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Abstrakt

Cilem mé prace bylo porovnat tfi histologické metody, jak na Grovni operacnich
postupt, tak i vzhledem Kk jejich podilu na uréeni vysledné diagnézy. Porovnavala jsem
rychlou  peroperaéni  biopsii  (RPB), barveni  hematoxylin-eosin  (HE)
a imunohistochemické metody (IHC), konkrétné monoklonalni protilatku Cytokeratin 7
(CK 7). Vsechny tyto tii histologické metody se pouzivaji pii vySetfeni sentinelové

uzliny (SN), kterd je odebrana pacientlim s jiz diagnostikovanym karcinomem prsu.

Prvni Cast své prace jsem vénovala teorii, popisu jednotlivych dil¢ich krokii
u vybranych histologickych metod. Také jsem zde nastinila problematiku vysetfovani
uzlin u karcinomu prsu, vyhody, které pacientim poskytuje v soucasné dobé velmi
hojné pouzivané vysetieni SN oproti diive provadéné disekci axilarnich uzlin. Disekce
axilarnich uzlin je provadéna dale, ale ne jiz v takovém méfitku, jako tomu bylo drive.
Pfed zavedenim metody vySetieni SN byly automaticky ukazdého prokazaného
karcinomu prsu odebrany pacientovi axilarni uzliny. Tento celkem rozsahly zakrok
pacientim pfinaSel dalSi komplikace ve formé& Spatné hybnosti koncetiny, otokl atd.
Tim byla zhorSena inasledna rekonvalescence alécba pacienta. V soucasnosti se
ptistupuje k odbéru axilarnich uzlin jen pfi nalezu metastazy Vv sentinelové uzling. Jak
zmé prace vyplyvd, mnohem vice je nalezeno sentinelovych uzlin bez metastazy,
a proto je mnoho pacientil disekce axilarnich uzlin usetfeno. To je zplsobeno v€asnym

zachytem karcinomu.

Metodickou ¢ast mé prace jsem provadéla Vv patologické laboratoti Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. (PAO NCB), kde jsem zaméstnana. Tato &ast je rozdélena na
preanalytickou, analytickou a postanalytickou fazi. V preanalytické fazi zdraznuji, jak
dualezity je spravny odbér a transport vzorku do laboratote. V analytické fazi se vénuji
jednotlivym metoddm samostatn€. Predstavuji zde kroky, kterymi musi kazdy
vySetifovany vzorek projit, nez je mozné z ného provést diagnozu. Postanalytickd faze

shrnuje samotnou diagnostiku.



V ¢asti vysledky jsem nejprve provedla statistické zhodnoceni celkového poctu
vysetienych parafinovych bloka a preparati za obdobi 2003 — 2013. Je zde také
zachycen kazdorocni narist IHC, od vlastniho zavedeni metody IHC v roce 1998 az do
roku 2013. Zmapovala jsem ipostupnou zménu panelu primarnich protilatek
pouzivanych na PAO NCB. A déle zhodnotila vlastni naméfené vysledky. Celkem jsem
za obdobi biezen 2013 — biezen 2014 zpracovala 142 SN, které byly odebrany K jiz
prokdazanému karcinomu prsu. Kazda SN byla zpracovana RPB, nasledné¢ barvena HE
a dovysetiena pomoci THC protilatkou CK 7. Rychlou peroperaéni biopsii bylo v SN
nalezeno 22 metastaz karcinomu prsu, jejich dal§im zpracovanim a barvenim HE bylo
nalezeno dalSich 16 pozitivnich SN (celkem tedy jiz 38 pozitivnich SN) a pomoci IHC
protilatkou CK 7 jesté dalSich 7 pozitivnich SN. Dohromady jsme nalezly metastazu
v 45 sentinelovych uzlindch. 97 sentinelovych uzlin bylo negativnich. Z dosazenych
vysledkl vyplyva, Ze nejveétsi zachyt metastaz v SN bylo pomoci IHC protilatkou CK 7.
Touto metodou jsou zachyceny i tzv. ITC (izolované nadorové buiiky). Mohou to byt
jednotlivé nadorové buitkky nebo malé shluky, ne vSak vétsi nez 0,2 mm nebo mén¢ nez
200 bungk Vv jednom histologickém fezu. Tyto submikrometastazy jsou nalezeny jen
pomoci imunohistochemie. Také jsem se zabyvala moznosti vlivu v€ku pacienta na
piitomnosti metastazy v SN. Pacienty s vySetfovanou SN jsem rozdélila do 5 vékovych
kategorii (graf 5, 6). Nejvice nalezenych pozitivnich SN bylo ve vékové kategorii 61-70
let.

V diskuzi jsem kromé hodnoceni namétenych vysledki popsala vyrazné zmény,
hlavné ve formé automatizace, kterymi si RPB, HE a IHC prosly béhem poslednich let
na oddéleni PAO NCB. Ng&které¢ tyto zmény jsou zdokumentovany na fotografiich

a uvedeny v Ptiloze 3, 4, 5 a 6.

Klicova slova: rychla peroperacni biopsie, barveni hematoxylin-eosin,

imunohistochemické metody, sentinelova uzlina, disekce axilarnich uzlin.



Abstract

The main aim of this thesis was to compare three methods of histology from both
the theoretical analysis to determine the final diagnosis and resulting the level of

surgical procedures.

I compared the rapid intraoperative biopsy (RPB), dyeing of hematoxylin—eosin
(HE) and immunostaining method (IHC) especailly monoclonal antibody Cytokeratin 7
(CK 7). All of the three methods of histology are being used to examine the sentinel

lymph node (SN). The SN is removed to the patients with diagnosed breast cancer.

| paid attention to describe individual procedures of the selected methods of
histology in the first part of this thesis. | also pointed out the complications during
detecting the nodes of the carcinom of breast. And | underlined the advantages of
detecting SN, which is nowadays widely supplied to all patients compare to the method
of axillary nodes dissection used before. Before the SN detecting method was
implemented, there used to be an old method which primarily removed the axillary
nodes from each patient after the carcinom of breast had been detected. This quite
extensive action caused further complications regarding the deconditioning of the limbs
dynamics and swelling. With this respect the patient’s following treatment and recovery
went worse. Currently the axillary nodes are being removed only if metastasis in
sentinel lymph node was detected. My thesis shows that there were found many more
sentinel nodes without metastasis and therefore, these days, there are many patients
saved from the dissection of axillary nodes. This is mainly assured by an early detection

of carcinoma.

The methodical part of my thesis was carried out in the hospital of Ceské
Budé¢jovice in the pathological lab (PAO NCB), where I have been employed. This part
is divided into pre-analytic, analytic and post-analytic phases. The pre-analytical phase
emphasizes the importance of correct biopsy and trasport of its sample to the lab. The

analytical phase pays attention to each method individually. 1 describe all the



procedures which each sample must go through before a diagnosis can be done. The

post analytical phase summarizes the diagnose itself.

In the part of the thesis which is aimed at results, | show statistical evaluations of the
whole amount of examined paraffine embedded tissues and sample forms within the
period of 2003 — 2013. There is also intercepted annual grow of IHC since its
implementation in 1998 until 2013. | analysed a continual change of primary antibodies
used at PAO NCB. I also evaluated my own measured results. In the term from March
2013 to March 2014 | processed altogehter 142 SN, which were removed from proved
breast cancer. Each SN was processed through RPB, followed by dyeing through HE
and examined with IHC antibody CK 7. There were found 22 metastasis of breast
cancer in SN through the rapid intraoperative biopsy, other 16 metastasis were detected
through HE staining and another 7 positive results in SN were detected through IHC
antibody CK 7. We found altogether 45 positive metastasis in SN. 97 sentinel lymph
nodes were negative. According to the processed results we proved that the biggest
detection of metastasis in SN was through the method of IHC antibody CK 7. This
method is used also for detection of isolated tumor cells (ITC). It can be just individual
cells or a group of tumor cells not bigger than 0.2 mm or less than 200 cells in one
histological sample. Such submicrometastasis can be detected only through

immunostaining.

I also analysed the impact of patients” age regarding the metastasis in SN. I divided
the patients into 5 categories according to the age (see graph 5, 6). The largest number
of SN positive was in the category 61-70 years of age.

In the discussion part | described the evaluation of measured results and pointed out
strong changes of RPB, HE and IHC methods which have been processed in the PAO
NCB department within the past few years. Some of those changes mentioned above are
shown in the pictures attached in the attachements 3, 4, 5, and 6.

Keywords: the rapid intraoperative biopsy, dyeing of hematoxylin—eosin,

immunostaining method, the sentinel lymph node, the dissection of axillary nodes.
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Seznam pouzitych zkratek

CK 7 — cytokeratin 7

DAB - 3,3 diaminobenzidin

HE — hematoxylin-eosin

IHC - imunohistochemie

ITC - izolované nadorové bunky

NCB PAO SOP — Standartni operaéni postup patologického oddéleni NCB
NIS — nemocni¢ni informacni systém

PAO NCB — Patologické odd&leni Nemocnice Ceské Budéjovice

RPB — rychlé peroperacni biopsie

SN — sentinelova uzlina
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Uvod

V soucasnosti dochazi ke stalému narastu vyskytu novotvarit zhoubnych (malignich)
i nezhoubnych (benignich). Benigni nadory rostou pomaleji, byvaji ohrani¢ené
a opouzdiené. Jejich expanzivni (rozpinavy) rust stlacuje okolni buniky a tkdn¢. Maligni
nadory rostou rychle, jsou neohrani¢ené. Rostou infiltrativné a destruktivné. Pronikaji
do okolnich tkéni asifi se do okoli, tvofi metastazy. Rozhrani mezi benignimi
a malignimi nadory tvofi intermedialni nddory. Tyto naddory maji lepSi prognézu nez

maligni nadory, ale nékdy recidivuji a mohou i metastazovat (1).

NejcéastéjsSim zhoubnym nadorovym onemocnénim Zen je karcinom prsu. Pies

neustale rostouci Cetnost nddori prsu je uUmrtnost stile stejna. Dlvodem je stile

vvvvvv

Pti podezieni na nador musi byt provedeno histologické ovéteni podezielé tkané.
Patolog ur¢i typ nadoru. Po potvrzeni diagnozy patologem chirurg provede urcity
zakrok. VSechen odebrany materidl jde opét na histologické vySetfeni. VySetteni

patologem je tedy zcela zakladni a neopominutelné (2).

Soucasnym standardem pro 1é¢bu karcinomu prsu je uplné odstranéni nadoru

s histologicky negativnimi okraji. Soucasti je i disekce axilarnich uzlin (3).

Disekce axilarnich uzlin ma vyznam pfi urceni pfesného stddia onemocnéni
a nasledné terapie. Jejich odstranéni je spojeno S fadou komplikaci (lymfedem, poruchy

hybnosti ramenniho kloubu atd (4).

Alternativni metodou na axilarni disekci je biopsie sentinelové uzliny (SN), ktera

s velkou ptesnosti urc¢i stav postizeni uzlin (5).

Axilarni disekce vede nasledné¢ K axilarni lymfadenektomi. Dostupné dikazy
naznacuji, Ze je pro pacienty velmi zatézujici a jeji dusledky mohou vést az ke zvySené
mortalité. Proto je trendem v soucasnosti, aby kompletni vyjmuti axilarnich uzlin bylo

provedeno jen u pacientti S metastazami do sentinelové uzliny (6,7).
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Je znamo, ze az 80 % pacientdl, ktefi jsou zachyceni v ¢asném stadiu onemocnéni je
bez metastaz v axile, a proto disekci uzlin podstupuji zbyte¢né. Toto zjisténi vede ke

zna¢nému zajmu 0 metodu sentinelové biopsie a K jejimu prosazovani (8).

