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ABSTRAKT

Bakalafska prace snazvem Prostata — fyziologicka stavba a vybrané
patologicke stavy v histologickém obrazu se zabyva problematikou zhoubnych i
nezhoubnych onemocnéni prostaty. Pro bliZsi zkoumani byla vybrana zdrava
tkan, benigni hyperplazie a adenokarcinom. Byly vytvoreny histologické
preparaty sriznymi druhy barveni, kdy kazdé vybrané specidlni barveni je
zaméfeno na urcitou specifickou strukturu, ktera je barvenim dobfte ozfejména.
Dale pak byly tkané podrobeny imunohistochemickému vySetfeni. Veskeré
vysledky byly vyhodnoceny v zavislosti na mozné pouZzitelnosti pro diagnostiku

vybranych onemocnéni.

Vysledky ukézaly nespornou vyhodu diagnostiky onemocnéni prostaty
pomoci imunohistochemického pritkazu. Diagnostika pomoci specidlnich
barvicich metod je v soucasné dobé jiZ nedostacujici. U adenokarcinomu je nutné
spravné vyhodnoceni a uréeni rozsahu ndadorového bujeni. Pro benigni
hyperplazie prostaty je imunohistochemicky prtikaz také vyhovujici. Nodularni

uzly jsou vSak vidét i v preparatech barvenych Hematoxylinem-Eosinem.

Klic¢ova slova

Prostata, patologie, diagnostika, histologické zpracovéni, specidlni barveni,

imunohistochemie



ABSTRACT

Bachelor's thesis named Prostate - the physiological structure and selected
pathological states in histological description deals with a subject of malignant
and benign prostate diseases. A healthy tissue, benign prostatic hyperplasia, and
adenocarcinoma were chosen for closer examination. Histological samples were
prepared using various types of staining methods where every special staining
technique is focused on specific structural changes which are clearly highlighted
by the specific staining process. The tissue specimens then underwent
histological examination. All results were evaluated in accordance with possible

usability for a diagnosis of selected diseases.

Results clearly showed the advantage of using immunohistochemical methods
for prostate diseases detection. The special staining methods have been shown as
insufficient for current prostatic neoplasia detection. Diagnostic procedures and
the disease seriousness evaluation play a key role in adenocarcinoma
determination. The immunohistochemical method is suitable for benign prostatic
hyperplasia as well. Nodular changes are visible in Hematoxyline-Eosine stained

samples obviously.

Keywords

Prostate, pathology, diagnostics, histological processing, special staining

method, immunohistochemistry
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1 UVOD

Patologické zmény prostaty jsou velice castym onemocnénim postihujici
dospélé muze nejen v Ceské republice, ale na celém svété. Mezi tyto stavy patii
zejména benigni hyperplazie prostaty a adenokarcinom. Onemocnéni jsou velice

dobie diagnostikovatelnda, nicméné vyskyt v populaci stale stoupa.

Benigni hyperplazie prostaty je vdneSni dobé pomérné béinym
onemocnénim, které neni zivot ohroZujici. Ma vsak velice vyrazny vliv na
pacientovu pozdéjsi kvalitu zivota. Toto onemocnéni je v populaci velice
rozsitené, a pravé ztohoto diéivodu jsem ho zaradila mezi mnou vybrané

patologické stavy, kterymi se budu zabyvat.

Mnohem zavaznéj$i problém je adenokarcinom prostaty. U adenokarcinomu
je velkym problémem nedokonale vedeny screeningovy program v nasi zemi,
neni totiz zaveden celoplosné. Laboratorni vySetfeni hladiny prostatického
specifického antigenu vsak neni pro diagnostiku nddorového onemocnéni
dostacujici. V dnesni dobé je tedy provedeni tohoto testu pouze na domluveé mezi
lékafem a pacientem. Z tohoto diéivodu je procento zachytu nemoci v ranném
staddiu v populaci vyrazné sniZeno. V pfipadé, Ze je adenokarcinom zachycen
vcas, je zde velkd Sance uplného vyléceni nebo alespon zajisténi ndsledného
kvalitniho Zivota pacienta. V pfipadé, Ze je vSak onemocnéni zachyceno pozdé,
jsou problémy spojené slécbou mnohem castéjSi a zavaznéjsi. Metastazy
prostatického adenokarcinomu se usazuji v kostech, coz je velice bolestivé a

naslednd lécba jiz neni prilis acinna.
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Je nutné zminit, Ze nemocnéni spojena s Zenskymi pohlavnimi organy jsou
v prubéhu poslednich let silné medializovana. O onemocnénich spojenych
s muzskymi pohlavnimi orgdny se vSak prakticky nemluvi. Ve vefejnych
médiich je standardem potkavat spoty, které nabadaji Zeny k periodickym
navstévam lékart, samovysSetfenim a celkové zvysuji povédomi populace o
téchto problémech. Tato osvéta se vSak nepraktikuje u onemocnéni muzské
populace. To je podle mého nazoru chybny krok, protoze zvySeni vSeobecného
povédomi o téchto problémech je urcité velice diilezité pro zlepSeni lékarské
péce, vcasnou diagnostiku a pro lepsi pochopeni muzi postizenych timto
onemocnénim. Projektd zabyvajicich se touto problematikou je tedy bud
nedostatek, nebo jsou Spatné Sifeny mezi vefejnost. Mezindrodni organizaci
zabyvajici se v dostatecné mife i potfebné hlasitosti timto problémem je
Movember. Projekt zabyvajici se rakovinou varlat, prostaty a jejich prevenci.
Movember je vSak projekt celosvétovy, v Ceské republice Zadna takovéato

organizace zatim neni.

1



2 CILE PRACE

Hlavnim cilem prdce je porovnani morfologickych zmén u patologicky
zménénych tkani oproti tkani zdravé. K tomuto porovnani budou vybrana urdcita
specialni barveni a imunohistochemické priikazy. Nasledné bude vyhodnocena

uzitecnost jednotlivych znazornovacich metod.

V teoretické casti bakalarské prace se budu zabyvat anatomickou stavbou
prostaty, jeji funkci a vybranymi patologickymi stavy. Zvlastni pozornost je
vénovana benigni hyperplazii prostaty a prostatickému karcinomu. Tyto
patologické stavy jsou totiz v dnesni dobé nejcastéjsi. Dale se pak tato ¢ast zabyva

moznou diagnostikou a 1é¢bou téchto stavti.

V praktické casti je pak popisovan podrobny postup tvorby histologického
preparatu zdravé a patologicky zmeénéné prostaty. Tento postup se sklada
z prijmu vzorku, fixace, zalévani, krajeni, barveni a montovani. Prostatickou tkan
je mozné barvit zdkladnim barvenim a specidlnimi metodami. V dnesni dobé je
vSak velice popularni imunohistochemické znazornéni. Imunohistochemie je

tedy nedilnou soucasti této kapitoly.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

Prostata, v ceStiné nazyvana predstojnd Zlaza, je nejvétsi neparovy organ
muzského pohlavniho systému. Radi se mezi piidatné pohlavni zlazy
reprodukcniho tstroji. U mladého muze vazi okolo 20 aZ 30 gramti a jeji rozmeéry
jsou 4x3x2 cm, s rostoucim vékem se prostata zvétSuje. V dutiné bfisni je uloZena
v malé panvi. Baze prostaty sméfuje k mocovému méchyti a apex (vrchol),

sméruje k diaphragma urogenitale [1].
Prostatu v dnesni dobé mtizeme délit podle dvou hledisek:

o Clenéni na laloky podle Lowsleyho

o Clenéni na histologické zény podle McNeala

Clenéni na laloky podle Lowsleyho se vyuziva p¥i diagnostickych biopsiich
prostaty. Toto ¢lenéni bere v itvahu pét nezdvislych zlazovych skupin, podle
vyvoje a polohy viici mocové trubici. Prostata je tedy délena na lobus anterior
(pfedni lalok), lobus posterior (zadni lalok), lobus dexter (pravy lalok), lobus

sinister (levy lalok) a lobus medius (stfedni lalok) [1].

Clenéni na histologické zény podle McNeala je v klinické praxi mnohem
rozsifenéjsi. Jde o pomérové zastoupeni jednotlivych prostatickych zon zdravého
mladého muze. Béhem Zivota se mohou procentudlni zastoupeni jednotlivych
¢asti vyrazné meénit, coz je nutné v klinické praxi zohlednit. Prostata se déli na
7ldznatou a nezldznatou ¢ast. Zlaznata ¢ast (pars glandularis) se poté dale déli na
periuretralni zénu (zona glandularum periurethralium, 1.1 — Obrazek 1), ktera
tésné priléha k mocové trubici a obsahuje slizni¢ni Zlazky. Déle zéna centralni
(zona centralis, 1.2 — Obrazek 1), ktera obsahuje podslizni¢ni zlazky a pfedstavuje
asi ¢tvrtinu celkového obsahu prostaty. Zéna periferni (zona peripheralis, 1.3 —

Obrazek 1), ktera obklopuje zoénu centralni obsahuje hlavni sekreéni zlazky a je
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obsahové nejvétsi ¢asti prostaty (70 %). Vnéjsi zénou zlaznaté casti je prechodni
zona (zona transitionis, 1.4 — Obrazek 1), ktera obsahuje predevsim slizni¢ni
zlazky a zpredu naléha na periuretralni zénu. Procentualni zastoupeni této ¢asti
je v prostaté pfiblizné 5 %. Nezladznata cast (pars aglandularis, 2.1 — Obrazek 1) je
tvofena hlavné stromatem. Tato ¢ast obsahuje pouze predni neZlaznatou zénu
(zona anteromediana), kterd je tvorena kolagennim a elastickym vazivem a

hladkou svalovinou [1].

Obrazek 1 - Histologické zony prostaty dle McNeala [1].

3.1 Anatomicka stavba

Anatomicka stavba prostaty je nejcastéji popisovana od vnéjsiho pouzdra po
jednotlivé typy prostatickych zlazek a jejich ulozeni. Celou prostatou prochazi
mocova trubice (v této oblasti nazyvana pars prostatica uretrae), ktera se uvnitt
prostaty déli na proximalni a distalni ¢ast. Takto se mocova trubice rozdéluje na
urovni colliculus seminalis (hrbolek zadni stény prostaty). Mocova trubice je
v prostaté mirné ventralné prohnuta a na spodni strané usti do diaphragmy. Dale
do prostaty usti oba ductus ejaculatorii (spole¢né vyvodné cesty pohlavni). Tyto
cesty vznikaji spojenim chamovodu a vyvodu semennych vacku.
Na povrchu prostaty je vytvofena inervovana pletenn ze sympatickych a

parasympatickych nervovych vlaken. Cévni zasobeni je zajisténo z vétve tepenné
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arteria vesicalis inferior a arteria rectalis media. Vétev zilni pak zastupuje plexus
venosus prostaticu a plexus venosus vesicalis. Lymfatickou cirkulaci zajistuje
nodi lymphoidei iliaci interni et externi a nodi lymphoidei sacrales. Inervaci pak
obstarava plexus prostaticus tvofeny z plexus hypogasticus inferior jak po

strance sympatické, tak parasympatické [1, 2, 3].

3.2 Histologicka stavba

Histologicky se prostata skladd zobalu, vazivové vrstvy capsula
periprostatica, ktery je vybéZkem pdanevni fascie. Samotnym pouzdrem je
capsula prostatica, které rozdéluje prostatu na laloky, a dale se déli na nékolik
vrstev. Vnéjsi vrstvou je stratum externum vasculosum, kde jsou uloZeny
vyznamné tenkosténné Zilni pletené. Dale je ve vazivové vrstvé hustd cast
obsahujici kolagenni a elastickd vldkna nazyvand stratum intermedium
fibrosum. Vnitfni ¢asti pouzdra je stratum internum musculare, kterd obsahuje
hlavné hladkou svalovinu uspofddanou do nepravidelné sité. Tato vrstva tésné
priléha ke stromatu prostaty, které obklopuje prostatické vyvodné zlazky. Toto
fibromuskularni stroma je tvofeno kolagennim a elastickym vazivem. Mezi
témito vlakny je velké mnozstvi hladkosvalovych bunék. Funkci téchto bunék je
vypuzovani sekretu z prostaty do mocové trubice. Béhem zivota klesd mnoZstvi
svalovych bunék a elastickych vldken a zvysSuje se mnozstvi vlaken kolagennich.
Stézejni ¢asti prostaty je zIdzovy parenchym. Ten se sklada z 30-50 samostatnych,
rozvétvenych tuboalveolarnich zlazek. Ty se spojuji a usti do 15-30 ductuli
prostatici (z1azové vyvody prostaty), které tésné obklopuji mocovou trubici a tsti

do jeji distalni ¢asti po obou strandch colliculus seminalis [1, 2, 3].
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Tuboalveolarni zlazky Zzldzového parenchymu maji rtzny priisvit a jsou
opatfeny fasami, které jednotlivé zlazky rozdéluji a napomahaji jejich funkci.
Prvnim typem Zlazek jsou Zlazky sliznic¢ni. Ty je moZné najit v periuretralni zong,
kde jsou tésné ptilehlé k mocové trubici a tsti do ni. Dal$im typem Zlazek jsou
zlazky podsliznicni, které jsou soucasti centrdlni zony prostaty. Poslednim a
Zlazky hlavni a podslizni¢ni svymi vyvody tsti piimo do mocové trubice. Uvnitt
zlazek se na povrchu nachazi vystelka tvofena dvouradym epitelem. Tento epitel
se skldda z bazalni membrany, spodni fady bazalnich epitelovych bunék a horni
fadu tvori buriky sekrecni. Bazalni buriky maji kubicky tvar a jejich hlavni funkci
je obnova zlazového epitelu. Sekrecni buriky mohou podle své sekreéni aktivity
ménit tvar. V pfipadé tvorby sekretu jsou buriky protdhlé az cylindrické,

v klidovém stavu mohou mit az kubicky tvar [2].

3.3 Funkce prostaty

Hlavni prostatické Zlazky jsou vystlany cylindrickym epitelem, ktery tvofi
mirné zasadity sekret (pH 7,6) s vysokym obsahem fruktoézy, ktera je hlavnim
zdrojem energie pro pohyb spermii. Sekret tvori zhruba 30 % objemu ejakulatu.
Dalsi slozkou, kterd je k ejakulatu v této fazi pridavana, je protein semenogelin.
Hlavni sekreéni buniky obsahuji téZ sekrecni vakuoly a lysozomy, které ze
své cytoplazmy vylucuji kyselou fosfatdzu. Zvlastnim typem lysozomii jsou
prostazomy. Tyto organely jsou lipoproteinovad sekrecni granula, ktera po
ejakulaci splynou s membranou hlavicky spermie a méni jeji stavbu. Obsahuji
velké mnozstvi enzymaticky aktivnich latek, iont(i, zinku a vapniku. Latky
enzymatického charakteru napomadhaji spravné funkci spermii. Ve vystelce
povrchu jsou také endokrinni buriky, pfesnéji neuroendokrinni burky. Tyto
buriky produkuji serotonin, enoldzu a nékteré dalsi peptidy. Funkce téchto bunék

je ale zatim nejasna.
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Poslednim druhem epitelovych bunék, které mutZeme najit v prostaté, jsou
buniky, které tvofi sialomucin. To je kysely mukopolysacharid se sialovou

kyselinou jako kyselou slozkou [1, 2].

