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Abstrakt

Bakalarska prace ,,Histologicka stavba zdravé plice v porovnani s patologickym
obrazem adenokarcinomu” se v prvni ¢asti zabyva anatomickym popisem stavby
plic, jakoZto soucasti dychaciho systému a dale histologickou stavbou dychaciho
systému — obecnym principem stavby stény dychacich cest, burtkami epitelu
dychacich cest a popisem mukocilidrniho ¢istictho mechanismu. Druha ¢ast prace se
zaméfuje na problematiku plicnich karcinomt, v prvé fadé na obecny princip
kancerogeneze, epidemiologii plicnich karcinomt a jejich klasifikaci se zaméfenim
na adenokarcinom. Jsou zminény jeho pfi¢iny vzniku, klinické pfiznaky
a histologicky, ¢i cytologicky obraz nddoru s jeho imunohistochemickym profilem.
Cést prace je také vénovana algoritmu vyuzivanému pii diagnostice tohoto typu

nadoru.

Praktickd c¢ast kopiruje vySetfovaci algoritmus. Popsdna je jak pfiprava
histologického a cytologického preparatu pomoci zdkladnich i specidlnich
histochemickych barvicich metod: Hematoxylin-eosin, AZAN, Orcein, Alcidnova
modf, ale i metody imunohistochemické a cytologické, slouzZici k upfesnéni

diferencialni diagnostiky vyse popsaného onemocnéni.
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Abstract

Bachelor thesis "Histological structure of a healthy lung compared
to the pathological image of an adenocarcinoma" deals with the anatomical
description of the lung as a part of the respiratory system, histological structure
of the respiratory system —general principle of airways wall structure, cell types
of the airway epithelium, and description of the mucociliary clearance mechanism.
The second part of the thesis focuses on the problems of pulmonary carcinomas,
primary the general principle of carcinogenesis, epidemiology of lung carcinomas
and their classification, especially adenocarcinoma. There are mentioned causes
clinical signs and histological, cytological and immunohistochemical picture
of the tumor. Part of the thesis is also devoted to the strategic algorithm used

in the diagnosis of this type of tumor.

The practical part copies the investigation algorithm. The histological
and cytological samples are described using basic and special staining methods,
such as Hematoxylin-eosin, AZAN, Orcein, Alcian blue, as well
as immunohistochemical and cytological methods used in differential diagnostics of

above listed tumor type.

Keywords

Lung, tumor, adenocarcinoma, immunohistochemistry, cytodiagnostics.
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1 UVOD

V Ceské republice i vjinych oblastech svéta neustile roste pocet pacienti
s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim. A¢ je v dnesni dobé medicina v oblasti
zobrazovacich metod, klinickych ¢i laboratornich vySetfeni na vysoké trovni, nékteré
typy nddorovych onemocnéni nelze i pfesto diagnostikovat vc€as napf. pomoci

screeningového vysetfeni.

Pacientt, kterym byva diagnostikovan plicni nddor v ¢asném stadiu, je velmi malo.
Klinicky se totiZ za¢ne projevovat az v pozdéjsich stadiich, kdy loZiska byvaji rozsifena
a tudiz se nador stava inoperabilni. Prognéza pacientti s karcinomem plic jiz proto
neni prizniva. Podle udaju z roku 2009 incidence naddorti plic roste — jedna se o tfeti
nejcastéjsi typ zhoubného nadoru v Ceské republice. Piiciny karcinomu plic jsou
rtizné. I kdyz se jednd o jednu z nejcastéjsich pricin, karcinom vznika nejen u aktivnich
kutakd. PFicin, vedoucich k jeho vzniku je celd fada. Zijeme totiz v prostfedi plném
vyfukovych plynti a zplodin, z izolaci domi hrozi uvolfiovani azbestu, ktery se spolu

s radonem a ionizujicim zafenim podili na vzniku rakoviny plic.

Plice patfi mezi terminalni, to ale neznamend, Ze méné dtileZitou ¢ast dychaciho
ustroji, do které pronikd vzduch dychacimi cestami. Vzduch pronika pres priidusnici
do systému priidusek, které rovnomérné rozdéli vzduch do pravé a levé plice. Tim je
zajisténo rovnomérné rozlozeni vzduchu a erytrocyty tak bez problémd mohou ptes
hemo-respira¢ni bariéru pfijmout kyslik, ktery je naprosto nezbytny pro Zivot,
a transportovat ho po celém nasem téle. Vzduch, ktery dychdme, je plny necistot. Proto
jsou dychaci cesty od nosni dutiny aZz po priidusky vystlany vicefadym cylindrickym
epitelem s fasinkami s vmezefenymi poharkovymi burikami. VeSkeré necistoty a hlen
fasinky posouvaji smérem k hrtanu. Zplodiny, které vznikaji pfi dlouhodobém koufeni
cigaret, poskozuji fasinky a jejich aktivni pohyb je omezen, a tim je poSkozena i jejich

ochranna funkce.
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Cilem této prace je podat informace o morfologické a fyziologické strance plic.
V teoretické casti se zaméruji na anatomicky a histologicky popis stavby plic, a také
prenos plynt pres hemo-respiracni bariéru. V dalsi ¢asti se zabyvam diagnostikou
jednoho z nejcastéjsich typti nadorti plic — adenokarcinomu. Jak jiz bylo zminéno,
vcasny zachyt nddoru se stava nezbytnym pro zlepSeni pacientovy progndzy. Proto se
ija pokusim pfibliZit v této praci jednotlivé ¢lanky v diagnostickém fetézci rozpoznani
pravé tohoto typu plicniho nddoru - adenokarcinomu, jejichz zachovany postup
lékaftim pomaha nejen k uréeni typu nadoru plic, ale i v ndsledné 1é¢bé. Co se tyka
laboratorni stranky diagnostiky, pravé u adenokarcinomtti se diky pokrocilé
diagnostice tohoto typu nadoru uplatiiuje spektrum metod, které bych chtéla

prostfednictvim své prace demonstrovat.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Plice jako soucast dychaciho systému

Plice jsou parovym organem, které pfipominaji tvar komolého kuzele, zajiStujici
pfi dychani vymeénu plynt mezi vzduchem a krvi a jsou vlastnim orgdnem dychéni.
Dychaci systém Ize rozliit podle funkce jednotlivych oddili dychaciho systému
na dychaci cesty a dychaci odstavce plic. Dychaci cesty, jejichz hlavni dlohou je
predevsim prevadét plyny mezi nosni dutinou a plicemi délime na horni a dolni
dychaci cesty.

Horni cesty dychaci zahrnuji cavitas nasi (nosni dutinu) a na ni navazujici pars
nasalis pharyngis (nosohltan) [1].
laryngotrachealni vychlipka, nezavisle na hornich cestach dychacich. Radime
do této skupiny larynx (hrtan) — zptfedu pfipojeny kpars laryngea pharyngis
(hrtanova cast hltanu), tracheu (priidusnici) — neparova trubice navazujici na hrtan
a bronchi (priidusky) — parové trubice, které vedou z trachey do plic [2].

Vlastnimi dychacimi odstavci plic jsou bronchioli (pradusinky), ductuli alveolares
(alveolarni chodbicky) a alveoli (plicni sklipky). Tento dychaci oddil hraje velmi
dtleZitou ulohu. Odehravad se zde totiz pfenos dychacich plynti mezi krvi
a vzduchem, zkracuje se zde draha kysliku a oxidu uhli¢itého mezi plicnimi sklipky
a krvi. Vylucovaci funkci plic, coz se tyka zejména tékavych latek, vody a dalSich

latek, zajistuje obrovsky povrch krevnich kapilar (asi 140 m?) [1].

211 Anatomie dolnich cest dychacich

Larynx (hrtan) patfi mezi neparové trubicovité organy, navazujici vpfedu na pars
laryngea pharyngis a dolnim usekem trvale prechdzi do pridusnice. Je ulozen

na pfedni strané krku, je zavésen pomoci vazivové membrany k jazylce a dorzalné
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se spojuje s hltanem. Orientaci ndm také pomadhaji ulehcit laloky Stitné Zlazy, které
se upinaji na bocni stény a velké kréni tepny. Sténa laryngu je tvofena chrupavkami
parovymi (hlasivkovd chrupavka) i nepdrovymi (Stitnd, hrtanova chrupavka).
Larynx plni také fadu dulezitych funkci, jako je tvorba hlasu, dychani a tcast

pfi polykani. Vchod do hrtanu kryje epiglottis (ptiklopka hrtanova) [1].

Trachea (pradusnice) je asi 12cm dlouhd trubice, kterd se navazuje diky
prstencovité chrupavce na hrtan. Pocatkem trachey se povazuje télo obratle Ce
a konci jako bifurcatio tracheae - rozvétveni, ve vysi obratlit Th4 — Th5, ve dva
primarni bronchy — bronchus dexter et sinister. Pevnost stény trachey zajiStuji prstence

hyalinni chrupavky spojené vazivem [2].

Bronchi (pradusky) — jde o oznaceni pro celkovy rozvétveny systém trubic, ktery
vznikd rozvétvenim pradusnice, vedoucich vzduch az do dychacich odstavcti plic.
Cely komplex téchto trubic ddva dohromady bronchidlni strom s konstantnimi

vétvemi (arbor bronchialis), jehoZ dalsimi vétvemi jsou:

e dva hlavni bronchy (bronchus principalis dexter et sinister), odstupujicich
z bifurcatio tracheae;

e Dbronchi lobares (lalokové bronchy) — vstupuji do plicnich lalokd a jsou
veétvemi hlavnich bronchi;

e Dbronchi segmentales (segmentové bronchy) - jsou dal$imi vétvemi
lalokovych bronchd, vstupujicich do plicnich segmentt;

e stfedni, malé a nejmensi bronchy, nasleduji

e bronchioli (priisvit mensi neZ Imm), poslednimi vétvemi jsou

e bronchioli terminales (asi 0,4mm) vstupujici do plicnich laltickt

e bronchioli repiratorii;

e ductuli alveolares, které po asi péti vétvenich konci v

e sacculi alveolares, které se vyklenuji v

e alveoli pulmonis [2]; [3].
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Pouze bronchus principalis dexter et sinister jsou uloZeny v mediastinu. Smérem

od bronchi lobares jsou vétve uloZeny jiZz v plicich [2].

2.1.2 Stavba plic

Plice jsou houbovité, meékké a porézni parové organy uloZeny v dutiné hrudni
(viz Obr. 1). Jejich velikost se odviji od velikosti hrudniku, vyska se pohybuje okolo
25 — 30 cm. Zakulaceny vrchol (apex) plic vy¢niva 4 — 5 cm nad kliéni kost, zdkladna
naléhd na vyklenuti branice. Prava plice je vétsi nez plice leva. Jejich barva se méni
s pribyvajicim vékem — u novorozenct je nejprve rtizova, poté zacnou mit plice
Sedavy nddech a postupem let se na povrchu plic objevuje makroskopické

Sedocerné mramorovani zpusobené vdechovanim prachovych ¢astic [2].

Co se tyka dalSich vlastnosti plicni tkdné, za zminku stoji i jejich hmotnost
a hustota. Obé plice jsou obecné téz5i u muzli nez u zZen. Priimérna hmotnost
u muzi je 780 g, u Zen 640 g. Pomér hmotnosti pravé a levé plice je asi 11:10 az 8:7.
Hustota plicni tkané se pohybuje mezi 0,34 — 0,75 a proto kousky této tkané na vodé
plavou. Vyjimku tvofi mrtvé narozeni novorozenci, pfipadné plicni tkan postiZena
patologickym procesem, kdy hustota tkané je vétsi nez hustota vody a proto ve vodé

klesa [2].

Plice zcela vypliiuji prostory pleurdlnich dutin. Pleura je leskld, priihlednd blana,
ktera je tvofena jednou vrstvou plochych bunék s malym mnoZstvim vaziva.
Zatimco pleura visceralis (poplicnice) je ten¢i a kryje povrch obou plic, pleura
parientalis (pohrudnice) tvofi nejvnitinéjsi hladkou vystelku obou pleuralnich dutin.
Mezi pohrudnici a poplicnici je prostor, vyplnén serdzni tekutinou produkovanou

burikami pleury, kterd zamezuje tfeni pfi pohybu plic [2].

Makroskopicky rozliSujeme na pravé plici 3 laloky: lobus superior (horni lalok),

lobus medius (stfedni lalok) a lobus inferior (dolni lalok) a na levé plici 2 laloky: lobus
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superior (horni lalok) a lobus inferior (dolni lalok). Mezi jednotlivymi laloky
nachazime fissurae interlobares (mezilalokové ryhy), které nejen, Ze pokryvaji povrch
plic, ale zasahuji az k plicnimu hilu. Plicni hilus je vysoky asi 6 ¢cm, Siroky 3-4 cm
a plni funkci mista, kde do plice vstupuje primarni bronchus, plicni Zily a tepna,

mizni Zily a nervy [1]; [2].

Jednotlivé laloky jsou sloZzeny z deseti mensich tsekt, plicnich segmentti, jak
v pravé, tak v levé plici (viz Obr. 2). Laloky se timto zptisobem rozdéluji diky
vazivovym prepazkdm, vychazejicich z poplicnice. Segmenty jsou jednak
zakladnimi, funkcénimi jednotkami plic, také se ventiluji jednim tercidlnim bronchem

a zasobuji se jednou vétvi plicni tepny. Zily probihaji pouze mezi segmenty [1].

Plicni segmenty se dale ¢leni na plicni laltcky s typickym pyramidovym tvarem.
Zékladna lalti¢ku je na povrchu plice, hrot smétuje k jejimu hilu. Usek dychacich
cest, sestavajictho z bronchiolus terminalis, se oznacuje jako acinus pulmonis. Sklada
se z bronchioli respiratorii, ductuli alveolares a dalSich alveol{i. Soubor nékolika acinti
vytvofi lobulus pulmonis. Jednotlivé lalticky jsou neuplné ohraniceny diky

vazivovym septtim [2]; [3].
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Obr. 1 - Stavba plic (vlastni zdroj).
1-Trachea, 2, 9—bronchi (priidusky), 3 — alveoli pulmonis (plicni sklipky), 4 — detail plicniho
sklipku s plicnimi vlasec¢nicemi, 5 — basis pulmonis (plicni baze), 6 — lobus inferior (dolni
lalok), 7 — lobus medius (stfedni lalok), 8 — bronchioli (pradusinky), 10 — lobus superior

(horni lalok), 11 — apex pulmonis (plicni vrcholek).

Obr. 2 - Priibéh plicnich segmentti a mezilalokovych ryh u pravé a levé plice (vlastni zdroj).

A - Zevni strana plic: P—prava plice, L —leva plice, 1 -fissura obliqua, 2 - fissura horizontalis
pulmonis dextri, I - X — segmenty.
B - Vnitini strana plic: P — prava plice, L — leva plice, 1 — fissura obliqua, 2 — fissura

horizontalis pulmonis dextri, I - X — segmenty.
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2.1.3 Cévni zasobeni plic

V plicich rozezndvame 2 obéhy: funkéni a nutritivni.

Funkéni obéh slouzi k vyméné dychacich plyntt mezi krvi a vzduchem a tvofi
maly krevni obéh. Tento obéh je realizovan z pravé komory jako truncus pulmonalis,
ktery se dale vétvi na arteria pulmonalis dextra et sinistra. ProtoZe maji tepny velmi
dobfe vyvinutou svalovou vrstvu, maji regulacni vliv na prachod krve plicemi.
Jednotlivé vétve plicnich tepen jsou v souladu s vétvenim priadusek az po respiracni
bronchioly. Zde se za¢nou rozpadat na hustou sit kapildr, kterd obepina alveoly.
Venae pulmonales se z alveoldrnich siti sbihaji mezi sacculi alveolares do sept mezi
plicnimi segmenty mimo bronchidlni strom. V plicnich hilech se ctyfi venae
pulmonales jednak pfiblizuji k bronchtim, ale také odvadéji okyslicenou krev do levé
srdec¢ni predsiné [1]; [2].

Nutritivni obéh obstaravaji tepenné rami bronchiales, které jsou vétvemi hrudni
aorty. Sleduji vétveni bronchti a vyzivuji je. Dale zasobuji mizni uzliny, vazivo plic
a zasahuiji az k poplicnici. Zilni odtok z bronchialniho fecisté je zajistén hlavné diky
anastomosam s plicni tepnou, diky které se pfipadné vyrovndva nerovnomeérnost

objemti malého a velkého krevniho obéhu [2].

