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Abstrakt

Cilem této bakalarské prace je struéné sezndmeni s komplexnim zpracovanim vzorki
ziskanych pti endoskopickych vySetfenich gastrointestindlniho traktu se zvlastnim
zaméfenim na zpracovani endoskopickych resekatl ziskanych pfi endoskopické resekci ci

endoskopické submukdzni disekci.

Prace obsahuje strucné seznameni se zakladni histologickou stavbou
gastrointestindlniho traktu. Popis jednotlivych endoskopickych |éc¢ebnych metod jako je

endoskopicka mukdzni resekce, endoskopicka submukdzni disekce a radiofrekvenéni ablace.

Pfrehled kompletniho histologického zpracovani pomoci histochemickych barveni
hematoxylin — eosin, PAS reakce se Schiffovym ¢inidlem a alcianovou modfi se Schiffovym
Cinidlem. Pro komplexni vyhodnoceni endoskopickych vzork( a jejich nasledného hodnoceni
je téz dulezity imunohistochemicky prikaz antigen(. Tato prace popisuje zakladni pouzivané

antigeny typu CD 31, podoplanin (D2-40), aktin (SMA) a p53.

V zavéru prace je diskutovana dllezitost sprdvné techniky odbéru a precizniho
histologického zpracovani endoskopickych vzork(l pro stanoveni presné diagndzy, jejiz

znalost je dllezita pro volbu nasledné IéCby pacienta.

Klicova slova: endoskopickad resekce, |éze gastrointestindlniho traktu, hematoxylin-eosin,

PAS reakce, alcidnova modf, imunohistochemicky prikaz



Abstract

The aim of this bachelor thesis is a brief introduction to the complex processing of
the tissue samples obtained by endoscopic biopsy of the gastrointestinal tract with a special
focus on the treatment of endoscopic specimens obtained by endoscopic resection or

endoscopic submucosal dissection.

My work consists of a brief introduction to the gastrointestinal tract histology and
description of therapeutic endoscopic methods such as endoscopic mucosal resection,

endoscopic submucosal dissection, and radiofrequency ablation.

Additionally, an overview of the most important histochemical staining methods
(hematoxylin - eosin, PAS reaction with Schiff 's reagent, and alcian blue with Schiff' s
reagent), as well as immunohistochemical detection of antigens in the tissue samples is
included. This work is focused on the widely used antigens CD31, podoplanin (D2-40),

smooth muscle actin (SMA), and p53.

At the end of the thesis, | discuss the importance of correct sampling techniques and
accurate histological processing of endoscopic specimens for determining a proper

diagnosis, an essential prerequisite for selecting of an appropriate therapeutic method.

Keywords: endoscopic resection, gastrointestinal tract lesion, hematoxylin-eosin, PAS

reaction, alcian blue, immunohistochemical detection
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1. Zadani bakalarské prace — cil prace

V této praci bylo jednoduse a pfitom pfehledné zpracovat informace o histologickém
zpracovani, véetné laboratornich postupl odebranych gastrointestindlnich vzork(i pomoci

endoskopickych metod, které jsou pro pacienta méné invazivni.

PouZité materidly k praktické casti byly pouZity z Pracovisté klinické a transplantacni

patologie Institutu klinické a experimentalni mediciny.



2. Uvod

Cilem této bakalarské prace je predstaveni komplexniho zpracovani

gastrointestinalnich Iézi od zpUsobu odbéru az po stanoveni diagndzy.

Histologické zpracovani biologického materidlu je nedilnou a podstatnou soucasti
k vytvoreni definitivni diagndzy z odebraného vzorku. Jednd se o proces, ktery se sklada
z nékolika na sebe navazujicich kroku. Cilem celého zpracovani je vytvoreni histologickych

preparatu, které jsou trvalé a umoznuji nasledné mikroskopické hodnoceni tkani patologem.

V Uvodu této prace je popsana celkovad histologicka stavba gastrointestinalniho
traktu, dale jsou popsany zpuUsoby odbéru vzork(l z GIT a moznosti lécby pomoci

endoskopickych resekci.

V zavéru bakaldrské prace jsou popsany zplsoby histologického zpracovani vcéetné
imunohistochemickych metod a zplsob hodnoceni hotovych histologickych preparata

patologem.



3. Teoreticka cast

3.1. Histologie gastrointestinalniho traktu

Hlavni funkci gastrointestindlniho traktu je z pfijaté potravy ziskat dllezité a nezbytné
Ziviny pro zajisténi metabolickych a energetickych potfeb organismu. Osou
gastrointestinalniho systému je travici trubice (canalis alimentarius). Jednotlivé ¢asti GIT jsou

dutina ustni, hltan, jicen, Zaludek, tenké stfevo a tlusté stfevo s konecnikem.

Mechanické zpracovani prijaté potravy zajistuje dutina Ustni, jazyk a zuby. Spolu se
Zvykacimi svaly a svaly jednotlivych c¢asti travici trubice se trdvenina dostava dal do
gastrointestinalniho traktu. DlleZitou soucasti celého systému jsou travici enzymy, které jsou

soucasti sekretl velkych Zlaz, jako napriklad velké slinné zlazy, jatra a slinivka brisni.

3.2. Obecna histologicka stavba travici trubice

Sténa trdvici trubice je tvofena Ctyfmi vrstvami: tunica mucosa (sliznice), tela
submucosa (podslizni¢ni vazivo), tunica muscularis externa (svalova vrstva) a tunica serosa

(serdzni blana), eventualné tunica adventitia.

Tunica mucosa

Tunica mucosa se sklada ze tfi podvrstev:

Lamina epithelialis mucosae

Povrch sliznice kryje vrstva epitelu, ktery se meéni v gastrointestinalnim traktu
v zavislosti na funkci daného uUseku travici trubice. V dutiné Ustni, hltanu, jicnu a konecné
analni ¢asti nachazime odolny vicevrstevny dlazdicovy epitel, ktery chrani hloubéji ulozené
vrstvy pred mechanickym, termickym a chemickym drazdénim.

Ostatni casti GIT jsou vystlany jednovrstevnym cylindrickym epitelem. V Zaludku

epitel dale pIni funkci sekrecni a ve stfevé absorpcni.



Lamina propria mucosae

Slizni¢ni epitel naléha na lamina propria mucosae (vazivova vrstva). Vazivova vrstva je
tvorena fidkym kolagennim vazivem, cévami a nervy sliznice. Misty mUZzeme nalézt i buriky
hladké svaloviny. Pfisun kysliku a Zivin pro tkan lamina propria mucosae i vrstvu epitelu
zabezpeduji kapilarni sité.

Pod epitelem je zéna, kde se vyskytuji makrofagy, lymfocyty a plazmatické buriky,
které produkuji protilatky. Tato zéna je jakousi ochranou pfed invazi bakterii, které jsou

v nékterych ¢astech travici trubice v hojném poctu.

Lamina muscularis mucosae

Lamina muscularis mucosae je tenka vrstva hladké svaloviny, ktera je mezi lamina
propria mucosae a tela submucosa. Hladké svalové bunky jsou uspofadané do dvou vrstev.
Ve vnéjsi vrstvé jsou bunky longitudinalné a ve vnitfni spiSe cirkularné. Bunky hladké

svaloviny lamina muscularis mucosae umoziuji pohyb sliznice nezdvisle na ostatnich

vrstvach travici trubice.

Tela submucosa

Tela submucosa (podslizni¢ni vazivo) je tvorena fidkym kolagennim vazivem, které
obsahuje vétsi krevni a lymfatické cévy a nervové pletené (plexus submucosus Meissneri).

Plexus submucosus tvofi vegetativni a senzitivni nervova vlakna a drobna vegetativni ganglia.

Tunica muscularis externa

Na zacatku travici trubice, v€etné horni tfetiny jicnu, je priéné pruhovana svalova
tkan, ktera je v distalnim Useku nahrazena hladkou svalovinou.

Tunica muscularis externa je tvorena dvéma vrstvami hladké svaloviny, vnitfni vrstva
je orientovana cirkularné a vnéjsi longitudinalné.

Mezi obéma svalovymi vrstvami se vyskytuji elementy fidkého kolagenniho vaziva,
krevni a lymfatické cévy. Nervovy plexus (plexus myenterieus Auerbachi) vyvolava a
koordinuje kontrakce zevni svalové vrstvy.

Hlavni ulohou tunica muscularis externa je vznik peristaltickych vin, které posouvaji

traveninu travicim traktem aboralnim smérem.

