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Abstrakt

Bakald&ska prace se zabyvala upkatim imunohistochemickych metod
v diagnostice novotvar Jsou zde zmapovany indikace imunohistochemiclojeltod
podle jednotlivych odégleni Nemocnice Pisek, a.s.

V teoretické casti popisuji poznatky o jednotlivych vygetacich metodach.
U imunohistochemie jsem se zd&ita na stanoveni jednotlivych antigera pouziti
vhodnych priméarnich protilatek pro diagnostilady onemoceni, prevazig novotvat.
Odctleni patologicko-anatomické mé k dispozici 20 priméh protilatek.

V praktickécasti porovnavam konveéniho barveni a imunohistochemické metody
s konvernim barvenim a specialnimi barvicimi metodami ¥dhigyii pro stanoveni
diagn6zy novotvar. Hematoxylin eosin slouzi k odliSeni zakladnichndgaych
sourdsti. Selektivni barveni umidje barevné odliSenfiznych tkd&@ovych komponent.
Pomoci imunohistochemie se prokazuj&gmnost ugitych tkaiovych antigefi diky
protilatkové reakci s navazanymi chemickymi skeninami.

Toto porovnani jsem aplikovaldimiferencialni diagnostice malignich melanibm
a myogennich novotvama Oddleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek, a.s.
U stanoveni malignich melandnbyl prvotre vzorek histologicky zpracovan a obarven
zakladnim barvenim Hematoxylin eosin. Druliojeem pouZzila argentafinni reakce
na pfikaz pigmentu melaninu a imunohistochemické baraetigenu HMB 45 pomoci
monoklonalni mysi protilatky proti HMB 45 od firmpako a proteinu S 100 pomoci
polyklonalni kralti protilatky proti S100 od firmy Dako. Takto byloySeteno 14
vzorka od pacient s malignim melanomem. HMB 45 se barvilo pozigiwnl2 vzork
z celkovych 14. Monoklonalni protilatka proti HMB 4e pro maligni melanom dosti
specifickd. S 100 protein byl detekovan ve vSediidkych vzorcich. Polyklonalni
protilatka proti S 100 vykazuje vysSi senzitivingni vSak FliS specifickad. SpiSe se
pouziva k odliSeni neuroektodermalnich a nonnetooekmalnich lézi. Melanin byl
prokazan u 11 tkéovych vzorki. Prikaz melaninu je téz nespecificky a komplikovany.

Argentafinni reakce vykazuje zbarveni i u jinyckeldobsazenych v cytoplaznjako



nag. lipofuscin, proto je nutné k diagnostice melanopuuzit ijiné metody ndp

imunohistochemii.

V diagnostice myogennich novotwase pouZzilo zakladni barevni Hematoxylin
eosin a naslednjsem imunohistochemicky stanovovala hladkosvalakiin a desmin
pomoci monoklonalnich mysSich protilatek od firmy kda a gehledné barveni
Hematoxylin van Gieson, které se vyuziva v men§emeZ v minulosti. Celkem se
vySefilo 94 myogennich novotvar 72 novotvail obarvenych Hematoxylinem van
Giesonem vykazovalo pozitivni barevnou reakci svialp a 22 novotvar slabou
barevnou reakci. Hladkosvalovy aktin a desmin inylinohistochemicky detekovan

u 92 vzork.

Hlavnim problémem v barveni Hematoxylin van Giegastava mensi specificita
a rekdy i nejednoznéna diferencovatelnost barevnych odstive vlastnim preparatu
znesnadujici az znemakujici v rekterych gipadech spolehlivé stanoveni diagnozy.
Z tohoto divodu je upednostiovan imunohistochemicky fikaz hladkosvalového
aktinu a desminu (mimo jinych) jako &tivych parametr. S vyhodou lze pak vyuzit
pozitivni protilatkové reakce s hladkosvalovym akth u myoepitelii f patrani
po eventudlni invaziwt piredevsim k odliSeni in situ a mikroinvazivnich tudor

ve Zlazovych organech.

V diferencialni diagnostice tumibrmyogenniho fivodu se v sotasné dob
upiednosiiuji pred specialnim barvenim imunohistochemické metodygsokou miru
senzitivity i specificity, stej& jako v diferencialni diagnostice maligniho melanom

e

jistoty péi uréovani pivodu buiky.



Abstract

This thesis deals with the application of immuntdiiemical methods in the
diagnosis of neoplasms. Indications of immunohistogical methods of particular
departments in Hospital Pisek, a.s. are outlinedethlt describes the origins and
development of this method in the Pathological Armat Department, Hospital Pisek,
a.s.

In the theoretical part, |describe knowledge ofng# methods. As
for immunohistochemistry, | focused on the deteation of antigens and the use of
suitable primary antibodies for diagnosing diseasesstly neoplasms. There are 20
primary antibodies available at the DepartmentathBlogical Anatomy.

In the practical part, | compare conventional stgjnand immunohistochemical
methods with conventional staining and specialngtgi methods in histology for the
diagnosis of tumours. Hematoxylin eosin servesdistinguishing of essential cellular
components. Selective staining enables colour reiffication of various tissue
components. Using immunohistochemistry, the preseiccertain tissue antigens by
antibody reaction with the immobilized chemical gmunds is detected.

This comparison | was applied at the differentialgdosis of malignant melanoma
and myogenic tumours at the Pathological Anatompddenent, Hospital Pisek, a.s.
For the determination of malignant melanomas, aliytithe sample was histologically
processed and stained with Hematoxylin eosin stginibase. Secondarily,
the argentaffin reaction was used to detect melpigment and immunohistochemical
staining of antigen HMB 45 using a mouse monoclardlbody against HMB 45 by
Dako Company and S 100 protein using a polycloabbit antibody against S 100 by
Dako Company. 14 samples of patients with maligmaakanoma were examined this
way. HMB 45 was stained positively in 12 sample$ oi14 in total. Monoclonal
antibody against HMB 45 is for malignant melanonéegspecific. S 100 protein was
detected in all tissue samples. Polyclonal antiba@dpinst S 100 shows higher
sensitivity, however it is not very specific. It ismore used to distinguish
neuroectodermal and nonneuroektodermalnich lesibledanin was detected in 11



tissue samples. Detection of melanin is also n@cifip and complicated. Argentaffin
reaction shows colouring of other substances coedhin the cytoplasm, such as
lipofuscin therefore it is necessary to use othethwmds for the melanoma diagnosis,
e.g. immunohistochemistry.

In the diagnosis of myogenic neoplasms, Hematoxgbsin basic staining was
used and subsequently immunohistochemical exaromdtllowed to detect smooth
muscle actin and desmin using monoclonal mouséadigs by Dako Company and
transparent Hematoxylin van Gieson staining, wisalsed less than in the past. A total
of 94 myogenic neoplasms (leiomyoms uterus) wemmexed. 72 neoplasms stained
with Hematoxylin van Gieson showed a positive col@action of muscle mass and 22
neoplasms weak colour reaction. Smooth muscle agtth Desmin was detected by
immunohistochemistry in 92 samples.

The main problem of Hematoxylin van Gieson staimegains less specificity and
sometimes ambiguous differentiability of colour ¢snin their own preparation
impeding and preventing to set areliable diagnasisome cases. For this reason,
immunohistochemical detection of Smooth musclenaatid Desmin (amongst others)
is preferred as key parameters. Preferably, youtlvam use positive antibody reaction
with Smooth muscle actinof myoepiteliels in the rshafor possible invasiveness
mainly to differentiate in situ and microinvasiwartous in glandular organs.

The differential diagnosis of myogenic origin tum®u currently prefers
immunohistochemical methods to special staininghigh sensitivity and specificity, as
well as in the differential diagnosis of malignanelanoma. When combined, both
approaches complement each other well and proeldéwely high degree of certainty

in determining cells origin.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
AEC
APAAP
BCL2

CD

CK

CK HMW

CK7
CK20
DAB
DES
E-cad
ER
HE
HPV
HSIL

CHRA

IHC
[-PAT
ISH
Ki-67
LIS
LMW
LCA

Avidin-biotin-peroxidazovy komplex

3-amino-9-ethylcarbazole (chromogen)

Alkalicka fosfataza-anti alkalicka fosfatédzamplex

BCL2 Oncoprotein

Cluster of determination

Cytokeratin

Cytokeratin High Molecular Weight (Cytokeiato vysoké molekularni
hmotnosti)

Cytokeratin 7

Cytokeratin 20

3,3- diaminobenzidin

Desmin

E-cadherin

Estrogen receptor

Hematoxylin eosin

Lidsky papilomavirus

High-grade squamous intraepithelial lesioyspky stupé dlazdicové
intraepitelialni 1éze)

Chromogranin A

Imunoglobulin

Imunohistochemie

Instrukce- Oddeni patologicko-anatomické Nemocnice Pisek, .a.s.
In situ hybridizace

Ki-67 Antigen

Laboratorni informéni systém

Low Molecular Weight (nizka molekulova hmotrps

Leucocyte Common Antigen
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LSIL Low-grade squamous intraepithelial lesionzkyi stup& dlazdicové

intraepitelialni 1éze)

ME Melanosome

MSA Muscle specific actin (svalovy specificky et

ORL Otorhinolaryngologie

PAP Peroxidaza-anti-peroxidaza komplex

PAT Oddleni patologicko-anatomickeé

PR Progesteron receptor

PSA Prostate-Specific Antigen (Prostaticky spekyjf antigen)
SABC Streptavidin-biotin-peroxidaza- komplex

SMA Smooth Muscle Actin (hladkosvalovy aktin)

SOP-PAT Standartni opeérd postup- Odéeni patologicko-anatomické
Nemocnice Pisek, a.s.
VIM Vimentin
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Uvod

V souwasné dob dochazi ke zvySenému vyskytu novotvahoubnych (malignich)
i nezhoubnych (benignich). Nezhoubné novotvary esjdlenci ovliviovat zdravi, tim
Ze mohou byt posSkozeny okolni tkarostoucim novotvarem nebo se vyvijet v zhoubné
novotvary (prekancerézy). Vhodnowh# je chirurgické nebo endoskopické odsirdan
celého novotvaru. Zhoubné novotvary rychle rostouagi tendenci naruSovat &
sousedni tkah Postupentasu poskozuji Zivotndulezité organy nap plice, jatra,
mozek. Nevyhoda zhoubnych novotvaje tvorba metastaz aéni do celého
organismu, proto se musi primarni lozisko odstramihejdive p'ed vznikem metastaz.
Lécba zhoubnych novotvar se zlepSuje kombinaci chemoterapeutickymi,
radioterapeutickymi a imunologickymi postupyii éasném zahajeni dBy se Sance
na usgsnou I€bu zvySuje. V tomto ipact hraje velkou roli rychlé afpsné stanoveni
histologické diagn6zy.1]

V diagnostice rady chorob jsou uplabvany histologické techniky s tim
I souvisejici specialni barvici metody, imunohibimické a molekulaggeneticke
metody.

Imunohistochemické barvici metody se Siroce vyyiikeextrahovani dalSich
informaci, které nejsou k dispozici barvenim Hermrglio eosin a pomoci stelné
mikroskopie nebo transmisni elektronové mikrosko#e

Imunohistochemické reakce jsou uplatany jak ve vyzkumnych laboratoh, tak
I pro obor patologické anatomie. Napomahaji narst&aoveni histologickych diagn6z
morfologicky nerozliSenych neoplazii a podiymeoplazii, charakterizuji primarni
misto zhoubné neoplazie, zkoumaji prognostické ofgkta terapeutické indikace
nekterych nemoci a rozliSuji iy benigni a maligni povahy3]

Imunohistochemické techniky se upiaji pii hledani busénych a tk&ovych
antigeri pomoci vazby antigenu a specifické protilatky slednou vizualizaci
komplexu antigen-protilatk§4]

V bakal&ské praci se zawji nadiagnostiku  novotvar pomoci

imunohistochemického vy&eni avhodny vyer primarnich protilatek a jejich
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specifika na Odé&eni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek, Mezi své cile

jsme si také stanovila osvojit si tuto metodu. Z&m se nha porovnani
imunohistochemického vy§eni a specialnich barvicich metod v histologii. eDal
mapuji vyvoj imunohistochemickych metod na @i patologicko-anatomickém,
Nemocnice Pisek, a.s. 4ji§i trendy vimunohistochemii ajeji uplaimi

v budoucnosti.