Technika "sentinelové biopsie" byla vyvinuta vroce 1992 Mortonem a spol.
Sentinelova uzlina je zpracovédna cela. Pokud je uzlina vét$i nez 3mm, je rozdélena
V podélné ose na bloky o0 tloustce maximalné¢ 3mm, které se dale samostatné

zpracovavaji. Uzlina do velikosti 3mm je zpracovana neptlena (9).

Takto zpracovand sentinelova uzlina je dale vySetfovana pomoci tfech riznych
metod, kterymi se zabyvam ve své bakaldiské praci. Rychlym peroperacni vysetfeni
bungk a tkani (RPB), barveni hematoxylin-eosin (HE) a imunohistochemické vySetieni
antigent (IHC). Tyto metody se mimo jinych pouzivaji na Oddéleni patologie
v Nemocnici Ceské Budg&jovice a.s. (PAO NCB)

Sentinelova uzlina se vysetfuje zejména U karcinomu prsu, melanomu, pti nadorech
vulvy aj. Na zékladé histologického vysetieni sentinelové uzliny lze zjistit pritomnost
metastaz (mikrometastdz). Pfitomnost téchto mikrometastdz nam d& moZnost zjistit
stadium arozsah onemocnéni. Znalost stadia onemocnéni lékaifim pomaha vybrat

vhodny 1é¢ebny postup.

Myslim si, Ze obor histologie hraje stale vétsi vyznamnou roli, jak v urCovani
diagnozy, stadia a rozsahu chorob, tak i pfi rozhodovani, jak postupovat s nasledujici
lécbou pacienta. Ma tedy i nadale velky a stale jesté nedocenény piinos V klinickych

oborech.
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1. Teoreticka ¢ast

Histologie je védni obor studujici strukturu bunék atkani mnohobunécnych

organismd (10).

Histologii miizeme rozdé€lit na normdlni a patologickou. Dale ji pak délime na
cytologii, ta se zabyva mikroskopickou a submikroskopickou stavbou bunék. Obecna
histologie zabyvajici se mikroskopickou stavbou tkani a specialni histologie ta se

zabyva mikroskopickou stavbou jednotlivych organt ¢loveka (11).

Histologicka technika nam osvétli piipravu histologického preparatu. Histologicky

preparat musi byt dostate¢né tenky a pozoruje se ve svételném mikroskopu (12).

Musime pamatovat na to, Ze isebedokonalejsi cytologicky, histologicky ¢i
histochemicky preparat nam zachyti pouze okamzity zaznam (vyse€) z jinak velmi

dynamickych intravitalnich d&ja, které probihaly pied zahajenim fixace (13).

V posledni dobé dochazi k rozvoji idalSich oborti navazujicich na ,klasickou*
histologii, jako je histochemie aimunohistochemie, zabyvajici se prikazem riznych

latek (napt.bilkovin, lipidi, sacharidl, enzymt) v tkanich a organech (11).

V imunohistochemii detekujeme v histologickych fezech afinitu antigenu, specifické
protilatky ajejich vzajemnou vazbu. V soucasnosti imunohistochemie slouzi zejména

k diferencialni diagnostice nadort (14).

Rychla peroperacéni biopsie (RPB) je metoda, pii které se zpracovava nativni vzorek
tkané, kterou chirurg odebere Vv pribéhu operace. Dalsi postup operace je zvolen az

podle vysledku vySetieni.

Sentinelova uzlina je prvni (nejblize k nadoru) lymfatickd uzlina, kde se zachyti

nadorova bunka a vytvoii metastazu (9).

Metastdza je preneseni nadorovych bun€k z primarniho loZiska na jiné misto
(sekundarni lozisko). Znamé jsou tfi zpusoby ato krevni cestou, lymfatickou cestou

a porogené (cestou dutych organt) (1).
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1.1 Zacatky oboru histologie

Obor histologie, jehoz ndplni je morfologické studium bunék, tkdni a organd,
prochazel zajimavym historickym vyvojem. Zacatky histologie jsou spojeny s vyuzitim
svételného mikroskopu na pocatku 18. stol., prvni dokumentace pozorovanych struktur
byly zaznamenéany V podob¢ kreseb. RozliSovaci schopnost svételného mikroskopu je
limitujicim faktorem. Proto se dalSi vyzkum zaméfil na moznosti, jak proniknout
hloubéji do struktury bunék. Ve 30. letech naseho stoleti byl sestrojen elektronovy
mikroskop (15).

Prvopocatky imunohistochemie lze datovat od roku 1941, kdy poprvé provedli
Coons a Kaplan priikaz antigent ve tkédnich pomoci fluoresceinem znacené protilatky.
Nevyhodou bylo, ze vySetfovany materidl musel byt nativni. To je problém hlavné

v diagnostické praxi (14).

V roce 1976 Milstein a Kohler piipravili protilatky proti jednomu epitopu antigenni
molekuly — tzv. monoklonalni protilatky. V 70. letech se podafilo spojit enzym
s protilatkou. Metodika dovolila vyuziti formolem fixované a do parafinu zalévané

vzorky (16).

1.1.1 Soucasny stav

Karcinom prsu je nejCastéj$im zhoubnym onemocnénim Zen na celém svété.
Veasnou diagnostikou muzeme dosdhnout nejen uspésné 1écby, ale i snizit procento
imrti na toto onemocnéni. Cim dfive je nadorové onemocnéni odhaleno, tim je zaroveii
I vétsi Sance na jeho uplné vyléCeni. Progndza karcinomu prsu zavisi nejvice na

rychlosti a mite generalizace (17).

Prs se sklada z lalokt, které jsou tvofeny z mensich lalickt (lobult) a mlékovodi
(tubul). Viz Ptiloha 1. Podle mista vzniku délime i karcinomy. Duktalni karcinom
vychézi z bunék vystelky dukta je nejcastéjsi cca 70-80%. DalSim typem je lobularni
karcinom, vychazi z bunék vystelky lobuli, tvofi druhou skupinu, vyskyt je cca 10%.

Zbytek tvori ostatni vzacngjsi typy karcinomu jako tubularni, medularni (2,18).
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Karcinom in situ to je karcinom, ktery nemd jesté porusenou bazalni membranu,
neni tedy invazivni (nemetastazuje). DéEli se na lobularni karcinom in situ (CLIS)
a duktalni karcinom in situ (DCIS), oba tyto karcinomy se mohou nasledné¢ zménit na

invazivni. Metastazuji do axilarnich uzlin a dale do plic, kosti, mozku a jater (2,18).

Nadorové bunky se Snejvétsi pravdépodobnosti zachyti Vv prvni (sentinelové)
lymfatické uzlin€, ktera je metastaze V cesté. Viz Ptiloha 2. Na zéklad¢ histologického
vySetieni sentinelové uzliny lze zjistit pfitomnost metastaz (mikrometastaz) a stanovit

dalsi 1é¢ebny postup (3).

Stadium onemocnéni se znaci Cisly od 0 do IV. Kriteriem zafazeni do stadia

(staging) je velikost nadoru, jeho $ifeni do lymfatickych uzlin nebo dalsich organu (9).

Dal$i mozZnost urceni rozsahu onemocnéni pomoci TNM systému je také z velké
¢asti zalozeno na histologickém vySetfeni. Je to soubor vysetieni, jejichz cilem je
zatazeni onemocnéni do klinickych stadii dle TNM systému. Kategorie T (tumor)
zahrnuje velikost tumoru v prsu v nejvétsim praméru. Kategorie N (nodul-uzlina) pocet
postizenych lymfatickych uzlin v podpazi. Kategorie M (vzdalené metastazy) informace

0 pfipadné pfitomnosti metastaz ve vzdalengjSich organech (2).

Déle je nutno urcit histopatologicky grading neboli stupen bunécné diferenciace
(zralosti), jedna se 0 posouzeni stupné malignity primarniho nadoru dle urcitych kritérii.
Pro grading karcinomu prsu je nejvice pouzivana Nottinghamskéa klasifikace. Ta
hodnoti procento objemu tumoru, ve kterém je zfetelna tvorba tubuld, jadernou
polymorfii a pocet mitéz. Vysledny grading je urcen souc¢tem hodnot (skore) ziskanych

pro jednotlivé polozky (1).

Pii rozhodovani 01écb¢é je nutné znat jeSt€¢ hladinu hormonalnich receptord
a receptoru Her-2. Tyto receptory jsou nazyvany prediktivnimi markery, protoZze nam

umoznuji pfedpovidat odpoveéd’ na urcitou lécbu (9).
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1.2 Histologické vySetieni

Histologické vySetieni slouzi K potvrzeni ¢i vyvraceni diagnozy klinického 1ékare
(19). Histologické vySetfeni tkani a organt prochazi Sesti etapami Vv dale uvedeném
potadi:

1. odbér materidlu

2. fixace materialu

3. zalévani materialu

4. krajeni fezl

5. barveni fezil

6. montovani fezi

Potadi etap je zavazné avSechny dohromady pfedstavuji podstatu histologické
techniky. Obarveny a do montovaciho media uzavieny tfez - histologicky preparat -

1ékaf hodnoti ve svételném mikroskopu (13).

1.2.1 Histologické barveni hematoxylin-eosin

Barveni hematoxylin-eosin je zdkladni histologické barveni, kterym se barvi

vSechny vySetfované vzorky, které ptichazi do nasi laboratofe.

1.2.1.1 Odbér materialu

Odebrany material pro vySetfeni miize byt bud ziskany béhem operace z zivého
organismu (biopsie) nebo material odebrany béhem pitvy zemielé osoby-mrtvého
organismu (nekropsie) (19). Material musi byt odebran tak, aby piedstavoval
reprezentativni vzorek vysetfovaného orgdnu ¢i patologicky zménéné tkané. Musi se
uskutecnit Vv co nejkratsim Case, aby autolytickymi procesy nedoslo Kk destrukci tkané
a byla zachovana struktura bunék. Proto odebranou tkan ihned pieneseme do fixacniho

roztoku nebo zmrazovaci smési (20).
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Druhy biopsie jsou:

e Probatorni excize — vynéti vzorku béhem chirurgického zakroku nebo pfti

endoskopickém vykonu
e Probatorni punkce — nasati bun¢k nebo fidké tkdné tlustou jehlou

o Kyretaz — seskrabnuti napt. epidermis z povrchu kize nebo vyskrab sliznice

u dutych organa
o Ektomie — odebrani ¢asti organu nebo celku

Odebrany material musi byt peclivé oznafen aodeslan do laboratofe S tzv.
histologickou privodkou obsahujici zakladni identifika¢ni tidaje (jméno pacienta, rodné
¢islo, zdravotni pojistovnu, druh fixacni tekutiny, organ, pozadované vysetieni, datum

odbéru, aj. (21).

1.2.1.2 Fixace materidglu

Po zastave prisunu kysliku tkdn¢ a organy rychle podléhaji autolyze, ta je zptisobena
degradaci buné¢ného obsahu uvolnénymi enzymy. K zastavé autolyzy je urcena fixace,

jejiz podstatou je koagulace a denaturace bilkovin buné¢k a tkani (21).

Utelem fixace je zachovat strukturu bun&k a tkani ve stavu nejpodobnéjsimu tomu,
jaky maji zaZiva. Fixace mize vyvolat celou fadu zmén, nékteré jsou pro zamyslené
vySetieni vyhodné, jiné nikoli. Fixaci proto volime podle typu tkané, kterou

zpracovavame, a podle metod planovanych pro dalsi zpracovani (20).

Fixace histologickych vzorkl se provadi pomoci fixacnich prostiedki, které jsou

dvojiho druhu: fyzikalni a chemické (13).
Fixacni prosttedky musi spliovat tfi hlavni podminky:
1. zachovat co nejlépe strukturu tkané
2. zachovat barvitelnost tkané

3. rychle pronikat do tkan¢ (22)
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Fyzikalni fixace

V histologii se uzivd rychlé zmrazeni tkané¢ pomoci kyseliny uhli¢ité (,,suchého
ledu®) nebo kapalnych plynt (napt.dusiku). Touto metodou se fixuji vzorky pro

enzymovou histochemii, pro imunohistochemii, pro prikaz tukti nebo pii RPB (19).
Dalsi fyzikalni fixacni metodou je vysuSeni tkané za nizké teploty (freezing-
drying)(22).
Fixace pomoci mikrovinné trouby (MW-fixace) (20).