-10 -



Tunica serosa

Tunica serosa je tvorena fidkym kolagennim vazivem, které je bohaté na krevni a
lymfatické cévy. Ze zevni strany je kryta jednovrstevnym epitelem (mesotel), ktery kryje

organy uloZené v peritonedlni dutiné.

Tunica adventitia

Vazivo obklopujici orgdny uloZené mimo peritonealni dutinu, sloZzené z fidkého

kolagenniho vaziva, které plynule pfechazi do okolniho vaziva.

-11 -



3.3. Histologicka stavba jicnu

Jicen (oesophagus) je ¢ast svalové trubice, ktera slouzi k transportu potravy z hltanu
do Zaludku. Sliznice v klidovém stavu je sloZena v podélné fasy, které se pfi posuvu sousta
vyhlazuji a dovoluji rozsifeni lumina jicnu.

Stavba stény jicnu uplatfiuje obecny princip stavby trdvici trubice.

Tunica mucosa

Tunica mucosa se sklada z lamina epithelialis, lamina propria mucosae a lamina
muscularis mucosae. Sliznice jicnu je kryta vicevrstevnym dlazdicovym epitelem
nerohovéjicim, ktery naseda na nizké papily tunica propria mucosae.

V pocateénim a konecném Useku jicnu jsou uloZzené rozvétvené tubuldzni zlazky
mucindzniho charakteru. Kolem jejich vyvodld byvda infiltrace lymfocytd a drobnych

lymfatickych uzlikd.

Lamina muscularis mucosae

Vrstvicka, kterd oddéluje sliznici od submukdzy. V proximalni ¢3asti je tvorena tenkou
vrstvou hladkych svalovych bunék a v distdlni casti je silnéjsi vrstva svalovych bunék

usporadana longitudidlné.

Tela submucosa

Submukdézu (podslizni¢ni vazivo) jicnu tvofri fidké kolagenni vazivo. Na nékterych

mistech jsou vyvinuty drobné mucindzni zlazky.

Tunica muscularis externa

V proximalni ¢asti jicnu se vyskytuje priéné pruhovana svalovina, ve stfedni a dolni
¢asti na ni navazuje svalovina hladka.

Distalni usek jicnu je uloZzeny v dutiné bfisni, je tedy kryt serézou. V hrudnim a krénim

useku je jicen kryt adventicii, ktera obsahuje cévy a prechazi do vaziva mediastina. [1, 2] 4.
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4. Endoskopické metody vysetreni

gastrointestinadlniho traktu

Endoskopické vySetfovaci metody jsou standartnimi metodami v oblasti travici
trubice, které ndm umoznuji pomoci kamery barevné a pfimé zobrazeni nitra organ(. Slouzi
k rozpoznani patologickych zmén, naptiklad zmény na sliznici travici trubice (polypy,
karcinomy, jiné léze). Pfi endoskopii miZeme odebirat podezielé vzorky a ndsledné odeslat

k histologickému zpracovani. [3]

4.1. Kolonoskopie

Poprvé byla celkovd kolonoskopie popsana v roce 1971. Tato metoda se pouziva pro
vySetfeni dolni ¢asti trdvici trubice a pomoci endoskopu je schopna zobrazit celou délku

tlustého stfeva a terminalni ¢ast tenkého streva. [3, 4]

4.2. Gastroskopie

Gastroskopie slouZzi k vySetfeni horni ¢asti gastrointestinalniho traktu, kam patfi jicen,
Zaludek a oralni ¢ast duodena.
Tato vySetfovaci metoda se stala nejhodnotnéjsSim diagnostickym zpUsobem pro

zobrazeni celé Zaludecni sliznice. [3, 5]

4.3. Indikace k provedeni kolonoskopie a gastroskopie

Obecné muizeme fict, Ze indikace k provedeni kolonoskopie nebo gastroskopie je
jakékoliv podezieni na onemocnéni a patologické stavy spojené s gastointestinalnim
traktem.

Pfed provedenim kolonoskopie nebo gastroskopie musi lékaf prihlizet k celkovému
stavu a prlibéhu |é¢by kazdého pacienta.

Nejcastéjsi indikaci pro gastroskopii je epigastrickd bolest, krvaceni do travici trubice,
gastroezofagedlni reflux, infekce Helicobacter pylori nebo diagnostika Barrettova jicnu a

sledovani malignity. [3]
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Pro provedeni kolonoskopie jsou nejcastéjsSimi indikacemi napftiklad: pozitivni test na
okultni krvaceni, chronické prijmy nejasného plvodu, prokazani Crohnovy choroby nebo

ulcerdzni kolitidy.

4.3.1. Vzorky z gastrointestindlniho traktu
Endoskopické biopsie odebrané pfi kolonoskopickych nebo gastroskopickych
metodach jsou vloZeny do pufrovaného 4% formaldehydu a odeslany na oddéleni patologie

pro nasledné histologické vysetieni.
Biopsie, které jsou odebrany pfi endoskopii, jsou ziskdvany z jicnu, Zzaludku, duodena

(dvanactnik) nebo tlustého stfeva a konecniku. Vzorky jsou malé (o priiméru 2-5 mm) a je

dlleZité je spravné naorientovat pfi zalévani do parafinu. [6]
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5. Metody endoskopické lécby

Mezi metody endoskopické |écby patfi endoskopickd mukdzni resekce (EMR),
endoskopickd submukozni disekce (ESD) a radiofrekvencni ablace (RFA). Endoskopické
resekce se nejcCastéji pouZivaji k endoskopické |éCbé neopladzii u pacientd s Barrettovym

jicnem. [7]

5.1. Endoskopicka mukdzni resekce (EMR)

Endoskopicka resekce byla poprvé popsana vroce 1974 jako metoda, kterd ma
odstranit 1ézi po submukdzni injekci tekutiny. Tato technika byla odvozena od polypektomie
(odbér polypu), kde bylo vyssi riziko perforace a krvaceni. Od roku 1992 byla EMR vyvinuta
k IéCbé ¢asné rakoviny Zaludku. [8]

EMR je endoskopickd, diagnostickd i Ié¢ebna metoda, kterd predstavuje odstranéni
sliznice a submukdzy. PouZiva se pfi ¢asnych neopldaziich u pacientll s Barrettovym jicnem.
Hlavni vyhodou je malé riziko vaznych komplikaci a miniinvazivni zasah pro pacienta. Dalsi
velkou vyhodou je moZnost histopatologického zhodnoceni vzorku a tudiz uréeni stagingu u

pacientd s karcinomem.

K endoskopické resekci se obvykle vyuzivaji dvé hlavni techniky:

I.  EMRC - endoskopickd mukdzni resekce pomoci ,, capu “.
Principem techniky je podpich |éze roztokem, kdy ndsledné dojde k oddéleni sliznice

a submukédzy od muscularis propria.

II.  EMRL - endoskopickd mukdzni resekce pomoci ligacniho krouzku
U této metody se aplikuje specialni gumicka na bazi odebirané tkané, ¢imz se vytvofi

pseudopolyp a nasledné se snese a bez podpichu se resekuje.

Velikost odstranéné ¢asti tkané maze byt az 2 cm. Vzorky musi byt po resekci napnuty

na korkovou desticku a pripevnény pomoci Spendlikd, resekéni plochou dold. Fixované

vzorky jsou nasledné odeslany k histologickému zpracovani. [9, 10]
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5.2. Endoskopicka submukodzni disekce ( ESD)

ESD technika vznikla v asijskych zemich, zejména v Japonsku a Koreji, z dlivodu
vysokého vyskytu rakoviny Zaludku. Tyto zemé zavedly protokoly pro screening rakoviny
zaludku pro béZnou populaci a techniky zdokonalily a aplikovaly na rGzné ¢asti

gastrointestinalniho traktu, jako je napfiklad jicen. [11]

Endoskopicka submukdzni disekce je metoda, kdy se odstranuje léze vcelku, pomoci
specialnich nozl. Vycviceny endoskopista provede cirkuldrni fez do Urovné submukdzy az

k jejimu Uplnému odstranéni.

ESD v jicnu je velmi naro¢na a rizikova, provadi se v celkové anestezii, ale zalezi na
velikosti |éze, narocnosti vykonu a toleranci pacienta.