2.2 Dychaci systém z pohledu histologie

2.2.1 Obecny princip stavby stény dychacich cest

Dychaci cesty jsou vystlany charakteristickou sliznici, stfedni vrstvou -
chrupavkou, svalovinou, vazivem a na povrchu tenkou vnéjsi vrstvou. Kolapsu stén
a lumina dychacich cest brani vétsinou skelet z hyalinni chrupavky (mimo hrtan,
kde se vyskytuje také chrupavka elastickd), ale také sliznice, ktera svou pevnou

vazbou k okolnim strukturdm, zajistuje jejich trvaly prasvit [4].
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Trubicovité orgdny maji sténu sloZenou ze ¢tyt vrstev. Vyjimku netvofi ani sténa

dychacich cest, jejichz sténa se sklada z nasledujicich vrstev:

e Sliznice (Tunica mucosa) zvlhéuje, ohfiva a ocistuje vzduch od cizich
partikuli. Sklada se z lamina epithelialis a lamina propria mucosae.

a) Lamina epithelialis (epitelova vrstva sliznice). Epitel vystylajici
prevaznou cast dychacich cest je vicefady cylindricky epitel
s fasinkami a vmezefenymi pohdrkovymi burikami, neboli typicky
epitel dychacich cest, v némz maji své role vice typti bunék. Jejich
charakteristika je uvedena v kapitole 2.2.2.

b) Lamina propria mucosae (vazivova vrstva sliznice = slizni¢ni vazivo).
Zjednotlivych typti vaziva jsou zde zastoupeny fidké kolagenni
vazivo i elastickd vldkna umoznujici dle potreby rozsifit jednotlivé
oddily dychaciho systému a posléze je vratit do ptivodniho stavu.
Pribyva jich smérem k bronchidlnimu stromu, ¢ili se mnoZzstvi odviji
od priiméru dychacich cest. V této vrstveé sliznice, ale i v jejich hlubsich
vrstvach, nachdzime seromucinézni zlazy opatfené myoepitelovymi
burikami, cévni pleten ohfivajici proudici vzduch, burky imunitniho
systému a misty lymfatické folikuly (BALT) [3]; [5].

e Podslizni¢ni vazivo (Tela submucosa) se sklada z fidkého kolagenniho
vaziva. Tato vrstva se uplatiiuje ve vySe popisované priadusnici s vyskytem
seromucin6znich Zlazek. Jejich hlavni odlisnost od poharkovych bunék je
v inervaci parasympatikem, ktery zvysSuje sekreci. Pohdrkové bunky
nejsou inervovany. Rozlisit rozdil mezi sliznici a podslizni¢nim vazivem
v mikroskopu je prakticky nemozna kvali absenci lamina muscularis
mucosae [3].

e Vrstva vazivo-svalo-chrupavéita (Lamina fibromusculocartilaginea) se
lisi v jednotlivych tsecich dychacich cest. V dutiné nosni je tvofena kosti,
v dal$ich castech obsahuje chrupavku (vétSinou se jednd o hyalinni,

elastickd se nachdzi pouze v epiglottis a malych chrupavkach hrtanu)
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a na néekterych mistech obsahuje kosterni nebo hladkou svalovinu.
Stahem kosterni svaloviny se ovlada otevfeni hranového vchodu a hlasové
Stérbiny. Hladké svaloviny v priiduSinkdch pfibyva, jejim stahem se
zuzuje prisvit pro regulaci pratoku vzduchu [6].

e Adventicie (Tunica adventitia) je tvofena fidkym kolagennim vazivem

s vyjimkou plic, jejichz povrch je pokryt poplicnici (pleura visceralis) [5].

2.2.2 Bunky epitelu dychacich cest

Epitel vystylajici pfevaznou cast dychacich cest je vicefady cylindricky
s fasinkami a vmezefenymi poharkovymi burikami (viz Obr. 3). V tomto epitelu
nachazime burky fasinkové, poharkové, bazdlni, buriky patfici do difuzniho

neuroendokrinniho systému (DNES) a kartacové bunky [4].

T,
R
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A
Obr. 3 - Vicefady epitel s fasinkami u terminalniho bronchiolu, zvétseno 40x, barveni

Hematoxylin-eosin (vlastni zdroj).

1-Poharkova burika s granuly, 2 — fasinkova burika, 3 —burika DNES, 4 — kartacova
burnika, 5 — bazalni burika, 6 — bazalni membrana.

a) Bunky fasinkové maji v epitelu nejvétsi zastoupeni. Jednd se o vysoké,
cylindrické buriky s ovalnym jadrem, uloZzenym bazalné. Typické fasinky,
jejichz pocet se pohybuje v fadu okolo 200, se nachdzi na jejim apikalnim
povrchu s funkci pfenosu hlenové vrstvy [5].

b) Bunky pohdrkové jsou lokalizovany az po pocateéni tseky bronchiolt.
Zaujmou svym pohdrkovym tvarem a typickym trojuhelnikovitym jadrem.

20



Jejich apikdlni cast obsahuje hlenova granula naplnénd mucinem.
V diagnostice se vyuziva jejich priikkaz nasledujicimi metodami: metodami
PAS, pripadné Alcidnovou modfi. Hlen vylu¢ovany pohdrkovymi burikami
je dtilezity pro samocisténi dychacich cest. Pocet bun€k v epitelu dychacich
cest se odrazi od prodélanych zanétti dychacich cest a vyskytu jedince
v prosttedi s vysokou koncentraci Skodlivych latek [3]; [4]; [5].

¢) Bunky bazalni svym tvarem pfipominaji pyramidu. Jsou to nezralé
prekurzory, pozdéji diferencované v pohdrkové ¢i v fasinkové buriky
s tmavym velkym jadrem. U zdravych jedinci dochdzi k pomalé vymeéné
vicefadého cylindrického epitelu, proto tyto bunky spatfujeme
pod mikroskopem jako zndmku pocinajici diferenciace smérem
k fasinkovym bunkam [4].

d) Bunky DNES = bunky difuzniho neuroendokrinniho systému =
Kulchitského — Feyrterovy buniky maji specificky cylindricky tvar. V epitelu
se vyskytuji bud samostatné, nebo ve skupinkdch, zejména mluvime-li
o bronchiolech. Na povrchu maji éetné mikroklky, diky nimz je vazba
na vdechované latky ucinnéjsi. V cytoplasmé bunky nachdzime granula
s typickou vnitini strukturou obsahujici somatostatin, bombezin a serotonin,
coz jsou latky ovliviiujici prasvit pradusek, pridusinek a cév. Buriky DNES
se daji detekovat pouze specifickymi imunohistochemickymi reakcemi,
slouzici k pritkazu nddorové proliferace (vznik karcinomu) [4]; [5].

e) Kartacové bunky lze vidét pouze v elektronovém mikroskopu, kde
rozezname jejich cylindricky az hruskovity tvar. Podileji se na vstfebavani

a vylucovani latek a jsou zndmé i pod terminem buriky senzitivniho ¢iti [5].

2.2.3 Mukociliarni ¢istici mechanismus

Denné vdechujeme do nasich plic okolo 10 000 litrt vzduchu pIlného nejrtiznéjsich
necistot, prachu, Skodlivin a choroboplodnych zdrodkti Proto musi existovat

mechanismus, do kterého se budou tyto nejriiznéjsi ¢astecky zachytavat [3].
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Na povrchu epitelu dychacich cest lezi tenka vrstva sekretu, jeZ obsahuje
glykosaminoglykany - produkty sekrecnich bunék seromucin6znich Zlazek
umisténych v submukdze, vyskytujici se az po malé bronchy. Dalsi vrstvou je vodni,
5 pum silnd vrstva pericilidrni tekutiny, produkovana epitelem. Vrstva sekretu
a pohyb cilii umoznuje zajistit vitalni samocistici schopnost dychacich cest a hlen je
tak spolykdn nebo vykaslan. Velké ¢astky okolo 10 pm jsou zachyceny v hornich
cestach dychacich, mensi (5 — 8 um) se zachytavaji v bronchech a pradusnici.
Nejmensi ¢astky (< 5 um) putuji do plicaz do alveoldi, kde se jich ujmou alveolarni

makrofagy a zneSkodni je [3]; [4].

, Dalsimi obrannymi mechanismy v dychacim traktu jsou v dychacich cestdch
intraepitelové ulozené dendritické burnky, imunitni bunky ve sliznici, IgA a antimikrobialni
latky (napt. lysozym, defensiny, surfaktantovy protein D) ve hlenovém filmu. V respiracnim
oddilu dychacich cest a v alveolech: alveoldrni makrofigy, surfaktantové proteiny A a D.”

3, 5. 299]

KnaruSeni transportu hlenu mtize dojit vlivem nepravidelného uporadani
kinocilii (Ubytkem nebo jejich nadbytkem) nebo pfi vyskytu nadmérného mnozstvi
Skodlivych elementti. K malformaci fasinek muze dochazet diisledkem vrozené
vady (syndrom nepohyblivych dyskinetickych fasinek = Kartagensky syndrom),
nebo pozdéji jako reakce na poskozeny epitel. Pokud dojde k naruSeni toku hlenu,
jeho koncentrace se zahusti a partikule tak mohou pronikat k vlastnim burikdm

epitelu i kdyZ jsou zachyceny vhlenu, protoze nebude dochazet

k jeho pravidelnému odtoku. Tim mohou vzniknout rtizné zanéty dychacich cest

[4].

2.2.4 Stavba stény jednotlivych casti bronchialniho stromu

e Velké pridusky, mezi které patti pradusky 1. az 3. fadu (hlavni, lalokové

a segmentové prudusky), maji stejnou strukturu jako pradusnice.
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Odlisnost je pouze ve tvaru chrupavky. Velké bronchy zpevnuji tplné
chrupav¢ité prstence. Hlavni bronchy se vétvi a u plicniho hilu zacinaji
odliSnosti. Vystelku zabezpecuje epitel vicefady cylindricky s fasinkami,
ktery obsahuje navic roztrousené buriky DNES. Nasledujici vrstvu sliznice
- lamina propria mucosae pozname podle charakteristicky se vyskytujicich
lymfatickych uzliki, objevujicich se zejména v misté vétveni
bronchidlniho stromu. Dal$im charakteristickym rysem jsou zejména
podélné probihajici elasticka vlakna s roztrousenym imunitnimi burtkami
(lymfocyty a zirné bunky) a seromucindzni zlazky vystlané ser6znimi
a mucindéznimi burikami. Mivaji polomésicité usporadani a kratké vyvody
jim  zajistuji komunikaci s luminem dychacich cest. Tunica
fibromusculocartilaginea prochdzi zménami, ¢éim postupujeme hloubéji
do bronchidlniho stromu. Burnky hladké svaloviny maji mifizkovité
usporadani, nemusi se na fezech projevovat jako samostatna vrstva
a postupné této vrstvy piibyva na ukor hyalinnich chrupavek. Posledni
vrstva - Tunica adventitia je tvofena cévami a nervy s fidkym kolagennim

vazivem [3]; [4]; [5]-

Malé pradusky maji mensi tloustku stény. Radime do této skupiny
pridusky 4. fadu aZ po asi 15. fad. Koncovy fad nelze jasné urcit, jelikozZ se
malé pradusky prekryvaji s priidusinkami. Stavba stény je stejna jako
u velkych bronchti. OdliSnosti je mensi pocet poharkovych bunék ve
sliznici, pfibyva bunék DNES, ve vazivo-chrupavcité vrstvé nachdzime
pouze ostrivky hyalinni chrupavky a vétsi mnozstvi hladké svaloviny.
Proto po smrti, kdy dochdzi ke kontrakci hladké svaloviny, vidime

v mikroskopu typické faseni sliznice [4]; [5]; [6].

Pradusinky (bronchioli) méni svoji stavbu oproti priduskdm. Pridusinky

pozname v mikroskopu bezpeéné podle absence miznich uzlikti, zlazek
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a chrupavky. Jednim zdalSich znaki je snizovani vicefadého
cylindrického epitelu s fasinkami, az na jednovrstevny cylindricky epitel
a pohdrkové bunky postupné vymizi a nahradi je v koncovych
prudusinkdch Clarovy bunky. Pradusinky obsahuji také vétsi podil hladké
svaloviny s podélnymi elastickymi vlakny [4]; [5]; [6].

Terminalni (koncové) bronchioly (bronchioli terminales) jsou dalSimi
vétvemi bronchiol.. Epitel se stava jednovrstevnym cylindrickym
s fasinkami a misto poharkovych bunék se objevuji Clarovy buriky
s typickym cylindrickym tvarem bez fasinek. Jsou charakteristické velkou
schopnosti se délit a diferencovat v fasinkové buriky. Jejich cytoplasma
obsahuje sekre¢ni granula, ze kterych se secernuji proteiny ovliviujici
povrchové napéti v pradusinkdch. Tlumi nadmérnou zanétlivou reakci
(podobné jako surfaktant v plicnich sklipcich), diky oxidaci Skodlivych
latek ze vzduchu pomoci cytochromu P450 a monooxigenaz. Jejich

proteiny jsou povazovany také za opsoniny [3]; [4]; [5].

Respiracni bronchioly (bronchioli respiratorii) jsou prvnim respira¢nim
oddilem dychaciho systému. Stavba je obdobna jako u termindlnich
bronchiolt. Jsou vystlany jednovrstevnym kubickym epitelem. Z jejich
stény se vyklenuji jednotlivé alveoly. Soubor alveolii jedné priidusinky
oznacujeme jako Acinus pulmonalis. Vyskytuji se zde kubické burky bez

cilii, Clarovy burky a také pneumocyty IL. typu [3]; [4]; [5].

., Na respiracni bronchioly navazuji ductuli alveolares a sacculi alveolares.
Jsou to prostory, ze kterych se vyklenuji alveoly. Jejich sténa se sklada prakticky
jenom z ohranicent tésné na sebe naléhajicich vstupii do alveolii. Tyto vstupy jsou
zesileny prstenem hladkych svalovych bunék a kolagennich a elastickych vliken

[3, str.293].”
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Plicni sklipky (alveoli pulmonis) jsou mistem, kde probiha konecéna
vymeéna plynt, jedna se o vychlipky stény respiracnich bronchiold, ductuli
alveolares a sacculi alveolares. Méfi v priiméru okolo 250 um. Sténa alveolti
je vystldna jednovrstevnym plochym epitelem a zdroven ji tvofi dva typy
bunék — membranézni pneumocyty (I. typ) a granuldrni pneumocyty
(ILtyp). Oba typy bun€k vzijemné spojuji velmi tésné spoje, branici
pronikani tkdnového moku do nitra plicnich sklipki vyplnénych
vzduchem a pokrytych tenkou vrstvou surfaktantu. Sténou alveolu
probihd velmi hustd kapildrni sit malého krevniho obéhu. Jednotlivé
alveoly jsou oddéleny vazivovou ploténkou (interalveoldrnimi septy), kde
prevazuji retikuldrni, méné elastickd vldkna. Na dudrovni svételné
mikroskopie jsou viditelnd propojeni sousednich alveolti, pomoci kterych
se vyrovnava tlak a ventilacei pfi uzavreni termindlniho bronchiolu. Toto
propojeni je oznacovano terminem Kohnovy pory [3]; [4]; [5]; [6].

Sténa alveoli se mimo jiné neobejde bez zadstupci bunék
z monocytomakrofagového systému — alveolarnich makrofagt. Vyskytuji
se nejen v alveoldrnich septech, ale i ¢asto na volném povrchu alveolt.
Jejich zakladni funkci je odstrafiovat prach, choroboplodné zarodky, mrtvé
buriky, pfipadné migrovat lymfou do regiondlnich uzlin a usadit

se v plicnim parenchymu [3]; [6].
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Pneumocyty I. typu (membrandzni pneumocyty) vystylaji znejvétsi casti
alveolus a jsou extrémné plochymi burikami. Jejich cytoplasmatické vybézky jsou
pod hranici rozliSitelnosti svételnym mikroskopem a svym télem pokryvaji kapilary

[3]; [6].

Pneumocyty II. typu (granuldrni pneumocyty) maji kubicky az ovalny tvar a jsou
roztrouseny mezi membran6znimi pneumocyty. Nachdazi se hlavné tam, kde nerusi
vyménu plynti (v rozich plicnich sklipkti). V cytoplasmé obsahuji lamelarni téliska,
jejichz obsah se exocytozné vylucuje: fosfolipidy, cholesterol a surfaktant proteiny
A, B a C. VSechny bunky alveolarniho epitelu jsou pospojovany pomoci tight

junctions [3]; [5].

Surfaktant = antiatelektaticky faktor se rozprostird na povrchu alveolu a vytvari
jeho povrchovou vrstvu. Sklada se z 90 % z fosfolipidt (pfevazné lecitinu) a z10 %
ze surfaktantovych proteinti, z nichz velmi diilezity je pro novorozence protein B,
jehoz deficit vede k dusnosti. Fosfolipidy snizuji povrchové napéti na rozhrani
kapalina-vzduch a tim i silu, kterd je potfeba na rozpéti alveolu a zabranuje jeho
kolapsu pfi vydechu. Fosfolipidy jako skupina lipidéi s amfifilni povahou maji
schopnost vytvofit hranici mezi kapalinou a vzduchem. Surfaktant se neustale
obménuje pneumocyty II. typu a zbytek fagocytuji alveolarni makrofagy. Surfaktant

je mimo jiné soucasti hemo-respiracni bariéry [3].

Jednd se o velmi tenkou vrstvu (kolem 0,6 pm) umoZziujici vyménu

vvvvvv

ze tii vrstev: pneumocytt I. typu, mezi nimi splynulé bazalni laminy a endotelu

kapilar (viz Obr. 4) [3].

Vyména dychacich plynd mezi alveoldrnim vzduchem a krvi je podminéna
plochou, silou bariéry a rozdilem parcialnich tlakt. Cim vétsi je plocha a ¢im tenci

je bariéra, tim vice plynu dokaZe projit do krve. Kyslik z 97 % opousti plicni kapilary
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ve vazbé na hemoglobin erytrocytu (pokud je zvysen parcidlni tlak kysliku), zbyla
3 % jsou volné rozpusténa v plazmé. Kyslik se ve tkdnich uvolnuje z vazby
na hemoglobin pfi sniZeném parcidlnim tlaku. Vlivem tlakového gradientu se

do krve z tkdni uvolnuje oxid uhlicity[3].

Oxid uhlié¢ity koluje v plazmé v réiznych formach: ve vazbé na bilkoviny,
tyzikdlné rozpustény, pripadné jako bikarbonat, jez je soucasti erytrocytu. Tlakovy
spad z alveolu do krve pro kyslik je vétsi nez pro oxid uhlicity. Ten tak prostupuje

pres burniky epitelu mnohem rychleji nez kyslik [3]; [7].

Pti priichodu erytrocytu kapildrou se z erytrocytu stane valecek o primeéru asi
2 pm. Deformovany erytrocyt a odpor stény v kapildfe zptisobi promichani obsahu
cytoplasmy erytrocytu a dojde ke spojeni hemoglobinu a diftznich plynt. Erytrocyt
dodrzuje kontakt s hemo-respiracni bariérou asi 0,75 sekundy. Pfi intenzivni zatézi

se cas zkracuje [7].
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Obr. 4 - Hemo-respira¢ni bariéra, zvétseno 20x, barveni Hematoxylin-eosin (vlastni zdroj).