Toto téma m velmi zajima, protoZze nadorova onem@unjsou celos#tovy
problém, i kdyZ se stale zlepSuje diagnostika djvge nové metody adébné postupy.
Obor histologie, imunohistochemie a patologickd tamé& nejsou ifes svj
nepochybny finos pro diagnostiku stale v dnesni &lohezi SirSi véejnosti dostatan¢

cereny.
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1 Zakladni pojmy

Predmeétem patologie je zkoumani nemoci z hlediska chorobnychéanvzhledu
a funkce. U nemoci se déale zabyvani&ipou a vyvojem.Patologicka anatomiese
uplatiuje @i studiu morfologickych zrn orgéari nag. tvaru, velikosti a tuhostjl]

Histologie je védni obor, ktery se zabyva studiem mikroskopickéakstiry burgk
a tkani ziv@iSného a rostlinnéhotpodu. [5] Sledovani skladby organismu jéleité
pro pochopeni spravné funkce a rozpoznarireemisobenych chorobnym stave[6]

Histologické vySeéeni pati k dalezitym klinickym metodam. Zabyva se procesem
zhotovenim histologického preparatu z odebranéharkuz vhodného pro stelnou
mikroskopii.[6]

Imunohistochemislouzi k vyhledavani konkrétnich antigeve tkanich a hikach
pomoci specifickych protilatekl]

Antigen je makromolekularni latka, kterou rozpozna imuinisystém jako cizi
areaguje nani. Antigen tthe byt protein, tzné komplexni polysacharidy, lipidy
a lipoproteiny[7] Vazebné misto na antigenu, kde se vaze protilatkaazyvapitop

Protilatka je glykoprotein vykazujici protilatkovou aktivitiProtilatky produkuji
plazmatické biikky. Imunoglobulinje protein a méa strukturu a funkci protilatky. Hod
se na humoralni imurit Imunoglobuliny se rozduji do 5 #id (IgD, 1gG, IgM, IgA,
IgE). Molekula imunoglobulinu se sklada ze dvaikich a dvou lehkychetzca
spojenych disulfidickymi risstky. [8]

Imunokomplexznika vazbou antigenu s protilatkqu]
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2 Historie

Imunohistochemie {vodre vychazela z histochemie (rozhrani histologie,
analytické chemie a biochemie) a naskedyuZzivala poznatky z oboru imunologie.

Prvni znamky o IHC se datuji od roku 1941, kdy hytprvé detekovany antigeny
ve tkanich pomoci fluoresceinem Zané protilatky. Jednalo se émpou metodu. Tuto
metodiku zavedl Coonsom a Kaplan¢l®iadu nevyhod. Hlawhse vySdiovalo pouze
na nativnich tkanich, coz byl problém v klinick@ginostice[8]

Roku 1976 ppravili Milstein a Kéhler protilatky naniéné proti jednomu epitopu
antigenni molekuly{8]

Koncem 70. let se spojil enzym s protilatkou atidoSlo k zavedeni
imunohistochemie do praxis]

Zacatkem 80. let pro zvySeni citlivosti detekce primiéh protilatek a pro zlepSeni
pozitivniho signalu byly zavedeny metody pouziviage. PAP komplexy]8]

Teprve od pdatku 1990 naSla metoda vSeobecné upiata chirurgické patologii.
Diky technickému rozvoji byly vytv@nytady citlivych deteknich systému. Problémy,
které nastaly ve vyvoji imunoperoxigtdch technik, souvisely s gebou dosahnout
vétSi citlivosti. Tykalo se to nejjednodusSich jedmpsovych gimych metod az
po vicestupové detekni metody (nap PAP metody, avidin-biotin a biotin-streptavidin
metody).[10]

V roce 1991 vyvinul Shi ajeho spolupracovnici allac rady biochemickych
studii antigenni demaskovaci techniku. Jednalo $edr@duchou techniku, ktera
zahrnovala demaskovani za vysoké teplotgdp procesem imunohistochemického
barveni[11]
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3 Souwtasny stav

V souwtasné dob se mapuje stoupajici tendence vyskytu novdétvaroubnych
i nezhoubnych. Rostouci g&t zhoubnych novotvarsi mizeme vysutlit starnutim
populace a zlepSenim diagnostiky, téz uskideanim prograrin celoploSnych
onkologickych screenirig Zhoubné novotvary jsou dlouhodoldruhou nejastjsi
pricinou umrti vCeské republice po kardiovaskularnich chorobach.i Mepasetnsjsi
diagnézy zhoubnych novotvarpak¥i zhoubny novotvar &e, zhoubny novotvar
kolorekta, zhoubny novotvar jmusnice, pkdusek a plic, zhoubny novotvar prsu u Zen
a nadory prostaty u mtzU téchto onemocni je dilezity wasny zachyt onemoéni
a nasledna tdba, coz ma vliv nadalsi vyvoj nemoci. K zachycenasneho stadii
onemocgni napomaha spoluprace s ostatnimi medicinskynmyobo

Maligni melanom pdt mezi zhoubné nadorové onem&chpredevsim kze. Jedna
se o onkogenni mutaci melanagykdy nedochazi kdinné opra¥. V kongné fazi
nadoro¥ transformované melanocyty nekontrolo¥arostou a mohou metastazovat.
Vliv na vznik melanomu ma koZzni fototyp jedinceyrsini z&eni a opalovaci navyky.
Maligni melanom se vyskytuje stale vice u mlad&iové populace. lezit4 je wasna
diagnostika a chirurgické odstkam nadoru. Nezanedbatelnym aspektem byva ttl@us
nadoru v milimetrech, které &uji charakter nadoru- Breslow indg22]

Myogenni novotvary obsahuji ve své stridktumodifikovana mikrofilamenta
tzv. aktinova myofilamenta, ktera v interakci s raymvymi mikrofilamenty umaiuji
svalovou kontrakci.[6] Mezi myogenni tumory jsodazeny dle typu svaloviny
piedevSim leiomyom, rhabdomyom, jejich maligni formigedy leiomyosarkom,
rhabdomyosarkom asmiSené mezenchymalni variantap. @ngiomyolipom).
Nejfrekventréji se v naSich zegpisnych Sikach setkavame s leiomyomyiedevsim
pak v clozni lokalizaci, mé& v gastrointestinalnim traktu d@ik. Rhabdomyosarkom je
neiastjsim sarkomem ®kkych tkani dti a adolesceft Vyznam myogennich
novotvai tkvi v dilezitosti Wasné detekce jejich malignich forem a v nélezité

diferencialrt diagnostické rozvaze u jim podobnych 1¢26]
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3.1 Metody

K urc¢eni histopatologické diagndzy napomaha nejprvelogicke vySateni tkar.
Vzorek je obarven zakladnim barvenim HematoxylisimoDruhoti se pouZivaji
dophikové metodiky: specialni barvici metody v histoiogi imunohistochemické
metody.

3.1.1 Histologicke vySateni

Histologické vySdeni slouzi k potvrzendi vyvraceni diagnozy klinického leka
Material odebrany pro histologické vy&mti mize byt b’ ziskany Bhem operace
z Z2ivého organismu (biopsie) nebo material odebrbtyem pitvy zemelé osoby-
mrtvého organismu (nekropsie). Qdbvzorku by n&l byt proveden rychle a Setrn
Objem vzorku nefesahuje 1 cf Mezi zpisoby odBru vzorku pati excize (vyiznuti),
punkce (nabodnuti) a kyretdZz (sesSkrabnuti). Patrodbe vzorek vklada do oztené
nadobky s fixani tekutinou a s vypnym piivodnim listem se zasila do histologické
laboratde. [4]

3.1.1.1 Fixace

Fixace zabrauje autolyze atim znemtidje destrukci tka® a burk cinnosti
enzymi. Jsou dva mozné #poby fixace: fyzikalni a chemicka metodi4].
Fixacni prostedky musi splovat ukité podminky:
e Zachovani struktury tk&n
e Zachovani barvitelnosti tké&n
* Rychlé pronikani do tkan 14
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Fyzikélni fixace

Fyzikalni fixatni prostedky pouzivané v histologii se uziva rychlé zmrazkar:
pomoci kyseliny uhtiité- ,,suchého ledu” nebo kapalnych plyfmag. dusiku ). Touto
metodou se fixuji vzorky pro enzymovou histochenpro imunohistochemické
vySeteni nebo pro fikaz tuki. Mezi dalSi fyzikalni metodu péatfreezing-drying

(vysouSeni za mrazu). Dochazi k sublimaci vodyuwbbkém vakuu[4]

Chemicka fixace
piipravu a manipulaci.iPfixaci se musi dodrzZovat &ité podminky:
« Cerstvéa tké& musi byt viozena do fixai tekutiny v co nejkratsi détpo odtru
* Nadobka musi obsahovat dostae mnozstvi fixani tekutiny (20x az 50x vice
nez je objem tk&¥)

» Fixacni tekutina musi mitifistup ze vSech strda4]

Nejrozstensjsi fixacni tekutinou je 10% formol. 100% ethanol se pouXiviaci
tkarg pro specialni ¢ely nag. prikaz vapniku, Zeleza a v neurohistologii. Cayrnova
tekutina je vhodna pro fkaz glykogenu a pro pkaz nukleovych kyselin. Kyselina
osmiela je hoj vyuzivana k fixaci tkéh pro elektronovou mikroskopii. Mezi dalSi
zéstupce fixénich tekutin pdf neutralni formol, fixani tekutiny s kyselinou pikrovou
(Bouinova a Pasteelsova tekutina) admatekutiny se sublimatem (SUSA, Zenkerova
tekutina).[14]
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3.1.1.2 Zalévani do parafinu

Ucelem zalévani do parafinu je prosyceni odvmdntkar rozetfatym parafinem
pii teplo® 56-58°C, kdy se vypIni mikroskopickégiiny parafinem. Tento proces se
sklada ze 4asti: Odvodani tkarg, prosyceni tkah tekutinou rozpousjici parafin,
prosyceni tké&parafinem a vlastni zaliti.14]

Vzestupnouiadou etandi (70%, 80% a 96%) se odvige vySetovana tké.

K prosyceni tkaé tekutinou rozpousfici parafin se pouzivaji latky s nizSim bodem
varu (benzen), latky s vySSim bodem varu {napetylbenzoat, metylsalicylat) nebo
xylen. Odvodsgni, prosyceni tk&htekutinou rozpousjici parafin a prosyceni tkén
parafinem je mozné automatizovat pomocintk&ho automatu, ktery pojme velké
mnozstvi materialJ.14]

Po prosyceni se tkavé blaky zalévaji tekutym parafinem do élahmotnych
rameka. Vlastni zaliti se provadi na zalévacim autométie je v zasobniku tekuty

parafin opateny ventilem a chladici modul pro rychlé tuhnutigbaovych bloKi. [4]

3.1.1.3 Krajeni parafinovych bloki

Ke krjeni parafinovych bldk slouzi speciélni z&eni- mikrotom (sékovy
a rota&ni). Mikrotom umo#uje krajeni tenkychiez. [4]

Ukrojené parafinovdéezy se bd' lepi sngsi bilki s glycerinem nebo se napinaji
pomoci nadobek steplou vodou (37-40°C) na podiakid natené smisi bilku
s glycerinem anebo lepeniezi roztokem Zzelatiny. Podlozni sklo s natazenymi
parafinovymiiezy se vlozi do termostatu nebo naiwanou ploténku, kde gezy susi,

aby nedochazelo k jejich ztéaf4]
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3.1.1.4 Odparafinovani iezi

Pred vlastnim barvenim se musi parafingegy zbavit parafinu pomoci xylenu.
Parafinovérezy se ponechaji ve dvou ldznich xylenu po 5 matut®rotoze je xylen

ve VOt nerozpustnyiezy se musi vyprat v sestupiaék etanoti a vod. [14]

3.1.1.5 Barveni histologickych‘ezi

V neobarvenychiezech nevidime ve &elném mikroskopu jednotlivé slozky
tkarg, proto sea'ezy barvi. Rzné slozky tka&ina sebe vazi histologicka barviva. Kysela
(plazmatickd) barviva barvi cytoplazmu kkn Zasadité (jaderna) barviva se vazi
na jadra bugk (jaderny chromatin). NejpouZivggi zasadité barvivo je hematoxylin
a zastupcem kyselého barviva je eofld]

Pokud se nanese histologické barvivo ve vodném redkoholovém roztoku
na histologicky preparat, jednd se o barvefimp, které je népstji pouzZivané.
Motidlové barveni je vhodné pro zvySeni intenzity acsfcnosti (nap. kamencové
a Zelezité hematoxyliny). fPprogresivnim barveni se histologicky preparattdea
obarvi a kontroluje se, zda slozky tkaosahly pozadovaného zbarveni. U regresivniho
barveni se histologicky preparatieparvi a pebyt&né barvivo se odstrani
(diferencovani). Sukcesivni barveni zahrnuje pduZite barviv (napp Hematoxylin

eosin). Bi simultannim barveni se histologické preparatybaijedné lazni[4]

Barveni Hematoxylin-eosin

Pati mezi z&kladni a nejpouzivgfi histologické barveni. Hematoxylin eosin
odliSuje zakladni buftné struktury. Roztok hematoxylinu sam o&ghdra bugk
nebarvi, ale az po oxidaci v hematein. Hematoxylayili na: kamencové (Harris
a Mayefiv hematoxylin) a Zelezité (Weigéxt hematoxylin). Eosin se¢ti podle svého
chemického sloZeni, barvy a rozpustnosti do dvoupisk Prvni skupinu zastupuji

bromeliny (eosin Zluty,cerveny a eosin v etanolu rozpustny). V druhé skupse
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nachazi jodeoziny (erytroziny). Diky barveni Hemgtm eosin jsou odliSeny jadra
burgk tmaw mode, kolagenni vazivouzow, svalstvocerveré a chrupavka mae.
[14]

Specialni barveni

Selektivni barveni umakje barevné odliSenitznych tk&ovych komponent.
Barveni Weigert van Gieson piatmezi gehlednd barveni. Slouzi k znézémh
kolagenniho vaziva a svalstva, kdy se barvi jaduach mode, kolagenni vazivo
tre§iové Cervert a svalstvo ZIW Jako pehledna barveni se upiaje barveni azanem,
barveni Dominici a barveni Massonovymi trichromyu(y trichrom, modry trichrom
a zeleny trichrom)[14]

K znazorrni vazivovych vldken se pouziva barveni na kolagaryeni na elastiku
a znazorsni retikula. K ptikazu elastickych vlaken je vhodné barveni orceinem,
aldehydovym fuchsinem nebo rezorcinolovym fuchsingmodifikace Weigertovy
metody). K znazowrmni retikula slouzi impreg@ai metoda pomoci dusianu
sttibrného, impregnace podle Gomoriho a podle F¢at.

