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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace snazvem Histologicka stavba kiiZze, porovnani
tyziologické tkdné s vybranymi patologickymi stavy se zabyva srovnanim
zdravé ktiZe s jejimi dvéma vybranymi patologickymi stavy, a to bazocelularnim
a spinocelularnim karcinomem. Pro toto srovnani byl pouZit noduldrni bazaliom,
endofyticky rostouci fokalné rohovéjici spinaliom a zdrava tkan. Tento
biologicky materidl byl zpracovan dle standardnich laboratornich postupt.
Z barveni byla pouZita zdkladni metoda Hematoxylin-Eosin, dale doplnéna

imunohistochemickym vySetfenim.

Vysledné zkoumadani ukazalo, Ze pro urceni diagndzy, zdali se jedna
o jeden nebo druhy typ zhoubného karcinomu, lékafi sta¢i barveni Hematoxylin-
Eosin. Bazocelularni i spinocelularni karcinomy jsou patologické stavy epidermis
a oba infiltruji do dermis. Proto jsou tyto epidermalni buriky dobfe rozeznatelné
od bunék vdermis i za tohoto zakladniho barveni. Imunohistochemické

vySetfeni je jiz doplnujici, pokud jsou karcinomy Spatné diferencované.

Klic¢ova slova

Kaze; bazoceluldrni karcinom; spinoceluldrni karcinom; patologie; barveni;

diagnostika; imunohistochemie



ABSTRACT

This bachelor’s thesis, named Skin histology, comparison of physiological
skin arrangement with selected pathological conditions, deals with the comparison
of healthy skin with its two selected pathological conditions, namely basal cell
carcinoma and squamous cell carcinoma. Nodular basal cell carcinoma, endophytic
growing spinalioma focally keratinized and healthy tissue were used for the
comparison. This biological material was processed according to standard laboratory
procedures. The basic method Hematoxylin-Eosin was used for staining, further

supplemented by immunohistochemical examination.

The resulting study showed that Hematoxylin-Eosin staining is sufficient for
pathologist to determine whether one or another type of cancer is diagnosed. Both
basal and squamous cell carcinomas are pathological conditions of the epidermis and
both infiltrate the dermis. Therefore, these epidermal cells are well distinguishable
from the cells in the dermis even under this basic staining. Immunohistochemical

methods are useful for recognition of poorly differentiated cancers.

Keywords

Skin; basal cell carcinoma; squamous cell carcinoma; pathology; staining method;

diagnostics; immunohistochemistry
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1 UVOD

Bazocelularni a spinocelularni karcinomy patfi mezi nejcastéjsi
nemelanomové nadory ktize svétlého typu. To je diivod, proc¢ jsem si tyto dvé
patologické jednotky vybrala a rozepsala se o nich. Incidence téchto nadort
celosvétové roste, hlavné u starsi populace, a proto by na prevenci

a problematiku tohoto onemocnéni mélo byt vic upozornéno. Jejich vyskyt je

Vev/s

Bazaliomy patfi mezi ty méné nebezpecné karcinomy, které jsou castéjsi
neZ spinaliomy. Tyto karcinomy téméf nemetastazuji. Navzdory tomuto faktu
i tak dokdZe tento naddor pacientovi uskodit, svym destruktivnim ristem.
Nejcastéji se vyskytuje na slunci nejvice exponovanych castech téla, tedy hlave,
pazich a krku. Bazoceluldrni karcinom ma nékolik podtypti, ale nejbéZnéjSim je

bazaliom nodularni.

Spinaliomy jsou méné casté, za to vice agresivni s moznosti rtistu na sliznicich.
Na lidském téle se vyskytuji také na mistech, kam nejvice dopada slunec¢ni zafeni,
ale také na jazyku nebo genitdliich. Na ktizZi ¢asto spinocelularnimu karcinomu
predchdzi prekancerdzni stav zvany aktinickd keratdza. Tento nador ma také

nékolik variant a nejcastéjsi byva keratoakantom.

Tato prace by mohla ¢tenafe dovézt k zamysleni nad prevenci pred témito
nadory; tedy hlavné ochranou pfed sluneénim zafenim, nad ndavstévami
u dermatologti a celkové nad tim, Ze je potfeba sviij nejvétsi organ chranit. Déle
by prace mohla ¢tenditim pribliZit proces v histologické laboratori, ktery je velice

dtilezity pro finalni stanoveni diagnozy.
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2 CILE PRACE

Cilem této bakalarské prace je porovnani fyziologické stavby kuze
s vybranymi patologickymi stavy. Tato srovnani budou provedena histologickou
technikou pomoci zakladniho barveni i specidlnich imunohistochemickych

barvicich technik.

Teoreticka cast se bude zaobirat anatomickou stavbou kiiZe, tedy jejimi tfemi
zdkladnimi vrstvami, kde bude popsano, zjakych dalSich podvrstev a bunék
se skladaji. Pozornost bude vénovdna i koZnim adnextim. Déle bude prace
zaméfena na patologickou c¢ast, a to maligni nddory epidermis jako jsou

bazaliomy a spinaliomy. Bude zde popsana jejich histopatologie a diagnostika.

V praktické casti bude podrobné popsdno zpracovani kozni tkané
v histologické laboratofi. Jednim z cil prace bude popis pfijmu materialu, jeho
fixace, zalévani do blockd, krajeni, barveni a montovani. U barveni bude popsano
zakladni  barveni  Hematoxylin-Eosin, dale doplnéno  specidlnimi
imunohistochemickymi barvicimi metodami. Dal$im z cili bude porovnani
mikroskopickych struktur zdravé ktize oproti dvéma vybranym patologickym

jednotkam.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

Kize je nejvétsSim lidskym organem. U dospélého clovéka tvori
8-16 % hmotnosti téla a zaujima plochu o priiméru 1,73 m2. U déti je celkova
plocha kiize, ve vztahu k vaze, 3x vétsi a u nedonoSenct je vétsi az 7x. Kazi
muzeme délit podle jeji liSici se tloustky na slaby (tenky) a silny (tlusty) typ.
Tenky typ, ktery ma prameérné 0,1 mm, pokryva celé télo kromé mechanicky
namahanych oblasti jako jsou chodidla a dlané. Tam se vyskytuje tlusty typ ktize

a jeji sila je priimérné 0,5 mm. Na obliceji je pokozka nejtendi [1].

vvvvvv

jako jsou mikroby, UV zafeni, toxické latky a termické vlivy. M4 ale mnoho
dalsich roli, jako je napriklad udrzZeni stalosti vnitiniho prostredi, zasobarna
energie, termoregulace, smyslové vjemy, imunitni ochrana, vylucovani
nebo vymeéna latek. Kiize je také dobrym komunikaénim prostfedkem, kdy diky

ni miizeme vyjadfovat emoce nebo psychické stavy [1].
Kiize sestava ze tfi zdkladnich vrstev:

e pokozka (epidermis);
e Skara (dermis/corium);

e podkozi (hypodermis/subcutis/tela subcutanea).
Mezi piidatné kozni organy (adnexa) patfi:

e kozni zlazy;

e mlécna zlaza;

e chlupové folikuly s chlupy;
e nehty.
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3.1 Epidermis

Pokozka ma ektodermovy ptivod a je tvorena vicevrstevnym dlazdicovym
rohovéjicim epitelem. Burky epidermis jsou uspofdadany do péti vrstev,
které zahrnuji stratum basale (nejhlubsi cast epidermis), stratum spinosum,
stratum granulosum, stratum lucidum, stratum corneum. Stratum disjunctum
(nejvrchnéjsi cast epidermis) se nachazi na povrchu stratum corneum. Pokozka
sestava z nékolika typt bunék jako jsou keratinocyty, melanocyty, dendritické

(Langerhansovy) buriky a Merkelovy buriky [1; 2].

3.1.1 Stratum basale

Stratum basale je nejhlubsi vrstvou epidermis a je tvofeno kubickymi nékdy
az cylindrickymi keratinocyty, které maji vysoky mitoticky index,
a to zapricinuje neustalou obnovu pokozky. Tyto buniky pokozky jsou pfipojeny
ke zvlnéné bazdlni membrané (bazdlni lamina) hemidesmozomy,
coz znemoznuje odtrhnout epidermis od dermis. Zvlnénost membrany jesté vice
upevniuje spojeni se Skarou a napomaha difazi Zivin do pokozky. V této vrstvé

se nachdzi i melanocyty, Merkelovy buriky a Langerhansovy buriky [1; 2].

Melanocyty (pigmentové burky) jsou burlkky ptvodem zneurdlni listy,
kdy druhotné migruji do stratum basale, kde jsou k basalni laminé pripojeny
hemidesmozomy. Maji nepravidelny tvar smnoha dlouhymi vybézky,
nékteré sahaji az do stratum spinosum. Na 1 mm? kiize se nachdazi 1000-1500
pigmentovych bunék, demuz odpovidda 1 melanocyt na primérné

10 keratinocytti. Tento pocet se ovSem lisi na rtiznych c¢astech lidského téla [3; 4].

Melanocyty ve své cytoplazmé obsahuji granula melanozomy, vznikajici
odstépenim z Golgiho aparatu, které syntetizuji melanin. Tento cernohnédy
kozni pigment vznikd oxidaci tyrosinu, za pomoci enzymu tyrozinazy
a fenoldzy, na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA). DOPA se dal$imi procesy méni
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v melanin, ktery postupné melanozomy vyplnuje. Jakmile se tato granula zcela
zaplni, putuji do dlouhych vybézkt pigmentovych bunék, kde jsou injikovany
keratinocytiim. V cytoplazmé keratinocytli jsou melanozomy shromazdovany
nad jadrem a tvori jakysi stit, ktery chrani jejich DNA prfed skodlivymi ucinky
UV zéafeni. Diky tomuto déji je zde vétsi koncentrace melaninu
nez v melanocytech, kde melanin vznika. Ve vys$Sich vrstvach pokozky
se jiz melanin nenachdzi, nebot je ¢asem postupné odbourdvan v bunkach

ve stratum spinosum [3; 4; 5].

Melanin zptisobuje rtizné zabarveni kiize. OvSem stupen intenzity pigmentace
neni odrazem pocétu melaninovych granul, ale rychlosti jejich tvorby

v melanocytech, jejich pfenosem do keratinocytu a jejich tamni degradaci [3; 4].