Velkou vyhodou techniky ESD je odbér tkané vjednom bloku pro lepsi
histopatologicky staging. Naopak nevyhodou provadéné techniky v jicnu je naro¢nost a riziko

perforace oproti endoskopické mukdzni resekci.

vvvvvv

excelentni, povazujeme ER za metodu volby Ié¢by neoplazii v terénu Barrettova jicnu. ESD
preferujeme u agresivnéjsich dlazdicobunéénych neoplazii, kde presnéjsi staging mize byt

daleZitéjsi.“ [9, 10]
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5.3. Radiofrekvencni ablace (RFA)

Radiofrekvencni ablace je novy a ucinny zpUsob ablacni I1éCby v gastrointestinalnim
traktu, jako napfiklad pfi |é¢bé Barrettova jicnu. Vyuziva se ve vice medicinskych odvétvich,
jako radiofrekvencni energie v chirurgii, napf.: koagulace tkdni, RFA hepatoceluldrniho

karcinomu nebo v plastické chirurgii ¢i dermatologii.

RFA je jednoznacné doporucovana u pacientl s Barretovym jicnem s nizkym i
vysokym stupném dysplazie nebo u pacientl s casnym adenokarcinomem lé¢enym ER nebo

s dlazdicobunécnymi neoplaziemi jicnu.

Principem RFA je pouZiti radiofrekvencni energie, ktera ma frekvence v rozmezi
100kHz a 100 MHz. Tvofi se vysokofrekvencni elektromagnetickd energie, ktera pfi prichodu
nabitych castic v Zivém organismu ma prevainé tepelné ucinky. Dochazi k rychlé zméné
polarity elektrod pfistroje, ktery vyvoldvd pohyb nabitych ¢astic ke kladnému nebo
zapornému poélu, a nasledné vznika treci teplo.

MnoiZstvi vzniklého tepla zavisi na nékolika faktorech jako napfiklad: odpor

oSetfované tkané, mnozstvi proudu radiofrekvenéni energie a charakter elektrod.

V mediciné se mGzeme setkat s rlznymi typy elektrod k abla¢ni |é¢bé Barrettova
jicnu. Pouziva se systém HALO **°, HALO *° nebo HALO ® Ultra. Kazd4 tato elektroda ma své
specifické vlastnosti a mnozstvi energie podle toho k jakému typu ablace ma byt pouzita.
Tato ablaéni energie pronika do hloubky, kdy dochazi k destrukci epitelu, lamina propria a
lamina muscularis mucosae. Podstatné je, Ze tepelny ucinek, se jiz nedostava do submukdzy.

Po prvni davce ablac¢ni energie se ze sliznice odstraniuje nekroticka tkan a poté se
ablace mizZe opakovat az 16 krat. Po vykonu jsou pacienti po 24 — 48 hodindch propusténi

domd, dalsi radiofrekvencni ablace je doporucovana az za 4-6 tydnd.
Kombinace endoskopické resekce a radiofrekvencni ablace je povaZovdna za zlaty

standard pri |écbé Casnych neoplazii Barrettova jicnu. Timto zplUsobem |éCby dochazi

k eradikaci neoplazie u 90% pacient( a je témér nulové procento recidivy. [7, 9, 12 ]

-17 -



6. Léze GIT s moznosti endoskopické lécby

S rozvojem endoskopickych metod se rozsifuje i spektrum patologickych lézi GIT,
které mohou byt |é¢eny endoskopickou cestou. Dfive byla u téchto lézi metodou prvni volby
chirurgicka lécba. Patfi sem zejména cCasné karcinomy jicnu, intramurdlni tumory jicnu
vychazejici se stromalnich bunék (mezenchymové nadory) a zmény sliznice jicnu asociované

s Barrettovym jicnem.

6.1. Barrettlv jicen

Barrettlv jicen (BJ) je definovan jako nahrada dlazdicového epitelu jicnu epitelem
cylindrickym s intestindlni metaplazii (tzn. s pfitomnosti zralych poharkovych bunék)
v segmentu sliznice jicnu, kterd je vidét endoskopicky a zacind v oblasti gastroezofagealni
junkce. Pro stanoveni diagndzy Barrettova jicnu neni dostacujici pouhd pritomnost sliznice
kardialniho typu.

V terénu Barrettova jicnu mohou vznikat dalSi léze, kjejichz |éCbé lze vyuzit
endoskopické metody. Jsou to zejména low-grade a high-grade dysplazie a d&asny

adenokarcinom.

6.1.1. Barrettliv jicen bez dysplazie

Barrettlv jicen, kdy nebyla histologicky prokazana dysplazie, neni ve vétsiné pripadi
indikovan k endoskopické [é¢bé. Vyjimkou jsou pacienti, u kterych byla zastizena
endoskopicky viditelnd l|éze, kterd je indikaci k endoskopické resekci. V individudlnich
pfipadech (napf. u pacientl s kancerofobii nebo s pozitivni rodinnou anamnézou
adenokarcinomu jicnu) lze vyuzit metodu radiofrekvencni ablace, kterd ale vtéchto
pfipadech neni hrazena ze zdravotniho pojisténi.

Pacienti s Barrettovym jicnem bez dysplazie se endoskopicky sleduji, a to
v intervalech, které se tidi rozsahem postiZzeni. U pacientl s Barrettovym jicnem do 3 cm to
je kazdych 3-5 let, nad 3 cm kazdé 2-3 roky. Tyto intervaly plati, pokud neni histologicky

prokazana dysplazie.
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Pro odbér biopsii pfi standartnich endoskopickych kontrolach je vyuzivan tzv. Seattle
protokol, kdy se nejprve odebiraji biopsie ze vSech viditelnych |ézi. Pak nasleduje odbér

nahodnych ¢tyrkvadrantovych biopsii na kazdé 2 cm délky segmentu Barrettova jicnu.

6.1.2. Barrettliv jicen s nizkym stupném dysplazie

Potvrzend low-grade dysplazie (LGD) znamena vyssi riziko vzniku pokrocilejsi
neoplazie (high-grade dysplazie nebo karcinomu). Low-grade dysplazie musi byt
diagnostikovana alespon ve dvou po sobé jdoucich endoskopickych vySetfenich a musi byt
potvrzena patologem centra, které je technicky a persondlné vybavené k lé¢bé casnych
neoplazii jicnu se snadno dostupnym multidisciplinarnim tymem. Takto potvrzena low-grade

dysplazie v terénu Barrettova jicnu je indikaci k radiofrekvenéni ablaci.

Endoskopicka resekce se indikuje pouze v pfipadech endoskopicky viditelnych lézi, ev.
u pacientd s kratkym segmentem Barrettova jicnu. Vyhodou je zde moznost histologické

diagnostiky.

Pokud radiofrekvencni ablace nebo endoskopicka resekce neni mozina (preference
pacienta, rizikovi pacienti svarixy jicnu ¢i zavainymi komorbiditami), je alternativou

intenzivni endoskopické sledovani kazdych 6 mésica.

6.1.3. Barretttiv jicen s vysokym stupném dysplazie

Pacienti s high-grade dysplazii (HGD) maji vysoké riziko vzniku adenokarcinomu (10-
18% rocné), proto jsou jednoznacné indikovani k |é¢bé. U viditelnych lézi je metodou prvni
volby endoskopicka resekce nebo endoskopickd submukdzni disekce. V nékterych pripadech

se tyto metody mohou kombinovat s radiofrekvencni ablaci.
Drive byly pacienti s high-grade dysplazii indikovani vidy k chirurgické |é¢bé

(ezofagektomii). Nyni je chirurgicka Iécba indikovana u téchto pacientl individualné, napt. u

nespolupracujicich pacientd, nebo v pfipadé, kde selhala endoskopicka Iécba.
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6.2. Casny adenokarcinom jicnu v terénu Barrettova jicnu i bez
Barrettova jicnu

Diagnéza ¢asného adenokarcinomu jicnu je jednoznacnou indikaci k endoskopické
[éCbé, a to bud kendoskopické resekci, nebo kendoskopické submukdzni disekci.
Radiofrekvencni ablace je v tomto pripadé kontraindikovana. Léze s karcinomem odstranéna
ER nebo ESD musi byt histologicky vySetfena a stanoven staging na zakladé presné
stanovenych kritérii. Podle definitivniho histologického nalezu je pak stanoven dalsi postup.

Pokud neni indikace k nasledné chirurgické |écbé, pokracuje se v ER/ESD nebo
nasleduje radiofrekvencni ablace, ev. kombinace obou technik, aby bylo dosazeno kompletni

eradikace sliznice Barrettova jicnu.

6.3. Dlazdicobunécné neoplazie jicnu

Dlazdicobunécné neoplazie jicnu jsou méné Casté neZ léze spojené s Barrettovym
jicnem. Oproti adenokarcinomu a jeho prekurzorim maji ale agresivné;jsi chovani, a proto se

liSi i doporuceni pro jejich terapii.