Mezi histopatologické metody gaprikaz amyloidu a bakterii v tkdvychtezech.
Patologickd bilkovina (amyloid) se prokazuje pomg@aidové a joédosirové reakce,
barvenim metylovou violeti a kongeerveni. K znazomrni bakterii slouzi barveni
metylénovou moil podle Lofflera abarveni dle Grama. Tuberkulézodcily
(mykobakteria) se barvi dle Ziehl-Neelseji]

Do neurohistologickych metod pat barveni tigroidni substance (Nisslovy
substance), myelinovych pochev, impregnace nentowi@ken a znazo#mi neuroglii.
Jako Nisslovy substance je pojmenovano granulamdomazmatické retikulum
a ribozomy v cytoplazmnervovych buik. Nisslova substance se barvi pomoci roztoku
toluidinové modi. Myelinové pochvy obsahuji fosfolipidy a proteinyNa tomto
poznatku jsou zaloZeny metody k znazminmyelinovych pochev, mezi které fiat
barveni dle Kulického, barveni dle Spielmayera, barveni luxolowoodi a barveni
degenerujich nervovych vldken s myelinovou pochvfuag. pomoci oxidu

osmkielého). Impregnai metody v neurohistologii slouzi k znazémh nervovych
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fibril, nervovych zakoteni a neuroglii. Nervové fibril se impregnuji podle
Bielschowského, podle Schultze-Stohra a podle NaRtg impregnaci parafinovych
fezii se provadi Palmgrenova metoda aimpregnace poitleaisona. Znazoéni
neuroglie se rozduje do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje metdabrveni
nervovych vidken Weigertovou metodou nebo modifikéto metody podle Holzera
a Bendy. Druhou skupinou pro znazéarhneuroglii je Hortegova metody a Cajalova
metoda ajeji modifikace podle Globuse, které dlokZznazorgni astrocyt.

K znazorrni oligodendroglii se pouziva modifikace podle Reda.[14]

Mezi polysacharidy p#&t glykogen, proteoglykany (mukopolysacharidy)
glykoproteiny. Mukopolysacharidy se daleglid na kyselé a neutralni. Neutralni
mukopolysacharid jeitomen v hlenu Zaludei sliznice a kyselé mukopolysacharidy
se vyskytuji v hlenovitych sekretech (iagkyseliny hyaluronova). Mukoproteiny
a glykoproteiny se nachazi v hlenu hapslinnych Zlazach. Glykolipidy se vyskytuji
v mozkové tkani. Pro jjkaz polysacharitl se vyuziva PAS reakce, ktera je zaloZzena
na oxidaci polysachanid kdy vznikaji aldehydy reagujici s Schiffovym reag.
Glykogen se prokazuje bestovym karminem. Kyseléapak/sacharidy se znazoyi
barvenim alcianovou maid nebo dialyzovanym Zelezem (Hale). Hlen se barvi
mucikarminem (podle Mayerd)L4]

Zpracovani tkah pro piikaz lipidi ma sva specifika, protoze lipidy nesntijip
do styku s organickymi rozpowsily (nagF. xylen). Tk& se musi krajet na zmrazovacim
mikrotomu a montovat do glycerinu, glycerinové #ekl nebo levulézového sirupu.
K prikazu lipidi se nejvice vyuziva sudan lll. nebo IV., sudante@, olejovacervai,
prikaz oxidem osndelym a sulfatem nilské mael. [14]

Pigmenty jsou barevné produkty vznikajici endogefilmematogenni pigmenty,
melanin a lipofuscin) nebo exogenrHemoglobin se prokazuje benzidinem, bilirubin
a hematoidin Gmelinovou reakci a&wa barviva Lugolovym roztokem (Stein).
Melanin je cernohrédi produkt obsazeny v hkach nespodfjSi vrstvy pokozky
(melanocytech), vdékterych nervovych htkadch anadorech. Melanin se prokazuje
argentafilni reakci, Bodianovou reakciikmzem dvojmocného Zeleza (Lillie) nebo

béleni melaninu peroxidem vodiku. Argentafinni reajeealoZzena na principu redukce
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roztoku stibra melaninem. Melanin a jina argyrofilni grangda barvi¢errg a jadra
burgk cervere diky jadrovécerveni. Lipofuscin tvéi Zluta az hada zrnéka. Prokazuje
se podle Schmorla, sulfatem nilské rfeaebo barvenim chromitym hematoxylinem
podle Gomoriho[14]

V histologické technice se daji prokazovat i anargie latky (Zelezo a kalcium).
Prikaz Zeleza je zaloZzen na Pearsloaekci s trojmocnym Zelezem nebo na reakci
Zeleza s turnbullovou méid Kalcium se vyskytuje n&gstji ve formé fosfore&nani
a uhlgitani. K prikazu vapenatych soli se pouziva metoda podle Kassyetoda

Goshoval[14]

3.1.1.6 Montovani histologickych preparéai

Projasiné fezy se montuji pod kryci sklo pomoci montovacihaismé&imz je
zajiStna trvalost histologického preparatu. Montovaci iméd musi byt pithledné,
nesmi poSkozovat zbarveni tkéa musi mit vysoky index lomu. Montovaci média se
déli na 2 skupiny[14]

Montovaci média nemisici se svodou (nerozpustn&osy se rozpousfi
v xylenu (nap. kanadsky balzam, synteticka pryskg). Red zamontovanim siezy
musi odvodnit vzestupndadou etandi a projasnit v xylenu.14]

Mezi montovaci média misici se svodou (rozpuste&oe) pati glycerin,
glycerinova Zelatina, levulézovy sirup a sirup almké gumy. Toto montovani je
vhodné pro barveni naikaz tuki, kdy nesmi preparaty fifit do styku

s koncentrovanym etanolem a xylengi]

3.1.1.7 Interpretace vysledk

Pti  prohlizeni histologickych prepatatse zarove sleduje ®kolik aspeki,

esenciald pak tinkni vlastnosti sledovanych b&imych struktur v konvemim
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Hematoxylin eosinu, dale mitoticka aktivita, (nid)pmnost znamek regrese, cirkina
zmeny, cytologické atypie, poruchy zakladni architekky apod. V dalSich krocich je
podle poteby vySeteni dophovano specialnimi  barvicimi  technikami,
imunohistochemiti molekularni genetikou. Celkovy morfologicky obhamfil nalezu
v korelaci s dostupnymi klinickymi daty umozni pemt stanoveni ipéhavé

histologické diagndzy.

3.1.2 Imunohistochemické vySétni

V imunohistochemii rozeznavdme veédxékladni metody:ifimé a nefima.

Ptima metoda se vyuZivad v elektronové mikroskopiiptqfe pro s#telnou
mikroskopii neni dostate¢ citliva. Dochazi k aplikaci primarni protilatkynevazanou
znakou. [4] Primarni protilatky mohou byt zoeny fluoresceinem, enzymem nebo
kovem. Tato metoda se héjpouziva v elektronové mikroskopii na nativni@zech.
[8]

Znamo je vice ndamych metod: dvoustuwjpva, kde se vaze enzym na sekundarni
protilatku, neboifstupiova, kdy se na oztianou sekundarni protilatku vaze ozeaa
tercialni protilatka[9]

Princip trojstupiové metody spiivad ve vrstveni jedné nebo vice nemra/ch
imunoglobulinovych reagencii na primarni protilatgtimo vazané na antigen. PAP
metoda vyuZiva vazbyr&noveé peroxidazy na sekundarni protilatku. V prviioku se
nanese primarni protilatka ez, ktery obsahuje prokazovany antigen. V druhémiikr
se vrstvi nezngend sekundarni protilatka proti imunoglobuhm zvirete, ze kterého
byly vyrobeny protilatky v obou krocich. Sekundapnétilatka tvdi spojovaci mstek.
Musi byt dodana v nadbytku, aby nebyla obsazeranuilsta Ig molekuly. Veretim
kroku se aplikuje peroxiddza-anti-peroxidaza komg]

U metody APAAP se nahrazuje PAP komplex alkalickéfdtaza-anti alkalicka

fosfataza komplexenj8]
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ABC metoda (avidin-biotin-peroxidazovy komplex) jealoZzena na principu
neimunologické reakce vaj@ého bilkovinného proteinu avidinu s vitaminem inien.
Avidin miZe vazattyii molekuly biotinu. Primarni protilatka se navazesekundarni
protilatku konjugovanou s biotinem. V dalsi fazi sa sekundarni protilatku vaze
komplex avidin-biotin-peroxiddza. Avidin seuwe ziskat iz bakterieStreptomyces
avidini, tento komplex se pak nazyva streptavidin-biotnegidaza komplex (SABC).

[8]

Vlastni stanoveni se provadi ve vice krocich, nkézié paiti priprava preparatu
pro vlastni reakci (antigenni vyhledavani, blokarelogenni peroxidazy, inkubace
primarni protilatky, aplikace det&hiho systému, montovani vzorku) a vlastni
hodnoceni a interpretace vysledku imunohistochegnicktody patologenii3]

| imunohistochemie ma& sva Uskali, ktera se odviji jejich optimalizace
a standardizace. IeZitou Ulohou pro stanoveni je sprdvprovedena preanalyticka
faze zpracovani primarniho vzorku, ktera se oadjpouzitého druhu fixaihocinidla
a trvani fixace. DalSimudezitym bodem pro vlastni stanoveni jdppava tk@éového
fezu. Optimalni tlouka fezu se pohybuje kolem 3 - 7 pRezy tenké méhnez 3um
vykazuji velmi slabou intenzitu zbarveiiezy silrgjsi nez 7 pm mzou vést ke ztrét
fezu ¢i mohou branit analyze. Nejisi problémy se vyskytuji v gdani antigef,
ve vykeru, citlivosti aredéni primarni protilatky, protoZe protilatky proti egym
antigeim maZzou poskytovat odlisné vysledky. Mezi dalSi faktopgki pouZziti

detekinich systém a interpretace vysledkpodle zkuSenosti patolodé]

3.1.2.1 Odkr a zpracovani materialu
Odebrany material pro imunohistochemické vk&eit je velmi cenny, proto se

klade diraz najeho odiy a zpracovani. Manipulace s materialem musi bghléy

a Setrnal4]
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Zpusoby odisru:
» Excize (vyiznuti)
» SeSkrabnuti malyctastek tkas pomoci kyrety (kyretaz)
* Punkce- napichnuti organu dutou jehlou
+ Odsati8, 14

3.1.2.2 Fixace materialu

Fixace je dj, pii kterém dochazi k vysrazeni bilkovin protoplazmyndk a tkani
pomoci fix&niho ¢inidla. Fixace zabrauje autolyze materidlu a vede k stabilizaci
burék atkani. Fixace vzdy ovliwje strukturu proteinu a aktivitu enzym
Pro imunohistochemické vy$ehi se pouzivaji kryostatové nebo parafindezy.
Od toho se odviji Zjsob fixace. V bioptickém provozu je naprostédSina materialu
fixovana formolem a zalitd v parafiniCasto neni k dispozici dostatek informaci
o sloZzeni a pH fixéni tekutiny, dob fixace, dol a teplo¢ pri zalévani do parafinu,
které ovliviiuji nasledné imunohistochemické vy®ei. Citlivostrady epitofi je kolem
teploty 60°CJ9]

Zakladni pozadavky na fixaci:

1. prevence osmotickych zm a morfologickych zrin
2. retence vSech tkévych a buscnych komponent
3. zachovani vSechupodnich vazeb a reaktivity protéinlipidt a ostatnich

burg¢nych slozel9]

Aldehydy

Zachovavaji ¢ast enzymové aimunoglobulinové aktivityRadi se sem
formolaldehyd, neutralni formol, absolutni alkohllethacarn, Carnoyova a Bouinova
tekutina.[§]

Absolutni alkohol a Carnoyova tekutina debzachovavaji cytoplazmatické

intermediélni filamentarni protein}g]
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Bouinova tekutina pomaleji pronikd do tkanDoporiuje se pro vyséeni
endokrinni tkad a tumoti. Sklada se z 40% formolu, 1% kyseliny pikrové aediny
octové.[8]

Methacarn pdt k nejoblibejSim fixatnim tekutinam. Je sloZen z metanolu,
chloroformu a kyseliny octové. Neni vhodny pro fiketSich bloKi. [9]

Pro pitikaz se také pouzivaji kryostatovézy, které se fixuji metanolem nebo

acetonem[4]

