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ABSTRAKT

Bakalafska prace snazvem Histologicka stavba délohy, porovnani tkané
fyziologické svybranymi patologickymi stavy se v prvni cdasti zabyva
anatomickym a histologickym popisem tkané délohy a déloZniho hrdla, na jehoz
patologické zmény je prace nejvice zamétfena. Dale jsou popsdna rizika vzniku
onemocnéni a v pfipadé infekce lidskymi papilomaviry, ndsledného prenosu.
Pozornost je také vénovana vySetfovacim metoddm, které se podileji na
diagnostice onemocnéni. Veskeré ziskané vzorky tkané byly zpracovany postupy
obvyklymi v histologické laboratofi. Zakladni barveni hematoxylin-eosin bylo
doplnéno imunohistochemickou detekci s pouzitim metody KI-67 a P16. Ziskané
preparaty jsou vyhodnoceny sddrazem na porovndni zdravé tkané a
detekovanych patologickych stavii. Mezi vybranymi patologickymi stavy se
nachdzely jednotlivé stupné prekanceréznich 1ézi (cervikalni intraepitelidlni
neoplazie stupné 1-3, a dlazdicobunécny karcinom), postihujici délozni c¢ipek.
Vsechny tyto vzorky spolecné s fyziologickou tkani byly podle standartnich
operacnich postupti zpracovany a nasledné vyhodnoceny a porovnany. Pouzita
barveni dobfe odlisuji vybrané patologické stavy od zdravé tkané délozniho

¢ipku.

Klic¢ova slova

Délozni ¢ipek; imunohistochemickd detekce; dlazdicobunéény karcinom;
prekancerozni 1éze; hematoxylin-eosin; cervikdlni intraepitelidlni neoplazie

(CIN), KI-67; P16.



ABSTRACT

This bachelor’s thesis with the title Histology of the uterus, comparison of
physiological tissue arrangement and selected pathological conditions firstly
concentrates on anatomical and histological description of uterine and cervical
tissue, with the special attention to pathological changes of the cervix. There is
the description of the risk factors of the onset of the disease and in case of the
human papillomavirus infection of the subsequent transmission. At the same
time there are described diagnostic methods, which take part in the diagnostic
process of selected diseases. All of the acquired samples of tissue were processed
according to the standard operational procedures. The procedure using the basic
hematoxylin-eosin staining was completed with immunohistochemic detection
using the methods KI-67 a P16. The acquired preparations were evaluated with
emphasis on comparison of healthy tissue to detected pathological conditions.
Among the chosen pathological conditions there were individual stages of
precancerous lesions (cervical intraepithelial neoplasia grade 1-3), and the
squmous cell carcinoma which affect the cervix. All of these samples, including
the physiological tissue, were processed in accordance with the standard
operational procedures and then evaluated and compared. The dyes used for
staining the samples are well capable to differentiate chosen pathological

conditions from the healthy tissue of the cervix.

Keywords

Cervix, immunohistochemical detection, squmous cell carcinoma, precancerous

lesion, hematoxylin-eosin, cervical intraepithelial neoplasia, KI-67, P16.
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1 UVOD

Byt je v Ceské republice zavedena kvalitni prevence jakéhokoli onemocnéni
Zenského pohlavniho ustroji, casto se bohuZel miji ucinkem, jelikoz velké
mnoZzstvi Zen na prevenci nedba. Obecné plati, Ze Zena by méla byt alespon
jednou roc¢né od svych 15. let kontrolovana u svého gynekologa. Toto preventivni
opatfeni je zavedeno v diisledku praktikovani pohlavniho styku a dalsich

rizikovych faktorti vzniku onemocnéni Zenské ho genitalu.

Ma bakalarskd prace je zaméfena na patologické zmény délozniho ¢ipku, coz
jsou velmi ¢astd onemocnéni, postihujici Zeny pfevazné okolo 45. let véku. Nové
studie vSak poukazuji na vyskyt téchto onemocnéni u Zen v mladsich vékovych

kategoriich.

Mezi patologické stavy fadime i benigni nalezy, kde popisujeme nejcastéji
akutni nebo chronické zanéty délozniho cipku. Cervicitida pak mutiZze do jisté

miry ovliviiovat Zivot postiZzené zeny.

Mnohem zavaznéjsi stavy jsou vSak ndlezy maligni, kam fadime cervikalni
intraepitelové 1éze a spinocelularni neboli dlazdicobunéény karcinom. Pravé tyto
stavy a nadory ohroZuji Zeny nejvice na Zivote.

Diky preventivnim opatfenim se zlepsil zachyt progredujicich onemocnéni a
snizila se i mortalita, ovSem pfirtistek nové diagnostikovanych Zen je stdle

vysoky, a to jak ve vyspélych, tak i v rozvojovych zemich.

Téma mé prace jsem si vybrala zamérn€, nebof osobé mé velmi blizké byl

diagnostikovan maligni ndlez na déloznim ¢ipku.



2 CILE PRACE

Mezi hlavni cile mé bakaldrské prace patfi porovnani patologickych stavii

délozniho ¢ipku oproti jeho fyziologické podobé.

Cilem teoretické casti bude popis anatomické a histologické stavby délozni
tkané a ¢ipku, pficemz na hrdlo déloZzni bude bran vétsi ztetel. Budou popsany
jeho funkce, rizikové faktory a jednotlivé moznosti onemocnéni délozniho hrdla

a jejich diagnostika.

V praktické éasti budou popsany veskeré metody, jejichz pouziti na konci
celého cyklu povede k ziskani histologickych preparatti, jenz budou podrobeny
zkoumani. Tento proces bude zahrnovat piijem, prikrajovani, fixaci, vlastni zaliti,
krajeni, barveni a zamontovani. V této ¢asti budou zahrnuty zakladni i specialni
druhy histologického barveni jako je hematoxylin-eosin a specificka
imunohistochemicka detekce. Prace bude zahrnovat komentované obrazky

obsahujici fyziologickou tkan délozniho éipku a vybrané patologickeé stavy.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

Déloha je duty svalovy neparovy organ, ktery se sklada z nékolika ¢asti. Casto
pfipomind tvar hrusky. Délohu mtZeme najit v malé panvi, kde je uchopena

pomoci podptirného a zadvésného aparatu [1].
Jednotlivé ¢asti délohy tvofi:
1) Corpus uteri (télo délohy);
2) Isthmus uteri (Zina délohy);

3) Cervix uteri (hrdlo délozni).

3.1 Anatomie délozni tkané

Corpus uteri, neboli télo déloZni, je nejvétsi a zaroven stfedni ¢asti délohy.

V této casti ddle rozliSujeme:
a) Fundus uteri (dno délozni) — které tvofi horni ¢ast délohy;

b) Cornua uteri (rohy délozni) — jsou umistény na pomezi vstupu

vejcovodu do délohy;
c) Cavitas uteri (dutina délozni) — kterou najdeme uvniti délohy [2].

Isthmus uteri, neboli kréek délozni, je spojnici mezi télem a hrdlem déloznim.
Zasadni proménou prochdzi v téhotenstvi, kdy dochdzi ke vzniku vétsiho

mnozstvi vaziva v jeho sténé a zaroven k ubytku hladkého svalstva [3].

1



Kréek délozni délime na 2 Casti:

a) Canalis isthmi (dutina uziny);

b) Ostium anatomicum uteri internum (vnitini délozni branka).

Cervix uteri, neboli hrdlo déloZni, tvofi nejspodnéjsi ¢ast délohy. Dosahuje

délky az 2,5 cm a ma valcovity tvar.

Sklada se z téchto soucasti:

a) Portio supravaginalis cervicis (horni éast hrdla délozniho) — nachdzi
se tésné nad posevnim uponem a jeho sliznice vytvari zna¢né mnozstvi

plicae palmatae (pfi¢nych fas);

b) Portio vaginalis cervicis (déloZni ¢ipek) — jednd se o dolni ¢ast hrdla,

kterd vstupuje do pochvy;

c) Canalis cervicis (kandl hrdla) — je spojnici délozni dutiny a pochvy;

d) Ostium uteri (vnéjsi délozni branka) — v této ¢asti dochazi k vytsténi

kanalu hrdla na exocervixu v pochvé [4].
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Obrazek 1- Déloha [5]

3.2 Histologie déloZni tkané

Délozni tkan je zhruba 1,5 cm silna a sestava se ze tii vrstev:

e Tunica mucosa (Endometrium);
e Tunica muscularis (Myometrium);

e Tunica serosa (Perimetrium).

Endometrium je tvofeno dvéma vrstvami, z nichZ prvni, lokalizovana na
povrchu se nazyva lamina epithelialis, pod ni smérem k déloZni svaloviné se
naléza lamina propria mucosae. Celkové pak ve sliznici déloZni (tunica mucosa)
miizeme pozorovat sekrecéni a bazalni buriky, jednoduché tubuldzni délozni

zlazy a fasinkové bunky [5; 6].

Lamina propria mucosae je tvofena kolagenim vazivem, ve kterém nachazime
velké mnozZstvi fibroblasti. Tyto stromalni burnky reaguji na hormonalni

stimulaci tak, Ze dochazi k uskladnovani glykogenu a lipidi jako pfiprava pro
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mozné otéhotnéni. Tento jev oznacujeme jako predecidudlni pfeména, ovsem
kdyZ dojde k oplodnéni, dochdazi ke vzniku decidualni pfemény a tim padem i
pfemény na decidudlni buriky. V mezibunécné hmoté nachdzime znacné
mnozstvi amorfni slozky a retikularnich vldken. V lamina propria mucosae
nalézadme glandulae uterinae (délozni zlazky) — jedna se o jednoduché tubul6zni
zlazky. V této casti se vyskytuji i granularni buriky, pficemz Hamperlova burika
je povazovana za druhou hlavni granularni buriku endometria. Jeji hlavni funkce
spociva ve vylucovani cytokinti a diky nim tak ptisobi na prorustani trofoblastu
zarodku béhem jeho uhnizdéni a zaroven dochazi ke kontrole mnoZeni a rtstu

cév ve sliznici [7; 8].

Endometrium dale rozdélujeme na dvé oblasti. Prvni znich je Zona
functionalis, kterd tvofi vné€jsi c¢ast endometria. Tato vrstva je béhem
menstruacniho cyklu odstrafiovdna. Druha vrstva, ktera uz nepodléha
degradaci, se nazyva Zona basalis. Obsahuje fadu bunék a cetnou sit

retikularnich vlaken [9; 10].

Endometrium se v pribéhu dospivani méni. V pribéhu pubertalniho véku je
endometrium tvofeno zjednovrstevného kubického epitelu. Zaroven zde
muzeme najit poztstatek zlazek, které jsou uloZeny v tenké laminé proprii
mucosae. V obdobi fertilniho véku dochdzi ke vzniku strukturnich a funkcnich
zmén ve vsech castech délohy. Kdy ve fundu déloznim nachazime laminu

epithelialis, ktera je tvofena jednovrstevnym cylindrickym epitelem [11].

Cévni zasobeni endometria je zajiStovano soustavou dvou arterii. Prvni z nich
nalezneme ve stfedni vrstvé myometria, kde je uloZzena Arteria arcuata, ktera se
vétvi na pfimé arterioly arteriolae rectae a spiralovité arterioly. Zona basalis je
zasobovana krvi pres primé arterioly a u zony functionalis je pfivod krve

zajiStovan spiralovitymi arteriolami [12; 13].
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Myometrium —je povazovano za nejsilnéjsi vrstvu délozni stény, kterd ma silu
asi 1,5 cm. Sklada se ze ¢tyf vrstev hladkych svalovych bunék, které jsou
prostoupeny vazivem. Dale je tvofeno krevnimi a lymfatickymi cévami a
autonomnimi nervy. Hladké svalové burky dosahuji délky okolo 50 um u
netéhotné délohy. V gravidité se vSak myometrium pfizptisobuje tvartim plodu,
naslednym zmnoZenim (hyperplasii) a prodlouzeni (hypertrofii) bunék
svaloviny. V dtsledku téchto jevi mohou hladké svalové burky dosahnout
délky az 500 pm i vice. V téhotenstvi dochazi rovnéz k zmnozeni nexii (gap
junctions), diky kterym jsou hladké svalové bunky propojeny, pricemz nexy se

nejvice podileji na kooperaci svaloviny pfi kontrakcich [14; 15].
Ctyfi zakladni vrstvy myometria jsou:

e Stratum musculare submucosum — podslizni¢ni vrstva svaloviny;

e Stratum musculare vasculosum — nejvétsi vrstva svaloviny s cetnymi
krevnimi cévami;

e Stratum musculare supravasculosum — supravsaskuldrni vrstva;

e Stratum musculare subserosum — subserdzni vrstva hladké svaloviny,

ktera lezi tésné pod perimetriem [16].

