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1. UVOD

Tato bakalafska prace nese nazev ,,Zpracovani bioptického vzorku zmrazovaci technikou®.
Tim se rozumi vSechny histologické techniky, kdy se ke krajeni vzorki pouziva kryostata.
K samotnému zmrazeni se pouziva dusik, suchy led, stlaceny plyn ve spreji nebo chlazena
plocha pfimo v kryostatu. Tyto techniky umoznuji vyrazné zrychleni celého procesu, diky
¢emuz je mozné je vyuzit predevsim jako peroperacni vysetieni, kdy hraje ¢as vyznamnou
roli. Pacient mtze byt usetien jedné operace (standardné¢ ma prvni operace diagnosticky
vyznam, druhd vyznam kurativni), coz s sebou pifinasi hned nékolik vyhod. Zékrok na
opera¢nim stole s sebou nese rizika vniknuti infekce do organismu, vzniku trombu,
vykrvaceni a v neposledni fad¢ nutnost pouziti narkotik k navozeni umélého spanku.
Zmrazovaci technika je tudiz velmi vyhodna, jelikoz tato rizika minimalizuje z divodu
uSetieni jedné operace. Je potieba pouze operacni zdkrok pozdrzet na 15 - 30 minut, nez
dojde k transportu, zmrazeni, nakrajeni, zfixovani, obarveni, montovani preparatu a odecteni
biopsie. Vysledek je konzultovan telefonicky mezi odecitajicim lékafem a operujicim

chirurgem.

Samoziejmé s sebou tato technika pfinasi 1 jisté nevyhody. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patii
riziko nedokonalé fixace nebo obarveni, diky ¢emuz mize dojit ke zhorSeni podminek pro
odecitajiciho l1ékate. V krajnim pitipadé aZ moZnost zkresleni vysledku a nutnosti nakrajet a
obarvit biologicky material znovu. S néim takovym se ale v dne$ni praxi setkdvame jiz
opravdu zfidka, protoze barvici protokoly jsou jiz velmi dobie odzkouSené a laboranti
provad¢jici tuto praci jsou dobie zaskoleni a pouceni. Chybou persondlu v§ak neni mysSleno
mirné poSkozeni a znehodnoceni tkan¢ samotnym zmraZenim a nutnosti krjet fezy $ir$i, nez
je tomu u vzorkl ziskanych z parafinovych blokt, avSak je nutno na to brat zietel pfi
samotném odecitani Iékafem. Tato “deformace” je u jednotlivych materill a patologii rizné
zavazna. | pfi spravném dodrZeni vSech postupll nelze zabranit tomu, Ze preparat vyrobeny
zmrazovaci technikou se vyrazné 1i8i od toho, ktery vznikl nakrajenim parafinového blocku.

Hodnotici 1ékat musi mit zkuSenosti s odec¢itanim takto zpracovanych biopsii.



2. HISTOLOGIE

Vyraz histologie pochdzi z fectiny a sklada se ze 2 slov: histos (tkan) a logos (nauka), coz
znaci, ze se jedna o nauku o tkdnich. Zabyva se mikroskopickou stavbou bunék, tkani a
organt, pripadné jeji funkei. Studium a popis vSech zivych organismi je vétSinou provadén
mikroskopicky na tenkych fezech. Pracuje se zde v jednotkdch od milimetru, pfes
mikrometry az po nanometry. Mezi cile histologie patii porozuméni vztahu mezi strukturou

tkan¢ a jeji funkci. (Liillmann-Rauch, 2012)

Alfou a omegou v dneSni medicing je odhaleni a urceni jednotlivych patologickych jevi. Je
vSak nutné brat v potaz fakt, ze histologické metody maji jistd omezeni, napiiklad nutnost
pozastaveni biologického déje za ticelem zpracovani a pozorovani. Nasledujici stranky se
vénuji pouze histologii ¢lovéka. Proto je zde diilezita znalost eukaryotni buniky, jednotlivych

tkani a organovych soustav homo sapiens sapiens. (Vacek, 1995)

2.1 Bunka

Zakladni stavebnim kamenem zivé hmoty je buiika. Slovo cellula poprvé pouzil Robert
Hooke (1635-1703) ve své knize Micrographia. Navazal na n&j némecky zoolog Theodor
Schwann (1810-1882), ten zformuloval bunéénou teorii, ktera obsahuje zékladni dogma
tikajici jiz vySe zminéné, Ze vSechny organismy maji bunécny zaklad. DalSim vyznamnym
védcem zabyvajicim se touto problematikou byl Rudolf Virchow (1821-1902), ktery tekl:
»Kazda buiika pochézi z buitkky* (lat. ,,Omnis cellula e cellula®). A pravé o tyto znalosti se
opird dnesni histologie. Studium bunék, rozliSeni fyziologického od patologického. Dale
také rozeznani riznych artefaktli a necistot od zkoumané struktury. V neposledni fadé
schopnost spravné urcit diagnoézu a tudiz spravny klinicky postup pii 1é€bé pacienta. Pti
studiu bunky se na ni piihlizi jako celek (velikost, tvar), ale 1 nemén¢ dulezité je hodnoceni
cytoplazmy a jednotlivych organel, které se v ni nachdzi. Predmétem zkoumani je zde také
vztah mezi buikami a tkdnémi, mezi buikami a tkdnémi. Samostatna véda zabyvajici se

studiem bunék se nazyva cytologie. (Kocarek, 2006; Liillmann-Rauch, 2012)
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Nuclear membrane

2.2 Odbér vzorku

Tkéné lze rozd¢lit na biopsie a nekropsie. Prvni jmenovana je odebrana z téla zivého ¢loveka,
nekropsie pochdzi z pitevny (z mrtvého organismu). Laboratof tuto skute¢nost nerozliSuje
a oba tyto typy zpracovava podle stejnych postupt. V ptipadé velkého mnozstvi vzorkli ma

prednost lidsky zivot, biopsie je tedy vySetfovana primarné. (Liillman-Rauch, 2012)

Technika odbéru vzorkl se déli na resekcei, excizi, punkci, kyretdz, exfoliativni cytologii,
aspiraci a excizi pomoci endoskopu. Nejbéznéjsi je excize, coz je odebrani ¢asti tkané
pomoci skalpelu - velmi ostrym nozem. Skalpel je jednobfity niz s Cepeli, ktera je kratka
a ostra. Vyrabén je z nerezové, tzv. chirurgické oceli. Resekci se mini odnéti celého orgéanu.
Ziskani materialu pomoci punkce se pouziva pii odebirani materialu kostni diené, ledvin,
jater. Nabodnutim se ziska valecek dané tkané. Pacient neni v tomto piipadé uveden do
umélého spanku. Ta neni nutnd ani pii kyretdzi, kdy se pomoci draténé klicky (kyrety)

seSkrabne vzorek. (Vacek, 1995; Jirkovska, 2006)

2.3 Opticky mikroskop
Histologické preparaty nelze sledovat pouhym okem, tim lze pouze nékdy podle
specifickych znaki rozlisit, o jakou tkan se s nejvétsi pravdépodobnosti jednd. Pro studium
bunck a tkani je potfeba vyuzit opticky mikroskop. Za jeho vynalezce je povazovan

Zacharias Janssen, ktery jej sestrojil v roce 1590 v Nizozemsku. Mikroskop se sklada z
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optické soustavy, osvétlovaci soustavy a mechanického zatfizeni. Prvni jmenovanou lze dale
rozd¢lit na objektiv a okular. Objektiv 1ze popsat jako soustavu Cocek, kterd je umisténa
tésn¢ nad pozorovanym predmétem. Diky nému Ize dosahnout zvétSeni az 100x. Obraz je
nejen zvétSeny, ale u starSich mikroskopti 1 pfevraceny. Okular je soustava ¢ocek fungujici
jako lupa, nejcastéji poskytujici desetinasobné zvétSeni (na dnes$nim trhu jsou k dispozici
I okulary se zvétsenim 20x). Celkové zvétseni mikroskopu se pocita jako soucin zvétSeni
objektivu a okuléru. Pii jeho hodnoté 1000x a vice je z davodu lomu svétla nutné aplikace

imerzniho oleje na sklicko. (Vacek, 1995; Benes a kol., 2015)
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3. TKANE

Tkané se skladaji z bunck a z mimobunéné hmoty (tzv. extraceluldrni matrix). Bunky
jednotlivych typt tkani se pfi svém vyvoji specializuji. Diky tomu mohou vykonavat rizné
funkce. Vzhled a funkce zde spolu vzdy velmi Gzce souvisi. Z tkani se vytvateji organy
a celé organové soustavy, které se skladaji v jeden celek - organismus. Lidské télo se sklada
ze 4 zékladnich typt tkani. Jsou jimi tkan epitelova, pojivova, nervova a svalova.
Samostatnou (patou) kapitolou je krev, kterda ma sva zvlastni specifika a néktefi autofi ji ani

nezafazuji mezi tkané. (Konradova, 2005; Vacek, 1995)

3.1 Tkan epitelova
Bunky jsou uspotfddany tésné vedle sebe, vyskytuje se zde pouze minimalni mnozstvi
extracelularni matrix. Na povrchu bunék jsou vyvinuty specializované struktury
(napt. mikroklky, stereocilie, fasinky a biciky). Je zde vysokd mezibunécna soudrznost diky
mezibunéénym spojim. Tkan se vyznacuje bohatou inervaci a bezcévnatosti. Bazalni
membrana ji oddéluje od pojivovée tkang. Epitel je neustale obménovan, je zde vysoky podil
regenerace. VSechny epitelové buiiky maji polarizovanou strukturu, avSak funkéné 1 tvarové
se od sebe povrchy jednotlivych bunck lisi. Tato tkan se dale rozliSuje na epitel kryci,
zlazovy, resorpéni, respiracni, svalovy a smyslovy. Kryci epitel se rozd¢luje podle tvaru
bunék (dlazdicovy, krychlovy, valcovy) a poétu vrstev (jednovrstevny, vicetady). Zlazovy
epitel ma déleni na Zlazy se zevni sekreci (serd6zni, mucindzni, seromucindzni) a vnitini
sekreci (Jednobunécné, mnohobunécné). Epitel resorpéni mé funkci, kterd jiz vychézi ze
samotného nazvu - resorpce (vstiebavani). Respiraéni epitel je vystélkou alveolt (plicnich
sklipkil) a sklada se z jedné vrstvy plochych bunék, které lze rozlisit jen v elektronovém
mikroskopu. Funkci je vyména Oz a COz. Svalovy epitel se sklada z bunék, které obsahuji
aktinova a myozinova mikrofilamenta - ta zptisobuji smrstovani (kontrakci). Vyskytuje se
naptiklad v duhovce ¢lovéka, kde pfi jeho smrsténi rozSifuje zornice. Pro smyslovy epitel je
typickd drazdivost a vzruSivost, diky nimZ dochazi k zachycovani vné&jSich podnéth.