Dal$im typem bunék, které se ve stratum basale nachdzi, jsou Merkelovy
burikky. Tvarem jsou podobné melanocytiim. Jejich ptvod je nejasny, jde
ale nejspiSe o burlky neuroektodermového ptvodu. JelikoZ to jsou
mechanoreceptory pro jemny dotek, tak se jich hodné nachdzi na chodidlech,
dlanich a nejvic na bfiskach prstti. Merkelova hmatova téliska maji v cytoplazmé
neurosekrecni granula a pod jejich basi se nachdzi volnd nervova zakonceni se
synapsi, ¢imz vznika funkéni spojeni s nervovymi vlakny. Merkelovy bunky jsou

vazany na sousedni keratinocyty pomoci desmozomu [2; 3; 4].

3.1.2 Stratum spinosum

Tato cast tvori vétsSinu epidermis a sestdva se z nékolika vrstev kubickych
keratinocytli s ostnatymi vybézky (spiny). Témito ,ostny” se bunky
mezi sebou propojuji. Pod svételnym mikroskopem jsou v téchto mistech spojeni
patrnd mald ztlusténi, Bizzozerovy uzly. V cytoplazmé bunék je vyvinuto
mnoho tonofilament a tonofibril, které udrzuji jejich tvar, tedy pevnost pokozky.

Keratinocyty maji mezi sebou rozsifené mezibunééné prostory, které umoznuji
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zivindm lépe difundovat do svrchnéjsich vrstev pokozky. Ve stratum spinosum
se keratinocyty téZ mitoticky déli, a to dokonce vice neZ ve stratum basale. Proto
se tyto dvé oblasti spolecné oznacuji jako stratum germinativum Malpighi [2; 3;

4].

Langerhansovy burnky nebo také dendritické burmky jsou typem bunék
imunitniho systému, které se nachazi ve stratum basale a stratum spinosum. Tyto
buriky jsou mezenchymalniho ptivodu a jsou odvozeny z kmenovych bunék
kostni dfené a fadi se k buttkdm monocytomakrofagového systému. Vyznacuji
se hvézdnicovitym tvarem, kdy pomoci vétvenych vybézka zachytavaji
antigeny. Poté se s témito antigeny pfesunou do nejblizsi lymfatické uzliny, zde

je exprimuji T-lymfocytiim a tim nastartuji imunitni kozni reakci [2; 3; 4].

3.1.3 Stratum granulosum

Cast pokozky tvofena tfemi az péti vrstvami zplostujicich se keratinocyt.
Ty jsou mezi sebou propojeny desmozomy a v cytoplazmé maji dva typy

cytoplazmatickych granul: keratohyalinova a lamelarni [3; 4].

V této vrstvé zacind proces rohovéni kiize neboli keratinizace. Je to déj,
kdy se cytoplazma bunék plni zrny (granuly) keratohyalinu, ktery se poji
s tonofilamenty a takto vyplni cely keratinocyt. S timto procesem se spojuje
postupny zanik organel (=odumirani bunék) a zmenseni mezibunéénych prostor.
Granula keratohyalinu vznikaji syntetickou ¢innosti volnych ribozomt, jsou
vysoce basofilni, nemaji membranu a jsou tvorena proteiny obsahujici vysoky
podil histidinu a cysteinu. Dal$imi dtileZitymi slozkami granul jsou filagrin
a trichohyalin, latky shlukujici cytokeratinova filamenta do tonofibril a slozitych

agregatti budouciho vysledného keratinu. Pro svoji velikost, ktera ¢ini 2-3 um,

jsou tyto zrna velmi dobie vidét ve svételném mikroskopu [3; 4].
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Lamelarni granula (Odlandova téliska) jsou o pozndni mensi, maji 0,1-0,3 pm
a lze je pozorovat v elektronovém mikroskopu. Na rozdil od keratohyalinnich
granul jsou tyto ohrani¢eny membranou a obsahuji glykolipid
acetylglukosylceramid, ktery zde tvori sdal$imi lipidy lamely. Odlandova
téliska jsou exocytdzou prenesena do mezibunééného prostoru, kde se jejich
obsah vylije. Zde pak glykolipidy vyplniuji prostor a funguji zde jako tzv. tmelova
substance (lipidova obélka). Dalsi takovou bariéru tvofi zonulae occludentes,
jedna se o nejtésnéjsi spojeni bunék a nachazi se v hornich vrstvach stratum
granulosum. Tyto mechanismy pak zabranuji ztratdm vody z organismu a vniku

cizorodych latek dovnitf [3; 4].

3.1.4 Stratum lucidum

Stratum lucidum mtizeme nalézt vétsinou jen u tlustého typu kuze,
tedy na chodidlech a dlanich. Tvoii ji pouze 1-2 vrstvy jiz mrtvych keratinocytt,
které se vice a vice oplostuji. Cytoplazma téchto bun€k uz neobsahuje témér
zadné organely a je diky proteinu eleidinu, ktery se zde pfeménil
z keratohyalinu, eosinofilni. Keratinocyty jsou stdle navzdjem spojeny pomoci

desmozomii [3].

3.1.5 Stratum corneum

Slozena se z15-30 vrstev oplosténych a zrohovélych (=keratinizovanych)
toho, kde je pokozka situovana. Bunky obsahuji svazky tonofilament, eleidin
a fibrilarni a amorfni proteiny, které dohromady tvofi keratin. Desmozomy mezi
burtkami zanikaji, diky ptisobeni proteolytickych enzymt kalikreinti, coz ma
za nasledek jejich odlupovani. Nejsvrchnéjsi vrstva, kde se Supinky pokozky

odlupuji, se nazyva stratum disjunctum [3; 4].
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Obrazek 1: Epidermis, pfevzato a upraveno [8]

3.2 Dermis

Skara je tvofena silnou vrstvou vaziva a je mezodermalniho ptivodu. Dermis
je rozdélena do dvou odlisnych ¢asti: horni stratum papillare a spodni stratum

reticulare [4; 6].

3.2.1 Stratum papillare

Stratum papillare je tenka vrstva, kterd se nachdzi tésné pod dermo-
epidermalnim rozhranim. K bazalni laminé je upevnéna pomoci kotvicich fibril,
které jsou tvoreny kolagenem typu VII. Papildrni dermis je slozena z fidkého
vaziva, elastickych vlaken, tenkych vlaken kolagenu (typ I a III), fibroblastt,
a i bunék imunitniho systému. Tvofi dermalni papily, které zvétsuji plochu styku

s pokozkou a zlepsuji jeji vyZivu. Tyto papily obsahuji kapilary a volna nervova
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zakonceni, diky kterym citime bolest a nachazeji se zde i Meissnerova hmatova

téliska [6; 7; 8].

3.2.2 Stratum reticulare

Hlubsi vrstva Skary tvofena hustym neuspofddanym vazivem, silnymi
kolagennimi vlakny (typ I) a elastickymi vlakny. Diky témto sloZkam je kize
pruznd, odolnd proti roztrzeni a je reversibilné tazna. Do stratum reticulare jsou
zasazeny kozni adnexa a nachdzeji se zde smyslova téliska jako jsou Ruffiniho

¢i Krauseho téliska a hladké svalstvo Musculi arrectores pilorum [6; 7].

3.3 Hypodermis

PodkoZni vazivo je nejhlubsi vrstvou kiize a je tvofeno tukovou tkani;
ta je nejhojnéji zastoupena, hustym kolagennim vazivem nebo fidkym
kolagennim vazivem. Hlavnimi bunkami hypodermis jsou adipocyty
uspofadané do lalticktt oddélenych septy pojivové tkdné (=retinacula cutis),
které zakotvuji kiizi do hloubéji ulozenych struktur (napt. ke svalové fascii,
periostu). Tato septa také obsahuji nervy a krevni a lymfatické cévy, které tvori
anastomdzy. Tloustka této vrstvy se lisi podle téIni krajiny, kde se nachazi, podle
pohlavi, a také poukazuje na nutriéni stav jedince. Hypodermis slouzi
jako zasobdrna energie, tepelnd izolace (termoregulace) nebo jako tlakovy polStar
na mistech, ktera jsou vice mechanicky namdhdana. Na hranici s dermis se nachazi
Vater-Paciniho téliska, kterd detekuji vibrace a jsou slozitymi receptory hmatu

a tlaku [5; 7; 9].

3.4 Kozni adnexa

KoZni adnexa neboli pfidatné koZzni orgdny jsou derivaty epidermis, mezi

které patfi koZni Zlazy, mlécna Zlaza, chlupy a nehty [10].
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3.4.1 Kozni zlazy

V ktzi mitZeme najit nékolik typt exokrinnich Zlaz: mazové, potni

a aromatické [10].

Mazové zlazy (glandulae sebaceae) se vyskytuji téméf po celém téle, kromé
dlani a chodidel, v pfitomnosti chlupt ¢i vlas. Existuji i mazové Zlazy,
které nejsou pri vlasovém folikulu a ty se nachazi napf.: na rtech, cele, prsni
bradavce, v ocnich vi¢kdch nebo zevnich pohlavnich organech. Jsou to
jednoduché rozvétvené alveoldrni Zzldzy s holokrinni sekreci, jejichz rist
a stimulace je ovlivnéna androgeny. Sekrecni cast, tedy alveoly, tvori
vicevrstevny epitel. V periferii alveol se nachazi mitoticky aktivni bunky, které
nasedaji na basalni membranu Zlazy a zde se postupné diferencuji a posouvaji se
vic ke stfedu. Tyto bunky se plni lipidovymi kapénkami a jejich organely
i s jddrem zanikaji. Nejzralejsi bunlkky podléhaji apoptéze a méni se v maz.
U kazdé mazové zlazy se nachdzi vzpfimovac chlupu (musculus arrector pilli),
hladka svalovina, kterd svym stahem vypudi sekret ze zlazy. Maz je tvofen
cholesterolem a jeho estery a triacylglyceroly (TAG). ZajiStuje nesmacivost ktiZe,
ma antibakteridlni a protiplisniové ucinky a chrani pokozku pfed chemickymi

a fyzikalnimi vlivy [4; 7; 8].

