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Tuto publikaci jsme koncipovaly jako vybér zaklad-
nich histopatologickych diagndéz. Je urcena zvlasté
studentdm pregradudlnich |ékafskych oborl a za-
¢inajicim [ékaflim v oborech patologicka anatomie
a soudni lékafstvi.

Naprostou vétsinu histologickych obrazl tvofi
tkané fixované ve formolu a zpracované klasickou
parafinovou technikou, fezy jsou barveny hema-
toxylinem-eozinem. Pouze v nékterych pfipadech
jsme pro ilustraci doplnily i specialni barveni a imu-
nohistochemickou detekci, bez kterych se rutinni
praxe v soucasné dobé neobejde. Pfed souborem
fotografii je zafazena kratka kapitola, kterd v za-
kladech seznamuje ¢tenare s histopatologickymi
a mikroskopickymi technikami, véetné metod mo-
lekuldrni patologie, které se v moderni diagnostice
stale vice uplatiuiji.

Doufame, ze barevné fotografie zachycujici cha-
rakteristicky histopatologicky obraz onemocnéni
doplnéné odbornym komentafem napomohou lepsi
orientaci a pfispéji k hlubsimu porozuméni mikro-
skopickych nalez(.




2 Mikroskopicka technika a jeji interpretace

Mikroskopicky obraz vznika na zadni ¢asti objektivu
ohybem svétla strukturami v histologickém prepa-
ratu jako tzv. primdrni obraz. Zvétsenim primar-
niho obrazu okularem ziskame sekunddrni obraz.
Vysledné zvétseni dostaneme ndsobenim zvétseni
okuldru a numerické apertury objektivu.

V bézné histologické praxi pouzivdme okular se
zvétsenim 10x, pfi pouziti tohoto okularu ziskdme
nasledujici typy zvétseni:

o prehledné: objektiv se zvétsenim 2,0-5,0%; cel-
kové zvétSeni 20-50x%

e malé: objektiv se zvétsenim 10-20%; celkové
zvétseni 100-200x

o velké: objektiv se zvétsenim 40x; celkové zvétseni
400x

Pokud potfebujeme zobrazit cytologické detaily,
pouzivdme imerzni objektiv se zvétsenim 100X, cel-
kové zvétseni bude tedy 1000x.

Abychom dosahli kvalitniho obrazu v mikro-
skopu, je nutné se zamérit na nékolik faktor(, které
musi byt navzajem sladény - svételny zdroj, systém
¢ocek a oko. Artificidlni svétlo, vétsinou zluté nebo
cervené, se upravuje uzitim modrého filtru. K regu-
laci svételného zdroje slouzi kondenzor, jeho zvyse-
nim nebo snizenim ziskame optimalni a uniformni
osvétleni sledovaného pole. Pro zlepseni kontrastu
obrazu se pouziva clona.

Prvnim krokem pfi vysetfeni histologického pre-
parétu je jeho prohlédnuti prostym okem. Ziskdme
tak zakladni topografické informace o velikosti a roz-
loZeni vzorku; teprve potom pouzijeme mikroskop.
Prehledné zvétseni nam ukaze zakladni prehled
o strukturach tkani, malé zvétSeni zobrazi tyto struk-
tury ve vétsim detailu. Ziskame tak uceleny obraz
vsech dilezitych struktur, které se v lézi nachézeji.
Je nesmirné dulezité peclivé a systematicky prohléd-
nout cely preparat. Prakticky viechny histopatolo-
gické zmény mohou byt diagnostikovany pfi malém
zvétseni (20x). Toto zvétSeni poskytne dostatecné
informace o slozeni tkané, velikosti a tvaru bunék,
mnozstvi, vzhledu a barvé cytoplazmy, velikosti
a ulozeni jader. Velké zvétieni pak umozni pozoro-
vat jednotlivé detaily, jako jsou struktura cytoplazmy,
rozloZeni jaderného chromatinu, mitézy atd., a pouze
upresnuje jiz ziskané informace z malého zvétseni.

Je dulezité si uvédomit, Zze spravnou histo-
logickou diagnézu mizeme stanovit pouze tehdy,
pokud zachovame spravny postup mikroskopovani.
Ziskame ji analyzou a syntézou pozorovanych zmén
- z tohoto dilvodu je stézejni viechny pfitomné
struktury a zmény zaznamenat. Pfehlédnuti i drob-
ného detailu maze vést k osudnému omylu, ktery by
mohl pacienta vyznamné poskodit. Studenti ¢asto

zacinaji mikroskopovat pfimo ve vétSim zvétseni
a hodnoti preparat jen na zakladé detaild. Vystavuji
se tak nebezpedi, ze kli¢ova mista vibec nezachyti,
a jejich diagnéza pak byva nespravna.