(Konradova, 2005; Vacek, 1995; Junqueira, 1997)
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Obrazek 2 Tkan epitelova
Zdroj:
upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/91/Harnblase_Uroth
el.png

3.2 Tkan pojivova
V pojivové tkani prevazuje extraceluldrni matrix, ve které jsou uloZzeny buiiky. Mezibunééna
hmota se skldda ze 2 slozek - amorfni a vlaknité. Zakladni rozd€leni tkané pojivové je na
vazivo, chrupavku a kost. Nejvetsi rozdil mezi nimi se nachazi v mezibunééné hmoté.
Vyznam této tkané tkvi v podptirné funkci. Rozdélujeme zde 2 typy bunék - fixni a volné
(popisovany také jako bloudivé). Fixni bunky produkuji extracelularni matrix a vyskytuji se
v ni neustale, po celou dobu svého Zivota. Jako piiklady fixnich bun¢k lze uvést histiocyty,
chondrocyty, chondroblasty, fibrocyty a fibroblasty. Bloudivé bunky se vyskytuji pouze po
urcitou ¢ast jejich Zivota. Patfi mezi né€ Zirné buiky, makrofagy, plasmatické bunky a krevni

elementy. Extracelularni matrix se také deéli - amorfni slozka obsahuje H2O, kationty,

”~ 7
Obrazek 3 Tkan pojiva
Zdroj: medcell.med.yale.edu/histology/connective_tissue_lab/images/quiz2.jpg
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anionty, proteoglykany, glykoproteiny a glykosaminoglykany. Vlaknita slozka je sloZzena
z kolagenu a elastanu. Hlavnim rozdéleni pojivové tkané je nasledujici - vazivo, chrupavka,
kostni tkan a zubovina. Dale lze vazivo rozlisit na kolagenni, elastické, tukové a retikularni.
Chrupavka ma 3 podtypy - hyalinni, elastickd a vazivova. Kost se déli na houbovitou
(spongidzni) a kompaktni ¢ast. Velmi podobna kostni tkani je zubovina (dentin), ktera tvofi

hlavni souc¢ast zubu. (Macak, 2005; Vacek, 1995)

3.3 Tkan nervova

V nervové tkani se nachazi 2 typy bunék - neurony (buiiky nervové) a gliové buiiky. Funkce
je zfejma - piijem, tvorba a vedeni nervovych signalti. Neuron je slozen z téla a vybézk.
Vybézky se rozdéluji na axon (neurit, dlouhy vybézek) a dendrity (kratké vybézky). Neurony
se rozde€luji podle poctu vybézki na multipoladrni (vice nez 2 vybézky, nejcastéji se
vyskytujici v lidském téle), bipolarni (2 vybézky - dendrit a neurit) a pseudounipolarni
(1 vétvici se vybézek). Mezi jednotlivymi neurony vznikaji synapse, diky kterym dochazi
Kk pfenosu nervového impulzu. Buiky nervové tkané, které se nezabyvaji drazdivosti, ale
vyzivou a podporou neuronid se nazyvaji neuroglie. Ty se dale d€li na astrocyty,
oligodendrocyty, mikroglie, ependymové, schwannovy a satelitové bunky, pficemz kazda

z nich ma svoji specializaci. (Konradova, 2005)

Obrazek 4 Tkan nervova

Zdroj:
http://undergraduate.vetmed.wsu.edu/images/libr
ariesprovider8/VPh308/wsu_1_055_6.jpg?sfvrsn
=2
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3.4 Tkan svalova

Funkci svalové tkané je kontrakce, kterd zodpovida za vétsinu typt pohybu lidského téla.
Tkan se d€li na 3 typy - pficné€ pruhovanou (kosterni), srdecni a hladkou. Kazda z nich ma
za ukol plnit specificky ukol. Kosterni tkan se sklada z dlouhych svalovych vléken, které
jsou cylindrické a zaroven mnohojaderné. Dochazi zde k rychlé, fizené kontrakci. Piicné
pruhovana tkan je podfizena volni kontrole. Srdecni svalovina se sklada z kardiomyocytu,
které jsou charakterizovany jako protahlé, rozvétvené buiky. Hladka svalova tkan se sklada
z vietenovitych bungk, kontrakce je pomala a nelze ji ovlivnit vili. Nachazi se ve velké fad¢

vnitinich organti, kde tvofi stavbu jejich stény. (Konradova, 2005)

Obrazek 5 Tkan svalova

Zdroj:
www.gwc.maricopa.edu/class/bio201/Histology/31SmoothMusc3_400X_rev.jpg
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3.5 Krev

Krev je slozena z tekutiny - plazmy, v niz se nachdzeji erytrocyty, leukocyty a trombocyty.
V dospélém lidském téle se nachazi 5-6 litrti krve. NejpocetnéjSimi krevnimi elementy jsou
cervené krvinky vyznacujici se velikosti o priméru 7 um a absenci jadra. Jejich funkci je

transport dychacich plynti - Oz a CO». Jejich Zivotnost je ptiblizné 120 dni. (Kittnar, 2011)

Leukocyty jsou na rozdil od erytrocyt butikami jadernymi. Rozdé€luji se podle tvaru jadra a
typu granul v cytoplasmé¢ na granulocyty a agranulocyty. Granulocyty se dale déli podle
barvitelnosti granul na neutrofily, eosinofily a bazofily. U agranulocytli se rozliSuji

lymfocyty a monocyty. Funkci leukocytt je imunitni odpovéd’. (Mourek, 2012)

V krvi se nachazi také krevni desticky, neboli trombocyty, které vznikaji jako tlomky
megakaryocytll. Jsou bezjaderné a jejich funkce se tykd krevniho srdZeni. V misté
porusen¢ho endotelu se dokazi shlukovat a spolu s dal§imi faktory tak zastavit krvaceni.

(Penka, 2011)

) e
oA ) DO )
e h D ( <) U Ve
8 295 © ® S 15
( . 4 ) W
) h s PN \_d o
2Y) » ) —t . ) A
-\ 5 (\
)\ 4 -
) Q. O ¥
1) . o W/ v 4 \
— s ) ¢ ) ) D . O J
\
o~ pw. ".! N
Vom G O o
) ) ) ) '@ <
- ~ 4 -
N 4 . )
¢/ —;& Ak y 5 L \ - < /\
o ) ', < J e = 4 -
) 0 @ A < {
J ') J )@ \) Y ’ O
) D ) F{) g : € ) ‘
y = & D o~ .
\ \ ) ~— /\\) o / %
g 4 ) @ \ [ .
~N \5 D ) | D ) D
" » ~p ¢
.4 -

Obrazek 6 Krev
Zdroj: www.medcell.med.yale.edu/image_gallery/home_images/blood.jpg

17



4. PATOLOGICKE NALEZY

Per-operac¢ni vySetfeni zmrazovaci technikou se vyuziva pfedevSim k potvrzeni nebo
vyvraceni diagnézy, ve které se uvazuje o novotvaru. Pomoci zobrazovacich metod
a klinického stavu pacienta lze mit n¢jaké predbézné stanovisko, jehoz hodnota jesté nemusi
byt vypovidajici. Tu lze ziskat az z mikroskopického preparatu, pomoci néhoz se ve vétsSing

pripadt urci konkrétni typ patologie. (Macak, 2012)

4.1 Mikroskopické zmény

Mikroskopicky dochazi k architektonickym atypiim, coz je disledek zvysené proliferacni
aktivity. Velmi Casto je pozorovan atypicky obraz bunééného déleni. Bunky ztraci normalni
usporadani i svou polaritu. Mezi cytologické zmény patii bunécné a jaderna pleomorfie
(zména velikosti a tvaru jader 1 celych bb.). Objevuje se jaderna hyperchromasie, distribuce
chromatinu je nepravidelna a dochazi ke ztlusténi jaderné membrany. Dochazi ke zvySené
frekvenci vyskytu mitéz a k jejich atypiim (kvadripoldrni “kiiz, tripolarni “mercedes”).
Jadérka jsou zvyraznéna. Dal§im hodnocenym kritériem je pomér velikosti jadra k celému

objemu buiky. (Macak, 2012)

4.2 Pseudotumory

Patologické procesy, které svym rustem napodobuji nadory, ale nemaji neoplastickou
povahu, se nazyvaji pseudotumory. Patii mezi né hyperplasie, hypertrofie, poruchy
embryonalniho vyvoje, cysty, ukladani patologického materialu, zanétlivé pseudotumory
a polypy. U hypertrofie dochézi ke zvétSeni bunék, tudiZ i celych organti a tkani. Hyperplazie
se vyznacCuje celkovym pomnoZenim bunék. Tyto dva procesy se mnohdy kombinuji
spole¢né, coz znemoZiiuje presné rozliSeni urovné hypertrofie a hyperplazie. Dalsi skupinou
jsou poruchy embryondlniho vyvoje, které se rozd€luji na hamarcie a hamartomy. Cysty jsou
dutiny, které vznikly chorobné¢ a maji vlastni vystelku. Rozdéluji se na nékolik
podtypt (reten¢ni, implanta¢ni, fetalni, hormonaln¢ podminéné, nadorové, parazitarni

a pseudocysty). (Macak, 2012)

4.3 Nadory

Nédor je mistné¢ neregulovany rust tkdné, ktery ma autonomni povahu, rist je tedy
samostatny, bez ohledu na fidici mechanismy organismu, ve kterém se novotvar nachazi.

Jedna se o shluk abnormalnich bunék. Celd zména je nevratna, takze se patologicka tkan
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nemuze zpétné preménit v tkan fyziologickou. Cela chyba je zakddovéana v genomu a pfi
déleni bunky je prendsena dale. Proces apoptozy (fizené bunécné smrti) je inaktivovan.

Nadorova burika je tak vlastné nesmrtelna. (Otova. 2012; Kocarek, 2007)

Terminologie v oblasti nadorl je pomérné rozmanita a je potieba ji predevsim v klinické
praxi spravn¢ uzivat, aby nedoslo ke Spatnému operacnimu nebo 1écebnému zakroku. Typy
nadord jsou rozliSovany podle tkan€, ze které nador vznikd. Zakladem je koten latinského
slova a k nému se prida pfipona —om V ptipad¢ benigniho tumoru, -sarkom a —karcinom

Vv ptipad¢ malignich tumori. (Macak, 2012)

4.3.1 Rozdéleni nadort
povahy na benigni, maligni a hrani¢ni malignity (borderline tumory, intermediarni nadory).
Benigni nadory rostou pomalu a jsou ohrani¢ené. Jejich riist je expanzivni a probihéd bez
destrukce tkané. Nedochazi zde ke tvorbé metastdz. Bunky jsou diferencované, zralé
a podobné okolnim. Naproti nim nddory maligni rostou rychle, invazivné, destruktivné
amaji schopnost infiltrace. Nejsou ohranicené a fixuji se k okolni tkani. Tyto nadory
recidivuji a metastazuji. Buiiky maji rizny stupen diferenciace, dochdzi k ¢etnému vyskytu
mitéz. Jejich celkové priznaky jsou zfetelné, protoze vedou ke kachexii, anemii
a paraneoplastickym syndrom@im. Posledni skupinou jsou nadory hrani¢ni malignity, jejichz
biologické chovani je na rozhrani benignity a malignity. Jejich prognoza je pro pacienta lepsi
neZ u malignich nadort, avSak ¢asto dochazi k jejich recidivé a jsou lokalné destruktivni. Ke

tvorbé metastaz zde ve vetsiné piipadt nedochazi. (Macak, 2012; Taxy, 2010)

