoku, zasahuje instrumentalné do odebrané tkané jen
podle pravidel pro jednotlivé organy, které predem dohodl s patologem.

Absence informac¢nich znac¢ek na zaslaném materialu Na resekovanych organech
nebo na velkych resekitech chirurg ma pomoci stehti oznacit mista, kterym priklada né-
jaky zvlastni vyznam. Jde o mista maximalni zmény, resekéni linie nebo mista, které chce
néjak specialné vysetiit. Ke znac¢kovani slouzi: ZaloZené stehy s konci dlouhymi alespon
6 cm. Stehy mohou byt zaloZzeny v bezprostiedni blizkosti ohrani¢ené zmény. K upiesnéni
vétsiho poCtu oznacenych mist 1ze pouzit stehy rtizné barvy. Spinaci Spendliky pouzivame
hlavné k oznacovani resekénich linif travici trubice. Pfesny popis specidlni lokality. Na-
priklad u ¢ipku délozniho konstatovani, Ze suspektni 1éze je v poloze 4 a 9, steh je zaloZen
na ¢. 12 (popis podle hodinovych ruci¢ek).

Poskozeni tkané vysychanim nebo ptisobenim vody Vysychani tkané je Castym
zdrojem znehodnoceni malych vzorki. Vysychani je velmi rychlé zvlasté u punkénich
biopsii nebo endoskopickych excizi. Vysychéni se zrychluje poloZzenim excize na suchy
filtra¢ni papir nebo na suchou gazu. Prevence takového poskozeni je jednoduché: Du-
sledny zvyk pracovisté okamzité vkladat mikroexcizi do fixa¢niho roztoku. Pii prenaseni
nativniho materidlu na patologii pouzijeme vzdy vlhkou komoru. Do plastové nadoby
poloZime na dno sloZenou gézu nebo filtra¢ni papir namoceny ve fyziologickém roztoku,
nadobu t&sné uzavieme vickem.

Zésadné nepoklddame excize na suchy filtrac¢ni papir nebo na suchou gazu.
Neposilame excizi vloZzenou p¥imo do fyziologického roztoku.

Nativni tkan se nesmi vkladat do vody ani oplachovat vodovodni nebo destilovanou vo-
dou, ktera vytvari nezadouci osmotické artefakty.

Zaména bioptického materidlu Opatieni proti ziméné na kazdém klinickém praco-
visti méa zcela zasadni vyznam. Miuze se tykat 2 topografickych lokalit od téhoz pacienta
nebo materidlu od riznych pacientii. Zameéné predchézime zcela standardni organizaci
prace:

Vsechny technické pomiicky (nadobky, stitky, formol) jsou pfipraveny predem.
Dtisledné musi byt dodrzoviano poiradi pracovnich tikonti: ihned po vlozeni materialu do
nédobky je nalepen identifika¢ni $titek se jménem pacienta, rodnym ¢islem a pofadovym
¢. vzorku (pfipadné i s kratkych udajem charakterizujicim vzorek). Nikdy neni nalepovan
vyplnény Stitek na nadobku predem. Nikdy nejsou do nadobky vkladédny 2 nebo vice
excizi z ruznych topografickych oblasti (napf. névus paze a névus zad). P¥i pfipadném
nalezeni malignity je pak problematické uréit misto pro reexcizi.

Chyby vzniklé fixaénim procesem (pfevazné formolovou fixaci). Ukolem fixaéniho roz-
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toku je zachovat tkan pro histopatologické vySetieni tak, aby morfologicka i biochemicka
stavba byla co nejvice shodna se stavem v dobé odbéru. Z fady pouzivanych fixac¢nich
roztoki je v patomorfologické diagnostice nejvice pouzivan formol. Fixuje dobie bunééné
i mimobunééné tkanové komponenty, je vhodny pro aplikaci imunohistologie. Formol
navic neni drahy, je proto také pouzivan ve velkych objemech k fixaci celych organt.
Formol (formalin) je 40% roztok plynného formaldehydu. Pro potfebu fixace tkani je
fedén v nékolika ustalenych upravach.

Malé mnozstvi fixaéniho roztoku na objem fixované tkané Vkladani objem-
nych excizi nebo resekovanych organti do malé nddobky s malym mnozstvim fixa¢niho
roztoku je snad nejcastéjsi chybou. I po 24 hodinach je pak vétsi ¢ast tkané nefixované a
znehodnocené autolyzou. Za zajisténi spravného postupu fixace odpovida operatér nebo
povéieny lékar. Ani zkuSena sestra nemuZe optimalni zpisob fixace tkani odhadnout a
zajistit. Objem fixa¢ni tekutiny ma byt vyrazné vétsi nez objem tkans. Klasické histo-
logické techniky doporucuji az 100 nésobné mnozstvi. Patomorfologickd praxe ukazala,
7e objem formolu 10x prevySujici objem tkané je dostacujici. P fixaci velkych rese-
kata a celych organi ma byt objem alespon ¢tyinasobny. Excize k imunohistochemii pak
patolog vybira ze sousedstvi feznych ploch. které byly v bezprostfednim kontaktu s for-
molem. Vzdy je dulezité, aby tkan ve fixa¢nim roztoku ,,vznagela‘. Pfistup tekutiny ke
tkani usnadnime podloZenim tkané (organu) smotkem gazy nebo zavéSenim na gazové
,prepazce’.

Formol ve fosfatovém pufru (fosfatovy formol). Jde o 10% formol (4% formaldehyd ve
fosfatovém pufru). Vysledny roztok ma neutralni pH. Je nejcastéji pouzivanym fixac-
nim roztokem. Névod na pfipravu: koncentrovany formol (tj. 37 — 40% formaldehyd
100 ml), fosfatovy pufr k neutralni reakci: 900 ml. Neutralni pH je vyzadovano k apli-
kaci histochemickych reakci. Lékdrna by méla garantovat, Ze koncentrovany formol je
skutecné 40 %. Od vyrobce muze byt dodan koncentrat s niz$im obsahem formaldehydu
(Casté u starsich roztokii) a koncentrace po ziedéni jiz je pro fixaci nedostateéna. Proto
je nékterymi pracovisti preferovan ,silny fosfatovy formol“ o dvojnasobné koncentraci.
Pouzivani fosfatového pufru je dnes vSeobecné doporucovano jako standardni fixace pro
potfebu imunohistochemické metody, které se postupné stavaji béznym doplikem fady
bioptickych vySetieni. Roztok je vétsinou dodavan jiz pripraveny z nemocni¢nich lékaren.

Formol bez pufru. Pokud neni imunohistochemické vySetieni o¢ekévano, je fosfatovy for-
mol zbyteény. Zcela dostacujici je formol fedény vodovodni vodou 1:9 (slaby formol) nebo
1:4 (silny formol). K zajisténi potiebné koncentrace formaldehydu davame piednost sil-
nému formolu.

Formol ve fyziologickém roztoku. Fyziologicky roztok méa zabranit tvorbé osmotickych
artefakti. Je tfeba uvést, Zze osmotické jevy v pritomnosti formolu jsou zna¢né modifiko-
vané a formol s fyziologickym roztokem nelze povazovat za izotonicky. ZvySena osmotické
aktivita vSak pisobi vSeobecné piiznivé pfedeviim na morfologii malych excizi. Redéni
1:9 (slaby formol) nebo 1:4 (silny formol).
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1.1.5 Biopticka priavodka, transport bioptického materialu, ¢asové normy na
expedici nalezt

Vyplnéni tidaji na privodce Pruvodka je zédkladni formou komunikace klinika s pa-
tologem. Pruvodka obsahuje: Identifika¢ni adaje pacienta (jméno, rodné ¢islo, adresa pa-
cienta) a udaje pro pojistovnu. Odesilatel (adresa, jméno, telefon, podpis klinika). Na
tuto adresu je pruvodka odeslana. Pokud chirurg chce, aby privodka byla odeslana také
jinému pracovisti, musi tento idaj presné uvést. Zakladni tidaje pro patologa: predmét
vySetfeni a lokalizace odbéru, trvani nemoci, udaj o predchozim ozafovini nebo cytosta-
tické 1é¢bé, udaj o fixaénim roztoku, datum a hodina vloZzeni materidlu do fixa¢niho
roztoku. Klinicka diagnéza, strucény adaj o pribéhu onemocnéni. Pozadovany zptsob vy-
Setfeni. Pokud neni uveden, jde o standardni postup, vSe ostatni jiz zvoli patolog. Pokud
jde o postup specialni, je tfeba vSe predem dohodnout s patologem. U peroperaéni biopsie
také Cislo telefonu, kam ma byt vysledek sdélen.

Transport nativniho materidlu V nemocnicich s vlastni patologii je tkinhovy mate-
ridl pfedavan nativni nebo ve fixaénim roztoku. Pro nativni tkdné plati, Ze jsou predany
patologovi hned po provedeni excize. V zddném piipadé by doba neméla pfesdhnout cas
20 minut. Material vlozeny do fixa¢niho roztoku je nejlépe posilat patologovi prubézné,
analogicky jako material nativni nebo v konvenéné stanovenych intervalech, zpravidla 2x
denné podle pfedchézejici dohody s patologem. V pracovnim programu operac¢niho nebo
endoskopického salu musi byt zakotvena pravidla transportu: tj. jméno sestry odpovi-
dajici za transport, jméno pracovnika (sestra, sanitaika), ktefi patologim material po
provedeni excize okamzité doru¢i. Zapojen{ pracovnici maji byt nalezité pouceni a zasko-
leni, zaskoleni mé byt stvrzeno podpisem u vrchni sélové sestry. Malé nativni excize jsou
dopravovany ve vlhkych komtrkach, veétsi resekaty ve velikych plastikovych nadobach.
Klinik nativni material pfed odevzdanim patologim pfedem neupravuje (kromé topogra-
fickych znacek nebo Setrnych zasaht spojenych s odbérem materidlu na mikrobiologické
vySetfeni). Nadory s fixovanym materidlem jsou prenaseny v plastikovych kontejnerech
(nosickach), pfi transportu autem se osvédéuji polystyrénové nadoby (tasky) na prenaseni
mrazenych potravin. PTi transportu autem je tfeba zajistit vodotésné uzavieni nddobek
s materidlem a Fidi¢ je poucen, ze kontejner musi prevazet ve svislé poloze.

Transport pii peroperacni biopsii musi byt maximéalné rychly, uréena osoba s materidlem
vyslovené spécha! Operatér ¢ekd na vysledek u operacniho stolu, podle vysledku bude
upraven dalsi pribéh operac¢niho vykonu. Excize je prenesena v nddobce upravené jako
vlhka komora. Pracovnik zajistujici pfeneseni musi byt nélezité poufen o manipulaci
s materidlem a znat misto urceni. Rychly transport na fadé pracovist se déje potrubni
postou.

Transport tkani ke specidlnim metodickym postuptm Transport nativnich uzlin
nebo jinych tkani podle volby indikujiciho lékafe zajisti nejlépe informovany klinicky
lékar, ktery pak setrva s patologem i u prikrajovani.
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Casové relace pro expedici bioptickych nalezit Uvodem je t¥eba informovat, ze
bioptické vySetfeni tkani se déje v soustavé naslednych kroku, kazdy krok trva urcitou
dobu. Casové intervaly jsou pro standardni vySetfeni zavazné. Klinik ma byt o podrob-
nostech informovéan, coz je uvedeno v bodech néasledujiciho textu.

Peroperac¢ni biopsie éasovy interval od pfijmu do zhotoveni preparitu je 15 — 20
minut. Odecteni muze trvat 1 — 15 minut. Telefonicky je sdélen vysledek na ¢islo uvedené
na pruvodce.

Standardni histologické vySetieni. Pod termin ,,standardni histologické vySetfeni* jsou za-
hrnuta vySetfeni, kteréd je mozné diagnosticky uzav¥it bez specidlnich histologickych, imu-
nohistologickych, molekuldrnich metod a bez opakovaného ptikrajovani rezervni tkané.
Jedna se o hodnoceni excizi z verukéznich koznich afekci, excizi z nékterych nadori,
z kyretazi, z ¢ipku, tonzily, vétsina endoskopickych excizi z tlustého stfeva, ze zaludku,
z dychacich cest a také o histologické hodnoceni apendixu, zluéniku a z jinych lokalit.
Tyto vzorky jsou po 24 hodinéch pobytu ve formolu jiz dobfe zfixované a diagnoézu lze
uzaviit po zédkladnim barveni hematoxilin-eozinem.

Casovy pritbéh ukonii:

Den 0 Po odbéru nasleduje fixace formolem 24 hodin (vétSinou jde o ¢as odbéru -+
24 hodin (v praxi do druhého dne). Podle konvence prvni 24 hodin je ¢as patfici
klinikovi, ¢as patfici patologovi se poc¢ita az od manipulace s fixovanou tkani.
V indikovanych piipadech lze dobu fixace tpravou metodiky zkratit.

Den 1 Cas zahrnuje prikrojeni tkané, umisténi excizi do autotechnikonu. Odvodnéni
a prosyceni parafinem trva pfes noc do druhého dne, tedy asi 20 hodin.

Den 2 Druhy den je material zalit v parafinovém bloku, krdjen, fezy jsou barveny
hematoxylin-eozinem v barvicim automatu a hotové preparaty jsou v dobé mezi
12 — 14 odpoledni hodinou ptredany, (takzvané ,vyneseny*) patologovi k odecteni.
V dobé& mezi 14 — 15:30 (14 — 18) je diagndza odectena, tdaje jsou vloZzeny do
pocitace. Od chvile, kdy je pravodka uzaviena je ptristupnd pomoci mistni sité
klinikovi. Dalsi den rano (mezi 7:00 —9:00) jsou vytistény privodky a odevzdany
na podatelnu. To znaéi, Ze doba potfebna pro expedici pravodky klinikovi trva
patologovi 36 — 48 hodin, tedy 2 dny. Tato doba plati pro 60 % biopsii.

Objemny biopticky material Timto se mysli excize vétsi nez 1,5cm, resekity Za-
ludku, tlustého stieva, blokové extirpace skupin uzlin, vétsi uzliny, laryngektomie, plicni
lobektomie, hysterektomie a dalsi. Tyto materidly vyzaduji, aby vzorky z prikrojené
tkdné patologem byly jesté dofixovany dalsich 24 hodin. To znadi, Ze k dobé expedice
se pripoc¢ita dalsi den. Doba potiebna pro expedici nalezu je o 24 hodin delsi. Pripadné
prokrajovani a piikrajovani rezervniho materialu pridava vzdy dalsich 24 hodin.

21



Material vyzadujici imunohistochemii a dalsi specidlni metody. Z hlediska ekonomiky
i z hlediska kapacity imunohistochemické laboratofe neni mozno aplikovat hned Sirokou
skupinu imunohistochemickych metod. Aplikace se déje v logickém sledu, pokud po prvni
skupiné metodik se nepodafi diagnézu stanovit, pak nésleduje dalsi skupina pak dalsi.
Imunohistochemické metody vyzaduji dokonalé vysuSeni parafinovych feza v termostatu,
aplikace protilatek riznou dobu od 4 do 16 hodin. Imunohistochemie prodluzuje uzavieni
diagnoézy o dalsich 24 — 48 hodin.

~ive

Sumace naro¢ngjsich postupti vyzaduje dobu nékolika dnti. Az 95 % biopsii je uzavieno do
7 dnti. ProdlouZeni expedice nalezu dohodne patolog s klinikem telefonicky. U indikova-
nych pfipadi je mozné zpracovani zkratit. Zkraceni vyzaduje jiny postup (vakuové zaliti
do parafinu a jiné manipulace). To se d&je u malého poc¢tu pripadi, vzdy po predchozi
domluvé klinika s patologem.

2 ¥ 2

1.1.6 Informace, které piinasi bioptické vySetfeni

Vysetfeni odebraného tkanového vzorku vede k bioptické diagndze. Diagndzu formuluje
kvalifikovany patolog. Bioptickad diagnéza poskytne klinikovi vyznamné informace pro
terapii. Nélez patologa se vztahuje predevsim ke zméndm v misté excize, mé proto své
limity. Pro postup terapie koreluje klinik biopticky nalez s celkovym klinickym nalezem.
Pfi nesouhlasu klinické a bioptické diagnozy konzultuje patologa a domluvi dalsi postup.
Biopticka diagnéza miize prinést tyto informace:

Potvrzent klinické diagnozy Priklad: Klinicka dg. je hnisava cholecystitis, patolog na-
lez potvrdi.

Stanovent jiné€ nosologické jednotky Biopticka dg. je jina, nez byla dg. predpokldadana
klinicky. Priklad: Klinik predpokladéva napr. lymfadenitidu, patolog najde v uz-
liné lymfom. Klinik predpokladéa nador plic, patolog najde granulom kolem cizo-
rodého materialu, atd. Klinik predpokladé zanétlivou infiltraci zlu¢niku, patolog
najde infiltrujici karcinom.

Biotickd dg. formuluje diagndzu u nejasnych klinickijch ndlezi Ptiklad: Klinik zjisti ne-
jasné jaterni zmény. Bioptickd dg. stanovi z jaterni punkce definovanou chrobu
(napft. sarkoidézu, Wilsonovu nemoc, typ hepatitidy, tumor, atd.).

Pokud je ndlez v biopsii nevyhranény uvadi patolog diferencialni diagnézu, uvede vy-
¢et jednotek, které jsou pravdépodobné. Dalsi klinické vySetfeni pak sméruje
k upresnéni klinické dg. Priklad: Klinik predpokldda lymfadenitidu. Patolog
najde granulomatézni lymfadenitidu etiologicky nejasnou s pravdépodobnosti
v poradi: nemoc ko¢i¢iho Skrabnuti, tularémie, jiné zoondzy a vylouci nador.

Bioptickd diagnoza rozpoznd nddor a jeho vlastnosti Viz dalsi text.
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Biopticka diagnéza mize byt limitovana jen na popis vySetfovaného vzorku. Priklad: Na-
lez miiZe popsat normalni neposkozenou tkan. Popsané zmény ve vzorku mohou byt ne-
specifické, napiiklad jizveni, necharakteristicky zanét. Klinik pak musi uvazit, zda odebral
vhodné misto a po poradé s patologem piipadné vySetfeni opakovat hned nebo s ¢asovym
odstupem.

1.1.7 Informace, které piinasi bioptické vySetieni nadori.

Patomorfologickd diagnéza je u vétSiny pacientd s naddorovym onemocnénim zakladni
informaci. Od ni se dale odviji 1é¢ba. Na zakladé komplexniho morfologického vySetieni
tkanového vzorku patolog néddor pojmenuje, uréi nozologickou jednotku. Ve standardni
onkologické diagnostice je definovano ptes 350 diagndz. Vysledek patomorfologického
vySetfeni obsahuje také nasledujici dopliujici informace o biologické povaze vySetfeného
nadoru:

Informace o ristové aktivité nadoru (gradus) Informace o rozsahu infiltrace ex-
cidovaného orgéanu nebo struktur nddorem. Kombinace makroskopického a mikroskopic-
kého vySetfeni umoziuje vétsinou rozpoznat rozsah nadorového infiltratu neboli pTNM
stadium jednotlivych morfologicky vySetfovanych kategorii (T, N nebo M) a zjistit, zda
nador byl vyjmut az do zdravé tkané.

Informace o tom, zda excidované uzliny jsou infiltrované maligni chorobou nebo ne. Pa-
tolog vySetiuje veskeré dodané uzliny, ¢iselné vyjadiuje kolik uzlin bylo vySetfenych a
kolik z nich bylo infiltrovanych.

P1i rebiopsii provedené s ¢asovym podstupem informuje bioptické vySetieni o zménach
v ristové aktivité nadoru.

Pokud biopsie nevede k jednoznacénému zavéru, uvadi patolog diagnostickou rozvahu v niz
sestavi diagnozy podle pofadi pravdépodobnosti.

Patomorfologické vySetfeni informuje také o niZe uvedenych bodech, které dokresluji
biologickou povahu nédoru:

e piftomnost nebo nepfitomnost hormonéalnich receptort
e pocet mitdz
e mira exprese prolifera¢nich markeru

e ploidita nadorovych bunék.

1.2 Autopticky usek UPA

Zdrojem informaci pro zhodnoceni celého diagnostického a terapeutického procesu. Tvofi
dnes priblizné 15% celkové pracovni naplné patologi. Za odbornou troven odpovida
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prednosta (se svym zastupcem pro zdravotnicky provoz), za technicky provoz odpovida
vedouci laborantka (s povéfenym sanitafem).

1.2.1 Informace, které piinasi autoptické vysSetieni, druhy autopsii

Makroskopické a mikroskopické autoptické vySetieni definuje:

hlavni onemocnéni, které vedlo k timrti pacienta

komlikace, které prispély k amrt{

bezprostiredni pii¢inu smrti

vedlejsi méné vyznamné nélezy

Déle podéva informace o rozsahu patologickych zmén, informuje o adekvatnosti terapie,
registruje zmény, které nebyly diagnostikovany. Diagnostické vysledky jsou formulovany
na zakladé makroskopického nélezu, na zakladé histologického vySetieni a dalsich labora-
tornich vySetfeni. Autopsie je také zdrojem novych poznatka pro diagnostiku, pro terapii
i pro potieby zakladniho vyzkumu.

Vysledky autopsie jsou korelovany s klinickymi nalezy na klinicko-patologickém seminéfi.
Autopsii indikuje klinik, provadi kvalifikovany patolog. Autopsie je pravidelné provadéna
v dopolednich hodinach za 6 — 24 hodin po smrti, nejdiive miiZe byt provedena za 2 hodiny
od klinické diagnozy smrti. Cely proces autopsie probihé pii maximéalnim dodrzovani
pravidel pietniho zachéazeni se zemfelymi.

Druhy autopsii Autopsie lze podle indika¢nich pravidel rozdélit na 3 druhy:
Autopsie klinicka: (diagnostickd patologie) je provadéna patologie na tstavech (oddé-
lenich) patologie nemocnic.

Autopsie soudni: je provadéna soudnim lékarem zpravidla na dstavech soudniho 1é-
karstvi u pfipadu s podezienim zavinéni smrti tfeti osobou nebo u nahlych amrti.
Vétsina nahle zemfelych mimo nemocnici a také nédhla amrti v nemocnici, kdyz
jeSté nemoha z Casovych divodu byt sestavena klinickd diagnoéza pfi¢iny smrti,
jsou autopticky vySetfovana také soudnimi lékaii.

Autopsie ,,na v&&nou pamét: je provadéna u vyznamnych osobnosti za tcelem re-
gistrace adaji, které dokresli celkovy soubor informaci o historii zemielé osobnosti.

1.2.2 Organizace autoptického komplexu.

Autopticky tusek je zpravidla slozen z nasledujicich ¢asti:

24



Mistnost pro piijem zemielych Je vybavena soustavou chladicich boxi. Zemfely
jsou uloZeni se vSemi pravidly piety v samostatnych boxech pii teploté 4 stupnt, jeden
box mé& mit chlazeni na —10°C pro pripadné ulozeni zemfelych pii ¢asové oddaleném
pohiebnim obfadu.

Autoptické saly Jsou vybaveny autoptickymi stoly a dalsim specialnim vybavenim
(k uloZeni nastroju, fixacnich tekutin, odbérovych souprav na tkanové vzorky, na té&lni
tekutiny atd.). Pocet salu (stolid) je rizny podle velikosti nemocnice. V autoptickych
salech pracuji patologové, sanitari, déle klini¢ti 1ékari, ktefi prihlizi autopsii.

Specialni autopticky sal Upraveny k vySetfovani plodi z pfed¢asné ukoncéenych gra-
vidit (spontannich potratii nebo potrati pro klinicky zjisténou vyvojovou vadu) a ke
specidlni preparaci organti. Na tstavu mohou byt dalsi specialni sily pro odbéry tkani
do tkanové banky, pro vySetfeni zemfelych na prionové infekce a jiné saly se specidlnim
zameérenim.

Mistnost pro apravu zemielych po autopsii Slouzi k oblékani zemfelych a k dalsim
dpravam pro pietni obfady. V8e zajistuji autopticti sanitari.

Pietni mistnost SlouZi pro rozlouceni pozustalych se zesnulym. V soucasné dobé stale
vice poztstalych upousti od oficidlniho obifadu a k rozlouceni se zemielym se déje v ne-
mocnici. Proto se staly pietni mistnosti konstantni souc¢asti patologii.

Administrativni mistnost SlouZi pro zapis autoptickych protokold, pro administra-
tivu v komunikaci s pohiebni sluzbou, s matrikou a s pozustalymi.

Zakladnimi tfednimi spisy jsou: list o prohlidce zemfelého (jeho sou¢asti jsou klinické di-
agnozy, autoptické diagnozy a a autoptické diagnozy), podrobné klinické zpravy a autop-
ticky protokol. Protokol diktuje pfi autopsii patolog, dale zapisuje vSechny histologické a
laboratorni nalezy a protokol uzavird souborem vSech diagnostickych zévért. Autopticky
nélez je zasilan klinikovi, slouzi ke klinicko-patologickym seminaifum, déale jako doklad
pro piipadné soudni jednani. Administrativni zdznamy jsou soucésti zdravotnické doku-
mentace. Umrtni list pro poziistalé zhotovuje matrika. Léka¥, ktery autopticky zemielého
vysetfil informuje podrobné pozistalé.

Prostor pro predani zemtrelych pohiebni sluzbé Pohiebni sluzba prejimé zemie-
l1ého, prijem potvrzuje po presné identifikaci.

Dalsi soucdasti autoptického komplexu K autoptickému provozu patii mistnosti
pro denni pobyt autoptickych sanitaia, filtry pro pfichod patologi, klinikt a dalsich
pracovnika na autoptické oddéleni, sklady technického materidlu a dalsi rizné prostory
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k zajisténi provozu a s piihlédnutim ke speciadlnim programim pracovisté (fotodokumen-
tace, rtg piistroj, specialni preparace a jiné).

Stalymi pracovniky autoptického tseku jsou autopti¢ni sanitéfi a administrativni pra-
covnik. Sanitari zajistuji po technické strance provoz celého tseku, asistuji pfi autopsiich,
upravuji zemfelé k pietnim obfadim. Pro svou préci jsou specidlné Skoleni. Jeden ze sa-
nitara je povéren vedenim ostatnich a odpovida za plynuly provoz celého tseku. Vlastni
autopsie a specialni diagnostické ukony provadi kvalifikovany patolog.

1.2.3 Proces autopsie a histologické odbéry

Autopsii provadi patolog podle presné stanovenych metodickych pravidel usporddanych
tak, aby vySetfeni vSech orgéanovych systému prineslo diagnostické informace. P¥i autopsii
jsou odebirany excize k histologickému a dalsimu laboratornimu vySetfeni. Tato vySetfeni
jsou provadéna stejnymi metodami jako bioptické excize.

Zvlastni postup je pouzivan pro vySetfeni mozku. Mozek je vySetfovan v nefixovaném
stavu po zhotoveni pfesné orientovanych rezii o tloustce kolem 1 cm na specialnich makro-
tomech a z jednotlivych anatomickych formaci jsou odebirany cilené excize. V nékterych
pripadech muze byt mozek fixovan cely a odbéry jsou provadény az po nékolika dnech
stejnym postupem jako u mozku nefixovaného. Pii autopsii je také odebiran material
k mikrobiologickému a biochemickému vySetien.

1.3 Vyukovy komplex

Vyuka je soustfedéna do samostatného komplexu mistnosti. Skldda se z demonstra¢niho
autoptického salu, z uéeben pro seminéfe a demonstraci histologickych obrazu. Slouzi
k vyuce mediku a k vyuce studentti bakalarského sméru.

1.4 Pravidla k preparaci biopticky vySetfovanych organi a odbérd.

Resekované excize, organy a organové systémy jsou vySetfovany tak, aby poskytly maximum informaci
o stavu vySetfované tkané. K nim pat¥i:

e diagnoza
e 1daj o rozsahu patologickych zmén

e informace, zda byla patologickid zména odstranéna cela, idaj o stavu uzlin regionalni oblasti.

Praxe se postupné ustalila na zavaznych pravidlech postupu preparace odebranych orgént a reseko-
vanych ¢asti organii a o poétu obligatné odebiranych excizni. U nadort jsou odebirany excize tak, aby
informovaly o ristové aktivité nadoru (gradus, ,grading) a o stadiu (,,staging”). Popis stadia je vyznamny
ukazatel pro prognézu i pro volbu lé¢by. Gradus se konvenéné charakterizuje ¢isly 1, 2, 3; u nékterych
orgéni je vypracovan podrobnéjsi grading. Gradus stanovi patolog z mikroskopického vysetfeni. Stadium
stanovi patolog pokud mé k dispozici potfebny objem vySetfovaného organti, v ostatnich pfipadech gra-
dus stanovi klinik na zékladé bioptického nélezu a dalSich klinickych nalezti. Postupy preparaci jsou
pro patology zavazné, stejné jako poSty odebranych excizni a vySetfenych uzlin. Postupy jsou soucésti
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specialnich pfiru¢ek, v naSem textu se omezime na demonstraci nejcastéji uzivanych topografii. Text
ma demonstrovat vyznam podrobnych postupi v histopatologické diagnostice, ktera pfi komplexnim
zpracovani prinasi presné udaje. Nasledujici text ma prakticky vyznam pro absolventy, ktefi se budou
vénovat bioptické diagnostice.

1.4.1 Lymfatické uzliny

Pravidla pro bioptické vySetfeni uzlin jsou rtizna podle smyslu a indikace odbéru:

Doplitkovy odbér Uzlina je odebrana jako sou¢ast nebo indikovany doplnék resekce histologicky diive
verifikovaného tumoru, pseudotumoru, definované zanétlivé afekce. V téchto pripadech chirurg vklada
uzliny do standardni formalinové fixace. Zpravidla je pot¥ebné rozligit uzliny podle topografie odbéru,
(pfitomnosti metastaz). Pak je potfebné, aby chirurg vkladal uzliny do oddélenych nadobek a na stitku
nadobek i v privodce oznacil topografii. K technickému zpracovani staci vétsinou standardni parafinovy
proces.

Diagnosticky odbér Uzlina je odebrana pro stanoveni zékladni diagnézy. Jde véts§inou o odbér zvét-
Sené uzliny. Vysetfeni ma stanovit diagnézu (primarni nador uzlin, metastaza, zanétlivé onemocnéni,
jiny nalez. Odbéru a celé histologické vySetfeni je dosti naroc¢né, lisi se podle predpokladané diagnozy,
vétsinou jde o kombinaci zmrazenych fezli, histologie, histochemie, elektronového mikroskopu.

Zakladni informace pro klinika:

e Chirurg pfi excizi dba, aby tkan tlakem nezhmozdil. Pokud je to moZzné vyhyba se pfimé kompresi
uzliny. Do nastroje uchopi predevsim fidké vazivo v okoli, u velké uzliny jeji pouzdro. Tlakové
artefakty méni hrubé tvar bunék a mohou znemoznit diagnézu. Pri thorakoskopickém a laparo-
skopickém odbéru se chirurg urc¢ité traumatizaci nevyhne. Ta mé v8ak byt vZdy minimalni a tidaj
o pripadném zhmoZzdéni je tfeba uvést do pruvodky. P¥i vyjimani uzliny ze skupiny zvétsenych
uzlin nemusi byt kazda uzlina reprezentativni. V povrchové muze byt jen reaktivni lymfadenitis,
ve hlubsi nador. Je proto potfebné vyjmout reprezentativni ¢ast skupiny nebo paketu, to jest 2
nebo 3 uzliny z rizné hloubky. Topograficky tidaj nutno uvést v privodce. Uzlina je vzdy vyjimané
celé.

e Pokud je predpokladan infekéni puvod zvétsené uzliny je tifeba, aby chirurg odkrojil sterilné ¢ast
uzliny k mikrobiologickému vySetfeni.

e Pokud neni uzlina po vyjmuti bezprostFedné predéana patologovi je excize vlozena ihned do fixac-
niho roztoku, mnozstvi tekutiny alespon 20xpfevysuje objem tkané. Uzlinu do priméru 10 mm
vkladame do fixaze celou, nad 10 mm opatrné rozkrojime na platky o tloustce 3 — 4 mm. P
krajeni dbame, aby nebyla uzlina tlakové poskozena (ostra nova Ziletka, pfidrzovani uzliny hac-
kovou pinsetou za pouzdro na smotku gazy, krajeni ve specidlnim makrotomu. Uzlina nesmi pfed
vlozenim do fixa¢niho roztoku oschnout.

e Pokud neni s patologem dohodnuta jina specialni fix4aZz vlozi chirurg uzlinu do neutralniho formolu
(4 % formol, tj. 40 % formol (formalin) Fedény 1:9 (nebo 1,5:8,5) fosfatovym pufrem. Roztok je na
pozadani dodavan lékarnou. Nékteré patologie pouzivaji vyssi koncentraci formolu (2:4). Pokud
je uzlina predéna na patologii az dalsi den je doporucovano umistit naddobku s fixujici se tkéani do
chladni¢ky. V nékterych piipadech je misto formolu vhodné pouZzit jinou fixaz (viz nize). Postup
se pak lisi od standardniho a musi byt vzdy pfedem dohodnut s patologem.

e Vysledek imunohistochemickych metod zhorSuje nedofixovani tkédné i jeji pfefixovani. Optimalni
doba formolové fixace je 24 — 36 hodin. Delsi doba fixace snizuje pozitivni vysledek. Proto je vhodné
indikovat odbér na prvni 3 dny v tydnu. Z ekonomickych divoda neni mozné na nasich patologiich
zavadét vikendové sluzby. Tkané odebrané koncem tydne musi byt z provoznich davodu patologii
ponechany ve formolu pfes vikend, coZ je pro imunohistochemii nevyhodné. Imunohistochemické
determinanty lze sice blokovat uchovanim tkané v alkoholu, pfimy postup je vSak spolehlivéjsi.
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e Pro specialni vySetfeni mohou byt pouZzity specidlni fixa¢ni smési. K nim patii:
— Neutralni formol: Formalin (komeréné dodavany 40 % roztok formaldehydu) 100 ml; bezvody
dinatriumfosfat 6,5 g; natriummonofosfat, monohydrat 4 g; destilované voda do 1 000 g.
— Fixaé¢ni roztok B-5:

* Zakladni roztok: chlorid rtutnaty 12 g, Na-acetat 2,5 g, destilovana voda 200 g.

+ Pracovni roztok: Zakladni roztok 20ml, formalin 40 % 2ml.

K vySetfeni uzlin jsou také pouzivany fixaéni roztoky: Zenker, susa, Bouin.
e Dodani materialu ve formolu na patologii ma byt nejpozdé&ji do 24 hodin po vlozeni do formolu.

e Pruvodka méa obsahovat podrobné vyplnéné vSechny polozky, zvlasté pak idaje o prubéhu aktual-
niho stavu pacienta a o priabéhu predchozi 1é¢by. Zasadné je t¥eba uvést predpokladanou klinickou
dg. Optimalni je pfima domluva klinika s patologem. Ta je zhusta vhodna i pfed odbérem, opti-
malizuje pouZiti metodik.

Optimalnim postupem je pFedani nativni (nefixované) uzliny patologovi bezprostfedné po vyjmuti.
Uzlina je prenaSena na patologii ve vlhké komote (uzaviena fixa¢ni nadobka, uzlina poloZzena na
kousek skladané gazy namocené ve fyziologickém roztoku). Pii dobré organizaci mize byt uzlina
do 10 minut po vyjmuti pfedana patologovi. Pfedani nefixované uzliny patologovi do 30 minut je
také dostacujici.

e Postup na patologii:

— Patolog material makroskopicky hodnoti, diktuje makroskopicky popis, provede piipadné
fotodokumentaci. Uzlinu déli na prouzky o tloustce kolem 3 mm, z feznych ploch zhotovi
otisky na odmasténa podlozni skla (3 pro zaschnuti natéru a 3 pro alkoholovou fixaci).

— Pfi dostate¢né velké uzliné lze krajet shodné tkanové prouzky k riznym metodikam:

* Jsou odebirany vzorky pro parafinovy proces, ktery je tfeba povazovat za zakladni
zdroj informaci pro diagnézu.

* Je odebran reprezentativni prouzek tkané ke zhotoveni polotenkych Fezi a fezi pro
lektronmikroskopické vySetfeni.

* Je odebrana optimalni ¢ast uzliny pro cytofotometrii z mista, které bude topograficky
i skladbou shodné s diagnostickym mistem v histopatologickém vySetfeni.

x Cast uzliny je zmrazena pro potieby nékterych metodik imunohistochemie, pripadné
jsou provedeny odbéry pro chromozomaélni vySetfeni, pro metodiky molekularni pato-
logie a pro tkanové kultury. Soucasné je z vétSich uzlin zhotoven kryostatovy fez; pri
suspekci bakterialni infekce mize byt z ¢asti uzliny odebran material k mikrobiologic-
kému vySetteni.

Volba metodik je zavisla na vybavenosti pracovisté a na jeho metodickém i vyzkumném
zaméfeni. Odvisi také od velikosti zaslané uzliny; pfi vySetfeni malych uzlin preferujeme pred
jinymi postupy parafinovy proces. Pokud neni pfedem dohodnut specialni zptisob vySetieni
stanovi postup patolog.

° Casovy udaj uzavieni patomorfologické diagnozy: Doba potfebna k formulaci diagnostického na-
lezu patologem zavisi na potfebéach pouzitych metodik a na vybaveni pracovisté. Klinik nevyzaduje
na patologovi predbéznou diagnézu ze zmrazenych fezii pokud to neni ze zavaznych divodi bez-
prostfedné nutné. Pacient (rodi¢e ditéte) maji byt informovani, Ze histopatologické vySetfeni je
Casové zhusta naro¢né. Tlak na patologa je neprofesionédlni, mtze vést k chybnym zavértm.

— Pfi konstatovani reaktivnich nenadorovych stavi je diagndza uzliny odectena jiz ze zaklad-

niho barveni, diagnoza je formulovana za 48 hodin po obdrZeni nefixovaného materialu (24
hodin po obdrZeni nafixovaného materialu).
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— Pfi pouziti standardnich metod (MGG, detekce plisni, BK, Warthin Starry) je tfeba pfipo-
¢itat dalsich 24 — 48 hod. Diagnoéza je formulovana za 2 nebo 3 dny po obdrZeni fixovaného
materialu (41 den navic pfi pf{jmu nativni tkang).

— Prti standardni imunohistochemii (CD20, CD45R0O, CD68, S100, CD15, CD30) je diagnoza

— Pii zaslani ke druhému &teni je vysledek druhého ¢teni k dispozici vzdy s delsim ¢asovym
limitem, ktery neovlivni zasilajici pracovisté.

— U zvlastnich a slozitych pripadid jsou ¢asové relace rtizné. Zavisi na opakovanych postupech,
na vyhledavani tdaji v literatufe, ¢asové relace domluvi patolog s klinikem.

Péce o material pfed pfedanim uzliny patologovi: Od histopatologického vySetfeni uzliny se od-
viji konetnéa diagnéza a terapie. Praxe ukézala, Ze o material musi od doby volby uzliny pres
chirurgicky odbér az po dodani patologovi pecovat zainteresovany odbornik, to jest lékat. Lékar
onkolog urcéuje uzlinu, kterd mé byt vyjmuta, sleduje odbér na chirurgii, reviduje nebo sam pro-
vede vypséani privodky, pFevezme material a preda patologovi. Ugastni se ,,pFikrajovani materialu
patologem, vyméni si informace s patologem a pfipadné pfejimé ¢ast tkané, kterou patolog vybere
pro cytofotometrii, p¥ipadné o jiné vySetFeni provadéné mimo patologii.

Biopticky nalez obsahuje:

1.4.2

Makroskopicky popis materidlu, pocet vySetifenych uzlin.
Seznam pouzitych metodik.

Histologicky popis vedouci k diagnostickému zavéru. Uvedeno je, zda zména postihuje uzlinu celou
(se setfenim struktury uzliny), jaky je stav pouzdra, sinusi, rozdil mezi kirou a dfeni, jaké je
rozlozeni patologickych zmén. U metastaz je uvedena velikost metastazy.