Perimetrium - sklada se z tenké vrstvy kolagenniho vaziva, které je pokryto
jednovrstevnym plochym epitelem - mezotelem. Tunica serosa pokryva celou
zadni, pfedni a horni plochu délohy. V mistech, kde tunica serosa nepokryva
kolagenni vazivo pfi hrandch délohy, se nachdzi vazivova vrstva tunica
adventicie neboli parametrium. Tato vrstva je tvofena z velkych cév a nervu a
obsahuje ¢etné parametrialni vazy, které zahrnuji svazky kolagennich vlaken [17;

18].

Istmus délohy - stavba jeho stény je oproti sténé téla délozniho odlisna pouze

nepatrné. Ve sténé isthmu se nachdzi mensi mnozstvi hladkych svalovych bunék,
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dale pak fibroblasty. Cévni zasobeni je na rozdil od stény téla délozniho chudsi.

Endometrium je nizs§i a nepodléha tak silnym cyklickym zméndm. V istmu

délohy mtiZeme najit dva typy Zlazek — délozni a Zlazy hrdla. Béhem téhotenstvi

se sténa istmu ztenci, dochazi k nartstu sily kruhové hladké svaloviny a zaroven

ubyva hladka svalovina, ktera je orientovana podélné vzhtru. Z istmu se tedy

béhem téhotenstvi stava dolni délozni segment [19; 20].

3.3 Histologie délozniho hrdla

Hrdlo délohy tvoii bariéru mezi délohou a vaginou. Jak jiz bylo zminéno

v anatomické ¢asti, cervix uteri se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, a to z portio

supravaginalis cervicis, cozZ je horni ¢ast hrdla ohrani¢ena délozni brankou a z

portio vaginalis cervicis (¢ipek), ktery predstavuje dolni ¢ast délozniho hrdla [21].

Portio supravaginalis cervicis je slozen ze tii ¢asti:

Tunica mucosa endocervicalis je lemovana jednovrstevnym cylindrickym
epitelem, ktery obsahuje mucindzni sekrecni buriky, fasinkové a bazalni
buniky. Tunica mucosa endocervicalis je dale tvofena vazivovou sliznici
(lamina propria mucosa), sestavajici z hladkych svalovych bunék a z
kolagenniho vaziva;

Dale se sklada ze zldzek délozniho hrdla (glandulae cervicales), jejichz
funkci je napomahani s vylu¢ovanim vymésku (secernuji hlen), pficemz
tento vymeések za normalnich okolnosti slouzi jako ochrannd bariéra pred
vnikem mikroorganismii do délohy. Béhem ovulace se vSak sila vymésku
snizi a tim usnadnuje priichod spermii;

V neposledni fadé je horni ¢ast hrdla sloZena z tunici fibromuscularis,
ktera na svém pomezi splyva s jeho sliznici. Tato vrstva obsahuje méné

hladkych svalovych bunék a vice kolagenniho vaziva, zaroven zde
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muzeme pozorovat elasticka vlakna, kterd maji sv{ij t¢inek hlavné béhem
pruchodu plodu do pochvy;

Posledni casti je tunica externa, kterd je sloZzena ze dvou vrstev — prvni
vrstva pokryvajici pfedni stranu a hrany endocervixu se nazyva tunica
adventicia. Druhd vrstva je naopak lokalizovdna na zadni strané

endocervixu a jedna se o tunicu serosu [22; 23].

Portio vaginalis cervicis, neboli ¢ipek, tvofi spodni ¢ast déloZzniho hrdla. Do

pochvy usti kandl hrdla délohy a tim tak vytvari vnéjsi délozni branku. Béhem

zivota zeny se tvar ¢ipku méni. U pohlavné vyspélé Zeny, kterd nikdy nerodila,

ma ¢ipek tvar konicky. Ovsem u Zeny, kterd jiz rodila, ma cipek tvar cylindricky

a zevni branka je rtizné Siroka dle ektropia.

Obecné se délozni ¢ipek skladd z téchto ¢asti:

Tunica mucosa exocervicalis — je tvofena vicevrstevnym nerohovéjicim
dlazdicovym epitelem. Pod epitelem je tenkd lamina propria mucosae
skladajici se z malého mnoZzstvi kolagenniho vaziva, hladkych svalovych
bunék a velkého mnozstvi papil. V cytoplazmé epitelovych bunék jsme
schopni rozpoznat glykogenova granula;

Lamina fibromuscularis — vrstva tvofici vnitini éast délozniho ¢ipku
obsahujici velké mnozstvi kolagenniho vaziva a mensi mnozstvi hladké

svaloviny [24; 25].

3.4 Funkce délozni tkané a délozniho ¢ipku

Délozni tkan jako takova slouzi pro vyvoj zdrodku a zaroven svou stavbou

napomaha k vypuzeni plodu pomoci stahti hladkych svalovych bunék.

17



Hrdlo délohy ma specifickou funkci béhem gravidity, kdy svou stavbou
dokaze uzavfit vnitini déloZzni branku a tim tak tvori zatku proti plisobeni tlaku

plodové vody a samotného plodu [26].

Délozni ¢ipek je dulezitou soucasti délohy, nebot obsahuje tubul6zni Zlazky
(glandulae cervicales) secernujici hlen. U¢inek piisobeni hlenu je vsak rozdilny
v pritbéhu jednotlivych etap Zivota. Behem ovulace je hlen spiSe vodnaty, diky
¢emuz prispiva k pohybu spermii. Behem druhé poloviny menstruacniho cyklu
se tvofi vymésSek spiSe ve formé hlenovité a lepkavé a tim vytvari jakousi
ochranou bariéru pred mikrobidlnimi patogeny. Hlen je sloZen z jednoduchych
cukrdi, déle z chloridu draselného, elektrolytli, enzymi, albuminu a globulinu.
Ovsem béhem gravidity je hlen hustsi a vytvari hlenovitou zatku, kterd chrani

plod pfed prinikem infekce [27; 28].

3.5 Metaplastické zmény na cervixu

Je znamo, Ze se na endocervixu nachdzi cylindricky epitel, a naopak na
ektocervixu je dlazdicovy epitel. Misto, kde dochazi ke spojeni téchto dvou
typt epitelt se nazyva skvamokolumnarni junkce. Béhem pohlavniho
dozravani a téhotenstvi dochdzi vlivem hormonalnich zmén ke zvétSeni
objemu samotného cervixu. Na pomezi junkéni zdény je endocervikalni
epitel vystaven kyselému pH, které je fyziologické ve vaginé. Vzhledem
k tomu, Ze je ektocervix uloZen kaudalné smérem do pochvy, brani se proti
kyselému pH svym epitelem. Aby doSlo k ochrané endocervixu, musi se
vytvofit metaplastické zmény, které zacinaji nejdfive na pomezi
endocervikalnich krypt a klkti. V konecné fazi se cylindricky epitel pfeméni

na dlazdicovy epitel. Misto, kde doslo k takovéto zméné oznacujeme jako

transformacni zéna [29; 30].
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3.6 Patologické stavy délozniho hrdla

Na tivod je nutno rozlisit dva patologické stavy, a to patologii benigni, ktera
omezuje svou velikosti okolni organy, ale nevytvari metastdze a dale patologii

maligni Sifici se v téle a vytvarejici metastaze.

Mezi benigni onemocnéni fadime:

3.6.1 Zanét délozniho hrdla (cervicitis)

Jedna se o zanétlivé onemocnéni, které postihuje jak endocervix, ectocervix,
ale i transformacni oblast mezi nimi. MiZe mit ptivod bakterialni, virovy nebo
mykoticky. Zanéty vSeobecné byvaji bud infekéniho nebo neinfekcéniho ptivodu.
Do infekénich pficin fadime mikroorganismy, které se do téla Zeny dostavaji pres
vaginu nebo také pohlavnim stykem. Mezi neinfekcni pfic¢iny fadime alergie na
menstruacni tampdny nebo cizi télesa jako jsou vagindlni pesary ¢i latexové

kondomy [31; 32].

RozliSujeme tyto zanéty:

e Akutni;

e Chronické.

Akutni zdnéty se nejcastéji projevuji specifickym hnisavym a zapachajicim
vytokem, ktery sviij vzhled a charakter méni dle svého ptivodce. Dalsim
symptomem miiZe byt edém na cervixu nebo zvysena tvorba cervikalniho hlenu.
Po vysetfeni prostfednictvim poSevnich zrcadel mtizeme indikovat hrdlo jako
zarudlé a lehce krvacejici v dtisledku zmnozZeni kapilar. Zanét vznika nasledkem

pohlavné pfenosnych nemoci jako jsou lidské papilomaviry, déle jen HPV viry ¢i
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chlamydie. Nesmime opomenout ani vulvovagindlni prenosy kvasinek nebo

jinych bakteridlnich kment, které se vyskytuji v pochvé [33].

Chronické afekce navazuji na akutni zanéty, pficemz tyto byvaji casto bez
jakykoliv pfiznakili. Nékdy zenu trapi tlak v podbfisku zejména pri pohlavnim
styku. Pfi chronické infekci dochazi ke zvySené tvorbé cervikalniho hlenu, ktery
byva hromadén v cervikalnich kryptach a vyskytujici se vytok neni zdaleka tak
silny jako v akutni fazi cervicitidy. Cervix je zarudly a edematdzni. U nelécené
infekce mtiZze dojit k progresi az do vejcovodii. Pfi¢inu vzniku rozliSujeme dle
vlivli, a to na mechanické (cizi télesa — jako jsou vaginalni pesary), chemické

(lokalni antikoncepce nebo hygienické prosttedky) a biologické (ektopie) [34].
3.6.2 Polypy délozniho ¢ipku

Polypy se nejcastéji vytvarii jako doprovodnd reakce zanétd, u nichz
pozorujeme polypovité struktury s rozsifenymi zldzkami, které prertistaji nad
povrch okolnich ¢éasti. Pro polypy je specifické, Ze jadra bunék se nachazi pfi
jejich bazi. Dortstaji rtiznych velikosti a nejrizikovéji ptlisobi v obdobi
pohlavniho dospivéni a menopauzy, kdy dochazi ke znaénému krvaceni. Casto
tak muze dojit k zdméné u velkych korporalnich slizni¢nich polypt, kdy se
nespravné urci a takto vznikly tvar se oznadi jako karcinom délozniho téla.
Polypy jsou tvofeny cylindrickym epitelem, u néhoz miizeme v nékterych
pripadech pozorovat dlazdicobunéénou metapldzii. U vétSiny Zen je specificka
zvysend sekrece posevniho vytoku nebo lehké Spinéni po pohlavnim styku,

ovsem ve vétsiné pfipadil se polypy spiSe projevuji bezpfiznakové [35; 36; 37].
3.6.3 Ovula Nabothi

Dal$im typickym nélezem jsou ovula Nabothi. Jednd se o retenéni cysty

déloZzniho hrdla, které vznikaji vlivem metaplastickych zmén epitelu. Dochazi
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k pfeméné z ptivodniho cylindrického epitelu na epitel dlazdicovy. Cylindrické
buniky, které tvofily hlen, nemohou sekret vypudit pfes vyvodné kandlky krypt,
a proto hlen ztistava v uzavienych kryptach, ¢imz dochazi ke vzniku téchto cyst

[38; 39].

Vyse uvedena onemocnéni tedy fadime mezi benigni, zatimco v nasledujici

casti se hodlam vénovat onemocnénim malignim.

3.6.4 Cervikalni intraepitelova neoplazie (CIN)

Jedna se o prekurzorové léze (prekancerdzy), ze kterych nasledné vznikaji
dlaZdicobunécné karcinomy. Pfed vznikem samotného karcinomu dochdazi ke
zménam epitelu, které probihaji nékolik let. Toto obdobi zmén také oznacujeme

jako prekancer6zni zmény neboli dysplazie [40].

RozliSujeme tfi typy téchto dysplazii:

e CINI-mirné;
e CIN II - stredni;
e CIN III — tézke.