6.3.1. Dlazdicobunécné neoplazie s nizkym stupném dysplazie

V 1écbé lézi slow-grade dysplazii se preferuje vyuziti endoskopické resekce a
endoskopické submukdzni disekce, které umoznuji nasledné histologické hodnoceni. Tyto

metody lze kombinovat s radiofrekvencni ablaci.

6.3.2. Dlazdicobunécné neoplazie s vysokym stupném dysplazie
V [é€bé lézi s high-grade dysplazii plati obdobnd kritéria jako u lézi s low-grade
dysplazii. Preferuje se endoskopicka resekce a endoskopickd submukdzni disekce, které lze

kombinovat s radiofrekvencni ablaci.
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6.3.3. Casny dlazdicobunéény karcinom

Pro |écbu c¢asného dlazdicobunééného karcinomu jicnu je jednoznacné indikovana
endoskopicka resekce nebo endoskopickd submukdzni disekce. Radiofrekvencni ablace je
vtomto pfipadé kontraindikovana. U histologicky nepfiznivych nadorl je indikovdna

nasledna chirurgicka |éc¢ba.

6.4. Mezenchymové nadory jicnu

Endoskopické metody lze vyuzit i k odstranéni dalSich lézi jicnu. Sem patfi pfedevsim
leiomyomy, gastrointestindlni stromadlni tumory a nadory z granuldrnich bunék. Zde se

techniky endoskopické |écby modifikuji podle lokality a velikosti léze.

6.5. Léze zaludku

Pro léze Zaludku plati obdobnd pravidla jako pro léze jicnu. Endoskopickou resekci a
endoskopickou submukézni disekci lze pouzit k Iéébé vSech endoskopicky viditelnych lézi
sliznice Zaludku, kam patfi polypy, adenomy s LGD i HGD a ¢asné adenokarcinomy Zaludku.
Nasledny postup se pak odviji od definitivni diagndzy stanovené po histologickém zpracovani

endoskopicky ziskaného materialu.

6.6. Léze tlustého streva

Stejné jako v Zaludku lze endoskopické metody vyuzit v tlustém streveé k |écbé polypd,
adenom( s low-grade i high- grade dysplazii a k [é¢bé ¢asnych adenokarcinom. V tlustém
stfevé je kromé endoskopické resekce a endoskopické submukdzni disekce vyuzivana i

technika full thickness resekce. [10]
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7. PRAKTICKA CAST

7.1. Histologické zpracovani tkani

Histologické zpracovani biologického materidlu je nedilnou a podstatnou soudcasti
procesu vedouciho k vytvoreni definitivni diagndzy z odebraného vzorku. Jedna se o proces,
ktery se sklada z nékolika na sebe navazujicich krok(. Cilem celého zpracovani je vytvoreni

histologickych preparat(, které jsou trvalé a umoznuji nasledné mikroskopické hodnoceni

. PRIKROJENI
. KRAJENT

Schéma 1 - Obecné zndzornéni histologického zpracovani

tkani patologem.

ODBER

MATERIALU FEGEE

ZALEVANI DO
PARAFINU

MONTOVAN| MIKROSKOPICKE

HODNOCENI

7.2. Odbér materialu

Odbér materialu k histologickému zpracovani mGzeme délit na dvé zakladni skupiny:

1.) NEKROPSIE - odbér vzorkd tkani z mrtvého organismu, napf.: pfi pitvé nebo

z experimentalniho zvitete.

2.) BIOPSIE - odbér vzorkd tkani ze Zivého organismu za Géelem stanovit definitivni

diagnozu. [13]
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Déle biopsie muzeme délit podle zplsobu odbéru:

A. Peroperacni biopsie — chirurg béhem operace odebere tkan k rychlému zpracovani
(do 20 minut od pfijeti vzorku), aby se mohl rozhodnout, jak dale pfi operaci

postupovat.

B. Kyretaz — odbér malych vzorku seSkrabnutim pomoci specialni IZi¢ky, tzv. kyrety.

C. Probatorni excize — odbér malého kousku tkané pomoci klesti nebo skalpelu, napf.

endoskopické vzorky.

D. Probatorni punkce — odbér se provadi pod ultrazvukem nebo rentgenem pomoci

punkéni jehly, kterou se odebere valecek tkdané cca Imm silny a 8 — 40 mm dlouhy.

E. Explantované organy — ziskané z chirurgickych operaci (napf. transplantace). Patolog

zorganl odebird malé vzorky (cca 1x1 cm) nahodné nebo pfi podezielé

makroskopické prestavbé tkané. [14]
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7.3. Zpracovani a prikrojeni vzorki z endoskopické resekce

Bioptické vzorky z endoskopické resekce zasild lékar (endoskopista) na oddéleni
patologie fixované v 10% roztoku formaldehydu napnuté na korkové desti¢ce pfipevnéné
pomoci Spendlik(i. Pfipevnéni na desticku je dllezité zejména pro sprdvnou orientaci
resekéni plochy. Standartni zpracovani endoskopickych vzorkl spociva v popisu tkané a

rozdéleni na 1 — 2 mm silné fezy. V kazdém prouzku tkané je zachycena resekéni plocha a

sliznice vzorku. [10]

Obrazek 1 - Endoskopicky resekdt jicnu pfipevnény Obrazek 2 - Prikrojeny endoskopicky vzorek
na korkovou desti¢ku (1 -2 mm silné fezy)
foto: Tumovd Monika foto: Tdmovd Monika

-24-



7.4. Fixace tkané

Proces fixace je dulezitou a nedilnou soucasti zpracovani a vytvoreni trvalého
histologického prepardtu. Pfi fixaci je tkan vystavena rychlému, ale Setrnému vysrazeni

(denaturovani) bilkovin, které ma ochranit tkan samovolnému rozkladu (autolyze) vzorku.

IdedIni fixace, ktera by zachovala strukturu bunék jako je vZivém organismu,
neexistuje. Tkan je vystavovana i nékolik hodin fixacnim tekutinam (az 48 hodin), neZ se tkan
prevede do parafinu. Z toho vyplyva, Ze vidy néjakym zpUsobem buriky budou zménéné.

Fixace tkani zalezi na mnoha faktorech, jako je: pH fixacni tekutiny, teplota, velikost

vzorku, povaha biologického materidlu (viskozita).

Nejcastéjsi fixacni tekutina, ktera se pouziva v praxi, je 35% - 40% formaldehyd
(aldehyd kyseliny mravenci), ktery pattfi mezi fixativa aldehydova. Principem tedy je, Ze
aldehydy reaguji s bazickymi aminokyselinovymi zbytky protein( tkani a dochazi ke zméné
izoelektrického bodu (hodnota pH, pti které amfolyt ma nulovy ndboj a nepohybuje se
v elektrickém poli). Jednd se o bezbarvou, silné zapachajici kapalinu, kterd se v laboratofi

pouziva ve dvou koncentracich (4% formol a 10% formol). [11, 14]

7.5. Prevedeni tkané do parafinu

Tkanovy vzorek se po procesu fixace musi nasledné odvodnit a prosytit specialnim
histologickym parafinem rozehfatym na 55°C — 58°C. Tento proces se opét sklada z nékolika

krokd, které na sebe navazuiji.

Odvodnéni

Schéma 2 - Obecné schéma prevedeni tkané do parafinu
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7.5.1. Odvodnéni

Béhem faze odvodnéni se ztkané odstranfiuje fixacni tekutina a zbyvajici voda
obsaZzena v tkani. Existuje mnoho odvodnovacich Cinidel, ale nejcastéji se pouziva etanol,

ktery tkan zpevni.

Etanol je Cird, bezbarva, hoflava kapalina. Diky své hydrofobité je misitelna s vodou a

organickymi slou¢eninami.

K odvodnéni tkané se pouZziva vzestupna rfada koncentraci etanolu. Obvykle se zacina
s odvodnénim v 70% etanolu, aby si tkdn zachovala svou strukturu a nesmrstila se. Dale se
tkan prenasi do dvou lazni 96% etanolu.

Naslednou odvodnovaci tekutinou je propan-2-ol (isopropylalkohol, CH3CHOHCHj3),

kterd je misitelna s vodou a etanolem. Pouziva se jako mezikrok mezi etanolem a xylenem.

7.5.2. Prosyceni tkané latkou rozpoustéjici parafin

Po fazi odvodnéni etanolem a izopropylalkoholem se vzorek tkdané musi prosytit
latkou, ktera je misitelna s etanolem a zdroven rozpousti parafin. Nejéastéji se v laboratofi
pouziva xylen. Xylen je smés tfi izomerl aromatického uhlovodiku. Je to ¢ira, bezbarva,

hoflava kapalina.