Imunofenotyp stanoveny imunohistochemickymi metodami. Pro kazdou diagnézu je potfebné po-
uzit soubor odpovidajicich metodik.

Diagnoézu (diagnosticky zavér)

Udaje z jinych metodik (molekularni patologie a jiné).

Zaludek

K bioptickému vySetfeni jsou zasilany resekaty a endoskopické mikroexcize. Resekéty jsou vétsinou par-

cialni,

méné Casto subtotalni, vyjimeéné totalni.

Transport fixovaného resekatu

Kratké resekaty do 10 cm. Chirurg vsune do lumina objemny smotek gazy navlhéeny vodou nebo
fyziologickym roztokem. Resekat s vyplni vlozi do formolu a dbame, aby byl cely. Adoralni resekéni
linii oznaéi spinacim $pendlikem. Také lze pouzit postup pro vétsi resekaty.

Veétsi resekaty a totalni gastrektomie. Chirurg oddéli omentum ve vzdalenosti 2cm od stény
zaludku, vétsina uzlin ztstava pii zaludeéni sténé. Resekat rozstiihne podél velké kurvatury, lumen
rozevie vlozenim objemného smotku navlhéené gazy. Na rozstfizeném a nafixované zaludku pti
prikrajovani excizi je Casto jiz nemozné rozlisit resekéni linie od podélného rozstfizeni. Proto jiz
pred rozstfizenim stény oznadi spinacimi Spendliky, stehy nebo ¢ernou tusi odlisné proximalni a
distalni okraje resekatu. Pokud je ulkus nebo tumor v oblasti velké kiiviny, vede linii stfihu podél
malé kurvatury. Oddélené omentum vlozi také do fixa¢niho roztoku.

Rozvinuti resekatu na korkové desce. Chirurg rozvine rozst¥iZzeny resekéat serosni stranou na Kkor-
kovou desku, polobu zajisti $pendliky. Desku vlozi ,,obracen&* do fixaéniho roztoku.
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Transport nefixovanych resekatd Rychlé pfedani resekatu patologovi je nesporné optiméalni po-
stup. Chirurg oznaéi spinacim Spendlikem proximalni reskéni linii a stehy oblasti na které chce patologa
upozoirnit. Ve doplni komentafem v privodce.

Patolog po fixaci do druhého dne odebere excize (nejméné 4 z patologického utvaru, 2 — 4 z kazdé resekéni
linie, 2 — 4 ze stény mimo patologicky atvar). Excize odebira tak, aby byla zastiZena cela tloustka stény
a také prechod do zdravé tkané. Soucasné peclivé odebere vzorky z pfipadnych rezistenci v peritonealni
strané resekdtu a vypreparujeme uzliny. U odebranych uzlin zapiSeme topografii odbéru (napft. okoli
kardie, okoli pyloru, mal4d kurvatura, velkd kurvatura, omentum). Odbéry je vhodné zaznamenat do
nakresu.

Fibroskopické excize (mikroezcize) jsou drobné, primér 2 —5 mm. Spravné odebrané mikroexcize zastihuji
celou vrstvu sliznice, muscularis mucosae, pfipadné ¢ast submukozy. Klinik mé byt obeznamen s nezbyt-
nost{ jemné manipulace s mikroexcizi. Mechanické zhmozdéni zhusta znemozni diagnostické hodnoceni.

Podstatné jsou pfesné topografické idaje klinika v priavodce. Mikroexcize z fundu mize mit sliznici
shodnou s pylorem nebo se stfevem stfevem (pyloricka nebo intestinalni metapléazie), kostatuje patolog
nélez sliznice pyloru, coz je v daném piipadé chybnéa informace.

Vyznamna je sprdvnd orientace tkané pii fixaci. Klinik uloZi excizi feznou plochou na prouzek filtraénihp
papiru k jehoz povrchu excize prilne. Prouzek pak opatrné vlozi do formolu. Mikroexcize vloZzena do
formolu volné bez prouzku papiru je vétSinou nepravidelné prohnuta a po ptrosiceni parafinem je je ji
orientace v bloku zcela nejista. Klinik mtiZze orientaci na prouzku filtra¢niho papiru korigovat pod lupou
nebo pod prepara¢nim mikroskopem, kde snadno rozezna povrch. podle pfitomnosti Zaludeénich jamek.
Polohu mikroexcize lze zajistit metodou agarové kapky.

Histopatologické poznamky: Pfi krajeni orientuje laborantka blok tak, aby Fezna plocha probihala
kolmo na povrch sliznice. Malé mikroexcize, které se nepodaii orientovat, prokrajujeme na vice skel.
Kazdy vzorek ma byt prokrajen na sérii 20 — 30 Fezli sefazenych na 3 — 4 podlozni skla, barveni HE a
znazornéni HP pylori jsou v rutinné dostacujici. Diagnostické hodnoceni je ¢asové naroc¢né.

Pozn.: V soucasné dobé tusporné prokrajujeme kazdy blok na 6 — 8 fezii + metoda na HP. V piipadé
potifeby dalsi prokrajeni U mikroexcizi, kde klinik uvadi suspekci karcinomu, prokrajujeme na 3 skla,
jedno sklo na metodu PAS.

Biopticka zprava:

e makroskopicky popis vySetfované excize nebo resekatu

e bioptickou diagnozu, u nadoru také gradus u vfedu a u nadoru rozsah poskozeni (infiltrace)
zalude¢ni stény

e udaj o vztahu patologického pracesu k resekéni linii (byl nador vyjmut in sano?

e diagnozu stavu lymfatickych uzlin

e topografie a poCet uzlin s metastazami, pfipadny nalez na pfilehlém organu (byl-li zaroven k vy-
Setfeni poslan)

e stadium nadoru (pokud jsou k dispozici v8echny pot¥ebné udaje).

1.4.3 Tenké stfevo

K bioptickému vySetieni jsou zasilany resekované ¢asti tenkého stieva a fibroskopické mikroexcize.

Resekované &asti tenkého stieva (Cast klicky, klicka, nékolik kli¢ek) jsou pravidelné zasilany i
s prilehlou ¢asti mezenteria. Tenké stievo je nejéastéji resekované pro Crohnovu nemoc, ischemii a pro
nédory. Patolog voli jeden ze 3 uzivanych zptsobi fixace:

1. Podélné rozstfizeni stfeva proti iponu mezenteria s naslednym rozvinutim na korkové desticce.
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2. Proplachnuti stfeva fyziologickym roztokem — podvéazani jednoho konce — naplnéni fixaénim roz-
tokem, podvaz druhého konce.

3. RozloZeni resekatu ve velkém mnozstvi formolu s pfipadnym vloZenim smotkt gazy mezi jednotlivé
klicky a néslednou preparaci.

Fixace do dalsiho dne vétSinou dostacuje. Vystizny popis zmén a piipadné i ndkres je nezbytnou soucésti
dokumentace. Pocet excizi kolisa podle charakteru patologického procesu. Excize pfednostné orientujeme
v podélném sméru, to jest kolmo na pribéh slizni¢nich fas. Soucasti odbéru je i excize z mezenteria a
vySetfeni lymfatickych uzlin.

Pred odbérem lymfatickych uzlin je vyhodné vlozit resekat pies noc do methacarnu. Uzliny jsou bilé a
zietelné vystupuji ve Zlutavé prisvitné tukové tkani.

Zpracovani mikroexcizi sliznice tenkého stifeva pri podezieni na malabsorpéni syndrom
Vysetfovani mikroexcizi sliznice tenkého streva, hlavné sliznice duodenalni, ma velky vyznamu k dia-
gnostice poruch vstiebavani (malabsorpéni syndrom). Zakladem vySetieni jsou histochemické metody.

Bioptické mikroexcize jsou odebirany z duodena gastroskopem, z tenkého st¥eva specialnimi odbérovymi
sondami. Pramér excizi kolisd od 2 do 4 mm. Zasahuji sliznici, pfipadné ptilehlou ¢ast podslizni¢niho
vaziva. PTi jednom zavedeni néstroje jsou odebirany vétsinou 4 vzorky.

Polovina excizi je fixovana 1 — 2 hodiny vychlazenym Bakerovym formolem a Setrné zalita do parafinu
(urychleny postup, pfipadné ve vakuu). Série parafinovych fezt je barvena hematoxylin-eosinem, reakci
PAS (PAS+ alcianova modr) ke znazornéni hlenu, poharkovych bunék a kartackového lemu. Slizni¢ni
reliéf a kartackovy lem je znézornén reakci na alkalickou fosfatazu, lyzosomy jsou znazornény kyselou
fosfatazou, plazmaticka bazofilie metylzeleni s pyroninem. Barveni trichromem je doporuc¢ovano k iden-
tifikaci lambliazy.

Druhé polovina excizi je polozena na kostku suchého ledu. Kryostatové fezy jsou pouzity k metodédm: ole-
jova cerven (barveni neutralnich tuki), histochemické enzymatické reakce (laktaza, trehalaza, sacharaza)
ke stanoveni disacharidazového deficitu).

Jsou-li slizni¢éni mikroexcize dostateéné velké, miize byt kazda rozdélena ziletkou na dvé poloviny (jedna
k zaliti do parafinu, druha ke zhotoveni kryostatovych Fezi).

Mikroexcize sliznice tlustého stfeva u Hirschsprungovy agangliézy Pii vrozeném chybéni
gangliovych bunék nervovych plexti dochézi k podstatnému zesileni pozitivity cholinesterazové reakce
nervovych slizni¢nich vldken a k jejich zmnoZeni. Zména je spolehlivé zachytitelna jiz v mikroexcizi.
Metoda stanovi presné aganglioticky tusek, ktery je pak chirurgicky odstranen. Mikroexcize sliznice je
zmraZzena na korku zcela analogicky jako u tenkého stfeva. Kryostatové fezy vySetfujeme histochemicky
reakci na priitkaz cholinesterazy.

V nekroptickém odbéru tenkého stfeva je sliznice vétsinou natravena. Odebrané excize fixujeme
poloZené serézou na filtra¢ni papir(zabranime zkrouceni plo$nych excizi).

1.4.4 Tlusté stfevo

K bioptickému vySetieni jsou zasilany parcialni resekaty (u nddora nebo u Crohnovy choroby), celé tlusté
stfevo (ulcerozni kolitida, st¥evni polypodza), jednotlivé polypozni utvary a koloskopické mikroexcize.

VysSetreni tlustého stifeva u nenddorovych onemocnéni
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Preparace Z resekovaného stfeva (nefixovaného) oddélime mezenterium a vybereme nékolik lymfatic-
kych uzlin. Stfevo rozstfihneme podél a makroskopicky hodnotime. V popisu ma byt uvedeno:

e 0 kterou ¢ast stfeva se jedna

e délka resekatu (také délka distalniho ilea a apendixu)

e popis a zmény mezenteria

e popis sliznice a jednotlivych patologickych zmén, rozsah zmén, hloubka

e ulceraci, velikost a rozlozeni polypu a pod.

e tloustka stény a popis serozy (fibrin, hnisavy povlak, nadorovy povlak, fibréza a pod.)

e dalsi nalezy (divertikly, pistéle, jiné)

Velmi Gasto obdrzi patolog st¥evo jiz nafixované (rozstfizené nebo nerozstfizené). V téchto pfipadech
postupujeme podle aktualni situace tak, abychom co nejvice splnili vyse uvedené pozadavky v odstavci
»preparace’. Velmi Casto je tfeba stfevo dofixovat. Pak aplikujeme také pozadavky uvedené u nefixovaného
streva.

Fixace Rozstfizené stfevo fixujeme rozvinuté na korkové desce (vhodné u kratsich resekat) nebo volné
vlozené do velké nadoby s formolem. Vzajemnou polohu jednotlivych ¢asti stfeva zajistime smotky gazy.
V potiebnych pfipadech lze stievo k fixaci na korkovych deskich rozdélit na nékolik dobfe manipulova-
telnych ¢asti. Vétsinou dostacuje fixovat celé stievo rozstiizené podél ve velké nddobé (nebo rozdélené
ve dvou nadobéach) a polohu zajistit smotky papirové vaty.

Velmi dobrym zptisobem fixace je mapinéni stfeva formolem. Jemnou zevni maséazi vytlac¢ime nejprve
stfevni obsah a lumen proplachneme fyziologickym roztokem. Jeden konec podvazeme tlustou niti, stfevo
vlozime do plastikové v&tsi nadoby a zavedenou trubici vlejeme formol. Naplnéné st¥evo na druhém konci

(rezervoar s formolem, privodnou hadici, manipulaci v digestori). Podvazané ¢asti jsou vSak deformovany,
nelze provést fotodokumentaci nefixovanych zmén. Postup je vétS§inou pouzivan k vyzkumnym tcéelim.

Fotodokumentace je soucasti standardu vySetfeni. Vhodné je rychlé zhotoveni fotografii, na které pak
zakreslujeme topografii excizi.

Odbér excizni Excize odebirame kolmo na pribé&h slizniénich fas.

Standardné odebereme:

e Po dvou excizich z distdlniho a proximalniho konce resekatu.

e Pocet excizi z patologickych zmén volime podle makroskopického néalezu. Excize maji také zasa-
hovat prechod zmény v normalni sliznici.

e Reprezentativni lymfatické uzliny se zaznamenanim topografie.
e Excizi z mezenteria a z mezenteridlnich cév.

e Je-li soucasti resekatu apendix, ileum nebo analni oblasti, standardné odebereme i vzorky z téchto
organd.

VysSetreni tlustého streva u nadord Preparace a registrace udaji je provadéna analogicky jako u
nenadorovych zmén. Linii stfihu vedeme podélné a vyhybame se nddorovym zménam. P¥i cirkuldrnim
infiltratu protneme nejtensi ¢ast infiltratu.

V popisu zvlasté peclivé hodnotime mikroskopii nadoru (velikost, nekrozy, hloubku nadorové invaze
do sliznice, muskularis, do subserézni tukové tkané, do retroperitoneélni tkané nebo jinych prilehlych
struktur), formulujeme makroskopicky odhad, také zda nador je vyjmut cely). Soucasné uvedeme jiné
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zmény mimo oblast nadoru. Vypreparujeme uzliny a topograficky rozdélime do skupin: a) distalné od
tumoru, b) v oblasti tumoru, ¢) proximalné od tumoru. Vyhledavani uzlin v tukové tkani usnadiuje
dofixace Methacarnem.

Fixace a fotodokumentace Postupujeme analogicky jako u nenddorovych zmén. Fixujeme stievo
rozst¥iZzené nebo vyplnéné formolem (viz vyse).

Odbér excizni 7 fixovaného stfeva odebirdme miniméalné nasledujici excize:

e po dvou excizich z proximalniho a z distalniho konce resekatu; z resekéni linie vedené v kratké
vzdalenosti od tumoru vétsinou vice excizi; volny okraj je vhodné oznacit tusi.

e excize podélné orientované v longitudindlni ose stfeva z Casti stfeva ze stapleru.
e excize z tumoru, nékterd excize mé zasahovat nejhlubsi oblast infiltratu.

e tkané&, tukové tkané, pripadné z oblasti s vét§imi cévami v okoli tumoru

e excise z jinych patologickych zmén ve stievé.

e 7z normélni stény nad a pod tumorem podle vySe uvedené topografie

e 7 suspektnich rezistenci v mezenteriu

e pokud excise zastihuje apendix, distalni ileum a anus odebirame vzorky i z téchto oblasti

Koloskopické mikroexcize Pro technické zpracovani koloskopickych mikroexcizi plati vSechny udaje
uvedené u mikroexcizi zaludku a tenkého stieva.

Mikroexcize rekta k diagnéze amyloidézy Fixace formolem, parafinové fezy, barveni Kongodcer-
veni a vySetfeni polarizace, metoda podle Frazera, thioflavin T v UV svétle. Pfi thesaurizmoézach a
neurolipidézach je vySetfovan apendix nebo mikroexcize rekta. Fixace drobnych kouskt Bakerovym for-
molem, histochemické vySetfeni tuk.

VySetfeni resekatid analni oblasti Analni oblast je vyjiména jen p#i malignitach anorektalniho
spojeni. Soucasné s resekatem byvaji zaslany inguinéalni uzliny. Analni malignity se mohou §iFit do rekta,
pod rektum a do pfilehlych mékkych tkani. Bioptické vySetfeni mé pfinést informaci, zda nador byl
vyjmut cely. Pfed odbérem vzorkiu je vhodné oznacit zevni hranici resekatu tusi. Vétsinou je treba
vySetfit fadu excizi z periferie resekitu a z anorektalniho spojeni.

Polypy travici trubice Polypodzni utvary travici trubice jsou nejcastéji lokalizovany v tlustém stieve,
méné casto v zaludku a v duodenu, jen vzacné v tenkém st¥evé. Velikost kolisd od 2mm do 2 i vice
cm. Polypy se mohou maligné zvrhnout; proto je jejich histologické vySetfeni vyznamné. Bez ohledu na
topografii odbéru polypi je postup histologického vySetfeni shodny.

V typickém ptipadé lze na polypu rozlisit Sirokou ,hlavu“ a tzkou ,stopku’, kterd muze byt 1 —2 i vice
cm dlouha. V popisu zaznamename tvar polypu (pfisedly, stopkaty, papilarné ¢lenény a pod.).

Po fixaci zmé&fime velikost hlavy polypu a délku stopky. U polypu s kratkou stopkou nebo bez stopky
rozlisime resekéni rovinu. Mensi polypy rozkrojime podél na dvé poloviny fezem vedenym na stiedni ¢ast
a dbame, aby fez pokracoval do stopky. Je-li stopka dostate¢né dlouha, zhotovime pri¢ny fez stopkou
blizko roviny chirurgického fezu. Je-li stopka dostatecné Siroké, je mozné vyfiznout z celého prifezu
polypu ploténku i s vétsi ¢asti stopky. Periferni ¢asti polypu, lezici mimo stopku, nejsou jiz informativni
pro zjisténi, zda byla zména odstranéna cela. To je vyznamné zvlasté u polypi s dysplastickymi zménami
nebo u polypi s malignizaci.
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1.4.5 Apendix

V makropopisu uvadime délku, sitku, povrch, lumen, infiltraty a dalsi ddaje. Pfi preparaci oddélime
2 cm dlouhy koncovy tsek a rozdélime jej podél. Dalsimi pfi¢nymi fezy hodnotime makroskopii. K histo-
logickému vysetfeni standardné odebereme jednu podélné orientovanou polovinu z koncové ¢ésti, jednu
pritnou excizi ze stfedni ¢asti a jednu pfi¢nou excizi z pocateéniho tseku. Najdeme-li nddorovou re-
zistenci vySetfujeme vice bloku (analogicky jako u jinych Casti stfeva). Prednostné odebirdme useky
s makroskopickou patologickou zménou.

1.4.6 Plice

Metodicky p¥istup bioptického vySetfeni plic volime s prihlédnutim na klinicky predpokladanou diagnézu
a s pfihlédnutim na aktuélni makroskopicky nalez. Pokud neni jiz pied operaci nebo v pribéhu operace
zakladni diagnéza plicni patologie zfejmé (napf. z pfedchozi cytologie, mikroexcize a pod.) mé byt
z resekované tkané za sterilnich podminek opera¢niho salu odebréan material na mikrobiologické vySetieni.
Material k mikrobiologickému vySetfeni miize z nefixované tkané odebirat i patolog. DodrZzuje pii tom
pravidla pro sterilni odbér (kauterizace povrchu, incize s pouzitim sterilnich nastrojii, odbér materialu
z piislugného fokusu, nasledn4 sterilizace nastroji).

Diagnosticka plicni biopsie Jde o cilenou excizi, vétsinou klinovitého tvaru, velikost kolem 1,5—-2,5 cm
(piipadné mensi). Excize jsou provadény u najasnych plicnich procesii, u difusnich fibréz, k posouzeni
cévniho Fecisté pfed kardiologickymi operacemi. Histologické vySetfeni je informativnéjsi je-li alveolarni
prostor rozepjaty. Toho Ize dosdhnout:

e chirurg odebira vzdusnou tkan; tkan je udrZena rozepjatd peanem a po odbéru hned fixovana

e rozepjeti lze po odbéru dosdhnout injekei formolu Sirokou jehlou pies pleuru (pfipadné né&kolika

vpichy)
e pod kontrolou prepara¢niho mikroskopu injekci formolu do nékterého bronchu

Preparace vétsich resekatii, lobektomii, pulmektomii p¥i nadorech K vySetfeni dostava pa-
tolog resekované laloky, celou plici nebo plicni segmenty. Palpaci orientacné lokalizujeme v mékké plicni
tkani nddorové rezistence, provedeme fotodokumentaci celého resekatu i nalezu béhem preparace.

e Vypreparujeme uzliny v hilové oblasti

e Pii standardnim zptsobu vySetfeni, ktery vétsinou zcela dostacuje pro pfesnou diagnostiku, roz-
stfihneme ostrymi nizkami bronchy podélné az k tumoru. Ostrym dlouhym noZzem krajime plicni
tkan véetné tumoru na paralelni fezy (v&tSinou na tloustku 1cm). V popisu registrujeme rozmeér
resekatu, jeho vahu, rozsah nadorového infiltratu a dalsi zmény. Rozkrajeny resekit vlozime do
nadoby s formolem, fixujeme do dalsiho dne nebo i déle.

Dokonalejsi zpusob je fixace infuzi formolu do bronchi. Postup vyZzaduje rezervoar, kontrolu infusniho
tlaku a praci v dobfe vétrané digestofi. Pfed postupem oddélime kratky tsek bronchu (resekéni linii)
k histologickému vySetfeni (prevence poskozeni v misté podvazu). Do pocateéniho tseku bronchu vsu-
neme kanylu pfimétené tloustky. Tlak infundovaného formolu nemé pfesahnout 25 cm vodniho sloupce.
Po ,naplnéni‘ formolem uzavzeme bronchus svorkou nebo podvazem a celou plici vlozime do nadoby
s formolem. Formolovou infuzi 1ze provadét také intraven6zné a intraarterialng.

Odbér excizi:

e 7z nadoru odebirdme tii nebo vice excizi, pfednostné vybirdme mista souvisejici s bronchem
e ze tkané v okoli infiltratu t¥i excize, v excizi je tfeba zastihnout také pleuru

e resekéni linii bronchu (kterd zastihuje cely prifez bronchem)
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e lymfatické uzliny bronchopulnonalni a mediastinalni

Preparace resekatu a dalsi zpracovani p¥i nenadorovych zménach plic Postup je v zasadé
shodny s preparaci pfi nadorech. Diraz klademe na bakteriologické odbéry. Pfi suspekci na TBC fixu-
jeme tkané 48 hodin. Pfi podezieni na asbestozu seSkrabneme povrch Feznych ploch tkané skalpelem a
zhotovime nétéry. Excize zhotovime z rtznych ¢asti resekatu, vybirame mista s makroskopickymi struk-
turdlnimi zménami i mista makroskopicky nenapadnd, bronchy, pleuru, uzliny, cévy (v8e s pfihlédnutim
na predpokladanou diagnézu).

1.4.7 Pankreas

Na patologii jsou posilany parcialni resekaty, totalni resekéty s prilehlymi organy a endoskopické mikro-
excize.

Pankreatikoduodenektomie, parcialni resekce pankreatu Pokud klinik pfed odeslanim na pa-
tologii vklada resekat do formolu, musi tkiné vhodnym zpiisobem zpracovat a oznacit: Pfed vlozenim
do fixa¢niho roztoku rozFihnout podélné duodenum na strané proti papile. V pf¥ipadé souc¢asné parcialni
gastrektomie pokracovat nizkami z duodena do resekované ¢asti zaludku. Identifikovat papilu a do sliz-
nice vedle papily zalozit steh s dlouhymi konci. Je to dulezité, na fixovaném materidlu je ¢asto papila
obtizné rozlisitelna. Snadny pfistup fixacéniho roztoku k duodenu umoznime vloZenim nékolika smotki
gazy do lumen. Z ventralni strany rozkajujit postupné hlavu a kaudu pankreatu (v pfipadé nadoru i
nador) na pri¢né fezy u tloustce kolem 1 cm, fezy nedokrajovat kompletné a dbat, aby i po rozkrajerni
drzel cely komplex pohromadé&. Pokud je soucasti komplexu slezina, pak ji oddélit a vloZzit do fixa¢niho
roztoku samostatné podle pravidel preparace pro slezinu.

Druhou moZnosti je poslat na patologii nefixovany resekat.

Totalni pankreatoduodenotomie (pii nadorech): patolog dostava k vySetfeni ¢ast pankreatu nebo
organovy ruzné rozsahly organovy komplex zaujimajici ¢ast pankreatu nebo cely pankreas, Zalude¢ni
antrum, ¢ast duodena nebo celé duodenum (pfipadné s kratkym tdsekem jejuna) a ast choledochu.
Soucasti resekdtu jsou pravidelné uzliny, mize byt zaujata i slezina. VétSinou je soucasné vyjmut i
zluénik. Optimalni postup preparace je pii vySetieni nefixovaného resekatu hned po vyjmuti. Obdrzime-
li k vySetfeni resekét jiz fixovany postujeme stejné jako bez fixace. Bereme v tivahu zasah chirurga,
kterym zajistuje dobrou fixaci. Postup je technicky ¢asto obtizny. Chirurg podle dohody s patologem
muZe provést v rizném rozsahu podrobnéjsi preparaci (viz nize).

Postup patologa pti preparaci resekdtu totdlni pankreatoduodenotomie:
e Orientujeme resekéat jako by byl uloZen v dutiné bfisni.
e Fotodokumentaci provadime celkovou i prubéznou béhem preparace
e Zjistime, které organy jsou v resekatu zaujaty
e Otevieme zaludek (antrum) a duodenum. Rozstiihneme zaludek podél malé kurvatury a pokracu-
jeme do duodena ve stfedni linii jeho pfedni stény, vyhybame se pfi tom oblasti Vaterovy papily.

Pti pankreatoduodenoektomii je situace snadnégjsi:

e pfi preparaci za¢indme otevienim duodena

e oblast papily, u tumoru se orientujeme, zda vychézi z papily, ampuly nebo z pankreatu nebo
z choledochu

e Zméfime pankreas a hodnotime jeho zevni tvar

e Sondujeme a otevieme choledochus, hodnotime jeho vztah k tumoru
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Pres papilu sondujeme ductus pancreaticus a ve sméru dlouhé osy pankreatu skalpelem protneme
papilu, ampulu a pfilehlou pankreatickou tkan. V ampule i v pankreatickém duktu hleddme kon-
krementy, nadorovy infiltrat, fibrézu a jiné afekce

Zbyvajici ¢ast pankreatu rozkrojime pfi¢né (nebo na pri¢né fezy, jde-li o cely pankreas) tak, aby
soubor fezu zustal pohromadé

Vybereme skupiny uzlin a ozna¢ime jejich topografii (peripankreatické pfi hornim okraji a pii
dolnim okraji pankreatu, peripylorické pt¥i horni a dolni kurvatuie, pankreatoduodenalni, peris-
plenické, pripadné uzliny z omenta, z okoli jejuna a z okoli choledochu

Vyse uvedenymi zésahy upraveny resekat topograficky zajistime Spendliky na korkovou desku
nebo prolozenim smotky gazy namodcené ve formolu a vlozime do patfi¢né velké nadoby s formolem
k fixaci. Fixujeme 24 hodin nebo déle.

Standardni odbér excizi:

nejméné 3 excize z tumoru (orientace fezi by méla ukazat vztah tumoru k papile a k choledochu
a k povrchu pankreatu

3 excize z jinych ¢asti pankreatu

2 — 3 excize

z resekéni linie pankreatu

2 excize z resekéni linie Zaludku

excizi z resekéni linie duodena (jejuna)
orientacni excizi z duodena

uzliny jednotlivych skupin

excizi ze sleziny

excize ze zluéniku podle standardu; odbér excizi mize byt modifikovan pii kombinaci s histoto-
pogramy

Prosta parcialni pankreatektomie (p#i nenadorovych onemocnénich) Extirpovanou ¢ast pan-
kreatu rozdélime na Fezy kolmé ke dlouhé ose pankreatu, makroskopicky hodnotime a vybirame excize
z ruznych mist podle makroskopického hodnoceni fokalnich zmén. K presnému zarazeni pankreatitidy se
pfi vybéru se zaméfime na dilatované vyvody a na piipadné kalcifikaty.

Endoskopické mikroexcize vedené z pankreatického duktu, punkéni mikroexcize Piimo po
odbéru vkladame odbéry do formolu. Pii odbéru souvislého valecku rozvineme punkéni excizi na povrchu
prouzku filtraéniho papiru namodeného ve fyziologickém roztoku. Po pfilnuti punkce k papiru opatrné
vlozime prouzek do formolu.

Biopticka zprava obsahuje:

pouzité metody

makroskopicky popis

bioptickou diagnézu pankreatu (a dalsich pfilehlych organi),

u tumoru popis, rozmér, ohraniceni, vztah k okoli, invaze do cév, do nervi,
diagnézu pankreatickych zmén

u tumoru nazev tumoru, gradus, pfipadné staging

diagnozu prilehlych organt (Zaludek, duodenum, slezina)

nélez v regionélnich uzlinich
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1.4.8 Jatra

Nejcastéjsim jsou punkéni biosie, méné jaterni excize a parcialni resekce a lobektomie.

Jaterni punkce Vilecek jaterni tkané je podle pouzité odbérové jehly 1—2 mm tlusty, vétS§inou 1 -2 cm
dlouhy. Jen o metabolickych onemocnéni jsou jatra vySetfovana z nativni tkané v kryostatovych fezech
nebo po fixaci alkoholem. Jinak jsou jaterni punkce standardné fixovana slabym (4 %) formolem nebo
nebo

slabym formolem 1% CaCly (Bakertiv formol), ktery stabilizuje lipidy. Tenky valetek rychle vysycha,
proto odbér hned fixujeme. Po odbéru klinik ,vystfikne* z jehly valecek pfimo na prouzek filtra¢niho
papiru smoceny ve fyziologickém roztoku, na prouzku pak pomoci jehel véleéek upravi do roviny a i
s prouzkem opatrné vlozi do formolu. Volné vloZzeny valecek se ve fixaénim roztoku ¢asto ohybéa a krouti.

Klinik je pfedem dohodnut s patologem o zpusobu fixace (standardni, specidlni, nativni tkan). Pro
standardni odbéry (to jest mimo pfedpokladana metabolickd onemocnéni) je dostacujici formolova fixace
24 hodin. U metabolickych onemocnéni je pouzivana histochemie. V téchto piipadech po kriatkodobé
fixaci chlazenym Bakerovym formolem (2 — 3 hodiny) a urychleném Setrném zaliti tkané do parafinu
Ize i v parafinovych fezech prokéazat alkalickou fosfatazu, lyzozoméalni hydrolazy, nespecifickou estrazu,
cholinesterazu. Jiné typy fixaci jsou rovn&z mozné (Carnoy, Bouin, Zenker). VySetieni nefixovanych
punkei (kryostatové fezy k histochemickému vySetfeni) je pouzivano k hodnoceni mnozstvi glykogenu a
histochemickému stanoveni enzymatického deficitu p¥i glykogenozach. Metodické postupy jsou jiz naplni
speciadlnim problémem histochemie. V téchto pripadech pfedem konzultuje klinik patologa.

Jeden ze standardnich osvédéenych zpisobu:

7 parafinového bloku zhotovime zékladni sérii 12 skel, na kazdé sklo klademe 3 — 5 fezl sefazenych
tak, aby mohly byt pfikryty jednim krycim sklem. Skla ¢islujeme a dbame, aby série byla uplna (po-
t¥ebné ke sledovéani jedné struktury). f{ezy barvime témito metodami: Sklo 1 a 3 HE, sklo 2 a 4 Van
Gieson, sklo 5 metodou na znazornéni retikulinovych vlédken (napf. Gémoéryho metoda), sklo 6 metodou
na priikaz australského antigenu (orceinova nebo jina metoda), sklo 9 a 10 HE, sklo 11 a 12 slouzi pro
imunohistochemické metody. Zmrazené fezy z druhé kousku barvime olejovou Cerveni, pripadné suda-
novou &erni. Jiné metody (prikaz amyloidu, vySetfeni v UV svétle, znidzornéni zlu¢ovych barviv a dalsi
metody) provadime jen v indikovanych pfipadech. V indikovanych p¥ipadech je tfeba zalit tkané pro po-
tfeby elektronového mikroskopu. Ostrou ziletkou zhotovime drobné bloky o hrané 1 mm. Fixace a dalsi
postup je obvykly, nelisi se od bézného zalévani elektronmikroskopickych bloki.

Je-li z klinickych udaji zfejmé indikace k vySetfeni tukl, oddélime malou ¢ést valecku pro zhotoveni
zmrazenych fezi.

Zvolené metody maji znazornit zakladni histologickou stavbu, registrovat retenci metaboliti (tuku, gly-
cidd, lipofuscinu, Zeleza), znazornit inkluze, kolagenni a retikularni vazivo.

Excize u difusniho poSkozeni jater Vzorky jsou odebirany z jaterniho okraje, maji tvar nepravi-
delného klinu, vétsinou zasahuji do hloubka kolem 1,5 cm, ¢ast odpovidajici okraji ma délku kolem 1 cm.
V jaternim pouzdru je ¢asto zmnozené vazivo, které vstupuje na kratkou vzdalenost do parenchymu. Ta-
kové tiseky mohou byt chybné v histologickém nalezu interpretovany jako fibroza nebo cirhéza. Chirurg
proto zésadné vybira tseky bez ztlustélého pouzdra. Stejna situace vznika v lazku zluéniku s chronickou
cholecystitidou. Lizko zluéniku je pro excizi rovnéz nevhodné.

Excize z jater ma byt pfedana okamzité patologovi ke komplexnimu vySetfeni (to jest kombinace kry-
ostatovych fezti, fixace s parafinovym procesem a elektronmikroskopického vysetieni). Je-li predpoklad
metabolického onemocnéni je nezbytné pied odbérem konzultovat patologa a dohodnout zpusob fixace,
pouziti nefixované tkiané ke kryostatovym feztim, velikost excize pfedem s patologema, dohodnout postup
nakladéani s excizi i velikost excize.

Pokud predani nativni tkdné bioptikovi neni mozné, rozkroji chirurg ziletkou excizi ve sméru kolmém
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na kapsulu na prouzky o tloustce 3 mm. Fixace formolem nebo slabym formolem s 1 % CaCly (Bakertv
formol stabilizujici lipidy).

Excize jater pfi loziskovém poskozeni. Nejéastéji jde o odbér metastézy. Chirurg vybiré fokus bez nekrozy
a bez prokrvéiceni. Vhodné je, aby excize zasahovala také do neinfiltrované jaterni tkané.

Parcialni hepatektomie Fokalni a nodularni masy jsou vyjimany parcialni resekci jater. V okoli lo-
ziska je vzdy vlastni jaterni tkan. Velikost materialu kolisa od rtzné velkych klint aZ po cely jaterni lalok.
Pokud posilé chirurg tkan k vySetieni fixovanou nakraji ostrym nozem resekét ze resekéni plochy proti
pouzdru na na platky 4 — 5 mm tlusté. Pfi pouzdfe zachova spojeni platkta. Ve fixaénim roztoku upravi
resekat véjifovité, aby formol pronikal ke vSem ¢Gastem. Oddéleni jednotlivych platka lze stabilizivat
smotkem gézy.

Totalni hepatektomie pfi transplantaci Cela nefixované jatra jsou pfedana k vySetfeni patologovi.

Biopticka zprava obsahuje:
e makroskopicky popis resekitu
vycet pouzitych metod
pocet a velikost lozisek
diagnoézu loziskové zmény, u nddoru grading
adaj o vaskularni invazi
udaj o resekéni linii (pfitomnost, nepfitomnost nadoru)
diagnosticky adaj o jaterni tkdni mimo lozisko

1.4.9 Ledvina

Bioptické vySetfeni ledvin ma dvé zakladni formy: punkéni vySetfeni ledviny a parcidlni resekity a
nefrektomie.

Punkéni biopsie Punkci ziskany valecek je 1 -3 mm tlusty, 8 - 12 mm dlouhy. Technika odbéru punkce
je dosti néro¢ny postup, ktery neni pro pacienta zcela bez rizika. Je proto nutné histopatologickému
vySetfeni vénovat velkou péci, aby diagnostické vytiZeni materidlu bylo maximalni. Punkéni valecek
piedava klinik okamzité patologovi (nebo informovanému histopatologickému laborantovi).

Metodické zpracovani punkce je komplexni, pouzivd metodiku elektronové mikroskopie, parafinovou his-
tologii, imunofluorescence. Tyto 3 rozdilné postupy se musi ,,podélit‘ o jeden punkéni valecek. Nekdy
byvaji standardné odebirany 2 vélecky. Volbu metodik upravime podle objemu ziskaného valecku. Pri
malém mnozstvi tkiné upfednostiiujeme metodiky v poradi: elektronova mikroskopie, imunofluorescen-
cence, parafinova histologie. V protokolu uvadime pocet valec¢kt, makroskopii, moznost rozliseni kiiry a
drené.

Postup zpracovani punkei uzivany v riznych laboratofich se v podrobnostech ligi. Obecné zasady jsou
v8ak shodné a je tieba je respektovat. Punkce ledvin by neméla byt hodnocena pracovistém, které
nedisponuje elektronovym mikroskopem a imunofluorescenéni metodikou. Odbér a tpravu punkéniho
vale¢ku niZze provést informovany klinik nebo patolog.

Valecek tkané polozime na parafinovou desku nebo Petriho misku z umélé hmoty. Vétsinou lze makrosko-
picky (pfipadné pomoci lupy) rozlisit kiiru podle pfitomnosti glomeruld, které maji zivé Gervenou barvu.
Z korového konce vale¢ku oddélime dva kousky (1 mm dlouhé) a fixujeme chlazenym glutaradehydem
pro zaliti do nékterého z elektronmikroskopickych medii. Pokud nelze spolehlivé rozlisit kiiru a dfei,
odebereme pro elektronovy mikroskop kousky z obou konct valecku.

Kovovy stolek rota¢niho mikrotomu s plochou kapkou vody na horni plose vychladime vlozenim na dobu
15 minut do pevného kysliéniku uhli¢itého (nebo podobnym zptisobem). Jemnou pinzetou polozime
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zbytek valecku na vychlazeny blok. Tkan je velmi rychle zmrazena. V tomto stavu lze tkin prechovavat
v suchém ledu i po dobu nékolika dni.

Zmrazenou tkan krajime v kryostatu na fezy 5—7 pm pro potfeby imunofluorescenénich metod. Zmrazeni
Ize provadét také ponorenim stolku s tkéani do kapalného propan-butanu.

Praxe ukazala, Ze standardni vysledky déava také nasledujici postup: véleéek nativni tkdné poloZime na
tenkou korkovou ploténku, kterou vkladame do malé krabic¢ky z umélé hmoty (od krycich skel). Krabicka
je predmrazend vlozenim do suchého ledu na dobu 30 minut. Uzavienou krabicku opét vlozime do suchého
ledu. Odbér k elektronovému vySetfeni je pak provadén aZ po nakrajeni Fezi pro imunohistologické
metody.

Zbytek véalecku rozmrazime vlozenim do chlazeného formolu. Fixujeme 2 — 3 hodiny, nasleduje zaliti do
parafinu urychlenym postupem. Krajime sériové fezy na 10 za sebou jdoucich skel, na kazdé sklo klademe
3 -5 fezu tak, abychom vSechny fezy pokryli jednim krycim sklem. Skla ¢islujeme 1 — 10, Fezy klademe
v sérii za sebou, aby bylo moZno jednotlivé struktury prostorové sledovat.

Uzivany jsou nasledujici metodiky: sklo 1: HE, sklo 2: Van Gieson, sklo 3: PAS, sklo 4: Van Gieson,
sklo 5: trichrom (modry nebo zeleny), sklo 6: Johnesova metoda ke znazornéni bazalnich membran, sklo 7:
kongo-Cerven, sklo 8: fibrin (Weigertova metoda na fibrin), sklo 9: HE, sklo 10: Van Gieson.