Mirna dysplazie CIN I je ¢asto oznac¢ovana jako skvamdzni intraepitelova léze
nizkého stupné, déale jen LSIL (low-grade squamous intraepitelial lesion).
Obsahuje ve vrstvé epitelu buriky, které jsou napadené virem HPV. Tyto burky
oznacujeme jako Koilocyty. Jejich jadro je zvétsené, hyperchromni a od
cytoplazmy je oddéleno perinukledrni vakuolou. Dysplazii nalézame obvykle
vjedné tietiné epitelu, kdy takto vzniklé zmény se jevi jako rozsifend bazalni
vrstva. KdyZ nedojde ke véasnému zachytu, muze dojit ke vzniku dysplazie II

stupné [41; 42; 43].
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Stfedni dysplazii CIN II zafazujeme do skvamodznich intraepitelovych 1ézi
vysokého stupné, dale jen HSIL (high-grade squamous intraepitelial lesion).
Zahrnuje vétsi zmeény, a to v rozdilnych poctech a tvarech jednotlivych bunék. Je
zde pfitomna jaderna pleomorfie a koilocytdza, pficemz mitozy a dysplazie

zasahuji az do dvou tfetin epitelu. Casto dochazi k progresi do CIN TII [44; 45].

Tézkou dysplazii CIN III zafazujeme opét do HSIL. Tento typ dysplazie
postihuje cely epitel. Obsahuje vétsi mnozstvi mitdzy, bunky jsou chaoticky
uspofdddny a pleomorfni. Tento typ dysplazie casto prechazi do
mikroinvazivniho karcinomu, ze kterého nasledné vznika invazivni karcinom

[46].
3.6.5 Karcinom délozniho ¢ipku

Mezi nejvyznamnéjsi a zdroven nejcastéjsSi nadory, které postihuji Zeny,
fadime dlazdicovy neboli spinoceluldrni epitelovy karcinom, u néjz
rozeznavame dva typy, a to velkobunécny nerohovéjici, jehoz vyskyt je castéjsi a
dale malobunéény nerohovéjici, ktery je nebezpecnéjsi. Spinocelularni karcinom
se nachazi na pomezi prechodu epitel(i, kde dochéazi ke zméné z dlazdicového
nerohovéjiciho epitelu ektocervixu na cylindricky epitel endocervixu. Misto
pfechodu mezi témito epitely se oznacuje jako transformacni zona.
Dlazdicobunéény karcinom roste exofyticky nebo endofyticky. Ve formé
exofytického rastu je kifehky, bily a kontaktné krvacejici. Naopak u
endofytického rtistu dochazi k jeho rozpadu po predeslé infiltraci. Tento typ
karcinomu nejéastéji postihuje Zeny okolo 45. let véku. Cast karcinomt se tvoi
v cervikdlnim kandle, kde je nelze zadkladnim gynekologickym vySetfenim
zaznamenat. Jestlize nedochdzi k véasnému zaléceni, nddor mtize prortstat do

okolnich tkani pfes délozni hrdlo az do mocového méchyfe [47; 48; 49; 50].
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Jestlize se nadorova burika dostane pres dlazdicovy epitel a jeho bazalni
membranu, dochazi ke vzniku invazivniho karcinomu. Onemocnéni byva
v rannych stadiich asymptomatické, ovsem poté dochazi ke vzniku kontaktniho
krvaceni po vySetfeni ¢i pohlavnim styku. S tim se poji i vytok, v némz se mutze
vyskytovat také krev. V pokrocilych fazich Zenu trapi bolestivosti v misté
vyskytu nddoru, onemocnéni je doprovazeno intoxikaci produkty nadoru a

dochazi ke vzniku sekundarni anémie [51; 52].

Podle zavaznosti rozliSujeme ¢tyfi stupné Sifeni karcinomu, jak je shrnuto

v tabulce dislo 1.
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Tabulka 1- TNM — klasifikace karcinomu hrdla délohy [46]

Kategorie |Stadium Néle
TNM | FIGO -
X Primdarni tumor nelze zhodnotit
T0 Z4dny podklad pro primérni tumor
Tis 0 Carcinoma in situ (CIN 3)
1 I Karcinom hrdla omezeny na délohu. Sifeni nadoru na télo
se nezohledniuje)
Tla IA ,,P'rekhmck.y invazivni karcinom, rozpoznany
mikroskopicky
Karcinom s mikroskopickou invazi stromatu do hloubky <
Tlal IA1 . (ons «
3 mm s horizontalnim rozmérem <7 mm?
Karcinom s mikroskopickou invazi stromatu do hloubky >
Tla2 IA2 . Tt x
3 mm, ale <5 mm, s horizontalnim rozmeérem < 7 mm?
Makroskopicky viditelné karcinomy omezené na cervix,
Tib IB  |nebo mikroskopicky prokazané a dalsi karcinomy hrdla
vetsi nez Tla2
. . . /4 ’ . VY V7 4 <
TIbl Bl Makroskopicky viditelnd 1éze s nejvétsim rozmérem <40
mm
Tib2 B> Makroskopicky viditelna léze s nejvétsim rozmérem > 40
mm
Karcinom se $ifi mimo délohu, ale nedosahuje stény
T2 I |panve. Tumor miiZze postihovat horni 2/3, nikoli dolni
tfetinu pochvy
T2a ITA  |Bez infiltrace parametrii
T2b IIB  |Sinfiltraci parametrii
Infiltrujici karcinom postihuje i dolni tfetinu pochvy
T3 III  |a/nebo dosahuje panevni stény a/nebo zptisobuje
hydronefrézu ¢i afunkci ledvin
T3a A Net(’iv(fr postihuje dolni tfetinu vaginy, ke sténé panevni se
nesiti
Nédor se $ifi k panevni sténé a/nebo ptisobi hydronefrézu
T3b 1B . .
nebo afunkci ledviny
Karcinom se $ifi mimo malou panev a/nebo prortsta do
T4 IVA o « 1y
sliznice méchyre nebo rekta
M VB Pripady se vzdalenymi metastazami bez ohledu na rozsah

primdrniho nddoru
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3.6.6 Rizikové faktory pro vznik CIN a invazivniho karcinomu

Mezi nejvétsi rizikové faktory radime nechranény pohlavni styk, béhem
né¢hoz dochazi k pfenosu fady onemocnéni. Nezddouci je i pocatek
pohlavniho Zivota v dobé&, kdy Zenské télo neni jesté natolik pohlavné zralé.
Dal3im problémem je ¢asta promiskuita obou partner(i. Pravé rizikovému
chovani pfipisujeme vznik infekce HPV virem, jenZ je rozliSovan podle
mnozstvi bunéénych zmén a vzniku dysplazii na HPV s nizkym rizikem a
HPV s vysokym rizikem. Pro Zeny jsou nebezpecné typy s rizikem vysokym
—nejcastéji HPV 16, 18, 33 a 36. Tento typ viru se projevuje tim, Ze virova DNA
infikuje lidsky genom a dochazi k chaotickym mitézam. Vzniklé bunky pak
davaji prostor pro tvorbu CIN I a II, které mohou nésledné vlivem dalSich
faktort prertist az v CIN III ¢ do spinoceluldrniho karcinomu. V neposledni
fadé je tfeba zminit, Ze na vzniku malignit se miiZe odpovidajicim zptisobem
podilet také Zivotosprdva, koufeni cigaret, poruchy imunitniho systému,
nebo dokonce i genitalni infekce. Zeny, které jsou nositelky mutace pro gen
BRCA 1a 2, maji vy$si riziko vzniku invazivniho karcinomu hrdla déloZzniho

[53; 54].

3.7 VysSetfeni hrdla délozniho

Rozlisujeme dva typy vySetfeni — prebioptické a bioptické.

3.7.1 Prebioptické metody vysSetieni

Rozpozndvame tfi zdkladni metody:

e Kolposkopie;
e Cytologicky stér;
e HPV test.
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Kolposkopie je diagnostickd metoda, ktera dokaze vysetfit cela zevni rodidla,
ale jeji hlavni ucel je urceni zavaznosti 1éze a jeji vztah k endocervikdlnimu
kanalu. Pomoci této metody se hodnoti abnormalni cytologicky nélez a slouZzi
k diagnostice odbéru biopsie. Zakladnim pfistrojem je kolposkop, ktery funguje
na principu pfimého zobrazeni binokuldrnim optickym systémem.
Kolposkopické vysSetfeni je dvojiho druhu — nativni a rozsifené. Nativnim
provedenim se rozumi imobilizovani délozniho hrdla pomoci gynekologickych
zrcadel a odstranénim hlenu. Timto zpisobem mtiZeme diagnostikovat zakladni
zmény vyskytujici se na déloznim hrdle jako je infekce a nebo ptivodci krvaceni.
Rozsitena kolposkopie je dvoufdzova, kde v prvni ¢asti aplikujeme na délozni
hrdlo 3% kyselinu octovou, ktera vytvari reverzibilni koagulaci, precipitaci
jadernych proteinti a rozpousti hlen, tim dokéaze zviditelnit patologické zmény
na epitelu. V druhé ¢asti se pfidava na stejné misto Lugoltiv roztok, jenz dokaze
presné oznacit 1éze a zaroven i odli$it epitel, ktery obsahuje glykogen a epitel bez
glykogenu. Jedna se tak o identifikaci jodnegativnich oblasti. Tento test se také

oznacuje jako Schillertiv test [55; 56].
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Tabulka 2 - Kolposkopicka terminologie ndlezii na déloznim hrdle (Rio de Janeiro
2011) [58]

1. Obecné zhodnoceni
Adekvatnost kolposkopie — adekvatni/ neadekvatni z dtivodu (zanét, krvacent,
jizveni)
Prehlednost skvamokolumnarni junkce (SCJ) — pIné/ caste¢né/ neprehledna
Typy transformacni zény (TZ) - TZ1,2,3
2. Normalni kolposkopické nalezy
Origindlni dlazdicovy epitel — zrala a atroficky
Cylindricky epitel — ektopie a ektropium
Metaplasticky dlazdicovy epitel — ovula Naboti, oteviena usti Zldzovych krypt
Deciduoza v téhotenstvi
3. Abnormalni kolposkopické nalezy
e Obecné zhodnoceni
Lokalizace 1éze — uvnitf nebo vné TZ
Rozsah léze podle ciferniku
Velikost léze — pocet postizenych kvadrant(i nebo procento postizeného
povrchu
e Gradel (minor) - méné vyznamné
Epitelové znaky - jemné syty bily epitel po kyseliné octové,
nepravidelny geograficky okraj
Cévni znaky — jemnd mozaika, jemné punti¢kovani
e Grade 2 (major) — vyznamné
Epitelové znaky — syty bily epitel po kyseliné octové, rychly nastup
zbéleni, lemovana usti zlazovych krypt, ostry okraj léze, pfitomnost
vybézkt bilého epitelu proti SCJ, pfitomnost vnitini hranice vymezujici
oblast syté bilého epitelu ulozeného centrdlné vicéi periferni oblasti
jemné sytého epitelu
Cévni znaky — hruba mozaika, hrubé puntickovani
¢ Nespecificky
Leukoplakie (keratéza, hyperkeratdza), eroze, Schillerav test -
jodnegativni
4. Suspekce na invazivni karcinom
Atypické cévy
Dalsi znaky — fragilni cévy, nepravidelny povrch, exofyticka léze, nekroza,
ulcerace (nekroticka), tumor, makroskopicky nador
5. Razné ndlezy
Kondylomata, kongenitdlni TZ, stendza, zanét, vrozend anomalie, polyp

(exocervikalni/ endocervikalni), endometrioza, pooperacni zmény
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Onkologicka cytologie patfi mezi nejznaméjsi screeningové metody.
Cytologicky stér mtize byt dvojiho druhu, z néhoZ prvni je odbér s ndslednym
natérem na skle, druhy je odbér do tekutého média. Béehem vykonu musi dojit
nejenom k zachytu bunék exocervixu, ale i ke stéru kanalu hrdla déloZniho. Na
skle pak musi byt stér fixovan 95% alkoholem. Poté je preparat obarven dle
Papanicolaoua (hematoxylin-oranz G). V tekutém médiu se vzorek zpracovava

jako sediment s vyskytem bunék [57; 58].
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Tabulka 3 - Systém Bethesda (2001) — cytodiagnostika [61]

1. Kvalita natéru — optimalni, suboptimalni, nehodnotitelny (specificky
davod)
2. Popis infekce — identifikovatelné znaky
3. Hormonalni stav — odpovida nebo neodpovida véku a menstruacnimu
cyklu
4. Bunécéné zmeény dlazdicového epitelu
Normdlni nélez
ASC-US (neurcité epitelové zmény vyZzadujici kontroly)
Low grade SIL — nizky stupen dlazdicové intraepitelové 1éze (odpovida
HPV infekci a lekhé dysplazii/ CIN I)
High grade SIL - vysoky stupenn dlazdicové intraepitelové léze
(odpovida dysplazii stfedni, tézké a CIS/ CIN I, III)
karcinom
5. Bunécné zmény zlazového epitelu
Normalni nalez endocervikalnich bunék
Normalni nalez endometrialnich bunék
AGC-NOS (neurcité epitelové zmény vyzadujici kontroly)
AGC-NEO (neurcité epitelové atypie, podeztelé z neoplazie)
AIS (adenokarcinom in situ)
Adenokarcinom endocervikalni

Adenokarcinom endometrialni

HPYV test hraje dtileZitou roli v sekundéarni prevenci u pacientek, u nichz byly
diagnostikovany = nékteré  cytologické  abnormality nebo u  Zen
imunokompromitovanych ¢ pfi regresi cervikdlnich 1ézi. Timto testem se

stanovuje HPV-DNA nebo HPV-mRNA. Principem metody je zjisténi
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pritomnosti 13-14 nejcastéji se vyskytujicich HPV typt a jejich ndsledna
genotypizace, kdy jsou tfi nejcastéjsi typy (HPV 16, 18, 45) oddéleny od HPV-HR.