Chemicka fixace

Chemické fixacéni prostfedky jsou roztoky anorganickych nebo organickych sloucenin,

piipadné¢ jejich rizné kombinace nebo smési (13,19,22).
Zasady spravné fixace:
e vzorek se musi vlozit do fixacniho roztoku ihned po odbéru

e objem fixac¢ni tekutiny musi prevySovat objem fixovanych vzorki, aby roztok

mohl pronikat do vzorkt ze vSech stran (13,19,22)

Piehled chemickych fixa¢nich prostredkd:

1. aldehydy — formaldehyd, glutaraldehyd

2. alkoholy — etanol, metanol

3. kyseliny — kyselina octova, trichloroctova, pikrova

4. soli tézkych kovi — chlorid rtutnaty, oxid osmicely, dvojchroman draselny (20)

1.2.1.3 Zalévani materialu

Princip zalévani tkan€ do parafinu zavisi na prosyceni odvodnéné tkan€ rozehiatym
parafinem pfi teplot¢ 56 — 58°C. Parafin vyplni vSechny mikroskopické Stérbinky
v tkani, takze se pak tkan da krajet v tenkych fezech (22).
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Tento proces se sklada ze 4 ¢asti:
1. odvodnéni tkan¢ — provadi se stoupajici fadou etanolti (70%, 80%, 96%)

2. prosyceni tkan¢ tekutinou, ktera rozpousti parafin a je misitelna s etanolem (tzv.

projasnéni) — benzen a xylen
3. prosyceni tkan¢ parafinem — obvykle ve 3 laznich parafinu pfi teploté 56°C
4. wvlastni zaliti do parafinu (13,22)

Odvodnéni, prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin a prosyceni tkané
parafinem je Vsoucasnosti automatizovano pomoci tkailového automatu —

autotechnikonu.

Tkanové blocky se zalévaji do umélohmotnych rameckid na zalévacim automatu,
Ktery obsahuje Vv zasobniku tekuty parafin. Soucasti zalévaciho automatu je chladici

modul pro rychlé tuhnuti parafinovych bloku (19).

1.2.1.4 Krdjeni i'ezit

Z tkanovych blockl se zhotovuji tenké histologické fezy, silné nékolik tisicin mm
(1). Tkanové blocky zalité do parafinu se krajeji na specidlnich pfistrojich, zvanych
mikrotomy (22).

Rozlisuje se mikrotom saiikovy a rotacni. U saitkového mikrotomu se pohybuje ntiz
a blocek je proti nému vysouvan 0 nastaveny pocet mikrometrt.

Rota¢ni mikrotom pracuje na opacném principu — proti pevné uchycenému noZi se
pohybuje blok upevnény na posuvné ty¢i (13,22).

Ukrojené histologické fezy se pienesou na hladinu teplé destilované vody s trochou

zZelatiny vyhtivané na teplotu kolem 50°C, aby doslo k narovnani a vypnuti fezd. Pak se

fezy zachyti na podlozni sklo (13,22).

Podlozni sklo s natazenymi parafinovymi fezy se vloZi ve stojanku do termostatu
nebo na vyhfivanou ploténku, kde se fezy susi, aby nedochazelo Kk jejich ztraté pii

dal$im zpracovani (19).
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1.2.1.5 Barveni i‘ezit

Jednotlivé slozky tkani se témért neliSi lomivosti svétla, musi se obarvit, aby je bylo
mozné V mikroskopu vzajemné odlisit. Cilem barveni je zvyraznit ve tkdnich a buiikach
ty struktury, které chceme studovat, pfipadné odlisit n¢kolik tkanovych soucasti tim, ze

se zvyrazni riznymi barvivy (13).

Barviva pouzivana Vv histologii délime na barviva zasadita (bazickd) a na barviva

kysela (22).

Zatimco kyselé komponenty bun€k atkani (napt. jadro) vdzou bazickd barviva
a oznacuji se jako bazofilni struktury, zdsadité¢ slozky (napf. cytoplazma) reaguji
S barvivy kyselymi a oznacuji se struktury acidofilni (eozinofilni). Struktury, které maji
afinitu k obéma druhtim barviv, se zna¢i polychromatofilni nebo heterofilni. Podle
vysledku se rozliSuje metachromatické barveni, pti némz se struktura barvi odliSné€ nez
je ton pouzitého barviva a ortochromatické, jestlize je zbarvena stejné jako pouzité

barvivo (21).

Nejpouzivangj$i anejzdkladnéjsi histologické barveni je metoda barveni

hematoxylin-eozin. Hematoxylin je zasadité barvivo a eozin kyselé barvivo (22).

Barvici metody se rozdéluji na prehledné — hlavni zastupce je barveni hematoxylin-
eosin nebo barveni podle Weigerta-van Giensona a specialni. Mezi specialni barveni se

zafazuji napf.metody K odliSeni pojivovych vlaken, barveni na lipidy (21).
Obecny postup pii barveni:
1. Piiprava roztoku potiebnych k barveni

2. Odparafinovani — k barveni fezti pouzivame vét§inou vodnych roztoka barviv,
a proto musime fezy nejprve zbavit parafinu. K odparafinovani pouzivame xylen.
Protoze se ani xylen ve vod¢€ nerozpousti, musime po rozpusténi parafinu pievést

preparaty sestupnou alkoholovou fadou do vody (22).
3. Vlastni barveni

4. Montovani obarvenych fezil
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e Priprava roztokit hematoxylinu a eosinu.

Hematoxylin je nazloutly krystalicky prasek. Roztok hematoxylinu sam 0 sobé
nebarvi, teprve po oxidaci V hematein. Oxidace miize probihat samovolné tzv. zrani
hematoxylinu, to trva piili§ dlouho. Proto oxidaci urychlujeme piiddnim rtznych

oxidacénich ¢inidel, nejcastéji jodi¢nanu sodného nebo draselného (22).

Oxidacni produkt hematoxylinu dale moiime kamencem (kamenec zelezity nebo
draselny), aby se ziskal barevny lak. Mofenim se zprostfedkuje vazba hemateinu na
tkanové elementy. Druhy hematoxylinu rozdélujeme podle povahy moftidla.

Kamencovy hematoxylin MayerGv, Harrisiv a zelezity hematoxylin Weigertav (13).

Eosin. Vyrabi se nékolik druhi eosind, lisi se svym chemickym slozenim, barvou
a rozpustnosti. Prvni skupinu tvoii bromeosiny (eosin Zluty, erveny) a eosin rozpustny

v alkoholu. Druhou skupinu tvoii jodeosiny zvané erytrosiny (22).

e Odparafinovani rezu S pouzitim lazni xylenu. A nasleduje sestupna fada

alkoholu
o Viastni barveni HE.

Nejprve fezy barvime hematoxylinem. Timto barvivem se celd tkan piebarvi
a potom se musi provést tzv. diferencovani, pii kterém se odbarvi ty soucasti, které
znazornény byt nemaji. Dosahneme obarveni zadanych struktur. K diferenciaci se
pouziva kysely alkohol. Néasleduje oplach pod tekouci vodou. Alkalické prostiedi

vyvola zménu barvy jader — zmodrani. Pak se barvi roztokem eosinu.

1.2.1.6 Montovani rezit

Obarveny fez zabezpeCime proti vyschnuti a poSkozeni tak, Ze fez prevrstvime

kapkou inertniho tuhnouciho média a piekryjeme krycim sklickem, tzv. montovani (21).

K tomu se pouzivd montovaci médium, to je latka dokonale priihledna, nesmi

poskozovat zbarveni tkané a musi mit vysoky index lomu (22).
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Obarvené fezy nemiizeme montovat do téchto latek pfimo, musime je nejprve
odvodnit vzestupnou fadou alkoholli, prosytit je xylenem ateprve potom muzeme
provést vlastni zamontovani. Montovaci media zde pouzivana se nemisi s vodou, ale
rozpoustéji se V xylenu. Patii sem kanadsky balzam a syntetické komercni pryskyfice
(22).

1.2.1.7 Vysledek barveni

Diky barveni hematoxylin - eosin jsou odli$ena jadra bun¢k sedomodie, cytoplazma

bunék ¢ervené, kolagenni vazivo rizové, svalstvo ¢ervené a chrupavka modie (22).

1.3 Imunohistochemické metody (IHC)

Imunohistochemické vySetieni je VsouCasnosti hojné vyuzivané, dopliuje
a zpresiiuje diagnozu a zdsadné zvysSuje diagnostickou jistotu zdvéru pii diferenciaci

nadoru (8,14).
Imunohistochemické metody jsou doplitkem pro rutinni diagnostiku ptehledné nebo
specialné barvenych preparati (23).

Imunohistochemie vyuziva znacené protilatky Kk lokalizaci specifickych bunéénych

wewvr

(24).

Antigen (Ag) je kazda latka ¢i substance pfirozeného nebo syntetického ptivodu,
kterou imunitni systém rozpozna jako cizi. Soucésti Ag jsou antigenni determinanty —

epitopy, jsou uloZeny na povrchu Ag (16).

Pokud je antigenni determinanta, proti niZ je specificka protildtka namitfena, ve tkani
pfitomna, protilatka se na ni navaze. Tuto vazbu ¢i navéazanou protilatku je mozZno

znazornit fadou zpusob, jak bude uvedeno dale (23).

Protilatky jsou bilkoviny nazyvané téZz imunoglobuliny. Slouzi K rozpoznani cizich
molekul. Jsou produkované plasmatickymi bunkami. Skladaji se ze dvou lehkych

a dvou tézkych fetézci.
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Tézké tetézce — 5 typlt — urcuji druh protilatky IgA, IgD, IgE, IgG a IgM
Lehké fetézce — 2 typy — kappa, lambda (19)

Protilatky se v praxi ziskdvaji imunizaci laboratornich zvirat. Takto ziskame tzv.
polyklonalni protilatky, protoze ziskané sérum obsahuje protilatky proti vice epitopiim

antigenu (16).

Protilatky specifické pro jediny epitop, které jsou produkované jedinym klonem, se
nazyvaji monoklonalni protilatky. Obvykle jsou ziskavany od mySi. Lymfocyty ze
sleziny mysi, které byl podan Ag, jsou smiSeny S buiitkami myelomu (nddorovymi
bunikami lymfocytarniho pivodu) za podminek, které vyvolaji fuzi lymfocytd a bunék
myelomu. Kazd4 vyslednd bunka hybridomu je schopna produkovat monoklondlni

protilatku (24).
Rozdéleni imunohistochemickych metod

1. Prima metoda — nejjednodussi zptisob prukazu antigenu ve tkdni. Primarni
protilatka je znacena fluoresceinem, enzymem nebo kovem. Pouziti zejména
v elektronové mikroskopii a nativnich fezech. Pti pouziti na parafinovych fezech je tato

metoda malo citliva (14).

2. Neprima dvoustuprniovd metoda — tkan obsahujici cilovy Ag se inkubuje
Vv roztoku neznacené primarni protilatky. Nasledné inkubujeme se znacenou sekundarni
protilatkou, kterd je protilatkou proti primarni protilatce. Na primarni protilatku se vaze
nékolik molekul sekundarni protilatky. Tim se na misto antigenu akumuluje vice

znacenych protilatek; ve srovnani s metodou piimou je tato metoda citlivéjsi (24).

3. Neprima trojstupnova metoda — do této skupiny Ize zaradit metodiku
oznacovanou jako PAP (peroxidaza-anti-peroxidaza). V prvni fazi reaguje primarni
specifické antisérum S Ag prokazovanym ve tkani. Ve druhé fazi je aplikovana
protilatka (oznacovana téz jako protilatka spojovaci, mistek) proti Ig zvitete, jehoz

protilatky se pouzivaji v prvni a tieti fazi. Ve tieti fazi pak nanaSime PAP komplex (14).