Schopnost rozlisit tyto 3 typy (benigni, maligni, border-line) je zékladnim Ukolem pfi
hodnoceni kazdé biopsie. Divod je ziejmy - kazdy z nich se chova jinak, a tudiz i 1écba je
velmi odli$nd. Dnes uZ u mnoha novotvart fakticky neexistuji pfesné hranice mezi benignim
a malignim, protoze ¢4st z nich se nachazi v tzv. Sed¢ zon¢, kde ptipadnou malignitu ukaze

az nasledny klinicky pribéh onemocnéni. (Taxy, 2010)

Rozd¢€leni na 3 vySe zminéné typy je pouze zakladni. Déle se nddory rozd€luji na rizné typy
a podtypy - téch existuje v soucasné dobé nékolik tisic. VSechny jsou uvedeny v klasifikaci
WHO (World Health Organization - Svétova zdravotnicka organizace). Nékteré z nich maji

své charakteristické znaky a jsou v mikroskopickém snadno rozeznatelné. Ve zbyvajicich
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pfipadech je nutné doplnit genetické a imunohistochemické vySetfeni k ziskani findlni

diagndzy. (Krska, 2014)

4.3.2 Metastaza
Metastaza je lozisko noveé vzniklych nddorovych bunék, které se nachdzi mimo piivodni
nador a nemé s nim piimy kontakt. Metastazovani rozdélujeme do tii fazi. Nejprve dochazi
k uvolnéni bun¢k z ptivodniho mista nddoru, nasleduje jejich transport a zaveérecnou fazi je
nidace, neboli zahnizdéni bunék nadorovych na novém misté. Metastazy se rozdéluji podle
typu transportu na implantacni, lymfogenni a hematogenni. Implanta¢ni jsou typické pro
dutiny vystlané mesotelem (dutina bfis$ni, dutina hrudni). Pro metastazy lymfogenniho typu
je typicky prinik nadoru lymfatickymi cévami do ptisluSnych lymfatickych uzlin, které
postupné nici a dale se Sifi. Hematogenni metastdzy jsou charakterizovany jako prinik
nadorovych bun¢k do cév, dochazi k embolizaci a uchyceni v tkénich, které jsou vhodné pro
jejich rust. Toto je velmi typické pro huie diferencované nadory. Zde zalezi hlavné na
malignité tumoru. Nadorové buiiky nachazejici se v krvi mohou byt v nékterych ptipadech
zni¢eny imunitnim systémem nebo nemusi dojit k jejich navazani na tkan. Dikazy Ize hledat
u pokust na zvifatech, kdy pfi aplikaci nadort i. v. nedoslo vzdy ke vzniku metastaz.

(Krtka, 2014)

4.4 Genetické vlivy, porucha bunééného cyklu
Zcela ziejma a dokazana je skute¢nost, ze nadory jsou onemocnéni, ktera jsou geneticky
podminéna. Zakladem je mutace v Casti iseku DNA, ktery koduje riist a déleni bun¢k. Kazda
nadorova bunka vzniké z nenadorové. Lidsky organismus méa mechanismy, kterymi se snazi
tento d¢j minimalizovat. Jedna se o kontrolni body v bunécném cyklu. Ten je sloZzen z ¢asti
Gl1, S, G2 a M. Nejdilezitejsi kontrolni bod se nazyva START a nachézi se na konci G1
faze, jeho lohou je v ptipadé¢ zjisténi poSkozeni DNA zastavit bunééné déleni této burky.
Dochazi ke kontrole signdlii pottebnych pro dalsi vyvoj. K pokracovani dojde pouze
Vv piipad¢ pfevahy pozitivnich signdlii nad negativnimi. Vyjimku tvoii nadorové bb., protoze

je v nich kontrolni funkce deregulovéana a buiika se tak mize dale dé€lit a rst. (Macék, 2012)
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4.5 Protoonkogeny, onkogeny, tumor supresorové geny
Ve fyziologickych bunikach se nachéazi protoonkogeny, které vytvareji protein, ten omezuje
rust a déleni bb. Patologick4 zména protoonkogenu na onkogen se vyskytne v zavislosti napf.
kviili mutagennim karcinogenim nebo retrovirim. Zménéna bilkovina je nefunkéni, déleni
a rust se urychluje. K nadorové transformaci bunék miize vést i zvySena koncentrace

protoonkogenti. (Macak, 2012)

Pfeména muize nastat i bodovymi mutacemi, translokacemi nebo genovymi amplifikacemi.
Bodova mutace je zména jedné baze, kterd s sebou muize nést funkéni zménu, tj. zmeénu
kodovaného proteinu. Zména nenastava v piipadé, Ze se nemeéni kodovana bilkovina (nékteré
proteiny jsou kodovany vice kombinacemi). RozliSujeme 4 zékladni baze v DNA: adenin

(zkr. A), guanin (zkr. G), cytosin (zkr. C) a thymin (zkr. T). (Macék, 2012)

Translokace miZe aktivovat protoonkogeny dvéma mechanismy. Prvnim z nich je moznost
pfitomnosti genu v blizkosti jiného genu, ktery je tim aktivovan. Nova genetickd sekvence
vznikd také spojenim dvou gend. Typickym piikladem je vznik Philadelphského
chromosomu - translokace t(9;22). Jeho vyskyt je spojovan s onemocnénim chronické
myeloidni leukémie. Amplifikace protoonkogenu miize byt pfi¢inou pro zvyseni jeho
aktivity a expresi. S tim souvisi 1 zvySené mnozstvi ptisluSného proteinu a dochazi ke
stimulaci bunék. (Macak, 2012; Nussbaum, 2004)

21



Zatimco onkogeny stimuluji bunééné déleni, tak tumor supresorové geny jej potlacuji. Ve
musi byt v rovnovaze. Vyznamnou roli zde hraje pfedevsim gen p53, ktery je nékdy nazyvéan
jako “strazce genomu”. Mezi jeho funkce patii regulace transkripce, oprava DNA a zahajeni
apoptozy. Jeho inaktivace vede k nekontrolovanému bunécnému déleni. “Gen p53 je jednim
z nejCastéji mutovanych genli v liniich lidskych karcinomt, jeho somatické alterace

nachazime u zhruba 50% vSech epitelidlnich zhoubnych nadort.” (Cibula, 2009, s. 57)
Z tohoto duvodu se gen p53 stal oblibenym piedmétem badani. (Lutz, 2002)

4.6 Mutagenni vlivy

4.6.1 Chemické vlivy
Mnohé¢ otazky na téma vzniku nadorua jesté nejsou zodpovézeny, faktort podilejicich se na
jejich vzniku je n€kolik. Prvni z nich jsou chemické latky nazyvajici se karcinogeny. Jako
ptiklad Ize uvést dehet a slouceniny od néj odvozené, aromatické uhlovodiky, vinylchlorid,
formaldehyd, azbest a dalsi. Existuji latky, které nelze ptimo povazovat za karcinogeny, ale
ethanol, ktery pfedev§im v koncentrované formé poskozuje povrchové buiiky kryci tkané
(epitelu). Dochazi tedy k jejich obnové azvySena proliferace mize vést k chybam
Vv genetickém prepisu. Jednd se o tzv. mechanismus chronické iritace. Pifi zvySené

koncentraci téchto chyb dochazi k preméné v bunku nadorovou. (Macak, 2012)

4.6.2 Fyzikalni vlivy

Nezanedbatelné jsou 1 nekteré fyzikalni vlivy, konkrétné rentgenové zafeni. Dochazi zde ke
zlomim v molekule DNA. lonizujici zéfeni se ptimo podili na vzniku leukémii, dikazem
jsou mista vybuchu atomovych bomb v Nagasaki a Hiro§imé v Japonsku. Tento konec 2.
svétové valky ma za nésledek smrt tisici obyvatel na nasledky ozateni. Dal§imi fyzikdlnimi
vlivy, které plisobi karcinogenné je plyn radon (Rn) a ultrafialové zareni. PredevSim
nadbytek UV-B o vilnovych délkach 290-320 nm ma negativni vliv na kuzi, kde zpisobuje
melanomy a dal$i naddory. (Macak, 2012)

4.6.3 Viry
Zménu genetické informace mohou zptisobit 1 nékteré viry, napiiklad EBV (Epstein-Baarové
virus) ma vliv na vznik Burkittova lymfomu a nékterych T-lymfomii. Roustv vir je
spoustéCem vzniku nddord u kuru domdaciho. Dochazi k zakoédovani do DNA hostitele,

kterou nésledné fidi a transformuje zdravé buniky na nadorové. Lidé se syndromem ziskané
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imunitni nedostatecnosti (AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrom, virus HIV) maji
vysoky pocet lymfomu. Zde se s nejvétsi pravdépodobnosti jednd o nepiimy vliv. DalSim
onemocnénim s nepiimym plsobenim na vznik nadoru je virus Zloutenky typu B (HBV).
Chronickd hepatitida vlivem zvySené proliferace mize mit za nasledek vznik jaterniho
karcinomu. Dal$im virem zpisobujici zménu genetického kodu je napiiklad HPV (lidsky
papilomavirus, ktery zptisobuje dysplazii nebo karcinom d€lozniho ¢ipku, andlni oblasti,

penisu, vulvy a dutiny tstni. (Macak, 2012; Stanley, 2010)

4.6.4 Hormony
Poruchy hormonalni rovnovahy jsou dal§im moznym cCinitelem, ktery se mize zapojit do
tvorby néadort, konkrétné zvysena hladina estrogenu u Zen se posledni dobou stéle Castéji
spojuje s karcinomy prsu, vajecnikl a endometria. K potvrzeni toho, Ze hormony zplsobuji
patologii, se pouziva stanoveni hormondalnich receptorti nadoru. V ptipadé pozitivity

pfedchoziho vySetieni se provadi kastrace. (Raica, 2014)

4.6.5 Dédicnost, Zivotni styl
Dédic¢nost je dnes aspektem, ktery se v laické vefejnosti velmi pifecetiuje. Mnohem
vyrazng€j$i roli hraje zivotni styl. Kvalita ovzdusi bydlisté, konzumovana potrava, pohybové
navyky, pracovni podminky, stres, délka a kvalita spanku (regenerace). Dé&dicné
predpoklady jsou pfecenovany predevsim z divody jejich tézké odliSitelnosti od Zivotniho
stylu ¢loveéka. Nikdy nelze vySe zminéné aspekty dokonale izolovat a tudiZ povést piesny,
objektivni vyzkum. Existuji vSak i novotvary, které maji dokazanou genetickou souvislost.
Jedind konkrétni zména DNA, kterd odpovida konkrétnimu nddoru, je mutace obou alel genu
RB1 zpisobujici zhoubny nador sitnice — retinoblastom. V ostatnich pfipadech jsou
nadorové markery spole¢né pro urcitou skupinu novotvarti (Lynchiv syndrom, BRCA).