Samotny test se provadi jako klasicky odbér pro cytologické vySetfeni [59; 60].

3.7.2 Bioptické metody vySetfeni

e Minibiopsie;
e C(ilena excize;
e Kyretadz;

e Konizace;

e Trachelektomie.

Minibiopsie neboli punch biopsie je specidlni metoda, ktera se provadi za pomoci
specialnich klesti udavajicich velikost odebrané tkané. Vysetfeni musi probihat

pod kolposkopickou kontrolou exocervixu [61].

Cilend excize musi byt opét provadéna pod kolposkopickou kontrolou.
PostiZenou tkan odebirame skalpelem. Velikost suspektniho vzorku je dana dle

nejzavaznéjsi 1éze [62].

KyretdZz se provadi pomoci vysoce ostré kyrety, s jejiz pomoci odebirame tkan

z endocervikalniho kanalu [63].

V piipadé konizace ziskdvame nejdokonalejsi informace o stavu léze. Existuje
nékolik typli aplikace této metody. Diive se konizace provadéla skalpelem,
laserem nebo ntzkami. Nyni je preferovano vyuziti radiofrekvenéni klicky ¢i
jehly. Velikost pouzité klicky pfi odbéru tkané je dana Sifi exocervikalni léze.
Vykon navazuje na predeslé rozsifené kolposkopické vysSetfeni, kdy je samotny
fez provadén za pouziti vysoké frekvence, ¢imz dojde k minimalnimu
termickému postizeni tkané. Druhou moznosti je pouziti vysokofrekvencni

rigidni jehly. Tato metoda je vyhodné&jsi z pohledu excize cylindrické tkané léze
30



nachazejici se v endocervikalni ¢asti délozniho hrdla. Vyhodou u obou vysetfeni
je, Ze se nariznuté tkané neseSivaji, ale pomoci daného pfristroje jsou
koagulovany. Obecné plati, Ze vSechny konizaty by mély byt opatifeny stehem
v misté 12, ktery oznacuje stfed predniho pysku u pacientky nachazejici se v leze
na zadech. Vzorky se nasledné zpracuji v radidlnich nebo v sagitdlnich fezech

[64; 65].

Trachelektomie je posledni bioptickou metodou, kterda ma dvé podoby, a to
prostou nebo radikalni. Prvni znich je trachelektomie prostd, kde dochazi
k téméf uplnému vynéti délozniho hrdla. Za to u trachelektomie radikalni se
provadi odnéti nadoru spolecné s ¢asti zdravé tkané, proto dochdzi k vyfiznuti
usekovych ¢asti pochvy a parametrii dle rozsahu postizeni. Tento vykon je
provadén bud abdomindlné, vagindlné nebo laparoskopicky a casto byva

doplnén panevni lymfadenektomii. Vyhodou této metody je schopnost zachovat

fertilitu Zeny [66].
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4 METODIKA

V této casti se budu zabyvat postupem pro prijem vzorkti délozni tkané a
naslednym zhotovenim histologického preparatu. Zakladni postup zpracovani
vzorkt je pro vSechny materidly stejny. Sklada se z prijmu, prikrojeni, fixace,

zalévani do specialnich medii, krajeni, barveni a diagnostiky.

Veskeré ukony provadéné v laboratofi musi byt zpracovany tak, aby byla

dodrZzena  bezpecnost a  ochrana  zdravi pfi praci  (BOZP).

4.1 Prijem

Jakykoliv biologicky materidl podléha pfi pfijmu peclivé kontrole. Prvnim
krokem je administrativni kontrola spocivajici v porovnani tdaji v pravodnim
listu se Stitkem transportni nddoby pfijimaného materidlu. Kontroluji se zakladni
osobni udaje pacienta, a to jméno, pfijmeni, rodné cislo, kéd pojistovny a

diagnoza.

Préivodni list by mél obsahovat pfedevSsim datum, kdy byl proveden odbér
biologického materidlu, kratky klinicky popis s moZnym podezienim na
pritomnost novotvaru a v pfipadé zjisténého onemocnéni i odhad doby jeho
vzniku. Zaroven zde nesmi chybét oznaceni Zadatele vcéetné jeho identifikacnich
udajti. Na pravodnim listu musi byt také zaznam o pouzitém fixaénim roztoku,

do kterého byl biologicky material vloZen.

Pfi nasledné kvalitativni kontrole zkoumame jiz samotny biologicky materidl,
presnéji jeho mnozstvi, vzhled, mnozZstvi fixa¢niho roztoku a nddobu, ve které je
uloZen. VSechny tyto procesy musi byt sprdvné dodrzeny, jinak hrozi
riziko poSkozeni materidlu. Pokud dojde ke vcéasnému zjisténi jakéhokoliv

poskozeni materialu, vzorek se vrati odesilateli a zjiSténa komplikace je zapsdna
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do dokumentti, véetné priivodniho listu a laboratorniho informacniho systému
(LIS). Jestlize vSak nebyla zjiSténa Zadna chyba, je pravodni list opatfen

datumem, ¢asem pfijmu a podpisem pracovnika, jenz biologicky material pfijal.

Po prijeti materidlu, administrativni kontrole a kvalitativni kontrole je
v laboratornim informaénim systému kazdému vzorku pfidéleno specifické
poradové ¢islo prostfednictvim elektronické Zadanky. Poradové ¢islo je zapsano
také na pravodni list. Diky tomuto d&islu je biologicky materidl sndze
dohledatelny v archivnich skladech, ve kterych se pravodni listy spolecné
s parafinovymi vzorky archivuji az po dobu 10 let. Biologicky material se

uchovava jesté po 2 dny od uvolnéni vysledku vySetfeni.

4.2 Prikrojeni

Jakmile je biologicky materidl podroben veskerym kontroldm, nasledné je
odeslan k povéfenému lékafi. Odpovédny laboratorni persondl pfedem
predpiipravi tkanové kazetky s nadepsanym porfadovym cislem pridélenym
béhem piijmu biologického materidlu. Lékaf a laborantka nasledné provedou
kontrolu shody ¢isel na nddobé, privodnim listu a tkaniovych kazetkach tak, aby
nedoslo k zdaméné vzorkii. Na pravodnim listu laborantka oznaci své jméno a
jméno lékare, ktery tikon provadi. Lékaf ve shodé se standardnimi postupy
pripravi fezy z biologického materidlu a tento vlozi do oznacenych kazetek.
Néktery materidl je natolik drobny, Ze kazetky musi byt vyplnény molitanovymi
filtry k pfedejiti ztraty materidlu prili§ velkymi otvory v mfiZce kazetky.
Laborantka zapisuje do priavodniho listu veskeré ukony, které povéfeny lékar
provadi, zapiSe i pocet kazetek, v nichZ je dany material ulozen. Poslednim
zapisem v privodnim listu je informace lékafe o vybéru metody, kterou bude

dany material zpracovavan.
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Biologicky materidl malych rozmérti a nizkého poctu kust, ktery nevyzaduje
krajeni, laborantka zpracuje sama bez pritomnosti lékare. Obvykle tyto vzorky
nemusi laborantka prikrajovat, pouze zméfi jejich sitku, délku a vySku. Tyto miry
musi byt zapsany do priivodniho listu daného vzorku. Nasledné je material

prenesen mezi molitanové filtry na tkanové kazetky.

Tkanové kazetky jsou pak vloZeny do nadoby, obsahujici 10% formaldehyd.

4.3 Fixace

Fixace je metoda, kterd ma za ukol prudkou, ale zaroven Setrnou denaturaci
tkanovych bilkovin tak, aby tkan byla zachovana a nedochéazelo kjejimu
samovolnému rozpadu (autolyze). Jakykoli vzorek musi byt ihned po odebrani
fixovdn, jinak by mohlo dojit k samovolnému rozkladu vlivem pusobeni
bunéénych enzymil. Zafixovany vzorek by mél byt co nejvice totozny se vzorkem
nativni tkdné. Klicovym momentem celé fixace je pouziti idedlniho fixa¢niho
¢inidla, které by nemélo pfili§ zménit strukturu fixované tkané a jeji barvitelnost.
Dtlezita je i sila fixaéniho ¢inidla zpusobujici prostoupeni tekutiny celym

vzorkem, a to za relativné kratkou dobu [67].

Vsechny tkdné mtizeme fixovat dvéma zdkladnimi metodami:

e Metodou fyzikalni;

e Metodou chemickou.

4.3.1 Fyzikdlni metody fixace

Fyzikalni metody fixace jsou v histologickych laboratofich méné vyuzivany,
avsak stale potfebné. Nejcastéji provadénou fyzikalni metodou fixace je vysuseni
tkané za nizké teploty, kdy veskeré tikkony jsou provadény ve stroji (kryostatu).

Histologické vzorky jsou vloZeny do vakua ve stroji, kde se rychle zmrazi a
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zaroven vysousi pri teploté -60° C. Takto pfipravené vzorky lze nasledné krajet.
Tato metoda se nejvice vyuziva pro peroperacni biopsie. Mezi dalsi postupy

fyzikalnich metod fadime fixaci varem nebo teplem [68].

4.3.2 Metody chemické fixace

V.

ukon fixace. Tato metoda se provadi pouzitim fixacnich roztokt, které jsou

slozeny bud z jedné nebo z vice chemickych latek [69].
Mezi nejbéZznéji uzivané fixacni tekutiny fadime:

e Formol;
¢ Fixacni tekutiny s kyselinou pikrovou;

e Fixacni tekutiny se sublimatem.

Nejvice pouZzivana fixaéni tekutina nese nazev formol, chemickym sloZzenim
se jedna o formaldehyd. Casto je oznadovan jako formalin, ktery je bézné do
histologickych laboratofi dovazen ve formé vodného roztoku s koncentraci 40 %.
Takovyto roztok je nutno naredit tak, aby byl ziskan vysledny 4% formaldehyd.
Tato fixa¢ni tekutina je vyuzivana nejvice diky své snadné pfiprave a nizké cené.
Formol se musi uchovavat v tmavé lahvi, do niZ je pfisypan praskovy uhlicitan
vapenaty, jenz zneSkodnuje kyselinu mravenci rozkladem na mravencan
vapenaty, CO:2 a H20O. Tento postup uchovavani roztoku je nezbytny, jelikoz
kyselina mravenci ma potencidl poskodit strukturu tkdné. Reakci formolu
s praskovym uhli¢itanem vdpenatym dostaneme neutralni formol. Tkéan se bézné
fixuje v rozmezi 24-48 hodin, pficemz del$im stanim vzorku ve fixacni tekutiné
nedojde k jejich poskozeni. Zafixované vzorky se ndsledné prenesou, bud do 70%
etanolu nebo jsou proplachovany ve vodé, a to po dobu 2-4 hodin. Formol je

velice dobré fixacni cinidlo pro histologické tucely, avsak pro vySetfeni
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cytologické je nevhodny. Formol velmi rychle pronika tkani, ¢imz je umoznéna
nasledna dobra barvitelnost tkané. Dale velmi dobfe tkané konzervuje a pri

kratké fixaci nerozpousti tuky [70].