Pii nahrazeni peroxiddzy alkalickou fosfatdzou dostaneme metodu APAAP

(alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza) (16).
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Dalsi nepfimou trojstupiiovou metodou je technika avidin-biotin komplexu,
oznacovana téz jako ABC metoda. Vyuziva schopnost neimunologické vazby vajecného
bilkovinného proteinu avidinu s vitaminem biotinem. Avidin ma schopnost vazat Ctyfi
molekuly biotinu. Néktera vazebnd mista jsou volnd anékterd vyplnéna komplexem
biotin-peroxidaza, resp. Bitoin - alkalicka fosfatdza. Volna mista jsou pfipravena pro
navazani biotinilované protilatkové molekuly (mistku) anasledné¢ chromogenni
komplex. Pii pouziti avidinu ziskaného z bakterie Streptomyces avidini, ktery dava lepsi
reakci, nazyvame tento komplex SABC (streptavidin-biotin-komplex). V soucasnosti
jsou k dispozici velmi citlivé detekéni soupravy (KITy). ABC a SABC metody jsou

Vv soucasnosti nejcitlivéjsi a nejvice pouzivané (14).
Rozdéleni imunohistochemickych metod podle pouZzité znacky (markeru) protilatky:
1. Imunoflorescen¢ni metody — znaceni fluorochromy, nej€astéji fluorescein

2. Imunometalické metody — ke znaceni se pouzivaji feritin, koloidni zlato

(zejména V elektronové mikroskopii)

3. Imunoenzymové metody — znaceni konjugaci s enzymy (kfenova peroxidaza,

alkalickd fosfataza, acetylcholinesteraza)

4. Radioimunohistochemické metody — znaceni radioizotopy (radioaktivni jod)

(13)

1.3.1 Odbér a fixace materialu pro IHC

Odbér materialu je podrobné popsan v kapitole 1.2.1.1 Odbér materialu

ProtoZe imunohistochemie je béZzn¢ pouzivanou metodou Vv patologii, byla metodika
modifikovana pro tento el a pfizpisobena fixaci ve formolu. Formol tvorbou
methylenovych mistkd tvofi ve tkani prostorovou sit, kterd brani priniku protilatky
k epitopu. Pak je potfeba obnazit antigenni soucasti molekuly. Postupy K revitalizaci

antigennich struktur jsou podrobnéji probrany v kapitole 1.3.3.1 (20).
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1.3.2 Zalévani a krajeni materialu pro IHC
Postup zalévani materidlu je shodny s postupem pro HE, je tedy popsany jiz
v kapitole 1.2.1.3 Zalévani materialu.

Krajeni materialu pro IHC je obdobné jako krajeni materialu popsané v kapitole
1.2.1.4 Krajeni fezu. Jisté odlisnosti postupu pii krajeni fezi specifikuji dale v Tabulce

2: Porovnani vlastnich postupt histologickych metod a v metodice.

1.3.3 Postup imunohistochemické reakce
Rezy dikladné odparafinujeme Vv laznich xylenu, rehydratujeme sestupnou fadou
alkohold a zakon¢ime vlozenim do destilované vody (16).

Jako oplach mezi jednotlivymi kroky pouzivdme pufr. Mezi nejpouzivanéjsi patii
TRIS pufr, roztok TRIS (trishydroxymetylaminometan) a 1M HCI nebo PBS fosfatovy
pufr slany (14).

1.3.3.1 Revitalizace antigennich struktur

V prubéhu fixace idalsiho zpracovani tkanovych blokti dochazi ke zménam
(maskovani) epitopi nebo i zablokovani antigennich determinant, coz vede ke zkresleni
vysledkli imunohistochemického vySetfeni. K demaskovani zablokovanych epitopti

slouzi zejména digesce proteolytickymi enzymy a mikrovinna trouba (23).
Osetieni Fezil natrdvenim

Rada nezadoucich vazeb se uvolni piisobenim proteolytickych enzymii. Nejéast&ji

pouzivanou proteazou je trypsin a pepsin (23).

Pii natraveni tkanové fezy ztraceji pfilnavost ke sklicku. Zabranime tomu

potahovanim skli¢ek specialnimi médii nebo zakoupenim prefabrikovanych skel (14).
Pouziti mikrovinného zareni

Do procesu revitalizace antigennich struktur vstupuje pfi pouziti mikrovin tepelny

efekt, ktery urychluje difuzi (zpracovani), podporuje vznik chemické reakce (barveni)
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a stabilizuje proteiny (fixace). Tim se podstatné méni nazor, ze nadmérné vysoka
teplota neptiznivé ovliviiuje tkan z ditvodu denaturace bilkovin. Na pouziti mikrovin je
zavisla G&innost fady komeréné dostupnych protilatek. Ridime se piedev§im

instrukcemi vyrobce protilatek (14).

1.3.3.2 Blokovani endogenni aktivity enzymii

Protilatky znacené enzymem (napi. Peroxiddzou, alkalickou fosfatdzou) se bézné
vyuzivaji pro dikaz vazby antigen — protilatka. ProtoZe se tyto enzymy vyskytuji
ptirozené V tkdni, mohou do zna¢né miry znehodnotit vysledek vySetfeni ve smyslu
falesné¢ pozitivni reakce. Proto je potieba blokovat endogenni aktivity enzymu.
V piipad¢ pouziti peroxidazy pouzijeme jako substrat 1-3% roztok peroxidu vodiku.
V ptipad€ pouziti alkalické fosfatdzy pouzijeme levamizol. Pro blokovani endogenniho
avidinu a biotinu lze pouzit roztok 0,1-0,01% avidinu a nasledn¢ 0,01-0,001% roztok
biotinu (16).

Pro spravny vysledek vySetfeni je zcela nezbytnd volba spravné metodiky, ktera

umozni potladit endogenni aktivitu enzymu (14).

Endogenni peroxiddzovou aktivitu bézn€ vykazuji hemoproteiny, jako hemoglobin
(erytrocyty), myoglobin (svalova vldkna), cytochromy (granulocyty, monocyty)
a katalazy (jatra, ledviny).

Endogenni alkalicka fosfataza se vyskytuje v kosti, ledvinach, jatrech a leukocytech.

Avidin obsahuje asi 10% sacharidd, biotin je pfitomen Vv fadé tkani jako jatra,

ledviny (23).

1.3.3.3 Blokovani pozadi

Pozitivni zbarveni fezii nemusi byt jen vysledkem reakce Ag-Ab. Pozitivni zbarveni
muze téZ zplsobit nespecifickd reakce pozadi. Nej€astéj$im ditvodem je vazba primarni
protilatky na kolagen ajiné pojivové struktury. Pfiin nespecifické reakce pozadi je

nékolik.
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Hydrofobni interakce — hydrofobicita je pfirozena sila, kterd urcuje stabilitu tercidlni
struktury peptidi. Tkanové proteiny jsou vice hydrofobni po fixaci s fixa¢ni tekutinou
obsahujici aldehydy. Zamezeni vazby tkanovych proteini napoméha optimalizace
fixace jako Cas, teplota a pH. Hydrofobicita je téz ovlivnéna pritomnosti iontd v pufrech
(na snizeni hydrofobni vazby maji vliv fosfaty, sirany, chloridy, dusi¢nany, NH,", K",
Na*, Ca?* ). Mezi tkan¢, které maji tendenci zvySeného pozadi nasledkem hydrofobicity
nebo ionové interakce, patii: pojivova tkan (kolagen, laminin, elastin, proteoglykany),
tukové pojivo a epitelie (napt. keratin). Ke snizeni hydrofobie je aplikovan blokujici

roztok proteind v pufru.

e Elektrostaticka vazba — vznika setkanim proteinid S opacnym nabojem.

Eliminujeme pouzitim pufri s vy$si iontovou silou nebo pfidanim 0,1 az 0,5M NaCl.

e Endogenni aktivita enzyml — enzymova aktivita se odstrani blokovanim

prislusnym substratem. Viz vyse kapitola 1.3.3.2 Blokovani endogenni aktivity enzymd.
o Kiizovéa reakce — kiizova reakce protilatky s podobnymi epitopy na riznych Ag
e Kontaminované reagencie

o Difuze antigenu — napt. difuze tyreoglobulinu z epitelu do okolni tkan¢ (16)

1.3.3.4 Primarni protildtka

Pfi imunohistochemické detekci antigenti je nutné se fidit navody vyrobctu a firem,

které patti¢né protilatky distribuuji (23).

Primarni protilatka mize mit monoklondlni ¢i polyklonalni charakter. Viz kapitola
1.3 Imunohistochemické¢ metody. Také se muzeme rozhodnout, zda pouzijeme
koncentrat protilatky, ktery ptfed pouzitim vyZaduje nafedéni na doporucenou
a vyzkousenou koncentraci, nebo tzv. RTU (ready to use), kdy protilatka je jiz od

vyrobce nafedéna a pfipravena K pouziti.
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1.3.3.5 Detekcni systém

Na PAO NCB pouzivame detekc¢ni systém N-Histofine, ktery pracuje dle
pracovniho postupu nazvanym metoda Universdlniho Immuno-enzymového Polymeru
(UIP). Komplex antigen/protilatka/univerzalni imuno-peroxidazovy polymer vznika
vazbou UIP na primarni protilatky navadzané na antigeny fezu tkané. Enzymaticka

aktivita tohoto komplexu zavisi na mnozstvi barviva a poloze antigenu (25).

1.3.3.6 Chromogeny

Samotna vazba antigenu S protilatkou ve tkani neni viditelna. K vizualizaci reakce
musime pouzit dalsi latku tzv. chromogen. Kdyz pouzijeme detekéni komplex znaceny
peroxidazou (napi. PAP), tak jako chromogen pouzivame 3,3 diaminobenzidin (DAB).
Pti této reakci kienova peroxiddza reaguje se substratem H,O; Vv inkubac¢nim roztoku,
oxidaci DABu vznika stabilni hnédy produkt. Dals§i chromogen je karminove Cervené
barvy 3-amino-9-etylkarbazol (AEC). V ptipad¢ pouziti systému znaceného alkalickou

fosfatazou pouzivame jako substrat Fast red nebo Fast blue (14).

1.3.3.7 Dobarveni jader a montovdni prepardtu

Po imunohistochemickém barveni nasleduje dobarveni jadernych struktur

Vv preparatu hematoxylinem, nasledné odvodnéni a zamontovani preparatu (16).

1.3.4 Uskali imunohistochemickych metod

negativité vysetfeni. Spravny laboratorni postup se neobejde bez kontrolnich vySetfeni.
Tkanové fezy, které¢ prokazatelné obsahuji zjiStované antigenni struktury, nam poslouzi
jako pozitivni kontrola spravné ucinnosti protilatek a nastaveni metody. Jako negativni

kontrolu volime znamé tkanové struktury bez piislusnych antigenti (14).
Pric¢inou negativni nebo pfilis slabé reakce pozitivnich kontrol mtize byt:

o pfiliS kratka doba inkubace protilatky

28



kontaminace protilatky cizorodym materialem

nespravné fedéni protilatky

nevhodny pufr ¢i pH

vyschnuti tkanovych fezl v prib&hu zpracovani

nutnost enzymatické digesce ¢i oSetfeni tkdn¢ mikrovinami

Spatné zvoleny detekcni systém (14)

Nadmérné barveni pozadi mize mit za pficinu:

vynechéni bloku nespecifickym sérem
endogenni aktivita peroxidazy, avidinu ¢i biotinu
difuze tkanovych antigenti

malo dikladny oplach fezii

dlouha inkubace

silny DAB

vysoka koncentrace protilatky

nekroéza tkané (16)

1.4 Peroperacni vySetieni bunék a tkani (RPB)

RPB poskytuje 1€kafi rychlou informaci nutnou pro optimalni pokracovani
probihajici operace. Vysledek histologického vysetfeni miize znacné ovlivnit charakter
operace. VySetfeni rozhoduje mezi benignim a malignim procesem. Pokud se jedna
0 benigni proces, mize byt operace ukonCena prostou excizi. Pfi malignim procesu

potfebuje chirurg védeét, zda byl tumor exidovan cely aoperace pokracuje napf.

lobektomii a excizi uzlin (22).
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1.4.1 Odbér a fixace materialu

Odebrany material musi byt urychlené dorucen do laboratote. Tkan pro nedostatek

Casu nelze zalévat ani fixovat, takze je nutno ji krajet erstvou po zmrazeni (20).