3.1.2.3 Zhotoveni preparatu pro IHC

Priprava preparatu je obdobna jako u histologickéygeteni (viz kapitoly 2.1.1.3
Krajeni parafinovycltezi, 2.1.1.4 Odparafinovariézi)

3.1.2.4 Revitalizace antigenu

Vazebna mista na antigenu mohou byt obsazena vihighovin i fixaci. Tyto
mista se musi Zstupnit pomoci natraveni proteolytickymi enzymyindrypsinemci
pepsinem, povanim v citratovém pufru v mikrovinné trogbtlakovém hrnci nebo
vodni lazni. Vyuziva se zde fyzikalniho a chemigkéobeni na tk&h Tento krok lze

provést na deparifinovanydhzech 8]

3.1.2.5 Blokovani endogenni aktivity enzyin

Pro pfikaz vazby antigenu a protilatky se vyuZivaji paiky zn&ené enzymem

(peroxidaza, alkalicka fosfataza). ProtoZze mnolph tyurek vykazuje vlastni aktivitu

enzymi (nag. peroxidazy), mohou negati&novlivnit vysledek ve smyslu faleSné

reaktivity pozadi. Z toho vyplyva nutnost blokovaikiivity enzymu|8]
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U protilatek zn&enych peroxidazou se pouziva jako blokator akti¥i§% roztok
peroxidu vodiku (HO;) v metanolu nebo destilované wog@go dobu 20-30 min[8]
Endogenni peroxidazovou aktivitu vykazuji hemogrote jako hemoglobin
(erytrocyty), myoglobin (svalova vlakna), cytochrpm(granulocyty, monocyty),
a katalazy (jatra a ledviny)9]

V ptipact potlaeni aktivity alkalické fosfatazy lze pouzit 1mM &wizolu
v substratovém roztoku d&ktefi dopor@uji 5mM roztok). Endogenni alkalicka
fosfataza se vyskytuje v kosti, ledvinach, jatradbeukocytech[9]

Pro blokovani endogenni aktivity avidinu a biotiise pouZzivd roztok 0,01%
avidinu a 0,01% biotinu po dobu 20 min. Biotin gsupen ¥ad tkani nap. v jatrech

a ledvinach[9]

3.1.2.6 Blokovani pozadi

Nespecifické reakce pozadiigobuje faleSnou pozitivitu. @ody nespecifické
reakce pozadi:
» hydrofobni interakce
» elektrostatické vazba
» endogenni aktivita enzyim
* endogenni avidin-biotinova aktivita
* prirozené protilatky
* kontaminované reagencie
» kiizovd reakce protilatky s podobnymi epitopy @aych
antigenech
» difuze antigenu
* Fc receptory

* nekrdza, poskozeni, vyschn[g]
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Hydrofobni interakce

Tkanove proteiny jsou vice hydrofobni po fixaci fexami tekutinami obsahuijici
aldehydy a vyrazh ovliviiuji pozadi. Zamezeni vazby tigvych proteii napomaha
optimalizace fixacedas, pH s teplota). Do skupiny tiGvych proteii pati pojivova
tk& (nag. kolagen, laminin, elastin, proteoglykany), tukopéjivo a epitelie (nap
keratin). Hydrofobni vazba je dale ovlgma @itomnosti ionk v pufrech. Na snizeni
hydrofobni vazby se podili fosfaty, sirany, chlgridustnany, kationty N, K*, Na"
ace*. Metoda vedouci ke snizeni hydrofobie je aplikblmkujiciho roztoku proteiin

v samotném roztoku nebo puf{@]

Elektrostaticka vazba
Vznika pi setkani proteith opaného naboje. Da se eliminovat pouzitim pufr

s vysSi iontovou silou nebdiganim 0.1 az 0,5M NaC]8]

Endogenni aktivita enzyui
Enzymova aktivita se odstrani blokovani enayjgjich substratem (viz kapitola
3.1.2.5 Blokovani endogenni aktivity enzym 8]

Kontaminované reagencie cizorodymi latkami

Kontaminace byva zfsobena nespravnou manipulaci a Spatnym skladov@slim.
Fc receptory

Nespecificka reakce sFc receptory jsoufitgmny v cytoplazmatickych

membranach dasto na makrofazich a granulocytej@j.
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3.1.2.7 Primarni protilatky

Protilatky slouzi k detekci genovych abnormalitfetre mutaci, genovych
amplifikaci a specifickych chromozomalnichtemig’ovani spojenych s novymi
chimérickymi proteiny. Nové primarni protilatky jseyralEny kometné. Vyznamnym
milnikem v imunohistochemické diagnostice jsou nidawalni mysi protilatky, které
vykazuji uniformitu gistotu a nekonsou dostupnosf{l15|

Jedna studie naz&ilm, Ze kralei monoklonalni protilatky vykazuji zvySenou
citlivost bez zjevné ztraty spedifiosti ve srovnani s odpovidajicimi monoklonalnimi
protilatkami mySi[16]

Protilatky se musi pouzivat ve spojeni &lipgm hodnocenim rutinniho barveni

Hematoxylin eosin v histologickych preparatechiaikko-patologickym vztahenj10]

Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky se ziskavaji imunizaci ewxpeentalniho zvete
specifickym imunogenem, ktery nesefigusny antigen. Velky pet klom
plazmatickych bugk produkuje protilatky. Vysledkem jsou polyklonalprotilatky

s liSici se specifitout¢i riznym epitofim imunogenuf4]

Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou produktem jednoho kiorplazmatickych butk
(hybridni buiky). Jedna se o liy vytvorené z plazmatickych a myelomovych Bkn
Myelomova buka zaji¥uje neomezenyust. Plazmatické hiky produkuji stejné

protilatky. Monoklonalni protilatky maji zndmouesgifitu ke konkrétnimu epitop(i7]

3.1.2.8 Inkubace s primarni protilatkou
Doba inkubace zavisi na citlivosti a koncentradifite® primarni protilatky, stefn

jako na kvalit fezu tka®. Vlastni vazba tk#ového antigenu s primarni protilatkou
probiha optimaléa po dobu 30 minut p37°C nebo { pokojové teplat ve vihké
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komae. |kdyZz nedochazi k celkovému vysuSeni preparatize vlivem odp#eni
roztoku protilatky dojit k naslednému zvySeni karicace protilatky, coz dze vést
ke vzniku nezadouciho barevného pozadi. Vlhka kanatrsahuje no&, na kterych
ulpivaji preparaty. #inkubaci se musi zabranit odvaghi protilatky, aby se nedostala
do oblasti ostatnich prepalatinkubace mze byt také prodlouzena z&itych
okolnosti, zde je ajt vihkd komoracast&né naplrena vodou. PouZzijeme-li barveni
pies noc, pokud to umaaji dané primarni protilatky,ipvelmi vysokychiredni a jsme
schopnicasto dosadhnout dobrych vyslédke snizenou nespecifickou reakci barveni
pozadi (vzit protilatku, iedit ji 10-krat nebo dokonce 100-krat, a pak seuliuii
po dobu 12 do 24 hodin). Tentdigtup Seti mnozstvi protilatky a sniZzuje barveni
pozadi kwli snizené nespecifické reakci protilatky (proti@tje Fitomen v mnohem
nizsi koncentracicimz ma vysokou afinitou k imunologickych reakcifi pouziti této
metody (Zedné primarni protilatky, prodlouzeni doby inkubacemarni protilatky) je
mozna prakticka Uvaha pro zavedeni domnoha laiioraa ma vyhody
pii harmonogramu prace a snizeni naklagia drahé protilatky na zakladvyssiho

fedni primarni protilatky[10]

3.1.2.9 Inkubace s detatinim systémem

Nejprve je dobré dodrZzovat pokyny vyrobce, pokymp oncentraci kazdého
¢inidla a dodrzeni f@sného postupu dle detstho systému. Inkubace se provadi
obvykle i pokojové teplat po dobu 30 minut. Aplikacéinidla na kazdy preparéat je
jednoducha, ale velmiutezita. Musi byt pokryt kompletntkanovy fez. Opatrnosti je
potreba, protoZze celéast tka® musi byt pontena winidle. Nesmi se zde vyskytovat

Z&dné vzduchové bublinf10]
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3.1.2.10 Chromogeny

Vazba antigenu a protilatky neni viditelné. Prodaeinéni prolEhlé reakce se
pouzivaji chromogeny8]

K dispozici je kkolik riznych chromogeh (detekni systémy zfisobujici barevné
reakce). Detalni systém zngeny peroxidazou (n&pPAP) se pouziva jako chromogen
3,3- diaminobenzidin (DAB). ¥enova peroxidaza reaguje se substratef troztoku,
piicemZ oxiduje DAB za vzniku tsdého produktu[8] DAB je v alkoholu nerozpustny,
coz je vhodné pro pouziti s naslednou Sirokou gkékarvicich a montovacich technik.
AEC se stal vice pouzivany. Je obe@ovaZzovan za ménrizikovy karcinogen nez
DAB atak byl zvyhodaény obchodni dodavateli imunohistologickyctinidel.
Nespotebovany roztok DABu musi byt zlikvidovan v nadbytkody. v péb&hu
pracovniho pouziti je DABedny, nebezp& je minimalni. Vyrobci poskytuji DAB
piipraveny k vlastnimu pouziti. To ma nesmirné vyhddgg. pohodli, bezpaost
a mer enviromentalniho zriesteni). [10]

Pro vSeobecnécaly se Bzné¢ pouzivaji DAB nebo AEC. AEC produkuje ostré
cervené zbarveni, které dab kontrastuje s Hematoxylinem. Preparaty musi byt
zamontovany meédiem misici se s vodou {n&0% glycerol), protoze AEC vytiia
produkty rozpustné v alkoholu. Dehydratace pembtictvim etanolu je féba se
vyhnout. Glycerolové montovactipravky mohou byt trvale &neny potenim okraje

kryciho skltka lakem na nehty10]

3.1.2.11 Barveni pozadi a montovani prepardt

Kone:nym krokem imunohistochemického stanoveni je obdraslernych struktur
Hematoxylinem a zamontovani preparatu. Podle zlasien acasu expozice
Hematoxylinu zavistast&n¢ na tom, jakferstvy roztok barviva jecérstw pripraveny

roztok Hematoxylinu vyZaduje mnohem kratSi dobuz mila expozice ve starém
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roztoku). AEC se pouzivd montovaci médium misicd sedou. Montovaci médium se
zaheje az zkapalni. Jedna ze dvou metodf ijedna kapka umista na tkéovém
fezu, a kryci sklo je pomalu poloZzeno na podlozihd slebo jedna kapka je umisa
ve stedu podlozniho skla a kryci sklo se rapiiklada. V obou pipadech se musi
zabranit zachyceni vzduchové bubliny mezi sklenkéadvym rezem. DAB tvdi
produkty nerozpustné v alkoholu, pro Ize pouzitaliév montovaci médium.
Pred vlastnim zamontovanim prepdrage musi tk&oveé fezy odvodnit poni@nim
do vzestupnéady alkohol (90% a 100%) a poté viozit do xylerfd0]

3.1.2.12 Kontroly

V imunohistochemii se pouzivaji pozitivni a negatikontroly. Pozitivni kontroly
musi obsahovatifsluSny antigen. Negativni kontroly potvrzuji sgigeiost pouZzité
metody a slouzi ke zji&ti pritomnosti nespecifického pozadi barveni. To jerdefano
barvenim testovaci tkérv negitomnosti primarni protilatky. Spravné pouzivasdhto

kontrol je nezbytné pro spravnou interpretaci imhistmchemickych vysledk [10]

3.1.2.13 Interpretace imunohistochemickych vysledk

Posuzuje seifiomnost a nefitomnost antigenu v materialu. Jakékoli barveni se

hodnoti vzdy v kontextu klinické anamnézy paciemfjaych diagnostickych vySeni

provedenych kvalifikovanym patologefd.7]

3.1.2.14 Automatizace v IHC

Vzhledem k velké variabikit fixace vzorku a nasledného zpracovani mezi

laboratdemi, nebylo mozné stanovit univerzalni standardisityp pro IHC. Cilem se
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stala standardizace metody vramci jediné labéirtatmZ je provedeno Vifsném
uplatiovani kontrol, jakoz idodrzovanim vSech aspektetody, ¥etnd pripravy

preparai, piiprava a aplikacecinidel, sledovani inkukmich ¢asi. Standardizace
metody a reprodukovatelné testy, v kombinaci soumst poptavkou po dasném
a presném vysledku, vyZaduje automatizaci. Samostatwstup barveni pro tmi

metodu vyZaduje gézrucného laboranta k ziskéni kvalitnich vyslédKLO]

Automatizované nastroje jsou navrzeny tak, aby dapiby ruicni metody barveni.
Zahrnuji pouzitiinidla, inkubaci tkani a oplachnuti prepargtl0]

Pouziti automatizace pro imunohistochemické metodypizi rkolik vyhod.
Skute&na vyhoda automatizace je vtom, Ze poskytuje jegha standardizované
prostedi. Malé mnozstvi ¢inidel je davkovano iesr. Sefi mnozstvi
imunohistochemickycHliinidel a tim i finagni ndklady. Mnoho vyrohicdodavat vlastni
reagencie, enzymy, chromogeny a kontrastni barkéerié musi byt pouzity ve spojeni
S jejich gistroji. Na reagenciichijpravenych k pouziti se nacha&drové kody, které
umozuji pcacitacoveé fizené sledovani a monitorovani objetmuidla, ¢isla SarZze a data
expirace. Pouziti automatizovanéhsproje snizi naklady na personalni zdrfj€)

Na trhu jsou k dispozici 2 typy automatizovanychviicich automait pro rutinni
IHC alISH- Leica BOND- MAX aleica BOND Illl. Meziejich pednost pat
minimalni ztrata tk&¥ vysoka kvalita barveni, davkovani malého mnozstagencii,
rychlost zpracovani a tim i zkrdcena doba Wgset Ristroje jsou pld automatizované
s moznosti fipojeni na LIS, coz zabrani dvojité manipulaci. Elgh fistroji je mér

narana.[18|
3.1.2.15 Vyvoj imunohistochemickych metod na PAT, &mocnice Pisek, a.s.