(Macék, 2012; Nussbaum, 2004)
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5. HISTORIE ZPRACOVANI ZMRAZOVACI
TECHNIKOU

Ke konci 19. stoleti se diky vyvoji mikroskopické techniky, pfedevSim zlepSenim
rozliSovacich schopnosti, objeveni novych pfirodnich i syntetickych barviv, nalezeni
modernéjSich anestetik a operacnich postupii naskytly nové pfilezitosti tykajici se
peropera¢nich vysetfeni. VSe smétovalo ke snaze odlisit tkané benigni, maligni, zanéty a
jiné. V ptipad¢ malignity se dale neoperovalo a pacient v blizké dobé zemiel. To byl hlavni
diavod pro chirurgy, aby se zacali zajimat o per-operacni vySetfeni, nazvané “zmrazovaci
technika” (v angl. orig. “frozen section”). S t€émito znalostmi se dokazali rozhodnout pro

vhodny postup - paliativni nebo radikalni 1é¢bu. (Gal, 2005)

Prvni zminky o krajeni biopsii pomoci zmrazovaci techniky pochazi z nemocnice Glasgow
Western Infirmary z roku 1882. Tehdy sice Slo o ur¢eni diagno6zy, nikoli vSak o peropera¢ni
zakrok. V nasledujicich 20 letech bylo nékolik tspésnych i1 netspésnych pokust o vyuziti
zmrazovaci techniky pfi per-opera¢nim vysetfeni. V roce 1891 pouzil 1ékat William Welch
v John Hopkinsonové nemocnici mikrotom chlazeny oxidem uhli¢itym k analyze prsni tkdné
béhem operace, kterou provadél prosluly chirurg William Halstead. Peroperacni vysSetfeni
trvalo natolik dlouho, Ze chirurg provedl cely zékrok bez vysledku biopsie. Kolem roku 1895
se o zmrazovaci techniku zajimala odborna vefejnost v celém zapadnim svété. V riznych
nemocnicich a univerzitich bylo popisovano nckolik metod, spravnych

I nespravnych. (Gal, 2005)

Hlavni roli ohledné zpracovani tkdn€ pomoci zmrazovaci techniky méli bratfi - 1ékafi
William James Mayo a Charles Horace Mayo. Jejich klinika v Rochesteru v Minnesoté
disponovala na pfelomu 19. a 20. stoleti tim nejmodernéj$im vybavenim, ve velké mife byl
podporovan vyzkum. Bratii Mayové hledali zkuSeného patologa, ktery by vSechen sviij cas
vénoval diagnostické laboratofi. Na blizké Minnesotské univerzité pracoval doktor Louis B.
Wilson, ktery jejich nabidku na plny uvazek neodmitl. Na pozici vedouciho patologa

nastoupil 1. ledna 1905. (Gal, 2005)

Doktor William Mayo jednou vyslovil vsetikajici prosbu: “Pfeji si, abyste vy patologové
nasli zpasob, jak nam chirurgiim fict, jestli se jedna o rakovinu, ¢i nikoli, jesté ve chvili, kdy

pacient lezi na sale:” (v angl. orig.: ‘I wish you pathologists would find a way to tell us

24



surgeons whether a growth is cancer or not while the patient is still on the table.””).
(Clapesattle, 1941, s. 441-447)

Doktor Louis Wilson to vidél stejn€. Vynalezeni nové techniky kréjeni a barveni za timto
ucelem. Vydal se tedy na drahti vyzkumu. Pouzil methylenovou modf, syntetické anilinové
barvivo k obarveni riznych preparati. Zkousel riizné zptsoby, jak ukrojit tkan. Dosel k
zaveéru, ze nejvyhodnéjsi je umisténi vzorku mezi 2 starsi diené stromu, coz umoznilo ruéni
krajeni pomoci bfitvy. Ke zmrazeni pouzil venkovni teplotu -29 °C, ktera ptisobila na tkan
po dobu nékolika minut. Rezy byly nasledné vloZeny do methylenové modie, oplachnuty
fyziologickym roztokem a montovany na podlozni sklicka pomoci smési glukozy.
Mikroskopicky vysledek byl nasledujici - Cervené, nachové a modré barvy (tradicné
provadéné preparaty vypadaly jako smés hnédé a riizové). Vyzkum pokracoval pozorovanim
ruznych tkédni, porovnavanim takto pfipravenych preparati s t€émi vytvofenymi tradi¢nimi
metodami. Doktor Wilson déle standardizoval a sepsal vSechny jednotlivé kroky - zmrazeni,
krajeni a barveni. Pfichod Spencerova automatického zmrazovaciho mikrotomu obsahujici
mrazeni pomoci tekutého COz zjednodusil proces véetné krajeni. Od dubna roku 1905 byl
cely postup natolik zdokonalen, ze Doktor Wilson byl schopen sdélit chirurgim diagnézu
do 5 minut. VSe bylo publikovano 2. prosince 1905 v ¢asopise Journal of the American
Medical Association. Ackoli se nejednalo o prvni popis zpracovani tkané¢ zmrazovaci
technikou, tak je doktor Wilson spravné povazovan za zakladatele této metody. V
nasledujicich letech se stala neocenitelnou a uznavanou metodou pro chirurgy, prace
patologa postupné nabyvala na vyznamu pii ur€ovani finalnich diagnéz. (Gal, 2005;

Lechago, 2005)

Prvni kryostat byl vyroben v Dénsku v roce 1938. Za jeho autory jsou povazovani védci
Linderstrom-Lang a Morgensen. Poprvé zde bylo vyuzito chlazeni blokti suchym ledem,

cely prostor byl temperovan na pozadovanou teplotu. (Ochei et al., 2000)

Dalsi vyznamna zminka o zpracovani histologickych vzorkli pomoci zmrazovaci techniky
pochazi z roku 1949, kdy Ameri¢ané Hazard a Stevenson, ktefi vymysleli postup, pii némz
se nativni vzorek umistil do fixa¢niho roztoku o desetindsobku svého objemu a nasledné byl
zahfivan na teplotu varu. Zfixovany blok byl poté umistén mezi dva kusy suchého ledu
anakrajen na Sitku 10-15 pm. Kazdy fez se pfemistil do kadinky s destilovanou vodu.
Jednotlivé fezy se obarvily v kddince s karbol fuchsinem a toluidinovou modfi. Nasledné

doslo k oplachu v destilované vod¢, byly pfenaseny na podlozni sklicko a pokryvany 30%
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sachardzou nebo titinovym cukrem. Tento postup v roce 1953 mirn¢ upravil Dockerty.

(Jaafar, 2006)

Teloh H. A. vSe zdokonalil v roce 1957, kdyz nefixovany nativni vzorek umistil pfimo
k mikrotomu a mrazil jej pomoci plynného oxidu uhli¢itého (CO2) a krajel na fezy Siroké 25
um. Barveni probihalo pomoci vodného roztoku thioninu. Takto obarvena vydrzela tkan
pfiblizné 48 hodin. Pro preparaty urcené k trvalému obarveni se pouzivalo barvivo

hematoxylin-eosin (HE), které bylo obohaceno a n¢kolik kapek 95% alkoholu. (Jaafar, 2006)

V soucasnosti nejsou postupy krajeni a barveni v jednotlivych laboratotich sjednocené.
Dutivodem jsou rizné typy kryostati, zkusenosti a zvyky na jednotlivych pracovistich. Kazdy
patolog si sam urci, jak Siroky fez a jak obarveny preparat se mu dobie prohlizi

v mikroskopu. (Paulsen, 2004; Daum, 2015)
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6. CIL PRACE, HYPOTEZY
V ramci této bakalaiské prace byly stanoveny nasledujici hypotézy:

e Vzhledem k limitdm peropera¢niho vySetfeni neni mozna 100% shoda vysledkt
zmrazovaci technikou s vysledky z parafinovych fezi.

e Vzhledem k vétSim limitim zmrazovaci techniky u nckterych tkani je vyssi
nepiesnost vysledkll peroperacnich vySetteni.

e Klinicti Iékaii si ne vzdy uvédomuji omezeni a limity tykajici se peroperacniho

vySetfeni, a tudiz je nékdy provadéno zbyte¢né, ba dokonce kontraproduktivné.

Bakalatska prace si klade za svij cil posoudit moznosti a limity peroperacniho vySetieni v

zavislosti na dodaném materialu a diagndze.
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7. ZPRACOVANI HISTOLOGICKEHO VZORKU -
ZALITI DO PARAFINU

7.1 Odbér, fixace

Odebrana tkan, ktera ptijde do histologické laboratote véetné Zadanky s razitkem a podpisem
1ékate se nejprve zapiSe do laboratorniho systému. Kazdy vzorek ma své identifikacni ¢islo,
pod kterym jej lze kdykoliv dohledat. Materidl je jiz transportovan ve 4% roztoku
formaldehydu, ktery tkan zfixuje. Diky tomuto procesu dojde k zachovani struktury
jednotlivych buné€k a celych tkani. Rozpad, zplsobeny piredevsim bakteriemi a enzymy by
byl v tomto ptipad¢ nezadouci. Tento proces také ochrani vzorek pii dal§im zpracovani.
Velky diliraz je tfeba klast na dostate¢né mnoZstvi 4% roztoku formaldehydu, aby byla tkan
jim byla tkan dobfte prosycena. I pies spravné dodrzeny postup zde mohou vznikat artefakty.

(Daum, 2015; Paulsen, 2004)

7.2 Zpracovani tkani
Vsechny biopsie jsou prohlizeny a ptikrajovany 1ékatem, ktery hned zaznamenéva pottebné
informace o tkénich do diktafonu. Po jeho pravé ruce sedi laborant, jehoz prace je zde
vkladani vzorkd do pfedem Ciselné oznacenych plastovych blocktl, které jsou ihned

piesunuty do nadoby s vySe zminénym formaldehydem, aby se zabranilo 1yze bun¢k. (Daum,

2015)

Dalsim krokem je odvodnéni, kterého dosahujeme organickym rozpoustédlem, nejcastéji
ethanolem. Vyuziva se zde postupného zvySovani koncentrace alkoholu (70%, 80%, 96%,
100%). Cely proces trva 30 minut az n€kolik hodin (v zavislosti na velikosti a povaze tkang¢).
I zde je riziko znehodnoceni tkan€, konkrétné k denaturaci sledovanych proteini nebo
k nerovnomérnému smrsténi v zavislosti na obsahu vody. Poté je vzorek pfemistén do smési
alkoholu a xylenu. Jejich pomér se postupné méni v neprospéch ethanolu. Nésleduje
prosyceni v xylen-acetonu, aceton-xylenu a acetonu. Proces od odvodnéni (alkohol) aZ po
prosyceni (aceton) probiha v pfistroji - autotechnikonu. Jednotlivé Casy je mozné za
predpokladu zvysSené teploty a tlaku zkratit. Poté dochdzi k prosyceni teplym parafinem.

