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Histologické vySetieni koZnich nadoru na patologii Tabor

Abstrakt

Existuje fada typl koznich nadori, pro jejichz urCeni je nutnosti spravné provedeni
diagnostiky. Hlavni typy a modifikace je mozno odlisit histologickymi a
imunohistologickymi metodami. Hlavnimi typy malignich koZznich nadorG jsou
Z hlediska vyskytu bazocelularni karcinom, spinocelularni karcinom a melanom.
Teoretickd ¢ast popisuje typy koznich nadorG z hlediska morfologie, vyskytu,
cytostatické aktivity a dalSich aspektii a popisuje faktory, které ovliviuji vznik a vyvoj
ptislusnych karcinoma.

V metodické €asti jsou popsany postupy pro piipravu preparatii odebranych koZnich
excizi. Detailné jsou popsdny dostupné techniky histologického barveni preparati a
typy protilatek a technika zpracovani imunohistologickych preparati.

Pomoci nékolika diagnostickych metod pfipraveny preparaty vhodné pro spolehlivé
stanoveni diagndzy. V jedné excizi byl diagnostikovan bazocelularni karcinom, v dalsi
spinocelularni karcinom. Pro diagnostiku melanomu byly pouzity dva typy
histologického barveni a oba pouzivané typy imunohistologického zobrazeni. Na
ptikladu vySe uvedenych zobrazeni bylo prokdzéno, ze lze ptipravit diagnostické
preparaty standardni kvality, které umozZni stanovit diagndézu s nejvy$si mirou
spolehlivosti.

Z udaju v registru byly mapovany pocty a typy diagnostikovanych malignich koznich
karcinomli v pétiletych intervalech 2007 — 2017. Statistickd analyza prokazala
statisticky vyznamny nartst po¢tu diagnostikovanych koznich nddort mezi lety 2012 a

2017, zatimco rozdil mezi lety 2007 a 2012 nebyl statisticky vyznamny.

Kli¢ova slova
Kozni excize; maligni naddory kize; histologické vySetfeni; imunohistologické metody;

laboratorni techniky; barveni a vizualizace preparati



Histological examination of skin tumors in pathology department
Tabor

Abstract

There are many types of skin tumors that require proper diagnosis to determine. Major
types and modifications can be distinguished by histological and immunohistological
methods. The main types of malignant skin tumors are basal cell carcinoma, squamous
cell carcinoma and melanoma. The theoretical part describes the types of skin tumors in
terms of morphology, occurrence, cytostatic activity and other aspects and describes the
factors that influence the formation and development of relevant cancers.

The methodical part describes procedures for preparation of samples of collected skin
excisions. Available techniques of histological staining of specimens and types of
antibodies and technique of processing of immunohistological preparations are
described in detail.

Preparations suitable for reliable diagnosis are prepared using several diagnostic
methods. Basal cell carcinoma was diagnosed in one excision, another squamous cell
carcinoma was diagnosed. Two types of histological staining and both types of
immunohistological imaging were used to diagnose melanoma. By way of example
above, it has been shown that standard-quality diagnostic preparations can be prepared
to allow diagnosis with the highest degree of reliability.

The data in the registry mapped the numbers and types of diagnosed malignant skin
cancers at five-year intervals from 2007 to 2017. Statistical analysis showed a
statistically significant increase in the number of diagnosed skin tumors between 2012
and 2017, while the difference between 2007 and 2012 was not statistically significant.

Key words
Cutaneous  excision;  malignant  skin  tumors; histological  examination;

immunohistological methods; laboratory techniques; staining and visualization of slides
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1. Uvod

Oddéleni patologie Nemocnice Tabor a.s. vySetfuje kozni nddory z excizi
Z pracovist’ chirurgického zaméfeni nemocnice a z vybranych externich pracovist
v okrese Tébor. Existuje fada typt koznich nadord, pro jejichz urCeni je nutnosti
spravné provedeni diagnostiky. Hlavni typy a modifikace je mozno odlisit
histologickymi a imunohistologickymi metodami, jejichz uspofadani, moznosti a
omezeni budou naplni této prace. Hlavnimi typy malignich koznich nadorG jsou
Z hlediska vyskytu bazocelularni karcinom, spinocelularni karcinom a melanom.
Z téchto tii typti nddori ma jednoznacné nejhorsi progndézu maligni melanom, naopak
nejcasteji se vyskytujici bazocelularni karcinom ma, pti spravné a vcasné terapii, velmi
dobrou prognozu.

Pro spravné urceni diagnodzy a naslednou vhodnou terapii je naprostou nutnosti
provedeni kvalitni diagnostiky. Cely proces zalina optimaln¢ provedenym odbérem
kozni excize. Dalsi upravy vzorku se provadéji jiz v laboratofi, kde je nutno tuto excizi
dale vhodnym zptisobem zpracovat, tak aby byla zachovana celd struktura a vypovidaci
schopnost preparatu. Diskuze k celému laboratornimu procesu je néplni této bakalarské

prace.



2. Teoreticka Cast

2.1. Anatomie kiiZe

Kuze (cutis lat.; derma rec.) je nejvétsim organem téla, tvoii piiblizné 5 - 16%
télesné hmotnosti. Plocha kiize dosp€lého cloveka se pohybuje obvykle v rozmezi 1,5 —
2 m% Tloustka kize se li§i v jednotlivych &astech tla — od 0,4 mm napf. na o¢nich
vickach az po 4 mm na zadech. Kize ma nckolik vyznamnych funkci, z nichz
nejvyznamnéjsi je funkce ochranna (proti vykyvim teploty, ztratam tekutin, ochrana
pied expozici patogennich mikroorganismu a toxinti) a funkce termoregulacni (Gordon,
2013; www.linkos, 2019). (Poznamka autorky: www.linkos jsou web stranky Ceské
onkologické spoleénosti pii CLS JEP).

Skladba kiZze umoziiuje co nejlépe vykonavat ochrannou funkci jako organu na
rozhrani mezi organismem a zevnim prostiedim. Kiize je rozdélena do tii zdkladnich
vrstev, epidermis (pokozka), dermis (korium, cutis, $kara) a subcutis (tela subcutanea;
podkozi), které se skladaji z nékolika slozek, jako epitelialni, mesenchymalni,
glandulérni a neurovaskularni tkané (Gordon, 2013; Simoes et al, 2015; www.linkos,

2019). Zékladni stavba kiiZe je zndzornéna na obr. 1.

Basal cells

o
L&
Melanocyte F 7

Obr. 1 Anatomie kozni tkan€ (Gordon, 2013)

Epidermis je periferni vrstva kiize, ktera prechdzi do kontaktu s zivotnim
prostfedim, funguje jako fyziochemicka bariéra proti environmentalnim stresortim, jako
jsou patogeny, chemikélie a UV zafeni. NejrozSitenéjSimi buiikami epidermis jsou

keratinocyty, které jsou navzajem tésn¢ spojeny, coz umoznuje funkci environmentalni
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bariéry. Dermis, pochazejici z mesodermu, je podkladem epidermis a jsou v ni
lokalizovany rizné struktury, jako jsou vlasové folikuly, nervy, mazové zlazy a potni
zlazy. Dermis také obsahuje imunitni bunky a fibroblasty, které se aktivné ucastni

mnoha fyziologickych reakci kiize (Simoes et al, 2015).

2.2. Biochemie a patofyziologie nadori

Nadory (novotvary, neoplasmata) jsou zvlastnim uskupenim bun¢k s nadmérnym
autonomnim ristem a nékdy i s autonomnim metabolismem. Zhoubné (maligni) naddory
prorustaji zdravou tkani obvykle invazivné nebo infiltrativné. Ponc¢kud odlisSnym
nadorovym onemocnénim je potom leukemie. Velkou komplikaci pro terapii malignich
nadord je to, Ze se nadorové buiky mohou odstépovat a dostdvat se krevnim nebo
lymfatickym obéhem do jinych tkdni nebo organti, kde mohou vytvaret autonomni
dcefinné nadory — metastazy (Karlson et al., 1987; Mares, 2015).

Vznik nadort je vZdy spojen se ztratou kontroly déleni bunék. VZdy je poSkozena
primérni buné¢né regulace riistu nebo (Castéji) bunka nereaguje na faktory regulujici jeji
rust. Faktory tlumici rast (asi nejvyznamnéjsi je retinoblastom — protein, ktery tlumi a
inaktivuje transkripcni faktory E2F a DP1)u zdravé tkané prerusuji patologické bunécné
déleni, napt. pti poskozeni DNA, kdy by d¢leni vedlo k tvorbé genetickych efekti.
Aktivitu faktord tlumicich riist negativné ovliviiuje pfiliSnd tvorba onkogenli nebo
naopak mutace tumor supresorovych gend. Pravé dysbalance onkogeni a tumor
supresorovych genll spousti vznik transformované bunky tvofici primarni nador
Produktem funkce onkogent jsou onkoproteiny, které spoustéji proliferace bunék.
Existuje nékolik typd onkoproteind s odlisnym fyziologickym pisobenim. Patii mezi né
tyrozinkinazy, serin-threoninkinazy, ristové faktory tvofené nadorovymi buitkami, malé
G-proteiny a dalsi (Silbernagl a Lang, 2012; Mares, 2015).

Zasadni pro vznik nadori jsou mutace genl. Tyto mutace byvaji velmi casto
geneticky podminéné, ale spoustécem mutaci mohou byt i chemické karcinogeny (napf.
arsen, polycyklické aromatické uhlovodiky, nékteré mykotoxiny a dal$i) nebo zateni,
pficemz u koznich nadort je zéafeni povazovano za hlavni spoustéc. Vyznamnym
rizikovym faktorem je i v€ék. Poruchy reparace (,,vystfizeni poskozené Casti) DNA
podporuji pretrvavajici mutace. Jedind mutace k vytvofeni nadoru nikdy nestaci, musi
dojit mnohokrat k mnoha mutacim. Bunky jsou nadchylné k mutacim pfedevsim béhem
mitdzy. Proliferujici tkan je k mutacim daleko nachylnéjsi neZ tkan, ktera nediferencuje.

Tim se vysvétluje zvySené riziko vzniku nddori pfi zanétech nebo 1ézich tkani, protoze
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Vv téchto ptipadech je déleni bunék siln¢ stimulovano (Vosmik, 2008; Silbernagl a Lang,
2012; Mares, 2015; Didona et al, 2018; Fernandes et al, 2018).

Kromé¢ reparace DNA ma organismus dal$i obranné mechanismy proti vzniku
nadort. Patfi sem bunécna apoptoza (fizend smrt bunky) a funkce imunitniho systému.
Existuji napt. tzv. ,,zabijecské” buiiky (NK-buiiky; killer cells), které rozpoznavaji a
likviduji ,,neznamy povrch®, tyto buiiky dokazi rozeznat zejména bunky infekéniho
agens, ale 1 nddorové bunky. Ochranny mechanismus mohou zprostiedkovat napft. i

cytotoxické T-bunky (T-killers) (Silbernagl a Lang, 2012; Mares, 2015).

2.3. Rozdéleni koZnich ndadorii a prekancerosy

Nédory ktize jsou v populaci velmi bézné. Existuje fada benignich nadora (fibromy
a dalsi), které jsou prakticky neSkodné a fesi se zpravidla jen tehdy, pokud pacientovi
vadi kosmeticky, psychicky nebo funkén€, napft. tim, ze je strhava pii oblékani a
dochazi ke krvéaceni.