Zrod Imunohistochemické labordeo na Oddleni patologicko-anatomickém,
Nemocnice Pisek, a.s. Uzce souviselo se vznikemogafického centra v Nemocnici,

Pisek, a.s. doté doby se v jdeském kraji doroku 2006 nachazela pouze& dv

akreditovana mamografickd centra se sidlenCeskych Budjovicich. Zeny
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z piseckého, strakonického a taborského regionuryteny dojiz&t na mamografické
vySeteni do odlehlejSich mist kraje. DalSim impulsem peEmik mamografického
centra byla horSi ndvaznost naslednéep®oba od objeveni nadoru k jeh@hé se
zbyte&én¢ prodluzovala. Nemocnice Pisek, a.sélank dispozici tym erudovanych
specialist s rekolikaletymi zkuSenostmi na diagnostickém mamografgsonografu.
Ptinosem se stala i komplexnostSeni pozitivé detekovanych pacientekcEnych
v kratkém casovem Useku. Po vyjednani smluvnich podminek sevathimi
pojistovnami na kéd preventivni mamografie mohlo mamagkaf centrum zahajit
svou ¢innost. Z pdatku se program potykal s problémy s informovanestejnosti
a klinickych lékai. Mamograficky screening je pin hrazen Zenam od 45. roktku
ve dvour@nich intervalech.

Vznik imunohistochemické laborda® se datuje Kervnu 2004. Do té doby PAT
rutinné diagnostikovalo nadorové afekce prsizmou s¥telnou mikroskopii. Stanoveni
hormonalnich receptdr(ER, PR), proliferéni aktivity (Ki-67) i c-erbB-2 onkoproteinu
(HER2/neu) bylo provasho formou konzultace v #aeni vysSSiho typu. Za podpory
zku3erjsiho personalu na Patologickém okdahi, NemocniceCeské Budjovice, a.s.
apo cetnych Skolenich PAT, Nemocnice Pisek, a.sievpala metodiku
imunohistochemie a stala se &sfanymi. Po rkterych nezdarech nad&ku se
imunohistochemicka metoda stala nepostradateln®ATazaala dosahovat validnich
vysledki, o které se tiive ofFit diagnostika zhoubnych novotvar

Na paétku byla laboratokompletr# vybavena. PAT si zvolila jako dodavatele
reagencii pro imunohistochemii firmu Dako. K denm@asini epitopu byla zakoupena
mikrovinna trouba a pouzival se citratovy pufrutb p rozmezi 6,0-6,2. Dochazelo
k silanizaci podloznich skel, ktera napomahala iZewl histologickyctrezi na sklech,
protoZe tk& behem stanoveni podléhd velkému zatiZzeni ingwi demaskovani
epitopu, oplachovani preparatu promyvacim pufrées komplikace s demaskovanim
epitopa v mikrovinné troub byla v roce 2006 mikrovinna trouba nahrazena varem
preparai v hrnci s citratovym pufrem. Roku 2007 doSlo k&ieni palety primarnich
protilatek a PAT midla k dispozici 14 primarnich protilatek od firmy Kma Mezi €chto

14 primarnich protilatek pétmonoklonalni mysi protilatka ER (Monoclonal Mouse
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Anti-Human Estrogen Receptar), monoklonalni mysi protilatka PR (Monoclonal
Mouse Anti-Human Progesteron Receptor), monokldnairySi protilatka Ki-67
(Monoclonal Mouse Anti-Human KI-67 Antigen), polgklalni kraléi protilatka
c-erbB-2 (Polyclonal Rabbit Anti-Human c-erbB-2 ©pootein), polyklonalni kradi
protilatka S100(Polyclonal Rabbit Anti-S100), molosialni mysi protilatka SMA
(Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actimjpnoklonalni mysi protilatka
ME (Monoclonal Mouse Anti-Human Melanosome- klon Bi5), polyklonalni kraki
protilatka CHRA (Polyclonal Rabbit Anti-Human Chrogranin A, monoklonalni mysi
protilatka BCL2 (Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2nCbprotein), monoklonalni
mySi protildtka CD45/LCA (Monoclonal Mouse Anti-Ham CD45, Leucocyte
Commom Antigen), monoklonalni mysi protilatka CK BBE3 (Monoclonal Mouse
Anti-Human Cykeratin- klon AE1/AE3), monoklonalniysi protilatka CK HMW
(Monoclonal Mouse Anti-Human CK HMW High Moleculaweight). VSechny
primérni protilatky kromi polyklonalni kraléi protilatky c-erbB-2 se zakupuji v balent,
které je pipraveno ihned k pouZiti (ready to use). Polyklonakralici protilatky
c-erbB-2 se dodava v koncentrované férmroto je nutno f&d pouzitim protilatku
upravit narecéni, které doportuje vyrobce. V roce 2007 seznam primarnich pretidat
byl obohacen o dalsfitprotilatky od stejné firmy monoklonalni mysi pitatka CD34
(Monoclonal Mouse Anti-Human CD34 Class Il), morm#hini mysi protilatka DES
(Monoclonal Mouse Anti-Human Desmin) a polyklonalifalici protilatky PSA
(Polyclonal Rabbit Anti-Human Prostate-Specific iyen).

Roku 2009 PAT zavedlo do provozu vodni igze&tera se velmi osdcila
pii demaskovani epitopu a byla nahrazeiedpSlou techniku. Postup demaskovani se
stal vice kontrolovanym procesem a ustoupily pnolyiés poSkozenintezi b¢hem
vareni. Vroce 2009 zalo PAT pouzivat dalSich 5 primarnich protilatekeavi
nejvyznamgjsi se z#&adila monoklonalni mysi protilatka E-cad (MonoclbiMouse
Anti-Human E-Cadherin) a monoklonélni mysi prok&tVIM (Monoclonal Mouse
Anti-Human Vimentin. Monoklonalni protilatka E-Caslin posunula diagnostiku
karcinomu prsu o krok dal, protoZze diky této pédte jsou lekid schopni odliSit

duktélni a lobularni karcinom prsu.
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V roce 2010 se PAT Zala gipravovat na akreditaci v navaznosti na norgsN
EN ISO 15189:2007 Zdravotnické laborao Zvlastni pozadavky na kvalitu
a zpisobilost. S tim souviselo zavedeni odpovidajici utdoéntace a roku 2011 se
zavedla verifikace imunohistochemickych metod dlezguavk zmirgné normy.
V bieznu 2011 se opustil&iprava silanizovanych skel. PAT podlehla trendaala si
objednavat jiz komené pripravena podlozni skla Tissue-Teék AutoWritell
StarFrostiWhite od firmy Sakura Finetek Europe B.V. StarFyostse
pfi imunohistochemickém vy3eni velmi osédcily. Od roku 2010 PAT zaznamenala
zmeénu demaskovani epitopu, kdy vyrobce primarnichiidtek firma Dako doportuje
provadt revitalizaci antigenu v pufru o vySSim pH.

V roce 2012 usggsne PAT dokorila akreditaci imunohistochemického vyi&eti
antigeri a zavedla 2 nové primarni protilatky monoklonamysi protilatka CK 7
(Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 7) a molooiélni mySi protilatka CK 20
(Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 20), comagnilo patologm blize
specifikovat primarni misto metastatického novaivaPo doporteni uvedlo PAT
do provozu detekci p1%“? z cervikalni biopsie pomoci CINtecHistology Kitu.

V dnesni dob méa PAT k dispozici 20 primarnich protilatek. T&ichla se zda byt
dosta&ujici pro diagnostiku ,,patologie okresniho typliKazdym rokem se zvySuji
pozadavky naimunohistochemické vygei, coz zaficinil narist vyskytu novotvar

s rozvojem diagnostickych metod. (Graf 1.)
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Graf 1. Schématické znazosni paitu péipadi a vySetenych primarnich protilatek

na Oddleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisekod.soku 2004 do 2012
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3.1.2.16 VySdatované antigeny a pouzivané protilatky na PAT

pl6

pl6 je sodasti bugtného cyklu pravidelné kaskady a je exprimovanadvgéh
a v cytoplazmy novotvafi spojenych s lidskym papilomavirem (HPV). Je zasyup
ukazatel pitomnosti HPV. P16 potvrzuje zvySené riziko HPVdgrko invazivniho
cervikalniho dlazdicového karcinomu nebo vysokétupre dlazdicové intraepitelialni
léze (HSIL), adenokarcinomu/adenokarcinomu in sauehkého stugh dlazdicové
intraepitelialni 1éze (LSIL)[10]

Na oddleni patologicko-anatomickém pro detekci PX& antigenu se pouziva
monoklonalni mysi protilatka (klon E6/4) obsaZena v CINtét Histology Kitu
od firmy mtm laboratoriem AG natiena proti lidskému p18“? proteinu. Pozitivni
nalez p18*® vykazuje souvislé barveni biln bazalni a parabazélni vrstvy
dlazdicového cervikalniho epitelu nebo bez bankemik povrchovych vrstev (difazni

typ barveni)[19]

S 100

S 100 proteinu je jvodre objeveny v mozkové tkani. S 100 se barvi nukl&arn
nebo cytoplazmaticky. Studie za pomoci elektronovétikroskopu owtila pritomnost
S 100 proteinu v normalnich i neoplastickych metytech. Melanom je té#h vzdy
vyrazré S 100 pozitivni. Pomoci S 100 lze identifikovatarianty dalSich novotvar
véetrg nekterych karcinom, perifernich nervovych nadar a nadory, které obsahuji
myoepitelialni brky, a v dendritickych bitkach, kterécasto doprovazeji novotvary.
S 100 je specificky a cenny gateeni nastroj pro vyhledavani melanocytovych nador
Diagn6za maligniho melanomudite byt potvrzena pozitivnim barvenim s protilatkami
proti HMB-45 nebo Melan A (A103) vifpadech, kdy diagnézaigtava nejasnl0|
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CD 45 (LCA)

CD 45 je znam pod pojmem leukotyt spol€ény antigen (LCA). Jedna sefadu
transmembranovych protéinVyskytuje se na povrchu vSech hematopoetickyatehou
krom¢ erytroidni a megakaryocytarnich n Komegné dostupné monoklonalni
protilatky (€inné oznauji lymfoidni buiky, a to jak benigni tak i maligni, a proto jsou
vhodné pro rozliSeni nadar které vychazeji z hemopoetickych kkn Barveni je

obvykle membran6znj10]

Vimentin

Vimentin je protein o hmotnosti 57 kDa, ktery bylivdre izolovan z kultury
fibroblasti. Vimentin pati do intermedialnich filament. fRomnost vimentinu
v me¢kkych tkanich omezuje jeho diagnostické vyuzZitiadorové patologie. Nachazi se
v béznych proliferativnich endometrialnich epitelidlmidoukach ataké vedisSine
endometridlnich karcinofm Koexpresi vimentinu a nizké molekulové hmotnosti
cytokeratinu nize pomoci vV diferencialni diagnostice endocervik#@n versus
endometrického adenokarcinonfiliQ]

Monoklonalni mysSi protilatka proti Vimentinu od riiy Dako se uplauje
pii identifikaci burek mezenchymalnihogyodu v normalnich i neoplastickych tkanich.