(Paulsen, 2004; Daum, 2015)

Nasledné je tkan vlozena do formy a miiZze byt zalita horkym parafinem. Zde je velmi

dilezité spravné ulozeni vzorku a vhodné mnozstvi zalévaciho média. Parafin se pouziva
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diky své vlastnosti prostoupeni tkané vcetné jejich nejmensich dutin a otvorti. Poté se vzorek

vychladi a mize byt krajen na mikrotomu. (Paulsen, 2004)

7.3 Mikrotom, krajeni parafinovych rezii
Mikrotomy jsou pfistroje pouzivajici se v histologické laboratoii ke krajeni tenkych fezu.
Rozd€lujeme je na 2 zakladni typy - rotacni a saiikovy. Prvni jmenovany ma pohyblivy
preparat a pevn¢ ulozeny niiz. Sankovy mikrotom je koncipovany ptesné obracené, tudiz je
zde nepohyblivy preparat a posouva se nozem. Mezi zakladni soucasti rotacnich i saiikkovych
mikrotomt patii podstavec, nliz, ¢ast na upevnéni bloku a zafizeni slouzici k posunu.
Podminek pro ziskani kvalitniho fezu z biopsie nebo nekropsie je hned n¢kolik. V prvé radé
je to jiz vySe zminéné - spravny odbér biologického materialu, dostate¢na fixace, odvodnéni,
kvalitni zaliti do parafinu. Dale je velmi dtlezité dostate¢né vychlazeni blocku s parafinem,
protoze mékky parafin nelze ukrojit dle pozadavkl. To plati 1 pro tupou ziletku nebo pro
necistoty na ni zlstavajici. VEtsinou se jedna o zbytky parafinu z ptedchozich fezu. (Vacek,

1995; Paulsen, 2004)

Krajeni musi byt provadéno plynule a dostate¢né rychle. V opa¢ném piipad¢ dochazi k trhani
a “smrs$t'ovani” parafinu. Dillezité je 1 nastaveni spravné tloust’ky fezii. Pro idedlni zobrazeni
tkan¢ v mikroskopu se doporucuje Sife 1-2 um. U hodnot 3 a vice mikrometrid se mohou
jednotlivé bunky pfi prohlizeni v mikroskopu piekryvat a dochéazi tak ke zhorSenému
odeditani. V krajnim piipadé k nutnosti opakovani provedeni celého nového preparatu. Rez
je prenesen na studenou vodu, kde je pomoci preparacnich jehel vyrovnan a nasledné na
vodu teplou, kde je “poloZen” na podloZni sklicko. Preparat je nutné jesté ususit, nez dojde
k jeho obarveni. K procesu krajeni na mikrotomu a natahovéani na skla je zapotiebi dvou
laborantli, aby doSlo k wurychleni prace a predevSim, aby nedochédzelo k méknuti

parafinového blocku. (Vacek, 1995; Paulsen, 2004)

7.4 Barveni parafinovych fezi
Aby bylo mozné jednotlivé bunétné struktury pozorovat, je nutné tkan pred pozorovanim
jesté obarvit. Barviva jsou latky, které absorbuji svétlo jistych vinovych délek. V optické
mikroskopii se pouzivaji od 2. poloviny 19. stoleti. Tehdy se jednalo pfedevSim o barviva
pfirodni, tzn., Ze se ziskavaly z ptfirodnich zdrojl (napt. karmin, indigo, Safran). Vzhledem
k vyvoji (pfedevsim na poli chemie) se od nich postupné upustilo v prospéch syntetickych

barviv, které maji velkou vyhodu ve své stalosti a neménnosti. Dal§im divodem byl znaény
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vzrust vySetfovanych vzorkli a tudiz nutnost standardizace a zjednoduSeni préce.

V neposledni fade zde velkou roli hrala cena. (Paulsen, 2004)

7.5 Hematoxylin-eosin

V soucasnosti se nejCastéji pouziva barveni hematoxylin-eosin (dale také jako HE).
Hematoxylin ma bazicky zadklad a barvi jadra modrofialove. Ziskava se (jako dnes jeden
Z mala) pfirodni cestou ze dieva stromu Hematoxylon campechianum. Takto vyizolovana
laitka nema sama o sob¢ barvici vlastnosti. Ty se ziskaji az oxidaci, pifi které vznikne
hematein, ktery je nutno smichat s mofidlem (soli Al, Fe, W), diky ¢emuz vznikne potiebny
barvici komplex. Eosin ma vlastnosti acidofilni a barvi cytoplazmu rizové, svaly a vazivo
cervené. Kombinace hematoxylinu s eosinem je velmi vyhodna pro vyrazny kontrast, ktery
usnadnuje prohlizeni. Z takového preparatu lze vypozorovat v§eobecné informace o stavu
tkané. V ptipadé, Ze se jedna o nedostacujici k hodnoceni, je potieba vyuzit selektivniho

barveni. (Paulsen, 2004)

Preparaty urcené k barveni HE se skladaji do stojanku, ktery se vlozi do barviciho automatu.
Rameno se stojankem se poté fidi podle predem navoleného programu. K dispozici je

I spusténi jednotlivych ¢asti. (Daum, 2015)

V prvnim kroku dojde k odparafinovani diky postupnému plisobeni xylenu, 100% a 96%
alkoholu. Poté je na fad¢ oplach v destilované vod¢ a samotné barveni, které zac¢ina kaddinkou
s Hematoxylinem, kde jsou preparaty po dobu 5 minut. Poté nasleduje velmi kratké
diferencovani v kyselém alkoholu a prani ve vod¢. Dalsi ¢asti je barveni v roztoku eosinu
a diferencovani v 80% alkoholu. Na zavér dochézi k odvodnéni vzestupnou fadou alkoholtl
zakon¢enou projasnénim v roztocich acetylenu, acetyl-xylenu, xylen- acetylenu a xylenu.
Zde kon¢i prace barviciho automatu. K ziskéani trvalého preparatu je potfebné montovani,
které miize byt provadéno ruén€ nebo pomoci montovaciho automatu, ktery ptilepi kryci
skli¢ko zcela samostatné a v ptipadé vétsiho mnozstvi vzorku rychleji nez laborant. (Daum,
2015)

Samotné barveni HE je ptehledné zobrazeno v nasledujici tabulce.
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Chemikalie Vysledek Cas
Gilltv hematoxylin Obarveni jader 5 min.
Diferenciacni roztok Diferenciace struktur oplach

Voda Odmyti prebytecné barvy vyprani v tekouci vodé
Eosin Obarveni cytoplasmy 1-2min.
Voda Odmyti pfebyteéné barvy vyprani v tekouci vodé
70, 80, 96, 100% alk. Odvodnéni 5-10 sek. oplach
Ac., ac.-xyl., xyl.-ac., xyl. Prosyceni 5-10 sek. oplach

Tabulka 1 Barveni HE

DAUM, Ondfej. Laboratorni piirucka SUP: Piehled laboratornich vySetieni, referencnich mezi a doporuceni. Smérnice
8/004/07. Plzen, 2015.

Doba od odebrani tkané az po vydani vysledné diagndzy je otazkou ptiblizné 2-3 dni. Tento
rutinni proces je na dennodennim potadku kazdé histopatologické laboratoie, podle velikosti
spadové oblasti se na téchto pracovistich zpracuji desitky az stovky parafinovych blockt za
den. (Daum, 2015; Paulsen, 2004)
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8. ZPRACOVANI HISTOLOGICKEHO VZORKU PRO
PEROPERACNI VYSETRENI

8.1 Transport a piiprava vzorku
Biopsie je sanitafem nebo zdravotni sestrou (popf. potrubni postou) zaslana do laboratofe,
zapsana do systému a hned zpracovavana. Tkan musi byt ulozena v gaze, ktera je navlhcena
ve fyziologickém roztoku (0,9% vodny roztok NaCl), nesmi byt transportovana ve fixacnim
roztoku (formaldehydu), protoze by jiz nebylo mozné ji peroperacné zpracovat. Lékar
vzorek zméti a popiSe (na zddanku i1 do diktafonu), skalpelem ptikroji podle potieby
a rozhodne o dal$im zpracovavani (Cast je zalita do parafinu a krajena mikrotomem, chirurg
rovnéz miize zazadat o genetické nebo imunohistochemické vySetfeni). Tkan urcend k
rychlému peroperacnimu vysSetfeni je poloZena na kovovy disk (tzv. “stolecek™), kde je
pfedem umisténa voda nebo “lepidlo” Cryomount (vzhledem k velikosti a povaze vzorku)
a zmrazena, ve FN Plzen nejcastéji stlaCenym plynem ve spreji (tetrafluoretan). Jiz pii
pfijimani vzorku je nutné natemperovani a ptipraveni kryostatu, ktery se dostava na tfadu

nyni. (Daum, 2015; Paulsen, 2004)

8.2 Kryostat

Kryostat je v podstaté velmi podobny klasickému mikrotomu pro krajeni parafinovych feza.
Oproti nému se jednéd o uzavienéjsi systém s chlazenim, diky némuZz dochazi k nepfetrzité
temperaci celého prostoru - chlazena je podlozka, nliz i samotny vzorek uréeny ke krajeni.
Teplota se nastavuje na hodnotu kolem -20 °C (T = 253 K). I zde je mozna riizna Sife fezu,
ktera se voli vzhledem k typu a velikosti tkan¢. Nastaveni na modernich kryostatech se
provadi elektronicky pfes ovladaci panel. Nejnovejsi modely obsahuji barevny dotykovy
displej s udaji o §ifi fezu a teplot& uvnitt boxu. Ve Fakultni nemocnici Lochotin na Siklové
ustavu patologie v Plzni se nachazeji 2 kryostaty - Modely od spole¢nosti Leica. Stars$i model
Leica CM1850 je vyuzivan ptedevsim pro krajeni ledvinovych §té€pt a je zde jako zalozni,
kdyby doslo k poruSe novéjsiho modelu - Leica CM1950. V ptipadé¢ problémi je na telefonu
k dispozici technik, ktery je zodpovédny za funk¢nost celého kryostatu. Pti drobnych
poruchach je mozné sefizeni “na dalku” pouze za pomoci instrukci, u vétsich potizi je nutny
jeho zasah - sefizeni stroje nebo vyména nékteré soucastky. (Daum, 2015; Leica Biosystems
Nussloch, 2014)
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Obrazek 8 Kryostat Leica CM1950
Zdroj:

http://drp8p5tach2p5.cloudfront.net/typo3temp/_processed_/csm_Leica C
M1950_ Cryostat_05_021ed72d08.jpg