Daleko zavaznégjsi jsou zhoubné nadory (karcinomy, vychazejici ze sliznice) kiize,
které jsou ziejmé nejcastéj$im typem nadorovych onemocnéni. Zhoubnych nadort kiize
basal cell carcinoma; angl.), spinocelularni karcinom (spinaliom; squamous cell
carcinoma; angl.)a melanom, o kterych bude pojednano podrobnéji v samostatnych
kapitolach. Bazaliom a spinaliom tvoii dohromady asi 95 % koznich nadort jinych nez
melanom. Existuji ale i dalsi typy koznich nadord, které jsou bud’ vzacnéjsi nebo méné
vyznamné, o kterych se struéné zmini tato kapitola (Fait, 2006; Vosmik, 2008; Gordon,
2013; Didona et al, 2018; Fernandes et al, 2018; Lai et al, 2018; Penta et al, 2018).
Neéktefi autofi, napt. Hosseini et al, 2017 uvadéji velmi nepfiznivy trend vyskytu
koznich karcinomt — 5 — 7 % ro¢ni narist.

Vzniku koZnich karcinomi velmi Casto pfedchdzi lokalizovana porucha rohovaténi
bun¢k pokozky, tzv. aktinicka keratéza (actinic keratosis; angl.). Jednd se o

prekancerozni stav. Typické ptiklady postizené tkan€ jsou na nasledujicich obrazcich.

o

m
z
=
==

sualan

Obr. 2 Priklady rozvoje aktinické keratozy (Lai et al, 2018; Gordon, 2013)
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Obvykle se manifestuje jako cervena skvrna s drsnym povrchem, miize se olupovat
v Supinkach. Laické ohodnoceni je velmi obtizné, protoze skvrny jsou do urcité miry
podobné nékterym dermatitidam. Aktinické keratoza se zpravidla vyskytuje na mistech,
ktera jsou béhem zivota Casto vystavovana slunci. Postizen byva zejména oblicej, usni
boltce, bezvlasd kiize temene, zadni ¢ast krku a dalsi casti t€la. Prevalence je velmi
vysoka a stoupa s vékem. Obvykle se uvadi, ze postihuje 40 — 50 % dospélé populace,
ve vy$$im veéku to miize byt az 80 % populace. Nelécena aktinické keratdza se miize po
Case, diky molekularnim mutacim (v€etné mutace p53) iniciovanych UV zafenim,
pfeménit ve spinocelularni karcinom. LécCi se obvykle kryoterapii (vymrazenim) a/nebo
aplikaci specidlnich krémi preskribovanych dermatologem (Vosmik, 2008; Gordon,
2013; Werner et al, 2013; Didona et al, 2018; Lai et al, 2018).

Karcinom z Merkelovych bunék (Merkel cell carcinoma angl. — MCC) je vysoce
agresivni neuroendokrinni kozni nédor, jeho incidence je 0,4 ptipadi na 100 000
obyvatel, pétileté preziti pacientli nepiesahuje 65 %. Nador vychazi z Merkelovych
bunck lokalizovanych v bazélni vrstvé epidermis. Tyto buiiky se vyvijeji z
epidermélnich kmenovych bunék a maji sviij ptivod v embryondlni pokozce. Maligni
zvrat Merkelovych bunék je podle soucasnych poznatki ve vétSiné piipadi MCC
predchazen integraci DNA sekvenci nedavno objeveného Merkel cell polyomaviru
(MCPyV) do buné¢ného genomu. Uvadi se, ze az 80 % piipadi MCC souvisi s invazi
viru MCPyV. Prognoza zaleZi na fazi onemocnéni a lokalizaci. Lokalizovany tumor do
2cm bez uzlinovych metastdz ma dobrou progndzu. Nadory velikosti vEt§i nez 2cm jsou
spojeny s vysokym rizikem generalizace. Ukazuje se, Ze tento typ karcinomu pomérné
dobie reaguje na moderni typy imunoterapie (Siffnerova, 2015; Kervarrec et al, 2018;
Lai et al., 2018; Levican et al, 2018; Palich Fucikova, 2019)

Kaposiho sarkom je vzacné nadorové onemocnéni, které kromé kize postihuje i
gastrointestindlni a respiracni trakt. Vznikd z bun€k cévniho endothelu pii soubchu
dvou rizikovych faktort — infekce herpes virem 8 (human herpesvirus-8; HHV-8) a
snizené imunité. Z toho divodu se vyskytuje hlavné u nemocnych s HIV virem (oba
viry se prendSeji pohlavni cestou), vzacné se ale miZe objevit i u pacientli po
imunosupresi a zcela ojedinéle 1 u Crohnovy choroby. Nador ma vysokou metastatickou
aktivitu. Vyskyt infekce HHV-8 vykazuje zajimavé geografické a etnické souvislosti.
Nejvice se vyskytuje v subsaharské Africe (vice nez 50 % dospé€lé populace), ve
Stredomoii dosahuje prevalence 20 — 30 %, ve zbytku Evropy, v Asii a USA pod 10 %.

Je popsana vyrazné vyssi prevalence napt. u ptivodniho indidnského obyvatelstva jizni
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Ameriky nebo u nékterych etnickych skupin v Cing (Uldrick a Whitby, 2011; Giinther a
Grundhoff, 2017; Windon a Shroff, 2018).

Verukozni karcinom (Carcinoma verrucosum lat.; verrucous carcinoma angl.) je
vzacnou variantou spinocelularniho karcinomu kize, ktery se vyznacuje pomalym
ristem a bradavicnatym povrchem. Jedna se o asymetricky proliferujici utvar do
epidermis. Vyskytuje se nejcastéji v dutiné ustni, ale i na genitaliich a krku. Pfevdznou
vetsinu pacientd tvori muzi mezi 50 — 80 rokem véku. Patfi mezi invazivni, rychle se

rozrustajici karcinomy, ale ma velmi malou tendenci k tvorb& metastaz (Fernandes et al,

2018).

2.4. Bazocelularni karcinom

Z bunék pokozky (epitelu) vychazi bazocelularni karcinom — BCC (bazaliom; basal
cell carcinoma, angl.). Tento typ karcinomu je nejcastéji se vyskytujici formou
nadorovych onemocnéni.

Didona et al, 2018 uvadégji, Ze BCC je nejrozsirenéjsim typem karcinomil kiize —
zahrnuje 70 % i vice procent nemelanomovych koznich karcinomti — Simoes et al.
uvadéji 80 — 85 %. Uvadi se, ze az 30 % nove diagnostikovanych karcinomt je prave
BCC. Tento typ karcinomu téméf netvoii metastazy, uvadi se, Ze incidence metastaz je
1 : 14 milionim. I z tohoto divodu je umrtnost velmi nizka a uvadi se v rozsahu 2 na 1
milion. Nejvétsi roli v patogenezi BCC hraje UV zafeni, i kdyz jednozna¢ny vztah zde
neni. Individualni rizikové faktory jsou pohlavi, v€ék, imunosuprese, néktera geneticky
podminénd onemocnéni a svétlé kozni fenotypy (Simoes et al, 2015; Didona et al,
2018).

Nejcastéji se BCC prezentuje jako maly utvar, ktery se miize pomalu zvétSovat v

pribéhu mésicti nebo let — obr. 3.

Obr. 3 Ptiklad bazocelularniho karcinomu (Gordon, 2013)
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Projevuje se obvykle nejprve ristem tuzsiho, bezbarvého nebo barevné, od okolni
zdravé tkan¢ jen nepatrné odlisného utvaru. Povrch byva obvykle hladky a leskly s
perletovymi hranicemi. Casto se stava, ze nador svédi. Ve vice rozvinutém utvaru se
tvofi centralni viedy, strupy a utvar muze krvacet. Tento druh nddoru se vétSinou
objevuje ve vyssim véku (nad 60 let), velmi Casto v mistech, ktera byla pravidelné
vystavovana slunci, pfi¢iny jeho vzniku v§ak mohou byt rizné (kap. 2.6.). Nador miize
velmi agresivné rust a zpusobit defekty kiuze i piilehlych tkani. V uréitych piipadech
muze invazivni rast proniknout i do chrupavek a kosti, pfipadné i do velkych cév a
pacienta svym agresivnim mistnim ristem a poruSenim zivotné¢ dulezitych okolnich
struktur i ohrozovat na zivot¢ (Fait, 2006; Gordon, 2013; Didona et al, 2018).

Zlatym standardem lé€by je chirurgicka excize s histologickym vysetfenim, kde je
uvadéna, napf. u obliceje, pétiletd mira recidivy mens$i nez 3%. Pro povrchové BCC
jsou k dispozici schvalené 1éky, jako je imiquimod (celkova remise 82—90%; modifikuje
imunitni odpoveéd’ organismu prostiednictvim cytokinti) a lokalni 5-fluorouracil (okolo
80%), oba ve form¢ masti. Vyuziva se i fotodynamicka terapie (71-87%). V nckterych
pfipadech lze pouzit i jiné ablativni metody (laser, kryochirurgie). Radioterapie je
alternativni 1écbou pro invazivni, neoperabilni BCC, s 5-letou mirou kontroly nadort

89-96% (Fait, 2006; Gordon, 2013; Berking et al., 2014; Didona et al, 2018).

2.5. Spinoceluldrni karcinom

Spinocelularni karcinom — SCC (spinaliom; squamous cell carcinoma, angl.) je
nador, ktery se tvarem i riistem velmi podoba bazaliomu, Castéjsi a ¢asnéjsi byva tvorba
viedd, strupti a krvéaceni.

Didona et al, 2018 uvadgji, ze SCC je, po bazaliomu, druhym nejrozsifenéjSim
typem - 25 % - nemelanomovych koznich karcinomti. Agresivni formy SCC jsou ¢asto
spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou. SCC vykazuje relativné vysokou
metastatickou aktivitu, vyskyt metastaz se uvadi v rozsahu 0,1 — 10 % ptipadi. SCC
vykazuje rovnéz vysokou schopnost rekurence, kterd zavisi na velikosti naddoru, jeho
lokalizaci, histologické diferenciaci a dalSich faktorech. Hlavnim rizikovym faktorem je
opct UV zéfeni, dal$imi rizikovymi faktory jsou napt. svétld kiize, ale hlavné infekce
lidskym papillomavirem (human papillomavirus; HPV; hlavné rizikovymi kmeny 16,
18 a 31). Uvadi se rostouci trend vyskytu tohoto karcinomu (Gordon, 2013; Simoes et
al, 2015; Didona et al, 2018;.Yanagi et al, 2018).
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SCC je maligni nador epidermalnich keratinocytli, ktery prortstd do dermis.
Lokalni destrukce tkané muze byt rozsahlé a vysoky mize byt i rozsah metastaz (hlavné
v pokrocilych stadiich), které se $ifi hlavné lymfatickym ob&hem. Klinické projevy

zahrnuji papuly, plaky nebo uzliny a hladké, hyperkeratotické nebo erozivni 1éze — obr.

s |
% 2 |

Obr. 4 Priklad spinocelularniho karcinomu (Gordon, 2013)
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Vyznamna miiZze byt i perineuradlni invaze (Sifeni podél perifernich nervill) nadoru.
Takto vzniklé metastdzy se mohou objevit kdekoliv v organismu a prognéza je obvykle

Spatna. Histologicky obraz je na obr. 5 (Cheng a Yan, 2016)

AR

Obr. 5 Perineuralni invaze spinoceluldrniho karcinomu (Cheng a Yan, 2016)

Jednoznacné urceni identity SCC je mnohdy mozné az po histologickém vysetfeni
po odstranéni. Tento typ nadoru se vyskytuje opét vétSinou ve vyssim veku, Castéji v
mistech, kde byla kiize pravidelné vystavovana slunci nebo jinému typu zareni, napf.
rentgenovému, nebo u lidi, ktefi trpi nékterymi jinymi koznimi chorobami, napf.
lupénkou (psoriasis). Odstraiiuje se podobné jako bazaliom, tedy chirurgicky,
rentgenovym ozaienim nebo zmrazenim. Nékdy je vSak nutné fesit i spadové lymfatické
uzliny, pfipadn¢ i dal$i potencidlné postizend mista, napf. u perineurdlni invaze.
V nekterych pfipadech je nutna komplexni onkologickd 1éCba, tedy kromé
chirurgického feSeni 1 1écba ozéafenim a chemoterapii (Fait, 2006; Gordon, 2013; Cheng

a Yan, 2016).
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2.6. Melanom

Melanom je nédor, ktery se vyskytuje pomérné vzacnéji, ovsem pro svou agresivitu
Zatimco incidence se pohybuje v jednotkdch % vsSech koznich nddort, Gmrtnost je
okolo 60 — 80 % ze vSech nadort ktze. Hodnota 5-letého pieziti je u pacientl
S metastazujicim malignim karcinomem pouze okolo 14 % (Fait, 2006; Bandarchi et al.,

2013; Gordon, 2013).