1.4.2 Krajeni materialu

Ke krajeni nezalité tkdn€ se pouziva specialni zafizeni — kryostat. Kryostat je rotacni
mikrotom vlozeny do mraziciho boxu s teplotou kolem -20°C. Lze na ném krajet nativni

i fixovany material (13,20).

Mikrotomovy nlz i blocek jsou chlazeny. Spravné vystizeni konzistence tkané je
zarukou zdafilého krajeni. Tkan nesmi byt pfemrazena ani nedostate¢né¢ zmrazena.
Tkan, ktera ptremrzne je piili§ tvrda, fezy se téisti na stiepiny, muze dojit i K odtrzeni
celého bloc¢ku. Naopak pfti krajeni nedostatecné zmrazené tkané se fezy mackaji v kasi.

Ukrojené fezy nam ulpi na nozi a nasledné je ptichytime na podlozni sklo (22,26).

1.4.3 Barveni a montovani RPB

Na PAO NCB barvime RPB 1% toluidinovou modfi. Postup barveni bude podrobné
popsan V metodice. Preparat montujeme do montovaciho média misiciho se s vodou.
Obarvené fezy montujeme piimo bez odvodiiovani. Tato montovaci média se pouzivaji,
kdyz nesmi vySetfovana tkan pfijit do styku s organickymi rozpoustédly (alkoholem
a xylenem) napf. pi1 prikazu lipidi nebo pii RPB. Patii sem glycerin, glycerinova

Zelatina. Preparaty nejsou trvalé, proto nejsou vhodné k archivovani (22).

1.4.4 Vysledek barveni

Cela metoda RPB, od ptfedani excidovaného materidlu do laboratofe, nasledné
upravy vzorku ajeho zpracovani, trva 15-20 min. Lékaf po zhodnoceni preparatu
a urc¢eni peroperacni diagnozy telefonuje vysledek pfimo na operacni sél, kde zakrok

probiha. Dle vysledku RPB operatér pokracuje v operaci uréitym smérem (26).
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2. Cil prace a predpokladané hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem mé prace je porovnat histologické metody barveni HE, RPB a IHC. Porovnani
provedu jak na Grovni operacnich postupt, tak i s ohledem na ptinos Kk ur¢eni konecné,
definitivni diagnozy. Dale chci poukazat na vyvoj téchto metod béhem poslednich let na

PAO NCB. A také zmapovat celkovy nartst vSech vySetieni na PAO NCB.

2.2 Predpokladané hypotézy

Hypotéza 1: Pocet IHC na PAO NCB se kazdoro¢né zvySuje.
Hypotéza 2: Pomoci IHC je zachycen vétsi po€et metastdz nez RPB a HE.

Hypotéza 3: Metoda vySetfeni SN je pro pacienta vyhodnéjsi nez vysetfeni uzlin

Z axilarni disekce.

Hypotéza 4: Cim vyssi je vek pacienta, tim vétsi je pravdépodobnost nalezeni

metastazy vV SN.
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3. Metodika

Vysetfeni jsem provadéla v Laboratofi patologického oddéleni Nemocnice Ceské
Budgjovice a.s. od bfezna 2013 do biezna 2014. Vysetfeni bylo provddéno na
sentinelovych uzlinach, které byly odebrany u potvrzené¢ho maligniho nalezu v prsu. SN
piisla do laboratofe vzdy V nativnim stavu. Nejdiive byla provedena rychla peroperacni
biopsie dle standartniho operacniho postupu NCB PAO SOP 12 002 Peropera¢ni
vySetfeni bun¢k atkani a diagnostika. Po prohlédnuti preparatu RPB Iékafem byl
oznamen vysledek RPB na operacni sal. Pokud je zachycena metastaza v SN jiz pfi
vySetfeni RPB, nasleduje disekce axilarnich uzlin, které jsou doneseny také na vySetfeni
do laboratofe. Tkan je fixovana 4% neutralnim formolem a nasledné zpracovana dle
standartniho opera¢niho postupu NCB PAO SOP 12 001 Histologické vysetfeni tkani
a diagnostika a barveno hematoxylin-eosin. Vzorek ze SN urCeny lékafem je dale
zpracovan imunohistochemicky pomoci protilatky Cytokeratin 7 (CK 7) dle
standartniho operaéniho postupu NCB PAO SOP 12 004 Imunohistochemicka vySetfeni

antigenti a pracovniho postupu CK 7.

3.1 Chemikalie, reagencie, pristroje a pomocna zarizeni

3.1.1 Chemikalie a reagencie

Médium na ptipevnéni tkani v kryostatu-Cryomatrix, toluidinova modf, glycerin,
formaldehyd, parafin, hematoxylin, eosin, zelatina, HCI, etanol, aceton, xylen, fenol,
trometanol, kyselina citronova, peroxidadza, proteinaza, citratovy pufr, pertex, detekéni

systémy na IHC, protilatky na IHC, APES (3-aminopropylethoxysilan).

3.1.2 Piistroje a pomocna zarizeni

Stal piikrajovaci, Kryostat Cryostar NX70 a Microm HM505N, tkanovy procesor
Tissue Processor TPC135, linka parafinova zalévaci Leica EG1160 a TES 99, mikrotom

sankovy, chladici deska, vodni ldzen, termostat, barvici automat Leica AutoStainer XL,
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automat na montovani sklicek, barvici automat pro IHC IntelliPATH FLX,

Histoprocesor mikrovinny RHS-1 Milestone, pH metr, mikroskop.

3.2 Preanalyticka faze

Preanalyticka faze zahrnuje odbér, pfipravu a zpracovani vzorku biologického
materidlu pfed zahdjenim vlastniho laboratorniho vySetiovani. Tato faze mize vyrazné
ovlivnit vysledek vySetfeni. Je z velké casti provadéna mimo laboratof, zahrnuje
pfipravu pacienta, odbér vzorku a jeho transport. Spravny odbér materialu a jeho rychly
transport na PAO NCB je zvlast¢ dulezity pii RPB a histochemii, kdy jde skoro
0 minuty. Na RPB je pfijata pouze nadobka S nefixovanou tkani a privodnim listem
K histologickému vySetfeni. Ostatni biologicky material ureny na histologické

vySetieni musi byt dodan ve fixacni tekutiné (4% neutralni formaldehyd).

V laboratofi je material ptijat, zkontroluji se tidaje na nadobce se vzorkem S udaji na
privodnim listu. Privodni list K histologickému vySetfeni musi obsahovat: Jméno
a pfijmeni pacienta, rodné ¢islo pacienta, pojistovnu, druh vySetfovaného materidlu,
pisemné diagndzu, kod diagnoézy, predchozi vysSetfeni, datum a cas odbéru vzorku,
pozadujici oddéleni, ICP akéd odbornosti, jméno a razitko lékafe, podpis lékafe. Na
nadobce se vzorkem musi byt jméno a ptijmeni pacienta, jeho rodné ¢islo a odd€leni. Po
zkontrolovani udaji je privodni list i nadobka ozna¢ena evidenénim ¢islem vzorku. Na
pruvodni list je jeSté zaznamenano datum a ¢as piijmu vzorku (pouze u nativnich
vzorkd). Poté je materidl neprodlené piedan ke zpracovani — ptikrojeni Iékarem.
Mezitim jsou udaje z privodniho listu zaddny do Nemocni¢niho informacniho systému

(NIS).
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Preanalyticka faze
Odebrani biologického materialu

Transport materialu do laboratote

!

Pfijem materialu v laboratofi

l

Kontrola udaji na privodnim listu

a nadobce se vzorkem N vyzadani doplnéni

udaju
Zapsani udajt z privodniho listu do
NIS

Zdroj: Autor

Obrazek 1: Schéma preanalytické faze biologického vzorku.
3.3 Analyticka faze

3.3.1 Metoda RPB

Po piijmu nativniho vzorku na RPB lékaf nejprve vzorek zméii a makroskopicky
popiSe. Potom lékai vyhledd podezield mista a z téchto suspektnich lozisek piikroji
vzorek o velikosti optimalng 1 cm®, ktery je uréen ke zpracovani RPB. Dale pfikroji

dal$i material pro nasledné zpracovani v parafinu (26).

Pokud je vzorkem sentinelova uzlina, je piekrojena aVv podélné ose dale
ptikrajovdna na 3-4 mm silné blocky. Takto jsou sentinelové uzliny zpracovany a dany

celé k vysetteni (9).

Piikrojeny vzorek uréeny ke zpracovani RPB se zmrazi v Kryostatu a nakraji se
z n¢ho ftezy, které se prichyti na podlozni sklo abarvi se 30 sec v 1% toluidinovou
modii. Nasledné¢ se obarvené fezy kratce oplachnou Vv kyvetach s pramenitou vodou
a zamontuji se do glycerinu. Hotovy preparat se spolu S privodnim listem ihned odnese

1ékafi, ktery vzorek ptikrajoval.
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Lékat ur¢i diagnézu, kterou telefonicky ozndmi operujicimu lékati na sale. Na
pravodni list zaznamena jméno lékaie, kterému diagnozu sdélil, ¢as sdéleni a jeji popis.
Pokud z piedloZzené¢ho materialu neni mozné diagnozu urcit, 1ékat si urci dalsi blok ke

zpracovani RPB a pokracuje se v diagnostice (26).

Doba od piijmu vzorku po oznameni diagndzy na operacni sal by neméla byt delsi

nez 20 min.

3.3.2 DalSi zpracovani vzorki a barveni HE

Bloc¢ky, které byly zmrazené azpracované RPB, se piidaji Kk ostatnim blo¢kim
prikrojenym z téhoz vzorku avlozi se do kazetek oznacenych eviden¢nim cislem
vzorku. Fixuji se 4% neutralnim formaldehydem. Potom jsou vloZeny do
autotechnikonu Tissue Processor TPC 15 Medite od firmy Bamed s.r.o.
V autotechnikonu dochazi k dofixovani v 4% neutralnim formaldehydu, odvodnéni v 5
laznich ethanolu, pak dochazi K prosyceni tkané tekutinou rozpoust&jici parafin tj.
aceton 1 lazen, xylen 2 1dzn¢ a prosyceni tkané v 2 laznich parafinu vyhtaté na 56°C.

Procesem v autotechnikonu vzorky prochazeji pies noc.

Réno se vzorky zalévaji na zalévaci parafinové lince Leica EG 1160 od firmy Micro
Writer alince TES 99 Medite od firmy Bamed s.r.o. (viz Ptiloha 3) do parafinu
anechaji se zchladnout na chladici desce, kterd je soucasti parafinové linky. Po zaliti
vSech zpracovanych vzorkdl jsou blocky sefazeny podle eviden¢nich Cisel

a zkontrolovany pocty.