Dale se téméf po celém téle nerovnomeérneé rozprostiraji potni zlazy (glandulae
sudoriferae eccrinae), které reguluji télesnou teplotu a jejich produkt pot ma
antibakterialni tcinky. Zlazy se skladaji ze stofené sekreéni Casti a z tubularni
¢asti vyvodné. Sekrecni ¢ast je vystldna jednovrstevnym cylindrickym epitelem.
Buriky, které produkuji pot se déli na dva typy, a to na svétlé a tmavé. Svétlé
buriky maji v cytoplazmé v blizkosti jadra glykogen a vylucuji Na* a CI- ionty
a vodu, tak vznikd izotonicky primarni pot. Tmavé bunky maji hojny pocet
ribozomit a drsného endoplazmatického retikula se sekre¢nimi granuly,

ktera tvori proteinovou sloZku potu. Proximalni ¢éast tubuldrniho vyvodu
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vstfebava zpét pouze ionty a upravuje pot primdrni na sekundarni, ktery je
hypotonicky a kysely. Tubuldrni cast je vystlana dvojvrstevnym kubickym
epitelem, jehoz bazalni bunky maji tmavou bazofilni cytoplazmu s vyrazné
ovalnymi jadry. Vyvodna ¢ast nema pfi priichodu epidermis epitelovou vystelku

a je tedy tvofena burikami pokozky [7; 10].

Aromatické Zlazy (glandula sudoriferae apocrinae) neboli apokrinni se
nachdzi v blizkosti chlupti a na téle je najdeme jen na nékterych mistech jako je
okoli prsnich bradavek, perigenitalni a perianalni oblast, podpazi, nosni pfedsin,
zvukovod a oc¢ni vicka. Na rozdil od ekrinnich Zlaz pocind jejich aktivita
az v obdobi dospivani, kdy jsou regulovany pohlavnimi hormony. Aromatické
zlazy se také skladaji z ¢asti sekrecni a z ¢asti vyvodné, ktera tsti do chlupového
folikulu. Sekrecni ¢ast je stoend do klubka a je mnohem vétsi nez u potnich Z1az.
Je tvofena jednovrstevnym kubickym aZ cylindrickym epitelem, ktery obsahuje
svétlé a tmavé buriky. Vyvodna ¢ast je tubularni a je vystldna dvojvrstevnym
kubickym epitelem, jehoZz bazalni buriky maji vyrazné ovalné jadro. Vyvod tsti

do chlupového folikulu tstim mazové zlazy [7; 10].

3.4.2 Mlécna zlaza (glandulae mammae)

MIlécénd Zlaza je ektodermového plivodu a vznikd pfeménou aromatické zlazy
v oblasti mlééné listy, kde ve spojeni s tukovou tkani tvofi prso (mamma). Kazda
mlécéna zlaza se sklada z 15-25 tuboalveoldrnich lalokti (lobi), které jsou od sebe
oddéleny tukovou tkani a hustym kolagennim vazivem. Kazdy lalok je
samostatnou zldzou s vlastnim vyvodem, mlékovodem (ductus lactiferus), ktery
je tvofen vicevrstvym kubickym aZ cylindrickym epitelem a vyustuje na prsni
bradavce (papilla mammae). Jesté pred vyusténim se ale mlékovod rozsituje
v sinus lactiferi a poté zase zuzuje do samostatnych vyvodnych otvtrka (pori
lactiferi). Lobi se skladaji s menSich laltickti (lobuli) a ty jsou tvofeny z alveol,

které béhem laktace vytvareji mléko. Tyto alveoly jsou tvorfeny jednovrstevnym
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kubickym aZ cylindrickym epitelem. Histologicka stavba mlécné Zlazy se ovSem

lisi podle pohlavi, véku a fyziologického stavu [7; 8; 10].

3.4.3 Chlupy (pili)

Chlupy se vyskytuji témér po celém téle, kromé dlani, chodidel, malych
stydkych pyski, penisu a rtii. Lze je délit do dvou skupin, a to na velusové
chlupy; coz jsou jemné kratké a bezbarvé chloupky, které miizeme najit
napi: u déti, a termindlni chlupy, které jsou naopak dlouhé silné a pigmentované
a jsou to napf.: vlasy, oboci, pubické ochlupeni nebo muzské vousy. Jedna
se o vldkna ze zrohovatélych keratinocytti. Soucasti chlupu je chlupovy stvol
(scapus pili), kofen (radix) a chlupova cibulka (bulbus pili), chlupova papila
(papilla dermalis pili), chlupovy folikul (folliculus pili), vzpfimovac chlupu

a mazova zlaza [7; 10].

Obnazend a celd zrohovatéld c¢ast chlupu, kterd vycéniva nad pokozku, se
nazyva stvol. Kofen chlupu je zanofeny do pokozky a jeho buriky nejsou vsechny
zrohovatélé. Chlup vyrlista diky chlupové papile, kterd ma soudkovy tvar
a vylucuje riistové faktory pro tvorbu chlupu a jeho folikulu. Obsahuje také
kapildrni klicku, nervova zakoncéeni a kolagenni vazivo. Chlup poc¢ina chlupovou
cibulkou, kterd ma vysokou mitotickou aktivitu, ta je stfidava, a proto chlupy
i vlasy rostou diskontinudlné. Mitoticky aktivni buriky maji mezi sebou
na basalni membrané matrix i melanocyty. Chlupy jsou v pokoZce usazeny
do chlupového folikulu, ktery se sklada ze tii vrstev: vnitini epitelové pochvy,

zevni epitelové pochvy a vazivové pochvy [7; 10].

3.4.4 Nehty (unguis)

Nehty jsou tvofeny zrohovatélymi burikami epidermis a nachazi se na kazdém
distalnim ¢lanku prsti. Jsou sloZeny z nehtové matrix, nehtového kofenu (radix

unguis), ploténky (lamina unguis), nehtového ltazka (lectulus) a nehtovych vala
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(vallum unguis). Nehtové lizko je oblast mezi nehtovou ploténkou a poslednim
clankem prstu. Je sloZzena z dermalni a epidermalni ¢asti, kdy je dermalni c¢ast
pevné pripojena k periostu kosti. Epidermalni ¢ast je sloZena ze stratum basale
a stratum spinosum. Nehtova matrix se vyznacuje vysokou mitotickou aktivitou
keratinocyti a umoznuje jeho riist. Matrix se nachdzi pod nehtovym kofenem;
ktery z ni vyrhsta, ale dosahuje také pod jeho prithlednou ¢ast, kde tvori bily

polomeésicity utvar, ktery miizeme vidét téméf na kazdém nehtu [7; 10; 11].

3.5 Vybrané patologické stavy

Jedna se o nadory epidermis — bazaliomy a spinaliomy. Nadory ostatnich
vrstev jsou vzacné. Celosvétove se jejich vyskyt zvysSuje a témito karcinomy trpi
vice lidé se svétlou kiizi. Nizky pocet zhoubnych novotvart ktize u populace
s tmavsi pleti je primdrné vysledkem ochrany poskytované melaninem,

o Vs

ktery filtruje vice UV zafeni neZ u populace se svétlou kiizi [12; 13].

3.5.1 Bazocelularni karcinom

Bazaliom (BCC) je viibec nejcastéji se vyskytujici zhoubny karcinom
keratinocytli, ktery se tvori ve stratum basale. Je zhruba desetkrat castéjsi
nez spinaliom (SCC). Jednd se o nddor z bunék o vysoké mitotické aktivité.
Incidence tohoto onemocnéni stéle roste, v Evropé a USA je pomér nakaZenych
200:100 000 obyvatel, v Australii je ale deset krat vyssi. Nejcastéji postihuje lidi
mezi 60. az 80. rokem zivota. Jeho nebezpeci tkvi vjeho pozvolném
a nendpadném rustu, kdy se vjeden moment zdanlivé zahoji a pacient to dal
nefesi. Problémem je, Ze se zatim bazaliom lokalné infiltruje a mtze napadat
zdravé tkané jako jsou napfiklad oci, v nejhorsich pfipadech mitize prorustat
hloubé&ji do ktize pfes svaly az ke kosti. V nékterych ptipadech BCC obsahuji

i pigment melanin, ktery je barvi do hnéda az ¢erna, a tim je mozna jeho zdména
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za melanom. Nejcastéji se bazocelularni karcinom nachazi na mistech, kam nejvic

dopada slunecni zafeni, a to je hlava, krk, trup a paze [12; 13; 14].

Z histologického hlediska maji bazaloidni buriky mizivy podil cytoplazmy
oproti hypechromatickym protdhlym jadrim a tvofi typické periferni
palisddovani. NejbéZznéjsim histologickym typem je noduldrni BCC s pevnymi,
dobfe ohrani¢enymi, nepravidelnymi, lobulovanymi nadorovymi hnizdy
riznych velikosti obklopenymi hustym stromatem s cetnymi fibroblasty

a mucin6znim materidlem, vétSinou kyselinou hyaluronovou [14].

Dtivodt proc¢ bazaliomy vznikaji je nékolik. Jsou jak vnitfni faktory (genetické
faktory, imunosuprese), tak vnéjsi faktory (ionizujici zafeni, UV zafeni, chemické
kancerogeny). Jednou z hlavnich pfi¢in vzniku je dlouhodobé vystavovani kuze
sluneénimu zafeni, konkrétné jeho UVB slozce, kterda narusuje DNA
keratinocyti. Imunosupresi rozumime poskozenou reakci T bunék napiiklad
u pacientt, ktefi prodélali transplantaci solidnich orgdnti. Po genetické strance je

to moznd zmeéna regulace drahy genu sonic hedgehog [14].

BCC se rozdéluji z patologického hlediska do n€kolika klinickych skupin a to

na:

e nodularni bazaliom;

e sklerotizujici bazaliom;

e superficidlni bazaliom;

e mikronodularni bazaliom;
e bazoskvamozni karcinom;
e pigmentovany bazaliom;

e fibroepiteliom (Pinkus{iv tumor).
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Nodularni bazaliom je nejcastéjsi a projevuje se jako rtizovy nebo perletové
bily uzel, ktery je nepravidelny, nékdy s centralni krustou nebo ulceraci. Jsou
pro néj typické teleangiektazie, coz jsou rozsifené drobné kapilary, které vidime
jako Cervené nitky. Nachdzi se typicky na hlavé a krku. RozliSujeme dva subtypy

nodularnich bazaliomii a to BCC cysticky a BCC s pigmentem [12; 13; 14].

Druhym nejcastéji se vyskytujicim typem bazaliomu je superficidlni.
Vyskytuje se hlavné na trupu jako cervenohnéda Supinata ploska s naznakem
perlicek po jeho obvodu. Tento karcinom je typicky u arsenové intoxikace

a imunosuprese [12; 13; 14].

Sklerotizujici BCC se casto vyskytuje v nazalni ryze nebo v blizkosti ucha,
kde tvofi tuhé hladké a Zlutobélavé loZisko pripominajici jizvu. Nema presné

ohraniceni, a proto se téZko diagnostikuje [12; 13; 14].