8.3 Krajeni

Laborant urceny k této praci si prohlédne zmrazeny vzorek a rozhodne se, z jaké strany bude
nejvyhodnéjsi jej krajet, podle toho upevni stolecek s biopsii. Vyrobce kryostatu doporucuje
pti krajeni sedét, jde vSak o zvyk a kazdy laborant ma zaZité jiny postup. Vzhledem k povaze
a celistvosti tkdn¢ upravi Sitku fezu. Vzdy je nutné se pokouset o co nejtenc¢i preparat, aby
byl pro Iékate snadno hodnotitelny. Pomoci makroposunu se vzorek zkracuje do té doby,
nez je celd plocha tzv. “v fezu”. Krajeni probiha velmi pomalu, fez je “chytan” Stéteckem
nebo pod antirolovaci sklicko, které je umisténo piimo v kryostatu. Nékdy je nutné n¢kolika-
nasobné prokrajovani zptisobené necelistvosti vzorku. Dal§im diivodem je fakt, Ze hodnotici
1ékat si sam presné urci vrstvu k prohliZzeni v mikroskopu. Ukrojena tkan je ptimo z desticky
v kryostatu pfitisknuta na podlozni sklicko a dale zpracovavana. (Daum, 2015; Leica
Biosystems Nussloch, 2014)
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8.4 Barveni preparatii z peroperacni biopsie
Tkan na podloznim sklicku se pfiblizné na 1 min. vlozi do sklenéné kyvety se 70%
alkoholem, kde dojde k jeji fixaci. Nasleduje oplach ve vodé a 1 min. barveni jader
v Harrisové hematoxylinu (hotovy dodavany lékarnou), poté je nutné dikladné oplachnuti
ve vod¢ a pokracuje se 1 min. diferenciaci ve Scottové vod¢, coz je vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného (3,5g NaHCO3 + 500 ml H20), siranu hote¢natého (20g MgSO4
+ 500 ml H20) a 40% formaldehydu (1 ml HCHO). Tento roztok se pfipravuje piimo
Vv laboratofi z ptislusnych chemikalii. Kratky oplach a cca 5 sek. barveni v roztoku eosinu
(10g eosinu zlutavého, 5g dvojchromanu draselného, 800 ml deionizované vody, 100 ml
nasyceného roztoku kyseliny pikrové, 100 ml 100% alkoholu). Po odstranéni ptebyte¢ného
barviva vodou se vzorek blizi do zavére¢né faze, kdy projde oplachem v 96% alkoholu,
acetoneu, aceton-xylenu, xylen-acetonu a xylenu (zapsani chemické slouceniny na prvni
misto v ndzvu znaci jeji vétsi objemové mnozstvi, v piiblizném pomeéru 60/40% az 70/30%).
Diky krycimu sklicku a montaznimu lepidlu solakrylu vznikne trvaly preparat vhodny
k prohlizeni a dlouhodobému skladovani. Eosin, roztoky aceton-xylenu a xylen-acetonu se
stejné jako Scottova voda pfipravuji az v histopatologické laboratofi. Vysledek tohoto
barveni je nasledujici: modra jadra, riZzovy kolagen, riZovy hyalin, ¢erveny fibrin, riZovo-
cervena svalovina. Kvalita barviv a nutnost jejich vymény je pozorovéna na kontrolnich
tezech, kter¢ se ptipravuji do zasoby a v pravidelnych intervalech (zpravidla kazdy den) jsou

barveny ptislusnymi roztoky. (Daum, 2015; Vacek, 1995; Paulsen, 2004)

8.5 Komplikace pri krajeni na kryostatu
Prvnim problémem, ktery mize nastat pii krdjeni zmrazené tkané€, je rozmazavani preparatu.
Dtivodem je nedostate¢né namrazeni vzorku nebo antirolovaciho sklicka. Je tedy nutna
opakovand aplikace spreje “Cryo spray” (tetrafluorethanu) a vyckani na vytemperovani
prostoru kryostatu. Ttepici se preparaty se objevi v opaéném piipadé€, feSenim je zvySeni
teploty. Pfi Spatném sefizeni antirolovaciho sklicka dochéazi ke zkrouceni krajené tkan€.
Problémy zptsobuji necistoty zlstavajici na nozi nebo v jeho blizkosti. Praci komplikuje
také tupy nebo nedostatecné upevnény nliz, Spatné ulozeny vzorek na disk pred zmrazenim,
nespravny uhel hibetu noZe, mastné antirolovaci sklo nebo nevhodna teplota pro danou tkan.
Vyrobce kryostatu uvadi tabulku teplot pro krajeni jednotlivych typt vzorkd, které ma spise

informativni charakter. Komplikace pfi krajeni s sebou mize nést i sama tkan, ktera napf.
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obsahuje kalcifikace nebo velké mnozstvi tuku. (Leica Biosystems Nussloch, 2014; Daum,
2015)

8.6 Zmrazovaci technika - vyhody

Prvni a zérovenn hlavni neodmyslitelnou vyhodou zpracovani tkani pomoci zmrazovaci
techniky je bezpochyby ¢as. Zrychleni celého procesu je jiz témét nemozné. 15 — 30 min. od
transportu tkdn€ az po telefonovani vysledku na operacni sal je opravdu to nejnizs$i mozné
minimum, které neni pro stabilizované¢ho pacienta omezujici. Z tohoto diivody jiz vlastné
ani neni snaha o pokusy jeSté zkracujici tento Casovy interval, ktery je k celému

peropera¢nimu vysetfeni potiebny. (Daum, 2015; Peters, 2010; Argani, 2013)

8.7 Zmrazovaci technika - nevyhody, omezeni
I tato metoda ma ovSem sva jistd omezeni. V prvé fadé se jedna o samotnou technickou
stranku véci. Material musi byt dokonale rovnomérné namrazen, aby bylo mozné ziskani co
nejlepsiho fezu, ktery je tenky, ale zaroven celistvy. Siroka tkan je tézko hodnotitelna
z diivodu prekryvani jednotlivych vrstev, potrhany preparat by mohl vytvaret zkresleny
vysledek, ktery zhorSuje interpretaci vysledku. (Daum, 2015; Peters, 2010; Argani, 2013)

Zmrazovaci technika je specificka v tom, ze tkan je fixovana az po nakrajeni, coz zvysuje
riziko poskozeni hodnocenych bunék. Diagnoza z takového vzorku se mizZe odliSovat od
skutecnosti. Hodnotici 1ékaf ma specializovanou zpiisobilost v oboru patologické anatomie,
je tedy odbornikem v dané problematice, diky ¢emuZz by mélo dochézet k eliminaci takovych
chyb. V pfipad€ nejasnosti se z diitvodu moznych konzultaci nachazi vice patologt. Vysledek
vySetfeni je dale diskutovan s operujicim chirurgem, k dispozici je kompletni 1€kaiska
zprava z piedchozich vySetfeni, kterd miiZze podporovat nebo vyvracet nejasny histologicky

nalez. (Argani, 2013; Taxy, 2010)

Diilezita je zkuSenost s jednotlivymi typy tkani, protoze nékteré s sebou nesou jista specifika,
ktera je nutno brat pfi zpracovani a hodnoceni v potaz. Vzorky obsahujici velké mnozstvi
s nimi setkame u vzorki zasilanych z neurochirurgie) je potfeba zmrazovani na dostate¢né
vrstve lepidla, jinak by doslo k jejich “zapadnuti” do struktury “stolecku” pro kryostat a celé
krajeni by tak bylo znemoznéno a tkan znehodnocena. Zde je potieba zdiraznit, Ze odebrani
biopsie pro histologické vySetteni je vysoce invazivni a neni tudiz tak opakovatelné, jako

napiiklad odbér krve ze zily nebo vytér z krku. (Argani, 2013; Taxy, 2010)
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8.8 DalSi vyuziti zmrazovaci techniky
Zmrazeni vzorku nemusi byt vzdy z diivodu urychleni celého procesu v ramci peroperacni
biopsie, ale vyuziva se 1 pfi zpracovani tkani, které by byly poskozeny nékterym krokem pii
tvorbé parafinového blocku. Typickym ptikladem jsou kozni biopsie, kde by doslo ke
znehodnoceni vzorkt z divodu uc¢inku chemikalii (formaldehydu, acetonu, alkoholu atd.)
Zmrazovaci technika se vyuziva u biopsiich ledvin, u vzorkii svalové tkané€, obecné pro

dikaz enzymu aj. (Vacek, 1995; Paulsen, 2004)
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9. ZPRACOVANI VYSLEDKU DAT

V ramci této prace byla zpracovavana data per-operacnich biopsii z histopatologicke
laboratore FN Plzeti - Siklova Gstavu patologie na Lochoting. Setieni se tykalo kalendainich
rokit 2013-2015 a bylo v ném shrnuto celkem 1390 biopsii. Zadajicim pro vysetieni byla
oddéleni chirurgie, neurochirurgie a gynekologicko-porodnické oddéleni. Zpracovani tkani
zmrazovaci technikou pro dals$i oddéleni (napt. kozni nebo ortopedické oddéleni), neni v této
studii zahrnuto, protoze se jednalo o ojedinélé pripady, které slouzily ptedevSim pro

vyzkumné ucely, popt. se jednalo o specialni vySetieni.

9.1 Souhrn peroperaénich biopsii (SUP Lochotin, 2013 - 1015)
Nejéastéji zadajicim oddélenim o peropera¢ni vysetfeni na Siklové Gstavu patologie na
Lochotiné v letech 2013-2015 byla chirurgie s 854 biopsiemi (61,4 %), nasledovalo
gynekologicko-porodnické oddéleni s 299 zadostmi (21,5 %) a neurochirurgie, ktera
potfebovala vyuzit zpracovani pomoci zmrazovaci techniky celkem 237krat (17,1 %). Vse

je prehledné graficky znazornéno nize.

ROK 2013 2014 2015 CELKEM
CHIRURGIE 285 272 297 854
NEUROCHIRURGIE 67 68 102 237
GYNEKOLOGIE 104 112 83 299
CELKEM 456 452 482 1390

Tabulka 2 Souhrn Zddajicich oddéleni o preoperacni vySetieni

M Chirurgie  m Neurochirurgie = Gynekologie

Graf 1 Rozdéleni tkani podle oddéleni
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Z chirurgického oddéleni byly nejcastéji zasilany vzorky prsu a sentinelovych uzlin
(439 piipadu), plic (105), stitné zlazy (74), jater (44) a mediastina (33). Ostatni vzorky (159)

pochdazely z oblasti Zlu¢niku, stieva aj.

mprs,SN = plice =38titnd Zzlaza = jatra = mediastinum = ostatni

Graf 2 Biopsie z chirurgického oddéleni
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Gynekologicko-porodnické oddéleni zadalo SUP o peroperaéni vysetfeni adnexy
(95 pripadt), sentinelovych uzlin (70), ovaria (64) a délohy (31). Zbylych 39 biopsii

pochézelo z tkané vejcovodi, bfisni stény aj.

= adnexa = SN =ovarium = déloha = ostatni

Graf 3 Biopsie z Gynekologicko-porodnického oddélent

Oddéleni neurochirurgie zasilalo zadosti o peroperaéni vySetfeni tykajici se (podle
ocekavani) centralniho nervového systému, Zz c¢ehoz micha byla vySetfovdna pouze

Vv ojedinélych ptipadech (celkem tfi biopsie michy).

Z celkového poctu 1390 biopsii byly zaznamenany nasledujici chyby a neptesnosti. Ve
24 ptipadech byl vysledek peroperacni biopsie hlasen jako negativni, ale definitivni
vySetfeni prokdzalo znamky malignity. Tykalo se to 10 sentinelovych uzlin, 6 prsi, 3 Stitné
zlazy, 2 vzorki stfev a po jednom ptipadu ovaria, d€lohy a jater. VétSinou se jednalo o vyskyt

mikrometastaz, malych rezidudlnich tumord nebo o izolované nadorové bunky (ITC).



V ojedinélych piipadech byla tkan tézko hodnotitelnd z dGvodu vazivovych sristi
a vysokému prokrvaceni.