1 — Surfaktant, 2 — alveolarni epitel (téla pneumocytti I. fadu), 3 — bazalni membrana
epitelu, 4 — intersticium, 5 — bazalni membrana endotelu, 6 — endotel kapilary, 7 — kolagenni
fibrily s elastickymi vlakny, 8 — monocyt, 9 — pneumocytI. fadu, 10 — makrofag, 11 - kapilara,

12 — pneumocyt II. fadu.
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2.3 Problematika plicnich karcinomi

2.3.1 Kancerogeneze, zakladni rozdéleni nadora obecné a jejich
vlastnosti

Nadorové lozisko je dle lékafské terminologie oznacovano jako tumor, novotvar,
neoplazma nebo blastom. Rust kazdé tkané naSeho téla je podfizen kontrolnim
mechanismim. Nadory ale tvofi vyjimku. Jde o rist tkdné, vychazejici z bunék
vlastniho téla a majici autonomni povahu. Nador obvykle pfetrvava v lidském

organismu, i kdyz jiz neplisobi prvotni pfi¢ina jeho vzniku [8].

Jak je ztejmé z definice, nddor roste nekontrolované a svym rastem ochuzuje
o ziviny cely organismus. U vétSiny typti nddort je jejich vyvoj stale pfedmétem
zkoumdani. Vi se vSak, Ze se jednd o zménu biologickych vlastnosti bun€k,
zpusobenych riznymi faktory, jako jsou viry, bakterie, chemické latky nebo

genetické vlivy. Tyto faktory se podileji na zméné genomu bunky [9].

V lidské DNA se vyskytuji tak zvané protoonkogeny, coz jsou fyziologicky se
vyskytujici geny, které se podileji na rlistu a diferenciaci bunék. Ty se mohou vlivem
vySe uvedenych faktorti aktivovat a preménit v onkogeny réiznymi mechanismy
(napf. mutaci ¢i translokaci) a tyto onkogeny jiz souviseji se vznikem nadorového

bujeni [8].

Samotny proces kancerogeneze je velmi komplikovany, a aby si nova populace
bunék zajistila preZziti v hostitelském organismu, musi dojit k celé fadé zmén
v genetické informaci burikky — at uz k bodovym zméndm v genomu na urovni
nékolika sekvenci, ¢i k vétsim prokazatelnym zménam, jako zvySené expresi gent,

¢i k chromosomalnim aberacim [10].

Pro pokracovani nekontrolovaného riistu nadorové populace se museji pridat

dalsi faktory zajistujici pfevahu nad hostitelskym organismem. Pouhé poskozeni
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genomu a bunécné déleni pro expanzi nddoru nestac¢i. Nadorova populace si
postupné zajisti ztratu kontroly bunécného déleni. To napfiklad znamend, Ze se
eukaryotni bunky nebudou posouvat do klidovych fazi bunééného cyklu
(postmitotické faze nebo GO faze) ¢i mohou ztratit kontrolu nad programovanou
smrti. ZvySenou mitogenni aktivitu si nddorova populace zajisti vlastni syntézou
rustovych faktort (EGF, TGF-a), pfipadné zménou struktury a tim i celistvosti
membranového receptoru pro epidermdlni réstovy faktor (EGF) i zménou
signalizace na urovni cytoplasmatickych transmitert s GTP-dzovou aktivitou,

zajistujicich pfenos signalu z EGFR do jadra (napf. mutace genu K-ras) [10].

Kazdy typ nadoru se odliSuje svym biologickym chovanim. Obecné se nadorové
burlkky od nenddorovych lisi svym nekontrolovanym ristem, del$i Zivotnosti,
schopnosti invazivity a destrukce okolnich tkdni, eventudlné schopnosti
metastazovat. Na zdkladé téchto dil¢ich vlastnosti 1ze nadory rozlisit na nadory
benigni a maligni. Zatimco benigni nddory rostou pomalu, jsou ohranic¢ené, vétsinou
opouzdrené, Casto rostou expanzivné a netvori metastdzy, maligni nddory maji
odlisné vlastnosti — jsou neohranicené, pronikaji infiltrativné do okolnich tkani,

rostou obvykle rychleji a tvofi metastazy [8]; [9].

I pfes pokrocilou diagnostiku a mozZnosti lécby pacienti v pokrocilém stadiu
onemocnéni trpi nechutenstvim, anémii, celkovou tinavou a slabosti. To je diisledek
uvolfiovani toxinti nddorovymi burikami do krevniho obéhu. V konecné fazi

onemocnéni umiraji pacienti na nddorovou kachexii [8].

2.3.2 Pric¢iny vzniku karcinomu plic, jeho prevence a klinické
pfiznaky
Karcinomy se obecné fadi mezi maligni nddory vychdzejici z povrchového
¢i zldzového epitelu tkdné nebo organu. Typizace jednotlivych karcinom plic se
opird o jejich podobnost sptivodnim povrchovym nebo zlazovym epitelem.
V piipadé metastazovani postihuji nejcastéji lymfatické uzliny, infiltrace ostatnich
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organti krevni cestou je ovSem také mozZnd, nejcastéji do kosti, mozku nebo

nadledvin [8].

U pacienta s podezienim na karcinom plic jsou vyhodnocovany i pravdépodobné
pri¢iny jeho vzniku. Pfi posuzovani anamnestické stranky pacientova stavu se
zjiStuje zejména vyskyt rizikovych faktorti. Patra se po mnozstvi vykoufenych
cigaret (tzv. pack-years) nebo profesiondlnich, pfipadné environmentalnich vlivech

(expozice azbestu, radonu, chromu, niklu ¢i ionizujicimu zafeni) [11].

Detailni znalost klinické symptomatologie je dtlezitym pfedpokladem pro
rozpoznani plicni rakoviny. Je nutné ale konstatovat, Ze tyto nadory jsou dlouho
asymptomatické, jejich klinické pfiznaky (kasel, teplota, bolesti, chrapot) se vétSinou
objevuji v pokrodilych stadiich onemocnéni a imituji velmi casto fadu dalSich
onemocnéni dychacich cest. Nejdfive je nadorovy rast asymptomaticky
a nedetekovatelny, tedy mimo rozsah jakychkoli zobrazovacich metod, nebo dosahl
jiz urcité velikosti a klinicky se neprezentuje, ale jsme ho schopni rozpoznat diky

pocitacové tomografii, radiogramu nebo bronchoskopicky [10].

Pro lepsi prehlednost se pfiznaky plicniho karcinomu déli do tfech skupin:
1. skupina: Symptomy z lokalniho postiZeni.
a) Kasel patfi mezi nejcastéjsi pfiznaky. Obavy by mél vzbudit dlouhotrvajici
a nové vznikly kasel nereagujici na medikaci u osoby netrpici chronickou
bronchitidou. VSimnout by si lékai mél i zmény charakteru typického
kutackého kasle na vice drazdivy, apornéjsia frekventovanéjsi.
b) Hemoptyza neboli vykasldvani krve, ¢i hlenu s krvi je znakem naruSeni
bronchidlni cévy primarnim nadorem.

c) Opakované pneumonie nereagujici na antibiotickou lécbu v dusledku

zablokovani bronchu tlakem zvend¢i ¢i réistem uvnitf lumen s rozvojem

infekce za touto prekazkou.
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2.

d) Pokud se nador sifi lokalng, je jednim z hlavnich pfiznaki u nemocnych

f)

chrapot (pacient u tohoto prfiznaku nepocituje bolesti v krku). Jde
o postizeni nervus laryngeus recurrens, inervujici levou hlasivku.
Na rozdil od syndromu horni duté Zily, kdy nador infiltruje pravou stranu
krku a regionalni uzliny a tim dojde k otoku krku a oblicéeje (tzv. Stokestiv
limec).

Dusnost spolu s hubnutim doprovazi pozdéjsi stddia onemocnéni. Miize
vznikat jako odpovéd organismu na rostouci nddor nebo se na ni miize
podilet vznikajici objemnéjsi hrudni vypotek. Pfi posuzovdni anamnézy
pacienta je dutlezité zvazit souvislost dusnosti s ostatnimi pfidruzenymi

chorobami (embolie, srdec¢ni selhavanti).

Bolesti na hrudi jsou spojeny s rostoucim nddorem smérem do parientalni
pleury, kiize, Zeber nebo svalstva a casto tento pfiznak pacient pocituje
pfi kasli nebo pfi nddechu. Nesmi se opomenout zminit zvlastni projev
tzv. Pancoastova tumoru, coz je pal¢iva bolest horni koncetiny, zptisobena
infiltraci plexus brachialis nddorovymi butikami v kombinaci s pfiznaky
Hornerovy triddy (ptdza vicka — o¢ni vicka dosahuji az k zornici a ¢astecné
ji prekryvaji, ziZeni zornice a enolftalmus neboli ,zapadnuti” oka) [11];

[12].

skupina: Mimoplicni (metastatické) pfiznaky karcinomu plic (mohou byt

prvnim projevem onemocnénti).

a)

b)

Neurologické pfiznaky jsou vyvolané metastdzami do centralniho

nervového systému (CNS).

Patologické fraktury & bolest pak muze byt zptisobena metastdzami

do skeletu a do kostni diené.
Rozvoj ikteru je projevem masivniho metastatického postizeni jaterniho

parenchymu, ktery ovSem patfi mezi méné casté projevy [12].

skupina: Smalignim nddorem jsou spojeny dalsi heterogenni pfiznaky —

paraneoplastické syndromy, které jsou u karcinomti plic relativné casté
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a klinicky se mohou projevit dfive nez pfiznaky lokalni. Nejsou zptisobeny

pfimou nddorovou invazi ani metastdzami, ale ,ptisobky” uvoliovanymi

nadorovymi burikami do krevniho obéhu. Patfi mezi né nasledujici:

a)

b)

d)

f)

Paraneoplasticky Cushingtv _syndrom vznikd diky mnadprodukci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), pacienti mivaji mésickovity
obli¢ej, osteoporozu, rudé strie, trpi svalovou slabosti, otoky,
hyperpigmentaci.

Syndrom nepfimérené sekrece antidiuretického hormonu (ADH) -

z klinickych pfiznaki dominuje nechutenstvi, podrazdénost, bolesti hlavy,
zmatenost a hypernatriurie, navzdory hyponatremii, diky zvySenému
plazmatickému objemu a sniZzené sekreci aldosteronu.

Hyperkalcemie spojend s produkci proteinu podobného parathormonu

(PTHRP) vdtsledku vyplavovani kalcia zkosti aktivaci osteoblastt
a zaroven jeho retenci v ledvinach.

Trombophlebitis migrans (povrchovy zanét zil) postihujici v daném

¢asovém useku riizné zily.

Paraneoplastické kozni projevy (dermatdézy) u adenokarcinomi jsou

to napf. acanthosis nigricans maligna nebo erythema gyratum repens.

Paraneplastické neurologické projevy (encefalomyelopatie, autoimunitni

neuropatie) vznikaji na zakladé postiZzeni casti nervového systému
autoimunitnim procesem se specifickymi protilatkami, namifenymi proti
antigenim nervového systému. Tyto pfiznaky mohou predchazet

diagnozu i o nékolik mésict. S 1écbou nebyva jejich tprava pravidlem [13].

Prevence plicni rakoviny se déli na primdrni a sekundarni. Cilem primdarni
prevence je zamezeni vzniku patologického procesu, a pokud uZ byl tento proces
z jakychkoli pfi¢in zahdjen, zabranit progresi do klinické formy. U plicni rakoviny
spociva predevSim v zachovani nekufdctvi u nekufakti, zanechani koufeni
u aktivnich kufak®, odstranéni pasivniho koufeni v domdacnosti, na pracovisti

i na vefejnych mistech, odstranéni profesiondlniho rizika vzniku rakoviny,
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sniZzovani obsahu kancerogent v koufi cigaret, omezeni poZivani tu¢nych jidel
a zvyseni fyzické aktivity. Nékteré inicidlni patologické zmény (prekancerdzy)

mohou byt reverzibilni, pokud prestanou kancerogeny pusobit [14].

Dle doporucenych postupli v pneumologii jsou pro sekunddrni prevenci
nezbytné vcasné kontroly nemocnych s podezienim na karcinom plic. Ceské
pneumologicka a ftizeologicka spole¢nost doporucila u téchto pacientti predevsim
provadét fyzikalni vySetfeni hrudniku, plic a srdce a alespon 1x rocné provést
skiagram hrudniku a zvysit tak moZnost véasného zachytu, a tim i chirurgického

zakroku v ranych stadiich onemocnéni, kdy mohou byt loZiska jesté operabilni [15].

2.3.3 Epidemiologie plicniho karcinomu

Karcinom plic celosvétové zaujima predni misto v incidenci i mortalité v rdmci
nadorovych onemocnéni. Ne ve vSech statech svéta se tento druh rakoviny
vyskytuje se stejnou incidenci. Jsou zde odliSnosti v geografickém rozlozeni

jednotlivych subtyptia zajimavy je i odliSny vyskyt u muz a u Zen [16].

Severni Amerika, Australie a Novy Zéland, Jizni Amerika a zejména Vychodni
Evropa jsou oblasti nejvyssi incidence a mortality karcinomu plic u muzt. Vyssi
imrtnost nachdzime také v Cing, Japonsku a jihovychodni Asii. V zemich Jizni Asie
(Pakistanu, Afganistanu) a v Africe neni pocet nové diagnostikovanych piipad tak
vysoky. U Zen je zaznamendn nejvyssi pocet pripadti imrti v Severni Americe
a severozapadni Evropé, jejich primérny vyskyt se eviduje u Zen v Cing, Australii

ana Novém Zélandu [16].

Z pohledu klasifikace plicnich nadorti se ve vétSiné pripadech jednd o plicni
karcinomy, dalsi histologické typy se vyskytuji pod hranici jednoho procenta. Podle
zpracovanych dat bez rozdilu pohlavi, malobunééné karcinomy (SCLC) pfedstavuji
okolo 20 %, nemalobunécné karcinomy bliZze neklasifikované (NSCLC, NOS) okolo
9 % ptipadl. Vyskyt dalSich morfologickych typti je odlisny dle pohlavi: skvamo6zni
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karcinom se vyskytuje ve 44 % u muzi a ve 25 % pfipadi u Zen, kdezto
adenokarcinom ve 28 % u muzi a 42 % u zen. U muz@i v urcité populaci (Cina,
Japonsko, USA, Kanada) incidence adenokarcinomu prekrocila incidenci
skvamozniho karcinomu. U Zen je mimo Polsko a Anglii dominantni
adenokarcinom ve vSech svétovych oblastech. Rozdily v incidenci jednotlivych typt
karcinomti jsou silné ovlivnény casovym vyvojem epidemie koufeni a sni

souvisejici plicni rakoviny [16].

Rakovina plic se tradicné vyskytovala vétSinou u muzského pohlavi s mnohem
vyssiincidenci neZ u Zen, ale tato hodnota se zac¢ina postupné vyrovnavat. Od 80. let
minulého stoleti pocet nemocnych muzt postupné klesa, zatimco pocet hlaSenych

nemocnych Zen od 90. let vzriista, a to zejména v zdpadnich zemich [17].

V roce 2015 bylo v Ceské republice hlaeno celkem 6484 zhoubnych nadorti
priidusnice, pradusek a plic (4 269 pfipadt u muzi a 2 215 u Zen), coZ je 0 1 % vice
neZ v roce 2014 a piiblizné 5 500 pacientti mu podlehne. Incidence u muzii kles3,
kdezto u zen vyskyt mirné stoupa. Je ziejmé, Ze incidence se bude blizit mortalité
vzhledem k pozdnimu zachytu onemocnéni (v pokrocilém klinickém stadiu IV).
To je patrné i z grafu na Obr. 5, na kterém je zaznamenan vyvoj standardizované
incidence a umrtnosti na zhoubny nador této lokalizace u muzi a u Zen v letech
1981 - 2015. V ramci onkologickych diagnoz pfedstavoval tento zhoubny nador
u obou pohlavi nejcastéjsi pricinu umrti, coZ poukazuje na zdvaznost tohoto
onemocnéni. Pétileté preZiti se u obou pohlavi pohybuje okolo 10 % (jedna se

0 légené i nelédend piipady z let 2010 — 2015) [15]; [18].
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Obr. 5 - Vyvoj standardizované incidence a imrtnosti na zhoubny nador pradusek a plic
u muZii a u Zen (na 100 000 muzti/Zen, evropsky standard) v CR [18].

Nador této lokalizace byva podle dat za obdobi 1977 - 2015 nejcastéji
diagnostikovan u obou pohlavi ve véku 60 — 74 let, k nartstu dochazi u obou

pohlavi jiz po 55. roce véku (viz Obr. 6) [19].
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Obr. 6 - Vékova struktura pacientti se zhoubnym naddorem bronchu a plice za obdobi 1977 - 2015
v CR [19].
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2.3.4 Klasifikace plicnich karcinomt

Nejnovéjsi WHO Klasifikace nddorti této lokalizace vesla v platnost v roce 2015.
Doslo vni k upravam v porovnani s predchozi WHO Klasifikaci z roku 2004,

zejména v kategorii nemalobunécnych karcinom1 [11]; [20].

Zasadnim nedostatkem starsich klasifikaci byla absence kritérii pro diagnostiku
malych vzorkdl odebranych z bronchoskopie, pfipadné transthorakalni jehlové
biopsie, a cytologického materidlu. Na zdkladé doporuceni pfisla s novym
klasifikaénim trendem mezindrodni skupina tvofend onkology a pneumology
(IASLC/ATS/ERS), ktera se zamétila na malé vzorky, ale neopomnéla ani upresnéni

diagnostiky adenokarcinomii v resekatech [11].