Ejakulat je tedy tvofen velkym mnozstvim sloZek, kdy ale pouze dvé maji
diagnosticky vyznam pro prostatu. Jde o prostatickou specifickou kyselou
fosfataz (PSAP) a prostaticky specificky antigen (PSA). Fyziologickou funkci
prostatického specifického antigenu je tvorba proteaz, kdy dochazi ke zkapalnéni
koagulovaného semene. K této koagulaci dochazi Stépenim semenogelinu.
Rosolovitd hmota se rozpada a dochdazi k opétovnému rozpohybovani spermii.
Funkce a rlist prostaty zavisi na mnozstvi hormonu dihydrotestosteronu. Tento
hormon vznikd z testosteronu v epitelidlnich burikkdch a stromatu varlat a
prostaty. V dnesni dobé je hlavnim ukazatelem nddorového bujeni prostaty.
Funkci prostatické specifické kyselé fosfatdzy je enzymaticka aktivita, ktera se
podili na metabolismu a riistu epitelovych bunék, které maji onu dutlezZitou
sekreéni funkci. PSAP byl v minulosti hlavnim ukazatelem nadorového bujeni

prostaty [1, 2].

3.4 Vybrané patologické stavy

Patologie je nauka o chorobnych pochodech a zméndach v lidském téle. Tato
medicinskd disciplina se zabyva zkoumdanim poskozenych tkani a orgdnu

v souvislosti s pfiznaky nemoci a pfi¢inami vzniku [4].

3.4.1 Zanéty prostaty

e Akutni
e Chronické

e Specifické — Tuberkul6zni prostatitida
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Akutni zanéty byvaji z velké casti vyvolany bakteridlni infekci. Nejcastéjsi
bakterii, kterd akutni prostatitidu vyvoldva je Escherichia coli. Mezi dalsi
bakterie, které zanét vyvolavaji patfi Klebsiela, Proteus nebo nékteré druhy
Enterobakterti. K zanétu prostaty mutZe dochazet pfi zanétech mocového
méchyte nebo uretry, kdy dochazi k rozsifeni zanétu z okolnich organt az do
prostaty. Krozsifeni zdnétu muze také velice Casto dochdzet pfi katetrizaci
mocového meéchyte. Pfi akutni prostatitidé dochdzi ke zvétSeni a prekrveni
prostaty. Pfi histologickém zkoumadni jsou viditelné lymfocyty a makrofagy.

V pifipadé hnisavé formy onemocnéni i abscesy [4].

Chronické zanéty velice casto vznikaji z akutnich prostatitid. Bakteridlni
infekce byva obdobn4 jako pfi akutnich zanétech. Problémem je, Ze pfiznaky jsou
velice ¢asto nendpadné. Chorobu velice ¢asto nedoprovazi akutni ataky a proto
pacient ¢asto nenastoupi lécbu vcas. Histologicky jsou prokazatelné lymfocyty,
plazmatické buriky a makrofagy. Velmi castym plivodcem onemocnéni byva
Chlamydia trachomatis a Ureaplasma urealyticum pfenaSené pohlavnim
stykem. V nékterych pifipadech se na bakteridlniho ptivodce nepfijde, a to ani

kultivaci, v takovych ptipadech mluvime o chronické nebakteridlni prostatitidé

[4].

Dalsim avsSak velice ojedinélym zanétlivym onemocnénim prostaty je
tuberkul6zni prostatitida. Ta byva typickym projevem tuberkuldzy, co se tyce
muzského pohlavniho tstroji. Do prostaty se dostava krevnim prenosem z plic
pacienta, ktery je tuberkuldzou jiz nakazZen. Z prostaty se mtize zanét ddle Sirit
do ostatnich organti mocové-pohlavniho muzského systému. Stava se tak

prostoupenim zanétlivé hmoty do utery [4].
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3.4.2 Benigni hyperplazie prostaty (BHP)

Benigni hyperplazie mtZe postihnout obé ¢asti prostaty, jak cast Zlaznatou,
tak stromatdzni. Toto onemocnéni je nejcasteéjSim onemocnénim prostaty a jeho
vyskyt je znacné spjato s vékem. Patologicky se jednd o nezhoubné bujeni
stromatoznich bunék nebo o zménu cylindrickych bunék ve Zlazkach prostaty
v diisledku nadprodukce dihydrotestosteronu (DHT). Velkou roli totiz hraji
hormony, které prostatu ovliviiuji. Takovymi hormony jsou androgeny a
estrogeny. Dihydrotestosteron spolecné s 5-alfa-reduktdzou jsou hlavni pfi¢inou
ristu prostaty. Dochdzi knému vSak pouze u muzti, ktefi nepodstoupili
odstranéni varlat (kastraci) pred pubertou a ktefi nejsou zatiZeni vrozenym
defektem 5-alfa-reduktazy. Makroskopicky je prostata zvétSena a hyperplasticky
zménéna tkan utlacuje uretru, dochdzi tak tedy k pfiznaktim dolnich mocovych
cest (LUTS). Hyperplastické oblasti prostaty se vétsinou vyskytuji na jeji
periuretralni ¢asti, tedy v blizkosti mocové trubice. Hmotnost celé prostaty pak
presahuje hmotnost 30 gramt. Projevy jsou méstnani moci v mocovém méchyfri,
a to muze vést az ke tvorbé mocovych kament nebo dokonce zanétu ledvin.
Potize s mocenim se vSak neobjevuji v kazdém pifipadé a posuzovat tedy
zavaznost nebo pfitomnost tohoto onemocnéni podle mikéniho pratoku je
nedostacujici. Zlazky jsou &asto vyplnény zkondenzovanym sekretem corpora
amylacea, ¢esky zndmé jako prostatické konkrementy. Ve stromatdzni ¢asti jsou
viditelné protdhlé bunky pojivové tkané, které v ojedinélych zavaznych
pripadech mohou vytvaret infarktova loZiska. V takovychto pfipadech dochazi
k poruseni kinetické funkce hladko svalovych bunék. Celé onemocnéni probiha

ve 3 stadiich:

1. Pacient trpi obtiZemi s ¢astym mocenim hlavné v no¢nich hodinach. V noci
totiz dochazi k prekrveni malé panve a prostaty, tim dochdzi k mikénim

potfebam. Béhem dne neni diky pohybu nuceni tak velké.
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2. Dochazi k progresi obtizi. Pacient ma pocit neustalého plného méchyfte a
muze dochdzet k poruchdm spanku. V této fazi muze dochazet k prestavbé
stény mocového méchyfe a velice casto v této fazi dochazi k infekénim
onemocnénim mocového traktu.

3. Kone¢né stadium nemoci je charakterizovano zbytnénim svaloviny
mocového méchyre, chronickym zadrZovanim moci. MiZe dochazet také
k inkontinenci. Subjektivné mtize pacient pocitovat neustaly pocit zizné,

nékdy také nechutenstvi a hubnuti [4, 5].

3.4.3 Prostaticka intraepitelova neoplazie

Dalsim pfikladem nddorového onemocnéni prostaty byva prostaticka
intraepitelova neoplazie (PIN). Tato neoplazie je povazovana za predstupen
karcinomu. Byva tedy neinvazivni a dobfre lécitelna. Jsou znamy dvé formy
tohoto onemocnéni. Prvni forma je v ndlezu dobte diferencovana a nékdy se také
nazyva Low grade PIN. Mnoho patologt tento stav viibec neuvadi, protoze je
klinicky prakticky nevyznamny. Druha forma je Spatné diferencovana, v praxi se
také uvadi jako High grade PIN. Tato forma je jiz klinicky vyznamna a je tfeba
na ni brat ohled. Prostatickd intraepitelova neoplazie byva velice casto
predstupen invazivniho karcinomu. Mikroskopicka vysetfeni pfi této diagnoze
ukazuji zvétSend jadra a jadérka bunék. Toto onemocnéni je pravdépodobné
zapri¢inéno nestandardnim rtstem kmenovych bunék v bazdlni membrané
epitelu. Klinickym testem, kterym se prokazuje karcinom prostaty byva obvykle
vySetfeni prostatického specifického antigenu, jeho hladina byva pfi karcinomu
prostaty v séru zvySend. Dal$i moznosti diagnostiky byva imunohistochemické
vySetfeni. Toto vySetfeni je zaloZzené na vazbé protilatky proti
vysokomolekuldrnim cytokeratintim. Toto vySetfeni vétSinou mtiZe napovédét,

zda je nador prostaty maligni nebo benigni [4, 6, 7, 8].
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3.4.4 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je druhou nejcastéjsi pricinou amrti muzi nad 50 let.
Vyskyt tohoto onemocnéni vzrista a etiologicky se uvadi mnoho pficin, které
mohou ovlivnit propuknuti nebo postup této nemoci. Takovymto vlivem miize
byt napfiklad hormondlni dysbalance, geneticka predispozice k tomuto
onemocnéni nebo vlivy prostfedi, kterymi mohou v tomto pfipadé byt tfeba
$patné stravovaci navyky. Castym stravovacim faktorem, ktery ovliviiuje
karcinom prostaty, byva zvySeny pfijem Zivocisnych tukt v potravé. Prostata se
vySetfuje per rectum a pfi tomto ohledani byva tuhd az tvrda. Karcinom se
nejcastéji vyskytuje na periferii, a proto nedochdzi k utlacovani uretry
prochdzejici prostatou. Proto je adenokarcinom prostaty v rané fazi casto bez
klinickych priznakt. Velkym problémem jsou pomérné ¢asna tvorba metastaz do
okolnich lymfatickych uzlin. Castym mistem, kam tento karcinom metastazuje
v pozdéjsich fazich jsou kosti, obvykle byva postizena patef. V takovémto
pfipadé dochdzi k osteolytickym metastazim, kdy nastava rozrusSovani kosti.
Druhym pfikladem jsou metastdze osteoplastické, pfi kterych dochazi k tvorbé
novych kostnich trdmcti. Tato forma metastdz je pfi karcinomu prostaty
rozsifené€jsi. V pokrocilém stavu muzeme pozorovat nadorové Sifeni
v semennych vaccich a také v periuretrdlni oblasti prostaty. Déle se pak

karcinom §ifi do tkadni blizkych prostaté a do mocového méchyte [4, 6, 7].

Histologicky je karcinom prostaty vétSinou acindrnim adenokarcinomem
s riznymi stupni diferenciace. Tyto stupné jsou urcovany podle Gleasonova
histologického gradientu (Obrazek 2), ktery hodnoti miru poSkozeni tkané
napadené karcinomem a tim i odrdzi ve svém vysledku progndzu pacienta.
V dnesni dobé je tento zptisob diagnostiky nejvice pouzivany pro svou presnost
a tim padem je také nejrozsifenéjsi metodou, jak klasifikaci adenokarcinomu
urcit. Gleasontv systém déli adenokarcinom na 5 skupin, podle zavaznosti

maligniho bujeni v epitelovych strukturach prostaty [4, 6, 7].
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Obrazek 2 - Gleasontv histologicky gradient [2]

Gleasontv systém také zahrnuje tzv. Gleasonovo skore, které udava soucet
dvou prevladajicich typli gradientovych skupin nddorovych bunék. Dobie
diferencované nddory postihuji stroma prostaty, prostatické zlazky jsou
ohraniceny kolagenem a aciny jsou bez deformace. Pfi postiZzeni zldzovych
struktur chybi vrstva bazalnich bunék. Tako vrstva je standardné piitomna
v patologicky negativni tkdni a ve tkani postiZené hyperplazii. V dnesni dobé je
moznost klasifikovat nddorové onemocnéni prostaty dvéma zpusoby (Tabulka
1). Jednim zptisobem je klasifikace podle Evropskych stati a druhou moznosti je
rozdéleni podle USA. Podle této klasifikace se cely priibéh onemocnéni da
rozdélit do 4 skupin. Kdy skupina 1 oznacuje nddorovd onemocnéni podle
klasifikace TNM zatfazena do T1. Podle tohoto ¢iselného rozdéleni jsou stejnym

zplisobem rozfazeny i dalsi skupiny [4, 6, 7].
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USA | TNM Nalez
Al | Tla | Incidentdlni tumor, v fizcich po TURP nalez v méné jak 5 %
materialu
A2 | Tlb | Incidentdlni tumor, v fizcich po TURP nalez ve vice jak 5 %
materialu
BO | Tlc | Nepalpovatelny, nezobrazitelny tumor, prokazany biopsii na
zakladé zvyseného PSA
B T2 Palpovatelny, zobrazitelny tumor, ohraniceny na prostatu
Bl T2a | Tumor postihuje jeden lalok prostaty
B2 T2b | Tumor postihuje oba laloky prostaty
C T3 Tumor s lokalnim extraprostatitckym Sifenim
Cl | T3a | Extraprostatické Sifeni unilaterarni nebo bilaterarni
C2 | T3b | Extraprostatické sifeni do semennych vacki
C2 | T4 Tumor s invazi do okolnich orgdnii nebo panevni stény
DI | Al Pozitivni regionalni uzliny
D1 | Ml Vzdalené metastazy
Mla | Metastazy do non regionalnich uzlin
Milb | Kostni metastazy

Jiné vzdalené metastazy

Tabulka 1 - Srovnani klasifikaci USA a Evropa [2]
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3.5 Diagnostika

3.5.1 Diagnostika BHP

Diagnostika BHP je zalozena predevsim na dtkladném vypracovani
anamnézy, doporucenych a volitelnych vySetfenich, ktera jsou lékafem
pacientovi nabidnuta a doporucena. Velice duleZitym bodem anamnézy je
zjisténi presnych mikénich problémt, jde hlavné o vylouceni chybné diagnozy
(velice casto je BHP, co se tyce problémt s mocenim, zaménovana s diabetem).
Anamnesticky je také velice dutlezité zmapovani vSech farmakologickych
prostiedkd, které pacient uziva. Urcité léky mohou mit velky vliv na mocovy
méchyf a mikci. Neopomenutelnou soucasti anamnézy je i rodinné zatiZeni
karcinomem prostaty nebo BHP. Vysetfeni se provadi per rectum, kdy se hodnoti
velikost, konzistence (mozna ztvrdnuti zjistitelnd hmatem) a hmatova bolest.
Laboratorné nejvyznamnéjSim vySetfenim je stanoveni sérového prostatického
antigenu (PSA). Toto vySetfeni se provadi pfedevsim pro urceni karcinomu
prostaty, da se vSak vyuzit i pro detekci BHP. ZvySend hodnota PSA mtize
naznacovat budouci zvétSovani prostaty. V praxi velice casto pouzivanym
vySetfenim je Uroflowmetrie. Tato metoda graficky zndzornuje kvalitu pratoku
mikce pacienta. Hodnota pod 10ml/s je bradna jako silné naruseni funkce
mocového traktu. Doplikovym vysetfenim, které stanovuje lékaf, je napiiklad
cytologické vySetfeni moci. Tim se nejcastéji stanovuji zdnéty mocového traktu

nebo hematurie [5].