Bunécny vzor barveni je cytoplazmatickil7]

Cytokeratiny

Bézre¢ se pouzivaji cytokeratiny pro hodnoceni 1ézi \asty dlaZzdicového epitelu
vulvy, pochvy, @lozniho ¢ipku. Pati sem AE1/AE3, CAM5.2 (cytokeratin o nizkée
molekulové hmotnosti) CK7 a CK20. CK7 a CK20 nejsobvykle vyjadeny
v dlazdicovém epitelu. V endocervixu, zlazovéiky exprimuji CK7 ale ne CK20,
ktery je vickt v horni ¢asti pohlavniho Ustroji (endometrium, ovaria aoeqy).
Hodnoceni CK7 a CK20 je uziteé pro diferencialni diagnostiku Pagetovy nemoci
vulvy a ukujicich nadolt negynekologickéhotwodu zahrnujici dolni genitalni trakt,

jako je napiklad piimé roz&ieni z tlustého #tva nebo urologické nadoifji.0]
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Bunky zna&ené monoklonalni mysi protildtkou Cytokeratin, klomAE1/AE3
(Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, clone ABE3 od firmy Dako) se barvi

cytoplazmaticky[17]

Cytokeratin 7 (CK7)

CKY7 se silg a difuzré barvi u nadar slinnych zlaz, plic, prsu, ovaria, endometria,
mocoveého néchyfe a thymu, mezoteliomu, neuroendokrinnich nadadenokarcinomu
pankreatu. CK7tzre barvi nadory ze Zaludku a Zbwych cest[10]

Bunky znaené monoklonalni mysi protilatkou proti Cytokema#i (Monoclonal

Mouse Anti-Human Cytokeratin 7 od firmy Dako) sewaytoplazmaticky[17]

Cytokeratin 20 (CK20)

CK20 se vyskytuje v gastrointestinalnim epitelielag) nadorech a v ovarialnich
nadorech. CK 20 je fok&tnpozitivni u nddak prsu a plic. SlouZzi k identifikaci nador
primarnich nebo metastatickych mist. Pozitivni xea¢hi hodnota pomoci kombinace
CK7 a CK20 pomahaipdpowdét pritomnost metastatického karcinomu tlustélteva
v jatrech, na zaklad klinickych vysledk. Pouziti panelu protilatek a intenzita
imunohistochemického barveni je velniilgZita v nejasnychifpadech[10]

Bunky znaené monoklonalni mysi protilatkou proti Cytokema®0 (Monoclonal
Mouse Anti-Human Cytokeratin 20 od firmy Dako) se\b cytoplazmaticky]17]

Cytokeratin HMW

Keratiny HMW jsou pozorovany ve vrstevnatém epitelabect nejsou pitomny
v jednoduchém epitelu viscerdlniho typu. Bazalnikyu prostaty a myoepitelialni
bunééné populace a Zlazové tkanbsahuji také hofnHMW typu Il keratili a LMW
typu i keratrih. Praktické diagnostické pouziti protilatek je itBkovat bazalni
a myoepitelialni biikky v prislusnych organech. Pro tkamprostaty niZze gitomnost
bazalnich bu&k vylowit proces invazivniho karcinomu[lQ] PrestoZze absence
bazalnich bugk barveni v prostats touto protilatkou podporuje diagnézu karcinomu,

nemize byt pouzit vyhradhk diagnostice karcinomu v n8fpmnosti barveni. Vyskyt
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myoepitelidlnich buék v Zlazovych organech, jako jsou prsa, j@edité rozliSeni
benigni a malignich lézi. Tento keratin je takéydbe pritomen v dlazdicovém epitelu
a pouziti vhodnych protilatek je dobré pro detekitazdicoveho diferencialniho
spinocelularniho karcinonpl0]

Pozitivni barveni s monoklonalni mysi protilatkorogp CK HMW (Monoclonal
Mouse Anti-Human Cytokeratin HMW) od firmy Dako mapaha p rozliSeni
benignich 2laz prostaty od adenokarcinomu prostatyurgény vzor se barvi
cytoplazmaticky[17]

Stupa imunohistochemického barveni s keratinem HMW dildtigou je typicky
silny, ale je vidt pouze fokald ve visceralnich epitelovych tkanich, jako je thust

strevo, Zaludek, ledviny a jatrflQ]

Prostaticky-specificky antigen (PSA)

PSA je jedneettzcovy glykoprotein z 237 aminokyselin produkovanygtmradré
prostatickymi epitelialnimi btkami. PSA je rovnorrné piitomen v apikalnicasti
sekrénich  Zlazek unormalni nebo  hyperplastické  preéstat Citlivost
imunohistochemického barveni ude byt snizena ve Spétn diferencovanych
adenokarcinomech. PSA je citlivy a specificky imbistochemicky marker
v diagnostice nadéarprostaty[10]

Protilatka proti PSA se nachazi na vice nez 95%itkami prostaty, ale jsou zde
nckteré abnormality. PSA byl nalezen jako neroveoré barveni v é&kterych
duktélnich karcinomech slinnych Zlaz, az u jedretirty karcinoni prsu a naddr
potnich Zlaz, v periuretralnich Zlazach u obou aohla v gkterych analnich Zlazkach.
[10]

Polyklonalni krali protilatka proti PSA (Polyclonal rabbit Anti-HumaProstate-

Specific Antigen) se barvi Wipomnosti antigenu cytoplazmatickyL7]
Ki-67

Jedna se o prolifekai marker, ktery se pouziva k ziskani objektivnigat

k zarazeni naddr a rékterych chorob. Ki-67 je nuklearni protein, ktery gyskytuje
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ve v8ech fazich bwgného cyklu krom klidové faze @. Tento index zhruba koreluje
s nadorovouitdou, a je dlezity v diferencialni diagnosticetkterych nadat. [10]

Ki-67 byl rovnéZz zjiS€n u benignich a reaktivnich stgvve kterych je ztrata
normalniho dlazdicového zrani. Marker Bémé proliferace slouzi jako diagnosticka
pomicka a nfize poskytnout objektivni metodu k diagnostice |éEkprese Ki-67
antigenu neni pozitivni nebo negativni nalez. Haoidse procento pozitivhich bék
a jejich konkrétni umighi. Ki-67 je snadno interpretovatelny, jako jadebarveni je
ostry a jasny. Kromtoho, Ze je vZzdy pozitivni kontrola na preparattg bul’ v epitelu

nebo v lymfocytech[10]

Chromogranin

Chromograniny jsou monomerni proteiny, které fivaétSi ¢ast rozpustny
bilkovinny extrakt neurosekérich granuli v neuroendokrinnichikach.[20]

Bunky znaené polyklonalni kréti protilatkou proti Chromogranin A (Polyclonal

Rabbit Anti-Human Chromogranin A) se barvi cytoptaticky nebo granuéag. [17]

BCL-2 Oncoprotein

BCL2 onkoprotein je blokatorem smrti apoptickychnélu BCL2 byla prvni
translok&né pridruzena bilkovina identifikovand v lymfomu.fiBlizné tii cétvrtiny
folikularnich lymfomi nesou translokaci, coZz vede k BCL2 overexpresilLBGe
obvykle gitomna v cytoplaz B lymfocyta, prilezitostre zarodénych centrech buik
amnoha T lymfocyt. Je obsazen vetsine lymfomt z malych lymfocyl, véetns
priblizné 80% folikularnich lymfoni. [10]

Bunky zna&ené monoklonalni mysSi protilatkou  proti BCL2 onkoein

(Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2 oncoprotein) seub cytoplazmatickyj17]

Aktiny
Mezi nejuzit€éngjSi skupinu cytoplazmatickych determinant pro defimyogenni
diferenciace je bilkovina aktin[21] Existuje Sest hlavnich izoforeméchto

mikrofilamentarnim kontraktilnich polypepfid které byly uéené pro svalové tké&n
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a kosterniho svalu (skeletal muscle-alplay hladkého svalu (smooth muscle-alpha
a gamma)q srde&niho svalu (cardiac muscle-alphg)ay aktiny.[22]

Protilatka ozné&uje buiky hladké svaloviny, myofibroblasty a myoepiteldudiky.
Protilatka je uzitena pro identifikaci leiomyoriina leiomyosarkorin [10]

Monoklonalni protilatka proti SMA (Monoclonal Mee Anti-Human Smooth

Muscle Actin) od firmy Dako vykazuje cytoplazmatickarveni[17]

CD 34

CD 34 je mozny ukazatel cévni diferenciace. Je wvaditiivy na endotelialni
diferenciaci, bez ohledu na stuipeadoru. BZzr¢ se pouziva jako doptk k diagnoze
n¢kterych nadat. [10]

Monoklonalni protilatka proti CD 34 (Monoclonal Meel Anti-Human CD 34)

od firmy Dako vykazuje membrandzni barvdiir]

Desmin

Desmin je cytoplazmaticky intermedialni filamentarprotein. Nachazi se
ve svalovych bikach a v novotvarech s nimi spojenych. Desmin skatituyge jako
specificky marker pro myogenni diferenciaci n&dpmekké tkarg (nag. leiomyomy).
[10]

Monoklonalni primarni protilatka proti Desminu (Mmeional Mouse Anti-Human

Desmin) vykazuje cytoplazmatické zabarvenit&enmit charakter viakefl7]

c-erbB-2 Oncoprotein (HER2)

Jedna se o transmembranovou tyrosinkinazu o relatnlekulové hmotnosti 185
kDa, kterd pdt k epidermélnimirstovym faktotim. Aktivace onkoproteinu je Kibva
pro st a diferenciaci. Overexprese onkoproteinu c-e2ble patrna u lidskych
karcinomi. [10] Tento receptor se vyskytuje u20-30% Kkarcidonprsu.
Imunohistochemické stanoveni Her2 je screeningoggt ta ma dezitou roli
v diagnostickém testovani Her2 proché trastuzubamem. Pokud je barvitelnost

nejednozné&na detekuje se amplifikace genu Her2 fluoresoehybridizaci in situ[23]
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Monoklonalni protilatka Herceptif blokuje aktivaci onkoprotein c-erbB-2 a vyuZiva
se pro |ébu karcinomu prsy10]

Polyklonalni kralki protilatka proti c-erbB-2 onkoprotein slouzZi padgagnostiku
karcinomu prsu, plicnich adenokarcingnkolorektalnich adenokarcindm plicnich
adenokarcinorin z dlazdicového epitelu a karcindmaludku. Pro onkoprotein c-erbB-2

je specifické barveni bgdtné membrany[.17]

Progesteron receptor (PR), Estrogen receptor (ER)

ER a PR jsou wezitymi prognostickymi faktory u karcinaimprsu. Pokud je ER
piitomen v nadorovych hikach karcinomu prsu,ipdpoklada se, Ze je nadorovistr
endokring fizen. [24] Pritomnost ER a PR je dobryfenpoklad Usgsnosti terapie
tamoxifenem a jinych endokrinnich terapii. Kiépmnost ER a PRipdpovidatasnou
recidivu a nizkou Sanci naqiti. Monoklondlni protilatka je vhodna pro staaov
hladiny exprese progesteronového receptoru v tkaanikarcinomu prsu.
Imunohistochemické vyS@&ni se hodnoti semikvatitati'n Bunky znaené
monoklonalni protilatkou proti ER (Monoclonal MausAnti-Human Estrogen

Receptora) nebo monoklonalni protilatkou proti PR (MonoclbiMouse Anti-Human

Progesterone Receptor) vykazuje jaderné bar{eni.

Melanosome klon HMB 45

Antigen indikuje aktivni tvorbu melanozomu, a tedglanocytickou diferenciaci.
[10]

Monoklonalni mysi protilatka proti Melanosome klddMB 45 je vhodna
pro identifikaci melanocyit s tvorbou nezralych melanosénv normalni kzi, nervu
a tkani melanomu. Vysledky napomahaji kazeeni melanoin a melanocytovych lézi
a [ rozliSovani nemelanotickych melanémod Spatd diferencovanych nador

nejasnéhovodu. Burgcny vzor je cytoplazmaticky17]
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E-cadherin

E-cadherin je transmembranovy protein. E-cadhemn nachazi v duktalnim
karcinomu prsu a v lobularnim karcinomu chybi, napomaha k jejich odliSerjiL(]

Monoklonalni protilatka proti E-cadherinu (Monocldn Mouse Anti-Human

E- cadherin) ddva mebrandzni a nebo cytoplazmatibkéveni[17]
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4 Cile prace

Cilem prace je porovnat specidlni metodiky k deaf novotvai- histologické
(zakladni) vysSéeni a od toho se odvijici vtb specialnich (dodopvacich) metod
specialni barvici metody v histologii versus imuistdthemické metody. Dale chci
zmapovat vyvoj imunohistochemickych metod a volbiimarnich protilatek a jejich
uplatreni na Oddleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek, aZistit nové
trendy v imunohistochemii a jeji upl&m v budoucnosti.
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5 Metodika

5.1 Charakteristika

Na Odcleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek, jaeggn zpracovavala
praktickoucast bakaléské prace, ktera se usk&énda od 1.1.2011 do 31.12.2012.

VySetovany soubor se skladal ze vzoylkteré byly morfologicky posouzeny dle
histologického vyséeni Iékdem jako maligni melanomy. Wahto vzorki bylo pouzito
k potvrzeni diferencidlni diagnostiky maligniho Br@mu imunohistochemické
vySeteni pomoci monoklonalni mysi protilatky proti MEqk HMBA45) od firmy Dako
a polyklonalni krakii protilatky proti S100 proteinu od firmy Dako aespalni barvici
techniku v histologii pomoci argentafinni reakceréu se prokazuje pigment melanin.
za rok 2012 jsem jich takto vy$ed 14.

DalSi vySetovany soubor se tykal vzarknyogennich novotvéra jejich rozliSeni.
Po zakladnim histologickém vy$ehi bylo 94 vzork postupd jeSe
imunohistochemicky vySggno pomoci monoklonalni mysi protilatky proti SMA
a monoklonalni mysi protildtky proti DES od firmyako a provedeno iphledné
barveni Hematoxylin van Gieson. Pomoci barevni Heryéin van Gieson odliSuji
jadra bugk, kolagenni vazivo a svalovina, coZ se upl@ u myogennich novotvar

které obsahuji svalova vlakna.