Druhym nejcastéji pouzivanym fixacnim roztokem je fixacni tekutina
s kyselinou pikrovou, kde se vyuZziva tekutina Bouinova a tekutina Pasteelsova,
pfiéemz vice uzivand je Bouinova tekutina. Tato je specifickd svym rychlym
prinikem tkani. Vyhodou je zachovani dobré barvitelnosti fixované tkane.
Avsak tento typ tekutiny se nemftize vyuzivat u hojné prokrvenych organt,
protoze vlivem tohoto roztoku dochdazi k hemolyze krve. To zptisobi ztvrdnuti
tkané, a tyto nasledné nelze krajet. Dalsi nevyhodou je, Ze se nemiize pouzivat u
vzorkti, které maji byt zality do celoidinu, jelikoZ Bouinova tekutina zptisobuje
nepropustnost tkdné pro celoidin. Bézné se fixuje 24 hodin. Vzorky se po fixaci
mohou promyt pouze v 80% etanolu. Naopak tekutina Pasteelsova se vyuziva
predevsim u tkdni, u kterych maji byt prokazany polysacharidy. Zde je doba
fixace okolo 4-24 hodin, kdy se fixovana tkan nasledné vlozi do bezvodného

etanolu [71].

Tteti v poradi jsou fixaéni tekutiny se sublimatem HgCl: (chlorid rtutnaty),
které opét rychle prostupuji tkani a dobfe ji barvi. Behem této metody fixace je
dtilezité dbat na striktni praci bez kovovych pomiicek, jelikoz ptisobenim fixa¢ni
tekutiny se sublimatem dochazi ke korozi kovovych predméta. Nevyhodou této
metody je, Ze po fixaci dochdzi ke vzniku cerné zbarvené sraZeniny, jenz se
nasledné odstranuje z tkdné pomoci jodovani ihned po fixaci. K tomuto tcelu
slouzi jodové tinktury nebo Lugolav roztok, které se pridavaji k etanolu. Takto
pripraveny roztok slouzi jako promyvaci tekutina po fixaci. Odbarvovani
v etanolu trva piiblizné 24 hodin. Mezi nejrozsifenéjsi tekutiny se sublimatem

patfi SUSA, tekutina Zenkerova a tekutina Hellyho [72].
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Dals$imi pouzivanymi fixacnimi tekutinami jsou etanol nebo oxid osmicely.
Etanol se casto zapisuje pod ndzvem absolutni etanol. Vyuziva se k fixaci jako
100% bezvody, anebo je soucasti jinych fixacnich roztoki. Podobné jako ostatni
latky ma své vyhody i nevyhody. Etanol je vyjimecny tim, Ze nepoSkozuje
chemicky tkan a dokdze rozpoustét tuky. Na druhou stranu nedokazZe dokonale
prostupovat do tkani a zptisobuje jejich znacné smrstovani. Etanol se nejvice
vyuziva u vySetfeni vedoucich k priikazu Zeleza a vapniku v neurohistologii.
BéZzna fixace trva v rozmezi 3-8 hodin. Zato oxid osmicely se pro fixaci vyuziva
bud v podobé roztoki nebo par. Béhem pripravy roztoku se musi dbat na
peclivou pfipravu a opatrnost, jelikoz oxid osmicely se redukuje v pfitomnosti i
malého mnoZzstvi organickych latek a zdroven jakykoli inik par tohoto oxidu
drazdi nosni sliznici a oéni spojivky. Pfiprava roztoku je jinak velmi jednoducha
a jeho koncentrace by se méla pohybovat do 2 %. Oxid osmicely se skladuje
v ampulce, kterd se vlozi do nddoby se specifickym mnoZstvim redestilované
vody. Samotnd fixace malych tkani trva 24 hodin a jejich nasledny proplach
v tekouci vodé trva stejné dlouhou dobu. Jak uz bylo zminéno, fixace oxidem
osmicelym se vyuziva i v podobé par. Tento princip metody se nejvice vyuziva
pro tkané bioptické nebo nekroptické, kdy fixovany fez vlozime na dno nadoby,
kde jsou umistény krystalky tohoto oxidu. Tento typ fixa¢niho ¢inidla neméni
strukturu tkané, a proto ma své velké vyuziti i v elektronové mikroskopii. Jeho
nevyhodou je pomaly prostup do tkdni, neni staly, rychle se redukuje, snadno

prefixovava tkané a jeho uziti v laboratofi je velice nakladné [73].

4.4 Zalévani do média

Metodou zalévani histologického materidlu vytvofime pevny blocek, jenz
nasledné mitzeme krajet pomoci mikrotomovych nozti. Média délime na ta, ktera

jsou rozpustna ve vodé a na nerozpustna ve vodé. U vsech je vSak princip stejny
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- aplikovanim média na histologicky preparat dosdhneme vyplnéni i téch

nejmensich mikroskopickych atvart na vzorku.
Zakladni rozdéleni médii:

e Zalévani do parafinu;
e Zalévani do celoidinu;

e Zalévani do medii rozpustnych ve vodé.

4.4.1 Zalévani do parafinu

V soucasné dobé je tato metoda oznacovand za nejpouzivanéjsi, jelikoz je
velice snadnd, presnd, rychla a jejim pouzitim dostaneme kvalitni parafinové
blocky. Avsak jako kazd4 metoda ma i tato sva omezeni. Zalévani do parafinu se
nedoporucuje u kosti, chrupavek a Slach. Tyto tuhé tkané je tfeba zalévat do
média, které je tuzsi nez zalévana tkan. Je to ddno tim, Ze samotny parafin
zptisobuje ztvrdnuti a smrstovani tkani. Zalévani do parafinu se sklada ze ctyr

fazi:

e (QOdvodnéni;
e Prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin;
e Prosyceni tkané parafinem;

e Vlastni zaliti.
Faze prvni — Odvodnéni

Ucelem odvodniovani tkani je odstranéni veskeré vody, ktera v tkanich ztistala
béhem fixace. Tento postup se provadi pomoci vzestupné fady etanolt tak, aby
nedochazelo ke smrsténi tkani. Cely postup zacina pouZitim 70% etanolu, dale
nasleduje 80% etanol, poté 90% etanol a naposledy je vzorek zpracovan ve dvou

laznich se 100% etanolem. Doba, po kterou nechavame vzorek v jednotlivych
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odvodnovacich nddobach, je dana jejich velikosti a strukturou. Cely postup trva
pribliZzné 1 aZ 2 dny. Je dileZité mit na paméti, Ze delsi odvodnovani v bezvodém

etanolu zptisobuje tvrdnuti tkané, ktera se pak htiife kraji [74].

Faze druhd — Prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin

V této casti musi dojit k odstranéni etanolu z predeslé faze. K tomuto tikonu
se pfristupuje za ucelem rozpusténi parafinu, jelikoZ tento je v etanolu
nerozpustny. Pro prosyceni se tak musi pouzivat latka, kterd v sobé dobfe
rozpou$ti parafin a zdroven je dobfe misitelnd s bezvodym etanolem. Tyto
podminky spliiuji pfedevsim latky s niZsim bodem varu. Do této skupiny latek
spadd benzen, xylen. Lze téZ vyuzit latky s vy$sim bodem varu, jako jsou
methylbenzoaty, methylsalicylaty nebo cedrovy olej. Benzen je specificky svym
vysokym indexem lomu, coZ znamend, Ze se prosycovand tkan benzenem
projasni a je priisvitnd. Samotné prosycovani spociva ve vkladani tkané do tfi po
sobé jdoucich nddob obsahujicich benzen. V kazdé nadobé je tkan ponechana 15
minut. Celkové tak prosycovani u standardnich fezt trva 45 minut. OvSem cas
této metody je zavisly na velikosti tkdné. Vzorek nesmi byt v prosycované lazni
ptilis dlouho, nebot by mohlo dojit k poskozeni tkdné a k jejimu naslednému
tuhnuti. V methylbenzodatech a v methylsalicylatech tkan netvrdne, ba naopak je
meékci a po zaliti do parafinu se velmi dobfe kraji. Byt jsou latky s vy$sim bodem

varu lepsi na praci, vyuzivaji se méné kvtili ¢asové narocnosti prosycovani [75].

Faze tieti — Prosyceni tkdné parafinem

Tkanovy blocek, ze kterého jsme odstranili etanol, se prendsi do parafinu
prfimo anebo pres ldzent benzen-parafin. Timto roztokem se tkan prosycuje po
dobu 30 minut pti 40°C. Poté se tkan prenese do ¢istého parafinu, jenz ma okolo
56-58°C. Tkan se prosycuje parafinem pres tfi ldzné tak, aby se dokonale odstranil

veskery benzen. V prvni lazni se tkan nechava po dobu 2-4 hodin, ve druhé pak
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4-6 hodin a v posledni 8-12 hodin. Teplota lazni nesmi byt vyssi nez 58°C, jinak
hrozi poskozeni tkané v podobé ztvrdnuti a smrsténi. Takovato tkan se pak
Spatné kraji a barvi. Pro béZzné tkané se vyuziva parafin s bodem tani okolo 55°C,
ovSem existuje i parafin s bodem tani okolo 50°C, ktery se vyuZziva pro specialni

vySetfeni [76].

Faze ¢tvrta — Vlastni zaliti do parafinu

K vlastnimu zaliti se pouziva zkvalitnény a prefiltrovany parafin, ktery dosud
nebyl pouzit pfi prosycovani tkani. Zalévani probiha v zalévaci komfirce
v kovovych nebo plastovych nadobach, zhruba odpovidajicich velikosti dané
tkané. Na dno nadoby pomoci pinzety preneseme pozadovanou tkan. Takto
upevnénou tkan nasledné zalijeme pfedem zahtatym parafinem majicim teplotu
okolo 60°C. Na nadobu se pfipevni tkaniovy blocek, v némz byl vzorek uchovan
a takto pfipravena nddoba se nechd Sokové zamrazit. Po zmraZeni je blocek
z kovové nadoby vyjmut a nasledné pfikrojen do ¢tverce nebo obdélniku tak, aby
vrstva parafinu byla okolo tkané pfiblizné 3-5 mm Sirokd. Takovyto vzorek je

pripraven na kréjeni [77].

4.4.2 Zalévani do celoidinu

Celoidin je nitrat celuldzy, ktery je rozpustny v éteru a etanoléteru. Ma mnoho
podob, ve kterych se dovazi. Bud ve formé suchého celoidinu nebo ve formé, jiz
se vyuziva pro histologické ticely jako ¢ista nitroceluldza anebo celoidin nasakly
bezvodym etanolem. Celoidin své vyuziti nachazi pfi zalévani tuhych tkéni, jako
jsou kosti, chrupavky a Slachy nebo zuby. Tento postup zalévani do celoidinu
probihd za laboratorni teploty a diky tomu nedochdzi ke smrstovani tkani.
Nevyhodou této metody je velkd casova narocnost, kdy zalévani tkané miize

trvat i nékolik meésicti [78].
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4.4.3 Zalévani do médii rozpustnych ve vodé

K zalévani tkani do médii, ktera jsou misitelna s vodou, dochazi v ptipadé,
kdy tkan nemiize byt ve styku s organickymi rozpoustédly jako je benzen, xylen
nebo etanol. Tento moment miiZe nastat p¥i vysetfeni na prikaz lipidi. Vyhodou
této metody je, Ze se tkan nemusi odvodniovat a tim padem nedojde k jejimu
smrsténi. Mezi nejvyznamné€jsi médium misitelné s vodou fadime Zelatinu,

nasledné pak celodal nebo vosky misitelné s vodou [79].