3.5.2 Screeningové vySetfeni prostaty

Screening je v dneSni dobé hojné vyuzivan jako diagnosticka metoda
karcinomu prostaty, a to hlavné u pacientti, u kterych je nemoc jiz

diagnostikovana, ale je pouze v pocatecni fazi a nema jesté zadné vnéjsi priznaky.
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Dal$im pfipadem, kdy se tato technika pouziva je pfi sledovani pacientt, ktefi
uz néjakou formu nddorového onemocnéni prodélali. Pokud je onemocnéni
odhaleno screeningem, je zde velka Sance karcinom prostaty vcas a ucinné 1éit.
Zakladnim pilifem této metody je vcasny zachyt, a tim sniZeni mortality
onemocnéni. K tomu sniZovani ale dochazi az pfi soustavném sledovani po dobu
10-15 let. Se v€asnym zachytem souvisi i ndsledna kvalita Zivota pacienta, nebo
alespon udrZeni urcitého Zivotniho standardu. Druhotnym pfinosem je také lepsi
zmapovani této nemoci v jejim primarnim stadiu a jeji mapovani v urcitych
zemépisnych oblastech. Pro provadéni vySetfeni na pomérné velkém vzorku
populace musi byt vySetfeni nendrocné, diagnosticky kvalitni a po finanéni
strance usporné. Velky vyznam pro vcasny zachyt a diagnostiku karcinomu
prostaty ma v dnesni dobé vysSetfeni prostatického specifického antigenu. Jiné
vySetfeni se pro prvotni diagnostiku ani nepouziva. Velkym pfinosem je i snizeni
poctu pacientti s pokrodilymi stadii karcinomu. Presto je v tuto chvili stale velky
pocet zemi, kde se ploSny screening karcinomu prostaty neprovadi. Ve vyspélych
statech je priimérnd imrtnost na karcinom prostaty pfi diagnostice pfed péti lety
okolo 36 %, v rozvojovych zemich je ale tato hodnota mnohem vyssi a to okolo
59 %. Svétovy primeér je pak hodnota okolo 42 %, tedy pfiblizné c¢tvrt milionu
pacientd kazdy rok. Studie vSak neprokazaly pfimy vztah mezi plosSnym
screeningem a snizenim mortality. Vypracované studie vSak byly ukonceny jiz
pied dobou 10 let, nové diagnostikovani pacienti vSak vétsinou hranici 10 let
prezivaji. Provedené studie tak nejsou zcela relevantni. Studie provadéné po
dobu 11 let pak prokdzaly sniZeni mortality pacient(i o 21 %. Z toho tedy jasné
vyplyva, Ze je nutna dlouhodoba spolupréce pacienta s lékarem. Pfed zavedenim
screeningového vysSetfeni PSA byl vétSinou diagnostikovan karcinom az
v pokrocilych stadiich, nebo v pfipadé nalezeni metastdz. Karcinom prostaty byl
v takovych pripadech pricinou amrti 75 % pacientti, doba pieZiti pak byla néco
okolo tfi a ptil roku. Screening by mél zac¢inat okolo 4045 let. Kdyz je mezi témito

lety hladina PSA vyssi nez 1,0 ng/ml, je zde velice vysoké riziko onemocnéni
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karcinomem prostaty v pokro¢ilém véku. V Ceské republice v tuto chvili neni
zaveden celoplosny screening a vySetfeni PSA je na individudlni dohodé mezi

lékafem a pacientem [9].

3.5.3 Digitalni rektalni vysSetfeni

MozZnosti, jak provést vySetfeni prostaty je Digitalni rektalni vysetfeni (DRV).
Toto vysetfeni je nejcastéji vyuzivand metoda, pro urceni karcinomu prostaty. Jeji
vyhodou je nizkd cena a dobra prikaznost. Specifita tohoto vySetfeni je vyssi nez
pfi vySetfeni Transuretrdlni sonografie. Mnohem vcasnéjsi zachyt vSak ma
vysetfeni PSA. I presto je DRV hojné vyuZivano a je velkym pomocnikem pfi

vcasnych zachytech tohoto onemocnéni [7].

3.5.4 Transuretralni sonografie prostaty

Vysetfenim, které se provadi pfi nedostatecné prikazném vySetfeni per
rectum je metoda Transuretrdlni sonografie prostaty (TRUS). Tato metoda neni
prilis pfesna pfi uréovani BHP nebo karcinomu prostaty. Ma vsak
nenahraditelny vyznam pfi cilenych biopsiich, proto je tato metoda vyuzivana
hlavné jako doplikova k metodé DRV nebo pfi vySetfeni PSA. Obé tyto metody
maji jednu zdsadni nevyhodu a tou je nutnost perfektné proskoleného personalu,

metoda PSA neni na této proménné nijak zavisla [5, 7].

3.5.5 Urceni hladiny PSA

Dalsi moznosti vySetfeni je urceni hladiny PSA. Toto vySetfeni se pouziva jak
pii  zjisténi diagndézy, tak pfi monitoringu postupujici 1écby jiz
diagnostikovaného onemocnéni. Velkym problémem pfi tomto vySetfenti je fakt,
ze PSA je produktem prostaty, a ne samotného naddoru. Zvysena koncentrace
PSA pak neni vZdy automaticky spojena s ndlezem adenokarcinomu prostaty, na

druhé strané vsSak ani normdlni koncentrace adenokarcinom nevylucuje.
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Je prokazano, Ze skoro polovina muzii s adenokarcinomem maji hodnoty PSA
naprosto v normeé. Zvysenou koncentraci maji i muzi s BHP a toto onemocnéni je
také nejvétSim zkreslujicim prvkem pfi tomto vySetfeni. Dalsi véc, ktera velmi
ovliviiuje toto vySetfeni je nastaveni hranice normy pro PSA. SniZenim této
normy dochazi sice k detekci vétsiho poctu muzli, na druhou stranu se vSak
zvysuje procentu falesSné pozitivnich pacientti. Proto je tato norma umeéle lehce
zvySena i pres moznost, Ze nékteré piipady nebudou detekovany. Tento
nedostatek, spole¢né s rozliSenim karcinomu od benigni hyperplazie prostaty, se
snazi vynahradit moZnosti specifickych testti pro PSA, jako jsou PSA velicita.
Toto vysetteni je zalozeno na zkoumani hladiny PSA mezi dvéma odbéry, které
se uskute¢niuji nejcastéji po jednom roce. Dal$i moznosti je vySetfeni PSA denzity
(PSAD), ktera nam udava pomér hladiny PSA ku celkovému objemu prostaty
zjisténému pomoci TRUS. Vyuziva se téZ vysetfeni volného PSA, to je u muzu
s karcinomem v séru niz8§i nez u muzti s BHP. Pro uspésnou diagnostiku
onemocnéni se velice ¢asto vyuziva kombinace téchto vysetieni. Nejcastéji je to
kombinace DRV a PSA. Pokud jsou v tomto pfipadé zjistény abnormalni hladiny,

pfistupuje se k vySetfeni TRUP, které je vSak pouze soucasti biopsie [7].

3.5.6 Bioptické vySetfeni prostaty

Biopsie prostaty byla dfive vyuzivdna jako diagnostickd metoda pouze
v pfipadé, Ze byly hmatné zatvrdliny na prostaté pfi vysSetfeni per rectum.
Dtivodem byla pomérné vysoka morbidita po provadéni tohoto vySetfeni. Velmi
dtlezitym milnikem byl vynalez bioptické pistole, kterd cely proces vysetfeni
vyrazné ulehcila a vySetfeni se stalo mnohem bezpecnéjsim. V dnesni dobé se
nejcastéji vyuziva metoda Ultrasonografické kontrolované biopsie (Obrazek 3),

kdy je zcela cilené odebirdn vzorek z apexu, stfedni ¢asti a baze kazdého laloku

prostaty [7].
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Obrazek 3 - Ultrasonograficka biopsie prostaty [2]

Tyto zakladni odbéry mohou byt doplnény také o vzorky z mist, kterd na
ultrazvuku mohou vypadat podezfele. Zvysit zachyt tumoru lze nékolika
zplisoby. Je mozné odebrat vice vzorkd, ale i tak neni zajisténo, Ze se bioptickou
jehlou podafi karcinom zasahnout, nebo je mozné miftit spiSe do mist, kde je vétsi
moznost vyskytu karcinom, takovymto mistem byva vétSinou apex prostaty.
Bioptické vysSetfeni prostaty je mozné provadét nekolika zplisoby. Témi
nejcastejSimi jsou sextantova biopsie a biopsie tranzitorni zony. Jejich nejvétsi

rozdil je hlavné v oblasti, ve které je biopsie provadéna [7].

Obrazek 4 - Sextantova (vlevo) a tranzitorni (vpravo) biopticka zoéna [2]
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Biopsie prostaty je vSseobecné povazZovana za bezpecné vysetteni, i pfesto vsak
muze dochdzet ke komplikacim. Mezi ty nejcastéjsi patfi hlavné krvaceni z rekta
nebo krev v moci. Pozdéji se miize dostavit tfes, horecka, poruchy mikce nebo
hemospermie. K témto pozdnim a téZ8im staviim vSak dochazi jenom v cca 4 %
pripad(i. Dal$im castym problémem pii tomto vySetfeni je dyskomfort, ktery

v néjaké mife udava vysoké procento pacientti [7].

3.5.7 Imunohistochemie

Imunohistochemie je metoda zaloZena na mikroskopickém zobrazovani
bunéénych komponent, naptiklad proteinii a jinych makromolekul, ve vzorcich
nebo tkanich. Pfi imunohistochemickych metodach se stejné jako v imunologii
vyuziva specificka reakce antigenu s protildtkou. Oproti béZné imunologii vSak
dochazi k specifické reakci pfimo v fezu odebrané tkané. Imunohistochemii je

mozné provadét dvéma zptlisoby:

e Pfima detekce

e Neprfima detekce

Pfima detekce je zalozZena na specifické reakci antigenu ve tkani s protilatkou, na
kterou je jiz pfimo navazano detekéni znaceni. Tato metoda je velice casto

vyuzivana pfi imunohistochemickych vySetfeni z nativnich preparata [12, 13].

Mnohem castéji je vyuzivan pritkaz nepiimou detekci. Tato metoda je vice
vyuzivana hlavné proto, ze vétsina vzorku pfichazejicich do laboratore je
zfixovanych. Pro zvySeni specifity reakce se vyuzivaji tzv. vicestupriové metody.
Ty jsou zaloZeny na specifické vazbé primarni neznacené protilatky, navdzané na
antigen, se sekundarni znacenou protilatkou, na kterou je navazana v prvnim
pripadé dalsi protilatka nebo detekéni komplex. Vyhodou nepfimé detekce je

moznost navazat na konjugovanou protildtku vétsi mnoZstvi antigent.
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U pfimé detekce je velice sloZité najit protilatku, ktera by byla korespondujici jak
s vazanym detekénim systémem, tak s antigenem. NejcastéjSim detekénim
systémem byva enzymové znaceni. Takovymi enzymy byva kfenova peroxidaza
nebo alkalicka fosfatdza. Takto provedena metoda byva vysoce citliva a velice
spolehliv4, tim padem je v praxi hojné vyuzivdna. Dalsi moZnosti je vyuziti

fluorescenc¢niho znaceni [12].

Neodmyslitelnou soucdsti imunochemickych vysetfeni je kontrolni vzorek.
Tento vzorek podava informaci o stupni citlivosti a specificity daného vysSetfeni.
V dnesni dobé se vyuziva dvou druhiti kontrol. Prvni mozZnosti je pouziti
pozitivni kontroly. Ta se pouZziva pro kalibraci metody a dava zaruku, Ze byla
pouzita spravna protilatka. Velice dulezité je vSak pouzit spravnou tkan, jako
kontrolni vzorek. Tato tkan musi mit co nejvice shodnou strukturu jako tkan,
kterou chceme imunohistochemicky vysetfovat. Druhou mozZnosti je pouZiti
negativni kontroly. Tato kontrola ndm podava informace o specifi¢nosti dané
metody. Poddva ndm tedy informace, zda neni nase vySetfovana tkan faleSné
pozitivni. Dnes jsou imunohistochemicka vysetfeni velmi rozsifend a jsou
upfednostniovana pred specidlnimi barvicimi metodami. Tato vySetfeni jsou pro
prukaz antigenu ve tkdni vysoce specifickd a tim padem pro diagnostiku

mnohem pfesnéjsi [12, 13, 14, 15].

3.6 Lécba

3.6.1 Lécba BHP

Pri 1é¢bé BHP je hlavnim cilem snizeni mikcnich potiZi a mozné pozastaveni
Sifeni hyperplazie. Lécba je nastavovana podle kritérii, kterymi jsou hmotnost
prostaty a hladina PSA. V pfipadé, Ze je nemoc v primarni f4zi nebo nejsou obtize
prili§ vyznamné, se k terapii nepfistupuje. Voli se tzv. metoda pozorného

sledovani, kdy je pacient pouze sledovan urologem. V pripadé skutecné lécby je
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nejcastéjsi farmakoterapie alfablokatory a inhibitory b5-alfa-reduktazy, Cd¢i
kombinaci téchto skupin farmak. Rtizné skupiny 1ékii se nasazuji podle rtiznych
hladin PSA a zavisi také na hmotnosti prostaty. Farmakoterapie je jako metoda

lécby zaloZena na sniZeni aktivity hormont, které ovliviuji rist prostatické tkané

[5].

3.6.2 Farmakologicka lécba

Karcinom prostaty je mozné 1éc¢it nékolika zptisoby. Prvnim zptisobem je
pouziti farmakologické 1écby. Farmakologickou Ize dale rozdélit. Prvni typem je
lécba hormonadlni. Cilem této lécby je zastavit dalsi bujeni nadorovych
hormonalné senzitivnich bunék tim, Ze potla¢ime tvorbu androgenti nebo jejich
vazbu na hormonalni receptory v téle pacienta. Adenokarcinom prostaty je vSak
slozen z bun€k hormonalné senzitivnich i hormonalné rezistentnich. Po urdcité
dobé farmakologické lécby vSak dochdzi ke zvySeni tvorby bunék hormonalné
rezistentnich a tim padem se hormonadlni lé¢ba stadva naprosto neucinnou.
Androgeny jsou v muzském téle v nejvétsi mife produkovany v Leydigovych
bunikdch, kterd jsou soucasti tkané ve varlatech. Jejich zastoupeni v produkci
testosteronu se pohybuje mezi 90 az 95 %. Testosteron je pak metabolizovan
v prostaté pomoci 5-alfa-reduktdzy a dihydrotestosteronem. Ve chvili, kdy se
v cytoplazmé buriky vytvofi komplex receptor-androgen, je pfesunut do jadra,
kde je indikdtorem transkripce. Tento proces tedy vede ke stimulaci rtstu
prostaty. V pfipadé, Ze zamezime vazbé a vytvoreni komplexu receptor-
androgen, nemtiZe dochdzet rozvoji nddorového bujeni. Léky, které zamezuji
vazbé androgenti na androgenové receptory, se nazyvaji antiandrogeny a jsou
casto vyuzivany k lécbé nddoru. Aktudlné je v Evropé nejcastéji pouzivanym
antiandrogenem Cyproteron acetat. Hormondlni lécba ma fadu vedlejsich
ucéinkd, mezi které patfi predevSim osteopordza. Ta je velice nebezpecnym
nezadoucim pfiznakem, protoze v priibéhu hormonalni 1é¢by se rapidné zvysuje

riziko zlomenin. Dalsimi vedlejsimi uc¢inky mohou byt sexudlni dysfunkce,
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anemie, navaly horka nebo gynekomastie (zvétSeni prsnich Zlaz u muzu).
Progndza pacientt s karcinomem prostaty na hormonalni lécbu je velice zavisla
na podilu hormonalné senzitivnich bunék a na stddiu nemoci (zda jsou ¢i nejsou
pritomny metastaze). Pouze 7 % pacientti, u kterych byly diagnostikovany kostni

metastaze, se doZilo hranice 10 let s hormonalni lé¢bou. Presto vSak je hormonalni

vvvvvv

3.6.3 Chemoterapie

Druhym typem farmakologické 1écby je pak lécba chemoterapeuticka.
K tomuto typu lécby se vétSinou pfistupuje ve chvili, kdy nador jiz tvori
prevazné bunky hormonalné rezistentni nebo vném od pocatku maji vyssi
zastoupeni. Mluvime pak o karcinomu prostaty s hormondlni independenci.
V takovou chvili je hormondlni 1é¢ba nevyhovujici, ba dokonce skodliva. Pri
zvoleni hormonalni 1é¢by nejsou bud zjevné zadné lécebné pokroky, nebo mize
dochdazet az k narastu bujeni karcinomu nebo ke zvysujici se hladiné PSA. Ta se
také stala hlavnim ukazatelem ducinnosti chemoterapeutické lécby. Mezi
nejcastéji pouzivana cytostatika (latky, kterd se pouzivaji k 1écbé naddorového
onemocnéni), se v dnesni dobé ¥adi hlavné Estramustin a Mitoxantron. Uéinek
Estramustinu je hlavné v ovliviiovani funkce mikrotubulii a tim i inhibice déleni
buriky. Estramustin ma ale Sirokou Skalu vedlejsich ucinki mezi které patfi
zvraceni, zadrzovani tekutin, které mtize vést az k edémum, hepatotoxicita a
hluboka zilni trombodza. Aktudlné je vSak nutné fesit problémy s rezistenci
nadoru na chemoterapeutickou lécbu. Stale castéji se tedy medicina pfiklani
k experimentdlni 1é¢bé, tedy k pouzivani imunoterapie, genové terapie nebo

k ovliviiovani kmenovych bunék samotného nadoru [10].
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3.6.4 Cilena radioterapie