Metody jsou vybréany tak, aby znézornily zakladni mikroskopickou skladbu, kolagen, retikulérni vlakna,
bazalni membrany, fibrin (hyalinni kapénky) a amyloid.

VySetfeni parcidlnich resekata a nefrektomii

Priprava resekatu pred fixaci tkdné Je-li u totalni nefrektomie makroskopicky nélez v obou po-
lovinach ledviny analogicky (svrastéla ledvina arteriosleroticka, glomerulonefritis, pyelonefritis, cysticka
degenerace, pokrocila hydronefroza) je optimalni néasledujici postup: chirurg ledvinu rozkroji lehce asy-
metricky podélné az do panvicky. Rez vede z konvexity do hilu tésné pfed komplexem panvicka, arterie,
véna. U nadoru vede Tez podél pres stfedni oblast nddoru smérem do hilu. Dalsi preparaci provede
patolog.

Ventralni segment pak rozkraji pfiblizné radialné na fezy o tloustce 4 mm. Rezy vede pres komplex kiira
pyramida a papila. Druhou polovinu ponecha vcelku, v8e vlozi do fixa¢niho roztoku. Obé poloviny ledviny
vloZime na objemny smotek gazy do nadoby s dostate¢nym mnoZstvim formolu (objem 5 a vicekrat vétsi
nez objem ledviny).

Uvedeny postup zajisti dosti dobfe fixaci tkané a zachovava zbytek ledviny k fotodokumentaci a k dalsi
preparaci bioptikem.

Zpracovani nefixovaného resekatu Na patologii pfedavame nefixovanou ledvinu. Dalsi preparaci
provede patolog podle standardnich pravidel.

Biopticka zprava
e pouzité metody
e makroskopicky popis ledviny
e popis nadoru (vztah k rendlnimu sinu, k cévam, ohraniceni, velikost
e diagnoza
e u nadoru diagnoéza, gradus, stading (je-li mozné definovat)
e nalez na uzlinach (jsou-li piitomny)

VysSetreni nefrektomii u nenaddorovych difusnich zmén, které vyzaduji komplexni patomorfo-
logické vySetfeni jako u punkci, rozkrojime nefixovanou ledvinu pfes konvexitu podélnym fezem aZ do
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panvicky a z jedné poloviny v pfi¢ném sméru vykrojime 1 mm tenky platek (platky) tkané, ktery zpra-
covavame analogicky jako punkéni biopsii. Dalsi postup je standardni (viz sub "b").

VysSetreni nefrektomii u nenadorovych zmén — standardni postup

Preparace: Ledvinu rozkrojime podél pres konvexitu az do panvicky, nizkami otevieme kalichy, pro-
hlédneme papily a odstup ureteru. Vyjmeme kameny (pfipadné biochemické vySetfeni). Sondujeme a
preparujeme odstup ureteru. V popisu registrujeme rozmér ledviny, vidhu, zmény tvaru, tlousku kiry,
kresbu pyramid, cysty, hranici mezi kiirou a dfeni, objem kalichti a panvicky, spojeni panvicky a ureteru,
ureter.

Odbér excizi: Po fotodokumentaci odbirdme excize v ponékud radialnim sméru tak, aby zasahovaly
kiru, dreni a papilu. Pfi difusnich procesech: tfi excize zaujimajici kiiru a d¥en, papilu; dvé excize za-
sahujici panvicku a pfilehlou tkan ledviny; jednu pri¢nou excizi z ureteru a pii¢nou excizi z arterie. Pri
nestejnomérnych zménach, cystach, abscesech a dalsich zménach odebirame vedle odbért makroskopicky
neposkozené tkané jesté excize z patologickych zmén.

Vysetfeni nefrektomii u nadori Postup je obdobny jako u u zmén nenadorovych. Popisu tumoru
je tfeba vénovat velkou pozornost, makroskopie ¢asto rozhoduje v diagnéze benignity-malignity. Regis-
trujeme polohu tumoru, tvar, u tumort ovoidniho tvaru také délku kratké a dlouhé osy, pouzdro (zda
nador je cely obklopen pouzdrem nebo jen ¢aste¢né), prorustani nadoru do cév, do panvicky, rozruseni
ledvinné kapsuly, Sifeni do okoli, nekrozy. Fotodokumentace. Pti preparaci hleddme uzliny a otviradme
podél renalni vénu.

Odbér excizi: Z nadoru odebirdme minimalné 3 excize zasahujici nador a pfilehlou ledvinu, dale dvé
excize z ledviny mimo tumor, excizi z panvicky, excizi z horni ¢asti ureteru, lymfatické uzliny, pfi¢ny rez
ureterem. U nadora ledvin déti vySetfujeme soubor excizi celé plochy prufezu nadorem.

Poznamka k fixaci: Pokud obdrzime ledvinu jiz fixovanou postupujeme analogicky jako uvedeno vyse,
informativni hodnota vzorka je v8ak sniZena a imunofluorescenéni metody jiz nelze provést. Po odbéru
excizi z nefixované ledviny vlozime zbytek ledviny jako rezervu do formolu. Ledvinu lze také fixovat
infuzi formolu renalni arterii nebo ureterem p¥ed preparaci. Takové postupy volime pii v jednotlivych
indikovanych piipadech a pii feSeni vyzkumnych tkoli.

1.4.10 Biopsie délohy a adnex

Endometridlni biopsie prichazi k bioptickému vySetfeni: jako mikroabraze uréend vétsinou k vysSetfeni
funkéniho stavu endometria, déle jako kyretéz, nej¢astéji pii nepravidelném krvaceni, vySetfované také
k vylouceni nddoru endometria, dale jako objemny material z terapeutickych kyretazi nebo jako objemny
material pii abortech.

Mikroabraze jsou tzké prouzky endometria (3 —4 mm Siroké, kolem 10 mm dlouhé. Po fixaci zalévame
do parafinu kompletné. Dbame, aby prouzek sliznice byl zbaven krevniho koagula a aby v parafinovém
bloku byl orientovan podélné. Vétsinou staci kratka serie fezii na 2 podlozni skla, barveni HE a PAS.

Endometrialni kyretaze jsou pfedavany do bioptické laboraotofe vétsinou jiz fixované, kde tkanové
soucasti jsou promichany s krevnimi koaguly. Nejsnadnéji vybereme kousky tkané po promyti materialu
na sitku (cedniku) z umélé hmoty. Vhodna je prohlidka materidlu prepara¢nim mikroskopem k identifikaci
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a vybéru pfipadnych soucésti abortu (klky, embryo nebo jeho ¢asti. Makroskopii registrujeme struénym
popisem. U abortii uvedeme vycet nalezenych strutur (Casti placenty. viditelné klky, ¢asti embrya),
zaznamename i chybéni embrya.

U kyretazi vybirdme reprezentativni ¢asti materialu, zpravidla 5 blokt. Vybirdme tkané, které se poku-
sime makroskopicky identifikovat (¢asti placenty, klky, obaly, ¢asti plodu, cystické atvary, makroskopické
ekrozy) Do kazety skladame prouzky tkané pokud mozno dlouhou osou rovnobézné.

U abortu s prouzky endometria vybirame ¢asti placenty a fétu.
Bioptické vySetfeni pii hysterektomii

Neékteré kvantitativni tidaje Normalni déloha vazi 60 — 120 g, délka je 7 — 9cm, sitka 4,5 — 6 cm,
misté kolem 8 mm, délka endometridlni dutiny je 5cm, tloustka endometria kolisd podle menstrua¢niho
cyklu 1 — 8 mm; tloustka myometria kolisa kolem 1,5 cm.

Preparace nefixovaného uteru Tuby a ovaria oddélime a vySetfujeme samostatné (viz vySetieni
adnex). Délohu otevieme ostrymi niizkami uterus pies cervikalni kanal podél déloznich hran az po dé-
loZzni rohy a fezem pfies fundus rozdélime na predni a zadni polovinu. Je-li pfitomna objen4 rezistence,
roziizneme ji fezem vedeném kolmo na dlouhou osu uteru. Po uvedené preparaci fixujeme cely uterus do
druhého dne.

Hodnoceni fixovany fundus krajime na fezy o tloustce 1cm, Fezy jsou vedené kolmo na dlouhou
usu uteru. Z kompletni serie fezi vybirame cilené excize s pfihlédnutim k makroskopickému nalezu.
éipek krajime pri¢né na pribéh cervikilniho kanalu, exocervix naopak podélnymi fezy. Jsou-li pfitomny
myomy, pak vedeme fez pres kazdy myom.

Popis zaznamename velikost uteru, jeho tvar, tloustku myometria, endometria a p¥ipadnych polypi
nebo jinych anomalii, pocet a velikost myomi, morfologii cervixu.

Odbér excizi ke standardnimu vySetifeni Cerviz: po jedné excizi z pfedni a zadni ¢asti. Fundus: po
jedné excizi z kazdé poloviny fundu. Excize mé zaujimat pokud mozno soucasné endometrium, myomet-
rium i serozu. Dalsi excize volime s ohledem na makroskopické zmény (endometrialni polyp, prominence
sliznice a pod,). Z kazdého mymomu vySetfime alespoii jednu excizi, z velkych myomii odpovidajici vétsi
pocet excizi s pfihlédnutim na makroskopii (prosdknuti, nekrozy, cystickd pfeména a pod.).

Endometridlni polyp rozkrojime podél a vySetiime cely, z vétSich myomt zhotovime reprezentativnni
bloky.

Bioptické vySetreni hysterektomie s karcinomem ¢ipku

Preparace nefixovaného uteru

1. Oddélime ¢ipek od uteru ve vzdalenosti asi 2,5 cm od orificium externum. Ostrymi nizkami za-
sunutym do endocervikdlniho kanélu nebo ostrym skalpelem otevieme ¢ipek podélné v roviné
odpovidajici poloze ,,12° Cipek pak rozvineme do roviny na korkové desce a polohu zajistime
¢tyfmi Spendliky. Fixujeme do druhého dne. Zbytek uteru preparujeme analogicky jako pii pre-
paraci standardni hysterektomie.
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2. Po nafixovani a po oznadeni vaginalni resekéni plochy tusi krajime ¢ipek na kompletni serii platka
(zpravidla 12), které &islujeme v pofadi za sebou. P¥i v&tsim objemu platkid (pfi rozsahlejsi infil-
traci) rozdélime kazdy pfislusny platek na epitelidlni a vaginalni polovinu. Polohu platkt zakres-
lime do schematu a ocislujeme. Vaginélni polovinu je tfeba vySetfit, abychom rozlisili pFesnou
hloubku infiltratu.

3. Fundus vysSetiime podle popisu stasndardni hysterktomie.
4. Soucasti hysterektromie je vySetifeni jednotlivych skupin lymfatickych uzlin.

5. Adnexa vySetifime podle pfislusného navodu.

Bioptické vySetieni ¢ipku Biopticky jsou vySetfovany pfimé excize zpodezielych mist, Schillerovy
seskraby, prstencovité biopsie, kénizace, amputace ¢ipku.

Prima excize zménéné tkané Excidovani ¢ast ma vétsinou tvar platku pomerance, v optimanim
provedeni zasahuje vedle zménéné tkané také sousedni tkan nepoSkozenou. Rovinu fezli orientujeme
kolmo na epitel a podélné s osou excize. Zasadné je tfeba excizi prokrajet.

Schillerovy seSkraby jsou provadény ostrou 1Zickou z nékolika mist ¢ipku. Zasahuji epitel a piilehlou
Cast vaziva. Pii zalévani je tfeba dusledné dbat na orientaci drobnych ¢astecek tkang, aby byly krajeny
kolmo na povrch epitelu.

Prstencovita excize je jiZ podobna konizaci Excize zaujima pas tkané v okoli zevniho orificia.
Prstenec je tfeba rozdélit na vétsi podet blokt bud klinového tvaru nebo na pfiéné orientované excize,
analogicky jako u koénizace (viz nize).

Konizace je terapeuticky tkon, kdy z ¢ipku je vyjmuta konicka excize zaujimajici okoli zevniho orificia
a Cast tkané v okoli cervikalniho kanalu. Konizovany kuzel lze roziiznout na jedné strané jiz v nefixovaném
stavu, rozvinout a rozdélit na vétsi pocet klinovitych excizi. Tuto manipulaci provede vétSinou gynekolog,

Vlastni déleni kénizovaného tiseku na jednotlivé excize se déje podle schématu A nebo B. Pfi klinovitych
(dortovych) excizich neni na zna¢ném poctu histologickych Fezi zastizena souvislost s epitelem; proto
je v8eobecné daviana prednost exciznim podle schématu B. Kazdou excizi je tfeba oznacit prislusnym
¢islem. Konickou ¢ast, zaujimajici cervikalni kanél, oddélime a rozdélime na 2 ¢&i vice blokt orientovanych
kolmo na dlouhou osu cervikalniho kanalu. Amputovany ¢ipek je vySetfovan zcela analogicky jako tkan
ziskan4 konizaci. Z cervikalniho kanalu zhotovime Fezy o tlousLce 0,5 cm, zalévame je celé nebo rozdélené
ve stfedni roviné na polovinu.

Déloha Pii histologickém vySetfovani celé délohy nelze vétsinou zhotovovat histotopogramy. Délohu
rozkrajime na fezy o tloustce asi 0,5 cm a k histologickému vySetFeni jsou vybrany cilené nékteré excize.
Vzdy je tfeba dbat, aby fez byl veden kolmo na povrch endometria a zastihoval pokud moZno celou sténu
délohy.

Bioptické vysSetieni ¢ipku fixovaného v celku 7 ¢ipku vySetfujeme nejéastéji konusy, méné ¢asto
cely ¢ipek po supravaginalni nebo prosté vaginilni amputaci. Klinik vétsinou standardné oznacuje okraj
pfedniho pysku na €. 12. V diagnostice je tfeba vedle rozpoznani typu dysplastické zmény také urcit
rozsah zmény, pfedevsim, zda byla excize provedena do zdravé tkané (,in sano“). Na fixované tkani nelze
uplatnit postup s rozvinutim do plochy.
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Pokud je konus vysoky, je vhodny nasledujici postup: Z konusu odkrojime apex, ktera roziizneme na
2 poloviny a parafinovy blok prokrajime. Zbytek ¢ipku krajime na platky. Pfed krajenim je vhodné
obarvit zevni Feznou plochu konusu tusi. Pokud chceme pfesné rozsah dysplastickych zmén lokalizovat,
oznaéime jednotlivé bloky porfadovym é&islem v souhlase se soub&zné pofizenym nékresem. Analogicky
postupujeme také pfi vySetfeni amputovaného ¢ipku.

U nizkého konusu apex neoddélujeme.

Nékterymi autory je také uvadeén postup s radialni orientaci fezii (dortové fezy). Pri zalévani konickych
fezl a pri krajeni parafinovych blokii se velmi ¢asti nepodafi orientovat fez na hrot klinovitych excizi,
sliznice se také ¢asto oddroli. Metoda s dortovymi fezy neni proto pfili§ vhodné.

1.4.11 Ovarium

Ovarium pied obdobim fertility méa pravidelny ovoidni tvar, na fezu je hnédosedé, homogenni. V obdobi
fertility vazi 40 — 80 g, velikost je 2,5 —5cm x1,5 -3 cm. (Ovarium v menopauze se zmensuje, povrch je
hrubé& zprohybany, vaha kolisa od 10 do 20 gramu). Kura obsahuje folikuly, zluta a bila t&liska. Folikuly
s dutinou lehce prominuji nad troven okoli, zluté téliska ma pramér kolem 1 cm, na Fezu ma okrové jasné
zbarveni, po menstruaci je prokrvacené. Téliska se vyrazné zvétSuje v poéinajici gravidité (aZ na 1/3
objemu celého ovaria). Hilus ovaria je misto vstupu a vystupu cév.

e Registrujeme velikost a vahu. V popisu zaznamename zevni tvar, rozliSitelnost hilu, nepravidel-
nosti povrchu, srusty, krvaceni, cystickd vyklenuti.

e Struturu hodnotime na priénych Fezech o tloustce 4 mm. Zaznamename tloustku kury, cystické
atvary, zluté télisko, tumoriformni zmény. Podle makroskopie volime pocet excizi.

e Pfi nenddorové morfologii odebirdme 2 standardni excize, pokud je zastizeno corpus luteum ve-
deme jednu excizi timto utvarem. Excize volime tak, aby zasahovaly hilus, dfen a ktru.

e Pfi nadorech postupujeme podle morfologie.

1.4.12 Biopsie varlete

Druhy bioptického vySetfeni varlete: klinovité excize, prosta orchiektomie, radikalni orchiektomie

Klinovité excize Je provadéna k diagnostice muzské neplodnosti, k hledani leukemickych infiltrata.
K fixaci je pouzivana zpravidla Bouinova tekutina, ktera lépe zachovava cytologické podrobnosti nez
standardni formol. Excize zalévame tak, aby histologické fezy byly vedeny kolmo na tunica albuginea.

Prosta orchiektomie Je provadéna u zanéti, jako paliativni vykon u karcinomu prostaty, k odstranéni
kryptorchického varlete.

Varle méfime a vazime, v popisu uvedeme stav obali, pfipadnou pfitomnost tekutiny v obalech, stav na-
dvarlete. Varle rozkrojime podélné od pélu k poélu fezem vedenym pres stfedni linii nadvarlete a ptilehlou
oblast rete testis. Histologické excize odebirdme kolmo na dlouhou osu, excize vedeme tak, aby zaujaly
tunica albuginea a prilehlé nadvarle. Pocet excizi volime s pfihlédnutim na pestrost makroskopoickych
zmén. PTi orchiektomii pro karcinom prostaty prokréjici varle po 4 mm k registraci pfipadnych metastaz.

Radikalni orchiektomie Je provadéna u malignich nadora varlete. Preparat obsahuje varle s nadvar-
letem, obaly varlete a funiculus spermaticus.
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Preparace: oteviemim obali odkryjeme povrch varlete, hodnotime pripadny nddorovy rist v obalech
a mezi obaly, tekutiny, krev, nekrézy. Rozkrojime varle podélné, hodnotime morfologii feznych ploch,
nalezené zmény fotografujeme. Kazdou polovinu varlete krajime na platky o tloustce 3 —4 mm ve sméru
kolmém na piedchozi Ffeznou plochu a na dlouhou osu varlete a hodnotime morfologii tumoru. Do Fezu
pokud moZno zaujimame i nadvarle. Funiculus spermaticus vySetfime v fezech vedenych v nékolika
arovnich, vzdy kolmo na jeho dlouhou osu.

Popis: Registrujeme vahu varlete, velikost, délku funiculus spermaticus, morfologii obali, rozsah na-
dorového infiltratu, jeho barvu, vztah k tunica albuginea, pfipadné postizeni nadvarlete a funikulu.

Odbér excizi: Z tumoru odebirame vétsi pocet excizi (alespon 2 excize z kazdé poloviny rozkrojeného
tumoru, pii vétsich nadorech alesponi jedna excize z roviny kazdého cm). Odbér ma zaujimat v8echny
makroskopicky ruzné oblasti (tuhé, prokrvacené, mékké, nekrotické). Celkovy pocet excizi nelze proto
definovat, vzdy se fidime aktiadlni morfologii.

7 neinfiltrované tkané jednu excizi z kazdé poloviny varlete, z nadvarlete 1 — 2 excize, z funiculus sper-
maticus pFi¢ny Fez vedeny celou tloustkou provazce véetné obali (1cm nad varletem, jeden priény Fez
z centralni oblaasti a jeden z koncové oblasti resekatu).

1.4.13 Prostata

Druhy bioptického vySetfeni prostaty: punkéni jehlova biopsie, transuretralni reskce, intrakapsulérni
prostatektomie (enukleace), radikalni prostatektomie.

Punkéni biopsie Punkéni bioptické véalecky jsou 1 -2 mm tlusté, 1 -2 cm dlouhé. Jsou odebirdny pies
sténu rekta, vétsinou klinikem poloZeny na prouZek filtraéniho papiru. Punkéni valecky jsou zalévany do
parafinu kompletné a hodnoceny po seriovém prokrajeni. Pred zalitim uvedeme do popisu velikost, tvar
a celkovou morfologii punkce (souvisly valecek, rozdrobena tkan atd).

Transuretralni resekce K vySetfeni je zasilan ve formolu velky pocet protahlych tkanovych prouzki
(v8tsinou 10x5x3 mm). Soubor v8ech kouski zvazime. Makroskopicky je vhodné vybirat prednostné
zlutavé tuhé kousky, které jsou suspektni z malignity. Exaktni p¥istup je histologické vySetfeni vSech
kouski, coz je Casto techniky i ekonomicky naro¢né. Za dostatecné lze povazovat vySetfeni 1 kazety na
kazdych 5g tkdné nebo nahodny vybér vzorki nejvyse do 6-ti kazet. Excize skladame do kazdé kazety
vedle sebe do jedné vrstvy a obsah kazdé kazety zalévame seskupeny do jednoho parafinového bloku.
Je-li nalez z prvniho vybéru vzorka nejasny, zalévame dalsi vybér excizi.

Intrakapsularni prostatektomie Resekovana ¢ast prostaty je vétsinou dosti objemné, Casto rozdé-
lené na 2 i vice kouskid. Nativni nebo fixovanou tkan vazime a krajime na platky o tloustce 3 — 4 mm.
Orientace ezt mé byt kolmé na prubéh prostatické ¢asti uretry. Po 24 hodinové fixaci hodnotime makro-
skopii.

V popisu uvedeme celkovy tvar resekovanych ¢asti a jejich makroskopii (uzly, zbarveni, nekrozy, pro-
krvéaceni). P¥i vybéru upfediostiiujeme zlutavé a napadné tuhé oblasti, které jsou suspektni z malignity
a také excize z dorzélni ¢asti prostaty, ktera je nejcastéjsim mistem vyskytu karcinomu.

Odbér excizi: K vySetfeni vybirame 3 — 5 excizi z pravého a z levého laloku, 1 — 2 excize ze stfedniho
laloku. Jestlize je material zaslan ve vice Castech, pak je tfeba odebrat excize z kazdé zaslané ¢asti.
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Radikalni prostatektomie Preparat zaujimé celou prostatu, obé glandula vesiculosa a ¢ast ptileh-
Iych mékkych tkani pripadné s uzlinami. Ve vySetieni je tieba vedle zakladni diagnozy malignity jesté
rozhodnout, zda nadorova zména byla odstranéna cela (,,in sano). K oznadeni periferie obarvime cely
povrch resekatu tusi.

Prostatu krajime pfi¢né na pribéh uretry na platky kolem 5 mm, sefadime podle poradi odbéru, hodno-
time makroskopicky rozsah infiltratu, poridime fotografii. Nejlepsi a nejpfehlednénjsi vysetfeni je metoda
histotopogramti, kdy vySetfime histologicky prifez celou prostatou. Pfesnou informaci o rozsahu nadoru
Ize ziskat také odbérem vétsiho pocétu standardnich bloki.

Odbér excizi: Nador: pocet potfebnych bloki z nadoru je rizny podle makroskopie. V nékterych piipa-
dech stac¢i vySetieni 3 blokt, jindy je tfeba vySetfit z infiltrované oblasti 10 i vice excizi. Excize maji
zasahovat kapsulu i uretru. Prostata mimo nador: z kazdého laloku 2 — 3 bloky. Excize z kazdé glan-
dula vesiculosa. Pri¢né excize z obou konct uretry. Excize z kazdé nalezené uzliny. Dalsi excize podle
makroskopického nalezu.

1.4.14 Kosterni sval

Metodika komplexniho vySetieni kosterniho svalstva se sklada z histochemického vySetieni, z kvantita-
tivniho vySetfeni, z histologického konvenéniho vySetieni a ze zaliti tkané pro elektronovy mikroskop.

e Histochemické vySetieni. Pfehled metodik je uveden u charakteristiky svalovych vlaken.

e VySetfeni kvantitativni informuje o procentuilnim zastoupeni vlaken typu I. a II. a o zménach p¥ic-
nych praméri vlaken (atrofie, hypertrofie). Kvantitativni hodnoceni vyjadiuje histogram. V pre-
paratech s reakci na prikaz myosinové ATPazy mé&fime pfi¢né pruméry vlaken typu I. a II. (celkem
100 vlaken kazdého typu) a hodnoty vynasime do grafu. Na osu z vyneseme hodnoty v nm nebo
v pracovnich jednotkach danych zptasobem méfeni (napf. pocet dilki okularového mikroskopu),
na osu y pocet naméienych vldken. Vysledna kifivka ukaze velmi instruktivné, jde-li o atrofii, hy-
pertrofii nebo kombinaci obou procesii. Procentuélni zastoupeni typu I. a II. stanovime prostym
spocitanim vladken v zorném poli nebo na mikrofotografii. Na mikrofotografii lze mérit i pricné
prumeéry. Protore fezné plocha neni vzdy presné kolmé na pribéh vlaken a vznikaji ¢asto elipsovité
prufezy, méfime vzdy kratsi pramér.

e Konvenc¢ni histologické vySetieni: ¢ast preparatt vySetfujeme v prehledném histologickém barveni
(hematoxylinem eosinem, Van Gieson, retikularni vlakna). K tomuto aéelu je vhodné zbytek excize
po nakrajeni kryostatovych fez zalit do parafinu a v pfipadé potfeby blocek prokréijet. Prokréajeni
se osvédc¢uje hlavné pti hledani zanétlivych zmén, loziskové infiltrace endomysia, pii kolagenozach,
pii poskozeni cév atd.

e Zaliti pro elektronovy mikroskop. Drobna ¢éstecka svalu bezprostifedné po vyjmuti excize je za-
lita konvenénim zptsobem pro pifipadné ultrastrukturalni vySetfeni. K histochemickému vysetieni
jsou pouzivany kryostatové fezy z nativni tkané. Zmrazovani je tfeba vénovat velkou pozornost.
Po vyjmuti excize (optimélni velikost 1,5 — 2cm, pramér 6 — 8 mm) ostrou Zziletkou upravime
tloustku bloku (jeden v kolmém fFezu, jeden v podélném sméru s prib&hem svalovych vlaken).
Spravné orientovany blok na stolku nebo na korkové ploténce zmrazime vloZzenim do kapalného
propan-butanu, vychlazeného kapalnym dusikem na olejovitou konzistenci. Uvedenym zptsobem
zamezime vzniku mrazovych artefaktd, které znehodnocuji blok pfi prostém zmrazeni pevnym
CO2 nebo proudem CO2. Zpracovani v kryostatu se déje konvenénim postupem. S nativni tkani
manipulujeme velmi opatrné. Mechanicky tlak, nap¥. peanem, vyvolava nezadouci tlakové arte-
fakty.

1.4.15 Kize

KozZni excise jsou provadény z divodu diagnostickych pii nenéddorovych lézich, dale pii benignich a malig-
nich lézich jako 1é¢ebny nebo 1é¢ebné-kosmeticky vykon. Je nutna spolupréce s klinikem, aby prikrajujici
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ramcové védél, o kterou indikaci se jedna.

U mensich excisi je vzdy vhodné, pokud klinik pfed vlozenim do fixaéniho roztoku polozi excisi na
fysiologickym roztokem zvhléeny prouzek filtraéniho papiru.

Pri zpracovdni koZnich excisi md zdsadni vijznam orientace tkané. Pokud se nepodafi poridit histologické
fezy kolmo na povrch, jsou mozZnosti patologa omezeny a diagnoéza je problematické.

Diagnosticka excise pfi nenadorovém onemocnéni Snazime se, aby Fez zachytil co nejvétsi ¢ast
tkané. Casto feZeme excise podélné. U puchyti se snazime zachytit pfechod nepostizené tkané do vesikuly.

Velmi dilezita je i pfiméfend velikost excise. U excisi nepatrnych rozméri, které nejdou spolehlivé ori-
entovat, ¢asto nelze dospét k diagnoze.

P1i koznich excisich z divodi diagnostiky alopecie se doporucuje rozdélit tkan podélné, jednu polovinu
orientovat klasicky a tu druhou rozdélit dale tak, aby fezy vedené rovnobézné s povrchem zachytily hlu-
bokou oblast (cibulky) a povrchovou oblast (v mistech vyvodi mazovych zlazek). To ovSem predpoklada
odbér tkané adekvatni velikosti: primeér cca 10 mm, hloubka do tukové tkdné veetné. Vzhledem k tomu,
7e timto zpusobem se u nas biopsie pfi alopecii neodebiré a zpravidla pfijde drobné, jen 1 —2mm velka
excise, je vhodnéjsi takovou tkan zalit vcelku. Zpracovanim podle doporuceného schematu by se tkan
zmafila.

P#i barveni pouzivame rutinné HE, PAS a barveni na elasticki vlakna, dale dle situace.

Diagnosticka excise u koZznich tumort Oznacime (nejlépe stFibFenim) okraje excise. U predpokla-
danych benignich 1ézi vedeme fezy napfi¢ tumorem v mistech nejvétsiho pfiblizeni tumoru k okrajim
excise.

U koZnich bazaliomti (kde ¢asto neni tumor patrny a vzdalenost od okraju excise nelze odhadnout)
zpracovavame tkan celou. Bud (podlouhlou) excisi nafeZeme na nékolik platkil a oznacime zvlast oba
cipy nebo volime prikrajovani do kiize (zde je nutné zvlast peclivé orientovat tkan v blocku).

U velkych resekatti odebirame reprezentativni vzorky z tumoru a dale fadu mensich odbéru z okraju.

Pokud klinikové (napiiklad pii plastickych vykonech) oznacuji orientaci tkané (stehy), je nutné nejen
obarvit okraje fezu, ale také zajistit, aby bylo mozné bloky a jejich hrany orientovat: je nutné &islovat
bloky a pouzit na znaceni barevné tuse.

P¥i popisu uvedeme velikost vzorku, zda je patrny tumor, jeho velikost a vztah k okrajum exise, jakym
zpusobem byla tkan pfikrojena a oznacena.

Tumory barvime rutinné HE, déle dle pfipadnych dalsich pozadavkt pro identifikaci tumoru.
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2 Histopatologické barvici metody

2.1 Histologicka barveni
2.1.1 Prehledna barveni

Hematoxylin-eozin Zékladni barvici metodou v patologii je barveni Hematoxylinem-
Eozinem (HE). Hematoxylin je bazické barvivo, kterym se barvi jadra bunék modfe,
eozinem (kyselé barvivo) se barvi cytoplazma Cervené. Nejcastéji pouzivanym hemato-
xylinem pro rutinni barveni je Mayeriv hematoxylin. Roztok hematoxylinu sam o sobé
bazofilni substance neobarvi, nejdfive je t¥eba jej oxidaci (jodi¢nanem sodnym) premé-
nit v hematein a z ngj pfipravit barevny lak pfidanim mofidla (kamence draselného).
Acidofilni substance se barvi vodnim roztokem zlutého eozinu.

Weigert van Gieson Nejuzivanéjsi metodikou na barveni kolagenu je podle Weigert
van Giesona. Jadra se barvi Zelezitym hematoxylinem modrocerné a roztok pikrofuchsinu
obarvi kolagenni vazivo ¢ervené a svalstvo zluté.

Trichomy K barveni vaziva tzv. trichromem se pouZiva anilinovd modf (modry tri-
chrom), svétla zelen zlutava (zeleny trichrom) nebo dnes jiz nepouzivany Safran (Zluty
trichrom). U v8ech trichromu slouzi k barveni jader Weigerttiv hematoxylin, k dobar-
veni kolagenu a dalsich struktur ponceau kysely fuchsin, oranz G a svétla zelen zlutava,
pripadné anilinovd modf. Oranz G se miize pouzit jako samostatny barvici roztok nebo
ve smési se svétlou zeleni pripadné anilinovou modii. Tato smés je pouzita v barvici

modifikaci Goldner G 5.

Trichromy se barvi jadra modrocerné, sval a erytrocyty ¢ervené a kolagen zelené nebo
modfe (podle pouZitého barviva).

Obdobné metoda na barveni kolagenu je Malloryho metoda. K barveni se pouZzivéi anili-
nova modf ve smési s oranzi G a kyselinou stavelovou. Kolagen se barvi modfe, erytrocyty
a sval Cervené, jadra oranzové a fibrin rizoveé.

2.1.2 Elastika

Elastickd vlédkna se barvi necastéji resorcin-fuchsinem nebo orceinem a k dobarvovani
dalgich tkanovych struktur se pouzivd Weigertuv Zelezity hematoxylin, pikrofuchsin, in-
digokarmin a jadrova Cerven.

V metodice s rezorcin fuchsinem se vybarvi elastika tmavé fialové, k dobarveni je pouzit
bud pikrofuchsin (kolagen obarvi ¢ervené, sval a erytrocyty zluté), nebo indigokarmin
(kolagen obarvi zelené, svalovinu a erytrocyty zluté). Jadra jsou v obou piipadech obar-
vena Weigertovym hematoxylinem modrocerné.
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V barvici metodé s orceinem jsou elastickd vlakna zbarvena hnédocervené a po dobarveni
jadrovou Cerveni a indigokarminem jsou jadra Cervend, kolagen je zbarven zelené, sval a
erytrocyty zluté.

2.1.3 Impregnaéni metody

Principem v8ech impregnac¢nich metod je v prvni fazi impregnace tkani rtizné upravenymi
roztoky stiibra. Ve druhé fazi je kovové stiibro redukoviano na jednotlivych strukturach
pfimo nebo pomoci redukénich ¢inidel. Déle je moZno ziskany obraz ustélit (podobné
jako ve fotografii), nej¢astéji sirnatanem sodnym a nékdy je mozno v dalsi fazi téno-
vat napf. roztokem chloridu zlatitého. Takto se stiibro mutze vyredukovat na celé fadé
bunéénych typi a struktur (neurony, neuroglie, retikularni vlakna,...). K tomu jsou
jednotlivé metody empiricky adaptovany tak, aby doslo ke znazornéni Zadouciho typu
bunééné struktury. Jednotlivé metody se tak lisi v podrobnostech zahrnujicich rizné
koncentrace pouzitych soli, rizné pH, pfitomnost dalSich latek v inkubaénim prostiedi,
predchozi oxidaci fezt, atd. Neni tedy jasné definovana molekula nebo skupina, na kterou
se vyredukovany kov navaze. Nicméné fada z téchto metod se dosud tspésné pouziva ke
znézornéni retikularnich vlaken, vapenatych soli, melaninu, plisni, k prikazu karcinoidu
a Helicobacter pylori.

Obecné plati o v8ech impregnacnich metodéch nutnost dbat maximalné na ¢istotu labo-
ratorniho skla (chromsirova kyselina, destilovan& voda), precizni zpracovani a je nutna
jista zkuSenost, aby bylo dosaZeno optimalniho vysledku.

2.1.4 Retikularni vlakna

Retikularni vlakna zviditelnime impregnacni metodovou dle Gomoriho. Tkanové fezy oxi-
dujeme manganistanem draselnym, nasleduje impregnace amoniakalnim roztokem stii-
bra, které se vyredukuje na retikularnich vlaknech, a potom ténuje a ustali. Retikulérni
vlakna jsou zbarvena Cerné, jidra bunék jsou dobarvena jadrovou Cerveni Cervené.

2.1.5 Polysacharidy

Ke znézornéni polysacharidi jsou uzivany metody PAS, PAS s digesci (polysacharidy
jsou ¢ervenofialové a jadra modie Mayerovym hematoxylinem), alcidnova modf (kyselé
mukopolysacharidy barvi modrozelené), Haleho metoda k prikazu kyselych mukopoly-
sacharidi koloidnim Zelezem (jsou vybarveny rovnéz modrozeleng).

Hlen barvime mucikarminem, po pfedbarveni jader Mayerovym hematoxylinem a obar-
ven{ v roztoku metanilové zluti. Vysledek barveni: jadra jsou znézornéna modfe, vazivo
zluté, hlen intenzivné Cervené, erytrocyty a svalovina zluté.

Podrobnéji jsou metodiky rozvedeny v kapitole histochemické metody.
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2.1.6 Lipidy

Priukaz tuki provadime na Tezech na zmrzlo, pfipadné na kryostatovych fezech. Lipidy
prokazujeme barvenim olejovou Cerveni s naslednym dobarvenim jader Mayerovym he-
matoxylinem (tukové kapénky jsou obarveny pomerancové ¢ervené, jadra modie) nebo
¢ernym sudanem, ktery lipidy znézorni modrocerné.

Cholesterol se prokazuje v fezech na zmrzlo metodou podle Schultzeho. f{ezy se moti 7
dnt v roztoku siranu Zelezitoamonném piti 37°C. Po vyprani v kyselém octanovém pufru
a preneseni do roztoku formolu se barvi cholesterol a jeho estery v nékolika prvnich vte-
Finach Cervenofialové a méni se v tmavé zelenou. Barveni neni stéle, do hodiny vybledne,
proto je tfeba odecitat okamzité.

Podrobnéji jsou metodiky rozvedeny v kapitole histochemické metody.

2.1.7 Fibrin, bakterie

Weigertovo barveni je vhodné ke znézornéni fibrinu i bakterii. PouZiva se pii ni
gencianoviolet (Gram I.), Lugol a k dobarveni jader jadrova cerven. K diferencovani se
pouZziva smési anilin-xylol. Fibrin se barvi modre, Gram pozitivni bakterie modie, Gram
negativni bakterie rtizové a jadra cervené.

Gram na bakterie se ligi od predchoziho barveni pouze diferenciaci po Lugolu. Pou-
ziva se smési aceton-alkohol a znazornéna jsou pouze jadra a bakterie, fibrin se nebarvi.

Barveni mykobakterii podle Ziehl-Neelsena umoziiuje v termostatu piredehiaty
roztok karbolfuchsinu. Zbarvi Kochovy bacily fialové ¢ervené, ostatni tkin je dobarvena
methylenovou modi svétle modfe.

2.1.8 Amyloid

Amyloid prokazujeme barvenim v roztoku kongo ¢erveni s naslednym dobarvenim jader
Mayerovym hematoxylinem. Barvi se ¢ervené. Amyloid je moZzno znézornit fadou dal-
sich metod (thioflavin, imunohistochemické metody). Podrobnéji jsou metodiky uvedeny
v kapitole histochemické metody.

2.1.9 Anorganické latky

Zelezo Trojmocné Zelezo se prokazuje Perlsovou metodou zaloZenou na reakei trojmoc-
ného Zeleza s ferokyanidem draselnym v kyselém prostiedi za vzniku berlinské modfi. Po
dobarveni jader jadrovou ¢erveni jsou jadra zbarvena ¢ervené a Zelezo modie az modro-
zelend. Podrobnosti jsou uvedeny v kapitole histochemické metody.

49



Vapnik Vapenaté soli se prokazuji impregna¢ni metodou podle Kossy, zalozenou na
redukci dusi¢nanu stiibrného na stiibro. Po dobarveni jader jadrovou ¢erveni jsou jadra
vybarvena ¢ervené a vapenaté soli ¢erné.

Med Med se znazorni pomoci kyseliny rubeanovodikové hnédocerné. Po obarveni se
musi rychle odecist, protoze barva se rychle ztréci.

2.1.10 Pigmenty

Bilirubin Tento pigment prokazujeme metodou dle Foucheta. Rezy jsou vystaveny pu-
sobeni Fouchetovy smési (roztok chloridu Zelezitého a kyseliny trichloroctové v destil.
vodé). Bilirubin je zbarven zelené a po dobarveni pikrofuchsinem se vybarvi vazivo Cer-
vené a erytrocyty zluté.

Melanin Prikaz melaninu provadime impregna¢ni metodou dle Massona. Z amonia-
kalniho roztoku stiibra pii pokojové teploté za 24 hod. redukuje melanin kovové stiibro
a zbarvuje jej ¢erné, jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.

Dalsi metodika na znézornéni promelaninu a melaninu je modifikace Bodianovy pro-
targolové metody dle Dublina. Impregnace v protargolu probihd ve tmé 24 hod., pak
nésleduje vyvoldni hydrochinonem, ténovani chloridem zlatitym a ustaleni v sirnatanu
sodném. Promelanin a melanin je znazornén ¢erné, ostatni tkanové slozky odstiny ruzové
a Sedomodré.