4.5 Krajeni

Po zaliti tkdni do parafinu jsou tkanové bloky pfipraveny na krajeni. Tento
proces je nutny za ucelem zisku velmi tenkych fezti zkoumané tkané. Krajeni
tkanovych bloku se provadi na specidlnich krajecich pfistrojich oznacovanych
jako mikrotomy. RozliSujeme dva zdkladni druhy mikrotomt - mikrotom
santkovy a rotacni. Mikrotomy se od sebe lisi svou mechanikou pohybu a
vytvarenim fez(i. Mikrotom sankovy se bézné vyuziva pro krajeni parafinovych
i celoidinovych blokti. Je slozen z litinového podstavce s kluznou plochou, ktera
je opatfena mikrotomovym nozem s neapolskou svorkou. Hlavnim ukolem
svorky je pevné uchopeni mikrotomového noze, ktery zdroven umoznuje ménit
sklon noze k roviné fezu nebo upravit sklon noze ke sméru fezu. Tenké fezy
muizeme ziskat i za pouziti druhé moznosti, a to mikrotomu rota¢niho. Tento typ
noze se vyuziva jediné pro krajeni parafinovych blokt a pro zhotoveni sériovych
fez{l. Lisi se svou mechanikou v tom, Ze mikrotomovy ntiz je pevné upevnén ve
svorce a proti nému se pohybuje tkdnovy blocek. Soucasti mikrotomu je

mikrometricky Sroub, ktery umoznuje navolit si potiebnou tloustku fezu [80].

4.5.1 Krajeni parafinovych bloki

Parafinové blocky muizeme krdjet jak na sankovém, tak i na rotacnim
mikrotomu. Pfed zahdjenim krajeni je nutné si navolit thel mezi blokem a
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mikrotomovym nozem pomoci mikrometrického Sroubu a neapolské svorky.
Krajeni pomoci sankového mikrotomu musi mit thel sklonu mensi nez 10°. Pred
kazdym fezem je nutné si zkontrolovat thel mezi histologickym blockem a
mikrotomovym nozem. NejbéZznéjsi komplikace béhem krajeni blockii nastava,
kdyz se fezy zacnou kroutit nebo svinovat. Tyto problémy jsou zptsobeny bud
nizkou teplotou v mistnosti krdjeni, nebo tim, Ze jsou fezy tlustsi, anebo je parafin
prilis tvrdy. Dal$i komplikace mohou nastat v dtsledku vysoké teploty
v mistnosti krajeni, existence mékkého parafinu, Spatné nastaveného noze nebo
pouziti tupého nozZe, kdy ndm vznikaji fezy, které se srdzi, anebo stlacuji
dohromady. Pokud jsou spravné dodrzena vySe zminénd pravidla, tvori se
stejnomérné fezy v podobé souvislych paskili, které nasledné vklddame na
podlozni sklicka spolecné s destilovanou vodou nebo vodou se zZelatinou. Takto
pripraveny preparat vlozime na ploténku vyhratou okolo 50°C. Nasledné se
vlivem ptisobeni tepla pripraveny fez roztdhne. Nékdy je zapotiebi dopomoci
roztahnuti pomoci dvou preparaénich jehel. Po napnuti fezu se necha odkapat
prebytecna tekutina a histologické preparaty se vlozi do termostatu, ktery je

vyhfaty na 38-40°C [81].
Krdjeni parafinovych blokt v sérii

Krgjeni je mozné provadét na sarikovém i rotacnim mikrotomu. Principem této
metody je ziskani viech fezti z krajeného histologického blocku. Rezy by mély
byt souvislé a vytvaret spojené rovné pasky. Pfi provedeni fezu musi byt pfedni
¢ast blocku rovnobézna s dlouhou osou mikrotomového noze. Rezy by nemély
byt ani moc kratké a ani moc dlouhé, aby nedochézelo ke ztratam fezi. Vzniklé
fezy opét pfeneseme na podlozni sklicko s tekutinou a nechdme preparat vlivem

tepla na vyhfivané ploténce natahnout [82].
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4.5.2 Krajeni celoidinovych fezt

Veskeré tkané zalité do celoidinovych blockt krajime jediné na sankovém
mikrotomu. Pfed krajenim se musi nastavit thel mezi noZem a blockem, kdy
sklon noze k roviné by mél byt vétsijak 10°. Béhem krajeni musime ntiz i tkanovy
blocek smacet 70% etanolem. Rezy se béhem krajeni sbaluji, proto je nutné
takovyto fez rozbalit pomoci $tétce namoceného rovnéz v 70% etanolu. Rez pak
prevedeme do nadoby, kterd je vyplnéna stejné koncentrovanym etanolem.
V této nddobé fez ziistava az do samotného barveni. Celoidinové fezy se napinaji
a lepi na podlozni skli¢ka aZ po obarveni. Lepit je 1ze pomoci éterovych par, kdy
se fezy pfenesou do 96% etanolu, v némZ se napnou na podlozni sklicka.
Napnuté fezy se pfenesou do uzavrené nadoby, kde jsou podrobeny param éteru

po dobu 5 minut [83].

4.6 Barveni histologickych fezt

Jednotlivé histologické Fezy se musi obarvit, ¢imz dochdzi k zviditelnéni
jednotlivych struktur tkdné. U neobarvenych fezli prakticky nelze rozeznat
jednotlivé soucasti tkané v diisledku témér shodné lomivosti svétla ve svételném
mikroskopu. K barveni se vyuzivaji barvici ¢inidla, ktera se specificky vazou na
rtizné slozky bunék a tkadni, diky ¢emuz je lze od sebe rozlisit. V histologické
laboratofi délime barviva na dvé zakladni skupiny podle pfitomnosti radikal
na zasadité a kyselé. Rozdil mezi barvivy je v ¢astech tkani, kterou obarvuji.
Barvivo kyselé, casto oznacované jako plazmatické, barvi predevsSim
cytoplazmu. Zatimco barviva zdsaditd, oznacovand jako jadernd, barvi jadra
bunék. JestliZe se tkan barvi kyselymi barvivy, je mozné ji oznacit jako eosinofilni,
a to kviili pouzivanému barvivu eosinu. Naproti tomu se sloZky tkané obarvené

zdsaditymi barvivy oznacuji jako bazofilni, kdy je vyuzivano barvivo
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hematoxylin. Pokud se fez barvi kyselymi i bazickymi barvivy najednou,
hovofime o vzniku neutrofilni tkané. Nejvice pouZivanou metodou barventi je
hematoxylin-eosin. Existuji i jiné druhy barviv, kterda barvi tkané pomoci
metachromatickych barviv. Princip tohoto barveni spociva v obarveni tkdni jinou

barvou oproti barvé, kterou cinidlo poskytuje [84].

4.6.1 Barveni metodou hematoxylin-eosin

Tato metoda je nejpouzivanéjsi ve vSech histologickych laboratofich. Sestava
z nékolika fazi, které je potteba dodrZet, aby vznikl bezchybny preparat. Mezi

tyto faze patfi:

e Deparafinace fezt;

e Vlastni barveni rezu;
e (Odvodneéeni;

e Projasnéni;

e Montovani.

V prvni fazi dochdazi k deparafinaci. Jak je jiz patrné z ndzvu, v tomto kroku
musime zbavit fezy parafinu, aby viibec mohlo dojit k samotnému barveni.
VétSina barviv je pfipravovana jako vodné roztoky, které by nedokazaly
prostoupit do tkdni pfes parafin. Cely tento proces zaéind vloZenim tkani do
dvou lazni xylenu po 5 minutéch. JelikoZ xylen je taktéZ jako parafin hydrofobni,
musime po rozpusténi parafinu vkladat fezy postupné do sestupné fady etanolit

a nakonec do vody. V kazdé lazni je tkan ponechdna okolo 5 minut [85].

Vdruhé fazi dochazi kvlastnimu barveni, kdy pracujeme jiz
s odparafinovanymi fezy, které byly promyty ve vodé¢, a tim doslo kjejich
zavodnéni. Rezy preneseme na 3-10 minut do barviva hematoxylinu. Doba

ponechani vzorkt v zasaditém barvivu je zavisla na fadé faktort, jako je stari
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barviva, druhu tkdné a na pouzité fixaci. Obarvené fezy musime nechat
proplachnout ve vodé a v kyselém etanolu (sklada se ze 3-5 kapek kyseliny
chlorovodikové na 100 ml 96% etanolu). K tomuto kroku dochazi, jelikoz
hematoxylin kromé zbarveni veSkerych jader bunék do modra obarvuje i jiné
tkanové soucasti a je tedy tfeba tyto dodatecné zbarvené tkané odbarvit
diferencovanim. Po proplachu fezy vkladame do nadoby s eozinem po dobu 1-5

minut. Po obarveni opét fezy kratce oplachneme destilovanou vodou [86].

Ve tfeti fazi musi dojit k odvodnéni tak, aby se ze vzorku odstranila veskera
prebytecna voda. Toho docilime tak, ze se tkan postupné prendsi pres nadoby
vzestupnou fadou etanolli a ndasledné se vzorek pfevede posledni lazni

obsahujici karbol-xylen [87].

V pfedposledni fazi dochazi k projasnéni, které spociva v preneseni tkani do

dvou lazni xylenu po dobu 5 minut [88].

V posledni ¢asti se obarvené fezy zamontovavaji. Na podlozni sklicka musime
upevnit kryci sklicka za pomoci montovaciho média. RozliSujeme dvé zakladni
skupiny médii, a to misitelnd s vodou a média nemisitelna s vodou. At uz se
pouziva jakékoli médium, musi spliiovat specifické nalezitosti — musi byt
dokonale prithledné, nesmi jakkoli poskodit obarveni tkani a v posledni fadé
musi mit vysoky index lomu. Do médii, kterd jsou rozpustnad ve vodé, fadime
glycerin, glycerinovou Zzelatinu nebo sirup z arabské gumy. U téchto médii
nemusi dojit k odvodnéni fezli a preparat uzavirdame pfimo. Mezi média, jenz
jsou nerozpustnd ve vodé, fadime cedrovy olej, syntetické pryskyftice, anebo
kanadsky balzdm, pficemz pravé kanadsky balzdm je nejvice pouzivanym
montovacim médiem. Jedna se o pryskyfici ziskdvanou z kanadské jedle, ktera je
rozpustnad v xylenu. Postup zamontovani probiha nasledovné. Na prosycené

podlozni sklicko kdpneme kanadsky balzam, na ktery pfiloZime kryci sklicko
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tak, aby nedochdzelo k vytvoreni bublin. Hotovy preparat vloZime do termostatu

na 2-3 dny pfi zhruba 40°C, aby doslo k vypareni xylenu a ztvrdnuti balzdmu

[89].
Tabulka 4 - Postup barveni hematoxilin-eozin [90]

Krok ¢. Ukon Doba
1 Susici komora 56°C 15 min
2 Xylen 7 min
3 Xylen 7 min
4 Xylen 6 min
5 96% alkohol s benzinem 2 min
6 96% alkohol s benzinem 2 min
7 96% alkohol s benzinem 2 min
8 Prani ve vodeé 2 min
9 Mayertiv hematoxylin 3-10 min
10 Prani ve vodeé 5-20 vt
11 Eozin 10 vt
12 Prani ve vodeé 20 vt
13 96% alkohol s benzinem 20 vt
14 96% alkohol s benzinem 20 vt
15 96% alkohol s benzinem 20 vt
16 Aceton 1 min
17 Aceton 1 min
18 Aceton/xylen 1:1 1 min
19 Xylen 1 min
20 Xylen 1 min
21 Xylen 1 min

4.7 Imunohistochemicka metoda

Je to metoda vysoce citliva a slouzi k detekci vybranych patologickych stavii
véetné karcinomt. Vyuziva monoklondlni nebo polyklonalni protilatky, které

vytvaii specifickou vazbu s hledanym antigenem.

V nasledujicich odstavcich se budu zabyvat jednotlivymi kroky této metody,

které vedou k ziskani imunohistochemického preparatu. Tyto postupy jsou
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vmnoha fazich stejné jako pfi zpracovani vzorku klasickou histologickou

metodou.

I v imunohistochemii je dan velky zfetel na vybér fixa¢niho roztoku, jenz musi
svou ulohu plnit tak, aby nenarusil celistvost tkané a nedochazelo k jejimu
znehodnoceni. Hlavnim diivodem fixace je zachovani antigenu ve vzorku, ktery
potfebujeme detekovat. Nejpouzivan€jsi fixacni tekutinou je pufrovany formol.
Ten dokéaze tlumit vykyvy pH a tim tak chrdni antigenni struktury pred

denaturaci. Samotna fixace pak nesmi byt delsi nez 24 hodin, proto se zdsadné

tkané zpracovavaji do mensich rozmért [91].

Fixované tkané jsou nasledné zality do zalévaciho média, kterym je parafin.
Tento postup je stejny jako u vzorki zpracovavanych pro zdkladni histologické

barveni.