Dal3i moZnosti, jak léc¢it adenokarcinom prostaty je cilena radioterapie. Tu lze
vyuzit bud samostatné, nebo jako spojeni radioterapie a hormonalni 1écby.
Nejcastéji vyuZzivanou je v posledni dobé konformni radioterapie 3D-CRT. Tato
metoda je zaloZena na ozafovani cilového objemu, ktery je stejné velky jako
trojrozmérné zobrazeni daného nddoru. Jde vlastné o vypocteni davky
v prostoru, ktery je pfimo umérny patologické struktufe nadoru daného
pacienta. Pro vyuziti této metody je velice dtlezita pocitacova tomografie (CT),
ktera vytvari onu trojrozmérnou strukturu téla pacienta a diky niZz lze presné
urcit objem nadoru. Ddle se v radiologické praxi vyuzivd metody IMRT, tedy
radiologie s modulovanou intenzitou. Tato metoda je vyhodnd hlavné tim, ze
lépe rozklada davky zareni v prostoru diky lepSimu tvarovani svazkd zafeni.
Tim tolik nedochazi k zasazeni okolni zdravé tkdné v téle pacienta a na okraj
nadoru je pousténo mensi mnozstvi radioaktivnich latek. Nevyhodou
radiologickych metod je vSak pomérné vysoka toxicita pro organismus. Ptiblizné
60 % pacientt byva postizeno gastrointestindlni nebo genitourinarni toxicitou. Ta
se vétSinou projevi zahy po nastoupeni 1écby a pretrvava jesté nékolik tydnt po
ukonéeni. Metoda 3D-CRT je co do vysledk velice pozitivni, je vSak také pro
télo jedna z nejtoxictéjsich. Velmi castym nezddoucim téinkem byva i erektilni

dysfunkce [11].

3.6.5 Radikalni prostatektomie

Posledni mnou uvadénou lé¢ebnou metodou je radikalni prostatektomie. Tato
metoda je v klinické praxi stale vice vyuzivana, je tomu tak hlavné z diivodu
Siroké moznosti pouziti této metody. Prostatektomie se vyuziva v pripadé
terapie lokalizovaného nebo lokalné pokrocilého adenokarcinomu, pfipadné pri
lécbé po neuspésné radioterapii. Prostatektomii je mozné provadét dvéma

zpusoby. Tim prvnim je retropubicka radikalni prostatektomie, kdy je proveden
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fez bfichem a prostata je odstranéna zezadu stydkeé kosti. Tento typ operace je
vyuzivan castéji. Druhou moznosti je perinedlni radikdlni prostatektomie.
V tomto pfipadé je fez veden oblasti hraze, tedy mezi konecnikem a varlaty.
Tento operacni postup vSak pfinasi mnohem vice komplikaci a z tohoto divodu
neni prili§ casto vybiran. Mezi casné komplikace obou metod mtzZe patfit
krvaceni, poranéni rekta nebo hlubokd trombdza a embolie. VSechny tyto
komplikace jsou vSak v procentudlnim zastoupeni zanedbatelné, a v diisledku se
jednd o metodu bezpeénou. Mezi pozdni komplikace patii nejéastéji

inkontinence nebo erektilni dysfunkce [7].
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4 METODIKA

V této casti mé bakalarské prace se budu zabyvat presnym postupem
histologického zpracovani vzorkti prostaty. Tento postup se obecné sklada
z prijmu, fixace, zalévani do médii rozpustnych ¢i nerozpustnych ve vode,
krajeni, barveni a samotné diagnostiky. Kazdy z téchto krok(i ma sva pravidla,
kterd musi byt dodrzena, aby bylo zajisténo spravné vyhodnoceni a tim padem

spravneé stanovena diagnodza [16].

Béhem celého procesu zpracovani histologickych vzorkt je nutné dodrzovat

zasady BOZP (bezpecnost a ochrana zdravi pfi praci).
4.1 Pfijem

Pfi prfijmu biologického materidlu je nutné, aby byla zajisténa jeho
jednoznacna pozdéjsi identifikace. V prvni fadé musi byt tedy zkontrolovany
udaje na nadobé prijimaného materidlu v soucinnosti s privodnim listem.
Témito tdaji je jméno a prijmeni pacienta, jeho rodné ¢islo, kod pojistovny a
iselnd diagnéza. Ciselnd diagnéza na priivodnim dokumentu je pouze
orientacni stanoveni oSetfujiciho lékafe a na uzavieni skutecné diagnézy po

provedenti histologického rozboru nema zadny vliv.

Do administrativni kontroly na pfijmu patfi kontrola prtivodniho listu a vSech
jeho nalezitosti. Na prtivodnim listu maji byt uvedeny vSechny informace shodné
s nddobou, ve které byl dodan biologicky materidl. Dale pak musi byt uveden
strucny klinicky popis a délka trvani onemocnéni, dale také datum vytvoreni
privodniho dokumentu (toto datum musi korespondovat s datem provedeného
lékarského zakroku, ze kterého pochazi odebrany biologicky materidl). Nedilnou
soucasti je také zaznam o pouzitém fixaénim roztoku, ve kterém byl biologicky

materidl odeslan. Na pravodnim listu musi byt také identifikace klinického
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Zadatele spolecné s jeho kontaktnimi udaji. Kdyz je pacientem cizinec, je nutny
na pravodnim listu tidaj o pohlavi. V pfipadé, Ze byl pacient lécen ve stejném
zafizeni jiz pred casem, je nutné vyhledat predeslé zaznamy a vysledky

histologického vysSetfeni v laboratornim informacnim systému (LIS).

Jako druhou provadime kontrolu kvality odevzddvaného biologického
materidlu. Ten nesmi byt vnddobé nijak zatlacen, nebo byt nadobou
deformovan. Problémem muiZe byt také nevhodna nadoba, ve které byl material
doddn. Druhym castym problémem je nedostatecny objem fixa¢niho roztoku.
V takovémto pfipadé neni materidl zcela ponoten a fixa¢ni roztok tak nemtize do

materidlu prolinat komplexné ze vSech stran.

V pfipadé, Ze je pfi pfijmu materidlu nalezena neshoda, je nutné ji zadit
neprodlené fesit a neshodu zapsat do k tomu uréenych dokumentu. V pripadé
administrativni chyby je moZné neshodu vyfesit na misté nebo po telefonické
domluvé. Pfi takové neshodé je viak nutné na pravodni list dopsat informaci o
tom, s kym byla ona neshoda feSena. KdyZ se jedna o neshodu v ramci kvality
prijimaného vzorku, je vzorek vracen odesilateli a neshoda je opét zapsana do
pfislusnych dokumentti. Priivodni list se oznadi razitkem , KOLIZE” a stejnou
znackou je materidl oznacen i v laboratornim informaénim systému. V pfipadé,
Ze jsou obé ¢asti kontroly v pofadku, je na pravodni list natiSténo datum a cas
prijmu, podpis i parafa pracovnika (ktery materidl pfijal) a pofadové ¢islo. Toto
¢islo ma biologicky materidl po celou dobu priichodu laboratofi. Je jednim
z hlavnich identifika¢nich voditek v pfipadé, Ze je nutné material vyhledat pro
dalsi zpracovani. Proto je toto ¢islo psano téz na nadoby, ve kterych materidl
priSel, i na histologické kazety, ve kterych je material po celou dobu zpracovavan.
Pod timto pofadovym cislem je také zadavan do laboratorniho informacéniho
sytému. Kazdy pfijaty materidl a jeho pravodni list je nutné archivovat.

Biologicky materidl se archivuje po dobu 2 mésici od uzavieni diagnozy.
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Pravodni list pak musi byt archivovan po dobu 10 let. Biologicky material i
pravodni listy je nutné uchovavat v misté histologického zpracovani, aby

nedoslo k poskozeni nebo zniceni materidlu ¢i priivodky béhem transportu.

V momenté, kdy je materidl administrativné prijat, je pripraven k excidaci
lékafem patologem. Laboratorni persondl nadepiSe histologické kazety
poradovym cislem, které bylo pfi pfijmu materidlu pfidéleno. Biologicky
materidl je pak nakrdjen a jeho ¢asti jsou naskladany do histologickych kazet,

které se nechaji fixovat.

4.2 Fixace

Fixace je proces Setrné denaturace bilkovin nachdzejicich se v burikach vsech
tkani. Tento proces je provadén za ucelem zastaveni samovolného rozkladu
odebrané tkané. Snahou je, aby tkan po odebrani zustala ve stavu, ktery je co
nejvice podobny stavu fyziologickému. Fixace vSak musi byt provadéna
bezprostfedné po odebrani, jinak enzymy obsaZené v protoplazmé mohou
vyznamné zménit celkovou strukturu bunék a tim posSkodit danou tkan.
Béhem tohoto procesu miiZe také dochdzet k deformacim tkané nebo ke tvorbé
nejriznéjsich bunécnych ¢i tkdnovych artefaktti. Fixaéni roztok pak musi byt
zvoleny tak, aby tyto strukturni zmény byly co moznd nejmensi. Velice zdsadnim
pozadavkem na fixacni roztok je také to, Ze nesmi nijak narusovat pozdéjsi
barvitelnost tkdné. V neposledni fadé je pak nutné vybirat takovy roztok, ktery
fixaci odebraného materidlu provadi rychle a v celkovém rozsahu. Pokud je
vybran pomalu fixujici roztok, je zde moznost, Ze se zfixuje pouze povrchova ¢ast
materidlu a vnitfni struktury podlehnou autolyze dfive, nez se k nim roztok

dostane. Tkané je mozné fixovat podle dvou zakladnich hledisek [16]:

e Fyzikalni metody fixace
e Chemické metody fixace
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4.2.1 Fyzikalni metody fixace

Fyzikdlni metody jsou v histologické laboratofi vyuzZivany pouze
ojedinéle. Jsou to vSak metody, které mohou byt velice pfinosné pfi pozdéjsich
specidlnich barvicich metodach nebo pfi enzymatickém priikazu. Nejcastéjsi
fyzikalni metodou je pouZiti fixace vysuSenim za nizké teploty. Fixacni metoda
je celd provadéna ve strojich k tomu urcenych. Tyto stroje se nazyvaji kryostaty.
Pfi metodé je maly fragment tkané vloZen do vakua a je Sokové zmraZen pri
teploté okolo -60 °C. Metody je nejcastéji vyuzivano pro nativni vzorky.

Fragment je po zmrazeni mozné v kryostatu i krdjet [16].

4.2.2 Chemické metody fixace

Druhou metodou je chemicka fixace pomoci tzv. fixacni tekutiny. Ta je
v histologickych laboratofich hojné vyuzivana. Je to hlavné z diivodu snadné

pripravy fixacnich roztokd, které jsou velice efektivni.

Nejbéznéjsi pouzivanou tekutinou byva formol. Jeho popularita je ddna hlavné
velice snadnou pfipravou a pomérné nizkou cenou. Velkou vyhodou je rychlé
pronikani do tkani, dobrd barvitelnost a vybornd konzervace. Formol je vyrabén
fedénim vodného formaldehydu na sviij 4% roztok. Pfi manipulaci s nim je vSak
velice dutlezité dodrzovat zdsady bezpecnosti. Formol je silné drazdivy pro
sliznice a pokozku. Skladovan by mél byt ve sklenénych lahvich z hnédého skla
a do formolu byva vmichdn uhli¢itan vadpenaty, ktery zabraruje preméné
formolu na kyselinu mraven¢i. Ta ma na fixaci nezaddouci ucinky. Formol s
uhli¢itanem vépenatym nazyvame neutrdlni formol. Fakticky je vSak jedinym
vyuzivanym formolem tzv. certifikovany pufrovany formalin, ktery je do
laboratofi jiz dodavan zfedény a pripraveny kokamzitému pouZiti.
Tkan je nutné fixovat 24-48 hodin. Je vSak mozné nechat tkan fixovat i déle bez

nepriznivych zmén ve struktute. Po této fixaci je tkan prenesena do 80% ethanolu
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a miize byt dale proprana vodou, tento postup vsak neni nutny. Formol je
vhodnou fixa¢ni tekutinou pro vétsinu histologickych preparatu. Méné vhodnou
je pak pro tvorbu preparatt cytologickych. Po fixaci obycejnym formolem muze
dochézet ke zvétSeni objemu bunék tkané. Tomuto problému vsak lze zamezit

pouzitim neutralniho formolu [16].

Druhou vyuZzivanou chemickou metodou je fixacni tekutina s kyselinou
pikrovou, tzv. Bouinova tekutina. Jeji vyhodou je rychla fixace a snadna pozdéjsi
barvitelnost. Nevhodnou je vSak pro silné prokrvené tkané a pro vzorky zalévané
do celoidinu. Krev ve tkdni hemolyzuje a stava se velice tvrdou. Tyto tvrdé
fragmenty poté délaji velky problém pri krajeni fezi. Po této fixaci celoidin
nemuze pronikat do tkani a tim je dalsi proces znemoznén. Tkané se v Bouinové
tekutiné obvykle nechavaji fixovat pfiblizné 24 hodin a poté je nutny oplach
v 80% ethanolu. Takto zfixované tkdné se nesmi proplachovat vodou, dochazi

k nevratnému poskozeni [16].