5.2 Preanalyticka faze

Zasady pro spravny odbmaterialu jsou popsany v Laboratortiirpéce Oddleni
patologicko-antomického, Nemocnice Pisek, [25]

Odebrany material se ihned vklada do nadobky raplrz¢asti fixatni tekutinou.
Podle objemu vzorku se figai tekutina doplni. Autolyzovany material jeirk
zpracovatelny a pro &Sinu metod nevhodny. Ngjstji se pouziva v &né praxi
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10% formol. Primarni vzorek se sipodnim listem zasle na PAT, kde je zkontrolovana
spravnost udéj na nadobce s primarnim vzorkem avyadnim listem. Po kontrole

Gdaji jsou vzorky pijimany pod laboratornimiislem do LISu.

5.3 Analyticka faze

5.3.1 Z&kladni histologické vySdteni

Po @ijmu vzorku Iék& makroskopicky popiSe primarni vzorek a ukroji ank
morfologicky abnormalnéasti a vybere nasledny typ vy&ati nezbytny pro stanoveni
diagndzy[26]

Tkanove bloky jsou nasle@nvkladany do urlohmotnych ¢i kovovych kazet
opatenych vékem. Tyto krabiky maji izné rozngry podle velikosti a objemu daného
materialu. Kazeta je ozdena laboratorningislem pacienta a obsahuje Gdaje 6tpo
tkanovych bloki a typu indikovaného barveni. Poté se kazety viiédiakovového
koSiku a propiraji se pod tekouci vodou 10 minubSiek s kazetami se vlozi
do tk&oveho automaut Histomaster DDM- P800 od firmy MD$o@p- Bavimed
GmbH (viz Riloha 1), ktery je naprogramovany, aby se ko$énpaSel do witych lazni
s roztoky wasovém intervalu a udrzoval tekuty parafifi tpplo€ 65°C. Odvodani
tkare pomoci vzestupnéady etanolu, prosyceni tk&rxylenem a parafinem probiha
na PAT ges noc[26]

Nasledujici pracovni den se tk&€é bloky zalévaji do tekutého parafinu
piedeltatého nateplotu 62°C pomoci parafinové zalévatkyliTES 99 od firmy
Medite- Medizintechnik (viz Rloha 2). Parafinové béky se chladi na chladicim
modulu TES 99.410 od firmy Medite- MedizintechnikmBH giblizné 30 minut az
1 hodinu. Zchlazené parafinové thky se kraji na mikrotomu HM 200 Ergostar
od firmy Microm GmbH (viz Flloha 3). Pomoci tohoto mikrotomu histologickezy
dosahuji tloudky 3 az 4 um. Ukrojené tenki&zy se napinaji na vodni lazni, ktera

obsahuje roztok destilované vody s Zelatinou. Zdw®bipa selekce ukrojenyciez.
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NejkvalitnéjSi histologickéiezy se natahuji na oztené podloZzni sklo a histologické

preparayt se vkladaji do nosi[26]

Barveni Hematoxylin eosin

PAT k zakladnimu histologickému barveni vyuzivaviter automat AutoStainer
XL (ST 5010) od firmy Leica Microsystems (viziibha 4). Barvici automat ma
k dispozici picku, kde se suSi histologické prefyapé teplot 63°C po dobu 15 minut.
Poté se preparaty v nosidopravi do lazni s xylenem, kde probiha odpacafami
histologickychiezi 21 minut. Nasledh se nosi oplachuje ve 3 laznich 96% etanolu
od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.0. Hradec Kralovéninutu a 30 vtéin a ve 2 laznich
s tekouci vodou po dobu 1 minuty a 30firteHistologickétezy jsou nyni fipraveny
k vlastnimu barveni. Nosise vklada do Harrisova hematoxylinu od firmy Merck
spol. s.r.0., kde se histologické&zy barvi 2 minuty. Diferenciance jader probih&a
v tekouci vod v ¢casovém intervalu 4 minut. N@sse barvi v 1% etanolovém roztoku
eosinu od firmy SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH 2 minutyPoté se histologické
fezy oplachuji v laznich s 96% etanolem, acetonztoku acetonu s xylenem v pdm
1:1 a xylenu od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.o. Hea Kralové 2 minuty a 45 vie.
Histologické fezy se uzaviraji pod kryci sklo pomoci montovaaimédia Entellanu
od firmy Merk spol. s.r.g.27]

5.3.2 Barveni Hematoxylin van Gieson

Hematoxylin van Gieson pgatna PAT mezi réni metody barveni.#d vlastnim
barvenim se musi histologick&ezy ukrojit, natahnout na podlozni sklo, ususit
v biologickém termostatu BT 120 od firmy Laboratopiistroje u.p. pi teplo& 60°C
po dobu 20 minut, odparafinovat v xylenu 20 minupraprat histologickérezy
v sestupn&adct etanoti (96%, 80%, 70%) od firmy Dr. Kulich Pharma, s.ritradec
Kralové. Sklegny nost se vlozi na 2 az 5 minut do Harrisova hematoxybdufirmy

Merck spol. s.r.o. Po uplynuti této doby se higjake fezy oplachuji pod tekouci
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vodou do zmodrani jader. Poté se histologické pépdarvi 5 az 10 minut v roztoku
van Gieson od firmy SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH. Jddylo zmireéno jiz dive,

histologické preparaty se v dalsim kroku oplachw§i6% etanolu, acetonu a xylenu
dodané od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.0. Barveematoxylin van Gieson se téz

montuje do Entellanu od firmy Merk spol. s.{.87]

5.3.3 Argentafinni reakce

Nejprve se ukroji histologickiezy z parafinového bloku a natdhnou se na podlozni
sklo. Preparaty se susi 20 minut v biologickém testiatu BT 120 od firmy Laboratorni
piistroje u.p. fpteplo€ 60°C. Po usuSeni sezy ged vlastnim provedenim reakce
odparafinuji 20 minut v xylenu a oplachuji sestupaé& etanot (96%, 80%, 70%)
od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.o. Hradec Kralové va vod. v prvnim kroku
argentafinni reakce se odparafinovaeey oxiduji v Lugolo¥ roztoku gipraveném
v Lékarrgé, Nemocnice Pisek, a.s. 10 minut. Oplachnie®y destilovanou vodou se
impregnuji ve tm 24 hodin v amoniakalnim roztokutisra od firmy Dr. Kulich
Pharma, s.r.o. Hradec Kralové. Po uplynuti stanéveioby seiezy oplachnou
v destilované vod a fixuji se 5 minut v roztoku 5% thiosiranu sodmébd firmy
Dr. Kulich Pharma, s.r.0o. Hradec Kralové. Naskede iezy ot propiraji v tekouci
vodk po dobu 5 minut a v destilované wodladra se dobarvuji jadrovaierveni
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH 5 minut.Rezy se oplachuji pod tekouci vodou
a odvoahuji v 96% etanolu, oplachuji v acetonu a acetormyl a projasuji v xylenu
od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.o. Hradec Kralov@barvené preparaty se montuji

do Entellanu od firmy Merk spol. s.rf27]
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5.3.4 Imunohistochemické metody

Pt imunohistochemickém vyS@ni antigefi se klade draz na informace
vyplivajici z dopordeni vyrobce, coz je vifpadt PAT firma Dako.

Pred kazdym imunohistochemickym vyfsti se musi zkontrolovat pH
promyvaciho pufru o pH 7,4- 7,8 (Wash Buffer) odnfy Dr. Kulich Pharma, s.r.o.
Hradec Kralové a pufru, ktery slouzi k demaskowepifopi o pH 9 (Epitope Retrieval
Solution) od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.o. Hrade@lové.

Oproti histologickému vyss&gni se tkaoveé fezy natahuji na specialni podlozni
potazend skla- Tissue-TiekAutoWrite[l StarFrosiWhite od firmy Sakura Finetek
Europe B.V. Preparaty se suSi v @osi biologickém termostatu BT 120 od firmy
Laboratorni pistroje u.p. fiteplo€ 60°C optimald po dobu 24 hodin. Po uplynuti
stanovené doby se preparaty poram xylenu na 20 minut, kde dochazi k deparafinaci
Po vyjmuti nosie se preparaty oplachuji v sestupgaé etanol (96%, 80%, 70%)
od firmy Dr. Kulich Pharma, s.r.o. Hradec Kralovéestilované vo#l Nasleduje
vloZeni nosie do nadobky s pufrem opH 9, ktery je usrigt ve vodni lazni.
V digitalni vodni 1&zni GTR 190 od firmy I.S. Cd Sede Operativa Via Sardegna (viz
Priloha 5) dochazi k demaskovani epitopii teplo& 97°C po dobu 20 minut.
Po uplynuti této doby se nadobka s tesi vyjme a necha se chladnotit gokojové
teplo€ 20 minut. Po zchladnuti se preparaty oplachujywek v promyvacim pufru 5
minut. Red vlastni aplikaci reagencii je nutnoclad krouZzek kolem tkigovéhotezu
tuzkou PAP-PEN, aby se zabranilo roztékani chenfik@ celém preparatu. Tuzka
obsahuje lipoidni substance. DalSim krokem je Zablani endogenni peroxidazy, kdy
se na preparaty nanese 10% roztok peroxidu vodikkirmmy OVERLACK AG EURO-
SARM s.r.o. anecha seagobit 10 minut ve vihké konie, aby nedochézelo
k vyschnuti tkdovych fezl. Po uplynuti stanovené doby se preparaty vyjmalnkz
komory a oplachuji se v kywetpromyvacim pufrem. Na jednotliviezy se aplikuje
primarni protilatka pro diagnostiku maligniho medaru monoklonalni mysi protilatka
proti ME (Monoclonal Mouse Anti-Human MelanosomérkHMBA45) od firmy Dako
a polyklonalni kraldi protilatka proti S100 (Polyclonal Rabbit Anti&%) od firmy
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Dako. V gipadt diagnostiky myogennich novotvase aplikuje monoklonalni mysSi
protilatka proti DES (Monoclonal Mouse Anti-Humdbesmin) od firmy Dako

a monoklonalni mysi protilatka proti SMA (MonockirMouse Anti-Human Smooth
Muscle Actin) od firmy Dako. Takto nanesené primdmotilatky se inkubuji 30 minut
ve vlhké komoe. Poté séezy ot oplachuji promyvacim pufrem. Na jednotlikezy se
aplikuje zng&eny polymer Dako Envision + Dual Link System- HR& frmy Dako
anecha se inkubovat 30 minut ve vihké koenoNasledd se preparaty oplachuji
v promyvacim pufru. Po odstram pirebytku promyvaciho pufru se naiik&é rezy
nanasi sis DAB+ Chromogenu a DAB+ Substrate Buffer od firdgko, ktery se
pied aplikaci musi radit (1 kapka DAB+ Chromogenu a1l ml DAB+ Substrate
Buffer). Preparaty se takto ponechaji ve vihké kéentO minut. Pokud tkéovy fez
obsahoval prokazovany antigen, vysledkem jeé¢dBn zbarveni vytv@nych
imunokoplexi. Po uplynuti stanovené doby se preparaty oplachukyvet

s destilovanou vodou. V dalSi fazi se obarvi prégamtarrisovym hematoxylinem
po dobu 1 minuty, coz slouzi k zvyr&m jader. Preparaty se oplachuji vodou dokud
nezmodraji jadra. V poslednim kroku se preparatiaabiji v 96% etanolu, acetonu,
acetonu s xylenem a v xylenu. Po vyjmuti z xyleayreparaty uzaviraji pod kryci sklo
pomoci Entellanu od firmy Merk spol. s.r.o. a jsptipraveny pro mikroskopické
hodnoceni[27]

5.4 Postanalyticka faze

Diagnostika, kterou provadi Iékd@patolog), je zaloZena na komparaci Zji§tch
morfologickych zndn (nefasgji bunck ¢i tkani) a odbornych zkuSenosti ke stanoveni
zawrecné diagnozy, které ziskal vramci svého dosavadnibdilavani v oboru
patologickd anatomie. K tomutocélu navic vyuziva dostupnou odbornou literaturu
véetnd obrazovych atlas medicinské webové servery i pomoc svych kiblegamci
konsultaci[26]
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Histologicky zpracované preparaty obarvené Hemditoxy eosinem
a specialnimi technikami v histologii se mikroskakyi prohlizeji i zvétSeni 40x,
100x, 200x a 400x oproti imunohistochemické metokidy se preparaty sleduji
pii zvétSeni 100x, maximai200x.

Pfi diagnostice maligniho melanomu se sleduji z Hemydinu eosinu bu&né
struktury a pitomnost melaninu (#oha 6, Riloha 7), transepidermalni propagace
(Priloha 8) a mitoticka aktivita @Hoha 9). V dalSich krocich je vy$ehi dophovano
o imunohistochemickéstanoveni S 100 proteinu a HMBa o argentafinni reakci, kde
se prokazuje ifitomnost melaninu. Melanin vykazuj&i pnpregnaci amoniakalnim
roztokem gstibracerné zbarveni {oha 10). S 100 protein se bani pozitivni reakci
s pislusnou protilatkou cytoplazmaticky nebo nukl€garHMB 45 cytoplazmaticky.