Drobné technické poznamky pro zacatky mikro-
skopovani:

e Snazime se pracovat s co mozna nejnizsi inten-
zitou svételného zdroje, predchazime tak unavé
a bolesti oci.

e Pokud mame rozmazany obraz, ktery se nam ne-
dafii zaostfit, preparat je pravdépodobné obracen
krycim sklem dold.

e Cerné lemované obrazce vznikaji v dasledku
vzduchovych bublin, které se tvofi pfi vysychani
preparatu.

2.1 Zpracovani tkani a priprava
histologickych preparati

Odebrané vzorky tkané jsou pro standardni histopa-
tologické zpracovani nejcastéji fixovany ve formolu
(4% formalin). Fixace tkanovych vzorkd, pfi niz do-
chézi ke koagulaci a denaturaci bilkovin, zabranuje
autolyze a bakteridInimu rozkladu. Optimalni doba
fixace je do 24 hodin, je vsak zavisld na velikosti
tkané. Doporucuje se, aby objem fixa¢niho cinidla byl
nejméné 10x vétsi, nez je objem fixovaného vzorku.
Pro molekularni diagnostiku je fixace formolem ne-
vhodna vzhledem k degradaci nukleovych kyselin.
Pro analyzu nukleovych kyselin z tkarovych vzork
jsou vhodnéjsi fixa¢ni ¢inidla na bazi etanolu nebo
je mozné tkan ihned po odbéru zmrazit.

Po fixaci se vétsi tkanové vzorky kraji do bloc¢k,
zpravidla o velikosti pfiblizné 2 x 0,5 cm. V auto-
technikonu se odvodnuji a prosycuji parafinem
a pak se pfi teploté 60 °C zaliji do parafinovych
bloc¢ku. Parafin dokonale pronikda do tkani, vzorky si
zachovavaji strukturu a mohou byt skladovany a vy-
Setfovany i po létech. Z blockud se ziskaji krajenim
pomoci mikrotomu histologické fezy o sile 5-8 um,
které se zachycuji na podlozni skla. Nasleduje odpa-
rafinovani, zavodnéni, barveni, odvodnéni, zamon-
tovani do montovaciho média (napt. kanadského
balzamu) a prekryti krycim sklem.

Dalsi ¢asto uzivanou metodou pro zpracovani
vzorku misto fixace formolem je zmrazovani tkani,
které se vyuzivd napfiklad v peropera¢nich bio-
psiich a pro detekci pfitomnosti tuk nebo enzym?.
Vyhodou je rychlost zpracovani, nevyhodou je vétsi
tloustka fezu a méné kvalitni histologicky obraz.

Kvalita preparatd zavisi na Setrnosti odbéru, rych-
losti transportu do fixa¢niho ¢inidla nebo zmrazeni



a technice zpracovani. Poskozenim tkani vznikaji
artefakty, které zhorsuji kvalitu preparatu. Celd
procedura je ¢asové pomérné narocna. Lékar do-
stava preparaty k prvnimu hodnoceni vétSinou az
za 48 hodin po odbéru. Aplikace dalSich metod ne-
zbytnych pro diagnézu ¢asovy interval bioptického
vysetreni dale prodluzuje.

2.2 Histologické barveni

Barviva pouzivand v histologii se déli na zdsaditd
a kyseld. Kysela barviva barvi cytoplazmu, zasadita
jadra bunék. Podkladem odlisné barvitelnosti bu-
nécnych struktur jsou rozdilné fyzikalné-chemické
vlastnosti, zvlasté elektrostatické vazby.

Nejpouzivanéjsi z kyselych barviv je eozin, nejpo-
uzivanéjsi ze zasaditych hematoxylin. Jejich kombi-
nace predstavuje zakladni barvici metodu hemato-
xylin-eozin. Pokud je tfeba zvyraznit urcité tkanové
struktury, preparaty se barvi specidlnimi metodami.
Jedna se vzdy o kombinaci bazického barviva a jed-
noho nebo vice kyselych barviv.

Zéakladni pfehledné a specidlni barvici metody
jsou uvedeny v tabulce na konci kapitoly.

2.3 Histochemické techniky
pro prukaz enzymi

Histochemické techniky jsou nejcastéji uzivany
k prikazu chloracetatesterazy, cholinesterdzy, ky-
selé nebo alkalické fosfatazy a tyrozinazy.

2.4 Imunohistochemie

Jedna se o aplikaci imunologickych metod, které
vyuzivaji afinity specifické protilatky k urcitému
antigenu.

U pfimych metod se pro detekci antigenu bud

aplikuje primarni protildtka znacend napf. enzy-
mem, ktery po reakci se specidlnim substratem vy-
vola barevnou zménu, nebo je primarni protilatka
pfimo konjugovéna s fluoroforem (fluorescencni
barvou).