Dals8imi fixaénimi tekutinami jsou napfiklad ethanol nebo oxid osmicely.
Ethanol se vyuziva jako fixa¢ni tekutina pouze v koncentraci 99,8%. Tato metoda
se vSak muze pouzit pouze pro velice malé tkdné (do 5 mm). Ethanol jako fixacni
roztok Spatné pronika do tkani a v potaz se musi brat také jeho charakteristicka
vlastnost a to, Ze rozpousti tuky. Pro nékteré tkané je tedy naprosto nevhodny.
Ethanol vSak viibec neméni chemickou strukturu tkané, proto je pro vyuZzivan
hlavné k ur¢itym specifickym pritkazim (vépnik, Zelezo). Doba fixace byva
obvykle mezi 3 az 8 hodinami dle velikosti fixované tkané. Oxid osmicely je jako
fixaéni tekutina vyuZzivdna v koncentraci okolo 2 %. Tato metoda poskytuje
moznost fixovat tekutinou nebo pouze parami. Pary jsou vSak vyuzivany pouze
k fixacim natérd, pro tkanové fezy je vyuzivana vodnd forma. Doba fixace se
pohybuje okolo 24 hodin. Je nejlepsi volbou pro cytologické preparaty, protoze

dokonale fixuje nitrobunécéné struktury. Vhodné je také jeho pouZiti pro fixaci
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lipidty, které se zaroven s fixaci barvi ¢ern€, protoZe zde dochéazi k redukci oxidu.
Nevyhodou je pak vysoka cena a velka nestalost pfipraveného roztoku. Fixa¢ni
roztok pronikd do tkani pomalu, avSak velice rychle mtZe dojit k pfefixovani

tkané, ktera je pak velice Spatné barvitelna [16].

4.3 Zalévaci metody

Zalévani histologickych preparatti je proces vytvoreni histologického blocku, ve
kterém je tkan pevné usazena. Zalévaci média vyplni veskeré mikroskopické

otvory materidlu a nasledné krajeni na tenké fezy je pak snadno proveditelné.

e Zalévani do parafinu
e Zalévani do celoidinu

e Zalévani do médii rozpustnych ve vodé

4.3.1 Zalévani do parafinu

Zalévani do parafinu je v dnesni dobé nejpouzivanéjsi zalévaci metodou.
Jeho nepopiratelnou vyhodou je jeji snadné a asové nenaroéné provedeni. Rezy
tkani zalitych do parafinu jsou velice kvalitni a vyhodou je i krdjeni fezii v sérii.
Parafin by se vSak nemél pouzivat pro zalévani tvrdych tkani, jako jsou
chrupavky, kosti nebo Slachy. Pfi tomto typu zalévani totiz dochazi ke
smrstovani a tvrdnuti daného materidlu. Je to dano samotnym postupem této
metody. Pro takové tkdné musime tedy zvolit zalévaci médium, které je tuzsi
konzistence, nez je samotnd zalévana tkan. Naprosto nevhodna je tato metoda
pro tkané, ve kterych chceme nésledné prokazovat lipidy. Ethanol pouzivany pfi
zalévani do parafinu a celoidinu totiz lipidy ze tkani extrahuje a po zalévani tedy
neni mozné tyto struktury ve tkdnich barvit, a tedy ani stanovovat. Zalévani do
parafinu mé 4 faze, kdy kazdd znich je neodmyslitelnou soucasti daného

procesu.
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1.Faze: Odvodnéni

Odvodniovani tkdni je proces, pti kterém je tkan zbavena veskeré vody, ktera byla
pouzita pfi fixaci. Odvodnéni se provadi vzestupnou fadou ethanolid. Nejcastéji
se za¢ina s 70% koncentraci ethanolu, nasledné se tkané prenasi do ethanolu o
koncentraci 80% a koncentraci 96%. Proces odvodnéni vzestupnou fadou je
provadén hlavné proto, Ze by se tkané po vloZeni do koncentrovaného ethanolu
mohly smrstit a tim by byla porusena jejich fyziologicka struktura. Vzestupna
fada zacinajici 70% ethanolem je vyuzivana hlavné pfi fixaci formolem. Pfi jiném
typu fixace je pak také mozné zacinat pfi vysSich koncentracich. Doba
odvodniovani ma tuzkou souvislost s velikosti a strukturou dané tkané.
Standardné se tato doba pohybuje v fadu 1 az 2 dnti. V pfipadé, Ze je vSak tkan
ponechana v koncentrovaném ethanolu prili§ dlouho, mtize dochazet ke

ztvrdnuti tkdné. Takto ztvrdla tkan se pak v dalSim procesu velice Spatné kraji.

2.Faze: Prosyceni tkani latkou rozpoustéjici parafin

Prosycenti tkani je proces, kdy musi byt ze tkani zcela odstranén ethanol. Parafin
totiZ v ethanolu neni rozpustny, a to by zabranilo naslednému zalévani. Je tedy
nutné pouzit takovou latku, kterd je dobfe misitelnad s bezvodym ethanolem a
také dobfe rozpousti parafin. Vétsinou jsou vyuzivany latky s nizsim bodem
varu, mezi které patfi naptiklad benzen nebo xylen. Tkdné jsou ponofeny na 15
minut do po sobé nasledujicich tfi lazni. Benzen i xylen maji vysoky index lomu,
proto pfi prosyceni témito latkami dochdzi k tzv. projasnéni tkani, kdy se tkan
stava pruasvitnou. Pfi dlouhém pobytu v téchto latkadch vsak opétovné miize
dochazet ke ztvrdnuti tkani, je tak velice dulezité byt pfi prosycovani diikladny
a tkané nenechdvat v téchto latkach pfilis dlouho. Je mozné vSak pouzit i latky
s vy$$im bodem varu jako jsou methylbenzoat nebo methylsalicylat. Ty jsou pro

zalévani do parafinu vhodnéjsi, protoze pfi nich nedochazi ke ztvrdnuti tkani.
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V praxi se tyto latky ale pouZivaji pouze omezené, jelikoz prosycovani trva déle.

Cely tento proces muiZe trvat 18 az 26 hodin.

3.Faze: Prosyceni tkani parafinem

Po prosyceni tkani benzenem c¢i xylenem jsou tkdné prendseny do tekutého
parafinu. Tento parafin byva zkvalitiovan vcelim voskem, ktery napomaha
krajeni tenkych fezti. Pfed prvni ldzni samostatného parafinu je moznost tkané
prenést do lazné benzen-parafin. Tento krok vsak neni nutny. VSechny lazné
parafinu musi byt pfedehraté na 56-58°C. Je to dano hodnotou bodu tani, ktera
je pro tento proces velice dulezitd. Teplota parafinu nesmi nikdy pfesahnout
hodnotu 58°C, mohlo by dojit ke smrsténi vzorku, ktery se pak Spatné kraji a
barvi. Prosyceni parafinem se provadi, aby byl ze tkdné dokonale odstranén
benzen a tkdné se tak snadnéji krajely. V prvni ldzni se tkdné nechavaji 2-4
hodiny, v druhé 4-6 hodin a ve tfeti 8-12 hodin. Béhem celého procesu musime
dbat na distotu parafinu a nesmime tkdné presouvat do lazné, ktera uz byla

jednou pouZzita.

4.Faze: Vlastni zaliti do parafinu

K samotnému zalévani se pouziva zkvalitnény a prefiltrovany parafin, ktery
pfed tim nebyl pouzit pfi prosycovani. Zalévani se provadi v kovovych nebo
plastovych komurkach, které ohranicuji danou tkan. Komtirka vSak musi mit
kolem tkané dostatecnou vtili, aby byla zalita celd tkan. Béhem tohoto procesu je
nutné dodrzovat zvySené bezpecnostni opatfeni, kdy je nutné otevirat
histologické kazety se vzorky po jednom. V tomto pripadé je totiz zvysené riziko
zamény vzorkt. Do komurky je nalito malé mnozstvi parafinu, do kterého je
nasledné pinzetou prenesena tkan a orientovana potfebnym smérem. Poté je tkan
zalita parafinem a na hladinu je polozena histologicka kazeta, ve které byl vzorek

celou dobu uzavren. Kovova komitrka s tkani, pfiklopena kazetou je poté Sokové
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zchlazena ve studené vodé, nebo na namrazenych plotynkach. Druhy zptsob je
v dnesni dobé jediny pouZivany. Po zchlazeni parafinu v celém rozsahu je

kovova komitirka odstranéna a vzorek je pfipraven na krajeni [16].

4.3.2 Zalévani do celoidinu

Zalévani tkani do celoidinu je metoda vyuzivana u tvrdych tkani jako jsou
kosti, chrupavky nebo zuby. Vyhodou této metody je jeji Setrny pfistup ke
tvrdym tkanim. Celd tato metoda probiha pri pokojové teploté, takze nedochazi
ke ztvrdnuti tkani vlivem vySSich teplot. Nevyhodou je pak velika casova

narocnost, kdy u velmi tuhych tkdni mtize zalévani trvat i nékolik mésict [16].

4.3.3 Zalévani do médii rozpustnych ve vodé

Zalévani do médii rozpustnych ve vodé se vyuziva ve chvili, kdy tkané
nesmi pfijit do kontaktu s organickymi rozpoustédly. Takovymi rozpoustédly
jsou naptiklad benzen, xylen nebo ethanol pouzivana pfi zalévani do parafinu,
nebo éter pouzivany pfi zalévani do celoidinu. Tato média jsou vyuzivana pti
prukazu lipida. Zalévani do takovychto médii ma vSak i jiné vyhody. Pfi téchto
metodach tkdané nemusi byt odvodiiovany a nejsou nutné vyssi teploty.
Nejcastéjsim médiem tohoto typu je Zelatina nebo vosky rozpustné ve vodé. Tyto
média jsou vSak vyuZzivdna pouze pfi specidlnim druhu histologickych vySetfeni

[16].

4.4 Krajeni

Po zaliti jsou histologické blocky pfipraveny na krdjeni. Smyslem této
operace je zhotoveni tenkych histologickych fez(i z materialu zalitého do média.
Kréjeni histologickych blo¢kti se provadi na specializovanych k tomu uréenych
pristrojich tzv. mikrotomech. Pristroje pro zhotoveni tenkych fezt jsou dva

druhy, mikrotomy sankové a rotacni. Saitkovy mikrotom je vyuzivan pro krajent
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tkani zalitych do parafinu nebo celoidinu. Jak nazev napovida, charakteristickou
soucasti mikrotomu je kluznd plocha smikrotomovym noZzem. Mezi
mikrotomovym nozem a zafixovanym histologickym blokem je mozno ménit
sklon noze ke sméru fezu (horizontalni rovina), i sklon noze k roviné fezu
(vertikdlni rovina). Jako fixace blocku je vtomto pfipadé vyuZivana tzv.
neapolska svorka. Ta je velice dulezitd pro spravné nastaveni bloc¢ku proti
mikrotomovému noZi pred samotnym krajenim. Druhou moZnosti mikrotomiu
jsou mikrotomy rotacni. Ty jsou pouzivany vyhradné ke krajeni histologickych
blokti zalévanych do parafinu. Jejich velkou vyhodou je moZnost zhotoveni
sériovych fezti. To znamend, Ze jsou vSechny krdjené fezy spojeny v jednu
souvislou linku. U tohoto typu mikrotomu je fixovan mikrotomovy ntiz a po
kruhové trajektorii je proti nozi otden  histologicky  blocek.
Nedilnou soucasti obou mikrotomt je mikrometricky Sroub. Podle stupnice,
kterou obsahuje, je mozné si navolit pfesny pocet um, o ktery se blo¢ek nebo niiz
priblizi k fixované ¢asti (tedy blocku nebo nozi, podle volby mikrotomu). Tento
udaj ndm také udava tloustku vytvorenych rezli. PoZadovana tloustka se mtze
vyrazné lisit podle materidlu, ktery je nutné ukrojit. A to je dtlezitd podminka,

na kterou musime béhem krajeni brat ztetel [16].

4.4.1 Krajeni parafinovych bloki

Bloky =zalit¢é do parafinu mtizeme krajet na sankovém i rota¢nim
mikrotomu. Pfi fixaci bloku v neapolské svorce je nutné dodrzet tthel sklonu
noze mensi nez 10°. Pfed samotnym kréjenim je nutné si spravné nastavit thel
mezi nozem a blockem pomoci neapolské svorky a mikrometrického Sroubu.
Dale je nutné histologické blocky po stranach sefiznout, aby byl ntiz presné
kolmy na fixovany blocek. V pfipadé nedodrzeni tohoto postupu, je mozné, ze
fezy nebude mozné déle vyuzit. NejcastéjSim problémem byva svinovani rezd,
které byva casto zapti¢inéno snahou ukrojit pfilis tlusty fez, muze vsak byt na

viné i pfili§ tvrdy parafin nebo nizka teplota v mistnosti. Druhym castym
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nebo jeho nedostate¢nou ostrosti, ale také pfiliS mékkym parafinem nebo
zvySenou teplotou v mistnosti. Ve chvili, kdy je z bloku ukrojen fez, je nutné ho
prenést na podlozni sklo. Nejcastéjsi metodou je napindni parafinovych fezii
pomoci teplé vody. Rezy jsou pfeneseny na hladinu teplé destilované vody ve
sklenéné nadobé (37-40°C). Ty se pomoci tepla na hladiné narovnaji. Pod hladinu
je poté zasunulo minimalné z poloviny podlozni sklo a pomoci histologickeé jehly
je fez prisunut ke sklu. Sklo je poté pod tthlem vytahovano z vody a fezy jsou
pomoci jehly pfilepeny na sklo, které se poté pomalu vytahuje z vody a fez se
rovnomérné rozprostie na podlozni sklo. Vodu nechdme ze skla okapat a sklo

s fezy jsou poté presunuty do susarny k ditkladnému osuseni [16].

4.4.2 Krajeni celoidinovych bloku

Pro krajeni celoidinovych blockii je vyuZzivan vyhradné sartkovy mikrotom,
ktery je opatfeny dlouhym tézkym nozem. Béhem celého krdjeni je nutné ntiz i
bloc¢ek vlhcit ethanolem. Béhem tohoto krajeni naopak musi byt thel noze ku
blocku vétsi nez 10° a ntiz musi byt ku bloc¢ku v sikmé poloze. Vlhceni ethanolem
se zde provadi pro jednodussi manipulaci s fezy. Pravé ukrojené fezy jsou totiz
pomoci Stétce namoceného v ethanolu narovnavany a pfendseny k dalSimu
zpracovani. Celoidonové fezy jsou velice ¢asto lepeny pomoci éterovych par, kdy
jsou pomoci 96% ethanolu natazeny na sklo a pak jsou v uzaviené nadobé

s parami éteru ponechdny na dobu 5 minut [16].

4.5 Barveni histologickych fezi

Barveni histologickych preparatu se provadi pro zvyraznéni jednotlivych
struktur tkané. Bez obarveni jsou jednotlivé struktury ve svételném mikroskopu
prakticky neodliSitelné, protoze lom svétla jednotlivych struktur neni pfili$

odlisny. Barveni vyuziva toho, ze jednotlivé struktury tkané dokdzou vstrebavat
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urcitd barviva. V histologii je vyuzivano nékolik druhti barev. Nejcastéjsi déleni
je podle volnych radikalti v barvivech. Podle téchto radikdltt mtiZeme barviva
délit na barviva zasadita a kysela. Kysela barviva barvi cytoplazmu bunék, proto
je pro né mozné pouzit i ndzev plazmatickd barviva. Zasadita barviva zase barvi
jadra, proto je moZzné pro né pouZzit ndzev jaderna barviva. Podle barvy, kterou
se jednotlivé struktury tkané barvi, mtizeme hovofit o strukturach eosinofilnich,
bazofilnich a neutrofilnich. Eosinofilni struktury se kvili svému kyselému
charakteru barvi kyselymi barvivy, jako je napfiklad Eosin, po kterém je cela tato
skupina pojmenovand. Dal$i moznosti jsou struktury bazofilni, které jsou
barveny zasaditymi barvivy jako napfiklad Hematoxylin. Struktury neutrofilni
jsou barveny zasaditymi i kyselymi barvivy, ale jejich konecné zbarventi je kvtili
obojimu charakteru vybledlé. V histologickych laboratofich se vSak mnohem
vice nez barveni pouze jednim druhem barvy, pouziva barveni zdsaditym i
kyselym barvivem najednou. V takovou chvili je obarven cely preparat podle
charakteru jednotlivych struktur. Nejpouzivanéjsi a nejzdkladnéjsi metoda je
v takovém piipadé metoda Hematoxylin-Eosin. Mezi dal$i moZnosti barveni
patfi barveni pomoci metachromatickych barviv. V pfipad€, Ze je ve sktruktufe
urcitd slozka, je jeji barva odliSnd o barvy, kterou dand struktura za normdlnich

podminek ma [16].