2.1.11 Plisné

K prikazu plisni slouZi impregna¢ni metoda dle Grocotta, v niz se po predchozim moteni
v kyseliné chromové impregnuje roztokem urotropinu s dusi¢nanem stifibrnym. Po téno-
van{ a ustaleni jsou plisné zbarveny cerné, jadra cervené po dobarveni jadrovou cerveni.

2.1.12 Karcinoid

Karcinoid prokdzeme impregnaci v roztoku dusi¢nanu stiibrného a néslednou redukci
v roztoku hydrochinonu a sifi¢itanu sodného. Nasleduje dobarveni jadrovou ¢erveni. Vy-
sledek: karcinoid — ¢erné granula, jadra Cervena. Pri diagnostice karcinoidi se uplathuji
také metody imunohistologické.

2.1.13 MGG — krevni elementy
U trepanobiopsii, krevnich koagul, pfipadné v uzlindch potiebujeme znézornit krevni

elementy. K tomu slouzi metoda May Grinwalda Giemsy. Pokud je tkan fixovana formo-
lem, nalozi se pfed barvenim nejméné na 24 hod. do metylalkoholu. Po obarveni roztokem
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May Griinwald a fedénym Giemsou jsou eozinofiln{ slozky v riznych odstinech rizové a
Cervené a bazofilni slozky v riznych odstinech svétlomodré a tmavomodré.

Jaderny chromatin znézorni metoda dle Unna Pappenheima. V roztoku metylenové ze-
lené a pyroninu se zbarvi chromatin zelené, ostatni slozky v rtiznych odstinech ¢ervené a
plazmocyty intenzivné Cervené.

2.1.14 Myofibrily

K znazornéni piicné pruhovaného svalu a jaderného chromatinu se pouziva barveni dle
Heidenheina. Po moteni v roztoku siranu Zelezitoamonného barvime alkoholickym hema-
toxylinem. Myofibrily a chromatin jsou znazornény modrocerné, ostatni tkan ma Sedé a
hnédavé odstiny.

2.1.15 HBs-Ag — australsky antigen

Je-li tfeba v jatrech prokazat australsky antigen, mofi se fezy tkané€ v roztoku manga-
nistanu draselného a kyseliny sirové, nasleduje vodny roztok kyseliny Stavelové a barveni
orceinem pii pokojové teploté 24 hod. Po diferenciaci v kyselém alkoholu se jevi austral-
sky antigen jako tmavé hnéda granula, ostatni tkan je svétle hnéda.

2.1.16 HP — campylobakter

K prikazu helicobactera pylori se uzivd impregnacni metoda Warthin-Starry. Rezy se
inkubuji 1 hodinu v roztoku dusi¢nanu stfibrného v termostatu pifi 56°C. Pouzitim vy-
vojky (roztok Zelatiny, hydrochinonu a dusi¢nanu st¥ibrného) se zbarvi HP tmavé hnédé
az Cerne.

2.1.17 Kresylviolet

Jde o zakladni pfehlednou neurohistologickou metodiku, kterd slouzi také k ozrejméni
zirnych bunék v kuzi. K barveni se pouziva roztok kresylvioleti v acetatovém pufru pH
4, octanu sodném a kyseliné octové ledové. K barveni se pouzivi vzdy Cerstvy roztok.
Nukleoly jsou zbarveny syté modrofialové, jadra jsou ostfe konturované a svétla.

2.2 Zakladni barveni v cytologii
2.2.1 May Griinwald Giemsa

Je zakladni jednoduché monochromaticka metoda pouzivana v cytodiagnostice. K barveni
se poziva roztok May Griinwalda a nasledné fedény roztok Giemsy. Bunécné struktury
jsou vybarveny v riznych odstinech modré az modrofialové barvy. Dobfe znéazoriuje i
nebunééné struktury, jako bakterie, plisné.
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2.2.2 Papanicolaou

Je druhym zékladnim barvenim v cytologii, nezbytné pro barveni gynekologickych natért,
ale pouzivané i na vSechny ostatni systémy. Jde o barveni polychromni, je to metoda
slozita a vyzaduje fixaz cytologickych natéra az do doby barveni. K barveni se pouziva na
barveni jader Harrisiv hematoxylin, nasleduje barveni roztokem oranze G a polychromem
EA 50.

Bunky jsou transparentni, jsou dobfe vidét i kdyZ jsou prelozené nebo ve dvou vrst-
vach. Polychromatické barven{ umoziuje sledovat vyzravani dlazdicového epitelu, coz je
dilezité pro sledovani ve funkéni cytologii.

2.3 Neurohistopatologické metody

Ke znézornéni struktur CNS jsou pouzivany barvici a impregna¢ni metody. Podle typu
znézornéni jednotlivych sloZek nervové tkané je délime na ¢tyri zakladni skupiny:

2.3.1 Barveni tigroidu (Nisslovy substance)

K barveni tigroidu (granularni retikulum -+ ribozomy) slouzi pfehledné barvici metody
podle Nissla, které znazorni zdkladni kontury bunék, jadra a Nisslovu substanci v riz-
kresylvioleti (roztok kresylvioleti v acetatovém pufru v kyselém pH), pfi kterém se barvi
nukleoly a Nisslova substance modrofialové, jadra jsou svétla, ostie konturovana. K bar-
veni pouzivame vzdy Cerstvy roztok barviva.

Déle je mozno pouzit prakticky se stejnym vysledkem roztok toluidinové modii nebo
thioninu.

2.3.2 Barveni myelinu

Myelinové pochvy barvime metodou podle Spielmeyera, Loyeze nebo Weila. Barvime
hematoxylinem po predchozim mofeni tkané kamencem (nejcastéji Zelezitoamonnym).
Pisobenim kamence se stane myelin nerozpustnym a ve spojeni s hematoxylinem vznikne
barevny lak, kterym se myelin obarvi.

Pti barveni luxolovou modfi se pouziva alkoholicky roztok luxolové modii. Ten obarvi
fosfolopidy, které jsou dillezitou souc¢asti myelinu, modrozelené.

2.3.3 Znazornéni neuroglie

Neuroglii je moZno znazornit barvicimi metodami, nebo impregnaci (viz oddil impreg-
nace).
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Z barvicich metod je nejuzivanéjsi Malloryho fosfowolframovy hematoxylin (modifikace
dle Andersona). Pfi barveni pouZivame roztok subliméatu, Andersenovo neurogliové mo-
fidlo (slozeni: roztok sifi¢itanu sodného, kyseliny stavelové, jodidu draselného a krysta-
lického jodu) a Malloryho fosfowolframovy hematoxylin. Neuroglie a fibrin se znazorni
modfe, pozadi razové.

Impregnaéni metody na glii byly pouzivany na nervovou tkan fixovanou bromformolem.
Metoda Cajalova na zmrazené tezy, ve které se glie impregnuje v zlatosublimatovém
roztoku (subliméat a chlorid zlatity) v temnu. Astrocyty jsou znézornény modrocerné,
gangliové buliky jsou nacervenalé.

V soucasné dobé se ke znazornéni neuroglie pouziva témér vyhradné imunohistochemic-
kych metod k detekci GFAP (glidlni fibrilarni acidicky protein) a dalsich.

2.3.4 Metody na znazornéni neurond a nervovych vlaken

Impregna¢ni metody ke znézornéni neurond byly pouzivany pfed néstupem imunohis-
tochemie do neuropatologické diagnostiky. Znézorniuji dobfe senilni drizy a patologické
zmény neurofibril.

Spolehlivé vysledky davala metoda podle Bielschowského ¢ metoda podle Gross-Schulze
ve zmrazenych fezech.

V parafinovych fezech to byla metoda podle Palmgrena.

Bodianova protargolovd metoda byvala pouzivina na parafinovych fezech pro jeji jedno-
duchost a ¢asovou nenérocnost.
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3 Klinicka cytologie (cytodiagnostika)

Cytodiagnostika je morfologicka diagnostickd metoda, kterd hodnoti jednotlivé bunky
oddélené z tkani. Materidly dodévané do cytologické laboratofe jsou riznorodé, podle
mista odbéru lze didakticky délit cytologii na nékolik skupin (druhi). Vyhodou metodiky
je jeji rychlost, nizké cena a netraumatizujici pristup k pacientovi.

3.1 Druhy cytologickych vySetieni

Exfoliativni cytologie hodnoti buiiky oddélené z epitelidlnich povrchi. Do této sku-
piny patii standardni gynekologicka cytologie (stéry z délozniho ¢ipku, z cervikal-
niho kanélu délohy a z endometria), pneumologicka exfoliativni cytologie(stéry a
lavaze bronchu a z plic, sputum), urologickd cytologie (buniky ziskané z moce a
z vyplachi mocového méchyte ), dale stéry z ostatnich epitelialnich povrchu.

Cytologie z vypotku télnich dutin jako je fluidothorax, ascites, hydroperikard, kloubni
vypotek, mozkomisni (spinocerebralni) likvor.

Obsah cyst a pseudocyst ziskany punkci.

Otisky z feznych ploch organt, nddort a pseudotumorti, odebiranych k histologickém
vySetfeni.

Punkéni cytologie tkani tenkou jehlou je metoda mirné invazivni, provadéné bézné
ambulantné. Pouziva se nejcastéji v dg. zmén Stitné zlazy, prostaty, prsu, pankre-
atu, z plicni tkané a z jinych organti. Klinik vpichuje do suspektniho loziska tenkou
injekéni jehlu a specialni pumpou (pistoli) aspiruje. Z okoli hrotu jehly jsou str-
havany buiiky a drobné tkanové utrzky spoleéné s tkanovym mokem a krevnimi
elementy. Obsah jehly je vystfikovan na podlozni sklo a rozetfen do plochy. Drobné
utrzky tkané jsou fixovany a vySetfeny histologicky.

Cytologii jako obor zalozil americky gynekolog Pappanicolaou. Popsal zmény bunék na
natérech z délozniho ¢ipku v pribéhu menstruacniho cyklu. Zjistil, Ze pocetni zastou-
peni bunék a jejich morfologie se charakteristicky v prubéhu cyklu méni. Z odchylek od
normy lze odhadnout nékteré patologické procesy. Také v pribéhu postupné malignizace
(metaplazie a dyspléazie) vznikaji dosti charakteristické zmény, které jsou diagnosticky
hodnotitelné. Pappanicolaou navrhl specidlni barveni natéri na podloznich sklech zho-
tovenych z bunéénych stéri ¢ipku. Tato metoda nese jeho jméno a pouZiva se dodnes.
Postupné byla vypracovana rada dalsich modifikaci.

Cytodiagnostika je metoda jednoducha, levna a rychlé, poskytuje diagnostické informace
blizké néleztim z tkanovych excizi. Proto se postupné rozsifila na ostatni organové sys-
témy. Byly srovnavany piesné histologické nélezy s cytologickymi odbéry a byla stanovena
kritéria pro ruzné tkanég, ktera, analogicky jako na déloznim &ipku, definujici znaky po-
stupné transformace od normy az k malignimi zvratu. V natérech lze rozpoznat také
zénétlivé zmény, rozlisit bakterie, prvoky a plisné.
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Cytologické vysetieni hraje dnes vyznamnou roli v onkologii, pfedeviim v preventivni
onkologii. Cytodiagnostika v Sir§im slova smyslu ma 3 slozky: vlastni metodiku, skri-
ning a formulaci zavérecné diagnoézy. Metodiku a skrining provadi histologic¢ti laboranti
s nadstavbovou atestaci (skrinérky). Skrinérka prohlizi preparaty, vyhledava diagnosticka
mista, provadi jejich popis. Preparaty s predbéznou dg. pak predklada kvalifikovanému
patologovi k formulaci zavéreéné diagnozy.

3.2 Cytologickd metodika

Pri vySetfovani riznych cytologickych materiali je metodika v zasadé stejné. Pro infor-
macni prehled jsme vybrali jednu diagnostickou disciplinu, tj. pneumologickou cytologii.
Cytologické preparaty jsou zhotovovany z patologickych vypotku, sekretu, stéri, z te-
kutiny ziskané z lavazi a z fluidfothoraxu. Z odebraného materidlu zhotovi natéry na
podlozni sklo bud prfimo klinik, nebo material posila do laboratore k dalsim tpravam.
K tapravam tekutin patii nejCastéji centrifugace. V natéru centrifugatu jsou buitky mno-
hem pocetnéjsi nez v pifimém néatéru odebranych tekutin. Velkd koncetrace bunék je
v preparatech z tekutin zpracovanych pomoci specialni centrifugy, cytospinu. Exfolia-
tivni material, sputum nebo jiné viskozni tekutiny, které nejde spolehlivé rozetfit (napt.
zahoustlé obsahy cyst) mohou byt po fixaci zalévany do parafinu (cytoblok) a cytologicky
obraz je hodnocen v histologickych fezech. Nalez je odecitan na podloznim skle po vizu-
alizaci bunék rtiznym barvenim nebo histochemickymi, pfipadné imunohistochemickymi
metodami.

Do laboratofe posila klinik nékolik druhii materidlu z respira¢niho systému, kazdy z nich
vyzaduje jiny postup. Bronchialni vyplachy, pleuralni vypotky, tekutina z bronchoal-
veolarni lavaze, pukce z cyst jsou vétSinou dodavany ve zkumavkach, pripadné také ve
sputovkach bez primési fixa¢nich roztoki. Sputum je dodavano ve fixaénim roztoku v iro-
kych nadobkach — sputovkach. Ve formé natéri jsou dodavany kartackové stéry odebrané
pfi bronchoskopii, natéry aspiratii, natéry punkeci z tkéni ziskanych tenkou jehlou, také
natéry jinych, vétsinou viskéznich tekutin, pfipadné také sputum a pleuralni vypotky.
Zde je tfeba zminit vyrazny podil klinika na vysledku. Jen dobie provedeny natér umozni
spravnou diagnoézu.

Sputum: VysSetieni sputa je starsi, ale stale vysoce informativni soucéasti cytodiagnos-
tiky. Sputum lze vySetfovat v néatérech. Natér vSak reprezentuje jen malou ¢ast celého
objemu sputa. Proto je dnes pfednostné pouZivani metoda cytobloku. SraZené-fixované
sputum vklddame do histologickych kazet a déle zpracovavame v parafinovych fezech
jako tkanovou excizi. Vyhodou cytobloku je moznost aplikace dalsich metod. Pokud jsou
v Tezech zachyceny tutrzky nadoru, mohou byt dalsi fezy vySetifeny imunohistochemicky
a upfesnén typu nadoru.

Natéry: Metodika barveni natéri je jednoduchéa. Lze pouzit HE, PAP (Papanicolaou),
MGG (May Griinwald Giemsa) a jiné. Optimélni je standardné pouZivat na kazdy ma-
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teridl MGG a PAP. M4 to své vyhody. Kazda metodika znézornuje selektivné jednotlivé
typy bunék a jiné slozky natéru, napt. bakterie, plisné. Rezy lze barvit jednotlivé nebo
v sériich ve specialnich drzécich, pfipadné v barvicim automatu.

Cytospin: Vyznamny pokrok v cytodiagnostice znamena zavedeni cytospinu. Cytospin
je specidlni centrifuga. VySetfovana tekutina je nakapana do konické kyvety, kterd je
pripojena na drzak s podloznim sklem. Pfi centrifugaci je tekutina odsata do vlozky
z filtra¢éniho papiru, buiky ztstévaji stejnomérné rozlozené na podloznim skle v ma-
lém kruhovitém poli.

Pomoci cytospinu lze zhotovit informativni preparat i z mélo bunéénych tekutin, pfipadné
z malého mnozstvi materidlu. Buiiky jsou v porovnani s prostym néatérem neposkozené.
Dalsim pouzitim cytospinu je zhotoveni cytospinovych cytobloktt Metodika je naro¢na
¢asové i finan¢né, pouzivana jen v indikovanych pfipadech. Pii cytospinové centrifugaci
jsou bunky zachycovany v gelovém prostiedi. Gel se suspenzi bunék je dale zpracovan
parafinovym postupem a bunky jsou hodnoceny v histologickych fezech. Metodika do-
voluje 8irsi aplikaci imunohistochemie v cytologii. Vysvétleni: V prostych cytospinovych
preparatech se v mikroskopu divame na celou buiiku. Cely povrch kryje cytoplazmaticka
membrana. Nelze rozlisit, zda rozlozeni imunohistochemické reakce je pozitivni na bu-
nééné membrang, v cytoplazmé nebo v jadie. Rada protilatek s vazbou na cytoplazma-
tické antigeny pfes bunéénou blanu nepronikid nebo proniki Spatné. V fezu jsou vSak
buniky rozkrojeny. Rozliseni membranovych, cytoplazmatickych a jadernych antigenu je
pak velmi presné.

3.3 Cytologicka diagnostika, diagnosticky skrining

Cytologické metodiky jsou tou snadnéjsi ¢asti prace. Narocnou ¢asti je interpretace na-
lezu, tj. formulace predbézné diagnozy a konecné cytologické diagnoézy. V prvnim kroku
formuluji dg. skrinéti. Uméji rozlisit variace normy, zanétlivé zmény, prekancerdzy, hlavni
typy nadort. K tomu je vypracovan systém soustavného vzdélavani, ktery skrinéti prui-
bézné absolvuji. Prace skrinéru Setfi préaci patologim a specidlnim cytodiagnostikim.
Cytodiagnostika je hojné pouzivanou metodikou. Bez skrinéria by prace kvalifikovanych
patologii nebyla ekonomicka. Skrinér odpovédné vyloudi nétéry, které nejsou suspektni
(az 80 %). Zavéretnou dg. (ze zbyvajicich 20 %) garantuje kvalifikovany patolog. Patolog
provadi také namatkovou kontrolu skrinérskych diagnoéz.

Skrinérska cytodiagnostika chorob respira¢niho traktu a plic umi z dobfe odebraného
materialu rozlisit normalni nélez a fadu patologickych obrazu.

Normalni nalez: jeho soucasti je pritomnost fasinkovych bunék, poharkovych bunék,
rezervnich bunék, normalnich bunék patficich k imunitnimu systému (neutrolily, lymfo-
cyty, plasmatické buiky, makrofagy).
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Pfi zanétech mohou byt epitele regresivné poskozené a bunky imunitniho systému jsou
rizné zmnozené podle typu zanétu. PTi granulomato6znich zénétech mohou byt pritomny
buniky epiteloidni, pfipadné metaplastické epitelie.

P#i prekancerézach a karcinomech se objevuji bunky metaplastické a atypické se
zvétsenymi hyperchromnimi jadry a zmenSenym objemem cytoplazmy. U dlaZdicobunéc-
ného karcinomu dominuje polymorfie jader s vyraznymi nukleoly, tendence k rohovéni
nebo vyrazné rohovéni. Zmény jsou rozdilné u karcinomu z bunék bazocelularniho typu,
intermedialniho typu a superficidlniho typu. Malobunéény karcinom (oviskovy) je charak-
terizovan drobnymi bunkami s tmavymi jadry a s malym mnoZstvim cytoplazmy nebo
jadry bez cytoplazmy a bez zietelnych jadérek. Buniky se ¢asto sekupuji v trsy. Adenokar-
cinomy vykazuji vétSinou bunéénou polymorfii, pfitomnost hlenu v cytoplazmé, pripadné
fazeni bunék do adenoidnich formaci. Polymorfni velkobunéény karcinom je charakteri-
zovan velkymi polymorfnimi bunkami, nékteré bunky maji mitotické figury, nebyvaji
pritomny znamky rohovéni a produkce hlenu. Podrobny popis téchto néalezti a nalezi u
dalsich diagnostickych jednotek je uveden v prislusnych diagnostickych monografiich.

3.4 Cytologicka diagnostika déloZzniho ¢ipku

Cytologicka diagnostika ¢ipku je dnes podrobné vypracovana. V prubé&hu vyvoje me-
todiky bylo zavedeno nékolik diagnostickych systému. V soucasné dobé je pro vSechny
cytology celosvétové zavazna klasifikace ,,Bethesda‘. Byla vypracovana skupinou experti
v r. 1988 v americkém mésté Bethesda, odtud dne$ni nazev.

Predpokladem spréavné diagnoézy je spravny odbérovy postup: tj. tenky nétér provedeny
gynekologem, okamzita fixace a nasledné barveni natéru. K odbértm se pouziva kartacek,
dfevéna $patle, méné vhodna je vatova $téticka. Pro hormonalni cytodiagnostiku jsou
odebirany stéry z horni tfetiny pochvy. Pro onkologickou cytodiagnostiku jsou odebirany
natéry z podezielych 1ézi na vulvé, pochvé, ektocervixu, endocervixu, pfipadné z délozni
dutiny. Za fixa¢ni tekutinu slouzi nejcastéji smés alkoholu a éteru nebo izopropylaklohol,
pripadné se natéry postitkaji fixaénim sprejem. Natéry jsou barveny polychromatickou
metodou podle Papanicolaoua. P#i hodnoceni skrinér rozeznéva vSechny druhy bunék,
posuzuje zmény jadra, jadérka a jaderné membréiny i zmény cytoplazmy. Také popisuje
jiné komponenty nétéru jako jsou bakterie, mykoézy a trichomonas. Vyjadiuje se také ke
kvalité provedeného natéru.

3.4.1 Hormonalni cytologie

Cytologické vysetieni informuje klinika o hormonalni aktivité ve vztahu k menstruadc-
nimu cyklu. K tomu slouzi fada indext, které informuji o aktualni zralosti vrstevnatého
dlazdicového epitelu vaginy.

Index karyopyknoticky vyjadiuje pomér povrchovych bunék s pyknotickym jadrem
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k bunkim intermedidlnim bez ohledu na barvu cytoplazmy.

Index eozinofilni vyjadiuje pomér poc¢tu eozinofilnich superficidlnich bunék k superfi-
cidlnim bunkam cyanofilnim.

Index maturaéni vyjadiuje pomér mezi po¢tem parabazalnich, intermedialnich a su-
perficidlnich bunék.

Index svinovani ukazuje pomér poc¢tu zralych bunék s hladkymi okraji k poc¢tu bunék
se svinutymi okraji.

Index shlukovani vyjadiuje pomér poc¢tu odlouéenych epitelif ve shlucich k pocétu zra-
lych bunék ulozenych v natéru jednotlivé nebo ve shlucich do 3 bunék.

3.4.2 Klasifikace Bethesda

Klasifika¢ni schéma Bethesda poskytuje klinikovi standardni informace (viz vyse). Skri-
nérka odec¢ita z natéru fadu tidaji. Problematika je obsahla, je naplni specialnich mo-
nografii. Nélez klinika tvodem informuje o tom, zda spravné natér odebral (adekvéatnost
vzorku), sdéli, zda vzorek dostacuje pro diagnostické vySetieni, zda je nebo neni zachy-
cena transformad¢ni zona. Dale informuje, zda neni kvalita znehodnocena prekrytim krvi,
nadmérnou hustotou natéru, zaschnutim pied fixaci aj. V piipadé, je-li natér nehod-
notitelny, je tfeba uvést divod. MiiZze byt uveden popis nalezu s poznamkou, Ze natér
nedostacuje k vySetfen{ abnormit. V praxi neni vzdy jednoduché odlisit reaktivni zmény
od dysplastickych. Hlavnim nélezem v klasifikaci Bethesda (analogicky jako u jinych kla-
sifikaci) je pfitomnost atypii epitelovych bunék a pfitomnost nddorovych bunék. Atypie
jsou charakterizovany pifesné definovanymi mezindrodné uZivanymi zkratkami a nazvy.
Strucny pfehled uvadime.

Zkratky pro atypie dlazdicovych epitelii:

ASC-US (atypical squamous cell of undetermined significance) atypické dlazdicové bunky
nejasného vyznamu

ASC-H (atypical squamous cells) atypické dlazdicové buiitky — nelze vyloucit HSIL.

LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion) lehka dlazdicobunééné intraepitelidlni
léze

HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesion) stfedni a tézka dlazdicobunééna in-
traepitelialni 1éze

Dlazdicovy karcinom
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Zkratky pro atypie cylindrickych epitelii:

AGC-NOS (atypical glandular cells not otherwise specified): atypické glandularni bunky
bliZe nespecifikované

AGC-FN (atypical glandular cells favor neoplastic) atypické glandularni buiiky spise
maligni

adenokarcinom

e cndocervikalni
e cndometrialni
e plivodem mimo délohu

e bliZze neurceny
jiné zhoubné nadory
3.4.3 Kvalifikace skrinérky
Skrinérka ziskava kvalifika¢ni opravnéni po specialni dvou-t¥ileté piipravé zakoncené cyto-

diagnostickou atestaci. Kvalifikace skrinérky je prubézné kontrolovana na pracovisti kva-
lifikovanymi patology /cytology a celostatné (i mezinarodné) prislusnymi testy.
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4 Histochemické metody v bioptické diagnostice

Histochemické metody slouzi k identifikaci chemickych individui, tedy prvki, funkénich
skupin ¢i molekul in situ, tzn. k pritkazu jejich pitomnosti ale i lokalizaci v ramci textury
¢i struktury vysetfovanych bunék a tkani. Tim se lisi od metod prokazujicich kvantita-
tivné nebo kvalitativné jen pfitomnost téchto skupin, nap¥. v homogenatech, v roztocich
¢i télesnych tekutinach, tedy extra situm.

Béhem zpracovani tkdnovych bloki, natéri a otisk v8ak musi byt prvky, molekuly, en-
zymy a funkéni skupiny, které chceme ve tkanich prokazovat, neposkozeny nebo nezmé-
nény a navic nesméji difundovat z mist, kde jsou v Zivé tkéni pfitomny, do jinych casti
buniky ¢i tkané, nebo dokonce z fezu uniknout do inkubac¢nifho prostiedi. Enzymy, které
mame prokazovat, nesméji byt pfi zpracovani inaktivovany. Tyto pozadavky je nutno
respektovat b&hem vsech fazi zpracovani tkani pocinaje fixaci. Nékteré tkané z téchto
divodi nelze fixovat viibec a misto toho je lze hluboce zmrazit. V tomto stavu je lze
uschovat po dobu potfebnou k dalsimu zpracovani, napf. ke nakrajeni v kryostatu a
provedeni reakci na kryostatovych fezech.

Histochemické metody jsou dobfe definované chemické reakce probihajici ve tkanovych
Tezech, tim se lisi od histologickych barvicich metod, které jsou vétsinou empirické, reakce
probihajici pfi vazbé barviva na tkanové slozky nejsou zndmé

4.1 Fixace a zpracovani nefixovaného materialu

Fixaci se rozumi konzervace bunék a tkani aby se zabranilo jejimu rozkladu — autolyze —
(zejména pisobenim bunéénych enzymi) i heterolyze (pogkozeni tkani mikroorganismy)
zkoumaného materialu a zamezil se rust bakterii a plisni. Pti fixaci dochazi k denaturaci
proteint, takZe fixovany materidl jiz neni totozny s nativni tkani. K fixaci lze pouzit
celou Fadou fixa¢nich prostredki a tekutin, avSak nejrozsirenéjsi jsou dva zpusoby: fixace
aldehydy, které pri¢né svazuji polypeptidové fetézce proteind, a tak tkan zpeviuji, a
koagulac¢ni fixativa, nejc¢astéji alkoholy nebo aceton.

4.1.1 Formaldehyd

Je vitbec nejuzivanéjsim fixativem a histochemické i imunohistochemické metody, které
chceme aplikovat na archivni material, tedy na formolem fixované tkanové bloky zalité
do parafinu, jsou limitovany tim, Ze proteiny jsou formolem p¥i¢nym svazéanim polypep-
tidovych Fetézct zesitované.

Ve zfedénych vodnich roztocich je formaldehydu ve volném stavu méné nez 4 procenta,
vétsina je ve formé metylenglykolu CHo(OH)s. Ve vyssich koncentracich tvofi polyoxy-
metyleny HO(CH2O)nH a v alkoholickych roztocich hemiacetaly R-OCH2OH. Podobné
reaguji s formaldehydem i glycidy, 8krob a celul6za. Pro reaktivitu s proteiny je dulezita
reakce s aminy, amidy a guanidylovymi skupinami: formaldehyd reaguje s nenabitymi,
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nikoli s protonovanymi (-NHs. ) skupinami. V prvni reakci jsou tvofeny vysoce reaktivni
metylolové slouceniny.

RNH; + CH2;0 - R-NH-CH,OH

P1i piiznivych sterickych podminkach metylolové skupiny kondenzuji s amidy nebo jinymi
skupinami pfi¢emz se tvoii metylenové mustky které pfi¢né svazuji polypeptidové retézce.

R-NH-CH20H + NH2CO-R — R-NH-CHyNH-CO-R + H2O
Schematicky 1ze znazornit i takto:
[7777 obrazek je rozpadly]

Formolova fixace tak maskuje nékteré funkéni skupiny, které mohou byt soucéasti an-
tigneni determinanty ¢ epitopu hledaného antigenu. To je nutno respektovat zejména
v imunohistochemii.

Pres vSechny uvedené vyhrady lze doporucit standardni fixaci neutralnim formalinem,
kterd je ve svété nejrozsitengjsi, bézné pouzivana ve vétsiné laboratori:

Formalin (komer¢né dodavany 40 % roztok formaldehydu) ......... 100ml
Dinatriumfosfat (bezvody) .......... . o 6,5¢
Na monofosfat, monohydrat .............. ... i 40¢g
Destilovana voda ... do 1000,0ml

Formaldehyd dobie fixuje lipidy, zejména v piitomnosti Ca?" iontt. Nukleové kyseliny
(DNA a RNA) formol nefixuje, avsak jsou zachyceny a znehybnény (,,zabednény*) v pfi¢né
svazanych polypeptidovych jadernych i cytoplasmatickych strukturach. Formolova fixace
velmi dobfe zachovid mikroskopickou strukturu tkani, a proto je v histologické i histo-

patologické praxi nejuzivanéjsi metodou. Také vétSina imunohistochemickych metod je
providéna na formolovém materialu.

4.1.2 Koagulaéni fixativa

Druhym typem fixativ jsou koagulacni fixativa, nejcasté&ji alkoholy. Fixace etanolem,
metanolem, nebo jejich roztoky (Carnoyova tekutina, Methacarn, chloroform-metanol)
sbali bilkovinné fetézce do klubek, v nichz jsou v8ak nékteré skupiny vice a jiné méné
pristupné ¢inidlim, kterymi se pfitomnost hledané molekuly ¢i skupiny prokazuje.

Pro imunohistochemické ucely je z této skupiny fixativ oblibeny methacarn, uchovava-
jici reaktivitu mnohych antigennich determinant lépe nez formol. Glykogen je aldehydy
Spatné fixovany: alkoholova fixativa zadrZi ve tkani (resp v fezu) 70 % glykogenu, zatim
co formaldehyd pouze 12%. Enzymy jsou na fixaci citlivé, fixa¢ni ¢inidlo musi zachovat
strukturu tkané i aktivitu enzymu. Citlivost k fixaci je pro jednotlivé enzymy velmi roz-
dilna: pro detekci nékterych enzymut nutno pofidit nefixované fezy z hluboce zmrazenych
tkanovych blokt.
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4.1.3 Zalévani a krajeni fixované tkané

Pro histochemické vySetfeni je nékdy moZno zalévat fixované bloky do parafinu zcela
obdobné, jako se zaléva pro prehledné i specidlni barveni. Pokud je cilem histochemického
vySetfeni detekce enzymu, je nékdy tfeba pouzit parafin o nizSich teplotach tuhnuti
(pokud mozno do 52 —54°C) aby nedoglo k inhibici enzymatické aktivity Behem zalévani
tkani do parafinu a odparafinovani fezu pusobi smési alkoholu ¢i xylolu extrakci nékterych
lipidi z vySetfovanych tkani. Proto je nutno se v nékterych pripadech zalévani do parafinu
vyhnout a fixovanou ¢i nefixovanou (nativni) tkan pfimo zmrazit a krajet v kryostatu.

4.1.4 Hluboké zmrazeni tkanovych blokd a zpracovani zmrazené tkané

Hluboké zmrazeni tkani musi probéhnout co nejrychleji, aby byla zamezena tvorba le-
dovych krystald, které by mohly porusit bunééné membrany a dalsi struktury. Proto
je vyhodné pouzit prostiedi, které by zarucovalo velky teplotni spdd. Hluboké zmra-
zeni se nejcastéji provadi ve smési propan-butan (zkapalnény plyn bézné distribuovany
v bombach do vafi¢i) nebo izopentanu vychlazeném kapalnym dusikem. Ten mé teplotu
asi —160°C. Pokud neni kapalny dusik k dispozici, je mozno blocky vychladit ve smési

aceton — suchy led COs.

Zmrazené tkanové blocky se kraji na zmrazovacim mikrotomu, kde je niiz chlazeny na
—70°C, napf.suchym ledem COg nebo daleko snadnéji v kryostatu, kde je zmrazovaci
mikrotom vloZeny do chladici sk¥iné s nastavenou teplotou atmosféry kolem —20°C a
nuz byva chlazeny zvIlast na jesté nizsi, rovnéz nastavitelnou teplotu.

4.2 Zakladni histochemické metody

Parafinové nebo kryostatové fezy se zpracuji podle tcelu histochemického vySetfeni pa-
tficnymi metodami (barvenim). Pokud by vysledek reakce samotné nepfinesl jasnou in-
formaci o lokalizaci reakéniho produktu ¢ detegované struktury, byva vhodné sousedni
fez prehledné obarvit napriklad hematoxylinem-eozinem.

4.3 Jednoduché ionalni interakce

Jsou zakladem fady prehlednych barveni. Pozitivné nabita bazicka barviva (B+) nebo
negativné nabita kyseld barviva (A-) reaguji se skupinami opa¢ného naboje ve tkano-
vych makromolekulédch. Samoziejmé jsou tyto reakce malo specifické a prikladem mize
byt barveni bazickym hematoxylinem (B+), k némuz se vazi negativné nabité fosfatové
skupiny (P7) (tedy bazofilni struktury) jaderné DNA, a kyselym eozinem (A"), kterym
se obarvi acidofilni (eozinofilni) struktury bunééné cytoplasmy (viz obrazek 1. K tomuto
typu reakei patii téz histochemicka detekce glykosaminoglykant bazickymi barvivy jako
alcidanova modf a dalsi (viz nize).
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tkanovy rez

Obrazek 1: Reakce kyselych (A7) a bazickych (B") barviv s kationickymi a anionickymi
substancemi ve tkani.

4.3.1 Glycidy a reakce PAS

Fyziologicky vyznamné sacharidy (glycidy) zahrnuji nékolik skupin: monosacharidy, které
nemohou byt hydrolyzovany na jednodussi sacharidy, z nich nejvyznaméjsi je glukdza
(tzv. krevni cukr). Pro histochemicky prukaz glycidu je dulezita pfitomnost vicinalnich
glykolovych skupin na monosacharidovych jednotkach.

Disacharidy poskytuji hydrolyzou dvé molekuly téhoz nebo riiznych monosacharidi. Pii-
klady jsou sacharoza, laktoza, trehaloza a maltoza. Oligo- a polysacharidy (glykany) po-
skytuji hydrolyzou nékolik molekul sacharidi. K polysacharidim patii glykogen, celuléza,
glykosaminoglykany (mukopolysacharidy) a glykoproteiny (mukoproteiny). Aminocukry
(hexosaminy) jsou sou¢asti glykoproteini (GP), glykosaminoglykanti (GAG), gangliosidu
a nékterych antibiotik.Ve tkénich lze prokazat glykogen, glykosaminoglykany, glykopro-
teiny, a ovSem i nékteré enzymy, které se ucastni jejich metabolizmu (viz dalsi kapitola).

Zakladni reakci pro priikaz polysacharidi je reakce PAS (Periodic Acid Schiff), Dialde-
hydy polysacharidi vzniklé oxidaci vicinalnich (sousedicich) glykoli kyselinou jodistou
jsou Schiffovym reagens konvertovany v intenzivné zbarvené slouceniny.

Reakce aldehydu se Schiffovym reagens probiha takto: Tkanové aldehydy reaguji s ky-
selinou sifi¢itou za vzniku kyseliny sulfonové, ktera se pak navize na pararosanilin HCI]
(zékladni slozka Schiffova reagens) za vzniku barevné (magenta, ¢ervené) slouceniny (viz
obrézek 2).

Polysacharidy nelze takto znazornit piimo, protoze jejich vicinalni hydroxylové skupiny
nenesou elektricky naboj ani nereaguji se Schiffovym reagens nebo s diazoniovymi so-
lemi. Tyto vicinalni hydroxylové skupiny (1,2-glykoly) je vSak mozno oxidovat kyselinou
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NHiCI
R.CHO + H,S0,4

OH

' +
RC—SOsH + | H3N —-Cc—C ————» C NHiCI
[

H

R—CH—-SO0sH

Obréazek 2: Prubéh reakce tkanovych aldehydu (R.CHO) se Schiffovym reagens. Aldehydy
reaguji napied s kyselinou sifi¢itou za vytvoreni meziproduktu (I.), ktery se poté kom-
binuje s pararosanilin hydrochloridem (II.), zakladni barvici slozkou Schiffova reagens za
vzniku barevného reakéniho produktu (III.).

jodistou (periodic acid) na aldehydy, které pak reaguji se Schiffovym reagens. Glykogen
je v8ak ve vodnich mediich, tedy i v roztoku aldehydu, silné rozpustny. Doporucuje se
proto Tezy z hluboce zmrazenych bloki pokryt celoidinem zamezujicim do zna¢né miry
jeho difuzi. Silné rozpustné ve vodnich mediich jsou i mukopolysacharidy, z aldehydovych
roztoku jich uniké pres 70 %. Digesce diastazou (slinna amylaza) pred vlastni reakei od-
strani z Fezu glykogen, zatim co glykosaminoglykany a glykoproteiny zistavaji in situ, a
jsou tedy prokazatelné. Jadernou DNA je téZ mozno vizualizovat Feulgen-Schiffovou me-
todou. Pfi ni jsou fezy fixované tkané hydrolyzovany 5M HCI (Feulgenova hydrolyza) a
desoxyribozovéa slozka DNA tak poskytne aldehydickou skupinu, ktera se barevné prokaze
vyse uvedenym zptisobem Schiffovym reagens.

4.3.2 Reakce sacharidi s bazickymi barvivy

Mukosubstance (GAG) lze znazornit diky jejich afinité k bazickym barvivim (Azur A,
toluidinova mod¥, alcidnova modf, ,high iron diamine*, koloidni Zelezo) pii kyselém pH.
GAG se skladaji z disacharidovych jednotek obsahujicich (1) kyselinu uronovou vazanou
na (2) acetylovany /sulfonovany aminosacharid-aminoglycid. Kyselina sirovd muze byt
vazana jako ester. Disacharidové jednotky jsou spojeny vazbou 1-4.

Alcidnova modr je uzitena k selektivnimu znazornéni jednotlivych GAG podle jejich
acidity. To lze provést nastavenim pH nebo rozdilnou koncentraci kationttd v inkuba¢nim
roztoku: v obou pifpadech molekuly bazického barviva kompetuji (souperi) s protony H*
nebo s kationty Mg pFitomnymi v inkuba¢nim mediu o acidické skupiny GAG proka-
zovanych ve tkanovych fezech. Cim vice anionickych skupin uhlohydratového komplexu,
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CHO
HIO,

CHO

Vicinalni hydroxylové skupiny (Di)aldehydy

Obrazek 3: Selektivni §tépeni vicindlnich hydroxylovych skupin kyselinou jodistou (HIO,)
za vzniku dialdehydi.

tim snaze vyvaZe protony H™ nebo ionty Mg™" a miiZe se navic navazat na bazické
barvivo (alcidnovou modf), viz obrazek 4.

Azur A (pH 3.5 —4) se vaZe k nejkyselejsim GAG a k GP obsahujicim kyselinu sialovou
prostiednictvim jejich zaporné nabitych skupin. Navazané barvivo mé éervenou barvu
(vykazuje metachromazii) na rozdil od ortochromaticky (tedy modie) zbarvenych dalsich
bazofilnich slozek v buiikiach (nukleové kyseliny)

Identitu nékterych GAG lze potvrdit inkubaci fezu pred barvenim v roztocich obsahuji-
cich glykosidazy (hyaluronidazu nebo chondroitinazu), které dany glykosid hydrolyzuji.