V soucasnosti se stadle vice feSi otdzka morfologickych a prediktivnich
genetickych faktorti a dalsich kritérii ovliviiujicich l1é¢bu pacienta. S ohledem na tyto
pozadavky doslo téz k upfesnéni subklasifikace téchto zhoubnych nadort
a ke schvdleni strategickych postupti, které by umoznily zlepsit diagnostiku
a progndézu na zdkladé imunohistochemickych a molekuldrné-genetickych
vySetfeni. V roce 2015 z téchto d@ivodii vysla nova WHO Kklasifikace nadorti plic,
ktera prevzala upravenou IASLC/ATS/ERS Kklasifikaci. Zména se dotkla zejména
rozdéleni jednotlivych typti adenokarcinomi, coz v budoucnu povede k upfesnéni
morfologické diagnostiky tohoto zdvazného a casto se vyskytujiciho se onemocnéni

(11]; [21].

HISTOPATOLOGICKA WHO KLASIFIKACE NADORU PLIC Z ROKU 2015
(modifikovano s diirazem na epitelové 1éze) [21]
1. Epitelidlni nadory
o Benigni epitelové nddory
* Papilomy
» Glanduldrni papilom

» Skvamocelularni (dlazdicobunéény) papilom
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>

SmiSeny skvamodzni a glandularni papilom

* Adenomy

>
>
>
>
>

Adenom z mucindznich zlazek
Mucindzni cystadenom
Papildrni adenom

Alvolarni adenom

Sklerozujici pneumocytom

o Maligni epitelové nddory

=  Adenokarcinom

>

vV V V V V VYV V¥V

Lepidicky adenokarcinom
Acinarni adenokarcinom
Papildrni adenokarcinom
Mikropapilarni adenokarcinom
Solidni adenokarcinom
Invazivni mucinézni adenokarcinom
Koloidni, fetdIni a entericky adenokarcinom
Minimalné invazivni adenokarcinom
(mucindzni x nemucindzni)
Preinvazivni léze
e Atypickd adenomatoidni hyperplazie
¢ Adenokarcinom in situ

(mucindzni x nemucindzni)

Skvamoceluldrni (dlazdicobunéény) karcinom

> Rohovéjici

» Nerohovéjici

> Bazaloidni

» Preinvazivni léze

e Skvamoceluldrni (dlazdicobunécny) karcinom

in situ
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* Neuroendokrinni tumory
» Malobunéény karcinom
» Velkobunécny neuroendokrinni karcinom
» Karcinoid
o Typicky
e Atypicky
» Preinvazivni léze
e DIPNECH
* Sarkomatoidni karcinomy
* Velkobunécny karcinom
* Adenoskvamédzni karcinom
= dalsi typy
Mezenchymalni nadory
Lymfohistiocytarni nadory

Nadory ektopického piivodu

g &= W D

Metastatické nadory.

KLASIFIKACE KARCINOMU PLIC Z POHLEDU BIOLOGICKYCH
VLASTNOSTI A LECEBNYCH POSTUPU

1. NEMALOBUNECNE KARCINOMY (NSCLC, Non-Small Cell Lung
Carcinoma) - tvofi asi 80 % vSech pripadii a ve srovnani s malobunéénym
karcinomem je jejich riist pomalejsi. Do této skupiny se fadi vSechny vyse
uvedené histologické typy malignich epitelovych nddorti (mimo
malobunéény karcinom). Pokud nddor v téle nevytvofil metastaticka
loziska, existuje pro pacienta moznost chirurgického odstranéni.
V pfipadé generalizace naddoru je k dispozici moderni chemoterapeuticka
lécba a u pacienttt s diagndézou adenokarcinomu rovnéz tzv. biologicka
lécba [22]; [23].
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2. MALOBUNECNE KARCINOMY (SCLC, Small Cell Lung Carcinoma) —
tvofi pouze 20 % pripadii, ale jednd se o agresivnéjsi typ nddoru.
Vyznacuje se rychlym riistem stendenci casné vytvaret vzdalené
metastazy, coz limituje moZnosti chirurgické lécby. Proto v prvni linii

1é¢by stoji chemoterapie [22].

2.4 Strategické postupy pro cilenou diagnostiku
adenokarcinomu plic

2.4.1 Makroskopické formy a morfologicka diagnostika
adenokarcinomu plic

Plicni adenokarcinom se dle vySe uvedené klasifikace fadi mezi maligni epitelové
nadory se znaky glanduldrni diferenciace, s moznou intracelularni produkci hlenu
(nékdy s makroskopicky patrnym celkovym Zzelatinovym vzhledem) a s expresi

jaderného markeru TTF-1 a cytoplasmatického napsinu A [24]; [25].

Ze vSech typu plicnich nadorti tvofi adenokarcinomy 40 — 50 % a jsou tak
prevladajicim typem NSCLC. U karcinomii plic obecné rozliSujeme nékolik
makroskopickych forem rtstu, u adenokarcinomu pak dale nékolik rtznych

histologickych subtypti [26].

Makroskopicky se karcinom plic prezentuje rliznymi formami dle lokalizace
rustu. Hilovd forma postihuje sténu bronchu I. a II. fddu v podobé bélavého loziska
a vlivem vyklenuti nddorového infiltratu miize dojit k zaZeni bronchu. Dalsi
riistovou variantou je forma peribronchidlni, kterd vznika expanzi hilové formy
a postupuje periferné az do plicniho parenchymu pfes bronchidlni sténu. Plicni
karcinom mtize proniknout i do lymfatickych cév (forma lymfatickd). Pokud je
zasazena nadorem vétsi ¢ast plicniho laloku, z divodu diftizniho Sifeni infiltratu

z hilu smérem k plicni periferii, hovofime o formé lobdrni. Z této formy se nddorova
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masa ddle $ifi do mediastina (forma pulmomediastindlni) nebo muze prorustat
do pleury a na jeji povrch (forma pleuropulmondrni). Mimo tyto zakladni formy je
z hlediska klinické symptomatologie tfeba zminit Pancoastiiv nddor lokalizovany
v plicnim apexu s expanzi pres hrudni sténu do plexus brachialis a truncus
sympaticus (sympatické pleten€). Tato ristova varianta se klinicky projevuje jako
Hornerova tridda (viz vyse). Progrese patologickych zmén v nddorem infiltrované
plici provazi zizeni az ucpani bronchu, coz vede k nevzdusnosti plice (atelektdze),
k nevratnému rozsifeni praduSek (bronchiektdzii) ¢i vzniku postobstrukéni

bronchopneumonie [22].

Ve vétsiné piipadii se lozisko adenokarcinomu vyskytuje na plicni periferii, méné
Casto se léze objevi na povrchu visceralni pleury jako disledek masivni infiltrace
pleurdlniho  prostoru nebo v podobé endobronchidlné rostouci masy
makroskopicky patrné jako Spatné ohranicené Sedobélavé az Sedozluté lozisko.
Mikroskopicky predstavuji adenokarcinomy pomeérné rozsahlou skupinu nadort
s rtznymi znaky glanduldrni diferenciace, které se mohou kombinovat. Proto jsou
rozliSovany rdzné subtypy s prevazujicim typem rlistu a bunéénym slozenim.
Z histomorfologického hlediska se léze, pfedchazejici invazivnimu adenokarcinomu
déli na atypickou adenomatoidni hyperplazii (prekancer6zu s mirnymi jadernymi
atypiemi pneumocytt II. typu velikosti do 5 mm) a adenokarcinom in situ. U této
prekurzorové 1éze s loZiskem do 30 mm se nesmi prokazat Sifeni nadorovych bunék
do stromatu krevnich a lymfatickych cév a do pleury. Z toho vyplyva, ze tuto
diagnozu nelze urcit pouze z jehlové biopsie, ale pro posouzeni invaze je nutna
kompletni chirurgickd resekce loZiska. Oba typy téchto 1ézi maji excelentni
progndzu, nebot chirurgicky resekéni vykon byva kurativni. Mezi skupinu naddort
s vybornou prognozou se fadi také minimalné invazivni karcinom (podobny
adenokarcinomu in situ, s maximalni invazi do stromatu do 5 mm). Na zakladé
vyborné prognézy byl rovnéZz vyclenén ze skupiny invazivnich karcinomti. Opét se
poukazuje na nutnost kompletni resekce materialu pro cilenou diagnostiku [11]; [23];
[24]; [26].
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Invazivni adenokarcinomy se podle nejnovéjsi klasifikace rozdéluji na zakladé
prevazujictho typu histologikého riistu. Lepidicky, acindrni, papildrni,
mikropapildrni, solidni a raritné se vyskytujici subtypy koloidni, fetalni a entericky.
Toto rozdéleni ma zejména prognosticky vyznam (adenokarcinom s prevazujicim
lepidickym typem riistu s vybornou progndzou, naopak mikropapildrni a solidni
subtypy s progndzou nejhorsi). Mucindézni adenokarcinomy tvofi samostatnou
skupinu. Jednak se u téchto typti nddorti vyskytuje mutace genu K-ras, ale odlisuji
se i jejich imunohistochemickym profilem. Lepidicky adenokarcinom se vyznacuje
burnikami pneumocytarniho vzhledu rostoucimi na povrchu alveolarnich sept.
Mikropapilarni subtyp se od papildrniho li$i svym papildrnim rtistem, ovSem bez
fibrovaskularniho stromatu. Konecné adenokarcinom s pfevazujicim acindrnim
typem rastu obsahuje struktury acindrni a tubuldrni, jejichz povrch je tvofen

z kubickych az cylindrickych bunék produkujicich hlen [11]; [17]; [23]; [26].

Pro zkvalitnéni diagnézy se uzivaji predevsim imunohistochemické metody
fungujici na principu vazby antigenu a protildtky, ale také specidlni metody
histochemické (napfiklad barveni Alcidnovou modfi pro prikaz hlenu).
Pro adenokarcinomy je specificky imunohistochemicky priikaz exprese proteinti
TTF-1 a napsinu A, jejichz pozitivita svédc¢i o primarnim plicnim ptivodu nadoru

(viz kapitola Metodika) [24].

2.4.2 Cytopatologie adenokarcinomui

Vyznam cytologie v diagnostice adenokarcinomt spoc¢ivd predevsim v detekci
nadoru, potvrzeni primarniho ptivodu metastatického procesu nebo monitorovani
pacienta po cilené 1écbé plicniho karcinomu. Podklasifikace plicnich karcinomii
zhlediska cytologického se neobejde bez znalosti cytomorfologie bunék.
Pro spravnou interpretaci je zasadni nejen precizni znalost bunék, ale i kvalitni

odbér vzorku a jeho zpracovani [27].
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Dle typu odbéru materidlu se lisSi bunécnost vzniklych natért.
V bronchoskopickych odbérech se nadoroveé buriky nachdzeji ve velkych shlucich.
Naopak v tenkojehlovych aspiracnich cytologickych natérech jsou burky spise
rozptylené, jejich pocet kolisa a také neékdy tvori plachtovité svazky.
Z morfologického hlediska maji buriky adenokarcinomu okrouhly tvar jader, casto
s vyskytem jadérek, pro hlenotvorbu svédci prevladajici svétla cytoplasma,

polymorfni jadra jsou typicky excentricky usporadana [24]; [28].

Cytologické odliSeni subtypti adenokarcinomu neni zcela spolehlivé a nema

prakticky vyznam, a proto jej v cytodiagnostice nepouzivame.

2.4.3 VysSettovaci algoritmus pro stanoveni optimalniho
lé¢ebného postupu u nemocnych s adenokarcinomem plic
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Obr. 7 - Pfehled spravného vySetfovaciho algoritmu (vlastni zdroj).
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Zobrazovaci metody (viz Obr. 7) jsou nedilnou soucasti diagnostiky

plicniho karcinomu. Nejen, Ze pomahaji 1ézi lokalizovat, ale na zakladé
vysledk 1ze zjistit jejich vztah s okolnimi strukturami, pfipadné zasazeni
regionalnich uzlin, a pitomnost vzdalenych metastdz. Casto je pacient
zobrazovacimi metodami monitorovan i v pribéhu lécby. Primarni
metodou provadénou v pneumologii je skiagram hrudniku. Za pomoci
rtiznych radiologickych kritérii I1ze klasifikovat formy plicniho karcinomu
(napfiklad okrouhly periferni stin, jednostranné rozsiteni plicniho hily,
nebo vyskyt pleurdlniho vypotku), (viz Obr. 8). Samotnd plicni léze,
zejména jeji velikost, tvar a okraje se hodnoti pomoci pocitacové
tomografie (CT) s pfipadnou aplikaci intravenozni kontrastni latky. Pro
hodnoceni zasazeni lymfatickych uzlin je CT vySetfeni pomocnou
metodou, schopnou detekovat lymfatické uzliny o velikosti nad 10 mm.
Vyhodou nulové radiacni zatéZe a posouzeni nddorové invaze do okoli
zeber, srdce, okoli velkych cév ¢i do branice pfindsi magnetickd rezonance
(MRI) s vyssi pfesnosti nez CT. Tato metoda tak jednoznacné uptresnuje
staging onemocnéni (patologickymi kritérii dané odstupniovani
pokrocilosti maligniho procesu). Nicméné mezi jeji nevyhody stoji za
zminku délka vysetfeni pacienta a pomérné vysoka cena vykonu.
Z ostatnich zobrazovacich metod se uplatfiuje sonografické vySetfeni
dutiny brfiSni, zejména se posuzuji jatra, ledviny a nadledviny.
U symptomatickych pacientti, pfi zvySeni parametrii kostniho
metabolismu v séru (alkalicka fosfatdza, vapnik) a patologickém nalezu
v kostni dfeni se vyuziva ke stanoveni kostnich metastdz scintigrafie

skeletu [10]; [11]; [14]; [15].
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A — Normalni obraz plic, B — loZisko karcinomu (okrouhly periferni stin zvyraznény

¢tvercem).

2. Kbronchoskopii se pfistupuje na podkladé podezielého rentgenoveho
nalezu v piipadé, Ze je mozné odebrat vhodny material k histologickému
posouzeni nadoru a pacient v kratkodobé celkové anestezii neni ohrozen
vznikem komplikaci (napfiklad pfi endobronchidlnich odbérech hrozi
vyssi riziko krvaceni). Vyhodou cytologické diagnostiky je odbér
minimalniho mnoZstvi materidlu bud ziskaného punkéné, pomoci
specidlniho bronchoskopického kartacku, aspiraci bronchidlniho sekretu
nebo vyplachu bronchu. Materidl se pfimo aplikuje na podloZni sklo
a barvi se standardnimi metodami (napfiklad May-Griinwald Giemsa
Romanowski). Histologicky material se ziskava kliStkovou biopsii. Cilem
této metody je co nejvétsi vytéznost ziskanych informaci - potvrzeni
nebo vyvraceni podezieni na malignitu, uréeni jejiho rozsahu a dopInéni
informaci jiz ziskanych z vysledk(i zobrazovacich metod, fyzikalniho

vySetfeni nebo dalSich laboratornich vysetfeni (nadorovych markert).
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Moderni bronchoskopické techniky (endobronchidlni ultrazvuk — EBUS,
endobronchial ultrasound) se daji vyuzit k zobrazeni patologickych
procesti nejen v bronchidlni stén€, ale i na jejim povrchu. Nevyhodou
bronchoskopie je limitace zastiZzeni loZisek v oblasti periferniho vétveni
bronchu. [10]; [11].

3. Moznosti Chirurgické resekce presahuji obsah této prace.

Na zdakladé provedenych zobrazovacich metod, seventudlnim vyuzitim
bronchoskopie ¢i jiného zptisobu odbéru materidlu stanovi pneumoonkolog
a patolog klinické stddium onemocnéni, typ karcinomu a zhodnoti dalsi
diagnosticky postup. Na zdkladé morfologie nelze v nékterych pripadech
cytologické vzorky klasifikovat do jednotlivych kategorii, obtiZné je to zejména pri
odliSeni nizce diferencovaného dlazdicobunécného karcinomu od adenokarcinomu.
Proto se vedle cytologickych natérti z bronchoskopického vySetfeni odebira
i material na cytoblock (viz kapitola 4.1), z néhoz lze provést imunohistochemické
vySetfeni (viz kapitola 4.4 a Obr. 7). To nékdy muze pfispét i ke stanoveni

primarniho ptivodu metastatického nadorového loziska [11]; [25].

Kvalitni subklasifikace nadorti plic patologem je voditkem pro klinického
onkologa k pouziti cilené terapie a stanoveni prognézy onemocnéni. V souvislosti
s nasmérovanim ke spravné terapii se pacienti s pokrocilym nemalobunéénym
karcinomem testuji na pritomnost mutaci v genu EGFR molekuldrné-genetickymi
metodami, které se vyskytuji u 10 — 15 % pacienti. EGFR (receptor epidermalniho
rastového faktoru, Epidermal growth factor receptor) patfi do skupiny protein
monomerniho charakteru s lokalizaci v bunééné membrané tvofeného tfemi
doménami - extracelularni, transmembranovou a intracelularni. Pifi zménach
struktury receptoru se aktivuji signdlni drahy smérem k bunéénému jadru vlivem
spusténi tyrosinkindzové aktivity, coz vede k nadmérné proliferaci, schopnosti

invaze a tvorbé metastaz (viz kapitola 2.3.1). Pokud se u nemocnych prokaze mutace
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v genu pro EGFR, je jim indikovana cilena biologicka lécba inhibitory tyrosinkinazy

zasahujicich pfimo do nitrobunéénych pochodt1 v nadorové burice [17]; [23].

VySetfenti in situ fluorescencni hybridizaci (FISH) se u adenokarcinomi aplikuje
i vpfipadé pozitivniho vysledku imunohistochemického vySetfeni translokace
u onkogenu EML4-ALK. Tato genova prestavba se vyskytuje pfiblizné ul -3 %
pacientti s adenokarcinomem plic. ALK (anaplasticky lymfom kindza) je clen
skupiny inzulinovych receptori ze souboru receptorovych HGFR (hepatocyte
growth factor receptor) tyrosinkindz. Pfi priikazu translokace genu ALK se voli jako

cilend terapie podani inhibitoru ALK tyrosinkindzy [11]; [23].