4.5.1 Barveni fezii metodou Hematoxylin-Eosin

Tato zakladni metoda je sloZzena z nékolika krokti, které musi byt dodrzeny.
V opacném pripadé bud k obarveni fez(i viibec nedojde, nebo jsou fezy obarveny

nedostatecné. Mezi tyto kroky patfi:

e Odparafinovani fezt / Deparafinace
e Vlastni barveni fez

e Odvodnéni

e Projasnéni
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e Montovani obarvenych fezii

1. Faze: Odparafinovani fezi

Deparafinace je dtlezitd hlavné proto, Ze vétSina barev je pfipravovana jako
vodné roztoky. Tkanové fezy na obarveni jsou vSak po ukrojeni stale obaleny
parafinem. Ten je vSak hydrofobni, proto je nemozné barvit tkadné pred
odparafinovanim. Barvy by do tkané viibec nepronikly a tim by nedoslo k jejich
obarveni. Pro odstranéni parafinu ze tkani je zapotfebi dvou ldzni xylenu po
dobu zhruba 5 minut. Xylen je vSak s vodou nemisitelny stejné jako parafin. Je

tedy nutné fezy provést jesté sestupnou fadou alkoholt a tim tkan tzv. zavodnit.

Tkané jsou nejdfive preneseny do koncentrovaného ethanolu na zhruba 5 minut
a pak na stejné dlouhou dobu do ethanolu o koncentraci 96 %. Poté jsou fezy
preneseny do vody. Timto krokem konci pripravné procesy pfed vlastnim

barvenim.

2. Faze: Vlastni barveni fezu

Odparafinované fezy jsou poté pfeneseny na 10 minut do Hematoxylinu. Pfesna
doba barveni je velice ovlivnéna stafim roztoku, velikosti i typem tkané.
V pfipadé, Ze je barveno vjednu chvili vice rtiznych tkani, je nejdfive nutné
obarvit jeden vybrany fez, aby byla predem zjisténa optimalni doba barveni. Po
obarveni hematoxylinem je nutné fezy oplachnout vodou a zdiferencovat
kyselym ethanolem. Kromé jader totiz hematoxylin obarvi i jiné slozky tkané,
které musi byt odbarveny, proto je vyuzivan kysely ethanol (3-5 kapek kyseliny
chlorovodikové nebo octové smichanych se 100 ml 96% ethanolem). Po
zdiferencovani fezi je nutné fezy dikladné oplachnout pod tekouci vodou do
zmodrani jader. Poté jsou fezy dobarvovany Eosinem po dobu zhruba 5 minut a

poté jsou znovu oplachnuty ve vodé.
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3. Faze: Odvodnéni

Po samotném obarveni je nutné fezy odvodnit vzestupnou fadou alkoholt. Kdy

je tkan opét zbavena vody.

4. Faze: Projasnéni

Po odvodnéni jsou fezy pfeneseny do dvou lazni xylenu.
5. Faze: Montovani obarvenych fezti

Poslednim krokem barventi je jizZ obarvené fezy tzv. zamontovat. Kdy jsou fezy
na podloznim skle uzavteny sklem krycim, které je k podloznimu sklu upevnéno
pomoci montovaciho média. Stejné jako zalévaci tak i montovaci média se déli na
média rozpustna a nerozpustna ve vodé. Latka, kterd je montovacim médiem,
musi byt dokonale prithledna, jeji index lomu musi byt co nejvice podobny
indexu lomu vzduchu, a nesmi nijak interferovat s barvami fezu. Nejcastéjsim
montovacim médiem je kanadsky balzdm. Tedy pryskyftice rozpusténa v xylenu.
Rez na podloznim skle je pokapan kanadskym balzamem a je ptilozeno kryci
sklo, které je pinzetou opatrné pfitlaceno k fezu, aby byl balzam roztlacen po
celém povrchu fezu. Je nutné davat pozor, aby pod krycim sklem neztstaly
bublinky vzdychu, které poté mohou v mikroskopu znemoznit pozorovani
preparatu. Prebytecné médium, které po pfitlaceni vyteklo zpod kryciho sklicka
je otfeno hadrikem, ktery byl namocden do xylenu. Pfi otirdni je nutné davat
pozor, aby s krycim sklem nebylo pohnuto, mohlo by dojit k potrhani preparatu.
Po otfeni je hotovy preparat ponechan na 2 az 3 dny v su$arné, aby doslo
k odpafeni xylenu, a tim je balzdm vytvrzen. V této chvili je jiz mozné preparat

pozorovat pod mikroskopem bez dalSich nutnych postupt [16].
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Krok ¢. | Ukon Doba
Deparafinace v xylenu 20 min

Proplach fadou 96% ethanolu

Oplach v destilované vodé

Lazen Mayerova hematoxylinu 5 min

Diferenciace pod tekouci vodou

Oplach v destilované vodé

Lazen 0,5% roztoku Eosinu 2 min

Oplach v destilované vodé

WP IO

Odvodnéni radou 96% etanolu

—_
e

Projasnéni v xylenu
Tabulka 2: Postup barveni Hematoxylin-Eosin [18]

4.5.2 Barveni Massonovym trichromem

Barveni Masonovymi trichromy se vyuziva pro zvyraznéni kolagennich vldken
ve tkanich. Pro barventi jader se u vSech typt trichromt vyuziva Hematoxylin. U
Zlutého trichromu je vyuzivan Harristiv hematoxylin, u modrého trichromu je to
Weigertiv Zelezity hematoxylin a u zeleného trichomu je moZzné pouzit jeden
z dfive zminénych. Podle barveni kolagenniho vaziva poté miizeme trichromy

délit na:

e Modry trichrom — kolagenni vazivo se barvi modre
e Zeleny trichrom — kolagenni vazivo se barvi zelené

e Zluty trichrom — kolagenni vazivo se barvi Zluté

Modry trichrom je sloZen z nékolika barviv. V dnesni dobé jsou témito barvivy
azokarmin, anilinovd modf a orange G. Dfive byla tato smés slozena ze
zelezitého hematoxilinu a kyselého fuchsinu. Vysledkem tohoto barveni je modre

zbarvené kolagenni vazivo a jadra bunék, svalovina se barvi ¢ervene.
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Krok ¢. Ukon Doba
1. Deparafinace v xylenu 20 min

Proplach fadou 96% ethanolu

3 Oplach v destilované vodé

4 Lazen Weigertova Zelezitého hematoxylinu 5 min
5 Diferencovat pod tekouci vodou 5 min
6. Oplach v destilovanévodé

7 Lazent Massonova fuchsinu 3 min
8 Oplach v destilované vodé

9. Diferencovani v 1% kyselin€ fosfowolframové | 5 min
10. Oplach v destilované vodé

11. Lazen Anilinové modri 3 min
12. Oplach v destilované vodé

13. Diferenciace v 1% kyseliné octové 1-2 min
14. Oplach v destilované vodé

15. Odvodnéni fadou 96% etanolu

16. Projasnéni v xylenu

Tabulka 3: Postup barveni Modry Massontiv trichrom [18]

Zeleny trichrom je metoda velice ¢asto vyuzivana pro své jedinecné a typické
barveni jednotlivych struktur ve tkani. Barvit mize bud standardnim zptisobem,
nebo zplisobem zrychlenym, kdy je svétla zelenn vmichdna do barvici smési
s orange G. Vysledkem barveni jsou modfe zbarvena jadra, cervené zbarvena

svalovina, erytrocyty jsou oranzové a kolagenni vazivo zelené.

Pfi barveni fezti Zlutym trichromem je vyuZzivadna jako Zlutd barvici sloZka roztok
Safrdnu. Pfi tomto barveni ndm jadra vychdzi modfe, svalovina cervené a
kolagenni vazivo ma zlutou az oranZovou barvu. Barveni zlutym trichromem
vSak musi byt po obarveni a zamontovani rychle odecteno, po delsi dobé zacina
zluté barvivo v kolagennich vldknech blednout, a to by mohlo ovlivnit

pfipadnou diagnostiku [16].
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4.5.3 Barveni metodou Weigert van Gieson

Pfi tomto barveni je pro jadra vyuZzit Weigert(iv Zelezity hematoxylin, coz
je smés 96% ethanolu, Hematoxylinu, chloridu Zzelezitého a kyseliny
chlorovodikové, kde jsou fezy naloZeny na dobu pfiblizné 10 minut. Po
nasledném oplachu jsou fezy dobarvovany roztokem pikrofuchsinu a nasledné
oplachnuty ethanolem. Vysledkem pak tedy jsou modrocernd az hnédocerna
jadra, cervené zbarvené kolagenni vazivo a zlutd svalovina. Je dileZité si
uvédomit, Ze zbarveni jednotlivych struktur ve tkanich je u svaloviny a vaziva

obracené oproti pfehledovému barveni zlutym trichromem [16].

Krok ¢ | Ukon Doba
1. Deparafinace v xylenu 20 min
2. Proplach fadou 96% ethanolu

3. Oplach v destilované vodé

4. Lazen Resorcin-fuchsinu 30 min
5. Diferenciace pod tekouci vodou

6. Diferenciace v 1% kyselém alkoholu

7. Oplach v destilované vodé

8. Lazen Weigertova zelezitého hematoxylinu | 10 min
9. Diferenciace pod tekouci vodou

10. Oplach v destilované vodé

11. Lazen Pikrofuchsinu 5 min
12. Lazen zfedéného Pikrofuchsinu 2-4 sek
13. Odvodnéni fadou 96% etanolu

14. Projasnéni v xylenu

Tabulka 4: Postup barveni Weigert van Giesen [18]

4.5.4 Prukaz polysacharidi

Jako specifické barveni je mozné pouzit reakce na prtikaz polysacharidt.
Tyto reakce jsou zaloZeny na interakci s polysacharidovou slozkou jednotlivych
bunék vySetfované tkané. Zakladni reakci, ktera se pro polysacharidy vyuziva,
je PAS reakce. Pfi tomto barventi je jako barvici smés pouzita kyselina jodista se

Schiffovym cinidlem. Toto cinidlo vSak musi byt pfed pouZitim zcela ¢iré.
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Ve chvili, kdy je jiz lehce nartizovélé, je nutné ho okamzité vymeénit za nové.
Tento roztok je nutné skladovat v lednici v hnédych sklenénych lahvich, jinak
dochazi kjeho znehodnoceni. Samotna reakce je zaloZena na oxidaci
polysacharidi. Pfi ni vznikaji aldehydové skupiny, které nasledné reaguji se
Schiffovym c¢inidlem. Vysledkem je fialové cervené zbarveni polysacharidovych
struktur jako jsou glykogen, mukopolysacharidy nebo mukoproteiny. Pro

dobarveni je mozné vyuzit Hematoxylin, ktery ndm jadra zbarvi do modra [16].

Ukon Doba
Deparafinace v xylenu 20 min

N
=
Q
=
0

Proplach fadou 96% ethanolu

Oplach v destilované vodé

Oplachnout v 3% kyseliné octové

Bez oplachu nalozit do Alcidanové modfi (pH 2,5) | 30 min

Oplach v destilované vodé

Nalozit do 1% kyseliny jodisté 10 min

Oplach v destilované vodé
Nalozit do Schiffova ¢inidla 30 min

Diferencovat pod tekouci vodou

O |0 | N oo [w e

—
e

R Y
N |

Dobarvit v Mayerové hematoxylinu 5 min

Diferencovat pod tekouci vodou

—
w

Odvodnéni fadou 96% etanolu

—_
b

Projasnéni v xylenu
Tabulka 5: Postup barveni PAS reakce [18]

4.6 Metodika imunohistochemie

4.6.1 Fixace v imunohistochemii

Fixacni roztok pro imunohistochemii je nutné volit tak, aby byl vci tkani
naprosto inertni a aby byly zachovany veskeré struktury ve tkanich. Stejné jako
pfi fixaci vzorkt pro klasické barveni, se fixace vyuziva, aby nedoslo k autolyze
bun€k, a tim nebyla znehodnocena odebrana tkan. Dochazi vSak ke zménam
v dtsledku vlastni fixace jako jsou zmény propustnosti membran nebo zmeéna ve

struktufe cytoplazmy. Fixace je vSak pro imunohistochemii nezbytnd, nativni
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antigen pritomny ve vzorku by totiZz béhem dalsi manipulace mohl byt
nedopatfenim ze vzorku odstranén. Jako nejbéznéjsi fixacni tekutina je vyuzivan
formalin. Velice dtileZité je vSak jeho pH. V pfipadé, Ze je pouzit nepufrovany

formalin spH okolo 4, je nutné brat ohled na jeho pomalou reakci.

Kdyz je pouZit formalin pufrovany, ktery ma pH v rozmezi 4,5 — 5,5, probiha
reakce mnohem rychleji. Jde o mnozstvi vazeb mezi formalinem a tkéani. Fixaci
formalinem vSak mtize dojit ke ztraté nékterych epitopti v ramci antigenu, je tedy
nutné s touto eventualitou pocitat. Vzorky pro imunohistochemické vySetfeni
musi byt fixovany v malych kusech, fixace totiZ nesmi byt delsi neZ 24 hodin. Pfi
fixaci vétsich tkdni mtize dojit k prefixovani horni ¢asti materidlu a vnitfni
struktury mohou byt stale nativni. Tato chyba mtiZe naprosto znemoznit odecet
imunohistochemického preparatu. Pufrovany formalin je vSak i pfes svd negativa
pouzivan jako standardni metoda. Jinou moZnosti fixa¢ni tekutiny je Bouintv
roztok, coZ je smés formalinu a kyseliny pikrové. Bouintiv roztok vsak reaguje
s lipidy, proto neni vhodné jej vyuzivat ve chvili, kdy je nutné tyto antigeny
prokazovat. Dalsi moznosti je fixace ethanolem nebo acetonem, tento proces je

vSak velice pomaly a z toho dtivodu neni prili§ vyuzivan [17].

4.6.2 Zalévani

Nejcastéjsi zalévacim médiem v imunohistochemii je parafin. Pfi zalévani
do parafinu se postupuje stejné jako pfi zalévani vzorki urcenych k zadkladnimu
histologickému barveni. Je vSak nutné brat zvySeny zfetel na optimalni teplotu
béhem zalévani. Nékteré epitopy antigenu mohou byt vysoce citlivé na teplotu

jiz okolo 60°C. Je tedy nutné pouzit parafin o nizsi teploté tani [17].
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4.6.3 Imunohistochemicka detekce

Pfed samotnou detekci je dtilezité demaskovat epitopy. Casti antigenu
mohou byt béhem fixace zablokovdny nebo maskovany. Aby mohla samotna
imunohistochemicka detekce probéhnout, je nutné epitopy antigenu
demaskovat. V pripadé, ze epitop nebude demaskovan, mohlo by dojit ke
zkresleni vysledku nebo by reakce nemusela probéhnout viibec a vést k falesné
negativité.