Pti 2 peroperacnich vySetfenich (prs a uzlina) byl materidl z divodu pfitomnosti velmi
malych nalezl zcela vykrajeny, coz znemoznilo dalsi zpracovani. Celkem 4 biopsie (2x prs,
hrudni sténa, jatra) byly po zpracovani zmrazovaci technikou suspektni z malignity, kterou
definitivni fezy vyvraceji. U 7 vzorkl (2x sentinelova uzlina, prs, ovarium, adnexa, mozek,
peritoneum) se suspektni malignita v definitivé potvrdila. 3 vzorky plic byly peroperacné
suspektni z tuberkuldzy, ta byla nasledné vyvracena. Hodnoceni jako maligni, které bylo
Vv definitivnich fezech vyvraceno, se tykalo prsu (regresivné zménénd tkan) a 2 plic (zanét,
hyperplasie). U 5 peroperacnich vysetfenich (3x mozek, zlu¢ovod, ovarium) nebylo mozné
rozlisit, zda se jedné u pivodni tumor nebo o metastdzu. Zmrazovaci technika definitivné
znicila 1 varle. Diagndza nebyla zfejma ani v definitivnich fezech u biopsie temporalniho
laloku mozku, pfistitného téliska (z vétSiny pouze tuk) a jater (pouze miniaturni infiltraty,
doporuceno hematologické vysetfeni).

Naésledujici graf znazornuje procentualni chybovost veskerych vysledki peroperacnich
vysetteni na SUP Lochotin v letech 2016-2015. Z celkového poétu 1390 biopsii doslo
k neshodé v 52 ptipadech, coz odpovida priblizné 4 %.

Graf 4 Celkovd chybovost peroperacnich vysetient
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Tento graf se zaobird neshodami zminénych 52 ptipadii peroperacnich biopsii.

2%

9%

6%

13%

46%

8% 4%
= Negativni -> Maligni = \/ykrdjeno
= Suspektni -> Benigni Suspektni -> Maligni
m Suspektni TBC -> Negativni TBC = Nerozlisitelné i po definitivé
m Maligni -> Negativni m Nemoznost rozliseni plvodni/metastaza

= Biopsie zmrazovaci technikou zni¢ena

Graf 5 Konkrétni priciny neshod peroperacnich vysetreni

9.2 Vybrané biopsie (SUP Lochotin, 2013 - 2015)
V ramci této bakalarské prace bylo vybrano 10 biopsii, které byly blize popsany. U kazdé
znich se nachdzi diagn6za dle MKN (mezindrodni klasifikace nemoci), pohlavi a vék
pacienta. Poté je kratce pfiblizen postup peroperacniho vySetfeni a porovnani s finalnim

vysledkem.
e Biopsie ¢. 1 (MKN C788)

Zena ve véku 54 let s bilateralni adnexectomii pro karcinom ovaria. Nyni s podezienim na
metastaze na peritoneu. Pravdépodobné generalizace po peritoneu orrigo karcinomu ovaria.
Do laboratote poslan z chirurgie vzorek peritonea. V peroperacni biopsii nelze jednoznacné
prokazat zndmky malignity. V definitivni biopsii objevena c¢ast hladké svaloviny

S metastazou dobfe diferencovaného adenokarcinomu s kribriformni strukturou. Po
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provedeni revize preparatu peroperacni biopsie bylo potvrzeno, Ze maligni nadorové

struktury byly zastiZzeny jen v dalSich fezech definitivni biopsie.

Zhodnoceni: Peroperacni biopsie je limitovana Casem, neni mozné prokrajovani do

hloubky. Malignita nebyla pfitomna v peroperacné vysetfované tkani.
e Biopsie ¢. 2 (MKN C508)

Zena ve véku 42 let. Do laboratofe byly odeslany 2 vzorky z chirurgie. Prvni &éstice
obsahovala excizi prsu o rozmérech 5,2 x 2,4 x 1 cm. Je zde viditelny tumor o priméru
0,7 cm, ktery nedosahuje k okraji. Tkan zpracovana v 1 bloku zmrazovaci technikou a v 1
bloku standardné. Jedna se o dobfe diferencovany duktalni invazivni karcinom, grade 1. V
okoli se nachazi objemna loziska fibrézni mastopatie, dale lozisko o pruméru 1,2 cm, které
je tvofeno fibrézni mastopatii s apokrinni metaplasii. Lozisko bylo zpracovéano v 1 bloku
zmrazovaci technikou a ve 2 blocich standardné. Druhy vzorek byla ¢éstice o rozmérech 1
x 0,5 x 0,7 cm obsahujici lymfatickou uzlinu o priméru 0,9 cm. Polovina uzliny zpracovana
peroperacné, polovina standardni technikou. Material byl také prokrajen v sériich, provedena
byla imunohistochemie. Vysledek per-operacni biopsie hodnoti uzlinu jako negativni,
Vv definitivnich fezech nalezena po prokréjeni ve 2 fezech mikrometastdza mensi nez 1 mm

dobie diferencovaného tubuldrniho adenokarcinomu lokalizovaného subkapsularné.

Zhodnoceni: Mikrometastazy nejsou viditelné makroskopicky, v ptfipadé uzlin je vzdy

nutné zpracovat a prokrajet cely material, cozZ béhem peroperacniho vySetfeni neni mozné.
¢ Biopsie ¢. 3 (MKN C508)

Excize prsu a uzlina z chirurgie od 71 leté zeny. Prvni vzorek o rozmérech 4,5 x 7 x 1,5 cm
obsahuje tumor o rozmérech 0,7 x 0,5 x 0,1 cm, ktery nedosahuje do okraji. Material byl
zpracovan v 1 bloku per-operacné a ve 3 blocich standardné. Histologicky se jedna o dobie
diferencovany duktalni invazivni karcinom, grade 1. Druhy vzorek o rozmérech 1,3 x 0,7 x
0,5 cm byl tvofen objemnou lymfatickou uzlinou. Polovina byla zpracovana zmrazovaci
technikou, zbytek pifeveden do parafinu. Provedena imunohistochemie. Per-operacné
hlasena uzlina jako negativni. Sériovym prokrajovanim parafinovych ftezli objeveny
minimalné 4 miniaturni loZiska mikrometastazy, kazdé loZisko je mensi nez 0,5 mm. Jedno
lozisko je lokalizovano vné uzliny v sinusu pfed kapsulou. Ostatni jsou lokalizovana

intraparenchymatozné-subkapsularné. Histologicky se jedna o totozné struktury duktélniho
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invazivniho karcinomu. Déle provedeno vySetieni exprese HER2/neu s negativnim

vysledkem, nador ma skore 1+.
Zhodnoceni: Dalsi ptiklad vyskytu mikrometastazy, kde je nutné prokrajeni celého bloku.
o Biopsie ¢. 4 (MKN C508)

Zena ve véku 68 let, do laboratofe zaslany 2 &astice z oddéleni chirurgie. Prvni méa rozmér
2,5x 0,7 x 0,3 cm a obsahuje lymfatickou uzlinu o priméru 0,5 cm. Druh4 ¢astice (rozméry
1,3 x 0,5 x 0,4 cm) obsahuje lymfatickou uzlinu o priméru velikosti 0,6 cm. Ob¢ uzliny
zpracovany z poloviny zmrazovaci technikou, zbytek kompletné prokrajen v parafinu. Vse
je doplnéno o imunohistochemické vysetieni. Per-operaéné nebyla prokazana zadna
metastaza ani v jedné z uzlin. V definitivnich fezech se v prvni uzlin¢€ nachazi subkapsularni
mikrometastaza o pruméru 0,2 — 0,3 cm. Jedna se o metastdzu duktalniho invazivniho

karcinomu, grade 1.

Zhodnoceni: Sentinelova uzlina obsahujici mikrometastdzu o velikosti 2 - 3 mm. Nutnost

prokréjeni celého bloku.
e Biopsie ¢. 5 (MKN C508)

Zena ve véku 72 let, z chirurgie obdrzeny 2 vzorky. Prvni o velikosti 3,7 x 4,5 x 2 cm
obsahujici tumor o rozmérech 1,5 x 1,3 x 1 cm. Tumor je vzdélen cca 2 mm od resek¢ni
linie. Material zpracovan v 1 bloku zmrazovaci technikou a ve 2 blocich standardné. Dale
odebrana ¢ast na vysetfeni molekularni genetikou. Histologicky nalezen tumor, ktery ma z
velké ¢asti obraz duktalniho invazivniho karcinomu, na ¢asti roste jako lobularni invazivni
karcinom, v€etné lobularniho carcinoma in situ. Grade 2. Druh4 ¢astice ma rozméry 3 x 2 x
0,5 cm a obsahuje lymfatickou uzlinu o velikosti 2,2 x 1 x 0,5 cm. Jeji velka ¢ast je tukoveé
atrofickd. Polovina zpracovana zmrazovaci technikou, polovina standardné. Uzlina
peroperacné hodnocena jako negativni. V sériovych fezech diky imunohistochemickému
barveni nalezena mikrometastdza o priméru menSim nez 1 mm, kterd se nachazi v pouzdie

uzliny.

Zhodnoceni: Mikrometastazy lze prokazat pouze imunohistochemickym vySetienim, v

peroperacnim vySetfeni nejsou viditelné.
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e Biopsie ¢. 6 (MKN N859)

Z gynekologicko-porodnického oddéleni zaslany vzorky 51leté Zeny. Déloha o rozmérech
7,5 x 5,5 x 9 cm je deformovéna Cetnymi bélavymi tumory o pramérech 0,3 — 5 cm, které
jsou lokalizovany subser6zné, intramuralné¢ i submukozné. Druhé tkan se sklada z levé tuby
(délka 5 cm a primér 0,3 cm) a ovaria (vel. 2,8 x 1 x 0,5 cm). Tuba obsahuje tenkosténnou
cystu o pruméru 0,3 cm. Dale zasldna prava tuba o délce 9 cm a praméru 0,2 — 0,5 cm.
Makroskopicky neni patrny zadny tumor, peroperacné provedeny 2 velmi objemné fezy.
Nadorové struktury neprokazany, pouze nekréza na povrchu. V definitivnich fezech se

nachdzi atypicka hyperplasie (stupeini pfed karcinomem) a v 1 bloku jiz i karcinom.