Krajeni parafinovych blok je provaddéno na sankovych mikrotomech Microm HM
400 od firmy Bamed s.r.o. Jsou krajeny fezy tenké 4-5 um. Rezy se polozi na hladinu
vodni 14zné€ se Zelatinou temperovanou na cca 50°C, zde se na fezech vypnou piipadné
sklady, provede se selekce ukrojenych fezli a nejkvalitnéj$i jsou natazeny na podlozni
sklo. Kazdé sklo stezem je oznaceno nalepenim $titku s evidencénim ¢islem vzorku,
dale symbolem barveni a parafou laboranta, ktery blo¢ek krajel. U sentinelové uzliny
jsou z kazdého bloku zhotoveny celkem tii fezy krajené s rozestupem 5-10 pm. Tyto tfi

fezy jsou barveny HE. Posléze 1ékat vybere blok, ze které¢ho je ukrojen jeden fez na
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IHC (9). Nasledné se skladaji do stojankt a susi v horkovzdu$né troubé 40 min pii
56°C. Po ususeni se preparaty odparafinuji v laznich xylenu a zavodni sestupnou fadou

etanolt 96%, 80%, 70% az do vody (27).

Preparaty, které jsou urceny na barveni HE, vklddame do barviciho automatu Leica
AutoStainer XL od firmy Micro s.r.o., ostatni preparaty na specialni barveni jsou
barveny ru¢n¢é dle pracovnich postupti. Postup barveni HE: preparaty se nejdiive barvi
Weigertovym hematoxylinem 5 min, oplachuji pramenitou vodou, nasleduje
diferenciace jader, ktera probiha v kyselém alkoholu (15ml koncentrované HC1 a 985ml
70% etanolu). Pii diferenciaci dochazi k odbarveni piibarvenych slozek. Preparaty se
znovu oplachuji pramenitou vodou, barvi se eozinem zlutavym 7 min, oplachuji ve
tiech laznich etanolu, projasnéni v karbol-xylenu 5 min a xylenu (28). Preparaty jsou
Z barviciho automatu vyjmuty a pfenddny do automatu na montovani skli¢ek Automatic
Coverslipping Machine Medite Meisei od firmy Bamed s.r.0. a zde je na obarvené fezy

kapnuto montovaci médium Pertex od firmy Bamed s.r.0. a pfilepeno kryci sklo.

Dle pritvodnich listl jsou obarvené fezy fazeny do desek a odneseny lékaiim ke

stanoveni diagndzy.(viz 3.4 Postanalyticka faze)

3.3.3 Imunohistochemické metody

Vzorky, ukterych si lékat vyzadal THC, jsou krajeny na sankovém mikrotomu
Microm HM 400 od firmy Bamed s.r.o. Ukrojené fezy tenké 4 um jsou pokladany na
hladinu temperované destilované vody na 50°C, zde se nepouziva zelatina jako u HE.
Zelatina by nam davala ve vysledcich fale$nou pozitivitu. Nejlepsi fez je natazen na
specialni silanizované podloZni sklo. Silanizaci skel si provadime sami. Pouzivame 2%
roztok APES - (3-aminopropylethoxysilan) od firmy Sigma-Aldrich v acetonu, do
tohoto roztoku ponotime skla (ktera jsme si predem odmastili 24 hod v 96% etanolu) na
20 s, nasleduje aceton 10 s, dale destilovana voda 20 s, znovu aceton 10 s a nakonec

destilovana voda 20 s a poté skla vlozime do termostatu pti 37°C na 1-2 dny.
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odmasténa skla APES Aceton Dest.voda Aceton Dest.voda| |termostat 37°C

96% ethanol 24hod 20s 10s 20s 10s 20s 1-2dny

Zdroj: Autor

Obrazek 2: Schéma postupu silanizace skel na PAO NCB

Silanizované sklo S natazenym tkanovym fezem je polepeno evidenénim Stitkem
s kédem a vlozeno do termostatu S teplotou 56°C, kde se susi 1-2 dny. Po ususeni jsou
vloZeny do xylenu na 20 min, kde probiha odparafinovéni, a nasledné do zavodiiovaci
fady etanoll (96%, 80%, 70%) a do destilované vody. Zde jsou preparaty rozdéleny
podle doporuc¢eného typu demaskovani zablokovanych epitopt. Tyto zasadni informace
jsou vzdy uvedeny Vv Data Sheetu, ktery je dodavan pro kazdou konkrétni protilatku.
Kazdy tkénovy fez je ordmovan specidlnim perem PAP-Pen, které obsahuje lipoidni
substance. Oramovani zabrafuje stékani reagencii z tkanového fezu. Pokud je
doporu¢eno demaskovani pomoci mikrovinného zateni, jsou preparaty vlozeny do
nadobky s pufrem o pH 9 nebo pH 6-6,4. Pufr je zvolen podle doporuéeni vyrobce
protilatky. Jako pufr o pH 6-6,4 pouzivame citratovy pufr, ktery ndm dodava lékarna
NCB. Pufr pH 9 — Tris-EDTA Retrieval Buffer od firmy DBS (25ml Tris-EDTA +
250ml destilované vody). Nadobka s pufrem a preparaty je vlozena do Microwave
Vacuum Histoprocesor Milestone RHS-1 od firmy Bamed s.r.o. A zde dochazi
k demaskovani epitopt pfi teplot¢ 120°C 15 min. Pak je nadoba chlazena 20 min
tekouci vodou. Po zchlazeni jsou tyto preparaty spolu S ostatnimi vlozeny do barviciho
automatu pro imunohistochemicka vysetfeni od firmy Bamed s.r.o. IntelliPATH FLX
viz Ptiloha 6. Dal§im druhem demaskovani epitopti je natraveni pomoci proteolytickych
enzymil. U téchto preparatii jejich natraveni probéhne v automatu IntelliPATH FLX
pomoci proteindzy Kod firmy Dako 5 min. Mezi jednotlivymi kroky dochazi
k oplachovani fezti promyvacim pufrem 0 pH 7,4 — 7,8. Velmi dulezita je kazdodenni
kontrola pH vSech pouzivanych pufri, kterou provadime vzdy pred zacatkem IHC.
Dalsim krokem je zablokovani endogenni peroxidazy nanesenim Peroxidase-Blocking

Solution od firmy Dako na 10 min. Oplachujeme promyvacim pufrem. Na fezy je
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nakapana primarni protilatka dle jejich urceni, inkubace trva 30 min. Po inkubaci
oplachujeme promyvacim pufrem. Nasleduje inkubace S detekénim systémem N-
Histofine od firmy Exbio po dobu 30 min. Znovu oplachujeme promyvacim pufrem.
DalSim krokem je vizualizace reakce pomoci chromogenu Liquid DAB+Substrate
Chromogen Systém od firmy Dako 5 min. Potom se preparaty oplachuji destilovanou
vodou adobarvuji se jadra pomoci Mayerova hematoxylinu 2 min. Oplachujeme
pramenitou vodou. Timto krokem IntelliPATH FLX kon¢i. Preparaty jsou vyjmuty
a preneseny do odvodnovaci fady etanold (70%, 80%, 96%), potom se projasiuji
v karbol-xylenu 5 min, xylen anasleduje montovani do Pertexu V montovacim

automatu.

Pii vySetieni sentinelové uzliny pouzivame protilatku Cytokeratin 7 (CK7) od firmy
DBS (Diagnostic BioSystem). Tuto primarni protilatku CK7 jsme zacali pouZzivat v roce
2009, zakupujeme ji ve form¢ koncentratu, ktery si pfed pouzitim fedime. Od
dodavatele je doporuceno fedéni 1:25-1:100, K finalni koncentraci fedéni dojdeme
pouzitim riznych fedéni na ukrojené fezy S pozitivni anegativni kontrolou. Tkang,
které je moZno pouZit na pozitivni a negativni kontrolu, jsou doporuc¢eny vyrobcem
v Data Sheetu. Koncentraci znovu provéfujeme pii kazdém dodani protilatky. U CK7 je
jako pozitivni tkan pouzita kiize. Vysledné fedéni protilatky je na PAO NCB 1:50.
Ktedéni pouzivime Antibody Diluent with Background Reducing Components od
firmy Dako. K demaskovani epitopu je doporuceno natraveni pomoci proteolytickych
enzymu (30). Obarvené preparaty jsou spolu S privodnimi listy odneseny lékaii ke

stanoveni diagnozy.

Obecné lze hodnotit preparaty IHC tak, Ze pokud byl v tkanovém fezu piitomen
prokazovany antigen, je vysledkem hnédé =zbarveni imunokomplexi S modie
zbarvenymi jadry bun¢k. CK 7 je pouzivan K diagnostice adenokarcinomu prsu, plic,
endometria a vaje¢niki, karcinomu urotelu. Je také pouzivan k diagnostice epitelialnich

bunék a nadort z nich odvozenych (30).
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Analyticka faze od RPB

1
Makroskopicky popis vzorku a jeho piikrojeni

l

Vlozeni ptikrojeného vzorku do Kryostatu ke zmrazeni

!

Ptikrojeni dal§iho materialu pro zpracovani v parafinu
Krajeni a nalepeni ukrojeného fezu na podlozni sklo

Barveni 1% toluidinovou modfi

l

Odevzdani preparatu s pravodkou 1ékari

|

Lékart provede diagnozu, oznami ji 1ékafi na operacnim sale

l

VloZeni bloc¢kt z kryostatu spoleéné i s nasledné
prikrojenymi do ptipravenych oznacenych krabicek

Analyticka faze IHC
!

Krajeni blockt na sankovém mikrotomu

l

VlozZeni fez do vodni lazné

!

Natazeni fezl na silanizované podlozni sklo

l

Polepeni podlozniho skla $titkem s kodem

Skla s tkafiovymi fezy se skladaji do
stojankd a umisti do horkovzdusné trouby

l

Odparafinovani a zavodnéni fezti

Vlozeni do automatu K barveni IHC

l

Montovani a diagnostika

Analyticka faze HE
!

Fixace v 4% neutralnim formolu

!

Zpracovani vzorki v tkdnovém procesoru

!

Zaliti vzork parafinem a jejich ochlazeni

!

Kontrola poctu blocka dle pruvodek

!

Krajeni blockt na sankovém mikrotomu

!

VlozZeni fezu do vodni lazné

NataZeni fezl na podlozni sklo

!

Polepeni skla stitkem s eviden¢nim ¢islem

}
Skla s tkan. fezy se skladaji do

stojank a umisti do horkovzdusné trouby

Odparafinovani a zavodnéni fezt

!

VloZeni do barviciho automatu k barveni HE

!

Zamontovani V montovacich automatech

l
Diagnostika

Zdroj: Autor

Obrazek 3. Schéma analytickych fazi metod RPB, HE, IHC
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3.4 Postanalyticka faze

Postanalyticka faze je pfevazné tvotrena diagnostikou, kterou provadi Iékar. Dale
zapsanim vysledkt a jejich nasledné odeslani na ptisluSna oddéleni. Soucasti této faze je
také archivace preparati a parafinovych blokl. Histologické preparaty se archivuji 5 let

a parafinové bloky 10 let. Prtivodni listy jsou také archivovany.

Diagnostiku 1ékatf provadi na mikroskopu. Na PAO NCB maji 1ékafi k dispozici
mikroskopy od firmy Leika.

Na zacatku histologického nalezu je vzdy uveden makroskopicky popis vzorku
(velikost, vzhled — barva, konzistence, zda tumor makroskopicky dosahuje k okrajim
excize atd.), dale je uvedeno, jestli byla SN rozpiilena ¢i zpracovana cela v jednom
bloku. Nasleduje ¢ast, ve které je vlastni popis mikroskopického obrazu 1éze vychazejici

z piislusnych diagnostickych a barvicich metod.

Popis zahrnuje pTNM Klasifikace, pT — hodnoceni primarniho nadoru spolu
s mikroinvazivnim Sifenim, PN — hodnoceni uzliny: zde doslo diky metodé¢ SU
K vytvofeni nového oznadeni, protoze jiz nenachazime jen typické metastazy, ale i tzv.
ITC (izolované nddorové buiky, isolated tumor cells). Tyto shluky izolovanych
nadorovych bunck jsou také oznaCovany jako mikrometastazy. Mohou to byt jednotlivé
nadorové buiiky nebo malé shluky, nejsou vSak vétsi nez 0,2 mm nebo je jich méné nez

200 bungk v jednom histologickém fezu (31).
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4. Vysledky

4.1 Statisticky zhodnocené vysledky

Statistické zhodnoceni poctu vySetfeni provadéném na PAO NCB jsem provedla za
obdobi od roku 2003 az do roku 2013 pomoci NIS. V ptipadé¢ IHC jsem vyhledavala
v eviden¢nich knihach pro IHC ato od roku 1998 az do roku 2013. VSe probihalo

s dovolenim primare oddéleni MUDr. Pavly Vitkové.