K demaskovani epitopti jsou v dnesni dobé vyuzivany pfedevsim proteolytické
enzymy. Ty degraduji neZaddouci vazby, miize vS8ak dochdzet k uvolnéni fezii
z podlozniho skla. Proto jsou podlozni skla pro imunohistochemické vySetreni
potazena latkami, které tomuto uvolnéni zabrani. Vrstva téchto adhezivnich
latek vSak musi byt pfiméfend, jinak mtize dochdzet k nechténému zabarveni
reakce. Pfi krdjeni fezti pro imunohistochemické vysetfeni je velice dulezité
spravné nataZeni feztl na sklo a ponechdni natazenych fezi v termostatu po
dobu minimdlné 30 minut. Tim je zajiSténo spravné prilnuti fezi na podlozni
sklo. Nejcastéji pouzivanym proteolytickym enzymem je trypsin, ktery stépi
vazby mezi lysinem a kteroukoliv jinou aminokyselinou. Pro spravnou funkci
téchto enzym je nezbytna vhodna teplota. Ta musi byt tedy v termostatu 37°C.
Pfi niZ8i teploté je aktivita enzymu sniZena, pfi vys$si teploté je enzym inaktivni

[17].

Antigen je detekovan pomoci protildtek, na které jsou navazany dalsi
komponenty pro jeji zviditelnéni. Tato metoda je zalozena na reakci primarni
protilatky s antigenem. Na primdrni protilatku je navazana sekundarni
protilatka s biotinem. Na komplex protilatka-biotin je pak navdzan enzym, ktery
zesiluje reakci. V poslednim kroku je pfidan substrat. Enzymatickou pfeménou
je pak substrat pfeménén na barevny produkt, ktery je mozné detekovat.
Primarni protilatkou je neznacena mysi protilatka a jako sekundarni protilatka

se vyuziva protilatka, na kterou je jiz navdzan enzym nebo biotin. Jako enzym je
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nejcastéji vyuzivana peroxiddza nebo alkalicka fosfatdza. Peroxiddza vsak mtize
vytvaret faleSnou pozitivitu zkoumané tkané. Tu je tedy nutné predem utlumit.
FaleSnou pozitivitu je mozZné pozorovat ve tkdnich, kde jsou pfitomny
hemoproteiny. Takovymi tkanémi mohou byt naptiklad erytrocyty, svalova tkan
nebo jatra. Utlumeni peroxidazové nebo pseudoperoxidadzové aktivity miizeme
dosdhnout kratkodobou inkubaci ve vodném peroxidu vodiku. Druhou
moznosti enzymu je alkalicka fosfataza vyuZivana pro svou nezavislost na
peroxiddzové aktivité potazmo hemoproteinech. Je tedy vyuzivand u vzorka,

které byly odebrany z prokrvenych tkani [17].

Béhem celé imunochemické detekce antigenu je nutné dodrZovat a fidit se
pokyny od vyrobce reagencii, které jsou béhem vySetfeni pouzity. Je zde
napftiklad uvedeno, zda je nutné pred pouzitim doddvané protilatky fedit nebo
jsou jiz dodavany v pozadované koncentraci. Je mozné zde najit i informace o
presném postupu, teplotach nebo ¢asech pro danou Sarzi reagencii. V okamziku,
kdy je zviditeInéna reakce antigenu s protildtkou, je moZzné fezy zamontovat.
Montovani probihd obdobnym zptisobem jako u fezti barvenych zakladni
histologickou metodou Hematoxylin-Eosin. Po zamontovani 1ze fezy okamzité

prohlizet ve svételném mikroskopu [17].

55



Pro prukaz patologii prostaty se nejcastéji vyuziva protilatka p63 jako priukaz

benigni hyperplazie prostaty a protilatka AMACR jako prtikaz adenokarcinomu.

Krok & | Ukon Doba

1. Deparafinace v xylenu

2. VloZeni do Cerstvé pfipraveného fosfatového pufru (pH 9)

3. Inkubace ve vodni 1azni pti 97 °C 65 min
4. Chlazeni nadoby 20 min
5. Proplach ve fosfatovém pufru (pH 7,4 - 7,5)

6. Aplikace cerstvého 3% peroxidu vodiku (ve tmé) 10 min
7. Oplach fosfatovym pufrem (pH 7,4 - 7,5) 2x2 min
8. Aplikace primarni protilatky v naSem pfipadé AMACR a p63 | 20 min
9. Aplikace vizualiza¢niho ¢inidla Chromogen DAB 5-10 min
10. Oplach v destilované vodé

11. Lazen Mayerova hematoxylinu 5-8 min
12. Oplach pod tekouci vodou 3-5 min
13. Odvodnéni fadou 96% etanolu

14. Projasnéni v 1dzni ethanol: xylen (1:1)

15. Projasnéni v xylenu

Tabulka 6: Postup prikazu protilatkami AMACR a p63 [18]

56




5 VYSLEDKY

5.1 Prijem prostatického materidlu

Prostaticka tkan mtiZze pfichdzet na Patologicko-anatomické oddéleni

Oblastni nemocnice Kladno v nékolika moznych formach:

e Punkéni biopsie prostaty
e DProstatické resekaty

e Prostata jako cely organ

Prostaticka tkan muze prijit ve formé punkénich valeckd. V takovém
pfipadé je nutné kazdy valecek ddle zpracovavat samostatné. Tento postup se
voli pfedevsim pro sniZeni rizika poskozeni prostatické tkané. Kazdy valecek je
do kazet uklddan na specidlni podloZzky, které zamezi nezddoucimu pohybu
v pribéhu dalsi prace se vzorkem. Valecek by mél byt v histologické kazeté
narovnany a v pripade¢, Ze neni celistvy, je nutné valecek poskladat co nejpiesnéji
v jeden celek. Struktury tkdné pozménéné karcinomem byvaji velice casto pfi
okrajich a jsou zde ve velmi malém mnozstvi. Je tedy nutna dobra spoluprace
s odbérovymi centry. Punkéni valecky jsou biologickym materidlem, ktery je
velice nachylny na Spatny odbér, transport a zachdzeni. Obavanym rizikem pfi
znehodnoceni pak byva faleSnd negativita diagnostikovaného vysledku. Do
pravodniho listu je poté zapsan presny pocet punkcnich valeckti a popfipadé

jejich stav po pfijeti.

Druhou moznosti, jak je mozné prostaticky materidl na oddéleni dodat,
jsou resekaty. Administrativni pfijem probiha stejné jako pfi jiném materidlu pro
histologické zpracovani. DileZité je vSak vtomto piipadé zohlednit velké
mnozstvi samostatnych malych kouskti odebrané tkané. V makroskopickém

opisu tkané se velice casto pred ukladanim resekati do histologickych kazet
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zméfi celkovy objem dodaného materidlu. Je mozné také priblizné zméfit
jednotlivé resekaty pro lepsi dokresleni predbézné diagndzy. Tento tidaj nam
muZe napoveédét, jaka byla pfiblizné z prostaty odebrana ¢ast. Z tohoto diivodu
je potieba pripravit dostatecné mnozstvi histologickych kazet. Resekaty se
v kazetdch nesmi piekryvat a kazdy musi byt umistén tak, Ze bude v nasledné

fezné plose pfi krajeni.

V pfipadé, Ze je excidovana celd prostata, je nutné mit od osettujiciho 1ékare
viditelné oznadenou stranovou orientaci prostaty. Casto je tak na pravé strané
udélan chirurgickou niti steh a v privodnim listu je pak napsano, Ze stehem je
znacena pravé prava strana. Prostata je velice casto vyjimdna i se semennymi
vacky. Excize se tedy provadi jak z obou semennych vacka, tak z obou lalokti
prostaty. V pfipadé, Ze je na pravodnim listu v klinickém pribéhu zapsan
pozitivni nalez v uréitém misté, je toto misto zpracovano celé. Velice casto se tak
déje v pripadé, Ze vysla pozitivni predchazejici punkéni biopsie v jednom
z lalokti. Rezy semennymi vacky se provadéji hlavné pro priikaz, jestli se
onemocnéni jiz rozsifilo mimo prostatu. Dal$im pouZivanym ukazatelem
mozného rozsifeni mimo organ je znazornéni okrajovych casti ¢ernou tuzi. Tuz
znazornuje jakoukoliv strukturu, pro nds je vSak prioritni obarveni okrajti. Proto
se na fezy aplikuje az ve chvili, kdy uz jsou v histologickych kazetach, aby

nedoslo ke kontaminaci nezadoucich Casti.

5.2 Fixace, zalévani a krajeni

Po pfijeti a excidaci prostatického materidlu je s nim nakladéano stejné, jako
s ostatnimi vzorky, které laboratof prijme. Fixace je provadéna v nadobach, které

jsou naplnény koncentrovanym pufrovanym formalinem HistoFOR BFS-L 10.
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Na Patologicko-anatomickém oddéleni Oblastni nemocnice Kladno je jako jedina

zalévaci metoda vyuzivdna metoda zalévani do parafinu. Z tohoto d@ivodu jsou

po 5 az 8 hodinach fixace vzorky presunuty do Tkanového automatu TPC 15

DUO. Zde je zvolen program Standard 1 (viz. Tabulka 2) a vzorky

v histologickych kazetach jsou ve specidlnich koSich do tohoto automatu

umistény.
1 2 3 4 5
AAF AAF 96% Ethanol | 96% Ethanol | 96% Ethanol
1:15 hodiny | 1:15 hodiny 1hodina 1hodina 1hodina
10 9 8 7 6
Xylen Xylen 96% Ethanol | 96% Ethanol | 96% Ethanol
1hodina 1hodina 1hodina 1hodina 1hodina
1 12 13 14 15
Xylen Zkvalitnény | Zkvalitnény | Zkvalitnény | Zkvalitnény
1hodina parafin parafin parafin parafin
1hodina 1hodina 1:15 hodiny 1:15 hodiny

Tabulka 7: Konfigurace roztokt ve tkanovém automatu TPC 15 DUO [18]

SR A

Obrazek 5: Tkanovy automat TCP 15 DUO (vlastni foto)

S CR e
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Nasledujici den rano jsou vzorky pfipraveny k zalévani. Pro zalévani je
vyuzivana zalévaci linka Medite TES Valida. Po zaliti a zchlazeni jsou vzorky

preneseny do mrazicich boxti v laboratofi urcené ke krajeni.

Obrazek 6: Zalévaci linka Medite TES Valida (vlastni foto)

Vzorky jsou poté krajeny na satikovych mikrotomech Leica SM2010R. Rezy jsou
nalepeny na podlozni skla a ve stojancich jsou pfeneseny do barviciho automatu
Tissue-Tek Prisma. V barvicim automatu jsou vSechna skla deparafinovédna a je
zde mozné i automaticky obarvit metodu Hematoxylin-Eosin a néktera dalsi

specialni barveni jako je napfiklad PAS reakce.
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Obrazek 7: Sarikovy mikrotom Leica SM2010R (vlastni foto)

Spole¢né sbarvicim automatem je linka tvofena také montovacim strojem
Tissue-Tek Film. VSechna skla jsou tedy automaticky pfedavana po obarveni
k zamontovani. K zamontovani je pouzivana specidlni montovaci paska Tissue-
Tek Coverslipping Film, kterd plné nahrazuje kryci skla pouZivana pii rucni

metodé montovani.

Obrazek 8: Barvici a montovaci automat Tissue-Tek (vlastni foto)
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V piipadé, Ze barvici metoda neni zahrnuta v barvicim automatu, jsou vzorky
pouze deparafinovany a dale jsou barveny ru¢nimi metodami, stejné jako vzorky

pro imunohistochemii.

5.3 Pouzité druhy barveni a imunohistochemické prikazy

5.3.1 Zakladni barvici metoda Hematoxylin-Eosin

Pfi pouziti zakladni barvici metody Hematoxylin-Eosin je patrnych
mnoho prostatickych struktur. Z podstaty této metody se jadra bunék barvi
fialové a cytoplazma riazové. Fibromuskularni stroma (1) je tvofeno kolagennim
a elastickym vazivem, které je protkdno velkym mnozstvim bunék hladké
svaloviny (2). Dale je na snimcich patrny Zlazovy parenchym (3), ktery je tvofen
cylindrickym zldzovym epitelem. Epitel ohranicuje priisvit tuboalveolarnich
zlazek (4), které produkuji sekret. V preparatu s benigni hyperplazii je patrna
prestavba stromatozni casti prostaty (5). V prepardtu s adenokarcinomem je

naopak patrnd pfestavba tuboalveolarnich zlazek (6).

Obrazek 9: Zdrava prostaticka tkan metodou Hematoxyli-Eosin, zvétseno 200x (vlastni foto)
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Obrazek 10: Benigni hyperplazie prostaty metodou Hematoxylin-Eosin, zvétSeni 200x

(vlastni foto)

Obrazek 11: Adenokarcinom prostaty metodou Hematoxylin-Eosin, zvétseni 400x (vlastni foto)
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5.3.2 Specialni barveni PAS reakce

Pro znazornéni polysacharidii, glykoproteint a glykogenu je vyuZzivana
PAS reakce. V misté pritkazu je patrné purpurové zbarveni, jadra se barvi modre.
Na preparatech je patrné vazivoveé svalové stroma (1). Dale pak tuboalveoldrni
zlazky (2) tvofici prisvit. V téchto mistech je patrné purpurové zabarveni, které
je nasledkem slozeni sekretu v téchto burikach (3). Purpurové zbarveni je patrné
i v prasvitu zlazek (4). Z tohoto divodu se PAS reakce vyuzivd hlavné pro
znazornéni téchto zlazek. Stromatdzni éast zlazky neobsahuje, proto neni tento

druh barveni pro zndzornéni benigni hyperplazie pfilis vhodny.

Obrazek 12: Zdrava prostaticka tkan metodou PAS reakce, zvétseno 200x (vlastni foto)
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Obrazek 13: Benigni hyperplazie prostaty metodou PAS reakce, zvétseni 200x (vlastni foto)

Obrazek 14: Adenokarcinom prostaty metodou PAS reakce, zvétseni 200x (vlastni foto)
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5.3.3 Specidlni barveni kolagenu, svaloviny a elastickych vldken

Weigert van Giesen

VnaSem pfipadé metodou Weigert van Giesen chceme zndzornovat
hlavné kolagenni a elastickd vlakna pfitomna ve fibromuskuldrnim stromatu
prostaty. Kolagenni vazivo se zbarvi do syté cervené (1) a elasticka vlakna do
fialové barvy (2). Jadra bunék se zbarvuji do hnédocerna z dtivodu dobarveni
Weigertovym Zelezitym hematoxylinem (3). V tomto barveni je dobfe vidét
ubytek svalovych bunék a elastickych vldken u benigni hyperplazie. V preparatu
adenokarcinomu patologie neni pfiliS patrnd. Onemocnéni se tyka

tuboalveolarnich zlazek (4), ne stromatozni casti (5).

Obrazek 15: Zdrava prostaticka tkan metodou Weigert van Giesen, zvétseno 200x (vlastni foto)
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Obrazek 16: Benigni hyperplazie prostaty metodou Weigert van Giesen, zvétSeno 200x

(vlastni foto)

Obrazek 17: Adenokarcinom prostaty metodou Weigert van Giesen, zvétseni 200x (vlastni foto)
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5.3.4 Specialni barveni Modry Massontv trichrom

Vsechny druhy Masoonovych trichromi se povazuji ke znazornéni
kolagennich vlaken. V pfipadé Modrého Massonova trichromu jsou tedy
kolagenni vldkna modra (1). Svalovina se barvi cervené (2) a jadra bunék jsou
modrocerna. V tomto barveni se tedy daji vyborné rozlisit jednotlivé casti
fibromuskuldrniho stromatu (3). Prasvit tuboalveolarnich zlazek (4) je ohranicen
epitelem (5), ktery vSak v tomto barveni neni pfili§ dobfe rozeznatelny. Neda se

tedy z tohoto barveni pfili§ dobfe urcovat adenokarcinom.