4.3.3 Lipidy

Biochemicky vyznamné lipidy délime na jednoduché a slozené. K jednoduchym lipidim
patii estery mastnych kyselin s alkoholy a glycerolem, slozité lipidy jsou estery obsahujici
mimo mastné kyseliny a alkohol jesté dalsi skupiny. Patii sem fosfolipidy (glycerofosfo-
lipidy a sfingofosfolipidy), glykolipidy, sulfolipidy, aminolipidy a lipoproteiny. K lipidtim
déle patii jejich prekurzory a odvozené lipidy: alkoholy véetné glycerolu a sterolti, mastné
kyseliny, uhlovodiky, v tucich rozpustné vitaminy a hormony.

Acylglyceroly, cholesterol a jeho estery nenesou zadny naboj a nazyvaji se neutralni nebo
nepolarni tuky. Extrakénimi postupy lze tyto dvé skupiny lipid rozlisit: nepolarni lipidy
jsou selektivné a aplné extrahovany z fezi acetonem (touto metodou jsou extrahovana
jen 2% poléarnich lipida). Extrakce chloroform-metanolem naproti tomu odstrani z fezu
v8echny lipidy kromé lipofuscinu a lipoproteint.

Zakladni metody znazornéni lipida: Olejovd cerven (Oil red O) barvi nepolarni
lipidy, triglyceridy a mastné kyseliny.
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Obrézek 4: Alcianova modf se vaze pokud je ve tkani dostatek acidickych GAG skupin,
nenavazanych na protony inkuba¢niho média.
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Sudanovd cerni (Sudan black) rovnéz barvi nepolarni lipidy, avSak nikoli volné mastné
kyseliny (free fatty acids, FFA), z polarnich lipidi se vaZe na fosfolipidy.

Zelezity hematozylin je metodou volby ke znazornéni fosfolipidi, nejlépe v kombinaci s ex-
trakénimi metodami a alkalickou hydrolyzou esterickych vazeb, ktera odstrani fosfolipidy
kromé sfingomyelinu.

Reakci OTAN (osmiumtetroxid—a—naftylamin) moZno znazornit nenasycené lipidy (ob-
sahujici dvojné vazby): nenasycené hydrofobni lipidy jsou zbarveny ¢erné jako vysledek
redukce OsO4 na OsOs. Nenasycené hydrofilni lipidy se barvi oranzové ¢ervené (glyko-
lipidy, sfingomyeliny, lecitiny, kefaliny). Protoze mohou reagovat i nelipidové slozky, je
nutno je odlisit extrakénimi metodami.

PAS reakce odhali glykolipidy.

Autofluorescence je citliva metoda ke znazornéni lipopigmentu, ve vSech vyvojovych stup-
nich (interceroid, ceroid, lipofuscin). V pribéhu peroxidace nenasycenych mastnych ky-
selin vznikd malonylaldehyd, ktery kondenzuje s aminoskupinami proteind a uhlohydréty
za vzniku amino-iminoskupin.

Digitoninem prokazujeme volny cholesterol ve zmrazenych Fezech (krystalické jehlicky,
které jsou patrné v UV svétle) nebo Schultzeho metodou (oxidace Zelezitym kamencem
a barveni smési kyseliny sirové a octové), vysledkem je zelenomodry produkt.

Prikaz médi: rubeanova metoda znézorni volné mastné kyseliny. Méd s rubeanovou ky-
selinou tvori s volnymi kyselinami mydla, kalcium je odstranéno kyselinou etylen-diamin-
tetraoctovou (EDTA). K odliSeni nespecifické reaktivity (oxalaty, lipofuscin, kalcifikace,
proteiny) je nutna extrakce sousedniho fezu acetonem.

4.3.4 Enzymy

Histochemie enzymu je rozséhla soucast teoretické i praktické histochemie. V dalsim
budou uvedeny a vysvétleny jen enzymy a histochemické reakce pouzivané v nasich labo-
ratofich. V dalsim textu budou uvedeny ty enzymy, které jsou bézné pouzivané v nagich
laboratorich k diagnostickym tuceltim.

Alkalickd fosfatdza (AF), kyseld fosfatiza (KF), nespecifickd esterdza (NE): AF proka-
zujeme napf. v kartacovém lemu diferencovanych enterocyti: ten vykazuje deficity pii
nékterych onemocnénich spojenych s malabsorpénim syndromem (MAS). V imunohisto-
chemii byva exogenni AF navazana na protilatku jako soucast detekéniho systému. Kysela
fosfataza je markerem lyzosomt, a prozrazuje jejich pritomnost a aktivitu. Nespecificka
esteraza je téz pritomna v lyzosomech ale i v motorickych ploténkach.

Azokopulaéni reakci 1ze prokazat aromatické slou¢eniny s centry bohatymi na elektrony,
napf tyrozin. Podobné prokazujeme i nékteré hydrolazy (esterazy nebo fosfatézy), které en-
zymaticky odstépi z a—naftylacetatu ¢ a—naftylfosfatu acetat ¢ fosfat a uvolnény alfa-
naftol se kopuluje s diazoniovymi solemi (napi Fast Blue B) za vzniku azobarviva, ba-
revného produktu, ktery se deponuje v misté enzymatické aktivity.
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Obrazek 5: Odstépeni fosfatu a prevedni na barevny CoS.

Vzorec Lojda 8

Variantou této metody je kopulace diazoniovych soli s indoxylem. Indoxyl je uvolnény
enzymaticky z nékterého chlor-indoxyl-esteru piislusnou esterazou (karboxyl-esterazy,
glukozidazy, galaktozidazy, glukuronidazy, glukosaminidazy, fosfatazy) a kopulaci s dia-
zoniovou soli vznikne azoindoxylové nerozpustné barvivo.

Ca?T-ATPaza: slouzi v myopatologii jako metoda k typové klasifikaci svalovych vlaken.
Prokazuje se: kalcium-kobaltovou metodou se substratem ATP. Touto metodou lze pro-
kazat i nahofe jmenované fosfastazy a esterazy.

Katalytickou aktivitou enzymi (hydrolaz), které ve tkanich detegujeme, se ze substratu
alfa-glycerofosfatu odstépi fosfat a ten se (v zasaditém mediu) srazi kalciovymi ionty,
pritomnymi v inkubaénim prostiedi, v bezbarvou srazeninu Ca-fosfat. Ten se pak pfre-
vede kobaltnatymi ionty v Co-fosfat a ten se ve tieti fazi této metody konvertuje na
barevny CoS. Druha moznost je (v kyselém mediu) precipitace fosfatu olovnatymi ionty
pritomnymi v inkuba¢nim roztoku v Pb-fosfit a ten je pak sirnikem amonnym pfeveden
v Cernou srazeninu PbS (viz reakci na obréazku 5).

Acetylcholinesterdza: reakce s acetylthiocholinem slouzi ke zjistovani pfitomnosti agang-
lionarniho segmentu pii podezieni na m. Hirschsprung i k detekci motorickych plotének
v myopatologii.
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Pfi histochemické detekci acetylcholinesterazy se rovnéz uplatni metody se solemi tézkych
kovii. Metodou volby je Karnovského reakce s acetylthiocholinem. Ferikyanid draselny
je redukovan na ferokyanid thiocholinjodidem uvolnénym ze substratu (acetylthiocholin)
enzymatickou (tedy acetylcholinesterazovou) aktivitou, kterou v fezu prokazujeme. Fero-
kyanid je pak precipitovin médnatymi ionty pfitomnymi v inkuba¢nim mediu v hnédou
srazeninu CugFe(CN)g-7 HoO zvanou Hatchettova hnéd.

Vzorce Lojda, schema 10

Mitochondridlni dehydrogendzy jsou bézné prokazovany tetrazoliovymi metodami. Ru-
tinné prokazujeme NADH-tetrazolium reduktézu & sukcindehydrogenazu (SDH) v my-
opatologii. Touto metodikou je mozno stopovat reaktivitu a distribuci mitochondrii a
nékteré mitochondrialni myo-cytopatie.

Tetrazoliova stl je redukovani vodikem uvolnénym oxidaci ¢ dehydrogenaci substratu
(laktat, sukcinat) flavinovymi enzymy ¢ fenazinmetosulfatem (PMS), pfevedena v ne-
rozpustny, barevny formazan (dehydrogenazy, disacharidézy, monoamino-oxidaza (MAO)
podle schematu:

AHy + B—> A + BHy
Priklad: laktat dehydrogenaza (LDH):
Laktat-Hy + NitroBT — Laktat + Formazan (modry)

Tetrazoliové metody lze pouzit i k detekci fosfataz a esteréz: v prvni fazi reakce se z indo-
xylfosfatu enzymatickou aktivitou (fosfatédz) uvolni indoxyl. Jeho reakce s tetrazoliovou
soli vede ke vzniku indigové béloby a barevného formazanu.

Alfa-glukan fosforyldza: reakce se pouziva k detekci endogenni fosforylazy v biopsiich,
kde patrame po deficitu tohoto enzymu (deficit jaterni ¢i svalové fosforylazy pii glyko-
genozach).

Peroziddza: Metoda s diaminobenzidinem deteguje endogenni peroxidazovou ale i pseu-
doperoxidazovou (hemoglobin!) aktivitu ve tkani. V soucasné dobé je detekce peroxidazy
metodou volby pfi provadéni imunohistochemickych reakci, kde oviem nejde o prikaz
endogenniho enzymu, ale exogenni peroxidézy navizané na protilatku nanesenou na rez
jako soucast inkubac¢niho roztoku (podobné jako alkalickd fosfatéza). Detekei této exo-
genni peroxidazy pak prokazujeme pfitomnost antigenu, po kterém patrame. Exogenni
peroxidéza byva i souc¢asti inkubaénich roztokt pti detekci disacharidéz.

Prikaz peroxidaz: peroxidaza katalyzuje reakei:
Donor + 2 HyO2 - Donor(Ox) + 2 H,O

Ve znamé metodé Grahama a Karnovského jsou pouzivanymi donory elektront 3,3-
diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) nebo 3-amino-9-etylkarbazol (AEC). Hnéda
sraZenina je vysledkem reakce. Je tFeba upozornit, ze DAB mé4 kancerogenni a mutagenni
G¢inky. V imunohistochemickych metodach byva peroxidaza navazana na protilatku v in-
kubaé¢nim mediu a je to tedy exogenni enzym do tkané dopraveny. Metoda priikazu exo-
genniho enzymu se neli$i od detekce endogennich peroxidéz.
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Disachariddzy: pritomnost endogennich disacharidéz prokazujeme pfi podezieni z jejich
deficitu u malabsorpéniho syndromu. Exogenni peroxidaza byva pfitom soucasti inku-
ba¢nfho media.

Prikaz disacharidaz s exogenni peroxidazou a glukdzooxidézou: K pritkazu jsou vhodné
metody s pouzitim prirozenych substrati— laktozy, sacharézy a trehal6zy. Disacharidaza
odstépi z disacharidu glukdzu, ta se oxiduje glukézooxidédzou na glukonat za vzniku pero-
xidu vodiku. Peroxidazou uvolnény kyslik (viz pFedchozi reakci) oxiduje diaminobenzidin
(DAB) na hnédou sraZeninu.

Schéma reakce:
1. Disacharid + H5O

, lukdzooxidaza
2. Glukoza + O9 B,

3. DAB + Hs0,

disacharidaza
RsidahianihatanhaiN

Glukoéza + Hexo6za

glukonolakton + HsO9

DAB-Ox + H30

Misto tretiho kroku je mozno redukovanou glukézooxidézou redukovat fenazinmetosulfét

(PMS) a dale redukovanym PMS redukovat tetrazoliovou stil, nap¥. NitroBT na barevny
formazan.

peroxidaza

Fosforyldza katalyzuje syntézu a hydrolyzu molekul amylézového typu podle této reakce:
(1,4—a—D—glukozyl), +ortofosfat < (1,4—a—D—glukosyl),.1+D glukézo — 1 —fosfat

Rovnovaha této reakce je zavisla na pH: pii nizkém pH je posunuta doleva, tedy glukosy-
lové zbytky jsou pfenaSeny na glukosylovy fetéz, tzv primer. Délka nevétveného fetézce
je tmérna piitomné fosforylazové aktivité a pri znézornéni jodem se barva ¥idi délkou
Fetézce. Negativni reakce je tedy nazloutla a se zvétsujici se délkou Fetézce se méni na
hnédou, purpurovou az ¢ernou.

4.3.5 Nukleové kyseliny

DNA i RNA mohou byt intracelularné lokalizovany afinitou jejich negativné nabitého
esteru fosfatu (P-) jakymkoli bazickym barvivem, zejména hematoxylinem (viz vySe)
nebo i metyl-zeleni s pyroninem.

Hematoxylinem se jadra obsahujici DNA barvi tmavé modfe, av8ak cytoplasmaticka RNA
se vyrazn&ji barvi jen tam, kde je plasma bohatd na RNA, napf v nddorovych buikéach
a v regenerujicich tkanich.

Fluorescenc¢ni bazicka barviva jako akridinova oranz jsou téZ velmi vhodné ke znazornéni
bunéfné DNA a RNA. Pfi vazbé na nedenaturovanou jadernou DNA (bylo jiz uvedeno,
7e DNA neni formolem fixovana) emituji zelenou fluorescenci a ¢ervenou fluorescenci pii
vazbé na RNA, zejména v regenerujicich tkanich a bunikach. Specifi¢téjsi fluorochromy
pro DNA jsou etidium bromid, propidium jodid, DAPI a Hoechst 33342.

Feulgen-Schiffova reakce ke znézornéni jadené DNA jiZz byla zminéna vyse.

V soudasné dobé se nukleotidové sekvence v DNA a RNA vizualizuji na trovni optické i
elektronové mikroskopie hybridizaci in situ (viz pfislusny oddil)
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4.3.6 Zelezo

V hemosiderinu je piftomno trojmocné Zelezo Fe3t a reakce s ferokyanidem draselnym
(Fe?™) skyta berlinskou modi (vysoké citlivost reakce, 0.1 — 0.003v). Odparafinované
fezy mohou byt redukovany sirnikem amonnym a trojmocné Zelezo prejde ve dvojmocné
(Fe'" > Fell). To Ize prokazat reakci s ferikyanidem za vzniku Turnbullovy modfi.

Ferrokyanid K + Fe!'l > Berlinskd modf (Prussian blue)
Ferrikyanid K + Fell - Turnbullova modi.

Aplikace: pFitomnost Zeleza v hemosiderinu (ve fibroznich histiocytomech, v jaternich
excizich a punkcich).

4.3.7 Amyloid

Amyloid 1ze znazornit nékolika zptisoby, nejspecifictéjsi je konzska cervenn. V1aknita slozka
amyloidu vaZze molekuly barviva tak, Ze jim mezi amyloidovymi fibrilami udéluje urc¢itou
orientaci, udéluje urcitou orientaci, takze ze v polarizovaném svétle vykazuji dichroismus.
Vazba kongo ¢ervené na kolagen tuto zménu neindukuje.

Citliva, ale ponékud méné specifickd, je vazba Thioflavinu T na amyloid. Projevi se
zlutozelenou fluorescenci v UV svétle.

Selektivni rozliseni zékladnich druhtt amyloidu (AA amyloid a AL amyloid) umoziuje
oxidace tkanového fezu okyselenym manganistanem draselnym. Primérni AL amyloid
neztraci svoji reaktivitu, je tedy viaci oxidaci resistentni, ale sekundarni AA amyloid
ztraci afinitu ke Kongo Cerveni. Imunohistochemicka detekce s aplikaci protilatek proti
epitoptm jednotlivych druht amyloidu nejlépe umozni jejich rozliSeni, je-li to nutné.

4.4 Aplikace standardné pouzivanych metod v histochemické labora-
tori

4.4.1 Priakaz mukopolysacharidi (GAG) v bunikach gastrointestinalniho traktu
(GIT)

Kolumnarni foveolarni zldzové bunky v zaludku secernuji neutralni GAG, které se barvi
PAS reakei (bez i po digesci amylazou), tedy ¢ervené, ale nikoliv alcidnovou modii. Na-
proti tomu poharkové buiiky ve stfevé obsahuji kyselé GAG, které se barvi alcidnovou
modii pfi pH 2,5. V reakci PAS se samoziejmé barvi téz, protoze obsahuji vicinalni gly-
kolové skupiny. Nehledé k morfologickym parametrtim, lze takto snadno rozeznat kom-
pletni (iplnou) intestinalni metaplasii foveolarnich epitelii v pyloru pii gastritidach nebo
intestindlni metaplasii ve sliznici kardie, kterd je definujicim znakem Barrettova jicnu.
Samoziejmé mohou odhalit v duodenu vzéacnéjsi gastrickou metaplasii sliznice.
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4.4.2 Priukaz GAG v nadorech

Myxoidni nddory — myxoidni lipom, lipoblastom, myxoidni liposarkom, myxoidni ma-
ligni fibrosni histiocytom, myxoidn{ fibrom — jsou pozitivni pii barveni alcidnovou modii
pH 2,5. Digesce hyaluridazou reakci negativizuje, coz prokazuje pritomnost kyseliny glu-
kuronové odpovédné za afinitu k barvivu.

4.4.3 Histochemické vySetireni tenkého stieva pri diagnostice malabsorpc-
niho syndromu (MAS)

Reakce na alkalickou fosfatdzu luminalni membrany enterocyti dobfe znazoriiuje vysku
a 8ffku klki, nebo tusekovité defekty mikrovil6zni zony pii dediferenciaci enterocytt pii
nékterych chorobach, napr celiakalni sprue Téz pfi fatalnim stfevnim onemocnéni zva-
ném ,mikrovilézni inkluzni choroba“ jsou na luminalni membrané enterocytti (miZe byt
postizeno i tlusté stfevo!) razné rozsahlé deficity této reakce. Pozitivné reagujici vaku-
oly jsou vSak pFitomny uvnitf enterocytu ve formé mikroviloznich inkluzi, které z mista
translace (endoplasmatické retikulum) a distribuce (Golgiho zona) stavebnich proteini
nedoputovaly az k luminalni membrané enterocyta. Alkalicka fosfatéza v brush-borderu
enterocytl je ovSem téZ jednim z parametri pfi hodnoceni intestindlni metaplazie v za-
lude¢ni sliznici.

Disachariddzy tenkého stfeva stépi disacharidy prichazejici z nastépenych polysacharida
z potravy. V mikrovilézni zoné enterocyttt vykazuji za norméalnich okolnosti pozitivni
reaktivitu, av8ak selektivni deficity disacharidaz, nejcastéji laktazy, se projevi ve snizeni
a7z v negativizaci této reaktivity. U chorob s dediferenciaci enterocytt jako je celiakalni
sprue, dochazi k nestejnomérné redukci vSech slozek mikrovilézni zony, tedy i disachari-
déz, takZe zde Casto nachazime poly-disacharidazovy deficit.

Neutrdlni lipidy se hromadi v plasmé enterocytt pfi tzv a-beta-lipoproteinémii, kdy neni
syntetizovin apolipoprotein B. Volné mastné kyseliny a monoglyceridy, jako vysledek
hydrolyzy dietniho tuku, vstoupi do cytoplasmy enterocytii a jsou re-esterifikovany, avsak
nemohou byt seskupeny do chylomikront. Jsou tedy uloZeny do vakuol v plasmé ente-
rocytl, kde se dobfe znazorni reakei na neutralni lipidy. Steatéza enterocytii vak miize
mit i jiné pficiny.

4.4.4 Histochemické vySetieni jaternich punkci a biopsii

Zahrnuje celou paletu barvicich metod a reakci: PAS, barveni na zelezo (Perls), méd
(kyselina rubeanovodikova), o — 1—antitrypin CD antigeny.

4.4.5 Prikaz cholinesteraz ke zjisténi aganglionarniho segmentu v GIT.

M. Hirschsprung je charakterizovany tim, Ze ve sténé tlustého stfeva a rekta chybé&ji
v submukéznim a myenterickém plexu gangliové buniky. Pravdépodobné jako kompen-
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zace pronikaji do stfevni stény vldkna ze sakralniho parasympatiku, kterd se vyznacuji
silnou pozitivni reaktivitu na acetylcholinesterazu. Tato pozitivita signalizuje p¥itom-
nost a rozsah agangliondrniho segmentu a tak muze detekce AChE agangliozu vyloudit,
nebo v pozitivnim pf¥ipadé urdit jeji rozsah a urc¢it hranice pripadné resekce postizeného
segmentu streva.

4.4.6 Myozinova Ca?t ATPaza, fosforylaza, dehydrogenazy a kysela fosfa-
taza v myopatologii a u glykogenoéz.

Myozinovd Ca®* ATPdza slouzi k typové klasifikaci svalovych vlaken, porovnani velikosti
a distribuce zakladnich typt, tedy rychlych a pomalych svalovych vldken, pfipadné ke
zjistovani deficitu myosinovych filament.

Mitochondridlni dehydrogendzy mohou téz slouzit k typizaci svalovych vlaken (NADH-
tetrazolium reduktéza) avSak slouzi i ke stopovani oxidativné aktivnich mitochondrii a
zjistovani mitochondrialnich cytopatii, napt ,ragged red fibres* (SDH). Také histoche-
micka detekce neutréalnich lipidii odhali dalsi z nich (deficit karnitinu).

Deficit myofosforyldzy je podkladem glykogenézy typu V. Histochemicky prikaz s pozi-
tivni kontrolou (normalni sval) je diagnosticky cenny. K detekei glykogenoz jako celé sku-
piny metabolickych poruch charakterizovanych akumulaci glykogenu v bunkach (jatra,
sval, myokard, ledvina atd) je samoziejmé na misté PAS reakce, digesci lze glykogen
odstranit a tim odlisit pfipadnou interferenci mucinu.

Detekce kyselé fosfatdzy je urCena k posouzeni lyzosomélni aktivace u myopatii a svalo-
vych dystrofii, avsak i u glykogendzy II., kde jeji vysoka reaktivita kompenzuje deficit
kyselé maltéazy.

4.5 Zarizeni histochemické laboratore

Zakladni vybava histochemické laboratore vychéazi z popsané metodiky k dosazeni za-
kladniho cile, totiz identifikace tkahovych skupin, molekul a atomi p¥imo na celulérni
nebo tkanové drovni.

Predevsim jsou to chladici a mrazici zafizeni. Bylo uvedeno, Ze alternativou fixace tkani
je hluboké zmrazeni. K tomu je zapotiebi kapalny dusik, nadoby k hlubokému zmrazeni a
uchovéavéni zmrazenych blokt a nadoby k jeho dopliiovani. Kapalny dusik ma —160°C, a
proto je pouziti kapalného dusiku k hlubokému zmrazeni metodou volby, avSak k uchové-
vani zmrazeného materidlu mohou slouzit mrazici boxy s teplotou pod —80°C. K tomuto
Gcelu 1ze pouzit i suchy led COs, jehoz zasoby vSak musi byt pravidelné dopliiovany.
K samotnému zmrazeni nepouzivame piimo kapalny dusik, protoze na povrchu zmrazo-
vané tkané by se tvoril izolac¢ni plast bublinek plynného Ns: tim by se doba zmrazeni
prodlouzila. a ve tkani by se zacaly vytvaret krystalky ledu, které by rozrusily bunécné
struktury a membrany. Proto vlozime tkanovy blok do nadobky obsahujici smés propan-
butan (na trhu k dodani v bombéach do plynovych vafi¢i) a tuto nadobku ponofime do
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termosky s kapalnym dusikem. Ke zmrazeni vétsich blokt nesta¢i mrazeni suchym ledem
COg2 (ten ma teplotu asi —70°C, a i ve smési s acetonem miuZe byt dosaZeno jenom asi
—90°C). K uchovani materialu jsou vSak teploty suchého ledu CO2 nebo mraziciho boxu,
tedy —70°C resp. —80°C, dostacujici.

Dalsi chladici nebo mrazici zafizeni slouzi k pofizeni zmrazenych fezu. Bylo jiz uvedeno,
7e k tomuto ucelu slouzi kryostat, je to box se zvlast chlazenou atmosférou a zvlast
mrazenym nozem.

K natazeni a prichyceni fezi na skla pouzivime polylysinu, silanu nebo skla s elektro-
staticky nabitym povrchem. Tim zajistime pro naro¢né procedury (napf pro enzymatic-
kou digesci fezi nebo pro pobyt ¢i inkubaci ve vysokych teplotéach) dostatecnou adhezi.
Protoze pro inkubaci Fezu s patfi¢nymi substraty je zapotfebi urcité teploty a vlhkosti
prostiedi, pouzivaji se k tomu inkubaéni boxy nebo inkubaéni l4zné, ve kterych je mozno

patficné parametry nastavit.

Histochemicka detekce celé fady molekul i nékteré enzymy snesou opatrné zaliti do pa-
rafinu (napf. alkalicka fosfatdza) a je mozno Setrné fixované tkané odvodnit a zalit do
parafinu s nizkym bodem téani. To vSak je mozné i v béZné histologické laboratofi.
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5 Zaklady imunohistochemie

Imunohistochemii (imunocytochemii) mizeme chéapat jako aplikaci imunologickych prin-
cipi a metod na studium tkéni a bunék. Jestlize definujeme histochemii jako detekci
chemicky definovanych individui in situ, tedy v buiikach, tkdniovych kulturach a fezech
z tkédnovych bloki, pak imunohistochemie, ktera je jeji soucasti, pouziva k této detekci
afinitu antigenu a specifické protilatky a jejich vzajemnou vazbu. Antigen, resp. jeho
antigenni determinanty, hledame ¢i prokazujeme v bunikidch a ve tkanich protilatkami,
které se na bunky, tkdnové fezy nebo kultury nanéseji. Endogenni antigeny jsou sou-
¢asti tkani a bunék (cytoskeletalni, membranové ¢ jaderné anigeny, produkty onkogent
apod.), exogenni jsou do bunék dopraveny infekei, fagocytézou apod, nejéastéji jsou to
antigeny bakterialni a virové). Pokud je antigenni determinanta, proti niz je specificka
protildtka namifend, ve tkani piitomna, protildtka se na ni svym Fab fragmentem na-
vaze. Tuto vazbu s navazanou protilatkou je mozno znazornit fadou zpusobi, jak bude
uvedeno déle.

Jindy patrame po piitomnosti serovych protilatek proti antigentim, jejichz pfitommnost
v tkanich je dobfe znadma (v jadrech, endomysiu, mitochondriich apod.). Nékdy byva
k imunohistochemickym reakcim p¥ifazovana i hybridisace ,,in situ“. Tato vSak nenf zalo-
Zené na vazbé€ antigenu a protilatky, ale na vazbé komplementéarnich sekvenci nukleotidu
DNA a RNA a bude pfedmétem diskutovanym v dalsi kapitole.

Imunohistochemie zaujiméa v souc¢asné dobé vyznamné misto ve vyzkumu i histopatolo-
gické diagnostiee v névaznosti na metody histologické a elektronmikroskopické na jedné
strané a metody biochemické a molekuléarné genetické na strané druhé. Imunohistochemii
lze provadét na drovni svételné i elektronové mikroskopie, avSak vzhledem k zamérent
tohoto textu se omezime na jeji aplikaci na svételné drovni.

5.1 Protilatky

Jednou ze zakladnich slozek imunitniho systému vyssich obratlovet jsou protilatky (angl.
antibody). Jsou to bilkoviny nazyvané téz imunoglobuliny (zkracené Ig) a slouzi orga-
nismu piedevsim k rozpoznan{ cizich molekul. Kazda substance schopna vyvolat tvorbu
protilatek se oznacuje jako antigen (z anglického antibody generator). Ig jsou glykopro-
teiny produkované B lymfocyty (plasmatickymi bunikami), jejichZ celkova koncentrace
v krevnim séru se pohybuje v rozmezi 15 — 20 mg/ml a tvoii tak asi 20 % vSech proteini
krevniho séra. V séru vyssich obratlovci nalézdme pét rtznych tifid imunoglobulind —
IgA, IgD, IgE, 1gG a IgM, pficemz t¥idy IgA a IgG maji jesté nékolik podtiid. V nejvétsim
mnoZstvi jsou v séru zastoupeny protilatky t¥idy IgG (pfiblizné 75 % vsech Ig), které jsou
produkovany zejména béhem sekundarni imunitni odpovédi a jejichz molekulova hmot-
nost je kolem 160kDa. Protilatky IgG maji tvar pismene Y. Molekula IgG je tvofena
dvéma tézkymi a dvéma lehkymi Fetézci (Obr 1), které jsou spojeny jak kovalentnimi
(disulfidickymi) mustky, tak nekovalentnimi vazbami. Tato ¢tyifetézcova struktura je
spole¢na viem Ig. Druhou nejvice zastoupenou tfidou imunoglobulint v séru je IgM (pfi-
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Obrézek 6: Schema protilatky

blizné 10 % v8ech Ig séra). IgM se objevuje v krvi v ¢asném stadiu odpovédi na antigen.
V séru se vyskytuje ve formé pentameru, tvoreného péti jednotkami, které maji stejnou
strukturu jako IgG. Kazdy pentamer navic obsahuje jednu kopii tzv. J fetézce, ktery je
kovalentné vazan mezi dvéma sousednimi Fc Fetézci. Molekula IgM mé 10 vazebnych mist
pro antigen, jeji molekulova hmotnost je kolem 900 kDa.

Proteolytické enzymy papain a pepsin §tépi molekuly Ig na charakteristické fragmenty.
Po stépeni papainem ziskdme tzv. Fab fragmenty (z angl. fragment antigen binding),
kazdy s jednim vazebnym mistem pro antigen a Fc fragment (z angl. fragment readily
crystallized). Pepsin §tépi Ig na F(ab)y fragment, ktery je na rozdil od Fab fragmentu
bivalentni. Viz schema protilatky na obrazku 6.

5.1.1 Polyklonalni protilatky

Antigeny mivaji fadu antigennich determinant. Ta ¢ast antigenu, kterou protilatka pozna,
a na kterou se vaze svym vazebnym mistem pro antigen, se nazyva antigenni determinanta
nebo epitop. Specificita protilatky je dana predevsim prostorovou komplementaritou va-
zebného mista protilatky a epitopu, téZ se uplatiuje komplementarita elektricky nabitych
skupin a hydrofobni vazby.

Priprava polyklonalnich protilatek je zasadné jednoducha. Zvife, nejcastéji mys, je imu-
nizovana vybranym antigenem a bunky imunitniho systému za¢nou produkovat patii¢né
protilatky. Kazdy klon lymfocytt produkuje protilatku s jednou specifitou, protilatku ro-
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zeznévajici jednu antigenni determinantu, které vyvolala jeho mnozeni. Protoze takovych
klont je mnoho, odpovéd se nazyvéa polyklonélni. Polyklonalni serum ziskané odbéry
krve po opakované imunizaci predstavuje velmi heterogenni smés protilatek, s rtiznou
specifitou, s riznou afinitou k antigenu, riznych tiid (IgG, IgE...) a podtfid a rtznych
biologickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti.

U vétsiny antiser je ¢asto pozorovana nezadouci reaktivita, zptisobena piitomnosti proti-
latek proti jinym proteiniim, nez proti kterym byla provedena imunizace. Tuto reaktivitu
lze vétSinou odstranit afinitnim ¢isténim. Predevsim afinitné ¢isténé polyklonalni proti-
latky izolované vazbou na antigen a jejich naslednym uvolnénim z této vazby jsou tispé&sné
pouzivany v imunohistochemickych metodach. avsak jsou pipiady, kdy afinitné ¢isténé
nebo i monoklonalni protilatky vykazuji tzv. zk¥iZenou reaktivitu. To zmamena, Ze vedle
vazby na protein, ktery vyvolal jejich tvorbu, se mohou vézat i na protein nepfibuzny.

5.1.2 Monoklonalni protilatky

Kohler a Milstein vyvinuli techniku, kterd umoziuje in vitro rist bunééné populace
jednoho klonu produkujiciho protilatky Zaddané specifity. Prvni faze pripravy probiha
stejné jako piiprava polyklonalnich protilatek. Zvire, nejcastéji mys, je imunizované vy-
branym antigenem. Ze sleziny imunizovaného zvifete je pripravena bunééna suspenze,
ktera je fuzovana s relativné nesmrtelnymi myelomovymi buiikami. (Myelomové buiiky
jsou odvozeny od linie, ktera ztratila schopnost syntetizovat molekuly Ig). Fuze slezin-
nych a myelomovych bunék se provadi v prostfedi, které stimuluje fuzi membran, po
niz nésleduje fuze jaderna. Hybridni bunky jsou pak testovany na produkci protilatek
zédané specifity. Monoklonalni protilatky produkované jednou hybridomovou linii jsou
identické, tedy jedné tiidy, se mohou navazat na jednu jedinou antigenni determinantu
a maji shodné fyzikalné-chemické i vazebni vlastnosti.

(Obr 2).

5.2 Fixace

Material uréeny k imunohistochemickému vySetfeni predstavuji zejména parafinové a kry-
ostatové Tezy, tkanové, krevni a cytologické natéry. Imunohistochemické reakce je mozno
proviadét i na nefixovaném materidlu s védomim, Ze pfed reakci i béhem reakce probiha
autolyticky rozklad vySetfované tkané. Vétsinou se v8ak tkané fixuji, aby autolytickym i
heterolytickym pochodtim bylo zabranéno. Fixa¢ni prostfedky svym plisobenim ¢&i vaz-
bou na antigenni determinanty ovsem ovliviuji vysledky imunohistochemickych reakei.
V soucasné dobé jsou predevsim vyvijeny protilatky odolné vici formolové fixaci, ktera
nejlépe zachovavé histologickou strukturu tkani.

Nekteré epitopy mohou byt fixaci natolik zablokovany nebo pozménény, Ze nejsou schopny
vazat protildtku. Jinde miize byt jejich poskozeni jen ¢asteéné, a jejich imunoreaktivita
miize byt postiZzitelné jen s pouZitim vysoce sensitivnich amplifika¢nich postupi. To pak
déla problémy pii interpretaci nalezti: buiiky s vysokou hustotou antigenu mohou byt
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po pouziti urc¢itého fixa¢niho prostiedku pozitivni, zatim co ostatni bunky exprimujici
dany antigen v mengich mnozstvich ¢i koncentracich se mohou dostat pod prah citlivosti.
Napft. nékteré lymfomy po formolové fixaci nevykazuji zietelnou pozitivitu na CD45 (=
LCA, leukocytarni spole¢ny antigen), zatim co nenadorové lymfocyty reaguji zcela jasné
pozitivné. Tentyz lymfom vykaZe po alkoholové fixaci nebo po pouziti fixativa B5 jed-
nozna¢nou pozitivitu. Uvedené skutetnost vedla opakované k diagnostickym omylim a
miuZe vést i nadale, pokud se patolog spolehne na pozitivni reaktivitu normalnich lymfo-
cytt jako na vnitini kotrolu reakce (Battifora 1996). Falesné negativni vysledky mohou
byt eliminovany pouzitim vice neZ jednoho druhu fixativa. Jesté vétsim zdrojem omyla
muze byt blokdda silného epitopu fixaci, zatim co zkfizené reagujici epitop, resistentni
vidi fixaénimu ¢inidlu, je fixaci nepostizen. Vysledkem je faleiné pozitivni reaktivita. Je
tedy vhodné nespoléhat na jednu jedinou protilatku.

5.2.1 Zaklady imunohistochemickych reakci

Bylo jiz uvedeno, Ze antigeny, resp. jejich antigenni determinanty, hleddme ¢i prokazu-
jeme v bunkach a ve tkanich protilatkami, které se na buiiky, tkinové fezy nebo kultury
nanéseji. Jindy vSak je zapotifebi prokazat v seru pritomnost protilatek proti uréitym
tkdnovych nebo bunéénym slozkdm. Nejprve se v tomto textu zminime o prikazu anti-
gennich slozek in situ, tedy v buiikdch a ve tkanich. — ve tkanovych kulturach a v fezech.

5.2.2 Prikaz antigent in situ

Prikaz antigenu in situ se zakladé na prikazu specifické protilatky, ktera se v pribéhu
reakce navaze, na antigen (antigenni determinantu) pfitomnou ve studované tkani. Tuto
vazbu lze prokazat tim, Ze na specifickou protilatku navazeme detekéni systém, kterym se
jeji pritomnost vizualizuje. Je-li soucasti tohoto systému fluorochrom, jedna se o systémy
imunofluorescencni, pokud je to enzym, jsou to metody imunohistochemické. V imunoflu-
orescencnich metodach prozradi piitomnost a lokalizaci hledaného antigenu fluorescence
v misté vazby protilatky. Ve fluorescenénim mikroskopu se uzije filtru propustného pro vl-
novou délku emitovanou pouzitym fluorochromem. V imunohistochemickych metodéach je
enzymem, ktery je soucasti detekéniho systému, nejcastéji peroxidéza nebo alkalicka fos-
fatdza. Enzym, ktery je naviazany na protilatku, se deteguje stejnymi metodami, jako se
prokazuji enzymy endogenni. Imunohistochemické metody maji proti imunofluorescenc-
nim metodam maji tu vyhodu, ze skytaji trvalé preparaty, které mozno vyhodnocovat
ve viditelném svétle.

Pfimé a nepiimé imunohistochemické a imunofluorescenéni metody Imuno-
histochemické i imunoflorescen¢éni metody jsou primé nebo nepfimé. Pii pfimé metodé je
protilatka zadané specificity konjugovana s fluoroforem nebo enzymem. P¥i tom se v8ak
enzym (fluorofor) konjugovany se specifickou protilatkou miize navazat na jeji doménu,
kterou se vaze na antigenni determinantu, a tak stericky zabranit této specifické vazbé
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Obrazek 7: Schema pfimé metody

Obréazek 8: Schema nepfimé metody

(viz obréazek 7).

Primgjch metod s oznacenou specifickou protildtkou se nyni pouziva ziidka, vétSinou jsou
to metody imunofluorescenéni.

Neprimijch metod je cela fada: u dvoustupniovych metod je enzym nebo fluorofor na-
vazany na sekundarni protilatku, ktrerd se navaze na specifikou protilatku primarni.
Pfednosti nepfimych metod je i jejch vétsi citlivost, coZ je zptisobeno tim, Ze na kazdou
primérni protilatku mize byt navazano nékolik molekul znacené sekundarni protilatky
(viz obréazek 8).

U metody PAP (peroxidaza-antiperoxidaza) se vyuZiva rozpustny komplex skladajici
se z ti{ molekul peroxidazy a dvou krali¢ich protilatek proti peroxidaze (Kpap). Tento
komplex je vazan na primérni protilatku pfemostujici protilatkou. Primarni protilatka je
krali¢i, proti lidskym antigentim (K anti-hum), sekundarni protilatka je zpravidla praseéi,
zamé&fend proti krali¢i, tedy primérni protilatce (anti-K). Viz schema 9).

Vicestuptiové metody tak dovoli znacné zesilit signal, tedy epitop s navizanou specifickou
protilatkou, a tim zvysuji citlivost reakce Urcitou obdobou dvoustupiiovych imunohisto-
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Obrazek 9: Schema metody metody PAP (alkalicka fosfataza-anti-alkalické fosfataza)

chemickych metod je systém DAKO Envision, kde na polymerovy nosi¢ jsou navazany
molekuly enzymu (HRP, peroxidaza) a sekundarni protilatky. Pres sekundarni protilatku
se polymer spoji s primérni protilatkou, navazanou na tkanovy antigen (viz obréazek 10).

V soucasné dobé se nejcastéji pouzivaji nepiimé metody ABC (avidin-biotin komplex).

ABC metody vyuzivaji k detekci protilatek vysoké vazebni afinity mezi avidinem a bi-
otinem. Na primarni specifickou protildtku navaze sekundéarni protilatka konjugovana
s biotinem. Ttetim stupném je komplex avidin — biotin — peroxidaza (nebo jiny en-
zym), ktery se na sekundarni biotinylovanou protilatku pevné navaze a propujci sestave
vyrazné zesileni signélu. V dalsim se pak vizualizuje vhodnym systémem (viz obrazek 11).