Citlivéjsi jsou pak metody nepfimé, pouzivajici
druhy krok. Pfi téchto dvoustupnovych metodach
se na neznacenou primarni protildtku navaze
sekundarni protilatka s enzymem nebo fluorofo-
rem. Pouziva se i tfistupfova nepiima metoda,
zaloZzena na afinité mezi avidinem/streptavidi-
nem a biotinem. Na primarni protilatku se navaze
sekundarni konjugovanda protilatka s biotinem.
Tretim stupném je vytvofeni komplexu avi-
din-biotin-enzym (napf. peroxidaza), ktery se

v dal$im kroku vizualizuje. Druhym a tfetim kro-
kem se signal vyrazné zesiluje.

2.5 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni techniky vyuzivaji vlastnosti nékterych
molekul - fluorofori — absorbovat svétlo urcité vl-
nové délky a emitovat zafeni vétsi vinové délky.

Pri pouziti fluorofor( pro studium tkani a bunék
je jejich zareni pozorovano pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu vybaveného rtutovou vybojkou a se-
stavou vhodnych filtrd. Nékteré fluorofory se spe-
cificky vdzou na jednotlivé komponenty v burice
(napf. DAPI na DNA).

Dalsi aplikaci fluorescencni mikroskopie je pouziti
vysoce citlivého fluoroforu v kombinaci se specific-
kou primarni protilatkou — imunofluorescence. Vy-
hodou tohoto spojeni je vysoka citlivost a moznost
pozorovat zaroven nékolik znakd pomoci fluorofort
s rozdilnou emisi.

2.6 Polariza¢ni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskopie je zaloZzena na vlastnosti
opticky aktivnich material(i stacet rovinu polari-
zovaného svétla, které vznika prichodem pres
polariza¢ni filtr svételného mikroskopu. Nejc¢astéji
se pouziva pro prlkaz krystalizujicich latek (napf.
oxidu kiemicitého nebo stavelanu), rovnéz je speci-
ficka pro prlikaz amyloidu, ktery se projevi zelenou
birefringenci.

2.7 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie slouzi pifedevsim ke stu-
diu ultrastruktury bunék. Své misto stale nachazi
zejména v diagnostice metabolickych onemocnéni,
glomerulonefritid a popfipadé i k typizaci nddord.

2.8 Molekularni techniky

Molekularni techniky se v patologii vyuZivaji ze-
jména pro analyzu zmén na urovni nukleovych ky-
selin. Uplatnéni nachazeji predevsim polymerdzovd
fetézovd reakce (PCR), in situ hybridizace (ISH), fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH), mutacni analyza
a sekvenovdni.

Uvedené metody se vyuzivaji k upfesnéni mi-
kroskopické diagnézy a mohou byt podkladem
pro stanoveni terapie, predikci rizika vzniku one-
mocnéni nebo jeho recidivy. V moderni patologii se
stale vice uplatnuji a v budoucnu si praci bez nich
Ize jen obtizné predstavit.




Tabulka Zdkladni pfehledné a specidini barvici metody

Typ barveni

Prokazovany objekt
(bunécna struktura, anorganicka, organicka
latka, patogenni organismus)

Vysledné
zbarveni

alcianova modr

kyselé mukopolysacharidy

modrozelena

berlinska modf Zelezo modra

(Pearlsova reakce)

Grocott houby, paraziti cerna

rezorcin-fuchsin elasticka vlakna modrocerna
jadra cervena

Fontana-Masson melanin cerna

Giemsa jadra, bazofilni latky modra
eozinofily, cytoplazma, kolagen cervend

Gomori retikularni vlakna, bazalni membrany cernd

Gram bakterie Gram + modra
bakterie Gram — cervena

Hale-Miiller kyselé mukopolysacharidy modrozelena

hematoxylin-eozin (HE) jadra, bazofilni material, bakterie a kalcium modra
zakladni barveni cytoplazma, pojivové tkané cervena
konzska cerven (Kongo) amyloid cervena
metazolova modf myelin Cervenofialova
orcein elasticka vlakna, cytoplazmatické inkluze hnédocervena
porvrchového antigenu hepatitidy B
PAS (Periodic Acid Schiff) glykogen, neutralni mukopolysacharidy, rlZzovofialova
houby, paraziti, bazalni membrany
Sudan Il neutralni tuky cervena
trichrom MassonGv kolagen zelena
svalovina cervend
van Gieson cytoplazma, svalovina, amyloid, fibrin, fibrinoid Zlutd
pojivova tkan, hyalin cervena
von Kossa kalcium cernd
Weigert jadra cervend
fibrin, bakterie modra
Ziehl-Neelsen acidorezistentni tycky cervend
jadra modra
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