)

[]
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Obr. 6 Ptiklad melanomu (Gordon, 2013)

Zajimavy je trend vyskytu melanomu v populaci. Gordon, 2013 mapoval vyskyt
melanomu v n€kolika zemich v desetiletém intervalu na prelomu tisicileti. Zatimco ve
vyspélych mimoevropskych zemich (USA, Australie, Kanada) byl trend narastu okolo 1
%, v Evropé jsou hodnoty daleko vyS$si a pohybuji se mezi 3 az 8 %. Uvadi se, Ze
melanom se vyskytuje Castéji u osob s citlivou kizi (fototypy I a II), tedy u
svétlovlasych a rezavych jedinct, ktefi maji obtize s opalenim a u nichz vznikd vétsi
mnozstvi pigmentovych skvrn na kiiZi, objevit se vSak vzacnéji mizZe i u snédych osob.
Uvedeny trend je ale s timto v rozporu, protoZe nejvyssi trend byl zjistén ve Spanélsku.

Maligni melanom je odvozen od dermdlnich melanocyti a muze se objevit v
jakékoli tkéni, ktera obsahuje tyto buniky. Vznik maligniho melanomu je indukovén
prostfednictvim vice mechanisml, vcetné potlateni imunitniho systému kiZze,
zvySeného déleni melanocytovych buné€k, produkce volnych radikalii a poskozeni DNA
melanocytt (Gordon, 2013).

Jednim z hlavnich faktort, které ptispivaji ke vzniku tohoto nadoru, je expozice
UV zéfeni, zejména pii vystaveni slunecnimu zafeni. Velky vyznam ma pocet situaci,
kdy doslo ke spaleni kiize, pfi¢emz nador mize vzniknout i mnoho let po poslednim
opaleni nebo spaleni. Udava se, Ze pomérné zdsadni vyznam ma expozice slunci do

veku 9 let. Nador mize vzniknout na Cisté kiizi, ale 1 v dfive pfitomném znaménku, a
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projevuje se nejprve pouze rustem a barevnymi zménami, pozdé€ji pak svédénim a
krvacenim (Fait, 2006).

Rozpoznani ¢asnych stadii melanomu je nékdy pomérné obtizné, jako pomucka k

urceni existuje tzv. ABCD pravidlo, které mize pomoci rozlisit podezield znaménka:

A: asymetrie (Assymetry): znaménko ma nepravidelny tvar, kazdé polovina je jina;

B: ohraniceni (Border): znaménko nema hladky okraj, okraje jsou nepravidelné, zubaté;
C: barevna nepravidelnost (Colour variation): znaménko neni jednolité barvy, obvykle
jsou pritomny rizné odstiny ¢erné, hnédé, ruzové;

D: primér (Diameter): znaménko je obvykle vétsi nez 6 mm v priméru, nebo se rychle
méni velikost.

Lécba i1 prognoza melanomu znaéné zdvisi na Casnosti zjiSténi. V pocatecnich
fazich, kdy nador nemetastazuje, se voli jednoduché chirurgické feSeni, nutnd je excize i
¢asti zdravé tkané okolo karcinomu. V pozdéjsich stadiich, kdy jiz je riziko metastaz, se
odstranuje i nejblizsi spadova mizni uzlina (tzv. sentinelova uzlina) a v pfipad¢ jejiho
postiZeni je nutné odstranéni vSech uzlin ve spadové oblasti. V pokrocilejsich stadiich
jiz lécba kromé chirurgického odstranéni zahrnuje i1 chemoterapii a radioterapii. Pfi
pokrocilych nadorech je jiz 1é¢ba pomérné komplikovana a mnohdy i malo ucinné (Fait,
2006; Bandarchi et al., 2013; Gordon, 2013).

Melanom ma tadu histologickych typt, které zahrnuji epithelidlni, mezenchymové,
hematologické 1 neurdlni tumory. K jejich spolehlivé diagnostice je nutno vyuzit
imunohistologické (imunohistochemické) metody. Zlatym standardem
imunohistochemickych markeri se ukazuje protilatka S-100, ktera je nejcitlivéjsim
markerem pro melanocytické 1éze. Protilatky HMB-45, MART-1/Melan-A, tyrosinase a
MITF vykazuji relativné vysokou specificitu, ale nejsou tak citlivé jako S-100 (Ohsie et
al, 2008).

2.7. Rizikové faktory kancerogeneze

Na vzniku a rozvoji koznich karcinomi se podili fada faktord. Hlavnimi
neovlivnitelnymi faktory jsou genetickd zatéz a vek, u nékterych typl nadori zfeymeé i
pohlavi. Tuto zatéz samoziejmé ovlivnit nelze, ale plati, Ze predisponovani jedinci by
méli, pokud mozno absolutné, eliminovat ovlivnitelné faktory, zejména expozici

slune¢nimu (UV) zareni.
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2.7.1. Neovlivnitelné rizikové faktory kancerogeneze

Velmi vyznamnym rizikovym faktorem je vek. To plati zejména pro bazocelularni
a spinocelularni karcinom, kde se maligni nador objevuje témét vyhradné az ve vysSim
véku — uvadi se vétSinou nad 60 let. Podobné to plati i pro prekancerdzni aktinickou
keratozu. Toto ale jiz neplati u melanomu, ktery se mize vyskytnout u vSech vékovych
kategorii (Fait, 2006; Simoes et al, 2015; Didona et al, 2018).

Zasadni pozici mezi neovlivnitelnymi faktory maji genetické vlivy a poruchy na
molekularni urovni. Vyznamnym rizikovym faktorem jsou svétlé kozni fenotypy,
obvykle se oznacuji terminem Fitzpatrick skin. Velmi vyznamnym rizikovym faktorem
je 1 rodinna anamnéza. Poruchy na molekularni rovni souviseji zejména se vznikem a
rozvojem melanomu. Vznik maligniho melanomu je indukovan prostfednictvim vice
mechanisml, mezi které patii 1 zvySené déleni melanocytovych bunék, produkce
volnych radikali a poSkozeni DNA melanocyti (Gordon, 2013; Simoes et al, 2015;
Didona et al, 2018).

Velmi vyznamnym rizikovym faktorem jsou poruchy imunitnich funkci a cilena
imunosuprese. V obou ptipadech je potlacen i imunitni systém kaze. Asi nejzavazné&jsi
je to u melanomt a zejména u Kaposiho sarkomu, kde vyskyt u HIV pozitivnich jedinct
je mnohonasobné vyssi proti zdravé populaci. Jednim z méné znamych faktort, které
mohou negativné ovlivnit imunitni systém kize je 1 UV zateni (Uldrick a Whitby, 2011;

Gordon, 2013; Gilinther a Grundhoff, 2017; Didona et al, 2018; Hart a Norval, 2018).

2.1.2. Ovlivnitelné faktory

Nejvétsi roli v patogenezi koZnich karcinomi hraje UV zafeni, 1 kdyZ jednoznacny
fazi vétSiny koznich karcinomii. Pokud poskozené buiky zlistanou neopravené nebo
nejsou odstranény apoptdzou, aktivuje se tvorba proto-onkogenu a/nebo dochazi k
inaktivaci gent suprese nador. Chemické povaha a rozsah poskozeni DNA siln¢ zavisi
na vinové délce dopadajicich fotonti. Nejenergictéjsi ¢ast slune¢niho spektra na povrchu
Zem¢ (UVB, vinova délka A = 280-320 nm) vede k tvorbé mutagennich cyklobutan-
pyrimidinovych dimert (CPD) a thyminovych dimernich (6—4) fotoprodukti (64PP).
Méné energetické, ale 20krat intenzivnéjs$i UVA zafeni (vinova délka A = 320—400 nm)
také indukuje tvorbu CPD (ale v daleko mensi mife) spolu s celou fadou oxidativné

generovanych 1€zi, jako jsou napiiklad zlomy jednoho fetézce DNA a oxidované baze.
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Nejcastéji se vyskytujici oxidovanou bazi je 8-0x0-7,8-dihydroguanin (8-oxoGua).

Struktury uvedenych sloucenin jsou zndzornény na obr. 7.

C 0
A
0 - N NH
HN"Lv-‘.“;L HO/U\N NZ “NH,
o)\m”j\J H97 o
lo N
dRH‘p' dR .

Obr. 7 Struktury mutagennich produktt fotooxidace: A = CPD; B = 64PP; C = §-
oxoGua; dR = deoxyribosa; P = fosfat (Marrot a Meunier, 2008; Cadet a Douki, 2018)

Dostupné udaje o vzniku fotoprodukti DNA v bunkdch a na kizi ukazuji, Ze
vystaveni slune¢nimu zafeni vétSinou indukuje tvorbu pyrimidinovych dimert, s niz$im
mnozstvim 8-oxoGua a zlomi fetézcti. Kromée toho muze UV zafeni v kizi indukovat
tvorbu volnych radikald, véetn& vysoce patogenniho singletového kysliku (*O,) a
hydroxylového (-OH) radikalu (Marrot a Meunier, 2008; Gordon, 2013; Simoes et al,
2015; Cadet a Douki, 2018; Didona et al, 2018).

V posledni dob¢ se ukazuje, ze tvorbu koznich karcinomi mohou velmi vyrazné

stimulovat nékteré virové infekce. U spinocelularniho karcinomu je v soucasné dobé
infekce lidskym papillomavirem (human papillomavirus; HPV; hlavné rizikovymi
kmeny 16, 18 a 31) povazovana za hlavni rizikovy faktor. Infekce zasahuje hlavné
anogenitalni oblast a je povazovéna za velmi zavazny problém (Gordon, 2013; Simoes
et al, 2015; Bacaj a Burch, 2018; Didona et al, 2018; Yanagi et al, 2018).
Maligni zvrat Merkelovych bunék je podle soufasnych poznatki ve vétSin€ piipada
pfedchazen integraci DNA sekvenci nedavno objeveného Merkel cell polyomaviru
(MCPyV) do bunééného genomu. Uvadi se, ze az 80 % ptipadi MCC souvisi s invazi
viru MCPyV (giffnerové, 2015; Kervarrec et al, 2018; Levican et al, 2018).

Kaposiho sarkom vznika z bun€k cévniho endothelu pii soubéhu dvou rizikovych
faktorti — infekce herpes virem 8 (human herpesvirus-8; HHV-8) a sniZzené imunité.
Z toho divodu se vyskytuje hlavné u nemocnych s HIV virem (oba viry se prendseji
pohlavni cestou), vzacné se ale miize objevit 1 u pacientl po imunosupresi a zcela
ojedinéle 1 u Crohnovy choroby (Uldrick a Whitby, 2011; Giinther a Grundhoft, 2017;
Windon a Shroff, 2018).
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Problematika vlivu toxickych chemikalii na vznik a rozvoj koznich karcinomu se
V posledni dobé prakticky vyhradné soustfed’'uje na vliv expozice arsenu. Problém
vysokych koncentraci arsenu v zivotnim prostiedi je v Evropé prakticky neznamy.

v e

Vyskytuje se ale viadé asijskych zemi (nejznamé&jsi je v tomto ohledu asi Cina a
Bangladés), kde se problém soustfed’'uje zejména na uzitkovou a pitnou vodu. Zavlaha
zemédelskych produktii kontaminovanou uzitkovou vodou miize potom vést k masivni
kontaminaci zeméd¢lskych plodin, napf. ryze. Vzhledem k obavam z obsahu arsenu v
ryzi zavedla Evropska komise na popud Evropského tUfadu pro bezpecnost potravin
EFSA od roku 2016 limity pro maximalni obsah. V syrové loupané ryzi je povoleno 0,2
mg/kg, v predparené ryzi 0,25 mg/kg. v ryzovych chlebiccich a podobnych vyrobcich
0,3 mg/kg a v ryzi pro malé déti 0,1 mg/kg (Natizeni 2015/1006, 2015).