Bazoskvamodzni (metatypicky) karcinom je velice agresivni a rychle rostouci
typ bazaliomu, ktery ma z histologického hlediska i rysy spinaliomu. Léze se
projevuje jako rychle rostouci uzlik, ktery mtize ulcerovat. Tento typ je madlo
Casty, avSak jeho schopnost metastazovat je vyssi nez u nékterych typl

spinaliomu [12; 13; 14].

Pokud je postizenému méné jak 35 let, mtize se jednat o syndrom nevoidniho
bazaliomu neboli Gorliniv syndrom. Toto autosomélné dominantné dédicné
onemocnéni je spojeno s mutaci tzv. patched genu (PTCH), ktery je soucasti
signalni drahy sonic hedgehog a je spojeny s familiarnim vyskytem bazaliom.
Pacient ma jiz v détstvi mnohocetné bazaliomy, epidermoidni cysty, poruchy

skeletu nebo hrozi také vyskyt benignich fibromi ovarii [14; 15].

Bazaliomy téméf nematastazuji, pouze v nékterych ojedinélych ptipadech,

kdy dany pacient zanedba 1écbu a nechd tumor vyriist do velkych rozmért. Proto
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je prognoza tohoto onemocnéni ve vétsiné pripadech pfizniva a neohroZuje

pacienta na zivoté [14].

3.5.2 Spinocelularni karcinom

Spinaliom (SCC) je po bazaliomu druhy nejcastéjsi maligni kozni nador.
Incidence je téz na vzestupu, pomér nemocnych v Némecku je 30:100 000
obyvatel. V Australii je vyskyt spinaliomu nékolikrat vyssi nez v Evropé. Jde
o destruktivni tumor, ktery je schopny infiltrovat do sliznic, a poté pomoci
lymfatickych cest metastazovat. Z pocatku tvofi nendpadnou papuly,
kterd postupem casu roste a tvoii Supinaté léze, které jsou tuhé a ulceruji.
Spinoceluldrni karcinom postihuje jak samotnou kiizi, tak mista prechodu kize
na sliznici, tedy napfiklad spodni ret, Spic¢ka jazyka a vyjimkou nejsou
ani genitalie. Z obecnéjsich mist to jsou opét ta, kterd jsou nejvice vystavovana

slunci jako hlava, krk, hrud, predlokti nebo hibety rukou [16; 17].

Histologicky je to dlazdicobunéény karcinom, pochdzejici z keratinocytii
prognostickych parametrd, jak hluboko do ktize tumor zasahuje. Typickym
znakem spinaliomili jsou nepravidelné dozravajici keratinocyty a do dermis

zasahujici pruhy atypického epitelu [16; 17].

Pri¢in vzniku SCC je spousta, nékteré jsou stejné jako u bazaliomu. Tedy
dlouhodobé vystavovani ktize UVB slozce UV zafeni, kterd je nejvice
kancerogenni. Je také zndmo, Ze pacienti simunosupresi, po transplantaci
solidnich orgdni, jsou az tficetkrat nachylnéjsi k propuknuti spinoceluldrniho
karcinomu a z genetickych faktort je to napf. xeroderma pigmentosum, kterd ma
ke vzniku tumoru vrozené predispozice. Pfipady spinaliomt na glans penis

nebo vulvé, jsou spojovany, v dnesni dobé se stale castéjsi infekci, a to lidskymi
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papillomaviry (HPV) 16 a 18. U tohoto druhu karcinomu je dobré zminit stav

nazyvany aktinicka keratdza, ze které se SCC miize také vyvijet [16; 17].
Varianty spinoceluldrniho karcinomu:

e keratoakantom;

e verukozni karcinom;

¢ adenoskvamoézni karcinom;
e akantolitycky spinaliom;

e vietenobunécny spinaliom.

Keratoakantom je rychle rostouci tuha papula, kterd ma centralni vpaceni a je
vyplnéna keratinem. Vznikd z vlasového folikulu a je mozny spontanni regrese.
Nékteré ptipady, okolo 2 %, zacnou opétovneé rust, tim jsou uz diagnostikovany

jako spinaliomy [16; 17].

Verukoézni karcinomy je skupina spinaliomii spojena s infekci HPV 6 a 11.
Mtizou se vyskytovat na genitaliich, plosce nohy nebo v dutin€ tistni. Metastazuji
jen vzacné a jejich mitoticka aktivita je nizkd, proto jsou charakterizovany

pomalym rtstem [16; 17].

Vfietenobunécny spinaliom je vzdcna a Spatné diferenciovana varianta tohoto
karcinomu. Casto je nerozeznatelny od klasického spinaliomu. Sklada se
prevazné z vietenovitych nadorovych bunék. Tento typ SCC casto ulceruje

a krvacdi a je rychle rostouct [16; 17].

Progndza spinaliom1 se lisi pfipad od pfipadu, zavisi na tom, do jaké hloubky
zasahuji. Pokud jsou v hloubce mensi jak 2 mm, tak nikdy nemetastazuji,
pokud jsou v rozmezi 2-6 mm metastazuji cca ve 4 % piipadii. V hloubce vétsi
jak 6 mm uz metastazuje 20 % pfipadt. Pfipady na genitaliich nebo na jazyku

maji jeSté horsi progndzu nez piipady predeslé [16; 17].
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3.5.3 Diagnostika

Diagnostika bazaliomt, jelikoz jich je vice typt, je dutlezitym krokem
pro budouci uspésnou lécbu. Velice vyznamnym pomocnikem v koZnich
ambulancich je vySetfeni lékarskym digitalnim nebo ruc¢nim dermatoskopem,
diky kterému dokaze lékar diagnostikovat typ bazaliomu nebo vyloucit jiné
tumory ¢i koZzni onemocnéni. Napiiklad pigmentovy BCC lze zaménit
s melanomem, nodularni BCC se lehce zaméni za adnexdlni tumory
nebo Pinkustiv tumor lze zaménit s neSkodnymi fibromy. Dal$i moZnou
zaménou muze byt sklerotizujici bazaliom za obycejnou jizvu. Problém mitize
nastat také ve chvili, kdy se bazaliom v prabéhu rtstu zdanlivé zahoji, pacienti
se tim obvykle prestanou zabyvat a tim se zdrzuje diagnostikovani nadoru. Dalsi
moznosti diagnostiky je invazivni biopsie. Ve vétsiné pfipadt je BCC snadno
uréen  navzdory  mnoha  variantdim a  nevyZaduje  potvrzeni
imunohistochemickym barvenim. Postizeni s bazoceluldrnim karcinomem majt

az 30% riziko rozvoje dal$iho bazaliomu [18].

U spinaliomt je spravna diagnostika také dtileZitym krokem pro spravnou
lécbu. Klinicky rozdil SCC od aktinické keratdzy, povrchového bazoceluldrniho
karcinomu, akantomu, bradavic nebo ekzému muze byt obtizny. V pripadé
diagnostickych obtizi l1ze potvrdit diagnozu histopatologickym vySetfenim.
Ackoli standardem diagnostiky SCC je invazivni biopsie s ndaslednym
histopatologickym hodnocenim, neinvazivni a minimalné invazivni diagnostické
nastroje ziskaly zvysenou pozornost. Pacienti s imunosupresi nebo spinaliomy
vétsimi nez 5 mm by méli byt po prodélani prvniho SCC sledovani po dobu tfi

let, vznika totiz riziko rozvoje dal$iho tumoru [19].

Nutno podotknout, Ze histologické vySetfeni a zhodnoceni kozZnich excizi

karcinomtt mé nezastupitelnou roli v jejich diagnostice.
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4 METODIKA

Spravné zpracovani biologického materidlu v histologické laboratofi je

dtlezité pro vyhodnoceni vysledného preparatu. Toto zpracovani se sklada z:

e pfijmu materidlu;

e fixace;

e zalévani vzorku;

e krajeni vzorku;

e Dbarveni histologickych fezti;

e montovani preparat.

Vsechny tyto kroky jsou v souladu se standardnimi operacnimi postupy (SOP)

a je nutné dodrZovat zasady bezpecnosti a ochrany zdravi pfi praci (BOZP).

4.1 Pfijem materidlu

Pfijem materialu je aplné prvni krok, ktery se v histologické laboratofi dé&je.
Laborant pfi pfijmu biologického materidlu musi zkontrolovat, zdali se shoduje
jméno pacienta, jeho rodné (islo a (cislo zdravotni pojistovny
na Stitku odbérové nadoby s tdaji na zddance. Pokud je vSe spravné, materidl 1ze
pfijmout. Pokud ale chybi napfiklad podpis lékate, ktery odvedl zakrok,
nebo razitko z oddéleni na zadance, kde byl materidl odebran, nebo nesouhlasi
udaje ze stitku odbérové nadoby s privodnim listem, musi laborant materidl
vratit a pozadat o opravu chyb, aby v budoucnu nedoslo k zdméné vzorki.
Pokud je nalezena jakdkoli chyba hned anebo pozdéji pfi kontrolovani zaddanek

v systému, je nutné ji ihned vytesit a poté zapsat do ,, knihy neshod”.

Dilezitd je i kontrola samostatné nadobky s materidlem, kde musi byt
dostatecny objem fixacni tekutiny. Dalsi aspektem je pfimérena velikost nadoby

na materidl, aby nebyl nijak deformovan.
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Potom co laborant spravné pfijme material, orazitkuje Zadanku razitkem
s datem daného dne a pfijmovym razitkem, kam zapiSe c¢as pfijmu a svoji parafu.
Také Zadanku orazitkuje identifikaénim laboratornim cislem (bioptickym),
pod kterym bude evidovan materidl v laboratornim informac¢nim systému (LIS),
pod kterym bude materidl prochdzet vSemi kroky v laboratofi a pod kterym bude
jak v parafinovém blocku, tak v nddobé¢, ve které pfiSel, nadale archivovan.
Kazdy biologicky material a jeho Zadanku je nutné uschovat. Vzorky se archivuji
po dobu 2 mésicti od uzavieni diagndzy a privodni listy po dobu 10 let. Dale se
zaddanka orazitkuje barvou, kterou bude mit histologickd kazeta, do které se
prislusny pfikrojeny material v dalSich krocich vloZi. Barvu kazet voli laborant

tak, aby byla zajisténa lepsi prehlednost vzorki pfi jejich dalSim zpracovani [20].