Jak je z nasledujiciho Grafu 1 a2 patrné, dochazi na PAO NCB K neustalému

nartstu celkového poctu parafinovych bloki i preparata.

Pocty parafinovych blocku
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Zdroj: Autor

Graf 1: Znazornéni poctu parafinovych blokut v letech 2003-2013 na PAO NCB
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Graf 2: Znazornéni poctu histologickych preparati obarvenych HE na PAO NCB
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Graf 3. Znazornéni poctu IHC na PAO NCB od zavedeni metody
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U metody IHC jsem jesté zmapovala zmény V nejcastéji pouzivanych primarnich
protilatkach. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Mapovani nejcastéji pouzivanych protilatek na PAO NCB

druh vvietfeni rok

rub vysetrent 1999 2008 2013
hormonalni receptory 414 664
vimentin 23 39 53
desmin 10 14 22
S100 25 84 152
HMB45 20 22
PSA 4 25 63
HMW 2 26 203
Chromogranin 3 51 108
Synaptofisin 48 108
Actin 12 22 33
Bcl-2 32 3
AE1/AE3 26 131 232
CAM 5,2 26 131 232
Hemoglobin 29 32
F VI 8 42
Thyreoglobulin 16 19
K167 44 101
CD15 11 14
CD20 33 139 164
CD23 49 49
CD30 9 14 16
CD34 9 49 69
CD45LCA 36 31 57
CD45R0O 32 270
CD68 7 20 61
CD138 85 103
Kappa 18 53 77
Lambda 18 53 77
CK7 389

Zdroj: Autor
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4.2 Namérené vysledky

Vsechna histologickd vySetieni jsem provadéla v Patologické laboratoii Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s., a to v obdobi: biezen 2013 - biezen 2014. Viechny vzorky byly
zpracovany za stejnych analytickych podminek. Pouzila jsem stejné pfistroje
a chemikalie. VSechny vySetfené sentinelové uzliny byly dodany bez fixace. Nejprve
byly zpracovany RPB a nasledné barvenim HE a IHC protilatkou CK 7. Celkem jsem
takto zpracovala 142 sentinelovych uzlin, které byly odebrany K jiz prokazanému
karcinomu prsu. Metastaza v SN byla prokazana metodou RPB v 22 vzorcich, barvenim
HE byla metastdza nalezena jesté v dalSich 16 vzorcich, celkem v 38 vzorcich. Pomoci
IHC protilatkou CK 7 byla metastdza nalezena jesté v dalSich 7 vzorcich, z toho dvé
byly hodnoceny jako ITC, celkem v 45 vzorcich. V 97 sentinelovych uzlinach nebyla
nalezena z4dnd metastdza ajsou povazovany za negativni. Vysledky jsou néazorné

zobrazeny v Grafu 4.

Porovnani poctu nalezenych metastaz

45

38

Poéet nalezenychmetastaz v SN
Ej
.
[t

RPB HE IHC
Histologické metody

Zdroj: Autor

Graf 4. Znazornéni poctu nalezenych metastaz v SN pomoci riznych histologickych metod
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Nalezené vysledky jsem jesté shrnula do Tabulky 2. Vysledky vysetfeni SN
a uspésnost metod pii zachyceni metastazy. Je zde uvedena Gplna specifikace vysledku
aprocentuelné vyjadiena uspéSnost zachyceni metastazy vV SN U kazdé metody.

Vychézela jsem z toho, ze metodou IHC jsem zachytila 100 % metastaz.

Tabulka 2. Vysledky vySetfeni SN a tispé$nost metod pfi zachyceni metastazy

Druh vySetieni Pozitivni nalez Negativni nalez Pocet vzorki Usp&nost
RPB 22 120 142 49%
HE 38 104 142 84%
IHC 45(21TC) 97 142 100%

Zdroj: Autor

4.3 Porovnani postupi histologickych metod

Postupy metod se od sebe vV jistych krocich li§i. Zasadni odlisnosti jsou u RPB,
zejména ve zpracovani materialu, ale i v dob& zpracovani. U RPB je vysledek znam jiz
cca po 15 min od doruceni materidlu do laboratofe. Tento vysledek je prvotni, za
definitivni je povazovan aZ po potvrzeni stejného vysledku z barveni HE. Zde uz miize
vySetieni koncit, nebo pokud je vysledna diagnoza stale nejista, je dodelano jesteé THC,

které diagndzu zptesni a doda ji jistotu.

Porovnani postupt jednotlivych histologickych metod pouzivanych k vysetieni SN

je uvedeno v Tabulce 3: Porovnani vlastnich postupt histologickych metod.
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Tabulka 3: Porovnani vlastnich postupti histologickych metod

barveni HE IHC RPB
excize excize excize
odbér punkce punkce
kyretaz kyretaz
fixace fyZik.é ln,i fyZikélni, bez fixace
chemicka chemicka
odvodnéni tkané odvodnéni tkang
zalévani | prosyceni tkan¢ parafinem prosyceni tkan¢ parafinem
vlastni zaliti vlastni zaliti
sankovy mikrotom sankovy mikrotom krajime na kryostatu
fezy prenasime na lazen fezy prenasime na lazen
krajeni destilované vody s Zelatinou pouze destilované vody!!
natahujeme na podlozni skla natahuj eme na svpe,ciélné tezy lepime ptimo na podlozni
upravena podlozni skla sklo
odparafinovani, zavodnéni odparafinovani, zavodnéni
barveni doba barveni HE cca 15min metoda doba dle pouzité vlastni barveni cca 30sec
protilatky cca 100-180min
., .| odvodnéni, montovani do odvodnéni, montovani do montujeme rovnou z vody do
montovani

média nemisitelného s vodou

médii nemisitelnych s vodou

media misitelného s vodou

Zdroj: Autor

4.4 Zavislost mezi vékem pacienta a pritomnosti metastazy v SN

Provedla jsem studii, na mém vzorku zpracovanych SN, zda je mozné tvrdit, Ze

s narustajicim vékem pacienta se i zvySuje pravdépodobnost tvorby metastazy v SN.

Zpracovano bylo celkem 142 SN. Nejstarsi pacient - 83 let. Nejmladsi pacient — 31 let.

Vysledky jsou znazornény v Grafu 5. Bylo nalezeno 45 pozitivnich SN. Z toho 2

pozitivni SN byly nalezeny ve vékové kategorii 31-40 let, v kategorii 41-50 let jich bylo

nalezeno 9. V kategorii 51-60 let bylo celkem 9 pozitivnich SN, v kategorii 61-70 let 17

pozitivnich SN av kategorii 71-83 let bylo 8 pozitivni SN. Tyto vysledky jsou

znazornény Vv Grafu 6.
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PocetvySetienych SN v riznych vékovych kategoriich
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Graf 5. Znazornéni poctu vySetienych SN v riznych vékovych kategoriich
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Graf 6. Znazornéni poctu nalezenych pozitivnich SN Vv riiznych vékovych kategoriich
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5. Diskuze

Cilem mé prace bylo zmapovat vyvoj vybranych histologickych metod na PAO
NCB a jejich porovnani. VSechny tfi zmifiované metody prosly béhem poslednich let
nejen ke zkvalitnéni a standardizaci vysledku, ale jesté také ve velké mife zkvalitnily

pracovni prostiedi v laboratofich.

Zakladni postupy zpracovani materidlu se dockaly vyrazného zautomatizovani.
Zpracovani (tj. dofixovani, odvodnéni, prosyceni tkan¢) se d&je pies noc
v Autotechnikonu Tissue Processor TPC 15 Medite od firmy Bamed s.r.0. Zde material
kon¢i v 1azni parafinu vyhtivané na 56°C a je pfipraven na zalévani do parafinu. Zde je
vidét také velky pokrok. Zatimco dfive laborantky rozehiivaly parafin v termostatu
a pak malymi kadinkami zalévaly tkan¢ vlozené do kovovych L forem, coz bylo velmi
pracné, protoze parafin rychle tuhl, dnes mame zalévaci parafinové linky, které mayji
V sob¢é zabudované vyhtivané lazné€ pro parafin, ktery vytékd pod stilou teplotou, tim
dostavame mozZnost S tkani béhem zalévani jesté manipulovat. Soucasti zalévaci linky je

i chladici modul, kam se zalité blo¢ky odkladaji a zde dokonale ztuhnou. Viz Ptiloha 3.

5.1.1 Barveni HE

K barveni HE pouzivame barvici automat Leica AutoStainer XL od firmy Micro
spol. s.r.o. Viz Piiloha 4. Barvici automat provede kompletni barveni HE a i nasledné
odvodnéni a projasnéni preparati. Poté se preparaty vlozi do montovaciho automatu
Automatic Coverslipping Machine Meisei od firmy Bamed s.r.o. Zde je na obarvené
fezy kapnuto montovaci médium (Pertex) a fezy jsou prekryty krycim sklickem (27).
Tento krok velmi pomohl laborantkam. ProtoZze k odvodnéni a projasnéni preparatt se
v histologii pouziva xylen a karbol-xylen, oba tyto roztoky jsou povazovany za
karcinogeny. Dfive laborantky jejich vypary vdechovaly (musely pracovat pifimo nad

témito roztoky). Dnes je cely proces uzavien a vypary odsavany do digestore.
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Z Grafu 1 a2 vyplyva, jak dochazi na PAO NCB K neustalému nardstu celkového
poctu parafinovych bloki i preparati. Pouze v roce 2013 je znat mirny pokles, coz bylo

zpusobeno snizenim poctu pitev a odebirdnim méné vzorkt z pitev vykonanych.

5.1.2 Metoda RPB

Diive se krajel materidl na RPB pomoci zmrazovaciho mikrotomu, ktery se skladal
z kovového stolecku s otvory, ur¢eného pro tkanovy blocek. Stolecek byl spojen hadici
s bombou CO?. Otevienim bomby a ventilu u stolecku unikajici CO? tvofil na tkafiovém
bloc¢ku bily snih a tkan nam timto zmrazil. Manipulace s bombami a zaroven i s timto
pfistrojem byla velmi naro¢na apii soucasném poctu RPB tézko proveditelna.
V soucasné dobé ma PAO NCB kryostat Microm HM 505 N od firmy Bamed s.r.o0.,
ktery sam udrzuje stalou teplotu (-22°C). Je mozno vV ném zmrazovat i vice tkafiovych

blockli najednou. Viz Ptiloha 5.