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikuje arsen jako lidsky
karcinogen skupiny 1 - prokazany velmi zavazny karcinogen. Epidemiologické studie
prokazaly silnou souvislost mezi expozici anorganického arsenu a zvySenym vyskytem
rakoviny vcetné rakoviny mocového méchyfe, jater, plic, prostaty a kiize. Molekularni
mechanismy karcinogeneze nejsou zcela znamy, ptedpoklddd se mechanismus
genotoxicity, zmény bunécné proliferace, oxidacniho stresu, zmén epigenomu, poruch

signalnich transduk¢énich drah, cytotoxicity a regeneracni proliferace (Bjorklund et al.,

2018; Didona et al., 2018; Roy et al., 2018; Zhou a Xi, 2018).

2.8. Prirozené slouceniny s antikancerogennim uéinkem

Karcinomy kiiZe jsou Zivot ohrozujici onemocnéni a jejich vyskyt a riziko vzniku se
béhem poslednich desetileti zvySuje na celém svété. VéEtSina karcinomit kize si
vyvinula cCasteCnou nebo uplnou rezistenci proti chemoterapii a radioterapii.
Fytochemikalie extrahované z lécivych rostlin a potravin vykazuji Casto vysokou
biologickou aktivitu. Mnoho studii in vitro a in vivo, které se zabyvaji témito
bioaktivnimi  slouCeninami, dokazuje potencidlni antioxidacni, antiproliferacni,
vyznamné v boji proti rakoviné kize. Tyto fytochemikalie rovnéz mohou regulovat
nékolik dal§ich molekularnich procesti, jako je angiogeneze, metastazy a bunécény
cyklus likvidaci bunék koZnich karcinomil. Jako nejvyznamnéj$i bioaktivni latky
S inhibi¢nim u¢inkem vici koZznim karcinomlm se jevi skupina fenolovych slou€enin

(v€etn¢ vitaminu E). Urcity efekt je pfisuzovan i uréitym karotenoidim a nékterym
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dalsim slouc¢eninam (Francis, 2006; Simoes et al, 2015; Penta et al, 2017; Didona et al,

2018; Igbal et al, 2019).

2.8.1 Fenolové slouceniny s antikancerogennim efektem

Z fenolovych sloucenin se nejvétsi inhibicni efekt obvykle pfisuzuje vitaminu E a
katechiniim zeleného cCaje.
Vitamin E

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm lipofilnich strukturné podobnych derivati
chroman-6-olu. Vétsi prakticky vyznam v potravinach vykazuji 4 tokoferoly (a-, -, y-,

0-), které se bézné vyskytuji v rostlinnych olejich a olejnatych semenech.

tokoferoly

Tokoferoly vykazuji velmi silné antioxidacni a fotoprotektivni Uc¢inky, nékteré
studie jim prisuzuji i uréity antiproliferativni efekt. Udaje o efektu tokotrienolii jsou
ponékud kontroverzni. Rada autorti pfisuzuje tokotrienolim v organismu je$té
vyznamnéjs$i efekt nez je efekt tokoferolt. Uvadi se, ze mohou ovlivnit rizné biologické
systémy, které urCuji rozsah proliferace nadorovych bungk, jejich invazivitu a schopnost
metastdze, jako jsou napt. NF-kB, STAT3, Akt/mTOR aj. Krom¢ toho ziejmé dokazi
senzibilizovat nadorové bunky vic¢i nékterym chemoterapeutikim (Francis et al, 2006;
VeliSek a Hajslova, 2009; Sailo et al, 2018).

Katechiny zeleného caje

Do této skupiny se fadi bezbarvé katechiny, epikatechiny, gallokatechiny a
epigallokatechiny a jejich estery s gallovou kyselinou. Nejvyssi biologickou aktivitu
vykazuji epikatechin-gallat (ECG) a epigallokatechin-gallat (EGCG).

R
OH
HO
© OH
OH
"o—ﬁ OH
OH ¢
OH
R=H (-)-epikatechin-gallat (ECG)

R=0H (-)-epigallokatechin-gallat (EGCG)
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Tyto slouCeniny vykazuji extrémné silny antioxida¢ni efekt a pfisuzuje se jim
rovnéz vyznamny fotoprotektivni a antiangiogenni efekt. Prokazateln¢ inhibuji
metastazu bunék melanomu a vykazuji synergisticky efekt s dalsimi antikancerogennimi
slouceninami, napt. nékterymi karotenoidy (Kuroda a Hara, 1999; Francis et al, 2006;
Velisek a Hajslova, 2009; Fujiki et al, 2018; Igbal et al, 2019).

Dalsi fenoly

Jako potencidlné velmi zajimavé se jevi dvé bioaktivni slouceniny ptitomné
v olivach (Olea europaea) — pryskyfice oleuropein a jeji metabolit hydroxytyrosol.
Oleuropein je, diky své lipofilité, ptitomen i v olivovém oleji, kde se podili na jeho
vysoké oxidacni stabilité. Oba fenoly jsou vyznamnymi antioxidanty, inhibitory
bunécné proliferace, maji antiangiogenni efekt a mohou efektivné brzdit invazivni rist
karcinomu a migraci odstépenych bunék karcinomu do jinych tkani. Jsou efektivnimi
inhibitory enzymu cyklooxygenasy-2, ktera syntetizuje prozanétlivé prostaglandiny
z arachidonové kyseliny a tim snizuji rozsah poskozeni DNA zanétem (Imran et al,
2018).

HO
O OH
o Ho
HO (0]

OH

hydroxytyrosol

OH

oleuropein
Vyznamny antioxida¢ni a antiproliferativni efekt se pfisuzuje 1 nékterym
fenolovym kyselindam a jejich esterim. Patfi sem zejména kévova a rosmarinova
kyselina. Kavova kyselina se v pfirodé¢ vyskytuje hlavné ve formé¢ estert (depsidit)
s dalsimi latkami — piikladem miize byt chlorogenova, rosmarinova, kaftarova,
cichorova kyselina a dal§i. Rosmarinovd kyselina se vyskytuje ve vyznamnégjSim
mnozstvi v nékterych bylindch, napt. rozmarynu, majorance nebo Salvéji (Pokorny a

Panek, 2012; Gonzales-Vallinas et al, 2015).
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rosmarinova kyselina kavové kyselina
Velmi silny antioxidacéni, ale také urcity protizanétlivy efekt vykazuji slouceniny ze
skupiny proanthokyanidinti (n¢kdy nazyvané pycnogenoly); piiklad jednoho typu
slouc¢enin je uveden na nasledujicim obrazku. Tyto slouceniny jsou velmi aktivnimi
zhaSeCi reaktivnich kyslikatych sloucenin, zejména volnych radikali, které mohou
poskozovat strukturu DNA (Francis et al, 2006; Velisek a Hajslova, 2009; Yang et al,
2018).

OH

OH

Prokyanidiny C4 - C8 oligomery
R = H nebo OH

R1=H dimer
R1 = 3-hydroxyflavan  oligomer

Vyznamny antioxidacni a antiproliferativni efekt vykazuji 1 nékteré flavonoidy,
zejména latky ze skupiny flavonold — kvercetin (a jeho glykosid rutin — viz obrazek),
taxifolin, myricetin, kemferol a dalsi a flavont, hlavné apigenin (Francis et al, 2006;

Velisek a Hajslova, 2009; Igbal et al, 2019).

OH (0]

Vyznamnym fenolem se zdad byt rovnéz resveratrol , kterému je pfisuzovan urcity
antioxidacni, antiangiogenni a antiproliferativni efekt. Kromé toho dokaze velmi ucinné
indukovat apoptézu bun€k a autofagii a snizovat rozsah metastdz (Francis et al, 2006;

Velisek a Hajslova, 2009; Aziz a Aziz, 2018).
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Velmi sledovanou slouceninou je kurkumin, ktery je hlavni barevnou, ale i
chutovou a aromatickou slozkou oddenku rostliny kurkumovnik dlouhy (Curcuma
longa). U nas je znamy hlavné jako slozka smési kofeni zvaného kari. Ma vyrazné
antiproliferativni a antioxida¢ni U¢inky a je vyznamnym reguldtorem procesu apoptosy.
Uvadi se rovnéz, ze suplementace kurkuminu je u¢innou doplikkovou 1écbou koznich

nadori souvisejicich s exposici arsenem (Mantzorou et al, 2018; Igbal et al, 2019).

(0] OH

NS = =
_0 ~CH,
H,C
HO OH

HO
(@] O
e ~N
H,C kurkumin CH, eugenol

Antiproliferativni a pro-apoptoticky efekt byl pozorovan i u jednoduchého fenolu

eugenolu (vyskytuje se napt. v hiebicku, Syzigium aromaticum) (Igbal, 2019).

2.8.2 Dalsi bioaktivni latky

Ze skupiny karotenoidli jsou stfedem zajmu zejména uhlovodiky p-karoten a
lykopen, které vykazuji vyznamny antioxidacni a fotoprotektivni efekt (Francis et al,
2006; Velisek a HajSlova, 2009).

Predmétem velkého z&jmu je v soucasné dobé kyslikaty karotenoid fucoxanthin,
kterému jsou pfisuzovany vyznamné antiproliferativni, antimetastatické a

proapoptotické uinky (Igbal et al, 2019).

fucoxanthin

Jesté vetsi zajem vyzkumu pak vyvolava alkaloid piperin, ktery je hlavni chutovou
a aromatickou slozkou pepie Cerného (Piper nigra). Je prokdzanym inhibitorem

proliferace bun¢k a regulatorem apoptosy (Igbal et al, 2019).
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piperin
Potencialn¢ zajimavymi slouc¢eninami jsou i triterpenové saponiny ginsenosidy,
které jsou hlavnimi aktivnimi latkami ZenSenu. Je u nich prokézan urcity antiangiogenni

a antiproliferativni efekt (Francis et al, 2006; Velisek a HajSlova, 2009)

R=H Protopanaxadiol
R=0H Protopanaxatriol

Velky vyznam je pfisuzovan i ursolové kyseling€, dal$i sloucenin€ ze skupiny
triterpenovych saponini (podobné struktury jako vySe uvedené ginsenosidy).
Vyznamnéj$i mnozstvi obsahuji nékteré byliny, napt. tymidn, bazalka, rozmaryn aj., ale
velmi dalezitym zdrojem jsou 1 jablka, kde se tato latka vyskytuje v duzniné€ tésné pod
slupkou. Jsou prokdzany vyznamné protizanétlivé, antioxidacni a antiproliferativni

ucinky (VeliSek a Hajslova, 2009; Gonzales-Vallinas et al, 2015; Igbal et al, 2019)

ursolova kyselina

Vyznamnou roli v patogenezi kozniho karcinomu zifejmé hraje 1 askorbova
kyselina (vitamin C). Jde o velmi silny hydrofilni antioxidant, ktery pfi suplementaci
vysokymi davkami je schopen snizovat viabilitu a invazivitu bun¢k maligniho

melanomu a indukovat apoptézu (Velisek a Hajslova, 2009; Wang et al, 2018).

OH
HO OH

askorbové kyselina
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3. Cile prace a hypotézy

Cile prace

Hlavni cile prace je mozno specifikovat do nasledujicich bodu:

1. Charakterizovat béznéji se vyskytujici kozni nadory z hlediska jejich incidence a
patogenity, morfologie, invazivity a metastatické aktivity.