Zhodnoceni: Nador neni vidét makroskopicky. Peroperacné vySetiena pouze malad Cast

délohy, ktera nedava odpovidajici vysledek. Zmrazovaci technika je zde nevhodné zvolena.
e Biopsie ¢. 7(MKN C798)

Z gynekologicko-porodnického oddéleni obdrzen material od 56leté Zeny, preparat
hysterektomie a adnexektomie. Operace provaddéna z divodu suspektni malignity
Z biochemickych vysledkii, kde byly zvySené nadorové markery. Peroperacni vySetieni
odhalilo pouze benigni leiomyom a folikularni cystu. V definitivni biopsii zastizen ve

2 blocich primarni high-grade ser6zni karcinom tuby, jinde tento nalez neobjeven.
Zhodnoceni: Peropera¢ni vySetieni nevhodné indikovano. VySetfeni ndhodné ¢asti tkané.
e Biopsie ¢. 8 (N61)

Z chirurgie zaslana excize prsu 57leté Zeny. Material o rozmérech 7 x 5,5 x 4 cm obsahoval
chirurgické stehy pro leps$i orientaci. Pfi peropera¢nim zpracovani prokrijen v tenkych
lamelach, vySetteni prob¢hlo v 5 objemnych zmrazovacich fezech. Peroperacni nalez hlaSen
tak, Ze jeden fez obsahuje loZisko duktalniho karcinomu in situ. LoZisko nedosahuje okrajil
excize a je zde nutné definitivni histologické vySetieni. Zpracovana témér cela excize (bez
Cisté tukové tkan€). V plivodnim fezu z peroperacni biopsie se nachdzi duktus, ktery je
vystlany dysplastickym epitelem. Tento duktus byl vykréjen, takze toto lozisko jiz neni
pfitomno. Ani v dalSich 23 blocich nejsou dysplastické zmény a nadorové struktury. Ve
3 blocich zastizeny zmény pop piedchozim odbéru materialu. Zavér: duktalni karcinom

In situ zastizen jen v 1 zmrazovacim fezu, dale nenalezen.
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Zhodnoceni: Nebylo zvazeno vykrajeni malé¢ho loziska. DoSlo k jeho zniCeni pro dalsi
vySetieni, nemozné dale vysetfit imunohistochemicky. LoZiska o minimalni velikosti je vzdy

nutné vysetiit definitivné v¢. Imunohistochemie, coz zmrazovaci technika nespliuje.
e Biopsie ¢. 9 (MKN C509)

Biopsie 66leté zeny, 2 vzorky z chirurgie. Jednalo se o excizi prsu a lymfatickou uzlinu.
Prsni zlaza o velikosti 5,5 x 4,3 x 2,5 cm s tumorem vel. 1,7 x 1,3 x 2,2 cm. Druhy vzorek
byl tukova tkan s priimérem 1,1 cm obsahujici lymfatickou uzlinu o praméru 0,7 cm. V prsni
zlaze objeven peropera¢nim i definitivnim zpracovanim invazivni duktalni karcinom. Uzlina
hodnocena peroperacné jako negativni, v definitivnim vysledku se vSak objevuji izolované

nadorové buiiky (ITC).

Zhodnoceni: [zolované nadorové buiiky jsou jeSté mensi ¢astice nez mikrometastazy, které

bez imunohistochemie neni mozné zjistit.
e Biopsie ¢. 10 (MKN R890)

Z neurochirurgie zaslany 2 drobné ¢astice temporalniho laloku 72leté Zeny s diagnézou
suspektniho gliomu. Peroperacné hlaSen vysledek jako suspektni gliom grade 2,

Vv definitivnich fezech zastizena pouze reaktivni glioza (,,jizva*), o nador se tedy nejedna.

Zhodnoceni: Low grade glialni tumory neni ¢asto moZzné bez imunohistochemie odlisit od
reaktivnich zmén glidlni tkané. Indikace peropera¢niho vysetfeni zde byla spravna, ale

jednalo se o 1ézi, kterou 1ze hodnotit pouze z definitivnich preparata.
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10. DISKUZE

Krajeni zmrazeného vzorku se za vice nez 100 let své existence vyvinulo do bodu, kdy jiz
témeét neni mozny technicky posun kupiedu a ,zlatym standardem® histolopatologické
laboratote bude i nadale zalévani vzorkt do parafinu.

V ramci této bakalarské prace byly porovnavany vysledky 1390 peroperacnich biopsii
s finalni diagnézou, kterd vzdy vznika az z parafinového blodku. Setieni se tykalo FN
Plzeti - SUP Lochotin za kalendaini roky 2013 — 2015. Nejéast&ji zadajicim oddélenim byla
ve vice nez poloving ptipadi chirurgie, nasledovalo gynekologicko-porodnické oddéleni a
neurochirurgie. Z tkani mél nejvétsi zastoupeni prs a sentinelové uzliny.

Prvni stanovend hypotéza (,,Vzhledem k limitim peroperacniho vySetfeni neni mozna 100%
shoda vysledkii zmrazovaci technikou s vysledky z parafinovych fezii.”) se potvrdila,
protoze shoda zmrazovaci techniky s findlni diagnézou byla 96%. Nejvétsi chybovost
vykazovaly biopsie obsahujici mikrometastazy nebo izolované nadorové bunky, protoze je
u takovych vzorkl nutné sériové prokrajeni, které v pritbé¢hu peropera¢niho vySetfeni neni,
pfedev§im z ¢asovych divodl, proveditelné. DalSim velmi ddlezitym aspektem je

nezbytnost takto malé novotvary vyhodnotit az pomoci imunohistochemického vysetieni.

Druhé stanovend hypotéza (,,Vzhledem k vétsim limitim zmrazovaci techniky u nékterych
tkdni je vySsi neptesnost vysledkll peroperacnich vySetfeni.”) se potvrdila, jelikoz napf.
tkané obsahujici velké mnozstvi tuku (prs) nebo jinak nevhodné pro zpracovani pomoci
vyuzZiti zmrazovaci techniky (napf. Stitnd Zlaza) vykazovaly vétsi neshodu s vysledky

Z definitivnich feza.

Tteti stanovena hypotéza (,,Klini¢ti 1€kati si ne vzdy uvédomuji omezeni a limity tykajici se
peroperacniho  vySetfeni, a tudiz je nckdy provadéno zbytecné, ba dokonce
kontraproduktivng.) se také potvrdila, protoze u ur¢itych typt tkani dochazelo k opakovani
se neshod s finalni diagn6zou. Vyskytovaly se i piipady, kdy tkan byla zmrazenim caste¢né

nebo Uplné znehodnocena a pfinos této techniky byl zaporny.

Z vyse zminéného plyne, Ze je nutnost zvysit informovanost klinickych lékait o limitech a
omezenich pouziti zmrazovaci techniky. Ta v urcitych piipadech ztraci vyznam a mize byt
I kontraproduktivni. Dale by méla byt zlepsena komunikace mezi 1ékati na operaénim salem
a V laboratofi, protoZze hodnotici patolog je 1épe seznamen s mozZnostmi laboratofe pfi

jednotlivych vysSetfenich. Na zvaZeni je i skuteCnost, zda by patolog nemél mit moznost
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odmitnout peroperacni biopsii a rovnou ji zpracovat zalitim do parafinu v pfipadech, Ze je
presvédcen o nasledné nevypovidajici hodnoté ze zmrazeného fezu, nebo ze by tento proces

nenavratn€ znehodnotil celou tkan.

V CR i ve svété existuje mnoZstvi praci zabyvajici se problematikou shody a neshody
peroperacnich vysetieni s diagnozou z finalnich fezl. Naptiklad Veronika Motlochova ve
své praci uvadi nejnizsi shodu u sentinelovych uzlin a plic, coz pouze ¢astecné koresponduje
s vysledky této bakalaiské prace. Autorka napiiklad nezminuje neshodu u tkani prsu, Stitné

zlazy a mozku. (Motlochova, 2014)

Vétsina praci podobného tématu se vSak zabyva konkrétni tkani nebo onemocnénim,
Z tohoto ditvodu jsou takové vyzkumy koncepcné probirani do vétsich detail u konkrétnich
pfipadd, na druhou stranu nezhodnocuji zpracovéani bioptického vzorku zmrazovaci

technikou jako souhrn. (Tan, 2014)
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ZAVER

Zpracovani tkan¢ zmrazovaci technikou slouzici k rychlému vydéani vysledku pii
peropera¢nim vysetieni je dnes rutinni soucasti histopatologické laboratote. Pfinasi s sebou
1 néktera omezeni, kterd ovSem ne vzdy berou v potaz klinicti 1¢kati, a miize tak dochézet k
vyuzivani této techniky i1 v ptipadech, kdy vysledek peroperacni biopsie nepomuze diagnoze
nebo dokonce dojde k jejimu zkresleni. Pfi zpracovani vzorku pomoci zmrazovaci techniky
totiz muze dojit k jejimu trvalému poskozeni, tudiz ani vzorek z parafinu nebude mit
vypovidajici hodnotu. V takovém ptipad¢ zalezi na moznostech odebrani dal§iho

bioptického vzorku.

K nejcastéjsim chybam dochazelo ve vzorcich obsahujici mikrometastazy a izolované
nadorové bunky (ITC). Pfi odebrani tkdné ,,naslepo* bez viditelného tumoru je nalezeni takto
malych novotvaril spiSe véci ndhody. Z diivodu nutnosti prokrajovéani celého vzorku (které

je pii peropera¢nim vySetieni nemozné) neni vyuziti zmrazovaci techniky na miste.

Dalsi $patné€ zpracovatelnou tkani je tuk, ktery t¢émét neni mozné zmrazit a dochazi k niceni
vzorku, coz velmi ztézuje cely nasledujici diagnosticky proces. Nutno poznamenat, ze
existuji onemocnéni, kterd jsou od sebe tézko rozliSitelnd 1V parafinovém fezu (napf.
sklerozujici adenoza a duktalni invazivni karcinom). Ve vétSiné piipadi poté pomaha

diagnostice imunohistochemické vySetfeni.
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PRILOHY

A METHOD FOR THE RAPID PREPARATION OF
FRESH TISSUES FOR THE MICROSCOPE.
LOUIS B, WILSON, M.D.

Pathologlst St Mary's Hospital
BOCHESTER, MIXXN.

While engaged in general pathologic work I shared
common distrust of frozen sections of fresh tissues for miero-

scopic dingnosis. On taking charge recently of the labora-
tories of the Drs. Mayo, surgeons, I carefully tested the vari-

or else giving poorly differentinted cell detail. After consider-
able tation the following technic was discovered, and
for the last six months it has given uniformly excellent prepa-
rations:

1. Bits of fresh tissue not more than 2x10x10 mm. are
frozen in dextrin solution and cut in sections of from 10 to
15 microns thick.

2. The sections are removed from the knife with the tip of
the finger and allowed to thaw thereon.

3. The sections are unrolled with camel’s-hair brushes in 1

Unna’s polychrome methylene blue.
5. They are washed out in 1 per cent. NaCl solution.
6. They are mounted in Brun’s glucose medium.
The microtome which I use is the Spencer automatic with a

i

brushes used
tissues than those usually furnished by labormtory
houses.

receptacle in which to unroll sections. Sections are

the stain folded over a lifter made of a small
drawn out and bent at convenient angle. The sec-
constantly moving while it is in the stain. The
tained in n minute cup to facilitate the rapid recov-
the section should it slip from the lifter. Washing out
in several ounces of salt solution in & white poreelain
and is continued only while the stain comes away freely.
Brun's glucosse medium (which is made by mixing distilled
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water 140 c.e., glucose 40 c.c, and glycerin 10 c.e, then adding
eamphorated spirit 10 cc. and filtering), is held in an oval
dish of porcelain (an “undecorated match safe”) of such a
size that a three-inch slide will rest in a slanting position, with
one end in the bottom of the dish and the other on its edge.
The section is sproad out on the slide while it is in this posi-
tion. The alide ia then carefully withdrawn from the dish,
the excess fluid removed, a cover-alip dropped over the section
and the spocimen s ready for the microscope.

The whole process can be gone through in one and a half
minutes from the time the tinsue Is placed on the freezing
plate of the microtome until the stained specimen is on the
stage of the microscope. The resulting coloring Is uniformly
good with the tissue eloments sharply contrasted in red, pur-
ple and dark blue.

A diagnosis may bo made from such preparations in & large
peroentage of surgical cases in which a diagnosis is possible
by a study of sections of the same thickness cut from fixed
tissues and stained with hematoxylin and cosin.
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Zdroj: GAL, Anthony A. The centennial anniversary of the frozen section technique at the
Mayo Clinic. Archives of pathology & laboratory medicine. 2006, 12. DOI: 10.1043/1543-
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