7.5.3. Prosyceni tkané parafinem

Tkan po prosyceni xylenem je prenesena do lazné tekutého parafinu (56 — 58 °C).
Parafin je smés uhlovodikl vznikajici pfi zpracovani ropy. V praxi se pouzivaji specialni
komercné dodavané parafiny s rdznymi vlastnostmi a body tani (40 — 70 °C).

V minulosti se do parafinu pridavali rizné prisady (véeli vosk) pro zkvalitnéni a
zmékéeni parafinu. Dnes uz tomu tak neni. Konzistence a kvalita komeréné vyrdbéného
neupraveného parafinu se v poslednich letech zlepsila a v rutinni histologii se zkvalitiovani
parafinu nepouziva.

Doba odvodriovani a prosycovani xylenem a parafinem je zavisla na nékolika

faktorech: na velikosti vzorku, Cistoté pouzitych chemikalii, vakuu a teploté.
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Dulezitym faktorem je velikost vzorku. Podle velikosti volime dobu vystaveni tkané
chemikaliim a parafinu. Idealni velikost je 1 x 1 x 0,5 cm, aby doslo k dokonalému prosyceni

tkariového blocku.

V dnedni moderni histologické laboratofi se pouZiva automatizovany pfistroj, ktery se
nazyva autotechnikon. Autotechnikon obsahuje lazné s chemikaliemi, které jsou automaticky
promichavané a zajisténé vakuovym systémem. Na autotechnikonu muizZeme spustit rlzné

prednastavené délky procest, které volime podle velikosti vzorku. [6, 14]
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CHEMIKALIE DOBA PUSOBENI
V LAZNiCH (MINUTY)
AUTOTECHNIKONU

10 % formol 10
70 % etanol 10
96 % etanol 10
isopropylalkohol 10
isopropylalkohol 8
xylen 10
xylen 8
parafin - Cisty 10
parafin - Cisty 8

Tabulka 1 - Chemikdlie v Idznich autotechnikonu s dobou ptsobeni (v minutdch) pfi rychlém
zpracovdni malych tkariovych vzorki na Pracovisti klinické a transplantacni patologie
IKEM, Praha

CHEMIKALIE DOBA PUSOBENI
V LAZNICH (MINUTY)
AUTOTECHNIKONU

10 % formol 60
70 % etanol 60
96 % etanol 60
96 % etanol 120
isopropylalkohol 60
isopropylalkohol 60
xylen 60
xylen 60
xylen 60
parafin - Cisty 60
parafin - Cisty 120
parafin - Cisty 120

Tabulka 2 - Chemikdlie v Idznich autotechnikonu s dobou pusobeni (v minutdch) pfi standartnim
zpracovadni pfes noc na Pracovisti klinické a transplantacni patologie IKEM
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7.5.4. Zaliti tkané do parafinu

V dalsim kroku k vytvoreni histologického blocku se tkan zaléva do parafinu, aby se
vzorek dal krajet. K vlastnimu zaliti tkani se vyuzivd zalévaci stanice, kterd se déli na tfi
segmenty: vyhtivana vani¢ka pro kovové formy, zasobnik a ddvkovac parafinu, chladici
plotna.

Do kovovych formicek se z davkovace nalije malé mnoiZstvi rozehfatého parafinu.
Pomoci vyhfivané pinzety je tkan prfenesena a zorientovana na dno formy. Orientace tkané je
dilezita pro spravné zachyceni celého vzorku v histologickém preparatu. Orientujeme tak,
aby tkan byla celou plochou na dné formicky.

Nasledné formicku se vzorkem zchladime na malé chladici desti¢ce a prfidame
plastovou kazetku s oznacenim (bioptické cislo) a doplnime parafinem. Parafinovy blocek
zchladime na chladici plotné o teploté -12 az -14°C a zhruba za 5 minut se da formicka od

parafinu odstranit.

Obrazek 3 - Zaliti tkané do parafinu, foto: Tumovad Monika
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8. Krajeni

Po zaliti a nachlazeni parafinového blocku nastavd faze krajeni. Samotné krdjeni se
provadi na poloautomatickém pfistroji, ktery se nazyva mikrotom. Mikrotomy mizeme délit
na sankovy nebo rotacni, ale princip krajeni je stale stejny. DlleZitym faktorem pro vytvoreni
stejné silnych parafinovych rezll je sefizeni a nastaveni mikrotomu, stejnomérné nachlazeni
parafinového bloku a zkuSenosti laboranta, ktery krajeni provadi.

Krajeni se provadi pomoci brousenych nozli nebo komeréné dodavanych Ziletek,
které jsou pevné upevnéné ve svorce mikrotomu. Dnes se preferuje pouziti Ziletek, které
jsou kdostani od wvyrobcl srlznou tvrdosti a na rGzné druhy tkdni (napf. tvrdé a
kalcifikované tkané nebo malé vzorky).

Vzorky z gastrointestindlniho traktu (jicen, Zaludek a stfevo) se zpracovavaji
v sériovych tfezech, tzn. krdjeni jednoho fezu za druhym a vytvoreni parafinového pasku s 10-
15 fezy. Optimalni tloustka parafinovych rezli pro mikroskopovani bioptickych vzorkd je 3
mikrometry a pro imunohistochemii 4 mikrometry.

Po ukrojeni parafinového pasku se pomoci Stétce snese pasek fezl ze Ziletky a
prenese se na hladinu vodni lazné. Vodni lazen, ktera vyhtiva vodovodni vodu na 55 — 56 °C,
slouzi k vypnuti parafinovych fezli do roviny. Na vodni hladiné dochazi ke kontrole kvality
ezl a vybirani kvalitnich, reprezentativnich fez( k dalSimu zpracovani.

Reprezentativni vzorky se natahuji na podlozni sklo, které musi byt odmasténé a
oznacené prislusnym bioptickych ¢islem, stejnym jako parafinovy blocek.

PodloZni skla s natazenymi parafinovymi fezy se pokladaji na specialni vyhfivanou
desku (54 — 56°C), kde dochdzi k dalSimu vypnuti, pfilnuti parafinu k podloZnimu sklu a
vyschnuti prebytecné vody pod rezy.

Napnutd podloZni skla jsou uloZzena do termostatu, ktery je vyhfivany na 55 — 60°C.
V termostatu dochazi k Gplnému odstranéni vody pod fezy a pevnému pfilnuti parafinovych
rezl k podloZznimu sklu. Délka pobytu skel v termostatu se lisi podle velikosti a druhu tkané.
Bioptické vzorky pro statimové zpracovani se nahfivaji pfi 56 - 58°C cca 45 minut a pfi

béZném zpracovani preparatd cca 10 — 14 hodin rovnéz pfi 56 - 58°C.
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9. METODICKA CAST

9.1. Barveni histologickych preparati

Barveni histologickych preparatl je proces, kterym s pouzitim specidlnich barviv
dochazi ke zvyraznéni jednotlivych struktur tkdni. Vétsina pouzivanych histologickych barviv
je na vodni bdzi. Obarvené histologické preparaty po zamontovani do montovaciho média

prohlizi a hodnoti |ékarF (patolog) pod mikroskopem.

.
.

Schéma 3 — Obecné schéma zndzornéni procesu barveni

zavodnéni rezu vlastni barveni

odvodnéni rezl

9.2. Deparafinace a zavodnéni histologickych rezl

Deparafinace a zavodnéni histologickych fez(i je dllezitym krokem, ktery vyzaduje
zbavit se parafinu a opétovné zavodnit tkan vodou, aby se tkan stala barvitelnou.
K deparafinaci se pouziva latka, ktera rozpousti parafin, a to xylen. Nasledné zavodnéni fezl

se vyuziva k prevedeni preparatd prfimo do vody.

LAZEN CHEMIKALIE CAs
(V MINUTACH)

xylen 5

xylen

xylen
96% etanol
96% etanol

96% etanol

w v un »n 1 Un

70% etanol

Tabulka 3 — Deparafinacni a zavodriovaci rada histologickych preparadti
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9.3. Vlastni barveni

Barveni histologickych preparatl se provadi definovanym pracovnim postupem, ktery
vede ke znazornéni jednotlivych struktur tkani.

Z bioptickych vzorku (resekatt) gastrointestindlniho traktu se krdji standardné tfi
histologické preparaty se ¢tyfmi fezy v sériovém poradi: hematoxylin — eosin (HE), PAS
reakce se Schiffovym Cinidlem nebo alcidnova modf s Schiffovym cinidlem (ALP) a opét

hematoxylin - eosin. Jednotlivé barvici metody budou popsany nize.