2. Mapovat a posoudit parametry, které stimuluji nebo inhibuji vznik a rozvoj koznich
nadori.

3. Popsat moznosti a konkrétni realizaci histologického vySetifeni koznich karcinomu
Vv oddéleni patologie Nemocnice Tabor a.s.

4. Zpracovat vybrané ptipady koznich excizi a pomoci né€kolika diagnostickych metod
pfipravit preparaty vhodné pro spolehlivé stanoveni diagndzy.

5. Prokazat, Ze pti dodrzeni zdsad Spravné laboratorni praxe a dodrzeni Standardnich
operacnich postuptl lze pripravit diagnostické preparaty standardni kvality, které
umozni stanovit diagnézu s nejvyssi mirou spolehlivosti.

6. Mapovat polty a typy malignich koznich karcinomi diagnostikovanych
v Nemocnici Tabor a.s. v pétiletych intervalech 2007 — 2017.

Hypotézy

1. Piiprava preparatl pro histologické a imunohistologické vySetieni je velmi naro¢na

na obsluhu, laboratorni techniku 1 cCistotu vybranych ingredienci. Prace chce
prokazat, ze pti dodrZeni zasad Spravné laboratorni praxe a dodrzeni Standardnich
operacnich postupil Ize pripravit diagnostické preparaty standardni kvality, které
umozni stanovit diagnozu s nejvyssi mirou spolehlivosti.

Literatura Casto uvadi, Ze celkovy pocet koznich nadorli a pocet jednotlivych
hlavnich typi (bazoceluldrni karcinom, spinocelularni karcinom, melanom)
Vv poslednich letech vyrazné narista. Lze ptedpokladat, Ze podobny nartist ptipada

kozniho karcinomu bude i ve zdravotnickém zafizeni Nemocnice Tabor a.s.
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4. Metodika

4.1. Chemikadlie

Ethanolum benzino denaturatum - ethanol denaturovany, 1%lékaiského benzinu, 96%
v/v alkohol, fedi se na 80,70, 60% v/v

Montovaci médium Pertex: Slozeni: xylen, akrylova pryskyfice zaloZend na polymerech
metakrylati. Montovaci médium pro svételnou mikroskopii, pro uziti po aplikaci
xylenu, v pfipadé potfeby muiize byt fedén xylenem.

Xylen, Aceton, Isopropanol — ¢istota PURE (chemikalie vhodna pro obecné laboratorni
prace)

Histoalkohol 99 (smés absolutnich alkohold 99,7- 99,9%)

4.2. Histologické vySeti‘eni thkané
Ptiprava biologického preparatu pro histologické vysetieni tkdné zahrnuje 3 zékladni
kroky:

1. Odbér, predpiiprava a transport odebraného preparatu

2. Zpracovani preparatu v laboratofi

3. Vyhodnoceni hotového preparatu

4.2.1. Odbeér, predp¥iprava a transport odebraného prepardtu

Po odebrani kozni excize 1€kafem je vzorek thned vloZen do fixacni tekutiny (10%
formol /formaldehyd/), aby doSlo k rychlému vysraZeni bilkovin protoplazmy bunék a
zabranilo se samovolnému rozkladu (autolyze) tkan¢.

Nasledné je vzorek v roztoku formaldehydu bez dal$i upravy transportovan do
laboratofe — transport zajiSt'uji obvykle sanitdfi nemocnice nebo oddé€leni patologie,
pfipadné fidi¢i nemocnice, vyjimeéné mohou transport realizovat i dalSi osoby, napf.

externi 1ékari.

4.2.2. Zpracovani vzorku v laboratoii

Harmonogram préce je v histologické laboratofi rozdélen na 3 pracovni useky (I -
I11), ve kterych se laborantky pravideln¢ stiidaji. Pro Gcely této bakalaiské prace byl
harmonogram pozménén tak, Ze vSechny tii Useky zabezpecila jedna laborantka —

autorka bakalafské prace.
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Usek I — pFijem vzorku
Tento tsek zahrnuje dvé samostatné dil¢i operace — samotny piijem a oznaceni vzorku a
prikrajovani vzorku.

Piijem a oznacovani vzorku

1. Laborantka na pfijmu kontroluje shodu oznaceni vzorku na nadobce s udaji na
privodnim listu

2. Kontroluje vSechny pozadované tidaje na pravodnim listu k zésilce histologického
materialu.

3. Ocisluje material a pravodni list pofadovym cislem, pfipravi a oznaci poradovym
¢islem nadobku na ptikojené vzorky.

4. Oznaci priavodku koédy pro vykazovani platby zdravotni pojistovny (ZP) a oznaci
privodku datem pfijeti a svou parafou, ptipadné znackou l¢kare, ktery bude material
ptikrajovat a odecitat.

Pouzivané kody u koznich excizi pro vykazovani ZP:

87125 - jednoduchy vzorek, bez popisu

87127 - jednoduchy vzorek s popisem

87129 - viceCetny vzorek

87215 - zhotoveni dal$iho bloku

87217 - prokrajovani blokt

87223 - specialni barveni jednoduché

87231 - imunohistologické preparaty

87225 - specialni barveni (stiibfeni-masson)

Piikrajovani vzorku

Patolog, za asistence laborantky provadi makropopis vySetfovaného materialu,
poptipad¢ pro zpfesnéni topografie zna¢i vzorky eosinem (viz barveni vzorki), urcuje
mnozstvi odebranych bloki a druhy barveni.

Laborantka kontroluje pocty ptikrojenych vzorki v transportni sklenéné nadobce a

zapisuje jejich pocet a pozadavky na barveni na pravodku.

Usek II — Zpracovani vzorku v laboratofi

Laborantka pfijima od pfijmové laborantky nadobky s ptikrojenymi vzorky,
kontroluje shodu mezi poctem vzorkl v nadobce a udaji na priivodnim listé, v ptipade,
pokud se material zpracovava cely, provadi se kontrola tdajii i na originalni transportni

sklenéné nadobce. Vzorky se ukladaji spole¢né s ¢islem do plastovych nebo kovovych
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kazet. VSechny kazety se vzorky se vkladaji do zavésného kose robotického zatizeni —

autotechnikonu - Tkanového procesoru TP 1020 Automatic Tissue Processor (Leica

Biosystems, Germany) — viz obr. 8

Obr. 8 Orientaéni obrazek autotechnikonu

Promyti, odvodnéni a prosyceni vzorku parafinem

Promyti, odvodnéni a prosyceni vzorki parafinem probiha v autotechnikonu podle
nastaveného programu do druhého dne vitadé lazni. V prvni lazni je promyvaci
destilovana voda, v dalSich laznich rozpoustédla o klesajici polarité, ve kterych dochézi
K postupné dehydrataci vzorku. Tato dehydratace musi byt velmi pomala, protoze jinak
by doslo k nevratnému mechanickému poskozeni zkoumané tkané. Nejprve se vzorek
zbavuje vétSiny vody v fade roztokl ethanolu ve vodé o vzestupné koncentraci - 60%,
70%, 80% a 2x 96%, rezidudlni voda se odstrafiuje nejprve v 1dzni s acetonem, nasledné
Vv lazni se smési aceton-xylen a 2x v 1azni s xylenem. Dehydratovany vzorek se nasledné
prosycuje parafinem ve dvou laznich pfi teplot€¢ 54°C. Tento postup umoZiuje
archivovat vzorky po velmi dlouhou dobu.

Zalévani do bloku

V 6,00 hodin rano laborantka vyjme zavésny kosik s ulozenymi a parafinem
prosycenymi vzorky tkédni, vzorky vyjme z kazet a za asistence dalSich dvou laborantek
na zalévaci parafinové lince Leica EG 1150 H (Leica Biosystems, Germany) vytvofi
parafinové bloky — viz obr. 9. Pii zalévani kozni excize do parafinu laborantka dba na
to, aby excize byla spravné zalita a po krdjeni byly zachovany vSechny vrstvy kize.
VSechny parafinové bloky se nechaji zchladit a poté se skladaji na plotny. Pii skladani
blockil na plotny se kontroluje a zapisuje jejich pocet na seznam, ktery slouZzi jako

podklad pro ptipravu podloznich skel.
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Obr. 9 Zalévaci parafinova linka

U krajeni jsou tieba dvé laborantky. Jedna kréji z parafinovych blokl na saitkovém
mikrotomu Leica SM2000 R Sliding microtome (Leica Biosystems, Germany)
histologické preparaty, druha je pomoci hac¢ku natahuje z teplé lazné destilované vody
na podlozni sklo, nechd oschnout, piesusi filtraénim papirem a sklad4 do stojankt. Ty

se nasledné vkladaji do barviciho automatu. Sankovy mikrotom je vyobrazen na obr. 10.

Obr. 10 Sankovy mikrotom
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Usek II1I - Barveni
Princip

Zakladnim principem je nabarveni vzorku tkan& tak, aby se zobrazily urcité
charakteristické struktury, které jsou mozné sledovat pod mikroskopem. Z téchto
charakteristickych struktur Ize ndsledn¢ identifikovat typ karcinomu a rozsah 1éze.

K barveni se pouzivaji pouze validované metody. Verifikace pouzivanych postupti
probiha pti zavedeni postupu v laboratofi a dale pravidelné1x ro¢né.

Kazdy preparét je nabarven v barvicim automatu TST 44.200C (Medite GmbH,
Germany) zdkladni metodou Hematoxylin — eosin; vybér dalsiho specialniho barveni
urCuje patolog. Vyuziva se ne€kolik typu specialniho barveni: Hematoxylin-van Gison,
Weigert, Alvianova modi-PAS(ALP), PAS, Giemsa-Romanovski, Hematoxylin-
alcianova modi (HEAL). Ostatni specialni barvici metody barvi laborantka ru¢né. Po
nabarveni jsou preparaty zamontovany v montovacim automatu ACS 720 (Medite
GmbH, Germany). Laborantka na tomto useku jednou tydné vymeéni chemikalie a
doplni barvici roztoky v barvicim automatu. VSe se zapisuje do provozniho deniku

automatu. Barvici a montovaci automat jsou zobrazeny na obr. 11.

Obr. 11 Barvici a montovaci automat

Seznam pouZivanych barveni

Podminky a postup barveni jsou specifikovany ve Standardnim operacnim postupu
(NT_OSM_PAT_100, 2018)

Pro barveni koznich excizi se pouzivaji barvici metody uvedené v tabulce 1.
V tabulce je rovnéz uvedena specifikace tkdni, reagujicich na pfiislusnou barvici

metodu.
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Tabulka 1 Pouzivané typy barveni pro kozni excize

Typ barveni Specificka tkan
Hematoxylin-eosin zakladni piehledné barveni
Goldnertv-trichrom kolagenni vlakna
Eosin-elastika elastickd vlakna
Hematoxylin-van Gieson barveni kolagenu

Masson impregnacni metoda - melanin
Weigert barveni elastickych vlaken

Pro dalsi diagnostické tiely se pouZzivaji barvici metody uvedené v tabulce 2

Tabulka 2 Pouzivané typy barveni pro ostatni diagnostiku

Typ barveni Specificka tkan
Hematoxylin-eosin zakladni prehledné barveni
Alcianova modi -PAS prikaz mukopolysacharidii
Hematoxylin-alcianova modf hlen ve zlazkach kyretaze
Gomory impregnace retikularnich vldken
Gram prikaz bakterii

Grockot prukaz plisni

Kongo cerven barveni amyloidu

Kossa prikaz vapniku

Luxolova modf myelinové pochvy
Ziehl-Neelsen prikaz mykobakterii
Modry trichrom kolagenni vazivo

NOOR prikaz senilnich driz

PAS prikaz polysacharidi
PERLS prukaz zeleza

Sarlach barveni tukl

Zeleny trichrom barveni kolagenu
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Barvici metoda Hematoxylin-eosin (HE)

Hematoxylin je bazické ptfirozené barvivo, je extraktem z dieva pochazejiciho z
kreven¢ obecné (Haematoxylum campechianum). Hematoxylin barvi az oxidovany na
hematein a teprve pak tvoii s riznymi kationty barevné laky. Hematoxylin je specifické
barvivo pro jednu tkanovou slozku - jadro, které barvi modie az modrofialové. Eosin je
kyselé fluorescentni Cervené barvivo vzniklé pisobenim bromu na fluorescein; eosin
barvi cytoplazmu razove.