Vyraznému zesileni — amplifikaci reakce lze dosdhnout pouzitim metod s tyraminem.
Témi se vSak zvysi i moZznost nespecifické, neimunitni vazby protilatky a tim i vzniku
artefakti.

Vizualizace konjugovaného enyzmu je poslednim krokem v imunohistochemickém prikazu
hledaného antigenu. Enzym, ktery je soucasti detekéniho systému, je ve tkédni odhalen a
lokalizovan zcela stejnymi enzymové-histochemickymi metodami, jako jsou prokazovany
tytéz enzymy endogenni (viz kapitola histochemie). Bylo jiz uvedeno, Ze to jsou zejména
peroxidaza a nékdy i alkalicka fosfatéaza.

Schema tyramin

Peroxidaza muze oxidovat rtizné substraty — donory elektronii. P¥itomnost donoru, ktery

80



\é

Obrazek 10: Schema Envision DAKO
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Obrazek 11: Schema ABC
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Obréazek 12: Schema metody metody APAAP (alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfatéza)

se v disledku oxidace zméni ve zbarveny produkt (proto téZ oznaceni chromogen), je mo-
torem katalytické reakce. Pouzivanymi donory elektroni jsou 3,3-diaminobenzidin tetera-
hydrochlorid (DAB) nebo 3-amino-9-etylkarbazol (AEC). Je tfeba upozornit, ze DAB ma
kancerogenni a mutagenni G¢inky. Dalsim problémem byva ¢asto vysokd endogenni pe-
roxidazova nebo pseudoperoxidazova (hemoglobin!) aktivita ve studované tkéani, ktera je
zdrojem falesné reaktivity pozadi, a kterou je nutno v predem potlacit. Alkalické fosfatéza
odstépuje a transferuje fosfatové skupiny z organickych esterti, napi z alfa-naftylfosfatu.
Aktivatory enzymu jsou Mg?™, Mn?* a Ca?".

Uziti alkalické fosfatazy v imunohistochemii umoznilo zavedeni metody APAAP (alkalicka
fosfataza-anti-alkalické fosfatéza) (viz obrazek 12), jejiz nejvétsi prednosti je nezéavislost
na peroxidazové endogenni aktivité a kromé toho ji lze pouZit pfi metodach s dvojim
znacenim, tedy pfi detekci dvou riznych antigent v jednom fezu. Alkalickou fosfatazu
v imunohistochemii je moZno prokazovat celou fadou metod (viz oddil histochemie),
nejcastéji to byva metoda tetrazoliova nebo azokopulac¢ni.

Znazornéni dvou antigeni v jednom fezu Ke znazornéni dvou antigenti v jednom
fezu je nejvyhodnéjsi, je-li kazda z obou specifickych protilatek pripravena z jiného druhu,
napf. monoklonalni mysi protilatka proti jedomu antigenu a poyklonélni krali¢i protilatky
proti antigenu druhému. Pak je mozno piidat primarni i sekundarni protilatky do jednoho
inkubac¢niho media a detekce se muZe provést téz soucasné, tieba peroxidazou (vysled-
kem je hnédé sraZenina) a alkalickou fosfatazou (Cervené ¢ modra barva podle zvoleného
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systému). Obdobné lze provést imunofluorecenéni detekei obou antigent, z nichz je pro-
tilatka proti jednomu oznacené fluoresceinem (zelenéd fluorescence) a druhou texaskou
Cerveni, rodaminem ¢i Cy3 (Cervend fluorescence)

Demaskovani epitoptt Bylo uvedeno, Zze nehledé k mozné autolyze, které kupodivu
cela fada epitopt po uréitou dobu odola, dochézi v pribéhu fixace k vyvazani, masko-
vani, nékdy i k zablokovani antigennich determinant pifitomnych v nativni tkani, a tim ke
zkresleni vysledkd imunohistochemického vySetieni. K demaskovani ¢i revitalizaci zablo-
kovanych epitopt v soucasné dobé slouZi zejména digesce proteolytickymi enzymy nebo
zahtati tkanovych fezil v autoklavu, tlakové nddobé, nejéastéji vsak v mikrovlnné troubé.

Nejcastéji pouzivanymi protedzami jsou trypsin a pepsin.

Je znamo, Ze trypsin §t€pi v nativnich tkanich vazby mezi lysinem a jakoukoli jinou ami-
nokyselinou, a mezi argininem a jinou aminokyselinou. Po rozstépeni je na konci vzniklého
fragmentu arginin nebo lysin s volnou COOH skupinou. Pepsin §tépi ty peptidické vazby,
jejichz dusik pochazi z tyrozinu nebo fenylalaninu, a vazbu mezi leucinem a glutamétem.
Nen{ v8ak prokazano, Ze na fixovaném materidlu maji tyto enzymy identicky tcinek. Apli-
kace protedzy na Fez vSak miiZe zpusobit jeho poskozeni, protoze patii¢ny enzym muze
svoji aktivitou natravit i ty vazby, které jsou piitomny v nativnich proteinech.

Inkubace fez v mikrovlnné troubé (MWT), tzv mikrovlnna stimulace, pfedstavuje me-
todu volby revitalizace antigenu ve formolem fixované tkani. Mikrovlny jsou elektromag-
netické viny o frekvenci 300 MHz — 300 GHz, coz odpovida vlnové délce 1m az 1 mm.
Mikrovlny pronikaji do roztokd a tkani rtiznou rychlosti a tkané dobfe absorbuji MW
energii s kumulaci tepla. Mikrovinné zafeni je neionizujici

MW ozéafenim ovSem stoupa teplota homogennich medii v zavislosti na radiacni sile,
dielektrickych vlastnostech materidlu, tepelné vodivosti, orientaci objektu a na dalsich
vlastnostech. Také tvar a optické vlastnosti media mohou ovlivnit u¢inek MWT. Proto
fezy musi dobfe adherovat k podloznim sklim. Revitalizace antigenu ve formolem fi-
xovaném materidlu spoCiva nejen v ¢astecném rozvolnéni pri¢nych vazeb polypeptida
(viz oddil fixace) u¢inkem tepla, aviak zareni porusuje i nékteré peptidické vazby (napf.
asparatu s dalsi aminokyselinou). Tento a¢inek MWT je pravdépodobné nespecificky.

5.2.3 Imunohistochemicky prikaz sérovych protilatek

Prikaz se uplatiuje zejména pii diagnostice kolagendz (difusni onemocnéni pojiva, ,,con-
nective tissue diseases”), kdy patrame po pritomnosti serovych auto-protilatek proti anti-
genim bunéénych struktur (antimitochondrialni antigeny, antinuklearni antigeny apod).
Testovani sera probiha tak, Ze na skla nakrajime fezy z lidské bunééné tkané (ledvina,
jatra), kde jsou pritomny piislusné antigeny, a ty prekryjeme vrstvou zkoumaného sera.
Jsou-li v seru piitomny protildtky proti jmenovanym antigentim, navaZzou se na patficné
struktury ve tkani, tedy antimitochondrialni protilatky na mitochondrie, antinuklearni
protilatky na jaderné slozky atd, a pfitomnost protilatky se pak vizualizuje nékterou
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z vySe uvedenych metod.

Tento postup se uplatni m. j. v diagnostice malabsorp¢niho syndromu, konkretné celia-
kalni sprue, kdy patrame po pritomnosti protilatek proti endomysiu. Epitopy endomysia
se nachazeji v organech obsahujicich svalovinu, napf v opi¢im jicnu nebo v pupec¢nim pro-
vazci (obsahujicim vasa umbilicalia). Rezy z téchto tkani pfevrstvime zkoumanym serem
a protilatku navazanou na endomysium prokazujeme nékterou z vyse uvedenych metod.

5.3 Zarizeni imunohistochemické laboratore

Zakladni vybava v podstaté odpovidé zafizeni bézné bioptické laboratofe, protoze se zpra-
covavé prevazné formol-parafinovy material. Pokud se rekace provadéji na kryostatovych
fezech z hluboce zmrazeného materialu, je tfeba pouzit zafizeni pouzivanych v labora-
tofi pro histochemii (viz tato). Jinak jsou pro imunohistochemickou laboratof typické a
charakteristické dva piistroje: mikrovlnna trouba (MWT) nebo podobné zafizeni k dosa-
zeni vysokych teplot, a pfistroj uréeny k hromadné inkubaci a dalsimu zpracovani ez
k imunohistochemickému vySetfeni, imunostainer.

Mikrovlnna trouba K revitalizaci antigeni lze pouzit autoklav, tlakovou nadobu,
nejcastéji v8ak mikrovlnnou troubu. Muze to byt bézna MWT uréena pro domacnost
pracujici sa frekvenci 2,45 GHz, lepsi jsou v8ak profesionalni, pifimo k tomuto t¢elu zkon-
struované MWT, na pf MVT Bio-Red H2500 Microwave processor.

Imunostainery jsou zaiizeni k hromadnému zpracovani fezt urcenych k imunohisto-
chemickému vySetieni. Uplatn{ se zejména na pracovistich, kde se imunohistochemické
metody pouzivaji k rutinni diagnostice, napf. v laboratofich tstavii patologie, nebo
v Ustavech zaméfenych na imunologickou ¢i molekularné genetickou problematiku. Na
trhu je cela fada typt.
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Systém Vnéjsi prumér Funkce

Mikrotubuly 25nm orientace, polarizace, uspofadani organel,
vnitrobunéény pohyb

Mikrofilamenta 7nm pohyb buniky, zmény tvaru buiky, pfenos
signalu
Stiedni filamenta 10nm pruznost struktur

Tabulka 1: Slozky cytoskeletu a jejich funkce

6 Imunohistochemie v bioptické diagnostice

Imunohistochemické metody se staly nedilnou soucasti bioptické diagnostiky. Nasledujici
text se bude tykat detekce téch antigent, kterd pomuze identifikovat a rozlisit zédkladni
typy tkani a bunék a aplikace imunohistochemie v onkologické histopatologické diagnos-
tice. Patolog ma dnes k dispozici velké mnoZstvi protilatek. Jejich aplikaci Ize odhalit typ
tkané, ze které nador vychézi, tedy jeho histogenezu, pojmenovat pfesné vétsinu nadort
a odhadnout prolifera¢ni aktivitu nadorovych bunék.

V nésledujicim textu je petitem popsana fada podrobnosti, které se uplatiuji v praktické
diagnostice, které vsak presahuji ramec pozadovanych znalosti zdravotnického laboranta,
bakalare nebo studujiciho mediciny. Doporucujeme vsak i odstavce psané petitem procist
z téchto diavodi:

e student ziské pfedstavu o moznostech i ndro¢nosti imunohistochemie jako discipliny
v diagnostické patologii

e v praxi pak uvedené udaje poskytnou reilné informace laboranttim a absolventtim,
ktefi se budou imunohistochemii a molekularni patologii specidlné vénovat.

6.1 Cytoskelet, stfredni filamenta a zakladni druhy tkani

Cytoskelet (cytoskeleton) je trojrozmérna sitovita plazmatickd struktura, ktera na jedné
strané navazuje na bunécné jadro, na druhé strané na plazmatickou membranu (ty vSak
maji své vlastni cytoskeletalni slozky). Na tuto sit jsou vazany bunééné organely a dalsi
struktury. K cytoskeletalnim proteintiim a polypeptidim je asociované fada dalsich pro-
teint, takze vznikd velmi komplexni systém. V soucasné dobé je rozeznavano nékolik
kategorii cytoskeletalnich proteind, které jsou podle velikosti klasifikovany do tii skupin:
mikrofilamenta (aktinova filamenta), stfedni filamenta a mikrotubuly (viz tabulku 1).

Aktin je vyznamnym proteinem vSech zivych bunék a uplatiiuje se v fadé funkci jako jsou
zmény bunééného tvaru, pohyb buiiky ve tkanich i nitrobunéény pohyb, véetné mitozy.
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Trida Nézev Pocet Proteiny

isoform

Typ L. Keratiny (kyselé) 16 K9 - K20; trichocytarni keratiny
Hal — Ha4, Hax

Typ II.  Keratiny (neutralni a 13 K1 - K8; Hbl - Hb4, Hbx

bazické)

Typ III.  skupina vimentinu 4 vimentin,  desmin, peripherin,
GFAP

Typ IV. Neurofilamenta 5 NF-L, NF-M, NF-H, nestin,
a-internexin

Typ V.  Laminy 4 laminy typu A (laminy A, C);

laminy typu B (laminy B1, B2)

Tabulka 2: Stfedni filamenta

Mikrotubuly jsou duté, nekontraktilni struktury kolisavé délky, prfitomné ve vSech euka-
ryotickych bunéénych typech. Jsou stavebnimi slozkami stabilnich struktur jako cilie a
bic¢iky, i labilnich jako délici vieténko. Hojné jsou v nervovém systému, kde hraji klicovou
roli pii formovéni a zrani axoni a dendrita.

Vyznam urceni typu stfednich (intermediarnich) filament v buiikiach a ve tkanich vyplyva
zejména ze skutecnosti, Ze exprese znamych skupin téchto filament (cytokeratiny epiteli,
vimentin mesenchymaélnich bunék, desmin svalové tkané, neurofilamenta neuront, glidlni
filamenta astrocytii) zpravidla odpovida histogeneze prislusnych bunék, tkani a z nich
odvozenych ¢i vychazejicich nddort. Piehled typu stfednich filament je v tabulce 2.

Ukézalo se vSak, Zze v expresi typu stifednich filament dochézi jiz v prib&hu ontogeneze
k fadé pfesunt a reorganizaci: v nékterych orgdnech dochéazi v ¢asnych stadiich embry-
onalniho vyvoje urcitych bunéénych populaci k epitelidlné-mezenchymaélnim piechodim
doprovazenym i nékolikanasobnymi oscilacemi mezi expres{ vimentinu a cytokeratinu. Je
rovnéz znamo, ze i nékteré vyzralé bunky a tkdné koexprimuji spolu s filamenty cha-
rakteristickymi pro dany typ tkéané i filamenta dalsi. To se pak promitd i do exprese
stfednich filament u patologicky zménénych tkani, zejména nadori. Zkiizena reaktivita
mezi strukturalné blizkymi antigeny i zkfiZzena mezidruhova reaktivita nékterych protila-
tek miize byt dalsim zdrojem komplikaci. VSechny tyto skutecnosti je tfeba respektovat
pri interpretaci imunohistochemickych nélez.
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6.2 Cytokeratiny, epitelidlni antigeny
6.3 Klasifikace cytokeratinii

Cytokeratiny a epitelidlni antigeny zaujimaji mezi stfednimi filamenty zvlaStni posta-
veni pro svoji komplexnost. U ¢lovéka je pritomno nékolik desitek rtiznych keratinovych
bilkovin rozlisitelnych podle molekulédrni hmotnosti a izoelektrického bodu.

Klasifikace keratini byla provedena na zékladé dvoudimenzionalni gelové elektroforézy,
v jednom sméru pouZzivajici pH gradientu (s bazickymi polypeptidy putujicimi vlevo,
kyselymi vpravo) a v kolmém sméru podle molekularni hmotnosti. Tak byly vytvoreny
dvé zakladni podskupiny cytokeratini, kyselé (I) a bazické (II). Exprese cytokeratini je
spojend s diferencia¢nim programem piislusného epitelu, takze urcité kombinace cytoke-
ratind jsou charakteristické pro rtizné typy epitelii.

Jednoduché (simple) epitelidlni bunky jsou pfitomny v jednovrstevném epitelu.
Na jedné strané jsou v kontaktu s bazalni membranou a povrch tvofi luminélni hranici.
Tyto epitelie exprimuji cytokeratiny 8 a 18, nékdy téz 7 a 19, pripadné 20.

Vrstevnaté epitely se skladaji ze stratum basale, které je v kontaktu s bazalni mem-
branou, ale nikoli s povrchem, a z nékolika fad suprabazalnich vrstev bez kontaktu s ba-
zalni membranou. VSechny bazalni buiiky exprimuji cytokeratiny 5 a 14, av8ak supraba-
zalni bunky exprimuji pfinejmensim jeden dalsi par cytokeratini sekundarnich, charak-
teristickych pro lokalni specializaci epitela.

Jak bunky vyzravaji a migruji smérem od bazalni vrstvy, tak relativni podil téchto sekundarnich ke-
ratint specifickych pro diferenciaci vzrista na acet keratind primarnich. Nerohovéjici slizni¢ni (vlhké)
vrstevnaté dlazdicovité epitelie (bukalni, esophageélni, vaginalni, exocervikalni) exprimuji sekundéarni
cytokeratiny 4 a 13. Rohovéjici (suché) epitely epidermalniho typu, ve kterych suprabazalni vrstvy se
nakonec diferencuji v protektivni stratum corneum, exprimuji sekundarné keratiny 1 az 10 (to je nejvétsi
par z celé cytokeratinové rodiny), a to spolu s dalsimi proteiny: matrix, proteiny obalovymi (involukrin) a
s filamenty asociovanymi proteiny (filagrin, histidinem bohaty bazicky protein). Tyto proteiny pfispivaji
k tvorbé denzniho nerozpustného komplexu materiala, které se souborné nazyvaji keratin. Cytokeratiny
2 a 11 netvofi nutné par. Jsou typické pro regiony epidermis, které jsou obzvlasté naméhané, keratin 2
je hlavni komponentou gingivalniho epitelu. Keratin 9 je charakteristicky pro oblasti s tlustou vrstvou
stratum corneum proprium, jako je chodidlo nebo dlan. Tam, kde se keratinocyty obménuji rychle a
diferenciace je v dusledku toho netplné, jsou exprimovany keratiny 6 a 16, coz jsou tak zvané hyper-
proliferacni keratiny. Tyto se objevuji v pribéhu regenerace pf¥i hojeni ran, zejména ve tkanich, které
maji pfirozené vysokou obménu, jako napf. ordlni epitelie. Vysoce specializovany transparentni epitel
rohovky je jedina lidska tkan, kde byly zjistény keratiny 3 a 12. SmiSené epitelie zlaz se skladaji ze dvou

distinktnich bunéénych typt s charakteristikami jednoduchych epitelii a keratinocyt.
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6.3.1 Pritomnost cytokeratinti podle organt a tkani

U karcinomi z jednoduchého epitelu, zejména adenokarcinomi, odpovida cytokeratinové
spektrum cytokeratiniim vychozich epitelidlnich bunék, zatimco u spinocelularnich kar-
cinomu byvaji exprimovany kromé cytokeratind vrstevnatého epitelu i ,,simple* cytoke-
ratiny. Na rozdil od vychozich epitelti vSak keratiny 2, 3, 9 a 12 nebyly dosud u nadort
nalezeny.

Adenokarcinomy zazZivaciho traktu i jejich metastazy exprimuji podobné jako vy-
chozi epitely ,,simple* cytokeratiny. To svédéi o vysokém stupni konzervativnosti v expresi
téchto cytokeratintii. Zajimavé je chybéni cytokeratinu 7 v intestindlnim epitelu stejné
jako ve vSech pripadech karcinomu tlustého stfeva, takze pro intestinalni diferenciaci
jsou typické cytokeratiny 8, 18 a 19.

Cytokeratinové spektrum jednoduchého epitelu neni omezeno na karcinomy vychazejici z gastrointestinal-
niho traktu, ale tyka se i adenokarcinomii ovarialnich a endometrialnich. AvSak zde, kromé cytokeratint
vychoziho epitelu, byva koexprimovano i mensi mnozstvi cytokeratinu 5, charakteristického pro stratifi-
kovany epitel. Kolorektalni karcinomy exprimuji keratin 20 prakticky vzdy, karcinomy zaludku asi v 50 %
pripada.

Pro diferencialni diagnostiku metastazujicich adenokarcinomt je vhodné kombinovat CK7 a CK20:

CK'7+ ; CK20+: urotelidlni karcinom, karcinom pankreatu, mucinézni karcinom ovaria

CK7+ ; CK20-: adenokarcinomy a malobunéény karcinom plic, mammy (duktalni i lobularni), ne-
mucinézni ovarialni karcinomy, endocervikalni a endometroidni karcinom, mesotheliom

CK"7- ; CK20+: kolorektalni karcinom, karcinom z Merkelovych bungk

CK'7- ; CK20-: spinocelularni karcinom plic, adenokarcinom prostaty, karcinom z renélnich bunék,
thymus

Hepatocyty exprimuji cytokeratiny 8 a 18, zatimco epitel zluCovych cest navic typ 7 a 19 a tato
exprese plati téz pro korespondujici karcinomy. Pritomnost cytokeratinu 7 nebo 19 tedy svédéi pro
cholangiocelularni pavod studovaného tumoru (AE1/3 reaguje také s CK19):

CK"7-, AE1/8-, CK20-: hepatocelularni karcinom (fibrolamelarni varianta je CK7+)
CK7+, AE1/3+, CK20+: cholangiocelularni karcinom

Protilatka HepPar-1 (proti jednomu z proteinti hepatocytil) se vaZe na hepatocyty i v cirhoticky a
nadoroveé transformovanych hepatocytech.

Karcinomy Zlucovych cest a Zluéniku exprimuji ve 3/4 p¥ipada i cytokeratin 20. Imunohistoche-
mické analyza vSak potvrdila pfitomnost prechodnych forem mezi hepatocelularnim a cholangiocelular-
nim karcinomem- hepatocholangiokarcinomy.

Embryonalni a fetalni typy hepatoblastomt exprimuji hepatocelularni cytokeratiny 8 a 18, ale
prekvapivé téz typ 19, ve dvou pfipadech dokonce byl nalezen téz cytokeratin 7. V mens$im procentu
publikovanych pripadi byla zjisténa pozitivni reaktivita na cytokeratin i vimentin, ale ve vyS$im procentu
z nich byla nalezena imunoreaktivita na a—fetoprotein, karcinoembryonalni antigen (CEA), v nékterych
hepatoblastomech i na a—1-antitrypsin, feritin a vimentin.
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Normalni epitel dychacich cest je téZz heterogenni. Cylindrické fasinkové i pohéarkové buiiky ob-
sahuji cytokeratiny jednoduchych epitelii, zatim co bazalni buiiky exprimuji cytokeratiny vrstevnatého
epitelu.

Adenokarcinomy plicni exprimuji zcela pravidelné cytokeratiny 7, 8, 18 a 19. Velkobunééné plicni
karcinomy mohou byt subklasifikovany do dvou skupin: prvni exprimuje pouze cytokeratiny jednodu-
chych epitelii, takze muZe byt povazovana za nizce diferencovany adenokarcinom, druhé se vyznacuje
pritomnosti keratinti vrstevnatého epitelu a mize se tedy jednat o nizce diferencovany spinaliom.

Neuroendokrinni plicni karcinomy, tedy malobunéény karcinom a karcinoid, exprimuji kromé
sjednoduchych* cytokeratint téz vimentin a polypeptidy neurofilament.

U plicnich spinaliomd je vychodiskem pro neoplastickou transformaci dlazdicovita metaplasie. Pie-
vazuji zde cytokeratiny vrstevnatého epitelu, zejména cytokeratin 13 a 17, navic jsou exprimovéany kera-
tiny 8, 18 a zejména 19.

Maligni pleuralni mesotheliomy exprimuji keratiny jednoduchych epitelii, podobné jako adenokar-
cinomy. Kromé toho epitelialni a bifazické mesotheliomy exprimuji téZ keratiny 5, 14 a 17. Od karcinomu
se v8ak mesotheliomy 1isi téZ vydatnou koexpresi vimentinu, ktera u plicnich karcinomu byva nevyrazna.
Nejlepsim zptsobem k odliSeni karcinomii od mesotheliomi je vS8ak aplikace protildtek proti antigeniim
mikroklki, které intensivné reaguji s mesotheliemi a jejich neoplastickymi derivaty:

h-Caldesmon: reaguje s mesotheliemi (pro odliSeni od metastézujicich ovarialnich karcinomu) a s bb.
hladkého svalu

Calretinin: mesotheliomy (a také schwannomy)

Urotel vykazuje unikatni cytokeratinové spektrum se v8emi keratiny jednoduchych epitelii, i s cytoke-
ratiny vrstevnatého epitelu, zejména cytokeratinu 13, a dale cytokeratin 20. V normalnim urotelu byly
zjistény ve vSech bunéénych vrstvach cytokeratiny jednoduchého epitelu, tedy polypeptidy 7, 8, 18 a 19,
zatim co protilatky proti cytokeratinim typickym pro stratifikované epitelie reaguji pouze s bazalnimi
bunkami, pfipadné (cytokeratin 13) s buiikami bazalnich a stfednich vrstev. Tento zptsob exprese byl
zachovan rovnéz v neoplaziich nizkého stupné malignity (G1), ale je vyrazné modifikovan uz ve dru-
hém stupni téchto tranzitoceluldrnich karcinomi. U tfetiho stupné keratiny jednoduchého epitelu zcela
prevazuji, zatim co mnozstvi cytokeratinu 13 je vyrazné redukované. Toto spektrum byva zachovano i
v metastazach. Pozitivita keratinu 20 u urothelialnich karcinomt byla nalezena v 80 % pfipadii, vétSinou
je heterogenni, zpravidla soustfedéné na povrchovou vrstvu bunék.

U spinaliomi sliznic, napf. jicnu jsou exprimovany kromé cytokeratint charakteristickych pro stra-
tifikované epitely i jednoduché cytokeratiny zejména cytokeratin 19. Neni zcela zfejmé, zda tyto zmény
cytokeratinové exprese oproti vychozim tkdnim jsou podminény neoplastickou transformaci bunék nebo
vysledkem selekce minoritniho bunééného typu v heterogennim normalnim epitelu béhem kancerogeneze.

Spinocelularni karcinomy dé&lozniho ¢ipku vychézejici z metaplastického skvamoézniho epitelu jsou
charakterizovany velmi Sirokym spektrem cytokeratinové exprese. Prevazuji zde cytokeratiny vrstevna-
tého epitelu, zejména cytokeratin 13 a 17, navic je zde vydatna exprese cytokeratini charakteristickych
pro jednoduché epitelie, tedy cytokeratinu 8, 18 a hlavné 19. Tato koexprese jednoduchych cytokera-
tind je vyraznéj$i u nizce diferencovanych spinaliomi. Jak bylo uvedeno dfive, podobna je situace u
spinaliomi plicnich.
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Prostatické zlazky exprimuji cytokeratiny jednoduchych epitelii 8, 18 a 19, slabé reaguji protilatky
namifené proti cytokeratinu 5. Adenomatdzni hyperplézie a neoplazie jsou rovnéz doprovazeny expresi
keratinti tohoto typu, avSak zvlastni pozornosti se t&si protilatky proti cytokeratinim o vyssi moleku-
lové vaze, tzv. HMW keratintim, na pf. 34 — 8 — E12 (Enzo Biochemicals). Tyto keratiny se vyskytuji
typicky v basélnich bunkach prostatickych zlazek, a jejich prikaz snadno odhali hyperpléazii basalnich
bunék, zatimco v prekancer6zéch bazalnich bunék ubyva a v adenokarcinomu zcela chybé&ji. U nékterych
benignich a semimalignich — dysplastickych 1ézi (PIN) jsou HMW-pozitivni buiiky pfitomny, ale netvori
kontinuélni vrstvu. Za normalnich okolnosti bazalni bunky nemaji povahu myoepitelidlnich bunék, po-
stradaji imunoreaktivitu na S100 protein a na aktin hladkého svalu, mohou oviem vykazat myoepitelialni
metaplasii s pozitivni imunoreaktivitou na oba tyto antigeny, napi pfi sklerézujici adenoéze. Na rozdil
od sekre¢nich bunék neexprimuji prostaticky antigen ani prostatickou kyselou fosfatazu (protilatky proti
témto dvéma antigenim jsou metodou volby pfi patrani po metastazach karcinomu prostaty), avSak
aspon heterogenni obsahuji receptory na androgeny. Predstavuji asi multipotentni populaci pro vznik
norméalniho, hyperplastického i neoplastického epitelu. Nové&ji se pro detekci téchto bunék pouziva také
p63 (podobné jako u karcinomu mammy).

CD10 se ztraci ¢asné v prubéhu kancerogeneze a zpravidla chybi u karcinomii o nizkém score dle Gleasona
(3+3). Naopak high grade karcinomy jsou CD10 positivni (v€etné metastaz v lymfatickych uzlinach).

Ovarialni karcinomy z povrchového (celomového) epitelu exprimuji jednoduché cytokeratiny 8, 9, 18
a 19. Avsak cytokeratin 20 ¢ini délitko mezi mucin6éznim karcinomem na jedné strané a ostatnimi typy
na strané druhé: zatim co mucinézni karcinom jej exprimuje ve 100 % piipadii, ostatni viibec. Tim se
také jednoduse odlisi primérni nemucinézni karcinomy ovaria od metastaz karcinoma z GIT, zejména
zalude¢niho (Krukenbergtuv nador). Mucin6zni nadory secernuji kromé cytokeratini i EMA, CEA, a 75 %
malignich naddori i amylazu.

Serdzni ovaridlni nddory obsahuji kromé cytokeratini i EMA a S100 protein, maligni nékdy i vimentin
a GFAP. Dale exprimuji glykoproteiny, na které se vazou lektiny. Mesonefroidni adenokarcinom kromé
keratinti exprimuje ¢asto i Leu-M1.

Endometrialni adenokarcinomy exprimuji jednoduché cytokeratiny 7, 8, 18, 19, v 65 % pripadi
vimentin a v piipadech dlazdicové metaplazie i CEA. VétSinou lze prokazat i pfitomnost receptorii na
estrogeny a progesteron. Existuje vSak nepfima timérnost mezi expresi p53 a piitomnosti receptortii na
steroidni hormony. Casty je nalez mutaci c-Ki-ras genu.

Epidermis bylo jiz uvedeno, Ze z cytokeratinti charakteristickych pro vrstevnaté epitely je cytoke-
ratin 1 pfitomny v rohovéjici epidermis. TéZ spinocelularni karcinomy kozni ¢asto exprimuji tento po-
lypeptid, svédéici pro omezenou terminalni epidermoidni diferenciaci. Konstantné se u nich vyskytuji
keratiny 5 a 14. Na rozdil od bazaliomt jsou u diferencovanych spinaliomi pfitomny i keratiny 6 a 16.
KozZni veruky a prekancerézy nelze od karcinomi odlisit expresi cytokeratini: epidermalni hyperkeratozy
s akantézou i prekancerézy exprimuji CK 1, 5, 6, 14, 16 a 17, tedy v podstaté stejné jako diferenco-
vané spinaliomy. U nizce diferencovanych spinaliomt v8ak pfistupuje (u ¢asti bunééné populace) exprese
cytokeratinti charakteristickych pro jednoduché epitely, coz bylo nalezeno i u m. Bowen. U nizce dife-
rencovanych karcinomi mutze byt prokazan i vimentin. Na rozdil od bazaliomt exprimuji spinaliomy i
vazebné antigeny pro Uler europaeus. Bazaliomy silné exprimuji cytokeratiny bazalnich keratinocytt 5
a 14 a s nimi keratin 17, charakteristicky pro zevni epitelidlni vlasovou pochvu. Nikdy vSak cytokera-
tiny 1, 10 a 11 a velmi zfidka EMA, CEA a involucrin. Vé&tsina bazaliomi se pozitivné znézorni reakci
na BerEP4.

Cytokeratin 5 je vhodny pro priikaz spinocelularnich karcinomu (je pozitivni i u méalo diferencovanych
forem), dale pro prikaz mesoteliomt, myoepitelidlnich bunék prsu, bazalnich bunék prostaty, thymomt,
tumort slinnych zlaz. Negativni byva u adenokarcinomi plic, jater, tlustého st¥eva, zaludku, prostaty,
karcinomu ze zarode¢nych bunék a stitné zlazy.
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Extrammarni Pagettiv karcinom vykazuje v celém rozsahu pozitivni reaktivitu se Sirokospektrymi
protilatkami proti keratinim, avSak Pagetovy buiiky lze selektivné znazornit protilatkami proti kera-
tinu 18 (a obsahuji i keratiny 7, 8 a 19); pozitivni je i CEA a GCDFP-15. U podobné pagetoidni
Bowenovy choroby jsou dysplastické keratinocyty CK7- a positivni na p16.

U karcinomu z Merkelovych bunék jsou s cytokeratiny jednoduchych epitelii, avSak zejména s cyto-
keratinem 20, ktery je pritomen vzdy, koexprimovéany i antigeny neurofilament.

Adnexalni zlazy exprimuji jednoduché cytokeratiny 7, 8, 18 a 19, a navic 5, 14 a 15. Ekrinni porom
kromé cytokeratini pravidelné exprimuje téz EMA, ¢imZ se snadno odlisi od basaliomu a seboroické
keratozy. Ekrinni akrospirom (spiradenom) reaguje pozitivné na keratin, EMA, CEA, S-100 protein a
vimentin. SmiSeny nador ma v buiikidch uvnitf nebo kolem lumin cytokeratiny, EMA a CEA, vné&jsi
bunééné vrstvy reaguji na vimentin, S-100 protein, NSE a nékdy i GFAP. Ekrinn{ cylindrom vychéazi
z intradermalnich tseki vyvodu potnich zladzek, a také exprimuje odpovidajici keratiny.

Epitelialni slozka mlééné Zlazy , duktalni i lobularni, je tvofena dvéma typy bunék: vnitinim epi-
telem sekreénim a zevnimi myoepitelidlnimi buiitkami. Spolehlivymi markery sekre¢nich bunék jsou cyto-
keratiny 18 a 19, EMA, HMFG antigen a laktalbumin. Myoepitelidlni buiiky obsahuji keratin 14, avSak
lepsim markerem je aktin, pfipadné S100 protein a HMW cytokeratin. Novéji v8ak jsou tyto markery
nahrazovany specifi¢t&jsimi markery, jako SMMHC (smooth muscle myosin heavy chain, cytoplasma),
calponin (cytoplasma) a p63 (jadra).

Rozpoznani sklerozujici adendzy velmi usnadni prikaz aktinu v myoepitelidlnich bunkach a pFitomnost
bazalni membrany (laminin, kolagen IV) kolem tubulii. Podobné poznani adenomyoepitelialni adenozy
usnadni znazornéni S100 proteinu v myoepitelidlnich bunkach. Duktdlni hyperplazie pii fibrocystické
nemoci je charakterizované silnou imunoreaktivitou na HMW cytokeratin spojenou se slabsi reakci na
S100 protein. In situ duktdlni karcinomy komedonového typu vétsinou postradaji v postizenych tsecich
myoepitelidlni buiiky a také v papilarnich in situ karcinomech zpravidla myoepitelidlni buiiky chybé&ji.
Lobuldrni karcinomy in situ stejné jako invazivni karcinomy exprimuji cytokeratiny jednoduchych epitelif
(7, 8, 18, 19,), dale EMA a HMFG, a v 60% i S100 protein. Reakce na aktin hladkého svalu ukaze
rezidualni myoepitelidlni bunky pfi bazalni membrané. V neporusené bazalni membrané 1ze kontinualné
prokazat laminin a kolagen IV.

Problematické byva odliSeni tubularniho karcinomu a rtznych forem adenoézy (zejména mikroglandu-
larni). Mikroglandularni aden6za postrada myoepitelialni buiniky, je v8ak pozitivni na S100 protein a
kolagen IV. U tubularni a sklerézujici adendzy jsou myoepitelidlni bunky pfitomny a reakce na S100
protein a kolagen IV. je negativni. Tubularni karcinom je negativni na vSechny tyto tii markery.

Antigeny proti myoepitelidlnim buiikdm se uplatiiuji i pfi diagnoze vzacnych myoepitelidlnich karcinomii.

Pii rozligent duktdlnich a lobuldrnich karcinomd se uplatiiuje e-cadherin (pozitivni v duktalnich butikach).
V duktalnich karcinomech je pozitivni také CEA.

V metastdzdch mammdrniho karcinomu je pozitivii GCDFP-15 (gross cystic disease fluid protein), ktery
neni pFilis specificky. Vétsina tumord mammy je pozitivni na CK7, pozitivita na CK20 je variabilni, zpra-
vidla slaba. Diagnosticky vyznam prukazu estrogennich a progesteronovych receptort je nizky, prikaz
se déléa spiSe v ramci planovani terapie.

Invazivni duktalni karcinomy exprimuji — stejné jako karcinomy lobularni — keratiny jednoduchych
epitelii, EMA, HMFG, dvé tfetiny téz CEA a laktalbumin. Malé procento téchto karcinomi reaguje
na vimentin, GFAP, avSak 10 az 45 % je pozitivnich na S100 protein. Tato imunoreaktivita metastaz
v axilarnich uzlinach stejné jako pozitivni reaktivita s protilatkou HMB45 miiZe byt zdrojem mylné dia-
gnoézy maligniho melanomu. Ten vSak nereaguje s protilatkami proti cytokeratinim. Od intraduktalnich
karcinomt in situ lze infiltrativni karcinomy odlisit i nepfitomnosti ¢i diskontinuitou bazalni membrany.

Vyznam prukazu overezprese HER-2/neu (produkt c-erb-B2 genu) je dvoji: pfedpokladana odpoveéd
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na chemoterapii je u pozitivnich pacientek lepsi a déle tyto pacientky budou lépe reagovat na terapii
protilatkou, blokujici tyto receptory.

Nediferencovany karcinom nazofaryngu pfedstavuje nékdy diagnosticky problém, imunohistoche-
mie pomiZe pozitivni reaktivitou na keratiny 7, 8 a 19, pfipadné pfitomnosti EMA. (Lymfoidni populace

ma prokazatelné znaky B anebo T bunék.)

6.3.2 Vyznam detekce cytokeratinii pro bioptickou diagnostiku

Vyznam detekce cytokeratini pro bioptickou diagnostiku je tedy dvoji: znalost exprese
ur¢itého typu cytokeratini piisluSnym epitelem ¢i odvozenym nédorem usnadni volbu
protilatky nebo smési protilatek, které s témito keratiny reaguji. Avsak patolog si jesté
castéji klade otazku, zda studovand tkdn nebo nddor vibec exprimuje keratin ¢ nikoli,
tedy zda se jedna o epitel ¢i epitelidlni nador. V podobnych piipadech 1ze doporucit pouzit

-----

nebo i protilatek polyklonélnich.

Bylo jiz uvedeno, Ze cytokeratiny vS8ak nejsou stoprocentné tkanové specifické, tedy nejsou omezeny na
epitel. Vétsinou se v téchto piipadech jedna o koexpresi s jinymi stfednimi filamenty, zejména s vi-
mentinem a exprese keratinii v téchto nadorech nikdy nebyva homogenni a velmi intenzivni. Uvedené
skutecnosti by se nemély stati zdrojem skepse vii¢i diagnostice. Kromé exprese daného antigenu (cytoke-
ratinu) histogeneticky odlisnymi buiikami miize byt pramenem nespravné interpretace i sdileni uré¢itého
epitopu riznymi antigeny v odlisnych tkanich (zk¥iZzena reaktivita), ale i difuze a fagocyto6za molekul
nebo jejich degradaénich produktt nesoucich epitop. Ta nastava zejména v nékterych nddorech a zdaleka
se netyka jenom cytokeratini nebo stfednich filament. Pavodni simplifikujici pfedstavy o absolutni tké-
fiové specifité stfednich filament dale méni skutecnost, Ze cela Ffada epitelidlnich tkani a jejich derivata
exprimuje kromé cytokeratini i dalsf stfedni filamenta, jak jiz bylo uvedeno vySe (malobun&ény karcinom,
karcinoid a dalsi). Protilatek proti jednotlivym cytokeratinim i proti riizné Sirokym jejich spektriim je
k dispozici cela fada. Proti jednoduchym keratinim jsou zaméfeny oblibené protilatky CAM 5.2 proti
cytokeratinim 7 a 8, (nikoliv 8, 18 a 19, jak je v literatufe opakované mylné opisovano), C04 a DC10
(cytokeratin 18), Bal7 a A53-B/A2 (CK19). Protilatka 34 — 8 — E12 reaguje s cytokeratiny vy3$si mole-
kulové vahy, tzv. HMW cytokeratiny (1, 5, 10, 14) — viz vySe. Ze smési protilatek proti sirokému spektru
keratint jsou znamé AE1/AE3 (AE1 reaguje s cytokeratiny 10, 14 — 16, 19, zatim co AE3 s cytokeratiny
1 - 8), nebo smés monoklonalnich protilatek zvana Anti-pancytokeratin (C11, PCK-26, CY-90, KS-1A3,
M20 a A53-B/A2).