V dnesni diagnostice NSCLC se rozsifuji moznosti lécit tento typ karcinomu nejen
biologickou lé¢bou, ti¢éinnou radioterapii nebo chemoterapii, ale i samotnym lé¢bou
podpofenym imunitnim systémem pacienta, ktery je nasledné schopen destruovat

nadorové bunky [23].

Pfi diagnostice plicniho karcinomu nesmi byt opomenuty ani zakladni
laboratorni testy a vyuziti stanoveni nadorovych markert. Patologické zvySeni
indikovanych laboratornich parametrii lékafe upozorfiuje na probihajici zmény
v lidském organismu. Nejcastéji se prokazuje zvySeni CRP, na metastatické
postiZeni jater upozorni patologické jaterni testy, zndAmkou nadorové kachexie je
vyrazna hypoproteinemie nebo zvysené hodnoty alkalické fosfatdzy pri podezieni
na metastazy ve skeletu. Pfi vyraznych zménach hodnot krevniho obrazu byva

indikovana i trepanobiopsie kostni dfené [11]; [14].

Vyskyt naddorovych markerti v séru u pacient s malignim nadorem se dava
do souvislosti s apoptdzou ¢i nekrézou a proto se vyuziva predevsim pro kontrolu
ucinnosti terapie. Jako nddorové markery mimo jiné slouzi onkofetalni antigeny.
CEA je glykoprotein (patiici do skupiny p-globulini{l) produkovany vyvijejicim se

embryem, u dospélych jedincti jsou jeho hladiny velice nizké. V nepatrném
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mnozstvi byva syntetizovan z epitelovych bunék stfeva, bronchti a Zaludku a proto
byl v minulosti stanovovan jako specificky marker pro nadory gatrointestinalniho
puvodu. Tento glykoprotein prokazujeme u adenokarcinom®ti ve zvySenych
koncentracich v séru nebo v pleuralnim vypotku jeho vyplavovanim z glykokalyx
buné¢né membrany. Fragment cytokeratinu 19 — CYFRA-21-1, jakoZto cytoskeletarni
protein, se specificky vyskytuje v epitelovych burikach spise dlazdicobunécného
karcinomu, ale jeho stanoveni se vyuziva se i u dalSich malignich procest
(karcinomtt  mocového  méchyfe, ndadort cervixu), jeho senzitivita

u adenokarcinomil je nizsi [14]; [29]
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem této prace sndzvem ,Histologickd stavba zdravé plice
v porovnani s patologickym obrazem adenokarcinomu” je nejen demonstrovat
prehled nejen laboratornich metod, ale i zdkladni strategické postupy potfebné

k diagnostice tohoto typu nadoru.

Podminkou splnéni hlavniho cile je vytyceni zdkladnich dil¢ich tkolti, podle
kterych se bude celd prace vyvijet. Jednim z prvnich kol je podrobné se seznamit
se zdakladni histologickou technikou potfebnou pro zpracovani plicni tkané.
Po predchozim nastudovani histologické stavby plic tak zvolime vhodné barvici
metody pro zobrazeni dilé¢ich histomorfologickych struktur, abychom ndsledné
vysledek mohli porovnat s dostupnym patologickym obrazem. Jakozto zakladni
prehlednou barvici metodu pouzijeme Hematoxylin-eosin k odliSeni zakladnich
tkanovych komponent. Barvici metody AZAN, Orcein unna Tanzer jsou zvoleny
pro vyrazny barevny kontrast zndzornujici pojivové tkané a posledni barveni

Alcidnovou modfi pro priikaz kyselych mukopolysacharid.

DalS$im diléim Ukolem je sezndmeni se s moZnostmi cytologické diagnostiky
od odbéru materidlu po vysledné zpracovani, jejim prinosem a indikacemi
vySetfeni v celém diagnostickém algoritmu dopliujici se s metodami

imunohistochemickymi pracujicimi na principu vazby antigenu a protilatky.

Vrcholem prace by mél byt dodatek dalsich vySetfovacich metod potfebnych

k diagnostice s mensim d{irazem na biochemickou strdnku problematiky.
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4 METODIKA

I kdyz je v soucasné dobé manualni prace bez ohledu na typ laboratofe postupné
nahrazovdna pfistroji a mnohé metody se tak zautomatizovaly, stdle se histologicka
laboratof neobejde bez zkuSeného laboranta, ktery je schopen zhotovovat precizni
histologickou technikou z rtiznych organti a tkani kvalitni histologické preparaty
pro mikroskopicka vySetfeni. Zvolend technika prace se odviji od druhu vysetfeni,
které je pozadovano. Jiné pozadavky na zpracovavani materidlu zahrnuje bézna
biopsie, jiné peroperaéni biopsie, pfipadné nekropsie. BéZnd biopsie se odebira
za ucelem stanoveni histologické diagnézy z materialu fixovaného a zpracovaného
do podoby parafinového bloku. VySetfeni peroperacni biopsie (zkuSenym
atestovanym patologem) probiha v priibéhu operace a provadi se napf. k odliSeni
maligniho procesu od benigniho, ke stanoveni diagnézy, posouzeni okrajti odbéru
zhlediska mikroskopické infiltrace nddorovymi burtkami. Podle vysledku
peroperacniho vysSetfeni modifikuje operatér chirurgicky vykon. Nekroptické
vysSetfeni je indikovdno po smrti pacienta pro upfesnéni predchozich klinickych

nalezti nebo pficin smrti a pro vyukové ucely [30].

Bézny biopticky materidl se zpracovava dle nékolika dil¢ich krokt, které jsou
v této kapitole popsany. Vystupem je histologicky preparat. U vSech typti materidli
zpracovanych v dané laboratofi je nezbytné pouzit prehledné barvici metody,
nejcastéji Hematoxylin-eosin. Volba specidlnich metod jako jsou metody specialniho
barveni (napf. Orcein nebo AZAN), metody imunohistochemické pro prikaz
exprese proteind, pfipadné i molekularné — biologické vysetteni nukleovych kyselin
zavisi na typu diagndzy, posouzeni patologa a jeho neustalé komunikaci s lékafi jiné
odbornosti zasahujicich do konkrétniho diagnostického fetézce (operatér, oSetiujici

lékat, zobrazovaci specialista, mikrobiolog a dalsi).

V rdmci provadénych vySetfeni by se mél odebrat vzorek jak na histologické, tak
cytologické vysSetfeni. Odebrané vzorky vsak nejsou identické, ale vzijemné
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se dopliuji. V rdmci mé prace jsem méla moznost se setkat s jednoduchou metodou
charakteru predoperacniho odbéru — metodou ROSE (rapid on-site evaluation),
pfi které jsem diky zkusenému bronchologovi z Pneumologické kliniky 2. LF a FN
Motol ziskala vzorky nddorovych bunék za pomoci navigace endobronchidlnim
ultrazvukem (EBUS - endobronchial ultrasound), které se nasledné barvily
komeréné dostupnym rychlym prehlednym barvenim pfimo v misté odbéru

materidlu, kde také probéhlo vySetfeni zkuSenym patologem [24].

4.1 Cytodiagnostika

Hodnoceni jednotlivych bunék, posuzovani jejich velikosti, tvaru, poctu,
barvitelnosti a dalSich kritérii je pfedmétem morfologické diagnostické metody —
cytodiagnostiky. K ziskdni reprezentativnich bunék se vyuziva celd fada
specifickych instrumentarii a typti odbérti provadénych na bronchoskopickém sale

[24].

Cytodiagnostika jako takova se déli do dvou skupin podle typu vysetfované
tkdné na exfoliativni cytologii a na punkcni cytologii. Principem exfoliativni
cytologie je sbér bunék z povrchu sliznice nebo patologického utvaru bud
kartackovou biopsii, endobronchialni excizi nebo transbronchidlni biopsii, pfipadné
aspiraci zbronchu. Zatimco punkéni cytologie se zabyva obsahem rGznych
patologickych dutin (obsahem cystickych utvarti) a také vzorky ziskanymi punkci
uzlin rzné lokalizace, nej¢astéji mediastindlnich a hilovych, za souc¢asné rentgenové

nebo ultrazvukové kontroly [24].

4.1.1 Ptiprava a zpracovani vzorki pro cytologické vySetfeni

Jednozna¢né a nezaménitelné oznaceni vzorkii je velice nezbytné. Ihned
po odbéru se materidl vklada do 10% roztoku formolu (4% formaldehyd)
s podminkou striktniho dodrZeni doby fixace, kterd by neméla pfesdhnout 24 hod
z dtivodu zachovani kvality DNA pro ndsledné molekuldrni vySetfeni [24].
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Zpracovani biologického materidlu se lisi v zavislosti na typu poZadovaného

vySetfeni. Hodnoti se pfitomnost nddorovych bunék, jejich zastoupeni a typizace.

Pred cytologickym vySetfenim se biologicky materidl zpracovava témito tfemi

zdkladnimi postupy:

a) Standardni vzorky (ndtéry z aspirdtu, bronchu, punkce suspektnich

lozisek & lymfatickych uzlin, otisky excize)

tento typ materidlu nevyzaduje pfed samotnym barvenim dalsi

zpracovani, provadi se pouze tenky natér na podlozni sklo.

b) Bronchoalveolarni lavazni tekutina

nezbytné jsou alespon 2 ml vzorku, které se vkladaji do cytocentrifugy
2x polml;

materidl se stac¢i pfi 1000 otackach za minutu po dobu 10 minut
a k sedimentu pfiddme 3-4 kapky plazmy a 2-3 kapky trombinu, tim
dojde k vytvoreni srazeniny, do které se vychytaji vSechny pritomné
buriky

, srazenina” se dale fixuje a zpracovdva obdobné az do podoby
parafinového bloku, ktery v tomto pripadé nazyvame cytoblock;
zhotoveny cytoblock vloZime do kazetek s vlozkou a ¢islem a fixujeme 10%
formolem 60 minut;

nasledné vlozime do autotechnikonu pfes 70% alkohol a druhy den
zhotovujeme parafinovy blocek, krajime na mikrotomu a barvime
metodami zadanymi lékafem

tento odbér se vyuzivd u perifernich a plosné rostoucich nadort

(adenokarcinom s lepidickym ristem)

Pleuralni vypotek

ziskany sekret se zpracovava v celkovém mnozstvi asi 5 ml ve zkumavce

obsahujici natrium citricum (antikoagulaéni roztok citratu sodného);
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e zkumavka se staci opét v cytocentrifuze 5 minut pri 3000 otackach
za minutu;
e se sedimentem pracujeme dle stejného postupu jako pfi zpracovani

bronchoalveoldrni lavazni tekutiny [24]; [31].

Po vlastnim zpracovani materidlu ndsleduje barveni cytologickych natért

metodou May-Griinwald Giemsa Romanowski:

e fixace nafedénym methanolem — 3minuty;

e barveni vroztoku May- Griinwald 10 minut, roztok se fedi vodou
v pomérul:10;

e oplach destilovanou vodou;

e nasledné barvime v roztoku Giemsa Romanowski 20 — 30 minut;

e oplach pramenitou vodou;

e oschnuti sklicek;

e nasledné se jednotliva skla umisti do plastové krabice a jsou posléze

odeslany k vyhodnoceni cytologem [31].

Pro urgentni vySetfeni a zpracovani vzorki na bronchoskopickém sale se vyuziva
rychlé orientacni vySetfeni ROSE. Jedna se o mikromorfologicky vykon, pfi kterém
je z odebraného materidlu bezprostfedné proveden natér a obarven rychle
dostupnym barvenim a orientacné vyhodnocen cytologem pfimo na sale, nebo
v predsdli. Timto vykonem si pneumolog ovéfi, zdali byl jeho odbér materialu
hodnotny, pfipadné se odbér opakuje. Za validni se odbér povazuje pfi zastizeni

nadorovych bunék nebo uzlin [24].

K rychle dostupnému barveni se vyuZziva komercni souprava MGG Quick Stain.
Reagencie soupravy vsobé maji obsazeny aktivni molekuly eozinového
a thiazinového barviva s vysokou schopnosti se rychle disociovat. Toho se vyuziva

pii barveni. Diky rychlé absorpci jsou potfebné bunééné struktury béhem par
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sekund obarveny a muze bezprostiedné nasledovat mikroskopie. Souprava
obsahuje tfi roztoky (A = fixacni roztok, B = eosinovy roztok, C = thiazinové barvivo),
(viz Obr. 9). Tyto reagencie maji podobné sloZeni jako tradicni May-Griinwald-
Giemsa. Do jednotlivych roztokii se natér vklada na dobu 4-5 sekund, poté se
oplachne vodou a je pfipraven k odectu pod mikroskopem s nasledujicim barevnym
efektem: erytrocyty jsou razovo-Sedé, trombocyty rtizové, jadra leukocytti tmavé

riizova, eozinofily jasné oranzové a neutrofily purpurové [24]; [30].

Obr. 9 - Rychle dostupné barventi s tfemi roztoky MGG Quick Stain a destilovanou vodou
(vlastni zdroj).

Pfi podezfeni na maligni proces, ale i na nenddorové léze se diagnostika
karcinomu plic opird o soucasné hodnoceni cytologického natéru
s reprezentativnim  cytoblockem ziskanym zcasti odebraného materidlu
nevyuzitym pro zhotoveni cytologického natéru ihned fixovanym v 10% formolu.
Ze zhotoveného cytologického natéru se v zavislosti na diagnoze a povazeni
morfologa, jehoz tkolem je oznacit partie snddorovymi burtkami, provadéji
molekuldrné-biologické metody (PCR vySetfeni mutaci genu EGFR). Kvalitni
cytoblok se vyuziva k metoddm imunohistochemie, nebo FISH vysetfeni zlomu

v genech ALK a ROS 1, které se pouziva pro indikaci k cilené terapii nemocnych [24].

Nevyhodou endoskopicky odebraného vzorku (obvykle velikost okolo 1-5 mm)

je dostupnost malého mnozstvi materidlu, coz mtize znacné limitovat hodnoceni
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strukturnich zmén parenchymu a plicnich 1ézi. Cytoblock se zhotovuje pouze
z pleurdlniho vypotku z materidlu ziskaného =z punkce (lymfatickych wuzlin,
mediastina, loziska extrabronchidlné) k diagnostice zejména v pripadé, Ze vypotek

je prvnim pfiznakem onemocnéni nebo neni mozné provést biopticky odbér [32].

Endoskopii ziskany materidl odebrany punkéni jehlou s aspiracni stfikackou se

zpracovava nasledujicim zplisobem:

e Navlhc¢ime kazetku cytoblocku Reagentem 1;

e Aplikujeme 3 kapky reagentu 1 do vlozky umisténé uvniti kazetky
cytoblocku.

e Zpunkéni jehly opatfené aspiracéni stfikackou pfiddva broncholog
k reagentu 1 vzorek (materidl se obvykle odebira 2x-3x, aby byl dostatek
materidlu pro zhotoveni cytoblocku) a jednu kapku aplikuje na podlozni
sklo, ze kterého se zhotovuje a barvi cytologicky natér.

e Kazdy odebrany materidl se zafixuje (fixativum Shandon Formal — Fixx).

e Pfidostatku materialu se cytoblock zakdpne Reagentem 2 (viz Obr. 10), aby
doslo k zaplnéni reagentu s tkani a vytvoreni koagula.

e Uzavieme cytoblockovou kazetu a umistime do fixativa (10% formol)
a po transportu do laboratofe se dale zpracovava .

e Vlaboratori se cytoblockova kazeta po dostatecné fixaci vklada ptes 70%
ethanol do autotechnikonu a druhy den se zcytoblocku zhotovuje
parafinovy blocek, ktery se krdji na mikrotomu a barvi metodami

indikované patologem [31].
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Obr. 10 - Aplikace biologického materialu z punkéni jehly do kazetky cytoblocku a nasledné

zakapnuti Reagentem 2 (vlastni zdroj).

V nékterych ptipadech se z pleuralniho vypotku, ze kterého se ziskala mala
koncentrace bunék, zhotovuje tzv. cytospin. Kyvetu uloZenou ve sponé
s oznacenym podloZnim sklem a s filtraénim papirem vkladame do cytocentrifugy
a odstfedujeme pfi 1000 otackach po dobu 10 minut. Vlivem odstfedivé sily se
tekutina odsava do filtra¢niho papiru a vSechny buriky obsaZené ve vypotku se
,zcentrifuguji” do malé oblasti na podloznim skle, kterd je definovdna otvorem
ve filtraénim papiru. Sediment se barvi jiz zndmym postupem metodou May-
Griinwald Giemsa Romanowski. Vyhodou tohoto postupu je, Ze prakticky vSechny

buriky, které byly obsazeny ve vypotku, se soustfeduji na malém prostoru [31].

U pacienta se prokdazala typicka morfologie adenokarcinomu pfi urgentnim
vySetfeni na bronchoskopickém sdle a ze zbytku materidlu se provadéla dalsi
nezbytna vysetfeni. Pfi podezieni na adenokarcinom je nutna subtypizace naddoru,
aby se odliSil primdrné plicni adenokarcinom od pfipadné metastdzy
adenokarcinomu jiného primdrniho ptvodu do plic (napf. primarni
adenokarcinomy zazivaciho a mocového traktu).
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4.2 Prehled histologické techniky pro zpracovani
bioptického materialu

Kazdy materidl odeslany k histologickému zpracovani musi byt vybaven peclivé
vyplnénou zadankou. Materidl se fddné oznaci a ponofi do nadoby s fixaénim
roztokem (nejcastéji formolem), kterého by mélo byt dostatecné mnozstvi (50x vice
nez je objem vzorku). V laboratofi materidl lékat pfikroji v kovové digestofi zvané
flowbox (s odtahem) na reprezentativni ¢asti tkané a laborant/ laborantka materidl
umisti do jednotlivych kazetek s kratkymi popisy materidlu dané lékafem
a nasledné vlozi do autotechnikonu, kde dochdzi k odvodnéni a prosyceni horkym
parafinem. Nasledné se tkan zalije do peclivé popsanych parafinovych blokf, které

jsou krajeny na mikrotomu a barveny pfisluSnymi metodami [33].