Piiprava roztoku Mayeruv Hematoxylin

19 Hematoxylin (Merck) + 50g siran hlinitodraselny + 0,2g jodi¢nan sodny + Ig
kyselina citronova + 50g chloralhydrat (2,2,2-trichlorethan-1,1-diol); 1000 ml
destilovana voda

Postup pripravy: Siran hlinitodraselny se rozpusti za tepla (80°C) v mensSim mnozstvi
destilované vody, do horkého roztoku se piida postupné hematoxylin. Teprve po
rozpusténi téchto latek se ptridavaji postupné dalsi chemikalie. Roztok zraje 7 dni
V termostatu pii 58 °C.

Piiprava roztoku Eosin

5g Eosin zlutavy ve vod¢ rozpustny + 5g dichroman draselny + 100ml 96% alkohol +

100ml nasyceny roztok kyseliny pikrové + 800ml destilovana voda

Vzorky musi byt nejprve zbaveny parafinu a teprve poté dale zpracovavany. Postup

a ¢asovy harmonogram jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3 Pracovni postup a ¢asovy snimek barveni preparatti metodou Hematoxylin-

eosin (HE)
Krok Operace Doba | Krok Operace Doba
¢ (min) é. (min)
1 Suseni preparata 56 °C 20 4 Barveni Eosin 2
2 Odparafinovani Proplach H,O - diferenciace 1
Xylen 1 10 5 Odvodnéni
Xylen 2 10 Proplach 96% ethanol 1 1
96 % ethanol 1 2 Proplach 96% ethanol 2 1
96 % ethanol 2 2 Proplach Histoalkohol 1
80 % ethanol 2 6 Projasnéni
70 % ethanol 2 Xylen 2
Proplach H,O 1 Xylen 2
3 Barveni Hematoxylin 10 7 Montovani preparatu — medium
Mayer Pertex
Proplach H,0 - 10
diferenciace
Vysledek barveni:
Jadra bungk a bazofilni struktury =~ modra

Ostatni ¢asti preparatu

odstinove ¢ervené

Barvici metoda Hematoxylin - van Gieson (HvG)

K barveni se vyuzivé barvivo hematoxylin (viz vyse) a tzv. van Giesonovo barvivo

— pikrofuchsin, ktery obsahuje pikrovou kyselinu a kysely fuchsin.

Roztok

pikrofuchsinu, pfipraveny k pouziti dle van Giesona, se pouziva pro barveni kolagenni

pojivoveé tkané, svalové tkané a zrohovaténého epitelu. Mize byt také pouzit k barveni

fibril glia a cytoplazmy. Fuchsin a kyselina pikrové, dv€ slozky roztoku, barvi rizné

tkanové struktury soucasné a selektivné. Kolagenni vldkna se objevi se zafivou

cervenou barvou, svalova tkan a glia fibrily budou obarveny Zluté a amyloid, hyalin,

koloid, stejné jako hlen bude obarven postupné ¢ervené az zluté. Doporucuje se barveni

Weigertovym hematoxylinem, aby se vytvofilo stabilni a trvalé barveni jader (Merck,

2019).

Piiprava roztoku pikrofuchsinu
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-z4sobni roztok: 1g kyselého fuchsinu + 100ml nasyceny roztok kyselina pikrova

- pracovni roztok: 10ml zasobni roztok + 90ml nasyceny roztok kyselina pikrova
Pracovni postup je téméf identicky s metodou hematoxylin — eosin, pouze v bodu 4

je misto eosinu pouzit pikrofuchsin, doba barveni je 1 minuta; odvodnéni (bod 5) se

provadi po dobu 2 minut.

Vysledek barveni:
Jadra bunék modra
Svalovina zluta

Kolagenni vazivo  cervené

Barvici metoda Goldneriv trichrom
Metoda slouzi zejména k identifikaci pojivové tkané. Velmi dobie zobrazuje i
svalovou tkan, nervové bunky i jadra bunék. Pfipravuji se dva typy smésnych barvicich
preparati — G5 a Ponceau + Fuchsin.
Smés G5
5ml 5% vodny roztok barviva svétla zelen Zlutava
3,5ml 5% vodny roztok barviva oranz G
0,5% kyselina fosfowolframova doplnit do 100 ml
Roztok se uchovava ve tmé pii pokojové teploté.

Smés Ponceau + kysely fuchsin

Ponceau S................ 0,20 g
Kys. fuchsin.......................... 0,10 g
Kyselina octova 2,5%.................. 200 ml

Roztoky obou barviv se pfipravuji pii teploté 70 - 80 °C za stalého michani po dobu 30

minut.

Postup a ¢asovy harmonogram barveni jsou uvedeny v tabulce 4. Kroky 1, 2, 5, 6,
7 jsou shodné se zakladni metodou Hematoxylin-eosin (HE), proto jsou znazornény bez

detaila.

Tabulka 4 Pracovni postup a ¢asovy snimek barveni preparatii metodou Goldnertv

trichrom
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Krok Operace Doba | Krok Operace Doba
¢. (min) ¢. (min)
1 Suseni preparatt 56 °C 20 4c Barveni Smés G5 2
2 Odparafinovani 29 Diferenciace 96 %
ethanolem
3 Barveni Hematoxylin Mayer 10 Oplach destilovana H,O
Proplach H,O - diferenciace 10 5 Odvodnéni 3
4a Barveni Ponceau + kysely 5 6 Projasnéni 4
fuchsin
Oplach destilovana H,O 7 Montovani preparatu —
medium Pertex
4b Kyselina fosfomolybdenova 3
Oplach destilovana H,O
Vysledek barveni:
Jadra modrocerné
Vazivo zelené
Svalovina oranzov¢ ¢ervené
Hlen razoveé
Nervové buiilky Sedofialove

Barvici metoda Weigert — rezorcin - fuchsin

Metoda zahrnuje 3 faze barveni preparatu. Nejprve se barvi tzv. Weigertovym

roztokem, coz je barvivo tvofené bazickym fuchsinem a resorcinol-Zelezitym lakem.

Barvivo barvi elastickd vlakna piivodné do modrocerné¢ho zbarveni (webpath, 2019).

Jadra se nasledné¢ barvi hematoxylinem (viz metoda HE). Tieti fazi je barveni

pikrofuchsinem (viz metoda HvG).

Postup a ¢asovy harmonogram barveni jsou uvedeny v tabulce 5. Kroky suseni

preparati, odparafinovani, odvodnéni, projasnéni a montovani jsou shodné se zékladni

metodou Hematoxylin-eosin (HE), proto jsou znazornény bez detaild.

Tabulka 5 Pracovni postup a ¢asovy snimek barveni preparatti metodou Weigert —

rezorcin - fuchsin

Krok

¢.

Operace

Doba | Krok

(min)

¢

Operace

Doba

(min)
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1 Suseni preparati 56 °C 20 4 Barveni Hematoxylin Mayer 10
2 Odparafinovani 29 Proplach H,O - diferenciace 10
3 Barveni - Weigert roztok 25 5 Barveni - pikrofuchsin 1
Proplach H,O 1 6 Odvodnéni 3
Diferenciace 7 Projasnéni 4
70 % ethanol 10s 8 Montovani preparatu — medium
Pertex
Kysely alkohol 5s
70 % ethanol 5s
Proplach H,O 1
Vysledek barveni:
Jadra modrocerné
Kolagen cervené
Svalovina zluté
Elasticka vlakna fialové-Cervena

Barvici metoda Masson

Preparat se nejprve impregnuje dusicnanem diaminostiibrnym [Ag(NH3)2]NO;
(pfipraven reakci dusiénanu stfibrného s amoniakem) a po odstranéni nadbyte¢nych Ag”
iontll thiosiranem sodnym se barvi jadrovou Cerveni. Jadrova Cerven - Nuclear fast red
(C.I. 60760) je suché barvivo pro mikroskopii. Obvykle se pouzivd pro barveni v
histochemickych reakcich, napt. v barveni berlinské modfi pro detekci Zeleza nebo
sttibrného pokovovani vlaken reticulinu, jakoz 1 jaderného barveni alcianovou modii.

Impregnacni roztok - Masson Fontana

K roztoku dusi¢nanu stiibrnému o koncentraci 5% m/v se pfidavad po kapkach
amoniak, az se zprvu vzniknuvsi sraZenina rozpusti. Hotovy roztok nesmi zapachat po

amoniaku — v takovém piipadé se dokapava dusi¢nan stiibrny az do vzniku opalescence.

Pfiprava roztoku Jadrovéa Cerven

0,5g jadrova Cerven + 100ml Siran hlinity 5% roztok;5 minut povafit, po zchladnuti 2x

zfiltrovat ptes filtrani papir

37




Postup a ¢asovy harmonogram barveni jsou uvedeny v tabulce 6. Kroky suseni
preparati, odparafinovéani, odvodnéni, projasnéni a montovani jsou shodné se zakladni

metodou Hematoxylin-eosin (HE), proto jsou znizornény bez detaild.

Tabulka 6 Pracovni postup a asovy snimek barveni preparati metodou Masson

Krok Operace Doba | Krok Operace Doba
é. (min) ¢. (min)
1 Suseni preparata 56 °C 20 5 Thiosiran sodny (5% m/V 5

roztok)
2 Odparafinovani 29 Oplach destilovanou
vodou
3 Impregnace dusi¢nanem 4 hod 6 Barveni — jadrova ¢ervent | 5-10

diaminostiibrnym (ve tmg)

Promyti destilovanou vodou 7 Odvodnéni 3

4 Stabilizace chloridem 5 8 Projasnéni 4
zlatitym (1% m/V roztok)

Oplach destilovanou vodou 9 Montovani preparatu —

medium Pertex

Vysledek barveni:
Argentafilni granula cerna
Jadra cervené

Barvici metoda Eosin-Elastika (EEL)

Metoda zahrnuje 3 faze barveni preparatu. Nejprve se barvi tzv. Weigertovym
roztokem (viz vySe). Jadra se nasledn¢ barvi hematoxylinem a eosinem (viz metoda
HE).

Postup a ¢asovy harmonogram barveni jsou uvedeny v tabulce 7. Kroky suseni
preparatl, odparafinovani, odvodnéni, projasnéni a montovani jsou shodné se zakladni

metodou Hematoxylin-eosin (HE), proto jsou znazornény bez detaild.

Tabulka 7 Pracovni postup a ¢asovy snimek barveni preparatti metodou Eosin-Elastika

Krok Operace Doba | Krok Operace Doba
& (min) | & (min)
1 Suseni preparati 56 °C 4 Barveni Hematoxylin Mayer 10
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2 Odparafinovani Proplach H,O - diferenciace 10
3 Barveni - Weigert roztok 20 5 Barveni - eosin 2
Proplach H,0O 1 Proplach H,O 1
Diferenciace 6 Odvodnéni
70 % ethanol 10s 7 Projasnéni
Kysely alkohol 5s 8 Montovani preparatu — medium
Pertex
70 % ethanol 5s
Proplach H,O 1
Vysledek barveni:
Jadra bun¢k modrocerna
Svalovina Zluté
Elasticka vlakna fialové-Cervena

Usek I1I - Sklad4ni do desek

Zhotovené preparaty skladaji laborantky do desek, provadéji zpétnou kontrolu
poctu preparatl, vykazanych kodd pro zdravotni pojistovny. Povéfena laborantka
provadi interni kontrolu kvality preparatt (10% z celkového poctu).