5.1.3 Metoda IHC

Zacatek zavedeni IHC na PAO NCB byl v roce 1998, kdy byl cely pracovni postup
provadén rucné. V roce 2009 nam byl zakoupen z dotace Evropské unie barvici automat
pro imunohistochemicka vysetieni od firmy Bamed s.r.o. IntelliPATH FLX. Viz
Ptiloha 6. IntelliPATH FLX je pfistroj, ktery ndm umoznil metody IHC standardizovat.
Je mozno v ném zpracovat az 50 skel v jednom cyklu. IntelliPATH FLX je otevieny
systém, to nam dovoluje volny vybér protilatek a detekénich systémt od riznych
dodavateli (28). Vkladame do né€ho skla sukrojenymi vySetfovanymi preparaty
oznacenymi $titky s ¢arovymi kody, na kterych je evidenéni ¢islo biopsie a informace
0 pozadované IHC metod¢. IntelliPATH FLX metodu podle pfedepsaného protokolu

sam provede.
V Grafu 3 je patrné, ze pocty preparati [HC kazdoro¢né€ stoupaji. | kdyz se mirné
méni druhy primarnich protilatek zakupované na naSe odd¢leni, viz Tabulka 1:

Mapovani nejcastéji pouZivanych protilatek na PAO NCB. Tim byla potvrzena ma

Hypotéza 1: Pocet IHC na PAO NCB se kazdoro¢né zvysuje.
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5.2 Porovnani metod

V obdobi od biezna 2013 do biezna 2014 bylo zpracovano 142 SN, které byly
odebrany pacientim S jiz diive diagnostikovanym karcinomem prsu. Pied zavedenim
metody vysSetieni SN by u vSech téchto pacientii byla provedena inasledna disekce
axilarnich uzlin. Pravé tato disekce axilarnich uzlin vede K vaznym pooperacnim
i dlouhodobym komplikacim Vv podobé lymfadému, poruchy hybnosti koncetiny atd.
Piiblizn¢ u 1/3 — 2/3 pacienti se pii vySetieni axilarnich uzlin zjistilo, ze nejsou dale
postizeny, tudiz komplikace s timto odbérem byly uplné zbyte¢né (32). Po zavedeni
vySetiovani SN jsou pacienti s negativnim nalezem tohoto zakroku usetfeni. Negativni
nalez Vv sentinelové wuzlin€ vylou¢i postizeni dalSich axilarnich uzlin atim je
rekonvalescence pacientii snadn&jsi. Proto je toto vySetieni velkym piinosem nejen

v diagnostice, ale i 1é¢bé karcinomu prsu.

Hlavn¢ vzhledem k vySe uvedenym okolnostem mohu tvrdit, Ze ma Hypotéza 3:
Metoda vySetfeni SN je pro pacienta vyhodnéjsi nez vySetieni uzlin z axilarni disekce,

byla potvrzena.

Hlavné¢ diky zavedeni mamarniho screeningu (¢asné vyhledavani zhoubného nadoru
prsu) v roce 2002, maji Zzeny ve véku od 45 let pravidelné kazdé dva roky podstoupit
mamografické vySetfeni, které hradi zdravotni pojiStovny. Soucasti prevence je také
doporuceni pro Zeny po 20. roku zivota provadét pravidelné tyden po menses
samovySetfovani prsi. Pravé v dusledku této osvéty jsou Cast&ji operovani pacienti
Sranym, neinvazivnim stadiem. Proto velky pocet sentinelovych uzlin neni jiz
karcinomem zasazen, nebo jsou nalezeny netypické metastazy tzv.“minimalni formy
nadorového postizeni* izolované nadorové bunky ITC (31). Nyni se nabizi otazka, zda
je nutné provadét naslednou disekci axilarnich uzlin i pti nalezech ITC a mikrometastaz
v SN. Klinicky pfinos jes$t¢ neni dostatecné zmapovan, protoze pred zavedenim
vySetieni SN pomoci HE + ITHC nebyly tyto minimalni formy nadorového postizeni
nalézany (32). Je uvadéno Vv fad¢ praci, ze cca u1/2 - 2/3 pacientll, U kterych byla
nasledné po zjisténi pozitivni SN provedena disekce axilarnich uzlin, nebyla jiz dalsi

metastaza nalezena (33). Proto je navrhovano zohlediovat pfed planovanou disekci
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axily nejen nadorové postizeni SN, ale icharakteristiku primarniho nadoru: jeho

velikost, angioinvaze a lymfangioinvaze, multicentricita atd. (34).

Z nami vySetfenych 142 sentinelovych uzlin byla metastaza nalezena jiz metodou
RPB v 22 piipadech, dal$im zpracovanim anaslednym barvenim HE bylo nalezeno
dalsich 16 pozitivnich SN, celkem tedy 38, akoneénym vySetfenim pomoci THC
protilatkou CK 7 bylo nalezeno jest¢ 7 pozitivné reagujicich SN (z toho dvé byly
hodnoceny jako ITC), celkem tedy 45. Znazornéno v Grafu 4 a Tabulce 2. Metodou
IHC bylo nalezeno o 23 pozitivnich SN vice nez pomoci RPB. Zde byla potvrzena ma

Hypotéza 2: Pomoci IHC je zachycen vétsi poCet metastdz nez RPB a HE.

I kdyz metoda RPB neni tak spolehlivd v nalezeni metastdz, stale je jeji hlavni
vyhodou moznost znat okamzity vysledek, aproto provést disekci axilarnich uzlin
V jeden cCas. Pii nalezeni metastazy v SN az v dalSich krocich vySetteni musi byt disekce

uzlin provedena v druhé dobé.

97 sentinelovych uzlin bylo negativnich. Da se tedy fici, ze 97 pacienti bylo

usetieno nasledného vyjmuti axilarnich uzlin a tedy i komplikaci s tim spojenych.

Stav. SN je povaZovan za prognosticky faktor, velmi pfesné nam urci stav
regionalnich uzlin. Pravdépodobnost pozitivniho ndlezu v SN piimo souvisi s velikosti
primarniho tumoru. U primarnich tumord velikosti nad 3 cm nékde je uvadéno 5 cm
byva doporuc¢ovano provést disekci axilarnich uzlin i pfi minimalnim nalezu v SN.(35)
Proto miZzeme tvrdit, Ze vék pacienta neni spjat S pfitomnosti metastdz v SN. Hlavni
ulohu zde mé primarni tumor - nejvice typ nadoru, jeho agresivita, schopnost invaze do
okoli, velikost, diferenciace. V Grafu 6. Znazornéni poctu nalezenych pozitivnich SN
v riznych vékovych kategoriich je patrné, Ze uveékové kategorie 61-70 let bylo
nalezeno nejvice pozitivnich SN. Avsak ve vékové kategorii 71-83 let je zaznamenan
pokles. Tento pokles je ale jiz znatelny i pfi poétu celkovych vySetienych SN. Proto
nemohu zcela potvrdit, zda by bylo nalezeno méné pozitivnich SN i pfi vys§im poctu
vySetienych SN. Je mozné, Ze U této vekové kategorie byl pfitomen primarni tumor

0 veétsi velikosti, nebo bylo jiz patrné prorustani tumoru do okolnich tkani ado
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lymfatickych cév. Proto byl pii operaci tento fakt zohlednén a byla provedena axilarni
disekce bez zaslani SN na RPB.

Timto Hypotéza 4: Cim vy$si je vék pacienta, tim vétsi je pravdépodobnost nalezeni

metastazy v SN nebyla potvrzena.
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6. Zavér

Cilem mé prace bylo porovnat histologické metody HE, RPB, IHC a zmapovat
jejich modernizaci a ¢aste¢nou automatizaci na PAO NCB. Porovnani jsem provedla
v obdobi 2003 — 2013. Jak zmé porovnavaci studie vyplyva, modernizace
a automatizace V histologické laboratofi vedla k moznosti zpracovavat denné vétsi
mnozstvi vzorkli, nez tomu bylo diive pfi ru¢nim zpracovani. Je také umoZznéna
standardizace metod, na kterou je dnes kladen velky duraz. Standardizaci je minéno
zachovani stejné teploty (parafin, vodni lazen u krajeni, pti krajeni v kryostatu, pfi
barveni Vv automatech), stejné ¢asy pusobeni barviv a reagencii (v barvicich automatech
na HE i IHC). V IntelliPATH FLX je pfi IHC zachovan nejen ¢asovy interval puisobeni
barviv areagencii, ale ijejich mnozstvi, které je na preparat pipetovano. Je zde také
udrZzovana vlhkost, aby nedoSlo k vyschnuti fezi mezi jednotlivymi kroky metody.
Dalsi zlepSeni je hlavné ve snizeni rizik a nebezpeci pii praci V laboratofi. DoSlo ke
sniZzeni pfimého styku laborantl s karcinogeny, veSkerd prace Snimi je provadéna

vV odsavanych boxech.

Kazdoro¢né vzrista i pocet vzorkl vySetienych pomoci IHC, tim byla potvrzena ma

prvni hypotéza.

Dal8im tkolem mé prace bylo zamyslet se, zda je pfi diagnostikovaném karcinomu
prsu pro pacienta vyhodnéj$i odbér a vySetfeni SN, nebo odbér a vySetfeni uzlin
z axilarni disekce. Po prostudovani fady literarnich zdroji a po konzultaci s chirurgem
MUDr. Chromym jsem dospéla K zavéru, ze zdaleka vyhodnéjsi je pro pacienta odbér

a vySetfeni SN, tim byla potvrzena ma tieti hypotéza.

Na PAO NCB jsem v obdobi od biezna 2013 do bfezna 2014 zpracovala celkem 142
sentinelovych uzlin, které byly zpracovany nejprve RPB, nasledné barvenim HE a IHC
protilatkou CK 7. Pomoci RPB byla zachycena metastaza karcinomu prsu Vv 22
ptipadech, barvenim HE jsme zachytili metastazu v 38 piipadech a imunohistochemicky
protilatkou CK 7 byla metastdza nalezena v 45 ptipadech. Tim byla potvrzena ma druha

hypotéza.
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Vékové rozmezi pacientl, U kterych byla vySetiena SN, ¢ini 31 — 83 let. Metastaza
karcinomu prsu byla zachycena nejéastéji ve vékovém rozmezi 61 — 70 let. V posledni
vekové kategorii 71 — 83 let byl zaznamenan pokles poctu nalezenych metastaz v SN.

Vzhledem k tomu a jesté dalsim okolnostem musim konstatovat, ze ma ¢tvrta hypotéza

nebyla potvrzena.
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8. Pilohy

Ptiloha 1

Obr. 1.1 Ana:omie mlééné Hazy: Zdkladni jednotkou je lobulus (lalok), ktery se
2 acind (kalickd). Lobuly tvoff segmenty a subsegmenty, lalicky tsti do vyvodi di
které se spoujl v dukty segmentdlni a subsegmentdini a posiéze v miékovody Usti
v bradavce,
1 - bradavka vyisténi miékovodd, 2 - dvorec, 3 - lalliéek tukuy, 4 - podkoini vaziv
5 - subsegmentalni duktus, 6 - segmentalni duktus, 7 - mléény lalok skladajici se 2 je
notlivych laleckd, 8 - tuk, 9 - Zebro, 10 - sval, 11 - acinus, 12 - vyvod (duktus) uvni
lobuluy, 13 - sonedny duktus mimo lobulus, 14 - zakladni jednotka prsu, lobulus

Zdroj: Abrahamova J. et al. 2009

Obr. 1: Anatomie prsu
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Ptiloha 2

Zdroj: Postgradualni medicina 4/2012

Obr. 2: Lymfaticky odtok z prsu: lymfatické cévy smetuji do zevniho horniho kvadrantu,

sentinelova uzlina (jedna nebo né€kolik uzlin), dalsi, nesentinelové uzliny vyssich rada
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Priloha 3: Zalévani tkanovych vzorka do parafinu dfive a soucasnost.

Zdroj: Autor

Obr. 3: Zalévaci parafinova linka Leica EG 1160

Zdroj: Autor

Obr. 4: Kovové L formy pouzivang, které se pouzivaly pfi zalévani vzorki diive
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Ptiloha 4: Barveni HE dfive a soucasnost.

Zdroj: Autor

Obr. 5: Barvici automat Leica AutoStainer XL na barveni HE

Zdroj Autor

Obr. 6: Barvici fada pro ru¢ni barveni
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Ptiloha 5: Krajeni vzorku na rychlou peropera¢ni biopsii diive a souc¢asnost.

Zdroj: Autor

Obr. 7: Kryostat Microm HM 505 N

Zdroj: Autor

Obr. 8: Zmrazovaci mikrotom pouZzivany na RPB pfed Kryostatem
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Piiloha 6: Barveni IHC rué¢né a barvici automat.

Zdroj: Bio Care Navod k pfistroji (36)

Obr. 9: Barvici automat IntelliPATH FLX

Zdroj: Autor

Obr. 10: Vlhka komirka pouzivana pii manualnim provedeni IHC
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