Posledni ¢asti je imunohistochemickd detekce. Pfed jejim zahdjenim je
zapotfebi demaskovat epitopy antigenti, u nichZ mohlo béhem fixace dojit
k jejich zamaskovani ¢i blokaci. Nejbéznéji pouzivanymi demaskovacimi latkami
jsou proteolytické enzymy, které odstranuji nechténé vazby na antigennich
strukturdch. NejcastéjsSimi proteolytickymi enzymy jsou trypsin, pepsin a
prondza. Tyto enzymy svym uc¢inkem mohou zptisobovat odlepeni nakrajenych
tkani ze specidlnich podloZznich sklicek. Tomuto jevu muZeme zabranit
aplikovanim Elmerovy zelatiny nebo chromzelatiny pfi upeviiovani tkané na

podlozni sklicko [92].

Samotna detekce antigenu je zprostfedkovana za pomoci protilatek, pficemz
ty jsou tvofeny dalsimi komponentami, jez se podili na vizualizaci hledané
struktury. Cela reakce je zaloZena na vazbé antigenu s primarni protilatkou, na
kterou se vaZze sekunddrni protilatka opatfena biotinem. K tomuto komplexu je

nasledné navazan enzym zpusobujici enzymatickou pfeménu dodaného
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substratu na barevny produkt. Primarni protilatkou nejcastéji byva neznacena
mysi protilatka. Sekundarni protildtka nese navazany enzym ¢&i biotin. Pro
vizualizaci imunohistochemické reakce jsou nejcastéji pouzivany dva typy
enzymt, znichZ prvnim je peroxidaza a druhym je alkalicka fosfatdza. Pri
pouziti peroxidazy musi dojit k jeji ¢astecné blokaci vodnym peroxidem vodiku,
jelikoZ mtiZe zptisobovat faleSnou pozitivitu u tkani obsahujicich hemoproteiny.

Ty muZeme nachdzet v jatrech nebo v erytrocytech. Naproti tomu alkalicka

fosfatdza je viici hemoproteinim nesenzibilni [93].

Béhem celé této procedury je zapotfebi dodrZzovat pokyny od vyrobce, ktery

stanovuje piesné postupy pro fedéni a zachazeni s reagenciemi.

Po vizualizaci komplexu jsou fezy dobarveny hematoxylinem-eosinem.
Kazdy vzorek poté musi projit odvodnovaci a projasiiovaci fadou, pficemz na
zaveér jsou sklicka s preparaty zamontovany. Posledni tfi ikony jsou provadény
za pouziti stejného postupu, jako je tomu u zpracovani tkané zakladnim

histologickym barvenim.
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5 VYSLEDKY
5.1 Prfijem a prikrajovani déloZniho ¢ipku

Délozni ¢ipek je dodavan na oddéleni Patologie v Ustiedni vojenské

nemocnici v Praze ve dvou zakladnich formach:

e Déloha jako cely organ

e Samotny ¢ipek

Délozni tkan musi byt nejdfive podrobena administrativni kontrole, ktera je
stejn jako u jinych biologickych vzorkii. Ustfedni vojenska nemocnice v Praze
ma odlisny systém evidovani vzorkt a Zadanek do elektronického systému. Na
rozdil od jinych nemocnic zde namisto laboratorniho informac¢niho systému

pouzivaji nemocnic¢ni informacni systém oznacovany pod zkratkou AMIS.

Délozni ¢ipek se v histologické laboratofi zpracovava vzdy cely, at uz je
samotny nebo jesté soucdasti délohy. Pfed samotnym zahdjenim pfikrajovani vsak
patolog musi zméfit danou tkdn a miry sdélit zapisovaci laborantce. U vSech
tkani se vzdy méfi primér, vyska a Sifka. Patolog i v pribéhu pfikrajovani musi
sdélit tvar, barvu a nezvyklé utvary. Je pravidlem, Ze do laboratofi byva ¢ipek
zaslan s opatfenym stehem. Tento steh byva umistén nejvice v poloze u ¢isla 3,
priemz toto oznaceni ma sviij vyznam predevsim pro klinika, aby se lépe
orientoval pro pfipad, Ze by se v daném vzorku naSel patologicky ndlez.
Samotny cipek se proto prikrajuje smérem od stehu v poradi hodinovych rucdicek.
Jestlize je cipek soucasti délohy a nebyva oznaden stehem, zpracuje se
pocatecnim narezem na jakémkoli misté, po odejmuti délohy a délozniho hrdla.
U obou vzorkii patolog provadi sériové fezy o S§ifi 2-3 mm v pribéhu
cervikdlniho kandlu. Kazdy fez by mél obsahovat epitel vcéetné piechodu

exocervixu na endocervix.
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Obrazek 2 - Déloha bez adnexii (vlastni foto)

Obrdzek 3 - Konus (vlastni foto)
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Obrdzek 4 - Prikrojeny ¢ipek v tkdriovych kazetkdch (vlastni foto)

5.2 Fixace, zalévani a krajeni vzorku

Po pfikrojeni vzorkd, které byly vlozeny do tkanovych kazetek, opatfenych
pfislusnym poradovym déislem tkan€, jsou kazetky ulozeny v nadobé s 10%
formolem na 2-8 hodin. Po vyse uvedené dobé jsou kazetky prevedeny do
tkanového automatu Tissue-Tek VIP 6, v némz probiha odvodnéni a prosyceni
tkané parafinem. Tento postup je navolen pres standartni program,

zaznamenany v tabulce 3.
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Tabulka 5 - Standartni program v tkariovém automatu Tissue-Tek VIP 6 [94]

C.stanice Roztok Cas

1 Formalin 1 hodina

2 Alkohol 70% 45 minut

3 Alkohol 80% 45 minut

4 Alkohol 96% 45 minut

5 Alkohol 96% 45 minut

6 Alkohol 96% s xylenem (1:1) 1 hodina

7 Xylen 45 minut

8 Xylen 45 minut

9 Xylen 1hodina

10 Xylen 1 hodina

1 Parafin 1 hodina a 30 minut
12 Parafin 1 hodina a 30 minut
13 Parafin 1 hodina a 30 minut

Obrizek 5 - Tkariovy automat Tissue-Tek VIP 6 (vlastni foto)
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Nasledujici den jsou vsechny vzorky vyjmuty z tkanového procesoru a
pripraveny na vlastni zaliti do parafinu, které probiha na zalévaci lince LEICA
EG 1150 H. Soucasti zalévaciho automatu je i mrazici stroj, jenz Sokové zmrazi

tkané zalité parafinem.

Obrdzek 6 - Zalévaci automat LEICA EG 1150 H s mrazici linkou (vlastni foto)

Zmrazené vzorky jsou nasledné pfipraveny na krajeni. Krajeni probiha na
santkovych mikrotomech HM 400. Vzniklé fezy jsou preneseny na podlozni skla
se Zelatinou, které se poloZi na ploténku, zahfatou na teplotu okolo 50°C. Po
napnuti fezi na sklicka se preparaty prenesou ve stojanku do barviciho
automatu Tissue Stainer TST 44C. VSechna sklicka se v barvicim automatu
odparafinuji a obarvi. Soucasti tohoto stroje je také automatické zamontovani
obarvenych skel pomoci montovaci pasky Tissue Tek Coverslipping Film, ktery

plné nahrazuje kryci sklicka.

53



Obrizek 7 - Sarikovy mikrotom (vlastni foto)

Obrizek 8 - Vyhtivaci ploténka se vzorky (vlastni foto)
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Obrizek 10 - Montovaci automat (vlastni foto)
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5.3 Imunohistochemické zpracovani vzorku

Na imunohistochemickém oddéleni v Ustifedni vojenské nemocnici v Praze se
vzorky zpracovavaji dvéma zpusoby, a to ve stroji nebo rucné.
V automatizovaném stroji Leica Bond-Max si pristroj zpracuje veSkeré ukony
sam, od deparafinace pomoci média devax, az po samotné barveni. Po poslednim
tkonu se obarvené vzorky prevedou ru¢né pres odvodnovaci fadu, kterd je
slozena ze dvou lazni alkoholu s benzenem, ze dvou lazni acetonu a ze tfi lazni
xylenu. Preparaty jsou ve vSech laznich ponechdny po dobu 1 minuty. Nasledné
jsou vzorky zamontovany rucné nebo pomoci automatizovaného pfistroje,

pfi¢emz se pouziva montovaci médium pertex.

Obrazek 11 - Automatizovany imunohistochemicky p¥istroj Leica Bond-Max (vlastni

foto)
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Obrizek 13 - Odvodriovaci fada (vlastni foto)

Druhou moznosti je zpracovani vzorkii rucné. Kroky jsou stejné jako u
automatizovaného pfistroje. Vzorky nejdfive deparafinujeme pfes tfi lazné
xylenu a tfi lazné 96% alkoholu sbezenem. Ve vSech laznich jsou vzorky
ponofeny po dobu 10 minut. Nasledné se vzorky musi demaskovat v pufru o
piislusném pH, jenz je vloZen do vodni ldzné pii 98°C. Preparaty jsou zde
uchovany po dobu 10-30 minut. Po vyprSeni casu se po dobu 20 minut vzorky
zchlazuji pfi laboratorni teploté ve stejném pufru, ve kterém byly zahfivany.
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CINtec’

Obrizek 14 - Vodni lizeri (vlastni foto)

Nasledné se preparaty musi blokovat proti endogenni peroxidaze pomoci 3%
peroxidu vodiku po dobu 10 minut. Poté se preparat opldchne v promyvacim
pufru, dale jen PBS, o pH 7,2 po dobu 5 minut. Preparaty se opét po promyti vlozi
do vlhké komtrky a na fezy se nakape, pomoci automatické pipety okolo 100 pul,
primarni protilatky, ktera se nechd inkubovat 30 minut. Nato se vzorky znovu
proplachnou v ¢istém PBS na 2x5 minut. V pfedposlednim kroku se ve vlhké
komitrce na fezy nakape detekcni systém EnVision (mouse/rabbit), jenz se necha
plisobit 30 minut. Nasleduje promyti v ¢istém PBS pufru na 2x5 minut.
Naposledy nakapeme na fezy ve vlhké komtirce DAB chromogen, neboli
diamidobenzen, ktery nechame ptisobit po dobu 5-10 minut. Nasleduje
pétiminutovy oplach v distém PBS a poté dobarveni jader v Mayeroveé
hematoxylinu po dobu 5 minut. Zavérem celého postupu je pfevedeni vzorku
pres odvodnovaci fadu a zamontovani preparatu. Tyto posledni tikony jsou zcela

shodné s vySe zminénym postupem u automatizovaného pfistroje.
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Obrizek 15 - Prepardty ve vlhké komiirce (vlastni foto)

5.4 Detekce zpracovanych vzorku

5.4.1 Preparaty obarvené metodou Hematoxylin-eosin

Barveni hematoxylin-eosin patfi mezi zdkladni barvici metody, jejimz
principem je obarveni jader bun€ék modfe az fialové a cytoplazmy riizové.
V nésledujicich obrazcich miZeme pozorovat zdravou tkan délozniho ¢ipku

oproti jednotlivym patologickym néaleztim.

Ve zdravé tkani délozniho cdipku miizeme pozorovat nerohovéjici,
vicevrstevny dlazdicobunécny epitel (1). NenaruSenou bazalni vrstvu (2), za

kterou nasleduje zdrava stromalni ¢ast (3).
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Obrazek 16 - Zdrava tkarn délozniho ¢ipku (vlastni foto)

Jestlize Zena prodélava infekci, nejcastéji zptisobenou HPV viry, dochazi ke
zménam bunék epitelu a vytvari se koilocyty. Tyto burky se nachazeji ve
vicevrstevném dlazdicovém nerohovéjicim epitelu. Maji vyrazné perinuklearni
projasnéni a na periferii je vyrazné eosinofilni cytoplazma se zvétsenymi jadry a

nepravidelnou jadernou membranou.
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Obrazek 17 - Koilocyty (vlastni foto)

Pokud infekce HPV viry neni zachycena vcas, zptsobuje patologické zmény v
epitelu. Prvni fazi je CIN I, kdy miizeme pozorovat exocervix kryty
dlaZzdicobunéénym epitelem, kde jsou patrné LG (low grade) dysplastické zmény
do vyse 1/3 epitelu (1). Ve stromatu jsou tézké chronické fokalné aktivni zanétlivé

zmény (2). Zaroven zde miizeme pozorovat endocervikalni Zlazky (3).
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Obrdzek 18 - CIN I (vlastni foto)
Ve druhé fazi doslo k progresi do CIN II, kde mtZeme pozorovat zvySenou
proliferacni aktivitu bunék epitelu do 2/3 vyse epitelu (1). Buriky jsou polymorfni
s mitdzami a jadernymi atypiemi. Ve stromatu jsou vyrazné chronické zanétlivé

zmény (2). A opét zde nachazime endocervikalni zlazky (3).