9.3.1. Hematoxylin — eosin

Barveni hematoxylin — eosin patfi mezi zakladni a nej¢astéji pouzivanou barvici
techniku v histologii. Hematoxylin barvi jaddra bunék, zatimco eosin bunécnou cytoplazmu a
vétSinu vlaken pojivové tkané.

Hematoxylin se extrahuje ze dfeva stromu Haematoxylon campechianum, ktery se

dnes hlavné péstuje v zapadni Indii. [6]

9.3.1.1. Pracovni postup barveni hematoxylin — eosin

1. deparafinace

2. voda oplach

3. Mayertiv hematoxylin 10 minut
4. voda 10 minut
5. 96% alkohol oplach

6. 96% alkohol oplach

7. eosin 3 minuty
8. odvodnéni

Tabulka 4 — Pracovni postup barveni hematoxylin-eosin pouZzivany na Pracovisti klinické a
transplantacni patologie IKEM, Praha
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9.3.1.2. Priprava roztoki pro barveni hematoxylin — eosin

Mayeriiv hematoxylin

4,2 g hematoxylinu s 200 ml destilované vody rozpustit za tepla. Po rozpusténi pridat

3600 ml destilované vody, 200g siranu hlinito-draselného a 0,6 g jodi¢nanu sodného. Po
tfech dnech pfidat 200 g chloralhydratu a 3 g kyseliny citronové. Hotovy hematoxylin zraje

tfi mésice, poté je pfipraven k pouziti.

Eosin
Roztok €.1 ptipravit z 10 g eosinu a 1000 ml destilované vody, zahrat na teplotu 70 — 80 °C.

Roztok €.2 pfipravit 10 g erytrosinu do 1000 ml 96% etanolu.

Pracovni roztok

320 ml roztoku €.1 smichat s 32 ml roztoku ¢.2 poté pfidat 2496 ml 96% etanolu a 13 ml

kyseliny octové.

Obrazek 4 — Hematoxylin — eosin, zvétseni 400x, foto: Maluskovd Jana
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9.3.1.3. Vysledky barveni
v' Jadra—modrd
v' Cytoplazma a elasticka vldkna — rdZova

v’ Erytrocyty - éervené

9.3.2. PAS reakce se Schiffovym Cinidlem

PAS reakce slouzi k zakladnimu prlikazu polysacharidd v tkanich.
Polysacharidy maji vice funkci. Jsou to sloZzené, dlouhé retézce obsahujici vice jak 10
monosacharidovych jednotek spojenych glykosidickou vazbou. Mezi polysacharidy patfi
celulosa, $krob, inulin nebo glykogen. [15]

Mukopolysacharidy tvofi zvlastni skupinu sloZzenych sacharidu, které jsou pritomné

napfiklad v Zaludku nebo kyselé mukopolysacharidy pfitomné v hlenovitém sekretu. [14]

Princip reakce
Principem reakce je oxidace polysacharidd pomoci kyseliny jodisté za vzniku
aldehydt, které reaguji se Schiffovym Ccinidlem. Pfi pritomnosti mukopolysacharidi a

mukoproteinl vznika rlzové zbarveni. [6]

9.3.2.1. Pracovni postup metody PAS reakce

1. deparafinace

2. voda oplach

3. 1% kyselina jodista 10 minut

4. voda 10 minut

5. Shiffovo cinidlo 5 -10 minut
6. vodovodni voda 10 minut

7. Mayeruv hematoxylin 5 minut

8. voda 10 minut

9. odvodnéni

Tabulka 5 - Pracovni postup barveni PAS reakce se Schiffovym cinidlem pouZivany na
Pracovisti klinické a transplantacni patologie IKEM, Praha
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9.3.2.2. Priprava roztoki k metodé PAS reakce

1% kyselina jodistd - 1 g kyseliny jodisté rozpustit ve 100 ml destilované vody.

Schiffovo cinidlo - 2 g pararosalininu smichat s 20 ml 96% etanolu a nechat 10 minut
rozpoustét vtermostatu pfi 55°C. Po rozpusténi pfidat 340 ml destilované vody, 10 g
pyrosifi¢itanu draselného a 7 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Roztok michat
dokud se sraZzenina nerozpusti. Poté pfidat 0,4 g hydrosifi¢itanu sodného. K roztoku pfidat
10 IZic aktivniho uhli, nechat ustat a po 15 minutach cely roztok prefiltrovat. Schiffovo Cinidlo

uchovavat v lednici.

Obrazek 5 — PAS reakce se Schiffovym cCinidlem, zvétseni 400x, foto: Maluskovd Jana

9.3.2.3. Vysledky barveni PAS reakce

v Jadra—modra
v" Mukopolysacharidy — Eervenofialové

7

v' Bazélni membrény — syté rlZové
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9.3.3. Alcianova modr se Schiffovym Cinidlem — ALP

Jedna se o kombinaci dvou barvicich technik - alcianové modfe a PAS reakce. Touto
metodou se prokazuji kyselé a neutrdlni mukopolysacharidy. Alcidnovou modfi se barvi
kyselé mukopolysacharidy a PAS reakci se zndzornuji neutralni polysacharidy. Vyhodou je, Ze

jednou barvici technikou Ize od sebe odlisit kyselé a neutralni mukopolysacharidy.

9.3.3.1. Pracovni postup metody ALP

1. deparafinace

2. voda oplach

3. destilovana voda oplach
4, 3% kyselina octova oplach

5. 1% alcianova modr 30 minut
6. 3% kyselina octova oplach
7. voda 10 minut
8. 1% kyselina jodista 10 minut
9. voda 10 minut
10. destilovana voda oplach
11.  Schiffovo Cinidlo 5 - 8 minut
12. destilovana voda oplach
13. voda 10 minut
14. Mayertv hematoxylin 5 minut
15. voda 10 minut
16. odvodnéni

Tabulka 6 - Pracovni postup barveni ALP pouZivany na Pracovisti klinické a transplantacni
patologie IKEM, Praha

9.3.3.2. Priprava roztoki k metodé ALP

3% kyselina octova — 3 ml kyseliny octové nalit do 97 ml destilované vody

1% alcianova modr — 1 g alcidnové modre smichat se 100 ml 3% kyseliny octové

Schiffovo cinidlo — pouziva se stejné jako k metodé PAS reakce
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Obrazek 6 — Alcidnovd modr se Schiffovym Cinidlem, zvétseni 400x, foto: Maluskovad Jana

9.3.3.3. Vysledky barveni ALP
v Jadra—modrd

v' Glykogen — riZovy

v" Kyselé mukopolysacharidy — modrozelené

9.4. Odvodnovani obarvenych histologickych preparati

Obarvené histologické preparaty se po vlastnim barveni musi odvodnit tfemi [dznémi
96% etanolu, jednou lazni karboxylenu a dvéma laznémi xylenu. Xylen se opét vyuziva
k vytvoreni trvalého histologického prepardtu pripraveného k zamontovani do syntetického

montovaciho média.
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96% etanol
96% etanol
96% etanol
karboxylen

xylen

N N O B, NN

xylen

Tabulka 7 — Odvodriovaci Fada po vlastnim obarveni histologickych prepardti

Karboxylen
Karboxylen se pouZiva k projasnéni jiz obarvenych preparatd jako mezikrok mezi

etanolem a xylenem. Pfipravuje se z kyseliny karbolové a xylenu v poméru 1:3.

9.5. Montovani

Konecnou fazi je montovani, které se provadi po nasyceni preparatu xylenem do
montovaciho média, které je nerozpustné ve vodé. Cca tfi kapky montovaciho média se
nanesou pomoci sklenéné tyéinky na podloZni sklo, které se nasledovné prekryje krycim
sklem. Montovaci médium je ¢ira, hustd tekutina, kterd na vzduchu tvrdne. Zaschly a

vyCistény histologicky preparat je pfipraven k mikroskopovani.
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10. Imunohistochemické metody

Imunohistochemie je metoda vyuzZivajici detekce jednotlivych tkanovych antigent
pomoci specifickych primarnich protilatek. Lze ji tedy chdpat jako aplikaci imunologickych
principl a metod pfi studiu bunék a tkani. V pfipadé pozitivni reakce je tato vazba

znazornéna barevnym produktem.

V patologii se vyuziva k ucellim diagnostickym (vyhledavani a znazorfiovani antigent

specifickych pro urcité typy bunék a tkani) i prognostickym.