Zéadanka se poté zapise v poéitaci do LIS, kde je pacient jiz zadan z d¥ivéjsich
pfipadi anebo ho laborant nové zapiSe. Pokud je pacient jiz zadan tak se
kontroluje, zdali se tdaje ze systému shoduji s tidaji na Zaddance. Témi jsou:
jméno a prijmeni, rodné d¢islo, bydlisté, cislo pojisStovny, ciselnd diagndza;
ktera je pouze orientacni, jaka tkan byla odebrdna, pocet nadob, ve kterych
materidl pfiSel, datum a cas odbéru materidlu a fixacni roztok, ve kterém se
materidl nachdzi. Diky modernizaci laboratofe a sniZeni chybovosti laborant
nechd vytisknout stitky s ¢arovym kodem, ktery ma v sobé vepsané to bioptické
Cislo, které bylo na pocatku natisténo na priivodni list. Laborant jednim Stitkem

polepi zaddanku a druhym nddobu s materidlem.

Pred samotnym prikrajovanim je nutno pripravit barevné kazety, do kterych
se bude pfikrojeny material vkladat. K tomu opét diky modernizaci laboratote
nové napomaha piistroj, ktery po nacteni carového kdédu na nadobce
s materidlem, vytiskne zvoleny pocet histologickych kazet dané barvy. V této

chvili je vSe pfipraveno k tomu, aby mohlo byt provedeno ptikrojeni dodaného
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biologického materidlu. S kazdym materidlem se musi zachdzet jako

s potencialné infekc¢nim.

Po pfikrojeni a makroskopickém popisu tkané laborant nebo patolog vlozi
prikrojené casti tkané do pfripravenych kazet vhodné barvy a da je znovu
do fixacni tekutiny do doby, nez se budou vSechny vzorky vkladat do tkanového

automatu.

4.2 Fixace

Fixace je dal$im dtlezitym krokem pfi zpracovavani biologického materidlu
v histologické laboratofi. Jde o rychlou a Setrnou denaturaci bilkovin
nachdzejicich se v burikkach tkani, kterd zabranuje autolyze vlastnimi enzymy.
Fixace musi byt provedena bezprostfedné po odebrani materidlu, aby nedoslo
kjeho znehodnoceni. Fixa¢ni prostfedky musi dobfe pronikat do celé tkané.
S tim souvisi dalsi podminka, kterou musi fixativum spliiovat a tim je zachovani
struktury biologického materidlu. Ddle by fixacni metoda neméla zménit

barvitelnost tkané. Moznosti fixace tkané [20]:

o fyzikdlni metody;

e chemické metody.

4.2.1 Fyzikdlni metody fixace

Metody na fyzikalni bazi se v histologické laboratofi dnes vyuzivaji jen
malokdy. Nejcastéji se vyuzivaji zmrazovaci metody (freezing methods), kdy se
kousek tkané vlozi do vakua a Sokové se zmrazi pfi velice nizké teploté,
okolo -60 °C. Pfistroj, ve kterém je mozno vytvofit vakuum, a tak nizkou teplotu,
se nazyva kryostat. Z ndzvu je patrné, ze zmrzlou tkan v tomto zafizeni lze

i krajet. Tato metoda se vyuziva v nékterych pripadech pfi histologickém
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pritkazu citlivych latek napf. enzymd, nebo se vyuZziva pfi peroperacni biopsii

z nativniho materialu.

Nejméné casté jsou pak vyuZivané fixacni metody s vysokymi teplotami,

napt.: varem, kdy vysoka teplota vede k hrubému poruseni tkané.

4.2.2 Chemické metody fixace

Nejvyuzivanéjsi metody fixace v histologii jsou chemické. V praxi to znamena,
pouziti organickych i anorganickych sloucenin (= fixacnich tekutin),

kdy se do nich odebrany material ponoti a fixuje se.

Nejvyuzivanéjsim fixdtorem je pufrovany formol (formalin). Jedna se o 40%
roztok formaldehydu ve vodé, coz je 100% formol. Ten je dale nutno naredit
na formol 10%. Spravné skladovani je diileZitou soucasti jeho pouZzivani. Formol
totiZz na svétle oxiduje v methanol a kyselinu mravendi, které formol
znehodnocuji. Proto se tento roztok uchovava v lahvich z tmavého skla,
do kterych je jesté vmichan uhlicitan vapenaty, ktery na sebe, popfipadé vaze
vzniklou kyselinu mravendi. Takto vytvofeny formol se nazyva neutralni formol.
OvSem v histologické laboratofi se nejcastéji pracuje s certifikovanym
pufrovanym formalinem, ktery je do laboratofi dodavan pfipraveny

k okamzitému pouziti. Tkan je v ném nutné fixovat minimdalné 24 hodin.

Formalin je bezbarvy, toxicky a vytvafi velice Stiplavy zapach. Pfi praci
s formolem je nutno pouzivat rukavice kvili riziku podrazdéni pokozky
a manipulace s nim by méla byt provadéna v digestofi, jelikoz jeho vypary drazdi

sliznice.

Jako dalsi fixacni tekutina mtize byt pouzita tzv. Bouinova tekutina, roztok
zluté barvy obsahujici kyselinu pikrovou, formol a ledovou kyselinu octovou. Je

to rychly fixator, ktery v biologickém materidlu dobfe zachovava polysacharidy.
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Je vSak nevhodny pro silné prokrvenou tkan, krev v disledku fixace hemolyzuje
a tkan se stava velice tvrdou. Material fixovan Bouinovou tekutinou nesmi byt
pak proplachovan vodou, dojde totiZ k nevratnému poskozeni, musi se

proplachovat v 80% ethanolu.

Dale se jako fixatory pouzivaji slouceniny téZzkych kovti jako napriklad chlorid
rtutnaty (soucdst Zenkerovy tekutiny), dichroman draselny (také soucast
Zenkerovy tekutiny) nebo pro elektronovou mikroskopii oxid osmicely

a manganistan draselny.

4.3 Zalévani do blocku

Dals$im krokem ve zpracovani materidlu v histologické laboratofi je zalévani
tkané do blockli. Po pfikrojeni tkané laborant vlozi pfikrojené a jiz fixované
kousky tkané histologickych kazet a poté do tkanového automatu, ve kterém jsou
kazety pfes noc. Zde se déji 3 faze: Odvodnéni, projasnéni intermediem
a prosyceni parafinem. V pfipadé nezpracovani celého vzorku se zbyly
biologicky material po ptikrojeni uschova v ptivodni nadobé v dobie odvétrané

mistnosti.

Zalévaci media se déli do dvou skupin, a to na:

e ve vodé rozpustné;

e ve vodé nerozpustné.

Ve vodé rozpustna media jsou naptiklad Zelatina, nékteré typy pryskyfic nebo

ve vodé rozpustné vosky. Vyhoda téchto medii je, Ze neni potfeba tkan
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odvodnovat. Napriklad pri zalévani do 10-20% Zelatiny se toto zalévaci medium

necha jen zchladnout, a nakonec se blocky ponofi do formolu, aby ztuhly.

Nejvice pouZivana media ve vodé nerozpustna jsou celoidin a parafin.
Celoidin je nitroceluldza a je vhodny pro zalévani tuhych nebo tvrdych tkani jako
jsou naptiklad zuby, kosti nebo Slachy. Vyhodou je, Ze celoidin je k vzorkiim
Setrny a pracuje se s nim pfi pokojové teploté, avSak v praxi se pouziva

minimalné kvili zdlouhavému zalévacimu procesu.

4.3.1 Zalévani do parafinovych blocku

Parafin je nejcastéji pouzivané zalévaci medium v histologickych laboratofich.
Jedna se o smés alifatickych uhlovodikii, ktera se ziskdva z vroucich frakci pfi
destilaci ropy. Pro zalévani v histologickych laboratofich se tzv. zkvalitiuje,
coz znamena Ze se do n¢j pridava vceli vosk a déle se zného odstranuji
mechanické nedistoty a plynné pfimési. Bod tani parafinu je mezi 56-58 °C, ovSem
pro jeho dokonalé rozpusténi se doporucuje teplota 60 °C. Je to levné medium,
které ale neni vhodné pro zalévani vSech druht tkani. Parafin je napiiklad
nevhodny pro zalévani tvrdych tkani jako jsou chrupavky, kosti nebo zuby. Dale
je nmevhodny pro tkadné, ve kterych je tfeba pozdéji prokazovat lipidy,
nebot ethanol pouZivany pfi tomto typu zalévani lipidy extrahuje, tudiz se

nemuzou ani obarvit a ani stanovit. Samotnému zalévani pfedchazi 3 faze.

1. faze je odvodnovani biologického materidlu. Dospély clovék je ze 60%
tvofen vodou, ktera je vSak nemisitelnd s parafinem. Proto je potfeba vodu
odstranit, tedy tkan odvodnit. Jakykoli ndznak vody v materidlu zptisobi jeho
Spatné prosyceni parafinem a ndsledné jeho Spatné krajeni na mikrotomu.
Odvodnéni se provadi vzestupnou fadou alkoholti, kdy pfi fixaci formolem se
nejcastéji zacind se 70% ethanolem. S takto nizsi koncentraci se zacina proto,

aby nedos$lo ke smrsténi materidlu, tedy poruse fyziologické struktury. Daéle
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histologicka kazeta se vzorkem pokracuje do ethanolu o koncentraci 80 % a dal
o koncentraci 96 %. Doba pobytu kazet v ethanolu se odviji od jeho koncentrace.
V 70% a 80% koncentraci se ponechavaji mezi 2-4 hodinami. V ethanolu
o koncentraci 96 % se materidl nechdva 4-6 hodin. Po delsi dobé odvodnovani by

tkan ztvrdla a nesla by krjjet.

2. faze je projasnéni tkané intermediem, coZ znamend kompletni odstranéni
ethanolu ze vzorku. Musi se pouZzit latka, ktera je misitelnd s alkoholem
a zaroven se v ni rozpousti parafin. Tyto latky maji vysoky index lomu
a jejich plisobenim se tkan projasni, tedy zprtsvitni. Jednd se napriklad
o latky s nizkym bodem varu: toluen, benzen (ten je kancerogenni) a xylen nebo
latky s vysokym bodem varu: methylbenzoat, methylsalicylat nebo cedrovy olej.
Ty s vysokym bodem varu jsou pro zalévani do parafinu lepsi, ale nepouzivaji
se, nebot prosycovani témito latkami trva az 26 hodin. Proto se v laboratofich

pouziva nejvice benzen nebo xylen, ve kterych prosycovani trva tfi krat 15 minut.