Laborantky ozna¢i svou parafou na histologické Zadance na kterém useku
pracovaly s histologickym materialem.
Usek III - Zadavani priivodek do NIS

V odpolednich hodinach laborantka zapisuje postupné podle potadovych
bioptickych ¢isel nové pravodni listy do nemocni¢niho informaéniho systému. Jeho
soucasti je také Bioptickd kniha, kam se kromé¢ Udaji o pacientovi, zapisuje pocet
blo¢ktll, preparati a druhy barveni. Po vytisténi Bioptické knihy se provede zpétna
kontrola spravnosti zapsanych udaji a listy se archivuji.
4.2.3. Vyhodnoceni hotového prepardtu

Vysetieni odebran¢ho tkanového vzorku vede k bioptické diagnoze. Diagnozu
formuluje kvalifikovany patolog. Bioptickd diagnéza poskytne klinikovi vyznamné
informace pro terapii. Nalez patologa se vztahuje pfedevsim ke zménam v misté excize,
ma proto své limity. Pokud bioptickd diagndéza rozpozna nador a jeho vlastnosti,
kombinaci makroskopického a mikroskopického vySetfeni umoziuje vétSinou rozpoznat
rozsah nadorového infiltratu a zjistit, zda nador byl vyjmut az do zdravé tkané.

Mikroskopické vySetteni provadéji 1€kafi zpravidla v odpolednich hodinach.
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4.3. Imunohistologické vySetieni antigenii

O imunohistologické vySetieni pro upfesnéni diagnozy zada patolog po vysetieni
vzorkd zakladni barvici metodou (kap. 4.2.). Imunohistologické vySetfeni provadi
laborantka specialista na samostatném tseku laboratofte.

Princip metody
Principem je reakce antigenu a specifické protilatky a jejich vzéjemné vazba. Tuto
vazbu s navazanou protilatkou je mozno znazornit detekénim ¢inidlem.
Reagencie
- PBS pufr pH 7,4 (Phosphate Buffer Saline; sloZzeni (m/V): 0,8% NaCl, 0,02%
KCI, 0,144% Na;HPO4, 0,024% KH,PO4),
- citratovy pufr pH 6,
- EDTA-Pufr pH 9,
- detekeni systém SuperVisionl HPR,
- DAB dvouslozkovy kit (3,3"-diaminobenzidin, peroxidasa),
- hematoxylin.
Primarni protilatky

VysSetteni koznich excizi se provadi s protilatkami Melanosome-HMB-45 a S100.
Dalsi pouzivané protilatky: Aktin, desmin, vimentin, CD3, CD30, CD20, CD45,
Cytokeratin HMW, Cytokeratin A1/A3, Cytokeratin 20, Cytokeratin 7, KI-67, HP

Protilatka HMB45

Tato protilatka je uzitenda pro identifikaci melanocyti s tvorbou nezralych
melanosomil v normalni k71, nervu a tkani melanomu. Pozitivni vysledky napomahaji
Klasifikaci melanomd a melanocytickych 1ézi a také napomahaji pfi rozliSeni
metastatickych melanomt od jinych Spatné diferencovanych nadort nejasného pivodu.

Protilatka S100

Tato protilatka znaci buiiky produkujici S 100 protein. Téz je vhodna k identifikaci

S100 pozitivnich neoplazmat, jako je naptiklad maligni melanom.

Postup zpracovani preparatu
Postup a ¢asovy harmonogram imunohistologického zpracovani preparatii jsou

uvedeny v tabulce 8. Kroky odparafinovani a prevedeni do destilované vody, odvodnéni
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a montovani jsou shodné se zakladni metodou Hematoxylin-eosin (HE), proto jsou

znazornény bez detaill.

Tabulka 8 Pracovni postup a ¢asovy snimek zpracovani imunohistologického

preparatu
Krok Operace Doba | Krok Operace Doba
é. (min) ¢. (min)
1 Odparafinovani 6 Super Visionl-HPR 20
2 Odmaskovani epitopt * 15 Oplach pufrem PBS 3
3 Chlazeni pti pokojové teploté 30 7 DAB dvouslozkovy kit (1 15
ml pufru+2 kapky DAB
chromogen)
4 ** Blokovani (inhibice) endogenni 10 Oplach pod tekouci vodou
peroxidazy 3 % H,0,
Oplach pufrem PBS 3 8 Dobarveni jader 10
hematoxylinem
5 Aplikace primarni protilatky 30 Oplach v tekouci H,0O 10
Oplach pufrem PBS 3 9 Odvodnéni
10 Montovani preparatu —
medium Pertex

* Odmaskovani epitopt se provadi ve vodni 1azni. Podle typu protilatky se voli pufr pH
9 nebo pH 6. Sklicka se inkubuji v kyveté s pufrem pfi teploté 96 — 98 °C

** Kroky 4 — 8 se provad¢ji ve vlhké komote

Vysledek barveni:
Jadra modra
Pozitivni reakce tmavé hnédé az ¢erné zabarveni

Vyhodnoceni hotového preparatu

Diagnézu formuluje kvalifikovany patolog. Detekei tkdniového ptivodu nadoru Ize
rozpoznat, zda se jedna o lymfatickou, epitelidlni nebo mezenchymalni neoplazii.
DalSim krokem je hledani bliz§ich znakl jednotlivych tkéani, z nichZ by nador mohl
vychéazet. Témito znaky jsou organové Ci tkanoveé specifické diferenciacni antigeny.
Sirsi spektrum vybéru protilatek poskytuji pracovisté univerzitniho typu, ktera v

nutnych pfipadech slouZzi jako konzilidrni pracoviste.
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Rizeni jakosti

O kazdém vysetieni se provadi zapis do seSitu Seznam vysetieni imunohistochemie.

Zaznam obsahuje tyto udaje: Cislo vysetfovan¢ho vzorku, typ pouzité protilatky,
¢islo kontrolniho vzorku, datum, jméno laborantky.

Seznam novych ¢inidel je seSit, kde jsou uvedeny vSechny nové protilatky a sety.

Jsou evidovéna tato data: Cislo Sarze (LOT kod), doba expirace, datum otevieni
nového ¢inidla, datum verifikace.

Protilatky a detekcni set se pouzivaji validované od firmy DCS

Verifikace se provadi pravidelné pii zakoupeni nového cinidla nebo podle
verifika¢niho planu 1x ro¢né.

Pouziti starych fixacnich roztokl, proslych cinidel a pouziti nadmérné vysoké
teploty béhem zalévani do parafinu maji negativni vliv na kvalitu a vypovidaci
schopnost vysledkd.

Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyvani, vyschnuti fezi mohou byt
pri¢inou vzniku artefakti nebo falesné negativnich vysledki.

Je nutné pravidelné provedeni kontrolnich vysetfeni za pouziti kontrolnich vzorkd.
Pokud nelze predpokladat pfitomnost prokazované tkdné ve vzorku, je tteba pouzit
kontrolniho preparatu. O vybéru kontrolniho preparatu rozhoduje 1ékafr.

Typy tkani pro pozitivni kontroly uvadi tabulka 9

Tabulka 9 Typy tkani pouzivanych pro pozitivni imunohistologickou kontrolu

Primarni protilatka Tkan pro pozitivni kontrolu
Aktin stfevo

Desmin kize

Vimentin kize

CD3 uzlina

CD30 uzlina s lymfogranulomem
CD20 uzlina

CD45 uzlina
Melanosome-HMB-45 melanom
CytokeratinHMW prostata
Cytokeratin 7 mandle
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Cytokeratin 20 apendix

Cytokeratin A1/A3 ktze
S100 nervova tkan
Ki 67 mandle

Dokumentace, zpracovani a vydavani vysledki

Zapisovani vysledki do Nemocni¢niho informac¢niho systému (NIS) - v dopolednich
hodinach dal$iho dne dopisuje referentka diagnozy.

Po jejich zapsani vytiskne vysledky na zadni stranu privodnich listt.

Patolog, ktery diagnoézu vyhotovil, provadi kontrolu textu a nasledné podepisuje
vysledky.

Pokud je diagnostikovan zhoubny nador, kopie vysledkil se posilaji také do Centra
klinické onkologie v C. Budg&jovicich a na onkologii v NT.

Original pravodky, kde jsou také tidaje o postupech zpracovani vzorku v laboratofi
se na odd¢leni archivuje.

Autorizace vysledku v NIS probihd spusténim programu "Denni chod "; tim se takeé
vysledky pfenesou elektronicky na prislusna oddéleni.

V textové podobé je odesilani vysledku zajistovano podatelnou nemocnice,

Archivace dat

Vysledky jsou na oddéleni uchovavany ve spisovné podle platného skartacniho fadu
NT_RAD_06.

Parafinové blocky jsou uchovavany na oddéleni minimalné 10 let v ulozisti blokd,
zde je mozno kdykoliv dohledat pozadovany blok na dodate¢né laboratorni
vysetieni.

Preparaty jsou archivovany na oddéleni 5 let v archivnich skiinich.

Po uplynuti archiva¢ni doby jsou bloky a preparaty likvidovany v souladu s

NT _SM 07 Provozni fad a nakladani s odpadem.

Obrazova dokumentace aktudln€ pouzivanych pfistroji a zafizeni bioptické laboratoie

odd¢leni patologie Nemocnice Tabor a.s. je zobrazena v piiloze 1.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 KoZni nadory

Nemocnice Tabor a.s. ma jiz fadu let zavedenu diagnostiku nadorovych
onemocnéni, vcetn¢ diagnostiky rtznych typt karcinomt kize. Cilem prace je
zobrazeni a diskuse nékterych typickych diagnostickych preparati koznich excizi a
statistické zhodnoceni vyskytu vybranych nadort kiize v pétiletych intervalech mezi
lety 2007 a 2017.

Tato prace se zabyvéa vyskytem malignich melanomt, malignich bazocelularnich
karcinomii rizného typu a spinoceluldrnich karcinomi. Vedle toho jsou jesté pro
uplnost zahrnuty i tzv. karcinomy in situ (carcinoma in situ), coz znamena karcinom
lokalizovany v misté svého vzniku bez prorustani do dalSich tkdni. U téchto karcinomu
je progndza vyrazné lepsi.

V tabulce 10 je pro orientaci uveden pocet bioptickych preparatt, které laboratof

Nemocnice Téabor a.s. zpracovavala ve vyse uvedenych letech.

Tabulka 10 Celkovy pocet biopsii Nemocnice Tabor a.s.

Rok Pocet biopsii Narust v %
2007 8223 100
2012 8325 101
2017 8992 109

Z tabulky je vidét velmi mirny narist celkového poctu zpracovavanych vzorki.
Tento 0idaj ale neni relevantni pro posouzeni trendu vyskytu nadorovych onemocnéni.

Pro klasifikaci koznich nadori se bézné vyuziva Mezindrodni klasifikace nemoci
pro onkologii (MKN-O). Klasifikace se vyjadiuje Sestimistnym kodem s lomitkem
(posledni ¢islo kodu je nepovinné). Prvni Ctyicisli oznaCuje morfologicky typ
karcinomu, pfi¢emz karcinomy jsou sefazeny podle typt. Napt. 809X az 811X oznacuje
skupinu bazocelularnich nadort, 872X-879X je skupina névii a melanomu atd. Prvni
Cislice za lomitkem pak oznacuje biologické chovani nadoru, které znazornuje tabulka

11. Druha ¢islice za lomitkem (volitelnd) oznacuje diferenciaci nadoru.
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Tabulka 11 Typy nadora podle biologického impaktu

Ciselné oznaceni | Typ nadoru

0 Benigni tumor

Nejisté chovani, neni jisté, zda jde o nador benigni nebo maligni

Tumor in situ, neinvazivni

Maligni tumor, metastaticky

1
2
3 Maligni tumor, primarni
6
9

Maligni tumor, nelze urcit ptivod

V praci byly sledovany nasledujici typy koznich karcinomu — viz tabulka 12

Tabulka 12 Kilasifikace dle MKN-O koznich nadorid diagnostikovanych na patologii

Nemocnice Tabor a.s.