Pro prakaz antigenl se vyuzivaji jak polyklonalni, tak monoklondlni protilatky.
Polyklonalni protilatky jsou antiséra ziskand opakovanou imunizaci zvifat danym antigenem a
jsou pouzivana ve vyzkumu i v diagnostice mnoho desetileti. Polyklonalni protilatky obsahuji
smés protilatek s rGznou specifitou, afinitou k antigenu a maji rizné fyzikdlné chemické
vlastnosti. Monoklonalni protilatky vznikaji jako produkt jednoho klonu B lymfocytl, jsou
jedné podtfidy, vazi se na stejnou antigenni determinantu a maji stejné fyzikalné-chemické

vlastnosti. [16]

10.1. Definice antigenul pouzivanych k diagnostice GIT lézi

V této kapitole budou popsany ¢tyti zakladni antigeny, které se pouzivaji k zakladni
diagnostice gastrointestinalnich Iézi. Samoziejmé jsou pouzivany i dalsi imunohistochemické
antigeny, kterymi odliSujeme r(izné typy nadorl. Naptiklad jsou to antigeny AMACR, p40,
chromogranin, synaptofyzin, CD 56, Ki67, CAM 5.2, CD 117 (C-KIT), S -100 protein.
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10.1.1. CD 31 (PECAM - 1 Platelet endothelial cell adhesion molecule)

Antigen CD31 je transmembranovy glykoprotein, ktery je exprimovan na povrchu
souvislého endotelu (arterie, arterioly, vény, venuly). Ddle je nachdzen na povrchu
megakaryocytd a krevnich desticek, myeloidnich bunék, NK bunék a nékterych B a T
prekurzord, makrofagl, Kupfferovych bunék. V imunohistochemii se pouziva k prikazu
endotelovych bunék. Jednd se o vhodny marker v hodnoceni stupné nadorové novotvorby

krevnich cév (angiogeneze). [17]

10.1.2. Aktin (SMA)

Aktin je protein cytoskeletu nékterych bunék. Hojné je vyuzivan jako marker svalové
diferenciace bunék, predeviim v diagnostice leiomyom(, leiomyosarkomli a

rabdomyosarkomu.

10.1.3. Podoplanin (D2-40)

Podoplanin nebo-li D2-40 je mucinovy transmembrdnovy protein exprimovany v
endotelu lymfatickych kapildr, neni vSak exprimovan v krevni vaskulature. Kromé primarni
exprese v lymfatickém endotelu je podoplanin pfitomen v fadé dalSich tkani, vcetné
mezotelovych bunék, retikuldarnich bunék, folikuldrnich dendritickych bunék. Diky jeho
vyskytu v lymfatickych kapildrach je uZite¢cnym markerem pfi zjistovani prordstani nadord do

cév (lymfangioinvaze). [18]

10.1.4. p53

p53 je jaderny fosfoprotein regulujici bunécny cyklus, ktery je pritomny v normalnich
burnikach, ale jeho polocas je pfilis kratky na to, aby mohl byt bézné prokazovan. Prlkaz
tohoto proteinu je moZiny u mutované formy, kterd je mnohem stabilnéjsi. Expresi p53

nachazime zejména v bunkach malignich nadoru. [19]
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Obrazek 8 — Pozitivni priikaz antigenu aktin — SMA (hnédé), zvétseni 200x, foto: Maluskova Jana
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Obrazek 9 — Pozitivni priikaz antigenu D2-40 (hnédé), zvétseni 200x, foto: Maluskovad Jana

Obrazek 10 - Pozitivni prikaz antigenu p53 (hnédg), zvétseni 400x, foto: Maluskova Jana
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11. Hodnoceni histologickych preparatt

Histologické preparaty jsou hodnoceny podle pfesné stanovenych kritérii a na zakladé

definitivni diagndzy je pak rozhodovano o dalsi Ié¢bé pacienta.

V prvni fazi je tfeba urcit typ léze v barveni hematoxylinem-eozinem. Od toho se pak
odviji dalsi postup a indikuji se pfipadnda dopliujici vysetfeni. Ddle se hodnoti presné dané
parametry léze, které pak umoZnuji stanovit pokrocilost l1éze a odhadnout jeji dal$i chovani.
Mezi tyto parametry patfi stupen diferenciace (grade), hloubka invaze, pfitomnost invaze do

krevnich ¢i lymfatickych cév, disociace nadorovych bunék a vzdalenost Iéze od okrajli excize.

11.1. Hodnoceni typu léze

Jak uZ bylo uvedeno v predchozim textu, endoskopické resekéni metody se pouzivaji
u polypt GIT, u dysplastickych zmén sliznice GIT a u ¢asnych karcinom, ev. ostatnich lokalné
malo pokrocilych nadora.

U polypu a dysplastickych lézi vétSinou neni zapottebi indikovat dopliujici vySetfeni,
pouze pfi nejistoté, zda jde jiz o dysplazii, ¢i zda se jednd pouze o vystupriované reaktivni

zmény, mizZeme doplnit imunohistochemicky priikaz markeru p53.

U casnych karcinom( se v prvni fazi urcéi typ karcinomu, tzn. dlazdicovy karcinom,
adenokarcinom, ev. neuroendokrinni tumor/karcinom. Ve vsech pripadech dopliujeme
imunohistochemicky prikaz hladkosvalového aktinu (SMA) k ozfejméni hloubky invaze a
imunohistochemickou vizualizaci vystelky krevnich a lymfatickych cév protilatkami CD31 a
D2-40, abychom byli schopni posoudit pfipadnou angioinvazi a lymfangioinvazi nadoru. U
nizce diferencovanych tumorl dopliujeme prikaz imunohistochemickych markert, které
nam pomohou identifikovat, zda se jedna o nador vychazejici z dlazdicového epitelu (marker
p40), nebo zda jde o nizce diferencovany adenokarcinom (marker AMACR a cytokeratin
CAMS5.2). Pro identifikaci neuroendokrinnich tumord pouZivdme markery chromogranin,
synaptofyzin, CD56 a k urceni jejich biologické povahy jesté proliferacni marker Ki67.
K uréeni typu mezenchymadlnich nadord pouzivdme nejcastéji protilatky SMA, CD 117(C-KIT)

a S -100 protein.
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11.2. Hodnoceni stupné diferenciace léze

Diferenciace (grade) nadoru je hodnocen ve 4 stupnich.

e Grade 1 - odpovidd dobfe diferencovanému nadoru, ktery nejvice napodobuje
plvodni struktury tkané, ze které vychazi.

e Grade 2 - znamena stfedni stupen diferenciace

e Grade 3 - nizky stupen diferenciace.

e Grade 4 - se pfifazuje nadoru zcela nediferencovaného, kdy nelze urcit, z jakého typu

epitelu ¢i tkdné vychazi.

11.3. Hodnoceni hloubky invaze

Hloubka invaze odpovida tomu, do jaké vrstvy stény GIT nador prorasta. U lézi GIT
|écenych endoskopicky se mUzeme setkat s maximalni hloubkou invaze do lamina muscularis
propria, kterd odpovida v TNM klasifikaci nadoru kategorii T2. Rovnéz spektrum etazi invaze
ma u nékterych typl lézi sva specifika, o kterych bude pojednano nize.

Obecné lze fici, Ze rozliSujeme nadory se slizni¢ni invazi, kterd se v histologickych

nalezech oznacuje pismenem ,m“, a nadory sinvazi do submukdzy, kterou oznacujeme

“"

,Sm*.

11.3.1. Hodnoceni hloubky invaze u adenokarcinomu jicnu v terénu

Barrettova jicnu
U adenokarcinomu jicnu u pacientli s Barrettovym jicnem rozliSujeme 4 stupné

slizni¢ni invaze (m1-4) a 3 stupné submukdzni invaze (sm1-3).
m1 — nador je omezeny na epitel (carcinoma in situ)

m2 — nador prorlsta do lamina propria mucosae

m3 — nador prorusta do horni vrstvy lamina muscularis mucosae

m4 — nador pror(std do dolni vrstvy lamina muscularis mucosae
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Déleni lamina muscularis mucosae na dvé vrstvy je specifické pro Barrettlv jicen. U

ostatnich lézi jicnu ma lamina muscularis mucosae pouze jednu vrstvu.

sm1 — nador prorasta do horni tfetiny submukdzy (u adenokarcinomu to je invaze do 500

evvs

sm2 — nador prorlstd do stfedni tfetiny submukdzy

sm3 — nador prorlstd do dolni tfetiny submukézy.

vvvvvv

v submukdze a celkova tloustka nadoru.