4.2.1 Faze mimo laboratof: odbér, fixace a transport

Technika odbéru se podfizuje tomu, aby byl materidl odebrdn co nejrychleji
a zaroven nejsSetrnéji a nedoslo ke zhmozdéni tkané. Zptisobti odbéru je celd fada -
nejzndméjsi a v priibéhu operace casto vyuzivana technika probatorni excise,
resekce, dalsi dostupnd moznost odbéru je punkce dutou jehlou opatfenou injekéni
stfikackou, kterou se nasavaji malé kousky tkané. Mezi dalsi techniky odbéru patfi
mikroexcise — pro odbér materidlu z dutého organu sondou (napiiklad
endoskopické vysetfeni Zaludku) a pro gynekologické ucely nejvic vyuzivana
mikroabraze (napfiklad pro kontrolu spravné vytvorené sekrecni faze

menstruacniho cyklu) [33].

Abychom zabrdnili samovolnému rozkladu tkané (autolyze), ke které dochazi
vlivem rtiznych enzym{, jeZ najdeme v lysozomech, vyuzivame fixa¢ni prostiedky.
Nejcastéji pouzivany fixacni prostfedek - formol se doddva jako 40% roztok
formaldehydu ve vodé s nutnosti tento roztok nafedit na 10% formol. Pro fixaci

krevnich organi (sleziny) se nedoporucuje vyuzivat Bouinovu tekutinu jako fixacni

roztok, protoze krev srazi na tvrdou a tézce krdjitelnou hmotu, ale rychle pronika
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do tkang, ktera je nasledné dobfe barvitelna. Kromé téchto dvou nejvyuzivanéjsich
tekutin lze v praxi pouZit napf. Bakerovu tekutinu pro fixaci lipidi, Hellyho

tekutinu, pfipadné i aceton [33]; [30].

Po odbéru a fixaci nasleduje transport materidlu do laboratofe. Po pfijmuti
zalitého materidlu s zddankou laboratofi se provede kontrola uidajii na Zadance
a na nadobé, materidl se eviduje a je mu pfifazeno bioptické cislo a 1ékat, ktery

provede vySetfeni.

Patologicky materidl vyuzivany pro ucely prace byl ziskan na Ustavu patologie

a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Motol Praha.

4.2.2 Faze v laboratofi: zalévani do parafinu, krajeni, barveni
a montovani

Fixace tkdné probihd primérné 12 — 48 hodin podle velikosti odbéru. Po fixaci tuto
tkan nemtizeme krajet na mikrotomu - je mékka a fez by se rozpadl. Médium,
do kterého tkan zalévame (parafin) vyplni mikroskopické stérbiny ve tkani a tim se
zni stane pevna hmota, z niz snadno ukrojime tenké fezy. Zalévani do parafinu
probiha v autotechnikonu (viz Obr. 11), a skldd4 se z nékolika dil¢ich krokdi v tomto

poradi [30]:

* Odvodnéni tkdné se provadi stoupajici fadou alkohold (50%, 70%, 80%,
90%, 96%, 100%). Material se postupné pfendsi do alkoholti s vyssi
koncentraci. NiZ8i koncentraci se zacina, aby se pfedeslo smrsténi tkané.

vvvvv

nasledné krajeni a barveni.

* Prosyceni intermediem nésleduje ihned po odvodnéni tkané. Alkohol se
musi dokonale odstranit, protoZe vném parafin neni rozpustny.
Pro prosyceni vyuZzijeme intermedium, ktery dobfe rozpousti parafin

a zaroven se misi s ethanolem (xylen).
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Prosyceni parafinem se provadi postupné ve ¢tyfech laznich zkvalitnéného

parafinu v rozmezi nékolika hodin. Parafin m4 bod tani kolem 56 — 58 °C.
Tato teplota nesmi byt pfekrocena, jinak tkan tvrdne a Spatné se kraji
a barvi. Soucasti nékterych autotechnikonti jsou navic dvé lazné — cistici
xylen a ¢istici alkohol.

Vlastni zaliti se nikdy neprovadi z parafinu, ktery jsme vyuzili k prosyceni
tkané. Tkan zalévame do komtrek z umélé hmoty na parafinoveé zalévaci

lince (viz Obr. 12) a vysledkem je parafinovy blocek [33].

o TissueTek” VIP

Obr. 11 - Autotechnikon (vlastni zdroj).
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Obr. 12 - Parafinova zalévaci linka (vlastni zdroj).

Pristroje, na kterych se provadi vlastni krajeni fezii, se nazyvaji mikrotomy.
Tloustka fezti se pohybuje mezi 3 - 6 um a da se nastavit mikrotomovym Sroubem.

Dle konstrukce se v praxi nejvice vyuZzivaji dva typy mikrotomu [33]:

» Sankovy mikrotom ma blok pevné umistén v drzaku pro blok a nuz,
pripadné Ziletka jsou upevnény pod thlem 7 ° ve specialnim drzaku, ktery
se pohybuje proti ,staciondarnimu” bloku. Timto typem mikrotomu se
zhotovuji jednotlivé fezy (viz Obr. 13).

* Rotaéni mikrotom funguje na opacném principu - sklada se z pevného

noze a pohyblivého bloku, jeZ je pfibliZovan setrvacnikovym kolem.

Slouzi ke zhotoveni sériovych fezti [33].
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Obr. 13 - Sarikovy mikrotom (vlastni zdroj).

Tenky ukrojeny fez klademe na pfedehfatou vodni hladinu (37 °C). Nasleduje
nataZzeni fezu na predepsané podlozni sklo a kladeni na vyhfivanou plotnu (37 °C).
Po nékolika minutdch se série ukrojenych fez(i prenasi do termostatu, abychom rezy

ususili. V termostatu se ponechaji do druhého dne [33].

Dle pozadavku lékafe se fezy barvi prehlednymi, ale i specialnimi barvicimi
metodami. Prehled nékolika metod vyuzivanych pro tcely této prace jsou uvedeny
v nasledujici podkapitole. Aby byl preparat pouzit pro pozorovani ve svételném
mikroskopu, je nezbytné ho zamontovat. K tomu se vyuZzivaji montovaci média
(napf. DePeX). Podle poétu obarvenych skel si pfipravime kryci skla, kdpneme
kapku montovaciho média a opatrné prilozime podlozni sklo s fezem. Obarveny fez
musi byt zcela zakryt krycim sklem s médiem. Pfipadné bubliny vytla¢ime pomoci
laboratorni jehly. Hotové preparaty jsou v laboratofi kompletovany s zddankami

a odevzdany lékafti, ktery preparaty zhodnoti a indikuje pfipadné dalsi vysSetfeni.
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4.3 Plicni adenokarcinom — prehled pouzitych
barvicich metod

Jako zdakladni barvici metoda, kterd umoznuje odliSeni jednotlivych tkanovych
struktur, byla zvolena metoda Hematoxylin - eosin. K prtikazu zdkladnich
pojivovych tkani (vaziva a chrupavky) byly vybrany metody AZAN a Orcein unna
Tanzer a koneéné k prikazu kyselych mukopolysacharidi nejvhodnéjsi metoda

barveni Alcidnovou modri.

4.3.1 Zakladni barvici metoda Hematoxylin - eosin

Jedna se o zdkladni pfehlednou barvici metodu, kterd vyuziva kombinaci dvou

barviv — bazického hematoxylinu a kyselého eosinu.

Hematoxylin je pfirodni barvivo izolované z Krevené obecné (kampeskového
dubu). Do laboratofi je dodavan jako nazloutly krystalicky prasek. Samotné barvivo
postrada barvici schopnosti. Ty ziskdva oxidaci vzdusSnym kyslikem, coz se
z ¢asového hlediska nevyplati. Proto se vyuzivaji k oxidaci oxidacni cinidla
(jodi¢nan sodny, ¢i Zelezité ionty), diky nimZ ziskame tzv. hematein. Tento roztok
stale nemtiZze byt pouZit k barveni pro svou nizkou afinitu ke tkani. Z hemateinu se
dale musi vytvofit lak hemateinu pomoci mofidla (siran hlinito-draselny) a podle
pouzitého mofidla rozliSujeme jednotlivé druhy hematoxylinti (kamencové
hematoxyliny Mayertiv a Harrisiv nebo Zelezity Weigerttv hematoxylin).
Ziskavame komplex, ktery je schopny se vazat na bazofilni struktury jadra napft.
jaderny chromatin. Abychom vytvofili barevny kontrast, v kombinaci

s hematoxylinem je vyborné syntetické barvivo eosin [33]; [30].

Eosin na rozdil od hematoxylinu, jez barvi pfedevsim jadra bunék a chrupavkuy,
ma schopnost barvit nejen cytoplasmu, kolagen, svalstvo a erytrocyty,

ale i mezibunécnou hmotu, coZ ulehdi rozliSeni v mikroskopu [33].
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Pred samotnym barvenim si pfipravime jednotlivé roztoky:

Roztok eosinu - 0,5% roztok (5 g eosinu a 1000 ml destilované vody).

Roztok NaHCO:s - 2% roztok (20 g NaHCOs a 11 destilované vody).

Xylen a ethanol - pouZijeme z ptivodnich lahvi od vyrobce.

Harristiv hematoxylin — bez pfipravy, dodan od vyrobce, pfed pouzitim

nutno prefiltrovat.

Kysely alkohol - 3-5 kapek HCI do 100 ml 70% alkoholu.

Karbol-xylen - xylen a fenol v poméru 3:1.

Postup barveni:

1. tdze — DEPARAFINACE (odstranime parafin, ktery nepropousti do

tkané barvy),(viz Obr. 14).

©)

©)

Xylen L

Xylen IL

100% ethanol I.

96% ethanol 1I.

Prani pod tekouci vodou

Oplach v destilované vodé

5 minut
5 minut
5 minut
5 minut

5 minut

2. faze — VLASTNI BARVENI (viz. Obr. 15 a Obr. 16).

o

o

Harristiv hematoxylin

Prani ve vodé

Diferencovani v kyselém alkoholu (HCI)

Zcernani jader proudem pramenité vody

2% NaHCOs pro zmodrani jader

Prani ve vodé
Oplach v destilované vodeé

0,5% roztok eosinu

5 minut (dle intenzity)

10 minut
namocit
10 minut
namocit

5 minut

5 minut
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o Oplach ve vodé 3 kyvety

o RA&dné ususit

e —

_—N

DEPRRARINAE

XERRpFINGA - o xim VRINE]
DEPRRAEIN A ccT N A y 4
(alev I } KYEN - A00%MKOHOL %% /MIOHOL

"~ Obr. 162, féze - VLASTNI BARVENI (2. &st), (viastni zdro])

3. faze — ODVODNENI (viz Obr. 17).

o 96% ethanol L. rychle prendat
o 100% ethanol II. rychle prendat
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Obr. 17 - 3. faze - ODVODNENI (vlastni zdroj).

» 4 fize — PROJASNENI (viz Obr. 18).

o Karbol-xylen 5 minut
o XylenL 5 minut
o XylenIL 5 minut

a/

Obr. 18 - 4. faze - PROJASNENIT (vlastni zdroj).

» 5. faze - MONTOVANI.

Vysledky barveni: Jadra bunék a chrupavka se obarvi modre, kolagenni vazivo

rtizové, svalovina Cervené, erytrocyty oranzovo - ¢ervené [30].
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4.3.2 Prikaz kolagennich vlaken metodou AZAN

Tato metoda se nékdy pocita mezi trichromova barveni jako modry trichrom.

Pred barvenim je nutnd priprava pottebnych roztok:

Azokarmin - 0,1 g azokarminu do 100 ml destilované vody, zahfejeme
ve vodni lazni, prefiltrujeme a po zchladnuti pfiddme 1 ml CHs COOH.
Anilinova modf - oranz G — navazime 0,5 g anilinové modfe, 2 g oranze G
a1l g kyseliny fosfowolframové. Vse pfiddme do 100 ml destilované vody.
Nasledné okyselime pfidanim 8 ml CHsCOOH, svafime a po zchladnuti
prefiltrujeme. Pfed samotnym upotfebenim je nutné fedéni 1:1
s destilovanou vodou.

Anilinovy alkohol — odméfime si 1 ml anilinového oleje, ktery slijeme
do 1000 ml 96% alkoholu.

Kysely alkohol — odméfime 1 ml CHsCOOH a napipetujeme do 100 ml 96%
alkoholu.

5% kyselina fosfowolframova — odvazime 5 g kyseliny fosfowolframové

a kvantitativné pfeneseme do 100 ml destilované vody.

Provedeni:

1. faze - DEPARAFINACE.

2. faze — VLASTNI BARVENI (viz Obr. 19).

o Barveni 30 minut v roztoku azokarminu v termostatu pfi 58 °C.

o Oplach destilovanou vodou.

o Diferenciace v anilinovém alkoholu (kontrola v mikroskopu -
¢ervena jadra na riZovém podklad€) — 40 sekund.

o Kysely alkohol (1% kyselina octova v 96% alkoholu) — 25 sekund.

o Mofeni 8-9 minut v 5% roztoku kyseliny fosfowolframové.

o Oplach destilovanou vodou.
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o Roztok anilinové modre + oranze G — 8 minut.
o Oplach vodou 10 minut.

o Diferenciace v 96% alkoholu — 8 minut.

o Destilovana voda oplach.

» 3. faze - ODVODNENI.

» 4, fize - PROJASNENI.

» 5, faze - MONTOVANI.

Obr. 19 - 2. féze - VLASTNI BARVENI metoda AZAN (vlastni zdroj).

Vysledky barveni: Jadra se obarvi karminové cervené, erytrocyty oranzovo-

cervené, kolagenni vazivo modre a svalovina cervené [30].

4.3.3 Prukaz elastickych vlaken metodou Orcein unna Tanzer

Priprava roztokt pred barvenim:

* Orcein se rozpusti v alkoholu za tepla ve vodni lazni a po zchladnuti se
doporucuje barvicka prefiltrovat a pfidat 1 ml HCL.

» Kysely alkohol se pfipravi odmétenim 70% alkoholu 100 ml + 0,5 ml 35%
HCL

Postup barveni:

= 1. faze - DEPARAFINACE

» 2. faze — VLASTNI BARVENI

o 70% alkohol oplach.

o Vroztoku Orceinu barvit fezy 30 minut pfi 58 °C.
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o Oplach destilovanou vodou.

o Diferenciace v kyselém alkoholu — vyniknou é¢ervenohnéda
elasticka vlakna.

o Oplach ve vodé.

o Dobarvime hematoxylinem 5 minut.

o Prani ve vodé 10 minut.

o 2% NaHCOs pouze namocit.

o Prani ve vodé 5 minut.

» 3. faze - ODVODNENI

» 4 fize - PROJASNENI

» 5. faze - MONTOVANI

Jednotlivé faze barveni jsou vyobrazeny na Obr. 20.

Obr. 20 - Prtikaz elastickych vlaken metodou Orcein unna Tanzer (vlastni zdroj).

Vysledky barveni: Jadra se obarvi modre, elasticka vlakna syté hnédocerveneé,
kolagen modrozelené a erytrocyty + svalovina zluté [30].
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4.3.4 Priukaz kyselych mukopolysacharidit metodou Alcianové
modre

Prokazujeme hlen, obsahujici kyselé mukopolysacharidy, produkovany
poharkovymi burikami epitelu dychacich cest, slouzici pro jejich samodistici
schopnost. Mucin je smés kyselych mukopolysacharidti (glykosaminoglykani)
a linedrnich polysacharida s opakujici se disacharidovou ¢asti. Kyselé
mukopolysacharidy obsahuji hlavné kyselinu hyaluronovou, chondroitinsulfat

a heparin [5].

Pfed barvenim si pfipravime roztoky urcené k barveni nasledujicim zptisobem:

* Alcidnovd modf - odvazime 1 g Alcidnové modfe 8GX, kterou
kvantitativné preneseme do 3% kyseliny octové.

* Jadrova cerven - odvazime 0,5 g jadrové cervené a kvantitativné
prevedeme do 5% siranu médnatého za tepla. Po zchladnuti je nutna

filtrace.

Postup barveni:

» 1. faze — DEPARAFINACE

» 2. faze - VLASTNI BARVENI

o Destilovana voda oplach
o 1% roztokem Alcidanové modfe 8GX barvime fezy 2 hodiny.
o Destilovana voda oplach.
o Jadra dobarvime jadrovou éerveni 3 minuty.
o Oplach vodou.
= 3. fdze - ODVODNENI

» 4. faze —- PROJASNENI
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» 5. faze - MONTOVANI

Jednotlivé faze barvici metody lze vidét na Obr. 21.
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Obr. 21 - Prtikaz kyselych mukopolysacharidit metodou Alcianové modre (vlastni zdroj).

Vysledky barveni: Jadra bunék se prokazi diky dobarveni jadrovou cerveni
cervené a kyselé mukopolysacharidy modrozelené [30].

4.4 Imunohistochemie

Imunohistochemické techniky se pouZzivaji k pritkazu exprese proteinii a jinych
makromolekul in situ v histologickém fezu formolem fixované a do parafinu zalité
tkané. Imunohistochemie detekuje pfitomnou specifickou antigenni determinantu
daného proteinu pomoci vazby specifické protilatky. Antigeny endogenniho
puavodu (cytoskeletdrni, membranoveé, jaderné) prokazujeme nejcastéji a jedna se

o antigeny, které jsou pfirozenou soucasti bunék a tkani. Naproti tomu antigeny
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exogenni (bakteridlni, virové) nejsou béZnou soucasti buniky. Protilatka (nazyvana
primarni) se na antigen, ktery miiZze nebo nemusi byt ve tkani pfitomen, navaze
svym Fab fragmentem. Vyuzivaji se protilatky monoklondlni (vdzi se na jeden

epitop antigenu) nebo polyklondlni (vazi se na vice epitopti antigenu) [34].