Koéd Typ nadoru

8070/3 Spinaliom, syn. karcinom dlazdicovy

8090/3 Karcinom bazocelularni, syn. bazaliom

8091/3 Karcinom bazocelularni, multicentricky
8093/3 Karcinom bazocelularni, fibroepitelialni
8095/3 Karcinom metatypicky

8720/3 Melanom maligni, syn. melanoblastom maligni
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5.2. Diagnostické prepardty koZnich nadori

Neékteré typy koznich nadorG ve formé diagnostickych preparatii jsou formou

mikrofotografii zndzornény na nésledujicich obrazcich.

Obr. 12 Mikrofotografie diagnostikovaného bazocelularniho karcinomu

Barveni: Hematoxylin — Eosin (HE)

Vysledek barveni:
Jadra bunék a bazofilni struktury modra
Ostatni ¢asti preparatu odstinove Cervené

Odstiny ¢ervené barvy a tvary kontur umoziuji identifikaci bazocelularniho karcinomu.

Obr.13 Mikrofotografie diagnostikovaného spinocelularniho karcinomu

Barveni: Hematoxylin — Eosin (HE)

Vysledek barveni:
Jadra bungk a bazofilni struktury modra
Ostatni ¢asti preparatu odstinove cervené

Odstiny cCervené barvy a tvary kontur umoziiuji identifikaci spinocelularniho

karcinomu.



Obr. 14 Mikrofotografie diagnostikovaného melanomu

Barveni: Hematoxylin — Eosin (HE)

Vysledek barveni:
Jadra bungk a bazofilni struktury modra
Ostatni ¢asti preparatu odstinové cervené

Odstiny cervené barvy a tvary kontur umoziuji alespont ptredbéznou identifikaci
melanomu. Pro verifikaci diagnézy je nutno vyuzit preparat s jinym typem barveni a

imunohistologické preparaty.
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Obr. 15 Mikrofotografie diagnostikovaného melanomu

Barveni: Masson

Vysledek barveni:
Argentafilni granula cerna
Jadra cervena

Tmaveé hnédé az cerné zbarveni argentafilnich granuli a tvary kontur umoziuji alespon
predbéznou identifikaci melanomu. Pro verifikaci diagnézy je nutno vyuzit

imunohistologické preparaty.
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Obr. 16 Mikrofotografie diagnostikovaného melanomu

Primarni protilatka: Melanosome-HMB-45

Vysledek barveni:
Jadra modra
Pozitivni reakce tmavé hnédé az ¢erné zabarveni

Tmaveé hnédé objekty na obou obrazcich (zvlasté patrné jsou na obrazku a) pii vétSim

zvétSeni) spolehlivé charakterizuji pfitomnost maligniho melanomu.
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Obr. 17 Mikrofotografie diagnostikovaného melanomu

Priméarni protilatka: S100

Vysledek barveni:
Jadra modra
Pozitivni reakce tmavé hnédé az ¢erné zabarveni

Tmaveé hnédé objekty na obou obrazcich spolehlivé charakterizuji pfitomnost maligniho

melanomu.
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5.3. Kozni nadory v Nemocnici Tabor a.s.

Nésledujici tabulka mapuje pocty vzorkil riznych typi malignich nadorii

diagnostikovanych na patologii Nemocnice Tébor a.s. v letech 2007 az 2017.

Tabulka 13 Maligni nadory diagnostikované na patologii Nemocnice Téabor a.s.

Kaod ZjednoduS$ené oznaceni Pocet pozitivnich vzorkii v roce
2007 2012 2017
8070/3 Spinaliom 54 57 61
8090/3 Bazaliom - Karcinom bazocelularni 149 125 147
8091/3 Bazaliom - Karcinom bazocelularni, 34 46 50
fibroepitelialni
8093/3 Karcinom bazocelularni, fibroepitelialni 2 10 20
8095/3 Bazaliom - Karcinom metatypicky 13 8 10
Bazaliom celkem 198 189 227
8720/3 Melanom 16 15 13
Jiné 39 39 36
Maligni nadory celkem 307 300 337

Poznamka: Polozka Jiné zahrnuje rtzné dal$i karcinomy klze, napf. verukoédzni

karcinom, Kaposiho sarkom, karcinom Merkelovych bunék aj.
Nasledujici graf dokumentuje trend vyskytu karcinomti dle hodnot uvedenych
Vv ptedchozi tabulce.
Pocet pozitivnich vzork( v roce
250

200

150

pocet

100

N

Spinaliom

Bazaliom Melanom Jiné

m 2007 w2012 m2017
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Obr. 18 Maligni nadory diagnostikované na patologii Nemocnice Téabor a.s.

Literatura (napi. Didona et al, 2018; Lai et al, 2018; Hosseini et al, 2017) pomérné
Casto uvadi, ze pocet koznich nadord v poslednich letech roste, hlavné v souvislosti
s expozici slunecnimu zafeni. Uvedené udaje vedly k vytvofeni hypotézy, ze by i
v Nemocnici Tabor a.s. mé¢l byt vyssi pocet diagnostikovanych malignich nadort.

K ovéfeni této hypotézy byly vyuzity udaje uvedené v tabulce 14. Bylo nutno
prokazat, ze mezi soubory z jednotlivych let existuje statisticky vyznamny rozdil na
hladin€ p = 0,05 (95 % hladina pravdépodobnosti). Pro tento ti¢el byl vyuzit jednoduchy
statisticky t-test, ktery umoziuje porovnat soubory snehomogennimi parametry.

Vysledky statistického hodnoceni uvadi nasledujici tabulka.

Tabulka 14 Dvouvybérovy parovy t-test na stiedni hodnotu (p = 0,05)

2007 - 2012 -
Rok 2012 2017 2007 - 2017
Pearsonuv koeficient korelace 0,9962 0,9983 0,9956
t stat 0,83151 -2,27496 -1,97294
t krit 1,894458 1,89458 1,89458
Statisticky vyznamny rozdil ne ano ano

Z vysledki uvedenych v tabulce 14 je vidét, ze mezi soubory v intervalu let 2007 a
2012 neni statisticky vyznamny rozdil a pfipadny narlst poctu diagnostikovanych
koznich nadordi nelze potvrdit. Naopak, statisticky vyznamny rozdil je mezi pocty
diagnostikovanych koznich nadort v pétiletém intervalu 2012 az 2017 a 1 v desetiletém
intervalu 2007 — 2017. To znamena, ze vySe uvedena hypotéza byla potvrzena jen
CasteCne.

Prokazany nartist po¢tu diagnostikovanych koZnich nadorti je jevem samoziejmé
velmi nepfiznivym. Pozitivni ale je, Ze prakticky veskery nartst je dan narGstem poctu

vV

nejmén¢ zavaznych bazocelularnich karcinomi, zatimco pocet
spinocelularnich karcinomi, melanomi a jinych koZnich naddorG v uvedeném casovém
rozmezi stagnoval.

Je nutno zdtraznit, Ze uvedena statistika m& velmi omezenou platnost. Plati pouze
pro Nemocnici Tabor a.s., nejde zevSeobecnit ani pro jihocesky kraj a jiz vlibec ne pro
celou CR. Pro takové zevieobecnéni nejsou k dispozici dostate¢na data. Navic by bylo
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vhodné doplnit uvedena data jesté demografickymi daty (spadovost nemocnice, pocet
obyvatel a jejich primérny veék v regionu spadové nemocnice), kterd ale nejsou

k dispozici.

Pro doplnéni jsou uvedeny jesté pocty diagnostikovanych karcinomu in situ — tabulka

15

Tabulka 15 Nadory in situ diagnostikované na patologii Nemocnice Tabor a.s

Pocet pozitivnich vzorki v roce
Nazev 2007 2012 2017
Melanom in situ 5 7 5
Ostatni karcinomy in situ 14 4 27
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6. Zavér

Cile prace, specifikované v zadani bakalaiské prace a v kapitole 3, byly splnény.

v

V teoretické Casti prace jsou charakterizovany nejvice se vyskytujici maligni kozni
nadory (melanom, spinocelularni karcinom a bazocelularni karcinom), kratce jsou
zminény 1 mén¢ Casté typy malignich naddorti a prekancerosy. Je mapovana jejich
incidence, patogenita, morfologie, schopnost invazivniho rastu i potencialni
metastaticka aktivita. Mapovany jsou ovlivnitelné a neovlivnitelné rizikové faktory
vzniku a rozvoje malignich nadorti kiize. V této Casti je zpracovan i piehled
pfirodnich sloucenin, které vykazuji urcitou inhibi¢ni aktivitu vi¢i malignim
koznim karcinomiim.

V metodické ¢asti je popsana technika, moznosti a konkrétni realizace
histologického a imunohistologického vySetfeni koznich karcinomii v oddé¢leni
patologie Nemocnice Tébor a.s.

Byly zpracovany vybrané ptipady koznich excizi a pomoci n¢kolika diagnostickych
metod pfipraveny preparaty vhodné pro spolehlivé stanoveni diagnozy. V jedné
excizi byl standardnim barvenim hematoxylin — eosin diagnostikovan bazocelularni
karcinom, stejné barveni pomohlo k diagnostice spinocelularniho karcinomu u
druhé excize. Pro diagnostiku melanomu byly pouzity dva typy histologického
barveni a oba pouzivané typy imunohistologického zobrazeni. VSechna zobrazeni
jsou dokumentovana pomoci mikrofotografii.

Na piikladu vySe uvedenych zobrazeni bylo prokazano, ze pifi dodrzeni zasad
Spravné laboratorni praxe a dodrZeni Standardnich operacnich postupti 1ze ptipravit
diagnostické preparaty standardni kvality, které umozni stanovit diagnézu
S nejvyssi mirou spolehlivosti. Tim byla potvrzena prvni hypotéza.

Z Gdaju v registru byly mapovany poéty a typy malignich koznich karcinomi
diagnostikovanych v Nemocnici Tébor a.s. v pétiletych intervalech 2007 — 2017.
Pro klasifikaci koznich nadorti byla vyuzita Mezinarodni klasifikace nemoci pro
onkologii (MKN-O).

Ziskané udaje byly podrobeny statistickému hodnoceni pomoci t-testu na hladiné
pravdépodobnosti 95 %. Statisticka analyza prokazala statisticky vyznamny narist

poctu diagnostikovanych koznich nadortt mezi lety 2012 a 2017, zatimco rozdil
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mezi lety 2007 a 2012 nebyl statisticky vyznamny. Z toho vyplyva, Ze druhd

hypotéza byla potvrzena jen ¢astecné.
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8. Seznam priloh

Ptiloha 1
Obrazova dokumentace aktualné pouzivané pfistrojové techniky a ptisluSenstvi

Vv bioptické laboratofi odd¢leni patologie Nemocnice Tabor a.s.
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Priloha 1
Obrazova dokumentace aktualné pouzivané pfistrojové techniky a ptisluSenstvi

Vv bioptické laboratofi oddéleni patologie Nemocnice Tabor a.s.

Obr. 20 Tkanovy procesor (,,autotechnikon*) TP 1020 Automatic Tissue Processor

(Leica Biosystems, Germany)
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Obr. 21 Zalévaci parafinova linka Leica EG 1150 H (Leica Biosystems, Germany) a

formy na zalévani vzorki

Obr. 22 Sankovy mikrotom Leica SM2000 R Sliding microtome (Leica Biosystems,
Germany)

Obr. 23 Kosik do barviciho automatu
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Obr. 24 Barvici a montovaci automat TST 44.200C / ACS 720 (Medite GmbH,
Germany)

Obr. 25 Ptiklady preparati po barveni HE

Obr. 26 Desky pro transport hotovych preparatti
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Obr. 27 Lazen pro odmaskovani epitopi pti imunohistologii

Obr. 28 Sada lazné pro manualni odvodnéni preparatu pii imunohistologii
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