3. faze je prosyceni biologického materidlu zkvalitnénym parafinem.
V nékterych laboratofich se kazety vkladaji do lazné parafin/intermedium,
to vSak ale neni nutnost. Ddle se pak do tfech lazni s parafinem o teploté 56-58
°C vkladaji histologické kazety, do prvni ldzné na 2-4 hodiny, do druhé na 4-6

hodin a v posledni 1dzni jsou aZ 8 hodin.
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Obrazek 2: Tkanovy automat Leica TP 1020 (vlastni foto)

4. faze je samotné zaliti tkané do parafinu. TéZ se zde pouziva zkvalitnény
a prefiltrovany parafin. V dnesni dobé se pro zalévani vzorkti pouziva zalévaci
linka, kterd parafin rozehfeje na potfebnou teplotu, a jejiZ soucasti je i mrazici
ploténka, na které zalité blocky tuhnou. Béhem zalévani si laborant bere
z termostatu jednu kazetu, kterou déle otevfe a vzorek zaleje. Nebere si jich vic,
mohlo by dojit k zaméné vzorkli. Zaléva se do plastovych nebo kovovych
komdtirek, které maji rtizné velikosti a laborant je voli podle velikosti pfikrojeného
vzorku. Tyto komiirky jsou také v termostatu, aby byly dostatecné predehrate.
Do komtrky laborant aplikuje malé mnozstvi parafinu pomoci trysky zalévaci
linky, poté do ni nahfatou pinzetou pfenese vzorek, ktery v komitirce spravné
orientuje. Forma se vzorkem se pfenese na malou mrznouci plochu, kde laborant
peclivé pfitlaci cely vzorek na dno komtirky, musi pfitlacit vSechny mista stejné
silné, aby nedoslo nerovnomérnému zaliti. To je dale problém pfi krajeni fez.

Po diikladném pritlaceni a zaliti tkané da laborant na hladinu parafinu
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histologickou kazetu, ve které predtim vzorek byl. Komfirka je pak prenesena
na velkou mrznouci plochu, kde je Sokové zmrazena. Po dplném ztuhnuti
parafinu je kovova nebo plastova komtrka odstranéna a parafinovy blocek je
pripraven ke krajeni. Je mozné dat takto pfipravené bloky do mrazaku,

aby parafin ziistal nadale kompletné tuhy.

Obrazek 3: Zalévaci linka Medite TES Valida (vlastni foto)

4.4 Krajeni vzorku

Po ztuhnuti parafinu se zhotovené blocky kraji pomoci specialniho pfistroje
mikrotomu. Existuji dva typy mikrotomti, sarikovy a rotacni. Sarikkovy mikrotom
je uzpusoben tak, Ze laborant pohybuje nozem (ziletkou) proti parafinovému
blocku, ktery je pevné usazen v tzv. neapolské svorce a pomoci makrometrického
a mikrometrického Sroubu je pohybem bloc¢ku zvolena potfebna tloustka fezu.
Rotacni mikrotom pracuje na opa¢ném principu. Mikrotomovy ndz je pevné
fixovan, laborant jej posouva makrometrickym a mikrometrickym Sroubem.

Parafinovy blocek je proti nému po kruhové trajektorii vystavovan a krajen.
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Tento pohyb je pohanén ru¢nim otacenim setrvacnikoveho kola. Vyhodou tohoto
mikrotomu je, Ze dokaze krajet v sérii a tvofi se tak souvisla linka fezt. Tloustka
fezl se voli pomoci mikrometrického Sroubu a neméla by prekracovat hodnotu

8 um.

Po krajeni se tenké fezy prenesou na hladinu teplé destilované vody, ktera je
vyh¥atd pomoci vodni 14zné. Rezy se zde napnou a vyhladi. Poté laborant vezme
podlozni sklicko, které je jiz z vyroby potfené adhezivni vrstvou, ta mtze byt
tvofena Zelatinou nebo smési bilkli s glycerinem. Takto potazena skla se lehce
obarvi, a proto jsou nevhodnd pro imunohistochemické metody. Pro tyto ptipady
se pouzivaji sklad s 3-aminopropyltriethoxysilanem nebo s poly-L-lysinem, tedy

skla silanizovana.

4.4.1 Krajeni parafinovych blocka

Parafinové blocky se daji krajet jak sankovym, tak i rotaénim mikrotomem.
Laborant si vynda pfislusny parafinovy blocek z mrazdku a upevni si ho
v neapolské svorce. Nastavi si tthel sklonu mikrotomového noze, nebot musi byt
mensi nez 10°. V pripadé krajeni sarikovym mikrotomem, si laborant odemkne
niiz a opatrné zacne, zaroven za posouvani makrometrického sroubu, skrajovat
svrchni vrstvu parafinu, nez se dostane k zalité tkani. Pokud je vzorek spravné
pritlacen z procesu zalévani, laborant se po par skrojenich dostane k celé plose
materidlu. Pokud ale vzorek spravné pfitlacen neni mtiZze si pomoci tim, Ze si
posuvnymi Srouby nahne plochu skrajovani tak aby se material skrojil spravné.
Laborant dale skrajuje materidl ale jizZ za pomoci mikrometrického Sroubu, tim si
plochu tzv. uhladi a dal$im zakrojenim vznikaji oficidlni fezy. Ty se poté
prenesou na predehfatou hladinu destilované vody, kterd ma teplotu pfiblizné
40 °C, kde se napnou a narovnaji. Laborant vezme pfislusné podlozni sklicko,
které se vlozi pod jistym tthlem pod fez a pomoci histologické jehly ten fez

ke sklicku nasméruje. Sklicko se pomalu vytahuje z vody a fez se na néj
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rovhomérné upind. Pfebytecnou vodu nechame okapat na bunicinu

a pro dokonalé osuseni fez1 se skla davaji do suSarny.

Obrazek 4: Rotacni mikrotom Leica Histocore autocut (vlastni foto)

4.5 Barveni histologickych fezt

Histologické fezy jsou po ukrojeni bélavé, jelikoz maji vSechny struktury
stejny index lomu a pod mikroskopem jsou tézce rozeznatelné. Proto je nutné
barveni. Vybranymi barvivy odliSime jednotlivé struktury tkani a bunék
v histologickém fezu. Nejcastéji se barviva déli na kysela (aniontova) a zasadita
(kationtova), dale také na eosinofilni, bazofilni a neutrofilni. Kysela barviva jsou
napiiklad: Eosin, Kysely fuchsin, Oranz G, Anilinova modf. Zasaditd barviva

jsou nap¥iklad: Hematoxylin, Basicky fuchsin, Methylenové mod¥, Thionin. Rezy
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se nejcastéji barvi kombinaci obojiho, ¢imz vznikla i nejzakladnéjsi barvici

metoda Hematoxylin-Eosin nebo dalsi jako Azan nebo Weigert-van Gieson.

V dnesni dobé histologické laboratofe vlastni barvici automaty, které barvi

v jednom sledu vétsi mnozstvi skel a laboranttim usnadnuji praci.

4.5.1 Barveni metodou Hematoxylin-Eosin (HE)

Toto zakladni barveni je kaZdodenni rutina histologické laboratofe. Ackoli
jsou k dispozici barvici automaty, laborant by mél toto zdkladni barveni umét

barvit i ruéné. Metoda se sklada z n€kolika fazi, které je tfeba dodrZovat:

e deparafinace fez{i;
e Dbarveni fezy;
e odvodnéni;

e projasnéni.

1. faze je deparafinace fezi, nebot barviva zaloZzend na vodné bazi by do
vzorku nepronikla. Odparafinovani poc¢ind dvéma laznémi v xylenu po dobu 5
minut. Xylen je ale také s vodou nemisitelny, tudiZz se musi fezy vlozit do
sestupné fady alkoholt. Nejprve do 100% alkoholu na cca 5 minut a poté do 96%
alkoholu také na cca 5 minut. Poslednim krokem této faze je zavodnéni vzorku,

kdy se fezy ponofti do vody.

2. faze je vlastni barveni fezti. To zacina vlozenim deparafinovanych fezii na
5-10 minut do Hematoxylinu. Tato péti minutova mezera se odviji od stafi
roztoku, totiz jak dlouho je nalit v kyveté, ale také od tloustky a typu tkané. Po
tomto kroku nasleduje oplach vodou, tim se fez diferencuje. Dale se pfenesou
fezy do destilované vody. Pokracuje se vlozenim skel na 2-5 minut do Eosinu,

kdy se poté opét oplachnou v destilované vodé.
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3. faze je odvodnéni. Zde je to stejné jako pfi 1. fazi zalévani Odvodnuje se

vzestupnou fadou alkoholf.
4. faze je projasnéni v laznich xylenu.

4.6 Montovani histologickych fezu

Po obarventi fezii se musi podlozni sklo zamontovat krycim sklem, aby se fez
neposkodil. Déje se tak pomoci montovacich medii, které musi mit stejny
nebo velice podobny index lomu jako sklo, to ma index lomu cca 1,5. Je tomu tak
z dtvodu, aby nedochazelo k optickym efektiim, které by komplikovaly
mikroskopovani. Montovaci media se déli na ve vodé rozpustnd a nerozpustna.
Nejcastéji pouzivanym montovacim mediem je kanadsky balzdm nebo solakryl,
coz jsou ve vodé nerozpustnd media. Pasteurovou pipetou je kdpnuta kapka
solakrylu na fez a kryci sklicko je pfiloZeno. Laborant opatrné skli¢ko pfimackne
tak, aby pod nim nezistaly bublinky, které by dale komplikovaly
mikroskopovani. Vytlaéené mnozstvi solakrylu mimo kryci sklicko se odisti
hadfikem namocéenym v xylenu. Laborant musi byt velice opatrny, aby s krycim

sklickem nepohnul a neposkodil tak fez pod nim. Medium se nechd zaschnout

a tim je preparat hotov k mikroskopovani.

4.7 Imunohistochemie

Imunohistochemie patfi do skupiny afinitni histochemie, pfi které se vyuziva
principu reakce antigen-protilatka pro identifikaci antigenti ve tkani. Tato reakce
je specifickd a pevna.

4.7.1 Fixace

V pfipadé prikrojené tkdné na imunohistochemické vySetfeni nesmi

presdhnout doba fixace 24 hodin. Fixac¢ni tekutina musi byt vic¢i tkani inertni
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a nesmi ménit jeji strukturu. Nejcastéji se také pouziva formalin, kde je dilezité
brat v potaz jeho pH. Formalin nepufrovany, ktery ma pH 4 fixuje delsi dobu neZ
pufrovany formalin, ktery ma pH vrozmezi 4,5 — 5,5. Pufrovany formalin,
ackoli se vyuziva nejcastéji, ma i sva negativa. Nékdy napriklad muze pfi fixaci
pufrovanym formolem dojit ke ztraté nékterych epitopli antigenu. DalSimi

fixaénimi tekutinami mohou byt Bouintiv roztok, ethanol nebo aceton.