Pfi diagnostice myogennich novotuarnag. leimyomi se bere naigtel
z Hematoxylinu eosinu bétna struktura ajeji vlastnosti, (néfjomnost znamek
regrese, cirkukéni zmeny, cytologické atypie, poruchy zakladni architeliky (Priloha
13, Riloha 14, Filoha 15). U barveni Hematoxylin van Gieson se gkeglfitomnost
svaloviny, ktera se barvitigozitivni reakci zlwk nekdy slalg Zlut (Priloha 16).
Pri imunohistochemickém vySeni desminu a hladkosvalového aktinu se pozoruje
piitomnostéi nepfitomnost &chto antigen, které se sifslusnymi protilatkami barvi
cytoplazmaticky (Elloha 17, Filoha 18).
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6 Vysledky

Od 1.1.2011 do 31.12.2012 bylo histologicky vigeb 8 221 vzork z toho
imunohistochemicky 334 vzoilk(Graf 2.).

B Histologické wyietieni

B Imunahistochemické
wyietreni

Zdroj: Autor

Graf 2. Znazorrni poneru pcaitu histologickych a imunohistochemickych
vySeteni na Oddleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek,zasok 2012

U histologickych vzork bylo vytvaeno 33 169 zakladnich prepdratbarvenych
barvenim Hematoxylin eosin a 3 660 prepardtde byly pouzity specialni barvici
metody Vv histologii. B imunohistochemickém vy3eni bylo vytvdeno 1 237
preparat (Graf 3.).
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B 73kladni barveni HE

W Specidlni barveni

» Imunaohistochemické
barveni

Zdroj: Autor

Graf 3. Znézorrni pormeru paitu histologickych preparatobarvenych barvenim
Hematoxylin  eosin  (HE), specialnimi barvicimi metod v histologii
a imunohistochemickym barvenim na Q@i patologicko-anatomickém, Nemocnice
Pisek, a.s. za rok 2012

Z nize uvedeného grafu (Graf 4.) je patrné, u kienyacieni se nejasgji provadi
imunohistochemické vySeni. Nejvice imunohistochemickych vy&eati se indikuje
z gynekologického, chirurgického a urologického &eldi, coZ souvisi s operativnimi
zakroky. Z gynekologického odigni se nejvice detekuje P16 z konizatu cervixu
nebo cervikalni biopsie pomoci CINtedistology Kitu. Z oddleni urologie dominuje
v naSem portféliu profilovani pugké bioptovanych vzork z predstojné Zlazy, dale
z resekdt matového néchyke po. z varlat pomoci Skaly cytokeratira prostatického
specifického antigenu. Z ode@ni chirurgie a radiodiagnostiky reptji dopliuje
imunohistochemické vySeni stavu hormonalnich receptprproliferani aktivity
prostednictvim klonu MIB 1 indexu adale eventuelroverexprese Her-2/neu

onkoproteinu u mammarniho karcinomu.
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Graf 4. Znazozgni pcaetu vzorkKi vySetenych imunohistochemicky podle
jednotlivych oddleni v Nemocnici Pisek, a.s. za rok 2012
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Tab. 1 Vysledky stanoveni maligniho melanomu pomoci inhistochemické

metody (monoklonalni mysi protilatka proti ME klatMB45 a polyklonalni kradi
protilatka proti S100, oboje od firmy Dako) a argdimni reakce

Typy vySetireni Pocet vzorki

Patet malignich melanotndiagnostikovanych v roce 2012 14

Imunohistochemické vyS@mni pomoci protilatky anti-S100:

Pozitivni barveni 14
Slake pozitivni barveni 0
Negativni barveni 0

Imunohistochemické vySemni pomoci protilatky anti-HMBA45:

Pozitivni barveni 12
Slakg pozitivni barveni 0
Negativni barveni 2

Specialni barveni- argentafinni reakce:

Pozitivni barveni 11
SlakE pozitivni barveni 0
Negativni barveni 3

Zdroj: Autor
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W pozitivni barveni

W negativni barveni

Zdroj: Autor

Graf 5. Znazorgni pfitomnosti HMB 45 pomoci imunohistochemie

ve vySetovanych malignich melanomech

W pazitivni barveni

M negativni barveni

Zdroj: Autor

Graf 6. Znazorgni piitomnosti S 100 proteinu pomoci imunohistochemie

ve vySetovanych malignich melanomech
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W pozitivni barveni

W negativni barveni

Zdroj: Autor

Graf 7. Znazorgni pifitomnosti melaninu pomoci argentafinni reakce lignach

melanomech
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Tab. 2 Vysledky stanoveni myogennich novotvgsomoci imunohistochemické
metody (monoklonalni mysSi protilatky proti SMA afir DES od firmy Dako)

a Hematoxylinu van Gieson

Typy vySetieni Pocet vzorki

Patet myogennich novotvardiagnostikovanych v roce 2012 94

Imunohistochemické vySemni pomoci protilatky anti-SMA:

Pozitivni barveni 92
Slakg pozitivni barveni 0
Negativni barveni 2

Imunohistochemické vy3Semni pomoci protilatky anti-DES:

Pozitivni barveni 92
SlakE pozitivni barveni 0
Negativni barveni 2

Specialni barveni dle Hematoxylin van Giesona :

Pozitivni barveni 72
SlakE pozitivni barveni 22
Negativni barveni 0

Zdroj: Autor
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W pozitivni barveni

W negativni barveni

Zdroj: Autor

Graf 8. Znazorgni pritomnosti desminu a hladkosvalového aktinu stanoveného
pomoci imunohistochemie ve vyEatanych myogennich novotvarech
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B pozitivni barveni
B =labé pozitivni barveni

W negativni barveni

Zdroj: Autor

Graf 9. Znazorgni zastoupeni svalstva zviditéhé barvenim Hematoxylin van

Gieson ve vyS@&bvanych myogennich novotvarech

Tab. 3 Specifita a senzitivita specialniho barveni vdi@gii a imunohistochemie

Specialni barveni Imunohistochemie
senzitivita nizsi vysoka
specifita nizsi vysoka

Zdroj: Autor
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7 Diskuze

V bakaldské prace se zatfuji se na porovnani specialnich metodik k deaf
malignich melanorin a myogennich novotvéar pomoci histologického (zéakladniho)
vySeteni a od toho se odvijejiciho Wh specialnich (dodovacich) metod- specialni
barvici metody v histologii versus imunohistochdgéimetody.

Pri diferencialni diagnostice maligniho melanomu gdatiuji barvici metodiky
na pfikaz pigmentu melaninu, mezi které ifpatrgentafinni reakcérgentafinni reakce
neni specifickd, protoZze se krénmelaninu roztokem &bra impregnuiji ijiné latky
piitomné v cytoplazth nag. lipofuscin a granula vakterych buikach. Pikaz
pigmentu je znéné¢ komplikovany, protoze &Sina reakci neni dost specificka. Je
vhodné pouZzivat krotnprikazu pigmentu vice metod a porovnat jejich vysled&g.

metoda na fitkaz polysachariil (PAS reakce) a lipitl(sudanov&enm). [14]

Pri stanoveni diagnozy maligniho melanomu je nezbptrsizovat vice parameéjr
jez odpovidaji morfologickym atypiim a biologickémwhovani novotvaru.
Imunohistochemické vy3eni je dilezité indikovat v pipadech, kdy neni mozné
jednoznéné stanovit diagnézu ze zakladniho barveni Hematoxgdisin. Toto se fize
aplikovat u amelanoticky melandim u nadoit s pagetoidnim dstem bez dalSich
znamek s¥dcici pro melanom nebo wkterych malobu&nych nadol napodobuijici
melanom. Nejastji se indikuje protilatka proti S 100 proteinu afiaka HMB 45,
Mart-1/Melan a a Ki-67[12]

S 100 protein je senzitivni, ale k@ specificky diagnosticky prostdek. Neni
vhodny pro rozliSeni malignich a benignich melamoeych 1ézi. Slouzi k odliSeni
melanomu od jinych diferencovanych nemelanomovyaVotvaii. [12] Monoklonalni
protilatka S 100 zri@a 100% koznich melanin

Naopak monoklonalni protildtka HMB 45 vykazuje viksa specifitu
s melanomem, ale reaguje s omezenygitgro jinych novotvar nag. prsu.[12] Autori
Saty A. M., Vogel A. M., Hoak D., Gough F. a McNMt A. poukazali na absolutni
specifitu pro hodnoceni melanocytarnich nadé&dy monoklonalni protilatka HMB 45
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reagovala s 60 z 62 melandmProtilatka HMB 45 je vhodna pro rozliSeni Sgatn

diferencovanych nadémejistého pvodu.[28]

Amelanotické melanomy jsou obti&nodliSitelné od jinych epitelialnich
a nonepitelidlnich malignich 1ézi vzhledem k abspigmentu melaninu, proto je nutné
provést imunohistochemické vyBmti. Amelanotické melanomy vykazuji
imunoreaktivitu na HMB 45, S 100 proteinu a Melaiig]

Pri diferencialni diagnostice myogennich novofvae v sodasné dob uplatiuje
piehledné barveni Hematoxylin van Gieson v podstatensi mie, nez tomu bylo
v minulosti. Hlavnim problémemustava mensi specificita @&kdy i nejednoznéna
diferencovatelnost barevnych odstinve vlastnim preparatu znestiagci az
znemo#ujici v nekterych gipadech spolehlivé stanoveni diagnézy. Z tohdieodu je
dnes v pipad potieby verifikace myogenni charakteristiky novotvarummoha
laboratd@ich ugrednosiiovdn imunohistochemicky fkaz hladkosvalového aktinu
a desminu (mimo jinych) jako Kidvych parametr. S vyhodou Ize pak vyuZit pozitivni
protilatkové reakce s hladkosvalovym aktinem u npyiedii pii patrani po event.
invazivit¢ predevSim kodliSeni in situ a mikroinvazivnich tufhove Zlazovych

organech.

Mezi hladkosvalové markery gaidesmin, hladkosvalovy aktin (SMA) a svalovy
specificky aktin (MSA). U 30 leiomyosarkambyly imunohistochemicky vySiny
hladkosvalové markery. Desmin byl nalezen u 28 ngimsarkoni, SMA u 30
leiomyosarkon a MSA u 29 leiomyosarkoin [30]

ay es

miru jistoty @i urcovani givodu buiky.
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8 Zaveér

Na Oddleni patologicko-anatomickém, Nemocnice Pisek, layty za rok 2012
vySeteny imunohistochemicky 4% vSechiijatych vzorki. Z celkového pé&tu
histologickych preparétbylo obarveno 87% prepatgbouze Hematoxylinem eosinem,
10% prepardit navic specialni barvici metodou v histologii a 3#oplnino
o imunohistochemii. Nejvice se imunohistochemieatipje v operativnich oborech-
gynekologie, chirurgie a urologie a diky ateni mamografického centra a moznostech

screeningového programu i radiodiagnosticky obor.

Imunohistochemické vyS@ni pouzité v diagnostice malignich melamopomoci
monoklonalni protilatky proti HMB 45 bylo u&gné v 86% a u polyklonalni protilatky
proti S 100 ve 100% oproti barveni argentafinnkceana pitkaz pigmentu melaninu,
které napomohlo v diagnostice ze 79%. Timto soubae vySdilo 14 vzorki v roce
2012.

U myogennich novotvar se vySdilo 94 vzorki, u kterych pozitivity barveni
pomoci monoklondlni protilatky proti SMA a proti &minu dosahovala 98%.
Hematoxylin van Gieson barvil 78% svaloviny se @iinintenzitou a 22% se slabou

pozitivitou.

V diferencialni diagnostice tumibrmyogenniho fivodu se v sotasné dob
upiednosiiuji pred specialnim barvenim imunohistochemické metodygsokou miru
senzitivity i specificity, stejéijako v diferencialni diagnostice maligniho melarnom
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11 Prilohy

Priloha 1: Tk&iovy automat Histomaster DDM- P800 od firmy MDS Gre®avimed
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Piiloha 2: Parafinova zalévaci linka TES 99 od firmy Mediedizintechnik

Zdroj: Autor

Piiloha 3: Mikrotom HM 200 Ergostar od firmy Microm GmbH
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Priloha 4: Barvici automat AutoStainer XL (ST 5010) od firiogica Microsystems
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Priloha 5: Digitalni vodni lazé GTR 190
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Priloha 6: Maligni melanom- obarveny HE (40x)
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Priloha 7: Maligni melanom- obarveny HE (100x)
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Priloha 8: Maligni melanom- transepidermalni propagace v HEDX)
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Priloha 9: Maligni melanom- mitoticka aktivita v HE (200x)
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Priloha 10: Maligni melanom- pozitivni argentafinni reakcepmékaz melaninu (100x)
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Priloha 11: Maligni melanom- pozitivni reakce kifxazu s 100 proteinu (100x)
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Priloha 12: Maligni melanom- pozitivni reakce kifxazu HMB 45 (100x)
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Priloha 14: Leiomyom- HE (100x)
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Priloha 15: Leiomyom- HE (200x)
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Priloha 16: Leiomyom- Hematoxylin van Gieson (100x)
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Priloha 17: Leiomyom- pozitivni reakce k flkazu hladkosvalového aktinu (100x)
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Priloha 18: Leiomyom- pozitivni reakce k fkazu Desminu(100x)

Zdroj: Autor