11.3.2. Hodnoceni hloubky invaze u dlazdicového karcinomu jicnu

U dlazdicového karcinomu jicnu rozliSujeme 3 stupné slizni¢ni invaze (m1-3) a 3

stupné submukdzni invaze (sm1-3).

m1 — nador je omezeny na epitel (carcinoma in situ)
m2 — nador pror(std do lamina propria mucosae
m3 — nador prorlstd do lamina muscularis mucosae

sm1 — nador prorasta do horni tretiny submukdzy (u adenokarcinomu to je invaze do 200

agresivnéjsi chovani)
sm2 — nador prorlistd do stfedni tfetiny submukdzy

sm3 — nador prorUstd do dolni tfetiny submukdzy.

11.4. Hodnoceni invaze do krevnich a lymfatickych cév

Abychom byli schopni rozlisit jednotlivé typy cév, pouzivdame jiz zminéné
imunohistochemické markery, a to CD31 k ozfejméni vystelky cév krevnich a D2-40 cév

lymfatickych.
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V histologickém nalezu se krevni invaze znaci pismenem A. AO je stav bez nadorové

krevni invaze, A1 znamena pfitomnost invaze nadoru do krevnich cév.

Analogicky u cév lymfatickych je invaze znacena pismenem L. A opét LO je stav bez

nadorové lymfangioinvaze a L1 s lymfangioinvazi.

11.5. Disociace nadorovych bunék

Disociace nadorovych bunék je stav, kdy nadorové elementy ztraceji soudrznost a ve
tkdni jsou pritomny bud' jednotlivé, nebo jen v malych skupinkach. V bioptickych protokolech

je tento stav oznacovan jako TCD (z anglického tumor cells dissociation) a ma 4 stupné (0-3).

11.6. Hodnoceni resekcnich okraju

Hodnoti se jak bo¢ni okraje excize, tak spodina excize. Bo¢ni okraje se znaci pismeny
HM (horizontal margins/horizontalni okraj), spodina (VM — vertical margin/vertikalni okraj).
HM 0 ¢i VM 0 znamena, Ze nador nezasahuje do linie excize. HM 1 ¢i VM 1 je stav, kdy nador
zasahuje do lateralnich okrajd ¢i do spodiny excize. Pokud je HM 0, VM 0, je excize léze
kompletni a oznacuje se R 0. Pokud nador zasahuje do spodiny excize nebo boéniho okraje,

ev. do obou, tak Iéze nebyla odstranéna kompletné a oznacuje se R 1.
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11.7. Statistika
diagnostikovanych patologickych zmén v gastrointestinalnim
traktu v IKEM Praha

provedenych  endoskopickych  resekci a

JICEN MIMO JiCEN

POCET POCET

L

“ . POCET ODBERU . POCET ODBERU
PACIENTU PACIENTU

“ 32 103 2 4

m 26 58 7 9

“ 37 75 12 18

33 62 12 15

Tabulka 8 — Statistika poctu pacientt a odebranych vzorki v IKEM v letech 2013 — 2017
pomoci endoskopické resekce (ER) nebo endoskopické submukdzni disekce (ESD)

Adenokarcinom

15

A
14 12 21 16

DlaZdicovy karcinom 6 4 3 7 10
BJ + dysplazie 11 7 5 5 6
GIST 0 0 0 2 0
Tumor jicnu
0 0 0 1 1
z granularnich bunék
0 1 1 1 0

Ostatni — leiomyom, slizni¢ni fibrom, GIST — gastrointestinalni stromalni tumor

Tabulka 9 — Diagnostikované patologické zmény jicnu v IKEM v letech 2013 — 2017 ve vzorcich
ziskanych pomoci endoskopické resekce (ER) nebo endoskopické submukdzni disekce
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Misto
Patologické zmény 2016 | 2017
odbéru

wl
a
<
e
(V)]
(%2
>
-

Tabulka 10 - Diagnostikované patologické zmény Zaludku a tlustého stfeva v IKEM v letech
2013 - 2017 ve vzorcich ziskanych pomoci endoskopické resekce ( ER )
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12. Diskuse

Klicovou soucasti diagnostického procesu u vétSiny onemocnéni, ktera maji pfislusny
morfologicky korelat, je histopatologické zhodnoceni bioptickych vzork(. Nejinak je tomu i u

onemocnéni gastrointestinalniho traktu.

Cely diagnosticky proces zacind odbérem bioptického materidlu pfi endoskopickém
vySetfeni. Materialu musi byt odebrdno dostate¢né mnozstvi, aby bylo mozno v definitivnich
histologickych preparatech bezpecné posoudit zmény jednotlivych struktur tkané pochazejici
z GIT. Stejné tak musi byt material odebran pokud mozZno Setrné, aby nedoslo k arteficidlnim

strukturalnim zménam, které mohou vyrazné zkomplikovat stanoveni definitivni diagndzy.

Dalsim krokem je zpracovani bioptického materidlu v histopatologické laboratofi. Zde
musi byt dodrZeny presné stanovené pracovni postupy, aby se zabranilo znehodnoceni
endoskopickych vzork(. Dulezita je spravna fixace materiadlu, od které se dale odviji spravné
vysledky jednotlivych barvicich metod. Pti Spatné fixaci je ovlivnéno i krdjeni vzorku zalitych
do parafinovych block(, kdy mulze dojit k potrhani tkané a tim ke ztizeni hodnoceni
strukturalnich zmén v mikroskopu. Pokud by doslo k chybé v jakémkoliv kroku zpracovani
vzorkl v bioptické laboratofi, mohou byt ovlivnény i wvysledky doplfujicich

imunohistochemickych vysetreni.

Obecnou tendenci ve vyvoji endoskopickych Iécebnych metod je pak stale vétsi snaha o
rozsireni jejich spektra a soucasné snaha o to, aby tyto metody byly co nejSetrnéjsi k

pacientovi.
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13. Zaver

Endoskopické metody jsou dynamicky se rozvijejici oblasti mediciny. Zdokonalovani
endoskopickych technik sebou pfinasi i rozsiteni spektra odebiranych histologickych vzorku a

ménici se ndroky na jejich zpracovani a hodnoceni.

IKEM Praha je specializovanym centrem, které provadi endoskopické [éCebné
metody, jako je radiofrekvencéni ablace, submukdzni disekce nebo mukdzni resekce.
Odebrany biopticky materidl je odesildn na Pracovisté klinické a transplantacni patologie

IKEM, kde vzorky hodnoti specializovany jicnovy patolog.

Dle ziskanych statistik od roku 2013 — 2017 bylo na Pracovisti klinické a transplantacni
patologii IKEM vySetfeno celkem 341 endoskopickych resekatl jicnu od 149 pacientd. Mimo
jicen to bylo 50 endoskopickych vzorkli od 37 pacientl. Zcelkového poctu 341
endoskopickych resekatl bylo histologicky diagnostikovdano 78 ptipad( adenokarcinom(

jicnu, 30 dlazdicovych karcinomd jicnu a 34 pacientl mélo Barrettoviyv jicen s dysplazii.

Cilem bakalarské prace bylo komplexné popsat metodiku zpracovani histologickych
vzorkd ziskanych pfi endoskopickych vySetfovacich a l1é¢ebnych metodach. Jiz od samého
prvopocatku, tedy od odbéru endoskopickych vzorkd, je kladen vysoky dliraz na kvalitu
odbéru. Pouze spravné odebrany histologicky materidl umozni v konecné fazi spravné
stanoveni definitivni diagndzy, coZz neni moiné u vzorkll zhmoZdénych nebo jinak

poskozenych.

Nedilnou soucasti celého procesu je precizni histologické zpracovani endoskopickych
vzorku. Jakdkoliv chyba v celé kaskadé jednotlivych krokd mize vést k nevratnému poskozeni

struktury tkani, coZ znemozni prfesné posouzeni povahy léze.
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14. Seznam zkratek

GIT
EMR
ESD
RFA

ER
HGD
LGD

BJ

HE
PAS
ALP

AMACR

TCD
HM
VM

Tabulka 11 — Seznam zkratek

gastrointestinalni trakt
endoskopicka mukdzni resekce
endoskopicka submukdzni disekce
radiofrekvenéni ablace
endoskopicka resekce

high grade displazie

low grade displazie

Barret(lv jicen

hematoxylin — eosin

periodic acid Schiff

alcidnova modfr se Schiff Cinidlem
Alpha-methylacyl-CoA racemase
tumor cells dissociation
horizontal margins

vertical margins
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