Epitelialni membréanovy antigen (EMA) se nachazi na luminalnim povrchu epitelii a dobfe/stfedné di-
ferencovanych karcinomi. Kromé toho vSak reaguje i s mesoteliomy, meningeomy, nékterymi malignimi
lymfomy a mesenchyméalnimi nadory, napf. epiteloidnim sarkomem mékkych tkani (viz i cytokeratiny).
Tyto a jiné zkfiZené reakce je nutné brat jako fakta, ¢asto vysvétlitelnd komplikovanym diferenciaé¢nim
procesem.

Onkofetalni antigeny, karcinoembryonalni antigen (CEA) a a—fetoprotein (AFP), maji tu
spole¢nou vlastnost, Ze jsou exprimovany fetalnimi tkanémi, zatimco v diferencovanych tkanich se na-
chézeji v daleko nizs§im mnozstvi. V pribéhu neoplazie pak dochézi k derepresi genu a obnovené silné&jsi
imunoreaktivité. Epitely jsou od pfiléhajicitho vazivového stromatu oddéleny bazélni membrénou, je-
jiz komponentami jsou kolagen 4 a laminin. Protoze jejich imunohistochemicka detekce muze odhalit

nepravidelnosti ¢i diskontinuitu bazalnich membran, bylo zcela logicky patrano po uzite¢nosti jejich zna-
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zornéni p¥i podezieni na pocinajici mikroinvazi karcinomu. Av8ak v metastédzach nékterych malignich
nadort v lymfatickych uzlindch se kolem nadorovych bunék nebo bunéénych skupin vytvareji slozky
vlastni bazalni membrany — kolagen IV a laminin, coz mtze byt prospésné pri patrani a prikazu me-
tastaz. Detekce téchto antigenti se uplatni i pfi diferencidlni diagnostice germinélnich nadort ovaria a

varlete.

6.4 Vimentin a mezenchymalni derivaty

Vimentin je ve vyzralych a diferencovanych tkanich stfednim filamentem pojiva, deri-
vatl mezenchymu a mezoblastu, tedy vaziva, chrupavky a kosti, elementt krevnich fad
a endotelu. I kdyZ je vimentin stfednim filamentem pojiva, je v prubéhu ontogeneze

2~

exprimovan i v dalSich typech tkani a tento diferencia¢ni program se pak obrézi i u
patologickych derivata téchto tkani, véetné nadort.

V neuroektodermu je vimentin prekurzorem GFAP u gliovych elementii i pfedchiidcem neurofilament u
neuroblasti. Ve zralych astrocytech je pak s GFAP koexprimovén, zatim co v neuronech nikoliv. Jeho
exprese predchazi v pribshu ontogeneze svalové tkani expresi desminu. Zvlast Casta je koexprese vi-
mentinu s cytokeratiny béhem histogeneze, v diferencovanych epitelech a jejich nadorovych derivatech u
celé fady organt. Napf. v né€kterych entodermalnich epiteliich bronchidlniho stromu se u 10-ti tydennich
embryi koexprimuje vimentin s cytokeratiny a tuto koexpresi lze prokazat i ve skupinach epitelidlnich
bungk novorozenecké i postnatalni plice. Koexprese vimentinu v karcinomech ledviny (nejenom u jeho
sarkomatoidni formy) byla popséna opakované. V neonatalnim endometriu exprimuje vimentin ¢ast zla-
zovych bunégk, v korporalnim endometriu dospé&lé Zeny je to jiz 80 %. Také endometridlni adenokarcinomy
vykazuji pfitomnost vimentinu v padesati az Sedeséti procentech pripadi. Naproti tomu endocervikalni
zlazky ani z nich odvozené karcinomy neobsahuji vimentin.

Je tedy zfejmé, ze derivaty jednoho embryonalniho organu (Miillerova vyvodu) v ur¢itém tseku vimen-
tin koexprimuji, v jiném zase nikoliv, i kdyZ si vSude podrzuji epitelidlni strukturu. Stitna 7laza vznika
invaginaci spodiny primitivniho faryngu jako traméina, ktera se pak za interakce s okolnim mesenchy-
mem prestavuje ve folikly. Vimentin je ve folikularnich buiikdch koexprimovan s cytokeratiny ve fetalni,
neonatalni i dospélé stitné zlaze, stejné jako v nékterych v karcinomech (zejména papilarnich), které z ni
vychézeji. Exprese vimentinu byla téZ zaznamenéana v karcinomech mammy, hepatocelularnich karcino-
mech, cholangiocelularnich karcinomech, spinaliomech délozntho ¢ipku, karcinoidu a paragangliomech,
ovarialnich karcinomech a pleiomorfnich adenomech slinnych Zlaz. Koexprese vimentinu nebyla zjisténa
ve vétsiné adenokarcinomu tlustého i tenkého stieva, zluéniku a prostaty, v nadorech ze zarode¢nych
bunék (seminomy a dysgerminomy), avSak vimentin byl nalezen v mesenchymalnich slozkach teratom,
loziskovité i v embryonélnich karcinomech. O vysokém procentu koexprese cytokeratind s vimentinem u
epiteloidnich sarkomi jiz byla zminka stejné jako u mesoteliomi, kde imunoreaktivita na vimentin méa
intenzitu srovnatelnou s reaktivitou na cytokeratiny. Koexprese vimentinu s cytokeratiny zna¢né snizuje
vyznam detekce vimentinu k odliSeni epitelidlnich tkani a jejich derivatti od mezenchymaélnich.

Detekce vimentinu v8ak je, jak jiZz bylo uvedeno, vyznamné ve tkanich, kde je jedinym stfednim filamen-
tem. Na trhu je k disposici fada protilatek, které se vazou na epitop odolny vici formolové fixaci a zaliti

do parafinu.

6.5 Antigeny krevnich elementi a endotelii

K pojivovym tkanim nalezi i krevni elementy a endothelie: analyza membranovych mo-
lekul vyzravajicich bunék imunitniho systému s pomoci monoklonalnich protilatek vedla
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k podrobnému sestaveni jejich exprese v jednotlivych vyvojovych stadiich. Povrchové
antigenni molekuly lymfocyti, leukocyt a endotelii jsou zafazeny do skupin-shluki na-
zyvanych CD (cluster of differentiation) a oznaceny poradovym ¢islem. Toto oznaceni se
v8ak vztahuje i na protilatky rozeznavajici tyto antigeny.

CD34 antigen (human progenitor cell antigen) je protein o MW. 115 kD, koédovany ge-
nem na chromosomu 1lq a exprimovany na povrchu hemopoetickych kmenovych bunék
lymfoidni a myeloidni fady v kostni dfeni a u nékterych akutnich leukemii. Byl v8ak iden-
tifikovan i ve vaskularnich endotheliich, dendritickych butikich dermis a v endoneuriu.

Z pluripotentni kmenové bunky CD34+ se vyviji kmenova bunika zadana k vyvoji v lymfoidni vétev,
ktera nese terminéalni deoxinukleotidyl transferdzu (TdT). Jesté v kostni d¥eni je mozno na buiikach,
které migruji do thymu, nalézt vedle TdT téZz molekulu CD7, kterou si T lymfocyt podrzi po celou
dobu vyvoje. Prvni povrchovou molekulou, kterou T buiiky ziskdvaji v mikroprostfedi thymu je CD2.
To je adhezivni molekula, jejiz ligandou je LFA-3 (CD58). Spolu s molekulou CD3 patii mezi tzv. pan-
T lymfocytarni povrchové molekuly, které se nachazeji na vSech T lymfocytech periferni krve. Povrchovy
komplex CD3 je asociovany s receptorem pro antigen na T lymfocytech a pfenasi z ného aktiva¢ni signaly
do nitra butiky. Dalsimi vyznamnymi povrchovymi molekulami T lymfocyti jsou CD4 a CD8. V priibéhu
vyvoje v thymu prochazi ¢ast vyzravajicich thymocytt stadiem, kdy jsou exprimoviny soucasné obé
molekuly, a potom se v8ak tyto bunky diferencuji bud v CD4 anebo v CD8. Tyto dva typy predstavuji
prevaznou vétsinu lymfocyti kolujicich v periferni krvi. Molekula CD4 je funkéné induktorové, pomocna

(charakterizuje ,helpery*), molekula CD8 je funkéné tlumiva, cytotoxickd (charakterizuje ,supresory").

Pro imunohistochemickou diagnostiku ma velky vyznam tzv spolecnyj leukocytdrni antigen
(leucocyte common antigen, LCA). Pfedstavuje rodinu péti ¢ vice glykoproteini o vyssi
molekulové vaze (MW 180, 190, 205 a 220kDa), pfitomnych na povrchu vétsiny lidskych
leukocytt. Proti jejich epitoptim byla pripravena fada protilatek, vét§inou pouzitelnych ve
formol-parafinovém materialu. Diferenciace kmenovych bunék B fady zac¢ind v priubéhu
osmého tydne gestace, kdy kmenové buinky putuji ze zloutkového vacku do fetalnich
jater, pozdéji se B lymfocyty diferencuji v kostni dieni. Vyvoj B bunék se déje pies
rfadu stadii, které se daji postihnout z¢asti morfologicky, nejlépe vak na zakladé exprese
membranovych molekul.

Pro-B lymfocyty exprimuji (krom& HLA-DR) antigeny CD10 a CD34, dale CD19 a CD22, pre-B bunky
CD9, 10, 19, 20, 22, 24 a 37. Nezralym B lymfocytam chybéji na rozdil od piedchozich CD9 a CD37,

avSak jiz exprimuji povrchové imunoglobuliny stejné jako zralé B lymfocyty.

Zralé B butiky jsou charakterizovany piitomnosti CD19, 20, 21, 22, 24, 37, aktivované
B lymfocyty kromé toho exprimuji téz CD 23 a CD 25. Zastoupeni populace B lymfocyta
v periferni krvi se urcuje podle pifitomnosti pan-lymfocytarnich znaki, nejcastéji CD19
a CD20 s omezenim, Ze nejsou exprimovany na plasmatickych buiikach (ty nesou znak
CD38 a CD138). Normalni zastoupeni B lymfocytu v periferni krvi ¢ini asi 10%. CD
znaky charakterizujici B lymfocyty jsou zpravidla p¥itomny i na B non-Hodgkinskych
malignich lymfomech a leukemiich (napf. B-CLL). CD znaky plasmocytu jsou pfitomny
i na jejich neoplasiich (plasmocytom).

Schopnost fagocytézy maji dvé bunééné populace: granulocyty a buiitky monocytomakrofagové linie.
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Nejmladsi buniky zadané ve vyvoj v myeloidni vétev nesou povrchové molekuly CD33 a CD13. Zralé
elementy nesou i CD15.

K identifikaci T lymfocyti a T lymfomd je oblibend monoklonalni protilatka UCHL-1 (CD 45RO) po-
uzitelnd v nativnim i formolparafinovém materidlu. Reaguje s CD4 i CD8 pozitivnimi lymfocyty, ale i
s granulocyty a monocyty. Normalni B lymfocyty jsou negativni, aviak 10 % B lymfomu reaguje pozi-
tivné. Negativné reaguji vSechny nelymfoidni tkdné a jejich nadorové derivaty.

Z populace T lymfocyta zasluhuji zminku pfedevsim skupiny CD4 a CD8. CD4 antigen slouzi ve své
membranové komponenté jako receptor pro molekuly MHC druhé t¥idy, ale i pro HIV. Tim se da vysvétlit
selektivni tropismus viru pro CD4 T lymfocyty. Cytoplasmatickd ¢ast molekuly je asociovana k p56
tyrozin-kinéze. Glykoprotein o MW 59 kDa je pfitomen na membrané T bunék subpopulace ,helperd” ¢i
induktort a ve vétsiné koznich T lymfomu véetné mycosis fungoides. CD4 antigen lze nalézt i v nékterych
piipadech akutni lymfoblastické T leukemie a T lymfomu (v poslednim pfipadé spolu s CD8 antigenem).
CD4 T lymfocyty jsou pfitomny i ve sliznici stfeva.

CD8 antigen o MW 32kDa je pfitomen na supresorovych & cytotoxickych lymfocytech. CD8 slouzi jako
receptor pro molekuly MHC prvni t¥idy. Jeji cytoplasmaticka ¢ast je téZ asociovana k p56 tyrozin-kinéze.
Supresorové-cytotoxické T lymfocyty zaujimaji v periferni lymfatické tkani jenom 15 az 20 % buné¢k v
T zoné (interfolikularni oblasti), avSak az 80% T bunék v kostni dfeni a stfevnim epitelu. V thymu
nese CD8 naprosté vétSina kortikalnich thymocyti a 30 % drenovych ve slezing kromé supresorovych
lymfocytu reaguji pozitivné i T buiiky lemujici siny.

Hodgkiniv ML je charakterizovan klonalni proliferaci B lymfocytd, méné ¢asto T bunék obklopenych
kolisavym poc¢tem zané&tlivych elementii a fibrosou. Pro diagnézu klasického Hodgkinova ML je charak-
teristicka exprese antigenu CD30, patiictho ke skupiné tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF). RS buiky
téz exprimuji CD40 antigen charakteristicky pro zarode¢na centra B bunék. jehoZ aktivace inhibuje apo-
ptoézu. Dalsim znakem RS bunék v klasickém Hodgkinové ML je exprese CD15, ktery lze odhalit ve
vétsiné pripadt protilatkou Leu M1.

6.6 Endotelialni markery, antigeny krevnich skupin

Jiz zminény Faktor VIII related antigen (F VIII, von Willebrand factor) je produkovéan
endotelidlnimi buiikami a megakaryocyty. Je-li endothel aktivovan (napf. cytokiny), zacne
béhem kratké doby produkovat prostaglandiny, adhezni molekuly a dalsi proteiny. Jeho
funkce je dvoji: za prvé, vytvaii komplexy s antihemofilickym faktorem zndmym jako
koagulac¢ni protein faktor VIII. Za druhé, jeho adhezni molekuly se uplatiuji pii agregaci
krevnich desticek. Pacienti, kterym tento faktor chybi, jevi hemoragickou diatézu znamou
jako von Willebrandiv syndrom. Antigen je vazan na Bierbeckova granula a byl nale-
zen v endotelu lymfatik, lymfangiomech a loziskovité i u Kaposiho sarkomu. Vyskytuje
se v benignich i malignich cévnich lézich a nédorech. Je konstantnim markerem benig-
nich a semimalignach cévnich nadorti, avSak jen v nizkém procentu piitomen u nizce
diferencovanych angiosarkomr.

Dalsim jiz jmenovanym antigenem je CD34, pfitomny v naprosté vét§iné cévnich nadort, Casto ve vyssi
frekvenci nez Faktor VIII. O jeho vyskytu mimo krevni elementy a endotelie jiZz byla zminka.

Koneéné asi nejvyhodnéjsim antigenem endotelu je CD31, jehoZ exprese zlistava zachovana i u vétsiny
angiosarkomii.

Antigeny krevnich skupin téZ nalezi mezi endotelidlni markery. Je to skupina vétvenych uhlohydrato-

vych Fetézcu pritomnych na povrchu v8ech bunék, ale tradi¢né jsou spojovany s erythrocyty, kde urcuji
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skupinovou kompatibilitu. Tyto antigeny jsou odvozeny od spoleéného prekursoru, ktery je modifiko-
van pfitomnosti urcitych alelickych gent. V pfitomnosti H genu je prekursor konvertovan v H antigen,
charakterizujici osoby se skupinou 0. V pfitomnosti genu A nebo B se H substance dale méni a dava
vznik A nebo B antigenu. Imunocytochemicky vyznam téchto izoantigent spo¢iva v tom, Ze imunologické
nebo neimunologické vazby na tyto glykoproteiny mohou pfispét k identifikaci endotelu. Exprese ABH

izoantigent byla u zjisténa adenokarcinomii a epiteloidnich mesotheliomd.

6.7 Histiocytarni markery, histiocytozy

Monocyty periferni krve daji vzniknout fadé tkanovych makrofagt (histiocytii) a dendri-
tickym bunikdm. V uzlindch se nachézeji v sinech a v parenchymu.

Byly popséany aspofi ¢tyfi druhy mononuklearnich dendritickych bunék a makrofagt: folikuldrni dendri-
tické buniky v centrech folikuld, interdigitujici buiiky v parakortexu uzlin, Langerhansovy buiky v kuzi
a Fada typi makrofagi v mnoha lokalizacich. Uvedené elementy nélezely do kontextu retikularné en-
dothelialntho (Aschoff) resp. retikularné histiocytarnitho ¢ monocytarng fagocytarniho systému. Jejich
tikolem je fagocytoza, uklidové reakce, bariérové funkce a tvorba kolagenu, u nékterych jsou tyto funkce
potlaceny a do popfedi vystupuje navozeni imunitnich reakci, schopnost prenaset antigen a predkladat
jej lymfatickym tkanim.

Pivodné byly za markery histiocytii pokladany o — 1—antitrypsin (A1AT), o — 1—anti chymotrypsin
(A1ACT) a lyzozym (muramidéza), které lze skuteéné prokazat ve vétSing histiocytarnich elementi,

avSak celd fada zkfizenych reaktivit s jinymi tkdnémi, napt. s epitely, snizila vyznam jejich detekce.

Antigen CD68, charakteristicky pro histiocyty a makrofigy, je glykoprotein o MW 110 000
lokalizovany intracytoplasmaticky. Protilatky proti tomuto antigenu oznacuji makrofiagy
v fadé organi, jako Kupferovy buniky v jatrech a makrofagy ve slezinég, st¥evé, plicich a
kostni dieni. Protilatky proti CD68 reaguji i s buitkami monocytéarni a myelomonocytéarni
leukemie avSak jen s nékterymi proliferujicimi elementy akutni myeloidni leukemie.

Naproti tomu antigen prezentujici buiikky — Langerhansovy, interdigitujici a folikulérni
dendritické bunky s protilatkami proti CD68 nereaguji. Dendritické bunky jsou stalou
sou¢asti nejruznéjsich tkani (dendritické rezidentni buiiky), ale nemaji konstantni sadu
markert: S100 protein pozitivni jsou prakticky jenom Langerhansovy X-buinky.

CD34 pozitivni jsou dendritické bunky v fadé tkani. Pfitom CD34 pozitivita vyluéuje S100 pozitivitu
a naopak. V epidermis se vyskytuji i non-X butiky, které jsou CD34 pozitivni. Endotelidlni elementy se
vyznacuji zejména pozitivni reakci na faktor XIIIa a faktor VIII.

Histiocytoza X (nynf oznac¢ovana jako Langerhans cell histiocytosis) je charakterizovana heterogenni lym-
foretikularni proliferaci (také eosinofily, neutrofily, lymfocyty, plazmatické a zirné buiiky) a pfitomnosti
Langerhansovych bunék, které reaguji silné s protilatkami proti CD1, CD4, HLA-DR a S100 proteinu,
avSak nereguji s protilatkami proti CD68.

Histiocytarni medulérni retikuléza asi neni klinicko-patologickou jednotkou, spiSe syndromem. Ukazuje
se, ze nékteré takto popsané piipady patii ke Ki-1 malignimu lymfomu, jiné k perifernimu T lymfomu

(s erytrocytofagii nebo bez ni).
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6.8 Svalova tkan

Cytoskeletalni desmin je stfednim filamentem svaloviny. Nékteré isoformy aktinu a k nim
asociované nebo vazebné proteiny (myosin) jsou charakteristické pro jednotlivé svalové
tkané. Dystrofin (s asociovanymi proteiny) je soucasti membranového cytoskeletu sva-
lového vlakna. Myoglobin je hemovy protein, ktery vaze kyslik pfitomny v kosternim a
srde¢nim svalu.

Desmin je polypeptid, ktery ma nehelikilni aminoterminéalni hlavovu ¢ast a karbo-
xyterminélni koncovy tsek, které spojuje stfedni, alfa helikdlni doména s asi tfemi sty
aminokyselin. Desmin je stfednim filamentem hladkého, kosterniho a srde¢niho svalstva
i neoplastickych derivati svalové tkané. AvSak incidence a intensita imunoreaktivity u
téchto nadori je zna¢né variabilni.

Zejména u leiomyosarkomt je udavano 0 az 85 % pozitivnich nélezti, avsak tyto tidaje zahrnuji i stro-
malni naddory GIT. U ostatnich je tato positivita mnohem vyssi, nejvyssi u leiomyosarkomi déloznich
a nasleduji LMS mékkych tkani. U rhabdomyosarkomt se udava rozpéti 35 — 100 % s priimérem 78 %.
Imunoreaktivita na desmin je takika absolutni pro alveolarni a embryonalni podtypy a muze byt dia-
gnosticky rozhodujici pro nizce diferencované rhabdomyosarkomy. Naproti tomu imunoreaktivita u plei-
omorfni formy neni dostate¢né zhodnocena, zfejmé pro jeji raritni vyskyt. U leiomyomt mimo GIT a u
v8ech rhabdomyomt je imunoreaktivita na desmin prakticky stoprocentni.

Desmin se nevyskytuje v myoepitelidlnich butikich, ale zkiiZena reaktivita na desmin (viz za¢atek této
kapitoly) byla popsana v retikularnich bunikach lymforetikularnich tkani, v endometrialnich stromalnich
butikach, podocytech, fetdlnich mesotheliich, ve stromalnich bufikach fetalnich ledvin, v choriovych kl-
cich a v pupe¢nim provazci. Exprese desminu v néddorech nesvalového ptivodu je rovnéz znama, i kdyz
v nevysokém procentu. Myofibroblast, ktery se rychle dokdZe pfeménit v myoidni (kontraktilni) nebo
fibroblastickou (syntetizujici) formu exprimuje desmin jen v nékterych fazich téchto bunééné-typovych

prechodi. Tyto prechody jsou téz spojeny s expresi jiného typu aktinu.

Aktin je vyznamnym proteinem vSech Zivych bunék a je potfebny pro radu funkci
jako zmény bunééného tvaru, pohyb buiiky a ucast pfi bunééném déleni. Spojeni mezi
aktinem a membranovou slozkou cytoskeletu posiluji a tvaruji plazmatickou membranu.
Aktin patfi k nejkonzervativnéjsim proteintim eukaryont a je u savct a ptaka exprimovan
v Sesti izoforméch.

Existuji tyto specifické izoformy aktinu:

e a—aktiny jsou pfitomny ve svalovych buiikach
e «o— a y— aktin jsou v hladkém svalu
e «— kardidlni a a—skeletalni aktin v srdeénim a kosternim svalu

e (3— a «y— aktiny prevazuji v nesvalovych buiikich

Aktin v cytoplazmé existuje ve dvou polymeriza¢nich stavech: nepolymerizovany G-aktin a polymerizo-
vany F-aktin.

Proteiny, které se vazi na aktin nebo asociované proteiny s aktinem, jsou na rozdil od vysoce konzer-

vativnich aktina variabilni a ¢asto tkanové specifické. Existuje jich nékolik skupin: nékteré zasahuji do
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polymerizace aktinu, jiné pfipojuji aktin k dalgim filamenttim a strukturam. Myozin je hlavnim kontrak-

tilnim proteinem kosterniho svalu asociovanym s aktinem a pat¥i mezi molekularni bunééné motory.

Myoglobin je hemovy protein, ktery véaze kyslik pfitomny v kosternim a srde¢nim
svalu. Nen{ pfitomen ve hladkém svalu, a tedy je v tomto sméru uzite¢ny k imuno-
diagnostice 1éz{ kosterniho svalu, nejcastéji rhabdomyosarkomu, i kdyz k jeho detekci
miZeme pouZit i jinych antigeni (desmin, myosin, aktin).

Dystrofin a asociované proteiny (dystrofin glykoproteinovy komplex, DGC) jsou proteiny zpev-
fiujici sarkolemmu p¥i pohybu svalovych vladken. Dystrofin je longitudinalni molekula, kterd se vaze
k aktinu svou aminoterminédlni doménou a ke glykoproteinu tvoficimu soucést plasmatické membréany
(B—dystroglykan) se vaZe svoji karboxyterminalni a cysteinem bohatou doménou. Dystrofin tedy vytvari
spojnici mezi kontraktilnim cytoskeletonem a povrchovou membrénou, ktera je na druhé strané ukotvena
v extracelularni matrix (laminin). Jeho priikaz je cenny v diagnostice tzv dystrofiopatii — Duchennovy a
Beckerovy svalové dystrofie. Také identifikace asociovanych proteint (merosin, sarkoglykany a dalsi) i né-
kterych jadernych membranovych proteint (emerin, lamin A/C) se uplatiuje v diferencialni diagnostice

svalovych dystrofii.

6.9 Nervova tkan

Neurofilamenta nejsou pritomna v prvotnich zakladech neuroektodermalnich struk-
tur. Stfednim filamentem elementit medularni (neuralni) trubice pfed a v pocatcich jejich
diferenciace na neuronélni a gliovou fadu je vSak vimentin, ktery je pozdéji u zrajicich
a zralych elementt neuronalni fady vystiidan neurofilamenty, u glie glidlnim fibrilarnim
acidickym proteinem, GFAP.

Mezi neuroendokrinni antigeny patii synaptofyzin. Je to membranovy protein presyna-
ptickych méchyrka neuront. Nachézi se v nervovych bunkach centralniho i periferniho
nervového systému. Dalsim neuralnim markerem je chromogranin/sekretogranin, je to
skupina kyselych proteint piitomnych v matrix sekreénich granuli neuroendokrinnich
bunék.

Neurofilamenta se obvykle déli na t¥i skupiny, tézka (H — heavy), stfedni (M — middle) a lehka (L —
light, viz obrazek 13). Tyto podjednotky jsou v pribé&hu vyvoje nervového systému exprimovany v potradi
L-M-H a uvnitf neuront jsou razné distribuovany. Polypeptidy neurofilament jsou syntetisovany v perika-
ryich a potom prochézeji pomalym axonalnim transportem na periferii. Nadory vychézejici z gangliovych
bun&k — neuroblastomy (sympatoblastomy, meduloblastomy), ganglioneuroblastomy a ganglioneuromy
— obvykle exprimuji neurofilamenta v8ech t¥i skupin, vyjime¢né mohou chybé&t v neuroblastomech fila-

menta H.

Synaptofyzin patif mezi neuroendokrinni antigeny. Je to membranovy protein presy-
naptickych méchyfkt neuroni. Nachézi se v nervovych buiikidch centralniho i periferniho
nervového systému, i v buiikdch neuroendokrinnich. Také se ukazal jako velmi citlivy
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Helikalni tsek Kaudalni ¢éast

Obrazek 13: Schematickd reprezentace tii podjednotek neurofilamentového tripletu —
amino (N) terminalni oblast, oblast s a— helikdlnimi doménami a karboxyterminélni
¢ast. (LSP: aminokyseliny Lysin, Serin, Prolin) reprezentujici kaudélni oblast. Seriny
v téchto oblastech jsou substraty pro fosforylaci v axonalnich, ale ne dendritickych neu-
rofilamentech.

prostiedek k rozpoznani neuroendokrinnich nadort nejriznéjsich lokalizaci. Neuroblas-
tické nadory — neuroblastom, ganglioneuroblastom a ganglioneurom — i paragangliomy
obsahuji tento membranovy protein. Ov8em jen alkoholova fixace optimalné zachova jeho
antigen.

Chromogranin /sekretogranin predstavuji skupinu kyselych proteinii pfitomnych v ma-
trix sekre¢nich granuli neuroendokrinnich bunék. T¥i hlavni skupiny téchto proteint za-
hrnuji chromogranin A, chromogranin B a sekretogranin II. Chromogranin A je pfitomen

ve vétsiné neuro-endokrinnich bunék i nddora. Hladina chromograninu A v seru je vysoce
citlivy a specificky marker neuroblastomt.

Glialni fibrilarni kysely protein, GFAP je hlavnim stfednim filamentem neuro-
glie. Av8ak v nezralych gliovych elementech je — podobné jako u neurofilament — jeho
predchidcem vimentin, ktery je v8ak i ve vyzralych astrocytech i jejich nadorovych de-
rivatech s GFAP rozsahle koexprimovan. Mono- a polyklonélni protilatky proti GFAP
reaguji v centralnim nervovém systému s astrocyty a nékterymi skupinami ependymél-
nich bunék. V perifernim nervstvu reaguji pozitivné Schwannovy bunky, satelitni buiiky
a enterické glidlni elementy. Koexprese GFAP, vimentinu a cytokeratini byla popsana
u papilarniho meningeomu, v metastazach Grawitzova karcinomu a v pleiomorfnim ade-
nomu slinné zlazy. Koexprese s vimentinem byla zjisténa v chondrocytech epiglotis, ale i
ve vSech fetalnich a neonatalnich chrupavkach a v plicnich chondrohamartomech.

S100 protein je kysely protein velmi rozsifeny v centralnim i perifernim nervovém sys-
tému. Neni specificky pro nervovy systém: jak jiz bylo uvedeno, vyskytuje se v fadé ne-
nervovych tkani (tukova tkan). NejuZitecnéjsi je pti diagnostice nadori nervovych pochev
a melanogenniho systému. Je pfitomen ve schwannomech a neurofibromech. Pfitomnost
S100 proteinu je neocenitelna v rozpoznéani celuldrniho schwannomu, benigniho nadoru,
ktery mize byt zaménén za fibrosarkom nebo za maligni tumor nervovych pochev.
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Ve fibrosarkomu chybi S100 protein zcela, v malignim schwannomu je imunoreaktivita slaba a jen lo-
ziskovita, zatimco v benignim schwannomu je intenzivni a homogenni. S100 protein se nachazi i v tzv.
myoblastickém myomu (Abrikosoviiv nador, granular cell tumor) coz muze byt chapano jako jeden z do-
kladi jeho neurogenniho ptivodu. P¥itomnost S100 v melanomech muze byt uzite¢na pii identifikaci jejich

metastaz.

6.10 Melanogenni antigeny

Melanocytarni antigeny jsou charakteristické pro tu ¢ast neuroektodermalni populace,
kterd se diferencuje smérem k melanocytarnimu ¢ melanogennimu systému. K prvni
orientaci postaci pozitivni reakce na vimentin a S100 protein spolu s negativni reakci na
cytokeratiny.

Nejcastéji pouzivanou protilatkou proti melanomovému antigenu je HMB45. Je to mono-
klonalni protilatka proti cytoplasmatickému premelanosomalnimu glykoproteinu melano-
cyti spjatého s tyrozindzovym systémem, odolévajicimu formol-parafinovému zpracovani.
Neni vhodny k rozliSovani benignich a malignich melanocytarnich 1ézi

Pro priikaz melanocytt se dale pouziva protilatka Melan A.

6.11 Ukazatelé rychlosti bunéc¢né proliferace

Vétsina bunék diferencovanych tkani u dospélych jedinci se nedéli. Tato ,,ml¢ici populace
je organizovana a regulovana. Napfiklad v tenkém stfevu proliferuji bunky na bazi krypt,
coZ je spojeno s bunéénych pohybem v kryptach smérem nahoru a dale na klky. Migrujici
buniky nad touto proliferac¢ni zonou se vSak jiz nachéazeji ve stavu ristové zastavy a pii
hrotu klku u nich dochéazi ke kontrolované apoptoze. V jatrech je za normalnich okolnosti
mitoticky aktivnich asi 1% hepatocytii, avSak po parcialni hepatektomii tento pocet
vzroste na 10 %.

Nekteré diferencované tkané prochézeji bunéénym cyklem i za normalnich okolnosti, napt.
pfi menstrudlnim cyklu. Bunééna proliferace miize byt reakci na rfadu patologickych pod-
nétd, napt. u proliferativnich zénéth, avsak jednou z nejaktualnéjsich kapitol soucasné
patologie je proliferace nadorova.

Predmétem sledovani rychlosti bunééné proliferace je jiz po desetileti mitoticka aktivita.
Ta se tyka kratké ¢asti bunééného cyklu (M faze), nevyzaduje v8ak Zadnou specialni
metodiku zpracovani preparatu, naopak k jejimu vyhodnoceni zcela postaci tenké pa-
rafinové fezy prehledné barvené hematoxylinem. Obecna patologie uéi, Ze pii nadorové
proliferaci je mitoticka aktivita (mimo jiné) pfimo umérna maligni biologické dignité pro-
cesu. Samotna uroven mitotické aktivity vSak nema v rtiznych tkénich a naddorech stejnou
predpovédnou hodnotu: jina je u urothelidlniho papilomu a jind u délozniho leiomyomu
nebo fibrézniho histiocytomu.

Proto se do popfedi zajmu (zejména histopatologii) dostalo stanoveni trovné bunécné
proliferace sledovanim exprese proteinii vazané na urcitou ¢ast bunééného cyklu. Mezi

100



tyto kontrolni uzly bunééného cyklu rozhodujici o velikosti bunéénych populaci patii
jaderny antigen (a stejné nazvana monoklonélni protilatka) Ki67. Ta reaguje s lidskym
jadernym antigenem exprimovanym v proliferujicich bunikach prakticky ve vSech fazich
bunééného cyklu s vyjimkou Gg a je dobrym nastrojem k identifikaci proliferujici subpo-
pulace bunék ve tkanich. Jeji exprese v8ak neni omezena na nadory (karcinom mammy),
napiiklad u ulcerosni kolitidy je mozno s jeji pomoci demonstrovat rozsiteni prolifera¢ni
zony stfevnich krypt.

Jaderny antigen proliferujicich bunék (proliferating cell nuclear antigen, PCNA), je 36 kDa jaderny fos-
foprotein, ktery jako kofaktor DNA delta polymerazy je nezbytny pro semikonzervativni syntézu DNA.
Hladina PCNA je prakticky zanedbatelna v klidovych buiikach, ale dramaticky nartsta v pribéhu bu-
nééného cyklu. Jeho zvysena produkce v jadie za¢inad ke konci G1 faze bunééného cyklu pred zacatkem
syntézy DNA, béhem S faze dosahuje maxima a klesda béhem G2 a M faze. Aplikace protilatek proti

PCNA se osvédcéila pii sledovani prolifera¢ni aktivity fady nadori.

6.12 Onkogeny, antionkogeny

Ke kontrolnim uzltim bunééného cyklu pati{ i skupina onkogenti a antionkogent. V se-
dmdesatych letech minulého stoleti byly stfedem pozornosti nddorové biologie onkogenni
viry. Z DNA virt jsou tii pfedmétem zvlastniho zajmu: Epstein Barr virus (EBV), Hu-
man papilloma virus (HPV) a virus B hepatitidy (HBV). Vétsina lidskych nadorta v8ak
neni zpusobena virovou infekci. Dilezitou roli v regulaci bunééné proliferace a diferenciace
normélnich bunék hraji protoonkogeny a onkogeny. Existuji tfi tfidy normélnich regulac-
nich genu: rist podporujici protoonkogeny, rust inhibujici antionkogeny a geny regulujici
apoptdzu — programovanou bunéénou smrt. Transformace protoonkogent v onkogeny
vznika zasahy do genomu, ¢asto mutacemi.

Tyto zésahy a tedy i vznik naddorového bujeni se mohou realizovat na nékolika tirovnich.
Za prvé pri interakci rustového faktoru a membranového receptoru. Tato interakce nebo
vazba zevniho — rastového faktoru na membranu vede k prestupu signélu pres mem-
branu, nasleduje pfenos tohoto signalu k jadru drdhou druhého messengeru, a koneéné
iniciaci transkripce a replikace DNA vedouci k bunéénému déleni. Onkogenti, které se
uplatiiuji v jednotlivych fazich tohoto procesu, je cela fada. Jimi kédované proteiny se
nazyvaji onkoproteiny a tyto se daji véts§inou imunohistochemicky prokézat. Mezi rustové
faktory patii napr sis, receptory rustovych faktori jsou erbB1, erb B2 a erb B3, prenosu
signalt se ucastni ras a abl, jaderné regulaéni proteiny jsou myc (N-myc a L-myc) a
vlastni regulatory bunééného cyklu jsou cykliny a cyklin-dependentni kindzy (CDK). O
téch byla zminka v kapitole o bunécné proliferaci.

K dispozici jsou protilatky proti vétsiné ze jmenovanych onkogennich proteini, coz se uplathuje zejména
v onkologické diagnostice. Antionkogeny byly objeveny v souvislosti se studiem retinoblastomu, nadoru
postihujicitho jedno ze 20 tisic d&ti. Asi v 60 % piipadd se vyskytuje sporadicky, ve 40 % pfipadt ma
vyskyt familidrni. Gen retinoblastomu (Rb) se nachazi na chromosomu 13q14. K rozvoji retinoblastomu
musi byt inaktivovany ob& normalni alely.

v

Nejznaméjsim antionkogenem je gen p53. Jeho mutované formy vSak patii mezi onkogeny.
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Abnormity p53 v diasledku mutaci jsou nachazeny stéale ¢astéji v Sirokém okruhu nadort a
zd4a se, Ze patii k nej¢astéjsim onkogenim pii neoplaziich. Protein koédovany timto genem
i proteinové produkty na p53 vazané (p21, mdm2) se daji snadno imunohisto-chemicky
prokazat.

6.13 Prakticka aplikace imunohistochemie, priklad postupu v diagnos-
tice nadoru

Cilem této ¢asti neni nastavit zrcadlo opravdovému metodickému postupu patologa, ale
pouze nastinit postupy, kterymi se prace patologa ubira. Praci patologa pfinasi zasadni
informaci pro rozhodovéani o tom, zda 1é¢it ¢i nelécit a pokud 1é¢it, tak jakym zptisobem.
Je to prace zajimava a lze ji pfirovnat k praci detektiva nebo k praci kriminalistické
laboratore. Z dalsiho popisu vyplyva, ze patolog musi mit jednak velké teoretické zna-
losti a dale, Ze mu je soucasné s makroskopickou a mikroskopickou diagnostikou také
odbornikem znalym fady laboratornich metod.

Prvnim krokem patologa je analyza histologické stavby tkané. Jiz hodnocenim stan-
darné barvenych preparati lze vétginou usoudit a ramcové zafadit, ve velkém poctu pii-
padi jde o pfimé pojmenovani nalezeného nadoru nebo jiné zmény. Pokud je zafazeni
podle prostych morfologickych znaku nejisté, pomiize ke skupinovému zafazeni imuno-
histochemie Detekei tkaniového ptivodu nadoru lze rozpoznat, zda se jedna o lymfatickou,
epitelidlni nebo mezenchymaélni neoplazii, tzn. pomuze rozlisit, zda se jedna o lymfom,
karcinom nebo sarkom.

Dalsim krokem je hledani bliz§ich znakt jednotlivych tkani, z nichz by nddor mohl
vychazet. Témito znaky jsou organové ¢i tkanoveé specifické diferenciac¢ni antigeny, nebo
specialni sekretorické produkty.

Snadné je pojmenovani nadoru i z metastazy pii nalezu specifického markeru, coz je
mozné jen u nékterych tumora. Velmi dobfe lze napiiklad potvrdit, Ze uvedena metastaza
vychézi z prostaty, nebot lze pouzit prikazu prostatické specifické kyselé fosfatézy a
prostatického specifického antigenu. Cesta k diagnéze se déje postupnym potvrzenim a
vylu¢ovanim znaki.