Imunohistochemicka detekce vyuziva dva zdkladni typy imunohistochemickych
metod — metodu pfimou a metodu nepfimou. U pfimé metody se musi antigen
ve tkani vyskytovat v dostatecné vysoké koncentraci, k jehoz vizualizaci vyuzivame
znacenou primdrni protilatku (napfiklad fluorochromem), kterd se na epitop
antigenu navaze svym Fab fragmentem. Vysledek pak hodnotime , pfimo”
ve fluorescenénim mikroskopu jako fluorescenci v misté, kde se primarni protilatka
navazala na epitop prokazovaného antigenu. Tento princip se v praxi vyuziva pouze
zfidka, pro hodnoceni je potfeba pomérné finanéné ndrocny fluorescenéni
mikroskop. Z hlediska citlivosti neni fluorescen¢ni znac¢eni vhodné pro parafinové

fezy, pouziva se spiSe na tkanich zmrazenych [34], [35].

Nepfimé metody se v praxi vyuzivaji Castéji, jelikoz jsou citlivéjsi z hlediska
detekce mensiho mnoZstvi antigenu ve tkani. V riznych modifikacich nepfimych
metod (na principu biotin-avidinového komplexu nebo vmnaSem pfipadé
polymerniho peroxiddzového komplexu) dochdzi ke stejné specifické vazbé jako
u metod pfimych - tedy vyrobené primarni protilatky na antigenni determinant.
Zasadni rozdil od metod pfimych je v primarni protilatce, ta neni znacend. Vazbu
neznacené protilatky na stanoveny antigen je tfeba zviditelnit, aby byl vysledek
hodnotitelny ve svételném mikroskopu a to sekunddrni protildtkou, jeZ se vaze
na protilatku primarni na zdkladé mezidruhové specifity a vazba je vysoce
specifickd. Sekunddrni protildtka se wvyrdbi proti Fc fragmentu mysiho
imunoglobulinu (obecné zvifete, které produkovalo primdrni protilatky). Pfi pouziti
metody ,biotin-avidinového komplexu” se sekundarni protildtka znaci biotinem.
Na biotin se navdZe komplex avidin-peroxiddza pres biotin-avidinovy mustek.

Nasleduje prfidani roztoku substratu a kosubstratu. Pfi pouziti metody
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,polymerniho peroxiddzového komplexu” je jak sekunddrni protilatka, tak
peroxiddza navazana na polymer — vazba tedy probiha v jednom kroku bez nutnosti
pouziti biotin-avidinového mustku a nasleduje pfidani roztoku substratu
a kosubstratu. Enzym, ktery se pro detekci pouziva nejcastéji je kienova peroxidaza
(HRP z anglického HorseRadish peroxidase). Substrat peroxidazy (peroxid vodiku)
se pfidava jako nedilnd soucast pro priibéh reakce a je sdm o sobé bezbarvy.
Pro barevny vysledek enzymatické reakce do roztoku substrdtu pridavame
kosubstrat, neboli chromogen (v nasem pfipadé 3,3 - diaminobenzidin — DAB),
ktery slouzi jako donor elektronti a v misté enzymatické reakce tak spatfujeme

hnédou srazeninu [35].

Pro potvrzeni diagnézy adenokarcinomu primdrniho plicniho ptvodu bylo
zvoleno testovani exprese téchto proteint: jaderného Thyreoidniho Transkripéniho
Faktoru (TTF-1) a cytoplasmatického proteinu napsinu A. Pouzili jsme specifické
primarni protildtky: monoklonalni mysi anti-TTF-1 (klon SPT24; izotyp IgGl, kappa;
ZYTOMED SYSTEMS) a monoklondlni mysi protilatka anti-napsin A (klon IP64;

izotyp IgG2b; Novocastra) [36].

TTF-1 je transkrip¢ni faktor - 1 Stitné Zlazy, lokalizovany v jadrech bunék. Podili
se na regulacich transkripce genti bunék pro Stitnou Zldzu a pro plice (surfaktantové
proteiny A, B, C i sekre¢ni proteiny Clarovych bunék). Pivodné byla exprese
zjisténa u bunék stitné zlazy, proto tomuto faktoru jiz ztstalo specifické oznaceni
TTF-1. Pozdéji se prokazalo, Ze zajistuje stejnou funkci i u bunék plic. Exprese TTF-1
je charakteristickd pro karcinomy $titné Zlazy a z plic, i pro jejich metastazy do jinych

lokalizaci [37].

Proteindza pepsinu - napsin A patii mezi nezbytné cytoplasmatické markery,
podilejici se na zrdni surfaktanového proteinu B vyskytujici se primarné

v alveoldrnich makrofazich a v pneumocytech II. typu [37].



4.4.1 Vlastni imunohistochemicky prikaz provedeny
z parafinovych bloku

1. Odbér, fixace a zalévani tkdné do parafinu jsou totozné jako u pfipravy
histologickych preparatti.

2. Bloky pro imunohistochemicky prtikaz se mrazi v mrazicim boxu (Iépe se
pak krdji na tenké fezy) a na rotacnim mikrotomu se zhotovi fez o sile
1-2 pm. Ty jsou laborantkou natazeny z pfedehfaté vodni hladiny
na specidlné upravené podlozni sklo (silanizované a natfené poly-L-
lysinem, aby se zabrdnilo ,odplavani” fezu z podlozniho skla béhem
nasledné piipravy tkané). Pfes noc se nativni fezy uchovavaji
pfi laboratorni teploté a tésné pfed zahdjenim imunohistochemického
vysetfeni je vkldddme na 30 minut do termostatu (56 °C).

3. Deparafinace probiha fadou xylenti (3x5 minut). Timto procesem se tkan
zbavi parafinu. Na tento krok se klade nejvétsi diraz (viz Obr. 22). Pokud
by nedo$lo k dtkladné deparafinaci, hrozilo by nedokonalé navazani
protilatky. Nasledné tkan zbavujeme xylenu, ktery se nemisi s vodou,
a tkan by nemohla byt zavodnéna. Rezy proto vkladame do fady
izopropylalkoholti (2x5 minut). JelikoZ vétsi ¢ast nasledujictho postupu
probiha ve vodném prostfedi, tkan promyvame i z izopropylalkoholu
sestupnou ethanolovou fadou a pfevadime fezy do destilované vody

(Ix5 minut).
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Obr. 22 - Dtikladna deparafinace imunohistochemickych fezti (vlastni zdroj).

Aby se na antigenni determinanta ve tkdni mohla navazat primdarni
protilatka, je tfeba tyto epitopy demaskovat. Pocet determinant
na molekule antigenu souvisi s jeho velikosti a jejich pocet je proto riizny.
Pfi chemickém zptlisobu pfipravy tkané (formaldehydem, xylenem,
parafinem, ale i jinymi chemickymi latkami) dochdzi k zamaskovani
vazebnych mist ve tkani (napfiklad zesitovanim molekul aldehydovou
fixaci). Vyrobce protilatky doporu¢i v pracovnim ndvodu postup
pro konkrétni protilatku, jez si kazda laboratof sama optimalizuje.
Pro stanoveni exprese proteinti TTF-1 a napsinu A se doporucuje var
v demaskovacim roztoku v predehfaté vodni ldzni 40 minut.
Pro napsin A se pouziva 10 Mm citratovy pufr o pH 6,0, o jehoZ slozeni
a pH ruci ve FN Motol mistni Iékarna, ktera roztok do laboratofe dodava.
Pro TTF-1 je demaskovaci roztok komercné doddvan od firmy DAKO
(DAKO 51700).

Demaskovani ukoné¢ime promytim fezti PBS pufrem (3x5 minut) o pH 7,2.
Nésledujicim krokem je blokovani potencidlni zbytkové aktivity
endogenni peroxiddzy, nejcastéji nadbytkem jejiho substratu (peroxidu
vodiku). V tkdnich a bunkidch zastdvd pomérné velké mnozZstvi
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makromolekul s peroxidazovou aktivitou. Pokud bychom tuto endogenni
peroxidazovou aktivitu nezablokovali, prfeménovala by substrat
a kosubstrat na hnédou srazeninu stejn€, jako kfenova peroxiddza pouzita
pro detekci vazby primdarni protilatky. Ziskali bychom tak falesné
pozitivni vysledky. Proto preparaty inkubujeme 15 minut v 3% peroxidu
vodiku (10 ml 30% peroxid vodiku a 100 ml PBS pufru). Opét
po 15 minutach promyjeme PBS pufrem (3x5 minut).

7. Pred aplikaci primarni protiladtky se oblast tkdané na histologickém skle
vymezi hydrofobnim perem kvili nechténému sliti protilatky v prabéhu
inkubace a také jeji uspofe. Primarni protilatky pfed aplikaci fedime
komercéné dodavanym fedicim roztokem od firmy BIO SB
(Imumunodetector protein blocker/antibody diluent BSB 0114). Napsin A
fedime 1:200, TTF-1 1:100. Skla vkladame do vlhké komurky, aby v dobé
inkubace (pfes noc, 4 °C v lednici) nedoslo k vyschnuti fediciho roztoku

a ke zvySeni koncentrace protilatek (viz. Obr. 23).

Obr. 23 - Rezy s primarni protilatkou ve vlhké komdirce (vlastni zdroj).

8. Druhy den ukoncime inkubaci s primdrni protildtkou, a to ponechdnim
komitrek pfi laboratorni teploté (vyrovnani teploty z lednice), po otepleni

opét promyvame PBS pufrem (3x5 minut) a aplikujeme detekéni systém
74



dle navodu (Mouse/ Rabbit PolyDetector DAB/ HRP Detection system)
od firmy BIO SB. Jedna se o polymerni detekéni systém (na polymeru jsou
navazané sekunddrni protilatky i molekuly peroxidazy).

9. PolyDetector HRP Label — sekundarni protildtku nechame s tkani
inkubovat 45 minut pfi laboratorni teploté a nadbytek promyvame PBS
pufrem (3x5 minut).

10. Reakci (vytvofeny komplex — primdrni protilatka, sekundarni protilatka,
peroxidaza) vizualizujeme chromogenem — DAB pracovnim roztokem
(50 pl PolyDetector DAB Chromogenu + 1 ml PolyDetector DAB Buffer),
ktery ponechame na fezu 10 minut a nasledné dtkladné promyjeme
tekouci vodou (3x5 minut).

11. Pro lepsi prehlednost a orientaci ve tkani se dobarvuji jadra bunék
Harrisovym hematoxylinem. Jaderné antigeny (TTF-1) 5 vtefin — kratsi
dobu, aby nebyla pfipadnd slabsi jadernd pozitivita prekryta
hematoxylinem a cytoplasmatické antigeny (napsin A) 60 vtefin. Poté
nechdme jddra modrat pod pramenitou vodou.

12. Preparaty pfes destilovanou vodu prevedeme do vzestupné ethanolové
fady, az po 96% ethanol. Projasnime rychlym promytim v acetonu a smési
acetonu s xylenem (I:1) po dobu 2x3 minuty a nasledné preparaty
prevedeme do ¢istého xylenu (2x5 minut).

13. Poslednim krokem je zhotoveni trvalého preparatu aplikaci montovaciho

média (solakrylu) a kryciho skla [36].

Vysledek imunohistochemické detekce exprese proteind TTF-1 a napsinu A

nasledné zhodnotime pod svételnym mikroskopem.
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5 VYSLEDKY

Tato kapitola je zaméfena na fotografie preparatii zachycujici patrné rozdily mezi
zdravymi a patologickymi plicemi postiZenymi adenokarcinomem. K samotné
cytologické detekci nddoru byla vyuzita orientacni metoda ROSE s ndslednym

dostupnym barvenim MGG Quick Stain reagenciemi.

Pro zachyceni jednotlivych histologickych struktur plic jsme pouzily barvici
metody Hematoxylin-eosin, AZAN a Orcein unna Tanzer (k priikazu pojivové
tkadné) ¢i Alcidnova modf (ke zndzornéni kyselych mukopolysacharidii). Postupy

téchto barveni jsou uvedeny v kapitole 4.3.

K prokdzani primarné plicniho ptivodu nddoru byl zvolen imunohistochemicky
prikaz jaderného faktoru TTF-1 a cytoplasmatického proteinu napsinu A s vyuzitim
specifickych mnoklonalnich protildtek. Fotografie byly pofizeny na Ustavu
histologie a embryologie 1. LF UK mikroskopem znacky LEICA DMLB kamerou
LEICA MC 170 HD a zaostfeny programem LAS V 4.8.0.
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5.1 Cytologicky priakaz

Adenokarcinom
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Obr. 24 - Prtikaz adenokarcinomu z bronchoskopie, zvétseno 400x, barveni Diff-Quick (vlastni

zdroj).

Na fotografii je patrnd morfologie adenokarcinomu. Diagnézu dokazuji buriky
s excentricky umisténymi hyperchromnimi nepravidelnymi jadry a misty patrnou

vakuolizaci cytoplasmy. Natér byl pofizen ze stéru bronchialni sliznice.



5.2 Barvici metoda hematoxylin-eosin

Zdrava plice: terminalni bronchiolus

3 - .
- \-'\4’1‘-_’4...‘ s e G

Obr. 25 - Terminalni bronchiolus zdravé plice s prafezem cévy a ductuli alveolares, zvétSeno
100x, barveni Hematoxylin-eosin (vlastni zdroj).

1 - Terminalni bronchiolus, 2 — prifez cévou, 3 — ductuli alveolares.

Jedna zvétvi bronchiolu - termindlni bronchiolus s jednovrstevnym
cylindrickym epitelem s fasinkami a Clarovymi buitkami obsahujicimi sekrec¢ni
granula s proteiny. Na fotografii je patrnd i dalSi vrstva pod epitelem tvofena
hladkymi svalovymi burikami. Dal$im oddilem dychacich cest je respira¢ni
bronchiolus, ktery pfechazi do ductuli alveolares s navazujicimi alveoldrnimi vacky.

Na fotografii jsou zachycené i prifezy cévami se zbytky erytrocytti.
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Zdrava plice: intraalveoldrni septum
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Obr. 26 - Intraalveolarni septum tvofené pneumocyty L. a IL. typu, zvétSeno 200x, barveni
Hematoxylin-eosin (vlastni zdroj).

1-Pneumocyt L typu, 2 — pneumocyt IL. typu.

Oddéleni jednotlivych alveol — intraalveolarni septa s prevazujicimi retikuldrnimi
a méné zastoupenymi elastickymi vlakny. Sténa alveolii je tvofena zastupci bunék
monocytomakrofagového systému (alveoldrnich makrofagti), dale pneumocyty I.
typu (ploché bunky) tvoficimi hemo-respiracni bariéru a pneumocyty II. typu

s kubickym, aZ ovalnym tvarem vylucujici surfaktant.
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Acinarni adenokarcinom

Obr. 27 - Acinarni adenokarcinom, zvétseno 200x, barveni Hematoxylin-eosin (vlastni zdroj).

1-V centru acinarni struktury nadorového ptivodu pfitomna nekroticka debris tvorena
neutrofilnimi granulocyty a udumfelymi burikami, 2 — nddorové stroma s lymfocytarni

infiltraci.

Acindrni adenokarcinom tvofi zldzové a kribriformni (sitovité) struktury s
podobou acint. Nadorové burky jsou kubické az cylindrické s eosinofilni

cytoplasmou a atypickymi hyperchromnimi jadry, s misty patrnymi jadérky.
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5.3 Barvici metoda AZAN

Acinarni adenokarcinom

Obr. 28 - Acinarni adenokarcinom, zvétseno 200x, barveni AZAN (vlastni zdroj).

1 - Nekroticka debris v centru lumina nadorovych struktur, tvofena neutrofily a

odumfelymi burikami.

Pro zndzornéni pojivové tkané byla zvolena metoda AZAN. Jadra bunck se
obarvila karminové cervené, erytrocyty oranzovo cerven€, kolagenni vazivo modre
a svalovina cervené. Nadorové stroma je vtomto pfipadé tvorené minimalnim

mnozstvim kolagennich vldken.
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5.4 Barvici metoda Orcein unna Tanzer
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Obr. 29 - Pleura, zvétSeno 100x, barveni Orcein unna Tanzer (vlastni zdroj).

1-Mezotel, 2 — céva, 3 — elasticka vldkna, 4 — alveolus, 5 — koniofagy, 6 — lymfaticka

céva.

Znazornénim pojivovych tkani je zde patrna struktura pleury jako tenké ser6zni
blany na povrchu plic, kterd je v pfimém kontaktu s plicnim parenchymem. Orcein
unna Tanzer barvi jddra bunék modfe, elastickd vladkna syté hnédocervené, kolagen

modrozelen€ a erytrocyty a svalova vldkna zluté.
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Pleura je vystlana mezotelem produkujicim pleurdlni tekutinu. Vazivo obsahuje
bohata kolagenni a elasticka vlakna s krevnimi a lymfatickymi cévami. Na fotografii

jsou patrné také koniofdgy - prasné buriky, obarvené cerné.

Acinarni adenokarcinom

Obr. 30 - Acinarni adenokarcinom, zvétseno 200x, barveni Orcein unna Tanzer (vlastni zdroj).

1 - Lymfocytarni celulizace.

Na preparatu je patrna absence elastickych vldken v nddorovém stromatu, kde

lze zachytit kolagenni vazivo (viz barveni AZAN) a lymfocytarni celulizaci.
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5.5 Barvici metoda Alcianova modr

Acinarni adenokarcinom

Obr. 31 - Acinarni adenokarcinom, zvétseni 100x, barveni Alcianova modf (vlastni zdroj).

K priikazu kyselych mukopolysacharidii ve tkdni se vyuZila metoda Alcianové
modfe. Jadra bunék jsou cervend a kyselé mukopolysacharidy se zndzorni

modrozelené.
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5.6 Imunohistochemicky priukaz

Prikaz jaderného faktoru TTF-1 (Tyreoidalniho Transkripcniho

Faktoru- 1) v adenokarcinomu primarné plicniho ptivodu

Obr. 32 - Acinarni adenokarcinom, zvétSeni 40x, barveni TTEF-1 (vlastni zdroj).