Obrazek 18: Zdrava prostaticka tkan metodou Modry Massontiv trichrom, zvétseno 200x

(vlastni foto)
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Obrazek 19: Benigni hyperplazie prostaty metodou Modry Massontiv trichrom, zvétSeni 400x

(vlastni foto)

Obrézek 20: Adenokarcinom prostaty metodou Modry Massontiv trichrom, zvétSeni 200x

(vlastni foto)
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5.3.5 Imunohistochemicka metoda p63 a AMACR

Imunohistochemické metody jsou zaloZeny na specifické interakci
antigenu ve tkani a dodané protilatky. Vznikla pozitivita pak mtze byt dvojiho
druhu. V nasem pfipadé ma protilatka p63 (1) jadernou pozitivitu, proto je pfi
pozitivnim nalezu benigni hyperplazie viditelné zbarveni jader. Protilatka
AMACR (2) pak nese druhou moznost, a to pozitivitu cytoplazmatickou. Je tedy
z preparatu patrné, Ze nejsou zbarvena pouze jadra, jako u protilatky p63, ale
prakticky celd burika. U benigni hyperplazie jsou prokazovany struktury v celém
preparatu prostaty. U adenokarcinomu jsou prokazovany pouze tuboalveolarni

zlazky.

Obrazek 21: Imunohistochemicky priikaz benigni hyperplazie prostaty protilatkou p63,

zvétseni 200x (vlastni foto)
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Obrazek 22: Imunohistochemicky priikaz adenokarcinomu prostaty protilitkou AMACR,

zvétseni 200x (vlastni foto)



6 DISKUZE

Onemocnéni prostaty jsou velice ¢astym a tiZivym problémem muzii ve
vySSim véku. Hlavné diky Spatné Zivotospravé a nepfiznivym okolnim
podminkdm je pocet nové nahldsenych pfipadt téchto onemocnéni kazdy rok
vy$si. V Ceské republice se roéné jednd o pfiblizné 7000 nové diagnostikovanych.
Je tedy nutné tomuto trendu ¢elit. Jsou rozvijeny nové metody diagnostiky, které
maji za ukol odhalit patologicky proces v co neran€jsim stadiu. Nové vzniklé
diagnostické metody by mély byt jednoduse pouZzitelné ve zdravotnictvi a pro
pacienta by mély byt co nejméné obtéZujici. Kromé diagnostickych metod je
rozvijena také 1écba primarnich nebo ndslednych obtizi spojenych
s onemocnénim prostaty. V dnesni dobé je zde velice dobrou moznosti lécba
farmakologickd nebo chemoterapeuticka, neni tedy jiz nutnosti odebirat cely
organ. Operace je vzdy pro télo velky zdsah a je dobfe, Ze se dnesni zdravotnictvi
ubird i méné invazivni cestou, nez je radikalni prostatektomie. Velice diilezitym
krokem pro sniZeni nutnosti radikalni Iécby a celkové zlepseni pacientova Zivota,

jsou v€asné zachyty téchto nemocnéni [19].

Metodou véasného zachytu mize v dnesni dobé byt screeningové stanoveni
hladiny PSA. Nespornou vyhodou je, Ze celé vySetfeni je neinvazivni, specifita a
senzitivita téchto testti vSak neni diagnosticky pfipustnd. Falesné pozitivnich
testovanych je pii pouZiti této metody stale velké mnozstvi. V Ceské republice
neni zatim plosSny screening zaveden, je tedy na kazdém pacientovi, jak
k prevenci pfistoupi. V pfipadé, Ze je vySetfeni hladiny PSA provadéno u
pacienta periodicky, je zde moZnost zachytu a tuspésnost lécby vysoka.
Doporucend je jednou roc¢né navstéva urologické ordinace nebo praktického
lékafe po 50 roku zivota muze. Pacient, u kterého se vrodiné onemocnéni

nachdazi nebo nachazelo, ma prohlidky doporuceny jiz po 40 roku Zivota [19].
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V pfipadé, Ze je tedy screeningovym testem odhalena abnormalita, je pak jiz
invazivné odebirdna prostatickd tkdn a posildna v rtznych formach na
histologické vySetfeni. Zhotoveni a vyhodnoceni histologickych preparata je
v dnes$ni dobé zdkladnim tukolem patologického oboru. VySe popsanym
procesem je pak zhotoven vzdy preparat zdkladniho barveni Hematoxylin-Eosin,
dale mohou byt zhotoveny preparaty specidlnich barveni nebo mtize byt tkan

podrobena imunohistochemickému vySetfeni.

Zakladni barveni metoda Hematoxylin-Eosin je dobfe pfehlednd, neni vsak
specifickd, nicméné pro vétsinu diagnoz ma nejlepsi vypoveédni hodnotu. Neni-
li patolog schopen urdit diagnézu pouze v preparatu obarveném metodou
Hematoxylin_eosin, je nutné pfipravit preparaty barvené specidlnimi metodami,
nebo je mozné pouzit imunohistochemicky priitkaz. Nejcastéji vyuzivanou
specidlni metodou, kterd ma pomoci s pritkazem polysacharidovych struktur ve
tkani, je PAS reakce. Ta je v prostaté vyuzivdna pro zndzornéni sekretu
z tuboalveolarnich Zlazek. PAS reakce je tedy metoda vyuZivana pro potvrzeni
adenokarcinomu, benigni hyperplazie je touto metodou nezjistitelna. Specidlni
metodou pro pritkaz svaloviny a elastickych vldken je metoda Weigert van
Giesen. Touto metodou je tedy diagnostikovdna benigni hyperplazie, pti té
dochdzi ke zménam ve strukturdch fibromuskuldrniho stromatu. Zmeéna
v podobé nadorového bujeni ve Zlazkach zde neni patrna. Stejné tak barveni
Modrym Massonovym trichromem je zaméfeno na zndzornéni kolagennich
struktur ve tkani prostaty. Toto barveni je vhodné pro diagnostiku benigni
hyperplazie prostaty. Tuboalveoldrni zlazky zde nejsou vyrazné odliSitelné a pro

diagnostiku adenokarcinomu je tedy tato barvici metoda taky nevhodna.

V piipadé, Ze je zakladni barveni Hematoxylin-Eosin nepriikazné, je zde také
moznost vyuzit imunohistochemicky priikaz. Pro prikaz patologickych zmén je

mozné vyuzit celou fadu imunohistochemickych protilatek. NejvyuZivanéjsi
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protilatkou pro odliSeni malignich a benignich zmén je protilatka navazujici se
na protein p63. Ten je soucasti bazalni membrany prostatické tkané a z tohoto
diivodu je velice dobrym ukazatelem, jestli tkan prosla maligni patologickou
zménou. Je-li v prostaté adenokarcinom je zniena bazalni membrana,
imunohistochemicky priitkaz p63 musi tedy vyjit negativni. Pro diagnostiku
adenokarcinomu je vSak zapotfebi i pozitivni kontrola. Pro tu je vyuZivana
enzym Alfa-metyl CoA-racemaza (AMACR). Tento enzym je ve velkém mnoZstvi
produkovan pouze naddorovou tkani. Jeho priikaz ve zdravé nebo hyperplastické
tkani tedy neni mozny. Imunohistochemicky priikaz je v dneSni dobé hojné
vyuzivanou metodou. Specidlni barveni ustoupilo do pozadi a patologické
nalezy se diagnostikuji pomoci imunohistochemie. V dnesni dobé je pak také
mozné vytvorit priikaz nékolika protilatkami. Casto se vyuziva protilatka p63
pro detekci bazdlni membrany spolecné s markerem nddorového bujeni
AMACR. Nespornou vyhodou této metody je tedy neskute¢na variabilita a
specifinost. Pomoci imunohistochemického prikazu je mozné stanovit
jakoukoliv struktura jakékoliv tkdné, je nutné mit pouze spravnou protilatku,
ktera s danou strukturou vytvori specifickou vazbu. Nevyhodou je pak pomérné
vysokd cena. Na kazdy preparat na sklech je nutné pouzit vlastni reagencie.
V ptipadé specidlniho barveni je mozné barvit vice skel v pfedem pfipravenych
barevnych lazni. Ekonomickd strdnka véci tedy jasné hovoifi ve prospéch
pouzivani specidlnich barvicich metod. Ty jsou samozifejmé na vybranych
strukturdch mnohem specifictéjsi, nez je zdkladni barveni Hematoxylin-Eosin,
v dnesni dobé jsou vSak pro diagnostiku nedostacujici. Jednotlivé struktury jsou
od sebe dobfe odliSitelné, ale uvnitf struktur jsou pak jiz zmény Spatné
rozeznatelné a nejsou tedy diagnosticky zcela relevantni. Imunohistochemicky
priikkaz je v mikroskopu mnohem lépe citelny a vydany vysledek je mnohem
spolehlivéjsi. Diagnostickd stranka véci tedy v tuto chvili prevySuje stranku
ekonomickou, coz je samozfejmé pro pacienta pozitivni. Specidlni barveni ma

vSak nadale své misto v histologickych laboratofich a jsou tkané, které je
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naprosto dostacujici diagnostikovat pomoci specialnich barveni. Prostata je vSak

jednou z téch tkani, kde je imunohistochemicky priikaz velkym pfinosem.

Benigni hyperplazie prostaty je definovana jako nezhoubné bujeni vazivovych
bunék fibromuskuldrni ¢asti prostaty. Mikroskopicky je vSak mozné benigni
hyperplazii diagnostikovat ve zlaznaté i ve stromatozni ¢asti prostaty. V pfipadé
BHP je pod mikroskopem viditelné vyrazné zmnoZeni vazivové hmoty oproti
zdravé tkani. V pozdéjsich stadiich je mozné pozorovat i vazivové uzly, které se
s postupem nelécené nemoci stale zvétsuji a mohou utlac¢ovat mocovou trubici.
V preparatu zdravé prostatické tkané by vazivové uzly nemély byt vibec
pritomné a stromatdzni buriky by mély s burikami hladké svaloviny byt ve
vyvazeném pomeéru. Tento nepomér pak zpusobuje disfunkci, zvétSovani
rozméru a utlacovani okolnich struktur. Od obrazu prostaty s adenokarcinomem
se da odlisit pohledem na Zldznatou cast. Tuboalveoldzni Zlazky maji stale sviij
typicky vzhled. Neni zde patrnad odchylka struktury ani poctu bunék tvoficich
tuto acindrni Zldznatou c¢ast prostaty. Histologicky je diagnostika zaloZena na
zakladni barvici metodé Hematoxylin-Eosin a v pfipadé pozitivniho nédlezu je
nasledné pouzit imunohistochemicky prtikaz protilatkou p63. Ve vybranych
preparatech je benigni hyperplazie prostaty viditelna. Tento postup je tedy plné

v souladu s modernimi postupy v diagnostice a je tedy spravnou volbou [20].

Adenokarcinom prostaty je, na rozdil od benigni hyperplazie, zhoubnym
nadorovym bujenim Zlaznaté ¢asti prostatické tkané. Mikroskopicky je v takové
tkani pfitomno rtzné mnozstvi bunék, které maji vyrazné pozménénou vnitini
strukturu. Tyto buriky mohou byt osamoceny v jinak naprosto zdravé tkani.
V pozdéjsich fazich onemocnéni je vSak nadorové bujeni v preparatu
nepiehlédnutelné. Podle miry diferenciace nddorovych bunék ve dvou loZiscich
je pak urc¢eno Gleasonovo skore a je nasledné uréena prognoza a lécba, ktera bude

v zavislosti k mife poSkozeni nejvhodnéj$i. Ohraniceni acindznich zlazek neni
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zcela konkrétni a okraj zZlazky je prakticky neurcitelny. V preparatu zdravé
prostaty jsou Zlazky malé, dobfe okem oddélitelné atvary, které maji svij typicky
vzhled. Sadenokarcinomem je ale tento typicky vzhled znatelné narusen.
Intracelularni struktury zdravé tkané jsou také naprosto rozdilné. Je nutné
vénovat pozornost pfedevsim jadernym zmeénam, dale pak je mozné sledovat
také rozdily v zabarveni cytoplazmy bunék. V prasvitu Zzldzek prostaty
postiZené adenokarcinomem je mozné také spatftit fragmenty nekrotické tkane.
Ty samoziejmé v prepardtu zdravé prostaty pritomny nejsou. Soucasna
diagnostika je u adenokarcinomu zaloZena na zhotoveni preparatu metodou
Hematoxylin-Eosin. Preparat je vZdy vysSetfen pomoci imunohistochemického
prukazu. Jako protilatku je mozné pouzit napiiklad AMACR. Tento postup byl
zvolen i v mém piipadé. V preparatech je pfi tomto postupu adenokarcinom

zfetelny. Je vSak nutné, aby preparat odecital zkuseny lékar patolog [20].
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7 ZAVER

Patologické zmény prostaty jsou v dneSni dobé velice castym problémem
muz starSiho véku. Benigni hyperplazie sice neni Zivot ohroZujici stav, je vsak
velice Casty a problémy spojené s mikci jsou pro pacienta casto velice obtéZujici.
Adenokarcinom prostaty je nddorové onemocnéni s velice dobrou prognézou,
musi vSak byt zachycen vcas. K tomu slouzi screeningova vysetfeni hladiny PSA,

kterd jsou kvalitnim ukazatelem onemocnéni prostaty.

Hlavnim ukolem této prace bylo porovnani histologické stavby zdravé
prostatické tkané a tkdné s patologickou abnormalitou. K pochopeni
jednotlivych patologii bylo za potfebi znat anatomickou stavbu zdravé
prostatické tkdné a zevrubné se sezndmit s jednotlivymi patologickymi stavy.
Pro jednotlivd onemocnéni pak byla v praktické ¢asti vybrana fada barvicich
technik, kdy kazda z nich byla vhodnd k prtikazu urcité patologie. V dnesni dobé
je vSak zdsadni priitkaz pomoci imunohistochemie. Proto byla ¢ast této prace

vénovana také tomuto prakazu.

Pro pochopeni celé problematiky komplexné bylo dil¢im tikolem teoretické
casti také sezndmeni s moZznymi diagnostickymi postupy a ndslednou moznosti
1é¢by, kterd je v dnesni dobé na velice dobré trovni. Tuto praci je tedy mozné
chéapat jako studijni material pro laboratorni diagnostiku patologické prostatické

tkané s malym pfesahem do oblasti klinické medicinské praxe.



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3D-CRT

AMACR

BHP

BOZP

CT

DHT

DRV

LIS

LUTS

PAS

PIN

PSA

PSAP

TRUS

Three-dimensional Conformal radiation therapy

Alfa-metyl CoA-racemaza

Benigni hyperplazie prostaty

Bezpecnost a ochrana zdravi pfi praci

Computer tomography (Pocitacova tomografie)

Dihydrotestosteron

Digitalni rektaIni vySetfeni

Laboratorni informacni systém

Pfiznaky dolnich mocovych cest

Jaderny protein

Periodic Acid Schiff

Prostatickd intraepitelova neoplazie

Prostaticky specificky antigen

Prostaticka specificka kysela fosfataza

Transuretralni sonografie prostaty
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