4.7.2 Zalévani

Stejné jako u zdkladniho zpracovani materidlu, se nejcastéji tkan pro
imunohistochemii zaléva do parafinu. V tomto pfipadé si ale musi davat laborant
pozor na teplotu parafinu, ta nesmi presdhnout teplotu 60 °C. Pfi této teploté jsou
nekteré antigeny vysoce citlivé a mohly by se poskodit. Vhodnéjsi je teplotu

udrzovat na 58 °C.

4.7.3 Krajeni a napinani fezt

Rezy pro imunohistochemické vysetfeni by mély byt jesté tenci neZ fezy pro
klasické barveni. Tloustka fezu by pro tuto metodu méla byt v rozmezi 3-5 um.
Takto tenké fezy jsou pak prfeneseny na podlozni sklicka, kterd na sobé musi mit
pfilnavou adhezivni vrstvu, kterd tam velice tenké fezy udrzi i v dalsich krocich.
Poté co laborant natdhne fezy na sklicka, d4 je na 30 minut do termostatu,

aby fezy spravné pfilnuly ke sklu a rovhomeérné se natdhly.

4,7.4 Imunohistochemicka detekce

V této fazi je dtlezité demaskovat epitopy antigenti. Kdyby tomu tak nebylo,
reakce by nemusela vlibec probéhnout, vedla by kfaleSné negativité
anebo by byly vysledky zkreslené. K tomuto demaskovani se pouzivaji
proteolytické enzymy. Nejvice pouZzivanou protedzou je trypsin nebo pepsin.

Tkanové fezy diky enzymtim ztraci prilnavost k podloZznimu sklicku, a proto je
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dalezité, aby méla tato skla pfilnavou adhezivni vrstvu, ktera fezy udrzi.

Enzymy jsou citlivé na teplotu, nejlépe pracuji pfi teploté 37 °C.

V imunohistochemii jsou vyuZzivany dvé metody, pfima a nepfima. Pfi pfimé
reakci naseda oznacena primdarni protiladtka markerem na hledany antigen.
Nevyhodou této metody je mala citlivost, a proto se vice pouziva nepfima reakce,
ktera se sklada z vice molekul, proto je jeji citlivost vySsi. Primarni protilatka,
ktera nasedd na hledany antigen je oznacena sekundarni protilatkou s biotinem.
Na sekundarni protilatku s biotinem je pak navazan marker, ktery zesiluje reakci.
Dale je k tomuto markeru pfidan substrat (chromogen), ktery se po enzymatické

pfeméné zméni na barveny produkt, ktery je detekovan.

V imunohistochemii se vyuzivaji dva typy protilatek, monoklonalni
a polyklonalni. Monoklonalni vznikaji z hybridomt a polyklonalni vznikaji po
imunizaci organismu. Tyto protilatky se musi oznacit markery, které napomahaji
vizualizovat priibéh reakce. Jako markery se pouzivaji fluorochromy, avidin-
biotinovy komplex a nejvice vyuzivanymi , znackami” jsou enzymy peroxidaza
a alkalicka fosfatdza. Jelikoz se tyto enzymy nachdzi i ve zkoumané tkani,
u peroxidazy vznika obc¢asny problém, a to Ze miiZe vytvaret faleSnou pozitivitu.
Proto je nutné ji blokovat inkubaci na 20-30 minut ve vodném peroxidu vodiku.

V piipadé alkalické fosfatdzy se pouziva na blokaci lavamizol.

Cely proces je dulezity provadét spravné, krok za krokem presné podle
pokynit metodiky nebo pokynti od vyrobce v pfibalovém letac¢ku. Po dokonceni
metody lze skla s tkdfiovymi fezy zamontovat stejnym zptisobem jako se montuji
fezy barvené napfiklad Hematoxilnem-Eosinem a ddale je pozorovat

v mikroskopu.
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5 VYSLEDKY

Preparaty byly vyfoceny pomoci mikroskopu Olympus BX 43, ktery ma v sobé

zabudovanou digitalni full HD kameru Moticam 1080.
5.1 Pfijem a ptikrajovani koznich excizi

Bazaliomy a spinaliomy prichazi k vySetfeni na Patologicko-anatomické
oddéleni Oblastni nemocnice Kladno ve formé koZnich excizi. Kozni excize
posilaji dermatologové v plastovych, velikostné odpovidajicich zkumavkach. Pri
pfijmu materidlu je dtlezité zkontrolovat zadanku spolu se zkumavkou,
aby nedoslo k zdméné materialu. Po zkontrolovani a zapsani Zadanky do UNIS
STEINER (LIS) jsou zkumavky pfeneseny do digestore, kde se vzorky prikroji.
Pomoci pfistroje a systému Perseus se vytisknou kody na histologické kazety

prislusné barvy.

Vzorky jinych koznich excizi se rozkroji podélné na dvé poloviny,
bazoceluldrni a spinoceluldrni karcinomy jsou vétSinou vétsich rozmérd,

a proto se po zméfeni a makroskopickém popisu kraji napfic na vice platki.

5.2 Fixace, zalévani a krajeni materialu

Po pfikrojeni se materidl v histologickych kazetdch vlozi do nadob
s koncentrovanym pufrovanym formalinem HistoFOR BFS-L 10, kde se excize
fixuji 5-7 hodin. Na Patologicko-anatomickém pracovisti Oblastni Nemocnice
Kladno se vSechny vzorky zalévaji stejnym zptisobem, a to do parafinu. To se
provadi tak, Ze ve 14 hodin se kazety presunou do specidlnich kost a ty se
prenesou do tkanového automatu Leica TP 1020. Zde se navoli program Standard

1 (viz. Tabulka 1), ktery pracuje pfes noc.
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Tabulka 1: Konfigurace roztoki ve tkanovym automatu Leica TP 1020

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

Druhy den rano se histologické kazety vyndaji a odnesou k zalévaci lince

Medite TES Valida (viz. Obrazek ¢.3), kde se zaliji do kovové formicky za vzniku

parafinového blocku.

Obrazek 5: Parafinovy blocek s kozni excizi (vlastni foto)



Po zaliti a ztuhnuti blockdl se vzorky kraji na sarikovém mikrotomu Leica
SM2010R nebo rota¢nim mikrotomu Leica Histocore Autocut. Ukrojené fezy
na podloZnich sklech jsou pfeneseny ve stojancich do barviciho automatu Tissue-
Tek Prisma, kde jsou nabarveny metodou Hematoxylin-Eosin. Po obarveni cely
stojanek s fezy pokracuje zbarvictho automatu do knému propojeného
montovacitho automatu Tissue-Tek Film. Zde se skla zamontuji specidlni

montovaci paskou Tissue-Tek Coverslipping Film, ktera nahrazuje kryci sklicka.

Obrazek 6: Hotové histologické preparaty (vlastni foto)

5.3 Barveni Hematoxylin-Eosin a imunohistochemicky priikaz

Pfi vyuziti tohoto zakladniho barveni se Hematoxylinem obarvi struktury
bazofilni, tedy jadra a granula, na fialovo. Eosinem se pak obarvi struktury
acidofilni jako jsou cytoplazma, kolagenni vldkna, svalova vladkna, atd..., ty

pod mikroskopem vidime jako rtiZzové.
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5.3.1 Zdrava ktize — barveni Hematoxylin-Eosin

Obrazek 7: Histologicka stavba kiize, zvétSeno 50x (vlastni foto)

Obrazek 8: Pokozka a podkozi, zvétSeno 400x (vlastni foto)

1- Epidermis 6 — Stratum lucidum

2 — Dermis 7 — Stratum corneum

3 — Stratum basale 8 — Stratum disjunctum
4 — Stratum spinosum 9 —Mazova zlaza

5 — Stratum granulosum 10 - Melanocyt
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1-Chlup

2 — Melanocyt

3 — Bunky stratum basale s melaninovymi granuly
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5.3.2 Bazaliom - barveni Hematoxylin-Eosin

Obrazek 10: KiiZe s patologickymi zménami, zvétSeno 50x (vlastni foto)

Obrazek 11: Bazocelularni loziska dosahujici na spodinu excize, zvétseno 50x (vlastni
foto)

1- Epidermis 6 — Tukové buriky v hypodermis
2 — Dermis

3 —Mazova zlaza

4 — Vyvody potnich zlaz

5 — Bazocelularni karcinom
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Obrazek 13: Bazocelularni loziska v dermis, zvétseno 100x (vlastni foto)

Obrazek 12: Nodularni bazocelularni karcinom, zvétseno 400x (vlastni foto)

1- Epidermis

2 — Dermis

3 — Bazocelularni loZiska

4 — Typickeé palisaddovani bunék s podlouhlymi jadry v bazocelularnim

karcinomu
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5.3.3 Bazaliom - imunohistochemicka detekce protilatkami p63, CK5/6
a Bcl-2

Obrazek 14: Imunohistochemicky priikaz jader bazalnich bunék v epidermis i
bazaliomu protildtkou anti-p63, zvétSeno 50x (vlastni foto)

Obrazek 15: Imunohistochemicky priikaz jader bazalnich bunék v epidermis i
bazaliomu protilatkou anti-p63, zvétseno 400x (vlastni foto)

1 - Prokazani bazalnich bunék v dermis pomoci protilatky anti-p63
2 — Fyziologické prokdazani stratum basale v epidermis pomoci protilatky

anti-p63
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Obrazek 16: Imunohistochemicky priikaz cytokeratinu v burikach epidermis i
bazaliomu protilatkou anti-CK5/6, zvétseno 50x (vlastni foto)

Obrazek 17: Imunohistochemicky priikaz cytokeratinu v burikach epidermis i
bazaliomu protilatkou anti-CK5/6, zvétseno 400x (vlastni foto)

1-Fyziologické prokazani cytokeratinu v epidermis protilatkou anti-CK5/6
2 — Fyziologicky negativni dermis na cytokeratin

3 — Prokazani cytokeratinu protilatkou anti-CK5/6 v dermis, bazaliom
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Obrazek 18: Imunohistochemicky priikaz onkoproteinu v bazaliomu pomoci
protilatky anti-Bcl-2, zvétseno 200x (vlastni foto)

Obrazek 19: Imunohistochemicky priikaz onkoproteinu v bazaliomu pomoci
protilatky anti-Bcl-2, zvétSeno 400x (vlastni foto)