Acinarni adenokarcinom s difuzni silnou jadernou pozitivitou prikazu TTF-1.
V okraji nadoru je patrné intersticium tvorené fidkym kolagennim vazivem s cévou

a antrakotickou pigmentaci.
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Obr. 33 — Acinarni adenokarcinom — detail, zvétSeno 200x, barveni TTF-1 (vlastni zdroj).

Patrnd je jaderna pozitivita nddorovych bunék v prikkazu TTF-1 a prechod
do nepostizeného plicniho parenchymu, kde se barvi jddra pneumocytu II. typu

(coz slouzi jako pozitivni vnitfni kontrola probéhlé imunohistochemické reakce).
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Priikaz cytoplasmatického proteinu napsinu A

Obr. 34 - Acinarni adenokarinom, zvétseno 200x, prikaz napsinu A (vlastni zdroj).

Pozitivita nddorovych bunék je patrnd jako difuzni granuldrni cytoplasmaticka
pozitivita. V levé ¢asti obrazku lze pozorovat tisek plicniho parenchymu bez nadoru
se silnou cytoplasmatickou pozitivitou alveoldrnich makrofagt (pozitivni vnitini

kontrola probéhlé imunohistochemické reakce s protilatkou proti napsinu A)
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6 DISKUZE

Hlavnim cilem bakalafské prace je demonstrovat prehled nejen laboratornich
metod, ale i zdkladnich postupti potfebnych k diagnostice plicntho nddoru. Mezi
zakladni postupy patfi rentgenovy snimek hrudniku. Ten nemusi odkryt, Ze pacient
timto onemocnénim trpi. V dneSni dobé se stdvaji dominantni jiné zobrazovaci
techniky jako pocitacova tomografie (CT), z prehledovych metod pozitronova
emisni tomografie s vypocetni tomografii (PET-CT). Diky témto technikdm se podari
odkryt nddor v plicich a vyjadfit se k pfipadnému Sifeni do okolnich struktur,
pficemz jistou nevyhodou je radiologicka zatéz pacienta. Mezi financné i casové
narocna vysSetfeni se fadi magnetickd rezonance, a proto neni na kazdém pracovisti
k dispozici, i kdyZz pfindsi mnohé vyhody (vysoké rozliSeni ¢i pofizeni kvalitniho 3D

obrazu pozadovaného organu a dalsi).

Zradnost rakoviny plic je v tom, Ze se v ¢asnych stadiich vétSinou neprojevuje
a proto byvaji casnd stddia diagnostikovana spiSe jako ndhodny ndlez napt.
u pacienti, ktefi se chystaji na planovany chirurgicky vykon, a je jim proveden
skiagram hrudniku nebo se mtize jednat o pacienty po uraze, ktefi se tak nahodné
dostanou do nemocnice a je jim provedeno diikladné vySetfeni. Pacient by se

v sebemensim podezieni mél nechat vySetfit, jelikoZ diagnostika neni jednoducha.

Souvislost koufeni se vznikem rakoviny plic je k nalezeni v mnoha odbornych
publikacich ¢i ¢lancich a dostala se do povédomi i Siroké vefejnosti. Dava se v nich
do silného vztahu koufeni se viemi histologickymi subtypy — adenokarcinomem,
dlazdicobunéénym karcinomem, malobunéénym ¢i velkobunéénym karcinomem.
Nejsilnéjsi spojitost se vSak zacind prokazovat v probéhu let u dlazdicobunécného
typu karcinomu a malobunééného karcinomu plic. Oproti tomu u pacientti bez
zavislosti na tabakovych vyrobcich byl prokazan ve vétsiné ptipadi adenokarcinom
s odliSnou incidenci u muztt a u zen. U kufdkdi je navic pravdépodobné,

Ze onemocni jeSté jinou nemoci, nez je karcinom plic. Jednd se o chronickou
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obstrukéni plicni nemoc, a proto se u této rizikové skupiny lidi doporucuje v ramci
prevence dochdzet na pravidelné kontroly (skiagram hrudniku a funkéni vySetfeni
plic spirometrii) ve véku nad 50 let. Toto doporuceni plati i pro osoby v riziku

expozice rakovinotvornych latek a osoby s familidrnim vyskytem nadoru plic.

V CR se zfinanénich divod neprovadi screeningova vysSetfeni pro vcasny
zachyt zhoubného novotvaru. Byly vSak provedeny zahranic¢ni studie s nizsi ddvkou
radiologického zareni pro detekci rakoviny plic v nizSich stadiich, ale zatim nebyl

prokazan casnéjsi zachyt.

Mezi dalsi diagnostické postupy karcinomu plic patfi endoskopické vySetfeni
dychaciho systému, kam se fadi bronchoskopie s odbéry z mista patologické léze,
ke které se pristupuje na zakladé vysledki zobrazovacich metod. Kazda diagnéza
plicni rakoviny musi byt podlozena mikromorfologickym prtikazem (odbérem
a vySetfenim v laboratofi, pfipadné pfimo na bronchoskopickém sale). Cytologicka
diagnostika se opird o vySetfovani natérti (aspiracnich, pripadné stérti z bronchu),
punkci lymfatickych uzlin ¢i otisky excizi, jinymi technikami se zpracovava material
z pleuralniho vypotku nebo bronchoalveolarni tekutiny. VySetfeni umoZiiuje nejen
odebrat material k cytologickému hodnoceni, zaroven se pfitomnost a typ nddoru
v pruduskach hodnoti také vySetfenim histologickym. Pro tucely bakalafské prace
byl vybrdn pacient, kterému se na zdkladé pfedchozich vysetfeni indikoval
bronchoskopicky zdkrok za kontroly EBUS a natér se nasledné obarvil dostupnym
barvenim MGG Quick Stain (viz Obr. 24). Tento materidl byl posouzen
cytopatologem pfimo na bronchoskopickém sale metodou ROSE a byla prokazana
typickd morfologie adenokarcinomu (burky s vakuolizovanou cytoplasmou,
nepravidelnymi a excentricky uloZenymi jadry). Zbyla ¢ast odebraného materialu
byla zasldna do cytologické laboratore, kde byl zhotoven cytoblock a parafinovy fez
nasledné obarven metodou May-Griinwald Giemsa Romanowski. Zminény
bronchoskopicky odbér mi pomohl ke spInéni jednoho z dil¢ich tikolti pro splnéni

hlavniho cile prace.
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Obor patologie se fadi k zakladnim piliftim lékafskych oborti. V minulosti tento
obor dominoval spiSe pitevni technikou a pitvami zemfelych. V soucasné dobé se
zaméfuje na vysetfovani zivych nemocnych. Patologickd oblast klasifikace nadort
plic zaznamenava v posledni dobé prudky rozvoj a to zejména ve skupiné
nemalobunéénych karcinomt. Zmény jsou podminény stale se rozSifujicimi
moznostmi morfologického zafazeni do jednotlivych subtypi nemalobunéénych
karcinomt predevsim diky imunohistochemickym metoddm. Dale se priklada vétsi
akcent na molekuldrni podstatu nadorti (aktivacni mutace genu EGFR, pfestavby
genu ALK). JelikoZ se jednd o obtizné diagnostikovatelny typ nddoru, ne vzdy
chirurgicky odstranitelny a v mnoha pfipadech s ne pfili§ pfiznivou progndzou,
neobejdeme se v budoucnu bez vyuziti dalSich modalit pro zpfesnéni vysledkii
bioptickych vySetfeni. Je to zejména terapeuticko-indikaéni diagnostika
prostfednictvim bioptickych preparatd, kterd napomaha cilené 1é¢bé nemocnych.
Bez kvalitniho bioptického vysetfeni neni ve vétsiné pripadti mozné léc¢bu vibec
zahdjit a patologie se tak stava vyznamnou diagnostickou slozkou, kterd rozviji

moznosti cilené 1é¢it pacienty.

Histologicka vySetfeni tkani, organti a dalsiho biologického materialu nezbytnou
soucasti diagnostického algoritmu jakéhokoli nddorového onemocnéni. Nejedna se
jen o odbér klasické biopsie (at technikami chirurgickymi ¢i endoskopickymi),
urcujici typ a rozsah nadoru, ale nedocenitelny je téZ vyznam peroperacnich biopsii,
ovliviiujicich priibéh operacniho vykonu jako takého. Materidl pro histologické
vySetfeni se zpracovava klasickou formol-parafinovou technikou, v soucasné dobé
jiz za zna¢ného vyuziti automatizace (autotechnikony, barvici a lepicich automaty)
s vyhodami standardizace a rychlosti pfipravy parafinovych blockt. Ty se nasledné
kraji a fezy o sile 1 — 3 mikrometri se kladou na podlozni sklo. Pro zviditelnéni
jednotlivych ultrastruktur tkané se fezy kontrastuji, aby se daly mikroskopicky
hodnotit. Jejich zpracovani muze trvat i nékolik dni, a proto se mnohdy lékarska
zprava dostane k pacientovi béhem jednoho (u obtiznéji diagnostikovatelnych
pripadtii vice) tydnti.
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Vedle zdkladni barvici metody — Hematoxylin-eosin se vyuziva dalsi fada
barvicich technik, které napomahaji v detekci urcitych tkanovych a bunéénych
komponent (AZAN, Orcein unna Tanzer a Alcidnova modr). Postupy téchto metod
jsou dané navodem, nicméné kazda laboratof si postup metody modifikuje podle
svych internich podminek. Uprava se tyka zejména ¢asovych intervalti jednotlivych

krokt.

Metoda Hematoxylin-eosin se fadi nejen mezi zdkladni metody, ale i mezi
prehlednd barveni, kterym se barvi vSechny pfipravené histologické fezy zejména
kvali vyraznému barevnému kontrastu. Doba barveni se odviji od druhu
hematoxylinu, druhu tkdné a také na doby fixace. Vysledkem barveni jsou jadra
bunék a chrupavka do modra, kolagenni vazivo do odstinti rtizové, svalovina se
obarvi cervené a erytrocyty oranzovo-cervené. Na Obr. 25 a Obr. 26 jsou sledovany
struktury typické pro zdravé plice, kdezto na Obr. 27 miizeme porovnat struktury

jiz typické pro acinarni typ adenokarcinomu.

Jedna ze specidlnich barvicich metod (AZAN) se vyuziva jako technika pro
znazornéni kolagennich vlaken. Ve zdravych plicich nachazime kolagenni vlakna
zejména Vv intraalveolarnich septech. Timto barvenim jsme prokazali, Ze nadorové
stroma je vnékterych pfipadech tvofeno minimalnim mnoZstvim kolagenniho

vaziva, jinak zbarveného do modré barvy (viz Obr. 28).

Stejné jako v pfipadé metody AZAN, i metoda Orcein unna Tanzer se fadi mezi
specidlni barvici metody, znadzornujici elasticka vldkna do syté hnédocervené barvy.
Na elasticka vldkna je bohatd napft. pleura (viz Obr. 29). V nddorem zménéné tkani
jsme touto metodou prokdzali absenci elastickych vldken oproti vldknim
kolagennim, které byly méné patrné v piipadé barveni metodou AZAN (viz Obr.

30).
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Posledni vyuzitd barvici metoda (Alcidnova modr) slouzi k pritkazu kyselych
mukopolysacharidi. Adenokarcinom plic je nddor, vychazejici ze Zlazového epitelu
plic. Jeho soucasti jsou poharkové bunky, produkujici kyselé mukopolysacharidy.
Modro-zelenym kontrastem (viz Obr. 31) jsme prokazali, Ze produkce hlenu ztstala

v tomto pfipadé zachovana.

Diagnéza by nebyla kompletni bez imunohistochemického priikazu, diky
kterému zjistime nejen ptivod nddorové populace bun€k, kterou déle specifikujeme,
ale napomdahd predevSim k diferenciaci primarniho a metastatického procesu.
Nadorova populace nemusi byt dostateéné diferencovand a pouhym prehlednym
barvenim tak neni vzdy zafaditelnd. Imunohistochemie umozinuje in situ
identifikaci antigennich casti bunék ¢i tkanovych struktur technikou vyuZzivajici
monoklondlni nebo polyklondlni protilatky. Vnasem piipadé jsme vyuzili
monoklonadlni protilatky anti-TTF-1 (klon SPT24; izotyp IgGl, kappa; ZYTOMED
SYSTEMS) a anti-napsin A (klon IP64; izotyp IgG2b; Novocastra) k prikazu
primarniho ptvodu nddoru. Prokdzany imunofenotyp (exprese jaderného faktoru
TTE-1 (viz Obr. 32, Obr. 33) a cytoplasmatického proteinu napsinu A (viz Obr. 34)
svéd¢i pro primarné plicni pavod nadoru. I pres vysokou cenu se
imunohistochemické metody vyuzivaji ve vétsiné histologickych laboratoii Ceské
republiky a pomahaji tak vindikaci novych cilenych terapii pomoci

humanizovanych protilatek.

Poslednim krokem kdoplnéni diagnézy plicniho adenokarcinomu je
molekuldrné-patologicka cast, prokazujici pfitomnost ¢ nepfitomnost mutace
v receptoru EFGR (jez reguluje mnozeni a apoptdzu bunék, ale také angiogenezi
nadoru) nezbytnou k zahdjeni 1écby inhibitory tyrosinkindz ¢&i prestavbu v genu
ALK, kterd vede k aktivaci signalni drahy a rozvoji plicniho karcinomu. VySetfeni
téchto prestaveb je nad rdmec této prace a proto bych v navazujici ¢asti studia chtéla

v této praci pokracovat. Konkrétné by se jednalo o zjisStovani prognostického
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¢i prediktivniho vyznamu zvySeného poctu kopii v genu ALK u pacientti s plicnim

adenokarcinomem, ktefi maji fyziologicky pocet kopii genu EGFR.

Casna diagnostika rakoviny plic z krve zatim nenf rutinné mozna, i kdy? se touto
cestou ubira vyzkum na poli této problematiky. V soucasné dobé se dynamika
urcitych onkomarkert (napf. CEA, CYFRA-21-1, viz kapitola 2.4.3) v krvi sleduje

zejména pro kontrolu tcinnosti lécby.
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7 ZAVER

Tato prace snidzvem , Histologickd stavba zdravé plice v porovnani
s patologickym obrazem adenokarcinomu” podava priehled nejen laboratornich
metod potfebnych k diagnostice plicntho adenokarcinomu. Zaroven se

problematika tohoto onemocnéni stava hlavnim cilem prace.

Hlavni cil by nebylo mozZné splnit bez vytycenych dil¢ich ukolt. Zakladem bylo
se seznamit s histologii plic a plicniho parenchymu a vhodné zvolit barvici techniky
potfebné pro ndsledné porovnani obrazu adenokarcinomu se zdravou plicni tkdni.
Zietelny rozdil mezi morfologii zdravych a patologickych plic demonstruji pofizené

fotografie ze svételného mikroskopu v kapitole Vysledky.

Dilezity pfinos v celém vysSetfovacim algoritmu ma rovnéz cytologicka
diagnostika. Na zakladé provedené bronchoskopie se pfistoupilo u konkrétniho
vybraného pacienta k resekci plicni tkdné, ktera se kontrastovala vhodné zvolenymi

barvicimi metodami.

Do kompletni diagnostické problematiky se zcela zdsadnim zptisobem zacleniuje
imunohistochemické vysSetfeni umoznujici bliz§i specifikaci typu nadoru

a v nékterych pfipadech ovliviiujici vybér lécebného protokolu.

Kontrola ucinnosti 1é¢by se neobejde bez biochemickych testii z krve pacienta,

kdy se sleduje dynamika charakteristickych nadorovych markerd.

Tato prace proto miize slouZit ke studiu nejen fyziologického vzhledu plicni
tkané, ale zejména by méla poskytnout ndvod pro laboratorni diagnostiku plicniho

adenokarcinomu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Cé
ACTH
ADH
ALK
ATS
BALT
CEA
CNS
CRP
CT
DAB+
DIPNECH
DNA
DNES
EGF
EGFR

ERS
FISH
GTP
HGFR
HRP
IASLC
K-ras
MRI
NSCLC

oznaceni pro jeden ze sedmi krénich obratlii (vertebrae cervicales)
adrenokortikotropni hormon

antidiureticky hormon

Anaplasticky Lymfom Kinazy

American Thoracic Society

bronchus associated lymphoid tissue

karcinoembryonalni antigen

centralni nervovy systém

C-reaktivni protein

computer tomography (pocitacova tomografie)

3,3 - diaminobenzidin

difuzni idiopaticka plicni hyperplazie neuroendokrinnich bunék
deoxyribonukleova kyselina

buriky Difazniho Neuroendokrinniho Systému
epidermalni riistovy faktor

epidermal factor growth receptor (receptor epidermalniho
rustového faktoru)

European Respiratory Society

Fluorescent In Situ Hybridisation

guanosintrifosfat

Hepatocyte Growth Factor Receptor

HorseRadish Peroxidase

International Association for the study of Lung Cancer
Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog

magnetic resonance imaging (magneticka rezonance)

non-small cell carcinoma (nemalobunécny karcinom plic)
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PAS
PBS
pCO2
PCR

PTHRP

ROS-1
ROSE
SCLC
TGF-a
Th4-5
TTF-1
WHO

Periodic Acid Schiff

Phosphate Buffered Saline

parcidlni tlak oxidu uhliéitého

Polymerase Chain Reaction (polymerazova retézova reakce)
parcialni tlak kysliku

parathyroid hormon related protein (protein podobny
parathormonu)

gen, kéduyjici Proto-oncogene tyrosine-protein kinase (ROS)
Rapid On Site Evaluation

small cell carcinoma of the lung (malobunéény karcinom plic)
transformujici rastovy faktor

oznaceni pro hrudni obratle (vertebrae thoracicae)
Thyreoidni Transkripéni Faktor

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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