Obrizek 19 - CIN 1I (vlastni foto)
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Dalsi progresi vznika CIN III, kde mtizeme pozorovat dysplastické zmény HG
(high grade) vcelé Sifi epitelu, bez pfitomnosti koilocytd (1). Stroma

s chronickym zanétem (2). Cévu s ervenymi krvinkami (erytrocyty) (3).

Obrdzek 20 - CIN III (vlastni foto)

Posledni a nejzavaznéjsi progresi vznika dlazdicobunéény karcinom. Stroma (1)
cervixu je rozsahle infiltrované cepy stfedné  diferenciovaného
dlazdicobunééného karcinomu, bez rohovéni (2). Nadorové burky jsou

polymorfni s mitézami.
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Obrazek 21 - Dlazdicobunécny karcinom (vlastni foto)

5.4.2 Preparaty zpracované metodou imunohistochemickou

Tato metoda je zalozena na vazbé antigenu se specifickou protilatkou.
Pripadna pozitivita ve vzorku se projevi zménou barvy na hnédou. V déloznim
¢ipku provadime dvé imunohistochemické metody, a to stanoveni P16, ktera
poukazuje na nadorové zmény bunék at uz jaderné nebo cytoplazmaticke.
Druhou metodou je stanoveni KI-67, jenz dava informaci o proliferacni aktivité

epitelovych bunék.

Stanoveni pomoci P16 v nasledujicim preparatu pozorujeme masivni infiltraci
cervikalniho stromatu adenokarcinomem, ktery tvofi kribriformni cepy (1).

Nadorové buriky exprimuji markr P16 (2). Infiltrované stroma (3)
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Obrizek 22 - Priikaz pozitivity adenokarcinomu délozniho ¢ipku metodou P16
(vlastni foto)

U stanoveni metodou KI-67 pozorujeme dlazdicovou metaplazii s obrazem
HG dysplastickych zmén typu CIN II (1). Dale stroma (2) infiltrované
endocervikalnimi zlazkami (3).

U druhého prepardtu mame pro srovnani provedenou metodu KI-67 u
tyziologické tkané délozniho ¢ipku. Pozorujeme proliferacni aktivitu pouze
v bazalni vrstvé epitelu. Tyto zmény jsou zcela normalni a poukazuji na bézné

vyzravani bunék.
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Obrdzek 23 - Pritkaz pozitivity proliferacni aktivity v CIN 1I metodou KI-67 (vlastni
foto)

Obrdzek 24 - Proliferacni aktivita ve zdravé tkdani éipku metou KI-67 (vlastni foto)
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6 DISKUZE

Onemocnéni délozniho hrdla je velice castym onemocnénim mnoha Zen ve
stfednim véku zivota. Tento stav muZe ovliviiovat fada faktorti, mezi nimiz je
pak napadaji genom epitelovych bunék déloZniho hrdla a zptsobuji rozvoj
prekancerdznich lézi, které se mohou rozvinout az v samotny karcinom. Dal$im
faktorem, jenz zpusobuje rozvoj onemocnéni délozniho hrdla, muZe byt
zivotosprava zeny, opakujici se genitdlni infekce nebo poruchy imunitniho
systému. VSechny tyto skutecnosti vedou ke stdle vysokému vyskytu
onemocnéni vychézejicich z epitelu délozniho hrdla. V Ceské republice je bézné
diagnostikovano okolo 800 pfipadii karcinomu déloZniho ¢ipku. Z toho okolo
300 Zen kazdy rok zemfe. Pfi srovnani zemi Evropské unie je ze statistik mozné
pozorovat, Ze vychodoevropské zemé jsou postizeny mnohem vice nez zemé
zapadoevropské. Je to dano tim, zZe v postkomunistickych zemich rozvoj
screeningu cervixu vznikl teprve neddvno. Zatimco incidence v Ceské republice
¢ini okolo 15 diagnostikovanych novych pfipadi onemocnéni na 100 000 Zen,
v zemich jako je LotySsko nebo Estonsko incidence predstavuje zhruba kolem 23
pozitivné diagnostikovanych prfipadtt na 100 000 zen. S vyvijejici se lé¢bou a

moznosti zachytu klesd mortalita Zen. [95].

Kazda Zena by méla dochazet na kazdoroéni preventivni prohlidku u
gynekologa a tim pfispivat k véasnému zachytu nemoci. V Ceské republice je
zaveden plosny screening patologickych zmén epitelu cervixu jiz od 15. let véku.
Vékova hranice byla zavedena s ohledem na moZné praktikovani pohlavniho
styku a tim i mozné riziko prenosu HPV. Samotny screeningovy test je
neinvazivni metoda, kterd slouzi pro vcasny zachyt bunécnych abnormalit
epitelu délozniho hrdla. Pfi jakémkoli podezfeni na vyskyt abnormalit v
cytologickém stéru se u pacientek provede test na vyskyt HPV. AvSak jako kazdy

jiny test i zminéné screeningové vysetfeni muZe vykazovat faleSnou pozitivitu
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nebo faleSnou negativitu. JestliZe je prokazan vyssi stupen postizeni cervixu, pak
nasleduji invazivni metody, jejichZ cilem je odbér postizené tkané a snaha

zachovat dany organ.

Veskeré odebrané vzorky jsou dopraveny do specializované laboratofe a
podrobeny vySetfeni. Ze vsech tkani je dle standardnich operacnich postupti
pripraven histologicky preparat. Ten se pak barvi zakladnim barvivem
hematoxylin-eosin. U specifickych nalezi, u nichZ neni zcela jistd mira poskozeni
daného organu, je provedena imunohistochemicka detekce. Ta jasné urc¢i pomoci

specialnich protilatek, o jaké poskozeni cervixu se jedna.

Jak jiz bylo zminovano vySe, zdkladnim histologickym barvivem je
hematoxylin-eosin. Je to prehledny typ barveni pro urceni vétsiny diagnoz, ale
neni specificky. Proto pfi nejistoté pfi urceni nékteré diagndzy se doporucuje
provést i imunohistochemicky prtikaz. Pro délozni hrdlo se vyuZzivaji protilatky
antiKI-67 a antiP16. Pficemz antiKI-67 podava informace o proliferacnim stavu
epitelovych bunék a antiP16 detekuje nddorové zmény bunék, které mohou byt
jaderného nebo cytoplazmatického ptvodu. U obou stanoveni musi byt
provedena i pozitivni kontrola, aby byla zachovana jistota funkénosti metody.
Vyhodou imunohistochemické detekce je tedy jeji specificnost. Nevyhodou je
pak cenova narocnost téchto testt, jelikoz kazd4 tkan ma sva antigenni mista, na
ktera se navazi jen specifické protilatky ziskané ze specialnich reagencii. Naopak
pouziti zakladniho barviva je levnéjsi. Na druhou stranu je nutno vzit do tvahy,

ze imunohistochemicka detekce je pfesnéjsi [96; 97].

Pfi srovnani jednotlivych preparatd je zcela jasna rozdilnost mezi zdravou
tkani délozniho hrdla a jeho patologickymi stavy. U zdravé tkdné miizeme
pozorovat nenaruseny vicevrstevny dlazdicobunécny nerohovéjici epitel. Dale

celistvou bazalni vrstvu a ni¢im nenaruSenou stromalni cast. Jestlize je Zena
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infikovana HPV, mtiZeme pozorovat zménu v dlazdicobunééném epitelu, ve
kterém nachdzime burniky zvané koilocyty. Tyto bunky je mozné fyziologicky
pozorovat v mensim mnozstvi béhem proliferacni aktivity v bazalni vrstvé
epitelu. Nachazime-li v preparatu vétsi mnozstvi koilocytti, znamena to pouhou
infekci HPV. Pokud zmnoZeni koilocytt neni zachyceno v¢as, dochazi k progresi
do CIN I. Tento stav se od zdravé tkané lisi zménou ve vicevrstevném
dlazdicovém nerohovéjicim epitelu, ktery je infiltrovan do vyse 1/3. Ddle jsou
viditelné zmény ve stromdlni casti, kde se obvykle vyskytuji hojné
endocervikalni zlazky. Po této fazi nasleduje CIN II, jenZ je typicky pro vyskyt
dysplastickych zmén epitelu do vySe 2/3. Ve stromatu pozorujeme aktivni
zanétlivé zmeény s endocervikalnimi zlazkami. V posledni progredujici fazi CIN
III je pozorovatelna proliferacni aktivita bunék pres cely epitel. V této casti jiz
nejsou viditelné koilocyty, za to je viditelnd mnohem vice aktivita chronického
zanétu. Pokud nedojde k okamzitému zaléceni, mtize dojit k progresi do
invazivniho karcinomu. Pfi tomto stavu je viditelny prinik naddorovych bunék
pres bazalni vrstvu. Stroma obsahuje velké mnozstvi kribriformnich cepti [98;

99].

Spinoceluldrni karcinom mitize pfertistat do dalSich tkani jako je mocovy
méchyft. Proto je dulezity véasny zachyt, popfipadé véasné odebrani infiltrované
tkané. JestliZe si patolog nenti jisty mirou postiZzeni délozniho ¢ipku, je provedena
imunohistochemicka detekce. Ta zobrazuje uz jen dany antigen produkovany

nadorovou tkani.

Vradmci preventivnich prohlidek je dban velky zfetel i na profylaktické
proockovani divek pted zahajenim sexudlniho Zivota. V Ceské republice existuji
tfi typy vakcin, z nichZ kazdé z nich je specifickd proti vybranym typam HPV.
Mezi tyto vakciny patfi Silgard, Cervarix a Gardasil 9 [100].
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Byt je snaha zajistit komplexni prevenci divkdm a Zendm, je toto tsili v mnoha
ohledech bezvysledné. Nebot mnoho Zen i divek nepodstupuje pravidelné
preventivni prohlidky. Dalsi komplikaci je nedivéra matek viici preventivnimu
ockovani svych dcer. Diky tomu je v Ceské republice incidence vyskytu infekce
HPV stale vysoka. Kazdy rok tak vychazi okolo 15 potvrzenych ptipada ze 100
000 zen [101].
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7 ZAVER

Patologické abnormality deélozniho hrdla jsou, po karcinomu prsu, druhym
okolo 35. let véku. Pokud nedojde k véasnému zachytu a onemocnéni progreduje
az do invazivniho karcinomu, je Umrtnost vysokd. Zeny by proto mély
podstupovat preventivni prohlidky v rdmci screeningového programu. Zaroven
by divky meély byt o¢kovany profylaktickymi vakcinami zajistujicimi imunitu
viéi lidskym papilomavirim. Podle studii je dokdzdno, Ze ucinnost
preventivnich vakcin je na vysoké urovni, ovsem nemélo by se zapominat na
preockovani po 10 letech. Vzhledem k castéjsSimu postiZeni Zen timto
onemocnénim bylo od 1.1.2021 zavedeno, pojistovnou proplacené, provedeni

HPV testu v ramci preventivni prohlidky ve 35. roce a ve 45. roce Zivota.

Hlavni ndplni mé prace bylo srovnani fyziologické tkdné délozniho hrdla
s vybranymi patologickymi stavy. K tomuto tkonu bylo zapotfebi znat rozdily
mezi histologickou a anatomickou stavbou zdravé tkané a jejimi patologickymi
abnormalitami. Odbér, zpracovani a detekce histologickych preparatii je na

vysoké arovni.

Pro pochopeni zavaznosti celé problematiky byl kladen diiraz na porozumeéni

progresi onemocnéni a jeho detekci.



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPV - Lidsky papilomavirus (Human papillomavirus)
CIN - Cervikalni intraepitelova neoplazie

LSIL - Skvamdzni intraepitelové 1éze nizkého stupné (low-grade squamous

intraepitelial lesion)

HSIL - Skvamozni intraepitelové léze vysokého stupné (High-grade

squamous intraepitelial lesion

SCJ - Skvamokolumnarni junkce

BOZP - Bezpecnost a ochrana zdravi pfi praci
LIS — Laboratorni informacni systém

AMIS — Nemocnicni informacni systém

DAB - Diamidobenzen
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