1 - Priikaz onkoproteinu Bcl-2 (hnédé zabarveni) na povrchu bunék

bazocelularniho karcinomu
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5.3.4 Spinaliom - barveni Hematoxylin-Eosin

7
e

Obrazek 20: Lokalné rohovéjici spinoceluldrni karcinom, zvétseno 50x (vlastni foto)

Obrazek 21: Lokalné rohovéjici spinocelularni karcinom, zvétseno 100x (vlastni foto)

1- Epidermis
2 — Vyraznd keratinizace, tzv. keratinové perly

3 — LoZiska spinaliomu
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5.3.5 Spinaliom - imunohistochemicka detekce protilatkami p63, CK5/6
a Bcl-2

Obrazek 22: Imunohistochemicky priikaz jader bunék v epidermis i spinaliomu
protilatkou anti-p63, zvétSeno 50x (vlastni foto)

Obrazek 23: Imunohistochemicky priikaz jader bunék v epidermis i spinaliomu
protilatkou anti-p63, zvétseno 200x (vlastni foto)

1-Fyziologické prokazani stratum basale v epidermis protilatkou anti-p63
2 — Fyziologicky negativni dermis

3 — Prokazani bunék z epidermis v dermis protildtkou anti-p63, spinaliom
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Obrazek 24: Imunohistochemicky priikaz cytokeratinu v burikach epidermis i
spinaliomu protilatkou anti-CK5/6, zvétSeno 50x (vlastni foto)

Obrazek 25: Imunohistochemicky priikaz cytokeratinu v burikach epidermis i
spinaliomu protilatkou anti-CK5/6, zvétSeno 200x (vlastni foto)

1-Fyziologické prokazani cytokeratinu v epidermis protilatkou anti-CK5/6
2 — Fyziologicky negativni dermis na cytokeratin

3 — Prokazani cytokeratinu protilatkou anti-CK5/6 v dermis, spinaliom
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Obrazek 26: Negativni imunohistochemické prokdzani antigenu Bcl-2, zvétSeno 50x
(vlastni foto)

Obrazek 27: Negativni imunohistochemické prokdzani antigenu Bcl-2, zvétSeno 400x
(vlastni foto)

1 - Buriky spinaliomu negativni na antigen Bcl-2
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6 DISKUZE

V ramci plnéni cilti této bakalafské prace, byly vybrany dva nejcastejsi
epidermélni karcinomy. Jedna se o bazaliom a spinaliom. Umrtnost je velice
nizka, avsak v roce 2017 byl v Ceské republice zaznamenan velky nérst pacientti
s diagnostikovanym bazocelularnim, ¢i spinocelularnim karcinomem a od té

doby incidence stale kazdoroc¢né roste [21].

Biologicky materidl ve formé koznich excizi jsem zpracovala podle
standardnich operac¢nich postupti. Tkané byly fixovany formalinem HistoFOR
BFS-L 10, odvodnény ldznémi 96% alkoholu, projasnény xylenem, zality
do zkvalitnéného parafinu a ukrojeny na rota¢nim mikrotomu. Na Patologicko-
anatomickém oddéleni Oblastni nemocnice Kladno se vzestupna odvodniovaci
fada alkoholt nepouziva, nebot je tento proces zdlouhavy a zastaraly. V pfipadé
tfi 1azni 96% alkoholu se tkan nijak neposkozuje, odvodnéni je provedeno rychleji
a materidl je i tak vhodné pfipraven k nasledujicim krokiéim. Pro obarveni tkani
bylo pouzito zdkladni barveni Hematoxylin-Eosin. Je to jednoduché a pfehledna
barvici metoda, ktera je v histologické laboratofi pouzivana na denni bazi.
Existuje vice druhtt Hematoxylinu i Eosinu a pro tcely zpracovani bakalafské
prace byl pouzit barvici automat, ve kterém je Eosin rozpustny ve vodé
a Mayeriv Hematoxylin. Nékteré laboratofe pouZzivaji spiSe Harristv
Hematoxylin, ale ten je vice progresivni, tmavsi a v nékterych pfipadech trochu
obarvuje jiné bunécné organely nez jadro a okolni podlozni sklo. Pokud by kozni
excize pfiSla jako peroperacni biopsie, tak by byl pro obarveni fezu pouzit
Harrisiv Hematoxylin, protoze barvi tkan o dost rychleji nez Hematoxylin

Mayertv [22].

Imunohistochemicky prikaz antigent vmé praci zobrazuje dopliikové
diagnostické vySetfeni. V obou pfipadech nadorti byly pouZity protilatky

na antigeny p63, CK5/6 a Bcl-2. Protilatka anti-p63 se pouziva na prtikaz jader

57



bazalnich bunék hlavné dlazdicového a prechodného epitelu. V druhém piipadé
protilatka anti-CK5/6 prokazuje cytokeratiny v cytoplazmé epitelidlnich bunék.
Ten se ve vétSiné pfipadd pouziva spiSe na spinaliomy. Anti-Bcl-2 je naopak
specifickou protilatkou na bazoceluldrni karcinomy. Priitkaz tohoto antigenu
vysel pozitivné. Tento onkoprotein se ve spinoceluldrnim karcinomu nenachazi,
a to bylo dokazano obrazkem ¢islo 26 a 27. Je také diileZité podotknout, Ze existuji
dal3i antigeny, které tyto karcinomy exprimuji. Pro bazaliomy jsou to naptiklad
CK AEI/AE3, BerEP4, CAMS5,2 a dalsi. U spinaliomt se daji prokazat dalsi
antigeny jako EMA, MNF116, CK AE1/AE3, 34beta E12, atd [23; 24].

Z histologického hlediska, ktery je v této praci hlavni ndplni, se vyrazné oba
karcinomy lisi od zdravé tkané. Tato odlisSnost je v pfipadé preparatu bazaliomu
jasna, k urceni diagnozy by tedy postacilo zdkladni barveni Hematoxylin-Eosin.
Na fotografiich tohoto novotvaru byly dobfe vidét nadorové cepy (viz. Obr. 10-
13), které jsou tvofeny perifernim palisddovanim cylindrickych bunék, obsahujici
protahla jadra. Tyto podlouhlé cylindrické bunky pochdzi ze stratum basale
z epidermis a viditelné se lisi od ostatni tkdné v dermis, kam prorustaji.
Z fyzického vzhledu excize a poté i histologického odectu se jedna o nodularni
bazoceluldrni karcinom, ktery dosahuje spodiny odbéru. U spinoceluldrniho
karcinomu do dermis infiltruji keratinocyty zepidermis, zcehoz vyplyva,
Ze pro tento nador je typicka keratinizace. Na fotografiich spinaliomu lze vidét
vyraznou keratinizaci ve formé keratinovych perel. Také je mozné vidét atypické
keratinocyty s velkymi jadry, které se v dermis nemaji viibec nachédzet. Zde se
jedna o endofyticky rostouci fokalné rohovéjici spinoceluldrni karcinom,
ktery také dosahuje na spodinu excize. Pro porovnani vysledkt jsem pouZzila
Histopatologicky atlas, kde se mé popisujici informace a obrazky o nadorech
shoduji a tim jsem si ovéfila moji spravnost urceni nadorti. Vysledky jsem
konzultovala i s primarkou Patologicko-anatomického oddéleni Oblastni

nemocnice Kladno [25].
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Imunohistochemické vysetfeni pouZije lékaf patolog pouze tehdy, kdy je
karcinom S$patné diferencovany nebo v nékterych pfipadech uplné
nediferencovany. To znamena, Ze buriky naddoru jsou Spatné rozeznatelné, neda
se poznat z jakych bunék nador vznika a lékar si neni jisty, zda se jednd pravé
o ten urcity karcinom. V ptipadé metastdzy jednoho nebo druhého karcinomu se
da za pomoci této metody také zjistit odkud burnky pochdzi a jaky antigen
na svém povrchu maji. DuleZité je, Ze v této problematice imunohistochemie
zakladni barveni Hematoxylin-Eosin nenahradi. Ackoli je to metoda velice
specificka, v pfipadé BCC a SCC to je ve valné vétsiné pouze pomocné

a doplnujici vySetfeni.
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7 ZAVER

Tato bakalaiska prace snazvem Histologicka stavba kiize, porovnani
fyziologické tkané s vybranymi patologickymi stavy se zabyvala dvéma
nejcastéji se vyskytujicimi nemelanomovymi karcinomy a to bazaliomem

a spinaliomem ve srovnani se zdravou kuzi z pohledu histologického.

V teoretické casti byly popsany zdkladni informace o zdravé kuazi. Dale
histologicka stavba jejich tfi zakladnich vrstev, epidermis, dermis a hypodermis
a popis bunék a struktur, ze kterych se skladaji. V dalSich podkapitolach byly
popsany kozni adnexa jako jsou zlazy, at uZz mazové ¢i potni, nehty
nebo chlupy. Popsdny byly podrobné oba karcinomy, jejich vzhled,

epidemiologie, patogeneze, histologie a jejich typy.

V praktické casti bylo cilem popsat prichod materidlu histologickou
laboratofi, tedy jeho pfijem, pfikrojeni, zalévani, krajeni na mikrotomu a barveni.
Barveni bylo zaméfeno na zdkladni barvici metodu Hematoxylin-Eosin, kterd se

vyuziva nejvice. Cast metodiky byla vénovana i imunohistochemii.

Do kapitoly vysledki byly vlozeny obrazky histologickych preparatt,
které byly pofizeny pomoci mikroskopu se zabudovanou kamerou, a kde jsou

popsany viditelné struktury.

Tato prace by mohla ¢tenditim nastinit, jak je dilezité vzorky tumort spravné
zpracovat a diagnostikovat. Ackoli nejsou progndzy téchto nadora tolik
nepriznivé, mohou pacientim ublizit. Také by mohla tato bakalafska prace

poslouzit jako studijni materidl.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAF

BCC

Bcl-2

BOZP

CK 5/6

DNA

DOPA

HE

HPV

LIS

p63

SCC

SOP

TAG

uv

Alkohol-formol-kyselina octova

Bazocelularni karcinom

Onkoprotein, blokator apoptdzy

Bezpecnost a ochrana zdravi pfi praci

Cytokeratiny 5a 6

Deoxyribonukleova kyselina

3,4-dihydroxyfenylalanin

Hematoxylin-Eosin

Lidsky papilomavirus

Laboratorni informacni systém

Jaderny protein

Spinoceluldrni karcinom

Standardni operacéni postupy

Triacylglyceroly

Ultrafialové zareni
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