Z uvedeného textu by mélo vyplynout, Ze souCasné patomorfologie jiz obsahuje tolik
nozologickych jednotek a teoretickych informaci, ze jeden ¢lovék nemtze byt dobrym od-
bornikem na v8e. Podobné jako v klinické medicing, kde se 1ékafi i v ramci definovanych
obori jako je onkologie, interna (kardiologie, respira¢ni choroby, gastrointestinalnich one-
mocnéni, hematologie), endokrinologie nebo chirurgie specializuji na uzsi oblasti nez je
definice jejich oboru, napiiklad chirurg se specializuje na plicni operace, nebo na brisni
chirurgii ¢i onkochirurgii, je nutné, aby se i patologové uvnitf jejich oboru specializovali
na uzsi spektrum problému a potom v ném mohou dosdhnout dokonalosti. To ovSem
znamena, ze kvalitni sluzby muaze podévat jediné oddéleni patologie s dostateéné velkym
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tymem pracovniki, ktery jim umozni specializovat se na ur¢itou oblast patomorfologie,
coZ je smér, ktery sleduji velka pracovisté, predevsim dstavy univerzitniho typu. Ty pak
slouzi i k superkonzilidlni pomoci mensim oddélenim patologie.
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7 Metody molekularni patologie

7.1 Misto molekularné biologickych metod v patologii

Molekularné cytogenetické a molekularné biologické metody maji Siroké uplatnéni v nej-
riznéjsich oborech mediciny. Své trvalé misto ziskavaji také v patologii. Zde se uplathuji
predevsim v onkologické diagnostice, ale také v oblastech neonkologickych. Klasicka pa-
tologie bohaté vyuziva imunohistochemickou analyzu, tedy analyzu na tGrovni proteint.
Mizeme Tici, ze cytogenetické a molekularné biologické piistupy dopliuji sou¢asnou mo-
derni patologii predev8im o analyzy provadéné na trovni DNA, pfipadné RNA. Ale i

e,

V procesu stanoveni diagndzy stoji metody molekularni patologie az na samotném jeho
konci. Jsou to metody, které mohou poskytnout velmi presné, az detailni odpovédi, ale
také predpokladaji poloZeni jiz velmi piesnych, konkrétnich otazek.

Vybér spravné metody pro analyzu konkrétniho problému zéalezi predevsim na tom, jaky
typ aberace stanovujeme. Dale jsme ve vybéru metody omezeni moZznostmi materialu,
z néhoz vychazime. NejbéZnéjsim vychozim zdrojem je formol-parafinovy archivni ma-
teridl. Stale Castéji ale analyzujeme také nefixovanou ¢erstvou nebo hluboce zmrazenou
tkail, vzorky krve nebo mod¢i. Utelem této kapitoly je poskytnout piehled molekularné
cytogenetickych a molekularné biologickych metod vyuzivanych v soucasné patologii a

na nékolika konkrétnich piikladech naznacit moznosti jejich vyuZziti.

7.2 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Cytogenetické metody jsou zaméfeny na detekci velkych strukturnich zmén v genomu
jako jsou zmény v poctu celych chromozomi nebo rozsahlé zmény ve struktuie chromo-
zomu (translokace, delece, inverze). Nevyhodou klasickych cytogenetickych piistupi je,
ze vyzaduji vySetfeni délicich se bunék. Piiprava kvalitnich kondenzovanych metafazo-
vych chromozomi z nddorovych bunék miize byt ¢asto obtizné. Tento striktni pozadavek
neplati pro fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH). Metoda FISH je zaloZena na schop-
nosti jakychkoliv dvou jednofetézcovych DNA nebo RNA spolu navzéjem hybridizovat za
predpokladu, Ze se jejich sekvence vyznacuji iiplnou nebo alespon ¢aste¢nou komplemen-
taritou béazi. Tak se pomoci znacdené sondy DNA vyhledéva v analyzovaném materidlu
cilové sekvence komplementarni se sondou. V piipadé fluorescen¢ni hybridizace je sonda
oznacena fluorescencni barvou a jeji pfitomnost ve zkoumaném materidlu lze snadno
sledovat fluorescenén{ mikroskopii. Velkou prednosti metody FISH je to, Ze vychozim
materidlem pro toto stanoveni jsou tkinové fezy pripravené z formol-parafinovych bloki,
pripadné fixované bunky izolované z krve nebo moci. Fluorescenéni in situ hybridizaci
muZzeme v patologii vyuzit k nékolika riznym tceltim:

e pro detekci pFitomnosti cizorodé DNA v lidskych buiikdch. Napiiklad s vyuZzitim
sondy specifické pro prislusnou virovou DNA muZzeme detekovat pfitomnost sek-
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Obrazek 14: Fluorescen¢ni in situ hybridizace — detekce aneuploidie CH 3, 7, 9, 17
v nadorovych uroteliich

venci DNA lidského papilomaviru v bunkéich déloZniho ¢ipku.

e pro analyzu zmeén v poctu celijch chromozomai. K tomuto tcelu se mohou jako sondy
pouzit smési kratkych fragmenti pokryvajicich celé chromozomy nebo fragmenty
specifické pro dané chromozomy, napiiklad centromerické sondy. Podle po¢tu sig-
nali stanovenych mikroskopii lze urc¢it, zda se v bunkach nachazeji dvé kopie daného
chromozomu nebo zda je jejich pocet zménén. Prikladem muze byt detekce ane-
uploidie chromozomu 3, 7, 9 a 17 v nadorovych uroteliich pomoci vysetfovaciho
setu UroVysion (viz obr. 14).

e pro analyzu amplifikace gent. PouZijeme sondu specifickou pro sledovany gen a ur-
¢ujeme pocet signala v jedné buiice. Piikladem muze byt sledovani amplifikace genu
N-myc u neuroblastomii nebo amplifikace genu c-erbB2 (HER2/neu) u karcinomu
prsu, pankreatu a dalsich typt nadort (obr. 15).

e pro detekci translokace chromozomi. Pro potvrzeni pritomnosti fizniho genu se
pouzivaji dvé sondy znacené odliSnymi fluorescen¢nimi barvami. Kazda sonda se
vaze k sekvenci jednoho z geni, ktery se ucastni dané translokace. Pokud je v ka-
ryotypu pritomna hledana translokace, zptisobi vznik smésného signélu v disledku
fluorescence sond navézanych na cilové sekvence v tésném sousedstvi. Ve vétginé
pripadt je translokovana pouze jedna alela, proto ve shodném materidlu jsou za-
chyceny i samostatné signédly obou sond. Prikladem takto sledovanych translokaci
jsou t(14;18) u folikularniho lymfomu, t(8;14) u Burkittova lymfomu nebo t(9;22)
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translakace
_—r Ch ACRab

7‘

Obrazek 16: Fluorescencni in situ hybridizace — detekce translokace BCR/abl

-4,
i)

u chronické myeloidni leukémie (obr. 16).

7.3 PCR

Polymerazova Fetézova reakce (,,polymerase chain reaction — PCR) patii dnes ke kli¢o-
vym metodam uzivanym v molekularni diagnostice. Jeji podstatou je enzymaticka am-
plifikace kratkého tseku DNA (fadové stovky aZ tisice bazi) ohrani¢eného syntetickymi
oligonukleotidy (tzv. primery) specifickymi pouze pro analyzovany tsek genu. Pfi syn-
téze DNA se pouzivaji termostabilni DNA polymerazy, které odolavaji teplotam, pfi nichz
DNA denaturuje. To umozinuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykla, pfi
nichZ se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji tii kroky (obr. 17):

1. denaturace dvoufetézcovych molekul DNA (94 — 98°C)

2. pfipojeni primert k oddélenym — denaturovanym DNA fFetézctim (30 — 65°C)

3. polymera¢ni reakce (65— 75°C).

Reakce se provadéji v termocyklerech, ve kterych se teplota automaticky méni podle
predem zvoleného programu. Vyslednym produktem reakce jsou fragmenty DNA defino-
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Obrézek 17: Polymerazova fetézova reakce — béhem PCR se opakuje cyklus t¥i kroki:
denaturace DNA, pfipojeni primert, syntéza nového retézce

vané délky (obr. 18). PCR tak umoziuje ziskat z nékolika vlaken DNA fadové miliony
presnych kopii konkrétniho tseku genu. Takto pfipravend DNA muZe byt vizualizovana
po elektroforéze a obarveni (napf. ethidium bromidem, st¥ibrem) nebo pouZita k dalsim
analyzam.

Vedle standardniho provedeni metody PCR existuje cela fada jejich variant.

7.3.1 Zpé&tna neboli reverzni PCR (RT-PCR)

RT-PCR je urcena k amplifikaci molekul RNA. RNA je nejdfive pfepsana zpétnou (re-
verzni) transkriptdzou do komplementarni DNA — cDNA, ktera se pak amplifikuje stan-
dardnim postupem. V této souvislosti miZzeme poznamenat, Ze obecné je pro metody
analyzujici DNA vychozim materidlem bud genomova DNA nebo mRNA. Kazd4 z téchto
dvou moznosti mé své vyhody i nevyhody.

Vyhodou préace s genomovou DNA je jeji snadné dostupnost, pomérné velka stabilita,
rovnomérné zastoupeni obou alel v izolovaném vzorku a moznost detekce mutaci v ne-
kodujicich oblastech genu (promotorové oblasti genu a introny). Navic dnes jiz existuji
komerc¢né dostupné sety na piipravu DNA z formol-parafinovych archivnich bloki v do-
statecné kvalité pro nasledné pouziti pro PCR.

Vyhodou prace s mRNA je mozZnost analyzovat dlouhé tseky kodujici sekvence nepieru-
Sované introny.
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Obrézek 18: Polymerazova fetézova reakce — amplifikace cilového fragmentu DNA pii
zvysujicim se poctu cykla

Nevyhodou prace s mRNA je Gasto jeji slabé exprese v dostupnych vzorcich, nizka sta-
bilita a rychla degradace. Dnes se jiz zac¢inaji vyuZivat i komercéné dostupné postupy na
izolaci mRNA z formol-parafinovych blokt, ale jejich pouziti je velmi omezené jen na
pomérné kratké useky RNA (do 250 — 300 nukleotidit).

Dalgi podstatnou nevyhodou analyzy mRNA je moZnost nerovhomérného zastoupeni
obou alel v izolovaném vzorku RNA.

7.3.2 Kvantitativni PCR

K nékterym tcelim (napf. pii detekci minimélni zbytkové nemoci, MRD) se pouzivaji
varianty PCR,, které umoziuji ptimou nebo nepfimou kvantifikaci produktu reakce PCR.
Nejvyuzivangjsim kvantitativnim zhodnocenim PCR je metoda kompetitioni PCR, pii
které je ve stejné reakéni smési s jednim parem primert soucasné amplifikovana cilova
sekvence a sekvence vloZeného exogenniho standardu (kompetitoru) o znamé koncentraci.
Kompetitor je nejéastéji pripravovan modifikaci sledované cilové sekvence DNA (napf.
inzerci nebo deleci malého restrikéniho fragmentu), coz umoziuje odliseni obou PCR pro-
duktt po elektroforéze na zékladé jejich rizné délky. Po titra¢nim redéni kompetitoru
v konstantnim mnozZstvi sledovaného vzorku produkuje PCR dva produkty s rozdilnou
intenzitou. S klesajici koncentraci kompetitoru klesa i intenzita jeho PCR produktu a
narusta intenzita signalu produktu testovaného vzorku a naopak. Je-li koncentrace kom-
petitoru pfilis nizka proti testovanému vzorku, amplifikuje se pouze sekvence specificka
pro testovany vzorek. Pii vyhodnocovéni hledame bod ekvivalence obou produkti, tedy
koncentraci, pii které je v amplifikovaném vzorku stejné mnozstvi kompetitoru i analy-
zovaného materialu.
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7.3.3 PCR sledovana v realném case (real time PCR, online PCR)

Tato varianta PCR umoziuje pifimou kvantifikaci amplifikacniho produktu v redlném
¢ase, to znamena, béhem reakce. Jednou z moznost{ jak toho 1ze dosdhnout je napiiklad
pouZiti barviva, které fluoreskuje po vazbé na dvoufetézcovou DNA, kterou tvoii produkt
PCR. Fluorescen¢ni signal se zvétsuje se vzristajicim mnozstvim produktu PCR.

~ev s

Nejpresnéjsi a nejuzivanéjsi metodou kinetického sledovani amplifikace je tzv. systém
TagMan, kdy se vyuziva b'nukledzové aktivity Taq polymerazy a specifické fluorescencné
znacené jednofetézcové sondy, kterda se vaZze podle principu komplementarity na jeden
fetézec cilové DNA. Fluorochromy pro znaceni sondy jsou voleny tak, aby v intaktnim
stavu sondy jeden fluorochrom pohlcoval energii emitovanou druhym fluorochromem po
excitaci laserovym paprskem. Tento efekt, tzv. zhaSeni, je zruSsen po exonukledzovém
rozStépeni sondy, navazané na cilové misto, DNA polymerazou postupujici v priubéhu
elongace po amplifikovaném templatu. Rozdil v intenzité fluorescence obou fluorochromu
je detekovan optickym systémem, ktery prenasi emitované zareni z jednotlivych reakénich
zkumavek a je pocitac¢ové zpracovavan.

7.3.4 PCR in situ

Klasické usporadani PCR in vitro, kdy do reakce vstupuje jako templat izolovand nuk-
leova kyselina, neumoziuje vizualizovat a lokalizovat amplifikovany produkt v konkrétni
bunice na tkaniovém Fezu. Toto omezen{ fesi kombinace metod PCR a in situ hybridizace.
Principem je dosazeni amplifikace specifické sekvence nukleovych kyselin v bunikich do
takové drovné, kterd je nésledné detekovatelné hybridizaci in situ. PCR in situ miZze
byt vyuzita pro detekci cizorodych, napiiklad virovych DNA sekvenci (napf. viru CMV,
HIV, HPV, HBV a dalsich) v lidskych tkéanich.

7.3.5 Nested PCR

Pii tomto usporadéani se provadéji postupné dvé kola PCR s dvéma sadami primeri.
V prvnim PCR slouzi jako matrice vychozi zdroj DNA, naptiklad genomova DNA, a
pouzivaji se tzv. vnéjsi primery. Nésleduje dalsi PCR, tzv. ,nested‘ PCR, ve kterém je
matrici alikvot produktu reakce predchéazejici a pouZiji se vnitini primery, specifické pro
produkt prvni reakce. Druhé reakce vlastné ovéfuje ,,spravnost® produktu prvni reakce a
celkové tak zvysuje specifitu celé PCR.

7.3.6 Multiplex PCR

Tato varianta PCR pouziva v jediném kroku nékolik sad primert najednou. To umoziuje
paralelni amplifikaci a naslednou analyzu (napiiklad na zakladé velikosti syntetizovanych
usekd DNA nebo vyuZitim dalsi analyzy) nékolika raznych sekvenci DNA. Tak je mozné
analyzovat najednou napiiklad nékolik exont téhoz genu. Tohoto uspofadani PCR se
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vyuziva napiiklad pfi analyze deleci v genu pro dystrofin (Xp21) pifi diagnostice Du-
chennovy svalové dystrofie ¢i jeji mirngjsi alelické varianty Beckerovy svalové dystrofie.
Soucasné amplifikace nékolika exoni ruzné velikosti dovoluje po nasledném elektrofo-
retickém rozdéleni produktid PCR ur¢it v jediném kroku chybé&jici signaly svédéici pro
dele¢ni mutace v oblasti daného exonu. Podminkou tohoto usporadéani PCR je podobné
teplota pripojeni vSech pouzitych primeri k jejich specifickym sekvencim.

7.4 Kombinace PCR s metodami k urcéeni bodovych mutaci

Jednou z vyznamnych aplikaci metody PCR je priprava a izolace definovanych tsekt
DNA jako vychoziho materialu k pfesn&jsi analyze mengSich a bodovych mutaci. K de-
tekci nezndmych mutaci v DNA se Casto uzivaji testovaci metody zalozené na principu
odligné konformace a tim i elektroforetické mobility mutovaného a nemutovaného fetézce,
a to jak jednofetézci DNA (napiiklad SSCP — ,single strand conformational polymor-
phism“), tak i dvouretézci (heteroduplexni analyza nebo jeji dokonalejsi varianty jako
napiiklad denaturaéni gradientova gelova elektroforéza DGGE). Citlivost klasické elek-
troforetické metody lze zdokonalit vyuzitim kapilarni elektroforézy nebo separaci PCR
produktii na chromatografickych kolonach pfi teploté zptisobujici ¢astetnou denaturaci
(denatura¢ni vysokovykonna kapalinova chromatografie DHPLC). Jinym zptusobem zvy-
Senf citlivosti metod detekujicich heteroduplexni stav PCR produktu, je Stépeni jakékoli
nekomplementarity vzniklé v misté mutace, a to bud chemicky (CCA — ,chemical clea-
vage of mismatch®) nebo enzymaticky (RCA — ,RNase cleavage assay“).

Kazdé z diive zminénych metod mé své optimalni vyuziti v konkrétnim pripadé, vyhody,
nevyhody a zaroveii ma své hranice citlivosti. Jedinou metodou, ktera dokaze urc¢it presné
poradi jednotlivych bazi v fetézci DNA je sekvenovani.

7.5 Southerniv prenos

Southerntv pienos je dnes jiz klasickou metodou pouzivanou k detekci intragenovych
preskupeni, deleci nebo inzerci vétsich tsekt genomové DNA. Intragenova pfeskupeni
postihuji radové stovky az tisice bazi a zahrnuji Casto celé exony zkoumaného genu.
Principem Southernova prenosu je stépeni DNA restrikénimi endonukledzami, tj. enzymy
které maji schopnost §tépit dvoufetézcovou DNA v presné definovanych mistech. Vzniklé
fragmenty DNA jsou rozdéleny gelovou elektroforézou, preneseny na membranu, dena-
turovany a hybridizoviny se znacenou sondou. Sonda je vétSinou jednoretézcova cDNA
nebo oligonukleotid pfedstavujici kratky tsek zkoumané DNA. Spektrum fragmentt na
membrané, které jsou viditelné pouze po hybridizaci se specifickou znac¢enou sondou, od-
povida jednotlivym tsekim zkoumaného genu. Zmény v pozici nebo intenzité fragmentu
pak predstavuji oblasti genu s intragenovym pieskupenim.
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7.6 Northernovy prenos

Northernovy prenos je metodou urcenou k detekci specifické mRNA. Je zalozen na hyb-
ridizaci RNA se specifickymi zna¢enymi sondami. Zahrnuje elektroforetickou separaci
molekul RNA purifikovanych z bunék, jejich imobilizaci na membrané a hybridizaci se
specifickou sondou. Umoznuje detekovat pritomnost specifické mRNA a odhadnout jeji
velikost. PTi provedeni peclivé kalibrace, napt. na zakladé srovnani se silou hybridiza¢niho
signalu pomocného genu o zndmé trovni exprese, nebo pii porovnéni s fyziologickou kon-
trolou mizeme northernovym prenosem detekovat aberantni tiroven exprese sledovaného
genu ve vySetfovaném materialu. Hlavni slabinou techniky nothernového prenosu, ktera
omezuji jeho pouziti, je pomérné nizké citlivost metody a tedy nutnost pouziti relativné
vysokych mnozstvi RNA, a predevsim jiz vySe zminéna nestabilita molekul RNA a tedy
nutnost pouzivat Cerstvy nebo hluboko zmraZeny nefixovany material.

7.7 Westernovy prenos

Tradi¢ni metodou uzivanou v patologii k analyze proteint je imunohistochemick4 ana-
lyza. Tato metoda ma mnoho prednosti. Na histologickém fezu nejenom uréi pritomnost
hledaného proteinu, ale zaroven protein lokalizuje do specifické oblasti v bunice. Napfiklad
urc¢i, zda se protein nachézi v jadre, v cytoplazmeé nebo zda je tfeba vazan na membranu
a podobné. Dale tato metoda dokaze rozlisit, zda jsou z hlediska pritomnosti analyzova-
ného proteinu pozitivni vSechny buiiky daného typu nebo pouze jejich frakce. Proto maji
dalsi pfistupy k analyze proteini v patologii jen dopliitkovy charakter a pouzivaji se spiSe
vyjimecné.

Jednou z téchto metod je rozdéleni proteinti v polyakrylamidovém gelu elektrickym polem
a westernovy prenos. Pri nejobvyklejsim uspofadani elektroforézy se proteiny nanesou do
jamek gelu v alkalickém pufru, ktery jim udéli negativni naboj. Po aplikaci elektrického
pole se proteiny pohybuji od anody ke katodé. Pohyblivost proteini gelem pii elek-
troforéze zavisi na tvaru (globularni proteiny putuji rychleji nez vlaknité), na ,hustoté
naboje* (tj. poméru velikosti naboje k jednotce hmoty), na velikosti (vét$i molekuly se
pohybuji pomaleji nez mensi) a na koncentraci akrylamidu (se vzristajici koncentraci
akrylamidu pohyblivost molekul klesa). Interpretaci vysledki polyakrylamidové gelové
elektroforézy proteinti vyznamné usnadiuje jeji denaturaéni varianta zvana SDS-PAGE.
P1i této varianté se proteiny pred nanesenim na polyakrylamidovy gel denaturuji deter-
gentem dodecylsulfatem sodnym (SDS), pfipadné disulfidové vazby se eliminuji reduké-
nim ¢inidlem (S—merkaptoetanolem) a denaturace se dokon¢i kratkym varem. Malé a
negativné nabité molekuly SDS obklopi makromolekulu proteinu a v diisledku jejich elek-
trostatického odpuzovani dojde k jeho natazeni (denaturaci). Proto za pfitomnosti SDS
proteiny zaujimaji obdobny tyc¢inkovity tvar. Navic, vzhledem k tomu, Ze pocet molekul
SDS navazanych na protein je zhruba tmérny jeho molekulové hmotnosti, ziskava kazdy
protein za pritomnosti SDS, bez ohledu na svou velikost, ekvivalentni hustotu naboje.
Proto jedinym faktorem, ktery bude rozhodovat o pohyblivosti proteina pri SDS-PAGE,
bude jejich molekulova hmotnost (obr. 19).
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Obrézek 19: Westernovy prenos — princip SDS-PAGE

Po dokonceni elektroforézy lze proteiny zviditelnit nespecifickymi barvivy (st¥ibro, coo-
massie briliantova modf), které obarvi v8echny proteiny daného vzorku, nebo specificky
protilatkami. V takovém pripadé je nejprve tfeba rozdélené proteiny prenést ptisobenim
elektrického pole na nitrocelulozovou membranu (tzv. westernovy pienos). Membranu
s imobilizovanymi proteiny lze potom podrobit reakci s protilatkou specifickou pro studo-
vany protein. Protilatka asociovana s antigenem se obvykle zviditeliuje prostfednictvim
sekundarni protilatky konjugované s uré¢itym enzymem (napiiklad alkalickou fosfatazou,
peroxidazou), kterd rozeznava a vaze imunoglobulin protilatky priméarni. Cely komplex
pak lze zviditelnit barevnou reakci nebo emisi svétla katalyzovanou enzymem sekundarni
protilatky (obr. 20).

Prikladem, kdy mtize byt metoda westernového pfenosu pro analyzu proteini v patologii
nezastupitelna, je diagnostika dystrofinopatii pfi Beckerové svalové dystrofii. V pripadé
tohoto onemocnéni se v dystrofinovém gelu nachéazi dele¢ni mutace, ktera vede k expresi
zkraceného proteinu.

7.8 Izoelektricka fokusace a dvourozmérna elektroforéza

Vedle SDS-PAGE a westernového pfenosu se stale Castéji pouziva také dvourozmérna
gelové elektroforéza, ktera zahrnuje v jednom smeéru izoelektrickou fokusaci a ve druhém
sméru SDS-PAGE. Principem izoelektrické fokusace je aplikace elektrického pole nap¥ic¢
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Obrazek 20: Westernovy prenos — detekce specifického proteinu

stabilnim gradientem pH. V8echny proteiny jsou typické svym izoelektrickym bodem (plI),
ktery predstavuje takové pH, pfi kterém nemaji ani pozitivni{ ani negativni naboj. Pii
vysSich hodnotach pH neZ je pl, ponese protein negativni naboj, naopak pfi niz$im pH
nez pl ponese protein pozitivni ndboj. Negativné nabité proteiny se v gradientu pH budou
pohybovat smérem ke kladné nabité elektrodé (anodé) a to tak dlouho, dokud nedosahnou
takového pH, které odpovida pl. V tomto bodé vSechny naboje ztrati a jejich pohyb se
zastavi. Naopak kladné nabité proteiny dokud nedoséhnou pl se budou pohybovat ke
katodé. Vysledkem téchto procesu je ,zaostieni kazdého proteinu do specifického bodu
gradientu pH. Ve druhém rozmeéru se proteiny rozdéluji podle velikosti. Dvourozmérnou
elektroforézou s vysokym rozlisenim muze byt rozdéleno az 10000 proteinovych skvrn.

7.9 Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie je metoda, kterd v sobé kombinuje princip fluorescenéniho mikro-
skopu a hematologického analyzéatoru, a kterd umoznuje komplexni studium bunéénych
populaci. Jedine¢nost této metody spocivad v tom, Ze poskytuje informace o jednotli-
vych bunikdch a nikoliv o celé bunééné populaci, jak tomu je u vétsiny jinych metod.
Princip metody spociva ve sledovani miry fluorescence jednotlivych bunék v bunééné
populaci, ve které mira fluorescence odpovida sledovanému parametru. Suspenze ana-
lyzovanych bunék se opatii fluorescenéni znackou, kterd se specificky vaze na cilovou
molekulu. Touto cilovou molekulou mutze byt néktery povrchovy nebo cytoplazmaticky
protein nebo nukleové kyseliny. K oznaceni DNA se obvykle pouZziva fluorescenéni barvivo
propidium jodid (v permeabilizovanych buinikiach) nebo Hoechst 33342 (v nepermeabilizo-
vanych, tj. zivych buiikich) a pro rozmanité proteinové antigeny protilatka konjugovana
s fluorescenéni znackou. Casto pouzivanymi fluorochromy jsou fluorescein isothiocyanat
(FITC), R-phyocoerythrin (PE) a dalsi. Oznacené buiikky potom jednotlivé prochazeji
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vlastnim mé¥icim zafizenim, ve kterém se ozaii laserovym paprskem. Excitovana fluo-
rescen¢ni znaCka emituje zareni, které se pro kazdou bunku zvlast zachycuje detekénim
zalizenim a ukldda v paméti pocitace. Prutokovou cytometrii mtze byt vyhodnocen na-
priklad stupen ploidity bunék a uréena jejich proliferujici frakce (je-li cilovou oznacenou
molekulou DNA). Nebo muze byt tato metoda pouzita k uréeni bunéénych typt a miry
jejich diferenciace, jsou-li oznaceny prislusnymi markery. Praktické uplatnéni prutokova
cytometrie nachézi hlavné v diagnostice malignich lymfomu a leukemii.

Kromé téchto zakladnich funkci mize pritokovéa cytometrie slouzit také k frakcionaci bu-
nék podle uréitych vlastnosti (napt. podle stupné exprese sledovaného markeru) za pred-
pokladu, Ze je cytometr opatien frakciona¢nim zatizenim (FACS — fluorescence-activated
cell sorter). U cytometri s frakciona¢nim zafizenim je kazdé buiice udélen elektricky né-
boj, jehoZ velikost odpovida mife emitované fluorescence. Pii priichodu elektrickym po-
lem mezi dvéma deskovymi elektrodami se modifikuje draha prochazejicich bunék podle
velikosti naboje tak, Ze je mozné jejich zachyceni do oddélenych zkumavek. V této sou-
vislosti je tfeba poznamenat, Ze jednou z vyhod pratokové cytometrie je fakt, Ze buiky
nejsou vlastnim méfenim nijak poskozeny ani kontaminoviny a lze je pouzit pro dalsi
kultivaci.

7.10 Testovani rezistence nadorid k cytostatikiim in vitro

Zakladem soucasné diagnostiky nadort je TNM klasifikace, ktera odrazi rozsah a stupen
diferenciace nddorového onemocnéni, napoméha stratifikaci pacientii a stanovuje 1lé¢ebny
postup. Avsak pozitivni odpovéd i na statisticky nejefektivnéjsi léébu vykazuje pouze Gast
nemocnych. Divodem je fakt, Ze v ramci urc¢itého histologického typu nadoru se vyskytuje
mnoho biologicky odlisnych podtypu, které se lisi spektrem somatickych genetickych
zmén, tedy genotypem, a také svym fenotypem, tedy mimo jiné i svou citlivosti na terapii.
Pro zvySeni u¢innosti chemoterapie zhoubnych nadori a snizenf{ jejich nezddoucich téinka
je tieba lé¢bu individualizovat. Jednim z moznych piistupi, jak vybrat co nejicinnéjsi
lé¢bu pro individudlniho nemocného, je testovat podrobnéji genotyp jeho nadorovych
bunék. Neékteré postupy detekce somatickych mutaci vyskytujicich se v nadorech jsou
uvedeny vyse.

Odlisnou cestou k individualizaci 1é¢by — jakoby z opa¢ného konce, je testovani citli-
vosti/rezistence nadorovych explantati k cytostatikim v podminkéch in vitro. Smyslem
testovani rezistence nadori k cytostatiktim in vitro je eliminace takovych preparati, které
jsou pro daného pacienta neicinné. P¥i tomto postupu je z Cerstvé odebrané nadorové
tkané pripravena suspenze bunék a rozdélena na malé alikvoty. Ty jsou nésledné inku-
bovéany s testovanymi cytostatiky. Po inkubaci je v jednotlivych alikvotech vyhodnocena
mira proliferace a viability bunék. K tomuto ucelu lze vyuzit tzv. MTT test. Jeho podsta-
tou je méreni celkové aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz, ktera koreluje s po¢tem
metabolicky aktivnich bunék v kultute. Ke kultufe se prid4 néktery typ tetrazoliovych
soli (napt. MTT, WST-1), které jsou dehydrogenazami $tépeny na barevny formazan, je-
hoz mnozstvi lze vyhodnotit spektrofotometricky. Koncentrace formazanu bude nepiimo
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ameérna acinnosti cytostatika.

7.10.1 Ziskavani a zpracovani nadorové tkané

Tkan urcené k testovani musi splhovat nékteré pozadavky:

e Musi se skutecné jednat o tkin nadorovou, s minimalni ,kontaminaci‘ nenadoro-
vymi a stromalnimi bunkami.

e Musi se jednat o tkan viabilni. Zachovani co nejvyssi viability bunék musi mit na
paméti kazdy pracovnik, ktery se na pfipravé tkané podili, a tento zajem musi
byt zohlednén v kazdém kroku zpracovani. Po¢inaje chirurgem a tedy vyjmutim a
prvinim oSetfenim tkané (a jejim ulozeni v bezsérovém kultiva¢nim médiu s antibio-
tiky), pfes rychlou a Setrnou prepravu tkané na oddéleni patologie pro jeji okamzité
vySetfeni a rozdéleni az po jeji rychlé zpracovani v laboratofi.

e Po celou dobu zpracovani musi byt zohlednén dalsi pozadavek na kvalitu tkané, a to
jeji sterilita. V piipadé kontaminace tkané by totiz mohlo dojit k tomu, Ze v zavé-
recné fazi testu by se méfila aktivita dehydrogenaz jiného ptvodu nez odvozenych
z bunék studovaného vzorku.

7.10.2 Separace bunék a jejich inkubace s cytostatiky

Vlastni provedeni testu zac¢ind homogenizaci tkané. Tkan je rozdrcena na sterilnim ko-
vovém sitku, nanesena na Lymphoprep a centrifugaci jsou separovany homogenizované
buiiky od erytrocytii, nebunééného materidlu a nezhomogenizovanych ¢éasti tkané. Buiiky
jsou odebrany, opakované promyty a pfeneseny do média.

Pripravené homogenizované buiiky v kultiva¢nim médiu jsou nafedény na koncentraci 106
bunék na 1ml a alikvotovany do jamek 96-jamkové ELISA-desticky. Ve dvou fadéach je na
desti¢ce ponechano médium bez bunék. Toto médium slouzi jednak jako kontrola steri-
lity, ale hlavné pii zavéreéném méfeni absorbance poskytuje referen¢ni hodnotu (blank).
V dalsich dvou radéch je médium s bunkami, ke kterym se neptidava zadné cytostati-
kum. Toto slouzi jako kontrola viability bunék a je takto ziskana referen¢ni hodnota, ke
které se potom vztahuji hodnoty rezistence. A kone¢né dale nasleduji rfady, do kterych
se k bunkadm pridavaji cytostatika. Spektrum cytostatik a jejich pfesné koncentrace jsou
voleny v panelech podle typu nadoru, pfipadné individualné podle historie 1é¢by nebo
podle konkrétniho pozadavku klinika. Takto pripravené buiiky jsou kultivovany 72 hodin
v inkubatoru ve 37°C v 5% COs.

7.10.3 Test MTT

Pro méfeni bunééné proliferace a viability bylo vyvinuto nékolik typiu tetrazoliovych soli,
napt. MTT, XTT, MTS a WST-1. Vsechny tyto soli jsou bunéénymi dehydrogenazami
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$tépeny na formazany, a proto jsou pro stanoveni stejné vyuzitelné. Nicméné se 1isi nékte-
rymi svymi vlastnostmi jako napf. stabilitou a déle rozpustnosti svych produkti. Vlastni
test se provadi tak, Ze se substrat (WST-1) pridava k inkubovanym buitkim a ty jsou
inkubovany dalsich 5 hodin. Nasleduje méfeni absorbance na p¥istroji ELISA reader pfi
vinové délce 420 az 480nm (s maximem kolem 440nm), kdy jako referen¢ni je pouzita
hodnota absorbance naméfena v kultivaénim médiu bez bunék. Vysledky méfeni absor-
bance jsou potom statisticky zpracovany, a to pomoci softwaru ,,Chemorezist”.

7.11 Priklady vyuziti metod molekularni biologie v patologii

I ze struéného vycétu molekularné biologickych a cytogenetickych metod, ktery jsme
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formaci o povaze aberace. UkadZeme, jak typ aberace, ktery stanovujeme, ovliviiuje vybér
vhodné metody. Dale ukdZeme, jak je pro spravnou interpretaci ziskanych vysledki ana-
lyzy konkrétniho genu ¢i proteinu nezbytné znat jeho fyziologickou miru exprese, jeho
funkci a jejich zpiisob regulace.

7.11.1 Stanoveni HER2/neu

HER-2/neu (oznacovany také jako erbB2) je protoonkogen, ktery se nachézi na chro-
mozomu 17q a kéduje transmembranovy protein p18°HER-2 Tento protein funguje jako
protein kindzovy receptor, ktery je soucasti mitogenni signalni drahy stimulujici bunécné
déleni. Nefyziologicky vysokou expresi tohoto proteinu je mozné detekovat na povrchu
mnoha nadorovych bunék, mezi nimi také asi u 10 az 30 % karcinomt prsu. Castou prici-
nou vysoké exprese proteinu p185HER-2 je amplifikace genu HER-2 /neu. Proti proteinu
p!8HER-2 1hvla zkonstruovana humanizovana monoklonalni protilatka (Herceptin), které
miize byt pouzita jako vysoce Gi¢inné terapeutikum. Pti rozvaze, které pacientky by mohly
byt léCeny touto strategii, je vySetfeni stavu proteinu a genu HER2 nezbytnym krokem.

7.11.2 Analyza nadorového supresoru p53

Aberace nadorového supresoru p53 patii k nejéastéjsim zménam, které lze detegovat
v nadorovych bunkach. Funkéni protein p53 hraje vyznamnou roli pfi udrzovani stabi-
lity genomu. Jako odpovéd na nékteré bunééné stresy (véetné poskozené DNA) mize
vyvolat blok bunééného cyklu ve fazi G1 a indukovat expresi opravnych mechanismi. P¥i
rozsdhlejsim poskozeni indukuje p53 apoptozu. VSechny tyto funkce vykonava spolecnym
mechanismem, a to aktivaci exprese svych cilovych geni. Funguje tedy jako klasicky tran-
skripéni faktor, ktery ma specifickou DNA vazebnou doménu a transaktivaéni doménu.
Mezi cilové geny p53 patif napiiklad genu baz, p21WAF1/¢iP1 4 mnoho dalsich a také gen
mdm?2. Produkt tohoto genu, protein MDM2, funguje jako negativni regulator funkce p53
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Obrazek 21: Analyza nadorového supresoru p53 — imunohistochemické detekce akumu-
lace proteinu pb3 v buiikach.

a vyznamné se podili na degradaci proteinu p53. Bylo vyvinuto nékolik metod, které lze
vyuzit pro analyzu aberaci pb3. Kazd4a z téchto metod ma své vyhody i své nevyhody.

Technicky je nejdostupnéjsi imunohistochemickd analyza proteinu p53 (obr. 21). Ta je
zaloZena na pozorovani, Ze mutace genu p53 ¢asto vedou k akumulaci proteinu p53 v buii-
kach. Nefunkéni protein pb3 nemiZe totiz aktivovat transkripci genu mdm2. Proto se
netvori protein MDM2, ktery by zahajil degradaci proteinu p53 a protein pb3 se hromadi
v bunéénych jadrech. U mnoha typt nadord existuje velice dobréa korelace mezi mutaci
p53 a akumulaci proteinu p53 a tedy moznosti jeho imunohistochemické detekce. Ne u
vSech nadort je tato korelace ale dostate¢né a proto je tifeba zvolit jiny zptsob analyza
ph3.

Z analyz DNA je zvlast vyznamné primé sekvenovdini DNA, které umozni presné urcit
mutaci. Tento postup zahrnuje izolace genomové DNA, amplifikaci jednotlivych exonu
genu pb3 a jejich nasledné sekvenovani. Metoda je to pracna a pomérné nakladna. Proto je
nékdy vlastnimu sekvenovani DNA piredfazena skrinovaci metoda jako naptiklad SSCP
nebo CFLP. Touto metodou je uren exon, v némZ je mutace a teprve tento exon je
sekvenovan. Pouziti skrinovaci metody zrychli a zlevni postup analyzy, ale zase se snizuje
jeji spolehlivost.

Dalsi skupinu metod tvoii funkénd testy. Ty mohou pfimo mé¥it nékteré biologické vlast-
nosti proteinu pb3, jako napiiklad schopnost blokovat rist transformovanych bunék ¢
schopnost vyvolat apoptézu po prislusném podnétu. Vétsina funkcénich testi ale méri
pfimo transaktivacni schopnost proteinu pb3. K témto metoddm patii také pomérné
naro¢ny, ale mezinarodni komunitou vysoce hodnoceny test nazyvany funkéni analyza
separovanych alel v kvasinkich — FASAY (,functional analysis of separated alleles in
yeast®) (obr. 22). Prvnim krokem metody je RT-PCR. Z analyzovaného materialu se pfi-
pravi RNA a pomoci RT-PCR se amplifikuje centréalni ¢ast genu p53. V dalsim kroku je
produkt PCR transformovan, spolu s dalgi DNA, do kvasinkovych bunék. Ty jsou upra-
veny tak, Ze v nich po uspé&sné transformaci dochazi jednak k expresi testované p53 a
dale k analyze jeji funkce. V pripadé funkéniho proteinu p53 maji kvasinkové kolonie kul-
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Obrézek 22: Analyza nadorového supresoru pb53 — funkéni analyza separovanych alel
v kvasinkéch

tivované na selekénim médiu bilou barvu, zatimco buiiky exprimujici nefunkéni p53 maji
bilou barvu. Status pb3 se potom vyvozuje s poméru Cervenych a bilych kvasinkovych
kolonif.

Aby vycéet metodickych pfistupti k analyze néddorového supresoru p53 a jeho signalni
drahy byl Gplny, musime zminit jesté skutecnost, Ze mutace nddorového supresoru p53
jsou recesivni a proto je mutace p53 v jedné alele genu ¢asto doprovazena nékterou z forem
ztraty heterozygotnosti. Nejbéznéjsi formou je ztrata celého chromozomu 17 nebo lokusu
17p13, ve kterém se gen pb3 nachazi. Pri detekci téchto aberaci mé nezastupitelnou ilohu
fluorescencni in situ hybridizace.
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7.11.3 Analyza n&kterych svalovych proteint (calpain, dystrophin)

Bude dodéno.
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